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Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

1. UVOD

U dana$nje vreme, potroSaci traze hranu koja ne zadovoljava samo osnovne prehrambene
potrebe, ve¢ traze hranu koja ima i pozitivno delovanje na zdravlje, kao $to je anti-kancerogeno,
anti-inflamatorno, anti-dijabetsko i druga dejstva. Sve je veca potreba za proizvodnjom nutritiv-
no obogacene i zdravstveno bezbedne hrane. Pod funkcionalnom hranom podrazumevamo hranu
koja sadrzi jednu ili vise bioaktivnih komponenti i koja ima pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje.
1z tog razloga doslo je do velikog interesovanja za bioaktivna jedinjenja i proizvode obogacenih
ovim jedinjenjima.

Nedostatak bioaktivnih jedinjena je njihova osetljivost, tj. podloznost degradaciji tokom
prerade, pripreme i skladiStenja pod dejstvom razli¢itih faktora. Povec¢avanje stabilnosti bioak-
tivnih jedinjenja se moze posti¢i primenom postupka inkapsulacije pri cemu se mogu koristiti
razli¢iti nosaci koji Stite funkcionalnost bioaktivnih jedinjenja 1 kontroliSu njihovo otpustanje
tokom varenja hrane. Proteini su se pokazali kao pogodni nosaci za vezivanje, koncentrovanje i
stabilizaciju bioaktivnih jedinjenja, gde se sojin proteinski izolat najcesce koristi zbog niske cene
i velikog sadrzaja proteina koji se koriste u dijetetskim i prehrambenim proizvodima, i u
dodacima ishrani zbog nutritivne i bioloske vrednosti.

Cvekla (Beta vulgaris L.) spada u 10 najpotentnijih vrsta povréa zbog visokog sadrzaja
polifenolnih jedinjenja i betalaina (heterocikli¢nih vodorastvornih pigmenata). Cvekla je nutri-
tivno veoma bogato, niskokalori¢no i lako probavljivo povrée. Preradom voca i povréa nastaje
otpadni materijal koji se koristi kao sto¢na hrana, izvor dijetetskih vlakana i za proizvodnju
biogoriva. Otpadni materijal koji nastaje preradom cvekle je pogodan izvor antioksidanata i boja.
Crvena boja cvekle potice od betalaina koji se koriste kao prirodne boje u prehrambenoj i
kozmetic¢koj industriji. Pored betalaina, cvekla sadrzi i polifenolna jedinjenja kao §to su fenolne
kiseline, flavan-3-oli, flavonoidi itd. Zbog osetljivosti na svetlost i toplotu njihova upotreba u

hrani je ogranicena. Polifenolna jedinjenja uti¢u na kvalitet, stabilnost i prihvatljivost hrane,
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deluju kao boje, arome i antioksidanti i znacajni su parametri za funkcionalne i organolepticke

karakteristike prehrambenih proizvoda.

Imajuéi u vidu navedene ¢injenice, U okviru ove disertacije postavljeni su sledeci ciljevi:

1.

Definisanje uslova ekstrakcije bioloski aktivnih jedinjenja iz sporednih proizvoda pre-
rade cvekle (tropa) upotrebom rastvaraca pogodnih za primenu u prehrambenoj indus-
triji,

Optimizacija inkapsulacije ekstrakta tropa cvekle na odabranom nosacu (proteinski
izolat soje) u cilju stabilizovanja i koncentrovanja bioaktivnih komponenata, kao i
dobijanje ekstrakta u obliku pogodnom za aplikaciju, odnosno dobijanje funkcionalnih
aditiva koji pokazuju visoku stabilnost i pogodni su za upotrebu u funkciji prirodnih
antioksidanata ili boja u prehrambenoj, kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji,
Karakterizacija dobijenog ekstrakta i inkapsulata u pogledu kvalitativnog i kvantita-
tivnog sadrZaja polifenolnih jedinjenja, betalaina kao i antioksidativnog potencijala,
Optimizacija formulacije funkcionalnih krekera na bazi cerealija (jednozrna (einkorn,
Triticum monococcum) i obi¢na (Triticum aestivum) pSenica) i pseudocerealija (heljda
(Fagopyrum esculentum), amarant (Amaranthus retroflexus) i kinoa (Chenopodium
quinoa)) bez dodatka, sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle i sa dodatkom inkapsulira-
nog ekstrakta tropa cvekle, i njihova priprema u pilot postrojenju,

Odredivanje stepena neenzimskog tamnjenja (Maillard reakcije) u krekerima kao indi-
katora intenziteta termicke degradacije,

Odredivanje boje i1 funkcionalnog kvaliteta testa i1 krekera bez dodatka, sa dodatkom
ekstrakta tropa cvekle i sa dodatkom inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle, i njihove

odrzivosti tokom 6 meseci.

Faze istrazivanja i sadrzaj doktorske disertacije obuhvata:

Pregled dosada$njih istrazivanja iz oblasti bioaktivnih komponenata tropa cvekle i
valorizacije sporednih proizvoda prerade voca i povrca, sa posebnim osvrtom na me-
tode inkapsulacije i mogucnosti primene u prehrambenim proizvodima, u cilju pove-
¢anja 1 o€uvanja funkcionalnih 1 nutritivnih svojstava.

Dobijanje sporednog proizvoda prerade cvekle (tropa) cedenjem povréa u labora-
torijskim uslovima.

Definisanje uslova ekstrakcije tropa cvekle.
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V.

VI.

VII.

VIII.

XI.

XII.

XII1.

Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u dobijenom ekstraktu (sadrzaj ukupnih
polifenola i flavonoida) i betalaina (betacijana i betaksantina), kao i kvalitativnog i
kvantitativnog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja.

Priprema dobijenog ekstrakta za inkapsulaciju.

Optimizacija parametara inkapsulacije u cilju dobijanja inkapsulata sa najveéim
sadrzajem polifenola i najve¢om antioksidativnom aktivnos$cu.

Optimizacija formulacije krekera na bazi cerealija i pseudocerealija, odnosno odredi-
vanje optimalne koli¢ine funkcionalnog dodatka.

Priprema krekera sa i bez funkcionalnog dodatka u pilot postrojenju.

Odredivanje parametara boje dobijenih krekera.

Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja u testu i krekerima (sadrzaj ukupnih
polifenola i flavonoida) i betalaina (betacijana i betaksantina), kao i kvalitativnog i
kvantitativnog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja.

Utvrdivanje sadrzaja furozina i hidroksimetilfurfurala u krekerima kao indikatora
stepena neenzimskog tamnjenja (Maillard reakcije) tokom termickog tretmana.
Ispitivanje antioksidativne aktivnosti testa i krekera na stabilne 1,1-difenil-2-pikril-
hidrazil (DPPH) i katjon 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline)
(ABTS™) radikale i njihove ukupne redukcione sposobnosti (Oyaizu test).

Pracenje sadrzaja polifenolnih jedinjenja (sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida) i
betalaina (betacijana i betaksantina) u ekstraktu i inkapsulatu tropa cvekle i krekeri-
ma, kao i antioksidativne aktivnosti na stabilne DPPH i ABTS" radikale i njihove
ukupne redukcione sposobnosti (Oyaizu test) tokom 6 meseci skladiStenja na sobnoj

temperaturi.
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2. OPSTI DEO

2.1. FUNKCIONALNA HRANA

Danas potrosaci preferiraju i biraju hranu koja pored osnovnih hranljivih materija sadrzi 1
supstance koje mogu imati dugoro¢ne pozitivne efekte na ljudsko zdravlje (Hernandez-Carrion i
sar., 2014). Koncept funkcionalne hrane nastao je u ranim osamdesetim godinama XX veka u
Japanu i od tada je Siroko prihvacen Sirom sveta (Ohama i sar., 2006).

U svetu postoji mnogo definicija za funkcionalnu hranu, ali zvani¢na definicija jo$ uvek
nije usvojena (http://www.functional-food_en). Funkcionalna hrana se moze definisati kao hrana
koja, pored osnovne nutritivne vrednosti sadrzi i bioaktivna jedinjenja, i ima blagotvorno dejstvo
na ljudski organizam, kao Sto su poboljSanje zdravlja 1 smanjenje rizika od nekih bolesti
(Bigliardi i Galati, 2013). Funkcionalnu hranu treba posmatrati kao marketinski termin za hranu
koja ima optimalan uticaj na digestivni sistem, povoljan efekat na imunitet, krvne sudove, kao i
veliki antioksidativni potencijal, jer je on znacajan u borbi sa slobodnim radikalima koji se
svakodnevno stvaraju u organizmu. Bioaktivna jedinjenja mogu biti makronutrijenti (omega-3
masne kiseline), mikronutrijenti (vitamin ili mineral), neesencijalni sastojci sa nekom funkcijom
(likopen, biljni sterol) i fitohemikalije (sulforafan, izoflavoni, fitoestrogeni ili probiotici)
(http://www.studpol.rs/dokumenta/bilten/Funkcionalna%20hrana.pdf).

Teznja Evropske komisije da definiSe pojam funkcionalne hrane rezultirala je evropskim
konsezusom o konceptu fukcionalne hrane koji je objavljen 1999. godine kao rezultat projekta
“Nauka o funkcionalnoj hrani u Evropi” (engl. Functional Food Science in Europe - FUFOSE),
koordinisane od strane Medunarodnog instituta za prirodne nauke (engl. International Life Scien-
ce Institute - ILSI). Funkcionalna hrana je definisana kao hrana koja na zadovoljavajuéi nacin,
pored osnovnih nutritivnih potreba, ispoljava povoljno dejstvo na jednu ili viSe funkcija ljudskog
organizma, pri cemu dovodi do unapredenja zdravlja i opSteg stanja ljudskog organizma kao i do
smanjenja rizika od oboljenja. Funcionalna hrana su isklju¢ivo prirodne namirnice (Diplock i
sar., 1999).
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Da hrana moze biti od terapeutske koristi nije nov concept. Frazu “neka hrana bude tvoj
lek, a lek tvoja hrana” izrekao je Hipokrat pre 2500 godina, medutim, ova fraza je napustena u
XIX veku sa pojavom savremene terapije lekovima. Znacajna uloga ishrane u prevenciji bolesti
kao 1 prikazivanje njenog znacaja u zdravstvu, ponovo dolazi do izrazaja pocetkom XX veka.
Tokom prvih 50 godina XX veka, istrazivanja su se fokusirala na indentifikaciju esencijalnih, ali
i nutritivnih sastojaka hrane, kao $to su vitamini, i otkrivanje njihove uloge u prevenciji raznih
bolesti (Hasler, 2002).

Drugi termin koji se ¢esto koristi kao sinonim za funkcionalnu hranu je nutraceutik (engl.
nutraceuticals) koji je priznat 1991. godine od strane Fondacije za inovacije u medicini i odnosi
se na skoro svaku bioloski aktivhu komponentu koja pruza zdravstvenu korist (Hasler, 2002).
Nutraceutici su proizvodi koji se dobijaju izolovanjem ili pre¢is¢avanjem iz hrane, koriste se u
obliku lekova kao $to su pilule i kapsule, pokazuju pozitivno delovanje na ljudsko zdravlje i
pruzaju zaStitu od hroni¢nih bolesti, ali nisu hrana. Sa nau¢nog glediSta nutraceutici su definisani
kao dodaci ishrani koji sadrze veliku koli¢inu bioaktivnih jedinjenja izolovanih iz prirodnih
namirnica. Oni su u obliku lekova i doprinose pobolj$anju zdravlja (Zeisel, 1999).

Medutim, veoma je bitno funkcionalnu hranu postaviti u posebnu kategoriju, tj. razdvojiti
od nutraceutika, medicinske hrane (engl. pharmafood), dizajnirane hrane (engl. designer food)
itd. Bez obzira na odabir definicije, funkcionalna hrana predstavlja jedinstveni koncept, ona nije
lek ve¢ iskljucivo hrana, bez obzira na to $to ona spreCava nastajanje I razvoj mnogih bolesti
(Roberfroid, 2002).

Kvalitet hrane se i dalje definiSe prema zahtevima potrosaca, a svodi se na senzorne
karakteristike. Brz nacin zivota doveo je do povecane potraznje za gotovom hranom koja sadrzi
veliku koli¢inu nezasi¢enih masnih kiselina (Hofstrand, 2008). Osnovni problem ¢oveka u pogle-
du nepravilne ishrane jeste prekomerno uzimanje Secera, masti i soli, zanemarivanje i nedostatak
edukacije o vrednosti i neophodnosti unosenja sirove hrane, posebno voca i povrca, integralnog
brasna, semenki, oraSastih plodova, prirodnih zasladivaca, nedovoljno posvecivanje vremena i
paznje pripremanju hrane, kao i S$tetni sastojci u hrani (pesticidi, sinteticki aditivi itd)
(http://lwww.zdravaishrana.net/dobrozdravlje.htm).

Nova saznanja o funkcionalnoj hrani i njenom pozitivnhom zdravstvenom dejstvu na
ljudsko zdravlje, kao i povecanje zabrinutosti potrosaca, dovela su do smanjenja primene sinte-

tickih aditiva u prehrambenoj industriji i do teznje za proizvodnjom zdravije hrane kako bi se
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izbegli zdravstveni rizici koji su postali globalni problem (Caleja, i sar., 2015; Carocho i sar.,
2014; Sarig i sar., 2003).

Funkicionalna hrana danas predstavlja jedan od najzapaZzenijih i najperspektivnijih pravaca
u nutricionizmu i dijetetici (http://nadijeti.com/2011/02/07/funkcionalna-hrana/). Da bi organi-
zam normalno i zdravo funkcionisao potrebno je uneti visSe od 60 hranljivih materija: ugljene
hidrate, proteine, masti, vitamine, minerale i vodu.

Funkcionalna hrana moze biti i sveZza, ali i preradena namirnica. Vecéina proizvoda od voca,
povréa, riba, mesa i mleka sadrze prirodne komponente koje pokazuju blagotvorno dejstvo na
funkcije u organizmu. To mogu biti omega-3 masne kiseline u ribi, likopen u paradajzu, saponini
u soji, katehini u ¢aju i1 ¢okoladi itd. I preradene namirnice mogu takode da sadrze funkcionalnu,
odnosno bioaktivnu komponentu, bez naknadnog obogacivanja. Sa druge strane, neki literaturni
podaci navode da kao funkcionalnu hranu treba smatrati samo hranu koja je obogacena ili
poboljsana komponentama koje imaju zdravstvenu korist, tj. bioaktivnim jedinjenjima. Tipovi
preradene funkcionalne hrane prikazani su u Tabeli 1 (Kotilainen 1 sar., 2006; Spence, 2006).
Mnoga istrazivanja ipak ukazuju na to da funkcionalna hrana treba da bude u formi klasi¢nih

prehrambenih namirnica (http://www.functional-food_en).

Tabela 1. Tipovi preradene funkcionalne hrane

Vrsta funkcionalne hrane

Proizvod povecane
hranljive vrednosti

Obogaceni proizvodi

Izmenjeni proizvodi

Poboljsani proizvodi

Hrana sa pove¢anim sadrZajem
hranljivih materija koje se prirodno
nalaze u njoj

Hrana sa dodatkom novih
hranljivih materija ili komponenata
koje se prirodno ne nalaze u njoj

Hrana iz koje je Stetna komponenta
potpuno ili delimiéno uklonjena, ili
zamenjena komponentom sa
pozitivnim efektom

Hrana u kojoj je jedna komponenta
prirodno pobolj$ana primenom
posebnih uslova gajenja, izmenom
sastava hrane i dr.

Vo¢ni sokovi sa
povecanim sadrzajem
vitamina C

Margarin obogacen sa
estrima biljnih sterola,
prebiotika, probiotika

Prehrambena vlakna koja
se dodaju u meso i
sladoled da bi se zamenile
masnoce

Jaja sa ve¢im sadrzajem
omega-3-masnih kiselina
koje poticu iz hrane za
zivinu
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Funkcionalna hrana spada u trec¢u generaciju hrane sa pozitivnim efektom na zdravlje i u tu
kategoriju spadaju proizvodi koji objedinjuju prehrambene i zdravstvene aspekte ishrane. U prvu
kategoriju hrane spadaju integralne zitarice, jogurt, hleb od celog zrna itd. Proizvodi druge
generacije su proizvodi sa smanjenim sadrzajem masti (zasi¢enih masnih kiselina) i Secera
(slozenih ugljenih hidrata) (http://www.pharmamedica.rs/ishrana/funkcionalna-hrana-i-lekovito-
bilje/).

Funkcionalna hrana se moze podeliti prema strukturi hrane i prema nacinu njenog delova-
nja. Prema strukturi, funkcionalna hrana moze biti ¢vrsta (npr. “energetske plo¢ice”), praskasta i
zrnasta, i te¢na (npr. Sejkovi, napici).

Prema nacinu delovanja, funkcionalni proizvodi se mogu podeliti u tri grupe:

1. Proizvodi koji poboljsavaju zivot (engl. “add good to your life*) unapredujuci npr.

pravilan rad stomaka i creva (probiotici i prebiotici);

2. Proizvodi koji smanjuju postojeCe zdravstvene rizike, npr. proizvodi koji smanjuju

visoki krvni pritisak ili holesterol u krvi;

3. Proizvodi koji olakSavaju Zzivot (engl. “makes your life easier®), npr. bezglutenski

proizvodi, proizvodi bez laktoze itd (Radojkovié, 2012).

2.2. NUSPROIZVODI PRERADE VOCA I POVRCA KAO 1ZVOR
FUNKCIONALNIH KOMPONENTI

Poznato je da voce i povrée sadrzi komponente kao §to su vitamini, minerali, antioksidanti
I prebiotici, tj. vlakna, koji imaju sposobnost pozitivnog dejstva na zdravlje ljudi, spreCavanjem
pojave mnogih bolesti. Brojne studije su pokazale negativnu korelaciju izmedu konzumiranja
voca i povréa i uCestalosti pojave raznih bolesti, ukljucujuéi rak, aterosklerozu i kardiovasku-
larne bolesti.

Podizanje svesti potroSaca o zdravoj ishrani dovodi do potrebe za istraZzivanjem novih
bioaktivnih jedinjenja koja se mogu upotrebiti u funkcionalnim proizvodima (Tumbas Saponjac i
sar., 2016).

Tehnoloskim postupkom prerade voca i povrca, veliki deo biljke, kao §to su semenke,

ljuska, spoljna tkiva i trop, ostaju neiskoris¢eni. Na primer, tokom proizvodnje vina i soka od
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jabuke, 25-30% sirovog materijala ostaje kao trop, dok kod prerade egzoti¢nog voca (npr.
mango), kora i seme ¢ine do 60% od ukupne mase ploda (Schieber, 2009).

Oni se smatraju tehnoloskim (biljnim) otpadom i ekonomskim gubitkom, dok zakonske
regulative iz oblasti zastite zivotne sredine, dodatno oteZavaju odlaganje ovog materijala. Zbog
visokog sadrZaja vode, ovi otpadni materijali su skloni mikrobioloSkom kvarenju. Stoga se mate-
rijal nakon obrade obavezno mora susiti, pri ¢emu troSkovi suSenja, skladiStenja i transporta
predstavljaju ograni¢avajuci ekonomski faktor za koris¢enje ovog otpada (Schieber, 2009). 1z tog
razloga se nusproizvodi najc¢esce koriste kao hrana za zivotinje, za pripremu dijetetskih vlakana i
za proizvodnju biogoriva.

Novija istrazivanja su pokazala da se nusproizvodi nastali preradom voca i povréa mogu
koristiti kao izvori bioaktivnih jedinjenja, u proizvodnji funkcionalne hrane. Najvece intereso-
vanje privukli su kora, seme i stabljika. 1zolovana bioaktivna jedinjenja mogu biti bojene mate-
rije, antioksidanti, antimikrobna sredstva itd, te mogu naéi primenu u prehrambenoj i farmaceut-
skoj industriji (Tumbas Saponjac i sar., 2016).

Bioloski aktivne komponente nalaze se u ve¢im koli¢inama u spoljasnjim delovima voca i
povréa i u semenu. Ovi delovi biljaka se tokom proizvodnje odvajaju ili su pomesani (npr.

semenke i pokozica grozda koji se nalaze u tropu) (Schieber, 2009).

2.3. ANTIOKSIDANTI | SLOBODNI RADIKALI

2.3.1. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali su atomi ili molekuli, koji sadrze jedan ili viSe nesparenih elektrona koji
su sposobni za slobodno postojanje. Mogu nastati kao proizvodi homoliticke, heteroliticke ili
redoks reakcije. Najcesce se nespareni elektroni nalaze na kiseoniku (reaktivne vrste kiseonika,
engl. reactive oxygen species - ROS) ili azotu (reaktivne vrste azota, engl. reactive nitrogen
species - RNS) i oni ucestvuju u stvaranju oksidativnog stresa (Dasgupta i Klein, 2014). Najvaz-

nije reaktivne vrste kiseonika i azota date su u Tabeli 2 (Halliwell i Whiteman, 2004).
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Tabela 2. Najvaznije reaktivne slobodnoradikalske vrste

~_ Slobodnoradikalskevrste

Reaktivne vrste kiseonika

Superoksid anjon radikal, Oz™
Hidroksil radikal, OH"
Hidroperoksil radikal, HO>®
Peroksil radikal, RO2*
Alkoksil radikal, RO*
Karbonatni radikal, CO3™
Ugljendioksidni radikal, CO2™

Reaktivne vrste azota

Azotmonoksidni radikal, NO*
Azotdioksidni radikal, NO>"

Postoje dva izvora koji dovode do slobodnoradikalskih reakcija: endogeni i egzogeni izvori
(Dasgupta i Klein, 2014). Najznacajniji endogeni izvori slobodnih radikala su dati u Tabeli 3,
dok su egzogeni izvori dati u Tabeli 4, a Slika 1 daje opsti prikaz formiranja slobodnih radikala

pod uticajem endogenih i egzogenih faktora.

Tabela 3. Endogeni izvori slobodnih radikala

Fiziolo$Kki proces Uticaj procesa ‘

Mitohondrijsko disanje  Sustinski bioloSki proces u kojem se stvara superoksid anjon
radikal.

Autooksidacija Autooksidacija mnogih bioloskih molekula (hemoglobina, mioglo-

bina itd) moze dovesti do nastanka slobodnih radikala u ljudskom
telu. Superoksid anjon radikal je najvazniji proizvod autooksidacije.

Enzimska reakcija Mnoge enzimske reakcije koje ukljucuju ksantin oksidazu, aldehid
oksidazu itd. mogu stvarati slobodne radikale.

Disanje To je proces u kojem fagociti dobijaju veliku koli¢inu kiseonika
tokom fagocitoze.

Metalni joni Joni bakra i gvozda mogu reagovati sa vodonik peroksidom stvarati
slobodne radikale.

Naporno vezbanje Moze aktivirati ksantin oksidazu koja proizvodi slobodne radikale.
Infekcija takode moze proizvesti slobodne radikale.

Ishemija/ reperfuzija Moze aktivirati ksantin oksidazu.

10
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Tabela 4. Egzogeni izvori slobodnih radikala

Egzogeni izvori Uticaj izvora

Zagadenje vazduha Izlaganje cesticama u zagadenom vazduhu moze
proizvesti znacajan oksidaivni stres, povecanje
rizika za pojavu astme, kardiovaskularnih bolesti,
hroni¢ne pluc¢ne opstruktivne bolesit (KOPB) i raka
pluca .

Neorganske Cestice u vazduhu Unos mineralnih Cestica prasine kod pojedinaca koji
rade u industriji moZze izazvati oksidativni stres,
narocCito kada vazduh sadrzi finu mineralnu prasinu
(kvarc, silicijum-dioksid i azbest).

Pusenje duvana Oksidanti prisutni u duvanskom dimu mogu ostetiti
pluéa, uzrokovati KOPB i povecati rizik od raka
pluca.

Neki lekovi Lekovi kao §to su bleomicin, adriamicin i sulfasa-
lazin mogu izazvati oksidativni stres.

Industrijski rastvaraci Industrijski rastvaraci kao $to su hloroform 1 ugljen
tetrahlorid mogu izazvati oksidativni stres ako se
udisu.

Izlaganje zracenju Prekomerno izlaganje ultraljubicastoj svetlosti, du-
gotrajno izlaganje suncu i tretman zracenjem kao
terapija protiv raka, povecavaju oksidativni stres.

| Formiranje slobodnih radikala |

& &
a

zracenje

& cigarete
metabolizam X 0— Q ' 0"'.‘;. QQ. S
uticaji
D 31 V /2 /NN / 4 ' Di

)
: o
&< =l

bela krvna zrnca

Slika 1. Formiranje slobodnih radikala pod uticajem endogenih i egzogenih faktora
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Slobodni radikali uéestvuju u lan¢anim reakcijama koje se dele u tri faze:

¢ Reakcija inicijacije

e Reakcija propagacije

e Reakcija terminacije

Inicijalni korak karakteriSe nastajanje slobodnih radikala, naj¢es¢e homolitickim cepanjem
veze u kojem svaki fragment zadrzava po jedan elektron. Inicijalni korak se moze desiti spontano
ili mozZe biti izazvan grejanjem ili zraCenjem, zavisno od tipa veze:

A-B—-A*+ B’

Nastavak reakcije se karakteriSe stvaranjem novog radikala (propagacijom) tako da
novonastali radikal moze reagovati sa drugim molekulom i dati novi radikal, sve dok se dva
radikala ne spoje U neutralni molekul. Ovaj proces se zove i lan¢ana reakcija, jer se karakteriSe
nastankom stotina ili hiljada propagacijskih koraka (,,karika u lancu®) izmedu inicijacijskog i
terminacijskog koraka.

Terminacija se karakteriSe destrukcijom slobodnih radikala. Suprotno od propagacije, kod
terminacije kombinacijom dva sli¢na ili razli¢ita radikala dolazi do nastajanja nove veze:

A'+B — A-B

Oksidativni stres se definiSe kao neravnoteza izmedu prisustva relativno visokih nivoa
slobodnih radikala i reaktivnih metabolita i njihova eliminacija zastitnim mehanizmima (anti-
oksidantima). Ova neravnoteza uzrokuje o$te¢enje znac¢ajnih biomolekula (protein, lipidi i DNK)
u ¢elijama sa potencijalnim uticajem na ceo organizam. Oksidativni stres moze izazvati razlicite
bioloske reakcije, kao Sto su zaustavljanje rasta, adaptaciju i transkripciju gena i inicijaciju
signala transdukcije (Cort i Ozben, 2014).

Poznato je da su visoki nivoi oksidativnog stresa toksi¢ni, dok niski nivoi mogu izazvati
¢elijsku proliferaciju, $to pokazuje da promene u celiji zavise od koli¢ine ROS (Cort i Ozben,
2014).

ROS se proizvode tokom normalne funkcije ¢elija aerobnih organizama zbog njihovog
oslanjanja na oksidativne procese neophodne za zivot. ROS su poznati kao toksini koji izazivaju
razne Stetne efekte (disfunkciju ¢elija, smrt ili maligne transformacije). Nastaju tokom zracenja
UV-zracima, X-zracima i gama zracima, proizvodi su metalo-katalizovanih reakcija, prisutni su
kao zagadiva¢i u atmosferi, nusproizvodi mitohondrijskih katalizuju¢ih reakcija transporta

elektrona i drugih mehanizama. Nize koncentracije ROS pokazuju mitogene efekte, dok visoke

12



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

koncentracije izazivaju ostecenje Celijskih struktura (uklju¢uju¢i membrane lipida, proteina i
nukleinskih kiselina) (Cort i Ozben, 2014).

ROS imaju vaznu ulogu u patogenezi nekih neurodegenerativnih poremecaja kao §to su
Parkinsonova bolest, Alchajmerova bolest i amiotrofi¢na lateralna bolest. Uzroc¢nici su nastanka
depresije, autizma i Sizofrenije. Starosne bolesti oka, kao Sto su katarakta i retinalna degene-
racija, se smatraju posledicom oksidativnog stresa. Takode, dovode do nastanka mnogih obolje-
nja, kao S§to su ateroskleroza, kancer, kardiovaskularna oboljenja, astma, artritis, gastritis, derma-
titis, dijabetes, bolesti jetre, bubrega, zapaljenski procesi itd. (Radojkovi¢, 2012).

Istrazivanja su pokazala da pored Stetnih efekata, ROS imaju i ulogu u regulisanju i
odrzavanju normalnih procesa u zivim organizmima (Assim i Reem, 2012). Znacajna je njihova
uloga u odrzavanju preénika krvnih sudova i normalne funkcije vaskularnih ¢elija, u neuronskoj
apoptozi tokom razvoja mozga (Massaad i sar., 2011), kao i u regulaciji unosa glukoze gde
deluju kao signalni molekuli (Sandstrom i sar., 2006). Takode, neophodni su kofaktori tiroperok-
sidaze (enzim koji u€estvuje u zavr§nom koraku proizvodnje tiroidnih hormona) (Erdamar i sar.,
2008), ucestvuju u moduliranju procesa starenja (Salminen i Kaarniranta, 2012) i reguliSu sta-
bilnost gena (Rajendran i sar., 2011; Rodriguez-Fragoso i sar., 2014). Da bi do ovoga doslo,
ROS 1 zastitni antioksidativni sistemi moraju da rade u koordinaciji kako bi dostigli stanje redoks

homeostaze, odnosno ravnoteze (Rodriguez-Fragoso i sar., 2014).

2.3.2. Antioksidanti u prehrambenoj industriji

Oksidacija masti 1 ulja je odgovorna za nastajanje neprijatnog mirisa i ukusa proizvoda, §to
dovodi do smanjenja nutritivnog kvaliteta i ispravnosti hrane, uzrokovano formiranjem sekun-
darnih, potencijalno toksi¢nih jedinjenja. U cilju oCuvanja senzorskih karakteristika hrane, i
sprecavanja degradacije vitamina, u hranu se dodaju antioksidanti (Moure i sar., 2001).

Halliwell i Gutteridge (1990) su dali opste prihvacenu definiciju antioksidanata prema
kojoj su antioksidanti supstance koje, prisutne u malim koncentracijama u odnosu na supstrat
koji je podloZan oksidaciji (lipidi, proteini, ugljeni hidrati, DNK), zna¢ajno usporavaju ili spreca-
vaju njegovu oksidaciju.

Vazna uloga antioksidanata u prehrambenoj industriji ogleda se u produzavaju roka traja-

nja hrane i pi¢a, spreCavanjem oksidacionih procesa koji narusavaju njen kvalitet i senzorske
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karakteristike (Pokorny i sar., 2001). Ameri¢ka uprava za hranu i lekove (engl. United States
Food and Drug Administration - US FDA) definisala je antioksidante kao supstance koje se
koriste za zastitu hrane od kvarenja, uzeglosti i promene boje usled oksidacije (Dziezak, 1986).

Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da (Aruoma, 1996):

- deluju kao "skevindzeri" slobodnih radikala, odnosno donori elektrona ili H atoma,

- kompleksiraju jone metala, ¢ime se sprec¢ava njihovo kataliticko dejstvo tokom oksida-

cije lipida ili reakcije razgradnje hidroperoksida lipida,

- razgraduju hidroperokside lipida u neradikalske vrste (npr. alkohole),

- spreCavaju dejstvo singletnih oblika kiseonika,

- inhibiraju neke enzime,

- pokazuju sinergisticke efekte i

- redukuju neka jedinjenja.

Antioksidanti su klasifikovani na vi$e nac¢ina. Prema nivou i na¢inu delovanja u ljudskom
organizmu antioksidanti su klasifikovani na:

- preventivne antioksidante,

"skevindzer" antioksidante i
- "reparacione" antioksidante (Skinner i Hunter, 2013).
Preventivni antioksidanti sprecavaju stvaranje slobodnih radikala i iniciranje lan¢ane reak-
cije peroksidacije dekompozicijom vodonik peroksida i lipidnih hidroperoksida (enzimski anti-
oksidanti katalaza, glutation-peroksidaza, glutation-S-transferaza), kompleksiranjem jona metala
(albumin, ceruloplazmin, mioglobin, transferin) i eliminacijom ROS (superoksid dismutaza).
"Skevindzer" antioksidanti imaju sposobnost da "hvataju” slobodne radikale i tako inhibi-
raju inicijaciju i prekidaju propagaciju reakcije lipidne oksidacije, pa se zato i zovu "prekidaci"
lanc¢anih radikalskih reakcija (eng. chain breaking antioxidants). Dele se prema rastvorljivosti
na:
- hidrosolubilne antioksidante (vitamin C, mokraéna kiselina, bilirubin, albumin, gluta-
tion, neki polifenoli) i

- liposolubilne antioksidante (vitamin E, vitamin A, karotenoidi, neki polifenoli) (Vaya i
Aviram, 2001).

"Reparacioni" antioksidanti deluju posebnim mehanizmima, obnavljajuci ili uklanjajuci

oSte¢ene vitalne biomolekule koji nastaju u uslovima oksidativnog stresa i pored prisustva
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preventivnih i "skevindzer" antioksidanata. U "reparacione" antioksidante spadaju: fosfolipaze,
proteaze, lipaze, enzimi koji obnavljaju DNK, transferaze itd. (Vaya i Aviram, 2001).

Prema mestu nastajanja, antioksidanti znacajni za ljudski organizam dele se na endogene i
egzogene antioksidante. Endogeni antioksidanti su antioksidanti koji nastaju u ljudskom organiz-
mu, a egzogeni se ne mogu sintetisati u organizmu, te se unose putem hrane ili lekova. Endogeni
antioksidanti su: enzimski sistemi (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza), mok-
ra¢na kiselina, bilirubin, tioli (npr. glutation, lipoinska kiselina, N-acetilcistein), NADPH,
NADH, koenzim Q10 (ubihinon), proteini koji kompleksiraju jone metala (albumin-bakar, ceru-
loplazmin-bakar, feritin-gvozde, mioglobin-gvozde, transferin-gvozde). U egzogene antioksidan-
te ubrajaju se: vitamin C, vitamin E, karotenoidi (B-karoten), oksikarotenoidi (likopen), polife-
noli (flavonoidi, fenolne kiseline, proantocijanidini itd.) i drugi.

Prema poreklu antioksidanti mogu biti sinteticki i prirodni. Sinteticki antioksidanti se odli-
kuju velikom stabilno$c¢u, efikasno$c¢u i prihvatljivoséu sa ekonomskog aspekta, Sto opravdava
njihovu primenu. Siroko primenjivani su: 2- i 3-terc-butil-4-hidroksianizol (BHA), terc-butil-4-
hidroksitoluen (BHT), 3,5-di-terc-butil-hidrohinon (TBHQ), propil-galat (PG), dodecil-galat i
oktil-galat. Klini¢ka ispitivanja su pokazala da neki sinteti¢ki antioksidanti imaju toksi¢no i
kancerogeno delovanje, zbog Cega je njihova primena ogranicena, §to je dovelo do povecanog
interesovanja za ispitivanje antioksidativne aktivnosti prirodnih antioksidanata (Pilas i sar.,
2008).

Prirodni antioksidanti mogu biti biljnog, zivotinjskog i mikrobioloskog porekla. Biljke
predstavljaju najznacajniji izvor prirodnih antioksidanata: tokoferola, karotenoida, askorbinske
kiseline, polifenola, terpena i mnogih drugih (Hagerman i sar., 1998). Medutim, i pored njihovog
pozitivnog dejstva, primena prirodnih antioksidanata je ograni¢ena. Faktori koji ograniavaju
njihovu primenu su karakteristi¢cna aroma biljnih ekstrakta i nepotpuna toksikoloska ispitivanja.
Sa druge strane, polifenoli biljaka uticu na senzorska i organolepticka svojstva hrane, funkcional-
nu i nutritivnu vrednost proteina prisutnih u hrani kao i na teksturu hrane (Moure i sar., 2001).

Objavljen je velik broj nauénih radova u kojima je utvrdena antioksidativna aktivnost
ekstrakata razli¢itih biljnih vrsta, njihovih etarskih ulja kao i nusproizvoda prerade biljaka kao
Sto su: ljuske od kikirikija, seme rogaca, kora 1 seme citrusa itd. (Vuli¢ i sar., 2014; Stankovi¢,

2011; Hussain i sar., 2011; Bocco i sar., 1998).
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2.4. BIOAKTIVNA JEDINJENJA

Bioloski aktivna jedinjenja ili fitohemikalije su prirodna jedinjenja prisutna u biljnom svetu
(greki phyton - biljka) koje imaju potencijalno pozitivan uticaj na ljudski organizam. Pozitivni
efetki hrane biljnog porekla se pripisuju prehrambenim vlakanima visoke molekulske mase i
sekundarnim biljnim metabolitima niske molekulske mase. Najc¢esce koris¢ene bioloski aktivne
komponente su: vitamini, minerali, omega-3 masne kiseline, prebiotici, probiotici, prirodni
pigmenti, i drugi biljni sastojci (Radojkovié, 2012).

Ova jedinjenja imaju znacajnu ulogu u unapredenju zdravlja tako S$to deluju antioksi-
dativno, antikancerogeno, antiinflamotorno, antidijabetski, antikoagulacijski, antihipertenzivno,
antiaterotromboticki (Kosseva, 2013). Na taj nacin bioaktivne komponente prisutne kao prirodni
sastojci hrane, pored obezbedivanja osnovne hranljive vrednosti, imaju sposobnost sprecavanja
nastanka bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti, Sizofrenija, rak i mnoge druge (Marsanasco
i sar., 2015).

Fitohemikalije su sekundarni metaboliti biljaka koje pored primarnih metabolita (ugljeni
na meducelijsko funkcionisanje i reprodukciju unutar biljke (Wink, 2003).

Sekundarni biljni metaboliti igraju vaznu ulogu u zastiti biljke, Stite¢i je od biotickog i
abiotickog stresa. Mogu se svrstati u Cetrnaest osnovih klasa jedinjenja: alkaloidi, amini, cijano-
geni glikozidi, diterpeni, flavonoidi, glukozinolati, monoterpeni, neproteinske aminokiseline, fe-
nilpropani, poliacetileni, poliketoni, seskviterpeni, tetraterpeni, triterpeni, saponini i steroli
(Wink, 2003).

Na slici 2 prikazana je klasifikacija fitohemikalija na osnovu njihove hemijske strukture.
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Fitohemikalije
Karotenoidi Fenoli Alkaloidi Jedinjenja koja sadrze azot Organosumporna
jedinjenja
I
Betalaini

o-Karoten I
B-Karoten Izotiocijanati
p-Kriptoksantin Fenolne Kiseline Flavonoidi Stilbeni Kumarini Tanini :

Lutein Indoli
Zaksantin

Astaksantin

Likopen

Hidroksibenzoevel | Hidroksicimetne Flavonoli Flavoni Flavanoli Flavanoni Antocijani Izoflavoni
kiseline Kiseline (Katehini)
Galna p-Kumarinska Apigenin e -
Prokatehinska Kafena Kvercetin Luteolin Katehin SEseL lc;g;lgg:;dx Genistein
Vanilinska Ferulna I‘{“}‘Pf?f‘" Epikatehin Hesperidin Peonidin Glicitein
Siringinska Sinapinska Miricetin Epigalokatehin Malvidin
Epikatehin galat
Epigalokatehin galat|

Slika 2. Klasifikacija fitohemikalija na osnovu hemijske strukture

Fitohemikalije se u hrani obi¢no javljaju u malim koli¢inama i njihovo proucavanje je
usmereno ka proceni njihovog efekta na zdravlje. One se ne akumuliraju u organizmu, te je
neophodno redovno konzumiranje hrane koja ih sadrzi. Na primer, veoma je vazno unositi hranu
bogatu esencijalnim masnim kiselinama jer ljudski organizam nema sposobnost stvaranja istih

(Marsanasco i sar., 2015).

2.4.1. Polifenolna jedinjenja

Polifenolna jedinjenja se klasifikuju kao primarni antioksidanti koji su uglavnom skevin-
dzeri slobodnih radikala. Oni odlazu ili inhibiraju inicijaciju ili prekidaju reakciju lipidne oksi-
dacije, ¢ime se, izmedu ostalog, smanjuje formiranje proizvoda razlaganja karakteristi¢nih za

uzegle proizvode (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).
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Polifenolna jedinjenja predstavljaju rasprostranjenu heterogenu grupu sekundarnih biljnih

metabolita, koja su veoma vazna kod senzorskih i nutritivnih osobina voca i povréa i drugih

biljaka (Liu i sar., 2004). Polifenolna jedinjenja u strukturi sadrze aromatican prsten sa jednom

ili viSe hidroksilnih grupa. Njihova struktura se kre¢e od jednostavnih fenola male molekulske

mase do komplesnih polimera velike molekulske mase (Ignat i sar., 2011).

Imajucéi u vidu veliku raznovrsnost i vaznu ulogu biljnih polifenola, njihova klasifikacija je

komplikovana. Postoje razlicite klasifikacije gde je najc¢es¢a ona koja je zasnovana na broju

ugljenikovih atoma u osnovnom skeletu (Tabela 5) (Balasundram i sar., 2006).

Tabela 5. Osnovna podela polifenolnih jedinjenja

C6 Jednostavni fenoli Katehol, hidrohinol, rezorcinol
Benzohinoni
C6-C1 Fenolne kiseline p-hidroksibenzoeva kiselina, salicilna kiselina
C6-C2 Fenilsiretne kiseline p-hidroksifenilsiré¢etna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, miristicin
C6-C3 Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hromoni Eugenin
C6-C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-C6 Ksantoni Mangostin, mangiferin
Stilbeni Rezveratrol
C6-C2-Co Antrahinoni Emaodin, hrizofanol
Flavonoidi
. Sinenstein, nobiletin, izosinensitin, tangeretin,
Flavoni P
diosmin
Flavonoli Kvercetin, kempferol
Flavonol glikozidi Rutin
Flavanoli Dihidroksikvercetin, dihidroksikempferol glikozidi
C6-C3-C6 Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Neohesperidin, narirutin, naringin, eriocitrin
Antociiani Glikozidi peralgonidina, peonidina, delfinidina,
ntocijani . N
petunidina, cijanidina
Flavanoli (katehini) (+)-katehin, (-)-epi_katehin, (-l_r)-galokatehin,
(-)-epigalokatehin
Halkoni FloridZin, arbutin, halkonaringenin
(C6-C3)2 Lignini Pinorezinol
(C6-C3-C6)2 Biflavonoidi Agatisflavon
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Pored ove podele, polifenolna jedinjenja se Klasifikuju i na osnovu elemenata Kkoji su
vezani za fenolni prsten. Po ovoj Kklasifikaciji glavne grupe polifenola su: fenolne kiseline, flavo-
noidi, stilbeni, kumarini i tanini (Liu i sar., 2004).

U prirodi se polifenolna jedinjenja mogu nalaziti u slobodnom obliku, ili ¢es¢e u obliku
glikozida. Glikozidi sadrze aglikonski deo fenolne strukture i razli¢it broj monosaharidnih jedini-
ca, pri ¢emu je za biolosku aktivnost polifenolnih jedinjenja zasluzan iskljucivo aglikonski deo
molekula. Monosaharidi koji ulaze u sastav glikozida su: glukoza, galaktoza, arabinoza, ramno-
za, ksiloza, manoza, glukuronska i galakturonska kiselina. Pored toga, Seceri mogu biti prisutni u
obliku mono-, di-, tri-, ili tetrasaharida (Sakakibara i sar., 2003). Ova jedinjenja se mogu naci i u
obliku kompleksa sa organskim kiselinama, lipidima, ugljenim hidratima, aminima i drugim
polifenolnim jedinjenjima.

Polifenolna jedinjenja u biljkama obavljaju niz funkcija delujuéi kao antioksidanti, anti-
mikrobni i antiinflamatorni agensi, fotoreceptori, privlace insekte opraSivace, deluju u zastiti
biljnih tkiva od prekomernog UV zracenja, doprinose boji i senzorskim karakteristikama voca i
povréa (Liu i sar., 2004). Dokazano je da prirodni polifenoli imaju veoma vaznu ulogu u
ljudskom organizumu u zastiti od patoloskih bolesti kao Sto su ateroskleroza, neurodegenerativna
i kancerogena oboljenja. U industriji se polifenoli koriste kao prirodne boje i konzervansi za
hranu, u proizvodnji boja, papira i u kozmetici (Ignat i sar., 2011).

Smatra se da je antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja pre svega rezultat njihove
sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi uklanjaju slobodne radikale uz formi-

ranje manje reaktivnih fenoksil radikala (Ph-O°):

Ph-OH + ROO’— Ph-O'+ ROOH
Ph-OH + ‘OH — H20 + Ph-O°

Povecana stabilnost fenoksil radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona i
postojanju vise rezonantnih formi (Slika 3). Stabilizacija fenoksil radikala je takode moguca i
njegovim kuplovanjem sa slobodnoradikalskim vrstama karakteristicnim za reakcije oksidacije

lipida, pri ¢emu nastaju relativno stabilne neradikalske vrste (Duh i sar., 1999).
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Slika 3. Rezonantne strukture fenoksil radikala

Polifenolna jedinjenja su od velikog znacaja u fiziologiji biljaka zbog vazne uloge u rastu,
razmnozavanju, pigmentaciji i formiranju ukusa, kao i otpornosti na patogene organizme i
predatore. Medutim, polifenolna jedinjenja u biljkama nisu ravnomerno rasporedena na nivou
tkiva, ¢elijskom i subcelijskom nivou. Nerastvorni polifenoli su sastavni deo ¢elijskog zida, dok
se rastvorni polifenoli nalaze unutar ¢elijskih vakuola (Naczk i Shahidi, 2004).

Dijetetski unos polifenola u velikoj meri zavisi od navika u ishrani i volji pojedinaca
(Shahidi i Naczk, 2004). Prosec¢an dnevni unos dijetetskih polifenola je priblizno 1 g po osobi
(Scalbert i Williamson, 2000). Najznacajniji izvori polifenolnih jedinjenja, i izvori antioksida-
nata, su zacinsko 1 lekovito bilje, voce, jezgrasto voce, povrée, seme uljarica, integralne Zitarice,
masline, razni napici, kakao, crna ¢okolada, brojni zivotinjski i mikrobioloski proizvodi (NaczK i
Shahidi, 2006; Miti¢, 2011).

Neki antioksidanti pokazuju prooksidativno dejstvo pod odredenim uslovima, dok pod
drugim uslovima mogu pokazivati kancerogene osobine, $to znaci da prevelike koli¢ine antioksi-
danata mogu biti 1 Stetne po zdravlje (Boudet, 2007). Medutim, jedan od najvaznijih zakljucaka
je da je nizak rizik od pojave kancera usko povezan sa ishranom bogatom raznovrsnim antiok-
sidantima. Kombinovanje antioksidanata sa razli¢itim delovanjem povecava efikasnost i sma-

njuje toksicnost (Lee i Lee, 2006).

Flavonoidi

Medu polifenolima prisutnim u hrani biljnog porekla dominantnu grupu ¢ine flavonoidi
koji ¢ine oko dve tre¢ine dijetetskih polifenola (Robbins, 2003).

Flavonoidi su sekundarni biljni metaboliti, u vodi rastvorni pigmenti, koji se mogu naéi u
lis¢u, semenkama, korenju, cvetu visih biljaka, a najzastupljeniji su u pokozici voca i povréa

(Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

20



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

Flavonoidi sadrze 15 atoma ugljenika, osnovna struktura je C6-C3-C6 (Slika 4). Ugljeni-
kov skelet flavonoida sadrzi dva benzenova prstena (A i B) medusobno povezana troclanim
ugljeni¢nim nizom, koji sa atomom kiseonika formira heterocikli¢ni prsten (prsten C) (Del Rio i

sar., 2013).

Slika 4. Osnovni skelet flavonoida

Flavonoidi imaju veliki broj znacajnih bioloskih aktivnosti kao $to je antioksidativna
aktivnost (Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

Nalaze se u obliku glikozida rastvornih u vodi ili u sastavu tanina, dok se slobodni veoma
retko nalaze. Pored Secera, kao supstituenti na osnovnom jezgru, mogu se naci hidroksilna grupa
i metoksi grupa, §to utie na raznolikost ovih jedinjenja i doprinosi njihovom velikom broju.

Osnovne klase flavonoida su: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli (katehini), antocijani-
dini 1 izoflavoni. Klase flavonoida se razlikuju po svojoj strukturi heterocikli¢nog prstena oko
kiseonika, ali svi sadrze ve¢ pomenutu karakteristiénu C6-C3-C6 strukturu (Del Rio i sar., 2013).
Osnovne klase flavonoida date su na Slici 5.

Raznovrsnost i veliki broj struktura ovih jedinjenja je uzrokovana brojnim modifikacijama
njihove osnovne strukture, kao §to su:

- Dodatne hidroksilacije,

- Dimerizacije,

- Vezivanje neorganskog sulfata,

- O-metilacija hidroksilnih grupa,

- Glikozilacija hidroksilnih grupa ili flavonoidnog jezgra (Tumbas, 2010).

Flavonoidi su veoma bitni sastojci ljudske ishrane, upravo zbog posedovanja antioksida-
tivnih svojstava. Ova jedinjenja deluju: imunostimulativno, antikancerogeno, antiinflamatorno,

antimikrobno, antifungalno, diureticki, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, anti-
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koagulantno, spazmoliticki, kardiotoni¢no, antialergijski, analgetski, antimalari¢no, hipogli-

kemijski (Milenkovi¢, 2013).

O ‘
‘O ] O
O

O
Flavoni Flavonoli Flavanoni
o ]
e e o oo O
/
OH oH
N . Antocijani
Flavanonoli Flavanoli
O

Halkoni

Izoflavoni

Neoflavonidi
(] ‘

Slika 5. Osnovne klase flavonoida

Medutim, pored svog pozitivnog delovanja na zdravlje ljudi, flavonoidi mogu imati i
prooksidativnu aktivnost ukoliko je njihov unos povecéan i nekontrolisan, pri cemu pod uslovima

oksidativnog stesa, umesto hvatanja” slobodnih radikala dolazi do njihovog formiranja (Skibola
i Smith, 2000).
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2.4.2. Betalaini

Betalaini su biljni pigmenti koji pripadaju vrsti iz reda Caryophyllales. To su heterocikli¢ni
pigmenti, derivati betalaminske kiseline, koji su rastvorni u vodi (Gengatharan i sar., 2015).
Prema njihovoj hemijskoj strukturi, betalaini se dele na crveno-ljubicaste betacijane i
narandzasto-zute betaksantine (Slika 6), a njihova boja se pripisuje rezonantnim dvostrukim

vezama (Gengatharan i sar., 2015).
R
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Slika 6. Strukturne formule betacijana (I - betanidin, 1l - izobetanidin) i betaksantina (I11)

=z

Izvori betalaina su mnogobrojni. Cetiri najvaznija izvora su cvekla, amarant, kaktusov plod
i pitaja. Glavni izvor betalaina je cvekla koja sadrzi dva glavna pigmenta, betanin (crveni
betacijan) i vulgaksantin I (Zuti betaksantin) (Gengatharan i sar., 2015). Sadrzaj ovih pigmenata
u korenu cvekle zavisi od stepena zrelosti, sorte i klimatskih uslova. Betanin ¢ini 75-78% od
ukupnog sadrzaja betacijana i sa izobetaninom ¢ini 95% svih crvenih pigmenata koji se nalaze u
soku cvekle, dok je od betaksantina najzastupljeniji vulgaksantin, prisutan u koli¢ini od oko 95%
(Janiszewska-Turak, 2014). Faktori koji uti¢u na sintezu pigmenata iz cvekle su plodnost
zemljista, vlaznost zemljista, vreme berbe, navodnjavanje i temperatura.

lako su antocijanidini najrasprostranjeniji prirodni pigmenti i poseduju boje koje pokrivaju
crveno-ljubicastu oblast, betalaini su stabilniji na uticaj pH 1 temperature pa se ceS¢e koriste kada
se radi o hrani sa niskom kiselo$¢u (Ravichandran i sar., 2013). Biljke ne mogu da sadrze i
betalaine i antocijane, pri ¢emu se prisustvo betalaina smatra hemotaksonomskom karakteris-

tikom.
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Stabilnost betalaina u namirnicama je najvec¢i problem, $to ograni¢ava njihovu primenu, jer su
osetljivi na spoljasnje uticaje sredine, kao S$to su pH, svetlost, vlaga, visoka temperatura i kiseonik.
Pod uticajima spoljasnje sredine crveni pigment betalaina se degradira do svetlo mrke boje
(http://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/betalaini). U Tabeli 6 prikazana je stabilnost betala-
ina pri razli¢itim uslovima (Delgardo-Vargas et al., 2000). U opsegu pH od 3,5 do 7 betalaini ostaju
nepromenjeni, pri ¢emu je optimalna pH vrednost u opsegu pH 5-6, a pH preko 7 dovodi do promene
boje u plavo. Zagrevanje betalaina takode dovodi do gubitka boje, a ukoliko je uz to i pH nepovoljan,
degradacija betalaina je brza. Vlaga takode ima bitan uticaj na stabilnost betalaina, pri niskom

sadrzaju vlage stabilnost je povec¢ana (http://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/betalaini).

Tabela 6. Stabilnost betalaina u model sistemima

Izmedu pH 3,5 i 7 je maksimalna stabilnost boje, Amax
betacijana: 537-538 nm, Amax betaksantina: 475-478
nm,

pH Rastvori betalaina pH<3,5, Amax se pomera ka manjim talasnim duZinama,
pri ¢emu se smanjuje molarna apsorptivnost,
pH>7, Amax se pomera ka manjim talasnim duzinama,
pri ¢emu se molarna apsorptivnost smanjuje.

Rastvori betalaina sa

pH Izmedu pH 5,5 i 8, stabilnost boje je maksimalna.

kiseonikom
pH Rastvor cvekle Na pH 5,5 je maksimalna stabilnost.
pH e Maksimalna stabinost je izmedu pH 5 i 6.

vulgaksantina
Crvena boja se umanjuje zagrevanjem, a reakcija se
moze povratiti hladenjem.

Pri izlozenosti dnevnom svetlu na 15°C brzina degra-
dacije betanina se povecava za 15,6%; degradacija
prvog reda sa zavisnoS¢u od pH vecoj na pH 3
Svetlost Rastvor betanina (k=0,35/dan) nego na pH 5 (k=0,11/dan) pod fluo-
rescentnim svetlom.

Do potpune razgradnje pigmenata dolazi pod uticajem
UV ili y zracenja

Stabilnost betalaina se poveéava pri niskim aw, a sa

Temperatura  Rastvor betanina

colg(lavnost ﬁ?ggll gisﬁe;ﬁﬁlgmm porastom aw sa 0,32 na 0,75 stabilnost se smanjuje za
jedan red velicine.
il Rastvor betanina U prisustvu vazduha, na pH 7,0, razgradnja betanina je

za 15% vecéa nego u atmosferi azota.
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Karakteristicna boja materijala se smatra pokazateljem svezine, visoke nutritivne vrednosti,
ukusa i u velikoj meri uti¢e na prihvatljivost proizvoda. Jedinstvenost betalaina se ogleda u
prisustvu njihove N-heterociklicne strukture sa betalaminskom kiselinom kao zajednickim
biosintetickim prekursorom, Koja je vezana za ciklo-Dopa glukozid kod betacijana, i za amino-
kiselinu ili imino grupu kod betaksantina (Stintzing i Carle, 2007). Tipi¢ni supstituenti za beta-
laine su: glukoza, glukuronska, malonska, kafena, p-kumarinska i ferulna kiselina (Strack i sar.,
2003).

Betalaini su klasifikovani kao antioksidanti jer zaustavljaju ili odlazu proces oksidacije,
pokazuju antitumorne i antiskleroti¢ne efekte, a takode se koriste i kao preventiva kardiovasku-
larnih bolesti (Janiszewska-Turak, 2014).

Betalaini predstavljaju vaznu prirodnu boju u prehrambenoj industriji i prodaju se u vidu
praha ili koncentrata soka. Za proizvodnju praha sa 0,3-1,0% pigmenta primenjuje se liofili-
zacija, a koncentrovanje soka se vrsi u vakuumu do postizanja 60-65% ukupne suve materije
(http://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/betalaini).

Prehrambena industrija koristi hiljade tona godiSnje boje jer je ona jedan od najbitnijih
atributa hrane i smatra se pokazateljem kvaliteta i prihvatljivosti hrane. Upotreba sintetickih boja
ograni¢ena je zvani¢nim propisima EU i SAD, zbog Cega je sve veCe interesovanje za novim,
prirodnim izvorima pigmenata i za njihovu potencijalnu primenu u hrani (Vergara i sar., 2014).
Upotreba betalaina je dozvoljena od strane EU. Betalain kao prehrambeni aditiv nosi oznaku E-
162 (Ravichandran i sar., 2013). Ekstrakt betalaina se naj¢esce koristi za bojenje Zelea, jogurta,
mle¢nih proizvoda, suplemenata za sportiste, konditorskih proizvoda i pi¢a (Janiszewska-Turak,
2014).

2.5. CVEKLA
2.5.1. Opis biljke

Cvekla (Beta vulgaris) je dvogodiSnja, dikotiledona, zeljasta biljka, vretenastog korena,
karakteristicne crvene boje. Pripada porodici Chenopodiaceae. Cvekla poti¢e iz regiona
Mediteranskog mora, a njen predak je B. vulgaris subsp. Maritime (Janiszewska-Turak, 2014).

Za ishranu 1 preradu koristi se iskljucivo korenje cvekle.
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Cvekla ima visok sadrzaj polifenolnih jedinjena i betalaina, §to ovu biljku svrstava u 10
najmo¢nijih biljaka zbog velikog antioksidativnog kapaciteta. Ona je niskokalori¢na, lako
probavljiva i nutritivno vrlo bogata hrana. Od prisutnih polifenolnih jedinjenja najznacajniji su:
protokatehinska, vanilinska, ferulna, p-kumarinska, siringinska i p-hidroksibenzoeva kiselina.
Sadrzaj polifenola se smanjuje od kore ka mesu, gde je sadrzaj polifenola u kori 50%, u
nadzemnom delu 37%, a u mesu 13% (http://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/cvekla).
Cvekla je i veoma dobar izvor vitamina i minerala. Od vitamina, cvekla sadrzi vitamin C (najvise
ga ima u korenu), vitamin A (najvece koli¢ine su zastupljene u nadzemnom delu cvekle), E, K,
B1, B2, B3 i B12, i njihov ukupni sadrzaj iznosi oko 14 mg/100 g sveze cvekle. Pored
pomenutih vitamina, cvekla je bogat izvor folne kiseline (15,8 mg/g suve materije), niacina,
tiamina, riboflavina i piridoksina. Od minerala cvekla sadrzi kalijum, natrijum, fosfor, magne-
zijum, kalcijum, gvozde, sumpor, jod, litijum, fluor, rubidijum, stroncijum i cezijum, a u trago-
vimasadrzi zivu, bakar, selen, mangan i silicijum-dioksid (http://www.tehnologijahrane.com/enc
iklopedija/cvekla).

Od ugljenih hidrata, cvekla sadrzi u velikim koli¢inama saharozu (15-20%), dok u manjim
koli¢inama sadrzi glukozu, fruktozu, galaktozu, arabinozu i pektin (Bavec i sar., 2010).

Zemljani ukus cvekle potice od geosmina, pri ¢emu se razli€itim programima gajenja cvek-
le moZe smanjiti njegov sadrzaj i zemljani ukus. Cvekla sadrzi 1,3% proteina (Vracar i sar.,
2004).

Kod nas se gaji mali broj sorti cvekle. Najrasprostranjenije sorte su Bikor, Egipatska i
Detroit. Od ukupne godiSnje proizvodnje cvekle, 90% se koristi kao povrée, a preostali deo se
preraduje u prehrambene boje i sok (Kosseva i Webb, 2013). Cvekla je poznata kao lekovita
biljka i najbolje je koristiti mladu cveklu. Koristi se osusena, pasterizovana i sok od cvekle, a
najcesce u svezem stanju.

Cvekla je znacajan antioksidant, detoksikant, diuretik i remineralizant, i koristi se u leCenju
malokrvnosti. Poseduje antikancerogena, antibakterijska, antianemicna i antisklerosti¢na svojst-
va. Betanin iz cvekle podstiCe razmenu materija, smanjuje nivo holesterola, odrzava krvne

sudove, regulise krvni pritisak, podstice rad jetre (Kalusevic i sar., 2012).
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2.6. INKAPSULACIJA BIOAKTIVNIH JEDINJENJA

Inkapsulacija je postupak koji se koristi vise od 60 godina, a moze se definisati kao proces
nanoS$enja fizicke barijere na aktivnu komponentu (enzimi, ¢elije, bioloski aktivne supstance itd).
Inkapsulacija aktivne komponente vrsi se unutar definisanih polupropustljivih, poroznih materi-
jala primenom razli¢itih metoda, u cilju povecanja stabilnosti i postizanju produzenog ili kontro-
lisanog delovanja, pri ¢emu nastaju Cestice veli¢ine 1-1000 pum koje se nazivaju mikrokapsule
(Kosti¢ i sar., 2012).0Ovim postupkom se $titi jezgro od nepovoljnih spoljasnjih uslova i pro-
duzava rok trajanja inkapsuliranog materijala (Ezhilarasi i sar., 2013). Kapsule se mogu formirati
kao mononuklearne kapsule ili kao agregati (Slika 7).

Upakovani materijal, ili kako se jo$ naziva obloZeni materijal, aktivno jezgro, unutrasnja
faza ili punjenje, moze biti ¢isto jedinjenje ili smeSa. Dok, sa druge strane, materijali za pakova-
nje, koji se jo§ nazivaju i materijali za oblaganje, kapsule, membrane, nosa¢ ili omota¢, mogu biti
od Secera, guma, proteina, prirodnih i modifikovanih polisaharida, lipida, voskova i sinteti¢kih
polimera (Fang i Bhandari, 2010).

Najcesce koriS¢eni materijali za oblaganje su guma arabika, maltodekstrin, skrob, protein
surutke 1 dr. Protein surutke se odlikuje neprevazidenim nutririvnim kvalitetom 1 poseduje neop-
hodne osobine koje ispunjavaju zahteve inkapsulacije. Osobine kao $to su rastvorljivost u vodi i
niska viskoznost, svrstavaju maltodekstrin u veoma pogodan materijal za oblaganje, dok je upo-
treba guma arabike ograni¢ena zbog velikih varijacija troskova, kao i zbog ogranicene koli¢ine 1

kvaliteta gume arabike (Avaltroni i sar., 2004; You-Jin i sar., 2003).

omotac omotad

jezgro jezgro

Slika 7. Osnovne forme kapsula: mononuklearne (levo) i agregati (desno)

Karakteristike nosac¢a kao §to su rastvorljivost, stabilnost, kompatibilnost sa jezgrom,
kohezivnost, hemijska inertnost, permeabilnost, opticka svojstva i higroskopnost su veoma zna-

Cajni pri odabiru materijala nosaca jer njihov adekvatan odabir diktira fizicke i hemijske
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karakteristike kapsula (Umer i sar., 2011). Materijali omotaca biraju se u zavisnosti od svrhe
inkapsulacije i mogu se Koristiti sami ili u kombinaciji. U cilju poboljSanja karakteristika
finalnog proizvoda cesto se kombinuju dva ili vise materijala ili sa modifikatorima jer nemaju svi
materijali sposobnost da ispune potrebne uslove (Wilson i Shah, 2007; Smith i Charter, 2010).
Proteini dobijeni iz semena povrca, kao $to su grasak, soja i pSenica, su veoma zastupljeni u
prehrambenoj industriji zbog svoje velike dostupnosti i dobrih karakteristika, predstavljaju
odli¢nu alternativu proteini na bazi naftnih polimera i zivotinjskih tkiva, takode su i biorazgra-
diva i obnovljiva sirovina sa znacajnim fizicko-hemijskim i funkcionalnim karakteristikama
(Nesterenko i sar., 2013).

Proteini soje su najcesce koriséeni i dobro izu¢enimaterijal za oblaganje, mada se mogu
koristiti i u kombinaciji sa polisaharidima (Augustin i sar., 2006). Proteini soje imaju funkcio-
nalne osobine kao $to su sposobnost apsorpcije vode i ulja, rastvorljivost, stabilizacija emulzija,
penusanje, zeliranje, sposobnost formiranja kvalitetnog filma i dobra organolepticka svojstva, §to

ga ¢ini pogodnim materijalom za inkapsulaciju (Franzen i Kinsella, 1976).

2.6.1. Primena inkapsulacije

Glavni cilj inkapsulacije je zastita inkorporiranog materijala od neZeljenih uticaja spo-
ljasnje sredine, kao $to su vlaga, svetlost 1 kiseonik, ¢ime se doprinosi produzenju roka trajanja
proizvoda i kontrolisanom oslobadanju inkapsuliranog materijala (Shahidi i Han, 1993). Oboga-
¢ivanje prehrambenih proizvoda bioaktivnim jedinjenjima, uz istovremeno minimalan uticaj na
kvalitet 1 organolepti¢ka svojstva prehrambenih proizvoda, predstavlja jedan od vaznijih ciljeva
industrije (Thies, 2005). U nekim slu¢ajevima, oblozeni materijal mora biti izolovan od spo-
ljasnje okoline, kao npr. izolacija vitamina od negativnog uticaja kiseonika, usporavanje ispara-
vanja nestabilnog jezgra, olakSano rukovanje sa lepljivim materijalom ili izolovanje reaktivnog
obloZenog materijala od razli¢itih hemijskih reakcija. U drugim slucajevima, cilj nije potpuna
izolacija oblozenog materijala, ve¢ kontrolisano oslobadanje kapsule, kao kontrolisano otpusta-
nje lekova i pesticida. Problemi koji mogu nastati tokom pakovanja razli¢itih sastojaka hrane
mogu se spreciti inkapsulacijom, ¢ime se postize maskiranje mirisa i ukusa obloZzenog materijala
ili kompleksa gde dolazi do selektivnog postupka adsorpcije ili ekstrakcije (Sunderlal i sar.,
2010). Generalno, inkapsulacija se u prehrambenoj industriji primenjuje iz vise razloga, kao $to

Su:
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- Zastita inkapsuliranog materijala od degradacije, smanjenjem njegove aktivnosti prema

spoljasnjoj sredini;

- Smanjenje isparavanja ili brzine prenosa upakovanog materijala u spoljasnju sredinu;

- Modifikacija fizickih karakteristika originalnog materijala da bi se omogucilo lakse ru-

kovanje;

- Kontrolisano otpustanje inkorporiranog materijala jezgra tokom vremena ili u odrede-

nom trenutku;

- Prikrivanje nezeljenih aroma ili ukusa inkapsuliranog materijala;

- Razblazivanje inkapsuliranog materijala kada se zahtevaju male koli¢ine, uz uspostav-

ljanje ravnomerne disperzije u matriksu;

- Razdvajanje komponenata smese koje bi inace reagovale medusobno.

Razli¢iti sastojci hrane, kao $to su zasladivaci, boje, modifikatori ukusa, vitamini i mine-
rali, enzimi, lipidi 1 mikroorganizmi, mogu se upakovati primenom razli¢itih metoda inkapsu-
lacije (Munin i Edwards-Lévy, 2011).

Polifenolna jedinjenja su veoma znacajna, pre svega sa aspekta ljudskog zdravlja, i pri-
menjuju se u velikoj koli¢ini u prehrambenoj industriji kao prirodni dodatak hrani (boje, kon-
zervansi, antioksidanti itd). Pored Siroke primene u prehrambenoj industriji, mnogi biljni eks-
trakti bogati polifenolnim jedinjenjima se koriste i u kozmetickim i farmaceutskim proizvodima
(Munin i Edwards-Lévy, 2011). Nazalost, upotreba ovih jedinjenja je ograni¢ena jer njihova
efikasnost zavisi od biodostupnosti i stabilnosti pri proizvodnji, distribuciji i skladistenju hrane,
kao i u gastrointestinalnom traktu (pH, enzimi, prisustvo drugih hranljivih materija). Stoga je
njihova aktivnost i potencijalno pozitivno delovanje na zdravlje ljudi ograniceno. Polifenoli su
osetljivi na faktore spoljasnje sredine, ukljucujuéi fizicke, hemijske i bioloske uslove. Brzo se
oksiduju, pri ¢emu dolazi do pojave smede boje, neprijatnih i nezeljenih mirisa i ukusa, §to
dovodi do znacajnog gubitka njihove aktivnosti (Desai i Park, 2005).

Upravo zbog ovih negativnih osobina osetljivih bioaktivnih jedinjenja, inkapsulacija je
nasla primenu, pri cemu Se omogucéava poboljSana ili potpuna stabilizacija bioaktivnih sastojaka,
i povecanje njihove aktivnosti, Smanjenje ili sprecavanje reakcija sa ostalim komponentama u
proizvodu, i produzavanje roka upotrebe (Umer i sar., 2011; Wilson i Shah, 2007; Alexe i Dima,
2014).
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Inkapsulacija bioaktivnih jedinjenja obuhvata tri koraka:

- Formiranje zida oko materijala koji se inkapsulira,

- Sprecavanje nepozeljnog curenja materijala,

- Sprecavanje prisustva nezeljenjih Cestica u kapsuli (Gibbs i sar., 1999).

2.6.2. Metode inkapsulacije

Metode za inkapsulaciju se dele na fizi¢ke, fizicko-hemijske i hemijske, a najéesce koris-

¢ene metode su date u Tabeli 7 (Mozafari i sar., 2008).

Tehnologija

Tip kapsula

Velicina Cestica
(Um)

Tabela 7. Pregled najéesce koris¢enih metoda inkapsulacije

Komponente koje se
inkapsuliraju

Probiotici, arome, antioksidanti,

Spray drying Matriks 10-400 lipidi
_ Spray Matriks 20-200 Probiotici, enzimi, arome,
chilling/cooling antioksidanti, vitamini
FIUId_ bed Rezervoar 30-5000 Probiotici, Cvrste Cestice, minerali,
coating soli, nutritijenti
Liofilizacija Matriks 20-5000 Probiotict, lipid, vitamini, arome,
celije
Rezervoar i Soli, gorka hidrofilna jedinjenja,
Emulgovanje : 0,2-5000 dijetetske masti, antioksidanti,
matriks . C . e
vitamini, enzimi, ¢elije
Inkluzija I\/!oleku!gka 0,001-0,01 Arome, esencijalna ulja, vitamini
inkluzija ' ' ' '
.. i Arome, esencijalna ulja, lekovi,
Koacervacija Rezervoar 10-800 O —
Ekstruzija Matriks 50-2000 Probiotici, arome, proteini
Inkapsulacija Masne kiseline, arome, vitamini,
u lipozomima RELILE D enzimi, proteini, minerali
Spray drying

Vise od 90% inkapsulacija se vrsi spray drying tehnikom ili suSenjem raspr$ivanjem u

struji toplog vazduha. Spray drying tehnika se koristi jos od polovine XX veka. Ova tehnika se
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ranije koristila za pripremu suvih i stabilnih aroma i aditiva i za suSenje ¢vrstih suspenzija, a da-
nas se Kkoristi i za inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja, enzima, vitamina, minerala, probiotika,
boja i masti i ulja (Desai i Park, 2005; Alexe i Dima, 2014).

Ova tehnika je pre svega ekonomicna, fleksibilna i kontinualna, pri ¢emu se dobijaju
Cestice dobrog kvaliteta i malih dimenzija, §to je veoma bitno kada su u pitanju senzorne
karakteristike prehrambenih proizvoda, pogotovo tekstura (Fang i Bhandari, 2010; Kalusevi¢ i
sar., 2012).

Materijali za oblaganje moraju biti dobri emulgatori, da formiraju stabilnu emulziju, imaju
adekvatnu rastvorljivost, da imaju mali viskozitet na visokim koncentracijama i da formiraju
umrezene strukture (Gharsallaoui i sar., 2007; Hogan i sar., 2001; Hogan i sar., 2003). Kao mate-
rijali za oblaganje, najcesc¢e se koriste modifikovani skrob, guma arabika, maltodekstrin i druge
hidratisane materije. Takode, kompleks protein-lipid (npr. natrijum-kazeinat-sojin lecitin) je
pogodan materijal za oblaganje (Kosaraju i sar., 2008).

Proces suSenja rasprSivanjem se sastoji od rastvaranja, emulgovanja aktivnog jedinjenja i

rasprSivanja u struji toplog vazduha (Slika 8) (Pordevi¢ i sar., 2014).

RASPRSIVAC

IZDUVNI GASOVI

GREJAC ZA GAS
CIKLON

\/
nd

SPRASENI PROIZVOD
(INKAPSULAT)

Slika 8. Sematski prikaz spray drying metode

31



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

SuSenje kapi se vrSi u struji toplog vazduha (160-220°C) i proces traje od nekoliko
milisekundi do nekoliko sekundi §to omogucava da se i termolabilna jedinjenja mogu susiti
ovom metodom uz smanjenu mogucnost gubitaka njihovih pozitivnih osobina.

Glavni nedostaci ove tehnike su neuniformna veli¢ina i oblik Cestica, sklonost Cestica ka
agregaciji, ograniCen izbor materijala za inkapsulaciju i mali kapacitet inkapsulacije, tj. mala
nosivost kapsula (20-30%) (Alexe i Dima, 2014; Desai i Park, 2005). Takode, moze do¢i do
pojave udubljenja na spoljaSnjoj povrSini Cestica, Sto je posledica brzog isparavanja kapljica
teCnosti tokom susenja, kao i stvaranje pora na spoljasnjoj povrsini, $to je posledica prisustva

pritiska unutar kapsule (Pordevi¢ i sar., 2014; Yang i sar., 2012).
Spray cooling/ chilling

Spray-cooling/chilling tehnika se zasniva na injektovanju hladnog vazduha u komoru sa
ciljem ocvrs¢avanja gela (Da Silva i sar., 2014). Aktivno jezgro mora biti u ¢vrstom obliku, u
pokretu, u posebno dizajniranoj posudi u kojoj se injektuje hladan vazduh (Champagne i Fustier,
2007). Ova tehnika je suprotna od spray drying metode, jer se kod nje nosaé/aktivno jezgro
hlade. Nosaci kod spray cooling metode rastopljena frakcionisana i hidrogenizovana biljna ulja
sa taCkom topljenja 32-34°C, a kod spray chilling tehnike se kao nosaci koriste biljna ulja i
materijali sa temperaturom topljenja 45-122°C (Wilson i Shah, 2007; Poshadri i Kuna, 2010).

Spray-cooling/chilling je najjeftinija, ekoloski povoljna, i kontinualna, ¢ime se postize
jednostavnost proizvodnje (Pordevi¢ i sar., 2014). Dobijene Cestice su sferne, kompaktne i ne-
prozirne, mehanicki otporne i neosetljive na potres (Pordevi¢ i sar., 2014). Ova metoda se koristi
za inkapsulaciju suvih proizvoda, kao $to su arome, proteini, minerali i vitamini, da bi se ocuvale
termolabilne aktivne supstance, a moze se koristiti i za inkapsulaciju enzima, velikog broja
organskih i neorganskih kiselina i drugih jedinjenja (Poshadri i Kuna, 2010; Pordevi¢ i sar.,
2014).

Fluid bed coating/spray coating

Fluid bed coating ili oblaganje u fluidizovanom sloju se zasniva na odvojenom uvodenju
materijala koji se inkapsulira i rastvora/rastopa/disperzije polimera za oblaganje, pri ¢emu se u
komoru prvo uvodi materijal koji se inkapsulira. U prvoj fazi, Cestice jezgra se suspenduju

pomocu struje vazduha na unapred definisanoj temperaturi, a nakon toga se u komori uredaja,
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pomocu specijalnih prskalica, uvodi rastvor/rastop/disperzija polimera za oblaganje. (Zuidam i
Nedovié, 2010; Nedovi¢ i sar., 2013; Teunou i Poncelet, 2005). Prednost ove metode se zasniva
na sposobnosti da se polimer za oblaganje u vidu rastvora/rastopa/disperzije nanosi u vise slojeva
jer tokom procesa, Cestice koje nosi struja vazduha vracaju se dole i idu opet ka vrhu komore,
&ime se postize potpuna prekrivenost i ravnomerno oblaganje &estica (Calija, 2013).

Nedostatak ove metode je nekontrolisana aglomeracija Cestica koja se javlja kada je temperatura
povrsine Cestice iznad temperature staklastog prelaza materijala za oblaganje (Saleh i sar.,
2003).

U poredenju sa spray drying metodom, ova metoda omogucava iskori§¢enje Sireg opsega
materijala za oblaganje. Kao materijali za oblaganje, najceSc¢e se koriste vodeni rastvor celuloze
i skrobnih derivata, dekstrina, proteina i gume, a ukoliko se koristi rastvor koji o¢vr§¢ava hlade-
njem, onda se kao materijali za oblaganje mogu koristiti i hidrogenizovana biljna ulja, masne

kiseline, stearini i voskovi (Poshadri i Kuna, 2010; Teunou i Poncelet, 2005).

Liofilizacija

Susenje zamrzavanjem ili liofilizacija je najpogodnija metoda za suSenje materijala koji su
termolabilni. Obuhvata tri operacije (Slika 9):
- Zamrzavanje materijala na -40 °C;
- Primarno suSenje: sublimacija vode iz ¢vrste u gasovitu fazu snizavanjem pritiska i
povecanjem temperature;
- Sekundarno (finalno) susenje: desorpcija vode na poviSenoj temperaturi (Desai i Park,
2005; Poshadri i Kuna, 2010).
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Slika 9. Sema procesa liofilizacije

Liofilizacija predstavlja jednostavnu tehniku inkapsulacije materija rastvornih u vodi, pri-
rodnih aroma i lekova, koja omogucava oc¢uvanje prirodnih svojstava sirovine, 1 to oblika, ukusa,
boje, dimenzije, bioloske aktivnosti 1 teksture. Nedostatak ove metode je visoka cena 1 dugo-
trajnost procesa susenja (Desai i Park, 2005; Da Silva i sar., 2014; Poshadri i Kuna, 2010;
Ceballos i sar., 2012).

Efikasnost zastite aktivnih komponenti i kontrola otpusStanja inkapsulata dobijenih

liofilizacijom zavisi od sastava i strukture materijala za oblaganje (Ezhilarasi i sar., 2013).

Kokristalizacija

Kokristalizacija je postupak inkapsulacije kod koga se saharoza koristi kao nosac za
inkorporaciju osnovnog materijala. Kristalna struktura saharoze se modifikuje u kristal aglo-
merata, kako bi se dobio porozan matriks gde se moze ugraditi drugi aktivan sastojak (Chen i
sar., 2006). Saharozni sirup se koncentruje do prezasi¢enog stanja i odrzava na dovoljno visokoj
temperaturi kako bi se sprecila kristalizacija. Na temperaturi iznad 120°C i niskoj vlaznosti, od

95-97°Brix, postize se spontana kristalizacija prezasi¢enog saharoznog sirupa. Zatim se odredena
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koli¢ina materijala koji se inkapsulira dodaje u koncentrovani sirup i vr$i se intenzivno mesanje,
obezbedujuci nukleaciju u rastvoru. Na kraju se inkapsulirani proizvod susi do Zeljenog sadrzaja
vlage i ujednacene veli¢ine. Tokom ovog procesa, veoma je vazno kontrolisati faze nukleacije i
kristalizacije, kao i toplotnu ravnotezu tokom razlicitih faza (Poshadri i Kuna, 2010).

Prednosti kokristalizacije su poboljSana rastvorljivost, homogenost, hidratacija, vlaznost,
stabilnost, spreavanje lepljenja Cestica i proto¢nost obloZenih materijala. Pored toga, velika
prednost je to Sto se jezgro u te€nom stanju moze prevesti u suvo stanje bez dodatnog susenja, pri
¢emu su proizvodi spremni za direktno tabletiranje, Sto je od velikog znacaja u farmaceutskoj

industriji (Beristain i sar., 1996).

Inkapsulacija u emulzijama

Emulziona tehnologija se generalno primenjuje za inkapsulaciju bioaktivnih jedinjenja u
vodenim rastvorima, koji se mogu Koristiti u tecnom stanju ili se osuse (spray drying tehnikom
ili liofilizacijom) do praskaste forme nakon emulgovanja, zbog ¢ega emulgovanje predstavlja
inkapsulacioni proces (Zuidam i Nedovi¢, 2010).

Americki patent pod nazivom “funkcionalna emulzija” se odnosi na emulzije tipa E/U ili
E/U/V dobijene emulgovanjem etanolnog rastvora polifenola u biljnom ulju, koje se mogu
koristiti u prehrambenoj industriji kao dodatak funkcionalnoj hrani i u farmaceutskoj industriji.
Prednost ovih emulzija je moguénost rastvaranja polifenola u vodi i ulju (Nakajima i sar., 2003).
Najnovija istrazivanja su pokazala da se ove emulzije koriste za smanjenje oksidacije lipida ili za
povecéanje njihove stabilnosti. Precnici kapljica mikrokapsula se obi¢no krecu izmedu 0,1 pm i
100 pum. Za pripremu stabilne emulzije prisustvo surfaktanata je neophodno (Maswal i sar.,
2014). Nanoemulzije su otpornije na oksidaciju od mikroemulzija, a veli¢ina ¢estica od 20 nm do
200 nm (Rao i McClements, 2011).

Inkluziona inkapsulacija
Molekularna inkluzija je zasnovana na upotrebi materijala za inkapsulaciju koji poseduje

tzv. aktivnu Supljinu. Ciklodekstrin (CD) se pokazao kao najbolji inkapsuliraju¢i materijal za
inkluzionu inkapsulaciju (Hedges, 1998; Szente i Szejtli, 2004; Regiert, 2008).
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Ciklodekstrini se smatraju praznim mikrokapsulama, odredene molekulske veli¢ine, pri
¢emu je spoljasnji deo molekula hidrofilan, a unutrasnji deo je hidrofoban. Upravo ovakva
struktura CD omogucava inkluziju drugih molekula u nepolarnu unutrasnjost Supljine (Pordevi¢
i sar., 2014).

Ciklodekstrini su prirodni cikli¢ni oligosaharidi sa $est, sedam ili osam glukozidnih osta-
taka, povezanih sa a(1—4) glikozidnim vezama i oznaceni su kao a-, B-, y-ciklodekstrini (Slika
10). Dobijaju se degradacijom skroba pod dejstvom ciklodekstrin-glukozil-transferaze (Alexe i
Dima, 2014; Poshadri i Kuna, 2010; Lucas-Abellan i sar., 2008).
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Slika 10. Hemijska struktura a-CD, B-CD i y-CD

Generalno, metode koje se koriste kod inkluzionih kompleksiranja se zasnivaju na principu
koprecipitacije, a uslovi kompleksiranja su specifi¢cni za svaki pojedina¢ni molekul koji se
inkapsulira (Dias i sar., 2010; Duchéne, 2011; Koontz i sar., 2009). Koprecipitacija se desava
nakon dodatka molekula koji se inkapsulira u vodenom rastvoru CD pra¢eno meSanjem/ultra-
zvuénim mesanjem i/ili zagrevanjem (Kalogeropoulos i sar., 2010; Karathanos i sar., 2007;
Kfoury i sar., 2014).

U prehrambenoj industriji CD ima Siroku upotrebu kod stabilizacije ukusa, vitamina 1
eteri¢nih ulja, takode se koriste za eliminaciju nezeljenih ukusa, za zastitu lipofilnih komponenti

hrane i rastvaranja boja za hranu, polifenolnih jedinjenja i vitamina (Dima i Costin, 2009).

Koacervacija

Koacervacija poznata i pod nazivom ,,odvajanje faze“, smatra se pravom tehnikom inkapsulacije,
jer je jezgro materijala potpuno obuhvaéeno matricom. Ova tehnika ukljucuje talozenje ili

odvajanje koloidne faze od vodene faze (Poshadri i Kuna, 2010).
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Kod jednostavne koacervacije se koristi samo jedan koloidni rastvor (npr. zelatin), dok se
kod slozene koacervacije, kapsule formiraju jonskim interakcijama dva suprotno naelektrisana
polimera. Obi¢no je pozitivno naelektrisan molekul proteina, a od anjonskih makromolekula
koriste se zelatin i guma arabika. Ostali materijali koji se koriste kao premazi su glijadin,
heparin, hitosan, sojin protein, polivinil alkohol, karboksimetilceluloza i drugi (Poshadri i Kuna,
2010). Kompleksna koacervacija nastaje kada se dva suprotna polimera medusobno neutralisu
(Poshadri i Kuna, 2010).

Koacervacija podrazumeva razdvajanje teCne faze materijala za oblaganje iz polimernog
rastvora, praceno oblaganjem te faze u vidu jedinstvenog sloja oko suspendovanih Cestica jezgra,
nakon Cega materijal za premazivanje o¢vrsne (Poshadri i Kuna, 2010). Formiranje depozita na
jezgru postize se promenom fizicko-hemijskih karakteristika medijuma, kao $to su koncentracija,
pH vrednost, jonska jacina, temperatura, polarnost, turbulencija sistema (Zuidam i Nedovic,
2010; Da Silva i sar., 2014).

Inkapsulacija u lipozomima

Lipozomi su sferne lipidne Cestice koje sve viSe nalaze primenu u proizvodnji funkcionalne
hrane. Oni imaju sposobnost da zatvaraju vodene, lipidne ili amfifilne komponente, $to ih ¢ini
pogodnim nosaCem u prehrambenoj industriji. Lipozomi se formiraju na osnovu hidrofilno-
hidrofobnih interakcija izmedu polarnih jedinjenja lipida i molekula vode. Interakcija izmedu
hidrofilnih glava i lipofilnih ugljovodoni¢nih repova polarnih lipida dovodi do formiranja lipid-
nog dvosloja (Pordevic i sar., 2014; Fathi i sar., 2012). Dvosloj lipozoma se obi¢no sastoji od
fosfatidilholina, fosfatidilglicerola, holesterola, stearilamina, diacetilfosfata, dipalmitoil-
fosfatidilholina, diacetilfosfata ili njihovih smesa. Istrazivanja pokazuju da zasiceni fosfolipidi
formiraju krute i nepropustljive dvosloje, dok nezasi¢eni fosfatidilholin formira permeabilnije i
manje stabilne dvosloje, dok su najstabilniji lipozomi napravljeni od lecitina, holesterola i
negativno naelektrisanih fosfolipida (Wilson i Shah, 2007; Akbarzadeh i sar., 2013).

Postoji veliki broj metoda inkapsulacije u lipozomima, kao §to su metoda zagrevanja,
zamrzavanja-odmrzavanja, ubrizgavanja rastvaraca, isparavanja tankog filma i isparavanje
reverznih faza, metoda liofilizacije dvostruke emulzije itd. (Zuidam i Nedovi¢, 2010; Wilson i
Shah, 2007; Pordevi¢ i sar., 2014).
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Lipozomi se koriste kao sistemi za isporuku enzima, proteina, vitamina, aroma, minerala,
antioksidanata i antimikrobnih agenasa. Bioaktivna jedinjenja koja se nalaze unutar lipozoma,
mogu se zastiti od razgradnje u zelucu, pri ¢emu se omogucava njihova apsorpcija u gastrointes-
tinalnom traktu, ¢ime se uti¢e na njihovu bioraspolozivost i biolosku aktivnost (Takahashi i sar.,
2007). Pogodni su za maskiranje neprijatnih, gorkih ukusa koja poti¢u od bioaktivnih jedinjenja.
U farmaciji se koriste za isporuku lekova, dok je njihova upotreba u prehrambenoj industriji
limitirana zbog fizicke i1 hemijske nestabilnosti tokom skladistenja. U prehrambenoj industriji se
naj¢es¢e koriste za inkapsulaciju aromati¢nih materija i poboljSanje zrelosti tvrdih sireva

(Zuidam i Nedovi¢, 2010; Wilson i Shah, 2007; Poshadri i Kuna, 2010; Pordevi¢ i sar., 2014).

2.7. KREKERI

Konditorski proizvodi su hrana koncentrovanog slatkog i slanog ukusa. Visoka energetska
vrednost, zbog visokog sadrzaja masti, SeCera i proteina, ima Stetan uticaj na zdravlje ljudi, $to
predstavlja glavni nedostatak ovih proizvoda (Pajin, 2009).

Konditorski tradicionalni proizvodi su veoma popularni i konzumiraju se u velikoj koli¢ini
Sirom sveta. Zbog svoje jedinstvene teksture, ukusa, dugog roka trajanja i relativno niske cene,
sve generacije stanovnistva ih obi¢no konzumiraju kao uzinu (Vitali i sar., 2009; Jihyun Park i
sar., 2015; Villemejane i sar., 2015; Zoulias i sar., 2002).

Glavni atributi krekera su tekstura, ukus i izgled, a mast predstavlja veoma vazan sastojak
koji utie na teksturu, prijatan osecaj u ustima i na intenzitet arome. Medutim, krekeri se obi¢no
prave od belog pSeni¢nog brasna, sadrze velike koliine Secera i masti, imaju visoke kalorijske
vrednosti i nizak sadrzaj vlakana (Villemejane i sar., 2015; Zoulias i sar., 2002).

Sve vece interesovanje potroSaca za zdravim, prirodnim i funkcionalnim proizvodima,
dovodi do velikog interesa za istrazivanja koja se zasnivaju na poboljsanju hranljive vrednosti i
funkcionalnosti krekera izmenom njihovog hranljivog sastava. Dodatkom ili zamenom pojedinih
sirovina krekera funkcionalnim komponentama (vitamini, minerali, prehrambena vlakna, anti-
oksidanti, probiotici, prebiotici) krekeri mogu postati funkcionalna hrana. To se obi¢no postize
povecanjem integralnog sastava, gde Se, osim pSenice ili razli¢itih vrsta dijetetskih vlakana u os-
novnom sastavu, povecava i sadrzaj i kvalitet proteina, mineralnih materija, povecanje dostup-

nosti vlakana i pobolj$anje probiotickih karakteristika finalnog proizvoda (Vitali i sar., 2009).
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Pored pSeni¢nog brasna koriste se heljdino 1 je¢meno brasno. Obogacivanje proteinima se
vrsi da bi se poboljSale nutritivne osobine proizvoda, povecala potrosnja proteina ili nadoknadile
pojedine aminokiseline kao $to su lizin, metionin ili triptofan (Jihyun Park i sar., 2015; Ville-

mejane i sar., 2015).

2.8. PRIMENA NUS-PRODUKATA | INKAPSULATA U
PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Vizuelni izgled i boja hrane su prvi pokazatelji kvaliteta pri izboru hrane kod potroSaca.
Boja je veoma bitan faktor, ¢ak i kada je re¢ o upakovanoj hrani, uti¢e na odabir i kupovinu
hrane, a takode uti¢e na percepciju hrane kao i na formiranje mirisa i ukusa (van der Laan i sar.,
2011; van der Laan i sar., 2015; Spence i sar., 2010). Faktori koji jos uti¢u na odabir proizvoda je
slika proizvoda, prisustvo aditiva, posebno vestackih, i u kojoj meri proizvodnja i potroSnja utice
na zdravlje ljudi, ali i na zastitu Zivotne sredine (McCann i sar., 2007; Nigg i sar., 2012).

Otpadni materijal koji nastaje preradom voca i povréa, najées¢e u vidu tropa, moze se
koristiti kao sto¢na hrana. Medutim, zbog potencijalno visokog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja
raste trend njihove upotrebe u proizvodnji hrane visoke vrednosti (Papaioannou i sar., 2012).

Cvekla (Beta vulgaris) je biljka bogata fenolnim jedinjenjima i prirodnim pigmentima,
betalainima, koji se svrstavaju u jake antioksidante (Cordeiro de Azeredo i sar., 2009; Herbach i
sar., 2004). Tokom industrijske prerade cvekle, nastaju velike koli¢ine otpadnog materijala, Koji
se moze Koristiti za prirodno bojenje hrane, sa zdravstvenim prednostima (Kaimainen i sar.,
2015).

Medutim, na stabilnost polifenolnih jedinjenja i betalaina utice nekoliko faktora kao Sto su
visoka temperatura, svetlost, vlaga, prisustvo kiseonika, UV i y-zraCenje, prisustvo odredenih
metalnih jona i pH vrednost iznad 7 i ispod 3, $to dovodi do degradacije ovih jedinjenja (Her-
bach i sar., 2006; Janiszewska-Turak, 2014). Takode, ,,zemljani* miris cvekle moze u velikoj ko-
li¢ini uticati na aromu doprinoSe¢i loSem, nezeljenom ukusu namirnica (Herbach i sar., 2006). 1z
navedenog proizilazi da efikasnost ovih jedinjenja moze bolje da se iskoristi upotrebom inka-
psuliranog ekstrakta.

Postoji nekoliko tehnickih izazova i razloga kada je u pitanju dodavanje funkcionalnih

sastojaka hrani. Oni moraju da zadovolje senzorske zahteve i zdravstvenu korist potroSaca
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(Augustin i Sanguansri, 2008). Primenom inkapsuliranog materijala, pored obezbedivanja nutri-
tivne 1 senzorske ispravnosti hrane, mogu se spreciti nezeljene reakcije u hrani, kvarenje hrane 1
obezbediti stabilnost dodatih komponenata (Sanguansri i Augustin, 2010).

U cilju ocuvanja boje proizvoda, kada su pigmenti u hrani osetljivi na uticaj spoljasnjih
faktora tokom proizvodnje, prerade, skladiStenja i pripreme hrane, dodaju se inkapsulirani pig-
menti.

Vitamini i minerali se dodaju u prehrambene proizvode da bi se nadoknadili gubici tokom
obrade i skladistenja, u cilju ispunjavanja posebnih nutritivnih potreba (npr. hrana za bebe ili
starije osobe), 1 radi spre¢avanja pojave i razvoja bolesti kod potrosaca. Medutim, oni su takode
osetljivi na uticaj spoljasnjih faktora, reaguju sa drugim komponentama u hrani i podlozni su
degradaciji pa se u praksi znatno vece koli¢ine ovih komponenata dodaju u proizvode. Koli¢ina
inkapsuliranih komponenata moze biti svakako manja (Sanguansri i Augustin, 2010).

Primena inkapsuliranog materijala ima prednost i kod isporuke gvozda i kalcijuma u hrani.
Direktan dodatak gvozda u hranu moze da smanji biodostupnost usled interakcije tanina, fitata 1
polifenola. Takode, poznato je da gvozde katalizuje oksidaciju masti, vitamina 1 aminokiselina
sto direktno utice na senzorske karakteristike finalnog proizvoda i smanjenje nutritivne vrednosti
hrane (Sanguansri i Augustin, 2010).

Kalcijum moze da izazove neZeljenu koagulaciju ili taloZenja proteina, §to se spreCava
primenom inkapsuliranog minerala (Sanguansri i Augustin, 2010).

Funkcionalne masne kiseline su privukle veliku paznju zbog potencijalnih zdravstvenih
karakteristika, $to dovodi do sve vece upotrebe omega-3 masnih kiselina u prehrambenoj indus-
triji (Sanguansri i Augustin, 2010; Ohr, 2005). Omega-3 masne kiseline su podlozne oksidaciji i
prouzrokuju pojavu mirisa i ukusa na pokvarenu ribu, zbog ¢ega je neophodna njihova zastita
primenom inkapsulacije (Ohr, 2005).

Nakon izolovanja fitohemikalija iz biljaka, veoma je vazna njihova inkapsulacija, ¢ime se
postize stabilizacija aktivnih komponenata i maskiranje nezeljenimh mirisa i ukusa. Fitohemika-
lije interesantne za prehrambenu industriju su fitosteroli, tokoferoli, karotenoidi, koenzim Q10,
kurkumin i polifenoli (Sanguansri i Augustin, 2010). Kapsule pomazu isporuku pomenutih
jedinjenja u hrani, stabilizuju ih i kontrolisu njihovo osobadanje tokom digestije (Augustin i sar.,
2005).
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Od svih funkcionalnih prehrambenih proizvoda koji su dostupni potrosa¢ima, mle¢ni
proizvodi ¢ine 42,9%, proizvodi od zita 19,4%, napici 14,4%, masti i ulja 11,8%, dok pekarski
proizvodi ¢ine 1,7% ukupne prodaje funkcionalne hrane (Sanguansri i Augustin, 2010).

Funkcionalni prehrambeni proizvodi mogu da uticu pozitivno na razliCite funkcije
organizma, ali se naglasak daje na zastitu srca, krvnih sudova i smanjenje holesterola. Mle¢ni
proizvodi, pica i pekarski proizvodi sa dodatkom biljnih sterola, omega-3 masnih kiselina, pep-
tida i zitarica spadaju u kategoriju proizvoda za razvoj prehrambenih proizvoda sa pozitivnim

zdravstvenim uticajem na srce (Sanguansri i Augustin, 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije realizovan je u laboratorijama Odeljenja za
Organsku hemiju Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu, Univerziteta u Novom Sadu,
Departmanu za nauku o hrani, ishrani i zastiti zivotne sredine (DEFENS) Univerziteta u Milanu,
Italija, i Institutu za istrazivanja u poljoprivredi i agroekonomiji (CREA) u Sant Andelu

Lodidijanu, Italija.

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Sirovine

Kao biljni materijal korisc¢en je koren cvekle (Beta vulgaris L., sorta Bicor), koja je ru¢no
obrana u zreloj fazi na podru¢ju Novog Sada. Cvekla je oprana, ise¢ena na komade 1 sok isceden
u sokovniku (model: Neo SK-400, TCL King Electrical Appliances Co. Ltd., Kina). Sok cvekle
je odvojen od tropa filtracijom kroz filter papir na Bihnerovom levku. Trop cvekle je liofilizovan
(Alpha 2-4 LSC, Martin Christ, Osterode, Nemacka) i do upotrebe ¢uvan na -20°C.

Kao proteinski nosac, koris¢en je sojin izolat u prahu sa najmanje 90% proteina, koji je
proizveden u “Macrobiotic prom”, Beograd, Srbija.

Za proizvodnju krekera koriS¢eno je brasno od pSenice (jednozrna (einkorn, Triticum
monococcum L. ssp. monococcum cv. Monlis) i obi¢na, Triticum aestivum L. ssp. aestivum cv.
Bramante)), amaranta (Amaranthus cruentus L. cv. MT-3), heljde (Polygonum fagopyrum
Moench local population Seis) i kinoe (Chenopodium quinoa Willd). Einkorn psenica, obi¢na
pSenica, amarant i heljda proizvedeni su 2014. godine na oglednim poljima Instituta za istrazi-
vanja u poljoprivredi i agroekonomiji (CREA), a kinoa je kupljena u lokalnom supermarketu.
Nakon Zetve seme je drzano na 5 °C. Neposredno pre mlevenja semena pSenice (Monlis) su
oljustena u uredaju Otake FC4S thresher (Satake, Japan). Brasno obe sorte p$enice dobijeno je u

laboratorijskom mlinu (Bona, Italija), koje razdvaja brasno od klice i mekinja; brasna od tri vrste
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pseudocerealija pripremljena su u laboratorijskom mlinu Cyclotec 1093 (FOSS Tecator,
Danska).

3.1.2. Hemikalije i reagensi

Folin-Ciocalteu reagens, galna kiselina, rutin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH),
troloks, trihlorsiréetna kiselina, 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS) su proizvedeni u
Sigma Chemical Co. (St Lois, MO, SAD); gvozde(III) hlorid u JT Baker (Deventer, Holandija);
natrijum nitrat u LACH-NER (Brno, Ceska Republika). Ostale hemikalije i rastvaraéi koji su
kori$éeni, bili su najvece analiticke CistoCe, a destilovana voda je proizvedena koris¢enjem

sistema za predi§¢avanje vode - destilatora DESA 0081 Water Still (POBEL, Madrid, Spanija).

3.1.3. Instrumenti

Za liofilizaciju uzoraka koris¢en je laboratorijski liofilizator, model Alpha 2-4 LSC
proizvodaca Martin Christ (Osterode am Harc, Nemacka). Spektrofotometrijskim odredivanjem
apsorbance su odredene na Cita¢u mikrotitar ploca Multiscan GO (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Valtam, MA, SAD). Uzorci su centrifugirani u centrifugi model EBA 21 (Hettich Zentrifugen,
Tutlingen, Nemacka). HPLC analize polifenolnih jedinjenja izvrSene su na uredaju Shimadzu
Prominence (Shimadzu, Kjoto, Japan). Uzorci krekera su pripremljeni mlevenjem u mlinu (Gore-
nje, Velenje, Slovenija (B80OE, UM-1036MSHG, 472416), a uzorci zamrznutog testa su usit-
njeni u mlinu Knifetec 1095 (Foss, Hilleroed, Danska). Boja ispitivanih krekera je izmerena
pomocu Minolta Chroma meter tristimulus colorimeter (Minolta Italia SpA, Italy) koji sadrzi
silikonske foto-celije visoke osetljivosti filtrirane u skladu sa standardnim rezultatima CIE

(Commision Internationale de 1’Eclairage).
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3.2. ISPITIVANJE EKSTRAKTA, INKAPSULATA, TESTA | KREKERA

3.2.1. Ekstrakcija tropa cvekle i inkapsulacija ekstrakta

Ekstrakcija dobijenog tropa cvekle je izvrSena sa 50% vodenim rastvorom etanola uz
dodatak 0,5% glacijalne kiseline u ultrazvuénom vodenom kupatilu na sobnoj temperaturi u
trajanju od 30 minuta. Ekstrakt je profiltriran kroz filter papir na Bihnerovom levku i koncentro-
van na rotacionom vakuum uparivacu do potpunog uklanjanja etanola.

Priprema uzoraka inkapsulata obuhvatala je meSanje sojinog izolata u prahu sa (ne)razbla-
zenim koncentrovanim ekstraktom tropa cvekle u odgovaraju¢im odnosima, muckanjem na
laboratorijskoj tresilici, model Unimax 1010, Heidolph Instruments GmbH (Kelhajm, Nemacka),

na 200 o/min, u razli¢itim vremenskim intervalima (Slika 11).

Slika 11. Priprema i liofilizacija uzoraka inkapsulata

Za optimizaciju parametara inkapsulacije koriS¢ena je metoda odzivnih povrSina (engl.
response surface methodology, RSM). Usvojeni eksperimentalni model bio je Box-Behnken
dizajn za tri promenljive na tri nivoa. Tri nezavisno promenljive (parametri inkapsulacije) su

bile: odnos nosac:sok (X1), razblazenje soka (X2) i vreme muckanja (X3). Kodirane vrednosti
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nezavisno promenljivih su bile -1, 0 i 1. Stvarne vrednosti, odabrane iz preliminarnih istrazi-
vanja, i odgovarajuce kodirane vrednosti tri nezavisno promenljive su prikazane u Tabeli 8.

Kompletan model se sastojao od 15 eksperimenata, ukljucujuci tri ponavljanja.

Tabela 8. Prikaz stvarnih i odgovarajucih kodiranih vrednosti nezavisno promenljivih

Eksperiment Odnos nosac:sok |RazblaZenje soka | Vreme muékanja
(X1, g/l) (X2) (X3, min)
1 50 (-1) 0(-1) 15 (0)
2 150 (+1) 0 (-1) 15 (0)
3 50 (-1) 4 (+1) 15 (0)
4 150 (+1) 4 (+1) 15 (0)
5 50 (-1) 2 (0) 5(-1)
6 150 (+1) 2 (0) 5(-1)
7 50 (-1) 2 (0) 25 (+1)
8 150 (+1) 2 (0) 25 (+1)
9 100 (0) 0(-1) 5(-1)
10 100 (0) 4(+1) 5(-1)
11 100 (0) 0(-1) 25 (+1)
12 100 (0) 4 (+1) 25 (+1)
13 100 (0) 2 (0) 15 (0)
14 100 (0) 2 (0) 15 (0)
15 100 (0) 2 (0) 15 (0)

Kao zavisno promenljive koje ¢e biti pojedinacno optimizovane (engl. single response),
odabrani su efikasnost inkapsulacije (EI) i antioksidativna aktivnost na DPPH" radikale (AA). Za
odabir optimalnog uzorka koji ¢e dalje biti ispitivan izvrSena je optimizacija vise odziva (engl.
multi response), tj. efikasnosti inkapsulacije i antioksidativne aktivnosti na DPPH" radikale

istovremeno.

3.2.2. Priprema krekera

.....

koriste u formulaciji keksa, krekeri su pripremljeni sa dejonizovanom vodom i brasnom,
obogaceni ekstraktom tropa cvekle ili inkapsulatom ekstrakta tropa cvekle. Za pripremu krekera

80 g brasna, vlage 14%, i 36 ml vode mesano je 90 s sa mikserom Hobart C-100 electric
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(National MFG CO, Linkoln, Nebraska, SAD). Kod krekera obogaéenih ekstraktom tropa cvekle
dejonizovana voda zamenjena je sa 30,5 ml ekstrakta uz dodatak 12 ml vode. Krekeri obogacéeni
inkapsulatom ekstrakta tropa cvekle dobijeni su meSanjem 68 g braSna, 12 g inkapsulata i 36 ml
dejonizovane vode. Testo je valjano do debljine od 3,9 mm i iseCeno sa modlom unutrasnjeg
precnika 35 mm, gde je dobijeno 16 okruglih krekera iste veli¢ine. Odmah nakon toga krekeri su
peceni u rotiraju¢oj pe¢nici Ovenlab (MFG CO National, Linkoln, Nebraska, SAD) na 205 °C u
toku 11,5 min, zatim ohladeni na sobnoj temperaturi u toku 30 min i ostavljeni na —20 °C.
Dobijeni su krekeri sa pet razli¢itih meSavina brasna: rafinirano brasno obicne psenice (P),
rafinirano brasno einkorn pSenice (E), brasno sa 70% einkorn pSenice i 30% amaranta (E+A),
brasno sa 70% einkorn pSenice 1 30% kinoe (E+K), brasno sa 70% einkorn pSenice 1 30%
heljdinog brasna (E+H). Krekeri obogacéeni inkapsulatom ili ekstraktom pripremljeni su na isti
nacin, koriste¢i navedenih pet mesavina brasna. Pre analize svi uzorci krekera i zamrznutog testa

su samleveni u laboratorijskom mlinu.

3.2.3. Ekstrakcija inkapsulata/testa/krekera

Ekstrakcja ukupnih bioaktivnih jedinjenja iz inkapsulata, testa i krekera:

1. korak: Usitnjen i homogenizovan uzorak (500 mg) ekstrahovan je sa 5 ml smese
metanol:voda:siréetna kiselina (ektragens 1) muckanjem na vorteksu u toku 1 min i na ultra-
zvuku u toku 20 min. Postupak je ponovljen jo$ jednom nakon ¢ega je uzorak centrifugiran na
4000 o/min i supernatant odvojen.

2. korak: Preostali talog nakon odvajanja supenatanta u 1. koraku ekstrakcije ekstrahovan
je sa 2,5 ml ekstragensa 1 na laboratorijskoj muckalici (400 o/min) u toku 30 min i na ultrazvuku
20 min. Nakon toga je uzorak centrifugiran na 4000 o/min i supernatant odvojen.

3. korak: Preostali talog nakon odvajanja supernatanta u 2. koraku ekstrakcije ekstrahovan
je sa 2,5 ml ekstragensa 1 muckanjem na vorteksu u toku 1 min i na ultrazvuku 5 min. Nakon
toga je uzorak centrifugiran na 4000 o/min i supernatant odvojen.

Odvojeni supernatanti su spojeni, profiltrirani kroz Spric filter (0,45 um, PTFE) i dalje

analizirani.
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Ekstrakcija povrsinskih bioaktivnih jedinjenja iz inkapsulata:
Homogenizovani uzorak (inkapsulat) je preliven smeSom etanol:metanol (ekstragens 2),
smesa je promuckana na vorteksu i centrifugirana, nakon ¢ega je odvojen supernatant i dalje

analiziran.

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja

Ukupna polifenolna jedinjena su odredena spektrofotometrijski po metodi koja se bazira na
kolorimetrijskoj reakciji polifenola sa Folin-Ciocalteu reagensom (Singleton i Rossi, 1965), koja
je modifikovana za mikrotitar ploce (Gaonkar i sar., 2014). Intenzitet plavog obojenja meri se na
talasnoj duzini od 750 nm i proporcionalan je koli¢ini ukupnih polifenolnih jedinjenja u uzorku.
Reakcione smesSe su pripremljene na mikrotitar plo¢i sa 96 otvora meSanjem 170 pl destilovane
vode, 15 pl centrifugiranog uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkapsulata/testa/krekera), 12 pl 2M
Folin-Ciocalteu reagensa, i 30 pl 20%-tnog natrijum-karbonata. Pripremljene smese su pazljivo
izmeS$ane 1 inkubirane u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi, u mraku, nakon ¢ega su snimljene
apsobrance na A=750 nm. Kao slepa proba koriS¢ena je destilovana voda.

Na osnovu kalibracione krive (Slika 12) sa galnom kiselinom kao standardom, izvr$eno je
kvantitativno odredivanje ukupnih polifenola, a rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenta galne

kiseline (GAE) na 100 g uzorka (osusenog tropa cvekle/inkapsulata/testa/krekera).
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Slika 12. Kalibraciona kriva standardnog rastvora galne kiseline
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3.2.5. Efikasnost inkapsulacije polifenolnih jedinjenja

Folin-Ciocalteu metodom odreden je sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja u celom
inkapsulatu (PU) i na povrSini inkapsulata (PP), a rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenta galne

kiseline/100 g inkapsulata. Efikasnost inkapsulacije (EI) izracunata je pomocu jednacine:

El (%) = ((PU-PP)/PU) x 100

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku (trop cvekle/inkapsulat/testo/kreker) je odreden
spektrofotometrijski metodom po Markamu, koja je prilagodena za mikrotitar plocu sa 96 otvora
(Zhishen i sar., 1999).

Flavonoidi iz biljnog materijala kompleksiraju metalne katjone, od kojih je posebno znaca-
jan kompleks sa AI**, gradeéi helate (Slika 13). Za kvantitativno odredivanje ukupnih flavonoida
u uzorcima kao standard kori$¢en je rastvor rutina, a rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenta
rutina (RE) na 100 g uzorka.

Reagens AICIs pripremljen je rastvaranjem 13,3 mg AICl3x6H20 i 40 mg CH3COONa u
malo vode i dopunjeno do 10 ml.

Slika 13. Struktura rutina i njegovog kompleksa sa aluminijumom

Postupak odredivanja:
U 125 ul uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkapsulata/testa/krekera) odmerenog u otvor mik-

rotitar ploce dodato je 25 pl vode i 62,5 pl reagensa AlClz. Paralelno je pripremljena i slepa
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proba: 87,5 ul vode i 125 ul uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkapsulata/testa/krekera) (bez doda-
vanja AlCl3). Apsorbanca radne (Ar) i slepe probe (As) o€itane su na Amax= 430 nm.

Na osnovu razlike apsorbanci radne i slepe probe (AA = Ar - As) sa kalibracione krive
standardnog rastvora rutina (Slika 14) odredena je koncentracija flavonoida (mg/ml), a zatim je

sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorku izraZen kao ekvivalent rutina (mg RE/100 g uzorka).
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Slika 14. Kalibraciona kriva standardnog rastvora rutina

3.2.7. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih betalaina

Princip metode:

Sadrzaj ukupnih betalaina (betacijana i betaksantina) u uzorku (ekstrakt tropa cvek-
le/inkapsulat/testo/kreker) je odredivan prema metodi Von Elbe (2003), prilagodenoj za mikro-
titar plocu sa 96 otvora (Von Elbe, 2003).

Za analizu ukupnih betacijana i betaksantina su kori$¢ene talasne duzine od 535 i 476 nm,
respektivno. Apsorbanca je izmerena i na 600 nm zbog korekcije na prisutne necistoce. Sadrzaj
betacijana je izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g uzorka (mg BE/100 g), a betaksantina
kao mg ekvivalenta vulgaksantina-l u 100 g uzorka (mg VE/100 g). Ukupni betalaini
predstavljaju zbir ukupnih betacijana i betaksantina.
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Reagensi:
- 0,05 M fosfatni pufer, pH 6,5 (0,3333 g NasHPOsx2H>O je rastvoreno u 30 ml
destilovane vode i pomesano sa rastvorom KH2PO4 koji je dobijen rastvaranjem 0,4741
g KH2PO4 u 70 ml destilovane vode);
ili
- Rastvor A: 7,8 g NazHPO4x2H>O u 250 ml destilovane vode i rastvor B: 8,9 g
Na;HPO4%x2H>0 u 250 ml destilovane vode (62,5 ml rastvora A i 37,5 ml rastvora B);

Postupak odredivanja:

U otvor mikrotitar plo¢e odmereno je x pl rastvora uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkap-
sulata/testa/krekera) i dodato u 250 ul fosfatnog pufera pH 6,5. U dobijenom rastvoru izmerena
je apsorbance na 538, 476 i 600 nm. Fosfatni pufer je koris¢en kao slepa proba.

Tacne vrednosti apsorbanci betanina i vulgaksantina-I izracunate su prema slede¢im for-

mulama:
x=1,095 % (a—c¢)
y=b-z—-x/3,1
Z=a—X
gde su:

a - apsorbanca uzorka na 538 nm

b - apsorbanca uzorka na 476 nm

c - apsorbanca uzorka na 600 nm

X - apsorbanca betanina umanjena za vrednost apsorbance obojenih necistoca

y - apsorbanca vulgaksantina-l korigovana za vrednost apsorbance betanina i obojenih
necistoca

Z - apsorbanca necistoca.

Koncentracije ukupnih betacijana i betaksantina u ekstraktima odredene su prema formuli:

C (mg/100 ml)=x(y) x F x 1000 / Al%
gde su:
F - faktor razblaZenja

A% - koeficijent apsorbance (za betanin 1120, za vulgaksantin-I 750).
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3.2.8. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na DPPH radikale

Primenom spektrofotometrijske metode (Brand-Williams i sar., 1995), koja je zasnovana
na pra¢enju promene boje ljubic¢asto obojenog rastvora stabilnog azot-centriranog DPPH radikala
u redukovanu, zuto obojenu formu, DPPH-H (Slika 15) izvrSeno je odredivanje sposobnosti
neutralizacije DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala.

Qom. Qo
5 I

DPPH' radikal (ubscast) DPPH-H (zut)

Slika 15. Strukture radikalske i redukovane forme DPPH

Reagensi:
- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH") - 0,0035 g radikala rastvoreno je u 10 ml
metanola;

- Etanolni rastvor troloksa (10 mM) - 25 mg rastvoreno je u 10 ml etanola.

Postupak odredivanja:

U otvore mikrotitar plo¢e dodato je 250 ul rastvora DPPH" i 10 pl uzorka (ekstrakt tropa
cvekle/inkapsulata/testa/krekera). Mikrotitar plo¢e su drZzane u mraku na sobnoj temperaturi u
toku 50 min nakon ¢ega su apsorbance ocitane na 515 nm, koriste¢i metanol kao slepu probu. Za
izradu kalibracione krive je koriS¢en troloks, a rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata troloksa
u 100 g uzorka (mg TE/100 g).

Na Slici 16 prikazana je kalibraciona kriva troloksa.
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Slika 16. Kalibraciona kriva standardnog rastvora troloksa

3.2.9. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na ABTS" radikale

Metoda se bazira na antioksidativnom kapacitetu uzorka da neutralise slobodne ABTS™" u

hidrofilnom okruzenju. Metoda je prilagodena za mikrotitar plocu sa 96 otvora (Mena i sar.,

2011).

Reagensi:

2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS)): 0,055 g u 10 ml
bidestilovane vode;

0,1 M acetatni pufer, pH 5,0;

mangan dioksid (MnO>)

10 ml troloksa u etanolu (25 mg u 10 ml)

Aktivacija ABTS*:
U 8 ml H20 dodato je 1 ml acetatnog pufera, 1 ml ABTS™ rastvora i oko 35 mg MnO>

nakon ¢ega je rastvor filtriran i zasti¢en od svetlosti.

Postupak odredivanja:

Alikvot rastvora aktiviranog ABTS"" razblaZen je acetatnim puferom do postizanja apsor-

bance od oko 1,000. U otvor mikrotitar ploce dodato je 250 pl ovog rastvora i ocitana je inicijal-

na apsorbanca na 414 nm. Nakon toga dodato je 2 pl uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkapsu-
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lata/testa/krekera) i mikrotitar plo¢a je poklopljena i inkubirana 35 min na 25 °C na tamnom

mestu, nakon ¢ega je izmerena apsorbanca na 414 nm. AA izraCunato je upotrebom jednacine:
AA = Ao - Afin - Ablank

gde je Ao vrednost apsorbance rastvora ABTS™" pre dodatka uzorka, Asin apsorbanca rastvora
ABTS™ nakon dodatka uzorka, a Aplank apsorbanca slepe probe (vode). Za izradu kalibracione
krive je koriS¢en troloks, a rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata troloksa u 100 g uzorka (mg

TE/100 g) (Slika 17).
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0.4000
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Slika 17. Kalibraciona kriva standardnog rastvora troloksa

3.2.10. Odredivanje redukcione sposobnosti

Metodom po Oyaizu (1986), podeSenoj za mikrotitar plocu sa 96 otvora, odredena je
redukciona sposobnost (engl. Reducing power, RP), koja se zasniva na pracenju redukcione
sposobnosti ispitivanog uzorka za transformaciju Fe>*—Fe?*,

Rastvori i reagensi:

- 1% kalijum-fericijanid - 0,5 g Ks[Fe (CN)e] je rastvoreno u 50 ml destilovane vode;

- 10% trihlorsir¢etna kiselina - 10 g CCI3COOH rastvoreno je u 100 ml destilovane vode;
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- 0,1% ferihlorid - 0,01 g FeClsrastvoreno je u 10 ml destilovane vode;

- natrijum-fosfatni pufer pH 6,6 - 62,5 ml rastvora A pomesano je sa 37,5 ml rastvora B:

- rastvor A: 200 mmol/l Na;HPO4 (7,8 g Na:HPO4x2H>O rastvoreno je u 250 mi

destilovane vode);

- rastvor B: 200 mmol/l Na;HPO4 (17,9 g NaHPO4x12H,0 rastvoreno je u 250 ml

destilovane vode).

Postupak odredivanja:

Pomesano je 25 ul rastvora uzorka (ekstrakt tropa cvekle/inkapsulata/testa/krekera), adek-

vatno razblazenog (finalna apsorbanca po metodi treba da bude u opsegu od 0,2 do 0,8) ili 25 pl

ekstragensa (slepa proba), 25 pl natrijum-fosfatnog pufera pH 6,6 i 25 pl 1% kalijum-

fericijanida. Rastvori su temperirani u vodenom kupatilu 20 min na 50 °C. Prohladeni su, a zatim

je u rastvore dodato 25 ul 10% trihlorsiréetne kiseline. Potom su rastvori centrifugirani na 3000

o/min u toku 10 min. Nakon centrifugiranja, u 50 pl pazljivo odvojenog supernatanta dodato je

50 pl destilovane vode i 10 pl 0,1% ferihlorida. Apsorbance su izmerene odmah na talasnoj du-

zini od 700 nm. Za izradu kalibracione krive (Slika 18) je koris¢en troloks kao standardni anti-

oksidant, a rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenata troloksa u 100 g uzorka (mg TE/100 g).
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Slika 18. Kalibraciona kriva standardnog rastvora troloksa
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3.2.11. Odredivanje kvalitativnog i kvantitativnog sadrZaja polifenolnih jedinjenja i

betalaina

3.2.11.1. Odredivanje kvalitativnog i kvantitativnog sadriaja polifenolnih jedinjenja

Nakon ekstrakcije ispitivanih uzorka, izvrsenoj po postupku navedenom u 3.2.3., dobijena
ekstrakciona smesa je profiltrirana kroz 0,45 pum Spric filter sa PTFE membranom (Chromafil
Xtra PTFE-45/13, Macherey-Nagel, Nemacka).

Identifikacija 1 kvantifikacija polifenolnih jedinjenja u uzorcima izvrSena je te¢cnom hroma-
tografijom visoke rezolucije (engl. High Perfomance Liquid Chro-matography, HPLC) na ure-
daju Shimadzu Prominence (Shimadzu, Kjoto, Japan), koji sadrzi LC-20AT binarnu pumpu,
CTO-20A termostat i SIL-20A automatski dozator povezan sa SPD-20AV UV/Vis detektorom.
Razdvajanje polifenolnih jedinjenja izvrSeno je na Luna C18 RP koloni, (250 mm x 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 5 um; Phenomenex, Torens, Kalifornija, SAD), koja je zasti¢ena pretkolonom
C18, 4 x 30 mm (Phenomenex, Torens, Kalifornija, SAD). Kao mobilna faza kori$¢en je sistem
rastvaraca: A (acetonitril) i B (1% mravlja kiselina) pri protoku od 1 ml/min i primenom sle-
deceg linearnog gradijenta: 0—10 min od 10 do 25% A; 10-20 min linearan porast do 60% A, od
20 do 30 min linearan porast do 70% A. Kolona je uravnotezena na pocetne uslove, 10% A, 10
min uz dodatnih 5 min za stabilizaciju. Standardi polifenolnih jedinjenja su rastvarani u 50%
metanolu. Hromatogrami su snimljeni pri razli¢itim talasnim duZinama: 280 nm za galnu, proto-
katehinsku, vanilinsku, ruzmarinsku, p-hidroksibenzoevu i siringinsku kiselinu, katehin i epika-
tehin, 320 nm za ferulnu, sinapinsku, kumarinsku, hlorogensku i kafenu kiselinu i 360 nm za
flavonoide (rutin, apigenin, kvercetin i miricetin). Na osnovu dobijenih hromatograma i kalibra-
cionih dijagrama standardnih rastvora polifenolnih jedinjenja izracunate su koncentracije identi-

fikovanih fenolnih kiselina i flavonoida (mg/100g uzorka).

3.2.11.2. Odredivanje kvalitativnog i kvantitativnog sadrZaja betalaina

Nakon ekstrakcije ispitivanih uzorka, izvr$enoj po postupku navedenom u 3.2.3., dobijena
ekstrakciona smesa je profiltrirana kroz 0,2 um PVDF filter (Supelco, Sigma-Aldrich, Sent Luis,
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MO, SAD). Identifikacija i kvantifikacija betalaina je izvrSena prema metodi Gandia-Herrero i
sar. (2012).

Razdvajanje jedinjenja je izvrSeno na C18 koloni (250 mm x 4,6 mm, Veli¢ina Cestica 5
um; Alltech, Bolonja, Italija) koja je zasti¢ena pretkolonom C18, 5 mm x 4,6 mm (Alltech,
Bolonja, Italija). Kao mobilna faza koris¢en je sistem rastvaraca: A (0,05% trifluorsiréetna
kiselina) i B (0,05% acetonitril) pri protoku od 1 ml/min. Linearni gradijent se povecao za 15
minuta od 0% do 35% B; rastvara¢ B je odrzavan na 35% tokom 5 minuta, a zatim vraden na
pocetne uslove za dodatnih 5 minuta (ukupno vreme rada je 25 minuta). Betalaini su detektovani
na 477 nm i 538 nm pomoc¢u DAD detektora (L2450 Elite LaChrom, Hitachi, Tokio, Japan)

podesenog na talasnim duzinama izmedu 200 nm 1 600 nm.

3.2.12. Odredivanje sadrzaja furozina i hidroksimetilfurfurala (HMF)

Sadrzaj furozina u ispitivanim uzorcima je odreden primenom HPLC metode po Resmini i
Pellegrino (1991) sa hromatografskim uslovima opisanim kod Hidalgo i sar. (1995). U 400 mg
uzorka odmerenog u vijalu od 10 ml dodato je 8 ml 8N HCI. Nakon propustanja azota u toku 1
minuta vijale su zatvorene i temperirane na 110 °C u toku 23 ¢asa. Nakon toga, uzorak je
profiltriran kroz 0,45 um PTFE $pric filter. Zapremina filtrata od 0,5 ml je podvrgnuta ekstrakciji
na ¢vrstoj fazi. Furozin je eluiran upotrebom 3ml 3 N HCI. Za analizu koriS¢en je te¢ni
hromatograf Millipore Waters (Milford, MA, SAD).

Detekcija furozina izvrSena je na C8 koloni (250 mm x 4,6 mm, Alltech, Bolonja, Italija).
Kao mobilna faza koriS¢en je sistem rastvaraca: A (0,4% sircetna kiselina) 1 B (0,3% kalijum-
hlorid u rastvaracu A). Brzina protoka je bila 1,2 ml/min. Primenjen je slede¢i gradijent elucije:
pocetno stanje do 2% za 13,5 minuta; od 2% do 50% u 7 minuta; 50% za 1 minut; od 50% do 2%
u 1,5 minuta i 2% za 10 minuta. Detekcija je izvrSena na talasnoj duzini od 280 nm, a
injektovana zapremina uzorka je bila 20 pl.

Sadrzaj HMF (hidroksimetilfurfural) u ispitivanim uzorcima je odreden primenom HPLC
po modifikovanoj metodi Resmini i sar. (1993). Uzorak (0,5 g) je ekstrahovan sa 5 ml 1M borat-
nog pufera pH 8,2 primenom ultrazvuka, u toku 30 minuta na 35 °C, a nakon toga centrifugiran
na 13000 g u toku 15 minuta. Supernatant je odvojen i ostatak je ekstrahovan jos dva puta sa 2

ml vode, nakon ¢ega su centrifugiranjem odvojeni supernatanti. Sakupljeni supernatanti iz svake

57



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

ekstrakcije spojeni su i profiltrirani kroz spric filter od najlona sa porama od 0,45 pum (Diana
Beck Scientific, Angera, Italija).

Detekcija HMF je izvrSena na C18 koloni (250 mm X 4,6 mm, veli¢ina Cestica 5 pum; Grace
Davison Discovey Sciences, Dirfild, IL, SAD) sa C18 pretkolonom 7,5 mm x 4,6 mm (Grace
Davison Discovey Sciences, Dirfild, IL, SAD). Kori$¢ena je metoda koju su saopstili Rufian-
Henares i sar. (2006). Kao mobilna faza kori$¢en je acetonitril-voda (5:95, v/v), a brzina protoka
je bila 1 ml/min. Zapremina injektovanog uzorka je bila 20 ul, a HMF je detektovan na 280 nm
pomoc¢u DAD detektora (L2450 Elite LaChrom, Merck, Hitachi, Tokio, Japan).

3.2.13. Odredivanje parametara boje CIELab metodom

Boja je odredivana kod uzoraka kontrolnog krekera i krekera sa dodatkom ekstrakta tropa
cvekle (Ex) i inkapsuliranog tropa cvekle (I). L™ (svetloéa), a~ (crveno-zeleno) i b™ (zuto-plavo)
su odredivani hromometrom lltristimuls colorimeter (Minolta Italia SpA, Milano, Italija) sa viso-
ko osetljivom silicijumskom foto-celijom filtriranom da odgovara CIE (eng. Commission Inter-

nationale de I’Eclairage) standardnom odgovoru posmatraca, koriste¢i standardnu belu plocu.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji, istrazivanja su fokusirana na izolovanje, odnosno ekstrakciju,
koncentrovanje i stabilizaciju bioaktivnih jedinjenja iz tropa cvekle inkapsulacijom na proteinu
soje, i njihovu primenu u odabranom prehrambenom proizvodu. Kvalitativnhom i kvantitativnom
karakterizacijom fitohemikalija u ekstraktu i inkapsulatu tropa cvekle, izvrsena je potvrda
efikasnosti inkapsulacije u cilju zaStite bioaktivnih jedinjenja iz tropa cvekle, kao i njihova
bioaktivnost. Kao model sistem za ispitivanje primene dobijenih inkapsulata pripremljeni su
krekeri na bazi brasna od pseudocerealija (kinoa, heljda i amarant) i cerealija (pSenica) sa
dodatkom ekstrakta ili inkapsulata tropa cvekle. Ispitivanjem uticaja termi¢kog tretmana (pece-
nja) i uticaja skladiStenja na sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u krekerima izvedeni su zakljucci 0

efikasnosti inkapsulacije u o¢uvanju funkcionalnih karakteristika krajnjih proizvoda.

4.1. DOBIJANJE | FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE EKSTRAKTA
TROPA CVEKLE

4.1.1. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, flavonoida i betalaina u ekstraktu

tropa cvekle

Trop cvekle, sorte Bikor, koji je dobijen u laboratorijskim uslovima, okarakterisan je sa
aspekta sadrzaja bioaktivnih jedinjenja, tj. ukupnih polifenolnih jedinjenja, flavonoida, betalaina,
kao i antioksidativne aktivnosti, i to na stabilne DPPH i ABTS" radikale i redukcione sposob-
nosti.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenolnih jedinjenja, flavonoida 1

betalaina tj. betacijana i betaksantina, prikazani su u Tabeli 9.
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Tabela 9. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u ekstraktu tropa cvekle

Bioaktivna jedinjenja Sadrzaj (mg/100 Q)
Ukupni polifenoli? 424,14 £ 9,79
Ukupni flavonoidi® 46,30 £ 1,21
Ukupni betacijani® 42,84 + 1,58
Ukupni betaksantini 43,31+ 1,60
Ukupni betalaini® 86,15 + 3,18

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

aSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g suvog ostatka ekstrakta (mg GAE/1009)
b Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g suvog ostatka ekstrakta (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g suvog ostatka ekstrakta (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g suvog ostatka ekstrakta (mg VE/100g)
€Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g suvog ostatka ekstrakta (mg/100g)

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je udeo flavonoida u ukupnim polife-
nolnim jedinjenjima prisutnim u tropu cvekle mali (10,92%). Takode, iz dobijenih rezultata se
moze videti da je sadrzaj betaksantina (50,27%) zanemarljivo veéi od sadrZzaja betacijana
(49,73%), bez statisticki znacajne razlike (p<0,05).

Olumese i Oboh (2016) odredivali su sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida u svezoj
cvekli, soku cvekle, termicki obradenoj cvekli i1 cvekli suSenoj u pec¢nici. Ukupni sadrzaj flavo-
noida u svezoj repi i U soku cvekle je bio 63,34 i 83,34 mg kvercetin ekvivalenata/g. Sadrzaj
ukupnih polifenola bio je 98,08 mg GAE/g kod termicki obradene cvekle i 83,34 mg GAE/g kod
cvekle osusene u pecnici. Navedene vrednosti su vece od vrednosti prikazanih u Tabeli 14, §to je
svakako posledica razlike u pripremi uzorka i delova biljke koji su ispitivani.

Georgiev Georgiev i sar. (2010) su odredivali sadrzaj betalaina i polifenolnih jedinjenja u
ekstraktu dobijenog od mesa cvekle i kore cvekle, sorte Detroit Dark Red. Njihovo istrazivanje je
pokazalo da ekstrakt dobijen iz kore cvekle ima veci sadrzaj betacijana (16,33 mg/g suvog
ekstrakta) i betaksantina (30,78 mg/g suvog ekstrakta) u odnosu na sadrzaj betacijana (20,75
mg/g suvog ekstrakta) i betaksantina (19,01 mg/g suvog ekstrakta) u ekstraktu dobijenog od
mesa cvekle. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja je takode ve¢i u ekstraktu dobijenog iz kore
cvekle (944 mg ekvivalent ferulne kiseline/g suvog ekstrakta) nego kod ekstrakta dobijenog iz
mesa cvekle (47 mg FAE/g suvog ekstrakta). Oni smatraju da su ove razlike mozda posledice
stresa kojem su celije kore bile izloZzene tokom njihovog gajenja u in vitro uslovima. Sadrzaj

betalaina, tj. betacijana i betaksantina prikazan u Tabeli 9 manji je od vrednosti dobijenih u mesu
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i kori cvekle sorte Detroit Dark Red, $to je svakako posledica razlike u sorti, ali i uslovima
uzgoja i pripreme uzoraka za ispitivanje.

Kujala i sar. (2000) smatraju da sadrzaj polifenolnih jedinjenja zavisi od dela repe koji se
ekstrahuje i da varira od 4,2 do 15,5 mg GAE/g suvog ostatka, $to je u saglasnosti sa sadrzajem
polifenola prikazanim u Tabeli 9. Na sadrzaj polifenolnih jedinjenja uticu mnogi faktori, kao $to
su genotip, lokacija, tehnika gajenja, razlicita zrelost biljke, kao i uticaj svetlosti, temperature i
prisutne hranljive materije u zemljistu tokom uzgoja cvekle (Orhan i sar., 2007). Caldwell i sar.
(2005) smatraju da sadrzaj flavonoida zavisi od izlozenosti biljke UV zracenju i koncentracije
ugljen-dioksida.

Vuli¢ i sar. (2012) su ispitivali trop cvekle razli¢itih sorti (Egipatska, Bikor, Cardeal-F1 i
Kestrel). Rezultati su pokazali da je sadrzaj polifenolnih jedinjenja varirao od 1,87 - 11,98 mg/g
suvog ostatka, dok je sadrzaj betalaina bio u rasponu od 0,75 - 3,75 mg/g suvog ostatka. Vred-
nosti sadrzaja polifenolnih jedinjenja i ukupnih betalaina prikazanih u Tabeli 9 nalaze se u
navedenom opsegu i u saglasnosti su sa saopStenjem Vuli¢ i sar. (2012).

Wruss i sar. (2015) su ispitivali sadrzaj betalaina i ukupnih polifenolnih jedinjenja u soku
cvekle od sedam razlicitih sorti. Velike varijacije su se javljale u pogledu nitrata. Ukupni sadrzaj
betalaina se kretao u opsegu od 0,8 - 1,3 g/l, dok se odnos izmedu betacijana i betaksantina kretao
od 1- 1,75 g/l. Sa druge strane, sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja je varirao od 0,9 - 1,3 g/l.

Istrazivanja Janiszewske (2014) su pokazala da sok cvekle sadrzi 42,6 mg/100g suve
materije ljubiastog pigmenta (betanina), dok je sadrzaj Zutog pigmenta (vulgaksantin-I) 35,1
mg/100g suve materije, §to su slicne vrednosti kao u tropu cvekle koris¢enom u ovom radu.
Sadrzaj betanina i vulgaksantina-l zavisi od stepena zrelosti i vrste cvekle, kao i od klimatskih
uslova, pri ¢emu je betanin dominanti betalain u cvekli ¢inec¢i najcesce 75-78% ukupnih beta-
cijana, a sa izobetaninom ¢ak 95% ukupnih crvenih pigmenata.

Smatra se da ukupni sadrzaj polifenolnih jedinjenja odreden metodom po Folin-Ciocalteu
ne pruza kompletnu sliku o strukturi i kvantitetu pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u ekstrakti-
ma zbog mogucéeg prisustva interferiraju¢ih jedinjenja (Seceri, vitamin C, organske Kiseline,
sumpor-dioksid, aromati¢ni amini i druga jedinjenja koja nisu fenolnog porekla) koja doprinose
nerealnom povecanju rezultata (Wruss i sar., 2015; Singleton i sar., 1999). Stoga je kompletna
kvalitativna i kvantitativna identifikacija betalaina i polifenolnih jedinjenja u ekstraktu tropa

cvekle izvrsena primenom visokopritisne te¢ne hromatografije (HPLC).
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4.1.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja i betalaina u

ekstraktu tropa cvekle

Tehnikom visokopritisne te¢ne hromatografije ili hromatografije visoke rezolucije (engl.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC) odreden je kvalitativan i kvantitativan
sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina u ekstraktu tropa cvekle. Dobijeni rezultati prikazani
su u Tabeli 10.

Tabela 10. Kvalitativan i kvantitativan sastav bioaktivnih jedinjenja u ekstraktu tropa cvekle

Jedinjenja Sadrzaj (mg/100 g tropa)
Galna kiselina 7,45+ 0,24
Protokatehinska kiselina 11,53+ 0,40
p-Hidroksibenzoeva kiselina 0,78 £ 0,02
Katehin 53,42 + 1,53
Epikatehin 2,09 + 0,08
Hlorogenska kiselina 0,30+ 0,01
Kafena kiselina 0,18 £ 0,00
Ferulna kiselina 0,48 £0,02
Sinapinska Kiselina 0,52 £ 0,03
Kumarinska kiselina 0,34 £0,01
Miricetin 3,52+0,14
Luteolin 0,03 +0,00
Kvercetin 0,22 +£0,10
Apigenin 0,10 £ 0,00
Izoramnetin 0,35+0,01
Betanin 88,94 + 3,57
Vulgaksantin-I 71,08 +1,33

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja = standardna greska

Kvantitativnom HPLC analizom utvrdeno je da je katehin dominantno polifenolno jedinje-
nje u ekstraktu tropa cvekle (53,42 mg/100 g). Ostali flavonoidi se nalaze u zna¢ajno manjim ko-
licinama (<3,52 mg/100 g), dok je od fenolnih kiselina protokatehinska dominantna (11,53
mg/100 g).
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Istrazivanja Georgieva i sar. (2010) su pokazala da ekstrakt dobijen iz kore cvekle sadrzi
znatno vecu koncentraciju identifikovanih polifenolnih jedinjenja nego ekstrakt dobijen iz mesa
cvekle. Njihova istrazivanja su takode pokazala da je hlorogenska kiselina prisutna u ekstraktu
mesa cvekle (0,19 mg/100 g sveze mase), dok u ekstraktu kore cvekle ona nije identifikovana.
Nasuprot tome, rutin je identifikovan u ekstraktu kore cvekle (1,096 mg/g suvog ekstrakta), dok
u ekstraktu mesa cvekle nije pronaden. Rezultati iz Tabele 10 ukazuju na odsustvo rutina u
ekstraktu tropa cvekle Bikor.

Vuli¢ i sar. (2012) su koristili HPLC analizu za identifikaciju i kvantifikaciju polifenolnih
jedinjenja (ferulna, vanilinska, p-hidroksibenzoeva, kafena i protokatehinska kiselina) i betalaina
(betanin, izobetanin i vulgaksantin-1) u ekstraktima tropa cvekle sorti Egipatska, Bikor, Cardeal-
F1 i Kestrel. Rezultati su pokazali da su ferulna, kafena i protokatehinska kiselina prisutne u
svim sortama cvekle, p-hidroksibenzoeva kiselina je identifikovana u Cardel-F1 (0,009 mg/g
suve mase tropa cvekle) i Bikor (0,012 mg/g suve mase tropa cvekle), dok vanilinska kiselina
nije identifikovana u sorti Egipatska. Rezultati dobijeni u ovom radu su u saglasnosti sa rezul-
tatima Vuli¢ 1 sar. (2012).

U ekstraktu tropa cvekle sorte Detroit identifikovane su fenolne kiseline (ferulna, vanilin-
ska, p-hidroksibenzoeva, kafena i protokahetinska kiselina), flavonoidi (katehin, epikatehin i
rutin) i betalaini (betanin, izobetanin i vulgaksantin-1) (Vuli¢ i sar. 2014). Kvantitativnom ana-
lizom je potvrdeno dominantno prisustvo ferulne kiseline (132,52 mg/100g suve mase tropa
cvekle), §to je u saglasnosti sa rezultatima koje su objavili Kujala i sar. (2000). Od identifiko-
vanih flavonoida u ekstraktu tropa cvekle, katehin je najdominantniji (37,96 mg/100g suve mase
tropa cvekle). Sadrzaji identifikovanih fenolnih kiselina i flavonoida prikazanih u Tabeli 10
nalaze se u navedenom opsegu i u saglasnosti su sa saopstenjem Vuli¢ i sar. (2014) i Kujala i sar.
(2000).

HPLC metodom je odreden i sadrzaj betalaina u ekstraktu tropa cvekle. Na osnovu dobi-
jenih rezultata, prikazanih u Tabeli 10 moze se zakljuditi da je betanin zastupljeniji u odnosu na
vulgaksantin-I.

Kvantitativnom HPLC analizom Vuli¢ i sar. (2012) su identifikovali betanin (0,038 -0,368
mg/g suve mase tropa cvekle) i izobetanin (0,021 - 0,177 mg/g suve mase tropa cvekle) u eks-
traktima tropa sorti cvekle Egipatska, Bikor, Cardeal-F1 i Kestrel, dok se vulgaksantin-1 nalazio

u tragovima.
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Istrazivanja Vuli¢ i sar. (2014) pokazuju da ekstrakt tropa cvekle sorte Detroit sadrzi
znacajnu koli¢inu betanina (37,22 mg/100g suve mase tropa cvekle). Takode, njihovi rezultati su
pokazali da ekstrakt tropa cvekle sorte Detroit ima veéi sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betala-
ina, nego $to je identifikovano u prethodnim istrazivanjima Vuli¢ i sar. (2012.) u drugim sortama
cvekle. Sadrzaji betanina i vulgaksantina-I prikazani u Tabeli 10 su vec¢i od onih koje su saopstili
Vuli¢ i sar. (2012, 2014), sto je svakako posledica razlike u pripremi uzorka, ali i egzogenih
faktora koji su navedeni da utiCu na sadrzaj polifenola (genotip, lokacija, tehnika gajenja,
razli¢ita zrelost biljke, kao i uticaj svetlosti, temperature, prisutne hranljive materije u zemljistu
tokom uzgoja cvekle itd).

Rezultati Stintzing i sar. (2006) su pokazali da su u cvekli betanin i C15-epimer izobetanin
najzastupljeniji betalaini (80,8%), dok betanidin i izobetanidin ¢ine 12% od ukupnog sadrzaja
betalaina, s§to je u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u Tabeli 10.

Stintzing i sar. (2005) su detektovali pet vrsta betaksantina i Sest vrsta betacijana u cvekli.
Posmatrajuci betaksantine, njihovi rezultati su pokazali da se sadrzaj kretao od 253 - 323 mg/kg

jestive pulpe, dok se sadrzaj betacijana kretao u intervalu od 345 - 593 mg/kg jestive pulpe.

4.1.3. Antioksidativna aktivnost i redukciona sposobnost ekstrakta tropa cvekle

Odredivanje antioksidativne aktivnosti na stabilne DPPH radikale vrsi se spektofotometrij-
skom metodom koja se zasniva na merenju sposobnosti neutralizacije DPPH radikala u reakciji
sa prisutnim antioksidantima, pri ¢emu ljubicasto obojeni DPPH radikal prelazi u Zuto obojenu
formu DPPH-H. Promena intenziteta boje je srazmerna broju uhvacenih (stabilizovanih) radi-
kala. Odredivanje antioksidativne aktivnosti na stabilne ABTS" radikale vrsi se spektrofotomet-
rijskom metodom koja je bazirana na antioksidativnom kapacitetu uzorka da neutraliSe slobodne
ABTS" radikale u hidrofilnom okruZenju. Ukupna redukciona sposobnost odredena je metodom
koja se zasniva na praéenju redukcije Fe** do Fe?* jona koju izaziva prisustvo antioksidanata iz
cvekle, tj. redukujuéi agensi. U Tabeli 11 su prikazani rezultati ispitivanja antioksidativne
aktivnosti i redukcione sposobnosti ekstrakta tropa cvekle.

64



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

Tabela 11. Antioksidativna aktivnost i redukciona sposobnost ekstrakta tropa cvekle

Antioksidativna aktivnost pmol TE/100 g tropa
AADpPH. 695,31 + 52,69
AAABTS+ 898,75 + 1,03
RP 228,74 + 15,14

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti 3 ponavijanja + standardna greska

Georgieva i sar. (2010) su poredili antioksidativnu aktivnost ekstrakta betalaina iz kore
cvekle i iz mesa cvekle. Na osnovu dobijenih rezultata su zakljucili da je antioksidativna
aktivnost Sest puta veca u suvom ekstraktu betalaina dobijenog iz kore cvekle (90,7% inhibicije
DPPH radikala, 1Cso = 0,11 mg) nego u suvom ekstraktu betalaina dobijenog iz mesa cvekle
(14,2% inhibicije DPPH radikala, ICso = 0,70 mg), $to je i o¢ekivano jer je visoki sadrzaj polife-
nolnih jedinjenja iz ekstrakta kore cvekle u korelaciji sa pove¢anjem antioksidativne aktivnosti.

Vuli¢ i sar. (2014) su saopstili ICso vrednosti za AApppH ekstrakata tropa dobijenih od pet
sorti (Detroit, Egipatska, Bikor, Cardeal-F1 i Kestrel) u intervalu od 2,06 - 7,63 pg/ml, pri ¢emu
je ekstrakt tropa cvekle sorte Detroit pokazao najbolju antiradikalsku aktivnost, sto je u saglas-
nosti sa vrednostima prikazanim u Tabeli 11.

Pedrefio i sar. (2001) su ispitivali uticaj pH vrednosti i temperature na antioksidativnu
aktivnost betalaina. Ispitivanje su vrSili koriste¢i ekstremne pH vrednosti (3,5 1 8,5) 1 temperature
od 25, 50 i 75 °C na pocetku tretmana i nakon 240 minuta. Njihovi rezultati pokazuju da u
kiselim sredinama dolazi do povecanja antioksidativne aktivnosti betalaina, dok na temperatu-
rama preko 75 °C dolazi do smanjenja, sto ukazuje na njihovu termolabilnost.

Vuli¢ i sar. (2012) su pokazali da su ekstrakti tropa cvekle sorti Egipatska, Bikor, Cardeal-
F1 i Kestrel jaci antioksidanti od sintetickog antioksidanta BHA, gde je pri koncentraciji od 1,0
mg/ml ekstrakta tropa cvekle postignut AApppH = 100%, a pri istoj koncentraciji BHA aktivnost
je bila 82,3%.

Ravichandran i sar. (2012) su prikazali da sazrevanje cvekle ima uticaj na sadrzaj nekih
fenolnih kiselina i povecanje antioksidativne aktivnosti. Takode, povecanje antioksidativne
aktivnosti primec¢eno je 1 nakon tretmana vakuumom, mikrotalasima 1 nakon pecenja.

Vece vrednosti antioksidativnih aktivnosti u poredenju sa vrednostima dobijenim u ovoj

disertaciji saopstili su Sawicki i sar. (2016) koji su ispitivali antioksidativnu aktivnost trinaest
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sorti cvekle, razlicitih delova korena cvekle. Njihovi rezultati su pokazali da je vrednost antioksi-
dativne aktivnosti dobijena primenom ABTS testa bila veca za 30% u odnosu na DPPH test, §to
je u saglasnosti sa rezultatima prikazanim u Tabeli 11. Odredivanjem antioksidativne aktivnosti
u ekstraktima razlicitih sorti cvekle, dosli su do zakljucka da se AAagTs kretala u intervalu od
37,68 - 49,71 umol TE/g suvog materijala, dok se AApppH kretala u intervalima od 24,06 - 32,87
pmol TE/g suvog materijala. Takode, dosli su do zaklju¢ka da se za razliCite delove cvekle
dobijaju i razli¢ite vrednosti antioksidativne aktivnost. U zavisosti od ispitivanog dela biljke
AAngTs se kretala u intervalu 21,37 - 51,29 umol TE/g suvog materijala, dok je AApppH bila
20,40 - 54,78 umol TE/g suvog materijala.

Olumese i Oboh (2016) su ispitivali antioksidativnu aktivnost sirove i preradene Nigerijske
cvekle. AAagTs termicki tretirane cvekle (19,85 mmol/g) bila je najveéa, dok je AAasTs sveze
(11,33 mmol/g) i susene cvekle (11,75 mmol/g) i soka od cvekle (11,94 mmol/g) bila niza, bez
statisticki znacajne razlike (p<0,05). Sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida bio je u znacajnoj
korelaciji sa AAagTs. | redukciona sposobnost uzoraka cvekle pratila je slian trend: aktivnosti
sveze cvekle (16,67 mg/g) i soka cvekle (20,84 mg/g) bile su nize od termicki tretirane cvekle
(25,00 mg/g) i cvekle suSene u susnici (33,33 mg/g). Redukciona sposobnost ekstrakta tropa
cvekle je bila 228,74 umol TE/100 g (Tabela 11), odnosno 0,57 mg/g, §to je znacajno nize od
redukcione sposobnosti razli¢itih uzoraka cvekle koje su saopstili Olumese i Oboh (2016).

Vuli¢ i sar. (2014) su ispitivali redukcionu sposobnost ekstrakata tropa pet sorti cvekle, i
zakljucili da redukciona sposobnost ekstrakata tropa cvekle raste sa povecanjem koncentracije,
pri ¢emu je najbolja redukciona sposobnost ekstrakta tropa zapazena kod cvekle sorte Detroit
(1C50=123,39 pg/ml).

Wruss i sar. (2015) su ispitivali redukcionu sposobnost sokova od sedam razli¢itih sorti
cvekle. RP se kretala u intervalu od 17,4 mM TE - 37,1 mM TE. Zakljuceno je da se RP soka
cvekle razlikuje medu sortama i da zavisi od koncentracije fenolnih jedinjenja prisutne u njoj,
npr. Mona Lisa ima najvec¢i RP, sto je u skladu sa sadrzajem ukupnih polifenola i betalaina u

0Vvoj sorti.
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4.2. OPTIMIZACIJA PROCESA INKAPSULACIJE EKSTRAKTA TROPA
CVEKLE

Optimizacija inkapsulacije ekstrakta tropa cvekle na nosa¢ (protein soje) izvrSena je meto-
dom odzivnih povrsina (RSM) prate¢i Box-Behnken eksperimentalni dizajn za tri promenljive
(odnos nosaé:sok (X1), razblazenje soka (X2) i vreme muckanja (X3)) na tri nivoa (Tabela 8).
Efikasnost inkapsulacije (El) i antioksidativna aktivnost na DPPH radikale (AApppr.) odabrani
su kao odzivi, a dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli 12. Na Slici 19 prikazani su inkapsulati

koji su dobijeni u eksperimentima 1-15 kao i uzorak optimalnog inkapsulata.

Tabela 12. Efikasnost inkapsulacije (EIl) i antioksidativna aktivnost (AAppph.)

Eksperiment El (%) AAbppH. (LMol TE/100 g)
1 84,41 + 1,56 1619,22 + 58,64
2 77,54 +1,49 947,13 £ 29,74
3 69,69 + 4,64 772,19 + 11,40
4 74,18 + 3,09 339,76 * 3,96
5 82,72 + 5,50 959,41 + 18,98
6 77,69 + 5,00 316,30 £ 10,47
7 75,40 £ 4,18 998,77 £ 47,09
8 60,26 + 0,32 254,67 + 24,62
9 85,03 + 2,00 921,69 £ 14,62
10 76,36 + 3,95 223,61 £ 14,17
11 78,16 + 4,17 1077,27 + 29,22
12 64,23 £ 0,15 166,96 + 19,77
13 75,87 £ 4,75 630,29 £ 24,48
14 75,69 + 3,46 604,68 + 32,94
15 76,48 £ 0,90 776,99 + 0,28

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska
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Slika 19. Inkapsulati ekstrakta tropa cvekle dobijeni u procesu optimizacije

Vrednosti EIl u eksperimentima optimizacije kretale su se u intervalu od 60,26 - 85,03%,
dok su se vrednosti za AApepr- Kretale u intervalu od 223,61 - 1619,22 umol TE/100 g. Na os-

novu dobijenih rezultata izvrSena je pojedinacna (engl. single response) optimizacija za El i

AApppH-. Kao kriterijum optimizacije postavljen je maksimum odzivne povrSine koja prikazuje

uticaj ispitivanih parametara na zavisno promenljivi odziv El (tj. najveci EI), odnosno, A ApppH-

(. najveca AApppH.). Za dobijanje optimalnog uzorka koji ¢e biti ispitivan dalje, koris¢ena je

optimizacija viSe odziva (engl. multi response). Ovom optimizacijom se u obzir uzimaju oba

odziva istovremeno (El i AAppeh.), a dobijeni rezultati pokazuju optimalne uslove za dobijanje

maksimalnih vrednosti i za El i za AApppH.. Rezultati pojedinacne i optimizacije oba odziva

prikazani su u Tabeli 13.
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Tabela 13. Optimalni uslovi inkapsulacije i dobijene maksimalne vrednosti EI i AAppps-

optimizacijom pojedinacnih i oba odziva

Kodirane vrednosti Stvarne vrednosti
nezavisno nezavisno Optimalne vrednosti
S promenljivih promenljivih
Optimizacija AAorrn
X1 | X2 | X3 | X1 | X2 | X3 | EI (%) | (umol
TE/100 g)
Pojedinacni | g9 | 89 | 009 |5050| 022 | 141 | 86,16 i
odziv EI
Pojedinacni =} 455 | 95 | 0,10 |51,00| 0,04 | 16,00 - 1676,17
odziv AApppH-
Oba odziva
(E1+AApppr) -0,98 | -0,98 | 0,36 51,00 0,04 | 18,60 | 86,14 1668,37

Na oshovu rezultata prikazanih u Tabeli 13 utvrdeno je da nizak odnos nosac:ekstrakt
(50,50 g/l), malo razblazenje ekstrakta (0,22) i vreme muckanja od 14,1 min daje optimalni uzo-
rak sa najve¢om EI, dok je za dobijanje optimalnog uzorka sa najve¢om A Appph. takode potreban
relativno nizak odnos nosac:ekstrakt (51,00 g/1), minimalno razblazenje ekstrakta (0,04) i vreme
muckanja 16 min.

Saénz i sar. (2009) su prikazali efikasnost i uticaj parametara inkapsulacije bioaktivnih
jedinjenja pulpe i etanolnog ekstrakta ploda opuncije (Opuntia ficus-indica) na maltodekstrin
(MD) i inulin (In) metodom sprej susenja. Betacijani i indikaksantini iz pulpe su se u potpunosti
inkorporirali na MD i In (recovery 100%), ukazuju¢i na to da temperatura i tip nosaca nisu
uticali na inkapsulaciju ovih bioaktivnih jedinjenja. Polifenoli su pokazali takode sposobnost
potpune inkapsulacije (recovery >100%) i iz pulpe i iz etanolnog ekstrakta, i to na oba nosaca.
Inkapsulacija betacijana i indiksantina iz etanolnog ekstrakta na MD rezultirala je gubitkom od
33 do 38% (recovery od 62% do 67%), a na In je gubitak bio manji tj. od 14 do 19% (recovery
od 81% do 86%). Oni su vecu degradaciju betalaina tokom inkapsulacije na MD pripisali visokoj
ulaznoj temperaturi vazduha i njihovoj termolabilnosti. Veéu efikasnost inkapsulacije betalaina
iz pulpe u poredenju sa etanolnim ekstraktom objasnili su zastitnim uticajem komponenata pulpe
(sluz i vlakna). Antioksidativne aktivnosti inkapsulata su bile u opsegu 19,2 — 61,7 mmol TE/g,
Sto je znacCajno vise od vrednosti prikazanih u Tabeli 12, i moze se objasniti ve¢im sadrzajem
polifenola u pulpi i etanolnom ekstraktu opuncije (909,47 i 777,14 mg/100 g) nego u ekstraktu
tropa cvekle (424,14 mg/100 g).
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Bazaria 1 Kumar (2016) su odredivali optimalnu temperaturu vazduha, brzinu meSanja i

koncentraciju maltodekstrina za dobijanje inkapsulata soka cvekle. Njihova istrazivanja su poka-
zala da je najveca retencija betalaina (70,46%) pronadena u inkapsulatu sa 15% maltodekstrina
jer se on ponaSa kao nosac koji sprecava oksidaciju na visokim temperaturama. Takode, oni su
pokazali da vreme meSanja nema uticaja na sadrzaj betalaina u inkapsulatu, dok visoke
temperature dovode do smanjenja retencije betalaina.
Cilj istrazivanja Saikie i sar. (2015) je bio utvrdivanje optimalnih uslova ekstrakcije polifenola iz
tropa voca karambole i inkapsulacije ekstrahovanih polifenola na MD koristeéi sprej susenje i
liofilizaciju. Inkapsulacija je vrSena sa tri razliita odnosa polifenoli:nosa¢. Njihovi rezultati su
pokazali da se vrednost ukupnih polifenola povecava sa povecanjem koncentracije MD, dok je
vrednost polifenola na povrsini nosaca bila veca kod liofilizacije (od 78 do 97%) nego kod spre;j
susenja (0d 63 do 79%).

4.3. FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE OPTIMALNOG
INKAPSULATA

4.3.1. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina u optimalnom inkapsulatu

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenolnih jedinjenja, flavonoida i

betalaina u optimalnom inkapsulatu prikazani su u Tabeli 14.

Tabela 14. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u uzorku optimalnog inkapsulata

Bioaktivna jedinjenja Sadrzaj (mg/100 g)
Ukupni polifenoli? 584,74 + 10,76
Ukupni flavonoidi® 14,20 + 4,26
Ukupni betacijani® 108,89 + 0,86
Ukupni betaksantini® 111,33 £ 0,82
Ukupni betalaini® 220,22 + 1,68

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska
aSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g inkapsulata (mg GAE/100g)
®Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g inkapsulata (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g inkapsulata (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g inkapsulata (mg VE/100g
€Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g inkapsulata (mg/100g)
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Na osnovu dobijenih rezultata u Tabeli 14, mogu se izvesti sli¢ni zaklju¢cei kao kod eks-
trakta tropa cvekle (Tabela 9). Udeo flavonoida u ukupnim polifenolnim jedinjenjima prisutnim
u optimalnom inkapsulatu je mali (2,43%). Takode, sadrzaj betaksantina (111,33 mg/100 g) je
zanemarljivo veéi od sadrzaja betacijana (108,89 mg/100 g), bez statisticki znaCajne razlike
(p<0,05).

Saénz i sar. (2009) saopstili su da je sadrzaj betacijana u inkapsulatima pulpe i etanolnog
ekstrakta opunicje na maltodekstrinu i inulinu bio u opsegu 0,28 — 0,64 mg/g, $to je znacajno
manje od sadrzaja u optimalnom inkapsulatu (108,89 mg/100 g). Moze se zakljuciti da su se
betacijani iz ekstrakta tropa cvekle (42,84 mg/100 g) efikasnije inkorporirali liofilizacijom na
proteinima soje nego betacijani iz pulpe i etanolnog ekstrakta opuncije (28,09 i 21,54 mg/100 g)
sprej suSenjem na maltodekstrinu i inulinu. Medutim, sadrzaj polifenolnih jedinjena u inkapsula-
tima opuncije (1812 - 2410 mg GAE/Q) bio je znacajno veci od sadrzaja u optimalnom inkapsu-
latu (584,74 mg/100 g), §to je u skladu sa veéim sadrzajem polifenola u pulpi i etanolnom
ekstraktu opuncije (909,47 i 777,14 mg/100 g) nego u ekstraktu tropa cvekle (424,14 mg/100 g).
Pitaula i sar. (2010) su saopstili da je retencija betacijana u inkapsulatu iz soka cvekle 88,2%, a
retencija antioksidativne aktivnosti u inkapsulatu je 82% u odnosu na sok cvekle. Sli¢nu reten-
ciju (88%) su saopstili Cai i Corke (2000) za betacijane dobijene sprej suSenjem. Vrsili su suse-
nje rasprSivanjem ekstrakta betacijana amaranta koriste¢i MD i skrob kao nosace. Njihova istra-
zivanja su pokazala da je doSlo do degradacije betacijana (2,77%-7,66%) sprej suSenjem za
razliku od postupka suSenja zamrzavanjem. Cai i Corke (2000) su zaklju¢ili da visoka tempera-
tura ulaznog 1 izlaznog vazduha uzrokuje vece gubitke betacijana, §to je u saglasnosti sa istrazi-
vanjem Saénz i sar. (2009).

U saopstenju Janiszewska (2014) maltodekstrin (MD) i guma Arabika (AG) su koriséeni kao
nosaci za inkapsulaciju soka cvekle. Rezultati su pokazali da je sadrzaj betanina najvisi u inkapsu-
latima sa AG kao nosacem (129 mg/100 g), dok je sadrzaj vulgaksantina-I bio najvisi kod inkap-
sulata gde je MD koris¢en kao nosac (61 mg/100 g). Zakljuceno je da se sa povecanjem sadrzaja
AG povecava sadrzaj ljubicastih pigmenata (betanina), a smanjuje sadrzaj zutih pigmenata (vulga-
ksantina-I). Suprotno tome je primeéeno da se kod inkapsulata sa MD povecava sadrzaj Zutih
pigmenata (vulgaksanina-1). Iz Tabele 14 moze se zakljuciti da su se proteini soje pokazali kao bo-

lji nosaci za betaksantine (111,33 mg/100 g) nego za betacijane (108,89 mg/100 g). Vrednosti
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sadrzaja betacijana na proteinima soje u saglasnosti su sa sadrzajima betacijana na nosacu AG u

saopstenju Janiszewska (2014).

4.3.2. Kvalitativan i kvantitativan sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina u

Kvalitativan i kvantitativan sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina u optimalnom inkap-
sulatu odreden je tehnikom visokopritisne te¢ne hromatografije ili hromatografije visoke rezolu-
cije (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Hromatogrami su snimljeni na
477 1538 nm, a u Tabeli 15 su prikazani dobijeni rezultati.

Tabela 15. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u optimalnom inkapsulatu

optimalnom inkapsulatu

Jedinjenje

Sadrzaj (mg/100 g)

Galna kiselina 26,54 + 0,89
Protokatehinska kiselina 65,58 + 2,65
p-Hidroksibenzoeva kiselina 30,18 £ 0,02
Katehin 156,04 + 1,03
Epikatehin 3,88 £0,05
Hlorogenska kiselina 0,55+0,01
Kafena kiselina 0,34 £0,00
Ferulna kiselina 0,89 + 0,02
Sinapinska kiselina 0,97+ 0,01
Kumarinska kiselina 0,64 +0,01
Miricetin 6,55 + 0,09
Luteolin 0,06 + 0,00
Kvercetin 0,41 +£0,08
Apigenin 0,18 £ 0,00
Izoramnetin 0,65+0,01
Betanin 65,36 + 2,18
Vulgaksantin-| 59,29 + 2,05

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

Na osnovu dobijenih rezultata iz Tabele 15, moze se zakljuditi da je katehin dominantno

polifenolno jedinjenje dok su luteolin i apigenin najmanje zastupljeni, slicno kao kod ekstrakta

tropa cvekle.
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Nemzer i sar. (2011) su odredivali kvantitativni sastav inkapsuliranog ekstrakta cvekle
koriste¢i sprej suSenje gde su kao nosa¢ koristili MD. Vulgaksantin-1 je identifikovan kao glavni
I najistaknutiji betaksantin u cvekli (29,8%). Njihovi rezultati su pokazali da se koncentracija
ukupnih betalaina kretala od 0,24% do 0,46%, pri ¢emu se koncentracija ukupnih betacijanina
kretala do 0,32%, dok je koncentracija betaksantina bila do 0,18% u uzorku inkapsulata. Nakon
inkapsulacije, u inkapsulatu je zadrzano 74% betanina 1 83% vulgaksantina-l, pri ¢emu je na
osnovu rezultata iz Tabele 15 primec¢eno da su koncentracije betalaina bile vise nego u istrazi-
vanjima Nemzer i sar. (2011). To se moze objasniti koriS¢enjem razlicitih nosaca, kao i razlike u
metodi inkapsulacije.

Fang i Bhandari (2011) su inkapsulirali sok od borovnice ha MD kao nosa¢ koriste¢i metodu
sprej suSenja. Nakon inkapsulacije identifikovana je galna kiselina (14,28 mg/100 g) kao i kverce-
tin-galaktozid (17,07 mg/100 g), kvercetin-glukozid (10,34 mg/100 g) i kvercetin-deoksiheksozid
(14,45 mg/100 g). Sadrzaj detektovanih jedinjenja se nije znacajno promenio u odnosu na neinkap-
suliran sok borovnice, tj. zadrzano je 93-97% polifenolnih jedinjenja u inkapsulatu.

Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk (2011) su ispitivali koncentraciju bioaktivnih jedinje-
nja kao i zadrzavanje polifenolnih jedinjenja iz soka crne ribizle nakon inkapsulacije sprej suse-
njem. Koristili su pet sorti crne ribizle u kojima su indetifikovani derivati miricetina i kvercetina.
Njihovi rezultati su pokazali da je nakon inkapsulacije doslo do degradacije miricentina (od 27%
do 66%) u zavisnosti od sorte crne ribizle, dok se sadrzaj kvercetina povecao za 5% do 69%. U
ranijim istrazivanjima Mikkonen i sar. (2001) i Hakkinen i sar. (1999) navodi se da je miricetin
glavni flavonol u crnoj ribizli a kvercetin glavni aglikon. Za razliku od istrazivanja Bakowska-
Barczak i Kolodziejczyk (2011), rezultati ove disertacije ukazuju na povecanje oba flavonola
(miricetin i kvercetin) za 86%. Na osnovu rezultata se moze zakljuciti da se postupak inkapsu-
lacije pokazao kao zastita ovih jedinjenja, a razlika u sadrzajima ovih flavonola se moze objasniti
kao posledica otezane kvantifikacije miricentina zbog njegove nestabilnosti i osetljivosti na
interferencije sa drugim jedinjenjima (Mikkonen i sar, 2001).

Vuli¢ i sar. (2019) su vrsili inkapsulaciju tropa paprike na izolatu proteina surutke liofili-
zacijom i utvrdili da su se sledec¢a polifenolna jedinjenja vezala za nosa¢ u zna¢ajnoj koncentra-
ciji: galna (130,6 mg/100 g), vanilinska (43,7 mg/100 g), prokatehinska (135,3 mg/100 g), hloro-
genska (10,4 mg/100 g) i kafena kiselina (4,9 mg/100 g), rutin (1,3 mg/100 g) i miricetin (2,7
mg/100 g).
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4.3.3. Antioksidativna aktivnost (AA) i redukciona sposobnost (RP) optimalnog

inkapsulata
Odredivanje antioksidativne aktivnosti na stabilne DPPH i ABTS" radikale i redukciona
sposobnost optimalnog inkapsulata izvrsena je spektrofotometrijskim metodama, a rezultati me-

renja su prikazani u Tabeli 16.

Tabela 16. Antioksidativna aktivnost i redukciona sposobnost optimalnog inkapsulata

Antioksidativna aktivnost (umol TE/100 g)
AADPPH- 2089,55 + 10,06
AAABTS+ 2031,53 +£ 20,72
RP 31,25 +7,02

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti 3 ponavijanja + standardna greska

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuéiti da su antioksidativne aktivnosti inkapsu-
lata vece od aktivnosti tropa cvekle (Tabela 16), i to AApppH. OKO tri puta, a AAasTs+ dva puta.
Sa druge strane, RP inkapsulata manji je za oko sedam puta u odnosu na RP ekstrakta tropa
cvekle. Pretpostavka je da se na nosacu koncentrisu jedinjenja iz ekstrakta tropa cvekle koja
imaju izraZzenu antioksidativnu aktivnost, ali ne i redukcionu sposobnost.

Rezultati Pitaula i sar. (2010) su pokazali da je retencija antioksidativne aktivnosti inkap-
sulata bila 82% u odnosu na sok cvekle, dok je sa druge strane, doSlo do degradacije redukcione
sposobnosti u inkapsulatu u odnosu na sok cvekle, tj. RP je bio za 94% veci u soku cvekle nego
u inkapsulatu. Njihova istrazivanja su se zasnivala na uticaju razlicitih tretmana na antioksida-
tivnu aktivnost inkapsulata. Rezultati su pokazali da je pri tretmanu mikrotalasima doslo do po-
vecanja za 13% AApppH- | za 11% AAasTs+, dok je u slucaju metode sprej susenja doslo do
povecéanja antioksidativne aktivnosti do 1,5 puta. Oni su dosli do zakljuc¢ka da primena visokih
temperatura tokom sprej susenja moze dovesti do povecanja AA zbog stvaranja polifenolnih
jedinjenja koja nastaju degradacijom drugih kompleksnijih jedinjenja.

Saenz i sar. (2009) su ispitivali antioksidativnu aktivnost inkapsuliranog etanolnog ekstrak-
ta karambole i njenog tropa na maltodekstrinu i inulinu. Veca antioksidativna aktivnost zabele-
zena je kod mikrokapsula etanolnog ekstrakta karambole na inulinu (61,7 mmol TEAC/g) nego
na maltodekstrinu (19,2 mmol TEAC/g), dok se maltodekstrin pokazao kao bolji nosa¢ za anti-
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oksidativna svojstva mikrokapsula ekstrakta tropa (34,0 mmol TEAC/g) nego inulin (24,0 mmol
TEACI/Q).

Antioksidativna aktivnost na DPPH radikale inkapsulata vodenog ekstrakta tropa kupine
(67,33 pg/ml) i hidroalkoholnog ekstrakta tropa kupine (42,33 pg/ml), kao i njihova redukciona
sposobnost (36,23 i 61,21 pug/ml) povecane su u odnosu na same ekstrakte. Pretpostavlja se da je
povecéanje rezultat primene visokih temperatura tokom inkapsulacije sprej suSenjem koje su
uzrokovale povecanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja nastalih degradacijom drugih jedinjenja
(dos Santos i sar., 2017).

4.4, FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE KREKERA

4.4.1. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina

Zamenom pojedinih sirovina funkcionalnim komponentama (minerali, vitamini, probiotici,
prebiotici, antioksidanti i prehrambena vlakna) krekeri (fini pekrski proizvodi) mogu predstav-
ljati funkcionalnu hranu. Inkapsulacijom ekstrakta tropa cvekle na sojinom proteinu, mogu se
dobiti obogaceni proteini koji se mogu primenjivati kao dodaci ishrani ili u prehrambenim
proizvodima.

Krajnji cilj istraZzivanja u okviru ove dsertacije je dizajniranje funkcionalnih krekera na
bazi brasna od cerealija (pSenica) i pseudocerealija (heljda, amarant i kinoa) dodavanjem eks-

trakta ili inkapsulata tropa cvekle (Slika 20).
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Slika 20. Funkcionalni krekeri na bazi brasna od cerealija (pSeni¢no (red A) i einkorn (red B)) i
pseudocerealija (heljda (red C), amarant (red D) i kinoa (red E)) bez dodataka (kolona 1) i sa
dodatkom ekstrakta (kolona 2) ili inkapsulata tropa cvekle (kolona 3)

PSenica je glavna komponenta ljudske ishrane 1 kao takva, izvor je lipofilnih antioksida-
nata, kao Sto su karotenoidi 1 tokoli. Preradom pSenice, dobija se belo brasno koje se koristi za
pripremu hleba i pekarskih proizvoda (Hidalgo i sar., 2010).

Zitarice su takode dobar izvor polifenola od kojih je ferulna kiselina najzastupljenija.

Medutim, tokom prerade (mlevenja) smanjuje se sadrzaj fenolnih kiselina jer se one u najve¢im
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koli¢inama nalaze u aleuronskim slojevima, klicama i semenu koji se preradom odstranjuju.
Stoga, proizvodi od ove vrste braSna su podoban matriks za obogacivanje (Brandolini i sar.,
2013).

Rezultati Alvarez-Jubete i sar. (2010) su pokazali da je ukupni sadrzaj polifenola u hlebnoj
pSenici (53,10 mg GAE/100 g SM) bio znatno veci od sadrzaja polifenola kod amaranta (21,20
mg GAE/100 g SM), nizi od heljde (323,00 mg GAE/100 g SM) i bez znacajne razlike u odnosu
na sadrzaj polifenola u kinoi (71,70 mg GAE/100 g SM).

U Tabeli 17 su prikazani rezultati spektrofotometrijskog odredivanja sadrzaja polifenola,
flavonoida i betalaina u testu i krekerima pripremljenim od brasna hlebne pSenice (P), sa
dodatkom ekstrakta tropa cvekle (P+Ex) i inkapsulatom (P+1).

Testo za krekere u koje su dodati ekstrakt ili inkapsulat tropa cvekle imalo je veéi sadrzaj
polifenola od odgovarajué¢ih krekera, Sto ukazuje na Cinjenicu da je tokom termickog tretmana
(pecenja) dosSlo do degradacije odredene kolicine polifenolnih jedinjenja. Testa obogacena
ekstraktom (397,18 mg GAE/100 g) i inkapsulatom tropa cvekle (355,03 mg GAE/100 g) imala
su veci sadrzaj polifenolnih jedinjenja od neobogacenog krekera (285,93 mg GAE/100 g).
Najveci sadrzaj polifenolnih jedinjenja su imali krekeri obogaceni inkapsulatom tropa cvekle
(208,01 mg GAE/100 g) a najnizi neobogaceni krekeri (101,32 mg GAE/100 g). Udeo flavo-
noida u ukupnim polifenolima je bio nizak i kod krekera je bio 1,41% za P+l i 3,81% za P+Ex i
7,86% za P. Kod testa je udeo flavonoida bio nesto veci (9,73% za P+1; 8,74% za P+Ex 1 10,34%
za P). Pretpostavlja se da je razlog ovog smanjenja udela flavonoida kod krekera degradacija
pojedinih komponenti tokom pecenja i razlicita otpornost prema temperaturnom tretmanu.

Sadrzaj ukupnih betacijana u testu je znatno ve¢i od sadrzaja ukupnih betaksantina dok se
njihova vrednost kod krekera ne razlikuje znacajno (p<0,05). Sadrzaj betacijana se redukovao
oko 4 puta nakon pecenja krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle, dok se kod krekera sa
dodatkom inkapsulata sadrzaj betacijana smanjio oko 2,5 puta. Takode, redukcija u sadrzaju
betaksantina je manja kod krekera sa dodatkom inkapsulata (1,19 puta) nego kod krekera sa
dodatkom ekstrakta tropa cvekle (2 puta). Smanjenje ukupnog sadrzaja betacijana 1 betaksantina
je posledica degradacije ukupnih betalaina tokom pecenja, koji su evidentno bolje zasSti¢eni kada

su inkapsulirani.
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Tabela 17. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u testu i krekerima pripremljenim od brasna hlebne
pSenice (P), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (P+Ex) ili inkapsulata (P+I) i njihova retencija

nakon pecenja

Bioaktivna P P+Ex P+l

Jedinjenja Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri

Ukupna
polifenolna 285,93+0,19* | 101,3245,278 | 397,18+16,80¢ | 206,03+0,84P | 355,03+6,43F | 208,01+1,91°
jedinjenja?
Retencija
ukupnih
polifenalnih
jedinjenjaf
Ukupni
flavonoidi®
Retencija
ukupnih 26,93+1,314 22,62+1,138 8,51+0,40°
flavonoida’
Ukupni
betacijani®
Retencija
ukupnih - 24,01+1,254 40,67+2,048
betacijana’
Ukupni
betaksantini¢
Retencija
ukupnih - 49,2442 434 83,98+3,998
betaksantina’
Ukupni
betalaini®
Retencija
ukupnih - 32,35+1,60% 54,95+2 718
betalaina’
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-E) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
2 Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g testa/krekera (mg GAE/100 g)
bSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g testa/krekera (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g testa/krekera (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g testa/krekera (mg VE/100 g)

¢ Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g testa/krekera (mg/100 g)

f Izrazeno u %

35,431,754 51,87+2,578 58,59+2,90¢

29,56+0,13* | 7,96+0,018 34,710,894 7,85+0,37¢ | 34,55+1,14P | 2,94+0,06°

- - 20,03+1,76% 4,81+0,168 19,30+0,01A 7,850,17¢

- - 9,89+0,86* 4,870,168 9,49+0,006* 7,97+0,26°

- - 29,92+2,26* 9,68+0,328 | 28,79+0,016" | 15,82+0,43¢

Einkorn je stara sorta pSenice koja je privukla veliku paznju zbog velike otpornosti na
bolesti i kvalitet zrna. Ima odli¢ne karakteristike za proizvodnju keksa i pekarskih proizvoda bez
potrebe za koris¢enjem kvasca (Konvalina i sar., 2010). Ima visoku nutritivnu vrednost, visok
sadrzaj proteina, karotenoida i tokola. Brasno od einkorn pSenice sadrzi veliku koli¢inu polife-

nolnih jedinjenja. Dvogodisnje ispitivanje, pokazuje da einkorn pSenica ima maksimalnu koncen-
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traciju konjugovanih fenolnih kiselina (50,5 mg/kg SM), dok sa vezanim fenolnim kiselinama
njihov sadrzaj je oko 562 mg/kg SM, tj. sadrzaj fenolnih kiselina u ovoj pSenici se kre¢e od 449
mg/kg SM do 816 mg/kg SM (Hidalgo i Brandolini, 2013). HPLC analizom einkorn pSenice
identifikovano je prisustvo sedam kiselina i to ferulne, p-kumarinske, vanilinske, siringinske, p-
hidroksibenzoeve i kafene kiseline i siringaldehida, pri ¢emu je ferulna kiselina najzastupljenija,
i u konjugovanom i u vezanom obliku (Brandolini i sar., 2013).

U Tabeli 18 prikazani su sadrzaji bioaktivnih jedinjenja, tj. polifenola, flavonoida i betala-
ina, u testu i krekerima koji su napravljeni od einkorn brasna, sa i bez dodatka ekstrakta tropa

cvekle i inkapsulata, kao i njihova retencija nakon peéenja.

Tabela 18. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u testu i krekerima pripremljenim od einkorn brasna
(E), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+EX) ili inkapsulata (E+1) i njihova retencija nakon
pecenja

Bioaktivna E E+EX E+l
jedinjenja Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
Ukupna
polifenolna 326,56+23,817F | 141,15+1,778 | 359,42422,48AP | 259,24+16,78° | 386,82+17,71P | 313,16+4,54F
jedinjenja®
Retencija
ukupnih 43,22+1,967 72,13+3,248 80,96+3,58°¢
polifenolaf
Ukupni
flavonoidi®
Retencija
ukupnih 24,07+1,86* 41,68+1,758 5,37+0,20¢
flavonoida’
Ukupni
betacijani®
Retencija
ukupnih - 42,91+1,954 53,15+2,458
betacijanaf
Ukupni
betaksantini¢
Retencija
ukupnih - 88,28+3,86* 105,756,268
betaksantina’
Ukupni
betalaini®
Retencija
ukpnih - 57,84+2,634 70,53+3,228
betalaina’
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-E) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
@ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g testa/krekera (mg GAE/100 g)

b Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g testa/krekera (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g testa/krekera (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g testa/krekera (mg VE/100 g)

& Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g testa/krekera (mg/100 g)

f Izrazeno u %

18,610,414 4,48+0,518 33,42+1,47° 13,93+0,01° 51,78+3,184 2,780,288

- - 10,44+0,0017 4,48+0,158 19,38+0,24¢ 10,30+0,09A

- - 5,12+0,001* 4,52+0,11* 9,56+0,118 10,11+0,628

- - 15,56+0,0024 9,00+0,268 28,94+0,35¢ 20,41+0,71°
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Najveci sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja zabeleZen je kod testa sa dodatkom inkap-
sulata (386,82 mg GAE/100 g), i kod krekera sa dodatkom inkapsulata (313,16 mg GAE/100g).
Na osnovu rezultata iz Tabele 18 evidentno je da je sadrzaj flavonoida u odnosu na ukupne
polifenole veoma nizak kod krekera i krece se u intervalu od 0,89% (E+I) do 5,37% (E+EX), dok
je kod testa udeo flavonoida nesto visi (5,70% za E; 9,30% za E+EXx i 13,39% za E+l), sli¢no kao
1 kod uzoraka pripremljenih od pSeni¢nog brasna. Sadrzaj ukupnih betalaina je ve¢i kod testa i
krekera sa dodatkom inkapsulata (28,94 i 20,41 mg/100 g) nego kod krekera sa dodatkom
ekstrakta (15,56 i 9,00 mg/100 g). Takode, redukcija sadrzaja ukupnih betalaina kod krekera sa
dodatkom inkapsulata manja je (1,4 puta) nego kod krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle
(1,73 puta).

Amarant spada u grupu pseudocerealija koja je otporna na susu, visoke temperature i Steto-
¢ina i ima male zahteve za uzgoj, zbog Cega je privukla veliku paznju u ishrani ljudi (Yawadio
Nsimba i sar., 2008).

Jo§ jedna prednost amaranta (i ostalih pseudocerealija) je to $to ne sadrze gluten (Alvarez-
Jubete i sar., 2010). Sadrzaj ukupnih polifenola u amarantu (21,2 mg GAE/100 g SM) znatno je
nizi u odnosu na ostale pseudocerealije, kinou (71,70 mg GAE/100 g SM) i heljdu (323 mg
GAE/100 g SM). HPLC analizom detektovano je prisustvo prokatehina i hidroksibenzoeve kise-
line u amarantu. Gorinstein i sar. (2007) su takode utvrdili da je sadrzaj polifenola u amarantu
(405 pg/g SM - 430 pg/g SM, u zavisnosti od sorte), nizi nego kod kinoe (600 pg/g SM) i heljde
(912 pg/g SM). Alvarez-Jubete i sar. (2010) nisu detektovali flavonoide u amarantu dok su
Gorinstein i sar. (2007) utvrdili nizak sadrzaj flavonoida u odnosu na ostale pseudocerealije (od
21,9 mg/100 g SM - 22,2 mg/100 g SM). Amarant sadrzi veéu koncentraciju proteina, kao i
proteine boljeg kvaliteta u odnosu na zitarice. Sadrzi lunasin, koji je pronaden u albuminu,
globulinu i prolaminu amaranta a moze se koristiti kao alternativni izvor bioaktivnih peptida.

U krekerima pripremljenim od brasna einkorn pSenice i amaranta, sa i bez dodatka ekstrakta
tropa cvekle ili inkapsulata ispitan je sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, kao i njihova retencija nakon

pecenja, a rezultati su prikazani u Tabeli 19.
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Tabela 19. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u testu i krekerima pripremljenim od smese einkorn i
amarant brasna (E+A), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+A+Ex) ili inkapsulata (E+A+I) 1

njihova retencija nakon pecenja

Bioaktivna E+A E+A+EX E+A+l
jedinjenja Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
Ukupna
polifenolna 246,39+0,19* | 166,56+4,618 | 314,55+19,74¢ | 195,70+5,66° | 345,21+8,81F | 260,82+8,29*
jedinjenja?
Retencija
ukupnih
polifenolnih
jedinjenja’
Ukupni
flavonoidi®
Retencija
ukupnih 60,41+2,75% 46,572,078 23,07+1,07¢
flavonoida'
Ukupni
betacijani®
Retencija
ukupnih - 33,17+1,454 37,56+1,768
betacijana’
Ukupni
betaksantini¢
Retencija
ukupnih - 66,99+3,134 79,12+3,528
betaksantinaf
Ukupni
betalaini®
Retencija
ukupnih - 44,311,914 51,22+2,208
betalaina’
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-E) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
aSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g testa/krekera (mg GAE/100 g)

b Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g testa/krekera (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izraZen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g testa/krekera (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g testa/krekera (mg VE/100 g)

¢ Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g testa/krekera (mg/100 g)

f Izrazeno u %

47,31+2,03* 62,22+2,598 75,55+3,38¢

22,23+1,31* | 13,43+0,478 80,45+2,50¢ 37,47+0,84° | 143,80+4,44C | 33,17+0,41F

- - 14,44+0,45% 4,79+0,018 23,08+0,05¢ | 8,67+0,21P

- - 7,09+0,224 4,750,118 11,30+£0,07¢ | 8,94+0,26°

- - 21,53+0,674 9,54+0,21B 34,38+0,12¢ | 17,61+0,47°

Sli¢no kao i kod krekera od einkorn brasna, sadrzaj ukupnih polifenola je bio najvisi kod
testa (345,21 mg GAE/100 g) i krekera (260, 82 mg GAE/100 g) sa dodatkom inkapsulata, kao i
sadrzaj betalaina (34,38 mg/100 g u testu i 17,61 mg/100 g u krekerima). Smanjenje sadrzaja
polifenola posledica je termicke degradacije tokom pecenja krekera. Udeo flavonoida u ukupnim

polifenolnim jedinjenjima je visi u odnosu na testa i krekere od pSeni¢nog brasna i einkorn
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brasna, pri ¢emu je najvisi udeo flavonoida kod testa sa dodatkom inkapsulata (41,66%), dok je
najnizi udeo flavonoida kod krekera od meSavine einkorn i amarant brasna bez dodataka
ekstrakta i inkapsulata (8,06%).

Kinoa takode spada u grupu pseudocerealija. Zbog visokog sadrzaja proteina, kao i
njihovog velikog nutritivnog kvaliteta, sve je vece interesovanje za kinoom. S obzirom na to da
su bogate proteinima, mastima, dijetetskim vlaknima i mineralima (kalcijum i natrijum), kao i
zbog visokog sadrzaja lizina, kinoa se Kkoristi kao vazna sirovina U pekarstvu, testeniCarstvu i u
proizvodnji decije hrane. Sadrzaj polifenola u kinoi kre¢e se u opsegu 94,3 - 148,0 mg ekvi-
valenta taninske kiseline/g suvog uzorka (Yawadio Nsimba i sar., 2008).

Alvarez-Jubete i sar. (2010) su saopstili da je sadrzaj polifenola u kinoi 71,7 mg GAE/100g
SM, gde su najzastupljeniji kvercetin i kempferol glukozid, dok su Gorinstein i sar. (2007)
saopstili 600 pg/g SM polifenola i 38,6 mg/100 g SM flavonoida u kinoi. Takode su identifi-
kovane i dve benzoeve kiseline, prokatehin i derivati vanilinske kiseline, a neki spektri su uka-
zivali i na prisustvo hidroksibenzoeve kiseline.

U Tabeli 20 prikazani su sadrzaji ukupnih polifenolnih jedinjenja, flavonoida i betalaina u
krekerima koji su napravljeni od meSavine einkorn brasna i1 kinoe, sa ili bez funkcionalnih
dodataka (ekstrakt ili inkapsulat tropa cvekle), kao i njihova retencija nakon pecenja.

Udeo flavonoida u ukupnim polifenolima u testu i krekerima pripremljenim od smeSe
einkorn 1 kinoa bra$na krece se u intervalu od 9,61% (E+K) do 19,04% (E+K+Ex) za testo 1 od
2,49% (E+K) do 18,32% (E+K+I) za krekere. Sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i betalaina
je kod testa 1 krekera sa dodatkom inkapsulata bio najve¢i, u odnosu na kontrolne krekere 1 kre-
kere sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle. Sadrzaj betacijana je viSi od sadrzaja betaksantina u
svim uzorcima, osim kod krekera sa dodatkom inkapsulata, gde je sadrzaj betaksantina (9,33 mg
VE/100 g) ve¢i od sadrzaja betacijana (9,18 mg BE/100 g), bez statisticki znacajne razlike
(p<0,05).

Heljda je pseudocerealija koja se smatra hranom visoke hranljive vrednosti. Bogata je
vitaminom B1 i B2, kao 1 antioksidantima poput tokoferola i1 polifenolnih jedinjenja kao §to su
rutin, fenolne kiseline i njihovi derivati (Holasova i sar., 2002).

Varijacije u antioksidativnoj aktivnosti heljde zavise od sorte i uticaja spoljasnje sredine. U
heljdi su identifikovani p-hidroksibenzoeva, vanilinska, p-kumarinska i siringinska kiselina. Od

flavonoida u heljdi su identifikovani rutin, orientin, viteksin, kvercetin, izoviteksin i izoorientin.
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Najvise koncentracije flavonoida su odredene u semenu i ljusci heljde i to 18,8 mg/100 g,

odnosno 74 mg/100 g (Sun i Ho, 2005).

Heljda sadrzi najvise polifenola (912 ug/g SM) i flavonoida (76,8 mg/100 g SM) u porede-

nju sa ostalim pseudocerealijama (amarantom i kinoom) i hlebnom pSenicom. Sadrzaj rutina u

heljdi je u intervalu od 3,8 - 10,1 mg/100 g (Gorinstein i sar., 2007).

Tabela 20. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u testu i krekerima pripremljenim od smese einkorn i

kinoa brasna (E+K), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+K+EX) ili inkapsulata (E+K+I) i

njihova retencija nakon pecenja

Bioaktivna
jedinjenja

E+K

E+K+EX

E+K+I

Testo

Krekeri

Testo

Krekeri

Testo

Krekeri

Ukupna
polifenolna
jedinjenja?

202,775,878

125,73+3,91A

304,89+10,96¢

237,48+15,07°

365,34+5,87F

254,7345,17°

Retencija
ukupnih
polifenolnih
jedinjenja’

62,01+2,824

77,893,458

69,72+3,31¢

Ukupni
flavonoidi®

12,08+2,08%

5,05+0,978

58,05+0,89¢

31,330,52°

65,40+0,56F

46,684,117

Retencija
ukupnih
flavonoida’

41,80+1,90*

53,972,358

71,38+3,33¢

Ukupni
betacijani®

15,450,217

6,40+0,128

22,15+0,09¢

9,18+0,08°

Retencija
ukupnih
betacijana’

41,42+1,844

41,44+1,767

Ukupni
betaksantini¢

7,79+0,18*

6,25+0,248

10,84+0,08¢

9,33+0,09°

Retencija
ukupnih
betaksantina’

80,23+3,63*

86,07+4,128

Ukupni
betalaini®

23,24+0,38*

12,65+0,36°

32,99+0,17¢

18,51+0,17°

Retencija
ukupnih
betalaina’

54,43+2,164

56,11+2,538

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-F) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
@ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g testa/krekera (mg GAE/100 g)

bSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g testa/krekera (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g testa/krekera (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g testa/krekera (mg VE/100 g)
¢ Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g testa/krekera (mg/100 g)

fIzrazeno u %
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Na isti naCin kao i krekeri sa einkorn brasnom i amarantom ili kinoom, pripremljeni su i
krekeri sa dodatkom heljdinog brasna, sa ili bez funkcionalnih dodataka (ekstrakt i inkapsulat
tropa cvekle). Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja (ukupni polifenoli, flavonoidi, betacijani, betaksan-
tini 1 ukupni betalaini) i njihova retencija nakon pecenja u ovim krekerima sa smeSom einkorn i

heljdinog brasna prikazani su u Tabeli 21.

Tabela 21.Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u testu i krekerima pripremljenim od smese einkorn i
heljdinog brasna (E+H), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+H+Ex) ili inkapsulata (E+H+I) i

njihova retencija nakon pecenja

Bioaktivna E+H E+H+EXx E+H+I

jedinjenja Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri

Ukupna
polifenolna | 391,01+11,88* | 231,3042,24% | 444,73+13,21C | 254,93+14,738 | 502,64+17,66° | 334,10+2,14F
jedinjenja?

Retencija
ukupnih
polifenolnih
jedinjenja’

59,15+2,724 57,32+2,66° 66,47+3,17¢

Ukupni

flavonoidi® 18,79+0,85* | 4,14+0,58° 54,17+1,43¢ 27,32+0,96° 63,463,495 | 46,04+1,32F

Retencija
ukupnih 22,03+1,01A 50,43+2,218 72,55+3,27¢
flavonoida’

Ukupni

b P - - 22,94+0,25» 5,24+0,108 21,23+0,09¢ 8,48+0,15P
etacijani

Retencija
ukupnih - 22,84+1,054 39,94+1,738
betacijana’

Ukupni

- - - 11,30+0,12A 5,26+0,108 10,41+0,05¢ 8,67+0,11P
betaksantini

Retencija
ukupnih - 46,55+2,124 83,29+3,698
betaksantina’

Ukupni

. - - 34,24+0,374 10,50+0,208 31,64+0,14°¢ 17,15+0,26°
betalaini

Retencija
ukupnih - 30,67+1,294 54,20+2,61°8
betalaina’

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska

Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-F) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
@Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline u 100 g testa/krekera (mg GAE/100 g)
bSadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta rutina u 100 g testa/krekera (mg RE/100 g)

¢ Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta betanina u 100 g testa/krekera (mg BE/100 g)

d Sadrzaj izrazen kao mg ekvivalenta vulgaksantina-1 u 100 g testa/krekera (mg VE/100 g)

¢ Zbir sadrzaja betacijana i betaksantina u 100 g testa/krekera (mg/100 g)

f Izrazeno u %
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Iz Tabele 21 moze se zakljuciti da je sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja i u testu i u
krekerima najvisi kod E+H+1 (502,64 mg GAE/100 g i 334,10 mg GAE/100 g), a najnizi kod
E+H (391,01 mg GAE/100 g i 231,30mg/100 g). Sadrzaj ukupnih flavonoida je visi kod testa
nego kod krekera sto je verovatno posledica degradacije flavonoida tokom pecenja. Udeo flavo-
noida u ukupnim polifenolima se kretao u intervalu od 4,80 - 12,62% kod testa, dok je kod kre-
kera bio u intervalu od 1,79 - 13,78%. Sadrzaj ukupnih betalaina se znacajnije redukovao kod
uzoraka sa ekstraktom tropa cvekle (za 69,33%) nego kod uzoraka sa inkapsulatom (za 45,80%).
Nizi sadrzaj betalaina kod krekera u odnosu na testo je posledica degradacije betalaina usled
pecenja, dok manja redukcija sadrzaja betalaina kod uzoraka sa inkapsulatom potvrduje zastitno
dejstvo ovog postupka. Kao i kod uzoraka krekera sa kinoom, sadrzaj betacijana je veéi od
sadrzaja betaksantina kod testa, dok je kod krekera sadrzaj betaksantina vec¢i od ukupnog sadr-
7aja betacijana, bez statisticki znacajne razlike (p<0,05). Moguce objasnjenje za ove razlike u
stepenu degradacije betacijana i betaksntina je njihova razliita osetljivost na temperaturni
tretman.

Poredenjem rezultata iz Tabela 17, 18, 19, 20 i 21 evidentno je da je najvisi sadrZaj
ukupnih polifenolnih jedinjenja bio kod testa (502,64 mg GAE/100g) i krekera (334,10 mg
GAE/100g) od smese einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom inkapsulata (Tabela 21). Heljda je
bogat izvor polifenolnih jedinjenja pa je stoga u ovim uzorcima, pored funkcionalnih dodataka,
tj. ekstrakta 1 inkapsulata tropa cvekle, i1 heljdino brasno doprinelo da sadrzaj polifenola bude
visok. (Holasova i sar., 2002) su saopstili da je sadrzaj polifenola u heljdi od 1138 - 39514 mg/
kg SM dok su Alvarez-Jubete i sar. (2010) saopstili da su polifenoli prisutni u heljdi u koncen-
traciji od 323,4 mg GAE/100 g.

Najvisi sadrzaj flavonoida u krekerima utvrden je kod uzoraka od E+K+I brasna (46,68 mg
RE/100g) (Tabela 20), dok je najveci sadrzaj flavonoida u uzorcima testa bio kod testa od E+A+I
brasna (143,80 mg RE/100g) (Tabela 20). Najvisi sadrzaj betalaina u testu je bio kod uzoraka
pripremljenih od smeSe einkorn brasna i amaranta sa dodatkom inkapsulata (34,38 mg/100 Q)
(Tabela 19), dok je najvisi sadrzaj ukupnih betalaina u krekerima zabeleZzen kod krekera od
einkorn brasna sa dodatkom inkapsulata (20,41 mg/100 g) (Tabela 18). Na osnovu dobijenih
rezultata mozese zakljuciti da su bioaktivna jedinjenja u inkapsulatu tropa cvekle u veéoj meri

zaSticena nego u samom ekstraktu tropa cvekle.
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de Camargo i sar. (2014) su dodavali 1,3%, 1,8% i 2,5% kikirikijeve ljuske u krekere radi
povecanja sadrzaja polifenola. Njihovi rezultati su pokazali da se sadrzaj polifenolnih jedinjenja
povecao od 61,2 mg katehin ekvivalenata (CE)/g (kontrolni kreker) do 91,4 mg CE/g (krekeri sa
2,5% dodate ljuske kikirikija), odnosno za maksimalno 50%. U krekerima koji su obogaceni
ckstraktom tropa cvekle povecanje polifenolnih jedinjenja se kretalo u intervalu od 10,22 do
103,35%, dok je obogacivanje inkapsuliranim ekstraktom cvekle doprinelo povecanju sadrzaja
polifenola od 25,63 do 122% (Tabela 17 - 21), pri ¢emu je najveée povecanje zabelezeno u
krekerima pripremljenim od einkorn brasna sa dodatkom inkapsulata, §to je znacajno vece od
rezultata de Camargo i sar. (2014).

Bertagnolli i sar. (2014) su pripremali krekere koriste¢i razliite koli¢ine brasna od kore
guave (30%, 50% i 70%) i ispitivali sadrzaj i sastav polifenola. Njihovi rezultati su pokazali da je
brasno imalo visok sadrzaj polifenola (827,0 mg GAE/100g), dok se tokom pripreme krekera
njihov sadrzaj smanjio zbog fizickih i1 hemijskih procesa pripreme. Medutim, povecanje koli¢ine
brasna od kore guave doprinelo je znac¢ajnom povecanju polifenolnih jedinjenja (do 49%) pri
¢emu je kreker sa najmanjim dodatkom brasna (30%) imao 68,7 mg GAE/100g, dok je kreker sa
najviSim dodatkom brasna (70%) imao 136,2 mg GAE/100g. Sadrzaj polifenola u krekerima
obogacenih ekstraktom (195,70 — 259,24 mg GAE/100 g) i inkapsulatom ekstrakta cvekle
(101,32 - 334,10 mg GAE/100 g) je visi nego kod krekera obogacenih brasnom od kore guave.
Takode, maksimalno povecanje sadrzaja polifenola obogacivanjem je znacajno vece (122%).

Rezultati Srivastava i Singh (2016) su pokazali da krekeri obogaceni sa 15% cveklinog
praha sadrze 7,23 mg/100 g betalaina, $to je manje od sadrZaja betalaina u svim krekerima koji
su dobijeni u ovoj disertaciji (Tabela 17-21).

Varastegani i sar. (2015) su zamenom 50% pSeni¢nog brasna u recepturi krekera sa bras-
nom od papaje postigli povecanje polifenolnih jedinjenja u krekerima za ¢ak 137 puta, tj. od 0,01
9/100g u kontrolnim krekerima do 1,37 g/100 g u obogacenim krekerima. Sadrzaj polifenolnih
jedinjenja u obogacenim krekerima je visi 3 do 4 puta nego kod krekera obogacenih ekstraktom i
inkapsulatom tropa cvekle (Tabela 17-21).

U saopstenju Vitali i sar. (2009) funkcionalni krekeri su pripremljeni od pSeni¢nog brasna,
inulina (10,5%) uz dodatak sojinog brasna, amaranta, rogaca, vlakna jabuke i ovsenih vlakana.
Ispitivanjem sadrzaja ukupnih polifenola u testu i krekerima, najvisi sadrzaj zabelezen je kod

testa (1333 mg ekvivalenta ferulne kiseline/100 g) i krekera obogacenih rogacem (1395 mg
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ekvivalenta ferulne kiseline/100 g). Medutim, sadrzaj ukupnih polifenola u testu bio je manji od
sadrzaja polifenola u krekerima. Kontrolni uzorci su imali znatno manji sadrzaj polifenolnih
jedinjenja, i to do 50%. Nizim sadrzajem polifenola u kontrolnim uzorcima se potvrduje zastitni
efekat inkapsulacije. Sa druge strane, razlog povecanja sadrzaja polifenola u krekerima nakon
pecenja je povecana rastvorljivost vezanih oblika fenolnih kiselina kao i stvaranje proizvoda
Maillard reakcija tokom peéenja, $to je u saglasnostima sa rezultatima Zili¢ i sar. (2016) i sa
rezultatima ove disertacije.

Zilié¢ i sar. (2016) su ispitivali efekte pedenja i pripreme testa na sadrzaj polifenolnih jedi-
njenja i flavonoida u krekerima pripremljenih od brasna plavog kukuruza kokicara (Zea mays L.
spp. Everta), tamno-crvenog kukuruza kokicara (Z. Mays L. Ssp. Everta) i standardnog plavog
kukuruza (Z. Mays L.) dok je kontrolni kreker pripremljen od kukuruznog brasna. Pecenje kon-
trolnog krekera je vrSeno na 200 °C u trajanju od 7 do 10 minuta, dok su ispitivani krekeri peceni
na 200 °C u trajanju od 10 minuta. Zaklju¢eno je da temperatura i vreme pecenja uti¢u na
smanjenje sadrzaja polifenolnih jedinjenja i ukupnih flavonoida s§to potvrduju i rezultati dobijeni
u ovoj disertaciji (Tabela 17-21). Sadrzaj polifenolnih jedinjenja bio je najvisi kod testa (od
3976,3 - 7368,2 mg GAE/kg brasna) dok se kod krekera sadrzaj znatno smanjio (od 1809,0 mg
GAE/kg - 53,5 mg GAE/Kg krekera). Sli¢no je zakljuceno i za sadrzaj flavonoida u testu (od 33,4
- 162,7 mg CE/kg brasna) i u krekerima (od 15,2 - 74,0 mg katehin ekvivalenata/kg krekera).
Posmatrajuci Tabele 17-21, moze se zakljuciti da su sadrzaji polifenolnih jedinjenja i flavonoida
znatno visi od sadrzaja pomenutih jedinjenja u istrazivanju Zili¢ i sar. (2016). To je svakako
posledica razli¢itih biljaka kao i pripreme uzoraka koji su ispitivani.

Generalno, temperaturni tretmani mogu uticati negativno na sadrzaj bioaktivnih jedinjena.
Pored pecenja polifenolna jedinjenja se mogu degradirati i ekstruzijom. Tako su IvaniSova i sar.
(2018) pokazali da se sadrzaj flavonoida i polifenola u testenini obogacenoj zelenim jeCmom
degradirao za 16% do 80% (flavonoidi), odnosno za 12% do 33% (polifenoli) nakon kuvanja, u

zavisnosti od stepena obogacenosti zelenim je¢mom.
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4.4.2. Kvalitativan i kvantitativan sadrzaj polifenolnih jedinjenja i betalaina u

krekerima

U okviru doktorske disertacije, identifikovano je i kvantifikovano sedamnaest polifenolnih
jedinjenja u kontrolnim krekerima (od brasna hlebne pSenice, einkorna, smese einkorna i ama-
ranta, kinoe i heljdinog brasna) i krekerima, sa dodatkom ekstrakta ili inkapsulata tropa cvekle.

Identifikacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja i betalaina u ispitivanim krekerima
izvrSena je tehnikom te¢ne hromatografije visoke rezolucije (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), a hromatogrami su snimljeni na 280, 320 i 360 nm za polifenole i 538
nm za betalaine.

Na Slici 21 prikazani su hromatogrami krekera pripremljenog od smese einkorn i heljdinog
brasna sa dodatkom inkapsulata (E+H+I), snimljeni na 280 (a), 320 (b) i 360 nm (c).
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Slika 21. HPLC hromatogrami E+H+I:

a) 1 - galna kiselina, 2 - protokatehinska kiselina, 3 - katehin, 4 - epikatehin 5 - vanilinska
kiselina, 6 — p-hidroksibenzoeva kiselina, 7 — siringinska kiselina, 8 — ruzmarinska kiselina
razdvojene komponente detektovane su na 280 nm;

b) 9 - hlorogenska kiselina, 10 - kumarinska kiselina, 11 — sinapinska kiselina i 12 — ferulna
kiselina, razdvojene komponente detektovane su na 320 nm;
¢) 13 — rutin, 14 - miricetin, 15 — luteolin, 16 - apigenin, razdvojene komponente detektovane su
na 360 nm.
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Identifikovana bioaktivna jedinjenja se mogu svrstati u tri grupe jedinjenja i to: derivate

hidroksibenzoeve kiseline (galna, prokatehinska, p-hidroksibenzoeva, vanilinska i siringinska

kiselina), derivati cimetne kiseline (ferulna, ruzmarinska, sinapinska, kumarinska, hlorogenska i

kafena kiselina) i flavonoide (epikatehin, katehin, miricetin, kvercetin, rutin i apigenin).

Na osnovu dobijenih hromatograma, izvrSena je identifikacija i kvantifikacija bioaktivnih

jedinjenja u ispitivanim krekerima, a u Tabelama 22 - 26 prikazani su dobijeni rezultati kvalita-

tivnog i kantitativnog sastava polifenolnih jedinjenja.

Tabela 22.Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u krekerima pripremljenim

od brasna hlebne psenice (P), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (P+Ex) ili inkapsulata (P+I)

. e . Krekeri
Polifenolna jedinjenja B P+Ex Prl
Galna kiselina 1,073+0,0514 0,950+0,0324 7,623+0,3628
Fk’i’SHe:?nrgks'benzoe"a 2,065:+0,0004 0,033+0,0388 1,906+0,082°
Vanilinska kiselina 0,605+0,0234 0,955+0,0408 -
Protokatehinska kiselina - 0,734+0,029 7,115+0,3228
Siringinska kiselina 0,4080,020" 0,753+0,034° 0,621+0,025°¢
Ruzmarinska kiselina 0,214+0,0084 0,131+0,0058 0,449+0,018¢
Hlorogenska kiselina - 0,110+0,0044 2,062+0,1015
Sinapinska kiselina 0,079+0,0034 - -
Ferulna kiselina 0,024+0,0014 - -
Kumarinska kiselina 0,021+0,0014 - -
Rutin 0,098+0,0044 0,568+0,0218 2,105+0,104°
Apigenin - - 0,291+0,0124
Kvercetin - - 0,244+0,0114
Miricetin - 0,097+0,0044 0,053+0,0028
Epikatehin - - -
Katehin - - -
Ukupno 4,587 5,230 22,178

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska, izraZeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-C) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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Tabela 23. Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u krekerima pripremljenim

od einkorn brasna (E), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+Ex) i inkapsulata (E+1)

. e . Krekeri
Polifenolna jedinjenja E E+Ex =
Galna kiselina 1,343+0,0624 2,252+0,1108 7,414+0,345¢
Ei'sHe:?nr;’kS'benzoe"a 1,304+0,062A 5,817+0,2678 0,812+0,035¢
Siringinska kiselina 1,690+0,076" 1,768+0,078* 0,523+0,023°
Hlorogenska kiselina 0,139+0,0054 1,052+0,0478 3,330+0,156°
Sinapinska kiselina 0,102+0,0044 0,130+0,0058 0,153+0,006°
Kumarinska kiselina - - 0,616+0,026"
Ruzmarinska kiselina - - 0,244+0,010*
Protokatehinska kiselina - - -
Vanilinska kiselina - - -
Ferulna kiselina - - -
Epikatehin 6,113+0,3014 11,471+0,5625 18,577+0,923¢
Rutin - 0,150+0,006% 0,705+0,0315
Miricetin 0,091+0,0044 0,043+0,0028 0,058+0,001¢
Katehin - - -
Kvercetin - - -
Apigenin - - -
Ukupno 10,781 22,684 32,431

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska, izraZeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-C) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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Tabela 24. Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u krekerima pripremljenim
od smese einkorn 1 amarant braSna (E+A), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+A+EXx) ili

inkapsulata (E+A+I)

Polifenolna jedinjenja Krekeri

E+A E+A+EX E+A+I|
Galna kiselina 4,354+0,2014 3,538+0,1565 11,319+0,562¢
Hlorogenska kiselina 0,883+0,0404 1,197+0,00538 2,398+0,112¢
Fk’i‘SHe:?nrgks'benzoe"a 0,702+0,024A 2,383+0,1118 0,803+0,032A
Siringinska kiselina 0,387+0,0144 0,759+0,0358 1,012+0,046°
Ruzmarinska kiselina 0,257+0,0114 0,250+0,0114 1,210+0,0565
Vanilinska kiselina 0,337+0,0134 - 0,607+0,0238
Sinapinska kiselina 0,094+0,0034 0,132+0,0058 -
Ferulna kiselina 0,065+0,0024 0,110+0,0058 -
Kumarinska kiselina - - 0,361+0,014%
Protokatehinska kiselina - - 0
Rutin 0,972+0,0424 0,150+0,0065 0,687+0,032¢
Miricetin - 0,023+0,001% 0,022+0,0014
Epikatehin - - -
Katehin - - -
Kvercetin - - -
Apigenin - - -
Ukupno 8,051 8,543 18,420

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska, izrazeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-C) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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Tabela 25. Kvalitativan i kvantitativan sastav bioaktivnih jedinjenja u krekerima pripremljenim

od smese einkorn 1 kinoa brasna (E+K), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+K+Ex) ili

inkapsulata (E+K+I)

Polifenolna jedinjenja Krekeri

E+K E+K+Ex E+K+I
Galna kiselina 8,063+0,4014 8,276+0,4114 14,548+0,7228
Hlorogenska kiselina 3,203+0,1544 2,213+0,106% 10,804+0,5238
E;;:?ggks'benzoe"a 0,973+0,034A 1,085+0,0518 0,944+0,041°
Ferulna kiselina 0,333+0,0144 0,331+0,0124 0,761+0,0328
Kumarinska kiselina 0,297+0,0124 0,295+0,013% 0,678+0,0315
Sinapinska kiselina 0,081+0,0034 0,193+0,0078 0,491+0,023¢
Ruzmarinska kiselina - 0,504+0,0214 0,308+0,0115
Vanilinska kiselina - - 0,691+0,0274
Protokatehinska kiselina - - -
Siringinska kiselina - - -
Rutin 13,262+0,660 13,366+0,654" 10,107+0,5018
Miricetin 0,183+0,005% 0,217+0,005% 0,897+0,0328
Apigenin - 0,152+0,006" 0,153+0,006"
Epikatehin - - -
Katehin - - -
Kvercetin - - -
Ukupno 26,394 26,481 40,230

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska, izraZeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-C) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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Tabela 26. Kvalitativan i kvantitativan sastav polifenolnih jedinjenja u krekerima pripremljenim
od smese einkorn 1 heljdinog brasna (E+H), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+H+EX) ili

inkapsulata (E+H+I)

Polifenolna jedinjenja Krekeri
E+H E+H+EXx E+H+I
Protokatehinska kiselina 2,731+0,1294 4,215+0,2018 11,568+0,572°¢
Galna kiselina 2,752+0,1314 3,055+0,145” 9,395+0,4608
Hlorogenska kiselina 1,052+0,050% 0,545+0,021B 4,179+0,203¢
Siringinska kiselina 1,057+0,046" 0,136+0,0058 0,942+0,041¢
Ferulna kiselina 0,082+0,003 0,690+0,031B 0,541+0,023¢
Kumarinska kiselina 0,073+0,0024 0,615+0,0248 0,482+0,021¢
Ruzmarinska kiselina 0,233+0,0114 0,538+0,0238 0,260+0,013¢
Vanilinska kiselina - 0,487+0,0224 1,531+0,0698
b Hidroksibenzoeva i 0,238+0,010° 0,097£0,0048
iselina

Sinapinska kiselina - 0,107+0,0044 0,095+0,0038
Rutin 4,253+0,2114 4,344+0,2138 4,227+0,211¢
Katehin 0,968+0,0444 3,030+0,1448 2,917+0,1415
Kvercetin 2,795+0,1344 2,071+0,1008 2,712+0,1314
Epikatehin 0,300+0,0144 0,391+0,0138 0,388+0,016°
Miricetin 0,187+0,0074 0,180+0,0074 0,062+0,0038
Apigenin 0,041+0,0024 0,033+0,0014 0,276+0,0128
Ukupno 16,482 20,642 39,397

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavijanja = standarda greska, izrazeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-C) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)

Na osnovu rezultata HPLC analiza prikazanih u Tabelama 22-26 moze se zakljuciti da je
galna kiselina najzastupljenije polifenolno jedinjenje, prisutno u svim vrstama ispitivanih kreke-
ra. Najvisi sadrzaj galne kiseline zabelezen je kod krekera pripremljenih od smese einkorn i ki-
noa brasna sa dodatkom inkapsulata (E+K+I) i iznosi 14,548 mg/100 g. Pored toga, sadrzaj
epikatehina je bio najveci od svih identifikovanih polifenolnih jedinjenja, i to kod uzroka E+H+I
(18,577 mg/100g), ali on nije identifikovan u svim krekerima od brasna hlebne pSenice i od sme-
Se einkorn i amarant brasna. Hlorogenska kiselina (od 0,110 mg/100 g kod P+Ex krekera do
10,804 mg/100 g kod E+K+I krekera), p-hidroksibenzoeva kiselina (od 0,097 mg/100 g kod
E+H+I krekera do 5,817 mg/100 g kod E+Ex krekera) i rutin (od 0,033 mg/100 g kod E+H+EXx
krekera do 13,366 mg/100 g kod E+K+Ex krekera) su takode prisutni u vecini uzoraka.
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Znacajne koli¢ine epikatehina (355,6 - 426,0 ug/g), katehina (219,2 - 241,7 pg/g) i proka-
tehinske kiseline (55,96 - 58,14 pg/g) utvrdili su i de Camargo i sar. (2014) u krekerima u koje je
dodata kikirikijeva ljuska (1,3; 1,8 i 2,5%).

Abdel-Aal i Rabalski (2013) su ispitivali sadrzaj polifenola u hlebu, krekerima i mafinima
od celog zrna einkorna. Najzastupljenija je bila sinapinska kiselina, pri ¢emu je najvisi sadrzaj
zabelezen kod kontrolnog mafina, a najnizi sadrzaj je kod testa krekera. Pored toga, identifi-
kovali su i ferulnu, kafenu, vanilinsku i p-kumarinsku kiselinu.

Prirodni polifenoli se najées¢e srecu u konjugovanom obliku sa jednim ili viSe ostataka
Secera vezanim za hidroksilne grupe (Sto ih ¢ini rastvorljivim u vodi) ili direktno za aromati¢ni
prsten. Ceste su i veze sa drugim jedinjenjima kao $to su lipidi, amini, organske kiseline, i veze
sa drugim fenolima (Krimer Malesevi¢, 2016).

Hidalgo i sar. (2015) su ispitivali uticaj pripreme i pecenja krekera, kao i sastav rastvor-
ljivih konjugovanih i nerastvorljivih vezanih polifenolnih kiselina u krekerima pripremljenim od
celog zrna einkorn brasna i od brasna hlebne pSenice sa dodatkom brasna proklijalih zrna.
Smanjenje sadrzaja fenolnih kiselina tokom pripreme 1 pecenja zabeleZeno je kod rastvorljivih
konjugovanih p-hidroksibenzoeve kiseline (za 23%) i siringaldehida (za 12%) tokom pripreme
krekera (u testu), dok je tokom pecenja krekera zabelezen porast konjugovanih kiselina kao §to
su vanilinska i siringinska i siringaldehid, a od vezanih kiselina je identifikovan porast p-
hidroksibenzoeve, kafene i vanilinske kiseline.

Povecanje sadrzaja polifenolnih kiselina tokom pecenja saopstili su i Zili¢ i sar. (2016) u
krekerima pripremljenim od brasna plavog kukuruza kokicara (Zea mays L. spp. Everta), tamno-
crvenog kukuruza kokicara (Z. Mays L. Ssp. Everta) i standardnog plavog kukuruza (Z. Mays L.).
U poredenju sa brasnom, nakon pecenja krekera povecao se sadrzaj ferulne Kiseline (22% - 48%)
i p-kumarinske kiseline (24% - 55%). Autori su zakljucili da je postupak pec¢enja povecao sadr-
zaj ukupnih polifenolnih jedinjenja uti¢uci na rastvorljivost vezanih oblika polifenolnih kiselina.
Takode, tokom pecenja, dolazi do stvaranja proizvoda Maillard reakcije $to doprinosi povecanju
ukupnih polifenolnih jedinjenja.

Na slici 22 prikazan je hromatogram krekera pripremljenog od sme$e einkorn i heljdinog

brasna sa dodatkom inkapsulata (E+H+I), snimljen na 538 nm.
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Slika 22. HPLC hromatogram E+H+I krekera.

Razdvojene komponente detektovane su na 538 nm

U Tabeli 27 prikazani su rezultati HPLC analize betalaina prisutnih u krekerima oboga-

¢enim ekstraktom tropa cvekle ili inkapsulatom.

Tabela 27. Kvalitativan i kvantitativan sastav betalaina u ispitivanim krekerima

Betalaini
Krekeri Betanin Izobetanin bDerl\{at ) Derlvqt Ukupno
etanina izobetanina

P+Ex 2,29+0,29* 1,34+0,148 0,51+0,06° 1,75+0,29P 5,91+0,70
P+ 4,89+0,78" 2,17+0,608 2,35+0,19°8 0,8340,07¢ 10,24+1,61
E+Ex 1,92+0,334 1,32+0,37" 0,35+0,05°¢ 2,05+0,15* 5,68+0,81
E+I 4,08+1,10* 1,99+0,568 3,19+0,20" B 0,82+0,13" 10,08+1,94
E+A+Ex 2,04+0,18* 1,43+0,178 0,45+0,02°¢ 1,38+0,148 5,33+0,45
E+A+I 3,80+1,174 2,37+0,23" 3,44+0,27 B 0,64+0,19¢ 10,24+1,84
E+K+Ex 1,94+0,114 1,06+0,16° 0,45+0,03°¢ 1,32+0,438 4,92+0,61
E+K+I 4,13+0,06" 2,42+0,16° 3,58+0,10°¢ 0,65+0,12P 10,78+0,38
E+H+Ex 2,22+0,18* 1,48+0,188 0,54+0,08¢ 1,45+0,268 5,77+0,56
E+H+I 4,12+0,15" 2,39+0,038 3,26+0,36° 0,63+0,13° 10,940,51

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja * standardna greska, izrazeni kao mg/100 g krekera
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-D) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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HPLC analizom su u uzorcima krekera indentifikovani betacijani, dok betaksantini nisu.
Od betacijana, identifikovani su betanin i njegov epimer. Pored toga, HPLC analiza obogacenih
krekera ukazala je na prisustvo jo§ dva jedinjenja koja imaju spektar betanina, na retencionim
vremenima 12,5 i 13,3 minuta (Slika 22). Pretpostavlja se da su ova jedinjenja nastala termi¢kom
degradacijom betanina i izobetanina (Gokahle i Lele, 2012). Mehanizmi degradacije tokom
termicke obrade ukljucuju deglikozilaciju, hidrolizu, dekarboksilaciju 1 dehidrogenovanje, a nji-
hov intenzitet zavisi od intenziteta termi¢kog tretmana, pH 1 aktivnosti vode (Herbach, Stintzing
i Carle, 2006). Hidrolizom se stvara betalaminska kiselina svetlo-zute boje i ciklo-DOPA 5-O-
glukozid koji je bezbojan, dok dehidrogenovanjem nastaje Zuto obojeni neobetanin. Medutim, u
ispitivanim krekerima nisu pronadena ova bezbojna ili Zuto obojena jedinjenja (maksimumi
apsorpcije na 470 i 477 nm) stoga se moze pretpostaviti da se odigravaju deglikozilacija, gde se
u prisustvu a-glukozidaze stvaraju ljubicasto obojeni aglikoni betanidin i izobetanidin, ili dekar-
boksilacija, tokom koje nastaju dekarboksibetacijani. Prisustvo aglikona betanidina i izobetani-
dina potvrduju retenciona vremena koja su veca od odgovarajucih glikozida. Paganga i Rice-
Evans (1997) saopstili su da glikozidi polifenola imaju kraca retenciona vremena od njihovih
aglikona zbog veée polarnosti §to omogucava njihovu identifikaciju. Stoga, pik na 12,5 min
tentativno potice od betanidina, a pik na 13,3 min od izobetanidina. 1z rezultata datih u Tabeli 27
moze se videti da je sadrzaj identifikovanih jedinjenja veci kod krekera obogacéenih inkapsulatom
nego kod krekera obogacenih ekstraktom tropa cvekle, sto dokazuje da inkapsulacija tropa
cvekle ima zastitni uticaj na ova jedinjenja. Takode, mozZe se zakljuciti da je betanin najzastup-
ljeniji u uzorcima krekera, i to u ve¢oj meri u krekerima obogac¢enim inkapsulatom tropa cvekle
(37-48%) nego u krekerima obogacenim ekstraktom (33-39%). Medutim, razlika u sadrzaju
izobetanina u krekerima obogacenih ekstraktom tropa cvekle (21-26%) i krekerima obogacenih
inkapsulatom (19-22%) nije tako zna¢ajna $to ukazuje na slabiju zastitu ovog jedinjenja postup-
kom inkapsulacije.

Sadrzaj derivata betanina povecan je u uzorcima krekera obogacenih inkapsulatom, dok je
sadrzaj derivata izobetanina smanjen u odnosu na krekere obogacene ekstraktom tropa cvekle.
Moze se pretpostaviti da je razliito ponasanje ovih derivata betacijana posledica prisustva
proteina iz soje koji su nosaci u inkapsulatu i uticu na hemijske reakcije tokom termicke obrade

krekera.
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4.4.3. Antioksidativna aktivnost (AA) i redukciona sposobnost (RP) krekera

Antioksidativna aktivnost ispitivanih krekera odredena je spektrofotometrijskim metodama
koje se zasnivaju na neutralizaciji slobodnih DPPH radikala i ABTS katjon radikala u hidrofil-
nom okruZenju, i na sposobnosti jedinjenja prisutnih u uzorku da redukuju Fe** jone. Rezultati
ispitivanja prikazani su u Tabelama 28-32.

Tabela 28. Antioksidativna aktivnost testa i krekera pripremljenih od brasna hlebne psenice (P),

sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (P+EXx) ili inkapsulata (P+I)

Antioksidativna p P+Ex P+l

aktivnost - - -
(mmol TE/100 g) Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
AApppH- 186,28+0,65" | 926,93+20,328 | 200,17+5,06* | 1138,74+0,00° | 348,51+15,54P | 1307,01+13,51F
AAngTS+ 270,08+0,00" | 396,14+12,778 | 78,73+0,00¢ | 1004,55+13,61° | 375,36+0,00® | 1409,34+59,53F
RP 67,55+2,05* | 149,90+4,63% | 82,37+0,43* | 330,52+10,47C 70,45+0,974 578,85+19,32P

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavijanja + standardna greska
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-D) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)

Tabela 29. Antioksidativna aktivnost testa i krekera pripremljenih od einkorn brasna (E), sa

dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+EX) ili inkapsulata (E+I)

Antioksidativna E E+Ex E+l

aktivnost . : .
(mmol TE/100 g) Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
AADPPH: 125,24+0,66" | 533,90+0,008 | 105,71+5,40% | 1236,75+22,59° | 376,53+9,02° | 1302,98+1,67¢
AAnBTS+ 121,31+0,00* | 423,72+0,69® | 204,58+0,00° | 1304,76+25,38° | 320,43+0,00F | 1980,55+31,157
RP 65,98+2,16* | 105,38+4,908 | 60,10+2,27* | 403,71+582° | 69,23+3,24" | 716,91+24,93°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavijanja + standardna greska
Rezultati obeleZeni sa istim slovom u supskriptu (A-F) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)

Tabela 30. Antioksidativna aktivnost testa i krekera pripremljenih od smese einkorn brasna i

amaranta (E+A), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+A+EX) ili inkapsulata (E+A+I)

Antioksidativna E+A E+A+Ex E+A+]

aktivnost - - -
(mmol TE/100 g) Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
AADPPH- 40,82+1,06" | 884,32+11,018 | 205,82+3,48° | 1108,82+0,00° | 187,71+4,46% | 1208,00+52,72F
AAnBTS+ 18,77+0,00" | 819,04+18,46% | 355,22+0,00¢ | 1603,17+39,41° | 220,18+0,00% | 2155,69+26,59"
RP 8,86+0,46" | 315,26+17,38% | 20,25+0,75* | 382,32+17,73° | 30,56+0,43" | 744,02+32,20°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavijanja + standardna greska
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-F) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)
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Tabela 31. Antioksidativna aktivnost testa i krekera pripremljenih od smese einkorn brasna i

kinoe (E+K), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+K+EX) ili inkapsulata (E+K+I)

Antioksidativna E+K E+K+Ex E+K+1

aktivnost - - -
(mmol TE/100 g) Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
AADPPH- 107,83#5,19% | 903,31+31,74% | 189,15+0,76% | 1177,07+0,00° | 306,72+1,99F | 1261,46+39,46"
AAaBTS - 46,69+0,0* | 1126,104£39,69° | 90,64+0,00* | 1551,86+34,27° | 435,79+0,00° | 2283,04+48,69%
RP 10,00£0,25* | 400,38+16,28% | 23,50+0,70* | 587,82+3,14¢ | 25,65+0,38* | 795,81+21,98°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavijanja + standardna greska
Rezultati obeleZeni sa istim slovom u supskriptu (A-F) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)

Tabela 32. Antioksidativna aktivnost testa i krekera pripremljenih od smese einkorn i heljdinog
brasna (E+H), sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+H+Ex) ili inkapsulata (E+H+I)

Antioksidativna H H+Ex H+1

aktivnost . - .
(mmol TE/100 g) Testo Krekeri Testo Krekeri Testo Krekeri
AApppH- 700,67+0,50" | 981,01+2,13% | 727,94+3,23° | 976,18+16,885 | 721,1049,59AC | 1143,79+11,41P
AARBTS+ 403,29+0,00* | 1820,17+48,468 | 429,38+0,00 | 2068,33+47,76° | 757,59+0,00° | 2304,42+45,563F
RP 71,87+1,07* | 386,76+15,38% | 73,50+1,03" 465,31+8,28° 51,19+0,54* 828,07+23,57°

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti 3 ponavljanja + standardna greska
Rezultati obelezeni sa istim slovom u supskriptu (A-E) u istom redu nisu znacajno razliciti (p<0,05)

Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se zakljuciti da je AApppH. manja kod neobogaéenih
krekera nego u krekerima obogacenih ekstraktom tropa cvekle ili inkapsulatom, pri ¢emu je
najviSa AApppH. zabelezena kod krekera pripremljenih od hlebne pSenice sa dodatkom
inkapsulata (1307,01 mmol TE/100 g). AAagTs+ je najvisa kod krekera pripremljenih od helj-
dinog brasna sa dodatkom inkapsulata (2304,42 mmol TE/100 g). AAapTs+ kod neobogacéenih
krekera je za vise od tri puta manja nego kod krekera obogacéenih ekstraktom i inkapsulatom
tropa cvekle. Testo pripremljeno od smese einkorn brasna i Kinoe nije pokazalo redukcionu
sposobnost, dok je najvisa vrednost RP zabelezena kod krekera pripremljenih od heljdinog
brasna sa dodatkom inkapsulata (828,07 mmol TE/100 g), a najniza vrednost RP je zabelezena
kod neobogacenog krekera pripremljenog od brasna hlebne pSenice (149,9 mmol TE/100 g). Na
osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se AApppH., AAasTs+ 1 RP povecava sa do-
datkom Ex i I u odnosu na neobogaéene krekere.

Takode, evidentno je da je antioksidativna aktivnost krekera kod svih uzoraka vecéa u
odnosu na testo, §to se moze objasniti pojavom proizvoda Mailardovih reakcija kao i oslobada-

njem vezanih polifenola. U saglasnosti sa pomenutim rezultatima ove disertacije su i istrazivanja
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Zili¢ i sar. (2016). Oni su povecanje AA kontrolnih krekera sa blago alkalnim pH vrednostima
delimi¢no objasnili povecanim oslobadanjem vezanih polifenola. Pored toga, zakljucili su da
Mailardove reakcija koja se brze odvija u alkalnim uslovima, presudno utice na povecanje
antioksidativnog kapaciteta kontrolnog krekera.

de Camargo i sar. (2014) su zakljucili da dodavanje kikirikijeve ljuske u krekerima
povecava AApppH. d0 250% i da toplota ne samo da nema Stetnog uticaja ve¢ moze i da utice na
povecanje AApppHe. Njihovi rezultati, takode pokazuju da se dodavanjem kikirikijeve ljuske
vrednost AAagTs+ povecavala od 1119 umol TE/g do 2579 umol TE/g. Dodavanjem 2,5%
kikirikijeve ljuske u krekere dovelo je do povecanja vrednosti RP za 136% (od 57,14 pumol TE/g
kod kontrolnog krekera do 134,9 pumol TE/ g kod krekera obogacenog sa 2,5% Kkikirikijeve
ljuske).

Rezultati Moore i sar. (2009) su pokazali da fermentacija testa nije imala znacajan uticaj na
antioksidativna svojstva testa pice, dok je peCenje testa znaCajno uticalo na antioksidativnu
aktivnost pice. AAagTs+ Se povecavala izmedu 42% i 47% pri povecanju temperature pecenja sa
204 °C na 288 °C. Pri istom povecanju temperature vrednosti AApepH. su se takode povecavale
izmedu 50% 1 82%. Rezultati iz Tabela 28-32 pokazuju znacajno povecanje AA nakon pecenja, i
smatra se da je to posledica pojave produkata Mailardovih reakcija i oslobadanja vezanih
polifenola tokom termickog procesa. Leenhardt i sar. (2006) su takode povecanje AA nakon
pecenja pripisali pojavi proizvoda Mailardovih reakcija $to je u saglasnosti sa rezultatima ove
disertacije.

Mridula i sar. (2015) su ispitivali uticaj koncentracije soka cvekle na antioksidativnu aktiv-
nost paste koja je obogacena sokom cvekle. Njihovi rezultati su pokazali da sa povecanjem
koncentracije soka cvekle, raste i AApppH. Vrednost obogacene paste. Varastegani i sar. (2015) su
koristili brasno papaje kao zamenu za pSeni¢no brasno, i to 15%, 30% i 50%, a zatim ispitivali
AApprh-. dobijenih krekera. Njihovi rezultati su pokazali da se AApppH. povecavao sa poveca-
njem koli¢ine papajinog brasna. Kod krekera sa 50% papajinog brasna AApppH. je uvecana za
oko 30 puta u odnosu na kontrolni kreker. Istrazivanja Mridula i sar. (2015) i Varastegani i sar.
(2015) su u saglasnosti sa rezultatima u Tabelama 18-32 koji pokazuju povecanje AA usled
dodavanja ekstrakta i inkapsulata u dobijenim krekerima.

Rafiq i sar. (2018) su ispitivali uticaj temperature, vlage i brzine obrtanja tokom ekstruzije

prezelatinizovane testenine na sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida. Najvisi sadrzaj polifenola
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i flavonoida je zabezen kod testenine koja je ekstrudirana na najnizoj temperaturi (60 °C). Autori
pretpostavljaju da je do smanjenja sadrzaja polifenola doSlo zbog osetljivosti i degradacije
polifenola na visokim temperaturama.

U literaturi je pronadeno jo$ primera obogacivanja krekera sa funkcionalnim dodacima koji
su uticali pozitivno na antioksidativnu aktivnost finalnog proizvoda. Tako naprimer, Zili¢ i sar.
(2016) su pripremali krekere sa brasnom crvenog i plavog kukuruza. Molnar i sar. (2015) su u
cilju poboljsanja bioativnog sastava krekera dodavali prah crne ribizle i joste u krekere, sa ili bez
dodatka cokolade kao nosaca. Msaddak i sar. (2015) su ispitivali antioksidativnu aktivnost 1

redukcionu sposobnost krekera koji su obogaceni listom kaktusovog ploda.

4.4.4. Utvrdivanje sadrzaja furozina i hidroksimetilfurfurala tokom termickog

tretmana

Maillard reakcije ili reakcije neenzimskog tamnjenja su hemijske reakcije koje se odigra-
vaju kod temperaturno tretirane i uskladiStene hrane. Odigravaju se izmedu aminokiselina i
redukovanih Secera i pracene su stvaranjem konstituenata prepoznatljive arome, zutih, crvenih 1
mrkih pigmenata.

Fizicke 1 organolepticke karakteristike krekera su rezultat hemijskih promena tokom
obrade. Furozin je jedinjenje koje se formira hidrolizom Amadori jedinjenja, nastalih kao
intermedijernih proizvoda tokom Maillardovih reakcija, i predstavlja indeks ostecenja toplotom u
prehrambenim proizvodima. Hidroksimetilfurfural (HMF) se formira degradacijom Secera i
Amadori proizvoda. Koristi se u analizi zitarica za bebe, testenine i hleba kao merilo razvitka
procesa neenzimskog tamnjenja. Furozin i HMF se koriste za pracenje i optimizaciju uslova
prerade hrane, u cilju smanjenja gubitaka aminokiselina (Hidalgo i Brandolini, 2011).

Rezultati merenja sadrzaja furozina i hidroksimetilfurfrurala u ispitivanim krekerima su

prikazani u Tabeli 33.
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Tabela 33. Sadrzaj furozina i HMF u kontrolnim krekerima (P, E, E+A, E+K i E+H) i krekerima

sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I)

Furozin

Uzorak (Mg/100 g proteina) HMF (mg/kg)
P 105,64+5,20" 0,00

E 41,86+3,88° 0,00
E+A 211,78+6,75¢ 3,88+0,27A
E+K 284,95+3,19° 1,64+0,128
E+H 156,55+1,66% 3,22+0,06°¢
P+Ex 41,55+1,37"8 0,94+0,04°
E+Ex 37,00+0,808 2,16+0,18F
E+A+EX 122,38+4,95* 5,55+0,29"
E+K+Ex 189,41+6,33¢ 2,78+0,08°
E+H+ExX 92,16+0,85" 4,400,141
P+ 86,05+2,43A 2,78+0,10°
E+l 57,765,478 3,54+0,06'
E+A+I 205,24+18,81¢ 4,69+0,26"
E+K+l 228,54+16,80" 4,27+0,05"
E+H+I 106,09+3,144 4,32+0,08"

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska
Vrednosti koje su obeleZene istim slovom (A-1) u istoj koloni ne razlikuju se statisticki znacajno

(p<0,05).

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je sadrzaj furozina bio manji u kreke-

rima sa dodatkom ekstrakta nego u krekerima bez dodataka ili sa dodatkom inkapsulata. Najniza
vrednost sadrzaja furozina je zabelezena kod krekera pripremljenih od einkorn brasna sa dodat-
kom ekstrakta tropa cvekle (E+Ex) (37 mg/100 g proteina), dok je sadrzaj furozina u neobo-
gacenim krekerima od istog brasna (E) bila skoro tri puta visa (105,64 mg/100 g proteina), sto
ukazuje na zaStitno dejstvo bioaktivnih jedinjenja iz ekstrakta tropa cvekle tokom pecenja.
Najvisa vrednost sadrzaja furozina zabelezena je kod neobogacenih krekera pripremljenih od
smese einkorn i kinoa brasna (E+K) (284,95 mg/100 g proteina). Najvisi sadrzaj HMF je zabe-
lezen kod krekera pripremljenih od smese einkorn i amarant brasna sa dodatkom ekstrakta tropa
cvekle (E+A+EX) (5,55 mg/kg), dok kod neobogacenih krekera pripremljenih od brasna hlebne
pSenice (P) i kod krekera pripremljenih od einkorn brasna nije indentifikovano prisustvo HMF.
Rezultati Hidalgo i Brandolini (2011) su pokazali da se sadrzaj furozina povecavao u kre-
kerima tokom pecenja. Sadrzaj furozina kod razlicitih sorti psenice je bio u intervalu 16,5-81,5

mg/100 g proteina, dok su kod krekera vrednosti rasle pove¢anjem vremena pecenja. Njihovi
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rezultati su takode pokazali da vreme pecenja povecava i sadrzaj HMF-a koji je varirao izmedu
0,16 i 0,32 mg/kg. Rezultati Hidalgo i Brandolini (2011) su u saglasnosti sa rezultatima ove
disertacije za kontrolne krekere (Tabela 33), ¢ime se dokazuje da postupak inkapsulacije ima
zastitni efekat u sprecavanju pojave pomenutih jedinjenja tokom pecenja.

Rufian-Henares i sar. (2006) su ispitivali sadrzaj HMF i furozina u cerealijama za dorucak
pripremljenih od Cetiri vrste brasna (kukuruz, pSenica, pirina¢ 1 smesa ova tri brasna) sa ili bez
dodataka biljnih vlakana, kakao praha i meda. Rezultati dobijeni za HMF su pokazali da su se
vrednosti kretale od 6,91 do 240,51 mg/kg, dok je srednji sadrzaj HMF bio 36,24 mg/kg. Njihovi
rezultati su pokazali da na sadrzaj HMF ne uti¢e vrsta brasna, kao ni dodate sirovine. Sadrzaj
furozina kretao se u rasponu od 0,051 do 0,603 mg/kg. Na sadrzaj furfurala su uticali vrsta
brasna i dodataka. Veéi sadrzaj furozina je zabeleZen kod Zitarica sa dodatkom biljnih vlakana i
meda (0,255 i 0,158 mg/kg), dok je dodatak kakao praha smanjio sadrzaj furfurala (0,084
mg/kg). Oni smatraju da je do povecanja sadrzaja furozina kod uzorka sa dodatkom biljnih vla-
kana i meda doslo zbog viSeg sadrzaja proteina i Secera u obogacenim uzorcima Koji ubrzavaju
Mailardove reakcije stvaranja furozina, a usporavaju formiranje HMF, §to je u saglasnosti sa
rezultatima ove disertacije (Tabela 33).

Capuano i sar. (2009) su ispitivali uticaj temperature (140 °C, 160 °C i 180 °C) i vremena
tostiranja (13-25 minuta) hleba (od psSeni¢nog brasna, razenog brasna i brasna od celog zrna
pSenice) na formiranje HMF. Njihova istrazivanja su pokazala da je sadrzaj HMF najveéi kod
primene najvise temperature (180 °C) u najduzem vremenskom intervalu (25 minuta) (46,69
mg/kg (tost od razenog brasna); 47,02 mg/kg (tost od pSeni¢nog brasna) i 17,25 mg/kg (tost od
brasna od celog pSeni¢nog zrna)).

Rufian-Henares i Delgado-Andrade (2009) su ispitali sadrzaj HMF i furozina u zitaricama
za dorucak od kukuruza i u zitaricama od kukuruza koje su obogacene biljnim vlaknima. Sadrzaj
HMF se kretao u intervalu od 63 mg/kg (obogaceni uzorci) do 133 mg/kg (standardni uzorak) sto
ukazuje na to da prisustvo dijetetskih vlakana ima veliku ulogu tokom proizvodnje na smanjenje
sadrzaja HMF u zitaricama za dorucak. Obogaceni uzorci su imali visi sadrzaj furozina (103
mg/kg) nego standardni uzorci (14 mg/kg). Ovo povecanje koli¢ine furozina objaSnjava se
povecanjem sadrzaja proteina i smanjenjem koli¢ine redukovanih Sec¢era dodavanjem biljnih

vlakana, sto ubrzava Maillardove reakcije koje su odgovorne za formiranje furozina, a uspora-
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vaju brzinu karamelizacije koja je odgovorna za formiranje HMF, $to je u saglasnosti sa

rezultatima u Tabeli 33.

4.5. ODREDIVANJE PARAMETARA BOJE DOBIJENIH KREKERA

Boja je jedna od najvaznijih karakteristika hrane i smatra se indikatorom kvaliteta odre-
dene namirnice. Ona je rezultat interakcije izmedu svetlosti, posmatranog objekta, oka i mozga 1
smatra se psiho-fizickim fenomenom. Boja prehrambenih proizvoda se moze odrediti pomocu
CIEL*a*b* sistema, na osnovu L* (svetloc¢a), a* (udeo crvene/zelene boje) i b* (udeo Zute/plave
boje) parametara. Nakon pecenja odredena je povrSinska boja krekera sa i bez funkcionalnih
dodataka tj. ekstrakta i inkapsulata ekstrakta tropa cvekle. U Tabeli 34 su prikazane dobijene

vrednosti za parametre L*, a* i b*.

Tabela 34. Povrsinska boja uzorka kontrolnih krekera (P, E, E+A, E+K i E+H) i krekera sa

dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (1)

Uzorak L* a* b*

P 83,00+4,15" -0,50+0,02P 28,50+1,42P
E 82,00+4,10* -2,00+0,10F 31,00+1,55¢
E+A 71,00+3,55* 5,00+0,25F 30,00+1,50°
E+K 72,00+0,60* 3,00+0,15F 21,00+1,05P
E+H 64,00+3,20" 4,00+0,20F 33,50+1,678
P+Ex 58,00+2,90° 24,00+1,208 37,00+1,858
E+Ex 57,50+2,87¢ 24,00+1,20° 32,50+1,628
E+A+EX 55,00+2,75¢ 21,5+1,078 31,00+1,55¢
E+K+Ex 56,00+2,80° 22 50+1,128 32,30+1,618
E+H+EX 50,00+2,50° 14,00+0,70* 23,50+1,17¢
P+l 49,00+2,45° 32,00+1,60" 27,50+1,378
E+l 51,00+2,55° 31,00+1,558 33,50+1,678
E+A+I 50,00+2,50° 27,50+1,378 32,00+1,608
E+K+I 50,00+2,50° 28,50+1,428 33,00+1,658
E+H+I 48,00+2,40¢ 21,60+1,08* 28,50+1,42A

Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti tri ponavljanja + standardna greska
Vrednosti koje su obelezene istim slovom (A-E) u istoj koloni ne razlikuju se statisticki znacajno (p<0,05).
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Iz dobijenih rezultata se moze zakljuéiti da su kontrolni krekeri pokazali najveée L* vred-
nosti, odnosno svetlo¢u, a najnize a* vrednosti, pri ¢emu je najveéa L* vrednost bila kod krekera
od pseni¢nog brasna (83,00) a najniza kod krekera od smeSe einkorn i heljdinog brasna (64,00),
jer je heljdino brasno tamnije u odnosu na pSeni¢no. Takode, ovaj rezultat je u skladu sa visokim
sadrzajem HMF (Tabela 33), koji je indikator Maillardovih reakcija u toku kojih se formiraju
smedi i mrki pigmenti. Suprotno od toga, a* je bila najniza kod krekera od pSeni¢nog brasna (-
0,50), a najvisa kod krekera od smese einkorn i heljdinog brasna (4,00). Najniza b* vrednost je
zabelezena kod krekera od smeSe einkorn i kinoa brasna (21,00). Dodatkom ekstrakta tropa i
inkapsulata u krekere, dolazi do povecanja crvene komponente (a*) i smanjenja svetloce (L*).
Kao i kod kontrolnih krekera, i kod obogacenih krekera su najviSe vrednosti za L* zabeleZene
kod krekera od pSeni¢nog brasna sa ekstraktom tropa cvekle (58,00) i od einkorn brasna sa
inkaspulatom tropa cvekle (51,00), dok su najnize vrednosti zabelezene kod krekera od smese
einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom ekstrakta (50,00) i inkapsulata ekstrakta tropa cvekle
(48,00) .

Petrovi¢ i sar. (2016) su odredivali boju krekera dobijenog od pSeni¢nog brasna sa bioak-
tivnim jedinjenjima ekstrahovanim iz tropa vi$nje Koji su inkapsulirani na sojinom proteinu (SP)
i proteinu surutke (WP). Na osnovu dobijenih rezultata, zakljuceno je da dodatkom SP i WP, sa
povecanjem koli¢ine inkapsulata u krekeru, zbog visokog sadrZaja Secera i1 proteina u njima,
dolazi do Maillard reakcija $to doprinosi smanjenju svetlo¢e (L*) i povec¢anju a* vrednosti. Ovi
zakljucci su u saglasnosti sa unetim sadrzajem crvenih pigmenata iz tropa visnje (antocijana) sa
inkapsulatom, ali 1 Maillard reakcijama koje se odigravaju tokom pecenja, imajuci u vidu da je
WP imao nizi sadrzaj proteina (11%) od SP (90%). Boja pigmenata u finalnom proizvodu,
naroéito antocijana, zavisi i od pH matriksa. Tako je u saop$tenju Tumbas Saponjac i sar. (2016)
kreker sa dodatkom surutke bio svetlo crvene boje zbog kiselosti ovih proteina, dok su keksi sa
sojinim proteinom ljubicasto-plavi zbog baznog karaktera ovog nosaca.

Istrazivanja Park 1 sar. (2015) su se bazirala na formulisanju krekera sa svezom okarom (O)
1 okarom sa dodatkom skroba (OS), sojinog brasna (OB) 1 hidroksipropilmetilceluloze (OH) kao
aditiva. Njihovi rezultati su pokazali da su krekeri sa sojinim brasnom bili najtamniji (L* = 77,8)
i sa najvise crvenih tonova (a* = 33). Ipak, vrednosti b* parametra su bile najvise kod uzoraka O
(30,7). Autori smatraju da je promena boje kod krekera sa sojinim brasnom posledica neenzim-

skog tamnjenja tj. Maillard reakcija.
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Jung i sar. (2015) su ispitivali karakteristike krekera i mafina kod kojih je 15% i 20%
braSna zamenjeno brasnom tropa jabuke. Dobijeni proizvodi su imali znatno tamniju boju, tj.
nizu L* vrednost u odnosu na kontrolne proizvode, pri ¢emu se L* vrednost smanjivala sa
poveéanjem sadrzaja tropa. Vrednosti a* i b* parametara su bili najve¢i kod krekera sa 20%
tropa (14,3 i 29,1) a najniza kod kontrolnog krekera (0,9 i 27,7). Kod uzoraka mafina rezultati su
bili sli¢ni - sa povecanjem tropa, smanjivale su se L* i b* vrednosti, dok se vrednost parametra
a* povecavala.

Ispitivanja Varastegani i sar. (2015) u kojima je u formulaciji nutritivno obogacéenih kre-
kera pSeni¢no brasno zamenjeno brasnom papaje (15%, 30% i 50%) su takode pokazali da se
vrednost svetloe smanjuje sa pove¢anjem sadrzaja papajinog braSna (od 66,00 kod kontrolnih
krekera do 48,25 kod 50% supstitucije). Smatra se da je razlog toga povecanje prisustva vlakana
u krekerima. Takode, dodatak papajinog brasna uticao je na povecanje a* vrednosti, ali ne
znacajno.

Smanjenje svetloce krekera od pSenicnog brasna (L* = 68,783) sa dodatkom razli¢itih
koncentracija praha cvekle (L* = 56,770 - 51,54) saopstili su i Ingle i sar. (2017). Razlog ovog
smanjenja je gubitak bele boje brasna dodavanjem cveklinog praha. Vrednost a* se povecavala
sa dodatkom cveklinog praha (od 5,698 do 7,747), u odnosu na vrednost kontrolnog krekera
(4,677). Vrednosti b* parametra su se smanjivale dodavanjem praha cvekle, i to od 22,853 do
10,131.

4.6. ODRZIVOST FUNKCIONALNIH KARAKTERISTIKA KREKERA
TOKOM SKLADISTENJA

Ekstrakt i inkapsulat tropa cvekle, kao i ispitivani uzorci krekera su skladisteni na sobnoj
temperaturi (25 °C) u trajanju od Sest meseci. Tokom skladiStenja ispitivana je stabilnost polife-
nola, flavonoida, betalaina, AA i redukciona sposobnost ekstrakta, inkapsulata tropa cvekle i

ispitivanih krekera.

106



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

4.6.1. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, antioksidativna aktivnost i redukciona

sposobnost ekstrakta i inkapsulata tropa cvekle tokom skladiStenja

Poredenjem sadrzaja polifenola, flavonoida, betacijana i betaksantina, antioksidativne
aktivnosti i redukcione sposobnosti ekstrakta i inkapsulata tropa cvekle pre i posle 6 meseci skla-

distenja na sobnoj temperaturi odredena je retencija ovih funkcionalnih parametara, a rezultati su

prikazani na Slici 23.
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Slika 23. Retencija bioaktivnih jedinjenja, antioksidativne aktivnosti i redukcione sposobnosti

tokom skladiStenja u ekstraktu i inkapsulatu tropa cvekle

Dobijeni rezultati su pokazali da je nakon skladistenja retencija bioaktivnih jedinjenja veca
kod inkapsulata tropa cvekle nego kod ekstrakta tropa cvekle.

Najvecu retenciju, odnosno stabilnost, pokazala su polifenolna jedinjena koja su inkapsuli-
rana (95,11%), dok je najveca degradacija, odnosno najmanja retencija, zabelezena za flavonoide
u ekstraktu tropa cvekle (49,24%). Retencija betacijana i betaksantina u ekstraktu tropa cvekle
bila je bez statisticki znacajne razlike (p<0,05). Isti zakljuCak se moze izvesti i za retenciju ovih
jedinjenja u inkapsulatu tropa cvekle. Retencija svih bioaktivnih jedinjenja je bila zna¢ajno veca
(p<0,05) u inkapsulatu nego u ekstraktu, sto potvrduje zastitni efekat procesa inkapsulacije.

Tokom skladistenja doslo je i do smanjenja antioksidativne aktivnosti na obe slobodnora-

dikalske vrste (DPPH" i ABTS™) i redukcione sposobnosti, i to znadajnije (p<0,05) u ekstraktu
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tropa cvekle nego u inkapsulatu. Redukciona sposobnost je imala najmanju retenciju, i to u
ekstraktu tropa cvekle (28,27%), dok je sposobnost eliminisanja slobodnih ABTS* radikala naj-
znacajnije ocuvana aktivnost, sa retencijom u inkapsulatu od 88,82% nakon 6 meseci skladis-
tenja. Ove ¢injenice dokazuju pozitivno delovanje inkapsulacije na ouvanje bioloske aktivnosti.

Na stabilnost bioaktivnih jedinjenja zna¢ajan uticaj imaju temperatura, vreme skladisStenja,
kao i matriks. Istrazivanja Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk (2011) su pokazala da je ukupan
sadrzaj polifenola u zamrznutim uzorcima crne ribizle pri skladistenju u toku 9 meseci na -20°C
umanjen za oko 7%, dok se sadrzaj flavonoida nije znacajno smanjio. Takode, utvrdeno je da je
sadrzaj polifenola u mikrokapsulama sa maltodekstrinom i inulinom smanjen za 2 - 5% u periodu
od 12 meseci na 8 °C, dok je pri skladiStenju na temperaturi od 25 °C gubitak ukupnih polifenola
bio 8 - 11%. Njihova istrazivanja su pokazala da je inulin stvorio stabilnije mikrokapsule od
maltodekstrina.

Saénz i sar. (2009) su ispitivali stabilnost polifenola i betalaina iz pulpe i etanolnog
ekstrakta opuncije (indijske smokve) inkapsuliranih na maltodekstrinu i na inulinu. Tokom skla-
distenja (44 dana) na 60 °C doslo je do degradacije betacijana (37% do 46%) dok se sadrzaj
polifenola u inkapsulatima povecavao (33% do 58%) tokom skladiStenja. Zakljuc¢eno je da
nosaci koji su koriS¢eni imaju veci afinitet prema polifenolima. U saglasnosti sa ovim zakljuc-
kom su i rezultati prikazani na Slici 23, gde su najveci afinitet ka polifenolima pokazali i proteini
soje, zbog vece retencije ovih jedinjenja nakon 6 meseci skladistenja.

Medutim, u suprotnosti sa rezultatima retencije betalaina 1 polifenola u ekstraktu tropa
cvekle prikazanim na Slici 23, Kujala i sar. (2000) su saopstili da se sadrzaj betanina i izobeta-
nina znacajno smanjio u liofiliziranoj kori cvekle, dok sadrzaj ukupnih polifenola nije znacajno
promenjen.

Pored temperature i trajanja skladiStenja, na odrzivost bioaktivnih jedinjenja veoma vazan
uticaj ima i vlaga. Pitalua i sar. (2010) su ispitivali odrzivost betalaina iz soka cvekle inkapsulira-
nom na guma arabiki kao nosacu pri razli¢itim aw vrednostima. Inkapsulati su skladisteni na 30
°C tokom 44 dana. Nakon dva dana pri aw vrednostima od 0,110, 0,326 i 0,521 koncentracija
betalaina se smanjivala za 20%, 13% i 16%, redom. Visa degradacija betalaina (65% i 75%) je
utvrdena pri skladistenju inkapsulata sa aw 0d 0,748 i 0,898 nakon 20 dana skladistenja.

Gokhale i Lele (2012) su skladistili ekstrakt cvekle na 27 °C tokom pet meseci. Na osnovu

dobijenih rezultata zakljuéeno je da je za pet meseci doSlo do degradacije betacijana 50% i beta-
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ksantina 60%, dok je sadrzaj polifenola bio blago poveéan. Autori pretpostavljaju da se razla-
ganjem betalaina stvaraju jedinjenja polifenolne strukture, koji su izazvali poveéanje sadrzaja
ukupnih polifenola nakon skladistenja. Takode, pokazali su da se AApppH. Cveklinog praha na 50
°C smanjila, ali se sa povecanjem temperature povecavala. Oni smatraju da je razlog degradacija
betacijana na temperaturi 50 °C, a da pri viS$im temperaturama dolazi do degradacije betacijana i
formiranja novih jedinjenja sa antioksidantivnom aktivnoscu.

Rezultati Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk (2011) su pokazali da nakon 12 meseci
skladistenja uzoraka crne ribizle na 8 °C nije doslo do promene AA, dok je na 25 °C AA polako
opadala. Rezultati Tonon i sar. (2010) su takode pokazala da se AApppu. U inkapsulatu soka acai

bobice smanjivala u prvih 40 do 60 dana skladistenja.

4.6.2. Sadrzaj bioaktivnih jedinjenja, antioksidativna aktivnost i redukciona

sposobnost krekera

Retencija, odnosno stepen zadrzavanja, polifenolnih jedinjenja u krekerima nakon 6 meseci
prikazana je na Slici 24.
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Slika 24. Retencija polifenolnih jedinjenja u krekerima sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i

inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladistenja
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Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je retencija polifenola bila niza kod
krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle nego kod krekera koji su obogaceni sa inkapsulatom.
Najniza retencija polifenola je bila kod krekera pripremljenog od einkorn brasna (E+EXx), dok se
kod krekera pripremljenog od smese einkorn i amarant brasna sa dodatkom inkapsulata (E+A+I)
zadrzalo najvise polifenola.

Rezultati retencije flavonoida u krekerima tokom skladiStenja prikazani su na Slici 25.
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Slika 25. Retencija flavonoida u krekerima sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i

inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladiStenja

U skladu sa rezultatima retencije polifenola, i flavonoidi su se degradirali u manjoj meri
kod krekera koji su obogaceni inkapsulatom tropa cvekle (retencija u opsegu 68,99 — 99,49%)
nego kod krekera koji su obogaceni ekstraktom tropa cvekle (retencija u opsegu 52,41 — 62,83%)
¢ime je potvrdena efikasnost inkapsulacije kao metode za zastitu bioaktivnih jedinjenja od
spoljasnjih uticaja. Najvisa retencija flavonoida, gde je zadrzavanje flavonoida bilo >99%, bila je
kod krekera dobijenog od smese einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom inkapsulata tropa cvekle
(E+H+I). Najniza retencija, gde se oko polovine flavonoida degradiralo, zabelezena je kod
krekera dobijenog od einkorn brasna sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+EX).

Otpornost betacijana u krekerima na degradaciju tokom skladiStenja prikazana je kao reten-

cija i rezultati su prikazani na Slici 26.
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Slika 26. Retencija betacijana u krekerima sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i

inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladistenja

Na osnovu retencija prikazanih na Slici 26 moze se zakljuciti da su inkapsulirani betacijani
u krekerima koji su skladisteni tokom 6 meseci bili bolje zasSti¢eni od degradacije. Retencija
betacijana u uzorcima krekera koji su obogacéeni ekstraktom tropa cvekle kretala se u opsegu
48,14 — 73,54%, dok su uzorci obogaéeni inkapsulatom imali retencije betacijana u opsegu 81,87
— 98,63%. Najefikasnija zaStita betacijana zabelezena je kod krekera sa dodatkom inkapsulata
pripremljenih od einkron brasna i njegove smeSe sa kinoa braSnom (retencija >90%). Vise od
polovine betacijana (51,86%) degradiralo se u uzorcima krekera sa einkorn brasnom i ekstraktom
tropa cvekle.

Rezultati retencije betaksantina u krekerima tokom skladistenja prikazani su na Slici 27.
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Slika 27. Retencija betaksantina u krekerima sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (EX) i

inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladistenja

Posmatrajuci dobijene rezultate, tokom skladiStenja je doslo do znacajnog pada u sadrzaju
betaksantina nakon 6 meseci skladistenja kod krekera obogacenih i ekstraktom i inkapsulatom
tropa cvekle. Retencije betaksantina su se kretale u opsegu 29,59 — 53,55% kod krekera oboga-
¢enih ekstraktom tropa cvekle, a u krekerima obogacenim inkapsulatom retencije su bile u op-
segu 52,88 — 65,81%.

Generalno, retencije betacijana nakon skladiStenja (Slika 26) bile su vece od retencija na-
kon pecenja (Tabele 17-21), dok su se betaksantini vise degradirali nakon skladiStenja (Slika 27)
nego nakon pecenja (Tabele 17-21). Ovo ukazuje na bolju stabilnost betaksantina od betacijana
tokom termickog tretmana, dok je tokom skladiStenja stabilnost betacijana ve¢a od betaksantina.

Ocuvanje antioksidativne aktivnosti na DPPH® (AAprprH.) nakon skladistenja krekera prika-

zano je kao retencija, a rezultati prikazani na Slici 28.
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Slika 28. Retencija AAppprue krekera dobijenih sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (EX) i

inkapsuliranog ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladistenja

Antioksidativna aktivnost na DPPH® u krekerima znacajno je opala nakon 6 meseci
skladiStenja, narocito u krekerima obogacenim ekstraktom tropa cvekle, gde retencija ove funk-
cionalne karakteristike nije presla 30% (16,64 — 28,42%). U krekerima obogacenim inkapsu-
latom se AApppu. oCuvala nesto iznad 50% (53,76 — 64,89%). Najveca retencija je zabeleZena
kod krekera sa smeSom einkorn 1 heljdinog brasna i inkapsulatom (E+H+I), Sto je u skladu sa
najve¢im sadrzajem ukupnih polifenola (Tabela 21), AAagts+ | RP (Tabela 32), ali i visokim
sadrzajem ukupnih polifenola, protokatehinske i galne kiseline odredenih HPLC analizom ovog
uzorka (Tabela 26). Pored toga, prisustvo protokatehinske kiseline je utvrdeno samo u uzorcima
koji sadrze heljdino brasno. Protokatehinska kiselina je o-difenol sa katehol strukturom. Utvr-
deno je da ovaj tip jedinjenja pokazuje visoku antioksidativnu aktivnost jer se lako konvertuju
prvo u o-hinone 1 dalje u kompleksnije stabilne produkte. Saopsteno je da protokatehinska
kiselina balansira endogeni antioksidativni sistem u ¢elijskim linijjama feohromocitoma PC12
(benigni tumor koji poti¢e od hromafilnih ¢elija simpatickog nervnog sistema) kao i u slezini i
jetri pacova (Kadivec i sar., 2013). Takode, protokatehinska kiselina je, pored kvercetina,
najstabilnije polifenolno jedinjenje (D'Archivio i sar., 2014).

Tokom skladistenja od 6 meseci praéen je i pad antioksidativne aktivnosti na ABTS*®

(AAnaBTs+), gde je pad aktivnosti izrazen kao retencija (Slika 29).
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Slika 29. Retencija AAagts+ Krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (EXx) i inkapsuliranog

ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladiStenja

Imajuéi u vidu da su krekeri obogaceni sa ekstraktom tropa cvekle imali daleko znacajniji

pad AAagts+ nakon 6 meseci skladiStenja (retencija u opsegu 19,34 — 54,14%) od pada aktiv-

nosti krekera obogacenih inkapsulatom (retencija u opsegu 82,87 — 94,97%) moze se zakljuéiti

da je postupak inkapsulacije veoma efikasan za zastitu ove funkcionalne karakteristike. Najniza

retencija AAasts+ (19,34%) krekera od einkorn brasna sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle

(E+Ex) u skladu je sa najniZim retencijama polifenola, flavonoida, betacijana, betaksantina, kao 1

AApppu. U OVOM uzorku.

Redukciona sposobnost (RP) nakon skladiStenja krekera prikazana je kao retencija, a

rezultati prikazani na Slici 30.
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Slika 30. Retencija RP krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i inkapsuliranog

ekstrakta tropa cvekle (I) nakon skladistenja

Skladistenje je najznacajnije uticalo na pad redukcione sposobnosti krekera. Krekeri obogaceni
ekstraktom tropa cvekle zadrzali su 11,17 — 24,63% inicijalne redukcione sposobnosti, dok je kod
krekera sa dodatkom inkapsulata ocuvano 35,01 — 51,03% ove funkcionalne osobine krekera. Ovo je
u skladu sa nizim sadrzajem svih bioaktivnih jedinjenja u krekerima sa dodatkom ekstrakta tropa
cvekle (Tabela 17-27).

Tumbas Saponjac i sar. (2016) su pratili sadrzaj polifenola i AA u biskvitima bez i sa do-
datkom 10 ili 15% inkapsulata ekstrakta tropa visnje inkapsuliranog na surutki (WE10 i WEI15) i
proteinu soje (SE10 i SE15) nakon cetiri meseca skladistenja. U kontrolnim krekerima stepen de-
gradacije polifenola bio je 66,67%, dok je kod krekera obogacenih inkapsulatom povecanje sadrzaja
polifenola bilo u opsegu 1,16-42,00%. Sa druge strane, vrednost AA u kontrolnim krekerima smaniji-
la se za 77,69%, dok je gubitak AA tokom Cetiri meseca skladiStenja obogacenih krekera bio u opse-
gu 9,31-24,30%. Niza degradacija polifenola i AA obogacenih krekera u odnosu na kontrolne kreke-
re (istrazivanja Tumbas Saponjac i sar., 2016)) tokom skladistenja su u saglasnosti sa rezultatima
prikazanim na Slici 24, 28, i 29, ¢ime se potvrduje efikasnost inkapsulacije kao metode za zastitu
bioaktivnih jedinjenja od spoljasnjih uticaja.

U saglasnosti sa rezultatima ovog rada su istrazivanja Robert 1 sar. (2010). Autori su saopstili
da se retencija polifenola tokom skladistenja (35 dana) povecavala kod nara inkapsuliranog na izolatu
sojinog proteina. Oni smatraju da je do povecanja doslo usled hidrolize konjugovanih polifenola

prisutnih u naru, a zatim je doslo do njihove degradacije (izmedu 35. i 56. dana skladistenja).
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Povecanje sadrzaja polifenola i AApppu. U biskvitima oboga¢enih medom (5, 10 i 15%)
nakon skladiStenja zabelezili su i Neeta i sar. (2014). Tokom skladiStenja od 30 dana, kod
krekera sa 10 mg dodatog meda doslo je do povecanja polifenola za 19% u odnosu na kontrolni
kreker, dok se sadrzaj polifenola kod krekera sa 5 mg i 15 mg dodatog meda nije znatno povecao
(7% i 9%). AA obogacenih krekera odredena je FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant
Power) metodom. Rezultati su pokazali sli¢an trend povecanja AA kao $to je bio slucaj kod
polifenola, najvise povecanje AA je kod krekera sa 15% dodatog meda (116%).

Gokhale i Lele (2012) su pokazali da se sadrzaj betacijana u cvekli smanjio za 50% tokom
pet meseci skladistenja, a sadrzaj betaksantina za 60% dok su se sadrzaj ukupnih polifenola i
antioksidativna aktivnost postepeno povecavale tokom skladiStenja kao posledica razlaganja
betalaina do polifenolnih jedinjenja koja imaju takode antioksidativno delovanje. Bolja stabilnost
betacijana tokom skladiStenja u odnosu na stabilnost betaksantina je prikazana na Slikama 26 i
27, §to je u saglasnosti sa rezultatima Gokhale 1 Lele (2012).

Rezultati Msaddak i sar. (2015) su ispitivali odrzivost antioksidativne aktivnosti u kreke-
rima od pSeni¢nog brasna sa i bez dodatka 7,5% lista opuncije. Gubitak AApppu. i FRAP kod
krekera od pSeni¢nog brasna tokom trideset dana skladi$tenja bio je 24 i 31%, dok su obogaceni
krekeri imali gubitke 7 i 16%. Istrazivanja Msaddak i sar. (2015) pokazuju da obogacéeni krekeri
imaju zastitni efekat na retenciju AA i redukcionu sposobnost, $to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenih sa krekerima obogacenih inkapsulatom (Slike 28-30).

Molnar i sar. (2015) su posmatrali vrednosti AApppH 1 redukcione sposobnosti tokom
mesec dana skladiStenja u krekerima bez i sa dodatkom praha crne ribizle i sa josta prahom, kao i
krekera kod kojih je ¢okolada nosac¢ bez i sa dodatkom praha crne ribizle i sa josta prahom.
Autori su zakljucili da se tokom skladiStenja znac¢ajno smanjuje AApppH kod krekera sa ¢oko-
ladnim nosacem bez i sa prahom crne ribizle, dok je sa druge strane gubitak RP veéi kod krekera
bez ¢okoladnog nosaca bez i sa prahom crne ribizle.

Na osnovu rezultata dobijenih ispitivanjem stabilnosti funkcionalnih karakteristika krekera
od cerealija i pseudocerealija, bez i sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle, odnosno inkapsulata,
moze Se zakljuciti da je tokom skladistenja doslo do vece degradacije bioaktivnih jedinjenja i
antioksidativne aktivnosti kod krekera koji su obogacéeni ekstraktom tropa cvekle, nego $to je to
slu¢aj kod krekera koji su obogaceni inkapsulatom tropa cvekle, $to ukazuje na zastitni efekat

inkapsulacije bioaktivnih jedinjenja na proteinu soje.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju dobijen je trop cvekle cedenjem u laboratorijskim uslovima, defini-
sani su uslovi ekstrakcije dobijenog tropa, odredivan je ukupan sadrzaj bioaktivnih jedinjenja
(ukupnih polifenola, flavonoida i betalaina), kao i1 pojedinacan sadrzaj ovih jedinjenja. Takode,
izvrSena je i1 inkapsulacija na proteinima soje i istaknut je znacaj inkapsulacije bioaktivnih
jedinjenja, kao i njihov kvalitativan i kvantitativan sadrzaj u inkapsulatu.

Dalje u radu je sprovedena optimizacija formulacije funkcionalnih krekera na bazi cerealija
(einkorn pSenica (E) i hlebna pSenica (P)) i pseudocerealija (heljda (H), amarant (A) i kinoa (K))
bez dodataka, sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (Ex) i sa dodatkom inkapsulata tropa cvekle
(I). Odreden je funkcionalni kvalitet (sadrzaj ukupnih i pojedinacnih polifenolnih jedinjenja,
betalaina i antioksidativni potencijal) ekstrakta, inkapsulata i krekera bez dodataka, sa dodatkom
ekstrakta tropa cvekle i sa dodatkom inkapsulata tropa cvekle i njihova odrzivost tokom 6 meseci
skladiStenja.

Deo istrazivanja posvecen je odredivanju stepena neenzimskog tamnjenja (Maillard reak-
cije) u krekerima utvrdivanjem sadrzaja furozina i hidroksimetilfurfurala (HMF) kao indikatora
inteziteta termicke degradacije. Odredivani su i parametri boje dobijenih krekera.

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zaklju€cei koji se odnose na dobijanje 1
funkcionalne karakteristike ekstrakta tropa cvekle:

e Udeo flavonoida u ukupnim polifenolnim jedinjenjima prisutnim u tropu cvekle je mali
(10,92%), takode, sadrzaj betaksantina (50,27%) je zanemarljivo veéi od sadrzaja beta-
cijana (49,73%), bez statisticki znacajne razlike (p<0,05).

e Kovalitativnom i kvantitativnom HPLC analizom utvrdeno je da dobijeni ekstrakt tropa
cvekle sadrzi fenolne kiseline (derivate hidroksibenzoeve kiseline: galna, prokatehinska,
p-hidroksibenzoeva; derivati cimetne kiseline: ferulna, sinapinska, kumarinska, hloro-
genska i kafena kiselina) i flavonoide (epikatehin, katehin, miricetin, kvercetin, luteolin,
apigenin i izoramnetin). Katehin je najdominantnije polifenolno jedinjenje u ekstraktu

tropa cvekle (53,42 mg/100 g), ostali flavonoidi se nalaze u znacajno manjim
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koli¢inama (<3,52 mg/100 g), dok je od fenolnih kiselina protokatehinska dominantna
(11,53 mg/100 g).

e Kvalitativnom 1 kvantitativnom HPLC metodom je odreden i sadrzaj betalaina u eks-
traktu tropa cvekle, pri ¢emu je betanin zastupljeniji u odnosu na vulgaksantin-|.

e Vrednost antioksidativne aktivnosti dobijena primenom ABTS testa iznosi 898,75 umol
TE/100 g tropa, vrednost dobijena DPPH testom iznosi 695,31 umol TE/100 g tropa,
dok je vrednost RP tropa cvekle bila 228,74 umol TE/100 g tropa.

Rezultati dobijeni optimizacijom procesa inkapsulacije ekstrakta tropa cvekle i odrediva-

njem funkcionalnih karakteristika optimalnog inkapsulata upucuju na sledece zakljucke:

e Za dobijanje optimalnog uzorka kori$¢ena je optimizacija vise odziva (engl. multi res-
ponse). Utvrdeno je da nizak odnos nosac:ekstrakt (50,50 g/I), malo razblaZenje
ekstrakta (0,22) i vreme muckanja od 14,1 min daje optimalni uzorak sa najve¢om
efikasnoscu inkapsulacije, dok je za dobijanje optimalnog uzorka sa najve¢om A ApppH.
takode potreban relativno nizak odnos nosac:ekstrakt (51,00 g/1), minimalno razblazenje
ekstrakta (0,04) i vreme muckanja 16 min.

e Na osnovu rezultata spektrofotometrijski odredenog sadrzaja polifenolnih jedinjenja 1
betalaina u optimalnom inkapsulatu, zakljuCuje se da proces inkapsulacije dovodi do
poveéanja koncentracije ukupnih polifenolnih jedinjenja (27%) i betalaina (57%) u
inkapsulatu u odnosu na njihov sadrzaj u ekstraktu tropa cvekle. Izuzetak je sadrzaj
flavonoida koji je za 3 puta manji u inkapsulatu nego kod ektrakta.

e Kvalitativnom 1 kvantitativnom HPLC analizom utvrdeno je da je procesom inkapsu-
lacije doslo do povecanja koncentracije fenolnih kiselina i flavonoida. Kao i kod
ekstrakta tropa cvekle, u optimalnom inkapsulatu su identifikovani derivati
hidroksibenzoeve kiseline (galna, prokatehinska, p-hidroksibenzoeva), derivati cimetne
kiseline (ferulna, sinapinska, kumarinska, hlorogenska i kafena kiselina) i flavonoidi
(epikatehin, katehin, miricetin, kvercetin, luteolin, apigenin i izoramnetin). Katehin je
najdominantnije polifenolno jedinjenje u optimalnom inkapsulatu dok su luteolin i
apigenin najmanje zastupljeni.

e Kuvalitativnom i kvantitativnom HPLC metodom je odreden i sadrzaj betalaina u opti-
malnom inkapsulatu tropa cvekle. Nakon procesa inkapsulacije doslo je do smanjenja u

sadrzaju betalaina u inkapsulatu u odnosu na ekstrakt tropa cvekle.

118



Doktorska disertacija Mirjana Jakisi¢

e Antioksidativne aktivnosti inkapsulata ve¢e su od aktivnosti ekstrakta tropa cvekle
(AAprpr. Oko tri puta, a AAasts+ dva puta), dok sa druge strane, RP inkapsulata je
manji za oko sedam puta u odnosu na RP ekstrakta tropa cvekle. Pretpostavka je da se
na nosacu koncentri$u jedinjenja iz ekstrakta tropa cvekle koja imaju izraZzenu antioksi-
dativnu aktivnost, ali ne i redukcionu sposobnost.

Ispitivanje funkcionalnih karakteristika krekera dovela su do slede¢ih zakljucaka:

e Veci sadrzaj polifenola je zastupljen u testu za krekere u koje su dodati ekstrakt ili
inkapsulat tropa nego §to je to u krekerima. Dobijeni rezultati ukazuju na Cinjenicu da je
tokom termickog tretmana (pecenja) doSlo do degradacije odredene koli¢ine polifenol-
nih jedinjenja. Testa obogacena ekstraktom i inkapsulatom tropa cvekle imala su veci
sadrzaj polifenolnih jedinjenja od testa neobogacenih krekera. Kod krekera, udeo flavo-
noida u ukupnim polifenolima je bio nizak, dok je kod testa udeo flavonoida bio nesto
veci. Razlog smanjenja udela flavonoida kod krekera je degradacija pojedinih kompo-
nenti tokom pecenja i razli¢ita otpornost prema temperaturnom tretmanu. Sadrzaj ukup-
nih betacijana u testu je bio znatno veci od sadrzaja ukupnih betaksantina dok se njihova
vrednost kod krekera ne razlikuje znacajno (p<0,05). Sa druge strane, sadrzaj betacijana
se redukovao nakon pecenja krekera u odnosu na testo, pri ¢emu je redukcija u sadrzaju
betaksantina manja kod krekera sa dodatkom inkapsulata nego kod krekera sa dodatkom
ekstrakta tropa cvekle. Smanjenje ukupnog sadrzaja betacijana i betaksantina je posle-
dica degradacije ukupnih betalaina tokom pecenja, koji su evidentno bolje zaSti¢eni
kada su inkapsulirani.

¢ Najvisi sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja bio je kod testa (502,64 mg GAE/1009)
I krekera (334,10 mg GAE/100g) od smeSe einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom
inkapsulata. Heljda predstavlja bogat izvor polifenolnih jedinjenja pri ¢emu u uzorcima
testa 1 krekera sa heljdinim braSnom, pored funkcionalnih dodataka, tj. ekstrakta i inkap-
sulata tropa cvekle, i heljdino brasno je doprinelo da sadrzaj polifenola bude visok. Sa
druge strane, najvisi sadrzaj betalaina u krekerima je zabelezen kod krekera od smesSe
einkorn braSna sa dodatkom inkapsulata (20,41 mg/100 g). Dobijeni rezultati pokazuju
da su bioaktivna jedinjenja u inkapsulatu tropa cvekle u ve¢oj meri zastiCena nego u

samom ekstraktu tropa cvekle.
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e HPLC analizom je identifikovano i kvantifikovano sedamnaest polifenolnih jedinjenja u
kontrolnim krekerima (od brasna hlebne pSenice, einkorna, smeSe einkorna i amaranta,
kinoe 1 heljdinog brasna) i1 krekerima, sa dodatkom ekstrakta ili inkapsulata tropa cvek-
le. Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je galna kiselina najzastupljenije
polifenolno jedinjenje, prisutno u svim vrstama ispitivanih krekera. Takode, sadrzaj
epikatehina je bio najve¢i od svih identifikovanih polifenolnih jedinjenja, 1 to kod
uzroka E+H+I (18,577 mg/100g), medutim, nije identifikovan u svim krekerima od
brasna hlebne pSenice i od smese einkorn i amarant brasna. Hlorogenska kiselina, p-hid-
roksibenzoeva kiselina i rutin su takode prisutni u vec¢ini uzoraka.

o Kvalitativnom i kvantitativnom HPLC analizom su u uzorcima krekera indentifikovani
betacijani (betanin i njegov epimer), dok betaksantini nisu. Sadrzaj identifikovanih
jedinjenja ve¢i je kod krekera obogacenih inkapsulatom nego kod krekera obogacenih
ekstraktom tropa cvekle, §to dokazuje da inkapsulacija tropa cvekle ima zaStitni uticaj
na ova jedinjenja. Zakljucuje se da je betanin najzastupljeniji u uzorcima krekera, i to u
ve¢oj meri u krekerima obogacenih inkapsulatom tropa cvekle (od 3,80 mg/100 g
krekera do 4,89 mg/100 g krekera) nego u krekerima obogacenih ekstraktom (od 1,92
mg/100 g krekera do 2,29 mg/100 g krekera), dok razlika u sadrzaju izobetanina u
krekerima obogacenih ekstraktom tropa cvekle (od 1,06 mg/100 g krekera do 1,48
mg/100 g krekera) 1 krekerima obogacenih inkapsulatom (od 1,99 mg/100 g krekera do
2,42 mg/100 g krekera) nije tako znacajna, $to ukazuje na slabiju zastitu ovog jedinjenja
postupkom inkapsulacije. Povecanje sadrzaja derivata betanina u uzorcima krekera
obogacenih inkapsulatom 1 smanjenje sadrzaj derivata izobetanina u odnosu na krekere
obogacene ekstraktom tropa cvekle moze se objasniti razliCitim ponaSanjem ovih
derivata betacijana u prisustvu proteina iz soje koji su nosaci u inkapsulatu i uti¢u na
hemijske reakcije tokom termicke obrade krekera.

e AApppu. je bila manja kod neobogacenih krekera nego u krekerima obogacenih eks-
traktom tropa cvekle ili inkapsulatom. NajviSa vrednost AApppu. zabeleZena je kod
krekera pripremljenih od hlebne pSenice sa dodatkom inkapsulata (1307,01 mmol
TE/100 g). Najvisa vrednost AAasts+ zabelezena je kod krekera pripremljenih od
heljdinog brasna sa dodatkom inkapsulata (2304,42 mmol TE/100 g), dok je ta vrednost

kod neobogacenih krekera za viSe od tri puta manja nego kod krekera obogacenih
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ekstraktom i inkapsulatom tropa cvekle. Redukciona sposobnost nije zabelezena u testu
pripremljenog od smesSe einkorn brasna i kinoe, dok je kod krekera pripremljenih od
smesSe einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom inkapsulata zabelezena najvisa vrednost
RP (828,07 mmol TE/100 g). Zakljucuje se da se AApppu., AAaBTsS+ 1 RP povecava sa
dodatkom EX i I u odnosu na neobogacene krekere. Takode, evidentno je da je anti-
oksidativna aktivnost krekera kod svih uzoraka veéa u odnosu na testo, $to se moze ob-
jasniti pojavom proizvoda Maillard reakcija kao i oslobadanjem vezanih polifenola.

e Sadrzaj furozina je najniZi u krekerima sa dodatkom ekstrakta, $to ukazuje na zastitno
dejstvo bioaktivnih jedinjenja iz ekstrakta tropa cvekle tokom pecenja. Sadrzaj furozina
u neobogacenim krekerima i krekerima sa dodatkom inkapsulata je za skoro tri puta
veca u odnosu na krekere obogacene ekstraktom tropa cvekle. Sa druge strane, sadrZaj
HMF u nekim uzorcima neobogacenih krekera (P i E) nije identifikovan, a najvise
vrednosti su zabelezene kod krekera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle (E+A+EX)
(5,55 mg/kg).

e Kontrolni krekeri su pokazali najvec¢e L* vrednosti, odnosno svetlo¢u (kod krekera od
pSeni¢nog brasna 83,00), dok je najniza kod krekera od smeSe einkorn i heljdinog
brasna (64,00), jer je heljdino brasno tamnije u odnosu na pSenic¢no. Kontrolni krekeri
su takode pokazali najnizu a* vrednost. Medutim, dodatkom ekstrakta tropa 1 inkapsu-
lata u krekere, dolazi do poveéanja crvene komponente (a*) i smanjenja svetloc¢e (L*),
najviSe vrednosti za L* zabeleZene su kod krekera od pSeni¢nog braSna sa ekstraktom
tropa cvekle (58,00) 1 od einkorn braSna sa inkaspulatom tropa cvekle (51,00), a najnize
vrednosti su zabelezene kod krekera od smese einkorn i heljdinog brasna sa dodatkom
ekstrakta (50,00) i inkapsulata ekstrakta tropa cvekle (48,00) .

Na osnovu dobijenih rezultata koji se odnose na odrzivost ekstrakta tropa cvekle, inkapsu-
lata i funkcionalnih karakteristika krekera tokom skladiStenja, mogu se izvesti zakljucci o uticaju
skladiStenja na funkcionalne karakteristike ekstrakta tropa cvekle, inkapsulata i krekera:

e Poredenjem sadrzaja polifenola, flavonoida, betacijana i betaksantina, antioksidativne
aktivnosti i redukcione sposobnosti ekstrakta i inkapsulata tropa cvekle pre i posle 6
meseci skladiStenja, mozemo zakljuciti da su najvecu retenciju, odnosno stabilnost,
pokazala polifenolna jedinjenja koja su inkapsulirana (95,11%), dok je najveca degra-

dacija zabeleZena kod flavonoida u ekstraktu tropa cvekle (49,24%). Retencija inkap-
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suliranih betacijana (87,98%) i betaksantina (87,96%) bila je bez statisti¢ki znacajne
razlike (p<0,05), kao 1 kod ekstrakta tropa cvekle (retencija betacijana 74,99% 1 beta-
ksantina 72,41%). Zastitni efekat procesa inkapsulacije je potvrden znatno vecom
retencijom bioaktivnih jedinjenja u inkapsulatu nego u ekstraktu tropa cvekle (p<0,05).

e Sposobnost eliminisanja slobodnih ABTS" radikala je najznacajnije oGuvana aktivnost,
sa retencijom u inkapsulatu od 88,82%, dok je redukciona sposobnost imala najmanju
retenciju, i to u ekstraktu tropa cvekle (28,27%). Do smanjenja antioksidativne aktiv-
nosti na obe slobodnoradikalske vrste (DPPH® i ABTS™) i redukcione sposobnosti
(p<0,05) doslo je tokom 6 meseci skladiStenja, i1 to znacajnije u ekstraktu tropa cvekle
nego u inkapsulatu. Dobijeni rezultati pokazuju pozitivno delovanje inkapsulacije na
ocuvanje bioloske aktivnosti.

e Na osnovu rezultata moze se zakljuéiti da su se polifenoli i flavonoidi manje degradirali,
odnosno retencija je veca, kod krekera koji su obogaceni inkapsulatom tropa cvekle
(retencija u opsegu 68,99 — 99,49%) nego Sto je to slucaj kod krekera koji su obogaceni
ekstraktom tropa cvekle (retencija u opsegu 52,41 — 62,83%). Takode, krekeri obo-
gaceni sa inkapsulatom su pokazali vecu retenciju betacijana i betaksantina u odnosu na
krekere koji su obogaceni ekstraktom tropa cvekle. Iz navedenog moze se potvrditi efi-
kasnost inkapsulacije kao metode za zaStitu bioaktivnih jedinjenja od spoljasnjih uticaja.

e Antioksidativne aktivnosti na obe slobodnoradikalske vrste (DPPH' i ABTS™) i reduk-
cione sposobnosti u krekerima znacajno su opale nakon 6 meseci skladiStenja. Krekeri
obogaceni inkapsulatom tropa cvekle su pokazali znatno vecu retenciju u odnosu na
krekere obogacene ekstraktom tropa cvekle. Niza retencija koja je zabeleZena kod kre-
kera sa dodatkom ekstrakta tropa cvekle potvrduje da je postupak inkapsulacije veoma
efikasan za zastitu funkcionalnih karakteristika. Posmatraju¢i dobijene rezultate moze se
zakljucCiti da je najveca retencija zabelezena kod krekera sa smeSom einkorn 1 heljdinog
brasna i inkapsulata (E+H+I). S obzirom na to da je heljda bogat izvor polifenolnih
jedinjenja, protokatehinske i galne kiseline, zakljucuje se da pored dodataka inkapsulata
tropa cvekle, 1 heljdino braSno doprinosi visokoj retenciji antioksidativne aktivnosti

(DPPH" i ABTS™) i redukcione sposobnosti u krekerima.
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Sagledavajuci dosadasnje zakljucke, finalni zaklju¢ak ove disertacije je:

Posmatrajuci ispitivane parametre ekstrakta, inkapsulata i krekera bez dodatka i sa dodat-
kom ekstrakta ili inkapsulata tropa cvekle, zakljucuje se da postupak inkapsulacije ima zaStitni
efekat na bioaktivna jedinjenja i antioksidativnu aktivnost. Krekeri obogaceni inkapsulatom
tropa cvekle pokazali su bolje funkcionalne karakteristike od krekera sa dodatkom ekstrakta
tropa cvekle 1 krekera bez dodataka, Sto je upravo dokaz efikasnosti inkapsulacije. Pored toga,
krekeri su pripremljeni od razli¢itih vrsta brasna (P, E, E+H, E+A, E+K), evidentna je i razlika u
pogledu nutritivnih i funkcionalnih osobina, pri ¢emu su se krekeri od heljdinog brasna najbolje

pokazali u pogledu ovih osobina.
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Osaj Obpaszay uunu cacmasHu 0eo OOKMOpPCcKe oucepmayuje, O0OHOCHO
OOKMOPCKO2 YMEeMHU4YKo2 npojekma Koju ce dpanu ma Yuueepzumemy y Hogom
Caoy. llonymwen Obpazay yxkopuyumu uza meKkcma OOKMOpCKe oucepmayuje,
0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

ILman Tpermana mojgaraka

@DOYHKIUOHAJIHM TNPOM3BOAM Ha 0a3M mepeaaMja M Iceyaounepeaauja ca J0AaTKOM
HHKAICYJUPAHOT eKCTPAKTA TPONA I[BEKJIe

a) Yuusep3uter y Hoom Cany, Texnomomku dakynrer Hosu Capn, maboparopuje Ha
npeamernma Xemuja xpane u Opraicka Xxemuja.

6) YHuBepsurer y Mwiany, JlemapTMaH 3a HayKy O XpaHH, 3alITUTH >KUBOTHE CpeIUHE U
nyrpunnonmsmy (Ae®EHC), Munano, Uranmja.

B) CaBer 3a uCTpaxuBama Y IOJbONPUBpPENM U aHanu3y arpapHe ekoHomuje (Llpea) -
UCTPAXUBAYKO OJICTHCHH-C 32 CEJICKIN]Y JKUTapuIia u yHanpeheme OmbaEX copti, CanT AHbeno
Jlonuhuano, Utanwuja.

UcrpaxkuBama oOyxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JaHcepTanujoM (UHAHCHpaHA Cy OJf CTpaHe
MunucTapcTBa NMpOCBETe, HayKe M TEXHOJIOMIKOr pa3Boja PemyGmuke CpOuje, Kpo3 mpojekar
“Pa3Boj mpom3Boma W aauTMBa o4 Boha W moBpha ca BHCOKHM caJpkajeM OHOAKTHBHHUX
jenumerma”

EBunennonu 0poj npojekra: TP 31044

1.1 Bpcra crynuje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuKynbajy
JIoKTOpCKa nucepraiuja

1.2 Bpcre nonaraka

KBaHTUTaTHUBHHU
KBAJIUTAaTUBHHU

1.3. HaunH npuKymbama moaaTaka

a) aHKeTe, YITUTHHIH, TECTOBU
0) KJIIMHWYKE MPOIIEHE, MEIUIIMHCKH 3aIUCH, EIEKTPOHCKH 3IPaBCTBEHH 3aITUCH
B) TCHOTHIIOBH: HABECTH BPCTY
I') aIMUHHACTPATUBHY MTOJALN: HABECTU BPCTY
y30pIlid TKHBA: HABECTH BPCTY Tpom npekie Beta vulgaris L., copra Bicor
cauMmI, pororpaduje: HaBecTH BpcTy hororpaduje ypehaja 3a cyiieme U HCIUTHBAHU
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"B texcr, HaBectn BpeTy mMTeparypa
K) Maria, HaBECTH BPCTY
8) ocrano: ommcaru web campiaj

1.3 dopmar nonartaka, ynorpedspeHe ckaie, KOJIMYMHa MoJaTaKka

1.3.1 Ynorpebsbenu coptBep u popMmaT 1aTOTEKE:

&) Excel daji, gatorexa .xls
b) SPSS ¢aja, naroreka
c¢) PDF c¢ajn, natoreka

Teker dajin, natoreka .doc

JPG ¢ajn, naroreka .jpeq

Ocrano, maroreka cratuctuuk codreep OriginPro 8 SRO

1.3.2. bpoj 3anuca (ko1 KBAHTUTATUBHUX I10/1aTAKa)

a) 6poj Bapujabiau BEJMKHU OpoOj
0) 6poj Mepemwa (UCIUTaHUKa, TPOIEHa, CHUMaKa U CJI.) BEIUKH Opoj

1.3.3. IloHOBJBEHA MEpEma

@) na

0) He
YKOJIHMKO je 0rOBOp Ja, OATOBOPUTH Ha clie/icha nmuTama:

a)  BPEMEHCKHM pa3Mak M3MeJjy MOHOBJBEHUX Mepa je m3Mel)y HEKOJIMKO MHHYTa U HEKOJIHKO
aHa

0) BapujabIle Koje ce BHIIE MyTa Mepe OJIHOCE Ce Ha CBE SKCIEPHMEHTATHE aHanu3e (YKymaH

cajipa] monu(eHOTHUX jeANbekha, (hIaBoHOUAa, OeTaranHa, aHTHOKCUAATHBHA aKTUBHOCT, UT]L.)

B)  HOBe Bep3uje (pajiioBa Koju cajipke MOHOBJhEHA MEPEHA CY UMEHOBAHE Kao

Hanomene:

Ha nu hopmamu u copmeep omozyhasajy demerve u 0y20pouHy 6aIUOHOCH NOOAMaxa?
@a
0)He
Axo je 002080p He, 0Opaznodxcumu

2.1 Metonomnoruja 3a NpuKyIJbamke/TeHEPHUCAkHE TT01aTaka
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2.1.1. Y okBUpY KOT UCTPAXXKUBAYKOT HAIPTA Cy MOl NPUKYIIJbEHU?

EKCIICPUMCHT, HABECTH THIT XEMHU]CKA aHaIK3a
KOpEIaIlMOHO UCTpaXkuBambe, HaBecTu THI Box-Behnken excnepumenTannm au3ajn
aHaJM3a TEKCTa, HABECTH THI TyMayerme JIOOMjeHUX pesyinrara, u3Bolieme 3akbydaka H
nopeheme ca TuTepaTypHUM I0JalMa
J) OCTaJI0, HABECTH IIITa

2.1.2 Hasecmu 6pcme MepHUX UHCMPYMEHAMAa Uiy Cmamoapoe nooamaxda cneyupuunux 3da
oopeheny Hayuny OuCYunIuty (aKko nocmoje).

JlaGoparopujcku smoduamsarop, moaen Alpha 2-4 LSC
Cuekrpodoromerap, Multiscan GO

HPLC ananu3a, ypehaj Shimadzu Prominence

O6pana nogaraka craructruuku codreep OriginPro 8 SRO.

2.2 KpaniuteT nojaTaka v cTaHaapau

2.2.1. Tperman HegocTajyhux mojgataka
a) [la mu maTpuna caapxu Hepoctajyhe nogarke? Jla .
AKo je oroBOp /a, OJrOBOPHUTHU Ha ciefeha nurama:

a)  Komnuku je 6poj Henoctajyhux mogaraka?
6) /la mu ce KOpHCHUKY MaTpHUIle Mpernopydyje 3aMmeHa Heaocrajyhux nogaraka? Jla He
B) AKO je OAroBOp Ja, HAaBEeCTH CYyrecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeaocTajyhux moparaka

2.2.2. Ha xoju HauMH je KOHTpOJIMCaH KBaIuTeT nojgataka? Onucaru

KBamuTer mnopgaTaka ie KOHTPOJMCAH TIPpUMCHOM pPa3JHYUTHX CTATHCTHUYKHX TCCTOBA U
02163HI/IBaH>eM CKCTPEMHHUX BPCIHOCTH.

2.2.3. Ha xoju HauuH je u3BpIlIeHa KOHTPOJIa yHOCA ToJlaTaka y MaTpuIly?

HODCBCH:CM I[O6HiCHHX pe3vyiaTara HUCTpaXuBamkbad Ca JUTCPATYPHHMM TIoAdllMMa H3BpHICHA ie
KOHTPOJIa YHOCA IToAaTaKa y MaTpHuiIly.

3.1.Tperman 1 yyBame nojaraka

3.1.1. Ilooayu he 6umu denonosaru y Penozumopujym Ynusepzumema Hosu Cao.
3.1.2. URL adpeca HakHaJHO
3.1.3. DOI
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3.1.4. Jla au he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

@ Ja

0)  /a, anu nocne embapea xoju he mpajamu 0o
8) He
Axko je o02060p He, Hagecmu paznoe

3.1.5. Ilooayu nehe bumu oenonosanu y penosumopujym, aiu he oumu yysamu.

Obpasnooicerve

3.2 Meranojanu U 1OKyMeHTalllja MoiaTaka

3.2.1. Koju crangapy 3a meranoaarke he Outu mpuMermeH?

3.2.1. HaBectu meTtaroiaTke Ha OCHOBY KOJUX CY IOAALU JAECTIOHOBAHU Y PETIO3UTOPH]YM.

Axo je nompebHo, Hagecmu mMemoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarbe no0amaxd, aHaiumuyKe u
npoyeodypanme ungopmayuje, iuUxoso Kooupare, oemasmshe onuce 8apujadbiu, 3anuca umo.

3.3 Crpareruja u cTaHAap/u 3a 4yBame nojgaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoaa he moganu OUTHU YyBaHU y PETIO3ZUTOPHjyMY?
3.3.2. Jla 1 he mogamm 6urn genonosanu mox mudpom? la He
3.3.3. Jla ;m he mmdpa 6utn goctymHa oapelieroM kpyry uctpaxusaya? g He

3.3.4i[a JIY € MOJIall MOPajy YKIIOHHTH U3 OTBOPEHOT MPHUCTYIIA TIOCTIE H3BECHOT BpeMeHa?
Ha

O06paznoxutu

OBaj onesbak MOPA OuTH MONyHEH aKo BaIlld MOJANN YKIJbYUY]Y JUYHE IMOJATKE KOJU CE OJTHOCE
Ha YYECHHKE Yy HCTpaXXuWBamy. 3a Jpyra HUCTpakuBama Tpebda Takohe pa3MOTPHUTH 3alITUTy
CUTYPHOCT MOJ]aTaKa.

4.1 ®opmaliHU CTaHAApAH 32 CUTYPHOCT MHGpOpMaIlija/moiaTaka

HcTtpaxxuBaun KOjU CHOPOBOJE MCHUTHBama C JbyAMMa MOpajy Jla ce NpuApxkaBajy 3akoHa O
3alITUTH nojiaTaka 0 JUYHOCTH

(https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka o_licnosti.html) u oxrosapajyher

HHCTUTYIUOHAJIHOT KOJACKCA O aKaICMCKOM UHTCTPUTCTY.
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4.1.2. la v je HCTpakUBame 0400PEHo 011 cTpaHe ernuke komucuje? Jla HE
Axo je onrosop /la, HaBeCTH 1aTyM M HAa3UB €THYKE KOMUCH]E KOja je 0100pHIIa HCTPAKUBAHE

4.1.2. Jla mu moany ykJby4yjy JIMUHE TIOJaTKE yUEeCHHUKA Y UCTpaxuBamy? [la .
AKo je oAroBop [Ja, HaBEAUTE HA KOJU HAYUMH CT€ OCHUTYpalld IOBEPJbUBOCT M CUTYPHOCT
uH(OpMalrja Be3aHUX 3a UCITUTAHUKE:

a) Ilomaum HUCY Y OTBOPEHOM MPUCTYITY
6) Ilomauu cy aHOHUMH3UpPAHU
1) Ocrano, HaBecTH 1mTa

5.1. ITooayu he bumu

. jaeno oocmynHu
6) docmynHu camo YCKoM Kpyay ucmpasxicusaua y oopeheroj Hayunoj ooracmu
y) 3ameopeHu

AKo cy nodayu 00CmynHu camo YCKOM Kpyey UCmpaicusaid, Hagecmu noo Kojum yCilouma mMozy
0a ux Kopucme:

AKo cy nooayu 0ocmynHu camo ycKom Kpy2y UCMpa)cuéayd, Hagecmu Ha KOju HavuH mMozy
NPUCMYRUMU ROOAYUMA.

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxkynmenu nooayu Oumu apxusupaHu.

6.1. Hasecmu ume u npe3ume u mej aopecy 61dcHuKa (aymopa) nooamaxa

Mupijana Jakumwmh, jakisicmirjana@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npe3ume u mejn aopecy ocobe Koja o0paicasa Mampuyy ¢ nooayuma

Mupijana Jakummh, jakisicmirjana@agmail.com

6.3. Hagecmu ume u npezume u meji aopecy ocobe koja omoecyhyje npucmyn nooayuma opyeum
UCMPAdCUBAYUMA

Mupjana Jakummh, jakisicmirjana@gmail.com
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