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Utjecaj dodatka trehaloze i maltoze na udio fenola i antocijana u soku visSnje

Sazetak

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj trehaloze i maltoze u soku od visnje na udio fenola,
flavonoida, antocijana, polimernu boju i antioksidativnu aktivnost. Mjerenja su provedena na
uzorcima nakon pripreme i nakon skladiStenja od 7 mjeseci na sobnoj temperaturi. Rezultati
uzoraka s dodanim Secerima usporedeni su s kontrolnim uzorkom odnosno sa sokom bez
dodatka Secera. Fenolne tvari, flavonoidi i antocijani smanjuju se skladistenjem. Udio fenola i
flavonoida u uzorcima s dodatkom Secera nakon pripreme, se je povecao u odnosu na
kontrolni uzorak, a udio antocijana je bio isti. Tijekom skladiStenja je doslo do degradacije
fenolnih tvari. U uzorcima s dodatkom Secera, udio fenola je bio manji, a udio flavonoida i
antocijana veci, u odnosu na kontrolni uzorak. Antioksidativna aktivnost mjerena je pomocu
tri metode (ABTS, DPPH i FRAP). Antioksidativna aktivnost se smanjuje skladiStenjem, s time

da je u uzorcima s dodatkom Secera utvrdena vecéa antioksidativna aktivnost.

Kljucne rijeci: sok visnje, trehaloza, maltoza, fenoli, antocijani, antioksidativna aktivnost



Infulence of trehalose and maltose on phenol and anthocyanin content in

sour cherry juice

Summary

The aim of this work was to determine the influence of trehalose and maltose in cherry
juice on phenols, flavonoids and anthocyanins content, polymeric color and antioxidant
activity. The measurements were done on samples after preparation and after storage of 7
months at room temperature. Samples with addition of sugars were compared with the
control samples, respectively with pure juice. After preparation, samples with addition of
sugars had higher content of phenols and flavonoids in contract to control sample, while
anthocyanin content was same in all samples. During storage, degradation of phenolic
compounds occurred. Samples with addition of sugars had higher content of flavonoids and
anthocyanins and lower content of phenols in comparison to control sample. Antioxidant
activity was determined by ABTS, DPPH and FRAP methods. During storage, antioxidant

activity decreased, but samples with addition of sugars had higher antioxidant activity.

Keywords: sour cherry juice, trehalose, maltose, phenols, anthocyanins, antioxidant activity
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1.UvVOD

Voda je najvaznija komponenta naseg organizma. Sastavni je dio svih stanica te je jedna
od najvaznijih komponenta koju moramo unositi u tijelo. Kako bi zadovoljili potrebne dnevne
koli¢ine tekucine, vodu unosimo u razli¢itim oblicima. Najvece koli¢ine unosimo putem Ciste
vode, sokova i ostalih tekuéina, ali i juhama, vo¢em, povréem i ostalom hranom. Danas
tehnolozi osmisljavaju raznovrsne napitke i sokove, kako bi ljude potaknuli za sve vecom
konzumacijom tekucine. Zbog same Cinjenice nedovoljnog unosa tekucina, velika se pazinja
pridaje sokovima, jer su viSestruko vazni za ljude. Osim $to su u njima prisutni vitamini (mogu
vrstu voca (ali i povrca) iz koje su proizvedeni. Kako bi ocuvali hranu i produljili joj rok
trajnosti, Sto je duze moguce, tehnolozi se danas koriste raznim metodama konzerviranja.
Kupci se sve viSe informiraju i zahtijevaju hranu bez aditiva, umjetnih boja i aroma.
Preradivanjem voca u finalni proizvod, ne samo da se nastoji sacuvati namirnica nego je i
vrlo bitno zadrzati pocetna svojstva namirnice. Isto tako nastoji se $to viSe sacuvati boja u
izvornom obliku. U procjeni kakvoée, odnosno kvalitete svjeZeg voca i njihovih preradevina,
boja je jedan od najvaznijih parametara, uz teksturu i aromu. Boja nam daje informacije o
zrelosti, ali i upozorava na mikrobiolosko kvarenje te proizvod mora biti vizualno privlacan
inace ga potrosa¢ neée kupiti. Boja svjeZzeg voca specifiéna je za svaku vrstu sirovine te je
rezultat prisutnosti raznih kemijskih spojeva (pigmenata). Ti pigmenti se preradivanjem
prenose iz pocetne sirovine u gotov proizvod. Tehnoloski proces i sama svojstva pigmenata
utjecu na ocCuvanje i koli¢inu pigmenata prisutnih u finalnom proizvodu. Oste¢enjem voca
mogu nastati sekundarni (nespecificni) pigmenti reakcijama posmedivanja ili degradacijom
primarnih pigmenata. Crvena boja proizvoda od vodéa, kao sto je ispitivani sok viSnje, potjece
od antocijana koji spadaju u polifenole. Antocijani su pigmenti topljivi u vodi, vrlo nestabilni
tijekom prerade i skladistenja. Na njihovu stabilnost ponajprije utjeCu pH, temperatura,
aktivitet vode, kisik, svjetlost, enzimi, ali i koncentracija samih antocijana te njihova
struktura. Fenolni spojevi koji su prirodno prisutni u voéu imaju sposobnost smanjenja
oksidativnog ostecenja koji se povezuje s mnogim bolestima kao Sto su rak, kardiovaskularne
bolesti, ateroskleroza, diabetes, starenje i drugo, stoga je vrlo vazno ocuvati fenolne tvari u

proizvodima.
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U ovom istrazZivanju pracen je utjecaj dodataka Secera (trehaloze i maltoze) na udio fenola,
flavonoida i antocijana te polimerna boja i antioksidativna aktivnost u soku visnje i utjecaj tih

istih Secera tijekom 7 mjeseci skladistenja na sobnoj temperaturi.
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2. TEORUSKI DIO

2.1. VISNJA

Visnja (lat. Prunus cerasusL.) je vrsta koja spada u koStunjicave vocke. U biljnoj
sistematici spada u porodicu ruza (Rosaceae), rod Prunusi podrod Cerasus. Nastala je
krizanjem domace treSnje i divljih vrsta koje su kisele. Najvecu vaZnost viSnja ima u
preradivackoj industriji. Najprije se pocela uzgajati u Turskoj i Grékoj te se dalje prosirila po
Europi. U Hrvatskoj se uzgaja na kontinentalnom i sredozemnom djelu. U Dalmaciji se uzgaja

poznata sorta, Maraska (Web 1).

Tablica 1 Kemijski sastav visnje (Web 1)

Komponenta Mjerna jedinica Koli¢ina
Ukupno bjelan¢evina g 1,00
Ukupno ugljikohidrati g 12,18

Ukupno masti g 0,30

Dijetalna vlakna g 1,60
Voda g 86,13
Fruktoza g 3,51
Vitamin A mcg 64,00
Folati mcg 8,00
Vitamin C mg 10,00
Vitamin K mcg 2,10
Mg mg 9,00
P mg 15,00
K mg 173,00
Na g 3,00
Ca mg 16,00

Nutricionisti redovito preporucuju konzumiranje Sto viSe raznovrsnog vocda, a razloga za
konzumiranje visanja je mnogo. ViSnje su crvene boje koja potjece od antocijana, najvise
koncentriranih u kozici. Prisutni fenoli (galna, p-kumarinska kiselina, kemferol i kvercetin)
imaju jako antioksidativno djelovanje te sprjecCavaju antioksidativni stres. Time se starije
osobe Stite od gubitka paméenja, senilne demencije i Alzheimerove bolesti. Antioksidansi
prisutni u visnji imaju pozitivan utjecaj u prevenciji tumora, posebice tumora debelog crijeva,

imaju jaka antiupalna svojstva, pomazu kod smanjivanja upale misi¢a, reume i osteoartritisa.
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Visnje su bogate vitaminima (A, C, E i B9), mineralima (kalijem, magnezijem i Zeljezom) te
vlaknima (Tablica 1). Visnja sadrZi prirodan hormon melatonin koji regulira odnosno potice
san. Melatonin se koristi u lijeenju tegoba menopauze, odvikavanja od lijekova, kod raka

dojke i prostate, hiperaktivnosti i deficita paznje (Web 1).

2.2. POLIFENOLI

Polifenoli su fitokemikalije prisutne u biljkama. Posjeduju aromati¢ne prstene na koje su
vezane jedna ili viSe hidroksilnih skupina. Struktura se proteze od jednostavnih molekula pa
sve do sloZenih polimera, kao Sto su tanini i lignin. Polifenoli imaju antikancerogeno,
antibakterijsko i antivirusno djelovanje (Rastija i sur., 2009.). Polifenoli su sastojci svih
namirnica biljnog podrijetla i njihovih preradevina te su prisutni u svakodnevnoj prehrani. U
vecéim koli¢inama prisutni su u kakau i zelenom ¢aju. Antioksidansi slobodnim radikalima daju
jedan svoj elektron te ih tako neutraliziraju. Slobodni radikali su nestabilni i vrlo reaktivni te
mogu izazvati oksidaciju. Upravo su polifenoli ti koji imaju jaku antioksidacijsku aktivnost
(Subari¢ i sur., 2010.). Mnoga istraZivanja ukazuju na to da polifenoli preveniraju
degenerativne i kardiovaskularne bolesti.

Fenoli, za razliku od polifenola (Slika 1) imaju samo jedan aromaticni prsten s vezanim OH
skupinama, a njihova antioksidativna aktivnost ovisi o strukturi, broju i poziciji hidroksilnih
grupa te o prirodi supstituenta vezanih na prsten. Fenoli su najzastupljenije fitokemikalije
koje imaju znacajnu ulogu u rastu i reprodukciji te Stite od patogena i nametnika

(Balasundram i sur., 2005.). Prirodni fenoli preteino se nalaze u viSim biljkama (liScu,

OH
e

laticama i plodovima).

OH HO l

OH

Slika 1 Struktura fenola i polifenola (Web 3)
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2.2.1. lzvori polifenola

Vecina istrazivanja polifenola iz voéa, radi se na jagodi¢astom i bobi¢astom vocu (kupine,
maline, ribize, brusnice, jagode i dr.) te na njihovim preradevinama kao Sto su vino i sokovi.
Jagodicasto i bobicasto voce bogat je izvor vitamina, vlakna i polifenolnih spojeva.
Istrazivanja su pokazala da vecina njih sadrzi veci udio flavonoida od drugih vrsta voca
(Torronen, 2000.). Bobi¢asto voce tamnije boje sadrzi viSu koncentraciju polifenola od
svjetlijeg voca (Kaur, 2001.). Kao Sto je ve¢ poznato, polifenoli imaju znacajnu
antioksidativnu aktivnost. Koli¢ina polifenola u voéu varira od vrste do vrste, od sorte do

sorte, ali ovisi i o vremenu berbe, o zrelosti, podrijetlu i dr. Sadrzaj polifenola u razli¢itim

namirnicama prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2 Sadrzaj polifenola u razli¢itim namirnicama (Gharras, 2009.)

Izvor Sadrzaj polifenola (mg/kg ili mg/L) Vrsta polifenola
Borovnica 30-160
Ribizla 30-70
Marelica 25-50
Jabuka 20-40
Crno grozde 15-40
Rajcica 2-15
Cherry rajcica 115-200 Flavonoli
Poriluk 30-225
Zuti luk 350-1200
Kelj 300-600
Crni ¢aj 30-45
Zeleni ¢aj 20-35
Crno vino 2-30
Sok od narance 215-685
Sok od grejpa 100-650
Sok od limuna 50-300 Flavoni
Persin 240-1850
Celer 20-140
Sojino brasno 800-1800
Kupina 80-270
Malina 60-100 Hidroksibenzojeva kiselina
Jagoda 20-90
Grah 350-550
Marelica 100-250
Tresnja 50-220
Grejp 30-175 Monomerni flavnoli
Breskva 50-140
Kupina 130
Crni ¢aj 60-500
Crno vino 80-300
Patlidzan 7500
Kupina 1000-4000
Ribizla 250-5000 Antocijani
Crno grozde 300-7500
Tresnja 350-7500
Rabarbara 2000
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2.2.2. Kemijska struktura polifenola

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka razlicitih funkcija. Omogucuju otpornost biljke
na bolesti i Stite osjetljive stanicne dijelove od zracenja. UtjeCu i na rast biljke (Hakkinen,
2000.). Polifenoli ukljuéuju vise od 8000 spojeva razli¢ite strukture (Subari¢ i sur., 2010.).
Najvaznija, a ujedno i najvecéa skupina polifenola su flavonoidi (Mattila i sur., 2006.). Osnovna

struktura flavonoida prikazana je na Slici 2.

Slika 2 Osnovna struktura flavonoida (Rein, 2005.)
(lijevo-flavan jezgra; desno-okso flavonoid jezgra)

Flavonoidi sadrze tri fenolna prstena (A, B i C). Postoji mnogo flavonoida cCiji nastanak
odreduju geni i zrelost biljke te klima i nacin uzgoja. U flavonoide spadaju flavoni, flavanoli,
flavanoni, izoflavoni, flavanoidi, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i
antocijani. Flavonoidi se razlikuju i po kemijskoj strukturi koja ovisi o broju fenolnih prstena i
grupama koje ih povezuju te se dijele na (Naczk i Shahidi, 2006.):

e fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne),

o flavonoide (flavonoli, flavoni, flavanoli, antocijani),

e tanine (kondenzirani i hidrolizirani),

e ostale polifenolne spojeve (lignani, kumarini).

U prirodi se flavonoidi ve¢inom nalaze u obliku glikozida (povezani s molekulama Seéera).

Osim Secera na flavonoide mogu biti vezane i hidroksi i metoksi skupine (Jakobek, 2007.).
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2.2.3. Veza izmedu strukture i antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost flavonoida i njihovih metabolita ovisi o strukturnom rasporedu
funkcionalnih grupa vezanih na glavnu okosnicu flavonoida. Polifenoli predstavljaju glavni
izvor antioksidansa. Antioksidativna aktivnost hrane biljnog podrijetla proizlazi iz zajedni¢kog
djelovanja polifenola, vitamina C i E, terpenoida, karotenoida, Maillardovih komponenta i
minerala u tragovima (Pérez-Jiménez i sur., 2008.). Antioksidativna aktivnost flavonoida ovisi
0 samoj strukturi te postoje tri takve strukture (Slika 3) sa sposobnos$¢u uklanjanja slobodnih

radikala (Subari¢ i sur., 2010.):

(a) (b) ic)

Slika 3 Veza izmedu antioksidativne aktivnosti i strukture flavonoida:
(a) katehol jedinice na B prstenu,
(b) 2,3 dvostruka veza i 4-okso funkcija na C prstenu,
(c) prisustvo hidroksilnih skupina na 3 i 5 poziciji (Kopjar, 2007.)

Na jadinu antioksidativne aktivnosti flavonoida najveci utjecaj ima prostorni raspored
substituenata te konfiguracija i broj hidroksilnih grupa. Hidroksilne grupe omogucuju
hvatanje slobodnih radikala, prema slijedecoj reakciji:

P-OH+R" - F-O" +RH

Heterociklicki dio flavonoida omogucuje antioksidativhu aktivnost zbog slobodnih OH
skupina, a time osigurava konjugaciju izmedu aromatskih prstena. Hvatanje slobodnih
radikala pomoc¢u flavonoida ovisi i o slobodnoj 3-OH grupi tako Sto flavonidi sa slobodnom 3-
OH skupinom i 3°,4"-katehol strukturom imaju i do 10 puta jaéu mogucnost hvatanja

slobodnih radikala (Burda i Oleszek, 2001.). 2-3 dvostruka veza daje jau antioksidativnu
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akitvnost. Tako kvarcetin ima vecu antioksidativnu aktivnost od cijanidina, koji pak zbog
naboja ima vecu aktivnost od katehina. Aglikoni su jaci antioksidansi od glikozida, ali se
biodostupnost ponekad pojacava glukozom (Hollman i sur.,, 1999.). Na antioksidativnu
aktivnost utjece i stupanj polimerizacije te ona raste s povecanjem stupnja polimerizacije

(Vennatisur., 1994.).

2.3. ANTOCIJANI

Antocijani dolaze od grcke rije¢i anthos (cvijeée) i kyanos (plav). To je grupa od oko 500
razli€itih spojeva crvene, ljubicaste i plave boje. Prisutni su u mnogim biljkama, a narocito u
vocu (Tablica 3). Antocijani spadaju u flavonoide, koji su podgrupa polifenola. Postoji Sest
osnovnih antocijanidina: cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin i malvidin, a
vezanjem Secera na ove osnovne antocijanidine nastaju molekule antocijana (Slika 4). Jedni
su od najvaznijih biljnih pigmenata koji su topljivi u vodi. Odgovorni su za boju cvjetova i
plodova biljaka (Cuji¢ i sur, 2013.). Utje€u na senzoriku proizvoda i pozitivno djeluju na

zdravlje (kardioprotektivan ucinak) (Pascual i sur., 2008.).

T
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Slika 4 Opca struktura antocijana (Delgado-Vargas i sur, 2000.)
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Tablica 3 Zastupljenost antocijana u voc¢u (Pascual i sur., 2010.)

VOCE ZASTUPLJENOST ANTOCIJANA
(mg/100 g svjeze mase)
Jabuka 0-60
Borovnica 300-698
Crni ribiz 130-476
Kupina 82,5-325,9
Visnja 2-450
Aronija 410-1480
Brusnica 67-140
Kruska 5-10
Sljiva 2-25
Malina 20-687
Crveno grozde 30-750
Jagoda 19-55

2.3.1. Struktura antocijana

Antocijani spadaju u flavonoidnu grupu polifenola. Imaju tipi¢an kostur flavonoida

(C6C3Cg). Antocijani su derivati flavilium kationa (Slika 4).

Slika 5 Flavilium kation (Rein, 2005.)

razgraduju do Secera i svog aglikonskog oblika:

Glavni dio antocijana je aglikon (Slika 6). Aglikoni se nazivaju antocijanidini, a obi¢no su

penta (3,5,7,3°,4°) ili heksa substituirani (3,5,7,3°,4°,5°). Kiselom hidrolizom antocijani se

ANTOCIJAN - ANTOCIANIDIN + SECER
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Danas su poznata 22 razli¢ita antocijanidina, a samo ih je 6 znacajno za hranu (Francis,

1989.), a to su: pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, malvidin i petunidin. Oni se

medusobno razlikuju po broju hidroksilnih i metoksilnih grupa na B prstenu flavilium kationa.

2005.). Najcesce vezani Seceri na antocijane su monosaharidi (glukoza, ramnoza, galaktoza,

arabinoza i ksiloza) te disaharidi i trisaharidi (rutinoza, soforoza, sambubioza i glukorutinoza).

Priroda Secera i njihova pozicija na kosturu aglikona je vazan strukturni faktor te ima utjecaj

na boju pigmenata (Gould i sur, 2009.).

Antocijani mogu biti i acilirani tako da se na antocijanin glikozil jedinicu, preko esterskih

veza vezu organske kiseline kao $to su aromatske fenolne kiseline (derivati hidroksicinamicke

kiseline i hidroksibenzojeve kiseline (npr. galna kiselina)) te alifatske dikarboksilne kiseline

(maloninska kiselina, octena kiselina, mali¢na kiselina, sukcininska kiselina i oksalna kiselina)

ili njihova kombinacija (Francis, 1989.).

2.3.2. Stabilnost boje antocijana

Na stabilnost antocijana utjecu razliciti faktori:

Struktura i koncentracija,
pH,

temperatura,

kisik i svjetlost,

enzimi,

10
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e askorbinska kiselina,
e Seceri,

e kopigmentacija.

Utjecaj strukture. Glikozilne jedinice i acilne grupe vezane za aglikon imaju utjecaj na
stabilnost i reaktivnost antocijana. Takoder, broj i mjesto hidroksilnih i metoksilnih grupa na
aglikonu utje¢u na molekulu pigmenta. Boja antocijana se mijenja od ruzi¢aste prema plavoj
kako se broj hidroksilnih skupina povec¢ava (Mazza i Brouillard, 1987.). Povisena hidroksilacija
i glikolizacija aglikona stabiliziraju antocijanidin, a povecanjem metilacije hidroksilnih skupina
smanjuje se stabilnost antocijana (Dao i sur., 1998.). Povecanje broja glukoznih jedinca
uzrokuje stvaranje pigmenata Zute boje. Male razlike u strukturi imaju veliki utjecaj na boju

antocijanina (Giusti i sur., 1999.).

Utjecaj pH. Antocijani su stabilniji u kiseloj sredini, na niskim pH vrijednostima nego u
alkalnim otopinama s visokim pH vrijednostima. Pokazuju veliku raznolikost boja u pH
rasponu od 1-14 (Brouillard, 1982.; von Elbe i Schwartz , 1996.). U vodenim otopinama
antocijani postoje u Cetiri oblika :

e Flavlium kation,

e Kinoidalna baza,

e Karbinol ili pseudobaza,

e Halkon.

Tablica 4 Ovisnost strukture i boje antocijana o pH (Katalini¢, 2006.)

pH <2 Antocijan kation (crvena)

pH 2-4,5 Kation+leukobaza (crvena+bezbojna)
pH 4,5 Leukobaza

pH 4,5-8 Antocijan kao hidrobaza (ljubicasta)

pH 8-10 Antocijan kao anion hidrobaze (plava)
pH >10 Halkon (Zuta)

11
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U vrlo kiselom mediju (pH 0-3), flavilium kation je crvene boje, a pri pH 4-5 boja flavilium
kationa prelazi u bezbojni karbinolni oblik. Karbinolni oblik gubi konjugirane dvostruke veze
izmedu A i B prstena i ne apsorbira vidljivu svjetlost (Brouillard, 1982.). U luZnatim
otopinama flavilium kation prelazi od plavih pa sve do Zutih tonova. Promjene boje ovisno o

pH prikazuje Tablica 4.

Utjecaj temperature. Brzina degradacije antocijana se povecava s porastom temperature
(Maccarone i sur., 1985.). Temperaturni porast u pH intervalu 2-4 uzrokuje gubitak
glikozidnih jedinica antocijana, hidrolizom glikozidne veze (Adams, 1973.). To dovodi do
daljnjeg gubitka boje, s obzirom da su aglikoni manje stabilni od svojih glikozidnih oblika.
Stvaranje halkona je prvi korak tijekom termicke degradacije. Termicka degradacija dovodi

do smedih proizvoda, posebno u prisutnosti kisika.

Utjecaj kisika. Kisik pojacava ucinak ostalih procesa degradacije antocijana, a Stetno
djeluje tako da uzrokuje oksidaciju sto dovodi do obezbojenja ili smedenja proizvoda
(Jackman i sur., 1987.). Antocijani reagiraju s peroksi radikalima, gdje antocijani djeluju kao
antioksidansi. To djelovanje se pripisuje kao glavni atribut djelovanja antocijana protiv

kardiovaskularnih bolesti.

Utjecaj svjetlosti. 1zlaganje svjetlu ima jako velik uéinak na veéinu flavonoida. Svjetlost je

neophodna za biosintezu antocijana, ali i ubrzava njihovu razgradnju (Cuji¢, 2013.).

Utjecaj enzima. Inaktivacija enzima poboljSava stabilnost antocijana. Naj¢es¢i enzimi su
glikozidaze. Oni cijepaju kovalentnu vezu izmedu glikozilnih jedinica i aglikona, Sto dovodi do
vrlo nestabilnog antocijanidina (Huang, 1955.; Huang, 1956.). Cesti enzimi su i peroksidaze i
fenolaze (fenol oksidaze i polifenoln oksidaza). Ti enzimi su prirodno prisutni u vodu.
Fenolaza moze direktno oksidirati antocijane, ali je ¢es¢i mehanizam kada je na pocetku

substrat neka druga fenolna komponenta.

Utjecaj askorbinske kiseline. Obogacivanje prirodnih sokova askorbinskom kiselinom
Cesta je metoda zastite od oksidacije. Ujedno ona i obogacuje nutritivnu vrijednost sokova.

Askorbinska kiselina mozZe ubrzati razgradnju antocijana zbog polimerizacije pigmenata sto
12
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uzrokuje obezbojenje. Stabilnost aciliranih antocijana raste u prisutnosti askorbinske kiseline

(Poei-Langston i Wrolstad, 1981.)

Utjecaj Secera. Seceri su prirodno prisutni u vocu, a tijekom proizvodnje hrane &esto se
dodaju razli¢itim proizvodima, isto tako i u sokove. Seceri smanjuju stabilnost antocijana.
Reakcijom izmedu antocijana i degradacijskih produkata Sedera i askorbinske kiseline,
nastaju smedi pigmenti (Krifi i sur., 2000.). Saharoza Stiti antocijane od razgradnje te
sprjeCava posmedivanje i polimerizaciju (Wrolstad i sur., 1990.). Smanjenje aktiviteta vode

dodatkom Secera, smanjuje degradaciju antocijana (De Ancos i sur., 1999.).

Utjecaj kopigmenata. Kopigmenti su spojevi bogati elektronima te se vezu s antocijanima.
Povezuju¢i se sa flavilium ionima stabiliziraju ih. Kopigmentacija moZe biti prirodno
pomagalo za poboljSanje boje prehrambenih proizvoda bogatih antocijanima. Boja tih
proizvoda moze biti stabilizirana i poboljSana dodavanjem razli¢itih biljnih ekstrakata bogatih
kopigmentima (Rein, 2005.). Najznacajniji mehanizmi kopigmentacije su formiranje
intermolekularnih i intramolekularnih kompleksa te povezivanje i stvaranje metalnih

kompleksa.

2.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Antioksidansi su tvari koje mogu odgoditi, zaustaviti ili sprijeéiti kvarenje hrane kao
posljedicu oksidacije (Gordon, 2001.). Antioksidansi su molekule koje doniraju slobodan
elektron ili vodikove atome slobodnim radikalima. Nekoliko istrazivanja je pokazalo da
sadrZaj antocijana u vocu, koji posjeduju antioksidativhu aktivnost, doprinose zastitnom
ucinku protiv degenerativnih i kroni¢nih bolesti. Antioksidativna aktivnost ovisi o strukturnim
svojstvima antioksidansa, ali i o (Heinonen i sur., 1998.):

e temperaturi,

e svijetlosti,

e tipu supstrata,

e fizikalnom stanju sustava.

13
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Antioksidansi mogu inhibirati ili usporiti oksidaciju na dva nacina te se dijele na primarne i
sekundarne. Primarni su fenolne tvari koje zaustavljaju oksidaciju direktnim uklanjanjem
slobodnih radikala, a sekundarni su oni koji uklju€uju indirektno uklanjanje slobodnih
radikala. Zaustavljanje oksidacije je bitno za prehrambeni proizvod, te se to mozZe uciniti
uklanjanjem kisika, upotrebom niskih temperatura, inaktivacijom enzima koji kataliziraju

oksidaciju, upotrebom prikladne ambalaze i inhibitora (aditivi) (Gordon, 2001.).

2.5. SECERI

2.5.1.Trehaloza

Trehaloza je disaharid kojeg cine dvije molekule D-glukoze povezane a-1,1 glikozidnom
vezom (Choi i sur., 2006.). Jedan je od najstabilnijih Secera, molekulske formule C;,H,,011
(Slika 7). Trehalozu sadrze razlicite biljke poput alga, gljivica, kvasaca, bakterija, ali i kukci i
drugi nekraljeznjaci (Babi¢, 2007.). Kod kukaca je glavni Secer u cirkulacijskom sustavu te
rezerva kod njihovih jajasca i liCinka. Trehaloza je nereducirajuéi Secer. U odnosu na druge
Seéere, trehaloza je vrlo stabilna u Sirokom rasponu pH vrijednosti, ali i kod razli¢itih
temperatura. lzraz trehaloza odnosi se na a,a-trehalozu (Kopjar, 2007.). Trehaloza pozitivno
djeluje na prehrambene (u proizvodnji pi¢a, smrznute hrane i konditorskih proizvoda),
biotehnoloske (ocCuvanje bakterija i kvasaca) i medicinske proizvode, a koristi se i u

kozmetickoj industriji (Van Dijak i sur., 1995.).

CH,OH H OH
o)
H H H H
OH H
HO o) § OH
O
H OH H

Slika 7 Kemijska formula trehaloze (Web 4)
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2.5.2. Maltoza

Maltoza (Slika 8) je disaharid sastavljen od jedinica glukoze povezanih 1,4-glikozidnim

vezama. Nastaje hidrolitickom razgradnjom Skroba pomocu enzima amilaze. Molekulska

formula je C15H»,011. Glavni je sastojak isklijalog je¢ma koji se koristi u proizvodnji piva, a

vrlo je vazan i lako probavljiv dijetalni proizvod (Web 5).

OH OH

OH 0~ \OH
HO OH

OH OH

Slika 8 Kemijska formula maltoze (Web 5)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ZADATAK

U ovom radu zadatak je bio:

- Ispitati utjecaj dodataka Secera (trehaloze i maltoze) u sok visnje na:

udio fenola,
e udio flavonoida,
e udio antocijana,
e polimernu boju,
e antioksidativnu aktivnost.
- Utvrditi promjene navedenih parametara tijekom skladiStenja od 7 mjeseci na sobnoj

temperaturi.

Ispitivanje se radilo nakon pripreme i nakon skladistenja uzoraka 7 mjeseci na sobnoj
temperaturi. Ispitivani uzorci soka s dodatkom trehaloze ili maltoze usporedivani su sa

sokom bez dodataka (kontrolni uzorak) (Slika 9).

3.2. MATERUALI

Visnja je nabavljena na lokalnoj trznici u Osijeku i ¢uvana na -20 °C do pripreme uzorka.
Kalij klorid, natrij acetat, klorovodi¢na kiselina, metanol, natrij karbonat, natrij bisulfit, Folin-
Ciocalteu reagens su nabavljeni od proizvodaca Kemika (Zagreb). Trolox je nabavljen od
proizvodaca Sigma (Njemacka). 2,2'- azinobis (3-etilbenztiozolin-sulfonska kiselina) (ABTS) i
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) su nabavljeni od proizvodaca Fluka (Njemacka). 2,4,6,-tri(2-
piridil)-s-triazin (TPTZ) nabavljen je od proizvodac¢a Sigma, Njemacka. Seceri, trehaloza i

maltoza, nabavljeni su od tvrtke Hayashibara co, Japan.
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3.3. PRIPREMA SOKA

Uzorci na kojima je radeno ispitivanje, su otopine:
e sok (visnja) — kontrolni uzorak
e sok T (sok + trehaloza)

e sok M (sok + maltoza)

\%

J
?

=
*
=

Slika 9 Shematski prikaz rada
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3.4. METODE

3.4.1. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su Folin-Ciocalteu-ovom metodom, a rezultat se preracuna iz
kalibracijske krivulje galne kiseline. Ukupan sadrzaj fenola izrazava se u gramima ekvivalenta
galne kiseline (GAE)/L uzorka.

Postupak. Otpipetira se u epruvetu 0,2 mL uzorka, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-
Ciocalteu reagensa i 8 mL otopine natrij karbonata. Dobro se promucka i ostavi stajati 2 sata
na sobnoj temperaturi, u tami. Nakon Sto uzorak odstoji mjeri se apsorbancija pomocu
spektrofotometra pri 765 nm. Radi se i slijepa proba kod koje se umjesto uzorka koristi

destilirana voda. Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.4.2. Odredivanje udjela flavonoida

Udio flavonoida odredena je primjenom AICl; kao reagensa spektrofotometrijskom
metodom.

Postupak. Otopina se priprema mijesanjem odredenog volumena uzorka (0,5 mL), 4 mL
deionizirane vode i 0,3 mL 5% NaNO,. Nakon 5 min doda se 1,5 mL 2% AICls, nakon 5 min jos
2 mL 1 mol/L NaOH i deionizirane vode do 10 mL. Apsorbanca se mjeri na A=510 nm, u
odnosu na deioniziranu vodu kao slijepu probu. Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje

katehina. Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.4.3. Odredivanje udjela antocijana

Udio antocijana odreduje se metodom po Giusti i Wrolstadu. Primjenjuje se pH-
diferencijalna metoda, koja se zasniva na strukturnoj transformaciji antocijana pri promjeni

pH. Time se mijenja i spektar apsorpcije. Mjerenja su provedena u tri paralele.
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Postupak.

kivete
+
uzorak

2,8 mL pufera 2,8 ml pufera
— -
(PH1) (pH 4,5)

u—liv

stajanje 15 minuta

|

mjerenje apsorbancije pri 513 i 700 nm

SadrZaj antocijana se racuna prema:

c (antocijana) (mg/kg) = (Ax M x FR x 1000) / € x |
gdje je:

A - apsorbanca uzorka, koja se izra¢unava prema izrazu:
A =(A513- A700)pH 1 - (A513 - A700)pH 4,5

M - 449,2

FR - faktor razrjedenja

€ - molarna absorptivnost, 26 900

| - duljina kivete, 1 cm

(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana odnosno za cijanidin-3-glukozid).

3.4.4. Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana pratiti se oCitanjem apsorbancije u uzorcima tretiranim bisulfitom,
a oni zajedno tvore bezbojan kompleks (Slika 10). Nastala boja kompleksa antocijani/tanini,
je otporna na djelovanje bisulfita. Apsorbancija uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm

predstavlja stupanj posmedivanja. Gustoca boje se definira kao suma apsorbanci na 420 nm i
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Avis-max. Omjer izmedu polimerne boje i gustoée boje se koristi kao postotak boje koja je

nastala polimerizacijom sastojaka.

OCHs,

Z OH

|
‘ il
e, AN~~0CH,

| O—glukoza

Slika 10 Kompleks izmedu antocijana i bisulfita

Postupak. Otpipetira se 2,8 mL uzorka u dvije kivete. U jednu se doda 0,2 mL vode, a u
drugu 0,2 mlL otopine bisulfita. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu

spektrofotometra mjerena apsorbanca pri valnim duljinama od 420 nm, 513 nm i 700 nm.

Izra¢un gustoce boje kontrolnog uzorka (uzorak tretiran vodom):

Gustoca boje = [(A420 nm—A700nm) + (A513 nm — A700 nm)] x FR

Izra¢un polimerne boje uzorka (uzorak tretiran bisulfitom):

Polimerna boja = [(A420 nm — A700 nm) + (A513 nm — A700 nm)] x FR

Izracun postotka polimerne boje:
Postotak polimerne boje = (polimerna boja/gustoca boje) x100
3.4.5. Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Glavni mehanizam djelovanja antioksidanasa je uklanjanje slobodnih radikala, dajuéi im
po jedan svoj elektron. Postoji nekoliko metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti, a

najpoznatije su DPPH, ABTS i FRAP metode.
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DPPH metoda

Jedna od najrazvijenijih metoda za odredivanje antioksidativne aktivnosti. Temelji se na
uklanjanju sintetskih radikala DPPH" u metalnoj otopini te mjerenju apsorbancije pri 517 nm.
Zbog reakcije sa slobodnim radikalima dolazi do smanjenja apsorbancije, kao Sto je prikazano

reakcijama (1) i (2).

DPPH + AH - DPPH-H + A’ (1)
DPPH’ + R" - DPPH-R (2)
Postupak. Otpipetira se 0,2 mL uzorka kojem se doda 3 mL DPPH otopine. Uzorak se
dobro promijesa i ostavi se stajati 15 minuta. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 517 nm.
Antioksidativna aktivnost izraCunava se iz kalibracijske krivulje uz trolox kao standard.

Mjerenja su provedena u tri paralele.

ABTS metoda

Metoda se temelji na raspadu radikal kationa ABTS*. On nastaje oksidacijom 2,2'-
azinobis(3- etilbenzotizilin-6-sulfonske kiseline) djelovanjem fenolnih tvari te uz prisutstvo H*
iona, prelazi u neobojeni oblik.

Postupak. Otpipetira se 0,2 mL uzorka i 3,2 mL otopine ABTS te se promijesSa. Ostavi se
stajati 1 sat i 35 minuta u mraku. Na kraju se mjeri apsorbancija pri 734 nm.
Antioksidativna aktivnost izracunava se iz kalibracijske krivulje uz trolox kao standard.

Mjerenja su provedena u tri paralele.

FRAP metoda

Metoda se temelji na redukciji Fe®" (feri) do Fe®" (fero) iona u prisutnosti antioksidansa.
Fe®* uz prisutnost TPZT reagensa prelazi u obojeni kompleks.

Postupak. Otpipetira se 0,2 mL uzorka i 3 mL FRAP otopine. Promijesa se i ostavi stajati 30
minuta. Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm.
Antioksidativna aktivnost se isto izraéunava iz kalibracijske krivulje uz trolox kao standard.

Mjerenja su provedena u tri paralele.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Namirnice bogate polifenolnim tvarima od izrazitog su znacaja za ljudsko zdravlje,
prvobitno zbog antioksidativnog djelovanja, ali i zbog antimikrobnog, antialergijskog,
protuupalnog i antikancerogenog ucinka. Upravo tim spojevima bogata je viSnja, ali i njezine
preradevine kao Sto je sok visnje.

U ovom radu ispituje se utjecaj Secera trehaloze i maltoze u soku viSnje na udio fenola,
flavonoida, antocijana te na polimernu boju i antioksidativhu aktivnost. Antioksidativna
aktivnost mjerena je pomodéu vise metoda (DPPH, ABTS i FRAP). Dobiveni rezultati
usporedivani su s kontrolnim uzorkom odnosno sa cistim sokom viSnje. Sva mjerenja
obavljena su nakon pripreme uzorka i nakon skladistenja uzorka na sobnoj temperaturi, 7

mjeseci.

4.1. Udio fenola, flavonoida, antocijana i postotak polimerne boje

U Tablici 5 prikazan je udio ukupnih fenola, flavonoida, antocijana te polimerna boja
sokova od visnje sa dodatkom Secera, trehaloze ili maltoze. Udio fenola u kontrolnom uzorku
nakon pripreme bio je najmaniji i iznosio je 1222,33 ug GAE/mL. Nakon pripreme udio fenola
je priblizno slican nakon dodatka trehaloze i maltoze, ali je taj udio ipak nesto veci kod soka s
dodanom trehalozom te iznosi 1483,67 ug GAE/mL. Kod dodane maltoze nakon pripreme,
udio fenola iznosio je 1434,13 pg GAE/mL. Tijekom skladistenja od 7 mjeseci na sobnoj
temperaturi, udio fenola se znatno smanjio. SkladiStenjem kontrolni uzorak ima najvise
fenola (937,72 ug GAE/mL), a sok u kojeg je dodana trehaloza ima najmaniji udio fenola koji
iznosi 508,11 pug GAE/mL. Uz dodatak maltoze nakon skladistenja udio fenola iznosi 514,63
ug GAE/mL.

Udio flavonoida u kontrolnom uzorku nakon pripreme iznosio je 462,95 ug CE/mL. Nakon
pripreme udio flavonoida u uzorcima s dodatkom trehaloze i maltoze, je bio manji u odnosu
na kontrolni uzorak (430,97 i 442,15 pug CE/mL). Nakon skladiStenja od 7 mjeseci na sobnoj

temperaturi, udio flavonoida se je znatno smanjio u kontrolnom uzorku, 364,52 ug CE/mL, a
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neznatno u uzorku s dodatkom trehaloze. U uzorku s dodatkom maltoze, udio flavonoida se

je povecao, 506,20 ug CE/mL, sto je vjerojatno posljedica degradacije fenolnih spojeva.

Tablica 5 Udio ukupnih fenola, flavonoida i antocijana te polimerna boja sokova od viSnje sa

dodatkom Secera

Uzorci Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Antocijani Polimerna boja
(ug GAE/mL) (ug CE/mL) (ug/mL) (%)

Nakon pripreme

Sok 1222,33 + 53,06 462,95 £ 21,16 141,14 +4,71 35,76 £ 0,56

Sok+T 1483,67 + 46,33 430,97 + 21,60 140,91 +6,91 35,02 +0,55

Sok + M 1434,13 + 18,11 442,15 £ 29,28 140,06 + 7,00 35,05+0,94

Nakon skladistenja

Sok 937,72 £7,99 364,52 +£17,07 8,71+0,27 74,09 £ 0,30

Sok+T 508,11 + 32,57 422,96 +5,11 18,46 £ 2,90 73,05+1,44

Sok + M 514,63 + 36,18 506,20 * 56,97 18,34+ 7,40 70,72 £0,79

T —trehaloza; M — maltoza

Udio antocijana u svim uzorcima nakon pripreme iznosi je oko 140 pg/mL. Udio

antocijana u kontrolnom uzorku znatno se smanjio nakon skladistenja od 7 mjeseci na

sobnoj temperaturi. Kontrolni uzorak, odnosno Cisti sok imao je najmanji udio antocijana,

8,17 ug/mL. Uzorci s dodatkom trehaloze i maltoze imali su znatno vedi udio antocijana u

odnosu na kontrolni uzorak, 18,46 pug/mLi 18,34 pug/mL.

Udio polimerne boje u uzorcima nakon pripreme iznosio je oko 35%. Udio polimerne boje

se povecava skladiStenjem uzoraka. Tako se taj udio duplo poveéao skladistenjem soka

tijekom 7 mjeseci na sobnoj temperaturi. Najveéi postotak polimerne boje ima Ccisti sok

(kontrolni uzorak) te je iznosio 74,09%. Dodatkom trehaloze taj se udio malo smanjio i

iznosio je 73,05%. U soku s dodatkom maltoze udio polimerne boje je najmanji te je iznosio

70,72%.
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4.2. Antioksidativna aktivnost

Dokazano je da postoji pozitivha povezanost izmedu unosa voda i povréa i smanjenog
broja sr€anih bolesti, tumora i drugih degenerativnih bolesti kao i usporavanja starenja. S
povecanjem eksperimentalnih podataka koji pokazuju pozitivne efekte antioksidanasa,
njihova vaznost poprima novu pozornost. Polifenoli, ispitivani u ovom radu, dobar su izvor

antioksidanasa.

Tablica 6 Antioksidativna aktivnost (mmol TE/100 mL) sokova od visnje s dodatkom Secera

Uzorci ABTS DPPH FRAP
Nakon pripreme

Sok 12,62 £ 0,20 4,25+0,10 9,12+0,13
Sok+T 12,14 £ 0,53 4,83 + 0,02 8,71+0,48
Sok + M 12,48 £ 0,31 3,99+0,23 8,70+ 0,15
Nakon skladistenja

Sok 7,46 £ 0,28 3,08 £0,05 4,89+ 0,14
Sok+T 10,87 £ 0,46 4,09 £ 0,06 7,34 £ 0,07
Sok + M 11,73 +£0,29 3,71+0,09 7,43+0,14

Tablica 6 prikazuje rezultate antioksidativne aktivnosti u razli¢itim uzorcima soka od
viSnje dobivene pomodu tri razli¢éite metode (ABTS, DPPH, FRAP). Rezultati antioksidativne
aktivnosti su izrazeni preko trolox-a kao standarda.

Mjerenjem antioksidativne aktivnosti nakon pripreme najvece vrijednosti su dobivene
ABTS metodom. Nakon pripreme uzoraka, antioksidativna aktivnost izmjerena ABTS
metodom u svim uzorcima iznosila je oko 12,3 umol TE/100 mL. Rezultati dobiveni DPPH
metodom su najmanji pa je tako vrijednost antioksidativne aktivnosti za kontrolni uzorak
iznosila 4,25 pmol TE/100 mL, a za sok s trehalozom iznosi 4,83 umol TE/100 mL. Kod DPPH

metode antioksidativna aktivnost za sok u kojeg je dodana maltoza iznosila je 3,99 umol
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TE/100 mL. FRAP metodom antioksidativna aktivnost kontrolnog uzorka je najveda i iznosi
9,12 umol TE/100 mL, a kod soka s trehalozom i maltozom pokazuje manje vrijednosti, oko
8,71 umol TE/100 mL.

Mjerenja obavljena nakon Sto je uzorak bio skladisten 7 mjeseci na sobnoj temperaturi
pokazuju obrnute rezultate naspram mjerenja obavljenih nakon pripreme uzoraka. Naime,
kontrolni uzorci sada imaju manju vrijednost antioksidativne aktivnosti nego uzorci s
dodanim Sec¢erom. ABTS metodom odredeno je da antioksidativna aktivnost kontrolnog
uzorka iznosi 7,46 umol TE/100 mL Sto je puno manje od vrijednosti dobivene mjerenjem
antioksidativne vrijednosti soka u koji je dodan Secer. Dodatkom trehaloze u sok, vrijednost
antioksidativne aktivnosti iznosila je 10,87 umol TE/100 mL, a dodatkom maltoze 11,73 pumol
TE/100 mL. NesSto manji rezultati dobiveni su FRAP metodom gdje se vrijednost
antioksidativne aktivnosti poveéava dodatkom Secera u uzorak te tako iznosi kod kontrolnog
uzorka 4,89 umol TE/100 mL, kod uzorka s trehalozom 7,34 umol TE/100 mL, a kod uzorka s
dodanom maltozom 7,43 pumol TE/100 mL. Najmanje vrijednosti dobivene su DPPH
metodom gdje je antioksidativna aktivnost za kontrolni uzorak 3,08 umol TE/100 mL. Vece
vrijednosti antioksidativne aktivnosti imaju sokovi s dodanim Seéerima pa tako vrijednost
antioksidativne aktivnosti uzorka s dodanom trehalozom iznosi 4,09 umol TE/100 mL, a kod

uzorka s dodanom maltozom iznosi 3,71 umol TE/100 mL.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitivan je utjecaj dodatka Secera trehaloze i maltoze u sok visnje na udio

fenola, flavonoida, antocijana te polimernu boju i antioksidativnu aktivnost. Antioksidativna

aktivnost mjerena je pomocu tri metode (ABTS, DPPH i FRAP). Mjerenja su odredena u soku

nakon pripreme te u soku koji je skladisten 7 mjeseci na sobnoj temperaturi. Tim paralelnim

ispitivanjem, usporedivani su dobiveni rezultati te je omoguceno pradenje djelovanja

dodanih Seéera u sok prije i nakon skladistenja, na sve navedene parametre.

Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti sljedece:

Dodatkom Seéera (trehaloze i maltoze) u sok od visnje udio fenolnih spojeva
povecdao se odmah nakon pripreme uzoraka. Tijekom skladistenja doslo je do
smanjenja udjela fenola, s time da je najmanje smanjenje utvrdeno u kontrolnom
uzorku.

Nakon pripreme uzoraka udio antocijana u svim uzorcima je bio isti. lako se udio
antocijana smanjuje nakon stajanja kroz odredeno vrijeme, trehaloza i maltoza
pospjesuju oCuvanje odredenog udjela antocijana.

Antioksidativna aktivnost mjerena ABTS metodom, nakon pripreme uzorka se
smanjila dodatkom Secera. Istim mjerenjem se antioksidativna aktivnost smanijila i
nakon skladiStenja uzoraka tijekom 7 mjeseci na sobnoj temperaturi, ali uzorci s
dodatkom Seéera imaju vece vrijednosti antioksidativne aktivnosti.

FRAP metodom, antioksidativna aktivnost se smanjuje dodatkom trehaloze i maltoze
u ispitivani uzorak soka, nakon pripreme. Nakon skladistenja uzorka, vrijednost
antioksidativne aktivnosti je vec¢a u uzorcima s dodatkom Secera.

Primjenom DPPH metode, dobiven je drugadiji trend u odnosu na ABTS i FRAP
metode. Antioksidativna aktivhost mjerena DPPH metodom nakon pripreme uzoraka
je bila najvisa u uzorku s dodatkom trehaloze. Nakon skladistenja uzorci s dodatkom

Seéera imali su veée vrijednosti antioksidativne aktivnosti.
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