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1. UVOD

Zbog porasta svijesti potrosaca o utjecaju prehrambenih proizvoda na zdravlje, u posljednje se
vrijeme sve viSe paznje posvecuje ispitivanju bioaktivnih sastojaka razli¢itih biljnih sirovina
te mogucnosti njihove upotrebe za obogacivanje i proizvodnju funkcionalnih prehrambenih
proizvoda. Rezultati novijih znanstvenih istrazivanja pobudili su velik interes znanstvenika za
ispitivanjem utjecaja obogacivanja prehrambenih proizvoda, posebice Cokolada razli¢itim
visokovrijednim sastojcima i sirovinama kao $to su zeleni ¢aj, ljekovite biljne vrste, suSeno
voée i mnogi drugi (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2012, 2015; Komes i sur., 2013). Cokolada je
visokovrijedna namirnica koja osim osnovnih hranjivih sastojaka sadrzi i niz bioaktivnih
sastojaka, za koje je dokazan pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Medutim, zbog velikog
izbora razli¢itih ¢okoladnih proizvoda na trziStu te sve veéih zahtjeva potrosaca za
proizvodima sa smanjenim udjelom Secera ili bez Secera, sve se viSe paznje posvecuje
proizvodnji ¢okolada s prirodnim sladilima kao zamjenama za saharozu a koje uz sladak okus,
djeluju i kao izvori funkcionalnih, bioaktivnih sastojaka (Bels¢ak-Cvitanovié i sur., 2015).

U ovom radu ispitana je mogucnost primjene longana (Dimocarpus longan) i lychee-ja (Litchi
chinensis), kao sirovina za proizvodnju inovativnih, funkcionalnih ¢okolada. Budu¢i da se
radi o egzotiénom vocu ¢ija konzumacija jo§ nije u vecoj mjeri prisutna U Hrvatskoj, cilj
ovoga rada bio je karakterizirati bioaktivna svojstva, odn. udjel polifenolnih spojeva,
antioksidacijski kapacitet i senzorska svojstva svjezeg i suhog longana i lychee-ja te tako
dobivene sastojke implementirati u proizvodnju cokoladnih pralina. S obzirom da su
dominantni polifenolni spojevi longana i lychee-ja flavan-3-oli i procijanidini, a ove biljne
vrste imaju i atraktivne senzorske karakteristike, u ekstraktima svjezih i suhih uzoraka
odreden je udjel flavan-3-ola reakcijom s vanilinom, procijanidina metodom po Bate-Smithu,
dok je za Kkarakterizacijsu senzorskih svojstava primijenjena tehnika kvantitativne
deskriptivne analize.

Nakon utvrdivanja suSenih uzoraka najboljih bioaktivnih 1 senzorskih svojstava, uzorci
longana i lychee-ja (svjezi ili suhi) koristeni su u proizvodnji ¢okoladnih pralina, te su
pralinama nakon proizvodnje ponovno odredeni isti bioaktivni i senzorski parametri (udjel
ukupnih polifenola, flavan-3-ola, procijanidina, antioksidacijski kapacitet, senzorska
svojstva), kako bi se utvrdio ucinak obogacenja Cistih, kontronih pralina bioaktivnim

sastojcima longana i lychee-ja.



2. TEORIJSKI DIO

1.1  Cokolada i funkcionalni ¢okoladni proizvodi

Prema statistiCkim podacima iz 2006. godine, godis$nja potrosnja ¢okolade u centralnoj Europi
iznosila je oko 10 kilograma po stanovniku. Taj podatak nije se zna¢ajno mijenjao U
posljednjih 10 godina, ali je zabiljezen Kkontinuirani porast zainteresiranosti potroSaca za
tamnu Cokoladu i druge ¢okoladne proizvode koji ne ukljuc¢uju mlije¢ne dijelove, a sadrze
visok udio kakaovih dijelova. U 2006. godini, udjel tamne cokolade na njemackom trzistu
konditorskih proizvoda iznosio je oko 15%, a u samo godinu dana, od 2006. godine do 2007.
godine, zainteresiranost za tamnu ¢okoladu se povecala na 23%. Naime, promjene na trzistu
konditorskih proizvoda obiljezene su zahtjevima potrosata koji ukljuuju specifi¢na
senzorska svojstva, prakti¢nost te pozitivne zdravstvene u¢inke proizvoda. Osim toga, velika
je paznja posvecena rjeSavanju etickih i1 ekoloskih problema prilikom proizvodnje. Zbog
navedenih zahtjeva, raste proizvodnja premium ¢okolada, ukljuc¢ujuéi organske te Fairtrade
cokolade. Takoder je povecana potraznja za ¢okoladama smanjenog udjela Secera, kao i za
tamnom ¢okoladom te proizvodima visokog udjela kakaovih dijelova.

Popularnost ¢okolade, osim jedinstvenih senzorskih svojstava pripisuje se osjecaju
zadovoljstva i drugih emocionalnih promjena prilikom konzumiranja tog proizvoda.
Literaturni podaci navode da se ¢cokolada povezuje s osjec¢ajem srece te djeluje kao stimulans,
relaksira i moze djelovati kao antidepresiv. Konzumacija mlije¢ne ¢okolade koja sadrzi manji
udio kakaovih dijelova utjece na negativno raspolozenje kod ljudi, ali je jo§ veci utjecaj na
raspolozenje postignut konzumacijom ¢okolada koje sadrze 85% ili 99% kakaovih dijelova.
Razlozi za ovakav utjecaj cokolade na psiholosko stanje pripisuju se kompleksnom
bioaktivnom sastavu Cokolade, posebice prisutnosti psihoaktivnih sastojaka kakaovca kao Sto
su metilksantini, biogeni amini (tiramin i feniletilamin), N-aciletanolamini te neuropeptidi
(galanin i neuropeptid Y) (Thamke i sur., 2008; Hurst i sur., 1982; Sabelli i Javaid, 1995)

1.1.1 Funkcionalne cokolade

lako cokolada u svom sastavu sadrzi visok udjel prirodno prisutnih polifenolnih
antioksidansa, razvijen je interes za dodatnim obogacivanjem razli¢itim dodacima. Potraznja
za takvim funkcionalnim ¢okoladama sve viSe raste $to rezultira sve vecim trziStem takvih
proizvoda. Postoje neograni¢ene mogucnosti prilikom osmiSljavanja novih funkcionalnih
cokolada, ali je u zadnje vrijeme najvise zastupljen trend proizvodnje funkcionalnih ¢okolada

sa senzorskim svojstvima jednakim konvencionalnim ¢okoladama. Razvoj takvih ¢okoladnih
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proizvoda predstavlja velik izazov, budu¢i da se Cesto radi o proizvodima sa smanjenim
udjelom Secera i masti. Zbog sve veéeg interesa potrosaca i potraznje za zdravom hranom,
konditorska industrija sve ¢eS¢e u proizvodnji kakaovih proizvoda primjenjuje alternativna,
posebice prirodna sladila kako bi se proizveli proizvodi sa smanjenim udjelom $ecera ili bez
SeCera. NajceS¢e su takvi proizvodi namijenjeni prvenstveno potrosadima sa specificnim
prehrambenim zahtjevima, kao §to su ¢okolade za dijabeticare koje ne sadrze saharozu. No,
takve proizvode konzumiraju uglavnom potrosaci sa zdravstvenim poteSkocama. Naime,
c¢okolade bez Secera imaju jednaku slatkocu kao i cokoladni proizvodi sa saharozom, ali
proizvodi bez ili sa smanjenim udjelom saharoze Cesto pokazuju puno loSija senzorska
svojstva ¢ime se ograni¢ava njihova Sira upotreba. Prije su se za proizvodnju ¢okolada bez
saharoze koristili Secerni alkoholi izomalt, maltitol, ksilitol, laktitol, sorbitol i manitol, no,
zbog nize slatkoc¢e Secernih alkohola od saharoze, pocela su se koristiti intenzivna sladila. U
tu svrhu se koriste aspartam, acesulfam K, sukraloza i steviozidi. Karakteristika takvih
intenzivnih sladila je vrlo mala energetska (kalorijska) vrijednost, ali njihova upotreba utjece
na pojavu nepozeljnog naknadnog okusa poput gor¢ine. Prirodne alternative za Secer koje jos
uvijek nisu Sire industrijski rasprostranjene unato¢ ¢injenici da sadrze razlicite bioaktivne
sastojke poput polifenolnih spojeva, mogu sluziti kao izvrsni funkcionalni sastojci u
proizvodnji ¢okolada. Neka od takvih prirodnih sladila koja se koriste kao alternative za
saharozu su biljni sirupi i sokovi, med, stevia (Stevia rebaudiana) i sladi¢ (Glycyrrhiza
glabra), ali i sokovi i koncentrati voca (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2013).

S obzirom na vrstu funkcionalnog sastojka (dodataka), medu funkcionalnim ¢okoladama
takoder su zastupljene Cokolade s povecanim udjelom zitarica i vlakana, ili komadica
orasastih plodova i minimalno procesiranog voca. Aktivni, funkcionalni sastojci koji se
dodaju ¢okoladnim proizvodima takoder su i chia sjemenke, ekstrakt zelenog ¢aja, ekstrakt
zelene kave, fitosteroli i probiotici. Takoder, sportasi zahtijevaju funkcionalne ¢okolade koje
utjecu na povecanje energije, te se u tu svrhu ¢okoladama dodaju ekstrakt guarane, kafein i B-

vitamini (Culliney i sur., 2012; Nierburg i sur., 2013).

1.2 Primjena voéa kao funkcionalnih dodataka u proizvodnji cokolada

Na trziStu konditorskih, cokoladnih proizvoda, ve¢ su prisutne Cokolade s punjenjem ili
dodatkom voca ili voénih preradevina, najceS¢e koncentrata ili dzemova. Voce se smatra
namirnicama koje sadrze visok udio prirodnih antioksidansa, zahvaljuju¢i kojima ima
pozitivan u¢inak na organizam. U istrazivanju Komes i sur. (2013), koriSteno je 5 razlicitih

vrsta susenog voca (Sljive, papaja, marelice, grozdice, brusnice) u proizvodnji mlijecne i
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tamne Cokolade te je odredivan bioaktivni sastav i antioksidacijski kapacitet uzoraka i njihove
senzorske karakteristike. Prema dobivenim rezultatima, u cokoladama koje su bile punjene
susenim brusnicama 1 grozdicama, postignuto je znacajno povecanje udjela ukupnih
polifenola u ¢okoladama u odnosu na Ciste ¢okolade bez dodataka. Time je dokazano kako je
suseno voce bogat izvor polifenolnih antioksidanasa te ¢okolade punjene susenim brusnicama
i grozdicama doprinose povecanoj antioksidacijskoj aktivnosti kao i poveéanom udjelu
polifenola (Komes i sur., 2013). Osim vocéa prisutnog na naSem geografskom podrucju,
zanimljiva je primjena tropskog voca koje jos uvijek nema dovoljno karakteriziran sastav i
funkcionalna svojstva te posljedicno nema ni Siru primjenu u industrijskoj proizvodnji. U tu
svrhu, zbog povoljnog sastava Secera i aromati¢nih sastojaka, moguca je primjena egzoti¢nih

vrsta voca kao Sto su longan (Dimocarpus longan) i lychee (Litchi chinensis).

1.2.1 Longan (Dimocarpus longan)

Longan je voce koje potjeCe sa Sjevernog Tajlanda i Siroko je rasprostranjeno U subtropskom
pojasu, a konzumira se u svjezem, suhom i kandiranom obliku te ima znacajnu ekonomsku 1
komercijalnu vaznost. Cijenjen je na medunarodnom trZiStu Sto rezultira sve ve¢im uzgojem
posljednjih nekoliko godina, a time i znacajnijim doprinosom lokalnom ekonomskom razvoju

geografskih dijelova svijeta u kojima uspijeva (Sudjaroen i sur., 2011).

Slika 1. Izgled ploda longana (Anonymous 1,

http://www.samuiholiday.com/archives/samuiwininganddining-aug2013/tropicalpick.html)

Plod longana sastoji se od tankog koZastog perikarpa koji okruzuje jestivu bijelu pulpu, unutar

koje se nalazi velika, tamno smeda sjemenka. Longan se na trzZiStu moze naéi u svjezem


http://www.samuiholiday.com/archives/samuiwininganddining-aug2013/tropicalpick.html

obliku, ali se plod takoder i preraduje te se mogu naci polusuhi proizvod. Perikarp i sjemenke
longana kao nusproizvodi ¢ine 16-40% ukupne mase cijelog vocéa te se potencijalno mogu
koristiti kao lako dostupni izvori prirodnih antioksidansa i mogu¢i farmaceutski dodaci (Yang
i sur., 2010).

Kemijski sastav ploda longana

Kemijski sastav ploda longana cine ugljikohidrati, proteini, vlakna, masti, vitamin C,
aminokiseline i minerali. U tradicionalnoj medicini pulpa ploda se koristila kod Zelu¢anih
tegoba, kao sredstvo protiv groznice te kao protuotrov kod ugriza zmija. Suseni plod longana
se koristi kao tonik i u tretmanima nesanice ili neuroze. Razli¢iti kultivari longana pokazuju
razli¢it nutritivni sastav. Do sada je identificirano 16 kultivara longana, a kultivar ,,Zhuliang*
karakteristi¢an je po najvecoj masi pojedina¢nog ploda (10,3 g) te najve¢em udjelu jestivog
dijela ploda (65,9%). Koncentracija ukupnih Secera u longanu povecava se tijekom
sazrijevanja tako da ukupni najve¢i udio Secera varira sa stupnjem zrelosti, a ovisi i 0
kultivaru. Najzastupljeniji Seceri su saharoza, fruktoza i glukoza (Sudjaroen i sur., 2011; Yang
i sur., 2010).

Plod longana sadrzi malatnu i vinsku kiselinu, a identificirane su i ostale organske kiseline
poput oksalne, limunske i jantarne. Plod takoder sadrzi znacajne koli¢ine aminokiselina,
pogotovo y-aminomaslacne kiseline. Udio y-aminomaslaéne kiseline u plodu longana se krece
izmedu 51 i 180 mg/100 g uzorka. Takoder je identificirano oko 28 velikih hlapljivih,
aromati¢nih komponenta iz svjezeg ploda longana. Dominantne hlapljive komponente
ukljucuju etil acetat, 3,4-dimetil-2,4,6-oktatrien, B-ocimen i 1-etil-6-etiliden-cikloheksan
(Sudjaroen i sur., 2011; Yang i sur., 2010).

Bioaktivni sastav ploda longana

Plod longana sadrzi znacajne koli¢ine polifenolnih spojeva (80 do 90 g/kg suhe tvari),
zahvaljuju¢i kojima mu je dokazana antioksidativna, anti-tirozinazna i antikancerogena
aktivnost. Polifenolni sastojci izolirani iz dijelova ploda longana ukljucuju galnu kiselinu,
korilagin, elaginsku kiselinu, flavon glikozide, glikozide kvercetina i kamferol iz perikarpa,
dok su u sjemenci longana identificirani etil galat-1-B-O-galoil-D-glukopiranoza, galna
kiselina, korilagin i elaginska kiselina. Prilikom ekstrakcije bioaktivnih spojeva longana, do
sad su kao otapala koristeni heksan te metanol. Zahvaljuju¢i visokom udjelu polifenola,
znanstvena istrazivanja pokazala su kako ekstrakti longana bogati polifenolima mogu snazno

inhibirati oksidaciju linolne kiseline te pokazuju snaznu aktivnost protiv DPPH radikala,
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superoksid aniona i hidroksil radikala. Znanstvenim istrazivanjima do sada su identificirana i
druga terapeutska svojstva longana. Vodeni ekstrakt utjeCe na poboljSanje ucenja i paméenja,
a njegovi korisni uc¢inci utjeCu na opstanak nezrelih neurona (Sudjaroen i sur., 2011; Yang i
sur., 2010).

Od ostalih bioaktivnih sastojaka plod longana sadrzi lizofosfatidil kolin, fosfatidil kolin,
fosfatidil inozitol, fosfatidil serin, fosfatidil etanolamin, fosfatidat i fosfatidnu Kkiselinu
glicerola. Takvi fosfolipidi mogu biti metabolizirani u raznim membranama lipidno vezanih
enzima i mogu poboljsati imunoloski sustav Covjeka. Takoder, perikarp longana sadrzi
znaCajne koli¢ine polisaharida. Polisaharidi su najéeS¢e sastavljeni od L-arabinofuranoze
(32,8%), D-glukopiranoze (17,6%), D-galaktopiranoze (33,7%) i D-galakturonske kiseline
(15.9%). Ranija istrazivanja predstavljala su brojne pozitivne karakteristike pulpe longana
koja je povezana sa njegovim polisaharidima koji sluZze kao bioaktivni sastojci. Posebna
paznja je posvecena bioloskim, kemijskim 1 fizikalnim karakteristikama 1 korisnim
primjenama u razvoju terapeutskih lijekova u modernoj medicini. Potvrdena je imunolosko
modulatorna aktivnost vodenog ckstrakta pulpe poput povecanje makrofaga fagocitoze,
stimuliranja proliferacije splenocita i proizvodnje antitijela (YYang i sur., 2010; Zhong i sur.,
2010).

1.2.2 Lychee (Litchi chinensis)

Lychee je subtropsko voce, visoke komercijalne vrijednosti. Rasprostranjen je u afri¢kim i
azijskim zemljama, posebice Kini. Ova biljna vrsta uzgaja se na malim plantazama ili
pojedinacno kao zasebna stabla, a zbog ugodnog okusa i velike potraznje njegova cijena je
vrlo visoka. Biljka doseze 10 do 12 metara visine, a treba 6 do 10 godina kako bi dala prvi
urod. Budu¢i da je tek nedavno zapoceta intenzivnija kultivacija u voénjacima, na trziste se
uvode nove vrste i varijeteti lychee-ja (Clerici i sur., 2011).

Vanjski dio ploda lychee-ja je gruba kora, ruzicaste boje, a unutar kore se nalazi jestivi dio,
pulpa bijele boje, slatkog okusa i visokog udjela vode. U sredistu ploda nalazi se smeda
sjemenka te je plod lychee-ja izgledom sli¢an longanu.

Plod lychee-ja koristi se za pripremu cajeva, u proizvodnji napitaka i prehrambenih
proizvoda. Na trziStu se moZe naci u svjezem, kandiranom i suSenom obliku. Osim toga, moze
se preradivati U sokove, vina, dzemove, kiseliti, a od lychee-ja se rade i sladoledi te jogurti.
Nedavno je kultivacija lychee-ja prosirena i na Brazil, medutim njegova kultivacija zahtijeva
provodenje dodatnih istrazivanja u svrhu procjene prehrambene vrijednosti ploda, s obzirom

da na njegovu nutritivnu vrijednost izrazito utjeCu razni ¢imbenici poput vremena zetve,
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klimatskih uvjeta, vrste i plodnosti tla. Diljem svijeta proizvode se razlic¢iti kultivari lychee-ja;
- kultivar 'Mauritius' se nalazi u Juznoj Americi, zatim 'Groff' u SAD-u i Kini, a kultivar
'‘Bengal' u Brazilu. Nutritivne vrijednosti lychee-ja se rijetko spominju u literaturi, posebice

udjeli vitamina i minerala (Cabral i sur., 2014).

Slika 2. Izgled ploda lychee-ja (Anonymous 2, https://vespertunes.wordpress.com/2015/11/07/lychee-

fruit-nutrition-facts/)

Osnovne operacije prerade ploda lychee-ja na manjim obiteljskim farmama rezultiraju
proizvodima smanjene tehnoloske i mikrobioloske kvalitete. Stoga ulaganja u tehnolosko
prilagodavanje trenutnih socijalnih i ekonomskih uvjeta i poljoprivrednih razvojnih programa,
omogucuju nove tehnologije koje bi trebale dovesti do prednosti u povecanju moguénosti

prerade i manipulacije ovog voca (Clerici i sur., 2011).

Kemijski i bioaktivni sastav ploda lychee-ja

Lychee je izvor nutrijenata za potroSace U regijama u kojima se ovo voce uzgaja te se u tim
dijelovima svijeta svakodnevno konzumira. Za identifikaciju antioksidacijskog djelovanja
ovog voca proveden je velik broj znanstvenih istrazivanja, te je dokazan pozitivan utjecaj na
smanjenje tezine, bolesti srca, dijabetes i hipertenziju (Clerici i sur., 2011). U literaturnim
podacima navedeno je kako je lychee izvor polifenola i procijanidina. Sastav polifenola ¢ine
monomeri flavanola te dimeri proantocijanidina, a njihov udjel iznosi manje od 10%. Od
crvenih pigmenata antocijana, u lychee-u su identificirani cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-
glukozid i malvidin-3-acetilglukozid (Clerici i sur., 2011; Kalgaonkar i sur., 2010; Jiang,
2000).


https://vespertunes.wordpress.com/2015/11/07/lychee-fruit-nutrition-facts/
https://vespertunes.wordpress.com/2015/11/07/lychee-fruit-nutrition-facts/

2 EKSPERIMENTALNI DIO

2.1 Materijali

U ovom radu koristeni su uzorci polu-suhog longana porijeklom iz Kine (3 razli¢ite
lokacije i proizvodaca) te uzorci svjezeg lychee-ja kupljeni na obliznjoj trznici. Uzorci
polusuhog longana te svjezeg lychee-ja o¢is¢eni su od ljuske te im je uklonjena sjemenka, a
pulpa je usitnjena na manje komadice, nakon ¢ega su suSeni u suSnici s vru¢im zrakom
(Tehtnica Zelezniki, Slovenija) na 60°C do postizanja odgovarajuéeg udjela vode odnosno
suhe tvari. Tako pripremljeni osuSeni uzorci usitnjeni su do praha primjenom mlinca za
usitnjavanje u domacinstvu (Braun, Njemacka) te su koriSteni za pripremu ekstrakata za

karakterizaciju sastava te u proizvodnji ¢okoladnih pralina.

2.1.1 Priprema ekstrakata uzoraka longana i lychee-ja

Za pripremu ekstrakata izvagano je 5 g svakog uzorka (svjezeg, polusuhog ili suhog)
te je dodano 50 mL 70%-tnog etanola. Uzorci su ekstrahirani 3 h mijesanjem na magnetskoj
mijesalici te su potom profiltrirani preko cetiri sloja pamuc¢ne gaze. Nakon filtracije, uzorcima
je uklonjena etanolna faza primjenom rotacijskog uparivaca te su uzorci nadopunjeni do
poznatog volumena (10 mL). Svakom pripremljenom ekstraktu odredena su fizikalno-
kemijska (udjel vode, pH ekstrakta primjenom pH metra (Mettler Toledo, Svicarska) te boja
primjenom kolorimetra (Konica Minolta, Sensing, CMe700d, CMeA177,Japan)) i bioaktivna
svojstva (udjel ukupnih polifenola, flavonoida, flavan-3-ola, procijanidina te antioksidacijska
svojstva DPPH i ABTS metodama). Na temelju dobivenih rezultata te senzorskih
karakteristika uzoraka, uzorci s najve¢im udjelom polifenola te najboljim senzorskim

svojstvima kori$teni su u izradi ¢okoladnih pralina.

2.1.2 Priprema uzoraka pralina i njihovih ekstrakata

Cokoladne praline s dodatkom longana i lychee-ja kao funkcionalnim dodacima
pripremljene su u laboratorijskim uvjetima. Za proizvodnju pralina koristena je ¢okoladna
masa s 38% kakaovih dijelova, te su praline pripremljene otapanjem ¢okolade, formiranjem
plasta u silikonskim kalupima, to¢nim doziranjem jednake koli¢ine punjenja u svaku zasebnu

pralinu (1,5 g) te prelijevanjem zavr$nog sloja ¢okoladne mase na dno praline. Nakon



formiranja pralina, iste su hladene u hladnjaku na 4°C kroz 1-2 h te su izvadene iz kalupa i
skladistene na odgovaraju¢im uvjetima (temperatura 10-20°C).
Za potrebe karakterizacije bioaktivnog sastava pralina, svi uzorci pralina usitnjeni su te
odmasc¢eni kako bi se uklonio kakaov maslac primjenom postupka odmascivanja prema
Adamsonu i sur (1999), sekvencijalnom ekstrakcijom s n-heksanom.

Odmasceni uzorci pralina ekstrahirani su na isti na¢in kao i uzorci longana i lychee-ja,
odnosno 5 g svakog uzorka ekstrahirano je s 50 mL 70%-tnog etanola tijekom 3 sata na
magnetskoj mjeSalici. Uzorci su nakon toga ponovno koncentrirani uparavanjem te

standardizirani na 10 mL konaénog ekstrakta.

2.2 Metode

2.2.1 Odredivanje suhe tvari standardnom metodom suSenja

Princip metode:

Ukupnu suhu tvar ¢ini cjelokupna koli¢ina tvari iz sastava proizvoda koji ne isparava pod
definiranim uvjetima. Nakon sus$enja uzorka na temperaturi od 105°C do konstantne mase,

odreduje se ostatak standardnom metodom susenja.

Aparatura i pribor:

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

2) Aluminijska posuda (promjera oko 5 cm i visine 3 cm)
3) Laboratorijski susionik (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
4) Eksikator sa sredstvom za suSenje

5) Stakleni Stapic¢

Postupak rada:

U osuSene 1 izvagane metalne posudice s poklopcem stavi se kvarcni pijesak u koli€ini
dovoljnoj da prekrije dno posudica i stakleni Stapi¢. Posudice se suse sat vremena u susioniku
na 105°C. Nakon susenja od trenutka kada je postignuta ta temperatura, posudice se izvade iz
susionika i hlade oko pola sata u eksikatoru, a zatim vazu s to¢no$¢u +0,0002.

U ohladene i izvagane Al-posudice zajedno s kvarcnim pijeskom i staklenim Stapicem,
odvagne se uzorak (+ 0,0001).

Susenje uzorka traje 4 sata pri 105°C u zrac¢noj susSnici s automatskim temperaturnim

regulatorom. Posudice moraju biti otvorene. Kada je suSenje zavrSeno, posudice se zatvore u
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suSioniku 1 prenesu u eksikator gdje se hlade na sobnoj temperaturi. Nakon toga posudice se
vazu na analitickoj vagi.

Udjel vode u uzorcima izracuna se iz gubitka mase prema formuli:

% vode = (a-b) - 100/ m

% suhe tvari = 100 - % vode
gdje su:

a — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)
b — masa posudice s uzorkom poslije suSenja (g)

m — masa uzorka ()

2.2.2 Odredivanje udjela ukupnih polifenola Folin — Ciocalteau metodom

Princip metode:

Odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji fenola i Folin-
Ciocalteau reagensa. Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene
kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a
Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenog volframovog i molibdenog oksida
(Singleton, Rossi, 1965; Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Intenzitet plavog
obojenja je bio odreden spektrofotometrijski na 765 nm nakon $to su svi fenolni spojevi
izreagirali s Folin-Ciocalteau reagensom. Ocitanje apsorbancije proporcionalno je intenzitetu

proizasle plave boje 1 koncentraciji antioksidansa.

Reagensi:

1) Folin-Ciocalteau reagens (razrijeden vodom u omjeru 1:2), Kemika (Zagreb,
Hrvatska)
2) 20%-tna otopina natrijeva karbonata (Na2CQOz), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Aparatura i pribor:

1) Odmijerne tikvice volumena 50 mL

2) Mikropipeta volumena 100-1000 pL

3) Pipete volumena5 mL i 10 mL

4) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

5) Spektrofotometar, Genesys 10s UV-Vis, Thermo scientific (SAD)
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Postupak rada:

U odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetira se 0,5 mL uzorka, 30 mL destilirane vode te 2,5 mL
Folin-Ciocalteau reagensa, promijeSa i doda 7,5 mL 20%-tne otopine natrijeva karbonata
(Na2CO3). Sadrzaj tikvice se zatim dobro promijesa i nadopuni destiliranom vodom do
oznake. Tako pripremljeni uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon cega se
mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa
proba priprema se na isti na¢in kao i uzorci koji se ispituju, ali umjesto 0,5 mL uzorka sadrzi
isti volumen destilirane vode. Svaki uzorak pripremljen je u dvije paralelne probe (n=2), a
rezultat je izrazen kao srednja vrijednost dobivenih rezultata. Na osnovu bazdarnog pravca,

rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE)/g suhe tvari.

y =0,0010x — 0,0001

gdje su:
X — koncentracija otopine galne kiseline (mg/g suhe stvari)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

2.2.3 Odredivnje ukupnih flavonoida

Princip metode:

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

fenole (Ough i Amerine, 1988).

Reagensi:
1) kloridna kiselina (razrijedena vodom u omjeru 1:4), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
2) formaldehid, Alkaloid, AD (Skopje, Makedonija)
3) Folin-Ciocalteu reagens (razrijeden vodom u omjeru = 1 dio Folin-Ciocalteu reagensa
: 2 dijela vode), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
4) 20%-tna otopina natrijeva karbonata (Na2COz3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Aparatura i pribor:

1) odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 50 mL

2) mikropipeta, volumena (100-1000uL)

3) pipete, volumena 5 mL i 10 mL

4) Kkivete za spektrofotometrijsko mjerenje

5) spektrofotometar, Genesys 10s UV-Vis, Thermo scientific (SAD)

Postupak rada:

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

Udjel neflavonoida izracunava se prema istoj formuli kao i udjel ukupnih fenola, na osnovi
srednje vrijednosti triju paralelnih proba. Rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne
kiseline (GAE)/g suhe tvari uzorka.

Udjel ukupnih flavonoida izracunava se kao razlika udjela prethodno odredenih ukupnih

fenola i neflavonoida prema formuli:

ukupni flavonoidi = ukupni fenoli — ukupni neflavonoidi

2.2.4 Odredivanje udjela flavan-3-ola — reakcija s vanilinom (vanilin indeks)

Princip metode:

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

(katehina) i polimera (proantocijanidina) (Price i sur., 1978).

Reagensi:
1) Vanilin, GmbH (Steinheim, Njemacka)
2) Metanol, S. T. Baker (Doventer, Njemacka)
3) Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Aparatura i pribor:

1) Epruvete

2) Mikropipeta, volumena (100-1000uL)

3) Pipeta, volumena 5 mL

4) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

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

Postupak rada:

Pripremi se 4%-tna otopina vanilina u metanolu. U tamnu epruvetu doda se 0,5 mL uzorka i 3
mL prethodno pripremljene otopine vanilina. Nakon 5 minuta doda se 1,5 mL koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline, a nakon 15 minuta ocita se apsorbancija pri 500 nm (Di Stefano, 1989).
Slijepa proba priprema se na isti nacin, posebno za svaki uzorak, ali se umjesto 4%-tne
otopine vanilina dodaje ¢isti metanol.
Udjel (+)-katehina ra¢una se prema formuli:
y=290,8* x

gdje je:

X - udjel (+)-katehina (mg CE/g suhe tvari uzorka)

y — apsorbancija pri 500 nm

U ovom istrazivanju rezultati su izrazeni kao mg (+)-katehina/g suhe tvari.

2.2.5 Kvantitativno odredivanje ukupnih procijanidina metodom po Bate-Smithu

Princip metode:

Ova metoda temelji se na Kiselinskoj hidrolizi polimernih molekula procijanidina s
klorovodi¢nom kiselinom, pri ¢emu nastaju jednostavni cijanidini. Reakcija je popracena
nastankom crvenog obojenja ¢iji se intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od

550 nm (Porter, Hrstich i Chan, 1986).

Reagensi:

1) n-butanol, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

2) Klorovodi¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

3) 2%-tna otopina amonij-zeljezo(I1I)-sulfat-dodekahidrata (NH4Fe(SO4)2 x 12 H,0)
u 2M Kkloridnoj kiselini, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Aparatura i pribor:

1) Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

2) Pipete, volumena 5 mL

3) Mikropipeta, volumena (100-1000 pL)

4) Vodena kupelj, (B- 490, Mew Castle, SAD)

5) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

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

Postupak rada:

Pripreme se otopine n-butanol/HCI (95:5, v/v) i 2% NHsFe(SO4)2 x 12 H2O u2 M HCI. 2 mL
razrijedenog uzorka (razrijedenog u omjeru 1:10 u 70%-tnom acetonu) otpipetira se u
odmjernu tikvicu i doda 4 mL otopine butanol/HCI i 200 pL 2% NHaFe(SO4)2 x 12 H2O u 2

M HCI. Svaki uzorak pripremljen je u dvije paralele (n=2), a rezultat je izraZzen kao srednja
vrijednost dobivenih uzoraka. Suspenzija se dobro izmijesa i zagrijava 45 minuta na 95°C u
zacepljenim tikvicama. Nakon zagrijavanja, smjesa se ohladi i profiltrira te se ocita
apsorbancija pri 550 nm. Slijepa proba priprema se po istom postupku, ali umjesto uzorka
sadrzi metanol/aceton.
Rezultati se izracunaju iz jednadzbe bazdarnog pravca:
y=0,00037x + 0,00292

gdje su:

x — udjel (+)-katehina (mg CE/g suhe tvari uzorka)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 550 nm

226  ABTS metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,gaSenju plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo
kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Udjel
ABTS radikala koje ,,gase* razli¢iti antioksidansi mjeri se pracenjem smanjenja apsorbancije
ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene
koli¢ine  6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne  kiseline (Trolox), analoga

vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima.
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Reagensi:

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

2) 140 mM otopina kalijevog peroksodisulfata (K2S20s), Sigma-Aldrich Chemie G,bH
(Steinheim, Njemacka)

3) 7 mM otopina 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)diamonijeve soli
(ABTS), Sigma-Aldrich Chemie G,bH (Steinheim, Njemacka)

4) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich
Chemie G,bH (Steinheim, Njemacka)

Aparatura i pribor:

1) Odmjerne tikvice, volumena 100 mL

2) Pipete, volumena 2 mL

3) Mikropipeta, volumena (0-100 pL)

4) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

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

Postupak rada:

Kako bi se odredila antioksidacijska aktivnost uzoraka pripremi se otopina ABTS™ radikala,
oksidacijom 7 mM vodene otopine ABTS reagensa s 140 mM kalijevim peroksodisulfatom,
do konacne koncentracije otopine Kalijevog peroksodisulfata od 2,45 mM. Budu¢i da ABTS i
kalijev peroksodisulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1:0,5, ne¢e do¢i do potpune
oksidacije te je stoga potrebno pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko
no¢i na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%) do konac¢ne
koncentracije ABTS" radikala od 1%, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.
Alikvot od 40 uL uzorka pomijesa se s 4 mL otopine ABTS" radikala u kiveti te se izmjeri
apsorbancija na 734 nm nakon to¢no 6 minute. Slijepa proba mjeri se prije uzoraka, a
priprema se tako Sto se dodaje ista koli¢ina reagensa i 40 uL etanola.

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA,

koja se prema bazdarnom pravcu prera¢unava u koncentraciju (mmol Trolox/g suhe tvari):

y=0,303x + 0,0006
gdje je:
X — koncentracija otopine Trolox (mmol Trolox/g suhe tvari)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm
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2.2.7 DPPH metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidativne aktivnosti temelji se na redukciji DPPH radikala
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pracena Kkolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom
dijelu spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne
radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubiCaste
boje otopine u zutu, $to se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Blois, 1958; Brand-

Williams, Cuvelier, Berset, 1995).

DPPH" + AH — DPPH-H +A"
DPPH" + R"— DPPH-R

Reagensi:
1) Metanol, S. T. Baker (Doventer, Njemacka)
2) 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH), Sigma-Aldrich
Chemie G,bH (Steinheim, Njemacka)
3) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich
Chemie G,bH (Steinheim, Njemacka)

Aparatura i pribor:

1) Odmijerne tikvice, volumena (10-100 mL)

2) Pipete, volumena (1-10 mL)

3) Mikropipete, volumena (100-1000 pL)

4) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

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

Postupak rada:
Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U

kivetu se otpipetira 100 pL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH.
Apsorbancija se mjeri nakon 30 minuta pri 515 nm. U drugu kivetu, koja predstavlja slijepu

probu, umjesto uzorka doda se 100 pL metanola te 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH.
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Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA,

koja se prema bazdarnom pravcu prera¢unava u koncentraciju (mmol Trolox/g suhe tvari):
y =0,603x — 0,068

gdje su:
X — koncentracija otopine Trolox (mmol Trolox/g suhe tvari)
y - izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm

2.2.8 Senzorska analiza longana i lychee-ja te proizvedenih ¢okoladnih pralina

Za senzorsko ocjenjivanje uzoraka svjezeg i suSenog longana i lychee-ja te proizvedenih
cokoladnih pralina koriStena je tehnika kvantitativne deskriptivne analize. Senzorsko
ocjenjivanje provedeno je uz pomo¢ internog panela Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta.
Panel je sacinjavalo 15 educiranih ¢lanova (9 osoba zenskog i 6 muskog spola, starosti
izmedu 20 i 65 godina), koji su prethodno podvrgnuti intenzivnim senzorskim treninzima te
imaju iskustva u senzorskom ocjenjivanju srodnih proizvoda. Panelisti su primarno izvjezbani
tijekom tri treninga, na kojima su raspravljali i upoznavali se sa sli¢nim uzorcima te sa skalom
intenziteta, dok se nije postigao dogovor oko senzorskih atributa koji ¢e biti ocjenjivani te
njihove kvantifikacije. Uzevsi u obzir prethodna iskustva panelista i preporuke o ocjenjivanju
srodnih proizvoda te velik broj znanstvenih radova iste tematike, izabrani su atributi koji su se
¢inili najpogodnijima za senzorsku karakterizaciju uzoraka.

Senzorska analiza provedena je u dva termina, jedan za uzorke voéa te drugi za Cokolade,
tijekom cega su Sifrirani uzorci, prezentirani na isti nacin i servirani u staklenim posudicama
usporedeni medusobno ili sa kontrolnim uzorkom (Cista cokolada).

Senzorska svojstva ocjenjivana su pomoc¢u 9-bodovne hedonisticke skale, prema kojoj 9
oznacava izrazito pozeljnu kvalitetu a 1 oznacava defektan proizvod. Za svako svojstvo
izraCunata je srednja vrijednost postignutih bodova. Izmedu svakog uzorka posluZena je voda

(sobne temperature) za ispiranje usta.
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3 REZULTATI

U ovom radu provedena je usporedba fizikalno-kemijskih, bioaktivnih i senzorskih svojstava
svjezih i suSenih uzoraka longana i lychee-ja. Uzorci optimalnih karakteristika nakon suSenja,
uz svjeze uzorke, koriSteni su za proizvodnju pralina te je provedena analiza bioaktivnog
sastava, kao i senzorska analiza dobivenih proizvoda. U Tablici 1. prikazani su rezultati
fizikalno-kemijskih svojstava svjezeg i suSenog longana i lychee-ja, odnosno udjel vode i
suhe tvari, pH ekstrakata te parametri boje. Na slikama 3., 4. i 5. prikazan je udjel bioaktivnih
sasojaka svjezih i susenih uzoraka, i to na slici 3 udjeli ukupni polifenola i flavonoida, na slici
4. udjeli flavan-3-ola i procijanidina, a na slici 5. antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i
DPPH metodama. U Tablici 2. prikazani su rezultati senzorske analize svjezih i suSenih
uzoraka longana i lychee-ja. Na slikama 6., 7. i 8. prikazani su rezultati istih bioaktivnih
sastojaka Cokoladnih pralina sa svjezim i susenim longanom i lychee-jem (na slici 6. udjeli
ukupnih polifenola i flavonoida, na slici 7. udjeli flavan-3-ola i procijanidina, a na slici 8.
antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i DPPH metodama). Na slikama 9., 10. i 11.
prikazani su rezultati senzorske analize za ¢okoladne praline sa svjezim i susenim longanom i

lychee-jem.
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3.1 Fizikalno-kemijska i bioaktivna svojstva uzoraka longana i lychee-ja

3.1.1 Fizikalno kemijske karakteristike uzoraka longana i lychee-ja

Tablica 1. Udjel vode i suhe tvari (%), pH ekstrakata te parametri boje uzoraka longana i lychee-ja

Udio vode pH Parametri boje
(%) ekstrakta = - b
l_JI__J Svjezi 79,03 +£ 0,23 3,86 53,183 + 3,88 2,23 +4,22 7,33+ 1,47
% Suhi 11,87 +0,36 4,37 59,29 £ 0,33 11,66 + 0,31 22,93+ 0,28
Polusuhi 1 23,29+ 0,74 5,86 23,34+ 0,46 6,93 +0,37 9,63 +1,10
Polusuhi 2 25,43 £1,62 6,05 21,19 £ 0,98 5,60 £ 0,56 7,32+ 0,47
% Polusuhi 3 20,09 +£ 0,03 6,00 2290+ 1,16 7,54 +£ 0,45 9,21 +£1,38
% Suhi 1 13,61 = 0,00 5,74 29,21 £ 0,96 8,14+ 0,70 10,65+ 1,16
- Suhi 2 15,42+ 0,31 5,85 28,09 + 3,30 6,53 +£0,42 8,26 £ 1,22
Suhi 3 15,14 £ 0,32 5,92 27,07 £2,62 9,38+ 1,21 14,41 £ 3,22
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3.1.2 Bioaktivni sastav i antioksidacijska svojstva uzoraka longana i lychee-ja
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Lychee Longan
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Slika 3. Udjel ukupnih polifenola i flavonoida longana i lychee-a
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Slika 4. Udjel ukupnih flavan-3-ola i procijanidina longana i lychee-a
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3.1.3 Senzorska svojstva uzoraka longana i lychee-ja

Tablica 2. Senzorska analiza svjezeg i suSenog longana i lychee-a

LYCHEE LONGAN

Svjezi Suhi Polusuhi 1 Polusuhi 2 Polusuhi 3 Suhi 1 Suhi 2 Suhi 3
Izgled 8,00 = 0,00 729 +225 6,29 2,60 543 £232 714 £1,12 729 +045 6,14 +0,34 8,43+ 0,49
Posmedivanje 1,00 + 0,00 2,71 + 2,60 7,14 +1,25 6,57 +2,32 6,43 + 1,60 7,14 +0,35 6,14 + 0,35 6,14 + 0,99
Miris 9,00 = 0,00 4,71 £2,86 5,67+1,70 2,71 £1,58 7,14 +£1,36 4,7+ 1,391 3,29+1,98 541+1,76
Okus 8,57+ 0,50 7,43 £ 0,90 471 +191 2,86 +2,47 7,00 = 1,60 571+ 1,67 3,00 + 1,69 6,71+ 1,91
Naknadni okus 1,29 £ 0,70 1,57 +£0,50 3,00 +£2,62 4,14 + 3,36 3,43+2.32 3,29+2,43 4,86 +3,64 3,57+1,84
Slatko¢a 5,00 +2,07 2,57 2,61 6,14 + 1,25 4,14+2,03 7,57 +0,90 6,43 + 0,90 429+225 6,57 +2,32
Kiselost 5,14 +2,64 7,29 +1.28 1,43 +1,05 1,14 +0,35 1,14+0,35 1,43 +0,50 3,00 +2,67 1,57 + 1,40
Voéno 8,29 +1.39 6,29 £ 1,39 443 +2,61 1,29 £ 0,45 6,00 2,14 3,57+2,13 1,57 £0,73 1,14 £2,23
Karamel 1,00 + 0,00 3,14 +£2,53 3,57 +3,46 1,00 = 0,00 5,00 £2,98 429+2.19 1,71 £ 1,03 5,43 £2,67
Cvjetno 3,29 +1,98 1,86 1,36 1,29 £0,70 1,00 = 0,00 1,43 £0,50 1,86 1,73 1,71 £1,75 1,14 £ 0,35
Zadini 1,00 + 0,00 1,14 £0,35 1,43+0,73 2,14+ 1,36 1,67 £ 0,94 1,57+ 0,73 1,57 +£0,73 1,43 +0,73
Zemlja 1,00 = 0,00 1,71 £ 0,70 1,57 £ 0,50 2,14 + 0,99 1,43 £0,50 1,71 £0,70 2,14+ 0,83 1,29 +£ 0,45
Dim 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00 1,86 1,73 8,57+0,73 1,71 £1.39 1,57 + 1,40 7,86 +1,73 1,57 +1.40
Paljevina 1,00 = 0,00 1,14 +£0,34 1,71 £ 0,88 5,86 +2,74 1,43 £0,49 1,86 = 0,99 6,00 £2.67 1,14 £ 0,35
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3.2 Bioaktivni sastav ¢okoladnih pralina sa svjezim i suSenim longanom i lychee-jem

Kontrolni Polusuhi Suhi Svjezi Suhi
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mg GAE/g suhe tvari
N BN

Longan Lychee

® Ukupni polifenoli @ Ukupni flavonoidi

Slika 6. Udjel ukupnih polifenola i flavonoida pralina punjenih longanom i lychee-jem
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Slika 7. Udjel ukupnih flavan-3-ola i procijanidina pralina punjenih longanom i lychee-jem
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Slika 8. Antioksidacijski kapacitet pralina punjenih longanom i lychee-jem odreden ABTS i DPPH

metodom

3.3 Senzorska svojstva pralina sa svjezim i suSenim longanom i lychee-jem

Boja
10
Topljivost Sjaj
Struktura
e K oNntrolni uzorak === Polu suhi Longan Suhi Longan

Svjezi Lychee  =====Suhi Lychee

Slika 9. Senzorska analiza boje, sjaja, strukture i topljivosti pralina punjenih longanom i lychee-jem

24



Miris
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e K ONtrolINi uzorak === Polu suhi Longan === Suhi Longan

Svjezi Lychee === Suhi Lychee

Slika 10. Senzorska analiza mirisa, okusa, punoce i naknadnog okusa pralina punjenih longanom i

lychee-jem
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Slika 11. Senzorska analiza slatkoce, gor€ine, kiselosti i vo¢nog okusa pralina punjenih longanom i

lychee-jem
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4 RASPRAVA

4.1 Fizikalno-kemijska svojstva uzoraka longana i lychee-ja

Tablica 1. prikazuje fizikalno-kemijska svojstva razli¢ito pripremljenih uzoraka longana i
lychee-ja. 1z dobivenih rezultata vidljivo je kako je najvec¢i udio vode odreden u uzorku
svjezeg lychee-ja (79,03%), koji se nakon suSenja smanjio na 11,87% te je posljedi¢no tome
uzorak susSenog lychee-ja sadrzavao 88,13% suhe tvari. Udio vode u polu-suhim uzorcima
longana iznosio je oko 25% (20,09 - 25,43%), te je nakon suSenja postignuto dodatno
smanjenje udjela vode u uzorcima na oko 15% (13,61 - 15,42%).

U tablici 1. takoder su prikazani i rezultati mjerenja pH vrijednosti za ekstrakte longana i
lychee-ja. Najniza pH vrijednost izmjerena je u ekstraktu svjezeg lychee-ja (3,86), dok je
najveca pH vrijednost izmjerena kod polusuhog longana 2 (6,05). Usporedbom pH vrijednosti
uzoraka longana i lychee-ja, vidljivo je kako je lychee zna¢ajno kiseliji u odnosu na longan,
koji pokazuje blago kiselu pH vrijednost, sto potvrduje da je lychee kao sirovina prikladniji za
proizvodnju voénih preradevina, sokova, napitaka ili dzemova i marmelada.

Osim navedenih fizikalno-kemijskih svojstava, kolorimetrijski je mjerena i boja svjezih i
susenih uzoraka longana i lychee-ja primjenom CieLab sustava. Mjerila su se tri razlicita
svojstva, odnosno svjetlina (parametar L), spektar izmedu crvene i zelene boje (parametar a)
te spektar izmedu zute i plave boje (parametar b). Rezultati dobiveni za prvo svojstvo,
odnosno svjetlinu, pokazuju kako uzorak suhog lychee-ja daje rezultate najvece svjetline
(59,29), dok je najmanja svjetlina odredena kod uzorka polusuhog longana 2 (21,19).
Mjerenjem spektra crvene i zelene boje prema dobivenim rezultatima najvisa vrijednost
odredena je kod uzorka suhog lychee-ja (11,66), dok je najmanja vrijednost vidljiva kod
uzorka svjezeg lychee-ja (2,23). Za zadnje mjereno svojstvo spektra izmedu zute i plave boje,
vidi se kako je najveca vrijednost karakteristi¢na za suhi lychee (22,93), a najmanja vrijednost
za uzorak polusuhog longana 2 (7,32). Prema dobivenim rezultatima vidljivo je kako je
uzorak karakteriziran najve¢om svjetlinom ujedno i uzorak koji daje najvece rezultate za
crveno-zeleni dio spektra. Rezultati upucéuju da je lychee kao sirovina pogodna za susenje, te
bez obzira na posmedivanje i intenzitet susenja rezultira dobro oCuvanim parametrima boje

nakon suSenja.
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4.2 Bioaktivni sastav i antioksidacijska svojstva uzoraka longana i lychee-ja

Na slici 3. prikazani su rezultati udjela ukupnih polifenola i flavonoida u svjezim i suhim
uzorcima longana i lychee-ja. Najveéi udio ukupnih polifenola odreden je u uzorku suhog
longana 2 (3,74 mg GAE/g suhe stvari), a najmanji u uzorku suhog longana 3 (2,57 mg
GAE/g suhe stvari). Najve¢i udio ukupnih flavonoida odreden je takoder u istim uzorcima
suhog longana (kao i udio ukupnih polifenola) u iznosu do 3,15 mg GAE/g suhe tvari, a
najmanji u uzorku suSenog lychee-ja (0,97 mg GAE/g suhe tvari). Usporedbom longana i
lychee-ja pokazalo se da uzorci svjezeg i suhog lychee-ja sadrze manji udio flavonoida u
odnosu na longan. Susenje svjezeg lychee-ja rezultiralo je manjim udjelima ukupnih
polifenola i flavonoida, dok je u slu¢aju longana rezultiralo nesignifikantnim razlikama u
odnosu na polusuhe uzorke. U rezultatima iz prethodnih istrazivanja utvrdeno je da suseno
voce sadrzi veci udio ukupnih polifenola u usporedbi sa svjezim vocem te su rezultati u ovom
radu u skladu s prethodnima za uzorak longana 2 i 1, a nisu za uzorak longana 3 niti za uzorak
lychee-ja (Komes i sur., 2013).

Na slici 4. prikazani su rezultati dobiveni mjerenjem udjela flavan-3-ola i procijanidina u
svjezim i suSenim uzorcima longana i lychee-ja. Najve¢i udio flavan-3-ola odreden je u
uzorku suhog lychee-ja (3,28 CE/g suhe stvari), dok je uzorak sa najmanjim udjelom flavan-
3-ola suhi longan 1 (0,16 CE/g suhe stvari). 1z prikazanih rezultata vidljivo je kako je uzorak
sa najve¢im udjelom procijanidina svjezi lychee (102 CE/g suhe stvari) dok je uzorak sa
najmanjim udjelom procijanidina polusuhi longan 2 (0,83 CE/g suhe stvari). Usporedbom
rezultata vidljivo je da uzorci svjezeg i suhog lychee-ja sadrze znacajno veci udio flavan-3-ola
i procijanidina u usporebi s polu suhim i suhim uzorcima longana.

Iz slike 5. vidljivi su rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta svjezih i suhih uzoraka
longana i lychee-ja. Primjenom ABTS metode odredeno je da najveci antioksidacijski
kapacitet pokazuje uzorak suhog lychee-ja (0,039 mmol Trolox/g suhe tvari), dok je uzorak sa
najmanjom vrijednosti polusuhi longan 1 (0,021 mmol Trolox/g suhe tvari). Primjenom
DPPH metode, najveci antioksidacijski kapacitet odreden je u suhom uzorku longana 2 (0,014
mmol Trolox/g suhe tvari), dok je uzorak polusuhog longana 1 (0,005 mmol Trolox/g suhe
tvari) pokazivao najmanji antioksidativni kapacitet.

Usporedbom rezultata bioaktivnog sastava i antioksidacijskog kapaciteta utvrdeno je da
uzorak s najve¢im udjelom ukupnih polifenola (suhi longan 2), ima i najveci antioksidacijski
kapacitet odreden DPPH metodom. Isto tako, uzorak s najve¢im udjelom flavan-3-ola (suhi

lychee), pokazuje i najvecu antioksidativnu vrijednost mjerenu ABTS metodom.
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4.3 Senzorska analiza svjezih i suhih uzoraka longana i lychee-ja

U tablici 2. prikazani su rezultati senzorske analize svjezih i suhih uzoraka longana i lychee-
ja. Senzorska analiza vizualnih svojstava svjezih i suSenih uzoraka pokazala je da je prema
svojstvu izgleda najbolje ocijenjen uzorak suhog longana 3, a najlosije polu-suhi longana 2 . S
obzirom da je posmedivanje negativno svojstvo proizvoda, najnizom ocjenom ocijenjen je
uzorak svjezeg lychee-ja, $to ukazuje na brzo posmedivanje ovog voca te potrebu za
njegovom brzom preradom nakon oStec¢enja ploda. NajviSom ocjenom u sluc¢aju posmedivanja
ocijenjeni su uzorci polusuhog i suhog longana 1. Senzorskom analizom svojstava okusa
pokazalo se da je najbolje ocijenjen uzorak svjezeg lychee-ja, a u istom uzorku su
najintenzivnije izraZzene voc¢ne te cvjetne arome. Osim toga, svjezi lychee najbolje je ocijenjen
1 za svojstvo mirisa, dok je najlosije ocijenjen polu suhi longan 1.

Negativne senzorske karakteristike poput naknadnog okusa, aroma na dim, paljevinu ili
zemlju detektirane su u uzorcima polusuhog te suhog longana 2, a senzorskom analizom tih
svojstava se pokazalo da su najbolje ocijenjeni uzorci svjezeg i suhog lychee-ja, u kojima isti
nisu detektirani. Na temelju rezultata senzorske analize, pokazalo se da panelisti preferiraju
lychee (u odnosu na longan) te da je u slucaju razli¢itih vrsta longana prema senzorskim
svojstvima najbolje ocijenjen uzorak longana 3, koji je dalje koriSten u proizvodnji

cokoladnih pralina (kao punjenje).

4.4  Bioaktivni sastav i antioksidacijska svojstva ¢okoladnih pralina sa svjeZim i suhim

longanom i lychee-jem

Slika 6. prikazuje ukupni udio polifenola i flavonoida ¢okoladnih pralina proizvedenih s
punjenjima od svjezeg i suhog longana i lychee-ja. Najvec¢i udio ukupnih polifenola odreden
je u kontrolnom uzorku, odnosno u ¢okoladnoj pralini koja nije punjena longanom niti lychee-
jem (10,02 mg GAE/g suhe stvari), dok je najmanji udio ukupnih polifenola medu
proizvedenim pralinama s vo¢em uzorak sa suhim lychee-jem (4,41 mg GAE/g suhe stvari).
Najveci udio ukupnih flavonoida takoder je odreden u kontrolnom uzorku-¢istoj ¢okoladnoj
masi (pralini) (6,22 mg GAE/g suhe stvari), dok je najmanji udio odreden u pralinama S
polusuhim longanom (2,82 mg GAE/g suhe stvari). Iz rezultata odredivanja udjela ukupnih
polifenola i ukupnih flavonoida moZe se uociti kako kontrolni uzorak ima najvece vrijednosti
ovih bioaktivnih spojeva, sto dokazuje kako su kakaovi dijelovi glavni izvor bioaktivnih

spojeva u c¢okoladnim proizvodima. Usporedbom uzoraka cokoladnih pralina punjenih
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longanom i lychee-jem, pokazalo se da uzorak sa suhim longanom sadrzi najveéi udio
ukupnih polifenola i flavonoida. U prethodnim istrazivanjima (Komes i sur., 2013) utvrdeno
je da je udio ukupnih polifenola suSenog voca za pojedine vrste poput Sljiva, marelica
grozdica i brusnica ve¢i nego u ¢okoladnim pralinama proizvedenim sa tim vocem, dok
papaya ima manji udio ukupnih polifenola u usporedbi sa cokoladnim pralinama punjenim
papayom. Rezultati ovog rada u skladu su sa navedenim istrazivanjem Komes i suradnika
(2013) bududi da je najveci udio ukupnih polifenola takoder odreden u kontrolnom uzorku,
odnosno ¢istim kontrolnim ¢okoladnim masama.

Na slici 7. prikazani su rezultati mjerenja udjela flavan-3-ola i procijanidina u kontrolnim i
obogac¢enim ¢okoladnim pralinama. Najveéi udio flavan-3-ola odreden je u kontrolnom
uzorku (2,95 CE/g suhe stvari), dok je uzorak sa najmanjim udjelom flavan-3-ola praline sa
dodatkom suhog longana (1,23 CE/g suhe stvari). Najveéi udio procijanidina takoder sadrzi
kontrolni uzorak (63,98 CE/g suhe stvari), a najmanji udio odreden je u pralinama s
polusuhim longanom (31,33 CE/g suhe stvari). Prema rezultatima prethodnih istrazivanja
(Komes i sur., 2013), udio ukupnih flavan-3-ola i procijanidina veéi je u susenim §ljivama,
grozdicama i brusnhicama nego u ¢okoladnim masama s dodatkom tog susenog voca. Ovi
rezultati u skladu su s rezultatima ovog rada, prema kojima svjezi i suseni lychee imaju veci
udio flavan-3-ola od ¢okoladnih pralina. S obzirom na prisutnost procijanidina i u lychee-ju i
u Cokoladi kao sirovinama, dodatkom lychee-ja u praline bilo bi omogucéeno dodatno
obogacivanje sastava konafnog proizvoda. Kako tijekom ovog istrazivanja isto nije
postignuto, potreban je nastavak istraZivanja i1 tehnoloska rjeSenja za implementaciju
odgovarajuceg oblika longana i lychee-ja i proizvodnju funkcionalno visokovrijednog
proizvoda.

Dobiveni rezultati antioksidacijskog kapaciteta cokoladnih pralina sa svjezim i suSenim
longanom i lychee-jem prikazani su na slici 8. Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
uzoraka pralina, koristene su ABTS i DPPH metode. Primjenom ABTS metode, najveéi
antioksidacijski kapacitet odreden je u kontrolnom uzorku odnosno ¢okoladnoj masi (0,060
mmol Trolox/g suhe tvari), dok je najmanja vrijednost odredena u pralini s dodatkom
polusuhog longana (0,024 mmol Trolox/g suhe tvari). Primjenom DPPH metode, najveci
antioksidacijski kapacitet takoder je odreden u kontrolnom uzorku (0,044 mmol Trolox/g suhe
tvari), a najmanju vrijednost pokazale su praline sa suhim lychee-jem (0,021 mmol Trolox/g
suhe tvari). Prethodnim istrazivanjima (Komes i sur., 2013) pokazalo se da suseno voce ima
veci antioksidacijski kapacitet u odnosu na obogacene cokolade $to je u skladu s rezultatima

ovog rada.
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Takoder je primije¢ena podudarnost izmedu rezultata bioaktivnih parametara za proizvedene
uzorke Cokoladnih pralina. Prema tome, uzorak koji ima najveci udio ukupnih polifenola i
flavonoida (kontrolni uzorak), ima i najveci antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i DPPH
metodama te je najbogatiji flavan-3-olima i procijanidinima. Posljedi¢no, uzorci s najmanjim
udjelom polifenola i flavonoida (praline sa suhim longanom i polu-suhim longanom), imaju i

najmanji antioksidacijski kapacitet te najmanji udio flavan-3-ola i procijnidina.

4.5 Senzorska analiza ¢okoladnih pralina sa svjezim i suhim longanom i lychee-jem

Graficki prikazi 9., 10. i 11. prikazuju rezultate senzorske analize razli¢itih uzoraka pralina
punjenih svjezim i suSenim longanom i lychee-jem te kontrolni uzorak ¢iste cokoladne mase.
Na slici 9. prikazani su rezultati senzorske analize vizualnih svojstava i teksture te se pokazalo
da je za svojstvo strukture najbolje ocijenjen kontrolni uzorak, a najlosije je ocijenjen uzorak
Cokoladnih pralina sa suhim lychee-jem. S obzirom na ostala senzorska svojstva, i to
topljivosti, boje i sjaja, senzorski panel nije uoCio znacajnije razlike izmedu kontrolnog
uzorka i pralina s dodatkom longana i lychee-ja. Na slici 10. prikazani su rezultati
cojenjivanja senzorskih svojstava mirisa i okusa. Za svojstvo mirisa, najbolje je ocijenjen
kontrolni uzorak, a najnizom ocjenom uzorak ¢okoladnih pralina sa svjezim lychee-jem. Za
svojstvo okusa najbolje je ocijenjen uzorak ¢okoladnih pralina sa svjezim lychee-jem, dok je
najnizom ocjenom ocijenjen uzorak ¢okoladnih pralina sa suhim longanom. Isti uzorak
¢okoladnih pralina sa suhim longanom ocijenjen je sa najnizom ocjenom za svojstvo punoce
te najviSom ocjenom za svojstvo naknadnog okusa, koje nije pozeljno. Prema tim rezultatima,
cokoladne praline s dodatkom svjezeg lychee-ja imale su neznatno niza ili ¢ak 1 veca svojstva
okusa od kontrolnog uzorka te su pokazale potencijal primjene ovog voca u proizvodnji
inovativnih ¢okoladnih proizvoda.

Slikom 11. prikazani su rezultati senzorske analize svojstava slatkoce, goréine, kiselosti te
vocnog okusa. Uzorak cokoladnih pralina sa polusuhim longanom ocijenjen je najve¢om
ocjenom za slatko¢u, dok se kao najmanje sladak pokazao uzorak ¢okoladnih pralina sa suhim
lychee-jem. Uzorci cokoladnih pralina sa suhim longanom i suhim lychee-jem imaju prisutan
najvedi intenzitet gor€ine, dok je gorfina najmanje prisutna u kontrolnom uzorku i uzorku
cokoladnih pralina sa polusuhim longanom. Uzorak cokoladnih pralina sa suhim longanom je
ocijenjen najviSom ocjenom za svojstvo kiselosti, dok je najniZom ocjenom ocijenjen
kontrolni uzorak. Osim toga, kontrolni uzorak je ocijenjen najnizom ocjenom i za SVOjsStvo

vocnog okusa, a s najvecom uzorak cokoladnih pralina sa svjezim lychee-jem.
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5 ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom zavr§nom radu doneseni su sljede¢i zakljucci:

1. Usporedbom bioaktivnog sastava ekstrakata longana i lychee-ja longan je bogatiji
izvor polifenonim spojevima (3,74 mg GAE/g suhe tvari) u odnosu na lychee (2,60 mg
GAE/g suhe tvari)

2. SuSenje svjezeg lychee-ja i polusuhog longana na 60°C rezultiralo je gotovo
nepromijenjenim udjelom bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta u odnosu
na uzorke prije susenja

3. Lychee karakterizira veci udio flavan-3-ola i procijanidina u odnosu na longan

4. Zbog izrazene karakteristi¢ne cvjetno-voéne arome, uzorci svjezeg i suSenog lychee-ja
senzorski su pozeljniji dodaci za praline u odnosu na uzorke longana

5. Implementacijom suhog, usitenjenog longana i lychee-ja, kao punjenja, u proizvodnju
Cokoladnih pralina, nije postignuto znacajnije obogacivanje bioaktivhog sastava
konacnog proizvoda

6. Antioksidacijski kapacitet ¢okoladnih pralina punjenih longanom i lychee-jem u
korelaciji je s udjelom ukupnih polifenola

7. Usporedbom ¢okoladnih pralina s dodatkom polusuhog i suhog longana senzorski su
bolje ocijenjene praline s polusuhim longanom

8. Medu novorazvijenim ¢okoladnim pralinama senzorski je najbolje ocijenjena pralina

sa svjezim lychee-jem
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