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1.UvOoD

Zitarice su biljna vrsta koja svakodnevno nalazi svoje mjesto u ljudskoj prehrani u razlicitim
oblicima kao Sto su kruh, kase, tjestenina, keksi i sli¢ni proizvodi. Jedna od vrsta je heljda
Cija je konzumacija u porastu. To je zapravo pseudozitarica odli¢nih nutritivnih svojstava koja
ukljucuju povoljne omjere makronutrijenata, ali i visoke udjele mikronutrijenata, ne sadrzi
gluten pa je primjenjiva kod osoba s celijakijom, a pokazuje i posebice visoku antioksidativnu
aktivnost najviSe vezanu uz vanjski dio zrna koji je bogat fenolnim spojevima (1).
Antioksidansi, osim utjecaja na zdravlje, imaju i pozitivan utjecaj kod obrade i skladistenja
hrane jer pritom sprjeCavaju njenu oksidaciju i na taj nacin poboljSavaju kvalitetu i produzuju
rok trajanja (2). Medutim, ljuske su nusproizvod industrije i ne koriste se u ljudskoj prehrani
buduci da ljudsko tijelo nema enzime celulazu i hemicelulazu, enzime potrebne za njihovu
razgradnju. One se primjenjuju u stocarstvu kao hrana za zivotinje te u proizvodniji jastuka
(1). S obzirom na njihovu visoku nutritivnu vrijednost, nastoji se pronaci nacin obrade koji ¢e

omoguditi primjenu u prehrani ljudi.

Jedan od nacina je proces kriogenog mljevenja prilikom kojeg se primjenjuju niske
temperature kriogenih tekuéina ¢ime se sprjecava potencijalna degradacija bioaktivnih
spojeva uzrokovna visokim temperaturama prilikom mljevenja (3). Takoder, dobivanjem vrlo
sitno samljevenih Cestica moguce je povecati bioraspoloZivost nutrijenata i time poboljsati

nutritivnu vrijednost proizvoda (4, 5).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj tretmana hemicelulazom i celulazom na antioksidativnhu

aktivnost i udio ukupnih fenolnih spojeva u ljuskama heljde samljevenim pomocu kriomlina.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. Heljda

Heljda pripada skupini dvornikovki (lat. Polygonaceae), medutim prema kemijskom sastavu
sli¢nija je Zitaricama pa se stoga smatra pseudozitaricom, a najviSe se uzgaja u podrucjima
Sjeverne Europe i Azije. Postoji nekoliko vrsta, ali za ljudsku upotrebu uzgajaju se dvije, a to

su Fagopyrum esculentum i Fagopyrum tataricum (6, 7).

Heljda je bogat izvor proteina i aminokiselina, vliakana, masti, Skroba, vitamina, minerala i
drugih funkcionalnih komponenti koje su u razli¢itim omjerima rasporedene ovisno o dijelu
zrna. Udjel proteina je kod heljde nesto viSi nego kod ostalih zitarica, sadrzi esencijalne
aminokiseline lizin i arginin te ne sadrzi gluten. Najveéi udio njenog sastava Cine
ugljikohidrati, odnosno skrob i to 59-74 %. Nadalje, sadrzi oko 2-2,6 % masti, koje su
najviSe gradene od oleinske, linolenske i palmitinske masne kiseline. Udio viakana u heljdi
iznosi 9,3-10,9 %, a od minerala bogata je magnezijem, selenom, Zeljezom, kalijem,
kalcijem, bakrom, manganom i cinkom. U usporedbi s ostalim Zitaricama, ima i veéi udio
vitamina Bs, By, Bs i E. Heljda se u nekim drzavama zbog svoje nutritivne vrijednosti i udjela
fenolnih spojeva te antioksidativne aktivnosti smatra i funkcionalnom hranom koja stiti od

bolesti i poboljSava ljudsko zdravlje (8).

Obrada zrna heljde ukljuCuje ¢iSéenje od razliCitih necistoéa (ostataka drugih biljaka,
kamenja, metala, prasine itd.), zatim uklanjanje ljuski te mljevenje. Mljevenje se moze
provoditi na dva nacina — s uklanjanjem ljuski prije ili nakon mljevenja. Tako obradena heljda
kasnije se koristi za dobivanje proizvoda kao Sto su brasno, kasa, tjestenina, Zitarice za
dorucak, alkoholna pica i slicno. U kombinaciji s ljuskama koristi se kao hrana za Zivotinje

(9), a same ljuske koriste se u proizvodnji jastuka (10).

2.2, Kriomljevenje

Kriogeno mljevenie ili skraceno kriomljevenje predstavlja proces usitnjavanja materijala
koriStenjem niskih temperatura koje se postizu primjenom kriogenih tekucina kao Sto su
tekudi helij, vodik, neon, dusik, zrak, argon ili kisik. Razna istrazivanja pokazala su kako



svakim usitnjavanjem dolazi do promjena u strukturi i funkcionalnim svojstvima hrane.
Primjena kriogenika prilikom mljevenja ima brojne prednosti. Niske temperature poveéavaju
lomljivost i krhkost materijala ¢ime se omogucava lakse i finije usitnjavanje (11), ujedno se
sprjeCavaju toplinska ostec¢enja i ponovna aglomeracija Cestica (12) te ¢uva aktivnost
specifi¢nih spojeva u hrani (13). Kod ljuski takav proces rezultira brzom fragmentacijom na
sitne Cestice i izaziva vecu bioraspolozivost nutrijenata od mljevenja pri sobnoj temperaturi

(14). Slika 1. prikazuje primjer kriomlina kojim se takve karakteristike postizu.

Slika 1. Uredaj za kriomljevenje CryoMill (15)

2.3. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje u malim koncentracijama mogu sprijeCiti ostec¢enja bioloskog
materijala do kojih dolazi zbog nastanka i djelovanja slobodnih radikala. Njihovo djelovanje
oCituje se u reakciji sa slobodnim radikalima prilikom ¢ega imaju ulogu donora elektrona
¢ime nastaju stabilni radikali i prekidaju se lanCane reakcije oksidacije. Slobodni radikal je
bilo koji atom ili molekula koja ima jedan ili viSe nesparenih elektrona, a nastaje na dva
opcenita nacina: homolitickim cijepanjem kovalentne veze u molekuli djelovanjem topline ili

svjetlosti te reakcijom molekula s drugim slobodnim radikalima (16). Najc¢eSce su to reaktivni



kisikovi (ROS) i reaktivni dusSikovi spojevi (RNS) koji pri previsokim koncentracijama uzrokuju
oksidativni stres zbog neravnoteze izmedu ROS/RNS i prirodno prisutnih antioksidansa (17).
Na slici 2. je prikazan nacin na koji antioksidans molekuli slobodnog radikala donira elektron
kako bi nastao stabilni radikal.

Slobodni radikal Antioksidans
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Slika 2. Djelovanje antioksidansa na molekulu slobodnog radikala doniranjem elektrona (18)

Postoji nekoliko mehanizama djelovanja antioksidansa: poticanje peroksidacije, keliranje
metalnih iona tako da se onemoguci tvorba reaktivnih spojeva ili razgradnja lipidnih
peroksida, reduciranje O, do vode Cime se sprjeCava formiranje peroksida, prekidanje

autooksidacijskih lancanih reakcija i/ili smanjenje povisenih koncentracija O, (19).

U ljudskom tijelu razlikujemo dvije skupine spojeva koji djeluju kao antioksidansi, a to su
antioksidativni enzimi u koje ubrajamo superoksid dismutazu (SOD), glutation-peroksidazu
(GPRXx), askorbat oksidazu (Aox), glutation s-transferazu (GSTs), katalazu i glutation
reduktazu (GR), te neenzimske antioksidanse koji ukljucuju polifenolne spojeve, vitamine (C i
E), koenzim Q10 i glutation (20). S obzirom da se antioksidansi nalaze u raznim
namirnicama, njihova se koncentracija u organizmu moze povecati konzumacijom hrane

bogate antioksidansima ili koriStenjem odredenih suplemenata (21).



2.3.1. Metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti

2.3.1.1. FRAP metoda

FRAP metoda (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) temelji se na sposobnosti
antioksidansa da doniranjem elektrona reduciraju Zuti kompleks Fe3* u Fe?* pri ¢emu Fe?*
reagira s 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazinom (TPTZ) koja je prikazana na slici 3. te dolazi do
stvaranja plavo-ljubicaste boje Ciji se apsorpcijski maksimum biljezi na 593 nm (22) pri c¢emu
se detektiraju Cestice koje imaju standardni redukcijski potencijal ispod 0,77 V (23). Kemijska

reakcija je prikazana u kemijskoj jednadzbi (24):

Fe(TPTZ), (III) + ArOH — Fe (TPTZ), (II) + ArOH*

Navedena reakcija odvija se u kiselim uvjetima (pH 3,6) u kojima se osigurava dobra
topljivost Zeljeza (25). Karakteristike FRAP metode su jednostavnost, brzina reakcije,
linearnost u Sirokom podrudju i pristupacnost jer ne zahtjeva nikakvu dodatnu opremu osim
spektrofotometra. Medutim, moze doci do laznih rezultata zbog vezanja drugih

neantioksidativnih spojeva s redoks potencijalom nizim od 0,77 V (26).
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Slika 3. Struktura molekule TPTZ (27)

2.3.1.2. TPC metoda

TPC (engl. Total Phenolic Content) je kolorimetrijska metoda kojom se koriStenjem Folin-
Ciocalteu reagensa odreduje koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u uzorku. Metoda se
temelji na redukciji Folin-Ciocalteu reagensa prilikom ¢ega dolazi do stvaranja plavog
obojenja koje se mjeri spektrofotometrijski pri 760 nm, a intenzitet obojenja proporcionalan

je koncentraciji fenolnih spojeva (28). Sto se ti¢e prirode reakcije, pretpostavlja se da se



sastoji od niza reverzibilnih redoks reakcija gdje dolazi do prijenosa elektrona s fenolnih
spojeva na kompleks fosfomolibdenske/fosfovolframove kiseline i nastanka spojeva koji daju
plavo obojenje. Za prikazivanje rezultata koriste se standardi fenolnih spojeva te se
koncentracija zapravo prikazuje kao ekvivalent koriStenog standarda fenolnog spoja po masi
ili volumenu uzorka. Kao standardi najcesce se koriste galna kiselina, taninska kiselina,
katehin i drugi (29). Prednosti ove metode su brzina, jednostavnost i visoka reproducibilnost.
Navedena metoda se Cesto koristi kod mjerenja koncentracije fenolnih spojeva voéa, povréa,
Zitarica i biljaka. Folin-Ciocalteu reagens ne reagira specificno samo s fenolnim spojevima,
vec i s drugim spojevima kao Sto su askorbinska kiselina, aromatski amini i aminokiseline,
reducirajuci Seceri i proteini, Sto predstavlja nedostatak metode buduci da moze doéi do
laZno pozitivnih rezultata (Error! Bookmark not defined.).

2.3.1.3. DPPH metoda

DPPH metoda je Siroko primjenjiva metoda koja se temelji se na spektrofotometrijskom
mjerenju promjene koncentracije DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazila) do koje dolazi uslijed
reakcije DPPH s antioksidansima (30). DPPHe je stabilan slobodni radikal ljubiCaste boje koji
ima apsorpcijski maksimum pri 515 nm u metanolu. DPPHe prima elektron, odnosno proton
(H) od molekule antioksidansa prilikom ¢ega dolazi do redukcije u DPPH; i stvaranja Zute
boje Ciji se intenzitet mjeri pomocu spektrofotometra. Intenzitet zute boje proporcionalan je
stupnju redukcije DPPH (Error! Bookmark not defined.). Ova metoda najviSe se koristi
kod mjerenja antioksidativne aktivnosti Zitarica, povréa, konjugirane linolne kiseline, zacina,
jestivih ulja sjemenki te brasna u otapalima kao Sto su etanol, aceton, metanol i benzen koja
ujedno olakSavaju ekstrakciju antioksidativnih spojeva (31). Slika 4.prikazuje reakciju u kojoj
dolazi do opisane redukcije DPPH molekule iz njenog oksidiranog u reducirani oblik.
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Slika 4. Redukcija DPPH molekule (32)



2.4. Fenolni Spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji sadrze aromatski prsten na koji je vezana
jedna ili vise hidroksilnih skupina. Takoder mogu biti vezani i druge funkcionalne skupine te
mogu sadrzavati i nekoliko aromatskih prstena. Prema tome se mogu klasificirati na

polifenole i jednostavne fenole (33).

2.4.1. Polifenoli

Polifenoli su tvari prirodno prisutne u vocu, povrcu i cjelovitim zitaricama. Oni Stite biljke od
Stetnog UV zracenja i djelovanja patogenih mikroorganizama. Zadnjih godina pridaje im se
sve veca vaznost zbog pozitivhog utjecaja na ljudsko zdravlje u cjelini, a posebice na
sprjeavanje kronicnih upala, nastanak raka, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti,
dijabetesa, osteoporoze, alergija i usporavanja starenja. Polifenoli utjeCu na svojstva hrane
kao Sto su boja, okus, gorcina, miris te oksidacijska stabilnost koja je povezana s kvarenjem
hrane (34). Taj utjecaj rezultat je njihove antioksidativne aktivnosti koja se ocituje u
sposobnosti fenolne skupine za hvatanje slobodnih radikala, uz formiranje stabiliziranog
fenoksil radikala, jer je redukcijski potencijal elektrona fenolnog radikala nizi od redukcijskog
potencijala elektrona reaktivnog kisikovog oblika prilikom ¢ega se prekidaju lancane reakcije
oksidacije u stanicama (35). Ta stabilizacija radikala postize se delokalizacijom elektrona,
stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom reakcijom s drugim lipidnim
radikalom, a uz to njihovo antioksidativno djelovanje ocituje se i u interakciji flavonoida s

drugim fizioloSkim antioksidansima, npr. vitaminom C ili vitaminom E (36).

Polifenoli igraju veliku ulogu u prehrambenoj industriji pa se Cesto dodaju zbog svoje
sposobnosti usporavanja kvarenja hrane, ali i kako bi se povecala nutritivna vrijednost.
Obrada hrane ima utjecaj na njihovu koncentraciju pa tako u nekim slucajevima moze
djelovati pozitivno kao na primjer prilikom maceracije, dok u drugim slu¢ajevima negativno

kao Sto je to kod uklanjanja dijelova zitarica, voca i sli¢no (37).

Postoji nekoliko nacina kategorizacije polifenolnih spojeva — prema porijeklu, bioloskoj
funkciji i kemijskoj strukturi. NajceS¢e se svrstavaju prema strukturi aglikona na flavonoide i

neflavonoide (fenolne kiseline, stilbene, lignane i tanine) (38).



2.4.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su biljni pigmenti gradeni od 15 atoma ugljika koji su povezani u jezgru od tri
prstena koje Cine dva aromatska prstena medusobno povezana piranskim prstenom,
odnosno imaju fenilbenzopiransku strukturu. U prirodi se najéesée nalaze u obliku glikozida
(39). Dijele se u nekoliko podskupina, a to su: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli,
antocijanidini i izoflavoni. Nositelji su boje cvije¢a, voca i liS¢a te zajedno s neflavonoidima
grade drvenaste dijelove biljaka (40). Izvori flavonoida su voce i povrée, zeleni i crni ¢aj,
Cokolada, crna vina, bobicasto voce, sjemenke, med i propolis (34). Na slici 5. prikazane su

kemijske strukture osnovnih vrsta flavonoida.

CiH

o @ Lo TN
“on IO

Antocijanidin O Flavan-3-ol

Flavanon

Slika 5. Struktura flavonoida (41)

2.4.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline pokazuju snaznu antioksidativnu, protuupalnu, antikancerogenu i
antimikrobnu aktivnost, a takoder i pozitivan ucinak u lijeCenju mnogih kardiovaskulranih
bolesti i sprjeCavanju ateroskleroze (42). Njihova uloga u biljkama povezana je s
apsorpcijom, sintezom proteina, aktivnhoS¢u enzima, fotosintezom i aleopatijom. Svrstavaju
se dvije skupine: derivate benzojeve kiseline i derivate cimetne kiseline. Osim po strukturi,

razlikuju se i prema stupnju hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (43).

Hidroksibenzojeve kiseline sastoje se od 7 ugljikovih atoma strukture C¢-Ci, a glavni
predstavnici te skupine su: vanilinska, siriginska, protokatehinska, galna, m-
hidroksibenzojeva, p-hidroksibenzojeva, gentisinska kiselina. Njihovi prirodni izvori su crveno
voce, radic, luk, ¢aj i zacini (44). Hidroksicimetne kiseline uglavnom dolaze u konjugiranim



oblicima ili u obliku estera. U njih se ubrajaju p-kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska
kiselina, a mozemo ih naci u borovnicama, Sljivama, jabukama, kiviju, articokama, kruskama,
Zitaricama, rajcici, kavi i drugim namirnicama (44). Na slici 6. prikazane su osnovne kemijske

strukture hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline.

Hidroksibenzojeva kiselina Hidroksicimetna kiselina
R, R
H _€ >—(O R —% >—\
T ¥ (o]
OH N
R! OH

Ry= R,= OH, Ry = H :Protokatehinska kiseling

R, = 0H umarinska kiseling
R, = R,= R,= O :Galna kiseling R,= R
R

= Ry = OH : Kafeinsko kiseling
= OCH,, R, = OH ; Ferulinska kiseling

]

Slika 6. Struktura hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (44)

2.4.1.3. Lignani

Strukturu lignana karakteriziraju ponavljajuce n-propilbenzenske jedinice te se mogu pronadi
u sjemenkama lana i sezama, razi, brokuli, ¢eSnjaku, jagodama te crnom i zelenom caju
(45). Imaju antikancerogena, antioksidativna svojstva te pokazuju utjecaj na hormon

estrogen, a dobivaju se sintezom iz Sikiminske kiseline (Error! Bookmark not defined.).

2.4.1.4. Stilbeni

Stilbeni su gradeni od dva aromatska prstena povezana etanolom ili etilenom i u malim
koli¢éinama su prisutni u hrani. Glavni izvori stilbena su grozde i proizvodi od grozda kao Sto
je vino koje je izvor stilbena resveratrola Cija je kemijska struktura prikazana na slici 7.
Smatra se da imaju antikancerogena svojstva te da Stite od kardiovaskularnih bolesti (44, 46,
47).



Resvoeratrol

Slika 7. Struktura resveratrola (34)

2.4.1.5. Tanini

Tanini su polifenolni spojevi molekulskih masa izmedu 500 i 3000 Da. Dijele se na dvije
skupine: hidrolizirajuce i kondenzirane tanine. Hidrolizirajuci tanini po svojoj kemijskoj
strukturi sastoje se od centralne glukoze vezane za molekulu galne kiseline ili njenih
derivata, dok su kondenzirani tanini polimeri flavana (48). Namirnice koje sadrze tanine su
sirak, proso, je¢am, mahunarke, jabuke, banane, bobicasto voce, grozde, breskve, kruske, a
moze ih se pronadi i u vinu i ¢aju. Iako posjeduju antikancerogena, antimikrobna i
antimutagena svojstva, vezu se u komplekse s proteinima, ugljikohidratima, vitaminima,
mineralima te probavnim enzimima i na taj nacin negativno djeluju na metabolizam. Stoga je

pozeljno kontrolirati njihov unos hranom (49).

2.5. Enzimi

Enzimi su skupina proteina koja na sebe veze supstrat i kataliziraju specificne reakcije
prevodenja vezanog supstrata u odredeni produkt. U prehrambenoj industriji enzimi se vrlo
Cesto primjenjuju, posebice u industriji piva, vina, pekarskih proizvoda, sira, mesa te
proizvodniji funkcionalne hrane (50). Izvori enzima koji se pritom koriste su zivotinjski, biljni
te mikrobni (bakterije, gljive, kvasci, aktinomicete) koji se ujedno smatraju i najboljima (51).
NajéeScée koristeni u prehrambenoj industriji su: a-amilaze, proteaze, lipaze, katalaze,
laktaze, celulaze, glukoza oksidaza, glukoza izomeraza, invertaza (52). Siroku primjenu imaju
zahvaljujuci djelovanju na poboljSanje kvalitete, okusa i izgleda hrane te povecanje nutritivhe

vrijednosti. Enzimi utjecu i na sigurnost hrane tako Sto sprje¢avaju nastanak toksicnih
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komponenti, a mogu se koristiti i kao zamjena za neke aditive. Dodaju se tijekom pripreme,
obrade, pakiranja, transporta i/ili skladistenja hrane te je pritom bitno da svojim svojstvima
ne naruSavaju zdravlje ljudi (53). Pojedini enzimi u odredenom trenutku tijekom obrade
trebaju biti inaktivirani kako bi se sprijeCio nezeljeni utjecaj ili kako bi se prekinulo njihovo
djelovanje nakon sto je postignut Zeljeni cilj. Inaktivacija enzima moze se postiéi primjenom
toplinske obrade, tretmana visokim tlakom, mikrovalovima, infracrvenim i ultraljubicastim

zraCenjem, pulsiraju¢im elektri¢nim poljem i ultrazvukom (50).

2.5.1. Celulaza

Celulaza je enzim koji katalizira hidrolizu celuloze, polisaharida gradenog od B-1,4- glukoznih
jedinica, pri ¢emu dolazi do stvaranja monosaharida, manjih polisaharida te oligosaharida.
Postoji nekoliko vrsta celulaze kao Sto je B-1,4-endoglukanaza (EC 3.2.1.4) koja cijepa B-1,4-
glikozidne veze u celulozi i B-D-glukanima, celobiohidrolaza (EC. 3.2.1.91) koja katalizira
hidrolizu B-1,4-D-glikozidnih veza s nereducirajuceg kraja pri Cemu se nastaju celobiozne
jedinice te celobiaza (EC. 3.2.1.21) koja cijepa celobiozu i stvara glukozu. Celulaze
sintetiziraju bakterije i gljive, najéeSée se radi o vrstama iz roda Penicillium. Uloga celulaze,
osim u prirodi, bitna je u mnogim industrijama. U prehrambenoj industriji najéesce se koristi
prilikom proizvodnje vina i vo¢nih sokova kako bi poboljSala maceraciju, presanje i na taj
nacin ekstrakciju odredenih pigmenata, okusa, aroma, fermentabilnih Secera i antioksidansa.
Koristi se i u pekarskoj industriji u svrhu poboljSanja dizanja tijesta, njegovih mehanickih
svojstva poput elasti¢nosti i ¢vrstoce te pojaCavanje arome i okusa proizvoda (54, 55, 56).
Na slici 8. prikazane su reakcije nekih vrsta celulaze prilikom cega dolazi do razgradnje

celuloze do glukoze.
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Slika 8. Prikaz reakcije razliCitih vrsta celulaze (57)

2.5.2. Hemicelulaza

Hemicelulaze predstavljaju skupinu enzima koji kataliziraju hidrolizu hemiceluloze,
heterogene skupine razgranatih i linearno povezanih polisaharida koji povezani s celulozom i
lignanom cine visoko kompleksnu strukturu. Sintetiziraju ju mikroorganizmi, a prisutna je i u
probavnom sustavu nekih Zivotinja. Prema gradi katalitickih domena dijele se na glikozidaze
¢ija je uloga hidroliza glikozidnih veza i ugljikohidratne esteraze koje hidroliziraju esterske
veze. U skupinu ugljikohidratnih esteraza pripadaju ksilanaze, B-manaze, a-L-
arabinofuranozidaze, a-D-glukuronidaze, B-ksilozidaze te hemicelulozne esteraze. Osim
katalitickin domena, postoje funkcionalne domene koje vezu ugljikohidrate i Dockerinove
domene koje vezu kataliticke domene za povrsinu mikrobne stanice ili za odredene
enzimatske komplekse. Hemicelulaza ima znacajnu ulogu u degradaciji biljne biomase te u
procesu kruzenja ugljika, a najvecu primjenu ima u proizvodnji papira, kao dodatak hrani za
Zivotinje te u obradi brasna u pekarskoj industriji (58). Na slici 9. prikazana je kemijska

struktura jedne vrste hemiceluloze gradene od 3-1,4-D-ksilopiranozilnih jedinica.
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Slika 9. Hemiceluloza izolirana iz Aspergillus niger (59)

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Uzorci

Heljdine ljuske (lat. Fagopyrum esculentum) dobavljene su od proizvodaca Pukanic,
Hrvatska. Mljevenje i enzimski tretman uzoraka provedeni su u okviru diplomskog rada
Prodanovi¢, 2019. Samljevene su na ciklomlinu (Retsch ZM200, Njemacka) pri postavljenoj
brzini 6000 RPM na velicinu Cestica < 500 pm. Nakon mljevenja na ciklomlinu ljuske heljde
mljevene su na kuglicnom kriomlinu (Retsch Cryomill, Njemacka) u trajanju od 8 minuta, uz
primjenu hladenja tekuc¢im dusikom. Nakon mljevenja uzorci su tretirani enzimima
hemicelulazom (5000 HCU/g, BIO-CAT, SAD) i celulazom (Alphamalt C 21032, Mihlenchemie
GmbH & Co. KG, Njemacka). Pripremljena je 10 % suspenzija uzorka (m/V) u 0,1 M natrij
acetatnom puferu. Enzimski tretman proveden je u vodenoj kupelji pri 120 rpm tijekom 1 h,
4 hi8h,uzdodatak 0,1 % i 1 % enzima na masu uzorka. Enzimi su prije i poslije tretmana
inaktivirani zagrijavanjem na temperature vece od 90 °C kroz 10 minuta. Nakon tretmana
uzorci su liofilizirani i ¢uvani pri -20 °C do analize. U tablici 1. nalazi se vrijeme trajanja

enzimskog tretmana i udio enzima koji se pritom koristio za svaki uzorak.
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Tablica 1. Analizirani uzorci tretiranih heljdinih ljuski

UZORAK VRIJEME ENZIMSKOG TRETMANA UDJEL ENZIMA
0 Oh Bez enzima
E1%1h 1h 1%
EO0,1%1h 1h 0,1%
E1%4h 4 h 1%
EO0,1%4h 4h 0,1%
E1%8h 8h 1%
EO0,1%8h 8h 0,1 %

3.2. Ekstrakcija slobodnih polarnih spojeva iz heljdinih ljuski

Kemikalije, oprema i uredaji:

plasticna epruveta volumena 2 mL
analiticka vaga JK 180, YMC CHYO, Mikrotehnavorteks, IKA 4 basic

ultrazvucna kupelj VWR
centrifuga MICROCL 21, Thermo Scientific

pipetman, Eppendorf

magnetska mijesalica s termoregulacijom IKA C-MAG HS7, dusik 4,6, Messer Croatia

Plin d.o.o.

filter na Spricu poroznosti 0,45 um

metalna Spatula

etanol, Fisher Chemical

metanol, J.T.Baker

Postupak:

U plasti¢nu epruvetu volumena 2 mL izvagano je 100 + 0,1 mg uzorka. Dodan je 1 mL 80 %

etanola te je uzorak vorteksiran 10 minuta u horizontalnom polozaju, a potom stavljen 10

minuta u ultrazvuénu kupelj. Uzorci su zatim 15 minuta centrifugirani pri 8000 rpm nakon

¢ega je supernatant odvojen, a ekstrakcija je ponovljena jos dvaput. Svi supernatanti su
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spojeni i upareni do suhog pod strujom dusika uz zagrijavanje, 40 °C. Upareni ekstrakti

cuvani su pri -20 °C do analize.

Prije analize ekstrakti su otopljeni u metanolu, vorteksirani 30 sekundi, centrifugirani 10
minuta na 14000 rpm, a potom profiltrirani kroz filter na Spricu poroznosti 0,45 pm.

3.3. TPC metoda

Kemikalije, oprema i uredaji:

e metanol, J.T.Baker

e kiveta

e pipetman, Eppendorf

e Folin-Ciocalteu reagens, SIGMA

¢ NaxCOs, GRAM-MOL

e spektrofotometar, UV/VIS Spectrometer Lambda 35, PerkinElmer
e galna kiselina, 98 %-tna, Acros Organics

Postupak:

U kivetu je dodano 20 L ekstrakta, 400 pL destilirane vode i 100 pL Folin-Ciocalteu
reagensa. Nakon 3 minute dodano je 300 uL 20 % Na,COs, 1180 pL destilirane vode i kiveta
je promuckana. Reakcija se odvijala tijekom 2 sata, u mraku na sobnoj temperaturi. Po
zavrsetku reakcije izmjerena je apsorbancija pri 765 nm. Mjerenja su provedena u dva
paralelna mjerenja, a slijepa proba je napravljena sa svakom Sarzom mijerenja tako da je

umjesto uzorka dodano 20 pL metanola.

Rezultati su izraZeni kao mg ekvivalenata galne kiseline. BaZdarna krivulja izradena je u
rasponu koncentracija galne kiseline od 0,1 do 1,0 mg/mL na 6 koncentracijskih razina u
ovisnosti o apsorbanciji izmjerenoj pri 765 nm. Za izradu bazdare krivulje je u reakciju
umjesto uzorka dodano 20 L otopine galne kiseline. Mjerenja su provedena u tri paralelna

mjerenja.
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3.4. DPPH metoda

Kemikalije, oprema i uredaji:

e metanol, J. T. Baker

e mikrokivete

e pipetman, Eppendorf

e DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil), Aldrich

e spektrofotometar, UV/VIS Spectrometer Lambda 35, PerkinElmer

e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 97 %, Aldrich

Postupak:

U kivetu je dodano 20 pL uzorka, 950 uL 0,06 mM otopine DPPH te je kiveta promuckana.
Slijepa proba je pripremljena s 20 pl metanola umjesto ekstrakta i napravljena je sa svakom
Sarzom mjerenja. Nakon 30 minuta stajanja u mraku izmjerena je apsorbancija pri 517 nm.

Mjerenja su provedena u dva paralelna mjerenja.

Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata Troloxa. Bazdarna krivulja izradena je u rasponu
koncentracija Troloxa od 0,01 do 0,2 mg/mL na 6 koncentracijskih razina u ovisnosti o
apsorbanciji izmjerenoj pri 517 nm. Za izradu bazdarne krivulje je u reakciju umjesto uzorka

dodano 20 L otopine Troloxa. Mjerenja su provedena u tri paralelna mjerenja.

3.5. FRAP metoda

Kemikalije, oprema i uredaji:

e metanol, J.T.Baker

e mikrokivete

e pipetman, Eppendorf

e FeCl; x 6 H,0, Zeljezov(III) klorid heksahidrat, Kemika
e TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazin), Alfa Aesar

e (C;H3NaO; X 3H,0, natrij acetat trihidrat, Lachner

e ledena octena kiselina, Carlo Erba

¢ klorovodicna kiselina, 37 %, Carlo Erba
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e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 97 %, Aldrich
e spektrofotometar, UV/VIS Spectrometer Lambda 35, PerkinElmer

Postupak:

FRAP reagens pripremljen je mijeSanjem 20 mM FeCl; x 6 H,0, 10 mM TPTZ s 40 mM HCl i
300 mM acetatnim puferom u omjeru 1 : 1 : 10. U mikrokivetu je otpipetirano 20 pL
ekstrakta i dodano je 1 mL FRAP reagensa. Slijepa proba je pripremljena sa svakom Sarzom
mjerenja tako da se dodalo 20 pL metanola umjesto ekstrakta. Nakon 4 minute reakcije

izmjerena je apsorbancija pri 593 nm. Mjerenja su provedena u dva paralelna mjerenja.

Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata Troloxa. BaZdarna krivulja izradena je u rasponu
koncentracija Troloxa od 0,01 do 0,2 mg/mL na 6 koncentracijskih razina u ovisnosti o
apsorbanciji izmjerenoj pri 593 nm. Za izradu bazdarne krivulje je u reakciju umjesto uzorka

dodano 20 L otopine Troloxa. Mjerenja su provedena u tri paralelna mjerenja.

3.6. Obrada rezultata

Rezultati analiza obradeni su u programu MS Excel 2010. Statisticka analiza obuhvacala je
jednosmijernu analizu varijance, uz post hoc Tukey test (a = 0,05), a provedena je pomocu
programa Statistica 8 (Stat Soft Inc., USA).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom zavrSnom radu odredivana je antioks

idativna aktivnost i udio fenolnih spojeva u

kriomljevenim i enzimski tretiranim heljdinim ljuskama te su rezultati prikazani graficki (slike

11.,13.i 15.).

4.1. Udio ukupnih fenolnih spojeva

Na slici 10. prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o0 masenoj koncentraciji

galne kiseline. Jednadzba pravca glasi y = 1,0703 x + 0,0273 gdje x predstavlja

koncentraciju ekvivalenata galne kiseline izrazenu u mg/mL, a y apsorbanciju mjerenu pri

765 nm.
1.2
y = 1,0703x + 0,0273
Lo R? = 0,9995 Pt
. r= 0,99V
0.8
—g /
c
n 0.6
[(o]
z /
< 0.4 /
0.2 /
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
¢ (mg/mL)

Slika 10. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije 0 masenoj koncentraciji galne kiseline
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Na slici 11. prikazani su rezultati dobiveni koristenjem TPC metode koji se odnose na udio

fenolnih spojeva u analiziranim uzorcima heljdinih ljuski.
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Slika 11. Udio fenolnih spojeva dobiven koriStenjem TPC metode

1z dobivenih rezultata utvrdeno je da kod uzoraka koji su tretirani enzimima u koncentraciji
0,1 % ne dolazi do znatnih promjena udjela fenolnih spojeva produljenjem vremena
tretmana. Kod uzoraka tretiranih enzimima u koncentraciji 1 % dolazi do smanjenja udjela
fenolnih spojeva produljenjem vremena tretmana — 15,44 % nakon 4 h te 28,86 % nakon 8

h, u odnosu na tretman 1 h.

S obzirom na koncentraciju enzima koja je koriStena u tretmanima, nije utvrdena razlika

medu uzorcima.

U usporedbi s netretiranim uzorkom, znacajno povecanje udjela fenolnih spojeva utvrdeno je

jedino kod uzorka tretiranog 1 h pri koncentraciji enzima 1 %, a koje iznosi 18,79 %.

4.2. Antioksidativna aktivhost odredena DPPH metodom

Na slici 12. prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti postotka redukcije 0 masenoj
koncentraciji Troloxa. Jednadzba pravca glasi y = 298,82x — 0,0401 gdje y predstavlja
stupanj redukcije, a x koncentraciju Troloxa u mg/mL te iz dijagrama vidimo da stupanj

redukcije raste proporcionalno s povecanjem koncentracije.
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Slika 12. Bazdarni dijagram ovisnosti postotka redukcije 0 masenoj koncentraciji Troloxa

Na slici 13. nalaze se rezultati dobiveni koristenjem DPPH metode koji prikazuju

antioksidativnu aktivnost u analiziranim uzorcima.
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Slika 13. Antioksidativna aktivnost dobivena koristenjem DPPH metode

Usporedujuéi antioksidativnu aktivnost odredenu DPPH metodom s obzirom na vrijeme

trajanja tretmana, utvrdeno je da primjenom koncentracije enzima od 1 % dolazi do pada

antioksidativne aktivnosti od 21,85 % produljenjem vremena tretmana s 1 h na 8 h, dok kod

koncentracije 0,1 % produljenje vremena ne dovodi do znacajne razlike u antioksidativnoj

aktivnosti medu uzorcima.
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Promjena koncentracije enzima koriStene prilikom tretmana ne utjecu znacajno na

antioksidativnu aktivnost.

Antioksidativna aktivnost svih tretiranih uzoraka ne razlikuje se znacajno od netretiranog

uzorka.

4.3. Antioksidativna aktivnost odredena FRAP metodom

Na slici 14. prikazan je bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o0 masenoj koncentraciji

Troloxa. Jednadzba pravca glasi y = 3,4351 x — 0,0092, gdje y predstavlja izmjerenu

apsorbanciju pri 593 nm, a x koncentraciju Troloxa izrazen u mg/mL te se isto kao i kod

prethodnih metoda moze zakljuciti da apsorbancija raste proporcionalno s pove¢anjem

koncentracije.
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Slika 14. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije 0 masenoj koncentraciji Troloxa
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Na slici 15. nalaze se rezultati dobiveni koristenjem FRAP metode koji prikazuju

antioksidativnu aktivnost u analiziranim uzorcima.
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Slika 15. Antioksidativna aktivnost dobivena koristenjem FRAP metode

Rezultati FRAP metode u skladu su s onima dobivenim DPPH metodom. Produljenjem
vremena tretmana s 1 h na 8 h koriStenjem koncentracije enzima od 1 % dolazi do pada
antioksidativne aktivnosti u iznosu od 14,37 %, a kod primjene koncentracije enzima od 0,1

% nije utvrdena znacajna razlika.

Uzevsi u obzir isklju¢ivo primijenjenu koncentraciju enzima, nisu utvrdene razlike u

antioksidativnoj aktivnosti medu uzorcima.

Antioksidativna aktivnost svih tretiranih uzoraka ne razlikuje se znacajno od netretiranog

uzorka.

Prema istrazivanju koje su proveli Sedej i suradnici gdje su usporedili antioksidativnu
aktivnost i udio fenolnih spojeva razli¢itih vrsta Zitarica, heljda ima najveéi udio fenolnih
spojeva te najvecu antioksidativnu aktivnost koja je vezana za vanjski dio zrna (60). Do
oslobadanja i time povecanja udjela fenolnih spojeva kao Sto je dobiveno i u rezultatima
ovog rada te povecanja antioksidativne aktivnosti dolazi tretmanom s enzimima Sto su
dokazali Bartolome i Gomez-Cordoves tako da su jeCam tretirali razliitim vrstama enzima,
medu kojima su i celulaze i hemicelulaze (61). Takoder u istrazivanju koje su proveli

Alrahmany i Tsopmo u kojem su zobene mekinje tretirane celulazom i hemicelulazom i potom
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podvrgnute metodama mjerenja, izmedu ostalog udjela fenolnih spojeva i antioksidativne
aktivnosti, dokazano je da se tretmanom enzimima taj udio povecéava, Sto je dobiveno i u
ovom radu (62). Sli¢no tomu istrazivanju proveli su i Vong, Lim i Liu koji su tretirali ostatke
soje enzimima celulazom i hemicelulazom pri ¢emu je doslo do povecanja udjela fenolnih
spojeva te je ujedno dokazano da se enzimskim tretmanom povecava bioraspoloZivost
pozeljnih spojeva iz hrane (63). Osim navedenih, s rezultatima ovog rada slazu se i rezultati
istrazivanja Wanyoa, Meesoa i Siriamornpuna provedenog na rizinim ljuskama i mekinjama
koje su tretirane celulazom gdje je takoder doslo do povecanja udjela fenolnih spojeva,
medutim nije utvrdena korelacija izmedu udjela fenolnih spojeva i antioksidativne aktivnosti
(64). Povezanost udjela fenolnih spojeva i antioksidativne aktivnosti, dobivena je u
istrazivanju na razliCitim vrstama voca, povrca i zitarica koje su proveli Velioglu, Mazza i

Oomah (65) Sto se takoder poklapa s dobivenim rezultatima.

5. ZAKLJUCAK

Na osnovu dobivenih rezultata i provedene rasprave, moze se zakljuciti sliedece:

% Tretmanom kriomljevenih heljdinih ljuski enzimima celulazom i hemicelulazom dolazi
do promjene udjela fenolnih spojeva.

% Produljenjem vremena tretmana s dodatkom 1 % enzima dolazi do smanjenja udjela
fenolnih spojeva i antioksidativne aktivnosti, dok kod uzoraka tretiranih s dodatkom
0,1 % nije utvrden znacajni utjecaj vremena tretmana.

% Primijenjena razli¢ita koncentracija enzima (0,1 % i 1 %) nije utjecala na znacajnu
razliku udjela fenolnih spojeva i antioksidativhu aktivnost tretiranih uzoraka.

% U odnosu na netretirane ljuske heljde, u enzimski tretiranim ljuskama nije utvrdena
znacajna promjena antioksidativne aktivnosti.

% Najveci udio fenolnih spojeva utvrden je u ljuskama heljde tretiranim s dodatkom 1
% enzima tijekom 1 h.

% Fenolni spojevi i njihova antioksidativna aktivnost imaju pozitivan utjecaj na ljudsko

zdravlje pa je pozeljno konzumirati hranu bogatu takvim spojevima kako bi se

organizam dodatno zastitio od svakodnevnog utjecaja slobodnih radikala.
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