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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Cilj ovog zavrSnog rada bilo je ispitati utjecaj dodatka ekstrakta industrijske konoplje na

fenolni sastav 1 antioksidacijsku aktivnost mati¢nog soka od viSnje Maraske.



SAZETAK

Zbog velike prehrambene vrijednosti i bogatog udjela bioaktivnih komponenti koje
pozitivno utjecu na zdravlje i odrzavaju normalno funkcioniranje organizma, voce ¢ini
sastavni dio ljudske prehrane. Medu brojnim vrstama voca posebno se izdvaja visnja,
voce poznato po velikoj koli¢ini antioksidansa. Jedna od najpoznatijih sorti viSnje u
Dalmaciji je viSnja Maraska koja ima visoku nutritivhu vrijednost i dobar bioloski
uc¢inka na ljudsko zdravlje.

U ovom radu ispitan je fenolni sastav i antioksidacijska aktivnost mati¢nog soka visnje
Maraske 1 soka s dodatkom konoplje. Odredivani su slijede¢i parametri: boja soka,
ukupni fenoli, flavonoidi 1 neflavonoidi (Folin-Ciocalteu metodom), antocijani
(metodom izbjeljivanja s bisulfitom) te antioksidacijska aktivnost (metodom
odredivanja redukcijske aktivnosti - FRAP 1 sposobnost hvatanja molekula slobodnog
radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil - DPPH).

Dodatak ekstrakta industrijske konoplje u soka od visnje nije znacajno utjecao na
poboljsanje antioksidacijske aktivnosti kao ni na fenolni sastav mati¢nog soka. Rezultati
ukazuju na veci udio ukupnih fenola (5630,56 mg GAE/L) i antocijana (2858.33 mg
cijanidina/L) u ¢istom maticnom soku u odnosu na sok s dodatkom konoplje (5486,11
mg GAE/L ukupnih fenola 1 2352.58 mg cijanidina/L). Redukcijska snaga Cistog soka
bila je znatno veca, dok je sok s dodatkom konoplje pokazao neznatno bolju sposobnost
hvatanja radikala. Dobiveni rezultati ukazuju na bogat fenolni sastav i antioksidacijski

potencijal mati¢nog soka visnje Maraske bez dodataka i s dodatkom konoplje.

Kljuéne rije¢i: visnja, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost



SUMMARY

The fruits are an integral part of human diet due to its nutritional value and large
number of bioactive components with positive beneficial effect on human and normal
functioning of the organism. Among numerous types of fruit, the cherries stand out as
rich source of antioxidants. One of the most known in Dalmatia is Maraska cherry
variety, popular for its high nutritional value and good biological effect on human
health.

In this paper the phenolic composition and antioxidant activity of pure Maraska sour
cherry juice and a juice with addition of hemp extract were examined. The juice colour
parameters, total phenols, flavonoids and non-flavonoids (Folin-Ciocalteu method),
anthocyanins (by bisulphite bleaching method) and antioxidant activity (by the method
of determining the reducing activity-FRAP and the ability to capture free radical
molecules 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl-DPPH) were determined.

The addition of industrial hemp extract to cherry juice did not significantly improve the
antioxidant activity or the phenolic composition of the pure juice. The results indicated
a higher proportion of total phenolics (5630,56 mg GAE/L) and anthocyanins (2858,33
mg cyanidin/L) in pure juice compared to the juice with hemp extract (5486,11 mg
GAE/L of total phenols and 2352,58 mg cyanidin/L). The reducing power of the pure
juice was significantly higher, while juice with the addition of hemp extract showed a
slightly better ability to capture radicals. The results confirm that the pure Maraska
cherry juice, with and without hemp, is a rich source of phenolics with strong

antioxidant potential that can contribute to the overall health.

Keywords: sour cherry, total phenolics, antioxidant activity
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UvOD

Uz povrée, voce €ini vaznu i neizostavnu komponentu u svakodnevnoj prehrani zbog svoje
velike prehrambene vrijednosti. Osim komponenti koje organizmu daje energiju, voce je
namirnica bogata bioaktivnim komponentama koje blagotvorno djeluju na organizam. Medu
brojnim vrstama voca posebno se istiCe visnja, voc¢e bogato fenolima, antocijanima, vitamina,
mineralima 1 prehrambenim vlakanima. Osobito znacajna sorta na podrucju Dalmacije je
viSnja Maraska bogata odredenom koliCinom Secera, organskim kiselinama, taninima,
pektinima, mineralnim tvarima, niacinom i karotenom. Svojim brojnim bioloSkim svojstvima,
medu kojima i antioksidacijskim djelovanjem te fenolnim sastavom pozitivno djeluje na
zdravlje ljudi i to na nacin da smanjuje mogucnost razvoja degenerativnih bolesti, pomaze pri
oporavku misSica, odrzava krvni tlak 1 pH ravnotezu tijela.

Zbog svog kemijskog sastava i Sirokog spektra funkcionalnog djelovanja na organizam vis$nja
ne samo da se konzumira u svjezem obliku ve¢ se i preraduje u proizvode poput sokova,
marmelada, dzemova i mnogih drugih. Nutritivna svojstva koja svjeZza namirnica posjeduje
vazno je u $to vecoj mjeri saCuvati tijekom prerade. U tom smislu mati¢ni sokovi su vrlo
zanimljivi budu¢i da se tijekom prerade ne koriste visoke temperature pa primijenjeni
tehnoloski procesi minimalno utjecu na gubitak korisnih sastojaka, degradaciju boje, teksture i
arome soka. Osim toga zahtjevi potroSaca za novim i funkcionalnim proizvodima su sve ve¢i,
pa brojni proizvodaci nastoje zadovoljiti takve zahtjeve proizvodnjom sokova s razli¢itim
dodacima. Na policama trgovina su brojni takvi bezalkoholni napitci poput aromatiziranih
voda, ledenih ¢ajeva ali sve viSe i sokova s raznim dodacima (biljnim ekstrakata, vitaminima,
mineralima 1 dr.). Sve su to proizvodi s dodanom nutritivnom vrijednosti ili funkcionalni
napitci.

Upravo radi navedenih spoznaja i podataka zanimljivo je bilo usporediti fenolni sastav i
antioksidacijsku aktivnost Cistog maticnog soka od viSnje Maraske i soka s dodatkom

ekstrakta industrijske konoplje.



1. OPCI DIO

1.1.Visnja

Visnja (lat. Prunus cerasus) je biljna vrsta iz roda Prunus. Kontinentalno je voce za koje se
smatra da potjece iz Zapadnog djela Azije. Smatra se da je viSnja prenesena iz Rima, odakle
se dalje Siri cijelom Europom pa tako i u Hrvatsku. Najzastupljenija podrucja su cijelo
sredozemno podruéje, Dalmacija te sjeverni kontinentalni dio Hrvatske. Siroko je
rasprostranjena upravo zato S$to podnosi sve vrste vremenskih nepogoda kao Sto su vjetar,
niske temperature i sue zbog ¢ega se ¢ak uzgaja i na nadmorskim visinama do 1 500 metara.’
Postoji veliki broj sorti viSnje, a medu najpoznatijima su: Majska, Maraska, Kraljica
Hortenzija, Rekselle, Keleris14, Meteor, Keregka te Lotova.? U Dalmaciji se jako puno uzgaja
viSnja Maraska koja najbolje uspijeva na obroncima i1 blagim padinama okrenutim jugu,

jugoistoku 1 istoku.

Slika 1. Visnja (Prunus cerasus L.)*

Plod je okrugla, svijetlo ili tamnocrvena koStunica, slatkog ili kiselkastog okusa. Plodovi
sadrze vrijedne sastojke kao Sto su: Seceri, organske kiseline, tanini, pektini, bjelancevine,

mineralne tvari i vitamin C.?



Sjemenka je elipticno spljostena oblika 1 ima povrSinsko klijanje. Od hipokotila se razvija
poliferan korijen u S$irinu razvijen s teZznjom prema povrSini. Deblo je ravno i ima
tamnosmedu do crnu koru, bogatu izduzenim popre¢nim lenticelama u obliku lece. U
godinama s puno padalina tijekom prolje¢a dolazi do horizontalnog i vertikalnog pucanja
debla. Cvijet je s plodnicom unutra i s ortotropskim zametkom. Zanimljivo je da je nektar
viSnje vrlo privlatan pcelama i drugim insektima, te oplodnja ne dolazi u pitanje. List je
ovisno o tipu elipti¢an, s prijelaznim formama prema lancetastom, s veom ili manjom
pravilnosti, a prema vrhu blago ili izrazito iljat.* Vrijeme dozrijevanja visnje je uglavnom do

pocetka srpnja Sto ovisi o bioloSkim osobinama sorte.

Frnumes cerasns L.

Slika 2. Grada visnje °



1.1.1.Vi§nja Maraska

Visnja Maraska (Prunus cerasus var. marasca) je autohtona Hrvatska sorta viSnje koja je
najve¢im dijelom rasprostranjena u Dalmaciji. Uzgoj se proteze s podrucja sjeverne (od
Zadra) do srednje Dalmacije (do Makarske).® Njena botanicka obiljezja odlikuju se sa
kro$njom okruglog oblika, grana uspravnog rasta te ploda koji ima srcolik oblik. Plodovi su
tamnocrvene boje, a sok je aromati¢an.” Hranjiva vrijednost visnje Maraske potjete iz
kemijskog sastava ploda, mesa, peteljki te kostice. Ukupni kemijski sastav ¢ine: vitamini,
minerali, Seceri, palmitinska, stearinska i oleinska kiselina, Se¢erni alkoholi, pektinske tvari,
fenoli i antocijani.? Upravo zbog bogatstva kiselina koje plod visnje Maraske sadrzi ona se
manje koristi u svjezem stanju, a vise u obliku preradenih proizvoda od kojih se izdvajaju

marmelade, dzemovi i sokovi.

1.2.Kemijski sastav viSnje

Kemijski sastav viSnje varira s obzirom na sortu, vrstu tla te klimatske uvjete tijekom zrenja.
Karakteristike kojima se odlikuje kvaliteta ploda su boja, slatkoca, kiselost 1 ¢vrstoca. Stoga
plod visnje najveéim dijelom sadrzi vodu (83,15%), a ostatak ¢ini suha tvar (16,85%). Najveci
udio suhe tvari zauzimaju $eéeri (glukoza i fruktoza — 10,24%) te kiseline (1,8%). Seéerni
alkohol sorbitol se nalazi u koncentraciji od 16,2 — 42,2 gu 1 L soka. Od kiselina su prisutne
jabucna (85-90% od ukupnog sadrzaja kiselina) 1 limunska u mnogo manjim koli¢inama. Plod
visnje bogat je i pektinskim tvarima (0,1-0,5%).2%? Slatkast okus ploda visnje ovisi o koli¢ini
1 omjeru glukoze i fruktoze, dok s druge strane kiselost je uzrokovana prisustvom organskih
kiselina. ViSnju karakterizira visoka koncentracija vitamina A i f-karotena, takoder sadrzi i
minerale kao $to su kalcij, magnezij, fosfor i kalij. Uz sve navedeno plod visnje sadrzi i druge

vrijedne fitonutrijente kao §to je prikazano u tablici 1.



Tablica 1. Fitonutrijenti u visnji (u 100 g).’

Fitonutrijenti Visnja
Vitamin C 10 mg
Niacin 0.4 mg
Pantoteinska kiselina 0.1 mg
Vitamin A 1283 1U
Vitamin E 0.1 mg
Vitamin K 2.1 ug
Beta karoten 770 ng
Lutein+Zeaksantin 85 ug
Ukupni fenoli 228.9 mg

IU - International unit; Za vitamin A 1 IU je bioloski ekvivalent 0,3 pg retinola ili 0,6 ug f -karotena

1.3.Fenoli

Fenolni spojevi su najvaznija grupa sekundarnih biljnih metabolita. Njihova priroda i
rasprostranjenost ovise o dijelu biljke u kojem se nalaze. Fenoli su prisutni u vocu, povréu i
zitaricama, a najve¢im dijelom su koncentrirani u pokozici, ali 1 u drugim dijelovima biljke 1
ploda. Struktura fenolnih spojeva varira od jednostavnih molekula, kao Sto su fenolne
kiseline, do visokopolimeriziranih spojeva, kao §to su kondenzirani tanini. Osnovnu strukturu
fenolnih spojeva €ini aromatski prsten na koji moze biti vezana jedna ili viSe hidroksilnih
skupina pa se tako dijele na: flavonoide i neflavonoide. U fenolne spojeve ubrajaju se i tanini
kao polimeri nedovoljno poznate strukture, topljivi u polarnim otapalima, trpkog 1 gorkog
okusa koji sudjeluju u reakcijama posmedivanja, takoder pomazu u bistrenju sokova, a
najvazniju ulogu imaju kao antioksidansi.>!°

S obzirom na razlike u kemijskoj strukturu u flavonoide ubrajamo antocijanidine, antocijan

glikozide, flavone, izoflavone, flavanone, flavonole, flavonol glikozide, procijanidine i

dihidrohalkone.>!°



Jedni od najzastupljenijih fenolnih spojeva su biljni pigmenti antocijani. To su glikolizirani
polihidroksi i polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilium kationa odnosno flavilium kationa.
Razlikuju se obzirom na broj hidroksi i/ili metoksi grupa, vrsti, broju i mjestu vezanog secera
na molekulu te vrsti 1 broju alifatskih ili aromatskih kiselina koje su vezane na Secer. Glavni
su nosioci boje plodova voca i povréa (crvena, plava do ljubicasta boja) ukljucujuéi i visnju.
U pojedinim plodovima ne nalazi se samo jedan pigment, ve¢ je to redovito viSe pigmenata
zajedno sa dominiraju¢im sadrzajem jednog od njih, a koncentracija pigmenata utjeCe na

intenzitet obojenja.

Tablica 2. Najzastupljeniji antocijani i njihove karakteristi¢ne boje >

Antocijani Boja
Pelargonidin Narancasto crvena
Cijanidin Crvena
Delfinidin Plavo-ljubicasta
Peonidin Purpurno crvena
Petunidin Tamno crvena
Malvidin Plava

Tako npr. delfinidin daje najintenzivnije tamno plavo-ljubi¢asto obojenje, pelargonidin
narancasto-crvenu boju, a cijanidin je klasi¢an primjer antocijana crvenog obojenja pronaden
u cvijeéu te u voéu i lis¢u.? Boja antocijana iznimno ovisi o pH vrijednosti otopine pa su
crveno obojeni pri pH vrijednosti ispod 3, a pri vrijednostima iznad 11 plavo te ljubicasto u

neutralnom pH podrudju.'!

1.3.1. Fenolni sastav viSnje

Visnja je bogata mnogim fenolnim spojevima, osobito flavonoidima koji se nalaze u njenoj
pokozici. Najzastupljenija podgrupa flavonoida prisutna u viSnjama su antocijani i to
cijanidin-3-glukozilrutinozid, cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-soforozid, pelargonidin-3-

glukozid, cijanidin-3-glukozid i peonidin-3-rutinozid.”'?



Uz antocijane viSnje sadrze i1 veliku koli¢inu fenolnih kiselina kao npr. p-kumarinsku,
klorogensku i dr.). Od drugih predstavnika flavonoida u viSnjama su prisutni flavonoli i
flavan-3-oli  (epikatehin, kvarcetin-3-glukozid, kvarcetin-3-rutinozid 1 kaempferol-3-

rutinozid), no u nesto manjoj koncentraciji u odnosu na antocijane i fenolne kiseline.’!2

1.3.2. Antioksidacijska svojstva soka od viSnje

Antioksidansi se mogu definirati kao bilo koji sastojak koji moZe odgoditi, sprijeciti ili
zaustaviti kvarenje hrane ili nastanak nepozeljne arome kao posljedice oksidacije. Takoder
antioksidansi Stite stanice 1 organizam od oSte¢enja koje mogu izazvati slobodni radikali.
Voce je jedna od vrsta namirnica koja zadrzi veliku koli¢inu antioksidansa, osobito vitamina
C 1 E, karotena, flavonoida i dr. spojeva. Brojne znanstvene studije ispituju antioksidacijski
potencijal raznih vrsta voca i1 nastoje dokazati da su bioloski aktivni spojevi, kao §to su
antocijani, jedni od najzasluznijih komponenti voca koje doprinose zastitnom ucinku protiv
kroni¢nih i degenerativnim bolesti.'?

Visnja, zahvaljuju¢i svom bogatom fenolnom sastavu, ima veliki antioksidacijski potencijal
kojim sprjeava oksidacijsko djelovanje slobodnih radikala.'* Za dobar antioksidacijski u¢inka
soka od vi$nje najzasluzniji su antocijani ¢ija sposobnost antioksidacije ne opada preradom
sirove viSnje u koncentrate ili sokove; njegova sposobnost uniStavanja slobodnih radikala
ostaje ista.® Dokazano je kako su tijekom prerade svjezih plodova visnje u sok udjeli
polifenola i njihov antioksidacijski u¢inak uglavnom ostali isti. Takoder zagrijavanje i obrada
enzimima tijekom proizvodnje soka pospjesuju ekstrakciju te je viSa koncentracija antocijana

u soku nego u svjezem plodu visnje.'
1.4. Maticni sok

Mati¢ni sok ili 100% prirodni sok je onaj kod kojeg se odmah nakon presanja ili neke druge
metode prerade vrsi pasterizacija i punjenje u sterilizirane boce. Ovim postupkom prerade svi
sastojci iz svjezih plodova voca i1 povréa ostaju sacuvani i minimalno degradirani. Tu se

ponajprije misli na brojne vitamine, minerale, kiseline ali i najvaZniju, vodu iz stanica vo¢a.®



Za preradu maticnog soka koriste se iskljucivo potpuno zrelo 1 zdravo voce ili voce koje je
prethodno pripremljeno uklanjanjem oStecenih i bolesnih dijelova. Da bi se dobio sok valjane
kvalitete mora se postivati nacelo ¢istoe od same berbe plodova do prijevoza, skladiStenja,
cijedenja sirovog soka te pogotovo u daljnjim procesima proizvodnje. Prije procesa
proizvodnje soka voc¢e se mora sortirati po sortama i po kvaliteti. KoriStenjem sitnijih plodova
postiZe se veca aromatic¢nost zbog relativno vece povrsine i sadrzaja aromatskih tvari u kozici.
Nakon sortiranja 1 uklanjanja nepoZzeljnih tvari (lis¢e, dijelovi grancica, itd.) plodovi se peru
rucno ili mehanicki. Potom slijedi muljanje i presanje koje je kod vecih postrojenja

kontinuirano od pranja do muljanja i cijedenja u presama.!’

1.4.1. Mati¢ni sok viSnje

Visnja se moZze Siroko koristiti za proizvodnju sokova bilo da se preraduje posebno ili u
mjesavini. Sok od viSnje ima finu aromu 1 ugodnu kiselinu te se za njegovo dobivanje
ve¢inom koriste jako obojene sorte. Priprema ploda vi$nje za proizvodnju mati¢nog soka ne
razlikuje se bitno od ostalih mati¢nih sokova. Medutim prilikom procesa muljanja, muljaju se
zajedno sa kosticom, dok se kod drugog koStunjicavog voca odvaja kostica prije muljanja.
Peteljke se kod vi$nje takoder odstranjuju.!’

Proces proizvodnje soka najprije zapo€inje kod prijema sirovine s pregledom dokumentacije o
sirovini i vizualnim pregledom voca. Potom se refraktometrom odreduje koli¢ina Secera i suhe
tvari. Nakon vaganja sirovina se unosi u rashladnu komoru sve do trenutka prerade. Prerada
zapocinje pranjem i sortiranjem kada se voce stavlja u kadu s vodom. Nakon pranja voce ide u
mlin i melje se u finu kasu. U hidrauli¢koj presi vo¢na kasa se stiS¢e tako da se dobije 60-70%
soka. Kako bi se oslobodio taloga sok prolazi kroz vrecasti filtar i odlazi u inox posudu.
Pasterizacija se provodi na 80-84 °C u plinsko-elektriénom pasterizatoru. Na istoj temperaturi
se sok puni u staklenu ili plasticnu ambalazu i vrsi ¢epljenje. Napunjena ambalaza odlazi u
kadu sa hladnom vodom gdje se vrsi hladenje do 30-35°C. Finalni proizvod se i etiketira i

propisno oznacava, slaze u kutije i na paletama odvozi na skladistenje.



2. EKSPERIMENTALNI RAD

2.1. Materijal

U ovom radu koristen je mati¢ni sok od visnje bez dodataka (¢isti sok) i maticni sok od visnje
s dodatkom ekstrakta industrijske konoplje (sok + konoplja). Mati¢ni sok proizveden je iz
ekoloski uzgojenih sorti visnji Maraske na podru¢ju Dalmatinske zagore (Terra marascae-
Seastanovac). Industrijska konoplja kori§tena u preradi soka je takoder iz ekoloskog uzgoja
(OPG Moro Jelena, Otok Dalmatinski). Tehnoloski proces proizvodnje mati¢nog soka s eko
certifikatom proveden je u poljoprivrednoj zadruzi ,,Vocko* u Pakracu. Tijek samog procesa

proizvodnje prikazan je graficki na slikama 3 1 4.

PASTERIZACIJA

PROBIRANIE

)

§

SORTIRANIJE

I

ISPIRANJE L3

FILTRACIJA

PRESANIE
MLJEVENJE

Slika 3. Prikaz tehnoloske sheme proizvodnje mati¢nog soka od visnje.



DODAVANIE
KONOPLIE

Slika 4. Tehnoloska shema proizvodnje mati¢nog soka od visnje s dodatkom konoplje.

U tehnoloskom procesu proizvodnje mati¢nog soka od viSnje s dodatkom konoplje koristen je
ekstrakt konoplje pripremljen potapanjem industrijske konoplje u sok od visnje na 65 °C

tijekom 30 min nakon ¢ega je filtriran i dodan ostatku soka.
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2.2. Otapala i reagensi

Folin- Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Natrijev acetat, CH3;COONaxH>O (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija);
Glacijalna octena kiselina, CoH4O2 (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija);
Klorovodiéna kiselina, 37%, HCI (Pancreac, Barcelona, Spanjolska);

TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) Ci1sH12Ns (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka);

Zeljezo (INI) klorid, FeCls (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), Ci4Hi804, 97%
cistoce (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Etanol p.a. (4lkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija);

DPPH (1,1-diphenyl-2-pikril-hidrazil radikal), C1sH22NsO¢ (Sigma-Aldrich, Steinhem,
Njemacka)

Natrijev karbonat, NaxCOg, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Galna kiselina, C7HsOs (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Formaldehid, CH2O (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Natrijev disulfit, Na>S>Os, Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

2.3. Aparatura

Tecan MicroPlate Reader, model SUNRISE, Tecan Group Ltd., Mannedorf, Svicarska
Spektrofotometar LAMBDA EZ201 PERKIN ELMER, UK
Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK

Mikrotitarske plocCice, nesterilne, Sarstedt, Njemacka

2.4. Odredivanje boje soka

Apsorbancije kod 420, 520 1 620 nm koriStene su za odredivanje intenziteta ili gustoce boje

soka, za odredivanje nijanse i za odredivanje udjela slobodnih antocijana u soku. Prije

mjerenja uzorci su adekvatno razrijedeni sa acetatnim puferom (pH 3,5) a kod izracuna

apsorbancije koristen je faktor razrjedenja.
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Odredivanje intenziteta boje soka

Intenzitet boje (IB) predstavlja koli¢inu boje i racunat je preko formule:

IB = AbS 420 um + AbS 520 nm + ADbS 620 nm

Odredivanje nijanse boje bistrih sokova (NB)

Nijansa boje (NB) je pokazatelj razvoja boje prema narancastoj nijansi. Za izracun nijanse

boje koriste se apsorbancije kod 420 nm i 520 nm, prema formuli:

NB = ADbS 420 nm / ADbS 520 nm

Odredivanje sastava boje

Sastav boje je doprinos svake od tri pojedine komponente ukupne boje, a izrazava se u % kao
opticka gustoca (OG).

Pomocu izmjerenih apsorbancija kod 420, 520 1 620 nm izracuna se postotak uces¢a pojedinih
komponenti boje soka. Suma apsorbancija kod 420, 520 i 620 nm uzeta je kao 100 % i

temeljem toga za svaku pojedinu izracunat je postotak:

OG 420 (%) = (Abs420nm / IB) x 100
OG 520 (%) = (Abss20 nm) / IB) x 100
0G 620 (%) = (Abss20 um / IB) x 100

Odredivanje udjela crvene boje u soku

Ucesc¢e crvene boje (UCB) ili zivahnost crvene nijanse vezana je sa oblikom apsorpcijskog
spektra. UceS¢e crvene boje u bistrim sokovima izraCunato je pomocéu formule (Riberau-

Gayon):

UCB (%) = { AbS 520 nm - [(AbS 420 nm + Abs 620 nm) /2 ] } x 1/Abs 520nm x 100

12



2.5. Fenolni sastav

2.5.1. Odredivanja ukupnih fenola

Ukupni fenoli u uzorcima soka odredeni su spektrofotometrijskom metodom po Folin-
18,19

Ciocalteu.
Reagensi:
e Folin-Coicalteu reagens
e 20 %-tna otopina natrij karbonata (Na,CQ;)

e Galna kiselina - mati¢na otopina standarda (y = 5 mg/mL)

Postupak:

U kivete od 10 mm otpipretirano je 25 ul uzorka, potom dodano 1,5 ml destilirane vode 1 125
ul reagens Folin-Ciocalteu. Otopina je promije$ana tipsom i nakon 1 minute dodano je 375 ul
20%-tne otopine natrij karbonata Na,CO;, te je dodano jo§S 475 pl destilirane vode.
Ostavljeno je na sobnoj temperaturi 2 sata u mraku, a nakon toga ocitana je apsorbancija na
spektrofotometru na valnoj duzini od 765 nm. Dobiveni rezultati su izrazeni u mg
ekvivalenata galne kiseline u litri ekstrakta (mg GAE/L) posto je standardizacija izvrSena s

galnom kiselinom.

0.6-
0.5
0.4-
0.3
0.2-

0.1

Apsorbancija (765 nm)

0.0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

mg galne kiseline/L

Slika 5. Standardna krivulja galne kiseline za odredivanje ukupnih fenola.
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2.5.2. Odredivanje flavonoida i neflavonoida

Udio flavonoida i neflavonoida odreden je metodom talozenja s formaldehidom. Formaldehid

reagira s flavonoidima, a kondenzirani produkti se taloZze i moguce ih je ukloniti filtracijom.'®

Reagensi:
e HCI1:4
e Otopina formaldehida, y =8 mg/mL

Postupak:
U falkon epruvete dodano je to¢no 2,5 mL uzorka soka, 2,5 mL 1:4 kloridne kiseline (HCL) i
1,25 ml otopine formaldehida (CHO). Otopina je ostavljena stajati to¢no 24 sata na sobnoj

temperaturi nakon cega je filtrirana. Kondenzirane molekule uklonjene su filtracijom, a
preostale fenolne spojeve u otopini odredeni pomoc¢u metode s Folin-Ciocalteu reagensom.

Udio flavonoida izracunat je iz razlike udjela ukupnih fenola i udjela ukupnih fenola-
neflavonoida nakon talozenja flavonoidnih fenola s formaldehidom. Udio flavonoida
izraCunati su po donjoj formuli vode¢i racuna o faktoru razrjedenja i nacinu pripreme
reakcijske smjese s formaldehidom. Sva mjerenja radena su najmanje u tri ponavljanja.

Rezultati su prosjecna vrijednost.

Flavonoidi (mg GAE/L) = Ukupni fenoli (mg GAE/L) — Neflavonoidi (mg GAE/L)

2.5.3. Odredivanje koncentracije antocijana

Ovaj postupak odredivanja antocijana se temelji na metodi izbjeljivanja bisulfita (engl.

bisulfite bleaching).'®

Reagensi:
e 0,1% otopina HCI u etanolu — zakiseljeni etanol
e 2% -tna otopina HCl
e 15% -tna otopina natrijeva disulfita (Na2S20s)
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Postupak:

U falkon epruveti otpipetirano je 0,5 mL soka, dodano 0,5 mL 0,1%-tne otopine HCI u 95 %-
tnom etanolu i 10 mL 2 %-tne otopine HCI. Po 5 mL ovako pripravljene smjese prenesene su
u dvije epruvete. U epruvetu 1 dodano je 2 mL otopine destilirane vode, a u epruvetu 2

dodano je 2 mL 15 %-tne otopine natrijeva disulfita (NapS205). Nakon 20 minuta izmjerena

je apsorbancija uzorka s destiliranom vodom (Absl) i apsorbancija uzorka s dodatkom
otopine bisulfita (Abs2) pri valnoj duljini od 520 nm u odnosu na vodu. Izracunata je razlika

apsorbancija izmedu ova dva mjerenja:

Udio antocijana (mg/L) = A Abssz x F

F - aposrbancija otopine standarda (cijanidina) poznate koncentracije.

2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost odredena je dvjema metodama — FRAP (engl. Ferric Reducing
Ability of Plasma) 1 mjerenjem sposobnosti hvatanja molekula slobodnog 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil (DPPH) radikala.

2.6.1. FRAP metoda

FRAP metoda je vrlo jednostavna spektrofotometrijska tehnika koja se bazira na sposobnosti
antioskidansa da reduciraju Fe*" (feri ioni) u Fe*' (fero ioni). Nastali feri ioni (u kiselom
mediju, niski pH) reagiraju s reagensom (2,4,6-tripiridil-s-triazin) dajuc¢i obojeni kompleks
koji ima apsorpcijski maksimum kod 593 nm (VIS dio spektra). Sto je u kontroliranom
uzorku veca koncentracija antioksidansa sposobnih reducirati feri ione to ¢e intenzitet

nastalog obojenja biti veéi.?
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Reagensi:
e 300 mmol/litri ACETATNOG PUFERA, pH 3,6
e 10 mmol/litri TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazine) u 40 mmol/litri HCL
e Standardna otopina Trolox-a

® Radni reagensi FRAPA: se sprema po potrebi mijeSanjem 25 ml acetatnog pufera, 2,5

mL TPTZ otopine i 2,5 mL FeCl3 -6H5O.

Postupak:

U mikrotitarsku plo€icu otpipetirano je 300 puL svjeze pripravljene otopine FRAP reagensa i
oCitana je absorbancija pri 595 nm. Potom je u reagens dodano 10 pL uzorka i prati se
promjena absorbancija nakon 4 minute. Promjena absorbancije, izraCunata je kao razlika
kona¢ne vrijednosti absorbancije reakcijske smjese nakon 4 minute i absorbancije FRAP
reagensa prije dodatka uzorka, te je usporedena s vrijednostima dobivenim za otopinu
standarda. Kao standard koriSten je Trolox, a rezultati za FRAP otopina ekstrakata usporedeni
su s rezultatima za FRAP Troloxa 1 izrazeni kao uM Trolox ekvivalenti (TE). Sva mjerenja
izvrSena su u 4 ponavljanja. Rezultati svih ispitivanja prikazani su kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SD).

2.6.2. DPPH metoda

DPPH metoda - antioksidacijska sposobnost uzoraka se mjeri kao sposobnost vezivanja
radikala pri ¢emu se koristi stabilan sintetski DPPH radikal; rezultati izrazeni kao postotak

inhibicije soka (% inhibicije).?!

Reagensi:

e Otopina DPPH radikala priprema se otapanjem 4 mg DPPH radikala u 100 mL etanola pri
¢emu je dobiveno intenzivno obojena ljubiCasta otopina. Radni DPPH pripravljen je
razrjedivanjem otopine DPPH radikala etanolom, sve dok se nije postignula absorbancija

otopine 1,2 (+0,002) pri 492 nm i to neposredno prije mjerenja.
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Postupak:

U mikrotitarske plocice otpipetiran je volumen od 290 pL radne otopine DPPH radikala i
ocitana je absorbancija prije dodatka uzorka. Nakon toga, u otopinu DPPH radikala je dodano
10 uL uzorka. Promjena absorbancijepri 492 nm ocitana je nakon jednog sata. Sve analize,
odnosno mjerenja izvrSena su u 4 ponavljanja. Antioksidacijska aktivnost, odnosno %

inhibicije DPPH radikala racuna se prema izrazu:

% inhibicije DPPH = [( A C(0) — A A(t))/ A C(0) ] 100

gdje je: A C(0) — absorbancija kontrole (otopina DPPH radikala) kod t = 0 minuta;

A A(t) — absorbancija reakcijske smjese nakon 1 h.'®

17



3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Rezultati odredivanja boje soka

Parametari boje soka od visnje odredeni su spektrofotometrijski, a rezultati odredivanja
prikazani su na slikama 6-9. Iz grafickih prikaza moze se uociti da je €isti mati¢ni sok imao
najvecu koli¢inu boje (IB= 76,9), dok je nijansa boje bila ve¢a u maticnom soku s dodatkom

konoplje (NB=0,78).

Sok cisti Sok + konoplja

Slika 6. Rezultati odredivanja intenziteta boje soka

Iz grafickog prikaza opticke gustoce (Slika 8) pri razli¢itim valnim duljinama, kao §to je i
oc¢ekivano, najvec¢a OG (50%) potvrdena je pri valnoj duljini od 520 nm. Pri navedenoj valnoj
duljini karakteristi¢na je apsorpcija crvene boje, koja potjece od antocijana. UceSce plave boje
(OG 620) bilo je najmanje (oko 10%) dok je udio zute boje (OG 420) bio nesto veéi u soku s
dodatkom konoplje. Ova mala razlika u udjelu zute boje je u korelaciji s ve¢im vrijednostima
nijanse boje soka s dodatkom konoplje obzirom da NB ukazuje na razvoj boje prema

narancastoj nijansi §to mozemo pripisati ekstraktu industrijske konoplje.
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Slika 7. Rezultati odredivanja nijanse boje soka
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Slika 8. Rezultati odredivanja opticke gustoce soka pri 420, 520 1 620 nm.

Udio crvene boje ili Zivahnost crvene nijanse (Slika 9) bila je gotovo jednaka u oba soka. U
radu koji se bavio ispitivanjem utjecaja dodataka soka viSnje na sastav i svojstva napitaka od
lista masline u svrhu proizvodnje funkcionalnih napitaka takoder je provedena analiza boje
CIELab metodom. Dobiveni parametri inteziteta boja (C - engl. Chroma, Saturation) i tona
boje (H- (engl. Hue angle) bilu su nesto nizi kod koncentriranog soka visSnje u odnosu na
napitak od lista masline i funkcionalnog napitka (napitak lista masline + koncentrat soka od

visnje).?
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Vrijednosti parametra L* (mjera svjetlosti) bili su najmanji za koncentrirani sok od visnje

obzirom da je on bio najtamnije obojen, Sto je u korelaciji s smanjenim vizualnim dozivljajem

crvene boje (H).2

60.00
50.00
40.00
30.00
20.00

10.00

0.00
Sok cisti Sok + konoplja

Slika 9. Rezultati odredivanja udjela crvene boje

3.2. Rezultati odredivanja fenolnog sastava

Rezultati odredivanja fenolnog sastava prikazani su u tablici 3 1 kao Sto je vidljivo postoji
razlika u koncentracijama pojedinih fenolnih komponenti izmedu uzoraka. Razlika u
koncentraciji flavonoida nije znacajna, no uo¢avamo da je u soku s dodatkom konoplje bio

nesto manji udio neflavonoida, pa samima time 1 ukupnih fenola.
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Tablica 3. Odredivanje ukupnih fenola te koncentracije flavonoida, neflavonoida i antocijana.

Ukupni fenoli Flavonoidi | Neflavonoidi Antocijani
Uzorak

(mg GAE/L) | (mg GAE/L) | (mg GAE/L) | (mg cijanidina /L).
Sok cisti 5630,6+124,81 2802,8 2827,8+60,72 2858,3+35,36
Sok + konoplja | 5486,1+87,53 2886,1 2600,0+66,14 2352,6+7,07

Udio ukupnih antocijana, odreden metodom izbjeljivanja sa bisulfitom, takoder je bio veéi u
¢istom mati¢nom soku. Brojne studije su pokazale da je sok od visnje bogat fenolima, osobito
antocijanima.'>132224 Ferretti i sur. (2010) su u svom radu istaknuli udio fenola u soku u
koli¢ini od 188,4-203,4 ug/mL, od ega su velik dio ¢inili flavonoidi od 139,7-158,6 pg/ml.’
Repai¢ i sur. (2015) u svojem istrazivanju fenolnog sastava koncentriranog soka od visnje
neposredno nakon proizvodnje, takoder isti¢u bogat udio ukupni fenoli od 17,9 mg GAFE/g.!?
Zrinjan (2018) u svom zavrsnom radu kojem je tema bila utjecaj dodatka soka od viSnje na
sastav i svojstva napitka od lista masline (funkcionalni napitak), isti¢e kako dodavanjem vece
koli¢ine soka od visnje u napitak dolazi do povecava koncentracija ukupnih fenola. Udio
ukupnih fenola u koncentriranom soku od vis$nje iznosio je 5,05 mg/mL, u napitku od lista
masline 0,12 mg/mL, a u funkcionalnom napitku se kretao od 0,39-0,97 mg/mL. Ono S§to treba
naglasiti da je dodatak koncentriranog soka od visnje bio jako mali, svega 2-8% na ukupnu
koli¢inu napitka.*?

Jo$ jedan rad se bavio istrazivanjem sadrzaja fenola u soka od viSnje s dodacima Secera
(glukoza i1 saharoza) 1 rezultati ukazuju na manji udio ukupnih fenola u ¢istom soku (1222,3
ug GAE/L) u odnosu na sok s dodacima (1275,2-1350,8 pg GAE/L), dok je udio antocijana

bio veéi u ¢istom soku.'?

3.3. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Redukcijska snaga, odredena FRAP metodom, prikazana je na slici 10 i za uzorak ¢istog soka
iznosila je 30487.18 uM TE, a za uzorak s dodatkom konoplje iznosi 28410.26 uM TE.
Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka DPPH metodom koriSteni su uzorci

razrijedeni 100 puta, a dobiveni rezultati izrazeni su u vidu % inhibicije sintetskog DPPH
radikala (Slika 11).
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Redukcijska snaga ispitivanih sokova se malo razlikovala, ali ipak je sok s dodatkom konoplje
imao nesto veci postotak inhibicije DPPH radikala (29.2%) u odnosu na cisti sok od viSnje
(28,4%).
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Slika 10. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

u soku od visnje 1 soku od visnje s dodatkom konoplje
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Slika 11. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

u soku od visnje i soku od visnje s dodatkom konoplje (standardna devijacija)
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Antioksidacijski potencijal soka od visnje, bilo Cistog, koncentriranog ili s dodacima pokazali
su i drugi autori u svojim radovima.!>!#132225 Kyst (2014) je takoder odredivao
antioksidacijski kapacitet koncentriranog soka viSnje Maraske neposredno nakon procesa
koncentriranja 1 FRAP vrijednosti koje ovaj autor navodi iznosile su 0,12 mmol TE/mL, dok
Zrinjan (2018) u svom zavrsnom radu u koncentriranom soku od visnje dobiva FRAP
vrijednosti od 6,3 pmol/mL.2*%

Posebno je interesantan rad Barbarié¢a (2015) koji isti¢e kako je Cisti sok od visnje imao bolju
redukcijsku snagu odredenu FRAP metodom u odnosu na sok s dodacima Secera, dok je
DPPH metodom sposobnost inhibicije bila veca kod sokova s dodacima u odnosu na disti

koncentrirani sok od visnje, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.'

23



4. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti:

e Sok viSnje obogacen ekstraktom konoplje ima manji udio fenolnih komponenti od

Cistog soka, ali ne 1 manji antioksidacijski potencijal.

e Udio ukupnih fenola i antocijana bio je ve¢i u ¢istom mati¢nom soku u odnosu na sok

s dodatkom konoplje.

e FRAP metodom je dokazano da ¢isti sok viSnje ima bolju redukcijsku snagu, dok je

antioksidacijski kapacitet bio nesto bolji kod soka obogaéenog ekstraktom konoplje.

e Dobiveni rezultati ukazuju da su mati¢ni sok viSnje Maraske i sok s dodatkom

konoplje bogat izvor fenola te da imaju jak antioksidacijski potencijal.
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