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Antioksidativnost bezalkoholnih pi¢a na bazi vo¢nih sokova i
ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja

Rezime

Glavni cilj istrazivanja bio je proizvodnja bezalkoholnih pi¢a na bazi jagodastog
i kosticavog vocéa 1 lekovitog i aromaticnog bilja, sa visokim antioksidativnim
kapacitetom i potencijalno fizioloski povoljnim delovanjem na ubrzanje metabolizma
(Sto dovodi do smanjenja telesne tezine), zastitu kardiovaskularnog sistema i jacanje
otpornosti organizma. Primenom tri razli¢ita tehnoloska postupka proizvodnje
proizvedeni su mutni voéni sokovi jagode, maline, kupine, vi$nje, borovnice, crvene i
crne ribizle. Sadrzaj razliCitih klasa polifenolnih jedinjenja, polifenolni profili i
antioksidativni  kapacitet ispitivanih uzoraka odredeni su primenom razli¢itih
spektrofotometrijskih metoda i LC/MS analizom. Najvisi antioksidativni kapacitet
zabelezen je kod dobijenih sokova crne ribizle i borovnice. Postupak enzimiranja na
povisenoj temperaturi uslovio je znacajno povecanje antioksidativnosti voénih sokova.
Pasterizovani enzimirani sokovi pokazali su zna¢ajno visu antioksidativnost u odnosu
na sokove od istog voca, dobijenih cedenjem bez enzimskog tretmana.

Mesanjem voénih sokova i biljnih ekstrakata, sa ciljanim zdravstvenim efektima,
dobijeni su finalni uzorci bezalkoholnih pica, koji su pokazali izuzetno visoke vrednosti
antioksidativnog kapaciteta i ostalih ispitivanih parametara kvaliteta. Dobijene vrednosti
pokazale su statisticki znacajan uticaj dodatih biljnih ekstrakata na sadrzaj fenolnih
jedinjenja i antioksidativnost u finalnim bezalkoholnim pi¢ima, koji su bili bogati u
sadrzaju kvercetina, miricetina, rutina i hlorogenske kiseline.

Senzornom analizom finalnih bezalkoholnih pic¢a, uzorak sa potencijalno
povoljnim dejstvom na ubrzanje metabolizma, koje dovodi do redukcije telesne tezine,
dobijen od enzimiranih sokova, najbolje je ocenjen, sa ukupnom ocenom 94% od

maksimalno moguceg kvaliteta.

Kljucéne redi: bezalkoholna pica, voéni sokovi, biljni ekstrakti, enzimiranje,
pasterizacija, antioksidativni kapacitet
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Antioxidative properties of non-alcoholic beverages based on
fruit juices and extracts of medicinal and aromatic plants

Summary

The main purpose of the research was the production of non-alcoholic beverages
based on berry and drupe and medicinal and aromatic plants, with high antioxidant
capacity and potentially favourable physiological effect on the boosting of metabolism
(resulting in reduction of weight), protection of cardiovascular system and strenghtening
the immunity of the body. Using three different technological methods, cloudy fruit
juices of strawberry, raspberries, blackberries, cherries, blueberries, red and black
currants were produced. The contents of various classes of polyphenol compounds,
polyphenol profiles and antioxidant capacity of the examined samples were analyzed
using different spectrophotometric methods and LC/MS analysis. The highest
antioxidant capacity was found in the produced juices of black current and blueberry.
The enzymatic treatment at elevated temperature resulted in the significant increase of
antioxidativity of the fruit juices. Pasteurized and enzyme-treated juices showed
significantly higher antioxidant capacity compared to the cold pressed juice samples of
the same fruit.

Mixing produced fruit juices and herbal extracts, with selected health effects,
resulted in the final samples of non-alcoholic beverages which showed exceptionally
high values of antioxidant capacity and other tested quality parameters. The obtained
values showed statistically substantial impact of the added herbal extracts on contents of
phenolic compounds and the antioxidant capacity in the produced non-alcoholic drinks,
rich in quercetin, myricetin, rutin and chlorogenic acid.

Using sensory evaluation of the final product, the sample with potentially
favourable effect on the boosting of metabolism, resulting in the reduction of weight,
made of enzyme-treated juices, was the best rated, with 94% overall score out of
maximum possible quality.

Keywords: non-acoholic beverages, fruit juices, herbal extracts, enzyme-
treatment, pasteurization, antioxidant capacity.

Scientific field: Technological engineering

Special scientific field: Preservation science
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1. UuvOoD

Savremeni koncept ishrane sve vise namece upotrebu inovativne hrane sa
dodatom vrednos$éu, koja ima povoljno dejstvo na o¢uvanje zdravlja ljudi. Funkcionalna
hrana, za koju je nau¢no potvrdeno povoljno fizioloSko i1 zdravstveno dejstvo, pozeljna
je u svakodnevnoj ishrani. MeSanjem razliCitih vrsta namirnica, voca, povréa,
ekstrakata, zacina, dobijaju se slozene kompozicije hranljivih i funkcionalnih sastojaka:
fenolnih jedinjenja, vitamina, minerala, sa pozitivnim dejstvom na zdravlje.

Stvaranje slobodnih radikala u organizmu moze biti uzrok brojnim
poremecajima, poput poremecaja ishrane, slabljenja imuniteta, kardiovaskularnih i
neuroloskih oboljenja, kancerogeneze itd. S obzirom na to da se prirodni inhibitori
slobodnih radikala obilno sintetiSu u mladosti (interno proizvedeni antioksidansi), a da
njihov nivo opada sa godinama, neophodno ih je nadoknadivati putem veéeg unosa
namirnica bogatih bioloski aktivnim sastojcima sa visokim antioksidativnim
potencijalom.

U tom smislu, fenolna jedinjenja, kao prirodni antioksidansi, mogu imati
zastitnu ulogu u sprecavanju nastanka mnogih degenerativnih oboljenja. Antioksidativni
kapacitet fenola rezultat je njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma ¢ime
uklanjaju slobodne radikale i time smanjuju oksidativni stres, usporavaju proces starenja
i rast kancerogenih ¢elija. Flavonoidi i fenolne kiseline predstavljaju znacajnu grupu
sekundarnih metabolita jagodastog i kosticavog voca, kao i lekovitog i aromati¢nog
bilja. U crvenom vocu su, medu fenolnim jedinjenjima u velikoj meri zastupljeni
antocijani, bojene materije, crvene do plave boje. Mutni voéni sokovi, dobijeni
cedenjem ovog voca, sadrze pored antocijana i druga fenolna jedinjenja kao i
komplekse sa fenolnim jedinjenjima, pa bi se njihovim redovnim konzumiranjem
mogao ostvariti znacajan unos antioksidanata.

U eksperimentu su proizvodena bezalkoholna pica - voéni sokovi sa dodatkom
ekstrakata lekovitih i aromati¢nih biljaka, kao funkcionalna pi¢a sa dodatnom
vrednos¢u. Opravdanost proizvodnje ovakvih piéa lezi u Cinjenici da su u danasnje
vreme, usled promenjenih navika u na¢inu zivota (smanjene fizicke aktivnosti, sve vece
upotrebe konzervisane hrane niske nutritivne vrednosti, povecanog stresa) odredena
oboljenja u porastu (gojaznost, kardiovaskularni i imunoloski problemi). S obzirom na

to da je gojaznost hroni¢na bolest, koja je sve ucestalija medu populacijom,
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konzumiranjem niskokalori¢nih voénih sokova sa ekstraktima odabranog lekovitog i
aromati¢nog bilja, moglo bi se povoljno uticati na eliminaciju Stetnih materija iz
organizma i ubrzavanju metabolizma. Takode, kardiovaskularne bolesti su u danasnje
vreme sve viSe zastupljene, a neminovno je i slabljenje otpornosti organizma kod ljudi,
koje dovodi do pojave oboljenja. Svakodnevnim konzumiranjem formulisanih
prenrambenih proizvoda, bogatih u sadrzaju fitonutrijenata sa potencijalnim
kardioprotektivnim i1 imunoprotektivnim dejstvom, koje potice od ciljano odabranog
lekovitog 1 aromati¢nog bilja, moglo bi se doprineti unapredenju fizioloskih funkcija
organizma i zdravlja uopste.

Radi dobijanja bioloski vrednih bezalkoholnih pi¢a neophodno je bilo proizvesti
niskokalori¢ne voéne sokove visoke antioksidativnosti i prijatnih senzornih svojstava,
pri ¢emu je od krucijalnog znacaja bio odabir voénih vrsta bogatih u sadrzaju antocijana
I fitonutrijenata, kao Sto su plodovi jagodastog i kosticavog voca: jagode, maline,
kupine, visnje, borovnice, crvene i crne ribizle. Sokovi su dobijani razli¢itim
tehnoloskim postupcima proizvodnje, radi utvrdivanja uticaja enzimskog i termickog
tretmana na antioksidativnost i sadrzaj bioaktivnih komponenata.

Dobijenim sokovima je zbog izrazene prirodne kiselosti, bilo potrebno izvrsiti
korekciju slasti, dodatkom soka jabuke u koli¢ini od 30%. Kako bi se povecao
antioksidativni kapacitet 1 proizveo pozitivan efekat na smanjenje telesne teZine,
kardiovaskularrni 1 imunoloski sistem u takva bezalkoholna pi¢a bilo je potrebno
inkorporirati odgovarajuce ekstrakte lekovitog i aromati¢nog bilja.

Radi dobijanja biljnih ekstrakati sa ciljanim pozitivnim dejstvima, izvrSena je
selekcija lekovitog i aromati¢nog bilja, koprive, Sipurka, mati¢njaka, aronije, ehinacee,
kamilice, zove, rastavica, heljde, japanskog bagrema, srdacice, grckog semena, trave ive
I majkine dusice. Biljne ekstrakte, proizvedene postupkom perkolacije, uz 50% etanol
kao ekstragens, bilo je neophodno pomesati u odgovaraju¢im odnosima, kako bi se
dobile senzorno prihvatljive kombinacije sa pomenutim fizioloskim efektima na
zdravlje potrosaca. Ove meSavine su Kasnije dodavane, odgovaraju¢im mesavinama
eksperimentalno proizvedenih voénih sokova, u koli¢ini od 0,6%.

Da bi se odredio sadrzaj bioaktivnih komponenata i antioksidativni kapacitet
proizvedenih uzoraka, odabrane su razli¢ite instrumentalne metode analiza (sadrzaj

ukupnih monomernih antocijana, ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola, a primenom
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DPPH i FRAP metoda odreden je antioksidativni kapacitet, dok je za identifikaciju i
kvantifikaciju fenolnih kiselina i flavonoida bilo neophodno izvrsiti LC/MS analizu
uzoraka). Za ispitivanje senzornih Kkarakteristika finalnih proizvoda potrebno je bilo
primeniti metodu bodovanja.

Proizvodnjom finalnih funkcionalnih bezalkoholnih pi¢a na bazi vo¢nih sokova
od jagodastog i kosticavog voca uz dodatak ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja sa
potencijalnim efektima na smanjenje telesne tezine, kardiovaskularni i imunoloski
sistem, dobijeni su nutritivno vredni proizvodi, izuzetno visokog antioksidativnog

kapaciteta, koji bi se potencijalno mogli proizvoditi i u industrijskim uslovima.
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2. TEORIJSKI DEO

2.1. POJAM | ZNACAJ FUNKCIONALNE HRANE

Od davnina je poznata tesna veza izmedu ishrane i zdravlja. Razvojem novih
naucnih saznanja, iz oblasti biohemije, fiziologije i srodnih grana, potvrdena je hiopteza
da ishrana ima vaznu ulogu u modulaciji razli¢itih telesnih funkcija i postizanja dobrog
zdravstvenog stanja. Na ovim postulatima razvijen je koncept funkcionalne hrane.

Prema definiciji prihvadenoj od strane stru¢njaka okupljenih u projektu
FUFOSE (The Functional Food Science in Europe), funkcionalnom se moze smatrati
namirnica ukoliko ,,sadrzi sastojke (nutritivne ili nenutritivne) koji povoljno deluju na
jednu ili vise ciljanih funkcija u organizmu i to izvan okvira uobicajenih nutritivnih
efekata i na nacin znacajan za odrzavanje dobrog opsteg zdravstvenog stanja organizma
ili za smanjenje rizika od bolesti (Diplock et al., 1999; Sobaji¢, 2002).

Bioloski aktivne komponente, odgovorne za specifi¢no delovanje funkcionalnih
namirnica, mogu biti prirodnog porekla: zivotinjskog, ili biljnog, mikroorganizmi ili
proizvodi njihovog metabolizma, mikronutrijenti, makronutrijenti ili nenutritivne
komponente. Njihovo Koris¢enje u proizvodnji funkcionalnih namirnica prethodi
intezivna naucna istrazivanja, kontrola i regulativa.

Voce predstavlja znacajan izvor fenolnih jedinjenja, bioaktivnih sekundarnih
metabolita, najvise odgovornih za antioksidativnost i druge korisne zdravstvene efekte.
Lekovito bilje se moze inkorporirati u razliite proizvode. Prehrambeni proizvodi
predstavljaju najveci potencijal za proizvodnju funkcionalne hrane, a voéni sokovi kao
dragocen izvor energije, ali 1 bioloski aktivnih materija, svrstani SU U vaZne
funkcionalne napitke. Mnoge kompanije beleze rastuci trend kupovine prehrambenih
proizvoda, napitaka i sli¢no, koji sadrze dodatke od biljnih ekstrakata. Lekovito bilje
koje podstice rast, razvoj 1 regeneraciju dodaje se funkcionalnim namirnicama
namenjenim deci, trudnicama i starijim osobama. Nutraceutici namenjeni osobama
izlozenim stresu, sadrze lekovito bilje bogato antioksidativnim sastojcima. Takode,
lekovito bilje koje uti¢e na metabolicke procese u organizmu sastavni je deo
funkcionalne hrane namenjene gojaznim osobama, obolelim od Sec¢erne bolesti 1 onima

koji su izlozeni povecanoj fizickoj aktivnosti. Lekovito bilje se koristi i kao dodatak
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hrani namenjenoj obolelima od kardiovaskularnih bolesti, osobama sa psihickim

smetnjama kao i poremecajima funkcije gastrointestinalnog trakta (Misan, 2003).

2.2. VOCE KAO BOGAT IZVOR BIOAKTIVNIH MATERIJA

Voce predstavlja bogat izvor $ecera i drugih ugljenih hidrata, organskih kiselina,
belancevina, vitamina, provitamina, mineralnih materija, etarskih ulja, kao i fenolnih
materija i mnogih drugih jedinjenja koji doprinose pravilnom radu ljudskog organizma.

Bogatstvom u askorbinskoj kiselini ili vitaminu C se isticu plodovi borovnice,
crne i crvene ribizle, sipurka, aronije i mnogi drugi, dok je Sipurak bogat karotenom ili
provitaminom A (Lister et al., 2002; Mazza, 2007; Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010; Kasote
et al., 2015).

Seceri iz plodova voca, pre svega invertni — glukoza i fruktoza obezbeduju
neophodnu energiju konzumentima — lako se apsorbuju i vare i brzo uklanjaju umor i
okrepljuju. U plodovima biljaka su pored najzastupljenijih organskih kiselina- jabu¢ne,
limunske, vinske, ¢ilibarne, prisutne i aromati¢ie kiseline (benzojeva, salicilna), kao i
razne cikli¢ne kiseline ($ikimi, hina i druge). Vocne kiseline imaju znacajan doprinos,
jer daju vocu, a posebno voénim sokovima prijatan i osvezavaju¢ ukus i miris. One
deluju blago laksativno i diureticno, podsticu crevnu mukozu na kretanje i tako
izazivaju bolju peristaltiku creva. Radi toga se vo¢ni sokovi koriste kao sredstava za
otklanjanje hroni¢nih opstipacija. Voénih kiselina ima u plodovima ribizle, visnje,
maline, borovnice, Sipurka, zove i drugog voca. Sirupi izradeni od voénih sokova sluze
za poboljSanje ukusa, mirisa 1 boje mnogih lekova, naro€ito onih namenjenih deci.
Aromati¢ne materije vo¢a poti¢u od estara organskih kiselina 1 alkohola (Sari¢, 1989;
Mratini¢, 2002; Milatovic et al., 2011).

Pektini se sre¢u kod plodova jagode, crne ribizle, jabuke, citrusa, dunje i
omogucuju zeliranje vo¢nih preradevina (Willats et al., 2001; Misi¢ i Nikoli¢, 2003). Na
vocu su prisutne i voStane materije (na povrsini nekih plodova), aromati¢ne materije,
enzimi, tanini (K&hkonen et al., 2001; Zhao, 2007; Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010; Kasote
etal., 2015).

Plodovi voca izuzetno su bogati i pigmentima, i to flavonoidima (posebno

crvenim i plavim antocijanima) i karotenoidima (zute do narandzaste boje). Oni su vrlo
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prisutni u plodovima kupine, borovnice, maline, crne i crvene ribizle, visnje i drugog
voca (Bonani et al., 2006; Milivojevic et al., 2011).

Zbog velikog prisustva vitamina i minerala, specificnog hemijskog sastava i
lekovitih svojstava, vocée, kao i lekovito i aromaténo bilje koristi se od davnina u
narodnoj medicini. U farmaceutskoj industriji se koriste i kao sirovine za izdvajanje
biljnih lekovitih sastojaka (Kolodziej i Kiderlen, 2005).

Fenolna jedinjenja imaju ulogu hvataca slobodnih radikala (hidroksil radikala,
hidroperoksidni radikala, superoksid anjon radikala itd.). Oni sprecavaju njihovu
oksidaciju, deluju antioksidativno, Stite¢i od razliCitih oStecenja celijske membrane,
enzime i genetski materijal u ljudskom organizmu (Rice-Evans et al., 1997; Shahidi et
al., 2015).

Zato je neophodno je konstantno unositi antioksidanse kroz hranu, a neki od
najbogatijih prirodnih izvora antioksidanasa su sveze voce i voéni sokovi (Fang i

Bhandari, 2010).

2.2.1. Jagoda

Jagoda pripada rodu: Fragaria ananassa Duch. = Fragaria grandiflora Ehrh. —

bastenska jagoda, familiji: Rosaceae.

Slika 1. Plod jagode

Jagoda, sorta Kleri (Clery) je visoko-kvalitetna i izuzetno aromati¢na Stona
sorta, poreklom iz Italije (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010). Veoma je cenjena i trazena sorta
od strane proizvodaca i1 potrosaca (Milivojevic¢ i Nikoli¢, 2015).

U Srbiji se bastenska jagoda najvise gaji u okolini vec¢ih gradova: Beograd,
Smederevo, Sabac, Cagak, Kraljevo, Krusevac, Ni§, Aleksinac, Leskovac i Vranje.

Biohemijski sastav ploda jagode, kao i drugog voca varira u dosta sirokim granicama u
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zavisnosti od sorte, primenjenih agrotehnickih mera i klime (Misi¢ i Nikoli¢, 2003).
Plod jagode sadrzi 10-13% ukupnih Secera (dominiraju glukoza i fruktoza, ima nesto
manje i saharoze), organske Kkiseline (limunska, jabu¢na, nesto manje salicilna,
¢ilibarna, Sikiminska i fumarna kiselina), proteine (0,2-1%), masne materije, vitamine
(C, E, By, By, Bg), fenole (antocijane i druge flavonoide, kao i fenolne kiseline),
pektinske materije, celulozu, minerale (kalijum, kalcijum, fosfor, gvozde), taninske
materije u tragovima (Veli¢kovi¢, 2000; Misi¢ i Nikoli¢, 2003; Nikoli¢ i Milivojevié,
2010).

Elaginska kiselina, p-kumarinska kiselina i pelargonidin-3-glukozid navode se
kao dominantna fenolna jedinjenja u plodovima jagode (Hakkinen et al., 1999;
Hékkinen i Torronen, 2000; Jakobek et al., 2007b; Milivojevi¢ et al., 2011). Oni
zajedno sa vitaminom C doprinose antioksidativnosti ovog ploda (Tulipani et al., 2008).
Sazrevanjem ploda jagode opada sadrzaj elaginske kiseline (Maas et al., 1991), koja
deluje izuzetno povoljno na zdravlje. Dokazano je njeno citotoksi¢no i
antiproliferativno dejstvo (Losso et al., 2004).

Pored fenolnih Kkiselina, u plodovima jagode u manjim koncentracijama,
pronadeni su flavonoli (kvercetin, miricetin, kempferol) (Hakkinen et al., 1999;
Hakkinen i Torronen, 2000; Jakobek et al., 2007b; Milivojevi¢ et al., 2011).

Zbog male kalori¢ne vrednosti (30-40 kcal/100g ploda, tj. 125-167 kJ/100g
ploda) ovo bioloski vredno voée moze se Koristiti i u dijetalnoj ishrani (Nikoli¢ i
Milivojevi¢, 2010).

Plod jagode moze se koristiti pri snizavanju krvnog pritiska, smanjenju
holesterola u krvi (salicilna kiselina), leCenju reumatskih oboljenja, izbacivanju kamena
iz bubrega kroz pojacano uriniranje, regulisanju nekih stomacnih bolesti, terapiji
dijabetesa, u le¢enju anemije, u kozmetici za negu lica, za beljenje i odrzavanje zdravlja
zuba (Velickovi¢, 2000; Misic¢ i Nikoli¢, 2003; Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).
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2.2.2. Malina

Malina pripada rodu Rubus idaeus L., familiji Rosaceae. Staniste su joj Sume,
utrine, proplanci (Sari¢, 1989).

Slika 2. Plod maline

Malina, sorta Vilamet (Willamette) je najzastupljenija, aromati¢na sorta.
Milivojevi¢ et al. (2010) isticu da ova sorta ima veci sadrzaj ukupnih antocijana i
ukupnih fenola u poredenju sa sortom “Meeker* i samoniklom malinom.

U Srbiji se proizvodi u valjevskom i ariljsko-ivanjickom podru¢ju kao vodeca
sorta, zatim manje u podrinjskom, saba¢kom, kosjerickom, kopaonickom, ¢acanskom,
pozesko-uzickom, dragacevskom, kraljevackom, gornjomilanovackom malinogorju, ali
i manje u okolini Leskovca, Vucja, Grdelice i Pirota (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).
Nalaziste samonikle maline su: Kopaonik, Golija, Jastrebac, Staraplanina, kao i mnoge
druge planine i brda (Sari¢, 1989).

Biohemijski sastav ploda maline, takode varira u zavisnosti od sorte, stepena
zrelosti, primenjenih agrotehnickih mera i klimatskih uslova (Nikoli¢ i Milivojevié,
2010). Prisutni su Seceri (dominiraju monosaharidi — glukoza i fruktoza, u manjoj
koli¢ini disaharid saharoza), organske kiseline (limunska — najvise, jabuc¢na, ¢ilibarna),
masne materije (lipidi) — u semenu 0,3-0,5%, aminokiseline (posebno glutaminska),
vitamini (najznacajniji vitamin C), enzimi, fitohormoni, fenoli (flavonoidi, a od njih
najzastupljeniji antocijani), mirisne materije, pektinske materije.

U plodu maline, kao najbrojnija jednjenja, pronadeni su flavonoidi, elagitanini i
fenolne kiseline (Kéhkonen et al., 2001; Zhao, 2007). Dominantni antocijani u plodu
maline su cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-soforozid. Boji soka doprinosi samo 1/3 od
prisutnih antocijana, dok je ostatak u neobojenoj jonizovanoj formi (Vukosavljevic,

2006). Antocijani imaju ulogu bojadisera i u najvecoj meri doprinose antioksidativnom



Teorijski deo Jasmina R. Rajié

potencijalu, tj. neutralizaciji slobodnih radikala (Pellegrini et al., 2003). Ranija
strazivanja pokazala su prisustvo elaginske Kiseline u plodovima jagode i maline
(Hakkinen et al., 1999; Vattem i Shetty, 2005). Elaginska kiselina je u plodovima
jagodastog voca obi¢no se nalazi u obliku glikozida ili elagitanina (Hékkinen et al.,
1999; Mili¢ et al., 2000; da Silva Pinto et al., 2008).

Hranljiva vrednost ploda maline iznosi 224 kJ/100g (Nikoli¢ i Milivojevic,
2010).

Malina je voce koje sadrzi brojne fitokemikalije koje mogu smanjiti rizik od

hroni¢nih bolesti (Pennington i Fisher, 2009).

2.2.3. Kupina

Kupina pripada rodu Rubus fruticosus L. (sinonimi: R. candicans Weihe, R.
Plicatus Weihe, R. montanus Liebert, R. thyrsoides Wimmer, R. ulmifolius Schott),
familiji Rosaceae (Sari¢, 1989). StaniSte su joj busni tereni, moze se naéi pored puteva,

po obodu suma (Sari¢, 1989).

Slika 3. Plod kupine

Kupina, sorta Loh nes (Loch Ness) je rana, beztrna, Svedska sorta, slatka i
aromati¢na, sa visokim sadrzajem suve materije, pogodna za konzumiranje u svezem
stanju, kao i za razli¢ite vidove prerade.

Kupina se Siroko gaji u centralnoj Srbiji. Posebno se isticu proizvodna podrucja:
Knjazevac, Valjevo, Sabac, Lipolist, Osec¢ina, Krupanj, Rekovac, Varvarin, Aleksinac,
Cacak, Brus, Aleksandrovac, Leskovac, Vladi¢in Han, Vuéje, Beograd, Sopot,
Dragacevo, Bajina Basta, Ljubovija, Pozarevac (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Plod kupine sadrzi do 21% suve materije, od ¢ega rastvorljive suve materije 10-

14%. Ovaj plod sadrzi Secere (fruktozu, glukozu i male koli¢ine saharoze), organske
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kiseline (limunsku i jabu¢nu), vitamine (C, A, PP, riboflavin, Bg), pektinske materije,
mineralne materije (kalijum, kalcijum, fosfor, magnezijum, gvozde), proteine, ulja,
celulozu, fenole (najvise flavonoide, od kojih su najzastupljeniji antocijani), mirisne
materije, galotanine (Sari¢, 1989; Velickovi¢, 2000; Nikoli¢ i Milivojevié, 2010).

Plod kupine se koristi u farmaceutskoj industriji, ima hranljivu,
dijetoprofilakticku, dijetoterapeutsku i zastitnu ulogu (Velickovi¢, 2000). Navodi se da
pektini iz ploda stite organizam od arteroskleroze i infarkta, celuloza povoljno uti¢e na
varenje hrane, a prisutni antocijani deluju antikancerogeno (Misi¢ i Nikoli¢, 2003).
Plodovi kupine i ostalog jagodastog vo¢a mogu se konzumirati u svezem stanju ili
preradni u razlicite prehrambene proizvode (Amakura et al., 2000; Bermudez-Soto i
Tomas-Barberan, 2004; Koni¢-Risti¢ et al., 2011; Mattila et al., 2011; Raji¢ et al.,
2012a; Raji¢ et al., 2012b; Paunovi¢ et al., 2016). Kupina moze da se Koristi u obliku
sirupa (Paunovi¢ et al., 2016), a kupinovo vino se preporucuje zbog poboljsavanja
imuniteta (Sari¢, 1989). Plod i sok kupine, predstavljaju odli¢na laksantivna sredstva, a
doprinose i regulisanju krvnog pritiska (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Kupina se istiCe najviSom antioksidativnom aktivnoséu, u odnosu na drugo
jagodasto voce. Tome doprinosi veliki sadrzaj, pre svega, antocijana ali i1 ostalih
fenolnih jedinjenja (Pellergini et al., 2003). Prisustvo flavonoida i fenolnih kiselina,
kojih ima najvise u pokozici ploda doprinosi antioksidativnom kapacitetu (Szajdek i
Borowska, 2008). Kod plodova jagode, kupine i maline veliki deo fenolnog sadrzaja
¢ine fenolne kiseline (elaginska, galna, protokatehinska, kofeinska, p-kumarinska i
ferulinska kiselina) (Milivojevi¢ et al., 2011). Elaginska kiselina je najzastupljenija
fenolna kiselina u plodu kupine, a najvec¢i sadrzaj navedene kiseline nalazi se u semenu
kostica (De Ancos et al., 2000; Siriwoharn i Wrolstad, 2004). U zavisnosti o sorte,
nacina gajenja, ekoloskih faktora i stepena zrelosti sadrzaj ovih jedinjenja moze da

varira (Siriwoharn et al., 2004).

10
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2.2.4. Borovnica

Borovnica pripada rodu Vaccinium myrtillus L., familiji: Vacciniaceae (Misi¢ i
Nikoli¢, 2003).

Slika 4. Plod borovnice

Samonikla borovnica je bioloski vrednija i otpornija. Njeni plodovi bogatiji su
bioloski aktivnim sastojcima, odlikuju se visim sadrzajem vitamina, mineralnih
materija, enzima. Ove supstance neutralizuju toksi¢ne supstance koje svakodnevno na
razli¢ite nac¢ine unosimo u organizam. StaniSte samonikle borovnice su cetinarske i
mesovite Cetinarsko-li¢arske Sume, na visokim planinama. Srece se iznad granice Suma
u oblasti visokoplaninskih zbunova i tresetiSta, na svezoj i vlaznoj podlozi. Borovnica
zahteva kisela, rastresita i humusna zemljista (Sari¢, 1989; Misi¢ i Nikoli¢, 2003;
Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Borovnica se u svetu najvise gaji u SAD-u, Kanadi, zatim Poljskoj, Litvaniji,
Holandiji, Cileu, Argentini, Rumuniji, Rusiji, Svedskoj, Novom Zelandu itd.

Siroko je rasprostranjena i u Srbiji na oznagenim stanistima. Gaji se u okolini
Arilja, Uzica, Ljiga, Knjazevca i Vlasinskog jezera, dok je sSumska borovnica
zastupljena na visokim planinama (Goliji, Javoru, Vlasini, Tari, Staroj planini,
Kopaoniku) (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Bobice borovnice sadrze visu koli¢inu Secera i prosecan sadrzaj ukupnih
kiselina, pa je stepen slasti nesto veci. Bogate su u sadzaju proteina, celuloze i pektina,
kao i mineralnih materija (kalijuma, fosfora, kalcijuma, natrijuma i magnezijuma).
Borovnica sadrzi i znacajan sadrzaj fenola (posebno flavonoide, a kojih su
najdominantniji antocijani i fenolne kiseline). Ona sadrzi jos i vitamine (C, A, B, Bg,
riboflavin, niacin) a odlikuje se i niskom kalori¢nom vrednosti od 60 kcal/100g, pa se
moze primenjivati u dijetama protiv gojaznosti (Misi¢ i Nikoli¢, 2003; Nikoli¢ i
Milivojevi¢, 2010).

11
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Plodovi vrste V. Myrtillus su jestivi i imaju lekovite karakteristike. Svezi plodovi
imaju dejstvo laksantiva, dok se suvi koriste za le¢enje dijareje (Sari¢, 1989).

Plod borovnice se Koristi u farmaceutskoj industriji, ima hranljivu,
dijetoprofilakti¢ku, dijetoterapeutsku i zastitnu ulogu. Koristi se kod crevnih infekcija,
kao i kod problema sa zu¢nom kesom. Ima baktericidna svojstva, a sirup borovnice
znacajno poboljsava vid (narocito u sumrak) Sto je znacajno kod istrazivaca, vozaca,
pilota (Velickovi¢, 2000). Odli¢an je diuretik, sprecava infekcije mokra¢nih kanala.
Koristi se i kod anemije, sprec¢ava stvaranje krvnih ugrusaka i arteriosklerozu (Misi¢ i
Nikoli¢, 2003). Posebno lekovita je sumska borovnica, zbog tanina i pektina koje
poseduje delotvorna je i kod akutnih dijareja, enterokolita kod dece i odraslih, kao i kod
katara creva i raznih upala sluznica (Sari¢, 1989).

Od fenolnih jedinjenja, izuzetno je bogata antocijanima, i to prvenstveno 3-
glukozidima i 3-galaktozidima delfinidina, malvidina, petunidina, cijanidina i peonidina
(Prior et al., 1998). Kod soka borovnice pored antocijana prisutni su i proantocijanidini,
flavonoli, fenolne kiseline i drugi (Skrede et al., 2000). U plodovima borovnice p-
kumarinska kiselina pronadena kao dominantno fenolno jedinjenje, a takode i
ferulinska, kofeinska, elaginska kiselina (Héakkinen et al., 1999; Maatta-Riihinen et al.,
2004; Jakobek et al., 2007b). Pored fenolnih kiselina, u plodovima borovnice
detektovani su flavonoli: kvercetin, miricetin, kempferol (Hakkinen et al., 1999;
Hakkinen i Torrénen, 2000; Jakobek et al., 2007b; Milivojevic et al., 2011).

2.2.5. Visnja

Visnja pripada rodu Prunus cerasus L. (sinonim Cerasus vulgaris Mill.), familiji

Rosaceae.

Slika 5.Plod vignje
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Plod oblacinske visnje je srednje krupan, sadrzi dosta antocijana, 14-17% suve
materije, daje sok intenzivno crvene boje, kiselog je ukusa i prijatne arome. Visnja je
pogodna za razne vrste prerade (Milatovié et al., 2011). Simunié et al., 2005 pokazali su
da je oblac¢inska viSnja izuzetno bogata antocijanima. Ovo je sorta sa visokim sadrzajem
suve materije (Mratini¢, 2002).

Raste na bogatom, rastresitom, baznom zemljistu, na suvljim, toplijim i
sunc¢anim mestima (Sari¢, 1989). Poreklom je iz jugozapadne Azije, a kasnije je gajena i
u Evropi (Sari¢, 1989).

Visnja je na trecem mestu po proizvodnji plodova u Srbiji. Prose¢na proizvodnja
2005-2009 bila je 87874 t. Veliki deo ovih plodova se izvozi. Najvise se gaji U juznoj
Srbiji, Podunavlju, Sumadiji, Ma¢vi (Milatovié et al., 2011).

Hemijski sastav ploda visnje znacajno varira u zavisnosti od klimatskih uslova,
vremena berbe, tehnoloske zrelosti i drugih ¢inioca. Plod visnje sadrzi 12-22 % suve
materije, 10-18% Secera (najvise glukozu i fruktozu, vrlo malo saharoze), organske
kiseline (1,02-2,40%), belancevine (0,7-1,9%), masne materije, taninske materije
(0,2%), pektine (0,3%), dijetetska vlakna, mineralne materije (0,5%), vitamine, fenolna
jedinjenja, aromati¢ne materije (Mratini¢, 2002; Milatovi¢ et al., 2011).

Plodovi visnje, zbog svog hemijskog sastava, na ¢ovekov organizam imaju
osvezavajuée, diureti¢no, antireumati¢no, umirujuce, energetski detoksikujuce,
antiinfektivno i laksativno dejstvo (Mratini¢, 2002). Martinovi¢ i Koji¢ (1998) isti¢u da
i dijabeticari mogu da je konzumiraju u manjim koli¢inama.

Plod visnje sadrzi 13,5-18,5% rastvorljive suve materije, a pH vrednost iznosi
oko 3,3 (Niketi¢-Aleksi¢, 1982).

Fenolna jedinjenja u wvisnji su prisutna u koli¢ini od 1460-4070 mg/kg.
Najzastupljeniji su antocijani, fenolne Kkiseline, flavonoli. Boja visnje potice od
antocijana, a dominantno zastupljeni antocijan ploda visnje je cijanidin 3-glukozil-
rutinozid, zatim cijanidin 3-rutinozid, cijanidin soforozid i peonidin 3-glukozid
(Milatovi¢ et al., 2011).

Fenolna jedinjenja, pre svega antocijani imaju jaku antioksidativnost, jer reaguju
sa slobodnim radikalima. Wang et al. (1999) su doneli zaklju¢ak da antocijani (pre
svega cijanidin) iz plodova visnje imaju antioksidativno i antiinflamatorno dejstvo,

sli¢no aspirinu. Kang et al. (2003) su pokazali antitumorno dejstvo ovih jedinjenja, dok
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su Kim et al. (2005) potvrdili da ova jedinjenja iz visnje Stite i neurone mozga od
oksidativnog stresa. Antocijani iz ploda visnje smanjuju nivo triglicerida i holesterola u
krvi i time Stite organizam od kardiovaskularnih bolesti (Seymour et al., 2008). Tanini i
drugi sastojci ploda visnje deluju diureti¢no, pomazu izbacivanju kamena iz bubrega i
mokra¢ne beSike 1 zaustavljaju dijareju. Ovaj plod se odlikuje znacajnim sadrzajem
gvozda, zbog Cega se preporucuje u lecenju anemije (Sari¢, 1989). Jayaprakasam et al.
(2005) pokazali su da antocijani uti¢u na povecanje proizvodnje insulina, pa su pogodni
za prevenciju Secerne bolesti. Takode, smanjuju oStec¢enje kapilara kod dijabeti¢ara
(dijabetesa tipa 2).

Antioksidativni kapacitet ploda visnje je dosta visok I pokazane su vise
vrednosti u odnosu na drugo vocée (Halvorsen et al., 2002). Ipak, razli¢ite sorte pokazuju
drugacije vrednosti antioksidativnog kapaciteta (Papp et al., 2008). Plod visnje u
razli¢itim stepenima zrelosti pokazuje razlic¢ite vrednosti fenolnih komponenti, kao i
antioksidativnog kapaciteta (Pedisi¢ et al., 2007). Pokozica je znatno bogatija
antioksidantima od mezokarpa (Chaovanalikit i Wrolstad, 2004a; Chaovanalikit i
Wrolstad, 2004b).

2.2.6. Crvena ribizla

Crvena ribizla pripada rodu Ribes rubrum L., familija: Grossulariaceae.
Postojbina ove biljke je srednja i severna Evropa, severna Azija (Misi¢ i Nikoli¢, 2003).

Slika 6. Plod crvene ribizle

Crvena ribizla sorta Stanca (Stanza) je tamnocrvena, rana, holandska sorta,
kiselkastog ukusa, sa niskim sadrzajem rastvorljive suve materije. Pogodna je za

proizvodnju soka (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010; Pordevi¢, 2012).

14



Teorijski deo Jasmina R. Rajié

Sadrzaj suve materije kod crvene ribizle iznosi do 17%, a rastvorljive suve
materije 11-13%. Od Secera dominiraju glukoza i fruktoza, u manjim koli¢inama ima i
saharoze. Plod crvene ribizle sadrzi i organske kiseline, proteine, mineralne materije
(fosfor, kalcijum, magnezijum, gvozde), vitamine (C, B, Bg), fenole (Nikoli¢ i
Milivojevié¢, 2010). Od fenolnih jedinjenja prisutne su bojene materije antocijani, kao i
flavonoidi, a od flavonoida u plodu crvene ribizle detektovani su flavonoli - kvercetin,
miricetin i kempferol (Jakobek et al., 2007b).

Visok sadrzaj vitamina C kod Ribes vrsta obja$njava pojavu da su neke sorte
posedovale visok antioksidativni kapacitet, a umeren sadrzaj antocijana (Moyer et al.,
2002a).

2.2.7. Crnaribizla

Crnaribizla pripada rodu Ribes nigrum L., familija: Grossulariaceae.

Slika 7. Plod crne ribizle

Rasprostranjena je u Evropi, srednjoj Aziji (do Himalaja), Severnoj Americi
(Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010).

Crna ribizla sorta Ometa je visoko prinosna Svajcarska sorta, slatko — kiselog
ukusa, sa visokim procentom rastvorljive suve materije (Pordevi¢, 2012). Pordevié
(2012) je pokazao da ova sorta ima najvise vrednosti ukupnih antocijana i ukupnih
fenola u odnosu na ostalih dvanaest ispitivanih sorti.

Sadrzaj suve materije kod crne ribizle iznosi do 18,9%, a rastvorljive suve
materije 13-15%. Od Secera dominiraju monosaharidi- glukoza i fruktoza, u manjim
koli¢inama ima i disaharida saharoze. Plod crne ribizle sadrzi i organske kiseline,
proteine, tanine, mineralne materije (fosfor, kalcijum, magnezijum, gvozde), vitamine

(najznacajniji vitamin C, By, Bg), fenole (posebno antocijani) (Velickovi¢, 2000; Nikoli¢
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I Milivojevi¢, 2010). Vitamin C mnogo je stabilniji u plodu crne ribizle u odnosu na
drugo voce (Lister et al., 2002) i u crnoj ribizli ga ima vise nego kod vecine ostalog
voca (Sari¢, 1989).

Crnaribizla ima izuzetan znac¢aj kao sredstvo protiv skorbuta i avitaminoze. Sok
crne ribizle preporucuje se kod ¢ira na zelucu i dvanaestopalacnom crevu, gastritisa,
smanjene koli¢ine kiseline u Zelucu. Zasladen svez sok Koristi se protiv kaslja 1 u
lecenju promuklosti (Sari¢, 1989).

Plodovi crne ribizle zbog kiselog i oporog ukusa malo se koriste za potro$nju u
svezem stanju, ve¢ pretezno U proizvodnji sokova, dzemova, Zelea, marmelada, sirupa i
slatkisa.

Plodovi crne ribizle sadrze od 3 do 5 puta vise antocijana u odnosu na plodove
drugog voca. Ovi plodovi poseduju, takode, antioksidativno, antiinflamatorno,
antimikrobno i antikancerogenodejstvo, zbog visokog sadrzaja vitamina C, kao i
fenolnih jedinjenja (Mazza, 2007). Plodovi crne ribizle imaju mnogo visi sadrzaj
ukupnih fenola od ostalih voc¢aka (Szajdek i Borowska, 2008).Takode, antioksidativni
kapacitet je od 2 do 5 puta visa u plodovima crne ribizle u odnosu na drugovoce
(Moyer et al., 2002a, Stewart, 2004; Milivojevi¢, 2008).

Pored vitamina C, koji je izuzetno stabilan, visokom antioksidativnom
potencijalu crne ribizle doprinose i prisutna fenolna jedinjenja. Dominantno fenolno
jedinjenje u plodu crne ribizle p-kumarinska kiselina pronadena kao je, a pored nje i
ferulinska, kofeinska, elaginska kiselina (Héakkinen et al., 1999; Maatta-Riihinen et al.,
2004; Jakobek et al., 2007b). Najzastupljeniji antocijani u plodu crne ribizle su:
cijanidin-3-rutinozid, delfinidin-3-rutinozid, delfinidin-3-glukozid i cijanidin-3-glukozid
(Lister et al,, 2002). U plodu crne ribizle su od flavonola detektovani kvercetin i
kempferol (Hakkinen et al., 1999; Maatta-Riihinen et al., 2004; Jakobek et al., 2007b).
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2.3. TEHNOLOSKI POSTUPAK PROIZVODNJE VOCNIH

SOKOVA

Prva industrijska i komercijalna proizvodnja sokova pocela je u devetnaestom
veku, u Svajcarskoj, sa sokom od jabuka, i u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, sa
sokom od grozda. Medutim, znacajniji razvoj ove proizvodnje zabelezen je posle 1925.
godine. Ubrzo se pocelo sa proizvodnjom i proucavanjem sokova od citrusa, zbog
visokog sadrzaja vitamina C. Kasnije se krenulo sa upotrebom ostalih voénih vrsta za
dobijanje sokova. Globalni razvoj trgovine, a narocito svetski ratovi, uticali su na razvoj
proizvodnje koncentrisanih vo¢nih sokova, pa je njihova proizvodnja zna¢ajno porasla
za vreme i posle Drugog svetskog rata (Niketi¢-Aleksi¢, 1982).

Voéni sokovi su proizvodi dobijeni cedenjem voca, bez dodatka vode. Vocni soK je,
prema Pravilniku, proizvod dobijen mehani¢kom preradom jedne ili viSe vrsta
tehnoloski zrelog, svezeg, ohladenog ili zamrznutog voca, koji nije fermentisao ali
moze da fermentiSe, konzervisan isklju¢ivo fizickim postupcima ¢iji ukus, boja i
aroma moraju da budu karakteristi¢ni za vrstu voc¢a od koga je voéni sok proizveden
(Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011).

Mutni voéni sok pored soka iz voénih Celija sa rastvorljivim sastojcima sadrzi
fino dispergovane koloidne Cestice. Mutni vo¢ni sok moze da ima minimalan talog
poreklom od voca koji nestaje pri blagom mesanju. (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010,
67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011).

Koncentrisan sok je ugusceni sok bez ikakvih dodataka. Uguscivanje se
postize isparavanjem vode do odredene granice. Voéni sok od koncentrisanog voénog
soka je vrsta vo¢nog soka koji se dobija tako Sto se koncentrisanom voénom soku
ponovo doda ona koli¢ina vode koja je izdvojena prilikom koncentrisanja
(rekonstituisanje). (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr.,
44/2011 i 77/2011). Kvlitet vode mora da odgovara kvalitetu vode za pice.

Ustanovljena je direktna zavisnost izmedu stepena zrelosti voca i sadrzaja suve
materije, aromati¢nih i drugih sastojaka u voéu znacajnih za senzorna svojstva kao i
koli¢inu dobijenog soka. Za preradu u sok bitno je da su plodovi aromati¢ni Sa
maksimalnim sadrzajem Secera i dovoljno kiselina, kako bi tokom prerade sacuvala
karakteristiénu aromu, boju i ukus (Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010). Plodovi voca bi

trebalo da budu kvalitetni, svezi, zdravi bez fizioloSkih, mehanic¢kih ili drugih
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ostecenja, kako bi dobjeni sok bio S§to kvalitetniji, jer su u takvom vocu ocuvani
vitamini 1 drugi nutrijenti. Takode je vazno da voce bude ubrano u stadijumu
tehnoloske zrelosti, za proizvodnju voénog soka. Ova faza sazrevanja pruza optimalne
uslove kvaliteta za konzervisani proizvod, jer se sadrzaj pektina menja tokom
sazrevanja, kao i za vreme cuvanja plodova posle berbe. Zrenjem se povecava
rastvorni deo pektina, a sadrzaj protopektina opada, usled cega tkivo gubi ¢vrstinu
(Niketi¢-Aleksi¢, 1982).

Takode, pri proizvodnji soka bilo bi poZeljno zamrzavanje ili zagrevanje voca
pre prerade, jer se na taj nacin narusava struktura c¢elijskog zida pokozice ploda i
oslobadaju se bojene materije prisutne u ¢elijskom soku. Randman soka, zavisno od
vrste voca, prose¢no iznosi 60-90% (najcesce 70-85%). Prinos soka zavisi i od nacina
pripreme, tj. stepena sitnjenja sirovine i termickog tretmana.

Mutni sok dobijen cedenjem je polidisperzni sistem gde je disperzno sredstvo
voda, a disperzna faza deli¢i tkiva i makromolekularni sastojci, koji daju punocu soku,
gineéi ga mutnim. Celijski sok sa rastvorenim supstancama kod mutnog soka se izdvaja
cedenjem. Kod njega se vrSi separacija (centrifugiranje ili talozenje), kako bi se
odstranile samo krupne, nestabilne cestice-delove biljnog tkiva, ve¢e od 100nm.
Koloidno rastvorni sastojci, sa ¢esticama veli¢ine 1 do 100 nm, koji ¢ine deo koloidno
stabilnog sistema, ostaju u soku i daju mu karakteristiénu mutnocu. To razli¢iti organski
makromolekuli: pektin, skrob, proteini kao i nijhovi kompleksi sa polifenolima, bojenim
materija i drugo. Ovi molekuli su hidrofilni, pa je sprecena asocijacija Cestica u vece
agregate i njihovo talozenje. Takode sadrze i Cestice manje od 1 nm, koje su prisutne i
kod bistrih sokova, a to su sastojci manjih molekulskih masa: Seceri, vitamini,
aminokiseline, organske kiseline, mineralne materije i dr (Vukosavljevi¢ i Veljovic,
2013). Mutni sokovi sadrze vise bioloski aktivnih materija od bistrih sokova, pa samim
tim se mogu odlikovati ve¢im antioksidativnim kapacitetom (Oszmiafiski i Wojdyto,
2009).

Mutni sokovi mogu se proizvoditi od svih voénih vrsta.

Jagoda, malina, kupina, borovnica, ribizla i visnja sadrze znacajnu koli¢inu
antocijana, kao bojenih materija. Da bi se dobio kvalitetan sok, neophodno je voditi

racuna o o¢uvanju boje, pa se primenjuju tehnoloski postupci koji omoguéavaju da $to

18



Teorijski deo Jasmina R. Rajié

veca koli¢ina pigmenata prede u sok i da se prirodna boja o¢uva u §to vecoj meri, kako

tokom prerade tako i tokom skladistenja.

2.3.1. Proizvodnja voénog soka bez enzimskog i toplotnog tretmana

Tehnoloski postupak proizvodnje mati¢nih vo¢nih sokova u poslednje vreme sve
vise se koristi.

Tehnoloski postupak proizvodnje mati¢nog voénog soka bez primene enzimskog
I toplotnog tretmana ukljucuje sledec¢e operacije: muljanje voca - cedenje soka -
punjenje i zatvaranje boca - konzervisanje.

Sirovi voéni sok ili mati¢ni sok je polupreradeni sok dobijen cedenjem svezih ili
smrznutih plodova, grubo izbistren ili ne i konzervisan fizickim postupkom (pre
zatvaranja boca). Mati¢ni vocni sok, dobijen delovanjem pritiska na voéni kljuk (pri
¢emu dolazi do pucanja membrana celija i do curenja soka iz vakuola) se moze
konzervsati kao poluproizvod ili predstavljati gotov proizvod. Trop (pogaca koja ostaje
nakon cedenja) sadrzi zaostale bojene materije 1 druge bioloSki vredne sastojke
(Zlatkovi¢, 2003).

Mutni mati¢ni voéni sok je proizvod koji sadrzi fino dispergovane koloidne
Cestice koje mogu da se delimicno taloze (Sluzbeni list SFRJ, 1/79, 20/82, 39/89 -
dr. pravilnik, 74/90 i 46/91 - dr. pravilnik, Sluzbeni list SRJ, 33/95 - dr. pravilnik i
58/95 i Sluzbeni list SCG, 56/2003 - dr. pravilnik, 4/2004 - dr. pravilnik, 12/2005 -
dr. pravilnik i 43/2013, 72/2014, 101/2015).

2.3.2. Proizvodnja vo¢nog soka sa enzimskim tretmanom

Ovim postupkom se vrsi proizvodnja sokova u industrijskim uslovima, radi
rentabilnije proizvodnje i bolje iskoristivosti voca.

TehnoloSki postupak proizvodnje mutnog soka ukljucuje sledece operacije:
muljanje voca - zagrevanje kljuka - enzimatski tretman - cedenje soka - punjenje i
zatvaranje boca - konzervisanje.

Specifi¢na struktura plodova sa jagodastog voca sa zbirnim koStunicama (malina
i kupina) naj¢es¢e onemogucava pranje. Pranje plodova bi prouzrokovalo veliki gubitak

i prinosa i suve materije soka. Izuzetak ¢ini jagoda, kod koje se primenjuje fino pranje.
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Kljuk, dobijen muljanjem vo¢a, sastoji se od Cvrste i tecne faze. Nosioc tecne
faze je voda i u njoj rastvorene supstance iz Celijske vakuole.

Gubitak boje pri preradi voc¢a u sok i degradacija pigmenata i polifenola uopste
su znacajan problem. Izrazeni gubici antocijana i drugih polifenola (koji se pretezno
nalaze u vakuoli cCelije i c¢elijskom zidu), tokom muljanja voca i1 depektinizacije,
posledica su prisutne prirodne polifenoloksidaze koja se uglavnom nalazi u citoplazmi
¢elije (Skrede et al., 2000; Lee et al., 2002). Prilikom dezintegracije biljne ¢elije, ova
jedinjenja bivaju oslobodena iz vakuola i dolaze u kontakt sa enzimima koji ih oksidisu.
Zbog toga je neophodno brzo dejstvo visokih temperature, kako bi se ovi enzimi
degradirali i ocuvala boja soka. Enzimima je optimalno dejstvona temperaturama
izmedu 351 55 °C, na temperaturama visim od 80°C se inaktiviraju.

Zagrevanjem kljuka, pored inaktivacije enzima, pre svega polifenoloksidaze
koja je odgovorna za enzimsko potamnjivanje, postize se i bolja ekstrakcija bojenih i
drugih materija, ali se na ovaj nadin znacajno povecava i randman (prinos soka).
Takode, dolazi do delimi¢ne hidrolize protopektina u pektin, pa se tako olakSava
cedenje. Jagodu treba oprezno zagrevati zbog izuzetne osetljivosti pelargonidina, na
dejstvo povisenenih temperatura. Antocijani maline i vi$nje su takode vrlo nepostojani
pri duZzem zagrevanju, pa se ne preporucuju visoke temperature, vise od 85°C (Niketic¢-
Aleksi¢, 1982; Lopes da Silva et al., 2007; Mateus i de Freitas, 2008).

Kako bi se izvrsila hidroliza pektinskih materija, vrsi se enzimiranje. Kljuk se
tretira enzimima - pektolitickim preparatima. Uz dobro mesanje, na temperaturi oko
50°C, optimalni zadovoljavajuéi efekat se postize za 1 do 1,5 ¢as. Cedenjem se moze
dobiti oko 80-90% soka, u odnosu na tezinu kljuka. U zaostalom tropu, ipak, mogu da
zaostaju male koli¢ine bojenih materija, Secera, Kiselina i mineralnih materija (Niketic-
Aleksi¢, 1982). Prilikom procesa enzimiranja deluje se enzimima na pektinske materije
prisutne u vocu kako bi se povecao randman soka i ekstrakcija bojenih i drugih materija
1z voca.

Pektinske materije su biljni polisaharidi, koji su prisutni kao prirodni sastojci
biljnog tkiva. Rastvoreni su u ¢elijskom soku biljaka (pektinska i pektininska kiselina)
ili su nerastvorljivi sastojci primarnog celijskog zida (protopektin). Pektinske materije
se smatraju glavhom supstancom za povezivanje biljnih ¢éelija (Celijskih membrana) u

srednjoj lameli, gde se one nalaze najcesce zajedno sa celulozom i hemicelulozom. Ove
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materije zasluzne su za povecanju njihove ¢vrstine i elasti¢nosti. Sazrevanjem voca i
drugih plodova nerastvorljivi protopektini hidrolizuju postepeno pod dejstvom enzima u
rastvorljive frakcije, Sto dovodi do omekSavanja plodova. Pektinska i pektininska
kiselina kao hidrokoloidi stvaraju u probavnom traktu ¢oveka zaStitni film pa se u
medicini Koriste protiv dijareje. Kao nosaci probiotika, deluju zastitno i na probiotike u
probavnom traktu. (Nikei¢-Aleksi¢, 1982; Sari¢, 1989; Willats et al., 2001; Cosgrove,
2005; Vukosavljevi¢ i Veljovi¢, 2013).

Za bolju ekstrakciju ¢elijskog soka iz plodova voca, neophodno je dejstvo
enzima, kako bi se razorio slozeni polisaharidni Celijski zid, fibrozna mreza, koja daje
Cvrstinu biljnoj cCeliji (Cosgrove, 2005; Buchert et al., 2005). Biljni pigmenti i
polifenolna jedinjenja nalaze se u medufibrilnim kapilarnim prostorima c¢elijskog zida)
(slika 8), a najvise na povrsini ploda (epidermis i subepidermis), zbog uticaja svetlosti

na biosintezu ovih jedinjenja.

Srednja lamela { Pektin
~—__ Celulozni
mikrofibril
Primarni
celijski zid
Plazma p :
membrane Hemiceluloza

Rastvorljivi
proteini

Slika 8. Struktura ¢elijskog zida (www.thoughtco.com/cell-wall-373613)
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Takode ih ima i u ¢elijskom soku, koji ispunjava unutrasnjost vakuole (slika 9).

Jedarni ovoj
Jedarce } sedta

Grubi Goldzijev aparat
endoplazmatiéni Mitohondrija
retikulum

Ribozom

\

-

Glatki

endoplazmaticni

retikulum
Peroksizom

Citop.lazma ~ Mikrotubula
Mikrofiamont Plazmodezma (o.¢raina vakuola
Celijska ¢ jiiski zid
membrana

Slika 9. Biljna ¢elija

(http://www.citruscollege.edu/lc/archive/biology/Pages/Chapter03-Rabitoy.aspx)

Istrazivanja pokazuju i ¢injenicu da koncentracija polifenolnih jedinjenja opada
sa sazrevanjem, osim kod crvenih plodova kod kojih se antocijani akumuliraju tokom
sazrevanja (Guern et al., 1987; Macheix et al., 1990; Castrejon et al., 2008).

Dejstvo pektolitickih enzima na karakteristike vo¢nih sokova predmet je mnogih
studija (Buchert et al., 2005; Lee et al., 2006; Ramadan i Moersel, 2007). Pokazalo se da
je upotreba pektolitickih enzima pri ekstrakciji soka iz peruanske jagode uticala na
povecanje sadrzaja ukupnih polifenola, ali ne i na povecanje sadrzaja vitamina C
(Ramadan i Moersel, 2007). Enzimski preparati koji se koriste u proizvodnji sokova
mogu poboljsati ekstrakciju bojenih materija u sok. Medutim, oni mogu efikasno
hidrolizovati odredene glikozide 1 na taj nacin uticati na profil ekstrahovanih antocijana
(Buchert et al., 2005). Razlicite koncentracije primenjenih pektolitickih enzima,
temperature inkubacije i vreme dejstva enzima imaju veliki uticaj na sposobnost
filtriranja, mutnocu, bistrinu, viskoznost i boju soka, gde se koncentracija enzima
pokazuje kao najvazniji faktor (Lee et al., 2006; Abdullah et al., 2007).
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Prilikom termi¢kog tretmana vazni Su visina temperature i vreme zagrevanja.
Zagrevanjem se unistavaju mikroorganizmi koji se nalaze u proizvodu, ali potrebno je
voditi racuna i o kvalitetu proizvoda, o oCuvanju bioaktivnih jedinjenja i drugih vrednih
sastojaka. Zagrevanjem se istovremeno inaktivisu i enzimi. Neophodno je za svaki
proizvod odabrati najpogodniji rezim toplotnog tretiranja (Veres, 2004).

Pasterizacija je toplotni rezim sa temperaturom 75-100°C i vremenom
zagrevanja do 10-30 minuta. Pasterizacija soka se obavlja u proto¢nim - cevastim ili
plocCastim pasterizatorima, na temperaturi oko 90°C. Za sok maline, jagode i vis$nje
temperatura pasterizacije treba da je 85-87°C, kako ne bi doslo u vecoj meri do
degradacije antocijana. Kod primene visokih temperatura za postizanje komercijalne
sterilnosti dovoljno je kratkotrajno dejstvo temperatura (1 do 3 minuta) (Niketic-
Aleksi¢, 1982; Veres, 2004).

Sokovi voéa bogatog antocijanima su prijatni, osvezavajuéi, slatko-kiselkasti, sa
punim ukusom. Skladan odnos Secera i Kiselina, slatko-nakiseli ukus i prijatna aroma
¢ine voc¢ni sok jagode vrlo pitkim. Sok od ribizle utoljava zed, aktivira organe za
varenje, reguliSe praznjenje creva, deluje dijaforeticki (izaziva znojenje), pa se
preporucuje u slucaju nazeba i1 poviSene temperature (Sari¢, 1989). Osvezavajuca
svojstva soku od visnje daju u njemu prisutne kiseline, punoc¢u ukusu daju taninske
materije, a tamnu boju antocijani. Energetska vrednost ovog soka iznosi oko 220 J/100
g (Niketi¢-Aleksi¢, 1982; Milatovic et al., 2011).

2.3.3. Vocni sok jabuke

Najzastupljeniji proizvod prerade jabuke u Srbiji je koncentrisani sok.
Industrijske sorte jabuke koje imaju veliku koli¢inu i harmoni¢an o0dnos Secera,
organskih kiselina, tanina, aromati¢nih supstanci, vitamina i mineralnih materija najvise
se koriste u proizvodnji koncentrisanog soka jabuke (Misi¢, 1994, Jiao et al., 2004).

Fenolna jedinjenja su prisutna u znacajnim koli¢inama u plodovima jabuke 1
proizvodima od jabuke, ona su glavni izvor njihove antioksidativnosti, a doprinose i
njihovim senzornim svojstvima (Khanizadeh et al., 2008). Boja soka jabuke potice
manjim delom od u vodi nerastvornih pigmenata karotinoida, koji daju zelenu, Zuto-
zelenu 1 zutu boju i pokozici jabuke i flavonoida, koji su rastvoreni u ¢elijskom soku

pokozice jabuke. Kod crvenih sorti od antocijana je najprisutniji cijanidin-3-galaktozid,
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pigment crvene do crveno-ljubicaste dopunske boje, kojeg najvise ga ima prvom i
drugom sloju (epidermisu i subepidermisu), a manje u dubljim slojevima pokozZice
ploda jabuke. Pored njega prisutni su i cijanidin-3-arabinozid i cijanidin-7-arabinozid,
pa se ovi pigmenti ekstrahuju pri proizvodnji soka. Ipak u plodovima jabuke bojenih
materija ima u vrlo malim koli¢inama. Antocijana ima najvise u fazi pune zrelosti,
posebno kod crvenih mutanata standardnih sorti jabuke (Misi¢, 1994). Jedan deo
antioksidativnog kapaciteta soka jabuke poti¢e od hlorogene kiseline i floretina (Miller i
Rice-Evans, 1997). U uzorcima kase i koncentrisanim sokovima jabuke detektovani su
razli¢iti kvercetin i floretin glikozidi, koji uti¢u na antioksidativni kapacitet vo¢nog soka
jabuke (Bengoechea et al., 1997).

2.4. LEKOVITE I AROMATICNE BILJKE

Upotreba lekovitih biljaka u prevenciji 1 leCenju razli¢itih oboljenja stara je
koliko 1 samo Covecanstvo. Od davnina, ljudi su traZili olakSanja za svoje zdravstvene
tegobe u lekovima iz prirode. Akumulirana iskustva ovim nac¢inom le¢enja, postepeno
su se pretakala u narodne tradicionalne medicine. Kao i u ostalim zemljama, i u Srbiji
tradicija upotrebe lekovoitih biljaka je sastavni deo istorije i zdravstvene kulture naroda.

Vremenom, koris¢enje lekovitih biljaka je dobijalo svoje nau¢no utemeljenje.
Koncept racionalne fitoterapije u velikoj meri je izmenio pristup u koriS¢enju lekovitih
biljaka, a samim tim 1 uticaj na kvalitet istrazivanja i razvoj pravne regulative koja
ureduje ovu oblast. Drugim re€ima, ovaj koncept je premestio fokus fitoterapije sa
biljne droge (biljna sirovina) na standardizovane ekstraktivne izolate. Veliki broj biljnih
droga oficinalno je u evropskim 1 nacionalnim farmakopejama. Mnostvo kapitalnih
monografija o biljnim drogama, a naroCito monografije EMA (European Medicines
Agency) prestavljaju siguran vodi¢ za primenu izolata lekovitih biljaka u prevenciji,
lecenju 1 olakSavanju razli¢itih zdravstvenih tegoba.

Izolati lekovitih biljaka, osim u terapijske svrhe, koriste se i u razli¢itim
industrijskim granama: prehrambenoj, kozmeti¢koj, hemijskoj itd. U prehrambenoj
industriji se koriste u pekarstvu, u proizvodnji alkoholnih i1 bezalkoholnih pica,
konditorskih proizvoda i sl. Biljne droge i ekstrakti su korigensi mirisa, ukusa i boje,
dok pojedini svojim aktivnim sastojcima poboljSavaju performanse samog

prehrambenog proizvoda.
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Odabrane vrste lekovitih biljaka, analizirane u ovom radu (¢iji su ekstrakti
dodavani voénim sokovima), predstavljene su kroz prikaz bioloskog izvora, kratkog

opisa biljke, biljne droge, njenog hemijski sastava, delovanja i upotrebe.

2.4.1. Ehinacea

Bioloski izvor: Echinacea purpurea (L.) Moenich, Asteraceae

Echinaceae purpureae herba — herba ehinacee

P

PR
,/' f) I

Slika 10. Herba ehinacee

Narodna imena su: ehinacea, ruzicasta pupavica.

Opis biljke: Ehinacea vrste su viSegodiSnje zeljaste biljke, snaznog vretenastog
korena, stabljike do metar visine. Listovi su ovalni do lancetasti viSe ili manje
nazubljenog oboda (zavisno od vrste). Cvasti su pojedinacne i1 krupne. U unutrasnji su
tubularni, purpurni cvetovi, a po obodu su dugi, jezi€asti cvetovi purpurne, ljubicaste ili
svetlo roze boje. Lekovita svojstva imaju vrsta E.purpurea, E. palilida i E. angustifolia.

Kao lekoviti deo koristi se nadzemni deo biljke u cvetu Echinaceae purpureae
herba.

Hemijski sastav: Ehinacea spada u biljke bogate fenolnim heterozidima. Sadrzi
derivate kofeinske kiseline, polisaharide, male koli¢ine etarskog ulja, poline, alkaloide.

Upotreba: Ispoljava imunostimulirajuéi efekat povecavajuci otprnost organizma,
deluje protivupalno, a spolja se koristi kod razli¢itih koznih promena (Kovacevic, 2004;
Gruenwald et al., 2007).
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2.4.2. Kamilica
Bioloski izvor: Matricaria chamomilla L., (M. Recutita L.), Asteraceae

Chamomillae flos (Matricariae flos) — cvast kamilice

Slika 11. Cvet kamilice
Narodna imena su: kamilica, titrica, bela rada, prstenak.

Opis biljke: Kamilica je jednogodis$nja biljka, visine do 60 cm. Stabljika je
uspravna, granata, koren tanak i vretenast. Listovi su 2-3 puta perasto deljeni sa
linearnim reznjevima. Glavicaste cvasti su pojedinacne, involukrum je poluloptast,
listi¢i involukruma zeleni. Po obodu glavice nalaze se beli jezicasti, a po sredini Zuti
cevasti cvetovi. Plod je ahenija, papus nije razvijen.

Kao lekoviti deo biljke koriste se glavicaste cvasti Chamomillae flos.

Hemijski sastav: Kamilica spada u grupu aromati¢nih biljaka. Cvast sadrzi 0,3-
1,5% etarskog ulja, seskviterpenske laktone, flavonoide, kumarine, gorke sastojke, sluzi
itd.

Upotreba: Cvast kamilice ispoljava karminativno, spazmoti¢no, blago sedativno,
antiinflamatorno, antisepti¢no. Spolja se koristi za lecenje upala kozZe 1 sluzokoZe (Sari¢,

1989; Tasi¢, 2009; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.3. Zova
Bioloski izvor: Sambucu snigra L., Sambucaceae

Sambuci flos, S. fructus— cvet i plod zove.

.
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Slika 12. Cvet zove

Narodna imena su: zova, bazga, crna zova, zofa.

Opis biljke: Zova je Zbun ili nisko drvo. Listovi su neparno perasti, sa 2-3 para
listi¢a. Cvetovi u gustim vrSnim Stitolikim cvastima imaju karakteristican miris. Cvetovi
su beli do zuc¢kasto-beli. Plod je okrugla, crno-ljubicasta kostunica, sa crvenim sokom.

Kao lekoviti deo biljke koriste se cvet Sambuci flos i zreo plod S. fructus.

Hemijski sastav: Zove pripada grupi flavonoidnih heterozida. Cvet sadrzi
flavonoide, sluzi, tanine, etarsko ulje, organske kiseline i dr. U plodu ima Secera,
organskih kiselina, tanina, vitamina.

Upotreba: Cvet se koristi kao dijaforetik i diuretik, ublazava simptome prehlade.

Plod je laksans (Sari¢, 1989; Tasi¢ et al., 2009; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.4. Kopriva
Bioloski izvor: Urtica dioical., Urticaceae

Urticae folium cum radix— list i koren koprive

Slika 13. List koprive

Narodna imena su: velika kopriva, obi¢na kopriva, zara.

Opis biljke: Kopriva je viSegodiSnja zeljasta biljka. Rizom je razgranat, a
stabljika Cetvrtasta i uspravna. Listovi su naspramni, jajasto-lancetasti, testerasto
nazubljeni. Stabljika i listovisu pokriveni Zarnim dlakama. Cvetovi su zelenkasti i
sakupljeni u prividne klasove ili rese. Plod je oraSica.

Kao lekoviti deo biljke koriste se list Urticae folium i koren U. radix.

Hemijski sastav: Kopriva spada u biljke bogate vitaminima i mineralima. List
koprive sadrzi hlorofil, organske kiseline (oksalna, mravlja), amine, flavonoide,
karotenoide, vitamine (A, C, K, B, PP, E), minerale (Fe, Mn, Cu), tanine, kumarineitd.
U korenu su prisutni polisaharidi B-sitosterol, lektini, kumarini, triterpeni.

Upotreba: List koprive je diuretik, antidijaroik, antihemoragik. Koren se koristi

kod benignog adenoma prostate (Sari¢, 1989; Tasic¢ et al., 2009; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.5. Sipurak
Bioloski izvor: Rosa canina L., Rosaceae

Cynosbati fructus — plod divlje ruze, Sipurak

Slika 14. Plod Sipurka

Narodna imena su: Sipurak, Sipak, divlji Sipak, divlja ruza, pasja ruza.

Opis biljke: Divlja ruza je Zbun sa povijenim ili uspravnim granama obraslim
srpastim bodljama. Listovi su neparno perasti, sa 5-9 glatkih, elipticnih listica
testerastog oboda. Cvetovi su pojedinac¢ni ili u cvastima. Cagi¢ni listi¢i posle cvetanja se
pripijaju uz plod. Kruni¢nih listic¢a je 5, bledo-ruzicaste su boje. Plod $ipak ili Sipurak je
zbirna oraSica, narandzasto-crvene do tamno-crvene boje. Sastoji se od proSirene
mesnate cvetne loze, koja zatvara mnogobrojne plodove oraSice (pogresno se nazivaju
semenke).

Kao lekoviti deo biljke koriste se nepotpuno zreo osuSen lazni plod
(pseudofructus) Cynosbati fructus, raznih vrsta divlje ruze.

Hemijski sastav: Plod divlje ruze spada u biljkne droge bogate vitaminima.
§ipurak sadrzi vitamin C (najmanje 0,3%), karotenoide, vitamine P, By, By, PP, E, K,
tanine, pektine, vocéne kiseline, Secere, flavonoide (rutin), etarsko ulje, mineralne
materije.

Upotreba: Sipurak se koristi kao tonik, blagi adstrigens, antiskorbutik, blagi
diuretik, holagog. Koristi se najces¢e kao ¢aj za uzivanje (Sari¢, 1989; Martinovi¢ 1

Koji¢, 1998; Tasic¢ et al., 2009; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.6. Maticnjak

Bioloski izvor: Melissa officinalis L., Lamiaceae

Melissae folium—list mati¢njaka

Slika 15. List mati¢njaka

Narodna imena su: mati¢njak, ¢elina trava, limunka, pcelarica, medenka.

Opis biljke: Mati¢njak je razgranata visegodisnja zeljasta biljka mirisa na limun.
Listovi su naspramno rasporedeni, liska je jajasta, po obodu testerasto nazubljena.
Cvetovi su sakupljeni po 6-10 u dihazije u pazuhu listova. Casica je cevasto-zvonasta,
dvousna, krunica je bele ili rudzicaste boje. Plod je orasica.

Kao lekoviti deo biljke koriste se list Melissae folium.

Hemijski sastav: Mati¢njak spada u grupu aromati¢nih biljaka. List sadrzi
etarsko ulje, 4% rozmarinske kiseline, flavonoide, gorke materije, triterpene, tanine.

Upotreba: Koristi se kao sedativ, karminativ, aromatik, antispazmodik, a
ispoljava i antibakterijski efekat (Sari¢, 1989; Tasi¢ et al., 2009; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.7. Aronija

Bioloski izvor: Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott, Rosaceae
Aroniae fructus — plod aronije

Slika 16. Plod aronije

Narodna imena su: aronija, crna oskorusa.

Opis biljke: Aronija je Zbun ili omanje drvo, sa tamnom stabljikom, jajastim, 3-7
cm dugackim, glatkim listovima, i cvetovima bele do roze boje koji cvetaju u maju.
Plodovi su tamno ljubicaste bobice koje sazrevju u julu i septembru (Kokotkiewicz et
al., 2010).

Kao lekoviti deo biljke koriste se plod Aroniae fructus.

Hemijski sastav: Aronija spada u biljke bogate antocijanima. Sadrzi Secere
(glukoza, fruktoza, saharoza), organske kiseline, pektine, fenolna jedinjenja, celulozu,
vitamine (C, karoten, E, K, PP, B2, B9, folna kiselina), tanine (Milatovi¢ et al., 2011).

Upotreba: Koristi se kao tonik, roborans, a u prehrambenoj industriji koristi se

za pripremu soka, dzemova (Kokotkiewicz et al., 2010).
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2.4.8. Rastavi¢
Bioloski izvor: Equisetum arvense L., Equisetaceae

Equiseti herba— nadzemni deo rastavica

Slika 17. Herba rastavic¢a

Narodna imena su: rastavi¢, poljski rastavi¢, preslica, konjorep, barska jela.

Opis biljke: Rastavi¢ je viSegodi$nja zeljasta biljka sa razgranatim ¢lankovitim
rizomom. Nerazgranata fertilna plodna stabljika se razvija pre sterilnih, bledomrke je
boje i zavrSava se sporofilnim klasom. Posle rasejavanja spora stabljika se osusi. Sterilni
izdanci su zeleni, ¢lankoviti i prSljenasto razgranati. Stabljika je Suplja, rebrasta, sa
ljuspastim listi¢ima sraslim u lisni rukavac, koji se nalaze se na svakom ¢lanku stabla.

Kao lekoviti deo biljke nadzemni deo biljke Equiseti herba.

Hemijski sastav: Rastavi¢ spada u biljke bogate mineralnim materijama. Sadrzi
mineralne materije preko 10%, od toga najviSe silicijumove kiseline, soli kalijuma,
zatim flavonoide, tragove alkaloida, razne organske kiseline.

Upotreba: Koristi se kao diuretik, protiv upala mokraénih puteva, upale bubrega
(Sari¢, 1989; Tasi¢ et al., 2002; Kisgeci et al., 2009).
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2.4.9. Heljda
Bioloski izvor: Fagopyrum esculentum Moench., Poligonaceae

Fagopyri herba— herba heljde

Slika 18. Herba heljde

Narodna imena su: heljda, eljda, elsa, hajdina, golokud.

Opis biljke: Heljda je jednogodisnja zeljasta biljka sa razgranatom stabljikom.
Listovi su srcoliko-strelicasti sa za$iljenim vrhom. Cvetovi su sitni, ruzicasti ili beli,
smesteni u vr$ne ili pazusne cvasti. Plod je oraSica (zrno) trouglastog oblika tamne
ljuske.

Kao lekoviti deo biljke koristi se nadzemni deo biljke u cvetu Fagopyri herba.

Hemijski sastav: Heljda spada u biljke bogate heterozidima. Sadrzi flavonoidne
heterozide rutin (do 6,0%) kvercitrin, hiperozid, zatim diantron fagopirin, aromati¢ne
kiseline, mineralne materije, vitamini, lipide.

Upotreba: SveZa herba se koristi kao industrijska sirovina za dobijanje rutina.
Pojacava tonus vena i deluje antiedematozno, ispoljava blagi diureti¢ni efekat. Koristi

se za ljudsku ishranu, ali i kao sto¢na hrana (Sari¢, 1989; Tasic et al., 2009).
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2.4.10. Japanski bagrem

Bioloski izvor: Sophora japonica L., Fabaceae
Sophorae flos — cvet japanskog bagrema
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Slika 19. Cvet japanskog bagrema

Narodna imena su: japanski bagrem, sofora, japanska sofora.

Opis biljke: Japanski bagrem je drvenasta biljka sa gustom dekorativhom

kro$Snjom 1 zelenim granama. Listovi su perasto deljeni kao kod obi¢nog bagrema.

Cvetoci su sitni, beli¢asti sakupljeni u velike metlice. Plod je so¢na valjkasta mahuna.

Kao lekoviti deo biljke koristi se cvet Sophorae flos.

Hemijski sastav: Japanski bagrem spada u grupu heterozidih biljaka. Bogat je

izvor rutina i dugih flavonoidnih heterozida.

Upotreba: Koristi se za ekstrakciju rutina. Ima povoljan efekat na krvne sudove.

VVeoma je cenjeno medonosno drvo (Tucakov, 1996).
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2.4.11. Srdacdica

Bioloski izvor: Leonurus cardiaca L., Lamiaceae

Leonuri herba — herba srdadice

Slika 20. Herba srdagice

Narodna imena su: srdadica, srcanik, srdacac, sr€enica, kopriva od srca,
koprivica.

Opis biljke: Srdacica je visegodisnja zeljasta biljka, sa Cetvorougaonom
stabljikom. Listovi su prstasto deljeni na 3-7 grubo nazubljenih reznjeva. Cvetovi
suruzicasti sedeci, grupisani u 10-20 gustih prividnih prsljenova. Plod je merikarpijum
sa 4 orasice.

Kao lekoviti deo biljke koristi se nadzemni deo biljke u cvetu Leonuri herba.

Hemijski sastav: Srdacica spada u biljke bogate heterozidima fenolkarbonskih
kiselina. Sadrzi heterozide, u maloj koli¢ini gorke materije, alkaloide organske kiseline,
tanine.

Upotreba: Ispoljava sedativno (kardiosedativ, deluje umirujuce za sréani misic),

hipotenzivno i antispazmoti¢no dejstvo (Tasi¢ et al., 2009).
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2.4.12. Grcéko seme
Bioloski izvor: Trigonella foenum-grecum L., Fabaceae

Foenugraeci semen - seme piskavice, gréko seme

Slika 21. Gréko seme

Narodna imena su: piskavica, gréko seme, kozji rog, sfinda.

Opis biljke: Piskavica je jednogodi$nja zeljasta razgranata biljka. Listovi su
troclani sa lisnom drskom, listi¢i nenazubljeni obrnuto-jajasti. Cvetovi su krupni, belo-
zuckasti, pojedinacni ili po dva postavljeni pazusno, skoro sede¢i. Plod je mahuna
linearna, dugacka oko 7 cm, prava ili savijena u obliku roga sa 10-20 semena.

Kao lekoviti deo biljke koristi se seme Foenugraeci semen.

Hemijski sastav: Spada u biljke bogate sluzima i saponozidima. U endospermu
ima do 45% sluzi, zatim sadrzi saponine, proteine, masno ulje, gorkih sastojaka,
flavonoida i dr.

Upotreba: Koristi se kao emolijens, mucilaginozum, roborans, kod privremenog
gubitak apetita, a spolja za simptomatski tretman malih koZnih upala (Sari¢, 1989;

Kisgeci et al., 2009).
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2.4.13. Travaiva
Biologki izvor: Teucrium montanum L., Lamiaceae

Teucrii montani herba— nadzemni deo trave ive u cvetu

Slika 22. Trava iva

Narodna imena su: trava iva, iva-trava, ivica, dubacac, gorski cmilj, ducac.

Opis biljke: Trava iva je nizak zbuni¢ sa poleglim stabljikama i vr$nim delovima
koji se izdizu nagore. listovi su linearno lancetasti, celi i blago povijeni ka nali¢ju.
Cvetovi su sakupljeni u dihazije u pazuhu listova, svi zajedno slozeni u poluloptaste
glavice na vrhovima granéica. Casica je bleda ili ljubidasta, a krunica zuékasta, oko dva
puta duza od caSice. Plodi¢i su sitni neznatno mrezasti.

Kao lekoviti deo biljke koriste se nadzemni deo biljke u cvetu Teucrii montani
herba.

Hemijski sastav: Trava iva spada u biljke bogate gorkim sastojcima. Sadrzi
flavonoide, gorke materije, tanine, etarsko ulje.

Upotreba: Koristi se kao narodni lek za ublazavanje razli¢itih tegoba organa za
varenje i disanje. Deluje kao amarum-aromatikum, stomaik, holagog, tonik (Tasi¢ et al.,
2009).
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2.4.14. Majkina duSica
Bioloski izvor: ThymusserpyllumL., Lamiaceae

Serpylli herba—herba majkine dusice

Slika 23. Herba majkine dusice

Narodna imena su: majkina dusica ili bakina dusica.

Opis biljke: Majkina dusica je viSegodi$nji mali zbun karakteristi¢nog prijatnog
mirisa. Stabljika je puzeca sa izduZenim stolonama, na vrhu sa sterilnom rozetom
listova. Sa stabla se diZzu mnogobrojne cvetne grane pokrivene dlakama. Listovi su mali,
jajasto elipti¢ni, po obodu celi, tackasti, od mnogobrojnih zlezdastih dlaka. Cvetovi su
najéesce u okruglastim cvastima. Casica i krunica su dvousnati. Plodiéi su glatki.

Kao lekoviti deo biljke koriste se nadzemni deo biljke u cvetu Serpylli herba.

Hemijski sastav: Majkina duSica spada u grupu aromati¢nih biljaka. Sadrzi
etarsko ulje do 0,6 %, tanine do 7 %, gorka jedinjenja, flavonoide i dr.

Upotreba: Veoma cenjen narodni lek. Koristi se kao blagi ekspektorans,

bronhospazmolitik i antiseptik, a spolja za kupke (Sari¢, 1989; Tasi¢ et al., 2009).
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2.5. 1ZRADA BILIJNIH EKSTRAKTIVNIH IZOLATA

Estraktivni preparati lekovitih i aromati¢nih biljaka dobijaju se razliCitim

tehnoloskim postupcimaod kvalitetne biljne sirovine.

2.5.1. Prikupljanje i suSenje lekovitog i aromati¢nog bilja

Kako bi se dobila biljna droga $to boljeg kvaliteta vrlo je vazno da se berba bilja
vr$i po lepom i sunanom vremenu, prema tzv. ,biljnim kalendarima®“. Nakon toga
ubrano bilje se u Sto kra¢em vremenskom intervalu nosi na susenje, gde se vodi racuna
o tome da im se sacuva boja i hemijski aktivne materije. Koli¢ina vlage u osusenim
biljnim delovima, ne sme biti veca od 14%. Na taj nacin biljne sirovine se konzervisu.
Na kvalitet osusenih biljnih sirovina pored vlage uti¢e i kiseonik, svetlost, toplota, Zivi

organizmi, kao i razni mirisi (Kisgeci et al., 2002).

2.5.2. Ekstrakcija lekovitog i aromati¢nog bilja

Ekstrakcija predstavlja izdvajanje farmakoloski aktivnih materija iz biljnog tkiva
uz pomo¢ selektivnog rastvaraca. Ekstraktivni izolati su ekstrakti i etarska ulja.

Ekstrakti su koncentrovani biljni izolati tecne (te¢ni ekstrakti i tinkture),
polucvrste (meki ekstrakti) ili Cvrste (suvi ekstrakti) konzistencije. Izraduju se
odgovaraju¢im postupcima maceracije, dvostruke maceracije, digestije, perkolacije,
reperkolacije, ultrazviéne, cirkularne, protivstrujne, vrtlozne, mikrotalasne ekstrakcije,
ekstrakcije superkriticnim fluidima i dr.

Ekstrakti koji se dodaju prehrambenim proizvodima izraduju se upotrebom
sledecih ekstragenasa: voda, smesa vode i etanola, vode i propilen glikola ili masna ulja.
Farmakopejske metode izrade tecnih ekstrakata (Extracta fluida) su maceracija i
perkolacija. Perkolacija je kontinuirana ekstrakcija propisano usitnjene droge na sobnoj
temperaturi, koja se izvodi kontinuiranim protokom rastvaraca kroz perkolator.
Maceracija je jednostruka ekstrakcija usitnjene biljne droge sa propisanim rastvaracem
na sobnoj temperaturi. Maceracijom se najceSc¢e dobijaju tinkture (Tincturae).
Dvostruka maceracija se izvodi uzastopno dva puta. Meki ekstrakti (Extracta spissa) su
polucvrste konzistencije 1 dobijaju se delimi¢nim uparavanjem ekstragensa iz
teCnihekstrakata. Suvi ekstrakti (Extracta sicca) su ¢vrste konzistencije, a dobijaju se

uparavanjem ekstragensa, zatim susenjem i mlevenjem u fini prah.
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Erarska ulja prema definiciji 1SO standarda (International Standards
Organisation), su proizvodi intenzivnog aromati¢nog mirisa koji se dobijaju iz delova
biljaka najceS¢e destilacijom pomocu vodene pare. Proces mehanickog cedenja i
presovanja sirovog materijala se koristi za meke biljne droge koje imaju visoki sadrzaj
etarskog ulja. Primenjuje se i ekstrakcija nepolarnim organskim rastvara¢ima. Toplim ili
hladnim anfleraz postupkom dobijaju se najfinija etarska ulja, a princip je njihova
adsorbcija iz sveze biljne droge na neutralne masti ili ulja a potom ekstrakcija etanolom.

I etarska ulja se mogu dobiti ekstrakcijom superkritiénim fluidima (Kovacevi¢, 2004).

2.6. ARQMATICNE MATERIJE U LEKOVITIM BILJKAMA 1

VOCU

Glavni sastojci aromati¢nih biljaka su isparljive mirisne komponente etarskog
ulja. Koli¢ina etarskog ulja krece se u Sirokim granicama, npr. u lis¢u mati¢njaka 0,05—
0,10%, a u karanfilicu preko 10%. Etarska ulja se ne rastvaraju u vodi, a dobro se
rastvaraju u etanolu, masnim uljima i mnogim organskim rastvara¢ima (etar, hloroform
I drugi). Imaju svojstven miris, a ukus je obi¢no ljut i aromati¢an. Hemijski sastav
etarskih ulja je razlicit, to su vrlo slozene smeSe raznih alifatskih, hidroaromatskih 1
aromattskih jedinjenja, a glavne sastojke Cine razni terpeni i njihovi derivati (Sari¢,
1989).

Aromati¢ne biljke i etarska ulja se najviSe koriste u hemijskoj 1 farmaceutskoj
industriji, u proizvodnji lekovitih preparata, kozmetickih 1 parfimerijskih proizvoda.
Etarska ulja se koristi u prehrambenoj industriji (bezalkoholna i alkoholna pica,
konditorski proizvodi, duvanska industriji) kao aromatici i korigensi (Isman, 2000).

Aromati¢ne materije voca 1 povréa (estri, etri, alkoholi, aldehidi, ketoni, kiseline,
terpeni) odlikuju se: lakom isparljivo$¢u, slozenim hemijskim sastavom i slabom
rastvorljivoséu u vodi. Mogu biti nosioci karakteristicne arome, iako se nalaze u vrlo
maloj koncentraciji. Zanimljivo je da od svih isparljivih organskih jedinjenja, sadrzanih
u aromi jagode, samo oko 7% otpada na one koji imaju tipi¢nu aromu jagoda. Ove
vazne komponente kvaliteta su lakoisparljive 1 na sobnim temperaturama, a posebno se
gube zagrevanjem ili kao posledica hidrolitickih i oksidacionih reakcija. Tada se

dodatno mogu stvoriti i sekundarnih jedinjenja bez karakteristicog mirisa ili
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promenjenim mirisom. Aromati¢ni sastojci biljaka najcesc¢e se ekstrahuju etanolom, a

zajedno sa njma mogu da budu ekstrahovane i boje (Niketi¢-Aleksi¢, 1982).

2.7. AKTIVNE MATERIJE LEKOVITIH I AROMATICNIH

BILJIAKA

U lekovitom i aromati¢nom bilju nalazi se veliki broj razli¢itih lekovitih
sastojaka, poput alkaloida, glikozida, tanina, saponozida, etarskog ulja, vitamina,
organskih kiselina, flavonoida i dr. Farmakoloski aktivni biljni sastojci svrstavaju se u
grupu sekundarnih metabolita, jer nastaju kao produkti sekundarnog metabolizma
biljaka. Sva ovajedinjenja ili slozeni kompleksi ispojavaju odredena farmakoloska
svojstva koja povoljno deluju na zdravlje ljudi.

Alkaloidi predstavljaju slozena organska jedinjenja koje karakteriSe prisustvo
azota u molekulu i bazni karakter. Najéese su gorkog ukusa, u malim dozama su lekovi
a u ve¢em otrovne supstance. Biljke sa alkaloidima se ne koriste za samomedikaciju niti
kao dodaci prehrambenim proizvodima.

Heterozidi su znacajna grupa biljnih metabolita, ¢ine veliku grupu organskih
jedinjenja, ¢iji se molekuli sastoje iz neSecernog 1 Se¢ernog dela. Hidrolizom glukozidne
veze nastaje Secerni deo (jedan ili vise molekula monosaharida) i neSecerna komponenta
(aglikon). Ispoljavaju razli¢ita farmakoloska delovanja antimikrobna, antiinflamatorna,
antioksidantna, hepatoprotektivna i mnoga druga delovanja. Heterozidi se dele na
slede¢e grupe prema hemijskoj strukturi aglikona: fenolni, kumarinski, lignanski,
flavonoidni (izoflavonski heterozidi, antocijani i ksantonski heterozidi), hinonski,
cijanogeni, sumporni, monoterpenski heterozidi (gorki heterozidi) i kardiotoni¢ni
heterozidi.

Saponozidi su specificni sekundarni biljni metaboliti i1 predstavljaju komplekse
Secera i aglikona-sapogenina. Najznacajnija je njihova povrsSinska aktivnost i osobina da
vodeni rastvori pene. U zavisnosti od hemijske prirode sapogenina, postoje dve osnovne
vrste, triterpenski 1 steroidni saponozidi. Odli¢ni su sekretolitici, antitusici, a ispoljavaju
antiinflamatornoi diureti¢no delovanje.

Tanini su jedinjenja polifenolne prirode oporog ukusa i rastvorni u vodi. Na
osnovu gradivnih jedinica postoje: hidrolizirajuci, kondezovani i mesovititanini. Deluju

antimikrobno, antidijaroi¢no, spolja za ispiranje sluznica i manjih oStecanja koze.
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Etarska ulja su specifi¢ni produkti sekundarnog metabolizma uglavnom visih
biljaka. Biljke u kojima su glavni sastojci isparljivi mirisni proizvodi (etarska ulja)
nazivaju se aromati¢ne biljke.

U sastav etarskih ulja ulaze aromati¢na i alifati¢na jedinjenja, kao 1 dve klase
terpenoida: monoterpeni i seskviterpeni. Mnoge biljke koje sadrze etarsko ulje, koriste
se kao sirovine za dobijanje mirisa i drugih proizvoda parfimerijske industrije. Neke se
upotrebljavaju u aromatizaciji hrane i u industriji bezalkoholnih i alkoholnih napitaka,
poslastica, u duvanskoj industriji itd. Poseduju 1 druga medicini delovanja kao S§to su
antisepti¢no i fungicidno, analgeti¢no, emolijentno, antireumatsko (lokalno) i dr.

Lipidi su produkti primarnog metabolizma celije. Predstavljaju smeSe estara
masnih kiselina sa glicerolom (gliceridi masnih kiselina). Masne materije u zivim
organizmima predstavljaju osnovne gradivne elemente celijskih membran. Masti i
masna ulja se nalaze u semenu i pulpi plodova i predstavljaju rezervne hranljive
materije koje omogucavaju klijanje i razviée nove biljke. Masna ulja ispoljavaju
povoljan efekat na epitelizaciju, reumatizam, mo¢ni su purgativi.

Ugljeni hidrati ili Seceri su, takode, primarni produkti metabolizma biljaka 1
veoma su znacajni za sva ziva bic¢a. Zajedno sa proteinima i mastima predstavljaju izvor
energije za cCelijju. Po sloZenosti molekula dele se na monosaharide, disaharide,
oligosaharide 1 polisaharide. Monosaharidi i disaharidi su znacajni kao Secerna
komponenta heterozida. Skrob je polisaharid koji predstavlja najces¢i oblik skladistenja
SeCera u biljnom tkivu i ima ga do 75% u semenu razli¢itih vrsta Zita. Inulin se
akumulira u podzemnim organima pojedinih biljaka. Najpoznatiji izvori za dobijanje
inulina je krtola jerusalimske articoke.

Heteropolisaharidi (heterogeni polisaharidi ili hidrokoloidi) su prirodni sastojci
(sluzi) ili eksudativni produkti koji nastaju posle ostecenja biljnog tkiva (gume). Koriste
se eksterno 1 interno za oblaganje i zastitu sluznica 1 koze. Sluzi (Mucilago) su po svojoj
strukturi heteropolisaharidi, normalni sastojci biljne ¢elije. Upotrebljavaju se za lecenje
zapaljenja koZe 1 sluzokoze, za leCenje organa za disanje i kao laksantna sredstva (Sari¢,
1989; Kisgeci, 2002; Kovacevic, 2004).

Vitamini su prirodna organska jedinjenja koja su neophodna u malim koli¢inama
za rast, normalno funkcionisanje organizma i odrzavanje zdravlja coveka. Podeljeni su

na osnovu rastvorljivosti na liposolubilne i hidrosolubilne. U hidrosolubilne vitamine
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spadaju vitamin C, vitamini B grupe, a u liposolubilne vitamini A, D, E, K. Imaju
znacajnu ulogu u jacanju organizma, povecanje otpornosti prema bolestima i raznim
Stetnim uticajima. Vitamin A ima blagotvorni efekat na epitelna tkiva, vitamin D na
apsorpciju kalcijuma i fosfora, kalcifikaciju kostiju, vitamin E je dobar antioksidans,
vitamin K1 ima udeo u sintezi protrombina i koagulaciji krvi, vitamin P smanjuje
propustljivost kapilara i povecava njihovu elastinost, vitamini B kompleksa su
neophodni koenzimi u metabolickim procesima.

Veoma vaznu ulogu u stimulisanju prirodnih odbrambenih snaga organizma
prema infekcijama ima vitamin C (askorbinska kiselina), koji je najrasprostranjeniji
hidrofilni biljni antioksidans. Posebno bogati u vitaminu C su crne i crvene ribizle,
Sipurak, jagoda, zeleni delovi biljaka. Prisustvo askorbinske kiseline, kao mocnog
antioksidansa u plodovima voca, koja deluje samostalno ili u kombinaciji sa razliitim
fenolnim komponentama doprinosi ukupnom antioksidativnom kapacitetu vo¢a (Moyer
et al., 2002a). Vitamin C pomaze kod krvarenja, anemija, prehlade i mnogih drugih
oboljenja. Takode ima dejstvo na smanjenje oSteenja DNK lanca, Celijskih zidova i
pojavu katarakte (Benvenuti et al., 2004). Vitamin C u metabolizmu zive ¢elije ima
znacajnu ulogu u procesima oksido-redukcije. Askorbinska kiselina reverzibilno prelazi
u dehidroaskorbinsku kiselinu, gde su obe kiseline bioloski aktivne, ali su vrlo
nestabilne, lako se oksiduju i gube vitaminska svojstva. Posebno su osetljive na dejstvo
oksidaza, svetlosti, alkalija, metalnih jona (gvozde, bakar), povisenih temperatura
(Sari¢, 1989). Antioksidativna svojstva vitamina C proizilize iz sposobnosti da deluje
kao donor H-atoma i elektrona, pa je dobar hvata¢ mnogih slobodnih radikala i
neradikalskih vrsta (Lee et al., 2004). Pretpostavlja se, da je osnovna uloga vitamina C
u celiji, uloga redukcionog sredstva, a neophodan je 1 pri sintezi karnitina,
neurotrnsmitera i kolagena (Naidu, 2003). Posledice nedostatka vitamina C su krtost
kapilara, slabljenje imuno sistema i skorbut. Preporucena dnevna doza vitamina C
iznosi 100 - 120 mg (Malbasa, 2004).

Ostale droge, bogate nizim alifaticnim kiselinama su plodovi borovnice, crne i
crvene ribizle, maline, §ljive, viSnje, nara, drena, dunje, crnog duda, citrusi, zatim
mesnati ¢aSicni listi¢i hibiskusa bogati su izvori niZih alifatiénih kiselina (limunska,
jabuc¢na, vinska). Breza, kopriva, hajducka trava, grécko seme, rastavi¢, ovas su biljne

sirovine bogate mineralnim materijama.
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2.8. FARMAKOLOSKA DELOVANJA AKTIVNIH MATERIJA 1Z
LEKOVITIH BILJAKA

Za izradu mesSavine ekstrakata koje su dodavane formulisanim kombinacijama
vo¢énih sokova, koriS¢eni su tecni ekstrakti Sipurka, ploda aronije aronije i lista koprive.

Lekovitost Sipurka se zasniva na aktivnostima prisutnih vitamina a narocito
vitamina C, tanina, pektina, organskih kiselina, Seéera, flavonoida (rutina), minerala. U
zimskim mesecima se koristi kao okrepljuju¢i i osvezavajuéi napitak. Sipurak se
upotrebljava za prevenciju od nazeba i infekcija, povecanje otpornosti organizma,
olaksanje tegoba digestivnog trakta, urinarnog trakta, kod reumatskih tegoba. Pektini i
organske kiseline su odgovorni za diureticno 1 laksativno delovanje. Sastojci iz Sipurka
ispoljavaju snazno antioksidantno i antiinflanatorno delovanje (Misan et al., 2013).
Vitamin C je termolabilan vitamin, pa se suSenjem Sipurka degradira (Paunovic¢ et al.,
2014a). Zbog svojih nabrojanih svojstava, a 1 zbog senzornog uklapanja u mesavine
vo¢nih sokova, ekstrakt ploda divlje ruze je dodavan i sve tri formulisane kombinacije
voc¢noh sokova (,,Fit“, ,,Kardio* i ,,Imuno®).

Plod aronije, kao $to je napomenuto, je bogat antocijanima. Sadrzi Secere,
organske Kiseline, pektinske materije, fenolna jedinjenja, celulozu, vitamine, tanine.
Zbog prisutnih sastojaka snaZzan je tonik, roborans, diuretik. Ispoljava signifikantnu
imunomodulatornu i antiinflamatornu aktivnost (Ho et al., 2014). Antocijani su snazni
antioksidansi. Nekoliko studija ukazuju da je antioksidativni efekat antocijana
odgovoran za antikancerogeno, antimutageno, antidijabeti¢no delovanje (Tadi¢ et al.,
2008). Antocijani imaju vaznu ulogu u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja. U
jednom eksperimentu, pracen je uticaj ishrane bogate antcijanima tokom perioda od 14
godina i potvrdeno je da postoji znacajno smanjenje rizika pojave hipertenzije (Cassidy
et al., 2011). Pektin i kiseline u aroniji su odgovorni za diureti¢no i laksantivno
delovanje.

List koprive se koristi zelen-sirov (mladi listovi su sastavni delovi mnogih
recepata zdrave hrane), zamrznut, osuSen u vidu soka, Cajnog napitka, fitopreparata
(Upton i Ayu, 2013). Zahvaljujuéi prisutnim aktivnim sastojcima koristi se kao tonik,
antihemoragik, diuretik, antidijaroik. List koprive pored herbe rastaviéa i semena
piskavice, smatraju se znacajnim izvorom mineral, a narocito gvozda, pa se Kkoriste u

prevenciji i ublazavanju tegoba kod nutritivne anemije (Schilcher i Kammerer, 2000).
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Pozitivni efekti ekstrakta lista ili herbe koprive u korelaciji su sa prisustnim
fenolnim jedinjenjima (kofeinska, jabuc¢na, hlorogena kiselina, rutin, izokvercitrin) i
njihovog antioksidativnog potencijala. Prisustvo vitamina C pojacava ovaj potencijal
(Nencu et al., 2013). List koprive sadrzi vitamin Bs (pantotenska kiselina), koji ima
pozitivno dejstvo kod hroni¢nih zapaljenja organa za varenje, jer povecava otpornost
sluznica protiv infekcija, a povoljno deluje na epitelizaciju koze kod opekotina. Zeleni
listovi koprive bogati su i vitaminom K; (filohinon, fitomenadion, koagulacioni vitamin
i antihemoragi¢ni vitamin), najvaznijim od vitamina K grupe. Vitamini K-grupe se
koriste za zaustavljanje krvarenja (Sari¢, 1989). Ekstrakti koprive mogu biti su korisni
za lecenje ili spreavanje sezonskih alergija, alergijskog rinitisa i drugih inflamatornih
stanja (Alberte et al., 2010).

Herba mati¢njaka je popularan narodni biljni lek, ima povoljno dejstvo na
nervni sistem, sposobnost opustanja i umirenja. Pripisuju mu se sedativno delovanje kod
blazih oblika nesanice, spazmoliti¢no i antibakterijsko svojstvo, olak$ava simptome
prehlade, poboljsava opstu cirkulaciju, a ispoljava i antivirusno delovanje (WHO,
2001). Ublazava tegobe poremecéaja funkcije gastrointestinalnog i kardiovaskularnog
sistema nastale usled uznemirenosti, ima povoljan efekat na smanjenje tegoba migrene
(Emamghorishi i Talebianpour, 2009). Polifenolna jedinjenja su odgovorna njegovu
lekovitost.

Zbog svojih dokazanih benefita po zdravlje ljudi i dobre senzorne prihvatljivosti,
ekstrakt lista mati¢njaka je dodat u meSavine voénih sokova za odrZnje kondicije

gastrointestinalnog i kardiovaskularnog sistema.

2.8.1. Lekovite biljke koje povoljno deluju na metabolizam

Metabolicki sindrom je uobicajeni poremecaj koji je rezultat povecane
gojaznosti. Gojaznost stanovniStva u sveta poprima razmere epidemije, jer je udruzena
sa pojavom c¢itavog niza zdravstvenih komplikacija. Njega karakterise povisen krvni
pritisak, visok nivo $ecera, holesterola i triglicerida u krvi, visak telesne masti oko
struka, koji se javljaju zajedno. Osobe kojima je dijagnostikovan metabolic¢ki sindrom
poseduju visok rizik od kardiovaskularnih oboljenja, mozdanog udara i dijabetesa tipa
2. Osnovni pristup je smanjenje tezine i povecanje fizicke aktivnosti . Postoji opsta

saglasnost da bi osobe sa metaboliCkim sindromom trebalo da se pridrzavaju seta
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dijetetskih principa : niski unos zasi¢ enih masti, trans masti i holesterola , smanjene
potro$nje jednostavnih Secera i povecani unosi voca , povréa i integralnog zrna Zitarica
(Eckel et al., 2005). Dugotrajan unos bobicastih i jagodastih proizvoda moze poboljsati
lipidni profil u plazmi, smanjiti hroni¢nu upalu i podrzati kardiovaskularno zdravlje
posebno kod populacije sa osnovnim metaboli¢kim profilom povecanog rizika za
metaboli¢ki sindrom, oboljenje €iji je osnovni simptom gojaznost u predelu stomaka
(Yang i Kortesniemi, 2015).

Lekovite biljke koje se isticu povoljnim dejstvom na ubrzanje metabolizma,
pojacano mokrenje i praznjenje creva, a samim tim i do odrzavanja ili smanjenja telesne
mase su zova, kamilica i rastavi¢, pored napred pomenutih (Sipurak, aronija i kopriva).

Cvet zove se tradicionalno koristi kao dijaforetik — izaziva poja¢ano znojenje
kod tegoba respiratornog trakta kao $to su prehlade, diuretik- pojacava izluivanje
mokrace, laksans- olakSava praznjenje creva, antiinflamatorni agens kod razlicitih
upala. Cvet sadrzi flavonoide, sluzi, tanine, etarsko ulje, organske kiseline, minerale
(Tester, 2015). Zova ima lekovita svojstva povezana sa prisustvom polifenola, sa
potencijalnim antioksidativnim svojstvima. Polifenoli ispoljavaju blagotvorne efekte na
krvni pritisak i kardiovaskularni sistem uopsteno, smanjuju glikemiju, stimulisu imuni
sistem, povecvajuci aktivnost antioksidativnih enzima u krvnoj plazmi, ukljucujuéi 1
glutation, redukuju¢i nivo mokra¢ne kiseline (Sidor 1 Gramza-Michatowska, 2015).
Chrubasik et al. (2008) su pokazali da srednja tezina, normalan krvni pritisak, fizi¢ko i
emocionalno blagostanje i kvalitet zivota konzumenata su znac¢ajno poboljsani nakon
konzumiranja napitka koji je u sebi sadrzao, izmedu ostalog, sok od bobica zove
obogacene kstraktom ovog cveta, bogatog antocijanima. Upotreba prirodnih supstanci,
prisutnih u zovi moZe znacajno poboljsti imunoloSku odbranu kod dijabetesa kod
eksperimentalnih pacova (Groza et al., 2010).

Cvet kamilica je veoma popularan tradicionalni biljni lek. S obzirom na sadrzi
etarska ulja, seskviterpenske laktone, flavonoide, kumarine, gorke sastojke, sluzi
ispoljava Siroku lepezu delovanja. Deluje karminativno-protiv nadutosti u stomaku,
spazmoliti¢no-opusta tonus glatke muskulature, blago sedativho umirujuce,
antiinflamatorno-protivupalno. Prijatan svojstven aromati¢an ukus, sedativno delovanje,

blagotvorni u¢inak kod tegoba gastrointestinalnog trakta, cvast kamilice se €esto koristi
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u izradi fitopreparata a i kao dodatak namirnicama. Poseduje znacajan antioksidantni
potencijal (Mckay i Blumberg, 2006; Srivastava et al., 2010; Das, 2014).

Herba rastavica je biljha droga bogata mineralnim materijama, flavonoidima,
saponozidima, organskim Kiselinama, taninima i dr. Odli¢an je diuretik. Rastavi¢ ima
znacajan kapacitet za uklanjanje vode iz tela, u takvoj situaciji moze povecati mokrenje
do 30% vise nego $to je uobicajeno . Ova ¢injenica ¢ini da se koristi u sastavu vecine
proizvoda za smanjenje tezine. Ovo svojstvo poseduje zbog nekoliko komponenata,
medu kojima je potrebno istaknuti ekvisetonin (saponozid) i kalijum, ali i drugih koji
takode doprinose tome, kao §to su kalcijum, magnezijum, askorbinska kiselina i
kofeinska kiselina. Primenjuje se u leCenju tuberkuloze, bolesti bubrega, besike i
prostate, kao hematostatik za opsezne menstruacije , nazalne, plucéne i gastri¢ne
hemoragije, spre¢ava i nagomilavanje masti na krvnim sudovima, pomaze kod krhkih
noktiju i kod gubitka kose, kod reumatskih bolesti, gihta, kod loSeg zarastanja rana i
Cireva, kod otoka, preloma i promrzlina. Zbog sadrzaja mineralnih materija se

preporucuje anemic¢nim osobama (éanadanovié—Brunet et al.,, 2009; Sandhu et al.,
2010).

2.8.2. Lekovite  biljke koje povoljno deluju na  zaStiti

kardiovaskularnog sistema

Uprkos padu smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti u svetu zadnjih decenija,
infarkt miokarda i1 kardiovaskularne bolesti prilicno su zastupljeni, uprkos brojnim
programima intervencije i kampanjama promocije zdravlja. Razlog tome je nepotpuno
shvatanje biohemijskih procesa koji su odgovorni za patogenezu bolesti. Faktori rizika
poput pusenja, povisenog sadrzaja holesterola i triglicerida u Kkrvi i hipertenzije
objasnjavaju samo deo ucestalosti bolesti. Rezultati mnogih studija ukazuju na to da
ucestalosti kardiovaskularnih bolesti, mogu biti pripisane neadekvatnom unosu
mikronutrijenata sa antioksidativnim potencijalom, kao sto su fenolna jedinjenja,
vitamini E, C, —karoten (Duthie i Brown, 1994). Shahidi i Ambigaipalan (2015) su
dosli do zakljucka da polifenoli imaju sposobnost da smanje krvni pritisak. Hlorogena
kiselina, takode, moze doprineti smanjenju krvnog pritiska, a potvrden je i njen
pozitivan uticaj na kardiovaskularni sistem (Zhao et al., 2012).

Potro$nja hrane bogate polifenolima, kao $to su vocée i povrée, voéni sokovi,

kakao, crveno vino, zeleni ¢aj, mogu predstavljati izbalansiranu ishranu u smislu
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kardiovaskularne zastite. Epidemioloske studije pokazuju znacajnu inverznu korelaciju
izmedu potrosnje polifenola i kardiovaskularnog rizika.

Medu lekovitim biljem sa potencijalnim kardioprotektivnim (zastitnim)
dejstvom isti¢u se herba srdacice i heljde i cvet japanskog bagrema.

Herba srdacdice sadrzi kao aktivne materije glikozide, u maloj koli¢ini
alkaloide, gorke materije, organske Kiseline, tanine. Ispoljava kardiosedativni efekat,
deluje umirujuée na src¢ani misi¢, hipotenzivno i antispazmoticno dejstvo. Sprovedene
studije su pokazale da ekstraktivni preparati srdacice imaju korisne efekte kod bolesti
koronarnih arterija i cerebralne ishemije (Liu et al., 2012). Herba srdacice ima
obecavajuci terapeu tski efekat za tretiranje mozdanog udara putem antioksidativnih
mehanizama (Loh et al., 2009). Tradicionalno, ekstrakti ove biljke su korisceni interno ,
uglavnom zbog stanja nervoznog srca i poremecaja digestije . Medutim, oni su takode
korisceni za bron hijalnu astmu, klimakterijske simptome i amenoreju, ali i spolja za
rane i upale koze. Farmakoloske studije potvrdile su i antibakterijsku, antioksidativnu,
antiinflamatornu i analgeti¢ku aktivnost srdacice (Wojtyniak et al., 2012).

Cvet japanskog bagrema je bogat flavonoidnim heterozidima, naro€ito
rutinom. Kako u postojbini Kini, Japanu, Koreji, tako i u ostalim delovima sveta koristi
se kao tonik krvnih sudova, za smanjenje njihove permeabilnosti, otoka kod hemoroida,
za zaustavljanje krvarenja. Oralna primena ekstrakta S. japonica (sadrzi rutin, kvercetin,
tanine) tokom pet dana smanjuje kapilarnu perameabilnost, vreme krvarenja i vreme
koagulacije kod miSeva, a smanjeno je 1 protrombinsko vreme pacova, ¢ime se dokazuje
hemostatski efekat. Dokazano je da izoramnetin iz cvetova japanskog bagrema deluje
anti-hemostatski, povecava kapilarnu propustljivost i smanjuje agregaciju trombocita
Cvet japanskog bagrema smanjuje cerebralni infarkt delimi¢no kao rezultat svojih
antioksidativnih i antiinflamatornih aktivnosti. Upotrebom dekokta sofore u jugularne
vene zeCeva smanjuje se kontrakcija sréanih misica i smanjuje brzina otkucaja srca
Kvercetin iz ove biljke uti¢e na stabilizaciju kapilarnog integriteta. Rutin, kvercetin 1
tanini, prisutni u ovoj biljci imaju i antioksidativno dejstvo (Ishida et al., 1989; Chen i
Hsieh, 2010). Obimni eksperimentalni dokazi ukazuju na to da oksimatrin iz ekstrata
cveta japanskog bagrema moze imati zaStitni efekat na kardiovaskularni sistem.
Pokazalo se da oksimatrin moze zastititi od miokardne fibroze izazvane akutnim

infarktom miokarda (Shen et al., 2011).
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Herba heljde je kao i cvet japanskog bagrema biljna sirovina za dobijanje
rutina. Sadrzi pored flavonoidna diantron fagopirin, zatim aromati¢ne kiseline,
mineralne materije, vitamini, lipide. Pojaava tonus =zidova vena i deluje
antiedematozno, a ispoljava blagi diureti¢ni efekat. U velikoj studiji sprovedenoj u Kini,
koja je obuhvatila 850 ljudi, proucavan je uticaj heljde na faktore rizika od
kardiovaskularnih bolesti (krvni pritisak, ukupni holesterol u serumu, holesterol visoke
gustine-lipoprotein (HDL) i trigliceridi) i dokazano da je unoSenje heljde (u koli¢ini od
100 g dnevno) bilo povezano sa nizim serumskim holesterolom i1 holesterolom
lipoproteina niske gustine. Ovi nalazi ukazuju na ulogu heljde u sprecavanju
hipertenzije i hiperholesterolemije (He et al., 1995). Flavoni heljde deluju povoljno na

spreavanje cerebralne ishemije (Huang et al., 2006).

2.8.3. Lekovite biljke koje povoljno deluju na jacanje otpornosti

organizma

Imunoloski sistem je odbrambeni sistem, ¢ija je uloga zaStita organizma od
mikroorganizama (bakterija, virusa, gljivica i parazita), toksina (Brenchley et al., 2006).
Imunoloski sistem se sastoji iz dve komponente, nespecifi¢nog (urodenog) i specifi¢nog
(steCenog) imuniteta, koji se medusobno dopunjavaju. U slucaju slabije aktivnosti
imunoloskog sistema dolazi do imunodeficijencije, i mogu se razviti razne bolesti
imunoloskog sistema, koje mogu da dovedu do autoimunskih i inflamatornih bolesti,
kao i kancera (Lennard et al., 1985). Pokazalo se da nekoliko klasa jedinjenja, kao $to
su polifenoli, proteini, polisaharidi, peptidi, lipopolisaharidi, glikoproteini i lipidni
derivati, sadrZze molekule sa potencijalnim efektima na imunoloski sistem (Kolodziej i
Kiderlen, 2005). Razne nau¢ne studije in vitro, su pokazale da polifenolna jedinjenja
daju sokovima razli¢ite fizioloSke efekte ukljucujuci i imunomodulatorne efekte
(Beattie et al., 2005). Bub et al., (2003) su pokazali da konzumiranje sokova od
jagodicastog voca, bogatog antocijanima i drugim fenolnim jedinjenjima, u koli¢ini od
330 ml dnevno, u trajanju od 2 sedmice poboljsava antioksidativni status , sSmanjuje
oksidativno oStecenje DNK u limfocitima i stimuli$e funkcije imunih celija.

Lekovite biljke koje se isticu povoljnim efektom na otpornost organizma, koje
ispoljavju i roborantni toni¢ni efekat, pored napred pomenutih Sipurak, aronija i kopriva

su ehinacea, trava iva, gréko seme 1 majkina dusSica.
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Herba ehinace je biljka bogata fenolnim heterozidima. Sadrzi derivate
kofeinske kiseline, polisaharide, male koli¢ine etarskog ulja, poline, alkaloide. U iv vivo
i in vitro studijama potvrden je imunostimulirajuci efekat ekstraktivnih izolata herbe
chinace. Pored ostalih mehanizama povecava se broj limfocita i leukocita, a kapacitet
fagocitoze se povecava. Za ovakvo delovanje odgovorni su polisaharidi, ali i lipofilne
frakcije biljne droge. Preporucuje se primena kod prehlada, dugotrajnih infekcija organa
za disanje i izlu¢ivanje, kada treba pojacati prirodnu odbrambenu sposobnost organizma
(Kovacevic, 2004).

Trava iva je omiljeni narodni lek. Zbog prisustva gorkih sastojaka, flavonoida,
tanina i male koli¢ine etarskog ulja, ekstraktivni izolati ublazavanje razli¢itih tegoba
organa za varenje i disanje. Trava iva je snazan tonik, roborans, popravlja apetit,
olakSava varenje hrane deluju¢i kao stomahik i1 holagog (pojacava lucenje Zuci) (Tasi¢
et al., 2009).

Gréko seme je biljka bogata sluzima i saponozidima, sadrzi jo§ i proteine,
masno ulje, gorke materije, flavonoide. Odli¢an je tonik roborans, jac¢a organizam kod
gubitka apetita, povecava broj crvenih krvnih zrnaca, olakSava varenje 1 iskori§¢avanje
belanCevina. Daje se protiv rahitisa, iznemoglosti, Secerne bolesti 1 za povecanje
laktacije (Misan et al.,, 2013). Pored navedenih efekata gréko seme ispoljava i
antiinflamatorno, antiulkusno i antipireticno delovanje (Ahmadiani et al., 2001)

Majkina dusica spada u grupu aromati¢nih biljaka a sadrzi, pored etarskog ulja
bogatog timolom i karvakrolom, jo§ i brojna fenolna jedinjenja koja ispoljavaju
pozitivan efekat na zdravlje. To su fenolne kiseline (p-kumarinsku, kofeinsku,
ferulinsku, ruzmarinsku, hlorogenu kiselinu), flavonoli (rutin, kvercetin), flavanoni
(naringenin, hesperidin, eriodiktiol), flavoni (apigeniniluteolin, kao i njihove glukozide)
(Marin et al., 2003; Boros et al., 2010). Koristi se kod oboljenja gornjeg respiratotnog
trakta. Ispoljava antimikrobno, bronhospazmoliticno 1 sekretorno delovanje.
Ekstraktivni izolati herba majkine duSice pored prisutnog timola i karvakrola deluju

snazno antisepti¢no pa okrepljuju ceo organizam (Misan et al., 2013).
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2.9. ANTIOKSIDATIVNOST

Antioksidativnost namirnica je predmet velikog broja istrazivanja, kako bi se
pronasla jedinjenja koja mogu spreciti ili usporiti efekte oksidativnog stresa.

Pod pojmom antioksidativni kapacitet podrazumeva se kapacitet neutralizacije
aktivnosti slobodnih radikala koji je zasnovan na osobinama grupe enzima (superoksid
dismutaze, katalaze, peroksidaze), fenolnih komponenata razli¢itih hemijskih struktura
(flavonoida, fenolnih kiselina, tanina) i vitamina (C, A, E) prisutnih u vocu i bilju (Fang
etal., 2002).

Najsire prihvacenu definiciju bioloSkih antioksidanasa dao je Halliwell, prema
kojoj su antioksidansi ,supstance koje ¢ak i kada su prisutne u znatno nizoj
koncentraciji u poredenju sa supstratom koji oksiduju znafajno usporavaju ili
sprecavaju oksidaciju tog supstrata® (Halliwell, 1994; Young i Woodside, 2001;
Pordevi¢, 2008).

Sistem sekundarne antioksidativne zastite c¢ine brojna niskomolekularna
jedinjenja razli¢itog porekla i karaktera, poput L-askorbinske kiseline, tokoferola,
karotenoida, antocijana, fenola i njihovih kiselina, flavonoida i dr. Kako je struktura
ovih jedinjenja veoma raznovrsna, tako su razli¢iti i mehanizmi kojima ona ostvaruju
svoju aktivnost u sistemu antioksidantne zastite (Velickovi¢, 2013).

Antioksidansi mogu biti donori vodonikovog atoma (primarni antioksidansi), a
mogu 1 vezivati metalne jone i na taj nacin spreavajuci oksidativne procese koje
metalni joni katalizuju (sekundarni antioksidansi) (Kasote, 2013).

Nizak nivo antioksidanasa ili antioksidativnih enzima, dovodi do oksidativnog
stresa, pri ¢emu se oStecuju celije, pa je poveCan unos antioksidativnih jedinjenja
neophodan je kako bi se spreCio oksidativni stres i omogucila prevencija razli¢itih
bolesti. (Partap i Pandey, 2012). Vo¢ni sokovi i biljni ekstrakti, sadrze mnogo razli¢itih
klasa jednjenja koja poseduju antioksidativni potencijal. Polifenoli se odlikuju
sposobnoS¢u neutralizacije reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja, doniranjem atoma
vodonika ili elektrona iz mnogobrojnih polifenolih hidroksilnih grupa (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015).

Antioksidansi imaju sposobnost da deluju kao hvataci slobodnih radikala ili
donori elektrona; da stvaraju komplekse sa jonima metala (¢ime se onemogucava

kataliza reakcije stvaranja inicijatora oksidacije lipida); da razgraduju hidroperokside
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lipida nastalih u fazi propagacije i prevode ih u neradikalske vrste; da inhibiraju neke
enzime; da eliminiSu dejstvo singletnih oblika kiseonika; da pokazuju sinergisticko

dejstvo; da redukuju neka jedinjenja (Halliwell, 1994; Canadanovi¢-Brunet, 1998).

2.9.1. Slobodni radikali i oksidativni stres

Slobodni radikali predstavljaju jone, atome ili molekule koji sadrze nesparene
elektrone (jedan ili vise), zbog ¢ega su nestabilni i vrlo reaktivni (Percival, 1998).

Pri oksidativnoj fosforilaciji, energija oslobodena oksidacijom hranljivih
materija, koristi se za proizvodenje adenozin trifosfata (ATP), molekula koji snabdeva
energijom metabolizam. Ipak, u ovom metabolickom putu, dolazi do proizvodnje
reaktivnih oblika kiseonika, §to dovodi do nastajanja slobodnih radikala. Slobodni
radikali produkovani u ¢eliji reaguju sa lipidima i proteinima ¢elijske membrane, koji se
na taj nacin oStecuju, kao i sa dezoksiribonukleinskom kiselinom, do ¢ije mutacije
dolazi tom prilikom. Ovi procesi uslovljavaju razvoj mnogih oboljenja i smatraju se
jednim od uzroka starenja (Valko, 2004).

Najzastupljeniji slobodni radikali su reaktivna jedinjenja kiseonika (Reactive
Oxygen Species — ROS), u koje spadaju superoksid anjon (O;"), alkoksil (RO"), peroksil
(ROO, hidroksil (HO"), hidroperoksil (HOO") radikal, kao i reaktivna jedinjenja azota
(Reactive Nitrogen Species, RNS) u koje se ubrajaju radikali azot-monoksida (NO) i
azot-dioksida (NOQO"). U organizmu su prisutni i ROS jedinjenja koja nisu radikali,
poput Kkiseonika (O,), ozona (O3), vodonik-peroksida (H,O;), hipohloraste kiseline
(HOCI), azotaste kiseline (HNO,), organskih peroksida (ROOH) (Wiseman i Halliwell,
1996).

Oksidativni stres je stanje poremecene ravnoteze izmedu prooksidanasa sa jedne
i antioksidanasa sa druge strane, odnosno izmedu stvaranja reaktivnih jedinjenja i
njihovog uklanjanja antioksidansima (Pinchuk et al., 2012).

Eukariote su razvile mehanizam zastite od slobodnih radikala, pa se na taj nacin
onemogucéava nastanak oksidativnog stresa. Ipak, u patoloskim stanjima, dolazi do
povecanog stvaranja slobodnih radikala, koji se ne mogu u potpunosti neutralisati
enzimskim i neenzimskim antioksidansima, §to dovodi do oksidativnog oStecenja
proteina, lipida, DNK i ¢elijskih komponenti (Wiseman i Halliwell, 1996; Scalbert et

al., 2005). Struktura ¢elije i njene funkcije su tada naru$ene, narusava se ravnoteza u
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korist prooksidanasa, i tako dolazi do nastanka oksidativnog stresa, koji je uzrok
nastanka mnogih bolesti (Alfadda i Sallam, 2012). Biljke proizvode enzimske
(superoksid-dismutazu (SOD), katalazu (CAT), glutation-peroksidazu (GP) i glutation-
reduktaza (GR)) i neenzimske antioksidante (vitamin C, vitamin E, B-karoten, fenolne
kiseline, flavonoide, tanine) kao odgovor biljke na oksidativni stres (Kasote et al.,
2015).

Istrazivanja su pokazala da je oksidativni stres povezan sa preko 100 razlicitih
oboljenja, bilo kao njihov uzrok ili kao posledica (Poljsak et al., 2013).

Broj slobodnih radikala prisutnih u organizmu ¢oveka najces¢e nadmasuje broj
proizvedenih antioksidanasa. Kako bi se odrzala ravnoteza, neophodno je konstantno
unositi antioksidanse iz spoljasnih izvora, tj. kroz hranu, a neki od najbogatijih
prirodnih izvora antioksidanasa su sveze voce i povrce, ¢ajevi, ¢okolada (kakao) i vina

(uglavnom crno) (Fang i Bhandari, 2010).

2.10. FENOLNA JEDINJENJA

Fenolna jedinjenja su bioloski aktivni sekundarni metaboliti biljaka, koji su
najvise odgovorna za antioksidativnost. To su supstance koje poseduju aromati¢ni
benzenov prsten za koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih grupa (Bravo, 1998).

Imaju¢i u vidu da je poznato oko 8.000 vrsta fenolnih jedinjenja, zakljucuje se
da je to najbrojnija i najzastupljenija grupa jedinjenja u prirodi, prisutna u velikom broju
biljnih vrsta (Haminiuk et al., 2012).

Prema broju aromati¢nih jezgara u molekulu fenolnih jedinjenja, moZemo
razlikovati:

» monofenole, koji sadrze jedan benzenov prsten sa vezanom jednom ili
viSe hidroksilnih grupa (prosti fenoli, fenolne kiseline 1 njihovi derivati),
[

» polifenole, koji sadrze veci broj benzenovih prstenova unutar jednog
molekula (flavonoidi, halkoni, auroni) (Macheix et al., 1990; Shahidi i
Naczk, 2003).

Fenolna jedinjenja biljkama su primarno korisni kao molekuli koji pomazu
zaStiti od UV zracenja ili napada patogena, takode to su bojene materije, koje privlace

insekte 1 druge oprasivace 1 na taj na¢in omogucavaju razmnozavanje biljke (Manach et
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al.,, 2004). Sintezu polifenolnih jedinjenja stimuliS$e Sunceva svetlost, pa se ova
jedinjenja najvise mogu na¢i u spoljasnjim delovima biljke. Fenolna jedinjenja lako
reaguju sa proteinima i na taj nain mogu inhibirati neke enzime i delovati kao
antioksidansi (Parr i Bolwell, 2002).

Polifenoli su jedna od najvecih grupa jedinjenja koja su nadena u biljkama.
Mnogi pripadnici ove klase jedinjenja su zapravo konstituenti biljne hrane, i upravo
njihovo prisustvo se vezuje za njeno blagotvorno dejstvo na ljudski organizam.

Zahvaljujuci strukturi polifenola, sa velikim brojem hidroksilnih grupa, ova
jedinjenja poseduju visoku antioksidativni potencijal, koji se zasniva na sposobnosti
doniranja vodonikovog atoma, odnosno elektrona. Time se uklanjanjem reaktivnih
slobodnih radikala postize direktni antioksidativni efekat, a sa brojem slobodnih
hidroksilnih grupa i stepena vezivanja bo¢nih lanaca za aromati¢ni prsten, i ovaj efekat
raste. Indirektno antioksidativno delovanje, polifenoli mogu ispoljiti tako $to ucestvuju
u regulaciji aktivnosti antioksidativninh enzima (superoksid dismutaze, katalaze i
glutation peroksidaze) i povoljno deluju nazaStitne mehanizme organizma od
oksidativnih oSteCenja (Shahidi i Ambigaipalan, 2015; Rice-Evans et al., 1997; Huang
et al., 2006). Takode, pojedine klase polifenola mogu da heliraju (vezuju) metalne jone
bakra i gvozda i formiraju metalne komplekse, koji su poznati katalizatori radikalskih
reakcija (Hider et al., 2001).

Istrazivanja sprovedena u bliskoj proSlosti ukazuju na znacaj 1 ulogu polifenola u
prevenciji  degenerativnih  oboljenja, naro¢ito kancera, kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti (Milner, 1994; Duthie i Brown, 1994). Kao veoma jaki
antioksidansi daju doprinos ukupnoj antioksidativnom kapacitetu za koji su prvenstveno
zaduzeni vitamini antioksidansi (askorbinska kiselina i tokoferoli) i enzimi koji
predstavljaju odbrambeni mehanizam od oksidativnog stresa koji je posledica viska
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Pored najpoznatije vodonik-donorske antioksidativne
aktivnosti koju poseduju ovi molekuli, ¢iji je stepen prakti¢éno odredivan u in vitro
uslovima, postoje i druge znaCajne aktivnosti koje su opazene u nekim in vivo
studijama. Primer je modulacija celijskih signalnih puteva koja moZe pomoéi u
objasnjavanju mehanizma dejstva ishrane koja je bogata polifenolnim jedinjenjima
(Williams et al.,, 2004). Bioloski efekti polifenola pripisuju se njihovom

antioksidativnom delovanju.
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Pokazano je da fenolna jedinjenja vise uticu na antioksidativni kapacitet plodova
nego sadrzaj vitamina i nekih drugih komponenti (Beekwilder et al., 2005). U mnogim
studijama je pokazano da u plodovima jagode, maline, kupine, borovnice sadrzaj
fenolnih jedinjenja moZe da ukaZe na antioksidativni kapacitet, tj. da antioksidativnost
upravo zavisi od sadrzaja ovih fenolnih jedinjenja (Wang i Lin, 2000; Wu et al., 2004b;
Pantelidis et al., 2007; Kazimierczak et al., 2008; Piljac-Zegarac et al., 2009; Poiana et
al., 2010; Milivojevi¢ et al., 2010; Milivojevi¢ et al., 2011).

Pored navedenih efekata na ljudski organizam, ova jedinjenja su neophodna
kako humanim tako i animalnim organizmima kao prekursori u biosintezi aromati¢nih
aminokiselina (Mander i Liu, 2010), tako da je njihovo uno$enje hranom gotovo
neizostavno za normalno funkcionisanje organizma.

Ova grupa prirodnih fitohemikalija prisutne su u visokim koli¢inama u vocu,
povréu 1 prehrambenim proizvodima. U biljkama se sadrzaj ovih jedinjenja krece od
nekoliko desetina do nekoliko hiljada miligrama po kilogramu (mg/kg), Sto predstavlja
¢ak stostruku vrednost u odnosu na druge antioksidante (vitamine) (Fukushima et al.,
2009). Vrednosti sadrzaja ukupnih polifenola u dosadasnjim istraZivanjima, prema

literaturnim podacima, za plodove 1 sokove ispitivanog voca, prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Sadrzaj ukupnih polifenola u voéu i voénim sokovima

Crvena Crna

Vrsta voca Jagoda Malina Kupina Visnja  Borovnica . . -
ribizla ribizla

Sadrzaj ukupnih
polifenola u voéu  200-335 176-285 173-844 290-430 77-618 28-502 150-1150
(mg/1009)*

Sadrzaj ukupnih
polifenola usoku  127-130 123-137 183-216 205-249 85-281 28-133 192-277
(mg/100ml)**

*Heinonen et al., 1998; Wang i Lin, 2000; Perkins-Veazie i Collins, 2001; Lister et al., 2002; Stewart,
2004; Benvenuti et al., 2004; Siriwoharn i Wrolstad 2004; Marinova, et al., 2005; Lapornik et al., 2005;
Jakobek et al., 2007b; Bordonaba i Terry, 2008; Giongo et al., 2008; Pascual-Teresa et al., 2008; Seglina
et al., 2008; Koca i Karadeniz, 2009; Pordevi¢ et al., 2010; Milivojevi¢ et al., 2010; Aguirre et al., 2010;
Lugasia et al., 2011; Piljac-Zegarac et al., 2011; Staj¢i¢ et al., 2012; Raji¢ et al., 2012.

**Jakobek et al., 2007a; Piljac-Zegarac et al., 2009; Pordevi¢ et al., 2010; Koni¢-Risti¢ et al., 2011;
Dordevi¢, 2012; Kraujalyte et al., 2015.
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Fenolna jedinjenja mogu se Kklasifikovati na osnovu broja i rasporeda
ugljenikovih atoma u:
» flavonoide (flavonole, flavone, flavan-3-ole, antocijanidine, flavanone,
izoflavone i druge) i
» neflavonoide (fenolne kiseline, tanine, lignine, stilbene i ostale) (Crozier
et al., 2008).
U jagodastom vocu najzastupljenija fenolna jedinjenja su flavonoidi i fenolne
kiseline. Ovi sekundarni metaboliti koji se akumuliraju u plodovima poseduju visok
antioksidativni kapacitet (Hakkinen et al., 1999; Cho et al., 2005; Stajcic¢ et al., 2012),

Mendiola et al., 2008).

2.10.1. Flavonoidi

Geisman 1 Hinseinner su 1952. godine dali naziv ,,flavonoid* svim pigmentima
koji su imali Cg-C3-Cq skelet sa dva benzenova prstena povezana preko centralnog
piranskog prstena (C-3 jedinice) (slika 24) (Janié¢ijevi¢ et al., 2008). Do sada je preko
4000 razlicitih flavonoida iz biljaka identifikovano, a neprestano se otkrivaju i nova

jedinjenja iz ove grupe (Lee et al., 2002).

Slika 24. Skelet flavonoida (Janicijevic et al., 2008)

Flavonoidi su u vodi rastvorni pigmenti Zute, crvene ili ljubicaste boje, koji su
rasprostranjeni u svim biljkama, kao i u svim delovima biljke. Jarke boje mnogih
jedinjenja iz klase flavonoida ¢ine cvetove 1 plodove biljaka atraktivnim za pcele 1 ptice,
pa imaju vaznu ulogu u opraSivanju i1 razmnozavanju biljaka. Druga, bezbojna,
jedinjenja iz ove klase deluju antimikrobno, pa imaju, takode, vitalnu ulogu. Flavonoidi
ispoljavaju sinergisticko dejstvo kada deluju sa drugim prirodnim jedinjenjima (Mili¢ et
al., 2000).
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Zahvaljujuéu pravilnosti po kojoj su flavonoidi hidroksilovani i stepenu
oksidacije C3 prstena, ova klasa polifenolnih jedinjenja je podeljena u potklase, koje
¢ine:
flavonoli,
flavoni,
flavanoli,
izoflavoni,
flavanoni,
antocijanidini (Howard i Hager, 2007) (slika25).

YV V V V V V¥V

o P oy® ©

Flavanol Antocijanidin Izoflavon

Slika 25.Hemijska struktura klasa flavonoida (Howard i Hager, 2007)

Dok ve¢ina flavonoida poseduje prsten B vezan u C2 polozaju prstena C, neki
flavonoidi, kao $to su izoflavoni i neoflavonoidi, imaju takve strukture da je prsten B
vezan za polozaj C3 (slika 25) i C4 na prstenu C, respektivno.

Modifikacije osnovnih struktura flavonoida, kao $to su dodatne hidroksilacije,
dimerizacije, O-metilacije hidroksilnih grupa, vezivanje neorganskog sulfata i
glikozilacije hidroksilnih grupa (nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra
(nastajanje C-glikozida) sa monosaharidima i oligosaharidima, povecavaju broj
struktura i raznovrsnost flavonoida. Sa porastom broja hidroksilnin grupa u
flavonoidima raste i antioksidativnost. Takode, prisustvo orto 3,4-dihidroksi strukture

povecava antioksidativni kapacitet (Brewer, 2011). Neki flavonoidi mogu vezati metale
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na svoje 5-hidroksil i 4-oksogrupe (Fernandez et al., 2002). Flavonoidi imaju 1 veliku
sklonost ka umrezavanju i polimerizaciji (tanini) (Winkel-Shirley, 2001).

Utvrdeno je da su flavonoidi jaki antioksidansi i kao takvi imaju zaStitnu ulogu
protiv. mnogih bolesti, posebno kancera, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
oboljenja. Takode biljni flavonoidi imaju antibakterijsko, antivirusno, antifungalno
dejstvo (Maétta-Riihinen et al., 2004; Neto, 2007; Shukitt-Hale et al., 2008).

Flavonoli su jedna od najrasprostranjenijih klasa flavonoida, bele do Zute boje,
koja se deponuju u biljnim vakuolama c¢elija pokozice (slika 8). Flavonoli imaju
dvostruku vezu izmedu C2 i C3 ugljenikovog atoma na piranskom prstenu sa keto
grupom na C4 poziciji (slike 24 i 25). Utvrdeno je da se ponaSaju kao: antioksidansi,
inhibitori enzima, fotosenzibilizatori i prenosioci energije, a takode poseduju i
antikancerogena svojstva i svojstva estrogena (Lajsi¢ i Gruji¢-Injac, 1998). Flavonoli
seu biljkama, nalaze uglavnom u obliku glikozida, povezani sa glukozom ili ramnozom,
ali i sa drugim Secerima (Manach et al., 2004). Najzastupljeniji flavonoli su kvercetin,

kempferol i miricetin (slika 26).

Kempfterol R;=R,=H
Kvercetin R; =H. R,= OH
Miricetin =~ R;= R,= OH
Izoramnetin R;=OCH;. R,=H

Slika 26.Struktura flavonola (modifikovano, Nagao et al., 1999)
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Rutin (kvercetin-3-rutinozid) je pored kvercetin-3-glukozida i kvercetin-3-
glukuronida jedna od glavnih komponenti u voc¢u (Seeram et al., 2006b). Struktura ovog

jedinjenja prikazana je na slici 27.

Slika 27. Struktura rutina (modifikovano, Nagao et al., 1999)

Flavanoli (flavan-3-oli, katehini) poseduju zasi¢en trikarbonski lanac
hidroksilovan na C3 poziciji piranskog prstena (slike 24 i 25). Razlikuju se od vecine
flavonoida po odsustvo karbonilne grupe u poloZaju C4 (C prsten), kao 1 dvostruke veze
izmedu C2 i C3 atoma C prstena. Flavonoli se u vocu javljaju kao monomeri (katehini) i
oligomeri (proantocijanidini/kondenzovani tanini). Flavanola u hrani nema u obliku
glikozida, a mogu da podlezu reakcijama hidroksilacije i esterifikacije (Arts et al.,

2000). Strukture pojedinih vrsta flavanola prikazane su na slici 28.

R3
OH (-l-) Katehin R;=0OH, R,=R3=H

(-) Epikatehin Ri=R3;=H, R,=0H
(-) Epigalokatehin R;=H, R,=R3;=OH
(+) Galokatehin Ri=R;=0OH. R,=H

OH

Slika 28.Struktura flavanola (modifikovano, Nagao et al., 1999)
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2.10.1.1. Antocijani
Flavonoidi i fenolne Kkiseline predstavljaju znacajnu grupu sekundarnih
metabolita jagodastog i bobicastog voca (Milivojevi¢ et al., 2011). Najzastupljeniji

flavonoidi su antocijani, bojene materije crvene do plave boje (slika 29).

Pelargonidin Cijanidin Peonidin Delfinidin Petunidin Malvidin

—————|

Slika 29. Vidljivi raspon boja antocijanidina (Ananga et al., 2013)

Antocijani su u prirodi retko zastupljeni kao slobodna jedinjenja (antocijanidini), jer su
vrlo nestabilni. U plodovima voéaka javljaju se najviSe u obliku konjugovanih formi sa
razli¢itim SeCerima ili se vezuju za alifatine kiseline. Glikozilacija antocijanidina
najceSce se deSava na poziciji 3 sa glukozom, arabinozom ili galaktozom (Zhao, 2007).

Pretpostavlja se da antocijani u biljnim ¢elijama imaju i fotoprotektivnu ulogu.
Pri prejakom osvetljenju antocijani mogu apsorbovati deo svetlosti neiskorisé¢ene za
fotosintezu, 1 na taj nacin sprecavaju nekontrolisano generisanje slobodnih radikala u
¢eliji 1 osteCenje hloroplasta (Gould i Lister, 2006; Orc¢i¢, 2010).

Antocijani su bojene materije, glikozidi antocijanidina, koji se nalaze u pokozici
ploda voc¢a. Oni se nalaze u kapilarnim prostorima ¢éelijskog zida, a takode i u ¢elijskom
soku, koji ispunjava unutrasnjost vakuole (slike 8 i 9). Antocijani imaju ulogu
bojadisera, ali korelacija izmedu sadrzaja antocijana u plodu i stepena obojenosti ploda
nije uvek direktna, zbog uticaja razli¢itih faktora na stepen koloracije, a pre svega
kiselost ploda (Bonani et al., 2006). U zavisnosti od pH vrednosti sredine, oni voce
boje razli¢itim nijansama crvene, ljubiCaste i plave boje (Zlatkovi¢, 2003). Kada su
izloZzeni svetlosti 1 vazduhu, boja antocijana se menja. Dolazi do brze oksidacije, u

dominantni antocijanidin jagode (Mateus i de Freitas, 2009).
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Sadrzaj ukupnih antocijana za ove vrste voéa i1 voénih sokova, prema

literaturnim podacima prikazan je u sledecoj tabeli (tabela2).

Tabela 2. Sadrzaj ukupnih antocijana u voc¢u i voénim sokovima

. ) ) Crvena Crna
Vrsta voéa Jagoda Malina Kupina Visnja  Borovnica o o
ribizla ribizla

Sadrzaj ukupnih

antocijana u vocu  17-35 23-116  48-197  115-358  18-407 6-113  75-2350
(mg/100g)*

Sadrzaj ukupnih

antocijana U soku 6-21 22-67 74-86 37-81 38-76 6-60 45-154
(mg/100ml)**

Izvor: *lversen, 1999; Hakkinen, 2000; de Ancos et al., 2000; K&hkonen et al., 2001; Moyer et al., 2002b;
Benvenuti et al., 2004; Wu et al., 2004a; Buchert et al., 2005; Lapornik et al., 2005; Rubinskiene et al.,
2006; Siksnianas et al., 2006; Jakobek et al., 2007b; Cavanna et al., 2008; Szajdek i Borowska, 2008;
Kazimierczak et al., 2008; Scalzo et al., 2008; Neeser, 2009; Sandell et al., 2009; Koca i Karadeniz, 2009;
Crespo et al., 2010; Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk, 2011; Oancea et al., 2011; Staj¢i¢ et al., 2012;
Viljevac et al., 2012; Magazin et al., 2012; Veberic et al., 2014.

**Skrede et al., (2000); Lee et al., 2002; Lee et al., 2005; Stoj et al., 2006a; Stdj et al., 2006b; Siksnianas
et al., 2006; Jakobek et al., 2007a; Sandell et al., 2009, Pordevi¢, 2012; Vladisavljevi¢ et al., 2013.

Satué-Garcia et al. (1997) su pokazali da od antocijana najvecu antioksidativnost
pokazuje delfinidin, zatim cijanidin, pa malvidin, i na kraju pelargonidin.

U plodovima jagode pronadeno je 25 razliCitith antocijana. Kod vecine
antocijana pelargonidin je glavni antocijanindin od koga su izgradeni antocijani jagode,
Utvrdeno je 1 prisustvo nekih derivata cijanidina. Najce$¢i Secer je glukoza, a
identifikovani su i rutinoza, arabinoza i ramnoza. Dominantan antocijan ploda jagode je
pelargonidin 3-glukozid, ali se u ovom plodu nalaze i pelargonidin 3-rutinozid i
cijanidin 3-glukozid. Ova tri antocijana predstavljaju preko 95% ukupnih antocijana
jagode (Gil et al., 1997; Wang i Lin, 2000; Cordenunsi et al., 2005; Klopotek et al.,
2005; Pelayo et al., 2005; Jakobek et al., 2007b; Lopes da Silva et al., 2007). Sorta
“Clery” pokazala konstantno visok sadrzaj antocijana u plodu bez obzira na podrucje
gajenja (Crespo et al., 2010), sto pokazuje da je profil antocijana kod jagode geneticki
odredena osobina pre nego osobina na koju uticu ekoloski faktori.

U plodu maline identifikovano je dosta razlicitih antocijana. To su: cijanidin-3-
soforozid, cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid,  pelargonidin-3-glukozid,
pelargonidin-3-rutinozid, pelargonidin-3-soforozid, cijanidin-3-soforozid-5-ramnozid i
cijanidin-3-sambubiozid-5-ramnozid (Wu i Prior, 2005; Jakobek et al., 2007b).
Cijanidin-3-glukozid je dominantan antocijan u plodu maline, a cijanidin-3-

sambubiozid-5-ramnozid (trisaharid) unikatan antocijan crvene maline (Wang et al.,
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2000; Wu i Prior, 2005; Vukosavljevi¢, 2006). Vukosavljevic et al. (2003) navode da su
dominantno zastupljeni antocijani u plodu crvene maline cijanidin-3-glukozid i cijanidin
3-soforozid, a ostali antocijani javljaju se sporadi¢no.

U plodu kupine dominantni antocijan je cijanidin-3-glukozid, ali prisutni su jo$ i
cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-ksilozid, malvidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozid
acilovan malonskom kiselinom i acilovani derivat cijanidin-3-glukozida (Wang et al.,
2000; Dugo et al., 2001; Cho et al., 2004; Fan-Chiang i Wrolstad, 2005; Jakobek et al.,
2007D).

U borovnici su od antocijana najvise zastupljeni glikozidi delfinidina,
petunidina, malvidina (koji daju karakteristicnu plavu boju plodovima ovog voca),
cijanidina i peonidina. Od Secera su zastupljene galaktoza, glukoza i arabinoza (Kalt et
al., 2000; Wu i Prior, 2005).

Dominantni antocijani u plodovima visnje su: cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-
glukozil-rutinozid, cijanidin-3-soforozid i cijanidin-3-rutinozid (Jakobek et al., 2007b;
Viljevac et al., 2012). U plodovima visnje mogu se naci i pelargonidin-3-glukozid,
pelargonidin-3-rutinozid-glukozid i peonidin-3-rutinozid (Toydemir et al., 2014).
Oblacinska visnja ima visok sadrzaj antocijana (Simuni¢ et al., 2005), a potvrdeno je
usporavanje rasta 1 razvoja tumora creva kod misSeva i tumora debelog creva kod ljudi
uz pomo¢ antocijana iz plodova visnje (Kang et al., 2003).

Crvena ribizla sadrzi cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozil-rutinozid,
cijanidin-3-O-rutinozid, cijanidin-3-soforozid, pa je boja ovog voca, koja poti¢e od
cijanidina, karakteristi¢na crvena (Borges et al., 2009).

Crna ribizla i sok crne ribizle sadrzi delfinidin-3-glukozid, delfinidin-3-
rutinozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-rutinozid (Lister et al., 2002; Jakobek et al.,
2007b; Rumpunen et al., 2012). Boja plodova crne ribizle zavisi od sadrzaja antocijana i
vitamina C. Crne ribizle sa viSe tamno braon boje imaju veci sadrzaj antocijana u
plodovima. Temperatura i sadrzaj kiseonika mogu da smanje sadrzaj antocijana, pa
samim tim uticu i na boju plodova crnih ribizli (Moyer et al., 2002a; Rubinskiene et al.,
2006).

Wang et al. (1997) su proucavali 14 razli¢itih antocijana ukljucujuci aglikone
delfinidina, cijanindina, pelargonidina, malvidina, peonidina i njihove glikozide sa

razli¢itim vrstama Secera . Istrazivanje je pokazalo da cijanidin-3-glukozid poseduje
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najvisi antioksidativni kapacitet, dok je pelargonidin pokazao najnizi, ali znac¢ajno visok

antioksidativni kapacitet.

2.10.2. Neflavonoidi

Neflavonoidi su klasa fenolnih jedinjenjau koje se ubrajaju:
» fenolne kiseline,

» kumarini,
> stibleni,
» lignini,
>

tanini.

2.10.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne Kiseline su povezane sa bojom, senzornim kvalitetom i nutritivnim i
antioksidativnim svojstvima hrane. To su aromati¢ni sekundarni biljni metaboliti, Siroko
rasprostranjeni u celoj biljnoj biljci (Robbins, 2003). One imaju uticaj na sazrevanje
voca, spreCavanje enzimskog potamnjivanja a takode imaju i ulogu kao konzervansi
hrane. Fenoli se ponasaju kao antioksidanti, zbog reaktivnosti fenolnog dela (hidroksilni
supstituent na aromati¢énom prstenu) (Aalto et al., 1953; Robbins, 2003).

Veruje se da se antioksidativni kapacitet ovih kiselina najviSe zasniva na
donaciji vodonikovog atoma. Razli¢ite kiseline imaju drugaciju antioksidativni
kapacitet, a razlog tome je i veliki uticaj razliCitih supstituenata na aromati¢nom
prstenu. Potvrdeno je antioksidativno dejstvo slobodnih, esterifikovanih, glikozilovanih
i neglikozilovanih fenolinih kiselina (Robbins, 2003).

Fenolne kiseline se u prirodi retko mogu naci kao slobodne; najceScée se nalaze u
konjugovanim oblicima kao estri. Razlika izmedu fenolnih kiselina ogleda se u stepenu
hidroksilacije i metilacije aromati¢nog prstena (Macheix et al., 1990; Robbins, 2003).
Slobodne forme derivate hidroksicinaminske kiseline ukazuju na enzimsku hidrolizu u
biljnom tkivu tokom ekstrakcije (Macheix et al., 1990). Samo mala frakcija fenolnih
kiselina postoji kao "slobodne kiseline". Vecina su povezani preko estarskih, etarskih ili
acetalnih veza ili u strukturalne komponente biljke (celuloza, proteini, lignin) ili za vece
polifenole (flavonoide) ili manje organske molekule (npr. glukoza, hininska, maleinska
ili vinska kiselina) ili druge prirodne proizvode (npr. terpene) (Robbins, 2003).
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Ove kiseline obuhvataju dve podgrupe (hidroksibenzoeve i hidroksicinaminske
kiseline), kao i njihove derivate (Bravo, 1998).

U grupu hidroksibenzoevih kiselina (derivati benzoeve Kkiseline), koje se
odlikuju C6-C1 strukturom, ubrajaju se p-hidroksibenzoeva, protokatehinska,
vanilinska, galna, gentizinska, salicilna, siringinska (slika 30) i elaginska kiselina (slika
31) (Macheix et al., 1990; Vattem, 2005). Elaginska kiselina predstavlja dimer galne

kiseline.
R1: Rg: R4:H, R3: OH
p-Hidroksibenzoeva kiselina
COOH o Genistinska kiseli
R;=R4s=H, R,=R;=0OH enistinska kiselina
Rl Protokatehinska kiselina R;=0H, R»=R;=R4=H
R;=R,=H, R,=0CH;, R:=0H Salicilna kiselina
Vanilinska kiselina R;=H, R,=R4=0CHj;, R;=0OH
R, Pq R;=H, R, =R;=R4=OH Siringinska kiselina
Galna kiselina
R;

R1: R4:0H: Rgz R3: H

Slika 30. Hemijske strukture hidroksibenzoevih kiselina (modifikovano, Macheix et al.,
1990)

Slika 31. Elaginska kiselina (Beattie et al., 2005)

Hidroksicinaminske kiseline (derivati cinaminske kiseline) se odlikuju C6-C3
strukturom, a prisutne su i u konjugovanim formama (Vattem, 2005). Derivati ovih
kiselina, koji su najvise zastupljeni su: p-kumarinska, kofeinska, ferulinska i sinapinska
kiselina (slika 32). Konjugovane forme su estri hidroksi kiselina (hininska kiselina,
Sikiminska kiselina i vinska kiselina) i njihovi glikozidi. Ukoliko su prisutne slobodne
forme, moze se zakljuciti da je doSlo do enzimske hidrolize u biljnom tkivu tokom
ekstrakcije. Derivati hidroksicinaminske kiseline bolji su antioksidansi od derivata

hidroksibenzoeve kiseline zbog prisustva dvostruke veze kojaucestvuje u stabilizaciji
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aroksil radikala koji nastaje rezonancijom (Macheix et al., 1990; Shahidi i Naczk,
1995). Hlorogenska kiselina (5-kafeoilhinska kiselina) je estar hininske i kofeinske
kiseline (Macheix et al., 1990; Robbins, 2003) (slika 33).

R1: R2: R4:H: R3: OH

COOH p-kumarinska kiselina
/ R1: R4:H: R2:R3: OH
Kofeinska kiselina
R
R1: R4:H: R2:OCH3, R3: OH
Ferulinska kiselina
R, Ry

R1=H: R2= R4= OCH3 R3= OH

Sinapinska kiselina

Slika 32. Hemijske strukture hidroksicinaminskih kiselina (modifikovano, Macheix et
al., 1990)

OH

HO
(o] OH

HO OH 0>_\—©7 OH

Slika 33. Hlorogenska kiselina (modifikovano, Vattem, 2005)

2.10.3. Dejstvo polifenola na organizam

Polifenolna jedinjnja uspe$no prolaze intestinalnu barijeru (opstaju u uslovima
gastrointestinalnog trakta, pa dostiZu u krvotok u neophodnoj koncentraciji za
postizanje bioloskh efekata u in vitro uslovima. Najvisa koncentracija polifenola se
detektuje 2 do 3 sata nakon konzumiranja (Manach et al., 2004). U zavisnosti od vrste
polifenolnog jedinjenja dolazi do razliitog stepena njegove apsorpcije.

U gornjem delu gastrointestinalnog trakta nema intenzivnih promena, pa
polifenoli dospevaju u tanko crevo uglavnom u nepromenjenom obliku. Nakon unosa
polifenola, ve¢ u usnoj Supljini dolazi do hidrolize flavonoidnih glikozida s glukoznim
Secernim jedinicama (Walle et al., 2005). Nakon toga uneseni polifenoli dospevaju do
zeluca gde se pri niskom pH odvija cepanje oligomernih proantocijanidina u

monomerne jedinice i dolazi do slabe apsorpcije jednostavnih fenolnih kiselina.
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Polifenoli prolaze kroz znac¢ajan metabolizam i konjugaciju tokom apsorpcije u
tankom i debelom crevu, pa je njihova koncentracija u krvi znatno manja od unesene. U
tankom crevu te modifikacije vode pre svega na formiranje glukuronidnih konjugata
koji se bubrezno izlu¢uju, a njihovi metaboliti portalnom venom (vena koja dovodi krv
iz organa za varenje u jetru) dolaze u jetru gde se dalje metabolisu. Drugi procesi faze 11
dovode do proizvodnje O-metilovanih formi koji imaju smanjeni antioksidativni
potencijal putem metilacije B-prstena katehol. Prilikom apsorpcije, polifenoli
hidrolizuju pod uticajem intestinalnih enzima i/ili rezidualne mikroflore debelog creva,
na manje fenolne kiseline, od kojih se neke mogu apsorbovati. Vazna ¢injenica koju bi
trebalo istaci jeste upravo ta da polifenolna jedinjenja dospevaju do debelog creva i da
mogu pozitivno delovati na ouvanje sluzokoze debelog creva. Zatim dolazi do njihove
konjugacije u c¢elijama intestinalnog trakta i jetri pri ¢emu nastaju O-glukuronidi,
sulfatni estri i O-metil etri (Scalbert et al., 2002). Tako su polifenolna jedinjenja koja
dospevaju u krvotok najéesée drugacijeg oblika od polifenolnih jedinjenja unetih
hranom. Sudbina velikog dela metabolita jeste izlu¢ivanje putem bubrega. Celijske,
zivotinjske 1 ljudske studije potvrdile su takav metabolizam otkrivanjem metabolita

flavanola u cirkulaciji i tkivima (Spencer, 2003).

flavonoidiiz

Rrars /" neuroni
—_— \ glija stanice
Zeludac EEY E stanica | ~_ @
“oligomerni flavonoidi * — krvno-moldana
} ciesors cigomers barijera
«_monomeme jedinico /
: L] glukuronidiprstena A
Tanko crijevo <
s -~ . Nastaju:
ejunum O-metilirani glukuronidi N
it (L)Zl e . O-glukuronidi ;
\ ~._  sulfatni estri etra
O-metil etri metabolizam
Heum Q,r— O-metilirani produkti :
<A
aglikoni
Debelo crijevo ¢
2 Bubrezi :
flavonoldi ‘ renaino  [Gukuronidi | > urin
,.,T;:, » / izlucivanjo

“_fenolne kiseline - glukuronida\

Slika 34. Prikaz nastajanja flavonoidnih metabolita i konjugata kod coveka (Spencer,
2003)
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja bio je formulacija i izrada funkcionalnih bezalkoholnih
pica, dobijenih od voénih sokova i ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja, sa visokim
sadrzajem bioloski aktivnih jedinjenja i visokim antioksidativnim kapacitetom.
Osmisljene su tri vrste bezalkoholnih pi¢a: sa potencijalnim ciljanim fizioloski
povoljnim delovanjem na metabolizam, na zastiti kardiovaskularnog sistema i ja¢anju
otpornosti organizma, uz primenu lekovitog i aromati¢nog bilja ¢ija su pozitivna
lekovita dejstva ve¢ dokumentovana kroz ranija istrazivanja.

Slede¢i vazan cilj ovih istrazivanja bio je ispitivanje uticaja tri razliita
tehnoloska postupka proizvodnje voénih sokova na antioksidativni kapacitet i sadrzaj
bioloski aktivnih sastojaka.

Za realizaciju pomenutih ciljeva najpre je bilo neophodno odabrati vo¢ne vrste
(plodove voca) sa visokim sadrzajem bioloski aktivnih materija 1 visokim
antioksidativnim potencijalom, koji su predstavljali sirovinu za dobijanje bioloski
vrednih voénih sokova, vode¢i ra¢una o njihovim senzornim karakteristikama. U tu
svrhu su odabrane razlicite vrste jagodastog i kosticavog voca, a medu njima: jagoda,
malina, kupina, visnja, borovnica, crvena i crna ribizla, koje su upotrebljene za
proizvodnju voé¢nih sokova primenom pomenutih tehnoloskih tretmana. Ovi voéni
sokovi su hemijski okarakterisani, sa aspekta sadrzaja fenolnih jedinjenja, sadrzaja
ukupnih  monomernih antocijana, ukupnih flavonoida, ukupnih polifenola, kao i
antioksidativnog kapaciteta, primenom odgovarajucih spektrofotometrisjkih analiza.
Takode, selekcija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u pomenutim uzorcima je uradena
primenom metoda te¢ne hromatografije i masene spektrometrije (LC/MS).

Naredni zadatak bio je da se dobijeni voéni sokovi pomesaju u razli¢itim
odnosima, koji su odredeni na bazi njihove senzorne prihvatljivosti i visokog
antioksidativnog kapaciteta. Na ovaj nacin su dobijene tri osnovne grupe vocnih
mesavina, pri ¢emu su za svaku osnovu primenjeni sokovi dobijeni primenom sva tri
tehnoloSka postupka proizvodnje. Zbog njihove izrazene Kkiselosti, ovim voénim
kombinacijama je izvrSena korekcija slasti, dodatkom voénog soka jabuke, nakon ¢ega
su podvrgnuti ponovnim hemijskim analizama, kako bi se utvrdilo u kojoj meri je
dodati sok jabuke uticao na smanjenje antioksidativnog kapacitetai bioloski aktivnih

sastojaka.
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Sledec¢i zadatak bio je da se izvrsi selekcija lekovitih i aromati¢nih biljaka, sa
potencijalno pozitivnim svojstvima na ve¢ pomenute zdravstvene efekte. Primenom
perkolacije uz 50% vodeno-etanolni rastvor, kao ekstragens, dobijeni su biljni ekstrakti
slede¢ih biljnih vrsta: ehinacee, kamilice, zove, koprive, Sipurka, mati¢njaka, aronije,
rastavi¢a, heljde, japanskog bagrema, srdacice, grckog semena, trave ive i majkine
dusice.

Naredni veoma vazan zadatak bio je da se dobijeni ekstrakti pomesaju u
odredenim odnosima, kako bi se formulisale tri razli¢ite meSavine. Jedna meSavina
poseduje potencijalno pozitivan zdravstveni efekat na smanjenje telesne tezine
poboljsanjem metabolizma, druga ima efekat na zastiti i jacanju kardiovaskularnog
sistema, a tre¢a pomaZze jaCanju imunoloSkog sistema i opSte otpornosti. Tako
formulisanim mesSavinama biljnih ekstrakata odreden je sadrzaj fenolnih jedinjenja i
antioksidativnost, primenom ve¢ pomenutih metoda analiza.

Krajnji cilj ovih istrazivanja bio je da se formulisu i proizvedu tri finalne grupe
potencijalno funkcionalnih napitaka (za poboljSanje metabolizma i redukciju telesne
tezine, za$titu kardiovaskularnog sistema i jacanje otpornosti organizma) mesanjem
odgovarajuc¢ih osnovnih voénih mesavina, u kojima su koris¢eni sokovi dobijeni
primenom sva tri tretmana, sa odgovaraju¢im kombinacijama biljnih ekstrakata, koje
poseduju potencijalna ciljana fizioloska svojstva. Finalne kombinacije su takode
hemijski okarakterisane (ispitan je sadrzaj fenolnih jedinjenja, sadrzaja ukupnih
monomernih antocijana, ukupnih flavonoida, ukupnih polifenola i antioksidativni
kapacitet primenom razli¢itih matoda, kao i identifikacija i kvantifikacija fenolnih
jedinjenja primenom LC/MS analize) kako bi se dobila slika o ukupnom
antioksidativnom kapacitetu finalnih proizvoda. Takode, ispitivanim finalnim uzorcima
je uradena i senzorna analiza, kako bi se utvrdila njihova prihvatljivost od strane

potencijalnih potrosaca.
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4. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalni deo ove doktorske disertacije uraden je u laboratorijama
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu, Hemijskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu i Instituta za prouc¢avanje lekovitog bilja “Dr Josif Panc¢i¢” u Beogradu.

4.1. MATERIJAL

4.1.1. Biljni materijal
4.1.1.1. Voce

Za proizvodnju sokova, u naSim istrazivanjima, koriS¢eno je jagodasto i
kosticavo vocée ubrano u stadijumu tehnoloske zrelosti, poreklom iz raznih delova
Srbije.

Jagoda — sorta Kleri (Clery), stona sorta, izuzetno aromati¢na, ubrana je
podetkom juna 2011. godine uokolini Sapca.

Malina — sorta Vilamet (Willamette), najzastupljenija, aromati¢na sorta, slatko-
nakiselog ukusa, sa dobrim transportabilnim osobinama i visim sadrzajem rastvorljive
suve materije u odnosu na druge sorte, ubrana je krajem juna 2011. godine u okolini
Valjeva.

Kupina — sorta Lohnes (Loch Ness), samooplodna, rodna sorta, slatko- nakiselog
ukusa, izraZzene arome, veoma sli¢na divljoj kupini, ubrana je krajem jula 2011. godine
u mestu Osecina.

Borovnica — Sumska, izuzetno prijatnog ukusa i mirisa, ubrana poc¢etkom jula
2011. godine na planini Golija.

Crvena ribizla — sorta Stanca, nakisela, aromati¢na, ubrana je u prvoj polovini
jula 2011. godine u okolini Obrenovca.

Crnaribizla — sorta Ometa, visokoprinosna sorta, slatko—kiselog ukusa, ubrana je
u prvoj polovini jula 2011. godine u okolini Obrenovca.

Visnja — sorta Oblacinska, slatkonakisela, odli¢cne arome, ubrana je sredinom
juna 2011. godine u okolini Beograda.

Voéni sok jabuke — dobijen je razblaZivanjem koncentrisanog vo¢nog soka do

suve materije propisane Pravilnikom (11,2%) (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010,
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67/2010, 70/2010 — ispr., 44/2011 i 77/2011). Koncentrisani vocni sok jabuke

proizveden je u fabrici “Vino Zupa”, Aleksandrovac.

4.1.1.2. Lekovite i aromati¢ne biljke

Biljne sirovine, koje su koris¢ene za izradu ekstrakata, preuzete su iz
Proizvodnog sektora Instituta za proucavanje lekovitog bilja “Dr Josif Panci¢” iz
Beograda, a njihova identifikacija sprovedena je u Laboratoriji za farmaceutsku
kontrolu Instituta.

Biljni material je osusen u ambijentalnim uslovima, a neposredno pre ekstrakcije
je usitnjen.

Lekovite i aromati¢ne biljke koris¢ene u eksperimentu su:

1.  Herba ehinacee — Echinaceae purpureae herba (Echinacea purpurea (L.) Moench,
Asteraceae),

Cvast kamilice — Chamomillae flos (Matricaria chamomilla L., Asteraceae),

Cvet zove — Sambuci flos (Sambucus nigra L., Sambucaceae),

List koprive — Urticae folium (Urtica dioica L., Urticaceae),

Plod divlje ruze, Sipurak — Cynosbati fructus (Rosa canina L. Rosaceae),

List mati¢njaka — Melissae folium (Melissa officinalis L., Lmiaceae),

Plod aronije — Aronia fructus (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott, Rosaceae),

Herba rastavica — Equiseti herba (Equisetum arvense L., Equsetaceae),

© ©° N o g kDN

Herba heljde — Fagopyri herba (Fagopyrum esculentum Moench, Polygonaceae),

[EEN
©

Cvet japanskog bagrema — Sophorae flos (Sophora japonica L., Fabaceae),

[EEN
=

Herba srdacice — Leonuri herba (Leonurus cardiaca L., Lamiaceae),

[EEN
N

Grcko seme — Foenugraeci semen (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae),

[EEN
w

Herba trave ive — Teucrii montani herba (Teucrium montanum L., Lamiaceae),

14. Herba majkine dusice — Serpylli herba (Thymus serpyllum L., Lamiaceae).

4.1.2. Hemikalije

Svi reagensi i hemikalije koji su koris¢eni u eksperimentalnom radu bili su
analitiCke Cistoce (p.a.).

Follin-Ciocalteu reagens, 2,4,6-Tri(2-pyridyl)-S-triazine (TPTZ), anhidrovani
natrijum karbonat, galna kiselina, benzoeva kiselina poruceni su iz “MERCK KgaA”

(Darmstat, Nemacka). DPPH reagens (2,2-difenil-2-pikrilhidrazil), 6-hidroksi-2,5,7,8-
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tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina (Trolox), gvozde (I11) hlorid 6-hidrat, gvozde
(1) sulfat 7-hidrat, 1M natrijum-hidroksid, cijanidin-3-glukozid, kvercetin, rutin, p-
kumarinska Kkiselina, kafeinska kiselina, hlorogena Kkiselina, kemferol, katehin
nabavljeni su iz “Sigma—Aldrich” (Stajnhajm, Nemacka). Natrijum acetat je dobijen iz
Alkaloid AD Skopje. L(+) askorbinska kiselina i hlorovodoni¢na kiselina su nabavljeni
od Lach-Ner (Neratovice, Ceska), a natrijum nitrit, aluminijum hlorid od “Centrohem”
(Beograd, Srbija). Etanol, methanol, glacijalna siréetna kiselina poreklom je iz “Zorka
pharma“ (Sabac, Srbija). Pektinski preparat Klerzyme®120 nabavljen je od proizvodada
DSM — Francuska.

42. METODE

4.2.1. TehnoloSki postupci proizvodnje voénih sokova

Voéni sok je proizvod dobijen mehani¢kom preradom jedne ili viSe vrsta
tehnoloski zrelog voca, koji nije fermentisao, konzervisan iskljuc¢ivo fizickim
postupcima, sa ukusom, bojom i aromomkoji su karakteristicni za tu vrstu voca
(Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011).

Mutan voéni sok pored soka iz voénih celija sa rastvorljivim sastojcima sadrzi
fino dispergovane koloidne Cestice. Mutan voéni sok moze da ima minimalan talog
poreklom od voca koji nestaje pri blagom mesanju (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010,
67/2010, 70/2010 — ispr., 44/2011 i 77/2011).

Voéni sok od koncentrisanog voénog soka je voéni sok koji se dobija kada se
koncentrisanom vo¢nom soku ponovo doda ona koli¢ina vode koja je izdvojena
prilikom koncentrisanja (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 — ispr.,
44/2011 1 77/2011).

U ovom radu ispitivana su tri razli¢ita tehnoloska postupka proizvodnje mutnih
vo¢nih sokova:

l. cedenje izmuljanog voca (kljuka) na sobnoj temperaturi, bez primene enzimskog
tretmana (dobijanje hladno cedenih sokova),
Il. cedenje termicki tretiranog i enzimiranog kljuka na povisenoj temperaturi

(dobijanje enzimiranih sokova),

I1l.  cedenje termicki tretiranog i enzimiranog kljuka na poviSenoj temperaturi i

pasterizacija (dobijanje pasterizovanih sokova).
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Prvi (I) postupak proizvodnje voénih sokova obuhvatao je sledece faze:

1.
2.
3.
4.
S.
6.

pranje i inspekcija,

merenje voca,

muljanje voc¢a na sobnoj temperaturi,

cedenje vocnog soka na sobnoj temperaturi,
merenje soka i tropa - izraCunavanje randmana,

zamrzavanje soka na - 20°C.

Drugi (I1) postupak proizvodnje voénih sokova obuhvatao je sledeée faze:

. pranje i inspekcija,

. merenje voca,

. muljanje voca,

. termicki tretman (85°C, 2 minuta),

. brzo hladenje na 50°C,

. enzimiranje (0,4 g/kg enzima Klerzime®2120, 50°C, 60 minuta)

(Vukosavljevi¢, 2006),

. merenje i dodavanje vode do poc¢etne mase voca,

. cedenje voc¢nog soka (50°C),
9.

hladenje soka na 20°C,

10. merenje soka i tropa - izracunavanje randmana,

11. zamrzavanje soka na - 20°C.

Treéi (IIT) postupak proizvodnje voénih sokova obuhvatao je sledeée faze:

. pranje i inspekcija,

. merenje voca,

. muljanje voca,

. termicki tretman (85°C, 2 minuta),

. brzo hladenje na 50°C,

. enzimiranje (0,4 g/kg enzima Klerzime®120, 50°C, 60 minuta)

(Vukosavljevi¢, 2006),

. merenje 1 dodavanje vode do pocetne mase voca,

. cedenje voénog soka (50°C),
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9. merenje soka i tropa - izraCunavanje randmana,
10. pasterizacija soka (85°C, 2 minuta),
11. brzo hladenje soka na 20°C,

12. zamrzavanje soka na - 20°C.

Jagodasto voce obi¢no se ne pere grubo, ve¢ se samo primenjuje fino pranje i
¢iS¢enje voca od necistoca.

Nakon dezintegracije, u prvom postupku, voce je cedeno i mutni mati¢ni sok je
zamrznut do daljih analiza.

Izmuljano vocée na povisenoj temperaturi, u drugom i treCem postupku,
podvrgavano je termic¢kom tretmanu, na 85°C u trajanju od 2 minuta, zbog bolje
ekstrakcije bojenih materija i zbog inaktivacije enzima, pre svega endogenog enzima
polifenoloksidaze, ali i delimi¢ne redukcije prisutnih mikroorganizama. Termicki
tretman, takode, doprinosi boljoj ekstrakciji svih sastojaka. Na visokoj temperaturi
dolazi do dezintegracije biljne Celije, tj. njene vakuole, pa se na taj nacin u toku ovog
postupka iz celije ekstrahuje sok, zajedno sa prisutnim pigmentima (Niketi¢-Aleksi¢,
1982; Zlatkovi¢, 2003; Veres, 2004; Vukosavljevi¢, 2006).

Postupak ekstrakcije je veoma vazan segment proizvodnje voénih sokova, zbog
oCuvanja prirodne boje i1 arome. Zbog toga je od velikog znaCaja bio izbor
odgovaraju¢og enzimskog preparata, u cilju postizanja najboljih rezultata pri
depektinizaciji i kasnijoj stabilnosti bojenih materija soka, uz maksimalni randman
soka.

Za enzimiranje (drugi 1 tre¢i postupak) je koriS¢en  pektinski preparat
Klerzyme®120, proizvodaca DSM - Francuska. Klerzime®120 je pektinski preparat
koji se koristi za maceraciju i depektinizaciju "kiselog voc¢a™ sa pH vrednostima oko i
ispod 3,2. Ovaj enzim je pogodan, jer je aktivan pri niskim pH vrednostima i visokim
koncentracijama polifenolnih supstanci u vo¢u. Takode, omogucava potpunu razgradnju
pektinskih supstanci, oslobadanje i stabilnost obojenih supstanci. Klerzime®120 je
preparat dobijen iz plesni Aspergillus niger. Njegovi sastojci su enzimi pektinaze i
hemicelulaze, koji su stabilni pri niskim pH vrednostima. Preparat je aktivan na
temperaturnom opsegu od 10-60°C, a njegova maksimalna aktivnost je na temperaturi

od 45-50°C ipri pH 2-6. Kod jednostepenog enzimskog postupka (omoguéuje
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istovremeno maceraciju i depektinizaciju), celokupna koli¢ina enzima se dodaje pre
cedenja. Prednosti jednostepenog enzimiranja u odnosu na dvostepeno su: znatno lakse i
efikasnije cedenje 1 bolje ocuvanja boje, pored istog randmana cedenja (Vukosavljevic¢
et al., 2003; Vukosavljevi¢ et al., 2006). Preparat se koristi u koli¢ini od 0,2-0,4 g/kg, a
vreme enzimiranja se kre¢e od 30-60 minuta. Ovaj postupak obezbeduje maksimalan
prinos i zadovoljavajuéi kvalitet (Vukosavljevié¢, 20006).

Postupak pasterizacije je vrSen na 85°C u trajanju od 2 minuta, kako bi se
gubitak aromati¢nih i bojenih materija sveo na minimum (Niketi¢-Aleksi¢, 1982;
Vukosavljevié, 2006).

Za naredne metode hemijske analize uzorci sokova su centrifugirani 10 minuta

pri brzini 8000 o/min. Dekantiranjem je odvojen supernatant koji je dalje koriscen.

4.2.2. Proizvodnja ekstrakata lekovitih i aromati¢nih biljaka

Te¢ni biljni ekstrakti (Extractum fluidum) pripremljeni su farmakopejskim
postupkom jednostruke perkolacije (1:1, od 100 g biljne sirovine dobijeno je 100 g
teCnog ekstrakta) (Ph. Jug. IV). Kao ekstragens koris¢en je 50% vodeno-etanolni
rastvor.

Perkolacija je kontinuirana ekstrakcija propisano usitnjene biljne sirovine pri
sobnoj temperaturi koja se izvodi kontinuiranim proticanjem propisanog rastvaraca kroz
stub biljne sirovine koja se nalazi u perkolatoru.

Usitnjena biljna sirovina (100 g) najpre je nakvasena odredenom koli¢inom
propisanog ekstragensa i ostavljena da bubri oko 2 h. Zatim je kvantitativno prebacena
u perkolator (staklena cev odredenog promera koja se zavrsava staklenim filterom i
slavinom). Punjenje je vrSeno uz lako potresanje perkolatora kako bi se u njemu
formirao rastresiti i jednoliCan stub biljne sirovine. Zatim je pazljivo naliveno
odredenom koli¢inom ekstragena (a do te zapremine se dolazi eksperimentalno) i
ostavljeno je 24 h kako bi se vrsila ekstrakcija. Nakon toga je pazljivo, otvaranjem
slavine perkolatora, ispustano u kapima jednoli¢nom brzinom i preuzeto 100 g te¢nog
ekstrakta.

Ekstrakt je profiltriran i ¢uvan u tamnim staklenim dobro zatvorenim posudama

na hladnom mestu.
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4.2.3. Dobijanje bezalkoholnoih pi¢a (voénih sokova sa lekovitim
biljkama)

Mutni voéni sokovi proizvedeni od razli¢itog voca su kombinovani u tri razlicite
mesavine, koje su predstavljale osnovu za dobijanje tri bezalkoholna pic¢a sa razlicitim
funkcionalnim svojstvima. Tako su dobijene tri (D1, D2 i D3) kombinacije —
proizvedene od voc¢nih sokova dobijenih pomocu sva tri opisana tehnoloska postupka
proizvodnje (I, I1i 1l1), pa se na taj nacin dobija ukupno devet uzoraka D mesavina.

Da bi se korigovala prirodna kiselost izabranog jagodastog i kosticavog vocéa,
vrsena je korekscija ukusa (slasti) voé¢nih mesavina. To je vrseno na potpuno prirodan
nacin, dodavanjem vo¢nog soka jabuke, proizvedenog iz koncentrisanog voénog soka.
Na taj nacin dobijane su nove JD kombinacije: JD1, JD2 i JD3 — od mesavina sokova
proizvedenih I, I1 i 111 postupkom proizvodnje (ukupno devet uzoraka).

Ekstrakti odabranog lekovitog i aromati¢nog bilja, kombinovani su u mesavine
sa odredenim funkcionalnim svojstvima (K mesavine), koje su senzorno prihvatljive i
kompatibilne sa vo¢nim mesavinama. Ovo je vrseno radi dobijanja pic¢a sa potencijalno
povoljnim ciljanim fizioloskim dejstvom na zdravlje ljudi. Tako su dobijene tri
mesavine ekstrakata: K1 (sa povoljnim dejstvom na metabolizam), K2 (sa povoljnim
dejstvom na kardiovaskularni sistem) i K3 (sa povoljnim dejstvom na jac¢anje otpornosti
organizma), koje su dodavane u JD kombinacije.

Dobijena bezalkoholna pi¢a sa potencijalno povoljnim fizioloskim svojstvima
namenjena su odredenim grupama potrosaca. Na taj na¢in su dobijena bezalkoholna
pica od mesavina vocnih sokova i kombinacije ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja:
KD1 (“Fit”), KD2 (“Kardio”) i KD3 (“Imuno”), i to od mesavina sokova dobijenih I, 11
i 111 postupkom proizvodnje (ukupno devet uzoraka).

Nakon proizvodnje voc¢nih sokova, ekstrakata i bezalkoholnih pica, izvrsene su
hemijske analize odabranih parametara kvaliteta.

Za svaki uzorak vrSena su tri merenja, a rezultati su prikazani kao srednja

vrednost + standardna greska.
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4.2.4. Hemijski pokazatelji kvaliteta
4.2.4.1. Randman

Randman (% iskoristivog dela ploda nakon prerade) predstavlja prinos
dobijenog soka od voca prilikom tehnoloskog postupka proizvodnje. Odredivanje
randmana vrSeno je prilikom dobijanja voénih sokova iz voca razli¢itim tehnoloskim
postupcima (postupak cedenja voénog kljuka bez primene enzima i poviSenih
temperatura (I) i postupak dobijanja voénog soka enzimiranjem voénog kljuka na
povisenoj temperaturi (11)). Kod treceg postupka vocni sok je dobijen enzimiranjem na
isti nac¢in kao i kod drugog postupka, pa su i dobijene vrednosti za randman bile
identi¢ne kao i kod drugog postupka.

Vrednosti su izacunavane prema formuli:

R=(Msoka /Myoca)*100 (%), gde je

R — randman, M., — masa voca do kojeg se dobija sok, Mska — Masa

dobijenog soka.

4.2.4.2. Odredivanje pH vrednosti

Odredivanje pH vrednosti ispitivanih sokova, ekstrakta i bezalkoholnih pica
vrseno je pH-metrom sa staklenom elektrodom (WTW inoLab).

4.2.4.3. Odredivanje rastvorljive suve materije

Rastvorljiva suva materija (SM%) u svim uzorcima odredena je pomocu

refraktometra (Gramma libero).

4.2.4.4. Odredivanje koli¢ine etanola u finalnim uzorcima

Etanol se dobro rastvara u vodi i velikom broju polarnih, ali i nepolarnih
jedinjenja. U bezalkoholnim pi¢ima dodavani su vodeno-etanolni ekstrakti lekovitog i
aromati¢nog bilja, pa je na taj nac¢in mala koli¢ina etanola bila prisutna u bezalkoholnim
pi¢ima. Sadrzaj etanola u vo¢nim sokovima i bezalkoholnim pi¢ima ne sme biti ve¢i od
3,0 g/l (g/kg), prema Pravilniku (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 -
ispr., 44/2011 i 77/2011).

Odredivanje koli¢ine etanola u bezalkoholnim pi¢ima vrSeno je na instrumentu

Alcolyzer Beer ME Analyzing System-a (Anton Paar GmbH, Austria), (DMA 4500,

76



Materijal i metode Jasmina R. Raji¢

Anton Paar Gmbh, Austria). Prethodno centrifugirani i filtrirani uzorci injektovani su u
aparat i rezultati su ocitavani direktno sa monitora uredaja.

SadrZaj alkohola izraZen je u % v/v.

4.2.5. Odredivanje sadrzaja ukupnih monomernih antocijana

Princip:

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana odredivan je pH-diferencijalnom
metodom (Lee et al., 2005; Jakobek et al.,, 2007). Ova metoda se zasniva na
transformaciji strukture antocijana pri promeni pH vrednosti sredine (slika 35).
Monomerni antocijani se pri pH=1 nalaze u obliku obojenog flavilijum katjona, a pri
pH=4,5 prelaze u bezbojni hemiketalni oblik. Ova transformacija je reverzibilna sa
promenom pH. Odredivanje sadrzaja ovih antocijana se zasniva na merenju promene u
apsorbanci pri dve razli¢ite pH vrednosti (pH=1 i pH=4,5). Razlika u apsorbanci
uzoraka merenim na pH=1.00 i na pH=4.50, na talasnoj duzini od 520 nm,
proporcionalna je koncentraciji pigmenta. Sadrzaj antocijana u polimernom obliku

ovom metodom ne moze se odrediti, jer kod njih nema promene boje pri promeni pH

vrednosti.
pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
WO T & ~f' -H,0
C—— S . —
— e Lﬁfﬁ - e e
#H-HO ® Be +H,0
Flavilijum katjon Karbinol pseudobaza Hinoidna baza
pH=8-9 pH=7-8 *"' ' 3
{ @
o -H,0
. ———h
© et ol S
Lo et +H,0
(%
Halkon ' Anjonska hinoidna baza

Slika 35. Strukturne transformacije u vodenom rastvoru antocijana na razli¢itim pH
vrednostima (Ananga et al., 2013)
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Reagensi:
- Pufer pH=1,0 (0,025M kalijum-hlorid)
- Pufer pH=4,5 (0,4M natrijum-acetat)

Postupak:

Odgovaraju¢i faktor razblazenja utvrden je razblazivanjem uzorka sa puferom
pH=1 i merenjem njegove apsorbance na talasnoj duzini od 520 nm. Uzorak je
razblazivan sve dok njegova apsorbanca nije bila u linearnom opsegu spektrofotometra.
Koriste¢i dobijeni faktor razblazenja za svaki uzorak su pripremljena dva rastvora:
jedan sa puferom pH=1 i drugi sa puferom pH=4,5. Zapremina uzorka u ukupnoj
zapremini rastvora nije smela preé¢i 20 % v/v, kako se ne bi nadmasio sadrzaj kiseline
koju pufer moze neutralisati. Dobijenim rastvorima sa puferima pH=1 i pH=4,5, u
vremenskom intervalu od 20 do 50 minuta od pripreme, merena je apsorbanca na dve
talasne duzine: 520 i 700 nm. Apsorbanca na 700 nm je merena da bi se korigovala
greska koja se moze javiti usled nastanka pene.

Sva spektrofotometrijska odredivanja vrSena su na UV/VIS spektrofotometru

(JENWAY 6105).

Proracun:
Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana je preraCunat i izraZen U mg
ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po litru soka, ekstrakta ili bezalkoholnog pi¢a (mg

CGE/), koris¢enjem formule:

A = (As20 — A700)pH1.0 — (As20 = A700)pH4 5

Antocijani (cijanidin-3-glukozidekvivalenti, mg CGE/l) =AXMWxDFx1000/(e
x 1)

gde je:

A —izracCunata apsorbanca po gore navedenoj formuli,

MW — molekulska masa cijanidin-3-glukozida (MW = 449.2 g/mol);

DF — faktor razblazenja;

| — Sirina kivete u cm;
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e — molarni ekstinkcioni koeficijent (za cijanidin-3-glukozid je 26900 Ixmol
Ixem™) (Lee et al., 2005; Jakobeket al., 2007).

4.2.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida
Princip:
Ukupan sadrzaj flavonoida odredivan je kolorimetrijskom metodom (Zhishen et

al., 1999). Ova metoda se bazira na formiranju kompleksnih jedinjenja flavonoida sa
aluminijum (111)-hloridom (slika 36) (Chang et al., 2002).

(")H OH H(')
A _OH . _OH _A.__-OH
HO s o o [l l AP HO_ P _0O “ ::,-] HO_ N\ o K “\ : [
L I P + 1 |
{ OH ‘ | ' ] "~ TOH 0
OH O Q_\ .0 OH O~ (AI")s
(Al )5

Slika 36. Gradenje helata flavonoida (kvercetina) sa AI** jonom (Stojanovi¢, 2014)

Reagensi:

- 5 % rastvor NaNOz2
- 10 % rastvor AICI3
- 1M rastvor NaOH

Postupak:

Odmereno je 0,5 ml soka ili ekstrakta (ili standardnog rastvora kvercetina) i 2 ml
destilovane vode u epruvetu od 10 ml, a zatim je dobijeni rastvor dobro
homogenizovan. Posle homogenizacije dodato je 0,15 ml 5 % NaNO,. Nakon 5 minuta
dodato je 0,15 ml 10 % AICI3;, a nakon jo§ 6 minuta i 1 ml 1M NaOH. Zatim je
zapremina rastvora dopunjena destilovanom vodom do 5 ml. Apsorbanca rastvora
odredivana je na 510 nm u odnosu na odgovarajucu slepu probu (umesto uzorka soka,
ekstrakta ili standarda dodavano 0,5 ml destilovane vode). Kao standard koris¢en je

rastvor kvercetina u etanolu.
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Proracun:
Koris¢enjem Kkalibracione krive rastvora kvercetina (slika 37) odredivan je

sadrzaj sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima.

0.9 -

0.8 1 ¥ =0.0012x - 0.0203
0.7 - R2=0.9991
0.6
g
Zo0s
=
=
204
=
=
0.3
0.2
0.1
0 T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Sadrzaj kvercetina (mg/l)
Slika 37. Kalibraciona kriva rastvora kvercetina
Rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata kvercetina po litru soka, ekstrakta ili
bezalkoholnog pica.

4.2.7. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Princip:

Sadrzaj ukupnih polifenola je odredivan koris¢enjem Folin-Ciocalteu reagensa
po metodi opisanoj u literaturi (Singleton et al., 1999; Fu et al., 2011). Folin-Ciocalteu-
ov reagens sadrzi kompleks fosfovolframove/fosfomolibdenske kiseline.

Metoda po Folin—Ciocalteau je zasnovana na merenju redukujuéeg kapaciteta
polifenolnih jedinjenja, ¢ijom disocijacijom u alkalnoj sredini nastaje proton i
fenoksidni anjon. Nastali fenoksidni anjon redukuje Folin-Ciocalteau reagens, tj.
molibden do plavo obojenog kompleksa, jona (Fenol —MoW:;,040)*:

Na,WO./Na;MoO, + Fenol — (Fenol — MoW11040)*
Mo®" (Zuto obojen) + e~ — Mo°" (plavo obojen)

Njegova apsorbanca meri se spektrofotometrijski na 760 nm (Folin i Ciocalteu,

1927).
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Na isti nacin sa Folin—Ciocalteu reagensom mogu da reaguju jos neka jedinjenja,
pa reakcija na kojoj se zasniva merenje sadrzaja ukupnih polifenolnih komponenata nije

specifi¢na.

Reagensi:

- Folin-Ciocalteu reagens, razblazen 10 puta destilovanom vodom, ¢uvan na
tamnom mestu

- 75g/| Na,CO3
- 0,1 g/l galna kiselina.

Postupak:

Uzorak razblazen u pogodnom rastvarac¢u (vodi) u koli¢ini od 200ul dodavan je
u 1000ul razblazenog Folin-Ciocalteu reagensa 1:10. Nakon 6 minuta dodavano je
800ul natrijum karbonata (75 g/l) i nakon inkubacije (stajanja) dva sata na sobnoj
temperaturi u mraku merena je apsorbancija na 760 nm. Kao slepa proba umesto
razblazenog uzorka koriséen je rastvara¢. Kao referentni standard kori$¢ena je galna

kiselina.

Proracun:

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora
galne kiseline odredivan je sadrzaj polifenolnih jedinjenja (mg/l) koris¢enjem prikazane
jednacine prave (slika 38).

1.4 -

1.2
y=0,0122x - 0,0192
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Slika 38. Kalibraciona kriva rastvora galne kiseline
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Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline (mg GAE)/l soka,

ekstrakta ili bezalkoholnog pica.

4.2.8. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta
4.2.8.1. DPPH metoda

Princip:

DPPH metoda je najceS¢e koris¢ena metoda za utvrdivanje mogucénosti
jedinjenja da se ponasaju kao donori vodonika ili "hvata¢i" slobodnih radikala. Za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta DPPH metodom koris¢en je 0.1mM metanolni
rastvor DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) reagensa (Blois, 1958; Brand-Williams
et al., 1995; Sanchez- Moreno, 2002). Ova metoda se zasniva na spektrofotometrijskom
pratenju intenziteta promene boje. Antioksidanti redukuju DPPH. U prisustvu
antioksidanata dolazi do transformacije azot-centriranog stabilnog radikala DPPH" (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) ljubicaste boje (apsorpcioni maksimum 517 nm) u redukovanu,
zuto obojenu formu DPPH-H. Za antioksidativno delovanje fenolnih jedinjenja glavnu
ulogu ima prisustvo hidroksilne funkcionalne grupe u njihovoj strukturi (Marxen et al.,
2007; DPordevié, 2008). Ovo je jednostavna i pouzdana metoda za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta raznih jedinjenja.

Na slici 39. prikazan je slobodni radikal difenilpikrilhidrazil i nereaktivno
jedinjenje difenilpikrilhidrazin, nastalo nakon redukcije slobodnog DPPH radikala

antioksidansom.

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

Slika 39. Radikalskai redukovana forma DPPHe (Stojanovi¢, 2014)
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Na slici 40 prikazan je mehanizam antioksidativnog delovanja fenolnih

jedinjenja na primeru kafeinske kiseline.

HC=CHCOOH

a) ON N—N + —
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Slika 40. Mehanizam antioksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja (prikazan na
primeru kafeinske kiseline): a) otpustanje H-atoma i b) reakcija aroksi radikala sa DPPH
radikalom (Pordevi¢, 2008)

Reagensi:

- 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
- Metanol (96% V/V)

- Trolox

- L-askorbinska kiselina (vitamin C)

Postupak I:

Uzorci su rastvoreni u pogodnom rastvaracu (metanolu). U 300ul razblazenog
uzorka dodavano je 2700ul metanolnog rastvora DPPH reagensa. Nakon inkubiranja
30min u mraku, na sobnoj temperaturi merena je apsorbancija na 517nm. Kao slepa
proba umesto razblazenog uzorka koriS¢en je rastvara¢. Kao referentni standard

koriS¢en je rastvor Trolox-a.
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Proracun I:
Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive rastvora Trolox-a (slika
41), kori$¢enjem odredene jednacine prave, odredivana je DPPH vrednost. Konstruisan
je dijagram zavisnosti procenta inhibicije DPPH radikala u funkciji koncentracije
rastvora Trolox-a, ¢ime je dobijena linearna standardna kriva sa koje su ocitavani
rezultati.
1% = [(Asp - Aa) / Asp] x 100

| — procenat inhibicije DPPH radikala
Asp — apsorbanca slepe probe

Aa — apsorbanca analize

60 -
y =276.31x - 1.8303

2=0.9993
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Slika 41. Kalibraciona kriva rastvora Troloxa

Rezultati su prikazani kao mmol TE/I soka, ekstrakta ili bezalkoholnog pica.

Postupak I1:

Napravljena ja serija razblazenja za svaki uzorak, koji su prema opisanom
postupku I, davali vrednosti apsorbance u linearnom opsegu.

Smanjenje apsorbancije rastvora DPPH je srazmerno hidrogen-donorskoj
aktivnosti ispitivanog jedinjenja mereno je spektofotometrijski na 517 nm. Aktivost

uzorka je izrazavana se kao IC50 vrednost.
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Proracun I1:

Inhibicija DPPH radikala je racunata prema jednacini:
1% = [(Asp - Aa) / Asp] x 100

Za svaki uzorak neophodno je bilo sa nacrtanog grafika zavisnosti inhibicije
radikala od koncentracija serije razblazenih rastvora ocitati IC50 vrednost. Rezultati za
IC50 vrednost (koncentracija uzorka koja je neophodna za neutralizaciju 50% DPPH
radikala) izrazavani su u pg/ml (Pordevi¢, 2008). Niza vrednost IC50 znaci da
antioksidans ima vecu antioksidativnost (Cuvelier et al., 1992). Antioksidativna
aktivnost moze da se izrazava i kao antiradikalska mo¢, gde vece vrednosti ukazuju na
visi antioksidativni kapacitet. To je recipro¢na vrednost IC50 vrednosti (Becker et al.,
2004).

Za poredenje je koris¢en vitamin C. IC50 vrednosti za vitamin C dobijene su na

isti nad¢in kao 1 za uzorke.

4.2.8.2. FRAP metoda

Princip:

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda je koris¢ena za odredivanje
redukujuc¢e moci uzoraka i odradena je po postupku opisanom u literaturi (Fu et al.,
2011). Metoda se zasniva na sposobnosti polifenolnih jedinjenja (antioksidanasa) da u
kiseloj sredini (pH = 3.60) redukuju zuto obojeni kompleks gvozda i 2,4,6- tri (2-
piridil)-s-triazina [Fe** -TPTZ] do intenzivno plavog kompleksa [Fe?* -TPTZ] (slika
42). Apsorpcioni maksimum dobijenog kompleksa ocitava se na A = 593 nm. Vrednost
apsorbance je linearno proporcionalna koncentraciji antioksidanasa u rastvoru.

Reakecija je nespecificna, pa bilo koji sistem sa negativnijim redoks potencijalom
od para Fe** -TPTZ/Fe** -TPTZ dovesce do redukeije. Redukcioni kapacitet izrazava se
preko koli¢ine nekog standardnog reduktanta (Fe?*, askorbinska kiselina i sl.) koja bi

izazvala isti nivo redukcije Fe** -TPTZ (Benzie i Strain, 1996).
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Slika 42. Reakcija redukcije Fe**-TPTZ kompleksa (zuto obojen) u Fe**-TPTZ
kompleksa (plavo obojen) (Stojanovi¢, 2014)

Reagensi:

- 40 mM rastvor HCI

- 10 mM rastvor 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u 40 mM HCI

- 20 mM FeCl; x 6 H,0O

- 300 mM acetatni pufer, pH 3,60

- FRAP reagens (pomesani su: acetatnipufer, rastvor TPTZ i rastvor FeCl; u
odnosu 10:1:1, respektivno)

- FeSO,

Postupak:

FRAP reagens je napravljen od acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6), TPTZ
rastvora (10 mM TPTZ u 40 mM HCI) i rastvora FeClz (20 mM u vodi) u odnosu
10:1:1. U 3ml FRAP reagensa zagrejanog na 37 °C dodato je 100ul uzorka razblazenog
u pogodnom rastvaracu (etanol). Nakon 4 minuta merena je apsorbancija na 593 nm.
Kao slepa proba umesto razblazenog uzorka koris¢en je rastvarac. Kao referentni

standard koriS¢en je rastvor FeSO,.

Proracun:

Rezultati su prikazani kao mmol Fe(l1)/l soka ili ekstrakta.

Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora
FeSQ, (slika 43), koris¢enjem prikazane jednacine prave, odreduju se FRAP vrednosti
(mmol Fe(1D/1).
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Slika 43. Kalibraciona kriva rastvora FeSO4

4.2.9. Odredivanje sadrzaja fenolnih kiselina i flavonoida (LC/MS
metoda)

Tecna hromatografija

Analiza fenolnih jedinjenja u uzorcima radena je uz pomo¢ Waters Acquity
UPLC uredaja opremljenog kvaternernom pumpom, injektorom, greja¢em kolone i UV
detektorom i povezanog sa kvadrupolnim masenim detektorom (TQD, triple quadrupole
detector) (Gratacos-Cubarsi et al., 2010). Za razdvajanje fenolnih jedinjenja korisc¢ena je
ZORBAX Eclipse XDB C18 kolona (150 x 4,6 mm; 5 pum). Te¢na hromatografija je
radena pri protoku mobilnih faza od 0,7 mL/min i temperaturi kolone od 25 °C, pri
¢emu je injekciona zapremina uzorka iznosila 1pL. Gradijent mobilnih faza, gde je
mobilna faza A 0,2%-tni rastvor mravlje kiseline u dejonizovanoj vodi (v/v) a mobilna
faza B acetonitril, prikazan je u tabeli 3. UV detektor je snimao u opsegu talasnih
duzina 190-450 nm. Pre injekcije, uzorci su profiltrirani kroz Premium Syringe filtere
(regenerisana celuloza, 0,45 pm, 15 mm).

Tabela 3. Rezim eluiranja na te¢cnom hromatografu

Vreme (min) Rastvarac A (%) Rastvara¢ B (%)
0 95 5
20 84 16
28 60 40
32 30 70
36 2 98
45 2 98
46 95 5
55 95 5
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Masena spektrometrija

Identifikacija fenolnih jedinjenja izvedena je poredenjem njihovih retencionih
vremena, UV spektara i MRM (multiple reaction monitoring) prelaza sa vrednostima
dobijenim za standarde. Kvantifikacija identifikovanih jedinjenja izvedena je
integraljenjem povrsina pikova dobijenih pracenjem prelaza [M—H] jona roditelja u
jone potomke specificne za analizirana jedinjenja. Radena je metoda eksternog
standarda i dobijene su kalibracione krive za sva ispitivana jedinjenja. ESI (electrospray
ionization) jonski izvor je radio u negativnom rezimu pri temperaturi od 150 °C, naponu
na kapilari od 3,5 kV, naponu na ekstraktoru od 3 V, naponu na konusu od 30 V (60 V
za rutin), kolizionoj energiji od 9 eV (20 eVzarutin), pri ¢emu je argon koriS¢en kao
kolizioni gas. Snimanje uzorka 1 integraljenje pikova je radeno u MassLynx 4.1

programu.

Priprema standarda

Cisti standardi: galne kiseline, protokatehuinske kiseline, 4-hidroksibenzoeve
kiseline, kafeinske kiseline, hlorogene kiseline, katehina, epikatehina, p-kumarinske
kiseline, elaginske kiseline, ferulinske Kkiseline, rutina, miricetina, kvercetina i
kempferola mesani su i na taj nacin je pripremljena serija standardnih rastvora. Svaka
komponenta u rastvoru imala je slede¢e koncentracije: 0.714, 1.43, 3.57, 7.14, 14.28,
21.42, 28.56, 35.70, 49.98, 64.26, 71.40 ug/mL. Od svakog od standardnih rastvora
injektovano je po 10 pL u sistem. Dobijeni su rezultati i na osnovu povrsine ispod
dobijenih pikova svake komponente iz standardnih rastvora napravljene su standardne
krive za svaki od standardnih rastvora (Pordevi¢, 2016) (slike 44 i 45).
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Slika 44. Hromatogrami standardnih rastvora
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Slika 45. Hromatogrami standardnih rastvora
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Priprema uzoraka

Ekstrahovano je po 20 mL od uzoraka vo¢nog soka, ekstrakta ili bezalkoholnog
pica sa po 20 mL etil acetata. Nakon toga, ekstrakt je osuSen i rastvoren u 1 mL
metanola. Od ovog rastvora 10 uL je injektovano u Waters ACQUITY UPLC/MS
sistem. Koncentracije pojedinih komponenti u uzorku dobijene su stavljanjem u odnos
povrsine ispod pikova koje su dobijene od jona odredene komponente iz uzorka sa
povrsinom ispod pikova koje su dobijene od jona odredene komponente iz standardnih
rastvora. Rezultati su izrazeni su kao mg fenolnog jedinjenja po litru uzorka- vo¢nog
soka, ekstrakta ili bezalkoholnog pi¢a (mg/l). Softver MassHunter Workstation

upotrebljivan je za dobijanje i obradu podataka.

4.2.10. Senzorna analiza

Za poredenje senzornog kvaliteta dobijenih bezalkoholnih pi¢a koris¢en je
metod bodovanja. Degustaciju je vrsilo 5 eksperata u oblasti senzorne analize voénih
sokova.

Eksperti su osobe koje su ispunile sve uslove za ocenjivace, $kolovani su i
obuceni uoblasti ocenjivanja jednog uskog specificnog proizvoda, detaljno su upoznati
sa tehnologijom proizvodnje odgovaraju¢eg proizvoda, a poseduju dugogodiSnje
1skustvo 1 mogucénost da svakodnevno ocenjivaju, dok su ocenjivaci osobe koje su svoje
sklonosti i sposobnosti za ispitivanje i ocenjivanje pi¢a dokazale, uz prethodnu
obaveznu edukaciju i upoznavanje sa osnovnom tehnologijom proizvodnje odredenih
pica.

Prilikom ocenjivanja koriS¢en je bodovni raspon od 1 do 5 (slika 46), sa
mogucénoscu koriséenja polovine boda. Prethodno odabrana reprezentativna senzorna
svojstava (kategorija) kvaliteta su odredivana ocenama: 1-neprihvatljiv, 2-prihvatljiv,

3-dobar, 4-vrlo dobar i 5-odli¢an kvalitet.

@ ® ® @ ®

Neprihvatljiv Prihvatljiv Dobar Vrlo dobar QOdli¢an

Slika 46. Bodovni raspon kategorija kvaliteta
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Budu¢i da pojedina¢na svojstva kvaliteta nemaju podjednak uticaj na ukupni
kvalitet bezalkoholnih pi¢a, za svako odabrano svojstvo odreden je koeficijent
vaznosti (KV), pomocu kojeg je data ocena korigovana (mnozenjem sa KV).
Odabrana reprezentativna svojstva kvaliteta bila su: ukus, boja, aroma i mutnoca.
Ukus predstavlja najvaznije svojstvo nekog proizvoda, a nastaje stimulacijom
gustatornih receptora komponentama proizvoda koji se ocenjuje. Mutnoca se
ocenjivala umesto bistrine, jer su se u eksperimentu proizvodila bezalkoholna pi¢a od
mutnih vo¢nih sokova i predstavljala je sveukupnu vizuelnu dopadljivost pica. Boja se
definiSe kao kombinacija vizuelno shvaéene informacije sadrzane u svetlosti koju
odasilje ili rasipa uzorak (Radovanovi¢ i Popov-Ralji¢, 2001). Termin “aroma” u
francuskom 1 engleskom jeziku je razlicito definisan. Francuski “ardme” podrazumeva
senzorna svojstva koja se registruju olfaktornim culom, preko pozadine nosa, ali
prilikom ispitivanja ukusa. U engleskom termin “aroma” oznacava — prijatan miris
(SRPS ISO 5492:2002 E). Koeficijenti vaznosti za svojsva kvaliteta po opadajuéem
prioritetu bili su: ukus - 8; boja - 5; aroma - 4 i mutno¢a - 3. Koeficijenti vaznosti
izabrani su prema uticaju pojedinih svojstava na ukupan kvalitet, a izbalansirani tako
da njihov zbir iznosi 20. Ukupna ocena senzornog kvaliteta bezalkoholnih pica
definisana je kao suma korigovanih ocena sva cCetiri pokazatelja kvaliteta. S obzirom
da zbir koeficijenata vrednosti iznosi 20, a da je maksimalna ocena po svojstvu 5,
maksimalna suma korigovanih ocena, a samim tim i maksimalna ukupna ocena
kvaliteta, iznosila je 100, tako da su izracunate ukupne ocene izrazavane kao "% od
maksimalno moguceg kvaliteta". Deljenjem ove vrednosti sa 20 (zbir koeficijenata
vaznosti) dobija se ponderisana srednja vrednost ocene, koja, takode, predstavlja

ukupan senzorni kvalitet ispitivanih uzoraka.
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4.2.11. Statisti¢ka analiza

U radu su predstavljene deskriptivne statistiCke vrednosti za sva posmatrana
obelezja. Predstavljane su minimalne i maksimalne vrednosti obelezja, kao mera
centralne tendencije prikazana je aritmeticka sredina, a kao mera disperzije standardna
devijacija.

Statisticka analiza dobjenih rezultata, zavisno od dizajna eksperimenta,
podrazumevala je koris¢enje jedno- i dvofaktorske analize varijanse (ANOVA), sa
prate¢im post-hoc Takijevim testom (Tukey's HSD) za testiranje pojedina¢nih razlika
aritmetickih sredina na nivou znacajnosti p<0,05 i p<0,01.

Jacina veze izmedu posmatranih metoda ocenjivana je Pirsonovim koeficijentom
korelacije, ¢ija je znacajnost ocenjivana na nivoima p<0,05 i p<0,01.

Sve analize dobijenih eksperimentalnih podataka uradene su koriS¢enjem

statistickog softverskog paketa SPSS v. 20.
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. ANALIZA POLAZNIH SIROVINA

5.1.1. Odredivanje tehnoloskih parametara ispitivanih sokova

Randman (%), pH vrednost i sadrzaj rastvorljive suve materije (%), analizirani
su u polaznim uzorcima, a dobijeni rezultati prikazani su tabelarno (tabele 4-6).
Randman (prinos soka, iskoris¢enje voca ili udeo iskoristivog dela ploda pri

postupku prerade), prikazan je u tabeli 4.

Tabela 4. Randman pri proizvodnji sokova
Randman (%)

Voéni sokovi

| postupak I1i 11l postupak
jagoda 86 94
malina 80 83
kupina 80 85
vi§nja 61 84
borovnica 81 85
crvena ribizla 82 87
crnaribizla 75 83

Dobijene vrednosti pokazale su da se randman (iskoris¢enje voca) kretao od
61% kod hladno cedenog soka visnje do ¢ak 94% kod enzimiranog soka jagode. S
obzirom na to da je u Il i Il postupku proizvodnje primenjen enzimski tretman, sa
ciljem povecanja ekstrakcije soka iz biljnih ¢elija, dobijene su identi¢ne vrednosti
randmana (Tabela 4). Kod ispitivanih sokova je bio je zabelezen visi prinos u
poredenju sa vrednostima koje su dobijene kod hladno cedenih sokova, istih voénih
vrsta, U istrazivanjima autora Koni¢-Risti¢ et al. 2011. Plodovi voca, kris¢eni u
eksperimentu ubrani su u stadijumu tehnoloske zrelosti za preradu u voc¢ni sok, pa je u
njima ve¢ delimi¢no izvrSena prirodna hidroliza protopektina i na taj na¢in omoguéeno
lakse cedenje soka iz dobijenog kljuka.

Postupak termickog tretmana kljuka i enzimiranja, na povisenoj temperaturi, kod
sokova proizvedenih 11 i 1l postupkom, uticao je na povecéanje randmana kod ovih
uzoraka, 0dnosno povecao se % izdvojenog soka iz voca. Ovaj uticaj je bio najizrazeniji
kod sokova jagode i crvene ribizle, gde su dobijene vrednosti randmana iznosile 94% i
87%, respektivno. Enzimska obrada kljuka povecala je filtrabilnost soka, pa je

omoguceno lakSe cedenje. Takode, termicki tretman pre enzimiranja, prouzrokovao je
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denaturaciju proteina, u kojima su molekuli vode vezani koloidnim i osmotskim silama,
I na taj nacin potpomogao cedenje a time i povecanje iskori§¢enja voca. Na ovaj nacin,
pigmenti iz pokozice ekstrahovani su u sok, koji je time postao i dodatno obojen

(Zlatkovi¢, 2003).

U tabeli 5. prikazane su pH vrednosti voénih sokova.

Tabela 5. pH vrednost voénih sokova

Voéni sokovi pH vrednost

I postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 3,46+0,01 3,38+0,00 3,32+0,00
malina 3,12+0,01 3,11+0,00 3,11+0,00
kupina 3,09+0,01 3,10+0,00 3,15+0,00
vi$nja 3,03+0,01 3,02+0,00 3,02+0,00
borovnica 2,93+0,01 2,95+0,01 2,95+0,01
crvena ribizla 2,87+0,01 2,92+0,00 2,93+0,00
crnaribizla 2,87+0,01 2,89+0,00 2,90+0,00

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Kod voénih sokova pH vrednosti kretale su se od veoma niske vrednosti od 2,87
kod hladno cedenih sokova crvene i crne ribizle, do 3,46 kod hladno cedenog soka
jagode. Ovako niske pH vrednosti dobijenih sokova, govore o njihovoj izrazitoj
kiselosti, zbog ¢ega su oni sa senzornog stanovista, bez odgovaraju¢ih korekcija,
slasti, dodatkom soka jabuke. Dobijene vrednosti bile su u saglasnosti sa vrednostima
dobijenim u drugim istrazivanjima (Koni¢-Risti¢ et al., 2011).

Sadrzaj rastvorljive suve materije u voénim sokovima prikazan je u tabeli 6.

Tabela 6. Sadrzaj suve materije u voénim sokovima

SadrZaj rastvorljive suve materije (%)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 8,9+0,1 8,5+0,0 8,5+0,0
malina 10,8+0,2 11,0+0,0 11,0+0,0
kupina 11,1+0,1 11,0+0,0 11,0+0,0
viSnja 16,9+0,3 17,0+£0,1 17,0+0,1
borovnica 9,1+0,1 10,0+0,0 10,0+0,0
crvena ribizla 11,0+0,2 9,0+0,1 9,0+0,0
crnaribizla 17,1+0,3 18,5+0,1 18,5+0,1

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Vrednosti sadrzaja rastvorljive suve materije u vo¢nim sokovima kretale su se od

8,5% kod enzimiranog nepasterizovanog i pasterizovanog soka jagode, do 18,5% kod
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kod enzimiranog nepasterizovanog i pasterizovanog soka crne ribizle. Dobijene
vrednosti bile su nesto vise u odnosu na vrednosti rastvorljive suve materije sokova u

drugim istrazivanjima (Koni¢-Risti¢ et al., 2011).

5.1.2. Uticaj tehnoloskih postupaka proizvodnje na sadrzaj ukupnih
monomernih antocijana u vo¢nim sokovima

Kod jagodastog voca i visnje od flavonoida su u velikoj meri zastupljeni
antocijani, koji ovom vocéu daju karakteristicnu crvenu, ljubicastu ili plavu boju.
(Tulipani et al., 2008). Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u dobijenim voénim
sokovima prikazan je u tabeli 7.

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana kod proizvedenih sokova kretao se od
123,66 mg CGE/l kod hladno cedenog soka jagode, do Cak 3456,67 mg CGE/l kod
enzimiranog soka crne ribizle. lzuzetno visoke vrednosti za sok crne ribizle bile su
oc¢ekivane, jer se izabrana sorta Ometa ve¢ pokazala kao sorta crne ribizle koja ima
najviSe vrednosti ukupnih antocijana. Plod i sok ove sorte imali su najviSe vrednosti

ukupnih antocijana nakon c¢uvanja od godinu dana u zamrznutom stanju (Pordevic,

2012).

Tabela 7. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u uzorcima voénih sokova

SadrZaj ukupnih antocijana (mg CGE/I)

Voéni sokovi

I postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 123,66 + 4,07 162,67 + 7,88 163,37 + 9,68’
malina 694,34 + 40,86 704,14 + 16,81° 699,13 + 22,249
kupina 594,98 + 12,20" 965,20 + 28,49° 803,22 + 5,78"
visnja 476,47 £35,75' 690,22 + 8,57° 693,56 + 7,71°
borovnica 436,95 + 20,41' 2022,23 + 10,43 2120,76 + 27,59°
crvenaribizla 163,57 + 8,67 155,30 + 2,17 157,387 + 1,505
crna ribizla 616,19 + 30,93" 3456,67 + 54,75 3200,62 + 33,74°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Vrednosti u literaturi variraju u Sirokom rasponu, a razlog tome su agroekoloski
uslovi, vreme berbe, nacin ekstrakcije, kao i tehnoloski postupci priozvodnje sokova
(Kahkonen et al., 2003). Dobijene eksperimentalne vrednosti pokazale su da se sadrzaj
ukupnih monomernih antocijana u sokovima kretao u skladu sa literaturnim podacima
(Kalt et al., 2000; Ruiz del Castillo et al., 2004; St6j et al., 2006; Stdj et al., 2006b;
Jakobek et al., 2007a; Pedersen, 2008).
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Prilikom proizvodnje voénih sokova veoma je bilo vazno ocuvati njihovu
prirodnu boju i aromu. Kod sokova proizvedenih I1 i 1l postupkom, ekstrakcija soka i
bojenih materija je poboljSana delovanjem toplote i enzima, na izmuljano voce, ali je
verovatno doslo i do degradacije antocijana (Vukosavljevi¢, 2006). Siksnianas et al.
(2006) i Sandell et al. (2009) isticu da je procenat smanjenja sadrzaja ukupnih
antocijana pri preradi razlicitih sorti crne ribizle, u sokove bio izmedu 70 i 87%.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je prilikom enzimiranja (Il postupak)
doslo do znacajnog porasta ukupnih antocijana kod sokova kupine, vi$nje, a narocito
crne ribizle i borovnice. Cak petostruko veéu vrednost ukupnih antocijana pokazali su
enzimirani sokovi crne ribizle i borovnice u odnosu na hladno cedene (tabela 7). Ovaj
porast sadrzaja ukupnih antocijana u soku, izazvan delovanjem povisenih temperatura i
enzimskog tretmana, govori u prilog tome da je uticaj tehnoloskih postupaka
proizvodnje, na ekstrakciju antocijana iz pokozice plodova ispitivanih voénih vrsta
veoma znacCajan. Primenom pektolitickih enzima je doslo do znacajnog povecanja
(p<0,05) sadrzaja ukupnih antocijana u odnosu na postupak hladnog cedenja.

Izmedu postupaka hladnog cedenja i enzimiranja, kod sokova jagode, maline i
crvene ribizle, nije bilo statisticki znacajne razlike u sadrzaju antocijana, pa se moze
pretpostaviti da su antocijani kod sokova proizvedenih | postupkom ekstrahovani i bez
dejstva povisenih temperatura i enzima, kao i to da je moglo do¢i i do degradacije ovih
pigmenata (pre svih pelargonidina kod jagode) kod sokova proizvedenih enzimiranjem
(tabela 7).

Sadrzaj 1 sastav antocijana i drugih fenolnih komponenata, koji uticu na
antioksidativnost, moze da varira u plodovima voéa pre branja, u zavisnosti od
relativne vlaznosti vazduha, temperature, intenziteta Sunceve svetlosti, tipa zemljista,
primennjenih agrotehnickih mera, kao i infekcija razlic¢itim patogenima (Kalt et al.,
2001; K&hkonen et al., 2003; Hosseinian et al., 2007). Moyer et al., (2002a) su istakli
da boja plodova crne ribizle zavisi od sadrzaja antocijana, ali takode zavisi i od
temperature i sadrzaja kiseonika koji mogu da smanje sadrzaj antocijana i vitamina C.
Kada se posmatraju plodovi razliitih sorti crne ribizle moze se zakljuciti da sadrzaj
bojenih materija u ovim plodovima tokom zrenja raste, sa promenom boje u tamno
braon (Rubinskiene et al., 2006). Za sortu jagode “Clery”, koja je koriS¢ena u

eksperimentalnom radu, pokazano je i u ranijim istrazivanjima da poseduje visok
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sadrzaj antocijana, bez obzira na podruc¢je gajenja, koje nema znacajnog uticaja na sam
profil antocijana (Crespo et al., 2010). Medutim, ambijentalni uslovi ¢uvanja i
skladiStenja voca utiCu na sadrzaj antocijana i druge promene u hemijskom sastavu i
konzistenciji ploda (Bukvié¢, 1988; Perkins-Veazie i Kalt, 2002; Poiana et al., 2010;
Stojanovi¢ et al., 2012). Imajuci ovo u vidu, vrednosti sadrzaja ukupnih monomernih
antocijana kao i drugih parametara kvaliteta mogu u odredenim granicama da variraju i
kod vo¢nih sokova, proizvedenih istim postupkom proizvodnje, od istog voca, pod istim
uslovima, u zavisnosti od prethodno navedenih uticaja.

S obzirom na to da je proizvodnja sokova u ovom istrazivanju sprovodena u
periodu od 24 h od berbe, a transportovanje je sprovodeno u rashladnim uslovima,
promene u sadrzaju antocijana, nakon berbe voca, svedene su na najmanju moguéu
meru. Svi proizvedeni sokovi su zamrzavani i ¢uvani na -20°C. Ovaj period trajao je
nekoliko meseci, dok su sve hemijske analize zavrSene. U tom period moglo je do¢i do
degradacije antocijana, ali se vodilo racuna da i ti gubici budu minimalni. Poiana et al.
(2010) su pokazali da, je posle 4 meseca ¢uvanja plodova maline, kupine i borovnice na
-18°C doslo do blagog smanjenja u sadrzaju ukupnih antocijana, dok su ti gubici bili
znacajniji tek posle 10 meseci skladistenja. Pordevi¢ (2012) je prikazao da je smanjenje
sadrzaja ukupnih antocijana u sokovima crne ribizle nakon ¢uvanja u zamrznutom
stanju, u trajanju od godinu dana, bilo najmanje kod sorte Ometa (13,04%).

Pod dejstvom visokih temperatura i kiseonika moze do¢i do oksidacije i
polimerizacije antocijana, fenola, kao i drugih bioaktivnih jedinjenja. Tokom prerade i
skladiStenja voca, usled negativnog dejstva poviSenih temperatura moze se stvoriti
furfural 1 hidroksi metil furfural (HMF), produkati enzimskog i neenzimskog
potamnjivanja, koji daju ukus “na kuvano” i dovode do razgradnje antocijana u
plodovima voc¢a (Katalini¢, 2006). Prilikom termickog tretmana kljuka i enzimiranja
vodilo se ra¢una o duzini tretmana i visini primenjene temperature, kako bi se promene
na antocijanima, posebno antocijanidinu pelargonidinu, koji je izuzetno osetljiv, svele
na najmanju meru (Lopes da Silva et al., 2007; Mateus i de Freitas, 2009). S obzirom na
to, da termalna degradacija antocijana sledi kinetiku reakcija prvog reda, gde vise
temerature primenjene u toku duzeg vremenskog perioda izazivaju vece degradacione
promene, postupak pasterizacije je izvoden tako da je primenjena visoka temperatura,

kratko vreme (90°C, 2 min), kako bi se minimalizovale nepozeljne promene, U
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istrazivanjima Vukosavljevi¢ et al. (2006) zapazeno je da je ¢ak doslo do blagog porasta
u sadrzaju antocijana u soku maline nakon primenjenog termi¢kog tretmana vo¢nog
Kljuka.

Konzervisanje pasterizacijom nije imalo statisti¢ki znacajan uticaj na sadrzaj
ukupnih monomernih antocijana kod sokova jagode, maline, vi$nje i crvene ribizle, dok
su ove vrednosti kod sokova crne ribizle, borovnice i kupine statisticki znacajno

smanjene primenjenim termi¢kim tretmanom (p<0,05) (tabela 7).

5.1.3. Uticaj tehnoloskih postupaka proizvodnje na sadrzaj ukupnih
flavonoida u vo¢nim sokovima
Sadrzaj ukupnih flavonoida (srednja vrednost) u uzorcima vo¢nih sokova

prikazan je u sledecoj tabeli (tabela 8).

Tabela 8. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima vo¢nih sokova

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg QUE/I)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak

jagoda 504,92 + 3,82" 1041,50 + 10,00' 741,00 + 6,671

malina 843,22 + 6,94° 1176,19 + 13,47 1134,58 + 11,02
kupina 973,17 +7,64™ 2279,78 + 13,88" 1790,64 + 14,68"
visnja 1396,50 + 8,66 2339,78 + 10,18° 1963,69 + 3,37°
borovnica 935,33 + 11,55" 3927,50 + 22,05 3285,83 + 14,43°
crvena ribizla 482,11 £ 5,09 1158,69 + 8,91°¢ 952,64 + 8,67™"
crnaribizla 897,25 + 15,61° 3396,33 + 20,82° 2980,28 + 9,62°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
“Vrednosti obelezene razlicitim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Dobijene vrednosti pokazuju da se sadrzaj ukupnih flavonoida kretao od 482,11
mg QUE/I kod hladno cedenog soka crvene ribizle, do ¢ak 3927,50 mg QUE/I kod
enzimiranog soka borovnice. Kod enzimiranog soka borovnice pronaden je znacajno
nizi sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u odnosu na enzimirani sok crne ribizle.
Moze se zakljuciti da kod soka borovnice pored antocijana ima i drugih flavonoida, koji
su mogli doprineti ve¢em sadrzaju ukupnih flavonoida — proantocijanidini, flavonoli,
fenolne kiseline i drugi (Skrede et al., 2000).

Sadrzaj ukupnih flavonoida kod svih voénih vrsta je bio znacajno visi (p<0,05)
kod enzimiranih sokova u odnosu na hladno cedene, kod soka borovnice se
enzimiranjem povecao najvise, ¢ak 4,2 puta. Postupkom enzimiranja omogucéena je

ekstrakcija flavonoida iz pokozice i njihov prelazak u sok.
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Postupkom pasterizacije sokova zna¢ajno se smanjio sadrzaj ukupnih flavonoida
kod svih enzimiranih sokova. Ovim su najvise smanjene vrednosti kod soka jagode, a
najmanje kod soka maline. Kod soka jagode ovom smanjenju doprinela je i velika
osetljivost pelargonidina na visoke temperature (Satué-Garcia et al., 1997). Sadrzaj
ukupnih flavonoida pasterizovanih sokova je ipak, znacajno Vvisi u odnosu na hladno
cedene sokove.

Staj¢i¢ et al. (2012) dobili su sli¢ne vrednosti sadrzaja ukupnih flavonoida za
jagodasto voce.

Generalno se moze zaklju¢iti da se vise flavonoida izdvojilo uz pomoé
pektolitickih enzima, pa su sokovi i pored termickog tretmana, kod tre¢eg postupka,
zadrzali izuzetno visok sadrzaj ukupnih flavonoida (tabela 8). 1z ovoga proizilazi da je
korisnije konzumirati ovako dobijene sokove u odnosu na hladno cedene, kod kojih je u
tropu, nakon cedenja, zaostao veliki deo fizioloski i nutritivno vrednih sastojaka
(Pordevic et al., 2010).

Odavno je potvrdeno da visok sadrzaj flavonoida pokazuje snazan
antioksidativni kapacitet (Rice-Evans i Miller, 1996; Satué-Garcia et al., 1997). Neki
naucnici tvrde da antioksidativnost flavonoida uslovljava pojedine bioloSke efekate
flavonoida (Cotelle, 2001). Zahvaljuju¢i potentnoj bioloskoj aktivnosti flavonoida i
polifenolnih jedinjenja uopste, ovim jedinjenjima se pripisuje pozitivni efekti na ljudsko
zdravlje (Stojanovic et al., 2012; Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

Od flavonoida, u ispitivanim voénim vrstama, najviSe su zastupljeni
antocijanidini (cijanidin, malvidin, delfinidin, pelargonidin, petunidin, peonidin),
flavonoli (kvercetin, miricetin i kempferol), zatim flavan-3-oli (katehin i epikatehin).
Bezbojni flavonoidi prvenstveno su ukljuceni u zastitu ¢elija od UV zracenja, koje moZze
prouzrokovati oSteCenja DNK 1 poremecaje u raznim fizioloSkim procesima usled
nagomilavanja slobodnih radikala. Flavoni i flavonoli akumuliraju se u c¢elijama
epidermisa, filtriraju Stetno UV-A 1 UV-B zracenje i §tite dublje slojeve tkiva. Pod
dejstvom stresa, povecava se sinteza flavonoida sa vec¢im stepenom hidroksilacije
(kvercetin nasuprot kemferolu) odnosno ve¢im antioksidantnim potencijalom (Gould i
Lister, 2006; Orc¢i¢, 2010).

Pozitivan uticaj konzumiranja plodova i sokova jagodastog voca na ljudsko

zdravlje isti¢e se upravo zbog prisutnih flavonoida u ovom voéu (Héakkinen et al., 1999;
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Hollman i Katan, 1999; Bermudez-Soto i Tomas-Barberan, 2004; Siriwoharn i
Wrolstad, 2004; Zadernowski et al., 2005). Potvrdeno je da imaju antibakterijsko,
antivirusno, antifungalno dejstvo, stite od oksidativnog stresa, smanjuju upale, Stite od
raznih oboljenja, neurodegenerativnih bolesti starenja (Alchajmerove, Parkinsonove
bolesti), posebno kardiovaskularnih (ateroskleroze, mozdanog udara), kancera (Maétta-
Riihinen et al., 2004; Neto, 2007; Shukitt-Hale et al., 2008). Pellegrini et al. (2003)
smatraju da visoka antioksidativnost kupine poti¢e od visokog sadrzaja jedinjenja iz
klase flavonoida. Naucnici navode da je preporuceni prose¢ni dnevni unos flavonoida
oko lg/dan (Kuhnau, 1976). Vrednosti ukupnih flavonoida ispitivanih voénih sokova,
su se kretale u rasponu od 0,5-3g/l, §to znaci da bismo veoma lako mogli ovaj unos

ostvariti konzumiranjem ovih sokova.

5.1.4. Uticaj tehnoloskih postupaka proizvodnje na sadrzaj ukupnih
polifenola u vo¢nim sokovima

Vrednosti sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja u voénim sokovima

prikazane su u tabeli 9.

Tabela 9. Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima voénih sokova

SadrZaj ukupnih polifenola (mg GAE/])

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 1630,49+11,36" 1952,30+6,53' 1502,62+23,24'
malina 2269,45+20,15' 2281,50+2,94' 2504,70+27,12°
kupina 1964,15+30,29" 2904,70+30,52° 2569,62+13,65°
visnja 2368,20+15,02" 2469,73+14,01" 2407,87+11,36%"
borovnica 1457,92+31,03' 4281,64+35,91° 3939,67+15,02°
crvena ribizla 1935,41+5,68 1941,07+14,88 1992,13+17,21
crna ribizla 2463,61+28,19" 6397,13+51,04° 6379,51+55,44°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Sadrzaj ukupnih antocijana, flavonoida i polifenola je veoma znacajan
pokazatelj kvaliteta vo¢nih sokova, Sto pokazuje i1 veliki broj objavljenih naucnih
radova (Lee et al., 2002; Bermudez-Soto i Tomas-Barberan, 2004; Jakobek et al.,
2007a; Mendiola et al., 2008; Ferrari et al., 2011; Stajcic et al., 2012).

U uzorcima voénih sokova sadrzaj ukupnih polifenola kretao se od 1502,62 mg
GAE/I, kod pasterizovanog enzimiranog soka jagode, pa do 6397,13 mg GAE/I, kod

enzimiranog soka crne ribizle.
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Kod vo¢nih sokova maline i crvene ribizle nije dobijen statisticki znacajan
porast sadrzaja ukupnih polifenola, primenom postupka enzimiranja (tabela 9). Sa druge
strane, kod svih ostalih sokova, porast sadrzaja ukupnih polifenola enzimiranjem je bio
znacajan. Na primer, kod enzimiranih sokova crne ribizle i borovnice sadrzaj ukupnih
polifenola je 2,6, odnosno 2,9 puta visi u odnosu na hladno cedene.

Proizvodnjom vocénih sokova postupkom hladnog cedenja, dobijaju se proizvodi
kod kojih je o¢uvan sastav svih termolabilnih sastojaka, koji mogu imati povoljan uticaj
na zdravlje ljudi (Koni¢—Risti¢ et al., 2011). Medutim, ovim postupkom ne mogu se u
potpunosti ekstrahovati svi sastojci koji poti¢u iz pokozice voca, posebno fenolna
jedinjenja, kao vazna grupa bioloski aktivnih jedinjenja sa zna¢ajnom ulogom u borbi
protiv oksidativnog stresa (Bravo, 1998; Cosgrove, 2005; Buchert et al., 2005).
Prilikom prerade voéa u sokove najeS¢e dolazi do smanjenja sadrzaja fenolnih
komponenata, ¢ak do 80%, zbog visokog nivoa pektina u ¢éelijama epidermisa, koji
sprecava ekstrakciju fenola iz plodova pri proizvodnji sokova (Hikkinen et al., 2000;
Hilz, 2007; Sojka et al., 2009). Primenom enzima i povi$enih temperatura, doslo je do
bolje ekstrakcije bojenih materija, koje doprinose antioksidativnosti i privlacnijoj i
intezivnijoj obojenosti soka, a takode se ovim postupkom vr$i 1 inaktivacija enzima, pre
svega polifenoloksidaze (koja izaziva neenzimatsko potamnjivanje), kao i delimi¢na
redukcija prisutne mikroflore.

Postupak pasterizacije je razli¢ito uticao na sadrzaj ukupnih polifenola. Kod
enzimiranih vo¢nih sokova jagode, kupine i borovnice doslo je do smanjenja vrednosti
sadrzaja ukupnih polifenola, pa se moze zakljuciti da je visoka temperatura uslovila
degradaciju ovih jedinjenja (Vukosavljevi¢, 2006; Mendiola et al., 2007). Enzimirani
voéni sokovi visnje, crvene i crne ribizle nisu pokazaki znacCajnu promenu sadrzaja
ukupnih polifenola nakon primenjenog postupka pasterizacije. Medutim, kod
enzimiranog vo¢nog soka maline doSlo je ¢ak do znacajnog porasta vrednosti
ispitivanog parametra (tabela 9). Moze se pretpostaviti da je doslo do formiranja novih
polifenolnih jedinjenja prilikom termickog tretmana.

Poredenjem eksperimentalnih vrednosti sa literaturnim moze se zakljuciti da su
dobijene vrednosti u skladu su sa literaturnim podacima (Heinonen et al., 1998;
Sellapan et al., 2002; Piljac-Zegarac et al., 2009; Miiller et al., 2010; Rajié et al., 2012).

Odstupanja mogu biti posledica vremena berbe, klimatskih uslova, primenjenih
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agrotehnickih mera, nacina ekstrakcije, tehnoloSkog postupka proizvodnje vocénih
sokova (Kalt et al., 2001; K&hkonen et al., 2003; Hosseinian et al., 2007). U sokovima
crvene ribizle dobijenim presovanjem izmuljanog kljuka, doslo je do gubitka od 50%
sadrzaja ukupnih polifenola, u odnosu na sveze plodove (Pordevi¢ et al., 2010), pa se
moze zakljuciti da je korisnije konzumirati cele plodove ili enzimirane voéne Sokove.

Medutim i konzumiranjem  hladno cedenih voénih sokova, a posebno
enzimiranih i pasterizovanih, moze se posti¢i znaCajan unos bioloSki aktivnih
komponenata, neophodnih za oCuvanje zdravlja, jer konzumiranje namirnica bogatih
polifenolnim jedinjenjima, moze doprineti smanjenju pritiska i drugih rizika od
kardiovaskularnih bolesti i kancera, jacanju imunog sistema, detoksikaciji organizma,
smanjenju upala i usporavanju procesa starenja organizma (Sack i Kass, 1988; Bazzano
et al., 2002; Duthie et al., 2003; Losso et al., 2004; Beattie et al., 2005; Stojanovi¢ et al.,
2012; Shahidi i Ambigaipalan, 2015).

5.1.5. Uticaj tehnoloskih postupaka proizvodnje na antioksidativni
kapacitet vo¢nih sokova
5.1.5.1. DPPH metoda (Trolox)
Antioksidativni kapacitet voénih sokova odreden DPPH metodom, izrazen u

Trolox ekvivalentima, prikazan je u tabeli 10.

Tabela 10. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta, DPPH metoda (mmol TE/I) u
uzorcima vo¢énih sokova

Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda (mmol TE/I)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 3,74 + 0,06° 10,98 + 0,04' 8,02+0,07"
malina 11,42 +0,08% 13,83 + 0,05" 12,40 + 0,08
kupina 8,66 +0,10™ 16,81 + 0,04 14,62 + 0,09
visnja 7,38+ 0,05° 19,51 + 0,10° 13,30 + 0,09'
borovnica 4,35 + 0,07 26,02 +0,13° 20,22+ 0,09°
crvena ribizla 7,17 £0,03° 16,73 + 0,07° 12,51 + 0,08
crna ribizla 11,35 + 0,07¢ 45,22 + 0,09° 35,38 + 0,14°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znaajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Vrednosti antioksidativnog kapaciteta dobijene DPPH metodom, izraZzene u
Trolox ekvivalentima kretale su se u rasponu od 3,74 mmol TE/I, kod hladno cedenog

soka jagode, do 45,22 mmol TE/I, kod enzimiranog nepasterizovanog soka crne ribizle.
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Kod enzimiranih sokova jagodastog voca, sok kupine je dao najvise DPPH
vrednosti, $to je u skladu sa podacima iz literature (Pantelidis et al., 2007), dok je kod
hladno cedenih sokova jagodastih vrsta, sok maline imao najvise vrednosti
antioksidativnosti. Ovo bi moglo da se objasni slabijom ekstrakcijom fenolnih
jedinjenja iz pokozice kupine kod koje nije primenjen postupak enzimiranja, u odnosu
na isti postupak primenjen kod plodova maline, gde je i bez primene enzimskog
tretmana, doslo do bolje ekstrakcije fenolnih jedinjenja.

Kod svih sokova dobijenih primenom enzimskih preparata, doslo je do boljeg
prelaska fenolnih jedinjenja u sok §to je doprinelo visestrukom povecanju vrednosti
antioksidativnog kapaciteta (tabela 10). Kod crne ribizle je dobijena ¢etvorostruko visa
vrednost antioksidativnog potencijala, dok je kod soka borovnice ovo povecanje bilo
gotovo Sestostruko. Vecina antocijana i drugih fenolnih jedinjenja zaostaje u pokozici u
postupku hladnog cedenja, zbog Cega su i dobijene vrednosti antioksidativnog
potencijala znac¢ajno nize kod hladno cedenih sokova.

Nacin prerade moze znacajno uticati na antiokidativni potencijal voca i dovesti
do smanjenja sadrzaja bioaktivnih komponenata (Kalt, 2005; Paunovi¢ et al., 2014a;
Paunovi¢ et al., 2014b; Paunovi¢ et al., 2015). Dejstvo visoke temperature prilikom
pasterizacije uslovilo je statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje antioksidativnog
potencijala kod svih enzimiranih sokova. Medutim, dobijene vrednosti su i dalje bile
znacajno vise od vrednosti za hladno cedene sokove. Razlog tome leZi u Cinjenici da
primenjena visoka temperature, koja je mogla uticati na degradaciju antocijana,
vitamina C i drugih jedinjenja nije dugo delovala (Satué-Garcia et al., 1997; Lee et al.,
2002; Mateus i de Freitas, 2009; Stojanovic et al., 2012).

Utvrdivanje antioksidativnog kapaciteta vo¢nih sokova je znacajno sa aspekta
procene njihovog pozitivnog uticaja na ljudsko zdravlje (Sariburun et al., 2010).
Antioksidativnost voca, voénih sokova, koncentrisanih voé¢nih sokova i voénih nektara
je dosta izuc¢avana, primenom DPPH metode (Brand-Williams et al., 1995; Bermudez-
Soto i Tomas-Barberéan, 2004; Nakajima et al., 2004; Piljac-Zegarac et al., 2009).

Ipak, postoje fenolni antioksidansi koji snazno reaguju prema Folin Ciocalteu
reagensu, ali ne reaguju prema DPPH radikalima (Yang et al., 2007). Ovo moze biti
jedan od razloga $to se kod pojedinih uzoraka sa visokim sadrzajem ukupnih polifenola

mogu dobiti nize DPPH vrednosti od o¢ekivanih.
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Jakobek et al. (2007b) dobili su DPPH vrednosti za plodove voénih vrsta, koje
su koris¢ene I U ovoj disertaciji, u rasponu od 6 do 125 umolTE/g, §to predstavlja nesto

vise vrednosti u odnosu na proizvedene eksperimentalne sokove.

5.1.5.2. DPPH metoda (1C50)

Rezultati ove DPPH metode su izrazeni kao IC50 vrednost (ul/ml), to jest ona
koncentracija uzorka koja dovodi do 50% neutalizacije DPPH radikala. Vrednosti 1C50
koje su dobijene za voéne sokove, mogu se porediti sa IC50 vredno$¢u vitamina C.
Zbog toga je odredena koncentracija vitamina C koja je neophodna za neutralizaciju 50
% slobodnih radikala.

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 11.

Tabela 11. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta u uzorcima voénih sokova, DPPH
metoda — 1C50 (ul/ml)

Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda— 1C50 (pl/ml)

Voéni sokovi

I postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 49,33 + 0, 66" 18,33+ 0, 25" 28,70 + 0, 09"
malina 20,23 0, 02' 13,89 + 0,06' 17,45 + 0,08"
kupina 29,330, 19 11,48 + 0,041 14,68 + 0,05
visnja 31,26 £ 0,07' 11,07 £ 0,03 22,07+ 0, 07!
borovnica 46,29 + 0, 54° 7,76 +0,03° 18,26 + 0,08"
crvena ribizla 36,77 +0, 17" 12,22 +0,04° 18,26 + 0,09"
crna ribizla 16,68 + 0, 08° 4,13 +0, 03° 5,68 + 0,04
Vitamin C 42,03+0,01"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Enzimirani sok crne ribizle je pokazao najbolji antioksidativni kapacitet
primenom ove DPPH metode, IC50 vrednost ovog soka (koncentracija soka koja dovodi
do 50% neutalizacije DPPH radikala) iznosila je 4,13 pl/ml rastvora. Najslabiju
antioksidativnost (a najvise vrednosti) pokazao je hladno cedeni sok jagode, gde je IC50
vrednost ovog soka iznosila 49,33ul/ml. Ova metoda je, takode, pokazala da se
enzimiranjem znacajno pojacao antioksidativni kapacitet vo¢nih sokova, $to potvrduje
predhodne zakljuc¢ke da su fenolna jedinjenja i drugi antioksidansi presli u sok
enzimiranjem. Postupak pasterizacije je znacajno sSmanjio pomenuti kapacitet, ali je on i
dalje bio znacajno bolji od antioksidativnog kapaciteta hladno cedenih sokova.

Znacajno slabiju antioksidativnost u odnosu na vitamin C imali su hladno cedeni

sokovi jagode i1 borovnice. Svi ostali hladno cedeni, kao i svi enzimirani i svi
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pasterizovani sokovi imali su znaCajno bolju antioksidativnost od vitamina C.
Enzimirani sok borovnice pokazao je 5,4 puta jaci antioksidativni kapacitet u odnosu na
vitamin C, pasterizovani sok crne ribizle 7,4 puta, dok je enzimirani sok crne ribizle
pokazao je ¢ak 10 puta ja¢i antioksidativni kapacitet u odnosu na vitamin C (tabela 11).
Plodovi crne i crvene ribizle, maline, kupine i borovnice pokazali su bolji
antioksidativni kapacitet u odnosu na dobijene vrednosti eksperimentalnih sokova
(Koni¢-Risti¢ et al., 2011; Staj¢i¢ et al., 2012), $to moze biti posledica razlike u
sortama, agrotehnickim uslovima, ali se moze i1 zakljucuti da je visoka koncentracija
antocijana i drugih bioaktivnih supstanci zaostala u tropu, prilikom postupka cedenja
soka (kod hladno cedenih sokova); kao i Cinjenica da je usled dejstva poviSenih
temperatura moglo do¢i do degradacije termolabilnih bioloski vrednih komponenata
(kod enzimiranih i pasterizovanih sokova) (Kahkonen et al., 2003; Vukosavljevi¢, 2006;
Hosseinian et al., 2007; Mendiola et al., 2007; Pordevic et al., 2010).

5.1.5.3. FRAP metoda
Vrednosti antioksidativnog kapaciteta vo¢nih sokova, dobijene FRAP metodom

prikazane su u tabeli 12.

Tabela 12. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta, FRAP metoda (mmol Fe (11)/I) u
uzorcima voc¢nih sokova

Antioksidativni kapacitet - FRAP metoda (mmol Fe (11)/1)

Voéni sokovi

I postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 17,83+0,07" 27,13+0,15 20,41+0,15™
malina 30,26+0,20' 39,80+0,10" 34,75+0,04"
kupina 23,86+0,04' 51,22+0,08° 40,4420,17'
visnja 23,22+0,08' 38,24+0,13° 30,08+0,21'
borovnica 17,00+0,17° 64,31+0,44° 51,83+0,07°
crvena ribizla 20,81+0,76™ 35,06+0,04" 25,91+0,00¢
crna ribizla 55,50+0,20° 118,89+0,2° 97,60+0,73°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znaajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

FRAP vrednosti kretale se u granicama od 17,00 mmol Fe(Il)/l, kod hladno
cedenog soka borovnice, do 118,89 mmol Fe(Il)/l, kod enzimiranog soka crne ribizle.
Kod svih voénih vrsta, enzimirani sokovi imali su znafajno vece vrednosti
antioksidativnosti od hladno cedenih sokova. Ponovo se pokazalo da su ekstrahovani

sastojci iz voca prilikom enzimiranja presli u sok i uticali na poveéanje antioksidativnog
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kapaciteta vo¢nih sokova. Pasterizovani enzimirani sokovi pokazali su znacajno nize
FRAP vrednosti od enzimiranih, pa se zakljuuje da su visoke temperature prilikom
pasterizacije uticale na delimi¢nu degradaciju fenolnih i drugih termolabilnih sastojaka,
Sto je uticalo na smanjenje antioksidativnosti svih vo¢nih sokova (Vukosavljevié¢, 2006;
Mendiola et al., 2007). Ipak, FRAP vrednosti enzimiranih sokova bile su i dalje
znacajno vise u odnosu na hladno cedene sokove (tabela 12), $to jos jednom potvrduje
da se uz pomo¢ blanS$iranja i enzimiranja ekstrahuju velike koli¢ine antioksidanasa, koje
prili¢no ostaju ocuvane uprkos dejstvu visokih temperature pasterizacije.

Sli¢ne vrednosti su dobijene i u prethodnim studijama (Deighton et al., 2000;
Bermudez-Soto i Tomas-Barberan, 2004; Piljac-Zegarac et al., 2009; Fu et al., 2011;
Miiller et al., 2010; Piljac-Zegarac i Samec, 2011; Bordonaba i Terry, 2012; Raji¢ et al.,
2012).

Ispitivajuéi antioksidativnost plodova razlic¢itih sorti kupina i borovnica, doslo se
do zakljucka da su divlje borovnice imale najveci sadrzaj ukupnih polifenola i ukupnih
antocijana, dok su najviSe FRAP vrednosti dobijene kod divlje kupine (Koca i
Karadeniz, 2009). Kod crvenog voca antocijani ¢ine znacajan deo polifenolnih
jedinjenja, ipak, visokom antioksidativnom kapacitetu plodova voéa i njihovih
preradevina znacajno doprinosi visok sadrzaj vitamina C, kojeg ima najvise u zelenim
plodovima, dok njegov sadrzaj opada sa sazrevanjem (Moyer et al., 2002a; Rubinskiene
et al., 2008).

Ispitivajuci bistre, mutne i kasaste sokove razlicitih sorti jagode, pokazalo se da
su kaSasti i mutni sokovi imali bolje FRAP vrednosti u odnosu na bistre sokove, a da je
Cuvanje sokova na nizim temperaturama povoljno uticalo na o¢uvanje antioksidativnog

kapaciteta (Oszmiafiski i Wojdyto, 2009).

106



Rezultati i diskusija Jasmina R. Rajié

5.1.6. Uticaj tehnoloskih postupaka proizvodnje na sadrzaj fenolnih
jedinjenja u vo¢nim sokovima (LC/MS analiza)

U voénim sokovima odredivana je kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih
jedinjenja, metodom te¢ne hromatografije, a rezultati analiza prikazani su u tabelama 13
do 26. Identifikovano je i kvantifikovano ukupno 14 fenolnih jedinjenja, i to: fenolne
kiseline (p-hidroksibenzoeva, protokatehinska, galna, elaginska, p-kumarinska,
kofeinska, ferulinska i hlorogenska kiselina) i flavonoidi (kempferol, kvercetin,
miricetin, rutin, katehin i epikatehin).

p-Hidroksibenzoeva Kiselina je u malim koli¢inama kvantifikovana u vo¢nim

sokovima jagode, maline, kupine, crvene ribizle i vi$nje (tabela 13).

Tabela 13. Sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline u uzorcima voénih sokova

p-Hidroksibenzoeva kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 1,3620,00e 3,06+0,00° 1,73+0,01°
malina 0,22+0,01l 2,83+0,02° 0,51+0,01/
kupina 0,66+0,02i 1,47+0,03° 0,38+0,03“
visnja 1,03+0,03g 1,08+0,05" 0,86+0,07"
borovnica 0,08+0,01n 0,360,04 0,08+0,01"
crvena ribizla 0,60+0,03i,j 1,14+0,04 0,81+0,06"
crna ribizla 0,12+0,01m,n 0,79+0,05" 0,20+0,02""

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
*Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Enzimirani sokovi (II postupak) su pokazali znacajno viSe vrednosti u sadrzaju
p-hidroksibenzoeve kiseline u odnosu na hladno cedene (I postupak) i pasterizovane (I11
postupak) (tabela 13). Aalto et al. (1953) su dosli do zaklju¢ka da se estri p-
hidroksibenzoeve kiseline mogu Koristiti kao konzervansi u prehrambenoj industriji, a
proizvodi koji sadrze znacajnu koncentraciju ovog jedinjenja mogu imati potencijalni
konzerviSu¢i efekat.

Sadrzaj pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja nije jedini uslov za antioksidativni
kapacitet i mogucu zdravstvenu korisnost. Pored njihovog ukupnog sadrzaja, tip
fenolnih jedinjenja koji je zastupljen u sokovima predstavlja vazan faktor
antioksidativnog kapaciteta sokova (Satué-Garcia et al., 1997; Stajci¢ et al., 2012).
Dobra korelacija je dobijena u istrazivanju Mendiola et al. (2008), uporedivanjem
sadrzaja ukupnih fenola sa zbirom ukupnih fenolnih jedinjenja dobijenih primenom

predlozene HPLC metode, a zakljucuje se da glavna fenolna jedinjenja utiCu i na
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antioksidativni potencijal. Osnovna karakteristika svih polifenola je prisustvo jednog ili
viSe hidroksilovanih aromati¢nih prstena. Antiokidativni kapacitet obi¢no se povecava
sa povecanjem broja hidroksilnih grupa , &ije je svojstvo neutralizacija slobodnih
radikala (Rice-Evans et al., 1997; Fukumoto i Mazza, 2000; Villafio et al., 2007).
Najvisi sadrzaj protokatehinske kiseline je dobijen kod enzimiranih voénih
sokova borovnice (26,25 mg/l), kupine, maline i viSnje, dok su se ove vrednosti

znacajno smanjile kod pasterizovanih sokova od ovog voca (tabela 14).

Tabela 14. Sadrzaj protokatehinske kiseline u uzorcima voénih sokova

Protokatehinska kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 0,18+0,00" 0,23+0,00 0,16+0,01"
malina 1,62+0,01/ 15,22+0,08" 3,01+0,02"
kupina 3,86+0,06° 21,14+0,08" 9,31+0,08"
visnja 2,29+0,01' 13,04+0,09° 3,50+0,24%"
borovnica 20,07+0,29° 26,25+0,63 21,1140,49"
crvena ribizla 1,61+0,04" 1,74+0,04" 1,71+0,04"
crna ribizla 0,66+0,03" 1,94+0,06" 1,56+0,05’

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Medu hladno cedenim i pasterizovanim sokovima, po sadrZaju ove kiseline se
izdvojio sok borovnice (tabela 14).

Najvise koncentracija fenolnih jedinjenja visnje, ali i plodova drugog voca
pronadena je u pokozici (Chaovanalikit i Wrolstad, 2004a; Chaovanalikit i Wrolstad,
2004b), pa se zakljucuje da bi enzimi i poviSena temperature mogli imati pozitivan
uticaj na bolju ekstrakciju fenola iz pokozice, Sto se u enzimiranom soku vis$nje
pokazalo ve¢om ekstrakcijom protokatehinske, kofeinske i p-kumarinske kiseline, kao i
katehina, epikatehina i rutina (slika 4, tabele 14, 17, 18, 24-26).

Nile i Park (2014) isti¢u visok antioksidativni potencijal galne kiseline, koji je
Cak tri puta visi od antioksidativnog potencijala vitamina C. Galna kiselina (sa tri
hidroksilne grupe) i1 njeni derivati predstavljaju snazne antioksidanse, pa se moZze
zakljuciti da su pri antioksidativnom delovanju primaoci elektrona sve tri hidroksilne

grupe (Rice-Evans et al., 1997; Nile i Park, 2014).
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Sadrzaj galne kiseline u eksperimentalno dobijenim voénim sokovima prikazan

je u tabeli 15.

Tabela 15. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima voénih sokova

Voéni sokovi

Galna kiselina (mg/l)

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 1,80+0,01' 17,54+0,01° 6,01+0,01/
malina 2,750,01%! 8,57+0,01' 3,05+0,04*
kupina 21,10+0,16' 47,09+0,33° 23,31+0,19°
visnja 0,22+0,01™ 0,27+0,02™ 0,17+0,02™
borovnica 29,34+0,69° 34,01+0,56° 25,20+0,66°
crvena ribizla 0,19+0,03" 0,34+0,02™ 0,27+0,05™
crna ribizla 2,71+0,37%! 23,78+0,78° 9,69+0,12"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Pokazalo se da su se po visokom sadrzaju galne kiseline isticali voéni sokovi
kupine, borovnice, crne ribizle i jagode. NajviSe vrednosti pokazali su enzimirani
sokovi (II postupak), dok su se pasterizacijom ove vrednosti znac¢ajno smanjile. Od
hladno cedenih sokova (I postupak) najvise galne kiseline je identifikovano u sokovima
borovnice i kupine. Sadrzaj galne kiseline bio je najvi$i u enzimiranom soku kupine
(47,09 mg/l) (tabela 15). Do nastanka galne kiseline moglo je do¢i i razlaganjem tanina.
U ranijim studijama su, takode, u plodu kupine pronadene galna, kao i kofeinska, p-
kumarinska, ferulinska i elaginska kiselina (Sellappan et al., 2002). Ova kiselina moze
nastati hidrolizom tanina, estara galne kiseline flavan-3-ola (Rentzsch et al., 2009).

Dokazano je da elaginska Kiselina deluje izuzetno povoljno na zdravlje . Ona
moze da deluje citotoksi¢no i antiproliferativno i da izaziva smrt celi ja karcinoma

(Losso et al., 2006). Sadrzaj ove kiseline u voénim sokovima prikazan je u tabeli 16.

Tabela 16. Sadrzaj elaginske kiseline u uzorcima vo¢nih sokova

Elaginska kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 10,54+0,01° 20,12+0,01° 13,1620,01'
malina 44,62+0,27° 43,67+0,52° 22,40+0,32°
kupina 8,44+0,05" 28,76+0,26° 12,790,19
vi§nja I I 0,14+0,02'
borovnica 0,15+0,02' 0,12+0,01' 0,23+0,01'
crvena ribizla / / I
crnaribizla / / 0,13+0,02'

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obelezene razligitim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.
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Elaginske kiseline bilo je najviSe u soku maline, i to hladno cedenom (44,62
mg/l), zatim enzimiranom, a upola manje u pasterizovanom soku (tabela 16).

Enzimirani sokovi kupine i jagode isticali su se visokim sadrzajem elaginske
kiseline, koji se smanjio pasterizacijom, ali je dobijena vrednost jos uvek bila visa nego
vrednost dobijena kod hladno cedenih sokova, ovih vo¢nih vrsta. Dominantna fenolna
kiselina, i fenolno jedinjenje uopste, kod hladno cedenog, kao i pasterizovanog soka
jagode (slika 1.1), bila je elaginska kiselina, $to potvrduju i ranija istrazivanja (Tulipani
et al., 2008). Tulipani et al. (2008) istakli su elaginsku kiselinu i pelargonidin-3-
glukozid kao dominantna fenolna jedinjenja u plodovima jagode, kao i njihov doprinos,
zajedno sa vitaminom C, antioksidativnosti ovog ploda. U crnoj ribizli detektovane su
elaginska, ferulinska, kofeinska, p-hidroksibenzoeva kiselina (Hékkinen et al., 1999;
Maatta-Riihinen et al., 2004; Jakobek et al., 2007b). Pojedine studije pokazale su da je
elaginska kiselina najzastupljenija fenolna kiselina u plodu kupine, gde je jako vezana
za Celijske zidove, dok se najvisi sadrzaj navedene kiseline nalazi u semenu kostica (De
Ancos et al., 2000; Siriwoharn i Wrolstad, 2004). Ranija istrazivanja pokazala su
prisustvo ove fenolne kiseline u plodovima jagode i maline (Hakkinen et al., 1999;
Vattem i Shetty, 2005). Medutim, navodi se da sazrevanjem ploda jagode dolazi do
opadanja sadrzaja elaginske kiseline (Maas et al., 2002).

Elaginska kiselina je u plodovima jagodastog i kosticavog voca manje
rasprostranjena u slobodnom obliku, obi¢no se nalazi vazana, u obliku glikozida ili
elagitanina (Hékkinen et al., 1999; Mili¢ et al., 2000; da Silva Pinto et al., 2008).
Prilikom kiselinske hidrolize, elagitanini se razlaZzu 1 na taj nacin moZe se osloboditi
elaginska kiselina (Beattie et al., 2005; Bakkalbasi et al., 2009). U plodu maline kao
domininantna jednjenja pronadeni su flavonoidi, elagitanini i fenolne Kkiseline
(K&hkonen et al., 2001; Zhao, 2007). U plodovima jagodastog (maline, kupine, jagode)
I jezgrastog voca (orah, leska) identifikovani su elagitanini i njihovi derivati (Koponen
et al., 2007).

Zanimljiva je cinjenica da je u hladno cedenom soku maline pronadena
statisticki znacajno visa koncentracija elaginske kiseline u odnosu na enzimirani sok
(tabela 16). Ovo je najvisa vrednost fenolnog jedinjenja, u hladno cedenom soku

maline, kao i u ostalim sokovima maline (slika 1.2). Enzimiranjem se smanjio sadrzaj

110



Rezultati i diskusija Jasmina R. Rajié

elaginske kiseline u soku, jer se najverovatnije pod uticajem visoke temperature
delimi¢no degradirala, a pasterizacija je dodatno uticala na degradaciju ove kiseline.
Sadrzaj p-kumarinske Kiseline bio je najvisi kod enzimiranih sokova borovnice

(66,93 mg/l) i visnje (51,56 mg/l), a zatim jagode i maline (tabela 17).

Tabela 17. Sadrzaj p-kumarinske Kiseline u uzorcima vo¢nih sokova

p-Kumarinska kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 5,15+0,01" 24,98+0,01° 12,67+0,01
malina 0,81+0,01"™" 16,81%0,02° 4,3620,07"
kupina / 4,51+0,06" 54,40+0,16"
visnja 0,35+0,02™" 51,560,51° 3,53+0,15'
borovnica 1,76+0,22' 66,930,95° 6,73+0,619
crvena ribizla 0,32+0,03" 1,19+0,03“'™ 1,450,07
crna ribizla 0,25+0,03" 2,48+0,07 2,39+0,04’

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Najzastupljenija fenolna kiselina u voénim sokovima kupine je p-kumarinska
kiselina (slika 1.3). Pasterizacija je znacajno smanjila sadrzaj p-kumarinske kiseline. Od
pasterizovanih sokova, jedino je sok kupine pokazao znacajno vise vrednosti, u odnosu
na enzimirani sok, pre termickog tretmana (54,40 mg/l). Kod hladno cedenih sokova
sok jagode je pokazao najviSu koncentraciju ove fenolne kiseline (tabela 17). U
enzimiranom soku jagode dominantno fenolno jedinjenje je p-kumarinska kiselina, koje
je kvantifikovano u koli¢ini od 24,98 mg/l (slika 1.1). U ranijim studijama takode se
navode, kao dominantno zastupljene fenolne kiseline u plodu jagode, elaginska i p-
kumarinska kiselina (Hakkinen et al., 1999; Jakobek et al., 2007b; Hakkinen i Torronen,
2000; Milivojevi¢ et al., 2011). Takode je u plodovima vi$nje, borovnice i crne ribizle
p-kumarinska kiselina pronadena kao dominantno fenolno jedinjenje (Hakkinen et al.,
1999; Maétta-Riihinen et al., 2004; Jakobek et al., 2007b), §to se nije pokazalo u
eksperimentalnim sokovima od ovih voénih vrsta.

Kofeinska kiselina je u biljnom svetu najzastupljenija fenolna kiselina (Pereira
et al., 2009; Dai i Mumper, 2010).
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Narocito visoke vrednosti kofeinske kiseline pronadene su u enzimiranom soku

borovnice (91,98 mg/l) i visnje (73,27 mg/l), zatim crne ribizle i maline (tabela 18).

Tabela 18. Sadrzaj kofeinske kiseline u uzorcima voénih sokova

Voéni sokovi

Kofeinska kiselina (mg/l)

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 0,77+0,00°! 1,50+0,01" 0,70+0,00"!
malina 1,43+0,01" 28,71+0,07" 6,53+0,02"
kupina / 7,13%0,10" 2,32+0,01'
vi§nja 0,37+0,02%' 73,2740,71° 8,46+0,41°
borovnica 0,15+0,01"*' 91,98+1,21° 5,67+0,08%"
crvena ribizla 0,27+0,01*! 1,08+0,07"* 0,96+0,05""
crna ribizla 0,77+0,08"! 32,78+0,23° 5,36+0,07"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statistiCki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Primena termickog tretmana doprinelo je znacajnom smanjenju ove vrednosti. U
hladno cedenim sokovima (II postupak) su pronadene izuzetno niske koncentracije
kofeinske kiseline. Ova kiselina detektovana je kao dominantna fenolna kiselina u
crvenoj ribizli, a kvantifikovane su jos i p-kumarinska i p-hidroksibenzoeva kiselina
(Jakobek et al., 2007b), dok u ispitivanim sokovima crvene ribizle nisu pronadene
znacajne koli¢ine ove kiseline.

Ferulinska kiselina nije identifikovana u hladno cedenim voénim sokovima (I
postupak), dok su male koli¢ine pronadene u enzimiranim sokovima (II postupak) u
sokovima odmaline i kupine, dok je kod ostalih uzoraka bila detektovana u tragovima,

ili nije nije detektovana uopSte (tabela 19).

Tabela 19. Sadrzaj ferulinske kiseline u uzorcima voénih sokova

Ferulinska kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / 0,18+0,00¢ /
malina / 3,68+0,01° 0,99+0,01°
kupina / 1,14+0,01° 0,37+0,03°
vi§nja / / /
borovnica / 0,33+0,02 /
crvena ribizla / / /
crna ribizla / 0,59+0,03" /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.
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Ranija istrazivanja pokazuju da fenolne Kkiseline (elaginska, galna,
protokatehinska, kofeinska, p-kumarinska i ferulinska kiselina) ¢ine veliki deo fenolnog
sadrzaja plodova jagode, kupine i maline (Milivojevi¢ et al., 2011). U plodovima visnje,
borovnice i crne ribizle od fenolnih kiselina pronadene su ferulinska, p-kumarinska,
kofeinska, elaginska kiselina (Hakkinen et al., 1999; Maéatta-Riihinen et al., 2004;
Jakobek et al., 2007b). Hakkinen et al., (1999) su u jagodastom voc¢u detektovali
odabrane hidroksicinaminske Kiseline (p-kumarinsku, kofeinsku i ferulinsku) i
hidroksibenzoeve kiseline (p-hidroksibenzoevu, galnu i elaginsku kiselinu).

Izuzetno visoke vrednosti hlorogenske kiseline pronadene su kod uzoraka
pasterizovanih sokova borovnice i visnje (280,71 mg/l i 130,68 mg/l, respektivno)
(tabela 20).

Tabela 20. Sadrzaj hlorogenske kiseline u uzorcima vo¢nih sokova

Hlorogenska Kiselina (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / 0,17+0,00° 0,18+0,00°
malina / / /
kupina / / /
visnja 58,43+0,53° 1,66+0,05° 130,68+1,06"
borovnica 1,66+0,09° 34,89+0,82¢ 280,71%3,29°
crvenaribizla / / /
crna ribizla / / 0,13+0,02°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
*Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Hlorogenska kiselina je najzastupljenije fenolno jedinjenje u voénim sokovim
visnje i borovnice (Slike 1.4 i 1.5). Zanimljivo je da je kod enzimiranih voénih sokova
viSnje 1 borovnice pronadena niza vrednost sadrzaja ove fenolne kiseline, u odnosu na
njen visok sadrZaj u pasterizovanom soku (posebno kod soka viSnje, gde je vrednost
gotovo 80 puta niza), pa se moze predpostaviti da je doSlo do njenog naknadnog
formiranja kao posledica termickog tretmana (tabela 20). Takode relativno visoke
vrednosti ove kiseline su pronadene u hladno cedenom soku visnje (58,43mg/l). U
plodu visnje je, takode, pronadena hlorogenska kiselina, ali dominantna fenolna
jedinjenja bili su derivati cijanidina i peonidina. Pored njih u ovom plodu detektovani su
I neohlorogenska kiselina, derivati p-kumarinske kiseline, zatim glikozidi kvercetina,

kaempferola i izoramnetina (Kim et al., 2005).

113



Rezultati i diskusija Jasmina R. Rajié

Isto tako, prisustvo hlorogenske kiseline u enzimiraniom soku borovnice, za
razliku od hladno cedenog soka, potvrduje ¢injenicu da enzimiranje omogucéava bolju
elkstrakciju polifenolnih jedinjenja iz vocéa (pre svega pokozice) u sok (Cosgrove, 2005;
Buchert et al., 2005).

Hlorogenska kiselina, estar kofeinske i hininske kiseline, izrazito gorkog ukusa,
glavno je fenolno jedinjenje u svezem zrnu kafe, od koje se pri przenju kafe, formira
mnostvo razli¢itih proizvoda, od kojih svaki uti¢e na ukus kafe (Olthof et al., 2003).
Pokazalo se da su hlorogenska kiselina i rutin relativno stabilni tokom grejanja na
100°C. Iako se razlazu na 180°C, neki proizvodi razlaganja su i dalje zadrzavali
sposobnost uklanjanja slobodnih radikala. Pored toga, pokazano je da hlorogenska
kiselina $titi rutin od razlaganja zagrevanjem, verovatno zbog Ccinjenice da je
hlorogenska kiselina estar, pa se iz tog razloga lakse raszlaze od rutina (Murakami et al.,
2004).

Sadrzaj kempferola u sokovima prikazan je u tabeli 21.

Tabela 21. Sadrzaj kempferola u uzorcima vo¢nih sokova

Kempferol (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 0,01+0,00™ 0,33+0,01" 0,15+0,01°
malina / 0,25+0,03¢ 0,04+0,01%"
kupina 0,01+0,00™ 0,30+0,02°° 0,04+0,00%"'
visnja 0,04%0,01%" 0,08+0,03"9 0,01+0,00™
borovnica / 0,26+0,04°* 0,10+0,01'
crvena ribizla 0,06+0,00"%" 0,01+0,00' /
crna ribizla 0,05+0,01"¢"" 0,39+0,03 0,15+0,01°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

U vo¢nim sokovima kempferola je bilo u tragovima (tabela 21).

Narocito visoke vrednosti sadrzaja kvercetina kvantifikovane su u enzimiranom
soku borovnice (75,38 mg/l), koje su znadajno opale pasterizacijom (tabela 22). Sto
potvrduju i ranija istrazivanja, koja su pokazala prisustvo kvercetina u borovnici,
crvenoj i crnoj ribizli (Hakkinen et al., 1999). U plodu borovnice kao dominantni
flavonol detektovan je kvercetin, a pronadeni su i miricetin i kaempferol (Jakobek et al.,
2007b).

Visok sadrzaj kvercetina pokazali su enzimirani sokovi maline, kupine i crne

ribizle, ¢ija se vrednost smanjila pasterizacijom.
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Kod hladno cedenih sokova kvercetin je pronaden i kod crvene ribizle, visnje,

kupine, crne ribizle (tabela 22).

Tabela 22. Sadrzaj kvercetina u uzorcima voénih sokova

Kvercetin (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / 0,99+0,00 /
malina 0,42+0,01"' 23,42+0,31° 2,65+0,02
kupina 3,48+0,03" 16,11+0,08° 5,84+0,04'
visnja 4,75+0,04° 3,01+0,08" 0,45+0,05*"'
borovnica / 75,38+0,88° 13,19+0,52¢
crvena ribizla 4,18+0,229" / /
crna ribizla 2,45%0,06' 7,66+0,31° 5,6420,06'

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statistiCki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Chaovanalikit i Wrolstad (2004a) su pokazali da su flavanoli glavna klasa
fenolnih jedinjenja u vis$nji, medutim, pokazalo se da su jedino male koli¢ine kvercetina
pronadene u hladno cedenom i znacajno manje u enzimiranom soku visnje (slika 1.4,
tabela 23). Imajuc¢i u vidu veliko variranje u sadrzaju ovih jedinjenja, koje moze biti
posledica agroekoloskih uslova, sortimenta i vremena berbe moze se pretpostaviti da je
visoka koncentracija fenolnih jedinjenja zaostala u tropu nakon cedenja, ali se moZze
zakljuciti da je moglo do¢i do degradacije fenolnih jedinjenja pod uticajem poviSenih
temperatura (Niketi¢-Aleksi¢, 1982; Vukosavljevi¢, 2006; Lopes da Silva et al., 2007,
Mateus i de Freitas, 2009).

Miricetin je pronaden samo u sokovima borovnice i crne ribizle, i to najvise kod

enzimiranih (II postupak), dok su pasterizacijom opale vrednosti sadrZzaja miricetina
(tabela 23).

Tabela 23. Sadrzaj miricetina u uzorcima voénih sokova

Miricetin (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / / /
malina / / /
kupina / / /
vi§nja / / /
borovnica / 10,89+0,44° 6,96+0,85°
crvenaribizla / / /
crna ribizla 2,84+0,04° 7,22+0,44° 9,45+0,09"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.
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Ovu vrstu flavonola imao je od hladno cedenih sokova (I postupak) jedino sok
crne ribizle (tabela 23).

Nizak sadrzaj flavonola, posebno miricetina i kempferola, pronaden u voénim
sokovima verovatno je povezan sa ¢injenicom da se flavonoidi retko u prirodi javljaju
kao slobodni, ve¢ se najcesce srecu u obliku glikozida, tj. aglikona vezanog za Secer
(Mili¢ et al., 2000). U plodu crne ribizle su od flavonola detektovani kvercetin i
kempferol (Hakkinen et al., 1999; Maatta-Riihinen et al., 2004; Jakobek et al., 2007b).

U plodu crvene ribizle detektovani su flavonoli: kvercetin, zatim miricetin i
kempferol (Jakobek et al., 2007b), dok je u eksperimentalnim sokovima crvene ribizle
prisutan bio jedino kvercetin, i to u hladno cedenom soku (slika 1.6).

Prisustvo flavonola i vecine fenolnih kiselina u soku crne ribizle je prikazano i u
istrazivanju Torronen et al. (2012), a takode i Hékkinen et al. (1999) su u jagodastom
voc¢u od flavonoida detektovali odabrane flavonole (kaempferol, kvercetin, miricetin).
Heinonen et al. (1998) istakli su prisustvo flavonola u borovnicama, a u
eksperimentalnim sokovima bili su prisutni jedino kvercetin i manje koli¢ine miricetina,
i to u enzimiranim i pasterizovanim sokovima (Il i 11l postupak) (slika 1.5, tabele 22 i
23).

U ranijim istrazivanjima su pored fenolnih kiselina, u plodovima jagode i
borovnice, u manjim koncentracijama, identifikovani i kvantifikovani i flavonoidi, i to
flavonoli: kvercetin, miricetin, kempferol (Hakkinen et al., 1999; Héakkinen i Torronen,
2000; Jakobek et al., 2007b; Milivojevi¢ et al., 2011). Oni su dosli do zakljucka da visi
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja imaju plodovi borovnice u odnosu na jagodu, Sto se
pokazalo i u eksperimentalnim sokovima borovnice i jagode. U fenolnim profilima u
bobicama primecene su znacajne razlike, sa odredenim sli¢nostima unutar porodica i
rodova. Glavno fenolno jedinjenje analizirano u rodu Vaccinium bio je kvercetin. U
uzorcima soka jagode nisu identifikovani katehin, rutin i miricetin dok su kvercetin i
kempferol pronadeni u tragovima. Medutim, utvrdeno je da tokom ¢uvanjem na niskim

temperaturama do -20°C, sadrzaj ovih jedinjenja opada (Hakkinen et al., 1999).
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Po visokom sadrzaju rutina isticao se narocito enzimirani sok crne ribizle
(100,18 mgl/l), zatim i enzimirani sok crvene ribizle, ali i njihovi pasterizovani sokovi,

sa statisticki zna¢ajno (p< 0,05) nizim vrednostima od nepasterizovanih (tabela 24).

Tabela 24. Sadrzaj rutina u uzorcima voénih sokova

- . Rutin (mg/l)
Vocni sokovi | postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / / /
malina / / /
kupina I 6,94+0,13° 6,98+0,20°
visnja 1,69+0,02' 26,83+0,39' 47,94+0,95
borovnica / 6,89+0,43° /
crvena ribizla 6,15+0,29%" 55,64+0,61° 41,45+1,23°
crna ribizla 4,44+0,06" 100,18+2,19° 94,20+1,32°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisticki znacéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

U ovim sokovima, rutin je detektovan kao dominantno fenolno jedinjenje (slike
1.6 i 1.7). Rutin je pronaden i u enzimiranim vo¢nim sokovima kupine i borovnice
(tabela 24). Pasterizovani vo¢ni sok viSnje imao je takode izuzetno visoke vrednosti
sadrzaja rutina (47,94 mg/l), gotovo duplo viSe od nepasterizovanog soka. MoZe se
pretpostaviti da je doslo do njegovog naknadnog nastanka tokom termickog tretmana.
Niske vrednosti sadrzaja rutina imali su i sokovi crvene 1 crne ribizle, kao 1 borovnice,
bez enzimskog tretmana. Chaovanalikit i Wrolstad (2004a) navode da su pri preradi i
skladistenju flavonol glikozidi prili¢no stabilni, §to je potvrdeno i u eksperimentalnim
uzorcima kupine, vi$nje, crvene i crne ribizle (tabela 24).

Katehin nije pronaden u pasterizovanim sokovima (I11 postupak), kao i u vecini

sokova dobijenih primenom druga dva tehnoloska postupka (I i 11 postupka) (tabela 25).

Tabela 25. Sadrzaj katehina u uzorcima voc¢nih sokova

Katehin (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda / / /
malina / / /
kupina 3,13+0,06° / /
visnja / 28,06+0,39° /
borovnica / 6,21+0,54° /
crvenaribizla / / /
crnaribizla / / /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.
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Visoku koncentraciju katehina sadrzao je enzimirani sok visnje (28,06 mg/l), a
nizu enzimirani sok borovnice i hladno cedeni sok kupine. Prisustvo flavonoida
(katehin, epikatehin, miricetin, kvercetin 1 kempferol) potvrdeno je u plodovima
borovnice i kupine (Sellapan et al., 2002).

Najzastupljenije fenolno jedinjenje pronadeno u uzorcima soka kupine bio je
epikatehin (slika 1.3).

Tabela 26. Sadrzaj epikatehina u uzorcima voénih sokova

Epikatehin (mg/l)

Voéni sokovi

| postupak Il postupak 111 postupak
jagoda 0,10+0,00" 0,18+0,00"™ 0,18+0,00"™
malina 1,38+0,01" 2,33+0,029" 2,20+0,01%"
kupina / 71,96+0,85" 79,40+0,54°
visnja 24,74+0,42° 46,38+0,44° 55,97+0,51°
borovnica 1,29+0,09" 2,71+0,27" 3,56+0,15'
crvena ribizla 0,55+0,03%"™ 0,58+0,02%!™ 0,530,06%"™
crna ribizla 1,07+0,06"" 1,62+0,06™" 1,78+0,07™"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obeleZene razliGitim slovima se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema Tukey-evom
HSD testu.

Sadrzaj epikatehina je bio posebno visok kod pasterizovanog soka kupine
(79,40 mg/1), dok je njegova vrednost bila nesto niza kod soka visnje (tabela 26). Ove
vrednosti bile su zna€ajno viSe u odnosu na ove enzimirane sokove bez termickog
tretmana. Od svih jagodastih voénih vrsta plod kupine se odlikuje najveéim
antioksidativnim potencijalom (Pellegrini et al., 2003), a za to su odgovorni flavonoidi i
fenolne kiseline, kojih ima najvise u pokozici ploda (Szajdek i Borowska, 2008).

Od hladno cedenih sokova (I postupak), sok viSnje se izdvajao od ostalih po
visokom sadrzaju epikatehina (24,74 mg/1) (tabela 26). Heinonen et al. (1998) istakli su
prisustvo flavan-3-ola u malini, a epikatehin se navodi kao dominantni flavanol ploda
maline (Mé&atta-Riihinen et al., 2004), koji je u sva tri uzorka soka maline pronaden u
vrlo malim koli¢inama. Takode, Rumpunen et al. (2012) navode da plodovi ribizle
sadrze dosta katehina i epikatehina, $to nije potvrdeno u eksperimentalnim sokovima.

Generalno, moze se zakljuciti da su proizvedeni voéni sokovi bili izuzetno
bogati u sadrzaju fenolnih kiselina i flavonoida, i kao takvi bi se mogli konzumiratii
kao namirnice, koje bi mogle imati i protektivno dejstvo na zdravlje potrosaca, jer je
dokazano da se fenolna jedinjenja prisutna u plodovima jagodastog i kosticavog voca
antiinflamatornim i

odlikuju antioksidativnim, antikancerogenim,
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antineurodegenerativnim svojstvima (Seeram et al., 2006; i Seeram, 2008). Dominantna
fenolna jedinjenja pronadena u proizvedenim voénim sokovima bili su hlorogenska,
kofeinska, p-kumarinska i galna kiselina, rutin, kvercetin i epikatehin. Enzimirani
sokovi (Il postupak) pokazali su najbolje vrednosti za vecinu ispitanin parametara
kvaliteta, dok su nesto nize vrednosti dobijene kod pasterizovanih sokova (llI
postupak). Hladno cedeni sokovi (I postupak) su pokazali najslabiju ekstrakciju fenolnih
jedinjenja, a takode su i posedovali najnize vrednosti antioksidativnog potencijala u
odnosu na druga dva tehnoloska postupka proizvodnje, ali kada bi se uporedili sa
drugom hranom i pi¢ima moglo bi se zakljuciti da su i ovi sokovi posedovali visoke

vrednosti svih parametara kvaliteta (Scalbert i Williamson, 2000; Bordevi¢, 2016).

5.1.7. Odabir i karakterizacija ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja

Cilj ovog dela istrazivanja je bio da se meSanjem eksperimentalno proizvedenih
vo¢nih sokova od jagodastog i kosticavog voca dobije polazna mesavina (PM) vo¢nog
soka u koju su dodavani ekstrakti razli¢itog lekovitog i aromati¢nog bilja, kako bi se
senzornom analizom odabralo ono bilje koje je sa njom dalo harmoni¢na i prijatna
senzorna svojstava. Takode, pri odabiru bilja vodilo se ratuna da ono poseduje vec
dokazana pozitivna svojstva na zdravlje potrosaca.

Preliminarna senzorna analiza biljnih ekstrakata vrSena je od strane deset
obucenih ocenjivaca. To su bile osobe ¢ije su sklonosti i sposobnosti za ispitivanje i
ocenjivanje dokazane, ali koje su imale i obaveznu prethodnu edukaciju i upoznavanje

sa osnovnom tehnologijom proizvodnje bezalkoholnih pica.

Na bazi senzorne analize izabrano je 14 ekstrakata, koji su dalje analizirani
koris¢eni u eksperimentima za spravljanje finalnih bezalkoholnih pi¢a. Lekovito i
aromati¢no bilje koje je koris¢eno u eksperimentu bilo je: Echinaceae herba (herba
ehinacee), Chamomillae flos (cvast kamilice), Sambuci flos (cvet zove), Urticae folium
(list koprive), Cynosbati fructus (plod Sipurka), Melissae folium (list mati¢njaka),
Aronia fructus (plod aronije), Equiseti herba (herba rastavi¢a), Fagopyri herba (herba
heljde), Sophorae flos (cvet japanskog bagrema), Leonuri herba (herba srdacice),
Foenugraeci semen (gréko seme), Teucrii montani herba (herba trave ive) i Serpylli

herba (herba majkine dusice).
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Za senzornu analizu biljnih ekstrakata spravljeno je bezalkoholno piée koje je
sadrzalo 5% ispitivanih biljnih ekstrakata (dobijenih perkolacijom u 50% vodeno-
etanolnom rastvoru), i 95% mesSavine voénih sokova — PM (30% soka jabuke, i po
10% sokova jagode, visnje, maline, kupine, borovnice, crvene ribizle i crne
ribizle). Ovakav odnos je primenjen sa namerom da, prilikom senzorne analize, do
izrazaja dodu karakteristiCna svojstva svakog pojedina¢nog biljnog ekstrakta, dok je
mesSavina vo¢nih sokova, izabrana tako da ima isti udeo svakog ispitivanog vo¢nog
soka i 30% soka jabuke. Ovo bezalkoholno pice nije dalje analizirano u radu, ve¢ je
samo predstavljalo probni uzorak, za senzornu karakterizaciju i selekciju biljnih
ekstrakata.

Koli¢ina biljnih ekstrakata od 5%, koja je upotrebljena za dobijanje ovog
polaznog pica je bila gotovo desetostruko visa od koncentracije od 0,6%, koja je
kasnije koris¢ena za proizvodnju finalnih bezalkoholnih pi¢a. Ova gotovo desetostruko
visa koncentracija je primenjena, kako bi ocenjiva¢i mogli Sto bolje da prepoznaju
karakteristi¢éne senzorne atribute svakog pojedinacnog bilja. Treba imati u vidu da je u
kasnijem radu ona znaajno smanjivana, kako se ne bi prekoradila maksimalno
dozvoljena koncentracija etanola u finalnim proizvodima, definisana Pravilnikom o
kvalitetu vo¢nih sokova, koncentrisanih vo¢nih sokova, voénih sokova u prahu, vo¢nih
nektara i srodnih proizvoda (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr.,
44/2011i 77/2011).

Kao kontrolna proba, pri senzornoj analizi je koris¢en uzorak polazne
mesavine sokova (PM), bez dodatka biljnih ekstrakata.

Ovaj uzorak je senzorno ocenjen kao prijatan, aromatican, kiselkastog, ali
punog ukusa, sa dominantnim mirisom na jagodu i vis$nju, i ukusom pre svega na
vi$nju, a potom i na jagodu.

Uzorci mesavine voénih sokova (PM) sa 5% ekstrakta nabrojanih lekovitih i

aromati¢nih biljaka su ocenjeni na slede¢i nacin:
1. Echinaceae herba (herba ehinacee) — miris na ehinaceu, ukus na ehinaceu i
voce, nije bas prijatnog UKUSa,;
2. Chamomillae flos (cvast kamilice) — miris na kamilicu, ukus na kamilicu i bilje,
kamilica preovladava i na ukusu i na mirisu;

3. Sambuci flos (cvet zove) — miris na zovu, ukus na kiselo;
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10.
11.

12.

13.

14.

Urticae folium (list koprive) — miris na voce, ukus na voce, veoma prijatan;
Cynosbati fructus (plod Sipka) — miris na ekstrakt bilja, ukus na voce i bilje,
prijatan, osvezavaju¢, ukus bolji od PM bez bilja;

Melissae folium (list mati¢njaka) — miris na bilje, ukus na bilje i voce, prijatna
gorcina, nije kiselo;

Aronia fructus (plod aronije) — miris na bilje i voce, ukus na bilje i voée, boljih
senzornih svojstava od same PM;

Equiseti herba (herba rastavica) - prijatan i miris i ukus;

Fagopyri herba (herba heljde) — prijatan miris i gor¢ina, prihvatljiv;

Sophora flos(cvet sofore) — prijatan miris, ukus pomalo herbalan;

Leonuri herba (herba srdacice) — miris blag, slican kamilici, ukus gorak i
kiselkast;

Foenugraeci semen (gréko seme) — neodreden miris, na ukusu nije prijatan,
podseca na orah;

Teucrium montanum (trava iva) — bez izrazajnog mirisa, asocira na samu PM,
priliéno gorkog ukusa;

Thymus serpyllum (majkina dusica) — prihvatljivivog i prijatnog mirisa i
ukusa,bez gorcine, Kiseo.

Zbog svojih senzornih svojstava (nekompatibilnosti sa PM) iz daljih analiza su

isklju€eni ekstrakti lekovitog bilja, sa slede¢im karakteristikama:

Foenicum vulgare (plod moraca) — izuzetno herbalan miris, gorkog i herbalnog
ukusa, koji dominira;

Olivae folium (list masline) — miris i ukus na maslinu, gor¢i, losiji od svih
ostalih;

Menthae piperitae folium (list pitome nane) — miris na nanu, ukus gorak,
neprihvatljiv;

Tiliae flos (cvet lipe) — miris i ukus na lipu i bilje, nije harmonican sa PM.

5.1.7.1. Proizvodnja meSavina ekstrakata aromati¢nog i lekovitog bilja

Slede¢i cilj je bio da se proizvedu tri razlicite kombinacije biljnih ektrakata,

poznatih fizioloskih svojstva, ciljanih za specifi¢ne grupe potrosaca, sa prihvatljivim

senzornim osobinama.
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Prilikom izbora ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja, vodilo se racuna da
ukupni efekat proizvedenih finalnih napitaka na zdravlje potencijalnih potrosaca bude
takav da pozitivno deluje na: ubrzanje metabolizma $to dovodi do smanjenja telesne
tezine (finalni napitakn — “Fit”), zaStitu kardiovaskularnog sistema (finalni napitak —
“Kardio”) i jacanje otpornosti organizma (finalni napitak — “Imuno”).

U cilju dobijanja potencijalno funkcionalnih kombinacija ekstrakata lekovitog i
aromati¢nog bilja (K1, K2 i K3), kombinovani su oni ekstrakti biljaka, ¢ija su
potencijalno funkcionalna i korisna fizioloSka svojstva bila sledeca:

1. Povoljan uticaj na organe gastrointestinalnog trakta, poboljSan promet materija —
metabolizam u organizmu u smislu pojacanog procesa eliminacije diurezom i
defekacijom, izbacivanje S$tetnih materija iz organizma, odrzavanje dobre
kondicije i opste opustajuce dejstvo (kombinacija biljnih ekstrakata K1);

2. Blagotvoran uticaj na zastitu i jacanje kardiovaskularnog sistema ljudi, kardio
opustajuce dejstvo, poboljsanje krvne slike (kombinacija biljnih ekstrakata K2);

3. Povoljan uticaj na povecanje otpornosti organizma, zastitu od Cestih infekcija i
postizanja opSteg zdravlja (kombinacija biljnih ekstrakata K3).

Navedena funkcionalna svojstva su odabrana jer su gojaznost, kardiovaskularne
tegobe i mnoge bolesti izazvane padom otpornosti organizma najces¢a oboljenja
savremenog doba. Konzumiranjem niskokalori¢nih bezalkoholnih voénih napitaka sa
ekstraktima odgovarajuceg lekovitog i aromati¢nog bilja, moglo bi se povoljno uticati
na navedene tegobe.

Pomenute kombinacije lekovitog i aromati¢nog bilja (K1, K2 i K3) su bile
sledeceg sastava:

1. Kombinacija - K1 - dodavana u finalno bezalkoholno pi¢e “Fit”

Ekstrakti: 25% Sipurak, 25% aronija, 16,67% rastavi¢, 8,33% mati¢njak, 13,34%
kopriva, 8,33% kamilica, 3,33% zova.

2. Kombinacija - K2 - dodavana u finalno bezalkoholno pic¢e “Kardio”

Ekstrakti: 16,66% heljda, 16,67% japanski bagrem, 16,67% aronija, 16,67%
Sipurak, 16,67% kopriva, 8,33% srdacica, 8,33% mati¢njak.

3. Kombinacija - K3 - dodavana u finalno bezalkoholno pic¢e “Imuno”
Ekstrakti: 41,66% aronija, 25% Sipurak, 20% kopriva, 3,33% ehinacea, 3,33%

grcko seme, 3,33% trava iva, 3,33% majkina dusica.
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Na osnovu prikazanog sastava biljnih meSavina, moze se uoc€iti da su u svim
kombinacijama upotrebljeni ekstrakti Sipurka, ploda aronije i lista koprive. Ovi ekstrakti
su izabrani zbog njihovog neutralnog i prijatnog ukusa i mirisa, kao i zbog dokazanih
zdravstvenih efekata. Ekstrakt Sipurka je imao prijatan, osvezavaju¢i miris, ekstrakt
ploda aronije izrazito prijatan i ukus i miris, kao i ekstrakt lista koprive, koji je pokazao
veoma prijatan ukus i isticao vo¢ni miris sokova.

Dokazana su povoljna fizioloskim svojstva herbe mati¢njaka (Bolkent et al.,
2005; Emamghorishi i Talebianpour, 2009) pa je on je zbog toga bio sastojak
kombinacija K1 i K2. Medutm, zbog svoje gorcine, nije bio deo kombinacije K3, jer je
pojacavao izrazenu gorcinu herbe trave ive, koja je iz tih razloga, u meSavinu K3
dodavana u manjoj koli¢ini. Ekstrakt herbe trave ive je dodavan zbog njenih dokazanih
pozitivnih zdravstvenih efekata (Tumbas et al., 2004; Vukovi¢ et al., 2007).

Pored ekstrakata ploda aronije, Sipurka, lista koprive i herbe mati¢njaka, u
kombinaciju K1 (“Fit”) dodavani su oni ekstrakti, koji poseduju pozitivan efekat na
odrzavanje telesne teZine, pojacano izbacivanje Stetnih materija iz organizma i viSka
tecnosti, 1 koji deluju opustajuce. Ova dejstva pokazali su u mnogim istrazivanjima
ekstrakti herbe rastavica sa diureti¢nim delovanjem (Canadanovié-Brunet et al., 2009;
Cetojevi¢-Simin et al., 2010), cveta kamilice sa antiflogisti¢nim (Srivastava i sar., 2010;
Das, 2014) i zove sa dijaforeti¢cnim efektom (Groza et al., 2010; Sidor i Gramza-
Michatowska, 2015). Ekstrakt cveta zove je potencirao ukus i miris cveta kamilice, a s
obzirom na njegov kiselkast miris, dodavan je u maloj koli¢ini.

U kombinaciji biljnih ekstrakata K2 (“Kardio”) pored ekstrakata ploda aronije,
Sipurka, lista koprive i herbe mati¢njaka, dodavani su i ekstrakti potvrdenog ciljanog
dejstva na kardiovaskularni sistem, kao $to su ekstrakti herbe heljde (Huang et al., 2006;
Son et al., 2008), cveta japanskog bagrema (Chen i Hsieh, 2010; Shen et al., 2011) i
herbe srdacice (Liu et al., 2012; Wojtyniak et al., 2012). Herba heljde i cvet japanskog
bagrema su odli¢ni izvori rutina, koji ispoljava, pored mnogih delovanja i dokazano
povoljan efekat na elasti¢nost krvnih sudova. Ekstrakt herbe heljde se odlikovao
prijatnim mirisom i pomalo gorkim ukusom, a ekstrakt cveta japanskog bagrema
prijatnim mirisom i pomalo herbalnim ukusom, koji nije dominirao. Medutim, kod
ekstrakta herbe srdacice kiselkast ukus, koji je uz to posedovao i blagu gorcinu, je

uticao na smanjenje koli¢ine ovog ekstrakta u pomenutoj kombinaciji.
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Ekstrakti koji su upotrebljeni u kombinaciji K3 (“Imuno”) pripremljeni su od:
herbe trave ive (Vukovi¢ et al., 2007) koja je zbog svog dokazanog ciljanog dejstva na
pojacanje apetita zahvaljuju¢i gorkim materijama, dodavana u malim koli¢inama; herbe
ehinacea (See et al., 1997; Percival, 2000), kao imunostimulativna biljna droga, zbog
svog izrazenog mirisa; herba majkine dusice (Horvath et al., 2002) zbog svoje arome i
kiselosti i grcko seme (Czygan et al.,, 2001) zbog znacajnog uticaja na aromu u

kombinaciji sa ispitivanim sokovima.

5.1.8. Odredivanje pH vrednosti i sadrzaja suve materije proizvedenih
ekstrakata

Za ispitivane biljne ekstrakte, pH vrednost i sadrzaj rastvorljive suve materije

prikazani su u tabeli 27

Tabela 27. pH vrednost i sadrzaj suve materije u biljnim ekstraktima

Sadrzaj rastvorljive suve

Biljni ekstrakti pH vrednost materije (%)
Zova 5,79+0,07 25,040,3
Kamilica 5,82+0,12 25,0+0,2
Sipak 4,36+0,08 30,0+0,4
Aronija 4,62+0,05 36,0+0,5
Mati¢njak 5,84+0,11 23,0+0,3
Ehinacea 6,24+0,07 24,5+0,2
Trava iva 5,60+0,06 28,0+0,3
Kopriva 7,19+0,16 22,0+0,1
Grcko seme 6,50+0,14 26,0+0,4
Majkina duSica 5,84+0,11 23,0+0,3
Heljda 5,32+0,08 25,0£0,2
Srdacica 5,71£0,13 27,0£0,3
Rastavié 5,60+0,12 21,0£0,2
Japanski bagrem 6,01+0,07 26,0£0,3
K1 4,71+0,06 28,0+0,4
K2 5,11+0,05 27,5+0,3
K3 4,68+0,06 30,0+0,4

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

pH vrednosti ekstrakata kretala se od 4,36 kod ekstrakta Sipurka, do 7,19 kod
ekstrakta koprive. Kombinacije K1, K2 i K3 pokazale su se kao slabo kisele, sa pH
vrednostima 4,71; 5,11 i 4,68, respektivno (tabela 27).

Sadrzaj suve materije ekstrakata kretao se u granicama od 21% kod ekstrakta
rastavica do 36% kod ekstrakta aronije. Kombinacije K1, K2 i K3 imale su 28,0%;
27,5% i 30,0% suve materije, respektivno.
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5.1.9. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana, ukupnih flavonoida i
ukupnih polifenola u proizvedenim ekstraktima

Sadrzaj ukupnih antocijana, ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola u uzorcima

ekstrakata bilja prikazan je u tabeli 28.

Tabela 28. Sadrzaj ukupnih antocijana, ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola u

uzorcima biljnih ekstrakata

SadrzZaj ukupnih

Sadrzaj ukupnih

Sadrzaj ukupnih

Biljni ekstrakti rr;c;}r;g(r:?gar:;h flavonoida polifenola
(g ch;E 0 (mg QUE/I) (mg GAE/I)
Zova 169,49+ 1,91 11.429,86 + 52,43 8.560,33 £ 25,55
Kamilica 144,61 + 2,03 4.695,42 + 26,02 5.267,54 £ 40,95
Sipak 163,87 £ 2,15 20.076,67 £ 33,33 16.360,66 + 81,97
Aronija 603,25 + 12,67 18.532,50 + 43,30 11.504,92 + 37,56
Mati¢njak 213,91 £ 1,50 28.220,83 + 83,33 13.160,66 + 0,00
Ehinacea 200,39 £ 3,29 5.813,61+£41,11 3.528,96 + 17,06
Trava iva 236,79+ 1,45 29.787,50 + 216,51 24.415,30 + 47,32
Kopriva 233,78 £ 0,77 2.508,67 + 34,64 1.722,13 + 8,20
Grcko seme 205,56 + 1,26 2.417,56 + 25,24 2.797,38 + 39,04
Majkina dusica 249,31 + 2,57 15.076,67 + 33,33 7.424,04+ 9,46
Heljda 419,81 +7,83 10.738,33 + 33,33 8.451,37+ 18,93
Srdacica 184,66 + 0,64 15.565,56 + 83,89 9.768,31+ 75,72
Rastavié¢ 85,08 +1,78 1.676,25 + 16,67 1.034,10 + 1,42
Japanski bagrem 325,96 £ 0,67 11.365,83 + 14,43 15.613,11+ 0,00
K1 180,18 £ 1,90 13.165,00 + 50,00 8.218,03 £ 42,59
K2 253,32 £ 2,02 14.381,67 + 76,38 9.619,67 £ 24,59
K3 239,63 +1,76 15.298,33 + 144,34 9.800,00 + 37,56

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

U ekstraktima lekovitog i aromati¢nog bilja sadrzaj ukupnih monomernih
antocijana kretao se od 85 mg CGE/l, kod ekstrakta rastavi¢a do 603,25 mg CGE/I, kod
ekstrakta aronije (tabela 28). I1zuzetno visoku vrednost od 419,81 mg CGE/I pokazao je i
ekstrakt herbe heljde. Od kombinacija ekstrakata K2 je pokazala najvisi sadrzaj ukupnih
monomernih antocijana u koli¢ini od 253,32 mg CGE/I (tabela 28). Ova kombinacija
pored ekstrakta aronije, sadrzi i ekstrakt heljde, sa visokim vrednostima pomenutog
parametra. Oni su najverovatnije doprineli ovoj vrednosti mesavine K2. Kada se ove
vrednosti uporede sa vrednostima koje su dobijene za pojedinacne voéne sokove, moze
se zakljuciti da su one bile nesto vise od vrednosti dobijenih za sokove jagode i crvene
ribizle. Ostali ispitivani sokovi (maline, kupine, viSnje, borovnice i crne ribizle) imali Su

znacajno visi sadrzaj ukupnih monomernih antocijana (tabela 7).
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Najvisi sadrzaj ukupnih flavonoida pokazao je ekstrakt trave ive i to cak
29.787,50 mg QUE/], zatim ekstrakt mati¢njaka 28.220,83 mg QUE/], dok je najnizi
sadrzaj imao ekstrakt rastavica od 1.676,25 mg QUE/l. Najvisi sadrzaj ukupnih
flavonoida od dobijenih kombinacija ekstrakata imala je kombinacija K3 sa sadrzajem
od 15.298,33 mg QUE/I. Te vrednosti su bile 3 do 4 puta vise od najviseg sadrzaja
flavonoida koji je dobijen u sokovima crne ribizle i borovnice (tabela 8). Kombinacija
K3 sadrzi u sebi 1 ekstrakt trave ive, koji je verovatno doprineo ovoj vrednosti.

Sadrzaj ukupnih polifenola kretao se od 1.034,10 mg GAE/Il, kod ekstrakta
rastavica, do 24.415,30 mg GAE/I, kod ekstrakta trave ive. Od dobijenih kombinacija
sadrzaj ukupnih polifenola najvisi je bio, takode u kombinaciji K3 u koli¢ini od
9.800,00 mg GAE/I, sto je oko 1,5 puta visa vrednost od enzimiranog soka crne ribizle
(tabela 9).

5.1.10. Antioksidativni kapacitet proizvedenih ekstrakata

Antioksidativni kapacitet biljnih ekstrakata prikazana je u tabeli 29 .

Tabela 29. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta, DPPH metoda (mmol TE/I), DPPH
metoda (IC50 (ul/ml)) i FRAP metoda u uzorcima biljnih ekstrakata

Antioksidativni kapacitet

Biljni ekstrakti DPPH metoda

DPPH metoda FRAP metoda

(mmol T/I) (1C50 (ul/ml)) (mmol Fe (11)/1)

Zova 64,36 + 0,24 3,30+0,03 91,71+ 0,76
Kamilica 31,86 £0,12 6,61 +0, 03 76,59 £0, 90
§ipak 117,36 £ 0,25 1,63 +£0,02 263,82 £ 2,36
Aronija 104,27 £ 0,37 2,03+£0,01 131,53+1,20
Mati¢njak 110,40 £ 0,50 1,76 £0,01 223,31 £0,64
Ehinacea 36,80 £ 0,23 5,78 £ 0,02 35,13+ 0,08
Trava iva 205,98 £ 0,30 0,89 £0,01 240,18 £ 1,92
Kopriva 10,98 £ 0,01 17,04 £ 0,06 24,73+ 0,09
Grcko seme 8,92 £ 0,02 24,14 £ 0,06 18,13 £ 0,05
Majkina duSica 67,55 0,21 2,90 £ 0,02 127,39 + 0,00
Heljda 56,99 + 0,20 3,36 £ 0,00 73,99+ 0,50
Srdacdica 103,54 £ 0,23 1,80 £ 0,00 120,90 £ 0,43
Rastavié 8,19 £ 0,07 34,95 + 0,08 11,74 £ 0,08
Japanski bagrem 88,17+ 0,31 2,48 £ 0,00 134,64 + 0,39
K1 44,76 £ 0,22 4,21 £0,02 110,98 + 0,19
K2 39,87 £ 0,25 5,15+ 0,03 103,76 +0, 96
K3 70,87 £ 0,31 3,50 £ 0,01 106,98 + 0,96
Vitamin C / 42,03+ 0,01 /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
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Metanolni ekstrakti mati¢njaka i koprive u istrazivanju Pourmorad et al., (2006)
dali su znatno viSe vrednosti sadrzaja ukupnih flavonoida i polifenola, kao i
antioksidativnog kapaciteta, medutim zbog toksi¢nosti metanola, u ovom radu je kao
ekstragens koris¢en vodeno-etanolni rastvor, kako bi se ekstrakti mogli kasnije koristiti
za proizvodnju prehrambenih proizvoda. Dobijene vrednosti antioksidativnog
potencijala za kombinacije, K1, K2 i K3 su bile u rangu sa najvis§im vrednostima
antioksidativnog potencijala koje su dobijene za ispitivane voéne sokove, i to uporedive
sa najviSom vredno$c¢u, koja je dobijena za enzimirani sok crne ribizle (tabele 10, 11 i
12).

Generalno se moze zakljuciti da su ispitivani ekstrakti lekovitog i aromaticnog
bilja imali izuzetno visoke vrednosti ukupnih monomernih antocijana, ukupnih
flavonoida i ukupnih polifenola, kao i antioksidativnog kapaciteta, $to ukazuje na to da
se oni mogu uspesno koristiti u prehrambenoj industriji (u proizvodnji alkoholnih i
bezalkoholnih pica, pekarskoj i konditorskoj industrijii) kao aditivi koji mogu znacajno

povecati antioksidativni potencijal gotovih proizvoda.

5.1.11. LC/MS analiza fenolnih jedinjenja u proizvedenim ekstraktima

U ekstraktima lekovitog i aromati¢nog bilja odredivana je kvalitativna i
kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja, metodom te¢ne hromatografije, a rezultati
analize prikazani su u tabelama 30 do 34.

Identifikovana i kvantifikovana fenolna jedinjenja su fenolne kiseline (galna
kiselina, elaginska Kiselina, protokatehinska Kkiselina, p-hidroksibenzoeva Kiselina,
hlorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina i kofeinska kiselina) i
flavonoidi (katehin, epikatehin, rutin, kvercetin, miricetin i kempferol).

Miricetin nije detektovan ni u jednom ekstraktu lekovitog i aromati¢nog bilja.

U kombinacijama ekstrakata K1, K2 i K3 pronadene su visoke koncentracije
protokatehinske kiseline (163,00 mg/l, 189,12 mg/l i 189,02 mg/I, respektivno), dok su
p-hidroksibenzoeva i galna kiselina u ovim kombinacijama ekstrakata bile prisutne u

niskim koncentracijama (tabela 30).
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Tabela 30. Sadrzaj p-hidroksibenzoeve, protokatehinske i galne kiseline u biljnim

ekstraktima

Ekstrakti bilja

p-Hidroksibenzoeva

Protokatehinska

Galna kiselina

kiselina (mg/l) kiselina (mg/l) (mg/l)

Zova 11,61+0,09 57,25+0,54 13,39+0,18
Kamilica 3,99+0,03 15,17+0,49 0,78+0,07
Sipak 1,45+0,02 21,54+0,17 25,22+0,17
Aronija 2,26+0,02 199,00+1,78 1,97+0,02
Mati¢njak 6,48+0,05 31,69+0,31 4,48+0,05
Ehinacea 2,11+0,02 6,35+0,03 0,62+0,01
Trava iva 13,85+0,12 14,44+0,10 0,63+0,02
Kopriva 4,19+0,04 11,29+0,11 /

Grcko seme 3,53+0,04 1,14+0,02 /

Majkina duSica 5,93+3,44 15,61+0,11 2,26+0,02
Heljda 7,49+0,06 72,19+0,62 52,14+0,47
Srdadica 7,28+0,04 14,19+0,12 1,09+0,02
Rastavié¢ 3,62+0,04 5,52+0,06 /

Japanski bagrem 18,66+0,19 291,60+1,85 2,26+0,02
K1 3,16+0,02 163,00+1,95 11,46+0,09
K2 8,26+0,04 189,12+1,11 16,16+0,05
K3 2,84+0,04 189,02+1,37 9,12+0,09

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Tabela 31. Sadrzaj elaginske, p-kumarinske i kofeinske kiseline u biljnim
ekstraktima

Elaginska p-Kumarinska Kofeinska

Ekstrakti bilja kiselina (mg/l)  kiselina (mg/l)  kiselina (mg/l)

Zova 0,50+0,05 25,54+0,21 49,52+0,41
Kamilica 0,80+0,02 3,82+0,03 9,76+0,06
Sipak 98,63+0,42 3,56+0,04 /

Aronija 1,56+0,02 3,02+0,03 9,07+0,09
Mati¢njak / 4,93+0,04 94,32+0,88
Ehinacea 2,35+0,02 8,99+0,08 27,85+0,24
Trava iva 1,68+0,02 7,01+0,05 15,67+0,11
Kopriva / 4,41+0,04 4,57+0,05
Grcko seme / 6,13+0,04 /

Majkina dusica 0,67+0,01 5,99+0,06 98,50+0,83
Heljda 5,46+0,04 20,36+0,12 39,66+0,35
Srdacdica / 20,86+0,21 58,00+0,47
Rastavié¢ / 3,77+0,03 5,18+0,04
Japanski bagrem / 3,52+0,03 1,04+0,01
K1 30,65+0,90 9,02+0,07 58,61+0,74
K2 17,27+0,11 13,99+0,95 93,10+1,19
K3 26,02+1,12 7,09+0,05 28,87+1,08

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
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Estri p-hidroksibenzoeve kiseline se koriste kao konzervansi u farmaceutskoj,
kozmetickoj i prehrambenoj industriji (Aalto et al., 1953). Znacajne koliine ove
kiseline detektovane u ekstraktima japanskog bagrema, trave ive, zove i K2 meSavini
pokazuju da bi ovi ekstrakti mogli imati potencijalni konzervisu¢i efekat.

Visoke vrednosti sadrzaja kofeinske kiseline pronadene su u kombinacijama
ekstrakata, a potvrdeno je i prisustvo elaginske 1 p-kumarinske Kkiseline u ovim
kombinacijama (tabela 31).

K1 meSavina posedovala je visok sadrzaj ferulinske kiseline, dok je hlorogenske

kiseline bilo u velikim koli¢inama u sve tri meSavine ekstrakata (Tabela 32).

Tabela 32. SadrZaj ferulinske i hlorogenske kiseline u biljnim ekstraktima

Ekstrakti bilja Ferulinska kiselina ~ Hlorogenska kiselina

(mafl) (mg/1)
Zova 7,59+0,06 1915,87+8,16
Kamilica 92,56+0,72 1374,47+8,91
Sipak / 2,16+0,03
Aronija 1,35+0,02 758,67+7,21
Mati¢njak 2,92+0,02 36,46+0,31
Ehinacea 2,85+0,03 17,41+0,13
Travaiva / 90,74+0,88
Kopriva / 290,60+2,10
Grcko seme / /
Majkina dusica 3,40+0,03 54,82+0,52
Heljda 6,24+0,05 206,40+2,15
Srdacica 8,54+0,06 211,10+1,91
Rastavi¢ 5,43+0,04 34,55+0,33
Japanski bagrem 1,04+0,01 /
K1 594,16+3,58 2157,28+14,06
K2 16,71+0,09 921,00+6,45
K3 9,40+0,09 1556,64+12,25
Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija

(n=3)

Izuzetno visoke koncentracije kvercetina pronadene su u K2 kombinaciji, ali i u
K1 i K3 kombinacijama, dok u ovim uzorcima kempferol nije pronaden u znacajnoj

koli¢ini (tabela 33).
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Najvisa koncentracija fenolnog jedinjenja (rutina) u eksperimentalnim uzorcima

pronadena je u kombinaciji K2, sa vrednoséu od 25027,88 mg/I (tabela 33).

Tabela 33. Sadrzaj kempferola, kvercetina i rutina u biljnim ekstraktima

Kempferol

Ekstrakti bilja (mg/l) Kvercetin (mg/l) Rutin (mg/l)
Zova 3,28+0,03 51,08+0,50 232,83+2,41
Kamilica 0,58+0,05 15,41+0,11 3,05+0,02
Sipak 0,21+0,01 14,92+0,08 1,97+0,03
Aronija 0,28+0,02 43,21+0,40 141,08+1,37
Mati¢njak 0,10+0,00 / 41,04+0,41
Ehinacea 0,12+0,01 3,99+0,03 108,78+1,02
Trava iva 0,12+0,01 4,96+0,04 302,20£2,85
Kopriva / / 192,21+1,80
Grcko seme / / /
Majkina dusica 0,42+0,01 / 5,32+0,05
Heljda 1,74+0,02 122,87+0,96 4038,28+36,16
Srdacdica 0,28+0,01 3,42+0,03 544,42+4,57
Rastavi¢ 0,82+0,01 / 7,63+0,06
Japanski bagrem 105,60+0,92 1583,80+£12,55 207,19+2,11
K1l 0,51+0,04 836,32+5,12 1673,58+12,60
K2 7,38+0,07 2102,26+14,94 25027,88+127,36
K3 0,17+£0,01 779,66+6,10 861,66+6,87

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Tabela 34. Sadrzaj katehina i epikatehina u biljnim ekstraktima
Ekstrakti bilja Katehin (mg/l)

Epikatehin (mg/l)

Zova / 4,75+0,04
Kamilica / /
Sipak 85,57+0,68 1,89+0,02
Aronija / 5,71+0,05
Mati¢njak / /
Ehinacea / /
Travaiva / /
Kopriva / /
Grcko seme / /
Majkina dusica / /
Heljda 4,12+0,03 33,06+0,22
Srdadica / /
Rastavié¢ / /
Japanski bagrem / 1,44+0,02
K1 301,71+1,63 /
K2 168,22+1,06 /
K3 282,30+1,71 /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
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Takode 1 u kombinacijama K1 i K3 bile su prisutne visoke koncentracije rutina.
Rutin u K2 kombinaciji poticao je od heljde, koja je takode sadrzala izuzetno visoku
koncentraciju ovog flavonskog glikozida.

Visoke koncentracije katehina detektovane su u meSavinama K1, K2 i K3, dok
epikatehin nije detektovan ni u jednoj mesSavini ekstrakata (tabela 34). Dakle, ekstrakti
koji su koris¢eni za dobijanje kombinacija sa ciljanim fizioloskim dejstvima (K1, K2 i
K3) pokazali su visok sadrzaj fenolnih jedinjenja. Sadrzaj fenolnih jedinjenja ovih
kombinacija, kao i svakog proizvedenog biljnog ekstrakta od kojih su one dobijene,
prikazan je u prilogu 1.

Ekstrakti Sipurka, aronije i koprive bili su prisutni u svim meSavinama, pa su
fenolna jedinjenja prisutna u ovim ekstraktima znacajno uticala na fenolni sastav
mesSavina ekstrakata, dok je ekstrakt mati¢njaka koriS¢en u kombinacijama K1 1 K2.

Ekstrakt ploda Sipurka je bio najbogatiji u sadrzaju elaginske kiseline i katehina
(98,63 mg/l i 85,57 mg/l, respektivno), ali se odlikovao i visokim sadrzajem galne i
protokatehinske kiseline i kvercetina (slika 1.8), a u ranijim istrazivanjima je i pokazano
da visoka antioksidativnost ekstrakta Sipurka potice od fitonutrijenata koje sadrzi (Gao
et al., 2000; Su et al., 2007). Dominantno fenolno jedinjenje u ekstraktu ploda aronije
bila je hlorogenska kiselina sa sadrzajem od 758,67 mg/l, ali se ovaj ekstrakt isticao i po
izuzetno visokom sadrzaju protokatehinske kiseline i rutina, kao i kvercetina (slika 1.8).
Ciocoiu et al., (2013) su u ekstraktu aronije detektovali flavonoide: rutin, hiperozid i
kvercetin, cijanidin-3-O-glukozid i hlorogensku kiselinu, koji pokazuju antioksidativno
dejstvo. U aroniji su, takode, u drugim istrazivanjima pronadeni antocijani,
proantocijanidini, flavonoli, flavan-3-oli, hlorogenska i neohlorogenska kiselina
(Kulling i Rawel, 2008; Denev et al.,, 2010). Ekstrakt lista koprive obilovao je
sadrzajem hlorogenske kiseline (290,60 mg/l) i rutina (192,21 mg/l) (slika 1.8). Komes
et al., 2010 su utvrdili da vreme ekstrakcije i hidroliza znacajno uticu na sadrzaj
fenolnih jedinjenja i antioksidativni kapacitet Sest tradicionalno koris¢enih lekovitih
biljaka (mati¢njaka, majkine dusice, koprive, lista kupine, lavande i masline). Sadrzaj
fenolnih kiselina (rozmarinske, hlorogenske, kofeinske, p-kumarinske, ferulinske i t-
cinaminske kiseline), flavan-3-ola, tanina u ovim ekstraktima znacajno se razlikovao u

zavisnosti od variranih parametara.
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Ekstrakt herbe mati¢énjaka, je bio najbogatiji u sadrzaju kofeinske kiseline u
koli¢ini od 94,32 mg/l, ali je detektovan i visok sadrzaj rutina, hlorogenske i
protokatehinske Kiseline (slika 1.8). U listu mati¢njaka su, takode, kao neisparljive
komponente pronadeni derivati hidroksicinaminske kiseline (rozmarinska Kkiselina,
glikozidno povezana hlorogenska i kafena kiselina, kumarinska kiselina) i etarsko ulje
(World Health Organization, 2001). Flavonoidi, fenolne kiseline i terpeni doprinose
antioksidativnosti mati¢njaka (Kennedy et al., 2002; Bolkent et al., 2005). Mati¢njak
pozitivno deluje na intelektualni i fizi¢ki umor, poboljSava koncentraciju, paméenje i
usredredenost (Kennedy et al., 2002). Ovaj ekstrakt je u odredenom odnosu dodavan u
mesSavine ekstrakata K1 i K2.

Pored Sipurka, aronije, koprive i mati¢njaka, u sastav meSavine ekstrakta K1
ulazili su jos i ekstrakti zove, kamilice i rastavi¢a. U ekstraktu cveta zove identifikovan
je i kvantifikovan izuzetno visok sadrzaj hlorogenske kiseline, od ¢ak 1915,87 mg/l;
ovaj ekstrakt je obilovao i sadrZzajem rutina od 232,83 mg/l, a pronadene su i visoke
vrednosti kvercetina i protokatehinske, kofeinske i p-kumarinske, kao i galne i p-
hidroksibenzoeve kiseline (slika 1.9). U ranijim istrazivanjima u zovi je detektovan
flavonski heterozid (rutozid ili rutin) (Sari¢, 1989). Cinaminske kiseline i flavonolni
glikozidi su prikazani kao glavna fenolna jedinjenja pronadena u zovi i ekstraktu zove
(neohlorogenska kiselina, hlorogenska kiselina, rutin, glikozidi kvercetina, kempferola,
izoramnetina) (Lee i Finn, 2007; Christensen et al., 2007). Ekstrakt cveta kamilice
takode je obilovao izrazito visokim sadrzajem hlorogenske kiseline od cak 1374,47
mg/l, ferulinske i protokatehinske kiseline i kvercetina (slika 1.9). U ranijim
istrazivanjima u ekstraktu kamilice pronadena su fenolnih jedinjenja koja znacajno
doprinose njegovoj antioksidativnosti (Atoui et al., 2005; Roby et al., 2013a). Ekstrakt
herbe rastavié¢a bio je bogat sadrzajem hlorogenske kiseline u koli¢ini od 34,55 mg/l
(slika 1.9). Vodeni ekstrakt rastavica pokazao je veoma nizak antioksidativni kapacitet u
kojem su flavonoidi otkriveni samo u tragovima. U rastavicu su od flavonoida
pronadeni izokvercetin, kempferol 3-O-glukozid, apigenin 5-O-glukozid (Mimica-
Duki¢ et al., 2008). Kombinacija ekstrakata K1 je sadrzala ¢ak 2157,71 mg/I
hlorogenske kiseline, ¢ak 1673,58 mg/l rutina, 836,32 mg/l kvercetina, 594,16 mg/l
ferulinske kiseline, katehina, protokatehinske, kofeinske i elaginske Kkiseline (slika

1.12). Zanimljivo je da se nijedan sastojak ove mesavine, posmatran pojedinac¢no, nije
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isticao ovako visokim sadrzajem kvercetina. Takode, i sadrzaj ostalih pronadenih
fenolnih jedinjenja je bio znacajno visi u kombinaciji K1, u odnosu na njene
pojedinacne sastojke.

Sastojci kombinacije ekstrakata K2, su pored ekstrakat Sipurka, aronije, koprive i
identifikovana u sokovima i ekstraktima, najveci sadrzaj rutina bio je u ekstraktu herbe
heljde, koji je iznosio 4038,28 mg/l. U ovom ekstraktu je zabelezen i izuzetno visok
sadrzaj hlorogenske kiseline — 206,40 mg/l, kvercetina, kao i protokatehinske, galne,
kofeinske i p-kumarinske kiseline i epikatehina (slika 1.10). Hinneburg et al., (2006),
dosli su do zakljucka da ekstrakt heljde ima znatno bolju antioksidativnost od
antioksidativnosti ¢istog rutina, glavne komonente ekstrakta heljde. Oni su pored rutina,
identifikovali i hlorogensku kiselinu, §to je u saglasnosti sa dobijenim rezultaima u
ovim istrazivanjima. U heljdi je i ranije detektovan rutin u svezem listu, cvetu, stabljici,
dok u plodu i semenu nije pronaden, a u osusenoj herbi je kvantifikovano do 4% rutina
(Sari¢, 1989). U ekstraktu herbe srdacice dominantno jedinjenje bio je rutin sa
sadrzajem od 544,42 mg/l, zatim hlorogenska, kofeinska kiselina, p-kumarinska i
protokatehinska kiselina (slika 1.10). Armatu et al., (2010) su prikazali visok sadzaj
kofeinske i rozmarinske kiseline kao i visoku antioksidativnost kod mati¢njaka i
majkine dusice, dok kod srdacice nisu dobili reprezentativne vrednosti. Ekstrakt cveta
japanskog bagrema isticao se izuzetnom koli¢inom kvercetina od 1583,80 mg/l, dok
su u visokim koli¢inama bili prisutni i protokatehinska kiselina (291,60 mg/l) i rutin
(207,19 mg/l), zatim kemferol, kao i p-hidroksibenzoeva kiselina (slika 1.10). U cvetu
japanskog bagrema potvrdeno je prisustvo flavonskih heterozida (rutina) i to 10-20% u
cvetu, a do 5% u lis¢u i mladim granama; kao i flavonskih aglikona kvercetina i
kempferola (u plodu) (Tucakov, 1996). Cai et al., (2004) su pokazali da japanski
bagrem sadrzi izuzetno visok sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni kapacitet, a
dominantna jedinjenja su flavonoli (rutin, kvercetin i kempferol). U kombinaciji
ekstrakata K2, dobijen je izuzetno visok sadrzaj rutina od neverovatnih 25.027,88
mg/l, 2102,26 mg/l kvercetina, 921,00 mg/l hlorogenske Kkiseline, protokatehinske
kiseline, katehina, kofeinske, elaginske, ferulinske, galne i p-kumarinske kiseline (slika
1.12). Rutin (kvercetin-3-rutinozid) kao jedno od glavnih fenolnih jedinjenja u vocu

(Seeram et al., 2006), pronaden je u izuzetno visokoj koncentraciji i u herbi heljde, ali

133



Rezultati i diskusija Jasmina R. Rajié

se moze zakljuciti da je dobijena koncentracija rutina u K2 kombinaciji bila sestostruko
visa od koncentracije pronadene u herbi heljde. Pored toga, kvercetin je pokazao visoku
vrednost u ekstraktu cveta japanskog bagrema, a hlorogenska kiselina u ekstraktu ploda
aronije.

Sastojci mesavine ekstrakata K3, pored sipurka, aronije i koprive, su i ekstrakti
ehinacee, trave ive, gréckog semena i majkine dusice. Rutin, u kolicini od 108,78 mg/I,
dominirao je u ekstraktu herbe ehinacee, koji je takode bio bogat i sadrzajem kofeinske
i hlorogenske kiseline (slika 1.11). Glowniak et al. (1996) i Pellati et al. (2004) su
takode u ekstraktima herbe ehinacee pronasli hlorogensku i kofeinsku kiselinu, kao i
druge fenolne kiseline. U ekstraktu herbe trave ive dominirao je rutin, kojeg je bilo ¢ak
302,20 mg/l, takode je zabelezen visok sadrzaj hlorogenske, kofeinske, protokatehinske
i p-hidroksibenzoeve kiseline (slika 1.11). Razli¢it sadrzaj fenolnih Kiselina i to derivata
benzoeve kiseline (galne, protokatehinske, gentizinska, vanilinske i siringinske kiseline)
I cinaminske kiseline (hlorogenske, kofeinska, p-kumarinskea, ferulinske i 3,5-
dimetoksi-4-hidroksicinaminske kiseline), je dobijen iz ekstrakata trave ive
ekstrahovanih razlic¢itm ekstragensima (Tumbas et al., 2004). U ekstraktu grékog
semena vecina jedinjenja nije identifikovana. Pronadene su male koli¢ine p-kumarinske
kiseline (slika 1.11). Krol-Kogus et al., (2014) su istrazivali sastav C-glikozil-flavona
grékog semena i tom prilikom je ¢ak 18 flavona izdvojeno i identifikovano u njegovom
metanolnom ekstraktu. Ekstrakt herbe majkine dusice bio je najbogatiji kofeinskom
kiselinom u koli¢ini od 98,50 mg/l, ali obilovao je i sadrzajem hlorogenske i
protokatehinske kiseline (slika 1.11). Kofeinska kiselina, koja se odlikuje
karakteristiénim aromati¢nim mirisom i izrazito gorkim ukusom, detektovana je i ranije
u ovoj biljci (Marin et al., 2003; Boros et al., 2010). Majkina duSica sadrzi fenolna
jedinjenja, sa pozitivnim efektima na zdravlje, i to fenolne kiseline (p-kumarinsku,
kofeinsku, ferulinsku, ruzmarinsku, hlorogensku kiselinu), flavonole (rutin, kvercetin),
flavanole (katehin, epikatehin), flavanone (naringenin, hesperidin, eriodiktiol), flavone
(apigenin i luteolin, kao i njihove glukozide) (Marin et al., 2003; Boros et al., 2010).
Roby et al., (2013) su, takode, pokazali prisustvo mnogih fenolnih kiselina i flavonoida
u ekstraktu majkine dusice. U vodenom ekstraktu majkine dusice pronadene su fenolne
kiseline, flavonoli i flavon-3-oli (Boros et al., 2010). Metanolni ekstrakt majkine dusice

pokazao je antimikrobno, antifungalno, antibakterijsko i antikancerogeno dejstvo
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(Ateeg-ur-Rehman et al., 2009). U mesavini ekstrakata K3 hlorogenska kiselina je
detektovana u koli¢ini od 1556,64 mg/l kao dominantna, a isticao se i izuzetno visok
sadrzaj rutina - 861,66 mg/l, kvercetina — 779,66 mg/l, katehina — 282,30 mg/l,
protokatehinske, kofeinske i elaginske Kkiseline (slika 1.12). Hlorogenska kiselina
pronadena je i u ekstraktima aronije i koprive, u kojima je pronaden i rutin, ali ne u
ovako visokoj koncentraciji, kao u ekstraktu K3.

Generalno, moze se zakljuCiti da su kao dominantna jedinjenja u biljnim
ekstraktima bile hlorogenska, protokatehinska, kofeinska i elaginska kiselina, rutin,
katehin i kvercetin, dok su u kombinacijama ekstrakata K1, K2 i K3 najzastupljenija
fenolna jedinjenja bilia rutin, hlorogenska kiselina, kvercetin, ferulinska Kiselina i
katehin.

5.2. PROIZVODNJA | KARAKTERIZACIJA FUNKCIONALNIH
BEZALKOHOLNIH PICA

5.2.1. Proizvodnja finalnih bezalkoholnih pic¢a
5.2.1.1. Kombinacije voénih sokova kao osnove za finalne funkcionalne proizvode

U daljem radu je su proizvedene 3 razliCite meSavine vocnih sokova od
jagodastog i kosticavog voca voca (D1, D2 i D3) dobijene primenom tri razlicita
tehnoloska postupka (D kombinacije), u koje su dodavani potencijalno funkcionalni
biljni ekstrakati (K1, K2 i K3).

Medu ranije ve¢ proizvedenim voénim sokovima od pojedina¢nog jagodastog i
kosti¢avog voca (jagode, maline, kupine, viSnje, borovnice, crvene i crne ribizle)
primenom razli¢itih tretmana, najvise vrednosti antioksidativnog potencijala i sadrzaja
bioloski aktivnih komponenti pokazao je sok crne ribizle, zbog ¢ega je on i
primenjivan u visem procentu pri formulaciji voénih meSavina (D kombinacija). Sa
senzornog stanovista, SOK crne ribizle se odlikovao veoma kiselim ukusom, kao i jakim i
oporim mirisom, koji je nadvladavao ukus. Ova nepozeljna svojstva korigovana su
upravo proizvodnjom razli¢itih bezalkoholnih pi¢a, njegovim mesanjem sa drugim
vocénim sokovima.

Kada su sumirana senzorna svojstva ostalih pojedina¢nih vo¢nih sokova (jagode,
maline, kupine, visnje, borovnice i crvene ribizle) od strane desetoclane ocenjivacke

komisije, moze se re¢i da su oni okarakterisani kao: aromati¢ni (jagoda, malina, visnja),
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neutralnog mirisa (crvena ribizla, borovnica), trpki-opori (kupina), slatki (jagoda), dok
su u sokove kiselog ukusa svrstani sokovi maline, visnje, crvena ribizle i crne ribizle.
Ovi senzorni atributi su uzimani u obzir prilikom formulacije mesavina vo¢nih sokova,
kako bi se dobile tri razli¢ite kombinacije, prijatnih senzornih svojstava sa potencijalno
povoljnim efektom na zdravlje potrosaca.

Kod sve tri kombinacje voénih sokova (D1, D2 i D3), po koli¢ini su bili
najzastupljeniji voéni sokovi crne ribizle i borovnice, $to je razumljivo, jer su za ove
sokove dobijene najvise vrednosti u sadrzaju bioloski aktivnih komponenti. Visok
sadrzaj prirodnih antioksidanasa prisutnih u kupini (fenolna jedinjenja, vitamin C) u
znacajnoj meri moze doprineti nutritivnoj i lekovitoj vrednosti (Cho et al., 2004).
Zahvaljuju¢i znacajnoj hranljivoj, profilakti¢noj, dijetetskoj i zastitnoj vrednosti
plodova kupine (Velickovi¢, 2000), ovaj voéni sok je odabran da bude u sastavu
finalnih bezalkoholnih pi¢a koja bi imala potencijalno pozitivan uticaj na ubrzanje
metabolizma, $to bi kao posledicu imalo smanjivanje telesne teZine 1 zastitu
kardiovaskularnog sistema (“Fit” i “Kardio™).

Poznato je da u plodu kupine dominiraju antocijanidini, elaginska Kiselina,
flavonoli i flavan-3-oli. Prisustvo elagitanina u plodovima kupine i drugog jagodastog
voca, ¢ija koncentacija opada sa sazrevanjem ploda, doprinosi stvaranju trpkog ukusa.
Sellapan et al. (2002) potvrdili su prisustvo fenolnih kiselina (galne, p-hidrokibenzoeve,
kofeinske, ferulinske i elaginske kiseline) i flavonoida (katehin, epikatehin, miricetin,
kvercetin i kempferol) u plodovima borovnice i kupine.

Visok nivo mikronutrijenata i fitohemijskih sastojaka u plodovima jagode, pored
izuzetne arome, doprineo je da voénih sok od ovog vocéa bude zastupljen u dve
mesavine voc¢nih sokova (D1 i D3). Tulipani et al. (2008) su potvrdili izuzetan nutritivni
potencijal plodova jagode zasnovan na visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja.

Generalno, voéni sokovi proizvedeni od ispitivanog jagodastog i kostiCavog
voca (jagode, maline, kupine, viSnje, borovnice, crvene i crne ribizle) mogu imati
potencijalno protektivno dejstvo na zdravlje ljudi, zahvaljuju¢i dobijenim visokim
vrednostima za sadrzaj bioaktivnih jedinjenja (ukupnih polifenola, flavonoida,
monomernih antocijana, kao i visok sadrzaj drugih fenolnih jedinjenja), kao i visokom

antioksidativnom potencijalu.
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Navodi se da se najvaznije zdravstvene koristi mogu pripisati visokom sadrzaju
fenolnih jedinjenja 1 vitaminu C, koji pomazu njihovom antioksidativhom,
antikancerogenom, antimutagenom, antimikrobnom, antiinflamatornom i
neuroprotektivnom delovanju (Nile i Park, 2014).

Za svaku kombinaciju aromati¢nog i lekovitog bilja (K1, K2 i K3) je
proizvedena i odgovarajuc¢a senzorno kompatibilna kombinacija proizvedenih voc¢nih
sokova, kako bi se kasnije njihovim meSanjem dobila tri razli¢ita finalna proizvoda, sa
razli¢itim, ne samo potencijalnim funkcionalnim ve¢ i senzornim svojstvima.

Kombinacije vo¢nih sokova od crvenog voca, koje su predstavljale osnove za
finalna bezalkoholna pica, odabrane od strane ocenjivacke komisije na bazi njihovih
senzornih svojstava, bile su sledece:

1. Kombinacija D1 — MeSavina vo¢nih sokova: 29% crna ribizla, 29% borovnica, 14 %
jagoda, 14% crvena ribizla, 14% kupina (0osnova za bezalkoholno pice “Fit”),

2. Kombinacija D2 - Mesavina voénih sokova: 29% crna ribizla, 36% borovnica, 21%
malina, 7% kupina, 7% vi$nja (0snova za bezalkoholno pic¢e “Kardio”),

3. Kombinacija D3- Mesavina vo¢nih sokova: 43% crna ribizla, 29% borovnica, 21%
visnja, 7% jagoda (osnova za bezalkoholno pi¢e “Imuno”).

Svaka od ove tri kombinacije proizvedena je na tri razliCita postupka
proizvodnje:

- od sokova dobijenih cedenjem kljuka na sobnoj temperatura, bez primene
enzimskog tretmana (hladno cedenih sokova) (I postupak),
- od sokova dobijenih cedenjem termicki tretiranog i enzimiranog kljuka na

sobnoj temperaturi, bez pasterizacije (enzimiranih sokova) (Il postupak) i
- od sokova dobijenih cedenjem termicki tretiranog i enzimiranog kljuka na

sobnoj temperaturi, i pasterizacijom (pasterizovanih sokova) (111 postupak).

Na taj nacin dobilo se 9 uzoraka D kombinacija.

Desetoc¢lana ocenjivacka komisija je dosla do zaklju¢ka da je meSanje vo¢nih
sokova u prikazanim odnosima, bilo senzorno najprihvatljivije, s obzirom na to, da su
nosioci meSavina bili voéni sokovi, pre svega sok crne ribizle, kiselog ukusa i oporog
mirisa i sok borovnice koji je bio kiselkastog ukusa i neutralnog mirisa. Poznato je da
plodovi borovnice imaju veci odnos Secera i kiselin a, tj. veci stepen slasti, u odnosu na

plodove maline i kupine (Staj¢i¢ et al., 2012).
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Primenom aromati¢nih sokova, visokog antioksidativnog kapaciteta i sa visokim
sadrzajem bioloski aktivnih komponenti (Sokovi maline i visnje) delimi¢no je
zamaskiran opor miris crne ribizle, pri ¢emu su ovi sokovi takode doprineli i dobijanju
prijatne kiselosti kod proizvedenih mesavina. Vo¢ni sok kupine, trpkog i oporog ukusa
dao je punocu mesavinama D1 i D2, dok se sok crvene ribizle, zbog prijatnog i
osvezavajuéeg ukusa i neutralnog mirisa najbolje uklopio u senzorne karakteristike
kombinacije D1. Sok crvene ribizle je jedino dodavan u D1 kombinaciji, zbog svoje
niske kalorijske vrednosti, budu¢i da je ova kombinacija predstavljala osnovu za
proizvodnju finalnog napitka sa pozitivnim funkcionalnim svojstvom za odrzavanje
vitke linije. Takode, radi svoje aromati¢nosti, voéni sok jagode, sa neutralnim do
slatkim ukusom je dodavan u kombinacije D1 i D3, kako bi doprineo harmoni¢nosti
senzornih svojstava.

Za kombinaciju D1, odabrana je mesavina osvezavajucih sokova od jagodastog i
i crvena ribizla), kako bi se u finalnom napitku postigla senzorna svojstva koja bi bila
prihvatljiva ve¢em broju potencijalnih potrosaca, a koja bi bila blagog ukusa. U tom
na ukusu manje prihvatljivih sokova crne ribizle i borovnice.

Kombinacija sokova koja je upotrebljena da bude osnova za proizvodnju
bezalkoholnog pi¢a D2 (koja predstavlja osnovu za finalno pice “kardio”) pored sokova
crne ribizle i borovnice (sa izrazito visokim antioksidativnim potencijalom), sadrzala je
jos i sokove maline, kupine i vi$nje, koji su se takode odlikovali visokim vrednostima
bioaktivnih sastojaka, ali i prijatnim senzornim svojstvima.

Za proizvodnju bezalkoholnog pi¢a D3 odabrana je kombinacija sokova koja je
u osnovi sadrzavala takode visok procenat sokova crne ribizle i borovnice (43% crne
ribizle i 29% borovnice), bez obzira na njihova senzorna svojstva, jer je cilj bio da se
upotrebe sokovi sa najsnaznijim antioksidativnim potencijalom, imajuéi u vidu da bi u
slu¢aju konzumiranja ovakvog napitka, potrosa¢i imali vecu preferenciju prema
potencijalno pozitivnhom zdravstvenom efektu koje bi ono sa sobom nosilo, nego prema
njegovoj senzornoj prihvatljivosti. Sokovi maline, kupine i vi$nje, zbog aromati¢nosti i

osvezavajuéeg ukusa uklopili su se u senzorne karakteristike ove kombinacije.
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Medutim, za dobijanje optimalnog ukusa 1 mirisa finalnih kombinacija
funkcionalnih bezalkoholnih pic¢a, bilo je neophodno korigovati prirodnu kiselost
jagodastog i kostiCavog voca, zbog koje bi se ovi napici mogli konzumirati u malim
dozama. Kiselost dobijenih voénih mesavina (D kombinacija) je korigovana na potpuno
prirodan nacin, dodatkom soka jabuke, koji je dobijen iz koncentrisanog voénog soka,
razblazivanjem do suve materije propisane Pravilnikom (Sluzbeni glasnik RS, br.

27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011).

5.2.1.2. Kombinacije voénih sokova sa voénim sokom jabuke

Slede¢i korak u proizvodnji bezalkoholnog pi¢a je bio da se za dobijene
mesavine voénih sokova (D1, D2 i D3) definiSe potrebna koli¢ina soka jabuke, koja ne
bi znacajno uticala na smanjenje funkcionalnih svojstva, a koja bi doprinela dobijanju

Primenjuju¢i sok od jabuke pre svega se uticalo na poboljsanje slasti kod
dobijenih mesavina vo¢nih sokova od jagodastog i kostiCavog voca, mada je na ovaj
nacin doSlo i do smanjenja svih ispitivanih parametara koji doprinose antioksidativnom
potencijalu dobijenih proizvoda, sto je bilo u saglasnosti sa rezultatima koji su dobijeni
u istrazivanjima Raji¢ et al., (2012a), Raji¢ et al., (2012b), Raji¢ et al., (2014). Posle
viSebrojnih serija ekspreimentalnih proba, od veceg ka manjem udelu voénog soka
jabuke, kona¢no se doslo do optimalnog udela voénog soka jabuke, koji je, u svim
navedenim meSavinama, iznosio 30%. Ovaj sadrzaj vo¢nog soka jabuke znacajno je
poboljsao senzorna svojstva dobijenih finalnih napitaka.

Odgovaraju¢e kombinacije vo¢nih sokova (D1, D2 i D3) pomeSane sa voénim
sokom jabuke dale su nove kombinacije, oznaéene kao: JD1, JD2 i JD3:

1. JD1 - 70% mesavine voc¢nih sokova D1 i 30 % soka jabuke - osnova za
finalni napitak “Fit”,

2. JD2 - 70% meSavine voénih sokova D2 i 30 % soka jabuke - osnova za
finalni napitak “Kardio”

3. JD3 - 70 % mesavine voénih sokova D3 i 30 % soka jabuke - osnova za

finalni napitak “Imuno” .
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5.2.1.3. Hemijska analiza vo¢nog soka jabuke

Vo¢éni sok jabuke proizveden iz koncentrisanog vo¢nog soka, razblazivanjem do
11,2% suve materije, propisane Pravilnikom (Sluzbeni glasnik RS, br. 27/2010,
67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011).

Kako bi se okarakterisao proizvedeni voéni sok jabuke, uradene su sledece
analize: pH vrednost, sadrzaj rastvorljive suve materije (%), sadrzaj ukupnih
monomernih antocijana, sadrzaj ukupnih flavonoida, sadrzaj ukupnih polifenola, kao i
antioksidativni kapacitet DPPH metoda (Trolox i 1C50) i FRAP metoda. Odredivan je i
sadrzaj pojedinacnih flavonoida i fenolnih kiselina primenom te¢ne hromatografije
(LC/MS metoda).

Dobijeni rezultati pokazali su da se ovaj voéni sok odlikovao niskim sadrzajem
ukupnih monomernih antocijana, ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola, kao i niskim

antioksidativnim potencijalom (tabela 35).

Tabela 35. Hemijske analize vo¢nog soka jabuke

Biljni ekstrakti Voéni sok jabuke
pH vrednost 3,76 £ 0,05
Sadrzaj rastvorljive suve materije (%) 11,2+0,0
Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana(mg CGE/l) 3,75+ 0,95
Sadrzaj ukupnih flavonoida(mg QUE /1) 114,42 + 1,67
Sadrzaj ukupnih polifenola(mg GAE /1) 232,26 + 0,66
Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda (mmol TE /1) 0,64 +0,01
Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda (IC50 (ug/ml)) 320,04 £ 0,99
Antioksidativni kapacitet - FRAP metoda(mmol Fe (I1) /1) 2,04 £0,02

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
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Rezultati LC/MS metode pokazali su prisustvo hlorogenske kiseline, kao i
tragove galne i protokatehinske kiseline u vo¢énom soku jabuke (tabela 36).

Tabela 36. LC/MS analiza fenolnih jedinjenja vo¢nog soka jabuke

Fenolna jedinjenja(mg/l) Voéni sok jabuke
p-Hidroksibenzoeva kiselina /
Protokatehinska kiselina 0,37 £ 0,02
Galna kiselina 0,55 + 0,03
Elaginska kiselina /
p-Kumarinska kiselina /
Kofeinska kiselina /
Ferulinska kiselina /
Hlorogenska kiselina 11,19 + 0,67
Kempferol /
Kvercetin /
Miricetin /
Rutin /
Katehin /
Epikatehin /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

5.2.1.4. Finalne kombinacije

U sledecoj fazi proizvodnje, dobijeni su konacni proizvodi od tri potencijalno
funkcionalna bezalkoholna pica, tako $to su u odgovarajue mesavine voc¢nih sokova
(JD1, JD2 i JD3) dodavane kombinacije sa odgovaraju¢im lekovitim i aromati¢nim
biljem (K1, K2 i K3), kako bi se dobili proizvodi sa ciljanim funkcionalnim svojstvima
na zdravlje potrosaca. Zbog cinjenice da su ekstrakti lekovitog i aromati¢nog bilja
dobijeni postupkom perkolacije u 50% vodeno-etanolnom rastvoru, njihova
koncentracija u finalnim pi¢ima nije mogla biti ve¢a od 0,6%, radi moguceg prelaska
etanola, kao ekstrakcionog sredstva, u finalni napitak. Tako su dobijeni vo¢ni sokovi sa
lekovitim 1 aromati¢nim biljem, finalne kombinacije bezalkoholnih pica, koje su

predstavljale krajnje potencijalno funkcionalne napitke, oznacene kao:
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1. KD 1- “Fit”

Voéni sok: 29,4% jabuke, 20% crne ribizle, 20% borovnice, 10% jagode, 10%
crvene ribizle, 10% kupine.

Ekstrakt: 0,15% Sipurka, 0,15% aronije, 0,10% rastavica, 0,05% mati¢njaka,
0,08% koprive, 0,05% kamilice, 0,02% zove.

2. KD 2- “Kardio”

Voéni sok: 29,4% jabuke, 20% crne ribizle, 25% borovnice, 15% maline, 5%
kupine, 5% visnje.

Ekstrakt: 0,10% heljde, 0,10% sofore, 0,10% aronije, 0,10% Sipurka, 0,10%
koprive, 0,05% srdacice, 0,05% mati¢njaka.

3. KD 3- “Imuno”

Voéni sok: 29,4% jabuke, 30% crne ribizle, 20% borovnice, 15% visnje, 5%
jagode.

Ekstrakt: 0,25% aronije, 0,15% Sipurka, 0,12% koprive, 0,02% ehinacee, 0,02%

grckog semena, 0,02% trave ive, 0,02% majkine dusice.

5.2.2. Odredivanje tehnoloskih parametara proizvedenih
bezalkoholnih pica
U svim kombinacijama vo¢nih sokova i bezalkoholnih pi¢a pH vrednost se

kretala u rasponu od 2,94 do 3,08 (tabela 37).

Tabela 37. pH vrednosti bezalkoholnih pic¢a

Kombinacije voénih pH vrednost

sokova | postupak Il postupak 111 postupak
D1 2,95+0,05 2,96+0,03 3,00+0,05
D2 2,97+0,10 2,97+0,02 2,99+0,04
D3 2,94+0,08 2,95+0,01 2,97+0,03
JD1 3,03+0,05 3,04+0,04 3,03+0,03
JD2 3,04+0,07 3,04+0,04 3,05+0,04
JD3 3,00+0,03 3,01+0,04 3,03+0,03
KD1 3,07+0,04 3,07+0,03 3,08+0,02
KD2 3,08+0,04 3,06+0,03 3,08+0,05
KD3 3,04+0,05 3,05+0,04 3,06+0,04

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
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Sadrzaj suve materije kod kombinacija voénih sokova kretao se u granicama od

11,4 do 15,0 (tabela 38).

Tabela 38. Sadrzaj rastvorljive suve materije u bezalkoholnim pi¢ima

Kombinacije vo¢nih Sadrzaj rastvorljive suve materije (%)

sokova | postupak Il postupak 111 postupak
D1 11,5+0,1 12,0+0,2 12,0£0,2
D2 12,0+0,1 13,5+0,2 13,5+0,2
D3 14,5+0,3 15,0+0,3 15,0+0,3
JD1 11,4+0,1 11,7+0,2 11,6+0,1
JD2 11,7+0,2 12,9+0,2 12,8+0,2
JD3 13,7+0,3 13,8+0,3 13,9+0,2
KD1 11,5+0,1 11,8+0,2 11,740,1
KD2 11,8+0,2 13,0+0,2 12,9+0,2
KD3 13,8+0,3 13,9+0,2 14,0+0,3

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Prema ,,Pravilniku o kvalitetu voénih sokova, koncentrisanih voénih sokova,
vocnih sokova u prahu, vo¢nih nektara i srodnih proizvoda® (Sluzbeni glasnik RS, br.
27/2010, 67/2010, 70/2010 - ispr., 44/2011 i 77/2011) maksimalni sadrzaj etanola u
vo¢nim sokovima, ne sme biti iznad 3,0 g/l (g/kg).

U proizvedenim bezalkoholnim pi¢ima, etanol je mogao biti unet sa
ekstrakatima lekovitog i aromati¢nog bilja, koji su dobijeni postupkom perkolacije, gde
je kao rastvara¢ koris¢en 50% vodeno-etanolni rastvor. lako je u proizvodnji
bezalkoholnih pi¢a koris¢ena mala koli¢ina biljnih ekstrakata, od svega 0,6%, ipak je
proveravan sadrzaj etanola u njima kako bi se utvrdilo da on ne prelazi dozvoljene
vrednosti propisane Pravilnikom.

Sadrzaj etanola u finalnim kombinacijama KDI1, KD2 i KD3, dobijenih od
sokova proizvedenih razli¢itim tehnoloSkim postupcima proizvodnje, prikazan je u

tabeli 39.

Tabela 39. Sadrzaj etanola u finalnim proizvodima- bezalkoholnim pi¢ima

Sadrzaj etanola (% v/v)

Finalni proizvodi

| postupak Il postupak 111 postupak
KD1 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01
KD2 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01
KD3 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,00

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

Dobijene vrednosti pokazale su da se sadrzaj etanola u bezalkoholnim pi¢ima

kretao u okviru dozvoljenih vrednosti, propisanih Pravilnikom.
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5.2.3. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u finalnim proizvodima

Antocijani (Pordevi¢, 2012), znacajno doprinose antioksidativnosti crvenog
voca, a predstavljaju glavne bojene materije dobijenih bezlkoholnih pica.

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u tri ispitivane kombinacije vo¢nih
sokova od crvenog voca (D1, D2 i D3), proizvedene razli¢itim postupcima proizvodnje
(tabela 40) bio je relativno srazmeran vrednostima dobijenim za voéne sokove
borovnice (tabela 7). Ovo su bile veoma visoke vrednosti, obzirom da su sokovi
borovnice pokazali najvisi sadrzaj ukupnih monomernih antocijana, posle sokova crne

ribizle.

Tabela 40. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u uzorcima kombinacija voénih
sokova

Kombinacije voénih Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana (mg CGE/I)

sokova I postupak Il postupak 111 postupak

D1 454,21 + 19,26" 1780,10 + 34,10° 1718,32 +17,35°
D2 644,58 + 17,43 2005,54 + 30,61° 2090,70 + 5,78"
D3 608,95 + 10,86 2301,11 + 40,80° 2144,14 + 22,96°
JD1 331,31 +12,69° 1086,54 + 38,42" 1195,64 + 20,32°
JD2 424,82 +19,96" 1430,54 + 28,40° 1337,02 + 10,20°
JD3 364,37 £ 11,17° 1455,03 + 25,07° 1471,73 + 5,10°
KD1 328,97 + 4,65° 1066,50 + 15,78" 1030,88 + 24,62"
KD2 419,14 + 5,14° 1420,52 + 23,69° 1256,87 + 15,78"
KD3 361,36 + 5,87° 1448,35 + 15,06° 1318,10 + 25,29°

frikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Pektoliticki enzimi uticali su na povecanje sadrzaja ukupnih monomernih
antocijana prilikom proizvodnje enzimiranih voénih sokova, §to je i ranije potvrdeno
kod sokova borovnice i crne ribizle (Buchert et al., 2005). Dodatak soka jabuke,
proporcionalno je smanjio njihov sadrzaj, ali je ipak u kombinacijama JD1, JD2 i JD3
ovaj sadrzaj bio 1-1,5 puta visi od vrednosti dobijenih za voéne sokove kupine (tabela
7). Dodavanje biljnih ekstrakata (K1, K2 i K3) u kombinacije voénih sokova (JD1, JD2
i JD3) nije imalo uticaja na povecanje sadrzaja ukupnih monomernih antocijana u
finalnim pi¢ima (KD) (tabela 40), zbog nizeg sadrzaja ovog parametra u K ekstraktima
(tabela 28) u odnosu na vo¢ne mesavine.

Moze se zakljuciti da je u finalnim bezalkoholnim pi¢ima dobijen izuzetno visok

sadrzaj ukupnih monomernih antocijana, posebno kod pica proizvedenih od enzimiranih
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I pasterizovanih sokova. Pokazalo se da se koris¢enjem proizvoda koji su bogat izvor
antocijana moze se doprineti regulisanju rada srca i krvotoka, lecenju hipertenzije,
oboljenja jetre, dizenterije, dijareje, infekcija urinarnog trakta i kamena u bubregu,
poboljsanju vida i cirkulaciji (Matsumoto et al., 2001; Tumbas, 2010). Takode je u
ranijim ispitivanjima istaknuto da je cijanidin pokazao visi protivupalni efekat u odnosu
na aspirin (Wang et al., 1999). Na osnovu svega navedenog moze se predpostaviti da bi
se konzumiranje ispitivanih finalnih bezalkoholnih pic¢a, u kojima je detektovan visok

sadrzaj antocijana moglo doprineti poboljSanju zdravlja potrosaca.

5.2.4. Sadrzaj ukupnih flavonoida u bezalkoholnim pi¢ima

U proizvedenim pi¢ima sadrzaj ukupnih flavonoida se dodatkom soka jabuke
znacajno smanjio (p<0,05) kod sva tri tehnoloska postupka proizvodnje (I, I1 i III), ali je
dodatak biljnih eksrakata (K1, K2 i K3) uslovio znacajno poveénje sadrzaja ukupnih
flavonoida kod vecine uzoraka dobijenih primenom II i III tehnoloSkog postupka

proizvodnje (tabela 41).

Tabela 41. Sadrzaj ukupnih flavonoida u uzorcima vo¢nih sokova

Kombinacije voénih Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg QUE/I)

sokova | postupak Il postupak 111 postupak
D1 857,56 + 3,85 2669,17 + 8,33 2312,25 + 7,50°
D2 966,44 + 7,70 2716,39 + 4,81° 2599,75 + 8,66"
D3 1148,67 + 20,00 2860,83 + 36,32° 2754,75 + 32,69°
JD1 651,50 + 15,00" 1817,86 + 29,93 1686,03 + 12,80°
JD2 721,50 + 13,23 2013,11 + 13,88° 1990,92 + 20,21"
JD3 859,92 + 2,89" 2086,44 + 36,72°° 2081,00 + 14,53%¢
KD1 685,75 + 2,50° 1834,83 + 28,43 1719,83 + 2,89°
KD2 755,75 + 2,50° 2064,81 + 6,74%* 2043,42 £ 15,43°
KD3 907,42 + 2,89° 2134,81 + 14,68° 2111,47 + 18,75°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Sadrzaj ukupnih flavonoida bio je skoro dvostruko visi od sadrzaja koji je
dobijen za sokove jagode, maline i crvene ribizle, ali i nesto nizi od sokova kupine i
visnje.

Flavonoidi su snazni antioksidansi in vitro i mogu inhibirati peroksidaciju lipida
1 zastiti lipoproteine male gustine od oksidacije, a takode mogu smanjiti agregaciju
trombocita i poboljsati vazodilataciju (Borges et al., 2010). Ovo ukazuje na ¢injenicu da

bi se proizvedena bezalkoholna pi¢a, koja su se isticala po izuzetno visokom sadrzaju
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flavonoida, mogla svrstati medu namirnice Sa dodatom vredno$c¢u. Imajuci u vidu da je
preporuceni prosecni dnevni unos flavonoida oko 1g/dan (Kuhnau, 1976), a da su se
vrednosti ukupnih flavonoida ispitivanih finalnih bezalkoholnih kombinacija kretale u
rasponu od 0,7-2¢g/l (tabela 41), moze se zakljuciti da bi konzumiranje ovih sokova

moglo doprineti dnevnom unosu flavonoida.

5.2.5. Sadrzaj ukupnih polifenola u bezalkoholnim pi¢ima

Sadrzaj ukupnih polifenola znafajno se smanjio dodatkom soka jabuke u

mesSavine vo¢nih sokova (D kombinacije) (tabela 42).

Tabela 42. Sadrzaj ukupnih polifenola u uzorcima vocnih sokova

Kombinacije voénih SadrZaj ukupnih polifenola (mg GAE /1)

sokova | postupak Il postupak 111 postupak

D1 1740,00 + 15,36° 3843,99 + 35,12° 3916,94 + 23,66°
D2 2411,31 + 25,91° 4401,37 + 19,68" 4474,32 + 17,06"
D3 248754 + 44,87° 4805,74 + 29,93° 4660,11 + 33,13
JD1 1299,34 + 26,02¢ 2763,47 + 19,43¢ 2793,50 + 23,89
JD2 2231,20 + 23,19° 2979,02 + 23,40" 3179,45 + 27,30°
JD3 2018,91 + 8,76" 3418,36 + 20,66 3463,61 + 32,79¢
KD1 1476,23 + 4,10" 2780,68 + 18,29¢ 2803,06 + 11,94
KD2 2257,98 + 17,53 3079,56 + 25,95° 3194,75 + 30,05°
KD3 2043,77 + 17,21° 3422,73 + 32,89¢ 3493,28 + 30,71¢

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Dodatkom biljnih ekstrakata (K1, K2 i K3) u kombinacije vo¢nih sokova od
jagodastog i kosticavog voca (dobijenog primenom sva tri ispitivana tretmana) i jabuke
(JD kombinacije), gotovo u svim slu¢jevima vrednost ukupnih polifenola je ostala
nepromenjena. Kombinacije bezalkoholnih pi¢a pokazale su visok sadrzaj ukupnih
polifenolnih jedinjenja, koje su za hladno cedene sokove bile u rangu hladno cedenih
sokova borovnice i crne ribizle, dok su za enzimirana pi¢a vrednosti bile nize od
enzimiranog soka borovnice, a viSe od enzimiranih sokova visnje i kupine (tabela 9).

Polifenoli imaju ulogu hvataca slobodnih radikala, sprecavaju njihovu
oksidaciju, deluju antioksidativno, S§tite¢i celijske membrane, enzime 1 genetski
materijal u ljudskom organizmu od razlicitih ostec¢enja (Rice-Evans et al., 1997; Huang
et al., 2005; Nikoli¢ i Milivojevi¢, 2010; Shadidi et al., 2015). Prisustvo fenolnih
jedinjenja u vocu i drugim biljkama zasluzno je za visoku biolosku aktivnost kao §to su

antioksidativna, antiinflamatorna, antimikrobna i antikarcinogena (Mazza, 2007), zbog
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cega bi se konzumiranjem ispitivanih finalnih bezalkoholnih pi¢a, kod kojih su
dobijene visoke vrednosti u sadrzaju polifenola, kod potencijalnih potrosaca, moglo
doprineti poboljSanju ciljanih zdravtsvenih efakata, kao i poboljSavanju opSteg stanja

organizma.

5.2.6. Antioksidativni kapacitet bezalkoholnih pi¢a

5.2.6.1. DPPH metoda (Trolox)

Dobijene vrednosti antioksidativnog kapaciteta primenom DPPH metode, za
ispitivane mesavine voénih sokova (D1, D2 i D3) (tabela 43) bile su u opsegu vrednosti
koje su dobijene za sokove borovnice i crne ribizle, da bi dodatkom soka jabuke (JD
kombinacije) one opale na nivo koji je u rangu sa vrednostima dobijenim kod sokova
visnje 1 kupine.

Tabela 43. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta, DPPH metoda (mmol TE /1) u
uzorcima kombinacija vo¢nih sokova

Kombinacije voénih Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda (mmol TE /|)

sokova | postupak Il postupak 111 postupak
D1 8,08 + 0,05%¢ 29,82 + 0,09° 21,71+ 0,07°
D2 10,03 + 0,09° 30,76 + 0,06° 23,36 +0,11°
D3 11,36 £ 0,01° 30,41+ 0,07 27,30 £ 0,14°
JD1 6,75 + 0,04° 16,27 + 0,08' 15,96 + 0,07'
JD2 7,58 + 0,06 18,45 + 0,03" 16,95 + 0,06¢
JD3 8,66 +0,01° 20,17 + 0,05° 18,04 + 0,03¢
KD1 7,58 + 0,04 18,76 + 0,08° 16,25 + 0,09"
KD2 8,06 + 0,08° 19,92 + 0,01f 17,49 + 0,03
KD3 8,22 + 0,02° 22,43 + 0,06° 19,76 + 0,07°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znaéajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Sa druge strane, dodatkom ekstrakata lekovitog 1 aromati¢nog bilja
antioksidativnost je znacajno porasla kod sve tri ispitivane kombinacije (KD1, KD2, i
KD3) u kojima su kori$c¢eni sokovi dobijeni primenom Sva tri postupka proizvodnje (I,
I1 i 11). Medutim, bez obzira na to §to se sadrzaj ukupnih monomernih antocijana,
ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola nije znac¢ajno menjao, udruzeno dejstvo vise
komponenti, kao i dejstvo neflavonoidnih sastojaka je mogao imati uticaj na to da je
antioksidativnost u finalnim kombinacijama znac¢ajno porasla.

Vrednosti za antioksidativni kapacitet finalnih kombinacija (KD1, KD2 i KD3),
dobijenih od hladno cedenih, enzimiranih i pasterizovanih sokova (I, Il i 11l postupak)
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kretale su se izmedu vrednosti vo¢nih sokova visnje i kupine i soka borovnice (tabela
10).
5.2.6.2. DPPH metoda (1C50)

Dodatak voénog soka jabuke uticao je na smanjenje antioksidativnog kapaciteta
(IC50 vrednosti) kod svih postupaka proizvodnje, a dodatak ekstrakata lekovitog i

aromati¢nog bilja je kod enzimiranih i pasterizovanih sokova povec¢ao IC50 vrednosti

(tabela 44).

Tabela 44. Vrednosti antioksidativnog kapaciteta, DPPH metoda IC50 (ul/ml) u

uzorcima kombinacija vo¢nih sokova

Kombinacije voénih

Antioksidativni kapacitet - DPPH metoda IC50 (pl/ml)

sokova | postupak Il postupak 111 postupak

D1 32,60 + 0, 45¢ 6,31 + 0,09*° 9,67 + 0, 03°

D2 22,094 + 0, 15° 6,45 + 0,04° 8,82+ 0, 04°

D3 23,58 + 0, 24° 6,20 + 0,03? 7,97 £ 0, 03
JD1 40,77 +0, 19" 10,81 + 0,00¢ 12,31+ 0, 03"
JD2 26,92 + 0, 45° 9,00 + 0,03° 10,95 + 0, 08°
JD3 25,99 + 0, 06° 8,07 + 0,03 11,97 + 0,049
KD1 37,43 £ 0, 08° 9,79 + 0,03" 11,83 + 0,04
KD2 35,84 +0, 15' 8,73 + 0,03¢ 10,63 + 0, 02°
KD3 32,94 + 0,06 7,50 + 0,03 9,48+ 0,01

Vitamin C 42,03+0,01'

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znac¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Antioksidativni kapacitet plodova ribizle i drugog jagodastog voca i njihovih
preradevina zasniva Se na vrlo visokim sadrzajima vitamina C (Moyer et al., 2002a).
Vitamin C ispoljava niz bioloskih aktivnosti. Pokazani su efekti na smanjenje oSte¢enja
DNK lanca, celijskih zidova i pojavu katarakte (Benvenuti et al., 2004). Preporucena
dnevna doza vitamina C iznosi 100 - 120 mg (Malbasa, 2004).

U odnosu na vitamin C, svi uzorci pica imali su jaci antioksidativni potencijal, i
to kombinacije enzimiranih sokova najve¢i, zatim pasterizovanih, pa hladno cedenih
sokova. Dobijene vrednosti su pokazale da su kombinacije enzimiranih i pasterizovanih
sokova 1 pi¢a (II i III postupak) imale 3-4 puta vece vrednosti u odnosu na hladno
cedene (tabela 44). Ovom metodom je, takode, kao i prethodnom, dobijen opseg
vrednosti, sli¢an soku kupine, vi$nje i borovnice (tabela 11).

Fenolna jedinjenja koja se nalaze u pi¢ima, sokovima i ekstraktima pokazuju

sinergisticki efekat jedni sa drugim, kao i sa drugim komponentama u uzorku, kao Sto
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su vitamini, etericna ulja i proteini rastvorljivi u etanolu (Singh et al., 2006) i na taj

nacin doprinose antioksidativnom potencijalu bezalkoholnih pica.

5.2.6.3. FRAP metoda

Dodatkom biljnih ekstrakata (K1, K2 i K3) u kombinacije vo¢nih sokova (JD1,
JD2 1 JD3) vrednosti antioksidativnog potencijala odredene ovom metodom gotovo su
ostale nepromenjene (tabela 45).

Vrednosti antioksidativnosti odredene FRAP metodom za finalne kombinacije
(tabela 45) su bile u rangu sa vrednostima dobijenim za sok kupine (tabela 12).
Vrednosti antioskidativnog potencijala D kombinacija voénih sokova dobijene ovom

metodom su u saglasnosti sa podacima koje su dobili Muller et al., (2010).

Tabela 45. Vrednosti antioksidativni kapacitet, FRAP metoda (mmol Fe (I1) /1) u
uzorcima kombinacija vo¢nih sokova

Kombinacije Antioksidativni kapacitet - FRAP metoda (mmol Fe(11)/1)

voénih sokova | postupak Il postupak 111 postupak
D1 29,91 +0,11° 65,36 + 0,13° 59,14 + 0,36°
D2 35,13 + 0,25° 68,51 + 0,13° 62,68 + 0,18°
D3 36,16 + 0,36° 69,49 + 0,31° 66,88 + 0,07°
JD1 23,21+ 0,10° 43,64 +0,18° 40,08 + 0,15°
JD2 23,64 + 0,129 47,52 + 0,17 44,41 + 0,96
JD3 24,13 + 0,28°" 51,80 + 0,30° 48,69 + 0,21°
KD1 23,30 + 0,08° 43,91 +0,18° 41,06 + 0,10°
KD2 24,31 + 0,07%¢ 47,74 + 0,24 45,80 + 0,22°
KD3 24,86 +0,17° 52,61 + 0,25° 49,19 + 0,13°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Slobodni radikali prisutni u organizmu mogu da dovedu do raznih poremecaja i
bolesti. Zato su neophodni antioksidanti koji ¢e te slobodne radikale neutralisati.
Antioksidanti in vivo deluju tako $to se sami oksiduju i na taj na¢in Stite vazne celijske
komponente od oksidacije ili kataliticki konvertuju prooksidante u manje reaktivna
jedinjenja (Tumbas, 2010). Zbog savremenog nacina zivota Cesto ta ravnoteza biva
narusena, U Kkorist prooksidanasa, koli¢ina stvorenih radikala nadmasuje koli¢inu
proizvedenih endogenih antioksidanasa i nastaje oksidativni stres, koji moze dovesti do
ostecenja cCelija (Alfada i Sallam, 2012). Kako bi se omogucio balans, neophodno je
unosenje antioksidanasa egzogeno, putem hrane i pic¢a.

Dobijeni rezultati, kojima se potvrduje visok antioksidativni kapacitet

proizvedenih bezalkoholnih pi¢a ukazuju na ¢injenicu da ova pica sa potencijalno
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povoljnim ciljanim dejstvima na metabolizam, kardiovaskularni i imunski sistem, mogu
predstavljati dobar izvor antioksdanasa, neophodnih za normalno funkcionisanje

organizma.

5.2.7. Korelacija metoda

U mnogim istrazivanjima pokazana je pozitivna Kkorelaciju izmedu
antioksidativnog kapaciteta i polifenola, sadrzaja vitamina C i antocijana (Wang i Lin,
2000; Sellappan et al.,, 2002; Reyes-Carmona et al., 2005; Poiana et al., 2010;
Milivojevi¢ et al., 2011). Korelacija izmedu koris¢enih metoda u eksperimentu,

pokazana je u tabeli 46.

Tabela 46. Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih monomernih antocijana, ukupnih
flavonoida, ukupnih polifenola i antioksidativnog kapaciteta, odredivanog razli¢itim
metodama

Ukupni . .

monomerni ﬁ:\‘jg:(;l g Uoﬁ‘ijfi?]'on FRAP DPPH  DPPH

antocijani P (Trolox) (IC50)

Koeficijent korelacije (r)

Ukupni monomerni o -
antocijan 1 -0,258 -0,097 0,011 -0,125  -0,323
Ukupni flavonoidi 1 09247 09107 09407 -0,566"
Ukupni polifenoli 1 0935" 0968 -0,608"
FRAP 1 09217 -0,654"
DPPH (Trolox) 1 -0,602"
DPPH (1C50) 1

** Kopenauuja je 3HauajHa Ha HuBOY 0,01

Iz tabele se moze videti da je sadrzaj ukupnih monomernih antocijana bio u
slaboj korelaciji sa sadrzajem ukupnih flavonoida i sa IC50 vrednostima DPPH metode
(tabela 46). Sa ostalim hemijskim pokazateljima nije postojala statisticki znacajna
pozitivna korelacija, pa se moze zakljuciti da je sadrzaj ukupnih monomernih antocijana
slabo uticao na sadrzaj ukupnih flavonoida. Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana
nije imao uticaja na sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidativni kapacitet meren FRAP i
DPPH (Trolox) metodama. Antocijana ima najvise u crvenom vocu, ali u lekovitom i
aromati¢no bilju su manje zastupljeni, pa verovatno otuda slaba korelacija. Prisustvo
vece kolic¢ine drugih jedinjenja iz klase flavonoida imalo je najverovatnije veéi uticaj na

sadrzaj ukupnih flavonoida, kao i ukupnih polifenola. Sadrzaj ukupnih polifenola bio je
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visoko korelisan sa sadrzajem ukupnih flavonoida (r=0,924).

Na antioksidativni kapacitet uzoraka znacajno je uticao sadrzaj ukupnih
flavonoida i ukupnih polifenola (tabela 46), Sto se i moglo pretpostaviti, obzirom da su
flavonoidi i ostala polifenolna jedinjenja najzastupljeniji bioloski aktivni sekundarni
metaboliti biljaka (Haminiuk et al., 2012), koji su najvise doprineli njihovoj
antioksidativnosti. Ovo se najvise odnosilo kod antioksidativnosti merene FRAP i
DPPH (Trolox) metodama, gde je postojala snazna korelisanost (r>0,9 ) (tabela 46).
Takode, sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja nije jedini uslov za antioksidativni
kapacitet i mogucu zdravstvenu korisnost. Pored njihovog ukupnog sadrzaja, tip
fenolnih jedinjenja koji je zastupljen u sokovima predstavlja vazan faktor
antioksidativnog kapaciteta sokova, kao i sadrzaj vitamina C i drugih antioksidanata
(Satué-Garcia et al., 1997; Stajci¢ et al.,, 2012). Sve tri metode za odredivanje
antioksidativnosti bile su u medusobnoj statisticki veoma znacajnoj korelaciji pogotovo
FRAP i DPPH (Trolox) (r=0,921). Zato se moze pretpostaviti da se ove metode mogu
primenjivati za odredivanje antioksidativnog kapaciteta vo¢nih sokova 1 ekstrakata

lekovitog i1 aromati¢nog bilja.

5.2.8. LC/MS analiza fenolnih jedinjenja u bezalkoholnim pi¢ima

Sadrzaj p-hidroksibenzoeve kiseline u uzorcima bezalkoholnih pica,

proizvedenih razli¢itim tehnoloskim postupcima proizvodnje, prikazan je u tabeli 47.

Tabela 47. SadrZaj p-hidroksibenzoeve kiseline u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije p-Hidroksibenzoeva kiselina (mg/l)
bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 1,59+0,08%° 0,36+0,04° 1,32+0,03°
D2 1,33+0,01° 0,57+0,02° 1,26+0,02°¢
D3 1,49+0,03%¢ 0,54+0,01° 1,26+0,03"¢
JD1 1,59+0,07%¢ 0,36+0,02° 1,17+0,05%¢
JD2 1,21+0,02 0,54+0,01° 1,19+0,07"¢4
JD3 1,69+0,03° 0,47+0,02° 1,09+0,04°
KD1 3,80+0,26° 4,05+0,06" 1,79+0,07°
KD2 2,19+0,03° 7,10+0,58° 1,80+0,05%
KD3 2,65+0,03" 6,93+0,06° 1,84+0,04°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema

Tukey-evom HSD testu.
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U wuzorcima bezalkoholnih pi¢a dobijen je relativno nizak sadrzaj p-
hidroksibenzoeve kiseline. Medutim, dodavanje ekstrakata u voéne JD meSavine uticalo
je znaCajno (p<0,05) na povecanje ove fenolne kiseline kod sva tri postupka
proizvodnje, i to 1,5 puta kod pi¢a dobijenih od hladno cedenih i pasterizovanih sokova,
a ¢ak 11-15 puta kod pi¢a dobijenih od enzimiranih sokova. Kombinacije KD2 i KD3
dobijene od enzimiranih sokova pokazale su najvisi sadrzaj ove kiseline, Cije se
prisustvo u prehrambenim proizvodima moze dovesti u vezu sa njihovim potencijalnim
konzervisuc¢im efektom (Aalto et al., 1953).

Kao sto je vec¢ istaknuto u prethodnim rezultatima, u sadrzaju protokatehinske
kiseline isticali su se sokovi borovnice (kod sva tri postupka), kao i enzimirani sokovi
kupine, maline i vi$nje (tabela 14). Takode, sve tri kombinacije ekstrakata su bile bogate
u sadrzaju ove fenolne kiseline (tabela 30).

Sadrzaj protokatehinske Kkiseline u uzorcima finalnih bezalkoholnih pica

prikazan je u tabeli 48.

Tabela 48. Sadrzaj protokatehinske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Protokatehinska kiselina (mg/l)
bezalkoholnih

| postupak Il postupak 111 postupak
pic¢a
D1 8,82+0,07° 2,99+0,07" 10,76+0,32°
D2 11,16+0,03¢ 4,15+0,05° 10,65+0,08°
D3 8,66+0,50™ 3,59+0,03° 10,39+0,09°
JD1 8,08+0,08° 2,50+0,05° 8,41+0,06°
JD2 9,38+0,07° 3,22+0,02° 9,88+0,06°
JD3 10,74+0,12¢ 2,86+0,03" 8,20+0,08°
KD1 30,36+0,18"° 25,19+0,12° 21,14+0,17°
KD2 31,47+0,24° 40,57+0,38° 30,67+0,32°
KD3 26,65+0,21° 33,47+0,27° 20,80+0,15°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znadajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Sadrzaj protokatehinske kiseline znacajno se povecao dodavanjem ekstrakata u
vo¢ne meSavine kod sva tri postupka proizvodnje (oko 3 puta kod uzoraka sa hladno
cedenim i pasterizovanim sokovima). U JD kombinacijama pica proizvedenih od
enzimiranih sokova (II postupak), detektovane su znacajno nize vrednosti u odnosu na
ostale postupake proizvodnje, ali su dodatkom ekstrakata, porasle ¢ak 10-12 puta (tabela
48).
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Visok sadrzaj galne kiseline detektovan je kod sokova kupine i borovnice (kod
sva tri postupka proizvodnje), kao i kod enzimiranih sokova crne ribizle i jagode (tabela
15). Galna kiselina se u ljudskom organizmu dobro resorbuje u poredenju sa drugim
fenolnim jedinjenjima (Shahrzad i Bitsch, 1998), pa bi konzumiranje ovakvih pica
moglo znacajno doprineti unosu bioloski aktivnih jedinjenja. Sadrzaj galne kiseline u

bezalkoholnim pi¢ima prikazan je u tabeli 49.

Tabela 49. Sadrzaj galne kiseline u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Galna kiselina (mg/l)

bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak

D1 14,47+0,44° 6,49+0,08° 18,360,46"
D2 13,80+0,05" 5,71+0,07¢ 14,55+0,22¢
D3 8,73+0,06° 4,50+0,05° 13,07+0,11¢
JD1 12,80+0,12° 4,63+0,06° 13,89+0,09"
JD2 11,91+0,78° 4,35+0,04° 13,94+0,09%
JD3 10,31+0,09" 3,46+0,05' 10,86+0,07"
KD1 32,98+0,32° 37,05+0,33° 25,37+0,30°
KD2 24,03+0,22° 43,47+0,29% 28,64+0,22°
KD3 21,22+0,11° 37,4440,27° 20,26+0,22°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Sadrzaj galne kiseline znacajno se povecao dodavanjem biljnih ekstrakata u
vocne mesavine kod svih uzoraka pic¢a dobijenih od sokova primenom sva tri postupka
proizvodnje (2-3 puta kod pica od hladno cedenih i pasterizovanih sokova, a 9-10 puta
kod pi¢a od enzimiranih sokova). Galna kiselina poseduje visok antioksidativni
potencijal, koji je ¢ak tri puta visi od antioksidativnog potencijala vitamina C (Nile i
Park, 2014), zahvaljuju¢i svojim hidroksilnim grupama koji se ponasaju kao primaoci
elektrona (Rice-Evans et al., 1997; Nile i Park, 2014).

Elaginska kiselina brzo dospeva u krvotok, sa maksimalnom koncentracijom
samo 1 h nakon unosa hrane bogate elaginskom kiselinom i elagitaninima (Seeram et al.
2004). Najvisi sadrzaj elaginske kiseline je kvantifikovano u sokovima maline, kupine i
jagode (tabelal6), kao i u sve tri kombinacije biljnih ekstrakata K1, K2 i K3 (tabela 31).
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Sadrzaj elaginske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pica prikazan je u tabeli 50.

Tabela 50. Sadrzaj elaginske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije Elaginska kiselina (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 4,88+0,09° 1,76+0,06° 8,12+0,08¢
D2 20,83+0,09" 3,14+0,05° 9,26+0,07°
D3 1,23+0,02¢ 0,73+0,02 2,06+0,04"
JD1 4,84+0,06° 1,82+0,03° 6,32+0,06°
JD2 16,69+0,17° 1,82+0,04° 9,10+0,12°
JD3 1,29+0,02¢ 0,48+0,02¢ 1,35+0,01¢
KD1 14,75+0,13° 11,19+0,09° 10,37+0,11°
KD2 29,11+0,27° 19,68+0,12° 17,62+0,13?
KD3 1,98+0,08 2,77+0,03¢ 2,21+0,03

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Sadrzaj elaginske kiseline znacajno se povecao dodavanjem ekstrakata u vocne
mesavine, kod svih uzoraka (1,5-5 puta kod uzoraka pi¢a dobijenih od hladno cedenih
sokova, 1,5-2 puta kod pica dobijenih od pasterizovanih sokova, a 6-11 puta kod pica od
enzimiranih sokova). Dokazano je citotoksi¢no i antiproliferativno dejstvo elaginske
kiseline, kao i letalno dejstvo na celije karcinoma  (Losso et al., 2006), pa se moze
pretpostaviti njen pozitivan efekat, koji bi se mogao posti¢i konzumiranjem ispitivanih
bezalkoholnih pica.

Sadrzaj p-kumarinske kiseline bio je najvisi kod enzimiranih sokova borovnice,
visnje, jagode i maline, kao i kod pasterizovanih sokova kupine i jagode (tabela 17).

Sadrzaj p-kumarinske kiseline u bezalkoholnim pic¢ima dat je u tabeli 51.

Tabela 51. Sadrzaj p-kumarinske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pic¢a

Kombinacije p-Kumarinska kiselina (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 2,26+0,04° 8,51+0,09¢ 11,40+0,09°
D2 1,94+0,04° 13,31+0,06" 9,73+0,07°
D3 1,75+0,03f 11,74+0,13¢ 8,81+0,06°
JD1 1,69+0,05' 6,17+0,08" 8,09+0,04
JD2 1,39+0,03¢ 10,30+0,09' 8,02+0,08"
JD3 2,53+0,03° 9,06+0,11" 6,75+0,03¢
KD1 4,72+0,06° 23,26+0,24° 15,52+0,16"
KD2 4,63+0,05° 98,54+0,88° 16,80+0,15°
KD3 4,93+0,06° 93,31+1,04° 15,46+0,14"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obelezene razligitim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znagajno razlikuju (p<0,05), prema

Tukey-evom HSD testu.
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Koncentracija p-kumarinske kiseline u finalnim (KD) meSavinama znacajno se
povecala dodavanjem ekstrakata u voéne mesavine (2-4 puta kod pi¢a dobijenih od
hladno cedenih sokova, oko 2 puta kod pi¢a od pasterizovanih i 4-10 puta kod pic¢a
dobijena od enzimiranih sokova, koje su se isticale sadrzajem ove kiseline) (tabela 51).
Potvrdeno sinergisticko dejstvo kofeinske, p-kumarinske i hlorogenske kiseline sa a-
tokoferolom i askorbinskom kiselinom moze doprineti povecanju antioksidativnog
kapaciteta uzoraka (Or¢i¢, 2010).

Kofeinska, kafeoilhinska i dikafeoilhinska kiselina zasluzne su za poboljSavanje
mobilnosti makrofaga, koji su u vecini tkiva prva linija odbrane od infekcija (Tatefuji et
al., 1996). Visok sadrzaj kofeinske kiseline, sa karakteristicnim aromati¢nim mirisom i
gorkim ukusom (Marin et al., 2003; Boros et al., 2010), pronaden je kod enzimiranih
sokova borovnice, viSnje, crne ribizle i maline (tabela 18), kao i kod kombinacija
ekstrakata K1, K2 i K3 (tabela 31). Sadrzaj kofeinske kiseline pronadene u uzorcima

bezalkoholnih pi¢a prikazan je u tabeli 52.

Tabela 52. Sadrzaj kofeinske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Kofeinska kiselina (mg/l)

bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 / 5,36+0,04¢ 5,18+0,07°
D2 / 12,30+0,08¢ 6,13+0,09¢
D3 0,50+0,02° 10,91+0,11%¢ 6,25+0,04°
JD1 / 4,34+0,04° 3,80+0,04¢
JD2 / 9,78+0,12° 5,43+0,14°
JD3 / 8,18+0,07" 4,74+0,03
KD1 1,61+0,03° 38,97+0,38° 16,35+0,17¢
KD2 2,28+0,03? 176,74+1,13 23,36+0,18"°
KD3 2,21+0,03" 148,24+1,25" 24,34+0,16°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki znadajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

U meSavinama sokova od hladno cedenih uzoraka sokova, sadrzaj ove Kiseline,
za koju se navodi da je najzastupljenija fenolna kiselina u biljnom svetu (Pereira et al.,
2009; Dai i Mumper, 2010), je detektovan u veoma niskim koncentacijama. Povecanje
sadrzaja kofeinske kiseline dodatkom ekstrakata u vo¢ne mesavine, kod pi¢a od
enzimiranih sokova, bilo je 9-18 puta, a kod pic¢a od pasterizovanih sokova 4-6 puta.
Visok sadrzaj ove kiseline pokazale su finalne kombinacije pi¢a od enzimiranih sokova
KD2 i KD3 (Il postupak) (tabela52).
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Ferulinska kiselina je detektovana u niskim koncentracijama u voénim sokovima
(tabela 19), dok je izuzetno visok sadrzaj zabelezen u kombinaciji ekstrakata K1 (tabela

32). Sadrzaj ferulinske kiseline u finalnim bezalkoholnim pi¢ima dat je u tabeli 53.

Tabela 53. Sadrzaj ferulinske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pic¢a

Kombinacije Ferulinska kiselina (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 / 0,32+0,03° /

D2 / 0,75+0,03° /

D3 / 1,34+0,03° /
JD1 / 0,19+0,01" /
JD2 / 0,55+0,04' /
JD3 / 0,97+0,03¢ /
KD1 / / /
KD2 3,52+0,03" 12,12+0,07° 5,42+0,05°
KD3 3,64+0,04° 7,44+0,09° /

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Dodatkom ekstrakata, u finalnim pi¢ima, od enzimiranih sokova KD2 i KD3,
sadrzaj ove kiseline Se povecao 22, odnosno 7 puta, respektivno.

Hlorogenska kiselina, estar kofeinske i hininske kiseline, je dominantno fenolno
jedinjenje sveZeg zrna kafe, izrazito gorkog ukusa, od koje se pri prZenju kafe, formira
mnostvo jedinjenja, koja uti¢u na ukus kafe (Olthof et al., 2003). Visok sadrzaj
hlorogenske kiseline pronaden je u pasterizovanim vo¢nim sokovima borovnice i vi$nje,

kao 1 u hladno cedenom soku viSnje i enzimiranom soku borovnice (tabela 20).

Tabela 54. SadrZzaj hlorogenske kiseline u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije Hlorogenska Kiselina (mg/l)

bezalkoholnih piéa | postupak Il postupak 111 postupak
1 1,01+0,06" 49,99+1,12° 85,96+1,20"
D2 4,17+0,05' 55,71+1,11¢ 91,17+1,84°
D3 12,89+0,11° 56,91+1,68° 96,30+1,25°
JD1 2,22+0,08° 37,98+1,01" 71,12+1,57¢
JD2 4,16+0,04" 40,81+0,39" 84,66+0,41"
JD3 15,57+0,14° 41,51+0,36' 81,88+0,65"
KD1 21,92+0,15° 204,4442 147 231,86+2,13¢
KD2 25,80+0,26° 110,32+1,14° 302,26+3,30°
KD3 42,04+0,40° 153,74+1,37" 292,88+1,70"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost * standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.
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Takode izuzetno visoke vrednosti sadrzaja ove kiseline pkazale su K1, K3 i K2
kombinacije vo¢nih ekstrakata (tabela 32). Sadrzaj hlorogenske kiseline pronadene u
bezalkoholnim pi¢ima prikazan je u tabeli 54.

Dodavanjem ekstrakata u voéne meSavine, sadrzaj hlorogenske kiseline se
povecao kod sva tri postupka proizvodnje (3-10 puta kod pi¢a dobijenih od hladno
cedenih sokova, 3-5 puta kod pica od enzimiranih sokova i oko 3,5 puta kod pica
dobijenih od pasterizovanih sokova). Hlorogenska kiselina i rutin pokazali su se kao
relativno stabilni tokom grejanja na 100°C, dok su se razlagali na 180°C, ali su i tada
neki proizvodi razlaganja i dalje imali sposobnost uklanjanja slobodnih radikala.
Takode, pokazano je da hlorogenska kiselina §titi rutin od razlaganja zagrevanjem,
verovatno zbog c¢injenice da je hlorogenska kiselina estar, pa se lakSe razgraduje od
rutina (Murakami et al., 2004). Hlorogenska kiselina kao i njeni derivati, takode mogu
pozitivno uticati na smanjenje povisenog krvnog pritiska i poboljSanje vaskularnog
zdravlja (Mubaraka et al., 2012;. Zhao et al., 2012).

Kempferol je kod voénih sokova pronaden u tragovima (tabela 21), a kod
kombinacija ekstrakata jedino su pronadene male koli¢ine kod K2 (u ekstraktima je bio
jedino prisutan kod sofore) (tabela 33). Sadrzaj kempferola u bezalkoholnim pi¢ima

prikazan je u tabeli 55.

Tabela 55. Sadrzaj kempferola u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije Kempferol (mg/l)

bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 0,32+0,04° 0,08+0,00*° 0,53+0,58°
D2 / 0,09+0,01%" 0,11+0,01°
D3 / 0,10+0,01*" 0,14+0,01°
JD1 / 0,06+0,01° 0,14+0,01°
JD2 / 0,07+0,01° 0,11+0,01°
JD3 / 0,08+0,01%" 0,11+0,01°
KD1 / 0,17+0,01%P 0,16+0,01°
KD2 / 0,58+0,03° 0,21+0,02°
KD3 / 0,45+0,03*" 0,16+0,01°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)

“Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

U bezalkoholnim pi¢ima kempferol nije pronaden ili je pronaden u tragovima
(tabela 55). Pod dejstvom stresa u biljnim ¢éelijama se potencira sinteza flavonoida sa

ve¢im stepenom hidroksilacije (kvercetin nasuprot kemferolu) odnosno veéim
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antioksidantnim potencijalom (Gould i Lister, 2006), pa ovo moze biti razlog niskog
sadrzaja kempferola u proizvedenim sokovima, ekstraktima i pi¢ima.

Flavonol kvercetin je najaktivniji flavonoid. Mnoge lekovite biljke ispoljavaju
svoje aktivnosti zahvaljuju¢i visokom sadrzaju kvercetina. Dokazana je znacajna
antiinflamatorna aktivnost kvercetina usled direktne inhibicije pocetnih upalnih procesa,
antioksidativna aktivnost, kao i antitumorska svojstva kvercetina ukljucujuci inhibiciju
¢elija raka proliferaciju i migraciju (Lim et al., 2007), a takode su pokazani pozitivni
efekti kvercetina na prostatu, bolesti srca, kataraktu, alergije, bronhitis i astmu
(Jani¢ijevi¢ et al., 2007). Sadrzaj kvercetina bio je visok kod proizvedenih enzimiranih
sokova borovnice, maline i kupine (tabela 22), a takode izuzetno visoke koncentrcije
kvercetina pronadene su u kombinacijama ekstrakata K2, K1 i K3, respektivno (tabela

33). Sadrzaj kvercetina detektovan u bezalkoholnim pi¢ima prikazan je u tabeli 56.

Tabela 56. SadrZaj kvercetina u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Kvercetin (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a I postupak Il postupak 111 postupak
D1 11,20+0,62° 93,37+1,02° 5,10+0,09¢
D2 / 130,18+2,49° 5,75+0,07°
D3 / 90,16+1,11° 4,39+0,06"
JD1 / 60,62+0,60" 3,56+0,04¢
JD2 / 88,37+0,60° 5,01+0,08
JD3 / 63,78+0,60" 3,11+0,40°
KD1 / 980,40+7,92° 242,10+1,55°
KD2 / 1800,72+18,93" 536,98+3, 87°
KD3 / 1182,32+9,23" 265,54+1,42"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

U pi¢ima proizvedenim od enzimiranih sokova kvercetin je pronaden u
mnogostruko visoj koli¢ini od one pronadene U pi¢ima od pasterizovanih sokova.
Dodavanjem biljnih ekstrakta pi¢ima od enzimiranih sokova sadrzaj kvercetina se
povecao 16-20 puta, dok je ovaj sadrzaj u uzorcima od pasterizovanih sokova bio ¢ak
80-107 puta visi. Finalno pice KD2 dobijeno od enzimiranih sokova imalo je ¢ak 1800
mg/l kvercetina (tabela 56).

Male koli¢ine miricetina pronadene su jedino kod sokova borovnice i1 crne
ribizle (tabela 23). U ostalim uzorcima vo¢nih sokova i ekstrakata bilja, miricetin nije

detektovan.

158



Rezultati i diskusija Jasmina R. Rajié

Sadrzaj miricetina pronaden u finalnim bezalkoholnim pi¢ima prikazan je u

tabeli 57.

Tabela 57. Sadrzaj miricetina u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Miricetin (mg/l)

bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 / 65,76+1,24° /

D2 / 03,14+1,22° /

D3 / 101,34+1,77¢ /

JD1 / 43,76+0,50" /

JD2 / 62,55+0,22° /

JD3 / 71,71+0,64° /

KD1 87,12+1,04° 659,08+5,61° 240,36+2,08°
KD2 / 901,56+8,33" 314,42+2 57°
KD3 52,06+0,49° 973,54+7,01° 410,04+3,94°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Miricetin nije pronaden kod voénih meSavina dobijenih od hladno cedenih 1
pasterizovanih sokova. Dodatkom ekstrakata u ove mesSavine, pronadene su izuzetno
visoke koncentracije miricetina, pogotovo kod uzoraka sa pasterizovanim i enzimiranim
sokovima. Kod pic¢a od enzimiranih sokova sadrzaj miricetina znacajno Se poveca0
dodatkom ekstrakata (13-15 puta).

Sadrza; rutina je u dobroj korelaciji sa antioksidativnim potencijalom
(Hinneburg i Neubert, 2005). Visoke vrednosti rutin je pokazao u voénim sokovima

crne i crvene ribizle i borovnice (tabela 24).

Tabela 58. Sadrzaj rutina u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije Rutin (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 / 29,31+0,92° 40,93+1,18¢
D2 / 25,94+1,18" 1,40+0,05
D3 1,20+0,02° 36,89+0,40° 1,26+0,04"
JD1 / 20,11+0,13° 22,95+0,63°
JD2 / 16,40+0,08" 22,88+0,18°
JD3 1,16+0,02° 25,41+0,19" 25,08+0,17¢
KD1 / 136,66+1,44° 131,54+1,10°
KD2 / 166,02+1,38" 191,90+1,95°
KD3 6,01+0,06° 189,48+1,46° 174,86+1,63"

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.
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Izuzetno visoke vrednosti rutina pronadene su u kombinacijama ekstrakata K2
(25027,88 mg/l), K1 i K3 (tabela 33). Sadrzaj rutina u bezalkoholnim pi¢ima dat je u
tabeli 58. Male koli¢ine rutina pronadene su jedino kod KD3 kombinacije dobijene od
hladno cedenih sokova. U finalnim kombinacijama pi¢a od enzimiranih i pasterizovanih
sokova dodatkom ekstrakata sadrzaj rutina povecao se 7-10 puta.

Visok sadrzaj katehina medu uzorcima sokova detektovan je jedino u
enzimiranom soku visnje (tabela 25), dok su sve tri kombinacije biljnih ekstrakata (K1,
K3 i K2) pokazale visoke vrednosti katehina, respektivno (tabela 34). Sadrzaj katehina u

bezalkoholnim pi¢ima prikazan je u tabeli 59.

Tabela 59. Sadrzaj katehina u uzorcima bezalkoholnih pi¢a

Kombinacije Katehin (mg/l)

bezalkoholnih pi¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 2,37+0,04° 5,05+0,21° 2,300,07°
D2 / 3,85+0,07 1,73+0,07°
D3 / 6,050,06° /

JD1 / 4,72+0,07° /

JD2 / 3,40+0,02 /

JD3 1,95+0,04° 4,98+0,06° /

KD1 22,05+0,16" 33,58+0,35" 30,41+0,29°
KD2 13,75+0,13° 24,96+0,32° 25,36+0,11°
KD3 22,79+0,21° 38,42+0,36° 34,30+0,28°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki zna¢ajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

U osnovnoj vo¢noj mesavini dobijenoj mesanjem hladno cedenih sokova, kao i
onoj dobijenoj meSanjem pasterizovanih sokova, katehin ili nije pronaden ili su
detektovane njegove veoma niske vrednosti. Medutim, dodavanjem biljnih ekstrakata u
ove meSavine njegov sadrzaj je porastao u svim uzorcima, tako da je njegova koli¢ina
bila 7-7,5 puta visa kod uzoraka od enzimiranih sokova u odnosu na njihovu polaznu
vo¢nu mesavinu. Moguce je da je ovo jedinjenje u proizvedenim uzorcima sokova bilo
prisutno u obliku proantocijanidina, jer su na primer, u plodovima kupine i maline
prisutni procijanidini (polimeri katehina), koji su inace odgovorni za osecaj astrigencije
(osecaj oporosti) prilikom konzumiranja plodova voca, vina, ¢okolade, piva ili Caja
(Pordevi¢, 2016).

Visok sadrzaj epikatehina pokazali su enzimirani 1 pasterizovani voéni sokovi
kupine i vi$nje (tabela 26), dok kod kombinacija ekstrakata K1, K2 i K3 nije detektovan
epikatehin (tabela 34).
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Sadrzaj epikatehina u bezalkoholnim pi¢ima dat je u tabeli 60.

Tabela 60. SadrZaj epikatehina u uzorcima bezalkoholnih pica

Kombinacije Epikatehin (mg/l)

bezalkoholnih pic¢a | postupak Il postupak 111 postupak
D1 4,54+0,05° 0,38+0,02"¢ 24,88+0,53°
D2 6,84+0,06° 0,38+0,03"¢ 21,03+0,86"
D3 11,08+0,09" 0,43+0,02" 20,96+0,91°
JD1 3,69+0,08f 0,31+0,01° 19,48+0,11°
JD2 5,58+0,05" 0,330,04"¢ 19,01+0,19°
JD3 15,01+0,11° 0,34+0,02"¢ 16,72+0,06"
KD1 /. 0,90+0,08? 1,00+0,02°
KD2 / 1,00+0,03? 1,02+0,02°
KD3 / 0,99+0,02 0,95+0,04°

Prikazane vrednosti u tabeli date su u obliku srednja vrednost + standardna devijacija (n=3)
Vrednosti obelezene razli¢itim slovima u istoj koloni se statisticki znacajno razlikuju (p<0,05), prema
Tukey-evom HSD testu.

Epikatehin u finalnim bezalkoholnim pi¢ima nije pronaden ili je pronaden u
tragovima (tabela 60), dok je u meSavinama voc¢nih sokova dobijenim od hladno
cedenih i pasterizovanih sokova pronaden u veoma maloj koli¢ini. Kod pi¢a od
pasterizovanih sokova dodavanjem ekstrakata zapazeno je smanjenje njegovog sadrzaja
i to 17-20 puta.

Iako je posle dodavanja ekstrakata u meSavine sokova sadrzaj ukupnih
polifenola, flavonoida i monomernih antocijana ostao gotovo nepromenjen (tabele 40-
42), dobijena bezalkoholna pi¢a pokazala su u vecini slucajeva visestruko povecanje
sadrzaja pojedinac¢nih fenola (tabele 47-60), kao i znacajan porast antioksidativnog
kapaciteta (tabele 43-45).

Bezalkoholna pic¢a od pasterizovanih sokova (I1l postupak) u najve¢em broju
slucajeva su pokazala viSestruko niZi sadrzaj fenolnih jedinjenja u odnosu na pi¢a od
enzimiranih sokova (Il postupak) (slike 1.19 — 1.21), ali ne i antioksidativnog kapaciteta
(tabele 43-45).

Dobijeni sadrzaj fenolnih jedinjenja u finalnim kombinacijama bio je dosta
raznolik.

Tako su u bezalkonolnom pi¢u KD1 (“Fit”) od enzimiranih sokova (11 postupak)
zabeleZene najvise vrednosti fenolnih jedinjenja — kvercetina (980,40 mg/l) i miricetina
(659,08 mg/l), hlorogenske kiseline i rutina (slika 19). U pasterizovanom soku KD1
pronadene su visoke vrednosti miricetina (242,10 mg/l) i kvercetina (240,36 mg/l),
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hlorogenske kiseline (231,86 mg/l), rutina. Hladno cedeni sok KD1 isti¢e se visokim
vrednostima miricetina 87,12 mg/l.

Kod pi¢ca KD2 (“Kardio”) od enzimiranih sokova (slika 20) detektovan je
izuzetno visok sadrzaj kvercetina od 1800,72 mg/l i miricetina 901,56 mg/1, kofeinske
kiseline, rutina, hlorogenske kiseline, p-kumarinske, galne i protokatehinske kiseline.
Takode, su u picu KD2 od pasterizovanih sokova u visokim koncentracijama pronadeni
kvercetin — 536,98 mg/l i miricetin — 314,42 mg/l, hlorogenska kiselina — 302,26 mg/I i
rutin.

Pice KD3 (“Imuno”) dobijeno od enzimiranih sokova (slika 21) pokazalo je
visoke vrednosti sadrzaja kvercetina od 1182,32 mg/l i miricetina 973,546 mg/l, rutina,
hlorogenske, kofeinske, p-kumarinske, galne, Kkiseline i katehina. Izuzetno visoke
vrednosti u picu KD3 od pasterizovanih sokova pokazali su miricetin (410,04 mg/l),
kvercetin (265,54 mg/l), hlorogenska kiselina (292,88 mg/l), rutin. Kod pi¢a KD3 od

hladno cedenih sokova detektovan je visok sadrzaj miricetina i hlorogenske kiseline.

5.2.9. Senzorna analiza bezalkoholnih pi¢a (finalnih kombinacija)

Senzorna analiza pokazala je da su najbolje ocenjene kombinacije bezalkoholnih
pi¢a dobijene od enzimiranih sokova (Il postupak), zatim od pasterizovanih (I11
postupak), i na kraju od hladno cedenih sokova (I postupak) (tabela 61).

Najbolje ocenjeni uzorak bio je pice KD1 dobijeno od enzimiranih sokova, sa
potencijalno povoljnim dejstvom na ubrzanje metabolizma i redukciju telesne teZine, sa
ponderisanom srednjom vrednosti ocene od 4,70, odnosno ukupnom ocenom 94% od
maksimalno moguceg kvaliteta. Za ovaj uzorak dobijene su 1 najbolje vrednosti svih
pokazatelja kvaliteta.

Aroma, kao parametar kvaliteta, generalno je najbolje ocenjena kod
bezalkoholnih pi¢a proizvedenih od hladno cedenih sokova. Termicki tretmani,
primenjeni kod ostala dva postupka, najverovatnije su uticali na aromatske sastojke
voénih sokova. Zahvaljuju¢i lakoisparljivoj aromi jagode, koja je saCuvana u KDI1
kombinaciji | postupka, aroma ovog uzorka najbolje je ocenjena.

Ipak ukus ove kombinacije dobio je znacajno nize vrednosti u odnosu na istu
kombinaciju proizvedenu od enzimiranih sokova, koja je dobila najvisu ocenu. Ukus

svih enzimiranih i pasterizovanih kombinacija odlikovao se visokim vrednostima ovog
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parametra kvaliteta. Boja bezalkoholnih pi¢a bila je znacajno bolja kod enzimiranih i
pasterizovanih sokova, u odnosu na hladno cedene. Ovo se 1 moglo ocekivati, jer je
enzimiranje uslovilo bolju ekstrakciju bojenih materija iz ¢elija voca, a termicki tretman
primenjen pre enzimiranjauticao na inaktivaciju enzima, posebno polifenoloksidaze
(odgovorne za potamnjivanje namirnica), pa je dobijena bolja obojenost vo¢nih sokova,
a time i finalnih bezalkoholnih pi¢a. Mutnoéa je dobila znac¢ajno nize vrednosti kod
hladno cedenih sokova, zbog cCestica koje su bile prisutne u sokovima i koje su se
talozile. Bezalkoholna pi¢a dobijena od enzimiranih i pasterizovanih sokova bila su
stabilnija, sa fino dispergovanim cesticama koje nisu imale veliku tendenciju ka
talozenju. Eventualno prisutan minimalan talog, poreklom od voca, nestajao je pri
blagom mesanju, ovih uzoraka.

Znacajno bolje vrednosti pokazatelja kvaliteta dobila su sva tri bezalkoholna
pi¢a od enzimiranih sokova, kao i pi¢e KD3 od pasterizovanih sokova (111 postupak).
Ovo pi¢e od pasterizovanih sokova KD3, sa potencijalnim imunostimulativnim
dejstvom, najbolje je ocenjeno medu pi¢ima dobijenih od pasterizovanih sokova, sa
ukupnom ocenom 87,1% od maksimalno moguceg kvaliteta.

Moze se zakljuciti da se vrednosti parametara kvaliteta ukusa, arome 1 boje
bezalkoholnih pi¢a dobijenih od pasterizovanih i enzimiranih sokova nisu statisticki
znacajno razlikovali (tabela 61).

Na osnovu ukupnih rezultata senzorne analize ispitivanih uzoraka moglo bi se
zakljuciti da su proizvedeni uzorci ocenjeni kao izuzetno prihvatljivi, zbog Cega se
moze predpostaviti da bi se oni mogli uspesno proizvoditi u industrijskim uslovima 1

plasirati na trziSte kao funkcionalni proizvodi sa dodatnom vrednoscu.
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Tabela 61. Ocena pokazatelja kvaliteta senzornom analizom

Pokazatelji kvaliteta
Finalni Ukupna  Sr.vr.
proizvod Postupak Ukus? Aroma Boja Mutnoéa ocena® ocene*
I 28,0+28 ¢ 200+00 a 17,5+18 b 93+0,7 d 74,8 3,7
KD1 I 36028 a 18,014 ab 250+0,0 a 150+0,0 a 94.0 4,7
I 328+1,8 abc 160+14 b 225+1,8 a 135+1,1 b 84,8 4,2
I 29,6+22 be 180+1,4 ab 17518 b 93+0,7 d 74,4 3,7
KD2 I 360£28 a 160+14 b 250+00 a 150+0,0 a 92.0 4,6
I 336+22 ab 160+14 b 225+1,8 a 135+1,1 b 85,6 4,3
I 360£28 a 188+1,1 a 18,0x1,1 b 12011 c 84,8 4,2
KD3 II 320+2,8 abc 18,0+1,4 ab 250+£0,0 a 150+0,0 a 90.0 4,5
III 320+28 abc 17,609 ab 225+1,8 a 150+0,0 a 87,1 4,4

2 aritm. sredine oznacene razliCitim slovima statisticki se razlikuju na osnovu Takijevog testa (Tukey's HSD) na nivou P<0.05

® procenat (%) od maksimalno moguceg kvaliteta, zbir aritmetickih sredina pokazatelja kvaliteta

¢ ponderisana aritmeticka sredina ocene
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6.

izvesti

ZAKLJUCAK

U skladu sa postavljenim ciljevima i na osnovu dobijenih rezultata mogu se

slede¢i zakljucci:

Za proizvodnju vocénih sokova, koji su predstavljali osnovu finalnih
bezalkoholnih pic¢a visoke antioksidativnosti, izabrane su slede¢e vocne vrste:

jagoda, malina, kupina, borovnica, vi$nja, crvena i crna ribizla.

Sadrzaj rastvorljive suve materije dobijenih vo¢nih sokova kretao se od 8,5% do
18,5%, a pH vrednosti od 2,27 do 3,46. Zbog izrazene kiselosti, u daljoj

proizvodnji finalnih pica bilo je neophodno izvrsiti korekciju slasti.

Vocéni sokovi su proizvedeni primenom tri razli¢ita tehnoloska postupka:
cedenje voénog kljuka na sobnoj temperaturi (I postupak), cedenje enzimiranog
vocnog kljuka na poviSenoj temperaturi (II postupak) i cedenje enzimiranog
vo¢nog kljuka na poviSenoj temperaturi i pasterizacija (III postupak). Primenjeni
tehnoloski tretmani su na razli¢ite nacine uticali na sadrzaj ukupnih monomernih
antocijana, flavonoida i polifenola. Najve¢i sadrzaj ispitivanih aktivnih
jedinjenja utvrden je kod enzimiranih (11 postupak), a najnizi kod hladno cedenih

voc¢nih sokova (I postupak).

Primena povisenih temperatura i enzimskog tretmana kod Il postupka doprineli
su lakSem cedenju, intenzivnijoj obojenosti, kao 1 viSem sadrzaju fenolnih
jedinjenja 1 antioksidativnom kapacitetu ovih voénih sokova u odnosu na

neenzimirane sokove cedene na sobnoj temperaturi (I postupak).

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana u analiziranim sokovima bio je najveci
kod enzimiranih i pasterizovanih sokova crne ribizle (3456,67 mg CGE/I i
3200,62 mg CGE/I, respektivno). Enzimirani i pasterizovani sokovi crne ribizle
imali su i najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola (6397,13 mg GAE/I i 6379,51 mg
GAE/l, respektivno), a najvec¢i sadrzaj ukupnih flavonoida zabelezen kod
enzimiranih i pasterizovanih sokova borovnice (3927,50 mg QUE/I i 3285,83

mg QUE/I, respektivno) i neznatno manje kod crne ribizle.
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6. Najveci antioksidativni kapacitet, izmeren je kod enzimiranih sokova, i to kod
soka crne ribizle, a vrednosti dobijene koris¢enjem DPPH metode (izrazene
preko Trolox ekvivalenta i IC50 vrednisti), kao i FRAP metode iznosile su:
45,22 mmol TE/l, 4,13 pl/ml i 118,89 mmol Fe (II)/l, respektivno. Za
pasterizovani sok crne ribizle ove vrednosti su bile znacajno nize. U odnosu na
vitamin C znacajno slabiji kapacitet, izrazen kao IC50 vrednost, imali su jedino
hladno cedeni sokovi jagode i borovnice. Ostali hladno cedeni, i svi enzimirani
kao i pasterizovani sokovi imali su zna¢ajno bolju antioksidativnost od vitamina
C. Pasterizovani sok crne ribizle pokazao je 7, a enzimirani ¢ak 10 puta jaci

antioksidativni kapacitet u odnosu na vitamin C.

7. LC/MS analizom izvr$ena je kvantifikacija fenolnih jedinjenja u analiziranim
sokovima. Vo¢ni sokovi jagode pokazali su znacajan sadrzaj p-kumarinske,
elaginske i galne kiseline, u sokovima maline dominirale su elaginska, kofeinska
kiselina i kvercetin, kupine - epikatehin, p-kumarinska i galna kiselina, visnje -
hlorogenska, kofeinska, p-kumarinska kiselina, epikatehin i rutin, borovnice -
hlorogenska, kofeinska, p-kumarinska kiselina i kvercetin, crvene ribizle - rutin,
crne ribizle - takode rutin, ali i kofeinska i galna kiselina. Identifikovana i
kvantifikovana fenolna jedinjenja su potvrdila visok antioksidativni kapaciteta

ispitivanih sokova.

8. Za proizvodnju potencijalno funkcionalnih bezalkoholnih pi¢a sa ciljanim
dejstvima na ubrzanje metabolizma koje dovodi do smanjenja telesne tezine,
zaStitu  kardiovaskularnog sistema i jacanje otpornosti organizma,
eksperimentalno su proizvedeni ekstrakti razli¢itog lekovitog i aromati¢nog
bilja, metodom perkolacije uz primenu 50% vodeno-etanolnog rastvora kao
ekstragensa. Za postizanje pomenutih zdravstvenih efekata na zdravlje
potencijalnih potrosaca, izabrane su sledece biljne vrste: kopriva, Sipurak,
mati¢njak, aronija, ehinacea, kamilica, zova, rastavi¢, heljda, japanski bagrem,

srdacica, grcko seme, trava iva i majkina dusica.
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10.

11.

Od izabranog lekovitog i aromati¢nog bilja, najvisi antioksidativni potencijal
pokazali su ekstrakti herbe trave ive, ploda Sipurka i herbe mati¢njaka (¢ak 2-4,5
puta viSe od enzimiranog soka crne ribizle). Medutim, ekstrakt herbe trave ive,
zbog izrazene gorcine, nije mogao biti dodavan u formulisana bezalkoholna pic¢a
u visokoj koncentraciji. Ali ekstrakti plodova aronije i sipurka, lista koprive
koprive i herbe mati¢njaka pokazali su se izuzetno kompatibilno sa mesavinama
vocnih sokova, pa su, a i zbog svojih profilakti¢nih svojstava, bili zastupljeni u

vi$im procentima u finalnim pi¢ima.

Sadrzaj fenolnih jedinjenja ispitivanih biljnih ekstrakata bio je izuzetno visok. U
ekstraktima cveta zove i kamilice, lista koprive, herbe rastavi¢a i ploda aronije
kvantifikovane su visoke vrednosti hlorogenske kiseline. Kod ekstrakta ploda
Sipurka dominirala je elaginska kiselina, ekstrakata herbe mati¢njaka i majkine
dusice - kofeinska kiselina. U ekstraktima herbe heljde, srdacice, ehinacee i
trave ive rutin je bio dominantno fenolno jedinjenje. Ekstrakt japanskog
bagrema isticao se sadrzajem kvercetina i rutina. Pored ovih dominantnih, u
ekstraktima je detektovan i visok sadrzaj drugih fenolnih jedinjenja, Sto ukazuje
na to da bi njihova primena mogla imati izuzetno povoljno fiziolosko dejstvo na

zdravlje potrosSaca.

Za dalju formulaciju finalnog pica, proizvedene su tri osnovne mesSavine
odabranih biljnih ekstrakata sa potencijalnim efektima na: ubrzanje metabolizma
I smanjenje telesne tezine (K1), u Ciji sastav ulaze ekstrakti Sipurka, ploda
aronije, herbe rastavica, mati¢njaka, koprive, cveta kamilice, zove; zastiti
kardiovaskularnog sistema (K2), koju sacinjavaju ekstrakti herbe heljde, cveta
japanskog bagrema, ploda aronije i sipurka, lista koprive, srdacice i, mati¢njaka i
jacanju otpornosti organizma (K3), dobijene od ekstrakata ploda aronije, |
Sipurka, lista koprive, herbe ehinacee, grckog semena, trave ive, i majkine
dusice. Odabrane kombinacije biljnih ekstrakata isticale su se visokim sadrzajem
fenolnih jedinjenja i antioksidativnim potencijalom (u rangu enzimiranog soka
crne ribizle). Najvisi sadrzaj rutina imala je kombinacija K2 (25027,88 mg/l),

inaCe bogata ekstraktom herbe heljde, koji je izuzetno bogat izvor rutina.
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Korekcija izrazene kiselosti proizvedenih D kombinacija (kombinacije voénih
sokova) je korigovana dodatkom soka jabuke, u koli¢ini od 30 %, tako da su
dobijane JD kombinacije. Analizom novodobijenih mesavina je utvrdeno da je
dodatak soka jabuke znacajno uticao na smanjenje njihovog antioksidativnog

kapaciteta, kao i ostalih funkcionalnih pokazatelja.

Dodatak od 0,6% odgovarajuc¢ih K kombinacija biljnih ekstrakata u JD mesavine
vo¢énih sokova je razliCito uticao na antioksidativni potencijal dobijenih finalnih
proizvoda. Vrednosti antioksidativnog potencijala finalnih bezalkoholnih pica
kretale su se u granicama od 23,30 do 52,61mmol Fe (1I)/I (FRAP metoda).
DPPH metodom dobijene su vrednosti od 7,58 do 22,43 mmol TE/I, odnosno
IC50 vrednosti od 37,43 do 7,50 ul/ml, pa se moze zakljuciti da je
antioksidativni kapacitet ovih bezalkoholnih pi¢a bio izuzetno visok, u

poredenju sa drugom sli¢cnom hranom i pi¢ima.

Sadrzaj ukupnih monomernih antocijana bio u statisticki slaboj korelaciji jedino
sa sadrzajem ukupnih flavonoida, kao i sa IC50 vrednostima DPPH testa. Sa
ostalim hemijskim pokazateljima nije postojala korelacija, pa se moze zakljuciti
da sadrzaj monomernih antocijana nije u znac¢ajnoj meri doprineo vrednostima
ukupnih flavonoida. Ovo se moze objasniti ¢injenicom da su u ove analize
ukljuceni rezultati ukupnih monomernih antocijana svih ispitivanih uzoraka
(vo¢nih sokova, biljnih ekstrakata i finalnih proizvoda), pa je do ovog smanjenja
uticaja antocijana na sadrzaj flavonoida moglo do¢i zbog njihove manje koli¢ine
u biljnim ekstraktima u odnosu na sokove (izuzev kod ekstrakta aronije).
Takode, u uzorcima, a posebno ekstraktima je bio prisutan izuzetno visok
sadrzaj drugih jedinjenja iz klase flavonoida, pored antocijana, pa su oni
doprinosili sadrzaju ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola, i na taj nacin
uticali na smanjenje uticaja antocijana. Sa druge strane, sadrzaj ukupnih
flavonoida 1 sadrzaj ukupnih polifenola pokazali su visoku medusobnu
korelisanost (r=0,924), sto pokazuje da je sadrzaj ukupnih flavonoida znacajno

uticao na sadrzaj ukupnih polifenola.
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Takode, moze se zakljuciti da je na antioksidativni kapacitet uzoraka znacajno
uticao sadrzaj ukupnih flavonoida i ukupnih polifenola, $to se i moglo oc¢ekivati,
s obzirom na to da su flavonoidi i ostala polifenolna jedinjenja kao
najzastupljeniji bioloski aktivni sekundarni metaboliti biljaka, najvise odgovorni
za visoku antioksidativnost. Generalno se moze zakljuciti da su primenjene
metode za odredivanje antioksidativnosti bili u medusobnoj statisticki veoma
znacajnoj korelaciji, posebno FRAP i DPPH (Trolox) metode (r=0,921). Ovi
rezultati ukazuju na to da se ove metode mogu uspeSno primenjivati za
odredivanje antioksidativnog kapaciteta voénih sokova i ekstrakata lekovitog i

aromaticnog bilja.

Evidentan je izuzetan uticaj koris¢¢enih ekstrakata lekovitog i aromati¢nog bilja
na sadrzaj flavonoida i fenolnih kiselina u finalnim bezalkoholnim pi¢ima, iako
su dodavani u malim koli¢inama (0,6%). Najvise vrednosti sadrzaja
dominantnog kvercetina pronadene su u kombinacijama u kojima su primenjeni
enzimirani sokovi, i to u kombinaciji KD1 980,40 mg/l, KD2 1800,72 mg/I, i
KD3 1182,32 mg/l. Takode, u ovim pi¢ima su pronadene izuzetno visoke

vrednosti i miricetina, rutina, hlorogenske, kofeinske i p-kumarinske kiseline.

U finalnim bezalkoholnim pi¢ima u kojima su dodavani sokovi dobijeni
primenom poviSenih temperatura i enzimiranjem, dobijene su viSestruko vise
vrednosti u sadrzaju ukupnih monomernih antocijana (3-4 puta), ukupnih
flavonoida (oko 2,5 puta), ukupnih polifenola (1-2 puta) i antioksidativnog
kapaciteta (u proseku 2-4 puta), u odnosu na uzorke finalnih pic¢a u kojima su

primenjeni neenzimirani hladno cedeni sokovi.

U finalnim bezalkoholnim pi¢ima u kojima su primenjeni sokovi dobijeni
pasterizacijom enzimiranih sokova, takode su dobijene viSestruko vise vrednosti
sadrzaja ukupnih monomernih antocijana (3-3,5 puta), ukupnih flavonoida (oko
2,5 puta) i ukupnih polifenola (1-2 puta), kao i antioksidativnog kapaciteta (2-
3,5 puta), u odnosu na uzorke u kojima su primenjeni neenzimirani hladno

cedeni sokovi.
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Analizom fenolnih jedinjenja utvrdeno je da je u finalnim pi¢ima proizvedenim
od pasterizovanih enzimiranih sokova pronaden 2-5 puta nizi sadrzaj kvercetina
i miricetina u odnosu na pi¢a dobijena od istih enzimiranih nepasterizovanih
sokova. Medutim, i pored primenjenog termi¢kog tretmana, moze se zakljuciti
da je sadrzaj kvercetina, miricetina, hlorogenske kiseline i rutina, kod ovih

uzoraka bio efektivan.

Sa aspekta potencijalne proizvodnje dobijenih finalnih bezalkoholnih pi¢a u
industrijskim uslovima, pi¢a proizvedena od enzimiranih pasterizovanih sokova
bi predstavljala najbolji izbor. Postupak enzimiranja bi mogao omoguditi
olaksano cedenje, poveéanje randmana i ekstrakciju bioaktivnih komponenata,
koje bi doprinele antioksidativnom kapacitetu i obojenosti soka (antocijani), dok

bi postupak pasterizacije omogucio mikrobiolosku stabilnost gotovog proizvoda.

Senzorna analiza je pokazala da su najbolje ocenjene kombinacije bezalkoholnih
pica dobijene kod uzoraka gde su koriS¢eni enzimirani sokovi, zatim
pasterizovani i na kraju hladno cedeni. Najbolje ocenjeni uzorak bilo je pice sa
primenjenim sokovima dobijenim postupkom enzimiranja, sa potencijalno
povoljnim dejstvom na metabolizam i redukciju telesne tezine, koje je dobilo
ponderisanu srednju vrednost ocene od 4,70 odnosno ukupnu ocenu 94% od
maksimalno mogucéeg kvaliteta. Najbolje ocenjeno pic¢e dobijeno primenom
pasterizovanih sokova je bilo bezalkoholno pice sa potencijalnim delovanjem na
jacanje organizma, sa ukupnom ocenom 87,1% od maksimalno moguceg
kvaliteta. Moze se zakljuciti da se vrednosti parametara kvaliteta, ukusa, arome i
boje, izmedu finalnih uzoraka dobijenih od pasterizovanih i enzimiranih sokova

nisu statisticki znacajno razlikovale.

Generalno, moze se zakljuciti da su za proizvedena finalna bezalkoholna pica sa
potencijalnim ciljanim delovanjem na ocuvanju dobrog zdravlja potrosaca,
dobijene visoke vrednosti sadrzaja bioaktivnih materija (in vitro) i
antioksidativnog kapaciteta. Dalja istrazivanja bi trebalo usmeritiu U pravcu in
Vvivo istrazivanja, na ciljana fizioloska dejstva, kako bi se sa sigurnos¢u mogao

istaci njihov pozitivan efekat na zdravlje potencijalnih potrosaca.
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Slika 1.2 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u uzorcima sokova maline
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Slika 1.3 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u uzorcima sokova kupine
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Slika 1.8 - SadrzZaj fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima Sipurka, koprive,
aronije i maticnjaka
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Slika 1.12 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u ekstraktima K1, K2 i K3
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140 - m Hladno cedeni sok mEnzimirani sok = Pasterizovani sok
E]
5 120 +
g
B 100 -
g
3 80 -
F o
= 60
e
S
£ 20 -
T 1)
0' T T T T
& L L ey & . & > > & & & -
ST I A I Tt D
SR SN N B N
& & « c;{jb a}_‘b P a}_rc- ?’{p A K
& & &S S
& & ¢ §F & & & ¢
S P & & $
NES Q:{-
RN
P
N

Slika 1.14 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u mesavinama sokova D2
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Slika 1.15 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u mesavinama sokova D3
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Slika 1.16 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u meSavinama sokova JD1
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Slika 1.17 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u mesavinama sokova JD2
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Slika 1.18 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u meSavinama sokova JD3
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Slika 1.19 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u bezalkoholnim pi¢ima KD1
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Slika 1.20 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u bezalkoholnim pi¢ima KD2
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Slika 1.21 - Sadrzaj fenolnih kiselina i flavonoida u bezalkoholnim pi¢ima KD3
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