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TERMALNA, HEMIJSKA | FUNKCIONALNA SVOJSTVA TROPA OD JABUKE |
MOGUCNOSTI PRIMENE U PREHRAMBENOJ INDUSTRUI

REZIME

Predmet doktorske disertacije je analiza termalnih, hemijskih i funkcionalnih svojstava
brasna od tropa jabuke (eng. Apple pomace flour - APF) proizvedenog u industrijskim
uslovima, in vivo studija antidijabetogenog i antilipemi¢nog efekta APF i ispitivanje

mogucnosti njegove primene u konditorskoj industriji.

Trop od jabuke koji predstavlja ostatak posle cedenja pri industrijskoj proizvodnji soka
od jabuke suSen je u industrijskim uslovima. Koris¢en je trop razliCitih sorti
konvencionalno i organski gajenih jabuka. Trop je dehidratisan neposredno nakon
odvajanja soka jabuke cedenjem. Na temperaturi koja nije prelazila 55 °C, sadrzaj vlage
je sa75-80 % za 4 - 6 sati snizen na vrednost od 4 - 8 %. Mlevenjem dehidratisanog
tropa dobijeno je stabilno i trajno brasno Cija je aktivhost vode u rasponu od 0,2 - 0,4.
Zdravstvena, hemijska i mikrobioloska ispravnost proizvedenog brasna je potvrdena u

skladu sa vazec¢im pravilnicima.

Uporedno su analizirana termalna, hemijska i funkcionalna svojstva pet uzoraka brasna
od tropa jabuke i najslicnijeg komercijalno dostupnog proizvoda koji je na trzistu

Sjedinjenih Americkih Drzava poznat kao Apple Egg (AE).

U svim uzorcima APF i AE odreden je sadrzaj ukupnih ugljenih hidrata, dijetnih vlakana
(DV), pektinai celuloze, mono-idisaharida (fruktoza, glukoza i saharoza), lipida, proteina
i minerala. FT-IR spektri potvrdili su pretezno prisustvo lignoceluloznih vlakana u APF
uzorcima. Sadrzaj kalijuma, DV, ukupnih polifenolnih jedinjenja i flavonoida je
mnogostruko visi nego u pSenicnom brasnu i brasnu najcesée koriséenih Zita bez glutena
kao Sto su kukuruzno, ovseno, pirin¢ano i heljdino. Antioksidativna aktivnost (AO)
odredena standardnim spektrofotometrijskim metodama (DPPH, ABTS) i
elektrohemijskom metodom (HPMC) je takode znacdajno visa. Identifikovana su i
kvantifikovana pojedinacna polifenolna jedinjenja od kojih su najzastupljeniji hlorogena

kiselina i dihidrokalkon florizin Ciji je kardioprotektivni efekat poznat. Visok sadrzaj DV i



polifenolnih jedinjenja kao nosilaca AO aktivnosti omoguéava da se konzumiranjem APF-
a, bilo kao posebnog dijetetskog preparata, bilo sadrzanog u nekom prehrambenom

proizvodu, nadoknadi njihov nedostatak u modernoj ishrani.

Termalne osobine i kineti¢ki parametri degradacije uzoraka APF-a i AE odredeni su
metodama diferencijalne skenirajuée kalorimetrije (DSC) i termogravimetrijske analize
(TGA). Temperatura staklastog prelaza (Tg) (28 - 38 °C) APF uzoraka je znacajno iznad
uobicajene temperature skladistenja Sto obezbeduje njihovu produzenu stabilnost, dok
je Tg komercijalno dostupnog uzorka AE svega 21 °C. Kineti¢ki parametri procesa
termalne razgradnje, energija aktivacije (E) (82 do 115 KJ moll), preeksponencijalni
faktor (InA) (24 do 19) i konstanta brzine termalne razgradnje pri temperaturi 200 °C
(k200) (0,14 do 0,27) daju dodatni uvid u termalno ponaSanje na povisenim
temperaturama. Stabilnost svih uzoraka APF na temperaturi pecenja omogucava
primenu proizvedenog brasna u konditorskoj i pekarskoj industriji. Uzorci APF-a su
grupisani prema konstanti brzine (k200) pri ¢emu je primeéeno da je brasno od tropa

organski gajene jabuke termalno najstabilnije.

In vivo studija na laboratorijskim Zivotinjama (CL57/6J) je nedvosmisleno potvrdila
antidijabetogeni i antilipemiéni efekat brasna i ukazala na opravdanost njegove primene
kao dijetetskog preparata i komponente funkcionalne hrane. Dokazano je da dodatak
APF-a u masnu hranu sprecava povecanje nivoa triacilglicerola i glukoze, tj. poremecaj
metabolizma, do kog dolazi usled konzumiranja masne hrane. Na osnovu rezultata in
vivo studije odredena je optimalna dnevna doza APF-a Cijim bi se redovnim
konzumiranjem regulisao metabolizam ugljenih hidrata i masti, tj. sprecila pojava
metabolickih poremecaja, pre svega dijabetesa i arterioskleroze, a posledi¢no i

kardiovaskularnih bolesti.

Takode su analizirane tehno - funkcionalne karakteristike, bitne sa aspekta fizioloSke
funkcije i primene u prehrambenoj industriji. Brasno od tropa jabuke poseduju veci
kapacitet vezivanja ulja i znac€ajno veci kapacitet vezivanja vode u odnosu na psenicno i
navedena brasna bezglutenskih Zita. Uvid u tehnoloske karakteristike ukazuje na Siroku

primenljivost APF brasna u prehrambenoj industriji.



U ovom radu je ispitana moguénost primene APF-a u konditorskoj industriji. U
industrijskim uslovima je proizvedeno cajno pecivo sa APF-om fine (< 300 um) i krupne
(< 1 mm) granulacije u udelu 25, 50 i 75 % u odnosu na pseni¢no brasno. Senzornom
analizom je utvrdeno da je prihvatljivo zameniti do 50 % standardnog brasna APF-om.
Krupnija granulacija brasna se pokazala boljom od fine, kako u smislu senzornih
svojstava, tako i u smislu funkcionalnih karakteristika i stabilnosti. Tokom skladistenja
od 12 meseci ukupni sadrzaj polifenolnih supstanci i flavonoida se nije znacajno
promenio, a antioksidativna aktivnost je ostala na priblizno istom nivou. Cajno pecivo sa
50 % krupno mlevenog APF-a je imalo znacajno poboljSana senzorna svojstva (ukus i
miris jabuke, prhkost) i produzenu stabilnost u odnosu na ¢ajno pecivo sa fino mlevenim
APF-om. Testom prihvatljivosti od strane potrosaca u kome je ucestvovalo 115
ispitanika, ,,ukupna prihvatljivost proizvoda“, , prihvatljivost teksture” i ,prihvatljivost
ukusa” su bodovani prose¢nim ocenama iznad 6 (6,2 + 1,8) na hedonskoj skali (1 —9),

$to ukazuje da se proizvod dopao ispitivanim potrosacima.

Cajno pecivo sa 50 % brasna od tropa jabuke ima visok sadrzaj DV (oko 20 g DV u 100
grama), $to ga svrstava u kategoriju funkcionalnih proizvoda, kao i dvostruko visi sadrzaj
ukupnih polifenolnih jedinjenja, skoro sedam puta visi sadrzaj flavonoida i cetiri,
odnosno sedam puta viSu AO aktivnost odredenu ABTS i DPPH testom u odnosu na

standardno cajno pecivo proizvedeno bez dodatka APF-a.

Rezultati ove disertacije predstavljuju platformu za realizaciju projekta Fonda za
inovacionu delatnost br. 1076 pod nazivom ,Tehnoloski postupak za industrijsko
dobijanje viSenamenskog bezglutenskog brasna od tropa jabuke sa visokim sadrzajem
dijetnih vlakna, antioksidativnim i antidijabetogenim dejstvom” Ciji je cilj
komercijalizacija brasna od tropa jabuke kao samostalnog proizvoda i sirovine za
proizvodnju funkcionalnih i dijetetskih proizvoda. Sredstvima ostvarenim u okviru ovog
projekta je podneta medunarodna patentna prijava (PCT/RS$2019/000019) ¢iji se zahtevi
odnose na postupak dobijanja i primenu brasna od tropa jabuke u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji (Institut za opStu i fizicku hemiju, Beograd u kome radi

doktorand je podneo patenu prijavu).
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THERMAL, CHEMICAL AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF APPLE POMACE AND ITS
POTENTIAL USE IN FOOD INDUSTRY

Abstract

The subject of this doctoral dissertation is an analysis of thermal, chemical and
functional properties of the apple pomace flour - APF, produced in industrial conditions,
as well as in vivo study of the APF's antidiabetogenic and antilipemic effects and

examining the opportunities for its application in the confectionery industry.

Apple pomace, which remains as waste after the apples are squeezed during industrial
juice production, was dried in industrial conditions. Pomace of different varieties of
conventionally and organically grown apples was used. The pomace was dehydrated,
immediately after the juice had been removed by squeezing. At a temperature not
exceeding 55 °C, moisture content was decreased from 75 -80 % to4-8 % in4to 6
hours. The dehydrated pomace was milled, yielding stable and durable flour, with water
activity of 0.2-0.4. Health, chemical and microbiological safety criteria for the produced

flour were verified in line with the rulebooks in force.

Thermal, chemical and functional properties of five apple pomace flours and the most
similar commercially available product, known in the US market under the name Apple

Egg (AE), were analysed and compared.

Total hydrocarbon content, dietary fibres (DF), pectin and cellulose, mono- and di-
saccharides (fructose, glucose and sucrose), lipid, protein and mineral content were
determined in all APF and AE samples. FT-IR spectra confirmed the predominant
presence of lignocellulosic fibres in APF samples. Potassium, DF, total polyphenolic and
flavonoid content were several times higher than those of wheat flour and the flour from
the most commonly used gluten-free grains, such as corn, oats, rice and buckwheat
flour. Antioxidative activity determined using standard spectrophotometric methods
(DPPH, ABTS) and electrochemical methods (HPMC) was also significantly higher.
Individual polyphenolics were identified and quantified, of which chlorogenic acid and

hydrochalcones phloretin, with their well-known cardioprotective effects, were the



most predominant. High content of DFs and polyphenolics, as carriers of AO activity,
allows the APF to be used to compensate for the lack of these components in the

modern diet, whether alone or incorporated in a food product.

Thermal properties and kinetic parameters of APF and AE samples degradation were
determined using differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric
analysis (TGA). The glass transition temperature (Tg) (28 — 38 °C) of the APF samples was
considerably higher than the common storage temperature, ensuring their prolonged
shelf-life, whereas the Tg of the commercially available sample AE was at a mere 21 °C.
The kinetic parameters of thermal degradation, activation energy (E) (82 to 115 KJ mol
1), pre-exponential factor (InA) (24 to 19) and thermal degradation rate constant at 200
°C (k200) (0.14 to 0.27) provide an additional insight into the thermal behaviour at
higher temperatures. Stability of all APF samples at baking temperature allows for the
use of the produced flour in confectionery and baking industry. APF samples were
grouped according to the rate constant (k200), with APF from organically grown apples

being the most thermally stable.

An in vivo study on laboratory animals (CL57/6J) unequivocally confirmed the
antidiabetogenic and antilipemic effect of the flour, indicating that its use as a dietary
supplement and component in functional food would be justified. Adding APF to fat-rich
foods prevented the increase of triacylglycerols and glucose levels, i.e. the metabolic
disorder caused by the consumption of such food. Results of the in vivo study were used
to determine the optimal daily dosage of APF; the regular consumption of this dose
would regulate the carbohydrate and lipid metabolism, preventing metabolic disorders,

primarily diabetes and atherosclerosis, and, consequentially, cardiovascular diseases.

Technical and functional characteristics important for the physiological function and use
in the food industry were also analysed. Apple pomace flour had a higher oil absorption
capacity and a significantly higher water absorption capacity compared to wheat and
the aforementioned gluten-free flours. These technological properties indicated that

APF could find a wide and diverse use in the food industry.



Within this dissertation, the possibility of using APF in the confectionery industry was
examined. Tea biscuits were produced, in industrial conditions, using fine (< 300 um)
and coarse (< 1 mm) granulated APF, in the share of 25, 50 and 75 % compared to wheat
flour. Sensory analysis ascertained that it was acceptable to substitute up to 50 % of the
standard flour with APF. Coarse flour granulation turned out to be better than fine
granulation, both in sensory terms and in terms of functional properties and stability.
During a 12-month storing period, the total polyphenolics and total flavonoid content
had not undergone any significant changes, while AO activity remained at approximately
the same level. Tea biscuits with up to 50 % of coarse-ground APF had significantly
improved sensory properties (apple flavour and odor, crunchiness) and prolonged shelf-
life. Using test for consumer acceptance, which included 115 persons who assessed the
product, parameters such as “overall acceptability of the product”, “texture
acceptability” and “flavour acceptability” scored average marks above 6 (6.2 +1.8) on a

hedonic scale (1-9), indicating that the participating consumers liked the product.

Tea biscuits with 50 % of apple pomace flour have a high DF content (~20 g DF in 100 g),
which classifies them as a functional product, as well as double the content of total
polyphenolic compounds, almost seven times higher content of flavonoids, and four or
seven times higher AO activity determined by ABTS and DPPH tests, respectively,

compared to the standard tea biscuits produced without added APF.

While working on this dissertation, a patent application has been submitted (at both
national and international level), aimed at the method for production and use of apple
pomace flour in pharmaceutical and food industry (Applicant: Institute for General and

Physical Chemistry, Belgrade).

The results of this dissertation represent a platform to implement the project of the
Innovation Fund no. 1076, entitled “Technological process for industrial production of a
multi-purpose gluten-free fruit flour from apple pomace, with a high content of dietary
fibres, antioxidative and antidiabetogenic effects”, the purpose of which is to
commercialize apple pomace flour as a stand-alone product and as a raw material

incorporated in the production of functional and dietetic food products.



Keywords: Apple pomace, dehydration, thermal analysis, gluten-free flour, antioxidative
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1. UVOD

Jabuke su najzastupljenije vo¢e na globalnom nivou. Svetska proizvodnja je u 2017 i
2018. godini iznosila 77 miliona tona (United States Department of Agriculture, 2018).
Prema podacima Republickog zavoda za statistiku godiSnja proizvodnja jabuka u Srbiji je
u 2018. godini iznosila oko 460 hiljada tona (Republi¢ki zavod za Stat. Srb., 2018). Oko
15 % ukupno proizvedene kolic¢ine jabuka se koristi za proizvodnju pi¢a, uglavhom soka
i fermentisanih napitaka. Otpad iz ovih procesa poznat kao trop od jabuke Cini izmedu

20 30 % pocetne teZine jabuke, a sastoji se od pokoZice, pulpe, semenki i peteljke.

Bezbednost tropa od jabuke (eng. Apple pomace - AP) i njegov pozitivan uticaj na
zdravlje su pokazani, a sastav je detaljno analiziran (Skinner et al., 2018). U AP ostaje
najvedi deo dijetnih vlakana (DV) i polifenolnih jedinjenja jabuke. Dijetna vlakna jabuke
(rastvorljivi pektini, B-glukani, galaktomananske gume i veliki raspon nesvarljivih
oligosaharida uklju€ujudi inulin, kao i nerastvorni lignin, celulozu i hemiceluloze) imaju
antioksidativnu, antitumorsku i hepatoprotektivnu aktivnost (Sun et al., 2017; Yangilar,
2013). Zbog vezanih bioaktivnih jedinjenja (Wolfe & Liu, 2003) i odsustva anti-nutritivnih
faktora kao Sto je fitinska kiselina (Masoodi & Chauman, 2002) DV pokoZice jabuke se
smatraju nutritivno vrednijim od DV cerealija. Sadrzaj polifenolnih jedinjenja je visok.
Zastupljeni su katehini, procijanidini, floridin, floretinski glikozidi, kafei¢na i hlorogena
kiselina, kvercetin i cijanidin glikozidi (Cao et al., 2009; Cetkovi¢ et al., 2008; Rana et al.,
2014; Sanchez-Rabaneda et al.,, 2004). Potvrden je njihov antioksidativni,
antiproliferativni, antiinflamatorni, antidijabetogeni i kardioprotektivni efekat (Rana &
Bhushan, 2016). S obzirom na visok sadrzaj DV i antioksidanasa i odsustvo glutena AP se
moze koristiti kao sastojak standardnih i bezglutenskih prehrambenih proizvoda sa
dodatnom hranljivom vredno$¢u (Reis et al., 2014). Vazno je istaéi i da prisustvo

optimalnog udela AP pozitivno uti¢e na senzorna svojstva obogaéenih proizvoda.

Bez obzira na visoku nutritivnu vrednost i neosporne zdravstvene efekte ovaj sporedni
proizvod se jos uvek tretira kao otpad i vrlo ¢esto zavrSava na deponijama. U nasoj zemlji
se trop najcesce koristi kao stoCna hrana, dok se u svetu upotrebljava za proizvodnju

pektina, kao komponenta sto¢ne hrane i hrane za kuéne ljubimce, energent u
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kotlarnicama (posle susenja i peletiranja), bioloSko dubrivo, supstrat za mikrobioloske

sinteze, proizvodnju alkohola, energije (biogas) itd.

Zbog visokog sadrzaja Secera i vode AP je podlozan kvarenju i mikrobioloskoj
kontaminaciji. Da bi se trop ucinio stabilnim i trajnim proizvodom, a troskovi transporta

i skladisStenja smanijili najceSée se primenjuje susenje.

Od postupka suSenja zavise sadrzaj i aktivnost polifenola, struktura DV a posledicno i
funkcionalna svojstva suvog tropa, kapacitet bubrenja, vezivanje vode i ulja kao i
senzorne osobine. Do sada su na laboratorijskom nivou koris¢ene razliCite tehnike
uklanjanje vlage iz tropa od jabuke. Karakteristike tropa od jabuke su proucavane upravo
u cilju razvoja efikasnog sistema susenja i dehidratacije (Shalini, 2010). Susenje u struji
usmerenog pregrejanog vazduha (~ 110 °C) koji velikom brzinom prelazi preko materijala
smanjuje sadrzaj vlage AP sa 80 % na 4,5 % za 3 h, susSenje pri ubrzanoj cirkulaciji vazduha
(40 °C) na 2,2 % za 24 casa, a susenje liofilizacijom na 2,3 % za ~ 60 h (Jung et al., 2015).
Najvisi sadrzaj ukupnih polifenola zabelezen je u liofilizovanom AP (Rana & Bhushan,
2016). U smislu o¢uvanja sadrzaja i aktivnosti bioaktivnih jedinjenja susenje liofilizacijom
svakako ima prednost u odnosu na konvencionalno i vakuum susenje, kao i susSenje
ambijentalnim vazduhom (Tambunan et al., 2001; Tseng & Zhao, 2012). Medutim, zbog
dugotrajnosti i visokih troskova (Ratti, 2001) liofilizacija se retko koristi za suSenje tropa
na industrijskom nivou. Trop jabuke se u industriji uglavhom susSi na povisenim
temperaturama na kojima dolazi do smanjenja njegove nutritivnhe vrednosti. Prema
tome, interes za razvoj ekonomski isplative tehnologije susenja kojom bi se ocuvala
nutritivna i funkcionalna svojstva AP joS uvek postoji. Trop osusen primenom ovakve
tehnologije neophodno je okarakterisati u smislu sadrzaja i aktivnosti bioaktivnih

komponenti, efekta na metabolizam i tehnoloskih osobina.

Ispitivanje termalnih svojstva osuSenog tropa je posebno vazno jer daje uvid u njegovo
ponasanje na temperaturama skladiStenja i termalnog tretmana u prehrambenoj
industriji. Termalna analiza pruza korisne informacije o stabilnosti proizvoda, optimalnoj
temperaturi skladistenja i trajnosti, kao i uvid u promene do kojih dolazi tokom obrade

na povisenim temperaturama (Parniakov et al., 2017). Trajnost i stabilnost suvih
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proizvoda se moZe povezati sa temperaturom staklastog prelaza (Tg) na kojoj usled
promene molekularne pokretljivosti dolazi do prelaska iz staklastog u Zilavo tj. gumasto
stanje (Balasubramanian et al.,, 2016; Roos, 2008). Tehnoloske operacije kao Sto su
suSenje, zamrzavanje i ekstruzija utiCu na Tg procesirane hrane. Parametri kvaliteta
poput teksture, ukusa i aktivnosti enzima u namirnicama sa niskom vlagom, a samim tim
i rok trajanja, se mogu dovesti u vezu sa Tg (Bhandari & Howes, 1999; Wang & Truong,
2016). Termogravimeterijska analiza (TGA) je koristan alat za karakterizaciju termalne
razgradnje (koli¢ina i brzina gubitka mase) i praéenje stabilnosti materijala tokom

vremena (Hillier et al., 2010; Liu et al., 2010).

Suvi AP cija su nutritivna i funkcionalna svojstva oCuvana moze se koristiti kako u
dijetetici, tako i u prehrambenoj industriji. U naucnoj literaturi je pokazana mogucénost
zamene dela brasna tropom u pekarskim i konditorskim proizvodima (Carson et al.,
1994; Jung et al., 2015; Masoodi & Chauhan, 1998; Mir et al., 2017; Reis et al., 2014;
Saeed et al., 2015), ali su ovakvi proizvodi na trziStu retki. Pokazana je takode i primena
tropa u mlecnim i mesnim proizvodima. Medutim, vecina do sada sprovedenih naucnih
studija bila je usmerena na sastav, in vitro i in vivo efekat i primenu svezeg AP ili AP
osusenog na laboratorijskom nivou, dok su istrazivanja industrijski osusenog AP znato

reda (Sudha et al., 2007).

Postoji vise razloga za koriséenje suvog tropa kao sastojka obogacene hrane. Pre svega,
prisustvo tropa omogucava povecanje sadrzaja hranljivih materija u namirnicama,
posebno DV i polifenolnih jedinjenja Ciji nedostatak u savremenoj ishrani dovodi do
pojave gojaznosti, dijabetesa i drugih metabolickih poremecaja. Smanjenjem ili
potpunom eliminacijom prisustva glutena bi se obezbedilo prosirenje palete proizvoda
namenjenih osobama intolerantnim na gluten ili obolelim od celijakije. Takodje bi se
omogucilo produZenje roka trajnosti, kao i poboljSanje senzornih osobina obogacenih
proizvoda. Pozitivan uticaj na senzorna svojstva je narocito bitan kad su u pitanju
bezglutenski proizvodi. Najzad, ukoliko bi se tehnologija proizvodnje soka od jabuka

ucinila bezotpadnom smanjio bi se pritisak na Zivotnu sredinu i ostvario dodatni prihod.
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Povecana svest o znacaju zastite Zivotne sredine poslednjih godina dovela je do promene
zakonodavstva i uvodenja novih propisa, kao i taksi za nepropisno upravljanje razlicitim
vrstama otpada. Akcioni plan Evropske unije (EU) za cirkularnu ekonomiju predvida
smanjenje, ponovnu upotrebu i recikliranje materijala i energije, Sto ima za cilj
povecanje vrednosti i posledi¢no, veka trajanja proizvoda, materijalai resursa (European
Commission, 2019). U svetlu koncepta cirkularne ekonomije i proizvodnje bez otpada,
jedna od smernica razvoja prehrambene industrije je iskoriséenje otpadnih sirovina kao
izvora funkcionalnih sastojaka. Sporedni proizvodi sadrze polisaharide, organske
kiseline, proteine, polifenolna i druga jedinjenja, koja bi se bez velikih dodatnih troskova
proizvodnje mogla iskoristiti u prehrambenoj industriji kao prirodni aditivi. Ovakav
pristup bi omogucio razvoj proizvoda sa pove¢anom hranljivom vrednoséu, pozitivnim
efektima na zdravlje, duzim rokom trajanja i povoljnim senzornim osobinama (Varzakas

et al., 2016; Younas et al., 2015).

Glavni cilj ove doktorske disertacije je da se na industrijskom nivou primenom
prilagodenog postupka dehidratiSe trop i dobije stabilno i trajno brasno od tropa jabuke
(eng. Apple pomace flour - APF). Niska aktivnost vode kao i niZi sadrzaj Secera nego u
celoj jabuci omogucio je mlevenje suvog tropa bez slepljivanja tj. dobijanje stabilnog i
trajnog brasna jabuke koje nije higroskopno, ne zgrudva se tokom stajanja i ima dobre
senzorne osobine, visoku nutritivnu vrednost, antioksidativna, antidijabetogena i

antilipemicna svojsta.

Dobijeno APF brasno je okarakterisano u smislu:
- hemijskog sastava, fizicko-hemijskih i tehnoloskih svojstava
- termalnih karakteristika, odnosno ponasanja na temperaturi skladistenja kao i
temperaturama koje se uobicajeno primenjuju u konditorskoj i pekarskoj
industriji
- efekta na metabolizam glukoze i ugljenih hidrata
- preporucene dnevne doze APF-a kao dijetetskog preparata (in vivo studija).
lzvrSeno je poredenje termalnih karakteristika, sastava, fizicko-hemijskih i tehnoloskih

parametara APF-a i najslicnijeg komercijalno dostupnog proizvoda na bazi tropa.
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Komercijalno dostupna brasna dobijena susenjem cele jabuke, prah pokoZice jabuke i
dijetna vlakna izolovana iz tropa jabuke nisu uzeti u obzir za poredenje jer su bitno

drugacijeg sastava.

Takode, poseban cilj je bio da se na industrijskom nivou krupnim i finim APF-om zameni
Sto vedi udeo psenicnog brasna (do 75 %) u standardnom proizvodu u tipu ¢ajnog peciva.
Dobijeno ¢ajno pecivo sa 25, 50i 75 % APF-a krupne (< Imm) i fine (< 300 um) granulacije
je okarakterisano u smislu:
- sadrzaja fenola i flavonoida i AO aktivnosti, odnosno povecanja istih u odnosu na
kontrolni uzorak, neposredno nakon proizvodnje i nakon stajanja od 12 meseci
- senzornih svojstva, neposredno nakon proizvodnje i nakon stajanja od 12 meseci

- prihvatljivosti od strane potrosaca (hedonski test).
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2. TEORUSKI DEO
2.1 TROP — SPOREDNI PROIZVOD I1Z PROIZVODNIJE SOKA OD JABUKA

2.1.1 Struktura ploda jabuke

Jabuka (Malus sp.) spada u voce koje se najéesée koristi u industriji za preradu voca i
povrcéa. Jabuka pripada familiji jabucastog voca, sa jestivim korteksom koji se razvija iz
tkiva cvetne cevi (fuzionirane baze casSice, korola i prasnika). Deoba ¢elija se zavrsava
pocetkom vegetacije i dalji rast je posledica prosirenja parenhimskih ¢elija i povecanja
veli¢éine meducelijskih prostora. Celije parenhima i meducelijski prostori su labavo
rasporedeni u strukturu slicnu mrezi koja je nehomogena i anizotropna. Zrele celije
mogu biti 50 - 500 um u precniku i medusobno su povezane vazdusnim prostorima od
210 - 350 pm $to obuhvata 20 - 30 % zapremine tkiva. Celijski zid jabuke sastoji se od
celuloznih mikrofibrila labavo povezanih i ugradenih u amorfnu matricu polisaharida
uklju¢ujuéi pektinske materije. Celijski zidovi i interlamelarni sloj €ini 1 - 3 % teZine sveze
jabuke i strukturi daju ¢vrstinu. Hemijske promene u pektinskim materijama su usko

povezane s omekSavanjem i promenama u strukturi jabuke (Lapsley et al., 1992).

Sieni tezaii Snopic krunicnih listica

Ca .

Snopic od ¢asicnih listica
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Slika 1. Struktura ploda jabuke (Barclay, 2015)
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Na slici 1. je prikazana struktura ploda jabuke (Barclay, 2015). Postoji na stotine sorti
jabuka, ali samo 20 sorti ima komercijalni znacaj. Vise od 90 % svetske proizvodnje
zastupljeno je sa 14 sorti i samo pet od njih ¢ine najveéi deo svetske proizvodnje jabuka:
Delicious, Golden Delicious, McIntosh, Rome Beauti i Granny Smith. Novije sorte postaju
sve prisutnije na trzistu. Mnoge nove komercijalne sorte su crveni sojevi primarnih
kultivara. Postoji Siroka raznolikost njihova karakteristika. Na primer, Gala sazreva za
100 dana ili manje dok sorti Ladi Villiams treba vise od 200 dana bez mraza da sazri

(Bates et al., 2001).

2.1.2 Dobijanje tropa iz proizvodnje soka od jabuka

U sezoni 2017/2018. godina svetska proizvodnja jabuka je iznosila oko 77 miliona tona
(United States Department of Agriculture, 2018). Najvedi proizvodac bila je Kina sa 44,5,
EU 10,021, USA 4,653, Iran 2,8, Turska 2,75, Indija 2,3, Rusija 1,277, Cile 1,27, Ukrajina
1,099, Brazil 1,049, ostali 5,630 mil.tona (slika 2.)

| Ostali

Brazi

: R Isaiia,
Turs aJ‘~

USA
Kina

Slika 2. Proizvodnja jabuka u svetu u sezoni 2017/2018 godina

Od ukupne svetske proizvodnje jabuka oko 15 % se iskoristi za proizvodnju soka i

fermentisanih napitaka, a najveci proizvodaci su Kina i Poljska.

Sokovi su po fizickim karakteristikama specificna vrsta proizvoda, a po hemijskom
sastavu se za njih kaZze da su ,,cedeno voée“. Smatra se da je prva industrijska proizvodnja
soka pocela u Svajcarskoj sa sokom od jabuke u devetnaestom veku (Tressler &

Maynard, 1954). Interesovanje za sporedni proizvod koji nastaje tokom proizvodnje soka
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od jabuka (trop) se javlja joS pocetkom dvadesetog veka (Bell, 1920) i ne prestaje do

danas (Skinner et al., 2018).

Sok je u najopstijem smislu definisan kao sadrzaj tec¢nosti koja se moze ekstrahovati iz
celijaili tkiva neke biljke. lako se vecina sokova dobija cedenjem celog ili usitnjenog voéa,
postoje neki plodovi gde to nije slucaj. Na primer, presovanje ljustenog manga daje malo
soka, Cak iako je pulpa usitnjena. Nastaje gusti pire krajnji rezultat koji se ne moze
razrediti vodom da bi se dobio sok. Nasuprot tome, iz usitnjenih jabuka se lako oslobada

sok (Bates et al., 2001).

(c) (d)

Slika 3. Inspekcija i pranje jabuka za proizvodnju soka (a), presovanje (b), dobijeni

maticni sok (c) i trop jabuka (d) u fabrici ,,Fruvita d.o.0.”, Lunjevac, Smederevo

Prema Pravilniku o voénim sokovima i odredenim srodnim proizvodima namenjenim za

ljudsku upotrebu (,,Sluzbeni glasnik RS“, br 103/2018), vo¢ni sok se definiSe kao proizvod
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koji nije fermentisao, ali moze da fermentise, a koji se dobija od jestivih delova jedne ili
viSe vrsta voca pomesanih zajedno, koje je zdravo, zrelo, sveze ili ohladeno, odnosno
zamrznuto. Boja, aroma i ukus vo¢nog soka treba da bude karakteristi¢an za vrstu voca
od koga je vo¢ni sok proizveden. Sok moze biti kasast, mutan ili bistar. Koncentrovan sok
moze kasnije biti rekonstituisan sa vodom koja je pogodna za odrzavanje osnovnog
sastava i faktora kvaliteta soka. Dodavanje Secera ili kiselina moze biti dozvoljeno, ali

mora biti usvojeno u lokalnom standardu.

Najvise koris¢eni proizvodi od jabuka su sok od jabuke (bistri, mutni i kaSasti),
fermentisani sokovi (cideri) i sirée. Mutni sok od jabuke ima viSi sadrzaj pektina i

polifenola od bistrog soka od jabuke, ali mnogo nizi sadrzaj pektina i polifenola u

poredenju sa celim jabukama (Ravn-Haren et al., 2013).

PRIHVAT SIROVINE

PRANIJE |
INSPEKCUA

‘ ‘ Usitnjavanje ‘ ‘

!
e |

MATICNI SOK
JABUKE

Slika 4. Sema dobijanja tropa od jabuka u pogonu fabrike za proizvodnju sokova

»Fruvita d.o.o0.”, Lunjevac, Smederevo

Tokom tehnoloskog procesa ekstrakcije soka iz jabuka (cedenje, presovanje), do 35 %
polazne sirovine predstavlja otpadni produkt koji se naziva jabucni trop (eng. Apple
Pomace — AP) (Kumar & Sharma, 2017). Jabucni trop je heterogena mesavina koja se
sastoji od pokozZice i delova pulpe (70 - 76 %), semenke (2,2 - 3,3 %), peteljke (0,4 - 0,9

%) (Carson et al., 1994). Na slici 3 prikazane su fotografije nekih od postupaka, a na slici
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4 Sema proizvodnje mutnog soka i dobijanje sporednog proizvoda tropa u fabrici za

proizvodnju sokova ,,Fruvita d.o.0.”, Lunjevac, Smederevo.

Tabela 1. Poredenje sastava celih jabuka i tropa od jabuke (Bhushan et al., 2008;
Skinner et al., 2018))

Komponente Cela jabuka Trop od jabuke
Ukupna DV (%) 2,1-2,6 4,4-47,3
Nerastvorana DV (%) 1,54 33,8-60,0
Rastvorna DV (%) 0,67 13,5-14,6
Celuloza (%) ne 43,6
Hemiceluloza (%) ne 24,4
Lignin (%) ne 20,4
Pektin (%) 0,71-0,93 3,3-13,3
Ukupni ugljeni hidrati (%) 13,81 44,5-57,4
Fruktoza (%) 5,8-6,0 44,7
Glukoza (%) 2,4-2,5 18,1-18,3
Proteini (%) 0,24-0,28 2,7-5,3
Lipidi (%) 0,16-0,18 1,1-3,6
Natrijum (mg/100g) 0,9-1,1 185,3
Kalijum (mg/100g) 104,8-109,2 398,4-880,2
Kalcijum (mg/100g) 5,7-6,3 55,6-92,7
Fosfor (mg/100g) 10,7-11,3 64,9-70,4
Magnezijum (mg/100g) 4,9-5,1 18,5-333,5
Gvozde (mg/100g) 0,11-0,13 2,9-3,5
Cink (mg/100g) 0,0036-0,0044 1,4
Bakar (mg/100g) 0,026-0,028 0,1
Mangan (mg/100g) 0,033-0,037 0,4-0,8

no-nije odredeno

Jabucni trop cine ugljeni hidrati, pektin, dijetna vlakna (DV), prosti Seceri (glukoza,
fruktoza i saharoza), minerali, proteini, vitamini i polifenoli i kao takav je dobar izvor

dragocenih nutrijenata vrednih da budu iskoris¢eni (Mirabella et al., 2014).
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Sastav jabucnog tropa varira u zavisnosti od sorte jabuka i od vrste tehnoloskog procesa
koji se koristi prilikom ekstrakcije soka (Vendruscolo et al.,, 2008). Uporedni pregled

makro- i mikronutritijenata u svezoj jabuci i u tropu od jabuke prikazan je u tabeli 1.

Upotreba ovog nutritivno vrednog sporednog proizvoda predstavlja imperativ odrzivog

upravljanja sa aspekta maksimalnog iskoris¢enja procesa proizvodnje soka od jabuka.

2.1.3 Mogucnosti iskoris¢enje tropa od jabuke

Mnogi nacini za iskoris¢enje tropa od jabuka su prikazani u literaturi (Bhushan et al.,
2008; Dhillon et al.,, 2013; Haghighi & Rezaei, 2013; May, 1990; Nawirska &
Kwasniewska, 2005; Shalini & Gupta, 2010). Trop od jabuke se moze koristiti direktno
kao komponenta hrane za Zivotinje, kompost, izvor DV u prehrambenoj industriji, kao
supstrat za mikrobiolosku proizvodnju karboksilnih kiselina, enzima, biogoriva,

biopolimera, za direktnu ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, kao sto su antioksidansi, i za

dobijanje pektina (tabela 2).

Tabela 2. Upotreba tropa od jabuke

Primena

Primer

Literatura

Direktna upotreba’

Ekstrakcija
bioaktivnih
jedinjenja

Proizvodi dobijeni

fermentacijom

Proizvodnja goriva

Substrat za gajenje
jestivih gljiva

Hrana za Zivotinje, izvor
dijetnih vlakana u
prehrambenim proizvodima

Dijetna vlakna, antioksidanti,
pektini

Organske kiseline, etanol,
arome, pigmenti, enzimi,
polisaharidi

Biogas, etanol

Sitake i bukovaca

(Ajila et al., 2012; Ferreira et
al., 2013; Masoodi & Chauman,
2002)

(Dhillon et al., 2013; Figuerola
et al., 2005; Schieber et al.,
2003)

(Bhushan et al., 2008; Dhillon
et al., 2011; Sun et al., 2009)

(Pham et al., 2015)

(Worrall & Yang, 1992)

AP se za direktnu upotrebu mora osusiti prethodno, osim za kompostiranje
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Fermentacija (solid state fermentation) je Siroko primenjena za proizvodnju organskih
kiselina, enzima i drugih biotehnoloskih proizvoda (Brijwani et al., 2010). Agroindustrijski
otpad se generalno smatra najboljim supstratom za procese fermentacije, posebno za
proizvodnju enzima. Prisustvo lignina i celuloze/hemiceluloze deluje kao prirodni
induktor, a veéina ovog otpada je bogata Secerima te promovise rast mikroorganizama
zbog Cega je proces ekonomicniji posebno za celulo- i lignoliticke enzime (Oberoi et al.,
2010). Prednosti tropa jabuke kao supstrata su: visoki sadrzaj polifenola i polisaharida
(posebno celuloze, skroba i hemiceluloze), prisustvo mono-, di- i oligosaharida, limunske
i maleicne kiseline koje metaboliSu mikroorganizmi, bogatstvo vitaminima i jonima

minerala koji bi mogli smanjiti cenu hranljive suplementacije za fermentacione medije.

Na trzistu postoji niz proizvoda sa dodatkom tropa od jabuke za kuéne ljubimce,
uglavnom u obliku razli¢itih vrsta krekera, dok su komercijalno dostupni proizvodi
namenjeni ljudima retki. Trop se koristi kao dodatak ¢ajevima. Na slici 5 prikazano je
pakovanje caja proizvodaca ,Heath and Heather” (Velika Britanija) koji sadrzi 35 %

organskog tropa od jabuke (https://www.heathandheather.co.uk/about/).

APPLE & CINNAMON [

NATURALLY CAFFEINE FREE

Slika 5. Caj sa dodatkom tropa od jabuke, (Izvor:
https://cdn.shopify.com/s/files/1/0863/6984/products/6f678db3-e6d8-4c25-b1db-
dc80e55ff662.jpg?v=1537208172, preuzeto 10.05.2019.)

Postoje takode i komercijalno dostupni prahovi na bazi tropa ali su i ovakvi proizvodi
retki u odnosu na prahove ili brasna od celog ploda jabuke. U svetu se brasno od jabuke

(Apple flour —proizvodac Natures Earthly choice USA, Apple flour - Hearthy food USA,
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Apple flour - Anti grain USA) najceSc¢e dobija postupkom koji podrazumeva drobljenje
(dezintegraciju) ploda, suSenje u bubanj suSarama na visokim temperaturama i
mlevenje. Komercijalno su dostupni i prahovi pokoZice (Apple peel powder, Naturevibe
Botanicals, Indija) i dijetna vlakana u prahu, izolovana iz jabuke ili tropa (Apple fibre,

proizvodac Nature’s Goodness, Australija), slika 6.

:7

e —

S

)
d
APPLE FLOUR"

Rating i

MOTHING BUT
100% APFLES

e, s
LTI (e
e

Slika 6. Proizvodi na svetskom trzistu, brasna od jabuke, DV jabuke, prah od pokozZice

jabuke i prah od tropa jabuke koji se reklamira kao zamena za jaja
(https://images-na.ssl-images-amazon.com/images/I/81iQmQ61BEL. SX522 .ipg,
https://images-na.ssl-images-amazon.com/images/1/41Avfvi889L.ipg)
https://images-na.ssl-images-amazon.com/images/1/81D0mPrlakL. SY679 .jpg,
https://gd.image-gmkt.com/NATURE-S-GOODNESS-APPLE-FIBRE-POWDER-
100G/I1i/045/871/837871045.g 400-w_g.ipg,
https://images-na.ssl-images-amazon.com/images/1/51%2BpZswKLBL.jpg
https://images-na.ssl-images-amazon.com/images/I/61MXcnnx2hL. SX522 .ipg), preuzeto 10.05.2019.

Proizvod dobijen od tropa jabuka koji se prodaje na ameri¢kom trzistu i reklamira se kao
zamena za jaja deklarisan je sa dodatkom pektina (Apple egg-Anti grain). Nedavno je u
Australiji patentiran postupak za dobijanje visokoproteinskog brasna od razli¢itog

agroindustrijskog otpada, izmedu ostalog i od tropa jabuke (Patent No. 20180146688,
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2018). Postupak se zasniva na fermentaciji. Dobijeno brasno se u nutritivnom i

senzornom smislu drasti¢no razlikuje od polazne sirovine.

2.2 BIOAKTIVNE KOMPONENTE TROPA OD JABUKE

2.2.1 Polifenolna jedinjenja

Polifenoli su najzastupljenija grupa prirodnih antioksidanasa koji se intenzivno istrazuju
u novijoj naucnoj literaturi. Ova jedinjenja sadrZe bar jedan aromaticni prsten sa jednom
ili viSe vezanih hidroksilnih grupa. Postojanje velikog broja struktura polifenola sa
promenljivom stehiometrijom omogucava stvaranje razlic¢itih kompleksnih glikozida i
polimera (vise od 10000 razli¢itih jedinjenja). Vecina polifenola je rastvorljiva u vodi i u
glikozidnom obliku se nalazi u vakuolama, dok je maniji deo lipofilan (flavoni, flavonoli,

metil estri) i nalaze se u epidermisu biljaka (Saltveit, 2017).

Kao prirodni izvori polifenolnih jedinjenja u literaturi se najées¢e pominje aromaticno,
zaCinsko i lekovito bilje, ali i voce, povrée, seme uljarica, Zita, brojni Zivotinjski i
mikrobioloski proizvodi (Naczk & Shahidi, 2004). Pozitivni efekti hrane i pi¢a na zdravlje
zavise i od prisustva antioksidanasa (Abuajah et al., 2015; Gazalli, 2014; Le Bourvellec et

al., 2011; Parisi et al., 2013; Saura-Calixto, 2011).

Polifenolna jedinjenja deluju kao redukujuéi agensi, hvata¢i atomskog nascetnog
kiseonika, donori vodonika, a imaju i osobine heliranja metala (Rice-Evans et al., 1996).
Smatra se da je antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja prvenstveno rezultat
njihove sposobnosti da budu donori vodonika slobodnim radikalima, nakon ¢ega nastaju
manje reaktivni fenoksil radikali: Ph-OH + ROO'= Ph-O" + ROOH. lako prisutni u malim
koncentracijama u substratu, antioksidansi mogu da odlozZe, uspore ili sprece delovanje

nestabilnih slobodnih radikala.

U neostecenim biljnim tkivima polifenoli su uglavnhom vezani za celijski zid dok su
polifenoloksidaze (PPO) smestene unutar vakuola. Usled narusavanja celijske strukture
tokom primenjenih procesa prerade kao sto su mlevenje, cedenje, ili termalni tretman,
PPO i polifenoli dolaze u kontakt (Gonzdlez-Aguilar et al., 2017). Interakcije izmedu

intracelularnih polifenola i zidova biljnih ¢elija su predmet intezivnih istrazivanja jer od
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njih zavisi bioraspoloZivost polifenola, njihov funkcionalni i zdravstveni efekat.
Izotermalnom titracionom kalorimetrijom mogu se ispitati ove specificne interakcija,
kvantifikovati interakcije izmedu celijskih zidova i polifenola i proceniti kvalitet finalnog

proizvoda (Renard et al., 2017).

Jabuke predstavljaju vazan izvor polifenolnih jedinjenja. Identifikacija i kvantifikacija
polifenolnih jedinjenja same jabuke, pokoZice, semena i tropa je bila predment brojnih
studija (Bondonno et al., 2017; Cetkovi¢ et al., 2008; Giomaro et al., 2014; Paraman et
al., 2015; Vrhovsek et al., 2004; Wojdyto et al., 2008). Polifenoli koji se nalaze u
jabukama igraju vaznu ulogu u ishrani, odgovorni su za senzorne osobine jabuka i
proizvoda od jabuka (Renard et al., 2007). Polifenoli su odgovorni za ukus (gorcina i
trpkost), aromu i boju jabuka i proizvoda od jabuka (Chinnici et al., 2004). Dihidrokalkoni,
flavonoli i antocijani doprinose pigmentaciji jabuka (Alonso-Salces et al., 2004), dok su
hidroksicimetne kiseline i katehini uklju¢eni u fenomen tamnjenja Sto uti¢e na boju

sokova od jabuke (Renard et al., 2007).

Trop od jabuke najve¢im delom CcCine polisaharidi celijskog zida (pektin, celuloza,
hemiceluloza, lignin i gume) i vezane polifenolne komponente (epikatehin, kvercetin,
floretin, florizin i hlorogena kiselina), koji su nosioci snazne antioksidativne aktivnosti
(Guyot et al., 2003). Svega 3 — 10 % ukupne AO aktivnosti cele jabuke ostaje u soku (Van
Der Sluis et al., 2002).

Trop od jabuke je potencijalni izvor polifenolnih jedinjenja, ali su mnoga od njih prisutna
u vezanoj formi sa ugljenim hidratima, ligninima, pektinima i proteinima (Acosta-Estrada
et al., 2014). Ova prirodna veza polifenola kao glikozida smanjuje njihovu sposobnost da
funkcioniSu kao antioksidansi. Oslobadanje vezanih polifenolnih jedinjenja je
neophodno za ispoljavanje njihovog zdravstvenog efekta. Trop od jabuke je opisan kao
bogat izvor polifenola kao Sto su cimetna kiselina i njeni derivati, flavonoli,
dihidrokalkoni i flavanoli (Waldbauer et al., 2017). Za neka od ovih jedinjenja potvrdeno
je da pokazuju snaznu antioksidativnu aktivnost in vitro (Lu & Foo, 1997). Prerada jabuka
dovodi do znadajnog gubitka epikatehina i ukupnih polifenola. U radu Willemina, (2011)
je pokazano da se presovanjem sveZih jabuka ekstrahuje 7 % zajedno epikatehina i

ukupnih polifenola u sok, dok je 59 % epikatehina i 60 % ukupnih polifenola ostalo u
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tropu. Presovanje jabuka rezultiralo je gubitkom epikatehina od 34% (p = 0,007) i
gubitkom ukupnih polifenola od 32 % (p = 0,004). Vaine polifenolne komponente u

tropu jabuke su kvercetin, floretin i florizin (slika 7).

Florizin Kvercetin Floretin

Slika 7. Polifenolna jedinjenja u tropu jabuke

Autori Rana et al., (2015) su ustanovili da sadrzaj pomenutih polifenolnih jedinjenja u
odnosu na razliite vrste ekstrakcije varira (tabela 3). Polifenoli tropa jabuke, pre svega
floretin i njegov glikozilovani prekursor florizin, fitoestrogeni koji spadaju u klasu
kalkona, deluju antioksidativno, kardioprotektivno, redukuju rizik i simptome astme i
dijabetesa. Takode, inhibiraju intestinalnu apsorpciju glukoze a pokazano je da su tzv.
"hvataci" reaktivnih dikarbonil vrsta metilglioksala i glioksala ¢ime sprecavaju stvaranje
glikozilovanih produkata u patoloskim stanjima kao Sto je dijabetes (Shao et al., 2008).

Tabela 3. Sadrzaj florizina, kvercetina i floretina u etalnolnom (APE), metanolnom
(APM) i acetonskom (APA) ekstraktu tropa jabuke (Rana et al., 2015)

Parametar / Ekstrakti APE APM APA

Florizin (ug/mg ekstrakta) 1,03 £ 0,00 0,82 £ 0,03 1,23 +0,08
Kvercetin (ug/mg ekstrakta) 5,11 £ 0,02 3,72 £0,03 5,72 £ 0,08
Floretin (ug/mg ekstrakta) 3,10 £ 0,03 1,10 + 0,07 2,01 £0,01

U radu Masumoto et al.,, (2009) je pokazano da se dijetom obogac¢enom visokim
sadrzajem florizina mozZe znacajno smanijiti koli¢ina glukoze u krvi kod miseva koji su
prethodno dijabetizovani streptozotocinom. Rezultati studije koja je sprovedena na

zdravim dobrovoljcima koji su dobijali prah nezrelih jabuka bogat florizinom, ukazuju da
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bi ovaj prirodni proizvod mogao imati uticaj na smanjenje postprandijalne glikemije i da

bi se mogao koristiti za poboljSanje zdravlja dijabeti¢ara (Makarova et al., 2015). Takode

je potvrdeno i kardioprotektivno dejstvo floretina i florizina (Olson et al., 2007).

Tabela 4. Najvaznije polifenolne komponente u tropu od jabuke (Waldbauer et al.,

2017)

Klasa jedinjenja Naziv jedinjenja

Dihidrokalkoni floretin, floretin-2-0-glukozid, floretin-2-0O-ksilozil-glukozid,
floretin-pentozil-heksozid, floretin-heksozil-heksozid, 3-
hidroksifloretin-2 -O-ksilozil-glukozid, 3-hidroksifloretin-2"-O-
glukozid

Flavanoli (+)-katehin, (-)epikatehin, procijanidin B1, procijanidin B2,
procijanidin B3, procijanidin B5, procijanidin C1
((epi)kat)trimer

Flavoni apigenin, hrizoseriol, luteolin, luteolin-7-O-galaktozid, luteolin-7-
Oglukozid

Flavanoni eriodiktiol, eriodiktiol-heksozid, hesperedin-O-pentozid,
naringenin, naringenin-7-0O-glukozid, naringenin-7-O-
neohesperidozid, naringenin-7-O-rutinozid, naringenin-7-O-
glukuronid, naringenin-O-heksozid

Flavonoli izoramnetin-3-0-galaktozid, izoramnetin-3-O-glukozid,

Cimetne kiseline

Antocijani

Ostalo

izoramnetin-3-0-rutinozid, izoramnetin-3-0O-arabinopiranozid,
izoramnetin-3-0O-arabinofuranozid, izoramnetin-3-O-ramnozid,
kaemferol-O-glukozid, kvercetin, kvercetin-3-O-diglukozid

kvercetin-3-0O-arabinofuranozid, kvercetin-3-O-arabinopiranozid,
kvercetin-3-0-glukozid,kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-3-0O-
ksilanozid, kvercetin-O-heksozid, kvercetin-O-pentozil-heksozid,
kvercetin-O-pentozid, kvercetin-O-ksilozil-pentozid, ramnetin,
ramnetin-3-0-glukozid

kafeoil-O-heksozid

3-0O-kafeoil-kininska kiselina, 4-O-kafeoil-kininska, kiselina 5-O-
kafeoil-kininska kiselina, x-O- kafeoil-kininska kiselina, dikafeoil-
kininska kiselina

Feruloil- O-heksozid

p-kumariol-O-heksozid, 4-O-p-kumaroil-kininska, 5-O-p-kumaraoil-
kininska, p-kumaroil-kininska, sinapil-O-glukozid

cijanidin-3-0-galaktozid, cijanidin-3-O-heksozid

protokatehinska kiselina, salicilna kiselina
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Polifenoli u tropu jabuke su intenzivno proucavani kako u smislu ekstrakcije, tako i u
smislu identifikacije (Kammerer et al., 2014; Lu & Foo, 1997; Paraman et al., 2015; Rana
& Bhushan, 2016; Rana et al., 2014; Sudha et al., 2007). U radu (Waldbauer et al., 2017)

su navedena identifikovana polifenolna jedinjenja u tropu od jabuke (tabelad ).

Zdravstveni efekti polifenola zavise od njihove bioraspoloZivosti u organizmu. Prisustvo
proantocijanidina zajedno sa celijskim zidovima u debelom crevu uti¢e na crevni
mikrobiom, proizvodnju metabolita (fenilsiréetna, fenilpropionska i fenilbuterna kiselina
i urolitini A i B) i stvaranje antioksidativnog okruZenja Sto ima posledice na
bioraspolozivost polifenola, funkcionalne karakteristike ekstrahovanih polisaharida i

kinetiku fermentacije dijetnih vlakana i polifenola.

Antioksidativna aktivnost polifenola ekstrahovanih iz tropa jabuke i proizvoda
obogacenih tropom jabuke potvrdena je u brojnim studijama, primenom razli¢itih
testova, kao Sto su DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6 sulfonska kiselina)), ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity —
kapacitet apsorpcije kiseonicnih radikala), FRAP (Ferric lon Reducing Antioxidant Power
- antioksidativna mo¢ redukcije jona gvozda) i DPPH (Benzie & Strain, 1996; Rana et al.,
2015). Antioksidativna svojstva najzastupljenijih pojedinacnih polifenola iz tropa jabuke

prikazana su u tabeli 5.

Tabela 5. Antioksidativna aktivnost (ECso) polifenola iz tropa jabuke odredena DPPH
metodom (Lu & Foo, 2000)

Jedinjenje EC50 Jedinjenje EC50
Florizin 0,60 Epikatehin 0,135
3-Hidroksiflorizin 0,24 Epikatehin dimer 0,06
Hlorogena kiselina 0,24 Epikatehin trimer 0,115
Kvercetin-3-glukozid 0,10 Epikatehin tetramer 0,115
Kvercetin-3-arabinozid 0,11 Epikatehin oligomer 0,15
Vitamin C 0,35 Vitamin E 0,30

ECso je kolicina antioksidansa neophodna da smanji pocetnu koncentraciju DPPH za 50

%. Svi polifenoli su pokazali snaznu antioksidativnu aktivnost. Kvercetin glikozidi su imali
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ECso vrednosti 0,10 — 0,11, dok su procijanidini imali sliéne ili neznatno veée vrednosti
ECso, Sto ukazuje da ove dve klase jedinjenja medu polifenolima jabuke imaju najbolju
sposobnost da ,hvataju” radikale. Sa izuzetkom florizina svi polifenoli su imali bolju
antioksidativnu sposobnost od vitamina C i E. Ovim je pokazano da polifenoli koji se
nalaze u jabuci, a znacajno zaostaju u tropu, pokazuju snaznu antioksidativnu aktivnost.
Pored polifenola prisutnih u tropu jabuke kardioprotektivno dejstvo pokazuju i dijetna

vlakna.

2.2.2 Dijetna vlakna

Dijetna vlakna su polimeri ugljenih hidrata sa tri ili viSe monomernih jedinica, koji nisu
svarljivi i ne apsorbuju se u tankom crevu Coveka (The European Parliment and the
Council of the European Union, 2011). Prema ovoj definiciji u grupu DV, osim biljnih
vlakana, ako se potvrdi njihov povoljan fizioloski efekat, svrstavaju se i vlakna koja mogu

da budu sintetski ili ekstrahovani polimeri, kao Sto su:

- jestivi polimeri ugljenih hidrata koji su prirodno prisutni u hrani i konzumiraju se
kao takvi

- jestivi polimeri ugljenih hidrata koji su dobijeni iz prehrambenih sirovina fizickim,
enzimatskim ili hemijskim sredstvima i koji imaju povoljan fizioloski efekat
dokazan opste prihvacenim nau¢nim dokazima

- jestivi sintetickih polimeri ugljenih hidrata koji imaju povoljan fizioloski efekat

dokazan opste prihvacenim nauc¢nim dokazima.

Dijetna vlakna su delovi biljaka koje nasS organizam ne moZe da svari, a ukljucuju
celulozu, necelulozne polisaharide kao $to su hemiceluloza, pektini, gume i lignin kao
neugljenohidratna komponenta (Dhingra et al., 2012). Strukturni raspored dijetnih
vlakana u celijskom zidu jabuke prikazan je na slici 8. Glavne razlike izmedu celuloze i
hemiceluloze jesu da je celuloza polisaharid sa osnovnom strukturnom jedinicom
glukoze dok su hemiceluloze sastavljene od pentoza (ksiloza, arabinoza, manoza).
Heksoze se ¢esto kombinuju sa metil uronskom kiselinom. U celulozi je visi stepen
polimerizacije nego kod hemiceluloza. Celuloza je vlaknasta i manje rastvorljiva u

alkalijama, dok su hemiceluloze nevlaknaste i rastvornije u alkalijama (Dhingra et al.,
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2012). Podela dijetnih vlakana na nerastvorna i rastvorna vlakna napravljena je na
osnovu rezultata ekstrakcije u odredenim uslovima pH, temperature kao i primenjenog

rastvaraca.

Celuloza

N
N T 4 Lignin| N ~
Hemiceluloza

Slika 8. Strukturni raspored dijetnih vlakana ¢elijskog zida biljne ¢elije jabuke (Baldinelli
et al.,, 2018)

U nerastvorna DV spada celuloza, hemiceluloza i lignin, a u rastvorna DV pektin, B-
glukani, galaktomanani, fruktani, oligosaharidi i neki hemicelulozni molekuli. Navedena
podela odnosi se na neskrobne polisaharide, ali ukoliko se koli¢ina prehrambenih
vlakana odreduje enzimsko-gravimetrijski tj. AOAC metodom (sve komponente
nesvarljive pod dejstvom amilaze i proteaze su nerastvorne u etanolu), tada i rezistentni
skrob ulazi u ovu kategoriju (Bhushan et al., 2008). Prema misljenju EFSA (Agostoni et
al., 2010), preporuceni dnevni unos dijetnih vlakana koji obezbedjuje normalnu funkcija
creva kod odraslih ljudi iznosi 25 g. Dijetna vlakna mogu u nekim proizvodima da zamene
proste Seéere i mast, ¢ime se smanjuje energetska vrednost hrane. Sa druge strane,
prehrambena vlakna su nosaci materija kao Sto su vitamini, minerali i antioksidanti, i
stoga mogu doprineti njihovom ve¢em unosu i iskoristljivosti (Englyst et al., 2013). Unos
dijetnih vlakana slican je u mediteranskim i ostalim evropskim drZzavama (oko 20 g po
stanovniku). Voce i povrce su osnovni izvor vlakana u mediteranskim zemljama, dok Zita
dominiraju u ostalim evropskim zemljama (Hervert-Herndndez & Gofii, 2011). Zita su
glavni izvor celuloze, hemiceluloza i lignina u ishrani, dok voce i povrée predstavljaju

primarne izvore pektina i biljnih guma (Elleuch et al., 2011).
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Dijetna vlakna prolaze gornji intestinalni trakt i ulaze u creva u neizmenjenom obliku
(Saura-Calixto, 2011). Rastvorna i nerastvorna vlakna imaju razli¢ite uloge u prevenciji
bolesti. Nerastvorna DV reguliSu rad creva i apsorpciju vode (Yangilar, 2013). Rastvorna
DV, koja u vodi grade viskozne rastvore, mogu da modifikuju nivo glukoze u krvi nakon
jela smanjenjem svarljivosti i apsorpcijom ugljenih hidrata sa visokim glikemijskim
indeksom. Pored toga, rastvorna vlakna mogu da smanje i nivoe ukupnog i LDL
holesterola u krvi uticajem na digestiju i apsorpciju holesterola i Zu¢nih kiselina (Agostoni
et al., 2010). Zbog prethodno navedenog, dijetna vlakna uticu na smanjenje rizika od
oboljevanja od nekih hroni¢nih bolesti, kao Sto su kardiovaskularne bolesti, gojaznost,

dijabetes i razli¢ite vrste kancera (Elleuch et al., 2011).

Zbog prisustva vezanih polifenola DV poseduju znacajanu antioksidativnu aktivnost
(AO). Stoga, utvrdivanje antioksidativne aktivnosti DV-a predstavlja deo
podrazumevajuce karakterizacije vlakana i omogucava procenu njihovog potencijalnog
dejstva na zdravlje i mogucnosti primene u obliku funkcionalnog sastojka.
Antioksidativna aktivnost dijetetskog vlakna potice od kumulativhe sinergisticke
antioksidativnosti polifenola i drugih sastojaka (karotenoida, Majlardovih jedinjenja,
mikroelemenata, itd). U tom kontekstu, DV sa izuzetnim antioksidativnim kapacitetom,
poznata kao antioksidativna dijetna vlakna, pronadena su u kori manga, kori ananasa,
pulpi guave, kljuku grozda, plodu acerole, nekim morskim travama, kao i u pokoZici
jabuke. Kao prehrambeni sastojci, ova vlakna sprecavaju oksidaciju lipida u mesnim
proizvodima i proizvodima od ribe, odrzavajuci njihov nutritivni kvalitet i produzavajuci

im rok upotrebe (Saura-Calixto, 2011).

Trop od jabuke sadrzi znacajne kolicine neskrobnih polisaharida (35 — 60 % dijetnih
vlakana, od kojih nerastvornih (36,5 %) i rastvornih vlakana (14,6 %)). Glavne
komponente dijetnih vlakana tropa jabuke su pektini (5,5 —-11,7 %), celuloza (7,2 — 43,6
%), hemiceluloza (4,3 — 24,4 %) i lignin (15,3 — 23.5 %) (Dhillon et al., 2013). Celuloza i

lignin su nerastvorni, dok su galakturonska kiselina i hemiceluloza vodorastvorni.

Komercijalni pektini proizvode se od razli¢itih sporednih proizvoda prehrambene
industrije, kao Sto su trop od jabuke, kora citrusa, kao i pulpa Secerne repe (izluzeni

repini rezanci). Pektini iz jabuke i citrusa imaju bolja svojstva Zeliranja, pa je stoga i
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njihova primena mnogo prisutnija u prehrambenoj industriji (May, 1990), izmedu
ostalog se koriste kao uguscivaci, emulgatori, stabilizatori i poboljsivaci teksture (Alan
Imeson, 2010). Pektin, poput nekih drugih prehrambenih vlakana (inulin), podleze
fermentaciji pod dejstvom crevnih bakterija kao Sto su Bifidobacterium i Lactobacillus,

zbog Cega se moZe smatrati prebiotikom (Cuervo et al., 2014).

Ekstrakcija pektina iz tropa je i dalje najce$¢i nacin valorizacije tropa jabuke. Za
poboljSanje boje pektina uklanjanjem polifenola razvijen je inovativni postupak za
iskoris¢enje pektina i polifenolnih jedinjenja (Schieber et al., 2003). Antioksidansi
izolovani iz tropa mogu posluZiti kao prirodna zamena sintetickih antioksidansa i kao
izvor florizina (Bhushan et al., 2008; Kammerer et al., 2014). Nakon ekstrakcije pektina
trop i dalje predstavlja izvor vlakana koja se mogu dalje koristiti u prehrambene i
neprehrambene svrhe (Endress, 1991). Osim pektina i nisko molekularnih polifenola,
trop sadrzi mnostvo vrednih jedinjenja kao Sto su jabucna kiselina, ugljeni hidrati
(fruktoza, glukoza i sorbitol), voskovi. Semenke koje ulaze u sastav tropa su bogate
visoko nezasi¢enim masnim kiselinama, karotenoidima, tokoferolom, polifenolima

visoke molekulske teZine i Zutim pigmentima (Fromm et al., 2013).

Tradicionalna primena pektina kao Zelirajuceg sredstva poslednjih godina je prosirena
tako da se osim u industriji hrane koriste i u farmaceutskoj industriji (Almeida et al.,

2015).

2.2.3 Minerali

Minerali su podeljeni na makroelemente, kalcijum, magnezijum, kalijum, natrijum, hlor,
fosfor i sumpor, dok su mikroelementi jod, cink, selen, gvozde, mangan, bakar, kobalt,
molibden, fluor, hrom i bor. Nedovoljan unos mikroelemenata moze se povezati sa

pojavom nekih bolesti.

Dobra i uravnoteZena ishrana, unosSenje voca i povréa kao i namirnica Zivotinjskog
porekla obezbeduje optimalan unos neophodnih minerala (Lukaski, 2004). Minerali
imaju klju¢nu ulogu u covekovom organizmu, oni obavljaju mnoge neophodne funkcije

od izgradnje jakih kostiju do prenosa nervnih impulsa Sto doprinosi o¢uvanju zdravlja i
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dogovecnosti. Neki makro- i mikroelementi se nalaze u strukturi zuba (Ca, P i F) i kostiju
(Ca, Mg, Mn, P, Bi F), dok vec¢ina mikroelemenata (Cu, Fe, Mn, Mg, Se i Zn) igra znacajnu
uloga kao strukturni deo mnogih enzima. Makroelementi (Ca, Mg, P, Na i K) u poredenju
sa mikroelementima () imaju mnogo znacajnije funkcije u nervnim celijama (prenos i
signalizacija). Mikroelementi imaju klju¢ne uloge u formiranju celija eritrocita (Co, | i Fe),
regulacije nivoa glukoze (Cr) i njihovu zastitu putem aktivacije antioksidativnih enzima
(Mo). Makroelementi kalijum i kalcijum uticu na smanjenje krvnog pritiska. Minerali su
takode odgovorni za funkcionisanje imunog sistema (Ca, Mg, Cu, Se i Zn) i mozga (Cr i

Mn) (Gharibzahedi & Jafari, 2017).

Vece koncentracije minerala obi¢no se nalaze u tkivima s viSim stepenom metabolizma
(epikarp, jezgro), a nize koncentracije u pulpi voéa. U poredenju sa drugim cesto
konzumiranim voéem, sveZe jabuke sadrze skromne koli¢cine minerala (tabela 6) (Skinner

et al., 2018; Vicente et al., 2009).

Tabela 6. Uporedni pregled sadrZaja minerala u voc¢u koje se uobicajno konzumira u
Severnoj Americi i u tropu od jabuk (Skinner et al., 2018))

mg /100 g Jabuka Banana Breskva Grozde Pomorandze Borovnice Trop jabuke
Natrijum 1,0+0,1 1,0+0,4 1.0£0,2 0,40+0,04 0,10+0,03 0,16+0,03 185,3+0,0
Kalijum 107+2 358+2 116+4 191+28 181+1 776 639124
Kalcijum 6,0+0,3 50,1 9,0+0,41 1442 43+2 6,0+0,8 74,1+18,5
Fosfor 11,0+0,3  22,0+0,2 12,0#0,2 10,0+0,6 14,0+0,4 12,0+0,5 67,612,8
Magnezijum |5,0+0,1 27+1 7,0+0,1 5,0+0,2 10+0,2 6,0£0,2 176+16
GvoZde 0,12+0,01 0,26%0,01 0,18+0,03 0,29+0,06 0,10+0,04 0,3+0,1 3,240,3
Cink 0,04+0,0 0,15+0,0 0,1+0,0 0,04+0,01 0,07+0,0 0,16+0,02 1,4+0,0

Sa druge strane, trop jabuka obezbeduje vise minerala od jabuka, verovatno zbog
prisustva pokoZice koja sadrZi povecane koli¢ine natrijuma, kalijuma, kalcijuma,

magnezijuma i gvozda nego cela jabuka (Gorinstein et al., 2001).
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2.3 TROP OD JABUKE KAO SIROVINA U PREHRAMBENOJ INDUSTRUI

2.3.1 Bezbednost tropa od jabuke

Do sada je sprovedeno viSe studija sa ciljem da se ispitaju potencijalni zdravstveni rizici
konzumiranja tropa. Trop se koristi kao dodatak u hrani za Zivotinje (npr. goveda i koza).
Studije su potvrdile da je trop od jabuke adekvatan aditiv za hranu za stoku, jer
obezbeduje unos nutritijenata bez Stetnosti za varenje, rast i produkciju mleka.
Medutim, prezivari nisu translacijski Zivotinjski modeli i nutritivni doprinos tropa od

jabuke se ne moze direktno primeniti na ljude (Skinner et al., 2018).

Intezivna primena agrotehnickih mera u uzgajanju jabuka izaziva zabrinutost da su u
pokozZici jabuke, kao i u tropu, prisutni pesticidi i fungicidi. Rezultati sprovedenih studija
su pokazali da je trop od jabuke bezbedan kao dodatak hrani za Zivotinje kao i da je
koli¢ina rezidua pesticida u jabukama bezbedna za ljudsku ishranu (Skinner et al., 2018).
Prethodne studije sprovedene na pacovima i ljudima nisu pokazale Stetne zdravstvene
efekte. Ipak mora se istaci da nije bilo studija koje su direktno evaluirale potencijalne
rizike od rezidua pesticida u tropu od jabuke. Ovaj rizik se moze izbedi kontinuiranim
odredivanjem rezidua pesticida u tropu od jabuke koji je namenjen daljoj upotrebi u
ljudskoj ishrani, koris¢enjem tropa od organskih ili strogo kontrolisanih konvencionalno

gajenih jabuka.

Isto tako postoji uvrezeno misljenje da potencijalni prirodni toksini u semenkama jabuke
predstavljaju opasnost po zdravlje. Cijanogeni glikozid amigdalin je prirodno nastao biljni
toksin. Prilikom rupture tkiva jabuka, amigdalin interaguje sa endogenim digestivnim
enzimima, Sto dovodi do oslobadanja vodonik-cijanida. Tokom obrade hrane vodonik-
cijanid lako isparava, imajuci u vidu da je njegova tacka klju¢anja 26 °C. Nivo amigdalina
u semenu 15 sorti jabuka (1 —4 mg g') je analiziran i zaklju¢eno je da on zavisi od vrste

jabuke i uslova gajenja (Bolarinwa et al., 2015).

Sa ciljem da se utvrdi uticaj amigdalina na zdravlje ljudi sprovedena je in vivo studija na
pacovima. Dnevna doza amigdalina od 160 mg kg telesne teZine koju su pacovi dobijali

dve nedelje nije pokazala Stetne efekte. Kao dodatak ishrani semenke jabuke su imale

24



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

pozitivne efekte na intestinalni trakt, profil lipida u krvi i antioksidativni status pacova.
Svi zapazZeni pozitivni efekti ne mogu biti samo povezani sa prisustvom amigdalina ali
studija svakako potvrduje da je trop koji sadrzi semenke bezbedan za upotrebu (Opyd

et al.,, 2017).

Prema izveStajima MreZe nacionalnih laboratorija letalna doza vodonik cijanida je 50 —
300 mg, tako da bi do trovanja vodonik cijanidom oslobodenim iz semenki jabuka doslo
ako bi se odjednom konzumiralo vise od 800 g suvog tropa od jabuka (Shalini & Gupta,

2010).

2.3.2 Susenje tropa - priprema za upotrebu u prehrambenoj industriji

SuSenje je jedna od najcescih i najstarijih metoda konzerviranja voéa i povréa. Potrosnja
energije tokom susenja Cini izmedu 7 i 15 % ukupne industrijske potrosnje energije
(Dincer & Dost, 1996). Dehidratacija je slozen proces koji ukljuuje uklanjanje vlage
isparavanjem iz ¢vrstog dela voca i povréa u kontrolisanim uslovima. Tokom susSenja
istovremeno, dolazi do prenosa energije (uglavnom toplote) iz okoline i prenosa vlage iz
vlaznog materijala na povrSinu i njenog isparavanje u okolinu. Prilikom susSenja
prehrambenih proizvoda neophodno je poznavati fizicko-hemijske osobine materijala,
dozvoljeni sadrzaj vlage u materijalu, odgovarajucu tehnologiju susenja, sorte pogodne

za suSenje, kao i promene koje se deSavaju tokom susenja.

Zbog visokog sadrzaja vode (75-80 %) i Secera, kao i aktivnosti enzima, AP je kvarljiv
biorazgradiv materijal, sklon mikrobioloskoj kontaminaciji koji je potrebno konzervirati
neposredno nakon nastanka. Susenje je ekonomski najracionalniji pristup za stabilizaciju
AP kojim se smanjuje njegova zapremina, troskovi skladistenja i transporta. Smanjenje
sadrzaja vode treba obaviti odmah po proizvodnji da bi se o€uvala hranjiva i funkcionalna
vrednost. Postupak uklanjanja vlage utiCe na sadrzaj i aktivnost bioloski aktivnih
jedinjenja, strukturu i funkcionalna svojstva tropa. Od njega zavisi kvalitet tropa kao

sirovine i mogucnosti dalje upotrebe u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

Izbor nacina suSenja tropa od jabuke zavisi od energetskih troskova, promene u

nutritivnom profilu i svrhe upotrebe. Neophodno je napraviti dobar izbor odgovarajuce
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opreme za susenje, uspostaviti optimalne parametre suSenja, ispitati efikasnost i
kapacitet postojeCe opreme za suSenje, ispitati uticaj suSenja na kvalitet finalnog

proizvoda.

Poznato je da se tokom susenja javljaju promene u kvalitetu materijala, izmedu ostalog
promena boje zbog neenzimatskih i enzimatskih reakcija tamnjenja, promena oblika i
veli¢ine, skupljanje, promene u teksturi, gubitak arome, promene u kristalnoj strukturi,
oksidacija lipida, denaturacija proteina, gubitak i degradacija hranljivih jedinjenja, npr.
vitamina, polifenolnih jedinjenja, karotenoida i askorbinske kiseline (Sacilik & Elicin,
2006). Pravilan izbor parametara i metode suSenja je veoma vazan ne samo zbog
potrosnje energije ve¢ pre svega zbog kvaliteta finalnog proizvoda (Winiczenko et al.,

2018).

U jednom od najranijih procesa, sunceva energija je koris¢ena za susenje tropa jabuke
na otvorenom kako bi se smanjila masa (Goldhaber, 2003). Susenje na suncu kao rezultat
daje prilicno taman trop od jabuke (zbog enzimatskog ili oksidativhog potamnjivanja)
koji zbog neprihvatljive boje nije primenljiv kao dodatak ljudskoj ishrani. Brojni su
pokusaji da se na osnovu karakteristika AP razviju efikasni sistemi suSenja (Shalini, 2010).
U naucnoj literaturi se mogu naci podaci o efikasnosti razli¢itih nacina susenja, kao i
uticaj parametara susenja, pre svega temperature, na sadrzaj i aktivnost polifenolnih
jedinjenja, funkciju dijetnih vlakana i slicno. Susenje usmerenim vru¢im vazduhom na ~
110 °C smanijilo je sadrzaj vlage AP sa 80 % na 4,5 % za 3 h, suSenje ubrzanom
cirkulacijom vazduha na 40 °C smanjilo je na 2,2% za 24 sata, a suSenje smrzavanjem na
2,3% za ~ 60 h (Jung et al., 2015). Susenje u trakastim susarama koje je sprovedeno na
laboratorijskom nivou i to na temperaturama od 80, 95 i 110 °C smanijilo je sadrzaj vlage
na 19,3, 7,6 i 8,5% u periodu od 170, 130 i 96 minuta (Yan, 2012). Nije bilo znacajne
razlike u boji, higroskopnosti i ukupnom sadrzaju polifenola izmedu tropa osusenog na
80 °Ci 95 °C, dok se trop osusen na 110 °C znacajno razlikovao u pogledu ispitivanih
parametara. U poredenju sa svezim tropom jabuke, nisu utvrdene znacajne razlike
izmedu uzoraka i tropa jabuke u smislu ukupnog sadrzaja polifenola i antocijana (Yan,

2012). Susenje pokozice jabuke u pilot pogonu na temperaturi od 110 °C je rezultiralo
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viSim sadrzajem polifenola i boljim o¢uvanjem funkcionalnosti DV u odnosu na susenje
na temperaturama od 130 i 140 ° C (Henriquez et al., 2010). Patentom su zasticeni
tehnoloski postupci dobijanja suvih proizvoda na bazi tropa koji uklju¢uju susenje
primenom vruceg vazduha (Patent No. CN2605542 (Y), 2004) ili struje vruéeg vazduha
(Patent No. CN106382791 (A), 2017). Primena bubanj susara je jo$ uvek uobicajena
industrijska praksa za proizvodnju raznih namirnica, ukljucujuci i proizvode od jabuka pa
i sam trop. Komercijalno dostupne susare namenjene upravo susenju tropa su uglavnom

bubanj susare.

Konvektivno susenje izlaganjem kontinuiranoj struji vrelog vazduha se dugi niz godina
koristi za oCuvanje hrane. Fenomen koji lezi u osnovi ovog procesa je sloZen i ukljucuje
simultani transport mase i energije u higroskopnom sistemu. Susenje vrelim vazduhom
rezultira dehidriranim proizvodima sa znatno produZenim rokom trajanja, medutim,
kvalitet osuSenog proizvoda se obi¢no drastiéno smanjuje zbog izlaganja povisenim
temperaturama (Ratti, 2001). Visoke temperature primenjene tokom susenja izazivaju
razgradnju materijala i menjaju aktivnost termicki osetljivih jedinjenja tako da se ne
mogu preporuditi za suSenje tropa namenjenog ljudskoj ishrani. Glavni nedostatak
konvencionalnih metoda je upravo poremecena struktura i funkcija bioloski aktivnih
sastojaka kao posledica izloZzenosti visokim temperaturama. SuSenjem smrzavanjem
zadrZzava se mnogo VisSi nivo bioaktivnih jedinjenja od svih napred pomenutih metoda
(Tambunan et al., 2001; Tseng & Zhao, 2012). Najveéi ukupni sadrzaj polifenola
zabelezZen je u liofilizovanom AP (Rana & Bhushan, 2016). Niz funkcionalnih svojstava
kao Sto su gustina, kapacitet vezivanja vode i ulja i kapacitet bubrenja takode su najbolji
u AP osusenom liofilizacijom (Rana et al., 2015). Liofilizacija je proces razvijen u drugoj
polovini XX veka kod koga nema negativnih efekata do koji dolazi tokom susSenja
bioloskih proizvoda visokom temperaturom. Pre susenja, vlazni ¢vrsti materijal mora biti
zamrznut. Tokom primarne faze susenja dolazi do sublimacije zamrznute slobodne vode
dok se u sekundarnoj fazi susenja desorpcijom eliminiSe vezana voda se (Reyes et al.,
2010). Ovaj proces se odvija pod visokim vakuumom koji omogucéava sublimaciju vode
iz zamrznutog proizvoda. Konacni proizvodi dobijeni liofilizacijom imaju odli¢an kvalitet

zbog odsustva vode i primene niskih temperatura pri kojima se hemijske i enzimske
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reakcije zaustavljaju. Cvrsto stanje vode u proizvodima tokom su$enja smrzavanjem Stiti
primarnu strukturu i oblik uz minimalne promene zapremine. Prema Wolfe & Liu, (2003),
do najmanjeg gubitka bioloski aktivnih jedinjenja dolazi kada kratko blanSiranje tropa

prethodi susenju smrzavanjem.

Stabilnost osusenog AP, neophodna za dalju primenu, takode zavisi od nacina susenja
(Lavelli & Corti, 2011). Sto se ti¢e o¢uvanja polifenolnih jedinjenja tokom stajanja suvog
tropa, dehidratacija blansiranog AP na 60° C bila je slicna suSenju smrzavanjem ali
superiornija od suSenja vakuumom na 40° C (Lavelli & Kerr, 2012). Medutim,
dugotrajnost i visoki troskovi Cine liofilizaciju neprikladnom za industrijsko susenja
materijala kao Sto je trop (Ratti, 2001; Tseng & Zhao, 2012). Susenje smrzavanjem je do
osam puta skuplje od susenja vruéim vazduhom (Ratti, 2001). Primena liofilizacije u
prehrambenoj industriji je ekonomski opravdana jedino u sluc¢aju nekih visokovrednih

namirnica (Wu et al., 2007).

Kod susSenja prehrambenih proizvoda sa visokim sadrzajem hranljivih materija koje su
sklone oksidaciji koriséene su i trakaste vakuum susare. Visoka brzina, relativno niska
temperatura susSenja i rad u okruZenju liSenom kiseonika rezultovao je dobrim

kvalitetom i o¢uvanom nutritivnom vrednos¢u osusenih proizvoda (Wang et al., 2007).

Primecene su velike varijacije u sadrzaju vlage i aktivnosti vode u razlic¢itim proizvodima
od susene jabuke, dobijenim na nivou laboratorije ili u industriji. Niske aw vrednosti
susenog tropa, pokozice ili cele jabuke dobijene su primenom razlicitih tehnika susenja
u laboratorijskim uslovima. Nakon 3,5 h suSenja u struji vrelog vazduha aw vrednost AP
je bila 0,38 a nakon 60 h suSenja smrzavanjem 0,28 (Jung et al., 2015). Aktivnost vode
AP osusenog trakastom vakuum susarom (Yan & Kerr, 2013) i pokozice jabuka osusene
bubanj susarom je bila 0,2 (Henriquez et al., 2010). Sa druge strane, industrijski osusen
AP dostupan na trzistu ima visok sadrzaj vlage (>10%) (Sudha et al., 2007) pri kojoj

polifenolna jedinjenja nisu stabilna (Lavelli & Corti, 2011).

Aktivnost vode je vazna karakteristika stanja namirnice jer se njenim porastom
intenziviraju procesi kvarenja hrane. Smanjenjem vrednosti aw stvaraju se nepovoljni

uslovi za rast i razmnoZzavanje mikroorganizama koji izazivaju kvarenje ¢ime se poveéava

28



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

stabilnost proizvoda i produZava njegova trajnost. Za razvoj mikroorganizama u
namirnici nije presudan ukupan sadrZaj vode, nego upravo deo dostupan
mikoorganizmima, tj. sadrzaj slobodne vode. Mala koli¢ina slobodne vode u bioloskim
materijalima onemogucava rast mikroorganizama i odvijanje hemijskih i enzimskih
reakcija. Za aw usko je vezana higroskopnost, odnosno mogucnost upijanja i otpustanja
vodene pare iz okoline u kojoj je suvi proizvod uskladisten. Niska aw vrednost omogucava
da suva namirnica godinama bude zasti¢ena od kvarenja, pojave plesni i gubitka ukusa.
Sa druge strane, prenizak sadrzaj vode negativno deluje na elasti¢cnost i sposobnost
rehidratacije. Veéinu namirnica treba susiti do onog sadrzaja ravnotezne vlaznosti koju
namirnica sadrzi na 60 — 70 % relativne vlaznosti vazduha, tj. do postizanja ravnoteine

vlaznosti.

Zbog svega navedenog postoji interesovanje za razvoj energetski efikasnog i tehnicki
izvodljivog postupka za dehidraciju AP na industrijskom nivou koja ¢e omoguditi
smanjenje sadrzaja vlage za kratko vreme i proizvodnju stabilnog tropa sa malim
sadrzajem vlage i niskom aktivnos¢u vode, a visokim sadrzajem bioaktivnih jedinjenja.
Stabilnost, hranljiva i funkcionalna svojstva AP dehidriranog na industrijskom nivou, kao
i njegov uticaj na metabolizam, neophodno je proveriti kako bi se dobio pouzdan uvid u
njegovu primenljivost u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Vecina do sada
sprovedenih studija bila je usmerena na sastav, in vitro i in vivo efekat i primenu sveZeg
AP ili AP osuSenog na laboratorijskom nivou, dok su istrazivanja industrijski osusenog AP

retka (Sudha et al., 2007).

2.3.3 Primena tropa od jabuke u prehrambenoj industriji

Trop od jabuke ima znacajan potencijal za primenu u prehrambenim proizvodima zbog
svog povoljnog nutritivnog profila, i dobrih senzornih osobina (Bhushan et al., 2008;
Carson et al., 1994; Saeed et al., 2015;Wang & Thomas, 1989). lako je direktna upotreba
sporednih proizvoda iz industrije prerade voéa u prehrambenim proizvodima
proucavana vec vise od dve decenije, joS uvek nema mnogo podataka o komercijalizaciji,
niti komercijalno dostupnih proizvoda koji sadrze trop, Sto neki autori povezuju sa

negativnim uticajem na senzorne osobine krajnjeg proizvoda (Paraman et al., 2015).
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Pored nutritivne vrednosti, sporedni proizvodi generalno poseduju funkcionalne
karakteristike kao Sto su sposobnost vezivanja vode i ulja, sposobnost adsorpcije,
viskoznost i uticaj na teksturu (O’Shea et al., 2015). Funkcionalne i senzorne osobine AP
omogucavaju njegovu inkorporaciju u razlicite prehrambene proizvode, ali je do sada
moguénost primene pokazana uglavnom na laboratorijskom nivou, dok su komecijalno

dostupni prehrambeni proizvodi vrlo retki.

U laboratorijskim uslovima ispitivana je moguénost dodavanja sprasenog jabucnog tropa
u pSenic¢no brasno u udelu do 20 % radi dobijanja pekarskih i konditorskih proizvoda sa
ve¢im sadrzajem visoko-vrednih bioaktivnih jedinjenja (Masoodi & Chauman, 2002;
Waghmare & Arya, 2014). Na osnovu senzorne ocene, koladi, hleb i keks bili su
obogaceni sa 5, 10 i 15 % AP (Masoodi & Chauhan, 1998). U radu autora Jung et al.,
(2015), napravljen je keks sa dodatkom do 20 % AP koji je imao prijatnu vo¢nu aromu i
bolje senzorne osobine od kontrolnog uzorka keksa. Dodavanje AP u tamno brasno od
pirin¢a u udelu do 9 % nije dovelo do znacajne promene u ukupnoj prihvatljivosti
bezglutenskih krekera (Mir et al., 2017). Pokusaji da se nesSto vedi udeo standardnog
brasna zameni suvim tropom su u literaturi retki. Prema Saeed et al., (2015) svi
ocenjivani senzorni parametri su se smanijili u keksu sa dodatkom 40 % AP. Keks od ovsa
sa dodatkom 30, 40 50 % AP bio je okarakterisan kao umereno prihvatljiv (Carson et al.,

1994).

Iz tropa od jabuke moguce je izolovati bioaktivne komponente kao Sto su polifenoli i
dijetna vlakna koje se mogu koristiti kao sastojak prehrambenih proizvoda. Dijetna
vlakna izolovana iz tropa jabuke su koriséena kao zamena za mast u keksu, sto je kao
rezultat imalo promenu u velicini, obliku i boji keksa, ali je tekstura bila prihvatljiva (Min
et al., 2010). Zamenom pseni¢nog brasna sa 25 % tropa od jabuke dobijen je keks sa 14,2
% DV dok je keks od psSenic¢nog brasna imao svega 0,47 % DV. Istovremeno sadrzaj

polifenola u keksu sa 25 % tropa od jabuke je povedéan za 50 % (Sudha et al., 2007).

Upotreba jabucnog tropa u pekarskoj industriji moze uticati na poboljSanje kvaliteta
finalnog proizvoda i na smanjenje glikemijskog indeksa hleba (Waghmare & Arya, 2014).

Standardni biskvit ima glikemijski indeks 70 koji se smatra visokim, dok je biskvit sa
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dodatkom 10 i 20 % AP rangiran u proizvod sa srednjim glikemijskim indeksom

(glikemijski indeks 65 odnosno 60) (Alongi et al., 2019).

Poznato je da dijetna vlakna iz jabu¢nog tropa sniZzavaju energetsku vrednost finalnog
proizvoda (Sharma et al., 2016). Pacijentima koji boluju od dijabetesa se preporucuje
hrana bogata prehrambenim vlaknima koja ima nizak glikemijski indeks. U studiji Sudha
et al.,, (2016) su ispitivali uticaj dodavanja jabucnog tropa na nutritivnu vrednost
pekarskih proizvoda i utvrdeno je da ovakvi proizvodi doprinose uklanjanjanju slobodnih
radikala, kao i aktivnosti enzima koji Stite ¢elijsku DNK. Dodatak tropa od jabuke u udelu
od 17, 22 i 28 % snek proizvodima na bazi kukuruza nije negativno uticao na njihova
mehanicka svojstva i teksturu, a doprineo je vo¢noj aromi i povecao udeo DV i polifenola

(Karkle et al., 2012).

Trop od jabuke je dodavan i u mesne preradevine i fermentisane mlecne proizvode.
Kobasice u koje je dodat prah AP su imale poboljsane fizicko-hemijske i senzorne osobine
(Younis & Ahmad, 2015). Dodatak praha AP u kobasice je povecao stabilnost emulzije u
odnosu na kontrolni uzorak. Istovremeno, kobasice su obogacene dijetnim vlaknima
inkorporacijom praha AP. Dakle, AP se mozZe koristiti i u mesnoj industriji kao dodatak

koji poboljsava funkcionalna svojstva mesnih proizvoda.

Autori Wang et al., (2019) su ispitivali uticaj dodatka liofiliziranog AP praha tokom
pripreme jogurta. Utvrdili su da dodatak AP u koli¢ini od 0.5 % skracuje vreme
fermentacije pri ¢emu se dobija konzistentan gel jogurta koji je stabilan tokom
skladiStenja od 28 dana. Ova ¢injenica omogucava primenu AP u poboljsanju teksture

jogurta, i kao prirodnog stabilizatora.

Aktivna pakovanja sa antioksidativnim osobinama su savremeni trend zbog potrebe za
smanjenjem oksidativnih procesa u hrani tokom skladiStenja. Prouc¢avana je mogucénost
primene AP kao komponente biokompozitnih materijala za pakovanje (Gaikwad et al.,
2016). Ispitivan je dodatak AP u udelu od 1, 5, 10, 30 % u matricu polivinil alkohola.
Dodatak AP je pokazao izvrsnu antioksidativnu aktivnost u kreiranom pakovanju. Ovakvo
pakovanje ima potencijal za razvoj u funkcionalni materijal za pakovanje hrane koji bi

omogucio bezbedno pakovanje i produzenje roka trajanja upakovanih namirnica.
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lako su nutritivne i funkcionalne osobine tropa od jabuke kao i njegova primena
ispitivane od strane mnogih autora (Carson et al., 1994; Haghighi & Rezaei, 2013;
Masoodi & Chauman, 2002; Nawirska & Kwasniewska, 2005; Paraman et al., 2015; Reis
et al., 2014; Saeed et al., 2015; Sudha et al., 2011; Wang & Thomas, 1989), uglavhom na

laboratorijskom nivou, jo$ uvek nije zaZivela Siroka primena u prehrambenoj industriji.

2.4 PRIMENA TERMALNE ANALIZE U ISPITIVANJU HRANE

Termalna analiza obuhvata grupu metoda pomocu kojih se fizicke i hemijske
karakteristike materijala odreduju u funkciji temperature ili vremena, pri cemu se uzorak
izlaZze odredenom temperaturnom rezimu. Taj program moze biti hladenje ili zagrevanje
(neizotermalni), odrzavanje konstantne temperature (izotermalni) ili bilo koja njihova
kombinacija. Kada se materijal zagreva ili hladi njegova struktura i hemijski sastav se
menjaju: topljenje, kristalizacija, oksidacija, termalna razgradnja, promena dimenzija i
sl. (tabela 7). Od klasi¢cnih metoda termalne analize, najve¢u primenu imaju:

termogravimetrija (TG) i diferencijalna skenirajuca kalorimetrija (DSC).

Tabela 7. Egzotermni i endotermni prelazi koji se detektuju diferencijalno
skeniraju¢om kalorimetrijom, (Churala Pal, 2014)

Komponenta Egzotermni prelaz Endotermni prelaz
Kvasci Fermentacija -

Bakterije Rast, metabolizam, fermentacija -

Ugljeni hidrati Kristalizacija, degradacija Topljenje, staklasti prelaz
Proteini Agregacija, kristalizacija Denaturacija

Masti Kristalizacija, oksidacija Denaturacija

Skrob Retrogradacija, oksidacija Zeliranje, staklasti prelaz
Enzimi Agregacija, enzimska reakcija Denaturacija

Diferencijalna skenirajuéa kalorimetrija je tehnika koja beleZi energiju potrebnu za
odrZavanje nulte temperaturne razlike izmedu ispitivanog i referentnog uzorka pri

unapred definisanoj brzini grejanja (hladenja).
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Slika 9. Sema celiije diferencijalnog skenirajué¢eg kalorimetra TA Q1000, USA,
(http://www.tchemie.uni-oldenburg.de/bilder/Model Development/DSCl.jpg,
preuzeto 15.05.2019).

Dobijeni podaci ukazuju na pojavu endotermnih i egzotermnih procesa kao funkcije
temperature i omogucavaju identifikaciju klju¢nih strukturnih prelaza, zajedno sa

promenom entalpije u nadenom opsegu temperature. Izgled DSC celije je dat na slici 9.

Termogravimetrija predstavlja pogodnu metodu za pracenje svih fizicko-hemijskih
promena u uzorku pri kojima dolazi do promene mase. Na primer isparavanje,
sublimacija, dehidratacija, dehidroksilacija, sagorevanje, reakcije sa gasovima iz

atmosfere pri kojima se stvaraju neisparljivi proizvodi, itd.
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Slika 10. Sema termogravimetrijskog analizatora,
(https://sites.google.com/a/iastate.edu/laboratory-10-thermogravimetric-
analysis/ /rsrc/1472850554595/experimental-
methods/2.png?height=320&width=300, preuzeto 15.05.2019)

Rezultati dobijeni termogravimetrijskom analizom (temperatura pocetka i zavrSetka
reakcije i promena mase uzorka) omogucavaju kineti¢ka izracunavanja. Pri tumacenju i
analizi rezultata dobijenih termogravimetrijskom analizom koristi se i derivativna kriva
po vremenu (temperaturi) (DTG). Sema termogravimetrijskog analizatora je data na slici

10.

2.4.1 Termalna analize dehidrirane hrane

Proces dehidratacije zahteva energiju za isparavanje i/ili sublimaciju vode i
koncentrovanje hrane. Tradicionalno se primena dehidratacije zasniva na empirijskom
znanju o osobinama materijala i procesnim zahtevima neophodnim za postizanje
Zeljenih karakteristika dehidriranog materijala. Napredne tehnike dehidratacije kao Sto
su susenje rasprSivanjem (eng. spray drying) i suSenje smrzavanjem (liofilizacija)
zahtevaju fundamentalna znanja o osobinama vode i leda kao i poznavanje
fizickohemijskih osobina dehidriranih materijala (Bhandari & Roos, 2017; Roos, 2003;
Silalai & Roos, 2010).
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Tabela 8. Uobicajene promene koje se javljaju u hrani kao rezultat staklastog prelaza,

(Bhandari & Roos, 2017)

Fizicko hemijske promene

Vrsta hrane

Kohezivnost, slepljivanje, aglomeracija
Gubitak funkcionalnosti

Kristalizacija

Strukturni kolaps

Oksidacija inkapsulisanih lipida

Gubitak inkapsulisanih isparljivih jedinjenja

Gubitak enzimske aktivnosti

Majlardove reakcije
Slepljivanje
Gubitak hrskavosti

Gubitak bioaktivnosti proteina, peptide ili
enzima

Prahovi sa visokim sadrzajem Sedéera
Proteinski prahovi

Prahovi sa povec¢anim sadrZajem Secera
Manifestuje se tokom susenja smrzavanjem
Cvrsta hrana koja sadrZi masti

Cvrsta hrana i prahovi koji sadrze isparljive
komponente

Osusena i smrznuta hrana

Osusena hrana koja sadrzi redukovane
Secere i proteine

Manifestuje se tokom sprej susenja i susenja
u bubanj susarama

Biskviti, keks i ekstrudirani snek proizvodi

Cvrsti i praskasti proizvodi koji sadrze ove
komponente

Metode termalne analize obezbeduju podatke koji se mogu koristiti za izbor
temperature i uslova dehidratacije radi postizanja oCuvanja arome, stabilnosti tokom
skladistenja, izbegavanja slepljivanja i kontrolu protoénosti prahova (Fitzpatrick et al.,
2007). Razliciti fazni prelazi i prelazi stanja se deSavaju tokom dehidratacije hrane. Fazni
prelazi ukljucuju isparavanje vode i kristalizaciju komponenata hrane. Medutim, veéina
dehidriranih namirnica sadrzi amorfne ¢vrste komponente. Ove komponente mogu
postojati u staklastom, viskoznom stanju ili kao prehladeni fluidi (Elgadir et al., 2009).
Prelazi kod kojih Cvrsti, staklasti materijali prelaze u prehladene tecnosti su prelazi stanja

a ne fazni prelazi (Bhandari & Roos, 2017).

Kod amorfnih c¢vrstih komponenti hrane ekstremno osetljivih na vlagu dolazi do
znacajnih promena tokom vremena $to se odrazava na kvalitet hrane. Jedan od
najvaznijih parametara kvaliteta amorfnih ¢vrstih materijala je staklasti prelaz t;j.
temperatura staklastog prelaza (Tg). Strukturna relaksacija povezana sa pove¢anom
mobilno$¢u molekula u blizini staklastog prelaza je primecena kao nagla promena u

osobinama hrane iznad temperature staklastog prelaza.
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Postoji nekoliko promena u kvalitetu hrane (tabela 8) koje su povezane sa staklastim
prelazom. To je slepljivanje, aglomeraciju prahova i hrane sa poveéanim i visokim
sadrzajem Secera, hrskavost, kristalizaciju amorfnih Seéera kao i reakcije neenzimatskog

i enzimatskog tamnjenja (Roos, 1998).

2.4.2 Staklasti prelaz i stabilnost dehidriranih materijala

Temperatura staklastog prelaza (Tg) je izuzetno vaina karakteristika, jer promena
molekularne pokretljivosti u okolini Tg uzrokuje znacajne promene u fizickim svojstvima
materijala. Amorfni materijali su sloZeni i postoje u meta-stabilnom stanju (Bhandari &
Howes, 1999; Bhandari & Roos, 2017). Temperatura staklastog prelaza amorfnih
materijala znacajno utiCe na sklonost ka stvrdnjavanju materijala. lznad Tg amorfni

prahovi postoje kao te¢ne gume, a ispod T oni se ponasaju kruto, staklasto (Roos, 1998).

Molekularna pokretljivost je vremenski zavisna. Ne mozZe se izmeriti ili definisati
egzaktna temperatura staklastog prelaza. Promena toplotnog kapaciteta je
karakteristicna promena oko staklastog prelaza koja se javlja u temperaturskom opsegu.
Temperatura staklastog prelaza se uobicajeno odreduje diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom, uglavnom na polovini promene toplotnog kapaciteta kao midpoint Tg

(slika 11).

Molekuli unutar amorfnog materijala su pokretljivi, Sto znaci da se moze pojaviti viskozni
tok materijala koji je izraZeniji iznad Tg. Prisutnost vlage u amorfnim materijalima deluje
kao plastifikator i smanjuje Tg (Aguilera et al., 1993). Materijal moze imati znacajnu
tendenciju zgrudnjavanja iznad Tg do kog mozZe dodi ili usled podizanja ili temperature
okoline ili zbog povecdanja sadrzaja vlage. U preglednom radu autora Adhikari et al.,
(2001) su analizirani faktori koji uti¢u na slepljivanje amorfnih prahova koji su uobicajeni

u prehrambenoj industriji.
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Slika 11. Temperatura staklastog prelaza odredena DSC tehnikom,
(https://omnexus.specialchem.com/polymer-properties/properties/glass-transition-

temperature, preuzeto 11.05.2019).

U svrhu praéenja stabilnosti, odreden je staklasti prelaz kod tropa od jabuke koji je
dehidriran u vakuumskoj trakastoj susari. Na temperaturama 80, 95 i 110 °C, dobijeni su
relativno stabilni uzorci Cija je aktivnost vode bila 0,11 — 0,22, a Tz 30,6 — 49,7 °C (Yan,
2012). Na Tg uti€u razne osobine materijala, sastav materijala, interakcija sa
rastvara¢em, molekulska teZzina konstituenta, itd. Prisustvo male koli¢ine vode moze
smanijiti Tg polimera hrane za nekoliko stepeni. Na primer, 5 % vode u skrobu smanjuje
Tgsa 250 °Cna 150 °C (Jouppila & Roos, 1997). Poznavanje svojstava Cistih komponenata

je omogucilo razvoj modela za predvidanje Tg (Balasubramanian et al., 2016).

Jedna od najcesée koris¢enih jednacina za predvidanje Tg amorfnih smesa je Gordon-
Taylor-ova se zasniva na zbirnom dejstvu osnovnih termofizickih svojstava. Ocekivana
vrednost Tg kompozitne smesSe je izmedu Tg vrednosti pojedinih Cistih komponenti

(Aguilera et al., 1993), i moze se izraziti kao:

XsTgs+kXw Tgw
Tgsz— +kXW (1)
S
gde je Tgm, Tgs i Tgw SU temperature staklastog prelaza smese, Cistih komponenata i vode,
Xs i Xw su maseni udeli Cistih komponenta i vode, k je Gordon-Taylor-ov parametar.

Termodinamicki gledano ovaj parametar je ekvivalentan odnosu promena specificne
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toplote komponenata smese na njihovom Tg. Gornja jednacina se uobicajeno koristi za
predvidanje staklastog prelaza viSekomponentnih sistema hrane i bioloskih smesa.
Parametri modela (k i Tgs) iz jednacine se procenjuju koriséenjem nelinearne regresione

analize dok Tgw iznosi-135 °C.

Tabela 9. Temperature staklastog prelaza hrane i razli¢itih komponenata hrane,
(prilagodeno prema (Bhandari & Roos, 2017)

Komponenta hrane Ty °C Hrana Tg °C
Fruktoza 16 Sladoled -34.3
Glukoza 36 Med (vlaga 15-18%) -38 do - 46
Galaktoza 38 Suva jagoda (aw=0) 25
Saharoza 67 Delimi¢no suva jagoda -65
(aw=0.75)

Maltoza 92 Suva jabuka (aw=0) 4,5

Laktoza 105 Delimicno suva jabuka -79
(aw=0.756)

Trehaloza 107 Sok od jabuke (osusen -26
smrzavanjem aw=0.231)

Limunska kiselina 12 Tortilje 51-89

Jabucna kiselina -16 Hleb -12

Vinska kiselina 18

Mlelna kiselina -60

Maltitol 44

Sorbitol -4

Ksilitol -23

Glicerol -80

Maltodekstrini 100-188

Skrob 243

Ova jednacina bi trebalo da se primenjuje samo na mesavine i smese sa relativno slabim
specificnim intermolekularnim interakcijama. U suprotnom mogu se oclekivati velika
odstupanja od Tg smese (Gordon & Taylor, 1952). Poznato je iz literature da su odredene
Tg za veliki broj komponenata hrane, kao $to su Seceri, ugljeni hidrati, proteini, kao i za
pojedine osusSene ili smrznute namirnice (Bhandari & Roos, 2017), kao Sto je prikazano

u tabeli 9.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj ovog istrazivanja je dobijanje brasna od celokupnog tropa jabuke,
pripremljenog primenom prilagodenog industrijskog postupka koji omogucava oCuvanje
nutritivnih i funkcionalnih osobina brasna, njegova fizicko-hemijska karakterizacija i

ispitivanje moguénosti primene APF-a u prehrambenoj industriji.
Posebni ciljevi su:

- definisanje polazne sirovine u pogledu bezbednosti i kvaliteta, odnosno tropa

nastalog pri industrijskoj proizvodnji soka od jabuke

- odredivanje vremena suSenja tj. dehidratacije tropa na osnovu temperature
staklastog prelaza, sadrzaja vlage i aktivnosti vode, najpre u laboratorijskim, a zatim

u industrijskim uslovima

- dobijanje dehidratisanog tropa u industrijskim uslovima i mlevenje do Zeljene

granulacije, tj. dobijanje APF-a

- hemijska i fizickohemijska karakterizacija APF-a, odredivanje sastava, sadriaja
dijetnih vlakana, ukupnih i pojedinacnih polifenolnih jedinjenja, kao i
antioksidativnog kapaciteta i identifikacija funkcionalnih grupa u dobijenom

materijalu FTIR analizom

- termalna karakterizacija polazne sirovine i dobijenog APF-a primenom termalne
analize (DSC i TGA) i procena njegove strukturne stabilnosti na osnovu temperature

staklastog prelaza

- odredivanje kineti¢kih parametara degradacije APF termogravimetrijskom analizom

na temperaturi koja se uobicajeno primenjuje u konditorskoj i pekarskoj industriji

- ispitivanje uticaja brasna (APF) kao dodatka ishrani sa pove¢anim sadrzajem masti na

metabolizam ugljenih hidrata i lipida in vivo

- odredivanje tehno-funkcionalnih osobina APF i procena moguénosti njegove primene

u prehrambenoj industriji
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primena APF-a u konditorskoj industriji, odnosno dobijanje obogaéenog konditorskog
proizvoda, poboljsanih funkcionalnih karakteristika zamenom do 75 % pSeni¢nog

brasna APF-om

odredivanje ukupnih polifenola, antioksidativnih i senzornih svojstava obogacenog i
standardnog proizvoda (kontrolni uzorak), njhovo poredenje i definisanje optimalnog

udela APF-a u proizvodu

ispitivanje prihvatljivosti proizvoda sa optimalnim udelom APF od strane potrosaca

hedonskim testom.
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4. MATERIJALI | METODE
4.1 POLAZNI MATERUAL

4.1.1 Hemikalije

Natrijum hidroksid, hlorovodoni¢na kiselina, borna kiselina, perhlorna kiselina,
metilcrveno, amonijum sulfat, petrol etar, silikagel, sumporna kiselina i hromotropna
kiselina dinatrijum dihidrat, acetonitril, metanol, D-glukozni test = 99,0 %, D-fruktozni
test > 99,0 % i D-saharozni test 99,0 % za tecnu hromatografiju, Celite® 545 AV, galna
kiselina, Folin-Ciocalteu’s reagens natrijum acetat, galcijalna sir¢etna kiselina,
aluminijum hlorid, natrijum nitrit i natrijum karbonat (anhidrovani), a-Amilaza
termostabilna A-3306, Amyloglukozidaza A9913 i Proteaza P3910 (Merck-KGaA,
Darmstadt), megazimski komplet za ukupnu determinaciju dijetetskih vlakana
(Megazime, SAD), metilen plavo i aceton (J.T.Baker, Minhen, Nemacka), natrijum
hidrogenfosfat, natrijum dihidrogenfosfat monohidrat, etanol i kalijum sulfat
(Centrochem doo, Stara Pazova, Srbija), kalijum hidroksid (LACH-NER, s.r.o, Ceska) i
bakar sulfat (Zorke Pharma, Sabac, Srbija), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-
bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-
karboksilna kiselina (Trolox) i kvercetin (Sigma Aldrich sada Merck). Sve upotrebljene

hemikalije i reagensi su bili analiticke ili HPLC Cistoce.

4.1.2 Dobijanje brasna od tropa jabuke

Pocetni materijal bio je trop od jabuke (AP) koji je dobijen nakon cedenja celih, zdravih,
pazljivo odabranih i opranih jabuka (berba 2016) iz fabrike za preradu voca , Fruvita
d.o.0.” (Lunjevac, Smederevo) i ,Zdravo organik” (Selenca), gde je klasifikovan kao
otpad. Trop od jabuke je sakupljen odmah nakon proizvodnje soka, transportovan do
pogona za susenje (Sunny delight, Pancevo) gde je osusen na industrijskom nivou u
dehidratoru "Solaris" (Proizvodac: Drayer doo, Beograd Srbija, zasti¢en patentom -
(Patent No. RS20070441 (A), 2009)). Temperatura komore dehidratora nije prelazila 55
°C. Mlevenjem osusenog AP u industrijskom mlinu za keks (Aikom d.o.o., Trstenik )

dobijeno je brasno od tropa jabuke. Nakon mlevenja, APF je upakovan u viseslojne
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papirne vreée (~10 kg) koje su uskladistene na temperaturama koje ne prelaze sobnu

temperaturu, na suvom, dobro provetrenom mestu.

Pet uzoraka brasna APF 1 — 5 dobijeno je od tropa jabuka slededih sorti: APF1 - meSane
sorte (ajdared, jonogold, greni smit i zlatni deliSes u proizvoljnim odnosima); APF2 —
ajdared; APF3 — mesSane sorte (ajdared, jonogold i zlatni deliSes u proizvoljnim

odnosima); APF4 - greni smit; APF5 — crveni deliSes.

Uzorci APF1, APF2 i APF4 su od tropa od jabuka koje su konvencinalno gajene u
vocnjacima Smederevskog okruga koji je dobijen u pogonu fabrike ,Fruvita d.o.0.,
Lunjevac, Smederevo. Uzorci APF3 i APF5 su od tropa od organski gajenih jabuka iz
voénjaka Juzno Backog okruga, koji je dobijen u fabrici ,,Zdravo organik”, Selenca. Uzorci
APF1-5 su analizirani paralelno sa najsli¢nijim komercijalno dostupnim proizvodom pod
nazivom "Apple Egg" (AE) koji je deklarisan kao proizvod na bazi tropa organskih jabuka
u koji je dodat pektin (Anti-Grain Foods LLC, DENVER, SAD). Uzorak APF1 je koriséen u in
vivo ispitivanjima, kao i za primenu u konditorskoj industriji, tj.za proizvodnju ¢ajnog
peciva (za ovu svrhu samleven je u dve granulacije do veli¢ine Cestica ispod 300 um (fino)
i ispod 1 mm (krupno)). Ovaj uzorak je izabran jer nastaje u najvecoj koli¢ini prilikom

proizvodnje soka u fabrici ,,Fruvita®.

4.1.3 Uzimanje uzorka

Neposredno pre analize, bilo je neophodno smanijiti dobijeni industrijski uzorak APF-a (~
10 kg) metodom cCetvrtanja. 1z svake pojedinacne vrece APF-a (1 - 5) izruceno je brasno
na Cistu, inertnu povrsinu i promesana vise puta. Gomila je nivelirana, a zatim podeljena
na Cetiri jednaka segmenta, dva suprotna segmenta su odvojena, a druga dva su
odbacena. Preostali segmenti su mesani i dalje smanjivani na isti nacin. Postupak je
ponavljan sve dok pocetni uzorak nije smanjen naispod 1 kg. Dobijeni uzorak je podeljen
u razdelniku uzoraka Retch PT 100 (Retsch GmbH, Retsch-Allee 1-5, 42781 Haan,
Nemacka). Dobijene frakcije su imale oko 100 g. Iz svakog od homogenizovanih uzoraka

APF-a, uzete su odgovarajuée koli¢ine za dalje analize.
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4.1.4 Analiza zdravstvene ispravnosti

Zdravstvena ispravnost APF-a je ispitana u akreditovanoj laboratoriji (Enoloska stanica,
d.o.o, Vrsac) u skladu sa Zakonom o bezbednosti hrane (SI. glasnik RS, br.41/09),
Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od voca, povréa, pecurki i pektinskih preparata
(,SI.I.SFRJ“ br. 1/79, 20/82, 74/90 i ,,SI.I.SRJ 33/95 i 58/95), Pravilnikom o maksimalno
dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hranii hrani za Zivotinje (,,SI.
glasnik RS“ br. 29/14, ¢lan 3, ¢lan 5, ¢lan 6 i ¢lan 7), Pravilnikom o opstim i posebnim
uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa (,,Sl.glasnik RS“
br. 72/10), Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih proizvoda (,,SI. glasnik RS“

br 75/2015).

4.2 HEMIJSKA | FIZICKO-HEMIJSKA ANALIZA BRASNA OD TROPA JABUKE

4.2.1 Odredivanje hemijskog sastava i aktivnosti vode

Sadrzaj vlage odreden je gravimetrijski na temperaturi od 105 + 5 °C u susnici sa
kontrolisanom temperaturom dok se ne postigne konstantna tezina. Sadrzaj proteina,
masti i pepela odreden je koris¢enjem odgovaraju¢éih AOAC metoda (AOAC, 2000).
Aktivnost vode osuSenih APF uzoraka odredena je pomocu aw-metra Testo 650, na 25 °C

(Testo AG, D-79853 Lenzkirch, Nemacka).

4.2.2 Odredivanje sadrzaja ukupnih ugljenih hidrata, glukoze, fruktoze i sahoraze

Ukupan sadrzaj ugljenih hidrata, kao i sadrzaj glukoze, fruktoze i saharoze, odreden je
teénom hromatografijom visoke performanse na uredaju HPLC Alliance Waters 1515 sa
detektorom RI (Waters 2414, sens = 64) i kolonom za analizu ugljenih hidrata 3,9 k 300
mm (Waters Corporation Milford, MA 01757 SAD). Mobilna faza je acetonitril/voda
(80/20), protok 1,5 mL mint. Odmereno je 1,00 g uzorka i rastvoreno u vodi, potom je
uzorak zagrejan na temperaturi od 50 °C tokom 20 min, kvantitativno prenet u normalni
sud od 25 mL i dopunjen dejonizovanom vodom. Dobijena suspenzija je filtrirana kroz

filter 0,22 um. Injektovana zapremina je 10 pL.

43



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

4.2.3 Odredivanje sadrzaja ukupnih dijetnih vlakna

Ukupna dijetna vlakna odredena su standardnom enzimsko-gravimetrijskom AOAC
metodom 985.29 (AOAC, 2000). Prethodno osuseni uzorci se enzimatski razgraduju sa
proteazom i amiloglukozidazom radi uklanjanja proteina i skroba. Dodaje se 280 mL 95
% etil-alkohola zagrejanog na 60 °C i ostavi 60 minuta kako bi se izvrSila precipitacija
rastvorljivih vlakana. Nakon suSenja ostaci se mere. Jedna porcija od duplikata se
analizira na sadrZaj proteina a druga na sadrZaja pepela (spaljivanje u peci za Zarenje na

525 °C).
Ukupna dijetna vlakna = masa ostatka — masa (proteina + pepela).

4.2.4 Odredivanje sadrzaja celuloze

Sadrzaj celuloze odreden je prema (ISO 6865, 2000). Metoda se zasniva na tretiranju
dela uzorka za ispitivanje klju¢alom razblazenom sumpornom kiselinom, ostatak se
odvaja filtracijom, ispira i tretira kljualim rastvorom kalijum hidroksida. Ostatak se
odvaja filtriranjem, ispere i posle suSenja i Zarenja izmeri. Gubitak mase nakon Zarenja

odgovara masi sirove celuloze u delu uzorka za ispitivanje.

4.2.5 Odredivanje sadrzaja pektina

Kolicina ukupnog pektina odredena je spektrofotometrijski, modifikovanom
karbazolnom metodom, (Dietz & Rouse, 1953). U reakciji pektina sa karbazolom u
koncentrovanoj sumpornoj kiselini razvija se crvena boja. Apsorbancija je merena na 525
nm. Galakturonska kiselina je koris¢ena kao referentni standard. Rezultati su izrazeni u

g na 100 g uzorka.

4.2.6 Odredivanje sadrzaja makro i mikroelemenata

Uzorci brasna tropa od jabuke su podvrgnuti digestiji u mikrotalasnom digestoru
(Milestone, Ethos 1, Italija) uz prethodnu pripremu rastvaranjem 0,5 g uzorka u 7 mL
HNOs uz dodatak 1 mL vodonik peroksida (30 %). Nakon digestije uzorci su analizirani

tehnikom Indukovano spregnute plazme (ICP-OES spektrofotometar, Agilent 5100).
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Uzorak se uvodi u izvor plazme gde isparava i razgraduje se na slobodne atome i jone.
Svaki od prisutnih elemenata u plazmi se karakterise talasnom duzZzinom emisione linije.

Rezultati su izrazeni u mg kg.

4.2.7 Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenolnih jedinjenja

Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja (eng. Total Polyphenolic Content - TPC) odreden
je spektrofotomerijski prema metodi po Folin-Ciocalteu (FC). Folin-Ciocalteu-ovo
reagens sadrzi kompleks fosfovolframove/ fosfomolibdenske kiseline (Singleton&Rossi,
1965). Metoda se zasniva na transferu elektrona u alkalnoj sredini sa polifenolnih i
drugih redukujuéih jedinjenja na molibden, pri ¢emu se formira plavi kompleks, ¢ija se
apsorbanca meri spektrofotometrijski na 760 nm. Uzorak za analizu (brasno i ¢ajno
pecivo) je ekstrahovan tokom 60 min rastvorom vode i etanola u odnosu 1:1 na sobnoj
temperaturi i centrifugiran na 12 000 rpm tokom 10 min. Alikvot ekstrakta (0,25 mL) je
pomesan sa 10 puta razblaZzenim FC reagensom (1,25 mL), reakciona smesa je dobro
promesana i ostavljena na tamnom mestu 6 minuta. Nakon toga, smesi je dodat 1 mL
rastvora Na,COs (75 g L'!). Posle homogenizacije dobijena reakciona smes$a je ostavljena
2 ¢asa na sobnoj temperaturi i na tamnom mestu. Apsorbanca je merena na 760 nm
(Singleton&Rossi, 1965). Koncentracija polifenolnih jedinjenja je ocitavana sa
kalibracione krive standardnog rastvora galne kiseline, a rezultati su izrazeni u

ekvivalentima galne kiseline (mg GAE po g uzorka).

4.2.8 Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Ekstrakti su pripremljeni na isti nacin kao za odredivanje ukupnih polifenola. Sadrzaj
ukupnih flavonoida odreden je spektrofotometrijski prema ranije objavljenoj metodi sa
nekim modifikacijama (Zhishen, Mengcheng, 1999). U ekstrakt (2,5 mL) pomesSan sa 5 %
rastvorom NaNO; (150 uL) je nakon 6 minuta dodat 10 % AICl3 (150 mL) a zatim je nakon
5 minuta dodat rastvor 1 mol L' NaOH (1 mL) i destilovana voda (1,2 mL). Apsorbancija
je merena na 510 nm. Kvercetin je koris¢éen kao standard, a rezultati su izrazeni u

ekvivalentima kvercetina (mg QE g1).
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4.2.9 Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH radikala

Sposobnosti neutralizacije DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala odredena je
pomocu spektrofotometrijske metode neznatno modifikovane u odnosu na prethodno
objavljen postupak (Kaneda et al., 1995). Ekstrakti su pripremljeni prema 4.2.7. Alikvot
uzorka (0,2 mL) je pomesan sa 2,8 mL DPPH (1.1-difenil-2-pikrilhidrazil) rastvora (1,86
x10% mol L' DPPH u etanolu i 0.1 M acetatni pufer (pH = 4,3) u zapreminskom odnosu 2
: 1 (v/v)). Slobodno radikalska aktivnost odredena je merenjem apsorbancije rastvora na
525 nm nakon 40 minuta reakcije na sobnoj temperaturi u mraku. Trolox je korisé¢en kao
standard i rezultati su izrazeni kao mmol Trolox ekvivalenta (TE) po 100 grama uzoraka

(mmol TE / 100 g).

4.2.10 Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS radikala

Primenjena metoda je zasnovana na sposobnosti molekula antioksidansa da redukuje
stabilni ABTS (2,2'-azino-bis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (Re et al., 1999).
Zapremina od 30 plL svakog razblazenog uzorka pomesana je sa 3 mL ABTS rastvora.
Nakon 6 minuta absorbancija je merena na 734 nm. Trolox je koris¢en kao standard.
Rezultati su izrazeni kao ekvivalent antioksidativnog kapaciteta Trolox-a (TE) u mmol po

100 grama uzorka (mmol TE / 100 g).

4.2.11 Odredivanje antioksidativne aktivnosti HPMC metodom

Polarografska merenja su izvedena prema postupku koji je opisan u radu (Gorjanovi¢ et
al., 2012), na uredaju PAR (engl. Princeton Applied Research) 174A sa X-Y pisacem
(Houston Instruments, Omnigraph 2000). Elektrodni sistem se sastojao od tri elektrode:
radne kapljuée Zivine elektrode, zasi¢ene kalomelove elektrode (ZKE) i platinske
elektrode. Polarografska celija bila je zapremine 30 mL. Brzina isticanja Zive bila je 1 s.
Brzina promene polarizujué¢eg napona iznosila je 10 mV s, dok je pocetni potencijal bio
0,1 mV prema ZKE. Rezultati su izrazeni kao procenat smanjenja anodne struje po mL

ekstrakta (% mL1). Sva merenja su izvedena u tri ponavljanja.
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4.2.12 Identifikacija i odredivanje sadrZaja pojedinacnih polifenolnih jedinjenja HPLC

metodom
Priprema uzoraka

Trop od jabuke (1 g) je ekstrahovan sa 20 mL smese etanola i vode (70/30 v/v), uz
dodatak 0,1 % HCl tokom 24 h, uz konstantno mesanje. Dobijeni etanolni ekstrakti su
procedeni, a potom upareni pomocu vakuum uparivaca na temperaturi od 40 °C.
Ostatak nakon uparavanja je rastvoren u 5,0 mL smesSe metanola i vode (1/1 v/v) i Cuvan
na 4 °Cdo analize. Pre analize ekstrakti su procedeni kroz Spric-filtere sa porama velicine

0,45 pm.
Priprema standardnih rastvora

Osnovni rastvor smesSe standarda polifenolnih jedinjenja napravljen je rastvaranjem u
metanolu (HPLC Cdistoce) tako da svaki od njih ima koncentraciju 1000 mg L.
RazblaZivanjem osnovnog rastvora mobilnom fazom (0,1 % siréetne kiseline (eluent A) u
ultracistoj vodi i acetonitril (eluent B)), dobijena je serija radnih rastvora sledecih
koncentracija: 0,01; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 mg L. Polazni i radni rastvori su

¢uvani u mraku na 4 °C.
Kvantitativna analiza polifenolnih jedinjenja

Razdvajanje i kvantifikacija polifenola u uzorcima APF1-5 i uzorku AE uradeni su na
Dionex Ultimate 3000 HPLC sistemu sa DAD detektorom i TSQ Quantum AccessMax
masenim spektrometrom sa jonskim izvorom u obliku elektronsprej jonizacije (200 °C) u
negativnom modu (od 100 do 1000 m/z) — trostruki kvadrupol (UHPLC-DADMS/MS).
Napon spreja je bio 5 kV, a temperatura kapilare 300 °C. Eluiranje je izvedeno na 40 °C
na Syncronis C18 (100 x 2,1 mm, 1,7 um) analitickoj koloni prema slede¢em programu:
0,0-1,0 min, 5% (B); 1,0—-16,0 min, od 5 % do 95 % (B); 16,0 — 16,1 min, od 95 % do 5
% (B), na kraju 5 % (B) 4 min. Protok je bio 0,3 mL min. a talasna duZina DAD detektora
254 i 280 nm. Injekciona zapremina je bila 5 pL. U cilju kvantifikacije polifenola za svaki
standard posebno je snimljen molekulski jon i dva najintenzivnija fragmenta iz MS 2

spektra. Xcalibur softver (verzija 2.2) koriséen je za kontrolu instrumenta. Polifenoli su
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identifikovani poredenjem sa komercijalnim standardima. Ukupan sadrzaj svakog
jedinjenja ocitan je na osnovu jednacine kalibracione krive i izrazen kao mg kg * (Gasi¢

et al., 2015).

4.2.13 Kvalitativna analiza Infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom

transformacijom (FT-IR)

Da bi se identifikovale funkcionalne grupe u uzorcima, koris¢ena je Fourier transform
infracrvena spektroskopija (FT-IR). Snimanje FT-IR spektara vrSeno je na Thermo
Scientific Nicolet 6700 Fourier-transform infracrvenom spektrometru pomocu jedinice
za uzorkovanje sa prigusenom totalnom refleksijom (eng. Attenuated Total Reflection -

ATR). Spektri su snimljeni u intervalu od 4000 do 500 cm* pri rezoluciji od 4 cm™.

4.2.14 Ispitivanje termalnog ponasanja brasna od tropa jabuke diferencijalno

skeniraju¢om kalorimetrijom (DSC)

Za DSC eksperimente koristen je diferencijalni skenirajuéi kalorimetar (DSC, Q1000, TA
Instruments, New Castle, DE, USA). Od svakog uzorka APF-a uzeta su tri nezavisna uzorka
(5 -7 mg) i stavljena u Al ¢anciée, ohladena od 20 do - 90 °C, zatim je ekvilibrirano tokom
5 minuta i snimljen termogram od -90 do 150 °C, sa kontrolisanom brzinom zagrevanja
od 5 °C min, pri protoku N2 od 50 mL mint. Svaki termogram je analiziran pomoc¢u
softvera TA Advantage Universal analysis 2000, verzija 4.5A. Staklasti prelaz je
okarakterisan sa tri temperature: pocetna temperatura (Tgon), sSrednja temperatura (Tg)
i krajnja temperatura (Tgend). Endotermni pik bio je okarakterisan pocetnom (Ton),

temperaturom maksimuma pika (Tp) i krajnjom temperaturom prelaza (Tend).

4.2.15 Ispitivanje termalnog ponasanja brasna od tropa jabuke

termogravimetrijskom analizom (TGA)

Termalna degradacija uzoraka proucavana je termogravimetrijskom (TG) analizom.
Merenja su izvrSsena na TA Instrumentima TGA Q500, Thermogravimetric Analizer
(Delavare, SAD), pri protoku azota od 60 mL min. Tri nezavisna uzorka (5 - 7 mg) su

postavljena u platinsko ¢ance, ubacena u TG pec i zagrevana od 25 do 700 °C pri brzini
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grejanja od 5 °C minL. Dobijene TG krive i derivativne krive (DTG) kori$¢ene su za analizu
termalnih osobina uzoraka. Karakteristicne temperature procesa termalne degradacije
(pocetna temperatura - Ts i krajnja temperatura - Tend) Odredivane su iz DTG krive,
koristeéi softver TA Universal Analisis 2000. Ts i Tend su odredeni kao minimum na
pocetku i na kraju svakog pika degradacije na DTG krivi. PoCetne temperature (Ton)
odredene su kao presek ekstrapolirane pocetne linije i tangentne linije (prednja ivica)

DTG krive.

4.2.16 Odredivanje kinetike degradacije brasna od tropa jabuke

Prilikom izvodenja kinetickih studija, primenjene su preporuke Komiteta ICTAC kinetike
za sakupljanje kinetickih podataka (Vyazovkin et al.,, 2014) i za kineticke proracune
(Vyazovkin et al., 2011) pri ¢emu su dobijeni kineticki parametri (efektivna energija
aktivacije - E i preeksponencijalni faktor - A) procesa toplotne degradacije analiziranih

uzoraka.

Neizotermalni diferencijalni izokonverzijski metod Friedmana (Friedman, 1964) je

koris¢en za proracun efektivne energije aktivacije. Koriséena je sledeca jednacina:

da E
In| 5| —| |=const——=
nl:ﬂl(d-r jai} o RTa,i (2)

gde je B brzina zagrevanja (K / min), a je stepen konverzije (deo ukupnog gubitka mase

u procesu termalne degradacije), R je univerzalna gasna konstanta (8.314 ) mol*K?), a
T je temperatura (K). Indeksi i i a se uvode da oznace pojedinacnu brzinu grejanja i
vrednosti vezane za odredeni obim konverzije, redosledno. Kod svakog datog a,
vrednost Eq se odreduje iz nagiba linearne regresije sa leve strane jednacine (2) prema
1/ Tai (Teije temperatura pri kojoj je stepen konverzije a dostignut pod i-tom brzinom
grejanja). Uzorci su zagrevani na pet razli¢itih brzina (5, 10, 15, 20i 30 °C min 1), pocevsi
od 25 do 700 °C, a deo TG / DTG kriva koji odgovara toplotnoj degradaciji uzoraka jabuka
koris¢en je za odredivanje (da / dT) 4,i. Vrednosti E, su izraCunate u opsegu a od 0,05 do
0,95 sa korakom od 0,05. Logaritamske vrednosti preeksponencijalnih faktora pri obimu

konverzije a (In (Aq)) su odredene pomocu efekta kompenzacije, kako je opisao
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Vyazovkin (Vyazovkin, 2015). Da bi se utvrdila toplotna stabilnost ispitanih uzoraka,
konstante brzine (k) procesa toplotne degradacije na 200 °Cizracunate su Arneniusovom

jednacinom.

4.3 ISPITIVANJE UTICAJA BRASNA OD TROPA JABUKE NA METABOLIZAM GLUKOZE |
LIPIDA - IN VIVO

4.3.1 Opis eksperimenta

Eticki odbor za eksperimentalnu zastitu Zivotinja Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta
u Beogradu je odobrio ispitivanje efekta brasna dobijenog od tropa jabuke in vivo i na
osnovu resenja broj: 323-07-00617/2017-05 od 01.02.2017 koje je izdalo Ministarstvo
poljoprivrede i zastite Zivotne sredine-Uprava za veterinu, Prilog 1. Ogled “Ispitivanje
efekata tropa od jabuka na lipidni i glikemijski status miseva (C57BL/6J) uspesno je
obavljen u Laboratoriji za biomedicinska ispitivanja, Galenika a.d., Pasterova 2, Beograd,

uz nadzor veterinara zaduZenih za zdravlje i dobrobit oglednih Zivotinja.

Za in vivo ispitivanje efekta tropa od jabuka na lipidni i glikemijski status koris¢eni su
miSevi C57BL/6J starosti osam nedelja, sa poCetnim telesnim teZinama od 18 - 22 g
(dobijeni od Vivarijuma Galenika a.d., Beograd, Srbija). Zivotinje su nasumi¢no
rasporedene i smeStene u grupe od po osam u standardnim kavezima smestenim u sobi
sa 12 h svetlo-tamnim ciklusom na temperaturi od 22 + 3 °C. Eksperiment je obavljen na
ukupno 40 Zivotinja, podeljene u 4 eksperimentalne grupe (G1 - 4) i jednu kontrolnu G5.
Prva i druga grupa (G1 i G2) su hranjene masnom hranom sa 20 % masti i tropom od
jabuke u dozi od 10 i 20 mg dnevno, grupa G3 masnom hranom uz dodatak
antilipemicnog leka Simvastatina, a G4 je dobijala samo masnu hranu. Doza Simvastatina
odredena je prema dnevnoj dozi za ljudsku upotrebu. Peta tj. kontrolna grupa (G5) je
uzimala standardnu hranu u vidu peleta za glodare tokom celog eksperimentalnog
perioda. Zivotinje su pojene rastvorom saharoze (20 %). Tokom 120 dana sve grupe su
imale pristup hrani i vodi ad libitum. Aktivnost, ponasanje i opsSte zdravlje Zivotinja su
dnevno praceni. Telesna tezZina, potrosnja hrane i vode su beleZzene svake nedelje i na

kraju eksperimenta. Na kraju eksperimenta odreden je nivo glukoze i lipida.
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4.3.2 Ispitivanje akutne oralne toksicnosti

Ispitivanje akutne oralne toksi¢nosti je vrSeno aplikovanjem ispitivanog ekstrakta u dozi
od 2000 mg kg?' eksperimentalnim Zivotinjama nakon ¢ega je njihovo ponasanje

posmatrano u toku 72 sata.

4.3.3 Biohemijska analiza seruma

Krv je uklonjena iz repne vene na kraju eksperimenta u Vivariumu Galenika a.d. Zatim su
Zivotinje anestezirane intravenoznim tiopentalom, a krv je sakupljena, centrifugirana da
se dobije serum, i skladistena na -18 °C za krvne testove. Analize su sprovedene na
uredaju Random access automatic analizator A15 Bio Systems S.A. Serumski
triacilgliceroli (TG), ukupni holesterol(TC) i glukoza (GLU) su odredeni pomoc¢u kompleta
reagensa. Ukupni TC i TG u serumu odredeni su odgovarajuéim enzimatskim
kolorimetrijskim postupcima upotrebom komercijalnog kompleta prema uputstvima
proizvodaca, a glikemijski status je odreden pomoéu "Prisma" seta za odredivanje nivoa

Secera u krvi.

4.4 ODREDIVANJE TEHNO-FUNKCIONALNIH KARAKTERISTIKA BRASNA OD TROPA
JABUKE

4.4.1 Odredivanje velicina Cestica

Velicina Cestica uzorka utvrdena je prosejavanjem brasna kroz sita. Distribucija veli¢ine
Cestica krupnog i finog APF-a (APFc i APFf) utvrdena je prosejavanjem 100 g brasna kroz
set sita veli¢ine pora od 1 mm, 500 um, 300 um, 160 pum, 125 pum, 90 um, 63 um i 45
pm. Preostala masa na vrhu svakog sita je merena i koris¢ena je za izraCunavanje
raspodele veli¢ine Cestica uzorka (Jacobs et al., 2015). Svi uzorci APF-a koji su dalje
analizirani su samleveni ispod 300 um, dok je uzorak APF1 koji je koriS¢en za izradu

Cajnog peciva dobijen u dve granulacije — krupno (< 300 um) i fino brasno (< 1 mm).
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4.4.2 Odredivanje nasipne i tapkane gustine

Nasipna gustina odredena je prema metodi Elkhalifa et al., (2005). Zatvorena menzura
od 50 mL je napunjena sa 10 g APF-a i oCitana je zauzeta zapremina u rastresitom stanju
(nasipna gustina), a zatim je tapkanjem materijal sabijen do postizanja maksimalnog
smanjenja zapremina (tapkana gustina). Zapremina APF je direktno ocitana i rezultati su

izrazeni kao g mL™2.

4.4.3 Odredivanje kapaciteta vezivanje vode

Kapacitet vezivanja vode (eng. - water holding capacity - WHC) odreden je u skladu sa
prilagodenom metodom (Rana et al., 2015). Uzorci APF (1 g) pomeSani su sa
destilovanom vodom (30 mL) u kiveti za centrifugu od 50 mL. Suspenzije su mesane i
ostavljene 24 h na sobnoj temperaturi. Posle centrifugiranja na 3600 rpm tokom 20 min,
supernatant je uklonjen i ostatak je izmeren. Kapacitet vezivanja vode je izrazen kao

gram vode po gramu uzorka.

4.4.4 Odredivanje kapaciteta vezivanja ulja

Uzorak APF (1 g) je pomesSan sa 10 mL suncokretovog ulja u kiveti za centrifugu. Smesa
je stajala 24 h na sobnoj temperaturi bez pomeranja. Posle centrifugiranja na 3600 rpm
tokom 25 min, supernatant je dekantovan i ostatak je izmeren. Kapacitet vezivanja ulja
(eng. Qil holding capacity — OHC) je izrazent kao gram ulja po gramu uzorka (Elkhalifa et

al., 2005).

4.4.5 Odredivanje kapaciteta bubrenja

Uzorak APF-a (1g) je nakvasen sa 30 mL vode u graduisanoj kiveti za centrifugu. Posle 18
sati uravnotezavanja, zauzeta zapremina je zabelezena i izrazena kao zapremina po
gramu suvog uzorka (Robertson et al., 2000), Sto predstavlja kapacitet bubrenja (eng.

swelling water capacity — SWC).

Kapacitet bubrenja (mL g') = Zapremina zauzeta uzorkom (mL) / masa originalnog

uzorka (g)
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4.4.6 Odredivanje kapaciteta hidriranja

Graduisana menzura od 10 mL se napuni destilovanom vodom, 0.5 g APF-a se pazljivo
doda kako bi se izbegla adhezija Cestica na zidove cilindra i ostavi da stoji 15 min. Razlika
izmedu zapremine vode pre i nakon dodavanja uzorka zabeleZena je kao mL pomerenog
nivoa vode iizraZzena u g mL?, $to predstavlja kapacitet hidriranja (eng. hydrated density

— HD) (Robertson et al., 2000).

Hidrirana gustina = teZina uzorka (g) / izmestanje nivoa vode (mL)

4.5 PROIZVODNJA | ANALIZA CAIJNOG PECIVA

4.5.1 Proizvodnja €ajnog peciva sa razlic¢itim udelima brasna od tropa jabuke

Proizvodnja ¢ajnog peciva u industrijskim uslovima je obavljena u pogonu konditorske
fabrike ,,Gold” iz Mladenovca. Uzorak mesanih sorti jabuka (APF1) je koris¢en za izradu
¢ajnog peciva samleven je u dve granulacije — krupno (< 1 mm) i fino (< 300 um). Testo
za kontrolne uzorke cajnog peciva (kontrola) pripremljeno je prema tradicionalnoj
recepturi, belo pseni¢no brasno 58,8 % (tip 500, sadrzaj pepela 0,5 %,), palmina mast
19,6 %, secer u prahu 13,7 %, invertni Seéer 3,9 %, so 1,9 % i prasak za pecivo (natrijum
hidrogen karbonat), i pomesano jednostrukom faznom procedurom. Svi sastojci su
nabavljeni od lokalnih dobavljaca. Nakon prolaska kroz valjak za oblikovanje testa, na
masini za rezanje formirano je ¢ajno pecivo precnika 40 mm i debljine 5 - 6 mm koje je
peceno u industrijskoj peci na 175 °C tokom 10 minuta. Peceno €ajno pecivo je ohladeno
prirodnim putem na konvejeru. Uzorci sa APF-om su napravljeni na isti nacin kao i
kontrolni, sa tom razlikom Sto je APF koris¢en kao delimi¢na zamena pSeni¢nog brasna
(25, 50i 75 %). Koris¢ene su dve granulacije APF-a - fino (F) i krupno (C). Uzorci ¢ajnog
peciva (C) koji sadrze odgovarajuci udeo finog ili krupnog APF-a oznaceni su kao: CF25,
CF50, CF75, CC25, CC50 i CC75. Svi proizvedeni uzorci ¢ajnog peciva upakovani su u

odgovaraju¢u ambalazu i ostavljeni na tamno i hladno mesto do dalje analize.
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4.5.2 Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenolnih jedinjenja i antioksidativna

aktivnost ¢ajnog peciva

Usitnjeno ¢ajno pecivo (100 mg) je ekstrahovano tokom 60 min na sobnoj temperaturi
u smesi alkohola i vode (1:1, v/v) (1400 pL), a zatim centrifugirano (broj obrtaja 12 000
rom) deset minuta. Sadrzaj ukupnih polifenola i flavonoida (TPC i TFC) kao i
antioksidativna aktivnost (ABTS i DPPH) ekstrakata odredena je prema proceduri

navedenoj u poglavljima 4.2.7 —4.2.10.

4.6 SENZORNA ANALIZA OBOGACENOG CAJNOG PECIVA

4.6.1 Ispitivanje senzornog kvaliteta metodom bodovanja

Evaluacija senzornog kvaliteta obavljena je na Poljoprivrednom fakultetu, Univerziteta u
Beogardu dve nedelje nakon proizvodnje (0 m) i nakon jedne godine (12 m) skladistenja.
Celokupni senzorni kvalitet odreden je metodom bodovanja (0-5), pri ¢emu su ocenjene
reprezentativne senzorne osobine: izgled (boja, povrsSina, veli¢ina, oblik), tekstura
((struktura, prelom, ispecenost), Zvakljivost) i aroma (miris, ukus), Prilog 3. Osam
obucenih evaluatora iz redova ¢lanova osoblja Poljoprivrednog fakulteta sa iskustvom u
senzornom ocenjivanju konditorskih proizvoda je angazovano na obe sesije panela.
Dodeljene ocene od strane ¢lanova panela su ponderisane odgovaraju¢im koeficijentima
vaznosti (KV), koji su formirani na osnovu uticaja svakog od ocenjivanjih parametara na
ukupni senzorni kvalitet proizvoda. Ponderisana srednja vrednost ocene dobijena je kao
izraz konacnog kvaliteta proizvoda. Kategorije kvaliteta su odredene u zavisnosti od
opsega finalnih ocena: < 2,5 - ne ispunjava zahteve kvaliteta; 2,5 - 3,5 - dobar kvalitet,

3,5-4,5 - vrlo dobar kvalitet, 4,5 - 5,0 - odli¢an kvalitet.

4.6.2 Ispitivanje prihvatljivosti od strane potrosaca hedonskim testom

U cilju ispitivanja stavova potrosaca u pogledu stepena prihvatljivosti dobijenog
proizvoda koriS¢en je metod skaliranja, primenom hedonske skale (1 - 9), Prilog 4. U
ispitivanju je ucestvovalo 115 potrosaca iz redova studenata smera Prehrambene

tehnologije Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta u Beogradu, iji je zadatak bio da
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ocene uzorak koji je prethodno dobio najvise ocene od strane panela - ¢ajno pecivo sa
50 % APF-a krupne granulacije. Na odabranom uzorku ocenjeni su sledeéi parametri
"ukupna prihvatljivost", "prihvatljivost teksture", "prihvatljivost ukusa" i "prihvatljivost
mirisa" koriséenjem hedonske skale od 9 podeoka (1 = uopste mi se ne dopada, 5 = niti
mi se dopada, niti mi se ne dopada, 9 = izuzetno mi se dopada, Prilog 3A). Proizvod je
ocenjen i primenom skale —“upravo onako kako treba da bude” (eng. Just About Right
Scale - JAR), (1 = premalo izraZzeno ocenjivano svojstvo, 5 = JAR, 9 = previSe izrazeno
ocenjivano svojstvo, Prilog 3B). Ova skala meri stepen prihvatljivosti iskljucivo u pogledu
intenziteta izrazenosti pojedinacnih svojstava sa utiskom o ukupnoj prihvatljivosti
(Lawless et al., 2010). Svojstva koja su ocenjivana: za ,intenzitet boje” (previse svetlo,
JAR, previSe tamno), "miris na jabuku" (nedovoljno izrazen, JAR, previSe izrazen),
"hrskavost" (nedovoljno hrskav, JAR, previse hrskav), "ispecenost" (nedovoljno pecen,
JAR, prepecen) i "Zvakljivost" (suviSe lako se Zvace, JAR, previse tesko se Zvace).
Kombinovanje podataka dobijenih primenom JAR i hedonske skale uradena je analiza
pada srednje vrednosti ocene ukupne prihvatljivosti (engl. Mean Drop Analysis) kako bi
se dobio uvid u odstupanja ispitivanog proizvoda u odnosu na neki idealan proizvod po

misljenju potrosaca.

4.7 STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza izvedena je pomocu XLSTAT (verzija 2014.5.03, Addinsoft, New York,
SAD), dodatka za analizu i statistiku u MS Excel-u. Sva merenja su sprovedena u triplikatu
(tri nezavisna uzorka), a rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + standardna devijacija
(SD). Analiza varijanse (ANOVA) pracena post-hoc Tuckey testom je koriS¢ena za
poredenje srednjih vrednosti i utvrdivanje razlika izmedu APF-a pripremljenih od
mesanih i pojedinacnih sorti jabuka. Za ispitivanje odnosa izmedu razli¢itih merenih
parametara i mogudeg grupisanja ispitanih uzoraka, primenjena je analiza glavnih

komponenta (eng. Principal Component Analysis - PCA).

Podaci o testu prihvatljivosti potrosaca su podvrgnuti oceni pada srednje vrednosti kako
je opisano u (Schraidt, 2009). Rezultati JAR-a su grupisani u tri kategorije: ,,ispod JAR"
(rezultati 1, 2i 3); ,u JAR” (4, 5i 6); i ,iznad JAR" (7, 8 i 9). Pad srednjih vrednosti su
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izraCunati umanjenjem srednjeg hedonskog rezultata za svaku kategoriju koja nije JAR
od sredine kategorije JAR. Grani¢na vrednost ukupne hedonske ocene JAR-a uporedena
su pomocéu ANOVA i Tuckey's HSD testa. Minimalna procentna ocena za "Nije samo

desno" (prekid) postavljena je na 20 % ukupnog potrosackog panela.

5. REZULTATI | DISKUSUJA
5.1 DOBIJANJE BRASNA OD TROPA JABUKE

5.1.1 Prelimarno odredivanje vremena dehidratacije na osnovu temperature

staklastog prelaza, sadrzaja vlage i aktivnosti vode

Preliminarna ispitivanja u smislu odredivanja vremena dehidratacije tropa od jabuke su
vrsena u laboratorijskom dehidratoru na temperaturi od 55 + 1 °C. Snimljeni su uzorci
vlaznog tropa, kao i uzorci nakon 360 min i 600 min dehidratacije. DSC krive uzoraka
tropa od jabuke prikazane su na slici 12. Dva karakteristi¢na prelaza su prisutna na DCS
krivoj (slika 12) sveZeg tropa od jabuke ¢iji je sadrzaj vlage 75 % (tabela 10). Maksimumi
na oko -1,35 ° Ci 75 °C predstavljaju topljenje leda i isparavanje vode. Staklasti prelaz
osusenih uzoraka tropa od jabuka nakon dehidratacije u trajanju od 360 min i 600 min
bili suna 36,3 °Ci29,1°Cdok je aktivnost vode bila 0,45 i 0,2 (Zlatanovi¢ et al., 2018).
Dobijeni rezultati su u saglasnosti prethodno objavljenim podacima vezanim za prah

jabuke dobijen iz cele jabuke ¢iji je Tg bio 34 °C pri aw = 0 (Jakubczyk et al., 2010).

Tabela 10. Vlaga, temperatura staklastog prelaza, temperatura topljenja leda i
aktivnost vode sveZeg i dehidriranog tropa od jabuke nakon 360 i 600 min

uzorak Sadrzaj vlage Tgon Tamid Tgend T topljenje leda Ow
(%) 105°C (°C) (°C) (°C) Tp(°C)
AP-sveZ 75.0 -30,6  -28,3 -26,7 -1,35 0,91
AP-360 9.5 33,8 36,3 38,7 - 0,45
AP-600 6.4 27,6 29,1 31,8 - 0,20

Dehidrirana hrana s sadrzajem vlage ispod 10 % i aktivno$¢u vode ispod 0,6 smatra se

mikrobioloski stabilnom. Trop od jabuke ima visok sadrzaj dijetnih vlakana (Dhingra et
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al., 2012). Poznato je da prisustvo visoko molekularnih polisaharida povedava Tg i
osigurava stabilnost i dugotrajno skladistenje hrane sa niskim sadrzajem vlage i niskom

aktivhoséu vode.

— __ AP-600

AP - 360
— AL
AP - svez

Exo —»

-100 250 0 50 100 150
Temperatura (°C)

Slika 12. DSC krive sveZeg i dehidriranog tropa jabuke (AP) nakon 360 i 600min.

Na osnovu temperatura staklastog prelaza 36,3 °Ci 29,1 °C za AP-360 i AP-600, mozZe se
zakljuciti da je trop od jabuke dobijen dehidratacijom u laboratorijskim uslovima
stabilan. Ovi preliminarni rezultati dobijeni za trop dehidratisan u otvorenom sistemu
omogucili su procenu vremena dehidratacije tropa u zatvorenom sistemu Solaris susare
u kojoj bi se za max 360 minuta dobio stabilan proizvod niske aktivnosti vode i sadrzaja

vlage, te nema potrebe za daljim produzavanjem vremena dehidratacije.

5.1.2 Postupak dobijanja brasna od tropa jabuke

Industrijski dobijen trop pojedinacnih i mesanih sorti organski i konvencionalno gajenih
jabuka je koriS¢en kao polazna sirovina za dobijanje bezglutenskog brasna primenom
inovativnog postupka koji podrazumeva dehidrataciju sveZzeg i mlevenje suvog tropa do
Zeljene granulacije. Postupku dobijanja brasna je prethodio izbor odgovarajuéeg
proizvodaca soka, odnosno snadbevaca tropom koji je izvrSen na osnovu ispitivanja
kvaliteta i bezbednosti polazne sirovine, tj jabuke, kao i nacina proizvodnje soka i
kvaliteta samog tropa. Na osnovu dobre proizvodacke prakse i kvaliteta jabuka i tropa,

izbor je suzen na dva proizvodaca i to ,Fruvita d.o.0.“, Lunjevac, Smederevo i ,,Zdravo-
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organik” (Selenca). Koriséen je samo trop dobijen presovanjem, bez primene
pektolitickih, maceracionih enzima. KosStice i semenke nisu odvajane vec je kao polazna
sirovina korid¢en celokupni trop (75 do 80 % vlage). Sema tehnolokog procesa i

postupak za dobijanje brasna od tropa jabuke je prikazana na slici 13.

Preuzimanje celokupnog industrijski dobijenog tropa jabuka
nakon dobijanja soka presovanjem
FABRIKA ZA PROIZVODNJU SOKA —
» Transport vlaznog tropa do pogona vrsioca usluge susenja
Y
Tehnoloski proces i postupak Rasporedivanje vlaznog tropa na lese prethodno zagrejanog
za dobijanje brasna od tropa | dehidratora u tankom sloju
DEHIDRATACIJA VLAZNOG .| Dehidratacija vlaznog tropa na temperaturi komore do 55°C
TROPA u trajanju od 4h do 6h
Izvlacenje zaostale vlage i stabilizacija dehidratisanog tropa
"l u trajanju od 1h do 2h
A
MLEVENJE DEHIDRATISANOG Mlevenje dehidratisanog tropa u mlinu bez zagrevanja do
TROPA Zeljene granulacije

)

PAKOVANJE BRASNA

Pakovanje dobijenog brasna u viSeslojne natron dzakove i
7 skladistenje

Potvrda zdravstvene ispravnosti

|

KARAKTERIZACIJA BRASNA F} Fizicko hemijska karakterizacija

In vivo studija uticaja na metabolizam glukoze i lipida

iy

Ispitivanje funkcionalnih osobina

A

PRIMENA BRASNA U
KONDITORSKOJ INDUSTRUI

Slika 13. Sema tehnoloskog procesa i postupak za dobijanje brasna od tropa jabuke

Svezi trop od jabuke se neposredno nakon dobijanja soka u industrijskim uslovima, u
uslovima higijene i kontrole propisanim HACCP (Hazard Analysis and Critical Control

Points) standardom, preuzima tako Sto se sa puZastog transportera koji je deo
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proizvodne linije slobodnim padom spusta direktno u sterilne vreée. U zatvorenim
vreéama se odmah nakon preuzimanja transportuje do pogona vrsioca usluge susenja
gde se rasporeduje u tankom sloju na lese prethodno zagrejane susare-dehidratora. Na
slici 14. prikazan je dehidrator ,Solaris +“ (Drayer, Beograd) i trop od jabuke rasporeden

na lese u pogonu firme ,,Sunny delight”, Panéevo.

Slika 14. Trop rasporeden na lese za suSenje (Sunny delight — Pancevo) i dehidrator,

Susara dehidrator (Drayer doo, Beograd Srbija, zastiéen patentom (Patent No.
RS20070441 (A), 2009)) po prvi put je koris¢ena u svrhu suSenja sporednog proizvoda iz
industrije proizvodnje soka, tj. tropa od jabuke tako da su uslovi susenje prilagodeni
novoj vrsti materijala. Temperatura i vlaznost u komori su neprekidno praceni tokom
procesa. Proces dehidratacije tropa jabuke u susari Solaris+ je trajao od 4 do 6 h.
Temperatura vazduha u komori bila je 45 — 55 °C. Vlaznost vazduha u komori se kretala
od 5 do 30 %. Temperatura na isparivacu bila je 6 - 45 °C. Nakon isklju¢enja grejanja bilo
je neophodno da se osuseni proizvod stabilizuje izvlacenjem zaostale vlage sistemom za
kondenzaciju Sto je trajalo 1 - 2 sata. Temperatura rekuperacije koja omogucava
kondenzaciju u isparivacu je tokom Citavog procesa susenja bila za 20 - 25 stepeni niZa
od temperature u komori. Izvlaéenjem zaostale vlage iz sistema spreena je njena
adsorpcija na osusenom materijalu i omoguéeno dobijanje suvog tropa rastresite

strukture ¢ija je aktivnost vode u opsegu 0,2 — 0,4 a sadrzaj vlage 4 - 8 %.

Primenjeni proces dehidratacije je brz i efikasan. Ostvaruje se viSestruka usteda energije

u odnosu na klasicno suSenje i liofilizaciju koja se pokazala najboljim do sada
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primenjenim postupkom u smislu o€uvanja nutritivne i funkcionalne vrednosti tropa
(Rana et al., 2015). Prosecan trosak za energiju u dehidratoru Solaris+ po kg osusenog
proizvoda je 0,25 € za struju i 0,07 € za alternativne izvore energije (solarna, biomasa),
dok je kod liofilizacije 20 €. Pri tome, ne uzimaju se dodatne koli¢ine vazduha iz
atmosfere, ne dolazi do oksidativnog tamnjenja, ne postoji potreba za tretiranjem

materijala hemijskim sredstvima poput SO,, askorbinske kiseline i drugih antioksidanasa.

Mlevenje suvog tropa bez zagrevanja je vrseno u industrijskom mlinu. Dobijeno brasno
je pakovano u viseslojne natron vrece i skladiSteno u uslovima sobne temperature do

koris¢enja.

Potvrdena je zdravstvena ispravnost osusenog tropa od jabuke u skladu sa Zakonom o
bezbednosti hrane (SI. glasnik RS, br.41/09), Prilog 2. Proizvod ispunjava uslove
propisane Pravilnikom o kvalitetu proizvoda od voca, povréa, pecurki i pektinskih
preparata (,SI.I.SFRJ” br. 1/79, 20/82, 74/90 i ,SI.I.SRJ 33/95 i 58/95), Pravilnikom o
maksimalno dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zastitu bilja u hrani i hrani za
Zivotinje (,,SI. glasnik RS“ br. 29/14, ¢lan 3, ¢lan 5, ¢lan 6 i ¢lan 7, prilog 2. i prilog 4.).
Takode, osuseni trop od jabuke zadovoljava Kriterijum bezbednosti Pravilnika o opstim
i posebnim uslovima higijene hrane u bilo kojoj fazi proizvodnje, prerade i prometa
(,Sl.glasnik RS“ br. 72/10), kao i preporuke date u Pravilniku o zdravstvenoj ispravnosti

dijetetskih proizvoda (,,SI. glasnik RS“ br 75/2015).

Sa ciljem da se pokaZe da primenjeni postupak dehidratacije omogucéava ocuvanje
arome, nutritivnih i funkcionalnih osobina tropa brasno je neposredno nakon dobijanja

karakterisano u smislu:

- hemijskog sastava

- aktivnosti vode

- sadrzaja ukupnih i pojedinacnih polifenolnih jedinjenja

- antioksidativne aktivnosti

- termalne stabilnosti

- invivo efekta na metabolizam glukoze i masti

- funkcionalnih osobina kao potvrde fizioloSkog dejstva i primenljivosti u

prehrambenoj industriji
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5.2 HEMIJSKE | FIZICKO-HEMIJSKE KARAKTERISTIKE BRASNA TROPA OD JABUKE

5.2.1 Hemijski sastav i aktivnost vode

Hemijski sastav pet uzoraka brasna (APF1-5) dobijenih na industrijskom nivou od tropa

mesanih ili pojedinacnih sorti jabuka, organski ili konvencionalno gajenih su prikazani u

.....

uporedo. Pre svega su odredeni parametri vazni u pogledu predvidanja stabilnosti, kao

$to su sadrzaj vlage i aktivnost vode (aw).

Tabela 11. Hemijski sastav i aktivnost vode uzoraka (APF 1-5) i komercijalnog uzorka

(AE).
Parametar
APF1 APF2 APF3 APF4 APF5 AE
(obracunato na s.m.)
Ugljeni hidrati (g /100g) | 50+62 5062 56+63 52 + 59 5862 50 + 42
Glukoza (g /100 g) 9 ,1%0,9¢ 81+0,8  12,9+09b 160+0,6% 18+ 12 5,6 +0,6°
Fruktoza (g /100 g) 21+2¢ 26 + 3bc 34 +2ab 25+ 2¢ 35+3a 18 + 2¢
Saharoza (g/100g)| 56+0,6¢  9,7+0,9%  80+0,9b  95+09%  59+06¢  11,3+0,5
Dijetna viakna (g /100 g) 45 + 43 43 + 43 37+4:2 37+52 35+52 44+ 42
Celuloza (g /100 g) 18 + 12b 20+ 12 15+2°b 16 + 12b 15+1b 16 + 12k
Pektin (9 /100g)| 3,0£0,2¢  39+0,1b  42+01b  45%0,1° 32£0,2  12,1+0,3°
Proteini (g /100 g) 32403¢  58%032  36+02°¢  46+03b  39+02%  48+02°
Masti (g /100 g) 1,3 +0,2¢ 1,9+0,1¢ 2,7+0,2° 2,3+0,15 1,0 +0,2¢ 3,4+ 0,1
Sadrzaj viage (%) 4,0£0,6b 4,1+0,6° 4,0£0,9b 7,7 £0,4° 7,7£0,6°  57+06%®
aw 0,22+0,00c 0,15+0,00° 0,35+0,01° 0,210,019 0,26+0,01°> 0,22+0,01¢
Kalijum (mg kg-) 4642+85b  4679+84°  4228+76° 6398+1152 63901142 nd
Kalcijum (mg kg'*) 744+132  678+12° 455 + 8 724+122  569+10°¢ nd
Natrijum (mg kg 513+ 70 488 + 8¢ 715+ 122 419+7¢d 394+7¢ nd
Magnezijum (mg kg 423+8¢ 446+ 8" 239+5¢ 510+ 10° 400+ 7¢d nd
Olovo (mg kg) <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 nd
Kadmijum (mg kg?) <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 nd
Arsen (mg kg?) <0,30 <0,30 <0,30 <0,30 <0,30 nd
Bakar (mg kg™*) 24+05°  26+05°  1,8+04b 3,3%07% 5+12 nd
Cink (mg kg™) 06+0,1% 2,0%03%  0,6+0,1¢ 89+132  23+03b nd
Ziva (mg kg'?) <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 nd
Pepeo (%) 1,2+0,1° 1,7+0,2%6  1,4+02®  150,2% 1,9+0,2 1,8+0,2

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, srednje vrednosti sa razli¢itim slovima u
superskriptu u okviru istog reda se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.01), nd-nije deklarisano kod

komercijalnog uzorka
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Mlevenjem tropa dehidratisanog tokom 4-6 h na temperaturi ispod 55 °C dobijen je APF
koji je imao sadrzaj vlage 4 — 8 % i aktivnost vode 0,2 — 0,4, Sto obezbeduje stabilnost
suvih proizvoda na sobnoj temperaturi. Postignute vrednosti sadrzaja vode i aw su
dovoljno niske da onemoguce rast mikroorganizama i hemijske reakcije koje dovode do

kvarenja tokom skladistenja proizvoda (Sablani et al., 2007).

Ukupni ugljeni hidrati i sadrzaj dijetnih vlakana (DV), preracunati na suvu materiju (s.m.)
su bili u opsegu 50,0 — 58,3 i 35,2 — 45,1 g / 100 g s.m. Prema ANOVA (p <0.01) ove
vrednosti ne pokazuju statisticki znacajnu razliku izmedu analiziranih uzoraka. Ukupan
sadrzaj ugljenih hidrata bio je u skladu sa rezultatima za AP od mesanih sorti jabuka (44.2
-49.5g /100 g s.m.) (Yan & Kerr, 2013). Raspon ukupnog sadrzaja DF-a u APF-u (35 +5
do 45 + 4) je u skladu i sa prethodno objavljenim podacima za AP i sa utvrdenom

vrednosScu za AE (44 + 4). (Waldbauer et al., 2017).

SadrZaj proteina u APF bio je u rasponu od 3,2 - 5,8 g / 100 g s.m. Najvisi sadrzaj je bio u
APF2, slede APF4, APF5i AE, i najzad APF1 i APF3 sa najnizim sadrzajem (p < 0.01). Sli¢an
sadrzZaj proteina u AP je odreden kod sorti Rojal Gala (3,1 g/ 100 g s.m.), Greni Smit (3,6
g/ 100 gs.m.) i Liberti (3,7 g / 100 g s.m.) (Figuerola et al., 2005).

SadrZaj masti APF bio je u opsegu 1,0-2,7 g / 100 g s.m. Prema ANOVA (p < 0.01) APF
uzorci su podeljeni u tri grupe na osnovu opadajuceg sadrzaja masti: 1) APF3 i APF4, 2)
APF2 i3) APF1i APF5. Sli¢an sadrzaj masti (2,54 g / 100 g s.m.) je pronaden u AP jabuka
poreklom iz Meksika (Cerda-Tapia et al., 2015). Nesto veci sadrzaj masti (3,4 g/ 100 g

s.m.) u poredenju sa uzorcima APF-a, pronaden je u komercijalnom uzorku AE.

Najzastupljeniji mono- i disaharidi u AP su glukoza, fruktoza i saharoza (Queji et al.,
2010). Utvrdeno je da je prosecan sadrzaj glukoze i fruktoze u uzorcima APF-a (12,7 i
28,3 g / 100 g s.m.) veéi od prosecnog sadrzaja u prethodnim studijama (7,5 i 15,6 %)
(Waldbauer et al., 2017). Najvisa vrednost za saharozu bila je u komercijalnom uzorku
AE, a zatim u APF2 i APF4, dok je najniZza u APF1, APF5i APF3 (p < 0,01). Prosecan sadrzZaj
saharoze u APF-u (7,7 g/ 100 g s.m.) je u skladu sa literaturnim podacima (8,36 g / 100
g s.m.) (Waldbauer et al., 2017).

62



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

Dijetna vlakna AP su uglavnom: pektin, celuloza, hemiceluloza i lignin (Baldinelli et al.,
2018; Guerrero et al., 2014). Odreden je sadrzaj pektina i celuloze u APF i AE (tabela 11).
Ostatak do ukupnog sadrzaja DV Cine uglavnom hemiceluloza i lignin, $to je i potvrdeno
daljom analizom spektara dobijenih infracrvenom FT-IR spektroskopijom (slika 15). Na
osnovu sadrzaja celuloze APF1, APF2, APF4 i AE su u istoj grupi, dok je kod APF3 i APF5
(p <0,01) nizi sadrzaj celuloze. Najvisi sadrzaj pektinaima AE (12,1 g/ 100 g s.m.). Ovakav
rezultat je o¢ekivan s obzirom da je deklarisan dodatak pektina prahu dobijenom od
organskog tropa jabuke. Sadrzaj pektina u APF uzorcima (3 - 4,5 g / 100 s.m.) bio je nizi
od sadrzaja odredenog za sortu "Karmijn de Sonnaville"(7,36 i 7,84 % posle 3 i 7 sati
ekstrakcije) (O’Shea et al., 2015). Poznato je iz literature da sadrzaj pektina varira u
zavisnosti od vremena i primenjenog nacina ekstrakcije (O’Shea et al., 2015). Visok
sadrzaj DV omogucava koris¢enje APF-a kao dijetetskog suplementa u proizvodnji

funkcionalnih proizvoda sa povecéanim sadrzajem DV-a.

Tabela 12. Poredjenje prosecnog sastava i sadrzaja DV i ukupnih polifenola (TPC)
brasna od tropa jabuke dobijenog u okviru ovog rada sa literaturnim podacima za
pSenic¢no, pirincano, ovseno, heljdino i kukuruzno brasno (Hager et al., 2012).

Parametar APF** psenica pirinac ovas heljda kukuruz
Ugljeni hidrati(g | g3,¢ 69,6+2,3  78,1+0,4  71,10,1 67,3+2,2 75,1+0,4
/100 g)

5 )r oteini(g/100 | 45403 11,5411 7,30,1 6,940,1 12,240,4 5,540,2
Masti (g/100g) | 1,8¢0,2  1,8+0,1 0,9+ 0,1 6,7+ 0,8 4,2+ 0,7 2,5£0,5
f ggg" viaknalg | 390140 345001 0433015  4,1:0,4 2,240,1 2,640,5
Ukupni polifenoli

TPC (MgGAE 62242 13,0402 14,2424  22,240,2 466422 98+1
/100g)

Kalijum (mg kg')| 5267+95  1520+9 93845 1744+17 4023425 148747
Kalcijum(mg kg')| 634+11  1798+10,5  510,5 22442 148+2 3341
ﬁ\)’a" jumlimg kg | coeig 381437  15140,3  16,7+3,5 10,8+2,6 4,8+03
W )

kg‘_’li’”ez’f”m M3\ soars  24a0t10  338t4 39315 1736413 31642
Bakar (mg kg) | 3,0£0,6 1,540,0 2,240,0 2,740,1 5,140,0 0,940,0
Cink (mg kg) | 2,88+0,43  7,59:0,0 17,8402  11,3#0,1 18,8+0,0 6,640,1
Pepeo % 1,54+0,18 0,9240,02  0,51#0,01 0,82+0,01  1,65:0,01  0,37+0,03

%
Prosecne vrednosti za APF1-5
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Poredenje prosecnog sastava svih uzoraka brasna od tropa jabuke dobijenog postupkom
primenjenim u ovom radu (APF1-5) i literaturnih podataka za psSenicno i najcesce
koris¢eno brasno Zita bez glutena (ovas, pirinac, heljda, kukuruz) je prikazano tabelarno
(tabela 12) kako bi se istakao potencijal APF u proizvodnji i obogacivanju funkcionalne,
bezglutenske i niskoenergetske hrane. Kao $to se vidi u tabeli 12, psSenic¢no (3,45 + 0,01
g / 100 g) i bezglutensko brasno od ovsa (0,43 + 0,15 g / 100 g), heljde (4,05 + 0,40 g /
100 g), kukuruza (2,18 + 0,11 g / 100 g) i pirinc¢a (2,62 + 0,45 g / 100 g ) imaju vrlo nizak
sadrzaj DV (Hager et al., 2012). APF ima viSestruko vedi sadrzaj DV (tabela 10) od brasna
pSenice, pirinca, heljde i kukuruza (tabela 12). APF od mesanih sorti jabuka (APF1), koji
nastaje u najvecoj kolicini (APF1), poseduje 100, 20, 15 i 12,5 puta vedéi sadrzaj DV u
odnosu na brasno od pirinc¢a, heljde, kukuruza i pSenice. Prema ovom poredenju, APF
ima veliki potencijal da nadoknadi nedostatak DV u konditorskim i pekarskim
proizvodima, narocito onima bez glutena. Ocigledno je da APF moZe imati znacajan
doprinos u obogacivanju bezglutenskih proizvoda, pre svega dijetnim vlaknima i
antioksidansima. Znacaj DV-a kao dodatka proizvodima od brasna, njihov AO efekat kao
i efekat na smanjenje glikemijskog odgovora, gubitak telesne teZine i regulaciju
metabolizma lipida je sveobuhvatno diskutovan u okviru nedavno publikovanog

revijskog rada (Han et al., 2017).

Prosecna koncentracija kalcijuma, natrijuma, magnezijuma, bakra i cinka APF uzoraka
(tabela 12) je bila uporediva sa brasnom psenice i brasnom Zita bez glutena, dok je
sadrzaj kalijuma bio daleko visi (Hager et al., 2012). Na osnovu efekta na krvni pritisak,
gustinu kostiju i rizik od bubreznih kamenaca odredjen je adekvatan unos kalijuma koji
iznosi 4,7 g na dan za odrasle osobe (tezine 70 kg) (Medicinski institut Akademije nauka
Sjedinjenih Americkih Drzava o referentnom unosu u ishrani). Zbog nedostatka voca i
povréa u tipi¢noj zapadnoj ishrani, samo 3 % Amerikanaca unosi adekvatnu kolic¢inu. Nizi
unos kalijuma je povezan sa veéim rizikom od dijabetesa tipa 2 (Chatterjee et al., 2011).
Vazno je napomenuti da APF za razliku od Zita i pseudocerealija ne sadrzi fitinsku kiselinu

koja smanjuje bioraspolozivost Ca, Mg, Zn i Cu.
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5.2.2 Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja i antioksidativna aktivnost

U brasnu tropa jabuke koje je dobijeno dehidratacijom i usitnjavanjem vlaznog tropa od
razli¢itih domacdih proizvodaca soka je odreden polifenolni profil i antioksidativna
aktivnost. Glavni antioksidansi u jabuci su polifenolna jedinjenja prisutna u pokozici.
Pored toga polifenolna jedinjenja su prisutna i u semenkama jabuke (Xu et al., 2016).
Sadrzaj polifenola u celoj jabuci, semenkama i pokozici uglavhom zavisi od sorte, dok su
primenjeni nacin dobijanja soka, dalja obrada tropa i nacin skladiStenja odgovorni za
sadrzaj prisutnih polifenola u tropu od jabuke (Heras-Ramirez et al., 2012; Liu et al.,
2019; Marago et al., 2015; Nayak et al., 2015; Sharma et al., 2017). Ocuvanje polifenola
u AP-u povezano je uglavnom sa efikasnosS¢u procesa susenja koji je potrebno sprovesti
odmah nakon presovanja jabuka da bi se spredila aktivnost enzima odgovornih za
njihovu degradaciju (Waldbauer et al., 2017). Uslovi susenja uti¢u na sadrzaj polifenola
u osusenom AP. Najvisi sadrzaj ukupnih polifenola naden je u liofiliziranom AP (5,78 +
0,08 mgGAE / g suve mase) (Rana et al., 2015). Proucavan je i uticaj vremena ekstrakcije,
temperature i odnosa vode u smesi za ekstrakciju. Ustanovljeno je da je voda dobar
medijum za ekstrakciju polifenola iz AP. Ipak, metanolni ekstrakti imaju vece vrednosti
za TPC i AO aktivnost u odnosu na vodene ekstrakte (Candrawinata et al., 2014). Stoga
je u ovom radu primenjena ekoloski prihvatljivija ekstrakcija smeSom etanola i vode.
Polifenolna jedinjenja (ukupni sadrzaj polifenola (TPC) i ukupni flavonoidi (TFC)) kao i
antioksidativna aktivnost (DPPH, ABTS, HPMC) odredeni su u vodeno-etanolnim

ekstraktima (APF 1-5 i AE) i prikazani su u tabeli 13.

Sadrzaj TPC u uzorcima APF-a je bio u opsegu od 4,6 + 0,2 do 8,1 + 0,3 mg GAE g APF,
Sto je u saglasnosti sa literaturnim vrednostima koje se kreé¢u u opsegu od 2,3 do 14,1
mg GAE g za AP od meSanih jabuka (Difieiro Garcia et al., 2009). U radu Wang et al.,
(2019) dobijeni AP je imao vrednosti za TPC od 2,9 mg GAE g $to je za 1,6 - 2,8 puta niZe
od vrednosti za uzorke APF u ovoj studiji. U primenjenoj tehnologiji za dobijanje soka ne
dodaju se pektinaze koje se koriste za dobijanje bistrog soka, te stoga nema povecanja
TPC uzrokovanog kidanjem veza izmedu polisaharida smestenih u celijskim zidovima i

polifenola. Uzorci APF1 i APF3 imaju najveci sadrzaj ukupnih polifenola, sledi APF3, dok
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najnizi sadrzaj imaju APF4 i APF5 i komercijalni uzorak AE. Prema statistickoj analizi
primenom ANOVA uzorci se mogu grupisati u dve grupe, prvu sa ve¢im sadrzajem kojoj
pripadaju APF1-3 i drugu u kojoj su APF4-5 i AE medu kojima nema statisticki znacajne
razlike. Sadrzaj flavonoida prisutnih u svim uzorcima APF-a je znacajno visi (p < 0,05) od
sadrzaja komercijalno dostupnog praha jabuke sa dodatkom pektina, odnosno AE.
Sposobnost vezivanja radikala i antioksidativna aktivnost su vazni u prevenciji razlicitih
hroni¢nih bolesti (Rana & Bhushan, 2016). Polifenoli prisutni u pokozici jabuke vise
doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti cele jabuke nego pulpa jabuke. Samo 3 do
10 % ukupne antioksidativne aktivnosti jabuke ostaje u soku od jabuka (Djilas et al.,
2009; Rana et al., 2015). Antioksidativna aktivnost uzoraka je odredena in vitro,
standardno  koris¢enim  spektrofotometrijskim ABTS i DPPH metodama i

elektrohemijskom HPMC metodom.

Tabela 13. Sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) i flavonoida (TFC) i antioksidativna aktivnost
uzoraka brasna od tropa jabuke (APF1-5) i slicnog komercijalno dostupnog proizvoda
(AE) odredena ABTS, DPPH i HPMC metodom

Uzorak TPC FC TFC ABTS DPPH HPMC
(mgGAE g*) (mgQE g')  (mmolTE /100g) (mmolTE /100g) (% ml?)

APF1 7,7£0,3% 24,8 +1,0° 10,0+0,7° 3,8+0,2% 60+2°
APF2 6,1+0,2° 27,4+1,4° 9,2+0,9°% 3,3+0,3% 60+2°
APF3 | 81%0,3° 346+2,2° 95+1,0° 4,5+0,4° 87+4°
APF4 46+0,2° 18,6 +1,0¢ 36+0,5° 2,6+0,2¢ 50£2°
APF5 | 4,62+0,08°¢ 21,2+1,3 3,4+0,3° 2,9+0,4 b 45+
AE 43+0,2°¢ 12,2+0,7°¢ 3,1+0,4° 2,2+0,5¢ 43 +24

*Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost * SD, razlicita slova kao superscript unutar iste kolone
ukazuju na znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p < 0.05).

Na osnovu i ABTS i DPPH metode uzorci se mogu grupisati u dve grupe, APF1, APF2 i
APF3 imaju znacdajno veéi AO kapacitet u odnosu na APF4, APF5 i AE. HPMC metoda
pokazuje da je najveca antioksidativna aktivnost uzorka APF3, slede APF1 i APF2, dok
APF4, APF5 i AE imaju niZe aktivnosti (tabela 13).

Sadrzaj polifenola i flavonoida, kao i antioksidativna svojstva potvrduju opravdanost
upotrebe APF-a, kao dijetetskog preparata i kao dodatka kojim se standardni proizvodi

mogu obogatiti prirodnim antioksidansima. Iz tabele 12 je ocigledno da prosecan TPC
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svih analiziranih uzoraka APF daleko prevazilazi sadrzaj TPC u brasnu od zita bez glutena.
Sadrzaj ukupnih polifenola brasna od tropa mesanih sorti u kojima preovladuje ajdared,
a koji u fabrici ,,Fruvita“ nastaje u najveéim koli¢inima (APF1) je ¢ak 60, 50, 8 i 1,5 puta

VviSi nego u psSeni¢énom, pirin¢anom, kukuruznom i heljdinom brasno (tabela 12).

Imajuci u vidu visok sadrzZaj polifenola i flavonoida i izrazenu AO aktivnost APF se moze
smatrati ne samo bogatim izvorom DV, ve¢ i polifenolnih jedinjenja, odnosno
antioksidanasa, i kao takvo koristiti da se nadomesti njihov nedostatak u modernoj
ishrani u kojoj preovladuje procesirana hrana, a posebno u dijetama bez glutena.
Cinjenica da se radi o bezglutenskom bra$nu prosiruje moguénost njegove primene i na
bezglutenske proizvode koji su najéesce siromasni DV i AO. Vedi unos polifenola, glavnih
sastojaka pokoZice jabuke, povezan je sa smanjenim rizikom od nekih hroniénih bolesti,
ukljucujudi dijabetes tipa Il (Boyer & Liu, 2004). Vazno je istacéi i da se zbog svojih
antioksidativnih svojstava, odnosno sadrzaja polifenolnih jedinjenja, AP moZze smatrati
prirodnom zamenom za sinteticke antioksidanse i koristiti kao funkcionalni dodatak koji
ima pozitivan uticaj, ne samo kad je u pitanju nutritivna vrednost obogacenog proizvoda,
vec i njegova produZena trajnost (Sudha et al., 2011). Inhibitorni efekat polifenola na
lipidnu peroksidaciju, odnosno nepozeljne oksidativne reakcije uzrokovane prisustvom
slobodnih radikala predstavlja veoma znacajan aspekt koris¢enja tropa u prehrambenoj

industriji.
5.2.3 Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja

U analiziranim uzorcima ekstrakata APF, HPLC-DAD-MS/MS spektroskopijom je
identifikovano i kvantifikovano 31 polifenolno jedinjenje. Ukupni sadrzaj polifenola
odreden HPLC-om varirao je od 948,6 u APF3 do 560,5 mg kg! u APF5 (koeficijent
varijacije 22,5 %). Najvisi sadrzaj svih identifikovanih polifenolnih jedinjenja je zapazen
u APF 2 i 3 a zatim u APF1. APF2 je dobijen od tropa pojedinacne sorte ajdared, dok su
APF1 i APF3 dobijeni od tropa mesSovitih sorti u kome preovladuje ova sorta. Najnizi
sadrzaj bio je u APF 4 i 5 koji potic¢u od tropa pojedinacnih sorti greni smit i crveni delises.
Ukupni sadrzaj polifenola odreden Folin-Ciocalteauovom (FC) metodom bio je visi od

ukupnog zbira pojedinacnih polifenola odredenih HPLC-om. Ovaj fenomen je uocen i
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ranije i moze se objasniti ¢injenicom da FC metoda nije apsolutno merilo koli¢ine
polifenola zbog prisustva drugih jedinjenja kao Sto su organske kiseline, rezidualni Seceri,
aminokiseline, proteini i druga hidrofilna jedinjenja koja utiCu na rezultat ove analize
(Cetkovi¢ et al., 2008; Xu et al., 2016). Osim toga, razli¢ita polifenolna jedinjenja imaju

razliCite odgovore u FC testu.

Sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u pet ispitivanih uzoraka APF-a i AE prikazan
je u tabeli 14. U svim ispitivanim uzorcima najzastupljeniji su: dihidrokalkoni (floretin i
florizin), flavonoli i flavonolni glikozidi (kvercetin, kvercetin-3-O-ramnozid, kvercetin-3-
O-galaktozid, rutin, izoramnetin, izoramnetin-3-O-rutinozid, kaemferol i kaemferol-7-
glukozid), cimetne kiseline (kafeinska, p-kumarinska, ferulinska, sinapinskai hlorogena
kiselina) i hidroksibenzoeve kiseline (galna, protokatehinska, elaginska i p -

hidroksibenzoeva kiselina).

Tabela 14. Polifenolna jedinjenja identifikovana i kvantifikovana u uzorcima APF1-5 i
AE HPLC-DAD-MS/MS spektroskopijom

(mg kg™?) APF1 APF2 APF3 APF4 APF5 AE
Dihidrokalkoni
Floretin| 0,77+0,06®  0,70£0,04* 0,98+0,03® 0,29+0,02¢ 0,78+0,00° 0,63%0,05¢
Florizin| 215,11 +2,5 194,5+53%  227,3+1,3°  112+3,0° 1658%1,1° 158994
ukupno| 215,9 +2,5° 1952+53° 2283+1,3  112+3¢  1663+1,3° 159,6+9,4¢
Flavoni
Luteolin| 0,26 +0,01° 0,11+0,01¢ 0,15+0,01® 0,10£0,01¢ 0,13+0,01° 0,11%0,01°¢
Apigenin_7-O-glukozid| 0,84+0,05°  0,73+0,02° 1,01+0,05° 0,68+0,03¢ 0,47%0,04¢ 0,69+0,06°
Apigenin| 0,48 £0,00° 0,38+0,04° 0,46+0,07> 0,31+0,012 0,41£0,23° 0,43+0,21°
ukupno| 1,58+0,07®  1,22+0,07** 1,62+0,11° 1,09+0,03® 1,01+0,28° 1,23+0,26*
Flavononi
Eriodiktiol| 0,18 +0,02°  0,13+0,02¢ 0,26+0,01° 0,11+0,01¢ 0,21+0,02° 0,21+0,01°
Naringenin| 0,24+0,02@  0,18+0,03® 0,21+0,01® 0,11+0,00¢ 0,17+0,00° 0,19 +0,01
Naringin| 0,22 +0,01¢ 0,57+0,02° 0,60+£0,01° 0,48+0,02° 0,35%0,02¢ 0,46+0,02°
ukupno| 0,64+0,01¢  0,88+0,01®> 1,07+0,01° 0,70+0,03¢ 0,73+0,04c 0,86%0,00°
Flavonoli i Flavonolni
glikozidi
Kvercetin| 14,2 * 3,0 10,9+2,4%  13,1+3,3%®  7,2+1,8* 410£0,74¢ 12,7+1,8%
Kvercetin_3-O-ramnozide| 121,9 +1,3? 85,3+4,1¢ 124,8+1,7° 114,1+3,9° 34,1+1,3¢ 85,9+1,7°
Kvercetin_3-O-galactozid| 165,2 + 3,5 158,5+2,7°  149,9+4,1> 126,7+3,4° 121,4+0,6° 80,8+1,8°
Rutin| 46,9%1,9° 20,4+0,3¢ 23,940,229 649+1,4° 80%01' 345%08°¢
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Izoramnetin_3-O-rutinozide| 1,11 +0,01° 0,82+0,02° 0,41+0,00¢ 0,40+0,04¢ 0,36+0,04¢ 0,10+0,01¢
Izoramnetin 12,3+0,4° 17,6 £0,32 4,05+0,04¢ 2,08+0,02¢ 1,10+0,01¢ 1,16+0,02¢
Kaemferol| 2,460,372 0,71+0,14° 2,82+0,37® 1,37+0,16° 0,48+0,02¢ 0,62+0,42 "
Kaemferol_7-O-glukozide| 0,05 +0,01 ¢ 0,03+0,01°¢ 0,70+0,03> 1,19+0,12® 0,11+0,01¢ 0,13+0,02°¢

ukupno| 363,9 +7,8° 257,5+7,3°¢ 328,4+8,6° 341,1+7,4> 129,1+2,5¢ 261,8+4,4°
Flavanonoli
Taksifolin| 0,16 + 0,029 0,46 £0,01° 0,33+0,01®* 0,33+0,04° 0,24+0,01¢ 0,21+0,02«
Flavononi
Hrizin| 0,19 + 0,00 0,18 £0,00 ¢ 0,22+0,00® 0,13+0,00¢ 0,11+0,00¢ 0,12+0,00¢
Hidroksicimetne kiseline
Kafeinska kiselina| 0,33 0,02 ® 0,22+0,03" 0,35+0,05% 0,23+0,01° 0,12+0,00¢ 0,18+0,00"¢

p-Kumarinska kiselina| 0,32 +0,06 € 0,44+0,09b 0,44+0,03> 0,76+0,09°2 0,57+0,03® 0,51+0,05°

Ferulinska kiselina 23,8+0,3° 23,4+0,9° 13,2+0,1¢ 23,5+0,22 19,5+0,5° 15,9+0,3°¢

Sinapinska kiselina| 7,20 +£0,03 ® 4,29+0,19" 2,97+0,05¢ 2,78+0,03« 2,60+0,01¢ 2,03+0,05¢

Hlorogena kiselina| 224,4 +9,8° 214,3+3,4> 308,3+14,0° 89,0+9,5¢ 185,7+6,2° 126,6+4,7¢

ukupno| 251,8 +10,1° 245,6+3,9° 325,1+14,1° 117,7+9,5¢ 208,5%6,4 145,2+4,6¢
Hidroksibenzoeve kiseline
Galna kiselina| 4,53 £0,10° 2,22+0,04¢ 4,80+0,12® 3,20+0,12¢ 3,20+0,03¢ 2,54+0,03¢

Protokatehinska| 28,61 +1,01° 7,29+0,55% 21,15+0,73° 6,58+0,42¢ 17,22+0,24° 8,69+0,01¢
Elaginska kiselina| 19,70 +2,90° 14,17 +0,27° 24,04 +5,64> 22,88+8,49* 22,49 +2,30° 75,22 +11,84°

p-Hidroksibenzova kiselina| 2,51+0,10° 2,15+0,38° 2,24+0,15° 2,92+0,53® 1,16+0,17¢ 5,80+0,092

ukupno| 55,4 +3,4° 25,8 +0,5¢ 52,2+5.2% 356+9,4< 44,1+19% 923+11,7°

Kumarini
Aeskulin| 9,38+0,37°>  8,80%0,36* 10,67%0,56° 7,96%0,11¢ 9,68+0,28" 5,53+0,16¢

Ostali

Resveratrol| 0,16 0,01 ¢ 0,89+0,02° 0,82+0,01° 0,24%0,02¢ 0,22%0,02¢ 0,19+0,03
Pterostilben| 0,19 0,01 ¢ 0,90+0,00° 0,70£0,01° 0,35%£0,02¢ 0,29%0,02¢ 0,200,054
Pinocembrin| 0,39 +0,01° 0,32+0,00® 0,22+0,00° 0,25+0,00¢ 0,29+0,00¢ 0,22+0,00°
Total 899,9 +3,9° 736,1+7,2° 948,6+0,7° 619+10° 560,5+4,9° 668,6+19,9¢

*Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, razliCita slova kao superscript unutar iste reda
ukazuju na znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p < 0.05).

Udeo pomenutih grupa jedinjenja u ukupnom sadrzaju polifenola iznosi kod svih uzoraka
priblizno 98 %. Medutim, sadrzaj pojedinacnih polifenolnih jedinjenja u analiziranim
uzorcima APF varira. Sadrzaj dihidrokalkona, kome najvise doprinosi florizin, opada u
nizu APF3 > APF1> APF2 > APF5 > AE > APF4. Sadrzaj florizina varirao je od 111,2 u APF
4 do 227,3 mg kg u APF3 (koeficijent varijacije 25,1 %). On je &inio 18-29 % zbira svih

identifikovanih polifenolnih jedinjenja. Poznato je da su varijacije u sadrzaju florizina u
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AP-u kao i u pokozici i semenkama povezane sa genetickom raznoliko$¢éu jabuka
(Cetkovic¢ et al., 2008; Xu et al., 2016). Florizin je najstabilnije polifenolno jedinjenje
tropa jabuke, karakteristicno za jabuku i najzastupljenije u suvom AP tako da moze
posluziti kao neka vrsta markera i za APF. Varijacije sadrzaja florizina u APF-u bi se mogle

povezati sa kvalitetom AP.

Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina, kome najvise doprinosi hlorogena kiselina se kretao u
rasponu od 89 mg kg* u APF4 do 308 mg kg u APF 3, $to ¢ini 14,4 do 32,5 % ukupne
koli¢ine identifikovanih polifenola. Varijacije u sadrzaju hlorogene kiseline u uzorcima
APF-a bile su vece od varijacija u sadrzaju florizina (koeficijent varijacije 38,7 %). Sadrzaj
flavonola i flavonolnih glikozida, posebno kvercetina i njegovih glikozida (kvercetin-3-O-
ramnozid, kvercetin-3-0-galaktozid), je bio najvisi u uzorku APF1, APF4 i APF3, a najnizi
u uzorku APF5. Prisutnost Sirokog spektra kvercetin glikozida uocen je ranije u razli¢itim
sortama jabuka, kao i veca zastupljenost galaktozida u odnosu na ramnozid (Lee et al.,

2003).

Pokazano je da stabilnost polifenola zavisi od aktivnosti vode (Lavelli & Vantaggi, 2009).
U svim APF uzorcima aktivnost vode je dovoljno niska da omoguci ocuvanje polifenola.
Utvrdeno je da postoji veza izmedu aw i brzine razgradnje polifenola prisutnih u
dehidriranim jabukama i tropu od jabuke. Maksimalna stabilnost svih fitohemikalija
jabuke zapaZena je pri najniZoj vrednosti aw (Lavelli & Vantaggi, 2009). Na niZim aw
vrednostima polifenolna jedinjenja su stabilna dok pri visim aw (0,75) dolazi do
razgradnje po sledecem redosledu stabilnosti: florizin> hlorogena kiselina> kvercetin 3-
O-galaktozid > epikatehin> procijanidin B2 i cijanidin 3-O-galaktozid (Lavelli & Vantaggi,
2009). Imajuci u vidu visoku stabilnost polifenola prisutnih u AP koji je dehidriran u
laboratorijskim uslovima (dehidratacija na 60 °C u otvorenom sistemu) moZe se
pretpostaviti i dobra stabilnost polifenola prisutnih u APF-u koje je dobijeno pri nizim
temperaturama u zatvorenom sistemu (Lavelli & Corti, 2011). Bolje odrzanje polifenola
u AP osusenom dehidratacijom (na 60 °C) u odnosu na suSenje vakuumom na nizim
temperaturama (na 40 °C) dodatno potvrduje izbor dehidratacije kao dobre metode za

susenje AP. U radu Lavelli & Kerr, (2012) je ukazano da se visoka stabilnost glavnih
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polifenolnih jedinjenja prisutnih u AP-u moze smatrati velikom prednoscu i da se samo
AP osuSen na odgovaraju¢i nacin moze koristiti u razvoju novih prehrambenih i
farmaceutksih proizvoda sa produzenom stabilnos¢u u smislu nepromenjenog sadrzaja

i aktivnosti polifenola.

Sadrzaj polifenolnih jedinjenja cele jabuke, pokoZice, pulpe kao i tropa je intezivno
proucavan (Le Bourvellec et al., 2011; Lu & Foo, 1997; Persic et al., 2017). Primeceno je
da koli¢ina polifenolnih jedinjenja u tropu jabuke zavisi pre svega od sorte jabuke, kao i
od primenjenog tehnoloskog postupka za dobijanje soka i nacina ekstrakcije (Kalinowska
et al.,, 2014; Marago et al., 2015; Persic et al., 2017). U uzorcima APF te razlike su
evidentne i mogu se pripisati pre svega u razlikama u pojedinacnim sortama jer je
prilikom proizvodnje soka koris¢eno samo presovanje sveieg voca, bez upotrebe
enzima, naknadnog ispiranja tropa i slicno, tj nije bilo znac¢ajnih razlika u primenjenom
tehnoloskom postupku proizvodnje soka koje bi mogle doprineti razlici u polifenolnom

sastavu uzoraka.

5.2.4 Korelacija izmedu sadrzaja ukupnih i pojedinacnih polifenala i antioksidativne

aktivnosti

Korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja (TPC i TFC) dobijenih standardnim
metodama i HPLC-om, kao i in vitro antioksidativnog kapaciteta merenog DPPH, ABTS i
HPMC metodama je odredena linearnom regresionom analizom. Koeficijenti korelacije
izmedu svih poredenih parametara su preko 0,7 (tabela 15). Utvrdena je visoka
korelacija izmedu TPC odredenog FC metodom i izraCunatog na osnovu HPLC analize (r
0,97) koja je znacajno visa od korelacije (r 0,72) zabelezene za AP dobijen u
laboratorijskim uslovima od pet pojedinacnih sorti jabuka koje se najcesc¢e uzgajaju u
Srbiji i jednog industrijski dobijenog uzorka (Cetkovié¢ et al., 2008). Pokazana je
zadovoljavaju¢a medusobna korelacija izmedu DPPH, ABTS i HPMC, kao i TPC odredenog
FC metodom iizracunatog na osnovu HPLC analize i TFC. Sadrzaj TPCi TFC dobro korelira
sa rezultatima sva tri AO testa. Visoke korelacije dobijene za APF, kao i prethodno
opisane za AP (Cetkovi¢ et al., 2008), dokazuju da polifenolna jedinjenja direktno

doprinose AO aktivnosti. Primecena je bolja korelacija izmedu TPC i AO aktivnosti
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odredene ABTS i DPPH metodom nego HPMC metodom, kao i bolja korelacija HPMC sa
TFC-om nego TPC, koja se moZe objasniti znacajno ve¢om AO aktivnoséu pojedinacnih
flavonoida u odnosu na pojedinacne polifenolne kiseline (Suznjevi¢ et al., 2011). Ranije
je uocenoida je doprinos flavonoida ukupnoj AO aktivnosti biljnih ekstrakata odredenoj
HMPC metodom znacajno vedi od doprinosa AO aktivnosti izmerenoj ABTS i DPPH

metodom (Petrovi¢ et al., 2016).

Tabela 15. Korelacioni matriks antioksidativne aktivnosti (DPPH, ABTS, HPMC) i ukupnog
sadrzaja polifenolnih jedinjenja odredenih spektrofotometrijski (TPC-FC, TFC) i HPLC-
DAD-MS/MS tehnikom (TPC-HPLC).

Promenljive  TPC-HPLC TPC-FC TFC ABTS DPPH HPMC
TPC-HPLC 1

TPC-FC 0,97 1

TFC 0,75 0,86 1

ABTS 0,89 0,94 0,82 1

DPPH 0,89 0,96 0,95 0,86 1

HPMC 0,86 0,88 0,92 0,77 0,93 1

Da bi se stekao uvid u doprinos pojedinih klasa polifenolnih jedinjenja, kao i pojedinacnih
polifenola ukupnoj AO aktivnosti odredenoj primenjenim metodama (DPPH, ABTS i
HPMC) izraCunati su i koeficijenti korelacije izmedu njihovog sadrZaja odredenog HPLC
analizom i AO aktivnosti uzoraka. Zapazeno je da je korelacija izmedu DPPH, ABTS i
HPMC i ukupnog sadrzaja cimetnih kiselina (0,95, 0,88 i0,81) i dihidrokalkona (0,87, 0,86
i 0,74) (p <0,05) najveca, Sto ukazuje na njihov doprinos ukupnoj AO aktivnosti. Relativni
doprinos pojedinacnih polifenolnih jedinjenja prisutnih u jabuci, pokoZici jabuke ili tropu
jabuke ukupnom antioksidativnom kapacitetu ispitivan je u prethodnim studijama
(Difieiro Garcia et al., 2009; Plaza et al., 2014; Raudone et al., 2016). Kao glavni nosioci
ukupne aktivnosti AO u gotovo svim sortama jabuke najceSée je navodjena hlorogena
kiselina, kao jedna od najvaznijih cimetnih kiselina, kao i dihidrokalkon florizin i flavanol,
kvercetin. Postoji i navod o visokom stepenu korelacije izmedu sadrzaja rutina i DPPH

(Cetkovi¢ et al., 2008).
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Sadrzaj hlorogene kiseline kvantifikovan u APF korelirao je 0,94, 0,86 i 0,80 sa
rezultatima DPPH, ABTS i HPMC metode. Hlorogena kiselina imala je najveci doprinos u
AO aktivnosti praha pet sorti jabuka dobijenih liofilizacijom, odredenoj ABTS i FRAP

metodom (Plaza et al., 2014; Raudone et al., 2016).

Sadrzaj florizina korelira 0,85, 0,85 i 0,74 sa AO aktivnoss¢éu merenom DPPH, ABTS i
HPMC metodom. Florizin i floretin su ¢inili 46,70 41,94 % TFC-a kod AP crvenog deliSesa
i imali su najveci doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti odredenoj pomocu Cetiri
razlic¢ita AO testa (Zhang et al., 2017). Objavljeno je da se AO aktivnost tropa od jabuke
moze predvideti u odnosu na sadrzaj florizina, procijanidina B2, sadrZaja rutina i

izokvercetina, protokatehinske kiseline i hiperina (Difieiro Garcia et al., 2009).

Suma kvercetina, glikozida i slobodnog kvercetina, prisutnih u APF-u, ima pozitivnhu
korelaciju (0,48, 0,56 i 0,59) vecu od korelacije izmedu AO aktivnosti odredenih sa tri
primenjena eseja i ukupnih flavonola (0,37, 0,50, 0,46). Razlika izmedu korelacije
galaktozida i ramnozida bila je gotovo zanemariva. U radu Lee et al., (2003) pokazano je
da najveci doprinos ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti Sest sorti jabuka potice od

flavonoida kao Sto je kvercetin, epikatehin i procijanidin B.

Visoka do umerena korelacija utvrdena je i sa flavonima (0,81, 0,70 i 0,75) i kumarinima
(0,87, 0,62, 0,75), dok je sa flavononima manja (0,42, 0,29 i 0,64). Samo su benzoeve
kiseline (0,16, 0,18 i 0,20) pokazale vrlo nisku negativnu korelaciju. Medutim, uocena je
umerena korelacija izmedu DPPH, ABTS i HPMC i galne (0.77, 0.51, 0.68) i
protokatehinske kiseline (0,69, 0,55, 0,45). Protekatehinska kiselina bila je povezana s

visokom AO aktivno$¢u AP od strane Difeiro Garcia et al., (2009) i Plaza et al., (2014).

Imajuci u vidu visoku aktivnost vezivanja radikala i antioksidativnhu aktivnost, APF se
moze smatrati korisnim u spre€avanju oksidativnog stresa i prema tome koristititi da se
nadoknadi nedostatak ne samo DV nego i polifenolnih jedinjenja, tj. antioksidanasa u

modernoj ishrani, posebno u ishrani bez glutena. Veéi unos nekih polifenola, glavnih
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sastojaka pokoZice jabuke, bio je povezan sa smanjenim rizikom od nekih hronicnih

bolesti, ukljucujuci dijabetes tipa Il (Boyer & Liu, 2004).

Zbog antioksidativnih svojstava vezanih za sadrzaj polifenolnih jedinjenja AP se smatra

prirodnom zamenom za vestacke antioksidanse (Sudha et al., 2011).

5.2.5 FT-IR spektroskopska analiza

ATR-FT-IR spektri pet uzoraka APF-a i AE prikazani su na slici 15. Spektri odgovaraju FTIR

spektrima jabucnog tropa objavljenim u literaturi (Chand et al., 2014).

T/%

4 ——APF3
e —— APF4
30 1 ——APF3
50 —AE
10 T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

A/cm’
Slika 15. ATR-FT-IR spektri APF (1-5) i AE.

Identifikacija karakteristi¢nih IR traka za ovaj materijal je data u tabeli 16. Evidentna je
prevalenca lignoceluloznih vlakana (celuloza, hemiceluloza i lignin), koja su poznata kao
glavna jedinjenja prisutna u AP (Chand et al., 2015; Fan et al., 2012). U literaturi je
narocita paznja posvecena celulozi, koja se nalazi u zidovima biljnih ¢elija (Fan et al.,
2012) i prisutna je u svim vlaknima prirodnog porekla. U studiji (Kacurdkova et al., 2000)
data je detaljna analiza spektara pektina, hemiceluloze, glikozidnih veza, anomeri¢nog
regiona i monosaharida. Razliiti polozaji traka kod posmatranih polisaharida
dozvoljavaju identifikaciju strukture polisaharida i njihov sastav (Kacurakova et al., 2000;
Szymanska-Chargot et al., 2015). Polisaharidi razli¢itih struktura i sastava imaju

apsorpcione trake u regionu od 800-1200 cm-1 (Kacurakova et al., 2000).
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Najintenzivniji pikovi u FTIR spektrima uzoraka APF-a i AE poti¢u od celuloze i

hemiceluloze sa maksimumima u podruéju od 990 - 1046 cm™ (C-C, C-OH, CH vibracija

prstena i boc¢nih grupa) (Chand et al., 2014; Fan et al., 2012) (tabela 16.). Trake na

poloZajima 2845-2849 i 2916-2921 cm™ poticu od istezuéih vibracija grupa -C-H i -C-Ha

alifati¢nih ugljenic¢nih lanaca (Chand et al., 2014; Fan et al., 2012)..

Tabela 16. Talasne duZine (cm™) i asignacija FT-IR traka za uzorke APF1-5 i AE

Pikovi APF1 APF2 APF3 APF4 APF5 AE Funkcionalne grupe Literatura
113295 3303 3295 3295 3285 3312 -OH i-NH istezuce (Chand et al., 2014;
Fan et al., 2012)
2 2916 2916 2920 2920 2917 2921 -C-H,asimetricne istezu¢e (Chand etal., 2014)
3 |2846 2846 2849 2846 - 2845 -C-H,simetricna istezuca (Chand et al., 2014)
-C=0 estarska grupa istezuca (Chand et al., 2014;
4 11735 1737 1741 1740 1741 1738 " Szymanska-Chargot et
(pectin) al., 2015)
H-O-H vezujuéa vibracija (Cpandtetlaléozle'z‘;
5 ]1638 1641 1614 1630 1599 1625 adsorbovanih molekula e ’
de i —CO Karbonil Szymanska-Chargot et
vode i —CO karbonilne grupa al,, 2015)
6 1422 1417 1416 1416 1413 1420 1 CHI-O-CHuravni, (Fan et al., 2012)
vibracija veze
-C-O-C istezanje etarske
grupe, -C-H i CH; savijajuca Chand et al., 2014;
7 11362 1372 1366 1365 1339 1366 o . Szymanska-Chargot et
vibracija (celuloza i
. al., 2015)
hemiceluloza)
Savijajuca vibracija OH (s ka-Chargot et
8 1237 1232 1239 1239 1235 1234 grupe u piranoznom prstenu Zyma:ls ;615?rg0 €
pektina v
C-C, C-OH, CH vibracije (Chand et al., 2014;
9 11023 1025 1018 1018 1026 1047  Pretenaibocnih grupa, FEID el A
vibracije bo¢nog lanca Szymanska-Chargot et
arabinoze (pektin) al., 2015)
70 1924 915 919 920 915 916 Vlbrac!Je prstena (Szymanska-Chargot et
(hemiceluloza) al., 2015)
17 820 820 816 817 820 817 Vibracija izvan ravni, (Szymanska-Chargot et

Vibracija a-veza (pektin)

al., 2015)
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Svi testirani uzorci imaju intenzivne trake sa maksimumima u oblasti 3285-3315 cm?
koje odgovaraju slobodnoj vodi, kao i rastezu¢im vibracijama fenolnih -OH grupa
pozicioniranih na 1720-1741 cm™ (-C = O iz pektina i hemiceluloze) (Chand et al., 2014;
Fan et al., 2012). Razli¢it sadrzaj apsorbovane vode u uzorcima utiCe na promenu u
intenzitetu apsorpcionog pika u oblasti 1625-1641 cm™ zbog doprinosa H-O-H vibracija
(Chand et al., 2014; Fan et al., 2012; Szymanska-Chargot et al., 2015). IR trake u oblasti
ispod 900 cm™ poticu od razliditih vibracija: 895 cm™ (-COC, -CCO i —CCH deformacione
istezuce) , 830 cm™ (vibracije hidroksilne grupe izvan ravni, vibracije a-veza (pektin ),
662 cm* (-C-OH van ravni, vezujuéa vibracija) (Fan et al., 2012; Szymanska-Chargot et

al., 2015).

IR spektri pokazuju prisustvo brojnih funkcionalnih grupa i sloZzenih struktura koje

jabucni trop Cine bioloski aktivnom i nutritivno bogatom hranom.

5.2.6 Termalna karakterizacija DSC metodom

Dobijeni DSC termogrami tropa od jabuka (APF 1-5) i AE prikazani su na slici 16, a

rezultati DSC analize u tabeli 17.

APF1 AFPF2 APF3
APF4 APF3 AE

Protok toplote / Wg'
{

-100  -50 0 50 100 150 200 250
Temperatura / °C

Slika 16. DSC krive uzoraka brasna od tropa jabuka (APF 1-5 i AE) dobijenih pri brzini
grejanja 5 °C min ! u struji azota pri protoku od 60mL min2.
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Prema dobijenim DSC krivama, svi APF uzorci su pokazali slicno termalno ponasanje. U
temperaturnom opsegu od -90 °C do 0 °C nije bilo termalnih dogadaja. Uocljiv je
karakteristi¢an staklasti prelaz u temperaturnom opsegu od 20 - 40 °C, pracen Sirokim

plitkim endotermnim pikom u opsegu od 110,3 do 216,1 °C.

Na temperaturama iznad 220 °C endotermni prelaz se nastavlja u egzotermni koji
ukazuje na pocetak degradacije uzorka. Uocljive su sli¢nosti u termalnom ponasanju
izmedu APF-a i nekih Cistih komponenti hrane, kao $to su amorfni Seceri sa jednim
staklastim prelazom (Athmaselvi et al, 2014; Roos, 2003). Medutim, u
viSekomponentnoj hrani, komponente mogu biti delimi¢no amorfne (ugljeni hidrati, npr.
skrob i Seceri, proteini), delimi¢no mesljive ili nemesljive, formirajuci jednu ili visSe faza u
mikrostrukturi hrane (Roos, 2003). Slicno termalno ponasanje je dobijeno za uzorke
dehidriranog tropa od jabuke u ovoj studiji. Dobijeni DSC rezultati ukazuju na postojanje
delimi¢no amorfnog materijala (staklasti prelaz) i delimi¢no kristalnu prirodu APF-ova
(endotermni prelaz topljenja) i dobru izmeSanost komponenti uzoraka (postojanje

jednog staklastog prelaza).

Za odredivanje i predvidanje stabilnosti hrane (Sablani et al., 2007) koristi se aktivnost
vode i temperatura staklastog prelaza. Niska aktivnost vode (0,2 - 0,4) postignuta
zahvaljujudi primenjenom tehnoloSkom postupku, kao i Tg (28 — 38 °C) koji je iznad
temperatura skladiStenja, obezbeduje produzenu stabilnost tokom skladistenja APF-a
(Zlatanovi¢ et al., 2019). Temperatura staklastog prelaza kod posmatranih uzoraka APF-

a je u korelaciji sa sadrzajem vlage i aw posmatranih uzoraka (tabela 11, tabela 17).

Temperatura staklastog prelaza hrane i bioloskih materijala opada sa povecanjem
sadrzaja vode, usled plastifikacije Cvrstih materija (Wang & Truong, 2016). Na
temperaturi od 10 - 20 °C iznad Tg postize se kriticna viskoznost (Roos & Karel, 1991).
Najvisa vrednost Tg (38,0 °C) odgovara APF1 sa sadrzajem vlage 4,0 % i aw 0,22, a
najmanja (21 °C) je kod AE sa sadrzajem vlage (5,7 %) i aw 0,21 (tabela 11). Znacajne
razlike izmedu APF2, APF3 i APF5 u smislu Tg nisu primecene (Tukey’s test (p < 0.01))
(tabela 17).
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Tabela 17. Termodinamicki parametri dobijeni iz DSC krivih (APF 1-5) i AE

parametri APF1 APF2  APF3 APF4 APFS5 AE
Staklasti |5 o) 360+0,0° 34420  3141% 25819 2842% 2141
prelaz
T, (°C)  38+2° 36+1% 3342% 28+1¢  30+2% 214+0,7°
Tyend (°C)  40+1° 39432 3541 30+3% 3242%c  )543c
ACp (J/(g°C) 2,040,8° 6,1+0,9° 4,5+0,8° 3,1+0,9° 45+0,9° 3,1+0,8
[E)fgzierm”’ Ton("C) 11843 142+1° 136422 11042° 143£3° 12643°

T,(°C)  190+1® 191+32 182+1° 171+3° 178+3° 191+1°
Tend (°C)  216+2% 215+32 208+32% 210+1® 206+3° 21043
AH (J/g) 141+8* 93+8° 104+8% 209+7° 154+7° 124+ 8«

*Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, razlicita slova kao superscript unutar istog reda
ukazuju na znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p<0.01).

Dehidratacijom u vakuumskoj trakastoj susari dobijeni su relativno stabilni uzorci tropa
jabuke osuseni na temperaturama 80,951 110 °C (aw 0,11-0,22 i T¢ 30,6 - 49,7 °C) koji su
pokazali minimalnu lepljivost, dok je veci rizik od slepljivanja i hemijskih promena
primecen na aw 0,32 Tg 9,9 - 16,6 °C (Yan, 2012). Generalno, dobijeni DCS termogrami
se mogu pripisati sloZenom sastavu APF-a, visokom sadrzaju ukupnih ugljenih hidrata
(50-58,3g/100gs.m.)iDV(35,2-45,1g/100 gs.m.). Prema radu Saavedra-Leos et
al., (2012), Sirok endotermni prelaz na DSC krivi moZe se pripisati topljenju mono- i
disaharida (glukoze, fruktoze, saharoze). Poletna temperatura topljenja fruktoze,
glukoze i saharoze iznosila je 113,6; 149,8 i 173,7 °C odredena je DSC-om pri brzini
grejanja od 1 °C min'! (Hurtta et al., 2004). Egzotermni efekat iznad 220 °C uzrokovan je
termalnom degradacijom DV (Miceli-Garcia, 2014). Prisustvo celuloze i hemiceluloze

znacajno je doprinelo oslobadanju toplote (Baldinelli et al., 2018).

5.2.7 Termogravimetrijska analiza

Termogravimetrijska analiza koris¢ena je za proucavanje termalne stabilnosti uzoraka
APF-a na temperaturama od 25 do 700 °C. Dobijene TG / DTG krive svih uzoraka imaju
slican oblik (slikal7). Proces termalne dekompozicije APF-ova moze se podeliti u Cetiri

faze. Pocetna i krajnja temperatura (Ts i Tend), kao i procenat gubitka mase u svakoj fazi
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su prikazani u tabeli 18. Prva faza (gubitak mase 1,5 do 4 %) od temperature okoline do
105 - 138 °C odgovara isparavanju adsorbovane vode i lako isparljivih komponenti.
Druga i treca faza (ukupni gubitak mase 65 do 70 %), u temperaturnom rasponu od 105
- 138 do oko 425 °C (glavno podrucje degradacije APF uzoraka), uzrokovane su
degradacijom organskih komponenti. Cetvrta faza (gubitak mase 7 do 10 %), od oko 425
do 700 °C, odgovara raspadanju komponenti koje nastaju polimerizacijom produkata
razgradnje, generisanih u ranijim koracima. Ostatak na 700 °C u atmosferi N iznosio je

od 20 do 26 % pocetne mase APF uzoraka.

120
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Slika 17. TG (A) i DTG (B) krive APF (1-5) i AE pri brzini grejanja 5 °C min™t u struji Nz i
protoku 60 mL min?
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Glavno podrucje degradacije APF-a i AE odvija se u dve faze, $to je uocljivo na DTG
krivama kao dva nepotpuno razdvojena pika. Preklapanje pikova ukazuje da je proces
toplotne degradacije APF-a sloZzen. Prvi pik, od oko 105 - 138 °C do oko 246 - 277 °C,
posledica je razgradnje uglavnom jednostavnih ugljenih hidrata (mono- i disaharida)
prisutnih u uzorku (tabela 11). Poznato je da termalna razgradnja fruktoze, glukoze i
saharoze pocinje naoko 119-165,151-197i170-212 °C (Hurtta et al., 2004; Saavedra-
Leos et al., 2012). Gubitak mase u prvom stepenu toplotne degradacije je od 30 do 45%.
Uzorak sa najve¢im sadrzajem jednostavnih ugljenih hidrata (APF5) (tabela 11) ima
najveci gubitak mase u prvom koraku (p < 0,01). Drugi pik koji se nalazi u oblasti od 246
- 277 °C do 425 °C, nastaje kao rezultat razgradnje lignoceluloznih komponenata
(hemiceluloze, celuloze i lignina). Drugi pik toplotne degradacije i APF i AE je u skladu s
termalnom degradacijom hemiceluloze i celuloze za koje se zna da se javljaju na oko 220
- 315 °C i 250 -450 °C (Baldinelli et al., 2018; Leal et al., 2015; Yeng et al., 2015). Iz
literature je poznato da se lignin kontinuirano razlaze pocevsi od 160 do 900 °C, kao i da

daje visok Cvrsti ostatak do 40 % (Yang et al., 2007).

Gubitak mase u drugom stepenu termalne degradacije je od 21 do 37 %. Uzorak APF5
pokazuje znacajno maniji gubitak mase u poredenju s drugim uzorcima (p < 0,01), Sto se
ocekuje s obzirom na njegov nizi sadrzaj celuloze u odnosu na druge analizirane uzorke
(tabela 11). U zoni preklapanja ova dva pika doslo je do razgradnje manje stabilnih
makromolekula kao sto su pektin i proteini. Poznato je da njihova razgradnja pocinje od

oko 209 - 230 odnosno 214 - 240 °C (Chen et al., 2018; Nesi¢ et al., 2017).

Buduci da su proteini i pektin prisutni u znatno manjim koli¢inama u odnosu na
jednostavne ugljene hidrate i dijetna vlakna, maksimumi njihove degradacije na DTG
krivama nisu dobro razdvojeni i potpuno se preklapaju sa maksimumima pikova koji
poticu od jednostavnih ugljenih hidrata i degradacije dijetnih vlakana. Jedini izuzetak je
uzorak AE sa znacajno ve¢om koli¢inom pektina (tabela 11, p < 0,01). Rame vidljivo na
desnoj strani prvog pika na DTG krivi kod uzorka AE odgovara termalnoj razgradniji
pektina. Da bi se procenila termalna stabilnost uzoraka, pocetne temperature (Ton)

pikova termalne degradacije odredene su pomocu DTG kriva (tabela 18). Na osnovu Ton,
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nije bilo znacajne razlike (p < 0,01) medu uzorcima u smislu njihove termalne stabilnosti.
Medutim, pocetna temperatura degradacije ne smatra se jedinim pokazateljem

termalne stabilnosti.

Tabela 18. Gubitak mase i temperature degradacije dobijene iz TG i DTG krive (APF1-5)
i AE.

APF1 APF2 APF3 APF4 APF5 AE
Ts1 (°C) 25 +2%b 23+1° 32+1° 23+£2° 24 +2° 23 £2P
Tend1 (°C) 121 +1bc 138+ 22 126 +2°  105+29 121+1b 119+2°

gubitak 1 (%) 1,8+0,6° 3+1° 32+0,7° 1,508 4+12 412

Te2 (°C) 121+1° 138+2° 126+2° 105+2¢9 121+1b 119+2°
Tendz2 (°C) 247+2¢  246+1¢ 256+2° 250+1°9 277+2° 268+2°
gubitak 2 (%) 32+2° 30+4P 36+3% 37+4°% 45+42 38432

Ton (°C) 159+2* 157+1% 157+2°® 158+1°% 156+1% 160+ 2°
Ts3(°C) 247+24  246+19 256+2¢ 250+1¢ 277+23 268+2P
Tends (°C) 425+1° 425+1° 424+1% 424+1?% 425+1°% 424+1°

gubitak 3 (%) 33+4° 37+3° 30£3% 33+4% 2142° 28 + 3%

Ts4 (°C) 425+1° 425+1° 424+1% 424+1?% 425+1°% 424+1°
Tenda (°C) 697+1% 695+1° 696+1° 696+1° 694+1?% 697+1°
gubitak 4 (%) 7 +1° 8+2° 7+1° 7+1° 10 + 2@ 7+1°

Tres (°C) 698+1° 694+1P 698+1% 698+1° 698+1* 698+ 12

ostatak (%) 26+ 12 21+1° 23+1° 21+1° 20+1P 22+1Pb

*Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, razlicita slova kao superscript unutar istog reda
ukazuju na znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p<0.01)

Da bi se utvrdila termalna stabilnost uzoraka uradena je analiza kinetike termalne

degradacije uzoraka.

5.2.8 Kinetika termalne degradacije

Brzina samog procesa termalne degradacije Cesto se uzima u obzir kako bi se dobio
sveobuhvatniji uvid u proces. U tu svrhu odredeni su kineti¢ki parametri (energija
aktivacije, preeksponencijalni faktor i konstanta brzine) procesa termalne degradacije.

Temperaturni raspon prvog pika procesa termalne degradacije (od 105 - 138 do 246 -
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277 °C) APF-ova odabran je za kineticko ispitivanje. To je od interesa, buduci da se
prerada hrane, kao Sto je pecenje, odvija u tom temperaturnom podrucju. Rezultati
dobijeni termogravimetrijskom analizom APF-a i AE pri pet razliCitih brzina zagrevanja
(5, 10, 15, 20 i 30 °C mint) obradeni su pomoéu Fridmanove diferencijalne
izokonverzivne metode izradunavanja aktivacionih energija procesa termalne

degradacije.

Fridmanova metoda predstavlja efikasnu metodu za procenu aktivacione energije i ne
ukljuCuje pojednostavljenu aproksimaciju. Tako dobijena aktivaciona energija je
efektivna energija aktivacije celokupnog procesa termalne degradacije, koja predstavlja
zbir aktivacionih energija svake pojedini¢ne reakcije tokom degradacije. Efektivna
energija aktivacije je funkcija stepena konverzije (u opsegu od 0,05 do 0,95, sa porastom
od 0,05). Do stepena konverzije od 0,5 svi uzorci imaju isti trend energija aktivacije. To
znacdi da efektivne energije aktivacije svih uzoraka ne variraju znacajno sa povecéanjem
stepena konverzije. Medutim, takav trend se nastavlja do stepena konverzije od 0,95
samo za uzorak APF1. Efektivna energija aktivacije AE se povecava, dok energija APF2 i
APF4 neznatno opada sa povecanjem stepena konverzije iznad 0,5. Efektivna energija
aktivacije APF3 i APF5 ostaje konstantna do stepena konverzije od 0,75, kada pocinje da

se blago povecava (slika 18).

Ovo se moze objasniti slozeno$¢u organskih jedinjenja prisutnih u analiziranim uzorcima,
kao i preovladujuéim prisustvom ugljenih hidrata (tabela 11). Nema znacajnih varijacija
u vrednostima efektivne energije aktivacije svih uzoraka u opsegu stepena konverzije od
0,05 do 0,5 (105 - 138 do 207 - 216 °C), gde se uglavhom degradiraju jednostavni ugljeni
hidrati. UoCene su znacajne varijacije u oblastima stepena konverzije iznad 0,5, gde
degradacija sloZenijih organskih jedinjenja (proteina, pektina) pocinje da doprinosi
efektivnoj energiji aktivacije. Kompenzacioni efekat se koristi za izracunavanje
logaritamskih vrednosti preeksponencijalnog faktora i InA kao funkcije stepena

konverzije (u opsegu od 0,05 do 0,95 sa povecanjem od 0,05) (slika 18B).
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Slika 18. Efektivna energija aktivacije(A) i logaritamske vrednosti (B)

preeksponencijalnog faktora procesa termalne degradacije uzoraka APF (1-5) i AE kao
funkcija stepena konverzije

Kao Sto se vidi, vrednosti preeksponencijalnih faktora prate trend efektivnih energija
aktivacije. Prosec¢ne vrednosti efektivnih E i InA svih uzoraka prikazane su u tabeli 19. Na
osnovu ANOVA (p< 0,01), uzorci se mogu svrstati u tri grupe: 1) AE i APF1 sa najvisSim
prosecnim vrednostima E i InA; 2) APF5 i APF3 sa srednjim vrednostima E i InA; 3). APF2
i APF4 sa najnizim srednjim vrednostima E i InA. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
vrednostima energije aktivacije poljoprivrednog otpada (Gai et al., 2013). U svojoj
studiji, Jo et.al,, (2017) utvrdili su da su vrednosti energije aktivacije za otpad od razlicitih
sirovina (Zitarice, meso, povrée) iznosile oko 50 kJ mol 1. NiZe vrednosti energije
aktivacije ukazuju da se otpad sastoji uglavnom od ugljenih hidrata i drugih komponenti,
a ne celuloze, hemiceluloze i lignina. Energija aktivacije, kao potencijalna barijera

reakciji, moZe se koristiti za procenu termalne stabilnosti uzoraka. Medutim,
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Arenijusova konstanta brzine je mnogo pogodniji parametar za ovu svrhu (Mici¢ et al.,
2015; Thurgood et al.,, 2007), jer pored energije aktivacije, ona ukljucuje i

preeksponencijalni faktor i temperaturu.

Tabela 19. Kineticki parametri APF (1-5) i AE.

Uzorci E / kimol? In(A / min?) k200 / min™
APF1 116 + 4 % 28+1° 0.273
APF2 90 +11¢ 21+3°¢ 0.245
APF3 105+5° 25+1° 0.146
APF4 83 +16°¢ 20t4°¢ 0.278
APF5 104 +7° 25+2° 0.177
AE 118 +15° 28+4°2 0.143

*Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost * SD, razlicita slova kao superscript unutar iste kolone
ukazuju na znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p<0.01).

Uzimajuéi u obzir potencijalnu primenu APF kao sastojka obogacenih konditorskih i
pekarskih proizvoda, konstante brzine pri uobicajenoj temperaturi pecenja (200 °C)
(k200) izracunate su pomocu Arenijusove jednacine (tabela 19). Prema k200, svi
ispitivani uzorci mogu se podeliti u dve grupe. Termalna degradacija uzoraka u grupi sa
nizim vrednostima k200 (APF3, APF5 i AE) odvija se sporije od degradacije uzoraka u
grupi sa viSim vrednostima (APF1, APF2 i APF4). To znaci da su APF3, APF5 i AE termalno
stabilniji od APF1, APF2 i APF4. Ovaj rezultat navodi na zaklju¢ak da su uzorci tropa od
organski gajenih jabuka termalno stabilniji, ali je za potvrdu istog potrebno analizirati

veci broj uzoraka.

lako se analizirani uzorci sastoje uglavnom od istih ugljenih hidrata, na ukupnu termalnu
stabilnost mogu uticati i druge prate¢e komponente. Uprkos prisutnosti u manjim
koncentracijama, ova jedinjenja mogla bi imati uticaj na toplotno ponasanje. Sastav i
prisustvo minornih pratec¢ih komponenata zavisi od sorte, uslova gajenja (Boyer & Liu,

2004) i stepena sazrevanja jabuka (Ferreira Zielinski et al., 2014; Nagy et al., 2004).

Analiza glavnih komponenti koriséena je za integrisanje rezultata hemijske i termalne
analize, uspostavljanje mogudih korelacija izmedu izmerenih parametara i klasifikaciju

uzoraka u faktorsku ravan. Koriséeni su parametri sa statisticki razlicitim (p < 0.01)
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vrednostima (celuloza, pektin, glukoza, fruktoza, saharoza, vlaga i aw (tabela 11), Tg
(tabela 17), gubitak mase 2 i gubitak mase 3 (tabela 18), k200 (tabela 19)). Prva dva
faktora treba da odgovaraju visokom procentu varijanse da bi se osiguralo da su
projekcije zasnovane na prva dva faktora dobra projekcija pocetne viSedimenzionalne
tabele. U ovom slucaju prva dva faktora (F1 - 45,29 % i F2 - 30,51 %) predstavljaju 75,8
% pocetne varijabilnosti podataka. Projekcija pocetnih parametara u ravni prva dva

faktora prikazana je na slici 19.

Parametri koji su daleko od centra i blizu jedan drugom pozitivno koreliraju, ortogonalni
ne koreliraju, dok su oni koji se nalaze na suprotnoj strani centra negativno korelirani.
Kada su parametri blizu centra, neke informacije se prenose na druge ose (faktore).
Korelacioni krug, koji predstavlja korelaciju izmedu pocetnih parametara i faktora,

koristi se u tumacenju znacenja faktora.

Slika 19A pokazuje da je prvi faktor (F1) povezan sa drugim gubitkom mase, glukozom i
fruktozom (pozitivna korelacija), kao i sa tre¢im gubitkom mase i celulozom (negativna
korelacija). Ovaj rezultat potvrduje gore navedena objasnjenja gubitka mase 2 i 3 kao
posledice degradacije jednostavnih ugljenih hidrata (glukoze i fruktoze) i uglavhom
hemiceluloze i celuloze. Negativna korelacija izmedu gubitka mase 2 i 3 ukazuje da
jednostavni ugljeni hidrati nastaju razgradnjom slozenih tokom zrenja jabuke (Dheilly et
al., 2016; Paniagua et al., 2014). Drugi faktor (F2) je u pozitivnoj korelaciji sa pektinom i
saharozom, a u negativnoj sa Tg. OpaZzanje da k200 ne korelira ni sa jednim od testiranih
parametara podrzava pretpostavku da bi termalna stabilnost APF-ova mogla da zavisi od

nekih manjih pratec¢ih komponenti prisutnih u uzorku.
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Slika 19. Analiza glavnih komponenti APF1-5 i AE (F1 vs F2 plane): (A) korelacioni krug
posmatranih parametara; (B) uzorci rasporedeni u faktorskom prostoru

Uzorci u faktorskoj ravni F1 vs F2 omogudavaju identifikaciju trendova uzoraka i
prikazani su naslici 20B. MoZe se videti da se uzorak AE izdvaja u odnosu na druge uzorke
po F2 vrednosti. Razlog za to je verovatno visok sadrzaj pektina u AE, jer je F2 visoko

pozitivno koreliran sa sadrzajem pektina (slika 19A).
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5.3 EFEKAT ISHRANE OBOGACENE BRASNOM OD TROPA JABUKE NA REGULACIJU
METABOLIZMA

5.3.1 Potvrda netoksi¢nosti brasna od tropa jabuke

Zivotinje su posmatrane 72 h nakon aplikacije 2000 mg / kg APF-a. Tokom ovog perioda
nije bilo uginu¢a oglednih Zivotinja, nisu opazene promene u ponasanju, niti znaci
toksi¢ne reakcije. Rezultati ispitivanja akutne toksi¢nosti pokazuju da je APF netoksican

u dozi od 2000 mg / kg.

5.3.2 Efikasnost brasna tropa od jabuke kao dijetetskog preparata

Pracen je efekat dodatka dve doze APF-a ishrani sa visokim sadrZzajem masti na unos
hrane, povedanje telesne tezine i lipidni i glikemijski status eksperimentalnih Zivotinja.
Efekat je uporeden sa efektom masne hrane bez i sa dodatkom antilipemika

simvastatina. Efekat standardne hrane je uzet u obzir kao kontrola.

Rezultati dobijeni za grupe koje su konzumirale masnu hranu sa APF, u dve doze (G1 -
10 mg i G2 - 20 mg dnevno) i sa simvastatinom (G3) na unos hrane i povecanje telesne
tezine prikazani su u tabeli 20 zajedno sa rezultatima dobijenim za grupu koja je

konzumirala samo masnu hranu (G4) i kontrolnu grupu (G5).

Prisustvo APF-a je uticalo na srednju potrosnju hrane i telesnu tezinu Zivotinja. Uopsteno
posmatrano potroSnja hrane u eksperimentalnim grupama je bila znatno niZza od
potrosnje u kontrolnoj grupi (p< 0,01), sto ukazuje na sporu adaptaciju Zivotinja na
modifikovanu ishranu. Kod G1 i G2 je zapaZen znacajan efekat na telesnu teZinu (p <
0,01) u poredenju sa kontrolnom grupom G5. Kod G4 i G1 (niZa doza brasna od tropa
jabuke) je doslo do manjeg porasta tezine (1,59 + 1,08 2,99 + 1,37 g) nego kod G5 (7,93
+2,03 g, p<0.01), dok je kod G2 i G3 porast telesne teZine znatno veci nego u G4 (p <
0,01).
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Tabela 20. Poredenje uticaja ishrane masnom hranom sa dodatkom tropa od jabuke (10
i 20 mg) (G1 i G2) i simvastatina (G3) sa uticajem ishrane masnom hranom (G4) i
standardnom hranom (G5) na lipidni i glikemijski status miSeva C57BL/6)

G1 G2 G3 G4 G5

Ukupni holesterol (mmol L) | 3,50+0,382 3,73+0,31° 3,60+0,442 3,730,752 2,55+0,27°"
Triacilglicerol (mmol L) 1,10+0,12% 1,45+0,51%® 1,24+0,25° 2,01+£0,392 1,36+0,39°
Glukoza (mmol L) 10,38 +0,79° 10,74 +1,37° 12,09 + 0,66 *° 14,24 + 2,592 10,31+ 1,43 °
Porast telesne teZine (g) 299+1,37 540+1,24% 5,05+0,82° 1,59+1,08¢9 7,93+2,03°2
Pocetna teZina (g) 21,96 +0,112 19,53 +1,28"° 21,33+0,852 21,40+ 0,632 18,56+0,91"
Krajnja teZina (g) 24,95+ 1,393 24,93 + 1,532 26,38 +0,702 22,99 +1,24° 26,49+ 2,112
Potrosnja hrane (g/danu) 2,01+0,06° 2,25+0,14° 1,82+0,07¢ 1,78+0,09¢ 3,22+0,47°
Potrosnja vode (ml/danu) 5,98+0,39% 7,19+0,36° 5,74+0,23° 7,39+0,27% 6,30+0,61°

*Prema Tuckyevom HSD testu (p < 0.01) vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, razli¢ita
slova kao superscript unutar istog reda ukazuju na znacajne razlike

Koncentracije triacilglicerola u serumu kod obe grupe miseva koji su uzimali hranu sa
dodatkom tropa od jabuke (G1 i G2) su smanjene za 45,3 i 27,9 % u poredenju sa
koncentracijom triacilglicerola u serumu (2,01 mmol L) kod mieva u grupi G4 koji su

uzimali hranu sa visokim sadrzajem masti.

NiZa doza tropa od jabuka u ishrani imala je isti efekat kao i visa na nivo TAG seruma (p<
0,01). Kod miseva koji su hranjeni masnom hranom bez i sa dodatkom i antilipemika
simvastatina zapaZen je isti pad za 38,3 %. Nivo glukoze kod obe grupe miseva u ¢ijoj
ishrani je prisutan APF (G1 i G2) je ostao na istom nivou kao i kod kontrolne grupe
hranjene standardnom hranom (G5). Za razliku od grupe koja je dobijala samo masnu
hranu (G4) i grupe hranjene masnom hranom sa antilipemikom (G3) kod grupa hranjenih
APF-om nije doSlo do porasta u odnosu na kontrolnu grupu. | kod G3 grupe je doslo do
redukcije glikemije u odnosu na G4, ali je redukcija kod G1 i G2 znacajno veca. U
poredenju sa G4 smanjenje glikemije kod G1 i G2 iznosilo je 27,1 % i 24,6 %. Nije bilo
statisticki znacajnog uticaja na nivo holesterola kod G1 i G2 u poredenju sa G4, Sto je u
saglasnosti sa prethodno sprovedenom studijom (Bobek et al., 1998). Do porasta
koncentracije holestrola je doSlo kod sve Cetiri grupe hranjenje masnom hranom. Porast
koncentracije holesterola kod grupe koja je dobijala antilipemik ukazuje na potrebu

prilagodavanja doze leka ali ne umanjuje znacaj dobijenih rezultata koji se odnose na
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efekat APF na smanjenje TAG i glukoze. Na osnovu ANOVA (p < 0,01), mozZe se zakljuciti

sa sigurnos$c¢u da postoji uticaj ishrane u kojoj je prisutan APF na pomenute parametre.

Metoda glavnih komponenata je koriS¢ena za pronalazenje mogucih korelacija izmedu
izmerenih parametara - varijabli (ukupni holesterol, triacilglicerol, glikemija i poveéanje

telesne tezine) i za klasifikaciju grupa $to je predstavljeno u faktorskoj ravni (slika 20).
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Slika 20. Analiza glavnih komponenti — grupe (G1, G2, G3, G4 i G5) u faktorskom
prostoru

Prve dve glavne komponente (faktori) su predstavljale 91,3 % pocetne varijabilnosti
podataka. Grupe koje su geometrijski blizu su slicne. Grupe G1, G2 i G3 su grupisane,
tako da se moze zakljuciti da su one medusobno slicne na osnovu posmatranih varijabli,
tj. da je dodavanje tropa jabuke u ishranu masnom hranom imalo slican efekat kao i lek
na koncentraciju holesterola i triacilglicerola, glikemije i poveéanje telesne teZine kod

miseva.

Sprovedena studija je svakako pokazala da prisustvo brasna od tropa jabuke u masnoj
hraniima znacajan efekat na nivo TAG i glukoze. Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost
koris¢enja APF u prevenciji metabolickih poremeéaja do kojih dolazi usled nepravilne
ishrane, pre svega dijabetesa i hiperlipidemije. Rezultati uporedivanja uticaja razliCitih
doza APF-a na metabolizam omogudili su optimizaciju dnevnog unosa APF-a kao
dijetetskog preparata. Utvrdeno je da optimalna doza APF-a, koja ima znacajan pozitivan

efekat na regulaciju nivoa glukoze i triacilglicerola iznosi 10-30 g / dan.
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5.4 TEHNOLOSKA SVOJSTVA BRASNA OD TROPA JABUKE

U cilju dalje prakticne primene dobijenog APF-a odredene su tehno-funkcionalne

karakteristike od kojih zavisi kvalitet finalnog proizvoda sa dodatkom istog.

5.4.1 Raspodela velicine Cestica, nasipna i tapkana gustina

Raspodela cestica nakon mlevenja u industrijskom mlinu sa podesSavanjem na dve
razli¢ite granulacije je odredena prosejavanjem kroz odgovarajuca laboratorijska sita.
Maksimalni teZinski procenat za krupno brasno je za veli¢inu Cestica izmedu 500 um < n
<1 mm (28,32 %), dok je za sitno brasno raspodela malo drugacija i maksimalni teZinski
procenat je 27,78 % za veliCinu Cestica izmedu 160 um < n < 300 um. Ovim postupkom

mlevenja dobija se raznolika distribucija Cestica kao $to je prikazano u tabeli 21.

Tabela 21. Raspodela krupnog i finog APF po sitima

Frakcija Masa (g) krupno Masa (g) fino
>1mm 9,05 -
500um<n<Imm 28,32 -
300 um <n<500um 18,92 8,18
160 um <n<300 um 16,92 27,78
125 um <n<160 um 9,15 13,65
90 um <n<125 um 6,51 10,87
63 um <n<90 um 8,10 21,68
45 um <n<63 um 1,47 14,91
n<45 um = 0,13

Nasipna gustina APF za fino i krupno iznosila je 4351459 g L' a tapkana 632i591 g L.
Sliéne vrednosti (557 i 447 g L'!) su izmerene za AP prah smanjenog sadrZaja Secera Cija
je veli¢ina Cestica bila manja od 150 um (Sahni & Shere, 2017a). Smanjenjem sadrzZaja
vlage smanjuje se nasipna gustina jabucnog praha dobijenog razli¢itim metodama
susenja. Isti trend je primeéen i za tapkanu gustinu AP koja je varirala od 430 do 580 g L°
1 (Jakubczyka et al., 2011). Na osnovu uvida u podatake dostupne za brasno cerealija,
moze se zakljuéiti da su vrednosti tapkane gustine APF i pSeni¢nog brasna (640 g L)

slicne (Oyeyinka et al., 2014).
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Nasipna teZina APF je pak manja od pSeni¢nog (Joshi et al., 2015; Kang et al., 2012),
pirincanog (Rosniyana et al., 2016) i kukuruznog brasna (Charrondiere et al., 2012). Niza
nasipna gustina APF-a u poredenju sa pSeni¢nim braSnom moze biti rezultat smanjenja
sadrzaja ugljenih hidrata za koje je poznato da imaju veliku nasipnu gustinu (Gernah et
al., 2011). Nasipna gustina brasna je vazna osobina, jer utice na umesavanje, pakovanje
i transport (Ocheme et al., 2018). Brasno koje ima niZe vrednosti nasipne gustine je

pogodnije za pecenje (Oladapo et al., 2017).

5.4.2 Sposobnost vezivanja vode i ulja, kapacitet bubrenja i hidratacije

U skladu sa tehnoloskim i funkcionalnim osobinama koje poseduju, sporedni proizvodi
industrije prerade voca se mogu koristiti kao funkcionalni dodatak ishrani (O’Shea et al.,
2012). U ovom kontekstu u literaturi trop od jabuke je ispitivan kao izvor dijetnih vlakana
koja imaju sposobnost vezivanja vode, uguséivanja, emulgovanja, vezivanja ulja
sposobnost bubrenja, itd. Tehnoloske osobine kao Sto su kapacitet vezivanja i
zadrZavanja vode, kapacitet bubrenja i rastvorljivost su u korelaciji sa fizioloskim
efektima. Kapacitet vezivanje vode je doveden u vezu sa laksativnim dejstvom, kapacitet
vezivanja ulja, odnosno masti sa redukcijom nivoa holesterola u krvi, kapacitet vezivanja
glukoze sa regulacijom nivoa glukoze u krvi, rastvorljivost sa smanjenjem pojave
hroniénih poremecaja kao Sto su koronarna bolest, dijabetes, gojaznost i neke forme

kancera (Elleuch et al., 2011).

Kapacitet vezivanja vode dobijenog brasna od tropa jabuke (APF1-5) je u rasponu od
4,41 g do 6,36 vode po gramu uzorka. Kapacitet vezivanja ulja za APF1-5 je od 1,33 do

1,61 g ulja po gramu uzorka.

Vrednosti WHC, OHC, SWC i HD, daju uvid u ponasanje DV tokom prerade hrane i
prolaska kroz gastrointestinalni trakt (Dhingra et al., 2012). Sposobnost materijala da
veze i zadrzi vodu unutar matrice, odnosno vrednost WHC, zavisi od sadrzaja i hemijske
strukture DV (Elleuch et al., 2011). Literaturne vrednosti WHC za AP se kre¢u od 1,62 g
g (Figuerola et al., 2005) do 6,34 g g (Ktenioudaki et al., 2013). Izmerene vrednosti

WHC finog i krupnog APF-a (4,66 i 4,79 g g) su u skladu sa prijavljenim podacima za AP
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(Cerda-Tapia et al., 2015). Sposobnost vezivanja vode zavisi od nacina dobijanja tropa,
uslova susenja, predtretmana kao Sto je pranje ili beljenje, sastava (prisustva semenke,
peteljke), sorte jabuke, itd. Struktura dijetnih vlakana koja cine oko 50 % sastava
jabucnog tropa i faktori kao Sto su poroznost, veli¢ina Cestica, pH, temperatura, jonska
jacina i vrsta jona prisutnih u rastvoru uti¢u na sposobnost vezivanja vode (Elleuch et al.,
2011). Do promene strukture i razgradnje polisaharida ¢elijskog zida ne dolazi na niskim
temperaturama dehidratacije, Sto omogucava dobijanje APF-a Cije su vrednosti WHC

visoke.

Koli¢ina vode potrebne za hidrataciju komponenti brasna da bi se proizvelo testo
optimalne konzistencije, jedan je od osnovnih parametara kvaliteta brasna (Bushuk &
Békés, 2002). Vrednosti dobijene za APF su uporedene sa prijavljenim podacima za
pSenic¢no i brasno Zita bez glutena. APF ima viSe vrednosti WHC od ovsenih mekinja (2,1
g gl) (Chen et al., 1988), finog (1,14 g g') (Kohajdova et al., 2011), punomasnog (1,85 g
gl) i odmaséenog (1,92 g g!) (Joshi et al., 2015) pseni¢nog brasna, kao i komercijalnog
(0,88 g g1) (Rosniyana et al., 2016), punomasnog (1,26 g g') i odmaséenog (1,56 g g1)
(Joshi et al., 2015) pirinéanog i kukuruznog brasna (1,57 g g') (Belorio et al., 2019).
Poznato je da se brasna sa visokim vrednostima WHC Siroko koriste u namirnicama kao
$to su mesni proizvodi, kremovi i supe za poboljSanje teksture i viskoziteta, a u pe¢enim

proizvodima za poboljSanje svojstava svezine i manipulacije (Raikos et al., 2014).

lzmerene vrednosti OHC (1,27 i 1,40 g g1) za fino i krupno APF su u skladu sa prijavljenim
vrednostima (Thibault et al., 1992). Vece vrednosti su zabeleZene za kuvani (1,69 g g)
(Cerda-Tapia et al., 2015; Rabetafika et al., 2014) i isprani AP (2,24 g g'!) (Sahni & Shere,
2017a), a nize vrednosti za pirin¢ano brasno (punomasno 0,75 g g'i odmaséeno 1,1gg
Y (Joshi et al., 2015), suvo mleveno (0,8 g g), mokro mleveno (0,58 g g') i komercijalno
(0,5 g g1) (Rosniyana et al., 2016). Vrednost OHC zavisi od prisustva lignina, njegove
strukture i povrsinskih svojstava, ukupne gustine naelektrisanja, debljine, hidrofobne
prirode i veli¢ine Cestica. Povecanje temperature susenja uzrokuje smanjenje vrednosti

OHC (Figuerola et al., 2005; Garau et al., 2007).

92



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

Vrednosti za kapacitet hidriranja finog i krupnog APF1 (0,5 i 0,63 g mL?) su vise u
poredenju sa prijavljenim podacima (Rana et al., 2015), Sto se takode mozZe pripisati
uslovima uklanjanja vode koji ne izazivaju skupljanje materijala celijskih zidova.
Kapacitet bubrenja je 5,5 i 7,0 mL g za fino i krupno APF, dok je kod AP praha sa
smanjenim sadrzajem $ecera bio 7,0 mL g™ (Sahni & Shere, 2017a). Vrednosti SWC zavise

od kolic¢ine nerastvornih vlakana.

Vrednosti WHC, OHC, SWC i HD su nize za fino mleveno APF. Ovakav efekat velicine
Cestica na kapacitet hidratacije, apsorpciju masti i emulgujuca svojstva je zapaZen ranije
(Grover et al., 2003). Mlevenje moze uticati na osobine hidratacije DV-a, jer povecéanja
povrsine uzrokuje brzu hidrataciju (Sangnark & Noomhorm, 2003). Medutim, tokom
mlevenje moze doci i do promene i kolapsa matrice vlakana koja zadrzavaju vodu $to za
posledicu ima smanjenu sposobnost zadrzavanja vode. | dehidratacija AP i mlevenje
osusenog AP na fino i krupno APF ocigledno je izvrSeno bez uticaja na karakteristike

hidratacije vlaznog AP.

Tehnoloske osobine APF-a ukazuju na vrlo Siroku mogucnost njegove primene u
prehrambenoj industriji. U ovom radu su APF-om obogaceni konditorski proizvodi, jer
su oni generalno siromasni dijetnim vlaknima i antioksidansima, a masovno se
konzumiraju, Sto omogucava da se njihovim obogacivanjem znacajno uti¢e na povecanje
unosa DV-a. Cajno pecivo je izabrano jer je trajni proizvod sa dugim rokom trajanja,
pogodan za konzumiranje u komadu bez prethodne pripreme, vise decenija prisutan na
trzistu i dobro poznat i omiljen medu potrosac¢ima, narocito kod dece. U tom smislu, od
znacaja je takav proizvod obogatiti u pogledu funkcionalnih sastojaka, uz istovremeno
smanjenje sadrZaja glutena i postizanje prijatnog mirisa jabuke, odnosno pozeljne voéne

arome, $to se upravo moze postic¢i obogacivanjem APF-om.
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5.5 KARAKTERIZACIJA CAINOG PECIVA OBOGACENOG BRASNOM OD TROPA JABUKE

5.5.1 Sadrzaj i aktivnosti polifenolnih jedinjenja ¢ajnog peciva neposredno nakon

proizvodnje

Da bi se dokazala primenljivost APF u obogacivanju konditorskih proizvoda, napravljen
je pokusaj da se dodaju vece koli¢ine ovog brasna standardnom ¢ajnom pecivu koji
postoji na srpskom trzistu, inkorporiranjem/dodavanjem do 75 % APF-a umesto
pseni¢nog brasna. Cajno pecivo je proizvedeno na industrijskom nivou malog obima,
zamenjujuci 25, 50 i 75 % mekog psSeni¢nog brasna sa finim i krupnim APF. Izracunato na
osnovu sadrzaja DV-a u APF (tabela 11) proizvedeno ¢ajno pecivo u jednom komadu (~
20 g) sadrzioko 2,4, 4,8i7,2 g DV. Funkcionalne karakteristike obogacenog ¢ajnog peciva
odredene su na osnovu povecanja sadrzaja polifenolnih jedinjenja i flavonoida i
antioksidativne aktivnosti. Porast AO aktivnosti keksa odredene DPPH i ABTS testom dve
nedelje nakon proizvodnje, kao i TPC i TFC , odgovarali su procentu dodatog APF-a. U
odnosu na kontrolni uzorak TPC je bio 1,1; 1,8; 2,31 1,1; 1,5; 1,9 puta vedi za ¢ajno pecivo
sa 25, 50, 75 % dodatka krupnog i finog APF, dok je TFC bio 3,6; 6,7; 9,51 4,0; 5,9; 7,6

puta veci (slika 21 a,b).
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Slika 21. TPC (A) i TFC (B) ¢ajnog peciva u zavisnosti od udela krupnog i finog APF (25, 50
i 75%), dve nedelje nakon proizvodnje (razli¢ita slova u superskriptu oznacavaju znacajne
razlike, prema Tuckey-vom HSD testu (p < 0,05)
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Slika 22. AO aktivnosti ¢ajnog peciva izmerena ABTS (a) i DPPH (b) testom u zavisnosti
od udela krupnog i finog APF (25, 50 i 75 %), dve nedelje nakon proizvodnje (razlicita
slova u superskriptu oznacavaju znacajne razlike, prema Tuckey-vom HSD testu (p <
0.05)

AO aktivnost izmerena ABTS testom je povecana za 3,2; 4,0; 5,51 2,9; 4,0; 4.5 puta, dok
je aktivnost merena DPPH testom povecana 4,4; 7,4; 8,9 i 4,6; 6,7; 8,5 puta za krupni i
fini APF (slika 22 a,b).

Dobijeni rezultati pokazuju da zamena pSeni¢nog brasna sa APF znacajno doprinosi
povecanju AO aktivnosti kao i sadrzaju polifenola i flavonoida. U isto vreme se svakako
smanjuje sadrzaj glutena. Treba napomenuti da su svi izmereni parametri veci za ¢ajno
pecivo sa krupnim brasnom. Vecée Cestice verovatno omogucéavaju bolje ocuvanje
polifenola zbog njihove manje izloZzenosti uticaju okruzenja. Dobijen funkcionalni
proizvod pored povecanog sadrzaja dijetnih vlakana, poseduje i visok sadrzaj polifenola

i flavonoida, odnosno snaznu AO aktivnost.

Prethodne studije koje su imale za cilj da utvrde efekat dodavanja sporednih proizvoda
industrije prerade voca i povréa u konditorske i pekarske proizvode takode su pokazale
znacajan porast aktivnosti AO (Ajila et al., 2008; Tanska et al., 2016). Znacajno povecanje
TPCiTFC sa povec¢anjem AP je prijavljeno zajedno sa povecanjem sposobnosti uklanjanja
radikala (Mir et al., 2017). Za keks pripremljen sa AP utvrdeno je da imaju veci sadrzaj

DV i polifenola od kontrolnog proizvoda, dok su antioksidativna svojstva AP iskoris¢ena
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kao prirodna zamena za sinteticke antioksidanse (Paraman et al., 2015; Sudha et al.,

2011).

5.5.2 Sadrzaj i aktivnosti polifenolnih jedinjenja ¢ajnog peciva nakon skladistenja od

godinu dana

Ispitivan je efekat skladiStenja na nutritivna i senzorna svojstva Cajnog peciva
obogacenog APF - om. Utvrdeno je da i nakon 12 meseci postoji znacajna razlika izmedu
obogacenog i standardnog cajnog peciva (kontrolni uzorak) u smislu sadrzaja ukupnih

polifenola i flavonoida i AO aktivnosti odredene ABTS i DPPH testom.

Obogaceno ¢ajno pecivo i dalje ima mnogo vise vrednosti od kontrolnog ¢ajnog peciva.
Smanjenje vrednosti TPC-a nakon skladistenja bilo je zna¢ajno samo kod CF25 (p < 0,05)

a vrednosti TFC samo kod CC75 (p < 0,05) (slika 23).
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Slika 23. Promena TPC (a), TFC (b) i AO aktivnosti odredene ABTS (c) i DPPH (d) testom

u toku 12 meseci skladistenja ¢ajnog peciva (CC-krupno, CF — fino) u odnosu udeo APF,
* (Razli¢ita slova kao superscript ukazuju na znacajne razlike prema Tukey’s HSD test (p < 0.05),

isprekidane linije ukazuju naznacajan pad u vrednosti nakon 12 meseci (p < 0.05))
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Vrednosti AO svih uzoraka su ostale nepromenjene nakon godinu dana (12 m). lzuzetak
je jedino znacajno smanjenje AO aktivnosti odredene ABTS testom kod uzorka CC25 (p<
0,05). Moze se zakljuditi da je pad bio najmanji kod ¢ajnog peciva sa 50 % udela APF-a.
Smanjenje vrednostiza TFC, TPC, ABTS i DPPH kod CC50 (4,5; 1,2; 6,1; 9,9 %) i CF50 (10,5;
11,2; 10,3; 4,5 %) bilo je znacajno manje nego u kontrolnom uzorku (12,6, 23,5, 26,2,
58,3 %).

5.6 SENZORNA OCENA CAJNOG PECIVA SA DODATKOM BRASNA OD TROPA JABUKE

5.6.1 Senzorna analiza ¢ajnog peciva nakon proizvodnje

Da bi se novi proizvodi pozicionirali na trZistu pored nutritivne vrednosti neophodno je
da budu i senzorno prihvatljivi. Cajno pecivo sa 25, 50 i 75 % APF fine i krupne
granulacije, proizvedeni u pogonu fabrike “Gold” iz Mladenovca, senzorno su ocenjeni

dve nedelje nakon proizvodnje (Om), (slika 24 i 25).

CC75 CC5s0 CC25

Slika 24. Izgled cajnog peciva sa razlicitim udelom APF-a (75, 50 i 25 %) krupne
granulacije u odnosu na pSenini¢no brasno

Rezultati ocene spoljnjeg izgleda, teksture i arome pojedinacno, kao i ukupna ocena
prikazani su u tabeli 22. 1z dobijenih rezultata mozZe se videti da je u smislu ukupnog
senzornog kvaliteta najbolje ocenjeno ¢ajno pecivo CC25 koje je ocenjeno najvisim
ocenama za sva testirana svojstva. Odlikuje ga tipicni izgled, odgovarajuca tekstura, s
obzirom na sastav, i izraZzena aroma. U kategoriji ,,odlicnog kvaliteta” se nalazi i CC50,
dok su svi ostali uzorci imali ,vrlo dobar kvalitet”, ukljucujudi i kontrolni. Zbog prisustva
nedovoljno pecenog sloja u sredini ¢ajnog peciva i nedostatka hrskavosti, uzorak CC75

je dobio najnize ocene.
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Tabela 22. Rezultati senzornog ocenjivanja ¢ajnog peciva sa razli¢itim udelima (25, 50,
75 %) finog i krupnog brasna od tropa jabuke, dve nedelje nakon proizvodnje

izgled tekstura aroma Ukupna ocena

struktura Zvakljivost miris ukus

0-kontrolal| 4,81 +0,12° 4,44+0,12%° 4,16+0,23°¢ 4,66+ 0,442 4,34+0,13% 4,46+0,10"
0-CF25 4,06+0,12°9 3,94+0,18% 4,06+0,12° 4,12+0,23° 4,25+0,19° 4,10+ 0,08 «
0-CF50 3,84+0,13°% 3,81+0,26% 3,75+0,33%" 4,19+0,22° 4,06+0,12< 3,94+0,10%
0-CF75 3,59+0,13°F 3,50+0,23¢F 3,34+0,13° 4,44+0,32°% 363+0,44% 3,70+0,21°f
0-CC25 459+0,33% 4,75+0,00® 4,75+0,35° 4,84+0,132 4,84+0,19° 4,77+0,11°
0-CC50 4,06+0,189 4,66+0,13° 4,50+0,33% 4,81+0,122 4,75+0,19%® 4,59+0,112
0-CC75 3,66 +0,30%f 3,94+0,18%% 3,84+0,19% 4,75+0,19%® 4,13+0,40° 4,09 +0,14 ¢

* Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost * SD, razlicita slova kao superscript unutar iste kolone ukazuju na
znacajne razlike, prema Tukey’s HSD test (p<0.05).

Pekarski i konditorski proizvodi sa razli¢itim udelom AP su ocenjivani senzorno od strane
panela, a sprovodeni su i testovi prihvatanja od strane potrosa¢a. Dodatkom tropa
jabuke je postignuta prijatna voéna aroma kod proizvoda s udelom AP do 20% i dobro
prihvatanje od strane potrosaca (Kohajdova et al., 2011; Sudha et al., 2007). Ocene za
senzorna svojstva su se uglavnom smanjivale sa daljim poveéanjem udela AP. Prijavljena
je manja ili umerena prihvatljivost keksa sa 30, 40 i 50 % AP (Carson et al., 1994; Saeed
et al., 2015).

CF75 CF50 CF 25

Slika 25. Izgled ¢ajnog peciva sa razli¢itim udelom (75, 50 i 25 %) APF-a fine granulacije
u odnosu na psenini¢no brasno

Dok je fina granulacija imala bolje rezultate od krupne granulacije AP u odnosu na izradu
keksa (Sudha et al., 2011), naSe istraZivanje je pokazalo da ¢ajno pecivo koje sadrzi

krupni APF poseduje bolja senzorna svojstva pored visoke nutritivne vrednosti.
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5.6.2 Senzorna analiza ¢ajnog peciva nakon skladiStenja od godinu dana

Kad su u pitanju senzorna svojstva nakon jedne godine (12m) skladistenja uocen je blagi
pad ocena, ali su se svi uzorci zadrzali u pocetnoj kategoriji kvaliteta. Smanjenje ukupne
ocene je izazvano ocekivanim promenama u ¢ajnom pecivu tokom dugog skladistenja,
kao Sto su promene boje ili gubitak mirisa i hrskavosti, a ne dodavanjem APF-a (tabela

23).

Vedi ukupni senzorni kvalitet uzoraka CC25 i CC50 u odnosu na kontrolni uzorak u oba
perioda testiranja potvrduje opravdanost izbora udela od 25 do 50 % APF u proizvodnji
ove vrste funkcionalnog ¢ajnog peciva i ukazuje na dobre izglede proizvoda kod ciljne
grupe potrosaca. U prethodnim studijama je pokazano da je AP prah imao pozitivan
uticaj na senzorne osobine keksa tokom skladistenja. Pokazano je da su keksi sa 10 % AP
zadrZali bolje senzorne osobine i imali vecéu stabilnost prilikom skladiStenja u poredenju

sa kontrolnim keksom.

Rezultati prikazani u nasoj studiji podrzavaju pretpostavku drugih autora da su proizvodi
obogaceni AP-om dovoljno stabilni da se mogu relativho jednostavno upakovati (Sahni

& Shere, 2017b).

Tabela 23. Senzorne ocene Cajnog peciva sa razli¢itim udelima (25, 50, 75 %) finog i
krupnog brasna od tropa jabuka nakon 12 meseci skladistenja

izgled tekstura aroma Ukupni kvalitet

struktura Zvakljivost miris ukus

12-kontrola| 4,81 £0,12% 4,41+0,30%° 4,13+0,23 59 4,50 + 0,40 *¢ 4,25+0,30> 4,39+0,18
12-CF25  |4,22+0,21° 4,03+0,36"¢ 3,94+0,12° 4,13+0,27% 4,13+0,13« 4,08+0,12¢
12-CF50  |3,91+0,19° 3,72+0,41% 3,34+0,27°¢ 4,22+0,21°¢ 363+0,30% 3,75+0,18°
12-CF75 3,34+0,30F 3,22+0,39f 3,19+0,32f 4,06+0,44¢ 3,25+0,52°¢ 3,41+0,26F
12-CC25 | 4,66+0,30° 4,75+0,19% 4,66+0,44% 4,81+0,22° 4,59+0,30°* 4,69+0,10°2"
12-CC50 4,09+0,13° 4,50+0,19% 4,44+0,552 4,81+0,22® 4,72+0,25%° 4,54+0,17%
12-cc75 |3,50+0,19°F 3,81+0,26% 3,72+0,21%" 466+0,13°* 3,69+0,12% 3,88+0,13 %

* Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + SD, razliCita slova kao superscript unutar iste kolone ukazuju na znacajne razlike,
prema Tukey’s HSD test (p<0.05),.

Najmanje promene senzornih i nutritivnih svojstava nakon skladistenja su bile kod
uzorka CC50 cajnog peciva sa 50 % krupnog brasna APF koji je u skladu sa tim izabran

kao optimalan za dalju industrijsku proizvodnju.
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Cajna peciva koje sadrzi krupni APF pokazala su bolja senzorna i antioksidativna svojstva
nego Cajna peciva sa finim APF, kako na pocetku tako i na kraju perioda skladistenja. lako
je uzorak CC25 dobio najbolje ocene odmah nakon proizvodnje, smanjenje aktivnosti AO
i sadrzaja polifenola tokom skladistenja bilo je najnize u uzorku CC50. Cajno pecivo CC50
je bolje ocenjeno na osnovu sadrzaja polifenolnih jedinjenja i o¢uvanja antioksidativne
aktivnosti tokom skladistenja nego uzorak CC25 i stoga izabrano da bude testirano u

pogledu prihvatljivosti od strane potrosaca.
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Slika 26. Analiza glavnih komponenti (PCA) praéena Varimaks rotacijom uzoraka (F1 vs
F2 ravni): (a) korelacioni krug varijabli; (b) uzorci u faktorskoj ravni, (uzorci nakon

proizvodnje - prefiks "0-" i nakon 12 meseci - prefiks "12-")

U cilju postizanja sveobuhvatnijeg poredenja izmedu proizvedenog c¢ajnog peciva i

dobijanja Sto je moguce pouzdanije preporuke koji udeo APF-a je najoptimalniji za

obogacivanje ¢ajnog peciva, rezultati antioksidativnih svojstava i senzornih
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karakteristika podvrgnuti su multivarijantnoj analizi pomodéu Analize glavnih
komponenti, koja je pracena Varimax rotacijom. Razmatrane su sledece varijable: TPC,
TFC, ABTS, DPPH, izgled, struktura, Zvakljivost, miris, ukus i ukupni kvalitet. Rezultati su
pokazali da prve dve glavne komponente (F1i F2) objasnjavaju 94,86 % ukupne varijanse
pocetnih podataka (F1 objasnjava 47,79 %, a F2 47,07 %) (slika 26).Projekcija inicijalnih
varijabliu ravni F1 prema F2 prikazana je na slici 26a. Moze se videti da F1 visoko korelira
sa varijablama koje su povezane sa sadrzajem ukupnih polifenola (TPC) i flavonoida (TFC)
i antioksidativnim testovima (ABTS i DPPH). U slucaju F2, najvaZnije varijable povezane
su sa senzornom percepcijom: struktura, Zvakljivost, miris, ukus i ukupni kvalitet. Dakle,
dve prve komponente se mogu interpretirati na sledeéi nacin: F1 - antioksidativna

svojstva i F2 - senzorna svojstva uzoraka.

Uzorci nakon proizvodnje (prefiks "0-") i posle 12 meseci (prefiks "12-") u ravni F1 prema
F2 prikazani su na slici 26b. Uzorci koji su blizu jedan drugog imaju sliécne ukupne
ispitivane osobine, a uzorci koji su udaljeni su veoma razliciti. Da bi se ispitao uticaj
vremena skladistenja na promenu antioksidativnih i senzornih karakteristika uzoraka,
posmatra se rastojanje izmedu tacaka koje predstavljaju uzorak na pocetku i posle 12
meseci. Veca udaljenost pokazuje da je doslo do intenzivnijih promena u analiziranim
karakteristikama uzorka sa vremenom. MoZe se videti da se uzorci CC50 i CF25 najmanje
menjaju sa vremenom u smislu antioksidativnih i senzornih svojstava. Rezultati PCA
analize potvrduju nedvosmisleno bolje karakteristike krupnog APF u formulacijama
¢ajnog peciva. U skladu sa uvidom koji omogucava PCA, uzorak CC50 je odabran za dalju

proizvodnju i za testiranje prihvatljivosti od strane potrosaca hedonskim testom.

5.6.3 Rezultati ispitivanja prihvatljivosti od strane potrosaca

Rezultati ispitivanja ukupne prihvatljivosti uzoraka ¢ajnog peciva sa APF-om u okviru
metode skaliranja su pokazali da su potrosaci (N = 115) na slican nacin ocenili ukupnu
prihvatljivost, prihvatljivost teksture i ukusa proizvoda i dali srednju ocenu 6,2 + 1,8, dok
su miris ocenili srednjom ocenom 5,1 * 2,2. U literaturi su retki navodi za testiranja
proizvoda od strane potrosaca sa dodatkom AP. Rezultati hedonske analize za keks sa

30, 40 i 50 % AP (Carson et al., 1994) su imali slicne ocene bez uodljivih razlika. Svi su

102



Doktorska disertacija Snezana J. Zlatanovi¢

imali niZe ocene u poredenju sa ¢ajnim pecivom proizvedenim i testiranim u okviru ove
studije. Prose¢na ocena za izgled bila je 3,1 + 1,1; aromu, 3,0 + 1,0, teksturu, 3,1 + 1,1 i
ukupnu prihvatljivost, 3,0 £+ 1,0 (upotrebljena je hedonska skala od 8 tacaka 1 = kao

ekstremno mi se svida i 8 = ekstremno mi se ne svida) (Carson et al., 1994).

Na slici 27, prikazane su distribucije frekvencija ocena ispitivanih potrosaca JAR skalom.
Moze se uoditi da je veliki udeo potrosaca smatra da su ispitivana svojstva onakva kakva
treba da budu. NajniZe ocene su date za intenzitet mirisa na jabuku, 13 % potrosaca je

dalo ocenu da izuzetno, a 28,7 % da umereno odstupa.

100
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- Umereno odstupa (-) —
804 _ [[]Kakotreba
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g
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= 404
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proizvoda slatkog  mirisa
ukusa na jabuku

Slika 27. Dijagram distribucije frekvencija ocena potrosaca dobijenih primenom skale
“upravo onako kako treba da bude”, (¢ajno pecivo sa 50% krupnog APF; N=115 testiranih
lica)

Podaci dobijeni primenom skale “upravo onako kako treba da bude”- JAR, iskoris¢eni su
za analizu pada srednje vrednosti ocene ukupne prihvatljivosti proizvoda (eng. mean
drop analysis). Rezultati analize pada srednje vrednosti za uzorak CC50 prikazani su na
slici 28. Tacka na grafiku koja pokazuje statisti¢ki znacajan pad srednje vrednosti i

procenat potrosaca iznad granic¢ne tacke je razlog za razmisljanje i sugerise da proizvod
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treba da se modifikuje u odgovaraju¢em pravcu (Lawless et al., 2010). Sve grupe koje su
brojale vise ili jednako 20 % od ukupnog broja testiranih potrosa¢a smatrane su
znacajnim. Za ispitivani proizvod identifikovane su dve velike grupe potrosaca (> 20 %)
sa znacajnim padom srednje vrednosti (p < 0.05). Jedna grupa je smatrala da proizvod
nije "dovoljno sladak" (32,2 % ispitanika), a jedna da proizvod ima "slab miris jabuka"
(41,7 %). Prosecni hedonski rezultati su bili 4,3 £ 1,9 za ,,prihvatanje mirisa“i5,9 + 1,5 za
»ukupno prihvatanje”, sto je viSe ili manje u opsegu kategorije ,niti mi se svida, niti mi
se ne svida“. Miris jabuka koji treba da izdvaja ovaj proizvod od drugih mogao bi se

pojacati izborom sorti jabuka koje ée se koristiti u proizvodnji ove vrste ¢ajnog peciva.
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o X

1,24 ° )
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Slika 28. Analiza pada srednjih vrednosti za ¢ajno pecivo sa 50 % krupnog APF (N = 115
ispitanika)

Gledajuci ukupan broj ispitanika, ,ukupna prihvatljivost®, ,prihvatljivost teksture” i
,prihvatljivost ukusa” su bodovane prose¢nim ocenama na hedonskoj skali iznad 6 (6,2

+ 1,8), Sto ukazuje da se proizvod dopao ispitivanim potrosa¢ima.
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5.7 MOGUCNOSTI KOMERCIJALIZACIJE BRASNA OD TROPA JABUKE

Rezultati koji su dobijeni u okviru ove disertacije ukazuju da bi dobijeno brasno od tropa

jabuke moglo imati znacajan potencijal kao prehrambeni proizvod i dijetetski preparat.

Sredstva za zaStitu prava intelektualne svojine (podneta je medunarodna patentna
prijava broj prijave - PCT/R$2019/000019), razvoj i komercijalizaciju su obezbedena kroz
realizaciju projekta ,Tehnoloski postupak za industrijsko dobijanje viSenamenskog
bezglutenskog brasna od tropa jabuke sa visokim sadrzajem dijetnih vlakana,
antioksidativnim i antidijabetogenim dejstvom”, broj 1076, u okviru Programa TTF
Fonda za inovacionu delatnost. Projekat je u toku i bi¢e realizovan do kraja 2019. godine.
Osnova za konkurisanje i dobijanje projekta je proistekla iz rezultata dobijenih tokom

izrade disertacije.
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6. ZAKUUCAK

Na osnovu prikazanih rezultata u ovom istrazivanju mogu se izvesti sledeci zakljucci:

1. Trop od jabuke koji se sastoji od pokozice, peteljke, kostica i nesto pulpe mesanih i
pojedinacnih sorti organski i konvencionalno gajenih jabuka je neposredno nakon
industrijske proizvodnje soka presovanjem, osusen na industrijskom nivou,
primenom prilagodenog postupka dehidratacije. Na temperaturi koja ne prelazi 55
°C, za 4 do 6 sati, sadrzaj vlage je sa ~ 75 % snizen na 4 - 8 %;

2. Nizak sadrzaj vlage i aktivnost vode (0,2 - 0,4) dehidiratisanog tropa omogucavaju
mlevenje kojim se dobija stabilno i trajno bezglutensko brasno (APF) izrazenog ukusa
i mirisa na jabuku, koje nije higroskopno i ne zgrudvava se tokom stajanja.

3. Zdravstvena, hemijska i mikrobioloska ispravnost APF kao i test akutne oralne
toksi¢nosti (in vivo) su potvrdili bezbednost njegove upotrebe, kako u prehrambenoj
industriji tako i kao dijetetskog preparata;

4. Brasno tropa jabuke karakteriSe visok sadrzaj DV (prosec¢na vrednost je ~ 40 g u 100
g). Uzorci APF i AE se ne razlikuju statisti¢ki znacajno u odnosu na sadrzaj DV i
ugljenih hidrata. Brasno tropa jabuke sadrzi znacajne kolicine rastvornih vlakana, pre
svega pektina. Prisustvo lignoceluloznih vlakana (celuloza, hemiceluloza i lignin) u
APF uzorcima potvrduju FT-IR spektri. Sadrzaj DV je mnogostruko visi nego u
pSeniénom i brasnu najéesée koris¢enih Zita bez glutena kao Sto su kukuruzno,
ovseno, princano i heljdino;

5. U mineralnom profilu brasna od tropa jabuke od makroelemenata dominira kalijum,
a od mikroelemenata bakar. Sadrzaj kalijuma (4228 - 6395 mg kg™) je mnogostruko
viSi nego u pSeni¢énom i naj¢esce korisS¢enom brasnu Zita bez glutena;

6. SadrZaj proteina u APF je u rasponu od 3,2 - 5,8 g /100 g s.m., a sadrzaj masti 1,0 -
2,7g/100 g s.m;

7. SadrZaj TPC u uzorcima APF-a je u opsegu od 4,6 +0,2 do 8,1+ 0,3 mg GAE g'*. Prema
ANOVA uzorci se mogu grupisati u dve grupe, prvu sa veéim sadrzajem TPCidrugu u

kojoj su uzorci APF sa nizim sadrzajem i AE. Sadrzaj flavonoida je u svim uzorcima
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10.

11.

12.

APF znacajno viSi od AE. Sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja i flavonoida je
mnogostruko visi nego u pseni¢nom i brasnu najcesée korisc¢enih Zita bez glutena;
Antioksidativna aktivnost APF-a odredena standardnim spektrofotometrijskim
metodama (DPPH, ABTS) i elektrohemijskom metodom (HPMC) je visoka. Na osnovu
sve tri metode uzorci se mogu grupisati u dve grupe, grupu sa vrlo visokom AO
aktivnoSc¢u i grupu sa nesto nizom aktivnoS¢éu u koju spada i AE. U pogledu AO
aktivnosti brasno tropa jabuke daleko prevazilazi uobic¢ajeno koris¢eno brasno od
cerealija i pseudocerealija;

HPLC-DAD-MS/MS tehnikom je u APF identifikovano i kvantifikovano 31 polifenolno
jedinjenje. Zastupljeni su dihidrokalkoni (floretin i florizin), a slede flavonoli i
flavonolni glikozidi (kvercetin, kvercetin-3-O-ramnozid, kvercetin-3-O-galaktozid,
rutin, izoramnetin, izoramnetin-3-O-rutinozid, kaemferol i kaemferol-7-glukozid),
cimetne (kafeinska, p-kumarinska, ferulinska, sinapinska i hlorogena) i
hidroksibenzoeve kiseline (galna, protokatehinska, elaginska i p-hidroksibenzoeva).
Udeo pomenutih grupa jedinjenja u ukupnom sadrzaju polifenola iznosi priblizno 98
% kod svih uzoraka. Sadrzaju dihidrokalkona najvise doprinosi florizin a sadrzaju
hidroksicimetnih kiselina hlorogena kiselina;

HPLC-DAD-MS/MS tehnikom nadeno je da najvisi sadrzaj ukupnih polifenola ima
brasno od tropa organski gajenih jabuka, Sto bi se moglo povezati sa njegovom
termalnom stabilnoscu;

Koeficijenti korelacije izmedu sadrzaja polifenolnih jedinjenja (TPC i TFC) dobijenih
standardnim metodama i HPLC-om, kao i in vitro antioksidativhog kapaciteta
merenog pomoc¢u DPPH, ABTS i HPMC su visoki, sto potvrduje da su polifenolna
jedinjenja nosioci antioksidativne aktivnosti. Visoki koeficijenti korelacije izmedu
sadrzaja najzastupljenijih polifenolnih jedinjenja florizina i hlorogene kiseline,
potvrduju njihov doprinos ukupnoj AO aktivnosti;

Temperatura staklastog prelaza (Tg) (28 - 38 °C) svih uzoraka APF je iznad uobicajene
temperature skladistenja prehrambenih proizvoda ovog tipa, Sto obezbeduje

njihovu produzenu stabilnost;
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

Kineticki parametri procesa termalne razgradnje, energija aktivacije (E) (82 do 115
KJ mol?), preeksponencijalni faktor (InA) (24 do 19) i konstanta brzine termalne
razgradnje pri temperaturi 200 °C (k200) (0,14 do 0,27) daju uvid u ponasanje APF
na povisenim temperaturama i potvrduju stabilnost na temperaturi pecenja koja
omogucava primenu u konditorskoj i pekarskoj industriji. Grupisanje uzoraka prema
k200 pokazuje da je brasno od tropa organski gajene jabuke termalno najstabilnije;
Prisustvo APF-a u dijeti baziranoj na masnoj hrani spreceva pojavu hiperglikemije i
hiperlipidemije. Rezultati in vivo studije nedvosmisleno potvrduju antidijabetogeni i
antilipemicni efekat APF-a i ukazuju na opravdanost njegove primene kao
dijetetskog preparata i komponente funkcionalne hrane. Na osnovu njih je odredena
optimalna dnevna doza APF-a (10-30 g) Cijim bi se redovnim konzumiranjem
regulisao metabolizam ugljenih hidrata i masti;

APF ima visi kapacitet vezivanja vode i ulja u odnosu na pseni¢no i uobicajeno
koriséeno brasno od Zita bez glutena, poput pirincanog. Tehno-funkcionalne
karakteristike brasna od tropa jabuke ukazuju na njegovu Siroku primenljivost u
prehrambenoj industriji, dok odsustvo glutena omoguéava specificnu primenu u
proizvodnji bezglutenske hrane;

Sastav, antioksidativna aktivnost i in vivo efekat APF-a, kao i tehno-funkcionalna
svojstva dokazuju da tokom primenjenog procesa dehidratacije nije doslo do
denaturacije bioloski aktivnih molekula prisutnih u svezem tropu jabuke, tj. da su
bioaktivni molekuli jabuke zadrzali svoju strukturu i funkciju;

Brasno tropa jabuke, fine (< 300 um) i krupne (< 1 %mm) granulacije, je u
industrijskim uslovima uspesno upotrebljeno kao zamena za veliki udeo pseni¢nog
brasna (do 75 %) Cime je standardni konditorski proizvod (¢ajno pecivo), inace
siromasan dijetnim vlaknima i antioksidansima, znacajno obogaden;

Senzornom analizom je utvrdeno da je prihvatljivo zameniti do 50 % pSeni¢nog
brasna APF-om krupnije granulacije. Cajno pecivo sa do 50 % APF-a krupnije
granulacije je imalo znacajno poboljSana senzorna svojstva (ukus i miris jabuke,
prhkost) i produzenu stabilnost u odnosu na kontrolni uzorak tj. komercijalno

dostupno ¢ajno pecivo. Naime, tokom skladistenja od 12 meseci ukupni sadrzaj
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19.

20.

polifenolnih supstanci i flavonoida se nije znacajno promenio, dok je antioksidativna
aktivnost ostala na priblizno istom nivou;

Cajno pecivo sa 50 % bra$na od tropa jabuke ima visok sadrzaj DV (~20 g DV u 100
grama), Sto ga svrstava u kategoriju funkcionalnih proizvoda, kao i dvostruko visi
sadrzaj ukupnih polifenolnih jedinjenja, skoro sedam puta visi sadrzaj flavonoida i
Cetiri, odnosno sedam puta viSu AO aktivhost odredenu ABTS i DPPH testom u
odnosu na standardno ¢ajno pecivo proizvedeno bez dodatka APF.

Testom prihvatljivosti od strane potrosaca u kome je ucestvovalo 115 ispitanika,
,ukupna prihvatljivost®, , prihvatljivost teksture” i, prihvatljivost ukusa“ su bodovani
prosec¢nim ocenama iznad 6 (6.2 + 1.8), Sto ukazuje da se ¢ajno pecivo sa 50 % APF

dopada ispitivanim potrosacima.

Navedeni zakljucci predstavljaju nedvosmislenu potvrdu da prisustvo bioloski aktivnih

komponenata, pre svega DV i polifenolnih jedinjenja kao nosilaca AO aktivnosti, kao i

termalna tehno-funkcionalna i senzorna svojstva brasna tropa jabuke, koje je

prilagodenim tehnoloskim postupkom dobijeno u okviru ove doktorske disertacije,

omogucavaju njegovu primenu u obogacivanju postojec¢ih i kreiranju novih, kako

standardnih tako i bezglutenskih funkcionalnih proizvoda, Cijim bi se konzumiranjem

nadoknadio nedostatak dijetnih vlakana i antioksidanasa u modernoj ishrani a pre svega

u bezglutenskoj dijeti. Uticaj brasna na metabolizam omogucéava njegovu upotrebu kao

dijetetskog preparata namenjenog prevenciji pojave metaboli¢kih poremecaja, pre

svega dijabetesa i arterioskleroze, a posledi¢no i kardiovaskularnih bolesti.
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Evidencioni broj projekta 31055, oblast tehnoloskog razvoja.

Do sada je u saradnji sa drugim autorima objavila 11 nau¢nih radova, od kojih se 7 nalaze
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PRILOZI

Prilog 1. Odobrenje za in vivo ispitivanje

HABEP3VTET ¥ BEOTPASTY

NOLOHPHRPEHA « ...IZ
JE |~
£ -*Ftﬁ—é:} \l(

GEOrPANR - 3

T

PenyGauxka Cpbuja
MHWHUCTAPCTBO [MOJLOITPHBPEJE U
3AUITUTE KUBOTHE CPEJJUMHE
-VITPABA 3A BETEPHUHY-

Bpoj: 323-07-00617/2017-05
Hatym: 01.02.2017. roaune
beorpan

MHEHHCTAPCTBO NOJEOIPHBPE/IE U 3AlUTHTE JKUBOTHE cpeute Peny6mke Cpbuje-Ynpasa
34 BETEPHHY, Ha OCHOBY wiaHa 34. 3akona o 100po6utH kusotHiba ("Cnyxbenn rnacuux PC'
Op. 41/09), unana 192, 3axkona o onwrem ynpaessom nocrynky ("Cayxbeun raacauk CPI" Gp.
33/97 u 31/2001 n "Cavxbenn rnacauk PC' 6p. 30/2010) u Peuwerwa o oBnawhewsy MHHHCTPA
MOJLOTIPUBPEe M 3aliTHTE KUBOTHe cpeante PenyGmuxe CpGuje, 119-01-51/6/2016-09, on
12.08.2016. roaune, pewasajyhun o saxtesy [lossonpuspeanor Qaxyarera, YHusepsutera y
Beorpany 3a n3nasame Penrersa 0 ogodpemy crnposoljersa orie/1a Ha KHBOTHHAMA, JIOHOCH!

PEIIEILE

YCBAJA CE saxtes [lossonpuspeanor, Yrusepsutera y beorpauy, yi. Hemamwuna 6,
beorpan u u3aaje ce Pememe 0 0100pemy cripopoljera orilejla Ha KHBOTHIbAMA MO/ HA3HBOM:!

"Uenurtupame edexara Tpona o1 jalyka Ha JMINWIHH M IIHKeMHJCKH CTaTve
mumesa CSTBL/6J".

Ob6paszaoxmeme

[Tossonpuspeann dakynarer, Yuusepsurera v beorpany, yn. Hemamuua 6, beorpan,
obpario ce oBoM MHHHCTapeTBY AaHa 27.01.2017. roaune, 3axTeBoM 3a oj06pemse orjesa, 1moj
nazusoM: "HMenurusare edexara tpoua o1 jabyka Ha JMIMAHK M ITIMKEMHJCKH CTATYC MHILICBA
C37BL/6J".

ITonnocunan npujase je MunncrapeTBy, y3 3axXTeB. JIOCTABHO JOKYMEHTAIH]Y HPOIHCAHY
3akonoM o s106poGuTH wuBorThma ("Ciywbenu riacuuk PC' 6p. 41/09) u [lpasunankom o
YCJIOBHMA 3a YIIMC Y pErHcTap 3a orjiele Ha KHBOTHIb@Ma M Caap:KHHH H HauuHy Bohema Tor
Perucrpa, nporpamy obyke o JoOpoOHTH OFJIeJIHHX JKHBOTHISA oOpacily 3axrena 3a ono0perse
cnposohersa ore/la Ha KUBOTHISAMA, HAYHHY Here, MOCTYIIAbA U JHIIABAY KHUBOTA OIJICAHNX
SKHBOTHHA, KA0 M CAIPXKHHKE 1 HAYMHY BoheHa eBIJICHIIHjE O ApKalby, PErpOIYKILH]H, POMETY,
oAHocHO cnpoeohemy oraena Ha wuBoTHibama ("CaymGenn rnacunk PC', 6p. 39/10) u to:
NoJaTKe O HA3HBY M CEJMIITY MPABOT JIMLA, MONYHEH 3aXTeB 3a H3/laBaibe pelictha 0 0100perny
cnpoBohersa oriejia Ha JKMBOTHRRAMA, CTPYYHO MHUbEI¢ ETHuke koMHcHje o crposobeisy
npeaMerHor orieaa, Pememse o ynucy y Perncrap 3a orjie/ie Ha JKHBOTHE-AMA.
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[TpuaukoM pemaama 10 3aXTCBY, HAa OCHOBY YBHIZ Y MPHIOKEHY JOKYMEHTaIlH]y,
YTBpheHO je ma Cy ce CTEKIM YCNOBH 3a JIOHOUIEHE pElema Kao y JHCTIO3UTHBY, CXOIHO
oapeadama unana 192, 3aKkoHa 0 OMIUTEM YIPABHOM NOCTYIIKY.

Hoyxa o npassom cpeactBy: OBo pelllerbe je KOHAYHO Y YIIPABHOM noctynky. I[lpotus
OBOT pellieH:a & MOKE HOKPEHYTH YIPABHH CNIOP NMOJHOIIEkeM Tykbe Ynpasiom cyxy Cpbuje
¥ poky oa 30 naHa 021 gana npujema peresa.

/Bt IMPEKTOP

Hocrasurn:

) [Nomonpuepennu dakyarer, Yuusepsutera y beorpany. Hemawuna 6, 11000 beorpan
2. Pen. BeTepunapcka uncnekumja, Bennciasa Bysosuha 1a/4, 11000 Beorpan
Eruaenupja,

Apxusa

¥ b
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Prilog 2. lzvestaj o ispitivanju

ENOLOSKA STANICA VRSAC DOO VRSAC

Maticni broj: 08009988
PIB : 100914389
Broj tekuéeg racuna:
Vojvodanska banka 335-1011347-33

Tleroja Pinkija br. 49 Credit Agricole banka 330-22000536-94 el 013821 600; 821-601
26300 Vrdac Trezor 840-346723-90 fax: 0137832792
Datum stampe: 28.10.2016 Strana 1 od 1

Izvestaj o ispitivanju del. br. 03-3685

Podnosilac zahteva: ENOLOSKA STANICA VRSAC DOO, Heroja Pinkija 49, Vriac

Broj zahteva: !

Datum zahteva:

JCI broj: !

Uzorkovao: Podnosilac zahteva

Datum prijema: 21.10.16
Datum pocetka ispitivanja: ~ 21.10.16
Datum zavr8etka ispitivanja: 28.10.16

Uzorak: Anl br, 7158  OSUSENI TROP JABUKE
/

Uvoznik: bt

Ino dobavljac: /,/,/

Spedicija: /

Vrsta prevoza: /

T'S inspektor: /

Broj res. FSI: /

Obim analize: Fizicko-hemijska analiza, Senzorna analiza, Mikrobioloska analiza

Prilog:

Na osnovu rezultata obavljenih laboratorijskih ispitivanja dostavljenih uzoraka. ocenjuje sc da proizvod
ODGOVARA

Zakonu o bezbednosti hrane ('Sl.glasnik RS', br.41/09 ), odnosno ispunjavaju uslove propisane blizim Pravilnicima navedenim
u lzvestaju o Ispitivanju, u odnosu na ispitanc parametre.

X8pois Nunrnle 49
2 BPLIAL
L 1
r 1 op

Dr Rajna Duganov
specijalista higijene

1ZJAVAT: Rezultati ispitivanja se odnose samo ra ispitivani uzorak.
IZJAVA L Ovaj izvesiaj se ne sime umnoZavati, izuzev u celini, bez pismene saglasnosti laboratorije.

0-5.10.01.02 Ldanje 7
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Prilog 3. Primer ocenjivackog lista za senzorno ocenjivanje ¢ajnog peciva sa razlicitim

dodatkom brasna od tropa jabuke fine/krupne granulacije

Ispitivana svojstva kvaliteta
IZGLED TEKSTURA AROMA
Vizuelno Vizuelno
ocenjeno | ocenjena % od Ponderisana
Izratunati svojstvo struktura i Oralno Olfaktorno Oralno maksimalno srednja
.. boje, ispecCenost, ocenjena ocenjen ocenjen ,
pokazatelji . 5 Lps L mogucéeg vrednost
povrsine, | palpatorno | Zvakljivost miris ukus i
veli¢ine i ocenjen kvaliteta ocene
oblika prelom
KOEFICIJENT VAZNOSTI (KV)
3.00 4.00 4.00 4.00 5.00
Xsr
Sd
Cv
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Prilog 4. Ocenjivacki list Ai B

A Hedonska skala koris¢ena za ispitivanje stepena prihvatljivosti odabranih senzornih

svojstava

OCENJIVACKI LISTIC

Sifra uzorka

1. Pomocu prikazane skale ocenite u kojoj meri vam se dopada proizvod kao celina

(unosenjem znaka X u odgovarajuce kuciste).

> U kojoj meri vam se dopada proizvod kao celina:

uopste mi se ne dopada niti mi se dopada, dopada mi se izuzetno mi
ne dopada mi se niti mi se ne dopada P se dopada

[] [] ] [] [] [] [] L] []

» U kojoj meri vam se dopada struktura proizvoda:

uopSte mi se ne dopada niti mi se dopada, dopada mi se izuzetno mi
ne dopada mi se niti mi se ne dopada P se dopada

[] L] [ [] [] [] [] ] []

» U kojoj meri vam se dopada ukus proizvoda:

uopSte mi se ne dopada niti mi se dopada, dopada mi se izuzetno mi
ne dopada mi se niti mi se ne dopada P se dopada

[] L] [ [] [] [] [] ] []

» U kojoj meri vam se dopada miris proizvoda:

uopSte mi se ne dopada niti mi se dopada, dopada mi se izuzetno mi
ne dopada mi se niti mi se ne dopada P se dopada

[] L] [ [] [] [] [] ] []
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B. Skala “upravo onako kako bi trebalo da bude”

2. Pomocu prikazane skale ocenite pojedina senzorna svojstva proizvoda

(unosenjem znaka X u odgovarajuce kuciste).

> Kako biste ocenili boju proizvoda?

previSe tamna tamna kako treba svetla

[] [] ] [] [] [] []

> Kako biste ocenili intenzitet slatkog ukusa proizvoda?

nedovoljno slatko srednje kako treba srednje

[] [] [] [] [] [] []

> Kao biste ocenili intenzitet mirisa (na jabuku) proizvoda?

nedovoljno izrazen srednje kako treba srednje

[] [] ] [] [] [] []

> Kako biste ocenili hrskavost proizvoda?

nedovoljno hrskavo srednje kako treba srednje

[] [] ] [] [] [] []

> Kako biste ocenili ispeCenost proizvoda?

nedovoljno pecen srednje kako treba srednje

[] [] ] [] [] [] []

> Kako biste ocenili Zvakljivost proizvoda?

suvide lako se
zvace srednje kako treba srednje
(lagan je, topi se)

[] [] ] [] [] [] []

previse svetla

[ []

previSe slatko

] []

previse izrazen

[ []

previse hrskavo

[ []

prepecen

] []

previse teSko
se zvace

[ []
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Prilog 5.

Izjava o autorstvu

Ime i prezime autora: SneZana J. Zlatanovi¢

Broj indeksa 15/34

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom ,, Termalna, hemijska i funkcionalna svojstva
tropa od jabuke i moguénosti primene u prehrambenoj industriji”
e rezultat sopstvenog istrazivackog rada;

e da disertacija u celini ni u delovima nije bila predlozena za sticanje druge
diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova;

e da su rezultati korektno navedeni i

e da nisam krsio/la autorska prava i koristio/la intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis autora

U Beogradu,
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Prilog 6.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora: SneZana J. Zlatanovi¢

Broj indeksa 15/34

Studijski program Prehrambena tehnologija

Naslov rada ,, Termalna, hemijska i funkcionalna svojstva tropa od jabuke i

mogucnosti primene u prehrambenoj industriji”

Mentor Prof. dr Predrag Vukosavljevi¢

Izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la radi pohranjenja u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji licni podaci vezani za dobijanje akademskog naziva
doktora nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi licni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis autora

U Beogradu,
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Prilog 7.

Izjava o koris¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢” da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

.JTermalna, hemijska i funkcionalna svojstva tropa od jabuke i mogucnosti primene u
prehrambenoj industriji*

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalnom repozitorijumu Univerziteta u
Beogradu i dostupnu u otvorenom pristupu mogu da koriste svi koji postuju odredbe
sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice (Creative Commons) za koju sam
se odlucila.

1. Autorstvo (CC BY)

2. Autorstvo — nekomercijalno (CC BY-NC)

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada (CC BY-NC-ND)

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima (CC BY-NC-SA)
5. Autorstvo — bez prerada (CC BY-ND)
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima (CC BY-SA)

(Molimo da zaokruzite samo jednu od Sest ponudenih licenci.
Kratak opis licenci je sastavni deo ove izjave).

Potpis autora

U Beogradu,
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1. Autorstvo. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i
prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca
licence, ¢ak i u komercijalne svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno
saopStavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu
upotrebu dela.

3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerada. Dozvoljavate umnoZavanje,
distribuciju i javno saopsStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe
dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora
ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela. U
odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ogranicava najveci obim prava
koris¢enja dela.

4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate
umnozavanje, distribuciju i javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime
autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada
distribuira pod istom ili slichom licencom. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerada. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno
saopsStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu,
ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence.
Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i
javno saopstavanje dela, i prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden
od strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili
sliécnom licencom. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.
Slicna je softverskim licencama, odnosno licencama otvorenog koda.
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