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1.UVOD



1.1. Roga¢é

Rogac¢ ( Ceratonia siliqua, L.) je biljka iz porodice mahunarki, Fabaceae (Biner i sur., 2007).
Pripada podporodici Caesalpinioidae. Njegovu vrijednost prepoznali su jos stari Grcei, koji su
ga donijeli sa Bliskog istoka u Gréku i Italiju, ali i Arapi koji su ga $irili duz sjeverne obale
Afrike, Spanjolske i Portugala (Khatib i Vaya, 2010). To je visegodi$nja zimzelena biljka
koja raste u obliku grma ili stabla (Slika 1.1.), a moze narasti do visine od 10 do 15 m
(Wielinga, 2009). Danas je najve¢im dijelom rasprostranjen na Sredozemlju, gdje predstavlja
vaznu ekonomsku i ekolosku komponentu mediteranske vegetacije. Osim Mediterana
nastanjuje i podru¢ja Kalifornije, Australije, Juzne Amerike, Cilea te podruéje od Srednjeg

Istoka do Zapadne Azije pa ¢ak i Kanarske otoke (Lovri¢, 2015).

Slika 1.1. Stablo rogaca (prilagodeno prema www. alamy.com)



1.1.1. Grada i sastav ploda rogaca

Plod rogaca je mahuna (Slika 1.2.) koja je izduzena, komprimirana, ravna ili zakrivljena,
duzine 10-30 cm i Sirine 1.5-3.5 cm. Mahuna je smede boje s naboranom povrsinom,a kad

dozrije postane kozasta (Batlle i Tous, 1997).

Mahuna se sastoji od dva dijela: sjemenki (10%) i pulpe (90 %) koja ostane nakon uklanjanja
sjemenki (engl. kibble). Pulpa je gradena od vanjskog koznatog sloja odnosno perikarpa i
unutarnji meks$eg sloja ili mezokarpa koji okruzuje i razdvaja sjemenke rogac¢a (Naghmouchi,
2009). Kemijski sastav pulpe ovisi o sorti rogaca, podrijetlu i viemenu berbe (Goulas i sur.,
2016). Sjeme rogaca sastoji se od ljuske (30-33 %), endosperma (42-46 %) i embrija ili klice
(23-25 %) (Saler, 2013).

Slika 1.2. Plod rogaca (prilagodeno prema www.exotic-king.com)

Na Slici 1.3. shematski je prikazan sastav pulpe i sjemenke rogaca. Naime, ove dva sastavna
dijela ploda rogaca se po svome sastavu uvelike razlikuju. S obzirom na razli¢it sastav, pulpa i

sjemenke rogaca se takoder i koriste u razlicite svrhe.
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Slika 1.3. Sastav ploda rogaca



1.1.1.1. Sastav pulpe mahune rogaca

U posljednje vrijeme brojna su istrazivanja pokazala zanimljive rezultate vezane za
bioaktivnost sastavnica pulpe rogaca. Najvecu paznju u znanstvenim istrazivanjima privukli
su ciklitoli, vlakna, polifenoli i tanini. Ove skupine bioaktivnih komponenti zasluzne su za
povoljne utjecaje rogaca na zdravlje i njegovu upotrebu u razli¢itim terapeutskim podru¢jima

(Goulas i sur., 2016).

Pulpa rogaca sadrzi visoki udio Secera koji su nositelji njegove nutritivne vrijednosti. Ukupni
udio Secera krece se u rasponu od 48 do 55 %. Najzastupljeniji Secer je saharoza (32-38%),

zatim slijede glukoza (5-6%) i fruktoza (5-7%) (Batlle i Tous, 1997).

Kao i u svim leguminozama i u rogacu je dokazana prisutnost ciklitola kao spojeva sa
iznimno pozitivnim u¢incima na zdravlje ¢ovjeka. Najzastupljeniji pripadnik ove skupine
spojeva u pulpi rogaca je D-pinitol (5-7%) (Goulas i sur., 2016). Dokazano je da divlje sorte

rogaca sadrze puno vise D-pinitola nego kultivirane (Turhan, 2013).

Vlakna su heterogena skupina spojeva i mogu se podijeliti na topljiva i netopljiva. Udio
ukupnih vlakana u pulpi rogaca krece se od 30 do 40 % (Haber, 2002). Netopljiva vlakna ¢ine
oko 70 % ukupnih vlakana pulpe, a najzastupljeniji predstavnici su celuloza, hemiceluloza,
lignin 1 netopljivi polifenoli. S druge strane, udio topljivih vlakana je puno niZi, a njih

uglavnom ¢ine jednostavni ugljikohidrati (Goulas i sur., 2016).

Heterogena skupina spojeva prisutna najve¢im dijelom u pulpi rogaca su polifenoli koji S
zasluzni za visok antioksidacijski potencijal ploda ove biljke. Glavne kategorije polifenolnih
spojeva prisutnih u pulpi rogaca su jednostavne fenolne kiseline, flavonoidi 1 tanini.
Koncentracija polifenola uvelike ovisi o genetskim 1 ekoloskim ¢imbenicima, ali 1 0 metodi
ekstrakcije koristenoj pri izolaciji navedenih sastavnica (Papagiannopoulos i sur., 2004). U
pulpi rogaca fenolni spojevi se nalaze slobodni, vezani ili kao topljivi konjugirani oblici
(Goulas i sur., 2016). Vecina fenolnih spojeva prisutnih u rogacu nalaze se vezani za
prehrambena vlakna. Fenolne kiseline, podijeljene na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline, najbrojnija su skupina polifenolnih spojeva u pulpi rogaca. Slobodna galna kiselina i
derivati galne kiseline najzastupljeniji su predstavnici ove skupine spojeva u rogacu (Vitali i

.....

povezana heterocikli¢nim piranskim prstenom. Flavonidi se mogu podijeliti u razlicite



kategorije kao S§to su flavoni, flavonoli, flavanoli, izoflavonoidii, antocijani . Strukturna
raznolikost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija osnovne skeletne strukture, koje
uvjetuju reakcije hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa, dimerizacije,
vezanja neorganskog sulfata i glikolizacije hidroksilnih grupa (O-glikozidi) ili flavonoidne
jezgre (C-glikozidi). Pulpa rogaca osobito je bogata flavonolima kao $to su kvercetin,
miricetin i1 kemferol te njihovim derivatima. Flavoni (apigenin, luteolin), flavanoni
(naringenin) i izoflavonoidi (genistein, daidzein) prisutni su u puno manjoj koli¢ini (Goulas i
sur., 2016). Tanini su jo$ jedna skupina polifenola prisutna u pulpi mahune kojoj se pripisuju
adstringentna svojstva rogaca. Na osnovi gradevnih jedinica i kemijske prirode, mogu se
izdvojiti dvije osnovne vrste tanina: hidrolizirajuéi (pirogalni) i kondenzirani (katehinski)
tanini. Rogac vec¢im dijelom sadrzi kondenzirane tanine (proantocijanidini). Zrela mahuna
rogaca u svom sastavu ima puno manje kondenziranih tanina nego nezrela mahuna. To se
objasnjava ¢injenicom da kondenzirani tanini u mahuni rogaca tijekom dozrijevanja ulaze u
brojne reakcije polimerizacije 1 kondenzacije ¢ime se smanjuje njihova koncentracija

(' Silanikove i sur., 2006).

U plodu rogaca dokazana je prisutnost 17 aminokiselina: asparaginske kiseline, glutaminske
kiseline, serina, glicina, histidina, arginina, treonina, alanina, tirozina, valina, prolina,
metionina, izoleucina, leucina, cisteina, fenilalanina i lizina. Asparaginska kiselina, asparagin,
alanin, glutaminska kiselina, leucin i valin zajedno ¢ine 0ko 57% ukupne koli¢ine
aminokiselina. Opcenito, roga¢ se moze smatrati dobrim izvorom aminokiselina prema
standardima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) za proteine. To¢nije, sadrzi svih
sedam esencijalnih aminokiselina (treonin, metionin, valin, izoleucin, leucin, fenilalanin i

lizin) u koncentracijama koje zadovoljavaju standarde WHO-a (Ayaz i sur., 2009).

Rogac je takoder dobar izvor brojnih minerala. Kalij je dominantan mineral u plodu rogaca, a
uz kalij su jos prisutni i kalcij, natrij, magnezij i fosfor. Mikro-elementi prisutni u rogacu su
zeljezo, bakar, mangan i cink, od kojih je najzastupljenije zeljezo (Loullis i Pinakoulaki,
2017).



1.1.1.2. Sastav sjemenke rogaca

Razliciti dijelovi sjemenke rogaca (ljuska, endosperm 1 klica) sadrze razlicite skupine
kemijskih spojeva. Ljuska sjemenke rogaca sadrzi antioksidanse. Endosperm, koji ¢ini najveci
dio sjemenke rogaca, graden je od galaktomanana. Galaktomanani (Slika 1.4.) su
polisaharidne molekule gradene od manoze i galaktoze u omjeru 4:1 (Batlle i Tous, 1997).

Udio galaktomanana u sjemenki rogaca moZze dosegnuti 85 % ( Goulas 1 sur., 2016).

CH,OH

CHLOI

CHL O CH,OH

Cialaclomannan

CHLO1

CH,OH

H OFL

o-Ir-Calactose B-D-Mannose

Slika 1.4. Struktura galaktomanana (prilagodeno prema openi.nlm.nih.gov )

Glavno svojstvo ovog prirodnog polisaharida, koji se koristi za proizvodnju gume (engl.
carob bean gum, skra¢eno CBQG), je velika viskoznost njegove vodene otopine unutar Sirokog
raspona temperatura i pH. Takoder, CBG ima visok kapacitet vezanja vode formirajuéi pritom

jako viskozne, stabilne otopine u visokim razrjedenjima (Batlle i Tous, 1997).



1.1.2. Primjena rogaca u prehrani

Rogac se u prehrambene svrhe koristio jo$ za vrijeme Starih Grka i Egip¢ana koji su

konzumirali przene sjemenke i vodene ekstrakte rogaca (Marakis, 1996).

Brasno rogaca (koje se dobiva mljevenjem, sijanjem i tostiranjem mahune rogaca bez
sjemenki) danas je dosta prisutno u ljudskoj prehrani (Marakis, 2006). Nutritivna vrijednost
mahuna rogaca je usporediva s nutritivnom vrijednos$¢u Zitarica poput pSenice i jema (Battle
i Tous, 1997). Danas se brasno rogac¢a najcesce koristi kao sastojak hrane, zamjena za kakao
ili kao sirovina za proizvodnju dijetetskih proizvoda (Lovri¢,2015).

U posljednje vrijeme rogac se koristi u brojnim funkcionalnim napitcima kao zamjena za
kakao, a njegova se prednost pripisuje ¢injenici da sadrzi puno manji udio kofeina i
teobromina nego kakao. Takoder, roga¢ przenjem dobiva aromu jako sli¢nu aromi kakaa.
Rogac¢ takoder sadrzi puno manje masti (maksimalno 2-3 %) (Biner i sur., 2007) nego kakao,
a puno vise prehrambenih vlakana (Yousif i Aghzawi, 2000). Nizi sadrzaj masti znaci i nizu
kalorijsku vrijednost, dok visok sadrzaj prehrambenih vlakana sa sobom donosi mnoge
pozitivne u¢inke na zdravlje (Loullis i Pinakoulaki, 2017). Visok udio $ecera u rogacu
smanjuje potrebu za dodatnim Secerima i zasladiva¢ima (Kumazawa i sur., 2002). Zbog svih
ovih pozitivnih svojstava rogaca, postoje brojni prehrambeni proizvodi kao $to su mlijecni
proizvodi, instant napitci na bazi rogaca, peciva i kolaé¢i (Gruendel i sur., 2007) koji idealno
zamjenjuju sli¢ne ¢okoladne proizvode.

Rogac se danas u prehrambenoj industriji takoder koristi kao prirodni biljni zgu$njivac,
sredstvo za zeliranje, emulgator i stabilizator (E410), a za to je zasluzan galaktomanan iz

endosperma sjemenki (Loullis i Pinakoulaki, 2017).



1.1.3. Farmaceutska primjena rogaca

Brojne znanstvene studije pokazale su nekoliko fizioloskih u¢inaka rogac¢a koji mogu biti

znacajni u promicanju ljudskog zdravlja i prevenciji i lijeCenju nekih kroni¢nih bolesti.

Rogac je bogat kemijskim spojevima koji su u brojnim navodima iz literature prikazani kao
antitumorske, antiproliferativne i proapoptotske komponente. Na primjer, kvercetin je smanjio
veli¢inu tumora i inhibirao angiogenezu u ksenograft modelu karcinoma gusterace i

karcinoma dojke (Zhao i sur., 2016).

Prehrana sa gumom dobivenom iz endosperma sjemenki rogaca uzrokovala je smanjenu
razinu glukoze u krvi Stakora (Forestieri i sur., 1989). Prisutnost D-pinitola u roga¢u moze biti
odgovorna za njegov antidijabeticki ucinak jer D-pinitol regulira razinu Secera u krvi u

bolesnika sa dijabetesom tipa 2 poveéanjem osjetljivosti na inzulin (Tetik i Yuksel, 2014).

Rogac je dobar stabilizator probave §to ga ¢ini upotrebljivim sredstvom protiv proljeva ili
dijareje (kod dojencadi i male djece), kod enteritisa ili upale intestinalne mukozne sluznice i
dispepsije ili oteZane probave. Takoder, danas se kod odraslih osoba koristi i za lije¢enje
gastritisa te gastroenteritisa. Svoje povoljno djelovanje na probavu rogac posjeduje
zahvaljujuéi taninima. Tanini su snazni adstringensi, a adstringentno djelovanje se javlja
uslijed reakcije tanina s proteinima zbog ¢ega dolazi do taloZenja proteina i stvaranja
zastitnog polisaharidnog sloja na sluznici. Ovakav formirani zastitni sloj smanjuje podrazaj u
crijevima, a upotrebom rogacevog pripravka nakon 2 dana dolazi do formacije stolice te

nakon 6 do 8 dana do potpunog oporavka (Samarzija, 2013.).

Studije provedene na zdravim dobrovoljcima potvrdile su u¢inak polifenola i netopljvih
vlakana rogaca na sniZenje razine lipida u krvi. Konzumiranjem 15 g rogaca dnevno u
razdoblju od 4 tjedna zabiljeZeno je snizenje od 7,1% ukupnog kolesterola i 10,6% LDL
kolesterola (Zivko, 2012).



1.2.Kakao

Kakao se dobiva iz biljke kakaovac (Theobroma cacao), koja pripada porodici Sterculiaceae.
To je vazdazeleno drvo (Slika 1.5.) koje naraste do visine od 15 m, sa koznatim i jajolikim
listovima 1 crvenim peteroclanim cvjetovima koji se razvijaju izravno iz debla ili ogranaka.

Plod kakaovca je mahuna (Slika 1.6.) koja u sebi sadrzi 20-50 crvenkastosmedih krupnih

sjemenki iz kojih se dobiva kakao.

Slika 1.5. Stablo kakaovca (prilagodeno prema Slika 1.6. Plod kakaovca (prilagodeno

http://www.dropdata.org) prema www.fruttaweb.com)

Kakaovac potjece iz sjevernih podrucja Juzne Amerike i obalnog podrucja Meksickog
zaljeva, a njegov uzgoj najprije su zapoceli Maje, narodi stare civilizacije, a oko 1500. g. pr.
Kr. i Asteci. Danas se kakaovac uzgaja u mnogim tropskim i suptropskim podru¢jima Afrike i

Juzne Amerike (www.enciklopedija.hr).


http://www.enciklopedija.hr/

1.2.1.Sastav kakaa

Kakao masa (engl. cocoa liquor) dobiva se mljevenjem przenog i fermentiranog sjemena
kakaovca. Sadrzi nemasne kakao krutine i kakao maslac. Kakao prah se dobiva uklanjanjem
dijela kakao maslaca iz kakao mase. Kakao maslac sadrzi znacajne koli¢ine masnih kiselina,
dok nemasne kakao krutine sadrze vitamine, minerale, prehrambena vlakna 1 polifenole (Katz

i sur., 2011).

Masti u kakau, koje zajedno Cine kakao maslac, su smjesa mononezasic¢enih i zasi¢enih
masnih kiselina. Najzastupljenija mononezasi¢ena masna kiselina u kakau je oleinska, dok

medu zasi¢enim masnim kiselinama dominiraju palmitinska i stearinska (Katz i sur., 2011).

Oko 15 % sjemenke kakaovca ¢ine prehrambena vlakna. Topljiva vlakna ¢ine pektin,
pentozan i mucilage. Pektini u kakau sastoje se od heterogene smjese ramnogalakturonana s
razli¢itim stupnjem razgranatosti lanca. Netopljiva vlakna uglavnom ¢&ini celuloza. Skrob je

takoder prisutan u manjoj koli¢ini, kao i hemiceluloza (Colombo i sur., 2012).

Kakao je takoder bogat mineralima medu kojima dominira kalij. Nakon kalija slijede
magnezij, fosfor, kalcij i natrij te mikroelementi Zeljezo, bakar, mangan i cink medu kojima

dominira zeljezo (Loullis i Pinakoulaki, 2017).

Najznacajnije sastavnice kakaa svakako su polifenoli koji su poznati kao jaki antioksidansi.
Od svih skupina polifenola u kakau su najzastupljeniji flavonoidi 1 to najve¢im dijelom
flavanoli epikatehin i katehin te procijanidini. Procijanidini su glavni nositelji antioksidativne
aktivnosti kakaa (Ramiro-Puig i Castell, 2009). Brojna istrazivanja provedena na kakau
ukazuju na to kako je on puno jaci antioksidans od vecine sastavnica ljudske prehrane. Od
ostalih skupina flavonoida prisutni su i flavonoli (kvercetin), antocijanidini, flavoni (luteolin)
i flavanoni (naringenin). Od neflavonoidnih skupina polifenola najzastupljenije su fenolne

kiseline (klorogenska, vanilinska i kumarinska) (Katz i sur., 2011).

Kakao takoder sadrzi metilksantine ¢iji udio u sjemenci kakaovca iznosi oko 3 %. Teobromin
je najzastupljeniji metilksantin u kakau sa udjelom oko 2 %, dok je kofein prisutan u puno
manjim koli¢inama (oko 1 %), a teofilin samo u tragovima (Colombo i sur., 2012). Udio
pojedinog metilksantina u kakau ovisi o genotipu i podrijetlu kakaa, stupnju zrelosti i
koriStenom postupku fermentacije (Matissek,1997; Ho i sur., 2014).
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1.2.2.Primjena kakaa u prehrani

Kakao se danas uglavnom koristi u proizvodnji cokolade, kolaca, pudinga, sladoleda, kao 1 u

ostalim poslasticama i pi¢ima.

Presanjem se iz kakaove mase istiskuje ulje pa tako zaostaje kakao prah, od kojeg se uz
dodatak mlijeka prireduju topli i hladni napitci. Kakaovo ulje, poznatije kao kakao maslac se

takoder upotrebljava u slastiarstvu.

Gastronomska zanimanja za kakao se povecavaju zahvaljujuéi zanimljivim senzornim
svojstvima kakaa, kao i tendencije ¢okoladne industrije prema visokokvalitetnim ¢okoladama

i slasticama koje sadrze visoki udio kakaa.

1.2.3. Farmaceutska primjena kakaa

Jako antioksidativno djelovanje kakaa, odnosno velika sposobnost hvatanja slobodnih
radikala i inhibicija lipidne peroksidaze, u posljednje je vrijeme privuklo veliku pozornost na
podrucju prehrane 1 zdravlja. Antioksidativno djelovanje kakaa povezano je sa njegovim
protuupalnim i antiaterogenim u¢inkom, modulacijom krvnog tlaka i imunosnog sustava, kao

i aktivacijom trombocita (Ramiro i sur., 2005, Katz i sur., 2011).

Polifenoli iz kakaa moduliraju aktivnost faktota NFkB koji je kljucan faktor u nizu upalnih
procesa. Aktiviranje NFkB u leukocitima dovodi do adhezije leukocita na endotel, invazije
tkiva i sekrecije faktora koji dovode do ozljede tkiva. Polifenoli iz kakaa mogu smanjiti
aktivnost NFkB, leukocita 1 kona¢no smanjiti proizvodnju medijatora upale 1 reaktivnih

kisikovih spojeva (ROS) (Selmi i sur., 2006).

Dosadasnja istrazivanja potvrduju blagotvoran uc¢inak kakaa na aktivaciju trombocita kao
vazan ¢imbenik u upali i trombozi koji dovodi do kardiovaskularne bolesti. Flavonoidi,
narocito flavanoli, iz kakaa su povezani sa smanjenjem aktivacije trombocita. lako tocan
mehanizam djelovanja jos nije do kraja utvrden, smatra se da flavanoli mogu utjecati na

aktivnost trombocita mijenjanjem propusnosti membrane trombocita, djelovanjem na afinitet
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za receptore prisutne na trombocitima te djelovanjem na unutarstani¢ne signalne puteve (Holt

i sur., 2006).

Postoje takoder dokazi da kakao smanjuje rezistenciju i povecava osjetljivost na inzulin.
Dokazano je postojanje nekih mehanizama antioksidacijskih u¢inaka polifenola iz kakaa
kojim utjecu na inzulinsku rezistenciju i smanjuju rizik od dijabetesa. Kakao moze inducirati
regeneraciju B-stanica gusteracCe i1 tako stimulirati i lu¢enje inzulina, djelovati hipoglikemijski
1 poboljsati inzulinsku osjetljivost (Katz 1 sur., 2011). S druge strane, neka istrazivanja kazu
kako su zapravo prehrambena vlakna koja kakao sadrzi odgovorna za antidijabeti¢ki u¢inak
kakaa (Loullis i Pinakoulaki, 2017).

Najzastupljenji metilksantin iz kakaa, teobromin, djeluje kao blagi stimulans srediSnjeg
ziv€anog sustava, blagi diuretik, vazodilatator i bronhodilatator. Za razliku od teobromina,
kofein karakteriziraju brojne nuspojave koje uzrokuje. Najcesce su to gastrointestinalne
nuspojave (konstipacija), kardiovaskularne (tahikardija, aritmija), dermatoloske, hematoloske
(diseminirana intravaskularna koagulacija), bubrezna insuficijencija i hipoglikemija

(www.drugs.com).

Najnovije studije isticu visok potencijal teobromina, koji moze djelovati antitumorski,
protuupalno i kardioprotektivno bez nepozeljnih nuspojava opisanih za kofein (Martinez-
Pinilla i sur., 2013).

Kakao maslac topi se na temperaturi ljudskog tijela pa je idealan za radenje maslaca za njegu
tijela i masazu, balzame za usne i kozu. Njegova gustoca Cini ga i tzv. koemulgatorom ili
modifikatorom konzistencije, pa je rado viden sastojak krema 1 mlijeka za tijelo jer pomaze
nastanku i odrzava stabilnost emulzije. U nekim primitivnijim recepturama zna se koristiti za
spravljanje pseudoemulzija tipa V-U, premda nije pravi emulgator. Stvara film na kozi, daje
glatkocu 1 sprje€ava isusivanje koze. Koristi se u kremama 1 uljima za sun€anje ne zato $to

Stiti od UV zraka ve¢ upravo zbog ovog filmogenog svojstva koje §titi koZzu od isuSivanja.

12


http://www.drugs.com/

3. OBRAZLOZENJE TEME



Plod rogaca (Ceratonia siliqua) poznat je po svom raznolikom sastavu. Najve¢u pozornost u
istrazivanjima brojnih znanstvenika privukli su svakako polifenoli kao spojevi sa jakom
antioksidativnom aktivnoséu. Upravo radi tog svojstva, ovi spojevi iz rogaca slove kao

komponente sa vrlo visokim potencijalom zdravstvene koristi kod ljudi.

U posljednje vrijeme sve se viSe razmatra roga¢ kao zdrava zamjena za kakao. Osim §to
przenjem dobiva aromu jako slicnu kakau, roga¢ ne sadrzi teobromin i kofein Sto mu u
zdravstvenom smislu daje veliku prednost. Takoder, rogac sadrzi puno viSe prehrambenih
vlakana nego kakao, a puno manje masti. Cinjenica koja ne ide u korist rogacu glede njegove
upotrebe kao zamjene za kakao je svakako puno manji udio polifenola u odnosu na kakao.
Medutim, prilikom koriStenja rogaca u navedene svrhe, potrebno je sliku sagledati puno Sire.
Svakako je potrebno odrediti kolika je doista razlika u ukupnom antioksidativnom potencijalu
obiju sastavnica smjese, ali isto tako je klju¢no uzeti u obzir i sve ostale potencijalne
pozitivne ucinke sastavnica ovih dviju biljaka na zdravlje ¢ovjeka. Cllj ovog rada bio je
istraziti utjecaj zamjene dijela kakaa roga¢evim brasnom (onim bez sjemenki, kao i onim sa

sjemenkama) u smjesi za pripremu napitka na udio polifenola i antioksidacijski potencijal.

Rezultati istrazivanja provedenih u okviru ovog diplomskog rada bitno ¢e doprinijeti
dosadasnjim saznanjima o rogac¢u i njegovom sastavu, kao i o njegovoj potencijalno Sirokoj

upotrebi u smislu zamjene za kakao u buducnosti.
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3.1. Materijali

3.1.1. Ispitivani materijal
U ovom radu ispitivanja su se provodila na uzorcima dobivenim ekstrakcijom smjesa

razli¢itih udjela brasna rogaca i kakaa. Uzorci su dobiveni dvjema uzastopnim ekstrakcijama
uz aceton kao ekstrakcijsko otapalo. U prvoj ekstrakciji u 1g uzorka dodano je 12.5 mL 70%
acetona i ekstrahirano 30 min/70 °C/150 rpm na vodenoj kupelji. Ekstrakt se zatim
centrifugira 3 min/ 2500 rpm. Supernatant se prelije u tikvice za uparavanje preko gustog
filter papira. U drugoj ekstrakciji se preko taloga na filter papiru doda 12,5 mL 80% acetona i
dobiveni filtrat ekstrahira 30 min/70 °C/150 rpm na vodenoj kupelji. Nakon ekstrakcije,
ostatak ekstrakcijskog otapala se ukloni uparavanjem na rotavaporu na 50 °C do priblizno 50
mbar. Ekstrakt se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 5 mL i nadopuni destiliranom

vodom do oznake. Tako pripremljeni ekstrakti navode se dalje u tekstu kao "uzorak".
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Tablica 3.1. Sastav uzoraka koriStenih u istrazivanju

UZORAK

| SASTAV

Uzorci sa brasnom rogaca koje sadrZi sjemenke rogaca

S10-1-1 20 g rogac + 40 g kakao + 140 g saharoza
S10-1-2 20 grogaC + 40 g kakao + 140 g saharoza
S10-2-1 40 g rogac + 20 g kakao + 140 g saharoza
S10-2-2 40 g rogac + 20 g kakao + 140 g saharoza
S10-3-1 60 g rogac + 140 g saharoza

S10-3-2 60 g rogac + 140 g saharoza

S10-4-1 20 g rogac + 40 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
S10-4-2 20 g rogac + 40 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
S10-5-1 40 g rogac¢ + 20 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
S10-5-2 40 g rogac + 20 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
S10-6-1 60 g rogac + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
S10-6-2 60 g rogac + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia

Uzorci sa brasnom rogaca koje ne sadrZi sjemenke rogaca

B10-1-1 20 g rogac + 40 g kakao + 140 g saharoza
Sl 20 g rogac + 40 g kakao + 140 g saharoza
B10-3-1 60 g rogac + 140 g saharoza
B10-3-2 60 g rogac + 140 g saharoza
B10-4-1 20 g rogac + 40 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
ERUL 20 g rogad + 40 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
B10-5-1 40 g rogac + 20 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
B10-5-2 40 grogac + 20 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
B10-6-1 60 g rogac + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
B10-6-2 60 g rogaé + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
Kontrole

K1-1 60 g kakao + 140 g saharoza

K1-2 60 g kakao + 140 g saharoza

K2-1 60 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia

K2-2 60 g kakao + 139.4 g saharoza + 0.6 g stevia
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3.1.2. Kemikalije

Tablica 3.2. Popis kemikalija koristenih u istrazivanju

Ekstrakcija

Aceton (Gram-Mol P 100103)

Odredivanje ukupnih fenola Folin-
Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich
F9252)

Bezvodni Na,COs (Lach-Ner 30217-APO)-za
pripremu 6% otopine Na,CO3

Odredivanje sposobnosti vezanja radikala
TEAC metodom

ABTS (Sigma-A9941-50TAB) — za pripremu
7 mM otopine ABTS-a; tabletu od 10 mg
ABTS-a otopiti u 2.6 mL destilirane vode

Kalijev persulfat (Kemika-11241) — za
pripremu 2.45 mM otopine K;S,03; 3.31 mg
K,S,03 otopiti u 5 mL destilirane vode

Otopina ABTS radikala- mijesanjem otopine
ABTS-a i kalijevog persulfata u jednakim
omjerima

Odredivanje reduktivnog potencijala
FRAP metodom

2,6,4-tri-(2-piridil)-s-triazin (Fluka 93285)-
za pripremu 20 mM otopine TPTZ-a; otopiti
124,9 mg TPTZ-a u 20 mL 40 mM HCI

Kloridna kiselina (Lach-Ner 10033-A35)- za
pripremu 40 mM HCI: razrjedivanje 8 mL 0.1
M HCI sa 12 mL destilirane vode

Zeljezov (I1T) klorid ( Kemika, 7782-618) —
za pripremu 20 mM otopine FeCls: otopiti
64.88 mg FeClz u 20 mL destilirane vode

Octena kiselina (Alkaloid-30320) — za
pripremu 150 mL 0.3 M CH3COOH
pomijesali smo 19 mL 1.68 M i 131 mL 0.1
M CH3;COOH

Natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich 30620)-za
pripremu 20 mL 0.3 M NaOH pomijesali smo
0.73 mL 8.25 M NaOH i 19.27 mL
destilirane vode

Acetatni pufer (0.3 M, pH=3,6)- mijesanjem
50 mL 0.3M octene kiseline i otprilike 4 mL
0.3M NaOH

FRAP reagens: mijeSanjem 25 mL acetatnog
pufera (0.3M, pH=3.6), 2.5 mL 20 mM
otopine FeCls i 2.5 mL 20 mM TPTZ)

16




3.1.3. KoriStena oprema

Analiti¢ka vaga - Mettler Toledo-AB265-3

Rotavapor - Buchi Rotavapor R-20

VVodena kupelj - GFL- 1086

Centrifuga - Tehtnica-centric 322A

Uv-Vis spektrofotometar - Aquarius CECIL CE 7200

Vortex- Harmony - Mixer VTX-3000L

pH-metar- Metrohm - 702 SM Titrino

Uredaj za dobivanje ultraciste vode - lonenaustauscher S4 type P2-30

3.2. Metode

Za odredivanje ukupnih fenola u uzorcima koristena je Folin-Ciocalteu metoda.

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti uzoraka mjerena je njihova sposobnost vezanja
radikala te reduktivni potencijal kao mjera sposobnosti redukcije Fe* u Fe**. Sposobnost
vezanja radikala odredena je koristenjem 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) radikal
kationa (ABTS™), odnosno TEAC metodom (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity),

a reduktivni kapacitet je odreden FRAP metodom (engl. Ferric Reducing Power).

3.2.1. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

U dobivenim uzorcima sadrzaj fenolnih komponenti odreden je spektrofotometrijskom Folin-

Ciocalteu metodom (Singleton i Rossi, 1965).

3.2.1.1.Princip metode
Folin-Ciocalteu metoda temelji se na prijelazu elektrona u alkalnom mediju sa fenola i drugih
tvari iz uzorka sa antioksidacijskim potencijalom na fosfovolframate i fosfomolibdate iz

Folin- Ciocalteu reagensa koji je zute boje. Pritom nastaju plavo obojeni W (V1) i Mo (V1)
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kompleksi nepoznate strukture. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski na
valnoj duljini od 725 nm. Udio fenolnih komponenti u uzorku proporcionalan je intenzitetu

nastalog obojenja.

3.2.1.2. Priprema uzorka

Uzorak je potrebno razrijediti 20 puta destiliranom vodom (u 100 pL uzorka doda se 1900 pL
destilirane vode). Zatim se 200 pL 20 puta razrijedenog uzorka otpipetira u Falcon kivetu (15
mL). U istu smjesu doda se 1.35 mL destilirane vode i 150 puL Folin-Ciocalteu ragensa i
dobro promucka. Nakon 5 minuta doda se 1.5 mL 6 % (w/v) Na,COg3 i dobro promucka.
Smjesa se inkubira 30 minuta na 50°C. Nakon toga uzorci se ohlade (pod mlazom hladne
vode ili u zamrzivacu) 1 apsorbancija svake otopine se mjeri na 725 nm. Pomocu bazdarnog
dijagrama izraCunaju se koncentracije polifenola u uzorcima i izraze kao ekvivalenti galne
kiseline. Kao slijepa proba koristi se mjerna otopina pripremljena sa ekstrakcijskim

sredstvom.

3.2.1.3.1zrada bazdarnog dijagrama s galnom kiselinom

Za izradu bazdarnog dijagrama napravljena je otopina galne kiseline koncentracije 4 mg/mL
otapanjem 400 mg galne kiseline u 10 mL etanola i nadopunjavanjem do 100 mL sa
destiliranom vodom. Zatim se u odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira 10 mL tako priredene
otopine i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od tako priredene radne otopine galne
kiseline koncentracije 0.4 mg/mL napravi se koncentracijski niz otopina 0-160 pg/mL. Sa
svakom otopinom poznate koncentracije galne kiseline postupa se kako je prethodno opisano

za uzorak, mjeri se apsorbancija i izraduje bazdarni dijagram.
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Tablica 3.3. Apsorbancija koncentracijskog niza standarda galne kiseline

Koncentracija mg/L A STD RSD (%)
0 0.035333 0.00611 17.29274
10 0.090333 0.002887 3.195666
20 0.156667 0.00611 3.900064
40 0.278333 0.006506 2.337631
60 0.384667 0.005508 1.431777
80 0.515333 0.004509 0.875016
100 0.633 0.019079 3.014026
120 0.741667 0.003055 0.411917
140 0.845667 0.006658 0.787347
160 1.081667 0.006429 0.59437

Ovisnost apsorbancije o koncentraciji galne kiseline

1,2
2
1
y = 0,0062x + 0,0252
R2=0,993
0,8 ¢
E /
=
B 0,6
N
<
0,4
012 /
0 T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

ekvivalent galne kiseline (mg/L)

Slika 3.1. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za galnu kiselinu
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3.2.2. Odredivanje sposobnosti vezanja radikala TEAC metodom

3.2.2.1. Princip metode

TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) metoda (Re i sur., 1999) temelji se na
mjerenju sposobnosti antioksidansa iz uzorka da neutralizira ABTS (2.2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) radikal kation. ABTS radikal je plavo-zelene boje, a gaSenje
radikala rezultira obezbojenjem reakcijske otopine odnosno smanjenjem apsorbancije.
Stabilna otopina ABTS radikal kationa se dobiva mijesanjem 7 mM otopine ABTS-a i
kalijevog persulfata kao oksidansa u jednakim omjerima. Pri tome se otopina trenutno oboji
plavo-zeleno sto znaci da je pocelo generiranje ABTS radikala. Reakcijska smjesa se inkubira
12 sati u mraku kako bi u potpunosti zavrsila reakcija nastajanja radikala. Reakcijska smjesa
ABTS radikala se razrijedi tako da njena apsorbancija izmjerena na 732 nm bude 0.700 + 0.02
(ImL otopine radikala u 40-45mL vode). Bazdarni dijagram izraduje se s Troloxom
(vodotopljivi oblik vitamina E), a antioksidativna aktivnost se izrazava kao pg ekvivalenta

antioksidativnog kapaciteta Trolox-a (TEAC).

3.2.2.2. Priprema uzorka

Reakcijska smjesa se pripremi u kiveti mijeSanjem 100 pL uzorka razrijedenog 50 puta (2 pL
uzorka 1 98 pL vode) i 1167 pL otopine ABTS radikala. Apsorbancija se mjeri nakon 3
minute. Iz razlike pocetne apsorbancije (Aomin) 1 @psorbancije nakon 3 minute (Asmin) izraCuna
se postotak gaSenja apsorbancije 1 iz bazdarnog dijagrama se ocita antioksidacijski potencijal
izrazen kao pug ekvivalenta Trolox-a u mL ekstrakta. Reakcija obezbojenja je jako brza pa je
vrijednost Aomin nemoguce izmjeriti. Stoga se Aomin odreduje mjerenjem apsorbancije
reakcijske smjese u koju je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane vode (100 pL

destilirane vode 1 1167 pL otopine ABTS radikala).
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3.2.2.3. Izrada bazdarnog dijagrama ekvivalenta Trolox-a

Za izradu bazdarnog dijagrama napravljen je niz radnih otopina Trolox-a poznate

koncentracije u rasponu 0-40 pg/mL. Reakcijska otopina radi se mijeSanjem otopine poznate

koncentracije Trolox-a i otopine ABTS radikala na isti nacin kako je opisano za uzorak.

Apsorbancija tako priredenih otopina mjeri se na 732 nm nakon 3 minute. Sva mjerenja

radena su u triplikatu.

Tablica 3.4. Apsorbancija koncentracijskog niza radne otopine Trolox-a (ekvivalent Trolox-a,

TE)
Koncentracija TE | Al A2 A3 % redukcije STD RSD (%)
(ng/mL) boje
0 0.713 | 0.713 | 0.713 0 0 0
2.5 0.679 | 0.677 | 0.681 4.768583 0.280505 | 5.882353
5 0.64 | 0.643 | 0.638 10.19168 0.352961 | 3.463227
7.5 0.615 | 0.609 | 0.611 14.21225 0.428478 | 3.014852
10 0.587 | 0.585 | 0.582 17.99906 0.352961 | 1.960996
15 0.52 0.52 | 0.523 26.92847 0.242924 | 0.90211
20 0.459 | 0.458 | 0.457 35.76438 0.140252 | 0.392157
25 0.4 0.402 | 0.401 43.75877 0.140252 | 0.320513
30 0.33 | 0.324 | 0.329 54.04395 0.450849 | 0.834226
35 0.273 | 0.277 | 0.275 61.43058 0.280505 | 0.456621

21




Ovisnost smanjenja apsorbancije o koncentraciji Trolox-a
70
60 A
. y=1,7505x + 0,6518 /
_ 2
T 50 R?=0,9993
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= 40 /
©
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< 30 /
20
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Slika 3.2. Bazdarni pravac i jednadzba bazdarnog pravca za ekvivalent Trolox-a

3.2.3.0dredivanje reduktivnog potencijala FRAP metodom

3.2.3.1.Princip metode

Reduktivni potencijal uzoraka odreden je FRAP metodom (Benzie i Strain, 1996) koja se
temelji na redukciji Zuto obojenog Fe(I11)-2,4,6-tripiridil-s-triazin (Fe**-TPTZ) kompleksa u
plavo obojeni Fe(l1) produkt u prisutnosti reducirajuéih tvari (Fe3+-TPTz_’ Fe?*-TPTZ). Ova
reakcija je ovisna o pH, pri ¢emu je optimalan pH 3.6. Apsorbancija se mjeri na 540 nm, a

smanjenje apsorbancije je proporcionalno koli¢ini reducirajucih tvari u uzorku.

3.2.3.2.Priprema uzorka

FRAP reagens prireden je mijeSanjem 25 mL 0.3M acetatnog pufera (pH=3.6), 2.5 mL 20
mM otopine FeCl; i 2.5 mL 20 mM otopine TPTZ-a. FRAP reagens mora biti bistar.
Reakcijska smjesa izradena je mijesanjem 2.7 mL FRAP reagensa, 270 pL destilirane vode i
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150 pL uzorka koji je prethodno razrijeden 20 odnosno 60 puta. Tako priredena Smjesa

inkubira se na 37°C, a apsorbancija se mjeri nakon to¢no 40 minuta na 540 nm. Kao slijepa

proba koristi se reakcijska smjesa u koju je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane

vode.

3.2.3.3.1zrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama napravljen je koncentracijski niz otopina L-askorbinske

kiseline poznate koncentracije s kojima se postupa kako je ranije opisano za uzorak te se mjeri

apsorbancija na 540 nm. Sva mjerenja radena su u duplikatu.

Tablica 3.6. Apsorbancija koncentracijskog niza otopina L-askorbinske kiseline

Koncentracija L-

askorbinske kiseline A STD RSD(%0)
(ng/mL)

5 0,0279 0,0031 11,15
10 0,0430 0,001273 2,959982
20 0,0770 0,002546 3,305954
30 0,125250 0,001909 1,524302
40 0,16280 0,007375 4,530072
50 0,19250 0,033353 17.326136
60 0,22240 0,003818 1,716896
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Ovisnost apsorbancije o koncentraciji L-ASK
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Slika 3.3. Bazdarni pravac i jednadZba bazdarnog pravca za L- askorbinsku kiselinu

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Sva mjerenja radena su u duplikatu (n=2) , a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Za ra¢unanje srednje vrijednosti, standardne devijacije, relativne
standardne devijacije, kao i za izradu bazdarnih dijagrama koristen je programski paket
Microsoft Excell. Za statistiC¢ku obradu podataka koristen je GraphPad Prism 3.02.
programski paket (GraphPad Software Inc., San Diego, USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. Rezultati

Tablica 4.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola dobiven Folin-Ciocalteu metodom

uzorak masa | Razrjeden | Al A2 mg GAE/g | STD | RSD
uzorka je uzorka (%)
(9)
S10-1-1 1.0254 20 0.492 | 0.485 7.14 0.07 | 1.04
S10-1-2 1.0036 20 0.471 | 0.477
S10-2-1 1.0174 20 0.323 | 0.331 4.94 494 | 6.32
S10-2-2 1.0124 20 0.358 | 0.360
S10-3-1 1.0592 20 0.119 | 0.119 1.46 1.46 | 11.43
S10-3-2 1.0184 20 0.137 | 0.129
S10-4-1 1.0164 20 0.392 | 0.392 6.48 6.48 | 16.26
S10-4-2 1.0405 20 0.544 | 0.538
S10-5-1 1.0404 20 0.334 | 0.335 4.63 463 | 2.62
S10-5-2 1.0178 20 0.313 | 0.329
S10-6-1 1.0447 20 0.147 | 0.148 1.72 1.72 | 4.03
S10-6-2 1.0127 20 0.137 | 0.136
B10-1-1 1.0004 20 0.536 | 0.551 8.67 8.67 | 5.93
B10-1-2 1.0184 20 0.596 | 0.616
B10-2-1 1.0795 20 0.587 | 0.587 7.89 7.89 | 5.91
B10-2-2 1.0191 20 0.507 | 0.503
B10-3-1 1.0764 20 0.438 | 0.406 5.21 521 | 9.58
B10-3-2 1.0158 20 0.346 | 0.357
B10-4-1 1.0041 20 0.700 | 0.699 10.49 10.49 | 3.34
B10-4-2 1.0032 20 0.653 | 0.689
B10-5-1 1.0452 20 0.573 | 0.584 8.33 8.33 | 1.60
B10-5-2 1.0385 20 0.561 | 0.564
B10-6-1 1.0169 20 0.465 | 0.477 6.40 6.40 | 10.24
B10-6-2 1.0087 20 0.396 | 0.398
K1-1 1.0239 20 0.690 | 0.710 11.51 1151 | 9.98
K1-2 1.0033 20 0.810 | 0.809
K2-1 1.0142 20 0.832 | 0.875 12.14 12.14 | 9.13
K2-2 1.0110 20 0.743 | 0.727

Udio ukupnih fenola u uzorcima, izrazen kao mg ekvivalenta galne kiseline po g uzorka (mg
GAE/g), krece se od 1.46 do 10.49 (Tablica 4.1.). Najmanji udio polifenola ima uzorak koji
sadrzi 60 g brasna rogaca bez sjemenki i 140 g saharoze, a najveci udio (izuzevsi uzorke koji
sluze kao kontrole) ima uzorak koji sadrzi 20 g brasna rogaca sa sjemenkama, 40 g kakaa,

139.4 g saharoze i 0.6 g stevie.
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Tablica 4.2. Sposobnost ispitivanih uzoraka za vezanje radikala odredena TEAC metodom

uzorak masa | Razrj | Al A2 Asp AA (%) | mgTE/g | STD RSD

uzorka | edenj uzorka (%)
(9) e

S10-1-1 | 1.0254 50 | 0.319 @ 0.304 | 0.703 55.69 8.51 0.99 | 11.59
S10-1-2 | 1.0036 50 | 0.234 | 0.238 | 0.703 66.43
S10-2-1 | 1.0174 50 | 0.395 | 0.389 | 0.703 44.24 6.29 0.22 3.47
S10-2-2 | 1.0124 50 | 0.380 | 0.372 | 0.703 46.51
S10-3-1 | 1.0592 50 | 0.625 | 0.617 | 0.703 11.66 1.79 0.36 | 20.28
S10-3-2 | 1.0184 50 | 0.595 | 0.591 | 0.703 15.65
S10-4-1 | 1.0164 50 | 0.373 | 0.353 | 0.719 49.51 7.24 0.46 6.40
S10-4-2 | 1.0405 50 | 0.319 | 0.312 | 0.719 56.12
S10-5-1 | 1.0404 50 | 0.427 | 0.434 | 0.702 38.68 5.33 0.15 2.73
S10-5-2 | 1.0178 50 | 0.427 | 0.423 | 0.702 39.46
S10-6-1 | 1.0447 50 | 0.572 | 0.585 | 0.702 17.59 2.27 0.13 5.63
S10-6-2 | 1.0127 50 | 0.584 | 0.590 | 0.702 16.38
B10-1-1 | 1.0004 50 | 0.229 | 0.181 | 0.700 70.71 9.76 0.57 5.82
B10-1-2 | 1.0184 50 | 0.238 | 0.202 | 0.700 68.57
B10-2-1 | 1.0795 50 | 0.199 | 0.166 | 0.700 73.93 9.28 0.57 6.12
B10-2-2 | 1.0191 50 | 0.263 | 0.242 | 0.700 63.93
B10-3-1 | 1.0764 50 |0.302  0.311 | 0.65 52.85 6.80 0.17 2.45
B10-3-2 | 1.0158 50 |0.337 | 0.338 | 0.65 48.08
B10-4-1 | 1.0041 50 | 0.143 | 0.212 | 0.700 74.64 10.86 0.70 6.43
B10-4-2 | 1.0032 50 | 0.149 | 0.140 | 0.700 79.36
B10-5-1 | 1.0452 50 | 0.203 | 0.188 | 0.692 71.75 9.01 0.84 9.30
B10-5-2 | 1.0385 50 | 0.278 | 0.262 | 0.692 60.98
B10-6-1 | 1.0169 50 | 0.306 | 0.295 | 0.719 58.21 7.92 0.24 2.98
B10-6-2 | 1.0087 50 | 0.315 | 0.302 | 0.692 55.42

K1-1 1.0239 50 | 0.123 | 0.109 | 0.692 83.24 11.94 0.50 4.17

K1-2 1.0033 50 0.09 | 0.084 | 0.692 87.43

K2-1 1.0142 50 0.06 | 0.046 | 0.692 92.34 12.78 0.27 2.10

K2-2 1.0110 50 | 0.079 | 0.056 | 0.692 90.25

Sposobnost vezanja radikala odredena TEAC metodom izraZena je kao mg ekvivalenta
Trolox-a po g uzorka (mg TE/g). Vrijednosti se krecu od 1.79 do 10.86 (Tablica 4.2.).
Najmanju sposobnost za vezanje radikala ima uzorak koji sadrzi 60 g brasna rogaca sa
sjemenkama i 140 g saharoze, a najvecu sposobnost vezanja radikala ima uzorak koji sadrzi
20 g brasna rogaca bez sjemenki, 40 g kakaa, 139.4 g saharoze i 0.6 g stevie (izuzevsi uzorke
koji sluze kao kontrole). Istim ovim uzorcima je metodom Folin-Ciocalteu odreden najmanji,

odnosno najveci udio ukupnih fenola.
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Tablica 4.3. Reduktivni potencijal ispitivanih uzoraka odreden FRAP metodom

Uzorak

S10-1-1
S10-1-2
S10-2-1
S10-2-2
S10-3-1
S10-3-2
S10-4-1
S10-4-2
S10-5-1
S10-5-2
S10-6-1
S10-6-2
B10-1-1
B10-1-2
B10-2-1
B10-2-2
B10-3-1
B10-3-2
B10-4-1
B10-4-2
B10-5-1
B10-5-2
B10-6-1
B10-6-2
K1-1
K1-2
K2-1
K2-2

Ukupni reduktivni potencijal odreden FRAP metodom izrazen je kao mg L-askorbinske

kiseline po g uzorka (mg L-ASK/g), a vrijednosti se krec¢u u rasponu od 9.71 do 30.65

masa
uzorka
(9)

1.0254
1.0036
1.0174
1.0124
1.0592
1.0184

1.0164
1.0405
1.0404
1.0178
1.0447
1.0127
1.0004
1.0184
1.0795
1.0191
1.0764
1.0158
1.0041
1.0032
1.0452
1.0385
1.0169
1.0087
1.0239
1.0033
1.0142
1.0110

razrjedenje

20
20
20
20
20
20

20
20
20
20
20
20
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

Al

0.2925
0.3003
0.2456
0.2539
0.1399
0.1419

0.2700
0.3258
0.2589
0.2652
0.1877
0.1627
0.2017
0.2077
0.2135
0.2094
0.1874
0.1776
0.2214
0.2214
0.2096
0.2014
0.2102
0.1857
0.2104
0.2211
0.2363
0.2238

A2

0.2955
0.3019
0.2456
0.2538
0.1434
0.1431

0.2737
0.3303
0.2630
0.2549
0.1851
0.1683
0.2057
0.2114
0.2146
0.2086
0.1852
0.1793
0.2251
0.2239
0.2080
0.2054
0.209
0.1927
0.2121
0.2251
0.2298
0.2141

Asp

0.0582
0.0582
0.0582
0.0582
0.0582
0.0582

0.0582
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0741
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704
0.0704

mg (L-ASK)
/ g uzorka

6.13
4.85

1.94

5.89
4.65
2.43
9.90
9.90
7.67
11.57
9.84
9.58
11.00

11.71

STD

0.19

0.14

0.07

0.54

0.13

0.28

0.25

0.11

0.13

0.15

0.25

0.93

0.69

0.74

RSD
(%0)

3.08
2.90

3.54

9.08
2.75
11.59
2.49
1.13
1.68
1.29
2.52
9.69
6.28

6.29

(Tablica 4.3.). Najmanji reduktivni potencijal ima uzorak koji sadrzi 60 g brasna rogaca sa

sjemenkama i 140 g saharoze, a najvecu reduktivni potencijal ima uzorak koji sadrzi 20 g

brasna rogaca bez sjemenki, 40 g kakaa, 139.4 g saharoze i 0.6 g stevie (izuzevsi uzorke Koji

sluze kao kontrole). Rezultati dobiveni FRAP metodom dodatno potvrduju rezultate dobivene

prethodnim dvjema metodama.
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4.2.Rasprava

Ovaj rad dio je Sire studije o istrazivanjima u¢inka zamjene razli¢itih udjela kakaa u smjesi za
pripravu slatkog napitka sa dvije vrste rogacevog brasna (sa odnosno bez sjemenki) te
zamjene dijela saharoze steviom. Cilj studije je istraziti utjecaj promjena recepture na
nutritivna, funkcionalna i senzorna svojstva smjese te ponaSanje smjese tijekom tehnoloskog

procesa prerade.

U okviru spomenute studije, cilj ovog rada bio je istraZiti utjecaje promjena recepture na udio
ukupnih fenola, antiradikalnu ucinkovitost i reduktivnu sposobnost. Obzirom da su najviSe
vrijednosti udjela polifenola i antioksidacijske aktivnosti dobivene za uzorke K1 i K2
(kontrole) koje sadrze Cisti kakao, moze se zakljuciti da je glavni nositelj antioksidativne
aktivnosti u navedenim uzorcima kakao, zahvaljuju¢i visokom udjelu ukupnih fenola koje
sadrzi. To je u skladu sa istrazivanjima Crozierea i suradnika (2011), gdje je utvrdeno da
kakao sadrzi znacajno visi udio ukupnih fenola u usporedbi sa drugim voéem koristenim u
ispitivanju.

Obzirom na podjednake vrijednosti promatranih parametara u "paralelnim” uzorcima koii se

po sastavu razlikuju samo obzirom na sastav zasladivata moze se zakljuciti da vrsta

zasladivaca u smjesi nema znacajan ucinak na promatrane parametre.

Nadalje, analizom rezultata dobivenih ovim istrazivanjem utvrdeno je da je antioksidacijski
potencijal uzoraka obrnuto proporcionalan udjelu roga¢a u pojedinom uzorku. Takoder,
uocena je razlika u antioksidacijskom potencijalu uzoraka koji sadrze, u odnosu na one koji ne

sadrze sjemenke rogaca.
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Sadrzaj ukupnih fenola u uzorcima odreden Folin-Ciocalteu metodom
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Slika 4.1. Grafic¢ki prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Analizom rezultata dobivenih odredivanjem ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom (Slika
4.1.), o¢ekivano je utvrden najvisi sadrzaj fenola u kontrolnim uzorcima K1-1 i K2-1 koji
sadrze najveci udio kakaa (60g). Najnizi udio ukupnih fenola pokazali su uzorci koji u svom
sastavu nemaju kakao, ve¢ 60 g rogaca i saharozu (140 g). Ovi rezultati usporedivi su sa
rezultatima drugih autora. Lee i sur. (2003) utvrdili su kako kakao ima visi antioksidacijski
kapacitet od zelenog €aja, crnog Caja i crnog vina koji su inace vrlo jaki antioksidansi. Naime,
vrijednosti ekvivalenata galne kiseline odredeni za kakao pokazale su se za 1.8, 3.7 1 4.9 vi§im

nego vrijednosti za prethodno navedene jake antioksidanse.

lako se glavnim nositeljem antioksidativne aktivnosti u uzorcima koristenim u istrazivanju
smatra kakao, doprinos rogaca ukupnom rezultatu je neminovan §to potvrduju brojni podaci iz
literature (Segzyk i sur., 2016; Durazzo i sur., 2014). Primjerice, Racolta i sur., (2014) u svom
su radu utvrdili kako se dodatkom 8% rogaca u uzorak koji ne sadrZi ni rogac¢ ni kakao
antioksidacijski potencijal povecao za 0.942 mg GAE/g, dok se dodatkom 8% kakaa istom
uzorku antioksidacijski potencijal povecao za 1.792 mg GAE/g uzorka. Sli¢no tome, u radu

Seg¢zyk i suradnika (2015) uocena je pozitivna korelacija izmedu antioksidativne aktivnosti i
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postotka brasna rogaca prilikom izrade smjese za tjesteninu. NajviSe vrijednosti odredene su u
smjesi sa dodatkom 5% brasna rogaca (12.12 mg GAE/g suhog ostatka), Sto je ujedno bila i
smjesa sa najvisim udjelom rogaca. U usporedbi sa kontrolom, suplementirane smjese su
pokazale 0.5-2 puta viSu koncentraciju ukupnih fenola. Iz prikazanih rezultata moze se
zakljuciti da se povecanjem udjela rogaca u smjesi povecala i razina ukupnih fenola, a time i

ukupna antioksidativna aktivnost (Seczyk i sur., 2015).

Usporedba rezultata dobivenih metodama TEAC i FRAP
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Slika 4.2. Grafi¢ki prikaz rezultata odredivanja reduktivnog potencijala FRAP metodom i

sposobnosti vezanja radikala TEAC metodom

Schinella i sur. (2010) proucavali su antioksidacijsku aktivnost razli¢itih ekstrakata kakaa i
pokazali njihove ucinke na razlicite in vitro eksperimentalne modele, dokazujuci da
antioksidacijski u¢inci ne mogu biti u potpunosti karakterizirani jednom metodom.
Antioksidativna aktivnost uzoraka u ovom radu odredena je dvjema metodama: FRAP i

TEAC. Obje metode pokazuju da najmanju antioksidativnu uéinkovitost ima uzorak S10-3-1,
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odnosno uzorak koji sadrzi samo rogac (60 g) i saharozu (140g), a najvecu uzorak B10-4-1
koji sadrzi samo kakao (60g) i 140g saharoze (Slika 4.2.). Rezultati dobiveni ovim dvjema
metodama odgovaraju udjelu ukupnih fenola dobivenim metodom Folin-Ciocalteu, $to
potvrduje pretpostavku da su navedene komponente nositelji antioksidativne aktivnosti

(Hajaji i sur., 2010; Chanda i Dave, 2009; Liu i sur.,2009).

Analizom rezultata dobivenih TEAC i FRAP metodom uoceno je da se navedene metode
medusobno razlikuju prema poretku antioksidativne aktivnosti. Takav rezultat moze se
objasniti ¢injenicom da antioksidativne komponente imaju razli¢iti mehanizam
antioksidativne u¢inkovitosti (Tachakittirungrod i sur., 2007) te da se metode TEAC i FRAP
temelje na razli¢itim mehanizmima (Re i sur.,1999; Benzie i Strain, 1996). Naime, bilo koja
komponenta (¢ak i bez antioksidativnog djelovanja) koja ima redoks potencijal nizi od onog
koji ima redoks par Fe(IlI)/Fe(Il), teoretski moze reducirati Fe(IIl) i uzrokovati lazno
poviSene vrijednosti antioksidativne aktivnosti dobivene FRAP metodom (Magalhaes i sur.,
2008).S druge strane, ne reduciraju svi antioksidansi Fe(l11) dovoljno brzo da bi bilo

izmjereno unutar intervala mjerenja (Saler, 2013).

Tablica 4.4. Korelacija izmedu rezultata dobivenih metodama FC, TEAC i FRAP

R’ P vrijednost
FC-TEAC 0,9804 <0,05
FC-FRAP 0,8850 <0,05
TEAC-FRAP 0,8596 <0,05

U Tablici 4.4. prikazana je korelacija izmedu rezultata dobivenih metodama Folin-Ciocalteu,
TEAC i FRAP. Koeficijent korelacije izmedu rezultata dobivenih FC i TEAC metodom jako
je visok (R?=0,9804), a P < 0,05 &ime se potvrduje znadajna korelacija izmedu ovih dviju
metoda. Koeficijenti korelacije izmedu FC-FRAP i TEAC-FRAP metoda su nesto nizi

(R?=0,8850 i R*=0,8596) te s¢ iz njihovih vrijednosti ne moze potvrditi zna¢ajna korelacija
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medu ovim metodama. Medutim, P vrijednost je takoder manja od 0,05, ¢ime je utvrdeno da

takoder postoji korelacija izmedu rezultata dobivenih navedenim metodama.

Na slici 4.3. graficki je prikazana usporedba rezultata odredivanja ukupnih fenola u uzorcima

sa i bez sjemenki rogaca. Uocava se znacajno visi udio ukupnih fenola u uzorcima koji ne

sadrze sjemenke rogaca.

Smanjenje udjela ukupnih fenola u uzorcima koji sadrZe sjemenke rogaa moze se pripisati

nizem sadrzaju fenola u samim sjemenkama, za razliku od njihovog sadrzaja u ostatku ploda

rogaca ( Benkovi¢ i sur., 2017). Naime, poznato je da se sjemenke rogaca uglavnom sastoje

od ugljikohidrata, najve¢im dijelom galaktomanana (Makris 1 Kefalas, 2004).
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Slika 4.3. Grafi¢ki prikaz ovisnosti antioksidacijskog potencijala o prisutnosti sjemenki

rogaca u uzorku
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Razlog smanjene antioksidativne aktivnosti uzoraka sa sjemenkama mogu biti i neke reakcije
koje su se odvile i u samom postupku ekstrakcije. Naime, hidrokoloidna svojstva nekih
sastavnica sjemenki rogaca mogla su u vodenom mediju pokrenuti proces geliranja i time
uzrokovati povecanje viskoznosti ekstrakcijske smjese. Time se znac¢ajno smanjuje i
mogucnost difuzije polifenolnih sastavnica, §to na kraju rezultira snizenom ekstrakcijom
samih polifenola (Benkovi¢ i sur. 2017). Istrazivanja na svojstvima geliranja Skroba u
prisutnosti vode pokazala su kako dodatak fenolnih komponenti uvelike utje¢e na navedena
svojstva Skroba, Sto se moze objasniti Cinjenicom da fenolne komponente sadrze hidroksilne i

karboksilne skupine koje su u kompeticiji sa $krobom za vodom (Guzari i sur., 2012).
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju rezultata dobivenih odredivanjem antioksidacijskog potencijala smjesa sa
razli¢itim udjelom kakaa odnosno rogaca sa i bez sjemenki uz dodatak odredenih zasladivaca

moze se zakljuditi:

e Najveca koncentracija antioksidansa dokazana je u smjesama koje sadrze samo kakao,

¢ime se potvrduje da kakaovac sadrzi puno vise polifenola nego rogac

e Povecanjem udjela rogac¢a u smjesi smanjuje se antioksidacijski potencijal i udio
polifenola, medutim uzorci sa najvisim udjelom brasna rogaca zadrzavaju znacajan

udio polifenola i antioksidacijsku aktivnost
e Uzorci koji sadrze brasno rogaca bez sjemenki vredniji su izvor polifenola, Sto se
objasnjava ¢injenicom da sjemenka rogaca sadrzi puno nize vrijednosti polifenola

nego pulpa rogaca

e Vrsta zasladivacda koja je dodana u uzorke koriStene u ispitivanju ne utje¢e na

vrijednosti antioksidacijskog potencijala i koli¢inu polifenola

e Rezultati odredivanja sposobnosti hvatanja radikala TEAC metodom 1 reduktivne

sposobnosti FRAP metodom su u medusobnoj korelaciji
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7.SAZETAK/SUMMARY



Rogac (Ceratonia siliqua, Fabaceae) je viSegodi$nja zimzelena biljka koja u danasnje vrijeme
najvec¢im dijelom raste na podruc¢ju Sredozemlja. Zahvaljujuci visokom udjelu polifenola,
poznatih po svom jakom antioksidativnom ucinku, plod rogaca je danas tema brojnih
znanstvenih istrazivanja. Svrha ovog rada bila je istraziti utjecaj zamjene dijela kakaa
rogaCevim brasnom (onim bez sjemenki, kao 1 onim sa sjemenkama) u smjesi za pripremu
napitka, na udio polifenola i antioksidacijski potencijal. Udio ukupnih fenola odreden je
Folin-Ciocalteu metodom, a antioksidativna uc¢inkovitost je ispitana FRAP odnosno TEAC
metodom. Rezultati istrazivanja pokazali su da kakaovac sadrzi vise polifenola nego plod
rogaca te ima viSu antioksidativnu ucinkovitost. Uzorci sa povecanim udjelom brasna rogaca
pokazali su nizi antioksidacijski potencijal 1 udio polifenola, medutim oni uzorci sa najvisim
udjelom brasna rogaca zadrzali su znacajan udio polifenola i antioksidacijsku aktivnost.
Uocena je znacajna razlika u sadrzaju polifenola izmedu uzoraka koji sadrze brasno rogaca sa
sjemenkama u odnosu na uzorke sa braSnom bez sjemenki rogac¢a. Naime, uzorci sa braSnom
rogaca iz kojeg su uklonjene sjemenke pokazali su se kao puno vredniji izvor polifenola.
Vrsta zasladivaca koja je dodana u uzorke koriStene u ispitivanju nije bitno utjecala na sadrzaj
polifenola i ukupnu antioksidacijsku aktivnost. Rogac je bogat izvor brojnih bioaktivnih
produkata koji su u posljednje vrijeme pokazali Sirok potencijal u terapiji i prevenciji
razlicitih bolesti, ¢cime se opravdava uloga rogaca kao sve zastupljenije namirnice u prehrani

covjeka.
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Carob (Ceratonia siliqua, Fabaceae) is an evergreen plant that nowadays grows mostly in
Mediterranean. Due to the high content of polyphenols, known by their strong antioxidant
activity, carob fruit has become the subject of numerous scientific researches. The purpose of
this thesis was to explore the effect of replacing a part of cocoa powder with carob flour
(those without seeds as well as those with seeds) in a mixture for the preparation of a
beverage, on the content of polyphenols and antioxidant potential. The total phenolic content
was determined by Folin-Ciocalteu method and antioxidant effectiveness was examined by
FRAP and TEAC method. Results of the research showed that cocoa contains more
polyphenols than carob fruit and has higher antioxidant effect. Samples with higher share of
carob flour showed lower antioxidant potential and lower polyphenolic content, but those
samples with the highest amount of carob flour kept a significant share of polyphenols and
antioxidant activity. There was a significant difference in polyphenolic content in samples that
contain carob flour with seeds compared to those containing carob flour without seeds.
Namely, samples containing deseeded carob flour are shown to be a more valuable source of
polyphenols. The type of sweetener added to the samples used in the research did not have a
significant influence on polyphenolic content and antioxidant activity. Carob is a source of
numerous bioactive products which have recently shown wide potential in therapy and

prevention of various diseases, thus justifying the increasing role of carob in human nutrition.
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