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1.UvVOD



Rast populacije i poveéana konzumacije preradene hrane dovelo je do poveéanja kolicina
otpada i nusproizvoda koju generira prehrambena industrija. Posljedice nedovoljnog
iskoristavanja sirovina ne samo da dovode do ekoloskih problema i financijskih gubitaka nego

se gube i vrlo vaZni izvori bioaktivnih tvari.

Grozde je jedno od najéesce uzgajanih vocnih kultura i oko 80 % se koristi za proizvodnju vina
pri ¢emu zaostaje oko 25 % nusproizvoda u obliku tropa. Trop grozda, nusproizvod koji zaostaje
nakon presanja grozda, najéesce se odlaze u okolis, koristi kao gnojivo li spaljuje Sto moze imati
nepovoljan utjecaj na okoli§ poput nepoZeljnih mirisa. lako bogat vlaknima, lipidima,
proteinima, polifenolima, ovaj nusproizvod jo$ uvijek je nedovoljno iskoristen (Selo, 2022;
Tolun i sur., 2016). Posljednjih godina sve su brojnija istrazivanja na temu iskoriStenja tropa
grozda i polifenola koje ovaj vrijedni nusproizvod sadrzi. Trop groZda se koristi u raznim
industrijama, npr. u kozmetickoj industriji kao dodatak raznim preparatima, zatim kao dodatak
hrani za Zivotinje, a dakako najvece zanimanje za njegovo iskoriStavanje je u prehrambenoj

industriji pri osmisljavanju nove funkcionalne hrane.

Sirutka je Zuto-zelena tekucina koja zaostaje tijekom proizvodnje sira, a prema prosjecnom
kemijskom sastavu 93 % sirutke je voda. Sirutka je nusproizvod s velikim potencijalom, no
unato¢ tome veliki dio sirutke se koristi kao gnojivo ili ispusta u prirodne recipijente bez
prethodne obrade. Prema li literaturi, Matijevi¢ (2018), tona sirutke ispustena u okolis bez
prethodne obrade uzrokuje opterecenje koje je jednako onome koje uzrokuje 470 ljudi.
Obzirom na Stetne utjecaje koje ima po okolis i na vrijedne sastojke koje sirutka sadrzi, danas
se sirutka nastoji Sto viSe iskoristiti u obliku proizvoda ili sirovine. Sirutka se uglavnom
preraduje u izolate/koncentrate proteina, sto¢nu hranu, itd. Takoder, istraZzuje se mogucnost
primjene sirutke i/ili njezinih proteinskih izolata/koncentrata u postupcima inkapsulacije,
odnosno kao omotacda koji razli¢itim bioaktivnim spojevima moZe osigurati dugotrajnu

stabilnosti.

Susenje rasprsivanje (eng. spry drying) je tehnika pomocu koje se tekuca ili polutekuéa smjesa
rasprsuje u komori za susenje gdje dolazi u kontakt s vru¢im plinom (zrakom) pri éemu se gubi
vlagu te prelazi u prah. Proces je brz, a termolabilni sastojci ostaju zasti¢eni. Ciklon se koristi
za odvajanje praha od vruéeg plina. Pomoéu ove tehnike moguée je inkapsulirati bioaktivne
sastojke i tako im produziti vijek trajanja, povecati stabilnost ili omoguciti kontrolirano

otpustanje u organizam. UspjesSnost inkapsulacije bioaktivnih tvari koja se ostvaruje susenjem



rasprsivanjem ovisi o mnogo procesnih parametara, ukljucujuci pripremu smjese bioaktivnih

tvari i omotaca prije samog postupka suSenja rasprsivanjem.

U ovom radu ispitan je utjecaj parametra homogenizacije teku¢e smjese sastavljene od
bioaktivne tvari (ekstrakt trop grozda) i omotac (kozja sirutka) na inkapsulacijsku efikasnost i

svojstva mikrokapsula, odnosno praha dobivenog u procesu susenja rasprsivanjem.



2. TEORUSKI DIO



2.1. Trop grozda

Godisnja proizvodnja grozda za Republiku Hrvatsku u 2020. godini iznosi 123550,0 tona.
(FAOSTAT, 2023). Od ukupne koli¢ine proizvedenog groida oko 80 % se upotrebljava za
proizvodnju vina, a od te koli¢ine oko 25 % Cini trop, nusproizvod koji nastaje tijekom presanja
grozda. Prema literaturi, Skraci¢ i sur. (2023), na svakih 6 L vina generira se oko 1 kg tropa
grozda Sto govori da se na globalnoj razini godiSnje proizvede oko 9 milijuna tona ovog
nusprodukta. Trop groZda je lignocelulozni materijal koji se sastoji od koZice, sjemenki, manjeg
dijela pulpe i peteljki, a njegov kemijski sastav kao i zastupljenost navedenih dijelova ovisi o
procesu vinifikacije, preSanju i sorti grozda (Skracic i sur. 2023). Udio kozZice u tropu iznosi 65
%s+., dok udio sjemenki varira u rasponu 15 — 52 %;+. Trop sadrzi 9,2 — 14,5 % celuloze, 4,0 —
10,3 % hemiceluloze i 11,6 — 42,2 % lignina, nadalje sadrzi 2,7 — 49,1 % Sedera, 7,0 — 23,5 %
proteina te 4,8 — 6,7 % ukupnih polifenola (Selo, 2022). Trop kao otpad najée$ée se odlaie u
vinogradima ili spaljuje Sto dovodi do velikih ekoloskih problema kao $to su oneciS¢enje
podzemnih i povrsinskih voda, zakiseljavanje tla, smanjenje kisika u tlu, nakupine tropa mogu
privuci $tetocine koje Sire bolesti, itd. (Antoni¢ i sur., 2020; Selo, 2022). Posljednjih godina
objavljen je veliki broj radova koji istrazuju primjenu tropa grozda u razli¢itim industrijama. U
Republici Hrvatskoj najces¢i nacin iskoristenja tropa grozda je za proizvodnju rakije (komovice).
Komovica se Cesto koristi za proizvodnju drugih alkoholnih piéa i razli¢itih likera. MijeSanjem
tropa s drugim organskim biljnim materijalima se moze ucinkovito provoditi kompostiranje i
moze se koristiti za proizvodnju bioetanola i bioplina (Skraci¢ i sur. 2023). U Tablici 1. dan je

pregled nekih novijih istrazivanja moguénosti ponovne upotrebe tropa.

lako ima bogat kemijski sastav, trop grozda se najcesée povezuje s fenolnim spojevima koji

mogu imati primjenu u razli¢itim industrijama (Selo, 2022).



Tablica 1. Neki primjeri upotrebe tropa (Skracic i sur., 2023)

INDUSTRUJA PRIMJENA ZNACAJKA LITERATURA
Kozmeticki Fenoli i esencijalna ulja zbog dobre
. antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti Ferreira i Santos, 2022
- preparati . o\
Kozmeticka mogu zamijeniti sintetske aditive.

Kozmeticki = Ekstrakti kao inhibitori aktivnosti enzima koji Matos i sur,, 2019

preparati utje€u na starenje koZe.
Industrija . - .. . .
J Hrana za Dodatak tropa ima pozitivan ucinak na Mavrommatis i sur.,
hrane za . e C
v e perad imunoloski i antioksidacijski status jedinki. 2021
Zivotinje
Dodatak tropa siru nije narusio fizikalno -
Sir kemijske karakteristike, te je pove¢ao sadrzaj = Marchianiisur., 2016
fenola i antioksidacijsku aktivnost uzorka.
Prehrambena

Dodatak tropa je rezultiralo boljim
Keksi nutritivnim i antioksidativnim statusom
proizvoda. Produljenje roka trajanja.

Theagarajan i sur.,
2019

2.1.1. Bioaktivhe komponente tropa grozda

Fenolni spojevi su glavne bioaktivne kemikalije u vinu i nusproizvodima proizvodnje vina (Cvejic
Hogervorst i sur.,, 2017). Fenolni spojevi predstavljaju sekundarne metabolite biosintetskog
puta fenilpropanoida i flavonoida, te puta Sikiminske kiseline, takoder mogu nastajati i pri
stresnim uvjetima okoline kao $to su mikrobne infekcije, UV zragenje ili ozljede (Selo, 2022;
Buci¢-Koji¢, 2008). Brojne su klasifikacije fenolnih spojeva, ali svima je zajednic¢ko da imaju
najmanje jedan aromatski prsten s jednom ili vise hidroksilnih skupina (Grgi¢ i sur., 2020).
Najzastupljenije fenolne spojeve u grozdu predstavljaju flavonoidi i fenolne kiseline
(Buci¢-Koji¢, 2008). Fenoli u hrani su odgovorni za okus, boju, miris i trpkost, osim
organoleptickog utjecaja fenoli povoljno utjecu i na zdravlje, imaju antioksidativni ucinak,
djeluju antikancerogeno, antidijabeticki, imaju povoljan utjecaj na mozak i kardio sustav (Grgié¢
i sur., 2020). Prema literaturi Buci¢-Koji¢ i sur. (2012) neki fenolni spojevi mogu djelovati i
antireumatski, antimikrobno, antialergeno i vazodilatacijski. Zbog navedenih prednosti
fenolnih spojeva i spoznaje koliko otpada bogatog fenolnim spojevima vinska industrija
generira, posljednjih godina proveden je veliki broj istraZzivanja na temu utjecaja fenolnih tvari
na ljudski organizam, te izolacije bioaktivnih komponenti iz nusproizvoda. Kako bi se dobio
visokokvalitetan ekstrakt tropa groZda treba u obzir uzeti razli¢ite parametre. Na sastav
ekstrakata ne utjeCu samo uvjeti proizvodnje, sorta grozda i zastupljenost pojedinih dijelova

grozda, veliki utjecaj imaju i otapala primijenjena za ekstrakciju i fizikalno-kemijski uvjeti



procesa proizvodnje. Dodatan utjecaj na sastav imaju i uvjeti skladitenja i predobrada (Selo,
2022). Najc¢es¢a metoda ekstrakcije fenolnih spojeva iz tropa groida je kruto-tekuca

ekstrakcija (Buci¢-Koji¢, 2008).

2.2 Kruto-tekuca ekstrakcija

Separacijski proces u kojem se koristi odgovarajuée otapalo za izdvajanje jedne ili vise
komponenti iz ¢vrstog materijala, dakle prijenos tvari odvija se iz ¢vrste tvari. Najvazniji korak
za efikasnu provedbu ekstrakcije je odabir otapala, otapalo mora biti selektivno prema tvari
koja se ekstrahira. Za ekstrakciju fenolnih tvari iz tropa grozda te tako i ostalih nusproizvoda
vinske industrije najcesc¢e se primjenjuje etanol, metanol, propanol, aceton i dr. (Buci¢-Koji¢
2008; Selo, 2022). Kruto-tekucéa ekstrakcija se moZe provoditi pri povienoj temperaturi
(Soxhlet) ili pri sobnoj temperaturi (perkolacija, maceracija) (Juri¢, 2022). Metanol kao otapalo
daje visoke prinose, no toksicnost metanola ogranicava njegovu primjenu i zbog toga se koristi
samo u analiticke svrhe. Etanol je otapalo koje je povoljnije za okolis i priznato od stane
Europske agencije za sigurnost hrane, stoga se i ¢eSce koristi (EFSA, 2011). Ekstraktibilnost osim
o otapalu ovisi i 0: kemijskoj prirodi fenolnih tvari, temperaturi, vremenu ekstrakcije, velic¢ini
Cestica, mijeSanju i dr. Sam proces kruto-tekuée ekstrakcije prikazan ja na Slika 1. i sastoji se
od nekoliko osnovnih koraka: ulazak otapala u materijal, otapanje sastojaka materijala,
transport otapala s otopljenom tvari na povrsinu krute tvari, transport otopine u glavnu masu
otopine, te razdvajanje ekstrakta i krutog ostatka (Buci¢-Koji¢, 2008). Smjesa acetona i vode ili

alkohola i vode se koristi za ekstrakciju fenolnih kiselina (Brglez Mojzer i sur., 2016).

Cvrsta tvar Otopina

Interna difuzija
B T i e
v VoS S

Eksterna

—
difuzija

Otapanje \‘-——h—-»—»-—»
Degradacija
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-=» Otapalo

Slika 1. Shema osnovnih koraka ekstrakcije tvari iz krute tvari pomocu otapala (Bucié-Kojié,

2008)



2.2.1. Prijenos mase u kruto-tekucoj ekstrakciji

Zbog razlika u koncentraciji, izmedu faza koje su u kontaktu, odvija se prijenos mase u smjeru
uspostavljanja ravnoteze. Kada je kruta tvar u kontaktu s otapalom na njezinoj povrsini nastaje
granicni sloj, odnosno sloj zasiéene otopine. Ako se taj sloj ne bi uklonio ili se ravnoteza ne bi
smetala, prestalo bi otapanje, odnosno ekstrakcija. Otopljenu/ekstrahiranu tvar je potrebno
ukloniti iz grani¢nog sloja kako ne bi doSlo do prestanka prijenosa tvari. Otopljena tvar se
uklanja na dva nacina: molekularnom difuzijom i vrtloznom difuzijom, tj. u molekularnom i
molarnom mijerilu. Zbog razli¢ite specificne mase otopine i otapala, te razlika temperatura
grani¢nog sloja i otopine, nastaju konvekcijska strujanja, te nema Ciste difuzije. Isto tako nema
niti ¢iste konvekcije zbog postojanja grani¢nog sloja. Brzina prijenosa tvari odnosno koli¢ina
tvari koja u jedinici vremena prolazi kroz granicni sloj iz ¢vrste tvari u otapalo izracunava se

prema jednadzbi (1) (Jurié, 2022; Tomas i sur., 2013):

dw
E=K-A-(cs—c) (1)

gdje je:
e (- masena koncentracija otopine u glavnoj masi otopine (kg/m?3)
e ;— masena koncentracija zasi¢ene otopine u grani¢nom sloju (kg/m?3)
e A-—dodirna povr$ina izmedu krute tvari i otapala (m?)
e K- koeficijent prijenosa mase (m/s)

e w/t— brzina prijenosa mase u otapalo (kg/s).

2.3. Inkapsulacija

U posljednje vrijeme veliku vainost pridobivaju istraZivanja na temu funkcionalne hrane i
iskoriStavanja nusproizvoda odredenih industrija. Bioaktivne komponente poput biljnih
polifenola, omega-3-masnih kiselina, vitamina i minerala nalaze se u velikim koli¢inama u
nusproizvodima prehrambene industrije, te se nastoje iskoristiti. Bioaktivhe komponentne
mogu biti prirodno sadrzane u hrani ili se dodaju hrani te takva hrana (funkcionalna hrana) ima
poboljSanu bioloSku aktivnost (antibakterijska, antioksidativna, antivirusna, protuupalna
svojstva) i veéu nutritivnu vrijednost. Na bioaktivnosti navedenih komponenti utjecu vlaga,
temperatura, pHi svijetlost, te ih je zato potrebno zastiti (Nemet, 2023; Dordevic i sur., 2016).

Postupkom inkapsulacije se takvi spojevi zasti¢uju. Inkapsulacija se definira kao proces u kojem



se aktivna tvar (jezgra) oblaze omotacem (membrana, ljuska, kapsula, matriks) radi zastite
aktivne tvari (Saifullah i sur., 2019). Postoje razli¢iti nacini inkapsulacije, a osnovna podjela
prikazana je na Slici 2. Osnovna razlika izmedu razli¢itih nacina inkapsulacije je u primijenjenim
parametrima kao S$to su fizikalna i kemijska svojstva faza, veli¢ina Cestica i mehanizmi

oslobadanja inkapsuliranih tvari (Jafari, 2017).

INKAPSULACUA

Kemijske metode Fizikalne metode

-ionsko geliranje
-molekularna inkluzija
-koacervacija
-emulgiranje
-primjena liposoma
-enkapsulacija u kvascu

-hladenje pomocu
raspriivaca
-ekstruzija

-sudenje smrzavanjem
-susenje raspriivanjem

Slika 2. Osnovna podjela procesa inkapsuliranja

2.3.1. SuSenje rasprsivanjem
Jedna od ucinkovitih metoda inkapsulacije je primjena metode suSenja rasprsivanjem.

Razvijanje opreme i tehnike suSenja rasprsivanjem trajalo je od 1870-tih do 1900-tih, no prva
komercijalna upotreba je bila 1920-tih za proizvodnju mlijeka u prahu. Za vrijeme Drugog
svjetskog rata ova jedini¢na operacija je dobila na znacaju zbog moguénosti proizvodnje hrane
reducirane mase. Susenje rasprsivanjem je jedini¢na operacija kojom se tekuéina prevodi u
Cestice suhog praha procesom atomizacije u struji vruéeg zraka. Jedinstveno je zbog svoje
mogucnosti proizvodnje praha s ujednacenom veli¢cinom cestica i sadrzajem vlage tijekom
cijelog procesa bez obzira na kapacitet susionika i temperaturnu osjetljivost produkta. Susenje
rasprSivanjem omogucuje brzi prijelaz tekuéine koja moze biti u obliku otopine, emulzije i
suspenzije u oblik praha, aglomerata ili granula (mikrokapsula) veli¢ine 10-50 um do 2 —3 mm
(Gharsallaoui i sur., 2007). Koristi se kao tehnika za postizanje mikrobioloske i kemijske

stabilnosti proizvoda, smanjenje mase Sto olakSava distribuciju i skladistenje, te se moze



koristiti za poboljSanje boje ili prikrivanje nepozZeljne arome. Neke prednosti ovog procesa su
niska temperatura krajnjeg proizvoda i nizak sadrzaj vlage, Sto konacan proizvod Cini stabilnim,
a velika povrsina na kojoj se odvija izmjena topline za ishod ima kratak period susenja. Glavni
nedostatak ove tehnike su visoki investicijski troSkovi. Na Slici 3. prikazani su osnovni dijelovi
suSionika s rasprsivanjem, a to su: komora za susenje, pumpa, grijac zraka, separator (najéesée
ciklon) te rasprsivac (atomizer) (Banozic¢ i sur., 2023). Inkapsulacija susenjem rasprsivanjem je
jedan od najstarijih nacdina inkapsulacijskih tehnika, prvi puta primijenjena 1930-tih za
inkapsulaciju aroma sa nosatem guma arabika (Tahmaz, 2019). Inkapsulacija suSenjem
rasprSivanjem je najcesce koriSten postupak inkapsulacije u prehrambenoj industriji, proces je
ekonomican i fleksibilan (Trifkovic i sur.,, 2016; Tahmaz, 2019). Prema literaturi, susenje
rasprSivanjem je naj¢eS¢e koriStena metoda za inkapsuliranje bioaktivnih komponenti
(Saifullah i sur., 2019). Osnovni princip ove metode je tvorba smjese aktivne tvari i omotaca.
Smjesa (pojna otopina, susmenzija, emulzija) se peristalickom pumpom dovodi do mlaznice i
rasprsuje u komoru za susSenje gdje dolazi do zagrijavanja i isparavanja vode pomocu struje
vruéeg zraka. Suhe Cestice padaju na dno komore, uz dodatno koristenje ciklona za odvajanje
finijih Cestica (Pordevic i sur., 2016). Veli¢ina Cestica praha uglavnom ovisi o veliini otvora
atomizera (Shishir i Chen, 2017). Ulazna temperatura vruceg zraka je obi¢no 150 — 220 °C. U
rasprienoj smjesi se zajedno nalaze molekule aktivne tvari i molekule omotaca. Koncentracija
omotaca je uvijek vec¢a od koncentracije aktivne tvari, te su stoga molekule aktivne tvari uvijek
okruzene molekulama omotaca. Na taj nacin dolazi do inkapsulacije jer nakon isparavanja vode
molekule omotaca oblazu molekule aktivne tvari (Tahmaz, 2019). U industrijskom pogledu
najvaznije je Sto susenje rasprsivanjem moze proizvoditi velike koli¢ine mikrokapsula, naravno
postoje neki ogranicavajudi faktori. Jedan od njih je materijal koji se moze koristiti kao omotac.
Neki od tih omotaca su maltodekstrin, guma arabika, proteini sirutke, proteini soje, skrob, itd.
(Pordevié i sur., 2016). Veliku ulogu ima odabir omotaca zbog utjecaja na ciljanu isporuku i
kontrolirano otpustanje te tako utjece i na biodostupnost aktivne tvari. Zahtjevi za omotac su
da je inertan prema aktivnoj tvari i okolini te da ima potrebna svojstva kako bi zastitio aktivnu
tvar kao Sto su fleksibilnost, nepropusnost, ¢vrstoca, stabilnost, biorazgradivost (Grgic i sur.,

2020).
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Slika 3. Shema susenja rasprsivanjem (Jurié, 2017)

Sam proces susenja rasprsivanjem sastoji se od nekoliko koraka, kako je navedeno u nastavku.

Priprema sirovine

Sirovina se naj¢esée homogenizira i koncentrira kako bi se smanjio udio vode i time smanijila
potrebna energija za isparavanje. Emulziji se dodaju aditivi kako vi se sprijecilo pjenjenje.
Gubitak hlapivih tvari arome smanjuje se dodatkom manje hlapljivih spojeva (Banozi¢ i sur.,

2023; Tontul i Topuz, 2017).

Atomizacija

Klju¢an korak procesa susSenja rasprSivanjem je atomizacija. Atomizacija je provodenje pojne
smjese kroz uredaj za rasprsSivanje (atomizer) u komoru za susenje gdje se veliki broj sitnih
kapljica sirovine susi u struji zraka. Atomizer prevodi pojnu smjesu u sitne kapljice i time se
povecava ukupna povrsina kapljica Sto direktno utjece na brzinu isparavanja vode. Na izbor
uredaja za rasprsivanje utjece koli¢ina pojne smjese, viskoznost te veli¢ina Cestica, a najéesée
koristeni uredaji su rotacijski atomizer, pneumatske mlaznice, ultrazvu¢ne mlaznice, dualne
tlaéne mlaznice i tlatne mlaznice (Tontul i Topuz 2017; O’Sullivan i sur., 2019). Na Slici 4.

prikazan je raspon velitina Cestica koje je moguce postici razli¢itim uredajima za atomizaciju.
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Slika 4. Prikaza veli¢ina Cestica koje je mogudée postiéi razli¢itim atomizerima (Milosavljevic,

2017)

Kontakt kapljica i vruéeg zraka

U komori za susSenje dolazi do kontakta rasprsenih kapljica sirovine s vruéim zrakom s$to
rezultira zagrijavanjem i isparavanjem vode iz kapljice. Svaka kapljica postaje zasebna Cestica
praha. Razlikujemo 3 modela strujanja unutar komore (Slika 5.) ovisno o smjeru strujanja zraka
u odnosu na dotok sirovine, a to su: istostrujno (eng. co-current), protustrujno (eng. counter-
current) i mijesano strujanje (eng. mixed flow) (Tontul i Topuz, 2017). Najéeséa izvedba u
prehrambenoj industriji je istostrujno strujanje kod kojeg se vruci zrak dovodi u istom smjeru
kao i rasprSena sirovina. Istostrujno strujanje se koristi kod termolabilnih sastojaka jer je u tom
sluéaju vrudi zrak s najviSom temperaturom u doticaju s kapljicom s najvisSim sadrzajem vlage.
Kod protustrujnog strujanja vruéi zrak struji prema smjeru dotoka sirovine. Protustrujno
strujanje se smatra najekonomicénijim nacinom strujanja. Kapljice dolaze u kontakt s hladnijim
zrakom i tako se postepeno zagrijavaju i dolazi do brzog isparavanja. Mijesano strujanje je
kombinacija prva dva nacina strujanja. Kao i kod protustrujnog strujanja, kapljice s najnizim
sadrzajem vlage dolaze u kontakt sa zrakom najvise temperature i zbog toga oba nacina nisu

pogodna za susenje termolabilnih sastojaka (Banozi¢ i sur., 2023).
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Slika 5. Tri modela strujanja (Milosavljevi¢, 2017)

Susenje rasprsenih kapljica

Susenje kapljica se odvija u tri koraka (Tontul i Topuz, 2017):

e nakon kontakta kapljice i zraka temperatura kapljice se povisuje
e pri konstantnoj temperaturi i parcijalnom tlaku vodene pare se provodi isparavanje
vode, a brzina susenja je jednaka brzini difuzije

e temperatura zraka i estice praha se izjednacavaju.

Odvajanje suhih cestice i vlaznog zraka
Najvele Cestice praha se izdvajaju na dnu komore za susenje dok se one lakSe odvajaju pomocu
ciklona. Dodatno, uz ciklone se koriste i filteri za one najsitnije Cestice te skruberi za hlapljive

Cestice (Banozi¢ i sur., 2023).

Proizvodi dobiveni tehnikom suSenja rasprSivanjem imaju vecu stabilnost, bioaktivnost i
bioraspolozZivost te nize troskove skladistenja i transporta. Dobiveni prah se moze koristiti kao
dodatak prehrani, ugradivati u proizvode s ciljem dobivanja funkcionalnih proizvoda, moze se
komprimirati u tablete ili ugraditi u kapsule. Da bi se dobio prah odgovarajuée kvalitete, a
istovremeno postigla udinkovitost i ekonomiénost procesa, potrebno je optimirati proces.

Najznacajniji zahtjevi za prah su: niski sadrzaj vlage, odsustvo aglomeracija, stabilnost, male
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promjene boje te topivost aktivnih sastojaka. Udio vode treba biti ispod 5 % kako bi se sprijecilo
mikrobioloske kvarenje i kvarenje uzrokovano kemijskim reakcijama. Prahovi sa vecim
sadrzajem vlage imaju veéi nasipnu gustodu jer voda ima daleko vec¢u gustocu od ¢vrstih tvari.
Prema tome nasipna gusto¢a se smanjuje povecanjem temperature suSenja. NepoZeljno
svojstvo je promjena boje. Promjena boje ¢esS¢a je pri suSenju pri visSim temperaturama
(tamnija boja proizvoda). Uzrok promjeni boje naj¢eS¢e se objasSnjava neenzimskim
posmedivanjem ili oksidacijom pigmenata, Sto se moZe ublaziti koriStenjem omotac. Dimenzije
i oblik ¢estica jedno je od najvaznijih svojstava praha i na njih izravno utje¢u parametri procesa.
Prema literaturi Banozic¢ i sur. (2023) povecanje ulazne temperature, poveéanje brzine protoka
zraka, smanjenje brzine dobave pojne smjese te dodatak omotaca vjerojatno dovodi do
zeljenih malih dimenzija Cestica praha. Ako su Cestice male i sferi¢ne biti ¢e stabilnije u
pakovanom/zbijenom sustavu, te ¢e imati bolju topivost zbog vecée dodirne povrsine izmedu

praha i otapala.

2.3.2. Parametri susSenja rasprsivanjem

Od velike vaZznosti je poznavati kako procesni parametri utjeCu na karakteristike dobivenog
praha i kako optimirati proces. Da bi se neki proces optimirao potrebno je poznavati parametre
koji utjeCu na proces. U procesu suSenja rasprSivanjem potrebno je poznavati: ulaznu
temperaturu (izlazna temperatura ovisi u ulaznoj), brzinu protoka pojne smjese, protok zraka,
dimenzije komore i ciklona, koncentraciju pojne smjese (Banozi¢ i sur.,, 2023). U nastavku

opisan je utjecaj nekih od parametara.

Temperatura

Kljuéni korak suSenja rasprSivanjem je optimizacija temperature. Osim ulazne i izlazne
temperature koje se najéeSce spominju, promatra se i temperatura pojne smjese, temperatura
prostorije u kojoj se odvija proces i temperatura nakon procesa separacije. Ulazna temperatura
treba biti dovoljno visoka da osigura isparavanje vode, ali ne previsoka da ne dode do
razgradnje sastojaka. Ulazna temperatura za ekstrakte nusproizvoda hrane je obicno
100 - 200 °C (Banozi¢ i sur.,, 2023). Povedanjem temperature susenja od 120 do 200 °C
dokazano je da se sadrzaj vlage smanjuje od 5,29 % do 3,88 % (Kha i sur., 2010). Povecanjem
ulazne temperature voda brZe isparava i rezultat su vece Cestice dok se gusto¢a praha smanjuje

povecanjem temperature. Razlog tome su Supljine u velikim ¢esticama zbog brzog isparavanja
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vode. Ako se promatra nasipna gusto¢a, manje Cestice imaju vecu nasipnu gustoéu (Juric,
2017). Pri odredivanju ulazne temperature postoje dva ograni¢avajuéa faktora: temperatura
pri kojoj se moZe sigurno provoditi proces susenja i cijena izvora topline (Gharsallaoui i sur.,
2007). lzlazna temperatura ili temperatura ciklona ili temperatura izlaznog zraka je
temperatura pri kojoj se Cestice odvajaju od vlaznog zraka. Porast temperature izlaznog zraka
povecava se povecanjem temperature ulaznog zraka ili smanjenjem brzine protoka pojne
smjese i protoka zraka (Juri¢, 2017). Prema literaturi idealna izlazna temperatura za
inkapsulaciju sastojaka hrane je 50 — 80 °C. Temperatura pojne smjese utje¢e na viskoznost,
ako se povisi temperatura pojne smjese, viskoznost i veli¢ina Cestica praha opada, ali
ogranicavajuéi faktor je degradacija sastojaka pojne smjese pri viSim temperaturama

(Gharsallaoui i sur., 2007).

Protok i koncentracija pojne smjese

Veca brzina protoka negativno utjee na svojstva dobivenog praha dok niska vodi ka
energetskoj neucinkovitosti. Protok pojne smjese ima najveéi utjecaj na veli¢inu i oblik
osus$enih Cestica praha. Povedanjem protoka nastaju manje Cestice ako su ostali parametri
konstantni (Banozié sur., 2023). Prema Kalamara i sur. (2015), poveéanjem koncentracije pojne
smjese dolazi do povecanja nasipne gustoce i topivosti praha. Visoka koncentracija pojne
smjese rezultira dobrom kompatibilnosti, odgovarajuéom tvrdoéom i visokom sipkosti. Brzina
protoka koja se koristi suSenje ekstrakata nusproizvoda prehrambene industrije je od

1 —26 mL/min (Banozic i sur., 2023).

Brzina strujanja zraka

Pokazalo se da povecanjem brzine protoka zraka uzrokovalo povecanje ukupnog sadrzaja
polifenola zbog kraéeg vremena kontakta pojne smjese sa zrakom (Borges i sur., 2017). Veca
brzina protoka zraka rezultira nizim sadrzajem vlage jer se stvaraju manje kapljice i tako je veca
povrsina izmedu kapljica i zraka te je potrebna manja energija za isparavanje vode (Banozi¢ i

sur., 2023).

2.3.3. Omotaci

Skrob
Mnoge komponente mogu se inkapsulirati Skrobom jer ima dobra svojstva emulgiranja i

topivosti te je jeftin. Polisaharidi kao Sto je skrob najcesce se koriste kao omotac zbog vezanja
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aktivne tvari u amorfnu strukturu i na taj nacin omogucavaju ¢vrst i stabilan oblik kapsule
(Labuschagne, 2018). Koristi se za inkapsulaciju bioaktivnih komponenti zbog svoje otpornosti
na razgradnju u Zelucu i gornjem dijelu probavnog trakta te se razgraduje u debelom crijevu

gdje se i apsorbira najvise bioaktivnih komponenti (Grgic i sur., 2020).

Maltodekstrini

Maltodekstrinu su primjer modificiranog Skroba koji nastaje djelomi¢cnom hidrolizom
kukuruznog brasna pomocu kiselina ili enzima. Dekstrozni ekvivalent (DE) je stupanj hidrolize
polimernih molekula $kroba (Tahmaz, 2019). Cesto se upotrebljavaju zbog toplinske
otpornosti, niskih troSkova, komercijalne dostupnosti, lake probavljivosti te zbog toga Sto su
bez mirisa i okusa (Grgi¢ i sur., 2020). Molekule maltodekstrina imaju sposobnost formiranja
mreZe u koju je moguce inkorporirati razli¢ite tvari. Maltodekstrini su se dobro pokazali u
inkapsulaciji boja i antioksidanasa (Tahmaz, 2019). Najbolju sposobnost zadrzavanja hlapljivih
tvari imaju maltodekstrini sa DE 10. Sposobnost zadrZavanja hlapljivih tvari opada sa
povecanjem DE. Najce$éu primjenu u inkapsulaciji antocijana i polifenola imaju maltodekstrini
s DE 10-20 (Tahmaz, 2019). Maltodekstrini sa viSim DE imaju manju molekularnu masu i bolju

topivost, ali produkt sadrzi vise vlage (Juri¢, 2022).

Guma arabika

Guma arabika je prirodni eksudat drveta bagrema vrsta Acacia senegal. To je smjesa
polisaharida niske kalorijske vrijednosti i dobre topivosti u vodi. Sastoji se od glukuronske
kiseline, arabinoze, ramnoze, galaktoze i proteina koji daju funkcionalna svojstva (Juri¢, 2022).
Guma arabika je dobar stabilizator i to je ¢ini dobrim inkapsulacijskim omota¢em. Stiti aktivnu
tvar od oksidacije i isparavanja, sprje¢ava apsorpciju vlage i zraka, stvara zastitni, tanak,
nepropusni sloj oko aktivne tvari (Tahmaz, 2019). Tijekom inkapsulacije sprjecava

karamelizaciju zaostalog Seéera u ekstraktu (Juri¢, 2022).

Proteini sirutke

Sirutka je nusproizvod mljekarske industrije, teku¢ina zeleno-zZute boje koja zaostaje nakon
koagulacije i odvajanja kazeina tijekom proizvodnje sira i jogurta. NajviSe sirutke se proizvodi
od kravljeg mlijeka, no neke sirutke potjecu i od devinog, kozjeg i ov¢jeg mlijeka (Matijevic,
2018). Proteini sirutke: B-laktoglobulin, a-laktoalbumin, albumin krvnog seruma i
imunoglobulin predstavljaju najvrijednije proteine u sirutki. Suhu tvar sirutke ¢ine: laktoza,

mineralne tvari, proteini, mlijeéna mast te vitamin B. Postoje dvije vrste sirutke i to su: slatka i
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kisela sirutka. Slatka sirutka nastaje tijekom proizvodnje tvrdih sireva, dok se kisela sirutka
dobiva zakiseljavanjem mlijeka odnosno taloZenjem kazeina tijekom proizvodnje svjezih sireva.
Kisela sirutka se rijetko koristi u prehrambene svrhe zbog svoje higroskopnosti i nemoguénosti

proizvodnje praha. Prosjecni sastav kisele i slatke sirutke prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Prosjecan sastav (g/L) slatke i kisele sirutke (Matijevi¢, 2018)

Sastojak Slatka sirutka Kisela sirutka
Ukupna suha tvar 63,0-70,0 63,0-70,0

Laktoza 46,0 -52,0 44,0 -46,0

Proteini 6,0-10,0 6,0 -8,0
Kalcij 0,4-0,6 1,2-1,6
Fosfati 1,0-3,0 4,0-4,5
Laktati 2,0 6,4
Kloridi 1,1 1,1

Pri temperaturi od 70 °C proteini sirutke se djelomi¢no denaturiraju sto ne utjee ne njihovu
hranjivu vrijednost. Takvi djelomi¢no denaturirani proteini su lakSe dostupni i imaju veéu
biolosku vrijednost od nativnih (DPeri¢, 2022). Sirutka je jedan od najveéih onecis¢avala
porijeklom iz mljekarske industrije. Kemijska potrosnja kisika (KPK) sirutke iznosi
50000 — 80000 mg/L dok bioloska potrosnja kisika (BPK) iznosi 40000 — 60000 mg/L i stoga je
vazno pronaéi nacine iskoristavanja sirutke. Jedan od tih nacina je koristenje sirutke kao
omotaca pri procesu inkapsulacije susenjem rasprsivanjem. Sirutka se kao omotac koristi u
obliku koncentrata ili izolata. Izolati imaju sposobnost formiranja barijere koja Stiti aktivnu tvar
od oksidacije, a u kombinaciji s ugljikohidratima se koriste za inkapsulaciju hlapivih
komponenti. Kapsule kod kojih se kao nosaci koriste proteini sirutke poboljSavaju nutritivnhu

vrijednost, imaju visoku bioloSku vrijednost i dobra funkcionalna svojstva (Tahmaz, 2019).
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2.4. Mijesanje

MijeSanje ili homogenizacija je jedini¢na operacija kojoj je svrha uspostaviti jednoliko stanje u
mehani¢kom, kemijskom i/ili termi¢kom smislu. Mijesanje je moguce provoditi u jednofaznim
i visefaznim sustavima. Jednofazno mijeSanje podrazumijeva homogenizaciju fluida ili
mijeSanje prasaka, dok visefazno mijeSanje podrazumijeva mijeSanje nemijesljivih kapljevina,
mijesanje pri rasprsivanju (disperzija) plina u tekudini ili mijeSanje u sustavima ¢vrsto/tekuce
(suspenzije) (Covi¢-Stani¢, 2021). Mije$anjem se postize da neki materijal na svakom svom
mjestu ima jednaku temperaturu, jednak sastav i prosjecnu veli¢inu €estica, prema tome to je

jedna od najcescih operacija u industriji (Tomas i sur., 2013).

Dva su opcenita pravila koja moraju biti ispunjena kako bi mijeSenje bilo optimalno. Prvo
pravilo ili mikroskopski u¢in mijesanja kaze da mijeSalo mora biti u stanju heterogene cestice
koje dolaze u njegov dohvat tako dobro pomijesati, da u idealnom stanju svaka Cestica jednog
materijala dode u kontakt s ¢esticom drugog materijala. Drugo pravilo ili makroskopski ucin
mijeSanja kaZe da unutar posude mora postojati takvo strujanje, da bez obzira koliko materijal
u pocetku bio udaljenog od samog mijesala dode u njegov zahvat i bude minimum vremena

izmijeSan s ostalim materijalom prema prvom pravilu (Tomas i sur., 2013).

MijeSanje se provodi:
a) kad se Zeli ubrzati kemijsku reakciju
b) kad se Zeli ubrzati izmjena topline
c) kad se iz viSe materijala Zeli napraviti smjesa s novim svojstvima
d) kako bi se ubrzalo otapanje

e) za postizanje kristalizacije iz prezasi¢ene otopine (Tomas i sur., 2013).

Na Slici 7. su prikazani parametri s kojima je potrebno biti upoznat prije provedbe mijesanja.
Za izraCunavanje snage (N) mijeSanja, ako zanemarimo promjene nivoa tekudine tijekom
mijesanja (Ho), potrebno je poznavati promjer mijesalice (d), {m koeficijent otpora mijesanja
broj okretaja u jedinici vremena (n), viskoznost tekucine koja je mijeSa (u) i njezinu gustocu (p),
promjer posude (D), visinu posude (H) te udaljenost mijesala od dna posude (n). Prema tom
snaga mijesanja je funkcija navedenih parametara i izracunava se pomoc¢u jednadzbe (2)

(Covi¢-Stani¢, 2021):

N=¢y-ndp-d® [/s] (2)
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Slika 6. Karakteristicne dimenzija mijesala (Tomas i sur., 2013)

Homogenizacija u inkapsulaciji je vrlo bitan proces. Predstavlja sjedinjavanje omotaca i aktivne
tvari. Kako bi se postigla Sto veca iskoristivost i ucinkovitost procesa, potrebno je odrediti
pravilan omjer omotaca i aktivne tvari. Omjer zavisi od vrste omotaca i aktivne tvari do tehnike
inkapsulacije i nije univerzalan. Opcenito je udio aktivne tvari manji od udjela omotaca. Kako
bi se aktivna tvar potpuno obloZila omotacem i kako bi nastale sitne kapsule potrebo je dobro

homogenizirati pojnu smjesu (Tahmaz, 2019).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak

Cilj diplomskog rada je ispitati utjecaj parametara mijeSanja pojne smjese (ekstrakta tropa
grozda i nosaca) na fizikalno-kemijska svojstva praha (mikrokapsula) dobivenog susenjem

rasprsivanjem.
Zadatak rada bio je:

- provesti kruto-tekuéu ekstrakciju polifenola iz tropa grozda

- provesti mijeSanje smjese dobivenog tekuceg ekstrakta i koncentrata proteina iz kozje
sirutke (omotac) uz primjenu magnetne mijesalice pri razli¢itim procesnim uvjetima
(temperatura, vrijeme, brzina mijesanja)

- priredenu, homogeniziranu tekuéu otopinu (pojna smjesa) prevesti u mikrokapsule
metodom susenja rasprsivanjem

- odrediti fizikalno-kemijska svojstva dobivenog praha.

3.2. Materijali

IstraZivanje je provedeno na tropu vinske sorte grozda cabernet sauvignon (berba 2017), iz
vinarije Erdut. Trop je osusSen na zraku do udjela suhe tvari ve¢eg od 90 % te je neposredno
prije ekstrakcije samljeven na veliCinu €estica £1 mm pomocu ultracentrifugalnog mlina

(Retsch ZM 200, Njemacka).

Komercijalni proizvod kozje sirutke s udjelom proteina od 78,6 % (Goat Whey Protein,

Carrington Farms, Closter, New Jersey, USA) koristen je kao inkapsulacijski omotac.

3.2.1. Kemikalije

Tijekom eksperimentalnog dijela koristene su sljedece kemikalije: apsolutni etanol (Gram-Mol
d.o.o., Zagreb, Hrvatska); Folin and Ciocaleu’s phenol reagens (CPA chem); ledena octena
kiselina 99.,5 % (Macron Fine Chemicals, Gliwice, Poljska); metanol visoke Cisto¢e (Macron Fine
Chemicals, Gliwice, Poljska); natrij karbonat, bezvodni p.a. (T.T.T.); galna kiselina (Sigma Aldrich,

Saint Louis, USA).
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3.3. Metode

3.3.1. Box-Behnkenov plan pokusa i metoda odzivnih povrsina

Softver Design-Expert, v.13 (Stat-Ease, Minneapolis, USA) koristen je za planiranje pokusa i
optimiranje procesnih parametara, te modeliranje procesa primjenom nelinearne regresijske
analize, statisti¢ku analizu (ANOVA) znacajnosti ispitivanih procesnih parametara na odabrane
fizikalno-kemijske karakteristike praha, kao i za numeri¢ku optimizaciju procesa

homogenizacije.

Metoda odzivnih povrsina (RSM) koristena je za procjenu utjecaja parametara homogenizacije
na karakteristike mikrokapsula (praha) te za optimiranje procesnih uvjeta pripreme pojne
otopine na magnetnoj mijesalici, a Box-Behnkenov plan pokusa s tri ponavljanja u centralnoj
tocki koristen je za planiranje eksperimentalnih uvjeta. U ovom radu je procjenjivan utjeca;j tri
(3) nezavisne varijable (parametra mijesanja): temperatura (Xz), vrijeme mijeSanja (Xz) i brzina
mijesSanja (X3), i to na tri razine. Tablica 3. prikazuje kodirane i nekodirane razine nezavisnih
varijabli koriStenih u ovom RSM dizajnu, a Tablica 4. prikazuje eksperimentalne uvjete

sukladno zadanom Box-Behnkenovom planu pokusa.

Tablica 3. Faktori utjecaja i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za pripremu
pojne otopine na magnetnoj mijesalici

KODIRANA VARIJABLA

VARIJABLA SIMBOL
-1 0 +1
TEMPERATURA (°C) X1 25 375 50
VRIJEME MIJESANJA (min) X 10 35 60
BROJ OKRETAJA MIUJESALICE (rpm) Xs 600 900 1200

Za aproksimaciju dobivenih eksperimentalnih podataka koristen je kvadratni polinom (3):

k-1

K K -1 k
Y =58 +Z.Bjxj +Zﬂijj2 + BijXiY; (3)
j=1 j=1 j=1i=1
gdje je:
e Y -modelom predvidena odzivna funkcija
e B - konstanta jednadzbe odzivnog polinoma

e B;- koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
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e B - koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma
e B - koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma
e Xi;- ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti)

e k—brojvarijabli.

Tablica 4. Box-Behnken plan pokusa (eksperimentalna matrica)

VARUABLA
PROBA XeT Xzt Xan
(EKSPERIMENT) .
°C min rpm
1 37,5 10 1200
2 50,0 35 600
3 50,0 60 900
4 50,0 10 900
5 37,5 35 900
6 37,5 60 1200
7 50,0 35 1200
8 37,5 35 900
9 25,0 35 1200
10 37,5 10 600
11 25,0 60 900
12 37,5 60 600
13 25,0 10 900
14 37,5 35 900
15 25,0 35 600

Na temelju dobivenog matematickog modela konstruirana je odzivna povrsSina koja pruza
vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara na promatrane modele. Odzivna povrsina je

prikazana kao povrsina u 3D prostoru.

Provjera uspjesnosti optimiranja procesa pripreme pojne otopine provedena je usporedbom
rezultata dobivenih metodom odzivnih povrsina i eksperimentalno dobivenih rezultata pri

utvrdenim optimalnim uvjetima homogenizacije pojne otopine.

3.3.2. Priprema ekstrakta tropa grozda

Ekstrakcija tropa grozda provedena je s ciljem izdvajanja bioaktivnih fenolnih tvari zaostalih u
tropu pri ¢emu je dobiveni ekstrakt nadalje koristen u postupku inkapsulacije susenjem

rasprsivanjem. Postupak pripreme ekstrakta opisan je u nastavku.
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Najprije su fenolni spojevi ekstrahirani kruto-teku¢om ekstrakcijom u vodenoj kupelji sa
treSnjom (Julabo SW-23, Njemacka) (Slika 8.). Omjer pripremljenog uzorka tropa grozda i 50
%-tne vodene otopine etanola (otapalo) iznosio je: 1 g : 40 mL. Ekstrakcija je provedena tijekom

120 min pri temperaturi od 80 °Ci pri tresnji od 200 rpm.

Slika 7. Vodena kupelj Julabo SW-23 (Julabo, Njemacka)

Nakon ekstrakcije, suspenzija uzorka i otapala je centrifugirana na centrifugi (Hermle Z 326 K,

Labortechnik GmbH, Njemacka) pri 11000 rcf tijekom 10 min.

Po zavrSetku centrifugiranja supernatant (ekstrakt bogat fenolnim tvarima) je odvojen od
taloga te je provedeno uparavanje ekstrakta do polovine njegovog pocetnog volumena.
Uparavanje je provedeno na rotavaporu (Biichi R-210, Biichi, Svicarska) (Slika 9.), pod
vakuumom (py = 48 mbar) i pri temperaturi od 50 °C s ciliem smanjenja udjela etanola u
ekstraktu radi ograni¢enja uredaja za susenje rasprSivanjem. Volumen uklonjenog ekstrakta

zamijenjen je jednakim volumenom redestilirane vode.

Slika 8. Rotavapor Biichi R-210 (Biichi, Svicarska)
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Nakon pripreme ekstrakta tropa pripremljena je pojna smjesa za inkapsulaciju suSenjem
rasprSivanjem, odnosno mjesavina ekstrakta grozda i omotaca u omjeru ,,masa suhe tvari
ekstrakta” : ,masa suhe tvari omotaca“ = 1:2 (w/w). Homogenizacija navedene tekuce smjese
provedena je u posudi na magnetnoj mijesalici (Witeg Germany, SMHS-6), Slika 10., pri
razliitim uvjetima prema planu pokusa prikazanom u Tablici 4. Nakon homogenizacije na

magnetnoj mijesalici dobivena smjesa stabilizirana je mirovanjem tijekom 5 min.

Slika 9. Magnetna mijesalica SMHS-6 (Witeg, Germany)

3.3.3. SuSenje rasprsivanjem (inkapsulacija)

Pripremljena pojna smjesa je susena pomocu uredaja za suSenje rasprsivanjem (Mini Spray

Dryer B-290, Biichi, Svicarska), Slika 11., pri uvjetima susenja prikazanim u Tablici 5.

Slika 10. Mini Spray Dryer B-290, Biichi, Svicarska
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Tablica 5. Uvjeti susenja rasprSivanjem

Uvjeti suSenja Vrijednost
Protok pojne smjese (%) 25
Protok zraka (L/h) 600
Ulazna temperatura zraka (°C) 180

Nakon provedenog suSenja prah je paZljivo prenesen u odgovarajuce posude, zabiljeZzena je

masa dobivenog praha (mikrokapsula) te je prah potom analiziran.

3.3.4. Odredivanje udjela vlage/suhe tvari

Koristenjem termogravimetrijske metode na uredaju za brzo odredivanje vlage, halogenom
analizatoru vlage (Slika 12.), koji koristi infracrveni izvor topline susenje (HR73, Mettler Toledo,
USA), odreden je udio vlage i suhe tvari u uzorcima praha i omotacu prema Kelly i sur. (2016).
Na aluminijsku pliticu je odvagano 0,15 g uzorka te je suSenje provedeno standardnom
metodom pri 105 °C uz koristenje kriterija zavrSetka procesa 5 (eng. switch-off criteria)

odnosno sve dok gubitak mase nije bio manji od 1 mg tijekom 140 sekundi.

Slika 11. Halogeni analizator vlage HR73 (Mettler Toledo, USA)

Za svaki uzorak provedena su po dva paralelna mjerenja te je izra€unat udio vlage prema

jednadzbi (4) i udio suhe tvari prema jednadzbi (5).

) masa uzorka prije suSenja — masa uzorka nakon susenja
udio vlage (%) = .

—— 100 (4)
masa uzorka prije suSanje

_ _ masa uzorka nakon suSenja
udio suhe tvari (%) = '

——— 100 (5)
masa uzorka prije suSanje

3.3.5. Odredivanje prinosa inkapsulacije

Prinos inkapsulacije (Y) je izracunat prema Vu i sur. (2020) uz koristenje jednadzbe (6):
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ukupna masa suhe tvari praha

Y (%) = 100 (6)

ukupna masa suhe tvari u pojnoj otopini (ekstrakt + omotac)

3.3.6. Odredivanje ukupne promjene boje

Odredivanje boje dobivenog praha i omotaca provedeno je na uredaju kolorimetru (Chroma
Meter CR-400, Konica Minolta, USA), Slika 13. Prije svakog mjerenja uredaj je kalibriran
pomocu standardne bijele keramicke plocice. Princip uredaja je mjerenje reflektirane koli¢ine
svijetlosti sa povrSine uzorka. Uredaj prikazuje koli¢inu reflektirane svijetlosti u obliku
trisimulsa kao L*, a* i b* parametre. Raspon od Zute do plave predstavlja parametar b*,
pozitivne vrijednosti su u podrucju Zute boje, a negativne u podrucju plave. Raspon od crvene
do zelene boje predstavlja parametar a*, negativne vrijednosti su u podrucju zelene boje, a
pozitivne vrijednosti su u podrucju crvene boje. Svjetlina uzorka je oznacena parametrom L*,
a raspon vrijednosti je od 0 (crna boja) do 100 (bijela boja) (Lukinac Ca¢i¢, 2012). Model

CIEL*a*b* prostora boja je prikazan na Slici 14.

Slika 12. Kolorimetar (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta, USA)
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Slika 13. CIEL*a*b* model (Jakovi¢, 2020)

Za odredivanje parametara boje koristena mala staklena Petrijeva zdjelica koja je ravhomjerno
napunjena prahom do vrha. Za svaki uzorak mjerenja su provedena u tri paralele. Prema
izmjerenim vrijednostima parametara boje praha (L*, a* i b*) i boje omotaca (L*o, a*o i b*0o)
izraCunata je ukupna promjena boje mikrokapsula (praha) u odnosu na boju omotaca, prema

jednadzbi (7).

AE,, = \/(LB — L2+ (a5 —a*)? + (by — b*)? (7)

U Tablici 6. prikazana je usporedba rezultata instrumentalnog mjerenje u odnosu na percepciju

prosjecnog ljudskog oka.

Tablica 6. Usporedba rezultata instrumentalnog mjerenje u odnosu na percepciju ljudskog oka.

AE,; LJUDSKO OKO
<0,2 nije uocljivo
0,2-1 vrlo slabo uocljivo
1-3 slabo uodljivo
3-6 uocljivo
>6 vrlo uocljivo

3.3.7. Gustoca praha prije i nakon potresanja

Nasipna gustoca, odnosno gustoca praha prije potresanja (eng. bulk density, BD) odredena je
za mikrokapsule i omota¢ prema Boyano-Orozco i sur. (2020) uz modifikaciju. Menzura od 25
mL napunjena je s 1 g uzorka, te je nasipna gustoca izraCunata kao omjer mase praha i

volumena praha ocitanog na menzuri, prema jednadzbi (8):
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masa praha

BD (g/cm?®) = (8)

volumen praha

Gustoda nakon potresanja (eng. tapped denstity, TD) je odredena pomocu uredaja AutoTap
(Anton Paar, Austrija) prikazanog na Slici 15., prema Boyano-Orozco i sur. (2020) uz
modifikaciju. Vrijednost za gustocu nakon potresanja izraCunata je kao omjer mase praha i

volumena praha nakon 1250 potresanja menzure s prahom (udaraca), prema jednadzbi (9):

masa praha
TD (g/cm3) =

(9)

volumen praha nakon tapkanja

AUTQTAP

Slika 14. Uredaj za odredivanje gustoce praha nakon potresanja (AutoTap, Anton Paar,

Austrija)

Svojstva kompresibilnosti praha izrazena su pomoc¢u Hausner omjera (HR) i Carr indeksa (Cl),

koji su izraCunati prema KalusSevic i sur. (2017.), uz primjenu jednadzbi (10) i (11):

HR = BD pocetni volumen praha (10)
" TD  volumen praha nakon tapkanja
BD —TD pocetni volumen — volumen nakon tapkanja (11)
Cl(%) =————-100 = T 100
BD pocetni volumen

Klasifikacija praha prema tecivosti/kvazifluidnosti (European Pharmacopea) prikazana je u

Tablici 7.
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Tablica 7. Klasifikacija praha prema tecivosti (European Pharmacopea)

Cl (%) TECIVOST HR
<10 izvrsna 1,00-1,11
11-15 dobra 1,12-1,18
16 - 20 osrednja 1,19-1,25
21-25 prolazna 1,26-1,34

26-31 losa 1,35-1,45
32-37 vrlo losa 1,46 -1,59
> 38 vrlo, vrlo losa > 1,60

3.3.8. Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva

Folin-Ciocalteu kolorimetrijska metoda (Waterhouse, 2009) je koristena za odredivanje
ukupnih fenolnih tvari (eng. total phenolic content, TPC) u pripremljenom ekstraktu i
dobivenom prahu. Fenolne tvari u reakciji sa Folin-Ciocalteuovim reagensom tvore plavo
obojenje koje se moZe detektirati spektrofotometrom pri vidljivom svjetlosnom spektru.
Tijekom reakcije fenolnih tvari s Folin-Ciocalteuovim reagensom dolazi do oksidacije fenolnih
spojeva i redukcije Folin-Ciocalteuova reagensa u alkalnoj sredini u volfram i molibden oksid

(Pavel i sur., 2006).

PRIPREMA UZORKA
Uzorak je pripremljen prema uputama Tolun i sur. (2016.). U 15 mg praha je dodano 3 mL
otopine etanol : ledena octena kiselina : voda (50:8:42, v/v/v). Uzorak se promijesa na

vortex mijesalici te potom profiltrira kroz 0,45 um PTFE filter.

PROVEDBA ANALIZE

U epruvetu je otpipetirano 40 pL pripremljenog uzorka (tekuceg ekstrakta ili pripremljenog
praha), 3160 uL redestilirane vode i 200 pL Folin-Ciocalte reagensa. Nakon 8 min otpipetirano
je 600 pL 20 %-tne vodene otopine Na;COs. Uzorci su pomijesani na vorteks mijesalici i
ostavljeni u vodenoj kupelji na 40 °C tijekom 30 min. Po isteku vremena inkubacije, na UV/VIS
spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Shimadzu, Japan), Slika 16., pri 765 nm je izmjerena
apsorbancija. Sva mjerenja su provedena u tri paralele. Slijepa proba je pripremljena na isti

nacin, ali se umjesto uzorka u slijepu probu otpipetiralo 40 pL ekstrakcijskog otapala.
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Slika 15. Spektrofotometar (Shimadzu UV-1280, Shimadzu, Japan)

Konacna vrijednost TPC je izraZzena kao mgeae/gs1. (masa ekvivalenta galne kiseline po masi
suhe tvari uzorka). Ekvivalent galne kiseline odreduje se prema kalibracijska krivulji (Slika 17.).

TPC je odreden u ekstrakte, prahu (mikrokapsulama) i omotacu.

IZRADA KALIBRACIJSKIH KRIVULJA

Kao standard za izradu kalibracijske krivulje je koristena galna kiselina. Napravljene su dvije
kalibracijske krivulje - jedna za galnu kiselinu otopljenu u 50 %-tnoj vodenoj otopini etanola i
druga za galnu kiselinu otopljenu u mjesavini etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42,
v/v/v). Otopina galne kiseline u 50 %-tnoj vodenoj otopini etanola pripremljena je u rasponu
koncentracija 0,05 — 1 mg/mL, dok je otopina galne kiseline u mjesavini etanol : ledena octena
kiselina : voda (50:8:42, v/v/v) pripremljena u rasponu koncentracija 0,025 — 1 mg/mL.
Nakon reakcije s Folin-Ciocalteu reagensom, pri valnoj dulji 765 nm na spektrofotometru
(Shimadzu UV-1280, Japan) izmjerene su apsorbancije pri valnoj duljini od 765 nm su
izmjerene apsorbancije pripadajuc¢ih koncentracija prema kojima su izradene kalibracijske

krivulje (Slike 17. i 18.).
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Slika 16. Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koriste¢i 50 %-tni etanol
kao otapalo

Metodom linearne regresije je dobivena jednadzba (12):

y =1,0188x + 0,018 (12)

odnosno jednadzba (13):

crpc = 1,0188- 4 + 0,0188 (13)

koja je koriStena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari u teku¢em
ekstraktu.

1,2
y =1,0195x- 0,022

10 R?=0,9942 @

08
= °.
2
B 0,6
.g. [ 3
= .

0,4

.é'
0,2 @
-®
0,0

0,0 0,2 0,4 0,6

Slika 17. Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koriste¢i smjesu otapala
etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42, v/v/v)
Metodom linearne regresije je dobivena jednadzba (14):

y =1,0195x — 0,022 (14)
odnosno:

crpe = 1,0195- 4 — 0,022 (15)
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koja je koriStena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari u dobivenom

prahu.

3.3.9. Odredivanje povrsinskih polifenola

Za odredivanje fenolnih tvari na povrsini mikrokapsula (eng. surface phenolic content, SPC)
koristena je Folin-Ciocalteu kolorimetrijska metoda kao i za odredivanje ukupnih fenolnih tvari

(opisano u podpoglavlju 3.3.8.) uz razli¢itu pripremu uzorka.

Uzorak je pripremljen prema Tolun i sur. (2016.), kako slijedi: u 24 mg praha dodano 3 mL
otopine etanol : metanol (1 : 1, v/v), a po isteku 5 min uzorak je profiltriran kroz 0,45 um PTFE

filter.

Za izradu kalibracijske krivulje je koristena galna kiselina otopljena u mjesavini etanola i
metanola (1:1, v/v). Otopina galne kiseline u mjesavini etanola i metanola je pripremljena u
rasponu koncentracija 0,025 - 1 mg/mL. Nakon reakcije s Folin-Ciocalteu reagensom, pri valnoj
dulji 765 nm na spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Japan) izmjerene su apsorbancije te je

izradena kalibracijska krivulja (Slika 19.).
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Slika 18. Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koristedi
etanol : metanol (1 : 1, v/v) kao otapalo

Metodom linearne regresije je dobivena jednadzba (16):

y =0,9828x — 0,0025 (16)

odnosno:
cspc = 0,9828- A4 —0,0025 (17)

koja je koristena za izracunavanje masene koncentracije povrSinskih fenolnih tvari u

dobivenom prahu.
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IZRACUN UDJELA FENOLNIH TVARI
Prema jednadibama (13), (15) i (17) izracunate su masene koncentracije fenolnih tvari
(mgeae/mL), a vrijednosti masenih udjela fenolnih spojeva prerac¢unati su na suhu tvar uzorka
prema jednadzbi (18):

C (MggaE/8s.tv.) = ¢ (18)

Myzorka " Ws.tv.

gdje je:
e C—maseni udio fenolnih tvari (mgeae/gs.v.)
e ¢ —masena koncentracija fenolnih tvari (mgeae/mL)
e V—volumen otapala (mL)
®  Muzorak — Masa uzorka praha / ekstrakta koristenog za analizu (g)

® Wiy, —udio suhe tvari (-).

Efikasnost inkapsulacije (eng. encapsulation efficiency, EE) izraCunata je prema Vu i sur.

(2020.) uz koristenje jednadzbe (19):

Crpc — Cspc

EE [%] = 100 (19)

Ctpc
gdje je:
e Crpc — maseni udio ukupnih fenolnih tvari u prahu (mgeae/gs.v.)

e Cspc — maseni udio povrsinskih fenolnih tvari u prahu (mgeae/gs.tv.).

3.3.10. Odredivanje topivosti mikrokapsula (praha)

Za odredivanje topivosti mikrokapsula koristene su Petrijeve zdjelice, koje su oprane, potom
osu$ene u susioniku (UFE 500, Memmert, Njemacka) na 105 °C 1 h te su nakon hladenja
izvagane zajedno s poklopcem. Takoder, izvagane su prazne Falcon epruvete od 50 mL bez
Cepa. U svaku Falcon epruvetu odvagano 0,1 g praha te je dodano 10 mL redestilirane vode.
SadrZaj epruvete je promijesan na vorteks mijesalici (DLAB MX-S, Kina) te je epruveta stavljena
u vodenu kupelj (Witeg WSB-30, Njemacka) na 60 °C 30 min. Po zavrSetku inkubacije uslijedilo
je hladenje Falcon epruveta s uzorcima u hladnoj vodi te potom centrifugiranje na centrifugi
(Hermle Z326 K, Njemacka) 10 min pri 11 000 rcf. Supernatant je dekantiran u Petrijevu zdjelicu

u kojoj se susio 3 h na 105 °C u suSioniku (Memmert UFE 500, Njemacka). Nakon zavrsetka
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procesa susenja, Petrijeve zdjelice s uzorcima su stavljene u eksikator na hladenje u trajanju
od 1 h. Po isteku vremena hladenja Petrijeva zdjelica je izvagana radi odredivanja mase
otopljenog praha. Osim toga izvagana je i Falkon epruveta s talogom kako bi se odredila masa

zaostalog (nabubrenog) taloga (Chung-Woo i sur., 2012).

Iz ocitanih masa izraCunati su: indeks topivosti (eng. water solubility indeks, \WSI) prema
jednadzbi (20), indeks adsorpcije vode (eng. water adsorbtion indeks, WAI) prema jednadzbi

(21) i sposobnost bubrenja (eng. swelling power, SP) prema jednadzbi (22).

masa supernatanta nakon suSenja
WSI (%) = :

100
masa suhe tvari uzorka (20)

WAI = masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja

masa suhe tvari uzorka (21)

p masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja

- 0 22
masa suhe tvari uzorka - (1 — %) (22)
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U ovom eksperimentalnom radu provedena su istrazivanja u svrhu pronalaska optimalnih
uvjeta homogenizacije inkapsulacijske smjese (ekstrakt tropa grozda bogat fenolnim tvarima i
omotac¢ — kozja sirutka) na magnetnoj mijesalici za postizanje maksimalne ucinkovitosti
inkapsulacije procesom susenja rasprSivanjem. Uzorak je prije homogenizacije pripreman
uvijek na isti nacin pri ¢emu je odnosi suhe tvari ekstrakta i suhe tvari omotaca (kozje sirutke)
iznosio 1:2 (w/w), a u svakom pokusu mijenjani su uvjeti homogenizacije sukladno
Box-Behnken eksperimentalnim planom (Tablica 4.). Dobiveni eksperimentalni i izraCunati

rezultati prikazani su u tablicama i slikama u ovom poglavlju.

Tablica 8. Udio vlage (wy), prinos inkapsulacije (Y), maseni udio ukupnih fenolnih tvari (Crec),
maseni udio povrsinskih fenolnih tvari (Cspc) i efikasnost inkapsulacije (EE) proizvedenih

prahova

A:T B:t C:n Wy Y Crec Csec EE

PROBA (°C) (min) (rpm) (%) (%) (mgeae/gs.v) (mgeae/gs.v.) (%)
1 37,5 10 1200 6,02 78,20 134,70 8,86 93,42
2 50,0 35 600 6,02 69,96 121,54 8,30 93,17
3 50,0 60 900 6,04 71,14 144,85 8,04 94,56
4 50,0 10 900 6,04 62,29 123,44 8,51 93,10
5 37,5 35 900 5,92 76,56 123,43 7,28 94,10
6 37,5 60 1200 5,9 75,95 130,92 10,07 92,31
7 50,0 35 1200 5,98 85,31 138,83 9,60 93,09
8 37,5 35 900 5,92 73,70 124,73 7,42 94,05
9 25,0 35 1200 5,98 93,05 136,52 8,51 93,77
10 37,5 10 600 6,01 73,31 132,08 8,42 93,62
11 25,0 60 900 6,02 70,82 136,44 8,95 93,44
12 37,5 60 600 6,04 69,47 113,31 9,78 91,37
13 25,0 10 900 5,94 73,57 131,26 8,29 93,69
14 37,5 35 900 5,96 76,85 124,78 7,38 94,09
15 25,0 35 600 5,95 72,89 138,07 8,86 93,27

A: temperatura, T
B: vrijeme mijesanja, t
C: brzina mijesanja, n

U Tablici 8. prikazani su eksperimentalno dobiveni rezultati prinosa inkapsulacije (Y), sadrzaja
vode u prahu (wy), koncentracije ukupnih polifenola (crwc), koncentracije povrsinskih polifenola
(csec) i efikasnosti inkapsulacije (EE) pri uvjetima homogenizacije prema Box-Behnken
eksperimentalnom planu. PoZeljna karakteristika svakog proizvodnog procesa je ostvariti sto je
moguce manje gubitaka, odnosno Sto je moguce vedi prinos. Kao Sto je veé navedeno u
teorijskom dijelu, negativan utjecaj na prinos susenja rasprsivanjem ima lijepljenje i taloZenje
Cestica praha o stijenke uredaja. Kako bi to smanijili i postigli Sto uspjesniji proces susenja
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rasprsivanjem bitno je odabrati adekvatne parametre susenja i odgovarajuc¢i omotac (Yousefi i
sur., 2011). U Tablici 8. vidljivo je kako su ostvareni visoki prinosi suSenja rasprSivanjem u
laboratorijskim uvjetima te su varirali izmedu 62,23 % i 93,05%. Prema radu Lacerda i sur.
(2016.), proces susenja rasprSivanjem se smatra uspjesnim ukoliko je prinos produkta veci od
50 %. Bududi da je prinos svih suSenja rasprsivanjem u ovom eksperimentu bio veci od vedéi od
50 %, moZzemo redi da su sva susenja bila uspjesSna. Na sadrzaj vlage znacajno utjece ulazna i
izlazna temperatura. U radu je svih 15 proba suseno priistoj temperaturi (180 °C) dok se izlazna
temperatura mijenjala ovisno o probi. |z Tablice 8. se vidi kako prah 6 homogeniziran pri 37,5
°C, 900 rpm tijekom 60 min ima najmaniji sadrzaj vode (5,90 %), a prahovi 3, 4 i 12 imaju najvisi
sadrZaj vode (6,04 %). Kako navode Banozi¢ i sur. (2023.) udio vode u prahu treba biti ispod 5
% kako bi se sprijecilo mikrobioloSke kvarenje i kvarenje uzrokovano kemijskim reakcijama. Za
razliku od toga, autori Ji i sur. (2016.), navode kako bi konacni sadrzaj vlage u prahu bi trebao
biti izmedu 2 — 3 % jer u suprotnom moZe imati utjecaj na adsorpciju vode kao i na karakter
tecivosti praha. Kako bi se odredila efikasnost inkapsulacije, potrebno je odrediti sadrzaj
ukupnih (TPC) i povrsinskih (SPC) fenolnih spojeva. IzraCunate vrijednosti ukupnih i povrsinskih
fenolnih spojeva su prikazane u Tablici 8. Primijeéena je niska koncentracija fenolnih spojeva
na povrsini mikrokapsula te je varirala od 7,38 do 10,07 mgspc/gs.tv.. Udio ukupnih fenolnih
spojeva je varirao od 113,31 do 144,85 mgrec/gs.tv.. Bez obzira na uvjete homogenizacije
pojnesmjese svi su eksperimenti rezultirali visokim postotkom inkapuslacijske efikasnosti te je

varirala od 91,37 % do 94,56 %.

U Tablici 9. prikazana su rezultati statisticke analize znacajnosti utjecaja nezavisnih varijabli:
temperature, vremena i brzine mijeSanja na pojedini karakteristike praha. Statisticka
znacajnost iskazana je pomodéu p — vrijednosti. Za nezavisne varijable kod kojih su p —
vrijednosti veée od 0,05 moZe se reci da imaju utjecaj na pojedine karakteristike praha, tj. da
imaju statisticki znacajan utjecaj. Za p — vrijednosti koje su izmedu 0,1 i 0,05 moze se reci da
imaju utjecaj na pojedinu karakteristiku praha, ali nemaju statisti¢ki znacajan utjecaj. 1z Tablice
9. se vidi da brzina mijeSanja moze imati utjecaja na sadrzaj vode u prahu, ali to nije statisticki
znacajno. Za nezavisne varijable kod kojih su p — vrijednosti vec¢e od 0,1 mozZe se reé¢i da nemaju
utjecaja pojedine karakteristike praha te se tako prema podacima iz Tablice 9. vidi da parametri

homogenizacije nemaju statisticki utjecaj na sadrzaj vode (osim brzine mijesanja), prinos
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koncentraciju ukupnih polifenola, koncentraciju povrSinskih polifenola i uspjeSnost

inkapsulacije, sto je takoder vidljivo iz Slike 19.

Tablica 9. Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja temperature, vremena i brzine mijesanja
na udio vlage (wy), prinos inkapsulacije (Y), maseni udio ukupnih fenolnih tvari (Crec), maseni
udio povrsinskih fenolnih tvari (Cspc) i efikasnost inkapsulacije (EE) praha

Intercept A B (o AB AC BC A? B2 c?
wy (%) 6,01 0,0313
p-vrijednost 0,0895
Y (%) 72,49
p-vrijednost
Crec 127,65
(mgGAE/gs.tv,)
p-vrijednost
Cspc
(Mgeae/gs.v.) 8,40
p-vrijednost
EE (%) 93,20

p-vrijednost
A: temperatura, T
B: vrijeme mijesanja, t

p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1
C: brzina mijesanja, n
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Slika 19. 3D prikaz utjecaja temperature, vremena i brzine mije
fenolnih tvari (d) i efikasnost inkapsulacije (e) praha



Gustoca praha prije potresanja izracunata je kao omjer mase praha i volumena kojeg prah
zauzima u menzuri. Na ovu karakteristiku praha utjeCe sadrzaj vlage u prahu te veli¢ina i
raspodjela veli¢ine Eestica. Sto je veéi sadriaj vlage u uzorku praha to ¢e biti povecana
ljepljivost Cestica i stvarati ¢e se viSe slobodnog prostora izmedu Cestica $to ¢e za posljedicu
imati poveéanu gusto¢u praha prije potresanja. Smanjenjem veli¢ine Cestica praha, poveéava
se kontaktna povrsina s okolinom i smanjuju se pore izmedu ¢estica $to ponovno za posljedicu

imat povecéanu gustoc¢u praha prije potresanja (Phisut, 2012).

U Tablica 10. prikazani se eksperimentalno dobivene vrijednosti gustoée praha prije i nakon
potresanja. Vrijednosti gustoée prije potresanja iznose 0,0476 — 0,0874 g/cm3, a vrijednosti
gustoée praha nakon potresanja iznose 0,0690 — 0,1333 g/cm?3. Proba s najvisom gusto¢om
prije potresanja je prah 11 (0,0874 g/cm?3), a s najnizom vrijednos¢u je proba 4 (0,0476 g/cm?3),
proba s najvecom gusto¢om nakon potresanja je proba 15 (0,1333 g/cm3), a s najnizom

vrijednos¢u je proba 2 (0,0690 g/cm3).

Prema radu autora Juliano i Barbosa-Canovas (2010) tecivost praha je definirana kao relativno
kretanje mase cCestica medu susjednim cesticama ili duZz povrSine stijenke spremnika.
Parametri koje koristimo za karakterizaciju tecivosti praha jesu Carr indeks (Cl) i Hausner omjer
(HR) koji su izra¢unati na temelju vrijednosti gustoce praha prije i nakon potresanja. U Tablici
10. prikazane su eksperimentalno dobivene vrijednosti za Hausner omjer i Carr index za svaku
probu. Vrijednosti Hausner omjera su varirale izmedu 1,30 — 1,67 dok vrijednosti Carr indexa
se kre¢u izmedu 23,08 — 40,0 %. Vrijednsoti za Cl i HR ukazuju da sve probe karakterizira vrlo

losa tecivost.
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Tablica 10. Gustoca praha prije (BD) i nakon potresanja (TD), Hasuner omjer (HR) i Carr
indeks (Cl) proizvedenih prahova

PROBA A:T B:t Cn BD TD HR Cl

e (min) (rpm) (g/cm?) (g/cm?) () (%)
1 37,5 10 1200 0,057 0,080 1,40 28,57
2 50,0 35 600 0,048 0,069 1,45 30,95
3 50,0 60 900 0,061 0,080 1,32 24,24
4 50,0 10 900 0,048 0,069 1,45 30,95
5 37,5 35 900 0,067 0,105 1,58 36,67
6 37,5 60 1200 0,059 0,083 1,42 29,41
7 50,0 35 1200 0,077 0,100 1,30 23,08
8 37,5 35 900 0,069 0,105 1,53 34,48
9 25,0 35 1200 0,077 0,106 1,37 26,92
10 37,5 10 600 0,069 0,098 1,42 29,35
11 25,0 60 900 0,087 0,126 1,44 30,43
12 37,5 60 600 0,063 0,091 1,45 31,25
13 25,0 10 900 0,070 0,102 1,45 31,03
14 37,5 35 900 0,067 0,105 1,58 36,67
15 25,0 35 600 0,080 0,133 1,67 40,00

A: temperatura, T
B: vrijeme mijesanja, t
C: brzina mijesanja, n

Tablica 11. Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja temperature, vremena i brzine
mijeSanja na gustocu praha prije (BD) i nakon potresanja (TD), Hausner omjer (HR) i Carr
indeks (Cl) praha

Intercept A B C AB AC BC A? B? c
BD 0,06
p-vrijednost
TD 0,09
p-vrijednost
HR (-) 1,45
p-vrijednost
Cl (%) 30,72

p-vrijednost

A: temperatura, T

B: vrijeme mijesanja, t p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1
C: brzina mijesanja, n

Iz p — vrijednosti vidljivih iz Tablice 11. se mozZe zakljuciti da niti jedna nezavisna varijabla
(temperatura, vrijeme i brzina mijeSanja) nemaju statisticki znacajan utjecaj na gustocu prije i

nakon potresanja te na Hausner omjer i Carr indeks, sto je takoder vidljivo i na Slici 20.
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Slika 20. 3D prikaz utjecaja temperature, vremena i brzine mijeSanja na nasipnu gustocu (a),
gustocu poslije potresanja (b), Hausner omjer (c) i Carr index (d) praha

Svim prahovima, odnosno mikroinkapsulatima ekstrakta tropa grozda bogatog fenolnim
spojevima, napravljenim u ovom eksperimentu, odredeni su parametri boje L*, a* b*
primjenom CIEL*a*b* sustava boja. L* koordinata predstavlja svjetlinu, Sto je njena vrijednost
manja to je obojenje jace, odnosno boja je tamnija, a $to je njena vrijednost veca to je obojenje
manje intenzivno, odnosno prah je svjetliji. Parametri a* i b* su koordinate kromati¢nosti pa
tako + a* predstavlja crvenu os, dok - a* zelenu os, + b* koordinata predstavlja Zutu os, - b*
plavu os. Ukupna promjena boje praha izracunata je u odnosu na boju omotaca (kozje sirutke
u prahu). Vrijednosti svih koordinata CIEL*a*b* sustava boja dobivenih mjerenjem proba iz

ovog eksperimenta su prikazane u Tablici 12.
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Tablica 12. Vrijednosti parametara boje praha

PARAMETRI BOJE

PROBA L " b
62,20 6,92 2,7
1 61,61 6,95 2,69
61,50 6,98 2,77
62,31 6,62 2,51
2 60,10 6,57 2,4
62,57 6,82 2,45
55,41 6,04 2,39
3 55,26 6,06 2,34
55,39 6,05 2,34
63,71 6,86 2,62
4 64,67 7,72 2,96
62,11 6,23 2,75
69,61 8,01 3,01
5 70,05 8,06 3,12
69,14 8,03 3,05
64,27 7,50 2,95
6 64,99 7,64 2,99
64,30 7,58 2,96
66,95 7,52 3,27
7 66,83 7,41 3,15
66,37 7,65 3,24
69,03 8,56 3,6
8 70,02 8,36 3,24
68,73 8,30 3,25
65,31 6,12 4,02
9 68,84 6,18 4,14
67,15 6,10 4,07
65,36 8,11 3,46
10 67,90 8,04 3,53
68,58 8,38 3,57
57,52 7,50 2,6
11 58,46 7,55 2,64
57,86 7,47 2,66
59,55 6,83 2,08
12 61,21 7,03 2,17
58,51 7,27 2,19
58,20 7,24 2,45
13 59,95 7,32 2,56
58,54 7,14 2,56
69,56 8,13 3,19
14 70,17 8,41 3,07
68,52 8,02 3,17
61,60 8,65 3,53
15 61,90 8,75 3,65
61,66 8,62 3,5
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Vrijednosti L* praha iznose 55 — 70, a* vrijednosti iznose 6 — 9 i b* vrijednosti iznose 2 — 4.
Vrijednosti za omotac su iznosile: Lo* = 80,17, ap* =- 2,03 i bo* = 16,35. Temeljem dobivenih
vrijednosti uocljivo je da prilikom inkapsulacije susenjem rasprsivanjem dolazi do nastanka
svijetlih uzoraka praha s blago razvijenom Zutom i crvenom bojom. Vrijednosti ukupne
promjene boje praha u odnosu na omotac iznose 19,73 — 29,61, Sto prema Tablici 6. ukazuje

da su promjene boje vrlo uocljive ljudskom oku.

U Tablici 13. prikazane su eksperimentalno dobivene vrijednosti indeksa adsorpcije vode,
indeksa topivosti u vodi, sposobnosti bubrenja i ukupne promjene boje. Vrijednosti indeksa
adsorpcije vode su varirale izmedu 7,36 — 16,77. NajvisSu WAI ima proba 7 koja je
homogenizirana pri 50 °C, 35 min pri 1200 rpm, dok najmanju vrijednost ima proba 12
homogenizirana pri 37,5 °C, 60 min pri 600 rpm. Jednako kao i kod indeksa adsorpcije vode,
najvisu vrijednosti sposobnosti bubrenja ima proba 7 (38,48) dok najnizi ima proba 12 (14,97).
Jednako kao i kod WAI, SP vrijednosti rastu porastom udjela suhe tvari u prahu. Vrijednosti
indeksa topivosti u vodi su varirale od 49,82 do 65,46 %. Proba 13 ima najnizu vrijednost

indeksa topivosti u vodi (49,82 %), dok proba 9 ima najvisu vrijednost (65,46 %).

Bududi da je krajnjim potroSa¢ima vazna brza i potpuna rekonstitucija praha, karakteristike
indeks topivosti u vodi (WSI), indeks adsorpcije vode (WAI) i sposobnost bubrenja (SP)
predstavljaju glavne pokazatelje kvalitete praha. Na topivost praha utjecaj imaju razliciti
parametri poput odabira omotaca, postavke procesnih uvjeta — ponajvise protok zraka i protok
pojne smjese (Jafari, 2017). Svaki kvalitetni prah bi trebao imati sto manje vrijednosti indeksa
adsorpcije vode i Sto vece vrijednosti indeksa topivosti u vodi (Vidovic i sur., 2014). Na slici 27.

prikazana su izra¢unate vrijednosti za WAI, WSI i SP.

Iz p — vrijednosti vidljivih iz Tablice 14. se moZe zakljuciti da niti jedna nezavisna varijabla
(temperatura, vrijeme i brzina mijeSanja) nemaju statisticki znacajan utjecaj indeks adsorpcije
vode, indeks topivosti u vodi, sposobnost bubrenja u vodi i ukupnu promjenu boje, sto je

takoder vidljivo na Slici 21.
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Tablica 13. Vrijednosti indeksa topivosti u vodi (WSI), indeksa adsorpcije vode (WAI),
sposobnost bubrenja (SP) i ukupna promjena boje (AEap*) proizvedenih prahova

A: T B:t C:n WSI WAI SP AEap*
PROBA o) (min)  (rpm) (%) () () ()

1 37,5 10 1200 57,82 10,04 23,89 24,60
2 50,0 35 600 53,81 10,26 22,22 24,74
3 50,0 60 900 54,76 10,55 23,32 29,61
4 50,0 10 900 56,20 10,48 23,90 23,32
5 37,5 35 900 62,68 10,18 27,36 19,74
6 37,5 60 1200 56,61 13,58 31,15 22,72
7 50,0 35 1200 56,40 16,77 38,48 21,09
8 37,5 35 900 62,79 10,31 27,78 19,92
9 25,0 35 1200 65,46 9,16 26,44 19,73
10 37,5 10 600 59,72 10,84 26,95 20,88
11 25,0 60 900 52,41 7,62 15,94 27,80
12 37,5 60 600 51,03 7,36 14,97 26,48
13 25,0 10 900 49,82 9,92 19,78 27,01
14 37,5 35 900 62,63 10,21 27,44 19,87
15 25,0 35 600 51,08 9,81 20,02 24,87

A: temperatura, T
B: vrijeme mijesanja, t
C: brzina mijesanja, n

Tablica 14. Statisti¢ki pokazatelji zna€ajnosti utjecaja temperature, vremena i brzine
mijesSanja na indeks topivosti u vodi (WSI), indeksa adsorpcije vode (WAI), sposobnost
bubrenja (SP) i ukupna promjena boje (AEap*) praha

Intercept A B C AB AC BC A? B2 (o
WSI (%) 56,14
p-vrijednost
WAI (-) 9,37
p-vrijednost
SP(-) 21,91
p-vrijednost
AEap (-) 25,32

p-vrijednost

A: temperatura, T

B: vrijeme mijesanja, t p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1
C: brzina mijesanja, n
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Optimiranje procesa homogenizacije pojne smjese na magnetnoj mijesalici provedenom je
aproksimacijom eksperimentalnih podataka polinomom drugog reda koji daje funkcionalnu
ovisnost ispitan je utjecaj nezavisnih varijabli (temperature, vremena mijesanja i brzine
mijesanja) na zavisne varijable te je ispitana prikladnost primijenjenog Box-Behnkenovog plana
eksperimenta u modeliranju i optimiranju procesa homogenizacije pojne smjese na magnetnoj
mijesalici. Model i njegovi koeficijenti dobiveni su statistitkom metodom (ANOVA) nelinearne
regresije eksperimentalnih podataka. Model za sve zavisne varijable iz ovog eksperimenta je

bio kvadratni.

Buducdi da su sve p-vrijednosti modela bile veé¢e od 0,05 to znaci da uvjeti modela u slucaju
homogenizacije pojne smjese na magnetnoj mijesalici nisu znacajni odnosno da ne postoji

statisticki znacajna veza izmedu nezavisnih varijabli i odziva.

Provedena je numeri¢ka optimizacija parametara homogenizacije u ispitivanim rasponima s
obzirom na odzive udjela vlage u prahu (minimalna vrijednost) i efikasnosti inkapsulacije
(maksimalna vrijednosti). Optimizacija je provedena obradom eksperimentalnih podataka u
softveru Design Expert v.13 (Stat Ease, Minneapolis, USA), a optimalni uvjeti homogenizacije u

ultrazvucnoj kupelji prikazani su u Tablici 15.

Tablica 15. Optimalni uvjeti homogenizacije pojne smjese na magnetnoj mijesalici

TEMPERATURA (°C) 50
VRIJEME MIJESANJA (min) 10
BRZINA MIJESANJA (rpm) 600

Kako bi se verificirala optimizacija procesa proveden je pokus inkapsulacije suSenjem
rasprsivanjem uz mijeSanje pojne smjese na magnetnoj mijesalici pri odredenim optimalnim
uvjetima (Tablica 15). Dobiveni prah je analiziran te su usporedene procijenjene i

eksperimentalno odredene vrijednosti svojstava proizvedenog praha (mikrokapsula).
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Tablica 16. Prikaz vrijednosti predvidenih modelima i eksperimentalno dobivenih vrijednosti

ooz VRUEDNOST  vRugDnosT  CPSTUPAMIE(H
EFIKASNOST INKAPSULACIJE (%) 94,70 91,45 3,4
UDIO VLAGE (%) 5,92 5,96 0,7
PRINOS (%) 86,16 81,11 5,9
INDEKS TOPIVOSTI U VODI (%) 62,72 52,46 16,4
INDEKS ADSORPCIJE VODE (-) 9,02 9,76 8,2
SPOSOBNOST BUBRENJA (-) 24,82 20,54 17,2
HAUSNER OMIER (-) 1,42 1,42 0,0
CARR INDEKS (%) 31,82 29,63 6,9
UKUPNA PROMIJENA BOIJE (-) 20,34 22,79 12,0

Usporedbom procijenjenih i eksperimentalno odredenih vrijednosti svojstava praha moze se
uoditi da su odstupanja vrijednosti uglavnhom manja od 10 %, osim za vrijednost indeksa
topivosti u vodi, sposobnosti bubrenja praha ukupne promjene boje praha gdje su zabiljezena

odstupanje u rasponu od 12,0 % do 17,2 %.
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5. ZAKLJUCAK



Na osnovu provedenog istraZivanja utjecaja parametara mijeSanja pojne smjese (ekstrakta
tropa groida i kozje sirutke kao nosaca) na fizikalno-kemijska svojstva praha (mikrokapsula)
dobivenog susenjem rasprsivanjem te primjenom RSM metode optimiranja, mogu se donijeti

sljededi zakljudci:

e parametri mijeSanja pojne smjese na magnetnoj mijesalici, odnosno temperatura,
vrijeme i brzina mijesanja u ispitivanim rasponima nemaju statisti¢ki znacajan utjecaj
na inkaspulacijsku efikasnost te fizikalno-kemijske karakteristike dobivenih

mikrokapsula (prahova)

e ostvareni su visoki prinosi susenja rasprSivanjem u laboratorijskim uvjetima, i to u

rasponu 70,82 — 93,05 %

e koncentracija ukupnih fenolnih spojeva odredenih u mikrokapsulama varirala je od
113,31 mgeae/gstv. do 147,75 mgeae/gs.v. Uz nizak sadrzaj fenolnih tvari zadrZzanih na
povrsini mikrokapsula (7,28 mgeae/gsv do 10,07 mgcae/gs.tv), odnosno bez obzira na
primijenjene uvjete mijeSanja pojne smjese svi eksperimenti rezultirali su visokim

postotkom inkapsulacijske efikasnosti (od 91,37 % od 94,56 %)

e udio vlage u dobiveni prahovim kretao se u rasponu od 5,90 do 6,04 % Sto je mogudi
uzrok nezadovoljavajuéih svojstava tecivosti proizvedenih prahova prema Hausner

omjeru i Carr indeksu

e prahovi su pokazali zadovoljavajucu topivost u vodi s vrijednostima indeksa topivosti u

vodi u rasponu 49,82 — 65,46 %

e numerickom optimizacijom uz postavljen uvjet maksimalne vrijednosti efikasnosti
inkapsulacije i minimalnog udjela vode u prahu unutar ispitivanog raspona, odredeni
su optimalni procesni parametri mijeSanja, koji su iznosili: 50 °C i 600 rpm tijekom 10

minuta.
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