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1. UVOD

Promjene u nacinu zivota, prehrambenim navikama i1 zahtjevima potrosaca dovele su do znacajnih
promjena u prehrambenoj industriji. Kako je svijest potroSaca o povezanosti hrane i zdravlja u
porastu, fokus se stavlja na primjenu prirodnih spojeva za obogacivanje postojec¢ih i razvoj novih
proizvoda (Faustino i sur., 2019). Prethodna istrazivanja utvrdila su pozitivnu korelaciju prehrane
bogate vo¢em 1 povréem sa smanjenim upalnim poremecajima za koje je poznato da predstavljaju
jedan od glavnih c¢imbenika za razvoj karcinoma, pretilosti, kardiovaskularnih 1

neurodegenerativnih bolesti (Kasprzak-Drozd i sur., 2021).

Bioaktivni spojevi kao Sto su polifenoli privlace pozornost potroSaca, znanstvenika i proizvodaca
zbog svojih pozitivnih u€inaka na ljudsko zdravlje. Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti
izgradeni od aromatskog prstena s jednom ili viSe hidroksilnih grupa vezanih na prsten (Quiros-
Sauceda i sur., 2014). Dosadasnja istrazivanja rezultirala su nizom pozitivnih uc¢inaka polifenola u
prevenciji i lijeCenju razli¢itih bolesti. Poznato je kako imaju pozitivan utjecaj na dijabetes i
pretilost §to je vjerojatno uzrokovano njihovom sposobnoscu inhibicije probavnih enzima kao §to
su a-amilaza 1 a-glukozidaza (Sahiner 1 sur., 2019). Osim toga, polifenoli utje€u na senzorska
svojstva proizvoda kao §to je trpkost vina, soka aronije, itd. Boja i aroma su vazne senzorske
karakteristike proizvoda koje utjeCu na kvalitetu konacnog proizvoda. Antocijanini su prirodni
pigmenti koji daju crvenu, plavu i ljubicastu boju nekim biljkama, a pripadaju skupini flavonoida.
Aromu sirovine ili proizvoda ¢ine hlapljivi spojevi odgovorni za miris i1 nehlapljivi spojevi koji
utjecu na okus. Prisutnost drugih komponenti u hrani (proteina, ugljikohidrata 1 lipida) utjece na
zadrzavanje 1 percepciju arome (Tromelin i sur., 2010). Tvari arome su uglavnom organski spojevi
niske molekulske mase (<400 Da). Ti spojevi su osjetljivi na prisutnost svjetlosti, topline i kisika

te imaju nisku to¢ku vrenja i visoku hlapljivost (Zhang 1 sur., 2015).

Crna aronija (4Aronia melanocarpa) pripada porodici biljaka Rosaceae 1 podrijetlom je iz isto¢nih
dijelova Sjeverne Amerike i Kanade (Jurendi¢ i S¢etar, 2021). Plodovi aronije konzumiraju se
rijetko zbog svog oporog okusa, a ¢eSce se preraduju u sokove, sirupe, dzemove, ¢ajeve, itd. (Sidor
1 Gramza-Michatowska, 2019). Po koli¢ini polifenola aronija sadrzi vece koli¢ine tih bioaktivnih
spojeva u usporedbi s drugim bobicastim vocem (Jakobek i sur., 2007a). 1z skupine fenolnih
kiselina, u aroniji su u najve¢im koli¢inama prisutne klorogenska i1 neoklorogenska kiselina.
Antocijanini prisutni u aroniji su ve¢inom cijanidin glikozidi, dok se flavonoli nalaze u jako niskim
koncentracijama ve¢inom kao glikozidi kvercetina. Proantocijanidini ¢ine oko 65 % ukupnih

polifenola u aroniji.
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Polifenoli i hlapljive komponente su osjetljivi na razne okoliSne ¢imbenike kao S§to su visoke
temperature, prisustvo svjetlosti, vode i kisika. Prilikom pripreme prehrambenih proizvoda, procesi
koji ukljucuju visoke temperature, prisustvo kisika i vode Cesto su neizbjezni §to moze dovesti do
degradacije i gubitka tih komponenti. Kako bi se takve komponente sacuvale od degradacije
moguce je primijeniti proces inkapsulacije. Inkapsulacija je proces u kojem se aktivna tvar oblaze
ili hvata u drugi materijal koji sluzi kao zastitni zid ili omota¢ (Madene 1 sur., 2006). Kao nosaci
veéinom se koriste polisaharidi, proteini i lipidi ili njihove kombinacije (Ballesteros i sur., 2017),
a odabir metode inkapsulacije ovisi o primjeni krajnjeg proizvoda, prirodi nosaca, zeljenoj veli¢ini
Cestica, itd. (Wilkowska 1 sur.,, 2016a). U znanstvenim istraZzivanjima, susenje smrzavanjem
(liofilizacija) je metoda koja se Cesto koristi za potrebe inkapsulacije termoosjetljivih komponenti

(Bhatta i sur., 2020).

Prehrambena vlakna ¢esto su koristena kao nosaci bioaktivnih spojeva. Osim dokazanih pozitivnih
utjecaja na zdravlje ljudi, imaju sposobnost vezanja polifenola, ali i hlapljivih komponenti
razli¢itim molekulskim vezama (uglavnom su to vodikove veze i hidrofobne interakcije) (Jakobek,
2015). Nusproizvodi prehrambene industrije postaju predmetom brojnih istrazivanja zbog
moguénosti ponovne upotrebe u prehrambene svrhe te u isto vrijeme smanjenja velike koli¢ine
otpada. Otpad od citrusa je materijal bogat prehrambenim vlaknima, a najviSe pektinom, celulozom

1 hemicelulozom (Lundberg i sur., 2014).

U ovom istrazivanju za pripremu novih bioaktivnih dodataka hrani odabrana su citrus vlakna, citrus
vlakna/guar 1 citrus vlakna/ksantan. Sok aronije koristio se kao izvor polifenola i hlapljivih
komponenti. Razli¢ite koli¢ine vlakana koristile su se za pripremu uzoraka kako bi se ispitao utjecaj
njihove koli¢ine na vezanje polifenola i hlapljivih spojeva iz soka aronije. Osim toga, utvrdeno je
kako je dodatak disaharida (saharoze i trehaloze) imao utjecaj na vezanje polifenola 1 hlapljivih
komponenti kupine na vlakna jabuke (Kopjar 1 sur., 2022) stoga se u ovom istrazivanju ispitao i
utjecaj dodatka saharoze 1 trehaloze . Bioaktivni dodaci hrani na bazi soka aronije 1 citrus vlakana,
citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara te bioaktivni dodaci hrani s dodatkom disaharida
pripremljeni su procesom liofilizacije. U dobivenim kompleksima ispitan je sadrzaj polifenola i
hlapljivih komponenti, antioksidacijska aktivnost tih dodataka, moguénost inhibicije enzima,
parametri boje 1 strukturne promjene primjenom FTIR analize. Ujedno su kompleksi skladiSteni

osam mjeseci te je ispitana njihova stabilnost tijekom skladiStenja.
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2.1. ARONIJA

Crna aronija (Aronia melanocarpa) je podrijetlom iz isto¢nih dijelova Sjeverne Amerike 1 Kanade.
U Europi se prvi put pojavljuje pocetkom dvadesetog stoljeca. Pripada porodici Rosaceae, a osim
crne aronije postoji 1 crvena aronija (Aronia arbutifolia) 1 ljubiCasta aronija (4ronia prunifolia) —
hibrid crne i crvene aronije (Jurendi¢ i S&etar, 2021). NajvazZnije sorte aronije su ,,Nero* (Ceska),
»Rubina®“ (nastala krizanjem ruske i finske biljke), ,,Viking* (Finska), ,,Kurkumicki® (Finska),
,Hugin“ (Svedska), ,,Aron“ (Danska) i ,,Fertodi (Madarska). Grm aronije raste do visine od 2 m
do 3 m. Iz bijelih cvjetova koji pupaju od svibnja do lipnja nastaje plod promjera od 6 mm do 13
mm i teZine od 0,5 g do 2 g (Slika 1). Berba zrelih plodova se odvija u kolovozu i rujnu (Kulling i
Rawel, 2008). Berba pocetkom rujna pokazala se optimalnom za postizanje maksimalne mase
ploda i koli¢ine antocijanina (Jurikova i sur., 2017). Zbog svog oporog okusa, kiselosti i mirisa koji
podsjeca na gorki badem i sirovo voce, rijetko se konzumira u svjeZzem stanju, a ¢eS¢e u obliku
preradevina kao §to su sok, sirup, dzem, Zele i ¢aj (Sidor i Gramza-Michatowska, 2019). Cesta je i
kombinacija drugih sokova kao §to je jabuka, kruska ili crni ribiz sa sokom aronije zbog bolje
prihvatljivosti od strane potrosac¢a. Osim toga, plodovi aronije se ¢esto koriste i za proizvodnju
vocnih likera 1 kao sastojak u vo¢nim vinima. Tijekom fermentacije aronije, dobije se visok prinos

alkohola 1 razvije se pozeljna aroma (Kulling i Rawel, 2008).

Slika 1 Plodovi aronije (https://biomed.ba/blog/aronija/)

Kemijski sastav aronije ovisi o nizu ¢imbenika kao $to su sorta, gnojidba, zrelost ploda, vrijeme
berbe 1 lokacija (Kulling 1 Rawel, 2008). U usporedbi s drugim bobicastim vocem (kupina, malina,
borovnica), aronija ima vecu koli¢inu polifenola (Jakobek i sur.,, 2007a) 1 sorbitola (Kulling 1

Rawel, 2008). U Tablici 1 prikazan je kemijski sastav ploda aronije i soka.
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Tablica 1 Kemijski sastav ploda aronije i soka aronije (Jurendi¢ i Séetar, 2021)

Kemijski sastav Plod aronije (g/kg) Sok aronije (g/L)
Suha tvar (%) 15-31 11-17
Ukupni Seceri 68 — 158 110 —143
Prehrambena vlakna 56 3
Proteini 7 2
Masti 1,4 <1
Minerali 4-6 5
Ukupni polifenoli 79 4,7-9,0
2.2. POLIFENOLI

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti izgradeni od aromatskog prstena na koji su vezane jedna
ili vise hidroksilnih skupina (Quirés-Sauceda i sur., 2014). Ovi spojevi se sintetiziraju prilikom
razvoja biljke 1/ili kao odgovor biljke na neke stresne okolisne ¢imbenike. Njihovo prisustvo ¢ak i
u niskim koncentracijama u biljkama utjece na zastitu biljaka od predatora ili od Stete uzrokovane
ultraljubicastim zracenjem (Ballesteros 1 sur., 2017; Malapert i sur., 2019). Nalaze se u sjemenkama
biljaka, listovima, vocu, stabljikama i korijenju (Pyrzynska and Sentkowska, 2019). Polifenoli se
dijele u nekoliko grupa, a to su: fenolne kiseline, flavonoidi, tanini, stilbeni, kumarini i polimerni
lignani (Dobson 1 sur., 2019) (Slika 2). Njihova struktura varira od jednostavne do vrlo sloZene.
Osim hidroksilnih skupina, na aromatski prsten mogu biti vezane organske kiseline, Seceri i
acilirani Seceri. Struktura polifenola odgovorna je za nisku do umjerenu topljivost u vodi,
antioksidacijsku aktivnost te sklonost oksidaciji (Cao 1 sur., 2021). Najvecu grupu polifenola ¢ine
flavonoidi (preko 4000 poznatih flavonoida). Oni se dijele u nekoliko podgrupa, a to su: flavonoli,
flavoni, flavan-3-oli, flavanoni, antocijanidini, izoflavonoidi i dihidrokalkoni (Crozier i sur., 2009).
Njihovu strukturu ¢ine dva aromatska prstena povezana mostom s tri ugljikova atoma (Lopez-
Fernandez 1 sur., 2020). Ovi spojevi se razlikuju prema stupnju oksidacije i nezasi¢enosti segmenta
s tri ugljika. Na hidroksilne skupine flavonoida mogu se vezati razlicite molekule Secera.
Flavonoidi se obi¢no nalaze u obliku glikozida §to im poboljSava topljivost u vodi. Uobicajena je

acilacija Secernih grupa (s octenom ili ferulicnom kiselinom) (Jakobek, 2015).

Stabilnost polifenola je veoma vazna u pogledu kvalitete hrane. Procesiranje hrane i uvjeti
skladiStenja dovode do kemijskih/strukturnih promjena polifenola. Stabilnost polifenola moze biti
narusena strukturnim promjenama polifenola bez utjecaja vanjskih ¢imbenika (temperature,

svjetla, pH, itd.). Kemijske modifikacije kao $to su hidroksilacija, glikozilacija 1 acilacija mogu
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uzrokovat promjenu u stabilnosti polifenola. Hidroksilacija smanjuje stabilnost polifenola dok
druge kemijske modifikacije povecavaju stabilnost. Glikozilacija antocijanina poboljSava njihovu
stabilnost u kiselom i luznatom mediju 1 pri visokim temperaturama, ali smanjuje njihovu
antioksidacijsku aktivnost. Acilirani antocijanini su stabilniji od njihovih osnovnih oblika (Cao i
sur., 2021). Autooksidacija je takoder jedan od mehanizama koji uzrokuje nestabilnost polifenola.
U prisutnosti kisika polifenoli mogu podlijegati autooksidaciji stvaraju¢i perokside i
hidroperokside (Wang i sur., 2008). Zbog prisutnosti nezasi¢enih veza u strukturi polifenola oni su
osjetljivi na razlicite okolisne ¢imbenike kao $to su pH, prisustvo kisika, svjetlosti, vlage i visokih
temperatura (Ballesteros 1 sur., 2017). Promjene pH vrijednosti mogu utjecati na stabilnost
polifenola mijenjaju¢i njihovu strukturu. Opéenito je poznato da su polifenoli stabilniji na nizim
pH vrijednostima otopina. Antocijanini ovisno o pH podlijezu strukturnim promjenama (Cao 1 sur.,
2021). Flavium kation je dominantni oblik koji je prisutan pri kiselom pH (pH 1-3) i crvene je boje.
U vodenim otopinama s poviSenjem pH (pH 4-5) reakcijama hidratacije stvara se bezbojna karbinol
pseudobaza koja moze biti podvrgnuta fisiji prstena te nastaju svijetlo zuti kalkoni. Flavium kation
moze biti transformiran u kinonsku bazu uzastopnim gubitcima protona i stvaranjem kinonske
strukture (Jacob i sur., 2012). Temperatura je takoder jedan od ¢imbenika koji utjee na stabilnost
polifenola. Procesiranje i skladiStenje na nizim temperaturama je pozeljno za stabilnost polifenola.
Na temperaturi od 4 °C stabilnost polifenola odnosno njihove strukture je dobra na duZzi period $to
moZe biti povezano s inhibicijom enzima polifenol oksidaze na niskim temperaturama 1 posljedi¢no
smanjenjem oksidacije. U usporedbi s antocijaninima, fenolne kiseline su puno stabilnije na visim
temperaturama. Antocijanini su spojevi koji su visoko osjetljivi na svjetlost, a opCenito vrijedi kako
je oksidacija polifenola proporcionalna koncentraciji kisika. Interakcije s drugim komponentama
hrane (askorbinska kiselina, Seceri, ioni metala, itd.) takoder utjecu na stabilnost polifenola (Cao i

sur., 2021).

Polifenoli pridonose senzorskoj kvaliteti proizvoda (vinu, sokovima, ¢okoladi, itd.). Zbog svojih
mnogih funkcionalnih svojstava od velike su koristi za prehrambenu, kemijsku i farmaceutsku

industriju (Ballesteros i sur., 2017).
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(Hidroksibenzojeve kiselind)  ((Hidroksicimemne Kiseling) [ H““O“Z’”‘J““ wnini \ [ Kondeniranitanini
polimeri ﬂavonolda (procijanidini,
npr. galna kiselina, vanilinska npr. p-kumarinska kiselina, polimeri galne kiseline u obliku polimeri flavan-3-olai njihovih
kiselina, protokatehinska kafeinska kiselina. ferulicna elagitanina ili galotanina estera galne kiseline i
kiselina. siringicna kiselina kiselina, sinapicna kiselina prodelfidinini)

npr. kvercetin, miricetin.
E— . .
kaempferol. galangin. fisetin [ Stilbeni ]
— npr. apigenin, luteolin
npr. katehin, epikatehin.
* < epigalokatehin. epigalokatehin galat [ Kumarini J
Z npr. hesperidin. eridiktiol.
naringenin
npr. cijanidin. delfinidin,
—> malvidin, pelargonidin,
peonidin. petunidin
npr. genistein, daidzein,
glicitein, formononetin
Dihidrokalkoni

Slika 2 Podjela polifenola po skupinama i neki od predstavnika pojedine skupine (Dobson i sur.,

2019)

[ Polimerni lignani J

2.3. POLIFENOLI U ARONIJI

Aronija je jedan od najbogatijih izvora polifenola u usporedbi s drugim bobicastim voéem. U
najveéim koli¢inama zastupljeni su proantocijanidini, antocijanini i fenolne kiseline dok se u
manjim koli¢inama nalaze i flavonoli. Istrazivanjima je utvrdeno kako se sastav polifenola u aroniji
mijenja tijekom njenog dozrijevanja, a najvece kolicine polifenola su prisutne kod nezrelog voca.

Utvrdeno je kako suhi i topli vremenski uvjeti utjecu na povecanu koli¢inu polifenola.
2.3.1. Antocijanini

Antocijanini su grupa polifenola odgovorna za crvenu, ljubicastu 1 plavu boju voca i povr¢a.
Kemijsku strukturu antocijanina ¢ini flavium kation, odnosno uglji¢ni kostur C6-C3-C6. Prisutni
su u formi glikozida i acil glikozida antocijanidina. Antocijanidini su aglikoni koji imaju razlicite
hidroksilne ili metoksilne skupine u svojoj strukturi, a njihovi predstavnici su cijanidin, delfinidin,
malvidin, pelargonidin, peonidin i petunidin. Seéeri prisutni u strukturi antocijanina su obi¢no

glukoza, ksiloza, ramnoza, galaktoza, fruktoza i arabinoza. Ovisno o pH vrijednosti oni mijenjaju

8
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svoju boju od crvene do plave zbog razliCitih kemijskih formi (Ossman 1 sur., 2016). Antocijanini
su se dugo godina koristili kao prirodne prehrambene boje, ali se sve vise koriste kao suplementi 1

u medicinske svrhe (Willemse i sur., 2013).

Aronija je jedan on najbogatijih biljnih izvora antocijanina te oni ¢ine oko 25 % ukupnih polifenola
aronije (Jurendi¢ i Séetar, 2021). Antocijanini u aroniji su uglavnom cijanidin glikozidi i to
galaktozid, glukozid, arabinozid i ksilozid (Zhang 1 sur., 2021) (Slika 3). Cijanidin-3-galaktozid je
najdominantniji antocijanin u aroniji te ¢ini 69 % ukupnih antocijanina dok su cijanidin-3-glukozid
(1,3 %), cijanidin-3-arabinozid (27,5 %) i cijanidin-3-ksilozid (2,3 %) zastupljeni u nizim
koncentracijama (Oszmianski 1 Wojdylo, 2005). Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid
¢ine glavninu antocijanina u aroniji. Neki autori navode da je njihov udio cak preko 90 %
(Klisurova et al., 2018). U tragovima se mogu pronaci jos pelargonidin-3-galaktozid i pelargonidin-

3-arabinozid (Oszmianski i Wojdylo, 2005).

Cijanidin-3-galaktozid Cijanidin-3-glukozid Cijanidin-3-arabinozid Cijanidin-3-ksilozid

Slika 3 Kemijska struktura antocijanina prisutnih u aroniji

2.3.2. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su podskupina flavonoida 1 jedni od najzastupljenijih polifenola u prirodi €iji su glavni
predstavnici katehin, epikatehin, epigalokatehin i epigalokatehin-3-galat. Ovi spojevi se u velikim
koncentracijama nalaze u zelenom c¢aju, jagodama i crnom grozdu. Mnoga znanstvena istrazivanja
potvrdila su pozitivan utjecaj katehina u prevenciji 1 lijeCenju, dijabetesa, razlicitih karcinoma te
Alzheimerove 1 Parkinsonove bolesti (Suner 1 sur., 2021). U aroniji se u neSto niZim

koncentracijama moZze pronaci (-)-epikatehin kao slobodna komponenta (Slika 4). Vecina flavan-
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3-ola, a najvise (-)-epikatehin je zastupljen u obliku proantocijanidina koji se u aroniji nalaze u

znadajnim koncentracijama (Jurendi¢ i Séetar, 2021).

OH
- : .\‘\\@
3 OH

.
f,//--

(-)-Epikatehin

Slika 4 Kemijska struktura (-)-epikatehina

2.3.3. Proantocijanidini

Proantocijanidini predstavljaju najznacajniju skupinu polifenola u aroniji i ¢ine oko 66 %
polifenola aronije (Jurendié¢ i S¢etar, 2021). Oni su u najve¢oj mjeri odgovorni za trpkost aronije.
Prethodnim istraZivanjem utvrdeno je kako oko 40 % antioksidacijske aktivnosti aronije pripisano
djelovanju proantocijanidina (Denev i sur., 2019). Vise koncentracije proantocijanidina su
pronadene u komini aronije nego u soku i svjezem voéu (Jurendi¢ i Séetar, 2021). Na Slici 5

prikazana je kemijska struktura proantocijanidina.

Slika 5 Kemijska struktura proantocijanidina

10
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2.3.4. Fenolne Kkiseline

Fenolne kiseline se dijele u dvije skupine, a to su: derivati hidroksibenzojeve kiseline i derivati
hidroksicimetne kiseline. Skupina derivata hidroksibenzojeve kiseline ukljucuje galnu kiselinu,
elagi¢nu kiselinu, vanilinsku kiselinu, p-hidoksibenzojevu kiselinu, protokatehuinsku kiselinu, itd.
U skupinu derivata hidroksicimetne kiseline pripadaju klorogenske kiseline, kafeinska kiselina,
feruli¢na kiselina, itd. (Giovinazzo i sur., 2019). Derivati hidroksibenzojevih kiselina se u vocu 1
povréu nalaze u dosta nizim koncentracijama nego derivati hidroksicimetnih kiselina te su ¢esce
prisutni u strukturi nekih kompleksnijih spojeva. Klorogenske kiseline nastaju esterifikacijom kina
kiseline s nekom od hidroksicimetnih kiselina. U aroniji se u najve¢im koli¢inama nalaze
klorogenska i neoklorogenska kiselina (Zielinska i sur., 2020) (Slika 6). Rezultati prethodnih
istrazivanja utvrdili su kako je koncentracija fenolnih kiselina visa u soku aronije nego u komini

Sto upucuje na njihovu dobru topljivost u vodi (Oszmianski 1 Wojdylo, 2005).

OH

OH

OH HO

OH OH

Klorogenska kiselina Neoklorogenska kiselina

Slika 6 Kemijska struktura fenolnih kiselina prisutnih u aroniji
2.3.5. Flavonoli

Flavonoli su u aroniji zastupljeni u niskim koncentracijama te ¢ine oko 1,3 % ukupnih polifenola.
Iako su njihove koli¢ine jako niske, Cesto se istraZzuju zbog svojih bioloskih aktivnosti. Ve¢inom su
zastupljeni u obliku glikozida kvercetina, a najdominantniji su kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-
3-rutinozid 1 kvercetin-3-glukozid (Slika 7). U tragovima se mogu jo§ pronaci kvercetin-3-
vicianozid, kvercetin-3-robinobiozid, izoramnetin, kampferol (Oszmianski 1 Lachowicz, 2016;

Slimestad 1 sur., 2005).

11
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Slika 7 Kemijska struktura flavonola prisutnih u aroniji

U Tablici 2 prikazane su koncentracije polifenola u plodu i soku aronije.

Tablica 2 Koncentracije polifenola u plodu i soku aronije

Polifenoli Plod aronije Sok aronije
mg/100 g s.t.* mg/g** mg/100 g s.t.* g/l mg/L*#%*
Cijanidin-3-galaktozid 1282,41 787,00 3,16 122,6
Cijanidin-3-glukozid 42,14 1148 28,15 0,16 5,3
Cijanidin-3-arabinozid 581,50 ’ 324,37 1,44 44,5
Cijanidin-3-ksilozid 52,71 33,63 - 4,8
Klorogenska kiselina 301,85 8,3 415,86 0,97 14,5
Neoklorogenska kiselina 290,81 10,2 393,10 1,18 53,1
(-)-Epikatehin 15,04 2,3 12,71 - -
Proantocijanidini 5181,60 - 1578.,79 - -
Kvercetin-3-rutinozid 15,10 7,8 27,53 - 5,9
Kvercetin-3-galaktozid 36,98 - 49,76 - 10,1
Kvercetin-3-glukozid 21,64 1,9 31,24 - 5,6
Kvercetin - 2,1 - - -
Ukupni polifenoli 7849,21 53,5 3729,07 6,95 -

s.t. — suha tvar; ! — ukupni antocijanini; *Oszmianski i Wojdylo (2005); **Denev i sur. (2019); ***Wilkowska
isur. (2016b); ****Bursa¢ Kovacevic¢ i sur. (2016).

2.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidacijska aktivnost povezana je s prisutno$¢u komponenti koje imaju sposobnost zastititi

bioloski sustav od oksidacije i Cesto se koristi za karakterizaciju spojeva koji mogu hvatati ili

inhibirati slobodne radikale (Mahboub i Memmou, 2015). Antioksidansi su spojevi male

molekulske mase koji su prirodnog ili sintetskog porijekla, a njihova uloga je prevencija ili

inhibicija oSteCenja stanica uzrokovanog oksidativnim stresom (Apak i sur.,, 2016). Rezultati

dobiveni mjerenjem antioksidacijske aktivnosti ovise i 0 metodi koja se koristi za ispitivanje kao i

o koncentraciji 1 fizikalno-kemijskim svojstvima ispitivanog antioksidansa. Iz ovih razloga,
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pozeljno je koristiti viSe metoda za ispitivanje kako bi se dobio antioksidacijski profil ispitivane
komponente ili cijelog materijala (Ghadermazi i sur.,, 2017). Prirodni i sigurni izvori biljnih
antioksidanasa sve vise privlate pozornost znanstvenika, potrosac¢a i prehrambene industrije.
Dodavanje antioksidanasa u prehrambene proizvode omoguéuje produzenje roka trajanja

usporavanjem oksidacijskih procesa (Jirovetz i sur., 2006).

Slobodni radikali nastaju kao posljedica stvaranja adenozin trifosfata u mitohondrijima kada
stanice koriste kisik za stvaranje energije. Takvi nusprodukti su ve¢inom reaktivne vrste kisika
(ROS) ili reaktivne vrste dusika (RNS) (Aara i sur., 2020). Stvaranje reaktivnih vrsta kisika tijekom
metabolizma je uobi€ajen proces koji se nadoknaduje antioksidansima u organizmu (Bezerra 1 sur.,
2017). Stani¢ne ozljede se pojavljuju zbog proizvodnje ROS-a koje oStecuju proteine, lipide,
ugljikohidrate i nukleinske kiseline, a mogu uzrokovati i mutacije zbog oSte¢enja DNK. Ove
nepozeljne molekule povezane su s procesom starenja i razlicitih bolesti kao $to su karcinom
prostate 1 debelog crijeva, hipertenzija, dijabetes, koronarne bolesti srca, ateroskleroza,

Alzheimerova bolest, itd. (Giil¢in 1 sur., 2012; Buljeta i sur., 2022a).

Polifenoli mogu djelovati kao antioksidansi preko nekoliko moguc¢ih mehanizama. Najvazniji
mehanizmi su hvatanje slobodnih radikala gdje polifenoli prekidaju reakciju lanca slobodnih
radikala 1 sprjecavanje stvaranja slobodnih radikala reguliranjem aktivnosti enzima ili keliranjem
metalnih iona koji su uklju¢eni u proizvodnju slobodnih radikala. Polifenoli imaju idealnu
kemijsku strukturu za neutralizaciju slobodnih radikala zbog hidroksilnih skupina koje mogu
donirati atom vodika ili elektron na slobodni radikal i konjugiranog aromatskog sustava za

delokalizaciju nesparenog elektrona (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2012).

Biokemijsko djelovanje flavonoida ocituje se kroz kataliticku inhibiciju enzima kao §to su ksantin
oksidaza, protein-kinaza, ciklooksigenaza, lipooksigenaza i NADPH oksidaza koji su ukljuceni u
stvaranje ROS-a. Na Slici 8 prikazano je kako molekula flavonoida (a) sluzi kao donor vodikovog
atoma reaktivnom radikalu. Oznaka R predstavlja reaktivne vrste kisika kao §to su Oy, ‘OH,
peroksilni ili alkoksilni radikal. Na strukturi (b) prikazano je kako je flavonoidni radikal stabiliziran
vodikovom vezom. Formirani slobodni radikal flavonoida puno je stabilniji od ROS-a zbog
delokalizacije elektrona u benzenskom prstenu. Daljnja oksidacija flavonoidnog radikala (¢) moze
dovesti do stvaranja otro-kinona (d). Veca efikasnost hvatanja slobodnih radikala kod flavonoida

je utvrdena s ve¢im brojem hidroksilnih skupina u prstenu (Jacob i sur., 2012). Metilacija slobodnih
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hidroksilnih grupa moze rezultirati smanjenjem antioksidacijske aktivnosti. Povecana
antioksidacijska aktivnost uzrokovana strukturom polifenola odnosi se na prisutnost kateholne
(dvije OH skupine) ili pirogalolne (tri OH skupine) skupine u prstenu B, kombinacije dvostruke
veze na C2-C3 i OH skupine na C3, te oksonijevog iona (O") na prstenu C (Jacob i sur., 2012).
Antocijanini imaju jaku aktioksidacijsku aktivnost prema slobodnim radikalima te mogu biti u
protoniranom, deprotoniranom, hidratiziranom 1 izomernom obliku. Konjugirani oblici
antocijanina koji omogucuju delokalizaciju elektrona rezultiraju stabilnim radikalima koji mogu

primiti dodatne elektrone, a i dalje zadrzati stabilnost.

0OH

RO - ROH
N A

OH 0

d c
Slika 8 Mehanizam antioksidacijske aktivnosti polifenola (Jacob i sur., 2012)

Takoder, hidroksilacija i metoksilacija B prstena utjece na njihovu stabilnost i antioksidacijsku
aktivnost (Dangles 1 sur., 2000; Jacob i sur.,, 2012). Primjer utjecaja kemijske strukture na

antioksidacijsku aktivnost mozemo vidjeti na katehinu i kvercetinu. Obje molekule imaju isti broj
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hidroksilnih skupina na istim pozicijama. Razlika je u tome Sto kvercetin ima 2,3-dvostruku vezu
u prstenu C 1 4-okso funkciju Sto mu omogucuje vecu antioksidacijsku aktivnost od katehina sa

zasi¢enim heterociklickim prstenom (Cao i sur., 2021).
2.5. ZDRAVSTVENE POGODNOSTI ARONIJE

Utjecaj aronije 1 proizvoda od aronije na zdravlje predmet je brojnih istrazivanja. Zbog visokog
antioksidacijskog kapaciteta aronije za koji su zasluzne bioaktivne komponente, ova biljka privukla
je interes mnogih istrazivaca. Rezultati dobiveni in vitro na stanicama i stani¢nim kulturama kao i
in vivo na ljudima 1 Zivotinjama utvrdili su pozitivan utjecaj aronije na prevenciju i tretiranje
razli¢itih kroni¢nih bolesti (Jurikova i sur., 2017). Upalni procesi u organizmu predstavljaju
odgovor imunoloskog sustava na neke nepozeljne podrazaje u tijelu. Ucestalost upalnih procesa
dovodi do kroni¢nog razvoja bolesti. Sok aronije imao je pozitivnu neuroprotektivnu funkciju na
muske 5XFAD miSeve modela Alzheimerove bolesti. Frakcija koja je sadrzavala glikozide
kvercetina smanjila je aktivnost gama-sekretaze u SH-SYSY stanicama (Yamane 1 sur., 2023). U
preglednom radu Sidor i sur. (2019) opisani su pozitivni ucinci aronije i njenih proizvoda na
zdravlje. Tretiranje Stakora oboljelih od dijabetesa s ekstraktom aronije rezultiralo je smanjenjem
razine monocita i granulocita, kao 1 povecanjem limfocita, koji inhibiraju nakupljanje
aterosklerotskih plakova $to upucuje na pozitivan utjecaj prevencije kardiovaskularnih bolesti.
Utvrdeno je da je konzumacija aronije kod pretilih pacijenata poboljSala sastav lipida (Sidor 1 sur.,
2019). Sok aronije je kod ispitivane skupine Zena smanjio razinu triglicerola (Nowak 1 sur., 2016).
Konzumacija soka od aronije obogacenim s glukomananom je kod pretilih Zena uzrokovala
smanjenje razine lipoproteina visoke gustoce i sistolickog krvnog tlaka (Kardum i sur., 2014).
Pozitivni ucinci aronije su dokazani na prevenciju leukemije, karcinoma debelog crijeva 1 dojke

(Sidor 1 sur., 2019).

Dijabetes je brzo rastuca bolest koja zahvaca najveci dio svjetske populacije. Najces¢i simptomi
bolesti su povecana zed i glad te uCestalo mokrenje. Zdravstvene komplikacije uzrokovane
dijabetesom mogu biti sljepoca, bolest bubrega, koronarna bolest srca, amputacija udova, mozdani
udar te problemi tijekom trudnoce. Dijabetes (diabetes mellitus) se moze podijeliti na dijabetes tipa
1, dijabetes tipa 2 1 gestacijski dijabetes (trudnicki dijabetes). Kod dijabetesa tipa 1 inzulin nije
prisutan u krvi zbog nemogucénosti tijela da proizvede inzulin. Ta nemoguénost se dogada zbog

oSte¢enja Langerhansovih otoCi¢a u gustera¢i koji su odgovorni za proizvodnju inzulina.
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Poremecaj funkcije gusterace se javlja kao autoimuna reakcija gdje imunoloski sustav ne
prepoznaje tkivo gusterace i proizvodi specijalizirane imunoproteine koji uniStavaju ,,strano* tkivo.
Dijabetes tipa 2 zapo€inje pojavom inzulinske rezistencije, a ¢imbenici koji utjecu na njegovu
pojavu su pretilost, nedostatak tjelesne aktivnosti, sjedilacki nacin Zzivota, neuravnotezena i
prehrana bogata zasi¢enim mastima. Ovaj tip dijabetesa javlja se kod starijih osoba i ¢ini oko 90
% ukupnih dijagnoza dijabetesa (Colberg i sur., 2016; Hraste 1 sur., 2020). Umjerena fizicka
aktivnost, kontrola tjelesne mase te zdrava i uravnotezena prehrana ¢imbenici su koji mogu
sprijeciti nastanak dijabetesa tipa 2 (Hraste i sur., 2020). Epidemioloskim istrazivanjima utvrdeno
je kako polifenoli imaju zastitni ucinak na dijabetes tipa 2 tako Sto snizavaju glukozu u krvi i

glikolizirani hemoglobin te sprje¢avaju inzulinsku rezistenciju (Belojevi¢, 2023).

Regulacija razine glukoze u krvi moze se posti¢i inhibicijom enzima a-amilaze i a-glukozidaze.
Ovi enzimi su klju¢nih za probavu $kroba (Sun i Miao, 2020). a-amilaza je enzim koji hidrolizira
a-(1=>4) glikozidne veze kod Skroba, amiloze, amilopektina, glikogena i drugih
maltooligosaharida stvaraju¢i produkte niske molekulske mase kao $to su glukoza, maltoza i
maltotrioza. a-glukozidaza katalizira hidrolizu nereducirajucih jedinica glukoze povezanih o-
(1->4) glikozidnim vezama kod disaharida ili oligosaharida. Dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno
je kako polifenoli imaju potencijal inhibicije spomenutih enzima (Corkovié¢ i sur., 2022).
Inhibicijom tih enzima postiZe se smanjenje energetske vrijednosti hrane zbog smanjenja njene
dostupnosti 1 produZenja procesa probave S§to posljedicno dovodi do smanjenja tjelesne mase
(Worsztynowicz 1 sur., 2014). Antocijanini iz aronije imaju pozitivan utjecaj na smanjenje razine
glukoze u krvi zbog moguénosti inhibicije enzima a-glukozidaze. Cijanidin-3-arabinozid ima
veliku inhibicijsku aktivnost prema ovom enzimu te se smatra kako je zajedno s
proantocijanidinima iz aronije odgovoran za prevenciju dijabetesa (Kaloudi i sur., 2022).
Worsztynowicz 1 sur. (2014) istrazivali su utjecaj ekstrakta aronije na aktivnost a-amilaze 1 lipaze.
Rezultati su utvrdili da 1 antocijanini i ostali polifenoli inhibiraju reakcije koje su katalizirane a-
amilazom i lipazom. Najefikasniji inhibitor a-amilaze bila je neoklorogenska kiselina s ICso = 0,57
mg/mL. Iz grupe antocijanina, cijanidin-3-glukozid je bio najbolji inhibitor ispitivanog enzima s
ICso = 1,74 mg/mL. Hatadyn 1 sur., (2021) ispitali su moguc¢nost inhibicije enzima a-amilaze 1 a-
glukozidaze s liofiliziranim prahom aronije 1 koncentratom aronije. ICso vrijednosti za inhibiciju
a-amilaze bile su 0,94 mg/mL i 2,24 mg/mL za prah i za koncentrat aronije, dok su za a-
glukozidazu bile 0,29 mg/mL i 1,24 mg/mL za prah i za koncentrat aronije.
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Struktura inhibitora ima vaznu ulogu u sposobnosti inhibicije a-amilaze (Lo Piparo i sur., 2008).
Promjene u molekulskoj strukturi polifenola kao Sto su hidroksilacija, prisutnost nezasi¢enih veza,
glikozilacija, metilacija, metoksilacija i galoilacija utjecu takoder na inhibicijsku aktivnost.
Hidroksilacija flavonoida, galoilacija katehina 1 prisutnost kafeoilne skupine poboljsava
inhibicijsku aktivnost za a-amilazu 1 a-glukozidazu dok glikozilacija flavonoida uzrokuje
smanjenje inhibicijske aktivnosti za oba enzima. Polimerizacija proantocijanidina uzrokuje
smanjenje inhibicijske aktivnosti za a-glukozidazu, ali poboljSava inhibicijsku aktivnost za a-

amilazu (Corkovié i sur., 2022).
2.6. TVARI AROME

Kako bi prehrambeni proizvodi bili prihvaéeni od strane potrosaca oni moraju osim osnovnih
zahtjeva imati zadovoljavajuéa organolepticka svojstva. Aromatski spojevi imaju vaznu ulogu u
senzorskim svojstvima proizvoda te utjecu na kvalitetu konacnog proizvoda. Ti spojevi moraju
difundirati iz proizvoda u plinovitu fazu i do¢i do mirisnog epitela kako bi se percipirali tijekom
konzumacije proizvoda. Prisustvo drugih spojeva u matriksu hrane kao §to su proteini, polisaharidi
1 masti, utjee na zadrzavanje i percepciju arome (Tromelin i sur., 2010). Aromatski spojevi
ve¢inom su organski spojevi male molekulske mase (manje od 400 Da). Ti spojevi pripadaju
skupinama kiselina, alkohola, aldehida, ketona, estera, duSikovih i sumpornih spojeva te
ugljikovodika. Neke od njihovih glavnih karakteristika su osjetljivost na toplinu, svjetlost 1 kisik,

visoka hlapljivost i niska tocka vrenja (Zhang 1 sur., 2015).

Aroma je jedno od znacajnijih karakteristika voca i predstavlja kombinaciju velikog broja spojeva
razli¢itih koncentracija i u razli¢itim odnosima. S kemijske strane, aroma voca predstavlja rezultat
prisutnosti hlapljivih komponenti, koje su odgovorne za miris, 1 nehlapljivih komponenti koje su
odgovorne za okus. Biosinteza hlapljivih aromatskih spojeva je vrlo kompleksan proces koji se
odvija preko nekoliko biokemijskih puteva kao §to su razgradnja lipida, proteina i ugljikohidrata.
Dalje te komponente podlijezu reakcijama aciliranja, metiliranja, oksidacije/redukcije i ciklizacije
(El Hadi 1 sur., 2013). Stvaranje aromatskih spojeva u vocu zapoc€inje tijekom dozrijevanja, a
karakteristi¢na aroma se razvija na kraju zrenja. Mora se uzeti u obzir da se neki aromatski spojevi
oslobadaju tek nakon razaranja stani¢ne strukture tako da postoji razlika u analizi cjelovitog voénog
tkiva i onog koje je homogenizirano. Neki spojevi mogu biti vezani na Secere u obliku glikozida

pa se osloboditi tijekom dozrijevanja, procesiranja, skladiStenja ili pak pod utjecajem enzima,
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kiselina 1 topline (Sarry i Gunata, 2004; Reineccius, 2006). Kao i1 kod polifenola, tijekom
proizvodnje, skladiStenja, utjecaja materijala za pakiranje ili nekih drugih sastojaka u proizvodu
moze do¢i do gubitaka komponenti arome. Stabilnost komponenti arome varira prema razli¢itim
funkcionalnim skupinama. Aldehidi su jedni od najreaktivnih spojeva koji su posebno osjetljivi na
oksidaciju u kiseline. Na stabilnost komponenti arome ovisi i sustav u kojem se nalaze. U teku¢em
sustavu, osim medusobno, komponente arome mogu reagirati i s otapalom. Problemi s nestabilnosti
tih komponenti ogledaju se kroz moguce reakcije degradacije, oksidacije i preuredenja molekulske
strukture. Cak i male promjene u koli¢ini i strukturi sastojaka arome mogu imati snazan u¢inak na
kvalitetu proizvoda. Tijekom procesiranja hrane aromatske komponente mogu se izgubiti, ali moze
do¢i 1 do njihovog oslobadanja ili formiranja. Dva su glavna uzroka nestabilnosti komponenti
arome tijekom obrade hrane. Prvi od njih je kemijska nestabilnost gdje se koncentracije
komponenti arome smanjuju zbog degradacije u proizvodu ili reakcijama s komponentama hrane
(proteinima, mastima i ugljikohidratima), a drugi je fizi¢ka nestabilnost, gdje komponente arome
ostaju nepromijenjene, ali nestaju iz proizvoda djelovanjem isparavanja, migracije, apsorpcije 1
adsorpcije ili drugim fizi¢kim procesima. Tijekom procesiranja hrane vazan utjecaj na stabilnost
komponenti arome imaju temperatura i trajanje procesa, koli¢ina vlage u proizvodu te pH
vrijednost proizvoda. Na trajnost proizvoda utjeCu unutarnji (aktivitet vode, pH vrijednost,
struktura proizvoda) i vanjski ¢imbenici (uvjeti skladiStenja kao $to su temperatura, vrijeme,
vlaZnost, svijetlost, pakiranje) (Yang, 2012). Materijal za pakiranje moZe reagirati s komponentama
arome 1 uzrokovati gubitak tipicne arome proizvoda ili ¢ak dovesti do stvaranja nepoZeljne arome
proizvoda (Sajilata et al., 2007; Yang, 2012). Kako bi se osigurala bolja stabilnost komponenti

arome, ¢esto se primjenjuje njihova inkapsulacija (Astray i sur., 2010; Buljeta i sur., 2021a).
2.7. TVARI AROME U ARONIJI

Aronija kao i1 svako voce posjeduje karakteristicnu aromu. Za gorko-bademast miris aronije
odgovoran je amigdalin. Taj spoj hidrolizom moze osloboditi cijanovodik koji je vrlo otrovan,
medutim koli¢ine amigdalina u aroniji su vrlo male (20,1 mg/100 g), a u soku jos nize (5,7 mg/100
g) (Lehmann, 1990). Istrazivanja aromatskog profila odnosno hlapljivih spojeva aronije 1 njezinih
proizvoda su vrlo oskudna. Prema istrazivanju koje su proveli Romani i sur. (2016) u soku aronije
pronadene su najvece koli¢ine 3-penten-2-ona (26,6 %), 1-heksanola (18,2 %) i1 2-heksen-1-ola

(11,1 %). Gledaju¢i po kemijskim skupinama, u soku aronije bili su zastupljeni alkoholi (48,9 %),
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ketoni (30,3 %), kiseline (5,8 %), aldehidi (2,9 %), terpeni (0,6 %), hidrokarboni (0,2 %), esteri
(0,3 %) 1 ostali (1,3 %) (Romani 1 sur., 2016). Nadalje, Hirvi 1 Honkanen (1985) identificirali su u
soku aronije 48 spojeva medu kojima su najznacajniji bili benzaldehid, cijanohidrin, cijanovodi¢na
kiselina, benzaldehid i serija derivata benzena (benzil alkohol, 2-feniletanol, metilbenzoat,
fenilacetaldehid, salicilaldehid, itd.). Prema Dolezal i sur. (2003) najznacajniji spojevi u aroniji su
benzaldehid, benzil alkohol i1 benzil esteri koji predstavljaju razgradne produkte aromatskih
aminokiselina i cijanogenih prekursora (amigdalin). Takoder, izolirani spojevi u aroniji su produkti
degradacije masnih kiselina (ravnolancani alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri). Razlike u profilu
hlapljivih komponenti u razli¢itim istraZzivanjima mogu se pripisati razlikama u sortama aronije,
klimatskim 1 geografskim razlikama, postupcima nakon berbe 1 tijekom skladiStenja. U nekim
istrazivanjima visi udio alkohola moze se pripisati pocetnoj fazi fermentacije u plodovima (Zhao,

2007).

2.8. PREHRAMBENA VLAKNA

Prema AACC-u definicija prehrambenih vlakana je: ,,Prehrambena vlakna su ostatci jestivih
dijelova biljaka ili analozi ugljikohidrata koji su otporni na probavu i apsorpciju u tankom crijevu
covjeka, s potpunom ili djelomi¢nom fermentacijom u debelom crijevu®. Prehrambena vlakna
dijele se na topljiva i netopljiva prehrambena vlakna (Maphosa i Jideani, 2015). Na Slici 9
prikazana je podjela prehrambenih vlakana. Funkcija prehrambenih vlakana je osigurati ¢vrstoc¢u
strukture stani¢nih stijenki biljaka. U znacajnim koli€inama, prehrambena vlakna nalaze se u
Zitaricama, vocu i povréu kao i u njihovim ostatcima. Izvor netopljivih prehrambenih vlakana su
cjelovite Zitarice, mekinje, orasi, sjemenke, kora voca, dok se u manjim koli¢inama nalaze u vocu,
povréu 1 mahunarkama. Topljiva prehrambena vlakna u najve¢im koli¢inama se nalaze u vocu
(banana, bobicasto voce, jabuke, kruske), povréu (mrkva, brokula, luk), mahunarkama, zrnu rize,
zobi i jeému (Soliman, 2019). Prehrambena vlakna imaju pozitivan u¢inak na zdravlje ljudi te su
zabiljezeni njihovi mnogobrojni pozitivni ucinci na smanjenu hipertenziju, hiperlipidemiju,
pretilost, zatvor te dijabetes tipa 2 (Costa 1 sur., 2015). Netopljiva prehrambena vlakna posjeduju
mogucnost vezanja velike koli¢ine vode te bubrenjem mogu povecati svoju masu do 15 puta.
Zasluzna su za poticanje peristaltike crijeva 1 sprjeCavanje opstipacije. Topljiva prehrambena
vlakna smanjuju postprandijalnu glikemiju i potrebu za inzulinom. Osim toga, smanjuju razinu

ukupnog 1 LDL kolesterola u krvi 1 jetri (Mandi¢, 2014).
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Slika 9 Podjela prehrambenih vlakana (Nosi¢, 2021)

Topljiva prehrambena vlakna lakSe se fermentiraju crijevnim bakterijama od netopljivih i zbog toga
imaju prebiotska svojstva te stvaraju kratkolan¢ane masne kiseline. Te se kiseline u debelom
crijevu lako apsorbiraju i dokazano je da one smanjuju sintezu kolesterola u jetri §to uzrokuje
smanjenje krvnog kolesterola i povecanje apsorpcije natrija i vode u stanice sluznice debelog
crijeva. Kratkolancane masne kiseline povecavaju kiseli pH u okruZenju u debelom crijevu §to
smanjuje topljivost slobodnih Zu¢nih kiselina i povecava izlu¢ivanje zuci te u isto vrijeme smanjuje

pretvorbu slobodnih Zu¢nih kiselina u sekundarne zu¢ne kiseline koje su otrovnije (Soliman, 2019).
2.8.1. Citrus vlakna

Citrus vlakna su prirodna prehrambena vlakna koja se dobivaju ekstrakcijom iz kore citrusa
(mandarine, narance, limuna, limete) (Qi 1 sur., 2020). U usporedbi s vlaknima iz drugih izvora kao
Sto su vlakna mrkve ili zobi, citrus vlakna imaju ve¢i kapacitet zadrZzavanja vode, prividnu
viskoznost i unutarnju povrSinu (Lundberg, 2005; Lundberg i sur., 2014). Osim toga, imaju
neutralnu boju, okus 1 miris. Zbog takvih svojstava, imaju Siroku primjenu u prehrambenim
proizvodima kao $to su pekarski proizvodi, meso, mlijecni proizvodi 1 umaci (Lundberg i sur.,
2014). Pektin ¢ini najveéi dio citrus vlakana, a prisutne su jo§ celuloza i hemiceluloza. U

istrazivanju koje su proveli Lundberg i sur. (2014) citrus vlakna, dobivena iz pulpe narance,
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sadrzavala su oko 81 % ugljikohidrata od €ega su vecinu Cinili pektin (42 %), celuloza (16 %) 1
hemiceluloza (10 %). Pektin iz citrusa je visokoesterificiran, ali dozrijevanjem voca smanjuje se
esterifikacija zbog enzimskih reakcija. Ista grupa autora je navela kako je pektin iz citrus vlakna
imao oko 50 % galakturonske kiseline dok je drugi najzastupljeniji monosaharid bio arabinoza

(Lundberg i sur., 2014).

Otpad od citrusa najcesce se koristi za hranu za zivotinje ili se zbrinjava §to predstavlja optereenje
za okoliS. Zbog visokovrijednih komponenti u kori, sjemenkama i komini citrusa, ovaj otpad smatra
se potencijalnim materijalom za razlicite primjene u prehrambenoj i drugim industrijama. Spojevi
koji se nalaze u otpadu citrusa mogu imati primjenu kao prehrambeni aditivi, prebiotici, izvori
pektina, esencijalnih ulja, polifenola, karotenoida i1 prehrambenih vlakana. Takoder, moze se
koristiti kao prirodni sastojak za kozmetiku, lijekove, materijale za pakiranje i sinteticka goriva
(Suri i sur., 2022). Suri i sur. (2022) publicirali su opsezan pregledni rad na temu primjene otpada
od citrusa. Kora citrusa je bogat izvor topljivih i netopljivih prehrambenih vlakana. Oko 85 %
svjetske proizvodnje pektina je iz otpada kore citrusa. SvjeZa kora citrusa sadrzi oko 1,5 % do 3 %
pektina dok osuSena kora sadrzi 9 % do 18 % pektina (Suri i sur., 2022). Otpad naran¢e bogat
prehrambenim vlaknima dodavan je u mafine kako bi se povecala koli¢ina prehrambenih vlakana,
a smanjila koli¢ina masti. Utvrden je 1 pad predvidenog glikemijskog indeksa u obogacenom
proizvodu (Romero-Lopez i sur., 2011). Pektin iz kore citrusa takoder se koristi kao emulgator,
sredstvo za zeliranje, stabilizator, zguSnjiva€ u dZemovima 1 Zeleima. Kora citrusa se koristila za

pripremi probiotic¢kih napitaka, sladoleda 1 drugih prehrambenih proizvoda (Suri 1 sur., 2022).
Pektin

Pektin se uglavnom sastoji od jedinica D-galakturonske kiseline povezanih a-1,4-glikozidnim
vezama. Postoje tri osnovne strukture pektina: homogalakturonan, ramnogalakturonan I i
supstituirani galakturonan, ksilogalakturonan i ramnogalakturonan II (Mohnen, 2008). Omjeri ovih
polisaharida mogu wvarirati, ali je najveéi udio homogalakturonana (oko 65 %), zatim
ramnogalakturonana I (25-35 %) dok su ksilogalakturonan i ramnogalakturonan II najmanje
zastupljeni (manje od 10 %) (Freitas i sur., 2020). Hidroksilne i karboksilne skupine pektina mogu
biti esterificirane (metil-esterificirane i/ili O-acetil-esterificirane). Prema postotku esterificiranih
skupina odreduje se stupanj esterifikacije. Stupanj esterifikacije odreduje sposobnost zeliranja

pektina pa se tako razlikuju visokoesterificirani pektin (stupanj esterifikacije > 50 %) i nisko
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esterificirani pektin (stupanj esterifikacije < 50 %) (Robledo 1 sur., 2020). Osnovna struktura

pektina prikazana je na Slici 10.

Pektin se nalazi u stani¢nim stijenkama u sredisnjoj lameli te osigurava ¢vrstocu i otpornost biljnog
tkiva (Robledo i sur., 2020). Sto se ti¢e primjene pektina u prehrambenoj industriji, ona je jako
Siroka. Visokoesterificirani pektin koristi se u industriji voc¢a za pripremu zelea i dzemova (i drugih
proizvoda) kao sredstvo za Zzeliranje, zgusnjivac, stabilizator i emulgator. Nisko esterificirani
pektin koristi se za sladolede, niskokalori¢ne proizvode, zamjene za masti, itd. Pektin ima
sposobnost modulacije crijevne mikrobiote i pozitivan utjecaj na distalni dio debelog crijeva te se
stoga koristi kao prebiotik. Osim Siroke primjene u prehrambenoj industriji, pektin ima znacajnu
ulogu 1 u kozmetickoj 1 farmaceutskoj industriji (Mari¢ 1 sur., 2018). Pektin ima primjenu kao
materijal za pakiranje hrane. Utvrdeno je kako bioaktivni film pektina uzrokuje usporavanje

oksidacije sojinog ulja tijekom skladiStenja od mjesec dana (Rodsamran i sur., 2019).

COCH OH COOCH; OH

OH OH

CH COOCCH; OH COCH
Slika 10 Kemijska struktura pektina
Celuloza

Celuloza (Slika 11) je nerazgranati prirodni polimer koji se sastoji od ponavljajuc¢ih dijelova D-
anhidroglukopiranoze povezanih (3-(1-2>4) glikozidnim vezama. Ona je najzastupljeniji polisaharid
u prirodi, a nalazi se u stani¢nim stijenkama biljaka, drvecu, algama, nekim vrstama bakterija, te
kod plastasa; jedinih Zivotinja koje sadrze celulozu (Seddiqi i sur., 2021). Hidroksilne skupine
prisutne u strukturi celuloze odgovorne su za snazne i sloZene intermolekularne vodikove veze.
Zbog prisutnosti mnogih OH skupina celuloza tvori intra- i intermolekularne vodikove veze.
Intramolekularne vodikove veze odgovorne su za stabilizaciju glikozidnih veza dok su
intermolekularne vodikove veze odgovorne za paralelno povezivanje celuloznih lanaca (Riseh i
sur., 2024). Zbog tih molekularnih veza celuloza je netopljiva u vecini otapala. Celuloza je

uglavnom izgradena od uredenih podrucja (kristalna struktura) koja su zasluzne za ¢vrstocu i
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neuredenih podrucja (amorfna struktura) koja su zasluzne za fleksibilnost (Zhang 1 sur., 2020).

Celuloza je sastavni dio stani¢nih stijenki i tkiva biljaka. Ona ima nekoliko vaznih bioloskih uloga
u biljkama. Primarna uloga je mehanicka odnosno daje ¢vrstocu stani¢nim stijenkama. Celuloza
takoder ima ulogu i u rastu biljke, diferencijaciji stanica, medustani¢noj komunikaciji i kruzenju
vode. Primarna stani¢na stijenka je tanka, fleksibilna 1 visoko hidratizirana dok sekundarna stani¢na
stijenka ima ¢vrscu i jacu strukturu. Ove dvije stijenke su razli¢ite po svojoj funkciji te reoloskim
1 mehanic¢kim svojstvima. Primarna stani¢na stijenka je izgradena uglavnom od celuloze, pektina i
ksiloglukana dok je sekundarna stijenka izgradena od celuloze, lignina, ksilana i glukomanana

(Riseh i sur., 2024).

Karakteristike poput netoksicnosti, biorazgradiovosti, biokompatibilnosti, niske cijene, visoke
termicke stabilnosti, odli¢cnih mehanickih svojstava, €ine ju visoko vrijednim materijalom za
prehrambenu industriju (Zhang i sur., 2020). Zbog netopljivosti celuloze, u primjeni kao Sto je
dostava lijekova Cesce se koriste derivati celuloze poput karboksimetil celuloze ili hidroksimetil
celuloze. Osim za prehrambenu 1 farmaceutsku industriju, celuloza se koristi u kozmetickoj

industriji, industriji papira, odjece, itd. (Riseh i sur., 2024).

HO

H OH

Slika 11 Kemijska struktura celuloze
Hemiceluloza

Hemiceluloza (Slika 12) je drugi najzastupljeniji polisaharid u prirodi nakon celuloze. Manje je
molekulske mase od celuloze te je razgranata. Glavna uloga hemiceluloze je jac¢anje stani¢nih
stijenki biljaka kroz interakcije s celulozom (Scheller 1 Ulvskov, 2010). Hemiceluloza je vezana za
celulozu vodikovim vezama 1 Van der Waals-ovim silama. Ona €ini oko 20 % do 30 % ukupne

mase jednogodiSnjih i1 viSegodiSnjih biljaka. Hemiceluloza ima heterogeni sastav razlicitih jedinica
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Secera koji ovisi o vrsti biljke 1 procesu ekstrakcije (Spiridon i Popa, 2008). Njenu okosnicu ¢ine
molekule glukoze, manoze ili ksiloze medusobno povezane pB-(1-2>4) glikozidnim vezama. U njenu
grupu mogu se ubrajati ksilan, ksiloglukan, manani i glukomanani (Scheller i Ulvskov, 2010). Od
svih tipova hemiceluloze u biljnom svijetu najvise je zastupljen ksilan. On ¢ini oko 25 % do 35 %
suhe biomase drvenastog tkiva dvosupnica i lignificiranog tkiva jednosupnica, a u tkivu zitarica
oko 50 %. Hemiceluloza se koristi za proizvodnju alkohola fermentacijom 1 sorbitola redukcijom
koji imaju Siroku primjenu u razli¢itim industrijama i proizvodima (prehrambena industrija,
kozmetika, proizvodnja papira, paste za zube, proizvodnja eksploziva). Pentoze hemiceluloze
koriste se za proizvodnju sto¢nog kvasca, furoi¢ne kiseline, ksiloze 1 ksilitola. Ksilo-oligosaharidi,
produkti degradacije hemiceluloze, koriste se za pripremu funkcionalne hrane i u farmaciji (Huang

isur., 2021).

¥

Slika 12 Kemijska struktura hemiceluloze

2.8.2. Gume

Na osnovu podrijetla, gume se mogu podijeliti na biljne, zivotinjske, iz gljiva i drugih mikrobnih
izvora. Za primjenu se vecinom koriste gume iz biljnih izvora. Gume 1 sluzi se formiraju u
sekretornom dijelu biljnih stanica te nisu sastavni dio stani¢nih stijenki. Gume se izlucuju na mjestu

ozljede biljke i izgradene su od jedinica galaktoze povezane B-(1-23) i B-(1->6) vezama s bocnim

24



2. TEORIJSKI DIO

lancima arabinoze, glukuronske kiseline, metil-glukuronske kiseline ili galaktoze. Gume se
smatraju hidrofilnim organskim tvarima, ali se u glavnom ne otapaju u organskim otapalima.

Obic¢no su netoksi¢ne, te bez okusa i mirisa (Soliman, 2019; Elella i sur., 2020).
Guar guma

Guar guma (Slika 13) polimer je dobiven iz sjemenki mahunarke Cyamopsis tetragonoloba.
Izgradena je od polisaharida visoke molekulske mase (galaktomana) s linearnim lancima B-D-
manopiranozilnih jedinica povezanih (1->4) vezama i bo¢nim ograncima [-D-galaktopirozilnih
ostataka povezanih (12 6) vezama. Omjer D-manoze i D-galaktoze prema nekim istrazivanjima je
2:1, dok je prema drugim istrazivanjima u rasponu od 1,6:1 do 1,8:1 (Mudgil 1 sur., 2011). Guar
guma otporna je na djelovanje probavnih enzima i probavu u gornjem dijelu probavnog sustava,
Sto je ¢ini pogodnim materijalom za inkapsulaciju (Hatadyn i sur., 2021). Topljiva je u vodi, a u
prehrambenim proizvodima koristi se kao stabilizator, zgusnjivac¢ i emulgator. Osim toga, veze
vodu i sprjecava nastajanje kristala leda u smrznutom stanju proizvoda. Koristi se kao prehrambeni
aditiv u sladoledima, umacima, smjesama za kolae, sirnim namazima, voénim napitcima i
preljevima u koli¢ini ve¢inom manjoj od 1 %. Guar guma bubri i/ili se otapa u polarnim otapalima
i stvara jake vodikove veze, dok u nepolarnim otapalima stvara slabe vodikove veze. Brzina
otapanja 1 viskoznost guar gume povecava se sa smanjenjem veliine Cestica, smanjenjem pH
vrijednosti 1 pove¢anjem temperature. Prisutnost otopljenih soli i drugih tvari koje vezu vodu (npr.

saharoza) smanjuje hidrataciju (Mudgil 1 sur., 2011).

CH,0H CH,O0H

CH, (p 0 CH,OH
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Slika 13 Kemijska struktura guar gume
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Ksantan guma

Ksantan guma (Slika 14) prirodna je guma dobivena pomocu Gram-negativne bakterije
Xanthamonas campestris koja koristi kisik kao hranjivu tvar za rast i proizvodnju ksantan gume.
Ima prirodnu anionsku strukturu sastavljenu od ponavljajuce jedinice iz pentasaharida koji ima D-
glukozu, D-manozu i D-glukuronsku kiselinu u molarnom omjeru 2:2:1. Okosnicu uglavnom ¢ini
B-(1->4)-D-glukoza koja nalikuje lancu celuloze dok su boé¢ni lanci formirani od f-D-manoze s D-
glukuronskom kiselinom preko B-(1->4) povezanih s D-manozom preko o-(1->2). Poslije
dekstrana, to je drugi mikrobni polisaharid koji je Siroko prihvacen za komercijalnu upotrebu. Ovaj
materijal nije toksian te ima sposobnost za rast stanica. Obi¢no se u prehrambenim proizvodima
koristi kao stabilizator, zgusnjiva¢ 1 emulgator zbog svoje visoke viskoznosti ¢ak 1 u niskim
koncentracijama. Ima dobru stabilnost u visoko kiselom mediju i jako dobru topljivost u vrucoj i
hladnoj vodi. Modifikacijom reaktivnih funkcionalnih hidroksilnih i karboksilnih skupina mogu se
eliminirati neki nedostatci kao $to su niska povrSinska napetost i losa toplinska stabilnost ¢ime se
povecava primjena ovog materijala. Osim u prehrambenoj industriji, koristi se u medicini,

poljoprivredi, industriji ulja, tretiranju vode, biomedicinskom inzZenjerstvu (Elella i sur., 2020).
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Slika 14 Kemijska struktura ksantan gume
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2.9. DISAHARIDI

Disaharidi su skupina ugljikohidrata koja je izgradena od dvije molekule monosaharida medusobno
povezanih a ili B glikozidnom vezom. Uobicajena glikozidna veza kojom se vezu monosaharidi je
O-glikozidna veza u kojoj se kisik iz hidroksilne grupe veze za karbonilni ugljik. Najpoznatiji
predstavnici disadarida su saharoza, laktoza i maltoza. Disaharidi mogu biti reducirajuci (imaju
slobodnu karbonilnu skupinu) ili nereducirajuéi. Kod nereduciraju¢ih disaharida, monosaharidi su
povezani preko odgovarajuc¢ih anomernih sredista te karbonilne grupe nisu dostupne za reakciju
(Stylianopoulos, 2013). Disaharidi osim $§to su prirodno prisutni u nekim prehrambenim
proizvodima, dodaju se u prehrambene proizvode kao zasladivaci, konzervansi, ali i za stabilizaciju

(Olsson i Swenson, 2020).

2.9.1. Trehaloza

Trehaloza (a-D-glukopiranozil a-D glukopiranozid) je disaharid koji se sastoji od dvije molekule
D-glukoze koje su povezane a, a-1,1 glikozidnom vezom (Slika 15). Molekulska formula trehaloze
je Ci2H22011, a molekulska masa 342,3 g/mol. Trehaloza je nereduciraju¢i Secer Siroko
rasprostranjen u prirodi. U veéini Zivu¢ih organizama predstavlja izvor energije, a moze se naci u
bakterijama, insektima, biljkama, gljivicama i beski¢menjacima. Njena zastupljenost u gljivama je
od 10 % do 25 % na suhu tvar. U hemolimfima nekih kvasaca, trehaloza ¢ini od 80 % do 90 %
Secera. Relativna slatkoca trehaloze je 45 % slatko¢e saharoze. Nadalje, trehaloza je jedan od
najstabilnijih saharida te ima visoku termostabilnost i stabilnost u Sirokom pH rasponu.
Zagrijavanje otopine trehaloze (4 %-tna) na 100 °C tijekom 24 sata u rasponu pH od 3,5 do 10 nije
uzrokovalo njenu degradaciju. TaliSte trehaloze je na 97 °C, a topljivost joj je 68,9 g/100 g vode na
20 °C (Higashiyama, 2002). Trehaloza ima stabiliziraju¢i uc¢inak u Zivim organizmima tijekom
zamrzavanja-odmrzavanja, zagrijavanja-hladenja te dehidratacije-rehidratacije. U usporedbi s
drugim oligosaharidima, trehaloza ima najve¢u moguénost hidratacije. Tijekom suSenja, trehaloza
Stiti lipide 1 proteine membrana. Zbog svojih posebnih svojstava, trehaloza je pogodna za primjenu
u industriji (prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetickoj). S obzirom na to da je to nereducirajuci
Secer, ne podlijeze Maillard-ovim reakcijama posmedivanja. Koristi se kao dodatak za napitke,
punila, slatkiSe kaSe, energetske plocice, itd. (Higashiyama, 2002; Kopjar i sur, 2008). Osim a, o
izomera trehaloze koji potje€e iz prirodnih izvora postoje i dva sintetska izomera trehaloze a to su

neotrehaloza (o, P) 1 izotrehaloza (B, ). Trehalaza je enzim koji razgraduje trehalozu. Iako u
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sisavcima trehaloza nije pronadena, enzim trehalaza je pronaden u tankom crijevu i drugim
organima. Izvori trehaloze u prehrani su pivski i pekarski kvasac, med, komercionalno uzgajane

gljive, suncokret, jastog itd. (Richards 1 sur., 2002).

CH.OH

H OH

Slika 15 Kemijska struktura trehaloze
2.9.2. Saharoza

Saharoza (B-D-fruktofuranozil-a-D-glukopiranozid) je disaharid molekulske formule C12H22011 1
molekulske mase 342,3 g/mol. Izgradena je od molekule glukoze i fruktoze ¢ije su hidroksilne
skupine povezane glikozidnom vezom u obliku etera $to saharozu ¢ini nereducirajué¢im Secerom
(Slika 16). Ovaj Secer Siroko je rasprostranjen u biljnom svijetu, a nalazi se u stani¢nom soku
razli¢itih biljaka. U biljkama sluzi kao molekula za transport 1 skladiStenje te se uglavnom
sintetizira u listovima biljaka. U najve¢im koli¢inama se proizvodi iz Secerne repe 1 Secerne trske.
Kristalna saharoza (konzumni Secer) glavno je sladilo u ljudskoj prehrani s visokom energetskom
vrijednos¢u (1672 J/100 g). Konzumacija saharoze dovodi do brzog povecanja glukoze u krvi.
Smatra se kako je povecana koli€ina saharoze povezana sa zdravstvenim problemima kao Sto su
karijes, pretilost, dijabetes tipa 2 1 kardiovaskularne bolesti (Tian 1 sur., 2019). Saharoza kristalizira
u monoklinskom sustavu i daje hemimorfne kristale. Kristal saharoze sloZene je strukture i sastoji
se od Sest kristalografskih oblika. Saharoza je dobro topljiva u vodi, a netopljiva u ve¢ini organskih
otapala (Stick, 2001). U prehrambenim proizvodima, saharoza osim funkcije zasladiva¢a ima ulogu
u formiranju teksture proizvoda. U pekarskoj industriji, saharoza doprinosi stvaranju boje

proizvoda, zadrzava vlagu, omogucuje dizanje tijesta, itd. (Clarke, 1995).
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Slika 16 Kemijska struktura saharoze

2.10. INKAPSULACIJA

Inkorporacija bioaktivnih komponenti u nove proizvode ili u ve¢ postojece proizvode Cesto je
otezana zbog njihove slabe topljivosti, moguénosti degradacije, nepozeljnih aromatskih profila,
niske biodostupnosti ili ograni¢ene bioaktivnosti. Kako bi se sprijecile te pojave, formiraju se tzv.
delivery systems spojeva s aktivnim djelovanjem kao S§to su vitamini, lijekovi, nutrijenti,
antioksidansi, boje, arome, itd. Prilikom formiranja takvih sustava potrebno je karakterizirati i
analizirati komponente s aktivnim djelovanjem. Vazni ¢imbenici u toj karakterizaciji su
molekularne 1 fizikalno-kemijske karakteristike, karakteristike topljivosti 1 stabilnosti. Pod
molekularne 1 fizikalno-kemijske karakteristike mogu se ubrajati kemijska struktura, molekulska
masa, gustoca, topljivost, vreliSte, talisSte, itd. Kada je rije¢ o karakteristikama topljivosti one se
odnose na odabir najprikladnijeg otapala za pojedinu komponentu, maksimalnu koli¢inu
komponenti koje mogu biti inkorporirane u sustav te zadrzavanje 1 preraspodjelu komponenti u
sustavu. Topljivost komponente moze se promijeniti u ovisnosti o promjenama u okoliSnim
uvjetima kao §to je pH, temperatura te sastav sustava. Karakteristike stabilnosti ukljucuju glavne
¢imbenike koji mogu uzrokovati degradaciju komponenti te uvjete pri kojima su komponente
stabilne. Cimbenici koji uzrokuju degradaciju komponenti ovise o kemijskim skupinama prisutnim
u komponentama 1 formiranom sustavu, a neki od njih su pH, temperatura, koncentracije kisika,
izloZenost svjetlosti 1 prisutnost prooksidanasa. Degradacija mnogih komponenti ovisi o pH

vrijednosti otapala, odnosno o koncentraciji H" i OH™ iona. Za komponente koje su osjetljive na
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promjene pH vrijednosti nije pozeljno izlagati ih pH uvjetima koji poticu degradaciju. Stupanj
degradacije se povecava s povecanjem temperature kod vecine komponenti. Promjene u
temperaturi mogu dovesti do fizikalnih promjena komponenti kao $to su promjene u konformaciji
1 fazni prijelazi te je zbog toga potrebno ne izlagati komponente temperaturama koje uzrokuju
degradaciju. Za komponente koje su osjetljive na oksidaciju, razina kisika ¢esto se smanjuje
koriStenjem vakuuma, dusSika ili drugih kemijskih reagensa. Prisutnost prookisadanasa kao Sto su
prijelazni metali, hidroperoksidi i enzimi ¢ak i u niskim koncentracijama moze dovesti do
oksidacije. Neke komponente imaju funkcionalne skupine koje su sklone degradaciji uzrokovanoj
pojedinim valnim duljinama UV-Vis svjetla. Takve komponente bi trebalo skladistiti bez izlaganja

svjetlosti (McClements, 2017).

Prethodno spomenuti delivery systems formiraju se procesom inkapsulacije. Inkapsulacija je proces
u kojem se neki aktivni spoj ili smjesa spojeva oblaze ili hvata u drugi materijal koji sluzi kao
zastitni zid ili omota¢ (Madene 1 sur., 2006). Time se omogucuje izolacija i kontrolirano otpustanje
tih spojeva. Kao nosaci bioaktivnih spojeva ve¢inom se koriste polisaharidi, proteini 1 lipidi ili
njihove kombinacije (Ballesteros i sur., 2017). Odabir materijala nosaca ovisi o njegovoj prirodi,
primjeni kona¢nog proizvoda i odabiru metode inkapsulacije (Saifullah i sur., 2019). Materijali koji
se koriste za inkapsulaciju moraju biti biorazgradivi i jestivi (eng. food-grade) (Ramirez i sur.,
2015). Na taj nacin postiZze se ocuvanje svojstava bioaktivnih spojeva na duZi period jer nosac
predstavlja barijeru za kisik 1 vlagu (Ballesteros 1 sur., 2017). Inkapsulacijom polifenola se osim
stabilnosti postiZe 1 ublaZzavanje nepozeljnih mirisa 1 okusa, kontrolirano otpuStanje 1 poboljSana
topljivost u vodi (Malapert i sur., 2019). Poznate su razli¢ite tehnike inkapsulacije te se primjenjuju
ovisno o nosacu, zeljenoj velicini Cestica, kemijskoj strukturi polifenola i osjetljivosti na visoke
temperature (Wilkowska i sur., 2016a). Te tehnike su: suSenje smrzavanjem, susenje rasprSivanjem,
ekstruzija, oblaganje u fluidiziranom sloju, hladenje rasprSivanjem, vakuumsko susenje,

kokristalizacija, nanoinkapsulacija, emulgiranje, molekulska inkluzija, itd. (Ramirez 1 sur., 2015).
2.10.1. SuSenje smrzavanjem (liofilizacija)

SusSenje utjeCe na izgled 1 kemijski sastav proizvoda. Takoder, ono utjeCe na produljenje roka
trajanja nekog proizvoda te inhibira enzimsku razgradnju i rast mikroorganizama. Odgovarajué¢im
odabirom metode suSenja kao i procesnih uvjeta, postizu se minimalne promjene u izgledu hrane i

maksimalno zadrzavanje bioaktivnih spojeva (Wojdyto 1 sur., 2019).
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Susenje smrzavanjem (liofilizacija) Cesto se koristi za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva. Ovaj
proces temelji se na fenomenu sublimacije te je pogodan za spojeve koji su osjetljivi na toplinu i
skloni oksidaciji. Glavni nedostaci ovog procesa su visoka cijena, dugo trajanje procesa i
nemogucnost kontinuiranog rada (Papoutsis i sur., 2018). Unato¢ tim nedostatcima cesto se koristi
za dobivanje visokovrijednih proizvoda, a u znanstvenim istrazivanjima se smatra standardnom
metodom inkapsulacije (Bhatta i sur.,, 2020). SuSenje smrzavanjem ukljucuje kompletno
zamrzavanje uzorka, sublimaciju leda (primarno susSenje) i desorpciju preostale (vezane) vode
(sekundarno susenje). U prvom koraku brzina smrzavanja odreduje formiranje i veli¢inu kristala
leda. Veliki kristali leda nastaju sporom brzinom smrzavanja. Oni ¢e lakse sublimirati 1 povecati
stupanj primarnog suSenja. U primarnom suSenju, temperatura police ¢e se povecati koriStenjem
vakuuma. Vazno je da temperatura uzorka ili proizvoda bude 2-3 °C ispod kriti¢éne temperature
kako se ne bi narusila struktura proizvoda. Zavr$na tocka primarnog suSenja klju¢ni je parametar
koji se treba odrediti jer povecana temperatura (u sekundarnom susenju) prije sublimacije svih
kristala leda moze narusiti kvalitetu kona¢nog proizvoda (Bhatta 1 sur., 2020). Na Slici 17 graficki

je prikazan proces liofilizacije.

Plinoviti N, Komora za sufenje zamrzavanjem

l / (sublimacija)

&

Smjesa bioaktivnih o o

© o
o oo o o
spojevai nosaca o . o
o
° ° Smrznute granule!
Pl © o L-op-------m---- ! >
/ . ¢ ° oo
=)

Tekuci N,

Komora za zamrzavanje \
raspriivanjem Kondenzator Vakuum pumpa

Slika 17 Graficki prikaz procesa liofilizacije (Grgi€ 1 sur., 2020; Buljeta i sur., 2022b)
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Uzorci odnosno prahovi koji se dobivaju liofilizacijom imaju strukturu poput ,,ljuskica® ili onu
nalik na ,,razbijeno staklo*“. Razlog takve strukture bi mogao biti u niskoj temperaturi tijekom
procesa i nedostatku sile koja bi razbila smrznutu tekuéinu u kapljice. Morfologija povrSine
prahova dobivenih liofilizacijom ovisi i o koriStenom omotacu. Prahovi dobiveni kombinacijom
maltodekstrina 1 proteina soje imali su poroznu strukturu sfericnog oblika dok prahovi s
maltodekstrinom nisu imali poroznu strukturu. U konacnici veli¢ina Cestica liofiliziranih prahova

ovisi o procesu mljevenja, a ne o procesu susenja (Papoutsis i sur., 2018).
2.10.2. Inkapsulacija polifenola i hlapljivih komponenti

Neka istrazivanja pokazuju kako liofilizacija hrane bogate polifenolima uzrokuje povecanje
koli¢ine polifenola jer dolazi do njihovog otpustanja iz matriksa dok suprotno tome moze doéi i do
degradacije polifenola zbog povecane aktivacije enzima kao $to je polifenol oksidaza i peroksidaza.
Istrazivanja od Wilkowska 1 sur. (2016a) i1 Ballesteros i sur. (2017) rezultirala su boljim u¢inkom
liofilizacije na zadrZzavanje polifenola u uzorcima od susenja rasprSivanjem. Takoder inkapsulirani
polifenoli crnog ribiza primjenom liofilizacije i suSenja rasprSivanjem s proteinima sirutke kao
nosacem koriSteni su za obogacivanje kolaca. Kolaci obogaceni s liofiliziranim inkapsulatima imali
su visi sadrzaj polifenola od onih pripremljenih s inkapsulatima dobivenim susenjem rasprSivanjem
(Wu 1 sur,, 2021). Neka istraZivanja rezultirala su boljim u¢inkom suSenja rasprSivanjem na
zadrzavanje polifenola $to bi znacilo da odabir metode inkapsulacije ovisi o sastavu bioaktivnih
spojeva 1 materijalu koji se inkapsulira. Saikia 1 sur. (2015) loSiju efikasnost suSenja rasprSivanjem
u odnosu na liofilizaciju objaSnjavaju veCom povrSinom rasprSenih kapljica i moguc¢em utjecaju

visoke temperature na degradaciju polifenola.

Kao sto se inkapsuliraju polifenoli tako 1 hlapljive komponente mogu biti inkapsulirane kako bi se
omogucilo njihovo zadrZavanje 1 kontrolirano otpustanje. Polisaharidi se ¢esto koriste kao nosaci
hlapljivih komponenti, a uo€eno je povecano zadrZavanje hlapljivih komponenti (iz iste skupine) s
ve¢om molekularnom masom dok se oni s viSom hlapljivosti i polarnosti slabije zadrzavaju.
Prisustvo polisaharida u hrani utjee na ukupnu aromu proizvoda zbog vezanja hlapljivih
komponenti 1 disbalansa u aromatskom profilu. Prilikom pripreme novih proizvoda bitno je
poznavati interakcije koje se dogadaju izmedu pojedinih komponenti hrane kao i mehanizme

otpustanja hlapljivih spojeva.

Inovacije u prehrambenoj industriji sve viSe su usmjerene na zamjenu sintetskih aditiva zbog
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njihovog nepozeljnog utjecaja na ljudsko zdravlje. Osvijestenost ljudi o zdravlju i zdravoj prehrani,
doprinijela je razvoju prirodnih funkcionalnih sastojaka i proizvoda. Inkapsulirani spojevi, kao §to
su polifenoli i hlapljive komponente, mogu se koristiti kao bioaktivni dodaci hrani. Ovisno o
inkapsuliranim spojevima, novi dodaci inkorporirani u prehrambeni proizvod mogu imati ulogu
antioksidanasa, bojila, poboljsivada okusa, itd. (Mayer i sur., 2022). Sirok je spektar primjene novih
bioaktivnih dodataka hrani. U prehrambenoj industriji oni se mogu dodavati u tople napitke,
bezalkoholna pica, jogurte, umake, zitarice za dorucak, energetske plocice, kruh i drugo

(McClements, 2017).
2.10.3. Interakcije polifenola i hlapljivih komponenti s prehrambenim vlaknima

Prehrambena vlakna i polifenoli su se uglavnom proucavali odvojeno, ali u novijim istrazivanjima
istie se njihovo zajedni¢ko djelovanje i pozitivan ucinak na zdravlje ljudi. Bitna karakteristika
prehrambenih vlakna je to da oni imaju sposobnost da vezu polifenole i ,,nose* ih u nize dijelove
probavnog sustava. Vezanje polifenola na/u prehrambena vlakna ovisi o razli¢itim ¢imbenicima
kao s$to su kemijska struktura, koncentracija polifenola i prehrambenih vlakana te okoli$ni uvjeti
(pH, temperatura, prisutnost drugih komponenti) (Zhu, 2017). Prema podatcima iz literature,
polifenoli i prehrambena vlakna mogu stvarati medusobne interakcije. Te interakcije se ve¢inom
odvijaju preko nekovalentnih veza kao $to su vodikove veze, hidrofobne interakcije i Van der
Waals-ove sile (Slika 18) (Liu i sur., 2020). Prouc¢avanjem interakcija izmedu pektina 1 antocijanina
(cijanidin-3-glukozid i delfinidin-3-glukozid) utvrdene su slabe interakcije koje se vjerojatno
odvijaju preko vodikovih veza i hidrofobnih interakcija. Delfinidin-3-glukozid u svojoj strukturi
ima pirogalolnu skupinu s tri hidroksilne skupine dok cijanidin-3-glukozid ima kateholnu skupinu
s dvije hidroksilne skupine. Pretpostavlja se kako je broj hidroksilnih skupina odgovoran za bolje
vezanje delfinidin-3-glukozida s pektinom (Fernandes 1 sur., 2014). Interakcije izmedu pektina 1
fenolnih kiselina (galna, klorogenska, vanilinska i protokatehuinska kiselina) odvijaju se preko
vodikovih veza, a hidroksilna skupina na poziciji pet kod galne kiseline pokazala se klju¢énom za
interakcije s pektinom. Nedostatak hidroksilne skupine na toj poziciji kod protokatehuinske
kiseline mozZze biti razlog najmanjeg vezanja na pektin (Dominguez Avila et al., 2017). Phan 1 sur.
(2015) istrazivali su interakcije celuloze i odabranih polifenola (galna kiselina, klorogenska
kiselina, feruli¢na kiselina, cijanidin-3-glukozid i (+)-katehin). Utvrdeno je kako se polifenoli s

viSom molekulskom masom viSe vezu na celulozu od onih s manjom molekulskom masom.
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Vodikove veze 1 hidrofobne interakcije ovise o broju aromatskih prstenova 1 hidroksilnih skupina

u strukturi polifenola (Phan i sur., 2015).
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Slika 18 Mogu¢i mehanizmi interakcije polifenola i polisaharida (Liu i sur., 2020)
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Braudo i sur. (2000) istrazivali su interakcije hlapljivih komponenti hrane (2-acetil piridin, 2-acetil
tiofen, 2,3-dietilpirazin i 2-oktanon) s pektinom 1 pretpostavili su kako se vezanje heterociklickih
aromatskih spojeva u kiselom mediju odvija preko vodikovih veza izmedu aromatskog prstena
hlapljivih komponenti i vodikovih atoma na karboksilnim skupinama pektina. U neutralnom
mediju, vezanje 2-oktanona na pektin se odvija Van der Waalsovim silama. U jednom istrazivanju
dodatak guar gume i karboksimetil celuloze smanjili su hlapljivost visoko-hlapljivih nepolarnih
molekula (a-pinen, 1,8-cineol, etil-2-metilbutirat) dok na manje hlapljive komponente (2-metoksi-
3-metilpirazin, vanilin, metil antranilat i maltol diol) nisu imali utjecaj (Preininger, 2005). U
modelnoj otopini hlapljivih komponenti, dodatak guar gume i1 karboksimetil celuloze smanjio je
otpusStanje limonena, heksanala, dimetil sulfida, etilbenzena, etilsulfida, heksanona 1 stirena

(Jouquand i sur., 2008).
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3.1. ZADATAK RADA

Zadatak ovog rada bio je podijeljen u dva dijela. Prvi dio obuhvaéao je pripremu bioaktivnih

dodataka hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana ili citrus vlakana/guara sa sokom

aronije te njihovu karakterizaciju. Drugi dio rada obuhvacao je pripremu bioaktivnih dodataka

hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i

disaharidima te njihovu karakterizaciju.

Zadatak rada prvog dijela istrazivanja bio je:

pripremiti bioaktivne dodatke hrani na bazi vlakana i1 soka aronije,

ispitati moguénost primjene citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara
kao nosaca polifenola i hlapljivih spojeva soka aronije,

ispitati utjecaj koli¢ine vlakana na vezanje polifenola i1 hlapljivih spojeva soka aronije,
ispitati antioksidacijsku aktivnost pripremljenih kompleksa i moguénost inhibicije enzima
(a-amilaze i a-glukozidaze),

ispitati stabilnost bioaktivnih dodataka hrani nakon skladiStenja na sobnoj temperaturi u
trajanju od osam mjeseci,

odrediti promjene IR spektra u kompleksima;

odrediti parametre boje dobivenih kompleksa.

Na Slici 19 graficki je prikazan tijek eksperimenta prvog dijela istraZivanja.
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Sok aronije Sok aronije Sok aronije
+ + +
Citrus vlakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
(1%,2%13 %) (1%,2%13 %) (1%,2%13 %)

| | |

Kompleksiranje na magnetskoj mjesalici
(15 minuta; sobna temperatura)

|

Centrifugiranje
(15 minuta; 8000 rpm)

SN

Supernatant Talog

7

Liofilizacija
: Skladistenje
Suhi prah (8 myesect)

N v

Analiza uzoraka

~ .

* Parametriboje Ekstrakcijauzoraka (HCl:Metanol
* FTIR-ATR analiza 1:99)
» Ukupni polifenoli, antocijanini i
proantocijanidini
SPME

* HPLC analiza polifenola
* Antioksidacijska aktivnost
* Inhibicija enzima

* GC-MS analiza
hlapljivih komponenti

Slika 19 Graficki prikaz tijeka prvog dijela eksperimenta
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Zadatak rada drugog dijela istrazivanja bio je:

pripremiti bioaktivne dodatke hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana ili citrus
vlakana/guara sa sokom aronije 1 disaharidima,

ispitati utjecaj dodatka disaharida (saharoza i trehaloza) prilikom pripreme kompleksa na
vezanje polifenola i hlapljivih spojeva soka aronije na nosace,

ispitati antioksidacijsku aktivnost pripremljenih kompleksa i moguénost inhibicije enzima
(a-amilaze 1 a-glukozidaze),

ispitati stabilnost bioaktivnih dodataka hrani nakon skladistenja na sobnoj temperaturi u
trajanju od osam mjeseci,

odrediti promjene IR spektra u kompleksima;

odrediti parametre boje dobivenih kompleksa.

Na Slici 20 graficki je prikazan tijek eksperimenta drugog dijela istraZivanja.
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Sok aronije Sok aronije Sok aronije
- + +
Citrus vlakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
2 %) 2 %) 2 %)
- + +
Trehaloza (2 %) Trehaloza (2 %) Trehaloza (2 %)
ili ili ili
Saharoza (2 %) Saharoza (2 %) Saharoza (2 %)

|

| |

Kompleksiranje na magnetskoj mjesalici
(15 minuta; sobna temperatura)

|

Centrifugiranje
(15 minuta; 8000 rpm)

SN

Supernatant Talog
Liofilizacija
) Skladistenje
hi prah — S
Suhi pra (8 mjeseci)

. e

Analiza uzoraka,

~

.

Parametri boje
FTIR-ATR analiza

Ekstrakcija uzoraka (HCl:Metanol
1:99)
* Ukupni polifenoli, antocijanini i

SPME

GC-MS analiza
hlapljivih komponenti

proantocijanidini
* HPLC analiza polifenola
* Antioksidacijska aktivnost
* Inhibicija enzima

Slika 20 Graficki prikaz tijeka drugog dijela eksperimenta
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Hipoteze istrazivanja:

e prehrambena vlakna (citrus vlakna, citrus vlakna/guar guma i citrus vlakna/ksantan)
imaju sposobnost vezanja polifenola i hlapljivih spojeva soka aronije,

e dodatak disaharida (saharoza i trehaloza) 1 razliCita koliina nosaca tijekom
pripreme kompleksa imaju utjecaj na vezanje polifenola 1 hlapljivih spojeva soka
aronije,

e dobiveni kompleksi imaju sposobnost inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze,

e dobiveni kompleksi posjeduju antioksidacijsku aktivnost,

e skladiStenje na sobnoj temperaturi i izloZzenost svjetlu uzrokovat ¢e promjene

liofiliziranih kompleksa.

Bioaktivni dodaci hrani analizirani u ovom istrazivanju mogli bi se primijeniti u razli¢itim granama
prehrambene industrije kao $to su mlije¢na industrija, pekarska industrija, industrija voca i povrca.
Na Slici 21 prikazane su moguce primjene novih bioaktivnih dodataka hrani u razlicite proizvode.
Bioaktivni dodaci hrani na bazi citrus vlakana i bioaktivnih komponenti aronije mogli bi se koristiti
za obogacivanje kolaca, keksa, slatkiSa, smoothie-a, zelea, itd. Novi proizvodi bili bi bogatiji
prirodnim antioksidansima S$to bi potencijalno imalo pozitivno djelovanje na zdravlje ljudi.
Privla¢na crvena boja bioaktivnih dodataka utjecala bi i na boju kona¢nog proizvoda 1 njegovu
prihvatljivost od strane potrosaca. Hlapljivi spojevi aronije bi obogatili cjelokupnu aromu
proizvoda, a prehrambena vlakna pozitivno bi djelovala na probavljivost proizvoda i na cjelokupno
zdravlje potrosaca. Obogacivanje jogurta s inkapsuliranim polifenolima bilo je tema nekoliko
prethodnih istraZivanja. Robert i sur. (2010) su inkapsulirane polifenole nara s maltodekstrinom ili
proteinima soje inkorporirali u jogurt. Inkapsulati s maltodekstrinom rezultirali su manjim
stupnjem degradacije tijekom skladiStenja od inkapsulata s proteinima soje. Polifenoli iz kore
jabuke inkapsulirani s maltodekstrinom, proteinima sirutke 1 gumom arabikom takoder su se
koristili za obogacivanje jogurta. Rezultatima se utvrdilo kako dodani inkapsulirani polifenoli nisu
utjecali na teksturu i fizikalno-kemijska svojstva jogurta Sto upucuje na mogucnost primjene takvih
inkapsulata kao funkcionalnog sastojka u jogurtu (El-Messery i sur., 2019). Inkapsulirani polifenoli
mogu biti dodani 1 u kruh. Utvrdeno je kako se volumen kruha i ¢vrstoca mrvica nisu promijenili
u usporedbi s kontrolnim uzorkom nakon dodatka inkapsuliranih polifenola zelenog ¢aja (Pasrija 1

sur., 2015). Krekeri obogaceni s antocijaninima ljuske crvenog luka imali su visu antioksidacijsku
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aktivnost od kontrolnog uzorka S§to upucuje na mogucu primjenu ovakvih aditiva u pekarske

proizvode (Stoica i sur., 2022).

Bioaktivni dodaci hrani

Mogucée primjene novih bioaktivnih dodataka

¢ Obogacivanje proizvoda s prehrambenim vlaknima
* Obogacivanje proizvoda s polifenolima

* Povecanje antioksidacijskog potencijala

* Modifikacija boje 1 arome

Slika 21 Moguca primjena novih bioaktivnih dodataka hrani

3.2. MATERIJALI

Materijali odnosno kemikalije koriStene u ovom istrazivanju prikazani su u Tablici 3 i 4.

Tablica 3 Popis koriStenih materijala za pripremu uzoraka

Materijal Proizvodaé
Lokalni proizvodac iz okolice Varazdina; Remetinec,
46°10'37.5"N 16°20'02.3"E

Sok aronije

Citrus vlakno Fiberstar, River Falls, WI, SAD
Citrus vlakno/ksantan Fiberstar, River Falls, WI, SAD
Citrus vlakno/guar Fiberstar, River Falls, WI, SAD
Trehaloza Hayashibara Co., Ltd., Okayama Japan
Saharoza Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
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Tablica 4 Popis koristenih kemikalija

Kemikalija Cisto¢a Proizvodaé
Galna kiselina 97,5-102,5 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Procijanidin B2 >90 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Cijanidin-3-O-galaktozid klorid >97 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Cijanidin-3-O-glukozid klorid >96 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Cijanidin-3-O-arabinozid klorid >95% Extrasynthese, Genay, Francuska
Neoklorogenska kiselina >99 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Klorogenska kiselina 98 % Acros Organics, Geel, Belgija
Kvercetin-3-galaktozid >98 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Kvercetin-3-rutinozid (hidrat) 94 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Hesperidin 97 % Acros Organics, Geel, Belgija
Trolox 97 % Acros Organics, Geel, Belgija

2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina)
diamonijeva sol
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
4-(dimetilamino)-cinamaldehid
Metanol
Etanol
Klorovodi¢na kiselina
Orto-fosforna kiselina
Octena kiselina
Folin-ciocalteuov reagens
a-amilaza iz svinjske gusterace
a-glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae

akarboza

4-nitrofenil a-D-glukopiranozid

Skrob, topljiv
Kalijev natrijev tartarat tetrahidrat

3-5-dintriosalicilna kiselina

Natrijev hidroksid
Natrijev acetat, bezvodni
Kalij-peroksodisulfat
Natrijev karbonat, bezvodni
Neokuproin hemihidrat
2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin
Kalij-dihidrogenfosfat
Kalijev klorid
Amonijev acetat
Zeljezov(II)klorid
Bakrov(II) klorid dihidrat

HPLC, > 98 %

HPLC
96 %
37 %
HPLC, > 85 %
>99,5 %

95 %

> 98 %

>97 %

>99 %
99 %

97 %
99 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
J.T. Baker, Deventer, Nizozemska
Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Panreac, Barcelona, Spanjolska
Fisher Scientific, Loughborough, UK
T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska
Carlo Erba Reagents, Sabadell, Spanjolska
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Njemacka
Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Njemacka
Kemika, Zagreb, Hrvatska
T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska
Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Njemacka
T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska
Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Kemika, Zagreb, Hrvatska
T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska
Acros Organics, Geel, Belgija
Acros Organics, Geel, Belgija
Kemika, Zagreb, Hrvatska
Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Acros Organics, Geel, Belgija




3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.3. METODE

3.3.1. Priprema bioaktivnih dodatka hrani (kompleksa)

Priprema uzoraka prvog dijela istrazivanja:

Kompleksi prvog dijela istrazivanja pripremljeni su od soka aronije s vlaknima (citrus vlakno,
citrus vlakno/guar ili citrus vlakno/ksantan). Volumen soka za pripremu uzoraka bio je konstantan
dok su se koristile razli¢ite koli¢ine vlakana (1 %, 2 % 1 3 %). Omjeri dodanih komponenti
prikazani su u Tablici 5. Kompleksiranje uzoraka provedeno je na magnetskoj mijesalici (Stuart
UC151)utrajanju od 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon kompleksiranja, uzorci su centrifugirani
u trajanju od 15 min pri 8000 rpm koristenjem centrifuge (Heraeus Megafuge 8, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA SAD). Postupkom centrifugiranja odvojen je teku¢i dio (supernatant) od
krutog dijela (talog). Teku¢i dio je odbacen, a kruti dio je koriSten za dobivanje suhog kompleksa

soka aronije s vlaknima.

Tablica 5 Udio koristenih komponenti za pripremu uzoraka prvog dijela istrazivanja

Sok aronije Citrus vlakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
Uzorak
(mL) (2) (2 (2)

CVl1 200 2 -

Cv2 200 4 - -

CVv3 200 6 - -
CV/X1 200 - 2 -
CV/X2 200 - 4 -
CV/X 3 200 - 6 -
CV/G 1 200 - - 2
CV/G2 200 - - 4
CV/G3 200 - - 6

CV — citrus vlakno, X — ksantan, G — guar, 1, 2, 3 — postotak kori§tenog vlakna.

Priprema uzoraka drugog dijela istrazivanja:

Kompleksi drugog dijela istraZivanja pripremljeni su od soka aronije s vlaknima (citrus vlakno,
citrus vlakno/guar ili citrus vlakno/ksantan) te dodatkom disaharida (saharoze ili trehaloze).
Volumen soka za pripremu uzoraka bio je konstantan kao 1 koli¢ina vlakna 1 disaharida koja je
iznosila 2 %. Kontrolni uzorci pripremljeni su bez dodatka disaharida; sa sokom aronije i vlaknima.
Omjeri dodanih komponenti prikazani su u Tablici 6. Kompleksiranje uzoraka provedeno je na
magnetskoj mijeSalici (Stuart UC151) u trajanju od 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon

kompleksiranja, uzorci su centrifugirani u trajanju od 15 min pri 8000 rpm koriStenjem centrifuge
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(Heraeus Megafuge 8, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA SAD). Postupkom centrifugiranja
odvojen je tekuci dio (supernatant) od krutog dijela (talog). Tekuci dio je odbacen, a kruti dio je

koriSten za dobivanje suhog kompleksa soka aronije s vlaknima i Seerima.

Tablica 6 Udio koriStenih komponenti za pripremu uzoraka

. . Citrus .
Uzorak Sok aronije Citrus vlakno vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar  Trehaloza Saharoza
(mL) (2 () (® (@ (2
Ccv 200 4 - - - -
CVT 200 4 - - 4 -
CVS 200 4 - - - 4
CV/X 200 - 4 - - -
C\{P{ 200 - 4 . 4
C\g/X 200 ) 4 ) ) A
CV/G 200 - - 4 -
CV/G 200 ) ) A A
T
C\g/G 200 ) ) A ) A

CV — citrus vlakno, X — ksantan, G — guar, T — trehaloza, S — saharoza.

Za dobivanje suhih uzoraka primijenjeno je suSenje smrzavanjem (liofilizacija). Prije samog
postupka, talog dobiven centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C u trajanju od 24 sata. Liofilizacija
je provedena na laboratorijskom liofilizatoru Alpha 1-4 (Martin Christ, Osterode am Harz,
Njemacka) prikazanom na Slici 22. Uvjeti liofilizacije bili su sljedeci: temperatura smrzavanja bila
je postavljena na -55 °C, temperatura sublimacije kretala se od -35 °C do 0 °C pod vakuumom od
0,220 mbar, temperatura izotermne desorpcije kretala se od 0 °C do 22 °C pod vakuumom od 0,060

mbar. Proces je trajao 12 sati.

Dobiveni suhi uzorci podijeljeni su u dva dijela. Prvi dio uzoraka je analiziran odmah nakon
pripreme. Drugi dio uzoraka skladiSten je osam mjeseci na sobnoj temperaturi i izloZen svjetlosti.
Uzoreci su Cuvani u prozirnim staklenim posudama s metalnim poklopcima. Sve analize provedene

su 1 na uzorcima nakon pripreme i nakon skladiStenja.
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Slika 22 Laboratorijski liofilizator

3.3.2. Ekstrakcija uzoraka za spektrofotometrijske analize i analizu polifenola

HPLC metodom

Kao otapalo za ekstrakciju polifenola koristen je zakiseljeni metanol; u omjeru metanol: HCI 99: 1
(v/v). Odvagano je oko 0,3 g uzorka i dodano 15 mL otapala za ekstrakciju. Uzorci su dobro

promijesani i ostavljeni preko noé¢i na sobnoj temperaturi nakon ¢ega su filtrirani.

Spektrofotometrijska mjerenja provedena su na UV-Vis spektrofotometru (Cary 60 UV-Vis,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) (Slika 23).

L

—

Slika 23 UV-Vis spektrofotometar
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3.3.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je prema modificiranoj Folin-Ciocalteu metodi opisanoj kod
Singleton 1 Rossi (1965). U staklenu epruvetu dodano je 0,1 mL uzorka, 0,9 mL vode, 5 mL Folin-
Ciocalteu reagensa (3,3 %-tna otopina u vodi) 1 4 mL NaCOs (y = 75 mg/mL). Nakon inkubacije
u trajanju od 120 minuta u mraku na sobnoj temperaturi, ocitana je apsorbancija na 765 nm.
Kalibracijski pravac standarda galne kiseline napravljen je u rasponu od 200 mg/L do 1200 mg/L
(12 =0,9919). Sva mjerenja provedena su u tri paralele, a rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata

galne kiseline po g uzorka (mg EGK/g).
3.3.4. Odredivanje sadrZaja monomernih antocijanina

SadrZaj monomernih antocijanina odreden je pH diferencijalnom metodom (Giusti i Wrodslad,
2001). Za potrebe analize pripremljena su dva pufera: 0,025 M KCI (pH 1) 10,4 M CH3CO2Na (pH
4,5). U staklenoj epruveti pomijesano je 0,2 mL uzorka s 2 mL pufera pH 1 ili pH 4,5. Pripremljene
smjese su inkubirane 15 min u tamnom te je izmjerena apsorbancija na 515 nm i 700 nm.

Apsorbancija uzorka je izracunata prema sljedec¢oj formuli (1):

A= (As1s — A700)pr1 — (As1s — A700)pH 4,5 @
SadrZaj monomernih antocijanina odreden je prema sljedecoj formuli (2):
y=(AXMXFR x1000)/e x1 ?2)

gdje je: v — koncentracija antocijanina izraZzena kao ekvivalent cijanidin-3-glukozida,
M - molekulska masa cijanidin-3-glukozida (449,2 g/mol),
FR - faktor razrjedenja,
¢ - molarni koeficijent apsorpcije koji iznosi 26,900 L/mol cm,
1 — duljina kivete, 1 cm.

Mjerenja su provedena u tri paralele, a rezultati izraZzeni u mg ekvivalenata cijanidin-3-glukozida

po g uzorka (mg EC3G/g).
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3.3.5. Odredivanje sadrzaja proantocijanidina

Sadrzaj proantocijanidina u uzorcima odreden je DMAC (4-(dimetilamino)-cinamaldehid)
metodom (Prior i sur., 2010). Za potrebe eksperimenta pripremljene su otopine zakiseljenog etanola
(75 % etanol, 12,5 % voda 1 12,5 % HCIl (37 %-tna); v/v/v) i DMAC-a (y = 1 mg/mL) u
zakiseljenom etanolu. U staklenu epruvetu dodan je 0,5 mL uzorka i 1| mL DMAC reagensa.
Epruvete su ostavljene u tamnom na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min te je izmjerena
apsorbancija na 640 nm. Kalibracijski pravac standarda procijanidina B2 napravljen je u rasponu
od 10 pg/g do 80 ng/g (1 = 0,9971). Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata procijanidina B2
po g uzorka (mg EPB2/g).

3.3.6. HPLC metoda za identifikaciju i kvantifikaciju pojedinacnih polifenola
prisutnih u uzorcima

Pojedinacni polifenoli u uzorcima analizirani su tekucinskom kromatografijom visoke

djelotvornosti (HPLC) koriste¢i sustav 1260 Infinity II (Agilent Technology, Santa Clara, CA,

SAD) opremljen kvaternom pumpom, detektorom s nizom dioada (DAD) i kolonom za razdvajanje

Poroshell 120 (EC C-18 column, 4.6 x 100 mm, 2.7 um) (Slika 24).

oY

L =]

T
e e

Slika 24 HPLC sustav
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KoriStena metoda prethodno je opisana kod Ivi¢ i sur. (2021). Prije injektiranja u sustav, 1 mL
uzorka filtriran je uporabom 0,45 um PTFE filtera. Kao mobilne faze za ispiranje koristene su 0,1
% H3PO4 u vodi (A) 1 100 %-tni metanol (B). Primijenjena je gradijentna eluacija kako slijedi: 0
min 5 % B, 3 min 30 % B, 15 min 35 % B, 22 min 37 % B, 30 min 41 % B, 32 min 45 % B, 40
min 49 % B, 45 min 80 % B, 48 min 80 % B, 50 min 5 % B, 53 min 5 % B. Injektirani volumen
iznosio je 5 pl, a protok je iznosio 1 mL/min. UV-Vis spektar je snimljen u rasponu od 190 nm do
600 nm. Antocijanini su prac¢eni na 520 nm, fenolne kiseline na 320 nm, flavonoli na 360 nm, a
flavanoni na 280 nm. Koncentrirane otopine standarda antocijanina su pripremljene u zakiseljenom
metanolu (metanol: HCI 99: 1; v/v), a ostalih polifenola u 100 %-tnom metanolu. Identifikacija
polifenola provedena je usporedbom retencijskog vremena i UV-Vis spektra pikova u uzorcima sa
standardima. Kako bi se potvrdila identifikacija, u uzorke je dodana poznata koli¢ina standarda. U
Tablici 7 prikazani su standardi polifenola koriSteni u ovom istrazivanju kao i raspon koristenih
koncentracija za izradu kalibracijskog pravca i jednadzba kalibracijskog pravca. Takoder prikazana
je i linearnost (r?), granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) koje su izra¢unate
pomocu kalibracijskih krivulja polifenolnih standarda. LOD predstavlja najnizu koli¢inu analita

koja se moze detektirati u uzorku, a izracunata je prema sljedecoj formuli (3):

SD
LOD = 3,3 < 3)

gdje je: SD — standardna devijacija odsjecaka na y osi,
S — srednja vrijednost nagiba kalibracijskog pravca.

LOQ je najniza koli¢ina analita koja se moZe kvantitativno odrediti s prihvatljivom razinom

preciznosti, istinitosti 1 ponovljivosti, a izracunata je prema sljedecoj formuli (4):
SD
L0Q =10 — (C))

gdje je: SD — standardna devijacija odsjecaka na y osi,

S — srednja vrijednost nagiba kalibracijskog pravca.
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Tablica 7 Standardi polifenola koriSteni za identifikaciju 1 kvantifikaciju s datim rasponom
koncentracija, jednadzbom kalibracijskog pravca, linearnosti, granicom detekcije i granicom

kvantifikacije
. Raspon koriStenih Jednadzba Linearnost LOD  LOQ
Polifenol koncentracija . . 2
(mg/L) kalibracijskog pravca (rH) (mg/L) (mg/L)
Cijanidin-3-galaktozid 4-512 y=43,767x — 126,21 0,9998 0,0006 0,0019
Cijanidin-3-glukozid 7,5 - 481 y=41,619x - 0,8734 0,9995 0,10 0,30
Cijanidin-3-arabinozid 3,3-415 y =40,683x — 23,04 0,9996 0,29 0,89
Neoklorogenska kiselina 1-150 y=28,71x + 38,927 0,9992 0,71 2,15
Klorogenska kiselina 5-250 y =40,17x - 139,5 0,9997 0,0002 0,0006
Kvercetin-3-galaktozid 23-75 y=34,871x—- 10,566 1 0,18 0,55
Kvercetin-3-rutinozid 1-150 y=17,21x + 34,999 0,998 2,12 6,44
Hesperidin 1-500 y =22,16x — 30,398 0,9996 2,57 7,79

3.3.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriStene su cetiri metode: DPPH, ABTS, FRAP i
CUPRAC. Sva mjerenja su provedena u tri paralele, a rezultati su izraZeni u mmol ekvivalenata

Trolox-a po 100 g uzorka (mmol TE/100 g).
DPPH metoda

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka pomocu 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
reagensa provedeno je prema metodi od Brand-Williams 1 sur. (1995) s malim izmjenama.
Pripremljena je 0,5 mM otopina DPPH reagensa u etanolu (96 %). U staklenu epruvetu dodano je
0,2 mL uzorka i 3 mL DPPH otopine. Nakon mijeSanja, epruvete su ostavljene u tamnom na sobnoj
temperaturi u trajanju od 15 min te je izmjerena apsorbancija na 517 nm. Kalibracijski pravac

Trolox standarda napravljen je u rasponu od 6,25 pmol/100 mL do 50 pmol/100 mL (r* = 0,9979).
ABTS metoda

Antioksidacijska aktivnost uzoraka, odredena pomoc¢u ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolin-6-
sulfonska kiselina) diamonijeva sol) reagensa, provedena je prema protokolu od Arnao i sur. (2001)
s malim izmjenama. ABTS reagens je pripremljen mijeSanjem 10 mL otopine 2,2"-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (y =4 mg/mL) i 10 mL otopine K2S>Os (y
=7 mg/mL). U staklenoj epruveti pomijesano je 0,2 mL uzorka i 3,2 mL ABTS reagensa. Nakon
95 min u mraku, na sobnoj temperaturi, uzorcima je izmjerena apsorbancija na 734 nm.
Kalibracijski pravac Trolox standarda napravljen je u rasponu od 15 pmol/100 mL do 65 umol/100
mL (r* = 0,9997).
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FRAP metoda

Sposobnost redukcije zeljeza (eng. ferric reducing ability) uzorcima odredena je prema metodi
prethodno opisanoj kod Benzie i Strain (1996) s malim izmjenama. FRAP reagens pripremljen je
mijesajuci 25 mL 300 mM acetatnog pufera (pH 3,6), 2,5 mL 10 mM TPTZ otopine (eng. 2,4,6-
tripyridyl-s-triazine) i 2,5 mL 20 mM FeCls. Prije same analize, pripremljeni reagens zagrijan je
na 37 °C. U staklenoj epruveti pomijesano je 0,2 mL uzorka i 3 mL FRAP reagensa. Epruvete su
ostavljene na sobnoj temperaturi u tamnom 30 min nakon ¢ega je izmjerena apsorbancija na 593
nm. Kalibracijski pravac Trolox standarda napravljen je u rasponu od 10 umol/100 mL do 70

umol/100 mL (r* = 0,9985).
CUPRAC metoda

CUPRAC (eng. cupric reducing antioxidant capacity) metoda prethodno je opisana kod Apak i sur.
(2004). U staklenu epruvetu dodan je 1 mL 10 mM otopine CuCl,, 1 mL 7,5 mM otopine
neokuproina i 1 mL 1 M amonijevog acetatnog pufera (pH 7,0). Nakon toga, dodani su uzorak i
voda u ukupnom volumenu od 1,1 mL. Apsorbancija je izmjerena na 450 nm, nakon 30 min u
tamnom na sobnoj temperaturi. Kalibracijski pravac Trolox standarda napravljen je u rasponu od 6

pumol/100 mL do 70 umol/100 mL (r? = 0,9985).
3.3.8. Inhibicija enzima a-amilaze

Inhibicija enzima a-amilaze provedena je prema protokolu opisanom kod Kellogg i sur. (2014) 1
Nyambe-Silavwe 1 sur. (2015), s malim izmjenama. Za potrebe analize pripremljene su otopine
DNS reagensa, Skroba i a-amilaze. Za pripremu DNS reagensa bile su potrebne otopine natrijevog
hidroksida (2 M), 3,5-dinitrosalicilne kiseline (¢ = 96 mmol/L) u vodi i kalijevog natrijevog
tartarata tetrahidrata (c = 5,3 mol/L) (KNT) u 2 M NaOH. Otopine KNT-a 1 3,5-dinitrosalicilne
kiseline mijeSane su i1 zagrijavane bez vrenja. DNS reagens je dobiven mijeSanjem vode, KNT-a i
otopine 3,5-dinitrosalicilne kiseline u omjeru 3:2:5. Reagens je stabilan tri tjedna, uvan na sobnoj
temperaturi te zaSti¢en od svjetla. Fosfatni pufer koncentracije 0,02 mol/L pH 6,9 koriSten je za
pripremu otopine Skroba koncentracije 2,5 mg/mL (zagrijavanjem na 90 °C 15 minuta) i otopine

a-amilaze (3 U/mL).

Ekstrakti uzoraka (50 pL) pomijesani su sa Skrobom (200 pL) i predinkubirani na 37 °C 10 minuta.

Dodatkom a-amilaze (200 pL) u glavne probe zapocela je reakcija te je provodena na 37 °C 15
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minuta. Reakcija je zaustavljena dodatkom DNS reagensa (1 mL) u sve epruvete te zagrijavanjem
na 95 °C tijekom 15 minuta. Pokus je proveden koriste¢i Combitherm-2 CH 3-150 (BioSan, Riga,
Latvija). Ukupan volumen od 1,5 mL nadoknaden je s fosfatnim puferom. U Tablici 8 dodatno je
objasnjen postupak pokusa, odnosno inhibirana i neinhibirana reakcija. Apsorbancija je izmjerena
na 540 nm. Pri istim uvjetima pokusa odredena je inhibicija enzima a-amilaze standardom

akarbozom.

Tablica 8 Inhibicija enzima a-amilaze

Uzorak Skrob o-amilaza DNS reagens
Lo " Glavna proba - + + +
Neinhibirana reakcija Slijepa proba N N
_ . Glavna proba + + + +
Inhibirana reakcija Slijepa proba 4 N N

Inhibicija enzima izracunata je prema sljede¢oj formuli (5):

( AAneinhibirana reakcija — AAinhibirana reakcija)

% inhibicije = X 100 Q)

A‘élneinhibirana reakcija
gdje AAnecinhibirana reakcija predstavlja razliku apsorbancije neihibirane reakcije i pripadajuce slijepe
probe, a AAinnibirana reakeija predstavlja razliku apsorbancije inhibirane reakcije i1 pripadajuce slijepe

probe.
3.3.9. Inhibicija enzima a-glukozidaze

Inhibicija enzima a-glukozidaze provedena je prema metodi prethodno opisanoj kod Granados-
Guzman 1 sur. (2018) s malim izmjenama. Za potrebe analize pripremljene su otopine Na>COs3 (0,1
M), fosfatnog pufera (c = 0,1 mol/L, pH 6,8), a-glukozidaze (0,55 U/mL) u fosfatnom puferu i
pNPG-a (y = 0,40 mg/mL).

Za potrebe ove analize ekstrakti uzoraka su razrijedeni te je faktor razrjedenja iznosio 30. Tako
dobiveni uzorci (165 pL) pomijeSani su s pNPG-om (85 pL) 1 predinkubirani na 37 °C tijekom 10
minuta. Dodatkom a-glukozidaze (85 puL) u glavne probe zapocela je reakcija te je provodena na
37 °C u trajanju od 17,5 minuta. Reakcija je zaustavljena dodatkom natrijevog karbonata (665 puL)
u sve epruvete. Pokus je proveden koriste¢i Combitherm-2 CH 3-150 (BioSan, Riga, Latvija).

Ukupan volumen od 1 mL nadoknaden je s fosfatnim puferom. U Tablici 9 dodatno je objasnjen
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postupak pokusa, odnosno inhibirana i neinhibirana reakcija. Apsorbancija je izmjerena na 405 nm.

Pri istim uvjetima pokusa odredena je inhibicija enzima a- glukozidaze standardom akarbozom.

Tablica 9 Inhibicija enzima a-glukozidaze

Uzorak pNPG a-glukozidaza Na2CO3
- + + +
Neinhibirana reakcija Sllg‘e/;z § ;211;: + +
+ + + +
Inhibirana reakcija SIISZII)I: g ;gl;;i ; . +

Inhibicija enzima izraCunata je prema formuli (5).
3.3.10. Analiza hlapljivih komponenti u uzorcima primjenom GC-MS metode

Hlapljive komponente prisutne u uzorcima analizirane se plinskom kromatografijom s masenom

spektrometrijom (GC-MS). Koristeni uredaj prikazan je na Slici 25.

Slika 25 Plinski kromatograf s masenim detektorom

Kao tehnika ekstrakcije hlapljivih spojeva, koristila se tehnika mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi
(SPME). Ta tehnika je bazirana na primjeni igle s punilom od divinilbenzena-karboksena-
polidimetilsiloksana (DVB/CAR/PDMS) debljine 80 pum (Supelco, Bellefonte, SAD) kao
polimerne stacionarne faze. U staklenu vijalu dodano je 5 mL uzorka i 1 g NaCl-a kako bi se

poboljsala ekstrakcija. Takoder, dodano je 10 pL internog standarda mirtenola (y = 0,5 g/L).
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Hermeticki zatvorena vijala s teflonskim ¢epom postavljena je u vodenu kupelj gdje se uzorak
zagrijavao i mijeSao na 40 °C u trajanju od 5 minuta. Tijekom ovog procesa, nadprostor se zasi¢ivao
hlapljivim spojevima nakon ¢ega je u nadprostor stavljena SPME igla. Adsorpcija je trajala 45 min
na temperaturi od 40 °C. Nakon toga, igla je prenesena u injektor plinskog kromatografa u kojem
se odvijala desorpcija hlapljivih spojeva (na 250 °C u trajanju od 7 minuta) u kolonu uzrokovana
toplinom. U koloni koja se postepeno zagrijava, hlapljivi spojevi razdvajali su se na osnovi
hlapljivosti. U maseni detektor prvi su dospijevali spojevi koji su lakse hlapljivi. U GC pecnici
nalazi se HP-5MS kolona (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). Uvjeti koriStene metode su sljedeéi:
pocetna temperatura od 40 °C u trajanju od 10 minuta, rast temperature do 120 °C (3 °C/min), rast
temperature do 250 °C (10 °C/min), temperatura detektora — 250 °C, plin nosac — helij 5,0 (99,99
%). Energija ionizacije je 70 eV, a maseni interval (m/z) je od 40 do 400. Dobiveni pikovi i maseni
spektri su usporedeni s bazom spojeva Nist08 (National Institute of Standards and Technology,
USA) 1 Wiley 9 (Wiley, SAD) te retencijskog indeksa. Za svaki spoj izraunat je linearni retencijski
indeks koriste¢i standard koji sadrzi smjesu alkana C7 — C30, analiziran pri istim GC-MS uvjetima.

Retencijski indeks je izra¢unat prema sljede¢oj jednadzbi (6):

logt, — logt,

RI =100 X |(n+ (N —n) logty — logt
n

()

gdje je: RI — retencijski indeks,
n — broj C atoma u alkanu koji izlazi prije nepoznatog spoja,
N —broj C atoma u alkanu koji izlazi nakon nepoznatog spoja,
X — nepoznati spoj,
t — retencijsko vrijeme (min).

U Tablici 10 prikazana su fizikalno-kemijska svojstva 1 aromatske note hlapljivih komponenti

identificiranih 1 kvantificiranih u ovom istrazivanju.
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Tablica 10 Fizikalno-kemijska svojstva i aromatske note hlapljivih komponenti identificiranih i
kvantificiranih u ovom istrazivanju

Spoj RT (min) RI MW (g/mol) log P (o/w) VP (mmHg) Aromatska nota
Heksanska kiselina 17,52 983 116,16 1,920 0,158 masna nota
Nonanska kiselina 33,20 1277 158,24 3,420 0,009 masna nota
Oktanska kiselina 29,16 1188 144,21 3,050 0,022 masna nota
Dekanska kiselina 37,48 1376 172,27 4,090 3,660 x 10 masna nota
Laurinska kiselina 41,75 1558 200,32 4,600 1,598 x 1073 masna nota
Pentan-1-ol 4,08 757 88,15 1,348 1,500 voc¢na nota
3-heksen-1-ol 7,54 849 100,16 1,697 1,039 zelena nota
Heks-1-ol 8,38 868 102,18 2,030 0,947 zelena nota
Okten-3-ol 17,27 980 128,21 2,519 0,531 zemljana nota
2-etilheksan-1-ol 19,68 1030 130,23 2,820 0,207 citrusna nota
Oktan-1-ol 23,12 1072 130,23 3,000 0,079 zelena nota
Nonan-1-ol 28,45 1174 144,26 3,770 0,041 masna nota
Dekan-1-ol 33,36 1269 158,28 4,570 0,009 masna nota
Perilil alkohol 33,75 1286 152,24 2,100 0,006 zelena nota
Heksanal 498 800 100,16 1,780 10,888 zelena nota
2-heksenal 7,37 851 98,14 1,790 4,620 zelena nota
2-heptanon 9,85 885 114,19 1,980 4,732 masna nota
Heptanal 11,27 893 114,19 2,442 3,854 zelena nota
Benzaldehid 14,76 955 106,12 1,480 1,270 voéna nota
1-okten-3-on 16,30 979 126,20 2,114 9,826 voéna nota
6-metil-5-hepten-2-on 17,04 987 126,20 2,070 0,841 citrusna nota
2-oktenal 21,30 1054 126,20 2,322 9,976 masna nota
Nonanal 23,99 1095 142,24 3,461 0,532 citrusna nota
2-nonenal 27,64 1158 140,23 3,319 0,256 zelena nota
Dekanal 29,40 1200 156,27 3,970 0,207 cvjetna nota
2,4-nonadienal 30,33 1212 138,21 2,840 1,560 masna nota
2-dekenal 32,68 1256 154,25 3,828 0,067 masna nota
4-propilbenzaldehid 33,15 1265 148,20 2,918 0,039 -
Geranil aceton 39,51 1448 194,32 3,834 0,016 cvjetna nota
D-limonen 19,19 1018 136,24 4,570 0,198 citrusna nota
Linalool 23,74 1096 154,25 2,970 0,016 citrusna nota
trans-p-2,8-mentadienol 24,68 1108 152,24 2,400 0,029 menta
trans-karveol 29,32 1213 152,23 3,120 0,012 zacinska nota
Nerol 30,50 1218 154,25 3,470 0,013 citrusna nota
Geraniol 31,78 1247 154,25 3,560 0,021 cvjetna nota
Mentol 27,62 1167 156,27 3,216 0,032 menta
a-terpineol 29,21 1189 154,25 2,670 0,028 drvenasta nota
B-citronelol 31,39 1232 156,27 3,300 0,020 citrusna nota
Karvon 31,72 1238 150,22 3,070 0,160 menta
[-damascenon 37,60 1377 190,29 4,042 0,020 voéna nota
o-ionon 38,83 1417 192,30 3,995 0,014 vocna nota
[-ionon 40,23 1477 192,30 3,995 0,017 voéna nota
a-cedrol 42,34 1592 222,37 4,330 0,001 drvenasta nota
2-ctilheksil acetat 26,63 1146 172,26 4,200 0,210 vocéna nota
Etil-dekanoat 38,00 1391 200,32 4,861 0,034 vocéna nota
Etil-miristat 44 85 1778 256,42 7,090 0,003 masna nota
Etil-palmitat 47,01 1978 284,48 6,760 7x10°% masna nota

RT — retencijsko vrijeme; RI — retencijski indeks, MW — molekulska masa; log P — logaritam koeficijenta oktanol voda
koji pokazuje relativnu hidrofobnost komponente; VP — tlak pare.
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3.3.11. Parametri boje uzoraka

Kromametar A CR-400 (Konica Minolta, Inc., Osaka, Japan) je koriSten za mjerenje parametara
boje uuzorcima (Slika 26). Ovaj tip kromametra mjeri svjetlost pomocu silikonskih fotocelija koja
je reflektirana s povrsine predmeta. U radu je koriSten Lab sustav koji daje rezultate priblizne onim
od ljudskog oka. Mjereni su sljedec¢i parametri: L*, a*, b*, C* 1 °h. L* odreduje svjetlinu; ako je
L* = 0 predmet je taman, a ako je L* = 100 predmet je svijetao. a* parametar pokazuje crvenu ili
zelenu boju. Ako je a* pozitivan predmet je crvene boje, a ako je negativan predmet je zelene boje.
Parametar b* u pozitivnoj vrijednosti predstavlja zutu boju, a u negativnoj vrijednosti plavu boju.
Zasicenje boje opisano je parametrom C*, a oznacava udio Ciste boje u ukupnom vizualnom
dozivljaju boje. Parametar °h oznacava ton boje odnosno vizualni dozivljaj na temelju kojeg

definiramo odredenu boju.

o

e

=
Slika 26 Kromametar A CR-400

Udaljenost izmedu dvije to¢ke u koordinatnom sustavu boje izrazava se kao promjena boje (AE).

Promjena boje izraCunava se na temelju L*, a* 1 b* parametara koriStenjem sljedece formule (7):

AE = [(AL)? + (4a*)? + (4b")?]*°
AL =L, — L, o
Ada* = ap —ay,
Ab* = b} — b},

gdje je: k — kontrolni uzorak
u — usporedivani uzorak

Veza izmedu izraCunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje dana je u Tablici 11.
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Tablica 11 Veza izmedu izracunate promjene boje (AE) 1 ljudske percepcije boje

AE Vidljivost razlike ljudskim okom
<0,2 Razlika boja se ne vidi
02-1 Razlika boja se primjecuje

1-3 Razlika boja se vidi

3-6 Razlika boja se dobro vidi

>6 Ocigledna odstupanja boja

3.3.12. FTIR-ATR analiza

Infracrveni (IR) spektar uzoraka snimljen je primjenom infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom te tehnike priguSene totalne refleksije (FTIR-ATR) na spektrometru Cary 600
(Agilent Technologies) (Slika 27) opremljenim sa softverom MicroLab Expert (Agilent

Technologies). Uzorci su snimljeni u podruéju od 4000 cm™ do 600 cm’.

Slika 27 FTIR-ATR spektrometar

Iz dobivenih rezultata pomoc¢u formula (8) (9) 1 (10) izracunati su sljede¢i parametri kao omjer
izmedu intenziteta vrpce: indeks ukupnog kristaliteta (TCI), indeks bo¢nog poretka (LOI) 1

intenzitet vodikove veze (HBI).

A1370—1360

TCI = )

A2900-2890
gdje je A1370-1360 intenzitet vrpce u podrucju 1370-1360 cm™!, a Az900-2890 intenzitet vrpce u podrudju
2900-2890 cm™.

A14-30—14-20

LOI = )

A897
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gdje je A1430-1420 intenzitet vrpce u podruéju 1430-1420 cm’!, a Aso7 intenzitet vrpce na 897 cm™'.

A3340-
Hp] = (133403330 (10)

A1315

gdje je As340.3330 intenzitet vrpce u podrucju 3340-3330 cm™!, a A315 intenzitet vrpce na 1315 cm”
1

3.3.13. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati izrazeni su kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Rezultati su
obradeni koriStenjem racunalnog programa Statistica 13.1 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD) pomocu
metode analize varijanci (ANOVA) 1 Fisher-ovog LSD testa (test najmanje znacajne razlike, P <
0,05). Dodatno, provedena je klaster analiza grupiranja uzoraka po sli¢nosti prema sadrzaju

polifenola te grupiranje uzoraka po slicnosti aromatskog profila.
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4.1. SOK ARONIJE I VLAKNA

Tablica 12 Sadrzaj polifenola, antioksidacijska aktivnost i sposobnost inhibicije enzima sokom
aronije i akarbozom

Sadrzaj polifenola u soku aronije

Ukupni polifenoli (g/L) 5,82 £ 0,02
Proantocijanidini (mg/L) 643,98 £ 1,10
Monomerni antocijanini (mg/L) 131,53 £ 0,96
SadrzZaj pojedina¢nih polifenola u soku aronije odreden HPLC analizom (mg/L)
Cijanidin-3-galaktozid 8,06 £0,03
Cijanidin-3-glukozid 0,22 +0,03
Cijanidin-3-arabinozid 2,18 +0,01
Neoklorogenska kiselina 302,89 £ 1,65
Klorogenska kiselina 196,25 + 0,89
Kvercetin-3-galaktozid 3,61 +0,00
Kvercetin-3-rutinozid 18,96 + 0,05
Antioksidacijska aktivnost soka aronije (mmol/100 mL)
DPPH 2,91 +0,02
ABTS 5,51 +0,04
FRAP 391+0,10
CUPRAC 3,22 +0,04
Inhibicija enzima sokom aronije
Ukupni polifenoli (mg/L) % inhibicije
Inhibicija a-amilaze 6,26 +£0,02 26,06 £ 0,37
Inhibicija o-glukozidaze 0,02 £0,00 85,94+ 1,14
Inhibicija enzima akarbozom
Koncentracija akarboze (mg/L) % inhibicije
Inhibicija a-amilaze 6,67 52,11
Inhibicija a-glukozidaze 33 66,04

Tablica 13 SadrZaj polifenola 1 antioksidacijska aktivnost citrus vlakna, citrus vlakna/guara 1
citrus vlakna/ksantana

Sadrzaj polifenola Citrus vlakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
Ukupni polifenoli (g/kg) 3,19+0,11 6,81 £0,19 7,09 £0,01
Proantocijanidini (ng/g) 1,31 £0,18 197,42 £ 0,96 178,90 + 1,20
Hesperidin (g/kg) 5,52 +0,04 12,52 +0,24 13,22+0,12
Antioksidacijska aktivnost (mmol/100 g)
DPPH 1,18 £0,06 1,22 £ 0,02 1,27 £0,00
ABTS 0,33 +£0,01 0,56 + 0,04 1,89 +£0,13
FRAP 1,47 +£0,14 2,93 £0,00 3,50 +0,16
CUPRAC 2,48 £ 0,06 3,43 £ 0,03 4,07 £0,02
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Tablica 14 Sadrzaj hlapljivih komponenti soka aronije, citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i
citrus vlakna guara (pg/kg)

Spoj Sok aronije Citrus vlakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
Kiseline 7,85 +£0,32 17,73 £0,03 9,36 +0,24 14,94 £0,11
Heksanska kiselina 2,29 +0,03 17,73 £ 0,03 4,94 +0,14 2,13+£0,10
Nonanska kiselina 2,33+0,17 - 4,42 +0,10 12,80 £0,01
Oktanska kiselina 1,77 £ 0,12 - - -
Dekanska kiselina 0,98 £0,00 - - -
Laurinska kiselina 0,48 £0,01 - - -
Alkoholi 161,77 2,45 115,76 + 5,37 40,02 +£0,67 124,29 + 3,20
Pentan-1-ol - - 1,81 £0,00 3,35+0,07
3-heksen-1-ol 3438 £0,28 - - -
Heks-1-ol 118,20 £2,10 - - -
Okten-3-ol - 59,75 +2,68 - -
2-etilheksan-1-o0l 6,66 + 0,00 6,38 +0,70 8,45+0,17 36,34 +0,76
Oktan-1-ol - 23,75+1,63 22,70 £ 0,44 67,76 £2,19
Nonan-1-ol 2,53 +0,07 - - -
Dekan-1-ol - 20,03 +£0,21 5,29 £ 0,02 9,62 £ 0,01
Perilil alkohol - 5,86 +0,16 1,77 £ 0,02 7,22 +0,17
Karbonilni spojevi 30,58 +0,55 439,80 £ 8,76 264,65 2,71 637,70 £ 15,82
Heksanal - 162,07 +£ 0,20 83,17 +1,43 294,20 + 8,14
2-heksenal - - 0,73 £0,00 0,64 £0,01
2-heptanon - - 0,18 +£0,01 7,42 +£0,22
Heptanal - 24,45+ 0,47 16,80 +0,13 27,29 £0,29
Benzaldehid 9,80 + 0,04 87,99 £ 1,57 61,40 £0,24 50,03 £0,57
1-okten-3-on - - 5,54 +0,01 30,65 +1,07
6-metil-5-hepten-2-on - 51,73 £2,41 13,23 £0,06 21,60 +1,27
2-oktenal 0,81 £0,02 43,77+ 1,76 27,00 £ 0,12 44,79 £ 0,20
Nonanal 8,63 0,03 - 28,55+0,21 87,82 +1,80
2-nonenal - 54,04 £2,25 7,76 £ 0,18 12,45 +0,36
Dekanal 4,39 £ 0,05 14,35 +0,03 11,75 £ 0,09 36,87 1,26
2-dekenal 3,07+0,14 - 5,86 +0,10 11,40 £0,31
4-propilbenzaldehid 3,71 £0,27 - - -
Geranil aceton 0,17 £ 0,00 1,41 £0,08 2,68 £0,14 12,52 £0,32
Terpeni 10,90 + 0,24 646,49 + 4,20 634,90 + 3,74 504,99 £ 7,20
D-limonen 2,10+0,02 609,97 + 3,51 578,50 £ 0,84 37527 £ 4,11
Linalool 0,81 +0,03 11,83 £0,21 12,79 £ 0,39 57,35+ 1,40
trans-p-2,8-mentadienol - - 4,07 £0,07 5,37+0,18
trans-karveol - 13,64 £ 0,06 19,99 £2,20 28,53 +0,97
Nerol - - 2,72 £0,07 19,45+0,12
Geraniol - - 8,22+ 0,10 11,18 £0,06
Mentol 2,78 +£0,03 - - -
a-terpineol 1,42 +£0,07 - - -
B-citronelol 0,67 £0,02 - - -
Karvon 0,27 £0,01 - - -
B-damascenon 1,45+ 0,04 - - -
a-ionon 0,69 +0,01 3,53 +0,15 7,24 £ 0,05 4,49 £ 0,33
B-ionon 0,35 +0,01 7,52 +0,27 1,36 + 0,02 3,37 £ 0,03
o-cedrol 0,37 +£0,01 - - -
Esteri 1,27 £ 0,04 - 1,38 +£0,03 2,69 £0,03
2-etilheksil acetat - - 0,83 +£0,01 0,47 £0,01
Etil-dekanoat 0,84 +0,02 - - -
Etil-miristat 0,25 +0,02 - - -
Etil-palmitat 0,19 = 0,00 - 0,55+ 0,01 2,23 +£0,02
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Slika 28 Aromatski profil soka aronije, citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara

Tablica 15 Parametri boje soka aronije, citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara

Uzorak L* a* b* °h C*
Sok aronije 19,70 £ 0,05 0,85+0,01 0,87 +0,02 45,68 = 1,14 1,22 +£0,01
Citrus vlakno 82,68 0,15 1,20 £ 0,07 19,21 £0,03 86,42 +0,19 19,25 +0,03
Citrus vlakno/ksantan 87,04 £ 0,01 -0,06 £ 0,01 16,03 £0,02 90,22 + 0,04 16,03 £0,02
Citrus vlakno/guar 81,83 +0,01 0,97 £ 0,01 18,14 +£0,02 86,95 + 0,04 18,17 £0,02
0,2 -
0,15 A
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Slika 29 IR spektar citrus vlakna
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4.2. BIOAKTIVNI DODACI HRANI NA BAZI CITRUS VLAKANA, CITRUS
VLAKANA/KSANTANA 1 CITRUS VLAKANA/GUARA SA SOKOM
ARONIJE

4.2.1. Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u
kompleksima

Tablica 16 Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u kompleksima na bazi
citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (mg/g)

Uzorak Ukupni polifenoli Antocijanini Proantocijanidini
Cv1 98,34 £0,18° 2,43 £0,09° 15,16 £0,46°
CV2 70,10 £ 1,414 1,83 £0,05¢ 10,78 £ 0,114
CvV3 55,16 £ 1,16f 1,59 +0,03" 8,01 £0,20f

CV/X'1 92,70 + 1,60° 2,25 +0,03¢ 14,49 +0,12°

CV/X2 67,61 +1,59¢ 1,72 +0,06° 9,52 +0,29¢

CV/X3 56,75+ 0,97f 1,52 +£ 0,068 7,44 £ 0,108

CV/G 1 102,83 + 1,65° 2,58 +0,05% 16,34 + 0,072

CV/G2 69,19 £ 1,649 1,73 £0,05¢ 9,79 +0,24¢

CV/G3 51,60 + 0,448 1,51 0,028 6,80 £ 0,24h

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna. Vrijednosti u istom stupcu s
razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znaéajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 17 Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u skladistenim
kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije

(mg/g)

Uzorak Ukupni polifenoli Antocijanini Proantocijanidini
CV1 92,49 £ 1,54° 2,24 +0,04° 14,49 + 0,45°
Cv2 75,62 +1,84¢ 1,93 +0,02°¢ 11,60 + 0,504
Cv3 55,00 £ 1,44f 1,50 £ 0,04f 7,51 £0,25¢

CV/X1 92,82 £1,10° 2,19 £0,05° 14,01 £0,12¢

CV/X2 62,70 £ 1,49¢ 1,71 £0,03¢ 8,89 +0,07¢

CV/X3 53,94 £ 1,64f 1,40 £0,018 7,04 £ 0,108

CV/G1 97,06 +1,58* 2,47+0,07* 15,05 +£0,312

CV/IG2 65,07 £ 0,704 1,81 £0,02¢ 8,74 £0,12¢

CV/G3 47,37 £0,68¢ 1,34 + 0,058 5,99 £ 0,08"

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna. Vrijednosti u istom stupcu s
razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znac¢ajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 18 ZadrZavanje polifenola nakon skladistenja u kompleksima na bazi citrus vlakna,
citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije

Uzorak Antocijanini (%) Proantocijanidini (%)
Cvl 92,24 95,58
CvV2 100,00 100,00
CV3 94,44 93,78

CV/X 1 97,25 96,72

CV/X 2 99,45 93,39

CV/X3 92,27 94,53

CV/G1 95,56 92,06

CV/G2 100,00 89,26

CV/G3 89,18 88,07

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog
vlakna. Izraunato iz rezultata dobivenih spektrofotometrijskim
mjerenjem sadrzaja ukupnih antocijanina i proantocijanidina.
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4. REZULTATI

4.2.2. Sadrzaj individualnih polifenola u kompleksima odredenih HPLC analizom

Tablica 19 Sadrzaj pojedinacnih polifenola u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom
aronije odredenih HPLC analizom (mg/100 g)

Spoj CV1 CV2 CV3 CV/X'1 CV/X 2 CV/X 3 CV/G 1 CV/G2 CV/G3
Antocijanini
C-3-gal  31,14+0,56" 27,65+ 0,294 25,13 £0,29F 30,44 £0,31¢ 26,93 £0,27¢ 25,15+0,21F 31,80 £0,232 27,13 +£0,40¢° 24,41 +£0,168
C-3-glu 16,04 £0,36* 12,60 £0,07¢ 8,97 £0,09¢ 13,68 £ 0,20° 10,73 £ 0,254 9,15+0,50¢ 13,99 +0,32° 10,61 + 0,224 8,18 +0,41F
C-3-ara 11,24 +0,43°¢ 10,69 +0,31¢ 9,61 + 0,394 14,56 £ 0,38 9,30 = 0,204 10,85 + 0,62¢ 12,36 = 0,30° 10,84 +0,22¢ 9,11 + 0,034
Ukupno 58,42 +£1,35* 50,94 +0,67° 43,71 £0,77¢F 58,68 +0,90? 46,95+ 0,71 45,15+ 1,339 58,15 £0,85? 48,58 + (0,84% 41,70 + 0,60f
Fenolne Kiseline
NK 145,33 £3,68* 107,58 £2,744 95,45 +1,66" 134,11 +2,02b 115,29 £2,51¢ 102,92 +1,55¢ 115,42 £0,57°¢ 101,57 £2,58¢ 99,42 + 3,93¢f
KK 149,09 £ 0,67° 125,06 = 1,70¢ 122,36 £0,95¢ 156,72 +1,77* 143,21 + 1,264 135,26 +2,47°¢ 145,88 +2,59¢ 129,66 + 1,04f 129,18 +0,92f
DKK 80,61 + 1,654 71,24 +0,87F 68,78 £2,70f 92,91 £0,972 88,62 +2,03b 85,97 £ 1,34¢ 81,30 + 0,894 79,16 + 1,16% 77,27 £0,62¢
Ukupno 375,03 +£6,00°0 303,89 + 5,324 286,59 +530°  383,74+4,75*  347,12+5,81° 324,14 + 5,36° 342,60 + 4,06° 310,39 + 4,78 305,87 + 5,474
Flavonoli
K-3-gal 37,24+0,51° 31,31 + 0,444 26,41 +0,22f 37,14 £0,14° 27,34 +0,49¢f 26,54 +0,11F 44,08 +£0,732 33,62 +£0,76° 28,18 +1,04¢
Flavanoni
H 782,10 +7,50¢  987,25+9,41¢ 1018,98+3,66¢ 721,55+239" 897,48 + 8,92f

1001,23 £ 11,18°

1345,09 £ 4,46°

1434,36 + 17,45

1453,06 + 13,53%

C-3-gal — cijanidin-3-galaktozid; C-3-glu — cijanidin-3-glukozid; C-3-ara — cijanidin-3-arabinozid; NK — neoklorogenska kiselina; KK — klorogenska kiselina; DKK
— derivat klorogenske kiseline; K-3-gal — kvercetin-3-galaktozid; H — hesperidin; CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna.
Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Tablica 20 Sadrzaj pojedinacnih polifenola u skladistenim kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus

vlakna/guara sa sokom aronije odredenih HPLC analizom (mg/100 g)

Spoj CV1 CV?2 CV3 CV/X 1 CV/X 2 CV/X 3 CV/G 1 CV/G2 CV/G3
Antocijanini
C-3-gal 28,54 +0,16° 26,65 £0,20¢ 23,84 +0,12° 28,62 +0,41° 25,77 +0,114 23,87 £0,06° 29,88 0,492 25,24 + 0,054 23,10+ 0,01F
C-3-glu 16,89 +0,07° 13,21 £0,144 7,08 £0,128 14,49 £0,16¢ 10,13 £0,17f 6,64 +0,11" 20,23 £0,112 11,24 +0,34¢ 4,76 £ 0,06
C-3-ara 10,14 + 0,04° 8,96 +0,08¢ 6,93 +0,30° 10,47 £ 0,020 7,16 + 0,094 6,27 +0,25F 11,33 £ 0,082 7,38 0,294 6,39 +0,12f
Ukupno 55,57 +0,27° 48,83 + 0,424 37,85+0,557 53,58 +0,59° 43,05 +0,38¢ 36,78 = 0,42f 61,43 £0,68? 43,86 +0,68° 3425+0,18¢
Fenolne Kiseline
NK 65,51 £0,52° 53,54 +1,50% 45,83 +1,38¢8 69,80 £ 1,442 61,13 £1,47°¢ 54,46 + 1,044 51,41 +0,95¢f 50,05 +1,52f 47,30 2,098
KK 116,01 + 1,31 105,10 £1,52¢ 9521+1,36" 124,15+1,092 117,44 +1,37° 108,15 +2,814 114,01 £1,18¢ 107,97 £0,51¢ 104,55 +2,29¢
DKK 79,06 +1,37° 71,51 +£1,56° 64,08 +1,17¢ 82,58 £ 0,832 78,14 + 1,68° 72,24 £1,59¢ 70,91 £ 1,35¢ 70,21 +1,24°¢ 67,88 + 1,774
Ukupno 260,58 £3.21%  230,15+4,58° 205,12+3,91f 276,53 £3,36*° 256,71 £4,53° 234,84 +5,44° 236,32 + 3,48¢ 22822 +£3274 219,73 £6,16%
Flavonoli
K-3-gal 38,38 +0,46" 32,48 £0,22¢ 27,16 £0,31" 35,87 £ 0,44¢ 28,44 + 0,49 26,53 +1,08" 4491 +0,632 34,33 + 0,834 30,19 +0,39F
Flavanoni
H 647,54 + 8,46f 849,14 +7,029 867,36 +1,37° 624,10+2.81¢  766,12+3.01°  863,99+4,12¢ 1103,09 +10,27° 1163,29 +3,832  1152,17 +£0,32°

C-3-gal — cijanidin-3-galaktozid; C-3-glu — cijanidin-3-glukozid; C-3-ara — cijanidin-3-arabinozid; NK — neoklorogenska kiselina; KK — klorogenska kiselina; DKK
— derivat klorogenske kiseline; K-3-gal — kvercetin-3-galaktozid; H — hesperidin; CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna.
Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znaéajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 21 Zadrzavanje polifenola (%) nakon skladiStenja u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije

Derivat

Uzorak Ukl.l.p ni_ . Neokl.oro.genska Klorogf:nska klorogenske Ukup_n ¢ Hesperidin Ul.(upni.

antocijanini kiselina kiselina Kiseline fenolne Kkiseline polifenoli
CV1 95,12 45,08 77,81 98,08 69,48 82,79 79,99
CV2 95,86 49,77 84,04 100,00 75,73 86,01 84,51
CVv3 86,58 48,01 77,81 93,17 71,57 85,12 82,68
CV/X'1 91,30 52,05 79,22 88,89 72,06 86,49 82,43
CV/X2 91,69 53,02 82,00 88,18 73,95 85,36 82,97
CV/X 3 81,46 52,91 79,96 84,03 72,45 86,29 83,19
CV/G 1 100,00 44,54 78,15 87,23 68,98 82,01 80,77
CV/G2 90,30 49,27 83,27 88,70 73,53 81,10 80,45
CV/G3 82,14 47,58 80,93 87,85 71,84 79,29 78,54

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna. IzraCunato iz rezultata dobivenih HPLC analizom polifenola.
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a) b) ©)

Sok aronje N Sok aronije Sok aronjje

Citris viakno N Citrus vlakno/ksantan Citrus viakno/guar
CV1 4 CV/X1 CVIG1 |

CV 1 skl 1 CV/X 1 skl CViIG2
Cv2 4 CViX2 CVIG3 }

CV3 4 CV/X3 CV/IG2 skl
CV2skl 1 CV/X 2 skl CVIG 3 skl }
CV 3 skl 4 CV/X 3 skl CV/G 1 skl |~

0 20 40 60 80 100 120 (] 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
(Dlink/Duax)*100 (Dliuk/Diax)* 100 (Dlink/Diax)*100

Slika 32 Grupiranje uzoraka po sli¢nosti sadrzaja polifenola u kompleksima na bazi a) citrus vlakna b) citrus vlakna/ksantana i c) citrus
vlakna/guara primjenom klaster analize (CV — citrus vlakno; X — ksantan, G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna; skl — skladiSteno)
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4.2.3. Antioksidacijska aktivnost kompleksa

Tablica 22 Antioksidacijska aktivnost kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i

citrus vlakna/guara sa sokom aronije (mmol/100 g)

Uzorak DPPH ABTS FRAP CUPRAC
CcV 1 36,09 +0,77° 65,49 + 0,20 64,37 + 0,99 105,73 = 1,61°
Ccv2 24,88 + 0,56 47,87 + 0,754 46,12 + 0,544 75,91 + 0,734
Ccv3 21,80 +0,97¢h 37,14 +0,75h 3526+ 0,332 60,04 +1,27°

CV/X 1 32,62 +0,54¢ 61,72 +0,89¢ 62,99 + 0,22 103,36 + 2,09¢

CV/X 2 28,06 + 0,84¢ 45,71 +£0,45° 42,06 +0,73" 69,82 +3,12¢

CV/X 3 22,15 + 0,40¢ 39,48 + 0,752 35,95+ 0,568 59,25 + 1,69°

CV/G 1 34,47 £041b 67,46 + 0,330 68,01 £0,57¢ 108,51 + 0,69

CV/G2 25,96 + 0,45¢ 46,94 + 0,63¢ 43,46 + 0,67¢ 71,83 + 1,66¢

CV/G 3 21,02 +0,48" 3526 + 0,68 33,41 +027h 53,66+ 0,012

CV —citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak kori§tenog vlakna. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim
eksponentima su statisticki znacajno razli¢ite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 23 Antioksidacijska aktivnost skladiStenih kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus

vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (mmol/100 g)

Uzorak DPPH ABTS FRAP CUPRAC
CV1 30,89 + 0,73 5847+ 1,07° 61,93 = 0,36° 96,25 + 1,52°
CV2 26,28 +0,38¢ 47,06 + 1,43¢ 46,74 + 0,47 77,47 +2,10¢
Ccv3 21,37 +0,84° 31,55+1,72° 34,08 +0,51¢ 56,86 + 1,27¢

CV/X 1 32,35+0,71° 58,11 + 0,56 63,05+ 0,59 100,67 + 0,85

CV/X2 25,08 +0,59¢ 42,01 + 1,09¢ 42,40 + 0,47¢ 68,65+ 1,164

CV/X 3 22,03 +0,30° 36,57 + 0,86¢ 35,73 +0,48" 58,35+ 0,99¢

CV/G 1 33,77 40,81 64,12 40,612 66,60 + 1,35 101,93 2,07

CV/G2 25,18 £0.21¢ 43,10 + 0,544 42,44 +0,67¢ 67,77 + 1,044

CV/G3 20,04 +0,71¢ 32,23 + 0,99 31,86 + 0,46 52,46 +£0,73"

CV —citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim
eksponentima su statisti¢ki znacajno razli¢ite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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4.2.4. Koeficijenti korelacije utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa

Tablica 24 Koeficijenti korelacije (r%) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa na bazi citrus
vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije

Spektrofotometrijske analize

HPLC analiza

Proantocijanidini Antocijanini  Ukupni polifenoli | Fenolne kiseline  Ukupni antocijanini Flavanoni Flavonoli
DPPH 0,9591 0,9552 0,9757 0,8471 0,9419 -0,3665 0,8532
ABTS 0,9935 0,9854 0,9993 0,7825 0,9835 -0,3039 0,9258
FRAP 0,9966 0,9904 0,9967 0,7743 0,9852 -0,3024 0,9335
CUPRAC 0,9962 0,9861 0,9956 0,7819 0,9896 -0,3425 0,9181

Tablica 25 Koeficijenti korelacije (r*) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost skladistenih kompleksa na
bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije

Spektrofotometrijske analize

HPLC analiza

Proantocijanidini Antocijanini  Ukupni polifenoli | Fenolne kiseline  Ukupni antocijanini Flavanoni Flavonoli
DPPH 0,9763 0,9819 0,9878 0,6831 0,9796 -0,3309 0,8798
ABTS 0,9770 0,9809 0,9852 0,6703 0,9834 -0,2935 0,9027
FRAP 0,9843 0,9777 0,9924 0,6835 0,9777 -0,3541 0,8853
CUPRAC 0,9889 0,9747 0,9953 0,6980 0,9742 -0,3940 0,8613
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4.2.5. Inhibicija enzima a-amilaze kompleksima
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Slika 33 Sposobnost inhibicije enzima a-amilaze kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus

vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (CV — citrus vlakno; X — ksantan; G

— guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna; srednje vrijednosti iznad kojih slijede razlicita
slova su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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Slika 34 Sposobnost inhibicije enzima a-amilaze skladiStenim kompleksima na bazi citrus
vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (CV — citrus vlakno;
X —ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna; srednje vrijednosti iznad kojih
slijede razlicita slova su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD
test))
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4. REZULTATI

4.2.6. Inhibicija enzima a-glukozidaze kompleksima
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Slika 35 Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (CV — citrus vlakno; X — ksantan; G —
guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna.; srednje vrijednosti iznad kojih slijede razlicita slova

su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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Slika 36 Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze skladiStenim kompleksima na bazi citrus
vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije (CV — citrus vlakno; X —
ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna; srednje vrijednosti iznad kojih slijede

razli¢ita slova su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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4.2.7. Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima odredenih GC-MS analizom

Tablica 26 Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom
aronije odredenih GC-MS analizom (ng/kg)

Spoj CV 1 CV2 CV3 CV/X 1 CV/X2 CV/X 3 CV/G 1 CV/G2 CV/G3
Alkoholi 4102£0,20° 20,16+024° 27,650,247 31.85+0,61° 4856057 2875+0437 2903+0419 32,97+0,29° 10223 +2,334
3-heksen-1-ol 0,67+0,01° 0,77 +0,02° R 0,13£0,01°  1,05£0,05° 0,33 +0,019 R 1,50 £ 0,00° 0,67 = 0,02°
Heks-1-ol 2,550,020  427+0,130 2,06+ 0,04¢ 1,42 £0,03°  3,28+0,03¢ 1,82+0,05¢ 0,150,000 3,64+ 0,06 0,92 0,012
-etilheksan-1-0l 4,52 +£0,08%  1512+0,09°  3,19+0,10°  2,87+0,05°  10,30+£0,01¢  2,60+0,05°  499+0,064 9,19 +0,02° 68,69 + 1,520
Oktan-1-ol 31,53 +0,08° - 22,40+0,10° 26,88+0,53 32,64+£045  23,50+031c 2291+033° 15,16+0,09¢  2588+0,53"
Nonan-1-ol 1,75 +0,01¢ - - 0,56+0,00°  1,30+0,044  049+001°  098+0029  348+0,11° 6,08 + 0,25
Karbonilni spojevi 62,24+ 1,327 57,36+ 1,577 57,29+ 0,827 36,81 1,02 39,051,307 4349+114° 6724135 10238+129" 8596 +3,00°
Heksanal R 1,82+0,02° 0,120,019 R R R R 8,06+ 0,15 4,00+ 0,11°
Benzaldehid 6,62+ 0,05° 221 +0,06° 127+001F  7,73£0,09°  546+0,19c  291+0,01¢  0,37+£0,01¢  2,19+0,06° 0,23 + 0,008
2-oktenal 429+0,08¢  11,97+034°  7,05£026>  2,13+£0,03  7,61+£0,17°  458+0,23¢  292+0,15  12,32+0,07* 5,37 £0,37°
Nonanal 14,05+ 0217 17,71+038¢  1556+024°  7.56+0,20¢  8,60+0,39¢  12,72+030° 21,97+045¢ 3429+055 28,63 +1,12°
2-nonenal 2,56+0,15¢ 4724030 4,02 +0,06¢ 1684001  244+0,12¢  2.64+0,000  2,12+0,03%  7.34+0,14° 4,59 +0,24b
Dekanal 13,46 £0,07¢  10,05+021¢ 11,740,119 7,69 +0,45¢  517+0,24"  898+023"  16,75+029%® 1588+0,00° 16,96+ 0,532
2,4-nonadienal 1,44 £ 0,05° 125+0,02¢  3,00+0,060  0,90+0,05°  1,47+0,07¢ 123+£0,01°  4,01+0,03  447+0,13° 4,85+0,19
2-dekenal 3,22 +£0,05 2,40+0,06¢  336+0,030  2,60+£021¢  482+0,05¢  429+0,19°  9,13+0,15  13,94+0,18 13,13 +0,29"
4-propilbenzaldehid - - - 1,424£0,03*  036+001c  0,33+£0,000  1,06+0,01° - .
Geranil aceton 16,58 £0,65¢ 52340180 11,170,055  510+0,16¢  312+0,06° 581 +0,160 891023  3.89+0,01° 8,19 +0,16°
Terpeni 163,58 £ 3,39 297.86+0,82¢ 16993 +2,77° 130,02+6,259 14229+293° 172.89+7.06° 4963+113 111,82+ 1,45 43,76 <133
D-limonen 14425 +2,72° 262,30 +0,27° 155,12 +2.24° 120,72+5,999 105,08 +1,95° 162,67 +6,79° 30,39+0,57¢ 57,12+0,67  9,95+0,16"
Linalool 6,130,220  482+0,08¢  184+0,100  1,40+0,07° 3,39+ 0,02¢ 1.83+0,01F  430+0,03¢ 5,56+ 045 9,73 + 0,60°
Mentol 2,52+0,06°  16,87+0,15¢ 1,490,066  2,42+0,060  2399+0,43>  1,01£0,02¢  2,77+020¢  2839+022°  2,20+0,09¢
a-terpineol 3,58+0,23¢  239+026°  336+0,10¢  127+007¢  1,76+0,13%  2,15+0,04°  4,19+0,20° 6,66+ 0,06 8,87 + 0,26
Karvon 2,05+0,08% 10,61 +£006" 422+0,09  2,50+£0,01¢  7,33+0,36°  3,37+0,14"  507+0,01¢  1323+£0,03  1025+0,17"
a-ionon 1,41 £0,01° - 0,85+0,02°  053+0,01¢  022+000°  0,70+0,02¢  141+004>  0,72+0,01¢ 1,65+0,012
B-ionon 2,75+0,08  0,87+002°  3,05+£0,17° 1,180,005  051+0,04"  1,17+0,049  1,50£0,09° 0,15 +0,02¢ 1,12 +0,05¢

CV — citrus vlakno, X — ksantan, G — guar, 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna. Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisticki znacajno razlicite
(P <0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Tablica 27 Sadrzaj hlapljivih komponenti u skladiStenim kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije odredenih GC-MS analizom (ng/kg)

Spoj CV 1 CV2 CV3 CV/X 1 CV/X2 CV/X 3 CV/G 1 CV/G 2 CV/G 3
Alkoholi 23,90 +0,73%  509+0,45¢  2837+0,77° 2539+0,077 1411 +0,74  3480+0,73° 2211 =0,11° 31,39+027° 2825+ 1,89
3-heksen-1-ol R 0,28 + 0,00° - - 0,27 +0,01° R - 0,60 % 0,007 -
Heks-1-ol . 026+0,00°  0,13+£0,00°  0,15+0,00°  042+001> 0,53 +0,01" - 9,07+£0,11° 0,17 +0,00°
2-etilheksan-1-ol 345+0,17° 454+044°  240+0,12¢  225+0,066  3,35+£022° 2,23 +0,02° 1,13£0,04¢  430+0,07° 1,50 +0,08¢
Oktan-1-ol 20,45 + 0,56¢ - 2583+0,650 22,99+001°  7,54+0,28  31,05+0,65° 20,98+0,07¢  13,66+0,03¢ 23,84 & 1,74b
Nonan-1-ol - - - - 2,54+0,23% 0,99 +0,04¢ - 3,76+ 0,05 2,74 +0,07°
Karbonilni spojevi 35,7/ + 1,1/ 65,54+0,577 37441200 60,78 +2,16 81,08+167° 9235+255 51,78 +149° 110,65+ 1,20° 9438 +5,15"
Heksanal - 0,98 +0,05¢ - - - - - 6,41 +£0,05° 2,11 + 0,09
Benzaldehid 826+0,349  10,58+0,19°  0,98+0,04¢  1,59+0,02  1501+0,19 13,52+028  1,65+0,03"  10,47+0,19¢ 2,96 +0,05¢
2-oktenal 6,60 £0,19°  16,76+0,10>  7,53+0,17¢ 9,60 +0,24"  21,38+0,02° 1448+0,63°  3,71+0,17" 12,69+ 0,23¢ 6,94 +0,34e
Nonanal 6,51+0,115  1490+£0,12¢  935+0,397 11,01 £020° 1324+0,574  14,63+023° 14,70 +£041¢ 26,90 £0,09° 23,18 0,64
2-nonenal 1,56 £0,057  5,09+0,00°  3,40+0,17¢  2,82+0,12¢  456+0,04°  497+0,01c  393+026  9,18+0,07*  7.82+0,37"
Dekanal 4,62+0,045 75940079  6,19+0,18¢  847+0,52°  655+0,10°  929+0,00°  849+0,01°  10,09+£029% 9,63 +0,26%
2,4-nonadienal 095+0,09¢  0,70+0,01¢  1,55+0,01c  1,73+£0,09*  1,71+0,03®°  1,99+0,10°  1,58+0,01°  3,34+001*  3,58+0,220
2-dekenal 360+£0,19°  513+003¢  452+0,06°  1898+0,68° 16,06+0,68¢ 2637+ 1,02° 143940390 2791 +020° 32,69 +2,83°
Geranil aceton 362+0,10°  3,82+001°  392+0,18°  658+029"  257+005  711+£020°  334+021¢  3,65+0,07° 5474035
Terpeni 36,660,605 121,02+0,12¢ 50,92+0,899 46,15+ 1,48 70,24 = 0,58 82,09+ 1,96° 21,21 +0,40" 51,840,967 42,08 0,64
D-limonen 30,54 £040"7 113,51 0,02 43,69+0,679 41,76 £1,36% 6433+£0,49° 7277+ 1,59° 13,14+0,14" 37,17+0,71° 22,64 +0,02¢
Linalool - 1,19 +0,02¢ - - 1,L15£0,00¢ 1,13 +0,05¢ 1,194£0,03¢  473+0,01°  426+0,14°
Mentol 1,56+ 0,04 1244003  1,54+001°  0,91+001¢  128+002°  0,88+007¢  1,28+0,07° 1,820,028 1,57+0,10
a-terpineol 1,01 £0,04¢ 13940014  1,99+0,10°  0,66+001F  0,92+0,02¢  1,89+0,03  1,59+0,03¢  3,53+0,06°  5,16+0,15
Karvon 0,760,037  1,44+0,02°  1,97+0,01¢  0,77+£0,03F  1,71£0,03¢ 2,87 +0,15¢ 13940,100  32340,14>  4,99+0,10°
a-ionon 0,80+0,02¢  0,49+0,017  042£000¢ 0,61 +£0,04°  0,32+£0,00"  090+0,03  122+0,01> 0,770,014 1,86 +0,02
B-ionon 1,98£0,08  1,76+£0,01>  1,32+0,09¢  144+0,02¢  0,52+0,01c  1,65+£0,03®>  140+0,03% 0,590,001  1,59+0,11b°

CV — citrus vlakno, X — ksantan, G - -guar, 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna. Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znac¢ajno
razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Slika 37 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna sa sokom aronije nakon
pripreme 1 nakon skladistenja (CV — citrus vlakno; skl — skladisteno; 1, 2, 3 - postotak
koristenog vlakna)
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Slika 38 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana sa sokom aronije
nakon pripreme 1 nakon skladistenja (CV — citrus vlakno; X — ksantan; skl — skladisteno;
1, 2, 3 - postotak koristenog vlakna)
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Slika 39 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna/guara sa sokom aronije
nakon pripreme i nakon skladistenja (CV — citrus vlakno; G — guar; skl — skladisteno; 1,
2, 3 - postotak koriStenog vlakna)

75



4. REZULTATI

a)

Sok aronje

Citres viakno

CV 1 skl

CV3 skl

CV1

CV3

CV 2 skl

Ccv2

0 20 40 60
(Dlink/Diax)*100

80

100

120

b)
Sok aronje
Citrus vlakno/ksartan
CViIX1
CV/X3
CViX2
CV/X 1 skl
CV/X 3 skl

CV/X 2 skl

1

=
[}
=3

40 60
(Dlink/Duax)* 100

80

100

120

9

Sok aronjje

Citrus viakno/guar

CV/IG1

CV/IG3

CVIG2

CVIG1 skl
CVIG 2 skl |_
CV/G 3 skl
0 20 40 60 80 100 120
(Dlink/Diax)*100

Slika 40 Grupiranje uzoraka po sli¢nosti aromatskog profila u kompleksima na bazi a) citrus vlakna b) citrus vlakna/ksantana i c) citrus
vlakna/guara primjenom klaster analize (CV — citrus vlakno; X — ksantan, G — guar; 1, 2, 3 — postotak koriStenog vlakna; skl —
skladiSteno)
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4.2.8. Parametri boje kompleksa

Tablica 28 Parametri boje kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije

Uzorak L* a* b* AE AE! °h C

CcV 1 3829 +0,17" 14,69 +0.21¢ 406+0,07° 2339 4881 15,44 0,147 15,24 +0,22¢

Ccv2 43,02 +0,14¢ 17,21 £0,05¢ 4,96 = 0,064 28,79 4508  16,06+0,15 17,91 +0,06°

Ccv3 44,74 + 0,06 17,79 + 0,104 5,08 = 0,03 30,53 43,76 1593+0,07%¢ 18,500,119
CV/X1  39,73+0,05¢ 15,73 0,057  4,55+0,02¢ 2523 51,18 16,14+£0,06® 16,37 +0,05f
CV/X2  4344+0,14¢ 18,55 +0,11° 5,25 40,03 29,93 48,62  15,80+0,09% 19,28 +0,11°
CV/X3  46,02+0,07 18,99 + 0,07 5,35 + 0,05 3228 4647  1575+0,10° 19,73 +0,08°
CV/G1 39,82 +0,08¢ 15,56 £ 0,127 4,49 £0,07° 25,19 46,52  16,10+0,12>  16,20+0,13f
CV/IG2 42,34 +0,03 17,74 + 0,034 5,19 40,020 28,58 4482  16,30+0,03* 18,49 +£0,03¢
CV/G3 44,11 +0,14¢ 18,03 + 0,09¢ 5,18 + 0,04 30,16 4338 16,04+0,08% 18,75 + 0,09

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak korisStenog vlakna; AE — razlika boje izmedu soka
aronije i uzoraka; AE! — razlika boje izmedu nosaca i uzoraka. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim eksponentima
su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 29 Parametri boje skladistenih kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i
citrus vlakna/guara sa sokom aronije

Uzorak L* a* b* AE °h C

CV1 38,46+ 0,15" 15,18 £ 0,13 4,98 0,032 1,06 18,18 £0,11% 15,97 +0,13!

Ccv2 42,94 +0,19¢ 17,39 + 0,06 5,73 = 0,05¢ 0,80 18,25 +0,11° 18,31 + 0,06

CV3 4532 40,17 18,09 + 0,129 5,83 +£0,04¢ 1,00 17,87 + 0,034 19,00 + 0,124
CV/X 1 39,70 +0,16¢ 16,79 + 0,01¢ 5,45 +0,10° 1,39 17,97 £ 0,31 17,66 + 0,04¢
CV/X 2 42,60 +0,16¢ 18,70 + 0,06 5,81 +£0,04% 1,02 17,26 + 0,06¢ 19,58 +0,07°
CV/X 3 4521 +0,10° 19,14 + 0,067 5,84 +0,01% 0,96 16,98 + 0,06 20,01 + 0,06
CV/G 1 39,87 +0,10¢ 15,83 +0,11" 5,24 +0,05¢ 0,80 18,32 £0,18" 16,68 + 0,110
CV/G2 42,59 +0,18¢ 17,79 + 0,04¢ 6,01 + 0,022 0,86 18,67 + 0,05 18,78 + 0,04¢
CV/G3 44,73 +0,09° 18,27 + 0,03¢ 5,91 + 0,03 0,99 17,93 + 0,06¢ 19,20 + 0,03¢

CV - citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna; AE — razlika boje izmedu uzoraka

nakon pripreme i skladistenih uzoraka. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znacajno
razlic¢ite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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4.2.9. IR spektri kompleksa
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Slika 41 IR spektri citrus vlakna 1 kompleksa na bazi citrus vlakna (CV) sa sokom
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Slika 42 IR spektri citrus vlakna/ksantana 1 kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana

(CV/X) sa sokom aronije
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Slika 43 IR spektri citrus vlakna/guara i kompleksa na bazi citrus vlakna/guara (CV/G)

sa sokom aronije

Tablica 30 Indeks ukupnog kristaliteta (TCI), indeks bo¢nog poretka (LOI) i intenzitet
vodikove veze (HBI) za vlakna i komplekse na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije

Uzorak TCI LOI HBI
Prije skladiStenja
Citrus vlakno 1,64 0,56 0,91
CV1 1,40 0,88 1,14
CvV2 1,43 0,83 1,06
CV3 1,47 0,79 1,06
Citrus vlakno/ksantan 1,51 0,63 0,91
CV/X 1 1,29 0,83 1,20
CV/X2 1,32 0,76 1,11
CV/X 3 1,34 0,76 1,15
Citrus vlakno/guar 1,39 0,63 0,90
CV/G 1 1,34 0,90 1,11
CV/G2 1,33 0,82 1,11
CV/G3 1,31 0,77 1,08
Nakon skladiStenja
CVvi 1,31 0,87 1,09
CV2 1,30 0,85 1,11
CV3 1,34 0,75 1,03
CV/X 1 1,29 0,82 1,12
CV/X2 1,29 0,77 1,10
CV/X 3 1,30 0,74 1,11
CV/G 1 1,30 0,91 1,15
CV/G2 1,32 0,84 1,17
CV/G3 1,29 0,77 1,09

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; 1, 2, 3 — postotak koristenog vlakna.
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4.3. BIOAKTIVNI DODACI HRANI NA BAZI VLAKANA I DISAHARIDA
SA SOKOM ARONIJE

4.3.1. Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u

kompleksima

Tablica 31 Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u kompleksima na bazi
citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (mg/g)

Uzorak Ukupni polifenoli Antocijanini Proantocijanidini
Ccv 67,15 +0,75° 1,93 £ 0,022 10,64 + 0,23
CVT 64,56 =1,87° 1,74 £ 0,05¢ 10,07 £0,10¢
CVS 67,56 1,732 1,83 £0,08° 10,33 £0,04°
CV/X 64,37 =0,80° 1,72 £ 0,06¢% 9,55 £ 0,094
CV/XT 60,71 £+ 1,42¢ 1,61£0,01f 8,89 +0,22¢
CV/X S 56,72 + 0,644 1,66 = 0,044 7,24 £ 0,098
CV/G 66,60 + 1,53? 1,66 £ 0,03¢f 9,53 £ 0,074
CV/IGT 62,48 +0,74°¢ 1,76 +0,05¢ 9,41 £ 0,074
CV/GS 61,42 +1,15° 1,78 + 0,06 8,29 £ 0,04f

CV - citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom stupcu s
razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 32 Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u skladiStenim
kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom
aronije 1 disaharidima (mg/g)

Uzorak Ukupni polifenoli Antocijanini Proantocijanidini
CcvV 71,39 +£1,852 1,88 £0,072 10,95 +0,372
CVT 62,13 £ 1,40° 1,67 £ 0,04 9,68 £ 0,25
CVS 63,65 £ 0,93 1,77 £0,01° 9,20 = 0,30°¢
CV/X 61,65 +0,93¢ 1,65 +0,02¢ 8,54 £ 0,06°
CV/XT 58,73 + 1,904 1,54 £0,07¢ 8,36 £0,14¢
CV/X'S 57,79 + 1,384 1,62 + 0,024 7,60 +0,22F
CV/G 64,74 +1,08° 1,66 +0,03< 8,88 + 0,324
CV/GT 62,81 +1,20b° 1,71 +0,05b 8,96 + 0,16
CV/G S 56,91 + 1,084 1,55 +£0,07¢ 7,66 +0,21F

CV - citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom stupcu s
razli¢itim eksponentima su statisti¢ki zna¢ajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 33 Zadrzavanje polifenola nakon skladistenja u kompleksima na bazi citrus vlakna,
citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Uzorak Antocijanini (%) Proantocijanidini (%)
CvV 97,48 100,00
CVT 96,08 96,08
CVS 96,45 89,05
Cv/X 95,85 89,44
CV/XT 95,21 93,96
CV/X S 97,49 100,00
CV/G 100,00 93,22
CV/IGT 97,35 95,22
CV/GS 87,28 92,41

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Izracunato iz rezultata
dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem sadrzaja ukupnih antocijanina i proantocijanidina.
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4.3.2. Sadrzaj individualnih polifenola u kompleksima odredenih HPLC analizom

Tablica 34 Sadrzaj pojedinacnih polifenola u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom
aronije 1 disaharidima odredenih HPLC analizom (mg/100 g)

CV

Spoj CVT CVS CV/X CV/XT CV/X'S CV/G CV/GT CV/GS
Antocijanini
C-3-gal 27,99 +£ 0,202 2735+0,17°  2747+052>  27.04+0,14> 25,780,099 25,74 +0,354 27,22 +£0,07° 27,18 £0,38° 26,20 £ 0,43¢
C-3-glu 13,79 £0,13° 13,48 £0,14° 13,84 £0,10° 12,17 £0,17¢ 11,38 + 0,494 8,22 +0,20f 14,37 £0,022 14,72 £0,26* 10,85 £0,22¢
C-3-ara 10,40 £0,38* 10,33 +£0,30* 10,54 + 0,432 10,43 £0,172 9,57 £ 0,44 9,41 £ 0,06° 10,57 £ 0,242 10,70 £ 0,16% 9,19 +0,39®
Ukupno 52,18 £0,712 51,16 £0,61*  51,85+1,05% 49,63+0,48" 46,72 +1,02¢ 43,37+0,614 52,17 +0,332 52,60 + 0,80 46,24 +1,04¢
Fenolne kiseline
NK 83,34 £ 1,46 74,33 +£1,239 70,69 +0,91° 89,04 £ 0,60 78,46 +0,43¢ 77,24 £3,26¢ 74,16 + 0,694 63,99 +0,57F 60,80 £ 1,028
KK 115,14 +0,38¢ 111,11 £0,89f 110,98 £1,17F 132,34+0,68% 119,69 +1,98¢ 121,96+0,80° 125,17 =1,55° 114,49 £ 0,06° 111,67 = 1,00f
DKK 73,13 £ 1,024 71,73 +£0,97¢  72,25+0,67% 87,95+1,07° 81,72+1,44> 82,69+218b 81,50 + 1,05° 76,48 +£0,53¢ 73,85 +1,69¢
Ukupno 271,61 £2,86° 257,18 +£3,10° 253,91+2,75° 309,33 £2,358 279,88 +3,85> 281,90+6,24> 280,83 +3,29° 254,96 +1,16¢ 246,32 +3,70¢
Flavonoli
K-3-gal 27,56 £ 0,20°¢ 25,810,119  26,16+0,669  28,19+0,70> 2422+0,17¢ 24,08 +0,42¢ 29,88 +£ 0,522 28,26 +0,15° 27,78 £0,18b¢
Flavanoni
H 907,22 +£5,329 846,70 £ 0,677 862,85+8,52¢ 84227 +3,00° 763,54+2,158 721,83+2,87" 1276,19 +2,55° 1297,25 £10,77* 1185,86 +12,17¢

C-3-gal — cijanidin-3-galaktozid; C-3-glu — cijanidin-3-glukozid; C-3-ara — cijanidin-3-arabinozid; NK — neoklorogenska kiselina; KK — klorogenska kiselina; DKK
— derivat klorogenske kiseline; K-3-gal — kvercetin-3-galaktozid; H — hesperidin; CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza, S — saharoza. Vrijednosti
u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znaéajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Tablica 35 Sadrzaj pojedinacnih polifenola u skladistenim kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije i1 disaharidima odredenih HPLC analizom (mg/100 g)

Spoj CV CVT CV S CV/X CV/XT CV/X'S CV/G CV/GT CV/G S
Antocijanini
C-3-gal 28,26 +0,13 26,54 +0,37° 25,86 +0,23¢ 25,17 £0,29¢ 24,84 + 0,044 24,72 + 0,424 26,08 £ 0,34b° 23,64 +0,45¢ 22,31 £0,21f
C-3-glu 11,77 £0,59° 13,13 £0,15° 8,41 £0,09¢ 6,12 +0,16° 5,73 £0,03¢ 0,75 +0,04¢ 6,69 0,164 8,51 £0,33¢ 1,43 +0,08"
C-3-ara 9,26 £0,172 7,95 £0,16° 6,93 +0,06° 6,21 +0,09¢ 6,13 £0,05¢ 5,05 +£0,23F 6,60 = 0,234 6,78 +£0,11¢ 5,18 +0,13f
Ukupno 49,29 +£0,89* 47,63 +£0,68° 41,21 +£0,37° 37,50 + 0,54 36,71 £ 0,114 30,52 +0,69¢ 39,37 +£0,73b° 38,93 +£0,89¢ 2891 +0,41¢
Fenolne Kiseline
NK 4222 +1,06° 37,04 + 1,064 36,98 + 0,784 51,35 +1,532 45,34 +0,86° 43,66 + 0,24 45,08 +1,97° 37,71 £ 0,604 31,96 £0,63¢
KK 95,77 £0,12¢ 92,41 + 1,04f 59,42 +0,28" 109,42 £+ 0,902 101,98 +1,38¢ 102,64 +1,16¢ 106,05 + 0,88 99,94 + 0,484 89,51 £ 0,758
DKK 63,61 £0,87°¢ 59,24 + 0,964 59,42 + 0,284 71,73 £1,30? 67,54 +1,14° 66,99 £ 0,95° 66,48 +2.22° 60,90 = 0,769 54,38 £ 0,20¢°
Ukupno 201,60 +2,05° 18868 +3,56¢ 188,29+1,519 23250+3,73* 21488+337° 21328+2,35" 217,61 £ 5,06° 198,55 +1,84¢ 175,85 +1,58¢
Flavonoli
K-3-gal 29,60 +0,38" 27,35+0,224 27,10+ 0,714 27,79 +0,87bd 29,62 +0,30P 24,73 £0,81¢ 32,51 £0,83? 29,33 +1,24b¢ 27,79 +2,04%
Flavanoni
H 809,23 £4,949 696,37 £2,23F  72296+224° 73689+941°  68735+0,96" 660,85+ 7,50¢ 1120,54 + 11,21 1141,96 + 6,532 1004,27 £ 10,85°¢

C-3-gal — cijanidin-3-galaktozid; C-3-glu — cijanidin-3-glukozid; C-3-ara — cijanidin-3-arabinozid; NK — neoklorogenska kiselina; KK — klorogenska kiselina; DKK
— derivat klorogenske kiseline; K-3-gal — kvercetin-3-galaktozid; H — hesperidin; CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza, S — saharoza. Vrijednosti
u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znac¢ajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 36 ZadrZavanje polifenola (%) nakon skladiStenja u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije 1 disaharidima

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Izraunato iz rezultata dobivenih HPLC analizom polifenola.

Uzorak Ukl.l.plli. ) Neokl'oro'genska Klorogf:nska Derivat.klo'rogenske Ukup.ne fenolne Hesperidin Ulfupni )

antocijanini kiselina kiselina kiseline kiseline polifenoli
(6)% 94,46 50,66 83,18 86,98 74,22 89,20 86,58
CVT 93,09 49,82 83,17 82,58 73,37 82,24 81,30
CVS 79,47 52,31 82,81 82,24 74,16 83,79 81,99
CV/X 75,55 57,67 82,68 81,56 75,16 87,49 84,16
CV/XT 78,57 57,78 85,20 82,68 76,78 90,02 86,92
CV/X'S 70,37 56,52 84,15 81,01 75,66 91,55 86,76
CV/G 75,47 60,79 84,72 81,57 77,49 87,80 86,03
CV/IGT 74,01 58,92 87,30 79,63 77,88 88,03 86,27
CV/GS 62,52 52,56 80,16 73,63 71,39 84,69 82,11
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4. REZULTATI

a) b) )
Sok aronije 1 Sok aronije Sok aronije
Citrus viakno 1 Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
v 1 CVIX cViG
CV1 1 CVIXT CVIGT
CVSs 4 CVIX S CVIGS
CV skl 1 CV/X skl CV/Gskl
CV S skl 1 CV/X T skl CVIG T skl
CV T skl 4 CV/X S skl CVIG S skl

0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
(Dlmk/Dax)*100 (Dlmk/Dinax)*100 (DImk/Dax)* 100

Slika 44 Grupiranje uzoraka po sli¢nosti sadrzaja polifenola u kompleksima na bazi a) citrus vlakna b) citrus vlakna/ksantana i ¢) citrus
vlakna/guara primjenom klaster analize (CV — citrus vlakno; X — ksantan, G — guar; T — trehaloza; S - saharoza; skl — skladisteno)
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4. REZULTATI

4.3.3. Antioksidacijska aktivnost kompleksa

Tablica 37 Antioksidacijska aktivnost kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i

citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (mmol/100 g)

Uzorak DPPH ABTS FRAP CUPRAC
CcV 26,85 + 0,49 43,38 +0,63° 44,11 = 1,00 69,98 + 0,02
CVT 25,64 0,314 40,32 +0,86" 41,76 + 0,554 66,42 + 1,874
CVS 27,50 4 0,91% 43,53 £0,55 44,80 + 0,57 70,76 £ 0,212
CV/X 27,11 £ 0,900 41,05 +0,52° 42,58 +0,61% 68,69 + 0,700
CV/XT 24,41 +£0,58¢ 37,45 £ 0,54¢ 40,26 + 0,60¢ 61,92 +0,67°
CV/X S 2438 +0,62¢ 35,82 + 1,804 38,39+ 1,71° 59,56 + 1,032
CV/G 28,20 +0,86° 44,43 £ 0,66 43,10 + 0,49 67,52 + 0,40
CV/GT 27,34 +0,22% 40,74 + 0,04 42,49 + 0,55 66,08 + 0,80¢
CV/G S 25,33 +0,25¢ 40,43 + 0,86° 39,79 +0,95¢ 63,10 +0,86"

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom stupcu s

razlic¢itim eksponentima su statisti¢ki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 38 Antioksidacijska aktivnost skladiStenih kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i1 disaharidima (mmol/100 g)

Uzorak DPPH ABTS FRAP CUPRAC
Cv 26,29 £0,27* 46,23 + 0,742 44,54 + 0,532 73,59 £2,06*
CVT 23,85 4 0,93¢f 42,36 +0,26% 40,86 £ 0,58 68,94 +1,61°
CVS 25,07 £ 0,50 43,31 +£0,64° 42,17 £0,35° 65,45 +1,79°
CV/X 24,91 £ 0,140 41,87 +£0,81°¢ 41,49 + 0,66 65,37 +1,17°
CV/XT 24,16 + 0,309t 39,73 £ 0,844 38,72 £0,19f 60,49 £ 0,784
CV/X S 24,38 £ 0,57¢f 38,23 +£0,58¢ 38,66 + 0,65° 61,30 £0,91¢
CV/G 25,57 £0,67% 40,30 +0,89¢ 41,71 £1,19% 65,66 +0,57°
CV/GT 25,09 + 0,60 39,92 +0,944 40,65 = 1,174% 65,91 +1,79¢
CV/GS 24,09 +0,96¢ 36,34 +0,38" 38,51 +0,85" 59,47 £2.414¢

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim
eksponentima su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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4. REZULTATI

4.3.4. Koeficijenti korelacije utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa

Tablica 39 Koeficijenti korelacije (r%) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnosti kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Spektrofotometrijske analize

HPLC analiza

Fenolne

Proantocijanidini Antocijanini  Ukupni polifenoli Kiseline Antocijanini ukupno  Flavanoni Flavonoli
DPPH 0,6651 0,3711 0,8062 0,0380 0,8535 0,5567 0,8202
ABTS 0,7841 0,5536 0,9425 -0,1503 0,8421 0,4984 0,7705
FRAP 0,9217 0,5997 0,9469 -0,0567 0,9106 0,2140 0,5258
CUPRAC 0,9157 0,6484 0,9533 -0,0045 0,8702 0,1704 0,5633

Tablica 40 Koeficijenti korelacije (r?) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnosti skladistenih kompleksa na bazi citrus vlakna,
citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Spektrofotometrijske analize

HPLC analiza

Proantocijanidini Antocijanini Ukupni polifenoli | Fenolne kiseline  Antocijanini ukupno Flavanoni Flavonoli
DPPH 0,6336 0,7935 0,8772 0,2509 0,4676 0,3350 0,5109
ABTS 0,9231 0,8652 0,8753 0,1005 0,9020 -0,2877 0,1787
FRAP 0,8920 0,9178 0,9554 0,0835 0,8147 0,1833 0,3652
CUPRAC 0,9572 0,8843 0,9256 -0,0013 0,9245 -0,0029 0,2656
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4. REZULTATI

4.3.5. Inhibicija enzima a-amilaze kompleksima
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Slika 45 Sposobnost inhibicije enzima a-amilaze kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (CV — citrus vlakno;
X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; srednje vrijednosti iznad kojih slijede
razlicita slova su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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Slika 46 Sposobnost inhibicije enzima a-amilaze skladiStenim kompleksima na bazi citrus
vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (CV —
citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; srednje vrijednosti iznad
kojih slijede razlicita slova su statisticki znacajno razli¢ite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD
test))
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4. REZULTATI

4.3.6. Inhibicija enzima a-glukozidaze kompleksima
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Slika 47 Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze kompleksima na bazi citrus vlakna,
citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (CV — citrus
vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; srednje vrijednosti iznad kojih
slijede razlicita slova su statisticki znacajno razli¢ite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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® [nhibicyja a-glukozidaze  ® Ukupni polifenoli

Slika 48 Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze skladiStenim kompleksima na bazi citrus
vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima (CV — citrus
vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; srednje vrijednosti iznad kojih slijede

razliCita slova su statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test))
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4. REZULTATI

4.3.7. Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima odredenih GC-MS analizom

Tablica 41 Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom

aronije i disaharidima odredenih GC-MS analizom (ng/kg)

Spoj CcV CVT CVSs CV/X CV/XT CV/X S CV/G CV/GT CV/GS
Alkoholi 20,16 £0,24° 16,47+0,32  1928+0,36° 48,56+0,579 1558 =+0,50' 1938+0,08° 32,97 +0,29° 37.00=1,04* 30,71 0,629
3-heksen-1-ol 0,77+0,02°  0,52+0,01T  151+£0,07®  1,05+0,05  123+0,08°  1,64+0,02°  150+0,00°  1,27+0,02°  1,19+0,02°
Heks-1-ol 427+0,13°  508+0,12¢0  471+£020° 3,28 +0,03° 1,I6+£0,03°  4,72+0,00>  3,64+0,06¢  538+0,01° 1,40 £ 0,07°
2-ctilheksan-1-0l  15,124+0,09°  10,86+0,19¢  13,07+0,08® 10,30 £0,01¢ 7,69 £028%  6,91+0,01"  9,19+0,02°  1144+033° 9,26+ 0,091
Oktan-1-ol . . - 32,64 £045°  294+005  487+005  1516+0,09° 13,94+0,66° 16,01 +0,13"
Nonan-1-ol - - - 130+0,04¢  257+006°  1,68+0,00¢ 348+0,11>  497+0,02*° 28403l
Karbonilni spojevi 57,36+ 1,577 39,98+ 0,99 4964 +1,71° 3905+ 130 31,14+091° 2882 +0,40° 102,38 +0,01° 121,07 £2,16° 110,08+ 265"
Heksanal 182+0,020  094+0,01° 0,67 +0,04 R 050001  0,07+0,012  8,06+0,15°  897+0,15° 7,26+ 0,08°
Benzaldehid 2,21 +0,06¢ 1,50+0,10°  2,73+0,09¢  546+0,19° 4,18 +0,12¢ L16£0,01F  2,19+0,06°  575+023%  874+0722°
2-oktenal 11,97 £034°  868+0,10¢  878+0,080  7.61+0,17¢  4,63+0,00¢  6,86+0,03  1232+0,07° 14,18+0,09 12,61 +0.27°
Nonanal 1771038 11,70+ 0,49¢  1429+0,499  860+039°  568+0,148  7,78+0,03"  3429+0,55° 3990+0,18 34,71 £0,52"
2-nonenal 472+030°  3,18+0,119  4,04+£0,05  2,44+0,12¢ 1,40 £0,137  238+0,01°  734+0,14>  854+0,38  7,33+£041°
Dekanal 10,05£021¢  6,98+0,05  9,09+0,50¢  517+024"  451+0,12%  406+0,17¢  1588+0,00°0 15,64 £0,00® 15,04 + 0,43
2,4-nonadienal 125+0,02¢  0,87+0,01%  1,39+0,01¢ 1,47 +0,07¢ 1,48+0,08°  1,05+0,00%  447+0,13®  482+0,33% 4,10+ 0,30
2-dekenal 2,40 £0,06°  2,30+0,01¢  250£0,19°  482£0,05  234+004°  2,.87+£001° 13,94+0,18  18,06£0,66° 15,11 £027
4-propilbenzaldehid - 0,71£0,02>  0.83+0,000  036+001¢  035+0,01¢ 048+ 0,03¢ - - -
Geranil aceton 52340,18  3,10+0,08  531+£026°  3,12+£006°  1,69+0,03  2,12+0,05  3.89+0,01°>  521+0,14°  538+0,15
Terpeni 207,86+ 0,82° 182,42 5,42 256,02 +0,97° 14229+20939 [2354+1,22 142,15+2297 111,82 +1,45¢ 124,13+1,16 144,77+ 1,64
D-limonen 262,30 £0,27° 139,01 £4,39° 207,39 +0,24° 105,08+ 1,95¢ 87,70 +0,86° 106,80 £ 1,929 57,120,672 66,60 = 0,38" 87,11 + 1,18°
Linalool 482+008  3,61£029°  3,59+0,01°  339+0,02°  253+0,10¢  196+001¢  556+045  476+0,13>  4,73+0,01°
Mentol 16,87 £0,157  27.88+0,55  28,40+027° 23,99+0,43  2502+0,09¢ 2398+025¢ 2839+£022¢ 29,59+033" 30,60 +0,26*
a-terpineol 23940260  1,49+0,02M  2,14+0,02%  1,76+0,13¢F  129+0,042  1,63+0,05%  6,66+0,06"  7.58+0,16° 5,94 +0,16¢
Karvon 10,61 +0,060  9,63+0,13°  13,80+0,40%  733+036" 7,01 +0,14°  7,15+0,07°  1323+003° 1432+0,11® 14,71 +0,02°
a-ionon - - - 0,22 + 0,004 - 023+0,000  0,72£001c  0,86+001>  1,09+0,01°
B-ionon 0,87+0,02°  0,79+0,05*  0,70+£0,02> 0,51 +0,04¢ - 0,40+0,00°  0,15+£0,02F  0,42+0,03° 0,60 +0,00°

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisticki znacajno razlicite (P <

0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Tablica 42 Sadrzaj hlapljivih komponenti u skladiStenim kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus

vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima odredenih GC-MS analizom (pg/kg)

Spoj CV CVT CVS CV/X CV/XT CV/X S CV/G CV/GT CV/GS
Alkoholi 5.09+045" 7570215 518<0,16"  1411+0,747 13.04+0237 1245+0,02 31,39+027° 19,07 +0,14° 21,72+0,52°
3-heksen-1-ol 028+0,00%  0,12+0,008  0,12+0,01T  027+0,01°  035+000°  038+00I1° 0,600,000  029+0,008 0,21 +0,00"
Heks-1-ol 026+0,00%  1,60+£0,04c 0,610,000 0424001  0,16+£0,008"  033+000¢  9,07+0,11°  1,86+0,00° 0,08 % 0,00"
2-etilheksan-1-ol 4544044  586+0,160  445+0,14>  335+022¢  3,92+0,12%  3,81+0,01¢  430+0,07*  2,53+£0,02¢ 3,56 +021¢
Oktan-1-ol - - - 7,54+0,28  6,02+0,08  554+0000  13,66+0,03* 11,30+0,11> 13,76 +0,17
Nonan-1-ol - - - 2,54+023° 2594003  238+001°  3,76+0,05  3,09+£0,00°  4,12+0,14°
Karbonilni spojevi 65,54 +0,57° 99,60+ 1.80° 77,77 +1,02° 8108 +1,67° 69,98+ 1,117 67,82+098% 110,65+ 120° 9852+114" 100,93 +121"
Heksanal 0.98+0,05°  0.84+000°  0,56+001° R 0,13+0,01"  0,08+0,01"  641+0,05%  510+0,04°  515%0,00°
Benzaldehid 10,58 £0,19¢  14,40+0,28 11,84 +0,18* 1501+0,19°  11,29+029¢ 12,01 +0,07° 10,47+0,19¢  933+0,23° 9,31 +0,02¢
2-oktenal 16,76 £0,10¢  2636+0,03*  1881+0,13¢ 21,38+0,02>  1495+0,05° 15,55+0,39°  12,69+£0237  9,75+0,04¢ 1028 +0,33¢
Nonanal 14,90 £0,12¢ 2251 +£045¢  1580+0,16¢ 1324+0,57 12,81+028% 1222+0,00¢ 26,90 +0,09°  23,66+0,01° 2563 +0,36
2-nonenal 509+£0,00°  7,79+£0,18  6,64+0,08  456+0,04'  433+002f  3,67+001¢  9,18+0,07*°  8,09+0,16>  818+0,05
Dekanal 7594007  927+0,14>  945+0,00°  655+0,10¢  729+0,14°  6,00+0,05  10,09+0,290  10,09+027* 9,76+ 0,13
2,4-nonadienal 0,70+ 0,01 1,910,074  1,61+021¢  1,71+0,03%  240+0,12°  1,66+0,04%  334+0,01>  3,68+0,00° 3,47+ 0,04
2-dekenal 5134003  10,52+043F  93240,168  16,06+0,68  13,75+0,06° 12,61+0224 27,91 +£020° 26,18+0,14> 2647 +0,11°
4-propilbenzaldehid - 1,68 £0,012 - - - 1,48 £ 0,00 - - -
Geranil aceton 3824001  431+£021°  373+£0,08>  257+005  304+0,14°  2,54+0,18  365+007°  2,65+0,25¢  267+0,15%
Terpeni 121,02+0,12° 132,16 1,27 119,36+ 1,00 70,24 +0,58° 91,59 £0,31° 84,21 = 1,307 51,84 +0,96 44,98 £0,59¢ 52,28 + 0,69
D-limonen 113,51 £0,02° 119,01 +0,66° 111,61 +0,89° 64,330,497 8247+0,04% 7545+0092° 37,170,715 2891 +0,09" 37,10+ 0,142
Linalool 1LI94£0,02¢4  1,63+0,00°  1,60+£0,03  1,15+0,000  1,82+0,07°  1,52+0,17%  473+£001*  455+026° 4,54 +0,02°
Mentol 124+0,03¢  1,77+0,19*  1,73+£0,01°  128+0,02¢  1,86+0,00  2,08+0,01*°  1,82+0,02%  1,19+0,10¢ 2,01 +0,03%
a-terpineol 139+0,01F  2,69+0,15¢  1,04+0,01¢  092+0,02¢  2,10+0,07¢  1,74+0,14°  3,53+0,06°  424+0,00° 3,76 +0,20°
Karvon 1,44 £0,02F  2,00+0,04%  1,56+0,02  1,71+£0,03  225+0,11<¢  241+0,03°  323+0,14>  4,61+£0,08  3,13+£0,19°
a-ionon 0,49 £0,01%  0,74+0,04°  0,55+£0,000  0,32+£0,00¢ 044 +0,00  040+0,02°  0,77+0,01*  0,82+0,02% 0,86+ 0,03
B-ionon 1,76 £0,01°  432+020°  126+£0,05  052+0,01°  0,66+0,01%  061£000°  059+0,01°  0,66+0,04%  0,88+0,07¢

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza. Vrijednosti u istom retku s razli¢itim eksponentima su statisti¢ki znacajno razlicite (P <

0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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Udio aromatskih nota u ukupnom aromatskom
=)

Zelena  Citrusna  Masna Vocéna Cvjetna Menta Ostalo
nota nota nota nota nota

ECV ECVT mCVS mCVskl mCV Tskl mCV S skl

Slika 49 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna sa sokom aronije 1 disaharidima
nakon pripreme i nakon skladiStenja (CV — citrus vlakno; skl — skladiSteno; T — trehaloza; S
- saharoza)

Udio aromatskih nota u ukupnom aromatskom

Zelena  Citrusna  Masna Vocna Cvjetna Menta Ostalo
nota nota nota nota nota

ECV/X mCV/XT mCV/XS CV/Xskl mCV/XTskl mCV/XSskl

Slika 50 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana sa sokom aronije i
disaharidima nakon pripreme i nakon skladiStenja (CV — citrus vlakno; X — ksantan; skl
— skladisteno; T — trehaloza; S - saharoza)
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50 4

40 -

10 ~

Udio aromatskih nota u ukupnom aromatskom

Zelena  Citrusna Masnanota Vocna Cvjetna Menta Ostalo
nota nota nota nota

ECV/G mCV/GT ®mCV/GS CV/Gskl mCV/GTskl mCV/GSskl

Slika 51 Aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakna/guara sa sokom aronije 1
disaharidima nakon pripreme i nakon skladistenja (CV — citrus vlakno; G — guar; skl —
skladisteno; T — trehaloza; S - saharoza)
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a) b) )
Sok aronije Sok aronjje Sok aronjje
Citrus viakno Citrus vlakno/ksantan Citrus vlakno/guar
cv CV/X CVIG
CVT CVXT CVIGT
CVs CV/X S CVIGS
CV skl CV/X skl CV/G skl -
CV Tskl CV/X T skl CV/G T skl
CV S skl CV/X S skl CVIiG S skl
] 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 1] 20 40 60 80 100 120
(Dlink/Diax) *100 (Dlink/Diax)* 100 (Dlink/Diax) *100

Slika 52 Grupiranje uzoraka po sli¢nosti aromatskog profila u kompleksima na bazi a) citrus vlakna b) citrus vlakna/ksantana i c) citrus
vlakna/guara primjenom klaster analize (CV — citrus vlakno; X — ksantan, G — guar; T — trehaloza; S - saharoza; skl — skladisteno)
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4.3.8. Parametri boje kompleksa

Tablica 43 Parametri boje kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i citrus
vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Uzorak L* a* b* AE AE! °h C
CcV 43,14 £0,17° 17,65 +0,13¢ 504+0,05° 29,14 45,11 15,94 = 0,06° 18,36 +0,15°
CVT 42,40 +0,12¢ 17,15£0,06°  484+0,037 2823 4565 15,76 + 0,049 17,82 + 0,06
CVS 43,76 +0,24° 17,98 £0249 511 +£0,08% 2984 44,67 15,86 + 0,06 18,69 + 0,254
CV/X 42,65 + 0,40¢ 18,32 +0,12¢ 521+0,03 29,17 4925 15,87 +0,03¢ 19,05 +0,12¢
CV/XT  43,11+0,03 18,84 + 0,10 549+0,04> 2989 4897 16,26 + 0,07 19,62 + 0,10
CV/XS 43,99 +0,06° 19,11 £ 0,04 557+0,03 30,76 4827 16,24 + 0,05 19,91 + 0,05
CV/G 42,49 £0,19¢ 17,64 £0,05¢  5,15+£0,03¢¢ 28,63 44,66 16,28 + 0,03 18,38 + 0,05¢
CV/IGT  432740,17° 17,73 +0,04¢ 52140,03° 2932 43,99 16,36 + 0,06 18,48 + 0,04¢
CV/GS  4242+0,18 17,55 +0,11¢ 514+0,03¢ 2852 44,69 16,31 0,072 18,29 £0,11¢

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; AE — razlika boje izmedu soka aronije i
uzoraka; AE' — razlika boje izmedu nosaca i uzoraka. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim eksponentima su

statisticki znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).

Tablica 44 Parametri boje skladistenih kompleksa na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana i
citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Uzorak L* a* b* AE °h C*
(\Y 4327 +0,10% 17,98 £0,03¢ 5,52 + 0,034 0,59 17,06 £ 0,104 18,80 +0,03¢
CVT 43,76 = 0,60b° 17,66 + 0,324 5,45+0,13¢ 1,58 17,16 £0,12¢4 18,48 + 0,344
CVS 44,40 £0,10? 18,43 £ 0,08 5,74 £ 0,06 1,01 17,29 £0,13¢ 19,30 + 0,09°
CV/X 42,38 £0,21¢ 18,43 +0,20° 5,70 £ 0,06 0,58 17,20 £ 0,02¢4 19,30 £0,21°
CV/XT 42,95 + 0,054 18,93 £ 0,052 5,90 +£0,03? 0,45 17,32 £0,09¢ 19,82 £ 0,042
CV/X'S 44,22 +0,17% 18,92 +£0,13%2 5,80 + 0,092 0,38 17,05 +0,134 19,79 £0,152

CV/G 42,43 +£0,17¢ 17,69 £ 0,074 5,72 +£0,02b° 0,57 17,94 £ 0,052 18,59 £ 0,06%4
CV/IGT 42,99 + 0,434 17,68 £ 0,054 5,61 +0,07% 0,50 17,61 £0,17° 18,55 £ 0,06%
CV/GS 4224 +0,25¢ 17,57 £0,19¢ 5,72 +0,14b° 0,61 18,04 £0,212 18,48 £ 0,234

CV — citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T — trehaloza; S — saharoza; AE — razlika boje izmedu uzoraka
nakon pripreme i nakon skladiStenja. Vrijednosti u istom stupcu s razli¢itim eksponentima su statisticki

znacajno razlicite (P < 0,05, ANOVA, Fisher-ov LSD test).
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4.3.9. IR spektri kompleksa
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Slika 53 IR spektri citrus vlakna, citrus vlakna (CV) sa saharozom i citrus vlakna

(CV) s trehalozom
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Slika 54 IR spektri citrus vlakna/ksantana, citrus vlakna/ksantana (CV/X) sa

saharozom i citrus vlakna/ksantana (CV/X) s trehalozom
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Apsorbancija
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Slika 55 IR spektri citrus vlakna/guara, citrus vlakna/guara (CV/G) sa saharozom i
citrus vlakna/guara (CV/G) s trehalozom
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Slika 56 IR spektri citrus vlakna i kompleksa na bazi citrus vlakna (CV) sa sokom

aronije i disaharidima
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Slika 57 IR spektri citrus vlakna/ksantana i kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana

(CV/X) sa sokom aronije i disaharidima
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Slika 58 IR spektri citrus vlakna/guara 1 kompleksa na bazi citrus vlakna/guara (CV/G)

sa sokom aronije i disaharidima
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Tablica 45 Indeks ukupnog kristaliteta (TCI), indeks bo¢nog poretka (LOI) i intenzitet
vodikove veze (HBI) za vlakna i komplekse na bazi citrus vlakna, citrus
vlakna/ksantana i citrus vlakna/guara sa sokom aronije i disaharidima

Uzorak TCI LOI HBI
Prije skladiStenja
Citrus vlakno 1,64 0,56 0,91
()% 1,30 0,82 1,07
CVT 1,36 0,72 0,99
CVS 1,32 0,77 1,08
Citrus vlakno/ksantan 1,51 0,63 0,91
CV/X 1,29 0,77 1,11
CV/XT 1,31 0,74 1,15
CV/X'S 1,34 0,73 1,11
Citrus vlakno/guar 1,39 0,63 0,90
CV/G 1,32 0,82 1,09
CV/IGT 1,28 0,76 1,14
CV/G S 1,32 0,78 1,14
Nakon skladiStenja
(A% 1,30 0,79 1,03
CVT 1,38 0,74 0,93
CVS 1,32 0,79 1,05
CV/X 1,28 0,76 1,10
CV/XT 1,27 0,75 1,19
CV/X'S 1,28 0,73 1,16
CV/G 1,29 0,80 1,07
CV/IGT 1,33 0,75 1,00
CV/G S 1,28 0,77 1,07

CV - citrus vlakno; X — ksantan; G — guar; T-trehaloza; S-saharoza.
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Citrus vlakna odabrana su kao nosaci bioaktivnih spojeva iz soka aronije kako bi se pripremili
bioaktivni dodaci hrani. Otpad od citrusa predstavlja vrijedan nusproizvod prehrambene industrije
bogat prehrambenim vlaknima. U najvecoj koli¢ini u citrus vlaknima nalaze se pektin zatim
celuloza 1 hemiceluloza. Interakcije prehrambenih vlakana sa polifenolima i hlapljivim spojevima
bile su predmet prethodnih istrazivanja te je utvrdeno kako se te interakcije odvijaju uglavnom
putem nekovalentnih veza (Liu i sur., 2020). Ksantan guma i guar guma kombinirani su s citrus
vlaknima kako bi se ispitao njihov utjecaj na vezanje polifenola i hlapljivih spojeva iz soka aronije
odnosno kako bi se utvrdio utjecaj kombinacije dvaju nosaca. U nekim istrazivanjima pokazalo se
kako je kombinacija nosaca imala bolji u¢inak na vezanje polifenola. Polifenoli kozice crvenog
luka u visoj koli¢ini su se vezali kada je kao nosac koriSten maltodekstrin i proteini soje nego
pojedinacno ta dva nosaca (Elsebaie i Essa, 2018). Takoder, antocijanini biljke Hibiscus
sabdaridda L. bolje su se inkapsulirali kombinacijom nosaca (maltodekstrin i guma arabika) nego
koriStenjem pojedina¢nih nosaca (maltodekstrin, guma arabika, inulin, glukomanan) (Nguyen i
sur., 2022). Utjecaj koli¢ine nosaca na vezanje polifenola i hlapljivih spojeva je takoder ispitan jer
se u prethodnim istraZzivanjima pokazalo kako ima utjecaj. Bioaktivni dodaci hrani na bazi soka
kupine 1 citrus vlakana imali su visi sadrZaj polifenola kada se koristila manja koli¢ina vlakna (1
%) (Buljeta i sur., 2021b). Sli¢no je utvrdeno kod pripreme dodataka s celulozom i polifenolima
maline gdje je koli¢ina polifenola opadala s porastom koli¢ine celuloze (Vukoja 1 sur., 2021a). U
drugom dijelu istraZivanja ispitan je utjecaj dodatka disaharida (saharoze i trehaloze) na polifenole
1 hlapljive spojeve soka aronije u bioaktivnim dodacima hrani. Prethodnim istraZivanjima utvrdeno
je kako disaharidi mogu utjecati na vezanje polifenola 1 hlapljivih spojeva (Kopjar 1 sur., 2021;
Kopjar i sur., 2022). Stabilnost bioaktivnih dodataka hrani odnosno polifenola i hlapljivih spojeva
soka aronije ispitana je skladiStenjem na sobnoj temperaturi i prisutnosti svjetlosti u trajanju od
osam mjeseci. Poznato je kako su polifenoli osjetljivi na prisutnost svjetlosti odnosno da moze do¢i
do njihove degradacije. Takoder je utvrdeno kako se procesom liofilizacije 1 vezanjem polifenola i
hlapljivih spojeva na nosace povecava njihova stabilnost. Stabilnost bioaktivnih dodataka hrani

tijekom skladiStenja vazna je zbog moguce primjene takvih dodataka u prehrambene proizvode.
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5.1. SOK ARONIJE I VLAKNA

Sadrzaj polifenola u soku aronije i viaknima

Od svih proizvoda aronije najcesce se konzumira sok koji je poznat po svojim pozitivnim ucincima
na ljudsko zdravlje zbog prisutnosti bioaktivnih spojeva kao Sto su polifenoli. Sadrzaj ukupnih
polifenola, proantocijanidina i antocijana u soku aronije koriStenom u ovom istrazivanju prikazan
je u Tablici 12. Sadrzaj ukupnih fenola iznosio je 5,82 g/L §to je u skladu s prethodno objavljenim
rezultatima od Toli¢ i sur. (2015) koji su analizirali razli¢ite sokove aronije dostupne na trzistu ¢iji
je ukupni sadrzaj polifenola bio u rasponu od 3,00 g/L do 6,64 g/L. U istom istrazivanju sadrzaj
ukupnih antocijanina bio je u rasponu od 154 mg/L do 1228 mg/L, dok je sok iz ovog istrazivanja
imao 131,53 mg/L ukupnih antocijanina. Proantocijanidini ¢ine glavnu skupinu polifenola
prisutnih u plodu aronije (oko 66 %) (Oszmianski 1 Wojdylo, 2005) te je i u soku aronije sadrZaj
proantocijanidina bio visok (643,98 mg/L). Pojedinac¢ni polifenoli u soku aronije su identificirani
1 kvantificirani primjenom HPLC analize i pripadali su skupinama antocijanina, fenolnih kiselina i
flavonola. Iz skupine antocijanina u najvec¢oj koli€ini bio je zastupljen cijanidin-3-galaktozid (8,06
mg/L), a zatim cijanidin-3-arabinozid (2,18 mg/L) 1 cijanidin-3-glukozid (0,22 mg/L). U
istrazivanju od Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2016) isti trend zastupljenosti pojedinac¢nih antocijanina
utvrden je u soku aronije. Iz skupine fenolnih kiselina u soku su detektirane neoklorogenska
kiselina (302,89 mg/L) i klorogenska kiselina (196,25 mg/L). Ove dvije kiseline su glavne fenolne
kiseline u plodovima aronije, ali i u soku i komini (Oszmianski i Wojdylo, 2005; Bursa¢ Kovacevi¢
1sur., 2016). Kvercetin-3-galaktozid (3,61 mg/L) 1 kvercetin-3-rutinozid (18,96 mg/L) su flavonoli
koji su pronadeni u soku aronije. Poznato je kako su u aroniji ve¢inom zastupljeni glikozidi
kvercetina. U istrazivanju Bursa¢ Kovacevic i sur. (2016) kvercetin-3-galaktozid u soku aronije bio
je zastupljen u koli¢ini od 10,10 mg/L. Osim soka aronije, polifenoli su odredeni i u vlaknima koja
su koriStena za potrebe ovog istraZivanja te su rezultati prikazani u Tablici 13. Ukupni polifenoli
citrus vlakna bili su 3,19 g/kg dok su za citrus vlakno/guar iznosili 7,09 g/kg, a za citrus
vlakno/ksantan 6,81 g/kg. Osim ukupnih polifenola, odredeni su i proantocijanidini s najve¢om
koli¢inom u citrus vlaknu/ksantanu (197,42 pg/g) dok su nesSto manje koliine bile u citrus
vlaknu/guaru (178,90 png/g) 1 najmanje koli¢ine u citrus vlaknu (1,31 pg/g). S obzirom da su ova
vlakna dobivena ekstrakcijom iz otpada citrusa, ocekivana je prisutnost polifenola koji se

uobicajeno nalaze u citrusima. Hesperidin je polifenol koji pripada skupini flavanona i u citrusima
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se nalazi u najve¢im koli¢inama (Hochava i sur., 2022). Najveée koli¢ine hesperidina bile su u
citrus vlaknu/guaru (13,22 g/kg) dok su nesto nize koli¢ine bile u citrus vlaknu/ksantanu (12,52

g/kg) te najnize koliCine u citrus vlaknu (5,52 g/kg).
Antioksidacijska aktivnost soka aronije i viakana

Antioksidacijska aktivnost soka aronije odredena je pomoc¢u DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC
metoda i prikazana je u Tablici 12, dok su rezultati za antioksidacijsku aktivnost vlakana prikazani
u Tablici 13. Antioksidacijska aktivnost soka aronije odredena DPPH metodom bila je 2,91
mmol/100 mL dok je za vlakna bila u rasponu od 1,18 mmol/100 g do 1,27 mmol/100 g. Rezultati
ABTS metode bili su najveci za sok aronije (5,51 mmol/100 mL) dok su za vlakna bili u rasponu
od 0,33 mmol/100 g do 1,89 mmol/100 g. Antioksidacijska aktivnost soka aronije odredena FRAP
metodom bila je 3,91 mmol/100 mL dok je CUPRAC metodom bila 3,22 mmol/100 mL. Kod
vlakana je antioksidacijska aktivnost odredena FRAP i CUPRAC metodama bila najveca za citrus
vlakno/guar (3,50 mmol/100 g — FRAP; 4,07 mmol/100 g— CUPRAC). Prethodnim istrazivanjima
utvrdeno je kako aronija zbog veceg sadrzaja bioaktivnih komponenti posjeduje vecu

antioksidacijsku aktivnost od jagode, maline 1 kupine (Jakobek 1 sur., 2007b).
Sposobnost inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze bioaktivnim spojevima soka aronije

Poznato je kako se regulacija razine glukoze u krvi moze postic¢i inhibicijom enzima a-amilaze 1 o-
glukozidaze §to moze ublaziti komplikacije kod dijabetesa. Akarboza je sintetski inhibitor ovih
enzima 1 koristi se u tretiranju dijabetesa tipa 2. Brojnim novijim istraZivanjima pokusavaju se
pronaci inhibitori ovih enzima iz prirodnih izvora u svrhu prevencije razvoja 1 tretiranja dijabetesa.
Jedan od tih prirodnih izvora bi mogli biti bioaktivni spojevi aronije za koje je utvrdeno da
posjeduju sposobnost inhibicije enzima a-amilaze 1 a-glukozidaze (Zhang i sur., 2021). Za sok
aronije koji je koriSten u ovom istraZivanju odredena je sposobnost inhibicije spomenutih enzima.
Rezultati su prikazani u Tablici 12 te se moZe utvrditi kako je sok aronije pri koncentraciji
polifenola u reakcijskoj smjesi od 6,26 mg/L uzrokovao 26,06 %-tnu inhibiciju enzima a-amilaze,
dok je pri istim uvjetima eksperimenta akarboza u koncentraciji od 6,67 mg/L u reakcijskoj smjesi
uzrokovala 52,11 %-tnu inhibiciju enzima a-amilaze. Za 85,94 %-tnu inhibiciju enzima o-
glukozidaze koncentracija polifenola soka aronije u reakcijskoj smjesi bila je 0,02 mg/L. Pri istim
uvjetima, koncentracija akarboze od 33 mg/L u reakcijskoj smjesi, uzrokovala je 66,04 %-tnu

inhibiciju a-glukozidaze. 1z usporedbe ovih rezultata, moze se uociti kako je sok aronije bolji
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inhibitor enzima a-glukozidaze, a slabiji inhibitor enzima a-amilaze od akarboze.
Sadrzaj hlapljivih komponenti soka aronije i vlakana

Hlapljive komponente prisutne u soku aronije i vlaknima koriStenim u ovom istrazivanju prikazane
su u Tablici 14. Zbog boljeg pregleda, spojevi su podijeljeni u pet skupina (kiseline, alkoholi,
karbonilni spojevi, terpeni i esteri). Identificirano je 1 kvantificirano 29 hlapljivih komponenti u
soku aronije. Iz skupine kiselina u soku je bilo zastupljeno pet kiselina s ukupnom koncentracijom
od 7,85 ng/kg. Alkoholi su bili zastupljeni u najvecoj koncentraciji u soku aronije (161,77 pg/kg),
a heks-1-ol je bio prisutan u najvecoj koli¢ini (118,20 pg/kg) sto je u skladu s rezultatima od
Romani i sur. (2016). 1z skupine karbonilnih spojeva u soku aronije bilo je zastupljeno sedam
komponenti s ukupnom koncentracijom od 30,58 pg/kg, a benzaldehid (9,80 ng/kg) i nonanal (8,63
ng/kg) bili su prisutni u najvecim koncentracijama. NajviSe hlapljivih komponenti pripadalo je
skupini terpena (10 komponenti) s ukupnom koncentracijom od 10,90 pg/kg. Esteri su bili
zastupljeni u najnizoj koncentraciji (1,27 pg/kg) s tri detektirane hlapljive komponente. Vaznost
aronije vise se ocitava u polifenolnom sastavu i sadrzaju nego u aromatskom sastavu. Analizirana
vlakna imala su visi sadrzaj hlapljivih komponenti (osim alkohola) od soka aronije. Iz skupine
kiselina u citrus vlaknu detektirana je samo heksanska kiselina (17,73 pg/kg) dok su u citrus
vlaknu/ksantanu i citrus vlaknu/guaru bile prisutne i heksanska i nonanska kiselina. Koncentracija
alkohola bila je najveca u citrus vlaknu/guaru (124,29 pg/kg) s nesto nizim koncentracijama u
citrus vlaknu (115,76 pg/kg) dok su najnize koncentracije bile u citrus vlaknu/ksantanu (40,02
ng/kg). Najvise hlapljivih komponenti prisutnih u vlaknima bilo je iz skupine karbonilnih spojeva.
U citrus vlaknima detektirano je 8 komponenti s ukupnom koncentracijom od 439,80 ug/kg dok je
u citrus vlaknu/ksantanu (264,65 ng/kg) 1 citrus vlaknu/guaru (637,70 pg/kg) detektirano 13
komponenti. Heksanal je bio zastupljen u najvecoj koncentraciji u vlaknima. 1z skupine terpena,
D-limonen je bio prisutan u najve¢oj koncentraciji u vlaknima, a ukupna koncentracija terpena u
vlaknima bila je u rasponu od 504,99 pg/kg do 646,49 ng/kg. Aromatski profil soka aronije i
vlakana prikazan je na Slici 28. U soku aronije prevladavale su zelene note (72 %). Citrusne, masne,
voéne 1 cvjetne note te menta su bile zastupljene ispod 10 %. Kod citrus vlakna prevladavala je
citrusna nota (56 %), a zatim zelena nota (22 %) dok su masna, vo¢na, cvjetna i ostale note bile
prisutne u udjelu ispod 10 %. Najveci udio aromatskih nota u citrus vlaknu/ksantanu ¢inile su
citrusne note (68 %) dok su kod citrus vlakna/guara u najvec¢em udjelu bile zastupljene citrusne

note (47 %) 1 zelene note (32 %).
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Parametri boje soka aronije i vlakana

Parametri boje (L*, a*, b*, °h 1 C*) soka aronije i vlakana koriStenih u ovom istrazivanju prikazani
su u Tablici 15. Rezultati su pokazali da je svjetlina (L*) soka aronije bila 19,70 dok je svjetlina
vlakana bila u rasponu od 81,83 do 87,04 Sto upucuje na znatno svijetlije uzorke u usporedbi sa
sokom aronije. Parametri a* (0,85) i b* (0,87) za sok aronije upuéuju na prisutnost crvene boje 1
zute boje. Kod vlakana je parametar b* bio u rasponu od 16,03 do 19,21 $to upucuje na prisustvo
zute boje. Ton boje (°h) soka aronije bio je 45,68, a zasi¢enje boje (C*) 1,22. Za vlakna je °h bio u
rasponu od 86,45 do 90,22, a C* od 16,03 do 19,25. Rezultati parametara L*, a*, b* soka aronije i

vlakana koristeni su za raCunanje promjene boje kompleksa.
FTIR analiza vlakana

FTIR analiza je provedena kako bi se utvrdile glavne funkcionalne skupine prisutne na vlaknima,
a IR spektri vlakana prikazani su na Slikama 29-31. Vrpca prisutna na 3280 cm™ upuéuje na
vibracijsko istezanje O-H veza. Opéenito vrpce prisutne u regiji od 3600 cm™ do 3200 cm™ upuéuju
na slobodne i intermolekularno vezane hidroksilne skupine §to se moze povezati s prisutnoséu
velikog broja OH skupina u strukturi pektina. Vrpce na 2922 cm™ i 2856 cm™ mogu se povezati s
vibracijskim istezanjem C-H veza (Aburto i sur., 2015). Bichara i sur. (2016) utvrdili su kako pektin
ima dvije intenzivne vrpce u regiji od 1800 cm™ do 1500 cm™ koje se mogu pripisati COO"
skupinama s razli¢itim dijelovima povezanim na njih kao §to su -OH 1 -O-CH3. U toj regiji na IR
spektrima se mogu uo¢iti vrpce na 1735 cm™ i 1604 cm™'. Spomenuta vrpca na 1735 cm™ upuéuje
na prisutnost vibracijskog istezanja C=0O veze alkilnih estera polisaharida kao $to su pektin i
hemiceluloza. Vrpca na 1604 cm™ mozZe se pripisati nesimetri¢nom istezanju COO™ povezanim s
poligalakturonskom kiselinom i karboksilnim esterima pektina. Vrpce na podrucju od 1400 cm™!
do 1300 cm™ upuéuju na simetri¢no istezanje CH» u celulozi. Vrpca na 1237 cm™ upucuje na
istezanje C-O veze, dok vrpca na 1010 cm™ osim C-O se odnosi i na istezanje C-C veze u strukturi
pektina. Sve vrpce u regiji od 900 cm™ do 600 cm™ mogu se pripisati vibracijskim istezanjima C-

H veza izvan ravnine (Movasaghi i sur., 2008).
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5.2. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZI CITRUS VLAKANA,
CITRUS VLAKANA/KSANTANA I CITRUS VLAKANA/GUARA SA
SOKOM ARONIJE

5.2.1. Sadrzaj polifenola u kompleksima

Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u kompleksima odredenih

spektrofotometrijskim metodama

U bioaktivnim dodatcima hrane pripremljenim na bazi vlakana (citrus vlakno, citrus
vlakno/ksantan i citrus vlakno/guar) i soka aronije odreden je sadrzaj ukupnih polifenola,
antocijanina i proantocijanidina (Tablica 16). Rezultati ukupnih polifenola u kompleksima bili su
u rasponu od 51,60 mg/g do 102,83 mg/g. 1z rezultata se moze utvrditi kako je povecanje koli¢ine
vlakna imalo negativan utjecaj na vezanje ukupnih polifenola te su kompleksi pripremljeni s 1 %
vlakna imali najve¢i sadrzaj polifenola. Najvecu koncentraciju ukupnih polifenola imao je
kompleks s 1 % citrus vlakna/guara (102,83 mg/g), dok je najniZu vrijednost imao kompleks s 3 %
citrus vlakna/guara (51,60 mg/g). Usporedujuc¢i komplekse s 1 % vlakna moze se utvrditi da je
najbolji nosac bio citrus vlakno/guar zatim citrus vlakno i na kraju citrus vlakno/ksantan. Sadrzaj
antocijanina u kompleksima bio je u rasponu od 1,52 mg/g do 2,58 mg/g te je bio zastupljen isti
trend kao i1 kod ukupnih polifenola; s veCom koli¢inom vlakna manji je sadrZaj antocijanina.
Kompleks s 1 % citrus vlakna/guara imao je najvecu koncentraciju antocijanina (2,58 mg/g) dok
izmedu kompleksa s 2 % citrus vlakna/ksantana 1 2 % citrus vlakna/guara te 3 % citrus
vlakna/ksantana 1 3 % citrus vlakna/guara nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentracijama
antocijanina. Kod kompleksa s 1 % vlakna, trend najboljih nosaca bio je isti kao 1 kod sadrzaja
ukupnih polifenola (citrus vlakno/guar > citrus vlakno > citrus vlakno/ksantan). Sadrzaj
proantocijanidina u kompleksima bio je u rasponu od 6,80 mg/g (za kompleks s 3 % citrus
vlakna/guara) do 16,34 mg/g (za kompleks s 1 % citrus vlakna/guara). Utvrden je isti trend utjecaja
nosaca na sadrzaj proantocijanidina kod kompleksa s 1 % vlakna kao i za sadrzaj ukupnih
polifenola i antocijanina. Nakon skladiStenja kompleksa u trajanju od osam mjeseci ponovno su
provedene analize sadrzaja ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina te su rezultati
prikazani u Tablici 17. Sadrzaj ukupnih polifenola bio je u rasponu od 47,37 mg/g do 97,06 mg/g.
Antocijanini prisutni u kompleksima nakon skladiStenja bili su u rasponu od 1,34 mg/g do 2,47

mg/g dok je sadrzaj proantocijanidina bio u rasponu od 5,99 mg/g do 15,05 mg/g. Trend rezultata
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ostao je skoro isti kao i prije skladiStenja, odnosno kompleksi s 1 % vlakna imali su najvece koli¢ine
polifenola, a citrus vlakno/guar u koli¢ini od 1 % bio je najbolji nosa¢ za vezanje ukupnih
polifenola, antocijanina i proantocijanidina. Kompleksi s 1 % citrus vlakna 1 1 % citrus
vlakna/ksantana nisu imali statistiCki znacajne razlike u sadrzaju ukupnih polifenola i antocijanina.
zadrzavanja antocijanina i proantocijanidina nakon skladiStenja (Tablica 18). Zadrzavanje
antocijanina bilo je u rasponu od 89,18 % do 100 % dok su proantocijanidini bili zadrzani u
kompleksima u rasponu od 88,07 % do 100 %. 1z rezultata je uoceno kako kod kompleksa s 2 %
citrus vlakna nije doSlo do degradacije antocijanina i proantocijanidina. Antocijanini su u
potpunosti zadrzani i u kompleksu s 2 % citrus vlakna/guara, te kompleksu s 2 % citrus
vlakna/ksantana (99,45 %). Najveca degradacija antocijanina i proantocijanidina utvrdena je u
kompleksu s 3 % citrus vlakna/guara (zadrZavanje antocijanina 89,18 % 1 zadrzavanje

proantocijanidina 88,07 %).

Dobiveni rezultati sadrzaja ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u kompleksima su
u skladu s istrazivanjem provedenim na bioaktivnim dodatcima hrani na bazi citrus vlakana i soka
kupine (Buljeta i sur., 2021b) i celuloze i soka maline (Vukoja i sur., 2021a) gdje su manje koli¢ine
vlakana imale veéi utjecaj na vezanje polifenola odnosno vezana je veéa koli¢ina polifenola. U
ovom istrazivanju koriStena su tri tipa vlakna, a iz rezultata se uocilo kako je citrus vlakno/guar
imao najpozitivniji utjecaj na vezanje polifenola pri koli¢ini od 1 % zatim citrus vlakno te na kraju
citrus vlakno/ksantan. Iz prethodnih istraZivanja uofeno je kako kombinacija nosaa moze
pozitivno utjecati na vezanje polifenola 1 njihovu stabilnost. Mansour i sur. (2019) inkapsulirali su
antocijanine maline s gumom arabikom 1 proteinima soje te su postigli bolju ucinkovitost i
stabilnost antocijanina nego s pojedinaénim materijalima za inkapsuliranje. U istrazivanju Cujié
Nikoli€¢ i sur. (2018) dodatak gume arabike je poboljSao stabilnost polifenola aronije $to bi moglo
biti zbog svojstava nosaca na bazi gume koji stvaraju dobru barijeru oko polifenola. Sli¢no je
utvrdeno kod inkapsulacije polifenola kore jabotikabe (Myrciaria Jaboticaba) u pogledu
zadrzavanja antocijanina gdje je najefikasnija inkapsulacija postignuta koriStenjem maltodekstrina
ili maltodekstrina u kombinaciji s gumom arabikom. Prahovi dobiveni s maltodekstrinom i gumom
arabikom imali su homogenije Cestice (Silva i sur., 2013). Proantocijanidini su najznacajnija
skupina polifenola u aroniji te su u najvecoj mjeri odgovorni za njenu trpkost (Jurendié i Séetar,
2021). Interakcije proantocijanidina 1 vlakana iz stani¢nih stijenki biljaka u ovisnosti su o
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koncentraciji proantocijanidina, molekulskoj masi, stupnju galoilacije i polimerizacije kao i o
sastavu 1 strukturi stani¢nih stijenki. Neki autori navode kako proantocijanidini koji u svojoj
strukturi imaju (+)-katehin jedinice pokazuju ve¢i afinitet prema polisaharidima od onih koji imaju
jedinice (-)-epikatehina (Renard 1 sur., 2017). U aroniji se ve¢inom moze detektirati epikatehin,
dok se katehin moze detektirati u jako niskim koncentracijama. Proantocijanidini uobi¢ajeno
prisutni u aroniji su procijanidin B2, procijanidin B5 i procijanidin C1 ¢ija se struktura sastoji od
jedinica epikatehina (Brdunlich i sur., 2013). Ako se promatra priroda vlakna, istraZzivanja su
pokazala kako pektin iz citrusa koji sadrzi viSe ramnogalakturonana tipa I ima vec¢i afinitet prema
proantocijanidinima od pektina iz jabuke (Renard i sur., 2017). U usporedbi s drugim istrazivanjem,
uoceno je kako je u ovim kompleksima visok postotak zadrzavanja antocijanina i proantocijanidina
nakon skladistenja. Vukoja 1 sur. (2021a) u bioaktivnim dodatcima hrani na bazi celuloze i soka
maline nakon skladiStenja od 12 mjeseci imali su zadrzavanje antocijanina u rasponu od 55 % do
65 %. S obzirom na navedeno, moglo bi se pretpostaviti kako su citrus vlakna imala bolji utjecaj

na zadrzavanje antocijanina tijekom skladistenja od celuloze.
Sadrzaj individualnih polifenola u kompleksima odredenih HPLC metodom

Kako bi se odredio polifenolni profil pripremljenih kompleksa provedena je HPLC analiza. Sadrzaj
individualnih polifenola identificiranih i kvantificiranih u kompleksima prikazan je u Tablici 19.
Rezultatima je utvrdeno prisustvo osam polifenola iz skupina antocijanina (cijanidin-3-galaktozid,
cijanidin-3-glukozid 1 cijanidin-3-arabinozid), fenolnih kiselina (neoklorogenska kiselina,
klorogenska kiselina i derivat klorogenske kiseline), flavonola (kvercetin-3-galaktozid) i flavanona
(hesperidin). Sest polifenola je prethodno odredeno u soku aronije dok je hesperidin bio odreden u
vlaknima. Polifenoli soka aronije, odredeni u kompleksima su u skladu s prethodim istrazivanjem
(Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016). Iz skupine antocijanina, cijanidin-3-galaktozid je bio zastupljen u
najveéim koncentracijama u kompleksima u rasponu od 24,41 mg/100 g do 31,80 mg/100 g.
Cijanidin-3-glukozid 1 cijanidin-3-arabinozid bili su prisutni u niZim koncentracijama u
kompleksima u rasponima od 8,18 mg/100 g do 16,04 mg/100 g (cijanidin-3-glukozid) 1 od 9,11
mg/100 g do 14,56 mg/100 g (cijanidin-3-arabinozid). Najvefe koncentracije cijanidin-3-
galaktozida bile su u kompleksima s 1 % vlakna, a citrus vlakno/guar u koli¢ini od 1 % pokazao se
kao najbolji nosa¢ (31,80 mg/100 g). Koncentracije cijanidin-3-glukozida bile su najveée u
kompleksu s 1 % citrus vlakna (16,04 mg/100 g) te se moze utvrditi kako u ovom slucaju

kombinacija citrus vlakna s guarom ili ksantanom nije poboljSala vezanje (pri koli¢ini od 1 % nema
106



5. RASPRAVA

statisticki znacajne razlike izmedu kompleksa). Nasuprot tome, cijanidin-3-arabinozid najvise se
vezao u kompleksu s 1 % citrus vlakna/ksantana (14,56 mg/100 g). Izmedu uzoraka pripremljenih
sa 1 % 12% citrus vlakna, 3 % citrus vlakna/ksantana i 2 % citrus vlakna/guara nije bilo statisticke
znaCajne razlike u koncentracijama cijanidin-3-arabinozida. Koncentracija neoklorogenske
kiseline u kompleksima bila je u rasponu od 95,45 mg/100 g do 145,33 mg/100 g. Najveca
koncentracija bila je u kompleksu s 1 % citrus vlakna. Povecanje koli¢ine vlakna uzrokovalo je
smanjenje koncentracije neoklorogenske kiseline, osim kod kompleksa s 2 % 1 3 % citrus
vlakna/guara gdje nije bilo statisticki znacajne razlike u koncentracijama (oko 100 mg/100 g).
Klorogenska kiselina u kompleksima bila je u rasponu od 122,36 mg/100 g (za kompleks s 3 %
citrus vlakna) do 156,72 mg/100 g (za kompleks s 1 % citrus vlakna/ksantana). Promjena koli¢ine
citrus vlakna 1 citrus vlakna/guara s 2 % na 3 % nije uzrokovala statisticki znacajne promjene u
koncentraciji klorogenske kiseline. U kompleksima je detektiran derivat klorogenske kiseline ¢iji
je raspon koncentracija bio od 68,78 mg/100 g do 92,91 mg/100 g. Najveée koncentracije derivata
klorogenske kiseline bile su u kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom, posebno pri koli¢ini
vlakna od 1 %, dok su najniZe koncentracije bile u kompleksima s 2 % 1 3 % citrus vlakna. Najvece
koncentracije ukupnih fenolnih kiselina bile su u kompleksima s 1% citrus vlakna i 1 % citrus
vlakna/ksantana. Iz skupine flavonola u kompleksima je detektiran kvercetin-3-galaktozid, dok
kvercetin-3-rutinozid koji je detektiran u soku aronije nije pronaden u kompleksima. Koncentracija
kvercetin-3-galaktozida u uzorcima bila je u rasponu od 26,41 mg/100 g do 44,08 mg/100 g.
Najveca koncentracija bila je u kompleksu s 1 % citrus vlakna/guara, a najniZza u kompleksima s 3
% citrus vlakna te 2 % 1 3 % citrus vlakna/ksantana (oko 26,50 mg/100 g). Koncentracije
hesperidina u kompleksima bile su u rasponu od 782,10 mg/100 g do 1453,06 mg/100 g. Kako se
povecavala koli¢ina vlakna, tako je 1 koncentracija hesperidina bila veca §to je bilo 1 ocekivano
zbog njegove prisutnosti u vlaknu. Najvece koncentracije su bile u kompleksu s 3 % citrus
vlakna/guara (1453,06 mg/100 g). Rezultati pojedina¢nih polifenola nakon skladiStenja kompleksa
prikazani su u Tablici 20. Koncentracije cijanidin-3-galaktozida nakon skladiStenja kompleksa bile
su u rasponu od 23,10 mg/100 g do 29,88 mg/100 g s najve¢om koncentracijom u kompleksu s 1
% citrus vlakna/guara §to je bio slucaj i u kompleksima prije skladistenja. Cijanidin-3-glukozid bio
je zastupljen u kompleksima u rasponu od 4,76 mg/100 g do 20,23 mg/100 dok je cijanidin-3-
arabinozid bio zastupljen od 6,27 mg/100 g do 11,33 mg/100 g. Koncentracija cijanidin-3-

glukozida bila je najvec¢a u kompleksu s 1 % citrus vlakna/guara, a najniza u kompleksu s 3 %
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citrus vlakna/guara. Cijanidin-3-arabinozid je u najvecoj koncentraciji bio prisutan u kompleksu s
1 % citrus vlakna/guara, a u najmanjoj koncentraciji u kompleksu s 3 % citrus vlakna/guara i 3 %
citrus vlakna/ksantana. Neoklorogenska kiselina (69,80 mg/100 g), klorogenska kiselina (124,15
mg/100 g) i derivat klorogenske kiseline (82,58 mg/100 g) u najve¢im koncentracijama bili su
zastupljeni u kompleksu s 1 % citrus vlakna/ksantana. Najnize koncentracije fenolnih kiselina bile
su u kompleksu s 3 % citrus vlakna (205,12 mg/100 g). Kvercetin-3-galaktozid u skladiStenim
kompleksima bio je u rasponu od 27,16 mg/100 g (kompleks s 3 % citrus vlakna) do 44,91 mg/100
g (kompleks s 1 % citrus vlakna/guara). Koncentracije hesperidina bile su u rasponu od 647,54
mg/100 g do 1152,17 mg/100 g. U Tablici 21 prikazan je postotak zadrzavanja polifenola
odredenih HPLC analizom nakon skladiStenja. Ukupni antocijanini u potpunosti su zadrzani u
kompleksu s 1 % citrus vlakna/guara, a najveca degradacija bila je u kompleksu s 3 % citrus
vlakna/ksantana (zadrZzavanje 82,14 %). U usporedbi s drugim polifenolima, zadrzavanje
neoklorogenske kiseline nakon skladistenja je bilo nisko (44,54 — 53,02 %). Najvec¢a degradacija
neoklorogenske kiseline bila je u kompleksu s 1 % citrus vlakna/guara, a najmanja u kompleksu s
2 % citrus vlakna. Zadrzavanje klorogenske kiseline u kompleksima nakon skladiStenja bilo je u
rasponu od 77,81 % do 84,04 %. U kompleksu s 2 % citrus vlakna najbolje je zadrzana klorogenska
kiselinu dok je kod kompleksa s 1 % i 2 % citrus vlakna bila najmanje zadrzana. Derivat
klorogenske kiseline u potpunosti je zadrzan u kompleksu s 2 % citrus vlakna, a najmanje u
kompleksu s 3 % citrus vlakna/ksantana. Ako se promatraju ukupne fenolne kiseline, zadrzavanje
je bilo u rasponu od 68,98 % (kompleks s 1 % citrus vlakna/guara) do 75,77 % (kompleks s 2 %
citrus vlakna). Kvercetin-3-galaktozid je u potpunosti zadrZzan u svim kompleksima osim u
kompleksu s 1 % citrus vlakna/ksantana. ZadrZzavanje hesperidina bilo je priblizno isto u svim
kompleksima (oko 85 %), a najveca degradacija bila je u kompleksu koji je imao najveci sadrzaj
hesperidina; uzorak s 3 % citrus vlakna/guara (zadrzavanje od 79,29 %). Promatrajuc¢i ukupne
polifenole odredene HPLC analizom, kompleks s 2 % citrus vlakna bio je najstabilniji 1 najvise je
zadrzao polifenole dok je najveCa degradacija polifenola bila u kompleksu s 3 % citrus

vlakna/guara.

Vece koncentracije cijanidin-3-galaktozida u kompleksima rezultat su njegove vece koncentracije
u soku aronije. Prema drugim istrazivanjima, vezanje polifenola na vlakna je u ovisnosti o
koncentraciji polifenola. Polifenoli s ve¢om koncentracijom u okolini vlakna viSe ¢e se vezati od

polifenola prisutnih u niZoj koncentraciji (Phan 1 sur.,, 2015; Jakobek 1 sur., 2021). U istraZivanju
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Jakobek 1 sur. (2021) cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid u ekstraktu aronije su bili
prisutni u ve¢im koncentracijama od svih polifenola te je njihova adsorpcija na B-glukan bila veca.
Isti autori su pretpostavili kako se ta adsorpcija odvija preko vodikovih veza i van der Waals-ovih
sila. Stvaranje vodikovih veza smanjilo je udaljenost izmedu polifenola i B-glukana te omogucilo
stvaranje van der Waals-ovih sila. U ovom istrazivanju neoklorogenska kiselina se u soku nalazila
u znatno viSim koncentracijama od klorogenske kiseline, ali u kompleksima to nije bio slucaj. U
kompleksima je pronaden derivat klorogenske kiseline koji nije prethodno pronaden u soku i
vlaknima. MozZe se pretpostaviti kako je prisustvo ovog derivata posljedica degradacije
neoklorogenske i/ili klorogenske kiseline. Zhu i sur. (2016) su istrazivali degradaciju klorogenskih
kiselina te su zakljucili kako neoklorogenska kiselina i klorogenska kiselina imaju tendenciju da
degradiraju u kriptoklorogensku kiselinu. Dostupna mjesta na vlaknu za vezanje polifenola mogu
biti vazan €imbenik u koli¢ini vezanih polifenola. Citrus vlakna koja su koriStena u ovom
istrazivanju sadrzavala su hesperidin za koji se moze pretpostaviti da je smanjio dostupnost mjesta
za vezanje polifenola soka aronije. Najvece koli¢ine hesperidina bile su u kompleksu s 3 % citrus
vlakna/guara, a taj kompleks je imao najmanje vezanih polifenola soka aronije. Interakcije izmedu
polifenola i prehrambenih vlakana odvijaju se preko nekovalentnih veza kao §to su vodikove veze,
hidrofobne interakcije, Van der Waals-ove sile ili fizickim ,,zarobljavanjem‘ molekula. Afinitet
polifenola prema polisaharidima odnosno u ovom slucaju prehrambenim vlaknima moze ovisiti o
molekulskoj masi polifenola, ali 1 o prirodi i strukturi polisaharida (Renard i sur., 2001). Hidrofilne
hidroksilne grupe polifenola vezane za hidrofobni aromatski prsten imaju moguénost vezanja na
polisaharide. To se vezanje odvija preko polifenolnih hidroksilnih skupina 1 atoma kisika na
polisaharidima (Fernandes 1 sur., 2014). Nadalje, smatra se kako niskoesterificirani pektin bolje
stabilizira antocijanine od visokoesterificiranog. Pektin iz citrusa bolje stabilizira antocijanine za
razliku od pektina iz jabuka ili Se¢erne repe. Vodikove veze izmedu pektina i antocijanina se
vjerojatno formiraju izmedu karboksilnih i hidroksilnih grupa izmedu galakturonana pektina i
hidroksilnih skupina antocijanina (Fernandes 1 sur., 2014). Polifenoli, a posebno antocijanini su
skloni degradaciji tijekom procesiranja 1 dugog skladiStenja prehrambenih proizvoda. Njihova
degradacija moZe imati znacajan utjecaj na kvalitetu boje, antioksidacijsku aktivnost i nutritivna
svojstva. Inkapsulacija polifenola predstavlja zasStitni mehanizam za o€uvanje aktivnog oblika
polifenola. Jedan od najvaznijih kriterija za procjenu kvalitete inkapsuliranih polifenola je duljina

vremenskog roka tijekom kojeg takvi pripravci zadrzavaju svoju bioaktivnost (Wilkowska 1 sur.,
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2016b). Stabilnost inkapsuliranih polifenola tijekom skladiStenja proucavana je i u drugim
istrazivanjima. Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk (2011) skladistili su inkapsulirane polifenole
crnog ribiza s inulinom i maltodekstrinom 12 mjeseci na temperaturama od 8 °C i 25 °C. Na
temperaturi od 25 °C gubitak antocijanina bio je 24 — 32 %, a gubitak ukupnih polifenola bio je 8
— 11 %. Inulin se pokazao boljim nosacem tijekom skladiStenja za zadrzavanje polifenola.
Inkapsulacija ekstrakta bogatog antocijaninima dobivenog iz komine Myrciaria cauliflora (Mart.)
O. Berg provedena je procesom liofilizacije, a kao nosaci su se koristili maltodekstrin, pektin 1
proteini soje. Nakon skladiStenja od 90 dana pri izloZenosti UV svjetlu i sobnoj temperaturi, ispitan
je sadrzaj ukupnih polifenola i antocijanina. Degradacija ukupnih polifenola bila je najmanja u
uzorku gdje se kao nosac koristio maltodekstrin u kombinaciji s pektinom i proteinima soje (0,4
%) dok je degradacija antocijanina bila najmanja u uzorku s maltodekstrinom (9 %) (Pereira Souza
1 sur., 2017). Wilkowska 1 sur. (2016b) su ispitivali degradaciju polifenola i antocijanina tijekom
skladistenja (12 mjeseci) pri razli¢itim uvjetima (8 °C, 25 °C 1 25°C uz svjetlost) u inkapsuliranim
polifenolima soka aronije s B-ciklodekstrinom, maltodekstrinom i gumom arabikom. Najveci
gubitci ukupnih polifenola (21,1 — 30,8 %) 1 antocijanina (23 — 42,5 %) bili su pri 25°C i izloZenosti
svjetlu. Autori su naveli kako osim temperature skladiStenja 1 odabira nosaca, sastav polifenola
utjece na stabilnost tijekom skladiStenja. Antocijanini aronije inkapsulirani s maltodekstrinom u
kombinaciji s pektinom, B-glukanom, inulinom, gumom arabikom ili guar gumom skladiSteni su
sedam dana na svjetlosti 1 zraku. Iz rezultata je uoc¢eno kako nije doslo do statisticki znacajne
degradacije antocijanina kod uzoraka s guar gumom 1 inulinom te da su ovi nosaci predstavljali

dobru fizi¢ku barijeru u zastiti antocijanina (Pieczykolan i Kurek, 2019).
Grupiranje uzoraka prema slicnosti sadrzaja polifenola

Rezultati grupiranja uzoraka po slicnosti sadrzaja pojedinacnih polifenola dobivenih klaster
analizom prikazani su na Slici 32. Kod kompleksa na bazi citrus vlakana (Slika 32a) utvrdena su
dva klastera te su najvecu sli¢nost imali kompleksi s 2 % i1 3 % citrus vlakna te kompleksi s 1 %
citrus vlakna nakon pripreme 1 nakon skladiStenja. Slika 32b prikazuje slicnost kompleksa na bazi
citrus vlakna/ksantana. U ovom slucaju takoder su prisutna dva klastera, a najveca slicnost utvrdena
je zakomplekse s 3 % citrus vlakna/ksantana i skladiStenog kompleksa s 2 % citrus vlakna/ksantana
te kompleksa s 1 % citrus vlakna/ksantana nakon pripreme i nakon skladiStenja. Dendrogram
prikazan na Slici 32¢ pokazuje grupiranje u dva klastera 1 to prvi klaster kompleksi s 2 % 1 3 %

citrus vlakna/guara te drugi klaster skladiSteni kompleksi s 2 % 1 3 % citrus vlakna/guara. Iz svih
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vlaknom, a najvise se razlikuju od soka aronije.
5.2.2. Antioksidacijska aktivnost kompleksa

Antioksidacijska aktivnost kompleksa odredena DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metodama

Primjenom Cetiri razli¢ite metode (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC) odredena je antioksidacijska
aktivnost kompleksa te su dobiveni rezultati prikazani u Tablici 22. Rezultati DPPH metode bili
su u rasponu od 21,02 mmol/100 g do 36,09 mmol/100 g. Najvece vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti imao je kompleks s 1 % citrus vlakna, a najnize vrijednosti kompleksi s 3 % citrus vlakna
13 % citrus vlakna/guara. Rezultati ABTS metode bili su u rasponu od 35,26 mmol/100 g do 67,46
mg/100 g, a najvecu antioksidacijsku vrijednost imao je kompleks s 1 % citrus vlakna/guara dok
je kompleks s 3 % citrus vlakna/guara imao najniZzu vrijednost. Isti uzorci su imali najvecu i
najmanju antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP i CUPRAC metodama s rasponom rezultata
od 33,41 do 68,01 mmol/100 g (FRAP) i od 53,66 do 108,51 mmol/100 g (CUPRAC). Povecanje
koli¢ine vlakna uzrokovalo je smanjenje antioksidacijske aktivnosti odredene svim metodama.
Rezultati antioksidacijske aktivnosti skladiStenih kompleksa prikazani su u Tablici 23.
Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom bila je u rasponu od 20,04 mmol/100 g do
33,77 mmol/100 g. Najvecu antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom imao je
kompleks s 1 % citrus vlakna/guara, a najniZu aktivnost uzorak s 3 % citrus vlakna/guara. Raspon
rezultata antioksidacijske aktivnosti odredene ABTS metodom bio je od 31,55 mmol/100 g do
64,12 mmol/100 g. Uzorak s 1 % citrus vlakna/guara imao je najvecu antioksidacijsku aktivnost.
Isti uzorak imao je najvecu antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom (66,60 mmol/100
g) dok je najniZu aktivnost imao uzorak s 3 % citrus vlakna/guara (31,86 mmol/100 g). Iz rezultata
antioksidacijske aktivnosti odredene CUPRAC metodom za skladiStene komplekse moze se
utvrditi kako su uzorci s 1 % citrus vlakna/ksantana i 1 % citrus vlakna/guara imali najvecu
antioksidacijsku aktivnost bez statisticki znacajne razlike izmedu wuzoraka. Najnizu
antioksidacijsku aktivnost imao je uzorak s 3 % citrus vlakna/guara (52,46 mmol/100 g) kao i u

ostalim metodama.

Antioksidacijska aktivnost je jedna od mnogih bioloSkih aktivnosti polifenola koja je ovisna o
kemijskoj strukturi polifenola. U literaturi je dostupno puno metoda za mjerenje antioksidacijske
aktivnosti uzoraka, ali ne postoji metoda kojom se moze prikazati mehanizam djelovanja svih
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antioksidanasa prisutnih u kompleksnom sustavu. Zbog toga se Cesto kombinira vise metoda za
analizu pojedinog uzorka kako bi se to¢nije prikazao antioksidacijski potencijal svih
antioksidanasa. Dva su osnovna mehanizma deaktivacije slobodnih radikala antioksidansima:
prijenos jednog elektrona (SET) 1 prijenos atoma vodika (HAT). DPPH metoda je Siroko
primjenjivana zbog svoje jednostavnosti i brzine. DPPH radikal uobicajeno reagira preko SET
mehanizma, ali ponekad moZze biti neutraliziran HAT ili SET mehanizmom kao i nepovezanim
reakcijama. Male molekule zbog lakSeg pristupa reaktivnom mjestu pokazuju izrazito visoku
antioksidacijsku aktivnost mjerenu DPPH metodom. Kod ABTS metode, mjeri se smanjenje boje
intenzivno obojenog ABTS radikal kationa kroz reakciju antioksidansa s radikalom. FRAP metoda
bazirana je na redukciji Fe** iona (feri oblik) u Fe*" ion (fero oblik) djelovanjem antioksidansa.
Ova metoda je prilicno jednostavna, robusna i jeftina te je bazirana na SET mehanizmu. CUPRAC
metoda bazirana je na redukciji Cu?* u Cu” ione djelovanjem antioksidansa (Prior i sur., 2005).
Antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina koje su u ovim kompleksima bile prisutne u zna¢ajnoj
koncentraciji poboljSava se s povecanjem broja metoksi skupina, a posebno s povecanjem
hidroksilnih skupina u strukturi. Osim broja i pozicije OH skupina vezanih za aromatski prsten
odgovornih za antioksidacijsku aktivnost, prisutnost -CH=CH-COOH skupine kod
hidroksicimetnih kiselina zasluzna je za njihovu bolju antioksidacijsku aktivnost u odnosu na
hidroksibenzojeve kiseline (Mercado-Mercado 1 sur., 2020). Zheng 1 Wang (2003) istrazivali su
antioksidacijsku aktivnost aronije 1 utvrdili kako antocijanini, hidroksicimetne kiseline i flavonoli
doprinose oko 59,4 % ukupne antioksidacijske aktivnosti aronije, Sto upucuje na to da
proantocijanidini doprinose oko 40 % antioksidacijske aktivnosti aronije. Dobiveni rezultati
antioksidacijske aktivnosti u ovom istrazivanju su u suglasnosti s drugim istrazivanjima gdje je
takoder veca koli¢ina vlakna za pripremu kompleksa uzrokovala opadanje antioksidacijske
aktivnosti (Vukoja i sur.,, 2021a; Buljeta i1 sur.,, 2021b). Da Rosa i sur. (2014) istrazivali su
antioksidacijsku aktivnost inkapsuliranih polifenola kupine s ksantanom, B-ciklodekstrinom i
inulinom. Najvecu antioksidacijsku aktivnost imali su uzorci s ksantanom te su dobiveni rezultati
bili u korelaciji sa sadrzajem polifenola u uzorcima. Flavonoidi iz ekstrakta ljuske Zutog luka
inkapsulirani su s razli¢itim nosa¢ima (pektin, maltodekstrin i proteini sirutke) procesom
liofilizacije. Uzorak s ve¢im sadrZzajem pektina imao je ve¢i sadrzaj flavonoida i najvecu
antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom (Milea i sur., 2019). SkladiStenjem

kompleksa doslo je do blagog smanjenja antioksidacijske aktivnosti kod ve¢ine kompleksa dok su
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neki zadrzali iste vrijednosti ili je ¢ak doslo do povecanja antioksidacijske aktivnosti. Sli¢no je
utvrdeno kod Wilkowska i1 sur. (2016b) gdje se antioksidacijska aktivnost mikrokapsula s
polifenolima aronije 1 maltodekstrinom, gumom arabikom i B-ciklodekstrinom blago smanjila
nakon skladistenja (12 mjeseci). Najstabilnije mikrokapsule bile su s -ciklodekstrinom. Uzimajuci
u obzir relativno dobru stabilnost polifenola i antioksidacijske aktivnosti bioaktivnih dodataka
hrani pripremljenih u svrhu ovog istrazivanja, ovi kompleksi pokazuju dobar potencijal za primjenu

kao funkcionalni prehrambeni aditivi u prehrambenoj industriji.
Koeficijenti korelacije utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa

Koeficijenti korelacije (r?) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa prikazani
su u Tablici 24. Sadrzaj proantocijanidina, antocijanina i ukupnih polifenola u kompleksima
odredenih spektrofotometrijskim metodama je imao visoke koeficijente korelacije s
antioksidacijskom aktivnosti (r* > 0,9). Iz rezultata sadrzaja polifenola dobivenih HPLC analizom
takoder su izraCunati koeficijenti korelacije s antioksidacijskom aktivnosti. Fenolne kiseline su
imale najveéi koeficijent korelacije s DPPH metodom (r* = 0,8471) dok su za ostale metode
koeficijenti korelacije bili nesto nizi (r* = 0,78). Koeficijent korelacije utjecaja antocijanina na
antioksidacijsku aktivnost mjerenu DPPH metodom je bio 0,9419 dok je za sve ostale metode bio
oko 0,98. Sadrzaj flavanona u kompleksima nije imao pozitivne koeficijente korelacije sa
antioksidacijskom aktivnosti. Iz toga se moZe zakljuciti kako hesperidin, iako prisutan u najve¢im
koli¢inama u kompleksima, nije imao utjecaja na antioksidacijsku aktivnost kao ostali polifenoli
koji su izvorno bili prisutni u soku aronije te su se vezali na vlakna. Flavonoli su imali najmanji
koeficijent korelacije s DPPH metodom (1> = 0,8532) dok su s ostalim antioksidacijskim metodama
imali koeficijent korelacije oko 0,92. U Tablici 25 prikazani su koeficijenti korelacije utjecaja
polifenola na antioksidacijsku aktivnost kod skladistenih kompleksa. Trend rezultata zadrZan je
kao 1 prije skladiStenja. Utvrdeni su visoki koeficijenti korelacije za sve polifenole odredene
spektrofotometrijskim mjerenjima s antioksidacijskom aktivnosti (r> > 0,9) kao i za ukupne
antocijanine odredene HPLC metodom (1> = 0,98) i flavonole (r* = 0,9). Fenolne kiseline su imale
nesto nize koeficijente korelacije s antioksidacijskom aktivnosti (r* = 0,68) dok flavanoni nisu imali

pozitivne koeficijente korelacije s antioksidacijskom aktivnosti.

Antioksidacijska aktivnost pokazala je direktnu korelaciju sa sadrzajem polifenola (osim za sadrzaj

hesperidina) Sto je u suglasnosti s Ballesteros 1 sur. (2017) gdje je linearna korelacija bila 0,99.
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Corkovi¢ i sur. (2021a) utvrdili su visoke koeficijente korelacije izmedu antioksidacijske aktivnosti
mjerene DPPH (12 = 0,8951), ABTS (r? = 0,9535), FRAP (1> = 0,9358) i CUPRAC (r* = 0,8756)
metodama i ukupnih antocijanina u inkapsuliranim polifenolima soka aronije metodom ionskog
geliranja. Sadrzaj fenolnih kiselina je takoder imao visok utjecaj na antioksidacijsku aktivnost kod
(1> = 0,8) s nesto nizom korelacijom s antioksidacijskom aktivnosti mjerenom FRAP metodom (r°
= 0,6554). Izrazito niska korelacija (0,2 — 0,3) utvrdena je za ukupne flavonole i antioksidacijsku

aktivnost.
5.2.3. Inhibicija enzima a-amilaze i a-glukozidaze kompleksima

Na Slikama 33-36 prikazana je sposobnost inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze
kompleksima nakon pripreme i skladiStenja. Dokazano je kako polifenoli imaju sposobnost
inhibicije spomenutih enzima $to uvelike ima utjecaj na prevenciju i tretiranje dijabetesa tipa 2,
pretilosti i slicno. Istrazivaci sve vise pokusavaju pronaci prirodne inhibitore enzima kako bi se
smanyjila i sprije¢ila upotreba sintetskih, a aronija i njeni proizvodi s obzirom na bogat sadrzaj
polifenola zasigurno mogu biti razmatrani u toj primjeni. Na Slici 33 prikazana je sposobnost
inhibicije enzima a-amilaze kompleksima na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus
vlakana/guara sa sokom aronije. Inhibicija je bila u rasponu od 78,82 % do 86,51 % za
koncentracije polifenola u reakcijskoj smjesi od 34,60 mg/L do 67,47 mg/L. Uoceno je kako je
inhibicijska aktivnost povezana s koncentracijom polifenola u kompleksima; viSe polifenola u
reakcijskoj smjesi rezultiralo je veCom inhibicijskom aktivno$¢u. Najvecu inhibicijsku aktivnost
imali su kompleksi s 1 % citrus vlakna/guara i 1 % citrus vlakna (oko 86 %). lako je kompleks s 1
% citrus vlakna imao neSto manju koncentraciju polifenola u reakcijskoj smjesi (65,68 mg/L) od
uzorka s 1 % citrus vlakna/guara (67,47 mg/L), imao je ve¢u koncentraciju cijanidin-3-glukozida i
klorogenske kiseline $to bi moglo utjecati na njegovu vecu inhibicijsku aktivnost pri manjoj
koncentraciji ukupnih polifenola u reakcijskoj smjesi. Cijanidin-3-glukozid i klorogenska kiselina
u prethodnim istrazivanjima pokazali su jaku inhibicijsku aktivnost prema enzimu a-amilazi
(Worsztynowicz i sur., 2014; Akkarachiyasit i sur., 2010). NajniZzu sposobnost inhibicije enzima o-
amilaze imao je kompleks s 3 % citrus vlakna/guara koji je ujedno imao i najnizu koncentraciju
polifenola u reakcijskoj smjesi. Rezultati inhibicije enzima a-amilaze sa skladiStenim kompleksima
prikazani su na Slici 34. Rezultati inhibicijske aktivnosti smanjili su se nakon skladiStenja te su bili

u rasponu od 66,65 % do 75,36 % za koncentracije polifenola u reakcijskoj smjesi od 30,02 mg/L
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do 65,53 mg/L. Trend koji je bio uocen prije skladiStenja ostao je isti i nakon skladistenja, odnosno
isti uzorci su ponovno imali najvecu i najnizu inhibicijsku aktivnost. Na Slici 35 prikazana je
sposobnost inhibicije enzima o-glukozidaze kompleksima na bazi citrus vlakana, citrus
vlakana/ksantana 1 citrus vlakana/guara sa sokom aronije. Inhibicijska aktivnost kompleksa bila je
u rasponu od 52,42 % do 94,80 % za koncentracije polifenola u reakcijskoj smjesi od 5,71 mg/L
do 11,13 mg/L. Uzorci s 1 % citrus vlakna/guara i 1 % citrus vlakna/ksantana imali su najvecu
sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze. Iako je kompleks s 1 % citrus vlakna/ksantana imao
manju koncentraciju ukupnih polifenola u reakcijskoj smjesi od kompleksa s 1 % citrus
vlakna/guara oba kompleksa su imala istu inhibicijsku aktivnost. Medutim, kompleks s 1 % citrus
vlakna/ksantana imao je vecu koncentraciju cijanidin-3-arabinozida te se pretpostavlja kako je veca
koncentracija ovog antocijanina zasluZna za vecu inhibicijsku aktivnost kompleksa. Ovaj rezultat
je u suglasnosti s prethodnim istrazivanjem gdje je utvrdena najveca inhibicijska aktivnost za
cijanidin-3-arabinozid izmedu Cetiri ispitivana antocijanina (Braunlich 1 sur., 2013). Najmanju
sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze imao je kompleks s 3 % citrus vlakna (52,42 %) iako
je imao vecu koncentraciju polifenola u reakcijskoj smjesi (6,02 %) od kompleksa s 3 % citrus
vlakna/guara. Pretpostavlja se kako je veca koli¢ina klorogenske i neoklorogenske kiseline u
kompleksu s 3 % citrus vlakna/guara zasluzna za vec¢u inhibicijsku aktivnost od kompleksa s 3 %
citrus vlakna s manjom koncentracijom ovih fenolnih kiselina §to je u suglasnosti s prethodnim
istrazivanjem (Worsztynowicz i sur., 2014). Rezultati inhibicije enzima a-glukozidaze skladiStenim
kompleksima prikazani su na Slici 36. Raspon rezultata inhibicije bio je od 46,75 % do 94,94 % za
koncentracije polifenola u reakcijskoj smjesi od 4,95 mg/L do 10,81 mg/L. Kod nekih kompleksa
je doslo do blagog povecanja inhibicijske aktivnosti nakon skladiStenja. Isti kompleksi kao 1 prije
skladiStenja su imali najvecu inhibicijsku aktivnost, dok je kompleks s 3 % citrus vlakna/guara
nakon skladiStenja imao najniZu inhibicijsku aktivnost. Kod ovog uzorka je doslo i do najvece

degradacije polifenola tijekom skladiStenja.

Iz prethodnih rezultata moze se utvrditi kako su kompleksi imali viSu inhibicijsku aktivnost o-
glukozidaze pri nizim koncentracijama polifenola, dok je za inhibiciju a-amilaze u reakcijskoj
smjesi bila potrebna mnogo vec¢a koncentracija polifenola. Sli¢ni rezultati bili su i kod soka aronije
koriStenog u ovom istrazivanju gdje se sok pokazao puno boljim inhibitorom a-glukozidaze u
odnosu na akarbozu, ali lo§ijim inhibitorom a-amilaze u odnosu na akarbozu. Objasnjenje bi moglo
biti u vecoj prisutnosti cijanidin-3-galaktozida u kompleksima koji je bolji inhibitor a-glukozidaze
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1 manjoj prisutnosti cijanidin-3-glukozida koji je bolji inhibitor a-amilaze. Inhibicijsku aktivnost
cijanidina i njegovih glikozida za enzime a-amilazu i1 a-glukozidazu istrazivali su Akkarachiyasit 1
sur. (2010). Iz dobivenih rezultata utvrdeno je kako cijanidin-3-glukozid ima najvecu sposobnost
inhibicije a-amilaze Sto je vjerojatno posljedica prisustva 3-O-glukoze u strukturi. Zamjena 3-O-
glukoze s 3-O-galaktozom (cijanidin-3-galaktozid) uzrokuje znacajan pad sposobnosti inhibicije
a-amilaze 1 znacajan porast sposobnosti inhibicije a-glukozidaze. Molekule glukoze i galaktoze
imaju istu molekulsku, ali razli€itu strukturnu formulu. Jedina razlika izmedu te dvije molekule je
u polozaju hidroksilne skupine na C-4. Autori navode kako je strukturalna promjena Secera na 3-
O-poziciji kod glikozida cijanidina vazan c¢imbenik koji utjeCe na inhibiciju oa-amilaze i a-
glukozidaze. Takoder se pretpostavlja kako cijanidin i njegovi glikozidi mogu stvarati interakcije
s proteinima preko hidroksilnih skupina stvaraju¢i vodikove veze s polarnim grupama na aktivnim
mjestima proteina (Akkarachiyasit 1 sur, 2010). Nadalje, istrazivanjem provedenim na
polifenolima ekstrakta aronije kao inhibitorima a-amilaze i lipaze utvrdeno je kako su i antocijanini
i fenolne kiseline spojevi koji inhibiraju reakcije katalizirane a-amilazom i lipazom. Najvecu
efikasnost inhibicije a-amilaze iz skupine fenolnih kiselina imala je klorogenska kiselina dok je iz
grupe antocijanina, cijanidin-3-glukozid bio najbolji inhibitor. Ovakvi rezultati upuc¢uju na mogucu
primjenu aronije kao funkcionalne hrane koja moze utjecati na sprjeCavanje pretilosti
(Worsztynowicz 1 sur., 2014). Frakcionirane komponente aronije, ispitivane su na sposobnost
inhibicije a-glukozidaze. Iz rezultata je uoceno kako svi antocijanini (cijanidin-3-galaktozid, -
glukozid, -arabinozid) osim cijanidin-3-ksilozida imaju puno vec¢u inhibicijsku aktivnost od
proantocijanidina (B2, B5 1 C1). Od ispitivanih antocijanina najbolju inhibicijsku aktivnost imao
je cijanidin-3-arabinozid ($to se u nekim slucajevima pokazalo 1 u ovom istrazivanju). Od tri
izolirana proantocijanidina, najvecu sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze imao je
procijanidin C1 (trimerni procijanidin) upucujuci na vecu inhibicijsku aktivnost proantocijanidina
s povecanjem molekulske mase (Brdunlich i sur., 2013). S obzirom da je u kompleksima prisutno
vise komponenti koje imaju dokazanu sposobnost inhibicije enzima o-amilaze i1 a-glukozidaze,
moze se pretpostaviti da je sinergisticko djelovanje pojedina¢nih komponenti utjecalo na ukupnu
inhibicijsku aktivnost. Bioaktivni dodaci hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i
citrus vlakana/guara sa sokom aronije analizirani u ovom istrazivanju pokazali su sposobnost
inhibicije enzima a-amilaze i a-glukozidaze. Moze se utvrditi kako je za inhibiciju a-glukozidaze

bilo potrebno manje polifenola u reakcijskoj smjesi u odnosu na inhibiciju a-amilaze. Kompleksi
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s 1 % vlakana imali su najvec¢u inhibicijsku aktivnost kod oba testirana enzima.
5.2.4. Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima

Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima odredenih GC-MS metodom

U Tablici 26 prikazan je sadrzaj hlapljivih komponenti u bioaktivnim dodacima hrani na bazi citrus
vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije. U kompleksima su bile
prisutne 22 hlapljive komponente koje su radi lakse preglednosti i uvida u rezultate podijeljene u
pripadajuce skupine alkohola, karbonilnih spojeva i terpena. Najmanji udio hlapljivih komponenti
u kompleksima ¢inili su alkoholi s pet identificiranih komponenti. NajviSe komponenti pripadalo
je skupini karbonilnih spojeva (10 komponenti) dok je skupina terpena Cinila najveci udio
hlapljivih komponenti sa sedam komponenti detektiranih u kompleksima. Koncentracija alkohola
u kompleksima bila je u rasponu od 20,16 pg/kg do 102,23 pg/kg. Kompleks s 3 % citrus
vlakna/guara imao je najvecu koncentraciju alkohola dok je uzorak s 2 % citrus vlakna imao
najmanju koncentraciju alkohola. Koncentracije 3-heksen-1-ola u kompleksima bile su u rasponu
od 0,13 pg/kg (za kompleks s 3 % citrus vlakna/ksantana) do 1,50 pg/kg (za kompleks s 2 % citrus
vlakna/guara). U kompleksima s 3 % citrus/vlakna i 1 % citrus vlakna/guara, 3-heksen-1-ol nije
identificiran. Heks-1-ol bio je prisutan u svim kompleksima (0,15 — 4,27 pg/kg). Visoka
koncentracija 2-etilheksan-1-ola, koji je identificiran 1 u soku aronije i u vlaknima, bila je u uzorku
s 3 % citrus vlakna/guara (68,69 pg/kg) Sto je ocekivano s obzirom da je citrus vlakno/guar imalo
visoke koncentracije ovog spoja. U ostalim kompleksima njegova je koncentracija bila u rasponu
od 2,60 pg/kg do 15,12 pg/kg. Oktan-1-ol je prethodno identificiran na vlaknima te je u
kompleksima bio zastupljen u najveé¢im koncentracijama (15,16 — 32,64 ng/kg), dok u kompleksu
s 2 % citrus vlakna nije detektiran. Nonan-1-ol nije identificiran u kompleksima s 2 % i 3 % citrus
vlakna, a u ostalim kompleksima bio je u rasponu od 0,46 do 6,08 pg/kg. Karbonilni spojevi su bili
zastupljeni u rasponu od 36,81 pg/kg do 102,38 pg/kg. Kompleks s 2 % citrus vlakna/guara imao
je najvecu koncentraciju karbonilnih spojeva. Najnize koncentracije karbonilnih spojeva bile su u
kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom, posebice u kompleksu s 1 % citrus vlakna/ksantana.
Koncentracije nonanala, koji je bio prisutan i u soku i na vlaknima, u kompleksima su bile dosta
visoke (7,56 — 34,29 ng/kg). Najvece koncentracije nonanala su bile u kompleksima s citrus
vlaknima/guarom. lako je citrus vlakno/guar imao najvece koncentracije nonanala, u kompleksu s

3 % citrus vlakna/guara gdje su bile ocekivane najvece koncentracije tog spoja to nije bio slucaj.
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Iz toga se da pretpostaviti kako su i drugi ¢imbenici utjecali na vezanje ove komponente. Znacajne
koncentracije dekanala takoder su bile prisutne u kompleksima (5,17 — 19,69 pg/kg). Dekanal je
bio prisutan i u soku aronije i na vlaknima s najve¢om koncentracijom u citrus vlaknu/guaru. Iz
rezultata se moze uociti kako povecanje koli¢ine citrus vlakna/guara u kompleksima nije utjecalo
na vecu prisutnost dekanala (nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kompleksas 1 %13 % te
1 % 1 2 % citrus vlakna/guara). Geranil aceton je u vlaknima bio prisutan u jako visokim
koncentracijama, ali u kompleksima su te koncentracije bilo znacajno manje (2,12 — 16, 58 ug/kg).
Moze se utvrditi kako njegovo vezanje odnosno zadrzavanje na vlaknima, nije pratilo trend;
najveca koncentracija na vlaknu nije rezultirala najve¢om koncentracijom u kompleksu. Od svih
ispitivanih spojeva, terpeni su bili zastupljeni u najveéoj koncentraciji u kompleksima, osim kod
kompleksa s 1 % 1 3 % citrus vlakna/guara koji su bili bogatiji karbonilnim spojevima. Iz grupe
terpena, D-limonen je bio prisutan u najve¢im koncentracijama u kompleksima (osim u kompleksu
s 3 % citrus vlakna/guara) te su njegove koncentracije bile u rasponu od 9,95 pg/kg do 262,30
ng/kg). Ujedno D-limonen je od svih identificiranih hlapljivih komponenti imao najvece
koncentracije u kompleksima. U Tablici 27 prikazan je sadrzaj hlapljivih komponenti u
skladiStenim bioaktivnim dodacima hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus
vlakana/guara sa sokom aronije. U kompleksima je identificirana 21 komponenta iz skupine
alkohola, karbonilnih spojeva 1 terpena. U usporedbi s kompleksima nakon pripreme, 4-
propilbenzaldehid nije identificiran u skladiStenim kompleksima. U skladiStenim kompleksima
koncentracija alkohola se smanjila u svim kompleksima (5,09 — 34,80 pg/kg) osim u kompleksu s
3 % citrus vlakna gdje je ostala ista 1 kompleksu s 3 % citrus vlakna/ksantana gdje se malo povecala.
Najmanje zadrzavanje odnosno najveca degradacija alkohola (oko 70 %) bila je u kompleksima s
2 % citrus vlakna, 2 % citrus vlakna/ksantana 1 3 % citrus vlakna/guara. U nekim kompleksima
pojedinacni alkoholi nisu bili detektirani nakon skladistenja iako su bili prisutni prije skladiStenja.
U kompleksima s 1 % citrus vlakna, 1 % citrus vlakna/ksantana, 3 % citrus vlakna/ksantana, 3-
heksen-1-ol nije bio detektiran nakon skladiStenja. Heks-1-ol nakon skladiStenja nije bio prisutan
u kompleksima s 1 % citrus vlakna, 1 % citrus vlakna/guara, dok nonan-1-ol nije detektiran u istim
kompleksima te dodatno u kompleksu s 1 % citrus vlakna/ksantana. Koncentracije karbonilnih
spojeva kod skladiStenih kompleksa bile su u rasponu od 35,71 pg/kg do 110,65 pg/kg. Degradacija
karbonilnih spojeva utvrdena je kod kompleksa s 1 % citrus vlakna (oko 40 %), 3 % citrus vlakna

(oko 35 %) 1 1 % citrus vlakna/guara (oko 20 %). Kod ostalih kompleksa utvrden je porast
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koncentracije karbonilnih spojeva, a posebice je to bilo izrazeno kod kompleksa s citrus
vlaknom/ksantanom (oko 50 %). Koncentracije terpena u kompleksima nakon skladistenja bile su
u rasponu od 21,21 pg/kg do 121,02 ng/kg. Kod svih kompleksa doslo je do degradacije terpena
nakon skladiStenja, a najbolje zadrzavanje utvrdeno je kod kompleksa s 3 % citrus vlakna/guara

(96 %). Kod ostalih kompleksa smanjenje koncentracije terpena bilo je za oko 50 — 80 %.

U vedini istrazivanja proucava se utjecaj ucinkovitosti nosaca za vezanje polifenola iz razlicitih
prirodnih izvora dok su hlapljive komponente Cesto zanemarene. Sok aronije, osim bogatog
sadrzaja polifenola, sadrzi 1 specificne hlapljive komponente odgovorne za aromu. Tijekom
kompleksacije vlakana i polifenola soka aronije, bilo je ocekivano da ¢e se dogoditi i vezanje
hlapljivih spojeva. Formiranje delivery systems aktivnih spojeva kao $to hlapljive komponente je
od visoke vaznosti za prehrambenu industriju. Poznato je kako na aromatski profil voca utjece
dodatak hidrokoloida preko dva moguc¢a mehanizma. Jedan od mogué¢ih mehanizama je povecanje
viskoznosti sustava $to smanjuje brzinu difuzije hlapljivih komponenti u okolinu, a drugi je vezanje
hlapljivih komponenti na hidrokoloide (Kopjar i sur., 2020). Sustav za inkapsulaciju treba biti
odabran na nacin da se hlapljive komponente zaStite od degradacije i oksidacije. Ugljikohidrati su
dokazani efikasni materijali za inkapsulaciju takvih komponenti te utjecu na njihovo zadrzavanje i
kontrolirano otpustanje. Ti ucinci ovise o mnogo ¢imbenika kao $to su fizikalno-kemijske
karakteristike hlapljivih komponenti, vrsta 1 koncentracija ugljikohidrata (Naknean i Meenune,
2010). Poznato je kako se komponente s visokom molekulskom masom bolje zadrzavaju u sustavu
s ugljikohidratima nego komponente s niskom molekulskom masom dok povecana hlapljivost 1
polarnost smanjuju zadrzavanje. Takoder, smanjeno zadrzavanje hlapljivih komponenti
uzrokovano je povecanjem stupnja kristalizacije nosaca zbog unakrsnog povezivanja $to smanjuje
povrsinu izmedu polimernih lanaca i uzrokuje ,,istiskivanje* hlapljivih komponenti iz matriksa na
povrsinu (Guichard 2002; Naknean i Meenune, 2010). Malo je istraZivanja provedeno na hlapljivim
spojevima aronije, a jo§ manje na njihovoj inkapsulaciji. Corkovi¢ i sur. (2021a) inkapsulirali su
polifenole 1 hlapljive spojeve aronije metodom ionskog geliranja gdje su kao materijale za
inkapsulaciju koristili alginat 1 alginat/pektin. Iz rezultata je utvrdeno kako je dodatak pektina kao
nosaca poboljSao zadrzavanje karbonilnih spojeva u usporedbi s alginatom kao jedinim nosacem.
Poznato je kako postoji poveznica izmedu kemijskih skupina u odredenim grupama hlapljivih
komponenti 1 njihovim stupnjem zadrzavanja. Nekim istrazivanjima je utvrdeno kako se alkoholi

najbolje zadrzavaju u sustavu s ugljikohidratima, a zatim ketoni, aldehidi te su u konacnici esteri s
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najmanjim stupnjem zadrzavanja (Goubet i1 sur., 1998). Ponekad je cilj prehrambenog sektora
ukloniti neke spojeve iz kona¢nog proizvoda jer mogu uzrokovati nepozeljne okuse. Jedan od
takvih problema se moze pojaviti tijekom konzerviranja soka od lubenice termickom obradom.
Sli¢no se moze tvrditi 1 za aroniju 1 njene proizvode. Aroma aronije kojoj doprinose 1 hlapljive
komponente ogranicava prihvatljivost aronije medu potroSac¢ima. Ovakav nacin inkapsulacije
hlapljivih komponenti soka aronije bi utjecao na poboljSanje prihvatljivosti proizvoda odnosno
prehrambenih dodataka na bazi aronije. Yang i sur. (2020) su u svom istrazivanju pokusali ukloniti
nezeljene spojevi okusa soka od lubenice koristenjem B-ciklodekstrina, ksantana, Se¢era/kiseline i
karboksimetil celuloze. Rezultatima je utvrdeno kako je najbolji u¢inak na poboljSanje senzorske
kvalitete soka od lubenice imao B-ciklodekstrin u¢inkovitim smanjenjem 1-oktanola (22,81 %),
(E)-2-oktanola (36,43 %), dekanala (50,82 %) i (E)-2-dekenala (28,19 %). FTIR analizom je
utvrdeno stvaranje nekovalentnih veza (vodikovih veza) izmedu B-ciklodekstrina i (E)-2-dekenal
ili 1-oktanola. Interakcije izmedu hlapljivih komponenti i guma se odvijaju preko vodikovih veza,
a primjena guma u prehrambenim proizvodima je vrlo ¢esta u svrhu stabilizacije arome proizvoda.
Utvrdeno je kako dodatak karboksimetil celuloze ili guar gume smanjuje hlapljivost vrlo hlapljivih
nepolarnih spojeva kao Sto su a-pinen, 1,8-cineol, etil-2-metilbutirat dok na manje hlapljive
komponente kao $to su 2-metoksi-3-metilpirazin, vanilin, metil antranilat i maltol nije bilo utjecaja
(Preininger, 2005). Osim toga, guar guma 1 karboksimetil celuloza smanjili su otpusStanje
heksanala, limonena, heksanona, stirena, dimetil sulfida, etilbenzena i etilsulfida u modelnim
otopinama (Jouquand i sur., 2008). Pozitivan utjecaj vece koli¢ine gume arabike u kombinaciji s
maltodekstrinom na bolje zadrzavanje komponenti utvrdio je Reineccius (1991) tijekom
inkapsulacije etil butirata, naran¢inog ulja, etil propionata, benzaldehida i cinamaldehida.
Istrazivanjima je utvrdeno kako se vodikove veze stvaraju izmedu OH skupine okten-3-ola i kisika
iz karbonilne skupine na ksantanu. Ksantan je pokazao svojstvo inhibicije otpustanja hlapljivih
komponenti, ali s razli¢itim preferencijama medu komponentama u ovisnosti o hidrofobnosti
(razlicite log P vrijednosti). Terpeni (D-limonen 1 a-pinen) su bili dobro zadrZani u sustavu s
ksantanom (Yang i sur., 2016). U ovom istrazivanju najbolje zadrzavanje terpena tijekom
skladiStenja bilo je kod kompleksa s 3 % citrus vlakna/guara (96 %), dok je kod kompleksa s citrus
vlaknom/ksantanom zadrzavanje terpena bilo od 35 % do 50 %. Utjecaj razlicite koli¢ine celuloze
(2,5 %, 5 %, 7,5 % 1 10 %) 1 razli¢itog vremena kompleksiranja (15 1 60 min) na vezanje hlapljivih

spojeva maline ispitivano je u istrazivanju Vukoja i sur. (2020). Iz dobivenih rezultata utvrdeno je
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kako nije postojao trend u vezanju hlapljivih komponenti. Razli¢ite komponente ili skupine
komponenti su imali razli¢iti afinitet vezanja u ovisnosti o koli¢ini celuloze i vremenu
kompleksiranja. Sli¢no je utvrdeno u ovom istrazivanju gdje je koli€ina vlakna razlicito utjecala na

vezanje pojedinih skupina hlapljivih komponenti.
Aromatski profil kompleksa

Nosaci imaju razli¢itu sposobnost vezanja hlapljivih komponenti tijekom procesa susenja odnosno
inkapsulacije pa tako mogu utjecati i na aromatski profil finalnog proizvoda mijenjajuci
zadrzavanje 1 udjele hlapljivih komponenti. Na Slikama 37-39 prikazan je aromatski profil
bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa
sokom aronije nakon pripreme i skladiStenja. Hlapljive komponente podijeljene su u Sest
specifi¢nih grupa na temelju osnovne aromatske note kojom doprinose ukupnoj aromi: zelena nota,
citrusna nota, masna nota, vo¢na nota, cvjetna nota i menta. U sedmu grupu (ostalo) ukljucene su
aromatske note koje su rjede bile prisutne u kompleksima kao §to je drvenast miris (a-terpineol) i
slab miris (4-propilbenzaldehid). Sve ove aromatske note Cine cjelokupni aromatski profil
bioaktivnih dodataka hrani. Na Slici 37 prikazan je aromatski profil kompleksa citrus vlakna sa
sokom aronije nakon pripreme i skladiStenja. Citrusne note (2-etilheksan-1-ol, nonanal, D-limonen,
linalool) bile su prisutne u najve¢im udjelu u kompleksima (42 — 80 %). Tijekom skladistenja doslo
je do smanjenja udjela citrusnih nota u kompleksima. Zelene note (3-heksen-1-ol, heks-1-ol, oktan-
1-o0l, heksanal, 2-nonenal) ¢inile su 3 — 25 % ukupnog aromatskog profila s utvrdenim porastom
kod skladistenih kompleksa s 1 % 1 3 % citrus vlakna. Masne note (nonan-1-ol, 2-oktenal, 2,4-
nonadienal, 2-dekanal) bile su prisutne u kompleksima u rasponu od 4 % do 12 %. Tijekom
skladiStenja kompleksa doslo je do povecanja udjela masne. Voéne note (benzaldehid, a-ionon, j3-
ionon) u kompleksima s citrus vlaknima bile su prisutne u rasponu od 0,8 % do 11,5 %. Cvjetne
note (dekanal, geranil aceton) Cinile su 4 — 11 % ukupnog aromatskog profila dok je aromatska
nota mente (mentol, karvon) u cjelokupnom aromatskom profilu kompleksa bila oko 1 — 7 %.
Aromatski profil bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakna/ksantana sa sokom aronije nakon
pripreme 1 skladiStenja prikazan je na Slici 38. Najveci udio ukupnog aromatskog profila ¢inile su
citrusne note (41,5 — 73 %). Najvec¢i udio ovih nota bio je u kompleksu s 3 % citrus vlakna/ksantana
dok je skladiStenjem doslo do smanjenja udjela ovih nota u svim kompleksima. Zelene note Cinile
su 8 — 20 % ukupnog aromatskog profila. Tijekom skladiStenja doslo je do povecanja udjela masnih

nota u kompleksima za oko 15 %. Blago povecanje uoceno je 1 kod vocénih 1 cvjetnih nota. Na Slici
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39 prikazan je aromatski profil bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakna/guara sa sokom
aronije nakon pripreme i skladiStenja. Kao i kod prethodno opisanih rezultata, citrusne note €inile
su najveci udio ukupnog aromatskog profila (42 — 50 %) s utvrdenim smanjenjem udjela nakon
skladistenja (31 — 38 %). Udio zelenih 1 masnih nota kod skladiStenih kompleksa s citrus
vlakno/guarom povecao se za oko 5 % do 10 %. Udio cvjetne note i aromatske note mente nakon
skladistenja kompleksa se smanjio. U usporedbi sa aromatskim profilom soka aronije i vlakana
(Slika 28) utvrdeno je kako su u kompleksima dominirale citrusne note koje su najvise bile

zastupljene u vlaknima dok je u soku prevladavala zelena nota ¢iji je udio u kompleksima bio dosta

nizi od citrusnih nota.
Grupiranje uzoraka prema slicnosti aromatskog profila

Rezultati grupiranja uzoraka po slicnosti aromatskog profila dobivenih klaster analizom prikazani
su na Slici 40. Kod kompleksa na bazi citrus vlakana (Slika 40a) utvrdena su dva klastera te su
najvecu sli¢nost imali kompleksi s 1 % i 3 % citrus vlakna te skladisteni kompleksis 1 % 13 %
citrus vlakna. Slika 40b prikazuje slicnost kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana. U ovom
slu¢aju takoder su prisutna dva klastera na dendrogramu, ali s ne$to drugacijim trendom. U prvom
klasteru grupiran je kompleks s 1 % citrus vlakna/ksantana 1 citrus vlakno/ksantan. Drugi klaster

¢ine skladisteni kompleksi s 1 % i 3 % citrus vlakna/ksantana. Dendrogram prikazan na Slici 40c¢

.....

.....

vlaknom osim za komplekse s citrus vlaknom/ksantanom. Najvece razlike su utvrdene izmedu

aromatskog profila soka aronije i kompleksa.
5.2.5. Parametri boje kompleksa

Parametri boje (L*, a*, b* AE, AE!, °h, C*) bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana,
citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije prikazani su u Tablici 28. Svjetlina
kompleksa (L*) bila je u rasponu od 38,29 do 44,74. Najsvjetliji kompleksi bili su oni sa 3 % vlakna
(3 % citrus vlakno/ksantan > 3 % citrus vlakno > 3 % citrus vlakno/guar) dok su najtamniji bili s 1
% vlakna (1 % citrus vlakno > 1 % citrus vlakno/guar = 1 % citrus vlakno/ksantan). Pozitivne
vrijednosti parametra a* ukazuju na crvenu boju kompleksa u rasponu vrijednosti od 14,69 do
18,99. Kompleksi s 1 % vlakna imali su najniZe vrijednosti parametra a* §to nije u korelaciji s
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sadrzajem antocijanina koji daju crvenu boju kompleksima. Razlog tome bi mogao biti bolja
inkapsulacija antocijanina u unutrasnjost vlakana (Syamaladevi i sur., 2012). Pozitivne vrijednosti
parametra b* upucuju na prisutnost Zute boje u uzorcima (4,06 - 5,35) koja potjece s vlakna pa tako
uzorci pripremljeni s 3 % vlakna imaju najvece vrijednosti parametra b*. Pomoc¢u parametara boje
L*, a* i b* izraCunata je promjena boje izmedu soka aronije i kompleksa (AE) te promjena boje
izmedu vlakana i kompleksa (AE'). Promjena boje u oba slu¢aja bila je veca od 6 $to znaéi da su
ocigledna odstupanja boje kompleksa od soka aronije 1 vlakana. Vrijednost AE bila je u rasponu od
23,39 do 32,28. Najvecu promjenu boje u usporedbi sa sokom aronije imao je kompleks s 3 %
citrus vlakna/ksantana, a najmanju kompleks s 1 % citrus vlakna. Vrijednost AE! bila je u rasponu
od 43,38 do 51,18. Najveéu promjenu boje u usporedbi s vlaknom imao je kompleksa s 1 % citrus
vlakna/ksantana, a najmanju kompleks s 3 % citrus vlakna/guara. Ton boje (°h) bio je u rasponu od
15,44 do 16,30, a zasi¢enje boje (C*) od 15,24 do 19,73. Parametri boje skladiStenih bioaktivnih
dodataka hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom
aronije prikazani su u Tablici 29. Svjetlina kompleksa bila je u rasponu od 38,46 do 45,32.
Vrijednosti parametara a* bili su u rasponu od 15,18 do 19,14, a parametra b* od 4,98 do 6,01.
Promjena boje izmedu kompleksa nakon pripreme i skladistenih kompleksa (AE) bila je u rasponu
od 0,80 do 1,39. Prema vrijednostima AE kod kompleksa s 1 % citrus vlakna te 1 % i 2 % citrus
vlakna/ksantana, razlika boje se vidjela dok se kod ostalih kompleksa razlika boje primjecuje. Ton

boje skladistenih kompleksa bio je u rasponu od 16,98 do 18,67, a zasi¢enje boje od 15,97 do 20,01.

Antocijanini soka aronije su odgovorni za crvenu boju kompleksa. Ovi pigmenti su osjetljivi na
razli¢ite C¢imbenike okoline te prehrambena industrija pokuSava pronaéi nacine za njihovo
ocuvanje. Liofilizacija je proces koji se pokazao ucinkovitom metodom suSenja za ocuvanje
antocijanina te produZenje njihove stabilnosti. U istraZivanju koje su proveli Syamaladevi 1 sur.
(2012) inkapsulirane su crvene maline s gumom arabikom. Uzorci s vi§im sadrZzajem antocijanina
bili su svjetliji 1 sa nizim intenzitetom crvene boje. Autori su pretpostavili da bi niZi intenzitet
crvene boje mogao biti zbog bolje inkapsulacije antocijanina te je ,,maskirana* povrSinska boja
uzoraka. Slicno je utvrdeno i1 kod inkapsulacije antocijanina aronije s guar gumom, gumom
arabikom, pektinom, B-glukanom i inulinom. Uzorak s najniZom vrijednosti parametra a* (uzorak

s guar gumom) imao je najvecu efikasnost inkapsulacije (Pieczykolan i Kurek, 2019).
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5.2.6. FTIR analiza

IR spektri kompleksa i viakana

Infracrvena spektroskopija je brza, nedestruktivna i pristupacna tehnika koja se ucestalo koristi u
analizi strukture polisaharida. Uglavnom se koristi za identifikaciju tipa polisaharida,
supstitucijskih grupa te konfiguracije anomernog ugljika. U ovom istrazivanju, FTIR analiza se
koristila za analizu funkcionalnih grupa prisutnih u vlaknima i kompleksima odnosno kako bi se
potvrdilo vezanje aktivnih spojeva iz soka aronije na vlakna. Na Slikama 41-43 prikazani su IR
spektri vlakana i kompleksa te je na svakoj slici prikazan samo jedan IR spektar od kompleksa s
razli¢itim postotcima vlakna jer su promjene bile iste. Kada se radi o polisaharidima, IR spektar
mozZe se podijeliti u pet regija: 1. regija 4000 — 2500 cm!, 2. regija 1800 — 1500 cm!, 3. regija
1500 — 1200 cm™!, 4. regija 1200 — 800 cm™ i 5. regija ispod 800 cm™ (Hong i sur., 2021). Uvidom
u IR spektre moze se utvrditi kako je najmanji intenzitet apsorbancije bio kod vlakana dok su
kompleksi vlakna sa sokom aronije imali najveci intenzitet apsorbancije. SkladiStenjem je doslo
do smanjenja intenziteta u odnosu na komplekse prije skladiStenja. Svi uzorci su imali Siroku vrpcu
na oko 3300 cm™! koja odgovara vibracijskom istezanju O-H veza, te vrpce na 3000 — 2800 cm’!
koje mogu biti pripisane simetricnom i asimetricnom vibracijskom istezanju C-H (moguca
prisutnost CH skupina) (Aburto i sur., 2015). Vrpca na 2856 cm™! (vibracijsko istezanje C-H veza)
u kompleksima je puno slabijeg intenziteta u odnosu na vlakna. Vrpce u regiji od 1800 cm™ do
1500 cm™! mogu se pripisati vibracijskom istezanju dvostrukih veza (Hong i sur., 2021). Vrpca na
1735 cm’! na vlaknima (citrus vlakno, citrus vlakno/ksantan i citrus vlakno/guar) upuéuje na
prisutnost vibracijskog istezanja C=0 veze alkilnih estera polisaharida kao Sto su pektin i
hemiceluloza. U kompleksima je ta vrpca pomjerena na 1725 cm™. Vrpca na 1604 cm™ moze se
pripisati nesimetricnom istezanju COO™ povezanim s poligalakturonskom kiselinom i karboksilnim
esterima pektina (Bichara i sur., 2016). Na vlaknima se moZe uogiti slaba vrpca na 1520 cm™ s
ramenom odgovorna za vibracijsko istezanje C=C veza dok se kod kompleksa vidi jasno definirana
i naglaena vrpca na tom valnom broju. Regija od 1500 cm™ do 1200 cm™ ukljucuje vibracije
skupina kao $to su CHz i brojnih C-OH deformacija kod ugljikohidrata. U ovoj regiji se nalazi jako
puno vrpci s razli¢itim vibracijama koje se preklapaju te je njihovo tumacenje zahtjevno (Hong 1
sur., 2021). Vrpce u podruéju od 1400 cm™ do 1300 cm™ upuéuju na simetri¢no istezanje CHz u

celulozi (Movasaghi i sur., 2008). Vrpca na 1317 cm™ bila je prisutna na vlaknima dok na
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kompleksima nije bilo vrpce na tom valnom broju. Vrpca na 1225 cm™! upuéuje na istezanje C-O
veze, a na kompleksima je ta vrpca pomjerena na 1337 cm™!. Regija od 1200 cm™ do 800 cm’!
opcenito se moze nazvati ,,otisak prsta“ (eng. fingerprint) regijom. Nove vrpce koje se pojavljuju
u regiji od 1175 cm™ do 1140 cm™! smatra se da pripadaju glikozidnim vezama kod polisaharida,
jer kod monosaharida nisu uo¢ene (Hong i sur., 2021). Vrpce u regiji od 1050 cm™ do 1000 cm™!
(na vlaknu i kompleksima prisutna vrpca na 1010 cm™') odnose se na vibracijsko istezanje C-OH
skupina i vibraciju C-O-C glikozidnih veza. Vrpce u regiji od 900 cm™ do 600 cm™ mogu se
pripisati vibracijskim istezanjima C-H veza izvan ravnine (Movasaghi i sur., 2008). Moze se

utvrditi stvaranje nove vrpce na kompleksima na 890 cm™' s ramenom na 867 cm'.

Promjena intenziteta IR spektra nakon vezanja bioaktivnih spojeva iz soka aronije je u suglasnosti
s porastom intenziteta IR spektra kod inkapsulacije kvercetina s citrus vlaknima u usporedbi s citrus
vlaknom bez kvercetina (Buljeta i sur., 2022¢). Cuji¢ Nikoli¢ i sur. (2018) inkapsulirali su
polifenole aronije s gumom arabikom procesom susenja rasprsivanja. Analizom IR spektra nisu
uocene nove veze izmedu nosaca i polifenola $to upucéuje na to da su polifenoli inkorporirani u
matriks nosaca intermolekularnim vezama. Kompleksiranjem celuloze sa galnom kiselinom ili
kafeinskom kiselinom te metodom liofilizacije dobiveni su bioaktivni kompleksi ¢ija je struktura
ispitana FTIR analizom (Kopjar i sur., 2023). Utvrden je porast intenziteta IR spektra u
kompleksima u odnosu na celulozu. Ve¢i porast intenziteta imao je kompleks s kafeinskom
kiselinom i celulozom, $to je u suglasnosti s veCom koncentracijom kafeinske kiseline u kompleksu
u odnosu na galnu kiseline. Ovi rezultati bi mogli pojasniti niZi intenzitet skladiStenih kompleksa
u ovom istrazivanju u odnosu na komplekse prije skladiStenja (skladiSteni kompleksi imali su nizi

sadrzaj polifenola).

Parametri indeksa ukupnog kristaliteta (TCI), indeksa bocnog poretka (LOI) i intenziteta vodikove
veze (HBI) za viakna i komplekse

U Tablici 30 prikazani su parametri indeksa ukupnog kristaliteta (TCI), indeksa bo¢nog poretka
(LOI) 1 intenziteta vodikove veze (HBI) za vlakna i komplekse. Indeks kristaliteta je parametar koji
se koristi za kvantifikaciju omjera kristalnih regija u celuloznim materijalima. Infracrvena
spektroskopija je jedna od tehnika koja se koristi za odredivanje tog parametra. Tri pojma se koriste
za opisivanje tog parametra, a to su LOI, TCI i HBI. LOI se jo§ naziva i empirijski indeks

kristaliteta. Relativne koli¢ine kristalnih podruc¢ja u odnosu na amorfne dijelove u celulozi se
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pokazuju ovim omjerom. HBI je povezan s kristalnim sustavom i stupnjem inermolekularne
uredenosti odnosno kristaliteta i koli¢ini vezane vode (Hong i sur., 2021). TCI za citrus vlakno bio
je 1,64 dok je za komplekse na bazi citrus vlakna sa sokom aronije bio nizi i to u rasponu od 1,40
do 1,47 (s povecanjem koli¢ine vlakna povecavao se i TCI). Isto je utvrdeno i za komplekse s citrus
vlaknom/ksantanom gdje su vrijednosti bile manje (1,29 — 1,34) u odnosu na citrus vlakno/ksantan
(1,51). TCI za citrus vlakno/guar bio je 1,39, a za komplekse na bazi citrus vlakna/guara sa sokom
aronije u rasponu od 1,31 do 1,34. Skladisteni kompleksi su imali neSto nize vrijednosti TCI u
odnosu na komplekse prija skladiStenja. LOI vrijednost kompleksa se povecavala u odnosu na
vlakno. HBI vrijednosti kompleksa su se takoder povecavale u odnosu na vlakno. HBI vrijednost
citrus vlakna i citrus vlakna/ksantana bila je 0,91 dok je za komplekse na bazi citrus vlakna bila
1,06 — 1,14, a za komplekse na bazi citrus vlakna/ksantana bila 1,11 — 1,20. Za citrus vlakno/guar
HBI je bio 0,90, a za komplekse na bazi citrus vlakna/guara 1,08 — 1,11. Kod skladiStenih
kompleksa u nekim sluc¢ajevima je doSlo do porasta HBI vrijednosti (kompleksi s citrus
vlaknom/guarom). HBI je bio veéi za komplekse koji su imali veci sadrzaj polifenola. Ovaj porast
bi se mogao povezati sa formiranjem vodikovih veza (Cichosz i Masek, 2020). Takoder, ove
vodikove veze mogu biti posljedica interakcija medu molekulama celuloze. S obzirom da se
parametar TCI smanjio vezanjem polifenola, interakcije celuloza-celuloza mogu biti iskljucene $to
dokazuje vezanje polifenola soka aronije na vlakna vodikovim vezama. U istrazivanju Kopjar 1 sur.
(2023) stvaranje vodikovih veza izmedu celuloze i fenolnih kiselina (galna i kafeinska kiselina) je

potvrdeno porastom HBI i smanjenjem TCI parametra nakon vezanja polifenola na celulozu.

5.3. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZI CITRUS VLAKANA,
CITRUS VLAKANA/KSANTANA I CITRUS VLAKANA/GUARA SA
SOKOM ARONIJE I DISAHARIDIMA

5.3.1. Sadrzaj polifenola u kompleksima

Sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u kompleksima odredenih

spektrofotometrijskim metodama

U Tablici 31 prikazan je sadrzaj ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina u
kompleksima na bazi citrus vlakna, citrus vlakna/ksantana 1 citrus vlakna/guara sa sokom aronije i

disaharidima. Sadrzaj ukupnih polifenola u kompleksima bio je u rasponu od 56,72 mg/g do 67,56
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mg/g. Najveci sadrzaj ukupnih polifenola bio je u kompleksima s citrus vlaknom, citrus
vlaknom/guarom i citrus vlaknom sa saharozom. Najmanji sadrzaj polifenola imao je kompleks s
citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. Disaharidi nisu utjecali na vezanje polifenola ili su
negativno utjecali na vezanje ukupnih polifenola. Sadrzaj antocijanina (1,61 — 1,93 mg/g) bio je
najve¢i u kompleksu s citrus vlaknom bez disaharida. Dodatak saharoze i trehaloze u komplekse s
citrus vlaknom i citrus vlaknom/ksantanom uzrokovao je smanjenje sadrzaja antocijanina ili nije
bilo statisticki znacajne promjene. Kod kompleksa s citrus vlaknom/guarom dodatak disaharida
poboljsao je vezanje antocijanina, ali bez razlike izmedu saharoze i trehaloze. Proantocijanidini su
u kompleksima bili prisutni u rasponu od 7,24 mg/g do 10,64 mg/g. Trend vezanja
proantocijanidina bio je isti kao 1 za antocijanine. U kompleksima s citrus vlaknima sadrzaj
proantocijanidina bio je ve¢i nego u kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom i citrus
vlaknom/guarom. Sadrzaj ukupnih polifenola nakon skladistenja kompleksa (Tablica 32) bio je u
rasponu od 56,91 mg/g do 71,39 mg/g te je zadrzan isti trend kao i prije skladiStenja. Sadrzaj
antocijanina bio je u rasponu od 1,55 mg/g do 1,88 mg/g dok je sadrzaj proantocijanidina bio u
rasponu od 7,66 mg/g do 10,95 mg/g. U Tablici 33 prikazano je zadrZavanje polifenola nakon
skladiStenja. Iz rezultata se moze utvrditi kako su antocijanini u potpunosti zadrzani u kompleksu
s citrus vlaknom/guarom dok je najveca degradacija antocijanina bila u kompleksu s citrus
vlaknom/guarom 1 saharozom (13 %). Potpuno zadrzavanje proantocijanidina utvrdeno je kod
kompleksa s citrus vlaknom 1 citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. Najveca degradacija

proantocijanidina bila je kod kompleksa s citrus vlaknom saharozom i citrus vlaknom/ksantanom.

Utjecaj disaharida na vezanje polifenola je ispitivan u nekoliko istrazivanja (Loncari¢ 1 sur., 2016;
Kopjar i sur., 2017; Kopjar i sur., 2022; Corkovié i sur., 2023). Procesom liofilizacije pripremljene
su mikrocestice na bazi polifenola soka kupine i vlakana jabuke te s dodatkom saharoze i trehaloze.
SadrzZaj ukupnih polifenola je bio manji kada su disaharidi bili prisutni u sustavu bez razlike izmedu
prisutnosti saharoze ili trehaloze u mikroc€esticama (Kopjar i sur., 2022). Isto je utvrdeno i u ovom
istrazivanju kod kompleksa na bazi citrus vlakna/guara. Isti autori su nesto drugaciji trend utvrdili
kod sadrzaja proantocijanidina, gdje je trehaloza imala bolji u€inak od saharoze na sadrzaj
proantocijanidina, iako su vece koncentracije proantocijanidina bile u mikrocesticama bez
disaharida. Sli¢no se moZze utvrditi i za rezultate ovog istrazivanja gdje je trehaloza imala bolji
ucinak na vezanje proantocijanidina u odnosu na saharozu kod kompleksa s citrus

vlaknom/ksantanom i citrus vlaknom/guarom. Corkovié i sur. (2023) ispitali su utjecaj dodataka
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saharoze i trehaloze na sadrzaj polifenola u hidrogelovima na bazi soka aronije i karboksimetil
celuloze. Dodatak disaharida negativno je utjecao na sadrzaj ukupnih polifenola i antocijanina.
Usporeduju¢i hidrogelove sa disaharidima utvrden je pozitivniji utjecaj trehaloze na ukupne
polifenole 1 antocijanine u uzorcima s 30 % 140 % disaharida, dok je u uzorcima s 50 % disaharida
dodatak saharoze imao pozitivniji utjecaj. Nadalje, sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu visnje
bio je veci kada je 10 % saharoze ili trehaloze bilo dodano u ispitivani sustav. Dodatak ovih
disaharida u koli¢ini od 5 % nije utjecao na sadrzaj polifenola (Kopjar 1 sur., 2017). U ovom
istrazivanju dodatak saharoze u koli¢ini od 2 % nije utjecao na sadrzaj ukupnih polifenola kod
kompleksa s citrus vlaknom. SkladiStenjem ekstrakata visnje utvrdio se pozitivan utjecaj trehaloze
na sadrzaj ukupnih polifenola u odnosu na djelovanje saharoze (Kopjar i sur., 2017). U ovom
istrazivanju kod skladistenih kompleksa saharoza je rezultirala pozitivnim utjecajem na sadrzaj
ukupnih polifenola kod kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom dok je pozitivan utjecaj trehaloze

utvrden kod kompleksa s citrus vlaknom/guarom.
Sadrzaj individualnih polifenola u kompleksima odredenih HPLC metodom

Sadrzaj pojedinacénih polifenola u kompleksima odreden je HPLC analizom te su rezultati prikazani
u Tablici 34. Identificirano je i1 kvantificirano osam polifenola u kompleksima iz skupina
antocijanina, fenolnih kiselina, flavonola i flavanona. Iz skupine antocijanina bila su prisutna tri
spoja (cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-arabinozid) koja su prethodno
pronadena u soku aronije. Cijanidin-3-galaktozid bio je prisutan u koncentracijama od 25,74
mg/100 g do 27,99 mg/100 g dok su cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-galaktozid bili prisutni u
nizim koncentracijama (8,22 — 14,72 mg/100 g 1 9,19 — 10,70 mg/100 g). Najvecu koncentraciju
cijjanidin-3-galaktozida imao je kompleks s citrus vlaknom bez dodatka disaharida. Najmanja
koncentracija cijanidin-3-galaktozida bila je u kompleksu s citrus vlaknom/ksantanom i trehalozom
te citrus vlaknom/guarom 1 saharozom. Kompleksi s citrus vlaknom/guarom 1 citrus
vlaknom/guarom i trehalozom imali su najve¢u koncentraciju cijanidin-3-glukozida. Koncentracije
cijanidin-3-arabinozida bile su jednake u vecini kompleksa. NesSto niZze koncentracije bile su u
kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom i disaharidima te citrus vlaknom/guarom i saharozom.
1z skupine fenolnih kiselina u kompleksima su bile prisutne neoklorogenska kiselina, klorogenska
kiselina i derivat klorogenske kiseline. Neoklorogenska i klorogenska kiselina prethodno su
identificirane u soku aronije dok je derivat klorogenske kiseline bio prisutan samo u kompleksima.

Prisustvo ovog derivata kako je ve¢ spomenuto moglo bi biti zbog degradacije neoklorogenske i/ili
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klorogenske kiseline (Zhu i sur., 2016). Od svih fenolnih kiselina, klorogenska kiselina bila je
prisutna u najveéim koncentracijama u kompleksima (110,98 — 132,34 mg/100 g). Dodatak
disaharida negativno je utjecao na vezanje fenolnih kiselina te je najve¢a koncentracija fenolnih
kiselina bila u kompleksu s citrus vlaknom/ksantanom bez disaharida. Iz skupine flavonola u
kompleksima je detektiran kvercetin-3-galaktozid dok kvercetin-3-rutinozid nije pronaden iako je
bio prisutan u soku aronije. Koncentracije kvercetin-3-galaktozida bile su u rasponu od 24,08
mg/100 g do 29,88 mg/100 g. Najvece koncentracije bile su u kompleksu s citrus vlaknom/guarom
dok je dodatak disaharida negativno utjecao na vezanje ovog spoja. U kompleksima je takoder
identificiran hesperidin, spoj koji pripada grupi flavanona, a prethodno je identificiran na vlaknima
koja su se koristila za pripremu kompleksa. Koncentracije hesperidina bile su u rasponu od 731,83
mg/100 g do 1297,25 mg/100 g. Veée koncentracije bile su u kompleksima s citrus
vlaknom/guarom nego u kompleksima s citrus vlaknom i citrus vlaknom/ksantanom. Kompleks s
citrus vlaknom/guarom i trehalozom imao je najve¢u koncentraciju hesperidina. Sadrzaj
pojedinac¢nih polifenola u skladistenim kompleksima prikazan je u Tablici 35 dok je u Tablici 36
prikazan postotak zadrzavanja polifenola nakon skladiStenja. Skladistenjem kompleksa doslo je do
smanjenja sadrzaja ukupnih antocijanina (28,91 — 49,29 mg/100 g). Smanjenje koncentracija
cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-arabinozida u skladistenim kompleksima bilo je izrazenije od
smanjenja koncentracije cijanidin-3-galaktozida. Najveca degradacija ukupnih antocijanina
utvrdena je u kompleksu s citrus vlaknom/guarom i saharozom (37,5 %). Kompleksi s disaharidima
u usporedbi s kompleksima bez disaharida imali su manje zadrZavanje antocijanina osim kod
kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom 1 trehalozom (78,5 %) gdje je zadrzavanje bilo vece u
usporedbi s kontrolnim uzorkom (75,5 %). Kod svih kompleksa saharoza je imala negativniji
utjecaj na zadrzavanje antocijanina u odnosu na trehalozu. Neoklorogenska kiselina u skladistenim
kompleksima bila je u rasponu od 59,42 mg/100 g do 109,42 mg/100 g. Degradacija
neoklorogenske kiseline bila je visoka (oko 40 — 50 %), a najveca je bila u kompleksu s citrus
vlaknom 1 trehalozom dok je najmanja bila u kompleksu s citrus vlaknom/guarom. SadrZaj
klorogenske kiseline u skladiStenim kompleksima bio je u rasponu od 55,42 mg/100 g do 109,42
mg/100 g. Najbolje zadrzavanje klorogenske kiseline bilo je u kompleksu s citrus vlaknom/guarom
1 trehalozom (87 %) dok je najveca degradacija bila u kompleksu s citrus vlaknom/guarom i
saharozom (20 %). Sadrzaj derivata klorogenske kiseline bio je u rasponu od 54,38 mg/100 g do

71,73 mg/100 g s najve¢im zadrzavanjem u kompleksu s citrus vlaknom bez disaharida (87 %), a
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najmanjem zadrzavanju u kompleksu s citrus vlaknom/guarom i saharozom (74 %). Koncentracije
kvercetin-3-galaktozida su se malo povecale nakon skladiStenja te su bile u rasponu od 24,73
mg/100 g do 32,51 mg/100 g. Hesperidin (660,85 — 1141,96 mg/100 g) je u najvecoj koli¢ini
zadrzan u kompleksu s citrus vlaknom/ksantanom i saharozom (92 %) dok je najmanje zadrzan u

kompleksu s citrus vlaknom i trehalozom.

Interakcije izmedu polifenola i stani¢ne stijenke biljaka, koja je uglavnom izgradena od pektina,
celuloze 1 hemiceluloze, ovise o kemijskim svojstvima polifenola i fizikalnim svojstvima
polisaharida (Phan i sur., 2015). Pretpostavlja se kako se vezanje polifenola na celulozu odvija kroz
adsorpciju polifenola na mjesta za vezanje na povrsini celuloze preko hidroksilnih skupina, a onda
se odvija nekovalentno vezanje preko vodikovih veza i hidrofobnih interakcija (Liu i sur., 2017).
Ovaj mehanizam bi se takoder mogao pretpostaviti za vezanje polifenola soka aronije na vlakna i
na vlakna i disaharide. Broj i fleksibilnost aromatskih prstena je vazan ¢imbenik za nekovalentno
vezanje. Takoder, spojevi s veCom molekulskom masom u vecoj se mjeri vezu za nosace. U ovom
istrazivanju, u sustavu su bili prisutni razli¢iti spojevi soka aronije (polifenoli, aromatske
komponente), citrus vlakna (pektin, celuloza i hemiceluloza), guar ili ksantan te disaharidi koji su
imali vaZan utjecaj na vezanje polifenola na vlakna. S obzirom da je dodatak disaharida negativno
utjecao na vezanje polifenola na vlakna, moze se pretpostaviti kako su se stvorile interakcije
izmedu vlakana 1 disaharida te da nije bilo dovoljno slobodnih mjesta za vezanje polifenola.
Razlike izmedu trehaloze i saharoze na vezanje polifenola utvrdene su u nekim slucajevima Sto
upucuje na utjecaj vrste disaharida i njegovih svojstava na vezanje polifenola kao 1 vrsti nosaca
koji se koristi. Postoji nekoliko nacina utjecaja disaharida na stabilnost komponenti u nekom
sustavu. Trehaloza ima ve¢i afinitet od saharoze za vezanje molekula vode §to dovodi do stvaranja
homogenijih otopina. Nadalje, disaharidi uzrokuju stericke smetnje i na taj nacin smanjuju
nukleofilne ,,napade* vode na nestabilne komponente. Trehaloza je u usporedbi sa saharozom
stabilnija na hidrolizu pa nezasiceni spojevi mogu stvarati stabilne intramolekularne komplekse s
trehalozom (Olsson 1 Swenson, 2020). Tijekom smrzavanja i stvaranja kristala leda u vodenim
otopinama disaharidi se ponasaju razli¢ito. U prisutnosti trehaloze molekule vode su rasporedene
u odredenu konfiguraciju, ¢ime se izbjegava stvaranje leda i cuvaju biomolekule od oStecenja
uslijed smrzavanja i hladenja (Magazu i sur, 2012). Uspje$nost inkapsulacije polifenola na nosace
ovisi o vrsti, koli€ini 1 svojstvima polifenola i nosaca kao 1 prisutnosti drugih komponenti u sustavu.

Negativan utjecaj dodatka disaharida na vezanje pojedina¢nih polifenola utvrdili su 1 Kopjar 1 sur.
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(2022). Mikrocestice s disaharidima imale su nizi sadrzaj cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-
dioksalilglukozida, kvercetina, elaginske kiseline, klorogenske kiseline te derivata klorogenske
kiseline u odnosu na mikrocestice bez disaharida. Floretin i floridzin nisu pratili taj trend, a
prethodno su bili prisutni na vlaknu jabuke. Sli¢no je bilo i u ovom istrazivanju za hesperidin koji
je pronaden u vlaknima, te na njegove koncentracije u kompleksima dodatak disaharida nije imao
isti utjecaj kao na ostale polifenole. Loncaric i sur. (2016) ispitivali su utjecaj trehaloze, saharoze 1
maltoze na sadrzaj polifenola kase od visnje tijekom liofilizacije. Kontrolni uzorak (bez disaharida)
imao je najvecu koncentraciju ukupnih polifenola i flavonoida. Dodatak maltoze (20 %) imao je
pozitivan u¢inak na koncentracije cijaninidin-3-glukosil-rutinosida i cijanidin-3-soforozida, dok je
dodatak trehaloze utjecao pozitivno na ocuvanje cijanidin-3-glukozil-rutinozida. Analizom Zelea
od narance s i1 bez dodatka trehaloze, utvrdeno je da je sadrzaj polifenola bio ve¢i u uzorcima koji
nisu sadrzavali trehalozu. Nakon skladiStenja uzoraka u trajanju od 135 dana, sadrzaj polifenola
bio je veéi u uzorcima s trehalozom (Kopjar i sur., 2016a). U ovom istrazivanju moze se utvrditi
pozitivan ucinak trehaloze na sadrzaj ukupnih antocijanina (Tablica 36) tijekom skladistenja
kompleksa kao i na ukupne fenolne kiseline za komplekse s citrus vlaknom/ksantanom i citrus
vlaknom/guarom. Koncentracije cijanidin-3-galaktozida u hidrogelovima pripremljenim s
karboksimetil celulozom i sokom aronije te dodatkom disaharida bile su najvec¢e u kompleksu bez
disaharida (Corkovié i sur., 2023). Sli¢no je utvrdeno i u ovom istrazivanju osim kod kompleksa s
citrus vlaknom/guarom gdje je kompleks s trehalozom i bez disaharida imao iste koncentracije
cijanidin-3-galaktozida. Iako su koncentracije cijanidin-3-arabinozida u soku aronije bile znacajno
vece od koncentracije cijanidin-3-glukozida, u kompleksima je u vecini slucajeva bila veca
koncentracija cijanidin-3-glukozida. Cijanidin-3-galaktozid je 1 u soku 1 u kompleksima bio
prisutan u najve¢im koncentracijama. Bolje vezanje cijanidin-3-galaktozida i cijanidin-3-glukozida
moglo bi biti zbog veéeg broja hidroksilnih skupina u strukturama u odnosu na cijanidin-3-

arabinozid (Liu i sur., 2017).
Grupiranje uzoraka prema slicnosti sadrzaja polifenola

Rezultati grupiranja uzoraka po sli¢nosti sadrzaja pojedinacnih polifenola dobivenih klaster
analizom prikazani su na Slici 44. Kod kompleksa na bazi citrus vlakana s disaharidima (Slika
44a) utvrdena su dva klastera. U prvom klasteru grupirani su kompleksi prije skladiStenja, a u
drugom klasteru skladiSteni kompleksi s citrus vlaknom 1 citrus vlaknom saharozom. Slika 44b

prikazuje slicnost kompleksa na bazi citrus vlakna/ksantana te su na dendrogramu prisutna dva
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klastera. Najveca sli¢nost utvrdena je za komplekse s citrus vlaknom/ksantanom i citrus
vlaknom/ksantanom i trehalozom. Drugi klaster su Ccinili skladiSteni kompleksi s citrus
vlaknom/ksantanom i citrus vlaknom/ksantanom i trehalozom. Dendrogram prikazan na Slici 44¢
pokazuje grupiranje u dva klastera. U prvom klasteru su grupirani kompleksi prije skladistenja, a
u drugom klasteru skladisteni kompleksi s trehalozom i saharozom. Iz svih dendrograma moze se

.....

razlikuju od soka aronije.
5.3.2. Antioksidacijska aktivnost kompleksa

Antioksidacijska aktivnost kompleksa odredena DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metodama

Antioksidacijska aktivnost bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana, -citrus
vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i disaharidima odredena je pomocu cetiri
metode (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC) te su dobiveni rezultati prikazani u Tablici 37. Rezultati
antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom bili su u rasponu od 24,38 mmol/100 g do
28,20 mmol/100 g te se moze utvrditi kako je dodatak disaharida utjecao negativno ili nije imao
utjecaja na antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolnim uzorcima. Isti trend
je utvrden i za ostale antioksidacijske metode sa sljede¢im rasponom rezultata: 35,82 — 44,43
mmol/100 g (ABTS), 38,39 — 44,11 mmol/100 g (FRAP) i 59,56 — 70,76 mmol/100 g (CUPRAC).
Kompleksi s citrus vlaknom/ksantanom 1 disaharidima imali su najniZu antioksidacijsku aktivnost
odredenu svim metodama. Antioksidacijska aktivnost skladiStenih kompleksa prikazana je u
Tablici 38. Iz rezultata antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom (24,09 — 26,29
mmol/100 g) utvrdeno je kako se aktivnost skladiStenjem smanjila ili je ostala ista. Najvecu
aktivnost imao je kompleks s citrus vlaknom 1 citrus vlaknom/guarom. Dodatkom disaharida
aktivnost se smanjila ili je ostala ista kao u kontrolnim uzorcima $to je bio trend 1 kod kompleksa
nakon pripreme. Rezultati ABTS metode bili su u rasponu od 36,34 mmol/100 g do 46,23
mmol/100 g. Najvecu aktivnost imao je kompleks s citrus vlaknom dok je najmanja aktivnost bila
kod kompleksa s citrus vlaknom/guarom i saharozom. Rezultati FRAP metode bili su u rasponu od
35,51 mmol/100 g do 44,54 mg/100 g, a CUPRAC metode od 59,47 mmol/100 g do 73,59
mmol/100 g. Kod obje metode najvecu aktivnost imao je kompleks s citrus vlaknom, a najmanju
aktivnost kompleksi s citrus vlaknom/ksantanom 1 disaharidima 1 citrus vlaknom/guarom 1

saharozom.
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Dodatak disaharida uzrokovao je smanjenje antioksidacijske aktivnosti i u hidrogelovima od
karboksimetil celuloze i soka aronije (Corkovi¢ i sur., 2023), mikrogesticama od soka kupine i
vlakana jabuke (Kopjar 1 sur., 2022) te kaSama od visnje (kod ABTS 1 FRAP metode) (Loncari¢ i
sur., 2016). Corkovié i sur. (2023) utvrdili su pozitivan utjecaj dodatka trehaloze (30 % i 40 %) u
hidrogelovima na antioksidacijsku aktivnost u odnosu na saharozu. U ovom istrazivanju utjecaj
trehaloze na antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH, FRAP i CUPRAC metodama je bio
pozitivniji od utjecaja saharoze kod kompleksa s citrus vlaknom/guarom. Isto je utvrdeno kod
kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom za antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS, FRAP i
CUPRAC metodama. Zelei od naran¢e s dodatkom trehaloze pokazali su veéu antioksidacijsku
aktivnost mjerenu ABTS metodom dok kod antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH metodom
nije bilo razlike izmedu Zelea s trehalozom 1 bez trehaloze. SkladiStenjem se trehaloza pokazala
ucinkovitom za oCuvanje antioksidacijske aktivnosti mjerene s obje metode (Kopjar i sur., 2016a).
Kod liofilizirane kase od visnji, dodatak saharoze, maltoze ili trehaloze (5 %, 10 % ili 20 %)
poboljsao je antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom u odnosu na uzorak bez
disaharida. Rezultatima ABTS 1 FRAP metode utvrdeno je kako samo dodatak maltoze u koli¢ini
od 20 % doprinosi vecoj antioksidacijskoj aktivnosti dok u svim drugim slucajevima je
antioksidacijska aktivnost bila niza u odnosu na uzorak bez disaharida (Loncari¢ i sur., 2016).
Djelovanje saharoze i trehaloze ispitano je na antioksidacijsku aktivnost ekstrakta viSnje.
Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH 1 ABTS metodama bila je ve¢a za uzorke s
disaharidima. SkladiStenje (65 dana na 4 °C u tamnom) je rezultiralo smanjenjem antioksidacijske
aktivnosti, ali su 1 dalje uzorci s disaharidima imali vecu antioksidacijsku aktivnost u odnosu na
ekstrakt bez disaharida (Kopjar 1 sur., 2017). 1z navedenog bi se moglo utvrditi kako djelovanje
disaharida ovisi o sustavu u koji se dodaje te prisustvu drugih komponenti kao $to su prehrambena
vlakna. Provedeno je istraZivanje na ispitivanju antioksidacijske aktivnosti modelnih otopina
polifenola (katehin, kvercetin i galna kiselina) s ili bez dodatka disaharida (Kopjar i sur., 2016b).
Rezultatima ABTS metode utvrden je pozitivan utjecaj saharoze i trehaloze na antioksidacijsku
aktivnost modelne otopine katehin + kvercetin + galna kiselina, modelne otopine kvercetin + galna
kiselina, modelne otopine katehin + kvercetin i modelne otopine s katehinom. Dodatak saharoze
negativno je utjecao na antioksidacijsku aktivnost modelne otopine katehin + galna kiselina i
modelne otopine s kvercetinom dok je dodatak trehaloze negativno utjecao na modelnu otopinu s

galnom kiselinom. Rezultati FRAP metode su pokazali drugaliji utjecaj disaharida na
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antioksidacijsku aktivnost te je samo kod modelne otopine s kvercetinom bila veca aktivnost i kod
modelne otopine s galnom kiselinom i dodatkom saharoze. Sli¢no je bilo i s antioksidacijskom
aktivnosti odredenom DPPH metodom gdje je dodatak trehaloze poboljsao aktivnost modelne
otopine s kvercetinom, a oba disaharida su poboljSala aktivnost modelne otopine s katehinom. 1z
ovog istrazivanja se vidi razli¢itost utjecaja disaharida na pojedinac¢ne polifenole, ali i na sustave s
viSe polifenolnih komponenti te razlike u metodama koriStenim za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti. Slicno se moze utvrditi 1 u ovom istrazivanju kod antioksidacijske aktivnosti
skladiStenih kompleksa (Tablica 38) kod kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom gdje nije bilo
statistiCki znaCajne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj DPPH metodom izmedu
kompleksa s ili bez disaharida dok su druge metode rezultirale drugacijim trendom. Poznato je
kako antioksidacijska aktivnost polifenola ovisi o broju i poziciji OH skupina u strukturi. Prisutnost
OH skupina na 3’-, 4’- 1 5'- poziciji na B prstenu flavonoida povecava antioksidacijsku aktivnost
u odnosu na polifenole s jednom hidroksilnom skupinom. ABTS radikal reagira sa svim
hidroksiliranim aromatskim komponentama bez obzira na njihov stvarni antioksidacijski potencijal
dok DPPH radikal ne reagira s flavonoidima koji nemaju OH skupinu na B prstenu (Roginsky 1
Lissi, 2005). Iz navedenog se moze zakljuditi kako je vazno koristiti vise razli¢itih metoda kako bi

se utvrdila antioksidacijska aktivnost nekog sustava.
Koeficijenti korelacije utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost kompleksa

Koeficijenti korelacije (r?) utjecaja polifenola na antioksidacijsku aktivnost bioaktivnih dodataka
hrani na bazi citrus vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i
disaharidima prikazani su Tablici 39. Iz rezultata se moze utvrditi kako su koeficijenti korelacije
1izmedu sadrzaja proantocijanidina 1 antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH, ABTS, FRAP i
CUPRAC metodama bili u rasponu od 0,6651 do 0,9217. Korelacija izmedu sadrZaja antocijanina
1 antioksidacijske aktivnosti bila je znatno niza (0,3711 — 0,6484). Koeficijenti korelacije izmedu
ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti bili su u rasponu od 0,8062 do 0,9533. Najveca
korelacija je utvrdena za ukupne polifenole 1 antioksidacijsku aktivnost odredenu CUPRAC
metodom. IzraCunati su 1 koeficijenti korelacije izmedu polifenola odredenih HPLC metodom i
antioksidacijske aktivnosti. Ukupni antocijanini odredeni HPLC metodom su imali visoku
korelaciju s antioksidacijskom aktivnosti (0,8421 — 0,9106). Fenolne kiseline pokazale su
negativnu korelaciju s antioksidacijskom aktivnosti dok su flavanoni (hesperidin) imali nisku

korelaciju s antioksidacijskom aktivnosti (0,1704 — 0,5567). Flavonoli (kvercetin-3-galaktozid) su
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imali dobru korelaciju s antioksidacijskom aktivnosti odredenu DPPH i ABTS metodama (r* = 0,8),
a za FRAP i CUPRAC metode koeficijent korelacije bio je nizi (r* = 0,5). Skladistenjem je doslo
do malih promjena u koeficijentima korelacije (Tablica 40), ali je trend negativne ili jako niske
korelacije fenolnih kiselina i1 flavanona sa antioksidacijskom aktivnosti ostao isti. Flavonoli su
imali jo$ nizu korelaciju s antioksidacijskom aktivnosti nego kod kompleksa prije skladistenja. U
istrazivanju Corkovié i sur. (2021b) gdje su ispitivani hidrogelovi na bazi karboksimetil celuloze i
polifenola visnje utvrdeno je kako nije bilo korelacije izmedu sadrzaja flavonola 1 antioksidacijske

aktivnosti mjerene DPPH, ABTS i CUPRAC metodama.
5.3.3. Inhibicija enzima a-amilaze i a-glukozidaze kompleksima

Sposobnost inhibicije enzima o-amilaze i a-glukozidaze bioaktivnim dodacima na bazi citrus
vlakana, citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i disaharidima prikazana
je na Slikama 45-48. Inhibicija enzima a-amilaze kompleksima bila je u rasponu od 75,14 % do
84,02 % (Slika 45) za sadrzaj polifenola u reakcijskoj smjesi od 37,98 mg/L do 45,03 mg/L.
Najvecu inhibicijsku aktivnost imao je kompleks s citrus vlaknom i saharozom, a najnizu kompleks
s citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. SkladiStenjem kompleksa doSlo je do promjene u
sposobnosti inhibicije enzima a-amilaze te je kompleks s citrus vlaknom bez disaharida imao
najvecu inhibicijsku aktivnost (84,20 %) (Slika 46). Moze se utvrditi kako je dodatak disaharida
utjecao negativno ili nije bilo utjecaja na sposobnost inhibicije enzima a-amilaze u usporedbi s
kontrolnim kompleksom (kompleks bez disaharida). Inhibicija enzima a-glukozidaze
kompleksima prikazana je na Slici 47 1 bila je u rasponu od 72,88 % do 88,63 % za sadrzaj
polifenola u reakcijskoj smjesi od 6,27 mg/L do 7,38 mg/L. Najvecu inhibicijsku aktivnost imali
su kompleksi s citrus vlaknom/guarom i citrus vlaknom/guarom i trehalozom. Kompleksi s citrus
vlaknom/ksantanom 1 citrus vlaknom/guarom i saharozom statisticki nisu bili razli¢iti od
kompleksa s citrus vlaknom/guarom 1 trehalozom. SkladiStenjem je doSlo do promjene u
inhibicijskoj aktivnosti kompleksa (Slika 48) te je kompleks s citrus vlaknom/guarom imao
najmanju sposobnost inhibicije a-glukozidaze (64,07 %) dok je najvecu inhibicijsku aktivnost imao

kompleks s citrus vlaknom bez disaharida (90,91 %).

Za regulaciju bioraspoloZivosti glukoze i suzbijanje hiperglikemije, inhibicija a-amilaze 1 o-
glukozidaze, gastrointestinalnih enzima ukljucenih u probavu ugljikohidrata, je vrlo bitan terapijski

pristup. Kompleksi su imali vecu inhibicijsku aktivnost a-glukozidaze pri nizim koncentracijama
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polifenola dok je za inhibiciju a-amilaze u reakcijskoj smjesi bila potrebna mnogo veca
koncentracija polifenola. Usporedbom tih rezultata sa sokom aronije mogao se utvrditi isti trend,
bolja sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze u odnosu na a-amilazu. Razlog za vecu
ucinkovitost inhibicije enzima a-glukozidaze kompleksima mogao bi biti zbog veceg sadrzaja
cijanidin-3-galaktozida. Kako je ve¢ ranije istaknuto, cijanidin-3-galaktozid ima vecu sposobnost
inhibicije oa-glukozidaze dok cijanidin-3-glukozid ima vecu sposobnost inhibicije o-amilaze
(Akkarachiyasit i1 sur., 2010). Kompleksi na bazi pektina s inkapsuliranom galnom kiselinom
rezultirali su ve¢om sposobnos$¢u inhibicije enzima a-glukozidaze (oko 45 %) nego a-amilaze (oko
25 %) (Buljeta i sur., 2022d). Sli¢no je utvrdeno u istrazivanju Kuzmanovi¢ Nedeljkovi¢ i sur.
(2023) gdje su inkapsulirani polifenoli listova borovnice i aronije s pektinom i 2-hidroksipropil-f3-
ciklodekstrinom procesom suSenja rasprSivanjem pokazali vecu sposobnost inhibicije enzima a-
glukozidaze nego a-amilaze (u usporedbi s internim standardom akarbozom). Worsztynowicz i sur.
(2014) su utvrdili kako neoklorogenska kiselina ima visoku sposobnost inhibicije a-amilaze koja
je u ovim kompleksima bila prisutna u znacajnim koli¢inama. Interakcije fenolnih kiselina s
probavnim enzimima Skroba se najceS¢e odvijaju nekovalentnim vezama. Inhibicija enzima o-
amilaze 1 a-glukozidaze prirodnim inhibitorima je pozeljnija od primjene sintetskih inhibitora koji
mogu uzrokovati gastrointestinalne probleme. Kompleksi iz ovog istrazivanja mogli bi se koristiti
kao prirodni inhibitori probavnih enzima za ¢iju sposobnost inhibicije su odgovorni polifenoli

prisutni u kompleksima.
5.3.4. Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima

Sadrzaj hlapljivih komponenti u kompleksima odredenih GC-MS metodom

Sadrzaj hlapljivih komponenti u bioaktivnim dodacima hrani na bazi citrus vlakana, citrus
vlakana/ksantana 1 citrus vlakana/guara sa sokom aronije i disaharidima prikazan je u Tablici 41.
U kompleksima su identificirane 1 kvantificirane 22 komponente koje su zbog lakSe preglednosti
podijeljene u pripadajuce skupine alkohola, karbonilnih spojeva 1 terpena. Iz skupine alkohola u
kompleksima je bilo prisutno pet komponenti s izuzetkom oktan-1-ola i nonan-1-ola koji nisu
identificirani u kompleksima s citrus vlaknom. Koncentracija alkohola u kompleksima bila je u
rasponu od 15,58 pg/kg do 48,56 ng/kg. Najvecu koncentraciju alkohola imao je kompleks s citrus
vlaknom/ksantanom bez disaharida dok su najmanje koncentracije alkohola bile u kompleksima s

citrus vlaknom 1 trehalozom te citrus vlaknom/ksantanom i trehalozom. Najvise komponenti
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prisutnih u kompleksima bilo je iz skupine karbonilnih spojeva (10 komponenti). Koncentracija
karbonilnih spojeva bila je u rasponu od 28,82 pg/kg do 121,07 pg/kg. Najveéu koncentraciju
karbonilnih spojeva imao je kompleks s citrus vlaknom/guarom i trehalozom dok je najmanju
koncentraciju imao kompleks s citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. Opcenito su kompleksi s
citrus vlaknom/guarom imali veéi sadrzaj karbonilnih spojeva od ostalih kompleksa, a tome je
uzrok visoka koncentracija nonala. Terpeni su bili prisutni u najve¢im koncentracijama u
kompleksima (111,82 — 297,86 pg/kg). Od sedam prisutnih komponenti, D-limonen je bio prisutan
u najve¢im koncentracijama (57,12 — 262,30 ng/kg). Najvecu koncentraciju terpena odnosno D-
limonena imao je kompleks s citrus vlaknom bez disaharida dok je najmanju koncentraciju imao
kompleks s citrus vlaknom/guarom. Sadrzaj hlapljivih komponenti u skladiStenim kompleksima
prikazan je u Tablici 42. Koncentracija alkohola u skladistenim kompleksima bila je u rasponu od
5,09 pg/kg do 31,39 ng/kg. Najvecu koncentraciju imao je kompleks s citrus vlaknom/guarom bez
disaharida dok je najmanja koncentracija alkohola bila u kompleksu s citrus vlaknom i citrus
vlaknom i saharozom. Kod kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom i citrus vlaknom/guarom,
dodatak disaharida je utjecao na smanjenje vezanja alkohola. Sadrzaj karbonilnih spojeva bio je
najveci u kompleksu s citrus vlaknom/guarom bez disaharida (110,65 pg/kg). Dodatak disaharida
je utjecao negativno na vezanje karbonilnih spojeva u kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom i
citrus vlaknom/guarom dok je kod kompleksa s citrus vlaknom poboljSao vezanje karbonilnih
spojeva. SkladiStenjem je doSlo do znacajne degradacije D-limonena u kompleksima pa je i sadrZaj
terpena bio dosta manji u skladiStenim kompleksima (44,98 — 132,16 pg/kg). Najmanju
koncentraciju terpena imao je kompleks s citrus vlaknom/guarom 1 trehalozom koji je ujedno imao
1 najvecu degradaciju D-limonena (60 %). Najveca koncentracija terpena bila je u kompleksu s

citrus vlaknom i trehalozom s degradacijom D-limonena od 14 %.

Jako malo istraZivanja je provedeno na hlapljivim komponentama prisutnim u aroniji te na njihovoj
inkapsulaciji. Zbog toga je ovo istraZivanje od visoke vrijednosti jer daje uvid prvenstveno u
sadrzaj hlapljivih komponenti soka aronije, a takoder 1 njihovo vezanje 1 zadrzavanje u sustavima
s prehrambenim vlaknima i disaharidima. U istrazivanju Kopjar i sur. (2020) ispitivano je
zadrZavanje eugenola i linalola u hidrogelovima pripremljenim s guar gumom i ksantanom i
dodatkom trehaloze i saharoze. Utvrdeno je da su uzorci (prije i nakon skladiStenja) koji su
sadrzavali ksantan imali manje zadrzavanje testiranth komponenti u usporedbi s uzorcima s guar

gumom. Jedan od razloga za to mozZe biti ,,zarobljavanje* komponenti u hidrofobnoj Supljini
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ksantana. Takoder je moguce stvaranje razli¢itog afiniteta prema komponentama tijekom pripreme
hidrogelova u sustavu s disaharidima, vodom, guar gumom i ksantanom. Sli¢no je utvrdeno u ovom
istrazivanju gdje su karbonilni spojevi bili manje vezani u kompleksima (prije i nakon skladiStenja)
s citrus vlaknom/ksantanom u odnosu na komplekse s citrus vlaknom/guarom. U voéna punila na
bazi citrus vlakana i soka kupine dodavani su disaharidi (saharoza, maltoza i trehaloza) kako bi se
ispitao njihov utjecaj na sadrzaj hlapljivih komponenti i polifenola (Vukoja i sur., 2021b). Dobiveni
rezultati su pokazali pozitivan utjecaj dodatka trehaloze na zadrzavanje terpena. U ovom
istrazivanju sli¢no je utvrdeno kod kompleksa na bazi citrus vlakna/guara gdje su dodatak trehaloze
1 saharoze imali pozitivan utjecaj na vezanje terpena. Kopjar i sur. (2021) utvrdili su pozitivniji
utjecaj saharoze u odnosu na trehalozu na hlapljive komponente u gelovima na bazi soka kupine i
citrus vlakana. D-limonen je u gelovima bio prisutan u izrazito visokim koncentracijama (363 —
506 pg/kg) s veéim koncentracijama u uzorcima sa saharozom. Sli¢no je utvrdeno u ovom
istrazivanju gdje su takoder koncentracije D-limonena bile u ve¢im koli¢inama u kompleksima sa
saharozom nego u kompleksima s trehalozom. Nasuprot tome, kod skladistenih kompleksa manja
degradacija D-limonena je bila kod kompleksa na bazi citrus vlakna 1 citrus vlakna/ksantana s
trehalozom. Iz svega navedenog moze se zakljuciti kako interakcije izmedu komponenti imaju
vaznu ulogu za vezanje hlapljivih komponenti u nekom sustavu. Natjecanje izmedu komponenti za
mjesta dostupna za vezanje je jedan od znacajnih ¢imbenika vezanja i zadrzavanja hlapljivih

komponenti.
Aromatski profil kompleksa

Na Slikama 49-51 prikazan je aromatski profil bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana,
citrus vlakana/ksantana 1 citrus vlakana/guara sa sokom aronije 1 disaharidima nakon pripreme 1
skladiStenja. Hlapljive komponente podijeljene su u Sest specificnih grupa na temelju osnovne
aromatske note kojom doprinose ukupnoj aromi: zelena nota, citrusna nota, masna nota, vo¢na
nota, cvjetna nota i menta. U sedmu grupu (ostalo) ukljucene su aromatske note koje su rjede bile
prisutne u kompleksima kao $to je drvenast miris (a-terpineol) i slab miris (4-propilbenzaldehid).
Sve ove aromatske note ¢ine cjelokupni aromatski profil bioaktivnih dodataka hrani. Na Slici 49
prikazana je usporedba aromatskih profila kompleksa s citrus vlaknima i disaharidima nakon
pripreme 1 skladiStenja. Citrusne note (2-etilheksan-1-o0l, nonanal, D-limonen, linalool) ¢inile su
najveci udio u aromatskom profilu ovih kompleksa (62 — 80 %). Iz rezultata se moze utvrditi kako

je skladistenjem doSlo do smanjenja udjela citrusnih nota $to je u najvecoj mjeri uzrokovano
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smanjenjem koncentracije D-limonena. Zelene note (3-heksen-1-ol, heks-1-o0l, oktan-1-ol,
heksanal) ¢inile su 3 — 4 % cjelokupnog aromatskog profila bez znac¢ajnih promjena u udjelu nakon
skladiStenja. Masne note (nonan-1-ol, 2-oktenal, 2,4-nonadienal, 2-dekanal) Cinile su 4 — 5 %
ukupnog aromatskog profila u kompleksima prije skladistenja dok su u skladiStenim kompleksima
¢inile 12 — 16 % cjelokupnog aromatskog profila. Udio voénih nota (benzaldehid, a-ionon, f3-
ionon) skladistenjem se povecao s 1 % na oko 7,5 %. Cvjetne note (dekanal, geranil aceton) u
kompleksima bile su u rasponu od 4 % do 6,5 % dok je udio aromatske note mente (mentol, karvon)
u kompleksima prije skladiStenja bio 7 — 16 %, a u skladiStenim kompleksima 1,5 %. Na Slici 50
prikazan je aromatski profil kompleksa na bazi citrus vlakana/ksantana s disaharidima nakon
pripreme i skladistenja. Udio citrusnih nota u ukupnom aromatskom profilu bio je u rasponu od 50
% do 65 %. SkladiSteni kompleksi su imali manji udio citrusnih nota, zelenih nota i aromatske note
mente u usporedbi s kompleksima prije skladiStenja. Udio masnih, voénih 1 cvjetnih nota u
ukupnom aromatskom profilu se povecao skladistenjem kompleksa. Slika 51 prikazuje aromatski
profil kompleksa s citrus vlaknima/guarom i disaharidima nakon pripreme i skladiStenja. Udio
citrusnih nota bio je najvec¢i (37 — 47,5 %) te se skladiStenjem smanjio kao 1 udio aromatske note
mente (2,5 — 17 %). Udio cvjetnih nota i prije i nakon skladiStenja bio je oko 7,5 %. Udio zelenih
(11,5 — 20 %), masnih (12 — 26 %) i voénih (1 — 6,5 %) nota u cjelokupnom aromatskom profilu
povecao se u skladistenim kompleksima. U usporedbi s aromatskim profilom soka aronije i vlakana
(Slika 28) moze se utvrditi kako je u kompleksima prevladavala citrusna nota kao i1 kod vlakana
dok je zelena nota koja je prevladavala u soku aronije bila zastupljena u niZem udjelu u

kompleksima.
Grupiranje uzoraka prema slicnosti aromatskog profila

Na Slici 52 prikazani su rezultati grupiranja uzoraka po sli¢nosti aromatskog profila dobivenih
klaster analizom. Na prvom dendrogramu (Slika 52a) prikazano je grupiranje kompleksa na bazi
citrus vlakana i disaharida te je utvrdeno prisustvo dva klastera. Najsli¢niji uzorci su bili kompleksi
s citrus vlaknom 1 saharozom i citrus vlaknom i trehalozom prije 1 nakon skladiStenja. Na Slici 52b
grupirani su kompleksi na bazi citrus vlakana/ksantana i disaharida te je utvrdena ista slicnost kao
1 na prethodnom dendrogramu. Kod kompleksa na bazi citrus vlakana/guara i disaharida (Slika
52¢) utvrdena su dva klastera te su najvecu sli€nost imali kompleksi s citrus vlaknom/guarom i
citrus vlaknom/guarom 1 trehalozom. Drugi klaster je grupirao skladiStene komplekse s najve¢om

sli¢no$¢u izmedu kompleksa s trehalozom 1 saharozom. Najvece razlike su utvrdene izmedu
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aromatskog profila soka aronije i kompleksa.
5.3.5. Parametri boje kompleksa

Parametri boje (L*, a*, b* AE, AE!, °h, C*) bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana,
citrus vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i disaharidima prikazani su u
Tablici 43. Svjetlina kompleksa (L*) bila je u rasponu od 42,40 do 43,99. Najsvjetliji kompleksi
bili su oni s citrus vlaknom 1 saharozom te citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. Pozitivne
vrijednosti parametra a* ukazuju na crvenu boju kompleksa u rasponu vrijednosti od 17,15 do
19,11. Kompleks s citrus vlaknom/ksantanom i saharozom imao je najvecu vrijednost parametra
a* (19,11), ali i parametra b* (5,57) 1 C* (19,91). Kod kompleksa s citrus vlaknima/guarom dodatak
disaharida nije imao utjecaj na parametar a* kao ni na ostale parametre (b*, °h, C*). Kompleks s
citrus vlaknom 1 trehalozom imao je najmanje vrijednosti parametra a* (17,15), b* (4,84), °h
(15,76) 1 C* (17,82). Pomoc¢u parametara boje L*, a* i b* izracunata je promjena boje izmedu soka
aronije i kompleksa (AE) te promjena boje izmedu vlakana i kompleksa (AE'). Promjena boje u
oba slucaja bila je veca od 6 §to znaci da su ocigledna odstupanja boje. Vrijednost AE bila je u
rasponu od 28,23 do 30,76. Najvecu promjenu boje u usporedbi sa sokom aronije imao je kompleks
s citrus vlaknom/ksantanom i saharozom. Vrijednost AE! bila je u rasponu od 43,99 do 49,25.
Najvecu promjenu boje u usporedbi s vlaknom imao je kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom bez
disaharida. Parametri boje skladiStenih bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana, citrus
vlakana/ksantana i citrus vlakana/guara sa sokom aronije i disaharidima prikazani su u Tablici 44.
Svjetlina uzoraka bila je u rasponu od 42,24 do 44,40. Vrijednosti parametara a* i b* (crvena i zuta
boja) bile su u rasponu od 17,57 do 18,93 1 od 5,45 do 5,90. Promjena boje izmedu kompleksa
nakon pripreme 1 skladiStenih kompleksa (AE) bila je u rasponu od 0,38 do 1,58. Prema
vrijednostima AE kod kompleksa s citrus vlaknom i disaharidima razlika boje se vidjela dok se kod
ostalih kompleksa razlika boje primjecuje. Ton boje (°h) 1 zasi¢enje boje (C*) bili su u rasponu od
17,05 do 18,04 1 18,48 do 19,82. Svjetlina mikrocCestica s disaharidima, vlaknima jabuke 1 sokom
kupine bila je veca u odnosu na mikrocestice bez disaharida (Kopjar i sur., 2022). Sli¢no je bilo i
u ovom istrazivanju gdje su kompleksi s saharozom i citrus vlaknom ili citrus vlaknom/ksantanom
imali najvece vrijednosti L* parametra. Isti autori su utvrdili vece vrijednosti parametara a* i b* u
mikroCesticama s disaharidima dok je u ovom radu to bio slucaj samo kod kompleksa s citrus

vlaknom/ksantanom.
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5.3.6. FTIR analiza

IR spektri kompleksa i viakana

FTIR analiza je provedena kako bi se identificirale funkcionalne skupine prisutne na vlaknima i
kompleksima odnosno kako bi se potvrdilo vezanje bioaktivnih spojeva iz soka aronije na vlakna
u prisustvu disaharida. Na Slikama 53-55 prikazani su IR spektri vlakana te vlakana s trehalozom
ili saharozom (bez soka aronije). Izdvojeni su IR spektri od 1800 cm™ do 600 cm™! jer su u tom
podru¢ju uodene promjene. Utvrdeno je smanjenje intenziteta vrpce na 1720 cm™' na vlaknima
nakon §to su disaharidi bili prisutni s izuzetkom za uzorak s citrus vlaknom/guarom i trehalozom.
Kod uzoraka s vlaknima i saharozom doslo je do pomicanja vrpce s 1561 cm™ na 1558 cm™. Na
citrus vlaknu je bila prisutna vrpca na 1509 cm™ dok kod uzoraka s disaharidima nije bilo vrpce na
tom valnom broju. Prisutnost disaharida uzorkovala je pomicanje vrpci na vlaknima s 1439 cm’!
na 1437 ecm™ i s 1228 cm™ 1232 em™. Vrpca prisutna na vlaknima na 1010 cm™ pomjerila se na
1015 cm™! kada su disaharidi bili prisutni. Prisutnost trehaloze uzrokovala je nastanak vrpce na 988
cm' koja odgovara istezanju C-O veza (Movasaghi i sur., 2008). Takoder kod uzoraka s trehalozom
uocava se pomicanje vrpce s 814 cm™ na 802 cm’'. Na Slikama 56-58 prikazani su IR spektri
vlakana i kompleksa na bazi vlakana s disaharidima. Siroka vrpca na oko 3300 cm™ bila je prisutna
na svim IR spektrima, a ona odgovara vibracijskom istezanju O-H veza. Vrpce na 2927 cm™! i 2856
cm’! mogu biti pripisane simetri¢nom i asimetri¢nom vibracijskom istezanju C-H veza (Aburto i
sur., 2015). Iz IR spektara mozZe se utvrditi kako je vrpcana 2856 cm™ u kompleksima puno slabijeg
intenziteta u odnosu na vlakna. Vrpce prisutne u regiji od 1800 cm™ do 1500 cm™ mogu se pripisati
vibracijskom istezanju dvostrukih veza, a iz IR spektara mogu se uociti tri vrpce na tom podrucju
(1735 cm™, 1604 cm™ i 1520 cm™) (Hong i sur., 2021). Vrpca na 1735 cm™! na vlaknima (citrus
vlakno, citrus vlakno/ksantan 1 citrus vlakno/guar) upucuje na prisutnost vibracijskog istezanja
C=0 veze alkilnih estera polisaharida kao $to su pektin 1 hemiceluloza. U kompleksima je ta vrpca
pomaknuta na 1725 ecm™. Vrpca na 1604 cm™ moZe se pripisati nesimetri¢nom istezanju COO"
povezanim s poligalakturonskom kiselinom i karboksilnim esterima pektina (Bichara i sur., 2016).

Na vlaknima se moZe uogiti slaba vrpca na 1520 cm!

s ramenom odgovorna za vibracijsko
istezanje C=C veza dok se kod kompleksa vidi jasno definirana 1 naglaSena vrpca na tom valnom
broju. U regiji od 1500 cm™ do 1200 cm™! nalazi se veliki broj vrpci koje se preklapaju te je njihovo

tumacenje zahtjevno, a vecina njih je pripisana vibracijskom istezanju CH> skupina i C-OH
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deformacijama kod ugljikohidrata (Hong i sur., 2021). Vrpca na 1317 cm™! bila je prisutna na
vlaknima dok na kompleksima s citrus vlaknom nije bilo vrpce na tom valnom broju, a na
kompleksima s citrus vlaknom/ksantanom 1 citrus vlaknom/guarom je slabijeg intenziteta. Vrpce u
regiji od 1050 cm™ do 1000 cm™ (na vlaknu i kompleksima prisutna vrpca na 1010 cm™) odnose
se na vibracijsko istezanje C-OH skupina i vibracija C-O-C glikozidnih veza. Vrpca na 988 cm™!
koja je bila prisutna kod uzoraka vlakana s trehalozom (Slike 53-55) nije bila prisutna na
kompleksima Sto bi moglo upucivati na promjene u kemijskim vezama u sustavu sa sokom aronije,
trehalozom i vlaknima. Vrpce u regiji od 900 cm™ do 600 cm™ mogu se pripisati vibracijskim
istezanjima C-H veza izvan ravnine (Movasaghi i sur., 2008). MozZe se utvrditi stvaranje nove vrpce

na kompleksima na 890 cm™ s ramenom na 867 cm™'.

Parametri indeksa ukupnog kristaliteta (TCI), indeksa bocnog poretka (LOI) i intenziteta vodikove
veze (HBI) za vlakna i komplekse

U Tablici 45 prikazani su parametri indeksa ukupnog kristaliteta (TCI), indeksa bo¢nog poretka
(LOI) 1 intenziteta vodikove veze (HBI) za vlakna i komplekse. TCI za citrus vlakno bio je 1,64
dok je za komplekse na bazi citrus vlakna sa sokom aronije i disaharidima bio nizi i to u rasponu
od 1,30 do 1,36. Isto je utvrdeno i za komplekse s citrus vlaknom/ksantanom gdje su vrijednosti
bile manje (1,29 — 1,34) u odnosu na citrus vlakno/ksantan (1,51). TCI za citrus vlakno/guar bio je
1,39, a za komplekse na bazi citrus vlakna/guara sa sokom aronije 1 disaharidima u rasponu od 1,28
do 1,32. Kod skladistenih kompleksa TCI vrijednosti su varirale u usporedbi s kompleksima prije
skladiStenja; kod nekih kompleksa nije bilo promjene, a neki su imali vece ili manje vrijednosti
parametra TCI. LOI vrijednost kompleksa je bila ve¢a od LOI vlakana, a isto je utvrdeno i za HBI
vrijednosti. HBI citrus vlakna 1 citrus vlakna/ksantana bio je 0,91 dok je za komplekse na baci
citrus vlakna sa sokom aronije i disaharidima bila 0,99 — 1,08, a za komplekse na baci citrus
vlakna/ksantana sa sokom aronije 1 disaharidima bila 1,11 — 1,15. Za citrus vlakno/guar HBI je bio
0,90, a za komplekse na bazi citrus vlakna/guara 1,09 — 1,14. Kod skladiStenih kompleksa u nekim
slucajevima je doslo do porasta HBI vrijednosti (kompleksi s citrus vlaknom/guarom). Opcenito
porast HBI vrijednosti nakon inkapsulacije polifenola soka aronije bi se mogao povezati sa
formiranjem vodikovih veza (Cichosz i Masek, 2020). Smanjenje vrijednosti parametra TCI nakon
inkapsulacije polifenola upucuje na to da nije doslo do stvaranja veza izmedu molekula celuloze
nego su se formirale vodikove veze izmedu polifenola i vlakana. Sli¢no je utvrdeno kod kompleksa

galne 1 kafeinske kiseline s celulozom (Kopjar 1 sur., 2023) gdje su vodikove veze izmedu nosaca
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i fenolnih kiselina potvrdene smanjenjem TCI i porastom HBI parametra.
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Cilj ovog rada bio je pripremiti bioaktivne dodatke hrani na bazi vlakana, soka aronije s ili bez
dodatka disaharida. Definirane su hipoteze doktorskog rada iz kojih su izvedeni sljede¢i zakljucci

na osnovu dobivenih rezultata:

Hipoteza I: Prehrambena viakna (citrus viakna, citrus viakna/guar i citrus viakna/ksantan) imaju

sposobnost vezanja polifenola i hlapljivih spojeva soka aronije.

Spektrofotometrijskim mjerenjem sadrzaja ukupnih polifenola, antocijanina i
proantocijanidina kao i HPLC analizom potvrdeno je vezanje polifenola soka aronije
na vlakna. U kompleksima je bilo prisutno Sest polifenola iz soka aronije, a pripadali
su skupinama antocijanina (cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-
arabinozid), fenolnih kiselina (klorogenska i neoklorogenska kiselina) i flavonola
(kvercetin-3-galaktozid). GC-MS analizom je potvrdeno vezanje 18 hlapljivih spojeva
soka aronije iz skupina alkohola, karbonilnih spojeva i terpena. Iz navedenog se moze
zakljuciti kako citrus vlakna, citrus vlakna/ksantan i citrus vlakna/guar imaju
sposobnost vezanja polifenolnih i hlapljivih spojeva soka aronije. Citrus vlakno/guar
je pokazao najbolju sposobnost vezanja ukupnih polifenola, antocijanina i

proantocijanidina. IR spektrom potvrdeno je vezanje polifenola soka aronije na vlakna.

Hipoteza 2: Dodatak disaharida (saharoza i trehaloza) i razlicita kolicina nosaca tijekom pripreme

kompleksa imaju utjecaj na vezanje polifenola i hlapljivih spojeva soka aronije.

Dodatak disaharida (saharoze i trehaloze) utjecao je negativno ili nije bilo utjecaja na
vezanje ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina osim kod kompleksa s
citrus vlaknom/guarom gdje je dodatak disaharida poboljSao vezanje antocijanina, ali
bez razlike izmedu saharoze 1 trehaloze. Trehaloza je imala bolji u¢inak na vezanje
proantocijanidina u odnosu na saharozu kod kompleksa s citrus vlaknom/ksantanom 1
citrus vlaknom/guarom. Dodatak disaharida je kod vecéine kompleksa utjecao
negativno na vezanje hlapljivih komponenti osim kod kompleksa s citrus
vlaknom/guarom gdje je poboljSao vezanje terpena, a dodatak trehaloze je poboljSao
vezanje alkohola 1 karbonilnih spojeva. Primjena razlicitih koli¢ina nosaca (1 %, 2 % 1
3 %) imala je utjecaj na vezanje polifenola i hlapljivih komponenata. Najveca koli¢ina
vezanih polifenola bila je u kompleksima s 1 % vlakna. S pove¢anjem koli¢ine vlakna

doslo je do smanjenja vezanja polifenola. Spektrofotometrijskim odredivanjem
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Hipoteza 3:

Hipoteza 4.

sadrzaja polifenola, citrus vlakno/guar u koli¢ini od 1 % pokazalo se najboljim
nosatem za vezanje ukupnih polifenola, antocijanina i proantocijanidina. Koli¢ina
vlakna je razliCito utjecala na vezanje odredenih skupina hlapljivih spojeva. Terpeni su
bili prisutni u najveéim koli¢inama u kompleksima s citrus vlaknom 1 citrus
vlaknom/ksantanom, a kompleks s citrus vlaknom u koli¢ini od 2 % imao je najvecu

koli¢inu terpena.
Dobiveni kompleksi imaju sposobnost inhibicije enzima a-amilaze i o-glukozidaze.

Rezultatima se utvrdilo kako kompleksi imaju vecu sposobnost inhibicije enzima o-
glukozidaze nego a-amilaze, odnosno pri nizoj koncentraciji polifenola inhibirali su a-
glukozidazu dok je za inhibiciju a-amilaze bila potrebna veca koncentracija polifenola
u reakcijskoj smjesi. Kompleksi s 1 % vlakna imali su vecu sposobnost inhibicije
enzima od kompleksa s 2 % 1 3 % vlakna. Dodatak disaharida je u vecini slucajeva
djelovao negativno ili nije bilo utjecaja na sposobnost inhibicije enzima, osim kod
kompleksa s citrus vlaknom i saharozom gdje je sposobnost inhibicije bila veca u

odnosu na kontrolni uzorak (bez disaharida).
Dobiveni kompleksi posjeduju antioksidacijsku aktivnost.

Rezultatima Cetiri razli¢ite metode (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC) utvrdeno je kako
kompleksi posjeduju antioksidacijsku aktivnost. 1z rezultata je vidljivo kako je
antioksidacijska aktivnost bila ve¢a kod kompleksa s 1 % vlakna, a s pove¢anjem
koli¢ine vlakna se smanjivala. Najvecu antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH
metodom imao je kompleks s 1 % citrus vlakna dok je iz rezultata ostalih metoda
najveca antioksidacijska aktivnost utvrdena za kompleks s 1 % citrus vlakna/guara.
Dodatak disaharida utjecao je negativno ili nije bilo utjecaja na antioksidacijsku
aktivnost kompleksa. NajniZzu antioksidacijsku aktivnost odredenu svim metodama
imali su kompleksi s citrus vlaknom/ksantanom i disaharidima. Sadrzaj polifenola u
kompleksima imao je utjecaj na antioksidacijsku aktivnost, odnosno kompleksi s ve¢im

sadrzajem polifenola imali su vecu antioksidacijsku aktivnost.

Hipoteza 5: Skladistenje na sobnoj temperaturi i izloZenost svjetlu uzrokovat ce promjene

liofiliziranih kompleksa.

146



6. ZAKLJUCCI

Skladistenjem kompleksa na sobnoj temperaturi i izloZenosti svjetlu doslo je do
promjena kod nekih kompleksa. Iz rezultata je utvrdena najveca degradacija
antocijanina i proantocijanidina kod kompleksa s 3 % citrus vlakna/guara dok kod
kompleksa s 2 % citrus vlakna nije doSlo do degradacije antocijanina 1
proantocijanidina. Najveca degradacija utvrdena je za neoklorogensku kiselinu (oko 50
%). Kompleks s 2 % citrus vlakna je imao najmanju degradaciju ukupnih fenolnih
kiselina kao 1 ukupnih polifenola odredenih HPLC metodom. Sadrzaj hlapljivih
spojeva u skladiStenim kompleksima bio je manji u odnosu na komplekse prije
skladiStenja, osim za sadrzaj karbonilnih spojeva u kompleksima s citrus
vlaknima/guarom (2 % i 3 %) i citrus vlaknima/ksantanom. Skladistenje kompleksa s
disaharidima uzrokovalo je najvecu degradaciju antocijanina i fenolnih kiselina kod
kompleksa s citrus vlaknom/guarom i saharozom. Isto je utvrdeno i za degradaciju
ukupnih fenolnih kiselina i ukupnih antocijanina odredenih HPLC metodom. Iz
zadrzavanja ukupnih polifenola, odredenih HPLC metodom, moze se utvrditi najmanje
zadrzavanje u kompleksima s citrus vlaknom i disaharidima te citrus vlaknom/guarom
1 saharozom. Kod ostalih kompleksa zadrzavanje polifenola nakon skladiStenja je bilo
oko 86 %. Takoder, doslo je do znacajne degradacije D-limonena u kompleksima pa je
1 sadrzaj terpena bio manji u skladiStenim kompleksima. Najmanju koncentraciju
terpena imao je kompleks s citrus vlaknom/guarom i trehalozom koji je ujedno imao i
najve¢u degradaciju D-limonena (60 %). Najve¢a koncentracija terpena bila je u

kompleksu s citrus vlaknom 1 trehalozom s degradacijom D-limonena od 14 %.

Potencijalna primjena dobivenih bioaktivnih dodataka hrani bila bi kod razvoja 1/ili obogac¢ivanja
novih proizvoda s polifenolima i hlapljivim spojevima soka aronije. Takvi proizvodi bi imali
svojstva koja promicu zdravlje kao Sto je povecan antioksidativni potencijal. Buduce studije trebale
bi ispitati stvarni utjecaj ovih dodataka na kvalitetu 1 stabilnost proizvoda kako bi se omogucila

tehnoloska primjena u prehrambenoj industriji.
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