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1.UVOD



Globalni razvoj i porast broja stanovnika uzrokuju brojne probleme povezane s potrebom za
proizvodnjom vece kolicine hrane pri ¢emu nastaju sve vece koli¢ine otpada, koje ako se ne
zbrinjavaju na pravi nacin, negativno djeluju na okoliS. Primjerice, poveéanje proizvodnje
sirutke se procjenjuje na otprilike 2 % godiSnje, a njezino odlaganje u okoli§ predstavlja dva
potencijalna problema odjednom. Sirutka sadrzi znacajne koli¢ine proteina, lipida, laktoze i
vitamina. Zbog relativno velikih koli¢ina hranjivih tvari, sirutka predstavlja znac¢ajno organsko
opterecenje za okolis. Ukoliko se odlaze na ¢vrsto tlo, znacajno utjece na fizikalno-kemijske
karakteristike tla i dovodi do smanjenja plodnosti tla. S druge strane, ukoliko se odlaze u
razlicite vodene sustave, dolazi do smanjenja otopljenog kisika u vodi te moZe dodi do unistenja
ekosustava, opasnosti za biljke i Zivotinje i opasnosti za ljudsko zdravlje. Sirutka je zbog svog
sastava teSko biorazgradiva te se ne moZe tretirati u postrojenjima za obradu otpadnih voda.
Drugi problem predstavlja odlaganje tako bogatog resursa bez prethodnog iskoristenja (Yadav

i sur., 2015).

Proizvodnja vina uvelike utjeCe na okolis zbog sloZenosti procesa. Prilikom proizvodnje vina
koriste se umjetna gnojiva, pesticidi, goriva i dr. Kako bi se proces proizvodnje vina ucinio Sto
odrzivijim, potrebno je iskoristiti sve nusprodukte. Poput sirutke, trop grozda takoder sadrzi
vrijedne komponente koje mogu uzrokovati onecisé¢enje okolisa, ali se takoder mogu iskoristiti.
»Najproblematicniji“ spojevi u tropu groida su fenolni spojevi. Procjenjuje se da u tropu
zaostane otprilike 60 % ukupnih fenola u grozdu. Fenolni spojevi svojim prisustvom snizavaju
pH tropa, vrlo su otporni na razgradnju, djeluju baktericidno i fitotoksi¢no, te su zbog toga
tesko razgradivi. S druge strane, fenolni spojevi su izrazito vrijedni ukoliko se koriste na pravi
nacin. Djeluju antioksidativno te zbog toga reduciraju oksidativni stres, moduliraju upalne
procese i sprje¢avaju nastanak tromba. Isto tako stite nukleinske kiseline, proteine i lipide od

oksidacijskih procesa koji uzrokuju razli¢ite bolesti poput raka i sréanih bolesti (Bustamante i

sur., 2008; Ky i sur., 2014; Beres i sur., 2017).

Nit koja mozZe povezati ova dva visokovrijedna nusprodukta je inkapsulacija kojoj prethodi
ekstrakcija visokovrijednih (bioloski aktivnih) spojevi iz tropa i dodavanje sirutke kao omotaca
nakon ¢ega se pripremljena mjesavina susenjem rasprsivanjem prevodi u mikrokapsule (prah).
Na taj nacin se stabiliziraju i Stite spojevi izolirani iz tropa grozda te se istodobno smanjuje
opterecenje okolisa uz iskoriStenje visokovrijednih spojeva. Kako bi ovaj proces bio uspjesan u

smislu efikasnosti i proizvodnje kvalitetnog praha potrebno je optimirati cjelokupni proces,



ukljucujudéi i postupak mijesanja/homogenizacije mjesavine ekstrakta tropa grozda i sirutke
kao omotaca. Stoga je zadatak ovog rad bio ispitati utjecaj uvjeta ultrazvuéne homogenizacije
pojne smjese (temperatura i vrijeme homogenizacije, vrijeme stabilizacije nakon
homogenizacije) na uspjeSnost mikroinkapsulacije ekstrakta tropa grozda s proteinima kozje

sirutke uz primjenu susenja rasprsivanje.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Primjena ultrazvuka u procesnoj industriji

U modernoj prehrambenoj industriji ultrazvuk ima Siroku primjenu. Ultrazvuk je zvuk iznad
praga Cujnosti ljudskog uha, odnosno zvuk ¢ija je frekvencija iznad 18 kHz. Razlikujemo tri vrste
ultrazvuka, ovisno o njihovoj frekvenciji. Ultrazvuk frekvencije od 1 MHz do 10 MHz se koristi
kao dijagnosticki, od 100 kHz do 1 MHz je visoko frekventni, a od 16 kHz do 100 kHz je ultrazvuk
velike snage. Ultrazvuk je Cesto primjenjivan za procesiranje hrane s ciliem homogenizacije,
emulgiranja, kristalizacije (stvaranja kristala manjih dimenzija prilikom zamrzavanja),
ekstrakcije, filtracije, separacije i ekstruzije (Jambrak i sur., 2010). Ultrazvuk se moze
primjenjivati za pospjeSivanje CisS¢enja procesne opreme, ali jo$ je znacajnija upotreba
ultrazvuka u postupcima pripreme svjeze hrane jer se na taj nacin moze smanijiti ili eliminirati
potreba za kemijskim sredstvima za Ciséenje, sto je znacajno u danasnje vrijeme (Ortega-Rivas
2012). Znacajan ucinak ultrazvuk ima na proteine. Zbog nastanka i implozije kavitacija dolazi
do povecanja topivosti proteina. Takoder, dolazi do strukturnih i funkcionalnih promjena.
Proteini izloZeni ultrazvuku imaju gus¢u i ujednaceniju veli¢inu, odnosno dolazi da razbijanja
nakupina proteina u otapalu djelovanjem ultrazvuka (Wu i sur.,, 2020). Prilikom prolaska
ultrazvuénih valova kroz tekuéi medij, otopljeni plin u tekuéini formira mjehuriée koji rastu sve
dok ne postanu nestabilni i nakon toga dolazi do njihove implozije. Zbog toga je mogude
koristiti ultrazvuk za homogenizaciju, emulgiranje i slicno. Najcesée koristene frekvencije za

nastanak kavitacija su u rasponu od 20 — 24 kHz (Abbas i sur., 2013).

Homogenizacija ultrazvukom

Prilikom izlaganja ultrazvuku smjese dviju tekuéina koje se ne mijesaju, dolazi do stvaranja
kavitacija. Kavitacije koje su blizu granica slojeva implodiraju i dolazi mijeSanja dvaju slojeva
(Soria i Villamiel 2010). Osim za formiranje emulzija, ultrazvuk se koristi za smanjenje veli¢ine
Cestica postojecih emulzija. Naj¢esce primijenjene frekvencije za homogenizaciju su od 20 do

50 kHz (Chen i sur., 2018).

2.2. Mikroinkapsulacija

Mikroinkapsulacija je tehnika Siroko primjenjivana u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
jer se njome osigurava stabilnost odredenih spojeva, povecava se topivost te se osigurava

kontrolirano otpustanje spojeva. Mikroinkapsulacija je fizikalni proces u kojem se na sitne



Cestice krutina ili sitne kapljice tekucina ili plinova, koji ¢ine jezgru, nanose tanki filmovi, koji
tvore omotac, kako bi nastale mikrokapsule (Peanparkdee i sur., 2016).

Postoji nekoliko metoda mikroinkapsulacije, prema tome mikrokapsule dobivene razli¢itim
metodama imaju i razli¢ita svojstava. Svojstva mikrokapsula ovise o punilu, nacinu provodenja
mikroinkapsulacije i omotacu. Razlikuje se nekoliko oblika kapsula (slika 1): mononuklearne,

polinuklearne, viseslojne, nepravilne i matrix (Fang i Bhandari 2010; Peanparkdee i sur., 2016).

OOO
0%°

a) mononuklearna b) polinuklearna c) matrix

d) vigeslojna e) nepravilna

Slika 1 Razlicita morfologija mikrokapsula (Peanparkdee i sur., 2016.)

Postupak mikroinkapsulacije se moze provoditi na nekoliko nacina, ovisno o svojstvima tvari
koja se inkapsulira. Metode moZzemo podijeliti u tri skupine: fizikalne, kemijske i
fizikalno-kemijske. Kemijske metode ukljucuje in situ polimerizaciju i primjenu liposoma.
SuSenje rasprSivanjem i inkapsulacija u fluidiziraju¢em sloju su fizikalne metode, dok su
fizikalno-kemijske metode koacervacija i sol-gel inkapsulacija (Peanparkdee i sur., 2016).

Glavna primjena mikroinkapsulacije u prehrambenoj industriji se svodi na produljenje roka
uporabe proizvoda (Peanparkdee i sur., 2016). Mikorinkapsulacijom se Stiti punjenje
mikrokapsule od negativhog utjecaja okoline i od interakcija s drugim sastojcima hrane

(Augustin i sur., 2001).



2.2.1. Inkapsulacija suSenjem rasprisSivanjem

Susenje rasprSivanjem (spray drying) je najzastupljenija i najjeftinija tehnika koja se primjenjuje
u prehrambenoj industriji za proizvodnju mikroinkapsuliranih prahova. Oprema potrebna za
suSenje rasprsivanjem je relativno dostupna i jeftina pa je sama operacija ekonomiéna. Glavni
nedostatak su veliki energetski gubici jer je nemoguce iskoristiti svu toplinu potrebnu za
susenje (Gharsallaoui i sur., 2007).

Susenje rasprsivanjem je postupak u kojem se tekudina rasprsuje u struji vruceg plina pri ¢emu
prakti¢ki trenutno nastaje prah. Plin koji se upotrebljava za suSenje moze biti zrak ili inertni
plin, najéesée dusik, koji se koristi u manjoj mjeri zbog visoke cijene. Pojna smjesa koja se
rasprsuje moze biti otopina, susupenzija ili emulzija (Gharsallaoui i sur., 2007). Tekuéina se
raspriuje u sitne kapljice kako bi se osigurala velika povrsina i posljedicno omjer povrsine i
mase te time ubrzao prijenos topline i prijenosa tvari. Time se osigurava brzo suSenje Sto
smanjuje odtec¢enja termolabilnih tvari (BanoZi¢ i sur., 2023). Sto je veéi omjer povrine kapljice
i mase, brzi je transfer energije te nastaju finije Cestice, dok poveéanje dotoka ulazne tekuéine
dovodi do povecanja veli¢ine Cestica (Gharsallaoui i sur., 2007).

Proces mikroinkapsulacije se sastoji od cetiri koraka: pripreme uzorka, homogenizacije,
atomizacije i susenja. Priprema uzorka podrazumijeva hidrataciju polisaharida, proteinai lipida
koji se koriste kao omotaci. Zatim se homogeniziraju omotac i tvar koju treba inkapsulirati.
Susionik s rasprSivanjem sastoji se od sustava za dovod pojne smjese, koji se sastoji od
peristalticke pumpe i rezervoara, komore za susenje i mlaznice, koji ¢ine glavni dio sustava te
separacijskog dijela uredaja. Pojna smjesa se uvodi u susionik s rasprSivanjem kroz mlaznicu.
Razlikujemo nekoliko vrsta mlaznica: hidrauli¢cne, pneumatske i ultrazvuéne mlaznice te
rotacione atomizere (Gharsallaoui i sur., 2007; BanoZzi¢ i sur., 2023). Komora za suSenje moze
imati nekoliko razli¢itih konfiguracija (slika 2). Razlikuju se komore s istosmjernim strujanjem
pojne otopine i vruéeg plina, s protusmjernim strujanjem i mjesovitim strujanjem. Komore s
istosmjernim strujanjem se koriste za termolabilne spojeve jer se najviSa temperatura susenja
postize u dijelu gdje je rasprSena otopina s najveéim udjelom vlage. Prilikom susenja u
protusmjernim komora dolazi do brzeg susenja te su ove komore znacajno efikasnije od
istosmjernih. U mjeSovitim komorama se kombinira konfiguracija istosmjernih i protusmjernih
komora (Banozi¢ i sur., 2023). Separacija praha od plina se odvija u ciklonima, ali se koriste i

elektrostatski filteri i vrecasti filter kao sekundarni (Selvamuthukumaran, 2019).
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Slika 2 Razlic¢ite konfiguracije komora za susenje: a) istosmjerna, b) protusmjernaii c)
kombinirana (Banozi¢ i sur., 2023.)

2.2.2. Procesni parametri

Izbor procesnih parametra ima veliki utjecaj na efikasnost procesa te fizikalna i kemijska
svojstva. NajvaZzniji procesni parametri su: ulazna temperatura plina, protok pojne otopine te
temperatura pojne otopine. lzlazna temperatura plina je takoder bitan parametar, ali je ovisna
o ulaznoj temperaturi. Takoder su vazni sljedeci parametri: koli¢ina i pritisak zraka za
rasprsivanje otopine, koncentracija otopine, promjer mlaznice, vrsta omotaca te oblik komore
za susSenje (Banozi¢ i sur., 2023; Liu i sur., 2004). Optimiranje temperature ulaznog plina je
jedan od najznacajnijih koraka u procesu susenja rasprsivanjem. Uobicajeno se koristi plin
temperature od 100 do 200 °C, dok se u istosmjernim komorama koristi plin temperature 140
do 220 °C (Banotzi¢ i sur., 2023; Kandansamy i Somasundaram, 2012). Brzina susenja i koli¢ina
vode u osuSenom produktu su u funkciji temperature ulaznog plina. U pravilu se temperatura
suSenja odabire prema dva znacajna faktora: osjetljivosti najtermolabilnijih spojeva u otopini i
cijeni izvora energije koji se koriste za zagrijavanje, odnosno temperatura mora biti dovoljno
visoka da suSenje bude efikasno, ali mora biti dovoljno niska da ne dode do razgradnje
sastojaka. Kada je temperatura previsoka dolazi do prevelikog isparavanja koje uzrokuje
pucanja membrana Sto rezultira gubitkom vrijednih tvari. S druge strane, preniska temperatura
uzrokuje formiranje predebelih membrana, previsok udio vode te samim time povecava se
aglomeracija praha i smanjuje se mogucénost tecenja (Gharsallaoui i sur., 2007; Banozi¢ i sur.,

2023). S obzirom da se temperatura plina na izlasku ne moze kontrolirati, ona uglavnom ovisi



o ulaznoj temperaturi plina. Istrazivanja su pokazala da je idealan raspon temperatura za
inkapsulaciju sastojaka hrane od 50 do 80 °C (Gharsallaoui i sur., 2007). Sljede¢i vrlo vazan
parametar je temperatura pojne otopine. Temperatura pojne otopine utie na svojstva
otopine, odnosno njenu viskoznost i fluidnost. Odgovarajuéa temperatura osigurava da
otopina bude homogeno rasprSena u komori za suSenje. Kada je otopina previsoke
temperature, dolazi do pada viskoznosti i smanjenja veli¢ina kapljica $to dovodi do oStecenja
termolabilnih spojeva (Gharsallaoui i sur., 2007). Za pojnu otopinu nam je takoder bitno da su
odgovarajuée koncentracije i da je protok odgovarajudi. Preveliki protok uzrokuje slab prinos
praha, odnosno malo iskoristenje, Sto znaci da se veliki dio sastojaka otopine ne osusi i losa
svojstva praha. Ukoliko je protok premali, proces susSenja postaje izrazito energetski
neucinkovit (Maskat i sur., 2014). Odgovarajuca koncentracija pojne otopine izrazito pozitivno
uti¢e na svojstva praha. ZabiljeZzeni su poboljSanje tecivosti praha i moguénosti sabijanja, nizak
Carr-ov indeks i odgovarajuéa tvrdoca kada su niske sile kompresije prisutne (Gallo i sur., 2011).
Jo$ jedan parametar na koji se moze utjecati je protok plina odnosno zraka. Zabiljezeno je
nekoliko benefita veceg protoka plina. KoriStenjem veée koli¢ine zraka za suSenje, dolazi do
smanjenja vremena kontakta otopine i zraka Sto dovodi do smanjenja gubitaka fenolnih tvari.
Vedéim protokom plina dolazi do nastanka manjih kapljica Sto omoguduje manji sadrzaj vode u
prahu i ve¢u energetsku efikasnost i prinos praha. Osim toga primijeéena su bolja svojstva

praha poput tecivosti (Borges i sur., 2017; Gallo i sur., 2011).

2.2.3. Proizvodi

SuSenjem rasprSivanjem se mogu dobiti Cestice razli¢ite veli¢ine. Veli¢ina varira od
nanodimenzija do veli¢ine nekoliko milimetara, koje ¢ine aglomeracije manjih cestica.
SuSenjem rasprsivanjem je potrebno dobiti prah poZeljnih karakteristika poput udjela vode,
veli¢ine Cestica, nasipne gustoce, sadrzaja aktivnih komponenti te ostalih fizickih i kemijskih
svojstava. Udio vode treba biti ispod 5 % kako bi se smanjio aktivitet vode te sprijecilo kvarenje
uzrokovane kemijskim i mikrobioloskim reakcijama te samim time osigurala stabilnost praha
te duga trajnost proizvoda. Nasipna gustoéa je vaina je omoguéava ustedu u vidu troskova
pakiranja te omogucava bolju tecivost praha (Gharsallaoui i sur., 2007; Sinija i Mishra 2008;
Shishir i Chen, 2017).

Mikroinkapsulacija koja se provodi susenjem rasprSivanjem ima Siroku primjenu u

prehrambenoj industriji. Najc¢esée se inkapsuliraju lipidi, karotenoidi, fenolnih tvari i tvari



arome. Vecina tvari arome su jako hlapive komponente tokom susenja rasprsivanjem te ih je
potrebno sacuvati. Lipidi su s druge strane spojevi osjetljivi na autooksidaciju te se
inkapsulacijom oni stabiliziraju, usporava se autooksidacija, omogucava se kontrolirano
otpustanje tvari arome topivih u masti, sprjecava se hidroliza tvari topivih u mastima te se

maskira okus gorkih tvari topivih u mastima (Gharsallaoui i sur., 2007).

2.2.4. Omotaci

Izbor omotaca za mikroinkapsulaciju je baziran na velikom broju faktora: fizikalno-kemijskim
svojstvima poput molekularne mase, topivosti, difuzibilnosti; mogucnosti da izdrzi okolisne
uvjete i mehanicki stres. Omotaci moraju osigurati stabilnost tvari i sprijeciti interakciju tvari s
okolinom, odnosno sprijeciti gubitak lako hlapivih tvari. Takoder mora biti ekonomski
prihvatljiv i osigurati odgovarajucu efikasnost (Coimbra i sur.,, 2021; Diaz-Montes, 2023;
Gharsallaoui i sur., 2007).

U prehrambenoj industriji se uglavhom koriste vodene otopine, stoga omota¢ mora biti topiv
u vodi. Osim toga mora biti dobar emulgator, mora imati mogucnost stvaranja filma i susenja.
Otopine u koje je dodan omotac trebaju imati nisku viskoznost (Gouin, 2004; Reineccius, 2004).
Kao omotadi se u prehrambenoj industriji naj¢esée koriste razli¢iti biopolimeri poput:
ugljikohidrata, razli¢ite gume, proteini (Kandansamy i Somasundaram, 2012).

Ugljikohidrati koji se primjenjuju za inkapsulaciju su ugljikohidrati velike molekularne mase,
dok se jednostavni ugljikohidrati ne koriste zbog stvrdnjavanja i rekristalizacije. Skrob,
maltodekstrini i saharoza se koriste za inkapsulaciju boja zbog dobre topivosti u vodi, niske
viskoznosti i neutralnog okusa te su bezbojni su i lako probavljivi. Maltodekstrini su hidrolizati
Skroba kojima je dekstrozni ekvivalent maniji od 20, oni stite inkapsuliranu tvar od oksidacije i
stabiliziraju je (Zuidam i Nedovi¢, 2010; Kandansamy i Somasundaram, 2012). PoboljSana
svojstva inkapsuliranja se postizu uporabom modificiranih Skrobova (Shaikh i sur., 2006). Pektin
se takoder koristi kao omotac. U malim koncentracijama pektini tvore stabilne emulzije u
koncentraciji od 1 — 2 % pri ¢emu proteini zaostali na lancu pektina djeluju kao emulgatori
(Leroux i sur., 2003; Drusch, 2007)

Proteini su zbog svojih karakteristika najbolji izbor materijala za omotac. Imaju sposobnost
vezati okuse, Sto je takoder benefit. Najc¢esée koristeni proteinski omotaci su proteini mlijeka i
Zelatina. Prilikom proizvodnje mlijeka u prahu, proteini mlijeka ostvaruju prinos od preko 90 %.

Prinos prilikom inkapsulacije se moZe povecdati dodatkom laktoze. Zelatina je dobar emulgator
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i stabilizator te ima dobra zastitna svojstva zbog Cega se koristi kao omotac. Funkcionalne
sposobnosti su me se mogu poboljSati dodatkom manitola (Gharsallaoui i sur., 2007).

Najkoristenija od svih guma koje se koriste kao omotac je guma arabica. Guma arabica se koristi
zbog svojih sposobnosti stvaranja filma i emulgatorskih svojstava, koja su posljedica prisutnih
proteinima. Guma u Sirokom rasponu pH tvori stabilne emulzije sa uljima te se zbog toga koristi
za inkapsulaciju lipida i to u omjeru ulje/guma arabica 0,15 (Gharsallaoui i sur., 2007; Dickinson,
2003). Koristenjem glukoze kao djelomi¢ne zamjene, ostvaruju se poboljsanja efikasnosti
mikroinkapsulacije. Nedostatak gume arabice u ulozi omotaca je slaba zastita od kisika i
oksidacijskih procesa jer se ponasa kao semipermeabilna membrana (Gharsallaoui i sur.,

2007).

2.3. Sirutka

Sirutka je nusprodukt koji se dobiva uklanjanjem proteina iz mlijeka (Kilara i Vaghela, 2018).
Kazein se moZe ukloniti iz mlijeka na nekoliko nacina: zakiseljavanjem mlijka do pH 4,6,
koristenjem proteolitickih enzima ili mikrofiltracijom. Zakiseljavanje mlijeka se moZe provoditi
na nekoliko nacina: dodavanjem kiselina u mlijeko, koriStenjem mikroorganizama koji
fermentiraju laktozu u kiselinu. Sirutka nastaje proizvodnjom sira ili proizvodnjom kazeina.
Razlikuju se dvije vrste sirutke: slatka i kisela. Slatka sirutka je nusproizvod proizvodnje tvrdih i
polutvrdih sireva ili kazeina koagulacijom mlijeka dodavanjem enzima, pri ¢éemu pH iznosi
6 — 6,5. Kisela sirutka je nusproizvod proizvodnje (svjezeg) sira fermentacijom pri ¢emu pH

tada iznosi 4,6 — 5 (Fox, 2011; Tunick, 2009; Bansal i Bhandari, 2016).

2.3.1. Sastav i svojstva sirutke

Sastav sirutke je vrlo sloZen. Sirutka sadrzi laktozu, proteine, mlije¢nu mast, glukozu, galaktozu

te aminosecere (Herceg i Rezek, 2006.).

Sirutka moze nastati prilikom proizvodnje sira od razli¢itih vrsta mlijeka. Najéesce korisSteno
mlijeko u proizvodnji sira je kravlje. Sirutka sadrzi otprilike 55 % hranjivih tvari koje sadrzi
mlijeko (Yadav i sur., 2015). Sirutka se moze susiti kako bi se dobio prah sirutke. Takoder se
moze ukloniti laktoza kako bi se dobio prah sirutke bez laktoze. Elektrolizom se uklanjaju
mineralne tvari pri éemu nastaje prociséena sirutka. Sirutku se moZe i koncentrirati i

koncentrati obi¢no sadrze 35 %, 55 % i 80 % proteina (tablica 1). Vrijednosti proteina sirutke
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lezi u ¢injenici da su dobro topivi u vodi, sadrze znadajan udio esencijalnih aminokiselina i

relativno su jeftini (Kilara i Vaghela, 2018).

Tablica 1 Sastav praha sirutke (Kilara i Vaghela, 2018.)

. Proteini Laktoza Mast Pepeo Voda
Vrsta praha sirutke o
(%) (%) (%) (%) (%)
Prah sirutke 11-14,5 63 -75 1-1,5 8,2-8,8 3,5-5,0
Prah sirutke s
reduciranim sadrZajem 18-24 52 -58 1-4 11-22 3-4
laktoze
Demineralizirani prah
. 11-15 70 -80 0,5-1,8 1-7 3-4
sirutke
Koncentratproteina ;) 3¢ 43.52 3-45 6,5-8,0 3-45
sirutke — 34
Koncentratproteina o5 5,  33.37 5-6 7,5-8,5 3,5-4,5
sirutke — 50
Konc:lentrat proteina 80-82 4-8 4-8 3.4 35-45
sirutke — 80
Izolat proteina sirutke 90-92 0,5-1,0 0,5-1,0 2-3 4,5

Proteini koji se nalaze u sirutki su sljedeci: globularni proteini ( B-laktoglobulin, a-laktoglobulin
i albumin seruma krvi goveda), imunoglobulini (Ig-G, Ig-A, Ig-M), laktoperoksidaze, lizosomi,

lektoferin, polipeptidi i glikomakropeptidi (Huffman i De Barros Ferreira, 2011).

2.3.2. Sirutka kao omotac

Za provedbu mikroinkapsulacije se koriste izolat proteina sirutke i koncentrat proteina sirutke.
Izolati imaju najmanje 90 % proteina i imaju izvrsna emulgirajuca i dehidriraju¢a svojstva.
Koncentratima sadrzaj proteina varira od 35 % pa do peko 75 %. Stabilni su u Sirokom spektru
pH i mogu od utjecajem topline stvarati gelove. Njihovim koristenjem se dobivaju
mikrokapsule topive u vodi (Eraso i Anibal 2014). Naj¢esce se koriste u prehrambenoj industriji
zbog svojih svojstava. Mikrokapsule dobivene upotrebom proteina sirutke omoguéuju
kontrolirano otpustanje aktivne tvari. Proteini sirutke su izvrsni emulgatori, omogucuju
stvaranje filma i gela i pruzaju vrlo visoku zastitu tvari od oksidacije (Eraso i Anibal 2014).
Proteini sirutke pruzaju izvrsnu zastitu hlapivih i nehlapivih sastojaka i izvrsno stite od

oksidacije masti u agresivnom mediju (Eraso i Anibal, 2014).
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B-laktoglobulin je najzastupljeniji sastojak proteina sirutke. Odgovoran je za gelirajuca
svojstava proteina sirutke, njegovim zagrijavanjem dolazi do stvaranja gela. Proteini sirutke
sadrze 50 — 60 % B-laktoglobulina i oko 20 % a-laktoglobulina. a-laktoglobulin ima sinergisticko
djelovanje sa B-laktoglobulinom, $to znaci da se njegova svojstva poboljSavaju u prisustvu
o-laktoglobulina. Sposobnost stvaranja gela i karakteristike samog gela postaju bolje.
a-laktoglobulin sadrzi kalcijev ion koji omogucuje vezanje za druge proteine(de la Cruz Pech-

Canul i sur., 2020).

2.4. Trop grozda

Prilikom proizvodnje vina kao nusprodukt nastaje trop grozda. Trop Cine ostaci nakon presanja
grozda, bilo ono fermentirano ili ne. Prilikom proizvodnje bijelog vina, prvo se presa grozde te
se samo sok izlaze fermentaciji, dok trop ne fermentira. Za proizvodnju crvenog vina potrebno
je fermentirati zajedno sok i trop zbog odredenih spojeva koji su bitni za crveno vino poput
antocijanina i pigmenata (Mendes i sur., 2013; Amienyo i sur., 2015). Trop Cini oko 20 — 25 %
izvorne mase grozda, a sastoji se od nekoliko sastavnica (slika 3): koZice grozda, zaostale pulpe,
sjemenki i peteljki (Balbinot i sur., 2020). KozZica grozda §titi pulpu od vanjskih utjecaja,
prekrivena je slojem voska i idealan je supstrat za kvasce i gljive (Putnik i sur., 2018). Sjemenka
¢ini 25 — 35 % mase tropa bez peteljke i vrlo je bogata antioksidansima poput linolne kiseline i
omega-6 esencijalnih masnih kiselina (Unusan, 2020). Sastav tropa ovisi o mnogo faktora, ali
najbitniji su: sorta grozda, zrelost, na¢inu branja i na¢inu proizvodnje vina. Prosje¢no trop
grozda sadrzi: 50 — 70 % vode, 10 — 20 % celuloze, 6 — 8 % Secera, 2 —4 % masti, 1 —2 %
organskih kiselina, minerala i tanina. Osim toga sadrzi i manje koli¢ine proteina, pektina, boja,
aromati¢nih spojeva, vitamina i mikroorganizama. Najzastupljeniji minerali u tropu su
magnezij, zeljezo, cink, kalij i kalcij (Kammerer i sur.,. 2004; Arnous i Meyer, 2009; Caponio i

sur., 2023).
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Slika 3 Sastav tropa grozda na 1000 kg

Sadrzaj vlakana se razlikuje u tropu crvenog i bijelog grozda. Trop crvenog grozda sadrzi velike
koli¢ine prehrambenih vlakana i manje koli¢ine topivih Secera. S druge strane trop bijelog
grozda sadrzi manje koli¢ine prehrambenih vlakana, ali sadrzi velike koli¢ine topivih Seéera
(Deng i sur., 2011). Najveci udio prehrambenih vlakana ¢ine celuloza i hemiceluloza. Neka
vlakna tvore spojeve s fenolnim tvarima te se dobiju fenolna prehrambena vlakna. S obzirom
da je koZica groida izgradena od celuloze, hemiceluloze i lignina, ona je najbolji izvor
prehrambenih viakana (Bender i sur., 2017; Beres i sur., 2017; Deng i sur., 2011). Osim linolne
i oleinske kiseline, sjemenka grozda sadrzii znacajne koli¢ine vitamina E i sterola koji posjeduju

antioksidativna svojstva (Wen i sur., 2016; Messina i sur., 2021) (slika 4).

14



[ TROP GROZDA

|
L

p
TROP BEZ SJEMENKI SJEMENKE
(48-62%) (38-52%)

J

FENOLNI SPOJEVI LIPIDI
-Nezasicene

masne kiselineJ

[

| VLAKNA

} -Topiva vlakna
\

o
el
m
X
el
B
=
m
m
=
=
J/
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I

[
|
| -Jednostavni fenoli
| -Palifenali
\

\ [

| |

| |

| |
-Netopiva vlakna / \

N —_—— i —

Slika 4 Frakcije tropa grozda i tvari dobivene iz svake frakcije

Crveno vino je namirnica koja je bogata fenolima. Tijekom proizvodnje vina se uspijeva
ekstrahirati 30 — 40 %, ovisno o sorti grozda, lokaciji vinograda i tehnologiji proizvodnje vina
(Beres i sur., 2017). Fenole koji se nalaze u grozdu i vinu moZe podijeliti u tri glavne skupine:
fenolne kiseline, flavonoide i tanine. U tropu groZda su najprisutniji antocijanini, flavanoli,

flavan-3-oli, hidroksicimetna kiselina i stilbene (Ky i sur., 2014).

Antocijanini su crveni pigmenti nastali tijekom zrenja voéa. Osjetljivi su na svjetlost, povisenu
temperaturu, kisik, pH, metalne ione i otapala. Sadrzaj antocijanina ovisi o sorti grozda, starosti
nasada i klimi. Glavni predstavnici antocijanina u grozdu su: 3-0O-glikozidi malvidina, cijanidina,
delfinidina i peonidina (Beres i sur., 2017). Fenolne kiseline koje se nalaze u tropu grozda se
dijele na dvije glavne skupine: hidroksicimetne kiseline i hidroksibenzojeva kiseline (Yu i
Ahmedna, 2013; Ignat i sur., 2011). Flavan-3-oli su vrlo znacajni za senzorska svojstva vina, ali
ih veliki dio zaostaje u tropu. Vrlo su €esti u ljudskoj prehrani. RazliCiti je sadrzaj flavan-3-ola u
pojedinim dijelovima grozda. U koZici se nalaze katehini, galokatehini i proantocijanidini, dok
se u sjemenki nalaze katehini i procijadinini (Gonzdlez-Manzano i sur., 2004). Najvazniji stilben
koji se nalazi grozdu i vinu je resveratrol, ¢ija koli¢ina ovisi o sorti grozda i zrelosti (Flamini i
sur., 2013). Flavanoli nastaju istim biosintetskim putem kao antocijanini i kondenzirani tanini.
Povezani su sa stabilnoS¢u boje koju uzrokuju antocijani. U najznacajnije predstavnike se

ubrajaju: kempferol, kvericitin, miricetin i isoramnetin (Makris i sur., 2006).
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2.4.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Konvencionalne metode ekstrakcije se provode uporabom mjesSavine vode i organskog otapala
i postiZu se visoka efikasnost. Najrasirenija metoda ekstrakcije je ekstrakcija kruto-tekuée uz
mehanicko mijesanje. Mijenjanjem otpala, veli¢ina Cestice, vremena ekstrakcije i temperature
se mozZe povecati efikasnost ekstrakcije. NajceSce koriSteno otapalo je mjesavina etanola i
vode, a u zadnje vrijeme su ispitivane metode ekstrakcije superkriticnim fluidima. Sadrzaj i
aktivnost fenola dobivena ekstrakcijom superkriticnim fluidima je manja nego kod

konvencionalnih metoda (Beres i sur., 2017).

2.4.2. Primjena fenolnih spojeva

Fenolni spojevi se koriste u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji (Prodanov i
sur., 2005). U prehrambenoj industriji se koriste jer djeluju antibakterijski na sljedeée bakterije:
Bacillus cereus, Campylobacter coli, Esherichia coli 0157:H7, Salmonella infantis,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ATCC7644 i Staphylococcus aureus ATCC 29213
(Katalini¢ i sur., 2010; Xu i sur., 2016). Baktericidni ucinak imaju na aerobne mezofilne
bakterije, bakterije mlijeCno-kiselog vrenja i enterobakterije (Garcia-Lomillo i sur., 2014).
Koriste se pri zastiti namirnica od oksidacijskog djelovanja te uspjeSno zamjenjuju sinteticke
antioksidanse (Garrido i sur., 2011). Primjenu imaju i u redukciji nastanka akrilamida u

Maillardovim reakcijama (Zhu i sur., 2009; Xu i sur., 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak rada

Cilj diplomskog rada bio je ispitati utjecaj parametara ultrazvu¢ne homogenizacije smjese
ekstrakta tropa grozda i koncentrata proteina kozje sirutke na uspjesnost mikroinkapsulacije

polifenola tropa grozda uz primjenu susenja rasprsivanjem.
Zadatak rada bio je:
e provesti kruto-tekuéu ekstrakciju polifenola iz tropa grozda

e provesti homogenizaciju tekuée smjese dobivenog ekstrakta i koncentrata proteina iz
kozje sirutke (omotac) uz primjenu ultrazvuka (80 kHz) pri razli¢itim procesnim uvjetima

(temperatura homogenizacije, vrijeme homogenizacije, vrijeme stabilizacije smjese)
e suSenjem rasprSivanjem proizvesti prah — mikroinkapsulirani ekstrakt tropa grozda.

Utjecaj homogenizacije na uspjeSnost mikroinkapsulacije procjenjivana je se na temelju:
prinosa produkta i efikasnosti mikroinkapsulacije te fizikalno-kemijskih svojstava dobivenog

praha.

3.2. Materijali i metode

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

Saint Louis, USA); Teras goat whey protein (Carrington Farms Closter, NJ07624).

3.2.1. Box-Behnkhen plan pokusa

Box-Benkhen-ov dizajn je vrlo Eesto koristen u istraZivanjima u podrucju prehrambene
industrije zato Sto je vrlo ekonomican. Od nezavisnih varijabli zahtijeva samo tri razine:

minimum, sredina i maksimum.

N =2k(k—1) + ¢, (1)
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Prema jednadzbi (1) se ra¢una broj eksperimenata koje je potrebno provesti, pri ¢emu je cp
broj centralnih tocaka, a k oznacava broj nezavisnih varijabli. Ovaj plan predlaze kako odabrati
tocke eksperimenata kako bi se ispitao utjecaj vise faktora na tri razine. Dizajn moze ispitivati

3 do 10 varijabli.

U ovom radu metoda odzivnih povrSina je koriStena za procjenu utjecaja i optimiranje
procesnih uvjeta pripreme pojne otopine u ultrazvuénoj kupelji. Za definiranje uvjeta pripreme
pojne otopine i procjenu utjecaja procesnih parametara na pojedine karakteristike praha
koristen je Box-Behnkenov plan pokusa s tri ponavljanja u centralnoj tocki prikazan je u

tablici 2.

Tablica 2 Box-Behnken plan pokusa (eksperimentalna matrica)

Faktor 1 Faktor2 Faktor3

PROBA AT B:t C:t

(°C (min) (min)
1 30 30,0 30
2 50 17,5 15
3 50 17,5 45
4 40 5,0 45
5 30 5,0 30
6 40 17,5 30
7 40 17,5 30
8 50 5,0 30
9 40 5,0 15
10 30 17,5 45
11 50 30,0 30
12 30 17,5 15
13 40 17,5 30
14 40 30,0 45
15 40 30,0 15

Za proces homogenizacije odabrane su tri nezavisne varijable: temperatura (X:), vrijeme
homogenizacije (X2) i vrijeme mirovanja nakon homogenizacije (X3). Tablica 3 prikazuje

kodirane i nekodirane razine nezavisnih varijabli koriStenih u ovom RSM dizajnu.
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Tablica 3 Faktori utjecaja i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za pripremu

pojne otopine u ultrazvuénoj kupelji
KODIRANA VARIJABLA

FAKTOR / varijabla siMBoL 0 ¥

TEMPERATURA (°C) X 30 40 50

VRIJEME HOMOGENIZACIJE (min) X; 5 17,5 30

VRIJEME STABILIZACIJE NAKON HOMOGENIZACIJE (min) Xs 15 30 45

Za aproksimaciju eksperimentalnih podataka koristen je kvadratni polinom, jednadzba (2):

gdje je:

k-1 k

Y = fo+ Zﬁ,X + ZﬁJ,XZ > Byxiy, @)

j=1i=1

e Y-modelom predvidena odzivna funkcija;

e [ - konstanta jednadzbe odzivnog polinoma;

° ﬂj—
* fi-
e fi-

[ ] Xi,j -

koeficijent linearnog ¢lana jednadZbe odzivnog polinoma;
koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma;
koeficijent ¢lana interakcije jednadzbe odzivnog polinoma;

ispitivane nezavisne varijable (procesni uvjeti);

e k—brojvarijabli.

Na temelju dobivenog matematickog modela konstruirana je odzivna povrsina koja pruza

vizualni prikaz utjecaja ispitivanih parametara na promatrane modele. Odzivna povrsina je

prikazana kao povrsina u 3D prostoru. Primjenom softvera Design Expert v.13 (Stat Ease,

Minneapolis, USA) provedena je procjena koeficijenata modela nelinearnom regresijskom

analizom, statisticka analiza (ANOVA) znacajnosti ispitivanih parametara na promatrane

parametre kao i numericka optimizacija ispitivanih procesnih parametara.

Provjera uspjesnosti optimiranja procesa pripreme pojne otopine provedena je usporedbom

rezultata dobivenih metodom odzivnih povrsina i eksperimentalno dobivenih rezultata pri

utvrdenim optimalnim uvjetima ekstrakcije.
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3.2.2. Ekstrakcija tropa grozda

Eksperimenti su provedeni na tropu grozda sorte Cabernet Sauvignon, godina berbe 2017., a
porijeklo uzorka je vinarija Erdut. Trop groZda je najprije odmrznut i osuSen na zraku do udjela
suhe tvari veéeg od 90%. Neposredno prije ekstrakcije uzorak je samljeven na
ultracentrifugalnom mlinu (Retsch ZM 200, Njemacka) na veli¢inu ¢estica £ 1 mm.

Za ekstrakciju fenola iz tropa grozda je koristen 50 % etanol. Omjer tropa grozda i etanola
iznosio je 1 g : 40 mL, a ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji tijekom 2 sata pri 200 rpm i
80 °C. Po zavrsetku ekstrakcije suspenzija je centrifugirana pri 11000 rcf tijekom 10 minuta.
Odvojenom supernatantu je djelomi¢no uklonjen etanol isparavanjem pod vakuumom (50 °C,
48 mbar, 10 min) na rotovaporu (R-210, Biichi, Svicarska, slika 5), a volumen uklonjenog

otapala zamijenjen je redestiliranom vodom.

Slika 5 Rotovapor R-210, Biichi , Svicarska

Na gore opisan nacin pripremljenom ekstraktu odreden je sadrzaj suhe tvari te sadrzaj ukupnih

fenolnih tvari.

3.2.3. Homogenizacija smjese ekstrakta i omotaca

Prilikom pripreme ekstrakta za ekstrakciju potrebno je napraviti smjesu tekuéeg ekstrakta i
omotaca. Omjer ekstrakta i omotaca treba iznositi 1:2 (w/w). Smjesa se pravi od 200 mL

ekstrakta dodaje se omotac i jos 200 mL redestilirane vode.
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Slika 6 Ultrazvucéna kupelj Elmasonic P 120 H, Elma

Homogenizacija smjese ekstrakta i omotaca provedena je u ultrazvuénoj kupelji ElImasonic P
120 H, Elma (Slika 6) na normal nacinu rada uz frekvencijom od 80 kHz. Provedeno je ukupno
15 eksperimenata homogenizacije uz primjenu razlicitih uvjeta (temperatura, vrijeme

homogenizacije i vrijeme stabilizacije) prema Box-Bhenken dizajnu, kako slijedi:

- temperatura homogenizacije: 30°C,40°C,50°C
- vrijeme homogenizacije: 5 min, 17,5 min, 30 min
- vrijeme stabilizacije: 15 min, 30 min, 45 min.

3.2.4. Susenje rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem je provedeno na Bichi Mini Spray Dryer B-290 (slika 7). Ulazna
temperatura zraka (eng. inlet temperature) je iznosila 180 °C. Izlazna temperatura (eng. outlet
temperature) ovisi o uvjetima suSenja te se biljezi. Protok pojne smjese (eng. feed flow) je

iznosio 25 %, dok je protok zraka iznosio 600 L/h.
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Slika 7 Biichi Mini Spray Dryer B-290

Nakon zavrSetka suSenja, dobiveni prah je paizljivo prikupljen, izvagan i skladisten na

temperaturi 4 °C do analiziranja.

3.3. Analize

3.3.1. Odredivanje udjela vlage

Odredivanje udjela vlage (udjela suhe tvari) ekstrakta i praha provedeno je na uredaju HR73
Halogen Moisture Analyzer, Mettler Toledo (Slika 8) prema radu Kelly i sur., (2016). Koristen je
standard program susenja pri temperaturi 105 °C uz koristenje kriterija zavrSetka procesa 5

odnosno sve dok gubitak mase nije bio manji od 1 mg tijekom 140 sekundi.
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Slika 8 Analizator vlage Mettler Toledo HR73

Udio vlage je izraCunat prema jednadzbi (3), a za raunanje udjela suhe tvari koristena je

jednadzba (4).

masa uzorka prije suSenja — masa uzorka nakon suSenja 100 3)

: 1 [ =
udio vlage (%) masa uzorka prije suSenja

masa uzorka nakon susenja
-100 (4)

udio suhe tvari (%) = —
masa uzorka prije su$enja

3.3.2. Odredivanje ukupne promjene boje

Parametri boje mikrokapsula i samog omotaca se mjere u CIEL*a*b* sustavu pomocu
kolorimetra Minolta Chroma Meter CR-400 (Slika 9). U CIEL*a*b* sustavu boja, svaka boja je
definirana mjestom u trodimenzionalnom prostoru kojeg predstavljaju tri medusobno okomite
osi L* a*i b* L* koordinata predstavlja svjetlinu. Gradirana je od 0 do 100 te pritom O
predstavlja crnu, a 100 bijelu boju. a* koordinata obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom.
+a* predstavlja vektor crvene boje, a -a* predstavlja komplementarnu zelenu boju. b*
koordinata je takoder koordinata obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom. +b* je pozitivan

smjer koji oznacava zutu boju, -b* ozna¢ava komplementarnu plavu boju (Lukinac Caci¢, 2012).
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Slika 9 Konica Minolta, Chroma Meter CR-400

Prilikom odredivanja boje kolorimetrom, koristi se mala staklena Petrijeva zdjelica. Ispunjava
se do vrha prahom, potrebno je provjeriti da nema grudica. Ocitavaju se mjerenja za L*, a* i
b*. Potrebno je za svaki uzorak napraviti minimalno tri mjerenja te prije svakog ocitanja rotirati
zdjelicu. Vrijednosti dobivene mjerenjem kolorimetrom sluZe za izra¢un ukupne promjene boje

(AEqp) prema jednadzbi (5).

AEq, =/ (Ly — L)%+ (ai, — a*)2 + (b — b*)? (5)

Usporedba instrumentalnog mjerenja boje u odnosu na percepciju prosje¢nog ljudskog oka

prikazana je u Tablici 4:

Tablica 4 Odnos instrumentalnog mjerenja boje i percepcije ljudskog oka

AE,p Ljudsko oko
<0,2 Nije uocljivo
0,2-1 Vrlo slabo uocljivo
1-3 Slabo uodljivo
3-6 Uocljivo
>6 Vrlo uocljivo

3.3.3. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari (TPC)

Ukupne fenolne tvari su odredene prema Folin-Ciocalteau metodi. Folin-Ciocalteau metoda se
temelji na reakcijama oksidacije i redukcije. Fenolni spojevi se u alkalnom mediju, uz prisutnost

Folin-Ciocalteau reagensa oksidiraju te se potom reduciraju u okside pri cemu nastaje plavo
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obojenje. Rezultati se odreduju spektrofotometrijski, odnosno odreduje se apsorbancija pri

valnoj duljini od 765 nm (Dabi¢, 2019; Mihajlovski, 2018; Huang i Ou, 2005).

IZRADA KALIBRACIJSKE KRIVULJE

Kao standard za izradu kalibracijske krivulje je koristena galna kiselina. Napravljene su dvije
kalibracijske krivulje - jedna za galnu kiselinu otopljenu u 50 %-tnoj vodenoj otopini etanola i
druga za galnu kiselinu otopljenu u mjesavini etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42,
v/v/v). Otopina galne kiseline u 50 %-tnoj vodenoj otopini etanola pripremljena je u rasponu
koncentracija 0,05 - 1 mg/mL. Otopina galne kiseline u mjesavini etanol: ledena octena
kiselina: voda (50 : 8 : 42, v/v/v) je pripremljena u rasponu koncentracija 0,025 -1 mg/mL. Na
spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Japan) pri valnoj duljini od 765 nm su izmjerene
apsorbancije pripadajucih koncentracija sukladno kojima su izradene kalibracijske krivulje

(slike 10 11).

1,2

10 y=1,0188x+0,018
' R? =0,9996

0,8

¢ (mg/mL)
o

0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

A?ES nm

Slika 10 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koriste¢i 50%-tni etanol
kao otapalo

Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba (6), koja je koriStena za izracunavanje

masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari (crec, mgeae/mL) u tekuéem ekstraktu.

crpc = 1,0188- 4 40,0188 (6)
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y =1,0195x- 0,022
1,0 R?=0,9942

0,8
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o

0,2

0,0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

A?Eﬁ nm

Slika 11 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koriste¢i otapalo
etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42, v/v/v)

Metodom linearne regresije je dobivena je jednadzba (7), koja je koristena za izraCunavanje

masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari (crec, mgeae/mL) u dobivenom prahu.

crpe = 1,0195- A — 0,022 (7)

PRIPREMA UZORKA

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

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

PROVEDBA ANALIZE

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

uzorka u slijepu probu otpipetiralo 40 uL ekstrakcijskog otapala.
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3.3.4. Odredivanje povrsinskih fenolnih tvari

Za odredivanje povrsinskih fenolnih tvari koriStena je ista metoda kao i za odredivanje ukupnih
fenolnih tvari. Uzorak pripremljen prema Tolun i sur. (2016) uz modifikacije. U 24 mg praha
dodano 3 mL otopine etanol: metanol (1:1 v/v). Po isteku 5 min uzorak profiltriran na 0,45 um
PTFE filter, pri ¢emu je u dobivenom filtratu odreden sadrzaj ukupnih fenolnih tvari prema gore

opisanoj Folin-Ciocalteau metodi.

Za izradu kalibracijske krivulje je koristena galna kiselina otopljena u mjesavini etanola i
metanola (1:1 v/v). Otopina galne kiseline u mjesavini etanola i metanola je pripremljena u
rasponu koncentracija 0,025 - 1 mg/mL. Privalnoj dulji 765 nm na spektrofotometru (Shimadzu
UV-1280, Japan, slika 12) su izmjerene apsorbancije odgovarajucih koncentracija galne kiseline
otopljene u mjesavini etanol: metanol (1:1 v/v) koje su koristene za izradu kalibracijske krivulje

(slika 13).

Slika 12 Spektrofotometar Shimadzu UV-1280
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Slika 13 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koristeéi etanol : metanol
(50 : 50, v/v) kao otapalo

Metodom linearne regresije je dobivena je jednadzba (8), koja je koristena za izraCunavanje

masene koncentracije povrsinskih fenolnih tvari (cspc, mgeae/mL) u dobivenom prahu:

cspc = 0,9828 -4 — 0,0025 (8)

IZRACUN UDJELA FENOLNIH TVARI

Prema jednadzbama (6), (7) i (8) izracunate su masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari
(mgeae/mL), a konacni rezultati izraZzeni su kao maseni udjeli navedenih fenolnih spojeva na
suhu tvar uzorka, prema jednadzbi (9):

c'V

C (mggae/8s.tv.) = Mo W (9)
uzorka S.tv.

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

® Wiy — udio suhe tvari (-).
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3.3.5. Efikasnost inkapsulacije

Iz dobivenih vrijednosti masenih udjela ukupnih i povrSinskih fenolnih tvari izracunata je
efikasnost inkapsulacije (eng. encapsulation effiency, EE), prema Vu i sur., (2020), jednadzba
(10):

Crpc — Cspc

EE (%) = — 100 (10)

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

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

3.3.6.Prinos inkapsulacije

Prinos inkapsulacije (eng. encapsulation yield, Y) je izraCunat dijeljenjem ukupne mase suhe
tvari dobivenog praha s masom ukupne suhe tvari u pojnoj smjesi (Galloi sur., 2011; Mihajlovi¢

i sur., 2011), prema jednadzbi (11):

ukupna masa suhe tvari praha

Y (%) = 100 (11)

ukupna masa suhe tvari u pojnoj otopini

3.3.7. Gustoca praha

Naspina gustoca

Nasipna gustoéa praha (bulked density, BD) ili gusto¢a praha prije potresanja odredena je
prema Boyano-Orozco i sur., (2020) uz modifikacije. 1 g praha prenesen je u menzuru od 25 ml
te je olitan volumen kojega je prah zauzeo u menzuri. Gustoéa prije potresanja izracunata

prema jednadzbi (12):

BD ;. Mmasa praha (12)
(g/cm”) = volumen praha

Gustoca praha nakon potresanja
Za odredivanje gustoce praha nakon potresanja (tapped density, TD) menzura s prahom je

postavljena na postolje uredaja za mjerenje gustoée (AutoTap, Anton Paar, Francuska), slika
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14, te je uredaj namjesten na 1250 lupkanja, nakon ¢ega je ocitan volumen koji je prah zauzeo

u menzuri. Gustoca praha nakon potresanja izraCunata prema jednadzbi (13):

™ 3N masa praha (13)
(g/cm?) = volumen praha nakon tapkanja

Slika 14 Anton Paar, uredaj za mjerenje gustoce praha
3.3.8. Kompresibilnost praha

Iz odredene gustoée praha prije i nakon potresanja prema Boyano-Orozco i sur., (2020)
izraCunati su Hausner ratio (jednadzba (14)) i Carr indeks (jednadzba (15)), parametri koji

definiraju svojstvo tecivosti praha (Tablica 5).

ocetni volumen praha
BD pocetni vol prah
HR = —= _ (14)
TD  volumen praha nakon tapkanja
BD —TD pocetni volumen — volumen nakon tapkanja
Cl (%) =———-100= — -100 (15)
BD pocetni volumen

Prema European Pharmacopea prahovi se mogu klasificirati prema kvazifluidnosti odnosno

tecivosti:

Tablica 5 Svojstva tecivosti praha

CARR INDEKS (%) SVOISTVA TECIVOSTI HAUSNER RATIO

<10 Izvrsna 1,00-1,11
11-15 Dobra 1,12-1,18
16-20 Osrednja 1,19-1,25
21-25 Prolazna 1,26-1,34
26-31 Losa 1,35-1,45
32-37 Vrlo lo3a 1,46-1,59

>38 Vrlo, vrlo losa >1,60
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3.3.9. Topivost

Za odredivanje topivosti mikrokapsula koristene su Petrijeve zdjelice, koje su oprane, potom
osuSene u susioniku (UFE 500, Memmert, Njemacka) na 105 °C 1 h te su nakon hladenja
izvagane zajedno s poklopcem. Takoder, izvagane su prazne Falcon epruvete od 50 mL bez
Cepa. U svaku Falcon epruvetu odvagano 0,1 g praha te je dodano 10 mL redestilirane vode.
Sadrzaj epruvete je promijeSan na vorteks mijesalici (DLAB MX-S, Kina) te je epruveta stavljena
u vodenu kupelj (Witeg WSB-30, Njemacka) na 60 °C 30 min. Po zavrSetku inkubacije uslijedilo
je hladenje Falcon epruveta s uzorcima u hladnoj vodi te potom centrifugiranje na centrifugi
(Hermle Z 326 K, Njemacka) 10 min pri 11 000 rpm. Supernatant je dekantiran u Petrijevu
zdjelicu u kojoj se susSio 3 h na 105 °C u suSioniku (Memmert UFE 500, Njemacka). Nakon
zavrsetka procesa susenja, Petrijeve zdjelice s uzorcima su stavljene u eksikator na hladenje u
trajanju od 1 h. Po isteku vremena hladenja Petrijeva zdjelica je izvagana radi odredivanja mase
otopljenog praha. Osim toga izvagana je i Falkon epruveta s talogom kako bi se odredila masa

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

Iz ocitanih masa izra¢unati su: indeks topivosti (eng. water solubility indeks, WSI) prema
jednadzbi (16), indeks adsorpcije vode (eng. water adsorbtion indeks, WAI) prema jednadzbi

(17) i sposobnost bubrenja (eng. swelling power, SP) prema jednadzbi (18).

masa supernatanta nakon suSenja
WSI (%) = '

0
masa suhe tvari uzorka (16)

masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja
WAI =

masa suhe tvari uzorka (17)

masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja

0 18
masa suhe tvari uzorka - (1 — %) (18)
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Suha tvar praha, prinos i efikasnost inkapsulacije

Tablica 6 prikazuje udio vlage, prinos, maseni udio ukupnih polifenola, maseni udio povrsinskih
polifenola i ucinkovitost inkapsulacije za svaku probu. Osim toga sadrZi i parametre

homogeniziranje svake pojedine probe.

Masa suhe tvari se odreduje prema uputama datih u poglavlju (3.2.6) na uredaju (slika
8) i izracunava se prema jednadzbi (4), odnosno masa nakon susenja se dijeli sa masom prije
susenja i mnozi 100. Prema Ji i sur., (2016) konacni sadrzaj vlage u prahu bi trebao biti izmedu

2 -3 % jer u suprotnom moZze imati utjecaj na adsorpciju vode kao i na karakter tecivosti praha.

Kako bi se odredila uspjeSnost inkapsulacije, potrebno je odrediti TPC i SPC. Metode
odredivanja TPC su opisane u poglavlju 3.3.3., a metode odredivanja SPC u poglavlju 3.3.4.
UspjesSnost inkapsulacije je obrnuto proporcionalna udjelu povrsinskih polifenolnih spojeva, a

odredena je prema jednadzbi (10).

Pozeljna karakteristika svakog proizvodnog procesa je ostvarenje Sto vedeg prinosa
odnosno $to manje gubitaka. Tijekom procesa susSenja rasprSivanjem, na prinos negativno
utjecu lijepljenje i talozenje Cestica praha na stijenke uredaja. Kako bi proces susenja
rasprsivanjem bio $to uspjesniji potrebno je odabrati adekvatan omotac i procesne parametre
(Yousefi i sur., 2011). Prinos je izracunat iz omjera mase suhe tvari praha i ukupne mase suhe

tvari u pojnoj otopini, odnosno prema jednadzbi (11).

Tablica 6 Udio vlage (wy), prinos inkapsulacije (Y), maseni udio ukupnih fenolnih tvari (Crec),
maseni udio povrsinskih fenolnih tvari (Cspc) i efikasnost inkapsulacije (EE) proizvedenih

prahova
A:T B: th C: ts Wy Y Crec Cspc EE
PROBA . .

(°Q (min) (min) (%) (%) (mgaae/Ms.tv,) (mgeae/ms.v.) (%)
1 30 30,0 30 5,90 79,98 119,07 13,29 88,84
2 50 17,5 15 6,02 87,32 106,49 7,82 92,66
3 50 17,5 45 6,04 90,28 113,46 9,43 91,69
4 40 5,0 45 5,98 85,01 115,12 11,86 89,70
5 30 5,0 30 5,92 91,63 114,47 9,98 91,28
6 40 17,5 30 6,02 93,20 159,29 7,86 95,07
7 40 17,5 30 5,92 94,48 155,93 7,28 95,33
8 50 5,0 30 6,02 97,36 137,01 8,56 93,76
9 40 5,0 15 5,99 84,99 169,21 9,25 94,53
10 30 17,5 45 5,98 86,18 157,06 9,25 94,11
11 50 30,0 30 5,93 84,66 115,50 7,11 93,84
12 30 17,5 15 5,92 79,97 119,53 8,11 93,21
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13 40 17,5 30 5,97 93,64 147,63 7,20 95,12
14 40 30,0 45 6,03 84,20 122,13 7,34 93,99
15 40 30,0 15 6,06 93,94 115,66 12,00 89,62

A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, t,
C: vrijeme stabilizacije, ts

Tablica 7 Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja parametra homogenizacije na udio vlage
(wy), prinos inkapsulacije (Y), maseni udio ukupnih fenolnih tvari (Crec), maseni udio
povrsinskih fenolnih tvari (Cspc) i efikasnost inkapsulacije (EE) praha

Intercept A B C AB AC BC A? B? c?
wy (%) 5,970
p-vrijednost
Y (%) 93,773
p-vrijednost
Crec 154,283
(mgGAE/gs.w)
p-vrijednost
Cspc 7,447 -1,8175 1,8742
(mgeae/8s.tv.)
p-vrijednost 0,0642 0,0660
EE (%) 95,173 2,3000 -2,1004
p-vrijednost 0,0408 0,0613
A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, ty p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1

C: vrijeme stabilizacije, t
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Slika 15 3D prikaz utjecaja temperature homogenizacije, vremena homogenizacije i vremena
stabilizacije na udio vlage u prahu (a), prinos produkta (b), koncentraciju ukupnih fenolnih
tvari (c), koncentraciju povrsinskih fenolnih tvari (d) i efikasnost inkapsulacije (e) praha
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U tablici 6. su vidljivi podaci za udio suhe tvari. Prilikom izrade eksperimenta najveci udio suhe
tvari imala je prva proba. Udio suhe tvari je iznosio 94,10 %. Uzorak je homogeniziran 30
minuta, na 30 °C i mirovao je nakon homogenizacije 30 minuta. Najmanji udio suhe tvari u
iznosu od 93,94 % imala je proba 15 koja je homogenizirana na 40 °C, 30 minuta, a vrijeme

mirovanja je iznosilo 15 minuta.

IzraCunate vrijednosti ukupnih i povrsinskih polifenolnih spojeva su prikazane u Tablici 6. Iz
Tablice 6. je vidljivo da se najveéa uspjeSnost ostvaruje kada su uvjeti homogenizacije sljedeci:
vrijeme homogeniziranja 17,5 minuta, vrijeme mirovanja 30 minuta, a temperatura
homogeniziranja 40 °C. To su uvjeti pod kojima je proba broj 7 homogenizirana. Najmanja
uspjesnost je ostvarena prilikom inkapsulacije probe broj 1. Vrijeme homogeniziranja za probu
broj 1 je bilo 30 minuta, vrijeme mirovanja takoder 30 minuta, a temperatura je takoder

iznosila 30 °C.

Prema podacima vidljivim na tablici 6., najbolji prinos je ostvaren prilikom susenja 8. probe, a
najlosiji prilikom susSenja 1. probe. Uvjeti homogenizacije 8. probe su: 50 °C, vrijeme
homogenizacije iznosi je 5 minuta, a vrijeme mirovanja je 15 minuta. 1. proba je
homogenizirana 30 minuta pri 30 °C, a zatim je mirovala 30 minuta prije susenja rasprsivanjem.
Prema Lacerda i sur. (2016), proces susenja rasprsivanjem se smatra uspjeSnim ukoliko je
prinos produkta veci od 50 %. Iz toga se zakljucuje da su sva suSenja rasprSivanjem napravljena

u ovom eksperimentu bila uspjesna.

Prema podacima iz tablice 7., vidljivo je da parametri homogenizacije nemaju statisticki
znacajan utjecaj na udio vlage, TPC i SPC. p-vrijednost pokazuje da statisticki znacajan utjecaj
na ucinkovitost inkapsulacije ima interakcije vremena homogenizacije i vremena stabilizacije,

Sto je takoder vidljivo na slici 15.
Ukupna promjena boje

U prahovima ekstrakta tropa grozda i kozje sirukte, napravljenim u ovom eksperimentu,
odredeni su parametri boje L*, a*, b* primjenom CIEL*a*b* sustava boja. Vrijednost L* (eng.
Lightness) predstavlja svjetlinu boje. Sto je vrijednost L* koordinate veéa to je obojenje slabije

odnosno svjetlije, a sto je vrijednost L* koordinate manje to je obojenje jate odnosno tamnije.
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a* koordinata ima negativan i pozitivan smjer, odnosno vektor crvene boje predstavlja
pozitivan, a vektor zelene boje negativan smjer. b* koordinata takoder ima dva smjera, pri

¢emu je pozitivan smjer vektor Zute boje, a negativan smjer vektor plave boje.

Tablica 8 Parametri boje praha (L*, a*, b*) i ukupna promjena boje (AEab) proizvedenih
prahova u odnosu na omotac

PROBA A:T B: th C:tm L* a* b* AEab
(°Q) (min) (min) () () () ()

64,96 7,86 3,51 22,23

1 30 30,0 30 64,64 7,83 3,59 22,39
68,34 8,33 3,75 20,15

68,98 8,05 3,73 19,65

2 50 17,5 15 67,81 8,22 3,79 20,39
65,21 8,44 3,39 22,39

69,28 7,81 3,56 19,47

3 50 17,5 45 62,67 7,41 3,37 23,75
70,45 8,07 3,79 18,82

64,27 7,87 3,30 22,83

4 40 5,0 45 63,92 7,81 3,32 23,04
61,90 7,54 3,23 24,44

66,86 8,40 3,37 21,32

5 30 5,0 30 67,28 8,35 3,35 21,05
65,64 8,25 3,28 22,08

62,91 8,68 3,66 23,95

6 40 17,5 30 61,42 8,46 3,61 24,98
67,39 8,37 3,49 20,90

63,67 8,40 3,38 23,44

7 40 17,5 30 67,58 8,32 3,56 20,72
61,38 8,53 3,30 25,20

65,99 7,47 3,16 21,57

8 50 5,0 30 68,32 7,67 3,29 20,13
66,12 7,40 3,20 21,43

61,33 7,36 2,96 24,95

9 40 5,0 15 60,05 7,46 2,88 26,01
60,59 7,39 2,79 25,61

64,12 7,87 3,29 22,94

10 30 17,5 45 57,18 8,56 3,87 28,22
66,02 9,39 3,90 22,04

68,78 7,21 3,63 19,41

11 50 30,0 30 66,34 7,02 3,73 20,80
65,10 6,93 3,67 21,64

62,65 7,09 3,46 23,59

12 30 17,5 15 61,61 7,01 3,38 24,38
62,97 7,10 3,42 23,37

67,57 6,61 3,34 20,07

13 40 17,5 30 64,61 7,03 3,47 22,14
62,22 7,06 3,42 23,92

57,75 6,72 3,27 27,39

14 40 30,0 45 57,72 6,67 3,20 27,43
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61,57 6,79 3,25 24,40

60,53 8,10 4,16 25,24
15 40 30,0 15 64,86 8,47 4,45 22,05
62,27 8,19 4,31 23,87

A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, tn
C: vrijeme stabilizacije, ts

Tablica 9 Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja parametra homogenizacije na ukupnu
promjenu boje (AEap) praha

Intercept A B C AB AC BC A? B2 c?
AEa (-) 22,813 -1,0125 1,1925 -1,9929 1,5971
p-vrijednost 0,0314 0,0567 0,0107 0,0247
A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, ty p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1

C: vrijeme stabilizacije, t

Vrijednosti svih koordinata CIEL*a*b* sustava boja dobivenih mjerenjem proba iz ovog
eksperimenta su prikazane u Tablici 8. Vidljivo je da kod svih proba dolazi do razvoja crvene
boje jer je a* koordinata pozitivna. Takoder dolazi do razvoja Zute boje, ali u manjoj mjeri, jer
je b* koordinata takoder pozitivna. Najvece vrijednosti a* koordinate pokazuje proba 10, a
najmanje proba 14. Zuta boja najvise dolazi do izraZaja u probi 15, a najmanje u probi 9. Prema
jednadzbi (5) je izracunata ukupna promjena boje. Iz tablice 8 vidimo da je ukupna promjena
boje kod svih uzoraka vrlo uoéljiva. Najznaéajnija promjena boje je zabiljeZzena u probi broj 14,
a najmanja ukupna promjena boje u probi broj 11. U tablici 9 su prikazani statisticki pokazatelji
znadajnosti utjecaja parametara homogenizacije na ukupnu promjenu boje. Vidljivo je da
statisticki znacajan utjecaj na ukupnu promjenu boje imaju temperatura homogenizacije i
vrijeme stabilizacije. Na slici 16 je vidljivo da porastom vremena stabilizacije i vremena
homogenizacije dolazi do povecanja promjena boje, kao i da pri kratkom vremenu stabilizacije

i homogenizacije dolazi do poveéane promjene boje.
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Ukupna promjena boje (-)

30

Vrijeme stabilizacije (min) Vrijeme homogenizacije (min)

Slika 16 3D prikaz utjecaja temperature homogenizacije, vremena homogenizacije i vremena
stabilizacije na ukupnu promjenu boje praha

Topivost, adsorpcija vode i bubrenje

Indeks topivosti u vodi, indeks adsorpcije vode i sposobnost bubrenja su vazne karakteristike
svakog praha. Krajnjim potrosacima je bitna brza i potpuna rekonstitucija praha stoga je ovo
jedan od glavnih pokazatelja kvalitete praha. Utjecaj na topljivost praha imaju razli¢iti
parametri poput vrste pocetne sirovine, odabir omotaca i parametri susenja rasprsivanjem —
protok zraka i pojne smjese (Jafariisur., 2017). Kako navodi Vidovi¢ i sur. (2014) svaki kvalitetni
prah bitrebao imati Sto veée vrijednosti indeksa topivosti u vodi, te Sto niZe vrijednosti indeksa

adsorpcije vode.

Tablica 10 Vrijednosti indeksa topivosti u vodi (WSI), indeksa adsorpcije vode (WAI) i
sposobnost bubrenja (SP) proizvedenih prahova

AT B: th C:tm WSl WAI SP
PROBA . .

(°C)  (min) (min) (%) () (-)
1 30 30,0 30 54,80 8,55 18,95
2 50 17,5 15 52,78 9,15 19,39
3 50 17,5 45 53,16 8,01 17,06
4 40 5,0 45 52,20 10,98 22,96
5 30 5,0 30 55,38 11,00 24,63
6 40 17,5 30 59,15 10,14 24,82
7 40 17,5 30 61,44 10,18 26,41
8 50 5,0 30 61,89 11,22 29,54
9 40 5,0 15 58,32 9,62 23,08
10 30 17,5 45 55,30 9,36 20,95
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11
12
13
14
15

50
30
40
40
40

A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, t,
C: vrijeme stabilizacije, t;

30,0
17,5
17,5
30,0
30,0

30
15
30
45
15

51,80 7,29
57,74 6,05
57,02 10,18
58,60 5,65
55,88 5,64

15,13
14,31
23,70
13,65
12,76

Tablica 11 Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja parametra homogenizacije na indeks
topivosti u vodi (WSI), indeksa adsorpcije vode (WAI) i sposobnost bubrenja (SP) praha

Intercept
WSI (%) 59,203
p-vrijednost
WAI (-) 10,167
p-vrijednost
SP (-) 24,977

p-vrijednost

A: temperatura, T

B: vrijeme homogenizacije, ty
C: vrijeme stabilizacije, ts

A

B
-0,8388
0,4903
-1,9613
0,0004
-4,9650
<0.0001

C

AB

AC BC

-1,1125
0,0190

-2,1825 -2,2425
0,0082 0,0073
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p-vrijednost:

A? B? cz

-1,7833

0,0033

-1,5496 -1,3646 -5,4996
0,0341 0,0515 0,0002

p<0,05 0,05<p<0,1
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Indeks apsorpcije vode (-
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Sposabnost bubrenja (-)
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()
Slika 17 3D prikaz utjecaja temperature homogenizacije, vremena homogenizacije i vriemena
stabilizacije na indeks topivosti u vodi (a), indeks adsorpcije vode (b) i sposobnost
bubrenja (c) praha

Topivost praha se izraCunava prema jednadzbi (16). Na temelju tablice 10 vidljivo je da najbolju
topivost u vodi pokazuje proba broj 8, koja je homogenizirana na 50 °C tijekom 5 minuta i
vremena mirovanja od 30 minuta. NajloSija svojstva topivosti ima proba broj 11, koja se

homogenizirala tijekom 30 minuta, na 50 °C i nakon toga je mirovala 30 minuta.

Najveci indeks adsorpcije vode ima proba broj 8 (50 °C, 5minuta, 30 minuta mirovanja), a
najmanji proba broj 15 (40 °C, 30 minuta, mirovanje 15 minuta). Indeks adsorpcije vode se

izraCunava prema jednadzbi (17), a podatci su vidljivi na tablici 10.

Sposobnost bubrenja se takoder ocitava iz tablice 10, a racuna se prema jednadzbi (18). Kao i

kod indeksa topivosti u vodi te kod indeksa adsorpcije vode, najvece vrijednosti sposobnosti
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bubrenja ima proba osam, a najmanje proba 15. Sukladno tome moZe se zakljuditi da je najvisa
temperatura homogenizacije (50 °C) u ultrazvuénoj kupelji, najkrac¢e vrijeme homogenizacije
(5 min) te vrijeme stabilizacije nakon homogenizacije od 30 min daju probu praha s najveéim

vrijednostima parametara topivosti.

U tablici 11 i slici 17 je vidljiv utjecaj pojedinih parametara homogenizacije na indeks topivosti
u vodi, indeks adsorpcije vode i sposobnost bubrenja. Na indeks topivosti u vodi niti jedan
parametar homogenizacije nema statisticki znaCajan utjecaj. Na indeks adsorpcije vode
statisticki znacajan utjecaj imaju vrijeme homogenizacije, interakcije temperature
homogenizacije i vremena stabilizacije i vrijeme stabilizacije. Na sposobnost bubrenja
statisticki znacajan utjecaj ima temperatura homogenizacije, vrijeme stabilizacije kao i
interakcija temperature i vremena stabilizacije te interakcija temperature i vremena

homogenizacije.

Gustoca praha prije i nakon potresanja, Hasuner omjer i Carr indeks

Gustoca praha prije potresanja je izracunata kao omjer mase i volumena kojeg je prah zauzeo
u menzuri. Ova karakteristika praha je uvelike povezana s veli¢inom i raspodjelom cestica
praha. Sto su &estice praha manje, povecava se kontaktna povr$ina s okolinom, smanjuju se
pore izmedu cestica te dolazi do poveéanja gustoée prije potresanja. Osim toga na ovu
karakteristiku praha utjecaj mozZe i imati i sadrzaj vlage u uzorku. Vedéi sadrzaj vlage ce
uzrokovati poveéanje ljepljivosti ¢estica, a samim time stvara se viSe slobodnog prostora

izmedu Cestica $to ponovno moze biti uzrok povecane gustoce prije potresanja (Phisut, 2012).

Tecivost praha se definira kao relativno kretanje mase cestica medu susjednim
Cesticama ili duz povrsine stijenke spremnika (Juliano i Barbosa-Canovas, 2010). Kako bi
odredili karakter tecivosti praha na temeju gusto¢e praha prije i nakon potresanja, odredeni
su Hausner omjer i Carr indeks. Hausner omjer je vrijednost koja se dobiva izomjera pocetnog
volumena kojeg prah zauzima u menzuri i volumena kojeg prah zauzima nakon 1250
potresanja, odnosno izraCunava se prema jednadzbi (14). Carr indeks izratunavamo prema

jednadzbi (15) te zajedno s Hausner omjerom sluzi za klasifikaciju tecivosti prahova.
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Tablica 12 Gustoca praha prije (BD) i nakon potresanja (TD), Hasuner omjer (HR) i Carr indeks
(Cl) proizvedenih prahova

PROBA AT B: th C:tm BD ™D HR Cl

(°C)  (min)  (min) (g/cm’) (g/cm?) (-) (%)
1 30 30,0 30 0,106 0,155 1,46 31,58
2 50 17,5 15 0,083 0,125 1,50 33,33
3 50 17,5 45 0,077 0,111 1,44 30,77
4 40 5,0 45 0,077 0,111 1,44 30,77
5 30 5,0 30 0,077 0,112 1,44 30,77
6 40 17,5 30 0,077 0,118 1,53 34,62
7 40 17,5 30 0,074 0,111 1,50 33,33
8 50 5,0 30 0,074 0,112 1,50 33,33
9 40 5,0 15 0,080 0,105 1,32 24,00
10 30 17,5 45 0,067 0,112 1,67 40,00
11 50 30,0 30 0,083 0,125 1,50 33,33
12 30 17,5 15 0,065 0,098 1,51 33,91
13 40 17,5 30 0,077 0,111 1,44 30,77
14 40 30,0 45 0,073 0,107 1,47 32,14
15 40 30,0 15 0,069 0,111 1,61 37,93

A: temperatura, T
B: vrijeme homogenizacije, ty,
C: vrijeme stabilizacije, t;

Tablica 13 Statisti¢ki pokazatelji znacajnosti utjecaja parametra homogenizacije na gustocu
praha prije (BD) i nakon potresanja (TD), Hasuner omjer (HR) i Carr indeks (Cl) praha

Intercept A B C AB AC BC A? B2 c?
BD 0,077
p-vrijednost
TD 0,113
p-vrijednost
HR (-) 1,490
p-vrijednost
Cl (%) 32,907

p-vrijednost

A: temperatura, T

B: vrijeme homogenizacije, tn p-vrijednost: p<0,05 0,05<p<0,1
C: vrijeme stabilizacije, tm

Prema podacima vidljivima na tablici (12) najvecu gustodu prije potresanja ima proba 1. koja
je homogenizirana na 30 °C, vremena mirovanja i homogenizacije su identi¢na, 30 minuta.
Najmanju gustoéu prije potresanja pokazuje proba 12, koja je homogeniziran na 30 °C tijekom

17,5 minuta, a mirovala je 15 minuta.

Gustoca praha nakon potresanja je izracunata kao omjer mase i volumena kojeg je prah zauzeo
u menzuri nakon 1250 potresanja (lupkanja). Jednako kao i kod gustoce prije potresanja, proba

1 je pokazala najvecu vrijednost, a proba 12 najmanju vrijednost gustoée nakon potresanja.
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Nasipna qustoca (g/mL)
Gustoca nakon potresanja (g/ml)

50

40
Temperatura (°C)

15

15

Temperatura (°C)
Vrijeme homogenizacije (min) Vrijeme homogenizacije (min)

Carr indeks (%)

Hausner omjer {-)

15 Temperatura (C) Vrijeme stabilizacije (min) Temperatura (°C)

1530

Vrijeme homogenizacije (min)

(c) (d)

Slika 18 3D prikaz utjecaja temperature homogenizacije, vremena homogenizacije i vremena
stabilizacije na nasipnu gustocu (a), gustocu poslije potresanja (b), Hausner omjer (c) i Carr
index (d) praha

U tablici (12) se mozZe vidjeti da proba 10 (30 °C, 17,5 minuta, 45 minuta mirovanja) ima najve¢u
vrijednost Hausner omjera. Najnizu vrijednost ima proba 9 (40 °C, 5 minuta, 15 minuta
mirovanja). Sukladno Tablici 4, proba broj 10 se moZze klasificirati kao prah sa vrlo, vrlo loSim
svojstvima tecivosti, dok se proba 9 klasificira kao prah s prolaznim svojstva tecivosti. Veéina

proba iz ovog eksperimenta ima lo3a ili vrlo losa svojstva tecivosti.

Kao i za Hausner omjer, najvisu vrijednost Carr indeksa ima uzorak 10, a najmanju vrijednost

ima uzorak 9, Sto se moZze vidjeti u tablici (12).
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Iz p-vrijednosti vidljivih iz tablice 13. se moze zakljuciti da niti jedan parametar homogenizacije
(temperatura, vrijeme homogenizacije i vrijeme stabilizacije) nemaju statisticki znacajan
utjecaj na gustoéu praha prije potresanja, gustocu praha poslije potresanja, Carr indeks i

Hausner omjer, $to je takoder vidljivo na slici 18.

Numericka optimizacija procesa homogenizacije

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

u ultrazvuénoj kupelji prikazani su u Tablici 14.

Tablica 14 Optimalni uvjeti homogenizacije pojne smjese na ultrazvuc¢noj kupelji

UVJET HOMOGENIZACIJE OPTIMALNA VRIJEDNOST
TEMPERATURA (°C) 40
VRIJEME HOMOGENIZACUE (min) 17,5
VRIJEME STABILIZACIE (min) 30

Radi verifikacije optimizacije procesa proveden je pokus inkapsulacije suSenjem rasprsivanjem
uz ultrazvué¢nu homogenizaciju pojne smjese pri odredenim optimalne uvijete (Tablica 15).
Dobiveni prah je analiziran te su usporedene procijenjene i eksperimentalno odredene

vrijednosti svojstava proizvedenog praha (mikrokapsula).

Tablica 15 Usporedba vrijednosti predvidenih modelom i dobivenih eksperimentalno

PROCUJENJENA ODREDENA ODSTUPANIJE

PARAMETAR VRIJEDNOST VRIJEDNOST (%)

wy (%) 5,97 5,88 1,51
Y (%) 93,77 91,9 1,99
EE (%) 95,17 93,88 1,36
HR (-) 1,49 1,48 0,67
Cl (%) 32,91 32,35 1,70
WSl (%) 59,2 55,77 5,79
WAI (-) 10,17 9,32 8,36
SP(-) 24,98 21,06 15,69
AEab (-) 22,81 22,88 0,31
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Usporedbom procijenjenih i eksperimentalno odredenih vrijednosti svojstava praha moze se
uociti da su odstupanja manja od 10 %, osim za vrijednost bubrenja praha gdje je zabiljeZzeno

odstupanje od 15,69 %.
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5.ZAKLJUCCI



Nakon provedenog ispitivanja utjecaj parametara homogenizacije u ultrazvu¢noj kupelji na
uspjeSnost mikroinkapsulacije ekstrakta tropa grozda s proteinima kozje sirutke metodom

suSenja rasprsivanjem, moguce je donijeti sljedeée zakljucke:

e primjenom metode odzivni povrSina i Box-Bhenkhen plana pokusa utvrdeno je da
temperatura i vrijeme homogenizacije ultrazvukom te vrijeme stabilizacije nakon
homogenizacije imaju statisticki znacajan utjecaj na indeks adsorpcije vode i
sposobnost bubrenja dobivenog praha te na promjenu boje praha u odnosu na disti
omotac (kozju sirutku u prahu)

e inkapsulacija ekstrakta grozda suSenjem rasprSivanjem uz primjenu kozje sirutke kao
omotafa moze se smatrati uspjeSnom s obzirom na visok prinos (79,97 — 97,36 %) i
visok postotak efikasnosti inkapsulacije (88,84 — 95,07 %), bez obzira na primijenjene
uvijete homogenizacije

e udio vlage u proizvedenim prahovima kretao se u rasponu 5,90 — 6,06 % te je za
pretpostaviti da je to jedan od faktora koji su rezultirali nezadovoljavajuéim svojstvom
tecivosti (kvazifluidnost) prahova koje je izrazena s Hausner omjerom i Carr indeksom

o ukupna promjena boje svakog uzorka praha bila je veéa od 20, sto znadi da je ukupna

promjene boja praha vrlo uocljive ljudskim okom u odnosu na kozju sirutku

e optimalni uvjeti homogenizacije pojne smjese u ultrazvucnoj kupelji odredeni su
numeri¢kom optimizacijom uz postavljen uvjet postizanja maksimalne inkapsulacijske
efikasnosti i minimalnog udjela vlage u prahu, a to su: temperatura homogenizacije

40 °C, vrijeme homogenizacije 17,5 min te 30 min stabilizacije nakon homogenizacije.
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