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1. Uvod

Zahtjevi potrosaca za funkcionalnim prehrambenim proizvodima koji imaju odgovarajuéu
nutritivnu vrijednost ali i pozitivan uc¢inak na zdravlje su jedan od rastucih trendova u svijetu.
U cijelom svijetu od zdravstvenih problema najvise se isticu kardiovaskularne bolesti,
karcinomi, neurodegenerativne bolesti i dijabetes. Drugi rastuéi trend je povecanje zahtjeva
potrosaca za prikladnim proizvodima koji pojednostavljuju pripremu obroka i njegovu
konzumaciju i omoguéuju ,healthy snacking” u i van kuce. Ovaj trend je posebice potaknut
modernim i brzim nadinom Zivota, stoga se znanstvenici sve viSe fokusiraju na razvoj novih
dodataka hrani s potencijalnim pozitivnim u¢inkom na zdravlje. S druge strane, potrebna su
dodatna istraZzivanja usmjerena na utjecaj tih dodataka na kvalitetu proizvoda u koji se

dodaju (Lilaisur., 2017, Bordenave i sur., 2014, Ozdal i sur., 2013).

Prehrambena vlakna i fenolni spojevi su komponente s prepoznatim pozitivnim djelovanjem
na ljudsko zdravlje te se iz tog razloga sve viSe koriste kao dodatci za pripremu funkcionalnih
proizvoda (Quirds-Sauceda i sur., 2014a). Prehrana bogata prehrambenim vlaknima pomaze
u poboljsanju zdravlja gastrointestinalnog sustava kao i u prevenciji i terapiji pojednih
kardiovaskularnih bolesti te nekih vrsta karcinoma. Takoder, prehrambena vlakna imaju i
hipoglikemijski ucinak, tj. pomazu u terapiji dijabetesa tipa 2 (Mandi¢ i Nosi¢, 2009).
Prehrana bogata fenolnim spojevima takoder pomaZze u prevenciji karcinoma i nekih
kroni¢nih bolesti, npr. kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa tipa 2 (Quirds-Sauceda i sur.,
2014a; Fraga i sur., 2019). Uoceno je da pozitivno djelovanje polifenolnih komponenata na
zdravlje kardiovaskularnog sustava proizlazi i iz njihovog medudjelovanja sa ostalim
bioaktivnim komponentama, a jedna od njih su i prehrambena vlakana (Fraga i sur., 2019).
Prehrambena vlakna i fenolni spojevi su razliite strukture te su se donedavno proucavali
odvojeno. Kemijske interakcije izmedu ovih komponenata i njihov utjecaj na kvalitetu
proizvoda te bioraspoloZivost fenola doprinose vaznosti istrazivanja ove tematike (Quirds-
Sauceda i sur., 2014a), a novim spoznajama o interakciji vlakana i fenola tezi se doprinijeti i

ovim istrazivanjem.

Cilj ovog specijalisti¢kog rada bio je utvrditi moguénost primjene vlakana jabuke kao nositelja
polifenolnih komponenti soka kupine odnosno kreiranje bioaktivnih dodataka hrani na bazi
vlakana jabuke. IstraZzivanje je podijeljeno u dva djela. U prvom dijelu pripremljeni su
bioaktivni dodatci hrani na bazi vlakana jabuke i soka kupine odnosno kompleksi

vlakna/kupina a u drugom dijelu bioaktivni dodatci hrani na bazi vlakana jabuke, disaharida i
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soka kupine odnosno kompleksi vlakna/disaharid/kupina. Dobiveni kompleksi mogli bi se
koristiti kao bioaktivni dodatci u prehrambene proizvode s ciljem pripreme funkcionalnih
proizvoda odnosno obogadivanja proizvoda fenolima, antocijanima odnosno komponentama
s antioksidacijskim djelovanjem ali i vlaknima. Ujedno bi te komponente zbog svog
antioksidacijskog potencijala mogle sprijeciti odredene degradacijske reakcije u proizvodu
kao Sto su npr. reakcije oksidacije koje uzrokuju smanjenje kvalitete kona¢nog proizvoda.
Navedeni izvor fenola odnosno sok kupine bogat je antocijanima, tako da bi dobiveni
bioaktivni dodatci imali i utjecaj na boju proizvoda u koji su dodani. Sok kupine je bogat i
hlapljivim komponentama odgovornima za aromu, te je pretpostavka da ¢e se paralelno uz
fenole na vlakna jabuke vezati i hlapljive komponente. Sveukupno gledajuéi, navedeni
bioaktivni dodatci imali bi utjecaj i na nutritivnu vrijednost proizvoda ali i na senzorske
karakteristike. Ujedno bi ovo istrazivanje doprinijelo i proSirenju znanja vezano za interakcije
izmedu vlakana i fenola odnosno vlakana, disaharida i fenola Sto bi moglo biti korisno u

istrazivanjima bioraspolozivosti fenola u probavnom sustavu.
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2. Teorijski dio

2.1. POLIFENOLI KUPINA

Kupine pripadaju porodici Rosaceae i rodu Rubus, a najpoznatijom vrstom se smatra Rubus
fruticosus (Neilson i Ferruzzi, 2013). Plod kupine sadrZi veliki broj organskih i anorganskih
tvari koje mu daju veliku hranjivu, ljekovitu i zastitnu vrijednost. Medutim sadrzaj ovih tvari u
plodu kupine moZe znatno varirati Sto ovisi o vise ¢imbenika a narocito o nasljednim
osobinama sorte, stupnju zrelosti plodova, ekoloskim uvjetima podrucja, klimatskim
prilikama po godinama, obilnosti uroda i drugo. Hranjiva vrijednost ploda kupine moze se
najbolje ocijeniti na temelju podataka o sadrzaju vaznijih kemijskih sastojaka u plodu veceg
broja sorti iz razli¢itih ekoloskih uvjeta uzgoja. Kada se analiziraju podaci o kemijskom
sastavu ploda kupine, moze se zakljuciti da je sadrzaj hranjivih tvari u njima dosta visok. Plod
kupine ima malu energetsku vrijednost. Utvrdeno je da energetska vrijednost 100 g svjezih
plodova kupine iznosi 43 kcal (Kaume i sur., 2012). Kemijski sastav kupine je prikazan u
Tablici 1. Probavni metaboliti koji su porijeklom iz divljih kupina, u koli¢inama koje se mogu
pronadi u ljudskoj plazmi, mogu zastititi Ziv€ane stanice od oksidacijskih oStecenja koja
znacajno doprinose neurodegenerativnim bolestima. Takoder mogu djelovati protuupalno,
Stititi od kardiovaskularnih bolesti te od razliCitih vrsta karcinoma. Bioloski aktivni spojevi
(Slika 1) koji se nalaze u znacajnim koli¢inama u kupinama (npr. fenolni spojevi, flavonoidi,
flavonoli, antocijani, tanini i askorbinska kiselina) mogu se koristiti za pripremu dodatakta za
proizvodnju funkcionalnih proizvoda kako bi se poboljsala njihova bioloska vrijednost
(Neilson i Ferruzzi, 2013; Skrovankova i sur., 2015). PoboljSanje bioloske vrijednosti
proizvoda proizlazi i iz Cinjenice Sto bioloski aktivni spojevi mogu djelovati kao jaki
antioksidansi. Bioloski aktivni spojevi imaju veliko znacenje za nutricioniste i prehrambene

tehnologe jer se mogu koristiti kao funkcionalni sastojci hrane (Skrovankova i sur., 2015).
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Tablica 1 Kemijski sastav kupina prema americkoj poljoprivrednoj bazi nutrijenata (Kaume i

sur., 2012)
Energetska vrijednost kcal 43,00
NUTRUENT MJERNA JEDINICA VRIUJEDNOST
Voda g 88,20
Proteini g 1,39
Ukupni lipidi g 0,49
Pepeo g 0,37
Ugljikohidrati g 9,61
Ukupna prehrambena vlakna g 5,30
Ukupni Seceri g 4,88
Saharoza g 0,07
Glukoza g 2,31
Fruktoza g 2,40
Maltoza g 0,07
Galaktoza g 0,03
Minerali
Kalcij mg 29,00
Zeljezo mg 0,62
Magnezij mg 20,00
Fosfor mg 22,00
Kalij mg 162,00
Natrij mg 1,00
Cink mg 0,53
Bakar mg 0,17
Mangan mg 0,65
Selen mg 0,40
Vitamini
Ukupna askorbinska kiselina mg 21,00
Tiamin mg 0,02
Riboflavin mg 0,03
Niacin mg 0,65
Pantotenska kiselina mg 0,28
Vitamin Be mg 0,03
Ukupni folati ug 25,00
Vitamin A U 214,00
a-tokoferol mg 1,17
B-tokoferol mg 0,04
Y-tokoferol mg 1,34
6-tokoferol mg 0,90
Vitamin K ug 19,80
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Slika 1 Podjela fenolnih spojeva u bobi¢astom vocu (Azofeifa, 2014)
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Slika 2 Mehanizam djelovanja antioksidansa (Nani¢, 2018)

Nastajanje reaktivnih vrsta kisika i oksidacijski stres su povezani s ozljedama tkiva i mnogim
patoloskim procesima, ukljuc¢ujuci septicki Sok. To je dovelo do klinickih pokusaja reguliranja
stvaranja reaktivnih vrsta kisika i oksidacijskog stresa. Osnovna pretpostavka je da reaktivne
vrste kisika napadaju slucajno i bez razlike vazne kemijske puteve te uzrokuju degeneraciju

stanice ili stanicnu smrt, no postalo je jasno i to da reaktivne vrste kisika mogu djelovati i kao
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vazne signalne molekule pod raznim fizioloskim i patofizioloskim uvjetima. lako su reaktivne
vrste kisika vrlo toksi¢ne takoder su i esencijalni faktori u normalnom metabolizmu. U
aerobnim organizmima gubitak elektrona se odvija na nosacima elektrona kao $to je NAD*
(nikotinamid adenin dinukleotid) i flavini koji se reduciraju u procesu primanja elektrona od
ciljanih molekula i reoksidiraju doniranjem elektrona kisiku u oksidacijskoj fosforilaciji.
Reaktivne vrste kisika nisu ,pravi” radikali jer nemaju nesparene elektrone. Primjeri za
reaktivne vrste kisika su vodikov peroksid (H,0,), hipokloritna kiselina (HOCI), ozon (O3),
(Magder, 2006), superoksidni anion (O;7) i hidroksil radikal (OH®). Reaktivne vrste kisik se
sastoje od radikalskih i neradikalskih vrsta kisika koje su nastale djelomi¢nim reduciranjem
kisika. Kada reaktivne vrste kisika ,preplave” stani¢ni antioksidacijski obrambeni sustav bilo
kroz porast razine reaktivnih vrsta kisika ili smanjenje stani¢nog antioksidacijskog kapaciteta
pojavljuje se oksidacijski stres. Oksidacijski stres dovodi do osteéenja nukleinskih kiselina,
lipida, proteina i lipida (Ray i sur., 2012), te je uklju¢en u razli¢ite procese poput
karcinogeneze (Ray i sur., 2012), neurodegeneracije (Ray i sur., 2012; Forrester i sur., 2018),
aterosklerozu (Ray i sur., 2012; Forrester i sur., 2018), dijabetes (Ray i sur., 2012; Azofeifa i
sur., 2016; Forrester i sur., 2018) i starenje (Ray i sur., 2012). Bioloski antioksidansi se
definiraju kao tvari koje su prisutne u niskim koncentracijama u usporedbi sa supstratom
podloZnim oksidaciji, i koje znacajno Stite i usporavaju oksidaciju suspstrata (Poljsak i sur.,
2013). Slobodni radikali se mogu neutralizirati antioksidansima, odnosno spojevima koji
mogu donirati elektrone i na taj nacin neutralizirati slobodne radikale u stanici (Slika 2)

(Antolovich i sur., 2002).

Op¢i endogeni antioksidacijski sustav se sastoji od enzimskih antioksidansa (kao Sto je
superoksid-dismutaza, katalaza, glutation-peroksidaza, tiredoksin), hidrofilnih antioksidansa
(kao Sto su urat, askorbat, glutation i flavonoidi) i lipofilnih antioksidansa (kao Sto su
tokoferol, karotenoidi i ubikvinol) (Webb, 2006). Antioksidansi se takoder mogu klasificirati i
prema svom izvoru ukljucujuéi i endogenu sintezu na enzime, male molekule kao i egzogene
tvari kao Sto su fenoli, flavonoidi, fenolne kiseline, karotenoidi, vitamini i minerali (He i sur.,

2017).

Kupine imaju visoku antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s ostalim voéem zbog visokog
sadrZaja fenolnih spojeva kao $to su antocijani, elagi¢na kiselina, tanini, elagitanini, cijanidini,

kvercetin i galna kiselina. Reaktivne vrste kisika mogu uzrokovati oksidacijska oStecenja
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stani¢nih struktura i funkcionalnih molekula (npr. DNA, proteina i lipida). Kupine, zbog svoje
izrazito visoke antioksidacijske aktivnosti (Sariburun i sur., 2010; Mitic i sur., 2014), mogu
reducirati oksidacijski stres koji moze dovesti do mnogih bolesti, a neke od njih su karcinom,
dijabetes, kardiovaskularne bolesti, Alzheimerova bolest kao i ostale neurodegenerativne
bolesti. Mnogi antioksidansi imaju, u vecoj ili manjoj mjeri, protuupalno,
antiateroskleroti¢no, antiproliferativno, antitumorsko, antimutageno, antikancerogeno,
antibakterijsko ili antivirusno djelovanje (Webb, 2006; Huang i sur., 2012). Uz fenolne
spojeve za pozitivno djelovanje kupina na ljudsko zdravlje odgovorni su i vitamina C,
vitamina K, folna kiselina, mangan i prehrambena vlakna (Huang i sur., 2012). Prema
radikalnoj hipotezi kemoprevencije, kemopreventivne tvari (npr. polifenoli, selen) izazivaju
oksidacijski stres koji navodi neoplasti¢ne (tj. maligno promijenjene) stanice i stanice tumora
na apoptozu (tj. programiranu stani¢nu smrt) i stanica se raspada na fragmente okruzene
membranom. Oksidacijski stres je bitan kako bi doSlo do kemoprevencije tako Sto se

oslobada citokrom ¢ s membrane mitohondrija (Webb, 2006).

Vec spomenuti fenolni spojevi €ine Siroko rasprostranjenu heterogenu skupinu sekundarnih
biljnih metabolita s fenolnom jezgrom u svojoj gradi. Identificirano je vise od 8000 ovih
spojeva u biljkama. Fenolni spojevi su po svojoj strukturi vrlo razli¢iti, od jednostavnih
molekula kao Sto su fenolne kiseline do visokokondenziranih spojeva kao $to su tanini. U
prirodi, fenolni spojevi mogu biti slobodni ili u obliku glikozida. Glikozidi sadrze
monosaharidne jedinice i aglikonski dio koji je zasluzan za biolosku aktivnost polifenolnih
spojeva (Pandey i Rizvi, 2009). Ova skupina spojeva je predmet mnogih istrazivanja zbog
svojih antioksidacijskih svojstava, velike zastupljenosti u prehrani te uloge u zastiti od
mnogih bolesti povezanih s oksidacijskim stresom kao S§to su karcinom te

neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti (Manach i sur., 2004).

Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko mogudéih nacina. Najvazniji je kada
djeluju kao ,hvataci slobodnih radikala“ (Slika 2 i 3) i tako prekidaju lancanu reakciju
slobodnog radikala (Kazazi¢, 2004; Azofeifa i sur., 2011). Glavne strukturne znacajke
flavonoida vaZzne za sposobnost hvatanja radikala su (Kazazi¢, 2004):

1. o-hidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i

omogucuje delokalizaciju elektrona;
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2. 2,3 dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto-skupinom, $to omogucuje delokalizaciju
elektrona iz B-prstena;
3. hidroksilne skupine na polozaju 3- i 5- koje osiguravaju vodikovu vezu s keto

skupinom.

Slika 3 Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004)

U flavonoide ubrajamo antocijane, flavonole i flavanole (ili katehine) (Azofeifa, 2014).
Antocijani su po kemijskoj strukturi polimetoksi i/ili polihidroksi flavilium soli koje se
hidrolizom razgraduju na antocijanidin (aglikon) i Secer (jedan ili vise njih). U prirodi se javlja
Sest osnovnih tipova antocijanidina (pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin, petunidin i
malvidin) koji se medusobno razlikuju prema broju i vrsti supstituenata na boc¢nom

benzenskom prstenu (prstenu B) (Slika 4).

Sec¢erna komponenta antocijana je najéedée glukoza, ali moZe biti i galaktoza, ramnoza i
ksiloza. Antocijani mogu biti acilirani, ali vec¢ina ih je neacilirana. Stabilnost antocijana se
povecava aciliranjem, a sadrzaj raste sa zreloS¢u kupina (De Man, 1999). Brojne studije su
pokazale da se antocijani, u ljudima, apsorbiraju u svom glikoziliranom obliku. Osim voéem i
povréem znacajan udio polifenolnih fitokemikalija (ukljucujuéi antocijane) unosi se i vo¢nim
sokovima. U soku kupine pronadena je visoka koncentracija polifenola (1831 mg/L). HPLC

metodom je utvrdeno da koncentracija cijanidin-3-glukozida u soku kupine iznosi 743,3

10



2. Teorijski dio

cijanidin-3-glukozid ekvivalenata mg/L (Jakobek i sur., 2007) pa se cijanidin-3-glukozid (Slika

5) smatra glavnim antocijanom u kupinama (Jakobek i sur., 2007; Lee, 2016).

=

Antocijanidin | Ry Ra Rz
Cijanidin OH OH H
Pelargonidin | H CH H
Malvidin OCH; OH OCH:

Slika 4 Kemijske strukture antocijanidina u kupinama (Kaume i sur., 2012)

Slika 5 Kemijska struktura cijanidin-O-3 glukozida (Ludwig, 2015)

Visoka antioksidacijska aktivnost kupina je najvjerojatnije povezana s visokim sadrzajem
fenolnih kiselina i flavonoida (kao $to su antocijani), koji su pokazali jaku antioksidacijsku
aktivnost u razli¢itim modelnim sustavima (Pellegrini i sur., 2003) zbog svoje sposobnosti

donacije elektrone i stabilizacije slobodnih radikala (Fidelis i sur., 2017). Od ukupnih
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polifenolnih komponenata u soku kupine antocijani imaju znatan udio (40%) (Jakobek i sur.,
2007). Sadrzaj antocijana se krece u rasponu od 28 do 366 mg/100 g za svjeze kupine, od 975
do 1039 mg/100 g (suhe tvari) za susene kupine i od 12 do 107 mg/100 mL u soku kupine
(Lee, 2016). Ukupan sadrZaj antocijana je razli¢it u razli¢itim stadijima zrenja kupina i
povecéava se od 2 do 4 puta u rasponu od nezrelog do prezrelog stadija kupina ali kvalitativno
ima isti kemijski profil. Sadrzaj antocijana (cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutionizid,
cijanidin-3-arabinozid, pelargonidin-3-glukozid i peonidin-3-glukozid) je za oko 7 puta vedi u
potpuno zrelim kupinama. U konzerviranim proizvodima (kupine konzervirane u vodi ili u
sirupu) znacajne koli¢ine antocijana prelaze iz samih kupina u okolnu otopinu (od 21 % do 33
%) tijekom procesiranja i skladistenja (Skrovankova i sur., 2015). Proizvodi od kupine obi¢no
sadrze od 3 do 5 antocijana: cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3 rutinozid, cijanidin-3-ksilozid,
cijanidin-3-malonil glukozid i cijanidin-3-dioksalil glukozid (a moguée i cijanidin-3-

hidroksimetil-glutaroil glukozid) (Lee, 2016).

Neizbistreni i izbistreni sokovi kupine imaju gotovo jednak sadrzaj antocijana dok je sadrzaj
elagitanina bio veci za 38,6 % u neizbistrenim sokovima (Sapers i sur., 1986; Fan-Chiang i
Wrolstad, 2005; Hager i sur., 2008; Gancel i sur., 2011; Kopjar i Pilizota, 2016). Sok kupine
ima visi postotak cijanidin-3-0-glikozida (80 % do 91 % totalnih antocijanina) nego cijanidin-
3-0-malonil glikozida, cijanidin-3-O-ksilozida i cijanidin-3-O-rutinozida (Serraino i sur., 2003;
Jakobek i sur., 2007; Hassimotto i sur., 2008; Hager i sur., 2008; Gancel i sur., 2011; Acosta i
sur., 2014; Kopjar i Pilizota, 2016). Cijanidin-3-O-glikozid, kao najbrojniji cijanidin u soku
kupine je utvrden sa 90 mg/kg (Gancel i sur., 2011; Kopjar i Pilizota, 2016). IstraZivanje
utjecaja faza procesiranja na bioaktivhe komponente soka kupine pokazuje da sok kupine u
odnosu na plod kupine ima manji sadrzaj bioaktivnih komponenata. Tijekom proizvodnje
soka kupine dolazi do smanjenja sadrzaja ukupnih fenola (oko 45 %), elagitanina (70 % do 82
%) i antocijana (oko 67 %) (Hager i sur., 2008; 2010; Gancel i sur., 2011, Kopjar i Pilizota,
2016). Pracenjem degradacije najvaznijih bioaktivnih komponenata soka kupine, kroz
cjelokupan proces proizvodnje, sadrzaj cijanidin-3-O-glikozida i cijanidin-3-O-malonil
glikozida se smanjuje za 52 % i 64 %, a sadrzaj lambertianina C i sanguina H-6 je smanjen za
80 % i 50 % (Gancel i sur., 2011; Kopjar i Pilizota, 2016). Opcenito se smatra da temperature
iznad 60 °C mogu dovesti do gubitka fenolnih spojeva (Eskicioglu i sur., 2015).

Konvencionalna toplinska obrada vocnih sokova uzrokuje znacajnu redukciju sadrzaja

12
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antocijana, ali prevencija toplinske degradacije antocijana mozZe se posti¢i dodatkom Secera

narocito trehaloze i glukoze (Kopjar i Pilizota, 2011) te biljnih ekstrakata (Kopjar i sur., 2011).

Tablica 2 Pregled antocijanina, flavonola i elagitanina u kupinama (Kaume i sur., 2012)

Antocijani

Flavonoli

Elagitanini

Cijanidin-3-galaktozid

Kvercetin 3-galaktozid

Sanguin H-6

Cijanidin-3-glukozid

Kvercetin 3-glikozid

Lambertianin C

Cijanidin-3-arabinozid

Kvercetin 3-rutinozid

Pedunkulagin

Cijanidin-3-ksilozid

Kvercetin 3-ksilozilglukuronid

Lambertianin D

Mlavidin-3-arabinozid

Kvercetin 3-glikozilpentozid

Galolil-bis-HHDP glukoza

Pealrgonidin-3-glikozid

Kamferol 3-glukuronid

Sanguin H-10 izomer (2)

Cijanidin-3-rutinozid

Kamferol 3-glikozid

Sanguin H-6 bez galne kiseline

Cijanidin-3-soforozid

Kamferol 3-galaktozid

Lambertianin C bez elagi¢ne

kiseline (4)
Cijanidin-3-glikozilrutinozid Kamferol 3-ksilozilglukuronid Galoil-HHDP glukoza
Cijanidin3-(3-malonil)glikozid Kvercetin 3-glukuronid Sanguin H-2
Cijanidin3-(6-malonil)glikozid Kvercetin3-0O-[6-(3-hidroksi-3- Sanguin H-6 sa galnom
metil-glutaroil)-B-D-galaktozid kiselinom

miricetin]
Kvercetin 3-metoksiheksozid
Kvercetin 3-oksalilpentozid

Kastalagin/veskalagin
Elagi¢na kiselina
Konjugat metilelagi¢ne kiseline
i pentoza (2)

Flavonoli (Slika 6 i Tablica 2) su gradivne jedinice proantocijana. Najproucavaniji flavonoli su
kamferol, kvercetin, miricetin i fisetin (Panche i sur., 2016). Sadrze dvostruku vezu izmedu
drugog i treéeg ugljikovog atoma, hidroksilnu skupinu na treéem ugljikovom atomu. Najcesdi
flavonoli u bobi¢astom vocu su kvercetin, miricetin i kamferol. Glavna razlika je broj
hidroksilnih skupina na treéem i petom ugljikovom atomu. Seéeri, koji se obi¢no nalaze
vezani na tre¢em ugljikovom atomu, su glukoza i galaktoza, ali arabinoza, ramnoza, rutinoza i
ksiloza se takoder mogu pojaviti. Flavonoli se u kupinama javljaju uglavnom u glikoziliranom
obliku. Kupine imaju slozeni profil flavonola zbog pojave 9 kvercetinskih i 3 kamferolna
derivata kao i zbog dva acilirana spoja dobivena od kvercetina (Kaume i sur., 2012). Kolicina
flavonola se smanjuje za polovicu u potpuno zrelim kupinama u usporedbi s nezrelim

kupinama (Skrovankova i sur., 2015).

13



2. Teorijski dio

Flavonol Ry Rz
Kvercetin OH H
Kamferol H H
Miricetin OH OH

Slika 6 Kemijske strukture flavonola u kupinama (Kaume i sur., 2012)

Flavanoli (ili katehini) su jedina skupina flavonoida koja se prirodno ne javlja u obliku
glikozida. Flavanolni monomeri, kao Sto su katehin i epikatehin, su relativno malo zastupljeni
u bobicastom vocéu (0 - 25 mg/100 g) te se u puno vecim koli¢inama javljaju u kakau i
zelenom caju (34 - 564 mg/jedinica serviranja). U kupinama je koncentracija katehina manja
od 1 mg/100 g, ali epikatehin se javlja u vecoj koncentraciji od 1 do 18 mg/100 g (Azofeifa,
2014).

Fenolne kiseline u kupinama su uglavnom hidroksibenzojeve i hidroksicinamicne kiseline. Te
kiseline se javljaju u obliku estera i rijetko su slobodne. U ukupnom sadrzaju fenolnih kiselina
esteri ¢ine 53,1 %, glikozidi 43,6 %, a slobodne kiseline 3,3 %. Derivati hidroksibenzojeve i
hidroksicinami¢ne kiseline, iz kupina, se mogu Kklasificirati kao: klorogena kiselina,
neoklorogena kiselina, glukozni esteri kafeinske kiseline, p-kumarinska kiselina, ferulna
kiselina, galna kiselina, protokatehinska kiselina kao i B-D-glikozidi p-kumarinske i p-

hidroksibenzojeve kiseline (Kaume i sur., 2012; Le Bourvellec i Renard, 2012).

Tanini se mogu podjeliti u dvije skupine, a to su hidrolizirani i nehidrolizirani (tj.
kondenzirani) tanini koji se jo$ nazivaju i proantocijanidini (De Man, 1999). Hidrolizirani
tanini se sastoje od fenolnih kiselina i Se¢era i mogu se razgraditi djelovanjem luzina, ili
enzimskom hidrolizom. Hidrolizirani tanini su poliesteri koji su gradeni od galne kiseline i/ili

heksahidroksidifenolne kiseline. Obi¢no je prisutan Secer glukoza, a relativne molekularne
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mase su u rasponu od 500 do 2800. Galotanini oslobadaju galnu kiselinu, a elagitanini
elagi¢nu kiselinu. Elagi¢na kiselina je laktonski oblik heksahidroksidifenolne kiseline koja je
svojstvena taninima (De Man, 1999). Sok kupine je dobar izvor elagitanina (Tablica 2),
pogotovo lambertianina C (Slika 7) i sanguina H-6 (Slika 8). Lambertianin C se nalazi u vecoj
koncentraciji od sanguina H-6 (Hassimotto i sur., 2008; Hager i sur., 2010; Gancel i sur., 2011;

Acosta i sur., 2014; Kopjar i Pilizota, 2016).

OH

HO 0

HO

@ O OH
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R -on OHOH OH

HO ©QHOH OH

Slika 7 Kemijska struktura lambertianina C (Ludwig, 2015)
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Slika 8 Kemijska struktura sanguina H-6 (Ludwig, 2015)

Nehidrolizirani (tj. kondenzirani) tanini odnosno proantocijanidini su polimeri flavan-3-ola s
flavanskim vezama koje su obi¢no izmedu C4 i C8 ili C6 ugljikovih atoma (De Man, 1999).
Stupanj polimerizacije proantocijanidina moze biti od 3 do 11. U tim polimerima su osnovne

jedinice flavan-3-oli povezai s C-C i ponekad C-O-C vezama. Zagrijavanjem u kiselom mediju

15



2. Teorijski dio

pronatocijanidini daju antocijane (Rauf i sur., 2019). Dvije glavne skupine proantocijanidina,
koje se mogu pronaci u bobi¢astom vocu, su procijanidini, koji se sastoje isklju¢ivo od
epikatehinskih jedinica i propelargonidini koji se sastoje iskljuéivo od epiafzelehinskih
jedinica. Kupine sadrze iskljucivo procijanidine. U kupinama se proantocijanidini nalaze u
koncentraciji od 27 mg/100 g (Azofeifa, 2014). Procesiranje kupina (npr. prilikom pravljenja
sirupa, pirea ili sokova) kao i skladistenje odgovorni su za znacajne gubitke procijanidina
(Skrovankova i sur., 2015). Mnoge biljke sadrZze tanine koji su polimeri (+)-katehina ili (-)-
epikatehina. To su hidrogenizirani oblici flavonoida ili antocijanidina. Ostali monomeri, koji
se mogu pronaci u kondenziranim taninima, imaju trihidroksiliranje u B-prstenu, a to su (+)-
galokatehin i (-)-epigalokatehin. Oligomerni i polimerni procijanidini se stvaraju adicijom vise
flavan-3-ol jedinica $to dovodi do stvaranja uzvojite (tj. helikalne) strukture, a te strukture

mogu stvoriti vezu s proteinima (De Man, 1999).

Lignani su polifenoli koji pripadaju skupini fitoestrogena. Pinoresionol je dimer koniferilnog
alkohola. U malim koncentracijama se javljaju u Sirokom spektru namirnica (Beltz et al.,
2009). Secoizolariciresinol i matairesinol su glavni lignani koji se moogu pronadi u biljkama.
Kupine sadrze 3,72 mg/100 g suhe tvari secoisolariciresinola. Matairesinol se u kupinama
nalazi u koncentraciji manjoj od 0,01 mg/100 g suhe tvari (Azofeifa, 2014). Struktura stilbena
je karakterizirana s dva aromati¢na prstena povezana dvostrukom vezom. U bobicastom
voc¢u se mogu pronaci kao monomeri, dimeri i puno sloZeniji oligomeri (Blaszczyk i sur.,

2019).

Kao Sto je navedeno na Slici 1, u stilbene ubrajamo resveratrol, pterostilben i piceatanol.
Stilbeni su jedna od vaznih skupina polifenola, a resveratrol (trans-3,5,4 -trihidroksistilben) je
jedan od glavnih stilbenskih fitoaleksina (Shrikanta i sur., 2015). Resveratrol se obi¢cno moze
pronadi u grozdu, crvenom vinu i bobic¢astom vodéu (Fraga i sur., 2019). Resveratrol (trans-
3,5,4 -trihidroksistilben) je fenolni spoj koji pripada fitoaleksinima. Fitoaleksini su benzo-Y-
piron derivati prisutni u stanicama koje vrsSe fotosintezu. Resveratrol moZe postojati u cis- i
trans- formi, a u prirodi je trans-forma puno ¢eséa zbog nestabilnosti cis-izomera (Melzoch i

sur., 2001; Shrikanta i sur., 2015).
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2.2. UTJECAJ POLIFENOLA KUPINE NA ZDRAVLIE

Provedena su brojna istrazivanja vezana uz utjecaj komponenata kupine na zdravlje ljudi.
Crveni voéni sokovi (koji sadrze 40 % soka grozda, 20 % soka kupine i 15 % soka visnje)
smanjuju oksidacijska oSteéenja stanica. Kod pacijenata na hemodijalizi pokazalo se je da je
uzimanje takvih kombinacija sokova dovelo do znacajnog smanjenja oksidacijskih oStec¢enja
DNA (i povecanja apoptoze oStecenih stanica) kao i do smanjenja oksidacijskih ostecenja
proteina i smanjenja lipidne peroksidacije. Pozitivno djelovanje soka kupine na
antioksidacijski status in vivo moze biti u poboljsanju biokemijskih poremecaja uzrokovanih
dijabetesom kao S$to su hiperglikemija i hiperlipidemija (Spormann i sur., 2008; Kopjar i
Pilizota, 2016; Azofeifa i sur., 2016). Fizikalna interakcija izmedu polifenola i transportnih
proteina moZe se povezati s hipoglikemijskim i hipolipidemijskim utjecajem (Azofeifa i sur.,
2016). Pozitivni utjecaj soka kupine na zdravlje se pripisuju visokom sadrzaju antocijana i
polifenola te njihova konzumacija moZe dovesti do prevencije kroni¢nih bolesti poput
tumora i kardiovaskularnih bolesti u pacijenata koji su izloZeni pojadanom oksidacijskom
stresu (Yang i sur., 2014; Kopjar i Pilizota, 2016). PredloZzeno je nekoliko razli¢itih
mehanizama kojima bi se moglo objasniti preventivno djelovanje polifenola na stvaranje
stanica karcinoma. Neki polifenoli mijenjaju ekspresiju enzima citokoroma P450 koji je
ukljuen u proces aktiviranja prokancerogena u kancerogen. Drugi polifenoli inhibiraju
proliferaciju stanica in vitro tako $to zaustavljaju aktivnost enzima ornitin dekarboksilaze koji
je jedan od ¢imbenika rasta tumora jer inhibira nastajanje poliamina. Posljednji mehanizam
kojim polifenoli preventivno djeluju na stvaranje stanica karcinoma je taj Sto polifenoli
spjecavaju DNA oksidaciju koja je povezana s rizikom od nastajanja karcinoma. Osim toga,
neki polifenoli mogu pojacati antiproliferativno djelovanje lijekova koji se koriste u lije€enju
karcinoma (Scalbert i sur., 2005). Konzumacija pi¢a na bazi kupine ima veliki potencijal za
poboljSanje stanja uzrokovanih dijabetesom zbog poveéanja antioksidacijskog kapaciteta
seruma, smanjenja lipidne peroksidacije, smanjenja hiperglikemije i smanjenja
hiperlipidemije (Azofeifa i sur., 2011). Utvrdeno je da cijanidin-3 glukozid i elagitanini
inhibiraju enzime, crijevnu a-glukozidazu i pankreasnu a-amilazu. Ekstrakti bobicastog voca
bogati antocijanima (sastavljeni uglavhom od derivata cijanidina), utjecu na postprandijalnu
glikemiju smanjenjem (genomske) ekspresije glukoznih transportera (Scalbert i sur., 2005;

Azofeifa i sur., 2016). Osim inhibicije apsorpcije glukoze u tankom crijevu polifenoli mogu i
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ograniciti resorpciju glukoze u nefronima (Scalbert i sur., 2005). Primjena soka kupine, u
proizvodnji funkcionalne hrane, moZe dovesti do znacajne redukcije porasta Listerie
monocytogenes, Salmonelle typhymurium i Escherichie coli kao i do povecanog stimuliranja
porasta bakterija roda Lactobacillus (Yang i sur., 2014; Kopjar i Pilizota, 2016). Hepati¢ne
lezije uzrokovane ugljikovim tetrakloridom mogu se znacajno reducirati uz uporabu soka
kupine (Hassan i Yousef, 2009; Kopjar i Pilizota, 2016). Osim antibakterijskog, polifenoli imaju
i antivirusno i antifungalno djelovanje (Scalbert i sur., 2005). Kupine, poput jo$ nekih
botanickih vrsta, stite od UVB zracenja (Calvo-Castro i sur., 2013; Kopjar i Pilizota, 2016). Sok
kupine moZe potisnuti mutagenezu, ali stupanj potiskivanja ovisi o ispitivanoj vrsti (Tate i
sur., 2003; Kopjar i Pilizota, 2016). Polifenoli smanjuju i oSteéenja tkiva koja su uzrokovana
aterosklerozom tako Sto inhibiraju oksidaciju lipoproteina LDL-a u krvi in vitro koji ima glavnu
ulogu u nastajanju ateroskleroze (Scalbert i sur., 2015). U slucaju katehina i kvercetina
utvrdeno je da su polifenoli ucinkovitiji u sinergiji. Osim toga smanjuju i stvaranje tromba, a
time i rizik od moZdanog i sréanog udara. Imaju antiartritiéno i antiupalno djelovanje pa
smanjuju poteskoce kod osoba oboljelih od reumatoidnog artritisa (Shivashankara i Acharya,

2010).

Djelovanje polifenola na zdravlje ¢ovjeka uvelike ovisi o njihovoj bioraspoloZivosti. Za razliku
od ostalih flavonoida (tj. flavonola i flavanola, Slika 1) antocijani mogu biti apsorbirani u
y,hedirnutom” glikozidnim obliku ili u obliku nekoliko metabolita antocijana kao Sto su
metilirani glikozidi, glukuronidi antocijanidina, sulfokonjugati cijanidina i antocijanidini.
Unato¢ tome uoceno je da je apsorpcija antocijana kupina unesenih putem hrane niska i
Cesto izmedu 0,02 i 1,8 % (Azofeifa i sur., 2018). Antioksidacijska aktivnost polifenola in vitro
nije jedaka antioksidacijskoj aktivnosti in vivo. Bobicasto voée bogato antocijanima (npr.
borovnice) ima visoku ucinkovitost u lijecenju raznih demencija (npr. Alzheimerova i
Parkinsonova bolest) jer su uzrokovane oksidacijskim stresom. U preventivnom smislu kao i u
smislu lijeCenja treba koristiti niske koncentracije polifenola i na taj nacin onemoguditi

njihovo toksi¢no djelovanje (Scalbert i sur., 2005).
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2.3. AROMATSKE KOMPONENTE KUPINE

Aroma kupine i ostalog bobi¢astog voca je raznolika. Veéina hlapljivih komponenata
bobi¢astog voéa se moZe klasificirati u estere, terpenoide, karbonilne spojeve, alkohole,
laktone, furanone i sumporne spojeve. Neke hlapljive komponente su kombinirane i sa
Secerima i udruzene u bezmirisne glikozide u vo¢u i mnogim drugim biljnim tkivima te sluze
kao prekursori arome. Tijekom sazrijevanja enzimske reakcije cijepaju glikozide u njihove
Secere i hlapljive komponente Cineci voce sladim i aromaticnijim (Du, 2009). Do danas je u
kupinama otkriveno oko 150 hlapljivih komponenata i niti jedna od njih se ne smatra
specificnom samo za kupine (Christensen i sur., 2007). Kao glavhe komponenata arome
kupine identificirani su: 2-heptanol, p-cimen-8-ol, 2-heptanon, 1-heksanol, a-terpineol,
pulegon, 1-oktanol, izoborneol, mirtenol, 4-terpineol, karvon, elemicin i nonanal. Postoji
nekoliko nacina formiranja hlapljivih komponenata arome, a to su metabolizam masnih
kiselina, metabolizam aminokiselina, metabolizam terpena i karotenoidni put. Masne
kiseline su glavni prekusor hlapljivih komponenata arome u vedéini voca. Iz masnih kiselina
mogu nastati ravnolancani alkoholi, aldehidi, ketoni, organske kiseline, esteri i laktoni (od C,
do Cyo) (ElI Hadi i sur., 2013). Ove komponente uglavnom nastaju B-oksidacijom masnih
kiselina. B-oksidacija masnih kiselina je glavni put biosinteze koji dovodi do nastajanja
alkohola i acil-konezima A potrebnih za formiranje estera. U ciklusu B-oksidacije zasi¢ene
masne kiseline se enzimima metaboliziraju i gube dva ugljikova atoma po reakciji. Acil-
konezim A reagira s alkoholima koji se pretvaraju u estere pomocu alkohol acil tranferaze
(Du, 2009). U metabolizmu aminokiselina, aminokiseline alanin, valin, leucin, izoleucin,
fenilalanin i asparaginska kiselina su direktni prekursori u biosintezi arome a njihov
metabolizam je zasluZzan za dobivanje velikog broja spojeva ukljucujuci alkohole, karbonilne
spojeve, kiseline i estere. Aminokiseline mogu proci kroz deaminaciju ili transaminaciju pri
¢emu dolazi do nastajanja odgovarajucih a-ketokiselina. Nakon dekarboksilacije dolazi do
redukcije, oksidacije i/ili esterifikacije te do nastajanja aldehida, kiselina, alkohola i estera. U
terpenoidnom putu se nalaze terpenoidi koji predstavljaju veliku skupinu biljnih metabolita
(El Hadi i sur., 2013). Biosinteza terpena pocinje sa acetil-CoA. Mevalonska kiselina se smatra
prekursorom terpena. Biosinteza mevalonske kiseline pocinje od acetata i smatra se da za su
za sintezu jedne molekule mevalonske kiseline potrebni tri acetata i enzimi acetil-CoA acetil

transferaza, hidroksimetil glutaril-CoA sintetaza i hidroksimetilglutaril-CoA reduktaza u
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reakcijama kojima je potreban NADPH (Du, 2009). U karotenoidnom putu su prisutni
karotenoidi koji su izoprenoidne molekule vaine za primarni i sekundarni metabolizam
biljaka i ostalih Zivih organizama. Apokarotenoidne hlapljive komponente arome se
sintetiziraju samo u posljednjem stadiju sazrijevanja iako su karotenoidne dioksigenaze
prisutne u ¢itavom periodu sazrijevanja voca (El Hadi i sur., 2013). lako ih je puno pronadeno
u prirodi samo se deset produkata degradacije karotenoida smatra vazinim za aromu
razliitog voca i povréa. Spojevi poput a-ionona, B-ionona i B-damascenona se smatraju od

iznimne vaznosti za aromu voca, ¢ajeva, vina i duhana (Du, 2009).

2.4. PREHRAMBENA VLAKNA

Prema definiciji Ameri¢kog udruzenja kemicara Zitarica iz 2001. godine prehrambena vlakna
su jestivi dijelovi biljaka ili analogni ugljikohidrati koji su rezistentni na probavu i apsorpciju u
ljudskom tankom crijevu, s potpunom ili djelomi¢cnom fermentacijom u debelom crijevu.
Prehrambena vlakna ukljucuju polisaharide, oligosaharide, lignin kao i s njima povezane
biljne tvari. Prehrambena vlakna imaju blagotvorno fiziolosko djelovanje ukljucujuci
djelovanje na peristaltiku (tj. rad) crijeva, i/ili sniZavanje razine kolesterola, i/ili sniZavanje
razine glukoze u krvi (Sharma i sur., 2013; Stephen i sur., 2017). Prehrambena vlakna se,
prema topljivosti, mogu podijeliti na topljiva i netopljiva. Podjela prehrambenih vlakana je
bazirana na njihovoj topljivosti u toploj vodi (Akre i sur., 2009; Gropper i Smith, 2013), a

prikazana je na Slici 9.

NESKROBNI POLISAHARIDI
PREHRAMBENA VLAKNA

MNECELULOZNI POLISAHARIDI
CELULOZA

LIGNIN

POLISAHARIDI ALGI | A TOPLIVA VLAKNA

PEKTINSKE TVARI
HEMICELULOZE ‘

REZISTENTNI $KROB NETOPUIVA VLAKNA

Slika 9 Klasifikacija prehrambenih vlakana prema topljivosti u vodi (Mandi¢, 2007; Mandic¢ i Nosi¢,
2009)
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Netopljiva prehrambena vlakna prolaze probavnim sustavom bez razgradnje uz jedan mali
dio koji se razgraduje fermentacijom pomodéu bakterija u debelom crijevu, a imaju
mogucnost vezanja velike koli¢ine vode pa bubrenjem mogu povecati svoju masu ¢ak i do 15
puta, Cine stolicu voluminoznom, sprje¢avaju opstipaciju te poticu peristaltiku crijeva (Barasi,
2003; Ivanova i sur., 2013). Netopljiva prehrambena vlakna se obi¢no nalaze u posijama,
zZitaricama koje imaju cjelovito zrno te u kori vo¢a, dok se u manjim koli¢inama mogu nadéi u
samom vocu, povréu i mahunarkama. Netopljiva i topljiva prehrambena vlakana se bitno
razlikuju prema viskoznosti (Mandi¢ i Nosi¢, 2009; Kresi¢, 2012). Topljiva prehrambena
vlakna smanjuju postprandijalnu glikemiju i potrebu za inzulinom, a dovode i do sniZavanja
razine triacilglicerola u serumu kao i ukupnog i LDL kolesterola u krvi i jetri (Mandi¢, 2014).
Otapaju se tijekom probave te pri tome stvaraju viskoznu masu koja nalikuje gelu, podlijezu
fermentaciji u debelom crijevu pri ¢emu nastaju kratkolan¢ane masne kiseline koje imaju
energetsku funkciju i organizam ih koristi u tu svrhu (Barasi, 2003; Myrie i Jones, 2011).
Fermentiranjem u debelom crijevu produciraju GLP-1 i peptid YY (PYY), a to su dva hormona
koja induciraju sitost (Lattimer i Haub, 2010). FizioloSka karakteristika im je smanjenje
kolesterola, triacilglicerola i glukoze u krvi. Takoder i usporavaju resorpciju glukoze iz tankog
crijeva. U skladu s tim osobinama imaju djelotvornost pri zastiti od kardiovaskularnih bolesti i
dijabetesa. lzvori topljivih prehrambenih vlakana su voce, povrée, zob i zrno rize (Kresic,

2012).

2.4.1. Uloga prehrambenih vlakana u prevenciji i lijeCenju bolesti

Prehrambena vlakna se opéenito mogu povezati s prevencijom i lije¢enjem slijedecih skupina
bolesti: kardiovaskularnih bolesti (hipertenzija, hiperlipidemija, dijabetes tipa 2, pretilost
(unos energije i apetit), gastrointestinalnih bolesti (konstipacija, divertikuloza, rak jednjaka,
rak Zeluca, kolorektalni adenom, kolorektalni rak) i neoplasti¢nih bolesti koje nisu povezane s
gastrointestinalnim sustavom (karcinom dojki, endometrija, prostate, gusterace, rjajnika i

bubrega) (Stephenisur., 2017).

U istrazivanjima koja su, u ranim sedamdesetim godinama prosloga stoljec¢a, zapoceli Burkitt
i Trowell (1974) utvrdeno je kako se prehrana siromasna prehrambenim vlaknima moze

povezati sa loSijim zdravljem. Prvo se proucavao utjecaj prehrambenih vlakana na debelo
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crijevo te njihovo djelovanje na glikemiju i reguliranje kolesterola u krvi. Nakon toga su se
prehrambena vlakna pocela povezivati s raznim vrstama karcinoma i kardiovaskularnim
bolestima, narocito tijekom posljednjeg desetlje¢a (Stephen i sur., 2017). Osim topljivih
prehrambenih vlakana, i netopljiva prehrambena vlakna imaju pozitivho djelovanje na
kardiovaskularne bolesti. U epidemioloskim istrazivanjima koja su obuhvaéala vise od 158
000 ispitanika utvrdeno je da je prevalencija od kardiovaskularnih bolesti znacajno manja (29
%) kod osoba koje imaju visoki dnevni unos prehrambenih vlakana (Anderson i sur., 2009).
Svaki porast ukupnih prehrambenih vlakana u dnevnoj prehrani od 10 g smanjuje ukupni
rizik od infarkta miokarda (Mirmiran i sur., 2016). Hrvatska pripada drzavama s visokim
rizikom od kardiovaskularnih bolesti, a smanjenje koncentracije ukupnog kolesterola i LDL
kolesterola ima vaZznu ulogu u prevenciji tih bolesti. Topljiva prehrambena vlakna mogu
smanjivati kolesterol na tri nacina. Prvi nacin se odnosi na sprjeavanje ponovne apsorpcije
zucnih soli iz tankog crijeva pri ¢emu dolazi do izluéivanja viska tih soli putem fecesa. U
jetrenim stanicama dolazi do razgradnje kolesterola kako bi se mogle nadoknaditi Zuéne
kiseline. Nastaju LDL-C receptori i dolazi do poveéanog unosa LDL-kolesterola iz krvotoka Sto
dovodi do snizavanja njegovog nivoa u krvi. Drugi nain se odnosi na smanjenje razine
inzulina Sto doprinosi inhibiciji HMG-CoA reduktaze (3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A
reduktaze), a posljedica je smanjenje sinteze kolesterola. Prehrambena vlakna odgadaju
praznjenjenje Zeluca i mijeSanje s probavnim enzimima Sto dovodi do smanjenja apsorpcije
glukoze, a samim tim i razine inzulina. Treéi nacin se ostvaruje tako Sto prehrambena vlakna
u debelom crijevu fermentiraju pomodéu bakterija. Pri fermentaciji dolazi do nastajanja
propionata, butirata i acetata. Propionat inhibira metabolizam jetrenog kolesterola i na taj
nacin iscrpljuje kolesterol (Gunness i Gidley, 2010). Prehrana koja je bogata nerafiniranim
Zitaricama, a time i netopljivim prehrambenim vlaknima, Stiti od sréanih bolesti. Visoki unos
prehrambenih vlakana je povezan sa snizavanjem krvnog tlaka kod hipertenzié¢ara. Postoji
obrnuto proporcionalni odnos izmedu unosa voca i povréa (narocito ako je veéi od 5 puta
dnevno) i sréanog infarkta (Lovergrove, 2011; Grooper i Smith, 2013). Jedna od glavnih
komponenti, za koju se smatra da ima ulogu u prevenciji od kardiovaskularnih bolesti, su

upravo neprobavljivi ugljikohidrati ili prehrambena vlakna (ILSI, 2006).

Viskozni gelovi koji nastaju unosom topljivih prehrambenih vlakana dovode do poboljsanja

glikemijske kontrole najve¢im djelom zbog redukcije apsorpcije glukoze i inzulinske sekrecije
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kao i zbog povecane inzulinske osjetljivosti (Grooper i Smith, 2013). Viskozni gelovi
usporavaju vrijeme prolaska hrane kroz crijeva te na taj nacin dovode do potpunije probave i
apsorpcije hranjivih tvari. Razlic¢ite vrste topljivih prehrambenih vlakana drugadije djeluju na
viskoznost i apsorpciju hranjivih tvari. Pokazalo se da guar ima najveéu viskoznost a ujedno i
najveéi utjecaj na sniZzavanje postprandijalne razine glukoze u krvi. Zato je moguce
pretpostaviti da ¢ée povisene razine topljivih prehrambenih vlakana imati utjecaj na
smanjenje rizika od nastanka dijabetesa. Vecina istaZivanja pokazuje da netopljiva
prehrambena vlakna takoder imaju takvo djelovanje (Lattimer i Haub, 2010). Koristi od
uzimanja prehrambenih vlakana imati ¢e oni bolesnici ¢ija dnevna doza inzulina ne prelazi 40
»jedinica”, a hrana sadrzi visok udio prehrambenih vlakana te dobar odnos ugljikohidrata,
bjelancevina i masti. Povedani unos prehrambenih viakana (40 — 50 g) mogao bi poboljsati
zdravstveno stanje dijabeticara, ali se ne moze postié¢i svakodnevnom prehranom. Pokazalo
se da hrana koja ima visoki udio ugljikohidrata, a niski udio prehrambenih vlakana ne regulira
dobro razinu glukoze u krvi (Mandi¢, 2014). Klinicke studije radene na Zitaricama za dorucak
su utvrdile da viskozna prehrambena vlakna (narocito B-glukani) imaju dobar hipoglikemijski
ucinak. Za zdrave osobe doza od 4,0 g B-glukana reducira glukozu u krvi za 0,7 mmol/L. Za
ljude koji boluju od dijabetesa tipa Il za doze B-glukana od 4,0; 6,0 i 8,4 g redukcija glukoze u
krvi je bila 1,2; 2,2 i 2,3 mmol/L (Mandi¢ i Nosi¢, 2009). Prehrambena vlakna se u probavnom
traktu zadrzavaju puno duze od jednostavnih Seéera pa je porast glukoze u krvi puno maniji i
sporiji uslijed ¢ega hrana bogata prehrambenim vlaknima doprinosi gubitku tjelesne mase
(Wang, 2010). Ujedno reducira rizik od pojave kronicnih bolesti, kao $to su diabetes mellitus
tipa 2 i kardiovaskularne bolesti. Sto je hrana bogatija mastima i prehrambenim vlaknima
vrijeme za probavu se produljuje, a prijelaz hrane iz Zeluca u tanko crijevo je usporen sto
dovodi do smanjenja glikemijskog indeksa. Procesiranje i kuhanje hrane takoder utje¢u na

glikemijski indeks zbog povecanja probavljivosti (Titchenal i sur., 2018).

Hrana bogata prehrambenim vlaknima ima nizu energetsku gustodu i veéi volumen Sto moze
dovesti do sitosti i reduciranja gladi jer dolazi do odgadanja praznjenja Zeluca (Grooper i
Smith, 2013). Prehrana koja je siromasna na pojedinim hranjivim tvarima, a ujedno je i vrlo
slana ili dimljena povezana je s reduciranim rizikom od pojave karcinoma Zeluca, ako se
konzumira s veéim kolicinama svjezeg voca, povréa i mlije¢nih proizvoda (Scarpignato i

Bianchi Porro, 2004). Istrazivanja pokazuju da se debljina moZe prevenirati na nacin da se
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uvede prehrana s niskim udjelom masti i viSim udjelom netopljivih prehrambenih vlakana
(ILSI, 2003; Mandi¢, 2014). Vazno je naglasiti utjecaj prehrane i Zivotnog stila na razvoj ovog
kroni¢nog stanja koje je povezano s nizom bolesti (Banjari i sur., 2013). Hormoni GLP-1
(glukagonu sli¢an peptid 1) i inzulinotropni polipeptid ovisan o glukozi (GIP) imaju povoljno
djelovanje na snizavanje razine glukoze u krvi kao i na redukciju tjelesne tezine. GLP-1 djeluje
na smanjenje apetita, a GIP na sporije nakupljanje masti u tkivu i na sporije gastri¢no
praznjenje. Bez obzira na dobru regulaciju razine glukoze u krvi djelovanje hormona GLP-1 i
GIP je smanjeno (Poropat i JuriSié-Erzen, 2019). Fermentacija prehrambenih vlakana dovodi
do povecdanog izlu€ivanja GLP-1 i kratkolancanih masnih kiselina Sto ima povoljan utjecaj pri

terapiji pretilosti (Byrne i sur., 2015).

Prehrambena vlakna su naj¢es¢e povezana s nekoliko gastrointestinalnih poremecaja u koje
ubrajamo divertikulozu, konstipaciju i karcinom debelog crijeva. Divertikuloza je uglavnom
povezana s prehranom koja je siromasna prehrambenim vlaknima i pacijentima se savjetuje
pojacani unos netopljivih prehrambenih vlakana. Sposobnost prehrambenih vlakana da
povedéaju volumen stolice kao i ubrzavaju vrijeme prolaska hrane kroz crijeva djeluje
blagotvorno na konstipaciju. Netopljiva prehrambena vlakna vezu karcinogene i na taj nacin
smanjuju mogucénost interakcije karcinogena sa sluznicom debelog crijeva (Grooper i Smith,
2013). Stvaranjem kratkolancanih masnih kiselina prilikom fermentacije prehrambenih
vlakana smanjuje se pH unutar crijeva sto dovodi do smanjenja pretvorbe primarnih zZucnih
kiselina u sekundarne Zucne kiseline koje imaju kancerogena svojstva. Butirat djeluje
antineoplasti¢no jer iniciranjem apoptoze zaustavlja Sirenje stanica karcinoma (McRae,
2018). Izgleda da je ucestalost karcinoma debelog crijeva povezana s kolicinom mesa koju
prosjeCna osoba konzumira. Prehrana obilata mesom usporava prolaz hrane kroz debelo
crijevo, povecavajuéi izloZzenost crijevne sluznice probavnom otpadu. Pojava raka debelog
crijeva je 8 puta veca u SAD-u nego u nerazvijenim zemljama u kojima je unos prehrambenih
vlakana visi. U meta-analizi, koja pokriva 15 originalnih studija, pokazalo se da proizvodi od
cjelovitog zrna reduciraju rizik od pojave karcinoma debelog crijeva i Zeluca (Mandi¢ i Nosi¢,
2009). U debelom crijevu se prehrambena vlakna i ostali neprobavljivi ugljikohidrati
djelomic¢no razgraduju uz pomo¢ bakterija te nastaju kratkolanéane masne kiseline i plinovi.
Preostala prehrambena vlakna se izluCuju putem fecesa (Titchenal i sur., 2018). U pet

epidemioloskih istraZivanja je utvrdeno statisticki znacajno smanjenje raka Zeluca, jednjaka i
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gusterace. Prehrambena vlakna mogu eliminirati preteCe kancerogenih N-nitrozamina,
nitrite, koji su povezani s karcinomom Zeluca jer uzrokuju ostecenja na DNK. Provedena su i
epidemioloska istrazivanja vezana za karcinom dojke i endometrija i utvrdena su statisticki
znacajna smanjenja (od 7 do 15 %) za karcinom dojke i smanjenje od 29 % za karcinom
endometrija kada se usporede s velikim i vrlo malim unosom prehrambenih vlakana (McRae,

2018).

Ima rijetkih slu¢ajeva kada je zbog prevelikog unosa netopljivih prehrambenih vlakana doslo
do opstrukcije crijeva Sto se moglo rijeSiti samo kirurSkom operacijom. Zato je potrebna
umjerenost u uzimanju prehrambenih vlakana. Pedesetogodis$nji muskarac je s mlijekom
pojeo dvije velike zdjele Zitnih posija i stvorio se veliki ¢ep posija u probavnom traktu
(Zivkovi¢, 2000). Topljiva i netopljiva prehrambena vlakna na razli¢ite nacine utje¢u na
sindrom iritabilnog crijeva. Netopljiva prehrambena vlakna su kod nekih ispitanika izazvala
pogorsanje simptoma dok su topljiva prehrambena vlakna djelovala na opce poboljsanje
simptoma (Bijkerk i sur., 2004). Prehrana bogata prehrambenim vlaknima se preporucuje
osobama oboljelim od divertikuloze. Takvom prehranom se moze sprijeciti nastajanje novih
divertikula (Slavin, 2008). U prebiotike ubrajamo i prehrambena vlakna. Prebiotici su 1995.
godine definirani kao ,neprobavljivi sastojci hrane koji korisno djeluju na domacina pomocu
selektivne stimulacije rasta i/ili aktivnosti jedne bakterijske vrste ili ograni¢enog broja
bakterijskih vrsta i tako poboljSavaju ljudsko zdravlje”. Najcesée koristeni prebiotici su inulin

ili frukto-oligosaharidi (Mandic¢ i Nosi¢, 2009).

Preporuke za unos prehrambenih vlakana se kre¢u od 20 - 35 g/dan. Djeca starija od dvije
godine trebaju poveéati unos prehrambenih vlakana u koli¢ini koja je jednaka ili veéa od
zbroja njihovih godina + 5 grama dnevno. Ako se unosi previSe prehrambenih vlakana moze
doéi do smanjenja apsorpcije nekih vitamina, minerala i proteina. Dobar orijentacijski omjer
je 15 grama ugljikohidrata na 3 grama prehrambenih vlakana (VishWanath, 2003; Mandi¢,
2007; Mandi¢ i Nosi¢, 2009; Gibney i sur., 2009).

Energetska vrijednost prehrambenih vlakana iznosi oko 2 kcal po gramu (Mandi¢ i Nosic,
2009; Titchenal i sur., 2018). Ova vrijednost prehrambenih vlakana jako ovisi o wvrsti
prehrambenih vlakana i smatra se da topljiva prehrambena vlakna i rezistentni Skrob daju

viSe energije od netopljivih prehrambenih vlakana (Titchenal i sur., 2018).
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Zitarice su glavni izvor prehrambenih vlakana i predstavljaju 50 % ukupnog unosa u
zapadnim zemljama. Od 30 — 40 % unosa prehrambenih vlakana dolazi od povréa, a oko 16 %
od voca. Ostatak potjece iz drugih manje znacajnih izvora (Katalini¢, 2011). U izvore celuloze
u hrani ubrajamo leguminoze, orahe, korjenasto povrée (npr. mrkva), povrée iz porodice
kupusnjaca, celer, prokulice i jabuke dok cjelovite Zitarice, orahe i mahunarke smatramo
izvorima hemiceluloza. Od izvora lignina u hrani treba spomenuti cjelovite Zitarice,
korjenasto povrée (npr. mrkva), jagode i prokulice, dok se citrusi, jagode, jabuke,
leguminoze, neke vrste povréa (npr. mrkva) i zobeni proizvodi smatraju dobrim izvorima
pektina. Kada govorimo o gumama u hrani kao dobar izvor mogu posluziti zobeni proizvodi i
leguminoze. Zobeni proizvodi mogu, kao i neke vrste gljiva, posluziti i kao izvori B-glukana. U
izvore rezistentnog Skroba ubrajamo djelomi¢no mljeveno brasno, nezrele (tj. zelene)
banane, leguminoze, sirovi krumpir, rizu i tjesteninu. lzvorima fruktana u hrani smatramo
cikoriju, Sparoge, ¢eSnjak, articoke, rajCice, banane i raz dok izvori hitozana i hitina u hrani

mogu biti oklopi rakova, Skampi i jastoga (Gropper i Smith, 2013).

2.4.2. Interakcije vlakana s fenolima

Na bioraspolozZivost fenolnih spojeva se moze utjecati na razli¢ite nacine, a jedan od njih je
vezanje fenolnih spojeva s matriksom hrane, a narocito s prehrambenim vlaknima. Poznato
je da su namirnice biljnog porijekla izvrstan izvor kako fenolnih spojeva tako i prehrambenih
vlakana. Procjenjeno je da je oko 2,5 % prehrambenih vlakana u voéu povezano s fenolnim
spojevima. Prehrambena vlakna i fenolni spojevi su se dugo vremena proucavali odvojeno
zbog razliditosti u svojoj kemijskoj strukturi, fizikalno-kemijskim i bioloskim svojstvima te
metaboli¢kim putevima (Saura-Calixto, 2011). Medutim, postoje znanstveni dokazi koji tvrde
da se neprobavljive komponente prehrambenih vlakana (polisaharidi) mogu povezivati s
drugim komponentama hrane, kao sto su to fenolni spojevi te je utvrdeno da prehrambena
vlakna povezana sa fenolnim spojevima imaju izniman bioloski antioksidacijski kapacitet
(Quirds-Sauceda i sur., 2014a). Interakcije prehrambenih vlakana i fenolnih spojeva ukljucuju
stvaranje vodikove veze izmedu hidroksilne skupine fenolnih spojeva i kisikovog atoma
polisaharida (Slika 10). Takoder dolazi i do hidrofobnih interakcija kao i do nastajanja
kovalentnih veza (npr. esterskih veza) izmedu fenolnih spojeva i polisaharida. Fenolni spojevi

imaju hidrofobne aromati¢ne prstenove i hidrofilne hidroksilne skupine sa sposobnoscu
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povezivanja s polisaharidima (tj. prehrambenim vlaknima) i proteinima na razli¢itim
stranama stanicne stijenke (Saura-Calixto, 2011). Fenolni spojevi (tj. antioksidacijske
molekule) su ,zarobljeni” unutar prehrambenih vlakana i kao takvi mogu dosegnuti debelo
crijevo te kazemo da je apsorpcija fenolnih spojeva usporena. Crijevna mikrobiota debeloga
crijeva fermentira prehrambena vlakna i na taj nacin se fenolni spojevi postupno oslobadaju
u crijevni lumen (sadrzaj) i apsorbiraju epitelnim stanicama. Iz tog razloga uveden je koncept
»antioksidacijska prehrambena viakna“. , Antioksidacijska prehrambena vlakna“ se definiraju
kao koncentrati prehrambenih vlakana koji sadrze znatne koli¢ine prirodnih antioksidansa
(uglavnom fenolnih spojeva) povezanih s neprobavljivim tvarima. Opcenito moZemo
zakljuciti da interakcije fenolnih spojeva s prehrambenim vlaknima utje¢u na oslobadanje
fenolnih spojeva tijekom probave kao i da mogu utjecati na njihovu apsorpciju tijekom

probave (Quirds-Sauceda i sur., 2014a).

Posljednjih godina je jako porastao interes istraziva¢a za prehrambenim proizvodima koji u
sebi sadrze prehrambena vlakna s odredenim sadrzajem prirodnih antioksidansa (Quirds-
Sauceda i sur., 2014a), narocito zbog toga Sto hrana bogata prehrambenim vlaknima
uglavnom ima zanemariv antioksidacijski kapacitet (Eskicioglu i sur., 2015). Ovakvi fenolno-
polisaharidni kompleksi su u dosadasnjim radovima (do 2014.) podcjenjivani uglavnom zbog
analiti¢ckih problema, no s druge strane puno obecavaju kako s nutricionistickog tako i s

proizvodnog stajalista (Quirés-Sauceda i sur., 2014a).

Polifenoli (tj. fenolni spojevi) mogu biti ,,noSeni” prehrambenim vlaknima i tako doéi do
debelog crijeva u kojem se mogu osloboditi djelovanjem bakterija. ,,NoSenje” polifenolnih
spojeva prehrambenim vlaknima, u donje djelove probavnog sustava, bi mogla biti jedna od
glavnih funkcija prehrambenih vlakana (Jakobek i Mati¢, 2019). Oligomerni i polimerni
procijanidini imaju sposobnost nekovalentnog vezanja za stanicnu stijenku jabuke u
vodenom puferu. Koli¢ina procijanidina vezanih za stani¢ne stijenke raste s porastom
koncentracije procijanidina, stupnjem polimerizacije i postotkom galoilat iona. Konstanta
priviaéenja izmedu procijanidina i polisaharida opada kako slijedi: pektini > ksiloglukan >
Skrob > celuloza. Vedi afinitet se postize s pektinom, polisaharidom koji ima sposobnost
stvaranja gel strukture, tako S$to nastaju hidrofobni dZepovi da bi se enkapsulirali

procijanidini. Suprotno tome ,filamentozni“ i ,globularni” polisaharidi poput celuloze i
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ksiloglukana slabo vezu procijanidine. Ksiloglukan nema znacajnije djelovanje na

procijanidine s vis$im stupnjem polimerizacije (Zhang i sur., 2013; Jakobek, 2015).
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Slika 10 Vrste interakcija izmedu fenolnih spojeva i prehrambenih vlakana (Liu i sur., 2020)

U vinima su znacajne koli¢ine fenola povezane s topljivim prehrambenim vlaknima $to znaci
da su kompleksi prehrambena vlakna/fenoli sadrzani u koncentraciji od 1,5 do 2,3 g/L u
crvenim vinima i od 0,4 do 0,6 g/L u bijelim vinima. Ovi kompleksi obuhvacaju od 35 do 60 %
kompleksa prehrambena vlakna/fenoli u crvenim vinima i oko 9 % u bijelim vinima (Saura-
Calixto i Diaz-Rubio, 2007). Hidofobna svojstva pronatocijanidina se pojacavaju sa stupnjem

polimerizacije i ,galoilacije”. Sto se tice nekovalentnih interakcija visoki afinitet je uocen
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izmedu visoko metiliranih homogalakturonana (lanac galakturonske kiseline iz pektina) i
visoko polimeriziranih procijanidina zbog hidrofobnih interakcija. Pretpostavlja se da do
hidrofobnih interakcija dolazi izmedu metilnih skupina pektinske frakcije i dihidropiranskog
heterociklickog C-prstena. Polisaharidi u prisutnosti proantocijanidina stvaraju ili gube
oligomere ili mikrogelove koji su manje zbijeni od pojedinacnih polisaharidnih uzvojnica.
Takvi kompleski ostaju stabilni ¢ak i nakon ultracentrifugiranja. Kovalentne interakcije je
moguée samo pretpostaviti zbog postojanja ireverzibilnih stabilnih kompleksa izmedu
polifenola i polisaharida (Renard i sur., 2017). Polisaharidi ne mogu sprijeciti inicijalno
nakupljanje tanina, ali utjecu na porast veli¢ine Cestica. Afinitet tanina i galotanina u odnosu
na celulozu je u pozitivnoj korelaciji s njihovom molekularnom masom, brojem galoilnih
skupina i njihovom hidrofobnos¢u. To daje naslutiti da je galoilna skupina polifenola
funkcionalna skupina u interakcijama izmedu tanina i celuloze. Elagitanini su puno slabije
povezani s celulozom od galotanina iako imaju slicnu molekularnu masu, isti broj galoilnih
skupina i isti broj fenolno hidroksilnih skupina. Iz tog razloga kazemo da reakcije jako ovise o
fleksibilnosti galoilnih skupina. Kada galotanini imaju vise od dvije galoilne skupine
dominantne su hidrofobne interakcije. Kod elagitanina intergaloilne veze jako smanjuju
fleksibilnost galoilnih skupina reducirajuci hidrofobne interakcije. Kada je broj intergaloilnih
veza povecan hidrofobne interakcije su znacajno smanjene (Tang i sur., 2003). Veli¢ina
molekula polifenola kao i njihova konformacijska fleksibilnost su dva jednako vaina
¢imbenika koja utjeu na jacinu interakcija izmedu polifenola i polisaharida. Medu razli¢itim
vrstama polifenola prisutnim u jabukama (hidroksicinamic¢ne kiseline i flavonoidi) samo se
procijanidini mogu vezati za stani¢nu stijenku. Na stvaranje kompleksa izmedu procijanidina i
stani¢ne stijenke ne utjeCe pH ako je u rasponu od 2,2 do 7. Elektrostatske ili ionske
interakcije ne utje¢u na interakcije izmedu procijanidina i stani¢ne stijenke izolirane iz
jabuke. Adsorpcija se poveéava s porastom ionske jakosti sugeriraju¢i na prisutnost
hidrofobnih interakcija, a smanjuje se s porastom temperature i time ukazuje na prisutnost
vodikovih veza. To znali da je u adsorpcijski mehanizam uklju¢eno nastajanje slabih
energetskih veza odnosno kombinacija vodikovih veza i hidrofobnih interakcija (Renard i sur.,
2001, Le Bourvellec i sur., 2004). Adsorpcija procijanidina na stani¢nu stijenku izoliranu iz
jabuke ovisi o njihovoj stereokemiji, konformacijskoj fleksibilnosti i molekularnoj masi. Cini
se da elektrostati¢ke i ionske sile, u kojima opcenito sudjeluju nabijene molekule, nemaju

ulogu u interakcijama izmedu polifenola i polisaharida bududéi da polifenoli imaju zanemariv
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negativan naboj u slabo kiseloj do kiseloj sredini (Le Bourvellec i Renard, 2012). Flavonoidno-
polisaharidne nakupine mogu dovesti do nastajanja nepozZeljnih netopljivih nakupina u
tekucoj fazi (Bordenave i sur., 2014). Fenoli se mogu vezati za celulozna vlakna. Adsorpcija
procijanidina B2, floridzina i epikatehina na celulozu prati opadajudi redoslijed procijanidin
B2 > floridzin > epikatehin (Liu i sur., 2017). Ferulna kiselina, galna kiselina, katehin i
cijanidin-3-glukozid veZu se za celulozna vlakna bolje od klorogenske kiseline (Phan i sur.,
2016). Hemiceluloza (npr. ksilan, glukuronoksilan, arabinoksilan, glukomanan i ksiloglukan)
se sastoji od nekoliko razli¢itih monomera, a polifenoli se vezu za njih (Bhaskar i sur., 2012).
Procijanidini su pokazali veliki afinitet prema pektinima koji su jedna od glavnih komponenti
stani¢ne stijenke (Jakobek i Mati¢, 2019). Polifenoli i prehrambena viakna imaju puno OH-
skupina koje daju mogucnost za nastajanje vodikovih veza. Van der Waalsove sile su takoder
moguce bududi da polifenoli i prehrambena vlakna imaju funkcionalne skupine koje mogu
stvarati polarizirane molekule (Liu i sur., 2017). Ako prvo dode do nastajanja vodikovih veza
udaljenost izmedu molekula polifenola i prehrambenih vlakana postaje manja i samim tim
omogucuje stvaranja Van der Waalsovih veza (Wu i sur., 2011). Hidrofobne interakcije su
interakcije izmedu vode i u vodi netopljivih ili slabo topljivih molekula kao $to su nepolarne
molekule. One mogu formirati nakupine kako bi $to manje bile u dodiru s vodom. Neka
prehrambena vlakna i polifenoli nisu topljivi u vodi Sto im daje mogucnost stvaranja
nakupina, a to su hidrofobne interakcije. Takoder, polifenoli imaju hidrofobne aromati¢ne
prstenove koji pomazu hidrofobne interakcije (Saura-Calixto, 2011). Okolisni uvjeti, kao Sto
su ionska jakost, temperatura ili pH su vazni za vezanje molekula. Koli¢ina vezanih polifenola
i prehrambenih vlakana moZe rasti ili opadati ovisno o ionskoj jakosti. Ako udruZivanje
molekula raste s porastom ionske jakosti onda do hidrofobnih interakcija gotovo da i neée
dolaziti (Le Bourvellec i sur., 2004; Wu i sur., 2011; Zhang i sur., 2017). Temperatura je
takoder vaZzna za stvaranje veza (Le Bourvellec i sur., 2004). Nastajanje vodikovih veza je
egzoterman proces u kojem dolazi do oslobadanja energije dok su hidrofobne interakcije
endoterman proces koji trosi energiju (Nguela i sur., 2016). Stoga se mozZe zakljuditi da
akoporastom temperature dolazi do pojacanog nastajanja nakupina vjerojatnije su
hidrofobne interakcije. S druge strane, ako povisenje temperature dovodi do smanjenog
stvaranja nakupina vjerojatnije su vodikove veze (Le Bourvellec i sur., 2004). Obi¢no se
javljaju obje vrste interakcija, ali njihov omjer ovisi o okoliSnim uvjetima. Temperaturni

rasponi (4 — 37 °C) mogu razli¢ito djelovati na vezanje pojedinih polifenola na celulozu. Tako
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je adsorpcija cijanidin-3 glukozida bila najbolja na 4 °C, ferulinske kiseline na 20 °C dok na
adsorpciju (+/-)-katehina temperatura nije imala utjecaja. pH takoder utje¢e na stabilnost
polifenola (Phan i sur., 2016). Utvrdeno je da se razliciti fenoli ponasaju razli¢ito pri razli¢itim
pH vrijednostima (pH = 3 - 11). Kafeinska, klorogenska i galna kiselina su bile puno stabilnije
pri nizem pH, a promjene koje su im se dogodile pri viSem pH nisu bile reverzibilne dok su (-)-
katehin i (-)- epigalokatehin, ferulinska kiselina i rutin bili otporniji na pH - degradaciju
(Friedman i Juergens, 2000). pH mozZe utjecati i na molekule prehrambenih vlakana. Utjecaj
pH na molekule polifenola ili prehrambenih vlakna bi se mogao objasniti koliCinom
protoniranih i deprotoniranih funkcionalnih skupina ili omjerom protoniranih i
deprotoniranih molekula. S porastom pH omjer izmedu protoniranih i deprotoniranih
funkcionalnih skupina (A°/A) takoder raste. To moZe dovesti do razli¢itih odbojnih i
privliacnih sila medu molekulama i samim time utjecati na interakcije izmedu prehrambenih
vlakana i fenolnih spojeva (Liu i sur., 2013). U strukturne osobine polifenola koje mogu
utjecati na vezanje s drugim spojevima (npr. prehrambenim vlaknima) opéenito ubrajamo
hidroksiliranje, glikoziliranje, metiliranje, metoksiliranje, galoiliranje, fleksibilnost i broj
fenolnih prstena, veli¢ina molekule i prostorna konfiguracija (Jakobek i Mati¢, 2019).
Prisutnost galata u proantocijanidinima je povecala afinitet prema visoko metiliranim
pektinima (Mamet i sur., 2018). Isto tako procijanidini s visokim udjelom galoilat iona mogu
povecati afinitet vezanja za stani¢nu stijenku izoliranu iz jabuke (Le Bourvellec i sur., 2004). Iz
tog razloga je predloZeno da se u svrhu pospjeSivanja vezivanja treba uvoditi vise galatnih
jedinica kako bi se osiguralo viSe hidroksilnih skupina koje pospjeSuju vezivanje (Mamet i
sur., 2018). Procijanidini su pokazali veliki afinitet prema pektinima koji su jedna od glavnih
komponenti stani¢ne stijenke (Jakobek i Mati¢, 2019). Fenolne komponente koje imaju vise
aromati¢nih prstenova se bolje vezu na celulozu. Ve¢e molekule se mogu vise vezati na
prehrambena vlakna (Phan i sur., 2016). Mala molekula (npr. epikatehin) u manjoj mjeri veze
za celulozu od velikih molekula (npr. procijanidin B2) (Liu i sur., 2017). Procijanidini s ve¢im
stupnjem polimerizacije se bolje veZu za stani¢nu stijenku izoliranu iz jabuke od onih s
manjim stupnjem polimerizacije (Le Bourvellec i sur., 2004). Prostorna konfiguracija
molekule takoder utjeCe na vezanje pa je tako utvrdeno da je u interakciji tanina i pektina
proantocijanidin A-tipa imao vedi afinitet vezanja za pektin s obzirom da mu je struktura
»izduZena“” pa ima vise dodirnih mjesta s molekulom pektina (Mamet i sur., 2018). Hidrofilni

fenolni spojevi ¢e reagirati s hidrofilnim prehrambenim vlaknima, a hidrofobni fenolni

31



2. Teorijski dio

spojevi s hidrofobnim prehrambenim vlaknima. iz tog razloga prehrambena vlakna koja
imaju hidrofobni karakter veZu hidrofobne fenolne spojeve (Liu i sur., 2013). Kod
prehrambenih vlakana, isto kao kod fenolnih spojeva, je tesko utvrditi svojstva koje su vazna
za vezanje s ostalim spojevima (npr. fenolnim spojevima), no ipak bi se mogao izdvojiti broj
OH- skupina, stupanj stvaranja nakupina prehrambenih vlakana, razlic¢iti ¢imbenici koji utjecu
na nakupljanje, veli¢ina i stabilnost nakupina te stukturna i konformacijska organizacija
vlakana (Le Bourvellec i Renard, 2005; Liu i sur., 2017). Prehrambena vlakna imaju veliki broj
OH-skupina zbog molekula Seéera u svojoj strukturi Sto im daje moguénost stvaranja
vodikovih veza i nastajanja Van der Waalsovih sila pa je i predloZeno da bi broj OH-skupina
mogao utjecati na interakciju izmedu fenola i celuloze (Liu i sur., 2017). Prehrambena vlakna
mogu biti ravne (tj. linearne) ili razgranate molekule, imati Supljine kao i razlicite veli¢ine
pora. Polifenolni spojevi mogu udéi u te pore i pretpostavlja se da do toga dolazi u interakciji
izmedu procijanidina i pektina kao i u interakciji izmedu polifenola i B-glukana dok molekule

vecée od pora uglavnom ne bi mogle uci (Le Bourvellec i Renard, 2005).

2.4.3. Primjena prehrambenih vlakana u razvoju novih proizvoda

U proizvodniji kruha, Zitarica za dorucak, tjestenine, pekarskih proizvoda i ekstrudiranih snack
proizvoda mogu se koristiti sirovine bogate prehrambenim vlakinima. Mesnim, ribljim i
mlije¢nim proizvodima ukljucujuéi fermentirana pi¢a mogu se dodavati izolirana i procis¢ena
prehrambena vlakna na netradicionalnim nosafima prehrambenih vlakana sa svrhom
obogacivanja proizvoda. U proizvodnji restrukturiranih mesnih i ribljih proizvoda, kruha i
ekstrudiranih snack proizvoda moZe se koristiti otpad pri proizvodnji hrane bogat
prehrambenim vlaknima kako bi se poboljiale formulacije proizvoda. Sto se ti¢e Zitarica, u
razvoju novih prozvoda se mogu koristiti posije pSenice, rize, kukuruza, zobi i dr. Kod voca u
obzir dolaze nusproizvodi prerade narandi, limuna, limete, breskvi i dr. Od povréa u obzir
dolaze nusproizvodi pri preradi maslina, krumpira, mrkve, cvjetace, soje, graha i dr. Od
ostalih sirovina mogle bi se koristiti Se¢erna repa i Secerna trska (Li i Komarek, 2017).
Dodatak topljivih prehrambenih vlakana u pi¢a povecava viskoznost i stabilnost. Topljiva
prehrambena viakana se vise koriste od netopljivih jer su disperzivnija u vodi (Mandi¢ i Nosic,
2009; Dhingra i sur., 2012). Kao primjer mogu posluziti topljiva vlakna Zitarica i raznog voca.

Prehrambena vlakna se mogu dodavati i u proizvodnji dijetalnih pic¢a kako bi se pomoglo
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ljudima s posebnim prehrambenim potrebama kao i s ciljiem redukcije tjelesne mase te kao
zamjena pojedinih dnevnih obroka (Dhingra i sur., 2012). Potrosaci su jako dobro prihvatili
jogurt obogaden s 1,3 % vlakana jabuke, pSenice, inulina i bambusa (Staffolo i sur., 2004). U
pokusaju proizvodnje pile¢cih medaljona koji sadrZe malo soli i masnode te visoki udio
prehrambenih vlakana izmedu ostalih su koristena i vlakna pulpe jabuke. Od ostalih

prehrambenih vlakana su koriStena ona iz graska i tikvica (Verma i sur., 2009).

Interakcije izmedu ugljikohidrata i polifenola mogu se koristiti za mikroenkapsulaciju Sto
podrazumijeva da je aktivna tvar na odredeni nacin ,zarobljena” u okolnoj tvari (Jakobek,
2015). Nasi kompleksi bi se mogli koristiti u proizvodnji sladoleda kako bi povecali
antioksidacijsku stabilnost kao i inhibitornu aktivnost u odnosu na a-glukozidazu. Takoder bi
se mogli koristiti i u jogurtima jer je primjecena visa antioksidacijska aktivnost u jogurtima s
dodanim mikroenkapsuliranim ekstraktima (u usporedbi s ekstraktima, dodanim u jogurt,
bez mikroenkapsulacije). U usporedbi s obi¢nim jogurtima primjecena je visa koncentracija
fenolnih spojeva i antocijana u jogurtima koji sadrze mikroenkapsulirane ekstrakte. Nasi
mikroenkapsulati bi se mogli koristiti i za izradu ,,zdravih” Zvakaéih guma, a slicne Zvakace
gume su vec radene uz uporabu kazeina i inulina. Takoder bi se mogle izradivati i male
aromatizirane kockice Secera za zasladivanje cajnih napitaka (Dias i sur. 2015). Nasi
kompleksi bi se mogli koristiti i u proizvodnji izotoni¢nih bezalkoholnih piéa. Antocijani se
inace koriste za bojanje hrane i pi¢a jer imaju veliku sposobnost bojanja, nisku toksi¢nost i
jako dobru topljivost u vodi. Medutim ovi pigmenti su nestabilni i mogli bi se razgraditi u
bezbojne spojeve pod utjecajem pH, temperature, svjetlosti, kisika ili nekog drugog
¢imbenika. Stoga bi se mikroenkapsulacija mogla upotrijebiti za povecanje stabilnosti ovih
pigmenata (Peanparkdee i sur., 2016). Ovdje bi nasi mikroenkapsulati, tj. kompleksi takoder

mogli naci svoju primjenu.

2.5. SECERI

Ugljikohidrati imaju glavnu ulogu u metabolizmu Zivotinja i biljaka. Predstavljaju jedan od
glavnih nutrijenata i koliinski su najvazniji izvor energije. Energetska vrijednost jednog

grama ugljikohidrata iznosi 4 kcal ili 17 kJ (Belitz i sur., 2009).
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Ugljikohidrati se prema stupnju polimerizacije djele na monosaharide, oligosaharide i
polisaharide. ,Glikemijski ugljikohidrati“ (ili ugljikohidrati s glikemijskim indeksom) se u
probavnom traktu mogu hidrolizirati enzimima u monosaharide te apsorbirati u krvotok i
metabolizirati. , Neglikemijski ugljikohidrati (ili ugljikohidrati bez glikemijskog indeksa) u
razliCitim stupnjevima fermentiraju u debelom crijevu do kratko-lan¢anih masnih kiselina,
ugljikovog(IV)-oksida, vodika i metana. Apsorbirane kratko-lanCane masne kiseline se
apsorbiraju u epitelu debelog crijeva, jetrenim stanicama i miSiénim stanicama. Unos
razli¢itih vrsta ugljikohidrata je povezan s pozitivnim utjecajima na zdravlje zbog utjecaja na
ravnoteZu energije, probavni trakt, kontrolu glukoze u krvi kao i za druge rizicne ¢imbenike

za pojedine kroni¢ne bolesti (Gibney i sur., 2009).

Hrana koja ima visoki glikemijski indeks uzrokuje nagle i visoke poraste razine glukoze u krvi
dok ona sa niskim glikemijskim indeksom uzrokuje male promjene razine glukoze u krvi.

Hrana s niskim glikemijskim indeksom ima niz zdravstvenih prednosti zato Sto su ,skokovi

glukoze u krvi i proizvodnja inzulina svedeni na minimum (Liu i sur., 2012).

2.5.1. Saharoza

Saharoza (Slika 11) je najzastupljeniji disaharid u prirodi. Gradena je od jedne jedinice
glukoze i jedne jedinice fruktoze. Njezina molekularna masa (342,31). Glikozidna veza je
izmedu anomernog C-1 atoma glukoze i anomernog C-2 atoma fruktoze i upravo ta
neraspolozivost anomernih C-atoma sprjeCava saharozu da sudjeluje u Maillard-ovim
reakcijama sa aminokiselinama iz proteina, tj. buduéi da aldehidne i keto skupine nisu
kemijski reaktivne, za saharozu moZemo reci da je nereducirajuci Se¢er. Medutim, saharoza
ipak moZe sudjelovati u Maillard-ovim reakcijama ako se prvo hidrolizira do glukoze i
fruktoze do ¢ega dolazi ako se produkti (Cak i ako su blago kiseli) zagrijavaju. Saharoza ima
molekularnu formulu Ci2H2,04; i sintetizira se u citosolu stanica lista (Featherstone, 2015;

BeMiiller, 2019).

Hidroliza saharoze dovodi do nastajanja jednakih koli¢ina D-glukoze i D-fruktoze i tako
dobiveni Seéer se naziva ,invertni Secer” bududi da je dosSlo do promjene smjera rotacije
tijekom hidrolize. U saharozi je rotacija pozitivna dok je negativna u hidrolizatu. Saharoza je

dobro topljiva u Sirokom temperaturnom rasponu i to svojstvo ju Cini izvrsnim sastojkom za
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sirupe kao i ostale namirnice koje imaju sadrzane Secere (npr. sokove) (De Man, 1999; Belitz i

sur., 2009).
CH,0OH HOH,C (o) H
H O H
OH H H H
s O CH,OH
H HO OH H

Slika 11 Struktura saharoze (https://biologydictionary.net/sucrose/)

2.5.2. Trehaloza

Trahaloza (Slika 12) je nereducirajuci disaharid koji se sastoji od dvije glukozne jedinice koje
su medusobno povezane a (1->1) glikozidnom vezom. Jos$ je poznata pod nazivima mikoza i
tremaloza te ima molekularnu formulu Cy3H2,04. Buduéi da je jedan reducirajuci kraj
glikozilnog ostatka povezan s drugim, trehaloza nema reducirajucu sposobnost pa zato ne
moze sudjelovati u Maillard-ovim reakcijama sa amino-spojevima (poput aminokiselina i
proteina) do kojih bi inace dolazilo u proizvodima kao $to su voéni sokovi. Zato trehaloza ima
Siroko podrucje primjene u industriji hrane i pi¢a te joj je podrucje primjene puno vecée nego
prije. Osim u proizvodnji sokova trehaloza se moZe koristiti i u proizvodnji pekarskih
proizvoda jer sprjecava razgradnju Skroba, te ujedno moze sprijeciti i apsorpciju vlage kod
suSenih (dehidratiranih) proizvoda kao $to su Zitarice za dorucak, riza i rezanci (Elbein i sur.,

2003). Trehaloza ima istu relativnu molekularnu masu i kemijsku formulu kao saharoza.

Relativna slatkoca trehaloze iznosi 45 % od saharoze. Trehaloza je termostabilna i ima visok
raspon prihvatljivih pH vrijednosti. Iz tog razloga se smatra jednim od najstabilnijih
ugljikohidrata. Zagrijavanjem 4 %-tna otopina trehaloze, razliCitih pH vrijednosti (od 3,5 do
10) na 100 °C tijekom 24 sata niti u jednom slucaju nije doSlo do degradacije trehaloze.
Trehaloza ima znacajnu ulogu u zastiti organizma od razlicitih okolisnih stresova, npr.
dehidracije, topline, hladnoée i oksidacije. Do sada su poznata 3 razli¢ita puta biosinteze

trehaloze. Trehaloza se u prehrambenoj industriji koristi kao sladilo (Higashiyama, 2002).
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HO HO H H OH oH

Slika 12 Struktura trehaloze (Elbein, 2003)

Trehaloza je bila sastavni dio ljudske prehrane joS od pradavnih vremena te ima veci
hidracijski kapacitet od saharoze (Kopjar i sur., 2016). Ograni¢ena je samo na jednu stabilnu
konformaciju koja oblikom podsje¢a na skoljku. ,Otvorena” strana skoljke (tzv. ,dno“) je
hidratiziran, a ,zglobni dio” Skoljke (tzv. ,vrh“) je manje hidratiziran. Trehaloza moze stupiti
u interakcije i s hidrofilnim i s hidrofobnim molekulama. Za ocekivati je da ée dodi do
stvaranja trehaloza-benzen kompleksa u vodenim otopinama, a benzenske molekule bi bile
smjesStene samo na ,vrSnom“ djelu trehaloze. Postoje jasni dokazi o stvaranju kompleksa
trehaloze i benzena kao i p-krezola zato Sto su nezasiéene veze u benzenu slicne cis
dvostrukim vezama. Molekula benzena prvo prilazi ,vrSnom* djelu trehaloze i dolazi do
interakcije pomocu van der Waalsovih sila, a na ,otvorenom” dijelu trehaloze dolazi do
nastajanja vodikovih veza izmedu molekula vode i -OH skupina molekule trehaloze. Ovakvi
kompleksi se ne stvaraju izmedu ostalih disaharida i benzena jer kod ostalih disaharida dolazi
do stvaranja konformacijskih promjena oko glikozidnih veza S$to uzrokuje neprestane
promjene orijentacije hidrofobnih , dZepova“ koje onemogudéuju nastajanje kompleksa s

molekulama poput benzena (Skakakura i sur., 2011).

U posljednje vrijeme se u prehrambenoj industriji trehalozi pridaje sve vise painje zbog
njezinog pozitivnog djelovanja na kvalitetu gotovog proizvoda (Zlatic i sur., 2017).
Istrazivanja su pokazala da trehaloza, u usporedbi sa saharozom, znacajno doprinosi
smanjivanju rizika od nastanka karijesa. Bakterije Streptococcus mutans i Streptococcus
sobrinus proizvode manje mlijecne kiseline iz trehaloze nego iz saharoze pa kazemo da je

trehaloza manje kariogena od saharoze (Neta i sur., 2000). Nedavna istrazivanja su pokazala
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da se trehaloza probavlja puno sporije od saharoze te da ima nizi glikemijski indeks i da
dovodi do manjeg oslobadanja inzulina, za razliku od saharoze (Van Can i sur., 2012). Buduci
da se samo djelomiéno razgraduje u probavnom traktu ljudi smatra se , dijetetskim seéerom”
(Rai i Bai, 2015). Postprandijalni ,,skokovi“ glukoze mogu uzrokovati oSteéenja krhkih krvnih
Zila u srcu, mozgu, bubrezima, o¢ima i stopalima. Trehaloza moZze pomoci u prevenciji od
ovih rizika bududi da ne podize razinu glukoze u krvi naglo, ali potrebna je evaluacija prije
potencijalne uporabe trehaloze, kao zasladivaca, u dijabetiara (Yoshizane i sur., 2017).
Glikemijski indeks glukoze je 100, a trehaloze 67 (Jentjens i Jeukendrup, 2003). Enzim
trehalaza razli¢ito djeluje kod razlicitih pojedinaca i razina glukoze u krvi sporije raste kod
pojedinaca sa smanjenom aktivnosc¢u trehalaze. Hipoglikemija je malo vjerojatna ¢ak i ako
pojedinac konzumira veliku koli¢inu trehaloze buduci da se trehaloza apsorbira u krv sporo i
kontinuirano te dovodi do blagog inzulinskog odgovora. Stoga je manje vjerojatno da ¢e doci
do inhibiranja lipidne oksidacije sto dovodi do o€uvanja ugljikohidrata te se zato njen unos
preporucuje prije duljih sportskih vjezbi (Wadazumi i sur., 2019). Predlozen je model prema
kojem trehaloza sprjecava preveliku apsorpciju glukoze u tankom crijevu jer inhibira
glukozne transportere (GLUT) (Yoshizane i sur., 2017). Trehaloza moZe blokirati steatozu

uzrokovanu prehranom ili geneticki (Higgins, 2018).

Razine trehaloze mogu biti vrlo raznolike u razli¢itim stanicama Sto ovisi o stupnju razvoja,
nutritivnom statusu organizma ili stanice i okoliSnim uvjetima koji prevladavaju u vrijeme
insekti ga koriste tijekom letenja (Becker i sur., 1996). Stanice kvasaca i spore gljivica imaju
sposobnost preZivljavanja u odsustvu vode Sto je u jakoj korelaciji sa sintezom trehaloze. Ova
sposobnost prezZivljavanja u prisutnosti trehaloze je neovisna o fazi rasta u kojoj se nalaze
mikroorganizmi te ako su mikroorganizmi podvrgnuti toplinskom Soku u logaritamskoj fazi
rasta ubrzano pocinju sintetiziraju trehalozu i stvaraju sposobnost prezivljavanja dehidracije
(Hottinger i sur., 1987). Ova uporaba trehaloze za preZivljavanje dehidracije (kao i drugih
stresnih uvjeta) je primje¢ena cak i u arheobakterija koje akumuliraju trehalozu kao odgovor
na stres. Vecina organizama viSe preferira trehalozu u odnosu na saharozu jer trehaloza ima
manju sklonost formiranja kristala u odnosu na saharozu (Nicolaus i sur., 1988). Najmanje
dvije podjedinice kompleksa trehaloza-6-P sintaze iz kvasca Saccharomyces cerevisiae se

aktivno sintetiziraju za vrijeme toplinskog Soka (Bell i sur., 1992). FizioloSke koncentracije
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trehaloze (do 0,5 M) Stite enzime kvasaca i ostalih organizama od inaktivacije toplinom.
Trehaloza takoder reducira nastajanje proteinskih nakupina (tj. agregata) te ima bolje
stabiliziraju¢e djelovanje na proteine od otopljenih tvari kao S$to su polioli, Seceri i
aminokiseline (DeVirgilio i sur., 1994). Slijedeca uloga trehaloze je zastita stanica od radikala
kisika (tj. reaktivnih vrsta kisika). lzlaganje kvasca Saccharomyces cerevisiae srednje jakim
toplinskim Sokovima ili inhibitoru proteosoma dovelo je do akumulacije trehaloze i izrazito
povecalo odrZivost stanica prema djelovanju slobodnih radikala (tj. reaktivnih vrsta kisika)
(H,0,/Fe). Drugim rijec¢ima, visoka koncentracija trehaloze u stanici je sprijecila da reaktivne
vrste kisika oStete aminokiseline u stanicnim proteinima. Zato se trehaloza smatra
y,hvatatem slobodnih radikala“. Saharoza nema tu sposobnost (Benaroudj i sur., 2001). Soj
Escherichie coli za koji je utvrdeno da ne moZe producirati trehalozu ugibao je na 4 °C puno
brZze od , divljeg” soja. Dodatnim istraZivanjem da se snizenjem temperature s 37 °C na 16 °C
nivo trehaloze se povecao za osam puta. Egzogena trehaloza moZe zastititi razne organizme
od smrzavanja, ali najvec¢a zastita se postize kada je trehaloza prisutna s obje strane
membrane (Kandror i sur., 2002). Trehaloza i povezani metaboliti mogu djelovati kao
regulatori biljnog rasta i razvoja. Ovo djelovanje bi moglo biti slicno djelovanju trehaloze-6-
fosfata na heksokinaze i glikolizu u kvascima (Muller i sur., 1999). Najpoznatiji i najdetaljnije
proucavani trehalozni lipid je lipid stani¢ne stijenke bakterije Mycobacterium tuberculosis
koji sadrzi masnu kiselinu koja se naziva mikoli¢na kiselina. Ova kiselina je esterificirana na
Sestoj hidroksilnoj skupini svake glukoze pri éemu nastaje trehaloza-dimikolat. Taj lipid se
smatra jednom od najtoksi¢nijih komponenata stani¢ne stjenke i takoder je u velikoj mjeri
odgovoran za nisku propusnost stani¢ne stjenke mikobakterija koja dovodi do znatne
otpornosti (tj. rezistencije) prema lijekovima u mikobakterija. U nekim bakterijama, narocito
aktinomicetama, trehaloza je temeljna komponenta razli¢itih glikolipida koji se nalaze u
stani¢noj stijenci (Brennan i Nikaido, 1995). Ovaj Secer je pokazao pozitivnho djelovanje na
oCuvanje komponenti poput polifenola (Loncari¢ i sur., 2016). U mnogim slucajevima je
dokazano da trehaloza ima stabiliziraju¢e djelovanje na fenole i antocijane (Kopjar i sur.,
2017). Vjerojatno vrlo vaznu ulogu u utjecaju trehaloze na fenolne spojeve ima primijenjena
metoda procesiranja te uvjeti tijekom procesiranja (visoka temperatura, susenje
zamrzavanjem i zamrzavanje), dodavanje odredenih sastojaka kao i profil fenolnih spojeva
(Kopjar i sur., 2016). Komponente koje imaju nezasi¢ene veze se u vodenim otopinama mogu

povezivat sa trehalozom, ali ne i sa drugim disaharidima. Na taj nacin bi se moglo objasniti
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stabiliziraju¢e djelovanje trehaloze na fenole jer se aromatski prstenovi pri¢vrséuju u
dehidratiranim, hidrofobnim dZepovima trehaloze stvarajuéi kompleks (Sakakura i sur.,
2011). Trehaloza moZe formirati stabilne intramolekularne komplekse s nezasi¢enim

spojevima koji sadrze cis dvostruke veze (Oku i sur., 2003).

Trehaloza moze ,zarobiti” hlapljive tvari na puno djelotvorniji nacin od saharoze, ali nema
dovoljno senzornih dokaza koji bi mogli dovoljno poduprijeti razliku izmedu ova dva
disaharida (Galmarini i sur., 2011). Tekstura, boja, okus i svojstva koja se zadrZzavaju tijekom
kuhanja Sirokog spektra namirnica ostaju o¢uvana ako im se prije susenja dodala trehaloza.
Vocni pirei kojima je dodana trehaloza se lakSe suse i dobivaju se stabilni suhi prasci. Ako se
voc¢nom prasku koji sadrzi trehalozu dodaje voda vracaju se viskoznost i tekstura svjezeg
pirea te nakon kratkog vremena proizvod dobiva jedinstvenu aromu po svjezem voéu. Ako se
susio prasak kojemu nije dodana trehaloza proizvod se puno teze rekonstituira i gubi dosta
od svoje arome. Uz primjenu standardnih metoda susenja, bez dodatka tehaloze, proizvodi
gube mnoga od svojih svojstava arome. Kriske banane susene bez trehaloze postaju smede i
hrskave i ne mogu se rehidrirati, ali to se ne dogada u slucaju s kriSkama banane koje su se
suSile uz dodatak trehaloze jer se dobivaju mekane vocne kriske s bojom i teksturom svjeze
banane. Bilje suseno bez dodatka trehaloze je postajalo smede i drvenasto i izgubilo svu
aromu tijekom skladistenja (Mathlouthi, 1994). Trehaloza tvori Cetiri vodikove veze s dvije
molekule vode (Roser, 1991). Trehaloza je hidrofilna i zato se Secerno staklo trehaloze ne
mijesa sa ili nije propusno za hidrofobne hlapljive aromati¢ne komponente kao sto su esteri.
Secerna stakla se dobivaju hladenjem 3ecerne tekuéine dovoljno brzo da atomi ne stignu
formirati kristalnu resetku. Zbog te nekompatibilnosti aromaticne komponente su
,zarobljene” (tj. ,uhvacene”) u Secernom staklu i mogu se (ponovno) osloboditi samo
rekonstitucijom. Secerna stakla podrijetlom od drugih $ecera postaju porozna i propusna za
hlapljive aromati¢ne komponente te dovode do gubitka arome proizvoda tijekom vremena.
Trehaloza ima sposobnost suzbijanja neugodnih mirisa koji potjecu od npr. riba i mesa (kao i
od ljudi) a takoder i sposobnost zadrzavanja pozeljnog izgleda i kvalitete procesirane hrane
(Ohtake i Wang, 2011). Opcenito vrijedi da oslobadanje arome ovisi o velikom broju
promjenjivih parametara medu kojima su najvazniji hidrofobnost, topljivost u vodi te
prisutnost i smjestaj funkcionalnih skupina, a takoder i o velikom broju interakcija koje se

mogu pojaviti izmedu spojeva (Branca i sur., 1999; Patist i Zoerb, 2005). Trehaloza ima vecu
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djelotvornost kao donor vodikovih veza od ostalih disaharida $to dovodi do stabiliziranja

biomolekula tijekom dehidracije (Branca i sur., 1999).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak ovog specijalistickog rada podijeljen je u dva dijela. Prvi dio obuhvaca pripremu

bioaktivnih dodataka hrani na bazi vlakna jabuke i njihovu karakterizaciju, a drugi dio

obuhvaca pripremu bioaktivnih dodataka hrani na bazi vlakna jabuke i disaharida i njihovu

karakterizaciju.

Priprema bioaktivnih dodataka hrani na bazi vlakna jabuke i njihova karakterizacija:

Priprema kompleksa vlakna jabuke/kupina u obliku suhog praha (vlakna jabuke su
koriStena u razli¢itim udjelima dok je koli¢ina soka kupine bila konstantna);
Odredivanje adsorbiranih ukupnih fenola kupine na vlakna jabuke;

Odredivanje adsorbiranih ukupnih proantocijanidina kupine na vlakna jabuke;
Odredivanje adsorbiranih antocijana kupine na vlakna jabuke;

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti kompleksa vlakna jabuke/kupina (DPPH,
ABTS, FRAP i CUPRAC metode);

Odredivanje inhibicije a-amilaze;

Odredivanje parametara boje kompleksa vlakna jabuke/kupina (L*, a*, b*, °h, C¥,
AE);

Odredivanje strukturnih promjena kompleksa vlakna jabuke/kupina u odnosu na
vlakna jabuke;

Odredivanje hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/kupina;

Utvrdivanje utjecaja razlicite koli¢ine vlakana jabuke na ispitivane parametre.
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(1%, 2%, 4%, 6% 8% i 10%) (konstantan volumen)

Vlaknajabuke Sok kupine

Kompleksiranje
(15 minuta na sobnojtemperaturi)

ODREDIVANJE:

» Udjela adsorbiranih fenolnih komponenata na vlaknajabuke
Antioksidacijske aktivnosti kompleksa vlakna jabuke/kupina
Inhibicije a-amilaze

Parametara boje kompleksa vlakna jabuke/kupina

IR spektra kompleksa vlakna jabuke/kupina

Udjela adsorbiranih hlapljivih komponenata na vlakna jabuke

F

YV VYV VYV

Slika 13 Shematski prikaz prvog dijela rada

Priprema bioaktivnih dodataka hrani na bazi vlakna jabuke/disaharid i njihova

karakterizacija:

Priprema kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina u obliku suhog praha (kontrolni
uzorak je bio kompleksa vlakna jabuke/kupina dok je za pripremu kompleksa sa
dodatkom disaharida udio disaharida varirao a koli¢ina vlakna jabuke i koli¢ina soka
kupine su bili konstantni; od disaharida su se koristili saharoza i trehaloza a omjer
vlakna i disaharida bio je 1:0,5, 1:1i 1:2);

Odredivanje adsorbiranih  ukupnih fenola kupine na komplekse vlakna
jabuke/disaharid;

Odredivanje adsorbiranih ukupnih proantocijanidina kupine na komplekse vlakna
jabuke/disaharid;

Odredivanje adsorbiranih antocijana kupine na komplekse vlakna jabuke/disaharid;
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupine
(DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode);

Odredivanje parametara boje kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupine (L*, a*, b*,
°h, C*, AE);

Odredivanje strukturnih promjena kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupine u

odnosu na vlakna jabuke;
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e Odredivanje hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/kupina;
e Utvrdivanje utjecaja tipa disaharida i razli¢itih omjera vlakna jabuke i disaharida na

ispitivane parametre.

Disaharidi (saharoza ili trehaloza) Viakna jabuke Sok kupine
{omjer vlakna i disaharidal:0,5, 1:111:2) [konstantna kolicina) (konstantan volumen)

L r ¥
Kompleksiranje
(15 minuta na sobnoj temperaturi)

ODREBIVANIE:

# Udjela adsorbiranih fenolnih komponenata

Antioksidacijske aktivnosti kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina
Parametara boje kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina

IR spektra kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina

Udjela adsorbiranih hlapljivih komponenata

b

G O

Slika 14 Shematski prikaz drugog dijela rada

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijali

Kalij klorid, natrij acetat, klorovodicna kiselina, octena kiselina, metanol, natrij karbonat,
Zeljezo klorid, amonij acetat Folin-Ciocalteu reagens, saharoza su nabavljeni od proizvodaca
Kemika (Zagreb). Trolox je nabavljen od proizvodaca Sigma (Njemacka). 2,2'-azinobis (3-
etilbenztiozolin-sulfonska kiselina) (ABTS) i 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) su nabavljeni od
proizvodaca Fluka (Njemacka). 2,4,6,-tri(2-piridil)-s-triazin (TPTZ), galna kiselina, procijanidin
B2 su nabavljeni od proizvodaca Sigma, Njemacka. Neokuproin, bakar klorid su proizvodi
Gram-mola (Hrvatska). Trehaloza je dovivena od kompanije Hayashibara doo (Japan), a

vlakna jabuke od kompanije Biesterfeld AG (Zagreb, Croatia).

3.2.2 Priprema bioaktivnih dodataka hrani

Bioaktivni dodatci hrani na bazi vlakana pripremljeni su kompleksiranjem vlakana jabuka i

soka kupine. Sok kupine pripremljen je preSanjem zrelih plodova kupine te zbog uklanjanja
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krutih dijelova filtracijom kroz gazu. Tako pripremljeni sok termicki je obraden na 90 °C 3
minute radi inaktivacije enzima.

Za pripremu kompleksa vlakna jabuke/kupina, vlakna jabuke i sok kupine mijesani su 15
minuta na magnetskoj mijesalici (600 rpm) na sobnoj temperaturi u odgovaraju¢im omjerima
(Tablica 3). Nakon toga, dobivena smjesa je centrifugirana 15 minuta pri 4000 rpm.
Centrifugiranjem se je odvojio kruti od tekuceg dijela te je mokri kruti dio odvojen kako bi se
upotrijebio za pripremu suhog praha odnosno suhog kompleksa vlakna jabuke/kupina. Suhi
kompleksi vlakna jabuke/kupina su dobiveni liofilizacijom. Prije postupka liofilizacije, mokri
kruti dio dobiven centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C 24 sata, a liofilizacija je provedena u
liofilizatoru (Christ Freeze Dryer, Alpha 1-4, Germany). Uvjeti liofilizacije podeSeni su tako da
je temperatura zamrzavanja bila -55 °C, temperatura sublimacije od -35 °C do 0 °C pod
vakuumom od 0,220 mbar te u zavr$noj fazi temperatura izotermne desorpcije od 0 °C do

22 °C pod vakuumom od 0,060 mbar. Cijeli proces liofilizacije trajao je 12 sati.

Tablica 3 Kemijski sastav kompleksa vlakna jabuke/kupina (prvi set uzoraka)

Oznaka Vlakna jabuke Sok kupine
uzoraka (8) (mL)
V)_1%_K 0,5 50
V) _2%_K 1 50
V)_4%_K 2 50
VI_6%_K 3 50
V)_8%_K 4 50
VJ_10%_K 5 50

(VJ —vlakna jabuke; 1 — 10 % - udio vlakana prilikom pripreme kompleksa)

Za pripremu kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina, vlakna jabuke, Secéer i sok kupine
mijeSani su 15 minuta na magnetskoj mijesalici (600 rpm) na sobnoj temperaturi. Od Secera
koristena su dva disaharida, saharoza i trehaloza, u razli¢itim omjerima u odnosu na vlakna
jabuke (Tablica 4). Za ovaj set uzoraka kao kontrolni uzorak pripremljen je i kompleks vlakna
jabuke/kupina. Nakon toga, dobivena smjesa je centrifugirana 15 minuta pri 4000 rpm.
Centrifugiranjem se je odvojio kruti od tekuceg dijela te je mokri kruti dio odvojen kako bi se
upotrijebio za pripremu suhog praha odnosno suhog kompleksa vlakna jabuke/kupina. Suhi
kompleksi vlakna jabuke/kupina su dobiveni liofilizacijom. Prije postupka liofilizacije, mokri

kruti dio dobiven centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C 24 sata a liofilizacija je provedena u
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liofilizatoru (Christ Freeze Dryer, Alpha 1-4, Germany). Uvijeti liofilizacije podeseni su tako da
je temperatura zamrzavanja bila -55 °C, temperatura sublimacije od -35 °C do 0 °C pod
vakuumom od 0,220 mbar te u zavr$noj fazi temperatura izotermne desorpcije od 0 °C do

22 °C pod vakuumom od 0,060 mbar. Cijeli proces liofilizacije trajao je 12 sati.

Tablica 4 Kemijski sastav kompleksa vlakna jabuke/disaharid/kupina (drugi set uzoraka)

Oznaka Vlakna jabuke Sok kupine Saharoza Trehaloza
uzoraka (g) (mL) (8) (8)
\Y 3 50 - -
S_1:0,5 3 50 1,5 -
S 1:1 3 50 3 -
S_1:2 3 50 6 -
T_1:0,5 3 50 - 1,5
T 1:1 3 50 - 3
T 1:2 3 50 - 6

(S — saharoza; T — trehaloza; 1:0,5 — omjer vlakna jabuke:disaharida = 1:0,5; 1:1 — omjer
vlakna jabuke: disaharida = 1:1; 1:2 — omjer vlakna jabuke:disaharida = 1:2)

3.2.3. Metode

3.2.3.1. Ekstrakcija uzoraka

Za odredivanje ukupnih fenola, proantocijanidina, monomernih antocijana i antioksidacijske
aktivnosti uzorci su ekstrahirani s zakiseljenim metanolom (metanol:koncentrirana HCl 99:1).

Nakon ekstrakcije, smjesa je profiltrirana i dobiveni ekstrakti su koristeni za daljnje analize.

3.2.3.2. Odredivanje ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom. Rezultat se preraéuna iz
kalibracijske krivulje galne kiseline.

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-Ciocalteu (1:10)
reagensa i 8 mL otopine natrijevog karbonata u epruvetu, promucka se i ostavi stajati 2 sata
na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. Apsorbancija se odreduje na spektrofotometru
pri 765 nm. Slijepa proba se pripravi sa destiliranom vodom (2 mL). Mjerenja su provedena u

tri paralele.
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3.2.3.3. Odredivanje proantocijanidina

Postupak: otpipetira se 0,1 mL uzorka te se doda 1 mL otopine 4-dimetil-amino-
cinamaldehida. Reakcijska smjesa se ostavi stajati 30 minuta te se mjeri apsorbancija na 640
nm. Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za procijanidin B2. Mjerenja su provedena

u tri paralele.

3.2.3.4. Odredivanje fenola primjenom tekudinske kromatografije visoke

djelotvornosti

Sadrzaj antocijana, fenolnih kiselina i flavonola odreden je koristec¢i HPLC sustav 1260 Infinity
Il (Agilent technology, Santa Clara, CA, USA). Navedeni sustav se sastoji od sljededih dijelova:
kvaterna pumpa, detektor s diodnim nizom i kolona Poroshell 120 EC-C 18 (4,6 x 100 mm,
2,7 um). Koristena metoda je opisana u radu lvi¢ i sur. (2021) te prethodno validirana. Kao
mobilne faze koristeni su 0,1 %-tna H3PO4 (A) i 100%-tni metanol (B). Koli¢ina injektiranog
uzorka iznosila je 10 pL, a protok je bio postavljen na 1 mL/min. Za razdjeljivanje je
upotrijebljen sljedeci gradijent: 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. Za pripremu kalibracijskih krivulja, koriStene su koncentrirane otopine standarda
koje su se razrjedivale s metanolom kako bi se dobile razli¢ite koncentracije (klorogenska
kiselina 25 - 500 mg/L (r* = 0,9990), kvercetin-3-O-ramnozid 5 - 150 mg/L (r?> = 0,9975) i
cijanidin-3-glukozid 10 - 300 mg/L (r?>=0,9991)). Kromatogrami su snimani u podru¢ju od 190
do 600 nm. Antocijani su identificirani na 520 nm, hidroksicimetne kiseline na 320 nm, a

flavonoli na 360 nm. Uzorci su analizirani u paralelama.

3.2.3.5. Inhibicija a-amilaze

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se pomijesa s 0,4 mL otopine a-amilaze (1 mg/mL).
Smjesa se inkubira 10 minuta na 37 °C. Nakon toga se doda 0,2 mL otopine Skroba (1 %) te se
smjesa inkubira daljnjih 10 minuta na 37 °C. Zatim se doda 1 mL 3,5-dinitrosalicilne kiseline i
smjesa se stavi u kipuéu vodenu kupelj 5 minuta kako bi se zaustavila reakcija. Nakon toga se
smjesa stavi u ledenu vodenu kupelj kako bi se ohladila na sobnu temperaturu i doda se 10

mL destilirane vode. Absorbanca se mjeri na 540 nm. Za svaki uzorak je odredena kontrola
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odnosno neinhibirana reakcija i slijepa proba odnosno uzorak bez dodanog enzima. Postotak

inhibicije a-amilaze izracunat je prema slijedecoj formuli:

% |nh|b|cue = (Ainh - Akon)/Asp x 100
Ainh — absorbanca inhibirane reakcije, Awon — absorbanca neihnibirane reakcije, Ay, —
absorbanca slijepe probe.

Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.2.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje mjerenje antioksidacijske aktivnosti koriStene su Cetiri metode; DPPH, ABTS,
CUPRAC i FRAP.

DPPH metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 3 mL otopine DPPH, dobro promijesa i reakcijska
smjesa se ostavi stajati 15 minuta. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Rezultat se
preracuna iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

ABTS metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa i
smjesa se ostavi reagirati 1h i 35 min u mraku. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 734 nm.
Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.
CUPRAC metoda

Postupak: otpipetira se 1 mL otopine bakar klorida, 1 mL otopine neokuproina, 1 mL amonij
acetata, 0,2 mL uzorka te 0,9 mL vode. Smjesa se homogenizira te ostavi stajati 30 minuta.
Nakon inkubacije mjeri se absorbanca na 450 nm. Rezultat se preraCuna iz kalibracijske
krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

FRAP metoda

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 3 mL FRAP otopine, dobro promijesa i reakcijska
smjesa se ostavi stajati 30 minuta. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Rezultat se

preracuna iz kalibracijske krivulje za trolox. Mjerenja su provedena u tri paralele.

3.2.3.7. Odredivanje parametara boje

Mjerenje boje kao i promjena boje praceni su kromametrom (Minolta CR-400). Ovaj tip

kromametra mjeri reflektiranu svjetlost s povrsine predmeta. Svjetlost se reflektira, te takvu
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svjetlost mjeri Sest jako osjetljivih silikonskih fotoéelija. Podatke zapisuje racunalo i izrazava
ih u pet razli¢itih sustava (X, Y, Z; Yxy; LCH; Lab; Hunter Lab). U radu je koristen Lab sustav
koji daje priblizne vrijednosti kao i ljudsko oko.
Pomocu L* vrijednosti odreduje se je li neki predmet taman ili svijetao. Ako je L* = 0 tada je
predmet taman, a ako je L* = 100 predmet je svijetao. a* vrijednost odreduje je li neki
predmet crvene ili zelene boje. Ako je a* pozitivan predmet je crvene boje, a ako je a*
negativan predmet je zelen. b* vrijednost odreduje je li neki predmet Zute ili plave boje. Ako
je b* pozitivan predmet je Zute boje, a ako je b* negativan predmet je plav.
Osim L*, a* i b* vrijednosti na kromametru su odredeni i zasi¢enje (C*) i ton boje (°h). Ton
boje (°h) definira vizualni dozivljaj na temelju kojeg to¢no definiramo pojedinu boju npr.
crvenu, plavu, zelenu itd. ovisno o dominantnoj valnoj duljini. Zasi¢enje (C*) definira udio
Ciste boje u ukupnom vizualnom dozivljaju boje tj. udio pojedinih valnih duljina u ukupnom
tonu boje. Svjetlina (L*) opisuje slicnost boje s nizom akromatskih boja od crne preko sive do
bijele odnosno udio crne u nekom tonu boje.
Udaljenost izmedu dvije tocke u koordinatnom sustavu boje se izrazava kao promjena boje
odnosno AE. Promjena boje izracunava se na temelju L*, a* i b* vrijednosti prema slijedecoj
formuli:
AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)?]%°

AL* = L*, - L*,

Aa* = a*¢-a*y

Ab* = b* - b*,

(k — kontrolni uzorak; u — usporedivani uzorak)

3.2.3.8. FTIR-ATR analiza

FTIR-ATR analizom utvrdene su strukturne promjene na vlaknima nakon kompleksiranja s
fenolima soka kupine. Snimanje FTIR spektra provedeno je od 4000 do 600 cm™ pomocu

Cary 630 FTIR spektrometra.

3.2.3.9. Odredivanje hlapljivih komponenata

Za odredivanje hlapljivih komponenata koristen je plinski kromatoraf s masenim detektorom

(GC-MS). Za pripremu uzorka koristena je tehnika mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME) za
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koju je neophodna SPME aparatura. Polimerna stacionarna faza (unutar igle) bila je
polidimetilsiloksana-divinilbenzen. U bocicu od 10 mL odvaZe se 5 g uzorka te doda 1 g natrij
klorida. U bocicu se ubaci magnet te se hermeticki zatvori teflonskim c¢epom. Bocica se
postavi u posudu s vodom te se, uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom mijesalicom,
hlapljivi sastojci adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu. Prije samog ispustanja igle u
nadprostor uzorka, uzorak se 10 minuta mijesa na vodenoj kupelji (40 °C) radi zasi¢enja
nadprostora sa svrhom Sto bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. Adsorpcija se provodi na
temperaturi od 40 °C (vodena kupelj) u trajanju od 45 minuta. Po zavrsetku adsorpcije igla s
adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te slijedi njihova
toplinska desorpcija. Odredivanje kvantitativnog udjela hlapljivih sastojaka uzoraka
provedeno je primjenom instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koriSten plinski
kromatograf Agilent 7890B s masenim spektrometrom Agilent 5977A (Agilent Technologies,
CA, USA)
Uvjeti uzorkovanja SPME metodom:

e vlakno divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan (DVB/CAR/PDMS), 50/30 um,

Supelco, USA;

e adsorpcija: 45 min, 40 °C, 300 rpm;

e desorpcija: 7 min, 250 °C, splitless mod.
Uvjeti plinskog kromatografa i masenog spektrometra:

e kolona: HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);

e temperature: od 40 °C (10 min) do 120 °C (3 °C/min), zatim do 250 °C (10 °C/min);

e plin nosioc: helij (¢istoce 5.0), protok 1 mL/min;

e temperatura injektora: 250 °C;

e temperatura detektora: 280 °C;

m/z: 40 do 400, 70 eV.

Koli¢ina hlapljivih komponenata je izrazena preko mirtenola kao internog standarda.

3.2.3.10. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza rezultata je provedena pomocéu ANOVA testa uz statisticku znacajnost od

P<0,5.
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4. Rezultati i rasprava

Nekovalentne interakcije izmedu polifenola i vlakana mogu znacajno utjecati na fizikalno-
kemijska i nutritivna svojstva hrane. Znanja o tim interakcijama mogu se koristiti za razvoj
razliitih vrsta funkcionalnih proizvoda buduéi da polifenoli i vlakna jabuke mogu doprinijeti
smanjuju ucestalosti razlicitih kroni¢nih bolesti. U prvom dijelu ovog istrazZivanja pripremljeni
su bioaktivni dodaci hrane na bazi vlakana jabuke i soka kupine kako bi se utvrdila
ucinkovitost adsorpcije fenola soka kupine na vlakna jabuke. U drugom dijelu istrazivanja
Zeljelo se je utvrditi da li se dodatkom disaharida (saharoze i trehaloze) prilikom

kompleksiranja moze poboljsati adsorpcija fenola soka kupine na vlakna.

4.1. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZI VLAKNA JABUKE

Udio fenola i proantocijanidina na kompleksima vlakna jabuke/kupina

U Tablici 5 prikazan je udio adsorbiranih ukupnih fenola i proantocijandina na vlakna jabuke
ovisno o udjelu vlakna jabuke koristenog prilikom pripreme kompleksa. 1z rezultata je vidljivo
da je poveéanjem dodatka vlakna jabuke prilikom pripreme kompleksa doslo do smanjenja
adsorpcije ukupnih fenola. Najveéi udio adsorbiranih ukupnih fenola imao je kompleks
VJ_1% K (1,823 g GAE/100 g). Poveéanjem udjela vlakna jabuke utvrdeno je linearno
smanjenje adsorpcije ukupnih fenola (koeficijent korelacije 0,9155), te je kompleks
VJ_10%_K imao 1,183 g GAE/100 g ukupnih fenola. Smanjenje ukupnih fenola na
kompleksima u odnosu na kompleks VJ_1%_ K iznosilo je 1,88 %, 17,94 %, 29,65 %, 31,62 % i
35,09 % za komplekse VI_2%_ K, VI_4%_ K, VJ_6%_K, VJ_8%_K i VJ_10%_K. Proantocijanidini
su imali drugadiji trend adsorpcije. Kao i u slucaju ukupnih fenola, najveéi udio
proantocijanidina imali su kompleksi VJ_1%_K (98,85 mg PB2/100 g) i VJ_2%_K (93,51 mg
PB2/100 g). Kompleksi VI _4% K i VJ_6% K imali su jednaku koli¢inu proantocijanidina (oko
87 mg PB2/g), dok su preostala dva kompleksa imala znatno niZe vrijednosti (73,47 mg
PB2/100 g i 57,43 mg PB2/100 g za komplekse VJ_8% K i VJ_10%_K). Inhibicija a-amilaze
pomoc¢u dobivenih kompleksa nije pratila trend dobiven za ukupne fenole i
proantocijanidine. Za komplekse VJ_1% K, VJ_2% K i VJ_4%_K utvrdeno je povecéanje
inhibicije a-amilaze s povecanjem udjela vlakna (33,05 %, 35,90 % i 37,53 %). Daljnjim
povecanjem udjela vlakna jabuke doslo je do smanjenja inhibicije a-amilaze na 33,3 % za

V) 6% KiV) 8% Ktecakna22,10% za V] 10% K.
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Tablica 5 Udio adsorbiranih polifenola i proantocijanidina na vlakna jabuke, te postotak
inhibicije a-amilaze

Uzorci Ukupni fenoli Proantocijanidini % inhibicije
(g GAE/ 100 g) (mg PB2/100 g) a-amilaze

VI_1%_K 1,823+0,002° 98,85+1,35°2 33,05+0,67¢
VI_2%_K 1,789+0,011° 93,51+2,932 35,90+0,37°
VI_4%_K 1,49610,014¢ 88,56+0,47° 37,530,102
VJ_6%_K 1,282+0,017¢ 85,39+2,68° 33,14+0,23¢
VIJ_8%_K 1,246+0,010¢ 73,47+1,96° 33,56+0,29¢
VJ_10%_K 1,183+0,008f 57,43+2,71¢ 22,10+0,21¢

VJ —vlakna jabuke; K — sok kupine; 1% - 10% - udio vlakna jabuke prilikom kompleksiranja.
Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.

Tablica 6 Udio (mg/100 g) adsorbiranih flavanola, antocijana i fenolnih kiselina na vlakna
jabuke

Komponente Udio vlakna
1% 2% 4% 6% 8% 10%

Flavonoli 109,03 121,62 119,13 125,11 123,73 126,02
K-3-O-ga 53,43+0,39° | 51,23+0,30° | 38,40+0,18° | 35,24+0,04¢ | 29,59+0,35¢ | 29,20+0,02¢
K 55,60+0,41" | 70,39+0,88¢ | 80,73+0,67¢ | 89,87+0,87° | 94,14+0,26° | 96,82+0,55°

Antocijani

C-3-g 254,68+1,94° | 269,74+3,78% | 188,78+2,93° | 162,42+0,55¢ | 135,53+1,28° | 128,15+0,01f

Fenolne kiseline 51,88 53,96 56,44 59,32 59,00 60,58
Klo 17,42+0,05" | 19,60+0,02° | 21,84+0,18% | 23,99+0,01° | 24,65+0,28" | 26,07+0,08?
HC-1 18,00+0,16° | 18,14+0,16° | 18,26+0,01° | 18,73+0,10° | 18,25+0,08° | 18,41+0,02°
HC-2 16,46+0,04° | 16,22+0,33>¢ | 16,34+0,04° | 16,60+0,02° 16,10+0,03¢ 16,10+0,00°¢

K-3-O-ga - kvercetin-3-O-galaktozid; K — kvercetin; C-3-g - cijanidin-3-glukozid; Klo —
klorogenska kiselina; HC - 1 i HC - 2 - derivati hidroksicimetne kiseline.
Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razliCite.

U Tablici 6 prikazan je udio pojedinaénih identificiranih fenolnih komponenti. Od antocijana
je identificiran cijanidin-3-glukozid. Najveéi udio adsorbiranog cijanidin-3-glukozida utvrden
je za komplekse VJ_1% K, VJ_2%_K (254,68 mg/100 g i 269,74 mg/100 g). Daljnjim
povecanjem udjela vlakana udio cijanidin-3-glukozida se je smanjio (188,78 mg/100 g,
162,42 mg/100 g, 135,53 mg/100 g i 128,15 mg/100 g za VJ 4% K, VI 6% K, VI 8% K i
VJ_10%_K). Od flavanola identificirani su kvercetin i kvercetin-3-O-galaktozid. Udio
kvercetina se je smanjio s povecanjem udjela vlakana prilikom kompleksiranja dok je za
kvercetin-3-O-galaktozid utvrden obrnuti trend odnosno s poveéanjem udjela vlakana
prilikom kompleksiranja udio kvercetin-3-O-galaktozid se je smanjio. Od fenolnih kiselina
Udio

identificirane su klorogenska kiselina i dva derivata hidroksicimetne kiseline.
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adsorbirane fenolne kiseline na vlakna jabuke se je povecavao s povecanjem udjela vlakna
prilikom kompleksiranja. Sto se ti¢e derivata hidroksicimetne kiseline, njihova adsorpcija na
vlakna nije ovisila o udjelu vlakana prilikom kompleksiranja. Iz rezultata je vidljivo da se
inhibicija a-amilaze ne moZe direktno povezati s ukupnim fenolima ili proantocijanidinima
vec s pojedinacnim fenolnim komponentama odnosno njihovom udjelu, njihovim omjerima i

njihovoj ucinkovitosti u inhibiciji ovog enzima.

Antioksidacijska aktivnost kompleksa vlakna jabuke/kupina

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriStene su 4 metode: DPPH, ABTS, CUPRAC i
FRAP. Navedene metode imaju Siroku primjenu za utvrdivanje antioksidacijske aktivnosti
proizvoda na bazi vo¢a. Metode se medusobno razlikuju po mehanizmu djelovanja. DPPH i
ABTS metode se baziraju na slobodnim radikalima odnosno reakciji DPPH" i ABTS*" slobodnih
radikala s antioksidansima u uzorku, dok se CUPRAC i FRAP metoda baziraju na interakciji
metala bakra i Zeljeza s antioksidansima u uzorku. Obzirom na profil antioksidanasa u uzorku
dobivaju se razliciti rezultati primjenom ove cetiri metode. Antioksidacijska aktivnost
kompleksa vlakna jabuke/kupina prikazana je u Tablici 7. Primjenom svih metoda utvrdeno
je da najvecu antioksidacijsku aktivnost imao kompleks VJ_1%_K te da povecanjem koli¢ine
vlakna dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. Antioksidacijska aktivnost odredena
DPPH metodom za kompleks VJ_1% K iznosila je 109,693 umol TE/100 g. Smanjenje
antioksidacijske aktivnosti s povecanjem koli¢ine vlakna slijedilo je linearni trend sa srednjim
koeficijentom korelacije 0,8696. Kompleksi VI 2% K, VJ_4% K iVJ_6%_ K su imali najsli¢nije
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti (101,006 umol TE/100 g, 100,452 umol TE/100 g i
98,813 umol TE/100 g). Daljnjim povecanjem kolicine vlakna antioksidacijska aktivnost se je
znacajnije smanjila (95,584 umol TE/100 g i 88,897 umol TE/100 g). Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti odredene ABTS metodom su bile nesSto niZze u odnosu na
vrijednosti dobivene DPPH metodom. Antioksidacijska aktivnost za kompleks VJ_1%_K
iznosila je 106,860 umol TE/100 g. Smanjenje antioksidacijske aktivnosti s povecanjem
koli¢ine vlakna je linearno ali s neSto manjim koeficijentom korelacije u odnosu na DPPH
metodu (0,8517). Dvostrukim povecanjem koli¢ine vlakna antioksidacijska aktivnost se je
smanjila na 95,848 pmol TE/100 g. Kompleksi VJ 4% K i VI 6% K su imali jednaku
antioksidacijsku aktivnost (oko 82,5 umol TE/100 g), a preostala dva kompleksa znatno nize

vrijednosti 77,624 umol TE/100 g i 73,738 umol TE/100 g. Antioksidacijska aktivnost
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odredena FRAP metodom za kompleks VJ_1% K iznosila je 13,194 umol TE/100 g. Smanjenje
antioksidacijske aktivnosti s povecanjem koli¢ine vlakna slijedilo je linearni trend s
koeficijentom korelacije 0,9409. Kompleks VJ 2% K imao je antioksidacijsku aktivnost
11,813umol TE/100 g, kompleks VJ_4%_K 11,460 umol TE/100 g, kompleks VJ_6%_K 10,697
umol TE/100 g, kompleks VJ_8% K 10,253 pumol TE/100 g i kompleks VJ_10%_ K najmanju
vrijednost odnosno 9,041 pmol TE/100 g. Izmedu kompleksa VJ_2% K i VI_4%_K nije
postojala statisticki znacajna razlika, isto kao i izmedu kompleksa VJ_6%_K i VJ_8%_ K.
Primjenom CUPRAC metode dobivene su znatno viSe vrijednosti, ali trend linearne ovisnosti
smanjenja antioksidacijske aktivnosti s poveéanjem koli¢ine vlakna se je zadrzao (koeficijent
korelacije 0,9269). Kompleks VJ 1% K imao je antioksidacijsku aktivhost 964,00 pmol
TE/100 g, kompleks VJ_2%_K 888,65 pumol TE/100 g, kompleks VJ_4%_K 848,27 umol TE/100
g, kompleks VJ_6% K 830,95 umol TE/100 g, kompleks VJ_8% K 790,74 umol TE/100 g i
kompleks VJ_10%_K najmanju vrijednost odnosno 687,97 umol TE/100 g.

Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost (umol TE/100 g) kompleksa vlakna jabuke/kupina

Uzorci DPPH ABTS FRAP CUPRAC
VI_1%_K 109,639+0,115% | 106,860+0,119% | 13,194+0,107° 964,00+3,08°?
VI_2%_K 101,006+0,173° | 95,848+0,793° 11,813+0,142° 888,65+3,76°
VI_4%_K 100,452+0,639"¢ | 82,768+0,419° 11,460+0,104° 848,27+2,93°
VIJ_6%_K 98,813+0,555°¢ 82,268+0,467°¢ 10,697+0,176° 830,95+2,68¢
VIJ_8%_K 95,584+0,833¢ 77,624+0,310¢ 10,253+0,124°¢ 790,74+2,52¢
VJ_10%_K 88,897+0,445¢ 73,738+0,860°¢ 9,041+0,046¢ 687,97+2,15

VJ —vlakna jabuke; K — sok kupine; 1% - 10% - udio vlakna jabuke prilikom kompleksiranja.
Vrijednosti u istom stupcu oznacdene razlicitim slovima su statisticki razli¢ite.

Ovisnost antioksidacijske aktivnosti o fenolnim komponentama

Obzirom na profil antioksidanasa u uzorku dobivaju se razliciti rezultati primjenom ove Cetiri
metode odnosno struktura antioksidanasa definira ili jaCu sposobnost inaktivacije odnosno
blokiranja slobodnih radikala ili veéi afinitet prema inaktivaciji metala. Sto je koeficijent
korelacije vedi to je jaCa veza izmedu pojedinih fenolnih skupina i antioksidacijske aktivnosti
(Tablica 8). Ukupni fenoli imaju koeficijent korelacije s DPPH - antioksidacijskom aktivnosti
0,8566. S ABTS - antioksidacijskom aktivnosti koeficijent korelacije je visi, 0,9213. S druge
dvije metode koeficijent korelacije je takoder dobar, 0,9318 i 0,8501 za FRAP i CUPRAC -

antioksidacijsku aktivnost. Ovi rezultati indiciraju da ukupni fenoli imaju afinitet prema
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blokiranju slobodnih radikala i interakciji s metalima. Proantocijanidini kao jedna od skupina
fenola imaju visoki koeficijent korelacije i s FRAP i CUPRAC antioksidacijskom aktivnosti
(0,9054 i 0,9496) a nesto nizi s preostale dvije metode (0,9851 i 0,7241 za DPPH i ABTS).
Visoki koeficijenti korelacije su naznaka da proantocijanidini imaju veci afinitet prema

interakciji s metalima a nesto slabiji prema blokiranju slobodnih radikala.

Tablica 8 Koeficijent korelacije (R?) koji prikazuje ovisnost udjela fenolnih komponenata i
antioksidacijske aktivnosti

DPPH ABTS FRAP CUPRAC
Ukupni fenoli 0,8566 0,9213 0,9318 0,8501
Proantocijanidini 0,8951 0,7241 0,9054 0,9496

Boja kompleksa vlakna jabuke/kupina

Od parametara boje za vlakna jabuke i dobivene komplekse izmjereni su L*, a*, b*, °h i C*
parametri a ujedno je i izraCunata promjena boje (AE) kompleksa u odnosu na vlakna.
Dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 9. L* vrijednost za vlakna jabuke iznosila je 59,76.
Adsorpcijom fenolnih komponenata kupine na vlakna doslo je do znacajne promjene L*
vrijednosti te se ona smanjuje odnosno kompleksi postaju tamniji. L* vrijednost je iznosila
45,90 za kompleks VJ_1%_K, 46,71 za kompleks VJ_2%_K, 47,89 za kompleks VJ_4%_K, 48,41
za kompleks VJ 6% K, 49,30 za kompleks VJ_ 8% K i 49,70 za kompleks VJ_10% K.
Poveéanjem koli¢ine vlakna povecavala se je i vrijednost L* odnosno kompleksi su bili sve
svjetliji. Vlakna su imala pozitivnu vrijednost parametra a* koji definira crveni ton uzorka,
7,89. Adsorpcijom antocijana kupine na vlakna, a* vrijednost se je znacajno povecala te je
iznosila izmedu 18,03 i 19,41. U slucaju a* vrijednosti nije utvrdena ovisnost o koli¢ini vlakna,
vec je najmanju a* imao kompleks VJ_1%_K a najveéu vrijednost kompleks VJ_4%_ K. b*
vrijednost definira Zuti ton uzorka, a za vlakna ova vrijednost je iznosila 23,12. Adsorpcijom
fenola kupine, b* vrijednost se je znacajno smanijila Sto je bilo i za ocekivati obzirom da se je
povecala a* vrijednost odnosno kompleksi su poprimili crveno-ljubi¢astu boju te je Zuto-
smeda boja Cistog vlakna prikrivena. b* vrijednost je iznosila 8,77 za kompleks VJ_1% K, 9,76
za kompleks VJ_2%_K, 10,93 za kompleks VJ_4%_ K, 11,90 za kompleks VJ_6%_K, 12,76 za
kompleks VI 8% K i 12,93 za kompleks VJ_10%_K. Povecanjem koli¢ine vlakna doslo je i do

povedanja b* vrijednosti.
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Na temelju izmjerenih L*, a* i b* vrijednosti izracunata je promjena boje kompleksa u
odnosu na vlakno (AE). Najveé¢a promjena boje utvrdena je za kompleks VJ_1%_K, 22,34, a
daljnjim povecanjem koli¢ine vlakna promjena boje se je smanjivala. Promjena boje za
kompleks VJ_2% K iznosila je 21,76, 20,50 za kompleks VJ_4% K, 19,59 za kompleks
VJ_6%_K, 18,39 za kompleks VJ_8%_ K i 17,76 za kompleks VJ_10%_K. Prema prikazu veze
izmedu izracunate promjene boje i ljudske percepcije boje u eksperimentalno dijelu, vidljivo
je da je razlika u boji pripremljenih kompleksa u odnosu na vlakno vrlo vidljiva ljudskim
okom. Obzirom da je kompleks VJ_1%_K imao najveci udio fenolnih komponenti i najvecu
antioksidacijsku aktivnost, boja ostalih kompleksa je usporedena i s tim uzorkom, AEZ.
Promjena boje u odnosu na kompleks VJ_1% K, za kompleks VJ_2% K iznosila je 1,71, za
kompleks VJ_4% K 3,25, za kompleks VJ_6%_K 4,22, za kompleks VJ_8%_ K 5,33 i za
kompleks VJ_10%_K 5,65. Prema prikazu veze izmedu izracunate promjene boje i ljudske
percepcije boje u eksperimentalnom dijelu, moZe se zakljuciti da je razlika u boji kompleksa
VJ 2% K u odnosu na kompleks VJ_1% K vidljiva a za preostale kompleks dobro vidljiva

ljudskim okom.

Tablica 9 Parametri boje kompleksa vlakna jabuke/kupina

Uzorci L* a* b* AE AE? °h C*
VJ_100% | 59,76+0,06 | 7,98+0,08 | 23,12+0,04 70,95+0,15 | 24,46%0,06
V) 1% K | 45,90+0,09 | 18,03+0,08 | 8,77+0,01 | 22,34 25,92+0,07 | 20,01+0,11
V] 2% K | 46,71+0,03 | 19,15+0,04 | 9,76%£0,01 | 21,76 | 1,71 | 26,99+0,08 | 21,4910,03
V] 4% K | 47,89+0,02 | 19,41+0,01 | 10,93+0,02 | 20,50 | 3,25 | 29,38+0,03 | 22,2710,02
V] 6% K | 48,41+0,01 | 19,33+0,03 | 11,90+0,01 | 19,59 | 4,22 | 31,60+0,03 | 22,70+0,03
V) _8% K | 49,30+0,02 | 18,99+0,03 | 12,76+0,03 | 18,39 | 5,33 | 33,89+0,10 | 22,88+0,02

VJ_10%_K | 49,70+0,01 | 18,48+0,06 | 12,93+0,01 | 17,76 | 5,65 | 34,98+0,08 | 22,54+0,06

AE — promjena boje kompleksa u odnosu na vlakna; AE! — promjena boje kompleksa u
odnosu na kompleks VJ_1%_K

Ton boje odnosno °h vrijednost za vlakno je iznosila 70,95 a adsorpcijom fenola kupine doslo
je do znacajne promjene tona boje. S poveéanjem koli¢ine vlakna doslo je do povecanja °h
vrijednosti. °h vrijednost je iznosila 25,92 za kompleks VJ_1% K, 26,99 za kompleks V] _2% K,
29,38 za kompleks VJ 4% K, 31,60 za kompleks VJ_6% K, 33,89 za kompleks VJ 8% K i
34,98 za kompleks VJ_10%_K. Zasi¢enje boje odnosno C* vrijednost za vlakno je iznosila

24,46. Adsorpcijom fenola kupine dosSlo je do smanjenja zasi¢enja i to najvise na
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kompleksima VJ_1%_K i VJ_2%_K (20,01 i 21,49). Preostali kompleksi imali su zasi¢enje boje
u rasponu od 22,27 22,88.

FTIR-ATR analiza

Primjenom FTIR-ATR-a snimljeni su IR spektri vlakna jabuke i dobivenih kompleksa vlakna
jabuke/kupina. IR spektri uzoraka prikazani su na Slici 15. 1z dobivenih spektara vidljivo je da
tijekom kompleksiranja vlakana jabuke sa sokom kupine dolazi do promjene u spektru u
odnosu na Cista vlakna. Navedene promjene definiraju promjenu u strukturi kompleksa u
odnosu na vlakno zbog vezivanja komponenta iz kupine na vlakna. Vlakna jabuke imaju
Siroku vrpcu s maksimumom na 3295 cm™. Navedena regija je karakteristi¢na za O-H veze.
Na kompleksima je utvrdena razlika u tom dijelu spektra u odnosu na vlakna, odnosno doslo
je do pomicanja maksimuma vrpce na 3309,9 cm™ §to je indikator u promjeni O-H veza (npr.
rastezanja veze, promjena simetri¢nosti veze). Slijedeca regija u kojoj su pronadene razlike
izmedu kompleksa i vlakna je od 1800 cm™ do 1600 cm™. U toj regiji, tijekom kompleksiranja
doslo do promjene vrpce na 1625 cm™, odnosno vrpca je manje izrazena $to definira
promjene na C-C vezi (istezanje) fenilnog prstena. Ujedno su vidljive i promjene u omjeru
vrpci na 1625 cm™ i na 1729,5 cm™ odnosno na &istom vlaknu vrpca na 1625 cm™ je jaeg
intenziteta od vrpce na 1729,5 cm™. Vrpca na 1729,5 cm™ definira C=0 veze a iz spektra je
vidljivo da je kompleksiranje doslo do Sirenja navedene vrpce $to znaci i do promjene u C=0
vezi. Velike promjene u strukturi vidljive su u regiji od 1200 cm™ do 800 cm™. Vlakno ima
jedan o$tru vrpcu na 1013,8 cm™ te dvije popratne vrpce, s lijeve i desne strane. Popratne
vrpce tijekom kompleksiranja nestaju te ostaje samo dominantna vrpca na 1013,8 cm™.
Regija od 1300 cm™ do 1000 cm™ je karakteristi¢na za planarno savijanje CH veze, savijanje
C-H veze koja je dio aromatskih prstenova, te za rastezanje C-H veze ugljikohidrata. Dodatno
se tijekom kompleksiranja javlja i vrpca na 1145 cm™ koja je vezana uz C-O vezu hidroksilnih
skupina koje mogu udi u daljnje interakcije ili s istezanjem C-O veze. U regiji od 950 cm™ do
850 cm dvije vrpce nestaju na vlaknu tijekom kompleksiranja, a vezane su uz OCHs i C-C
vezu polisaharida koje se mijenjaju vezivanjem fenola kupine na vlakno jabuke. Opcenito,
intenzitet vrpci kompleksa je nizi u odnosu na Cisto vlakno jabuke Sto indicira da su

funkcionalne skupine na povrsini vlakana vezane s fenolima.
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Slika 15 FTIR spektar vlakna jabuke (VJ) i kompleksa vlakna jabuke/kupina koji definira razlike nastale
u strukturi vlakna jabuke nakon kompleksiranja vlakna jabuke sa sokom kupine

Udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/kupina

U Tablici 10 dan je prikaz komponenata identificiranih u soku kupine, na vlaknima jabuke i na
kompleksima vlakna jabuke/kupina. Sve hlapljive komponente grupirane su ovisno u
strukturi u tri skupine: alkoholi, karbonilni spojevi i terpeni. U soku kupine identificirane su
32 hlapljive komponente, na vlaknima jabuke 27 a na dobivenim kompleksima 36 hlapljivih
komponenata. Udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/kupina prikazan
je u Tablici 11. Najvedi udio hlapljivih komponenata identificiranih na kompleksima odnosi se
na karbonilne spojeve zatim na terpene te je najmanji udio alkohola. Udio hlapljivih
komponenata ovisio je o koli¢ini vlakna jabuke prilikom kompleksiranja. Ukupni udio
karbonilnih spojeva se je poveéavao s poveéanjem udjela vlakana jabuke prilikom pripreme
kompleksa. Udio heptanala, metil-heptenona i 2,4-heptadienala se je poveéao s povec¢anjem
udjela vlakana jabuke do 4 % a daljnjim povecanjem udjela vlakna doslo je do smanjenja
udjela ovih komponenata. Udio 2-oktenala i nonanala se je povecao s povecanjem udjela
vlakana jabuke do 6 % a daljnjim poveéanjem udjela vlakna doslo je do smanjenja udjela ovih
komponenata kao i kod prethodno navedenih. 2-heptenal, oktanal, 2-nonenal i dekanal
imale su drugaciji trend. Njihov udio se je povecao s povecanjem udjela vlakna do 6 % te

daljnjim poveéanjem nije doslo do promjene udjela ovih komponenata.
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Tablica 10. Prikaz komponenata identificiranih u soku kupine, na vlaknima jabuke i na
kompleksima vlakna jabuke/kupina

Hlapljive komponente | Sok kupine | Vlakno jabuke Kompleksi
Alkoholi
1-butanol 14,08+0,17 - +
2-etilheksanol 20,74+0,01 19,9340,24 +
Benzil alkohol - - +
1-oktanol 11,9040,11 23,89+2,23 +
fenetil alkohol 47,39+0,48 - +
Perilil alkohol 29,19+1,98 3,71+0,13 +
ukupno 123,29 47,52
Karbonilni spojevi
Heksanal - 52,64+1,56 +
Heptanal 0,72+0,00 6,2910,10 +
2-heptenal - 335,9349,71 +
1-octen-3-one - 106,63+1,85 +
6-metil-5-hepten-2-on - - +
2,4-heptadienal - - +
Oktanal - - +
2-oktenal 10,35+0,13 105,30+3,62 +
a-kamfolenal 27,64+0,96 - -
2,6-nonadienal - - +
2-nonenal - 16,7840,13 +
Dekanal - 22,17+0,15 +
2,4-nonadienal 22,12+0,41 14,3410,75 +
2-dekenal 11,38+0,25 32,53+1,71 +
4-propilbenzaldehid 4,13+0,27 - +
2,4-dekadienal 5,6510,15 10,48+0,27 +
geranilaceton 18,68+0,41 9,91+0,00 +
Lili aldehid 11,26+0,04 - -
a-heksilcinamal 2,63+0,71 -
ukupno 114,56+3,33 712,99+19,84
Terpeni
D-limonen 7,37+0,13 64,90+1,15 +
Citronelal 1,85+0,02 24,4010,46 +
Linalol oksid 62,27+1,54 - -
Guaiakol 104,17+1,80 - +
Linalol 23,39+0,42 80,92+4,45 +
Nonanal 17,85+0,23 37,95+2,04 +
Trans-verbenol 43,40+0,46 - +
Mentol 13,8610,28 - +
Nerol 20,2510,61 - +
Cis-karveol 8,26+0,21 - -
Citral 17,02+0,36 4,9210,21 +
Vitispiran 28,34+1,15 - -
Eugenol 31,1940,01 - +
a-kopan - 7,10+0,15
B-damascenon 11,90+0,12 5,89+0,24 +
B-elemen - 2,51+0,06 -
o-jonon 13,10+0,44 1,64+0,09 +
y-jonon 4,18+0,43 4,24+0,19 +
B-jonon 2,58+0,11 5,46%0,43 +
a-murolen - 6,32+0,11 -
B-bisabolen - 9,34+0,08
ukupno 420,75 260,98
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Tablica 11. Udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/kupina

Hlapljive komponente

Koli¢ina vlakna jabuke prilikom kompleksiranja (%)

1 2 | 4 \ 6 8 10
Alkoholi
2-etilheksanol 6,71+0,38¢ 8,34+0,12° 8,63+0,14° 6,74+0,09¢ 6,00+0,15¢ 7,23+0,31°
Benzil alkohol 26,26+1,02° 24,59+0,15? 18,54+0,12° 16,57+0,57¢ 15,35+0,11¢ 15,98+0,18¢4
1-oktanol 44,42+0,56° 52,41+1,90¢ 93,35+2,18° 94,08+1,27° 74,09+0,23¢ 86,56+0,45°
Fenetil alkohol 17,35+0,19¢ 22,45+0,33¢ 23,67+0,35° 26,92+0,19° 26,06+0,08° 27,55+0,19°
Perilil alkohol 6,55+0,25¢ 8,24+0,34¢ 11,31+0,42°¢ 13,3940,17° 13,2010,24° 14,91+0,24°2
Ukupno 101,28 116,03 155,49 157,71 137,70 152,24
Karbonilni spojevi

Heksanal 108,66+4,10° 104,42+0,48¢ 139,25+2,35¢ 150,07+1,26° 158,90+2,33% 297,8144,57°
Heptanal 1,24+0,07¢ 5,50+0,05¢ 11,50+0,282 9,45+0,43° 4,9610,16¢ 4,74+0,28¢
2-heptenal 791,25+13,38¢ 734,65+8,01¢ 1252,53+7,37° 1412,70+46,47° 1452,75+1,99° 1456,35+3,012

1-octen-3-one

210,66+1,53¢

237,30+1,83¢

366,10£29,68°

366,49+7,93¢

373,9813,26°

470,55+7,00°

metil-heptenon

71,29+2,77¢

88,86+1,17°

89,00+0,41°

80,3340,82°

81,6314,28°

82,01+0,93°

2,4-heptadienal

38,00+1,15¢

39,1140,22¢

56,26+2,12°

49,0340,54°

47,40£0,83°

47,7943,17°

Oktanal 79,67+2,37¢ 126,32+2,85¢ 135,92+2,58¢ 141,44+0,74° 142,31+1,232 145,75+2,732
2-oktenal 301,62+11,37¢ 391,79+21,97¢ 634,65+46,57° 748,433,672 725,79+16,842 732,3618,80°
Nonanal 92,35+0,51¢ 113,00+1,07¢ 167,88+1,45¢ 199,50+3,142 171,56+0,28° 174,04+1,60°
2,6-nonadienal 5,79+0,14¢ 7,2610,14¢ 7,29+0,06¢ 8,42+0,18° 8,47+0,11° 9,0510,162
2-nonenal 46,60+0,87° 55,20+3,58¢ 86,46+1,90¢ 105,60+0,19° 101,10+0,12¢ 110,32+0,62?
Dekanal 35,79+0,13¢ 44,1543,02¢ 50,53+1,67° 55,79+1,022 56,44+0,552 56,24+1,352
2,4-nonadienal 25,29+0,50° 28,65+1,39¢ 79,11+2,06° 79,78+0,70° 80,48+0,91° 86,35+0,192
2-dekenal 180,51+1,73¢ 219,85+1,60¢ 437,4816,61°¢ 608,70+14,60° 629,12+18,32° 772,34153,57?
4-propilbenzaldehid 21,1940,162 18,08+0,04° 17,3040,23¢ 17,4840,25¢ 17,6410,05¢ 17,91+0,41°¢
2,4-dekadienal 17,490,444 28,16+1,49¢ 40,45+1,07° 50,03+1,06% 50,16+3,642 54,42+0,692
geranilaceton 46,7240,70° 37,24+2,18° 39,97+1,97° 26,03+0,31¢ 23,37+0,03¢ 23,90+0,91¢
Ukupno 2074,13 2279,54 3611,67 4109,28 4126,08 4541,94
Terpeni

D-limonen 749,94+40,042 363,70+27,55° 130,46+1,65¢ 105,86+6,34¢ 80,18+4,75¢ 85,96+0,97¢
Citronelal 49,87+1,30%° 51,20+0,49° 47,850,032 41,38+0,84¢ 41,71+1,03¢ 41,83+1,03¢
Guajakol 18,26+0,10¢ 19,97+0,03° 19,33+0,45° 22,06+0,042 21,88+0,082 21,66+0,40°
Linalol 52,66+0,65¢ 88,73+1,32¢ 89,22+0,25¢ 96,11+1,352 92,99+0,18° 97,46+1,252
Trans-verbenol 2,43+0,049 2,97+0,03¢ 3,39+0,34° 4,22+0,08? 4,42+0,06° 3,66+0,02°
Mentol 4,63+0,11¢ 6,89+0,61¢ 7,75%0,15¢ 9,01+0,25°¢ 9,79+0,20° 11,51+0,07°
Nerol - 3,38+0,11¢ 7,70+0,06¢ 13,18+0,01° 12,5240,17¢ 15,4610,07°
Citral 3,90+0,11¢ 8,7940,15¢ 8,41+0,15¢ 10,01+0,05° 9,87+0,59° 10,91+0,662
Eugenol 7,98+0,14¢ 10,14+0,27¢ 12,27+0,14¢ 15,82+0,02° 15,86+0,44° 17,48+0,682
B-damascenon 5,9010,00¢ 9,13+0,05¢ 9,09+0,01¢ 9,81+0,01° 9,76+0,34° 12,8240,20°
a-jonon 2,38+0,04¢ 2,75+0,00¢ 2,90+0,12¢ 3,85+0,04° 3,54+0,24> 4,22+0,062
y-jonon 6,21+0,04¢ 5,73+0,10¢ 8,17+0,35° 10,85+0,092 10,86+0,552 10,39+0,032
B-jonon 9,10+0,13¢ 10,08+0,06¢ 10,25+0,01°¢ 12,12+0,10° 11,75+0,11° 12,81+0,192
Ukupno 929,73 600,69 371,84 373,94 342,52 370,66

Vrijednosti u istom redu oznaéene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.

Udio 4-propilbenzaldehida i geranilacetona se je smanjio s povec¢anjem udjela vlakana. Svi

ostali karbonilni spojevi su imali jednaki trend, odnosno s poveéanjem udjela vlakana doslo

je i do povecanja udjela ovih karbonilnih spojeva. Udio terpena se je smanjivo s povecanjem

udjela vlakna odnosno utvrden je drugaciji trend u odnosu na karbonilne spojeve. Najvedi

udio terpena imao je kompleksa vlakna jabuke/kupina pripremlien s 1 % vlakna.

Najzastupljeniji terpen na kompleksima bio je D-limonen i njegov se je udio smanjivao s

poveéanjem udjela vlakna. Linalol i citronelal su takoder terpeni koji su evaluirani u vecoj

koli¢ini u odnosu na ostale terpene. Udio linalola se je povecavao s povecanjem udjela

vlakna, dok se je udio citronelala smanjio. Svi ostali terpeni su imali istu tendenciju odnosno
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s poveéanjem udjela vlakna doslo je i do povecanja udjela terpena. Iz skupine alkohola, udio
2-etilheksanola i 1-oktanola se je povecao s povecanjem vlakna jabuke do 4 %, a daljnjim
poveéanjem doslo je do smanjenja udjela ovih alkohola na vlaknima jabuke. Udio fenetil
alkohola i perilil alkohola se je povedavao s povecanjem udjela vlakna dok se je udio benzil

alkohola smanjio.

4.2. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZI VLAKNA JABUKE | DISAHARIDA

Udio fenola i proantocijanidina na kompleksima vlakna jabuke/disaharidi/kupina

U Tablici 12 prikazan je udio adsorbiranih ukupnih fenola i proantocijandina na vlakna jabuke
i kompleks vlakna jabuke/disaharid. Kompleks VJ_K sluZi kao kontrolni uzorak odnosno kao
kompleks za usporedbu rezultata dobivenih za komplekse vlakna jabuke/disaharid. Od
Secera su koristeni disaharidi, saharoza i trehaloza u razli¢itim omjerima u odnosu na vlakna
jabuke (omijeri vlakna:disaharid bili su 1:0,5, 1:1 i 1:2). Udio adsorbiranih ukupnih fenola na
kompleks VJ_K iznosio je 1,352 g GAE/100 g. Primjenom disaharida prilikom kompleksiranja
doslo je do promjene adsorpcije ukupnih fenola ovisno o tipu disaharida i omjeru vlakna i
disaharida. Primjenom disaharida udio adsorbiranih ukupnih fenola se je smanjio. Za
komplekse S_1:0,5, S 1:1i S_1:2 udio ukupnih fenola iznosio je 1,292 g GAE/100 g, 1,152 g
GAE/100 g i 0,946 g GAE/100 g. Za komplekse s trehalozom dobiveni su sli¢ni rezultati
odnosno 1,246 g GAE/100 g, 1,154 g GAE/100 g i 1,020 g GAE/100g za T_1:0,5, T_1:1iT_1:2.
Rezultati dobiveni za proantocijanidine takoder prate trend smanjenja adsorpcije s
poveéanjem udjela disaharida ali razlika izmedu kompleksa sa saharozom i trehalozom je
znacajna. Na vlakna jabuke adsorbirano je 47,81 mg PB2/100 g proantocijanidina. Udio
adsorbiranih proantocijanidina na komplekse s dodatkom saharoze bio je znatno maniji,
26,42 mg PB2/100 g, 21,41 mg PB2/100 g i 12,98 mg PB2/100 g (za S_1:0,5, S 1:1iS_1:2).
Kompleksi s dodatkom trehaloze imali su znatno vecu adsorpciju proantocijanidina, 42,99 mg
PB2/100 g, 40,67 mg PB2/100 g i 39,88 mg PB2/100gza T 1:0,5, T _1:1iT 1:2.

U Tablici 13 prikazan je udio adsorbiranih flavanola, antocijana i fenolnih kiselina na vlakna
jabuke i na komplekse vlakna jabuke/disaharid. Dodatak saharoze i trehaloze imao je utjecaj
na adsorpciju fenola, te se je dodatkom disaharida adsorpcija svih identificiranih fenola
smanjila. Udio adsorbiranog kvercetina na vlakna jabuke iznosio je 92,96 mg/100 g. s

povecanjem dodatka saharoze udio kvercetina je iznosio 81,72 mg/100 g, 75,99 mg/100 g i
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62,93 mg/100gza$S_1:0,5,S 1:1iS_1:2. Takoder se je udio adsorbiranog kvercetina smanjio
i za komplekse pripremljene s trehalozom te je udio kvercetina iznosio 83,69 mg/100 g,
74,64 mg/100 g i 66,27 mg/100gza T _1:0,5,T_1:1iT_1:2. Udio adsorbiranog kvercetin-3-O-
galaktozida na vlakna jabuke iznosio je 44,07 mg/100 g. Za komplekse S_1:0,5,S_1:1iS_1:2
udio kvercetin-3-O-galaktozida iznosio je 38,49 mg/100 g, 38,29 mg/100 g i 34,11 mg/100 g,
a za komplekse T_1:0,5, T_1:1iT_1:2 41,14 mg/100 g, 37,23 mg/100 g i 37,15 mg/100 g. Na
vlakna jabuke adsorbiralo se je 180,93 mg/100 g cijanidin-3-glukozid. Dodatkom saharoze
udio ovog antocijana iznosio je 163,98 mg/100 g, 149,84 mg/100 g i 117,86 mg/100 g (za
komplekse S_1:0,5,S_1:1iS_1:2) a dodatkom trehaloze 167,09 mg/100 g, 140,45 mg/100 g i
130,65 mg/100 g (za komplekse T_1:0,5, T_1:1i T_1:2). Na vlakna jabuke adsorbiralo se je 23,63
mg/100 g klorogenske kiseline. Za komplekse S_1:0,5 i S_1:1 udio adsorbirane klorogenske
kiseline iznosio je 21,6 mg/100 g a za komplekse S 1:2 19,25 mg/100 g. Za komplekse
T 1:0,5 T 1:1 i T_1:2 je povecanjem udjela trehaloze dosSlo do smanjenja adsorpcije
klorogenske kiseline, 22,32 mg/100 g, 20,89 mg/100 g i 19,66 mg/100 g. Sli¢an trend je
utvrden i za derivata hidroksicimetne kiseline, odnosno njihova adsorpcija se je neznatno

smanjila s dodatkom disaharida u odnosu na vlakna jabuke.

Tablica 12 Udio adsorbiranih polifenola i proantocijanidina na vlakna jabuke i kompleks
vlakna jabuke/disaharid

Uzorci Ukupni fenoli Proantocijanidini

(g GAE/100 g) (mg PB2/100 g)
VJ_K 1,352+0,011° 47,81+0,12°
S_1:0,5 1,292+0,012° 26,4210,36¢
S 1:1 1,152+0,006¢ 21,41+0,18f
S_1:2 0,946+0,012f 12,98+0,59¢8
T_1:0,5 1,246+0,011¢ 42,99+0,60°
T 1:1 1,154+0,011¢ 40,67+0,39¢
T 1:2 1,020+0,008¢ 39,88+0,07¢

VJ —vlakna jabuke; K — sok kupine; 1:0,5 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:0,5; 1:1 — omjer

vlakna jabuke:disaharidi = 1:1; 1:2 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:2.
Vrijednosti u istom stupcu oznacéene razlicitim slovima su statisticki razlicite.
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Tablica 13 Udio (mg/100 g) adsorbiranih flavanola, antocijana i fenolnih kiselina na vlakna
jabuke i kompleks vlakna jabuke/disaharid

saharoza
Komponente V) 1:.0,5 1:1 1:2

Flavonoli 137,03 120,21 114,28 97,03
K-3-O-ga 44,070,012 38,49+0,10P 38,29+0,50P 34,11+0,09¢
K 92,96+1,14° 81,72+0,36° 75,99+1,02¢ 62,93+0,12¢

Antocijani

C-3-g 180,93+0,56° | 163,98+0,74° | 149,84+3,19° | 117,860,671

Fenolne kiseline 62,69 57,78 58,74 53,16
Klo 23,6310,28° 21,58+0,10° 21,67+0,20° 19,25+0,01¢
HC-1 21,24+0,042 19,59+0,00° 19,91+0,12° 18,08+0,02¢
HC-2 17,820,042 16,61+0,00¢ 17,16+0,07° 15,83+0,02¢

trehaloza
Vi 1:.0,5 1:1 1:2

Flavonoli 137,03 124,83 111,87 105,42
K-3-O-ga 44,070,012 41,14+0,27° 37,23+11,24¢ 37,1510,68¢
K 92,96+1,14° 83,69+0,00° 74,64+1,19¢ 68,27+1,449

Antocijani

C-3-g 180,93+0,56° | 167,09+0,99° | 140,45+1,64° | 130,65+4,93¢

Fenolne kiseline 62,69 60,37 57,60 55,30
Klo 23,6340,28° 22,32+0,15P 20,89+0,25¢ 19,66+0,32¢
HC-1 21,24+40,04° 20,65+0,07° 19,78+0,07¢ 19,16+0,22¢
HC-2 17,820,042 17,40+0,00° 16,93+0,09¢ 16,48+0,09¢

VJ — vlakna jabuke; 1:0,5 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:0,5; 1:1 — omjer vlakna

jabuke:disaharidi = 1:1; 1:2 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:2

K-3-O-ga - kvercetin-3-O-galaktozid; K - kvercetin; C-3-g - cijanidin-3-glukozid; Klo —
klorogenska kiselina; HC - 1i HC - 2 - derivati hidroksicimetne kiseline

Vrijednosti u istom redu oznacene razli¢itim slovima su statisticki razlicite.

Antioksidacijska aktivnost kompleksa vliakna jabuke/disaharidi/kupina

Antioksidacijska  aktivnost kompleksa vlakna jabuke/kupina i kompleks vlakna
jabuke/disaharid odredena primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metoda prikazana je u
Tablici 14. Primjenom DPPH metode kontrolni uzorka odnosno kompleks VJ_K imao je
vrijednost antioksidacijske aktivnosti 53,18 pumol TE/100 g. Dodatkom Secera prilikom
kompleksiranja doslo je do promjene antioksidacijske aktivnosti ovisno o tipu disaharida. S
poveéanjem udjela disaharida antioksidacijska aktivnost se je smanjila. Za komplekse
S 1:0,5,S 1:1iS_1:2 antioksidacijska aktivnost iznosila je 48,05 umol TE/100 g, 47,80 umol
TE/100 g i 42,16 umol TE/100 g, a za komplekse T_1:0,5, T_1:1i T_1:2 51,23 umol TE/100 g,

47,93 umol TE/100 g i 45,55 umol TE/100 g. Sli¢ni trendovi su postignuti i primjenom ostale
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tri metode. Antioksidacijska aktivnost kontrolnog uzorka odredena ABTS metodom iznosila
je 65,65 umol TE/100 g. Za komplekse su vrijednosti antioksidacijske aktivnosti bile nize
odnosno 55,98 umol TE/100 g, 46,95 umol TE/100 g i 41,74 umol TE/100 g za komplekse
S 1:0,5,S 1:1iS_1:2 54,22 umol TE/100 g, 51,51 umol TE/100 g i 45,98 umol TE/100 g za
komplekse T_1:0,5, T_1:1i T_1:2. Primjenom FRAP metode dobivene su najnize vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti. Kontrolni uzorak imao je antioksidacijsku aktivnost 9,13 pumol
TE/100 g, a kompleksi S_1:0,5,S 1:1iS_1:2 7,55 umol TE/100 g, 7,04 umol TE/100 g i 5,98
umol TE/100 g. Nesto vece vrijednosti su dobivene za komplekse s trehalozom odnosno 8,06
umol TE/100 g, 7,65 umol TE/100 g i 6,41 umol TE/100 g za T_1:0,5, T_1:1 i T_1:2.
Primjenom CUPRAC metode dobivene su najvise vrijednosti antioksidacijske aktivnosti.
Antioksidacijska aktivnost kontrolnog uzorka iznosila je 555,39 umol TE/100 g. Za komplekse
S 1:0,5, S 1:1 i S_1:2 antioksidacijska aktivnost je iznosila 494,75 umol TE/100 g 451,29
umol TE/100 g i 378,74 umol TE/100 g, a za komplekse s trehalozom vrijednosti su bile vise
(551,79 pumol TE/100 g, 506,46 umol TE/100 g i 449,94 umol TE/100 g za T_1:0,5, T_1:1 i
T 1:2).

Tablica 14 Antioksidacijska aktivnost kompleksa vlakna jabuke/kupina i kompleks vlakna
jabuke/disaharid

Uzorci DPPH ABTS FRAP CUPRAC
(umol TE/100g) | (umol TE/100g) | (umol TE/100g) | (umol TE/100 g)
V)_K 53,1810,02° 65,65+0,32° 9,130,662 555,3914,243
S_1:0,5 48,05+1,01°¢ 55,98+0,57° 7,55+0,78 494,75+7,29¢
S 1:1 47,80%0,35°¢ 46,95+0,98¢ 7,04+0,53¢ 451,29+7,21¢
S 1:2 42,16%0,51¢ 41,74+0,74¢ 5,98+0,41¢ 378,7416,85¢
T_1:0,5 51,23+0,01° 54,22+0,92° 8,060,582 551,797,772
T 1:1 47,93+1,42¢¢ 51,51+0,35¢ 7,65+0,69° 506,46+0,38"
T 1:2 45,55+0,72¢ 45,98+0,25¢ 6,41+0,43¢ 449,94+1,42¢

VJ —vlakna jabuke; K — sok kupine; 1:0,5 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:0,5; 1:1 — omjer
vlakna jabuke:disaharidi = 1:1; 1:2 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:2.
Vrijednosti u istom stupcu oznacéene razlicitim slovima su statisticki razli¢ite.

Boja kompleksa vlakna jabuke/disaharidi/kupina

Dobiveni rezultati parametara boje prikazani su u Tablici 15. L* vrijednost za vlakna jabuke
iznosila je 59,76, a adsorpcijom fenola na vlakna smanjila se je na 48,13. Kompleksi s

disaharidom u omjeru 1:0,5 imali su nesto veéu L* vrijednost u odnosu na VJ_K (48,73 i 48,67
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za saharozu i trehalozu). Dodatnim povecéanjem kolicine disaharida L* vrijednost se je
povecala na 50,86 i 50,30 (za saharozu i trehalozu), a primjenom omjera 1:2 L* vrijednost je
najviSe porasla i u ovim slucaju postoji jasna razlika izmedu saharoze i trehaloze. L*
vrijednost je iznosila 52,75 i 55,14 (za saharozu i trehalozu). Kompleksiranjem vlakna s
kupinom a* vrijednost je s 7,98 porasla na 19,06. Dodatak saharoze je izazvao povecanje a*
vrijednosti od 20,08 do 20,37. U slucaju trehaloze, za komplekse T_1:0,5iT_1:1 a* vrijednost
je iznosila 19,46 i 19,63, dok je za kompleks T_1:2 vrijednost bila zna¢ajno niza, 17,98.
Kompleksiranjem vlakna s kupinom b* vrijednost se je smanjila s 23,12 na 11,23. Dodatak
saharoze je izazvao povecanje b* vrijednosti od 11,53 do 12,54. U slucaju trehaloze, za
komplekse T_1:0,5i T_1:1 b* vrijednost je iznosila 11,12 i 11,49, dok je za kompleks T_1:2
vrijednost bila zna¢ajno niza, 10,25. Na temelju izmjerenih L*, a* i b* vrijednosti izradunata
je promjena boje svih kompleksa u odnosu na vlakno (AE) i kompleksa s disaharidima u
odnosu na kompleks VJ_K odnosno kontrolni uzorak (AEX). Promjena boje kompleksa VJ_K u
odnosu na vlakno iznosila je 20,29. Dodatkom saharoze doslo je do smanjenja promjene boje
(AE) s povecanjem dodane koli¢ine disaharida te je promjena boje iznosila 20,6, 18,83 i
17,74. Isti je trend uocen i s trehalozom samo Sto su vrijednosti nize, 19,96, 18,98 i 16,94.
Promjena boje kompleksa s disaharidima u odnosu na kompleks V] _K se je povecavala s
poveéanjem dodatka disaharida. Za saharozu je promjena boje iznosila 0,83, 2,84 i 4,87 za
komplekse S_1:0,5,S 1:1iS_1:2 odnosno promjena boje je bila vidljiva za komplekse S_1:1 i
S_1:2. Za trehalozu je promjena boje iznosila 0,59, 2,19 i 7,26 za komplekse T_1:0,5, T_1:1i
T_1:2 odnosno promjena boje je bila vidljiva za komplekse T_1:1i T_1:2 kao i za saharozu.

Kompleksiranjem vlakna s kupinom °h vrijednost se je smanjila s 70,95 na 29,81. Dodatak
saharoze je izazvao povecanje °h vrijednosti na 30,40 i 31,62 za komplekse S _1:1iS _1:2 dok
je kompleks S_1:0,5 imao jednaku vrijednost kao i kompleks VJ_K. U sluéaju trehaloze, za
komplekse T_1:0,5 i T_1:2 °h vrijednost je iznosila 31,62 i 30,36, dok je za kompleks T_1:1
vrijednost bila kao i za kompleks VJ_K. Kompleksiranjem vlakna s kupinom C* vrijednost se je
smanjila s 24,46 na 22,59. Dodatak saharoze je izazvao povecanje °h vrijednosti od 23,15 do
23,93 u odnosu na kontrolni uzorak, dok su za trehalozu vrijednosti bile nize. Za komplekse

T 1:0,5iT_1:1 C* vrijednost je iznosila 22,43 i 22,74, a za kompleks T_1:2 20,70.
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Tablica 15 Parametri boje kompleksa vlakna jabuke/disaharidi/fenoli kupine

Uzorci L* a* b* AE AEX °h C*
\A 59,76+0,06 | 7,98+0,08 | 23,12+0,04 70,95+0,15 | 24,46+0,06
V)_K 48,13+0,01 | 19,06+0,07 | 11,23+0,02 | 20,29 29,81+0,07 | 22,59+0,07
S_1:.0,5 | 48,73%0,06 | 20,08+0,06 | 11,53+0,02 | 20,06 0,83 | 29,88+0,10 | 23,15+0,04
S 1:1 50,86+0,03 | 20,11+0,05 | 11,80+0,03 | 18,83 2,84 | 30,40+0,10 | 23,32+0,03
S_1:2 52,75+0,04 | 20,37+0,02 | 12,544+0,04 | 17,74 4,87 | 31,62+0,11 | 23,93+0,01
T 1:.0,5 | 48,69+0,03 | 19,46+0,02 | 11,12+0,03 | 19,96 0,59 | 29,73+0,04 | 22,43+0,03
T 11 50,30+0,07 | 19,63+0,02 | 11,49+0,01 | 18,98 2,19 | 30,36+0,02 | 22,74+0,01
T 1:2 55,14+0,04 | 17,98+0,02 | 10,25+0,05 | 16,94 7,26 | 29,69+0,11 | 20,70%0,03

(V) — vlakna jabuke; VJ_K — vlakna jabuke/kupina — kontrolni uzorak; S — saharoza; T —
trehaloza; 1:0,5 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:0,5; 1:1 — omjer vlakna
jabuke:disaharidi = 1:1; 1:2 — omjer vlakna jabuke:disaharidi = 1:2); AE — promjena boje u
odnosu na C¢isto vlakno jabuke; AE* — promjena boje u odnosu na kompleks vlakno
jabuke/kupina

FTIR-ATR analiza

Kako bi se utvrdile promjene u strukturi kompleksa snimljeni su spektri kompleksa vlakna
jabuke/saharoza i kompleksa vlakna jabuke/saharoza/kupina i usporedeni su s kompleksom
vlakna jabuke/kupina (Slika 16). Kompleks vlakna jabuke/kupina ima vrpcu na 1013,8 cm
dok je ta vrpca Sira i s naznakom pojave joS jedne vrpce na kompleksu vlakna
jabuke/saharoza i kompleksu vlakna jabuke/saharoza/kupina te je navedena promjena
posljedica vezivanja saharoze na vlakna. Ujedno je doslo i do pomicanja maksimuma vrpce
na 1021,3 cm™. Druga vazna razlika u IR spektrima je $to kompleksa vlakna jabuke/saharoza
ne posjeduje vrpcu na 1680 cm™ a koja je uoena na kompleksima na koje su vezani fenoli
kupine. Navedena vrpca je indikator vibracijskog istezanja C = O veze odnosno ove promjene
mogu biti posljedica pucanja starih vodikovih veza i stvaranja novih vodikovih veza.

Kako bi se utvrdile promjene u strukturi kompleksa snimljeni su spektri kompleksa vlakna
jabuke/trehaloza i kompleksa vlakna jabuke/trehaloza/kupina i usporedeni su s kompleksom
vlakna jabuke/kupina (Slika 17). Kompleks vlakna jabuke/kupina ima vrpcu na 1013,8 cm™
dok se kod kompleksa vlakna jabuke/trehaloza i kompleksa vlakna jabuke/trehaloza/kupina
kao posljedica vezivanja trehaloze na vlakna uz navedenu vrpcu stvara jo$S jedna s
maksimuma na 991,5 cm™. Osim ove promjene, kao i u slu¢aju kompleksa sa saharozom,
uocena je promjena na 1680 cm™ na kompleksima na koje su vezani fenoli kupine. Navedena

vrpca je indikator vibracijskog istezanja C = O veze. U regiji od 860 cm™ do 740 cm™ na
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kompleksima s kupinom utvrdene su dvije vrpce kojih nema na kompleksu vlakna

jabuke/trehaloza.

= V) _kupina
V] _saharoza

VJ_kupina_saharoza

TT T T T T T T T T T T T T T I T T T T I T T T T I I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I I T T I T T I T T T
2000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700

valni broj (cm-1)
Slika 16 FTIR spektar kompleksa vlakna jabuke/saharoza, kompleksa vlakna jabuke/kupina i

kompleksa vlakna jabuke/saharoza/kupina koji definira razlike u strukturi sva tri tipa
kompleksa

VJ_kupina
V] _trehaloza
VJ_kupina_trehaloza

L I O 0 A O
1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700

valni broj (cm '1}

Slika 17 FTIR spektar kompleksa vlakna jabuke/trehaloza, kompleksa vlakna jabuke/kupina i
kompleksa vlakna jabuke/trehaloza/kupina koji definira razlike u strukturi sva tri tipa
kompleksa
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Udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/disaharidi/kupina

U Tablici 16 prikazan je udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna
jabuke/disaharidi/kupina odnosno dan je prikaz utjecaja dodatka disaharida (saharoze i
trehaloze) u razli¢itim omjerima u odnosu na vlakana jabuke. 1z rezultata je vidljivo da su i tip
disaharida i koli¢ina imali utjecaj na adsorpciju hlapljivih komponenata. Usporedujuéi udio
hlapljivih komponenata s obzirom na skupine ukupni udio alkohola, kada su disaharidi
dodani u omjeru vlakna:disaharidi 1:0,5 je bio jednak kao i za Cisto vlakno. Poveéanjem
dodatka disaharida smanijio se je ukupni udio adsorbiranih alkohola s time da su kompleksi s
dodatkom trehaloze imali veéi udio alkohola u odnosu na uzorke s dodatkom saharoze. Udio
2-etilheksanola se je povecao s povecanjem koli¢ine dodanih disaharida, dok su svi ostali
alkoholi imali jednaku tendenciju, odnosno s poveéanjem koli¢ine dodanih disaharida
smanjio se je njihov udio. Kod karbonilnih spojeva je utvrden drugaciji trend. Kompleksi
vlakna:disaharidi 1:0,5 imali su veci udio komponenata iz ove skupine u odnosu na ¢isto
vlakno, a daljim povecanjem disaharida doslo je do smanjenja udjela ovih komponenata i u
odnosu na komplekse vlakna:disaharidi 1:0,5 i Cista vlakna. Kompleks vlakna:saharoza 1:0,5
imao je vedi udio karbonilnih spojeva u odnosu na kompleks vlakna:trehaloza 1:0,5, dok je za
preostale komplekse utvrden obrnuti trend odnosno kompleksi s trehalozom su imali veci
udio karbonilnih spojeva u odnosu na komplekse sa saharozom. Udio svih karbonilnih
spojeva osim heksanala i heptanala, imali su jednaki trend odnosno s povecanjem kolic¢ine
dodanih disaharida smanjio se je njihov udio.

Udio ukupnih terpena na kompleksima vlakna:trehaloza 1:0,5 je bio neznatno visi u odnosu
na Cista vlakna a na kompleksima vlakna:saharoza 1:0,5 nizi. Preostali kompleksi su imali
manji udio ukupnih terpena u odnosu na vlakana jabuke s time da su kompleksi s dodatkom
trehaloze imali veéi udio ukupnih terpena. Na kompleksima vlakna:saharoza 1:0,5i 1:1, udio
D-limonena je bio jednak kao i na vlaknima jabuke te je daljnjim povecanjem saharoze
utvrdeno smanjenje udjela ovog terpena. Uzorci s dodatkom trehaloze su imali drugadiji
trend. Poveéanjem dodatka trehaloze prilikom kompleksiranja utvrden je veéi udio D-
limonena te je kompleks vlakna:trehaloza 1:2 imao najvedi udio ovog terpena u odnosu na
sve ostale komplekse. Citronelal, gvajakol, linalol, mentol, nerol, citral, f-damascenon, a-
jonon i y-jonon pokazuju slicno ponasanje odnosno s povecanjem disaharida povecao se je

udio ovih terpena. Kompleksi s dodatkom trehaloze imaju veci udio ovih terpena u odnosu
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na komplekse s dodatkom saharoze. U slucaju B-jonona nema razlike izmedu kompleksa s

razli¢itom koli¢éinom disaharida, ali i u ovom slu¢aju kompleksi s dodatkom trehaloze imaju

vedi udio ovog terpena.

Tablica 16. Udio hlapljivih komponenata na kompleksima vlakna jabuke/disaharidi/kupina

Komponente saharoza trehaloza
\2 1:0,5 1:1 | 1:2 1:0,5 1:1 1:2
Alkoholi
2-etilheksanol 6,19+0,20¢ 6,59+0,01¢ 7,860,122 7,98+0,86° 6,40+0,01¢ 6,74+0,07° 8,170,022
Benzil alkohol 15,23+0,24° 15,61+0,18° 12,82+0,02° 10,53+0,19° 6,90+0,11¢ 4,86+0,04° 3,98+0,01f
1-oktanol 80,36+1,92¢ 83,37+0,40° 54,15+0,91f 52,28+1,10 90,61+0,27° 69,09+0,68¢ 62,18+1,55¢
fenetil alkohol 22,19+0,09° 19,98+0,05P 11,73+0,07f 9,71+0,08" 17,99+0,11¢ 13,92+0,06¢ 12,94+0,11¢
Perilil alkohol 10,20+0,25P 10,51+0,00° 9,01+0,05¢ 8,08+0,11¢ 11,13+0,152 9,06+0,03¢ 8,86x0,16°
Ukupno 134,18 136,06 95,57 88,58 133,02 103,67 96,14
Karbonilni spojevi
Heksanal 41,75+0,23f 69,16+3,28¢ 125,91+0,19¢ 138,37+0,65° 70,55+0,71¢ 136,82+0,44°¢ 143,68+0,47°
Heptanal 0,81+0,00° 5,80+0,01¢ 6,87+0,06¢ 7,74+0,09° 7,74+0,04° 7,57+0,12° 9,040,632
2-heptenal 1430,6+10,9° 1480,6516,642 937,23+0,20¢ 847,5116,73¢ 1416,78+1,50° 1048,76+18,9° 924,90+15,07¢
1-octen-3-one 371,79+12,11° 426,32+12,56° 257,6445,62¢ 243,14+2,94¢° 390,20+23,61%° 299,10+3,16¢ 265,6316,56¢
metil-heptenon 79,75+0,11° 68,96+0,05¢ 67,75+0,38¢ 62,84+0,20¢ 76,99+0,42° 51,51+0,23¢ 48,54+0,488
2,4-heptadienal 60,9610,22¢ 70,50+0,40° 51,85+1,19¢ 46,49+2,39¢ 73,49+0,26° 49,22+0,98¢ 49,45+0,17¢
Oktanal 144,52+1,71°¢ 158,48+0,06° 102,15+0,82° 90,97+0,61 149,40+0,78° 116,13+1,39¢ 101,46+4,04¢
2-oktenal 615,8515,64° 666,41+9,86° 417,75+7,13¢ 400,6017,56f 670,68+9,632 502,72+2,23¢ 470,43+3,39¢
Nonanal 153,91+1,09¢ 166,91+0,85° 116,61+0,20f 105,920,308 169,28+0,27° 129,82+0,91¢ 117,9340,63°
2,6-nonadienal 7,10+0,18¢ 7,80+0,11° 5,78+0,20¢ 5,46+0,01¢ 8,90+0,02° 6,94+0,02¢ 6,75+0,04¢
2-nonenal 73,9942,31¢ 78,1910,36° 50,05+0,36° 50,50+0,42¢ 82,06x0,21° 65,59+0,26¢ 63,00+1,49¢
Dekanal 49,43+0,30° 46,12+0,98° 27,65+1,50 31,13+1,39° 48,12+0,13° 37,14+1,29¢ 35,4610,27¢
2,4-nonadienal 48,22+0,91 50,20£0,29 26,84+0,38 32,2940,26 54,51+0,28 42,63+0,02 42,69x0,57
2-dekenal 407,23+16,86° 381,6718,18° 182,18+0,92¢ 141,87+0,42f 351,53+13,06° 306,65+18,26¢ 308,10+14,53¢
propilbenzaldehid 13,20+0,33¢ 11,15+0,17¢ 7,02+0,16° 5,360,13f 17,70%0,06° 14,71+0,12° 13,42+0,06¢
2,4-dekadienal 26,62+0,06" 23,33+0,27¢ 13,78+0,09¢ 13,83+0,03¢ 28,93%0,16° 23,86x0,05¢ 21,79+0,03¢
geranilaceton 24,97+0,09° 13,60+0,05¢ 12,14+0,01° 11,7440,11f 19,30+0,14° 18,86+0,18¢ 18,37+0,16°
Ukupno 3350,73 3725,26 2409,20 2235,75 3636,17 2858,02 2640,65
Terpeni
D-limonen 115,62+2,11° 117,08+0,45° 115,37+0,75° 88,22+0,47° 96,25+1,24¢ 119,33+1,33° 154,68+0,952
Citronelal 54,67+0,66° 54,61+0,66° 44,95+0,10¢ 40,47+1,07¢ 67,03+0,47° 35,74+0,60° 35,19+0,55¢
Guajakol 14,99+0,22¢ 16,51+0,14¢ 14,45+0,05¢ 12,530,001 21,73+0,31° 18,14+0,07° 16,94+0,06¢
Linalol 66,58+0,68° 66,94+1,57° 51,80+0,03¢ 49,86+0,06° 71,76+0,48° 62,66+0,21¢ 51,26+0,90¢
Trans-verbenol 2,97+0,01¢ 3,16+0,14¢ 3,64+0,06° 4,29+0,04° 4,30+0,05° 4,27+0,04° 4,28+0,03?
Mentol 7,48+0,09° 6,78+0,01° 6,26+0,02¢ 4,62+0,15¢ 7,22+0,032 6,22+0,03¢ 5,85+0,05¢
Nerol 10,21+0,232 10,010,132 6,38+0,09¢ 3,40+0,05f 8,79+0,27° 6,75+0,02¢ 6,12+0,04¢
Citral 13,53+0,07¢ 13,9740,13° 9,76+0,10° 9,43+0,10° 16,92+0,46° 13,000,179 13,49 +0,06¢
Eugenol 3,19+0,16¢ 3,56+0,13° 2,15+0,02¢ 2,75+0,01¢ 4,19+0,30° 2,85+0,03¢ 3,17+0,19¢
B-damascenon 8,29+0,07° 6,68+0,11¢ 5,69+0,36° 4,70+0,24f 7,58+0,05° 6,02+0,08¢ 5,62+0,05¢
a-jonon 2,61+0,01° 2,81+0,002 2,65+0,05° 1,73+0,03 2,83+0,012 2,6310,01° 2,27+0,01°
y-jonon 9,62+0,14° 7,99+0,19¢ 6,26+0,08¢ 4,58+0,21° 10,30+0,06° 8,18+0,02° 6,550,049
B-jonon 10,68+0,132 5,55+0,04¢ 5,12+0,04¢ 5,09+0,10° 7,33+0,12° 7,0240,03¢ 7,34+0,04°
Ukupno 333,49 325,61 283,22 239,99 337,19 302,45 321,49

Vrijednosti u istom redu oznacene razlic¢itim slovima su statisticki razlicite.

Istrazivanja su pokazala da ucinkovitost mikroenkapsulacije fenolnih komponenti na nosac

ovisi i o tipu i svojstvima fenola ali i o tipu i svojstvima samog nosaca (Liu i sur., 2016; da

Rosa i sur., 2014; Kalogeropoulos i sur., 2010; Phan i sur., 2017). Provedeno je istraZivanje na

nanocesticama Skroba (vostani kukuruzni Skrob — 2 % amiloze i 98 % amilopektina) kao
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nosata katehina, epikatehina, epigalokatehin-3-galata i proantocijanidina s ciljem
utvrdivanja stabilnosti dobivenih nanocestica Skrob/fenoli pod razli¢itim uvjetima. Autori su
antioksidacijska aktivnost (DPPH metoda) smanjila pod djelovanjem ultraljubi¢astog zracenja
za razliku od nanocesticama Skrob/fenoli. Nanocestice skrob/epikatehin, skrob/epikatehin-3-
galat su bile i stabilnije od Cistog epikatehina i epigalokatehin-3 -galata u prisustvu NaCl-a,
ultraljubicastog zracenje i termickog tretiranja (Liu i sur., 2016). Autori su takoder vezivanje
fenola na nanocestice Skroba dokazali primjenom FTIR analize spektra ali i primjenom
diferencijalne motridbene kalorimetrije. IstraZivani su mikroenkapsulirani fenolni ekstrakti
kupine dobiveni liofilizacijom s B-ciklodekstrinom, hitozanom i ksantanom te je utvrdeno da
enkapsulacija fenola ovisi o0 samom materijalu na koji se enkapsulira odnosno o samom
nosacu (da Rosa i sur., 2014). Galna kiselina i epikatehin su odredeni u najvecoj koli¢ini u
mikroenkapsulatima B-ciklodekstrina i ksantana. Takoder su autori potvrdili promjene u
strukturi koristenih polimera termogravimetrijskom metodom (da Rosa i sur., 2014).
Kalogeropoulos i sur. (2010) su takoder utvrdili da se sve fenolne komponente ne vezu
jednako za B-ciklodekstrin, odnosno od sedam pocetnih flavonoida samo tri su se vezala za
istrazivani polimer, katehin (30 %), epikatehin (27,5 %) i kvercetin (35 %). Istrazivanje na
selektivnom vezanju fenola (ferulicne kiseline, cijanidin-3-glukozida i katehina) na celulozu,
polimere sli¢ne celulozi i komponente stani¢ne stjenke jabuke pokazalo je da je za vezanje
katehina dominantan polimer celuloza dok prisustvo hemiceluloze nije doprinijelo adsorpciji
fenola. Feruli¢na kiselina i cijanidin-3-glukozid su imali veci afinitet za polimere sli¢ne celulozi
i komponente stani¢ne stjenke jabuke gdje su veliki utjecaj imale elektrostatske interakcije
ali i mikrostruktura stani¢ne stjenke jabuke. Negativno nabijeni pektini u sklopu stanicne
stjenke jabuke viSe su vezali pozitivno nabijeni cijanidin-3-glukozid nego negativno nabijenu

feruli¢cnu kiselinu (Phan i sur., 2017).

Provedeno je istraZivanje na kompleksiranju jednostavnih fenola prisutnih u maslinovom ulju
(3,4-dihidroksifenilglikola i hidroksitirozola) s pektinima i po prvi put je dokazano postojanje
kompleksa navedenih fenolnih komponenti s pektinom. Utvrdeno je da hidroksitirozol stvara
vrlo jake komplekse s pektinom jer dolazi do stvaranja vodikovih veza zato Sto se na mnogim
mjestima hidroksilne skupine pektina vezu vodikovim vezama s hidroksilnim skupinama

fenola (Bermudez-Oria i sur., 2017). Godinu poslije je provedeno jo$ jedno istraZivanje na
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kompleksiranju jednostavnih fenola prisutnih u maslinovom ulju (3,4-dihidroksifenilglikola i
hidroksitirozola) s pektinima i utvrdeno da dodatna hidroksilna skupina koju, za razliku od
hidroksitirozola, ima 3,4-dihidroksifenilglikol, moZe doprinijeti nastajanju veceg broja
vodikovih veza (Bermudez-Oria i sur., 2018a). U istraZivanju interakcija izmedu polisaharida
(pektina) i antocijana je utvrdeno da se delfinidin-3-O-glukozid, koji ima tri hidroksilne
skupine, jate veie s pektinom u usporedbi s cijanidin-3-O-glukozidom koji ima dvije
hidroksilne skupine. Takoder je utvrdeno da dolazi do stvaranja esterskih veza izmedu
karboksilne  skupine (pektina) i hidroksilne skupine fenolnih spojeva (3,4-
dihidroksifenilglikola) (Fernandes i sur., 2014). Celuloza u kontaktu s vodom ili vodenim
otopinama mozZe stvarati viSestruke kompaktne snopove prehrambenih viakana pomocu
vodikovih veza izmedu hidroksilnih skupina na razli¢itim lancima glukoze. Na taj nacin neki
fenolni spojevi se mogu vezati u tu strukturu Sto dovodi do redukcije njihove
bioraspoloZivosti. Utvrdeno je da celuloza ima vedi afinitet za vezanje fenolnih spojeva od
pektina (Quirds-Sauceda i sur., 2014b). Interakcijama povezivanja mogu doprinijeti i
vodikove veze koja se stvaraju izmedu hidroksilnih skupina fenolnih spojeva i kisikovog
atoma polisaharidnih glikozidnih veza (Bermudez-Oria i sur., 2018a). U istrazivanjima je
potvrdeno i nastajanje vodikovih veza izmedu polifenola ¢aja i polisaharida B-glukana (Wu i
sur., 2009). Utvrdeno je da je kombinacija nekovalentnih (vodikovih veza i elektrostatskih
interakcija) i kovalentnih veza (esterskih veza) odgovorna za stvaranje jakih veza izmedu
fenola (hidroksitirozola i 3,4-dihidroksifenilglikola) i vlakana jagode (Bermudez-Oria i sur.,
2018b). Istrazivanjima koja su provedena tijekom proizvodnje vina je utvrdeno da dolazi do
nastajanja jakih hidrofobnih vodikovih veza izmedu polisaharida (uglavhom pektina) i
polifenola (Renard i sur., 2017). Takoder je utvrdeno da su vaZne elektrostatske interakcije
izmedu polifenola i celuloznih spojeva s vlaknima jabuke (Phan i sur., 2017). Utvrdeno je da
dolazi do jakih interakcija izmedu skroba i polifenola ¢aja (Zhang i sur., 2013). Van der
Waalsove sile su takoder moguce interakcije buduéi da polifenoli i prehrambena vlakna
imaju funkcionalne skupine koje mogu stvarati polarizirane molekule (Liu i sur., 2019). Neka
prehrambena vlakna i polifenoli nisu topljivi u vodi Sto im daje mogucnost stvaranja
nakupina, a to su hidrofobne interakcije (Saura-Calixto, 2011). Takoder polifenoli imaju
hidrofobne aromati¢ne prstenove koji pomazu hidrofobne interakcije. Provedeno je
istrazivanje prema kojem kondenzirane molekule (npr. proantocijanidin A) imaju veci afinitet

vezanja za pektin (Mamet i sur., 2018). Prehrambena vlakna mogu biti ravne (tj. linearne) ili
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razgranate molekule te imati Supljine kao i razli¢ite veli¢ine pora. Polifenolni spojevi mogu
uci u te pore i pretpostavlja se da do toga dolazi u interakciji izmedu polifenola i B-glukana
dok molekule vece od pora uglavnom ne mogu udéi (Le Bourvellec i Renard, 2005). Male
molekule (npr. epikatehin) se u manjoj mjeri vezu za celulozu od velikih molekula (npr.
procijanidin B2) (Liu i sur., 2017). Provedeno je istrazivanje adsorpcije epigalokatehin-3-
galata iz ¢aja na B-glukane zobi. Utvrdeno je da dolazi do stvaranja vodikovih veza izmedu
kisikovih atoma B-glukana i fenolnih hidroksilnih skupina epigalokatehin-3-galata. Nakon
nastajanja vodikovih veza udaljenost izmedu aromatskih prstenova u epigalokatehin-3-
galatu i prstenova u B-glukanu postaje sve manja dovodeci do stvaranja van der Waalsovih
sila. Osim toga neki polisaharidi imaju sposobnost stvaranja sekundarne strukture u
otopinama pri ¢emu dolazi do nastajanja , hidrofobnih dZepova“ koji mogu enkapsulirati i
kompleksirati fenolne spojeve. Autori su utvrdili da su navedene interakcije ukljuene u
adsorpciju epigalokatehin-3-galata na [-glukane zobi (Gao i sur., 2012). U istrazZivanju
utjecaja molekularne strukture polifenola na nekovalentne interakcije s B-glukanima zobi
utvrdeno je da esterifikacija znac¢ajno reducira adsorpciju galne kiseline na B-glukane zobi te
da je adsorpcija polifenola na B-glukane zobi posljedica hidrofilne sile poput vodikovih veza
(Wang i sur., 2013). U istrazivanju interakcija izmedu B-glukana jema i polifenola
tradicionalnih sorti jabuke utvrdeno je da je adsorpcija polifenola ovisna o njihovoj
koncentraciji, odnosno da se polifenoli vise adsorbiraju ako su prisutni u vecoj koli¢ini te se
pretpostavlja da do interakcija vjerojatno dolazi zbog van der Waalsovih sila i vodikovih veza
(Jakobek i sur., 2020). Istrazivanjem interakcija B-glukana (je¢ma i zobi) i fenolnih spojeva
utvrdeno da B-glukani je€ma i zobi adsorbiraju vanilin i ostale fenolne spojeve (Simonsen i

sur., 2009).

Vlakna egipatskog krastavca se uglavnom sastoje od celuloze (60 %), hemiceluloze (30 %) i
lignina (10 %). Na FTIR spektru za vlakna egipatskog krastavca i adsorbirane fenole odredene
su vrpce na 1625 cm™ koje su povezane s C-C istezanjima aromatskih prstenova. Takva
istezanja se mogu primijetiti i na FTIR spektru kompleksa vlakana jabuke/kupina u nasem
istrazivanju. Na FTIR spektru za vlakna egipatskog krastavca i adsorbirne fenole se je pojavila
i vrpca na 1145 cm vjerojatno zbog C-O vibracijskih istezanja. Ti istraZiva¢i su utvrdili da
FTIR spektar opada u odnosu na komplekse vlakna egipatski krastavac/adsorbirani fenoli u

usporedbi s FTIR spektrom za Cista vlakna egipatskog krastavca jer su se fenolni spojevi
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adsorbirali i penetrirali u unutrasnji slojeviti prostor vlakana egipatskog krastavca. U nasem
istrazivanju je doslo do istih promjena kada se usporedi FTIR spektar vlakana jabuke s FTIR
spektrom vlakna jabuke i kupine odnosno doslo je do opadanja FTIR spektra vlakana jabuke i
kupine u usporedbi s FTIR spektrom Cistih vlakana. Abdelwahab i Amin (2013) su u svom
radu utvrdili da su nakon adsorpcije pore adsorbenta , pokrivene” (tj. ispunjene) fenolima.
Provedena su istrazivanja kompleksa izmedu linearnog polisaharida hitozana i fenola
katehina. Te strukture su karakterizirane uz koristenje FTIR-a. Utvrdeno je da prah B-citozana
ima vrpcu na 1095 cm™? $to odgovara C-O-C istezanjima. Intenzitet svih vrpca koje
karakteriziraju povezanost izmedu hitozana i fenola katehina je postajao slabiji s poviSenjem
udjela B-hitozana u kompleksu izmedu hitozana i katehina (Zhang i sur., 2016). Provedeno je
istraZzivanje na promjenama strukture i funkcionalnih svojstava kompleksa nastalih
povezivanjem netopljivih prehrambenih vlakana s fenolnim spojevima. Autori su utvrdili da
postoje jaki apsorpcijske vrpce u rasponu od 1400 do 1200 cm™ u kojem su prisutna C-H
vibracijska istezanja (Xu i sur.,, 2020). U istraZivanju kompleksa izmedu topljivih
prehrambenih vlakana iz lotosovog korijena i polifenola (galna kiselina i katehin) doslo je do
pojave apsorpcijskih vrpci u kompleksu topljiva prehrambena vlakna - katehin na 1623 cm™
te u kompleksu topljiva prehrambena vlakna - galna kiselina na 1621 cm™. Obje vrpce na
navedenim kompleksima su puno manje izrazena nego u Cistim topljivim prehrambenim
vlaknima (Li i sur., 2020) odnosno, kao i u nasem istraZivanju, doslo je do promjena u FTIR
spektru kompleksiranih vlakana u odnosu na Cista vlakna zbog interakcija izmedu vlakana i
fenolnih spojeva. Provedeno je istrazivanje na nusproizvodima brokule (koja sadrzi
prehrambena vlakna od 32,6 % do 36,5 %) koji bi posluZili kao nosaci fenola epigalokatehin
galata. U FTIR spektru je bilo vidljivo da je intenzitet spektra smanjen na 3300 cm™ kada se
usporede Cista vlakna s kompleksima (Shi i sur., 2019). IstraZivana je adsorpcija katehina na
celulozu i uocene su razlike u FTIR spektru izmedu C¢istog katehina i kompleksa
celuloza/katehin. Siroka apsorpcijska vrpca je utvrdena u rasponu od 3000 do 3600 cm™, a
to je regija karakteristi¢na za -OH veze, te u podru¢ju od 1108 do 1285 cm™ te je zaklju¢eno
da je intenzitet vrpci kompleksa katehin/celuloza nizi u odnosu na Cistu celulozu jer je doslo
do nastajanja vodikovih veza izmedu katehina i celuloze. Pretpostavlja se da bi —OH skupina
benzenskog prstena katehina trebala biti glavna funkcionalna skupina za vezanje na celulozu

(Liu i sur., 2018).
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Provedeno je istrazivanje interakcija izmedu vlakana jabuke i kvercetina te vlakana luka i
kvercetina putem FRAP metode te je utvrdeno da prisustvo vlakana jabuke ili vlakana luka
uzrokuje opadanje antioksidacijske aktivnosti kvercetina te da je moguéi uzrok tome vezanje
kvercetina na netopljiva prehrambena vlakna stani¢ne stjenke (Sun-Waterhouse i sur.,

2008a; 2008b).
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5. Zakljucci

Na temelju dobivenih rezultata u ovom specijalisticCkom radu mogu se izvesti slijededi

zakljucci za prvi dio rada:

e Najvedi udio adsorbiranih ukupnih fenola imao je kompleks VJ_1%_K. Poveéanjem
udjela vlakna jabuke prilikom kompleksiranja utvrdeno je smanjenje adsorpcije
ukupnih fenola. Pronatocijanidini su imali drugaciji trend adsorpcije. Najveci udio
proantocijanidina imali su kompleksi VJ_1% K i VJ_2%_K. Kompleksi VJ_4% K i
VJ_6%_K imali su neSto manji udio proantocijanidina, dok su preostala dva

kompleksa imala znatno niZe vrijednosti proantocijanidina.

e Primjenom svih metoda (DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP) utvrdeno je da povecanjem
koli¢éine vlakana jabuke dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti te da je

najvecu antioksidacijsku aktivnost imao kompleks VJ_1%_K.

e Inhibicija a-amilaze pomoc¢u dobivenih kompleksa nije pratila trend dobiven za
ukupne fenole i proantocijanidine. Za komplekse VJ_1%_ K, VJ_2%_K i VJ_4%_K
utvrdeno je povecanje inhibicije a-amilaze s povecanjem udjela vlakna dok je daljnjim

poveéanjem udjela vlakna jabuke doslo do smanjenja inhibicije a-amilaze.

e Adsorpcijom fenolnih komponenata kupine na vlakna doslo je do znacajne promjene
L* vrijednosti vlakna jabuke te se ona smanjuje odnosno kompleksi postaju tamniji.
Povecéanjem koli¢ine vlakna povedavala se je i vrijednost L* odnosno kompleksi su bili
sve svjetliji. Adsorpcijom fenola kupine, b* vrijednost se je znacajno smanjila a a*
vrijednost se je poveéala odnosno kompleksi su poprimili crveno-ljubi¢astu boju te je
Zuto-smeda boja Cistog vlakna na taj nacin prikrivena. Adsorpcijom fenola kupine

doslo je do znacajne promjene tona boje (°h).

e Tijekom kompleksiranja vlakana jabuke sa sokom kupine dolazi do promjene u IR
spektru u odnosu na cista vlakna zbog vezivanja komponenata iz kupine na vlakna
jabuke. Intenzitet vrpci kompleksa je nizi u odnosu na Cisto vlakno jabuke. Rezultati
dobiveni usporedbom FTIR spektra vlakana jabuke i dobivenih kompleksa vlakna
jabuke/kupina indiciraju da je doslo do promjene na -OH vezi, na C-C vezi (istezanje)

fenilnog prstena, na C=0 vezi te na C-H vezi.
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e Adsorpcija karbonilnih spojeva se je povecavala s povec¢anjem udjela vlakna jabuke

tijekom kompleksiranja dok se je udio terpena smanjivao.

Na temelju dobivenih rezultata u ovom specijalistickom radu mogu se izvesti slijededi

zakljucci za drugi dio rada:

e Primjenom disaharida prilikom kompleksiranja doSlo je do promjene adsorpcije
ukupnih fenola ovisno o tipu disaharida i omjeru vlakna i disaharida. Primjenom
disaharida udio adsorbiranih ukupnih fenola se je smanjio. Rezultati dobiveni za
proantocijanidine takoder prate trend smanjenja adsorpcije s povecanjem udjela
disaharida ali razlika izmedu kompleksa sa saharozom i trehalozom je znacajna. Udio
adsorbiranih proantocijanidina na komplekse s dodatkom saharoze bio je znatno
manji dok su kompleksi s dodatkom trehaloze imali su znatno vecu adsorpciju

proantocijanidina.

e Primjenom svih metoda (DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP) utvrdeno je da se s
poveéanjem udjela disaharida antioksidacijska aktivhost smanjila te da je najvecu

antioksidacijsku aktivnost imao kompleks vlakna jabuke/kupina.

e Dodatak disaharida i njihova koncentracija prilikom kompleksiranja imali su utjecaj i

na parametre boje.

o Tijekom kompleksiranja disaharida (saharoze i trehaloze) s vlaknima jabuke i sokom
kupine dolazi do promjena u IR spektru i zbog vezivanja vlakna jabuke i disaharida ali i

zbog vezivanja komponenata soka kupine.

e Pozitivan utjecaj dodatka disaharida utvrden je za hlapljive komponente s time da je

trehaloza imala veci u¢inak u odnosu na saharozu.

Na temelju rezultata ovog istrazivanja utvrdeno je da se vlakna jabuke mogu koristiti kao
nositelji fenolnih i hlapljivih komponenti soka kupine te da se tako dobiveni kompleksi mogu
koristiti kao dodatci hrani. Ujedno je utvrdeno da i dodatak disaharida (saharoze i trehaloze)

ima utjecaj na adsorpciju fenolnih i hlapljivih komponenti soka kupine na vlakna. Buduca
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istrazivanja trebala bi biti usmjerena prema definiranju utjecaja dobivenih dodataka hrani

(kompleksa) na boju, aromu, antioksidacijsku aktivnost proizvoda u koji su dodani.
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