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1. Uvod

Jagodasto, bobicasto i koStuni¢avo voée niskoenergetska je hrana bogata polifenolnim
spojevima. Mnogobrojnim je istrazivanjima utvrdeno da sitno tamno obojeno vodée
izporodica Rosaceae (viSnja, kupina, jagoda, malina, aronija), Ericaceae (borovnice) i
Saxifragaceae (ribiz) sadrzi vece koli¢ine polifenolnih spojeva od povréa, Zitarica i nekih
drugih vrsta voca. Zbog velike koli¢ine polifenola, ovo voée ima i jaku antioksidacijsku
aktivnost. Izmedu razliCitih vrsta bobifastog voca posebno se po kolicini polifenola i
antioksidacijskoj aktivnosti isti¢e aronija. Aronija sadrzi veée koli¢ine polifenola i ima snazniju
antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s ostalim vrstama voca. Zbog svojih svojstava aronija
se svrstava u kategoriju ,super voéa“ (eng. superfruits) i zahvaljujuéi tome aronija dobiva sve

veci marketinski prostor (Kolobarié, 2014).

Interakcije izmedu razliCitih spojeva prisutnih u hrani su ¢este i imaju utjecaja na nutritivna,
senzorska i funkcionalna svojstva prehrambenih proizvoda. Medu takve interakcije ubrajaju
se i interakcije proteina i fenolnih spojeva odnosno stvaranje njihovih kompleksa. Stvaranje
ovakvih kompleksa moze imati utjecaj na bioraspolozivost fenola u organizmu, ali moze i
posluziti za formuliranje bioaktivnih dodataka hrani. Takvi bioaktivni dodatci hrani mogu u
dodanom proizvodu povecati udio fenola, a samim time i antioksidacijski potencijal, ali mogu
poboljsati i senzorske karakteristike (boju i aromu) i produZiti vijek trajanja proizvoda
sprjeCavanjem oksidacijskih reakcija. SloZenost interakcija proteina i fenolnih spojeva
predstavlja izazov za prehrambene tehnologe te je potrebno pronadi adekvatan nacin

njihovog kompleksiranja (Czubinski i Dwiecki, 2016).

Cilj ovog diplomskog rada bio je pripremiti komplekse na bazi proteina graska i fenola
aronije. Kako bi se ispitala mogucnost poveéanja adsorpcije fenola na proteine graska
prilikom kompleksiranja koriSteni su disaharidi, saharoza i trehaloza. Nacinom
kompleksiranja, odnosno redoslijedom povezivanja sastojaka (proteini graska, disaharid i sok

aronije) pokusala se je postici Sto veéa adsorpcija fenola aronije.
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2.1. ARONUA

Aronija (Aronia Melanocarpa) (Slika 1) je podrijetlom iz sjeverne Amerike, ali je kao vo¢na
vrsta najrasirenija u drzavama bivseg Sovjetskog Saveza. Raste kao bujan grm visok 1,5 -3 m
koji cvate u svibnju bijelim cvjetovima, a dozrijevaju u kolovozu kada postaju crno obojeni i
slatko — trpkoga okusa. Dobro podnosi susu, niske temperature i mrazove, otporna je na
bolesti i Stetnike. Upotreba plodova aronije je svestrana. Plodovi aronije preraduju se u
sokove, kompote, marmelade, dZzemove, a mogu se koristiti i svjezi, suSeni ili se zamrzavaju

(Kulling i Rawel, 2008).

Slika 1 Aronija (Aronia Melanocarpa) (Web 1)

Tablica 1 Energetska vrijednost i prosjec¢an sastav 100 g aronije (Web 2)

Energija 196 kJ (47 kcal)
Masti 05¢g
Ugljikohidrati 96¢g
Vlakna 53¢g
Bjelancevine l4¢g
Vitamin E 1,20 mg
Vitamin K 20 pg
Vitamin C 21 mg
Folna kiselina 15 pg
Kalcij 30 mg
Magnezij 20 mg
Zeljezo 0,62 mg
Cink 0,53 mg
Mangan 0,65 mg
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Poznati su ljekoviti ucinci zrelih plodova, koji pored prirodne boje, koja potjece od
antocijana, sadrze i vitamine A, B, C, te minerale (Tablica 1). IzvrSena su brojna istrazivanja u
svrhu otkrivanja antikancerogenih, kardioprotektivnih i antidijabetskih svojstava aronije.
Aroniju sadrzi vise od 300 bioloski aktivnih spojeva, a sadrzi i rijedak vocni Secer sorbitol. Kao

vecina voca bogata je vodom i ima nisku energetsku vrijednost (Kulling i Rawel, 2008).

2.1.1. Fenoli

Sekundarni metaboliti biljaka su skupina spojeva koji nastaju tijekom raznih transformacija u
stanicama biljaka koji imaju zastitnu i signalizirajuéu funkciju i na taj nacin omogucuju
kontakt sa okolnim ekosustavom, a njihova se biosinteza dogada u specijaliziranim
stanicama. Polifenoli imaju visSestruku ulogu ukljucujuéi poboljSanje senzorskih svojstava kao
Sto su boja, aroma ili okus, otpornost biljke prema bolestima i mikroorganizmima, indirektan
utjecaj na rast biljke, zastita osjetljivih stanic¢nih dijelova od Stetnog UV zracenja (Hakkinen,
2000). Najbrojnija skupina sekundarnih metabolita su fenolni spojevi, vrlo raznolikih

struktura, molekularnih tezina i fizikalno-kemijskih svojstava (Kroll i sur., 2003).

Strukturno uobicajena znacajka svih fenolnih spojeva je prisutnost aromatskog prstena i
najmanje jedne hidroksilne skupine (Slika 2) (Kroll i sur., 2003). Fenolni spojevi koji se nalaze
u biljkama uglavnom su glikozilirani. Glikozidni dio povezan je s benzenskim prstenom preko
hidroksilne skupine (O-glikozidi) ili direktno preko ugljika (C-glikozidi). Fenolni spojevi
klasificirani su kao prirodni antioksidansi i postali su srediSte zanimanja istraZivaca zbog
njihovih zdravstvenih ucinaka, posebno u lijecenju i prevenciji nekih kroni¢nih bolesti (Ozdal i
sur., 2013). Osim toga, njihova prisutnost u hrani sprje¢ava potencijalno nepoZeljne
promjene tijekom procesiranja, transporta i skladistenja (Masqsood i sur., 2014). Fenolni
spojevi osjetljivi su na povisenu koncentraciju kisika, poviSenu temperaturu te ulaze u
reakcije enzimskog i neenzimskog posmedivanja. Najvazniji fenolni spojevi koji se pojavljuju
u biljkama su flavonoidi, fenolne kiseline, stilbeni i lignani. Kriterij koji se uzima u obzir

tijekom klasifikacije fenolnih spojeva je broj atoma ugljika u strukturi (Crozier i sur., 2009).
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Slika 2 Strukturna formula fenola (Web 3)

Fenolne kiseline su skupina biljnih fenola relativno jednostavne strukture, ali se takoder
mogu povezati sa jedinicama Secera. NajceS¢e su prisutne kao derivati benzojeve (p-
hidrokisibenzojeva kiselina, siringinska, galna, elaginska) ili cimetne kiseline (hidroksicimetne
kiseline: p-kumarinska, kafeinska, ferulinska, sinapinska) (Slika 3). Hidroksibenzojeve kiseline
imaju isti osnovni Ce-C1 kostur, a razlika u strukturi uzrokovana je hidroksilacijom ili
metilacijom aromatskog prstena. U biljkama se nalaze u topljivoj formi, konjugirane sa
Secerima ili organskim kiselinama, odnosno vezane s dijelovima stani¢ne stjenke kao Sto su
lignini (Hakkinen, 2000). Hidroksicimetne kiseline se nalaze u svim dijelovima biljaka, u
razli¢itim konjugiranim oblicima. Kafeinska kiselina najrasprostranjenija je fenolna kiselina u
prirodi i predstavlja 75% - 100% sadrzaja ukupnih hidroksicimetnih kiselina u voéu (Hakkinen,
2000). Antioksidacijski kapacitet fenolnih kiselina povecava se s povecanjem stupnja
hidroksilacije (trihidroksilirana galna kiselina pokazuje visoku antioksidacijsku aktivnost).
Hidroksicimetne kiseline pokazuju veéu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s
hidroksibenzojevim kiselinama zbog CH=CH-COOH skupine koja doprinosi ve¢oj moguénosti
doniranja atoma vodika i stabilizaciju radikala nego —COOH skupina u hidroksibenzojevim

kiselinama (Hakkinen, 2000).

0Od fenolnih kiselina, u aroniji su pronadene klorogenska i neoklorogenska kiselina, esteri

hidroksibenzojevih kiselina s kina kiselinom (Slika 4) (Kulling i Rawel, 2008).

H%— " R,
4 O

DM

Slika 3 Lijevo - hidroksibenzojeva kiselina; desno - hidroksicimetna kiselina (Ignat i sur., 2011)
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Slika 4 Struktura klorogenske (lijevo) i neoklorogenske kiseline (desno) (Kokotkiewicz i sur., 2010)

Flavonoidi ¢ine najvecu (ukljucuju preko 5000 spojeva) i najvazniju skupinu fenolnih spojeva
(Kroll i sur., 2003). Nalaze se u gotovo svim dijelovima biljke, a njihova je koncentracija
odredena genetikom biljke te ovisi o klimatskim uvjetima, nacinu uzgoja i zrelosti biljke.
Razlikuju se od ostalih aromati¢nih spojeva zbog prisutnosti strukture CsC3sCs koja se sastoji
od dva benzenska prstena (A i B) medusobno povezanim C3 prikljuckom (heterociklicki
prsten C) (Slika 5). U prirodi se flavonoidi nalaze uglavhom u obliku glikozida, tj. povezani su
s molekulama Secera. Supstitucijske skupine takoder mogu biti hidroksilna skupina te

metoksi skupina (Kroll i sur., 2003).

Slika 5 Osnovna struktura flavonoida, lijevo - flavan jezgra; desno - okso-flavonoid jezgra (Rein, 2005)

Na temelju razlika u stupnju nezasic¢enosti i oksidacijskog stanja dodatka C3, flavonoide se
moze podijeliti u nekoliko podskupina: flavanoni (hesperetin i naringenin); flavoni (apigenin);
flavonoli (isorhamnetin, kaempferol i kvercetin); izoflavoni (genistein i daidzein); flavan-3-
oli/katehini (epigalokatehin epikatehin i galokatehin) i antocijanini (cijanidin, delphinidin,

pelargonidin i malvidin) (Tablica 2) (Kroll i sur., 2003).
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Tablica 2 Fenolne komponente u bobicama aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005)

Skupina polifenola Komponenta Kolicina komponente
(mg/100 g suhe tvari)
Flavani Proantocijanidini 5181,6
Fenolne kiseline Klorogenska kiselina 301,85
Neoklorogenska kiselina 290,81
Kvercetin-3-galaktozid 36,98
Flavonoli Kvercetin-3-glukozid 21,64
Kvercetin-3-rutinozid 15,1
Derivati kvarcetina (neidentificirani) 27,43
Cijanidin-3-galaktozid 1282,41
Antocijanini Cijanidin-3-arabinozid 581,5
Cijanidin-3-ksilozid 52,71
Cijanidin-3-glukozid 42,14

2.1.2. Antocijani

Antocijani su biljni pigmenti topljivi u vodi i odgovorni su za ruzi¢astu, crvenu, ljubicastu i

plavu boju biljaka (grozde, bobicasto voce, Sljive, patlidan, visSnje). Antocijani pripadaju

flavonoidnoj grupi polifenola (Slika 6) (Kong i sur, 2003).
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Slika 6 Podjela flavonoida (Web 4)
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Antocijanini Isoflavoni

Antocijani su glikozilirani polihidroksi i polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilium kationa

odnosno flavilium kationa. Aglikon, odnosno flavilium kation je glavni dio antocijana, jos se

naziva antocijanidin, i obi¢no je penta (3,5,7,3°,4") ili heksa substituirani (3,5,7,3",4,5"), a

predstavlja neSecerni produkt hidrolize (Slika 7) (Kong i sur, 2003).
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Slika 7 Flavilium kation (Kong i sur., 2003)

U vakuolama biljnih stanica antocijanini se pojavljuju u cetiri strukturna oblika koja su
medusobno u ravnotezi: flavilium kation te kinoidalna baza, karbinol pseudo-baza i halkon
pseudo-baza. U ovisnosti o pH otopine u kojoj se nalaze, ove kemijske forme antocijana
pokazuju razli¢itu obojenost. Pri pH 1 prevladava crveno obojeni flavilium kation, plava boja
kinoidalne baze prevladava pri pH 2-4, a pri pH 5 i 6 se stvaraju dvije bezbojne forme koje
imaju karbinol i halkon bazu (Slika 8). Pri pH vrijednostima iznad 7, molekula antocijana se

degradira (Clifford, 2000).

HO

AH+
flavrilivm kation kinoidalna baza

|

karhitiol baza ili anhidro baza

Slika 8 Cetiri strukturna oblika antocijana (Rein, 2005)
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Danas su poznata 22 razli¢ita antocijanidina, a najznacajniji antocijanidini koji doprinose
pigmentaciji voéa su pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin, petunidin i malvidin (Slika

9).

HO

O— Glukoza

OH

Slika 9 Kemijska struktura osnovnih antocijanina: pelargonidin-3-glukozid, R1=H, R;=H; cijanidin-3-
glukozid, R1=0H, R;=H; delfinidin-3-glukozid, R1=0OH, R,=0H; peonidin-3-glukozid, R1=OCH3, R,=H;
petunidin-3-glukozid, R1=0CHs, R,=0H; malvidin-3-glukozid, R1=0CH3, R,=0OCH3 (Clifford, 2000)

Njihova kolic¢ina ovisi o zrelosti voca, klimatskim uvjetima, svjetlosti i temperaturi, a razlikuju
se s obzirom na broj hidroksi i/ili metoksi grupa, vrsti, broju i mjestu vezanog Seéera na
molekulu te vrsti i broju alifatskih ili aromatskih kiselina koje su vezane na $ecer. Seceri koji
su najcesce vezani na antocijane su glukoza, ramnoza, galaktoza, arabinoza, ksiloza, rutinoza,
soforoza, sambubioza i glukorutinoza (Slika 10). Glikolizirani antocijani su puno stabilniji i
alifatskim (jabuc€na, oksalna, octena) ili hidroksicimetnim kiselinama (p-kumarinska,
kafeinska, ferulinska kiselina) $to omoguéuje njihovu primjenu u prehrambenoj industriji jer

aciliranjem postaju stabilniji (Slika 11) (Jakobek, 2007).

[ D-glukoza o-L-ramnoza

0 o
H HO H
. o Ho. R oH : ;
soforoza nitinoza sambubioza
OH OH
+ H 1 H
[i-D-galaktoza i1-L-arabinoza [3-D-ksiloza

Slika 10 Glikozilne jedinice antocijana (Rein, 2005)
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Slika 11 Najcesce acilne jedinice antocijanina (Francis, 1989)

Antocijani u kiselom mediju postaju stabilni, a njihova stabilnost ovisi o pH, temperaturi,
prisustvu kisika i strukturnoj konformaciji, ali i o prisustvu razgradnih enzima, sumpor
dioksida, metalnih iona, askorbinske kiseline i Se¢era. Dokazano je da su antocijani brusnice
poviSenoj temperaturi dolazi do hidrolize glikozidne veze i stvaranja aglikona koji je manje
stabilan od glikozida. Seceri u visokim koncentracijama ¢uvaju stabilnost antocijana $to je
posljedica smanjenja aktiviteta vode. Niske koncentracije fruktoze, arabinoze, laktoze i
sarboze imaju veci degradativni ucinak od glukoze, saharoze i maltoze. Brzina degradativnih
reakcija antocijana slijedi brzinu degradativnih reakcija Secera do furfurala koji kondenzira s
antocijanima pri ¢emu nastaju smede obojeni produkti. Navedena reakcija ovisi o kisiku i
temperaturi, a Cesta je kod voénih sokova. Brzina degradacije antocijana povecava se
prisutstvom svjetlosti (iako je neophodna za njihovu biosintezu), pove¢anjem temperature,
prisutstvom kisika, prisutstvom askorbinske kiseline (ubrzava polimerizaciju pigmenata i
uzrokuje obezbojenje), poveéanjem hidroksilacije, dok antocijane stabilizira inaktivacija
enzima i povecana metilacija i glikozilacija na aglikonu. Metalni kompleksi stabiliziraju boju,
iako moze dodi do negativnog efekta jer se metali spajaju s taninima koji daju plavo i smede
obojenje. Takoder, antocijani se mogu kondenzirati sami sa sobom, ali i sa drugim organskim

komponentama, a taj se proces naziva kopigmentacija (Markakis, 1982).

Antocijanini u aroniji veéinom su prisutni kao smjesa glikozida cijanidina: 3-galaktozida, 3-
arabinozida, 3-ksilozida i 3-glukozida, a najvise ima cijanidin-3-galaktozida (Kulling i Rawel,

2008).
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2.2. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidansi su spojevi koji utje¢u na oksidaciju nekog supstrata tako Sto inhibiraju ili
odgadaju njegovu oksidaciju. Voce i povrée bogati su izvori prirodnih antioksidansa (vitamini
A, B, C, tokoferoli, prehrambena vlakna, selen, kalcij, fenolne kiseline, flavonoidi), a najvazniji
su polifenolni spojevi jer su odgovorni za veliki dio antioksidacijskog kapaciteta voca i povrca
(Jakobek, 2007). Slobodni radikali su vrlo reaktivne, nestabilne molekule koje sadrze
nespareni elektron u vanjskoj elektronskoj ljusci koji mogu donirati ili ga uzeti drugoj
molekuli. Upravo iz tog razloga ulaze u reakcije s raznim molekulama kako bi postigli
stabilnost. Najéesc¢e reaktivne tvari su singletni kisik, hidroksilni radikal, hidroperoksidni
radikal, vodikov peroksid, lipidni radikali. Vodikov atom iz fenolne hidroksilne skupine moze
se donirati Stethom reaktivnom slobodnom radikalu uslijed ¢ega nastaje novi slobodni
radikal na fenolu koji je stabiliziran rezonancijom i stoga manje reaktivan (Slika 12). Kada se
u organizmu narusi ravnoteza izmedu oksidativnog ostecenja i antioksidativne reparacije
dolazi do oksidativnog stresa odnosno starenja stanica, oste¢enja DNA te razvoja raznih

bolesti (Kazazi¢, 2004).

DH+R :0-

52 b-8-b-

Slika 12 Reakcija djelovanja antioksidansa na slobodne radikale (Krijan, 2017)

Antioksidansi, dakle, brane organizam od oksidacijskog stresa na vise nacina. Jedan od njih je
hvatanje slobodnih radikala ¢ime se postize neutralizacija i stabilizacija radikala doniranjem
elektrona. Smatra se da flavonoidi mogu sudjelovati u reakcijama hvatanja slobodnih
radikala, pri éemu nastaje flavonoidni fenoksidni radikal koji ne poti¢e daljnje lan¢ane
reakcije. Ovaj nacin obrane jo$S se naziva i antiradikalna aktivnost. Antioksidacijski ucinak
postize se i prilikom interakcija flavonoida i drugih molekula kao $to su vitamini. Sljedeci

nacin je vezanje iona metala tj. kelacija metala koji u oksidacijskim reakcijama djeluju kao

10
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katalizatori. Sinergisticki u€inak je primje¢en u medudjelovanju vitamina C i kvercetina, te a-
tokoferola i nekih polifenolnih spojeva (Tablica 3) (Kazazi¢, 2004). Pretpostavlja se da
polifenoli mogu zastiti od nastanka tumora kroz inhibiciju odredenih oksidativnih procesa
koji oStecuju stanice. Konjugirana prstenasta struktura i hidroksilne grupe omoguéuju
polifenolima ulogu antioksidansa tako da stabiliziraju slobodne radikale (Kulling i Rawel,

2008).

Antioksidacijska aktivnost ovisi o strukturnim svojstvima antioksidanasa, temperaturi,
svjetlosti, tipu supstrata, fizikalnom stanju sustava te mikrokomponentama koje djeluju kao
prooksidansi ili sinergisti. Antioksidativna aktivnost polifenolnih spojeva povecdava se
povecanjem broja hidroksilnih grupa, a smanjuje glikozidacijom (Yao i sur., 2004). Jedan od
nacina na koji polifenoli mogu djelovati antioksidativno je i stvaranje kompleksa s ionima
metala. Pokazalo se da neki polifenoli iz aronije djeluju kao kelatori (eng. chelators) metala
kao $to su Zeljezo (Fe3*) ili bakar (Cu?*). Sposobnost polifenola da veZu katione metala
smanjuje koncentraciju metala, a time i njihovu ulogu u iniciranju oksidacijskih procesa.
Potvrdeno je da crvena frakcija pigmenata iz aronije, sastavljena od derivata cijanidina, ima
snazno djelovanje na slobodne radikale. Istrazivanjem provedenim na ljudima, koji su
konzumirali sok aronije, primijeceno je smanjenje oksidativnog osSteéenja crvenih krvnih

stanica uzrokovanog intenzivnim vjezbanjem (Kulling i Rawel, 2008).

Tablica 3 Mehanizam antioksidativne aktivnosti (Rein, 2005)

Mehanizam antioksidativne

. . Primjeri antioksidansa
aktivnosti

Skupina antioksidansa

Inaktivacija slobodnih radikala

L Fenolne tvari
lipida

Pravi antioksidansi

Sprjecavanje raspadanja

Stabilizatori hidroperoksida

hidroperoksida na slobodne
radikale

Fenolne tvari

Sinergisti

Poboljsavanje aktivnosti pravih
antioksidanasa

Limunska kiselina, askorbinska
kiselina

Metalni kelatori

Vezanje teskih metala u
inaktivne komponente

Fosforna kiselina, tvari nastale
Maillard-ovim reakcijama,
limunska kiselina

Tvari za vezivanje singleton
kisika

Transformacija singlet kisik u
triplet kisik

Karoteni

Tvari koje reduciraju
hidroperokside

Redukcija hidroperoksida bez
stvaranja radikala

Proteini, aminokiseline

11
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2.3. INTERAKCUE FENOLA S PROTEINIMA

Interakcije izmedu razli¢itih spojeva prisutnih u hrani su ¢este i imaju utjecaja na hranjiva i
funkcionalna svojstva prehrambenih proizvoda. Medu navedene interakcije spada i stvaranje
kompleksa fenolnih spojeva i proteina. SloZenost interakcija fenolnih spojeva i proteina

predstavlja izazov za analiti¢are hrane (Czubinski i Dwiecki, 2016).

U posljednje vrijeme znacajan je broj istrazivanja usredotocen na proucavanje interakcija
fenolnih spojeva s glavnim sastojcima hrane poput polisaharida, proteina ili lipida. Fenolni
spojevi koji se nalaze u hrani podvrgavaju se kemijskim promjenama zbog prerade hrane i
interakcije s proteinima ili drugim makromolekulama c¢ak i nakon konzumacije hrane,

probavom u gastrointestinalnom traktu (Nydia i sur, 2017).

Ucinkovitost pojedinog fenolnog spoja u ljudskom tijelu uvelike ovisi o ucinkovitosti njihove
apsorpcije. Teoretski, fenolni spojevi, koji se unose prehrambenim proizvodima u tijelo,
trebali bi se osloboditi tijekom pocetnih faza probave. Od svih hranjivih tvari koje okruzuju
fenolne spojeve unutar gastrointestinalnog trakta, proteini imaju najjaci utjecaj na njihovu
dostupnost za apsorpciju. Stoga postoji niz dokaza koji upucuju na to da se fenolni spojevi
apsorbiraju u relativno malim koli¢inama (Arts i sur., 2001; Tomas-Barberan i Andrés-
Lacueva, 2012). Interakcije izmedu fenolnih spojeva i proteina mogu se dogoditi i prije
njihovog unosa, za vrijeme proizvodnje i prerade hrane. Polifenoli i hranjive tvari mogu doci
u medusobni kontakt i kao posljedica toga, podvrgnuti se razli¢itim interakcijama koje
dovode do smanjenja brzine njihove apsorpcije. Interakcije izmedu fenolnih spojeva i
proteina mogu se proucavati iz dva aspekta. Interakcija s fenolnim spojevima uzrokuje
promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima proteina. Formiranje takvih kompleksa moze
dovesti do smanjenja hranjivih sastojaka, tehnoloske vrijednosti, enzimske aktivnosti i drugih
bioloskih ucinaka proteina promjenom njihove topljivosti, toplinske stabilnosti i
probavljivosti (Kroll i sur., 2003; Tomas-Barberdn i i Andrés-Lacueva, 2012; Ozdal i sur.,
2013). Istovremeno nastajanje kompleksa s proteinima moZe znacajno smanijiti razinu
utjecaja na zdravlje zbog maskiranja njihovih antioksidacijskih svojstava (Ozdal i sur., 2013;

Gonzales i sur., 2015).

Fenolna skupina izvrstan je donor vodika koji tvori veze s karboksilnom skupinom proteina.

Da bi fenolni spojevi imali visok afinitet za proteine, moraju biti dovoljno mali za prodiranje u
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interfibrilarna podrucja molekula proteina, ali i dovoljno veliki za umrezavanje peptidnih
lanaca (Mulaudzi i sur., 2012). Stvaranje interakcije izmedu fenolnih spojeva i proteina
prikazano je na Slici 13. Difenolski dio polifenola (Almajano i sur., 2007) lako se oksidira na
ortokinon, bilo enzimatski kao u biljnim tkivima bilo molekularnim kisikom (Strauss i Gibson,
2004). Kinin tvori dimer (Arimboor i Arumughan, 2011) u sporednoj reakciji ili reagira s
amino ili sulfhidrilnim boc¢nim lancima polipeptida stvarajuci kovalentne C- N ili C-S veze s
fenolnim prstenom, uz regeneraciju hidrokinona. Dimer se mozZe reoksidirati i vezati drugi
polipeptid, Sto rezultira unakrsnim vezivanjem (Arts i sur., 2001). Inace, dva kinina, od kojih
svaki nosi jedan lanac, mogu se dimerizirati. Poznato je da reakcije kinona i amino skupina
smanjuju probavljivost i bioraspolozZivost proteina koji sadrzi lizin i cistein. Buduéi da se
kinoni/hidrokinoni lako reduciraju/oksidiraju, sluze kao odliéni prenosioci elektrona u

bioloSkim sustavima (Strauss i Gibson, 2004).

Interakcije polifenola i proteina odvijaju se nekovalentnim, hidrofobnim interakcijama i
kovalentnim vezanjem, a spojevi koji nastaju kasnije se mogu stabilizirati vodikovim vezama.
Nekovalentno vezanje je reverzibilno i slabije od kovalentnog vezanja koje je rezultat
ireverzibilnih interakcija, gdje se polifenoli transformiraju do kinona koji pak mogu reagirati
sa nukleofilnim skupinama na proteinskim molekulama. Vazni Cimbenici kod vezanja
polifenola i proteina su struktura, molarna masa polifenola (visokomolekularni polifenoli
mogu se €vrsce i selektivnije vezati na proteine) i broj hidroksilnih skupina (évrS¢e vezanje na
proteine kod polifenola sa ve¢im brojem hidroksilnih skupina). Ukoliko se polifenoli vezu na
hidrofobnu stranu proteina, mozZe do¢i do promjene u strukturi proteina uslijed ¢ega protein
gubi svoju funkcionalnost. Proteini mogu zastititi polifenole od oksidativne degradacije

zahvaljujudi interakcijama (Jakobek, 2015).

Poznato je da interakcije fenolnih spojeva i proteina utjecu na strukturu proteina, sadrzaj
slobodnih polifenola, antioksidacijski kapacitet i bioraspoloZivost fenolnih spojeva u hrani.
Razumijevanje interakcija fenolnih spojeva i proteina pomaze u kontroli funkcionalnih
svojstava proteina u prehrambenim proizvodima tijekom prerade, transporta i skladistenja

(Ozdal i sur., 2013).
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Slika 13 Reakcije fenolne kiseline s amino bocnim lancima polipeptida (Strauss i Gibson, 2004)

2.3.1. Parametri koji utjeCu na interakciju izmedu fenolnih spojeva i proteina

Tijekom formiranja interakcije izmedu fenolnih spojeva i proteina dolazi do mnogih

promjena ¢Ciji intenzitet ovisi o uvjetima kao Sto su temperatura, pH, vrsti proteina,

koncentraciji proteina, vrsti i strukturi fenolnih spojeva i nekoliko drugih ¢imbenika (Ozdal i
sur., 2013).
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Temperatura

Temperatura moze utjecati na vodikove veze i uzrokuje stvaranje hidrofobnih veza, stoga je
vazan parametar pri stvaranju interakcije proteina i fenola. Sastry i Rao (1990) uocili su da
temperatura ima znacajan utjecaj na vezanje slobodnog 11S proteina (heliantinin) iz
sjemenki suncokreta s 5-O-kofeoil-kinom kiselinom. Vezanje se znacajno smanjivalo kako se
temperatura povecavala s 30 °C na 45 °C, a interakcija je potpuno nestala na 55 °C. Prigent i
sur. (2003) proucavali su interakcije govedeg serumskog albumina (BSA) s 5-O-kofeoil-kinom
kiselinom na 5, 25 i 60 °C. Uocili su da se afinitet vezanja za 5-O- kofeoil-kinu kiselinu za BSA
smanjivao s porastom temperature. Tsai i She (2006) procijenili su doprinos interakcije
fenola i proteina u antioksidacijskom kapacitetu graska nakon njegovog izlaganja fenolima
pri razli¢itim temperaturama zagrijavanja, izmedu 30 i 70 °C. Ekstrahirali su enzim superoksid
dismutazu (SOD) iz graska i stvorili interakciju proteina i felnolnih spojeva pri ¢emu su mjerili
aktivnost SOD i sposobnost vezivanja ovog kompleksa s proteinima graska. Aktivnhost SOD u
svjezem ili preradenom vodéu vrlo je slaba zbog deformacija proteina nastalih uslijed
zagrijavanja. Toplinska stabilnost SOD povecala se nakon interakcije sa fenolnim spojevima
kao rezultat povecanja energije aktivacije SOD uzrokovano vezanjem fenolnih spojeva na
protein. Dakle, vezanje fenolnog spoja je pojacano pri povisenoj temperaturi (Tsai i She,

2006).
pH vrijednost

NajniZza topljivost kompleksa polifenola i proteina je na 0,3-3,1 pH jedinica ispod
izoelektri¢nih tocaka proteina (Naczk i sur., 2006). Za razliku od temperature, pH utjeCe samo
na stupanj vezanja fenola i proteina, ne i na njihov afinitet vezanja. Nizi pH dovodi do jaceg
vezanja jer je disocijacija proteina oslobodila vise mjesta za vezanje (Sastry i Rao, 1990).
Interakcije izmedu klorogene kiseline (CGA) i nekoliko proteina kao $to su BSA, lizozim, a-
laktalbumin pri pH<7 bile su nekovalentne veze, a kolicina CGA vezana za BSA bila je nesto
visa pri nizem pH (Prigent i sur., 2003). S poveéanjem pH, kovalentna interakcija lizozima i
CGA bila je ja¢a zbog stvaranja vise radikala ili kinona uslijed autooksidacije CGA. Nakon toga
reaktivni radikali i kinoni kovalentno se povezuju s proteinima (Prigent i sur., 2003). Naczk i
sur. (1996) navode kako optimalan pH varira za razliCite proteine i opcenito je blizu
izoelektriénih tocka proteina. Rawel i sur. (2005) takoder su uoCili veéi afinitet vezanja s
ferulinskom kiselinom i CGA blizu izoelektricne tocka BSA. Papadopoulou i sur. (2006)
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pretpostavljali su da elektrostaticke veze nisu glavni faktor u stvaranju kompleksa. Doista,
povecano taloZenje proteinsko-polifenolnih kompleksa u neposrednoj blizini izoelektriéne
tocke moze se pripisati minimalnoj topljivosti proteina pri ovom pH (Papadopoulou i sur.,

2006).
Vrsta i koncentracija proteina

Na interakciju proteina i fenola utjecu vrste proteina i molarni omjer fenola i proteina
(Prigent i sur., 2003). Mogu se vezati hidrofobno ili hidrofilno. Razlika u afinitetu vezanja
medu proteinima ovisi o nekoliko ¢imbenika, poput hidrofobnosti, izoelektri¢noj tocci i
aminokiselinskom sastavu proteina (Prigent i sur., 2003). Primjerice, afinitet vezanja CGA na
BSA bio je veéi nego lizozimu i a-laktalbuminu. Koli¢ina proteina u otopini utjeCe na
interakcije. Ako je koncentracija BSA niska, razlika u taloZenju proteina izmedu 0,5 mg/mL
BSA i 1,0 mg/mL BSA nije bila statisticki znacajna. S druge strane, kad je koncentracija BSA
veca od 1,0 mg/mL, ucinak taloZenja proteina bio je znadajno nizi u odnosu na ucinak

dobiven iz visih koncentracija od BSA (Naczk i sur., 1996).
Vrsta i struktura polifenola

Razlicite vrste fenolnih spojeva utjeCu na interakcije proteina i fenola ovisno o faktorima kao
Sto su molekulska masa, metilacija, hidroksilacija, glikozilacija i hidrogenacija fenolnih
spojeva. Afinitet vezanja polifenola na proteine raste s njihovom molekularnom masom. Vedi
polifenoli poput onih u crnom ¢aju (teaflavin, tearubigin) vjerojatnije ¢e se vezati za mlijecne
proteine zbog fermentacije (oksidacije/polimerizacije) katehinskih monomera (Dubeau i sur.,
2010). Fenolni spojevi niske molekularne mase ukljucujuc¢i p-kumarinsku kiselinu, p-
hidroksibenzojevu kiselinu, cimetnu kiselinu (protokatekui¢na i kofeinska kiselina) i katehin,
3,4-dihidroksibenzojeva i cimetna kiselina imaju najjaci afinitet vezanja za BSA (Bartolome i
sur., 2000). lako su i kvercetin i kvercetin 3-O-B-D-glukopiranozid flavonoidi, njihovi afiniteti
vezivanja za BSA su razli¢iti (Martini i sur., 2008). Otkriveno je da hidroksicimetne kiseline
koje uklju€uju ferulinsku kiselinu, kumarinsku i kofeinsku kiselinu povecavaju toplinsku
stabilnost SOD u grasku bolje od hidroksibenzojeve kiseline. Potvrdeno je da je kumarinska
kiselina superiorna za pojacavanje antioksidacijskog djelovanja SOD, pokazala je najjaci
afinitet vezanja za proteine graska (Tsai i She, 2006). Xiao i sur. (2011) istrazivali su odnos

izmedu strukturalnih svojstava prehrambenih polifenola i njihove afinitete za mlije¢ne
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proteine. Metilacija i metoksilacija flavonoida smanjile su njihov afinitet vezanja za mlijecne

proteine 1,10-14,79 puta (Xiao i sur., 2011).
Ostali ¢imbenici

Ostali ¢imbenici koji utje¢u na interakcije proteina i fenola su koncentracija soli i dodatak
odredenih reagensa. Jacina vezanja klorogene kiseline za 11S protein suncokreta smanjila se
s povecanjem koncentracije kuhinjske soli (NaCl). Koncentracija NaCl smanjila je koli¢inu
to¢aka za vezanje, a nije utjecala na afinitet vezanja zbog c¢injenice da soli u visokoj
koncentraciji mogu inhibirati disocijaciju oligomernih proteina (Sastry i Rao, 1990). Neki
reagensi, kao Sto su NaSOs (redukcijsko sredstvo), ¢ak i pri niskoj koncentraciji, mogu
utjecati na interakcije proteina i fenola. Interakcija CGA i 11S proteina potpuno je nestala pri

0,01 M NaySOs (Sastry i Rao, 1990).

2.3.2. Utjecaj interakcija fenolnih spojeva i proteina na fenolne spojeve i

proteine

Tijekom interakcija fenolnih spojeva i proteina, dolazi i do promjena na samim proteinima i
fenolnim spojevima. Glavne promjene na proteinima odnose se na njihovu strukturu,
funkcionalna i prehrambena svojstva i probavljivost proteina. S druge strane, ove interakcije
rezultiraju promjenama ukupnog sadrZaja fenola, antioksidcijske aktivnosti, sadrZaja

pojedinih fenolnih spojeva, kao i bioraspoloZivost fenolnih spojeva (Ozdal i sur., 2013).

Bioloska aktivnost i funkcionalnost proteina promijenjena je njihovom interakcijom s
razli¢itim fenolnim spojevima te dolazi do promjene u enzimskoj aktivnosti i fizikalno-
kemijskim svojstvima, poput topljivosti ili toplinske stabilnosti proteina (Rohn i sur., 2005;
Ozdal i sur., 2013). Topljivost ili netopljivost proteina vazan je ¢imbenik za razumijevanje
funkcionalnosti proteina u hrani jer njihova netopljivost moze ograniciti i ostala funkcionalna
svojstva proteina. Topljivost proteina ovisi o unutarnjim (npr. sastav aminokiselina proteina,
slijed aminokiselina) i vanjskim c¢imbenicima (pH, temperatura, ionska c¢vrstoc¢a) (Sathe,

2012).

Medutim, najvaZnija promjena nastala stvaranjem proteinsko-fenolnog kompleksa je
smanjenje hranjivih svojstava proteina smanjujuéi dostupnost odredenih aminokiselina.

O'Connell i Fox (1999) analizirali su formaciju kompleksa izmedu mlije¢nih proteina i kava
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kiseline tijekom zagrijavanja. Interakcija fenolne kiseline uzrokuje smanjenje koli¢ine
dostupnog lizina i tiolne skupine u mlije¢nim proteinima. Nadalje, prisutnost kava kiseline
dovodi do poveéanja veli¢ine umrezenih kazeinskih micela. Autori su predlozili mehanizam
pri kojem se kava kiselina tijekom zagrijavanja podvrgava oksidaciji kinonima. Nastali kinoni

tada mogu formirati kovalentni kompleks s aminokiselinama (Kroll i sur., 2003).

BelS¢ak i sur. (2009) proucavali su ukupni sadrzaj fenola, ukupni sadrzaj flavonoida i
antioksidacijske kapacitete raznih ¢okoladnih proizvoda. Uodili su da najnizi ukupni sadrzaj
fenola, ukupni sadrzaj flavonoida i antioksidativni kapaciteti ima mlije¢na c¢okolada iako
sadrzi veci udio kakaa (29%) od kakao plocica (16%). Pretpostavili su da je to rezultat
povecanja interakcije izmedu katehina i proteina. Proizvodi na bazi mlijeka predstavljaju vrlo
slozeni matriks gdje je dobro poznato da snazne interakcije katehina i proteina izravno
utjeCu na ukupni sadrzaj fenola, ukupni sadrzaj flavonoida i antioksidacijske kapacitete

(Belsc¢ak i sur., 2009).

Dubeau i sur. (2010) izmjerili su antioksidacijske kapacitete primjenom tri razli¢ite metode
(ABTS metoda, voltametrija i inhibicija peroksidacije lipida). Koriste¢i ABTS metodu i
voltametrijske metode uocili su da je mlijeko smanjilo antioksidacijski kapacitet cajeva.
Suprotno tome, u metodi inhibicije lipidne peroksidacije, rezultati su pokazali da mlijeko
pojacava antioksidacijsko djelovanje Cajeva. Autori su objasnili kako mlijeko moze imati
dvostruki u¢inak na antioksidacijsku sposobnost ¢aja; inhibicijski u¢inak za reakcije koje se
odvijaju u otopini ili na granici kruto-tekuce te poja¢an ucinak za emulzije ulja u vodi
(Dubeau i sur., 2010). Slicnu interakciju izmedu fenolnih spojeva ¢aja i proteina mlijeka su
uocili i Sharma i sur. (2008) za crni ¢aj sa Se¢erom, mlijekom i kombinacijom Seéera i mlijeka.
Ektrakt crnog c¢aja imao maksimalnu koli¢inu polifenola, nakon cega slijedi crni ¢aj sa
Secderom te crni ¢aj sa Secerom i mlijekom. Ryan i Petit (2010) koristeé¢i FRAP metodu, uocili
su da dodatak mlijeka ¢aju znacajno smanjuje ukupni antioksidativni kapacitet ovisno o
koli¢ini mlijeka. Dakle, antioksidativnho djelovanje smanjeno je s poveéanom koli¢inom

dodanog mlijeka.

Ferruzzi i Green (2006) proucavali su interakcije katehina iz ¢aja s proteinima. Cilj im je bio
procijeniti utjecaj tretiranja sa pepsinom u svrhu poveéanja iskoriStenja katehina iz mlijeka i

drugih namirnica bogatih proteinima. Kombinirali su kuhani zeleni ¢aj s obranim mlijekom u
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omjerima od 10% do 50%. Rezultati su ukazali da se iskoristenje katehina smanjilo s

povecanjem sadrzaja mlijeka.

Arts i sur. (2002) izvijestili su da su Cisti a, B i k-kazeini maskirali antioksidacijska svojstva
ekstrakta zelenog i crnog ¢aja i nekih Cistih flavonoida koji se obi¢no nalaze u ¢ajevima u
razli¢itim koli¢inama vjerojatno zbog kovalentnih ili nekovalentnih interakcija. Obje
interakcije mogu dovesti do talozenja proteina kroz interakcije na viSe mjesta i viSestruke
interakcije. U interakcijama s viSe mjesta nekoliko se fenola veze za jednu proteinsku
molekulu, a kod viSestruke interakcije jedan se fenol veZze na nekoliko proteinskih mjesta ili
proteinskih molekula. Te interakcije mogu uzrokovati maskiranje sadrzaja polifenola u
proteinima. Takoder, interakcije polifenola i proteina mogu umanijiti antimikrobne ucinke
polifenola. Von Staszewski i sur. (2011) proucavali su promjene antimikrobnih kapaciteta
razli¢itih vrsta argentinskog zelenog ¢aja dodavanjem proteina sirutke. Rezultati su otkrili
odredeni stupanj maskiranja u antimikrobnoj aktivnosti zelenog ¢aja. Antimikrobni ucinci u
prisutnosti proteina sirutke u korelaciji su sa sadrzajem polifenola u zelenom d¢aju i
povecavaju se smanjenjem koncentracije proteina sirutke. Serafini i sur. (2009) proucavali su
bioraspolozZivost fenolnih kiselina i antioksidativni kapacitet borovnica koje se konzumiraju
sa i bez mlijeka, provodenjem pokusa s jedanaest zdravih volontera koji su konzumirali ili
200 g borovnica sa 200 mL vode ili 200 g borovnica sa 200 mL punomasnog mlijeka. Rezultati
su pokazali da je doSlo smanjenja koncentracija kofeinske i ferulinske kiseline u plazmi kao i
do smanjene cjelokupne apsorpcije kofeinske kiseline. Kao zaklju¢ak ovog istraZivanja, autori
smatraju da interakcije mlijeka i borovnica smanjuju antioksidativna svojstva borovnica i da

se smanjuje apsorpcija kofeinske kiseline (Serafini i sur., 2009).

Tsai i She (2006) uocili su da je toplinska stabilnost superoksid dismutaze (SOD) povecana
nakon njegove interakcije s fenolnim spojevima. Primjena viSih temperatura rezultirala je
vec¢om sposobnos$éu vezanja fenolnih spojeva na proteine. Medutim, zagrijavanje je takoder
dovelo do razaranja proteinsko-fenolnog kompleksa. ZabiljeZzeno je da je aktivnost SOD bila
veéa nakon inkubacije s fenolnim spojevima. Kapacitet antioksidanata graska povedan je
nakon interakcije s fenolnim spojevima i kumarinska kiselina je grasku omogudila
maksimalno antioksidativno djelovanje u usporedbi s galijskom kiselinom, katehinom,
ferulinskom kiselinom i kofeinskom kiselinom. Povecanje antioksidacijske aktivnosti u grasku

rezultat je interakcije proteina i fenola u grasku koja je stabilizirala protein SOD i osigurao
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antioksidacijski kapacitet proteina tijekom zagrijavanja. Dakle, interakcije s proteinima mogu

utjecati na antioksidacijsku aktivnost fenolnih spojeva (Tsai i She, 2006).

2.4. BIOAKTIVNI DODACI HRANI NA BAZI PROTEINA

Bioaktivni spojevi prisutni su u malim koli¢inama u hrani, uglavhom u vocu, povrcu i
cjelovitim Zitaricama, a posjeduju potencijalno pozitivan utjecaj na zdravlje. Bioaktivni
spojevi su molekule koje mogu imati terapijski potencijal s utjecajem na unos energije,
istodobno smanjujuéi proupalno stanje, oksidacijski stres i metabolicke poremedaje
(Siriwardhana i sur., 2013). Epidemioloske studije pokazuju da konzumacija hrane bogate
bioaktivnim spojevima s antioksidacijskim djelovanjem, uklju¢ujuéi vitamine, fitokemikalije i
uglavnom fenolne spojeve, poput flavonoida i karotenoida, ima pozitivan ucinak na ljudsko
zdravlje i moze umanijiti rizik od brojnih bolesti, poput tumora, bolesti srca, moZzdanog udara,
Alzheimerove bolesti, dijabetesa, katarakte i dobne funkcionalne dekadencije (Siriwardhana i
sur., 2013). Bioaktivni spojevi mogu modulirati metabolicke procese i pokazuju pozitivha
svojstva poput antioksidacijskog ucinka, inhibicije aktivnosti receptora, inhibicije ili indukcije

enzima i indukcije i inhibicije ekspresije gena (Carbonell-Capella i sur., 2014).

Raznolikost kemijskih struktura bioaktivnih spojeva utjeCe na bioraspolozivost i bioloSka
svojstva, dok antinutritivni efekt ukljuuje smanjenje bioraspoloZivosti odredenih spojeva ili
inhibiciju probavnih enzima (Septembre-Malaterre i sur., 2018). Potencijalni ucinci
bioaktivnih spojeva i hranjivih sastojaka na zdravlje ovise o procesu probave, jer to utjece na
bioaktivne spojeve i njihovu stabilnost, a kao posljedica utjeCe na bioraspoloZivost i

potencijalne pozitivne ucinke na zdravlje (Carbonell-Capella i sur., 2014).

Proizvodi bogati polifenolima i proteinima vrlo su trazeni na trzistu hrane, iako moze biti
teSko formulirati prikladne prehrambene proizvode s fizioloSki vaznim koli¢inama ovih
sastojaka, a da se i dalje odrzi kvaliteta proizvoda. Dijelom je to zato Sto proteini mogu
kompleksirati s ostalim sastojcima hrane i ubrzati destabilizirajuée efekte, Sto moze
promjeniti strukturu hrane i smanijiti rok trajanja proizvoda. Prethodnim kompleksiranjem
proteina i polifenola u stabilne koloidne éestice mogu su pripremiti izuzetno kvalitetne
formulacije hrane, pri ¢emu su ukupna strukturna svojstva hrane znacajno poboljSana. Svi
pozitivni ucinci proteina i koncentriranih polifenola na taj nacin ostaju raspolozivi. U ovom

procesu kompleksiranja, od velikog su znacdaja reaktivni alergeni epitopi odredenih proteina
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jer su ucinkovito oslabljeni vezivanjem s polifenolima, ¢ime umanjuju alergenost
prehrambenih proteina. Svinjski makrofagi proizvodili su protuupalni citokin kada se je na
njih djelovalo proteinima sirutke, ali je proizvodnja citokina potpuno blokirana kada su
stanice stimulirane Cesticama koje su nastale kompleksiranjem proteina sirutke s
polifenolima cimeta. Polifenoli su blokirali proizvodnju citokina i kemokina, karakteristi¢ne za
alergijske reakcije, sto omogucava potencijalno stvaranje hipoalergijske hrane obogaéene

proteinima i polifenolima (Lila i sur., 2017).

Proteini i polifenoli doprinose hranjivim sastojcima, prevencijama bolesti i poboljSanju stanja
metabolizma te mogu sudjelovati u stvaranju strukture i stabilizaciji hrane. Zelja je povecati
potro$nju proteina i polifenola iz zdravstvenih razloga, a jedan je pristup stvaranje i primjena
proteinsko-polifenolnih Cestica koje bi uz zdravstvenu imale i strukturnu funkcionalnost u
prehrambenim proizvodima. Uloge proteina i polifenola (pojedinacno ili kada su povezani),
razmatraju se u vidu zdravstvenih koristi (prehrana, prevencija bolesti, sitost, ublazavanje
alergija). Cilj je kompleksiranje Cestica proteina i polifenola kako bi se osigurao pozitivan
doprinos kvaliteti hrane te dovoljan unos proteina i polifenola (Foegeding i sur., 2017).
Proteini i polifenoli mogu doprinjeti organizmu kao neovisne molekule, gdje je molekularna
struktura vaZna za svojstva poput vezanja proteina za komponente okusa i interakcije
polifenola sa receptorima i enzimima (Murakami i Ohnishi, 2012). Kada prirodni afinitet
izmedu molekula proteina i polifenola uzrokuje njihovu interakciju i medusobno se vezu u
prehrambenim sustavima, mogu se zastititi zna¢ajna zdravstvena svojstva polifenola tijekom
probavnog procesa. Cestice kompleksa mogu stabilizirati i koncentrirati polifenolne
molekule, stvaraju¢i ostri i trpki okus koji daju polifenoli pri ¢emu se ,maskira” okusa
proteina. Polifenoli su zastiéeni proteinskim nosadem, $to omogucduje transport do
gastrointestinalnog trakta (Grace i sur., 2014). Najznacajnije iz zdravstvene perspektive,
bioaktivna djelotvornost polifenola ocuvana je i u kompleksu (Roopchand i sur., 2012).
Unutar Sirokog raspona testiranih fitoaktivnih  spojeva, polifenoli (antocijani,
proantocijanidini, stilbeni i drugi flavonoidni spojevi) su bili stabilizirani u kompleksima koji
su zadrzali protuupalna i antidijabeti¢ka svojstva. Uz njihove prepoznate uloge u prevenciji
bolesti polifenoli mogu modulirati alergijski potencijal na proteine hrane kroz niz predlozenih

mehanizama (Scalbert i sur., 2005).
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Correia i sur. (2017) pripremili su bioaktivhe dodatke kompleksiranjem pSeni¢nog brasna,
brasna slanutka, kokosovog brasna i izolata proteina soje s vodenim ekstraktima divlje
borovnice. U istrazivanju je koriSteno suSenje rasprSivanjem, susSenje zamrzavanjem i
vakuumsko suSenje za pripremu suhih matriksa sliénih brasnu. NajviSe koncentracije
polifenola i antocijana imali su osuSeni matriksi nastali rasprSivanjem formulirani s izolatom
proteina soje. lzolat proteina soje najucinkovitije adsorbira i stabilizira fitokemikalije divlje
borovnice od ostalih izvora proteina. SuSenje rasprSivanjem pokazalo se ekoloSkom
strategijom za proizvodnju stabilnih funkcionalnih sastojaka s viSestrukom primjenom za
prehrambenu industriju kao i najucinkovitijom tehnikom za proizvodnju matriksa polifenola i
proteina borovnice. Veca fitokemijska koncentracija pronadena u izolatu proteina soje
(susen rasprsivanjem) povezana je s povecanom sposobnoséu izolata da veZe polifenole
borovnice. Pretpostavljaju da se uz vezivanje i kompleksiranje s ekstraktom borovnice
ekstrahiraju i polifenoli, a proteini soje migriraju na povrSinu kompleksa polifenola i
proteina, djeluju¢i kao ucinkoviti nosa¢ za suSenje i uklanjajuéi potrebu za popularnim
polisaharidima kao nosacima za suSenje, poput maltodekstrina. Slicna se strategija moze
primijeniti i na druge nusproizvode voca i povrca, koji su jeftini izvori antioksidansa (Correia i

sur., 2017).

Odmasceno sojino brasno, izolat proteina soje, izolat proteina konoplje, brasno kikirikija i
izolat proteina graska stabilno vezu i koncentriraju polifenole brusnice, stvaraju¢i matrikse
obogacene polifenolima. Kompleksiranje s izolatom proteina soje stabilizirao je i ouvao
integritet polifenola soka brusnice najmanje 15 tjedana na 37 °C. Proantocijanidini izolirani iz
obogacenih  matriksa  pokazali su usporedivu antiadhezijsku  bioaktivnost s
proantocijanidinima izoliranim izravno iz soka brusnice, $to ukazuje na njihovu potencijalnu
korisnost za odrZavanje zdravlja mokraénog sustava. Otprilike 1,0 g matriksa obogaéenog
polifenolima imalo je istu koli¢inu proantocijanidina dostupnu u 1 S3alici (300 mL) soka
brusnice, za koji se klini¢ki pokazalo da je profilakticka doza za smanjenje ponavljajucih
infekcija mokraénog sustava. Kompleks sok brusnice-izolat proteina soje inhibirao je rast
gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Prehrambene i senzorske analize pokazale su da
ciliane kombinacije polifenola i proteina imaju visoki potencijal za ugradnju u funkcionalne

formulacije hrane (Grace i sur., 2013).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je priprema bioaktivnih dodataka hrani na bazi proteina

graska u kombinaciji s fenolima aronije (kompleks proteini/aronija). Dobiveni kompleks

proteini/aronija dobiven je adsorpcijom fenola soka aronije na proteine graska. Osim

pripreme ovog kompleksa, zadatak diplomskog rada bio je utvrditi moguénost primjene

disaharida (saharoze i trehaloze) u poveéanju adsorpcije fenolnih spojeva iz soka aronije na

proteine graska.
U tu svrhu pripremljeni su:

e kompleks proteini/aronija u obliku suhog praha — kontrolni uzorak;
e kompleksi proteini graska/saharoza/aronija u obliku suhog praha;

e kompleksi proteini graska/trehaloza/aronija u obliku suhog praha.

Kompleksiranje proteina graska, disaharida i fenola soka aronije provedeno je razli¢itim

redoslijedom kako bi se utvrdio utjecaj nac¢ina kompleksiranja na adsorpciju fenola.

MjeZanje

Centrifugiranje

‘ Priprema kompleksa | Zamrzavanje

Liofilizacija

| l l | l

l

Odredivanje Odredivanje Odredivanje Odredivanje Odredivanje
ukupnih proantocijanidina monomernih antioksidacijske parametara
fenola antocijana aktivnosti boje

FTIR-ATR
analiza

l

DPPH metoda
ABTS metoda

CUPRAC metoda

FRAPF metoda

I T T T T

r

‘ Statisticka analiza podataka |

Slika 14 Shematski prikaz rada
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Na dobivenim kompleksima odredeni su:

e adsorbirani ukupni fenoli aronije;

e adsorbirani ukupni proantocijanidini aronije;

e adsorbirani antocijani aronije;

e antioksidacijska aktivnost kompleksa (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode);
e parametri boje (L*, a*, b*, °h, C*, AE);

e strukturne promjene kompleksa u odnosu na proteine graska (Slika 14).

3.2. MATERUALII METODE

3.2.1. Materijali

Kalij klorid, natrij acetat, klorovodi¢na kiselina, octena kiselina, metanol, natrij karbonat,
Zeljezo klorid, amonij acetat, Folin-Ciocalteu reagens su nabavljeni od proizvodaca Kemika
(Zagreb). Troloxje 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, saharoza i bakar klorid su
proizvodi Gram-mola (Hrvatska). Trehaloza je dobivena od Hayashibaradoo (Nagasegroup,

Japan), a proteini graska od Biesterfeld AG (Hrvatska).

3.2.2. Priprema bioaktivnih dodataka hrani

Bioaktivni dodatci hrani na bazi proteina graska pripremljeni su kompleksiranjem proteina

graska i soka aronije (kontrolni uzorak) odnosno proteina graska, disaharida i soka aronije.

Za pripremu kompleksa proteini/aronija, proteini graska i sok aronije mijesani su 10 minuta
na magnetskoj mijesalici (600 rpm) na sobnoj temperaturi. 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 proteini/aronija. Za pripremu kompleksa proteini/disaharidi/aronija koristeni su
proteini graska, disaharid (saharoza ili trehaloza u omjeru na proteine graska 1:1) i sok

aronije mijeSanjem razli¢itim redoslijedom na magnetskoj mijesalici (600 rpm) na sobnoj
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temperaturi. 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 proteini/disaharid/aronija.

Suhi kompleksi dobiveni su liofilizacijom. Prije postupka liofilizacije, mokri kruti dio dobiven
centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C 24 sata, a liofilizacija je provedena u liofizatoru
(ChristFreezeDryer, 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 izotermnedesorpcije od 0 °C do 22

°C pod vakuumom od 0,060 mbar. Cijeli proces liofilizacije trajao je 10 sati.

Tablica 4 Kemijski sastav kompleksa proteini/aronija i kompleksa proteini/disaharid/aronija te nacin
kompleksiranja

Oznaka uzoraka Proteini graska (g) Sok aronije (mL) Disaharid (g)
GP/A 2 20 0
Kompleksiranje proteina graska i soka aronije 10 minuta.

A/S+GP 2 20 2
A/T+GP 2 20 2

Kompleksiranje disaharida i soka aronije 10 minuta te dodavanje proteina graska i dodatno
kompleksiranje 10 minuta.

GP/A+S 2 20 2

GP/A+T 2 20 2

Kompleksiranje proteina graska i soka aronije 10 minuta te dodavanje disaharida i dodatno
kompleksiranje 10 minuta.

GP+S+A 2 20 2
GP+T+A 2 20 2
Kompleksiranje svih sastojaka odjednom 10 minuta.

GP/S+A 2 20 2
GP/T+A 2 20 2

Kompleksiranje proteina graska i disaharida 10 minuta te dodavanje soka aronije i dodatno
kompleksiranje 10 minuta.

3.2.3. Metode

3.2.3.1. Uzorci

Za odredivanje ukupnih fenola, proantocijanidina, monomernih antocijana i antioksidacijske
aktivnosti koristena je indirektna metoda odnosno navedeni parametri su odredeni u soku i

u tekué¢em dijelu dobivenom nakon centrifugiranja.
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3.2.3.2. Odredivanje ukupnih fenola
Udio ukupnih fenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom. Rezultat se preracuna 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, promucdka se i ostavi da stoji 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.

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 monomernih antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda.

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 2,8 mL pufera pH 1, a
u drugu 2,8 mL pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomodu
spektrofotometra mjerena apsorbancija pri valnim duljinama od 515 nm i 700 nm. Za svaki

uzorak pripremljene su tri paralele.

Udio antocijana je izracunat prema slijedecoj formuli (1):

Cantocijana = (A X M x FR x 1000)/¢ x | (1)
A — apsorbancija uzorka, a ra¢una se prema formuli (2):

A = (As15- A700)pH 1 - (As1s - A700)pH 4,5 (2)

gdje je: M - molekulska masa, 449,2

FR - faktor razrjedenja
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€ —molarna absorptivnost, 26 900
[ - duljina kivete, 1 cm
(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana odnosno za cijanidin-3-

glukozid).

3.2.3.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje mjerenje antioksidacijske aktivnosti korisStene 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.

3.2.3.6. Odredivanje parametara boje

Mjerenje boje kao i promjena boje praéeni 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 fotocelija. 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 (Slika 15).

L* =100 Svjetlo

-a* +b*
Zelena Zuta

— b* +a*
Plava Crvena

L*=0 Tamno

Slika 15 Prikaz CIE LAB prostora boja

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 (Slika 16). Zasicenje (C*)

definira udio Ciste boje u ukupnom vizualnom dozivljaju boje tj. udio pojedinih valnih duljina
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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 (Slika 17).

Slika 16 Prikaz ovisnosti tona boje (°h) i boje

A

svijetla

“~

zasicena

Koliko je zasicena ?

Koje je svjetline ? Kojeg je tona?

tamna slabo zasiéena

~ =

Slika 17 Prikaz znacenja svjetline, tona i zasi¢enja
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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 (3):

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2]05 (3)
AL* = L* - L*,

Aa* =a*c-a*,

Ab* = b*c - b*y

(k — kontrolni uzorak; u — usporedivani uzorak)

Slika 18 Graficki prikaz odredivanja promjene boje
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Veza izmedu izracunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje dana je u Tablici 5.

Tablica 5 Veza izmedu izracunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

AE Vidljivost razlike ljudskim okom
<0,2 Razlika boja se ne vidi
02-1 Razlika boja se primjecuje
1-3 Razlika boja se vidi

3-6 Razlika boja se dobro vidi

>6 Ocigledna odstupanja boja

3.2.3.7. FTIR-ATR analiza

FTIR-ATR analizom utvrdene su strukturne promjene na vlaknima nakon kompleksiranja s

fenolima soka aronije. Snimanje FTIR spektra provedeno je od 4000 do 600 cm™ pomocu

Cary 630 FTIR spektrometra.

3.2.3.8. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza rezultata je provedena pomoc¢u ANOVA testa uz statisticku znacajnost od

P<0,5.
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4. Rezultatiirasprava

U ovom radu ispitivan je utjecaj razliitih nacina kompleksiranja na adsorpciju fenolnih
komponenata na odabrane nosace, odnosno na proteine graska, proteine graska/saharozu i
proteine graska/trehalozu. lzvor fenolnih spojeva bio je sok aronije, a osnovni nosac, kao $to
je navedeno, su bili proteini graska. Dodatkom disaharida (saharoze i trehaloze) pokusalo se
posti¢i poboljSanje u adsorpciji fenolnih spojeva na proteine graska. Kontrolni uzorak je bio
kompleks proteini graska/fenoli aronije (GP/A), a svi ostali kompleksi su pripremljeni
kompleksiranjem soka aronije, proteina graska i disaharida prema razlicitom redoslijedu.
Kompleksi A/S+GP i A/T+GP pripremljeni su tako da su prvo kompleksirani sok aronije i
disaharidi, a zatim su dodani proteini graska te kompleksirani s prvobithnom smjesom.
Kompleksi GP/A+S i GP/A+T pripremljeni su tako da su prvo kompleksirani sok aronije i
proteini graska, a zatim su dodani disaharidi te kompleksirani s prvobitnom smjesom.
Kompleksi GP+S+A i GP+T+A pripremljeni su tako da su zajedno kompleksirani sok aronije,
proteini graska i disaharidi. Kompleksi GP/S+A i GP/T+A pripremljeni su tako da su prvo
kompleksirani proteini graska i disaharidi, a zatim je dodan sok aronije te kompleksiran s

prvobitnom smjesom.

4.1. UDIO FENOLA, PROANTOCHANIDINA | ANTOCIJANA NA KOMPLEKSIMA

U Tablici 6 prikazan je udio fenola, proantocijanidina i antocijana u soku aronije i
kompleksima pripremljenim kompleksiranjem na razli¢ite nacine. Udio fenola u soku aronije
iznosio je 8,097 mg/g. Svi kompleksi su imali manji udio fenola od soka aronije (od 3,671
mg/g do 7,523 mg/g). Kontrolni uzorak odnosno kompleks GP/A imao je 4,681 mg/g fenola.
Kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T imali su znatno niZe vrijednosti ukupnih fenola
(4,118 mg/g, 3,671 mg/g, 3,873 mg/g i 3,704 mg/g). Kod pripreme ovih kompleksa disaharidi
nisu povecali adsorpciju fenola na nosac, a vidljivo je da su kompleksi s dodatkom saharoze
imali veci udio fenola. Kompleksi GP+S+A i GP+T+A imali su neSto vece vrijednosti ukupnih
fenola (4,855 mg/g i 5,137 mg/g). Najveca adsorpcija fenola postignuta je na kompleksima
kada su najprije disaharidi kompleksirani s proteinima graska, a zatim sa sokom aronije. Na
tim uzorcima odnosno, kompleksima GP/S+A i GP/T+A utvrdena je adsorpcija fenola od
7,188 mg/g i 7,523 mg/g. Kod ovih kompleksa utvrdeno je da je dodatkom disaharida, a

posebice trehaloze postignuto povecanje adsorpcije ukupnih fenola na nosac. Na navedenim
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kompleksima adsorpcija fenola aronije iznosila je 88,8% i Cak 92,9% za razliku od kontrolnog

uzorka na kojem je ucinkovitost adsorpcije bila 57,8%.

Udio proantocijanidina u soku aronije iznosio je 2,311 mg/g. Svi kompleksi su imali manji
udio proantocijanidina od soka aronije (od 1,547 mg/g do 2,113 mg/g). Adsorpcija fenola na
kontrolnom uzorku, GP/A, iznosila je 1,832 mg/g. Kao i u slucaju adsorpcije fenola, kompleksi
A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T imali su znatno niZe vrijednosti proantocijanidina, a
kompleksi GP+S+A, GP+T+A, GP/S+A i GP/T+A znatno viSe vrijednosti. Za komplekse A/S+GP,
A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T udio proantocijanidina iznosio je 1,667 mg/g, 1,547 mg/g, 1,665
mg/g i 1,614 mg/g. | u slucaju proantocijanidina, kompleksi s dodatkom saharoze imali su

nesto vise vrijednosti ovih komponenata.

Za komplekse GP+S+A, GP+T+A, GP/S+A i GP/T+A udio proantocijanidina iznosio je 1,991
mg/g, 1,930 mg/g, 2,063 mg/gi 2,113 mg/g. Kao i u slucaju adsorpcije fenola, tako i u slu¢aju
adsorpcije proantocijanidina, najvec¢a adsorpcija je postignuta prilikom kompleksiranja
disaharida s proteinima graska, a zatim kompleksiranjem sa sokom. U slucaju dodatka
trehaloze postignut je veci afinitet nosaca za fenole aronije. Na ovim kompleksima je

ucinkovitost adsorpcije iznosila 91,6% i 89,4%, a za kontrolni uzorak 79,4%.

Tablica 6 Udio fenola, proantocijanidina i antocijana u soku aronije i kompleksima

Uzorci Fenoli Proantocijanidini Antocijani
(mg/g) (mg/g) (ng/g)

Sok 8,097+0,107° 2,311+0,008? 468,25+0,77°
GP/A 4,681+0,086' 1,832+0,014° 417,00+0,77¢
A/S+GP 4,118+0,075 1,667+0,017¢ 393,56+0,92°
A/T+GP 3,671+0,075" 1,547+0,020 358,25+0,99"
GP/A+S 3,873+0,092¢ 1,66510,016° 369,78+0,95
GP/A+T 3,704+0,0458&" 1,614+0,015% 366,860,908
GP+S+A 4,855+0,047¢ 1,991+0,011° 418,63+0,97¢
GP+T+A 5,137+0,049¢ 1,930+0,015° 425,8610,84°
GP/S+A 7,188+0,014¢ 2,063+0,018° 425,47+0,83¢
GP/T+A 7,523+0,016" 2,113+0,017° 432,14+0,91°

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razlicitim slovima su statisticki razlicite.
GP - proteini graska; A — sok aronije; S — saharoza; T — trehaloza.

Udio antocijana u soku aronije iznosio je 468,25 ng/g, dok je na kompleksima utvrden udio
antocijana od 358,25 ng/g do 432,14 ng/g. Trend utvrden za adsorpciju fenola i
proantocijanidina za komplekse A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T utvrden je i za antocijane,
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odnosno navedeni kompleksi su imali znatno niZe vrijednosti antocijana (393,56 ng/g, 358,25
ng/g, 369,78 ng/g i 366,86 ng/g) od kontrolnog uzorka (417,00 ng/g). Kompleks GP+S+A imao
je jednaku koli¢inu adsorbiranih antocijana kao i kontrolni uzorak, dok su preostala tri
kompleksa imali znatno vece vrijednosti odnosno 425,5 ng/g (GP+T+A i GP/S+A) i 432,14
ng/g (GP/T+A).

4.2. ANTIOKSIDACHSKA AKTIVNOST KOMPLEKSA

Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je primjenom DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC
metoda koje se medusobno razlikuju prema samom mehanizmu odredivanja antioksidacijske
aktivnosti. Primjenom DPPH metode, antioksidacijska aktivnost soka aronije iznosila je
470,97 nmol TE/g. Antioksidacijska aktivnost pripremljenih kompleksa varirala je od 234,49
nmol TE/g do 457,56 nmol TE/g. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti prate trend utvrden
za fenolne komponente odnosno kompleksi A/S+GP, A/T+GP,GP/A+S i GP/A+T imali su
manju (250,31 nmol TE/g, 234,49 nmol TE/g, 249,38 nmol TE/g i 238,48 nmol TE/g)
antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa (297,33 nmol TE/g), a preostala Cetiri
kompleksa vecu. Najvec¢u antioksidacijsku aktivnost imali su kompleksi dobiveni
kompleksiranjem disaharida s proteinima graska, a zatim sa sokom aronije, 442,77 nmol TE/g

i 457,56 nmol TE/g za saharozu odnosno trehalozu.

Tablica 7 Antioksidacijska aktivnost soka aronije i kompleksa

Uzorci DPPH ABTS FRAP CUPRAC
(nmol TE/g) (nmol TE/g) (nmol TE/g) (nmol TE/g)
Sok 470,97+2,43? 692,98+1,28° 56,88+0,57° 5,289+0,106°
GP/A 297,33+2,70 425,76+3,48° 39,65+0,08" 3,743%0,004¢
A/S+GP 250,31+0,69¢ 305,08+8,13f 35,800,188 3,328+0,0108
A/T+GP 234,49+2,85" 256,86+2,19" 32,56x1,62" 3,034+0,208"
GP/A+S 249,38+1,94¢ 309,01+0,80 33,05+0,27" 3,350+0,014¢
GP/A+T 238,48+1,78" 284,32+2,14¢8 31,38%0,48 3,505+0,096
GP+S+A 414,97+2,52¢ 447,45+5,76° 50,29+0,08¢ 3,737+0,028°
GP+T+A 326,88+0,03¢ 424,40+1,82¢ 42,66+0,24° 3,893+0,009¢
GP/S+A 442,77+1,38° 599,61+5,56¢ 51,97+0,17¢ 4,844+0,004°
GP/T+A 457,56+0,10° 631,96+1,04° 53,75+0,08° 5,009+0,044°

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

GP - proteini graska; A — sok aronije; S — saharoza; T — trehaloza.
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Primjenom ABTS metode, antioksidacijska aktivnost soka aronije iznosila je 692,98 nmol
TE/g, a kompleksa od 256,86 nmol TE/g do 631,96 nmol TE/g. Kompleksi A/S+GP, A/T+GP,
GP/A+S i GP/A+T imali su manju (305,08 nmol TE/g, 256,86 nmol TE/g, 309,01 nmol TE/g i
284,32 nmol TE/g) antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa (425,76 nmol TE/g). |
ovom metodom najvecu antioksidacijsku aktivnost imali su GP/S+A i GP/T+A, 599,61 nmol
TE/g i 631,96 nmol TE/g. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene i ABTS i FRAP

metodom prate trend utvrden za fenolne komponente.

Primjenom FRAP metode, antioksidacijska aktivhost soka aronije iznosila je 56,88 nmol TE/g,
a kompleksa od 31,38 nmol TE/g do 53,75 nmol TE/g. Kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i
GP/A+T imali su manju (35,80 nmol TE/g, 32,56 nmol TE/g, 33,05 nmol TE/g i 31,38 nmol
TE/g) antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa (39,65 nmol TE/g), a preostala
Cetiri kompleksa vecu. Najvecu antioksidacijsku aktivnost imali su GP/S+A i GP/T+A, a ona je
iznosila 51,97 nmol TE/g i 53,75 nmol TE/g. Primjenom CUPRAC metode, antioksidacijska
aktivnost soka aronije iznosila je 5,289 umol TE/g, a kompleksa od 3,034 nmol TE/g do 5,009
umol TE/g. Ovom metodom je utvrden nesto drugaciji trend u odnosu na ostale tri metode.
Kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T su imali manju (3,328 umol TE/g, 3,034 umol
TE/g, 3,350 umol TE/g i 3,505 umol TE/g) antioksidacijsku aktivhost od kontrolnog
kompleksa (3,743 umol TE/g) odnosno ovaj trend je zadrzan, ali kompleksi GP+S+A i GP+T+A
su imali slicne vrijednosti kao i kontrolni uzorak. | u ovom sluéaju, kompleksi GP/S+A i
GP/T+A su imali najvecu antioksidacijsku aktivnost, a ona je iznosila 4,844 umol TE/g i 5,009

umol TE/g.

4.3. PARAMETRI BOJE KOMPLEKSA

Parametri boje dobivenih kompleksa prikazani su u Tablici 8. Proteini graska imali su visoku
L* vrijednost, 79,35. Svi kompleksi imali su nizu L* vrijednost, od 39,56 do 42,11 odnosno
kompleksiranjem fenola aronije na proteine graska i proteine graska/disaharide utvrdeno je
tamnjenje proteina graska. Kontrolni uzorak, GP/A imao je L* vrijednost 40,93. Kompleksi
GP/A+S i GP/T+A imali su najveée L* vrijednosti (42,11 i 41,85) odnosno bili su svjetliji u
odnosu na kontrolni uzorak. Najmanje L* vrijednosti, imali su kompleksi GP+T+A (39,56),
GP+S+A, GP/A+T i A/S+GP (svi oko 40,3). Kompleksiranjem fenola aronije na proteine graska i
proteine graska/disaharide utvrdena je i promjena a* vrijednosti. Proteini graska imali su
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nisku a* vrijednost, 2,97, dok je a* vrijednost pripremljenih kompleksa bila od 14,29 do
16,62, odnosno crvena boja je bila izrazenija. Kontrolni uzorak, imao je a* vrijednost 15,01.
Svi kompleksi osim GP+T+A i GP/T+A (14,29, i 14,75) imali su veée a* vrijednosti od
kontrolnog uzorka, a najvecu a* vrijednost imali su GP/A+S i A/T+GP (16,62 i 16,44). b*
vrijednost proteina graska iznosila je 18,80, dok su svi kompleksi imali znatno niZe vrijednosti
(od -0,69 do -0,13). Kontrolni uzorak imao je b* vrijednost -0,5. Kompleksi GP/A+S, GP/A+T,
GP/S+A, GP+S+A i GP+T+A su imali viSu vrijednost od kontrolnog uzorka s time da su
kompleksi GP+S+A i GP+T+A imali najvisu b* vrijednost. Najnizu b* vrijednost imao je

kompleks GP/T+A (-0,69).

Tablica 8 Parametri boje (L*, a* i b*) kompleksa i promjena boje

*

Uzorci L* a b* AE AE,;
GP 79,35+0,01 2,97+0,03 18,80+0,03

GP/A 40,96+0,02 15,01+0,03 -0,50+0,02 44,63
A/S+GP 40,31+0,01 15,5610,01 -0,52+0,01 45,34 0,84
A/T+GP 41,71+0,04 16,44+0,02 -0,57+0,04 44,42 1,61
GP/A+S 42,11+0,07 16,6210,05 -0,44+0,01 44,08 1,97
GP/A+T 40,27+0,06 16,3210,03 -0,46+0,02 45,56 1,47
GP+S+A 40,29+0,01 15,02+0,02 -0,13+0,03 45,05 0,76
GP+T+A 39,56+0,02 14,29+0,02 -0,16+0,01 45,50 1,61
GP/S+A 41,11+0,01 15,23+0,03 -0,47+0,02 44,54 0,26
GP/T+A 41,8510,01 14,75%0,03 -0,69+0,02 43,87 0,95

GP — proteini graska; A — sok aronije; S — saharoza; T — trehaloza; AE — promjena boje kompleksa u
odnosu na proteine graska; AE; — promjena boje kompleksa proteini graska/disaharidi/aronija u
odnosu na kontrolni uzorak odnosno kompleks proteini graska/aronija

Na temelju L*, a* i b* parametara izracunata je promjena boje kompleksa u odnosu na
proteine graska (AE) i promjena boje kompleksa proteini graska/disaharidi/aronija u odnosu
na kontrolni uzorak (AE1l) (Tablica 8). Promjena boje kontrolnog uzorka u odnosu na
proteine graska iznosila je 44,63. Najmanja promjena boje utvrdena je za kompleks GP/T+A

(43,87), a najveca za komplekse GP+T+A GP/A+T (oko 45,5).

Promjene boje kompleksa proteini graska/disaharidi/aronija u odnosu na kontrolni uzorak
odnosno kompleks proteini graska/aronija bile su znatno manje. Najveéu promjenu boje
imali su kompleksi GP/A+S (1,97) i A/T+GP i GP+T+A (1,61) te prema tablici koja prikazuje
vezu izmedu izracunate promjene boje i ljudske percepcije boje ta promjena boje je vidljiva.

Najmanju promjenu boje u odnosu na kontrolni uzorak imao je kompleks GP/S+A (0,26).
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Tablica 9 Parametri boje °h i C* kompleksa

Uzorci °h Cc*
GP 81,01+0,09 19,03+0,02
GP/A 358,08+0,07 15,02+0,03
A/S+GP 358,11+0,04 15,57+0,01
A/T+GP 358,01+0,11 16,45+0,02
GP/A+S 358,47+0,04 16,6210,09
GP/A+T 358,38+0,07 16,3210,03
GP+S+A 359,49+0,04 15,0210,03
GP+T+A 359,37+0,03 14,29+0,02
GP/S+A 358,23+0,06 15,2310,04
GP/T+A 357,33+0,06 14,77+0,03

GP — proteini graska; A —sok aronije; S — saharoza; T — trehaloza

Ton boje (°h) proteina graska iznosio je 81,01, a kompleksiranjem se je ton boje znacajno
povecao obzirom da su kompleksi promijenili boju te je ton boje kompleksa iznosi od 357,33
do 359,47. Najnizu vrijednost tona boje imao je kompleks GP/T+A, a najviSu kompleksi
GP+S+A i GP+T+A. Zasicenje boje (C*) proteina graska bilo je 19,03, dok su svi kompleksi
imali nize vrijednosti (od 14,29 do 16,62). Kontrolni uzorak je imao zasi¢enje boje 15,02,
kompleks GP+S+A imao je jednaku vrijednost kao i kontrolni uzorak, dok su kompleksi
GP+T+A i GP/T+A imali manju vrijednost zasi¢enja boje (14,29 i 14,77). Najvise vrijednosti
imali su kompleksi GP/A+S, A/T+GP i GP/A+T.

4.4. FTIR-ATR ANALIZA KOMPLEKSA

U Tablici 10 dan je prikaz karakteristicnih apsorpcijskih vrpci proteina graska pri
odgovaraju¢im valnim brojevima. Na Slikama 19-22 prikazani su IR spektri kompleksa.
Obzirom da na IR spektar kompleksa proteini graska/disaharid/aronija ne utjece nacin
kompleksiranja, na slikama je prikazan IR spektar samo jednog kompleksa i usporeden je s
ostalim uzorcima odnosno IR spektrom proteina graska, kontrolnog uzorka i kompleksom

proteini graska/disaharid.

Na Slikama 19 i 20 prikazni su IR spektri proteina graska (GP), kompleksa proteini
graska/saharoza (GP+S), proteini graska/aronija (GP+A) i proteini graska/saharoza/aronija

(GP+S+A).
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Tablica 10 Prikaz karakteristi¢nih apsorpcijskih vrpci proteina graska

Valni broj (cm™) Veze
3280 asimetricno istezanje O-H
2922 istezanje C-H
2850 istezanje CH;
1745 C=0
1625 amid |
1520 amid Il
1450 deformacija CHs
1394 simetri¢no savijanje CHs na proteinima
1310 amid IlI
1237 amid IlI
1160 istezanje vodikove veze u C-OH
1073 istezanje PO,

1 ——— GP+A
g_ T GP+S+A
—F GP

— GPiS

T T T _ T T T T T _T 1T T T T T T T _T1 1
4000 3500 3000 2500 2000

valni broj {em-1)

Slika 19 Prikaz IR spektra proteina graska (GP) i kompleksa proteini graska/saharoza (GP+S), proteini

graska/aronija (GP+A) i proteini graska/saharoza/aronija (GP+S+A)

Apsorpcijska vrpca na 3280 cm™, koja je povezana s istezanjem O-H skupina, se $iri i veceg je

intenziteta kod kompleksa na kojima su adsorbirani fenoli aronije (GP+A i GP+S+A) u odnosu

na GP i GP+S uzorke. Takoder, na uzorcima GP i GP+S, postoji apsorpcijska vrpca na 1745 cm”

! koja postaje manje izrazena prilikom adsorpcije fenola na nosace.
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Slika 20 Prikaz IR spektra proteina graska (GP) i kompleksa proteini graska/saharoza (GP+S), proteini
graska/aronija (GP+A) i proteini graska/saharoza/aronija (GP+S+A) u regiji od 1800 cm™ do 700 cm™

Kompleksiranjem proteina graska i saharoze takoder su vidljive promjene u IR spektru,
posebice u regiji od 1200 cm™ do 850 cm™. Apsorpcijske vrpce na 1160 cm™ i 1073 cm*
nestaju, a javljaju se nove karakteristi¢éne za saharozu na 1150 cm™, 990 cm™i 920 cm™. Na
IR spektrima kompleksa s adsorbiranim fenolima osim ve¢ navedenih promjena utvrdene su
dodatne promjene. Apsorpcijska vrpca na 1150 cm™ je $ira i veceg intenziteta, isti trend je
utvrden i za apsorpcijsku vrpcu na 1237 cm™ (amid Ill) na kojoj se dodatno formirao i

popratna apsorpcijska vrpca na 1290 cm™.

GP+A
GP+T+A
GP
GP+T

T T T T T _T 1 T T T T T T T 1
3000 2500 2000 1500

valni broj (em-1)

Slika 21 Prikaz IR spektra proteina graska (GP) i kompleksa proteini graska/trehaloza (GP+T), proteini
graska/aronija (GP+A) i proteini graska/trehaloza/aronija (GP+T+A)
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Kao i kod uzoraka s saharozom, apsorpcijska vrpca na 3280 cm, koja je povezana s
istezanjem O-H skupina, se Siri i veceg je intenziteta kod kompleksa na kojima su adsorbirani
fenoli aronije (GP+A i GP+T+A) u odnosu na GP i GP+T uzorke. Takoder, na uzorcima GP i
GP+T, postoji apsorpcijska vrpca na 1745 cm™ koja postaje manje izraZzena prilikom
adsorpcije fenola na nosace. Kompleksiranjem proteina graska i trehaloze takoder su vidljive
promjene u IR spektru, posebice u regiji od 1200 cm™ do 850 cm™. Apsorpcijske vrpce na
1160 cm™ i 1073 cm™ nestaju, a javljaju se nove karakteristi¢ne za trehalozu na 1150 cm™,

1100 cm™, 1070 cm™, 1030 cm™i 990 cm™.

Na IR spektrima kompleksa s adsorbiranim fenolima osim ve¢ navedenih promjena utvrdene
su dodatne promjene. Apsorpcijska vrpca na 1237 cm™ (amid Il1) je $ira i veéeg intenziteta, na

kojoj se dodatno formirala i popratna apsorpcijska vrpca na 1290 cm™.

GP+A
GP+T+A
GP
GP+T

L AL L L AL L 0L L L L L O L L U L L L AL L L L L L L B B B
1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 700

valni broj {em-1)

Slika 22 Prikaz IR spektra proteina graska (GP) i kompleksa proteini graska/trehaloza (GP+T), proteini
graska/aronija (GP+A) i proteini graska/trehaloza/aronija (GP+T+A) u regiji od 1800 cm™ do 700 cm™

Ove promjene IR spektra su potvrda promjene strukture nakon vezanja proteina graska,

disaharida i fenola aronije.
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5. Zakljuéci

U ovom istrazivanju pripremljeni su bioaktivni dodaci hrani na bazi proteina graska u
kombinaciji s fenolima aronije te se je ispitala moguc¢nost primjene saharoze i trehaloze u
povecanju adsorpcije fenolnih spojeva iz soka aronije na proteine graska. U tu svrhu je
kompleksiranje proteina grasSka, disaharida i fenola soka aronije provedeno razli¢itim
redoslijedom kako bi se utvrdio utjecaj nacina kompleksiranja na adsorpciju fenolnih
komponenata, parametre boje i strukturne promjene. Iz dobivenih rezultata mozZe se

zakljuciti:

e Kod kompleksa A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T disaharidi nisu povecali adsorpciju
fenola na nosac (proteine graska) u odnosu na kontrolni uzorak, a kompleksi s
dodatkom saharoze imali su veci udio fenola. Najveéa adsorpcija fenola postignuta je
na kompleksima kada su disaharidi kompleksirani s proteinima graska, a onda sa
sokom aronije. Kod kompleksa GP/S+A i GP/T+A dodatkom disaharida (posebice
trehaloze) postignuto povedanje adsorpcije ukupnih fenola na nosa¢ (proteine
graska).

e Kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T imali su niZe vrijednosti
proantocijanidina, a kompleksi GP+S+A, GP+T+A, GP/S+A i GP/T+A vise vrijednosti u
odnosu na kontrolni uzorak. Kompleksi s dodatkom saharoze imali su nesSto vise
vrijednosti ovih komponenata. Najve¢a adsorpcija je postignuta prilikom
kompleksiranja disaharida s proteinima graska, a zatim sa sokom. Dodatkom
trehaloze postignut je vedi afinitet nosaca za fenole aronije.

e Kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T su imali niZe vrijednosti antocijana od
kontrolnog uzorka. Kompleks GP+S+A imao je jednaku koli¢inu adsorbiranih
antocijana kao i kontrolni uzorak, dok su GP+T+A, GP/S+A i GP/T+A imali znatno vece
vrijednosti. Dakle najveci udio antocijana postignut je kompleksiranjem disaharida s
proteinima graska, a potom sa sokom aronije.

e Primjenom DPPH metode, kompleksi A/S+GP, A/T+GP,GP/A+S i GP/A+T imali su
manju antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa, a kompleksi GP+S+A,
GP+T+A, GP/S+A i GP/T+A vecu. Najvecu antioksidacijsku aktivnost imali su kompleksi
dobiveni kompleksiranjem disaharida s proteinima graska, a zatim sa sokom aronije.

e Primjenom ABTS metode, kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T imali su

manju antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa. Najveéu antioksidacijsku
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aktivnost imali su GP/S+A i GP/T+A, s$to ukazuje da je kompleksiranje disaharida s
proteinima graska pa sa sokom aronije najucinkovitije.

Primjenom FRAP metode, kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T imali su
manju antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa, a preostala Ccetiri
kompleksa vec¢u. Najveéu antioksidacijsku aktivnost imali su GP/S+A i GP/T+A.
Primjenom CUPRAC metode, kompleksi A/S+GP, A/T+GP, GP/A+S i GP/A+T su imali
manju antioksidacijsku aktivnost od kontrolnog kompleksa, ali kompleksi GP+S+A i
GP+S+A su imali sli¢ne vrijednosti kao i kontrolni uzorak. Kompleksi GP/S+A i GP/T+A
su imali najvecu antioksidacijsku aktivnost.

Svi kompleksi imali su nizu L* vrijednost od vrijednosti za proteine graska, odnosno
kompleksiranjem fenola aronije na proteine graska i proteine graska/disaharide
utvrdeno je tamnjenje kompleksa. Kompleksi GP/A+S i GP/T+A imali su najveée L*
vrijednosti odnosno bili su svjetliji u odnosu na kontrolni uzorak. Najmanje L*
vrijednosti, imali su kompleksi GP+T+A, GP+S+A, GP/A+T i A/S+GP, odnosno bili su
tamniji od kontrolnog uzorka.

a* vrijednost pripremljenih kompleksa bila je veéa od vrijednosti za proteine graska,
odnosno crvena boja je bila izrazenija. Svi kompleksi osim GP+T+A i GP/T+A imali su
vece a* vrijednosti od kontrolnog uzorka, a najvecu a* vrijednost imali su GP/A+S i
A/T+GP.

Svi kompleksi imali znatno nize b*vrijednosti od vrijednosti za proteine graska.
Kompleksi GP+S+A i GP+T+A imali su najvisu b* vrijednost, a najnizu b* vrijednost
imao je kompleks GP/T+A.

Najmanja promjena boje utvrdena je za kompleks GP/T+A, a najveéa za komplekse
GP+T+A i GP/A+T u odnosu na proteine graska.

Najve¢u promjenu boje imali su kompleksi GP/A+S, A/T+GP i GP+T+A, a najmanju
promjenu boje u odnosu na kontrolni uzorak imao je kompleks GP/S+A.

NajniZu vrijednost tona boje imao je kompleks GP/T+A, a najvisu kompleksi GP+S+A i
GP+T+A.

Svi kompleksi imali su nize vrijednosti zasi¢enja boje od vrijednosti za proteine
graska. Kompleksi GP+T+A i GP/T+A imali su manju vrijednost zasi¢enja boje, a

najvise vrijednosti imali su kompleksi GP/A+S, A/T+GP i GP/A+T.

42



5. Zakljuéci

Apsorpcijska vrpca na 3280 cm™ veceg je intenziteta kod kompleksa na kojima su
adsorbirani fenoli aronije u odnosu na ostale uzorke. Na uzorcima GP, GP+S i GP+T
postoji apsorpcijska vrpca na 1745 cm™ koja postaje manje izrazena prilikom
adsorpcije fenola na nosace. Dakle, vezanjem proteina graska, disaharida i fenola

aronije dolazi do promjene strukture.
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