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1. Uvod

Prehrana ima znaéajnu ulogu u sprjeCavanju i lije€enju bolesti. Povecanje svijesti o zdravijim
izborima hrane, njenim prednostima i moguénostima zasigurno osigurava povecéanu kvalitetu
zivota, stoga nije iznenadujuce pojacano zanimanje potro$aca, ali i prehrambene industrije
za funkcionalnu hranu. lako ne postoji opée prihvacena definicija, funkcionalnu hranu
mozemo definirati kao hranu koja pored svoje osnovne nutritivne vrijednosti na pozitivan i
zadovoljavaju¢i nacin utjeCe na jednu ili viSe ciljanih funkcija tijela smanjujuéi rizike razvoja

pojedinih bolesti (Cali¢ i sur., 2011).

Kada odnos oksidansa i antioksidansa nije u ravnotezi tj. veca je zastupljenost oksidansa, u
organizmu dolazi do razli€itih oSte¢enja koja su posljedica oksidacijskog stresa. Rezultat
toga su starenje i raznovrsne bolesti zastupljene kod ljudi. Postoji uvazeno misljenje da se
odrzavanjem ravnoteZe izmedu oksidansa i antioksidansa postiZze balans za zdrav biolo3ki
sustav (Bili¢, 2011). Polifenoli su spojevi koji imaju snaznu antioksidacijsku aktivnost. Oni
mogu djelovati in vitro, ali i in vivo kao hvataci slobodnih radikala te mogu vezati prekursore
slobodnih radikala, metalne ione (Jakobek, 2007). Polifenoli se mogu adsorbirati u ljudskom
organizmu, no njihovi mehanizami adsorpcije kao ni biolodka raspolozivost te mehanizam
antioksidacijskog djelovanja nisu u potpunosti razjasnjeni, tako da nije upitno postojanje
interesa za istrazivanje polifenolnih spojeva. Voée predstavlja glavni izvor polifenola. S
obzirom na bogat izvor spojeva u voéu, polifenole ubrajamo u grupu neesencijalnih spojeva
koji pokazuju odredeno biolodko djelovanje u ljudskom organizmu. Od esencijalnih
mikronutrijenata u vocu su vitamini i minerali. 1zmedu razliCitih vrsta voca po koli€ini
polifenola isti¢e se tamno obojeno bobicasto, koStuni€avo i jagodasto voce gdje se ubraja i
aronija (Jakobek, 2007).

Prehrambena vlakna su tvari biljnog podrijetla koje probavni enzimi u organizmu Covjeka ne
mogu razgraditi do adsorpcijskih komponenata. Nemaju posebnu prehrambenu ili energetsku
vrijednost, ali zato pozitivnho djeluju na rad crijeva, potpomazu rastu i razvitku crijevne

mikroflore te reguliraju probavu (Kresi¢, 2012).

U ovom radu cilj istrazivanja bio je ispitati moguénost primjene citrus vlakana kao nosioca
fenolnih komponenti te karakterizacija dobivenih kompleksa. Spajanjem vlakana i fenola,
bilinih komponenti s dokazanim pozitivnim ulinkom na zdravlje (kroz viSegodisnja
istrazivanja) kreirali bi se novi bioaktivni dodatci hrani. Pripremljenim kompleksima odredit ¢e
se udio adsorbiranih fenola, proantocijanidina i antocijana. Za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti kompleksa citrus vlakna/aronija koristit ¢e se DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC
metode. Mjerenje parametra boje kao i promjena boje biti ¢e praéeni kromametrom.
Strukturne promjene na citrus vlaknima izazvane adsorpcijom fenolnih komponenata bit ¢e

odredene snimanjem IR spektra.
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2.1. Funkcionalna hrana

U vecéini zemalja ne postoje zakonske definicije naziva ,Funkcionalna hrana® i postavljanje
granice izmedu konvencionalne i funkcionalne hrane je ¢ak i za nutricioniste i prehrambene
tehnologe izazov (Mark-Herbert, 2004). Jedna od definicija koja na jednostavan nacin
objasnjava pojam funkcionalne hrane je da se hrana moZe nazvati ,funkcionalna“ ako pored
svoje osnovne nutritivne vrijednosti na pozitivan i zadovoljavajuci nacin utjeCe na jednu ili
viSe ciljanih funkcija tijela smanjujuci rizike razvoja pojedinih bolesti (Roberfroid, 2000).
FUFOSE (The European Commission Concerted Action on Functional Food Science in

Europe) je dala jedinstvene znacajke funkcionalne hrane (Roberfroid, 2000):

e treba biti konvencionalna i svakodnevna hrana,

o mogucnost konzumiranja kao dio uobi¢ajene prehrane,

e prirodnog sastava (kao suprotno od sintetskih) s komponentama koje se mogu
prirodno naéi u toj hrani ili su dodane u tu hranu u veéoj koli€ini od koncentracije
specifi¢ne za tu hranu,

e ima pozitivan utjecaj na fizioloSke funkcije,

o moze poboljdati opée zdravstveno stanje ili smanijiti rizik od bolest,

e ima potvrdene i utemeljene zdravstvene tvrdnje.

Vrlo vazno je naglasiti Cinjenicu da funkcionalna hrana nije lijek. Funkcionalna hrana je
najblize povezana s nutraceuticima. Pojam ,nutraceutik® moZzemo definirati kao svaku tvar
koja je hrana ili je dio hrane i pruza medicinske ili zdravstvene pogodnosti uklju€ujuci
prevenciju ili lije€enje bolesti. To su proizvodi koji se mogu naéi u raznovrsnim oblicima bilo
kao procCiSceni i koncentrirani nutrijenti, dodatci prehrani, biljni proizvodi ili prirodne
komponente biljaka i procesirana hrana. Nutraceutike ne mozemo svrstati u samo jednu
skupinu kao $sto je lijek ili hrana veC se za njih moZe reci da se nalaze u ,sivoj zoni“ izmedu
hrane i lijeka. Povezanost nutraceutika s biljnim lijekovima, lijekovima, funkcionalnom
hranom, vitaminima je vrlo kompleksna te se stroge granice izmedu navedenih kategorija
ponekad ne mogu odrediti (Slika 1). Funkcionalna hrana u vecini sluCajeva sadrZi
nutraceutike, kao $to su na primjer polifenoli ili joj se dodaju probiotici, vitamini, minerali te je
upravo zbog toga najviSe povezana s nutraceuticima. Vitamini se mogu svrstati u kategoriju
lijekova, ali se isto tako mogu naci i u slobodnoj prodaji. Lijekovi su klasificirani zakonom o
liekovima te se ne mogu nabaviti bez lije¢ni¢kog recepta. Biljni lijekovi isto mogu biti
klasificirani kao lijekovi, ali samo u sluéaju njihovog djelovanja u prevenciji bolesti (Cali¢ i
sur., 2011).
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Biljni
[ Lijekovi HHutra:euticiH lijekovi ]

[ Funkcionalna hrana JL Vitamini J

Slika 1 Povezanost nutraceutika s ostalim proizvodima (Cali¢ i sur., 2011)

Funkcionalna hrana se moze podijeliti u vise kategorija (Cali¢ i sur., 2011):

o hrana u nemodificiranom i nepreradenom obliku koja sadrzi bioloSki aktivne tvari s
pozitivnim djelovanjem na organizam,

e obogaceni proizvodi kod kojih je koli€ina jednog nutrijenta uvecana ili je pak dodan
novi nutrijent koji se uobi€ajeno ne nalazi u toj namirnici,

e izmijenjeni proizvodi kod kojih je jedan od sastojaka zamijenjen s drugim nutrijentom
koji ima pozitivan ucinak,

e poboljSani proizvodi u kojima je jedna ili viSe komponenti hrane prirodno obogacena

kroz specificne na€ine uzgoja biljaka i Zivotinja.

Najjednostavnija skupina funkcionalne hrane je nemodificirana i nepreradena hrana. U tu
skupinu ubrajamo voce, povrée, zacinsko bilje, zacine. Primjer funkcionalne hrane su raj€ica,
brokula, mrkva jer su bogate fizioloski aktivnim sastojcima likopen, sulforan, beta karoten.
Zacinsko bilje i zaini su bogati fitokemikalijama koje pozitivno djeluju na fizioloSko stanje
organizma i pomazu u smanjenju rizika nastanka bolesti. Ce$njak utje¢e na smanjenje
rizi€nih faktora kao $to su ukupni kolesterol, razina LDL u krvi (lipoproteini male gustoée koji
prenose kolesterol), reducira agregaciju trombocita i snizava visoki krvni tlak koji su glavni
faktori nastanka kardiovaskularnih bolesti (Pathak, 2010).

U skupinu obogacenih proizvoda ubrajaju se vo¢ni sokovi s pove¢anom koli¢inom vitamina
A, C, E, zatim mlijeko obogaceno vitaminom D te se ovakav postupak obogacivanja
proizvoda nutrijentima pokazao vrlo ekonomican i ucinkovit nacin poboljanja proizvoda
(Spence, 2006).

Kod izmijenjenih proizvoda cilj je zamijeniti Stetne i nepozeljne komponente s komponentama

koje imaju pozitivan i blagotvoran ucinak i to tako da se ne utjeCe na kvalitetu proizvoda.
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Jedan od primjera takve vrste funkcionalne hrane su vlakna koja se koriste kao zamjena za

masti, a proizvode se od zitarica (Spence, 2006).

Posliednja kategorija funkcionalne hrane su poboljSani proizvodi. Primjeri ovakve skupine
proizvoda su kukuruz s visokim udjelom lizina, voée i povrée s povec¢anim udjelom vitamina,
te proizvodnja fitonutrijenata u raznom vocu i povréu uklju€ujuéi uvodenje u biljke nekih od
komponenti koje te biljike normalno ne proizvode kao $to je krumpir s karotenoidom. Ovakva
vrsta hrane moze stvoriti probleme vezano za sastav hrane kao $to su jaja s povecanim
sadrzajem omega-3 masnih kiselina postignute kroz izmijenjenu prehranu kokoSi (Lewis i
sur., 2000).

Funkcionalna hrana predstavlja obecavajuci i dinamicki dio prehrambene industrije koji se
sve brze razvija zahvaljujuéi sve boljem razumijevanju uske povezanosti prehrane i zdravlja.
Kako bi se uspjedno doprinijelo razumijevanju povezanosti prehrane i zdravlja potrebno je
razviti novi pristup razvoju novih proizvoda. Neki od faktora koji utjeCu na sve veéi razvoj
funkcionalnih proizvoda su prvenstveno nova istrazivanja i znanstveni dokazi da prehrana
moze promijeniti u€estalost i napredovanje bolesti, ali i starenje populacije, poveéani troskovi
zdravstvene zastite, autonomija u zdravstvenoj zastiti te svjesnost i Zelja za poboljSanjem

osobnog zdravlja (Cali¢ i sur., 2011).

2.2. Aronija

Aronija je viSegodiSnja listopadna biljka koja raste u obliku grma. Visina grma doseze i do 3
metra. Pripada porodici ruza (Rosaceae), a unutar roda Aronia postoje Cetiri vrste:
crvenoplodna aronija (Aronia arbutifolia), crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa),
ljubiCastoplodna aronija (Aronia prunifolia) i Aronia mitschurinii koja je nastala uzgojem.
Aronija je izuzetno otporna i prilagodljiva vrsta. Ima visok stupanj otpornosti na mraz i susu te
nije utvrdeno da je posebno osjetliiva na Stetnike i odredene bolesti. U doba zimskog
mirovanja moze podnijeti temperature i do -30 °C. Dobro podnosi i visoke temperature, ali
kod visokih ljetnih temperatura, ako se uzgaja bez sustava navodnjavanja postizu se znatno
manji prinosi te plodovi budu loSije kvalitete. Plodovi aronije su bobice koje €ine grozd, a
bobice mogu biti spljoStenog ili okruglastog oblika (Slika 2). Plodovi dozrijevaju od sredine
kolovoza, a meso ploda zbog svoje intenzivne crvene boje te trpkog i kiselkastog okusa
podsjeCa na nezrele borovnice. Listovi aronije su ovalnog oblika tamnozelene boje koji u

jesen prelaze u crvenu boju (Tomi¢ i sur., 2016).
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Slika 2 Aronija (Web 1)

Podrijetlom potje€e iz isto€nog dijela Sjeverne Amerike, a u Europi se pocinje koristiti
pocetkom 20. stolje¢a. U Europi se najvise uzgaja u sjevernim dijelovima Rusije, u Poljskoj,
Ceskoj, Slovackoj te na sjeveru Njemacke i Francuske. Na kemijski sastav plodova aronije
utje€u razli€iti Cimbenici kao $to su sorta, nacin uzgoja, stupanj zrelosti plodova, period berbe
te staniste (Jeppsson i Johansson, 2000). Plodovi aronije sadrZe visoke koncentracije
polifenola, proantocijanida, antocijana. Antocijani u plodovima aronije su prisutni u obliku
cijanidin glikozida i to: 3-O-galaktozida, 3-O-glukozida, 3-O-arabinozida i 3-O-ksilozida.

Takoder, plodovi su bogati vitaminima, mineralima (Kulling i Rawel, 2008).

Tablica 1 SadrZaj mineralnih tvari u bobicama, nepreradenom i preradenom soku (Kulling i

Rawel, 2008)
Mineral Bobice Svjeze iscijedeni sok Pasterizirani sok
(mg kg™) (g L) (g L)
Natrij 26 5 5,7
Kalij 2180 2850 1969
Kalcij 322 150 185
Magnezij 162 140 160
Zeljezo 9,3 4 0,4
Cink 1,47 1,3 0,6
Jod nije analiziran nije analiziran <5
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U Tablici 1 prikazan je sadrzaj mineralnih tvari u bobicama aronije. Iz priloZenog mozemo
vidjeti da je kalij najzastupljeniji, dok je koncentracija cinka najmanja, te jod nije analiziran u
bobicama i svjeze iscijedenom soku, dok u pasteriziranom soku iznosi < 5. Sadrzaj vitamina
koji je prisutan u bobicama aronije je raznolik. U najvec¢oj koncentraciji zastupljen je vitamin
C, dok je vitamin K najmanje zastupljen, a udjeli preostalih vitamina prikazani su u Tablici 2
(Kulling i Rawel, 2008).

Tablica 2 Sadrzaj vitamina u bobicama, nepreradenom i preradenom soku aronije (Kulling i

Rawel, 2008)
Vitamin Bobice Svjeze iscijedeni sok Pasterizirani sok
(g kg™) (ng L) (ng L)

Vitamin C 137000 200000 nije detektiran

Folat 200 nije analiziran 35
Vitamin B1 180 500 nije analiziran
Vitamin B2 200 600 nije analiziran
Vitamin B6 280 550 nije analiziran
Niacin 3000 3400 nije analiziran
Pantotenska kiselina 2790 2200 nije analizirana
Tokoferoli 17100 nije analizirano nije analizirano
Vitamin K 242 nije analiziran nije analiziran

Od cjelokupnog kemijskog sastava aronije, koji imaju brojne blagodati, najvise paznje se
posvecuje polifenolnim komponentama. Visok sadrzaj i sastav fenolnih komponenta u
plodovima aronije odgovorni su za Sirok spektar ljekovitih i terapijskih u€inaka aronije (ToliC i
sur., 2015). Velik broj istrazivanja utvrdio je da polifenolni spojevi djeluju antimutageno,
antikancerogeno, kardioprotektivno, no najznacajnija je njihova antioksidacijska aktivnost.
Mehanizam djelovanja polifenolnih spojeva u organizmu Covjeka jedna je od temeljnih

tematika znanstvenih istrazivanja u cilju njegovog obrazloZenja (Vauzour i sur., 2010).

2.3. Polifenoli

U skupinu polifenolnih spojeva uklju¢ujemo velik broj strukturno razli€itih spojeva, od vrlo
jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline do mnogo kompleksnijih molekula kao Sto

su flavonoidi. lako se polifenolni spojevi najéeS¢ée spominju kao spojevi s fenolnim prstenom
6
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oni su zapravo vrlo raznolika skupina zbog €ega su u literaturi prisutni mnogi nacini njihove
klasifikacije: prema strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, na temelju
bioloske aktivnosti, biosintetskog puta i sl. Na Slici 3 prikazana je podjela polifenolnih

spojeva u dvije osnovne skupine, flavonoide i fenolne kiseline te njihove podskupine
(Kurtagi¢, 2017).

Favonoidi Fenolne kiseline
-
.-"---.- )
-____..-" I|||| \
-
) { ..
Flavoni ol ."I || || Antocijanini
. _ I."| | . — Hidroksicimetne
Flavonoli f | || Flavan-3 4-dioli kiseline
{
Flavanoni ,u’ || i Dihidrohalkoni Hidroksibenzojeve
l." | kiseline
[zoflavoni ."I | Halkoni
[ .
. { .
Flavanonoli |/ | Flavanoli
Flavani

Slika 3 Glavne skupine biljnih flavonoida i fenolnih kiselina (Jakobek, 2007)

Najvaznija i najveéa skupina polifenola su flavonoidi koji su podijeljeni na nekoliko
podskupina. Njihovu raznovrsnost uglavnom kontroliraju geni biljke, ali na nju imaju utjeca;j i
drugi Cimbenici kao Sto su stadij zrelosti bilke, klima i nacin uzgoja. U biljkama su
dominantne tri podskupina flavonoida, a to su flavonoli, antocijanini i flavan-3-oli (flavanoli)
(Jakobek, 2007). Izvori biljnih polifenola su bobi¢asto voce kao borovnice, kupine, aronija,
zatim crveno grozde, rajCica, masline. Mnogobrojnim je istrazivanjima utvrdeno da sitno
tamno obojeno vocée koje pripada porodicama Rosaceae (vidnja, kupina, jagoda, malina),
Ericaceae (borovnice), Saxifragaceae (ribiz) sadrzi veée koli¢ine polifenolnih spojeva od
povrca, zitarica i nekih drugih vrsta voéa (Jakobek, 2007). U Tablici 3 prikazan je sadrzaj

polifenola u razli¢itim vrstama namirnica te koja vrsta polifenola je zastupljena (Bili¢, 2011).
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Tablica 3 Sadrzaj polifenola u razli€itim namirnicama (Bili¢, 2011)

Sadrzaj polifenola

Vrsta polifenola

Izvor
(mg kg™ ilimg L)
Borovnica 30-160
Ribizla 30-70
Kajsija 25-50
Jabuka 20-40
Crno grozde 15-40
Rajcica 2-15
Cherry rajéice 115-200 Flavonoli
Poriluk 30-225
Zuti luk 350-1200
Kelj 300-600
Brokula 40-100
Crni Caj 30-45
Zeleni Caj 20-35
Crno vino 2-30
Patlidzan 7500
Kupina 1000-4000
Ribizla 250-5000
Crno grozde 300-7500
Tresnja 350-4500
Rabarbara 2000 Antocijani
Jagoda 150-750
Crno vino 200-350
Sljiva 20-250
Crveni kupus 250
Sok od grejpa 100-650
Sok od limuna 50-300
Persin 240-1850 Flavoni
Celer 20-140
Sojino bradno 800-1800
Kupina 80-270
Malina 60-100 Hidroksibenzojeva kiselina
Jagoda 20-90
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Od bobi¢astog voca po koli¢ini polifenola i antioksidacijskoj aktivnosti istiCe se aronija koja
sadrzi znatno vece koli¢ine polifenola u usporedbi s drugim vrstama voca, povréa, zitarica,
zacinskih biljaka. Vazno je naglasiti da se polifenolni spojevi nalaze u svim dijelovima biljke,
te ovisno o biljnom podrijetlu koli¢inski omjer je razli¢it. U Tablici 4 prikazan je udio fenolnih

spojeva u bobicama aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005).

Tablica 4 Fenolne komponente u bobicama aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005)

Koli¢ina komponente (mg

Skupina polifenola Komponenta 100 g suhe tvari)
Flavani Proantocijanidini 5181,6
Klorogenska kiselina 301,85
Fenolne kiseline

Neklorogenska kiselina 290,81

Kvercetin-3-galaktozid 36,98

Kvercetin-3-glukozid 21,64

Flavonoli Kvercetin-3-rutinozid 15,1

Derivati kvercetina
. T 27,43
(neidentificirani)

Cijanidin-3-galaktozid 1282,41

o Cijanidin-3-arabinozid 581,5

Antocijani

Cijanidin-3-ksilozid 52,71

Cijanidin-3-glukozid 42,14

Fenolne kiseline, uz flavonoide, su druga najvaznija skupina polifenolnih spojeva prisutnih u
aroniji. Rijetko se nalaze u slobodnom obliku. NajéeS¢e se pojavljuju u vezanom obliku kao
glikozidi ili esteri konjugirani s ostalim prirodnim spojevima. Dijele se na hidroksicimetne
kiseline (Ce-C3) i hidroksibenzojeve kiseline (Cs-C+) te njihove derivate. Najrasprostranjenije
hidroksicimetne kiseline su sinapi¢na, kafeinska, feruli¢na i p-kumarinska (Slika 4). One se u
biljnim stanicama nalaze u razli¢itim oblicima, ali najéeSc¢e se pojavljuju u obliku jednostavnih
estera. U vocu, hidroksicimetne kiseline, prisutne su u svim dijelovima te se najveée
koncentracije nalaze u vanjskim dijelovima zrelog voca. NajviSe zastupljena u prirodi je
kafeinska kiselina koja €ini 75 - 100% sadrZaja hidroksicimetnih kiselina u vo¢u, a u
Zitaricama je u najvecoj koncentraciji prisutna ferulicna kiselina (Jakobek, 2007). Od
hidroksibenzojevih  kiselina, najrasprostranjenije su p-hidroksibenzojeva, vanilinska,
siringinska i protokatehinska kiselina, a u billkama se nalaze vezane za dijelove stani¢ne
stijenke. Imaju antioksidacijsko djelovanje koje je vidljivo u primjeru tanina ili galotinina koji
su esteri 3,4,5-trihidroksibenzojeve kiseline. Upravo galoilna skupina tih tanina i monomernih

9
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katehina u zelenom ¢aju djelomicno je odgovorna za svojstva kelatiranja i hvatanja slobodnih
radikala (Kazazi¢, 2004).

HO HO

COOH COOH

o \

H5CO

COCH

Slika 4 Strukturne formule a) p-kumarinske kiseline, b) kafeinske kiseline i c) feruli¢ne
kiseline (Jakobek, 2007)

Flavonoidi predstavljaju najbrojniju skupinu polifenolnih spojeva koji se medusobno razlikuju
po karakteristikama i strukturi. Mozemo ih pronaci u kori drveéa, liS¢u, cvijeéu, mnogim
biljkama, ali su koncentrirane i u sjemenkama. Flavonoidi su sekundarni metaboliti $to znaci
da predstavljaju organske spojeve koji nemaju direktnog utjecaja na rast i razvoj biljaka.
Dosad je poznato oko 5000 vrsta flavonoida. Osnovna struktura svih flavonoida je
difenilpropan molekulske formule Ce-C3-Cs. Nizom kemijskih reakcija nastaje tzv. flavan

jezgra c€iju osnovu €ine tri fenolna prstena A,B i C (Slika 5) (Tapas i sur., 2008).

Slika 5 Osnovna struktura flavonoida tzv. flavan jezgra (Kazazi¢, 2014)
10
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Benzenski prsten A kondenziran je s tro¢lanim alifatskim nizom koji zajedno s kisikom tvori
SesteroClani prsten C, a na poziciji 2 prstena C nalazi se benzenski prsten B. Postoje
flavonoidi koji mogu imati vezanu karbonilnu skupinu na C-4 atomu prstena C, te se za njih
Cesto koristi izraz 4-okso-flavonoidi (Slika 6) (Jakobek, 2007).

Slika 6 Osnovna struktura flavonoida tzv. 4-okso-flavonoid jezgra (Jakobek, 2007)

Flavonoidne podgrupe medusobno se razlikuju po stupnju njihove alkilacije i/ili glikozidacije,
razli¢itih kombinacija broja i hidroksilnih grupa, metoksi grupa te konjugaciji izmedu prstena
A i B (Kurtagi¢, 2017). Flavonoidi se uglavhom nalaze u obliku glikozida Sto znaci da su
povezani s molekulama Secéera. Najces¢i Secer koji se nalazi vezan za glikozide jest glukoza,
iako moze biti vezan i neki drugi SecCer kao Sto je galaktoza, ksiloza, arabinoza. Upravo ta
raznolikost vezivanja razliCitih Secera na molekulu flavonoida pridonosi njihovoj velikoj
raznovrsnosti i Sirokom sprektru spojeva. Vezanje Secera, odnosno glikozilacija se u pravilu
odvija na poziciji C-3 ili rijede na C-7. Flavonoidi su podijeljeni unutar nekoliko kategorija kao
Sto su flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni,

flavan-3,4-dioli i antocijanidini koje prikazuje Slika 7.

Flavonoli se ve¢inom pojavljuju u stanicama kao glikozidi. Za molekulu aglikona flavonola,
najcesce je od Secera vezana glukoza premda se mogu vezati i drugi Seceri poput galaktoze,
arabinoze, ksiloze. Flavonoli su prisutni u nadzemnim dijelovima biljaka dok njihovi aglikoni
nisu prisutni u billkkama. Do sada je poznato oko 200 aglikona flavonola. Neki od uobi€ajenih
aglikona prisutnih u voéu su kvercetin, miricetin i kemferol. Zute su boje te imaju slabu
topljivost u vodi. Ukoliko dode do nekog procesa obrade hrane kao $to je smrzavanje,

fermentacija ili sterilizacija, njihova prisutnost moze biti detektirana (Jakobek, 2007).

11
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Slika 7 Osnovna struktura glavnih podgrupa flavonoida (Jakobek, 2007)

Osnovna flavonoidna struktura Ce-C3-Ce karakterizira flavanole. Kao i kod antocijanidina na
heterociklickom C prstenu na poziciji 4 se ne nalazi atom kisika. U vocu se flavanoli najceSc¢e
nalaze u obliku oligomernih ili polimernih formi tj. u obliku proantocijanidina ili tanina.
Proantocijanidini se sastoje od flavanolnih monomera, a nastaju procesom polimerizacije koji
moze biti rezultat autooksidacije, ali najCeSc¢e te reakcije su katalizirane nekim enzimima
(polifenoloksidaza) koji se nalaze u vecini biljnih tkiva. U jednoj molekuli moze biti i do 17
flavanolnih jedinica. lzvori proantocijnidina su razne vrste vo¢a kao $to je aronija, grozde i dr.
Proantocijanidini imaju niz pozitivnih u€inaka na zdravlje ¢ovjeka zahvaljuju¢i svom jakom
antioksidativnom djelovanju. Proantocijanidini koji se sastoje od monomera (+)-katehina i (-)-
epikatehina zovu se procijanidini (Slika 8). (—)-Katehini i (+)-epikatehini su fitotoksi¢ni i neke
ih biljke sintetiziraju u korijenu da bi sprijeCile naseljavanje drugih biljaka na tom teritoriju

12
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(Bais i sur., 2003). Manje poznati procijanidini su propelargonidini i prodelfinidini.
Propelargonidini se sastoje od epiafzelekina, a prodelfinidini od epigalokatehinskih jedinica
(Del Rio i sur., 2013).

OH

@or[
t |0©Cji HO
OH

OH

OH @OH
'OH "o

(+)-katehin (-)-katehin +)-epikatehin J-epikatehin

Slika 8 Monomeri procijanidina (x) katehin i (x) epikatehin (Kazazi¢, 2014)

Antocijani pripadaju skupini biljnih pigmenata. Op¢enito, pigmenti su prirodne tvari koje se
mogu nadci u tkivima i stanicama biljaka te se dijele na one koji su topljivi u vodi (antocijani) i
na one koji su topljivi u ulju (klorofil). Postoji Sest osnovnih antocijanidina: cijanidin, delfinidin,
pelargonidin, peonidin, petunidin i malvidin Cije su kemijske strukture prikazane na Slici 9.
Osnovna razlika izmedu pojedinog antocijana je u broju hidroksilnih skupina u molekuli,
stupnju metilacije tih hidroksilnih skupina, prirodi, broju i polozaju glikozilacije, te prirodi i
broju aromatskih ili alifatskih kiselina vezanih na ostatak (Sikorski, 2002).

H OH OH
JOH . _OH
. . Di
HO S Hl]’\"d(i“‘“ i HO, HO, [},__c\ P oH
- -
= N # ™ 0.aln
OH OH OH
Pelargonidin-3-glukozid Cijanidin-3-glukozid Delfinidin-3-glukozid

OCH, OCH: OCH,

o ,LJ\L o b fj\ o Jii

X SOOI SRt

O-glu T gl el ¥
OH OH OH

Peonidin-3-glukozid Petunidin-3-glukozid Malvidin-3-glukozid

Slika 8 Kemijska struktura 6 osnovnih glukozida antocijana (Jakobek, 2007)

Prisutni su u vecini biljaka te u voc¢u i povréu dajuéi im boju kao Sto su plava, crvena,
purpurna. Po kemijskom sastavu su glikozidi antocijanidina s karakteristithom kemijskom
strukturom flavonoida. Antocijani nastaju vezanjem SecCera na oshove antocijanidina.

13
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Glukoza, arabinoza, galaktoza su najCeS$¢i vezani Seceri za molekulu antocijanidina, a isto
tako mogu biti acilirani s raznim kiselinama kao sto su kafeinska (hidroksicimetna) ili octena
(alifatska). U kiseloj sredini, zbog pozitivnog naboja na kisiku u heterociklickom prstenu C,
antocijani se ponasaju kao kationi i grade soli s kiselinama. U alkalnoj sredini grade soli s
bazama jer se ponaSaju kao anioni (Jakobek, 2007). Antocijani, zbog svojih razli€itih
kemijskih struktura, pokazuju razli€itu boju u ovisnosti pH otopine u kojoj se nalaze. Crveno
obojenje prevladava pri pH 1, plava boja izmedu pH 2 i 4, bezbojno obojenje kod pH 5i 6, a
pri pH viSim od 7 dolazi do raspadanja molekule antocijana. Upravo zbog boje koje daju
prehrambenim proizvodima, pokazan je veci interes za istrazivanje antocijana, iako se
prvotno nisu koristili kao aditivi u prehrambenoj industriji zbog svoje nestabilnosti. Jedno od

najznacajnijih svojstava antocijana je njihovo antioksidacijsko djelovanje (Jakobek, 2007).

2.4. Antioksidacijska aktivnhost

Povezanost pozitivnog utjecaja voca i povréa na zdravlje ljudi dokazana je brojnim
epidemioloSkim istrazivanjima. Osim §to imaju nutritivhu i senzorsku ulogu, pojedini sastojci
istiCu se sa svojom zastitnom ulogom. Posebno je to slu¢aj s hranom koja sadrzi prirodne
antioksidanse (Thomas, 1995). Najjednostavnije re€eno, antioksidansi su spojevi koji utjeu
na oksidaciju nekog supstrata tako da odgadaju ili inhibiraju njegovu oksidaciju. Oksidacija je
kemijska reakcija u kojoj dolazi do prijenosa elektrona ili vodika sa supstance na oksidativni
agens, kojom mogu nastati slobodni radikali. Vrlo reaktivhe molekule koje sadrZze nespareni
elektron u vanjskoj elektronskoj ljusci nazivaju se slobodnim radikalima. Kako bi postigli
stabilnost, slobodni radikali, ulaze u reakcije s drugim molekulama nastoje¢i im uzeti
elektron. Takvim reakcijama dolazi do naruSavanja ravnoteze izmedu oksidativhog ostecenja
i antioksidativne reparacije u organizmu. Posljedica toga je oksidativni stres koji pogoduje

starenju stanica, karcinogenezi, oste¢enju DNA (Kazazi¢, 2004).

Oksidacija i razgradnja oksidacijskih produkata su glavne reakcije degradacije koje dovode
do smanjenja nutritivne vrijednosti i senzorske kvalitete hrane. U prehrambenoj industriji je
od velike vaznosti utjecati na sprje€avanje oksidacijskih procesa. Postoji vise nacina kojima
se mogu inhibirati oksidacijski procesi. Neki od njih su upotreba prikladne ambalaze, niskih
temperatura, uklanjanje kisika, inaktivacija enzima koji kataliziraju oksidaciju i dr. Za zaStitu
od oksidacije mogu se upotrebljavati i specificni aditivi koji inhibiraju oksidaciju tj.
antioksidansi. Inhibitore oksidacije Cine tvari razliCite kemijske strukture te mehanizma

djelovanja koji su prikazani u Tablici 5 (Rein, 2005).
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Tablica 5 Mehanizam antioksidativne aktivnosti (Rein, 2005)

Skupina
antioksidansa

Mehanizam antioksidacijske
aktivnosti

Primjeri antioksidansa

Pravi antioksidansi

Inaktivacija slobodnih radikala
lipida

Fenolne tvari

SprjeCavanje raspadanja

.Stab|I|zatolr| hidroperoksida na slobodne Fenolne tvari
hidroperoksida .
radikale
Sj - PoboljSanje aktivnosti pravih Limunska kiselina, askorbinska
inergisti

antioksidansa

kiselina

Metalni helatori

Vezanje tesSkih metala u
inaktivne komponente

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

Tvari za vezanje
singleton kisika

Transformacija singlet kisika u
triplet kisik

Karoteni

Tvari koje reduciraju
hidroperokside

Redukcija hidroperoksida bez

) ; Proteini, aminokiseline
stvaranja radikala

Uz prirodne antioksidanse razvijeni su i sintetski antioksidansi koji se u praksi koriste kao
aditivi, nadomjesci i lijekovi, ali je opCe prihvacena Cinjenica da su prirodni antioksidansi
vrjedniji, u€inkovitiji i sigurniji od sintetskih (Yanishlieva-Maslarova i Heinonen, 2001). Ljudski
organizam sadrzi antiokosidatvne enzime i neenzimske antioksidanse. U antioksidativne
enzime se ubrajaju superoksid dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GSPHXx), aldehid
oksidaza (AOx), glutation S-transferaza (GSTs), katalaza i glutation reduktaza (GR), dok u
neenzimske antioksidanse spadaju flavonoidi, karotenoidi, vitamin C, vitamin E i koenzim
Q10 (Starlin i Gopalakrishnan, 2013).

Flavonoidi mogu djelovati kao antioksidansi na nekoliko nacina, a najvazniji nacin njihovog
djelovanja je kada hvataju slobodne radikale i tako prekidaju njihovu lan€anu reakciju. Kako
bi djelovao kao antioksidans, flavonoid, mora ispuniti dva uvjeta. Prvi uvjet koji mora ispuniti
jest da kada je prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar koja je podloZzna reakciji, mora
usporiti ili sprijeciti reakciju oksidacije. Drugi uvjet je da iz njega nastali slobodni radikal mora
biti stabilan kako ne bi bio podloZzan lan€anoj reakciji. Sposobnost hvatanja slobodnih

radikala moguca je zbog strukture flavonoida (Slika 10) (Kazazi¢, 2004):

e o-dihidroksilna (kateholna) struktura u B-prstenu koja daje stabilnost radikalu i
omogucuje delokalizaciju elektrona,
e 2.3-dvostruka veza u konjugaciji s 4-keto skupinom, $to omogucuje delokalizaciju

elektrona iz B-prstena,
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o hidroksilne skupine na poloZaju 3- i 5- koje osiguravaju vodikovu vezu s keto-

skupinom.

Slika 9 Strukturne skupine vazne za hvatanje slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004)

Vazniji &imbenik u odredivanju antioksidacijske aktivnosti je prostorni raspored supstituenata
nego osnovni kostur flavonoida. Na antioksidativnu aktivnost znac€ajno utjeCe konfiguracija i
broj hidroksilnih skupina. B-prsten ima vaznu ulogu jer donira vodik i elektron hidroksilnim,
peroksi i peroksinitrit radikalima, stabilizirajuci ih i stvarajuci relativno stabilne flavonoidne
radikale (Cao i sur., 1997).

Polihidroksilirani i polimetoksilirani flavonoidi se razlikuju u antioksidacijskoj aktivnosti te je
njihova razlika vjerojatno posljedica hidrofobnosti i molekularne strukture. Metilacija smanjuje
antioksidacijsku aktivnost tako Sto utjeCe na steriCke efekte. Polimerizacija takoder utjeCe na
antioksidacijsku aktivnost. Dimeri i trimeri procijanidina su ucinkovitiji od monomernih
flavonoida, ali razlika u aktivnosti izmedu dimera i trimera je vrlo mala. Antioksidacijska
aktivnost ovisi ne samo o strukturnim svojstvima antioksidanasa ve¢ i o mnogim drugim
Cimbenicima kao $to su temperatura, svjetlost, tip supstrata, fizikalno stanje sustava, kao i o
brojnim mikrokomponentama koje djeluju kao prooksidansi ili sinergisti (Yanishlieva-

Maslarova i Heinonen, 2001).
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2.5. Prehrambena vlakna

Vlakna su tvari biljnog podrijetla koje probavni enzimi u organizmu ¢&ovjeka ne mogu
razgraditi do adsorpcijskih komponenata. U prehrani nemaju neku posebnu prehrambenu ili
energetsku vrijednost, ali zato pozitivno djeluju na rad crijeva, potpomazu rast i razvitak
crijevne mikroflore te reguliraju probavu. S obzirom na topljivost, razlikujemo topljiva i
netopljiva prehrambena vilakna. Na Slici 11 prikazana je opseZnija klasifikacija prehrambenih
vlakana (KresSi¢, 2012).

slum —

e T
Hedkrobn polisahand V neceluloz gume = Topljva vlakna
polisahandi | A
,/ \ \‘\\pohsaha::dl a.gt"f /
.\ /
qum
/ \ \ PE
Prehrambena \ hemicehiloza,
vlakna \
\
\
\
\ \celuloza celuloza -, -
‘“x__ )
xﬁg )
\I 2 Metopljva vlakna
\ ./
lgnin ligrin lgnin

\' remstentin Skrob

Slika 10 Klasifikacija prehrambenih vlakana (Mandi¢ i Nosi¢, 2009)

Netopljiva prehrambena vlakna se ne mijenjaju prolaskom kroz probavni sustav, iako moze
do¢i do razgradnje jednog dijela u debelom crijevu fermentacijom pomocu bakterija.
Pozitivhe karakteristike netopljivih prehrambenih vlakana je Sto mogu vezati velike koli€ine
vode, sprjeCavaju opstipaciju i poticu peristaltiku crijeva. MoZzemo ih pronaci u integralnim
Zitaricama i mekinjama, a manja im je zastupljenost u povréu, vo¢u i mahunarkama (Slika
12). U netopljiva prehrambena vlakna ubrajamo celulozu, hemicelulozu i lignin (Gacina,
2014).

Najrasprostranjenije prehrambeno vlakno je celuloza. To je sloZeni polisaharid sastavljen od
linearno povezanih jedinica D-glukoze. NaroCito zna€ajna svojstva celuloze su
biokompatibilnost i biorazgradljivost. Prisutnost OH skupine daju hidrofilnost celulozi i

omogucuju stvaranje vodikovih veza unutar pojedine ili izmedu razli€itih molekula celuloze.
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Posljedica toga je netopljivost celuloze u vecini otapala. Probavni organi ¢ovjeka ne izlu€uju
enzime i sokove za razgradnju celuloze na sastavne dijelove. Hemiceluoza je skupina
polisaharida koji se razlikuju od celuloze, a osnovna struktura sastavljena je od kracih
razgranatih lanaca jedinica heksoza, pentoza i uronskih kiselina. Hemicelulozu je teSko
izolirati u neoste¢enom i prirodnom stanju. Lignin je nepolisaharidno vlakno koje je za
vlaknaste polisaharide biline stani¢ne stijenke vezan kovalentnim vezama (Mandi¢ i Nosic,
2009).

Slika 11 Hrana bogata vlaknima (Web 2)

Topljiva prehrambena vlakna se mijenjaju prolaskom kroz probavni sustav. Ona se otapaju
tijekom probave te tako tvore viskoznu masu sli¢ne gelu. U debelom crijevu fermentiraju u
kratkolanCane masne kiseline koje predstavljaju glavni izvor energije kolonocitima.
Mehanizam zas$titnog djelovanja kratkolan¢anih masnih kiselina, prvenstveno maslacne
kiseline, podrazumijeva ireverzibilno poboljSanje imunogenih svojstava kolonocita. U topljiva
prehrambena vlakna ubrajamo gume, sluzi, pektine, B-glukane. lzvori topljivih prehrambenih
vlakana su voce, zob, povrée (Kresi¢, 2012).

Pektini su skupina biljnih polisaharida. Zbog sposobnosti Zeliranja primjenjuju se u
prehrambenoj industrii kao stabilizatori i sredstva za Zeliranje. Poput vecine drugih
polisaharida, pektinske tvari su polimolekularne i polidisperzne, tj. heterogene su s obzirom

na kemijsku strukturu i molekularnu masu. Karakteristicna jedinica za izgradnju strukture
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pektinskih tvari je D-galakturonska kiselina, povezana a-(1—4) glikozidnim vezama u
polisaharidni lanac (Slika 13) (Thakur i sur., 1997).

Slika 12 Ponavljajuc¢i segment pektinske molekule (Thakur i sur., 1997)

Gume se takoder koriste kao stabilizatori i sredstva za uguséivanje, a gradeni su od 10000-
30000 jedinica ugljikohidrata u koje se ubrajaju glukoza, galaktoza, manoza i ramnoza. Sluzi
se proizvode iz algi i morskih trava, a osnovnu komponentu strukturne grade Ccini
galakturonska kiselina. B-glukani su dugolanc¢ani polisaharidi koji se sastoje od velikog broja
molekula D-glukoze povezanih B-glikozidnim vezama. U prirodi se javljaju u stani¢nim
stienkama mekinja, Zitarica. B-glukani nisu esencijalni za nas organizam, ali imaju odreden

utjecaj na nase zdravlje. Odgovorni su za usporavanje udjela glukoze u krvi (Zivkovié, 2002).

Brojna su pozitivha djelovanja vlakana na zdravlje ¢ovjeka. Osim, kao $to je ve¢ spomenuto,
pozitivnog utjecaja na rad crijeva, probavu te crijevnu mikrofloru, vlakna takoder snizavaju
koncentraciju ukupnog kolesterola i koncentraciju LDL-kolesterola u krvi. Do smanjenja
kolesterola dolazi zbog promjena u metabolizmu kolesterola jer se Zucne kiseline vezu na
prehrambena vlakna te potiCu izlu€ivanje kolesterola. Na taj nain se indirektno utjeCe i na
prevenciju kardiovaskularnih bolesti. Neka istraZivanja su pokazala da mogu utjecati i na
prevenciju pojave raka dojke te povoljno djeluju na kozu. Unos vlakana nije rezerviran samo

za odrasle ve¢ ih i djeca moraju unositi. Za djecu stariju od dvije godine unos bi trebao
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iznositi 5 g po danu, a za adolescente 10 - 13 g po danu. Prosje€an unos vlakna za zdravu

odraslu osobu ovisno o tjelesnoj masi iznosi oko 20 - 35 g po danu (Slavino, 1987).

U danasnje vrijeme koncept prehrambenih vlakana, u kojem su se zdravi udinci prije
pripisivali samo polisaharidima i komponentama lignina, se mijenja kako bi se hrana pocela
promatrati iz drugacije perspektive. U ovom smislu, definiran je koncept prehrambenih
vlakana s antioksidansima koji sadrzi znac¢ajne koli¢ine prirodnih antioksidansa (uglavnom
fenolnih spojeva) povezanih s neprobavljivim vlaknima (Quiros-Sauceda i sur., 2014).
Prethodna istrazivanja su potvrdila da polifenoli mogu ulaziti u interakcije s
prehrambena vlakna se smatraju potencijalnim nosiocima polifenola te ih mogu zastititi od
razgradnje i prenijeti u donje dijelove probavnog trakta, s potpunom ili djelomiChom
razgradnjom u debelom crijevu. To moze utjecati na bioraspoloZivost odnosno koli¢inu
nutrijenata raspolozivu za adsorpciju u probavnom traktu, ali imati i druge potencijalno
pozitivne efekte. Na taj nacin polifenoli u donjim dijelovima probavnog trakta mogu u
izvornom obliku pokazati pozitivnu bioaktivnost kao 3to je antioksidacijsko djelovanje,
modulacija enzima, interakcija s mikroflorom te djelovanje metabolita polifenola. Buduca
istraZivanja o formuliranju kompleksa prehrambenih vlakana i fenolnih spojeva su potrebna
kako bi se u potpunosti razjasnio doprinos na zdravstveno stanja potro$aca ali i na kvalitetu

prehrambenih proizvoda (Quiros-Sauceda i sur., 2014).
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3.1. Zadatak

Zadatak diplomskog rada bio je priprema bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana u
kombinaciji s fenolima aronije i karakterizacija dobivenih kompleksa odnosno bioaktivnih
dodataka.

Pripremu bioaktivnih dodataka hrani na bazi citrus vlakana i njihova karakterizacija (Slika
14):

o Priprema kompleksa citrus vlakna/aronija u obliku suhog praha (citrus vlakna su
koriStena u razli€itim koli¢inama dok je koli¢ina soka aronije bila konstantna);

¢ Qdredivanje adsorbiranih ukupnih fenola aronije na citrus vlakna;

¢ Qdredivanje adsorbiranih ukupnih proantocijanidina aronije na citrus viakna;

o Odredivanje adsorbiranih antocijana aronije na citrus vlakna;

o Odredivanje antioksidacijske aktivnosti kompleksa citrus vlakna/aronija (DPPH,
ABTS, FRAP i CUPRAC metode);

e (Odredivanje parametara boje kompleksa citrus vlakna/aronija (L*, a*, b*, °h, C*, AE);

o Odredivanje strukturnih promjena kompleksa citrus vlakna/kupina u odnosu na citrus
vlakna;

o Utvrdivanje utjecaja razliCite koli€ine citrus vlakana na ispitivane parametre.

CITRUS VLAKNA S0OK ARONWE
(1%, 2%, 3 ili 4%) (konstantna kolicina)

KOMPLEKSIRANJE
{15 minuta sobna temperaturaj

ODREBDIVANJE:

ukupnih fenola
proantocijanidina
monomemih antocijana
anticksidacijske aktivnosti
boje

IR spekira

Slika 13 Shematski prikaz rada
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3.2. Materijali i metode

3.2.1. Materijali

Kalij klorid, natrij acetat, klorovodicna kiselina, octena kiselina, metanol, natrij karbonat,
Zeljezo klorid, amonij acetat, Folin-Ciocalteu reagens 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 proizvodaa 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).

3.2.2. Priprema bioaktivnih dodataka hrani

Bioaktivni dodatci hrani na bazi vlakana pripremljeni su kompleksiranjem citrus vilakana i

soka aronije.

Za pripremu kompleksa citrus vlakna/aronija, citrus vlakna i sok aronije mije$ani su 15
minuta na magnetskoj mijesalici (600 rpm) na sobnoj temperaturi u odgovaraju¢im omjerima
(Tablica 6). 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 citrus vlakna/aronija. Suhi
kompleksi citrus vlakna/aronija dobiveni su liofilizacijom. Prije postupka liofilizacije, mokri
kruti dio dobiven centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C 24 sata, a liofilizacija je provedena u
liofizatoru (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 zavrsSnoj fazi temperatura izotermne desorpcije od 0 °C do 22

°C pod vakuumom od 0,060 mbar. Cijeli proces liofilizacije trajao je 12 sati.
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Tablica 6 Kemijski sastav kompleksa citrus vlakna/aronija

Oznaka uzoraka Citrus vlakna (g) Sok aronije (mL)
CV_1%_A 0,5 50
CV_2%_A 1 50
CV_3%_A 1,5 50
CV_4%_A 2 50

(CV — citrus vlakna; 1 — 4 % - udio vlakana prilikom pripreme kompleksa)

3.2.3. Metode

3.2.3.1. Ekstrakcija uzoraka

Za odredivanje ukupnih fenola, proantocijanidina, monomernih antocijana i antioksidacijske
aktivnosti kompleksi su ekstrahirani. 0,3 g uzorka ekstrahiralo se je s 15 mL zakiseljenog
metanola na sobnoj temperaturi. Nakon 24 sata smjesa se je profiltrirala te se je dobiveni

ekstrakt koristio u daljnjim analizama.

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, promucka 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
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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 pomocu
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
Cantocijana = (A X M x FR x 1000)/¢ x |
A — apsorbancija uzorka, a raCuna se prema formuli
A = (As15- A700)pH 1 - (As15 - A700)pH 4,5
M — molekulska masa, 449,2
FR - faktor razriedenja
€ - molarna absorptivnost, 26 900
I - 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 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
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Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka te se doda 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesa i
smijesa 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 praceni su kromametrom (Minolta CR-400). Ovaj tip
kromametra mjeri reflektiranu svjetlost s povrSine predmeta. Svjetlost se reflektira te takvu
svjetlost mjeri Sest jako osjetljivih silikonskih foto¢elija. 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
~h¥ +a*
Plava Crvena

L* =0 Tamno

Slika 14 Prikaz CIE LAB prostora boja
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Pomoc¢u 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).
Znacenje tona boje (°h), zasi¢enja (C*) i svjetline (L*) prikazano je na Slici 16. Ton boje (°h)
definira vizualni dozivljaj na temelju kojeg toéno definiramo pojedinu boju npr. crvenu, plavu,
zelenu itd. ovisno o dominantnoj valnoj duljini (Slika 17). Zasicenje (C*) definira udio Ciste
boje u ukupnom vizualnom dozivljaju boje tj. udio pojedinih valnih duljina u ukupnom tonu
boje. Svjetlina (L*) opisuje sli€nost boje s nizom akromatskih boja od crne preko sive do

bijele odnosno udio crne u nekom tonu boje.

o

svijetla

-

zasicena

|

Koje je svjetline ? Kojeg je tona? Koliko je zasi¢ena ?

tamna

Slika 15 Prikaz znacenja svjetline, tona i zasi¢enja
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Slika 16 Prikaz ovisnosti tona boje (°h) i boje

Udaljenost izmedu dvije toc¢ke 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%
Ab* = b% - b*,

(k — kontrolni uzorak; u — usporedivani uzorak)

Slika 17 Grafi¢ki prikaz odredivanja promjene boje
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Na Slici 18 prikazan je grafi¢ki prikaz odredivanja promjene boje odnosno AE. Veza izmedu

izraCunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje dana je u Tablici 7.

Tablica 7 Veza izmedu izraCunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

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

3-6 Razlika boja se dobro vidi

>6 Oc¢igledna 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 cm™ do 600 cm™

pomocu Cary 630 FTIR spektrometra.

3.2.3.8. Statisticka analiza podataka

Statisticka analiza rezultata je provedena pomoéu ANOVA testa uz statistiCku znacajnost od
P<0,05.
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4. Rezultati i rasprava

U ovom istrazivanju pripremljena su Cetiri uzorka odnosno 4 kompleksa citrus viakna/fenoli
aronije (CV_A) koji se medusobno razlikuju po koli€ini upotrijeblienog vlakna prilikom
pripreme kompleksa odnosno prilikom kompleksiranja vlakna i fenola aronije. Koncentracija
fenola aronije odnosno koli¢ina soka aronije tijekom kompleksiranja je bila konstantna.
Koli¢ina vlakna za pripremu kompleksa je bila 1%, 2%, 3% i 4%, daljnjim povecanjem
koncentracije vlakna dobiven je gel tako da se vecée koliCine vlakna nisu ispitivale. Cilj
istrazivanja bio je ispitati moguénost primjene citrus vlakana kao nosioca fenolnih
komponenti. Spajanjem vlakana i fenola, biljnih komponenti s dokazanim pozitivnim u€inkom
na zdravlje (kroz visegodiSnja istrazivanja) kreirali bi se novi bioaktivni dodatci hrani. U ovom
radu je ispitivana adsorpcija fenolnih komponenti na citrus vlakna, antioksidacijska aktivnost
dobivenih kompleksa CV_A i boja CV_A kompleksa u ovisnosti sa promjenom koli€ine citrus
vlakana. Ujedno je i definirana promjena u strukturi kompleksa CV_A u odnosu na citrus

vlakna.

4.1. Adsorpcija fenolnih komponenata na citrus vlakna

Kao parametri za definiranje adsorpcije fenolnih komponenata soka aronije na citrus vlakna
odredeni su ukupni fenoli, proantocijanidini i monomerni antocijani. Udio ukupnih fenola,
proantocijanidina i monomernih antocijana na kompleksima citrus vlakna/aronija prikazan je
u Tablici 8. Iz rezultata je vidljivo da su svi parametri odredeni u najve¢em udjelu na
kompleksima pripremljenima s najmanjom koli¢inom dodanog vlakna. Sukladno tome, udio
ukupnih fenola na kompleksu CV_1%_A iznosi je 35,942 mg g'. Daljnjim povecanjem
koli¢ine vlakna prilikom kompleksiranja doslo je do smanjenja adsorpcije ukupnih fenola na
vlakna, tako da je duplim povecanjem koli€ine vlakna doSlo do smanjenja udjela ukupnih
fenola za 30,95%. Smanjenje adsorbranih ukupnih fenola na kompleks CV_3%_A iznosilo je
52,72% a na kompleks CV_4%_ A &Cak 63,84%. Ovisnost smanjenja adsorbiranih ukupnih
fenola s povecéanjem koli¢ine vlakna je linearna, a koeficijent korelacije iznosio je 0,9585.
Udio proantocijanidina na kompleksu CV_1%_A iznosi je 18,639 mg g'. Kao i u slu¢aju
ukupnih fenola, ovisnost smanjenja adsorbiranih proantocijanidina s povecanjem koli€ine
vlakna je linearna, a koeficijent korelacije iznosio je 0,9838. Povecanjem koli¢ine vlakna na
2% doslo je do smanjenja adsorpcije proantocijanidina za 38,18% odnosno nesto vise nego
sluaju ukupnih fenola. Daljnjim povecanjem koli¢ine vlakna, smanjenje adsorpcije
proantocijanidina u odnosu na ukupne fenole je bilo znatno viSe, odnosno na kompleks
CV_3%_A smanjenje adsorpcije je iznosilo 70,24% a na kompleks CV_4%_A ¢ak 91,07%. U
slu€aju antocijana, utvrden je drugaciji trend nego u slu€aju ukupnih fenola i

proantocijanidina. Poveéanjem koli¢ine vlakna, ali do 3% doslo je do linearnog smanjenja
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adsorpcije antocijana, koeficijent korelacije je iznosio 0,9952. Kompleks CV_4% A i
kompleks CV_3%_A imali su jednaku koli€inu adsorbiranih antocijana odnosno povecanjem
koli¢ine vlakna s 3% na 4% nije utvrdena razlika u afinitetu vlakna prema antocijanima. Na
kompleksu CV_1%_A utvrdeno je 3,419 mg g’ antocijana, poveéanjem koli¢ine vlakna na
2% udio antocijana se je smanjio za 22,44% , a povecanjem koliine vlakna na 3% i 4% za
50%. Smanjenje adsorpcije antocijana s poveéanjem koli¢ine vlakna je manje u usporedbi s

smanjenjem ukupnih fenola i proantocijanidina s pove¢anjem koli¢ine vlakna.

Tablica 8 Udio ukupnih fenola, proantocijanidina i antocijana na kompleksima citrus

vlakna/aronija
. Ukupni fenoli Proantocijanidini Antocijani
Uzorci ; . ;
(mg g7) (mg g7) (mg g7)
CV_1%_A 35,942+0,047° 18,639+0,032° 3,419+0,096°
CV_2%_A 24,812+0,085° 11,522+0,033" 2,652+0,037°
CV_3%_A 16,991+0,048° 5,548+0,012° 1,676+0,073°
CV_4%_A 12,997+0,048¢ 1,665+0,005¢ 1,697+0,066°

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima su statisticki razliCite.

CV — citrus vlakna; A — sok aronije; 1% - 4% - udio citrus vlakna prilikom kompleksiranja.

4.2. Antioksidacijska aktivhost kompleksa citrus vlakna/aronija

Antioksidacijska aktivhost kompleksa citrus vlakna/aronija prikazana je u Tablici 9.
Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene su primjenom Cetiri metode; DPPH, ABTS,
CUPRAC i FRAP. Primjenom sve Ccetiri metode utvrdena je najvec¢a antioksidacijska
aktivnost kompleksa CV_1%_A, a povecanjem koli€ine vlakana dolazi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti. Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom za kompleks
CV_1%_A iznosila je 1,992 umol g, za kompleks CV_2% A 1,672 umol g, za kompleks
CV_3%_A 1,137 umol g'i za kompleks CV_4%_A 0,909 umol g'. Antioksidacijska aktivnost
odredena ABTS metodom bila je visa u odnosu na vrijednosti dobivene DPPH metodom za
komplekse CV_1%_A i CV_2%_A, dok su za preostala dva kompleksa dobivene gotovo iste
vrijednosti. ABTS metoda je manje selektivha u usporedbi s DPPH metodom tako da su takvi
rezultati ogekivani za komplekse CV_1%_ A i CV_2%_A. Sto se ti¢e preostala dva kompleksa
vjerojatno je tijekom kompleksiranja do$lo do dodatnih interakcija izmedu slobodnih grupa te
nije postignuti isti efekt s ve¢om koli€¢inom vlakana. Antioksidacijska aktivhost za kompleks

CV_1%_A iznosila je 3,560 ymol g, za kompleks CV_2%_ A 2,022 umol g, za kompleks
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CV_3%_A 1,178 umol g'i za kompleks CV_4%_A 0,923 umol g'. Navedene dvije metode
imaju jednaki mehanizam, odnosno baziraju se na blokiranju slobodnih radikala. Preostale
dvije metode, CUPARC i FRAP imaju drugaciji mehanizam odnosno baziraju se na interakciji
antioksidanasa s metalima i inaktivaciji metala kroz te interakcije. Antioksidacijska aktivnost
odredena CUPRAC metodom za kompleks CV_1%_A iznosila je 20,118 umol g, za
kompleks CV_2%_A 15,927 umol g, za kompleks CV_3%_A 10,373 umol g'i za kompleks
CV_4%_A 8,508 umol g'. Primjenom FRAP metode dobivene su znatno nize vrijednosti.
Antioksidacijska aktivnost za kompleks CV_1%_A iznosila je 0,232 umol g, za kompleks
CV_2%_A 0,191 ymol g™, za kompleks CV_3%_A 0,122 umol g i za kompleks CV_4%_A
0,092 ymol g™'.

Tablica 9 Antioksidacijska aktivnost citrus vlakna/fenoli aronije kompleksa

. DPPH ABTS CUPRAC FRAP
Yzorel (umol g) (umol g) (umol g (umol g)
CV_1% A 1,992+0,005° 3,560+0,010° 20,118+0,0482 0,232+0,0022
CV_ 2% A 1,672+0,018° 2,022+0,063° 15,927+0,110° 0,191+0,003°
CV_ 3% A 1,137+0,007°¢ 1,178+0,005°¢ 10,373+0,058¢ 0,122+0,002¢
CV_ 4% A 0,909+0,0144 0,923+0,0044 8,508+0,055¢9 0,092+0,001¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razlicitim slovima su statisticki razliite.

CV — citrus vlakna; A — sok aronije; 1% - 4% - udio citrus vlakna prilikom kompleksiranja.

4.3. Ovisnost antioksidacijske aktivnhosti o fenolnim komponentama

Profil antioksidanasa u uzorku odnosno struktura antioksidanasa diktiraju mehanizam
antioksidacijskog djelovanja komponenata. Obzirom na primijenjene metode utvrdivanja
antioksidacijske aktivnosti, u ovom istrazivanju mozemo definirati da li kompleksi imaju jacu
sposobnost inaktivacije odnosno blokiranja slobodnih radikala ili veéi afinitet prema
inaktivaciji metala. Stavljanjem u odnos dobivene rezultate za pojedine fenolne komponente i
antioksidacijske aktivnosti na temelju koeficijenta korelacije moZemo definirati sklonost
komponenata odredenom mehanizmu antioksidacijskog djelovanja. Sto je koeficijent
korelacije veci to je jaCa veza izmedu pojedinih fenolnih skupina i antioksidacijske aktivnosti.
Ukupni fenoli i proantocijanidini (Tablica 10) imaju vrlo visoki koeficijent korelacije s
antioksidacijskom aktivnosti utvrdenom sa sve Cetiri metode. Na temelju toga mozemo
zakljuciti da je mehanizam antioksidacijskog djelovanja i preko blokiranja slobodnih radikala i

preko interakcije s metalima te njihove inaktivacije. Monomerni antocijani imaju takoder
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zadovoljavajuci visoki koeficijent korelacije sa sve Cetiri metode za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti (Tablica 10), ali su koeficijenti korelacije nesto nizi u odnosu na
koeficijente korelacije za ukupne fenole i proantocijanidine. Na temelju ovih vrijednosti
takoder mozemo =zakljuiti da i antocijani posjeduju oba navedena mehanizma

antioksidacijskog djelovanja.

Tablica 10 Koeficijent korelacije (R?) koji prikazuje ovisnost udjela fenolnih komponenata i

antioksidacijske aktivnosti

DPPH ABTS FRAP CUPRAC
Ukupni fenoli 0,9607 0,9873 0,9611 0,9806
Proantocijanidini 0,9803 0,9634 0,9809 0,9886
Monomerni antocijani 0,9488 0,9599 0,9475 0,9738

4.4. Boja kompleksa citrus vlakna/aronija

Od parametara boje za citrus vlakna i dobivene komplekse izmjereni su L* a* b* °hi C*
parametri, a ujedno je i izraunata promjena boje (AE) kompleksa u odnosu na citrus vlakna.

Dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 11.

Citrus vlakna imala su vrlo visoku L* vrijednost, 82,69 Sto definira svijetli uzorak. Adsorpcijom
fenolnih komponenata aronije na vlakna doSlo je do zna€ajne promjene L* vrijednosti te se
ona smanjuje odnosno kompleksi postaju tamniji. L* vrijednost je iznosila 40,03 za kompleks
CV_1%_A, 43,60 za kompleks CV_2%_A, 45,92 za kompleks CV_3%_A i 46,54 za
kompleks CV_4%_A. Povecanjem koli€ine vlakna povecavala se je i vrijednost L* odnosno
kompleksi su bili sve svjetliji. Vlakna su imala nisku pozitivhu vrijednost parametra a* koji
definira crveni ton uzorka, 1,20. Adsorpcijom antocijana aronije na vlakna, a* vrijednost se je
znacajno povecala te je iznosila 21,26 za kompleks CV_1%_A, 23,14 za kompleks
CV_ 2% A, 23,69 za kompleks CV_3% A i 26,64 za kompleks CV_4% A. Izmedu
kompleksa s 3% i 4% vlakna nije bilo razlike. b* vrijednost definira Zuti ton uzorka, a za
vlakna ova vrijednost je iznosila 19,21. Adsorpcijom fenola aronije, b* vrijednost se je
znacajno smanijila &to je bilo i za oCekivati obzirom da se je povecala a* vrijednost odnosno
kompleksi su poprimili crvenu boju te je blaga Zuta boja Cistog vlakna prikrivena. b* vrijednost
je iznosila 3,90 za kompleks CV_1%_A, 4,21 za kompleks CV_2%_A, 3,79 za kompleks
CV_3%_A i 3,71 za kompleks CV_4%_A. Izmedu kompleksa s 3% i 4% vlakna nije bilo
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razlike. Na temelju izmjerenih L* a* i b* vrijednosti izraCunata je promjena boje kompleksa u
odnosu na vlakno (AE). Najveca promjena boje utvrdena je za kompleks CV_1%_A, 49,55, a
daljnjim povecanjem koli¢ine vlakna promjena boje se je smanijivala. Promjena boje za
kompleks CV_2%_A iznosila je 47,26, za kompleks CV_3%_A 45,76 i za kompleks
CV_4%_A 45,27. | u ovom slu€aju je vidljivo da izmedu kompleksa s 3% i 4% nema
znacajne razlike. Prema prikazu veze izmedu izracunate promjene boje i ljudske percepcije
boje u eksperimentalnom dijelu, vidljivo je da je razlika u boji pripremljenih kompleksa u
odnosu na vlakno vrlo vidljiva ljudskim okom. Obzirom da je kompleks CV_1%_A imao
najveci udio fenolnih komponenti i najvecu antioksidacijsku aktivnost, boja ostalih kompleksa
je usporedena s tim uzorkom, AE’. Promjena boje u odnosu na kompleks CV_1%_A, za
kompleks CV_2%_A iznosila je 4,04, za kompleks CV_3%_A 6,37 i za kompleks CV_4%_A
6,94. Prema prikazu veze izmedu izraunate promjene boje i ljudske percepcije boje u
eksperimentalnom dijelu, vidljivo je da je razlika u boji ostalih kompleksa u odnosu na

kompleks CV_1%_A vidljiva ljudskim okom.

Tablica 11 Parametri boje kompleksa citrus vlakna/fenoli aronije

Uzorci L* a* b* AE  AFE! °h c*
CV_100% 82,69+0,152  1,20+0,072 19,210,032 86,42+0,192  19,25+0,032
CV_1%_A 40,03+0,02° 21,26+0,04°> 3,90+0,02° 49,55 10,41+0,03> 21,61+0,04°

CV_2%_A 43,60+0,07°¢ 23,14+0,01¢ 4,21+0,03° 47,26 4,04 10,31+0,07® 23,52+0,01°¢
CV_3%_A 45,92+0,05¢ 23,69+0,03¢ 3,79+0,04¢ 45,76 6,37 9,09+0,02¢ 23,97+0,03¢
CV_4%_A 46,54+0,02¢ 23,64+0,02¢ 3,71+0,04¢ 4527 6,94 8,92+0,01¢ 23,93+0,03¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima su statisti¢ki razliCite.
CV — citrus vlakna; A — sok aronije; 1% - 4% - udio citrus vlakna prilikom kompleksiranja.
AE — promjena boje kompleksa u odnosu na citrus vlakna; AE’ — promjena boje kompleksa

u odnosu na kompleks CV_1%_A

Ton boje odnosno °h vrijednost za vlakno je iznosila 80,42 a adsorpcijom fenola aronije doslo
je do znacajne promjene tona boje. °h vrijednost za kompleks CV_1%_A iznosila je 10,41, za
kompleks CV_2%_A 10,31, za kompleks CV_3%_A 9,09 i za kompleks CV_4%_ A 8,92.
Izmedu kompleksa s 1% i 2% vlakna nije bilo razlike ve¢ je razlika uoena s daljnjim
povecéanjem koli¢ine vlakna. Zasic¢enje boje odnosno C* vrijednost za vlakno je iznosila
19,25. Adsorpcijom fenola aronije doSlo je do povecanja zasi¢enja i to najvise na kompleksu

CV_1%_A (21,61). Preostali kompleksi imali su zasi¢enje boje u rasponu od 23,52 i 23,97.
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4.5. FTIR-ATR analiza

Primjenom FTIR-ATR snimljeni su IR spektri citrus vlakna i dobivenih kompleksa citrus
vlakna/aronija. IR spektri uzoraka prikazani su na Slici 19. Iz dobivenih spektra je vidljivo da
tijekom kompleksiranja citrus vlakna sa sokom aronije dolazi do promjene u spektru u
odnosu na disto citrus vlakna. Navedene promjene definiraju promjenu u strukturi kompleksa
u odnosu na vlakno zbog vezivanja komponenta iz aronije na vlakna. Citrus vlakno ima
Siroku apsorpcijsku 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 3280 cm™ $to je indikator u promjeni
O-H veze (npr. rastezanja veze, promjena simetrinosti veze). Slijedec¢a regija u kojoj su
pronadene razlike izmedu kompleksa i viakna je od 1730 cm™ do 1500 cm™. U toj regiji
vidljive su promjene u Sirini apsorpcijskih vrpca, ali i u izrazenosti vrpca. Apsorpcijska vrpca
na 1729,5 cm™ definira C=0 vezu, a iz spektra je vidljivo da je kompleksiranjem do$lo do
Sirenja te vrpce $to znadi i do promjene u C=0 vezi. Tijekom kompleksiranja doSlo je do
suzenja vrpce na 1610,2 cm™ $to definira promjene na C-C vezi (istezanje) fenilnog prstena.
Na kompleksima je utvrden jasna vrpca na 1510 cm™ koja ukazuje na planarne vibracije
savijanja C-H veze fenilnog prstena. Slijedeca regija u kojoj su pronadene razlike izmedu
kompleksa i vlakna je od 1450 cm™ do 1200 cm™. Vlakno je imalo vrpcu na 1416 cm
(promjena C-H), koja se prilikom kompleksiranja gubi te je na kompleksima izraZenija vrpca
na 1438 cm™ (koja je karakteristi¢na za savijanje CH, veze). Na vlaknu je utvrdena vrpca na
1312 cm™ koja je kompleksiranjem nestala. Takoder, u ovoj regiji vlakna imaju vrpcu na 1230
cm™ koja se kompleksiranjem pomic¢e na 1237 cm™ i mijenja oblik §to ukazuje na promjene
PO, veze. Takoder je uoCena i promjena u regiji od 950 cm™ do 800 cm™. Blaga vrpca na
900 cm™' na vlaknu se pomic¢e na kompleksima i $iri odnosno dolazi do promjena u C-C vezi,
a stvara se na kompleksima i jedna vrpca na 820 cm. Dobiveni rezultati snimanjem IR

spektra potvrduju vezivanje fenolnih komponenata aronije na citrus vlakna.
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Slika 19 IR spektri citrus vlakna i dobivenih kompleksa citrus vlakna/aronija kompleksa

Dobiveni kompleksi mogli bi se koristiti kao bioaktvni dodatci u prehrambene proizvode s
ciiem obogacivanja proizvoda fenolima, antocijanima odnosno komponentama s
antioksidacijskim djelovanjem. Ujedno te komponente zbog svog antioksidacijskog
potencijala mogle bi sprijeCiti odredene degradacijske reakcije u proizvodu kao $to su npr.
reakcije oksidacije koje uzrokuju smanjenje kvalitete konacnog proizvoda. Obzirom da je
navedeni izvor fenola odnosno sok aronije bogat antocijanima, tako dobiveni bioaktivni

dodatci imali bi i utjecaj na boju proizvoda u koji su dodani.
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Cilj istrazivanja bio je ispitati mogucnost primjene citrus vlakana kao nosioca fenolnih

komponenti na temelju kojih bi se kreirali novi bioaktivni dodatci hrani. Na osnovi rezultata

dobivenih ovim istrazivanjem, mozemo zakljuciti:

Udio ukupnih fenola, proantocijanidina i monomernih antocijana na kompleksima
citrus vlakna/aronija smanjuje se povecéanjem koli€ine vlakna.
Antioksidacijska aktivnost kompleksa citrus vlakna/aronija odredena ABTS metodom
bila je visa u odnosu na vrijednosti dobivene DPPH metodom za komplekse
CV_1%_A i CV_2%_A, dok su za preostala dva kompleksa dobivene gotovo iste
vrijednosti.
Antioksidacijska aktivhost odredena CUPRAC i FRAP bila je najveca za kompleks
CV_1%_A, a najmanje za kompleks CV_4%_A.
Najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene su CUPRAC metodom, a
najmanje FRAP metodom.
Mehanizam antioksidacijskog djelovanja ukupnih fenola i proantocijanidina djeluje i
preko blokiranja slobodnih radikala i preko interakcije s metalima te njihove
inaktivacije jer imaju vrlo visoki koeficijent korelacije s antioksidacijskom aktivnosti
utvrdenom za sve Cetiri metode.
Monomerni antocijani imaju takoder zadovoljavajuci visoki koeficijent korelacije sa
sve Cetiri metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti, ali su koeficijenti
korelacije nesto nizi u odnosu na Kkoeficijente korelacije za ukupne fenole i
proantocijanidine.
Adsorpcijom fenolnih komponenata aronije na vlakna doslo je do zna¢ajne promjene
L* vrijednosti te se ona smanjuje odnosno kompleksi postaju tamniji no povecanjem
koli¢ine vlakna na kompleksima citrus vlakna/aronija povecéavala se je i vrijednost L*
odnosno kompleksi su bili sve svjetliji.
Vlakna su imala nisku pozitivhu vrijednost parametra a* koji definira crveni ton
uzorka, ali adsorpcijom antocijana aronije na vlakna, a* vrijednost se je znacajno
povecala.
Adsorpcijom fenola aronije na kompleksima citrus vlakna/aronija, b* vrijednost se je
znacajno smanjila Sto je bilo i za oCekivati obzirom da se je povec¢ala a* vrijednost
odnosno kompleksi su poprimili crvenu boju te je blaga Zuta boja Cistog vlakna
prikrivena.
Najvecéa ukupna promjena boje (AE) kompleksa u odnosu na vlakno utvrdena je za
kompleks CV_1%_A, a daljnjim povecanjem koli€ine vlakna ukupna promjena boje se
je smanjivala.
Adsorpcijom fenola aronije doslo je do znaajne promjene tona boje.
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Adsorpcijom fenola aronije doslo je do povecanja zasi¢enja i to najvise na kompleksu
CV_1%_A.

Dobiveni rezultati snimanjem IR spektra potvrduju vezivanje fenolnih komponenata
aronije na citrus vlakna.
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