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1.UvVOD



Posljednjih godina sve su vecéi zahtjevi potroSaca za funkcionalnim prehrambenim proizvodima
koji u svom sastavu, osim znac¢ajnih nutritivnih komponenti sadrzZe i bioaktivne tvari koje imaju
pozitivan utjecaj na zdravlje i prevenciju razli€itih bolesti. Medutim, pored nutritivne vrijednosti,
senzorske karakteristike (posebice boja i aroma) prehrambenih proizvoda imaju vrlo vazan
utjecaj na percepciju kvalitete proizvoda od strane potroSaca. Stoga je neophodno o&uvati
prirodno prisutne bioaktivhe komponente, tvari boje i arome proizvoda. Voce sadrZi bioaktivhe
komponente, ali problem je Sto vrlo Cesto one nisu u znac¢ajnim koncentracijama koje se vezu
s pozitivnim utjecajem na zdravlje ili nisu u kemijskom obliku koji je biodostupan. |z tog razloga
sve veca paznja se posvecuje razvoju novih bioaktivnih dodataka hrani koji ¢e imati pozitivan
utjecaj na zdravlje, ali su potrebna dodatna istrazivanja usmjerena na njihovo formuliranje kao
i na kvalitetu proizvoda u koji se dodaju. Formuliranje kompleksa koji spajaju vlakna i fenole je
vrlo vazna tema i brojna istrazivanja su posvecena istrazivanju navedenih kompleksa, njihovoj
stabilnosti i mogu¢em utjecaju na zdravlje, kao i na kvalitetu proizvoda (Bordenave i sur.,
2014). Fenolni spojevi i vilakna su funkcionalni spojevi u hrani biljnog porijekla koji su odgovorni
za prevenciju mnogih bolesti i poboljSanje zdravstvenog stanja ljudskog organizma (Liu i sur.,
2017). Prehrambena vlakna se definiraju kao neprobavljivi ostaci jestivih dijelova biljaka ili
analozi ugljikohidrata koji se ne adsorbiraju u tankom crijevu, ali mogu potpuno ili djelomic¢no
fermentirati u debelom crijevu (AACC, 2001). Glavna prehrambena vlakna su polisaharidi koji
se ne ubrajaju u Skrob, a mogu se dijeliti na topljiva i netopljiva vlakna. Netopljiva vlakna su
celuloza, hemiceluloza i hitin (i njegovi derivati), a topljiva vlakna su pektini, B-glukan, gume,
oligosaharidi i inulin (Burton-Freeman, 2000). Prehrambena vlakna su istaknuta kao spojevi
¢ijim se unosom u organizam smanjuje rizik od razvoja sr€anih bolesti, hipertenzije, Secerne
bolesti, pretilosti i nekih gastrointestinalnih poremecaja (Andersoni sur., 2009). S druge strane,
polifenoli su posljednjih godina predmet brojnih istrazivanja te su okarakterizirani kao
komponente s antioksidacijskim, protuupalnim, antimikrobnim i antiproliferacijskim
djelovanjem (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). U biljnim stanicama, polifenoli su prvenstveno
smijesteni u vakuolama, te tijekom branja, procesiranja i konzumacije dolaze u interakciju s
komponentama stani¢nih stjenki koje se prvenstveno sastoje od celuloze, hemiceluloze i
pektina (Phan i sur., 2015). Tijekom procesiranja namirnica biljnog porijekla, posebno voca i
povrcéa, osjetljive komponente poput polifenola i tvari arome mogu se potpuno izgubiti. Jedan
od nalina kako posti¢i stabilnost fenola i tvari arome je formuliranje kompleksa s
prehrambenim vlaknima, odnosno s prirodnim komponentama za kreiranje funkcionalnih
dodataka. Dobiveni funkcionalni dodatci mogu se dodavati u prehrambene proizvode poput
pekarskih, mlije¢nih proizvoda te proizvoda na bazi vo¢a. Za pripremu novih bioaktivnih
dodataka odabrana je celuloza kao predstavnik prehrambenih vlakana te sokove od maline i
viSnje kao izvor fenolnih i hlapljivih komponenti. Celuloza je sloZeni ugljikohidrat sastavljena

od linearno povezanih jedinica glukoze. Najrasprostranjeniji i najzastupljeniji je ugljikov spoj u
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prirodi (Klemm i sur., 2005). Fizikalna i kemijska svojstva celuloze i njezinih derivata
omogucavaju njihovu 8iroku primjenu u prehrambenoj industriji. Koristi se u proizvodnji
biorazgradive ambalaze za prehrambene proizvode, kao niskokaloriCha zamjena za
ugljikohidrate, kao hidrokoloidi i stabilizatori suspenzija. Celuloza je pokazala dobro svojstvo
»nhosaca“ drugih komponenti te se stoga mozZe koristiti za zastitu nutritivnih i bioaktivnih
komponenti u prehrambenim proizvodima (Mu i sur., 2019). ViSnja i malina su plodovi biljaka
iz porodice ruza (lat. Rosaceae) koji sadrze znaCajnu koli€inu bioaktivnih komponenti od kojih
su polifenoli najzastupljeniji. Plod maline sadrZi niz fenolnih spojeva, medu kojima
prevladavaju antocijani i elagitanini, pra¢eni znatno nizim koncentracijama flavonoida, fenolnih
kiselina i flavan-3-ola. Elagitanini su skupina hidrolizirajucih tanina karakteristi¢nih za porodicu
Rosaceae (Rao i sur., 2010). ViSnje su bogate flavonolima, antocijanima i klorogenskom
kiselinom (Mayta-Apaza, 2018). Maline i viSnje sadrze veliku koli€¢inu hlapljivih komponenti
zasluznih za njihov specifi€an okus i miris. NajceSée su to terpeni, aldehidi, ketoni i esteri.
Benzaldehid je spoj koiji je karakteristiCan za aromu viSnje, dok su B-jonon i a-jonon najvaznije

komponente arome maline (Zlati¢ i sur., 2017; Jaeger i sur., 2013; Fehr i sur., 1992).

Veéina dosadas$nji istrazivanja uglavnom je bila usmjerena ka ispitivanju biodostupnosti i
bioraspolozZivosti fenola (antocijana i fenolnih kiselina) vezanih na sloZzene komponente
stani¢nih stjenki biljaka u gastrointestinalnom traktu pri razli¢itim uvjetima, te pregledu utjecaja
vrste molekularnih veza na njihovu medusobnu interakciju (Padayachee i sur., 2012a,b).
Novija istrazivanja usmjerena ka prouCavanju polimer/fenol kompleksa usmjerena su na
adsorpciju fenola iz razli¢itih biljnih izvora na polimere i njihovu primjenu za obogacivanje
prehrambenih proizvoda (Quiros-Sauceda i sur., 2014), dok je aroma istih uglavnom
zanemarena. Tijekom godina utvrdena je moguénost primjene nekih vrsta ugljikohidrata poput
dekstrina, Skroba, A-karagenana, B-ciklodekstrina, ksantana, guar gume i pektina u svrhu
postizanja stabilnosti i zadrzavanje hlapljivih spojeva (Boland i sur., 2006; Hansson i sur.,
2001; Goubet i sur., 1998; Godshall i sur., 1997).

Obzirom da su sokovi visnje i maline kompleksni sustavi koji sadrZze znacajne koli¢ine fenolnih
i hlapljivih spojeva, cilj ovog istrazivanja je ispitati moguc¢nost primjene celuloze kao nosaca i
fenolnih i hlapljivih komponenti. Ujedno ¢e se odrediti i antioksidacijska aktivnost i boja

formuliranim kompleksa, te njihova stabilnost tijekom skladistenja.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. POLIFENOLI

Polifenoli su Siroko rasprostranjena skupina spojeva koji se nalaze u stanicama biljnog
porijekla. Osnovu njihove kemijske strukture Cine jedna ili viSe —OH skupina vezanih na
benzenski prsten (Martens i Mithofer, 2005). Polifenoli su produkti sekundarnog metabolizma
biljaka koje dijelimo na jednostavne polifenolne molekule poput flavonoida, fenolnih kiselina
(hidoksicimetne, hidroksibenzojeve), stilbena, benzokinona, kumarina, kromona, naftokinona,
ksantona, i slozenih polifenolnih molekula poput taninaili lignina (Robards i Antolovich, 1997;
Robards i sur., 1999).

Flavonoidi su najveca i najvaznija skupina polifenola (Robards i Antolovich, 1997). Strukturu
flavonoida Cini flavonoidna jezgra koja se sastoji od tri fenolna prstena: A, B i C. Dijele se na
derivate benzo-y-pirona (Slika 1B) i benzo-y-pirana (Slika 1A), ovisno o stupnju oksidacije na

C prstenu.

(A (B)

Slika 1 Struktura flavonoida: benzo-y-piran (flavan) (A) i benzo-y-piron (flavon)
(B) (Aherne i O’Brien, 2002)

U prirodi se naj¢eS¢e nalaze u obliku glikozida, tj. povezani su s molekulama Secera sto
pridonosi velikoj raznolikosti i velikom broju flavonoida u prirodi. Secer koji je najéesée vezan
na molekulu flavonoida je glukoza, no vezati se mogu i arabinoza, galaktoza, ramnoza, ksiloza,
glukoramnoza. Na molekulu flavonoida od disaharida naj¢eSc¢e se veZu rutinoza i
neohesperidoza. U skupinu flavonoida ubrajaju se antocijani, flavonoli i flavan-3-oli (flavanoli
ili katehini) (Azofeifa, 2014).

Antocijani su biljni pigmenti topivi u vodi koji vocu, povréu i cvijeéu daju purpurnu, plavu i
crvenu boju. Po svojoj kemijskoj strukturi su polimetoksi i/ili polihidroksi flavilium soli
(Brouillard, 1982). Osnovni dio antocijana je aglikon - flavilium kation. Aglikoni se nazivaju
antocijanidini i obi€no su penta ili heksa supstituirani. Razlikujemo Sest osnovnih
antocijanidina, a to su: cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin i malvidin.
Vezanjem antocijanidina i SeCera nastaju molekule antocijana (Francis, 1989). Antocijanidini

se rijetko nalaze u prirodi u slobodnom obliku, te se ¢eS¢e nalaze u obliku glikozida odnosno
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Peonidin-3-glukozid Petunidin-3-glukozid Malvidin-3-glukozid

Slika 2 Kemijska struktura osnovnih glukozida antocijana (Clifford, 2000)

Flavonole karakterizira osnovna Cs-Cs-Cs struktura. Slabo su topivi u vodi i Zute su boje
(Robards i sur., 1999; Hakkinen, 2000). U stanicama se nalaze isklju¢ivo kao glikozidi u
kojima je na C3 atom vezana jedna Secéerna jedinica, dok je manje uobiCajeno da je vezanje
na C7 poziciji. Naj¢eséi Secer koji se veze na molekulu aglikona je glukoza, medutim mogu se
vezati i galaktoza, arabinoza, ksiloza i ramnoza. Do sada je identificirano oko 200 aglikona
flavonola, a za voce su najuobicajeniji kvercetin, miricetin i kempferol (Slika 3) (Robards i sur.,
1999; Hakkinen, 2000).

Kvercetin Miricetin Kemferol

Slika 3 Kemijska struktura osnovnih flavonola

Flavanole takoder karakterizira osnovna Ce-C3-Cs struktura flavonoidna struktura. Cesto se

nazivaju flavan-3-oli, gdje se hidroksilna skupina veze na Cs; atom. Flavanoli se takoder



nazivaju i katehini te nemaju svojstva ketona kao $to imaju flavononoli. Najdominantniji
flavanoli su (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin i (-)-epigalokatehin te esteri galne
kiseline: (-)-epikatehin galat i (-)-epigalokatehin galat. Flavanoli su jedini flavonoidi koji se ne
nalaze u glikozidnom obliku. Imaju sposobnost polimerizacije koja se obi¢no dogada kao
rezultat autooksidacije, ali ¢eS¢ée kao rezultat djelovanja enzima (polifenoloksidaza) koji se
nalazi u biljnom tkivu (Hollman i Arts, 2000). Polimerni oblici odgovaraju procijanidinima, te se
jo8 nazivaju i proantocijanidini ili kondenzirani tanini (Tsao i McCallum, 2010). U vocu se
flavanoli najée&¢e nalaze u obliku proantocijanidini ili tanina, no moguce je pronadi i slobodne
monomerne flavanole kao Sto su (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin, (-)-epigalokatehin
(Mattila i sur., 2006).

Fenolne kiseline su takoder vazna skupina polifenola. One mogu biti derivati cimetne ili
benzojeve kiseline (Slika 4). Rijetko se nalaze u slobodnom obliku, a najéeSce su

esterificirane s vinskom ili kina kiselinom.
COOH

COOH

a) b)

Slika 4 Kemijska struktura fenolnih kiselina a) hidroksibenzojeva, b) hidroksicimetna

Hidroksibenzojeve kiseline imaju opc¢enitu Ces-C1 strukturu koja potjeCe od benzojeve
kiseline. Zbog hidroksilacije ili metilacije na aromatskom prstenu molekule, hidroksibenzojeve
kiseline javljaju se u razli€itim strukturama. U pojedinim vrstama voca nalaze se u slobodnom
obliku, ali se uglavnom nalaze u konjugiranom obliku i oslobadaju se tijekom procesiranja voc¢a
i povréa. Mogu biti konjugirane sa Seéerima ili organskim kiselinama i kao takve se vezati na
dijelove stani¢ne strukture. NajceSée hidroksibenzojeve kiseline su p-hidroksibenzojeva,
vanilinska, siriginska i protokatehinska kiselina. Osim spomenutih, i galna i elaginska kiselina
(Slika 5) takoder pripadaju skupini hidroksibenzojevih kiselina (Tomas-Barberan i Clifford,
2000.; Hakkinen, 2000).
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Slika 5 Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina

Hidroksicimetne kiseline ¢e3Ce se pronalaze u prirodi u odnosu na hidroksibenzojeve
kiseline. Glavni su sastavni dijelovi stanicnih stjenki biljnih stanica. Nalaze se u svim dijelovima
voéa, no najveée koncentracije su u vanjskim dijelovima. Koncentracija im se smanjuje
dozrijevanjem plodova, a ukupna koli€ina se povecava zbog povecanja veli€ine ploda. Rijetko
se mogu naci u slobodnom obliku jer su uglavnom esterificirane te se nalaze u obliku amida ili
su vezane sa SecCerima u obliku glikozida (Kroon i Williamson, 1999.; Hakkinen, 2000).
Najpoznatije i najucCestalije hidroksicimente kiseline su kafeinska, p-kumarinska, feruli¢na i
sinapi¢na kiselina (Slika 6). Kafeinska ili kava kiselina u svom slobodnom ili esterificiranom
obliku, najrasprostranjenija je fenolna kiselina i predstavlja 75 - 100% ukupnog sadrzaja

hidorksicimetnih kiselina u vo¢u (Manach i sur., 2004).

COoH CooH COOH

H Ha OCH,

p-kumarinska kiselina kafeinska kiselina ferulicna kiselina

Slika 6 Kemijska struktura tri najéeS¢e hidroksicimetne kiseline (Hakkinen, 2000)
2.3. POLIFENOLI MALINE

Malina (Rubus idaeus L.) je biljna vrsta koja pripada porodici Rosaceae, rodu Rubus (Bacic i
Sabo, 2006). Plodovi maline sadrze brojne organske i anorganske molekule koje imaju visoku
nutritivnu vrijednost. Sadrzaj nutritivnih tvari u plodovima maline ovisi o karakteristikama sorte,
stupnju zrelosti, ekoloSkim uvjetima podrudja uzgoja, uvjetima nakon berbe te nacinu
skladistenja (Bravo, 2009). U 100 g svjezih plodova maline najviSe je vode (oko 85,75 g) nakon
koje slijede ugljikohidrati (11,49 g) od ¢ega na Secere otpada oko 4,42 g. Od minerala najviSe

je kalija (151 mg), u manjim koli¢inama ima fosfora, kalcija i magnezija, dok su od vitamina u



najve¢oj mjeri zastupljeni vitamin C (26,2 mg), vitamin A (33 IU) i lutein + zeaksantin (136 ug)
(USDA, 2019) (Tablica 1).

Tablica 1 ProsjeCan kemijski sastav maline na 100 g ploda prema ameri¢koj bazi nutrijenata

(Burton-Freeman i sur., 2016)

Parametar Mjerna jedinica Vrijednost
Energetska vrijednost kcal 52
Voda g 85,75
Proteini g 1,20
Ukupni lipidi g 0,65
Pepeo g 0,46
Ugljikohidrati g 11,94
Ukupna vlakna g 6,5
Ukupni Seceri g 4,42
Kalcij mg 25
Zeljezo mg 0,69
Magnezij mg 22
Fosfor mg 29
Kalij mg 151
Natrij mg 1
Cink mg 0,42
Bakar mg 0,090
Mangan mg 0,670
Selenij mg 0,2
Vitamin C mg 26,2
Vitamin B+ mg 0,032
Vitamin B, mg 0,038
Vitamin B3 mg 0,598
Pantotenska Kiselina mg 0,329
Vitamin Be mg 0,055
Ukupni folati Mg 21
Vitamin A 9] 33
B-karoten Mg 12
a-karoten Mg 16
Lutein + zeaksantin Mg 136
Vitamin E (a-tokoferol) mg 0,87
Vitamin K Mg 7,8

Pored makronutrijenata, vitamina i minerala, istrazivanjima je utvrdeno da su maline dobar
izvor polifenola. Najzastupljeniji polifenoli u malinama su antocijani i elagitanini. Antocijani su
odgovorni za intenzivnu crvenu boju malina. Ukupni sadrZaj antocijana odredivan HPLC-om u
razli¢itim istrazivanjima varira, zbog razlike u sorti malina, godidnjem dobu, stupnju zrelosti i
varijacijama metoda koje se koriste za kvantifikaciju spojeva (Beekwilder i sur., 2005, Wu i
sur., 2006; Koponen i sur., 2007; Mazur i sur., 2014). Cijanidin-3-soforozid, cijanidin-3,5-
diglukozid, cijanidin-3-(2G-glukozilrutinozid),  cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-rutinozid,

pelargonidin-3-soforozid, pelargonidin-3-(2G-glukorutinozid),  pelargonidin-3-glukozid i



pelargonidin-3-rutinozid najzastupljeniji su antocijani u malinama (Kassim i sur., 2009; Maatta-
Riihinen i sur., 2009; Mullen i sur., 2002). lako svo bobi€asto vo¢e sadrzi antocijane na bazi
cijanidina, nemaju svi iste glikozidne jedinice. Soforozidna jedinica je jedinstveni cijanidin
glikozid u malinama (da Silva i sur., 2007; Dossett i sur., 2011). Maline sadrzZe priblizno 92,1 £
19,7 mg antocijana/100 g svjeZeg vo¢a u omjeru cijanidina i pelargonidina 3:1 (Wu i sur.,
2006). Antocijani u malinama doprinose priblizno 25% njezinoj antioksidativnoj aktivnosti
(Beekwilder i sur., 2005).

Od flavanola najvise su zastupljeni epikatehin i katehin, a od flavonola najzastupljeniji su
kvercetin 3-O-glukozid, kvercetin 3-O-rutinozid i kempferol 3-O-glukozid. Antioksidativha
svojstva antocijana stoga doprinose zdravstvenim dobrobitima crvenih malina. Maline sadrze
fenolne kiseline od koji su najzastupljenije hidroksicimetne kiseline (kafeinska, p-kumarinska
kiselina i ferulinska kiselina) i hidroksibenzojeve kiseline (elaginska kiselina i p-
hidroksibenzojeva kiselina) te slozene polifenole (kondenzirani tanini) (Jakobek i sur., 2007;
Bravo, 1998; Waterman i sur., 1994).

Naziv R1 Rz Rs
pelargonidin H H H
cijanidin OH H H
o pelargonidin-3-glukozid H H glukoza
cijanidin-3-glukozid OH H glukoza
pelargonidin-3-rutinozid H H rutinoza
cijanidin-3-rutinozid OH H rutinoza
pelargonidin-3-soforozid H H soforoza
cijanidin-3-soforozid OH H soforoza

Slika 7 Struktura glavnih antocijanidina i antocijana u malinama (Burton-Freeman i sur.,
2016)

Elagitanini su druga najveca skupina polifenola u malinama. Karakterizirani su kao tanini koji
se mogu hidrolizirati, a esteri su heksahidroksidifenolne skupine koja se sastoji od glukoze ili
kininske kiseline. Elagitanini daju molekulu dihidroksidifenolne molekule koja se kiselinskom
hidrolizom preureduje do elagi¢ne kiseline, a pronadena je samo u nekoliko sirovina,
uklju€ujuci jagode, kupine, borovnice, maline, Sipak i neki oradaste plodove (Lipinska i sur.,
2014). Sanguiin H-10 i lambertianin glavni su elagitanini prisutni u malinama (Dincheva i sur.,
2013).

2.4. POLIFENOLI VISNJE

Vidnja (lat. Prunus cerasus L.) je koStunjicavo voce koje pripada porodici ruza (Rosaceae),
rodu Prunus, podrodu Cerasus. Na kemijski sastav vidnje utje€u brojnih parametri poput sorte,
stupnja zrelosti, agrotehni¢kih mjera i okoliSnih uvjeta prilikom uzgoja voéa. Opéenito, udio

topljivih tvari poveCava se s povecanjem zrelosti ploda. Voda i ugljikohidrati su glavne
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komponente ploda viSnje. Glukoza je najzastupljeniji Se€er bez prisutnog skroba, a jabucna
kiselina u rasponu od 600 do 900 mg/100 g svjezeg voca je najdominantnija organska kiselina
(Serradilla i sur., 2016). Vidnja je dobar izvor kalija, dok su drugi minerali prisutni u nizim
koncentracijama. Od vitamina najzastupljeniji je vitamin A. Sastav makro- i mikro-nutrijenata

te fitokemikalija u viSnjama prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2 ProsjeCan kemijski sastav visnje na 100 g ploda prema ameri¢koj bazi nutrijenata
(Sabou i sur., 2021)

Parametar Mjerna jedinica Vrijednost
Energetska vrijednost kcal 50
Voda g 86
Proteini g 1,00
Lipidi g 0,30
Ugljikohidrati g 12,2
Vlakna g 1,60
Seceri g 8,49
Magnezij mg 9,0
Fosfor mg 15,0
Natrij g 3,0
Kalij mg 173
vitamin C mg 10
Vitamin B4 mg 0,03
Vitamin B mg 0,04
Vitamin B3 mg 0,40
Pantotenska kiselina mg 0,24
Vitamin Be mg 0,04
Ukupni folati mg 8,0
Vitamin A U 1283
B-karoten Mg 770
Lutein + zeaksantin Hg 85
Vitamin E (a-tokoferol) mg 0,07
Vitamin K Mg 2,1

Visnja je bogata fenolnim komponentama (Tablica 3). Najmanje 24 antocijana, 12 fenolnih
kiselina, 17 flavanola i 18 flavona identificirano je u viSnjama (Poonam i sur., 2011). Antocijani
se sintetiziraju sazrijevanjem viSnje uz vidljivu promjenu boje od zelene do tamno crvene
(Karaaslan i sur. 2016). ViSnje imaju veliku koncentraciju antocijana i fenolnih kiselina koji
imaju inverzan odnos: u ranoj fazi sazrijevanja plod je bogatiji fenolnim kiselinama dok se
sinteza antocijana poveéava zavrSetkom sazrijevanja (Karaaslan u sur., 2016), rezultirajudi
pojavom tamnocrvene boje zrelog ploda viSnje. Najzastupljeniji antocijani u viSnjama su
cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-glukozil-rutinozid, cijanidin-3-ramnoglukozid, cijanidin-3-
soforozid, peonidin-3-glukozid i peonidin-3-rutinozid (Poonam i sur., 2011). Cijanidin-3-
glukozil-rutinozida ima najviSe u svjezem plodu visnje (17,3 - 71,9 mg/100 g) kao i u svijezem
soku (140,3 - 320,9 mg/L) (Damar i Eksi, 2012). lako najzastupljeniji fenolni spojevi u viSnjama,

antocijani su nestabilne komponente te oCuvanje njihove stabilnosti predstavlja veliki izazov
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za prehrambenu industriju (Zori¢ i sur., 2016). Flavonoli su podgrupa flavonoida koji zna¢ajno
doprinose antioksidativnoj aktivnosti proizvoda (Kirakosyan i sur., 2009). Sadrzaj flavonola u
proizvodima od vidanja znacajno varira, te ovisi o vrsti proizvoda, uvjetima tijekom procesa
proizvodnje te okoliSnim i poljoprivrednim uvjetima u kojima se vo¢e uzgaja (Toydemir i sur.,
2013). U istraZivanjima interakcije izoliranih polifenola iz viSnje, otkriveno je da su kempferol i
kvercetin bili primarni nositelji antioksidativnih svojstava (Kyrakosyan i sur., 2009). U soku
vidnje identificirani su kempferol-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-rutinozid,
kvercetin-3-(2-glukozil-rutinozid) i izorhamnetin rutinozid. Utvrdeno je da su stabilni u soku
vidnje skladistenom Sest mjeseci na temperaturi zamrzavanja (-25 °C) (Bonerz i sur. 2007a; Li
i sur., 2008). Od flavan-3-ola (flavanola), istraZivanjima je utvrdeno da najviSe ima procijanidina
B1, procijanidin dimera, procijanidin trimera i procijanidin tetramera. Pored procijanidina
pronadeni su takoder i monomeri (+)-katehina, (—)-epikatehina i (+)-galokatehina (Levaj i sur.,
2010; Woydylo i sur., 2014 a,b). Wojdylo i sur. (2014b) utvrdili su da je u 33 prou¢avane sorte
viSanja neoklorogenska kiselina bila najzastupljeniji derivat hidroksicimetne kiseline (47%),
zatim klorogenska kiselina (30%) i p-kumaroilkininska kiselina (19%). Levaj i sur. (2010) u
sortama Maraska i Oblacinska od fenolnih kiselina zabiljezili su derivate kafeinske kiseline, p-

kumarinske i klorogenske kiseline.

Tablica 3 Pregled najzastupljenijih antocijana, flavonola i fenolnih kiselina u viSnjama i
proizvodima od visnje (Mayta-Apaza i sur., 2018)

Antocijani Flavonoli Flavna-3-oli Fenolne kisline
cijanidin-3-glukozid izorhamnetin rutinozid procijanidin B1 neoklorogenska
kiselina
cijanidin-3-glukozil- kempferol procijanidin B2 klorogenska kiselina
rutinozid
cijanidin-3- kvercetin procijanidin trimer kafeinska kiselina
ramnoglukozid
cijanidin-3- kvercetin-3-(2-glukozil- procijanidin
soforozid rutinozid) tetramer
kvercetin-3-rutinozid (-)-epikatehin
kvercetin-3-glukozid (+)-katehin
kempferol-3-rutinozid (+)-galokatehin

2.5. UTJECAJ POLIFENOLA VISNJE | MALINE NA ZDRAVLJE

EpidemioloSka ispitivanja pokazala su pozitivhu povezanost izmedu konzumiranja voca i
povréa i smanjenja stupnja obolijevanja od bolesti krvozilnog sustava, tumorskih i drugih
degenerativnih bolesti kao i usporavanja starenja. ViSnje i maline sadrZe fitokemikalije koje
imaju protuupalno i antioksidativno djelovanje. Postoji nekoliko istraZivanja koja sugeriraju da
bi dobrobiti za promicanje zdravlja mogle biti povezane s konzumacijom viSanja ukljucujuci

ucinke na kroni¢ne bolesti poput tumora, dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti (Bajerska i sur.,
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2016; Czompa i sur., 2014; Bobe i sur, 2006; Martin i Wooden, 2012; Saleh i sur. 2017).
Antioksidansi viSnje ubrzavaju oporavak miSi¢a te smanjuju upalni proces, oksidativni stres i
bol prouzrokovanu dugotrajnim vjezbanjem (Bell i sur., 2014). Nadalje, konzumacijom soka
viSnje sprjeCava se i smanjuje upala respiratornog sustava kod atletiCara te dovodi do njihovog
brzeg oporavka (Dimitriou i sur., 2015). Fenolne komponente imaju pozitivan utjecaj na
sprjeCavanje razvoja i napredovanje dijabetesa (Lachin, 2014). Za hidrolizu ugljikohidrata
zasluzna su dva enzima: crijevna a-glukozidaza i a-amilaza gusterae. Jedan od nacina
kontrole dijabetesa tip 2 i hiperglikemije je inhibicija rada ova dva enzima. Nowicka i sur. (2016)
utvrdili su in vitro testovima da se konzumacijom smoothi-a od viSanja i drugog voc¢a bogatog
fitokemikalijama moze smanijiti aktivhost ova dva enzima. Drugo in vitro istraZivanje je dodatno
pokazalo da antocijani viSanja imaju inhibitorni utjecaj na enzim a-amilazu (Homoki i sur.,
2016). Jos jedan zdravstveni problem povezan s dijabetesom je pretilost i Stetan utjecaj masti
na metabolizam. U istraZivanjima provedenim na miSevima konzumacijom ekstrakta viSnje
doslo je smanjenja koncentracije glukoze u krvi te smanjenja lipida u adipoznom tkivu i tkivu
jetre (Snyder i sur., 2016). Casedas i sur. (2016) utvrdili su da sok viSnje moze imati zastitni
utjecaj od pojave neuroloskih bolesti, s antidepresivnim i anksiolitickim svojstvima, vjerojatno
zbog sposobnosti inhibicije monoaminooksidaze A i tirozinaze. VisSnje takoder smanjuju rizik

od pojave gihta, specifi¢nog stanja upalnog artritisa (Zhang i sur., 2012).

IstraZivanja in vitro i in vivo otkrila su razne mehanizme putem kojih antocijani i elagitanini
(preko elaginske kiseline ili njihovih metabolita urolitina) i ekstrakti maline (ili cjelovitog voc¢a)
mogu smanijiti rizik ili promijeniti smjer metaboli¢kih procesa koje dovode do patofizioloSkog
stanja organizma. Komponente maline su pokazale pozitivni utjecaj na smanjenje oskidativhog
stresa i upalnih procesa u in vivo istrazivanjima na Zivotinjskim modelima. Na malom broju
istraZivanja na ljudima nije se dokazao veliki utjecaj ekstrakta bobiCastog voca koji je
sadrzavao maline, na smanjenje oskidativnog stresa i upalnih procesa (Burton-Freeman i sur.,
2016). Komponente malina mogu utjecati na smanjenje rizika od pojave kardiovaskularnih
bolesti. VecCina istrazivanja provedena je na zivotinjama i in vitro, te su pokazala da
komponente malina utjeCu na tradicionalne Cimbenike rizika od pojave kardiovaskularnih
bolesti (odabrane lipide i lipoproteine te krvni tlak). Elaginska kiselina, primarni produkt
razgradnje elagitanina, pridonosi ovim uc€incima (Burton-Freeman i sur., 2016). Maline i njezine
polifenolne komponente (antocijani i elagitanini) €ine je dobrim izborom za redovito
ukljuCivanje u prehranu s cillem smanjenja rizika od pojave Secerne bolesti. Navodni
mehanizam za smanjenje postprandijalne glukoze je ograniCavanje apsorpcije glukoze
inhibicijom enzima a-amilaze i aktivhosti a-glukozidaze. Ekstrakt maline u usporedbi s ostalim
ekstraktima bobicastog voc¢a, pokazao se najucinkovitijim u sprje€avanju aktivnosti a-amilaze

(McDougall i sur., 2005; Grussu i sur., 2011), dok je inhibicija a-glukozidaze bila djelomi¢na.
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Grusso i sur. (2011) pretpostavili su da su proantocijanidini vazni inhibitori aktivnosti a-amilaze.
Utvrdeno je da cijanidin-3 glukozid i elagitanini inhibiraju enzime, crijevnu a-glukozidazu i
pankreasnu a-amilazu. Osim dijabetesa, pojedinim istraZivanjima na Zivotinjama utvrdeno je
da fitokemikalije smanjuju nakupljanje lipida u tkivu jetre, Sto se smatra da je povezano s
fenolnim kiselinama poput klorogenske kiseline i njezinih metabolita kojih u velikoj koncentraciji
ima u vidnjama. Autori su utvrdili da ketoni maline sprjeCavaju pretilost i masnu jetru
mijenjanjem metabolizma lipida, posebno povecanjem noradrenalina koji nastaje uslijed
povecane lipolize masnih stanica. Istrazivanja na adipocitima (masnim stanicama) potvrdila su
tezu da ketoni maline imaju pozitivan utjecaj na metabolizam lipidnih stanica (povec¢anu lipolizu
te oksidaciju masnih kiselina i sprje€avanje nakupljanja lipida) (Park, 2010; Park, 2015).
Elaginska kiselina koja je dominantna u malinama inhibira razvoj amiloid-B-protein oligomera
Cijim se nakupljanjem na mozdanim stanicama povecava rizik od nastanka Alzhaimerove

bolesti (Fortalezas i sur., 2010).

2.2. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidans je svaka tvar koja odgada, sprijeCava ili potpuno uklanja oksidativho oste¢enje
ciljane molekule (Halliwell i sur., 2007). Antioksidansi su fitokemikalije, vitamini i hranjive tvari
koje Stite stanice od oSte¢enja uzrokovanih slobodnim radikalima. Slobodni radikali su
nestabilne i vrlo reaktivne molekule koji u svojoj vanjskoj elektronskoj ljusci imaju nesparen
elektron te tako mogu donirati elektron ili ga uzeti drugoj molekuli kako bi postigli stabilnost,
stoga se mogu ponaSati kao oksidansi ili reducensi. Slobodni radikali proizi$li iz kisika su
superoksidni anion (O2’), hidroksilni radikal (HO"), peroksilni radikal (ROO") i aloksilni radikal
(RO") (Jakobek, 2007). Proces autooksidacije i razvoja uzeglosti hrane ukljuuje lancani
mehanizam slobodnih radikala koji se sastoji od tri koraka: inicijacije, propagacije i terminacije.
U koraku ,inicijacije” nastaju slobodni radikali koji reagiraju sa nezasi¢enim masnim kiselinama
oduzimanjem vodikovog atoma s mjesta najnize energije. Drugi korak je propagacija ili lan¢ana
reakcija u kojoj reakcijom slobodnih radikala i nezasi¢enih masnih kiselina nastaju novi
slobodni radikali. Lantana reakcija se prekida kada antioksidans donira svoj elektron

slobodnom radikalu, ¢ime zavrSava faza propagacije (Kaur i Kapooer, 2001).

Antioksidansi u hrani definiraju se kao sastojak koji moze odgoditi ili zaustaviti proces
oksidacije odnosno kvarenja, pojave nepozeljne boje i arome. VocCe i povrce bogati su izvori
antioksidansa. Polifenoli, posebno flavonoidi su tipi¢ni antioksidansi (Shi i sur., 2001). U
antioksidanse ubrajamo takoder i vitamine (vitamin A, vitamin C, tokoferoli), minerale (kalicij,
selen) kao i prehrambena viakna (Kaur i Kapoor, 2001, Young i Woodside, 2001).

Antioksidacijska aktivnost flavonoida zna€ajno ovisi o kemijskoj strukturi molekule i orijentaciji

14



kemijskih grupa (Slika 8). Tri su osnovne strukture flavonoida koje imaju sposobnost

reagiranja i uklanjanja slobodnih radikala (Shi i sur., 2001):

(a) orto 3,4-dihidroksi struktura na B prstenu;
(b) 2,3,-dvostruka veza povezana s 4-keto grupom na C prstenu;

(c) Prisustvo OH grupa na 3 i 5 poziciji.

Slika 8 Veza izmedu strukture flavonoida i antioksidativne aktivnosti (Shi i sur., 2001)

Povecan broj hidroksilnih skupina vazan je €imbenik antioksidacijske aktivnosti polifenola.
Posebno su vazne -OH skupine na B prstenu flavonoida jer B prsten donira vodik i elektron
hidroksilnim peroksidnim radikalima stvarajuéi tako stabilne flavonoidne radikale (Shi i sur.,
2001; Rice-Evans i sur., 1997, Cao i sur., 1997). Orto 3,4-dihidroksi struktura B prstena
pojacava inhibiciju lipidne oksidacije i takva struktura flavonoida potencijalni je hvata¢ peroksil,
superoksida i peroksinitril radikala (Haenen i sur., 1997). Metilrani oblici flavonoida imaju
manju antioksidacijsku aktivnost od hidroksiliranih oblika zbog razlike u hidrofobnosti i
molekularne planarnosti (Dugas i sur., 2000). Razlika u antioksidativnoj aktivnosti izmedu
polihidroksiliranih i polimetoksiliranih flavonoida je vjerojatno posljedica hidrofobnosti i
molekulske strukture. Metilacija moze utjecati na sfericke efekte te na taj nacin smanijiti
antioksidativnu aktivnost. Aglikoni su jaci antioksidansi od njihovih glikozida. Osim broja,
mjesto vezanja i struktura $eéera imaju vaznu ulogu u jadini antioksidacijske aktivnosti. Secer
zauzima slobodnu hidroksilnu grupu vaznu za hvatanje radikala te tako smanjuje hidrofilnost
molekule i dostupnost za lipidne radikale. U ljudskom organizmu, SecCer se odvaja od
flavonoidne strukture, tako da je utjecaj Secera na antioksidativhu aktivnost u ljudskom
organizmu upitna (Heim i sur., 2002). Polimerni oblici flavonoida uglavnom imaju vecu
antioksidacijsku aktivnost od monomera, tako se procesom polimerizacije mozZe povecati i

antioksidativnu aktivnost polifenola (Vennat i sur., 1994).

Tijekom procesiranja hrane (pasterizacije, sterilizacije, dehidratacije) kao i tijekom skladistenja
te rukovanja hranom i kuhanjem, brojni antioksidansi iz hrane se gube. Tako termickom

obradom, osim Sto moze doci do gubitka nutritivne vrijednosti hrane, dolazi i do kemijskih
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reakcija izmedu sastojaka hrane koje mogu izazvati gubitak prirodnih antioksidansa. lako se
prirodni antioksidansi gube tijekom zagrijavanja, sveukupna antioksidativna aktivnost nekog
proizvoda se mozZe zadrzati ili ¢ak i povecati stvaranjem novih antioksidanasa kao $to su npr.
produkti Maillard-ovih reakcija (Nicoli i sur., 1997). U novije vrijeme razvija se interes za
upotrebom prirodnih antioksidansa kako bi se izbjegla upotreba umjetnih. NepozZeljno svojstvo
prirodnih antioksidanasa je povecCana osjetljivost na kisik, svjetlo i visoku temperaturu.
Promjene se takoder javljaju i tijekom skladidtenja prehrambenih proizvoda. Usprkos velikoj
vaznosti antioksidanasa, ne postoji puno podataka o njihovim promjenama, interakcijama s
drugim sastojcima hrane i utjecaju tih promjena na otpornost hrane na oksidaciju. MoZzemo

reci da aktivnost prirodnih antioksidansa uvelike ovisi o kompleksnosti hrane (Pichler, 2011).
2.6. AROMA

Tvari arome su vazan sastojak biljaka i prehrambenih proizvoda koje utjecu na njihov miris i
okus. Prema kemijskom sastavu hlapljivi spojevi arome su organske molekule s primjetnim
tlakom para pri sobnoj temperaturi. To su obi¢no male molekule s molekularnom masom nizom
od 300 Daltona (Dunkel i sur., 2009). Hlapljive komponente u biljkama imaju razli¢ite ekoloske
i produktivne funkcije. Sluze za privlacenje kukaca za oprasivanje, ukazuju na zrelost ploda te
stvaraju otpornost biljke prema raznim vrstama StetoCina i bolestima, te ublazavaju abiotski
stres (Rowan, 2011). Aroma voca specifi¢na je i jedinstvena za svaku vrstu voca i odredena
je kombinacijom razli€itih vrsta spojeva poput aldehida, ketona, alkohola, estera koji su u vocu
sadrzani u razli¢itim koncentracijama. Hlapljivi spojevi u vocu odgovorni su za osjet mirisa, dok
nehlapljvi spojevi utje€u na osjet okusa voca, stoga pod pojmom arome podrazumijeva se
objedinjeni doZivljaj i okusnih i mirisnih sastojaka vo¢a (Pozderovi¢, 1984; Pichler, 2011).
Tvorba arome je dinami€an proces koji zapoc€inje s fazom dozrijevanja i zavrSava razvojem
karakteristicne arome pri zavrSetku zrenja. Spojevi arome nastaju iz razli€itih molekula i
prekursora preko razli€itih biokemijskih puteva uz djelovanje jednog ili skupine enzima (Pichler,
2011). Masne kiseline glavni su prekursori hlapljivih komponenti voca iz kojih mogu nastati
ravnolan€ani alkoholi, organske kiseline, esteri, laktoni i ketoni (El Hadi i sur., 2013). -
oksidacijom masnih kiselina nastaju alkohol i acil-koenzim A koji su potrebni za formiranje
estera pomocu enzima alkohol acil transferaze (Du, 2009). Aminokiseline alanin, valin, leucin,
izoleucin, fenilalalnin i asparaginska kiselina glavni su prekursori u biosintezi arome u kojoj
nastaju razliCiti spojevi arome (alkoholi, kiseline, esteri, karbonilni spojevi). S acetil-CoA
zapoCinje biosinteza terpena. Mevlonska kiselina smatra se prekursorom terpena.
Karotenoidne hlapljive komponente arome se sintetiziraju u posljednjoj fazi sazrijevanja. lako

ih je u prirodi mnogo, samo se njih desetak smatra vaznim za aromu razliitog vo¢a i povréa.
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2.6.1. Aroma maline

Hlapljivi spojevi arome koje oslobada malina su slobodni oblici razli¢itih metabolita. Vecina njih
dolazi u obliku glikozida vezanih na Secere. Glikozidno vezane hlapljive komponente mogu biti
oslobodene enzimskim ili kemijskim putem tijekom sazrijevanja biljaka, industrijskom obradom
i mogu se smatrati potencijalnim prekursorima arome. Veéina hlapljivih spojeva bobicastag
voce moze se klacificirati u karbonilne spojeve, estere, terpenoide, alkohole, laktone, furanone
i sumporne spojeve. Do danas je u malinama otkriveno oko 300 hlapljivih komponenti i niti
jedna od njih se ne smatra specificnom samo za maline (Aprea i sur., 2015). Od ukupnog broja
hlapljivih komponenti koje su u malinama pronadene, oko 20% njih su terpeni. Najucestaliji
monoterpeni su terpinen-4-ol, geraniol, linalol, limonen, nerol, p-cymen, terpinolen, a- i f-
phelliren, y-terpinen i a- i B- pinen. 18% od ukupnih hlapljivih spojeva su kiseline. Octena,
heksanska i oktanska kiselina odredene su u najveéim koncentracijama. Samo tri od ukupno
11 seskviterpena odredeno je u malinama do sada: (E)-B-kariofilen, a-elemen i kariofilen oksid.
Deset C13-norisoprenoida pronadeno je u malinama. Ovi spojevi sli¢ni su terpenima i nastaju
oksidativnim cijepanjem karotenoida i vrlo vazni su nositelji specifiéne malina-arome (Hampel
i sur., 2007).

Jedan od prvih spojeva za kojeg je utvrdeno da ima utjecaj na aroma karakter maline je 4-(4-
hidroksifenil)butan-2-on (Winter, 1961), koji je zbog toga i nazvan keton maline. Ovaj spoj se
sintetizira u malini Rubus ideus kondenzacijom p-kumarioil-CoA s maloil-CoA i uzastopnom
enzimskom redukcijom (Borejsza-Wysocki i Hrazdina, 1994). Borejsza-Wysocki i sur. (1992)
identificirali su sadrZaj ketona maline u Sest kultivara maline. U svom istraZivanju Larsen i sur.
(1991) identificirali su keton maline te a-jonon i B-jonon kao najvaznije komponente arome u
10 razli€itih sorti malina. Potvrdili su da je aroma maline jako ovisila o ketonu maline, dok su
a-jonon i B-jonon bili vazni za cjelokupnu aromu. Poznato je da je a-jonon u malini prisutan u
obliku (R)-enantiomera (Kilic, 2005; Ikan, 1999), za koje se navodi da osigurava cvjetni miris
poput ljubicice, vocnog tipa maline (Fehr i Guntern, 1992) dok se 3-jonon opisuje kao ,mirisni*
i ,cvjetni“ (Jaeger i sur., 2013). Geraniol je zasluZzan za dominantni miris ruze u malini, koji
zajedno sa -jononom doseze svoj maksimum tijekom faze branja malina. Postoji razlika i u
aromatskom profilu divlje maline u odnosnu na kultiviranu. Aromatski profil divlie maline
odreden je visokim udjelom 3-metil-3-butanske kiseline dok u kultiviranoj malini nije
identificirana. Takoder, aroma divlje maline ima tri puta viSe ketona nego kultivirana malina,
dok je obrnut slu€aj kod sadrzaja a-jonona i B-jonona (Honkanen i sur., 1980). U aromatskom

profilu kultiviranih malina vedi je udio alkohola (Ravai, 1996).

2.6.2. Aroma visSnje

Aroma visSnje sastoji se od velikog broja organskih komponenti, uklju€ujuci karbonile, alkohole,

estere, kiseline i terpene. Spojevi odgovorni za aromu viSnje su aldehidi: heksanal,
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benzaldehid i trans-2-heksenal. Heksanal i trans-2-heksenal karakterizira zelena nota i
predstavljaju vise od 30% ukupnih aromati¢nih sastojaka, dok benzaldehid &ini oko 15%
(Simmonds i Preedy, 2015). Benzaldehid, jedan od najkarakteristiCnijin hlapljivih spojeva
viSnje, ima jaku, oStru, slatku, gorku notu te okus badema i viSnje. U soku viSnje utvrdeno je
da benzaldehida ima 85,901 pg/100 mL (Zlati¢ i sur., 2017). Pored benzaldehida druga
najveca skupina spojeva su alkoholi. Pored benzil akohola i 1-heksanola, zastupljeni su i 1-
butanol i 2-feniletanol (Levaj i sur., 2010). Vazni spojevi arome viSnje su benzil alkohol,

eugenol, vanilin, 2-heksanal, a-jonon i f-jonon (Schmid i sur., 1986; Poll i sur., 2003).

U skupinu ketona koji se nalaze u viSnji ubrajaju se: 2-butanon, 6-metil-5-hepten-2-on, te 2-
propanon. Na koncentraciju ovih spojeva utjeCu uvjeti rasta i skladiStenja viSnje i njezinih
proizvoda. Ukoliko prevladava hladno i kiSovito vrijeme ne¢e doéi do intenzivhog razvoja
specificne arome visnje. Tijekom prerade viSnje u poluproizvode kao §to su primjerice sokovi
ili dzemovi, utvrden je gubitak svih specificnih tvari arome uslijed oksidacije ili drugih
nepozeljnih reakcija, osim benzaldehida i linalola €ija se koncentracija povec¢ava zbog termicke
obrade (Berger-Guinter, 2007).

2.6.3. Stabilnost i zadrzavanje tvari arome

Aroma utje€e na kvalitetu i prihvatljivost proizvoda te je od velikog zna€enja odrzati njezinu
stabilnost. Na kvalitetu arome i njezinu stabilnost u hrani utje€u brojni &imbenici kao sto su
npr. fizikalno-kemijska svojstva, koncentracija i interakcije hlapljivin spojeva arome s drugim
sastojcima hrane. U cilju smanjenja gubitka tvari arome tijekom procesiranja i skladistenja

hrane, od velikog znac¢enja je inkapsulirati aromatske sastojke (Madene i sur., 2006).

Inkapsulacija je tehnika kojom se jedan materijal ili smjesa materijala oblaze ili “zarobljava”
unutar drugog materijala. Proces inkapsulacije vrlo dobro je razvijen i uvelike se koristi u
farmaceutskoj, kemijskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. SloZzeni matriks hrane moze
vezati, ,zarobiti" ili inkapsulirati tvari arome ukoliko ima slobodnog mjesta na molekulama za
vezivanje. Kao rezultat toga, interakcijom se smanjuje stupanj oslobadanja hlapljivin
komponenti i utjeCe na povecanje intenziteta arome i kvalitete proizvoda (Madene i sur., 2006).
Inkapsulacija je komercijalizirana pomocu razli€itih metoda kao Sto su suSenje rasprSivanjem,
hladenje rasprsivanjem, ekstruzija, suSenje zamrzavanjem i molekularna inkluzija (Madene i
sur., 2006). SuSenje smrzavanjem, takoder poznato kao liofilizacija, je tehnika suSenja koja se
temelji na fenomenu sublimacije. Ova tehnika omogucéuje dugoro¢no oCuvanje spojeva
osjetljivih na toplinu i sklonih oksidaciji, kao i hrane i drugih bioloskih materijala, buduéi da se
provodi na niskim temperaturama i pod vakuumom (Bhatta i sur., 2020). Ova metoda ima

nedostatke kao $to su veliki utroSak energije i vrijeme obrade (Papoutsis i sur., 2018). Unato¢
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tim problemima, suSenje smrzavanjem naSiroko se koristi za dobivanje prehrambenih
proizvoda visoke vrijednosti i smatra se standardnom metodom za kapsuliranje u vedini

istrazivanja (Bhatta i sur., 2020).

Proces su8enja smrzavanjem uklju€uje potpuno smrzavanje uzoraka, sublimaciju leda
(primarno susenje) i desorpciju preostale vezane vode (sekundarno susenje). U prvom koraku,
brzina smrzavanja odreduje formiranje i velicinu kristala leda. Veliki kristali leda nastali sporim
smrzavanjem mogu lako sublimirati i poveéati primarnu brzinu susenja. U primarnom susenju,
temperatura police ¢e se povecati koristenjem vakuuma za pocetak sublimacije. Potrebno je
da je temperatura proizvoda 2 - 3 °C ispod temperature pri kojoj proizvod moze izgubiti svoju
makroskopsku strukturu. Krajnja to¢ka primarne faze suSenja kljuéni je parametar za
odredivanje jer bi poviSsena temperatura (u sekundarnom suSenju) prije sublimacije

cjelokupnog leda mogla urusiti kvalitetu kona¢nog proizvoda (Bhatta i sur., 2020).

Naj¢eSc¢i materijali koji se koriste za inkapsulaciju su ugljikohidrati (npr. maltodekstrini,
modificirani Skrobovi, guma akacija i sl.), proteini (npr. Zelatina ili proteini sirutke) ili kombinacija
ovih materijala (Madene i sur., 2006). Stabilnost i otpustanje hlapljivih spojeva vezanih na
ugljikohidrate ovise o fizikalno-kemijskim parametrima tvari arome (molekularna masa, duljina
lanca molekule, hidrofobnost, kemijska grupa) kao i o vrsti ugljikohidrata, njihovoj koncentraciji,
stereokemiji i drugim karakteristikama koje su povezane s razli€itim difuzijom i sorpcijom
unutar mikrostrukture materijala za kapsuliranje (Secouard i sur., 2003; Boland i sur., 2004;
Arvisenet i sur., 2002a; Arvisenet i sur., 2002b, Komes i sur., 2003). Zadrzavanje nekih
hlapljivih spojeva nakon susenja moze biti zbog njihovog niskog stupnja hlapljivosti. Takoder,
buduci da su molekule hlapljivih spojeva opcéenito vece od molekula vode one ne mogu lako
difundirati ili mogu biti zarobljene unutar molekule ugljikohidrata tijekom susenja (Komes i sur.,
2003). Postoji nekoliko znanstvenih radova u kojima se istrazivao utjecaj nekih vrsta
ugljikohidrata poput dekstrina, Skroba, A-karagenana, B-ciklodekstrina, ksantana, guar gume i
pektina na stabilnost i zadrzavanje hlapljivih spojeva (Godshall, 1997; Goubet i sur., 1998;
Taylor i Linfort, 2010; Boland i sur., 2006; Hansson i sur., 2001). Celuloza je polisaharid
sastavljen od molekula glukoze, netopljiva je u vodi i uobi¢ajenim organskim otapalima. Glavna
je komponenta stanic¢nih stjenki biljaka, i Siroko rasprostranjen polisaharid u prirodi. Struktura
i svojstva celuloze Cine ju prikladnim materijalom za kapsuliranje razli€itin aktivnih sastojaka
kako bi se formulirao stabilan i u€inkovit sustav (Bharimalla i sur., 2015; Serpa i sur.; 2016;
Rezaei i sur., 2019; Jiménez Saelices i sur., 2018; Heyang i sur., 2009; Ferrer i sur., 2017;
Fathi i sur., 2017).
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2.7. BOJA

Pod pojmom boja podrazumijevamo ljudsku percepciju obojenog materijala. Svaka tvar, bila
prirodnog ili sintetskog porijekla, koja emitira boju naziva se bojilo. Hrana je obojena jer
posjeduje sposobnost emitiranja ili reflektiranja razliCite koliCine energije pri valnim duljinama
koje stimuliraju retinu oka. Elektromagnetni valovi na koje je osjetljivo ljudsko oko naziva se
vidljivi dio spektra i obuhvaca valove valnih duljina od 380 nm do 770 nm. Kvaliteta i intenzitet
zraCenja u tom dijelu spektra su odgovorni za nasu percepciju boja (Von Elbe i Schwartz,
1996).

Obojenje hrane rezultat je prisustva organskih pigmenata u tkivima ili opti¢kih efekata zraka
svijetlosti (Potter, 1986). Pigmente prema porijeklu dijelimo na pigmente biljnog i Zivotinjskog
porijekla. Biljne pigmente prema topljivosti dijelimo na topljive u vodi (betalaini i antocijani) i
topljive u mastima i uljima (klorofil i karotenoidi). Tijekom prerade hrane cilj je o€uvati prirodnu
boju namirnica i svesti upotrebu umjetnih bojila na minimum. Prirodni pigmenti su vrlo podlozni
kemijskim promjenama, kao npr. pri zrenju voéa i povrca, te pri starenju mesa, tijekom
procesiranja hrane i sl. Biljni i Zivotinjski pigmenti su organizirani u tkivnim stanicama i
organelama (npr. kloroplasti koji sadrZze klorofil). Kada se te stanice razore, pigmenti izlaze
van te pod djelovanjem zraka i vanjskih utjecaja dolazi do njihove degradacije (Potter, 1986).
NajceSc¢e boje voca i povrca su: zelena, crvena, zuta naran€asta, plava, purpurna i bijela. Zute
i naran¢aste boje najceSc¢e potjeCu od karotenoida. Crvene, plave i ljubiCaste boje potjecu od
flavonoidnih spojeva, posebice antocijana, koji su dobri antioksidansi. Zelena boja potjece
uglavnom od klorofila, ali moze potjecati i od drugih pigmenata iz grupe flavonoida (Von Elbe
i Schwartz, 1996). Ne potjeCe sva boja hrane od prirodnih biljnih pigmenata, pa tako tijekom
procesiranja hrane, djelovanjem topline na SecCere, moZe doci do reakcija karamelizacije kojom
boja hrane poprima smedu boju. Takoder, tamna boja hrane nastaje i kemijskim interakcijama
izmedu Secera i proteina koje nazivamo Maillard-ovim reakcijama. Do kompleksnih promjena
boje dolazi i kada organske komponente hrane dolaze u kontakt s zrakom. U hrani, te prilikom
termiCke obrade krajnja boja je posljedica kombinacije navedenih nacina promjene boje
(Potter, 1978). Pigmenti u sirovinama imaju uz osiguravanje boje i dodatnu funkciju. Npr.
klorofil pod djelovanjem svjetla sudjeluje u fotosintezi, drugi su pigmenti nositelji kisika
(mioglobin) ili elektrona (antocijani) te na taj nacin utjeCu na oksido-redukcijske reakcije u
stanicama (Peterson i Johnson, 1978). Mnogi su pigmenti nestabilni tijekom procesiranja i
skladiStenja. Stabilnost pigmenata ovisi o brojnim &imbenicima: svjetlosti, kisiku, teSkim

metalima, oksidansima, reducensima, temperaturi, aktivitetu vode, pH vrijednosti.
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2.8. PREHRAMBENA VLAKNA

Prehrambena vlakna definiraju se kao jestivi dijelovi biljaka ili analogni ugljikohidrati koji su
rezistentni na probavu i apsorpciju u tankom crijevu, s potpunom ili djelomiénom fermentacijom
u debelom crijevu (engl. American Association of Cereal Chemists, AACC). Prehrambena

vlakna se, prema topljivosti, mogu podijeliti na topljiva i netopljiva.

U topljiva vlakna ubrajaju se neSkrobni polimeri: pektini, B-glukani, gume i sluzi. Sam naziv
upucuje na to da se topljiva vlakna tijekom probave ,otapaju” u probavnom sustavu stvarajuci
pri tome viskoznu, gel masu koja dalje fermentira u debelom crijevu. Fermentacijom nastaju
kratkolan€ane masne kiseline koje organizmu prvobitno sluZe kao izvor energije (Barasi, 2003;
Myrie i Jones, 2011). Topljiva vlakna zbog visokog kapaciteta vezanja vode i stvaranja
viskozne strukture, smanjuju apsorpciju glukoze i masti iz tankog crijeva. Time se smanjuje
postprijalna glikemija i pove¢ano lu€enje inzulina, smanjuje se razina triglicerida te ukupnog i
LDL kolesterola u krvi. lzvori topljivih prehrambenih vlakana su voée, povrée, zob i zrno rize
(Kresi¢, 2012).

Celuloza, hemiceluloza i lignin spadaju u netopljiva vlakna i ona se ne razgraduju u probavnom
sustavu izuzev jednog malog dijela kojeg fermentacijom razgraduju bakterije u debelom
crijevu. Netopljiva vlakna mogu na sebe vezati veliku koli€inu vode Cime se povecCava
voluminoznost stolice, poti€e rad crijeva i sprieCava opstipacija (Barasi, 2003; lvanova i sur.,

2013). Najveci izvor netopljivih viakana su cjelovite Zitarice i kora voca.
2.8.1. Celuloza

Celuloza (lat. celula - stanica) je najrasprostranjeniji polimer u prirodi. Najvazniji resursi za
dobivanje celuloze su drvo, pamuk, lan, konoplja i juta. Celuloza se moze dobiti i in vitro
enzimskim putem tj. kemijskom sintezom iz derivata glukoze, te biosintezom pomocu razlicitih
mikroorganizama kao $to su alge i gliive te brojnih nepatogenih bakterija iz rodova
Agrobacterium, Sarcina, Rhizobium i Acetobacter (Ullah i sur., 2016). Takoder, celuloza se
moze modificirati pomocéu kemijskih reakcija kako bi se proizveli neki njezini spojevi s
posebnim karakteristikama. Po kemijskom sastavu molekula celuloze je sloZeni polisaharid
koji se sastoji od nekoliko tisu¢a glukoznih jedinica povezanih -1,4-glikozidnom vezom (Slika
9). Dvije anhidro-glukozne jedinice kovalentno se vezu preko C1 kisika jednog prstena i C4
kisika susjednog prstena. Anhidro-glukozni prstenovi zbog prisustva tri —OH skupine mogu se
medusobno vezati vodikovim vezama i tako tvoriti kristalne strukture koje utje€u na fizikalna
svojstva celuloze (Moon i sur., 2011). Inter- i intra-molekularnim vodikovim vezama dalje se
mogu formirati osnovne fibrile (fina, tanka vlakna) koja se kasnije agregiraju i tvore mikrofibrile.

Mikrofibrilna celuloza posjeduje regije koje su visokokristali¢ne i amorfne (Khalil i sur., 2014;
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Ciolacu i sur., 2016) (Slika 10). Zbog svoje strukture i velikog broja vodikovih veza celuloza
nije topljiva u vodi, a ni u brojnim organskim otapalima (Razali i sur., 2022). Kako bi se
promijenila takva svojstva, celuloza se modificira na dva nacina: esterifikacijom ili eterifikacijom
hidroksilnih skupina. Na taj nacin dobivaju se derivati celuloze kao $to su: metil celuloza, etil
celuloza, hidroksimetil celuloza i karboksimetil celuloza, hidroksipropilmetil celuloza ftalat,
celuloza acetat i celuloza nitrat. Svi navedeni derivati celuloze naSli su Siroku primjenu u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji zbog netoksi¢nosti i niske cijene (Alvarez-

Lorenzo i sur., 2013).

Slika 9 Linearna molekula polimera celuloze s jedinicama D-glukoze (n-stupan;j

polimerizacije) (Generali¢, 2018)
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Slika 10 Hijerarhijska struktura celuloznog vlakna (Gumrah Dumanli, 2016)

2.8.1.1. Primjena celuloze u prehrambenoj industriji

Celuloza se u prehrambenoj industriji moZze koristiti kao biorazgradivi premaz i film za pakiranje
hrane (Yu i sur.,, 2014). Celuloza kao prehrambeno vlakno naSla je Siroku primjenu u
funkcionalnim prehrambenim proizvodima kao funkcionalni aditiv (Hemmati i sur., 2018).

Takoder se moze Kkoristiti kao niskokaloricna zamjena za ugljikohidratne aditive, kao
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zgusnijivag, nosac¢ arome i stabilizator suspenzija u razliitim prehrambenim proizvodima (Dhar
i sur., 2014) (Slika 11).

Stabilizator

Funkcionalni

Ambalazni materijal dodatak hrani

Celuloza

“CH,0H
W
i

OH H

Dodatak proizvodima s "Nosag" aktivnih spojeva
povecanim udjelom Skroba

Slika 11 Primjena celuloze u prehrambenoj industriji
Biorazgradivi ambalazni materijal

U prehrambenoj industriji pod pojmom ambalaza ne misli se samo na zastitu i prakti¢nost pri
rukovanju s proizvodom, vec¢ i na produljenje roka trajanja i nutritivne vrijednosti proizvoda te
na komunikaciju s kupcima (Geueke i sur., 2018). Celuloza je idealan materijal za proizvodnju
ambalaznog materijala zbog njezine visoke ¢vrstoce i mogucénosti dobivanja iz prirodnih izvora.
Izvrsna je barijera za kisik zbog kombinacije visoke kristaliCnosti, mrezne strukture koja je
kompaktna zahvaljujuéi jakim medumolekularnim i intramolekularnim vodikovim vezama
(Normand i sur., 2014). Propusnost kisika kroz celuloza-nanokristalni film je 17 mim2/d
debljine celuloze 21 mm (Nair i sur., 2014). Smanjena propusnost kisika, poboljSana

mehaniCka svojstva te biorazgradivost postiZzu se i kombinacijom celuloze s tradicionalnim
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polimernim ambalaznim materijalima kao $to su poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (Yu

i sur., 2012), polivinil alkohol (George i sur., 2010), polilaktidna kiselina (Fortunati i sur., 2012).
“Nosac” aktivnih spojeva

Gubitak hranjivih tvari i aktivnih komponenti veliki su izazov za prehrambenu industriju
(Alexander i sur., 2017). Nutrijenti i aktivni spojevi lako se degradiraju pri poviSenoj temperaturi,
ovisno o pH vrijednosti i mehani¢kim silama prilikom obrade hrane. Stovi§e, ovi sastojci se
gube i u nepovoljnim i nestabilnim uvjetima transporta i skladistenja (Mu i sur., 2018). Dodatno,
vitamini topljivi u vodi kao i probiotici mogu biti “uniSteni” Zelu¢anim i Zu€nim sokovima u
probavnom sustavu $to dovodi do drasti€nog smanjenja hranjivih sastojaka hrane kada ona
dode do crijeva i kada se treba adsorbirati u krvotok (Da i sur., 2018). Mikrokapsule su
prijenosni sustavi sastavljeni od mikroCestica prirodnih ili sintetskih polimera. Dokazano je da
poboljSavaju bioraspolozivost i bioloSku aktivnost tvari i smanjuju nuspojave funkcionalne
hrane (Shutava i Lvov, 2012). Brojne biomolekule primjenjuju se u mikrokapsulaciji nutrijenata
i aktivnih komponenata kao $to su natrijev alginat, hitozan, glukomanan, proteini soje. Celuloza
je polisaharidni prehrambeni gradivni materijal s visokom biokompatibilnoS¢u te se zbog toga
moze koristi kao “nosac” nutritivnih i bioaktivnih spojeva (Vashist i sur., 2018). Hidrogelovi
pojacani celulozom pokazali su visoku mehanicku ¢vrstocu i produljeno vrijeme oslobadanja i
razgradnje aktivnih komponenata (Yang i sur., 2013). Huq i sur. (2017) istrazivali su utjeca;j
celuloze na nanokompozit na bazi alginata za mikrokapsulaciju probiotika. Celuloza je
poboljSala tlacnu &vrstocu alginatnog hidrogela preko 30% i smanjila poroznost matriksa
alginata tijekom suSenja smrzavanjem. Nadalje, bubrenje mikrokapsule alginata na pH 1,5
smanjeno je sa 377% na 200% nakon dodatka celuloze $to je predstavljalo manje uniStavanje
bakterijske stanice. Sto je najvaznije, otkriveno je da celuloza moZe poboljSati odrzivost
probiotika tijekom skladiStenja i gastrointestinalnih simulacija probave. S dodanih 13%
nanokristala celuloze, odrzivost L. rhamnosus u alginatnim mikrozrncima poboljSana je za 45%
(25 °C) i 35% (4 °C) nakon skladiStenja od 42 dana.

Stabilizator prehrambenih proizvoda

Stabilnost preradene hrane oduvijek je predstavijala problem u prehrambenoj industriji. U
mnogim tekuéim i svjeZe pripremljenim napitcima s vremenom dode do razdvajanja faza
(Mutilag i Pereyra, 2008). Nakon dugog skladistenja, proizvodi se pocinju razrjedivati i/ili
stvarati tanki sloj vode na vrhu ili dnu, iako su i dalje sigurni za konzumaciju. Zbog toga je
pozeljno imati proizvod koji je stabilan na policama trgovina i koji nema ovaj nedostatak (Vaast
i sur., 2006). Postoje brojne vrste stabilizatora koji poboljSavaju kvalitetu prehrambenih

proizvoda. Razne vrste guma kao $to su ksantan guma (Kumar i sur., 2018), karagenan
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(Bahramparvar i sur. 2013), gelan guma (Cropotova, i sur., 2013) i guma rogaeve mahune
(Murray i Phisarnchananan, 2016.) primjenjuju se kao stabilizatori na temelju dobrih svojstava
emulgiranja i stabiliziranja. Medutim, ove gume imaju i nedostatke, kao npr. visoka cijena
(Paximada, i sur., 2016), sofisticiran postupak ekstrakcije (Pai i sur., 2002) i pitanja
probavljivosti i sigurnosti (Sharma i sur., 2018). Nanokristali celuloze kao prirodni emulgator i
stabilizirajuéi sastojak je donar izbor za prehrambene proizvode (Zanchetta i sur., 2017).
Turbak i sur. (1980) prvi su pretpostavili da se nanoceluloza moze Koristiti za stabiliziranje
emulzije voda/ulje. Od tada, nanoceluloza se koristi kao prirodni emulgator i stabilizator. U
istraZivanjima celuloza se usporeduje s proizvodima koje zamjenjuje npr. s masnom bazom
krem nadjeva, pri ¢emu celuloza donosi sli€na organoleptiCka svojstva — konzistenciju i
masnoc¢u (Shapira-Zaltsberg i sur., 2018). Celuloza takoder zamjenjuje stabilizatore i
emulgatore kao Sto su hidrofilni polisaharidi ekstrahirani iz morskih algi, sjemenki povréa,
mikroorganizama ili sli¢no (Schachti sur., 2002.). Ove Cestice bioloski utemeljene iz obnovljivih
izvora prikladna su opcije za razvoj emulzija stabiliziranih ¢vrstim Eesticama (eng. Pickering

emulsion).

Funkcionalni dodatak hrani

Funkcionalna hrana jedno je od brzo rastuc¢ih podrucja prehrambene industrije posljednjih
godina (Helkar i Sahoo, 2016). Funkcionalna hrana je hrana kojoj se dodaju novi sastojci ili se
povecava koncentracija ve¢ postojecih sastojaka s ciljem veceg pozitivhog utjecaja na zdravlje
potroSaca ili prevencije razvoja odredenih bolesti (Childs, 2016). Brojni prehrambeni proizvodi
obogaceni vlaknima lansirani su na trziSte kako bi ponudili neSto novo potrosadima (Lopez-
Marcos i sur., 2015). Medutim, dodana prehrambena vlakna mogu negativno utjecati na boju,

teksturu, okus i miris prehrambenih proizvoda (Robin i sur., 2012).

Da bi se $to bolje primijenila kao funkcionalni sastojak hrane, nanoceluloza se ekstrahira iz
prirodnih izvora kako bi imala kljuénu ulogu kao aditiv u hrani (Gémez i sur., 2016). NajéeSce
koriStena celuloza kao funkcionalni sastojak hrane je njezino prirodno svojstvo prehrambenog
vlakna. Prednosti celuloze su te da ona ne samo da mozZe povecati sadrZzaj prehrambenih
vlakana, nego i prevladati negative ucinke tradicionalnih prehrambenih vlakana. Pretilost je
zadnjih godina postala jako ozbiljno zdravstveno pitanje koje izaziva zabrinutost medu
populacijom te se jako puno paznje posvecuje razvoju niskokalori¢ne/niskoenergetske hrane
(Siep i sur., 2009). Razni sastojci poput Secernih alkohola (Allan i sur, 2018.), oligosaharida
(Unno i sur., 2008), produkti bakterijske fermentacije (Patra i sur., 2009.) primjenjuju se u
proizvodnji funkcionalne hrane za kontrolu tjelesne mase. Potencijal nanoceluloze za pripremu
formulacije sa smanjenim udjelom masti utvrdili su Turbak i suradnici. Njihov patent (US

4378381) pokazao je da nanoceluloza moze zamijeniti ulje kako bi se napravio niskokalori¢ni
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preljev za salatu. Robson (2011) je predlozio da se nanoceluloza moze koristit za smanjenje

energetske gustoce mnogih preradenih namirnica na <1,6 kcal/g.
Primjena u proizvodima na bazi Skroba

U prehrambenoj industriji Skrob se koristi kao sredstvo za uguscivanje, povecéanje volumena
ili stabilizator. Medutim, sofisticirana prerada hrane uvijek utjeCe na stabilnost sastojaka hrane
(Lu i sur., 2012). Transformacije koji nastaju pri hladenju i skladiStenju zelatiniziranog Skroba
naziva se retrogradacija, koja obic¢no pogor$ava kvalitetu proizvoda s visokim udjelom Skroba
(Chen i sur., 2015.). U istrazivanju, Cui i sur. (2017) proucavali su utjecaj nanokristalne
celuloze na Zelatinizaciju, te na kratkotrajnu i dugotrajnu retrogradaciju kukuruznog Skroba,
vostanog kukuruznog Skroba i Skroba slatkog krumpira. Dokazano je da celuloza moze
inhibirati retrogradaciju Skroba, a utjecaj inhibiranja ovisi o koli€ini koriStene celuloze.
Nanokristalna celuloza ima veliku specifi€énu povrsinu i mnogo hidroksilnih skupina preko kojih
se mozZe vezati s vodikovim vezama amiloze, te tako inhibirati kratkotrajnu retrogradaciju. S
druge strane, inhibicija dugotrajne retrogradacije mozZe se pripisati medusobnoj interaciji
izmedu celuloze i amilopektina (Cui i sur., 2017). Ji i sur. (2018) istrazivali su interakciju
celuloze i amilaze koja je utjecala na aktivnost enzima i sadrzaj rezistentnog Skroba. Rezultat
je pokazao da dodatak celuloze Zelatiniziranom Skrobu utjeCe na smanjenje brzo probavljivog
Skroba i sadrzaja sporo probavljivog Skorba, ali i na povecanje rezistentnog Skroba. Utvrdeno
povecanje rezistentnog Skroba kukuruza, graska i krumpira od 30,41%, 23,13% odnosno
20,30%. Rezistentni Skrob, takoder poznat kao Skrob otporan na enzime i teSko probavljivi
Skrob, koji se ne moze enzimski hidrolizirati u tankom crijevu. Stoga dolazimo do zaklju¢ka da
celuloza nije samo prehrambeno viakno koje se moze primijenjivati u proizvodnji
niskokalori¢ne hrane, ve¢ se moze koristiti i u proizvodnji hrane bogate Skrobom s funkcijom

reguliranja tjelesne mase.

2.8.2. Uloga prehrambenih vlakana u prevenciji i lijecenju bolesti

Prehrambena vlakna imaju fizioloSku funkciju u organizmu koja se ocituje u njihovoj
sposobnosti da na sebe vezu organske tvari, ali i razliCite lijekove. Njihova viskoznost i
osjetljivost na fermentaciju, sposobnost vezivanja vode, Zu¢nih soli i izmjene iona jo$ su neke
od klju¢nih uloga. Prehrambena vlakna imaju pozitivan utjecaj na prevenciju pojavnosti raznih
vrsta oboljenja, posebice kardiovaskularnih bolesti (hiperetnzija, hiperlipidemija, dijabetes tipa
2, pretilost), gastrointestinalnih bolesti (konstipacija, tumora jednjaka, tumora Zeluca,
divertikuloza, kolorektalni adenom, kolorektalni tumor) te raznih neoplsti¢nih bolesti (karcinom
dojki, endometrija) (Stephen i sur., 2017). Kardiovaskularne bolesti trenutno su glavni uzrok

smrtnosti u cijelom svijetu. lIstrazivanja su pokazala da postoji veza izmedu unosa
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prehrambenih vlakana i bolesti srca te drugih kardiovaskularnih bolesti. Topljiva vlakna su
odgovorna za sniZzavanje kolesterola tako $to moduliraju mehanizam kolesterola i lipoproteina.
Tri osnovna mehanizma kojima vlakna smanjuju razinu ukupnog i LDL kolesterola su
sprjeCavanje reasorpcije zucnih soli iz tankog crijeva, smanjenje glikemijskog odgovora i
stvaranje kratkolan¢anih masnih kiselina. Topljiva vlakna sprje€avaju resorpciju zucnih soli 5to
rezultira izlu€ivanjem viska putem fecesa. Dok se u jetri troSe zalihe Zelu€anih kiselina, u
hepatocitima se odvija katabolizam kolesterola u svrhu nadoknade Zuénih kiselina. Nadalje,
dolazi do proizvodnje LDL-C receptora $to poveéava unos LDL-kolesterola iz krvotoka
odnosno shizavanje njegove koncentracije u krvi. Drugi mehanizam djeluje na nacin da vlakna
usporavaju probavu i mijeSanje hranjivih tvari s probavnim enzimima u Zelucu. Rezultat toga
je smanjenje apsorpcije glukoze ¢ime se smanjuje posprandijalna glukoza u krvi i razina
inzulina. Inzulin je odgovoran za aktiviranje enzima 3-metil-glutaril koenzim A reduktaze (HMG-
CoA reduktaze) koji je jedan od kljuénih enzima za metabolicki proces sinteze kolesterola.
Smanjena aktivnost enzima posljedicno dovodi do smanjenja sinteze kolesterola. | tredi
mehanizam djelovanja prehrambenih vlakana na smanjenja kolesterola je proizvodnja
kratkolan€anih masnih kiselina koje u debelom crijevu fermentiraju i pri tom stvaraju acetat,
propionat i butirat. Kolonociti koriste butirat kao glavni izvor energije, dok propionat inhibira
metabolizam jetrenog kolesterola i na taj nacin iscrpljuje kolesterol (Gunness i Gidley, 2010).
Osim topljivih vlakana, i netopljiva vlakna imaju pozitivan utjecaj na sprjeCavanje
kardiovaskularnih bolesti. EpidemioloSkim istrazivanjima koja su obuhvacala 158 000
ispitanika utvrdeno je da se kod osoba koje su imale visok dnevni unos vlakana (29%) smanijio
rizik obolijevanja od kardiovaskularnih bolesti (Anderson i sur., 2009). Povecanje unosa
ukupnih prehrambenih vlakana u svakodnevnu prehranu za samo 10 g smanjuje ukupni rizik

od infarkta miokarda (Mirmiran i sur., 2016).

Uloga prehrambenih viakana u zdravlju probavnog sustava od veliko je znafenja.
Prehrambena vlakna imaju prebioticki utjecaj tj. potiCu bolju kolonizaciju bifido bakterija koje
nadmocno djeluju u odnosu na enteropatogene bakterije koje se nalaze u crijevima. Porastom
bifido bakterija, smanjuje se pH u crijevima $to je rezultat stvaranja kratkolan€anih masnih
kiselina: propionske (mlijeCne), etanske (octena) i butanske (maslacne) kiseline. Takvo
baktericidno okruzenje u crijevima djeluje na enteropatogene bakterije i potiCe njihovo

izlu€ivanje stolicom bez Stetnog utjecaja na zdravlje (Slavin, 2013).

Epidemiolo$ka ispitivanja pokazuju da prehrambena vlakna igraju vaznu ulogu u prevenciji i
smanjenju rizika od karcinoma debelog crijeva. Ve je spomenuto da stvaranje mlije¢ne
kiseline i drugih kiselina doprinosi razvoju baktericidnog okoliSa koji stimulira rad enzima koji
su odgovorni za eliminaciju prokancerogenih tvari. IstraZivanja potvrduju da antikancerogeno,

antiapoptoti¢no i antioksidativno djelovanje prehrambenih vlakana moZe pomoci u prevenciji
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tumora dojke (McRae, 2018). Netopljiva prehrambena vlakna mijenjaju funkciju debelog
crijeva, jer povecavaju fekalnu masu pa djeluju laksativho. Pokazuju pozitivan utjecaj u
regulaciji Secerne bolesti tipa 2. Topljiva vlakna tvore viskoznu masu u tankom crijevu, $to
smanjuje kontakt i mijeSanje makronutrijenata s probavnim enzimima. Rezultat toga je odgoda
apsorpcije glukoze §to smanjuje postprandijalnu razinu glukoze i inzulina u plazmi. Znacajnim
se smatra utjecaj prehrambenih vlakana na glikozilirani hemoglobin (HbA1c). Razlog tomu
nalazi se i u glikemijskom indeksu (Gl) namirnica koje sadrze prehrambena vlakna. Gl hrane
je mjera za brzinu kojom se razina glukoze u serumu povisi nakon konzumiranja odredene
vrste namirnice. Namirnice koje imaju nizi Gl dovesti ¢e do nize razine glukoze u krvi
postprandijalno kao i nize razine HbA1c. To moze pomoc¢i u prevenciji i lijecenju pretilosti i
drugih uzro¢no - posljedicno povezanih procesa kao $to su otpornost na inzulin i masna jetra.
Konzumiranjem namirnica sa nizim Gl postize se niza razina Sec¢era u krvi te posljedi¢no
poboljSava kontrola simptoma u pacijenata s dijabetesom tipa 2, ali i drugih oblika dijabetes
(Post i sur., 2012). Vlakna utjeCu na regulaciju tjelesne tezine djelujudéi sinergisti¢ki na osjeéa;j
punoce i sitosti te na pove¢anu oksidaciju masti i smanjeno skladiStenje masti (Grooper i

Smith, 2013).
2.8.3. Interakcija vlakana s fenolima

Prehrambena vlakna i fenolne komponente zbog razli€itosti u kemijskoj strukturi, fizikalno-
kemijskim i bioloSkim karakteristikama te metabolickom putu najCeSce su se proucavali
odvojeno (Saura-Calixto, 2011). Medutim, postoje znanstveni dokazi koji pokazuju da
neprobavljive komponente polisaharida tj. prehrambenih vlakana mogu biti povezana s drugim
komponentama hrane, poput polifenola (Saura-Calixto, 2011, Sayago-Ayerdi i sur., 2007). Ove
interakcije mogu se dogoditi tijekom sazrijevanja vocéa, procesiranja hrane ili tijekom
gastrointestilnalnih (probavnih) procesa. To svojstvo vezivanja pripisuje se sposobnostima
polisaharida da veZu fenolne komponente na nekoliko vanjskih mjesta svoje sloZzene kemijske
strukture te time postiZzu visoki antioksidacijski kapacitet (Saura-Calixto, 2011). U vocu je oko
2,5% prehrambenih vlakana vezano na fenolne komponente (Slika 12) (Saura-Calixto, 2011).
Oko 95% fenolnih spojeva u zitaricama povezano je s polisaharidima prehrambenih vlakana, i
to uglavnhom s a-arabinoksilanima, kao diferulati kovalentno vezani preko esterskih veza
(Vitaglione i sur., 2008). Najzastupljeniji fenolni spojevi povezani s prehrambenim vlaknima su
iz skupine hidroksicimetnih kiselina. U vocu se uglavhom vezu polimerni tanini, a nakon
hidrolize najucestaliji fenolni spojevi su galna i elaginska kiselina (Arranz i sur., 2009). U
Zitaricama glavni spoj vezan za vlakna je ferulicna kiselina, nakon koje slijedi diferuli¢na

kiselina zatim sinapinska kiselina, p-kumarinska i kafeinska kiselina (Vitaglione i sur., 2008).
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Fenolni
spojevi

Slika 12 Fenolni spojevi povezani s prehrambenih vlaknima u voénom matriksu (Quiros-
Sauceda i sur., 2014)

Poslijednjih godina raste zanimanje za hranu sa dodanom vrijednosti ili tzv. funkcionalnom
hranom. Prehrambena vlakna i fenoli imaju sve karakteristike potrebne da bi se smatrali
vaznim funkcionalnim sastojkom. Doprinose povecanju nutritivne vrijednosti hrane, a ujedno i
omogucavaju unaprjedenje tehnoloskih svojstava hrane. Uveden je koncept "antioksidacijska
prehrambena vlakana" i definiran je kao dijetalni koncentrat vlakana koji sadrzi prirodne
antioksidanse (uglavhom fenolne spojeve) povezane s neprobavljivim spojevima (Saura-
Calixto, 1998). Kombinacija prehrambenih vlakana povezanih s fenolima predstavlja novi
obecavajuci funkcionalni dodatak za prehrambenu industriju jer kombinira pozitivna bioaktivha
i tehnoloSka svojstva obiju komponenti. Posljednjih godina, potraga za novim izvorima
dijetalnih vlakana s antioksidativnim svojstvima uvelike usmjerena na biljne nusproizvode
hrane, poput pulpe i kore guave, manga, kore mrkve, ananasa, kakaovca, grozda, kupusa i
njihovog iskoriStavanja za dobivanje koncentrata koji ¢e sadrzati visoku koncentraciju
povezanih fenola koji imaju antioksidativno djelovanje (Jimenez-Escrig i sur., 2001; Chantaro
i sur., 2008; Vergara-Valencia i sur., 2007; Lecumberri i sur., 2007, Llobera i Canellas, 2008;
Nilnakarai sur., 2009). Neke vrste hrane biljnog porijekla su bogat izvor prehrambenih vlakana
koja sadrzZe specifiCne bioaktivhe komponente, posebno fenolne spojeve, koje mogu dati nova
svojstva tradicionalnim, komercijaliziranim prehrambenim proizvodima. Vezanje prehrambenih
vlakana i fenolnih spojeva odvija se preko stvaranja vodikovih veza izmedu hidroksilnih
skupina fenolnih spojeva i kisikovih atoma polisaharida. Takoder, dolazi do hidorfobnih
interakcija i kovalentnog vezanja (esterskih veza) izmedu fenolnih kiselina i polisaharida (slika
13). Fenolni spojevi zbog hidrofobnih aromatskih prstenova i hidrofilnih hidroksilnih skupina
imaju sposobnost vezanja s polisaharidima (prehrambenim vlaknima) i proteinima na nekoliko
mjesta na povrsini stani¢ne stjenke (Saura-Calixto, 2011). Interakcije ovise o veli€ini Cestica,

specificnoj poroznosti i povrSinskim svojstvima molekula koja mogu ograniciti veli¢inu molekula
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koje prodiru unutar materijala. Veli€ina pora vlakana moze biti u rasponu od 4 do 10 nm u
promjeru, $to moZe ograniciti prodiranje fenolnih spojeva s molekularnom masom ve¢om od
10 kDa (ekvivalent 34 jedinice katehina) (Metzler i Mosenthin, 2008). Prehrambena vlakna se
mogu vezati s antioksidansima prisutnima u matriksu hrane i tijekom probave. Ove interakcije
mogu takoder biti rezultat stvaranja vodikovih veza, jakih kovalentnih interakcija ili fizikalno-
kemijskog zarobljavanja u slozenu strukturu prehrambenih vlakana (Palafox-Carlos i sur.,
2011).

celulozni lanac

celulozni OH

langc o
elektrostatzka =ila

wvodikova veza

Slika 13 Vrste interakcija izmedu prehrambenih vlakana i fenolnih spojeva (Liu i sur., 2019)

Struktura, koncentracija i sastav vlakana i polifenola kriticni su parametri koje treba uzeti u
obzir prilikom maksimiziranja i optimiziranja ovih interakcija (Jakobek i Mati¢, 2019). U
razliCitim istrazivanjima ispitivan je utjecaj pH, temperature i ionske jakosti na stupanj
interakcije vlakna-fenoli (Koh i sur., 2020; Liu i sur., 2019). Koliko ¢e polifenola i prehrambenih
vlakana biti povezano, ovisi i o ionskoj jakosti. Pove¢anjem ionske jakosti povecava se stupan;
adsorpcije fenola na vlakana ukazujuci na povecanje hidrofobnih veza (Le Bourvellec i sur.,
2004; Wuiisur., 2011; Zhang i sur., 2017). Temperatura je takoder vazan parametar koji utjeCe
na stvaranje veza (Le Bourvellec i sur., 2004). PoviSena temperatura povecava topljivost
polifenola u vodi i pove¢ava mobilnost molekula polifenola, tako da oba Cimbenika mogu
utjecati na vezanje polifenola na celulozu. U prethodnim istrazivanjima ispitivao se je utjecaj

temperature na adsorpciju polifenola na polisaharide (Le Bourvellec i sur., 2004; Gao i sur.,
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2012). Povecanjem temperature sustava doSlo je do poveéanja stvaranja vodikovih veza (Le
Bourvellec i sur., 2004). Takoder je utvrdeno da povecanjem temperature dolazi do smanjenja
kapaciteta vezanja polifenola, izuzev (z)-katehina na &iju adsorpciju temperatura nema velikog
utjecaja (Phan i sur., 2016). pH vrijednost sustava takoder utje€e na stabilnost i afinitet
adsorbiranja polifenola (Phan i sur., 2016). Adsorpcija cijanidin-3-glukozida raste s porastom
pH od 3 do 5, a zatim naglo opada povec¢anjem pH na 7. Adsorpcija feruliCne kiseline raste s
porastom pH vrijednosti. Katehin se pokazao manje osjetljiv na pH, jer promjenom pH
vrijednosti nije doslo do promjene u adsorpciji (x)-katehina (Phan i sur., 2015). Veliki utjecaj
pH na vezivanje cijanidin-3-glukozida vjerojatno je posljedica strukturnih transformacija
molekule u razliCitim pH okruzenjima, od kationskog flavilium oblika (pH < 3) do oblika
pseudobaze (pH 5) i kona¢no do formiranja kinoidalne baze pri pH 7 (McGhie i Walton, 2007 ;
Castaneda-Ovando i sur., 2009). Za hidrofobno vezanje vazni su aromatski prstenovi fenolnih
spojeva. Cijanidin-3-glukozid (tri atomatska prstena) ima vecéu tendenciju vezivanja od
katehina (dva aromatska prstena) i feruliéne kiseline (jedna aromatski prsten). Utjecaj pH u
skladu je s gore navedenim. Pri pH 3, flavilium kation oblik ima pozitivan naboj aromatskog
prstena za koji se pretpostavlja da destabilizira hidrofobne interakcije s celulozom. Pri pH 7
nastaje kinoidalna baza koja takoder smanjuje mogucnost hidrofobnog vezanja na celulozu.
Istrazivanje Le Bourvellec i sur. (2004) takoder je potvrdilo da na formuliranje sloZzenog
kompleksa izmedu nenabijenih procijanidina i sastojaka stani¢ne stjenke jabuke, pH vrijednost
od 2,2 do 7 nema veliki utjecaj. Na osnovu ovih istraZzivanja moze se predvidjeti i da ¢e nizi pH
u Zelucu neznatno smanijiti koli¢inu cijanidina vezanog za celulozu, ali na feruli€énu kiselinu ili
katehin nece imati zna€ajnog utjecaja. Takoder, neutralno ili blago alkalno stanje u tankom
crijevu moze dovesti do smanjenog vezanja cijanidina (Phan i sur., 2015). Kafeinska, galna i
klorogenska kiselina stabilnije su pri nizim vrijednostima pH, a promjene koje nastaju pri vi§im

pH vrijednostima su ireverzibilne (Friedman i Jurgens, 2000).

Koncentracija fenola takoder je vazan €imbenik. Guo i sur. (2018) utvrdili su da porastom
koncentracije luteolina u otopini od 0,2 do 1 mg/mL znacajno raste i stupanj vezanja tog spoja
na polisaharide kukuruzne svile. Pretpostavija se da se adsorpcija polifenola poveéava s
povecanjem njihove koncentracije, ali do odredene granice koja predstavlja ravnoteznu
krivulju. Koli¢ina vezivanja polifenola povec¢ava se pri nizim koncentracijama, dok se pri viSim
koncentracijama adsorpcija smanjuje (Phan i sur., 2017). Na jacinu interakcije izmedu fenola i
polisaharda utjeCu veli€ina molekula i njihova konformacijska fleksibilnost. Tako se vece
molekule bolje adsorbiraju na prehrambena viakna. Feruli¢na kiselina i galna kiselina bolje se
vezu na celulozna vlakna od klorogenske kiseline (Phan i sur., 2016); procijanidin B2 bolje se
veze na celulozu u odnosnu na epikatehin (Liu i sur., 2017). Polifenoli se razlikuju po stupnju

hidroksilacije, metilacije, metoksilacije, esterifikacije, glikozilacije, hidrogenacije i molekularne
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mase, te zbog toga postoje znacajne razlike u formiranju kompleksa fenoli-vlakna (Jakobek i
Mati¢, 2019). Prostorna konfiguracija molekule utjeCe na vezanje pa je utvrdeno da u interakciji
izmedu tanina i pektina, proantocijanidin A-tipa se bolje vezao na pektin zbog svoje ,izduzene*
molekularne strukture i veéeg broja dodirnih mjesta s molekulom pektina. Afinitet prema
metiliranim pektinima poveéava se s poveéanjem galata u proantocijandinima. Zbog toga je u
svrhu uspjesnijeg vezanja potrebno uvoditi vide galatnih jedinica kako bi se osiguralo vise OH
skupina koje pospjeSuju vezivanje (Mamet i sur., 2018). Hidrofilni fenolni spojevi vezu se na
hidrofilna prehrambena vlakna, dok se hidrofobni fenoli veZu na hidrofobna vlakna (Liu i sur.,
2013). Prehrambena vlakna u svojoj strukturi imaju molekule Secere koje osiguravaju veliki
broj OH skupina koje utjeCu na stvaranje vodikovih veza sa drugim molekulama. Takoder
utjeCu i na nastanak Van der Waalsovih sila stoga je zaklju¢eno da broj OH skupina znacajno
utjeCe na interakciju fenoli-celuloza (Liu i sur., 2017). Ukoliko prvo dolazi do stvaranja vodikovih
veza, udaljenost izmedu molekula polifenola i vlakana postaje manja i omogucéava se stvaranje
Van der Waalsovih veza (Wu i sur., 2011). Dodatno, molekule prehrambenih vlakana mogu
biti ravne (linearne) ili razgranate, imati Supljine i razliite veli¢ine pora. Manji polifenolni spojevi
mogu prodrijeti unutar tih pora, $to se i dogada u interakciji procijanidina i pektina te polifenola
i B-glukana (Le Bourvellec i Renard, 2005). Wang i sur. (2013) istrazivali su utjecaj kemijske
strukture fenola na njihove interakcije s B-glukanima zobi. Flavonoidi s Cetiri ili viSe hidroksilnih
skupina imali su manju interakciju s B-glukanom u odnosnu na one s tri ili manje hidroksilnih
skupina. Takoder su utvrdili da je adsorpcijski kapacitet flavonoida padao redom: flavonol >
flavon > flavanon > izoflavon. Jakobek i sur. (2020) prouc€avali su interakcije izmedu B-glukana
i tri derivata kvercetina. Otkrili su da je adsorpcija ve¢a za kvercetin-3-ramnozid i kvercetin-3-
glukozid, u usporedbi s kvercetin-3-galaktozidom. Ovo istrazivanje takoder je pokazalo da
prostorni rasporedi OH skupina na molekulama derivata kvercetina utje€u na adsorpciju. Zhu
i sur. (2018) takoder su istrazivali utjecaj hidroksilacije, esterifikacije, metilacije i metoksilacije
fenolnih kiselina na njihovu adsorpcijsku sposobnost na pektinske polisaharide bogate
arabinanom iz uljane repice. Utvrdili su da hidroksilne skupine na fenolnim kiselinama
povecavaju njihovu adsorpciju na polisaharide uljane repice, dok metilne skupine na fenolnim
kiselinama smanjuju njihovu adsorpciju. U drugom istrazivanju, Wang i sur. (2013) pokazali su
da se o-kumarinska kiselina viSe vezala na 3-glukane zobi nego p- i m-kumarinska kiselina.
Liu i sur. (2019) istrazivali su i usporedivali adsorpcijsko vezanje katehina na celulozu i pektin.
Pektin je imao veci kapacitet vezivanja katehina (20,71 mg/g) u usporedbi s celulozom (2,41
mg/g). Ovo bi se moglo objasniti time Sto je pektin topljivo vlakno, te ima strukturu dugog
molekularnog lanca, dok je celuloza, netopljivo vlakno i kristalne je strukture zbog brojnih
vodikovih veza kojima se vezu glukozne molekule. Stoga je pektin imao viSe slobodnih mjesta
za vezanje katehina u usporedbi s celulozom. Za adsorpciju katehina na celulozu bilo je

potrebno 6 h kako bi se postiglo zasi¢enje, 3to je bilo oko 2,5 sata duZe od vremena adsorpcije
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katehina na pektin. Polifenolni spojevi u netopljivom obliku kovalentnim vezama su vezani za
strukture stani¢ne stijenke kao $to su celuloza, hemiceluloza, lignin, pektin i Srapicasti oblici
proteina (Wong, 2006). Fenolne kiseline, poput hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline
stvaraju eterske veze s ligninom preko svojih hidroksilnih skupina u aromatskom prstenu i
estereske veze sa strukturiranim ugljikohidratima i proteinima preko svoje karboksilne skupine
(Bhanja i sur., 2009; Liu, 2007; Liyana-Pathirana i Shahidi, 2006). Hidrofobne interakcije su
interakcije izmedu vode i u vodi netopljivih ili slabo topljivih molekula kao Sto su nepolarne
molekule. One mogu formirati nakupine kako bi 3to manje bile u dodiru s vodom. Neka
prehrambena vlakna i polifenoli nisu topljivi u vodi §to im daje moguénost stvaranja hidrofobnih
nakupina. Takoder, polifenoli imaju hidrofobne aromati¢ne prstenove koji pospjesuju
hidorfobne interakcije (Saura-Calixto, 2011).

Istrazivanja koja su prou€avala odnos izmedu polifenola i celuloze pokazala su da maksimalni
kapacitet vezivanja polifenola na celulozu ovisi o njihovoj molekularnoj strukturi i kre¢e se u
rasponu od 0,4 do 1,4 g na 1 g celuloze (Phan i sur., 2015). Interakcija izmedu fenola (katehin,
ferulicna kiselina, klorogenska kiselina, galna kiselina i cjanidin-3-glukozid) i celuloze dogada
se spontano, unutar 1 minute, zatim se ubrzano povec¢ava unutra 30 minuta. Dva sata se odvija
intenzivnije vezanje dok nakon toga dolazi do usporavanja vezanja fenola na celulozu.
Istrazeno je da se vezivanja antocijana i fenolnih kiselina iz soka ljubi¢aste mrkve na
polisaharide stani¢ne stjenke dogada unutar 30 sekundi do 10 minuta, dok se nakon toga
vezanje odvija usporeno (Padayachee i sur., 2012a; 2012b). Phan i sur. (2015) su naveli da
su ovi rezultati korisni za pretpostavljanje ponaSanja fenola tijekom konzumacije hrane jer je
vjerojatno da Ce se fenoli vezivati na vlakna tijekom Zvakanja u ustima ili kasnije u Zelucu i
tankom crijevu. Liu i sur. (2017) pretpostavili su da je po¢etno vezivanje posljedica adsorpcije
polifenola na vezna mjesta na povrsini celuloze. Naknadno, fenolne molekule mogu difundirat
unutar celuloze i vezati se na dostupna mjesta celuloznih mikrovlakana. Vezanje je
prvenstveno vodikovim vezama i hidrofobno vezivanje zbog prisutnih hidroksilnih skupina.
Osim toga i konformacijska fleksibilnost fenolnih prstenova vazan je faktor za nekovalentnu
interakciju celuloza-fenol. Vezivanje se povecava s povecanjem broja i konformacijske
nefleksibilnosti fenolnih prstenova. Razli€iti polifenoli imaju razliite afiniteta vezanja, Sto
ukazuje na to da celuloza u odredenoj mjeri ima sposobnost selektivhe adsorpcije polifenola
(Liu i sur., 2017; Cartalade i Vernhet, 2006).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Glavni cilj ovo rada bio je razvoj bioaktivnih dodataka hrani na bazi celuloze kao nositelja

fenolnih spojeva i hlapljivih komponenti soka maline odnosno soka viSnje.

Hipoteze istraZivanja koje su postavljene:

¢ Adsorpcija fenola na celulozu ovisi o koli€ini celuloze;

e Adsorpcija fenola na celulozu ovisi o vrsti i svojstvima fenola;

e Adsorpcija hlapljivih komponenti na celulozu ovisi o koli¢ini celuloze te fizikalno-

kemijskim karakteristikama hlapljivih komponenti;

e Adsorpcija fenola i hlapljivih komponenti na celulozu ovisi o vremenu kompleksiranja

celuloze i sokova maline/visnje;

e Vrsta fenolnih i hlapljivih komponenata utjee na stabilnost kompleksa tijekom

skladistenja.

Kako bi se testirale postavljene hipoteze, pojedinani zadaci istraZivanja bili su:

o Ispitati moguénost primjene celuloze kao nositelja fenolnih spojeva i hlapljivin

komponenti soka maline odnosno soka visnje:

v

v

Priprema kompleksa na bazi celuloze i soka maline odnosno celuloze i soka
visnje;

Liofilizacija kompleksa.

e |spitati utjecaj koli€ine celuloze i vremena kompleksiranja na adsorpciju fenolnih

komponenti soka maline odnosno soka visnje:

v

Koli€ina celuloze za pripremu kompleksa je varirala (2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 %)
dok je koli¢ina soka (maline ili viSnje) bila konstantna;

Vrijeme kompleksiranja 15 minuta i 60 minuta;

Odredivanje adsorbiranih ukupnih fenola, antocijana, proantocijandina na
celulozu;

Odredivanje pojedinacnih fenola;

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti kompleksa celuloza/malina i
celuloza/visnja (DPPH, ABTS, FRAP i CUPRAC metode);

Odredivanje parametara boje kompleksa celuloza/malina i celuloza/visnja (L*,
a*, b*, °h, C*, AE);

Odredivanje strukturnih promjena kompleksa celuloza/malina i celuloza/vidnja

u odnosu na distu celulozu.

o Ispitati utjecaj koli¢ine celuloze i vremena kompleksiranja na adsorpciju hlapljivih

spojeva soka maline odnosno soka visnje:
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v Odredivanje aromatskih komponenti pomocu plinske kromatografije s masenim
detektorom (GC-MS);
o Ispitati stabilnost fenolnih spojeva i hlapljivih komponenti u liofiliziranim kompleksima
skladiStenim 12 mjeseci na sobnoj temperaturi:
v' Odredivanje svih prethodno definiranih parametara te usporedba rezultata

nakon skladiStenja s poCetnim uzorcima.

Pripremljeni kompleksi mogu se Koristiti za obogacivanje pekarskih proizvoda, mlije¢nih
proizvoda, proizvoda na bazi voéa te drugih prehrambenih proizvoda polifenolima,
antioksidansima i vlaknima s ciliem dobivanja tzv. funkcionalnih proizvoda. Osim
poboljSanja nutritivnih svojstva hrane, novi bioaktivni dodatci mogu poboljsati i senzorska

svojstva (aromu i boju) te povecati stabilnost proizvoda u koji se dodaju (Slika 14).

)

celulozalfenolni spoj

kompleks < B & (N
St on A,
i ; OH

> Povecan antioksidacijski
kapacitet;

~ PoboljSana aroma i boja;

» Pozitivan utjecaj na zdravlje;

Slika 14 Dodavanje prehrambenih vlakana (celuloze) sa antioksidativnim djelovanjem u

hranu radi poboljSanja svojstava prehrambenih proizvoda
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/ Kompleksiranje

15 min/é0 min na sobnoj temperaturi

!

Centrifugiranje
15 min/4000 o/min

!

| Liofilizacija |

/ \ Sok visnje |

Liofilizirani uzorci | Skladistenje liofiliziranih 50 mL

50 mL .
nakon pripreme uzoraka 12 mjeseci )
* (sobna temperatura) #
H CELULOZA I l CELoz2 I

(2,5 %, 5 %, 7,5 %,10 %) (2,5 %, 5 %, 7,5 %,10 %)

I Sok maline

| Ekstrakcija I

}
ODREBIVANJE:
» Udjela adsorbiranih fenolnih komponenata;
» Antioksidativne aktivnosti kompleksa
celuloza/malina i celulozalvisnja;
» Parametara boje kompleksa.
» Udjela adsorbiranih hlapljivih komponenata;
7 IR spektra kompleksa celuloza/malina i
celulozalvisnja;

Slika 15 Shematski prikaz rada

3.2. MATERIJALI | METODE
3.2.1. Materijali

Maline (Rubus ideus) su ubrane na lokaciji 46°10'53.4"N 16°19'31.8"E, a viSnje (Prunus
cerasus) na lokaciji 46°18'11.0"N 16°33'14.3"E u okolici Varazdina. Celuloza (mikrokristalicna)
nabavljena je od proizvodaca Kemika (Zagreb, Hrvatska). Kalij klorid, natrij acetat, etanol,
amonij acetat nabavljeni su od Gram-mol d.d. (Zagreb, Hrvatska). Kalij natrij tartarat
tetrahidrat, natrij karbonat, natrij hidroksid, octena kiselina kupljeni su u T.T.T. (Sveta Nedjelja,
Hrvatska). Trolox, 4-(dimetilamino)-cinamaldehid, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-
azinobis(3-etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS), Zeljezo(lll)klorid i galna kiselina bili su
iz Sigma-Aldrich ( St. Louis, MO, SAD). Eugenol i mirtenol su nabavljeni od proizvodaca Sigma
(Darmstadt, Njemacka). Folin-Ciocalteuov reagens kupljen je od proizvodaca Carlo Erba
Reagents (Sabadell, Spanjolska), dok je klorovodi¢na kiselina kupliena od proizvodaca
Panreac (Barcelona, Spanjolska). Standardi: elaginska kiselina, rutin, kvercetin, kaepferol,
cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-soforozid, cijanidin-3-rutinozid, neoklorogenska kiselina,
cijanidin-3-O-glukozid klorid, kao i procijanidin B2 nabavljeni su od Extrasynthese (Genay,
Francuska). Klorogenska kiselina, bakar (ll) klorid, neokuproin hemihidrat, 2,4,6-tripiridil-s-
tirazin (TPTZ) kupljeni su od Acros Organics (Geel, Belgija). Orto-fosforna kiselina kupljena je

od Fisher Scientific (Loughborough, UK) i metanol u firmi J.T. Baker (Deventer, Nizozemska).

37



3.2.2. Priprema bioaktivnih dodataka hrani

Bioaktivni dodatci hrani pripremljeni su kompleksiranjem celuloze i soka maline odnosno soka
vidnje. Sokovi od maline i vidnje pripremljeni su preSanjem zrelih plodova te zbog uklanjanja
krutih dijelova filtrirani su kroz gazu. Tako pripremljeni sokovi termi¢ki su obradeni na 90 °C 3
minute radi inaktivacije enzima. Za pripremu kompleksa celuloza/malina i celuloza/visnja,
celuloza i sok maline odnosno viSnje mijeSani su 15 minuta odnosno 60 minuta na magnetskoj

mijesalici na sobnoj temperaturi u odgovarajuéim omjerima (Tablica 4 i Tablica 5).

Tablica 4 Omjer sastojaka za pripremu kompleksa celuloza/malina

Oznaka uzorka Udio celuloze (g) Sok maline (mL)
2,5%_CM 1,25 50
5 %_CM 2,5 50
7,5 %_CM 3,75 50
10 %_CM 5 50

(CM — kompleks celuloza malina; 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 % - udio celuloze prilikom pripreme

kompleksa)

Tablica 5 Omjer sastojaka za pripremu kompleksa celuloza/vi$nja

Oznaka uzorka Udio celuloze (g) Sok visnje (mL)
2,5%_CV 1,25 50
5%_CV 2,5 50
7,5 %_CV 3,75 50
10 %_CV 5 50

(CV - kompleks celuloza visnja; 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 % - udio celuloze prilikom pripreme

kompleksa)
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 celuloza/malina i celuloza/viSnja. Suhi kompleksi
celuloza/malina i celulozal/vidnja su dobiveni liofilizacijom. Prije postupka liofilizacije, mokri
kruti dio dobiven centrifugiranjem je zamrznut na -18 °C 24 sata, a liofilizacija je provedena u
liofilizatoru (Christ Freeze Dryer, Alpha 1-4, Germany) (Slika 16). 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 zavrdnoj fazi temperatura izotermne desorpcije od 0 °C do
22 °C pod vakuumom od 0,060 mbar. Dobiveni liofilizirani uzorci odmah su se koristili za
odredivanje definiranih parametara.
Za odredivanje stabilnosti, kompleksi su pakirani u plasti¢nu foliju i ¢uvani su na sobnoj

temperaturi 12 mjeseci.
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Slika 16 Liofilizator (Christ Freeze Dryer, Alpha 1-4)

3.2.3. Metode

Ekstrakcija uzoraka

Za pripremu ekstrakta odvagano je 0,8 g suhog uzorka kompleksa celuloza/malina odnosno
celulozal/vidnja, te je dodano 5 mL metanola zakiseljenog s klorovodi€nom kiselinom (HCI :
metanol = 1:99). Provedena je ekstrakcija u ultrazvuénoj kupelji u vremenu od 15 minuta,
nakon koje je ostavljena smjesa dodatnih 15 minuta na mirovanje kako bi se izdvojile kruta i
tekuca faza. Tekuci ekstrakt je dekantiran te stavljen na centrifugiranje 10 minuta na 10 000
o/s. Dobiveni tekuci ekstrakt odvajan je u plasti¢nu epruvetu, a ekstrakcija s novom koli¢inom
otapala (5 mL) i odijeljivanje slojeva ponovljena je joS dva puta, na prethodno opisan nacin.
Cetvrti put je na zaostali talog dodano novih 5 mL zakiseljenog metanola te ekstrahirano 15

minuta. Cijela smjesa centrifugirana je 15 minuta na 4000 o/s.

Dobiveni ekstrakt je koristen za odredivanje ukupnih fenola, antocijana i antioksidacijske

aktivnosti.

Odredivanje ukupnih fenola
Udio ukupnih fenola odreden je Folin-Ciocalteu metodom (Singleton i Rossi, 1965).
Kalibracijska krivulja galne kiseline koriStena je za izrazavanje ukupnih fenola, a rezultati su

izraZeni u gramima galne kiseline po kilogramu uzorka (g GAE/Kg).

Postupak: u epruvetu se otpipetira 0,2 mL uzorka, 1,8 mL destilirane vode, 10 mL Folin-
Ciocalteu (1:10) reagensa i 8 mL otopine natrijevog karbonata (7,5 %), promucka se i ostavi

stajati 2 sata na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. Slijepa proba se pripravi sa
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destiliranom vodom (2 mL). Apsorbancija otopine se odreduje na spektrofotometru pri 765 nm.

Mijerenja su provedena u tri paralele.

Odredivanje sadrzaja monomernih antocijana

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. pH-diferencijalna
metoda se zasniva na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni
pH.

Antocijani podlijezu reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se manifestira
promjenom spektra absorbancije. pH-diferencijalna metoda za odredivanje antocijana
omogucava brzo i toéno mjerenje ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost polimeriziranih,
degradiranih pigmenata i drugih tvari koje bi mogle smetati. Antocijani su odredivani metodom
prema Giusti i Wrolstadu (2001.).

Postupak: Otpipetira se 0,2 mL ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu se doda 2,8 mL 0,025
M KCI (pH 1), a u drugu 2,8 mL 0,4 M natrijevog acetata (pH 4,5). Nakon stajanja od 15 minuta
uzorcima se pomocu spektrofotometra mjeri absorbanca na dvije valne duljine (Anis= 515 nm
i 700 nm). Slijepa proba pripremljena je s destiliranom vodom. Sadrzaj antocijana je izraCunat

prema slijedecoj formuli:
C (antocijana) (Mg/kg) = (Ax M x FR x 1000) / € x |
gdje je:
A - absorbancija uzorka, a izraCunava se prema izrazu:
A = (Anvis— A700)pH 1 — (Avis — A700) pH 4,5

M — molekularna masa cijanidin-3-glukozida - 449,2; FR - faktor razrjedenja (mg cijanidin-3-
glukozida/kg); € - molarna absorptivnost; 26 900; | - duljina kivete (1 cm). (M i € su uzeti za

cijanidin-3-glukozid).
Odredivanje fenola primjenom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti

Sadrzaj fenola odreden je koriste¢i HPLC sustav 1260 Infinity Il (Agilent technology, Santa
Clara, CA, USA) (Slika 17). Navedeni sustav se sastoji od sljedecih dijelova: kvaterna pumpa,
detektor s diodnim nizom i kolona Poroshell 120 EC-C 18 (4,6 x 100 mm, 2,7 ym). Koristena
metoda je opisana u radu Lonc¢ari¢ i sur. (2016) te prethodno validirana. Kao mobilne faze
koristeni su 0,1 %-tna H3PO4 (A) i 100%-tni metanol (B). Koli¢ina injektiranog uzorka iznosila
je 20 pL, a protok je bio postavljen na 1 mL/minuti. Prije injektiranja u sustav svi uzorci su
filtrirani koriste¢i PTFE filter sa porama veli€ine 0,45 uym. Za eluiranje komponenti koristeni su
sliedeci uvjeti:0-38 minuta od 3 % do 65 % B i 38-45 minuta 65 % B. Za pripremu kalibracijskih
krivulja, koristene su koncentrirane otopine standarda pripremljene u zakiseljenom metanolu

(1:99 HCl:metanol) za antocijane ili u 100 %-tnom metanolu za ostale fenole. Kalibracijski
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pravci izradeni su za sljede¢e komponente: klorogenska kiselina (1 — 150 mg/L; r?= 0,9993),
neoklorogenska kiselina (1 — 150 mg/L; r? = 0,9999), elaginska kiselina (5 — 300 mg/L; r? =
0,9998), rutin (1-150 mg/L; r> = 0,999), kvercetin (1 — 150 mg/L; r? = 0,9999), kaempferol (0,5
- 150 mg/L; r?=0,9997), cijanidin-3-glukozid (10 - 150 mg/L; r? = 0,9993), cijanidin-3-soforozid
(1 — 500 mg/L; r? = 0,9997), cijanidin-3-rutinozid (1 — 150 mg/L; r?> = 0,9997). Cijanidin-3-
glukozil-rutinozid je odreden uvjetno preko literature usporedbom vremena zadrZavanja na
koloni (Loné&ari€ i sur., 2016; Jakobek i sur., 2007) te je izraCunat preko cijanidin-3-rutinozida.
Derivati elaginske kiseline odnosno kvercetina su takoder odredeni uvjetno usporedujuci
UV/Vis spektar te izraCunati preko formula za elaginsku kiselinu odnosno kvercetin. UV/Vis
spektar je sniman u podrucju od 190 do 600 nm. Antocijani su identificirani na 520 nm,
hidroksicimetne kiseline na 320 nm, a flavonoli i elaginska kiselina na 360 nm. Uzorci su

analizirani u paralelama.

Slika 17 HPLC uredaj 1260 Infinity Il (Agilent technology, Santa Clara, CA, USA)

Odredivanje proantocijanidina

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

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koristene su Cetiri metode: DPPH, ABTS, CUPRAC

i FRAP. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.
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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 minuta 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.
Odredivanje parametara boje

Mjerenje boje kao i promjena boje praceni su kromametrom (Minolta CR-400). Ovaj tip
kromametra mijeri reflektiranu svjetlost s povrSine predmeta. Svjetlost se reflektira, te takvu
svjetlost mjeri Sest jako osjetljivih silikonskih fotocéelija. 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 18). 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 tocno definiramo pojedinu
boju npr. crvenu, plavu, zelenu itd. ovisno o dominantnoj valnoj duljini. Zasi¢enje (C*) definira
udio Ciste boje u ukupnom vizualnom doZivljaju boje tj. udio pojedinih valnih duljina u ukupnom

tonu boje.
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L*=0

Slika 18 Trodimenzionalni CIE L*a*b* sustav boja (Nguyen i sur., 2018)

Svjetlina (L*) opisuje slicnost boje s nizom akromatskih boja od crne preko sive do bijele
odnosno udio crne u nekom tonu boje. Udaljenost izmedu dvije toCke u koordinathnom sustavu
boje se izrazava kao promjena boje odnosno AE. Promjena boje izratunava se na temelju L*,

a* i b* vrijednosti prema slijede¢oj formuli:

AE = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? 1°°

AL* = L* - L*,
Aa* = a* - a*,
Ab* = b*¢ - b*,

(k — kontrolni uzorak; u — usporedivani uzorak)

Odredivanje hlapljivih komponenata

Za odredivanje hlapljivih komponenata koriten je plinski kromatograf s masenim detektorom
(GC-MS). Za ekstrakciju hlapljivih tvari koristeno je SPME vlakno presvuceno sorbentom
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan(DVB/CAR/PDMS) (50/30 pum, StableFlex™,
Supelco, Bellefonte, PA, SAD). Za tu svrhu, u bo€icu od 10 mL odvagano je 0,3 g uzorka,
nakon ¢ega je dodano 4,7 g vode i 1 g NaCl-a. U bodicu se stavi magnet te se hermeticki
zatvori teflonskim ¢epom. Bocica se postavi u modulu za grijanje, uz stalno mije$anje uzorka
magnetskom mijeSalicom, te se hlapljivi sastojci adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu.
Kondicioniranje bo€ica s uzorcima provedeno je u modulu za grijanje s kontroliranom
temperaturom od 45 °C tijekom 45 minuta i mijeSano na 350 o/minuti. Po zavrSetku adsorpcije
vlakno s adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te slijedi

njihova desorpcija. Odredivanje hlapljivih sastojaka uzoraka provedeno je primjenom
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instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koriSten plinski kromatograf Agilent 7890B s
masenim spektrometrom Agilent 5977A (Agilent Technologies, CA, USA) (Slika 19).

g

Slika 19 Plinski kromatograf Agilent 7890B (Agilent Technologies, CA, USA)
Hlapljivi spojevi su desorbirani u otvor GC injektora na 250 °C 7 minuta; nacin rada bez
dijeljenja. Plinski kromatograf je bio opremljen HP5 kapilarnom kolonom (60 m x 0,25 mm x
0,25 ym). Kao plin nositelj koristen je helij pri protoku od 1 mL/minuti pri 40 °C. Temperatura
pecénice programirana je na sljedeci nacin: pocetna temperatura od 40 °C odrzavana je 2
minute, zatim 6 °C/minuti do 230 °C.
Hlapljivi spojevi identificirani su pomoc¢u masenog selektivnog detektora. Detektor je radio u
m/z rasponu izmedu 45 i 450, temperatura ionskog izvora i kvadropola odrzavani su na 230
°C odnosno 150 °C. Spojevi su potvrdeni usporedivanjem njihovih masenih spektara prema
nacionalnoj bazi podataka masenih spektara Instituta za standarde i tehnologiju (NIST, East
Amwell Township, NJ, SAD) te kroz vrijeme zadrzavanja i indeks zadrZavanja. Provedena su
dva ponavljanja za svaki uzorak. Za uzorke s malinom, kvantifikacija je provedena s
eugenolom kao internim standardom, a za uzorke s viSnjom s mirtenolom kao internim
standardom, a rezultati su prikazani kao mikrogrami hlapljive komponente po kilogramu uzorka
(Mg/kg).
FTIR-ATR analiza
FTIR-ATR analizom utvrdene su strukturne promjene na celulozi nakon kompleksiranja s
fenolima soka maline i soka viSnje. Snimanje FTIR spektra provedeno je pomocu Cary 630
FTIR spektrometra (Slika 20) u rasponu od 4000 do 600 cm™™.
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|
Slika 20 FTIR-ATR uredaj

Statisticka obrada podataka

Analiza varijance (ANOVA) i Fisherova najmanje znacajna razlika (LSD) s znacajnost

definirana na p < 0,05 primijenjena je za statisticku procjenu dobivenih rezultata pomoéu

softverskog programa STATISTICA 13.1 (StatSoft Inc, Tulsa, OK, SAD). Svi rezultati su

predstavljeni kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
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4. REZULTATI



4.1. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZ| CELULOZE | SOKA MALINE

4.1.1.Udio fenola i antocijana u kompleksima celuloza/malina

Tablica 6 Udio ukupnih fenola (g/kg) u kompleksima celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorci Vrijeme kompleksiranja (minuta)
15 | 60
Nakon pripreme
2,5% CM 2,43+ 0,03 1,96+0,01°
5%_CM 1,70+0,25° 1,54+0,03°
7,5 %_CM 1,38+0,02¢ 1,23+0,01°
10 %_CM 1,26+0,27¢ 1,16+0,04°
Nakon 12 mjeseci skladiStenja

2,5% CM 2,08+0,11° 1,67+0,15°
5% _CM 1,76+0,22° 1,50+0,11°
7,5 %_CM 1,4740,14¢ 1,19+0,29°
10 %_CM 0,96+0,17¢ 0,72+0,06¢°

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razliite (p < 0,05); StatistiCka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastué¢im redoslijedom: a>b>c>d>e;2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

60_10 %_CM
60_7,5%_CM

60_5%_CM
60_2,5 % _CM
15_10 %_CM
15_7,5%_CM

155 %_CM

15_2,5%_CM

o
N
o
N
o

60
zadrzavanje (%)

]
o
—
o
o

120

Slika 21 Postotak zadrzavanja ukupnih fenola u kompleksima celuloza/malina (15 minuta i
60 minuta) nakon skladistenja (CM - celuloza/malina kompleks; 2,5 % - 10 % - udio celuloze)
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Tablica 7 Udio antocijana (mg/kg) u kompleksima celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorci Vrijeme kompleksiranja (minuta)
15 | 60
Nakon pripreme
25% CM 429,40+2,98° 411,88+1,12°2
5% CM 392,04+5,84° 374,02+2,37°
7,5 % CM 356,83+4,10° 337,35+4,09°
10 %_CM 320,19+2,50¢° 274,10+0,00¢
Nakon 12 mjeseci skladiStenja

2,5% CM 280,75+5,58¢ 237,06+5,64°
5% CM 243,01+2,41f 221,08+2,98f
7,5 % CM 209,79+4,85°9 192,40+0,00¢
10 %_CM 175,43+3,21" 166,36+0,37"

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d>e>f>g>h;2,5%,5 %, 7,5 % i 10
% - koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

60_10 %_CM
60_7,5% CM

60_5 % CM
60_2,5%_CM
15_10 %_CM
15_7,5%_CM

15 5% _CM
15 2,5% CM

N
0]
(@]
o
(¢)]
N
(@)]
N

56 58 60
zadrzavanje (%)

(o]
N
(@]
N
(@]
(o]
(@]
(0]

Slika 22 Postotak zadrZzavanja ukupnih antocijana u kompleksima celuloza/malina (15
minuta i 60 minuta) nakon skladiStenja (CM - celuloza/malina kompleks; 2,5 % - 10 % - udio
celuloze)
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4.1.2. Udio pojedinacnih fenola u kompleksima celuloza/malina (HPLC)

Tablica 8 Koncentracija polifenola (ug/g) u kompleksima celuloza/malina (CM) pripremljeni
kompleksiranjem od 15 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Fenolni spojevi 25% CM | 5% CM | 75%CM | 10% CM
15 minuta
Nakon pripreme

Cijanidin-3-soforozid 196,24 + 0,992 | 178,95 +4,45° | 165,37 + 0,96° | 158,08 + 3,30
Cijanidin-3-glukozil-rutinozid* | 28,82 + 0,502 | 28,01 + 0,682 26,96 + 0,40° | 26,92 +0,16°
Cijanidin-3-glukozid 58,39 + 0,292 52,29+0,53° | 46,20+ 0,52° | 41,00 +1,47¢
Cijanidin-3-rutinozid 33,95+0,792 | 31,87 +1,15%* | 30,83+0,21° | 29,08 +0,61°
Elaginska kiselina 80,84 + 2,292 | 66,14 + 2,56 56,77 +2,99¢ | 44,11 +2,78¢
Elaginska kiselina derivat 1* 19,96 + 0,672 16,46 + 0,44° 13,76 £0,29¢ | 10,46 + 0,599

Elaginska kiselina derivat 2* 8,38 + 0,152 7,43 £ 0,05° 6,23 + 0,20° 5,41+ 0,124
Elaginska kiselina derivat 3* 10,32 £ 0,212 9,58 £ 0,432 8,48 £ 0,25° 7,20 £ 0,45¢
Kvercetin 25,67 +0,102 | 24,54 +0,29* | 23,31+0,16° | 21,73 +0,62¢
Kvercetin derivat 1* 16,90 £ 0,112 16,52 £ 0,172 | 16,23 £ 0,042 | 15,62 + 0,33

Nakon skladistenja

Cijanidin-3-soforozid 83,03 + 0,092 77,78 +0,21° | 66,66 +0,93° | 66,46 + 3,13°
Cijanidin3-glukozil-rutinozid* | 21,37 +0,072 | 20,78 +0,08° | 20,20+ 0,06° | 20,82 +0,37°
Cijanidin3-glukozid 45,64 £ 0,112 | 40,67 £0,49° 34,28 +0,16° | 30,25+ 1,06¢
Cijanidin-3-rutinozid 28,40+ 0,012 | 27,37 +0,06° | 2585+0,11°c | 24,77 £ 0,55°
Elaginska kiselina 104,80 £ 1,402 | 82,70+£0,63° | 69,09+0,13c | 54,60+ 1,409

Elaginska kiselina derivat 1* 19,47 + 0,292 12,39 £0,13° 9,03 +0,13¢ 7,09 + 0,264

Elaginska kiselina derivat 2* 8,21 £ 0,372 6,77 £ 0,04° 549 £ 0,21¢ 4,78 + 0,23¢

Elaginska kiselina derivat 3* 12,56 + 0,252 11,84 + 0,362 9,09 + 0,25 7,46 £ 0,58¢
Kvercetin 27,09+ 0,142 | 2555+0,03> | 23,41+0,03¢ | 21,22 +0,57¢
Kvercetin derivat 1* 16,86 £ 0,182 | 16,44 + 0,023 | 15,96 + 0,13° 15,60 £ 0,13°

*kvantificirano pomocu kalibracijskih krivulja cijanidin 3-soforozida, elaginske kiseline i kvercetina; Statisti¢ka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom: a>b >c>d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

Tablica 9 Koncentracija polifenola (ug/g) u kompleksima celuloza/malina (CM) pripremljeni
kompleksiranjem od 60 minuta nakon pripreme i nakon skladiStenja

Fenolni spojevi

25% _CM

5 %_CM

| 7.5% CM

|

10 %_CM

60 minuta

Nakon pripreme

Cijanidin-3-soforozid 188,96 + 2,952 | 175,56 + 0,18 | 156,08 + 1,12° | 134,95 + 0,46¢
Cijanidin-3-glukozil-rutinozid* 26,41 + 0,022 25,91 + 0,672 24,84 + 0,01 24,54 + 0,30
Cijanidin-3-glukozid 53,55 + 1,852 47,36 + 0,13 39,92 +0,34° | 33,750,024
Cijanidin-3-rutinozid 32,20 £ 0,032 30,61 £ 0,03 28,85+ 0,07¢ | 27,17 +0,09¢
Elaginska kiselina 89,09 + 0,872 89,05 £ 0,702 67,92 + 0,06 85,98 + 0,00¢
Elaginska kiselina derivat 1* 12,82 + 0,142 10,05 + 0,12 7,79 +0,12¢ 6,12 + 0,06¢
Elaginska kiselina derivat 2* 7,12+ 0,172 6,12+ 0,19° 5,07 + 0,04¢ 4,33 £ 0,04¢
Elaginska kiselina derivat 3* 13,22 + 0,532 11,90 + 0,29 9,90 + 0,20¢ 8,03 + 0,41¢
Kvercetin 26,54 £ 0,012 25,02 + 0,05 23,13+0,12¢ | 21,90 + 0,04¢
Kvercetin derivat 1* 16,62 + 0,092 16,32 + 0,052 15,95 + 0,02° 15,59 £ 0,00°
Nakon skladistenja
Cijanidin-3-soforozid 73,96 + 0,022 63,42 £ 1,77° 60,52 + 2,41¢ 60,52 + 2,40¢
Cijanidin-3-glukozil-rutinozid* 20,75 + 0,062 20,28 + 0,277 20,41 £ 0,092 20,51 £ 0,042
Cijanidin-3-glukozid 37,76 £ 0,462 34,01 £1,07° 30,70 +1,22¢ | 28,68 +0,814
Cijanidin-3-rutinozid 26,42 + 0,109 25,13 £ 0,45° 24,70 £ 0,53 24,36 + 0,39°
Elaginska kiselina 93,31 £ 2,042 104,53 £0,95° | 80,74 +3,64° | 65,32 +4,144
Elaginska kiselina derivat 1* 9,94 + 0,002 8,68 + 0,25 6,77 £ 0,20¢ 5,95+ 0,16¢
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Elaginska kiselina derivat 2* 6,14 £ 0,002 5,54 + 0,26° 4,62 + 0,09¢ 4,24 + 0,09¢
Elaginska kiselina derivat 3* 14,22 + 0,062 12,45 £ 0,94° 10,25 + 0,47¢ 8,78 £ 0,789
Kvercetin 26,47 + 0,192 25,39+ 0,27° | 23,26 +0,18° | 22,38 + 0,229
Kvercetin derivat 1* 16,25 + 0,06° 15,97 £ 0,052 | 15,74 + 0,09° 15,57 £ 0,08°

*kvantificirano pomocu kalibracijskih krivulja cijanidin 3-soforozida, elaginske kiseline i kvercetina; StatistiCka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastu¢im redoslijedom: a>b >c¢>d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

4.1.4. Antioksidacijska aktivnost kompleksa celuloza/malina

Tablica 10 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladidtenja odredena DPPH

metodom

Uzorci - DPPH -
15 minuta 60 minuta
Nakon pripreme
2,5%_CM 23,51+0,56° 22,86+0,15°
5%_CM 22,83+0,31b 23,10+0,15°
7,5 %_CM 22,24+0,19¢ 22,79+0,02°
10 %_ CM 20,01+0,784 22,73+0,17°
Nakon skladistenja
2,5%_CM 25,6840,272 25,8910,362
5%_CM 24,96+1,323.0 26,52+0,312
7,5 %_CM 26,54+0,642 25,1540,592
10 %_CM 25,64+0,162 25,2940,832

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastu¢im redoslijedom: a > b >c >d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

Tablica 11 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/malina ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja odredena FRAP
metodom

Uzorci FRAP
15 minuta 60 minuta
Nakon pripreme
2,5%_CM 2,81+0,02° 2,56+0,152
5%_CM 2,40+0,05¢ 2,500,142
7,5 % CM 2,29+0,03¢ 2,09+0,04°
10 %_ CM 2,02+0,02¢ 1,79+0,06°
Nakon skladistenja

2,5% CM 3,08+0,082 2,22+0,082
5%_CM 2,360,054 2,46+0,032
7,5 % CM 2,59+0,04¢ 2,01+0,00°
10 %_CM 1,76+0,00f 1,72+0,02¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima nisu statisticki znac¢ajno razliCite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom:a>b>c>d>e>f;25 %, 5 %, 7,5 % i 10 % -
koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.
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Tablica 12 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladiStenja odredena
CUPRAC metodom

Uzorci CUPRAC
15 minuta | 60 minuta
Nakon pripreme
2,5%_CM 103,20+0,17° 82,9415,14b
5% _CM 79,61+0,43¢ 84,84+2,53P
7,5%_ CM 69,19+1,60¢ 70,19£0,04¢
10 %_ CM 54,47+5,91° 55,48+2,80°
Nakon skladistenja
2,5%_CM 127,3310,162 97,60+3,812
5% CM 100,71+3,31b 97,88+2,532
7,5%_CM 92,26+0,22¢ 85,02+0,96°
10 %_CM 81,54+1,51¢ 66,65+3,22¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacéene razli€itim slovima nisu statisticki znac¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d>e>f;25 %, 5%, 7,5 % i 10 % -

koli€ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

4.1.5. Boja kompleksa celuloza/malina

Tablica 13 Parametri boje kompleksa celuloza/malina (CM) nakon pripreme

Udio celuloze L* a* b* °h c*
100 % 93,40+0,00 0,42+0,02 6,65+0,01 86,34+0,11 6,66+0,01

15 minuta kompleksiranja

2,5%_CM 68,93+0,03f 34,420,092 2,28+0,062 3,79+0,112 34,50+0,092

5%_CM 70,710,029 32,88+0,06° 1,52+0,04b¢ 2,64+0,07¢ 32,92+0,05°

7,5 %_CM 71,14£0,02¢ | 32,39+0,03P¢ 1,25+0,01¢ 2,21+0,03¢ 32,41+0,03¢

10 %_CM 73,57+0,01® | 30,3840,03¢ 1,46+0,02° 2,75+0,04¢ 30,42+0,03¢
60 minuta kompleksiranja

2,5%_CM 69,2540,02¢ | 34,18+0,052 2,29+0,042 3,830,062 34,26+0,052

5%_CM 71,58+£0,02¢ 32,14+0,06¢ 1,44+0,04¢ 2,57+0,07¢ 32,17+0,06°¢

7,5 %_CM 71,60+£0,01¢ 31,92+0,02¢ 1,78+0,02° 3,20+0,02¢ 31,97+0,02¢

10 %_CM 74,090,022 29,94+0,04f 1,11+0,04¢ 2,1340,07¢ 29,96+0,04f

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom:a>b>c>d>e>f;25%,5 %, 7,5 % i 10 % -
koli€¢ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.

Tablica 14 Parametri boje kompleksa celuloza/malina (CM) nakon skladistenja

Udio celuloze L* a* b* °h c*
100 % 93,40+£0,00 0,42+0,02 6,65+0,01 86,34+0,11 6,66+0,01

15 min kompleksiranja

2,5% _CM 73,37+0,05¢ | 27,230,012 | 2,470,042 5,18+0,08° 27,340,012

5%_CM 74,17+0,05¢ | 26,76+0,05° | 2,13+0,01¢ 4,5540,03¢ 26,85+0,05°

75 % _CM 76,30+0,02° | 24,42+0,02¢ | 1,89+0,01¢ 4,4340,02¢ 24,49+0,02¢

10 %_CM 76,60+0,02° | 24,67+0,02¢ | 1,57+0,01¢ 3,63+0,03¢ 24,72+0,02¢
60 min kompleksiranja

2,5% _CM 73,62+0,02° | 27,41+0,032 | 2,03+0,03¢ 4,24+0,07¢ 27,48+0,032

5% _CM 75,41+£0,01¢ | 24,67+0,02° | 2,36+0,00° 5,470,012 24,78+40,02¢

75% CM 76,39+0,02° | 24,1740,02¢ | 2,07+0,01¢ 4,89+0,03° 24,26+0,02¢

10 %_CM 77,050,012 | 23,73+0,01¢ | 1,86+0,03¢ 4,47+0,07¢ 23,80+0,01¢

Vrijednosti u istom stupcu oznac&ene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom:a>b>c>d>e>f;25%,5 %, 7,5 % i 10 % -
koli€ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.
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Tablica 15 Promjena boje kompleksa celuloza/malina u odnosu na distu celulozu AE i
promjena boje kompleksa celuloza/malina nakon skladistenja u odnosu na poc&etne uzorke
AE+

Uzorci AE | AE;
15 minuta kompleksiranja

25% CM 42,11 8,45

5%_CM 39,93 7,06

7,5 % CM 39,32 9,52

10 %_CM 36,30 6,47
60 minuta kompleksiranja

25% CM 41,74 8,07

5%_CM 38,85 8,44

7,5 % CM 38,61 9,12

10 %_CM 35,70 6,92

CM - celuloza/malina; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CM kompleksa.
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4.1.6. Hlapljive komponente kompleksa celuloza/malina

Tablica 16 Hlapljive komponente identificirane u soku malina i kompleksima celuloza/malina

Malina sok Kompleks Vrijeme zadrzavanja Indeks Molekularna Log P Tlak para Opis
celuloza/malina (minuta) zadrzavanja masa (o/w) (mm/Hg) arome
2-heksenal + 7,4716 851 98,14 1,79 4,62 zelena
heksanol - 8,5358 866 102,18 2,03 0,947 zelena
benzaldehid + 14,8880 955 106,124 1,480 1,27 vocna
B-mircen - 17,1058 987 136,238 4,17 2,29 drvenasta
oktanal + 18,0072 998 128,22 2,951 2,068 zelena
heksanska kiselina - 18,7302 1009 116,16 1,920 0,158 vocna
limonen + 19,3232 1018 136,238 4,57 0,198 citrus
2-etil heksanol + 19,8268 1029 130,231 2,82 0,207 vocna
benzil alkohol - 20,1599 1035 108,14 1,100 0,094 vocna
y-terpinen - 21,1997 1051 136,238 4,5 1,075 citrus
1-feniletanon + 21,6789 1057 120,151 1,58 0,397 vocna
linalol oksid + 22,0851 1065 170,252 1,375 0,002 cvjetna
oktanol - 22,2638 1071 130,23 3,0 0,079 zelena
- gvajakol 23,1329 1080 124,139 1,32 0,179 drvenasta
a-terpinolene + 23,8974 1094 136,238 4,470 1,126 drvenasta
linalol + 23,8884 1096 154,252 2,970 0,016 citrus
nonanal + 24,1158 1095 142,242 3,461 0,532 citrus
etil heksanska + 25,8217 1128 144,214 2,640 0,03 bez arome
kiselina
2-nonenal + 27,1726 1155 140,226 3,319 0,256 zelena
- mentol 27,6494 1167 156,27 3,216 0,032 zelena
a-terpineol + 28,4620 1180 154,253 2,67 0,028 drvenasta
mirtenol + 28,7553 1185 152,24 3,22 0,018 zelena
dekanal + 29,4771 1200 156,269 3,97 0,207 cvjetna
- etil benzaldehid 29,672 1201 134,178 2,408 0,106 vocna
B-ciklocitral - 29,9239 1207 152,237 3,10 0,176 biljina
nerol + 30,5818 1218 154,253 3,47 0,013 citrus
geraniol + 31,9384 1247 154,253 3,56 0,021 cvjetna
4-propil benzaldehid + 32,4908 1261 148,20 2,918 0,039 bez arome
vitispiran - 32,7283 1265 192,302 3,62 0,022 cvjetna
- dekanol 32,7995 1265 158,28 4,570 0,008510 vocna
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- nonanoska 33,5062 1277 158,23 3,42 0,009 vostana
kiselina
a-jonol + 37,4621 1376 194,317 4,492 0,001 bobi¢asta
B-damascenon + 37,6571 1380 190,286 4,04 0,02 drvenasta
etil dekanoat + 38,0311 1389 200,322 4,861 0,034 voc¢na
trans-kariofilen - 38,5426 1402 204,356 6,777 0,013 drvenasta
a-jonon + 38,9487 1417 192,302 3,995 0,014 bobicasta
dihidro B-jonon + 39,2249 1432 194,317 3,990 0,01 bobicasta
dihidro-B-jonol + 39,4117 1440 196,33 4,634 0,001 cvjetna
geranil aceton + 39,6066 1448 194,318 3,834 0,016 cvjetna
B-jonon + 4,3458 1477 192,302 3,995 0,017 bobi¢asta
miristicin - 41,0120 1511 192,214 2,586 0,008 drvenasta
lilial + 41,0691 1514 204,313 4,216 0,005 cvjetna
- a-cedrol 42,4579 1592 222,372 4,33 0,001 drvenasta
miristil aldehid - 42,4825 1601 212,376 6,008 0,006 drvenasta
- benzofenon 42,799 1618 182,222 3.1 0,001 cvjetna
metil + 43,1727 1647 226,316 2,653 0,001 cvjetna
dihidrojasmonat
- heksil salicilat 43,4814 1667 222,284 5,07 0,00049 zelena
heksil cinamaldehid + 44,3590 1737 216,324 4,866 0,001 cvjetna

'Log P-logaritam koeficijenta oktanol voda koji pokazuje relativnu hidrofobnost spoja; podaci su dobiveni s http://www.thegoodscentscompany.com,
http://www.chemicalbook.com; “detektirani "+” i nedetektirani “-” hlapljivi spojevi u soku i kompleksima celuloza/malina

Tablica 17 Hlapljivi spojevi (ug/kg) soka maline i kompleksa celuloza/malina (CM) nakon 15 minuta i 60 minuta kompleksiranja (2,5 %, 5 %, 7,5
% i 10 % - koli€ine koriStene celuloze) nakon pripreme

Hlapljive Sok 2,5%_CM 5%_CM 7,5 %_CM 10 %_CM
komponente maline
Vrijeme - 15 60 15 60 15 60 15 60
kompleksiranja
Aldehidi i ketoni
2-heksenal 37,44+0,052 0,22+0,00¢ 1,53+0,05 0,20+0,03¢ 0,57+0,08¢ - 0,57+0,03¢ 0,22+0,044 0,25+0,04¢
benzaldehid 42,03+1,172 1,48+0,00f 4,58+0,47¢ 4,84+0,87¢ 8,45+0,99° 2,06+0,07¢ 4,9740,31¢ 2,20+0,40¢¢ | 2,98+0,32¢
oktanal 12,37+0,392 6,60+0,41° 3,75+0,24¢ 6,56+2,21 7,16+1,56° 3,54+0,09¢ 4,08+0,13¢ 3,3940,30¢ 3,43+1,23¢
nonanal 27,630,032 17,0241,71° | 12,16+0,13° | 17,16+2,60° | 18,71+1,70° | 11,05+1,1°9 | 11,7840,33%4 | 11,44+0,12¢ | 8,59+2,46¢
2-nonenal 4,77+0,122 1,16+0,019 1,02+0,08¢ 2,33+0,13¢ 2,45+0,28¢ 4,01+0,02° 1,28+0,16¢ 1,24+0,06¢ 0,88+0,13¢
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dekanal 39,56+2,802 9,75%1,12¢ 38,56+2,42 10,07+1,55¢ | 10,78+0,87¢ | 25,98+2,32° 8,19+0,984 22,00+2,8° 9,59+0,50¢
d
etil - 1,19+0,08¢ 4,38+0,42° 1,77+0,31° 1,31+0,51¢ 4,72+0,11° 1,1240,124 5,25+0,012 1,02+0,32¢
benzaldehid
4-propil 92,06+0,582 4,15+0,36¢ 7,44+0,90¢ 7,50+0,86¢ 7,65+1,28¢ 4,21+0,59 4,43+0,08¢ 11,30+0,7° 2,89+0,27¢
benzaldehid
lilial 8,64+0,032 2,74+0,05¢ 2,84+0,73%¢ | 2,77+0,35>¢ | 3,31+0,50° 2,35+0,30¢ 2,61+0,34b¢ 3,30+0,46° | 2,34+0,90P¢
heksil 4,070,122 1,91+0,03f 2,81£0,06°¢ | 2,22+0,049¢ | 2,65+0,13%¢ | 2,14+0,29¢f | 2,44+0,10%¢ 3,10+0,26° | 2,82+0,48b¢
cinamaldehid
acetofenon 9,3040,182 3,5310,24¢ 1,02+0,04f 2,19+0,16¢ 4,43£0,12° 1,71+0,48¢ 1,35+0,15¢ 2,27+0,18¢ 0,94+0,32f
geranil aceton 28,77+0,102 | 6,29+0,49de 6,89+1,22df 10,181,410 | 8,94+1,46bcf | 8,26+0,72°¢f | 7,60+0,15¢°f 7,87+0,93¢f | 7,70+1,26¢¢
f
benzofenon - 1,61+0,13¢ 2,52+0,50P¢ 2,05+0,07¢ 1,82+0,419¢ | 1,79+0,45%¢ 3,54+40,392 2,910,408k | 239+0,47°¢
Esteri
metil 6,94+0,082 1,63+0,219 3,06+0,08¢ 3,3340,38¢ 3,2310,06¢ 1,410,122 4,59+0,26" 3,44+0,38¢ 2,73+0,66¢
dihidrojasmona
t
heksil salicilat 3,17+0,03° 2,05+0,27¢ 3,08+0,26° 2,6310,27¢ 4,91+0,842 2,76+0,522 3,66+0,652 4,39+0,67°
Kiseline
heksanska 22,44+0,42 - - - - - - - -
kiselina
etil heksanska 3,84+0,282 1,22+0,12° - 0,41+0,04¢ - 0,72+0,082 - 0,76+0,30¢ -
kiselina
nonanska - 1,41+0,13f 3,26+0,45¢ 8,12+0,942 4,00£0,06" 1,51£0,44sf 2,19+0,144 2,29+0,03¢ | 2,04+0,25¢
kiselina
Alkoholi
heksanol 83,19+0,43 - - - - - - - -
2-etil heksanol 37,99+2,882 | 21,21+0,48° 16,07+£0,20° | 25,21+4,33> | 35,09+2,762 | 22,06+0,55° | 24,56+0,13° | 20,98+2,23° | 11,98+0,77¢
benzil alkohol 10,12+0,02 - - - - -- - - -
dekanol - 2,12+0,35° 2,38+0,29° 2,36+0,30° 2,38+0,05° 2,93+0,522 2,08+0,34° 3,28+0,482 2,02+0,53°
Fenoli
gvajakol | - | 4,38+0,14> | 3,43+0,35¢ | 4,53+0,55° | 6,88+0,722 | 4,19+0,73%¢ | 534+0,51° | 6,09+0,05° | 3,30+0,70%¢
Terpeni
linalol 418,56+17,99 | 44,22+1,52¢ | 31,70+£1,18%f | 31,64+4,894f | 57,52+3,28P | 29,53+£0,609f | 24,46+3,46° | 26,97+3,78%f | 19,17+1,349
limonen 33,83£1,332 8,72+0,54° 2,99+0,09¢ 2,61+0,096° | 4,78+0,53¢ 3,08+0,39¢ 3,01+0,354 3,38+0,614 1,80+0,77¢
y-terpinen 5,76+0,11 - - - - - - - -
linalol oksid 17,79+0,382 1,16+0,09f 0,99+0,03f 1,79+0,12¢ 1,73+0,24¢ 5,36+0,26¢ 1,69+0,14¢ 5,98+0,16° 2,81+0,64¢
a-terpinolen 48,790,472 1,670,320 0,92+0,144f 1,20+0,05¢ 1,13+0,16° | 0,91+0,003¢ 0,94+0,064 0,84+0,16¢ 0,51+0,13f

55




mentol - 4,94+0,112° 6,230,312 4,58+0,712b 4,40+0,66° 4,01+0,27° 6,66+1,672 5,104£0,0272 | 4,20+0,85°
a-terpineol 374,22+28,12 | 22,27+3,26" 17,33+1,85¢ | 24,16+4,70° | 28,05+3,91° | 19,59+1,30° | 23,24+1,96° | 19,63+1,23¢ | 12,98+1,31¢
a d d d
mirtenol 35,232,122 5,62+0,22b 3,00£0,60° 4,96%0,16° 3,1310,46° 4,190,314 2,20+1,46¢f 2,85+0,02¢ 2,02+0,07f9
nerol 34,69+0,752 2,41+0,00¢ 1,150,039 1,78+0,29¢ 3,21+0,20P 1,590,439 1,64+0,18¢ 2,03+0,19¢ 1,18+0,17%9
geraniol 118,55+3,392 8,47+0,53 6,23+1,244de 7,23+0,72¢4 9,90+0,63 5,3110,27¢ 4,57+0,28f 6,27+0,814 3,59+0,63f
vitispiran 16,67+0,14 - - - - - - - -
a-cedrol - 2,89+0,20° | 5,03+1,022 4,06+0,192 | 2,76+0,40°P 2,52+0,002° 2,98+0,53bP¢° 4,36+0,84 3,87+0,602°¢
a-jonol 362,34+31,83 | 18,01+0,80° | 14,60+1,07¢ 23,53+3,88° | 19,75+1,51> | 16,53+0,82¢ 17,29+2,70¢ 14,660,169 | 12,68+1,19¢
a c
a-jonon 339,30+8,322 | 29,90+0,672 | 14,96+1,714 21,70+2,61¢ | 21,62+1,43¢ 18,63+2,79¢ 12,92+0,95 18,74+2,16¢ | 10,75+0,02
b
3-damascenon 38,74+1,812 2,72+0,02¢ | 1,96+0,22d. 3,08+0,49° | 2,65+0,47¢ 2,02+0,0264 2,36+0,44¢4 2,24+0,27°9 | 1,59+0,36
trans-kariofilen 36,80+1,27 - - - - - - - -
dihidro-B-jonon | 152,40+2,122 | 26,13£1,40° | 11,32+1,49%¢ | 17,32+1,99¢ | 12,61+2,80¢ | 13,30+2,12¢ 9,51+1,15¢ 13,97+1,69¢ | 6,85+1,37f
dihidro-B-jonol 23,910,122 3,75+0,09 | 3,89+0,81° 3,28+0,37° | 3,72+0,96° 3,93+0,520 2,73%0,04¢ 3,84+0,61° | 2,63+0,36°
B-jonon 365,89+20,27 | 45,90+0,20° | 25,75+4,60%¢ | 35,20+4,35° | 33,98+6,29¢ | 29,64+3,75¢ | 24,45+2 85%¢ | 32 31+4,07° | 21,91+0,44e
a d
miristicin 8,51+0,15 - - - - - - - -

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastué¢im redoslijedom:

a>b>c>d>e>f>qg.

Tablica 18 Hlapljivi spojevi (ug/kg) kompleksa celuloza/malina (CM) nakon 15 minuta i 60 minuta kompleksiranja (2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % -
koli¢ine koristene celuloze) nakon skladistenja

Hlapljive komponente 25% CM 5% CM 7,5% CM 10% CM
Vrijeme kompleksiranja 15 | 60 15 | 60 15 60 15 60
Aldehidi i ketoni
2-heksenal - - - - -

benzaldehid 4,45+0,03¢ 4,77+0,47¢9 6,33+0,012 5,22+0,07°¢ 5,08+0,11¢4 4,89+0,204 5,48+0,09° 4,69+0,17¢
oktanal 2,44+0,02° 1,4940,11¢ 1,9140,01¢ 2,46+0,06° 2,81+0,122 2,800,162 3,01+0,142 1,740,019
nonanal 7,00+0,05f 6,37+0,359 13,94+0,082 8,60+0,25¢ 8,05+0,17¢ 9,73+0,33¢ 12,57+0,24° | 9,11+0,424¢
2-nonenal 0,94+0,00¢ 0,53+0,05¢ 1,94+0,009 0,91+0,02¢ 1,26+0,04° 0,810,004 0,99+0,01¢ 0,95+0,08¢
dekanal 7,00+0,014 20,85+0,662 13,78+1,42° 4,41+0,17¢ 20,93+0,992 4,1040,24¢ 20,65+0,752 7,61+0,21¢
etil benzaldehid 0,99+0,00¢ 2,28+0,202 1,7310,01° 0,92+0,08¢ 2,52+0,022 1,07+0,12¢ 2,57+0,122 1,3040,01¢
4-propil benzaldehid 6,72+0,04¢ 10,23+0,01¢ 11,82+0,37¢ 12,45+0,15° 10,68+0,21¢ | 13,66+£1,23° | 11,68+0,26° | 15,39+0,432
lilial - 2,14+£0,09¢ - 2,64+0,16¢ - 3,11+0,06° - 3,350,042
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heksil cinamaldehid 1,18+0,01¢ 1,60+0,22¢4 1,380,094 1,370,044 1,73%0,06° 2,13+0,19° 2,30+0,08° 2,570,032
1-feniletanon 1,10+0,03 0,00£0,00 0,00£0,00 0,00£0,00
geranil aceton 4,43+0,204 5,1410,67¢ 5,57+0,03¢ 3,22+0,16° 4,810,099 5,4910,04¢ 7,49+0,302 6,22+0,14°
benzofenon 1,1010,04¢ 1,45+0,06° 1,45+0,08¢ 1,32+0,03P 1,79+0,01° 2,630,342 2,550,052 2,300,102
Esteri
metil dihidrojasmonat 1,44+0,139 2,48+0,00¢ 2,08+0,05¢ 2,37+0,02f 1,84+0,14f 3,01+£0,03P 4,83+0,092 2,71+0,03¢
heksil salicilat 2,52+0,05¢ 2,51+0,16¢ 2,450,01¢ 2,32+0,14¢ 1,99+0,014 2,70+0,24° 3,80+0,16° 2,83+0,11°
Kiseline
etil heksanska kiselina 1,10+0,02° - 0,59+0,00¢ - 1,57+0,112 - 1,15+0,07° -
nonanska kiselina 1,190,108 1,52+0,09¢ 1,66%0,04¢ 6,030,072 1,02+0,03¢ 1,790,21¢ 2,45+0,15P 1,34+0,07¢
Alkoholi
2-etil heksanol 21,48+0,46¢ 19,40+40,64f 30,78+0,04> | 20,69+0,51¢f | 32,06+0,182 | 23,92+0,42¢ | 26,00+0,48¢° 17,27+0,149
dekanol 1,18+0,01f 1,45+0,059 1,48+0,034 1,18+0,259f 1,730,02¢ 1,27+0,209f 2,36%0,06° 1,94+0,08P
Fenoli
gvajakol 2,29+0,02¢ 2,400,084 2,19+0,00f | 2,89+0,19¢ 3,53+0,01b 3,83+0,122 3,72+0,062 2,56+0,11¢d
Terpeni
linalol 20,75+0,384 24,59+0,412 23,61+0,16° 26,78+2,892 24,94+1,062 | 22,204+0,69° | 25,64+0,102 | 20,71+2,30P
limonen 1,36+0,00d 1,57+0,07¢ 1,50%0,04¢ 2,63+0,07° 2,65+0,13P 1,17+0,22d 3,80+0,052 0,96+0,01¢
linalol oksid 1,26+0,014 0,9940,05¢ 2,0940,042 1,43+0,05¢ 1,84+0,02° 1,55+0,07¢ 1,29+0,064 1,53+0,07¢
a-terpinolen 0,64+0,01ap 0,73%0,072 0,77+0,002 0,75%0,042 0,57+0,03b 0,67+0,022b 0,71+0,002 0,62+0,03¢
mentol 2,84+0,14¢ 5,31+0,45P 2,87+0,09¢ 3,95+0,01¢ 2,25+0,00f 7,64+0,392 3,20+0,124 5,44+0,35
a-terpineol 15,67+0,65¢ 16,98+1,30P¢ 17,32+0,42¢ 19,99+0,392 18,32+0,11° | 20,36+0,822 | 20,02+0,532 18,38+0,02°
mirtenol 1,44+0,02¢ 2,05+0,242ap 1,42+0,04¢ 2,29+0,242 1,38+0,08¢ 2,05+0,152b 1,97+0,07" 2,04+0,002.
nerol 0,85+0,00d 0,91+0,11¢cd 1,55+0,032 0,91+0,12¢d 0,97+0,00¢ 0,94+0,05¢ 1,18+0,08P 1,22+0,08P
geraniol 2,64+0,08¢ 3,05+0,06¢ 3,35+0,10¢ 3,14+0,24¢cd 3,73%0,03¢ 2,07+0,19f 4,21+0,132 2,65+0,03¢
a-cedrol 2,21+0,10¢ 3,15+0,28bP 1,94+0,08 1,48+0,05f 2,18+0,08¢ 1,770,208 4,01+0,162 3,01+0,21°
a-jonol 8,96+0,11¢ 5,87+4,68¢ 11,81+0,43P 12,29+1,53P 11,64+0,07° 14,94+0,782 14,92+0,482 15,62+1,102
o-jonon 8,38+0,11¢ 9,51+0,63P 7,700,044 9,58+0,40° 6,34+0,10f 6,89+0,10¢ 13,38+0,882 9,94+0,47°
B-damascenon 1,13+0,044 1,55+0,012 1,19+0,05¢9 1,09+0,124 1,12+0,044 1,17+0,0449 1,43+0,04° 1,27+0,05¢
dihidro--jonon 4,85+0,00¢ 6,95+0,482 3,50+0,09¢ 2,95+0,18° 3,94+0,114 3,04+0,04f 6,15+0,05P 4,75+0,20¢
dihidro-B-jonol 1,72+0,01¢ 2,63+0,16° 2,040,044 2,16+0,00¢ 2,98+0,082 2,27+0,06¢ 3,09+0,24a 2,88+0,152p
B-jonon 8,42+0,114 12,51+0,65P 6,63+0,07¢ 12,06+0,96° 6,80+0,01¢ 9,75+0,64¢ 14,59+0,792 12,28+0,94b

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima nisu statistic¢ki znacajno razli€ite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom:

a>b>c>d>e>f>g.
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Slika 23 Udio odredene aromatske note u sveukupnom aromatskom profilu soka maline i
kompleksa celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu kompleksiranja od 15 minuta nakon
pripreme i nakon skladistenja od 12 mjeseci (2,5 % - 10 % - udio celuloze; S - skladisteni
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Slika 24 Udio odredene aromatske note u sveukupnom aromatskom profilu soka maline i
kompleksa celuloza/malina (CM) ovisno o vremenu kompleksiranja od 60 minuta nakon
pripreme i nakon skladistenja od 12 mjeseci (2,5 % - 10 % - udio celuloze; S - skladiteni

uzorci)
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4.1.7. FTIR-ATR kompleksa celuloza/malina
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Slika 25 FTIR spektar Ciste celuloze i kompleksa celuloza/sok maline (CM) koji definira
razlike nastale u strukturi celuloze nakon kompleksiranja celuloze sa sokom od maline
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Slika 26 FTIR spektar kompleksa celuloza/malina (CM) nakon pripreme i nakon skladistenja
(SKL_CM)
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4.2. BIOAKTIVNI DODATCI HRANI NA BAZI CELULOZE | SOKA VISNJE

4.2.1.Udio fenola, antocijana i proantocijanidina u kompleksima celuloza/visnja

Tablica 19 Udio ukupnih fenola (g/kg) u kompleksima celuloza/visnja (CV) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorci Vrijeme kompleksiranja (minuta)
15 60
Nakon pripreme
25% CV 4,26+0,15° 3,94+0,332
5% CV 4,04+0,042° 3,79+0,342
7,5 % CV 3,93+0,10° 3,46+0,122°
10 %_CV 3,1440,05°¢ 3,26+0,13°
Nakon 12 mjeseci skladiStenja

25% CV 3,99+0,05° 3,22+0,07°
5% CV 3,11+0,12° 3,28+0,06°
7,5 % CV 3,18+0,13° 2,85+0,02°
10 %_CV 2,92+0,03° 2,68+0,05¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedeéim rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d>e; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CV kompleksa.

6010 Yo C\/
60_7,5%_CV

60_5 %_CV
60_2,5%_CV
15_10 %_CV
15_7,5%_CV

15_5 %_CV
15_2,5%_CV

o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zadrzavanje (%)

Slika 27 Postotak zadrzavanja ukupnih fenola u kompleksima celuloza/visnja (15 minuta i 60
minuta) nakon skladistenja (CV - celuloza/visnja kompleks; 2,5 % - 10 % - udio celuloze)
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Tablica 20 Udio antocijana (mg/kg) u kompleksima celuloza/visnja (CV) ovisno o vremenu

kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorci Vrijeme kompleksiranja (minuta)
15 60
Nakon pripreme
25% CV 354,251,212 301,12+2,74°
5% _CV 321,21+2,41° 281,32+1,87°
7,5 % CV 308,21+2,47¢ 242,32+1,54°
10 %_CV 294,25+1,42° 228,21+1,11¢
Nakon 12 mjeseci skladistenja

25% CV 212,49+1,21¢ 189,7+1,54°
5%_CV 181,07+1,36° 169,43+1,45
7,5 % CV 175,05+1,50¢ 158,18+1,36¢
10 %_CV 164,98+0,98" 127,29+2,21"

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastuéim redoslijiedom: a>b>c>d>¢; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CV kompleksa.

60_10 %_CV
60_7,5 % CV

60 5% CV
60_2,5 % _CV
1510 %_CV
15_7,5%_CV

15 5% CV
15_2,5%_CV

5

o

52 54 56 58 60 62 64 66
zadrzavanje (%)

Slika 28 Postotak zadrzavanja ukupnih antocijana u kompleksima celuloza/viSnja (15 minuta
i 60 minuta) nakon skladistenja (CV - celuloza/viSnja kompleks; 2,5 % - 10 % - udio celuloze)
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Tablica 21 Udio proantocijanidina (mg/kg) u kompleksima celuloza/visnja (CV) ovisno
vremenu kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja

Uzorci Vrijeme kompleksiranja (minuta)
15 60
Nakon pripreme
2,5%_CV 681,84+1,56° 642,21+7,05°
5% CV 567,51+4,63° 528,52+2,92°
7,5 % CV 448,91+2,46¢ 414,67+2,96¢
10 %_CV 358,45+0,51° 306,29+3,31f
Nakon 12 mjeseci skladistenja

25% CV 478,34+1,75° 434,3942,44°
5%_CV 359,67+1,82° 331,19+1,29¢°
7,5 % CV 268,59+2,25' 228,94+1,28¢9
10 %_CV 201,23+0,459 190,43+1,14"

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastuéim redoslijiedom: a>b>c>d>¢; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koristene celuloze za formulaciju CV kompleksa.

60_10%_CV
60_7,5%_CV

60_5% CV
60_2,5% CV
15_10%_CV
15_7,5%_CV

15_5%_CV
15_2,5%_CV

10 20 30 40 50 60 70 80
Zadrzavanje (%)

o

Slika 29 Postotak zadrzavanja ukupnih proantocijandina u kompleksima celuloza/visnja
viSnja (15 minuta i 60 minuta) nakon skladiStenja (CV - celuloza/viSnja kompleks; 2,5 % - 10
% - udio celuloze)
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4.2.3. Udio pojedinacnih fenola u kompleksima celuloza/visnje (HPLC)

Tablica 22 Koncentracija polifenola (ug/g) u kompleksima celuloza/visnja (CV) pripremljeni
kompleksiranjem od 15 minuta nakon pripreme i nakon skladiStenja

Fenolni spojevi 25% CV | 5%CV | 75%CV | 10% CV
15 minuta
Nakon pripreme
Cijanidin-3-glukozil-rutinozid* | 76,01 +1,032 | 6594 +3,17° | 65,00+0,97° | 57,37 £1,23°
Cijanidin-3-rutinozid 185,89 + 1,782 | 171,73 £ 3,71° | 156,82 + 0,68° | 147,06 + 1,41¢
Neoklorogenska kiselina 87,03+0,592 | 84,54+1,56° | 76,70+0,56° | 74,09 + 0,549
Klorogenska kiselina 151,71+ 0,642 | 141,99 + 2,55 | 126,65 +2,89¢ | 127,00 + 0,17¢
Rutin 54,49+0,68% | 52,17 +1,182 | 48,45+0,27° | 46,01 +0,24°
Kvercetin 19,92 + 0,262 19,43 + 0,532 18,47 £ 0,11° 18,56 + 0,19°
Kempferol 9,40+ 0,12 8,94 + 0,15 8,50 £ 0,07 8,47 + 0,01
Nakon skladistenja
Cijanidin3-glukozil-rutinozid* | 32,31 +£0,062 | 27,14 +0,97° | 24,32+0,09¢ | 21,28 +0,70¢
Cijanidin-3-rutinozid 87,83+0,132 | 70,39+0,36° | 64,34 +1,03° | 53,88 +0,119
Neoklorogenska kiselina 76,00 £ 0,48 72,50 £ 0,74 65,11 £ 1,87 58,73 £ 0,43
Klorogenska kiselina 136,14+ 1,19 | 133,46+1,49 | 116,76 £ 0,67 | 103,45+ 2,77
Rutin 49,18+ 0,812 | 4541+0,07° | 41,95+0,69¢ | 39,30+ 0,03¢
Kvercetin 22,19 +0,122 | 21,60 +0,14° 19,99 £ 0,29¢ | 20,01 +0,11¢
Kempferol 9,69 + 0,042 9,22 + 0,02° 8,56 + 0,15¢ 8,36 + 0,02¢

*kvantificirano pomocu kalibracijskih krivulja cijanidin-3-rutinozida. Statisti¢ka razlika izmedu rezultata prikazana je
sljedecim rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli€ine koristene celuloze za formulaciju

CV kompleksa.

Tablica 23 Koncentracija polifenola (ug/g) u kompleksima celuloza/vidnja (CV) pripremljeni
kompleksiranjem od 60 minuta nakon pripreme i nakon skladiStenja

Fenolni spojevi 25% CV | 5%cCcVv | 75%CV | 10%CV
60 minuta
Nakon pripreme

Cijanidin3-glukozil-rutinozid* | 53,80 + 1,122 49,95 + 0,39 44,11 £ 0,48¢ 50,77 £ 0,86°
Cijanidin3-rutinozid 135,66 + 4,342 | 133,58 + 1,862 | 110,48 £ 0,66° | 117,26 £ 0,46
Neoklorogenska kiselina 73,64 £ 1,732 73,27 £ 0,32 64,95 + 0,73 64,06 + 0,18
Klorogenska kiselina 127,21 +£2,022 | 125,21 +1,872 | 113,68 £0,57° | 111,99 £ 1,59°
Rutin 43,63 £ 0,522 42,56 + 0,262 40,08 + 0,00 38,48 £ 0,37¢

Kvercetin 23,21 £ 0,452 23,16 £ 0,13 20,98 + 0,06° 21,34 £ 0,09°

Kempferol 9,79 £ 0,262 9,75+ 0,032 8,96 + 0,07° 8,98 + 0,03

Nakon skladiStenja

Cijanidin3-glukozil-rutinozid* | 23,02 +0,632 | 21,97 1,362 | 2145+ 0,26 20,79 £ 0,06°
Cijanidin3-rutinozid 55,02 + 0,322 49,67 +1,13° 49,00 £ 0,10° 46,32 + 1,99¢
Neoklorogenska kiselina 62,44 + 0,332 58,18 + 1,38° 56,37 + 0,44° 53,45 +1,43¢
Klorogenska kiselina 106,93 £2,23> | 113,43+0,862 | 104,63 £2,51° | 96,39 +0,45°
Rutin 40,90 £+ 0,272 37,85+0,48° 37,24 £ 0,14 35,88 + 0,64¢

Kvercetin 24,49 + 0,082 24,49 £ 0,142 23,18 £0,13° 22,34 £0,01¢

Kempferol 9,40 + 0,022 9,51+0,122 9,11 £ 0,07° 8,86 £ 0,17¢

*kvantificirano pomocu kalibracijskih krivulja cijanidin-3-rutinozida. Statistitka razlika izmedu rezultata prikazana je
sljedec¢im rastuc¢im redoslijedom: a>b>c>d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli€ine koriStene celuloze za formulaciju

CV kompleksa.
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4.2.4. Antioksidacijska aktivnost kompleksa celuloza/visnja

Tablica 24 Antioksidacijska aktivnhost kompleksa celuloza/visnja (CV) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladidtenja odredena DPPH
metodom

Uzorci DPPH
15 minuta 60 minuta
Nakon pripreme
2,5% CV 26,980,222 30,24+0,182
5%_CV 25,51+0,29 28,85+0,30°
7,5 % _CV 25,16+0,36b° 28,63+0,94°
10 %_CV 25,72+0,33b 27,92+0,36°
Nakon skladistenja
2,5% CV 24,78+0,48¢4 24,77+0,59¢
5%_CV 24,64+0,17¢d 24,99+0,47¢
75%_CV 24,12+0,304 24,49+0,23¢
10 %_CV 23,4840,77¢ 24,2140,97¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastuéim redoslijedom: a>b>c>d >e; 2,5 %, 5%, 7,5 % i 10 % - koli¢ine
koriStene celuloze za formulaciju CV kompleksa

Tablica 25 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/viSnja (CV) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 min nakon pripreme i nakon skladistenja odredena ABTS
metodom

Uzorci ABTS
15 minuta | 60 minuta
Nakon pripreme
25% CV 18,98+0,292 17,88+0,122
5% CV 16,78+0,31° 17,630,312
75% CV 15,74+0,30¢ 14,95+0,20°
10 %_CV 13,85+0,13¢ 14,77+0,16°
Nakon skladistenja
25% CV 15,41+0,24¢ 12,58+0,35¢
5% CV 13,2140,23¢ 12,09+0,32¢
75% CV 12,12+0,08¢ 11,04+0,194
10 %_CV 11,43+0,36f 10,30+0,63¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima nisu statisticki znac¢ajno razliCite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljede¢im rastuéim redoslijedom:a>b>c>d>e>f;25%,5 %, 7,5 % i 10 % -
koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CV kompleksa
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Tablica 26 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/visnja (CV) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 minuta nakon pripreme i nakon skladistenja odredena FRAP
metodom

Uzorci FRAP
15 minuta | 60 minuta
Nakon pripreme
2,5% CV 3,0440,052 2,700,112
5% CV 2,75+0,13 2,69+0,092
75 % CV 2,69+0,11° 2,28+0,06°
10 %_CV 2,33+0,15¢ 2,23+0,11°
Nakon skladistenja

2,5% CV 2,31+0,07¢ 2,27+0,06°
5% CV 1,98+0,17¢ 1,94+0,23¢
75 % CV 1,67+0,06¢9 1,68+0,04¢
10 %_CV 1,63+0,10¢9 1,56+0,18¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedecim rastu¢im redoslijedom: a> b >c>d; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli€ine
koriStene celuloze za formulaciju CV kompleksa

Tablica 27 Antioksidacijska aktivhost kompleksa celuloza/visnja (CV) ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 odnosno 60 min nakon pripreme i nakon skladiStenja odredena
CUPRAC metodom

Uzorci CUPRAC
15 minuta | 60 minuta
Nakon pripreme
25% CV 167,58+2,012 151,63+1,242
5% CV 151,90+2,35° 142,35+4,35°
75% CV 138,97+1,57¢ 131,2644,51¢
10 %_CV 125,69+0,239 128,704£2,20¢
Nakon skladistenja
25% CV 138,41+0,12¢ 128,85+0,05¢
5% CV 122,26+0,31¢ 126,3115,04¢
75% CV 113,30+1,97f 107,49+1,43¢
10 %_CV 104,73+2,449 101,16+0,08¢

Vrijednosti u istom stupcu oznacéene razli€itim slovima nisu statisticki znac¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisticka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedeéim rastuéim redoslijedom:a>b>c>d>e>f;2,5%,5 %, 7,5 % i 10 % -

koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CV kompleksa
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4.2.5. Boja kompleksa celuloza/visnja

Tablica 28 Parametri boje kompleksa celuloza/viSnja (CV) nakon pripreme

Udio celuloze L* a* b* °h Cc*
100 %_CV 93,40+40,00 0,42+0,02 6,65+0,01 86,34+0,11 6,66+0,01
15 minuta kompleksiranja
25% CV 66,98+0,03f 29,1040,072 2,36+0,06¢ 4,63+0,12¢ | 29,160,072
5% CV 68,16+0,01¢ 28,59+0,03° 2,04+0,02¢ 4,08+0,04f | 28,66+0,03°
7,5 % CV 68,40+0,024 28,3040,05¢ 1,63+0,04f 3,31+0,08¢ | 28,34+0,04°¢
10 %_CV 70,640,020 27,0040,03¢ 1,39+0,03¢ 2,9440,07¢ | 27,04+0,03¢
60 minuta kompleksiranja
25% CV 68,14+0,01¢ 27,380,034 3,24+0,022 6,75+0,05° | 27,57+0,03¢
5% CV 68,89+0,014 26,53+0,03f 3,2940,012 7,08+0,042 | 26,73+0,03f
75 % CV 69,3940,01¢ 26,23+0,02¢9 2,92+0,02° 6,35+0,05¢ | 26,39+0,029
10 %_CV 71,850,012 25,30+0,00" 2,13+0,02¢ 4,810,039 | 25,39+0,01"

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima nisu statisti¢ki znacajno razli€ite (p < 0,05); StatistiCka razlika
izmedu rezultata prikazana je sljedeéim rastuc¢im redoslijedom:a>b>c>d>e>f>g>h;2,5%,5 %, 7,5% i 10

% - koli¢ine koriStene celuloze za formulaciju CV kompleksa.

Tablica 29 Parametri boje kompleksa celuloza/viSnja (CV) nakon skladistenja

Udio celuloze L* EN b* °h c*
100 % 93,40+0,0 0,42+0,02 6,65+0,01 86,34+0,11 6,66+0,01

15 min kompleksiranja

25% CV 69,75+0,02h 19,21+0,022 9,67+0,01¢ 26,7240,03° | 21,5040,022

5% CV 71,80+0,05f 17,83+0,04° 9,42+0,01¢ 27,85+0,08¢ | 20,17+0,03¢

7,5 % CV 73,160,019 17,76+0,04° 8,42+0,03f 25,37+0,13F | 19,66+0,03¢

10 %_CV 73,58+0,02° 16,77+0,03¢ 8,99+0,03¢ 28,18+0,11¢ | 19,02+0,02f
60 min kompleksiranja

25% _CV 70,96+0,019 17,28+0,03¢ 10,770,012 | 31,94+0,07¢ | 20,36+0,02°

5% _CV 72,13+0,01¢ 16,40+0,03¢ 10,61+0,022 | 32,91+0,102 | 19,54+0,02¢

7,5 %_CV 73,46+0,01¢ 15,96+0,02 10,204+0,01° | 32,59+0,06° | 18,94+0,01f

10 %_CV 74,39+0,002 15,530,029 9,72+0,01¢ 32,04+0,04¢ | 18,33+0,019

Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli€itim slovima nisu statisti¢ki zna¢ajno razli€ite (p < 0,05); Statisti¢ka razlika

izmedu rezultata prikazana je sljedeéim rastuc¢im redoslijedom:a>b>c>d>e>f>g>h;2,5%,5 %, 7,5% i 10
% - koli€ine koristene celuloze za formulaciju CV kompleksa.

Tablica 30 Promjena boje kompleksa celuloza/visnja u odnosu na €istu celulozu AE i promjena
boje uzoraka celuloza/viSnja nakon skladiStenja u odnosu na pocetne uzorke AE

Uzorci AE | AE4
15 minuta kompleksiranja

25% CV 39,23 12,61

5% CV 38,10 13,55

7,5 % CV 37,78 13,41

10 %_CV 35,38 13,08
60 minuta kompleksiranja

25% CV 37,09 12,91

5% CV 35,96 12,91

7,5 % CV 35,45 13,23

10 %_CV 33,22 12,63

CV — celulozalvidnja; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine koridtene celuloze za formulaciju CV kompleksa.
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4.2.6. Hlapljive komponente kompleksa celuloza/viSnja

Tablica 31 Hlapljive komponente identificirane u soku viSnje i kompleksima celulozal/visnja

Visnja sok Kompleks Vrijeme Indeks Molekularna log P Tlak para Opis
celulozal/visnja zadrzavanja zadrzavanja masa (o/w)? (mm/Hg) arome
(minuta)
benzaldehid + 14,61 955,99 106,1 1,48 1,270 vocna
oktanal + 18,0072 998 128,22 2,951 2,068 zelena
6-methyl-5-hepten-2- - 16,90 984,98 126,2 1,90 1,277 citrus
on
nonanal + 23,98 1095,5 142,24 3,461 0,532 citrus
dekanal + 29,38 1196,1 156,27 3,970 0,207 cvjetna
4-propilbenzaldehid + 32,34 1258,5 148,20 2,918 0,039 vocha
dodekanal + 38,34 1396,8 184,32 4,989 0,034 citrus
geranilaceton + 39,50 14447 194,32 4,129 0,016 cvjetna
lilial + 41,05 1513,6 204,31 4,216 0,005 cvjetna
a-heksilcinamaldehid + 44,34 1735,7 216,32 4,866 0,001 cvjetna
2-ethil-1-heksanol + 19,8268 1029 130,231 2,82 0,207 vocna
benzil alkohol - 19,81 1029 192,3 3,20 0,008 vocna
dekanol + 32,7265 1266 158,28 4,570 0,0085 vocna
feniletil alkohol - 24,35 1101,4 122,2 1,40 0,087 cvjetna
perila alkohol + 33,72 1286 152,24 3,170 0,006 zelena
D-limonen + 19,17 1017,7 136,2 4,57 0,198 citrus
linalol + 23,74 1092,1 154,3 2,970 0,016 citrus
nerol - 30,45 1218,6 154,25 3,47 0,013 cvjetna
geraniol + 31,78 1246,9 154,25 3,56 0,021 cvjetna
eugenol - 36,43 1350,7 164,20 2,27 0,010 cvjetna
a-jonol + 37,27 1371,2 194,32 4,492 0,001 bobi¢asta
B-damascenone + 37,48 1376,3 190,29 4,042 0,020 cvjetna
a-jonon + 38,83 1415,6 192,30 3,995 0,014 bobi¢asta
B-jonon + 40,29 1477,7 192,3 3,995 0,017 bobi¢asta

"Log P-logaritam koeficijenta oktanol voda koji pokazuije relativnu hidrofobnost spoja; podaci su dobiveni s http://www,thegoodscentscompany,com,

http://www,chemicalbook,com; “detektirani "+” i nedetektirani “-" hlapljivi spojevi u soku i kompleksima celuloza/viénja
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Tablica 32 Hlapljivi spojevi (pg/kg) soka viSnje i kompleksa celuloze/visnja (CV) nakon 15 minuta i 60 minuta kompleksiranja nakon pripreme

Hlapljive Sok 2,5%_CV 5%_CV 7,5%_CV 10 %_CV
komponente visSnje
Vrijeme - 15 60 15 60 15 60 15 60
kompleksiranja
Aldehidi i ketoni
benzaldehid 216,202,532 | 46,42+4,48° | 39,47+3,04%¢ | 43,66+2,52°¢ | 32,96+3,10° | 69,55+2,482 | 54,93+1,719 | 53,15+£3,82° | 47,49+1,87"
oktanal 6,78+0,21 4,61+0,27°¢ | 4,14+0,22¢¢ 4,90+0,28° 3,49+0,25¢ 2,3840,022 2,17+0,21¢ 2,40+0,57¢ | 2,11+0,11¢
6-metil-5-hepten- 7,60+0,27 - - - - - - - -
2-on
nonanal 24,77+0,232b | 15,78+1,612 | 8,81+0,08¢ 15,83+0,622 8,79+0,44c | 15,740,132 | 8,75+0,88¢ | 13,02+1,01° | 7,18+0,72°
dekanal 13,87+0,43¢ | 8,64+0,599¢ | 8,15+0,71%¢ 8,72+1,87° 9,52+0,28¢ 9,98+1,102 8,07+0,02¢ 8,71+0,00¢ | 7,55+0,02f
4- 5,96+0,30" 7,580,584 8,30+0,75¢ 8,480,524 8,640,434 7,09+1,292 7,51+0,35¢ 7,67+1,23° | 7,37+0,56¢
propilbenzaldehid
dodekanal 4,01+0,04¢ 5,24+0,63¢ 5,34+0,604 6,05+0,35° 6,55+0,66¢ 5,86+0,472 5,31+0,244 5,94+0,72° 5.61+0,66
geranilaceton 10,39+0,06° | 12,69+0,31F | 11,971,449 | 18,740,619 | 14,16+1,21%¢ | 29,04+1,402 | 13,72+0,07¢ | 22,11+1,22° | 18,50+1,49¢
lilial 3,00+0,274 7,92+0,27° 5,09+0,23 6,51+0,452b 3,7610,14 6,24+0,582 3,8840,10¢ 6,48+0,712 | 3,43+0,27°4
a- 4,880,462 2,63+0,20¢ 2,81+0,06¢ 3,82+0,39° 3,93+0,21 4,22+0,192b | 4,93+0,29¢° 4,31+0,31 4,8910,25
heksilcinamaldehid
Alkoholi
2-etil-1-heksanol - 25,26+2,53° | 24,48+0,44° | 19,63+0,98¢ | 30,350,632 | 21,43+0,25° | 23,81+1,66P° | 10,61+1,07¢ | 11,26+0,90¢
benzil alkohol 48,550,782 - - - - - - - -
dekanol - 4,49+0,05¢ | 4,59+0,50%¢ 6,76+0,44¢ 7,16+0,61¢ | 8,61+0,202 5,567+0,37¢ | 7,97+0,45%° | 5,24+0,23¢
feniletil alkohol 10,91+0,352 - - - - - - - -
perila alkohol 8,130,252 5,42+0,49¢ 5,81+0,15¢ 7,40+0,632b 6,07+0,60¢ 7,82+0,07 5,88+0,33¢ 8,09+0,462 | 6,19+0,410¢
Terpeni
D-limonen 45,050,649 | 36,67+3,69¢ | 33,89+3,62° | 36,72+6,59> | 32,00+0,94¢ | 19,72+5,522 | 14,93+0,95° | 16,22+0,32¢ | 13,24+0,83f
linalol 64,19+4,122 9,18+0,91f 11,81+0,83¢ | 12,80+0,17¢ | 11,17+0,31¢ | 13,37+0,53¢ | 12,11+1,58" | 12,18+0,18¢ | 13,36+0,37¢
nerol 3,89+0,142 - - - - - - - -
geraniol 14,10+0,092 1,49+0,24¢ 1,45+0,21¢ 2,08+0,014 2,100,294 2,76+0,01° | 2,55+0,26°¢ | 2,91+0,16¢ | 2,49+0,18¢d
eugenol 6,26+0,102 - - - - - - - -
a-jonol 39,84+0,572 | 3,43+0,14¢ 1,76+0,06° 3,70+0,42¢ 2,15+0,19¢ 3,130,322 2,16+0,34¢ 3,404£0,30° | 2,31+0,21¢
B-damascenon 9,84+0,282 1,62+0,17° 1,53+0,14b 1,80+0,27° 1,45+0,18P 1,95+0,10P 1,29+0,15b 1,87+0,04° | 1,56+0,20°
a-jonon 27,00+1,062 3,25+0,32 3,34+0,33 4,49+0,53 4,04+0,32 4,22+0,53 3,68+0,29 4,16+0,23 2,78+0,19
B-jonon 61,01£1,492 | 9,20+0,58° | 8,94+0,57¢4 | 13,70+1,18° | 12,52+1,32° | 17,86+1,512 | 18,730,209 | 14,96+1,32° | 14,12+0,51¢
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Vrijednosti u istom redu oznacene razli€itim slovima su statisticki razli¢ite. Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znac¢ajno razlicite (p < 0,05);
Statisticka razlika izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d>e>f; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine koristene celuloze za formulaciju CV

kompleksa

Tablica 33 Hlapljivi spojevi (pg/kg) kompleksa celuloza/visnja (CV) nakon 15 minuta i 60 minuta kompleksiranja nakon skladistenja

Hlapljive komponente 25% CV 5% CV 75% CV 10 %_CV
Vrijeme kompleksiranja 15 | 60 15 | 60 15 60 15 | 60
Aldehidi i ketoni
benzaldehid 2,84+0,12¢ 2,33+0,17¢ 2,41+0,16¢ 2,65+0,13¢ 8,34+0,75° 7,5240,23¢ 9,74+0,852b | 10,93%0,072
oktanal 2,8940,18¢ 2,50+0,122 2,52+0,14° 2,55+0,09 0,00+0,00 0,0040,00 0,0040,00 0,00+0,00
6-metil-5-hepten-2-one - - - - - - - -
nonanal 5,66+0,50¢ 4,99+0,28¢ 5,47+0,284 5,25+0,022 8,710,712 7,69+0,08° 6,39+0,514 6,85+0,41¢
dekanal - - - - - - - -
4-propilbenzaldehid 3,350,11¢ 4,41+0,39° 3,78+0,33b¢ 4,97+1,142 3,1040,762 3,61+0,922 3,9940,852 3,96+1,252
dodekanal 3,05+0,08¢ 2,80+0,09¢ 3,50+0,32bc 4,04+0,18° 4,67+0,232 3,69+0,18° 5,4040,392 5,97+0,562
geranilaceton 3,66+0,15¢ 5,17+0,40¢ 11,60+0,51¢ | 10,56+0,542 22,150,700 11,42+0,80° | 16,68+1,11° | 12,09+0,672
lilial - - - - - - - -
a-heksilcinamaldehid - - - - - - - -
Alkoholi
2-etil-1-heksanol 20,75+1,52a> | 20,00+0,20° | 19,48+0,642 | 18,830,952 | 17,98+2,192b | 16,96+0,58¢° 8,6910,29¢ 8,8410,42¢
benzil alkohol - - - - - - - -
dekanol 3,29+0,15° 2,66+0,11¢ 3,28+0,34° 3,670,122 5,36+0,432 5,130,042 5,08+0,072 5,76+0,502
feniletil alkohol - - - - - - - -
perila alkohol 3,87+0,21° 3,562+0,37° 4,06£0,19° 4,27+0,092 4,95+0,022 4,82+0,312 4,79+0,11 4,39+0,352
Terpeni
D-limonen 26,62+2,00° 13,612,122 | 18,46+0,84c | 17,84+0,82°¢ | 12,11+1,484¢ 9,50+0,52¢ 8,73+0,59¢ 7,33+0,214
linalol 7,94+£0,44¢ 7,63+0,79¢ 7,73+0,03¢ 8,63+0,052 8,67+0,76°¢ 9,88+0,15 8,89+0,70¢ | 10,60+1,03°
nerol - - - - - - - -
geraniol 1,24+0,13° 1,22+0,11° 1,510,002 1,87+0,212 1,19£0,03 1,96+0,102 1,89+0,332 1,74+0,20
eugenol - - - - - - - -
a-jonol 1,41+0,08¢4 1,34+0,044 1,51+0,08¢ 1,86+0,072 1,370,252 1,58+0,05¢ 1,32+0,04 1,65+0,160¢
3-damascenon - - - - - - - -
a-jonon 2,0710,04¢ 1,46+0,00¢ 1,70£0,07¢ 1,94+0,032 3,14+0,21° 2,47+0,22¢ 2,28+0,17¢ 2,14+0,28¢
B-jonon 5,23+0,01¢ 4,00£0,30¢ 9,15+0,10¢ 9,68+0,102 10,23+0,30° 10,09+0,70¢ 8,56+0,60° 8,4310,22
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Vrijednosti u istom redu oznacene razli€itim slovima su statisticki razli¢ite. Vrijednosti u istom stupcu oznacene razli¢itim slovima nisu statisti¢ki znac¢ajno razlicite (p < 0,05);
Statisticka razlika izmedu rezultata prikazana je sljedec¢im rastu¢im redoslijedom: a>b>c>d>e>f; 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % - koli¢ine koristene celuloze za formulaciju CV
kompleksa
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Slika 30 Udio odredene aromatske note u sveukupnom aromatskom profilu soka vidnje i
kompleksa celuloza/vidnja (CV) ovisno o vremenu kompleksiranja od 15 minuta nakon
pripreme i nakon skladistenja od 12 mjeseci (2,5 % - 10% - udio celuloze; S - skladisteni
uzorci)

n
o O

m sok viSnje

=60 2,5% CV
=60_5 %_CV
60_7,5 %_CV

=60_10 %_CV

=S_60_2,5% CV

=S _60 5% CV

=S _60_7,5% CV
‘ . =S_60_10 %_CV

zelena citrus cvjetna bobicasta vocna

o O

Udio odredene aromatske note (%)
= 2 NN W W S~ BDd
o 01 ©O O O o1 O

Slika 31 Udio odredene aromatske note u sveukupnom aromatskom profilu soka visnje i
kompleksa celuloza/vidnja (CV) ovisno o vremenu kompleksiranja od 60 minuta nakon
pripreme i nakon skladistenja od 12 mjeseci (2,5 % - 10 % - udio celuloze; S - skladiteni
uzorci)
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4.2.7. FTIR-ATR analiza kompleksa celuloza/visSnja
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Slika 32 FTIR spektar Ciste celuloze i kompleksa celuloza/sok viSnje (CV) koji definira razlike
nastale u strukturi celuloze nakon kompleksiranja celuloze sa sokom od viSnje

0.6
0.5
0.4 |l ]
B
=< 0,3 |

0.2 vl /

/7
0, //"\ NN RN
| / / \ RN NA WY S

0 RN
3600 3100 2600 2100 1600 1100 600
Valni broj (cm")

Slika 33 FTIR spektar kompleksa celuloza/visnja (CV) i skladistenog kompleksa
celuloza/visnja (SKL_CV)
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5. RASPRAVA



U ovom istrazivanju pripremljeni su kompleksi celuloza/sok maline (CM) i celuloza/sok viSnje
(CV). Koli¢ina soka maline odnosno soka visnje tijekom kompleksiranja je bila konstantna, dok
se je koli¢ina celuloze za pripremu kompleksa mijenjala te je iznosila 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10
%. Cilj istrazivanja bio je ispitati mogucénost primjene celuloze kao nositelja fenolnih i hlapljivih
komponenti sokova maline i viSnje. Spajanjem celuloze i fenola, biljnih komponenti s
dokazanim pozitivhim utjecaj na zdravlje, kreirali bi se novi bioaktivni dodatci hrani. Dodatno,
spajanjem celuloze i hlapljivih komponenti kreirali bi se dodatci hrani koji bi mogli poboljSati
aromu vec¢ postojecih prehrambenih proizvoda. U ovom radu ispitivana je adsorpcija fenolnih
komponenti, antocijana i proantocijanidina na celulozu, antioksidacijska aktivhost dobivenih
kompleksa (CM i CV), promjena boje kompleksa, te adsorpcija hlapljivih komponenti na
celulozu. Ujedno je i definirana promjena u strukturi kompleksa u odnosu na Cistu celulozu kao
posljedica adsorpcije komponenata odabranih sokova. Pripremljeni kompleksi skladiSteni su
12 mjeseci pri sobnoj temperaturi te su analize provedene nakon skladiStenja kako bi se

utvrdila stabilnost kompleksa tijekom skladistenja.

5.1. UDIO FENOLA, ANTOCIJANA, PROANTOCIJANIDINA | POJEDINACNIH
FENOLA U KOMPLEKSIMA CELULOZA/MALINA | CELULOZA/VISNJA

Ukupni udio fenola i antocijana soka maline adsorbiranih na celulozu, nakon pripreme i nakon
skladistenja prikazan je u Tablicama 6 i 7. 1z rezultata je vidljivo da su vrijeme kompleksiranja
i udio koriStene celuloze za formuliranje kompleksa imali utjecaj na istraZzivane parametre. U
kompleksima celuloza/malina (CM) najveci udio adsorbiranih ukupnih fenola (Tablica 6) imao
je kompleks 2,5 %_CM (2,43 g/kg) s vremenom kompleksiranja od 15 minuta. Poveéanjem
udjela celuloze od 2,5 % do 10 % utvrdeno je smanjenje adsorbiranih ukupnih fenola, te su
kompleksi 10 %_CM formulirani 15 minuta odnosno 60 minuta imali najmaniji udio adsorbiranih
fenola (1,26 g/kg odnosno 1,16 g/kg). Kompleksi formulirani krace vrijeme (15 minuta) imali su
veci udio fenola u odnosu na komplekse formulirane duzi period (60 minuta). Ovaj trend je
utvrden i u sadrzaju antocijana (Tablica 7). Kompleks 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja
od 15 minuta imao je najvecu koncentraciju antocijana (429,40 mg/kg). Povec¢anjem udjela
celuloze (od 2,5 % do 10 %) i duzim vremenom kompleksiranja (60 minuta) doSlo je do
postepenog smanjenja koncentracije antocijana u ispitivanim uzorcima. Uzorci s 10 % celuloze
imali su najnizu koncentraciju antocijana (320,19 mg/kg pri kompleksiranju od 15 minuta i
274,10 mg/kg pri kompleksiranju od 60 minuta). U skladiStenim uzorcima u razdoblju od 12
mjeseci zadrzana je ista tendencija kao i nakon pripreme u pogledu ukupnih fenola i antocijana.
Kompleksi s najmanjim udjelom celuloze imali su najvecu koli€inu fenola odnosno antocijana.
U uzorku 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta odredeno je 2,08 g/kg ukupnih
fenola i 280,75 mg/kg antocijana. Najveée zadrzavanje ukupnih fenola nakon skladistenja bilo

je u kompleksima 7,5 %_CM i 5 %_CM (100 %) s vremenom kompleksiranja od 15 minuta
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(Slika 21), kao i u kompleksima s istom koli€¢inom celuloze s vremenom kompleksiranja od 60
minuta (od 90 do 96 %). U uzorcima s 2,5 % celuloze s vremenom kompleksiranja od 15 minuta
i 60 minuta, postotak zadrZavanja fenola bio je 85 %. Najmanje zadrzavanje bilo je u
kompleksima s 10 % celuloze (76 % u kompleksima formuliranim 15 minuta i 62 % u
kompleksima formuliranim 60 minuta). ZadrZzavanje antocijana bilo je nize u kompleksima
(Slika 22) s vec¢im udjelima celuloze i s kraéim vremenom kompleksiranja. Za komplekse
formulirane s 2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 % celuloze postotak zadrZzavanja antocijana bio je 65 %,
62 %, 59 % odnosno 55 %. Duzim kompleksiranjem (60 minuta) najviSe antocijana zadrzalo
se je u kompleksu 10 %_CM (61 %), a u preostalim kompleksima zadrZzavanje je bilo oko 58
%.

U Tablici 8 i Tablici 9 prikazan je udio pojedinacnih fenolnih komponenti u kompleksima
celuloza/malina s vremenom kompleksiranja od 15 minuta odnosno 60 minuta, nakon pripreme
i nakon skladistenja. Od antocijana detektirani su cijanidin-3-soforozid, cijanidin-3-glukozid,
cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-glukozil-rutinozid. Od svih fenolnih komponenti u najveco;j
koncentraciji odreden je cijanidin-3-soforozid. Najveci udio cijanidin-3-soforozida adsorbiran je
u kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %_CM) i kra¢im vremenom kompleksiranja
(196 pg/g). U uzorcima koji su kompleksirani 60 minuta, najveca koncentracija cijandini-3-
soforozida takoder je utvrdena u kompleksu s 2,5 % celuloze (188,96 pg/g). Daljnjim
povecanjem koli¢ine celuloze od 2,5 % do 10 %, udio cijanidin-3-soforozida se smanjivao i kod
uzoraka kompleksiranih 15 minuta (178,95 ug/g, 165,37 ug/g, 158,08 ug/g za 5 %_CM, 7,5
%_CM, 10 %_CM) kao i kod uzoraka kompleksiranih 60 minuta (175,56 ug/g, 156,08 ug/g,
134,95 ug/g za 5 %_CM, 7,5 %_CM, 10 %_CM). Koncentracija cijanidin-3-glukozida takoder
je bila najveéa u kompleksima 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i 60 minuta
(58,39 ug/g odnosno 53,55 ug/g), kao i koncentracija cijanidin-3-glukozil-rutinozida (28,82 ug/g
odnosno 26,41 pg/g) i cijanidin-3-rutinozida (33,95 ug/g odnosno 32,20 ug/g). Povecanjem
udjela celuloze od 2,5 % do 10 % smanjivala je se i koncentracija adsorbiranih fenola na
celulozu, tako da je koncentracija cijanidin-3-glukozida kod ostalih uzoraka kompleksiranih 15
minuta bila 52,29 pg/g (5 %_CM), 46,20 ug/g (7,5 %_CM) 41,00 pg/g (10 %_CM). U uzorcima
kompleksiranm 60 minuta koncentracija ovog antocijana bila je 47,36 ug/g (5 %_CM), 39,92
ua/g (7,5 %_CM) i 33,75 pg/g (10 %_CM). Koncentracija cijanidin-3-rutinozida kod uzoraka
kompleksiranih 15 minuta bila je 31,87 ug/g (5 %_CM), 30,83 ug/g (7,5 %_CM), 29,08 ug/g
(10 %_CM), te kod uzoraka kompleksiranih 60 minuta 30,61 ug/g (5 %_CM), 28,85 ug/g (7,5
%_CM), 27,17 ug/g (10 %_CM). Koncentracija cijanidin-3-glukozil-rutinozida kod uzoraka
kompleksiranih 15 minuta bila je 28,01 pg/g (5 %_CM), 26,96 ug/g (7,5 %_CM), 26,92 ug/g
(10 %_CM) te kod uzoraka kompleksiranih 60 minuta 25,91 pg/g (5 %_CM), 24,84 pg/g (7,5
%_CM), 24,54 ug/g (10 %_CM). Drugi najzastupljeniji fenol u kompleksima CM bila je
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elaginska kiselina. Najve¢a koncentracija utvrdena je u kompleksima 2,5 %_CM (80,84 pg/g s
vremenom kompleksiranja od 15 minuta odnosno 89,09 ug/g s vremenom kompleksiranja od
60 minuta). Kod uzoraka s vremenom kompleksiranja od 15 minuta, poveéanjem udjela
celuloze od 2,5 % do 10 % doslo je do postepenog smanjenja koncentracije elaginske kiseline
(od 80,84 ug/g do 44,11 pg/g), dok je kod uzoraka s vremenom kompleksiranja od 60 minuta
trend bio nesto drugadiji. Naime, duzim vremenom kompleksiranja (60 minuta) koncentracija
elaginske kiseline bila je najmanja u kompleksu 7,5 %_CM (67,92 pg/g). U uzorcima nakon
pripreme odredeni su jo$ derivati elaginske kiseline. Najve¢a koncentracija derivata elaginske
kiseline bila je u uzrocima 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i 60 minuta.
Povecanjem koncentracije celuloze (od 2,5 % do 10 % celuloze) postepeno se je smanjivala
koncentracija svih derivata elaginske kiseline. Koncentracija elaginske kiseline derivata 1
kretala se u rasponu od 19,96 ug/g do 10,46 ug/g, elaginske kiseline derivata 2 u rasponu od
8,38 ug/g do 5,41 ug/qg, te elaginske kiseline derivata 3 u rasponu od 10,32 ug/g do 7,20 ug/g
u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta. U uzorcima s vremenom kompleksiranja
od 60 minuta koncentracija elaginske kiseline derivata 1 bila je u rasponu od 12,82 ug/g do
6,12 ug/g, elaginske kiseline derivata 2 od 7,12 ug/g do 8,03 ug/g, te elaginske kiseline
derivata 3 od 13,22 ug/g do 8,03 ug/g. Koncentracija kvercetina bila je u rasponu od 25,67
pg/g do 21,73 pg/g za uzorke od 2,5 %_CM do 10 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15
minuta, te u rasponu od 26,54 pg/g do 21,90 ug/g za uzorke od 2,5 %_CM do 10 %_CM s
vremenom kompleksiranja od 60 minuta. Odreden je takoder i jedan derivat kvercetina i to u
koncentraciji oko 16 pg/g u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i 60 minuta,
odnosno nije utvrdena statistic¢ki znacajna razlika u vrijednostima izmedu uzoraka s razli€itim

udjelima celuloze.

Nakon skladistenja, koncentracija cijanidin-3-soforozida bila je najve¢a u kompleksima 2,5
%_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta odnosno 60 minuta (83,03 pg/g i 73,96 ug/g).
Povecanjem udjela celuloze od 2,5 % do 10 %, smanjivala se i koncentracija cijanidin-3-
soforozida. Postotak zadrzavanja cijanidin-3-soforizida u uzorcima nakon skladiStenja bio je
manji u odnosu na ostale antocijane. Njegovo zadrzavanja je bilo oko 41 % u kompleksima
formuliranim krace vrileme, te od 36 % do 44 % u kompleksima s duzim vremenom
kompleksiranja. Koncentracija cijanidin-3-glukozida kretala se u rasponu od 45,64 pg/g do
30,25 pg/g u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta, dok je u kompleksima s
duzim vremenom kompleksiranja koncentracija cijandini-3-glukozida bila neSto manja i kretala
se u rasponu od 37,76 ug/g do 28,68 ug/g. Postotak zadrzavanja cijanidin-3-glukozida nakon
skladidtenja bio je od 70 % do 85 %. Koncentracija cijanidin-3-glukozil-rutinozida nakon
skladidtenja iznosila je oko 20,8 pg/g, s postotkom zadrzavanja od 74 % do 84 %.

Koncentracija cijanidin-3-rutinozid kretala se u rasponu od 28,40 ug/g do 24,36 ug/g. Postotak
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zadrzavanja cijanidin-3-rutinozida kretao se od 84 % do 90 %. Najveée zadrZavanje cijanidin-
3-soforizida, cijanidin-3-glukozida, cijanidin-3-rutinozid i cijanidin-3-glukozil-rutinozida utvrdeni
su u kompleksima s 10 % celuloze. Nakon skladiStenja pove¢ana je koncentracija elaginske
kiseline. Najveca je bila u uzorku 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i
iznosila je 104,80 pg/g. Duzim vremenom kompleksiranja najvec¢a koncentracija elaginske
kiseline odredena je u uzorku 5 %_CM (104,53 pg/g). Postotak zadrzavanja elaginske kiseline
bio je u svim uzorcima 100 %, izuzev uzorka 10 %_CM (77 %) s viemenom kompleksiranja od
60 minuta. Elaginska kiselina derivat 1 odreden je u rasponu od 19,47 ug/g do 7,09 ug/g s
vremenom kompleksiranja od 15 minuta, te u rasponu od 9,94 ug/g do 5,95 ug/g s vremenom
kompleksiranja od 60 minuta. Elaginska kiselina derivat 2 bio je u rasponu od 8,21 pg/g do
4,78 ug/g (15 minuta kompleksiranja) te u rasponu od 6,14 ug/g do 4,24 ug/g (60 min
kompleksiranja). Elaginska kiselina derivat 3 odreden je u rasponu od 12,56 ug/g do 7,46 ug/g
(15 minuta kompleksiranja) te od 14,22 ug/g do 8,78 ug/g (60 minuta kompleksiranja). Kod sva
tri derivata elaginske kiseline koncentracija se smanjivala s poveé¢anjem udjela celuloze od
2,5% do 10%. Zadrzavanja elaginske kiseline deriavata 1 nakon skladistenja bio je u rasponu
od 75 % do 98 %, elaginske kiseline derivata 2 od 86 % do 98 %. U skladiStenim uzorcima
koncentracija kvercetina kretala se oko 23 ug/g, a kvercetin derivata 1 oko 15 ug/g. U
skladiStenim uzorcima zadrzavanje elaginske kiseline 3, kvercetina i kvercetin derivata 1 bilo
je 100 %.

Ukupni udio fenola i antocijana soka viSnje adsorbiranih na celulozu, nakon pripreme i nakon
skladidtenja prikazan je u Tablicama 19 i 20. Opcenito, iz rezultata je vidljivo da su vrijeme
kompleksiranja i udio koristene celuloze za formuliranje kompleksa imali utjecaj na istrazivane
parametre. U kompleksima celuloza/visnja (CV) nakon pripreme najveéi udio adsorbiranih
ukupnih fenola (Tablica 19) imali su kompleksi 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 15
minuta i 60 minuta (4,26 g/kg odnosno 3,94 g/kg), iza kojeg su slijedili kompleksi s veéim
udjelima celuloze (5 %, 7,5 % i 10 %) u kojima se postepeno smanjivala koncentracija ukupnih
fenola. Najmaniji udio ukupnih fenola imali su kompleksi 10 %_CV (3,14 g/kg odnosno 3,26
g/kg s vremenom kompleksiranja od 15 minuta odnosno 60 minuta). Ukupni udio adsorbiranih
antocijana (Tablica 20) bio je najveci u kompleksu 2,5 %_CV (354,25 mg/kg) s vr.emenom
kompleksiranja od 15 minuta. Povec¢anjem udjela celuloze od 2,5 % do 10 % udio antocijana
adsorbiranih na celulozu se postepeno smanjivao, tako da su kompleksi s 10 % celuloze imali
najnizi udio antocijana (294,25 mg/kg u uzorcima s vremenom komplekisranja od 15 minuta i
228,21 mg/kg u uzorcima s vremenom komplekisranja od 60 minuta). U kompleksima
celuloza/viSnja utvrden je i udio adsorbiranih proantocijanidina (Tablica 21). Kompleksi s
najmanjim udjelom celuloze (2,5 %) i viemenom kompleksiranja od 15 minuta imali su najvecu

koncentraciju proantocijanidina. Tako je koncentracija proantocijanidina bila 681,84 mg/kg u
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kompleksu 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 15 minuta te 642,21 mg/kg u kompleksu
2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 60 minuta. Pove¢anjem udjela celuloze od 2,5 %
do 10 % smanijivala se i koncentracija proantocijanidina, tako da su najnize koncentracije
odredene u kompleksima 10 %_CV (358, 45 mg/kg odnosno 306,29 mg/kg). U skladiStenim
uzorcima zadrzana je ista tendencija kao i nakon pripreme u pogledu ukupnih fenola,
antocijana i proantocijanidina. Kompleksi s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %) i kra¢im
vremenom kompleksiranja (15 minuta) imali su najveci udio fenola i antocijana (3,99 g/kg
ukupnih fenola, 212,49 mg/kg antocijana i 478,34 mg/kg). Stabilnost dobivenih kompleksa t{j.
zadrZavanje komponenti utvrdeno je skladiStenjem uzoraka pri sobnoj temperaturi u razdoblju
od 12 mjeseci. Postotak zadrzavanja fenola u kompleksima celuloza/visnja prikazan je na Slici
27. Nakon 12 mijeseci skladistenja uzoraka na sobnoj temperaturi, najve¢e zadrzavanje
ukupnih fenola bilo je u kompleksima 2,5 %_CV i 10 %_CV (oko 93 %) s kra¢im vremenom
kompleksiranja (15 minuta). Zadrzavanje fenola u kompleksima s vremenom kompleksiranja
od 60 minuta bilo je u rasponu od 81 % (2,5%_CV) do 86 % (5 %_CV). Najmanje zadrzavanje
ukupnih fenola imao je kompleks 5 %_CV formuliran 15 minuta (76 %). Postotak zadrzavanje
antocijana nakon skladidtenja (Slika 28) bio je najveéi u kompleksu 7,5 %_CV (65 %) i
kompleksu 2,5 %_CV (63 %) s vr.emenom kompleksiranja od 60 minuta, zatim u kompleksu 5
%_CV (51 %) dok je najmanje zadrZavanje bilo je u kompleksu 10 %_CV (55 %), takoder s
duzim vremenom kompleksiranja. Zadrzavanje antocijana u kompleksima celuloza/vidnja s
kra¢im vremenom kompleksiranja kretao se od 56 % (10 %_CV) do 60 % (2,5 %_CV). Na Slici
29 prikazan je postotak zadrZzavanja proantocijanidina u kompleksima nakon skladistenja.
Najvece zadrzavanje odredeno je u kompleksu 2,5 %_CV (70 %) s vremenom kompleksiranja
od 15 minuta, a zatim u kompleksu 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 60 minuta (67
%). Najnizi postotak zadrzavanja odreden je u kompleksu 7,5 %_CV (55 %) s vremenom
kompleksiranja od 60 minuta te u kompleksu 10 %_CV (56 %) s vremenom kompleksiranja od

15 minuta.

U Tablici 22 i Tablici 23 prikazani su udjeli pojedinacnih fenolnih komponenti u kompleksima
celulozal/viSnja s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i 60 minuta, nakon pripreme i nakon
skladistenja. Od antocijana detektirani su cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-glukozil-rutinozid.
Kompleks 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 15 minuta imao je najveéu koncentraciju
cijanidin-3-rutinozida (185,89 pg/g) kao i u uzorcima koji su kompleksirani 60 minuta (135,66
Mg/g). Koncentracija cijanidin-3-glukozil-rutinozida bila je najve¢a u uzorku 2,5 % _CV s
vremenom kompleksiranja 15 minuta i iznosila je 76,01 ug/g. Od ostalih fenola, u najvecoj
koncentraciji odredena je klorogenska Kkiselina. Kompleks 2,5 %_CV s vremenom
kompleksiranja od 15 minuta imao je najveéu koncentraciju klorogenske kiseline (151,71 ug/g)

dok je s vremenom kompleksiranja od 60 minuta koncentracija klorogenske kiseline iznosila
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127,21 pg/g. Najveée koncentracije ostalih fenolnih komponenti (neoklorogenske kiseline,
rutina, kvercetina i kempferola) odredene su u uzorcima s kra¢im vremenom kompleksiranja
(15 minuta) i s najnizim udjelom celuloze (2,5 %). Koncentracija neoklorogenske kiseline
iznosila je 87,03 ug/g, rutina 54,49 ug/g, kvercetina 19,92 ug/g te kempferola 9,40 ug/g. Kao i
u kompleksima celuloza/malina, povecanjem koncentracije celuloze od 2,5 % do 10 %,
koncentracija pojedinacnih fenola se postepeno smanjivala. Izuzetak je koncentracija cijanidin-
3-glukozil-rutinozida u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta, gdje je najnizu

koncentraciju imao uzorak 7,5 %_CV.

Nakon skladistenja koncentracija cijanidin-3-rutinozida i cijanidin-3-glukozil-rutinozida bila je
najveca u uzorcima 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 15 minuta (87,83 ug/g cijanidin-
3-rutinozida i 32,31 pg/g cijanidin-3-glukozil-rutinozida). U wuzorcima s vremenom
kompleksiranja od 60 minuta koncentracija cijanidin-3-rutinozida iznosila je 55,02 ug/g dok je
cijanidin-3-glukozil-rutinozida iznosila 23,02 ug/g. Poveéanjem udjela celuloze od 2,5 % do 10
% postepeno se smanijivala i njihova koncentracija u uzorcima. Tako je u uzorcima 10 %_CV
odredena koncentracija cijanidin-3-rutinozida od 53,88 ug/g i cijanidin-3-glukozil-rutinozida od
21,28 ug/g s vremenom kompleksiranja od 15 minuta te cijanidin-3-rutinozida od 46,32 ug/qg i
cijanidin-3-glukozil-rutinozida od 20,79 pg/g s vremenom kompleksiranja od 60 minuta.
Postotak zadrzavanja cijanidin-3-rutinozida bio je veéi u uzorku 2,5 %_CV s vremenom
kompleksiranja od 15 minuta (47 %), dok je najnizi postotak zadrzavanja bio u uzorku 5 %_CV
(37 %) s vremenom kompleksiranja od 60 minuta. Postotak zadrzavanja cijanidin-3-glukozil-
rutinozida bilo je u rasponu od 37 % do 49 %. U skladiStenim uzorcima u najvecoj koncentraciji
bilo je klorogenske kiseline. U rasponu od 136,14 ug/g (2,5%_CV) do 103,45 pg/g (10%_CV)
u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta, te u rasponu od 106,93 ug/g (2,5%_CV)
do 96,39 pg/g (10%_CV). Neoklorogenske kiseline i rutina bilo je takoder najviSe u uzorku 2,5
%_CV i vremenom kompleksiranja od 15 minuta (76,00 pg/g za neoklorogensku kiselinu i
49,18 pg/g za rutin). Stabilnost klorogenske kiseline u skladiStenim uzorcima bila je u rasponu
od 81 % do 94 %, neoklorogenske kiseline u rasponu od 79 % do 87 %, a rutina u rasponu od
85 % do 94 %. Koncentracija kvercetina u skladiStenim uzorcima bila je oko 22 pg/g, a

kempferola oko 9 pg/g. Postotak zadrzavanja iznosio je 100 %.

Interakcije izmedu razliitih vlakana, uklju€ujuéi celulozu, i polifenola ovise o kemijskim
karakteristikama (molekularnoj strukturi i molekularnoj masi), fizikalnim svojstvima i poCetnoj
koncentraciji obiju komponenti (Le Bourvellec i Renard, 2005a; Le Bourvellec i sur., 2005b).
Polifenoli i celuloza dolaze u medusobnu interakciju preko nekovalentnih veza, kao $to su
vodikove veze, hidrofobne interakcije i van der Waalsove sile, ili jednostavno fiziCkim
zarobljavanjem jedne komponente od strane druge komponente. Te interakcije su pod

snaznim utjecajem okoliSnih parametara poput pH vrijednosti i temperature te vremena
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kompleksiranja (Le Bourvellec i sur., 2004; Padayachee i sur., 2012a,b; Phan i sur., 2017;
Renard i sur., 2001; Tang i sur., 2003). Osnova interakcija fenola i celuloze su veli€ina i
struktura molekule fenola (Le Bourvellec i sur., 2004). Osnovna karakteristika fenola je
posjedovanje jednog ili viSe benzenskih prstenova i hidroksilnih skupina pomocu koji se vezu
na specifi€na mjesta na molekule polisaharida. Uglavnhom se fenoli i viakna medusobno vezZu
vodikovim vezama (formiranih izmedu OH skupina fenolnih spojeva i atoma kisika
polisaharida), kao i hidrofobnim vezama. Takoder, izmedu polisaharida i fenolnih kiselina
mogu se formirati kovalentne veze kao 3to je esterska veza (Saura-Calixto, 2011). Nadalje,
ove interakcije mogu ovisiti o povrsinskim svojstvima molekule, njezinoj veli€ini i poroznosti.
Veli¢ina pora u polisaharidima moze ograniciti difuziju polifenola s ve¢om molekulskom masom
(Saura-Calixto, 2011). S druge strane, neka istrazivanja su potvrdila da se polifenoli vece
molekulske mase vezu u vecoj koli¢ini na celulozu u usporedbi s polifenolima manje
molekulske mase (Phan i sur., 2015). Nasi rezultati su u skladu s prijasnjim istrazivanjima u
pogledu utjecaja vremena kompleksiranja na interakciju izmedu fenolnih komponenti i
polisaharida stani¢ne stjenke. Duze vrijeme kompleksiranja, koje je uklju€ivalo mijesanje, nije
dovelo do povecéane adsorpcije fenolnih komponenti na celulozu. Interakcija se dogada
spontano unutar 1 minute, zatim se ubrzano povec¢ava unutar 30 minuta, nakon ¢ega dolazi
do usporenog vezivanja (Padayachee i sur., 2012a; Phan i sur., 2015). Vjerojatno postoje
odredena mjesta na molekuli celuloze koje su odgovorne za formiranje ¢vrcih regija. Druga
alternativa je da celuloza ima odredeni afinitet za vezanje fenolnih molekula i iznad tog stupnja,
fenolni spojevi pocinju stvarati ionsku barijeru za daljnje vezanje (Padayachee i sur., 2012a).
Costa i sur. (2015) prou€avali su adsorpcijski kapacitet katehina, feruli¢ne kiseline i kafeinske
kiseline na ksilan i celulozu. Uocili su da se adsorpcija polifenola dogodila u prvoj minuti
kontakta, dok je nakon 10 minuta do3lo do zasi¢enja aktivnih mjesta na adsorbensu. Liu i sur.
(2017) utvrdili su da do pocetnog vezivanja dolazi zbog adsorpcije fenola na povrSinska vezna
mjesta na molekuli celuloze zbog prisutnih labilnih hidroksilnih skupina. Dodatna interakcija
odvija se zbog nekovalentnog vezanja, tj. vodikovih veza i hidrofobnih interakcija (Liu i sur.,
2017). Vazni €¢imbenici za nekovalentno vezanje takoder su i fenolni prstenovi, njihov broj i
njihova konformacijska fleksibilnost (Cartalade i Vernhet, 2006). Buduci da je nekovalentno
vezanje uklju¢eno u adsorpcijski proces fenola na celulozu, vjerojatno je da produljeno vrijeme
kompleksiranja koje je ukljuCivalo mijeSanje rezultiralo kidanjem vodikovih veza i hidrofobnih
interakcija te su zbog toga utvrdeni nizi sadrZaji fenola na kompleksima celuloza/malina i
celuloza/viSnja formuliranih 60 minuta (Phan i sur., 2015; Liu i sur., 2017). Maksimalni kapacitet
vezivanja fenola ovisi o njihovoj molekularnoj strukturi i kre¢e se u rasponu od 0,4 do 1,4 g na
1 g celuloze (Phan i sur., 2015) te vjerojatno zbog toga dolazi do usporavanja vezivanja.
Dostupna vezivna mjesta na vlaknima takoder se smatraju vaznim ¢imbenikom u odredivanju

koli¢ine vezanih polifenola. Iz rezultata istrazivanja ukupnih fenola soka kupine adsorbiranih
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na vlakna jabuke vidljivo je da je povecana koli¢ina vlakana u kompleksima (iznad 2%),
negativno utjecala na vezanje polifenola i pretpostavljeno je da je maksimalni kapacitet
vezanja postignut ispod te tocke (Kopjar i sur., 2022). U istrazivanjima Jakobek i sur. (2021) i
Phan i sur. (2017) zaklju€eno je da vec¢a koncentracija polifenola u okruzenju vlakana dovodi
i do njihove vece adsorpcije. To se slaze i s naSim rezultatima. Cijanidin-3-soforozid
najzastupljeniji je fenol u soku maline te posljedicno tome i u kompleksima s celulozom.
Interakcije izmedu proantocijanidina i vlakana iz materijala staniéne stjenke ovise o
koncentraciji proantocijanidina, molekularnoj masi, stupnju galoilacije i polimerizacije kao i o
sastavu i strukturi stani¢ne stjenke (Renard i sur., 2017). Rezultati nekih istraZivanja pokazali
su da veca koncentracija polifenola prisutnih u okolini pove¢ava adsorpciju proantocijanidina
(Renard i sur., 2001; Rendar i sur., 2017). Sto se tie strukture proantocijanidina, oni s (+)-
katehinskim jedinicama pokazali su veéi afinitet prema polisaharidima od onih s (-)-
epikatehinskim produznim jedinicama (Renard i sur., 2017). Poveéana poroznost stani¢ne
stjenke dovodi do veée adsorpcije tanina vece molekularne mase, dok smanjenja poroznost
staniénih  stjenki uzorkovana procesom suSenja rezultira smanjenim afinitetom
proantocijanidina prema stani¢noj stjenci (Le Bourvellec i sur., 2005; Le Bourvellec i sur.,
2012a,b). U ovom istrazivanju adsorpcija proantocijanidina soka viSnje na celulozu slijedila je
trend ranijih istrazivanja vezanja proantocijanidina na citrus vlakna i vlakna jabuke (Buljeta i
sur., 2021; Kopjar i sur., 2022). U kompleksima s najmanjim udjelom vlakana bila je najveca

koncentracija proantocijanidina.

5.2. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST KOMPLEKSA CELULOZA/MALINA |
CELULOZA/VISNJA

Antioksidcijska aktivnost jedna je od brojnih bioloskih aktivnosti fenola koja ovisi 0 njihovoj
kemijskoj strukturi. Odredivanje antioksidativhog djelovanja provedeno je primjenom DPPH,
ABTS, FRAP i CUPRAC metoda. Kroz naSe rezultate vidljivo je da su razli¢itim metodama,
dobivene razli€ite vrijednosti antioksidacijske aktivnosti kompleksa. DPPH metoda temelji se
na uklanjanju DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radikala i jedna je od naj¢eSce koristenih
analiza za odredivanje antioksidacijske aktivnosti. DPPH je komercijalno dostupan stabilni
kromogen radikal (Shahidi i Zhong, 2015). U ABTS metodi nastaje ABTS kation radikal
intenzivne boje, a antioksidacijski se utjecaj mjeri kao sposobnost spojeva za smanjenje boje
u reakciji s radikalom (Prior i sur., 2005). S druge strane, FRAP test mjeri smanjenje kompleksa
Zeljeznog iona (Fe®') - liganda u plavo obojeni Zeljezo (Fe?") kompleks djelovanjem
antioksidansa (Shahidi i Zhong, 2015). U naSem istraZivanju koriSten je trispiridiltriazin (TPTZ)
kao zeljezo - vezujuci ligand. FRAP metoda je jednostavnai jeftina, i temelji se na ,selektivnom
elektron donor“ mehanizmu, stoga ju se preporucuje koristiti u kombinaciji s drugim testovima

za provjeru dominantnog mehanizam za razli€ite antioksidanse (Prior i sur., 2005). Kona¢no,
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CUPRAC metoda temelji se na redukciji bakra (Cu?*) u bakar ion (Cu*) pomocu antioksidansa
(Prior i sur., 2005). Analogno FRAP metodi, ligand (neokuproin) tvori bakreni ligand kompleks
za olakSavanje mjerenja apsorbancije u CUPRAC metodi (Shahidi i Zhong, 2015).
Odredivanje antioksidacijskog djelovanja kompleksa celuloza/malina provedena je primjenom
DPPH, FRAP i CUPRAC metode. Dobiveni rezultati antioksidacijskog djelovanja
celuloza/malina kompleksa prikazani su u Tablici 10, Tablici 11 i Tablici 12. RazliCite
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene su ovisno o primijenjenoj metodi, tj. njihovom
mehanizmu djelovanja kao 5to je prethodno objasnjeno. Antioksidacijska aktivnost kompleksa
2,5 %_CM odredena DPPH metodom kretala se u rasponu od 23,51 do 20,01 pmol TE/100 g
za komplekse s vremenom kompleksiranja od 15 minuta, i utvrdeno je da s porastom koli€ine
celuloze opada antioksidacijska aktivnost. Antioksidacijska aktivhost prema DPPH metodi za
komplekse s vr.emenom kompleksiranja od 60 minuta iznosila je oko 23 umol TE/100 g. Nakon
12 mjeseci skladistenja, antioksidacijsko djelovanje u svim CM kompleksima se povecalo, ali
nije bilo znacajne razlike izmedu kompleksa s razliitom koli€inom koriStene celuloze bez
obzira na vrijeme kompleksiranja. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti dobivene FRAP
metodom bile su u rasponu od 2,81 do 1,79 umol TE/100 g. CM kompleksi formulirani s 2,5 %
celuloze tijekom 15 minuta i 60 minuta kompleksiranja imali su najveéu antioksidacijsku
aktivnost. Povecanjem koli¢ine celuloze s 2,5 % na 10 %, vrijednosti antioksidacijske aktivnosti
su se smanjivale. Nakon skladiStenja zadrzala se ista tendencija. Sli¢ni rezultati kao kod DPPH
i FRAP metoda, takoder su dobiveni CUPRAC metodom. Najvecu antioksidacijsku aktivnost
imao je CM kompleks pripremljen s 2,5 % celuloze (103,20 pmol TE/100 g) i s povecanjem
koli€ine celuloze, doslo je do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. NajniZe vrijednosti bile su
u uzorcima 10 %_CM, i kod kraceg (15 minuta) i kod duzeg (60 minuta) vremena
kompleksiranja (54,47 ymol TE/100 g i 55,48 umol TE/100 g). CM kompleksi s 2,5 % celuloze
koji su imali najveci sadrzaj fenola takoder su imali najvecu antioksidacijsku aktivnost, dok CM
kompleksi s 10 % celuloze, s najnizim sadrzajem fenola, imali su najmanju antioksidacijsku
aktivnost. Nakon 12 mijeseci skladiStenja, antioksidacijska aktivnost u celuloza/malina
kompleksima bila je ve¢a u odnosu na uzorke nakon pripreme. Uzorak 7,5 %_CM imao je
najvec¢u antioksidacijsku vrijednost prema DPPH metodi (26,54 umol TE/100 g), dok su uzorci
2,5 %_CM imali najve¢u antioksidacijsku vrijednost prema FRAP (3,08 ymol TE/100 g) i
CUPRAC (127,33 ymol TE/100 g) metodi.

Antioksidacijska aktivnhost kompleksa celuloza/visnja odredivana je metodama DPPH, ABTS,
FRAP i CUPRAC. Kompleksi celuloza/visnja s vremenom kompleksiranja od 60 minuta s
udjelom celuloze 2,5 % imali su najvecu antioksidacijsku aktivnhost prema DPPH metodi.
Antioksidacijska aktivnost kretala se od 30,24 do 27,92 ymol TE/100 g. Smanjenjem udjela
celuloze od 2,5 % do 10 %, smanijivala se i vrijednost antioksidacijske aktivnosti kompleksa
(Tablica 24). Antioksidacijska aktivnhost kompleksa CV prema ABTS (Tablica 25), FRAP
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(Tablica 26) i CUPRAC (Tablica 27) metodi bila je najve¢a u uzorcima s 2,5% celuloze, ali
krac¢im (15 minuta) vremenom kompleksiranja. Prema ABTS metodi antioksidacijska aktivnost
kretala se u intervalu od 18,98 do 13,85 umol TE/100 g, prema FRAP metodi od 3,04 do 2,33
pmol TE/100 g, te prema CUPRAC metodi od 167,58 do 125,69 ymol TE/100 g. Nakon
skladistenja u svim kompleksima celuloza/viSnja doSlo je do smanjenja antioksidacijske
aktivnosti. Prema DPPH metodi vrijednosti antioksidacijska aktivnosti kretale su se oko 24
pmol TE/100 g, tako da je postotak zadrzavanja u skladiStenim uzorcima bio od 81% do 97%.
Prema ABTS metodi vrijednosti su bile u rasponu od 10,30 umol TE/100 g do 14,41 umol
TE/100 g (postotak zadrZzavanja od 65% do 83%), prema FRAP metodi od 1,56 ymol TE/100
g do 2,31 ymol TE/100 g (postotak zadrzavanja od 62% do 84%) i prema CUPRAC metodi od
101,16 pymol TE/100 g do 138,41 pmol TE/100 g (postotak zadrzavanja od 79% do 89%).

Kod oba tipa kompleksa (CM i CV) najve¢u antioksidacijsku aktivnost imali su kompleksi
pripremlieni s 2,5 % celuloze. Povecanjem udjela celuloze, antioksidacijska aktivnost se
smanjivala. Nakon 12 mijeseci skladistenja, antioksidacijska aktivnost u celuloza/malina
kompleksima bila je veca ili jednaka u odnosu na uzorke nakon pripreme. Razlog tome su
najvjerojatnije strukturne promjene fenola jer moze do¢i do stvaranja polimeriziranih i
oksidiranih fenola koji mogu pokazati ve¢u antioksidacijsku aktivnost od nepolimeriziranih i
neoksidiranih fenola (Da Porto i sur., 2000; Manzocco i sur., 2001; Nicoli i sur., 2000). U
celuloza/viSnja kompleksima vrijednosti u skladistenim uzorcima bile su nize u odnosu na
uzorke nakon pripreme. Takoder, antioksidacijska aktivnost odredena sa sve Cetiri metode
imala je razliCite vrijednosti, zbog razli€itih mehanizama samih metoda. Usporedba DPPH
radikala i ABTS kation radikala, DPPH radikali imaju vecu selektivhost u reakciji s vodik
donorom nego ABTS kation radikal (Lon¢ari¢ i sur., 2014). Apak i sur. (2004) utvrdili su da je
pored konjugacije molekula, broj i poloZzaj —OH skupina izravno povezan s antioksidacijskom
aktivnos¢u u CUPRAC metodi. U naSem istrazivanju, vjerojatno je koli¢ina fenolnih spojeva
vezanih na celulozu, smanijila broj dostupnih hidroksilnih grupa na fenolima i tako uzrokovala
promjenu u reakcijama s DPPH radikalima i ABTS kation radikalima, kao i redukciju metalnih
iona u druge dvije metode. Antioksidacijska aktivnhost kompleksa vlakna/fenoli prou¢avana je i
ranije (Kopjar i sur., 2023; Kopjar i sur., 2022; Buljeta i sur., 2021; Da Rosa i sur., 2014).
Antioksidacijska aktivnost kompleksa celuloza/galna kiselina i celuloza/kafeinska kiselina bila
je najveca u uzorcima s najnizim udjelom (2,5 %) celuloze. Polifenoli soka kupine inkapsulirani
s vlaknima citrusa i vlaknima jabuke pokazali su veéi antioksidacijski potencijal kada je 1 %
vlakana bilo prisutno u kompleksu, u usporedbi s 4 % odnosno 10 % vlakana (Buljeta i sur.,
2021, Kopjar i sur., 2022). Da Rosa i sur. (2014) utvrdili su ve¢u antioksidacijsku aktivnost u
mikrokapsulama ekstrakta polifenola kupine oblozenih ksantanom (90,75 %) i B-
ciklodekstrinom (84,43 %) nego obloZenih hitozanom (80,38 %). Njihovi rezultati za

antioksidativno djelovanje bili su u skladu s koli¢inama polifenola u mikrokapsulama.
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5.3. BOJA KOMPLEKSA CELULOZA/MALINA | CELULOZA/VISNJA

U Tablici 13 prikazani su parametri boje (L*, a*, b*, °h i C*) za komplekse celuloza/malinai u
Tablici 28 parametri boje kompleksa celuloza/visnja nakon pripreme, kompleksiranih 15
odnosno 60 minuta. L* vrijednost Ciste celuloze iznosila je 93,40, adsorpcijom fenolnih
komponenti maline i viSnje doslo je do smanjenja L* vrijednosti Cime kompleksi postaju tamniji.
L* vrijednosti za komplekse celuloza/malina bile su u rasponu od 68,93 do 74,09. Povec¢anjem
koliine celuloze povecavala se je i vrijednost parametra L*, odnosno kompleksi su bili sve
svjetliji. Kompleksi s vr.emenom komplekisranja od 15 minuta imali su nesto nize vrijednosti
parametra L* u odnosu na komplekse s vremenom kompleksiranja od 60 minuta. L* vrijednosti
kompleksa celuloza/viSnja kretale su se u rasponu od 66,98 do 71,85. Takoder povecanjem
koli¢ine celuloze od 2,5 % do 10 %, povecavale su se L* vrijednosti, odnosno povecavala se
svjetlina kompleksa. Celuloza je imala pozitivnu vrijednost parametra a* koji definira crveni ton
uzorka (0,42). Adsorpcijom antocijana maline i viSnje vrijednost a* se znac¢ajno povecala. U
kompleksima celuloza/malina nakon pripreme i kompleksiranja pri 15 odnosno 60 minuta
vrijednost parametra a* bila je izmedu 29,94 i 34,42, dok je u kompleksima celuloza/vis$nja bila
izmedu 25,301 29,10. Najmanije vrijednosti parametra a* imali su kompleksi s najve¢im udjelom
celuloze (10 %_CM i 10 %_CV). b* vrijednost definira Zuti ton uzorka, a za celulozu ova
vrijednost je iznosila 6,65. Adsorpcijom fenola maline i viSnje zna¢ajno se smanjila ova
vrijednost. b* vrijednost u kompleksima CM iznosila je izmedu 1,11 2,29, te za komplekse CV
izmedu 1,29 i 3,24. Kompleksi s najmanjim udjelom celuloze imali su najvecu b* vrijednost.
Povecéanjem koli€ine celuloze vrijednosti parametra b* su se smanjivale. Na temelju izmjerenih
L*, a*, b* vrijednosti, izraCunata je i promjena boje kompleksa nakon pripreme u odnosu na
Cistu celulozu (AE). Najve¢a promjena boje uzorka u odnosu na €istu celulozu utvrdena je u
kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %) i kraéim vremenom kompleksiranja (15
minuta). AE za kompleks 2,5 %_CM iznosio je 42,11 (Tablica 15), dok je za kompleks 2,5
%_CV iznosio 39,23 (Tablica 30). Daljnjim povecéanjem koli¢ine celuloze, promjena boje se

smanjivala.

Ton boje, °h vrijednost, za celulozu iznosila je 86,34, a adsorpcijom fenola maline i viSnje doslo
je do znacgajnog smanjenja °h vrijednosti. °h vrijednost za komplekse CM bila je u intervalu od
2,13 do 3,79. Za komplekse CV bila je u intervalu od 2,94 do 6,75. Zasicenje boje odnosno C*
vrijednost za Cistu celulozu je iznosila 6,66. Adsorpcijom fenola maline i visnje doSlo je do
zasi¢enja i to najvise na kompleksima 2,5 %_CM (34,50 i 34,26) i 2,5 %_CV (29,16 i 27,57)

formuliranih 15 minuta odnosno 60 minuta.

U Tablici 14 prikazani su parametri boje skladistenih kompleksa celuloza/malina i Tablici 29
promjena boje skladistenih kompleksa celuloza/visnja. Sto se ti¢e skladistenih uzoraka, L*

vrijednosti slijede isti trend kao i L* vrijednosti za komplekse nakon pripreme, a* i b* vrijednosti
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takoder su bile najvece u kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %_CMi2,5 %_CV),
te se s povecanjem udjela celuloze od 2,5 % do 10 % njihova vrijednost smanjivala. Ton boje,
°h vrijednost skladistenih kompleksa celuloza/malina bila je u rasponu od 3,36 do 5,47, s tim
da je najvecu vrijednost imao kompleks 5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 60 minuta.
°h vrijednost skladiStenih uzoraka kompleksa celuloza/vidnja bila je u rasponu od 25,37 do
32,91, s tim da je najvecu vrijednost imao kompleks 5 %_CV. Najvece zasi¢enje boje odnosno
C* vrijednost imali su kompleksi 2,5 %_CM (27,48 i 27,34) i 2,5%_CV (21,50 i 20,36)
formulirani 15 minuta odnosno 60 minuta. Povec¢anjem udjela celuloze doslo je do smanjenja
zasi¢enja boje. Odredena je i promjena boje (AE+) skladiStenih kompleksa u odnosu na
komplekse nakon pripreme. Promjena boje u skladistenim kompleksima celuloza/malina
(Tablica 15) bila je u rasponu od 6,47 do 9,52, dok je u kompleksima celuloza/visnja (Tablica
30) promjena boje bila u rasponu od 12,61 do 13,55 s vremenom kompleksiranja od 15 i 60

minuta.

5.5. UDIO HLAPLJIVIH KOMPONENATA U KOMPLEKSIMA

Rezultati odredivanja udjela hlapljivih komponenti identificiranih u sokovima maline i
kompleksima celuloza/malina prikazani su u Tablici 16. U soku maline identificirano je 39
hlapljivih  komponenti, dok je u kompleksima celuloza/malina utvrdeno 35 hlapljivih
komponenti. Vrijeme kompleksiranja i koli€ina celuloze imali su utjecaj na adsorpciju hlapljivih
komponenti na celulozu. Nekoliko hlapljivih komponenti utvrdenih u soku maline nije
identificirano u CM kompleksima (heksanol, oktanol, y-terpinen, vitispirane, benzil alkohol,
heksanska kiselina, trans-kariofilen, miristicin, miristil aldehid, B-mircen, etil dekanoat i -
ciklocitral) dok je nekoliko novih hlapljivih komponenti identificirano u novonastalim
kompleksima (mentol, etil benzaldehid, dekanol, nonanonska kiselina, gvajakol, a-cedrol,
benzofenon, heksil salicilat). U Tablici 17 i Tablici 18 prikazan je udio hlapljivih komponenti
na kompleksima celuloza/malina odnosno dan je prikaz utjecaja koli€ine celuloze i vremena
kompleksiranja na adsorpciju hlapljivih komponenti nakon pripreme i njihovu stabilnost nakon
12 mjeseci skladiStenja pri sobnoj temperaturi. Sve hlapljive komponente grupirane su ovisno
o kemijskoj strukturi u pet skupina: aldehidi i ketoni, alkoholi, esteri, kiseline i terpeni.
Identificirano je 10 aldehida u kompleksima CM (2-heksanal, benzaldehid, oktanal, nonanal,
2-nonenal, dekanal, etil benzaldehid, 4-propilbenzaldehid, lilial i heksil cinamaldehid) medu
kojima je dekanal, s cviethom aromom, imao najvecu koncentraciju. Kompleksi pripremljeni s
udjelom celuloze 7,5 % s vremenom kompleksiranja od 15 minuta imali su 25,98 ug/kg
dekanala dok su kompleksi pripremljeni s 2,5 % celuloze s vremenom kompleksiranja od 60
minuta imali najveci udio ukupnih aldehida (38,56 ug/kg). Kompleksi CM kompleksirani 60
minuta i s 5 % celuloze imali su najvecu koliinu benzaldehida (8,45 pg/kg), nonanala (18,71
Mg/kg), oktanala (7,16 ug/kg), 4-propilbenzaldehida (7,65 pg/kg) i liliala (3,31 ug/kg).
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Produzeno vrijeme kompleksiranja imalo je utjecaj na adsorpciju 2-heksenala i najveca koli¢ina
(1,53 pg/kg) ovog hlapljivog aldehida odredena je u kompleksima pripremljenim s 2,5 %
celuloze. 2-nonenal u najveéoj koncentraciji utvrden je u uzorku s 7,5 % celuloze (4,01 pg/kg),
te etil benzaldehida i heksil cinamaldehida (5,25 pg/kg odnosno 3,10 pg/kg) u uzorku s 10 %
celuloze i vremenom kompleksiranja od 15 minuta. U kompleksu CM identificirana su tri ketona
i njihovo ponas$anje ovisilo je o vremenu kompleksiranja. Sva tri ketona u najvec¢oj koncentraciji
identificirana su u kompleksima s 5 % celuloze. Keton voénog aromatskog profila, 1-
feniletanon, u najvecoj koncentraciji detektiran je u uzorcima s vr.emenom kompleksiranja od
60 minuta, dok su druga dva ketona s cvjethom aromom u uzorcima s vremenom
kompleksiranja od 15 minuta (10,18 ug/kg odnosno 2,91 ug/kg). Identificirano je Sesnaest
terpena u kompleksima celuloza/malina. 3-jonon i a-jonon, komponente koje su nositelji arome
maline (Fehr i Guntern, 1992; Jaeger i sur., 2013) u najvecoj koncentraciji (45,90 ug/kg
odnosno 29,90 ug/kg) odredene su u uzorcima s 2,5 % celuloze i 15 minuta kompleksiranja.
Produzenim kompleksiranjem (60 minuta) koncentracija oba terpena se smanjila. Isto
ponas$anje zapazeno je i kod dihidro-B-jonona i a-jonola, hlapljivih komponenti nositelja arome
bobi¢astog vocéa. Dihidro-f-jonon je imao najveéu koncentraciju u kompleksu sa 2,5 % celuloze
(26,13 pg/kg), a a-jonol u kompleksu s 5 % celuloze (23,53 pg/kg). Koli€ina celuloze nije imala
utjecaj na adsorpciju dihidro-B-jonola nakon 15 minuta kompleksiranja dok su nakon 60 minuta
kompleksiranja detektirane manje koli€ine ovog spoja u kompleksima s ve¢im udjelom celuloze
(7,5 % i 10 %). B-damascenon je identificiran u nesto vec¢im koli€inama pri kompleksiranju od
15 minuta, ali je u najvecoj koncentraciji adsorbiran u uzorku s 5 % celuloze. Linalol je
identificiran u najvecoj koncentraciji od svi terpena. Tijekom 15 minuta kompleksiranja s
povecanjem koli¢ine celuloze doSlo je do smanjenja adsorpcije ovog hlapljivog spoja. CM
kompleks s 5 %-nim udjelom celuloze kompleksiran 60 minuta imao je najve¢u koncentraciju
linalola (57,52 pg/kg). Adsorpcija linalol oksida bila je izraZenija kada se celuloza koristila u
veéim koli¢inama (7,5 % i 10 %) i tijekom 15 minuta kompleksiranja (oko 5,6 ug/kg). Produzeno
vrileme kompleksiranja uzrokovalo je gubitak ovoga spoja. Najveéa adsorpcija nerola,
geraniola i a-terpinolena bila je u kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %) i kra¢im
vremenom kompleksiranja (15 minuta). Pove¢anjem koli€ine celuloze, opaZzeno je smanjenje
adsorpcije tih hlapljivih komponenti. Koncentracija mirtenola bila je najveca kada je koriStena
manja koli€ina celuloze, neovisno o vremenu kompleksiranja. U kompleksima celuloza/malina
utvrdena su dva alkohola: 2-etilheksanol i dekanol. Najveca koliina 2-etilheksanola, slatke,
vocne arome, bila je u kompleksima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta i 5 %-tnim
udjelom celuloze (35,09 pg/kg), i u ovom slu€aju produzeno kompleksiranje imalo je utjecaj na
adsorpciju ove hlapljive tvari na celulozu. Za drugi alkohol, dekanol, s voénim, citrusnim
notama, vrijeme kompleksiranja nije imalo vaznu ulogu i utvrden je u najve¢im koncentracijama

u kompleksima s 10 % celuloze (3,28 pg/kg) i vremenom kompleksiranja od 15 minuta.
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Takoder, dvije kiseline su detektirane u kompleksima. Etilheksanska kiselina koja nije
identificirana u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta. Najve¢a koncentracija
nonanske kiseline detektirana je u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta i 5 %
celuloze (8,12 pg/kg). Dva estera, metil dihidrojasmonat i heksil salicilat, takoder su
identificirana u kompleksima. Metil dihidrojasmonat utvrden je u veéim koncentracijama nakon
15 minuta kompleksiranja, dok su za heksil salicilata, bolji rezultati postignuti duzim

kompleksiranjem (60 minuta).

Odredena je i stabilnost hlapljivih spojeva u kompleksima skladistenim tijekom 12 mjeseci
(Tablica 18). Koli¢ina celuloze znacajno je utjecala na zadrZzavanje hlapljivih tvari tijekom
skladistenja. U skladistenim celuloza/malina kompleksima uoene su nize koncentracije
specificnih grupa, ali je tendencija bila ista kao i nakon pripreme, tj. terpeni su bili
najzastupljenija klasa hlapljivih spojeva, a zatim aldehidi i alkoholi. Cak i ako terpeni nisu
pronadeni u najvecoj koli¢ini u kompleksima pripremlienim s 10 % celuloze, njihovo
zadrZavanje tijekom skladiStenja bilo je najvece $to ukazuje na njihovu stabilnost. Samo je 2-
heksenal, hlapljiva tvar s najnizom molekularnom masom, potpuno izgubljena tijekom
skladiStenja u svim kompleksima. Lilial se je potpuno izgubio u kompleksima kompleksiranim
15 minuta, dok je u kompleksima s duzim kompleksiranjem ovaj spoj bio stabilan. Etil
heksanska kiselina imala je obrnuto pona$anje od liliala, buduéi da se potpuno izgubila u
kompleksima pripremljenim produljenim kompleksiranjem dok je bila postojana u kompleksima
pripremlienim 15 minuta. Takoder, 1-feniletanon je potpuno izgubljen tijekom uvjeta
skladistenja u uzorcima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta i zadrzao se samo u
kompleksu s 2,5 % celuloze i vremenom kompleksiranja od 15 minuta. Postoje varijacije u
zadrZavanju estera, alkohola, kiselina, ketona, ali vjerojatno su se tijekom skladistenja
dogodile reakcije transformacije, kao i promjene omjera ovih spojeva. Primjerice, benzaldehid
je identificiran u mnogo vec¢im koli¢inama, dok je koli¢ina etil benzaldehida smanjena tijekom
skladiStenja pa je vjerojatno da je doSlo do razgradnje etil benzaldehida i stvaranja
benzaldehida. Generalno, terpeni su poznati po svojim vrlo ugodnim aromatskim notama
odgovornim za kompletan aromatski profil i vrlo su pozeljni spojevi. U svim kompleksima bez
obzira na vrijeme kompleksiranja, sveukupno vecCe zadrzavanje ove hlapljive skupine
postignuto je dodatkom 7,5 % i 10 % celuloze tijekom kompleksiranja. |z rezultata se moze
uocCiti da priprema, vrijeme kompleksiranja i koliCina celuloze jako utjeCu na adsorpciju
hlapljivin tvari i postignut je razli€¢it omjer hlapljivih tvari. Ovaj omjer hlapljivih tvari koji je
postignut nakon pripreme kompleksa takoder utjeCe na stabilnost spojeva, tj. gubitke tijekom

skladistenja.

Rezultati hlapljivih komponenti identificiranih u sokovima visnje i kompleksima celulozal/vi$nja

prikazani su u Tablici 31. U soku viSnje identificirano je ukupno 24 hlapljivih komponenti, a u
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kompleksima celuloza/viSnja (CV) identificirano ih je 19. U CV kompleksima u odnosu na sok
vidnje nisu identificirani 6-metil-5-hepten-2-on, benzil alkohol, feniletil alkohol, nerol i eugenol.
U Tablici 32 i Tablici 33 prikazan je udio hlapljivih komponenti na kompleksima celuloza/visnja
odnosno dan je prikaz utjecaj koli€ine celuloze i vremena kompleksiranja na adsorpciju
hlapljivih komponenti nakon pripreme i njihovu stabilnost nakon 12 mjeseci skladiStenja pri
sobnoj temperaturi. Benzaldehida, nositelja arome visSnja, bilo je najviSe u uzorku s 7,5 %
celuloze (69, 55 pg/kg), a zatim u uzorku s 10 % celuloze (53,15 pg/kg) s kraéim vremenom
kompleksiranja (15 minuta). Koli¢ina oktanala i nonanala najveca je bila u uzorku 5 %_CV i
vremenom kompleksiranja od 15 minuta, 4-propilbenzaldehida i dodekanala takoder je najvise
bilo u uzorku 5 %_CV, ali s duzim vremenom kompleksiranja (60 minuta). Dekanala i geranil
acetona najviSe je bilo u uzorku 7,5 %_CV i vremenom kompleksiranja od 15 minuta, te o-
heksilcinamaldehida takoder u uzorku 7,5 %_CV i duzim vremenom kompleksiranja. Liliala je
najvise bilo u uzorku 2,5 %_CV i vremenom kompleksiranja od 15 minuta. Od alkohola u
kompleksima su detektirani 2-etil-1-heksanol, dekanol i perila alkohol. Najveée koncentracije
2-etil-1-heksanola odredene su u uzorcima 5 %_CV i vremenom kompleksiranja od 60 minuta.
Od ostalih alkohola, najvece vrijednosti bile su u uzorcima s kra¢im vremenom kompleksiranja.
Perila alkohola najviSe je bilo u kompleksu 10 %_CV i dekanola u kompleksu 7,5 %_CV. Benzil
alkohol i feniletil alkohol detektirani u soku viSnje nisu detektirani u kompleksima
celuloza/viSnja. Ukupno je identificirano 15 terpena. U najvecoj koncentraciji adsorbirano je D-
limonena (36,72 pg/kg) u uzorku s udjelom celuloze 5 % i vremenom kompleksiranja 15
minuta. Drugi najzastupljeniji terpen u kompleksu CV je B-jonon (18,73 pg/kg), nakon kojeg
slijedi linalol (13,37 pg/kg) u uzorku s udjelom celuloze 7,5 % i vremenom kompleksiranja 60
minuta odnosno 15 minuta. a-jonola i a-jonona najviSe je odredeno u kompleksima 5 %_CV s
kra¢im vremenom kompleksiranja. B-damascenon odreden je u najveéim koncentracijama u
kompleksu 7,5 %_CV, a geraniol u kompleksu 10 %_CV i vremenom kompleksiranja od 15
minuta. Nakon skladistenja, doSlo je do djelomicnog ili potpunog gubitka pojedinih spojeva
arome. Benzaldehida je bilo najvide u uzorku 10 %_CV formuliranog 60 minuta (10,93 pg/kg),
kao i dodekanala (5,97 pg/kg). Nonanala i geranilacetona bilo je najvise u uzorku 7,5 %_CV s
vremenom kompleksiranja od 15 minuta. 4-propilbenzaldehida bilo je najvise u kompleksu 5
%_CV s duzim vremenom kompleksiranja. Oktanal je detektiran samo u kompleksima s 2,5 %
i 5 % celuloze. U skladistenim kompleksima s 7,5 % i 10 % celuloze oktanal nije detektiran. U
skladistenim uzorcima nisu detektirani dekanal, lilial i a-heksilcinamaldehida. Alkoholi (2-etil-
1heksanol, dekanol i perila alkohol) su bili stabilni tijekom skladiStenja. D-limonena, bilo je
najvise u uzorku 2,5 %_CV i vremenom kompleksiranja od 15 minuta (26,61 pg/kg). Terpen B-
damascenon potpuno je izgubljen tijekom skladistenja, dok su ostali terpeni (linalol, a-jonol,

a-jonin, B-jonol, geraniol) pokazali stabilnost tijekom uvjeta skladistenja.
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Ranija istrazivanja pokazala su da stabilnost i zadrzavanje hlapljivih spojeva u kompleksima s
ugljikohidratima ovise o brojnim Cimbenicima poput fizikalno-kemijskih svojstava hlapljivih
spojeva (molekularna masa, duljina lanca molekule, hidrofobnost, kemijska grupa), te o vrsti i
koncentraciji ugljikohidrata (Secouard i sur., 2003; Boland i sur., 2004; Arvisenet i sur., 2002a;
Arvisenet i sur., 2002b; Xiao i sur., 2019). Hlapljive komponente s vecom molekularnom
masom imaju vecu stabilnost u odnosu na hlapljive komponente s manjom molekularnom
masom povezanih s ugljikohidratima. Rosenberg i sur. (1990) prou€avanjem estera vezanih
na guma arabiku u kompleksu dobivenom suSenjem rasprsivanjem dosli su do zaklju¢ka da
se zadrZavanje hlapljivih komponenti povecava s povecanjem njihove molekularne mase. Etil
heksanoat s ve¢om molekularnom masom imao je vecu stabilnost od etil butirata. Ovaj rezultat
moze se objasniti ¢injenicom da molekule manje molekularne mase bolje difundiraju kroz
sloZeni matriks tijekom procesa susenja. Buduéi da ove molekule nisu linearne, molekularna
masa i molekularna veli¢ina je povezana i primarni je Cimbenik koji utjeCe na difuziju
komponenti kroz strukturu molekule. Povec¢anjem molekularne mase hlapljivih spojeva,
povecava se njihova molekularna veli¢ina §to usporava njihov stupanj difuzije. Kao $to smo
utvrdili u naSem istraZivanju, nisu se sve hlapljive tvari soka maline i soka viSnje vezale s
celulozom tijekom procesa kompleksiranja. Neki od njih (kao $to su heksanol, oktanol, y-
terpinen, vitispiran, benzil alkohol, heksanska kiselina, trans-kariofilen, miristicin, miristil
aldehid i B-ciklocitral) nisu otkriveni u kompleksima celuloza/malina, kao ni (6-metil-5-hepten-
2-on, benzil alkohol, fenil etil alkohol, nerol, eugenol) u kompleksima celuloza/visSnja. Te
hlapljive tvari imaju ili nisku molekularna teZina ili nizak tlak pare ili kombinaciju ovih svojstava.
Ista svojstva takoder su primijeCena za hlapljive tvari koje su izgubljene tijekom skladistenja u
kompleksima CM i CV (2-heksenal, lilial, B-damascenon, dekanal, a-heksilcinamaldehid).
Postoji takoder odnos izmedu kemijskih skupina hlapljivih spojeva i stupnju zadrzavanja istih
u kompleksima. Nekoliko istraZivanja pokazalo je da se alkoholi najbolje zadrzavaju na
molekulama ugljikohidrata zbog moguéeg stvaranja veza izmedu ugljikohidrata i alkohola
(Goubet i sur., 1998). Kim i Maga (1994) prouCavali su stabilnost hlapljivih komponenti
(kiselina, aldehida i alkohola) na amilozi Skroba te su ustanovili da alkoholi imaju najveéu
stabilnost, dok najmanju imaju aldehidi. Istrazivanje o utjecaju A-karagenana na stabilnost
hlapljivih spojeva (aldehida, ketona, estera i alkohola) pokazalo je da esteri imaju najvedi
stupanj hlapljivosti, nakon €ega slijede aldehidi, ketoni i alkoholi s najnizim stupnjem hlapljivosti
(Kim i Maga, 1994). Sli¢ni rezultati dobiveni su za ucinkovitost uklju€ivanja arome lubenice
pomocu y-ciklodekstrina koji se smanjivao u redoslijedu alkoholi > aldehidi > esteri (Xiao i sur.,
2019). U usporedbi s prethodnim istraZivanjima o povezanosti ugljikohidrata i kemijskih
skupina hlapljivih tvari, nasi rezultati djelomi¢no se slazu s tim pretpostavkama. Kao $to je ve¢
spomenuto, tijekom kompleksiranja, kao i skladiStenja, izgubljeni su neki aldehidi, ali i dva

alkohola (heksanol i benzil alkohol) iz soka maline te Cetiri alkohola iz soka viSnje (octen-3-ol,
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benzil alkohol, fenil etil alkohol i nonanol), te se nisu vezala na celulozu, $to pokazuje vaznost

kemijske strukture i svojstva nosaca.

Hidrofobnost hlapljivih spojeva takoder je vazan ¢imbenik koji utje€e na stabilnost i otpustanje
tvari arome. Stabilnost polarnih (hidrofilnih) komponenti je vrlo niska. Terta i sur. (2006)
istrazivali su stabilnost limonena i trans-2-heksanala u otopini guma arabike i propilen glikol
alginata plinskom kromatografijom. Limonen s veéim stupnjem hidrofobnosti imao je vecéu
stabilnost od trans-2-heksanala koji je polaran. Polarne komponente se bolje otapaju u vodi te
mogu lakSe difundirati kroz matriks, $to rezultira smanjenjem stabilnosti polarnih hlapljivih
komponenti (Bhandarii sur., 2001). Terpeni koji su opcenito bolje zadrzani tijekom skladistenja
na kompleksima s ve¢om koli€inom celuloze, imaju vecu molekularnu masu u kombinaciji s
visokim stupnjem hidrofobnosti. Otpustanje aromatskih komponenti lubenice iz kompleksa s y-
ciklodekstrinom se smanjivao s povec¢anjem stupnja hidrofobnosti, $to ukazuje na razli¢ite
afinitete hidrofobnih aromatskih komponenti prema y-ciklodekstrinu (Xiao i sur., 2019). To bi
mogao biti razlog usporene difuzije hlapljivih tvari tijekom skladistenja. Struktura ugljikohidrata
vrlo je vazna, no nije presudna za sposobnost polimera da veZe hlapljive tvari. Istrazivanje
adsorpcije hlapljivih komponenti na 3-ciklodekstrin i a-ciklodekstrin otkrilo je vaZznost strukture
»-nhosaca“. Ispitivane hlapljive tvari imale su vedéi afinitet prema B-ciklodekstrinu zbog razli€itih
veli€ina pora na strukturi molekule ciklodekstrina. Osim toga, hidrofobnost hlapljivih sastojaka
takoder je bila vazna, Sto dokazuje da je pokretatka snaga za stvaranje kompleksa
hidrofobno/hidrofilno medudjelovanje (Astray i sur., 2010). Oksidirani kukuruzni Skrob i
oksidiran 8krob amaranta koristen je za kapsuliranje vanilina kao mogué¢a zamjena za guma
arabiku. Uo¢eno je da se oksidirani oblici 8kroba mogu Koristiti za kapsuliranje ovog spoja sa
slichom ucinkovitosti kao guma arabika i sa dodatnom prednosti kao Sto je smanjenje

higroskopnosti (Chattopadhyaya i sur., 1998).

Primjena celuloznih nanokristala u pripremi jestivog filma na bazi Skroba uzrokovala je
promjenu u propusnosti D-limonena (Liu i sur., 2018). Sredstva za kapsuliranje kao $to su
maltodekstrini, modificirani Skrob, guma arabika, ksantan guma i B-ciklodekstrin koristeni su
za kapsuliranje sintetiCke arome jagoda s razli¢itim tehnikama suSenja. Rezultati su otkrili da
je mjeSavina maltodekstrin/modificirani Skrob/B-ciklodekstrin pokazala najbolju sposobnost za
kapsuliranje komponenti, a slijedi ga maltodekstrin/guma arabika/B-ciklodekstrin i

maltodekstrini/ksantanska guma/f-ciklodekstrin (Pellicer i sur., 2018; Pelliceri sur., 2019).

Flink i Karel (1970) proucavali su zadrzavanje organskih hlapljivih tvari u ugljikohidratnim
smjesama koje su bile osusene liofilizacijom. Na temelju istrazivanja na liofiliziranim uzorcima,
pretpostavijen je mehanizam za zadrzavanje i gubitak hlapljivin tvari tijekom suSenja.

Mehanizam uklju€uje formiranje mikropodru¢ja u suhom kolaCu u kojima su zarobljene
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hlapljive tvari. Skupna struktura suhog kola¢ ukazuje na to da se te mikroregije drze zajedno
u matriksu, najvjerojatnije stvaranjem mostova ugljikohidrata preko vodikovih veza. Ove
mikroregije postaju nepropusne za organske spojeve kada sadrzaj vode padne ispod kritiCne
razine. Njihova istraZivanja su pokazala da sporo smrzavanje i smanjenje debljine uzorka
dovode do veceg zadrzavanja hlapljivih tvari. Povecanje koncentracije polisaharida dovodi do
smanjenja otpustanja spojeva arome zbog kompleksiranja i utjecaja na viskoznost samog
polisaharida. Secouard i sur. (2003) proucavali su otpustanje limonena i mentola iz razli€itih
otopina ksantana. Ustanovili su da se s ve¢om koncentracijom ksantana smanjuje oslobadanje
limonena $to je objasnjeno vec¢im hidrofobnim karakterom ksantana u usporedbi s drugim
hidrokoloidima. Ksantan se sastoji od celulozne okosnice s ioniziranim trisaharidnim
ograncima. Uredena molekula se stabilizira kroz vodikove veze nekovalentnim interakcijama
bo¢nog lanca i glavnog lanca. Na taj nagin ksantan moze stvoriti hidrofobnu unutrasnjost
molekule ugljikohidrata, koja moze zadrzati hlapljive spojeve. Hidrofobni karakter celuloze,
svojstva hlapljivih tvari i interakcije medu njima tijekom stvaranja kompleksa, kao i stvaranje
mikroregija tijekom suSenja zamrzavanjem moze biti kombinacija koja c&ini celulozu
prihvatljivim nosacem hlapljivin tvari maline i viSnje. Povecéanje koli€ine celuloze nije imalo
utjecaj na smanjenje kao ni na povecanje vezanih hlapljivih komponenti. Medutim, za neke
spojeve nije uocena pravilna tendencija. U nasem istrazivanju koli€ina poc¢etnih hlapljivih tvari
bila je konstantna, ali se koliCina celuloze mijenjala, Sto je vjerojatno imalo utjecaja na broj
dostupnih mjesta za interakciju s hlapljivim tvarima. Kao $to je ve¢ spomenuto, celuloza se
sastoji od jedinica glukoze povezanih B-(1-4) vezama i povezani su medumolekularnim
vodikovim vezama, a te su veze odgovorne za kristalnu strukturu celuloze i njezina svojstva
(Bharimalla i sur., 2015; Siqueira i sur., 2010). Kompletna struktura celuloze utjeCe na
nastanak van der Waalsovih ili vodikovih interakcija. Hidroksilne skupine celuloze povezane
su s glukopiranoznim prstenom, tvoreéi hidrofilno stanje molekule koje uzrokuje stvaranje
vodikovih veza. Takoder, -CH skupine se aksijalno vezZu s glukopiranoznim prstenovima
tvoreéi tako hidrofobni dio molekule koji uzrokuje stvaranje van der Waalsovih interakcija
(Kondo, 2007). Vjerojatno su, i van der Waalsove interakcije i vodikove veze bile uklju¢ene u
interakcije izmedu celuloze i komponenata soka maline odnosno soka viSnje. Nadalje,
potrebno je uzeti u obzir natjecanje izmedu komponenata za vezna mjesta, buduci da je
dokazano da bi to natjecanje moglo biti znaCajan Cimbenik u zadrzavanju hlapljivih tvari,
osobito kada se dodaju kao mjeSavine spojeva (Kopjar i sur., 2013; Kopjar i sur., 2008; Van
Ruth i sur., 2003).

Usporedba aromatskog profila

Ugljikohidrati imaju razliCite sposobnosti ,zarobljavanja“ hlapljivih spojeva tijekom procesa

suSenja pa posljedi¢no to moze promijeniti konacni aromatski profil dobivenih suhih proizvoda
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kroz promjene u zadrzavanju hlapljivih spojeva i njihovog relativnog omjera (Komes i sur.,
2003; Galmarini u sr., 2008; Kopjar i sur., 2008; Galmarini i sur., 2011). Hlapljive tvari soka
maline i kompleksa celuloza/malina su podijeljene u Sest skupina specificne aromatske note:
zelena, citrusna, vocna, cvjetna, bobiasta i drvenasta, koje u kombinaciji zajedno daju
cjelokupni aromatski profil maline. Na Slici 23 prikazana je usporedba aromatskog profila soka
maline i kompleksa celuloza/malina nakon pripreme i nakon skladistenja ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 minuta dok je na Slici 24 prikazana usporedba aromatskog profila soka
maline i kompleksa celuloza/malina nakon pripreme i nakon skladiStenja ovisno o vremenu
kompleksiranja od 60 minuta. Aromatska nota bobiCastog voc¢a (a-jonol, a-jonon, B-jonon,
dihidro-B-jonon) bila je najdominantnija u soku maline (40 % ukupne arome), zatim citrusna i
drvenasta nota (svaka oko 18 % od ukupnog aromatskog profila) te cvjetna, vo¢na i zelena
aromatska nota (svaka oko 8 % od ukupnog aromatskog profila). lako su kompleksi
celuloza/malina imali razli¢ite aromatske profile, aromatska nota bobi¢astog voca i dalje je bila
dominantna u svim kompleksima, ali je njezin doprinos ukupnom aromatskom profilu bio maniji.
U kompleksima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta nota bobi¢astog voc¢a doprinijela je
od 28 % do 38 % ukupne arome (uo€eno je povecanje sa smanjenjem koli¢ine celuloze) dok
je u kompleksima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta, aromatska nota bobi¢astog voca
bila zastupljena od 25 % do 28 % ukupne arome. Doprinos citrusne arome (nerol, limonen,
linalol, nonanal) u ukupnom aromatskom profilu je bio sli€an za komplekse kao i za sok maline,
s izuzetkom kompleksa sa 2,5 % i 5 % celuloze za 15 odnosno 60 minuta kompleksiranja.
Doprinos cjelokupnoj aromi tih spojeva u navedenim kompleksima iznosio je oko 24 %. Cvjetna
aroma (dekanal, lilial, geranil aceton, benzofenon, geraniol, linalol oksid, heksil cinamaldehid,
metil dihidrojasmonat, dihidro-B-ionol) bila je najdominantnija u uzorcima s vremenom
kompleksiranja od 60 minuta s 2,5 % celuloze. Uz povecéanje koli¢ine celuloze s 2,5 % na 10
%, povecala se i cvjetha aroma u uzorcima s vriemenom kompleksiranja od 15 minuta. Voéna
aromatska nota (etil benzaldehid, benzaldehid, 2-etilheksanol, 4 propilbenzaldehid, etil
dekanoat) u vecoj mjeri je pridonijela ukupnoj aromi kompleksa (od 11 % do 18 %) nego i
aromi Cistog soka maline (8 %). Drvenasta (a-terpinolen, gvajakol, a-cedrol, a-terpineol, 3-
damascenon) kao i zelena aromatska nota (2-nonenal, mentol, oktanal, mirtenol, heksil
salicilat) u manjoj mjeri su utjecale na ukupni aromatski profil kompleksa (od 11 % do 13,5 %)
u odnosu na sok maline (18 %). Tijekom skladiStenja mijenjali su se omjeri specifinih
aromatskih nota. Voéna aromatska nota postala je dominantna u kompleksima. Doprinos
vocne note iznosio je od 16 % do 30 %. Bobi€asta, citrus i cvjetna aroma bile su uravnoteZene.
Doprinos cjelokupnoj aromi tih spojeva u navedenim kompleksima bio je u rasponu od 14 %
do 22 %.
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Hlapljive tvari soka viSnje i kompleksa celuloza/viSnja su podijeljene u pet skupina specificne
aromatske note: zelena, citrusna, cvjetna, bobiasta i vo¢na koje u kombinaciji zajedno daju
cjelokupni aromatski profil viSnje. Na Slici 30 prikazana je usporedba aromatskog profila soka
vidnje i kompleksa celuloza/visnja nakon pripreme i nakon skladiStenja ovisno o vremenu
kompleksiranja od 15 minuta dok je na Slici 31 prikazana usporedba aromatskog profila soka
vidnje i kompleksa celuloza/viSnja nakon pripreme i nakon skladistenja ovisno o vremenu
kompleksiranja od 60 minuta. Voéna aromatska nota (benzaldehid, 4-propilbenzaldehid, 2-etil-
1-heksanol, dekanol) bila je najdominantnija u soku viSnje (44 %), zatim citrusna (23 %),
bobiCasta (20 %), cvjetna (9 %) i zelena nota (2 %). Kompleksi celuloza/visnja nakon pripreme
imali su nesto drugaciji aromatski profil, ali je i dalje voéna aroma bila najdominantnija. U
kompleksima s vremenom kompleksiranja od 15 minuta voéna nota doprinijela je od 32 % do
42 % ukupne arome, dok u je kompleksima s vremenom komplekisranja od 60 minuta doprinos
bio od 39 % do 46 % ukupne arome. Doprinos citrusne arome (limonen, linalol, nonanal,
dodekanal) u ukupnom aromatskom profilu kompleksa bio je od 21 % do 32 %. Cvjetna
aromatska nota (dekanal, lilial, geranil aceton, geraniol, heksil cinamaldehid, f-damascenon)
bila je dominantnija u kompleksima nego li u soku visnje. Njezin udio u ukupnom aromatskom
profilu kompleksa bio je u rasponu od 16 % do 22 %. Bobi¢asta aroma (a-jonol, a-jonon, -
jonon) pridonijela je ukupnoj aromi oko 8 % dok je zelena nota pridonijela oko 5 %. Tijekom
skladistenja mijenjali su se omjeri specifi¢nih aromatskih nota. U skladiStenim uzorcima doslo
je do povecanja citrusne arome. Doprinos cijelokupnoj aromi skladidtenih kompleksa bio je u
rasponu od 32 % do 46 %. Kompleks 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od 15 minuta
imao je najveci udio citrus arome (46 %). Voéna aroma bila je druga po zastupljenosti u
skladistenim kompleksima. Njezin doprinos ukupnom aromatskom profilu bio je u rasponu od
30 % do 37 %. Takoder, kompleks 2,5 %_CV imao je najveci udio voéne arome, ali s duzim
(60 minuta) vremenom kompleksiranja. Doprinos bobi¢aste arome u ukupnom aromatskom
profilu skladiStenih kompleksa iznosio je oko 14 %, cvjetne od 6 % do 21 %, te zelene oko 5
%.

5.4. FTIR-ATR ANALIZA

Primjenom FTIR-ATR-a snimljeni su IR spektri Ciste celuloze i dobivenih kompleksa
celuloza/malina odnosno celuloza/visnja nakon pripreme i nakon skladistenja. Buduci da su
svi kompleksi imali identiCan spektar i identi¢nu razliku u odnosu na celulozu, prikazan je samo
po jedan primjer spektra kompleksa celuloza/malina i celuloza/viSnja. Usporedba IR spektra
Ciste celuloze i kompleksa celuloza/malina prikazana je na Slici 25, dok su spektri usporedbe
kompleksa CM nakon pripreme i nakon skladisStenja prikazani na Slici 26. FTIR spektar Ciste
celuloze u skladu je sa spektrom dobivenim prema Cichosz i Masek-u (2002). Vrpca

promatrana u regiji od 3660 do 2900 cm™' povezana je s rasteznim vibracijama O-H i C-H veza
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koje su prisutne u molekulama polisaharida (Cichosz & Masek, 2020; Hospodarova i sur.,
2018; Poletta i sur., 2011; Popescu i sur., 2011; Rosa i sur., 2010). Ova regija je takoder
identificirana u svim nasim kompleksima, samo niZeg intenziteta u odnosu na celulozu. Siroki
pojas na 3300 cm™ je povezan s vibracijskim istezanjem OH skupina u polisaharidima s inter-
i intra-molekularnim vibracijama vodikovih veza u celulozi (Poletto i sur., 2011; Popescu i sur.,
2011; Rosa i sur., 2010). Generalno, pojava vrpce na 2894 cm™ odgovara CH rasteznim
vibracijama u svim polisaharida (Poletto i sur., 2011; Popescu i sur., 2011). Osim ove regije
na celulozi, postoje jo$ dvije vazne regije: 1430 - 1420 cm™ i 900 - 890 cm™. Prva je povezana
s koli€inom kristalnih struktura celuloze, a druga s amorfnom frakcijom celuloze (Jonoobi i sur.,
2010; Hospodarova i sur., 2018).

IR spektri celuloze i celuloza/malina kompleksa preklapaju se u podrugju od 3400 cm™ do 3200
cm' §to se moze pripisati istezanju O-H skupine na nekoliko veznih mjesta. Preklapanje vrpci
uoceno je u podrudju valnog broja od 2900 cm™ $to je pripisano simetricnom rastezanju —CHs
skupine. Vrpca na 1640 cm™' definira H-O-H deformaciju vode. Preklapanije vrpci na 1431 cmr
'i 1364 cm™ pripisano je simetricnom istezanju CH; skupine u celulozi. Nadalje, preklapanije
uoceno na podrucju 1312 cm™ posljedica je deformacijskih vibracija C-H skupina koje su dio
aromatskih prstenova, a preklapanja u podrucju 1200 cm™ povezana su s promjenama C-O-C
skupine. Vrpce u podruc¢ju 1150 cm™ pripisuju se C-O isteznim vibracijama, preklapanja na
1130 cm valnoj duljini povezana su s C-O i C-C skupinama na prstenu polisaharida, dok je
preklapanje na valnoj duljini 1051 cm dodijeljeno C-O vibracijskom istezanju. Vrpce na valnoj
duljini od 1028 cm™' odnose se na skupinu CH.i C-O i njihovo vibracijsko istezanje u kombinaciji
s C-O savijanjem C-OH skupine ugljikohidrata, dok su vrpce na 894 cm pripisane su C-C vezi
(Movasaghii sur., 2008). U usporedbi s celulozom, kompleksi celuloza/malina imali su dodatne
nove vrpce na 1714 cm™, 820 cm™ i 780 cm™, koje se pripisuju istezanju C=0 veze (povezane
s HC=0 vezom na aromatskom prstenu ili C=0 vezom u ketonima ili karbonilnim skupinama),
deformaciji C-H prstena i vibracijskim savijanjima izvan ravnine. Opcenito, intenzitet vrpci
kompleksa je nizi u odnosu na €istu celulozu $to indicira da su funkcionalne skupine na povrsini
vlakana vezane s fenolima. SkladiSteni uzorci imali su gotovo isti IR spektar kao uzorci nakon
pripreme. lzuzev podrucja na valnim duljinama od 1570 cm™ do 1600 cm™, podrudju od 820
cm™ do 780 cm™ i na podrucju valne duljine od 690 cm™' na kojima su skladisteni uzorci imali
nesto vedi intezitet vrpce u odnosu na komplekse nakon pripreme, vjerojatno zbog toga Sto je
doslo do smanjenja koncentracije fenola u uzorcima nakon skladiStenja. Na Slici 32 prikazan
je IR spektar celuloze i kompleksa celuloza/viSnja nakon pripreme, te na Slici 33 spektri
usporedbe kompleksa celuloza/viSnja nakon pripreme i nakon skladistenja. Kao i u IR spektru
kompleksa celuloza/malina utvrdeno je preklapanje spektra Ciste celuloze i kompleksa kod istih

valnih duljina. U usporedbi s celulozom, kompleksi celuloza/visnja imali su dodatne vrpce na
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valnim duljinama 1580 cm™'. Stvaranje vrpce na ovoj valnoj duljini indikator je vibracijskog
istezanja C-C fenilnog prstena. Takoder, u regiji od 820 cm™ do 780 cm™ na kompleksima
celuloza/visnja utvrdene su dvije vrpce kojih nije bilo na celuloza krivulji i koje pripisujemo
deformaciji C-H prstena. Kod skladidtenih uzoraka celuloza/visnja intezitet vrpce bio je dosta
vedéi u odnosu na uzorke nakon pripreme. Razlog mozZe biti kao i u CM kompleksima, a to je
niza koncentracija adsorbiranih fenola u skladiStenim uzorcima u odnosu na uzorke nakon

pripreme.

Strukturne promjene na celulozi uzrokovane adsorpcijom polifenola soka maline i soka vi$nje
mogu se dokazati pomoc¢u FTIR-ATR analize. U novijim istrazivanjima (Buljeta i sur., 2021,
2022b) dokazano je da dolazi do smanjenja inteziteta IR spektra prilikom adsorpcije polifenola
kupine na vlakna jabuke i citrusa. To je bio slu€aj i u nasem istrazivanju u kojem su kompleksi
celuloza/malina i celuloza/visnja imali nizi intezitet IR spektra nego spektar Ciste celuloze.
Buljeta i sur. (2022a) dokazali su FTIR analizom da dolazi do strukturnih promjena prilikom
adsorpcije kvercetina na vlakna jabuke i citrusa. Pokretacka sila za njihovu interakciju
pretpostavlja se da su vodikove veze i hidrofobne interakcije. Moon i sur. (2021) inkapsulirali
su kvercetin na polisaharide soje/hitozan i primijetili promjene u IR spektru. Pretpostavili su da
su hidorofobne veze pokretacka sila za inkapsuliranje kvercetina. U istrazivanju Savi¢a i sur.
(2015), gdje je kvercetin inkapsuliran na (2-hidroksipropil)-B-ciklodekstrin, vrpce nosaca bile
su dominantnije u spektru u odnosu na vrpce nosaca i kvercetina, $to je bio slu€aj i u naSem
istraZivanju. Kopjar i sur. (2023) dokazali su da dolazi do promjene na IR spektrima
adsorpcijom fenolnih kiselina na celulozu. Kompleksiranjem celuloze s galnom kiselinom ili
kafeinskom kiselinom doslo je do porasta inzetiteta IR spektra kompleksa u odnosu na €istu
celulozu. Galna i kafeinska kiselina imaju fenolne OH skupine i jednu karboksilnu skupinu
stoga im njihova struktura omogucuje vezanje vodikovim vezama. FTIR analiza potvrdila je
teoriju da je preko vodikovih veza doSlo do interakcije izmedu fenolnih kiselina i celuloze.
Druge studije takoder su dokazale da su promjene na IR spektrima vidljive nakon vezanja
fenola na celulozu (Vukoja i sur., 2021). U studiji Abdelwahaba i Amina (2013) uoCeno je da
se intenzitet vrpci na IR spektrima smanjuje nakon adsorpcije fenola iz vodene otopine na
Luffa cylindrica vlakna. Naglasili su da su funkcionalne skupine povrsine vlakana zauzete

fenolima, ali i da je do$lo do prodora u meduslojni prostor vlakna.
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6. ZAKLJUCAK



U ovom istrazivanju pripremljeni su liofilizirani kompleksi soka maline odnosno soka visnje

(konstantna koli¢ina) i celuloze (2,5 %, 5 %, 7,5 % i 10 %). Ispitivana je adsorpcija fenolnih

komponenti, antocijana i proantocijanidina na celulozu, antioksidacijska aktivnhost dobivenih

kompleksa celuloza/malina i celuloza/visSnja, promjena boje kompleksa, te adsorpcija hlapljivih

komponenti na celulozu. Ujedno je i definirana promjena u strukturi kompleksa u odnosu na

Cistu celulozu kao posljedica adsorpcije komponenata odabranih sokova. Pripremljeni

kompleksi skladidteni su 12 mjeseci pri sobnoj temperaturi te su analize provedene nakon

skladistenja kako bi se utvrdila stabilnost kompleksa tijekom skladistenja.

Na temelju istraZivanja, dobivenih rezultata te provedene rasprave moze se zakljuciti sliedece:

Hipoteza 1: Adsorpcija fenola na celulozu ovisi o koli¢ini celuloze

Koli¢ina celuloze imala je utjecaj na adsorpciju fenola, antocijana i proantocijanidina u
kompleksima celuloza/malina i celuloza/visnja.

U kompleksima celuloza/malina i celuloza/viSnja najveci udio adsorbiranih ukupnih
fenola i antocijana imali su kompleksi s najmanjim udjelom celuloze tj. s udjelom
celuloze od 2,5 % dok su najmanji udio ukupnih fenola i antocijana imali kompleksi s
najve¢im udjelom celuloze tj. s udjelom celuloze od 10 %. Takoder, koncentracija
proantocijanidina u kompleksima celuloza/viSnja bila je najve¢a u uzorcima s 2,5 %
celuloze, a najniza u uzorcima s 10 % celuloze.

Primjenom svih metoda (DPPH, ABTS, CUPRAC i FRAP) utvrdeno je da su najvecu
antioksidacijsku aktivnost imali kompleksi celuloza/malina i celuloza/viSnja s udjelom
celuloze od 2,5 %.

Adsorpcijom fenolnih komponenti maline i viSnje na celulozu doslo je do znacajne
promjene boje kompleksa. L* vrijednost celuloze se smanijila odnosno kompleksi su
postali tamniji. Pove¢anjem koli€ine celuloze povecavala se je i vrijednost L* odnosno
kompleksi su bili sve svijetliji. Adsorpcijom fenola maline odnosno vinje, b* vrijednost
se je znacajno smanijila, a a* vrijednost se je povecala odnosno kompleksi su poprimili
crveno-ljubiCastu boju te je Zuta boja celuloze na taj nacin prikrivena. Adsorpcijom
fenola maline i viSnje doslo je do znacajne promjene tona boje (°h). Najve¢a promjena
boje (AE) uzorka u odnosu na Cistu celulozu utvrdena je u kompleksima celuloza/malina
i celuloza/viSnja s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %).

Tijekom kompleksiranja celuloze sa sokom maline odnosno sokom viSnje doslo je do
promjene u IR spektru kompleksa u odnosu na Cistu celulozu zbog vezivanja
komponenata iz maline odnosno viSnje na celulozu. Utvrdeno je preklapanje spektra
Ciste celuloze i kompleksa celuloza/malina i celuloza/vidnja kod istih valnih brojeva.
Rezultati dobiveni usporedbom FTIR spektara indiciraju da je doslo do promjene na -

OH vezi, na C-C vezi (istezanje) fenilnog prstena, na C=0 vezi te na C-H vezi.



Hipoteza 2: Adsorpcija fenola na celulozu ovisi o vrsti i svojstvima fenola

U kompleksima celuloza/malina bilo je prisutno 10 polifenola soka maline, pripadali su
skupini antocijana (cijanidin-3-soforozid, cijanidin-3-glukozil-rutinozid, cijanidin-3-
glukozid, cijanidin-3-rutinozid), fenolnih kiselina (elaginska kiselina i njezina tri derivata)
i flavonola (kvercetin i kvercetin derivat 1). U najveéoj koncentraciji detektiran je
antocijan cijanidin-3-soforozid. Najvec¢i udio adsorbiran je u kompleksima s najmanjim
udjelom celuloze (2,5 %_CM). Drugi najzastupljeniji fenol u kompleksima
celuloza/malina bila je elaginska kiselina koja pripada skupini hidroksibenzojevih
kiselina. Koncentracija elaginske kiseline bila je najve¢a u uzorku s 2,5 % celuloze, a
najmanja u uzorku s 10 % celuloze.

U kompleksima celuloza/vi$nja bilo je prisutno sedam polifonola soka visnje, pripadali
su skupini antocijana (cijanidin-3-glukozil-rutinozid, cijanidin-3-rutinozid), fenolnih
kiselina (neoklorogenska kiselina, klorogenska kiselina) i flavonola (rutin, kvercetin i
kempferol). Od antocijana u najveéoj koncentraciji detektiran je cijanidin-3-rutinozid.
Kompleks 2,5 %_CV imao je najvecu koncentraciju cijanidin-3-rutinozida. Od ostalih
fenola, u najveéoj koncentraciji odredena je klorogenska kiselina. Takoder kompleks
2,5 %_CV imao je najvecu koncentraciju ove fenolne kiseline. Najve¢e koncentracije
svih polifenolnih spojeva bile su u kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %).
Poveéanjem udjela celuloze od 2,5 % do 10 % smanjivala je se i koncentracija

pojedinacnih polifenola u kompleksima.

Hipoteza 3: Adsorpcija hlapljivih komponenti na celulozu ovisi o koli¢ini celuloze te fizikalno-

kemijskim karakteristikama hlapljivih komponenti

Istrazivanjem je dokazano da adsorpcija hlapljivih komponenti na celulozu ovisi o
koli€ini celuloze, ali i o koli€ini i fizikalno-kemijskim karakteristikama samih hlapljivih
spojeva. GC-MS analizom potvrdeno je vezanje 35 hlapljivih komponenti soka maline
odnosno 19 hlapljivih komponenti soka viSnje na celulozu. U kompleksima
celuloza/malina najzastupljenija skupina hlapljivih spojeva bili su terpeni. Terpeni a-
jonon i B-jonon, nositelji malina arome, u najvec¢oj koncentraciji utvrdeni su u uzorcima
s 2,5 % celuloze. U kompleksima celuloza/viSnja najzastupljenija skupina bili su aldehidi
i ketoni. Benzaldehida, nositelja viSnja arome najvise je bilo u kompleksu 7,5 %_CV.

Hlapljivi spojevi aromatske note bobiastog voca koji su karakteristiCni za aromu maline
zadrzani su u formuliranim kompleksima celuloza/malina. Njihov doprinos ukupnom
aromatskom profilu CM kompleksa bio je najveci (20 % do 36 %). U kompleksima
celuloza/visnja najdominantniji hlapljivi spojevi bili su oni s voénom aromatskom notom
kojoj pripada i benzaldehid. Najveéi postotak voéne aromatske note (preko 45 %)

utvrden je u kompleksima s udjelom celuloze od 7,5 %.
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Hipoteza 4: Adsorpcija fenola i hlapljivih komponenti na celulozu ovisi o vremenu

kompleksiranja celuloze i sokova maline/visnje

Vrijeme kompleksiranja utjecalo je na adsorpciju fenola, antocijana i proantocijanidina
u kompleksima celuloza/malina i celuloza/visnja.

U kompleksima celuloza/malina i celuloza/viSnja najveci udio adsorbiranih ukupnih
fenola i antocijana imali su kompleksi s kracim vremenom kompleksiranja (15 minuta).
Kompleks celuloza/visnja s vremenom kompleksiranja od 15 minuta imao je najvecu
koncentraciju proantocijanidina.

Koncentracija pojedinacnih fenola (cijanidin-3-soforozida, zatim elaginske kiseline,
cijanidin-3-glukozida, kvercetina i ostalih) u kompleksima celuloza/malina bila je ve¢a u
uzorcima s kra¢im vremenom kompleksiranja (15 minuta). U kompleksima
celuloza/viSnja takoder se pokazalo da se koncentracija cijanidin-3-glukozil-rutinozida,
cijanidin-3-rutinozida, neoklorogenske kiseline, klorogenske kiseline, rutina, kvercetina
i kempferola smanjila duzim (60 minuta) vremenom kompleksiranja. Kod obje vrste
kompleksa i kraéim i duzim vremenom kompleksiranja poredak prema zastupljenosti
pojedinacnih polifenola ostao je isti kao i nakon pripreme. U kompleksima CM
najzastupljeni je bio cijanidin-3-soforozid, a u kompleksima CV najzastupljeniji bio je
cijanidin-3-rutinozid.

Najvecu antioksidativnhu aktivnost u imali su kompleksi celuloza/malina s kra¢im (15
minuta) vremenom kompleksiranja. Kompleksi celuloza/viSnja s vremenom
kompleksiranja od 60 minuta imali su najvec¢u antioksidacijsku aktivhost prema DPPH
metodi, dok su prema ABTS, FRAP i CUPRAC metodi najveéu antioksidacijsku
aktivnost imali CV kompleksi s vremenom kompleksiranja od 15 minuta.

Najve¢a promjena boje (AE) uzorka u odnosu na Cistu celulozu utvrdena je u
kompleksima celuloza/malina i celuloza/viSnja s kraéim vremenom kompleksiranja (15
minuta).

Vrijeme kompleksiranja utjecalo je na adsorpciju hlapljivih komponenti soka maline i
soka visSnje na celulozu. U celuloza/malina kompleksima hlapljivi spojevi aromatske note
bobiCastog voca u najvecoj koncentraciji utvrdeni su u kompleksima s vremenom
kompleksiranja od 15 minuta. Produzeno vrijeme kompleksiranja (60 minuta) dovelo je
do smanjenja koncentracije ovih spojeva. U kompleksima celuloza/visnja najvedi
postotak voéne arome kojoj pripada benzaldehid, karakteristi€an spoj koji je nositelj

viSnja arome, utvrden je u kompleksima s vremenom kompleksiranja od 60 minuta.

Hipoteza 5: Vrsta fenolnih i hlapljivih komponenata utjeCe na stabilnost kompleksa tijekom

skladistenja.
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U skladistenim celuloza/malina i celuloza/visnja kompleksima najveéu
koncentraciju ukupnih fenola i antocijana imali su uzorci s udjelom celuloze od 2,5
% i vremenom kompleksiranja od 15 minuta. Takoder, koncentracija
proantocijanidina u skladidtenim celuloza/viSnja kompleksima bila je najve¢a u
uzorcima s udjelom celuloze od 2,5 % i kraéim vremenom kompleksiranja (15
minuta).

U kompleksima celuloza/malina najveée (100 %) zadrzavanje ukupnih fenola bilo
je u kompleksima 5 %_CM i 7,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta,
antocijana u kompleksu 2,5 %_CM s vremenom kompleksiranja od 15 minuta. Kod
celuloza/viSnja skladistenih uzoraka najveée zadrzavanje ukupnih fenola i
proantocijanidina bilo je u kompleksima 2,5 %_CV s vremenom kompleksiranja od
15 minuta, a antocijana u kompleksima 7,5%_CV s vremenom kompleksiranja od
60 minuta.

U skladistenim celuloza/malina uzorcima najveci postotak zadrzavanja antocijana
(cijanidin-3-soforozida, cijanidin-3-glukozil-rutinozida, cijanidin-3-glukozida,
cijanidin-3-rutinozida) utvrden je u kompleksima s 10 % celuloze. Nakon
skladidtenja do3lo je do poveéanja koncentracije elaginske kiseline (100 %
zadrzavanje). Najveca koncentracije bila je u uzorku 2,5 %_CM i vremenom
kompleksiranja od 15 minuta.

Nakon skladistenja celuloza/viSnja kompleksa koncentracija antocijana bila je
najveéa u uzorcima 2,5 %_CV i vremenom kompleksiranja od 15 minuta. U najvecoj
koncentraciji utvrdena je klorogenska kiselina, i to u kompleksu 2,5 %_CV s
postotkom zadrZzavanja od 94 %.

Nakon 12 mjeseci skladiStenja, antioksidacijska aktivnost u celuloza/malina
kompleksima bila je ve¢éa u odnosu na uzorke nakon pripreme, dok je u
kompleksima celuloza/visnja antioksidacijska aktivnost nakon skladiStenja bila
manja u odnosu na komplekse nakon pripreme.

Koli¢ina celuloze znaCajno je utjecala na zadrzavanje hlapljivih tvari tijekom
skladistenja. U skladiStenim celuloza/malina kompleksima terpeni su bili
najzastupljenija klasa hlapljivih spojeva, a zatim aldehidi i alkoholi. Zadrzavanje
terpena bilo je najvec¢e u uzorcima 7,5 %_CM i 10 %_CM. Nakon 12 mjeseci
skladistenja vo¢na aroma ostala je dominantna u soku viSnje, kao i u kompleksima,
izuzev uzorka 2,5 %_CV u kojem je dominantnija bila citrus aroma. Najvece
zadrzavanje benzaldehida bilo je u uzorku 10 %_CV.

U skladistenim uzorcima L * vrijednosti slijedile su isti trend kao i L * vrijednosti za

komplekse nakon pripreme, a* i b* vrijednosti takoder su bile najvec¢e u
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kompleksima s najmanjim udjelom celuloze (2,5 %) i kraéim vremenom

kompleksiranja (15 minuta).

Ovo istraZzivanje je dobra podloga za razvoj novih i/ili za poboljSanje veé postojecih
prehrambenih proizvoda. Buduca istrazivanja trebala bi se usmjeriti na formuliranje proizvoda
s dodatkom nosaca na bazi celuloze te istraZivanju pravog utjecaja dobivenih kompleksa na
antioksidacijsku stabilnost, na promjenu boje i arome proizvoda u koja se dodaju. Utvrdivanje
stabilnosti obogacenih proizvoda tijekom vremena kao i senzorska analiza istih dali bi vrijedan

uvid u stvarni utjecaj kompleksa na kvalitetu proizvoda.
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