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1. UVOD



U novije vrijeme divlje vrste biljaka predmet su brojnih istrazivanja zbog povecane
svijesti potrosaca o vaznosti zdrave prehrane, potencijalne primjene u prevenciji bolesti, a
zbog sociolosko-ekonomskih i ekoloskih promjena njihova upotreba je u stalnom porastu
(Luczaj i sur., 2012). Zbog prirodnih ljekovitih svojstava biljaka, osobito cvije¢a, ono se
koristi u medicinske svrhe te u prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Bioaktivne supstance
cvjetova imaju Sirok raspon ljekovitih svojstava, a najéesce se koristi sok cvijeta, svjeze ili

suhe latice te aroma cvijeta (Arya i sur., 2013).

Trnina (Prunus spinosa L.) je divlja vrsta roda Prunus koja raste u gotovo cijeloj
Europi (Mikulic-Petkovsek i sur., 2016). Cvjetovi trnine, posebno latice, zbog ljekovitih
svojstava se uglavnom koriste u obliku ¢ajeva, sirupa i svjezeg soka za suzbijanje dijareje,
anemije i ostalih bolesti (Savulescu, 1956; van Wyk, 2005). Cvjetni ekstrakti imaju
protuupalno te blago laksativno djelovanje te se koriste za ublazavanje gréeva i prociséavanje

krvi (Olszewska i Wolbis, 2001).

Ekstrakcija je postupak koji se koristi za izdvajanje i koncentriranje sastojaka iz
biljnog materijala selektivnim otapalom. Kljucan je korak pri izolaciji bioaktivnih komponenti
koje utjecu na prevenciju raznih oboljenja. Zbog potencijalnog pozitivnog ucinka polifenola
na zdravlje ljudi, velik je broj istrazivanja primjene polifenola u prehrambenoj industriji, u
obliku funkcionalnih proizvoda, te u farmaceutskoj industriji. Tekuci ekstrakti Cesto se
podvrgavaju postupcima suSenja, a za to se najceSce koristi postupak suSenja rasprSivanjem
koji se provodi u posebnim uredajima za suSenje gdje se tekuci ekstrakt rasprSuje u struji
vruceg zraka i sitne kapljice se osuSe do sitnih Cestica praha. Da bi nastao prah $to boljih
svojstava, prije susenja je potrebno dodati nosace u tekuci ekstrakt, pri ¢emu se najceSce
koriste maltodekstrin, arapska guma i koloidni silicijev dioksid (Gallo i sur., 2011). Cvijet
trnine u ovom istraZivanju koristio se za pripremu tekuceg biljnog ekstrakta koji se zatim
podvrgnuo postupku suSenja rasprSivanjem kako bi se dobio standardizirani suhi biljni

ekstrakt.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj tri parametra suSenja rasprsivanjem (temperatura,
omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta te udio arapske gume) na zadrzavanje fenolnih spojeva u
prahovima ekstrakta cvijeta trnine. Krajnji cilj istraZivanja bila je optimizacija postupka
suSenja rasprSivanjem kako bi se pri optimalnim uvjetima suSenja proizveo prah ekstrakta
cvijeta trnine s niskom koncentracijom povrSinskih fenola, visokom koncentracijom ukupnih

fenola 1 enkapsulacijskim kapacitetom, te visokim sadrzajem suhe tvari.
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2.1. TRNINA

2.1.1. Osnovne karakteristike trnine

Trnina (Prunus spinosa L.) je divlja vrsta roda Prunus, a pripada porodici ruza
(Rosaceae) (Mikulic-Petkovsek i sur., 2016), a Cesto se susrec¢e pod nazivima crni trn, trnula
ili trnjina (Idzojti¢, 2013). Prirodno raste na podrucju Europe i zapadne Azije, ukljucujuci
Tursku, Iran i Kavkaz, no rasirena je i na Novom Zelandu, sjeverozapadnom dijelu Afrike te
na istoku Sjeverne Amerike, gdje je uvezena (Kavaz Yuksel, 2015). Najcesce raste na
rubovima Suma i otvorenim dijelovima kao dio biljne zajednice, no moze se naéi i na
sunfanim kamenitim padinama, rije€nim dolinama, livadama 1 paSnjacima, u Sikarama koje se
nalaze izmedu Suma i travnatih povrSina. Osim u nizinama, moze rasti i u brdovitim
dijelovima, primjerice u juznim Alpama do 1600 metara nadmorske visine (Mortimer i sur.,

2000; Popescu i Caudullo, 2016).

Prunus spinosa je trnoviti listopadni grm s crveno-smedom korom i gustim, trnovitim,
tvrdim granama. U pogodnim klimatskim uvjetima mozZe narasti i do pet metara u visinu
(Kavaz Yuksel, 2015). Kora je u pocetku barSunasta i crveno-smeda, a kasnhije postane
tamnosiva, s blagim utorima. Listovi su naizmjeni¢ni, jajastog ili elipticnog oblika 1
nazubljenih rubova, a nalaze se na dlakavim peteljkama duZine 2 — 10 mm. DuZina listova
iznosi 2,5 cm, a Sirina 1 — 2 cm, zelene su boje, bez sjaja i dlakavi s donje strane. Pupoljci su

dlakavi te ovalnog, okruglastog oblika i crvenkasto smede boje (Popescu i Caudullo, 2016).

Mnostvo cvjetova javlja se u rano proljece, od ozujka do svibnja (Popescu i Caudullo,
2016), neposredno prije pojave lis¢a. Trnina cvjeta ranije, kad su temperature nize i insekata
je manje (Gyan i Woodell, 1987). Cvjetovi su dvospolni, jednodomni, a oprasuju ih kukci
(IdZojti¢, 2013). Trnina sadrZzi mnogo malih, nabijenih cvjetova §to ih ¢ini vizualno
privlac¢nijima oprasiva¢ima (Gyan i Woodell, 1987). Promjer cvijeta je 1,5 cm, a sadrzi pet
bijelih latica. Sadrzi 20 praSnika koji su dugi oko 0,5 cm (Savulescu, 1956), s tankim bijelim
prasni¢kim nitima i Zutim prasnicama (Idzojti¢, 2013). Prema istrazivanju Guitiana i sur.
(1993), dostupni nektar u cvjetovima ima maksimalnu vrijednost u ranim jutarnjim satima,
dok se prema podnevnim satima koli¢ina nektara smanjuje, a koncentracija povecava. Dva su

moguca Objasnjenja te pojave: potrosnja od strane oprasivaca ili isparavanje.

Plodovi su male, jestive, ljubiCasto-plave ili crne koStunice okruglog oblika i promjera

10 — 15 mm. Mesnati dio ploda je zelene boje, Cvrst, kiseo 1 opor, a jestiv je nakon



promrzavanja (Idzojti¢, 2013). Zrenjem okus postaje slatkasto-kiselkast (Kavaz Yuksel,
2015). Plodovi dozrijevaju u jesen, trpkog su okusa te imaju tanku pokozicu (Ozcan i Baycu,
2008). Prema Nielsenu i Olricku (2001) plod trnine ima specifican kiselkasto-trpak okus zbog
visokog sadrzaja tanina. Naravno, okus plodova ovisi o klimatskim uvjetima tijekom rasta i o

vremenu berbe, a poznato je da su plodovi trnine koji su izloZeni mrazu sladi.

Slika 1. Cvijet trnine (Summa, 2007)

2.1.2. Kemijski sastav trnine

Plodovi divlje vrste trnine koja raste u pokrajini Konya, u Turskoj, sadrze: 69,37 %
vode, 3,4 % sirovih proteina, 2,06 % sirovog ulja, 4,6 % sirovih vlakana, 249 kcal/g energije,
2,72 % pepela, a pH iznosi 3,53. Takoder, plodovi u veéim razinama sadrze slijedece
anorganske esencijalne elemente: S, K, Ca, P, Mg, Na, B i Al (Marakoglu i sur., 2005). U
plodovima divlje trnine uzgajane na podrué¢ju Portugala prevladavaju mononezasi¢ene masne
kiseline, a detektirano je najvise oleinske kiseline (C18:1), koju slijedi polinezasi¢ena linolna
(C18:2). Nezasi¢ene masne kiseline dominiraju nad zasi¢enima, od kojih je najzastupljenija
palmitinska kiselina. Od ukupnih Secera, u plodovima trnine prevladava glukoza (29,84 g/100
g). Dokazana je veca prisutnost askorbinske Kkiseline. Od proucavanih tokoferola,

najzastupljeniji je a-tokoferol. Razlike u kemijskom sastavu plodova portugalskog i turskog
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podrijetla uzrokovane su geografskim podrijetlom i razli¢itim metodama KkoriStenim za

analizu (Barros i sur., 2010).

2.1.3. Fenolni spojevi trnine

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u svim biljnim
tkivima. Vrlo su vazni u prehrani ljudi i Zivotinja zbog dokazanog pozitivnog ucinka na
zdravlje, primjerice antioksidacijskog, antibakterijskog, antivirusnog ili protuupalnog
djelovanja (Bravo, 1998). Prema jednoj od najjednostavnijih podjela, polifenoli se dijele na
flavonoide i fenolne kiseline (Scalbert i sur., 2005). Flavonoidi su gradeni od dva benzenska
prstena (A i B) povezana s tre¢im piranskim prstenom C (Stalikas, 2007), a dijele se na:
flavone, flavonole, flavanole, flavanone, izoflavone, antocijane (Scalbert i sur., 2005).
Fenolne kiseline su u biljnom tkivu najéesce prisutne u obliku derivata, a dijele se u dvije

skupine: hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Manach i sur., 2004).

Fenolni spojevi ¢ine vaznu skupinu bioaktivnih spojeva koji su zastupljeni u razli¢itim
dijelovima trnine (plod, cvijet, list, kora). Udio i zastupljenost fenolnih spojeva razlikuje se u
ovisnosti o dijelu biljke, vrsti, ali i o agroekoloskim uvjetima u kojima biljka uspijeva. U
literaturi je dostupan mali broj istrazivanja o fenolnim spojevima cvijeta trnine, a veéina se
odnosi na fenolni sastav i udjele fenola u plodu. U ekstraktima Prunus spinosa Kkoji su
dobiveni iz plodova trnine prikupljenih u srpnju, u Turskoj, odredena je visoka razina fenolnih
spojeva koji su povezani s visokim antioksidacijskim kapacitetom sto opravdava upotrebu
sirovih materijala biljke trnine u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Aliyazicioglu i sur.,
2015).

Plodovi su dobar izvor hranjivih tvari, a posebno su bogati antioksidansima, kao Sto su
vitamini C i E, te karotenoidima i fenolnim spojevima, koji uz prehrambenu vrijednost imaju i
ljekovita svojstva (Kumarasamy i sur., 2007). To potvrduje i istrazivanje Ruiz-Rodrigueza i
sur. (2014), prema kojem plodovi sadrze visok udio vitamina C, fenolnih kiselina 1 flavonola.
Prema istrazivanju Veli¢kovi¢ 1 sur. (2014), plodovi trnine sadrze: fenolne kiseline
(neoklorogenska i kafeinska kiselina), flavonoide (kvercetin i miricetin) te antocijane
(cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-glukozid). Plodovi biljke
Prunus spinosa sadrze: derivate cimetne kiseline, flavanole (katehin, epikatehin,

procijanidin), flavonole (kvercetin, kamferol), antocijane (cijanidin, od ¢ega najvise cijanidin-
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3-glukozid, pelargonidin i peonidin, od ¢ega najviSe peonidin-3-glukozid). IstraZivanje
Mikulic-Petkovsek i sur. (2016) pokazalo je da plodovi Prunus spinosa, uz Prunus padus,
sadrze visoku razinu antocijana, flavonola i ukupnih karotenoida. Prema istrazivanju
Guimaraesa i sur. (2013), Prunus spinosa sadrzi najvisu koncentraciju fenolnih kiselina, od
cega je najzastupljeniji derivat kafeinske kiseline, zatim flavona, odnosno flavonola, od cega
je najzastupljeniji derivat kvercetina. Takoder je dokazano da plodovi trnine sadrze sloZeniji

profil i visu koncentraciju antocijana od ostalih ispitivanih vrsta.

OH
. HO HO
LN ™ )
flavon

OH O
flavanol
Y flavonol

T COOH 0 / R2
c= O F 0

“H %G W
hidroksicimetna

kiselina antocijan

Slika 2. Kemijska struktura najvaznijih predstavnika polifenola u plodovima trnine (Hollman

i Arts, 2000; Stalikas, 2007; Goto i Kondo, 1991)

Cvijet trnine prema dosadasnjim istrazivanjima sadrzi visok maseni udio flavonoida,
proantocijanidine tipa A i fenolne kiseline (Kolodziej i sur., 1991). U metanolnim ekstraktima
cvijeta trnine odredeni su flavonoli kamferol, kvercetin i njihovi derivati te p-kumarinska
kiselina (Olszewska i Wolbis, 2001). Flavonoidi u cvjetovima najéescée se pojavljuju u obliku
monoglikozida, kamferola i kvercetin-3-O-arabinozida (Olszewska i sur., 2001). Prema
istrazivanju Wagnera i Bladta (1996), cvijet trnine sadrzi: glikozide kvercetina (rutin,
hiperozid, kvercetin, kvercetin-3-O-arabinozid), kamferol-3,7-O-diramnozid, 3-O-ramnozid i
3-O-arabinozid. Provedeno je istrazivanje o sadrzaju fenolnih spojeva u mjesavini cvijeta i
lista trnine prema kojem je utvrdeno da mjeSavina sadrzi flavonoide, derivate flavonola
(kamferol, kvercetin i njihove glikozide s arabinozom, ksilozom i ramnozom) (Sakar i

Kolodziej, 1993; Tamas, 1985), te fenolne kiseline (Olszewska i sur., 2001). Cvijece i lisce



trnine smatraju se bogatijim izvorom flavonoida od drugih vrsta biljaka koje se koriste za
terapeutske svrhe, primjerice list breze i cvijet bazge. Kamferol i kvercetin nalaze se u
cvjetovima u omjeru 1:1, dok je u liS¢u omjer 2,4:1 (Olszewska i sur., 2001). Osim u
plodovima, cvjetovima i listu trnine, fenolni spojevi pronadeni su i u grancicama koje sadrze
fenolne kiseline (protokatehinska, galna i kafeinska kiselina), kumarini, flavonoli, flavan-3-oli

te proantocijanidini (Pinacho i sur., 2015).

OH O kvercetin

kampferol

Slika 3. Kemijska struktura najvaznijih predstavnika flavonola pronadenih u cvjetovima

trnine (Kondo i sur., 2010)

OH
p-kumarinska
kiselina

HO

Slika 4. Kemijska struktura najvaznijeg predstavnika fenolnih kiselina pronaden u cvjetovima

trnine (Tsao, 2010)



Procijanidin Al Procijanidin A2

Slika 5. Kemijska struktura glavnih procijanidina pronadenih u cvijetu trnine (Skerget i sur.,
2005)

2.1.4. Upotreba trnine i utjecaj na zdravlje

Poznato je da trnina zbog visoke razine fenolnih spojeva, vitamina i minerala te zbog
visokog antioksidacijskog kapaciteta ima pozitivne utjecaje na zdravlje (Kavaz Yuksel, 2015).
Ljekovita svojstva pokazuju ne samo plodovi, ve¢ i cvjetovi, kora 1 korijen biljke (Velickovi¢

.....

za razne oprasivace (Popescu 1 Caudullo, 2016).

Listovi se koriste za proizvodnju ¢ajeva, a plodovi i korijenje za proizvodnju boje
(Komarov, 1970). Cvjetovi, posebno latice, se zbog ljekovitih svojstava uglavhom koriste u
medicinske svrhe, u obliku Cajeva, sirupa i svjezeg soka za suzbijanje dijareje, anemije i
ostalih bolesti (Savulescu, 1956; van Wyk, 2005). Cvjetni ekstrakti imaju diureticko,
protuupalno te blago laksativno djelovanje, a takoder se koriste za ublazavanje grcéeva i
prociscavanje krvi. Svjeze cvijece koristi se u homeopatskim proizvodima koji se primjenjuju
kod poremecéaja cirkulacije (Olszewska i Wolbis, 2001). U Navarri, u Spanjolskoj se grandice
trnine koriste u lijeCenju hipertenzije, a macerirani plodovi za proizvodnju rakija (Gonzalez i
sur., 1992). U Francuskoj se nezreli plodovi kisele (Komarov, 1970). Potpuno zreli plodovi
trnine su jestivi, unatoc trpko¢i, ali se uglavnom koriste za proizvodnju dzemova, marmelada,
vina, vinjaka, destiliranih alkoholnih pica ili kao sastojak peciva (Savulescu, 1956; van WykK,
2005). Na sjeveroistoku Portugala, plodovi se naj¢e$¢e konzumiraju sirovi, u obliku dZzemova

ili macerirani sa Se¢erom, medom ili brandyem u svrhu dobivanja laksativnog likera koji se



konzumira nakon obilnijih obroka (Barros i sur., 2010). Dokazano je da plodovi biljke trnine

imaju adstringentno, diureti¢ko i purgativno djelovanje (Lust, 2014).

2.2. BILINI EKSTRAKTI

Prema Europskoj farmakopeji, biljni ekstrakti su koncentrirani pripravci tekuce, guste
ili krute konzistencije dobiveni iz sirovina biljnog podrijetla koja moze biti u svjezem ili
¢eSc¢e, u suhom obliku. Za pripremu biljnih ekstrakata mogu se koristiti svi dijelovi biljke,

ovisno o potrebi, a najcesce se koriste plodovi, lis¢e, korijenje, cvijece ili sjemenke.

2.2.1. Podjela biljnih ekstrakata

Ekstrakti se mogu dijeliti s obzirom na kona¢nu upotrebu ekstrakta, prema tipu
otapala, prema konzistenciji te prema postupku ekstrakcije (Savi¢, 2014). S obzirom na
otapalo kojim se ekstrakcija provodi, mogu se podijeliti na vodene, alkoholne, eterske, uljne
ekstrakte 1 ekstrakte dobivene koriStenjem ukapljenih plinova (Redchenkova i1 Khiskova,

2004).

Za ovaj rad vazZna je podjela ekstrakata s obzirom na konzistenciju: tekuci (Extracta
fluida), suhi (Extracta sicca) i gusti (Extracta spissa) ekstrakti (Redchenkova i Khiskova,
2004). U tekuce ekstrakte spadaju: infuzi, dekokti, macerati, glicerinski ekstrakti, perkolati i
digesti (Markovié¢, 2005).

Prednosti upotrebe tekucih ekstrakata su: isti omjer aktivnih spojeva u pocetnom
materijalu i pripravku za upotrebu, lakSe rukovanje i doziranje te zadrZavanje hlapivih
komponenata u ekstraktu. No, neki od nedostataka su: zasi¢enost nepotrebnim spojevima
izoliranim iz po€etnog materijala, pojava taloga zbog sniZenja temperature ili sadrzaja otapala
(isparavanje etanola), potreba za hermetiCkim zatvaranjem i skladiStenjem pri nizoj
temperaturi te velika koli¢ina otapala koja uzrokuje probleme pri transportu (Redchenkova i
Khiskova, 2004). Tekuéi ekstrakti se vrlo Cesto podvrgavaju daljnjim postupcima poput

procis¢avanja, frakcioniranja, susenja, enkapsulacije 1 sl.

Gusti se ekstrakti zbog viskoznosti koriste za vezanje i oblikovanje tvari. Dodaju se

kao aditivi u sirupe, mjesavine te se dodaju u pripravke, tinkture i tablete. Viskoznost je
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ujedno i nedostatak zbog posebnih postupaka pri vaganju i koriStenju ovakvih ekstrakata.
Takoder, nedostatak je osjetljivost na suSenje i skruc¢ivanje na suhom zraku, dok na vlaznom
zraku dolazi do prevelikog vlazenja ekstrakta. Zbog tih nestabilnosti potrebno je hermeticko

zatvaranje gustih ekstrakata (Redchenkova i Khiskova, 2004).

Danas se provode mnoga istrazivanja u svrhu razvijanja novih tehnologija za
dobivanje standardiziranih suhih biljnih ekstrakata. Suhi se ekstrakti dobivaju potpunim
uklanjanjem otapala i sadrze vise od 95% suhog dijela. lako su male tezine i prikladni za
rukovanje i upotrebu, vrlo su higroskopni $to moze uzrokovati pojavu grudica (Redchenkova i
Khiskova, 2004). Suhi biljni ekstrakti su higroskopni zbog prisustva hidrofilnih komponenata

koje se nalaze primarno u biljkama, Seceri i organske kiseline (Schiller i sur., 2002).

Prednosti suhih ekstrakata nad konvencionalnim tekué¢im su veéa koncentracija i
stabilnost aktivnih komponenata te niZi troskovi skladisStenja. No te prednosti ovise o procesu
proizvodnje suhih ekstrakata. Suhi biljni ekstrakti praskastog oblika dobiju se suSenjem
koncentriranog tekuceg ekstrakta biljnog materijala, primjerice cvijeta, lis¢a ili ploda.
Postupak i parametri su$enja mogu utjecati na fizikalno-kemijske karakteristike i cijenu

proizvoda te na gubitak bioaktivnih sastojaka (Souza i Oliveira, 2006).

2.2.2. Postupci ekstrakcije

Ekstrakcija je proces odjeljivanja spojeva iz biljnih materijala na temelju razlicite
topljivosti u otapalu kojim se vrsi ekstrakcija (Rostagno i Prado, 2013). Postupak ekstrakcije
je kljuCan korak pri dobivanju tekucih ekstrakata te izolaciji bioloSki aktivnih spojeva iz
biljnog materijala o kojemu ovise daljnji koraci, odvajanje 1 identifikacija spojeva (Buci¢-
Koji¢ 1 sur., 2007). Prinos, sastav i Cistoca fenolnih spojeva ovise o njihovoj kemijskoj
strukturi 1 strukturi interferiraju¢ih tvari, veli€ini Cestica te o uvjetima 1 tehnici ekstrakcije
(Naczk i Shahidi, 2004). Odabir metode ekstrakcije ovisi 0 materijalu koji se ekstrahira te o

vrsti spoja koji se zeli ekstrahirati (Rostagno i Prado, 2013).

2.2.1.1. Konvencionalni postupci ekstrakcije

Jedan od najCesS¢e koriStenih postupaka ekstrakcije je klasicni postupak ekstrakcije
pomocu otapala (voda ili vodene otopine alkohola) uz primjenu topline ili mijeSanja (Azmir i
11



sur., 2013). Kod klasi¢nih postupaka ekstrakcije na ucinkovitost procesa i kvalitetu ekstrakta
utjecu slijedec¢i parametri: temperatura, vrijeme kontakta, vrsta otapala za ekstrakciju, omjer
krutine i tekuéine te veli¢ina Gestica (Ozcan, 2006). U¢inkovitost konvencionalnih metoda

najvise ovisi o izboru otapala (Cowan, 1999).

Najvazniji oblik konvencionalne ekstrakcije je ekstrakcija pomocu refluksa. Ta se
tehnika cesto koristi zbog visoke temperature koja ubrzava prijenos mase odnosno
ekstrakciju, nema potrebe za filtracijom te je tijekom ekstrakcije osiguran stalan kontakt
materijala za ekstrakciju sa svjezim otapalom (Rostagno i Prado, 2013). Takoder, tehnika je
jednostavna, oprema za ekstrakciju jeftina i moguce je izdvojiti ve¢u masu uzorka, a sama
ekstrakcija ne ovisi 0 materijalu za ekstrakciju. Glavni nedostaci konvencionalne ekstrakcije
su: duze vrijeme ekstrakcije, potrebna su otapala visoke Cistoce i cijene, isparavanje velike
koli¢ine otapala, niska selektivnost i toplinska razgradnja termolabilnih spojeva (de Castro i
Garcia-Ayuso, 1998).

2.2.1.2. Nekonvencionalni postupci ekstrakcije

U posljednje vrijeme sve se viSe ispituju moguénosti ekstrakcije primjenom drugih
metoda kojima je cilj smanjenje upotrebe otapala pri ekstrakciji, skra¢ivanje vremena
ekstrakcije te povecanje ucinkovitosti izolacije ciljanih skupina bioaktivnih supstanci. Stoga
je doslo do razvitka modernih nekonvencionalnih tehnika ekstrakcije: ekstrakcija
superkriticnim tekué¢inama, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, visokim hidrostatskim
tlakom te ultrazvukom, ekstrakcija pomoc¢u hladne plazme i ubrzana ekstrakcija otapalima

(Huie, 2002; Azmir i sur., 2013).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE) je ucinkovita tehnika za ekstrakciju
bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala (Azmir i sur., 2013). Koristi se energija dobivena
ultrazvukom, ultrazvucni valovi visokog intenziteta frekvencije od 20 do 100 kHz i visoke
razine snage od 10 do 1000 W/cm? (Rostagno i Prado, 2013). Zbog velike snage uzrokuju
mehanicka oStecenja tkiva, ubrzavaju kemijske reakcije te povecavaju brzinu difuzije. Valovi
prolaze¢i kroz tekuci medij stvaraju izmjenicni pritisak i ekspanzijske vrtloge, ¢ime se stvara

negativan tlak. Kad je tlak dovoljno nizak, dolazi do formiranja mjehuri¢a koji se tijekom
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slijedece ekspanzije/kompresije vrtloga Sire i1 skupljaju §to nazivamo kavitacija. Implodacijom
mjehuric¢a stvaraju se mikropodrucja s ekstremno visokom temperaturom i visokim tlakom.
Primjena ultrazvuka pri ekstrakciji omogucuje bolje prodiranje otapala u stani¢ni materijal i
poboljsava prijenos mase (Hereg 1 sur., 2009). Smanjeno vrijeme ekstrakcije, utroska otapala i

energije su prednosti ove tehnike (Chemat i sur., 2011).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) je ekoloski prihvatljiva tehnika koja
se temelji na izravnom utjecaju mikrovalova na polarne spojeve (Barba i sur, 2016). Energija
elektromagnetskih valova prevodi se u toplinu u materijalima koji posjeduju dielektri¢na
svojstva. Takvi materijali sadrze elektricne dipole, molekule koje djelovanjem elektricnog
polja polariziraju. Izlaganjem materijala brzo promjenjivom elektricnom polju dolazi do
reorijentacije dipola $to dovodi do gibanja molekula te oslobadanja topline uslijed
medusobnog trenja (Lovri¢, 2003). Pozeljno je da otapalo za ekstrakciju ima visoku
dielektricnu konstantu kako bi moglo dobro apsorbirati energiju mikrovalova. Osim vrste
otapala, na uéinkovitost mikrovalne ekstrakcije utjee niz parametara: vrijeme i temperatura

ekstrakcije, snaga mikrovalova te veli¢ina Cestica i1 vlaZznost materijala za ekstrakciju

(Rostagno i Prado, 2013).

Prednosti koriStenja mikrovalova pri ekstrakciji uklju¢uju ucinkovitije grijanje, brzi prijenos
energije odnosno brZe zagrijavanje, manju termicku razgradnju, selektivno grijanje, manju
koli¢inu opreme, brzi pocetak rada, povecan prinos ekstrakta i eliminaciju odredenih
procesnih koraka (Chemat i sur., 2011; Barba i sur., 2016). U usporedbi s klasi¢cnom
ekstrakcijom, najvaznija je prednost manji utroSak otapala i vremena ekstrakcije (Ganzler i
sur., 1986).

Ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (HPAE) smatra se ekoloski prihvatljivom
tehnikom za ekstrakciju bioaktivnih spojeva (Barba i sur., 2015). Metoda obrade visokim
tlakom podrazumijeva tri parametra: temperaturu, tlak i vrijeme ekspozicije uzorka (Heinz i
Buckow, 2009). Uzorak se podvrgava djelovanju tlaka od 100 do 1000 MPa, dok se
temperatura procesa krec¢e od niZze od 0 °C do vise od 100 °C i vrijeme izloZenosti traje od
nekoliko sekundi do vise od 20 minuta (Herceg i sur., 2009). Djelovanje visokog tlaka

uzrokuje smanjenje volumena sustava na koji se tlak primjenjuje. Prema Le Chatelier-
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Braunovom zakonu, djelovanje povisenog tlaka na zatvoreni sustav u stanju ravnoteze
pospjesiti ¢e reakcije koje vode prema smanjenu volumena, a inhibirati reakcije koje vode
povecanju volumena (Kresi¢ i sur., 2011). Pritisak se brzo i ravnomjerno prenosi cijelim
uzorkom neovisno o veliCini i geometriji uzorka. Jednom postignuti zeljeni tlak moze se
odrzavati bez dodatnog dotoka energije Sto je vrlo uCinkovito jer se na taj nafin smanjuje
potroS$nja energije (Barba i sur., 2015). Primjena visokog tlaka poboljSava permeabilnost
stanica zbog teorije prijenosa mase, znaci da Sto je hidrostatski tlak visi, vise otapala ulazi u

stanicu. Posljedica ve¢e propusnosti membrane je veci prinos ekstrakta (Dornenburg i Knorr,

1993; Toepfl i sur., 2006).

Mnoge su prednosti upotrebe ove tehnike u usporedbi s konvencionalnom ekstrakcijom, no

najvaznije je spomenuti nizu temperaturu, krace vrijeme ekstrakcije te vecu ustedu energije

(Lee isur., 2010).

Ekstrakcija superkriticnim fluidom je ekoloski prihvatljiva i energetski efikasna
tehnika za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala (Modey i sur., 1996; Joki¢ i
sur., 2011). Podrazumijeva ekstrakciju fluidom koji se nalazi u superkriticnom stanju $to
znali da je temperatura fluida iznad njegove kriti€ne temperature (T¢) 1 tlak iznad kriti¢nog
tlaka (pc). Metoda je efikasna za izolaciju spojeva relativno male polarnosti, no za ekstrakciju
polarnih spojeva mogu se Koristiti polarnija otapala primjerice voda ili etanol (Skala i sur.,
2002). Promjena tlaka i temperature omogucuju visoku selektivnost i jednostavno uklanjanje
otapala iz ekstrakta te kontroliraju sposobnost otapanja superkriti¢ne tekucine (Jokic¢ i sur.,
2011).

lako je ekstrakcija superkriticnim teku¢inama nova tehnika koja zahtjeva visoke troSkove
ulaganja u opremu, ima brojne prednosti: nizu temperaturu, manju potrosnju energije i dobru
kvalitetu ekstrakta zbog odsutnosti otapala (Norhuda i Jusoff, 2009; Joki¢ i sur., 2011).
Superkriti¢no otapalo zbog niske viskoznosti, manje povrSinske napetosti i bolje difuzije
moze lakse prodirati u materijal za ekstrakciju (Jokic¢ i sur., 2011). Ekstrakcija superkriticnim
CO: se najcesce koristi 1 vrlo je atraktivna u prehrambenoj industriji zahvaljujuc¢i brojnim
prednostima: CO2 nije toksi¢an, eksplozivan niti zapaljiv, ima GRAS status, jeftin je i uvijek

dostupan te se lako odvaja od ekstrakta (Norhuda i Jusoff, 2009).
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Ekstrakcija potpomognuta hladnom plazmom smatra se zelenom tehnikom gdje se
primjenom niske energije moze ekstrahirati viSa stopa bioloski aktivnih spojeva. Hladna
plazma proizvodi se visokovoltaznim elektriénim praznjenjem koje nastaje izmedu dviju
elektroda priklju¢enih na vanjski izvor energije. Elektricno praznjenje proizvedeno u vodi
uzrokuje ubrzavanje elektrona koji imaju dovoljnu koli¢inu energije da bi izazvali fizikalne 1
kemijske procese. Nastaje lavina elektrona (eng. ,,streamer®) koja putuje prema suprotno
nabijenoj elektrodi. U trenutku kad dosegne elektrodu, u tekuéini nastaju Sok valovi,
kavitacijski mjehuri¢i te turbulencija. Prema toj teoriji, za razaranje strukture materijala
odgovorni su lavina elektrona i nastanak plinovite faze. Tocnije, Sok valovi i eksplozija
kavitacijskih mjehuri¢a uzrokuju fragmentaciju materijala, a turbulencija poveéanje prijenosa

mase (Boussetta i Vorobiev, 2014).

lako je ekstrakcija potpomognuta hladnom plazmom nova tehnika te je potrebno provesti
brojna istraZzivanja utjecaja hladne plazme, dosadasnja istrazivanja su dokazala brojne
prednosti primjerice veci prinos 1 kvalitetu ekstrakta pri nizim temperaturama te krace vrijeme

ekstrakcije (Boussetta i VVorobiev, 2014; Herceg i sur., 2016).

Ubrzana ekstrakcija otapalima (ASE) je moderna tehnika ekstrakcije koja se provodi
uz poviseni tlak i1 temperaturu kako bi se poboljsala ucinkovitost ekstrakcije (Carabias-
Martinez i sur., 2005). Primjenjuju se temperature od 50 do 200 °C i tlak do 20 MPa. Uzorak
je smjesten u ekstrakcijskoj ¢eliji od nehrdajuceg celika koja se puni otapalom za ekstrakciju,
potom zagrijava te se na nju primjenjuje pritisak (Luthria i sur., 2004). Na ekstrakciju najvise
utjecu temperatura i vrsta otapala za ekstrakciju, dok je tlak vazan za odrzavanje otapala u
tekuc¢oj fazi pri visokim temperaturama (Carabias-Martinez i sur., 2005). Povisenje
temperature otapala rezultira smanjenjem viskoznosti ¢ime je omoguceno bolje prodiranje u
materijal koji se ekstrahira. Najcesce se kao otapala Koriste voda, aceton, metanol ili heksan
pri temperaturama 75 do 150 °C koji ostaju u tekuéoj fazi pod pritiskom od 10,4 MPa (Luthria
1 sur., 2004). Glavne prednosti su smanjena potroSnja otapala i kra¢e vrijeme ekstrakcije

(Benthin i sur., 1999).
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2.3. SUSENJE BILINIH EKSTRAKATA

Susenje je proces konzerviranja namirnica temeljen na smanjenju aktivnosti vode.
Susenje hrane podrazumijeva uklanjanje vode iz namirnice pri ¢emu ona ostaje u ¢vrstom
obliku, a sadrZaj vode u proizvodu je nizi od 10 %. No, kod instant proizvoda, sadrzaj vode
nakon susenja iznosi 1-3 %. Glavni je cilj susenja dobiti proizvod porozne strukture s dobrom

sposobnoscu rehidratacije i dobro o¢uvanim senzorskim svojstvima (Herceg, 2009).

Susenje se moze provoditi dovodenjem topline i liofilizacijom. Nacini suSenja
dovodenjem topline su slijedeci: suSenje strujom toplog zraka, susenje u dodiru s grijanom
povrSinom te suSenje infracrvenim valovima i mikrovalovima. SuSenje strujom toplog zraka
moze se odvijati u komorama, tunelskim suSarama, u lebdeéem sloju te rasprSivanjem

(Koprivnjak, 2014).

2.3.1. SuSenje rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem je metoda koja se najCeSée koristi za suSenje namirnica,
lijekova i ostalih tvari osjetljivih na toplinu. Koristi se kao metoda suSenja, ali i kao metoda
enkapsulacije koja podrazumijeva hvatanje aktivne tvari unutar zastitne stjenke, matriksa (I
Ré, 1998). Zbog stvaranja zaStitne ovojnice prilikom enkapsuliranja, veca je stabilnost i
odrZivost sastojaka hrane. Metoda se koristi radi zastite bioaktivnih spojeva ili funkcionalnih
komponenti hrane od svjetlosti, oksidacije ili temperature (Murugesan i Orsat, 2012; Elez
Garofuli¢ i sur., 2016) te je pogodna za maskiranje neugodnog okusa, kao §to su gorcina i
trpkost polifenola (Nedovic i sur., 2011). To je jedna od najce$¢e koriStenih metoda
enkapsulacije u prehrambenoj industriji zbog niskih operativnih troSkova, visoke kvalitete,
stabilnosti i brze topivosti kapsula, male veli¢ine i kontinuiranog rada (Fang i Bhandari,
2010). Takoder, suSenje namirnice provodi se bez kontakta sa zagrijanom metalnom
povr§inom, temperatura proizvoda relativno je niska u odnosu na temperaturu ulaznog zraka,
gotov proizvod stabilan je pri rukovanju i transportu, a sam postupak je brz i ekonomican te

su moguci veliki kapaciteti proizvodnje (Lovri¢, 2003).

SusSenje rasprSivanjem bazira se na Smanjivanju sadrzaja i aktiviteta vode Cime se

osigurava mikrobioloska stabilnost proizvoda, smanjuje se rizik kemijske 1 bioloske
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degradacije, smanjuju se troskovi skladistenja i transporta te se dobije proizvod specifi¢nih

svojstava (Gharsallaoui i sur., 2007).

Tekuéina se rasprSuje u struji vruceg plina, a najcesce se koristi zrak ili rjede inertni
plin kao $to je dusik. Ovisno o karakteristikama sirovine i radnim uvjetima tijekom suSenja,
susenjem se dobije vrlo fini prah (10 — 50 um) ili veée Cestice (2 — 3 mm) (Gharsallaoui i sur.,
2007). Sirovina za suSenje moze biti otopina, suspenzija, disperzija ili emulzija, a osuseni
proizvod moze biti u obliku praha, granula ili aglomerata ovisno o fizikalno kemijskim
karakteristikama sirovine, tipu suSionika i Zeljenim svojstvima gotovog proizvoda (Michael,
1993).

Proces suSenja rasprsivanjem podrazumijeva Cetiri osnovne faze: atomizaciju, kontakt,
suSenje 1 separaciju. Tekucinu je potrebno koncentrirati prije unoSenja u susionik (Patel i sur.,

2009).

Atomizacija ili rasprsivanje najvaznija je faza gdje se stvaraju optimalni uvjeti za
isparavanje. To je proces prevodenja otopine u kapljice optimalne velicine (Patel i sur., 2009).
Za kvalitetu krajnjeg proizvoda vrlo je vazna ujednacenost veliine kapljica te homogenost
spreja (I Ré, 1998). Formiranjem sitnih kapljica iste veli¢ine, stvara se maksimalna povrSina
za prijenos topline izmedu vruceg zraka i tekucine, ¢ime se povecava brzina prijenosa mase i
topline, a time i brzina susenja (Gharsallaoui i sur., 2007). Na primjer, prevelike kapljice ne bi
se mogle dobro osusiti, dok bi se premale pregrijale i pregorjele. Da bi se dobio proizvod
zeljenih karakteristika, potrebno je odabrati odgovarajuéi tip atomizatora (Patel i sur., 2009).
Atomizator se bira ovisno o karakteristikama i viskoznosti tekucine koju susimo i Zeljenim
karakteristtkama gotovog proizvoda (Gharsallaoui 1 sur., 2007). NajceS¢e se koriste
rasprsivaci sa sapnicama (mirujuci ili rotirajuci), rotirajuci diskovi te dvostruki, centrifugalni i

pneumatski rasprsivaci (Lovri¢, 2003).

Zatim slijedi kontakt atomiziranih kapljica s vru¢im zrakom u komori za su$enje (Patel
i sur., 2009). Do kontakta kapljice s vru¢im zrakom dolazi ve¢ pri atomizaciji i pokrece
susenje. Kapljice tekucine i vruci zrak mogu strujati istosmjerno, protusmjerno i kombinirano.
Istosmjerni proces suSenja podrazumijeva rasprSivanje tekucine u smjeru toka vruceg zraka.
Ulazna temperatura vruceg zraka iznosi 150 — 220 °C i istovremeno se odvija isparavanje
vlage, a dobiveni suhi proizvodi su izloZeni blazim temperaturama 50 — 80 °C §to manje
dovodi do termalne degradacije proizvoda. Kod upotrebe protusmjernog procesa susenja,

tekucina se rasprSuje u smjeru suprotnom od toka vruceg zraka zbog Cega je suhi proizvod
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izloZzen viSim temperaturama. Stoga se protusmjerni postupak ne preporuca za susenje tvari
jako osjetljivih na toplinu. No prednost je veéa ekonomicnost, odnosno manja potros$nja
energije (Gharsallaoui 1 sur., 2007). Kombinirani postupak pogodniji je za suSenje toplinski

osjetljivih tvari jer se kapljice ne zadrzavaju dugo u vru¢oj zoni (Masters, 1985).

U pocetku susenja dolazi do isparavanja vlage s povrSine kapljice konstantnom
brzinom suSenja (Gharsallaoui 1 sur., 2007). To se odvija sve dok je dotok vode na povrSinu
materijala takav da se odrzava konstantna temperatura na povrsini (Herceg, 2009). Stupanj
difuzije vode iz unutra$njosti kapljice prema povrSini je konstantan i1 jednak stupnju
isparavanja vode s povrSine kapljice. Kad sadrzaj vode u kapljici dosegne kriti¢nu vrijednost,
formira se Cvrsti povrSinski sloj kroz koji voda teSko isparava i stupanj difuzije vode iz
unutrasnjosti kapljice se smanjuje te slijedi nagli pad brzine susenja. Teoretski je susSenje
zavrSeno u trenutku kad je temperatura Cestice jednaka temperaturi zraka (Gharsallaoui i sur.,
2007).

Sljedeca je faza odvajanje praskastog proizvoda od vlaznog zraka. Vecée Cestice praha
padaju na dno komore za susenje, dok se za izdvajanje sitnih Cestica praha koriste cikloni. Za
izdvajanje najsitnijih Cestica praha koriste se vrecasti filtri, dok se za uklanjanje zaostalog
praha koriste ¢etke. Ovisno o sastavu kapljica, sadrzaju vode i plina, izdvojene Cestice praha

mogu biti kompaktne ili Suplje (Gharsallaoui 1 sur., 2007).

Kriti¢ni parametri postupka susenja koji utjeCu na fizikalno-kemijska svojstva prahova
su: temperatura ulaznog zraka za suSenje, brzina rasprSivanja, protok tekuc¢ine koja se susi,

protok zraka (Gallo i sur., 2011) te vrsta i koncentracija nosa¢a (Obon i sur., 2009).

2.3.2. Primjena nosaca pri suSenju rasprsivanjem

Biljni ekstrakti u znac¢ajnoj mjeri sadrze organske kiseline, lipide i smole te u manjoj
mjeri Secere koji mogu stvarati probleme tijekom suSenja. Zbog adhezivnih svojstava
namirnice koju suSimo, dolazi do stvaranja aglomerata i lijepljenja za povrSine uredaja, Sto
moze dovesti do termalne razgradnje proizvoda, neispravnog rada uredaja za susenje te niskog
prinosa. Stoga se prije susenja u otopinu ekstrakta dodaju nosaci koji mogu poboljsati ucinak
suSenja 1 tehnoloSka svojstva gotovog proizvoda (Souza 1 Oliveira, 2006). Takoder,
upotrebom nosaca pri enkapsulaciji fenolnih spojeva, moze se poboljSati stabilnost i odrzati

bioaktivnost navedenih spojeva (Nedovic i sur., 2011).
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Prije suSenja, nosac i aktivna tvar se pomijesaju i homogeniziraju (Gibbs 1 sur., 1999),
a veli¢ina okruglih Cestica dobivenih suSenjem iznosi 10 — 100 um (Fang i Bhandari, 2010).
Uvjeti koje bi trebali ispunjavati nosaci koji se koriste pri susenju rasprsivanjem su: dobra
topivost u vodi, niska viskoznost pri visokim koncentracijama, dobra emulgirajuca svojstva i
sposobnost formiranja membrane oko aktivne tvari te visoka uéinkovitost (I Ré, 1998).
Nosaci koji se koriste u prehrambenoj industriji moraju imati GRAS status (,,generally
recognized as safe — ,,opCenito prepoznatljiv kao neskodljiv*) te biti jestivi i biorazgradivi.
Osim toga, najvazniji Kriteriji za odabir materijala za enkapsulaciju, odnosno nosaca, Su:
funkcionalnost kona¢nog proizvoda, koncentracija nosaca, tip otpustanja bioaktivnih spojeva,
zahtjevi stabilnosti i ograni¢enje trosSkova. Mnogo je kriterija za odabir najpovoljnijeg nosaca,
ali na prvom mjestu je svakako odabir prema vrsti i karakteristikama aktivne tvari. U
prehrambenoj industriji se najéesce koriste prirodni nosaci, primjerice Skrob i njegovi derivati,
celuloza, biljne izluCevine i ekstrakti, proteini, lipidi (Nedovic i sur., 2011). Preciznije,
najcesce se upotrebljavaju maltodekstrin, arapska guma te koloidni silicijev dioksid (Gallo i
sur., 2011).

Maltodekstrini su topljivi hidrolizati skroba dekstroznog ekvivalenta manjeg od 20.
Dekstrozni ekvivalent (DE) oznacava stupanj hidrolize molekule $kroba (Madene i sur.,
2006). Proizvode se djelomi¢nom kiselinskom ili enzimskom hidrolizom Skroba kukuruza
(Kenyon, 1995). Maltodekstrin je odlican izbor nosaca zbog blagog okusa, niske viskoznosti
pri visokim koncentracijama, dobrog omjera cijene i ucinkovitosti (Apintanapong i
Noomhorm, 2003). S druge strane, nedostaci upotrebe maltodekstrina su slaba emulgirajuca
svojstva te mala mogucénost zadrzavanja hlapljivih spojeva (Madene i sur., 2006). Koriste se

maltodekstrini u obliku bijelog praha ili koncentrirane otopine (Kenyon, 1995).

Gume su najceS¢e blagog okusa ili ga nemaju, no mogu znacajno utjecati na okus i
aromu hrane. Arapska guma je prirodni nosa¢ koji se proizvodi iz stabla akacije (Mahdavi i
sur., 2016). Razgranate je strukture, sastavljena od jednostavnih Secera galaktoze, arabinoze,
ramnoze i glukuronske kiseline gdje je proteinska komponenta kovalentno vezana na
ugljikohidratni lanac. Struktura arapske gume odgovorna je za njena funkcionalna svojstva
(McNamee i sur., 1998). Cesto se koristi kao nosa¢ zbog dobre topljivosti, niske viskoznosti,
dobrih emulgiraju¢ih svojstava te dobre sposobnosti zadrzavanja hlapljivih spojeva. Najveci
nedostatak ovog nosaca je cijena koja je viSa od maltodekstrina i ponekad dostupnost
materijala. Stoga se Cesto koristi kombinacija maltodekstrina i arapske gume (Madene i sur.,
2006).
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2.3.3. Utjecaj vrste nosaca i temperature na zadrZavanje fenolnih spojeva

Nosac se bira ovisno o vrsti materijala koji se susi, a mora pruziti dobru zastitu od
vanjskih utjecaja te biti kompatibilan s enkapsuliranim materijalom. Vazno je odabrati dobru
kombinaciju nosaca s ciljem postizanja Sto bolje stabilnosti praha i enkapsulacijskog
kapaciteta. Takoder, ispravan odabir vrste i koncentracije nosaca dobrog zastitnog utjecaja
moze smanjiti utjecaj temperature susenja na svojstva praha. Temperatura susenja direktno je
proporcionalna brzini susenja i kona¢nom sadrzaju vlage. Pri niskoj temperaturi ulaznog
zraka nastaju kapsule visokog sadrzaja vlage i slabe fluidnosti zbog niske razine isparavanja.
Medutim, pri visokim temperaturama suSenja dolazi do pretjeranog isparavanja vlage Sto
rezultira pukotinama u membrani te dolazi do preranog otpuStanja i degradacije
enkapsuliranih sastojaka. Prema tome, optimalna temperatura susenja je ona kod koje ne
dolazi do oStecenja proizvoda (Gharsallaoui i sur., 2007). Kako bi se odredio utjecaj raznih
parametara suSenja na svojstva prahova biljnih ekstrakata, provedena su brojna znanstvena

istrazivanja.

Susenje raspriivanjem najée$ée je koristena metoda za enkapsulaciju antocijana. Cak
80 — 90 % enkapsulacija antocijana provodilo se metodom susenja rasprsivanjem (Mahdavi i
sur., 2014). Da se stabilnost proizvoda poboljSava suSenjem rasprSivanjem, dokazuje
istrazivanje Zhanga i sur. (2007). Upotrebom mjesavine maltodekstrina (60 %) i arapske
gume (40 %) za enkapsulaciju procijanidina iz sjemenki grozda, postignuta ucinkovitost
enkapsulacije iznosila je 88,84 %. Takoder, upotreba kombinacije maltodekstrina i arapske
gume kao nosaca pokazala se najboljom za zaStitu antocijana u ekstraktima groZda sorte

Cabernet Sauvignon (Burin i sur., 2011).

Upotrebom visoke koncentracije nosaca postize se bolja stabilnost praskastog
proizvoda nizeg sadrzaja vlage i manje higroskopnosti (Obon i sur., 2009). Maltodekstrini s
vi§im DE pokazuju bolja svojstva zadrzavanja antocijana jer stvaraju gus¢e membrane 1 bolje
Stite unutarnju fazu od oksidacije (Ferrari i sur., 2012). To dokazuje istrazivanje Morena i sur.
(2016) na ekstraktima komine grozda. Dodatkom maltodekstrina DE 18 dobiven je prah s
najviSim sadrzajem ukupnih fenola. Takoder, najviSa koncentracija ukupnih fenola dobivena
je upotrebom nosaca i ekstrakta u omjeru 0,1:1 (0,1 gram nosaca na 1 gram suhog ekstrakta).
Utjecaj dekstroznog ekvivalenta maltodekstrina (DE 6, 19, 21 i 33) na svojstva praha,
odnosno utjecaj na enkapsulaciju antocijana ekstrakta plodova biljke Garcinia indica,

ispitivalo je istrazivanje Nayak i Rastogi (2010). Kombinacijom 5% maltodekstrina DE 21,
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0,25 % arapske gume i 0,25 % kalcijevog fosfata, na temperaturi 150 °C proizveden je prah
najboljih svojstava, odnosno s najvise enkapsuliranih antocijana. Istrazivanje Vidovi¢ i sur.
(2014) proucavalo je utjecaj razliCitih koncentracija maltodekstrina od 10, 30 i 50 % na
susenje tekuceg ekstrakta biljke vrisak (Satureja montana L.). Pratili su iskoriStenje postupka
susenja, senzorska svojstva, sadrzaj bioaktivnih spojeva te fizikalno-kemijska svojstva praha.
Najbolja fizikalno-kemijska svojstva odredena su u prahovima dobivenim dodatkom 50 %-tne
koncentracije maltodekstrina, dok je najve¢i sadrzaj bioaktivnih komponenti odreden u

prahovima dobivenim pomoc¢u koncentracije maltodekstrina od 10 %.

Fenoli ekstrakta komine masline suSeni su rasprSivanjem. Proucavan je utjecaj
koncentracije maltodekstrina (100 i 500 g/L), temperature (130 i 160 °C) te protok ulaznog
materijala (5 1 10 mL/min) na svojstva praha. 94 % fenola ekstrakta zadrzano je u prahu pri
nizoj temperaturi susenja i koncentraciji maltodekstrina te ve¢em protoku (Paini i sur., 2015).
Istrazivanje Ferrari i sur. (2012) ispitivalo je utjecaj temperature susenja (140-180 °C) te
koncentracije maltodekstrina (5-25 %) na fizikalno-kemijska svojstva i zadrzavanje antocijana
u prahu ekstrakta kupine. Postotak zadrzanih antocijana u prahu kretao se od 69 do 80 %, a
najve¢i postotak zadrzanih antocijana odreden je u prahovima proizvedenim s 5 i 25%
maltodekstrina. ViSe temperature suSenja uzrokovale su veci gubitak antocijana. Takoder,
istrazivanje Georgetti i sur. (2008) u kojem se ispitivao utjecaj tri vrste nosaca (silicijevog
dioksida, maltodekstrina i $kroba) te tri temperature 80, 115 i 150 °C na svojstva praha
proizvedenog suSenjem ekstrakta soje rasprsivanjem, pokazalo je da poviSenje temperature
utjeCe na pad koncentracije ukupnih fenola praha. U ovom istrazivanju silicijev dioksid je

pokazao najbolja svojstva nosaca.

Utjecaj kombinacije arapske gume, maltodekstrina i proteina soje u razli¢itim
omjerima te utjecaj temperature ulaznog zraka (120, 160, 180, 210 °C) na enkapsulacijski
ucinak prilikom susenja biljke Ginkgo biloba proucavani su u istrazivanju Haidonga i sur.
(2012). Povisenje temperature do 180 °C pozitivno je utjecalo na ucinkovitost enkapsulacije te
omjer jezgre, arapske gume, maltodekstrina i proteina soje 6,1:2,87:11,75:4,28. SuSenje
ekstrakta klin¢i¢a pri omjeru ekstrakta, maltodekstrina i arapske gume 1:4,8:2,4 i temperaturi
ulaznog zraka 150 °C, proizveden je prah s najviSom ucinkovitosti enkapsulacije, 65 %
(Chatterjee i Bhattacharjee, 2013). U istrazivanju Toluna i sur. (2016) na prahovima ekstrakta
komine grozda, najve¢i iznos fenolnih spojeva odreden je pri omjeru MD i AG 8:2. Smatra se
da dodatak arapske gume povecava stabilnost fenolnih spojeva pruzaju¢i bolju zastitu pri

visSim temperaturama. Pretpostavlja se da je to posljedica dobrih svojstava arapske gume koja
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omogucuju stvaranje mreze s maltodekstrinom te se na taj nacin Stite fenoli od toplinske

degradacije.

Prema istrazivanju Mahdavi i sur. (2016), najveéa ucinkovitost procesa i kvaliteta
praha postignute su dodatkom maltodekstrina (DE 18-20) i arapske gume u ekstrakt ploda
zutike prije susSenja rasprSivanjem, dok se omjer jezgre i nosaca 25 % odnosno 1/4 pokazao
najoptimalnijim za oCuvanje antocijana. Visoka uéinkovitost maltodekstrina i arapske gume
moze se objasniti njihovom strukturom. Arapska guma je razgranate strukture (heteropolimer
SeCera) gdje je mala koli¢ina proteina vezana kovalentno na ugljikohidratni lanac S§to
omogucuje bolje ,hvatanje molekula unutarnje faze. Na taj nacin povecava se stabilnost
antocijana jer se smanji osjetljivost flavijevog kationa antocijana na nukleofilni napad

molekule vode.

Za razliku od navedenih istrazivanja, Constanza i sur. (2012) dobili su drugacije
rezultate. Istrazujuci utjecaj dodatka maltodekstrina pri susenju na ekstrakte kozice kikirikija,
pri konstantnoj temperaturi ulaznog zraka 160 °C i izlaznog 90 °C, zakljucili su da najvisu
koncentraciju ukupnih polifenola pokazuju prahovi dobiveni susenjem rasprSivanjem bez
dodatka nosaca maltodekstrina. Zbog utjecaja topline tijekom suSenja doslo je do gubitka 26,8
% ukupnih fenola, a dodatkom maltodekstrina je gubitak ukupnih fenola iznosio 45,1 %.
Smatraju da je razlog tome Sto kozica kikirikija prvenstveno sadrzi procijanidine, dok u

ostalim istraZivanjima uzorci naj¢es$¢e sadrZe antocijane.

Dodatkom nosaa maltodekstrina DE 20-21 u etanolni ekstrakt crne mrkve,
proizveden je prah s najviSom koncentracijom antocijana. No temperature ulaznog zraka vise
od 160 — 180 °C uzrokovale su znacajan gubitak antocijana. S druge strane, upotrebom
maltodekstrina DE 10, temperatura nije imala znacajan utjecaj na gubitak antocijana (Ersus i
Yurdagel, 2007). Povisenje temperature ulaznog zraka pri suSenju rasprSivanjem acai vocéa
dovelo je do veceg gubitka antocijana zbog osjetljivosti pigmenata na visoke temperature. U
istrazivanju je koriSten maltodekstrin DE 10 (Tonon i sur., 2008). Takoder, viSe temperature
ulaznog zraka uzrokovale su degradaciju antocijana pri suSenju ekstrakta Sipka (Vardin i

Yasar, 2012).

U istrazivanju Ramirez i sur. (2015) na modelu vo¢nog soka koristena je kombinacija
maltodekstrina DE 20 i arapske gume. Optimalni uvjeti suSenja rasprSivanjem pri kojoj je
oc¢uvana najveéa koncentracija galne kiseline u vo¢nom soku, su slijedeci: koncentracija

nosaca 10-20 %, omjer nosaca 50-80 %, temperatura ulaznog zraka 85-105 °C te protok zraka
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80-120 mL/h. Najbolja svojstva Cestica praha dobivenog suSenjem ekstrakta komine grozda,
dobivena su upotrebom maltodekstrina DE 4-7 i arapske gume u omjeru 8:2 i pri temperaturi
ulaznog zraka 140 °C te omjerom jezgre i nosaca 1:1. Sadrzaj ukupnih fenola smanjio se pri
temperaturi ulaznog zraka 160 °C, no pri 180 °C se povisio sadrzaj ukupnih fenola. Smatra se
da je razlog polimerizacija polifenola na visokim temperaturama. Upotreba maltodekstrina
DE 4-7 i DE 17-20 dovela je do smanjenja sadrzaja fenolnih spojeva na povrSini, s
poveéanjem omjera jezgre i nosaca. Sadrzaj povrSinskih polifenola u izravnom je odnosu s
ucinkovitoS¢u mikrokapsula proizvedenih pri optimalnim uvjetima (temperatura 140 °C,
omjer maltodekstrina DE 4-7 i arapske gume 8:2). Takoder je uoCena povezanost pada
koncentracije povrSinskih polifenola s povisSenjem temperature, zbog toplinske degradacije
(Tolun i sur., 2016). U istrazivanju Elez Garofuli¢ i sur. (2017) ispitivan je utjecaj
temperature, vrste nosaca te omjera nosaca i suhe tvari na zadrzavanje fenolnih kiselina,
antocijana i flavonol glikozida prilikom susenja soka visnje maraske. Upotrebom nosaca
maltodekstrina DE 13-17 pri omjeru 3:1 i temperaturi susenja 200 °C postignuto je najbolje
zadrzavanje antocijana 1 fenolnih kiselina, dok je najviSe flavonol glikozida zadrzano

upotrebom arapske gume u omjeru 2:1 te pri temperaturi susenja 180 °C.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorak cvijeta trnine

Za istrazivanje je koriSten prirodno osuseni uzorak cvijeta trnine (Pruni spinosi flos)
od proizvodaca Suban d.o.o. Cvijet trnine sakupljen je na podrucju Hrvatske te je nakon
suSenja zapakiran i cuvan na suhom i tamnom mjestu. Rok trajanja proizvoda je do 30. lipnja
2018. godine, a broj serije je 63453. Uzorci cvijeta trnine samljeveni su pomocu elektri¢nog

mlinca (Imetec Dolcevita, Italija) u sitni prah neposredno prije provodenja analize.

3.1.2. Kemikalije

e Deionizirana voda

e Dijatomejska zemlja

e Maltodekstrin DE 13-17 (Sigma Aldrich, SAD)

e Arapska guma (Acros Organics, Belgija)

e Kvarcni pijesak, sitno zrnat (GRAM-MOL d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

Kemikalije za ekstrakciju fenolnih spojeva

e Destilirana voda
e Etanol, 96%-tni, p.a. (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e Octena kiselina, 99,5%-tna, p.a. (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Metanol, 100%-tni (Avantor Performance Materials, Norveska)

Reagensi za odredivanje fenolnih spojeva

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane
vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva
karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

e Standard galne kiseline
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Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
10 mL 96%-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i

otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Elektri¢ni mlinac (Imetec Dolcevita, Italija)

Analiticka vaga (Ohaus, SAD)

Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalom (Dionex ASE 350, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, SAD)

Uredaj za suSenje rasprSivanjem (LabPlant, SD 06, Velika Britanija)
Magnetska mijesalica (HSC Ceramic Hot Top-Plate Stirrer, Velp, Italija)
Laboratorijski susionik (Instrumentaria ST —01/02, Zagreb, Hrvatska)
Vortex mijesalica (MS2 Minishaker, IKA, SAD)

Centrifuga (ROTOFIX 32, Hettich Zentrifugen, Njemacka)

Ultrazvuéna kupelj (Biichi Heating Bath B-490, Svicarska)
Laboratorijski eksikator

Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, Kina)

Plasti¢na ladica za vaganje

Stakleni Stapici

Falcon plasti¢ne kivete, volumena 50 mL
Pipete, volumena 10 mL i 50 mL
Odmjerne tikvice, volumena 100 mL
Stakleni lijevci, filter papir

Staklene epruvete

Stalak za epruvete

Staklene ¢ase, volumena 100 mL i 250 mL
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e Mikropipete, volumena 100 pL, 250 pL i 1000 pL
e Staklene kivete

¢ Aluminijski lon¢i¢i

3.2. METODE

3.2.1. Ubrzana ekstrakcija otapalom pri poviSenom tlaku (Accelerated Solvent
Extraction, ASE)

U plasti¢nu ladicu za vaganje odvaZe se 6 g uzorka samljevenog osuSenog cvijeta
trnine 1 1,5 g dijatomejske zemlje te se sve dobro promijesa. U ekstrakcijsku éeliju od
nehrdajuceg Celika postavi se filter papir, a potom se kroz lijevak doda promijesani uzorak
trnine i dijatomejske zemlje te se ¢elija ru¢no zatvori. Pripremljene ¢elije s uzorcima stave se
na uredaj ASE DIONEX 350 (slika 6) te se pripremi odzracena destilirana voda koja sluzi kao
otapalo. Zatim se podese ekstrakcijski parametri tako da se svaki uzorak ekstrahira u tri
ciklusa po 5 minuta pri 100 °C i tlaku od 10 MPa. Nakon zavr$ene ekstrakcije, ekstrakti (slika

7) se skupe u bocice te ¢uvaju u zamrzivacu do daljnje upotrebe.

Slika 6. Uredaj za ubrzanu ekstrakciju otapalom (vlastita fotografija)
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Slika 7. Ekstrakti cvijeta trnine dobiveni ekstrakcijom na ASE uredaju (vlastita fotografija)

3.2.2. Proizvodnja praha ekstrakta cvijeta trnine primjenom susenja rasprsivanjem

Postupak suSenja rasprSivanjem proveden je u uredaju za suSenje rasprSivanjem SD 06

(LabPlant, Velika Britanija) (slika 8) sa specifikacijama navedenim u tablici 1.

Slika 8. Susionik prije pocetka i tijekom susenja (vlastita fotografija)
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Tablica 1. Specifikacije suSionika s rasprSivanjem SD 06

Rasprsivaé Promjer mlaznice 1 mm, istosmjerni
Kapacitet suSenja 1000-1500 ml/h

Temperaturni raspon 50-250 °C

Protok zraka 15-30 m%h

Kompresor 2 m3/h pri 2 bara— 1.7 m%/h pri 4 bar
Grijad 3kw

Pumpa Peristalticka, podesive brzine

Igla za deblokiranje mlaznica Automatska, 3 brzine

Dimenzije 1110 x 825 x 600mm

TeZina 80 kg

Cilj istrazivanja bio je odrediti optimalne uvjete pri kojima ¢e se posti¢i najbolje
zadrzavanje fenolnih spojeva u prahovima. Prema centralno kompozitnom dizajnu pokusa
navedenom u tablici 2, proizvedeno je 16 prahova pri ¢emu se ispitivao utjecaj razli¢itih
omjera nosaca i suhe tvari (0,7-2), udjela arapske gume (0,2-0,8) te razli¢itih temperatura
ulaznog zraka (120-180 °C). Parametri koji su tijekom procesa susenja bili konstantni su:
protok zraka 3,5 m/s, srednja brzina deblokiranja mlaznice, temperatura izlaznog zraka u
rasponu od 60-80 °C te protok ulaznog materijala 485 mL/h.
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Tablica 2. Plan pokusa susenja ekstrakta cvijeta trnine rasprSivanjem primjenom razlicitog

omjera nosaca i suhe tvari, udjela arapske gume te primjenom razli¢itih temperatura

Pokus Omjer nosaca i suhe tvari arl?a/l;?ssliglgllqulg U Temperatura
o] @ ekstrakta 9 °O)
nosacu
1 2,00 0,20 120
2 2,00 0,80 180
3 0,70 0,20 180
4 0,26 0,50 150
5 1,35 1,00 150
6 2,00 0,20 180
7 1,35 0,50 150
8 1,35 0,00 150
9 0,70 0,20 120
10 2,00 0,80 120
11 1,35 0,50 150
12 0,70 0,80 180
13 0,70 0,80 120
14 1,35 0,50 200
15 1,35 0,50 100
16 2,44 0,50 150

Za proizvodnju prahova koriStene su dvije vrste nosaca u razliitim omjerima,
maltodekstrin 13-17 DE i arapska guma. Na temelju suhe tvari ekstrakta trnine (5,53 %)
odredena je potrebna masa nosaca. Neposredno prije procesa suSenja, ekstrakt trnine
promijesan je s nosa¢em na magnetskoj mijesalici pri 50 °C kako bi uzorak za rasprSivanje bio
Sto homogeniji odnosno kako bi se nosa¢ otopio i ravnomjerno raspodijelio. Nakon
provedenog procesa suSenja, proizvedeni prahovi skladiSteni su u hermeticki zatvorenim

Falcon plasti¢nim kivetama sve do provodenja daljnjih analiza.

3.2.3. Fizikalno-kemijska metoda analize prahova ekstrakta cvijeta trnine
3.2.3.1. Sadrzaj suhe tvari (%)

Sadrzaj suhe tvari (%) prahova ekstrakta cvijeta trnine odreden je suSenjem u
susSioniku na 105 °C do konstantne mase (AOAC, 1984).
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U osu$enu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 1 g kvarcnog
pijeska i stakleni Stapi¢ te se susi u susioniku pri 105 °C oko dva sata sa skinutim poklopcem.
Nakon susenja posudica se zatvori poklopcem te hladi u eksikatoru, a zatim se izvaze s
to¢nos¢u +0,0002 g. U ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 1 ¢
pripremljenog uzorka i dobro izmijeSa pomocu staklenog Stapi¢a. Sve zajedno se vaze s
tocnos¢u od +0,0002 g. Aluminijska posudica s pijeskom i ispitivanom koli¢inom uzorka
stavi se u laboratorijski susionik, prethodno zagrijan na 105 °C + 0,5 °C te se zagrijava jedan
sat s otklopljenim poklopcem. Nakon hladenja i vaganja susenje se nastavlja toliko dugo dok
razlika izmedu dva uzastopna suSenja, u razmaku od pola sata, ne bude manja od 0,001 g.

Vaze se ponovno s to¢noscu + 0,0002g.
Sadrzaj suhe tvari (STV) izracuna se prema slijedecoj formuli:

v . ) m2 —m0
Sadrzaj suhe tvari (%) = (ml—

— )+ 100 (1)

gdje je:
Mo — masa posudice 1 pomo¢nog materijala (pijesak, stakleni Stapi¢, poklopac) (g),
M1 — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g),

Mz — masa posudice s ostatkom nakon susenja (g).

3.2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova ekstrakta cvijeta trnine
3.2.4.1. Ekstrakcija ukupnih fenolnih spojeva (UF)

U staklenu epruvetu odvaze se 500 mg praha te se doda 5 mL otapala etanol:octena
kiselina:voda (50:8:42, v/v/v). Staklenim Stapi¢em dobro se usitni uzorak u otapalu kako bi se
razbila membrana mikrokapsula te se 1 minutu promijesa na Vortex mijeSalici. Slijedi
ekstrakcija od 20 minuta na ultrazvuénoj kupelji, pri sobnoj temperaturi. Ekstrakt se zatim
centrifugira na 3000 okretaja u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant se
profiltrira kroz obi¢ni filter papir i prebaci u ¢istu Falcon kivetu. Pripremljeni ekstrakti koriste
se za spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva metodom po Folin-Ciocalteau (Saénz

i sur., 2009).
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3.2.4.2. Ekstrakcija povrsinskih fenolnih spojeva (PF)

U staklenu epruvetu odvaze se 500 mg praha, doda se 5 mL otapala etanol:metanol
(50:50, v/v) te se smjesa promijesa 1 minutu na Vortex mijesalici. Zatim se profiltrira kroz
obi¢ni filter papir i prebaci u ¢istu Falcon Kkivetu. Pripremljeni ekstrakti koriste se za
spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva metodom po Folin-Ciocalteau (Saénz i
sur., 2009).

3.2.4.3. Spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva
Princip metode:

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u etanolnom/metanolnom ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na obojenoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur.,
2014).

Razrjedenja:

Za odredivanje ukupnih fenola, uzorci su razrijedeni od 20 do 50 puta, ovisno o
koncentraciji. Za odredivanje povrSinskih fenola, uzorci su razrijedeni od 5 do 20 puta,

takoder ovisno o koncentraciji.
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta fenolnih spojeva, 200 puL
Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene
otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa (pomocu Vortexa), a potom se uzorci
termostatiraju 25 minuta pri T=50 °C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se
apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nacin se pripremi i

slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.
Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10
mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do

oznake.
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Od te otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 51 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u
svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se
100 uL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 200 pL Folin Ciocalteu
reagensa 1 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa (pomocu Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25
minuta pri T=50 °C (u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane

vode. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija, nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisu nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola

izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

2 y = 0,0035x

/ R2 = 0,9995
1,5

0,5 ‘//‘/)‘////)'/

0 T T 1
0 200 400 600

A765nm

Koncentracija galne kiseline (mg/L)

Slika 9. Jednadzba pravca za izraCunavanje koncentracije ukupnih i povrsinskih fenola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0035 * X )

gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm,
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X — koncentracija galne kiseline (mg/L).

Dobivene masene koncentracije (mg GAE/L) ukupnih i povrSinskih fenola prvo su
preracunate na masu praha, a zatim su na temelju suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine (5,53 %)

preracunate na masu suhe tvari ekstrakta (mg GAE/g s. tv. e.).

3.2.4.4. Izracunavanje enkapsulacijskog kapaciteta
Enkapsulacijski kapacitet ra¢una se prema formuli (Saikia i sur., 2015):

UF — PF
% EK = T* 100 (3)

gdje je:
EK — enkapsulacijski kapacitet (%),

UF — ukupni fenoli (mg/g),

PF — povrsinski fenoli (mg/g).

3.2.5. Eksperimentalni dizajn i statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statisti¢ku obradu podataka koristen je programski

sustav Statistica 11.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD).

Da bi se utvrdio utjecaj omjera dodanog nosaca prema suhoj tvari ekstrakta, udjela
arapske gume u dodanom nosacu te temperature ulaznog zraka pri susenju rasprSivanjem na
zadrzavanje fenolnih spojeva praha ekstrakta cvijeta trnine s ciljem optimiranja procesa
suSenja rasprSivanjem, koristen je centralni kompozitni dizajn na tri razine.
Centralno-kompozitni dizajn (CCD) se sastoji od tri dijela: puni 2* faktorijalni dizajn (dizajn
prvog reda), osni dio sastavljen od 2k broja tocaka smjestenih tako da su dvije to¢ke poloZene
na osima kontrolnih varijabli na istoj udaljenosti a od centra te od centralne tocke i replikacije

u istoj (Khuri i Mukhopadhyay, 2010).
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Utvrdene su gornje i donje granice ispitivanih parametara kako slijedi: omjer nosaca i suhe
tvari ekstrakta od 0,7 do 2, udio arapske gume od 0,2 do 0,8 te temperatura od 120 do 180 °C.
Svaki od tri ispitivana parametra promatran je na tri razine, nizoj (-1), sredisnjoj (0) i visoj (1)
Sto je ukupno 16 pokusa ukljucujuci faktorske, aksijalne i centralnu to¢ku s dva ponavljanja
(Tablica 2). Kao ovisne varijable promatrani su slijede¢i parametri: ukupni fenoli, povrSinski

fenoli, enkapsulacijski kapacitet te sadrzaj suhe tvari.

Za analizu 1 statisticku obradu dobivenih podataka koristena je metodologija odzivnih
povrsina — RSM (Response Surface Methodology). Regresijski model za svaku promatranu

ovisnu varijablu izracunat je prema slijedecoj formuli:
3 3 3
Y=ﬁo+ZﬁiXi+ZﬁiiXi2+2ﬁinin (4)
i=1 i=1 i=j

gdje je:

Y- predvideni rezultat odnosno vrijednost ovisne varijable,

Bo - fiksni koeficijent a Bi, Biii Bij linearni, kvadratni i koeficijent interakcije,
Xi...Xj - vrijednost neovisne, kontrolirane varijable.

Da bi se utvrdila signifikantnost utjecaja pojedinih varijabli te postojanje razlike medu
provedenim uvjetima suSenja koriStena je analiza varijance (ANOVA). Valjanost cijelog
kvadratnog empirijskog modela za predvidanje pojedine ovisne varijable ispitana je metodom

analize varijance na 95%-tnoj razini vjerojatnosti.

Prilikom optimizacije parametara suSenja rasprSivanjem postavljene su preferencije za tri
ovisne varijable koje su procijenjene najznacajnijim za kvalitetu gotovog praha: sadrzaj
ukupnih i povrSinskih fenola, enkapsulacijski kapacitet te sadrzaj suhe tvari. Tako je za
sadrzaj ukupnih fenola, enkapsulacijski kapacitet te za sadrzaj suhe tvari postavljena visoka
preferencija (1,0), a za sadrzaj povrsinskih fenola niska (0.0). Svaki od ulaznih parametara je

promatran u maksimalnom broju od 100 koraka radi preciznije optimizacije.
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Tekuci ekstrakt cvijeta trnine podvrgnut je postupku suSenja rasprSivanjem pri ¢emu je

proizvedeno 16 prahova prema centralno kompozitnom dizajnu pokusa.

U ovom poglavlju prikazani su rezultati utjecaja uvjeta susenja na sadrzaj suhe tvari i
zadrzavanje fenolnih spojeva, odnosno na koncentraciju ukupnih i povrSinskih fenola te
enkapsulacijski kapacitet u prahovima ekstrakta cvijeta trnine dobivene suSenjem
rasprSivanjem. Navedeni parametri prikazani su na slikama 10-13, a proucavani uvjeti suSenja
rasprSivanjem (temperatura, udio arapske gume te omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta),
prikazani su u legendi apscise na slikama 10-13. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

dvaju paralelnih mjerenja.

Da bi se utvrdio utjecaj uvjeta susenja na pojedini parametar pri susenju raspr§ivanjem
ekstrakta cvijeta trnine, s ciljem optimiranja procesa susenja rasprSivanjem, KoriSten je
centralni kompozitni dizajn na tri razine. Rezultati su statisticki obradeni programskim
sustavom Statistica 11.0, metodologijom odzivnih povrS§ina — RSM. Analiza varijance
(ANOVA) koristena je kako bi se utvrdila signifikantnost utjecaja pojedinih varijabli susenja
raspr§ivanjem na promatrane parametre, a rezultati analize varijance prikazani su u tablici 3.
U svrhu predvidanja promatranih parametara, u tablici 4 prikazane su jednadzbe regresijskih

modela.

Cilj istrazivanja bio je optimizirati uvjete suSenja rasprSivanjem koji ¢e rezultirati
prahom s visokim sadrZajem suhe tvari, visokom koncentracijom ukupnih fenola 1
enkapsulacijskim kapacitetom te niskom koncentracijom povrsinskih fenola. Optimalni uvjeti

susenja i predvidene vrijednosti ispitivanih parametara navedene su u tablici 5.

4.1. Utjecaj parametara suSenja na sadrzaj suhe tvari u prahovima ekstrakta cvijeta

trnine

Rezultati utjecaja parametara susenja (temperatura, udio arapske gume te omjer nosaca
1 suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine) na sadrzaj suhe tvari u prahovima dobivenim suSenjem

rasprsivanjem prikazani su graficki na slici 10.
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Slika 10. Utjecaj parametara suSenja na sadrzaj suhe tvari u prahovima ekstrakta cvijeta

trnine; AG — arapska guma, STV — suha tvar

Sadrzaj vlage, odnosno suhe tvari, vazno je svojstvo praha proizvedenog suSenjem
rasprSivanjem jer odreduje da li je potrebno prah podvrgnuti dodatnim procesima susenja
(Jangam i Thorat, 2010). Osim toga, Visok sadrzaj suhe tvari bitan je za stabilnost i
skladistenje prahova (Mahdavi i sur., 2014). Najvisa vrijednost suhe tvari odredena je u prahu
dobivenom suSenjem na temperaturi 180 °C, s omjerom nosac¢a i suhe tvari 2:1 te malim
udjelom arapske gume 0,2. Najniza vrijednost suhe tvari odredena je u prahu kod kojeg su dva
parametra, omjer nosaca i suhe tvari te udio arapske gume, jednaki kao kod praha s najvisom
vrijednos§¢u suhe tvari, a razlika je u temperaturi koja je u ovom slucaju niza te iznosi 120 °C.
1z toga moZemo zakljuciti da je sadrZaj suhe tvari bio visi pri viSim temperaturama susenja,
Sto potvrduju druga istrazivanja (Ferrari i sur., 2012; Jangam i Thorat, 2010; Tonon i sur.,
2008). Pri viSim temperaturama ulaznog zraka, veéi je temperaturni gradijent izmedu

atomiziranog uzorka i vru¢eg zraka za susSenje koji omogucuje vecu snagu za isparavanje
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vode te se samim tim proizvode prahovi s nizim sadrzajem vlage (Tonon i sur., 2008).
Opcenito, prema rezultatima prikazanim na slici 10 moZzemo zakljuciti da na sadrzaj suhe
tvari u prahovima najveéi utjecaj ima temperatura dok je dodatak arapske gume pokazao

pozitivan utjecaj na sadrzaj suhe tvari u prahovima samo u niskim udjelima, do 0,2.

Usporedbom suhe tvari prahova osusenih na temperaturi 150 °C, s udjelom AG 0,5, a
razli¢itog omjera nosaca 1 suhe tvari ekstrakta (0,26 i 1,35) mozemo zakljuciti da omjer
nosaca i suhe tvari ekstrakta nije znacajno utjecao na suhu tvar praha jer je ona u navedenim
uzorcima bila podjednaka, 94,92 % i 94,88 %. Za razliku od ovih rezultata, istraZivanje
Krishnaiah i sur. (2012) pokazalo je drugacije. Proucavan je utjecaj suSenja rasprSivanjem na
svojstva prahova dobivenih susSenjem ekstrakta biljke Morinda citrifolia L. uz dodatak nosaca
karagenana i maltodekstrina u raznim koncentracijama. Poveéanjem koli¢ine maltodekstrina,

sadrzaj vlage se smanjio, odnosno sadrzaj suhe tvari povecao.

Kod postupka susenja rasprsivanjem, sadrzaj vlage ekstrakta koji se podvrgava suSenju utjece
na konacni sadrzaj vlage proizvedenog praha (Abadio i sur., 2004). Dodatkom maltodekstrina
u uzorak prije samog postupka suSenja, poveca se sadrzaj suhe tvari u uzorku i smanji
raspoloZiva koli¢ina vode za isparavanje. Prema tome, da bi se dobio prah sa §to nizim
sadrzajem vlage, treba povecati postotak dodanog maltodekstrina. No, u nekim sluc¢ajevima
dodavanjem vece koli¢ine maltodekstrina smanjuje se koncentracija kemijskih komponenti iz

ekstrakta §to moze rezultirati manjom stabilnosti praha (Krishnaiah i sur., 2012).

4.2. Utjecaj parametara suSenja na koncentraciju ukupnih fenola u prahovima

ekstrakta cvijeta trnine

Rezultati utjecaja parametara suSenja (temperatura, udio arapske gume te omjer nosaca
i suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine) na koncentraciju ukupnih fenola u prahovima dobivenim

suSenjem rasprsivanjem prikazani su graficki na slici 11.
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Slika 11. Utjecaj parametara suSenja na koncentraciju ukupnih fenola u prahovima ekstrakta

cvijeta trnine; AG — arapska guma, STV — suha tvar

Koncentracije ukupnih fenola (UF) u prahovima nastalim susenjem ekstrakta cvijeta
trnine odredene su u rasponu vrijednosti od 103,22 do 114,28 mg GAE/g s. tv. e. Najveca
vrijednost koncentracije fenola 114,28 mg GAE/g s. tv. e. odredena je u uzorku suSenom pri
temperaturi 150 °C, s omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta 1,35:1 i bez dodatka AG. Sli¢na
vrijednost koncentracije fenola 113,92 mg GAE/g s. tv. e. odredena je i u uzorku suSenom pri
temperaturi 180 °C, s omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,7:1 te udjelom AG 0,2. Iz
navedenih vrijednosti mozemo zakljuciti da su najvece koncentracije UF odredene u
prahovima s najnizim udjelom, odnosno bez dodatka AG. Dobiveni rezultati suprotni su
rezultatima ostalih istrazivanja prema kojima je kombinacija AG i MD najbolja za ofuvanje
enkapsuliranih molekula od oksidativnih procesa (Pérez-Alonso i sur., 2003). To dokazuje
istrazivanje Toluna 1 sur. (2016) na prahovima dobivenim suSenjem ekstrakta komine grozda
gdje je najveci iznos fenolnih spojeva odreden pri omjeru MD i1 AG 8:2. Takoder, u

istrazivanju Krishnana i sur. (2005) kombinacijom nosafa arapske gume, maltodekstrina 1
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modificiranog Skroba postiZe se bolja enkapsulacija materijala u usporedbi s upotrebom samo

arapske gume kao nosaca.

S druge strane, najniza koncentracija UF 103,22 mg GAE/g s. tv. e. odredena je pri
uvjetima susenja 150 °C, omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,26:1 i udjelu AG 0,5. U ovom
je slucaju, osim viseg udjela AG u nosacu, uzrok smanjenja koncentracije UF prvenstveno bio
nizak udio nosaca u odnosu na suhu tvar ekstrakta. Naime, uloga nosaca je stvaranje ¢vrste
membrane oko enkapsuliraju¢eg materijala §to omogucava dobru zastitu enkapsuliranih
fenola od Stetnih utjecaja okoline, primjerice visoke temperature. Prema tome, veca
koncentracija nosaa pruza bolju zasStitu enkapsuliranih fenola. Tu tvrdnju potvrduje
istrazivanje Saikia i sur. (2015) gdje je povecanje koncentracije maltodekstrina utjecalo na
porast koncentracije enkapsuliranih fenola. Suprotno tome, istrazivanje Toluna i sur. (2016)
pokazuje da se koncentracija ukupnih fenola znacajno smanjila poveéanjem omjera nosaca i
suhe tvari ekstrakta sa 1:1 na 2:1 Sto su objasnili kao posljedicu povecanja koncentracije
nosaca u smjesi nosaca i ekstrakta. Pove¢anjem koncentracije maltodekstrina prilikom susenja
ekstrakta komine grozda rasprSivanjem, smanjen je sadrzaj ukupnih fenola (Boonchu i
Utama-ang, 2015). Pad koncentracije ukupnih fenola s porastom koncentracije nosaca

potvrduju i druga istrazivanja (Nadeem i sur., 2011; Caliskan i sur., 2013).

Nadalje, prema navedenim rezultatima vidljivo je da temperatura nije imala znacajan
utjecaj na koncentraciju UF. Medutim, istrazivanje Nadeema i sur. (2011) pokazalo je da je
povecanje temperature ulaznog zraka iznad 165 °C pri susenju ekstrakta biljke Sideritis stricta
uzrokovalo blagi pad koncentracije ukupnih fenola. Za razliku od toga, u istrazivanju
Krishnaiah i sur. (2012), najvec¢a koncentracija ukupnih fenola dokazana je u prahovima
dobivenim suSenjem ekstrakta biljke Morinda citrifolia L. pri temperaturi 90 °C i pri omjeru
maltodekstrina i ekstrakta 2:1. PoviSenje temperature do 120 °C uzrokovalo je pad
koncentracije ukupnih fenola. Povisenje temperature ulaznog i izlaznog zraka sa 160/80 na
180/90 °C pri susenju ekstrakta plodova mirisavog ruja rasprSivanjem uzrokovalo je pad
koncentracije ukupnih fenola u prahovima za 15 %, dok je poviSenje temperatura na 200/100

°C uzrokovalo porast koncentracije ukupnih fenola od 16 % (Caliskan i sur., 2013).
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4.3. Utjecaj parametara suSenja na koncentraciju povrSinskih fenola u prahovima

ekstrakta cvijeta trnine

Rezultati utjecaja parametara susenja (temperatura, udio arapske gume te omjer nosaca
i suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine) na koncentraciju povrSinskih fenola u prahovima

dobivenim suSenjem rasprsivanjem prikazani su graficki na slici 12.
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Slika 12. Utjecaj parametara suSenja na koncentraciju povrSinskih fenola u prahovima

ekstrakta cvijeta trnine; AG — arapska guma, STV — suha tvar

Koncentracije povrsinskih fenola (PF) su oko 10 puta manje od koncentracije ukupnih
fenola, a krecu se od 7,85 do 32,28 mg GAE/g s. tv. e. Pozeljno je da koncentracija
povrsinskih fenola bude §to manja, a koncentracija ukupnih fenola istovremeno $to veca jer to
upucuje na vecu koncentraciju enkapsuliranih fenola. Tako je pri temperaturi suSenja 180 °C,
omjeru nosaca i suhe tvari 2:1 te udjelu AG 0,8 odredena najniza koncentracija povrSinskih
fenola, dok je najvisa koncentracija odredena pri temperaturi suSenja 120 °C, omjeru nosaca i

suhe tvari 0,7:1 te udjelu AG 0,2. Pad koncentracije PF moze se povezati s porastom
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temperature jer povrSinski fenoli, za razliku od enkapsuliranih fenola, nisu zasti¢eni od
topline. To potvrduje istrazivanje Toluna i sur. (2016). PoviSenje temperature iznad 140 °C
uzrokovalo je pad koncentracije veéine fenolnih spojeva praha dobivenog susenjem ekstrakta
grozda. Mogucéi uzroci su polimerizacija fenolnih spojeva ili degradacija (Tolun i sur., 2016).
Pri suSenju rasprSivanjem ckstrakta crne mrkve ispitivao se utjecaj razli¢itih DE
maltodekstrina te tri temperature (160, 180 i 200 °C) na zadrzavanje antocijana u
proizvedenim prahovima pri ¢emu su utvrdili da na temperaturama visim od 180 °C dolazi do

veceg gubitka antocijana (Ersus 1 Yurdagel, 2007).

Povecéanje omjera nosaca i suhe tvari pozitivno utjee na enkapsulaciju fenola jer je
zabiljeZeno smanjenje koncentracije povrSinskih fenola $to znaci da je veca koncentracija
enkapsuliranih fenola. Primjerice, promatrajuéi tri razliita omjera nosaca i suhe tvari (0,26,
1,35 i 2,44) pri ¢emu su druga dva parametra suSenja jednaka, koncentracije povrSinskih
fenola padaju u nizu: 30,47 mg GAE/qg s. tv. e. pri omjeru 0,26:1 > 20,42 mg GAE/g s. tv. e.
pri omjeru 1,35:1 > 9,91 mg GAE/g s. tv. e. pri omjeru 2,44:1. Isto tako, u istrazivanju Toluna
I sur. (2016), pad koncentracije PF uzrokovan je povecanjem omjera nosaca i suhe tvari.
Takoder, povec¢anjem koncentracije maltodekstrina prilikom susenja ekstrakta plodova biljke
Averrhoa carambola L. rasprSivanjem, smanjena je koncentracija povrsinskih fenola (Saikia i
sur., 2015).

Udio arapske gume moZe se promatrati u tri uzorka praha koji su dobiveni suSenjem
pri dva ista parametra, temperaturi od 150 °C i omjeru nosaca i suhe tvari 1,35:1. U prahu
dobivenom suSenjem bez dodatka AG, dakle samo s dodatkom maltodekstrina prije suSenja,
koncentracija PF iznosi 13,90 mg GAE/g s. tv. e. Pove¢anjem udjela AG na 0,5, koncentracija
PF iznosi 20,42 mg GAE/g s. tv. e. U prahu u kojemu se kao nosa¢ nalazi samo AG,
koncentracija PF iznosi 12,95 mg GAE/g s. tv. e. Prema rezultatima mozemo zakljuciti da
kombinacija AG i MD nije pogodan nosa¢ za enkapsulaciju fenola cvijeta trnine jer je u
navedenim prahovima, osim visoke koncentracije PF, odredena i niza koncentracija UF. Isto
tako, pri susenju ekstrakta komine visnje rasprSivanjem, povecanje udjela AG u omjeru
MD:AG s 10:0 na 6:4 uzrokovalo je pad koncentracije PF (Cilek i sur., 2012). No, istrazivanje
Toluna i sur. (2016) pokazuje da su pri omjerima MD i AG 8:2 najvece koncentracije fenolnih

spojeva jer dodatak arapske gume povecava otpornost fenolnih spojeva na toplinu.
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4.4. Utjecaj parametara suSenja na enkapsulacijski kapacitet prahova ekstrakta cvijeta

trnine

Rezultati utjecaja parametara susenja (temperatura, udio arapske gume te omjer nosaca
i suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine) na enkapsulacijski kapacitet prahova dobivenih susenjem

rasprsivanjem prikazani su graficki na slici 13.

100,00 -

90,00 - I

80,00 - I I
el 11 1) i
2 60,00 - IIII I
(&)

S

i 111 1 i
i il i
'S

ol 1011 i
5

8

sl 1100000000011 11
[

L

gl 1000000000 NNINND
7D Y O O O O O O O O O B O O O

0,00 -
120(180|180|150|150|180|150|150|120|120|150|180|120|200|100|150| °C

0,20/0,80/0,20|0,50/1,00|0,20/0,50|0,00/0,20|0,80|0,50|0,80/0,80|0,50/0,50|0,50, Udio AG

2,00/2,00|0,70|0,26|1,35(2,00(1,35(1,35(0,70(2,00(1,35|0,70/|0,70/|1,35|1,35|2,44| Nosac:STV

Slika 13. Utjecaj parametara suSenja na enkapsulacijski kapacitet prahova ekstrakta cvijeta

trnine; AG — arapska guma, STV — suha tvar

Vrijednosti enkapsulacijskog kapaciteta (EK) odredene su u rasponu od 70,48 do
92,62 % $to ukazuje na dobro zadrzavanje fenola unutar kapsula nastalih susenjem
rasprsivanjem. EK direktno ovisi o koncentraciji UF, odnosno obrnuto proporcionalno o
koncentraciji PF. Prema tome, EK trebao bi biti najvecih vrijednosti pri uvjetima kod kojih je

u prahovima bilo vise UF, a manje PF.
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Enkapsulacijski kapacitet puno je viSih vrijednosti u usporedbi s ostalim
istrazivanjima. Primjerice, ucinkovitost enkapsulacije pri suSenju ekstrakta plodova biljke
Averrhoa carambola L. iznosila je 63 do 79 % (Saikia i sur., 2015). U navedenom istrazivanju
koriSten je nosa¢ maltodekstrin. Varijacije enkapsulacijskog kapaciteta mogu se javljati kao
posljedica osjetljivosti odredenih fenolnih kiselina na toplinu primijenjenu tijekom postupka

susenja rasprsivanjem (Changchub i Maisuthisakul, 2011).

Najvisa vrijednost EK u iznosu 92,62 % odredena je u prahu dobivenom pri 180 °C,
udjelu AG 0,8 i omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 2:1, a najniza vrijednost EK 70,48 %
odredena je u prahu dobivenom pri 150 °C, udjelu AG 0,5 i omjeru nosaca i s. tv. e. 0,26:1.
Prema navedenim rezultatima mozemo primijetiti da je na EK najvise utjecao omjer nosaca i
suhe tvari ekstrakta, odnosno da njegovo povecanje pozitivno utje¢e na enkapsulacijski
kapacitet. To potvrduje istrazivanje Saikia i sur. (2015) gdje EK raste s povecanjem
koncentracije maltodekstrina. Isto tako, povecanjem omjera jezgre i nosaca s 1:10 na 1:20 pri
suSenju ekstrakta komine vi$nje rasprSivanjem, raste u¢inkovitost enkapsulacije (Cilek 1 sur.,
2012). Istrazivanje Cama 1 sur. (2014) ispitujué¢i utjecaj razli¢itih omjera fenola i
maltodekstrina (1:1, 1:3, 1:6 te 1:10) na svojstva praha dobivenog susenjem fenola
ekstrahiranih iz otpada od proizvodnje soka od nara, pokazalo je da su omjeri 1:1 i 1:3
najoptimalniji. Sukladno rezultatima i prethodnim istrazivanjima, vrsta nosaca te omjer
nosaCa i jezgre smatraju se najvaznijim parametrima za enkapsulaciju fenolnih spojeva
(Robert i sur., 2010). Ocekivano je da se upotrebom vece koncentracije nosaca od

koncentracije jezgre moze provesti bolja i kvalitetnija enkapsulacija.

Najvisa i najniza vrijednost EK odredene su pri vis$im temperaturama suSenja (180 i
150 °C). Iako je prah s najvisim EK osuSen pri vi$oj temperaturi, prema rezultatima se moze
zakljuciti da promjena temperature nije bitno utjecala na enkapsulacijski kapacitet. Prilikom
susenja ekstrakta lista biljke ginko pri temperaturi ulaznog zraka 180 °C, proizveden je prah s
najboljom ucinkovito$¢u enkapsulacije u iznosu 80,4 % (Haidong i sur., 2012). U istrazivanju

Cama i sur. (2014), u¢inkovitost enkapsulacije rasla je povisenjem temperature do 160 °C.

Jedan nosaC¢ nema sve potrebne osobine za ucinkovitu enkapsulaciju, stoga je
kombinacija dvaju ili viSe nosaca bolji izbor za u€inkovitiju zastitu enkapsuliranih spojeva
(Gharsallaoui i sur., 2007). To potvrduje istrazivanje Burina i sur. (2011) gdje kombinacijom
nosaca MD i AG nastaju kapsule s vecom ucinkovito$¢u enkapsulacije. U prahu ekstrakta

komine viSnje povecanje udjela AG u nosa¢u dovelo je do povecanja enkapsulacijskog

45



kapaciteta (Cilek i sur., 2012). No, u ovom istrazivanju rezultati pokazuju da Su pri razli¢itim
udjelima AG nastala dva praha pribliznih vrijednosti EK, prema ¢emu se moze zakljuciti da
udio AG nema prevelik utjecaj na enkapsulacijski kapacitet. Drugi primjer su prahovi
proizvedeni samo s jednom vrstom nosaca (AG ili MD) koji pokazuju priblizne vrijednosti
EK, dok kombinacija AG i MD u omjeru 0,5:0,5 daje prah nizeg EK.
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4.5. Rezultati statisticke obrade podataka

Tablica 3. Analiza varijance utjecaja omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta (X1), udjela arapske gume (X2) i temperature (X3) na koncentraciju

ukupnih i povrsinskih fenola, enkapsulacijski kapacitet i sadrzaj suhe tvari u prahovima ekstrakta cvijeta trnine, na 95%-tnom nivou vjerojatnosti

Izvor Ukupni fenoli Povrsinski fenoli Suha tvar

varijacije F-omjer p-vrijednost F-omjer p-vrijednost F-omjer p-vrijednost F-omjer p-vrijednost
X1 0,001 0,971 59,991 0,0002 65,559 0,0002 0,479 0,515
X1 2,264 0,183 0,749 0,420 1,160 0,323 1,359 0,288
X2 35,765 0,001 0,067 0,805 0,036 0,856 1,623 0,250
X2? 5,931 0,051 1,121 0,330 1,683 0,242 2,496 0,165
X3 0,206 0,666 0,279 0,617 0,307 0,600 0,730 0,426
X3? 1,114 0,332 0,025 0,879 0,068 0,802 4,549 0,077
X1X2 3,496 0,111 0,359 0,571 0,902 0,379 0,868 0,387
X1X3 0,010 0,922 0,223 0,653 0,201 0,670 0,757 0,418
Xa2X3 1,862 0,221 0,979 0,361 1,354 0,289 6,567 0,043
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U tablici 3 prikazani su rezultati analize varijance utjecaja omjera nosaca i suhe tvari
ekstrakta, udjela arapske gume i temperature na koncentraciju ukupnih i povrSinskih fenola,

enkapsulacijski kapacitet i sadrzaj suhe tvari u prahovima ekstrakta cvijeta trnine.

Prema rezultatima analize varijance prikazanim u tablici 3 signifikantan utjecaj na
koncentraciju povrSinskih fenola i enkapsulacijski kapacitet imao je omjer nosaca i suhe tvari
(p < 0,05). Povecanje omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta pozitivno je utjecalo na EK jer je
uzrokovalo smanjenje koncentracije PF. Na koncentraciju ukupnih fenola, signifikantan
utjecaj imao je udio arapske gume, na nacin da je smanjenje udjela AG uzrokovalo porast
koncentracije UF. Na sadrzaj suhe tvari signifikantan utjecaj imao je kombinirani utjecaj
temperature i udjela arapske gume. PoviSenjem temperature rastao je sadrzaj suhe tvari u
prahovima ekstrakta cvijeta trnine, dok je dodatak arapske gume samo u niskim udjelima, do

0,2, pozitivno utjecao na sadrzaj suhe tvari.

Tablica 4. JednadZzbe regresijskih modela i1 koeficijenti determinacije za koncentraciju
ukupnih i1 povrSinskih fenola, enkapsulacijski kapacitet te sadrzaj suhe tvari u prahovima

ekstrakta cvijeta trnine

\ZERIEGE! Model R2 ‘

_ ) 121,1785 + 2,8082X1 — 1,9033X12 — 17,6025X + 14,4623X2% —
Ukupni fenoli 0,903
0,1337X3 + 0,0006X3? + 5,5147X1 X — 0,0030X1 X35 — 0,0872X2X3

48,9148 — 21,8770X1 + 2,5456X1% — 2,7604X5 — 14,6201X,% —
Povrsinski fenoli 0,916
0,0696X3 — 0,0002X3% — 4,1086X1X> + 0,0324X1X3 + 0,1470X2X3

58,19038 + 20,07583X1 — 2,76045X1% — 1,23427X; + 15,61234X5°
+0,03357X3 + 0,00031X3? + 5,67721X1 X2 — 0,026 77X1 X3 — 0,928
0,15071X2X3

Enkapsulacijski
kapacitet

107,1188 — 4,0077X1 + 0,6765X1?% + 4,4056X> + 4,3033X>?% —
Suha tvar 0,730
0,1469X3 + 0,0006X32 + 1,2606X1X> + 0,0118X1X3 — 0,0751X>X3
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U tablici 4 prikazane su jednadZbe regresijskih modela koje omogucuju predvidanje
koncentracije ukupnih i povrSinskih fenola, enkapsulacijski kapacitet ili sadrzaj suhe tvari za
bilo koju zeljenu vrijednost omjera nosaca i s. tv. e., temperature ili udjela AG. Pripadajuéi
koeficijenti determinacije pokazuju kolika je preciznost modela za predvidanje odredenog
svojstva (UF, PF, EK ili STV). Smatra se da dobar model treba imati vrijednost R? veéu od
0,8.

Vrijednosti koeficijenta determinacije modela za predvidanje koncentracije ukupnih
fenola, povrsinskih te enkapsulacijski kapacitet vrlo su visoke (0,903, 0,916 i 0,928), te
potvrduju zadovoljavajucu to¢nost modela. Za razliku od toga, to¢nost modela za predvidanje
sadrzaja suhe tvari u prahovima je neSto niza, $to pokazuje vrijednost koeficijenta

determinacije od 0,730.

Tablica 5. Optimalni uvjeti omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta, udjela arapske gume i
temperature suSenja (°C) prahova ekstrakta cvijeta trnine te predvidene vrijednosti
koncentracije ukupnih i povrSinskih fenola (mg/g s. tv. ekstrakta), enkapsulacijskog kapaciteta
(%) i suhe tvari (%)

Omijer Udio Ukupni | PovrSinski L
Temperatura ) ) Enkapsulacijski | Suha tvar
nosaCai | arapske fenoli fenoli )
) (°C) kapacitet (%) (%)
suhe tvari | gume (mg/g) (mg/g)
1,96 0 200,45 114,35 7,45 93,99 99,65

Optimizacija suSenja rasprSivanjem provedena je s ciljem utvrdivanja uvjeta susSenja
koji ¢e rezultirati prahom s visokim sadrzajem suhe tvari, visokom koncentracijom ukupnih
fenola 1 enkapsulacijskim kapacitetom te niskom koncentracijom povrSinskih fenola.
Primjenom metode odzivnih povrSina utvrdeno je da se navedene karakteristike praha postizu
suSenjem ekstrakta cvijeta trnine pri temperaturi 200,45 °C, s omjerom nosaca i s. tv. ekstrakta
1,96:1 te bez dodatka AG. Pri tim uvjetima se postizu predvidene vrijednosti suhe tvari 99,65
%, koncentracije ukupnih fenola 114,35 mg GAE/g s. tv. e. i koncentracije povrSinskih fenola

7,45 mg GAE/g s. tv. e. te enkapsulacijskog kapaciteta 93,99 %.
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Vecéi omjer nosaca i jezgre potvrduje istrazivanje Cama i sur. (2014) gdje je optimalni
omjer izmedu 1:1 1 3:1. Vec¢i udio nosaca osigurava vecu stabilnost enkapsuliranog materijala
pri skladiStenju. Da vrsta i omjer nosaca i jezgre imaju utjecaj na ucinkovitost enkapsulacije,
potvrduje istrazivanje Mahdavi i sur. (2016) gdje je omjer jezgre i nosaca od 25 % u odnosu
na 10, 35 i 50 %, signifikantno utjecao na porast uéinkovitosti enkapsulacije antocijana

ekstrakta plodova zutike.

Iako su mnoga istrazivanja potvrdila da udio AG dobro utjece na enkapsulaciju
fenolnih spojeva tijekom susenja rasprSivanjem (Burin i sur., 2011; Krishnan i sur., 2005),
tablica 5 prikazuje da je za suSenje ekstrakta cvijeta trnine najbolji izbor nosata sam
maltodekstrin, bez dodatka AG. Sli¢no su zaklju¢ili Ramirez i sur. (2015) gdje je niza
koncentracija AG kao glavnog nosaca pri enkapsulaciji galne kiseline rezultirala vecom

koncentracijom galne kiseline u prahu.

Tablica 5 prikazuje da je za najbolje zadrZzavanje fenola potrebna temperatura suSenja
200 °C sto se razlikuje od mnogih istrazivanja susSenja ekstrakata rasprSivanjem gdje se
utvrdilo da optimalna temperatura iznosi 160 °C (Cam i sur., 2014; Ersus i Yurdagel, 2007).
No, u ovom istrazivanju primjena visokih temperatura nije imala negativan utjecaj zbog
visokog udjela nosaca u prahu, gotovo 2:1, Sto se moze pripisati ulozi nosaca koji kao
enkapsulacijski materijal Stiti fenolne spojeve od toplinske degradacije. Takoder, visoka
temperatura je imala pozitivan utjecaj i na sadrzaj suhe tvari praha ekstrakta cvijeta trnine, §to

je u skladu s drugim istrazivanjima (Jangam i Thorat, 2010; Tonon i sur., 2008).

Tablica 6. Koncentracija fenolnih spojeva u teku¢em ekstraktu cvijeta trnine s 5,53 % suhe

tvari

UZORAK ¢ (mg GAE/gs. tv. e.)

Tekuci ekstrakt cvijeta trnine 106,17

Tablica 6 prikazuje koncentraciju fenola odredenih u teku¢em ekstraktu cvijeta trnine
koji sadrzi 5,53 % suhe tvari. Taj podatak je vazan da bi se odredio postotak fenola zadrzanih

u prahu nakon postupka suSenja rasprSivanjem.
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Optimalna koncentracija ukupnih fenola u prahu iznosi 114,35 mg GAE/g s. tv. e.
(tablica 5), dok je u tekué¢em ekstraktu cvijeta trnine odredeno 106,17 mg GAE/g s. tv. e. To
znaci da bi se pri optimalnim uvjetima susenja dobio prah ekstrakta cvijeta trnine s gotovo
100 % zadrzanih fenola. No, u ovom istrazivanju postotak zadrzavanja fenola je nesto visi od
100 % zbog analiticke pogreSke. Slicno tome, cak 94 % fenolnih spojeva tekuceg ekstrakta
komine masline zaostalo je u prahu proizvedenom suSenjem rasprSivanjem (Paini i sur.,
2015). U istrazivanju Constanza i sur. (2012) proucavan je utjecaj maltodekstrina na svojstva
praha proizvedenog suSenjem rasprSivanjem ekstrakta kozice kikirikija pri konstantnoj
temperaturi ulaznog zraka 160 °C i izlaznog 90 °C. Prilikom susenja bez nosaca doslo je do
gubitka 26,8 % ukupnih fenola, a dodatkom maltodekstrina gubitak ukupnih fenola iznosio je
45,1 %. SuSenjem ekstrakta plodova biljke Averrhoa carambola L. uz vrlo visok dodatak

nosaca, proizveden je prah s manjim postotkom zadrZzanih fenola 37,5 % (Saikia i sur., 2015).
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5. ZAKLJUCCI



Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se

zakljuciti slijedece:

1. PoviSenje temperature pri susenju ekstrakta cvijeta trnine rasprSivanjem pozitivno je
utjecalo na ispitivana svojstva prahova pri ¢emu se sadrzaj suhe tvari povecao, a
koncentracija PF smanjila.

2. Povecanje omjera nosaca i suhe tvari pozitivno utjece na enkapsulaciju fenola jer je
zabiljezeno smanjenje koncentracije povrsinskih fenola i porast koncentracije ukupnih
fenola, a posljedica toga je ve¢i enkapsulacijski kapacitet.

3. Opcenito, dodatak arapske gume nije imao pozitivan utjecaj na enkapsulaciju fenolnih
spojeva ekstrakta cvijeta trnine, dok je samo nizi udjel arapske gume do 0,2 pokazao
pozitivan utjecaj na sadrzaj suhe tvari u prahovima. Kombinacija AG i MD nije
pogodan nosa¢ za enkapsulaciju fenola cvijeta trnine jer je u navedenim prahovima,
osim visoke koncentracije PF, odredena i niza koncentracija UF. Prema tome, prahovi
veceg enkapsulacijskog kapaciteta proizvedeni su uz dodatak Cistog maltodekstrina
kao nosaca.

4. Najvisa koncentracija ukupnih fenola 114,28 mg GAE/g s. tv. e. odredena je u uzorku
susenom pri temperaturi 150 °C, s omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta 1,35:1 i bez
AG u nosacu. Istovremeno je najniza koncentracija PF 7,85 mg GAE/g s. tv. e.
odredena u prahu proizvedenom pri temperaturi suSenja 180 °C, omjeru nosaca i suhe
tvari 2:1 te udjelu AG 0,8. U tom istom prahu odredena je najvisa vrijednost EK u
iznosu 92,62 %. Najvisa vrijednost suhe tvari 97,60 % odredena je u prahu
proizvedenom susenjem na temperaturi 180 °C, s omjerom nosaca 1 suhe tvari 2:1 te
malim udjelom arapske gume 0,2.

5. Optimalni uvjeti susenja ekstrakta cvijeta trnine su: temperatura 200,45 °C, omjer
nosaca i suhe tvari 1,96:1 te udio AG 0. Pri tim uvjetima suha tvar dobivenog praha
iznosi 99,65 %, koncentracija UF 114,35 mg GAE/g s. tv. e, koncentracija PF 7,45 mg
GAE/g s. tv. e. i EK 93,99 %. Koeficijenti determinacije potvrduju preciznost
dobivenih modela za predvidanje ukupnih i povrSinskih fenola te enkapsulacijskog
kapaciteta.

6. Enkapsulacijom fenolnih spojeva pri optimalnim uvjetima zadrzava se gotovo 100 %
fenolnih spojeva tekuceg ekstrakta cvijeta trnine, $to dokazuje da se pri navedenim

uvjetima moze dobiti prah s dobrim svojstvima zadrzavanja fenolnih spojeva.
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