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1. UVOD

Gospodarski i industrijski razvoj utjecali su na promjene potrosackih navika s obzirom na
kvalitetu hrane koju konzumiraju, zastupljenosti bioaktivnih komponenti te njihovim
potencijalnim pozitivnim u¢incima na zdravlje. Sukladno tome raste zanimanje za ljekovitim
vrstama biljaka koje postaju predmet mnogobrojnih istrazivanja sa svrhom njihove primjene u

prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.

Trnina (Prunus spinosa L.) je divlja vrsta roda Prunus koja raste na obroncima
neobradenih podrudja u gotovo cijeloj Europi, Zapadnoj Aziji i Sjevero-Zapadnoj Africi.
Gotovo svi dijelovi ove biljke pokazuju ljekovita svojstva zbog prisutnosti fenolnih spojeva,
vitamina i minerala, medutim, cvijet i plod su najvrjedniji izvori bioaktivnih komponenti.
Zbog prisustva razli¢itih skupina fenolnih spojeva, cvijet trnine pokazuje odredene
zdravstvene benefite kao S§to su: eliminacija Stetnih tvari i viska natrijevih iona iz
metabolizma, proc¢is¢avanje krvi i pluca, jacanje zeluca, smanjenje propusnosti krvnih zila te
laksativno i diureticko djelovanje (Sikora i sur., 2013). Bioaktivne komponente iz ljekovitog
bilja najéesce se ekstrahiraju primjenom razli¢itih postupaka ekstrakcije, a dobiveni ekstrakti

se mogu koristiti u teku¢em obliku ili prevoditi u stabilniju formu praha.

Klju¢an korak pri izolaciji bioaktivnih komponenti je ekstrakcija otapalom pri ¢emu
dolazi do izdvajanja i koncentriranja sastojaka iz homogenih smjesa biljnih tkiva u tekucu
fazu. Tekudi ekstrakti se ¢esto podvrgavaju razli¢itim postupcima susenja, kako bi se ekstrakt
preveo u stabilniju formu praha pozeljnih fizikalno-kemijskih osobina uz maksimalno
zadrzavanje bioaktivnih komponenti. Naj¢es¢e koriStena metoda suSenja za susenje ekstrakata
koji sadrze termolabilne bioaktivne molekule je susSenje rasprSivanjem, pri cemu se tekuca
namirnica rasprSuje u struji vruéeg plina, najceS¢e zraka. Prije suSenja se u tekudi ekstrakt
dodaju nosaci, 1 to naj¢esce maltodekstrin 1 arapska guma, kako bi poboljsali proces suSenja,
zastitili bioaktivne komponente od utjecaja temperature te kako bi nastao prah Sto boljih

svojstava.

U ovom istrazivanju Cilj je bio primjenom susenja rasprsivanjem proizvesti prah ekstrakta
cvijeta trnine te utvrditi utjecaj temperature (120, 150 i 180 °C), omjera nosaca i suhe tvari
ekstrakta (0,5-2) te udjela inulina u nosacu (0-0,5) na zadrzavanje ukupnih fenola, flavonoida,
hidroksicimetnih kiselina i flavonola. Takoder, cilj je bio u dobivenim prahovima odrediti

antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TRNINA (Prunus spinosa L.)

2.1.1. Osnovne karakteristike i kemijski sastav biljke

Trnina (Prunus spinosa L.) je viSegodis$nja biljka iz roda Prunus, obitelji Rosaceae
koja raste kao grm na obroncima divljih neobradenih podrucja ¢ineci debelu trnovitu masu sa
crveno-smedom korom i gustim, trnovitim, tvrdim granama. NajceSce raste na rubovima Suma
i otvorenim dijelovima kao dio biljne zajednice, a moze se naéi i na sun¢anim kamenitim
padinama, rije¢nim dolinama, livadama i pasnjacima, u Sikarama koje se nalaze izmedu Suma
i travnatih povrsina. Cesto se susreée pod nazivima crni trn, trnula ili trnjina (IdZojti¢, 2013).
Za rast joj pogoduje umjerena klima s mnogo sunca te umjereno vlazna i suha tla (Rejniak i
Zielinski, 2010; Ruiz-Rodriguez i sur., 2014). Specificna je za podruje zapadne Azije
ukljucujuéi Tursku, Iran, Kavkaz te za podruc¢je Europe. Najvise je pronadena u Turskoj i to
uglavnom divljeg rasta. Vrste trnine se mogu naéi u Sjeverozapadnoj Africi, na Novom
Zelandu i Sjevernoj Americi gdje je uvezena i lokalno uzgajana (Popescu i Caudullo, 2016).

U Hrvatskoj je vrlo rasprostranjena, najcesce raste uz rubove Suma, na vapnenackom tlu.

Biljka raste u obliku listopadnog grma ili manjeg drva od 1 do 3 metara u visinu, a u
pogodnim klimatskim uvjetima moze doseci i do 5 metara visine (Yuksel, 2015). Kora trnine
je crveno-smede boje koja kasnije postaje tamnosiva s blagim utorima, a listovi trnine s
peteljkom su ovalnog oblika i nazubljeni. Bijeli cvjetovi koji se pojavljuju neposredno prije
listanja imaju po pet bijelih latica i pojavljuju se pojedinacno ili po dva-tri zajedno (slika 1).
Trnina cvjeta od ozujka do svibnja, a plodovi sazrijevaju u kasno ljeto i jesen te se ponekad
mogu pronaci na biljci 1 tijekom zimskog razdoblja. Plodovi su koStunice okrugla oblika i
veli¢ine do 1,5 cm, tamnoplave boje (Ozbek, 1978) a meso im je zelenkasto, trpko i kiselo te
se teSko odvaja od kostice. Okus plodova ovisi o klimatskim uvjetima tijekom rasta i o

vremenu berbe, zrenjem okus postaje slatkasto-kiselkast (Yuksel, 2015).
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Slika 1. Cvijet trnine (Prunus spinosa) (Maky Orel, 2017)

Kemijski sastav plodova trnine razlikuje se ovisno o klimatskim uvjetima,
geografskom podrijetlu i koriStenim analitiCkim metodama (Barros i sur., 2010). Plodovi
divlje vrste trnine sa juga Poljske sadrzavali su: 18,11 % suhe tvari, 0,8 % proteina, 0,37 %
masti, 5,52 % Secera, 5,79 % vlakana i 0,69 % pepela (Sikora i sur., 2013). Prema istrazivanju
Marakéglu i sur. (2005) suha tvar plodova divlje vrste trnine turskog podrijetla iznosila je
30,63 %. Udio vode u plodovima divlje vrste trnine $panjolskog podrijetla iznosio je 48,64 %
odnosno 60,86 % (Barros i sur., 2010; Ganhao i sur. 2010). Voce koje raste u zemljama tople
I suhe klime karakterizira nizi sadrzaj vode (Sikora i sur., 2013). Takoder, udio proteina varira
ovisno o geografskom podruc¢ju uzgoja. Tako na primjer, udio proteina gotovo je dvostruko
veéi u plodovima trnine uzgajane na podrudju Spanjolske nego na podruéju Portugala (2,86 g
102 g? s.tv.) (Barros i sur., 2010; Ganhao i sur. 2010). Prema istraZivanju Barros i sur. (2010)
udio Secera u suhoj tvari ploda trnine iznosi 37,06 %, od kojih prevladava glukoza (29,84 g
102 g™h). Plodovi trnine predstavljaju dobar izvor minerala, od kojih su najzastupljeniji K, Ca,
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P, Mg, Na, B i Al (Marakdglu i sur., 2005). U istrazivanju Sikora i sur. (2013) dokazana je
prisutnost vitamina C (23,84 mg 102 g plodova), p-karotena (0,04 mg 102 g™ ploda) te
tokoferola od kojih je najzastupljeniji o-tokoferol (7,18 mg 102 g* s.tv).

2.1.2. Fenolni spojevi trnine

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u velikom broju
biljnih vrsta u znacajnim koli¢inama, poznato ih je oko 8000 te Cine jednu od najbrojnijih
skupina spojeva u prirodi (Spanos i sur., 1990). Osnovnu kemijsku strukturu fenolnih spojeva
¢ine dva aromatska prstena povezanih pomocu tri atoma ugljika, tvoreci tako tre¢i prsten C,
na koje moze biti vezana jedna ili vise hidroksilnih skupina, koje mogu biti metoksilirane i
glikozidirane s monosaharidima, oligosaharidima, a Cesto sadrzavaju i acilne skupine, te
imaju veliku sklonost umrezavanju 1 polimerizaciji (Kazazi¢, 2004; Ignat i sur., 2011). Prema
kemijskoj strukturi dijelimo ih na flavonoide i neflavonoide. Flavonoidi se dijele na flavonole,
flavone, flavanone, antocijanidine, izoflavone i flavane (Whale i sur., 2010). U skupinu
neflavonoidnih spojeva ubrajamo fenolne kiseline (hidroksicimetne i hidroksibenzojeve),

kumarine, tanine te stilbene.

Fenolni spojevi ¢ine vaznu skupinu bioaktivnih spojeva trnine ¢iji udio i zastupljenost
ovise o dijelu biljke (cvijet, plod, list, kora), vrsti, agroekoloskim uvjetima u kojima biljka
uspijeva te koriStenom otapalu za ekstrakciju (Pinacho i sur., 2015). U literaturi je dostupan
mali broj istraZivanja o fenolnim spojevima cvijeta trnine, a ve¢ina se odnosi na fenolni sastav

i udjele fenola u plodu.

U uzorcima li§¢a, grana i plodova trnine sakupljenih u Spanjolskoj (Navarra) prema
Pinacho i sur. (2015) odreden je udio ukupnih fenola, flavonoida i antocijanina. Najveci udio
ukupnih fenola odreden je u etanolnom ekstraktu grana trnine (732,34 mg g™) dok je odreden
zna¢ajno manji udio ukupnih fenola u ekstraktima plodova i lis¢a (359,11 mg g™, odnosno
228,56 mg g'). Takoder znadajno manji udio je ukupnih flavonoida u ekstraktima lis¢a
(141,80 mg g™) nego u ekstraktima grana trnine (554,82 mg g™). Ti rezultati potvrduju
dosadasnja literaturna izvjesca koja ukazuju da su flavonidi glavna skupina fenolnih spojeva
trnine. U istom istrazivanju utvrdena je korelacija izmedu ukupnih fenola i antioksidacijske
aktivnosti (DPPH metoda) sto potvrduje Cinjenicu da su fenoli uglavnom odgovorni za

antioksidacijsku aktivnost ekstrakata trnine.



Plodovi trnine su dobar izvor fenolnih kiselina (derivati neoklorogenske i kafeinske
kiseline), zatim flavonol heterozida (kvercetin i kamferol), derivata kumarina (6,7-
dihidroksikumarina, 7-hidroksikumarin, 7-hidroksi-6-metoksi-2H-1-benzopiran-2-on),
antocijanina (cijanidin-3-O-glukozid, cijanidin-3-O-rutinozid, peonidin-3-O-glukozid) i
proantocijanidina A (Ruiz-Rodriguez i sur., 2014; Veli¢kovi¢ i sur., 2014). Ganh&o i sur.
(2010) su istaknuli da polifenolni sastav plodova trnine ¢ine uglavnom procijanidini, katehini,
derivati hidroksicimetnih kiselina i flavonola. Prema istraZivanju Barros i sur. (2010)
flavonoidi ¢ine 1/10 polifenolnih spojeva ploda trnine. Na slikama 2 i 3 prikazane su kemijske

strukture najvaznijih predstavnika fenolnih spojeva trnine.

3
" FLAVONOLI
Kvercetin 5=7=4'=0H
5 Kamferol 5=7=3'=4'=0OH

Slika 2. Kemijska struktura kvercetina i kamferola (Ajila i sur., 2011)

Cvijetovi trnine imaju najslozeniji fenolni sastav sa gotovo 60 identificiranih fenolnih
komponenti HPLC-PDA-ESI-MS® analizom (Marchelak i sur., 2017) u usporedbi sa 25
identificiranih u lis¢u (Owczarek i sur., 2017), 26 u granama (Pinacho i sur., 2015) i 29 u
plodovima trnine (Guimardes i sur., 2013). Prema dosada$njim istrazivanjima cvijet trnine
sadrzi visok maseni udio flavonoida, proantocijanidina tipa A i fenolnih kiselina (Kolodziej i
sur., 1991). UHPLC-PDA-ESI-MS analizom identificirano je preko 50 fenolnih spojeva koji
pripadaju trima glavnim grupama: flavonoida (38 identificiranih spojeva), derivata flavan-3-
ola (katehini i proantocijanidini), (7 identificiranih spojeva) i fenolnih kiselina (12
identificiranih spojeva) (Marchelak i sur., 2017). Elez Garofuli¢ i sur. (2018.) istrazivali su
fenolni sastav cvijeta trnine ubrane na podrucju RH, primjenom UPLC MS/MS metode te
identificirali ukupno 28 razliitih fenolnih spojeva (hidroksicimetne kiseline, flavonol
glikozidi i flavanoli) od kojih su najzastupljeniji spojevi bili derivati kaempferola i kvercetina.

Flavonoidi se u cvjetovima trnine najcesée pojavljuju u obliku monoglikozida (Olszewska i
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Wolbis, 2001), za razliku od listova koji su bogati disaharidima vezanim na aglikon,
uglavnom kamferol-3,7-diramnozidom (Jabtonska-Ry$ i sur., 2009). Od flavonoida u cvijetu
trnine izolirani su: kamferol, kvercetin, kamferol-3-O-a-L-arabinofuranozid, kvercetin-3-O-a-
L arfabinofuranozid (Gey, 1990; Gey i sur., 1991). Kamferol i kvercetin nalaze se u
cvjetovima u omjeru 1:1, dok je u lis¢u omjer 2,4:1 (Olszewska i sur., 2001). Istrazivanja na
cvjetovima trnine uzgojenih na podrucju Poljske utvrdila su da se oko 2,7 % flavonoida nalazi
u obliku aglikona, a 3,8 % u obliku glikozida (Olszewska i sur., 2001), dok je u trnini
rumunjskog podrijetla trnine kvantificirano 1,2 % flavonoida u obliku aglikona (Tamas,
1985). Osim flavonoida dokazana je prisutnost fenolnih kiselina te su rezultati istrazivanja
Olszewke i Wolbisa (2000) pokazali kako je p-hidroksibenzojeva kiselina dominantna
frakcija fenolnih kiselina u cvijetu trnine, uz klorgensku, p-kumarinsku i manje koncentracije

ostalih hidroksicimetnih kiselina.

R4
/ COCH
R3 HIDROKSICIMETNE KISELINE
Kafeinska R1=R,=H; R;=R,=0OH
Ferulinska R1=R,=H;R3=0H;R4,=0CH3
R 2 R 1 p-kumarinska R;=R,=R4=H; R3=OH

HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE
p-hidroksibenzojeva R1=R,=H; R;=OH
Protokatehinska R1=R3=0OH;R,=H;
Galna R;=R,=R3=0OH

Slika 3. Kemijske strukture hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Tsao, 2009)



2.1.3. Upotreba trnine i utjecaj na zdravlje

Prepoznat je pozitivan utjecaj trnine na zdravlje jer sadrzi visoke koncentracije
polifenolnih spojeva, vitamina, minerala kao i visok antioksidacijski kapacitet (Sikora i sur.,
2013). Gotovo svi dijelovi ove biljke ukljucujuéi plodove, koru, korijen, lisée i cvijece

koristeni su od davnina za lijeCenje razli¢itih bolesti.

Plodovi trnine se mogu jesti sirovi, unato¢ trpkosti, ali se najces$ce koriste u
proizvodnji dzemova i pekmeza, soka ili digestivnih pica (Yuksel, 2015). Listovi se koriste za
proizvodnju ¢ajeva, a plodovi i korijenje za proizvodnju boje (Komarov, 1970). Cvjetovi
trnine, koji se obi¢no preraduju suSenjem i koriste kao ¢aj, sirup, svjezi sok ili tinktura za
lijeenje raznih bolesti, imaju veliku potencijalnu primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji. Ekstrakti od svjezih plodova su izvrstan izvor polifenolnih spojeva, koji kao Cistaci
slobodnih radikala mogu znacajno ublaziti njihov negativan uc¢inak u organizmu. Stoga,
polifenolni spojevi imaju vaznu ulogu u prevenciji neurodegenerativnih bolesti,
kardiovaskularnih bolesti i raka (Burits i Bucar, 2000). Cvjetovi trnine zbog prisustva
flavonoida imaju diureticko i laksativno djelovanje, mogu eliminirati Stetne tvari i viSak
natrijevih iona iz metabolizma, mogu pomo¢i u smanjenju propusnosti krvnih Zila te upala
mokrac¢nog trakta. S druge strane, plodovi trnine mogu imati antibakterijsko i protuupalno

djelovanje (Barros i sur., 2010; Pelc i sur., 2010; Morales i sur., 2013).

2.1.4. Biljni ekstrakti

Biljni ekstrakti se mogu definirati kao kompleksne smjese, tekuce, guste ili krute
konzistencije, dobivene razli¢itim postupcima ekstrakcije iz svjeZzeg ili osuSenog bilja ili
dijelova biljaka kao $to su: lis¢e, cvjetovi, sjemenke, korijen i kora. S obzirom na konacnu
upotrebu ekstrakti se mogu dijeliti prema tipu otapala, konzistenciji te prema postupku
ekstrakcije (Savi¢, 2014). Biljni ekstrakti sadrze mnogobrojne bioaktivne spojeve koji se
mogu izolirati razli¢itim metodama te se potom Koristiti u prehrambenoj, farmaceutskoj i

kozmetickoj industriji (Robinson i Zhang, 2011).

Ekstrakcija je proces izdvajanja i koncentriranja bioaktivnih tvari iz homogenih smjesa
biljnih tkiva uz pomo¢ otapala, pri ¢emu dolazi do prijenosa jednog ili viSe spojeva iz
analiziranog uzorka u tekucu fazu. Biljni ekstrakti dobivaju se postupkom ekstrakcije uz
primjenu vode, vodenih otopina, alkohola, organskih otapala i sl., a jedan od najcesce
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koriStenih postupaka ekstrakcije je konvencionalni postupak ekstrakcije pomocu otapala
(voda ili vodene otopine alkohola) uz primjenu topline ili mijeSanja (Azmir i sur., 2013).
Ucinkovitost postupka ekstrakcije ovisi o vrsti i polarnosti otapala, vremenu i temperaturi
ekstrakcije, omjeru koli¢ine uzorka i otapala te o kemijskim i fizikalnim svojstvima uzorka
(Dai i Mumper, 2010). Posljednjih godina sve viSe se istrazuju mogucnosti ekstrakcije
modernim nekonvencionalnim tehnikama radi povecanja ucinkovitosti izolacije ciljanih

bioaktivnih spojeva te smanjene upotrebe otapala i vremena ekstrakcije.

2.2. SUSENJE BILJNIH EKSTRAKTA

Susenje je proces uklanjanja vode i vlage iz namirnica s ciljem ocuvanja prirodnih i
nutritivno vrijednih sastojaka hrane, sprecavanja mikrobioloSkih i kemijskih promjena,
smanjenja mase 1 volumena hrane, uStede pri skladiStenju, transportu, ambalazi te bolje
kontrole procesa kako bi se postigla bolja kvaliteta proizvoda. Susenje hrane podrazumijeva
uklanjanje vode iz namirnice pri ¢emu ona ostaje u ¢vrstom obliku, a sadrzaj vode je niZi od
10 %. Glavni cilj suSenja je dobiti proizvod porozne strukture s dobrom sposobnoséu

rehidratacije 1 dobro o€uvanim senzorskim svojstvima (Herceg, 2009).

Tehnike suSenja se mogu podijeliti na prirodno suSenje na suncu prilikom kojeg se
namirnica su$i prirodnim strujanjem zraka te na tehnike susenja pod kontroliranim uvjetima
gdje spadaju suSenje rasprSivanjem, suSenje zamrzavanjem, susenje u fluidiziranom sloju,
vakuum suSenje te suSenje osmozom (Lovri¢, 2003). Izbor postupka susenja 1 odgovarajuce
opreme ovisi 0 tipu i svojstvima materijala koji se procesira i Zeljenim svojstvima finalnog

proizvoda.

2.2.1. SuSenje rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem je metoda suSenja koja se najceSce koristi u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Singh i Dixit, 2004). Prvi uredaji za suSenje rasprSivanjem
proizvedeni su u SAD-u 1933., a od 1940. godine se uspje$no primjenjuju u proizvodnji
lijekova. U prehrambenoj industriji njihova primjena najprije pocinje u mlije¢noj industriji, i
to u proizvodnji mlijeka u prahu, sirutke i dje¢jih formula. Krajem 1950. godine suSenje
rasprSivanjem se u prehrambenoj industriji pocelo koristiti u svrhu enkapsulacije, zbog

pruzanja zastite od degradacije 1/ili oksidacije nutritivnih sastojaka hrane. Najveci razvoj ove
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tehnologije biljezi se u razdoblju Il. svjetskog rata zbog nastale potrebe za hranom dulje

trajnosti te smanjenih troskova transporta i skladistenja (Patel i sur., 2009).

Su$enje rasprSivanjem se Siroko koristi za proizvodnju prahova od biljnih ekstrakata sa
ciljem brzog i efikasnog uklanjanje vode iz namirnice te dobivanja praha pozeljnih fizikalno-
kemijskih svojstava (Tonon i sur., 2008). Kratko vrijeme procesa te relativno niska
temperatura proizvoda u odnosu na relativno visoku temperaturu ulaznog zraka, prilikom ¢ega
namirnica koja se dehidratira ne dolazi u kontakt sa zagrijanom metalnom povrSinom, ¢ini
suSenje rasprSivanjem pogodnim za proizvode osjetljive na toplinu, zadrzavaju¢i okus, boju i
hranjive tvari (Lovri¢, 2003). Sirovina za suSenje moze biti otopina, suspenzija, disperzija ili
emulzija, koja se rasprSuje u struji vruceg plina, najéesée se koristi zrak, a rjede inertni plin
kao $to je duSik. Ovisno o karakteristikama sirovine i1 radnim uvjetima tijekom suSenja,
susenjem se dobije vrlo fini prah (10-50 pum) ili vece Cestice (2-3 mm) (Gharsallaoui i sur.,
2007). Tijek procesa suSenja rasprSivanjem kao i kvaliteta krajnjeg proizvoda rezultat je
parametara procesa, karakteristika uredaja te svojstava materijala koji se susi (Chegini i sur.,
2008). Fizikalno-kemijska svojstva proizvoda prvenstveno ovise o temperaturi ulaznog zraka
za suSenje, protoku zraka, protoku materijala koji se susi, brzini rasprSivanja, vrsti nosaca i

njegovoj koncentraciji (Obon i sur., 2009).

2.2.1.1. Proces suSenja rasprsivanjem

Proces suSenja rasprSivanjem podrazumijeva cetiri osnovne faze: rasprSivanje
namirnice (atomizacija), ostvarivanje kontakta rasprSene namirnice sa zrakom kojim se vrsi
susenje, isparavanje vode iz rasprSenih kapljica i odvajanje osuSenog praha od izlazeceg zraka

(Lovrié, 2003).

Tekuéa namirnica za susenje uvodi Se u rasprSiva¢ pomoc¢u pumpe gdje dolazi do
atomizacije ili rasprSivanja teku¢ine kroz mlaznicu u oblik aerosola sastavljenog od velikog
broja kapljica. Veli¢ina mlaznice se razlikuje ovisno o veli¢ini rasprsivaca, a veli¢ina kapljica
krece se od 20-180 pum 1 ovisi o veli¢ini mlaznice. To je proces prevodenja otopine u kapljice
optimalne veli¢ine (Patel i sur., 2009). Formiranjem kapljica iste veliCine, stvara se
maksimalna povrSina za prijenos topline izmedu vruceg zraka i tekucine, ¢cime se povecava
brzina prijenosa mase i topline, a time i brzina susenja (Gharsallaoui i sur., 2007). Odabir

vrste rasprSivaca ovisi o prirodi 1 viskoznosti smjese za susenje te o zeljenim karakteristikama
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gotovog proizvoda (veli¢ina i raspodjela veli¢ine Cestica) (Patel i sur., 2009). Najcesce se
koriste rasprSivaci sa sapnicama (mirujuci ili rotirajuci), rotiraju¢i diskovi te dvostruki,

centrifugalni i pneumatski rasprsivaci (Lovri¢, 2003).

Tekucéa namirnica rasprSuje se izravno u komoru za suSenje, u struju vruceg zraka i
pocinje proces susenja. Zrak se zagrijava pomocu grijaceg elementa koji se nalazi prije ulaska
u komoru na unaprijed odredenu temperaturu, ovisno o karakteristikama tekucine. Postoje
razli¢ite izvedbe komora za suSenje ovisno o nacinu na koji se ostvaruje kontakt materijala

koji se susi i zraka : istosmjerne (slika 4a), protusmjerne (slika 4b) i kombinirane (slika 4c).

ZRAK OTOPINA
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Slika 4. Mijesanje otopine koja se susi i struje vruéeg zraka: a) istosmjerni tok,

b) protusmjerni tok, ¢) mijesani tok (prema Elez Garofuli¢, 2015)

Vrijeme kontakta vruceg zraka i1 kapljica je samo nekoliko sekundi, mlaznica
povecava kontaktnu povrSinu kapljice i utjecaj toplog zraka u prijenosu topline izmedu
kapljice 1 vru¢eg zraka. Vruci zrak isparava sadrzaj vlage u kapljici 1 prevodi ju u oblik praha.
U istosmjernom procesu susenja tekuéina se rasprsuje u istom smjeru kao protok toplog zraka
kroz uredaj, ulazna temperatura je obicno 150-220 °C, isparavanje se dogada trenutno, nakon
Cega je suhi prah izloZen temperaturi od 50-80 °C $to ogranic¢ava toplinsku razgradnju praha.
U protustrujnom suSenju tekucina se rasprSuje u suprotnom smjeru od protoka vruéeg zraka

kod procesa u kojima se koriste visoke temperature. Protustrujno susSenje nije pogodno za

.....
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smislu potro$nje energije (Gharsallaoui i sur., 2007; Patel i sur., 2009; Murugesan i Orsat,
2011). Kombinirani postupak suSenja pogodniji je za susenje toplinski osjetljivih namirnica

jer se kapljice ne zadrzavaju dugo u vrucoj zoni (Masters, 1985).

Susenje se odvija u komorama konusnog oblika, a njihova veli¢ina izravno odreduje
vrijeme sus$enja namirnice. Proces suSenja odvija se u 2 faze. Prva faza je faza konstantne
brzine susenje gdje dolazi do isparavanja vlage s povrsine kapljice (Gharsallaoui i 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 unutrasnjosti kapljice prema
povrsini je konstantan i jednak stupnju isparavanja vode s povrSine kapljice. Kada sadrzaj
vode u kapljici dosegne kriticnu vrijednost, dolazi do formiranja zastitnog sloja (kore) na
povrsini te nastupa faza padajuce brzine susenja u kojoj se oslobada vezana voda. SuSenje je
zavrSeno kada temperatura Cestice praha postane jednaka temperaturi zraka (Goula 1 sur.,

2004; Lovri¢, 2003).

Zadnji korak u procesu suSenja rasprSivanjem je odvajanje osuSenog praha iz struje
zraka na dnu komore za suSenje ili u ciklonima. Odvajanje veéih Cestica zraka odvija se na
dnu komore za suSenje, dok se za izdvajanje sitnih Cestica praha koriste cikloni. Zrak i Cestice
uvode se u ciklon pod kutom $to uzrokuje rotacijsko gibanje, nastaje vrtlog, a centrifugalna

sila nosi ¢vrste Cestice koje se skupljaju u boci za prah (Sollohub 1 Cal, 2010).

2.2.2. Primjena nosaca pri suSenju rasprsivanjem

Prilikom suSenja rasprSivanjem zbog prisutnosti Se€era 1 organskih kiselina male
molekulske mase te zbog adhezivnih svojstava namirnice koju susimo moze do¢i do
povecanja higroskopnosti, stvaranja aglomerata i njihovog ljepljenja za povrSinu uredaja te
talozenja. To dovodi do termalne razgradnje proizvoda, neispravnog rada uredaja za suSenje
te niskog prinosa. Niska temperatura staklastog prijelaza (Tg), visoka higroskopnost, niska
tocka topljenja i visoka topljivost suhe tvari u vodi daje vrlo ljepljive proizvode. Ovi problemi
se vise javljaju kod voénih sokova dok su manje prisutni kod suSenja biljnih ekstrakata (Elez

Garofuli¢ i sur., 2016).

Biljni ekstrakti u znacajnoj mjeri sadrze organske kiseline, lipide i smole te u manjoj
mjeri Secere koji mogu stvarati probleme tijekom suSenja, stoga se u otopinu ekstrakta dodaju

nosaci koji mogu poboljsati ué¢inak suSenja i tehnoloSka svojstva gotovog proizvoda (Souza i
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Oliveira, 2006). Oni povecavaju Tg praha odnosno temperaturu pri kojoj se amorfni sustav
mijenja od staklastog do gumoznog stanja (Truong i sur., 2005), smanjuju ljepljivost i
higroskopnost. Nosaci moraju biti topljivi u otapalu koje se koristi u procesu, imati adekvatnu
sposobnost stvaranja filmova 1 stvarati nisko viskozne otopine. Za proces susenja
rasprSivanjem nosac¢i moraju imati veliku molekularnu masu i i visoku temperaturu staklastog
spojeve od topline, kisika, svjetlosti i vlage (Desai i Park, 2005), trebali bi imati dobra
emulgirajuc¢a svojstva i sposobnost formiranja membrane oko aktivne tvari te visoku
ucinkovitost. Nosac¢i koji se koriste u prehrambenoj industriji moraju imati GRAS status
(,,generally recognized as safe“- ,oplenito prepoznati kao neSkodljivi®) te biti jestivi i

biorazgradivi.

2.2.2.1. Odabir nosaca za suSenje rasprsivanjem

Najvazniji kriteriji za odabir nosaa su: funkcionalnost konacnog proizvoda,
koncentracija nosaca, tip otpustanja bioaktivnih spojeva, zahtjevi stabilnosti i ogranicenja
troSkova. Prednost se daje prirodnim, netoksi¢nim 1 biorazgradivim polimernim materijalima
kao Sto su razni derivati Skroba, proteini, biljni ekstrakti i hidrokoloidi. U prehrambenoj
industriji se najcesce koriste Skrob i1 njegovi derivati, celuloza, biljne izluCevine i ekstrakti,
proteini i lipidi (Nedovi¢ i sur., 2011). Najcesce koristeni nosaci su maltodekstrini (MD) i

arapska guma.

Maltodekstrini su topljivi hidrolizati skroba proizvedeni djelomi¢nom kiselinskom ili
enzimatskom hidrolizom $kroba. Vrijednost dekstroznog ekvivalenta Skroba (DE) se kreée u
rasponu od 3-20 i sto je DE vec¢i, veca je topivost i osjecaj slatkoce, a otpornost na toplinu je
manja. Oni su prikladni za primjenu u prehrambenoj industriji zbog niske cijene, neutralnog
okusa i mirisa, neobojenosti, topljivosti u vodi, niske viskoznosti pri visokim koncentracijama
krute tvari 1 dobre zastite arome od oksidacije. Imaju sposobnost nakupljanja i stvaranja filma,
vezanja okusa i masti, a koriste se i za smanjenje ljepljivosti i ostalih aglomeracijskih
problema prilikom susenja (Gallegos-Infante i sur., 2013). Nedostaci upotrebe maltodekstrina

su slaba emulgirajuca svojstva te mala mogucnost zadrzavanja hlapivih spojeva.

Arapska guma je biljna izlu¢evina dobivena iz stabla akacije te se sastoji od smjese

kompleksnih heteropolisaharida. Jedina je guma koriStenja u prehrambenim proizvodima, a
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ima dobru topljivost, nisku viskoznost, dobra emulgirajuca svojstva te sposobnost zadrzavanja
fenolnih spojeva. Najveci nedostatak je cijena i dostupnost materijala, stoga se Cesto koristi

kombinacija maltodekstrina i arapske gume (Madene i sur., 2006).

U novije vrijeme sve viSe istrazivanja je usmjereno na upotrebu inulina kao nosaca u
susenju raspr$ivanjem bioaktivnih spojeva koji su osjetljivi na promjene ili degradaciju duz
ljudskog probavnog trakta, buduci da se njihovo otpustanje odvija samo u crijevima, gdje se i
apsorbira. Inulin je smjesa oligomera i polimera glukopiranozil-fruktofuranozil fruktoze i
fruktopiranozil-fruktofuranozil-fruktoze koji se medusobno razlikuju prema stupnju
polimerizacije (Vitali-Cepo i Vedrina Dragojevi¢, 2012). Inulin proizveden iz korijena

cikorije obi¢no ima stupanj polimerizacije 3-60.

2.2.3. Utjecaj nosaca i temperature na zadrZavanje fenolnih spojeva

Fenolni spojevi su prilikom suSenja rasprSivanjem u najvecoj mjeri izloZeni
degradaciji uslijed poviSenih temperatura, te je stoga vazno odabrati temperaturu suSenja pri
kojoj ¢e degradacija fenolnih spojeva biti najniza. Temperature ulaznog zraka koje se koriste
u procesu susenja kre¢u se u rasponu 120 do 200 °C (Fang i Bhandari, 2011; Ferrari i sur.,
2012; Kha i sur., 2010). Ispravan odabir vrste 1 koncentracije nosaca dobrog zaStitnog utjecaja
moze smanjiti utjecaj temperature suSenja na svojstva praha. Naime, dodatak nosaca ima
zaStitno djelovanje na fenolne spojeve djeluju¢i kao mikrokapsulirajuéi agens, stvarajuci
¢vrstu opnu 1 na taj nafin umanjuju¢i djelovanje visokih temperatura. Tehnika
mikrokapsuliranja pri suSenju rasprSivanjem je djelotvoran nacin =zaStite bioaktivnih
komponenti, ¢uva njihovu stabilnost tijekom obrade i skladistenja, kontrolira oslobadanje
zeljenih sastojaka i sprjecava nezeljene interakcije s matriksom hrane kako nebi doslo do

propadanja i nestabilnih gubitaka (Isailovi¢ i sur., 2012).

U istrazivanju koje su proveli Chong i Wong (2017) proucavan je utjecaj ulazne
temperature (140, 160, 180, 200, 220 °C) i koncentracije maltodekstrina DE 10-12 (10, 20,
30, 40 i 50 %) na boju i sadrzaj ukupnih fenola Sapodilla praha (Manikara zapota) pri susenju
rasprSivanjem. Sadrzaj ukupnih fenola se znatno poveéava povecanjem temperature sa 140 do
220 °C. Vidljivo smanjenje u sadrzaju ukupnih fenola se dogodilo pri povecanju
koncentracije maltodekstrina (MD) od 10 do 20 % dok povecéanje koncentracije MD sa 20 do

50 % nije dovelo do velike razlike u sadrzaju ukupnih fenola. Ovi rezultati su u skladusa
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istrazivanjem koje su proveli Vidovi¢ i sur. (2014) na ekstraktu primorskog vriska (Satureja
montana) susenog rasprsivanjem pri temperaturi od 135 do 140 °C gdje je ispitivan utjecaj
udjela MD kao nosaca. Najveci udio ukupnih fenola, flavonoida te najvecu antioksidacijsku

aktivnost su pokazali ekstrakti sa 10 % MD.

Udio ukupnih fenola se povecava povecanjem temperature zbog brzeg susenja na
veéim temperaturama S$to uzrokuje kracée vrijeme ekspozicije i time manju degradaciju
toplinski osjetljivih fenolnih spojeva (Demarchi i sur., 2013). Medutim, povecanje udjela
ukupnih fenola moZe biti uzrokovano polimerizacijom kao i sintezom polifenola pri visSim
temperaturama (Mishra i sur., 2014). Dodavanje MD u visokoj koncentraciji nije pozeljno jer
dovodi do povecanja ukupnog sadrzaja krute tvari i razrjedivanja hranjivih tvari iz proizvoda
(Quek i sur., 2007). Takoder nije pozeljno dodati MD u koli¢ini od 10 % zbog malog prinosa 1
ljepljivosti (Chong i Wong, 2015).

Krishnaiah i sur. (2012) su optimizirali postupak susenja rasprSivanjem noni ekstrakta
pri ¢emu su ispitivali utjecaj omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca (1 do 0,25) te temperature
suSenja od 90 do 140 °C. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva je rastao s porastom udjela
ekstrakta u prahu te se zatim smanjio pri najvec¢em udjelu, tako da je omjer ekstrakta i nosaca
0,85 odabran kao optimalan pri nizim temperaturama. Pri vi§im temperaturama, pozeljan je
veci udio nosaca te je kao optimalan omjer ekstrakta i nosa¢a odabran omjer 0,55. Pri nizim

udjelima nosaca, temperatura je znacajno utjecala na smanjenje ukupnih fenola.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak cvijeta trnine

U ovom istrazivanju koriSten je osuseni uzorak cvijeta trnine Pruni spinosae flos

(Suban d.o.0., Serija 6346 rok trajanja 30.06.2019., Hrvatska), (Slika 5).

Slika 5. Uzorak cvijeta trnine (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije

e Deionizirana voda

e Maltodekstrin DE 4-7, (Sigma-Aldrich, SAD)

¢ Inulin, (Orafti HPX, Belgija)

e Kvarcni pijesak (sitno zrnat), (Gram-mol, Zagreb)

Kemikalije za ekstrakciju fenolnih spojeva

¢ 80 %-tna otopina metanola
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Reagensi za spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenolnih spojeva, flavonoida, HCK i
flavonola

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

e Zasiéena 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 kristali¢a natrijeva karbonata,
nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 ml i nakon 24 h filtrira.

e Standard galne kiseline
Priprema: Odvaze se 0,0019 g galne kiseline. Odvaga se otopi u odmjernoj tikvici od 100
mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Etanol, 96 %-tni

e Metanol, 100 %-tni

e Aluminijev klorid, 10 %-tni
Priprema: 1 g aluminijevog klorida (aluminij-klorid-heksahidrat, p.a.) otopi se u 5 mL
destilirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do
oznake destiliranom vodom

e Kalijev acetat, 1 M
Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom

e Standard kvercetina (130 mg L™)
Priprema: Odvaze se 0,0013 g standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100
mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, 37 %

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g L™ HCI (u 96 % etanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96 %) do oznake

e Klorovodiéna otopina masene koncentracije 2 g L™ HCI
Priprema: 0,545 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake

e Standard kafeinske kiseline (190 mg L™)
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Priprema: Odvaze se 0,019 g standarda kafeinske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te
se pomoc¢u 5 mL 80 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100

mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

75 mM fosfatni pufer (pH 7,0)

Natrijev fluorescein (70,3 nM),

Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), (SigmaAldrich,
Njemacka)

AAPH (2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)- dihidroklorid), (SigmaAldrich, Njemacka)
Fosfatni pufer (75 mM, pH 7,0)

Priprema: Odvaze se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata (NaH,PO,4 ¢ 2H,0) i otopi u
200 mL destilirane vode, te se u istoj koli¢ini vode otopi i1 5,687 g dinatrijevog
hidrogenfosfata (Na,HPO,). U novoj tikvici od 200 mL se pomijesa 61 mL 0,2 M
otopine Na;HPO, i 39 mL 0,2 M otopine NaH,PO, * 2H,0 te se ista nadopuni
destiliranom vodom do oznake. U odmjernu tikvicu od 100 mL se doda 37,5 mL 0,2M
otopine fosfatnog pufera te se ista nadopuni destiliranom vodom do oznake. Svaki dan
je potrebno pripraviti svjezu otopinu.

Fluorescein (70,3 nM)

Otopina 1

Priprema: Otopi se 22,5 mg fluoresceina u 50 mL 75 mM fosfatnog pufera (pH 7,0)
Otopina 2

Priprema: Od otopine 1 se uzme 24,5 uL te se nadopuni s 250 mL 75 mM fosfatnog
pufera (pH 7,0). Svaki dan se pripravljaju svjeza razrjedenja otopina flouresceina.
AAPH (240 mM)

Priprema: Otopi se 0,651 g AAPH u 10 mL 75 mM fosfatnog pufera. Svaki dan se
priprema svjeZzi reagens.

Otopina standarda - Trolox

Priprema: Pocetna ("stock") otopina trolox, pocetne koncentracije 103,99 uM se
pripraviotapanjem 2,6 mg trolox u 100 mL 75 mM fosfatnog pufera. 1z pripremljene

pocetne otopine trolox pripremi se 6 razrjedenja (3,12 — 103,99 uM).
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3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

ultrazvuéna kupelj (Bandelin Sonorex)

uredaj za susenje rasprsivanjem SD 06, (LabPlant, VVelika Britanija)
Magnetska mijesalica (HSC Ceramic Hot Top-Plate Stirrer, Velp, Italija)
Analiti¢ka vaga (ABT 220-4M, Kern & Sohn GmbH)

Vortex (MS2 Minishaker, IKA, SAD)

Centrifuga (ROTOFIX 32, Hettich Zentrifugen, Njemacka)

Vodena kupelj (Biichi Heating Bath B-490, Svicarska)

Laboratorijski susionik (ST-01/02, INSTRUMENTARIA)

Eksikator

Clariostar spektrofluorimetar, (BMG LABTECH, Offenburg, Njemacka)

Pipetaod 5ml; 10 m L

Staklene CaSe

Falkonice volumena 50 mL

Staklene epruvete

Stakleni lijevak

Graduirani cilindar

Plasti¢ne ladice za vaganje

Aluminijske posudice

Stakleni Stapic¢

Automatske mikropipete volumena 10-100 pL, 100-1000 pL
Menzura volumena 100 mL

Odmijerne tikvice volumena 10, 100, 250 i 1000 mL
Eppendorf epruvete volumena 2,5 mL

Mikrolitarska plocica sa 96 jazica (Greiner, Sigma-Aldrich, Njemacka)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Ekstrakcija cvijeta trnine vodom u ultrazvuénoj kupelji

U ¢asu od 1000 mL odvaze se 75 g cvjeta trnine te se doda 500 mL destilirane vode.
Uzorak se ekstrahira 20 minuta na 50 °C. Nakon ekstrakcije slijedi filtracija kroz filter papir

te centrifugiranje. Postupak se ponavlja dok se ne dobije oko 4 L ekstrakta.

3.2.2. Odredivanje ukupne suhe tvari

Ukupnu suhu tvar €ini cjelokupna koli¢ina tvari iz sastava proizvoda, koja ne isparava
pod definiranim uvjetima. Svaka sirovina se sastoji od djela vode i suhe tvari. U suhoj tvari
sadrzani su svi oni parametri koji ¢ine prehrambenu vrijednost neke namirnice. Odredivanjem
ukupne suhe tvari proizvoda (topljive i netopljive) suSenjem na 105 °C odreduje se ostatak
nakon su$enja na 105 °C do konstantne mase (AOAC, 1984). Ukupna suha tvar se odredivala

u pocetnom ekstraktu kao i u prahovima cvijeta trnine dobivenim suSenjem rasprsivanjem.

Priprema uzorka:

Pocetni ekstrakt/uzorke praha potrebno je prije samog mjerenja homogenizirati.

Postupak odredivanja:

U osuSenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 1 g kvarcnog pijeska 1
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 izvaZze s tocnoscu
+0,0002 g. U ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 2 mL ekstrakta (kod
odredivanja ukupne suhe tvari ekstrakta) ili 1 g praha (kod odredivanja ukupne tvari prahova
ekstrakta nakon suSenja) 1 dobro izmijeSa pomocu staklenog Stapi¢a. Sve zajedno se vaze s
tocnoS¢u od +0,0002 g. Aluminijska posudica s pijeskom 1 ispitivanom koli¢inom uzorka
stavi se u laboratorijski suSionik, prethodno zagrijan na 105 °C £ 0,5 °C, te se zagrijava jedan
sat sa zaklopljenim 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 + 0,0002 g.
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Ukupna suha tvar izracuna se prema slijedecoj formuli:

mp; —my
——— %100
m; —my

ukupna suha tvar (%) =
gdje je:
Mo — masa posudice 1 pomo¢nog materijala (pijesak, stakleni Stapi¢, poklopac) (g),
m; — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g),

M, — masa posudice s ostatkom nakon susenja (g).

3.2.3. Proizvodnja praha ekstrakta cvijeta trnine primjenom susenja
raspriivanjem
Postupak suSenja rasprSivanjem proveden je u Laboratoriju za procese susenja i
pracenje stabilnosti bioloski aktivnih spojeva u Zadru, pomocu uredaja za suSenje
rasprSivanjem SD 06 (LabPlant, Velika Britanija) (Slika 6). U tablici 1 navedene su

specifikacije susionika s rasprsivanje SD 06.

Slika 6. Uredaj za suSenje rasprSivanjem (vlastita fotografija)
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Tablica 1. Specifikacije suSionika s rasprSivanjem SD 06

Rasprsivac Promjer mlaznice 1mm, istosmjerni
Kapacitet susenja 1000-1500 mL h™
Temperaturni raspon 50-250 °C
Protok zraka 15-30 m*h*
Kompresor 2m*h™? pri 2 bara—1,7 m®*h™ pri 4 bar
Grijac 3 kw
Pumpa Peristalticka, podesive brzine
Igla za deblokiranje mlaznica Automatska, 3 brzine
Dimenzije 1110 x 825 x 600 nm
Tezina 80 kg

Parametri koji su tijekom procesa suSenja bili konstantni su: protok zraka 10 m s™,
srednja brzina deblokiranja mlaznice, protok ulaznog materijala 485 mL h™ te temperatura

izlaznog zraka u rasponu od 65-85 °C.

Sukladno postavljenom cilju rada koji je bio proizvesti prah ekstrakta cvijeta trnine
primjenom susenja rasprsivanjem te utvrditi utjecaj temperature (120, 150 i 180 °C), omjera
nosaca i suhe tvari ekstrakta (0,5-2) i udjela IN u nosacu (0-0,5) na koncentraciju ukupnih
fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola te antioksidacijski kapacitet definiran

je plan eksperimenta.

Plan i eksperimentalni dizajn pokusa naveden je u tablici 2. Prema punom
faktorijalnom dizajnu proizvedeno je 27 prahova na razli¢itim temperaturama (120, 150 i 180
°C) sa razli¢itim omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta (0,5:1, 1:1 i 2:1) gdje su varirani udjeli

IN u nosacu (0, 0,251 0,5).
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Tablica 2. Plan i eksperimentalni dizajn pokusa suSenja raspr§ivanjem primjenom razli¢itog
omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta te razlicite temperature uz razlicit maseni udio inulina u

nosacu

Nosac : suha Maseni udio o
Pokus br. tvari ekstrakta inulina u nosacu Temperatura (°C)
1 0,5:1 0 120
2 0,5:1 0 150
3 0,5:1 0 180
4 1:1 0 120
5 1:1 0 150
6 1:1 0 180
7 2:1 0 120
8 2:1 0 150
9 2:1 0 180
10 0,5:1 0,25 120
11 0,5:1 0,25 150
12 0,5:1 0,25 180
13 1:1 0,25 120
14 1.1 0,25 150
15 1:1 0,25 180
16 2:1 0,25 120
17 2:1 0,25 150
18 2:1 0,25 180
19 0,5:1 0,5 120
20 0,5:1 0,5 150
21 0,5:1 0,5 180
22 1:1 0,5 120
23 1:1 0,5 150
24 1:1 0,5 180
25 2:1 0,5 120
26 2:1 0,5 150
27 2:1 0,5 180

Za proizvodnju prahova koriStene su dvije vrste nosaca u razli¢itim omjerima,
maltodekstrin (MD) 4-7 DE i inulin (IN). Potrebna masa nosaca odredena je na temelju suhe

tvari ekstrakta trnine (2,97 %). Neposredno prije procesa suSenja, ekstrakt trnine promijesan
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je s nosatem na magnetskoj mijeSalici pri 50 °C kako bi uzorak za rasprSivanje bio §to
homogeniji odnosno kako bi se nosa¢ otopio i ravnomjerno raspodijelio. Nakon provedenog
procesa susenja, proizvedeni prahovi skladiSteni su u hermeti¢ki zatvorenim Falcon

plasti¢énim kivetama do provodenja daljnjih analiza.

3.2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova ekstrakta cvijeta trnine

Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je primjenom 80 %-tne vodene otopine

metanola. Postupak se provodio 20 minuta pri konstantnoj temperaturi od 50 °C.

Postupak ekstrakcije:

U staklenu epruvetu odvaze se 1 g praha te se doda 10 mL 80 %-tnog metanola. Uzorak se
ekstrahira 20 minuta na ultrazvu¢noj kupelji pri 50 °C. Ekstrakt se profiltrira kroz obicni filter
papir i prebaci u ¢Cistu Falcon kivetu. Pripremljeni ekstrakti skladiste se na +4 °C do daljnje

analize.

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenolnih spojeva

Princip metode:

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u metanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu

reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Priprema uzorka:

Za odredivanje ukupnih fenola ekstrakti uzoraka se razrjeduju 10 puta.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin Cioclteu 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 se mjeri apsorbancija (opticka gustoca otopine)
pri valnoj duljini od 765 nm. Na isti na¢in se pripremi slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta

uzima otapalo za ekstrakciju.
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Izradunavanje:

Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,019 g galne kiseline. Odvaga se otopi u odmjernoj
tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. 1z te otopine galne
kiselinepotrebno je napraviti razrjedenja: 95, 47,5, 23,75, 11,88 i 5,94 mg L. U staklene
epruvete otpipetira se 100 pL standarda, potom se dodaje redom 200 pL Folin Ciocalteu
reagensa 1 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijesa (pomoc¢u Vortexa), a potom se uzorci termostatiraju 25
minuta pri T = 50°C (u kupelji od rotavapora). Za slijepu probu uzima se 100 uL destilirane
vode umjesto standarda. Nakon toga se mjeri apsorbancija (opticka gustocéa otopine pri valnoj

duljini od 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocéu programa Micosoft
Excel pri ¢emu su na apcisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izracuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca (slika 7).

0.5
0.4 A y =0,0022x + 0,0146

0a R?=0,9994
0.2 P

0.1 /
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Slika 7. Jednadzba pravca za izraGunavanje koncentracije ukupnih fenola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y =0,0022x + 0,0146

gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L™)
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Dobivene masene koncentracije (mg GAE L™) ukupnih fenola prvo su preraunate na masu
praha, a zatim su na temelju suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine (2,97 %) preraunate na masu
suhe tvari ekstrakta (mg GAE 10 g s. tv. e.)

3.2.6. Odredivanje ukupnih flavonoida

Princip metode:
Metoda se temelji na spektrofotometrijskom mjerenju intenziteta obojenja pri 415 nm.

Priprema uzorka:

Za odredivanje ukupnih flavonoida ekstrakti uzoraka se razrjeduju 10 puta.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na
isti nac¢in se pripremi 1 slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te
se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

IzraCunavanje:

Izrada bazdarnog pravca

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 130 mg L™. Iz te otopine
standarda potrebno je prirediti razrjedenja: 130, 65, 32,5, 16,25, 8,13 mg L™. U staklenu
tikvicu otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10
%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL desilirane vode. Na isti
naéin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka

gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft
Excel pri Gemu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg L), a na ordinati
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izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izra¢una se

prema dobivenoj jednadzbi pravca (slika 8).
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Slika 8. Jednadzba pravca za izratunavanje koncentracije ukupnih flavonoida

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:
y =0,0037x + 0,0036

Gdje je:

y- apsorbancija pri 415 nm

x- koncentracija kvercetina (mg L™)

Dobivene masene koncentracije (mg GAE L™) ukupnih flavonoida prvo su preracunate na
masu praha, a zatim su na temelju suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine (2,97 %) preraunate na

masu suhe tvari ekstrakta (mg GAE 10" g™ s. tv. e.)

3.2.7. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Princip metode:
Metoda se temelji na spektrofotometrijskom mjerenju intenziteta obojenja pri 320 i 360 nm.

Priprema uzorka:

Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola ekstrakti uzoraka se razrjeduju

10 puta.

Postupak odredivanja:
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U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta, 250 L 1 g L™ HCI u 96 %-tnom
etanolui4,55mL 2 g L™ HCL. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih
flavanola apsorbancija se mjeri na 320 i 360 nm. Na isti nain se pripremi i slijepa proba, ali

se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.
Izraunavanje:
Izrada bazdarnog pravca

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomoc¢u jednadzbe bazdarnog
pravca za kafeinsku kiselinu, dok se kvantifikacija ukupnih flavonola provodi pomocu

jednadzbe bazdarnog pravca za kvercetin.

Kafeinska kiselina

|z alikvotne otopine standarda 190 mg L™ potrebno je prirediti razrjedenja: 95, 47,5, 23,75,
11,88, 5,94 mg L. U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 L otopine standarda, 250
UL 1 g HCl u 96 % etanolu i 4,55 mL 2 g L™ HCI. Na isti nagin se pripremi i slijepa proba, ali
se umjesto ekstrakta uzima 80 %-tni metanol. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih

kiselina apsorbancija se mjeri na 320 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri &emu su na apscisi nanesene koncentracije kafeinske kiseline (mg L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 320 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se

prema dobivenoj jednadZbi pravca.
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Slika 9. Jednadzba pravca za izraCunavanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y =0,0037 x —0,0313

gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L)

Dobivene masene koncentracije (mg GAE L™) ukupnih hidroksicimetnih kiselina prvo su
preracunate na masu praha, a zatim su na temelju suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine (2,97 %)

preracunate na masu suhe tvari ekstrakta (mg GAE 100 g?ts. tv.e)
Kvercetin

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 130 mg L™. Iz te otopine
standarda potrebno je prirediti razrjedenja: 130, 65, 32,5, 16,25, 8,13 mg Lt U staklenu
epruvetu otpipetira se redom 250 L otopine standarda, 250 puL 1 g HCI u 96 % etanolu i 4,55
mL 2 g L™ HCI. Na isti na&in se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80 %-

tni metanol. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kafeinske kiseline (mg L™), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 320 nm. Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se

prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 10. JednadZba pravca za izraGunavanje ukupnih flavonola
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y=0,0011 x + 0,0022

gdje je:

y- apsorbancija pri 765 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L)

Dobivene masene koncentracije (mg GAE L™) ukupnih flavonola prvo su preradunate na
masu praha, a zatim su na temelju suhe tvari ekstrakta cvijeta trnine (2,97 %) preracunate na

masu suhe tvari ekstrakta (mg GAE 10" g™ s. tv. e.)

3.2.8. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

Princip metode:

ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) prema mehanizmu djelovanja
spada u HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metodu koja se temelji na prijenosu atoma
vodika, a mjeri se inhibicija peroksil radikala koji nastaje uslijed raspadanja azo-spoja, 2,2'-
azobis(2- amidinoproionamid)-dihidroklorid) (AAPH), pri stalnoj brzini na 37 °C. Ova
metoda je klasican primjer antioksidacijske aktivnosti sprjeavanjem lancanih reakcija

radikala (Prior, 2015).

Priprema uzoraka:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzorka ORAC metodom, pripreme se

odgovarajuca razrjedenja uzoraka (od 100 do 400 puta).

Postupak odredivanja:

U jazicu mikrolitarske plocice otpipetira se 150 pL otopine fluorescina i 25 pL uzorka (75
mM fosfatnog pufera za slijepu probu ili otopine standarda Troloksa za izradu bazdarnog
pravca). PloCica s jazicama se inkubira u ¢itatu mikroplo¢a 30 minuta / 37 °C prije pocetka

mjerenja.

Nakon inkubacije, mjeri se fluorescencija (4 eks. 485 nm i 1 em. 520 nm) svakih 90 sekundi
kako bi se odredio pozadinski signal. Nakon 3 ciklusa, 25uL svjeze pripremljenog 240 mM
AAPH je injektirano softverski pomocu unutarnjeg ubrizgavaca. Mjerenje intenziteta
fluorescencije traje do 120 minuta.
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Mijerenje se provodi spektrofluorimetrijski pri temperaturi od 37 °C uz A eks. 485 nm i A em.
520 nm. Trolox (6—hidroksi—2,5,7,8—tetrametilkroman—2—ugljicna kiselina) sluzi kao
standard 1 za izradu bazdarnog pravca, ispituje se antioksidacijski kapacitet otopine trolox
razli¢itih koncentracija (3,12 — 103,99 pM).

MARS softver (MARS 2.0 software, BMG LABTECH, Offenburg, Germany) za analizu
podataka omogucuje automatsku evaluaciju. Mjerenje je provedeno u duplikatu, te su rezultati
prosjecne vrijednosti dvaju mjerenja iskazani zajedno sa standardnom devijacijom. ORAC
vrijednosti izrazavaju se kao mikromol trolox ekvivalenta po litri (umol TE L™), odnosno
preracunato na 100 g suhe tvari ekstrakta kao mikromol trolox ekvivalenta na 100 g suhe tvari
ekstrakta (umol TE 107 g™ s.tv.e.).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Provedbom procesa suSenja rasprSivanjem ekstrakta cvijeta trnine, proizvedeno je 27
prahova. Suha tvar ekstrakta prije suSenja iznosila je 2,97 %. Rezultati utjecaja parametara
susenja (omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta, udio inulina u nosacu te temperatura) na
koncentraciju ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih Kkiselina i flavonola te na
antioksidacijski kapacitet (ORAC) u prahovima dobivenim susenjem rasprsivanjem prikazani

su na slikama 11-15. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja.

Multivarijantna analiza varijance (MANOVA) koriStena je kako bi se utvrdila
signifikantnost utjecaja pojedinih varijabli suSenja rasprSivanjem na promatrane parametre, a

rezultati su prikazani u tablici 3 i 4.

4.1. Utjecaj parametara suSenja na koncentracije fenolnih spojeva u prahovima
ekstrakta cvijeta trnine

U ekstraktu cvijeta trnine prije te nakon provedbe procesa susSenja prema
eksperimentalnom dizajnu spektrofotometrijski su odredene razlicite skupine fenolnih

spojeva.

U pocetnom ekstraktu odredena je koncentracija ukupnih fenola (13474,14 mg GAE 10

2 -1 1

g’ stv.), ukupnih flavonoida (12666,06 mg kvercetina 102 ¢
hidroksicimetnih kiselina (6562,02 mg kafeinske kiseline 102 g™* s.tv.) i flavonola (5691,14
mg kvercetina 10% g s.tv.). Prema dobivenim podatcima vidljivo je da su flavonoidi

s.tv.), ukupnih

najzastupljeniji spojevi u ekstraktu cvijeta trnine.

Rezultati utjecaja parametara susenja (omjer nosaca maltodekstrina i Ssuhe tvari
ekstrakta cvijeta trnine, udio inulina u nosacu te temperatura) na koncentracije fenolnih

spojeva u prahovima dobivenim susenjem rasprsivanjem prikazani su na slikama 11-15.
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U prahovima nastalim suSenjem ekstrakta cvijeta trnine koncentracije ukupnih fenola
(UF) bile su u rasponu od 3601,20 do 8717,50 mg GAE 102 g* s.tv. ekstrakta (e), ukupnih
flavonoida (UFL) u rasponu od 3307,15 do 9088,07 mg kvercetina 102 g™ s.tv.e., ukupnih
hidroksicimetnih kiselina (UHCK) u rasponu od 1828,02 do 4601,27 mg kafeinske kiseline
10 g* s.tv.e. te ukupnih flavonola (UFlav) u rasponu od 1429,55 do 3915,95 mg kvercetina
102 gt s.tv.e (slika 11-14).

U odnosu na pocetni ekstrakt zadrzavanje fenolnih spojeva u prahovima dobivenim
susenjem ekstrakta cvijeta trnine iznosilo je kako slijedi: UF u rasponu od 26,73 do 64,70 %,
UFL od 26,11 do 71,75 %, UHCK od 27,86 do 70,12 % te UFlav od 25,12 do 68,81 %.

Najvise koncentracije UF odredene su U uzorku suSenom pri temperaturi od 120 °C, s
omjerom nosaca i suhe tvari 2:1 te udjelu inulina (IN) 0,25 %, te u uzorku suSenom pri 180
°C, s omjerom MD i suhe tvari ekstrakta 1:1 te udjelom IN 0,5 %. U navedenim uzorcima
koncentracije ukupnih fenola iznosile su (8717,50 te 8707,35 mg GAE 102 g* s.tv.e.). Pri
istim uvjetima suSenja odredene su najvise vrijednosti UFL, UHCK te UFlav (slika 12, 13,
14).

Najniza koncentracija UF odredena je pri uvjetima suSenja 120 °C, omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta 0,5:1 te bez dodatka inulina. Takoder, pri istim uvjetima susenja odredene
su i najnize vrijednosti UFL, UHCK te UFlav (slika 12, 13, 14). Opcenito, prahovi koji su
imali vec¢i omjer nosaca i s.tv.e. imali su vece koncentracije fenolnih spojeva. Ovakvi rezultati
mogu se objasniti Cinjenicom da dodani nosaci utjeCu na obuhvacanje aktivne tvari u
polimernoj matrici ¢ime je Stite od nepovoljnih uvjeta okoline (Bhusari i Kumar, 2014).
Stoga, niska koncentracija nosaca slabo $titi enkapsulirani materijal pri susenju rasprSivanjem

1 posljedi¢no u takvim uzorcima slabije je zadrZavanje fenolnih spojeva.

Ekstrakti cvijeta trnine suseni s omjerom nosaca i s.tv.e. 1:1 te masenim udjelom
inulina 0,5 imali su najveée vrijednosti UF, UFL, UHCK te UFlav. Kod svih prahova s
jednakim udjelom inulina (0,5) uocéeno je da koncentracija UFL, UHCK te UFlav je veca pri
omjeru nosaca i s.tv.e. 1:1, dok pri omjeru 2:1 ona opada. Istrazivanje Toluna i sur. (2016) je
takoder pokazalo da se koncentracija fenolnih spojeva znacajno smanjila pove¢anjem omjera
nosaca i1 suhe tvari ekstrakta sa 1:1 na 2:1, Sto su objasnili kao posljedicu povecanja

koncentracije nosaca u smjesi nosaca i ekstrakta.
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Dobiveni rezultati su u skladu i sa istrazivanjem Elez-Garofuli¢ i sur. (2012) gdje je
povecéanje koncentracije MD DE 4-7 utjecalo na smanjenje koncentracije UF u prahovima
dobivenim suSenjem rasprSivanjem soka viSnje Maraske. Takoder, pove¢anjem koncentracije
maltodekstrina prilikom susenja ekstrakta komine grozda, ekstrakta planinskog ¢aja (Sideritis
stricta) te ruja (Rhus coriaria L.) raspr§ivanjem, smanjen je sadrzaj UF (Boonchu i Utama-
ang, 2015; Nadeem i sur., 2011; Caliskan i sur., 2013).

Medutim, rezultati istrazivanja Bhusari 1 Kumar, (2014) pokazuju da su veci sadrzaj
fenolnih spojeva imali prahovi dobivenim susenjem rasprSivanjem pulpe ploda tamarinda pri
veéim koncentracijama nosaca. Isti trend s veéim dodatkom nosaCa zabiljezen je u
istrazivanju Ahmed i sur. (2010) koje ukazuje da povecanje ukupnog fenolnog sadrzaja moze
biti posljedica interferencije nosaca s fenolim spojevima. Vjerojatno veéa koncentracija
nosaca pozitivno utje€e na zadrzavanje fenolnih spojeva pri susenju rasprSivanjem jer dolazi
do stvaranja matrice u kojoj polimer ¢ini trodimenzionalnu mrezu koja sadrzi enkapsulirani

materijal (Tonon i sur., 2010).

Dodatak inulina pozitivno je utjecao na zadrzavanje UF, S§to je dokazano i u
istrazivanju Paim i sur. (2016) gdje su prahovi palminog soka koji su sadrzavali samo MD
imali niZi udio UF nego prahovi u kombinaciji MD i IN. To ukazuje na bolju zastitu fenolnih

spojeva kad se koristi kombinacija MD i IN tijekom susenja rasprSivanjem.

Dobiveni rezultati su u skladu sa istrazivanjem Paim 1 sur. (2016) gdje je prah dobiven
suSenjem rasprSivanjem Jusarra palminog soka imao najve¢i sadrzaj UF 1 antocijana kad se
kao nosac koristila mjesavina 50 % MD 1 50 % IN. Istrazivanjem Lacerda i sur. (2006) na
prahovima pulpe palme Euterpe Edulis Martius je dokazano da je kombinacijom MD i IN
moguce posti¢i bolje zadrZzavanje bioaktivnih komponenti nego upotrebom svakog nosaca
zasebno. Jedan nosa¢ nema sve potrebne osobine za ucinkovitu enkapsulaciju, stoga je
kombinacija dvaju ili viSe nosaca bolji izbor za ucinkovitiju zastitu enkapsuliranih spojeva
(Gharsallaoui i sur., 2007). Takoder su istrazivanja Pérez-Alonso i sur. (2003) te Tolun i sur.
(2016) dokazala da je bolje zadrzavanje fenolnih spojeva kad se pri suSenju rasprSivanjem

koristi kombinacija nosaca, u njihovom slu¢aju MD i arapske gume (AG).

U prahovima ekstrakta cvijeta trnine sa jednakim omjerom nosaca i s.tv.e. i udjelom
IN doslo je do povecanja koncentracije UF povecanjem temperature suSenja. Isti trend

povecanja koncentracije povecanjem temperature suSenja uocen je za ukupne flavonoide,
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hidroksicimetne kiseline i flavonole (slika 12, 13, 14). U istrazivanju Haidonga i sur. (2012)
najviSa ucinkovitost mikroenkapsulacije ekstrakta ginkgo liS¢a suSenjem rasprSivanjem
dobivena je pri 181 °C, a oksidacija polifenola je pri tim uvjetima usporena zbog

mikroenkapsulacijskog ucinka nosaca.

Rezultati istrazivanja Chong i Wong (2017) takoder ukazuju da povecanje temperature
susenja povoljno utjeCe na sadrzaj fenolnih spojeva. Vjerojatno pri veéim temperaturama je
susenje brze §to uzrokuje krace vrijeme ekspozicije, a time i manju degradaciju termolabilnih
fenolnih spojeva (Kha i sur., 2010; Demarchi i sur., 2013). U istrazivanju Elez Garofuli¢ i sur.
(2017) susenjem rasprsivanjem soka visnje maraske najbolje zadrzavanje antocijana i fenolnih
kiselina postignuto pri temperaturi od 200 °C, a flavonol glikozida pri temperaturi susenja od
180 °C. PoviSenje temperature ulaznog i izlaznog zraka sa 160/80 na 180/90 °C pri suSenju
rasprSivanjem ekstrakta plodova mirisavog ruja uzrokovalo je pad koncentracije ukupnih
fenola u prahovima za 15 %, dok je povisenje temperature na 200/100 °C uzrokovalo porast

koncentracije ukupnih fenola za 16 % (Caliskan i sur., 2013).
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Tablica 3. Multivarijantna analiza varijance pojedina¢nih utjecaja udjela inulina, omjera

nosa¢a i suhe tvari ekstrakta (MD:s.tv.), i temperature suSenja na fenolne spojeve i

antioksidacijski kapacitet prahova ekstrakta cvijeta trnine, na 95 %-tnom nivou vjerojatnosti

Inulin Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli (um ?TRlﬁfOZ 1
(%) (mg 10%g*s.tv.e) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g*s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) K OS e g
0 5588,15 + 111,73 5811,60 + 117,77 3088,45 + 66,67* 2596,85 + 68,46 86628,50 + 1897,64*
0,25 7014,19 +111,73° 7531,08 £ 117,77° 3864,57 + 66,67° 3253,66 + 68,46" 101685,60 + 1897,64"
0,5 7209,80 + 111,73° 7403,32 + 117,77° 3836,04 + 66,67° 3314,70 + 68,46° 199768,70 + 1897,64°
) . . . L . - ORAC
MD :s. tv. Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli L TE 102 g
(mg 102 gt s.tv.e.) (mg 102 gt s.tv.e.) (mg 102 gts.tv.e.) (mg 10? g*sitv.e.) (pmos tv.e.) ’
0,5 6027,13 + 105,52° 6528,17 + 111,22 3348,44 + 62,95% 2883,23 + 64,65% 92485,50 £ 1792,13*
1 6712,13 + 119,04° 7073,92 + 125,47° 3641,72 + 71,02° 3118,93 + 72,94%" 111868,20 + 2021,80°
2 7072,87 + 110,21° 7143,91 + 116,16° 3798,90 + 65,75° 3163,04 + 67,53° 183729,00 + 1871,82°
. . . . . - ORAC
Temperatura Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli (umol TE 102 gt
(mg 10%g*s.tv.e) (mg 10% g s.tv.e.) (mg 10% g*s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) K S g
120 °C 5851,29 + 110,217 5845,95 + 116,167 3101,54 + 65,75° 2602,71 + 67,53 135333,70 + 1871,82°
150 °C 6416,47 + 114,71° 6990,60 + 120,91° 3629,02 + 68,43° 3089,71 + 70,28" 123045,80 +1948,25"
180 °C 7544.37 + 110,21° 7909,45 + 116,16° 4058,50 + 65,75" 3472,78 + 67,53° 129703,20 + 1871,82°
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Tablica 4. Multivarijantna analiza varijance kombiniranih utjecaja udjela inulina i omjera

nosaca i suhe tvari ekstrakta (MD:s.tv.), udjela inulina i temperature (T) te omjera MD:s.tv. i

T susenja na fenolne spojeve i antioksidativni kapacitet prahova ekstrakta cvijeta trnine, na

95%-tnom nivou vjerojatnosti.

inulin MD : N Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli ORAC
s.tv. (mg 10% g*s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (umol TE 102 g* s.tv.e.)
0 0,5 10 5556,32 +182,76° 5912,43 +192,64%° 3043,28 + 109,03 2549,36 + 111,98° 58455,60 + 3104,06°
0 1 8 5419,46 + 206,18° 5657,33 + 217,32* 3010,59 + 123,01* 2565,17 + 126,33° 79032,80 + 3501,85"
0 2 9 5788,67 + 190,89*° 5865,03 + 201,20 3211,47 +113,88° 2676,02 + 116,96* 122396,90 + 3242,08°
0,25 0,5 10 | 605349 + 182,76*"¢ 6982,71 + 192,64°° 3581,09 + 109,03*° 3124,70 + 111,98*0¢ 61083,60 + 3104,06°
0,25 1 8 6769,57 + 206,18%¢ 7322,39 + 217,32° 3681,55 + 123,01*° 3143,40 + 126,33*"¢ 78209,40 + 3501,85°
0,25 2 9 8219,50 + 190,89 8288,14 + 201,20° 4331,08 + 113,88° 3492,89 + 116,96"° 165763,90 + 3242,08%¢
05 05 10 | 647159 + 182,76 6689,37 + 192,64*¢ 3420,95 + 109,03*° 2975,65 + 111,98*° 157917,30 + 3104,06°
05 1 8 7947,36 + 206,18° 8242,03 + 217,32%¢ 4233,03 +123,01° 3648,21 + 126,33° 178362,50 + 3501,85¢
05 2 9 7210,46 + 190,89%¢ 7278,55 + 201,20°¢ 3854,15 + 113,88°¢ 3320,23 + 116,96°¢ 263026,20 + 3242,08
Inulin T N Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli ORAC
(mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e.) (umol TE 102 g* s.tv.e.)
0 120°C | 9 4365,61 + 190,89° 4361,31 + 201,20° 2433,29 + 113,88* 1961,94 + 116,96° 87910,50 + 3242,08°
0 150°C | 9 5485,08 + 198,68° 5716,70 + 209,42° 3045,10 + 118,53° 2569,05 + 121,73° 86716,70 + 3374,47°
0 180°C | 9 6913,75 + 190,89% 7356,78 + 201,20%%¢ 3786,96 + 113,88%4¢ 3259,56 + 116,96%%¢ 85258,10 + 3242,08°
025 | 190°c | 9 6561,23 + 190,89°° 6556,53 + 201,20°° 3418,07 + 113,88°¢ 2859,44 + 116,96°¢ 130190,90 + 3242,08°
0.25 | 150°c | 9 6942,89 + 198,68 8037,06 + 209,42%¢f 4086,50 + 118,53%¢ 3427,14 + 121,73%4¢ 88161,10 + 3374,47°
0.25 | 1g0°c | 9 7538,45 + 190,89%¢ 7999,65 + 201,20% 4089,15 + 113,88%¢ 3474,41 + 116,96%¢ 86704,80 + 3242,08*
05 | 120°c | 9 6627,03 + 190,89° 6620,01 + 201,20°° 3453,26 + 113,88°¢ 2986,76 + 116,96>¢ 187899,80 + 3242,08°
05 | 1s0°c | 9 6821,45 + 198,68° 7218,03 + 209,42%¢ 3755,48 + 118,53"¢¢ 3272,95 + 121,73Pcde 194259,60 + 3374,47°
05 | 180°c | 9 8180,92 + 190,89° 8371,90 £ 201,20f 4299,38 + 113,88° 3684,37 + 116,96° 217146,60 + 3242,08°
MD : T N Ukupni fenoli Ukupni flavonoidi Ukupne HCK Ukupni flavonoli ORAC
s.v. (mg 10% g™ s.tv.e) (mg 10% g™ s.tv.e.) (mg 10% g™ s.tv.e) (mg 10% g™ s.tv.e) (umol TE 102 g* s.tv.e.)
05 | 120°c | 9 4836,09 + 320,55° 4905,52 + 410,67 2583,70 + 192,66° 2180,10 + 196,44* 79268,20 + 11778,61%
05 | 150°c | 12 6106,65 + 331,53°¢ 6913,50 + 387,70°° 3522,69 + 200,25° 3079,54 + 197,51° 89924,00 + 12092,80°
05 | 180°c | 9 7138,66 + 192,941 7765,48 + 250,46%¢ 3938,92 + 123,96°° 3390,06 + 118,19%¢ 108264,30 + 24651,21°
! 120°C | 9 5602,22 + 518,45 5541,73 + 473,74 2943,20 + 223,55 2459,98 + 208,86%" 113386,80 + 16158,60°
1 150°C | 9 6399,02 + 642,154 7287,41 + 848,60°° 3735,63 + 382,30°° 3252,24 + 324,19%¢ 111317,10 + 21726,05°
1 180°C | 9 8135,15 + 169,30° 8392,61 + 202,28° 4246,33 + 113,12° 3644,56 + 98,31 110900,80 + 16723,23°
2 120°C | 9 7115,56 + 481,14¢ 7090,60 + 371,16°¢ 3777,72 £ 178,16"° 3168,05 + 140,11%¢ 213346,20 + 22415,59¢
2 150°C | 9 6743,76 + 330,02%¢ 6770,88 + 566,89° 3628,74 + 268,11° 2937,35 + 216,27°¢ 167896,40 + 23456,59°
2 180°C | 9 7359,31 + 335,70% 7570,25 + 220,29°¢4 3990,24 + 115,37°¢ 3383,72 + 117,24% 169944,50 + 24446,74°
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Rezultati statisticke analize pojedinacnih 1 kombiniranih utjecaja udjela inulina, omjera
nosac¢a i suhe tvari ekstrakta (MD:s.tv.), i temperature suSenja (T) na fenolne spojeve
prikazani su u tablicama 3 i 4. Prema rezultatima multivarijantne analize varijance

(MANOVA) temperatura je statisticki znacajno utjecala na koncentraciju UF (Tablica 3).

Kod kombiniranog djelovanja IN i omjera nosaca i s.tv.e. MANOVA je pokazala da
udio IN statisti¢ki znacajno utjeCe na zadrzavanje fenolnih spojeva odnosno $to je veéi udio
IN to je znaCajnija razlika izmedu koncentracija fenolnih spojeva. Ukoliko se prati
kombinirani utjecaj IN i T, nema statisticki znacajnog utjecaja T na fenolne spojeve kad je
dodan IN. Odnosno koncentracije fenolnih spojeva su podjednake u prahovima u kojima je
dodan IN i kod temperatura suSenja od 120 i 150 °C. Kod kombiniranog utjecaja omjera
nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperature, temperatura nema statisticki znacajan utjecaj na
fenolne spojeve jer vjerojatno dodatak MD stvara zastitni sloj te utjee na bolje zadrzavanje

fenolnih spojeva (tablica 4).

4.2. Utjecaj parametara susenja na antioksidacijski kapacitet u prahovima
ekstrakta cvijeta trnine

Rezultati utjecaja parametara susenja (udio IN, temperatura, te omjer nosaca 1 suhe tvari
ekstrakta cvijeta trnine) na antioksidacijski kapacitet u prahovima dobivenim suSenjem

rasprSivanjem prikazani su graficki na slici 15.
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Antioksidacijski kapacitet (umol TE 107 s.tv.e.)

Slika 15. Utjecaja parametara suSenja na antioksidacijski kapacitet (ORAC) u prahovima

dobivenim suSenjem rasprsivanjem

Antioksidacijski kapacitet (AK) pocetnog ekstrakta cvijeta trnine odreden ORAC
metodom prije suSenja je iznosio 243488,32 pmol TE 102 g* s.tv.e. U prahovima nakon
susenjem ekstrakta cvijeta trnine AK je bio u rasponu od 55621,90 do 267614,86 pmol TE 10°

2gts.tve.

Povecanje udjela nosaca u odnosu na s.tv.e. te povecanje udjela IN u nosacu dovelo je
do povecanja AK za sve uzorke, pri ¢emu je najve¢i AK odreden u prahu suSenom
rasprSivanjem pri temperaturi od 180 °C s najve¢im omjerom nosaca i s.tv.e. (2:1) te s
najve¢im udjelom IN u nosacu (0,5). Ve¢i AK praha u odnosu na pocetni ekstrakt moze biti
posljedica hidrolize konjugata polifenola tijekom pripreme uzoraka ili tijekom procesa
susenja (Saénz i sur., 2009). Stoga, vjerojatno dolazi do polimerizacije i transformacije

polifenola u spojeve sa ve¢om antioksidativnom aktivnoScu.

Nasi rezultati su u skladu s istrazivanjem koje su proveli Bhusari i Kumar (2014) na
prahovima koji su dobiveni suSenjem rasprSivanjem pulpe ploda tamarinde. AK kapacitet tih
prahova je rastao povec¢anjem udjela nosaca, za sve nosace (MD, guma arabika te koncentrat

proteina sirutke). Slican trend je primijecen i kod suSenja ljubicastog slatkog krumpira (Peng i
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sur., 2013). U istrazivanju Akkaya i sur. (2012) najve¢i AK je odreden u prahovima melase

rogaca kad je koriStena viSa temperatura suSenja (210 °C) te omjer nosaca i s.tv.e. 50:50.

Najnizi AK odreden je u uzorku praha susenom pri temperaturi od 120 °C sa omjerom
MD i suhe tvari ekstrakta 0,5:1 i udjelom IN 0,25. U istrazivanju Elez-Garofuli¢ i sur. (2012)
u prahovima viSnje maraske suSene rasprSivanjem AK je bio najveé¢i pri manjim

koncentracijama MD, te pri optimalnoj temperaturi od 160 °C.

Prema Mishra i sur. (2013) visoke temperature nepovoljno utjecu na strukturu fenolnih
spojeva, uzrokujuci razaranje strukture, Sto rezultira formiranjem razli¢itih spojeva ¢ime se
smanjuje antioksidativna vrijednost. Medutim, kod suSenja rasprSivanjem dolazi do stvaranja
matrice u kojoj polimer €ini trodimenzionalnu mrezu koja sadrzi enkapsulirani materijal
(Tonon 1 sur., 2010). Stoga, veca koncentracija nosaca pruza bolju zastitu enkapsuliranih

fenola od utjecaja visoke temperature ¢ime se o¢uva njihov AK.

Prema rezultatima multivarijantne analize varijance (MANOVA) utvrdeno je da
pojedinacni utjecaj T, IN i omjer nosaca i S.tv.e. je statisticki znacajno utjecao na AK prahova
(tablica 3). Takoder statisti¢ki znac¢ajan utjecaj na AK imali su dodatak IN i omjer nosaca i
s.tv.e. (tablica 4).
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5. ZAKLJUCCI

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

zakljuciti slijedece:

1. Zadrzavanje fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta cvijeta trnine proizvedenim
postupkom susenja rasprSivanjem u odnosu na pocetni ekstrakt odredeno je u rasponu
od 25,12 do 71,75 %.

2. Najvece zadrzavanje odnosno koncentracije svih istrazivanih skupina fenolnih spojeva
(UF, UFL, UHCK i Uflav) odredene su u uzorcima su$enim pri temperaturi od 120
°C, s omjerom nosaca i suhe tvari 2:1 te udjelu inulina 0,25 te u uzorcima susenim pri
temperaturi 180 °C, omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1:1 te udjelu inulina 0,5.

3. Inulin kao nosa¢ je imao znaCajan utjecaj na Stabilnost fenolnih spojeva tijekom
suSenja rasprSivanjem te su u uzorcima bez dodanog inulina odredene nize
koncentracije fenolnih spojeva. Najnize koncentracije UF, UFL, UHC i UFlav
odredene su pri uvjetima susenja 120 °C, omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1 te
bez dodatka inulina.

4. Ve¢i omjer nosaca i suhe tvari pri suSenju ekstrakta trnine je utjecao na povecanje
koncentracija UF, UFL, UHCK te UFlav u prahovima, a u uzorcima sa jednakim
omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta i udjelom inulina koncentracije fenolnih spojeva
su rasle sa povecanjem temperature susenja.

5. Povecanje omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta te udjela inulina je utjecalo na
povecanje AK u prahovima ekstrakta cvijeta trnine.

6. Na temelju provedene MANOVA pokazalo se da je temperatura suSenja znacajno
utjecala na koncentraciju UF, a na AK osim temperature suSenja znacajno su utjecali
omjer nosaca i suhe tvari te udio inulina. Nadalje, dodatak inulina i povecanje omjera
nosaca 1 suhe tvari ekstrakta imao je pozitivan utjecaj na zadrzavanje svih fenolnih

spojeva i na AK.
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IZJAVA 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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