UNIVERZITET U BEOGRADU
POLJOPRIVREDNI FAKULTET

Danijel D. Milinci¢

Sporedni proizvodi vinske industrije kao izvor
bioaktivnih jedinjenja: karakterizacija i
mogucnost primene u prehrambenoj industriji

Doktorska disertacija

Beograd, 2023



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF AGRICULTURE

Danijel D. Milinci¢

By-products of winemaking industry as source of
bioactive compounds: characterisation and
possibility of its applications in food industry

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2023



Mentor

dr Mirjana B. PeSi¢, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet

Clanovi komisije

dr Sladana Stanojevié, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet

dr Aleksandar Kosti¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet

dr Aleksandar Petrovi¢, vanredni profesor
Univerzitet u Beogradu, Poljoprivredni fakultet

dr Nemanja Stanisavljevié, vis§i nau¢ni saradnik
Univerzitet u Beogradu, Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo (IMGGI)

dr UroS$ Gasi¢, viSi nauc¢ni saradnik
Univerzitet u Beogradu, Institut za bioloska istrazivanja ,,Sini$a Stankovic¢*, Institut od nacionalnog
znacaja za Republiku Srbiju (IBISS)

Datum odbrane doktorske disertacije:




Zahvalnica

Najveli deo ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Katedre za Hemiju i biohemiju, Poljoprivrednog
Sfakulteta, Univerziteta u Beogradu. Deo eksperimenata je uraden u laboratorijama Institut za moleRularnu
genetiku 1 geneticko inZenjerstvo (IMGGI) Katedre za analiticku hemiju, HemijsRog fakulteta; i Institut za
bioloska istraZivanja (IBISS), Univerziteta u Beogradu.

Zahvaljujem se mleRari ,Selecta®, Indija, Sto su mi obezbedili uzorke Rozijeq mleka.
Zahvaljujem se vinariji , Vinska Ruca Milincic*, Aleksandrovac, Zupa, Sto su mi obezbedili uzorke komine.

Dr Mirjana B. Pesic, redovni profesor, je rukovodila ovom doktorskom disertacijom i najvecim delom doprinela
da ova doktorska disertacija bude uspesno izvedena i realizovana. Duboko postovanje i zahvalnost dugujem
profesorki Miri Pesié, na svom znanju Roje je nesebicno delila samnom tokom izrade ove doRtorske disertacije,
predanosti, efiRasnosti, sugestijama, savetima tokom pisanja ove disertacije i zajednickim tumecenjima rezultata ne
samo iz ove disertacije, vec i Sire. Hvala profesorki Sto mi je ukazala poverenje, verovala u mene, i Sto mi je svojom
pozitivnom energijom davala snagu, volju i podrsku svo vreme tokom izrade ove disertacije i zajednickog rada u
laboratoriji. Posle svakog naseq razgovora, granice mog saznanja, eksperimentalnih dostignucéa i samopouzdanja su
pomerane.

Zahvalan sam dr. AleRsandru Z. Kosticu, vanrednom profesoru, sto je ucestvovao u realizaciji ove doktorske
disertacije. Iskreno sam mu zahvalan na bezrezervnoj pomoci tokom laboratorijskog rada, sugestijama, Rorisnim
savetima 1 podrsci Roju mi je pruao Rada god mi je bilo tesko. Huvala Sto ste svojom energijom, Sarmom i smehom
doprineli da mi svaki rad na fakultetu bude ispunjen radoéu.

Duboko postovanje i zahvalnost dugujem dr Miroljubu Baralu, redovnom profesoru, Sto mi je nesebicno delio
savete, Rorisne sugestije i svoja laboratorijska isRustva; Roja su mi pomogla u realizaciji ove doRtorske disertacije i
naucno-istraZivackom radu.

Duboko postovanje i zahvalnost dugujem dr Sladani Stanojevié, redovnom profesoru, na svakoj pomoci u
laboratorijskom radu, savetima, sugestijama i podrsci tokom izrade ove doRtorske disertacije.

Iskreno postovanje i zahvalnost dugujem dr Zivoslavu L. Tesicu, profesoru u penziji, Roji mi je nesebicno otvorio
vrata svoje laboratorije na HemijsRom fakultetu, omogucio detaljnu Rarakterizaciju polifenolnih profila i samim tim
znacajno doprineo u realizaciji ove doRtorske disertacije. Hvala na podrsci i svim Ronstruktivnim sugestijama.

Iskreno postovanje i zahvalnost dugujem, dr Urosu Gasicu, visem naucnom saradniky, na svim uspesno uradenim
i istumacenim polifenolnim RaraRterizacijama, Rorisnim sugestijama, zajednicRoj saradnji i prijateljskim
razgovorima.

Iskreno postovanje i zahvalnost dugujem, dr Nemanji Stanisavijevicu, visem naucnom saradniku, Roji je od
pocetRa bio ukljucen u izradi ove doKtorske disertacije, i Roji je svojim idejama, znanjem, sugestijama i
laboratorijskim radom znacajno doprineo u realizaciji iste. Hvala mu na poverenju Roje mi je ukazao, paZljivom
Citanju ove disertacije, RoreRcijama, zajednickom naucno-istraZivackom radu, predanosti i prijateljskim
razgovorima.

Iskreno postovanje i zahvalnost dugujem dr Aleksandru Petrovicu, vanrednom profesoru; dr Jeleni Miocinovic,
redovnom profesoru; dr Bojani Vidovic, vanrednom profesoru; dr Viktoru Nedovicu, redovnom profesoru; dr Stevi
Levicu, vanrednom profesoru; dr Vladimiru Pavlovicu, redovnom profesoru; dr Vladi Racu, vanrednom profesoru;
dr Bojani Spirovi¢ Trifunovié; dr Tomislavu Tostiju; dr Nebojsi Banjcu, vanrednom profesoru; dr Svetlani Sokovic
Bajic; dr Milanu Kojicu; dr Jeleni Ladarevié; dr Ljilji Prokié, vanrednom profesoru; dr Aleksandri Dramicanin; dr
Marini Hovjecks; mr Stefanu Kolasincu; i Milanu Damajnovicu, na pomodi, doprinosu i sugestijama tokom izrade
i realizacije ove doKtorske disertacije.

Veliko hvala Dejanu Ipacu, dragom prijatelju, na podrsci i pomoci tokom izrade ove doRtorske disertacije. Veliko
hvala Nesi, Nadi, Slavisi na podrsci tokom izrade ove disertacije. Veliko hvala Dragici Ipac, na podrsci i finalnoj
obradi ove disertacije.



Huvala mojim dragim prijateljima i Rolegama na razumevanju i bezuslovnoj podrsci tokom izrade ove doKtorske
disertacije.

Posebnu zahvalnost dugujem mojoj porodici, svojim roditeljima, sestri, dedi i babi, Roji su mi bili oslonac 1
bezuslovna podrska, tokom izrade ove disertacije i generalno u Zivotu. Hvala im za svu l[jubav Roju su mi pruZili i
Roju mi pruZaju, za veciti osmeh na mom licu, za razumevanje, strpljenje i snagu Roju mi daju.

Na Rraju, posebnu zahvalnost dugujem mojoj Mici, za bezgranicnu ljubav, podrsku i strpljenje tokom izrade ove
doktorske disertacije. Hvala $to si uvek bila uz mene, hvala na razumevanju Rada ti nisam bio potpuno posvecen,
Rada sam noéima pisao radove i Rada sam svakodnevno do kasno uvece radio na fakultetu.

Ovu doRtorsku disertaciju posvecujem svojoj porodici i mojoj Mici!

Beograd, 2023 Autor
Danijel D. Milinci¢



Sporedni proizvodi vinske industrije kao izvor bioaktivnih jedinjenja:
karakterizacija i moguénost primene u prehrambenoj industriji

Izvod

U okviru ove doktorske disertacije su okarakterisana fenolna jedinjenja pokozice i semenke izdvojene
iz nefermentisane komine internacionalnih i autohtonih sorti grozda, kao i fermentisane komine
vinske sorte Prokupac. Dijetna vlakna, Seceri i masne Kiseline u semenkama komine grozda su
dodatno okarakterisani. Odabrani ekstrakti fenolnih jedinjenja su koris¢eni u formulaciji
funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka i kozijih jogurata dobijenih koris§¢enjem starter
kultura i selekcionisanog Lactobacillus plantarum soja. Utvrden je efekat matriksa hrane
(mesof/zitarice, proteini kozijeg mleka, dijetna vlakna (inulin), proteini mleka/dijetna vlakna), na
biodostupnost fenolnih jedinjenja iz pokozice i semenki grozda nakon in vitro digestije. Za postizanje
ovih ciljeva koris¢ene su: spektrofotometrijske, kuplovane hromatografske, elektroforetske i DNK-
zasnovane tehnike, zajedno sa spektroskopskim, fizicko-hemijskim i biohemijskim analizama.

Brasna semenki izdvojenih iz nefermentisane komine dobar su izvor nerastvornih/ukupnih dijetnih
vlakana, zaostalih Secera (glukoza i fruktoza) i nutritivno vrednih masnih kiselina (linolne i oleinske
kiseline). Procijanidini i katehin su dominantna fenolna jedinjenja u semenkama, dok su u
pokozicama najzastupljeniji flavonoli, kao i malvidin i peonidin derivati iz klase antocijana.
Liofilizacija fermentisane komine Prokupca i njenih konstituenata ima neznatan uticaj na sadrzaj
dominatnih fenolnih jednjenja koja su ispoljila dobra antioksidativna svojstva. Ekstrakt pokozice
pokazao je ¢elijsku antioksidativnu aktivnost na humanim ¢elijama kolorektalnog adenokarcinoma,
dok se ekstrakt liofilisane peteljke pokazao kao dobar izvor stilbenoida.

Dodatkom ekstrakta semenki grozda i inulin/ekstrakt praha u termicki tretirano kozije mleko
utvrdeno je prisustvo polifenol-protein interakcija, prvenstveno procijanidina sa serum protein/kazein
kompleksima. Dobijeni funkcionalni aditivi su pokazali dobra antioksidativna svojstva, dok su 0,1%
rastvori pokazali dobra emulgujuca i losa peniva svojstva. Predlozeni su modeli distribucije fenolnih
jedinjenja izmedu serum i micelarne faze kozijeg mleka, kao i distribucije kazeinskih micela na
medufazama ulje/voda i vazduh/voda u emulzijama i penama formiranim od odabranih funkcionalnih
aditiva. Jogurt od kozijeg mleka sa dodatim ekstraktom semenki grozda, fermentisan starter kulturom
i L.plantarumom, je pokazao dobra teksturna i senzorna svojstva. Ovaj liofilisani jogurt je pokazao
bolja antioksidativna i emulgujuca svojstva u poredenju sa drugim liofilisanim jogurtima. Svi
liofilisani jogurti, koji su fermentisani sa L.plantarum-om, pokazali su visoku vijabilnost ¢elija (>10°
CFU/g SM).

Biodostupnost fenolnih jedinjenja iz pokozice i semenki grozda nakon in vitro digestije bila je
razli¢ita i zavisna od sastava matriksa, i kretala se od 6,03% za matriks kozije mleko/inulin do 50.9%
za matriks meso/Zitarice, dok su proteini rastvorljivih frakcija digestovanih funkcionalnih aditiva bili
potpuno hidrolizovani nakon in vitro gastrointestinalne digestije. Digestovani funkcionalni aditivi
pokazali su smanjena (osim kod meso/Zitarice matriksa) antioksidativna svojstva u odnosu na
nedigestovane uzorke, Sto je bilo u korelaciji sa smanjenom biodostupnoc¢u fenolnih jedinjenja.

Na osnovu dobijenih rezultat moze se zakljuc¢iti da komina vinske sorte Prokupac i njeni
konstituenati, mogu biti jeftin izvor fenolnih jedinjenja pogodnih za razvoj funkcionalnih
prehrambenih proizvoda, dok njeno korisc¢enje istovremeneo omoguéava zastitu zivotne sredine.

Kljuéne reci: komina grozda, semenka, pokozica, Prokupac, kozije mleko, fenolna jedinjenja-protein
interakcije, funkcionalni aditivi, koziji jogurt, biodostupnost, matriks hrane

Naucna oblast: TehnoloSko inZenjerstvo
UZa naucna oblast: Nauka o konzervisanju i vrenju
UDK: 663.26:579.222(043.3)



By-products of winemaking industry as source of bioactive compounds:
characterisation and possibility of its applications in food industry

Abstract

The aim of this doctoral dissertation was characterisation of phenolic compounds of skins and seeds
separated from non-fermented pomace of international and indigenous grape varieties, as well as
phenolic profiles of fermented pomace of the Prokupac grape variety. Dietary fiber, sugars, and fatty
acids from grape pomace seed extracts were also characterized. Selected phenolic extracts were used
in the formulation of functional additives based on goat milk protein and goat yogurts produced with
the utilisation of starter culture and selected Lactobacillus plantarum strain. The effect of food
matrices (meat/cereal, goat's milk protein, dietary fiber (inulin), goat’s milk protein/dietary fiber) on
the bioaccessibility of phenolic compounds from skin and grape seeds after in vitro digestion was
evaluated. Spectrophotometric, coupled chromatographic, electrophoretic, and DNA-based
techniques together with spectroscopy, physicochemical and biochemical analyses were used to
achieve these aims.

Grape seed flours of non-fermented pomaces are a good source of insoluble/total dietary fiber,
residual sugars (glucose and fructose), and nutritionally valuable fatty acids (linoleic and oleic acids).
Procyanidins and catechin were dominant in the seeds, while flavonols, malvidin and peonidin
derivatives were the most common phenolic compounds in the skins. Lyophilization of fermented
Prokupac pomace and its constituents has a slight effect on the dominant phenolic compounds that
showed good antioxidant properties. The skin extract exerted cellular antioxidant activity on
adenocarcinoma cells, while extract of lyophilized pomace stems showed as a good source of
stilbenoids.

After the addition of seed extract and inulin/extract powder to thermally treated goat milk, the
presence of polyphenol-protein interactions were recorded, primarily procyanidin with serum
protein/caseins (WP/CN) complex. Furthermore, obtained functional additives showed good
antioxidant properties, whereas 0.1% solutions showed good emulsifying properties but poor
foaming techno-functional properties. Models of phenolic compounds distribution between serum
and micellar phases in thermally treated goat milk, as well as the distribution of casein micelles at the
oil/water and air/water interfaces in emulsions and foams of selected functional additives were
proposed. Goat yogurt with seed extract fermented with starter culture and L. plantarum showed good
textural and sensory properties. This lyophilized yogurt showed better antioxidant and emulsifying
properties compared to other lyophilised yoghurts. All lyophilized yoghurts, fermented with
L.plantarum, showed high cell viability (>108 CFU/g SM).

The bioaccessibility of individual phenolic compounds from grape skins and seeds were different and
dependent on the composition of the food matrix. The bioaccessibility ranged from 6.03% for goat
milk/inulin matrix to 50.9% for meat/cereals matrix, whereas soluble protein fractions of digested
functional additives were completely hydrolyzed after in vitro gastrointestinal digestion. The digested
samples showed reduced (except for meat/cereal matrix) antioxidant properties compared to their
undigested samples, which were related to the reduced bioaccessibility of phenolic compounds.

Based on the obtained results it can be concluded that grape pomace of the Prokupac variety can be
a cheap source of phenolic compounds suitable for the development of functional food products,
while its utilisation allows, at the same time, enviroment protection.

Keywords: grape pomace, seed, skin, Prokupac, goat milk, phenolic compounds-protein interactions,
functional additives, goat yogurt, bioaccessibility of phenolic compounds, food matrix

Scientific field: Technological engineering
Scientific subfield: The science of food preservation and fermentation
UDK: 663.26:579.222(043.3)
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Ukupni procijanidin izomeri A tip

Ukupni procijanidin izomeri B tip

Ukupni procijanidin galat izomeri

Ukupni flavan-3-oli

Ukupni derivati galne kiseline

Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati

Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati

Ukupne fenolne kiseline

Ukupni flavonol aglikoni i glikozidi

Ukupni stilbenoidi

Ukupni antocijani

Ukupna fenolna jedinjenja odredena UHPLC Orbitrap MS*kvantifikacijom

Ukupni aromodendrin derivati

Ukupni kvercetin derivati

Ukupni siringetin derivati

Ukupni miricetin derivati

Ukupni izoramnetin derivati

Ukupni kampferol derivati

Ukupni laricitrin derivati

Ukupni cijanidin derivati

Ukupni delfinidin derivati

Ukupni malvidin derivati

Ukupni peonidin derivati

Ukupni pelargonidin derivati

Ukupni petunidin derivati

Termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)

Funkcionalni aditiv na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka obogacen
ekstraktom semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda)
u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja 0,2mg/ml

Funkcionalni aditiv na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka obogacen
ekstraktom semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda)
u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja 0,4mg/ml

Funkcionalni aditiv na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka obogacen
ekstraktom semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda)
u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej suSenja 0,6mg/ml

Model prah termicki tretirano kozije mleko/inulin



TMIE1

TMIE2

TMIE3

ubv
UHPLC
VK
WP/CN
WP

WP kompleksi
ZMK
°Bx
100% Me
50% Et
80% Me
as1-CN
as2-CN
B-CN
k-CN
v-CN
B-LG
a-LA

Funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka sa dodatkom spre;j
osuSenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrZzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu
metoda) mesSavini pre sprej suSenja 0,1mg/ml

Funkcionalni aditivi na bazi odmas$¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka sa dodatkom sprej
osusenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu
metoda) meSavini pre sprej suSenja 0,2mg/ml

Funkcionalni aditivi na bazi odmas$¢enog termicki tretiranog kozjeg mleka sa dodatkom spre;j
osusenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu
metoda) meSavini pre sprej suSenja 0,3mg/ml

Ukupna dijetna vlakna

Ultra-efikasna te¢na hromatografija

Vinska kiselina

Kompleksi denaturisani serum proteini/kazeini

Serum proteini

Kompleksi denaturisanih serum proteina

Zasi¢ene masne kiseline

Stepen briksa

Ekstrakciono sredstvo 100% metanol+0,1%HCI

Ekstrakciono sredstvo 50% etanol (50:50 etanol/H20)

Ekstrakciono sredstvo 80% metanol+0,1%HCI

asl-kazein

as2-kazein

B-kazein

K-kazein

y-kazein

B-laktoglobulini

a-laktalbumin
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1. Uvod

Tehnoloskim procesom proizvodnje vina se generiSu znacajne koli¢ine sporednih proizvoda, znanih
kao komina (oko 10-30% od ukupne mase grozda), koji se smatraju otpadnim materijalom i zahtevaju
bezbedno odlaganje. Istovremeno, u brojnim zemljama raste ekoloSka svest, posebno u visoko
razvijenim vinogradarskim i vinarskim regionima, $to dovodi do razvoja unapredenih tehnologija za
tretman komine od grozda, pri ¢emu se dobijaju razli¢iti visoko-vredni proizvodi. Zavisno od
primenjenog tehnoloskog procesa i sorte grozda, hemijski sastav komine moze biti razli¢it. Komina
grozda se uglavnom sastoji od pokozice i semenke, i moze se koristiti kao bogat izvor fenolnih
jedinjenja koja poseduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao Sto su antioksidativna, antimikrobna,
antikancerogena, anti-inflamatorna i anti-dijabetska aktivnost, odnosno poseduju hepatoprotektivno,
kardioprotektivno i neuroprotektivno dejstvo. Pokazano je da su ekstraktibilna fenolna jedinjenja
grozda locirana najvise u semenki (~60-70%), oko 28-35% u pokozici, a samo 10% u pulpi. Brojne
studije su potvrdile dominantno prisustvo antocijana, poput 3-O-glikozida malvidina, peonidina,
cijanidina, petunidina i delfinidina u pokozici, dok se semenka odlikuje visokim sadrzajem katehina
i proantocijanidina, znanih kao flavan-3-oli. Iz navedenih razloga, komina se smatra kao ekonomski
prihvatljiv izvor za izolaciju, ekstrakciju i iskoriS¢enje navedenih bioloski aktivnih komponenata,
prvenstveno fenolnih jedinjenja. Veéina studija koje se bave analizom fenolnih jedinjenja iz komine
grozda Koriste tecnu hromatografiju visokih performansi (UHPLC) za njihovu karakterizaciju i
kvantifikaciju. Stavise, u literaturi se mogu naéi detaljne hromatografske karaketrizacije fenolnih
jedinjenja i procenjena antioksidativna akitivnost ekstrakata dobijenih iz komina razlicitih
internacionalnih sorti grozda. Medutim, mali broj studija se bavi karakterizacijom fenolnih jedinjenja
komine i njenih konstituenata od autohtonih sorti grozda.

Gledano sa industrijskog aspekta, adekvatno iskori$¢enje i primena fenolnih jedinjenja iz komine
grozda ima nekoliko ograni¢enja. Imajuci u vidu da se velike koli¢ine komine generisu u kratkom
vremenskom periodu, lako dolazi do hemijskih i mikrobioloskih transformacija komine zbog visokog
sadrzaja vlage. Da bi se o¢uvala komina i njeni konstituenti, i produzila njihova primena, neophodno
je adekvatno procesuiranje, $to u vecini slu¢ajeva obuhvata razli¢ite postupke susenja kao §to su
suSenje tolim vazduhom (suSare) ili suSenje zamrzavanjem (liofilizacija). Medutim, postavlja se
pitanje isplativosti, kao i efekat navedenih tretmana na profil fenolnih jedinjenja i njihovu
antioksidativnu aktivnost. Analiza pojedinacnih fenolnih jedinjenja i procena antioksidativne
aktivnosti fenolnih ekstrakata kao parametara za procenu efikasnosti procesuiranja komine razli¢itim
postupcima susenja nije do sada razmatrana. Takode, dodatno se razmatra primena razlicitih
ekstrakcionih sredstava, jer se fenolna jedinjenja lako rastvaraju u sistemu rastvaraca kao §to su
vodeni rastvori alkohola zbog njihove polarne prirode. Medutim, uspe$na implementacija fenolnih
jedinjenja zavisi od medijuma u kom su fenolna jedinjenja kona¢no rekonstituisana, a finalna
rekonstitucija ekstrakata fenolnih jedinjenja u vodi znacajno povecava njihovu upotrebu u
prehrambenom sektoru.

Potraznja za funkcionalnim sastojcima hrane sve viSe raste, jer su savremeni potrosai sve vise
zainteresovani za svoje li¢no zdravlje, 1 oCekuju da hrana bude zdrava, funkcionalna i visoko
produktivna u sprec¢avanju razli¢itih bolesti. Efikasna valorizacija fenolnih jedinjenja i razvoj novih
visoko-vrednih proizvoda u prehrambenoj industriji su od interesa i za potrosace i za industriju.
Trenutni trend prehrambenih inovacija je baziran na razvoju zdravije i odrzive hrane, 1 iskori$¢enju
novih prehrambenih sastojaka ili prirodnih bioaktivnih jedinjenja ekstrahovanih iz nus-proizvoda
prehrambene industrije. Proizvodi poput hleba, biskvita, fermentisanih mle¢nih proizvoda (jogurt,
sir), sladoledi, kobasice mogu biti uspesno obogaceni fenolnim ekstraktima vinske komine ili
nutritivno bogatim samlevenim prahom komine, ili njenim konstituenatima (semenka i pokozica).
Medutim, primena fenolnih jedinjenja u formulaciji prehrambenih proizvoda je Cesto ograniCena
njihovom malom rastvorljivosc¢u, stabilno$¢u i biodostupnoséu. Iz tog razloga, prehrambena
industrija nastoji da razvije prirodne aditive i suplemenate, koji ukljucuju fenolna jedinjenja i
doprinose njihovom poboljSanom transportu, isporuci i usvojivosti. Problem usvojivosti se ¢esto
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prevazilazi mikro- ili nanoinkapsulacijom fenolnih jedinjenja, a dobijeni inkapsulati se dalje mogu
koristiti za poboljsanje fizi¢ko-hemijskih i funkcionalnih svojstava hrane.

U poslednjoj deceniji su ispitivani razli¢iti tipovi mikro- i nanonosaca, medutim kori$¢enje nativne
kazeinske micele je tek nedavno privuklo paznju nauke. Proteini mleka imaju visoku nutritivnu
vrednost, dobra senzorna i tehno-funkcionalna svojstva (emulgujuca, viskozna, gelirajuca i film-
formirajuca svojstva), Sto ih Cini veoma pogodnim sastojcima za primenu u razli¢itim mle¢nim i
prehrambenim proizvodima. Proteini mleka su veoma kompleksni matriksi sa kazeinskim micelama
koje su odgovorne za formiranje strukture i teksture razli¢itih mle¢nih proizvoda. Interakcije
bioaktivnih jedinjenja sa kazeinskim micelama su od velike vaznosti u dizajniranju razli¢itih mle¢nih
formulacija. Do sada su funkcionalni proizvodni na bazi mleka uglavnom formulisani koris¢enjem
proteina kravljeg mleka, pa je neophodan dalji razvoj funkcionalnih proizvoda na bazi proteina drugih
vrsta mleka. Kozije mleko poslednjih decenija privlaci veliku paznju potroSaca, nau¢nika iz oblasti
hrane i tehnologa. Stoga, jedan od obecavajuéih sastojaka hrane mogu biti upravo proizvodi na bazi
proteina kozijeg mleka zbog jedinstvenih nutritivnih i funkcionalnih svojstava ovog mleka. Kozije
mleko ima citav niz prednosti u odnosu na kravlje mleko, jer sadrzi proteine visoke bioloske
vrednosti, esencijalne masne kiseline, dobru biodostupnost minerala i znacajan sadrzaj vitamina.
Pored navedenog, kozije mleko se moze koristiti kao nosa¢ funkcionalnih komponenti, kao Sto su
bioaktivna jedinjenja, prebioti¢ke supstance i probioticke bakterije. Ako se uzme u obzir da kozije
mleko ima razli¢it sadrzaj pojedinacnih kazeina i serum proteina (veci sadrzaj a-laktalbumina, a manji
sadrzaj B-laktoglobulina), razli¢itu strukturu kazeinske micele (CNM) i toplotno-indukovane WP/CN
komplekse, u poredenju sa kravljim mlekom, moze se ocekivati i njihova razli¢ita sposobnost u
vezivanju fenolnih jedinjenja. Medutim, funkcionalne prednosti kozijeg mleka i dalje su nedovoljno
istrazene, eksploatisane od strane mlec¢ne industrije i potrosaca u celini. Sa druge strane, iako je
potencijal komine u produkciji visoko vrednih fenolnih jedinjenja opSirno proucavan, ona i dalje
predstavlja ekonomski i ekoloski problem, koji zahteva nove nacine valorizacije ¢ime bi se smanjio
otpad iz vinske industrije. Ako se uzme u obzir ¢injenica da su proteini kozijeg mleka deficitarni u
sadrzaju fenolnih jedinjenja, njihovo obogacivanje eckstraktima komine grozda predstavlja
obec¢avajuci model za razvoj novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda i aditiva. Razvoj razli¢itih
funkcionalnih proizvoda na bazi proteina kozijeg mleka, takode omogucéava bolje razumevanje
interakcije izmedu proteina i fenolnih jedinjenja.

Bioloska aktivnost fenolnih jedinjenja je Cesto ograni¢ena zbog smanjene biodostupnosti koja
direktno zavisi od koli¢ine fenolnih jedinjenja koja se oslobode iz slozenog matriksa hrane tokom
digestije. Poslednjih godina su intenzivno proucavane interakcije izmedu konstituenata hrane
(matriksa) i fenolnih jedinjenja. Utvrdeno je da komponente hrane poput proteina, ugljenih-hidrata i
lipida, znacajno uti¢u na biodostupnost fenolnih jedinjenja, njihovu digestibilnost i antioksidativnu
aktivnost. Biodostupnost fenolnih jedinjenja iz grozda u prisustvu razli¢itih matriksa hrane je
oskudno ispitivana. Samo nekoliko studija analizira biodostupnost fenolnih jedinjenja grozda u
prisustvu kompleksnih matriksa, kao §to su mle¢ni proizvodi, proizvodi od jaja ili pekarski proizvodi.
Prema dostupnim saznanjima, biodostupnost fenolnih jedinjenja semenki/pokozica grozda u
prisustvu matriksa koji ukljucuju: (1) meso i ugljene hidrate; (2) proteine kozijeg mleka; (3) dijetna
vlakna (inulin); i (4) proteine i dijetna vlakna, nije do sada ispitivana.

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispita upotreba komine i njenih konstituenata (pokozica i
semenka) kao znacajanih izvora bioloski aktivnih jedinjenja u formulaciji fermentisanih mle¢nih
proizvoda (kozijeg jogurta) i funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka, kao i da se ispita
biodostupnost fenolnih jedinjenja u kompleksnim matriksima hrane tokom in vitro digestije. Da bi se
postigao ovaj cilj uradeno je sledece:

e Detaljna karakterizacija i nutritivna vrednost brasna semenki i pokozica izdvojenih iz
nefermentisanih komina razlicitih autohtonih i internacionalnih sorti grozda;



o Detaljna karakterizacija, antioksidativna aktivnost i citotoksi¢na svojstava fenolnih ekstrakata
razli¢ito procesuirane (suSene toplim vazduhom i liofilisane) fermentisane komine Prokupca
i njenih konstituenata (semenka, pokozica i peteljka);

e Primena fenolnih ekstrakata semenki Prokupca za dobijanje funkcionalnih aditiva na bazi
kozijeg mleka i jogurata fermentisanih starter kulturom i/ili selekcionisanim sojem bakterija
mle¢ne kiseline (Lactobacillus plantarum), sa ciljem da se poveca biodostupnost fenolnih
jedinjenja i poboljsa antioksidativna aktivnost dobijenih aditiva.

e Odredivanje fizickih i tehno-funkcionalnih svojstava dobijenih funkcionalnih aditiva, kao
klju¢ni parametri koji odreduju njihovu dalju primenu u prehrambenim formulacijama.

e Na osnovu dobijenih podataka, predloziti modele distribucije fenolnih jedinjenja izmedu
serum i micelarne faze mleka, kao i kazeinskih micela na kontaktnim medufaznim povrSinama
ulje/voda i vazduh/voda.

e Odredivanje biodostupnosti fenolnih jedinjenja pokoZzice i semenki grozda tokom in vitro
gastrointestinalne digestije u prisustvu razli¢itth matriksa hrane (meso 1 Zitarice; proteini
kozijeg mleka; dijetna vlakna (inulin); proteini mleka i dijetna vlakna).

Dobijeni rezultati bi trebalo da podstaknu iskori$é¢enje i buduc¢u primenu komine, nus-proizvoda iz
vinske industrije, kao jedan od vidova cirkularne ekonomije, kao i da podstaknu razvoj funkcionalnih
aditiva na bazi proteina kozijeg mleka. Ispitivanje biodostupnost fenolnih jedinjenja u prisustvu
razli¢itih matriksa hrane trebalo bi da doprinese boljem razumevanju funkcionalnih svojstava
fenolnih jedinjenja nakon digestije u gastrointestinalnom traktu i razvoju novih funkcionalnih
prehrambenih proizvoda u skladu sa ciljanom biodostupnoscu.



2. Pregled literature
2.1. GroZde-Internacionalne i autohtone sorte

Grozde je plod biljke iz roda Vitis, koji obuhvata oko 60 vrsta vinove loze, medu kojima je Vitis
vinifera L., najpoznatija, najdominantnije prisutna na trzi$tu i najce$¢e uzgajana vrsta (Jackson,
2000a; Venkitasamy et al., 2019). Stavise, grozde je najéeiée i najopseznije uzgajana biljna kultura
u svetu (7,4 milion ha), sa godisnjom proizvodnjom od 77,8 miliona tona prema popisu iz 2018.
godine (O1V, 2019). Globalni razvoj i rast u oblasti vinogradarstva se moze pripisati faktorima kao
Sto su povecana medunarodna trgovina, poboljSani globalni prihodi, tehnoloske inovacije u
proizvodnji, skladistenju i preradi, valorizacija sporednih proizvoda vinske industrije i razvoj novih
funkcionalnih proizvoda (Venkitasamy et al., 2019). U svetu se uzgaja ¢ak 10000 razli¢itih sorti
vinove loze, medu kojima se 33 sorte uzgajaju na oko 50% svetske vinogradarske povrSine
(Venkitasamy et al., 2019). Predhodna statistika pokazuje da se najveci deo grozda (oko 75% svetske
proizvodnje) koristi za vinsku industriju (Beres et al., 2017), dok se ostatak grozda koristi za
konzumaciju u svezem ili suvom obliku, za proizvodnju sokova i drugih prehrambenih proizvoda
(Coelho et al., 2020; Venkitasamy et al., 2019). Prema OIV (2019) izvestaju, ¢ak 57% ukupne svetske
proizvodnje ¢ine vinske sorte, 36% stone sorte, dok su 7% sorte koje se koriste za susenje. Neke
vinske sorte grozda se uzgajaju u viSe zemalja Sirom sveta (Cabernet Sauvignon, Sultanina, Merlot,
Tempranillo, Chardonnay, Riesling, Sauvignon blanc, itd.), pa se nazivaju internacionalnim sortama
(OlV, 2017), dok su sa druge strane neke sorte lokalnog karaktera i pripadaju autohtonim sortama.
Sorta Cabernet Sauvignon je naj¢eS¢e uzgajana i dominantna sorta grozda na svetu (>5% svetske
povrsine vinove loze), dok se Merlot uzgaja u ¢ak 37 zemalja (OIV, 2017). Sorta Muscat Hamburg
se deklari$e u svetu kao karakteristi¢na stona sorta grozda (FAO-OIV, 2016), medutim ona se moze
koristiti i za proizvodnju vina zbog svog specifi¢cnog muskatnog mirisa i ukusa. Pod autohtonim
sortama se podrazumevaju sorte koje se vekovima uzgajaju u odredenoj oblasti i koje su prilagodene
specificnim uslovima i karakteristikama regiona u kome se gaje (zemljiste, topografija, klima,
biolosko okruzenje i vinogradarska praksa). Autohtone vinske sorte su predmet proucavanja i deo
brojnih publikacija poslednjih godina, prvenstveno sorte grozda iz zemalja koje imaju dugu ,,vinsku*
tradiciju, kao $to su Italija (Lucarini et al., 2020; Restuccia et al., 2017), Spanija (Di Lecce et al.,
2014; Guerrero et al., 2009; Pérez Navarro et al., 2019), Francuska (Lorrain et al., 2011), Argentina
(Antoniolli et al., 2015) i Portugal (Perestrelo et al., 2012).

Uzgoj vinove loze u Srbiji je odavno prisutan, o ¢emu svedoce oznake specifi¢nih geografskih regiona
(Metohija, Vranje, Zupa, Sumadija, Srem) i karakteristi¢nih sorti (Skadarka, Tamjanika, Prokupac,
Smederevka itd.) (Tomic et al., 2017). Proizvodnja grozda i vina u Srbiji je jedna od znacajnijih grana
poljoprivredne proizvodnje, dok je izvoz vina i drugih alkoholnih pi¢a na bazi grozda duplo veci nego
u protekloj deceniji. Zbog dobrog geografskog polozaja, idealnih klimatskih i zemljisnih faktora, u
Srbiji se uzgaja veliki broj razli¢itih sorti grozda, ¢ija je proizvodnja poslednjih godina u opsegu od
100-200 hiljada tona (zabeleZeno za period od 2013-2017) (Simonovic et al., 2019). U Srbiji se
dominantno uzgajaju internacionalne sorte (Cabernet Sauvignon, Merlot, Chardonnay, Sauvignon
blanc i Italijanski riesling), medutim poslednjih godina sve je veci fokus na Kultivaciji autohtonih
sorti grozda i promociji vina od ovih sorti (pre svih Prokupac i Tamjanika (Slika 2.1b,c)) (Jaksi¢,
2015). Ove autohtone sorte se dominantno gaje u velikom vinskom regionu Srbije, poznat kao ,,Tri
Morave® i karakteristi¢ne su za Zupsko vinogorije (Tomic et al., 2017), a njihovu kultivaciju dodatno
subvencionis$e i Vlada Srbije. U ovom regionu se pored autohtonih sorti, dominantno uzgajaju
internacionalne sorte Cabernet Sauvignon, Merlot, Sauvignon blanc i Italijanski riesling (Tomic et
al., 2017).



2.1.1. Konstituenti bobice grozda

Grozd vinove loze se sastoji od bobice (92-97%) i peteljke (3-8%) (Zoffoli & Latorre, 2011).
Struktura i tip grozda je sortna karakteristika, sa izrazenim razlikama kod vinskih (sitni i zbijeni) i
stonih (rastresiti) sorti grozda. Peteljka grozda se sastoji od osnovnog dela koji je pri¢vrs¢en za vinovu
lozu, i njenih grananja koja se zavrSavaju peteljC¢icama za koju su pri¢vrséene bobice (Jackson,
2000b). Bobice grozda su razlicitih veli¢ina, oblika (okrugle ili duguljaste), sa glatkom povr§inom
koja je okruzena finim slojem Kkutina (nerastvorni polimerni matriks izgraden od hidroksi masno-
kiselinskih estara) i voska (kutikula)(Venkitasamy et al., 2019; Zoffoli & Latorre, 2011).

BOBICA
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Orulami
—— Penferna mrefa
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Septalni deo
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Slika 2.1 (@) Konstituenti bobice grozda (preuzeto sa
https://en.wikipedia.org/wiki/Grape#/media/File:Wine _grape_diagram_en.svg); (b) Crna autohtona sorta grozda
Prokupac (li¢na arhiva); (c) Bela autohtona sorta grozda Tamjanika (li¢na arhiva).

Bobica se sastoji od egzokarpa (pokozica), mezokarpa (pulpa) i endokarpa (semenka i tkivo oko
semenki sa zaStitnom kutikulom) (Slika 2.1a). Egzokarp je spoljni omota¢ bobice, koji se sastoji od
hipodermisa i egzokarpa u kom se akumuliraju fenolna jedinjenja, bojene materije (antocijani,
karoten i hlorofil) i ve¢ina aromati¢nih jedinjenja. Mezokarp (oko 80% ukupne teZine bobice) je
izgraden od oko 30 slojeva ¢elija sa velikim vakuolama koje sadrze te¢nu fazu i akumuliraju Secere
tokom zrenja. U ovim vakuolama su takode koncentrisana neka fenolna jedinjenja i kiseline
(prvenstveno vinska kiselina) koje opadaju tokom sazrevanja bobice (Jackson, 2000b). Semenka
bobice se sastoji od omotaca (opne), endosperma i embriona. Tokom sazrevanja bobice se sintetisu
regulatori rasta koji uti¢u na veli¢inu bobice i broj semenki koje se u njoj razvijaju. Bobice semenih
sorti grozda mogu da sadrze od dve do Cetiri semenke (Jackson, 2000b; Pinelo et al., 2006; Zoffoli &
Latorre, 2011).

2.2. Komina-sporedni proizvod vinske industrije

Nakon tradicionalne proizvodnje vina, fermentacijom Sire (dobija se cedenjem dezintegrisanog
grozda) ili cele dezintegrisane mase grozda, dobija se vino i znacajna koli¢ina sporednih proizvoda.
U sporedne proizvode vinske industrije (10-30% ukupne tezine grozda), se ubrajaju vinski talog,
komina i njeni konsituenti pokozica, semenka, ostatak pulpe i peteljka (Beres et al., 2017; Hogervorst
etal., 2017; Muhlack et al., 2018) (Slika 2.2).
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Slika 2.2. Sematski prikaz proizvodnje vina i sporedni proizvodi koji nastaju tokom proizvodnog procesa.

Bobica grozda sadrzi nutritivna i visoko vredna jedinjenja, kao S§to su ugljeni hidrati, masne kiseline,
vitamini, minerali i fenolna jedinjenja (Kurt et al., 2017). Medutim, treba napomenuti da je sastav
bobice varijabilan i zavisi od klimatskih uslova, vinogradarske prakse, sorte, zrelosti i sanitarnih
uslova (Garcia-Lomillo & Gonzéalez-SanJosé, 2017; Venkitasamy et al., 2019). Tokom proizvodnje
vina vecina navedenih jedinjenja se ekstrahuje iz grozda i prelazi u $iru i vino; medutim, znacajna
koli¢ina ipak ostaje zadrzana u komini grozda (Kammerer et al., 2004). Sastav komine je razlicit
zavisno od procesa proizvednje i vrste vina. U proizvodnji crvenih vina, celokupna dezintegrisana
masa grozda (pokozica, pulpa i semenke) fermentiSe, a cilj fermentacije je transformacija Secera u
alkohol, i difuzija nutrijenata i fenolnih (bioaktivnih) jedinjenja u vino. Tokom fermentacije,
formirani sloj komine na povrsini te€ne faze se konstantno oroSava vinom, kako bi se postigla Sto
bolja maceracija i ekstrakcija prvenstveno bojenih jedinjenja iz pokozice (Venkitasamy et al., 2019).
Peteljke se najcesce uklanjaju odmah nakon istovara groZda, a pre fermentacije, koriS¢enjem ruljaca,
jer njihovo prisustvo tokom fermentacije moze negativno da uti¢e na senzoriku vina. Medutim, neki
tehnoloski procesi proizvodnje ostavljaju deo peteljki u dezintegrisanoj masi, kako bi se obezbedile
(pojacale) kiseline i tanini u vinu, $to samim tim ukljucuje prisustvo peteljki u komini (Dwyer et al.,
2014). Sa druge strane, u proizvodnji roze i belog vina fermentiSe samo $ira (grozdani sok). U
proizvodnji roze vina se naj¢esce koriste crvene sorte grozda, samo je razlika u tehnoloSkom postupku
proizvodnje u odnosu na crveno vino. Pokozica i semenke Sse od pulpe odvajaju presovanjem,
koris¢enjem razlicitih tipova presa (najéeSce se koriste pneumatske prese) (Beres et al., 2017;
Venkitasamy et al., 2019). Neki tehnoloski procesi proizvodnje uklju¢uju maceraciju pre presovanja,
usled ¢ega deo aromati¢nih i fenolnih jedinjenja prelazi u Siru. Treba napomenuti da komina dobijena
presovanjem pulpe sadrzi znacajne koliine prostih Secera (prvenstveno glukoze i fruktoze), koji
zaostaju na povrsini pokozice i semenke ili su poreklom od zaostale pulpe (Garcia-Lomillo &
Gonzalez-SanJosé, 2017; Mendes et al., 2013). Pored komine, talog (sediment) je jo§ jedan sporedni
proizvod vinske industrije koji treba spomenuti i koji nastaje nakon fermentacije i stabilizacije, i
crvenih i belih vina (Devesa-Rey et al., 2011).



Ukupna koli¢ina komine grozda koja se generiSe Sirom sveta iznosi milione tona na godi$njem nivou,
Sto pokrece pitanje upravljanja otpadom, kako sa ekoloskog, tako i sa ekonomskog aspekta (Muhlack
et al., 2018). Koli¢ina komine koja se generise tokom proizvodnje vina zavisi od sorte grozda, nacina
presovanja i fermentacije (Beres et al., 2017; Dwyer et al., 2014). U vecini zemalja u svetu postoji
povecéana ekoloska svest, $to dovodi do razvoja naprednih tehnologija koje imaju za cilj valorizaciju
i tretman komine. Pored tradicionalnog iskori$¢enja komine grozda kao materijal za kompostiranje
ili hrana za stoku, brojne studije isti¢u znacaj iskoriS¢enja ekstrahovanih komponenati iz komine
(fenolna jedinjenja i dijetna vlakna) i njihovu primenu u proizvodnji antioksidativno i nutritivno
vrednih prehrambenih proizvoda (Dwyer et al., 2014; Fontana et al., 2013; llyas et al., 2021; Muhlack
et al., 2018). Komina se takode moze Koristiti kao supstrat za gajenje pecuraka i dobijanje vinske
kiseline, semenke iz komine za dobijenje ulja, dok se lignocelulozni hidrolizati komine mogu koristiti
kao fermentacioni supstrati za proizvodnju razli¢itih produkata, kao Sto su mlecna kiselina,
biosurfaktanti, enzimi, proteini (Chowdhary et al., 2021). Osim navedenog, komina grozda je dobra
bioenergetska sirovina, ¢ijim se bioloSkim tretmanom i termohemijskom konverzijom mogu dobiti
energija, bioetanol, biogas, gorivo, ugalj, metan i biopolimeri (Chowdhary et al., 2021; Muhlack et
al., 2018), ili moze imati specijalne ekoloSske namene u remedijaciji kao biosorbent (Devesa-Rey et
al., 2011). Potencijalno iskoris¢enje komine u prehrambenoj industriji ima nekoliko benefita: (1)
smanjenje ekoloski zagadujuc¢ih sporednih proizvoda koji se akumuliraju u procesu vinifikacije; (2)
smanjenje troSkova odlaganja otpada i moguénost dodatnih prihoda; (3) obostrana korist za potrosace
i industriju zbog valorizacije bioaktivnih komponenata (Barba et al., 2016; Coelho et al., 2020).

2.2.1. Hemijski sastav komine i njenih konstituenata (pokoZica, semenka i peteljka)

U vecini slu¢ajeva, pokozica i semenka su glavni konstituenti komine (Beres et al., 2017), dok udeo
peteljke u komini zavisi od tehnolo$kog procesa i specifiénog sastava vina (Dwyer et al., 2014). U
literaturi se mogu naci razlicite vrednosti za udeo semenki u komini, 38-52% (racunato na suvu masu)
(Brenes et al., 2016) ili 7-26% (racunato na svezu masu)(Baydar & Akkurt, 2001; Jiang et al., 2011),
Sto moze biti posledica sortne karakteristike grozda koje je koris¢eno u proizvodnji vina. Udeo
pokoZice u komini varira od 5 do 10% (rac¢unato na suvu masu) (Brenes et al., 2016). Zavisno od
tehnoloskog procesa i procesuirane sorte grozda, komina ima varijabilan sadrzaj ukupnih rastvorljivih
komponenata. Sveza komina generalno ima visok sadrzaj vode i drugih jedinjenja kao $to su dijetna
vlakna, organske kiseline, fenolna jedinjenja (tanini, fenolne kiseline i flavonoidi), proteini, lipidi,
ugljeni hidrati, minerali, vitamini i zaostali Seceri, ¢iji je sadrzaj varijabilan zavisno od tipa komine
(Muhlack et al., 2018).

Udeo peteljki u komini varira od 0,54 do 1,84% (racunato na svezu masu). Dominantna jedinjenja u
peteljki su celuloza (30,3%), hemiceluloza (21,0%), lignin (17,4%), proteini (6,1%), fenolna
jedinjenja i minerali (Jiang et al., 2011; Prozil et al., 2012). Pokozica sadrzi zna¢ajne koli¢ine dijetnih
vlakana, fenolnih jedinjenja, vitamina i minerala (Coelho et al., 2020). Semenke najvise sadrze vlakna
(oko 40%), lipide (10-20%), proteine (oko 10%), fenolna jedinjenja (flavan-3-ola i prcianidina) i
minerale (Beres et al., 2017; Dimou & Koutelidakis, 2016).

2.2.1.1. Dijetna vlakna

Dijetna vlakna se definisu kao polimerni ugljeni hidrati koji sadrze deset ili viSe monomernih jedinica,
otporna su na varenje (nisu hidrolizovani endogenim enzimima) i ne adsorbuju se u tankom crevu ali
mogu imati jednu ili viSe fizioloskih i zdravstvenih koristi (FAO/WHO, 2010). Komina i njeni
konstituenti su dobar izvor dijetnih vlakana (Hanuaovsky et al., 2020; Jiang et al., 2011), prvenstveno
polisaharida iz ¢elijskog zida i lignina (Beres et al., 2017; Venkitasamy et al., 2019). Uglavnom su
analizirana dijetna vlakna komine internacionalnih sorti grozda (Cabernet Sauvignon, Merolt, Shyraz,
Pinot noar)(Arnous & Meyer, 2008; Corbin et al., 2015; Gonzélez-Centeno et al., 2010; Jiang et al.,
2011; Minjares-Fuentes et al., 2014). Sadrzaj vlakana u komini autohtonih sorti grozda (Prokupac,
Tamjanika, Smederevka), prema dostupnim podacima nije do sada analiziran. Prema istrazivanju koje
su sproveli Saura-Calixto et al. (1991), nije pokazana zna¢ajna razlika u koli¢ini ukupnih vlakana
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potvrdenih u komini crvene Grenache (60,8%) i bele Airen (59,0%) sorte grozda, raCunato na suvu
masu komine. Sli¢ne vrednosti su dobili Karnopp, Margraf, et al. (2017), analiziraju¢i kominu Bordo
grozda (63,88%). Sa druge strane, Sousa et al. (2014) i Beres et al. (2016), su prijavili zna¢ajno manji
sadrzaj dijetnih vlakana u komini od Benitaka sorte grozda (46,17%) i komini od Pinot noar-a
(51,38%), dok su Llobera and Cafiellas (2007), prijavili znacajno visi sadrzaj ukupnih vlakana za
kominu crvene sorte Manto Negro (74,5%). Ovo znaci da je sadrzaj dijetnih vlakana varijabilan i
predstavlja sortnu karakteristiku. Vece razlike medu sortama se javljaju za ukupna dijetna vlakna koja
ukljucuju kondenzovane tanine i nedigestibilne proteine (Saura-Calixto et al., 1991). Ukupna dijetna
vlakna ¢ine nerastvorne i rastvorne frakcije dijetnih vlakana. Nerastvorna dijetna vlakna, prvenstveno
lignin frakcije nerastvorne u kiselinama ili tzv. Klason lignini, su prijavljeni kao dominantna dijetna
vlakna u komini crvenih (39,7-45,1%) i belih (41,2%) sorti grozda (Arnous & Meyer, 2008; Deng et
al., 2011; Saura-Calixto et al., 1991). Glavni konstituenti nerastvornih vlakana su celuloza,
hemiceluloza i lignin, $to je oko 88% i 93% ukupnih vlakana u komini crvene i bele sorte grozda
(Saura-Calixto et al., 1991). Sa druge strane, rastvorna vlakna se uglavnom sastoje od uronskih
kiselina (Coelho et al., 2020; Llobera & Cafiellas, 2007). U literaturi se mogu naci razlicite vrednosti
za sadrzaj rastvornih vlakana u komini, 4,0-7,3% (Saura-Calixto et al., 1991), 9,76% (Sousa et al.,
2014),0,72-1,72% (Deng et al., 2011) ili 8,04% (Karnopp, Margraf, et al., 2017). Udeo nerastvornih
i rastvornih frakcija je Cesto varijabilan i zavisi od sorte grozda, klimatskih uslova i tehnoloskog
postupka (Coelho et al., 2020). Sve ove frakcije nakon hidrolize daju Sirok spektar monomera, koji
se dalje mogu koristiti u industriji (Devesa-Rey et al., 2011). Naj¢es¢i monosaharidi koji ulaze u
sastav vlakana komine su ramnoza, arabinoza, ksiloza, manoza, galaktoza, glukoza i uronske kiseline
(galakturonska kiselina) (Beres et al., 2016; Deng et al., 2011; Ferreira et al., 2013; Gonzélez-Centeno
etal., 2010).

Celijski zid pokozice uglavnom sadrzi neutralne polisaharide (celuloza, ksiloglukan, arabinan,
galaktan, ksilan i manan)(30%), kisele pektinske supstance koje su uglavnom metil esterifikovane
(20%), proteine (<5%), nerastvorne proantocijanidine, lignin i fenolna jedinjenja povezana sa lignin-
ugljenohidratnom mrezom (15%) (Chamorro et al., 2012; Pinelo et al., 2006). Glavni pektinski
polisaharid koji se nalaze u pokozici je homogalakturonan (ramnogalakturonan 1 i Il) (Pinelo et al.,
2006). Pektini iz grozda, komine i peteljke su nisko metil-esterifikovani, jer je manje od 50% uronskih
jedinica esterifikovano (Gonzéalez-Centeno et al., 2010). Ovi pektini iz komine se mogu ultrazvu¢nom
ekstrakcijom uspesno izdvojiti (Minjares-Fuentes et al., 2014), i dalje koristiti u hrani kao agensi za
geliranje i zgu$njavanje (Beres et al., 2017). Ukupni sadrzaj dijetnih vlakana, nerastornih i rastvornih
frakcija, dobijen za pokozicu izdvojenu iz komine Bordo grozda je redom 54,81, 51,02, i 3,79%
(Karnopp, Margraf, et al., 2017). Peteljka dominantno sadrzi Klason lignine (17,4-47,3%), glukane
(25,3-36,3%), celulozu/hemicelulozu (13,9-30,3%), ksilan (10,0-14,9%) i arabinan (3,7-3,9%) (Ping
et al., 2011; Prozil et al., 2012; Spigno et al., 2008). Semenka je bogatija u sadrzaju vlakana od
pokozice. Gl et al. (2013) su pokazali da brasna semenki izdvojenih iz komine crvene (Okiizg6zi) i
bele (Narince) sorte grozda imaju 72,78% i 72,45% ukupnih dijetnih vlakana. Stavise, Yedro et al.
(2015), isti¢u da se semenka grozda kao lignocelulozni ostatak uglavnom sastoji od tri ugljeno-
hidratne frakcije, kao $to su hemiceluloza, celuloza i lignin.

Dijetna vlakna iz komine ili vo¢a imaju bolji odnos nerastvornih/rastvornih vlakana, nizu kalorijsku
vrednost i bolja funkcionalna svojstva, u poredenju sa vlaknima dobijenim iz Zitarica (Beres et al.,
2017; Deng et al., 2011; Dimou & Koutelidakis, 2016; Gonzélez-Centeno et al., 2010). Dijetna vliakna
Su Cesto povezana sa proantocijanidinima i drugim ekstraktibilnim polifenolima, Sto rezultira u
formiranju takozvanih ,,antioksidativnih dijetnih vlakana“, koja pokazuju dobra funkcionalna
svojstva (Beres et al., 2016; Das et al., 2020; Saura-Calixto, 1998). Dijetna vlakna imaju nekoliko
zdravstveno koristnih efekata, kao Sto su regulacija adsorbcije glukoze, prevencija gojaznosti,
smanjenje holesterola u krvi i smanjenje rizika od kardiovaskularnih oste¢enja (Coelho et al., 2020).
Dalje, vlakna iz komine, pokoZzice i semenke Se mogu Koristiti kao agensi za zeliranje i vezivanje
vode (O'Shea et al., 2012), ili se kao sastavni deo brasna komine mogu uspe$no inkorporirati u
razliCite prehrambene proizvode, ¢ime dopinose funkcionalnim, nutritivnim, fizi¢ko-hemijskim,
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teksturnim i senzornim svojstvima proizvoda (Beres et al., 2019; Das et al., 2020; Garcia-Lomillo &
Gonzalez-SanJosé, 2017).

2.2.1.2. Rezidualni (zaostali) Seceri

U grozdu, zavisno od sorte i klimatskih uslova, sadrzaj rastvorljivih Se¢era moze varirati od 12 do
28% (Jackson, 2003), ¢emu najvise doprinose fruktoza i glukoza, zatim saharoza, dok su drugi Seceri
¢esto prisutni u tragovima (de Oliveira et al., 2019; Kurt et al., 2017). Ve¢ina ukupnih rastvorljivih
Secera je koncentrisana u pulpi ili Siri (grozdanom soku) (Blanch et al., 2011). Komina koja nije
fermentisala ima visok sadrzaj rastvorljivih Secera (37,6-77,5% SM), dok je sadrzaj SeCera u
fermentisanoj komini nizak i zavisi od fermentacionog procesa i ciljanih vina koja se proizvode (1,3-
4,6%) (Corbinetal., 2015; Deng et al., 2011; Llobera & Cafiellas, 2007). Prema dostupnim podacima,
sadrzaj glukoze u komini varira od 0,21 do 26,34%, dok sadrzaj fruktoze varira od 0,38-8,91%
(Antoni¢ et al., 2020). Pokazano je da fino samlevena komina Benitaka sorte grozda sadrzi znacajne
koli¢ine upravo glukoze i fruktoze (Sousa et al., 2014). Pokozica i semenka sadrze male koli¢ine
monosaharida (glukoza, fruktoza, galaktoza arabinoza, manoza itd.), disaharida i oligosaharida
(Bordiga et al., 2019; Imperio et al., 2021; Varandas et al., 2004). Medutim, na povrsini pokozice i
semenke, koje su odvojene od komine neposredno nakon presovanja grozda, zaostaju znacajne
koli¢ine rastvorljivih Secera (prvenstveno glukoze i fruktoze), zbog stalnog kontakta sa pulpom.
Koncentracija rastvorljivih Secera u fino samlevenom brasnu pokozica i semenki grozda izdvojenih
iz nefermentisanih komina je retko ispitivana. Medutim, koncentracija ovih Se¢era u komini, pokozici
i semenki nije zanemarljiva, jer utice na nutritivnu vrednost prehrambenih proizvoda koji su
obogaceni ovim konstituentima, §to zahteva njihovu analizu.

2.2.1.3. Proteini

Sadrzaj proteina u komini je varijabilan, u opsegu od 3,57% do 14,17%, (Antonic et al., 2020; Beres
et al., 2016; Deng et al., 2011; Karnopp, Margraf, et al., 2017; Llobera & Cafiellas, 2007), $to zavisi
od sorte grozda i sporednih proizvoda koji nastaju u proizvodnji vina (Coelho et al., 2020). Najcesce
su frakcionisani 1 ispitivani proteini semenke grozda, kori§¢enjem razli€itih elektroforetskih tehnika
i masene spektroskopije (Gazzola et al., 2014; Gianazza et al., 1989; Wu & Lu, 2004; Zhou et al.,
2010; Zhou et al., 2011). Glavni protein iz endosperma Vitis vinifera semenki je globulin (oko 400
kDa, nativna elektroforeza) (Gianazza et al., 1989). Medutim, novije studije su pokazale da frakcije
rastvorljive u solima (albumini i globulini) ¢ine ¢ak 58,4% ukupno ekstrahovanih proteina iz semenke
grozda (Gazzola et al., 2014). Albuminske frakcije semenki razli¢itih sorti grozda, analizirane SDS-
PAGE-om u neredukujuc¢im uslovima, su pokazale dominantnu polipeptidnu traku na 60kDa, dok je
dominantna traka globulinske frakcije na 40kDa (43 kDa). U redukujuc¢im uslovima kod obe frakcije
se identifikuju dominantne trake u opsegu od 31-45kDa i oko 25kDa (Gazzola et al., 2014; Zhou et
al., 2011). Proteini semenke grozda pokazuju dobra tehno-funkcionalna svojstva (rastvorljivost i
emulgujuca svojstva), §to omogucava njihovu primenu u formulaciji razli¢itih prehrambenih
proizvoda (Zhou et al., 2011).

2.2.1.4. Lipidi

Semenke grozda zavisno od sorte sadrze od 3,91 do 19,6% ulja (Baydar & Akkurt, 2001; Beres et al.,
2017; Fernandes et al., 2013; Gl et al., 2013; Lachman et al., 2015). Stoga je jasno zasto se
decenijama unazad semenka koristila za proizvodnju ulja, a ovaj vid primene je Siroko
komercijalizovan u nekim zemljama. Ulje semenki grozda dominantno sadrzi nezasi¢ene masne
kiseline, kao sto su linolna i oleinska masna kiselina (vise od 89%), zatim slede zasicene masne
kiseline (palmitinska i stearinska masna kiselina) (Fernandes et al., 2013; Lachman et al., 2015;
Lutterodt et al., 2011). Linolna masna kiselina je dominantna i njen sadrzaj varira od 60-78%, zatim
sledi oleinska kiselina sa udelom od 10-24%, palmitinska (5-9%) i stearinska (2-6%), dok su ostale
masne Kkiseline prisutne u tragovima (Beres et al., 2017; Fernandes et al., 2013; Lachman et al., 2015).
Treba napomenuti da je ulje semenki grozda deficitarno u sadrzaju w-3-masnih kiselina (Fernandes
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etal., 2013; Lachman etal., 2015). Masno-kiselinski profili ulja semenki internacionalnih sorti grozda
kao $to su Cabernet Sauvignon, Merlot, Muscat Hamburg i Riesling su intenzivno analizirani (Baydar
& Akkurt, 2001; Beveridge et al., 2005; Lachman et al., 2015; Mali¢anin et al., 2014; Szabo¢ et al.,
2021). Sa druge strane, poslednjih godina sve vise se analiziraju masno-kiselinski profili ulja semenki
autohtonih sorti grozda gajenih u Srbiji, kao $to su Prokupac i njegovi klonovi, Smederevka i Crna
Tamjanika (Dabetic et al., 2020; Milanovi¢ et al., 2021; Zduni¢ et al., 2019). Sva ova istrazivanja su
bazirana na optimizaciji i profilisanju ulja koje je ekstrahovano razli¢itim ekstrakcionim tehnikama
iz semenki grozda (Beveridge et al., 2005; Mali¢anin et al., 2014). Retke su studije koje imaju za cilj
primenu brasna semenki i komine u formulaciji prehrambenih proizvoda i procenu njihovog masno-
kiselinskog profila sa nutritivnog aspekta (Yi et al., 2009). Pokazano je da ulje semenki Prokupca
izdvojenih iz komine, ima manji sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina, visi sadrzaj zasi¢enih
masnih Kkiselina i najbolji antioksidativni kapacitet, u poredenju sa nekim internacionalnim sortama
(Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot noar i Gamay)(Milanovi¢ et al., 2021), $to podstice primenu
semenki od autohtonih sorti grozda i valorizaciju otpada iz vinske industrije. Pored navedenog, Yi et
al. (2009), su pokazali visok sadrzaj polinezasi¢enih masnih Kiselina, dobar PNMK/ZMK i ®-6/®-3
odnos, u uzorcima fino samlevenog brasna komine, koja se moze okarakterisati kao potencijalno
dobar suplement ishrani. Uzimajuéi u obzir predhodne Cinjenice, veoma je vazno definisati masno-
kiselinski profil brasna semenki i komine, jer njihovom inkorporacijom u prehrambene proizvode,
masne kiseline doprinose nutritivnoj vrednosti proizvoda, dok dominantno prisutne esencijalne
masne kiseline smanjuju rizik od brojnih bolesti (Wijendran & Hayes, 2004).

2.2.1.5. Vitamini

Komina, pokozica i semenka takode mogu biti dobar izvor nekih vitamina, kao $to su vitamin C, A i
E (Abdrabba & Hussein, 2015; Coelho et al., 2020; Dimou & Koutelidakis, 2016; Gémez-Mejia et
al., 2021). Vitamina C je predhodno potvrden u brasnu komine Beniteka grozda (26,25 mg/100g)
(Sousa et al., 2014), i pokozici sorte grozda Sultana (9,80 mg/100g) (Abdrabba & Hussein, 2015).
Tokoferoli (vitamin E) i tokotrienoli su nadeni u ulju izdvojenom iz komine i semenki grozda
(Fernandes et al., 2013; Gokturk Baydar et al., 2007). Pokazano je da ulja iz komine imaju znacajno
visi sadrzaj ukupnih i pojedinacnih tokoferola (a-; y-; i 8-tokoferol), od ulja izdvojenog iz semenke
(Goktirk Baydar et al., 2007). Sadrzaj a-tokoferola je potvrden u ulju izdvojenom iz semenki sorti
Cabernet Sauvignon, Merlot i Prokupac koje su gajene u Srbiji (Mali¢anin et al., 2014; Milanovi¢ et
al., 2021). Ukupni tokoferoli (0,17 mg/100g FW), a-tokoferol (0,05 mg/100g FW), i y-tokoferol
(0,119 mg/100g FW), su takode nadeni u brasnu semenki izdvojenih iz komine Albarino grozda
(Gomez-Mejia et al., 2021), sto dodatno doprinosi njihovoj funkcionalnosti.

2.2.1.6. Minerali

Sadrzaj minerala u komini grozda je jako varijabilan i zavisi od klimatskih uslova, vinogradarske
prakse, procesa proizvodnje vina i trajanja procesa maceracije. Literaturno prijavljene vrednosti za
sadrzaj minerala (pepela) u komini, pokozici i semenki su redom u rasponu od 0,9-7,0%, 0,42-1,3%,
i 0,33-3,8% (Abdrabba & Hussein, 2015; Coelho et al., 2020; Hanuaovsky et al., 2020). Kalijum,
kalciju, natrijum, fosfor, sumpor i magnezijum se najces¢e akumuliraju i lokalizuju u pokozici. Ovi
minerali su takode nadeni i u semenki samo u manjim koli¢inama (Abdrabba & Hussein, 2015;
Garcia-Lomillo & Gonzélez-SanJosé, 2017).

2.3. Komina i njeni konstituenti kao izvor fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju najbrojniju 1 Siroko rasprostranjenu grupu bioaktivnih molekula u
prirodnim proizvodima (voce, povrée, kakao, kafa, vino, ¢ajevi itd.)(Gharras, 2009). Poslednjih
godina, fenolna jedinjenja privlac¢e posebnu paznju naucnika Sirom sveta zbog svog pozitivnog uticaja
na zdravlje ljudi. Poznati fenomen ,,Francuski paradoks‘ najbolje pokazuje pozitivan uticaj fenolnih
jedinjenja iz vina i njihov efikasan kardioprotektivni efekat (Xia et al., 2013).
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Fenolna jedinjenja poseduju zajedni¢u hemijsku strukturu, koja se sastoji od jednog ili vise
aromati¢nih prstenova koji su supstituisani najées$¢e hidroksilnim ili nekim drugim grupama. Ova
jedinjenja se najcesce sintetiSu kroz fenilpropanoid metabolizam koji ukljucuje prisustvo prekursora
koji se sintetiSu kroz dva metabolicka puta: put Sikiminske Kiseline (odgovoran za produkciju
prekursora za veéinu fenolnih jedinjenja) i put malonske kiseline. Polimerna fenolna jedinjenja
nastaju iz fenolnih (polifenolnih) monomera. Na primer, u sintezi hidrolizabilnih tanina ucestvuju
hidroksibenzoeve kiseline (galna i elaginska), dok pro(anto)cijanidini nastaju kondenzacijom flavan-
3-ola. Postoji vise od 8000 razli¢itih fenolnih jedinjenja, koja se mogu Kklasifikovati u dve
karakteristi¢ne grupe: flavonoidi i neflavonoidi (fenolne kiseline, tanini, kumarini, lignani i stilbeni)
(Alara et al., 2021; De la Rosa et al., 2019). Grozde predstavlja znac¢ajan izvor fenolnih jedinjenja,
koja su najcesce lokalizovana u pokozici (28-35%), semenki (60-70%) i peteljki, dok je njihov udeo
u pulpi znac¢ajno manji i ne prelazi 10% (Godevac et al., 2010; Panteli¢ et al., 2016). Medutim, sadrzaj
fenolnih jednjenja u grozdu je varijabilan i zavisi od vise faktora kao $to su sorta grozda, sastav
zemljista, klimatski uslovi, vinogradarska praksa, geografsko poreklo, faza zrelosti, godina
proizvodnje, potencijalne gljivi¢ne infekcije itd., (Garrido & Borges, 2013; Mitic et al., 2012).

U toku procesa proizvodnje vina se stvara velika koili¢ina sporednih proizvoda (komina, semenka,
pokozica i stabljika), koji se mogu koristiti kao bogat izvor visoko vrednih fenolnih jedinjenja. Ova
jedinjenja poseduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao $to su antioksidativna, anti-kancerogena,
anti-inflamatorna, kardioprotektivna aktivnost (Lei et al., 2020; Unusan, 2020; Yu & Ahmedna,
2013). Pored brojnih ekoloskih pitanja, potencijalna upotreba sporednih proizvoda vinske industrije
daje moguénost poboljSanja kvaliteta prehrambenih proizvoda i iskorisé¢enja visoko vrednih fenolnih
jedinjenja (Beres et al., 2017; Muhlack et al., 2018). Predpostavlja se da oko 70% ukupnih fenolnih
jedinjenja zaostaje u komini grozda nakon procesuiranja, dok najveéi deo ekstraktibilnih fenolnih
jedinjenja potice iz semenke koja ¢ini od 38-52% sporednih proizvoda vinske industrije (Beres et al.,
2017). Semenka sadrzi znacajnu koli¢inu flavan-3-ola, pro(anto)cijanidina i fenolnih kiselina (Di
Lecce et al., 2014; Godevac et al., 2010), pokozica dominantno sadrZzi flavonole i antocijane (Panteli¢
etal., 2016; Pérez Navarro et al., 2019; Sukovi¢ et al., 2020), dok peteljka dominantno sadrzi stilbene
i pro(anto)cijanidine (Anastasiadi et al., 2012) (Tabela 1P). Pokozica belih sorti grozda sadrzi
znacajno manje fenolnih jedinjenja u poredenju sa pokozicom crvenih sorti grozda, jer ne sadrzi
antocijane. Medutim, komina od belih sorti grozda je Cesto izloZena kratkoj maceraciji usled cega
vecina rastvorljivih polifenola i fenolnih kiselina ostaje zadrzana u komini, dok se komina od crvenih
sorti grozda konstantno oro$ava tokom fermentacije pri ¢emu dolazi do konstantne ekstrakcije
antocijana i drugih fenolnih jedinjenja iz pokozice (Coelho et al., 2020; Venkitasamy et al., 2019).

2.3.1. Fenolne kiseline i stilbeni

Fenolne kiseline sadrze fenolni prsten koji je supstituisan sa karboksilnom grupom ili bo¢nim
ugljovodoni¢nim nizom na ¢ijem se kraju nalazi karboksilna grupa, kao i sa jednom ili vise hidroksi
i/ili metoksi grupa. Zavisno od strukture bo¢nog ugljovodoni¢nog niza, fenolne kiseline se mogu
podeliti u dve grupe: hidroksibenzoeve kiseline (derivati benzoeve kiseline, Ce-C1) i hidroksicimetne
kiseline (derivati cimetne kiseline, C¢-C1) (De la Rosa et al., 2019). Fenolne kiseline detektovane u
semenki, pokozici, peteljki i komini najée$ce egzistiraju u slobodnom ili konjugovanom obliku sa
monosaharidima (najc¢esce sa glukozom) i/ili kiselinama (kvinskom ili vinskom kiselinom)(Garrido
& Borges, 2013). Strukturne formule nekih fenolnih kiselina i njihovih derivata nadenih u komini,
pokozici, semenki i peteljki prikazane su na slici 2.3. p-Hidroksibenzoeve kiseline (u daljem tekstu
hidroksibenzoeve kiseline) detektovane u komini i njenim konstituentima su p-hidroksibenzoeva
kiselina, protokatehinska kiselina, gentizinska kiselina, galna kiselina, kvinska kiselina, vanilinska
kiselina, siringinska Kiselina i njihovi derivati (dimerne forme, metil/etil estri, glikozidi) (Tabela 1P).
Galna kiselina je dominantno kvantifikovana fenolna kiselina u semenkama autohtonih i
internacionalnih sorti grozda gajenih u Srbiji (Dabeti¢ et al., 2020; Godevac et al., 2010; Mandic¢ et
al., 2008; Nati¢ et al., 2021; Panteli¢ et al., 2016). Semenke izdvojene iz komine belih sorti grozda
imaju dominantan sadrZaj galne i protokatehinske kiseline (Kammerer et al., 2004), dok su metil i etil
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estri fenolnih kiselina, prvenstveno etil- i metil-galat identifikovani kod uzoraka komine i semenki
koje su prosle proces fermentacije (Lingua et al., 2016). Elaginska kiselina (dimerni derivat galne
kiseline) obi¢no nastaje tokom starenja vina i moze biti marker zrelosti (odlezavanja) vina u barik
buradima (Garrido & Borges, 2013), medutim ova kiselina i/ili njeni glukozidi su takode
kvantifikovani u komini (196-1040 mg/kg SM), semenki i pokozici grozda (Pasini Deolindo et al.,
2019; Pintaé et al., 2018; Sukovié et al., 2020). Visoka koncentracija elaginske kiseline nadena je u
semenki autohtone sorte Prokupac (Godevac et al., 2010; Panteli¢ et al., 2016) i njegovim klonovima
(Zduni¢ et al., 2019). Pored navedenog, galna i elaginska kiselina su gradivne jedinice hidrolizabilnih
galotanina i elagitanina (Garrido & Borges, 2013).

COOH R,=H; R,=H: p-kumarna kiselina
S R,=0H; R,=H; kofeinska kiselina
R;=0CH;; R,=H; ferulinska kiselina
R,= OCH;; R,= OCHy; sinapinska kiselina

COOH
Ry Ra R (e{0]0)

X

OH OH

HO HOOC

R=H; p-kumaroilvinska kiselina (kutarna kiselina)
R=0H: kafeoilvinska kiselina (kajtarna kiselina)
R=0CHS;; feruioilvinska kiselina (fertarna kiselina)

R,=H; R,=H; p-hidroksibengoeva kiselina (OOH

R,=0H; R,=H: protokatehinska kiselina

R;=0CH;; R,=H; vanilinska kiselina

R,=0H: R,=0H; galna kiselina

R,= OCH,; R,= OCHy; siringinska kiselina Ry R,
OH

elaginska
kiselina

Slika 2.3. Strukturne formule nekih fenolnih kiselina i njihovih derivata nadenih u komini, pokozici, semenki i peteljki

Hidroksicimetne kiseline su veoma zastupljena grupa fenolnih jedinjenja u komini, semenki,
pokozici i peteljki (Tabela 1P). Glavni predstavnici ove grupe su: cimetna kiselina, p-kumarna
kiselina, kofeinska kiselina, (trans) ferulinska kiselina i sinapinska kiselina. Ove fenolne kiseline se
najcesce estarski vezuju za Secere, kvinsku ili vinsku kiselinu. Najcesce su detektovani njihovi estri
sa vinskom kiselinom (diestri), kao $to su cis/trans izomerne forme fertarne kiseline (feruloilvinska
kiselina), kaftarne kiseline (kofeoilvinska kiselina) i kutarne kiseline (kumaroilvinska kiselina), koje
-najéesce egzistiraju u pokozici i komini (Di Lecce et al., 2014; Ji et al., 2015; José Jara-Palacios et
al., 2014; Kammerer et al., 2004; Lingua et al., 2016; Perestrelo et al., 2012; Pérez Navarro et al.,
2019; Sukovié et al., 2020). Znacajno prisustvo hidroksicimetnih estara vinske kiseline u pokozici je
verovatno zbog ostataka pulpe, posto su ovi derivati najvise koncentrisani u pulpi (Kammerer et al.,
2004). Ciklizacijom cis-2-hidroksicimetne kiseline i njenih derivata nastaju laktoni poznatiji kao
kumarini (Garrido & Borges, 2013). U komini, semenki i pokozici Cabernet Sauvignon-a, Merlot-a,
Riesling-a i Prokupac-a detektovan je kumarin eskuletin i njegov glikozid eskulin (Panteli¢ et al.,
2016; Pintac et al., 2018). Eskuletin nastaje ciklizacijom kofeinske kiseline.



Stilbeni (CsC2Cs) se sastoje od dva aromaticna prstena koji su povezani etenskim mostom.
Najpoznatiji stilben je resveratrol i njegov glikozid piceid, koji mogu biti u cis i trans obliku, i kao
takvi egzistiraju u komini, semenki, pokozici i peteljki (Anastasiadi et al., 2012; Di Lecce et al., 2014;
Katalini¢ et al., 2010; Perestrelo et al., 2012; Pérez Navarro et al., 2019; Sukovié et al., 2020)(Tabela
1P). Vece koncentracije cis-resveratrola su pronadene u vinu, dok se u grozdu ovaj oblik resveratrola
nalazi u tragovima (Garrido & Borges, 2013). U semenki i pokoZici grozda su identifikovani dimer,
trimer i tetramer resveratrola (Sukovié et al., 2020). Oligomerno-oksidacioni oblici resveratrola,
poznatiji kao viniferini (uglavnom €-viniferin) su dominantno prisutni u peteljki grozda (Anastasiadi
et al., 2012; Ferreyra, Bottini, et al., 2021; Leal et al., 2020; Quero et al., 2021).

2.3.2. Flavonoidi

Flavonoidi imaju zajednicki fenilbenzopiran skelet (CsC3Cs), koji se sastoji od dva aromati¢na
prstena A i B, koji su spojeni preko heterocikli¢énog piran (pirilijum) prstena C (kondenzovan preko
kiseoni¢nog mosta) (Slika 2.4). Razlikuju se Sest klasa flavonoida: flavonoli, flavoni, flavan-3-oli,
flavanoni, antocijanidini i izoflavoni. Ova podela flavonoida je na osnovu razlike u strukturi, koja
ukljucuje raspored hidroksi i/ili metoksi supstituenata i polozaja dvostruke veze. Prsten C ne mora
uvek biti u obliku heterocikli¢énog prstena, ve¢ moze biti i otvoren niz, §to predstavlja zasebnu grupu
flavonoida koji se nazivaju halkoni (Bravo & Mateos, 2008; De la Rosa et al., 2019). Flavonoidi u
komini, pokozici i semenki najcesce egzistiraju u formi glikozida, pri ¢emu formiraju O-glikozide sa
monosaharidima ili disaharidima. Prema literaturnim podacima, semenka sadrzi znacajno veéu
koncentraciju flavonoida u poredenju sa pokozicom (Di Lecce et al., 2014; Panteli¢ et al., 2016).

Flavan-3-oli u svojoj strukturi nemaju dvostruku vezu izmedu C i C3 atoma, nemaju okso grupu na
Csatomu i sadrze supstituisanu OH grupu na Csz atomu (C prsten) (De la Rosa et al., 2019). Monomeri,
dimeri, oligomeri i polimeri flavan-3-ola su dominantna fenolna jedinjenja u semenki grozda, ali se
mogu naci i u pokozici, peteljki i komini (Tabela 1P). Flavan-3-oli su ¢esto spojeni sa galatima, dok
se retko mogu naci u formi glikozida (Garrido & Borges, 2013). Glavni predstavnici flavan-3-ola koji
su nadeni u semenkama su katehin, (epi)katehin (stereoizomer katehina), galokatehin, epigalokatehin
(sterecizomer galokatehina) i njihovi galati (Luo et al., 2017; Panteli¢ et al., 2016). Oligomerni
flavan-3-oli se nazivaju procijanidini ili proantocijanidini, dok se polimerne forme nazivaju
kondenzovani tanini (De la Rosa et al., 2019). U komini i njenim konstituentima, prvenstveno
semenki dominantno su potvrdeni dimeri, trimeri i tetrameri (B-tip) procijanidina (B1, B2, B3, B4,
B5, B7 i C1) koji se sastoje od monomernih flavan-3-ola spojenih jednom C-C vezom, zatim (A tip)
procijanidina kod kojih su monomerne jedinice flavan-3-ola spojene sa dve C-C veze, i procijanidin
galati (Curko et al., 2014; Godevac et al., 2010; José Jara-Palacios et al., 2014; Mandi¢ et al., 2008;
Pérez Navarro et al., 2019; Rodriguez Montealegre et al., 2006).

Flavonoli ili 3-hidroksiflavoni zajedno sa antocijanima i flavan-3-olima ¢ine dominantno prisutna
fenolna jedinjenja u komini, pokozici i semenki grozda. Flavonoli su uglavnom lokalizovani u
pokozici i to najcesée u obliku 3-O-glikozida, ili rede u formi 7-O-glikozida i aglikona. Najéesce
identifikivani flavonoli su kvercetin, miricetin, izoramnetin, siringetin, laricitrin, kampferol,
taksifolin, i njihovi glikozidi (najéeSc¢e su vezani sa glukozom, galaktozom, ramnozom i arabinozom),
dikglikozidi i heksuronidi (najéesc¢e glukuronid) (Lingua et al., 2016; Luo et al., 2017; Pinta¢ et al.,
2018) (Tabela 1P). Pored navedenih formi flavonola, kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) i kampferol-3-
O-rutinozid su detektovani u semenki, pokozici, peteljki i komini (Tahmaz et al., 2021), dok su u
pokozici detektovani i neki kompleksni kumaroil derivati siringetina i kampferola (Ji et al., 2015).
Kvercetin i njegovi derivati su dominantno pronadeni flavonoli u pokozici internacionalnih (Merolt,
Cabernet Sauvignon, Rieling) i autohtonih sorti grozda (Smederevka, Prokupac i Crna Tamjanika)
(Dabeti¢ et al., 2020; Ivanova et al., 2011; Kammerer et al., 2004; Panteli¢ et al., 2016; Rodriguez
Montealegre et al., 2006).
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R,=0H; R,=H; kvercetin
R,=H; R,=H; kampferol
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R,=0H; R;=H; procijanidin B3
R,=H: R,=0H.; procijanidin B4

Slika 2.4. Strukturne formule flavonola, flavan-3-ola, pro(anto)cijanidina, antocijana i antocijan derivata nadenih u
komini, semenki, pokozici ili peteljki grozda

Antocijanidini ili derivati 2-fenilbenzopirilijuma (flavilijum katjon), su bezbojni i nestabilni
molekuli, koji se u prirodi retko nalaze u aglikonskoj formi. U pokozici grozda je identifikovano Sest
antocijanidina (cijanidin, peonidin, delfinidin, pelargonidin, petunidin i malvidin), koji se najcesce
nalaze u formi glikozida (antocijani). Antocijani imaju veéu stabilnost i bolju rastvorljivost, u
poredenju sa antocijanidinima (De la Rosa et al., 2019; Garrido & Borges, 2013). Antocijani su
naj¢esce nadeni u formi antocijanidin-3-O-monoglukozida ili 3,5-O-diglukozida; medutim, Secerni
ostaci mogu biti i galaktoza, ramnoza, arabinoza, ramnozilglukoza, glukozilglukoza (soforoza) i
ksilozilglukoza (sambubioza) (Tabela 1P). Antocijani su odgovorni za boju pokoZice grozda, pre svih
derivati malvidina koji su dominantni u pokozicama crnih sorti grozda iz vrste Vitis vinifera.
Medutim, antocijani su jako osetljivi na visoke temperature, prisustvo kiseonika i promenu pH
sredine, usled ¢ega podlezu, degradaciji, strukturnoj transformaciji ili menjaju boju. Dominantno
prisustvo malvidin-3-O-glukozida i peonidin-3-O-glukozida je potvrdeno u sortama grozda Cabernet
Sauvignon, Merlot, Muscat Hamburg i Prokupac (Lorrain et al., 2011; Mitic et al., 2012). Antocijani
se takode akumuliraju u liS¢u vinove loze tokom starenja i pulpi nekih specifi¢nih ,,bojadiser sorti
grozda. Pored navedenog, u pokozici grozda se ¢esto mogu naci razli€iti acetil, kofeoil i kumaroil
derivati antocijana, kao i piroantocijani koji nastaju kondenzacijom antocijana sa piruvatom i
acetaldehidom (vitisin A i B)(Fraige et al., 2014; Lingua et al., 2016; Panteli¢ et al., 2016; Pérez
Navarro et al., 2019; Sukovi¢ et al., 2020). Antocijanski profil je relativno ustaljen za svaku sortu
grozda i zavisi od porekla i vrste vinove loze, stepena zrelosti i vremenskih uslova (Obreque et al.,
2013), dok koncentracije antocijana mogu znacajno da variraju i zavise od godine berbe, ekoloskih i
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agronomskih faktora (Bindon et al., 2011; Garrido & Borges, 2013). Koli¢ina antocijana u komini je
varijabilna i zavisi od tehnoloSkog procesa, sorte grozda, trajanja i uslova vinifikacije (Bindon et al.,
2011).

Flavanoni i flavoni nisu karakteristi¢cne komponente nadene u grozdu i komini. Medutim, neki
flavanoni (naringenin, hesperetin, eriodiktiol i njihovi glukozidi) i flavoni (apigenin, luteolin i njihovi
7-O-glukozidi) su u malim koli¢inama detektovani u semenki, pokozici i komini (Tabela 1P)(Panteli¢
et al., 2016; Perestrelo et al., 2012; Pinta¢ et al., 2018).

2.3.3. Procesuiranje komine i ekstrakcija fenolnih jedinjenja

Sveza komina ima visok sadrzaj vode, koji varira zavisno od porekla komine i primenjenog pritiska
tokom presovanja. Medutim, visok sadrzaj vode ograni¢ava naknadnu primenu komine, jer negativno
uti¢e na njenu hemijsku, mikrobioloSku i enzimsku stabilnost (Garcia-Lomillo & Gonzélez-SanJosé,
2017). Ovo je jako vazno, jer se u kratkom vremenskom periodu generi$u velike koli¢ine komine,
koju je potrebno preraditi i procesuirati, kako bi se sprecila degradacija i obezbedila dalja valorizacija
komine. Do sada su najcesce koris¢eni razliCiti konzervansi (metabisulfiti i benzoati) i njihova
kombinacija sa y-zracenjem kako bi se odrzao sadrzaj antocijana i produzio rok trajanja komine
(Augustine et al., 2013; Ayed et al., 1999). Sve vise se ispituju i koriste razli¢ite metode susenja
(susenje toplim vazduhom ili liofilizacija) za procesuiranje komine (Garcia-Lomillo & Gonzélez-
SanJosé, 2017; Hogervorst et al., 2017; Larrauri et al., 1997; Planini¢ et al., 2015; Tseng & Zhao,
2012). Pokazano je da liofilisani uzorci komine i pokozice imaju visi sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja, antocijana i flavonola u poredenju sa uzorcima koji su dehidrisani u konvencijalnoj i
vakumu susnici (Tseng & Zhao, 2012). Medutim, pokazano je da liofilisani uzorci komine imaju
najvece gubitke tokom skladiStenja, $to se pripisuje njihovoj poroznoj strukturi koja povecava kontakt
sa vazduhom i doprinosi oksidaciji fenolnih jedinjenja (Garcia-Lomillo & Gonzélez-SanJosé, 2017;
Tseng & Zhao, 2012). Suprotno predhodnom istrazivanju, Larrauri et al. (1997) nisu nasli znac¢ajnu
razliku u sadrzaju ekstraktibilnih fenolnih jedinjenja i kondenzovanih tanina za pokozicu koja je
liofilisana i suSena u su$nici na 60°C, a znacajno smanjenje fenolnih jedinjenja je tek primeéeno u
uzorcima komine koji su suSeni na 100°C i 140°C. Ispitujuci efekat temperature i vreme susenja na
prinos ekstraktibilnih fenolnih jedinjenja, Planini¢ et al. (2015) su pokazali da susenje komine na
70°C, 90min daje najbolje rezultate. Treba napomenuti da je liofilizacija jako skup postupak i ¢esto
nije pogodna tehnika za procesuiranje velike koli¢ine komine (Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJosé,
2017). Vecina ovih istrazivanja ima preliminarni karakter i baziran je na proceni uticaja razlicitih
tretmana kroz spektrofotometrijsku analizu ciljanih klasa fenolnih jedinjenja. Uticaj liofilizacije i
susenja toplim vazduhom na sadrzaj pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u komini i njenim
konstituentima nije do sada analiziran.

Ekstrakcija, izolacija, karakterizacija i kvantifikacija predstavlja sledec¢i korak u iskoris¢enju komine
i visoko vrednih fenolnih jedinjenja (Fontana et al., 2013). Brojna istrazivanja Su bazirana na
ekstrakciji, valorizaciji i primeni fenolnih jedinjenja iz komine i njenih konstituenata (Fontana et al.,
2013; Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJosé, 2017), $to predstavlja jednu od inovativnih strategija za
iskoris¢enje otpada (LOpez-Belchi et al., 2021). Tehnike ekstrakcije su dosta istrazivane poslednjih
godina, kako bi se dobile dovoljne koli¢ine fenolnih jedinjenja za njihovu potencijalnu
komercijalizaciju (Galanakis, 2012). 1zbor ekstrakcije zavisi od kvalitativnog i kvantitativnog sastava
ekstrakta, biljnog materijala i fiziko-hemijskih svojstava jedinjenja koja se ekstrahuju (rastvorljivost,
polarnost, hidrofobnost i termicka stabilnost) (Coelho et al., 2020; Hogervorst et al., 2017). Ne postoji
standardni metod ekstrakcije, ali se za ekstrakciju fenolnih jedinjenja iz komine, semenke, pokoZice
i peteljke najcesce koristi ¢vrsto-tecna ekstrakcija, pracena mehanickim mesanjem ili koris¢enjem
ultrazvuka (Alara et al., 2021; Coelho et al., 2020; Fontana et al., 2013; Ilyas et al., 2021) (Tabela
1P). Cvrsto-tena ekstrakcija se zasniva na kontaktu &vrstog matriksa sa ekstrakcionim sredstvom,
pri ¢emu dolazi do migracije rastvorljivih molekula (transporta mase) iz ¢vrstog materijala (Coelho
etal., 2020; Fontana et al., 2013). Efikasnost ekstrakcije se moze poboljsati i kontrolisati promenama
u gradijentu koncentracije, koeficijentu difuzije ili graniénom sloju, ili izborom adekvatnih
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eksperimentalnih prametara kao §to su temperatura, vreme ekstrakcije, pH vrednost, odnos ¢vrstog
materijala i ekstrakcionog sredstva, veli¢ina Cestica, meSanje i polarnost rastvarac¢a (Coelho et al.,
2020; Fontana et al., 2013; Hogervorst et al., 2017; Pinelo et al., 2005). Metanol, etanol, aceton i
voda su najéeSce kori$¢eni za ekstrakciju fenolnih jeidnjenja iz komine i njenih konstituenata (Pinelo
et al., 2005; Spigno et al., 2007). Medutim, efikasnost ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz semenke i
pokozice je bolja u polarnim voda-alkohol rastvorima (vodeni rastvori metanola, etanola) i vodenim
rastvorima acetona, zbog polarne prirodne ovih molekula (Kallithraka et al., 1995; Yilmaz & Toledo,
2006). Spigno et al. (2007) su pokazali da je povecanje koncentracija fenolnih jedinjenja u ekstraktu
pokozice crne sorte grozda Barbera posledica povecanja udela vode u etanolu (od 10% do 60%), pri
¢emu je 50% etanol oznacen kao optimalno ekstrakciono sredstvo. Etanol je dostupano i jeftino
ekstrakciono sredstvo, ima GRAS status i pozeljniji je u slucaju kasnijeg koris¢enja ekstrakta u
prehrambenoj industriji (Fontana et al., 2013). Sa druge strane, metanol (100%, 80% ili 50% metanol)
se pokazao kao najbolje ekstrakciono sredstvo za antocijane iz komine (Pinta¢ et al., 2018) i
monomerne flavan-3-ole iz semenke (Kallithraka et al., 1995). Pinta¢ et al. (2018) predlazu 80%
metanol kao najbolju opciju u industriji ako se zeli visok prinos fenolnih jedinjenja iz komine.
Medutim, eckstrakti koji se dalje koriste u prehrambenoj industriji Cesto zahtevaju dodatno
procesuiranje, uparavanje na vakum uparivacu kako bi se uklonio alkoholni ekstrakcioni agens i
finalnu rekonstituciju u vodi. Vreme ekstrakcije, temperatura i pH ekstrakcionog sredstva su jako
bitni parametri koji utiCu na stabilnost, iskoris¢enje i efikasnosti ekstrakcije fenolnih jedinjenja iz
komine (Fontana et al., 2013; Vatai et al., 2009). Pokazano je da temperatura ekstrakcije na 60°C i
primena ,,zakiseljenih® ekstrakcionih medijuma (najces¢e sadrze od 0,1 do 1% HCI) uti¢u na
povecanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja i antocijana u ekstraktu pokozice grozda (Vatai et al.,
2009). Vecina fenolnih jedinjenja se izvlaci iz matriksa ekstrakcijom u dva koraka, dok se primenom
ekstrakcije u tri koraka najc¢esce postize neznatno povecanje u sadrzaju fenolnih jedinjenja (Fontana
et al., 2013). Za ekstrakciju vezanih fenolnih jedinjenja neophodno je primeniti alkalnu, kiselu ili
enzimsku hidrolizu. Poslednjih godina se sve viSe analiziraju napredne ekstrakcione tehnike, kao Sto
su mikrotalasna ekstrakcija, superkriticna CO> ekstrakcija, ekstrakcija toplom vodom pod pritiskom,
ekstrakcija primenom pulsnog elektri¢nog polja i visoko-naponskog elektri¢nog praznjenja (Alara et
al., 2021; Coelho et al., 2020; Fontana et al., 2013; Ilyas et al., 2021). Medutim, navedene tehnike Su
jo$ u fazi razvoja ili se primenjuju na laboratorijskom nivou, zahtevaju visoke troskove odrzavanja,
stru¢ni kadar i jo§ uvek nije detaljno ispitana bezbednost primene dobijenih ekstrakata (Coelho et al.,
2020; Fontana et al., 2013). Nedostaci ekstrakcije ¢vrsto-te¢no su velika potro$nja ekstrakcionog
sredstva i energije, medutim ovaj tip ekstrakcije je moguée primeniti u industriji, iako je njegova
trenutna ,,scale-up* primena minimalna (Coelho et al., 2020).

2.3.4. Analiticke metode u karakterizaciji fenolnih jedinjenja

U analizi fenolnih jedinjenja se najvise koriste razlicite spektrofotometrijske metode, koje su
razvijene sa ciljem da se odredi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, sadrzaj razli¢itih klasa fenolnih
jedinjenja (ukupni flavonoidi, ukupni antocijani, ukupni flavonoli) i antioksidativna aktivnost
dobijenih ekstrakata. Ove metode su bazirane na razli¢itim principima i koriste se za odredivanje
razli¢itih supstituisanih grupa koje su sastavni deo fenolnih molekula (Fontana et al., 2013). Medutim,
pomenute metode nisu specificne samo za fenolna jedinjenja i Cesto daju Sirok spektar informacija o
analiziranim ekstraktima. 1z navedenog razloga, ekstrakte je neophodno dodatno analizirati
koriS¢enjem razli¢itih hromatografskih tehnika kako bi se postigla preciznija identifikacija i
kvantifikacija pojedina¢nih fenolnih jedinjenja.

Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja je esto polazni metodoloski
pristup u karakterizaciji ekstrakata dobijenih iz komine, semenke, pokozice ili peteljke, jer daje
korisne informacije o relativnom sastavu uzorka. Postoji viSe metoda koje se koriste, medutim
najce$cée se primenjuje kolorimetrijski metod, poznatiji kao Folin-Ciocalteu-ov test (Gulgin, 2012).
Dobijeni podaci za ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i in vitro antioksidativnu aktivnost, se mogu
uspesno iskoristiti za procenu bioloSke aktivnosti ekstrakata komine i njenih konstituenta. Medutim,
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u slucaju visekomponentnih uzoraka F-C reagens se moze redukovati i drugim nefenolnim
jedinjenjima (proteini, aminokiseline, Seceri), $to daje prividno vecu koncentraciju ukupnih fenolnih
jedinjenja (Gulgin, 2012; Prior et al., 2005). Kod multikomponentnih uzoraka, ova metoda meri
njihov ukupan redukcioni kapacitet (Huang et al., 2005).

Zbog kompleksne prirode dobijenih uzoraka, sve je veéi fokus na primeni visoko osetljivih i
selektivnih analiti¢kih metoda za karakterizaciju fenolnih ekstrakata iz komine i njenih konstituenata.
Zbog polarne prirode fenolnih jedinjenja iz komine, naj¢e$¢e koriS¢ena analiticka tehnika za
karakterizaciju i kvantifikaciju fenolnih jedinjenja je te¢na hromatografija (Separaciona metoda),
preciznije te¢na hromatografija visokih performansi (HPLC) i ultra-efikasna te¢na hromatografija
(UHPLC) (Fontana et al., 2013). Odabir adekvatne kolone, sistema rastvaraca, primena
odgovarajuceg detektora i dostupnost standarda, daje moguénost za razdvajanje, detekciju i
kvantifikaciju pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u ekstraktima. Najc¢esce koriS¢eni detektori u analizi
fenolnih jedinjenja grozda, komine, semenke, pokozice i peteljke su DAD (dioda ili photodiode array
detector), fluoroscentni detektor (fluorescence detector) i maseni detektor (MS ili tandem MS/MS
detektor) (Tabela 1P). HPLC-DAD tehnika se pokazala kao efikasna u analizi fenolnih jedinjenja,
medutim ova tehnika ima Cesto ograni¢enu primenu kod kompleksnih ekstrakata koji sadrze
strukturno sli¢na fenolna jedinjenja, sto moze dovesti do pogresne analize pikova (Fontana et al.,
2013). Primena HPLC-MS tehnike u analizi fenolnih ekstrakata doprinosi pobolj$anoj identifikaciji i
strukturnoj karakterizaciji pojedina¢nih fenolnih jedinjenja. Primena tandem MS/MS detektora daje
moguénost utvrdivanja hemijskih struktura i identifikaciju nepoznatih jedinjenja u analiziranim
ekstraktima pokozica i semenki grozda (Drosou et al., 2015; Ji et al., 2015; Pérez Navarro et al.,
2019). Poslednjih godina se sve vise koriste triplekvadrupol (Di Lecce et al., 2014; Luo et al., 2017,
Natic¢ et al., 2021; Panteli¢ et al., 2016), ion trap (MS") (Perestrelo et al., 2012; Rockenbach et al.,
2012), ToF (time of flight) (Di Lecce et al., 2014) i OrbiTrap (Nati¢ et al., 2021; Sukovié et al., 2020)
maseni analizatori za identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih jedinjenja u semenki, pulpi, pokozici i
komini grozda.

Vecina predhodnih istrazivanja je fokusirana na karakterizaciji komina regionalno vaznih i
dominantno uzgajanih sorti grozda, iz Argentine (Antoniolli et al., 2015), Nemacke (Kammerer et
al., 2004), SAD (Deng et al., 2011), Brazila (Ribeiro et al., 2015; Rockenbach et al., 2012), Portugala
(Oliveira et al., 2015; Peixoto et al., 2018), Gr¢ke (Anastasiadi et al., 2012; Drosou et al., 2015);
Francuske (Ky et al., 2014), i Srbije (Pinta¢ et al., 2018). Ove studije na regionalno vaznim i $iroko
uzgajanim sortama grozda su pokazale dominantno prisustvo antocijanidin-3-O-glikozida u
pokozicama crvenih sorti grozda, flavan-3-ola i proantocijanidina u semenkama, i stilbena u
peteljkama grozda. Uprkos ¢injenici da su fenolni ekstrakti komina brojnih sorti grozda vec
okarakterisani, komine vecine autohtonih sorti jo§ uvek nisu detaljno analizirane, kao $to su komine
Prokupca ili Tamjanike. Ove dve sorte grozda su najpoznatije i Siroko gajene autohtone sorte u Zupi,
poznatom vinskom regionu u centralnoj Srbiji (Zduni¢ et al., 2019). Predhodno je pokazano da
semenka Prokupca ima najveci sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC) u poredenju sa semenkama
drugih crnih (Caberne Sauvignon, Merlot, Caberne Franc, Sangiovese, Shiraz) i belih (Riesling,
Chardonnay, Sauvignon Blanc, Welschriesling, Pinot Gris, Petra) sorti grozda (Panteli¢ et al., 2016).
Fenolni profili nekih autohtonih sorti grozda (pokozica, semenka i pulpa), kao $to su Prokupac,
Smederevka, Bagrina, Zupljanka, Zaginak, Crna Tamjanika, Vranac, predhodno su publikovani
(Dabeti¢ et al., 2020; Mitic et al., 2012; Nati¢ et al., 2021; Panteli¢ et al., 2016; Zduni¢ et al., 2019),
medutim jo§ uvek nedostaje detaljna UHPLC-LTQ Orbitrap karakterizacija fenolnih jedinjenja
fermentisane i nefermentisane komine od navedenih autohtonih sorti.

2.3.5. Funkcionalna svojstva i bioloska aktivnost fenolnih jedinjenja komine i njenih konstituenata

Brojna bioaktivna jedinjenja imaju zastitini efekat protiv Stetnih nus-proizvoda oksidativnog

v e

2013). Ove reaktivne vrste nastale tokom normalnih fizioloskih reakcija u organizmu su sposobne da
egzistiraju nazavisno i podsti¢u oksidativne lancane reakcije koje mogu dovesti do ozbiljnih problema
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na c¢elijskom nivou (Gulgin, 2012; Power et al., 2013). ROS u fizioloskim koncetracijama je
neophodan za normalno funkcionisanje ¢elije. Medutim, ve¢e ROS koncentracije mogu da izazovu
ostecenje proteina, lipida, nukleinskih kiselina i DNK, §to stimuliSe nastajanje lan¢anih slobodno
radikalskih reakcija i mutacija (Gulgin, 2012). U organizmu mogu nastati i druge toksi¢ne
neradikalske ROS vrste, kao $to su vodonik peroksid (H202), hipohloriti, peroksinitriti ili singletni
kiseonik (*O). Vodonik peroksid nastaje u organizmu kao nus-produkt oksidativnog metabolizma od
superoksid radikal anjona (O2™). Preko Fentonove reakcije u prisustvu jona metala se generisu OH
radikali (OH"), koji su poznati kao najreaktivniji kiseoni¢ni radikali koji mogu ostetiti biomolekule
(Gillgin, 2012). Ovaj molekul moze lako da difunduje izmedu ¢elija i moze da ucestvuje u transdukciji
signala koji reguliSu ekspresiju gena (Gulgin, 2012).

Hrana i biljni ekstrakti su dobar izvor razli¢itih bioaktivnih molekula (fenolna jedinjenja, vitamini,
karotenoidi) koji poseduju potencijalno dobru antioksidativnu i antiradikalsku aktivnost.
Antioksidativna aktivnost fenolnih kiselina i njihovih derivata zavisi od: (1) broja i polozaja
supstisuisanih hidroksilnih grupa; (2) prisustva drugih supstituenata i njihovog polozaja u odnosu na
OH grupu(e) (Rice-Evans et al., 1996; Sroka & Cisowski, 2003). Pokazano je da derivati
hidroksicimetne Kiseline imaju veci antioksidativni kapacitet u poredenju sa derivatima
hidroksibenzoeve kiseline. Medutim, aktivnost ovih derivata u okviru klase zavisi od polozaja (0, m
ili p) hidroksilne grupe, sternih smetnji susednih inertnih grupa (metoksi grupa), glikozilacije i
tendencije da grade estre ili laktone (Dziedzic & Hudson, 1984; Goger & Giilgin, 2011; Gulgin, 2012).
Sa druge strane, flavonoidi su veoma efikasni antioksidanti sposobni da ,,hvataju slobodne radikale,
heliraju neke metale, moduliraju aktivnost razli¢itih enzima i interaguju sa specificnim receptorima.
Na ovaj nacin flavonoidi $tite od kardiovaskularnih, kancerogenih i drugih bolesti, ali je njihova
aktivnost Cesto ograni¢ena zbog male biodostupnosti i apsorbcije (Gilgin, 2012). Antioksidativna i
bioloska aktivnost flavonoida takode zavisi od njihove strukture i strukturnih grupa koje su odgovorne
za uklanjanje radikala, kao $to su: (1) katehol deo B-prstena; (2) 2,3 dvostruka veza u konjugaciji sa
4-okso grupom u C-prstenu; (3) prisustvo hidroksilnih grupa na Cs i Cs poziciji; (4) glikozilacija; i
(5) raspored/broj hidroksilnih i metoksi grupa (Rice-Evans et al., 1997; Rice-Evans et al., 1996).
Pojedinac¢na testiranja flavonoida su pokazala da kvercetin, miricetin, miricetin-3-rutinozid,
(epi)galokatehin, monomerni flavan-3-ol galati i antocijani (prvenstveno cijanidin, delfinidin i
malvidin glukozidi) ispoljavaju visoku antioksidativnu aktivnost (Rice-Evans et al., 1997; Rice-
Evans et al., 1996; Tabart et al., 2009). Visokoj antioksidativnoj aktivnosti kvercetina i miricetina
doprinosi veliki broj slobodnih hidroksilnih supstituenta i sposobnost izmene poloZzaja dvostruke veze
u C prstenu koja omogucéava delokalizaciju elektrona izmedu A i B prstena i stabilizaciju radikala
nakon donacije vodonika (Rice-Evans et al., 1996). Ovi flavonoidi su dominantno nadena u pokozici,
semenki i komini grozda $to objasnjava visok antioksidativni potencijal njihovih fenolnih ekstrakata
(Xia et al., 2013).
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Slika 2.5. Sematski prikaz neutralisanja slobodnih radikala baziran na SET i HAT reakcionim mehanizmima (preuzeto iz
Miguel-Chavez (2017))
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Princip neutralisanja ROS i drugih slobodnih radikala bioaktivnim jedinjenjima je zasnovan na tri
razli¢ita mehanizma delovanja: prenosu atoma vodonika (HAT) (Slika 2.5), prenosu pojedina¢nih
elektrona (SET) (Slika 2.5) i sposobnosti heliranja prelaznih metala (Granato et al., 2018; Gulgin,
2012; Power et al., 2013; Prior et al., 2005). Ovi mehanizmi se mogu pratiti kroz nekoliko brzih,
skrining in vitro antioksidativnih metoda. Metode zasnovane na SET mehanizmu (Trolox ekvivalent
antioxidativni kapacitet (TEAC), Sposobnost redukcije jona gvozda ili redukuju¢a mo¢ (FRP), Kupri
jon redukujuca antioksidativna mo¢ (CUPRAC), Sposobnost sakupljanja DPPH" radikala (DPPH"
test), Sposobnost sakupljanja ABTS radikal katjona (ABTS'" test)) mere sposobnost potencijalnog
antioksidanta ili ekstrakta da prenosi elektrone i vr$i neutralizaciju radikala ili redukciju pro-
oksidantnih metala. Metode bazirane na HAT mehanizmu (Kapacitet apsorpcije kiseoni¢nog radikala
(ORAC), Ukupni antioksidativni parametar hvatanja radikala (TRAP), Inhibicija LDL oksidacije,
Ukupni kapacitet hvatanja oksi radikala (TOSCA), p-karoten test obezbojavanja (p-karoten
,.bleaching* test) i hemiluminiscentni test), nisu zavisne od rastvaraca i pH sredine, i prate sposobnost
antioksidanta ili ekstrakta da sakuplja (,,hvata®) i neutraliSe slobodne radikale (Granato et al., 2018;
Gulgin, 2012; Miguel-Chavez, 2017). Ovi testovi su jeftini, laki za izvodenje, ne zahtevaju visoko
osetljivu opremu i mogu se Koristiti za odredivanje aktivnosti specificnih molekula i
multikomponentnih ekstrakata (Granato et al., 2018). Neki mikroelementi poput gvozda su neophodni
za normalnu fiziolosku funkciju éelije. Medutim, joni gvozda (Fe?" i Fe3*) u visku mogu delovati kao
pro-oksidanti i ucesnici Fentonovih reakcija tokom kojih se ubrzano formiraju visoko reaktivni
hidroksilni i peroksidni radikali (Halliwell & Gutteridge, 1990). Mera sposobnosti supstanci da
heliraju jone gvozda u visku, predstavlja simulacija njihovog uticaja u spre¢avanju in vivo Fentonove
reakcije koja doprinosi potencijalnom oksidativnom ostecenju celije. Pored navedenog, Cesto se
procenjuje redukujué¢a mo¢, koja meri kapacitet ekstrakta da donira elektron i redukuje potencijalne
pro-oksidante (npr. Fe3* jone) (Giilgin, 2012). Fenolna jedinjenja su pokazala dobra svojstva u
sprecavanju lipidne oksidacije u hrani. Metode koje odreduju sposobnost ekstrakta da sakuplja
,hvata“ slobodne radikale (DPPH" ili ABTS'), predstavljaju simulaciju realnog sistema i mere
sposobnost ekstrakta da prekine lancane reakcije peroksidacije (Gulgin, 2012). Pokazano je da
galokatehin i (epi)galokatehin galat pokazuju najvisu DPPH" aktivnost u poredenju sa drugim
monomernim flavonoidima i nekim fenolnim kiselinama (Tabart et al., 2009). Fenolni ekstrakti
grozda, komine, pokoZice i semenke pokazuju dobru antioksidativnu aktivnost i sposobnost
sakupljanja slobodnih radikala, $to je predhodno pokazano u nekoliko studija koris¢enjem nevedenih
brzih in vitro antioksidativnih testova (Dabeti¢ et al., 2020; Ky et al., 2014; Panteli¢ et al., 2016;
Peixoto et al., 2018; Rockenbach et al., 2011; Tahmaz et al., 2021; Xia et al., 2013; Yu & Ahmedna,
2013). Kao $to je poznato, najzastupljenija fenolna jedinjenja u semenkama grozda su flavan-3-oli i
pro(anto)cijanidini. Napredne studije su pokazale da ova jedinjenja efikasno smanjuju koncentraciju
slobodnih radikala, spre¢avaju njihovu propagaciju, heliraju neke metalne jone sa svojim o-
difenolnim grupama, vezuju ciljne proteine i moduliraju puteve celijske signalizacije, reguliSu
Celijske procese (proliferaciju i apoptozu) i stimuliSu mitohondrijalnu upotrebu kiseonika (Y. Chen
et al., 2020; Unusan, 2020). Fenolni ekstrakti komine, pokozice i semenke pokazuju potencijalno
pozitivan efekat na zdravlje ljudi jer smanjuju rizik od hroni¢nih bolesti kao $to su kancer, dijabetes
melitus, inflamatorne i kardiovaskularne bolesti (Unusan, 2020; Xia et al., 2013; Yu & Ahmedna,
potencijalna zamena za sinteticke antioksidante u brojnim prehrambenim proizvodima (Beres et al.,
2017). Fenolna jedinjenja iz komine, zajedno sa drugim antioksidativnim jedinjenjima mogu
minimizirati oksidaciju lipida ili mogu imati antimikrobno dejstvo protiv bakterija koje izazivaju
kvarenja u hrani (Fontana et al., 2013; Perumalla & Hettiarachchy, 2011; Yu & Ahmedna, 2013).

Primena kolorimetrijskih in vitro scrining metoda moze posluziti kao prvi korak u proceni
antioksidativne aktivnosti analiziranih uzoraka. Medutim za detaljniju analizu antioksidativne
aktivnosti potrebna je detaljna hromatografska karakterizacija pojedina¢nih fenolnih jedinjenja,
primena in vitro biloskih testova koji koriste ¢elijske linije, odredivanje biodostupnosti fenolnih
jedinjenja u simuliranim in vitro uslovima, i ukoliko je to moguce, in vivo i klini¢ke studije (Granato
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et al., 2018; Kellett et al., 2018). Antioksidativnu aktivnost fenolnih ekstrakata je pozeljno odrediti
posle njihove in vitro gastrointestinalne digestije. Biodostupnost fenolnih jedinjenja je u takvim
modelima Cesto niska, zbog uticaja sredine i njihove interakcije sa komponentama digestivnog fluida,
S§to znacajno modulira antioksidativnu aktivnost (Pineda-Vadillo et al., 2016; Stanisavljevi¢ et al.,
2015). Dobijeni razultati su verodostojniji u proceni funkcionalnosti fenolnih jedinjenja. Odredivanje
¢elijske antioksidativne aktivnosti daje relevantnije rezultate u poredenju sa rezultatima in vitro
antioksidativnih testova, jer se bazira na aspektima kao S§to su unos, metabolizam i lokacija
antioksidativne komponente unutar ¢elija (Wolfe & Liu, 2007). Do sada je primenjeno nekoliko
razlicitih testova za procenu citotoksicne i Celijske antioksidativne aktivnosti ekstrakata komine,
semenke, pokozice i peteljke. Ovi testovi koriste razli¢itite modele kancerogenih ¢elija kao $to su
HepG2, Hela, Caco-2, HT-29, CRL2072, MCF-7, MDA-MB-231, PLP2, NCI-H460 i A43 (Jara-
Palacios et al., 2015; Mohansrinivasan et al., 2015; Nechita et al., 2012; Peixoto et al., 2018; Pérez-
Ortiz et al., 2019; Quero et al., 2021). Pokazano je da fenolna jedinjenja iz komine mogu biti
potencijalni inhibitori proliferacije ¢elija adenokarcinoma (Caco-2) (Jara-Palacios et al., 2015), dok
su ekstrakti semenki pokazali efekat na HeLa (Nechita et al., 2012) i MCF-7 ¢elije (Peixoto et al.,
2018). Pored navedenog, Singha and Das (2015) su pokazali da ekstrakt pokozice grozda moze imati
jaku protektivnu aktivnost protiv oksidativnog stresa izazvanog H20 u tkivu jetre ex vivo. U istoj
studiji, tretman razli¢itim ekstraktima pokoZica je pokazao povecan sadrzaj redukovanog glutationa
I smanjen nivo tiobarbiturnih reaktivnih supstanci. Samo par studije je analiziralo potencijalno
inhibitornu prirodu pojedina¢nih fenolnih jedinjenja iz komine, semenke i pokozice na rast
kancerogenih c¢elija (Jara-Palacios et al., 2015; Peixoto et al., 2018), pa su stoga neophodna buduca
istrazivanja iz ove oblasti.

U slozenom bioloskom sistemu je veoma tesko predvideti ponasanje fenolnih jedinjenja.
Predpostavlja se da in vivo produkti metabolizma fenolnih jedinjenja (metilovani i glukuronidni
oblici), esto imaju smanjenu antioksidativnu aktivnost, zbog blokade hidroksilnih grupa. Stavige,
koncentracija flavonoida u plazmi in vivo modela, ¢esto je nedovoljna da bi se ispoljio antioksidativni
efekat (Halliwell, 2008).

2.4. Kozije mleko

.....

2030. godine proizvodnja povecati za priblizno 53% (FAOSTAT, 2018). U Srbiji je poslednjih
godina uzgoj koza u stalnom porastu za 20-30% (Petrovic et al., 2017). Rastuce interesovanje
potroSaca za kozije mleko i mle¢ne proizvode je povezano sa nutritivnim i funkcionalnim svojstvima
ovih proizvoda, kao §to su: kvalitetni proteini, bolja svarljivost lipida i niza alergena svojstva u
poredenju sa kravljim mlekom, kao i prisustvo funkcionalnih jedinjenja uglavnom dobijenih iz
proteina (Verruck et al., 2019). Funkcionalna jedinjenja, prvenstveno konjugovana linolna kiselina i
bioaktivni peptidi, ispoljavaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti, kao $to su anti-aterogena,
antioksidativna, anti-trombogena, anti-inflamatorna i antikancerogena aktivnost (Barac et al., 2017;
Korhonen, 2009; Power et al., 2013; Verruck et al., 2019). Pored navedenog, oligosaharidi potvrdeni
u kozijem mleku pokazuju znacajna antigena svojstva i podsticu rast crevne flore kod novorodencadi
(Martinez-Ferez et al., 2006).

Kozije mleko sadrzi dobar balans hranljivih materija, predstavlja dobar izvor azota i esencijalnih
aminokiselina. Sastav kozijeg mleka (lipidi, proteini, laktoza i minerali), moze da varira u zavisnosti
od genetskih, fizioloSkih 1 ekoloskih faktora. Mle¢na masnoca u kozijem mleku je najceS¢e u formi
globula koje se otezano agregiraju prirodno pri hladenju, jer im nedostaje aglutinin koji je odgovoran
za agregaciju kapljica masnoce u kravljem mleku. Manja veli¢ina kapljica masnoce i razlike u masno-
kiselinskom sastavu (prisustvo kaprinske, kaprilne i kapronske masne kiseline) dopinose boljoj
svarljivosti kozijeg mleka u poredenju sa kravljim mlekom (Verruck et al., 2019). Poseban fokus je
na proteinima kozijeg mleka koji se mogu klasifikovati u dve grupe: (1) kazeini (asl-; as2-; B-; k-
kazein) i serum proteini (a-laktalbumin, pB-laktoglobulin, serum albumin i imunoglobulin). Kazeini
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su najzastupljeniji proteini u mleku i predstavljaju 74% ukupnih proteina kozijeg mleka, sa najve¢im
udelom B-kazeina (Verruck et al., 2019). U prirodnom mleku, kazeini su organizovani u vidu
molekularnih agregata znanih kao kazeinske micele (CNM) (Dalgleish, 2014; Dalgleish & Corredig,
2012), koje su u osnovi formiranja strukture i teksture mle¢nih proizvoda. Nativna micela kozijeg
kazeina je veca od nativne micele kravljeg kazeina, §to se pripisuje razlikama u strukturi dominantnih
kazeina sa razli¢itim brojem fosfoserinskih regiona (B-CN kod kozijeg mleka i as-CN kod kravljeg
mleka), koji omogucavaju umrezavanje u unutra$njosti kazeinskih micela (Horne, 2006; Pesi¢ et al.,
2016). Micele su stabilizovane ,.trepljastim* slojem (,,hairy layer*) k-CN, koji viri sa povrSine micela,
stvara sternu stabilizaciju i spre¢ava da se micele medusobno prozimaju (Dalgleish, 2014).

2.4.1. Uticaj termickog tretmana na proteine kozijeg mleka

U brojnim tehnoloSkim procesima, termicka obrada mleka i mlecnih proizvoda je veoma vaZzna
operacija, jer utice na poboljsanje teksturalnih i senzornih svojstava finalnih proizvoda. Tokom
termiCke obrade dolazi do formiranja proteinskih kompleksa izmedu denaturisanih serum proteina
(0-LA i B-LG) i kazeina (Slika 2.6). Sastav, struktura i distribucija ovih kompleksa na povrsini CNM,
kao i izmedu micelarne i serum faze mleka, zavisi od parametara tehnoloske obrade mleka (pH mleka,
temperatura i vreme obrade) i vrste mleka koje se obraduju (Pesic et al., 2012; Pesic et al., 2014).
Kazeinska micela kozijeg mleka ima razli¢itu strukturu u poredenju sa CNM kravljeg mleka, zbog
razlicitog kazeinskog sastava (veéi sadrzaj B-CN i as2-CN, odnosno nizi sadrzaj as1-CN), koji uticu
na strukturu termicki-indukovanih proteinskih kompleksa. U izgradnji termicki-indukovanih
kompleksa proteina kozijeg mleka ucestvuju sva tri kazeina (as2-CN, B-CN, i k-CN), koji doprinose
ravnomernoj distribuciji 1 jacoj interakciji denaturisanih serum proteina, formiraju¢i serum
protein/kazeni komplekse (WP/CN) na povrsini CNM (Pesic et al., 2012)(Slika 2.6¢). Sa druge strane,
kod termicki tretiranog kravljeg mleka, kompleksi se formiraju izmedu denaturisanih serum proteina
i k-CN (WP/x-CN) (Anema, 2021; Corredig & Dalgleish, 1999; Dalgleish & Corredig, 2012; Pesic¢
et al., 2016; Pesic et al., 2012; Pesic et al., 2014). Rekacije denaturisanih serum proteina (WP) sa -
CN su hidrofobne, jer B-CN ne poseduju Cys ostatke, dok reakcije WP sa as2-CN i k-CN mogu biti
hidrofobne i kovalentne (Anema, 2021; Pesic et al., 2012). U slu¢aju termic¢kog tretmana (90°C,
10min), na prirodnom pH kozijeg mleka (6,7), denaturisani serum proteini nisu otkriveni kao deo
rastvorljivih kompleksa. Pod istim uslovima, u serum fazi kozijeg mleka je detektovan nizak procenat
nativnih serum proteina, dok je vise od 95% serum proteina kozijeg mleka (o-LA i B-LG)
denaturisano i agregirano sa kazeinima na povrsini CNM (Pesic et al., 2012). Mali procenat
denaturisanih B-LG moze biti u rastvorljivim kompleksima sa k-CN, pri visim pH (6,91 7,1), dok su
denaturisani a-LA vezani za micelu, nezavisno od pH sredine (6,5; 6,7; 6,9; i 7,1) (Pesic et al., 2014).
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Slika 2.6. (a) Povrsina kazeinske micele sirovog mleka; (b) Povr§ina kazeinske micele termicki tretiranog mleka,
(preuzeto iz Kalab et al. (1983)); (c) Sematski prikaz termicki-indukovanih interakcija izmedu kazeinske micele i
denaturisanih serum proteina (90°C, 10min) kozijeg mleka, pri pH 6,71 (preuzeto iz Pesic et al. (2012)).

Pokazano je da termicki tretman kozijeg mleka nema uticaj na aktivnost sirila i vreme zgrusavanja

(koagulacije) (Montilla et al., 1995). Medutim, formirani kompleksi kozijeg mleka uticu na

funkcionalna svojstva, tehno-funkcionalna svojstva, strukturu grusa, reoloska svojstva, kao i na
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izmenjenu konzistenciju i viskozitet kiselog gela (Hovjecki et al., 2020; Pesi¢ et al., 2016; Pesic,
2018). Prisustvo agregata serum proteina na povrsini micele utice na kiselu agregacija micela u blizini
njihove izoelektri¢ne tacke, kontrolise stvaranje trodimenzionalne mreze i formiranje gela (Dalgleish,
2014; Dalgleish & Corredig, 2012) (Slika 2.7).

3

Slika 2.7. (a) Struktura kiselog gela sirovog mleka (micele su razdvojene unutar gela); (b) Struktura kiselog gela termicki
tretiranog mleka (micele su spojene WP, koji su vezani za njihovu povrsinu i koji formiraju ,,niti“ medu micelama)
(preuzeto iz Dalgleish (2014)); (c) Sematski prikaz kisele agregacije termicki tretiranog kozijeg mleka (Pesic et al., 2011).

2.4.2. Proteini kozijeg mleka: Funkcionalna svejstva i ponaSanje tokom in vitro i in vivo
gastrointestinalne digestije

Mali broj studija izvestava o antioksidativnim svojstva kozijeg mleka ili njihovih proteina (Alyagoubi
et al., 2014; Barac et al., 2019; Barac, Pesi¢, et al., 2016; Khan et al., 2019). Uglavnom je fokus na
bioaktivnim peptidima koji se oslobadaju iz kazeina (a-; B-; i k-CN) i serum proteina (a-LA i -LG),
tokom in vitro gastrointestinalne digestije i/ili tokom obrade hrane (Barac et al., 2017; Korhonen,
2009; Power et al., 2013). Proteolizom kozijeg mleka nastaju peptidi koji deluju kao ,,hvataci“
radikala, helatori metala, redukcioni agensi i inhibitori peroksidacije lipida (De Gobba et al., 2014;
Power et al., 2013). Antoksidativna aktivnost proteina i peptida je povezana sa njihovim
aminokiselinskim sastavom, lokacijom aminokiselina u sekvenci/strukturi i njihovom hidrofobnoséu.
Upravo lokacija aminokiselina unutar sekvence proteina/peptida odreduju njihovu dostupnost
enzimima i podloznost proteolitickom cepanju (Power et al., 2013). Tokom gastrointestinalne
digestije proteina mogu nastati razli¢iti peptidi, zavisno od aktivnosti proteinaza, rezistencije
proteina/peptida na gastrintestinalne uslove i strukture prate¢eg matriksa hrane.

Bioloska aktivnost oslobodenih peptida zavisi od njihove biodostupnosti. lako neodraZavaju
fizioloske uslove Celija, testovi bazirani na ¢elijskim kulturama se ¢esto koriste za in vitro odredivanje
biodostupnosti, metabolizma i bioloske aktivnosti peptida (Power et al., 2013). Pored navedenog,
vecina studija koristi static¢ki ili dinamicki in vitro gastrointestinalni model za pracenje proteolize
proteina kozijeg mleka (kozije infant formule) tokom digestije i odredivanje funkcionalnosti
oslobodenih peptida (Hodgkinson et al., 2018; Inglingstad et al., 2010; Kopf-Bolanz et al., 2014;
Maathuis et al., 2017; Nehir El et al., 2015; Pinho et al., 2021; Simsek et al., 2017; Ye et al., 2019).
Istrazivanja su pokazala da peptidne frakcije dobijene na kraju gastri¢ne i intestinalne faze primenom
in vitro COST INFOGEST staticke i dinamicke digestije obranog mleka u prahu pokazuju dobru
aproksimaciju sa in vivo dobijenim rezultatima (Egger et al., 2019; Sanchoén et al., 2018). Postepeno
stvaranje peptida je bilo uporedivo kod oba in vitro modela digestije (Egger et al., 2019; Sanchon et
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al., 2018), sto potencijalno ukazuje na pouzdanost u interpretaciji dobijenih rezultata koris¢enjem in
vitro digestionih modela.

Kazeini imaju fleksibilnu, prirodno denaturisanu strukturu, koja je dobro organizovana u formi
micele. Sa druge strane, serum proteini imaju globularnu i dobro organizovanu trodimenzionalnu
strukturu (Dupont & Tome, 2020). Ove strukturne razlike uti¢u na ponasanje kazeina i serum proteina
u gastrointestinalnim uslovima i na njihovu podloznost hidrolizi od strane digestivnih enzima
(Dupont & Tome, 2020). Kazeini imaju relativno otvorenu strukturu $to ih ¢ini veoma osetljivim na
proteolizu pepsinom tokom gastri¢ne faze digestije, $to nije slu¢aj sa serum proteinima koji su U 0VOj
fazi digestije izuzetno otporni na proteolizu, prvenstveno B-LG (Dupont & Tomé, 2020; Egger et al.,
2019). In vitro simulirani gastriéni modeli koji ukljucuju razli¢ite pH uslove gastricne faze,
koncentraciju enzima i vreme inkubacije, pokazuju efikasniju digestibilnost kazeina kozijeg mleka
(infant formula na bazi kozijeg mleka) u poredenju sa kazeinima kravljeg mleka (infant formula na
bazi kravljeg mleka), i potvrduju opste poznatu ¢injenicu da je B-LG slabo digestovan u svim uslovim
gastri¢ne digestije (Hodgkinson et al., 2018; Kopf-Bolanz et al., 2014; Ye et al., 2019). B-LG kozijeg
mleka pokazuje blago povecanu digesibilnost samo u simuliranim in vitro gastricnim uslovima koji
ukljucuje nisku pH (3) i povecanu koncentraciju enzima (Hodgkinson et al., 2018). Takode je
pokazana visoka otpornost (rezistentnost) a-LA kozijeg mleka tokom digestije u gastricnoj i
duodenalnoj (dvanaestopala¢no crevo) fazi (Inglingstad et al., 2010). Razlike u digestibilnosti kozijeg
i kravljeg mleka ili njihovih infant formula se mogu pripisati razlikama u sastavu njihovih kazeinskih
micela (Ye et al., 2019). Peptidi (vecina poreklom iz B-CN) oslobodeni tokom gastri¢ne digestije
kozijeg mleka se znaGajno razlikuju od peptida kravljeg mleka. Stavise, i peptidi koji su identifikovani
na istim retencionim vremenima za oba uzorka, pokazali su ve¢i intenzitet kod frakcija kozijeg mleka
(Hodgkinson et al., 2018; Hodgkinson et al., 2019). Pokazano je da kazeini sporo oslobadaju
aminokiseline u plazmi nakon obroka (Dupont & Tome, 2020), $to se pripisuje njihovoj sposobnosti
da formiraju koagulum (nerastvorni pelet) u gastri¢nim uslovima (Egger et al., 2019; X. Wang et al.,
2018). Konkretno kod kozijeg mleka, posle 60min ostaje mali deo koaguluma (nerastvornog peleta)
koji nije digestovan u simuliranoj gastricnoj fazi male dece i odojcadi, §to nije slu¢aj sa kravljim
mlekom (Hodgkinson et al., 2018). Predpostavlja se da koagulum proteina nastaje u gastri¢noj fazi
kao posledica niske pH i proteoliti¢ke aktivnosti pepsina (X. Wang et al., 2018; Ye et al., 2019). Nehir
El et al. (2015) su pokazali da je na kraju in vitro gastri¢ne digestije stepen hidrolize proteina kozijeg
mleka i kefira ~27%, dok je na kraju in vitro duodenalne (intestinalne) digestije stepen hidrolize visi
od 80%. Ista studija je pokazala da frakcije dobijene nakon in vitro digestije kozijeg mleka i kefira
imaju znacajno povecanu a-amilaza inhibitornu aktivnost, antioksidativnu aktivnost (6-7 puta) i
kapacitet vezivanja kalcijuma (2-5 puta). Dalje, dodatak inulina (4% w/w) u koziji kefir nije pokazao
znacajan uticaj na viskozitet, proteolizu i cepanje proteina tokom in vitro gastrointestinalne digestije,
dok su oslobodene peptidne frakcije <10kDa pokazale umerenu ACE-inhibitornu aktivnost (Simsek
etal., 2017). Pored navedenog, pokazano je da oslobodeni minerali, aminokiseline i peptidi tokom in
vitro digestija obranog UHT mleka sprecavaju povecanje bazalnih ROS radikala u crevnom epitelu,
smanjuju formiranje NO u ¢elijama makrofaga 1 ispoljavaju citoprotektivni efekat na intestinalnom
nivou (Pinho et al., 2021).

U vecini slucajeva mleko se termicki obraduje 1 priprema za konzumaciju, §to zahteva dodatna
saznanja o ponasanju termicki tretiranih proteina mleka tokom digestije. Poznato je da sirovo kozije
i kravlje mleko brze digestuje od njihovih termicki tretiranih mleka, a oslobodeni peptidi imaju
izmenjen profil i u vecini slu¢aja poboljsanu funkcionalnost (Almaas et al., 2006; Power et al., 2013).
Termicki tretirano kozije mleko povecava otpornost (rezistentnost) kazeina i smanjuje njihovu
digestibilnost u simuliranim gastrointestinalnim uslovima, jer je povrSina CNM ,prekrivena®
denaturisanim i agregiranim serum proteinima koji otezavaju pristup digestivnim enzimima (Almaas
et al., 2006; Barbé et al., 2013). Sa druge strane, termicki tretman modifikuje trodimenzionalnu
na delovanje digestivnih enzima (Barbé et al., 2013; Inglingstad et al., 2010). Predhodne ¢injenice su
u saglasnosti sa in vivo modelom koji je pokazao da termicki tretman kravljeg mleka (90°C, 10min)
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produzava vreme zadrzavanja mleka u zelucu (~97min), u poredenju sa netretiranim mlekom
(~73min)(Barbé et al., 2013). Ista studija sugeriSe da se enzimski nastali gel termicki tretiranog mleka
jo§ duze vreme zadrzava u Zelucu (~127min).

2.4.3. Tehno-funkcionalna svojstva proteina kozijeg mleka

Svaka promena na povrsini CNM, menja tehno-funkcionalna i tehnoloska svojstva mleka (Barac,
Pesi¢, et al., 2016; Barac et al., 2013; Barac, Smiljani¢, et al., 2016; Pesi¢ et al., 2016), ¢ime se
pozitivno ili negativno utie na brojne procese u mlecnoj industriji, kao Sto su proizvodnja sira,
jogurta, obranog mleka u prahu ili UHT mleka (Pesic et al., 2016).

Vecéina prehrambenih proizvoda su multikomponentni koloidni sistemi, koji sadrze proteine,
polisaharide i lipide. Ovi prehrambeni proizvodi zahtevaju upotrebu povrSinski aktivnih
komponenata tokom proizvodnje, kako bi se obezbedila njihova stabilnost i dobra prihvatljivost
proizvoda. Proteini mleka su poznate povrSinski aktivne komponente, jer imaju dobra tehno-
funkcionalna svojstva i Siroko se koriste u formulaciji brojnih mle¢nih proizvoda (Kinsella &
Melachouris, 2009). Dobra emulguju¢a i peniva svojstva proteina su povezana Sa njihovom
sposobno$¢u da smanje medufazni napon izmedu hidrofobnih i hidrofilnih komponenti u hrani
(Damodaran, 2005).

Emulzije igraju klju¢nu ulogu u formulaciji i prihvatljivosti namirnica. Prehrambeni proizvodi koji
se nalaze u formi emulzija (majonez, dresinzi, formule za odoj¢ad, kremovi, likeri), zahtevaju
adekvatnu pripremu kako bi se obezbedila stabilnost kapljica ulja i sprecili nezeljeni procesi
(flokulacija ili agregacija) koji obi¢no nastaju tokom duzeg vremena skladistenja (Dalgleish, 1997).
Efikasnost proteina kao emulgatora zavisi od strukture proteina, brzine adsorbcije, adsorbovane
koli¢ine na medufaznoj povrsini i uslova sredine. Parametri kao $to su indeks stabilnosti i indeks
aktivnosti emulzije, Cesto sluze za procenu emulgujucih svojstava brojnih aditiva. Poznato je da se
amfifilni B-CN i as1-CN lako adsorbuju na medufaznu povrSinu i pokazuju dobra emulgujuca
svojstva. Sa druge strane, serum proteini su manje povrsinski aktivni od kazeina, §to se moze pripisati
njihovoj globularnoj strukturi (Pesi¢, 2011). U veéini slucajeva su u prehrambenim emulzijama
ukljuceni svi proteini mleka. Pokazano je da netretirani i termicki tretirani proteini kozijeg mleka
bolje stabilisu emulziju (veéi ESI), ali imaju manju sposobnost formiranja emulzije (manji EAI), u
poredenju sa proteinima kravljeg i ov¢ijeg mleka (Pesi¢, 2011). Dalje, termicki tretman kozijeg mleka
uti¢e na povecanje indeksa stabilnosti 1 smanjenje indeksa aktivnosti emulzije u poredenju sa
netretiranim (sirovim) kozijim mlekom. U literaturi se mogu naci razli¢ite EAl vrednosti za kozije
mleko, zavisno od primenjene temperature i duzine trajanja tretmana (90°C, 10min> 65°C, 30min>
85°C, 15s = 125°C, 4s = 135°C, 4s> netretiran uzorak) (Pesi¢ et al., 2013; X. Zhao et al., 2020).
Emulgujuca svojstva termicki tretiranog kozijeg mleko su takode pH zavisna (X. Y. Li et al., 2020;
Pesi¢ et al., 2013). Pesi¢ et al. (2013), su pokazali povecanu stabilnost i smanjenu sposobnost
formiranja emulzije termicki tretiranog kozijeg mleka (90°C, 10min) sa poveéanjem pH vrednosti od
6,5do 6,9.

Sposobnost formiranja 1 stabilizacija pene su veoma vazni parametri u proizvodnji brojnih proizvoda
(penasti kolac¢i, bombone, sufle, topinzi, slagovi, glazure, sladoledi itd.), jer uti¢u na njihovu
strukturu i teksturu, tokom ili nakon obrade (Kinsella & Melachouris, 2009). Na formiranje i
stabilnost pene u hrani najvise uticu proteini, jer se brzo apsorbuju na vazduh/voda medufazama
(Foegeding & Davis, 2011). Peniva svojstva proteina zavise od vrste, koncentracije proteina i uslova
sredina u kojoj se proteini nalaze. Poznato je da serum proteini daju stabilnije pene od kazeina, jer se
gusto pakuju na medufaznoj povrsini 1 sprecavaju priblizavanje susednih mehuri¢a vazduha (Pesi¢,
2011). Medutim, model koji ukljucuje sve proteine mleka daje realisti¢niji pristup u proceni penivih
svojstava. Primena termi¢kog tretmana i pH promene, znacajno modifikuje peniva svojstva kozijeg
mleka (X. Y. Li et al., 2020; X. Zhao et al., 2020). Pokazano je da termicki tretman (90°C, 10min)
kozijeg mleka znacajno povecava sposobnost formiranja i stabilnost pene, U poredenju sa netretiranim
(sirovim) kozijim mlekom (Pesi¢, 2014). Sa druge strane, pH promene uti¢u na pojavu rastvorljivih
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kompleksa, menjaju jonizaciju proteina, distribuciju hidrofobnih grupa i strukturu proteina, sto
znacajno modifikuje adsorbciju proteina na vazduh/voda medufazi i rezultira u smanjenju/poveéanju
kapaciteta i stabilnosti pene (X. Y. Li et al., 2020; Pesi¢, 2011).

Razvoj protein-polifenol konjugata kao novih povrsinski aktivnih komponenata je izazvao veliko
interesovanje poslednjih godina. Izmedu proteina i fenolnih jedinjenja se najée$¢e formiraju
medumolekulske interakcije (vodonic¢ne veze, elektrostaticke i hidrofobne interakcije), koje menjaju
konformaciju proteina (Quan et al., 2019). lako su formirane interakcije najcesce reverzibilne, one
znacajno uticu na funkcionalna i tehno-funkcionalna svojstva (rastvorljivost, emulgujuca svojstva,
geliranje i peniva svojstva) formiranih protein-polifenol konjugata (Diaz et al., 2022; Quan et al.,
2019). Do sada je samo nekoliko studija ispitivalo tehno-funkcionalna svojstva model protein-
polifenol konjugata, kao $to su laktoferin-procijanidin (Li et al., 2021), a-laktoalbumin-procijanidin
(Prigent et al., 2009), albumin-instant zeleni ¢aj (Wu et al., 2007), natrijum kazeinat-taninska kiselina
(Zhan et al., 2018), ovalbumin-taninska kiselina (Y. Chen et al., 2018) i B-laktoglobulin-katehin (Yi
et al., 2015). Medutim, prema dostupnim literaturnim podacima, tehno-funkcionalna svojstava
kompleksnih sistema kao $to je kozije mleko obogaceno fenolnim ekstraktom semenki grozda i
prebioticima, nisu do sada ispitivana. Obzirom da se dodatkom fenolnih ektrakta povecava
funkcionalnost kozijeg mleka (Komes et al., 2017; Kosti¢ et al., 2021), neophodno je razmotriti
emulgujuca i peniva svojstva ovih kompleksnih sistema, od kojih zavisi njihova primena u formulaciji
razli¢itih prehrambenih proizvoda.

2.5. Primena komine i njenih konstituenata u prenrambenoj industriji
2.5.1. Primena brasna komine, pokoZice i semenke u formulaciji prehrambenih proizvoda

Prve ideje o revalorizaciji komine jo§ 70-ih godina proslog veka, bile su fokusirane na eksploataciju
jedinjenja zadrzanih u komini. Naj¢es¢i pristup u valorizaciji komine je bio dobijanje ekstrakata, koji
se dalje mogu koristiti u izvornoj formi ili se dodatno mogu precistiti, koncentrisati i izolovati kako
bi se dobili ekstrakti specifiénih jedinjenja. Proizvodnja ,.enocijanina“ (antocijana izdvojenih iz
komine crvenog vina, malvidin-3-O-glukozid) je bio jedan od prvih predloga valorizacije komine, a
njegova primena se prosirila na prehrambenu (boja za hranu, E163), farmaceutsku i kozmeticku
industriju Sirom sveta. Ekstrakt pro(anto)cijanidina iz semenke grozda (,,Endotelon®) je
komercijalizovan u Francuskoj i koris¢en u medicinske svrhe, dok je ulje dobijeno iz semenki grozda
globalno prihvacen proizvod koji se koristi decenijama unazad (Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJose,
2017). Medutim, sve viSe studija isti¢e vaznost upotrebe cele komine, semenke, pokozice ili njihovog
fino samlevenog brasna i praha, gde se razlicite klase bioaktivnih jedinjenja kombinuju zajedno i
omogucavaju poboljsanu fortifikaciju proizvoda, §to rezultira boljim nutritivnim i funkcionalnim
svojstvima ovih visoko-vrednih proizvoda (Aksoylu Ozbek et al., 2015; Garcia-Lomillo & Gonzalez-
SanJose, 2017; Hoye & Ross, 2011; Soto et al., 2012). Ovaj pristup je ekonomicniji, ima manji uticaj
na zivotnu sredinu i omoguéava potpunije iskori$¢enje komine i njenih visoko vrednih jedinjenja
(vlakana, proteina, minerala, vitamina, i fenolnih jedinjenja)(Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJosg,
2017). Postoji nekoliko kategorija namirnica, poput onih na bazi zitarica, mle¢nih ili mesnih
proizvoda, koji su uspesno obogaceni fino samlevenim brasnom komine, semenke i pokozice grozda
(Antoni¢ et al., 2020; Beres et al., 2017; Cutrim & Cortez, 2018; Garcia-Lomillo & Gonzélez-
SanJosé, 2017; Kandylis et al., 2021; Sridhar & Charles, 2021).

Predhodne studije koje su ispitivale efekat dodavanja brasna komine i njenih konstituenata u
proizvode poput hleba (Aghamirzaei et al., 2015; Hoye & Ross, 2011; Meral & Dogan I, 2013;
Mildner-Szkudlarz & Bajerska, 2013; Mildner-Szkudlarz et al., 2011; Yu, 2015), biskvita (Acun &
Giil, 2014; Aksoylu Ozbek et al., 2015; Fernandez-Fernandez et al., 2022; Karnopp et al., 2015;
Mildner-Szkudlarz et al., 2013), mafina (Mildner-Szkudlarz et al., 2015; Walker et al., 2014),
palacinki ili pasti (Marinelli et al., 2015; Soto et al., 2012), najéesée prate udeo dijetnih vlakana i
fenolnih jedinjenja kao potvrdu funkcionalnih svojstava obogaéenih proizvoda i odreduju njihovu
senzornu prihvatljivost (Tabela 2.1). Poveéanje udela brasna semenki, pokozica ili cele komine u
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proizvodima je ocekivano uticalo na povecanu antioksidativnu aktivnost, nutritivnu vrednost, sadrzaj
vlakana i ukupnih fenolnih jedinjenja (Acun & Gil, 2014; Mildner-Szkudlarz et al., 2011; Walker et
al., 2014; Yu, 2015). Medutim, senzorna prihvatljivost i fizicke karakteristike proizvoda (reoloska
svojstva, tekstura, boja) su najée$¢e odlucujuci faktor u definisanju optimalnog udela brasna u
proizvodu (Soto et al., 2012). U vecini slucajeva proizvodi od zitarica obogaceni sa brasnom komine,
semenke ili pokozice imaju smanjen glikemijski indeks, povecan osecaj sitosti i deklariSu se kao
“izvor vlakana“(Fernandez-Fernandez et al., 2022; Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJosé, 2017).
Brasno semeneki takode predstavlja dobar izvor lipida (linolne masne Kiseline). Brasna
nefermentisane komine, semenke i pokozice mogu da sadrze znacajne koliine zaostalih Secera, §$to
takode uti¢e na nutritivnu vrednost obogac¢enih prehrambenih proizvoda, i moZe imati vaznu ulogu i
uticaj na zdravlje ljudi (Beres et al., 2017; Garcia-Lomillo & Gonzélez-SanJosé, 2017). Mildner-
Szkudlarz and Bajerska (2013) su pokazali da hleb obogacen liofilisanim braSnom pokozica
potencijalno snizava nivo ukupnog holesterola, nivo LDL holesterola i sprecava lipidnu
peroksidaciju, a povecava antioksidativnu aktivnost i nivo HDL holesterola kod pacova sa
hiperholesterolemijom. Sa druge strane, povec¢an udeo brasna semenki pokazuje negativan uticaj na
reoloska svojstva testa (Aghamirzaei et al., 2015; Meral & Dogan I, 2013). Udeo brasna semenke i
komine iznad 5% u hlebu smanjuje sjaj i zapreminu vekne, i povecava teksturalna svojstva kao $to
su tvrdoc¢a, gumivost i poroznost (Hoye & Ross, 2011; Mildner-Szkudlarz et al., 2011; Yu, 2015).
Povecanje udela brasna pokozice je takode uticalo na smanjenje sjaja, zute boje i tvrdoce biskvita
(Mildner-Szkudlarz et al., 2013). Stavise, pokazano je da udeo brasna komine (20%) u mafinima
sniZzava negativan uticaj termi¢kog tretmana, jer doprinosi Smanjenju sadrzaja toksi¢nih produkata
glikacije (N&-(carboksimetil)lizina) koji nastaju tokom pecenja.

Mlec¢ni proizvodi, kao $to su sir, jogurt, fermentisano mleko i sladoled takode mogu biti obogaéene
brasnom komine, semenke i pokozice (Kandylis et al., 2021). Mle¢ni proizvodi su inkorporacijom
brasna dodatno obogaceni u sadrzaju deficitarnih vlakana i fenolnih jedinjenja koji doprinose
povecanju njihove funkcionalnosti. Pokazano je da inkorporacija brasna komine, semenke i pokozice
povecava antioksidativnu i antidijabetsku aktivnost mle¢nih proizvoda, modulira sastav crevne
mikroflore i odrzava broj sterter/probiotskih kultura tokom skladistenja proizvoda (Demirkol &
Tarakci, 2018; Fernandez-Fernandez et al., 2022; Frumento et al., 2013; Roberta Marchiani et al.,
2016). U proizvodnji funkcionalnih mle¢nih napitaka je veoma bitna vrsta mleka, predtretman mleka
koji se primenjuje u proizvodnji i sirovina koja se inkorporira u matriks, jer od toga najcesce zavise
fizickohemijske karakteristike proizvoda (Kandylis et al., 2021). Brasna
fermenitisane/nefermentisane komine, semenke i pokoZice od razli¢itih sorti grozda imaju varijabilan
sastav konstituenata (lipida, vlakana, ugljenih hidrata, proteina, polifenola), koji moze znacajno
uticati na funkcionalna, tehno-funkcionalna svojstva, fizicko-hemijske karakteristike matriksa,
viabilnost sterter i probiotskih kultura i senzorna svojstva. Predhodne studije su pokazale da brasna
komine i semenke nemaju uticaj na promenu pH jogurta (Brahmi et al., 2020; Mammadova et al.,
2020), dok brasno pokozice smanjuje pH vrednost koaguluma i povecava kiselost jogurta (Roberta
Marchiani et al., 2016). Jogurti obogaceni brasnom komine ¢esto sadrze vinsku i jabuénu kiselinu,
kao i glukozu i fruktozu koje su poreklom iz grozda ili vina (Roberta Marchiani et al., 2016). Brasno
komine i pokozice nije pokazalo uticaj na sinerezis (Demirkol & Tarakci, 2018; Karnopp, Oliveira,
et al., 2017; Tseng & Zhao, 2013), ali modifikuje teksturu jogurta (Karnopp, Oliveira, et al., 2017
Roberta Marchiani et al., 2016). Vlakna iz brasna komine mogu delovati kao stabilizatori (sprecavaju
pokretljivost vode), ¢ime uticu na ¢vrstinu i konzistenciju jogurta (Cruz et al., 2013; Kandylis et al.,
2021). Pored toga, jogurt sa brasnom pokozice ili semenke ima poveéanu hrapavost koja negativno
utice na glatkoc¢u, kremivost i klizavost proizvoda (Kandylis et al., 2021). Generalno, dodavanje
braSna komine utice na smanjenu senzornu prihvatljivost od strane potrosaca, pa se iz tog razloga sve
CesCe ispituje optimimalna koli¢ina dodate sirovine koja ne rezultira negativnim senzornim
karakteristikama (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Primena brasna komine, semenke i pokoZice u formulaciji proizvoda na bazi Zitarica i mleénih proizvoda®

. Komina ili Udeo bras$na u ZapaZanja
Proizvod . . g . Reference
deo komine formulaciji (funkcionalna i senzorna svojstva)
PROIZVODI NA BAZI ZITARICA
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Smanjenje sjaja i
Brasno semenke 0;2,5;5;75;i110%  zapremine vekne; Smanjenje ¢vrstoce i poroznosti; Senzorno prihvatljiv hleb (5%). (Hoye & Ross, 2011)
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Negativan efekat na
Brasno semenke 5;10; 15; 20; i 25 % reoloska svojstva testa (>10%). (Aghamirzaei et al., 2015)
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida; Povecan
. CE-i7EQ sadrzaj katehina i galne kiseline (HPLC); Poboljsana antioksidativna aktivnost (DPPH"; TEAC); s
Brasno semenke 2,5 5,17,5% Smanjena tvrdoca i zapremina vekne; Poboljana reoloska svojstva testa. (Meral & Dogan [, 2013)
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana (UDV, RDV i NDV); Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i
« . . flavonoida; Pobolj$ana antioksidativna aktivnost (TEAC); Smanjenje zapremine i tezine vekne; Tamnija
SE-i 100, ;
Hieb Brasno cele komine 0;5,110% boja vekne; Senzorno prihvatljivi svi model hlebovi. (Yu, 2015)
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana (UDV, RDV i NDV); Pobolj$ana antioksidtivna aktivnost (FRAP i
Brasno cele komine 4: 6: 8:110% IVDPPI-‘|'); PF)Vecan_ sadrzaj p_OJedmf_:lcmh fenolnih jedinjenja (HPLC); Povecana Cvrstoca, gumivost i (Mildner-Szkudlarz et al.,
zvakljivost; Smanjena kohezivnost i hrskavost. 2011)
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana (UDV, RDV i NDV); Poboljsana antioksidativna aktivnost (FRAP);
Brasno pokoic 4 6: 8" i 10% Povecan sadrzaj pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (HPLC); Snizen ukupni holesterol, LDL-holesterol | (Mildner-Szkudlarz &
snopo € R ° lipidna peroksidacija (TBARS); Povisen HDL holesterol. Bajerska, 2013)
Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonoida; Poboljsana antioksidativna aktivnost (DPPH" i 5
Brasno komine 6; 10; i 15% FRAP); Lepljiva i manje elasti¢na tekstura; Tamna boja kriske; Pojagan after-taste i ose¢aj peska u ustima. (Sporin et al., 2018)
Hieb 510 i 15% Povetan sadrzaj dijetnih vlakana; Povetan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana
Mafini lggls:ﬁocrl;]rin;; 5: 10: 15: i 20% ﬂg;?rlﬁs;ga}tll\/&zﬁktwnost (DPPH"); Promene u teksturi; Senzorno prihvatljiv brownies (15 i 20%), hleb i (Walker et al., 2014)
Brownies 10; 15; 20; i 25% ’
Povecan sadrzaj dijetnih vlakana (UDV, RDV i NDV); Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja;
. . CAn. oA, Povecan sadrZaj galne kiseline (HPLC); Poboljsana antioksidativna aktivnost (DPPH"); Senzorno (Mildner-Szkudlarz et al.,
0,
Brasno komine 0;10; 20; 1 30% prihvatljiv proizvod (10%). 2013)
Brasno pokoZice 0,5i20% “izvor dijetnih vlakana”; Pobolj$ana antioksidtivna aktivnost (ABTS™); Senzorno prihvatljiv proizvod. (Fernan;jle z—zlz)ezrg)a ndez et
Biskviti Brasno semenke 5% Povecan sadrzaj dijetnih vlakana; Snizava lipidnu peroksidaciju. (Aksoylg(%z;;ek etal,
Poveéan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana
Brasno cele komine 2;4;6;i8% antioksidativna aktivnost (DPPH"); Senzorno prihvatljivi biskviti (4 i 6%). (Theagarajan et al., 2019)
Poveéan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana
Brasno cele komine 20; 25; 1 30% antioksidativna aktivnost (DPPH"). (Karnopp et al., 2015)
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Brasno komine i semenke

0;5; 10; i 15%

Poveéan sadrzaj dijetnih vlakana; Povefan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana
antioksidativna aktivnost (DPPH"); Odrziva &vrstoca i frakturabilnost tokom skladistenja; Senzorno
prihvatljivi biskviti (5%).

(Acun & Giil, 2014)

Mafini

Brasno pokoZice

Brasno crne i bele komine

Brasno crne i bele pokoZice

0; 10; 20; i 30%

Smanjen sadrzaj CML koji nastaje tokom pecenja (20%).
“izvor dijetnih vlakana”; Povecana tvrdoca i zvakljivost; Smanjena elasti¢nost i kohezivnost; Senzorno

prihvatljivi mafini (10%).

Povecan sadrzaj dijetnih vlakana (UDV, RDV i NDV); Smanjena kohezivnost; Senzorno prihvtljivi
mafini, bez promene boje, ukusa i teksture.

(Mildner-Szkudlarz et al.,

2015)

(Ortega-Heras et al., 2019)

(Bender et al., 2017)

Ekstrudirane Zitarice

Barovi od Zitarica

Brasno semenke
Brasno pokoZice

0; 10; i1 20%
5;7,5;110%
10; 15; 1 20%

Povecan sadrzaj dijetnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Smanjenje Cvrstoce;
Senzorno prihvatljiv proizvod (15 i 20%).

Poboljsana antioksidativna aktivnost; Senzorno su prihvatljivi barovi od zitarica (5%); Senzorno

(Oliveira et al., 2013)

Paladinke Brasno semenke 5; 20; 25; 30% neprihvatljivi, palac¢inke (25%) i rezanci (20%). (Soto et al., 2012)
Rezanci
Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Povecan sadrzaj pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (HPLC);
Brasno crne i bele pokoZice 3;6;19% Poboljsana antioksidativna aktivnost (FRAP); Senzorno prihvatljiv proizvod (6%). (Gaita et al., 2020)
Pasta Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Povecan sadrzaj ukupnih kondenzovanih tanina; Povecan
sadrzaj monomernih antocijana; Povecan sadrzaj pojedinacnih fenolnih jedinjenja (HPLC); Poboljsana
Brasno pokoZice 2,5;5;i75% antioksidtivna aktivnost (ABTS™); Prihvatljivost arome, naknadnog ukusa i teksture ne zavisi od (Sant'Anna et al., 2014)
koncentracije dodatog brasna; Senzorno najprihvatljivija testenina (2,5%).
MLECNI PROIZVODI
Povetan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; PoboljSana antioksidativna aktivnost (DPPH);
Bragno crno i bele pokogice 6 g/kg jogurta Kvantifikovani pojedinaéni fenoli (HPLC); Povecan sinerezis; Smanjen pH; Gubitak teksture; Senzorna  (Roberta Marchiani et al.,
p (posle fermentacije)  prihvatljivost smanjena. 2016)
« . Poveéan sadrzaj ukupnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana .
Brasnovpokozme salbez 0,17-1 g/100g antioksidativna aktivnost (DPPH’); Povecana ¢vrstoca i konzistencija; Senzorno prihvatljiv proizvod. (Karnopp, Oliveira, etal.,
grozdanog soka 2017)
Povetan sadrzaj ukupnih vlakana; Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana
Brasno komine 2;4;i16% antioksidativna aktivnost. (Mammadova et al., 2020)
Jogurt Nema znacajne razlike u fizi¢ko-hemijskim karakteristikama (pH i viskozitet); Dobra senzorna
Brasno semenke / prihvatljivost proizvoda (treniran i ne-treniran panel); Tamnija boja jogurta. (Brahmi et al., 2020)
“izvor dijetnih vlakana”; PoboljSana antioksidativna aktivnost (ABTS™); Povecana inhibicija -
glukozidaze (antidiabetska aktivnost); Digestija jogurta pokazuje uticaj na smanjeno formiranje ROS-a (Fernandez-Fernandez et
Brasno pokoZice 0,5i20% izazvano terc-butil hidroperoksidom u CCD-18Co ¢elijama debelog creva i RAW264.7 makrofagama;

Brasno nefermentisane
komine

0; 1; 3;159/100g
mleka

Senzorno prihvatljiv jogurt.

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana antioksidativna aktivnost (DPPH"); Viabilne
(odrzive) starter kulture tokom ¢uvanja proizvoda; Nema uticaja na sinerezis; Promena u boji proizvoda;
Senzorna prihvatljivi jogurti.

al., 2022)

(Demirkol & Tarakci,

2018)
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Fermentisano mleko

Probiotski koziji
jogurt

Jogurt
Dresing

Tvrdu i polutvrdi sir
(Toma i chedder)

Brasno fermentisane i ne-
fermentisane komine

Brasno Isabel grozda

Brasno komine

Brasno komine

15; 20; 25 g/100mL
(posle fermentacije)

1;2;i3%
0,5;1;i2%
0,8i1,6%

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Poboljsana antioksidativna aktivnost; Odrziv broj probiotske
kulture (L. acidophilus LA-05) tokom ¢uvanja jogurta (14 dan); Smanjeno vreme fermentacije.

Smanjen sadrzaj proteina; Snizen pH tokom ¢uvanja; Odrziv broj probiotske kulture (L. acidophilus LA-
05) tokom ¢uvanja jogurta (7-8 log CFU mL™); Smanjen sinerezis tokom ¢uvanja (20g/100mL); Smanjena
jacina (snaga) gela; Pozitivan uticaj na boju i viskoznost (20g/100mL); Senzorno najprihvatljiviji jogurt
20g/100mL.

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Pobolj$ana antikosidativna aktivnost (DPPH"); Promene u
boji; Nema uticaja na sinerezis; Smanjen viskozitet; Senzorno prihvatljiv jogurt (1%), dressing (0,5 i 1%).

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja; Pobolj$ana antioksidativna aktivnost (DPPH'); Nema razlike
u proteolizi (tokom zrenja) u odnosu na kontrolu uzorak; Nema uticaja sterter i ne-starter kulture u odnosu
na kontrolni uzorak; Nema uticaja na fizi¢ko-hemijske parameter.

(Frumento et al., 2013)

(Silva et al., 2017)

(Tseng & Zhao, 2013)

(R. Marchiani et al., 2016)

Skraéenice: UDV-ukupna dijetna vlakna; NDV- nerastvorna dijetna vlakna: RDV — rastvorna dijetna vlakna
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25.2. Primena ekstrakta fenolnih jedinjenja komine, pokoZice i semenke u formulaciji
prehrambenih proizvoda

Poslednjih godina je porasla potraznja potrosaca za funkcionalnom hranom na globalnom trzistu, pre
svega zbog pozitivnog uticaja na zdravlje ljudi (Sridhar & Charles, 2021). Primena ekstrakata
fenolnih jedinjenja komine, semenke i pokozice u formulaciji prehrambenih proizvoda je predmet
brojnih istrazivanja, upravo zbog globalne dostupnosti sirovine i ekoloske satisfakcije. Ovi ekstrakti
mogu biti koriS¢eni kao funkcionalni dodaci hrane, kao potencijalna zamena sa sinteticke aditive ili
u formulaciji aktivnih ambalaznih filmova/prevlaka (Y. Chen et al., 2020; Perumalla &
Hettiarachchy, 2011; Sridhar & Charles, 2021). U formulaciji razli¢itih prehrambenih proizvoda se
naj¢eS¢e dodaju vodeni ili liofilisani ekstrakti fenolnih jedinjenja, a zatim se prati njihov uticaj na
funkcionalna 1 fizicko-hemijska svojstva proizvoda. Mle¢ni proizvodi su vodeci prehrambeni
proizvodi u oblasti funkcionalne hrane, zauzimaju ¢ak 40% trziSta funkcionalne hrane. Funkcionalni
mle¢ni proizvodi su opste prihvaceni i sve ¢esc¢e su ukljuceni u ishranu potrosaca svih starosnih doba
(Kandylis et al., 2021). Upravo mle¢ni proizvodi predstavljaju idealan matriks za inkorporaciju
ekstrakata fenolnih jedinjenja komine, semenke i pokozice, jer doprinose poboljsanju funkcionalnosti
ovih proizvoda. Ekstrakti fenolnih jedinjenja grozda, komine, pokoZzice i semenke SU najcesce
inkorporirani u fermenisane mle¢ne proizvode, kao $to su jogurt, kefir i fermentisano mleko (Tabela
2.2). Ovi fermentisani proizvodi imaju jedinstvene karakteristike i smatraju se idealnim ,,nosa¢ima*“
probiotskih bakterija, §to ima klju¢nu ulogu u njihovoj Sirokoj prihvatljivosti od strane potroSaca.
Ekstrakti fenolnih jedinjenja mogu biti dodati u mleko ili jogurt pre procesa fermentacije ili posle
fermentacije (kiseljenja i formiranja koaguluma), $to moze znacajno da uti¢e na karakteristike
finalnog proizvoda (Kandylis et al., 2021). Pokazano je da dodatna suplementacija probiotskih
proizvoda sa ekstraktima iz komine doprinosi povecanju antioksidativne i antidijabetske aktivnosti
(Akdeniz & Kavak, 2019; Carullo et al., 2020; Iriondo-DeHond et al., 2020; Yadav et al., 2017),
medutim neophodna su dodatna in vitro i in vivo istraZivanja kako bi se definisao uticaj na zdravlje
ljudi.

Sa druge strane, dodatak ekstrakta komine obi¢no menja fizi¢ko-hemijska i senzorna svojstva
proizvoda, §to direktno utice na njihovu prihvatljivost. Stoga je neophodno definisati parametre kao
Sto su brzina acidifikacije, vreme fermentacije, jacina gela, kapacitet zadrzavanja vode, Sinerezis,
viabilnost starter i probiotskih kultura, tekstura, boja i ukus proizvoda (Cutrim & Cortez, 2018;
Kandylis et al., 2021; Sridhar & Charles, 2021). Dodatak ekstrakata fenolnih jedinjenja moze imati
razli¢ite uticaje na sinerezis i teksturu, §to zavisi od sastava mleka i ekstrakta, kao i fenolna jedinjenja-
protein interakcija. Fenolna jedinjenja lako interaguju sa proteinima, ¢ime se narusava njihova
umrezena struktura, smanjuje se kapacitet zadrZzavanja vode, povecavaju se pore u matriksu gela i
povecéava sinerezis. Sa druge strane, fenolna jedinjenja-protein interakcije mogu takode uticati na
stabilnost kazeinske mreze ¢ime se smanjuje sinerezis (Kandylis et al., 2021). U literaturi se mogu
nac¢i kontradiktorni rezultati za sinerezis, neki autori sugeriSsu da dodatak ekstrakata fenolnih
jedinjenja ne utice na sinerezis (Dimitrellou et al., 2020; Tseng & Zhao, 2013), dok drugi isti¢u da
dodatak ekstrakta povecava (Barat & Ozcan, 2017) ili smanjuje (Dabija, 2018; Iriondo-DeHond et
al., 2020) sinerezis. Ekstrakti fenolnih jedinjenja takode mogu uticati na brzinu acidifikacije i vreme
fermentacije (de Souza de Azevedo et al., 2018; Felix da Silva et al., 2017). Fenolna jedinjenja iz
ekstrakta mogu potencijalno da uspore aktivnost starter kultura Sto objasSnjava produzeno vreme
fermentacije (Felix da Silva et al., 2017). Vec¢inu fermentisanih proizvoda sa ekstraktom komine
karakteri$u odrzive starter i probiotske kulture tokom prerade i skladistenja (Chouchouli et al., 2013;
de Souza de Azevedo et al., 2018; Felix da Silva et al., 2017; Iriondo-DeHond et al., 2020). Fenolna
jedinjenja iz ekstrakta najverovatnije neutralisu kiseonik koji moze biti toksi¢an za mikroorganizme
(Talwalkar & Kailasapathy, 2004), ¢ime imaju pozitivan efekat na odrzivost mikrobnih kultura.
Vecina proizvoda sa ekstraktima komine, semenke i pokozice pokazuju dobru senzornu prihvatljivost
i visoku preferenciju potroSaca (Akdeniz & Kavak, 2019; Axten et al., 2008; Barat & Ozcan, 2017,
Dos Santos et al., 2017; Felix da Silva et al., 2017; Silva et al., 2022). Ekstrakt semenke grozda u
mleku je pokazao manji nivo goréine i trpkosti u poredenju sa brasnom semenki ili fenolnim
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ekstraktom jabuke (Axten et al., 2008). Antocijanski ekstrakt pokozice grozda su pokazali veliki
uticaj na promenu boje fermentisanih napitaka, Sto je negativno prihvaceno od strane potrosaca

(Jaimes et al., 2018), dok ckstrakt semenke nije znacajno uticao na promenu boje proizvoda
(Chouchouli et al., 2013).
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Tabela 2.2. Primena ekstrakta grozda, komine, semenke i pokozice u formulaciji jogurta i fermentisanih napitaka

Mikrobna vrste ukljucena

Glavna zapaianja

Proizvod Mileko Ekstrakt - - - - Reference
u fermentaciji Funkcionalna svojstva Senzorna i teksturna svojstva
Dodatak ekstrakta produzava fermentaciju;
Streptococcus thermophilus, Meksa tekstura jogurta;
Komercijalno . s Lactobacillus bulgaricus, Zadrzana probiotska svojstva tokom Povecan sinerezis; (Felix da Silva
pasterizovano mleko Ekstrakt grozda (0; 1,5; 1 3 g/L) Lactobacillus acidophilus Cuvanja. Promenjena reologka svojstva; etal., 2017)
Bifidobacterium bb12 bifidum Smanjena brzina acidifikacije i ¢vrstina gela;
Senzorno prihvatljivi proizvodi.
Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja; Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda
Strentococcus thermophiles Poboljsana antoksidativna aktivnost (ekstrakt +inulin); (Iriondo-
UHP pripremljeno Ekstrakt komine, semenke i peteljke + Lactobpacillus delbrueck?i subsp (ORAC i ABTS™); Stabilna fiziCko-hemijska i teksturna (¢vrstoca i DeHond et al
kravlje mleko inulin (fruktan) bulgaricus ' Antidijabetska aktivnost (inhibira a- konzistencija) svojstva tokom ¢uvanja (21 dan); 2020) .

glukozidazu);
Viabilne (odrzive) starter kulture tokom
Cuvanja proizvoda (21 dan).

Smanjen sinerezis (komina i pokozica).

Ekstrakt semenke
(0,25 0,5%)

Streptococcus thermophilus
Lactobacillus bulgaricus

Smanjen sinerezis;
Povecan kapacitet zadrzavanja vode;
Smanjen viskozitet;
Senzorno prihvatljiv proizvod (ukus, tekstura,
osecaj u ustima).

(Dabija, 2018)

Probiotski jogurt
Jogurt

Starter culture

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Povecan sadrzaj galne kiseline,

1zmenjena boja (neinkapsulisan ekstrakt);

Kravlje mleko Nekapsullsa;gr:]gkkzlﬁlézian ekstrakt NCDC 166 i NCDC 263 ep[l)l:)itsl?lgr;i; gg?icolﬁg:g::iffkfssgg ); Povecan kapzfcitet Zac!riavanja vode i viskozitet (Yageol\]/;)t al,
(YC-281) (ORAC i DPPH"): (inkapsulisan ekstrakt).
Viabilne (odrzive) starter kulture tokom
Cuvanja proizvoda.
Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda
Kravlje mleko Liofilisan ekstrakt semenke (0,1; 0,15; / Poboljsana antioksidativna aktivnost (0,1%); (Akdeniz &
i0,2%) (DPPH"). Negativna senzorna percepcija (0,2%) Kavak, 2019)
Snizena pH.
/ Antocijanski ekstrakt iz groZda+ / Poboljsana antioksidativna aktivnost Proizvod se nije svideo konzumerima (56% (Jaimes et al.,
corozo ekstrakt (11,8%) (ORAC i ABTS™). ispitanika) (bledo roza boja). 2018)

Komercijalno
kravlje mleko
+ odmaséno mleko u
prahu

Sok od grozda (50 ml/L mleka)

Streptococcus thermophiles
Lactobacillus delbrueckii ssp.
Bulgaricus (Lyofast Y 436 A)

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Poboljsana antioksidativna aktivnost;
Viabilna (odrziva) starter kultura S.
thermophilus tokom &uvanja proizvoda.

Intenzivna crvena boja proizvoda;
Nema znacajne razlike u fizi¢kohemijskim;
karakteristikama (pH, kapacitet zadrzavanja

vode, sinerezis);

(Dimitrellou et
al., 2020)

Punomasno i
odmasceno kravlje
mleko

Ekstrakt semenke (100mg suvog
ekstrakta /150g jogurta)

Lactobacillus bulgaricus
Streptococcus thermophilus

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;

Povecan sadrzaj galne kiseline,
epikatehina, katehina i kofeinske kiseline
(HPLC);

Poboljsana antiokidativna aktivnost
(FRAP i DPPH);

Viabilne (odrzive) starter kulture
tokom ¢uvanja proizvoda.

Nema uticaja na pH;
Nema uticaja na konzistenciju, boju i ukus.

(Chouchouli et
al., 2013)

Ekstrakt grozda i kalusa

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Povecan sadrzaj ukupnih antocijana;
Poboljsana antioksidativna aktivnost
(DPPH").

Senzorno prihvatljivi svi jogurti (tekstura,
aroma, izgled).

(Karaaslan et
al., 2011)
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Tecni i liofilisani ekstrakt komine (ml

Streptococcus thermophiles
Lactobacillus delbrueckii subsp.

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih

Promene u boji;

o . - jedinjenja; L : - (Tseng & Zhao,
/ ili g ekstrakta tako da ukupnl_h fenola Bglgarlcqs ) Poboljsana antikosidativna aktivnost Nema ut[caja na sinerezis; 2013)
bude kao u 2% komini) Lactobacillus acidophilus DPPH' Povecan viskozitet.
Bifidobacterium lactis ( )-
Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Poboljsana antioksidativna aktivnost
" . Ekstrakt semenke i pokoZice .. oy, (Carullo et al.,
Kefir Kravlje mleko (1: 5: i 10 mg/10mL) / _ (DPPH'i ABTS™); - / 2020)
Inhibicija enzima povezanih sa
metaboli¢kim sindromom (o-amilaza; o-
glukozidaza; i lipaza).
. Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
Streptococcus thermophilus iedinienia: o is tokom & ‘(28 .
Lactobacillus delbrueckii subsp o decilEnia, . Povetan sinerezis tokom Cuvanja (28 dan);
/ Sok od grozda Bulgaricus ' Poboljsana antiokidativna aktivnost Odrziva pH tokom ¢uvanja (28 dan); (Barat &
(1:1) g (DPPH); Dobra senzorna prihvatljivost proizvoda Ozcan, 2017)

Fermentisani mlecni
napitak

Lactobacillus acidophilus
Bifidobacterium lactis

Viabilne (odrzive) starter kulture tokom
cuvanja proizvoda.

(tekstura, miris, ukus, boja i intenzitet arome).

Termicki tretirano
odmascéeno mleko

Ekstrakt komine (sadrZaj fenola bude
80mg/L fermentisanog mleka)

Streptococcus thermophilus
Lactobacillus acidophilus

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (smanjuje se tokom ¢uvanja);
Viabilne (odrzive) starter kulture tokom

Cuvanja proizvoda.

Smanjeno vreme fermentacije;
Povecana brzina acidifikacije;
Smanjeno vreme fermentacije.

(de Souza de
Azevedo et al.,
2018)

Odmaséeno mleko

Ekstrakt komine (2,09 mgCAE/mL)

Streptococcus thermophilus TA040
Lactobacillus acidophilus LAC4

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Pobolj$ana antioksidativna aktivnost
(DPPH");
Viabilne (odrzive) starter kulture tokom
Cuvanja proizvoda.

(Aliakbarian et
al., 2015)

Probiotsko
fermentisani mlecni
napitak

Kozije mleko

Ekstrakt komine (2 g/100g)
+

Sok grozda
(15 g/100g)

Lactobacillus acidophilus LA-5
Lactobacillus rhamnosus HNOO1
Streptococcus thermophiles

Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;
Zadrzana probioticka svojstva tokom
Cuvanja (odrzive probiotske culture).

Odrzana ¢vrstina, konzistencija, kohezivnost i
viskozitet tokom ¢uvanja (28 dan);
Dobra senzorna prihvatljivost.

(Dos Santos et
al., 2017)

Fermentisani mlecni
napitak

Kozije mleko

Inkapsulisan ekstrakt komine (6%) +
sok grozda (20%)

Lactobacillus rhamnosus
Streptococcus thermophilus

Povecan sadrzaj dijetnih vlakana
(UDV, NDV i RDV);
Povecan sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja;

Poboljsana antioksidativna aktivnost;
Povecan sadrzaj oleinske masne kiseline;
Odrzive starter kulture u intestinalnom
traktu koje imaju pozitivan uticaj na
mikrobiotu creva.

(Freire et al.,
2017)

Probiotski jogurt

Kozije mleko

Izabel grozde (20g/100 mL)+brasno
komine (29/100mL)

Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus (YF-L903)
Lactobacillus acidophilus La-05

Smanjen sadrzaj proteina;
Povecan sadrzaj pojedina¢ni fenolnih
jedinjenja (HPLC);
Poboljsana antoksitadivna aktivnost
(DPPH', ABTS™" i ORAC);
QOdrziv (visok) broj Lactobacillus
acidophilus La-05 tokom ¢uvanja
jogurta.

Niza pH od kontrole;
Promene u boji;
Dobra senzorna prihvatljivost i visoka
preferencija potrosaca (suplementacija jogurta
maskira karakteristian miris kozijeg jogurta).

(Silva et al.,
2022)
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2.5.2.1. Fermentisani mlecni napici na bazi kozijeg mleka obogaéeni funkcionalnim dodacima

Kozije mleko nije puno eksploatisano kao kravlje mleko, stoga u literaturi nema puno radova ¢iji su
predmet ispitivanja fermentisani napitci na bazi kozijeg mleka koji su obogaceni funkcionalnim
dodatkom ili ekstraktima fenolnih jedinjenja. Do sada su proizvedeni koziji jogurti sa dodatkom
jujuba pulpe (Feng et al., 2019), brasnom i ekstraktom Rhus coriara lis¢a (Perna et al., 2018;
Simonetti et al., 2021), brasnom Pilosocereus gounellei (xique-xique) kaktusa (Dantas et al., 2022),
homogenizovanim Isabel grozdem (Silva et al., 2017) i meSavinom Isabel grozde/brasno komine
(Silva et al., 2022). Pored navedenog, prijavljeni su koziji fermentisani mle¢ni napitci sa dodatkom
licuri vo¢a (Souza et al., 2020), mesSavine grozde/ekstrakt komine (Dos Santos et al., 2017) i
mesSavine sok grozda/inkapsulisan ekstrakt komine (Freire et al., 2017). Kombinacija grozda i/ili
ekstrakta komine sa kozijim fermentisanim napitkom daje jedinstven proizvod koji ima visoku
funkcionalnost, poboljSanu antioksidativnu aktivnost, dobru digestibilnost, smanjena alergena
svojstva i odrzive starter/probioticke kulture tokom skladistenja (Dos Santos et al., 2017; Silva et al.,
2017; Silva et al., 2022). Koziji jogurti sa dodatkom meSavine Isabel grozde/ekstrakt komine su
pokazali poboljsanu antioksidativnu aktivnost i poveéan sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, kao i
dominantno prisustvo katehina, miricetina, kaftarne kiseline i malvidin-3-O-glukozida (Silva et al.,
2022). Stavige, pokazano je da ovi napitci imaju pozitivan uticaj na metabolizam mikrobiote creva,
jer utiCu na povecanje antioksidativnog kapaciteta, proizvodnju kratkolancanih masnih kiselina 1
smanjenje koncentracije amonijum jona (Freire et al., 2017). Pored navedenog, koziji jogurt sa
dodatkom razli¢itih udela homogenizovanog Izabel grozda su pokazali odrziv ili smanjen sinerezis i
kapacitet zadrzavanja vode tokom skladistenja (Silva et al., 2017). Ove razlike se mogu pripisati
razli¢itoj koncentraciji unetih fenolnih jedinjenja u matriks i postojanju specifi¢nih kazein-fenolna
jedinjenja interakcija (Kandylis et al., 2021). Dodatak meSavine grozde/ekstrakt komine u kozije
napitke je pokazao odrzivu teksturu (¢vrstina, konzistencija, kohezivnost i viskozitet) (Dos Santos et
al., 2017), dobru senzornu prihvatljivost i visoku preferenciju kod potrosaca, jer potencijalno maskira
karakteristi¢an koziji miris (Silva et al., 2022). Priprema, karakterizacija i procena antioksidativnih
svojstava fermentisanog napitka na bazi kozijeg mleka obogacenog fenolnim ekstraktima semenke
grozda do sada nije ispitivana.

2.5.3. Funkcionalni aditivi na bazi proteina mleka i ektrakata komine, semenke i pokoZice

Mleko se namece kao obecavajuci nosa¢ bioaktivnih jedinjenja u formulaciji funkcionalnih aditiva.
Pokazano je da kazeinske micele kravljeg mleka mogu biti nanonosaci za [3-karoten (Moeller et al.,
2017) i vitamin D2 (Moeller et al., 2018), ili mogu da vezuju polifenole, §to znacajno uti¢e na
sposobnost geliranja micele (Haratifar & Corredig, 2014) i poboljsava micelarnu stabilnost kazeina
(O'Connell et al., 1998). Pored navedenog, model sistemi koji uklju¢uju kombinaciju punomasnog
i/ili obranog mleka sa sokom grozda, spre¢avaju degradaciju visoko vrednih fenolnih jedinjenja,
povecavaju antioksidativnu aktivnost i sinergisticki smanjuju stvaranje lipidnih radikala (He et al.,
2016; Kili¢ Bayraktar et al., 2019; Lamothe et al., 2019). Takode je pokazano da mleko/proteini
mleka efikasno inkapsuliraju i interaguju sa flavan-3-olima (Lorenz et al., 2007), poboljsavaju
njihovu biodostupnost (Moser et al., 2014) i transepitelnu adsorbciju (Xie et al., 2013) nekih
specifi¢nih derivata katehina iz Gaja, koji je bogat izvor flavan-3-ola. Stavise, termicki tretman mleka
vodi ka ,,obogacivanju povrsine kazeinske micele sa kompleksnim serum protein agregatima (Pesic
et al., 2012), koji poveéavaju verovatnocu vezivanja proteina sa fenolnim jedinjenjima (Taterka &
Castillo, 2015) i jacaju fenolna jedinjenja-kazein interakcije (Rahimi Yazdi & Corredig, 2012).
Dakle, mleko predstavlja idealan matriks za isporuku bioaktivnih komponenata, koje zajedno sa
biokomponentama iz mleka mogu pruziti dodatne zdravstvene koristi. [ako je ve¢ina ovih istrazivanja
sprovedena na kravljem mleku, od nedavno je posebna poznja posvecena proucavanju kozijeg mleka.
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Razmatrajuéi korisne aspekte kozijeg mleka u poredenju sa kravljim mlekom, razlike izmedu CNM
ova dva tipa mleka, kao i potrebu za razvojem novih funkcionalno inovativnih proizvoda od strane
potrosaca, istrazivanja 0 proteinima kozijeg mleka kao nosaca bioaktivnih komponenti moze biti
obecavajuc¢e u razvoju funkcionalne hrane. Do sada su uspe$no razvijeni napitci kozijeg mleka
obogacéenog razli¢itim ekstraktima medicinskog bilja (Komes et al., 2017) i Tinospora cordifolia
(giloy) sokom sa/bez dodatkom biljnog ekstrakta (Sharma et al., 2021), kao i funkcionalni prah
odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka koji je obogaéen polenom (Kostic et al., 2021). Prema
saznanju, priprema, karakterizacija i antioksidativna aktivnost funkcionalnih aditiva na bazi proteina
kozijeg mleka obogacenih ekstraktima semenke grozda do sada nisu ispitivana.

2.5.4. Lactobacillus plantarum i njegova tanazna aktivnost

Lactobacillus plantarum je gram pozitivna nepokretna i nesporulis$uca bakterija mle¢ne kiseline koja
je siroko rasprostranjena. Predstavlja deo mikrobiote mnogih namirnica i hraniva, ukljucuju¢i mle¢ne
proizvode, meso, ribu, fermentisane proizvode od povréa i voca (vinska komina, kiseli kupus, kiselo
povrée, kiselo testo) i silazu, takode je prirodni stanovnik ljudske i Zivotinjske sluznice (usne duplje,
gastrointestinalnog trakta itd.). Lactobacillus plantarum, koris¢en u kontrolisanoj fermentaciji,
obi¢no je povezan sa pozeljnim svojstvima mnogih fermentisanih namirnica i ¢esto se dodaje kao
jedini ili jedan od sastojaka starter kultura, kako bi se poboljsao kvalitet ovih fermentisanih proizvoda
(Corsetti & Valmorri, 2011). Ova bakterijska vrsta se pored razvijenog i diverzifikovanog
proteoliti¢kog sistema, po kome je Citav rod Lactobacillus poznat, odlikuje i enzimskim sistemom za
razgradnju fenolnih jedinjenja. Posto je Lactobacillus plantarum vrsta bakterija mle¢ne kiseline koja
se najcesce susrece u fermentaciji biljnih materijala koji su bogati taninima npr. masline, grozdana
Sira 1 fermentisano povrée, gotovo svi sojevi vrste Lactobacillus plantarum poseduju tanaznu
aktivnost. Biohemijski put za degradaciju tanina kod Lactobacillus plantarum-a, uklju¢uje delovanje
tanaze i galat dekarboksilaze kako bi se dekarboksilovala galna kiselina formirana delovanjem tanaze.
Tanaza (tanin acil hidrolaza, E.C. 3.1.1.20) pripada serinskim esterazama i katalizuje hidrolizu
estarskih i depsidnih veza u hidrolizabilnim taninima, kompleksnim taninima i estrima galne kiseline,
dok enzim galatdekarboksilaza (E.C. 4.1.1.59) katalizuje razgradnju galne kiseline do pirogalola
(Rodriguez-Duran et al., 2011). Tanaze imaju Siroku primenu u prehrambenoj industriji kao sredstvo
za bistrenje u proizvodnji instant ¢ajeva, nekih vina, piva, voénih sokova, bezalkoholnih pic¢a na bazi
kafe, kao i u proizvodnji galne kiseline, koja se kasnije moZe Koristi za sintezu propilgalata, snaznog
antioksidansa (Aguilar & Gutie rrez-Sa’nchez, 2001). U studiji Jiménez et al. (2014), identifikovana
su dva gena za tanaznu aktivnost kod Lactobacillus plantarum-a ATCC 14917. To su bile sekvence
tanBLp i tanALp. Sekvenca tanBLp je bila prisutna kod svih sojeva (kodira intracelularnu formu
tanaze koja je indukuje prisustvom metil-galata), dok je tanALp (kodira ekstracelularnu konstitutivno
eksprimiranu izoformu) bila prisutna kod veoma malog broja sojeva.

2.5.4.1. Funkcionalna, fizicko-hemijska i senzorna svojstva fermetisanih mle¢nih napitaka na bazi
kozijeg mleka koriséenjem razlicitih sojeva Lactobacillus plantarum

Tek nekoliko razlicitih sojeva iz vrste Lactobacillus plantarum su potencijalno korisé¢eni u
fermentaciji 1 formulaciji kozijih mlecnih napitaka. Ovi probiotski sojevi su najcesc¢e koriS€eni u
kombinaciji sa jogurtnim starter kulturama (Bergillos-Meca et al., 2015; Dan et al., 2019; Mahmoudi
et al., 2020; Moreno-Montoro et al., 2018), dok su rede koris¢eni kao samostalni u fermentaciji (L.
Chen et al., 2018; Hashemi & Gholamhosseinpour, 2020; Yurliasni et al., 2019). Pokazano je da
ultrazvuéni tretman kozijeg mleka (15min, 30kHz, 60% amplituda) stimuliSe rast nekih sojeva
Lactobacillus plantarum (LP3 i LU5) tokom fermentacije, a dobijeni fermentisani napitci su pokazali
a-amilaza i a-glukozidaza inhibitorna svojstva, antikancerogenu (Caco-2 i T4056 ¢elije) aktivnost,
dobru sposobnost neutralisanja DPPH" radikala i povecan sadrzaj egzopolisaharida (Hashemi &
Gholamhosseinpour, 2020). Dalje, kozije mleko fermentisano novim ,,divljim“ Lactobacillus
plantarum sojem L69 je pokazalo visoku ACE-inhibitornu aktivnost, sto se objasnjava njihovom
proteolitiCkom aktivno$c¢u I nastankom bioaktivnih peptida. Visoka ACE-inhibitorna aktivnost je
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pokazana i u uslovima simulirane in vitro gastrointestinalne digestije (59,89%), §to se moze objasniti
gastrointestinalnom ,,rezistencijom® L69 peptida (hidrolizata) ili nastankom novih ACE-inhibitornih
peptida tokom digestije (L. Chen et al., 2018). Kombinacija starter kultura i L. plantarum C4 je
uspesno primenjena u fermentaciji ultrafiltracijom koncentrovanog obranog kozijeg mleka pri ¢emu
je dobijen novi fermentisani proizvod koji ima nizak sadrzaj laktoze i masti, visok udeo proteina i
minerala, dobru sposobnost zadrzavanja Ca, kao i veéu usvojivost Ca i Mg u poredenju sa
komercijalnim (srodnim) proizvodima. Za isti proizvod je potvrden odrziv broj bakterijskih sojeva
nakon skladiStenja i in vitro gastrointestinalne digestije $to je posebno vazno za ispoljavanje
funkcionalnih karakteristika probiotickog soja (Bergillos-Meca et al., 2015; Moreno-Montoro et al.,
2018). Dodatak Lactobacillus plantarum probiotskih sojeva (Lactobacillus plantarum BA12 i P-8) u
nove proizvode od kozijeg mleka nisu pokazali uticaj na fizicko-hemijska svojstva proizvoda kao $to
su pH, sinerezis, kapacitet zadrzavanja vode, boja, vikozitet i teksturni parametri, u poredenju sa
kontrolnim uzorkom (fermentisan samo sa starter kulturom) (Dan et al., 2019; Mahmoudi et al.,
2020). Pored toga, fermentisani koziji napitci sa Lactobacillus plantarum sojevima su imali dobru
senzornu prihvatljivost koja je uporediva sa komercijalno dostupnim proizvodima (Dan et al., 2019;
Mahmoudi et al., 2020; Moreno-Montoro et al., 2018; Souza et al., 2020). Sve predhodne studije su
bazirane na proizvodnji probiotskih fermentisanih kozijih napitaka, jedino su Souza et al. (2020)
prijavili mogucnost dobijanja fermentisanih kozijih napitaka koris¢enjem autohtonih Lactobacillus
plantarum sojeva i njihovu dodatnu suplementaciju sa licuri vocem. Ovaj proizvod je imao bolju
senzornu prihvatljivost i visoku preferenciju od strane potrosaca u odnosu na model napitke koji su
fermentisani sa komercijalnim kulturama. Primena razli¢itih Lactobacillus plantarum sojeva u
fermentaciji kozijeg napitaka i/ili proizvodnji fermentisanih funkcionalnih aditiva koji su obogacéeni
ekstraktom semenke grozda do sada nije ispitivana.

2.6. Digestioni modeli za odredivanje biodostupnosti fenolnih jedinjenja

Digestioni modeli se generalno dele u dve grupe: in vitro (staticki i dinamicki modeli) i in vivo modeli.
In vitro modeli se ¢eSce koriste za odredivanje biodostupnosti fenolnih jedinjenja jer su brzi, bezbedni
za primenu i nemaju eticka ograni¢enja kao §to je to slucaj u in vivo eksperimentima. In vitro studije
simuliraju fizioloske uslove i dogadaje koji se deSavaju tokom digestije u gastrointestinalnom traktu
ljudi. Ovi modeli se najcesc¢e primenjuju na hrani i ukljucuju tri oblasti digestivnog sistema (usta,
zeludac i creva). Glavni parametri in vitro gastrointestinalnih modela su temperatura, mesanje, vreme
trajanja i enzimski sastav pljuvacke, gatricne i intestinalne (duodenalni i Zu¢ni sok) te¢nosti (Tabela
2.3). Pored navedenog, napredne in vitro studije koriste ¢elijske linije (Caco 2 ¢elije) koje oponasaju
sluzokozu creva za proucavanje aktivnog transporta zu¢nih kiselina i bioaktivnih molekula (fenolnih
jedinjenja) (Braga et al., 2018; Ferndndez-Garcia et al., 2009). In vitro studija ima analiticki pristup,
jer se koristi za potvrdu uticaja razli¢itih faktora na biodostupnosti bioaktivnih jedinjenja i za analizu
uticaja sastava matriksa hrane na proces digestije. U analizi fenolnih jedinjenja uglavnom se koriste
staticki in vitro modeli, jer su dinamicki in vitro modeli skuplji, zahtevniji za izvodenje i otezana je
interpretacija dobijenih rezultata (C. Li et al., 2020; Raquel Lucas-Gonzalez et al., 2018;
McClements, 2021). Static¢ki in vitro modeli digestije su do sada uspes$no kori$éeni za pracenje
biodostupnosti fenolnih jedinjenja iz grozda, komine i vina sa ili bez matriksa hrane (Tabela 2.3).

Staticki in vitro simulirani gastrointestinalni modeli se razlikuju po svojoj sofisticiranosti, preciznosti
i jednostavnosti koris¢enja (Slika 2.8). Najcesce se koristi standardizovani in vitro model digestije
koji je predloZzen od strane COST INFOGEST mreze (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).
Medutim, prema podacima iz literature, mogu se naéi razli€iti stati¢ki in vitro modeli digestije koji
koriste razlicite uslove: pH, brzinu mesanja, vreme inkubacije i sastav digestivnih te¢nosti, kako bi
simulirali uslove u ustima, zelucu i crevima (Thakur et al., 2020). Sastav digestivne tecnosti i
koncentracija koris¢enih supstanci Siroko variraju izmedu razli¢itih modela, i zavise od ciljeva
istrazivanja (Gongalves et al., 2021). U svim modelima, temperatura se odrzava na 37°C u svim
fazama digestije, dok je pH promenljiva i specifi¢na za svaku fazu: oralna faza (pH~6-7), gastri¢na
faza (pH~1-5), i intestinalna faza (pH~6-7). Fizioloski uslovi (tip i koli¢ina enzima, soli, puferi,
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emulgatori itd.) se razlikuju u razli¢itim in vitro digestivnim modelima, $to mozZe znacajno da utice
na ponovljivost, poredenje i kona¢nu interpretaciju dobijenih rezultata (Gongalves et al., 2021; Kosti¢
etal., 2021; C. Li et al., 2020).

Simulirana oralna faza u laboratorijskom modelu ukljucuje mesanje ekstrakata ili matriksa sa
simuliranom saliva te¢no$¢u pod odredenim uslovima (5-10min, T=37°C, i pH 6,5-6,8). Glavni
faktori koji uti¢u na ponasanje fenolnih jedinjenja u ovoj fazi su: (1) interakcije sa salivom; (2)
interakcije sa mucinom; (3) i interakcije sa enzimima Kkoji se Koriste u ovoj fazi (najcesce se koristi
samo a-amilaza). Nakon oralne faze, ,,bolus* se meSa sa simuliranom gastricnom te¢no$¢u pod
odredenim uslovima (1-2h, T=37°C, i pH 1-5) i dodaje se enzim, najc¢esce pepsin svinjskog Zeludca
(retki su modeli koji dodatno uklju¢uju i gastri¢nu lipazu). Nakon gastri¢ne faze, ,,humus® se mesa
sa simuliranom intestinalnom te¢no$¢u pod odredenim uslovima (2h, T=37°C, i pH 6-8), koja
naj¢eSc¢e sadrzi zucne soli i pankreatin svinjskog pankreasa (mesavina amilaze, lipaze i proteinaze),
dok kompleksniji model dodatno ukljucuje male organske molekule, koenzime, fosfolipide i
fosfolipazu A2. Zuéne soli su sastavni deo svih in vitro digestivnih modela sa zna¢ajnom funkcijom
u digestiji lipida i solubilizaciji lipofilnih fenolnih jedinjenja. Nakon intestinalne digestije, dijaliza i
centrifugiranje se najcesce koriste za odvajanje biodostupne frakcije koja se dalje analizira (Grgi¢ et
al., 2020; C. Li et al., 2020; Marie et al., 2014; Minekus et al., 2014; Thakur et al., 2020; Wojtunik-
Kulesza et al., 2020). Neki in vitro modeli ukljucuju i fazu debelog creva (,,colon® faza) koja sadrzi
sloZzen mikrobni ekosistem koji fermentise komponente hrane koje se nisu digestovale u gornjem delu
gastrointestinalnog trakta. Fenolna jedinjenja se u ,,colon® fazi zavisno od strukture prevode u
metabolite kao $to su fenol aglikoni, urolitin, hidroksifenolsircetna kiselina, hidroksifenilpropionska
kiselina i fenilvalerolaktoni (Grgi¢ et al., 2020; Marie et al., 2014; Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

STATICKI In vitro DIGESTIONI MODEL }

EFEKAT MATRIKSA HRANE
NA BIODOSTUPNOST FENOLNIH

JEDINJENJA GROZDA

4 -
*
ULJENI HIDRATI < |
PROTEINI ™

LIPIDI

U

1. T=37°C; pH=6.8; 10min
2. 8SF (soli)+mucin
3. Enzimi (a-amilaza)

g

fosfolipaze A2)

=
z
=N
4
p—— B 1. T=37°C; pH=2.0-3.0; 30min-3h «
n vitro 1 : |::> =
L DIGESTIONI MODEL J - i :ﬁ:h[;?s[;‘;f;s;'] £ 2
z (o o) S z
2 GASTRICNA FAZA @ &2
4 )
@ e =
a2
— = 1.T=37°C; pH=7.0; 2-3h Sz
SECERI <::| 5 2. SSF (rastvori soli)+Zutne soli+ 2z
PEPTIDI | AMINIKISELINE 8 I::> fosfolipidi ::> 2
MASNE KISELINE |::> g 3.Enzimi (pankreatin, lipaze i/ili
7
=]

@ INTESTINALNA FAZA @

BIODOSTUPNOST
FENOLNIH JEDINJENJA

|
=

‘ 1. Model ukljuéuje mikroorganizame

»COLON" FAZA @

BIODOSTUPNOST
FENOLNIH JEDINJENJA
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2.6.1. In vivo i in vitro biodostupnost fenolnih jedinjenja kao model za predvidanje njihove
funkcionalnosti

Biodostupnost se definise kao skup biomolekula koji se oslobadaju iz matriksa u gastrointestinalnom
traktu, postaju dostupni za crevnu absorpciju i potencijalno ispoljavaju bioaktivnost (Grgi¢ et al.,
2020; Thakur et al., 2020). Stoga, biodostupnost je klju¢ni parametar u odredivanju funkcionalne i
nutritivne efikasnosti biomolekula, jer organizam najée$¢e neiskoristi sve nutrienate i bioaktivne
komponenata iz hrane (Fernandez-Garcia et al., 2009). Na smanjenu in vivo biodostupnost fenolnih
jedinjenja uti¢e nekoliko faktora kao $to su: smanjeno oslobadanje fenolnih jedinjenja iz matriksa
hrane, niska rastvorljivost ili formiranje nerastvorljivih kompleksa u digestivnom traktu, interakcija
sa saliva proteinima, osetljivost na pH uslove, niska permeabilnost kroz sluzokozu creva i
molekularne transformacije u digestivnom traktu (Grgic et al., 2020; Marie et al., 2014; Thakur et al.,
2020; Wojtunik-Kulesza et al., 2020). Digestija hrane pocinje u ustima, pri ¢emu su zvakanje i lu¢enje
pljuvacke dva komplementarna oralna mehanizma. Za ¢vrstu hranu, oralna obrada uti¢e na smanjenje
veliCine Cestica hrane 1 formiranje ,,bolusa“, dok se sa druge strane teCnosti samo razblazuju sa
pljuvackom (C. Li et al., 2020). Mastikacija (Zvakanje) i niska pH Zeluca pokrecu oslobadanje
fenolnih jedinjenja iz omeksSanog i dezintegrisanog matriksa hrane (Lorenzo et al., 2019). Fenolna
jedinjenja se dalje rastvaraju u digestivnom fluidu gastri¢ne i intestinalne faze, apsorbuju, metabolisu
i ispoljavaju biolosku aktivnost. Medutim, fenolna jedinjenja se najée$¢e nalaze u formi estara,
glikozida i polimera koji se ne mogu in vivo apsorbovati u ovim oblicima, ve¢ podlezu transformaciji
pod uticajem crevne mikroflore (B-glukozidaze, f-ramnozidaze i esteraze) i enzima koji kataliSu
reakcije glukuronidacije, metilacija ili sulfonacija pri ¢emu nastaju derivati fenolnih jedinjenja koji
imaju izmenjena funkcionalna svojstva (Lorenzo et al., 2019; Tarko et al., 2013). Brojne in vivo
studije su pokazale izuzetno nizak nivo absorpcije antocijana, koji u gastrointestinalnom traktu
nestaju posle samo nekoliko sati od konzumacije, jer se brzo transformisu u metabolite koji se
potencijalno dalje apsorbuju (F. Han et al., 2019). Na biodostupnost antocijana i njihovu absorpciju
uti¢e njihova hidrofilna/hidrofobna priroda, broj hidroksilnih grupa i Secerni ostatak u strukturi. U
prisustvu mikroflore creva najéesée dolazi do uklanjanja glikozidnih veza i cepanja prstena
antocijanidina, izuzev u slucaju antocijanidina koji su povezani sa pentozama i kiselinama koji
pokazuju povecanu otpornost na razgradnju (Braga et al., 2018; F. Han et al., 2019). Oligomerna i
polimerna jedinjenja takode prolaze kroz biotransformaciju ¢ime se smanjuje njihova molekulska
masa i formiraju derivati koji se lakSe apsorbuju (Lorenzo et al., 2019). Procijanidini se u
gastrointestinalnim uslovima lako degradiraju do svojih flavan-3-ol monomera (najc¢esée katehin i
epikatehin) koji se dalje apsorbuju i metabolisu (Unusan, 2020). Jako je teSko pratiti formirane
metabolite fenolnih jedinjenja koji nastaju u in vivo modelima, pa se sve vise koriste in vitro modeli
kako bi se analizirao uticaj matriksa hrane i efekat simuliranih gastrointestinalnih uslova na
biodostupnost fenolnih jedinjenja (Thakur et al., 2020).

Kod in vitro modela, biodostupnost fenolnih jedinjenja najvise zavisi od karakteristika matriksa
sirovine (voca ili povréa) i hrane, od fizioloskih uslova koji se srecu u razli¢itim fazama digestije
(ukljucuju¢i koncentraciju enzima i pH) i fizicko-hemijskih svojstava fenolnih molekula.
Hidrofilno/lipofilna ravnoteza je klju¢na u solubilizaciji hidrofilnih fenolnih jedinjenja u vodenoj fazi
intestinalnog digesta i restruktuiranju lipofilnih fenolnih jedinjenja u fazu mesane micele (Marie et
al., 2014). Interakcije izmedu matriksa hrane i fenolnih jedinjenja tokom in vitro digestije su puno
proucavane u protekloj deceniji i detaljno su opisane (Jakobek, 2015). Na biodostupnost fenolnih
jedinjenja mogu uticati skoro sve glavne komponente hrane, kao sto su proteini, ugljeni hidrati, lipidi
(Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013) ili vlakna (Gonzalez-Aguilar et al., 2017; Raquel Lucas-Gonzélez
et al., 2018). Pokazano je da struktura, sastav matriksa hrane i efekat kodigestije fenolnih jedinjenja
sa razli¢itim komponentama hrane uticu na njihovu biodostupnost, digestibilnost i antioksidativnu
aktivnost (Pineda-Vadillo et al., 2016; Wang et al., 2017). Na primer, matriks hrane koji je bogat
proteinima ili ugljenim hidratima moze potencijalno uticati na zastitu procijanidina, pri ¢emu se
poboljsava njihovo iskoris¢enje i funkcionalnost (Jakobek, 2015). Povecanje biodostupnosti fenolnih
jedinjenja se takode moze posti¢i njthovom inkapsulacijom u odgovarajuce nosace koji su rezistentni

35



(otporni) na gastrointestinalne uslove, koji kontrolisano oslobadaju fenolna jedinjenja na ciljanim
mestima i poboljSavaju njihovu absorpciju (Grgi¢ et al., 2020). Tokom in vitro digestije antocijani
i/ili procijanidini lako polimerizuju ili reaguju sa enzimima i komponentama digestivnog koktela, $to
takode uti¢e na njihovu biodostupnost i ograni¢ava iskori$¢enje (Cirkovic Velickovic & Stanic-
Vucinic, 2018; F. Han et al., 2019; Podsedek et al., 2014; Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

Vecina fenolnih jedinjenja (sa nekoliko izuzetaka), smatra se umereno do visoko rastvorljivim u vodi.
Stoga biodostupnost ne zavisi samo od micelarizacije, ve¢ prevenstveno zavisi od oslobadanja iz
matriksa i solubilizacije fenolnih jedinjenja u vodenoj fazi (Marie et al., 2014). Za efikasnu
mecelarizaciju lipofilnih fenolnih jedinjenja je neophodno prisustvo zu¢nih soli i pankreatin enzima
(Marie et al., 2014). Fenolna jedinjenja koja se teSko oslobadaju iz matriksa (pro(anto)cijanidini) ili
lako degradiraju tokom digestije (antocijani) ¢esto imaju malu biodostupnost i smanjena funkcionalna
svojstva. U intestinalnoj fazi, biodostupnost i stabilnost fenolnih jedinjenja uglavnom zavisi od pH
sredine (Braga et al., 2018). Cisti standardi kofeinske kiseline, galne kiseline, katehina, kvercetina i
resveratrola su pokazali stabilnost u gastricnim uslovima, dok se nakon intestinalne digetije u
umereno alkalnoj sredini njihov sadrzaj smanjio redom za 24,9; 43,3; 7,2; 5,8; 1 69,5% u odnosu na
sadrzaj u polaznom rastvoru (Tagliazucchi et al., 2010). Neke studije su pokazale znacajne gubitke
katehina nakon in vitro digestije, Sto moze biti posledica njihove interakcije sa digestivnim enzima,
koji ga ,,maskiraju” i Cine tesko detektibilnim (Bermudez-Soto et al., 2007; Laurent et al., 2007).
Kvantifikacija antocijana nakon in vitro digestije je ¢esto komplikovana upravo zbog pH zavisne
ravnoteze njihovih strukturnih oblika i kopigmentacije. Elagitanini su takode osetljivi na uticaj kisele
ili bazne sredine, jer mogu postepeno da hidrolizuju, daju heksahidroksidifensku kiselinu koja prelazi
u elaginsku kiselinu (Marie et al., 2014). U analizi fenolne stabilnosti i potencijalnih funkcionalnih
svojstva fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije najcesce se koriste hromatografske tehnike i in
vitro screning antioksidativni testovi (Raquel Lucas-Gonzélez et al., 2018). Treba napomenuti da je
antioksidativna aktivnost takode pH zavisna, zbog deprotonovanja hidroksilnih grupa prisutnih na
aromati¢nim prstenovima fenolnih jedinjenja $to moze povecati ili smanjiti antioksidativni kapacitet
(Tagliazucchi et al., 2010).

2.6.2. In vitro digestija groZda, vina, komine, pokoZice, semenke, peteljke i/ili njihovih fenolnih
ekstrakata

Biodostupnost ukupnih fenolnih jedinjenja, odredenih klasa fenolnih jedinjenja ili dominantnih
fenolnih komponenti nakon in vitro gastri¢ne, intestinalne i ,,colon* digestije grozda, vina, komine,
pokozice, semenke, peteljke ili njihovih ekstrakata je sumirana u Tabeli 2.3. Na in vitro biodostupnost
fenolnih jedinjenja iz ¢vrstih matriksa grozda, komine i njihovih konstituenata pre svega utice sastav
matriksa i brzina oslobadanja fenolnih jedinjenja tokom digestije. Kompleksni matriksi grozda,
komine i njenih konstituenata sadrze dijetna vlakna, proteine i lipide koji mogu da vezuju fenolna
jedinjenja i moduliraju njihovu biodostupnost (Raquel Lucas-Gonzélez et al., 2018). Dominantno
prisutna dijetna vlakna efikasno interaguju sa hidroksilnim grupama fenolnih jedinjenja, $to smanjuje
prisustvo ovih jedinjenja u gastrointestinalnom koktelu, smanjuje njihovu biodostupnost i
antioksidativni potencijal (Jakobek & Mati¢, 2019). Samo fenolna jedinjenja koja se oslobadaju u
intestinalnom traktu mogu biti potencijalno dostupna u tankom crevu. U in vitro oralnoj fazi se ¢esto
oslobada samo mali deo fenolnih jedinjenja, koja se zadrzavaju u strukturi bobice, pokozice ili
semenke. Fenolna jedinjenja se iz ¢vrstih matriksa intenzivnije oslobadaju tokom in vitro gastri¢ne i
intestinalne digestije kao posledica razli¢itth pH uslova, ili ¢ak u ,,colon fazi“ zbog delovanja
mikrobima koji razgraduju biljni matriks (Tagliazucchi et al., 2010). Sa druge strane, biodostupnost
fenolnih jedinjenja tokom digestije vina ili ekstrakata grozda/komine direktno zavisi od pH uslova u
gastrointestinalnoj fazi, kao i sposobnosti fenolnih jedinjenja da interaguju sa enzimima i
komponentama digestivnog koktela. Pokazano je da fenolna jedinjenja iz ekstrakt komine grozda
imaju bolju gastriénu stabilnost i ve¢u biodostupnost nakon intestinalne faze, u poredenju sa fenolnim
jedinjenjima iz brasna komine (Beres et al., 2019). Nekoliko studija je pokazalo povecan sadrzaj
ukupnih fenolnih kiselina, flavonola, flavan-3-ola ili specifiénih fenolnih jedinjenja kao §to su
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katehin, ekipaktehin ili neki procijanidini, nakon gastri¢éne digestije grozda, vina, grozdanog
sedimenta, ekstrakta komine, semenke, pokozice i peteljke, u odnosu na nedigestovane uzorke (Chen
et al., 2016; da Silva Haas et al., 2019; José Jara-Palacios et al., 2018; Laurent et al., 2007; Lingua et
al., 2018). Ovo povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u gastri¢noj fazi se pripisuje povecanom
oslobadanju fenolnih jedinjenja iz matriksa, ¢emu verovatno doprinosi ,,kisela* sredina i delovanje
digestivnih enzima (Chen et al., 2016). Na kraju intestinalne faze, biodostupnost za vecinu fenolnih
jedinjenja je smanjena. Sve studije na model uzorcima kao §to su grozde, komina, semenka ili
pokozica, pokazuju Smanjenu biodostupnost flavonola (kvercetina, kampferola, izoramnetina,
miricetina, siringetina, laricitrina i njihovih glikozida) i fenolnih kiselina (Garbetta et al., 2018; Jose
Jara-Palacios et al., 2018; Lingua et al., 2018; Wang et al., 2017). Antocijani su u vecini slucajeva
stabilni u gastri¢noj fazi, jer se u uslovima niske pH nalaze u obliku crvenog flavilium jona (da Silva
Haas et al., 2019). Medutim, u intestinalnoj fazi, usled izmenjenih pH uslova, antocijani prelaze u
bezbojni karbinol oblik ili podlezu biokonverziji, $to ograni¢ava njihovu detekciju i moze doprineti
prividnoj proceni njihove biodostupnosti (Braga et al., 2018). Niska biodostupnost ukupnih
antocijana je potvrdena nakon intestinalne digestije grozda (Lingua et al., 2018; Tagliazucchi et al.,
2010), vina (McDougall et al., 2005), komine (Haminiuk et al., 2017; Wang et al., 2017), i liofilisanog
sedimenta soka od grozda (da Silva Haas et al., 2019). Niska biodostupnost je potvrdena i na
dominantno detektovanim pojedina¢nim antocijanima grozda nakon intestinalne digestije. Preciznije,
potvrdena biodostupnost za peonidin-3-O-glukozid, malvidin-3-O-glukozid i malvidin-3-
acetilglukozid, je bila redom: 25,6%, 9,4% i 8,7% (Lingua et al., 2018).

Smanjen sadrzaj katehina i epikatehina nakon in vitro intestinalne digestije moze biti zbog smanjene
stabilnosti ovih jedinjenja u alkalnim uslovima, njihove tendenciji da se oksidisu, polimerizuju ili
zbog sposobnosti da interaguju sa digestivnim enzimima (Chen et al., 2016; Garbetta et al., 2018;
Laurent et al., 2007; Lingua et al., 2019). Ogranic¢ena biodostupnost procijanidina je zbog njihove
velike molekulske mase i smanjene rastvorljivosti u digestivnoj te¢nosti (Chen et al., 2016). Medutim,
suprotno predhodnim rezultatima, José Jara-Palacios et al. (2018), su prijavili zna¢ajno povecéanje u
sadrzaju protokatehinske kiseline, katehina, epikatehina, kao i procijanidin B1, B2 i njihovog galata,
nakon intestinalne digestije. Ovo povec¢anje monomernih i dimernih flavan-3-ola objasnjavaju kao
posledicu degradacije trimer i tetramer procijanidina koji nisu detektovani na kraju digestije. Pored
navedenog, Ferreyra, Torres-Palazzolo, et al. (2021) su potvrdili povecan sadrzaj €-viniferina nakon
digestije peteljke grozda, Sto moZe biti povezano sa depolimerizacijom oligomernih stilbenoida.
Medutim, ponasanje fenolnih jedinjenja u simuliranim in vitro gastrointestinalnim uslovima jo$ uvek
nije razjasnjeno i zahteva dodatna istrazivanja na razli¢itim model sistemima. Samo nekoliko studija
analizira biodostupnost fenolnih jedinjenja iz semenke i pokozice grozda, baziraju¢i se na COST
INFOGEST protokolu in vitro digestije (Gomes et al., 2019; José Jara-Palacios et al., 2018).
Nedostaju detaljni profili fenolnih jedinjenja, koji bi doveli do bolje interpretacije rezultata. Digestija
fenolnog ekstrakta semenke Prokupca (bogata u sadrzaju flavan-3-ola i procijanidina) sa i bez
matriksa, kao i detaljna karakterizacija pojedinacnih fenolnih jedinjenja, prvenstveno flavan-3-ola i
procijanidina, do sada nije radena, a mozZe znacajno doprineti u razumevanju biodostupnosti ovih
jedinjenja i njihovog ponasanja u simuliranim gastrointestinalnim uslovima.
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Tabela 2.3. Biodostupnost fenolnih jedinjenja nakon in vitro gastri¢ne, intestinalne i ,,colon* digestije grozda, vina, komine, pokozice, semenke, peteljke ili njihovih

ekstrakata
Gastri¢na . . Biodostupnost IF (% i
Proizvod Fenolna taza GF Biodostupnost Intestinalna faza o anSB na Oc,eg ) %deIOSt‘,fp”OSt Z apatanial Ref
S 0 ; pocetnu colon” faza apaZanja/napomene eference
jedinjenja . GF (%) IF(uslovi) %
(uslovi) kolicinuluzorak) (%)
*Ukupna fenolna 1. Pepsin 60,63% 1 E’ankree}tm ©O8glL); 62,38% Antioksidativna svojstva digestovanog
« - P (300 U/mL) zuéne soli (25 mg/mL) . .
Red Globe” grozde jedinjenja 2 T=37°C: pH 2 T=37°C: pH 7.5: 1=0h / uzorka (tokom IF) (Tagliazucchi et
(ceo grozd) 1Ukupni flavonoidi =Sl p 48,19% : P PR T T 56,07% 1. ABTS™ 1 al., 2010)
"Ukupni antocijani 20;=2h 35,71% 8. Digesta 7,63% 2. FRAP
P ) 2 (centrifugiranje) 10970 ) )
. . . Odsustvo/prisustvo
L foe(?os IB /(rigo_ e]iési‘iir;(l:riejgr:]e(szo?i“(_z)% Caco-2 celija (ekstrakt) IskoriS¢enje katehina nakon intestinalne
- * digestije od ~59% se povecava na oko
Ekstrakt ;gmenke 2Katehin 2 .I?E(;tslrg) H 98,3% P riSLrE?\itr)T;lt;c)isustvo 56,1/n.d % / 98%, nakon ekstrakcije acetonitrilom koji (Lau;gr&git al,
grozda 2Epikatehin 2 0‘_ :lh" 55 96,6% ' pCaCO—Z celiia 14,7/n.d % “demaskira” katehin vezan za digestivne
2Procijanidin B2 (;b’rtta'aln;in 109,3% 3 T=37°C: pH 7J0A —h n.d/n.d enzime
2Procijanidin B3 J 124,9% ) s PHD T n.d/n.d
2 Posle dijalize (IN)
Ukupna fenolna 1. Pepsin (315 66,4% 7,2% 39,7%
Jedinjenja U/mL) 1. Pankreatin (4 mg/mL);
2Ukupni antocijani o . 4 '
Crveno vino 2Malvidin-3-O-glukozid 2. T=37°C; pH 99,1% zuéne soli (25 mg/mL) 3,7% 34,1% / (McDougall et
AJitisin A malvaiing. 0. 1,7; t=2h; / 2. T=37°C; pH 7,5; t=2h 0,2% 0.9% al., 2005)
. 100rpm / 3. Digesta (dijaliza) 9,1% 27,8%
glukozid
2Vitisin A, malvidin-3- 0 0
O-acetil glukozid ! 16.4% 58.5%
L iorscilnne Retentat/permeat Antioksidativna svojsta digeste
2 TESI;QC. H (mg/g) 1. “porcine” pankreatin Retentat/permeat (mg/g) (u odnosu na polazni uzorak)
Komina grozda *Ukupna fenolna ' 2_0. FZth 2. T=37°C; pH 7,0; ==2h / 1. TEAC (retentan/permeat) 1 (Beres et al.,
(brasno i ekstrakt) jedinjenja 3 ’ D’i esta 0,82/2,86% (brasno) 3. Digesta (filtracija; 24,16/5,76% (brasno) 2. ORAC (retentat/permeat) 1 2019)
(fi Itfaci'g' 5kDa 58,22/35,23% 5kDa membrane) 68,32/4,21% (ekstrakt)
Ja; (ekstrakt) COST INFOGEST digestija
membrane)
. TR Antioksidativna svojsta digeste
1. pepsin 1. Tripsin (tripsin/sok; (u odnosu na poIaZJni uzo?ak)
N 1 (pepsin/sok; 1:10 1:10 wiw) Posle intestinalne digestije
Sok grozda Ukupna fenolna 1. FRAP
e LT wiw) / 2. T=37°C; pH 6,0; 1=2h sadrzaj ukupnih fenolnih / . . . (He et al., 2017)
(Vitis vinifera L.) jedinjenja 2 T=37°C: pH 3. Digesta iedinienia ie duplo veéi 2. o-glukozidaza inhibiciona aktivnost 1
NS p - Dlgesta Jedinjenya je duplo vec 3. a-amilaza inhibiciona aktivnost (nema
2,0; ==1h (centrifugiranje) snacajne razlike)
1. Pankreatin (0,005g/g
Voéni miks ( L pe;lnjszlgrg;,)mg/g ufg 13(; ); Zﬁzgiksa(;h 90,26% (vocéni sok) Antioksidativna svojstva digeste
0¢ s isa tUkupna fenolna o, . og g . 91,51% (voéni sok+Fe) (u odnosu na polazni uzorak) (Cillaetal.,
udelom koncetrata L 2. T=37°C; pH / 2. T=37°C; pH 6,5-7,2; .
. X jedinjenja . 7 76,52% (voéni sok+Zn) 1. ORAC 1 (za sve uzorke) 2011)
grozda Airen sorte) 2.0; ‘F.Zh’ ].20 T_.Zh 76,52%(voéni sok+Fe+Zn) 2. ABTS™ 1 (za sve uzorke)
obrtaja/min 3. Digesta ? ’
(centrifugiranje)
2Ukupna fenolna 12,85% 12,88% kcional . e col
jedinjenja Funkcionalna svojsta posle colon
2 J c 0% ] . fermentacije
Ukupne derivati galne 1. pepsin 1. Pankreatin 1,47% 1,49% (u odnosu na polazni uzorak)
Komina (Merlot) kiseline (0,32g/100mL) (0,15/100mL); Zune P | (Comeactal
liofilisani ekstrak‘t 2Ukupni flavan-3-oli i 2. T=37°C; pH / soli (0,9/100mL) 12,1% 12,35% 5 Redui(u'uéa svojstval 2017) "
procijanidini 1,2; 1=2h, 2. T=37°C; pH 6,0; 1=1h; 3. pokaroten “bléachin ) inhibiciial
2Katehin/epikatehin 150rpm 150rpm 24,34/23,69% 19,80/20,96% 4 Chotokatin svo'stvag(MCF—T ,{‘CI_
2Ukupni flavonoli 15,46% 14,80% . H460: I—Jle G2) 1 !
2Ukupni antocijani 16,03% 15,16% > Hep
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2Peonidin/malvidin-3-O-
glukozid

14,59/9,98%

13,89/9,1%

5. Antimikrobna svojtva | ili nema
znacajne razlike

Grozde/vino Grozde Ne-D(D)/
2 Vino Ne-D(D)
Uk_‘ézri‘r?_::’.‘;'”a 68,55/127,47% 4,71(7,94)16,31(4,82)%
2Uku n{e feng)lnfe Kiseline Antioksidativna svojstva D/Ne-D frakcije
lejku ni flavonoli 1. pensin 450 80,2/143,11% 1. Pankreatin 24,7(60,2)/13,5(4,4)% posle intestinalne digestije grozda/vina
. 2 P . - pep 73,11/129,65% ' e 1,69(4,15)/3,35(2,78)% (u odnosu na polazni uzorak)
Grozde Ukupni flavan-3-oli i U/g(mL) (1,2mg/g(mL)); zZuéne
Vino procijanidini (@omg/mL) 138,6/179,66% ool (5.6m0 /g(’mL)) 5,76(27,7)/15,4(16,3)% / 1. ABTS™ | (Lingua et al.,
2 : 700 o s 2.FRAP | 2018)
(Syrah) ZEKii‘(t:tZ'h”in 2 ;ﬁl%th 325,5/160,42% 2; é? ecs’t;’gi?f“’z;)% 18,7(87.6)/17,4(21,6)% 3. DPPH" |
Uk aookani it 379,9/246,31% -Dlg | 12,7(62,9)/18,9(14,1)%
2Peoni5in-3- Iuliozid 45,07/100,82 9,84(10,2)/6,9(6,13)% COST INFOGEST digestija
2Malvidin-3—glukozid 31,6/125,67% 25,6(25,7)/15,1(15,5)%
ZMaIvidin-Sgacetil- 55,5/116,32% 9,2(,9,4)/7,2(4,8)%
glukozid 56,36/61,72% 9,13(8,75)/8,4(6,9)%
1. Pepsin (315 mDP ekstrakt stabilni ACE inhibitorna aktivnost posle
2Proantocijanidini -Tep 1. mDP 6 1. Pankreatin (4 mg/mL); S . intestinalne i colon digestije
Ek . U/mL) L . . . Proantocijanidini u ekstraktima L . f -
strat semenke i (procena na osnovu a0, (sirovi ekstrakti) zuéne soli (25 mg/mL) . . . 1. sirovi ekstrakti semenke i pokozice .
Y L [ 2. T=37°C; pH e o, o semenke i pokoZice u velikoj L . (Ferndndez &
pokozice (sirov i stepena polimerizacije I 2. mDP 10 (precis¢eni 2. T=37°C; pH/; ==2h . P o / imaju ouvanu aktivnost
PR R 1,7; ©=2h; . " Lo meri degradirani (do 80%) in . . - Labra, 2013)
preciséen) proantocijanidina 100rom ekstrakti) 3. Digesta (dijaliza; (ekstrakti semenke su otporniji) 2. pre¢isceni ekstrakti semenke i pokoZice
(mDP)) P 3. mDP ekstrakata membrana 12kDa) porny posle colon faze nisu imali sposobnost
pokozice poveéani ACE-inhibicije
Biodostupnost u odnosu na Antioksidativna svojstva digeste
Grozde 1. Pankreatin (800 ocetni uzorak (u odnosu na polazni uzorak)
Semenka 1. Pepsin (2000 U/mL); Zuéne soli (25 p b 1. grozde 1; pokozica |; pulpa 1; semenka
Pulpa *Ukupna fenolna uU/mL) mg/mL) N . (n.r.) (Niagara) (Gomes et al.,
Pokozica jedinjenja 2. T=37°C; pH ! 2. T=37°C; pH 7,0; 7=2h 21.;}1;(0226 NN(Iz‘r:‘r)’)PBTT ! 2. grozde 1; pokozica 1; pulpa 1; semenka 2019)
(Bordo (B) i Niagara 3,0; ==2h 3. Digesta - rokozica .. 1 (Bordo)
o 3. Pulpa N1; B?
(N)) (centrifugiranje) 4. Semenka N (n.r.); B
) o COST INFOGEST digestija
MIKS grozde/vino MIKS grozde Ne-D(D) /
1. Pankreatin vino Ne-D(D) Antioksidativna svojstva D/Ne-D frakcije
Grozde i vino (miks 1. Pepsin (450 a 2m' Jo(mL)): Zuéne posle intestinalne digestije grozda/vina
dve zortel: \(I:lhardonay tUkupna fenolna u/mL) 37/74% 5’0“ é% mg/g’(r?]LIl_)) 13(18)/34(33)% / (u odnosu na pola%ni uzorak) (Lingua et al.,
AR jedinjenja 2. T=37°C; pH 2o . 1. ABTS™ | 2019)
I'Viognier) 2Ukupna fenolna 2,0; =2h / 2. T=37°C; pH 7.5 v=2h 1,60(3,85)/40,9(30,3)% 2. FRAP |
jedinjenja 3. Digesta (dijaliza) 3. DPPH" |
2Katehin / 0 (0)/10,25 (0)%
2Ukupna fenolna 1. “porcine”lipase 65,59%
jedinjenja (2mg/mL); pankreatin
2Procijanidin B1 1. Pepsin (4mg/mL); zu¢ne soli (24 47,31% Ekstrakt pokozice posle in vitro digestije
Ekstrakt pokogi 2Katehin (40mg/mL) / mg/mL) 53,82% / pokazuje smanjen uticaj u modulaciji ROS (Garbetta et al.,
straxt pokozice 2Kvercetin-3-glukozid 2. T=37°C; pH 2. T=37°C; pH 5,3-6,5; 43,31% i GSH procenjen na HT-29 intestinalnim 2018)
2Kvercetin-3-glukuronid 2,5;t=1h =2h 51,79% celijama
2Kaftarna kiselina 3. Digesta 80,21%
utarna Kiselina centrifugiranje J1T%
’K kiseli ifugiranj 66,77%
2Trans-resveratrol . Belofcrveno vino 1. Pankreatin (0,02g); Belo/crveno vino Beéc;/gggn&;no Antioksidativna aktivnost posle
2Hlorogenska kiselina 1. Pepsin 80,5/120,2% zucne soli (0,12g) 74,4/117,9% 12' 3/4 '190/ intestinalne dicestiie i “colon”
] rorog wI5e (40mg/mL) 40/81,8% 2. T=37°C; pH 6,0-7,4; 23,1/68,9% PRy mntestimalne igestye 1 -cofon (Gumienna et
Vino Kofeinska kiselina 2 T=37°C: pH 122 3/79 1% =2 5h 133.9/65.6% 11,6/128,1% fermentacije al., 2011)
2p-kumarna kiselina ) P : : > J : 78,02/86,3% (u odnosu na polazni uzorak) v
Z’()S—(4-hidr0ksifenil) 2,0; =2h 87,8/96,8% 3. “colon” faza (dodatak 82,0/91,8% n'd /100’0/ 1. ABTS™ |
propionska kiselina n.d/n.d mikroflore) n.d./100% (13,23pg/mL) © édpg/moL) '
Liofilisan sediment 1. Pepsin (2000 1. Pankreatin (800 Bordo Ne-D(D) /Isabel Ne- Antioksidativna svojstva D/Ne-D frakcije (da Silva Haas
iz soka od grozda U/mL) B/1 sediment U/mL); Zu¢ne soli D(D) / posle intestinalne digestije sedimenta

(10mol/L)

grozda

etal., 2019)
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2Ukupna fenolna 95,3/142,6% 6,7(54,9)/2,54(14,4)%
jedinjenja
2Ukupne fenolne kiseline 132,2/149,9% 13,1(71,9)/14,5(65,5)% (u odnosu na polazni uzorak)
(Isabel (1) i Bordo 2Ukupni flavan-3-oli 2. T=37°C; pH 98,7/150% 2. T=37°C; pH 7,0; t=2h 6,0(49)/3,0(14,2)% 1. ABTS™ |
(B) 2Katehin 3,0; ==2h 97,2/135,8% 3. Digesta 5,2(49,8)/0,41(2,0)% 2.DPPH" |
2Epikatehin 100/196,9% (centrifugiranje) 7,0(48,1)/11,5(54,5)%
2Ukupni antocijani 84,6/131,7% 6,5(57,5)/0,2(8,0)% COST INFOGEST digestija
2Malvidin-3,5- 86,8/111,1% 7,4(59,8)/n.d. (0,1)%
diglukozid
Crveno/belo vino 1. Pankreatin (4 mg/mL); Crveno/belo vino Crveno/belo vino Funkcionalna svojsta posle colon
Vino (Cabernet 1. pepsin (11'8|,(3/E|3(2,8°/; 2iuTén3e7soCli (213 ;nsg/mLz)h (5{1,8/43,7%) (2_7,5/28,6%) wod ferment?cijg 9
ino (Caberne 2 niska konz. . T=37°C; pH 7,5; 1= niska konz. niska konz. u odnosu na polazni uzoral
Sauvignon (CS) i Ukupna fenolna (450U/mL) 124,1/83,9% 3, Digesta (dijaliza 56,2/43,7% 30,4/22,3% 1. o-glukozidaza inhibiciona aktivnost | (Sunetal,
jedinjenja 2. T=37°C; pH - ST . e . 2020)
Chardonnay (C)) 1.2: =2h (umerena konz.) (pasivna difuzija); (umerena konz.) (umerena konz.) 2. a-amilaza inhibiciona aktivnost |
- 131,6/89,8% membrana 12kDa) 74,0/45,7% 41,6/25,0%
(prekmerena konz) 4. “colon” fermentacija (prekmerena konz) (prekmer. konz) COST INFOGEST digestija
K/Po/PelS K/Po/P/S
*Ukupna fenolna 31,3/79,3/93,8/34,6% 49,8/101/112,9/38,7%
jedinjenja Antioksidativna svojstva K,Pe, Po, S posle
Ekstrakt komine 2Ukupna fenolna |« - 128/233/140/123% 1. Pankreatin (800U/mL); 156,4/58,44/153,5/91,4% intestinalne digestije
(K), pokozice (Po), jedinjenja - porcine ekstrakt zuénih soli (20 (u odnosu na polazni uzorak) (José Jara-
peteljke (Pe), 2Fenolne kiseline 2 ng,;?g H mg) 751355/92/62% / 1. ORAC| Palacios et al.,
ostataka pulpe i 2Flavanoli ' 3_0_ :2’hp 118/0/156/99% 2. T=37°C; pH 7.,5; 1=2h 228/0/201/97% 2. DPPH" | 2018)
semenke (S) 2Katehin T 125,8/197,8% (S/Pe) 110,3/330,9% (S/Pe)
2Epikatehin 102,8% (S) 101,2% (S) COST INFOGEST digestija
2Flavonoli 30/47/27/0% 47/72/48/0%
2Kvercetin-3-0-glukozid 40,6% (Pe) 70,1% (Pe)
L/Pe L/Pe
tUkupna fenolna 58,9/80,4% 73,9/20,3% Antioksidativna svojstva loze | peteljke
iy jedinjenja 1. “porcine” . posle intestinalne digestije (Ferreyra,
elt_eol'zlfa(((:gzﬁ;:kl;)l;e) 2Fenolne kiseline pepsin 124,3/92,8% l'izzzt.(}:esag:F‘(;gs}Bkt 87,6/27,2 / (u odnosu na polazni uzorak) Torres-
petel Malbed) 2Stilbeni 2. T=37°C; pH 44,3/0% 5 To37oC N6 89 1 129,9/51,6% 1. ORAC: loza 1 i peteljka (nema razlike)  Palazzolo, et al.,
(ev Malbec) 2€-viniferin 2,0; ==1h 46,6/0% A= G pH 6,8, 7= 136,6/51,6% 2. DPPH": loza | i peteljka | 2021)
2Katehin 73,2/88,1% 29,6/12,1%
2Flavonoli 51,8/79,4% 52,2/61,9%
2Ukupna fenolna 96,8% 1. Pankreatin: ekstrakt 85,5% Antioksidativna svojstva posle intestinalne
jedinjenja 1. “porcine” N -én'h soli (1’2m /mL) digestije komine
Komina 2Galna kiselina pepsin 100,7% ZZUT*;7°C-1 H7 Sg —h 96,4% / (u odnosu na polazni uzorak) (Wang et al.,
(Tempranillo) 2Elaginska kiselina 2. T=37°C; pH 99,3% N 6? st T 86,2% 1. ABTS™ | 2017)
*Flavonoli 2,0; t=2h 88,8% - gesta 66,1% 2.FRAP |
*Antocijani 65,8% (centrifugiranje) 0% 3. ORAC |
Antioksidativna svojstva D/Ne-D frakcije
1. Pepsin 1. Pankreatin (4 mg/mL); posle intestinalne digestije_ suvog grozda
N 1 7o Loy . . (u odnosu na polazni uzorak) .
Suvo grozde Ukupna fenolna 2. T=37°C; pH 97 88% zuéne soli (25 mg/mL) 7,86% (D-frakcija) / 1. ABTS™: D | i Ne-D| (Kamiloglu et
(Sultana) jedinjenja 1,7; ==2h; ' 2. T=37°C; pH 7,0; ==2h 102,5% (Ne-D frakcija) 2 DPPH':D 1iNe-D} al., 2014)
100rpm 3. Digesta (dijaliza) 3'. FR AP:.D L iNe-D1
4. CUPRAC: D| i Ne-D1
Crvena /bela sorta Crvena /bela sorta
*Ukupna fenolna 140,9/107,4% 1. Pankreatin (4 mg/mL); 55,5/107% Antioksidativna svojstva semenke posle
jedinjenja 1. “porcine” glikodeoksiholat intestinalne digestije
Semenka grozda 2 Ulfup_na} fe_nolna pepsin 25,9/81,8% (0,04g/m_L); 33,4/25,5% / (u odnosu na polazni uzorak) (Chenetal.,
jedinjenja 2. T=37°C; pH taurodeoksiholat 1. ABTS™ | 2016)
2Galna kiselina 2,0; =1h; 95rpm 65,2/137,4% (0,025g/mL) n.d. 2. FRAP |
2Katehin-hidrat 29,7147,2% 2. T=37°C; pH 7,4; 1=2h 24/0% 3. DPPH" |
2Epikatehin 31,4/55,8% 11,8/0%

1Spektrofotometrijski odredeni; ZHPLC kvantifikacija; n.d.-nije detektovan; n.r.-nema znacajne razlike; Ne-D-frakcija unutar vreée za dijalizu (dostupna “colon” fazi); D-frakcija koja je potencijalno biodostupna nakon

intestinalne digestije.
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2.6.3. Uticaj razlicitih matriksa hrane na biodostupnost fenolnih jedinjenja iz grozda, vina, komine,
pokoZice, semenke, peteljke i/ili njihovih fenolnih ekstrakata

In vitro digestija fenolnih jedinjenja uglavnom je ispitivana na prirodno bogatim fenolnim
matriksima, kao $to su voce i povrée (Dufour et al., 2018) ili fenolno-bogatim esktraktima komine
grozda (Garbetta et al., 2018; José Jara-Palacios et al., 2018; Wang et al., 2017) (poglavlje 2.6.2).
Tek nekoliko studija prati uticaj matriksa hrane na biodostupnost fenolnih jedinjenja (Tabela 2.4).
Matriksi hrane bogati u sadrzaju proteina, ugljenih hidrata ili lipida pokazuju razlicite efekte na
digestibilnost i biodostupnost fenolnih jedinjenja (Raquel Lucas-Gonzélez et al., 2018). Stoga,
biodostupnost fenolnih jedinjenja u kompleksnim matriksima hrane zavisi od: (1) strukture i
rastvorljivosti fenolnih jedinjenja; (2) sastava, teksture, granulacije i digestibilnosti matriksa; (3)
interakcije fenolnih jedinjenja sa makrokonstituentima (proteini, ugljeni hidrati i lipidi), njihovim
hidrolizatima (peptidima, masnim kiselinama i oligosaharida) i digestivnim enzimima; i (4) sastava
digesta (Cirkovic Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018; Hiolle et al., 2020; Jakobek, 2015; Jakobek &
Mati¢, 2019; Podsedek et al., 2014; Seczyk et al., 2021). Fenolna jedinjenja su naj¢es¢e povezana sa
makromolekulima iz matriksa reverzibilnim interakcijama (hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze i
Van der Wals-ove interakcije) ili retko kovalentnim vezama koje se mogu javiti u slu¢aju proteina
(Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2018). Ove interakcije uticu na poboljsanu oksidativnu stabilnost
fenolnih jedinjenja tokom gastrointestinalne digestije. Medutim u vecini slu¢ajeva prisustvo matriksa
ograniCava oslobadanje fenolnih jedinjenja u digestivnom traktu, §to smanjuje njihovu biodostupnost
i sposobnost da ispolje bioloske efekte (Jakobek, 2015; Seczyk et al., 2021). Sengul et al. (2014), su
publikovali zanimljivu model studiju koja pokazuje kako matriksi razli¢ite hrane i pojedina¢ne
komponente hrane uti¢u na biodostupnost fenolnih jedinjenja, prvenstveno antocijana. Analiza
pojedina¢nih komponenti je pokazala da proteini (sojini protein, kazein, proteini mesa) doprinose
smanjenju ukupnih antocijana, posmatrano u odnosu na sadrzaj ukupnih antocijana u post-gastri¢noj
frakciji. Sa druge strane, neki ugljeni hidrati i masne kiseline (stearinska i linolenska kiselina) su
povecali ili oCuvali sadrzaj ukupnih antocijana u rastvorljivoj frakciji nakon in vitro intestinalne
digestije. Kombinacija fenolnih jedinjenja sa vlaknima takode uti¢u na biodostupnost fenolnih
jedinjenja tokom in vitro digestije. Fenolna jedinjenja se vezuju za povrsinu vlakana i delimi¢no
oslobadaju u gastri¢noj i intestinalnoj fazi. Neapsorbovana fenolna jedinjenja ostaju zadrzani na
povrsini vlakana koji ih dalje ,,nose” do ,,colon“ faze gde se oslobadaju delovanjem bakterija
(Jakobek & Matié, 2019). Tek nekoliko studija ispituje uticaj inulina na biodostupnost fenolnih
jedinjenja. Dodatak inulina u pire kupine (Tomas et al., 2020) ili paradajz sos (Tomas et al., 2017),
je uticao na smanjenu biodostupnost fenolnih jedinjenja i produzeno oslobadanje fenolnih kiselina,
lignana i niskomolekulskih fenolnih jedinjenja u ,,colon® fazi. Dalje, inulin-,jussara®“ ekstrakt
mikrokapsule su pokazale nisku biodostupnost antocijana nakon in vitro intestinalne digestije, jer su
vecina antocijana zadrzani u nerastvornoj frakciji (Bernardes et al., 2019). PonaSanje fenolnih
jedinjenja iz ekstrakta semenke grozda u modelu sa inulinom ili jo§ kompleksnijim matriksom inulin-
proteini mleka nisu do sada analizirana.

Samo nekoliko studija sa bavi matriksima hrane koje nisu prirodno bogati fenolnim jedinjenjima, kao
§to su mleéni proizvodi, proizvodi od jaja, pekarski proizvodi ili ovsena kasa/mleko formulacija
(Cebeci & Sahin-Yesilgubuk, 2014; Karakaya et al., 2016; Pineda-Vadillo et al., 2016; Pineda-
Vadillo et al., 2017; Sengul et al., 2014). Pokazano je da kompleksni matriksi hrane kao $to su mleko,
hleb i jogurt uti¢u na smanjenje ukupnih fenolnih jedinjenja i antocijana nakon in vitro intestinalne
digestije, i to u obe frakcije (dijalizabilna/nedijalizabilna frakcija)(Sengul et al., 2014). Dodavanje
ekstrakta grozda u matrikse hrane na bazi mleka 1 jaja u velikoj meri utice na oslobadanje 1
rastvorljivost antocijana i procijanidina tokom digestije, prvenstveno u ¢vrstim matriksima (palacinke
i omlet) (Pineda-Vadillo et al., 2016). Ista sudija je pokazala da su obogacéeni matriksi imali povec¢anu
antioksidativnu aktivnost na kraju intestinalne digestije, cemu pored oslobodenih fenolnih jedinjenja
doprinose i hidrolizati matriksa hrane.
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Tabela 2.4. Uticaj razli¢itih matriksa na biodostupnost i antioksidativna svojstva fenolnih komponenti grozda, komine i njihovih konstituenata nakon in vitro
gastrointestinalne digestije

Brasno/ekstrakt

Matriks

Fenolna jedinjenja
(efekat matriksa u odnosu na kontrolni uzorak

Ekstrakt grozda
(Eminol®)

Kontrola (ekstrakt+voda)

brasna/ekstrakta;
posmatrano nakon intestinalne digestije)

Antioksidativna svojstva nakon intestinalne
A Reference
digestije

1. Milksejk (MS)
2. Kremasti desert (KD)
3. Palacinke (P)
4. Omlet (O)

Ukupna biodostupnost (biodostupna fenolna jedinjenja u digestibilnoj i
nedigestibilnoj frakciji)

2Ukupni antocijani (MS 1; KD n.u; P 1; 0 1)
2Ukupni pro(anto)cijanidini (MS 1; KD 1; P |; O 1)
1Ukupna fenolna jedinjenja (MS |; KD |; P |; O n.u.)

Ukupna biodostupnost (biodostupna fenolna jedinjenja u digestibilnoj i
nedigestibilnoj frakciji)

(posmatrano u odnosu na isti uzorak nakon oralne faze)
1. FRAP
Digestibilna frakcija (MS |; KD |;P 1,0 1)
Nedigestibilna frakcija (MS 1; KD 1; P |; O 1)
Zbir frakcija (MS n.r.; KD n.r.; P 150 1) (Pineda-Vadillo et al.,

2016)
2. ORAC

Digestibilna frakcija (MS 1; KD 1; P 1; 0 1)
Nedigestibilna frakcija (MS 1; KD 1; P 1; O 1)
Zbir frakcija (MS 1; KD 1; P 1:0 1)

Ekstrakt grozda
(Eminol®)

Ekstrakt grozda
(Eminol®)

Kontrola (ekstrakt+voda)

1. Milksejk (MS)
2. Kremasti desert (KD)
3. Palacinke (P)
4. Omlet (O)

1. Biskviti
2. Lepinje

2Delfinidin-3-0-glukozid (MS 1; KD n.u.; P ;0 1)
2Cijanidin-3-0O-glukozid (MS1; KD n.u; P 1; 0 1)
2petunidin-3-0-glukozid (MS 1; KD 1; P 1; 0 1)
2peonidin-3-0-glukozid (MS 1; KD 1; P 1; O 1)
2Malvidin-3-O-glukozid (MS 1; KD 1; P ;0 1)

2Metilpiranomalvidin-3-O-glukozid (MS 1; KD 1; P 1; O1)
2Peonidin-3-0O-acetilglukozid (MS 1; KD 1; P 1; 0 1)
2Delfinidin-3-O-kumaroilglukozid (n.d.)
2Malvidin-3-O-acetilglukozid (MS 1; KD 1; P 1; 0 1)
2petunidin-3-0O-kumaroilglukozid (MS n.u.; KD n.u.; P1; O1)
2peonidin-3-0-kumaroilglukozid (MS n.u.; KD n.u; P 1; 0 1)
?Malvidin-3-O-kumaroilglukozid (MS n.u; KD n.u; P 1; 0 1)

Biodostupnost (racunata u odnosu na isti uzorak pre digestije)
1. Biskviti+antocijani (57,26%)

(Pineda-Vadillo et al.,
2017)

2. Biskvit+antocijani+dokosoheksanska kiselina (8,83%)
3. Lepinja-antocijani (57,30%)
4. Lepinja+antocijani+dokosoheksanska kiselina (n.d.)

tUkupna fenolna jedinjenja

(Karakaya et al., 2016)

Crveno vino (CV) i
belo vino (BV)

Juvitana infant formula (20% ¢urece
meso; 25% kukuruzna pasta; 10%
krompir pasta; 5% bra$no pirin¢a;

0,1% NaCl; voda)

NKV (CV n.u; BV n.u.); UKV (CV n.u.; BV n.u.);
VKV (CV |; BV n.u)

tUkupni antocijani
NKV (CV n.u.); UKV (CV n.u.); VKV (CV?1)

2Ukupni flavan-3-oli
NKV (CV 1; BV n.u.); UKV (CV n.u; BV n.u.);
VKV (CV n.u; BV n.u.)

2Ukupne fenolne kiseline

NKV (CV n.u;; BV n.u.); UKV (CV |; BV n.u.);
VKV (CV 1; BV n.u.)
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(posmatrano u odnosu na uzorak vina bez matriksa; nakon
intestinalne digestije)
1. DPPH"
NKV (CV n.r; BV 1); UKV (CV n.r.; BV n.r.);
VKV (CV t1; BV nr)

2. ABTS™
NKV (CV |; BV n.r.); UKV (CV n.r.;; BV 1);
VKV (CV 1, BVnr) (Sun et al., 2020)
3. ORAC
NKV (CV 1; BV 1); UKV (CV 1; BV 1);
VKV (CV 1; BV n.r)

4. FRAP
NKV (CV n.r; BV n.r.); UKV (CV 1; BV n.r.);
VKV (CV 1; BV n.r.)




1. Isabel grozde (IG)

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
Model digestije sa enzimima

Kozije mleko 1. ABTS™
2. Isabel grozde+brasno komine (probiotski jogurt) / Jogurt+I(2} To;ggfgtHGB f (Silvaetal, 2022)
(IGB) Jogurt+IG 71; Jogurt+IGB 1
tUkupna fenolna jedinjenja (PMS 1; OMS 1) . -
) 2Kofeoilvinska kisclina (PMS |; OMS |) (posmatrano u odnosu na |st|' onrak pre digestije)
Kravlje mleko 2Epikatehin (PMS |; OMS |) 1. ABTS
Sok od grozda 1. Punomasno mleko (PM) pikatehin I ! Punomasno mleko+sok grozda 1t (PMS) (He et al., 2016)

2. Obrano mleko (OM)

2Proantocijanidin (PMS 1; OMS |)
2Glukozid-protokatehinske kiselina (PMS 1; OMS 1)

Obrano mleko+sok grozda 1 (OMS)

Sok od grozda
(Concord sorta)

1. Ultrafiltrirani permeat
2. Kisela surutka
3. Punomasno mleko
4. Obrano mleko

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
1. FRAP
Ultrafirtrirani permeat+sok grozda (n.r.)
Kisela surutka+sok grozda (n.r.)
Punomasno mleko+sok grozda 1
Obrano mleko+sok grozda (n.r.)

(Lamothe et al., 2019)

Vocéni napitak
(sa udelom koncetrata grozda
Airen sorte) (VN)

Obrano mleko

*Ukupna fenolna jedinjenja
VN-+mleko 1
VN-+Fet+mleko
VN+Zn+mleko (n.u.)
VN+Fe+Zn+mleko (n.u.)

(posmatrano u odnosu na isti uzorak pre digestije)
VN-+mleko (ORAC?T; ABTS?)
VN+Fe+mleko (ORAC?T; ABTS?)
VN+Zn+mleko (ORAC?; ABTS?)
VN-+Fe+Zn+mleko (ORACT; ABTST)

(Cillaetal., 2011)

Voéni napitak
(sa udelom koncetrata grozda)
(VN)

Obrano mleko

VN+Fe+mleko
2Ukupna fenolna jedinjenja |
2Derivati hidroksicimetne kiseline |
2Ukupni flavoni |
2Ukupni flavan-3-oli |
2Ukupni flavanoni |

(Cilla et al., 2009)

Spektrofotometrijski odredeni; 2HPLC kvantifikacija; n.r.-nema znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti; n.d.-nisu detektovani; n.u.-nema uticaja na biodostupnost fenolnih jedinjenja; “1”-poveéana biodostupnost fenolnih
jedinjenja/veca antioksidativna aktivnost; “|”-snizena biodostupnost fenolnih jedinjenja/niza antioksidativna aktivnost; NKV-niska konzumacija vina; UKV-umerena konzumacija vina; VKV-visoka konzumacija vina.

43



Ukljucivanje antocijana u matrikse hrane moze biti efikasan nacin njihove zastite tokom intestinalne
digestije ili efikasan metod za ciljanu isporuku antocijana u razli¢itim delovima digestivnog trakta
(Pineda-Vadillo et al., 2017). Pekarski proizvodi obogaéeni sa ekstraktom pokozice grozda su
pokazali visoku biodostupnost antocijana na kraju intestinalne digestije, medutim, biodostupnost
antocijana je znacajno smanjena dodatkom dokozaheksaenske kiseline u formulaciji biskvita i lepinje
(Karakaya et al., 2016). Prema pretraZzenim literaturnim podacima, uticaj kompleksnih matriksa hrane
koji ukljucuju meso i ugljene hidrate na biodostupnost fenolnih jedinjenja tokom in vitro digestije je
malo pro¢uvana (Stanisavljevi¢ et al., 2015; Sun et al., 2020). Poznato je da su lipidi u mesu veoma
podlozni peroksidaciji tokom kuvanja mesa I gastrointestinalne digestije, $to rezultira stvaranjem
proizvoda oksidacije lipida, koji mogu imati toksi¢ni i Stetni efekat na zdravlje ljudi (Vieira et al.,
2017). Predpostavka je da se ucestalost pojave karcinoma i vaskularnih bolesti povezana sa velikom
konzumacijom mesa, moze smanjiti dodavanjem/primenom antioksidanata u ishrani, prvenstveno
kada se zajedno koriste u pripremi ili konzumaciji mesa (Vieira et al., 2017). Stoga, obogacivanje
obroka na bazi mesa sa biljnim fenolnim jedinjenjima, moze biti obeavajuca strategija za
ublazavanje navedenih zdravstvenih rizika. Stanisavljevi¢ et al. (2015) su pokazali da dodatak
matriksa (infant formula koja simulira standardni obrok) u sok aronije, smanjuje sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja, antioksidativnu aktivnost (DPPH' i FRP) i sadrzaj pojedinac¢nih antocijana tokom
in vitro digestije. Suprotno predhodnoj studiji, Sun et al. (2020) su koriste¢i identi¢an matriks
pokazali vecu biodostupnost fenolnih jedinjenja iz vina nakon ,,colon® digestije i bolju biolosku
aktivnost. Zbog kontradiktornih rezultata i malog broja studija koji se bave ovim problemom,
nedostaju dodatna istrazivanja kako bi se procenio efekat kompleksnog matriksa na biodostupnost
fenolnih jedinjenja.

2.6.4. Fenolna jedinjenja-protein interakcije

Fenolna jedinjenja-protein interakcije su u fokusu istrazivanja velikog broja studija, koje su sumirane
u nekoliko preglednih radova (Bandyopadhyay et al., 2012; Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013; Ozdal
et al., 2018; Zhang et al., 2021). Izmedu fenolnih jedinjenja i proteina su uglavnom zastupljene
hidrofobne interakcije koje su naknadno stabilizovane vodoni¢nim vezama, ali se takode dodatno
mogu javiti van der Wals-ove i jonske interakcije (Jakobek, 2015) (Slika 2.9).
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Slika 2.9. Tipovi interakcija izmedu fenolnih jedinjenja i proteina: (a) vodoni¢na veza; (b) hidrofobne interakcije; i (c)
jonske interakcije (preuzeto iz Quan et al. (2019)).

Strukturna fleksibilnost, broj OH grupa i molekulska masa fenolnih jednjenja imaju klju¢nu ulogu u
fenolna jedinjenja-protein interakcijama (Jakobek, 2015). Najc¢esce su proucavane interakcije izmedu
fenolnih jedinjenja Caja, kafe i kakaoa sa proteinima mleka (Bandyopadhyay et al., 2012; Ozdal et
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al., 2013; Ozdal et al., 2018). Pokazano je da se fenolna jedinjenja Caja (dominiraju flavan-3-oli)
dominantno vezuju sa proteinima mleka, kazeinima ili serum proteinima (B-LG) hidrofobnim
interakcijama (Hasni et al., 2011; Kanakis et al., 2011; Yuksel et al., 2010). Pored navedenog,
istrazivaCima su posebno zanimljive interakcije izmedu fenolnih jedinjenja semenki grozda
(procijanidini i tanini) i saliva proteina (,,prolin-rich® proteini), jer ove interakcije uti¢u na osecaj
trpkosti u ustima (Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2018). Pored toga, fenolna jedinjenja-protein
interakcije mogu uticati na: (1) izmene u strukturi proteina; (2) neto naelektrisanje molekula proteina;
(3) biodostupnost odredenih aminokiselinskih ostataka (smanjuju); (4) digestibilnost proteina; (5)
funkcionalna i tehno-funkcionalna svojstva proteina (modifikuju); (6) aktivnost digestivnih enzima
(smanjuju); (7) biodostupnost fenolnih jedinjenja (smanjuju/povecavaju); i (8) antioksidativna i
bioloska svojstva fenolnih jedinjenja (modifikuju, ,,maskiraju®) (Cirkovic Velickovic & Stanic-
Vucinic, 2018; Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013; Ozdal et al., 2018; Zhang et al., 2021).

2.6.4.1. Uticaj proteinskog matriksa (mleka) na biodostupnost fenolnih jedinjenja

Struktura mlec¢nog matriksa je vazan faktor koji uti¢e na digestiju proteina i lipida, kao i na
biodostupnost fenolnih jedinjenja. Pokazano je da se te¢ni i viskozni matriksi kao $to su mleko i
jogurt, lakSe digestuju, doprinose boljoj biodostupnosti fenolnih jedinjenja i pokazuju vecu
antioksidativnu aktivnost, u poredenju sa sirom koji ima ¢vrsti matriks (Lamothe et al., 2014). Mleko
je najéesce koris¢en matriks u analizi in vitro biodostupnosti fenolnih jedinjenja iz razlicitih
napitaka/ekstrakata. Pokazano je da punomasno ili obrano mleko uti¢u na povecanu biodostupnosti
ukupnih i/ili dominantnih fenolnih jedinjenja (hlorogenske kiseline i njenih derivata) instant kafe (Qie
et al., 2022; Tagliazucchi et al., 2012; Yu et al., 2021), smanjenu biodostupnosti ukupnih fenolnih
jedinjenja, flavonoida i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja vo¢nog soka (Rodriguez-Roque et al., 2015),
ili nemaju uticaja na biodostupnist ukupnih i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (osim siringinske
kiseline) napitka od cimeta (Helal et al., 2014). Model digestija koji ukljuuje Caco-2 ¢elije je
pokazala poveéanu intestinalnu permeabilnost monomernih flavan-3-ola ¢aja kada su u kombinaciji
sa mlekom (Xie et al., 2013). Pored navedenog, pokazano je da kazeini (a-CN i 3-CN) doprinose
stabilnosti antocijana u intestinalnoj fazi i povecavaju njihovu biodostupnost (Lang et al., 2021).
Navedene razlike u biodostupnosti fenolnih jedinjenja su zbog proteinskog matriksa, interakcija
fenolnih jedinjenja sa proteinima, specifi¢nih fenolnih jedinjenja u napitku/ekstraktu i stabilnosti
oslobodenih fenolnih jedinjenja u intestinalnoj fazi. Prema pretrazenim literaturnim podacima, efekat
mle¢nog matriksa na biodostupnost fenolnih jedinjenja iz ekstrakta komine, pokozice ili semenke
grozda nije do sada ispitivan. U literaturi se mogu naci samo par studija koje prate antioksidativni
potencijal formulacija kravljeg mleka sa sokom od grozda (He et al., 2016; Lamothe et al., 2019;
Silva et al., 2022) ili kravljeg mleka sa voénim napitkom koji ukljucuje koncentrat grozda (Cilla et
al., 2009; Cilla et al., 2011), nakon intestinalne in vitro digestije (Tabela 2.4). Medutim, predhodno
navedene studije koriste kravlje mleko, dok je biodostupnost fenolnih jedinjenja u prisustvu termicki
tretiranog kozijeg mleka oskudno proucavana (Kostic¢ et al., 2021). Efekat termicki tretiranog kozijeg
mleka na biodostupnost fenolnih jedinjenja semenki grozda nije do sada analiziran.
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3. Materijal i metode

3.1. TehnolosSki parametri groZda

Tehnoloski parametri su utvrdeni na uzorku od 50 bobica svakog analiziranog grozda. Ukupni Seceri
su odredeni refraktometrom (ATC 0-32 Brix, Huixia Supply Co., Ltd, China). Ukupne kiseline su
odredene prema AOAC (1999), i izrazene kao g ekvivalenti vinske kiseline (VK) po L $ire (g VK/L),
dok je pH sire (grozdanog soka) odreden merenjem na pH-metru (Consort, Belgija).

3.2. Priprema brasna semenki i pokoZica izdvojenih iz nefermentisane komine

U okviru prvog dela doktorske disertacije ukupno je ispitivano sedam uzoraka semenki i pokozica
koje poti¢u od razli¢itih internacionalnih i autohtonih sorti grozda, i to Cetiri crne sorte: Muscat
Hamburg, Prokupac, Merlot, Cabernet Sauvignon; i tri bele sorte: Smederevka, Italijanski Riesling i
Tamjanika. Uzorci su dobijeni iz vinarije ,,Vinska kuc¢a Milin¢i¢*, koja se nalazi u Aleksandrovcu,
centru Zupskog vinogorija. Predhodno navedene sorte grozda su brane u tehnoloskoj fazi zrelosti,
pogodnoj za proizvodnju vina. Eksperimentalni uzorci sveze komine od svih sorti grozda su
prikupljani odmah nakon presovanja i potom suSeni u laboratorijskoj suSnici (Thermo Scientific
Haraeus, MA, USA), na 60°C, tokom 72h (konac¢ni sadrzaj vlage je bio oko 15%). Nakon suSenja,
semenke 1 pokozice su rucno odvojane, mlevene u malom laboratorijskom mlinu za kafu (Bosch
MKM 6003 UC, BSH Hausgerdte GmbH, Mihen, Nemacka) i prosejavane kroz pore sita (model
Analysette 3 pro, Fritsch, ldar-Oberstein, Nemacka). Za dalju analizu je odabran propad cije su
veli¢ine Cestica bile izmedu 0,6mm i 1,12mm. Brasna semenki i pokozica grozda su odvojeno
pakovana u vakum plasti¢ne kese i Cuvana na -20°C za dalje analize.

Mali deo brasna semenki i pokozica (~1g) je odmeravan u vegeglase i susen na 105°C, do konstantne
mase, kako bi se odredio sadrzaj vlage i suva masa uzoraka (SM). Svi spektrofotometrijski i
hromatografski rezultati su dalje izrazeni na suvu masu uzorka.

3.2.1. Priprema uzoraka brasna semenki/pokoZica za gasnu hromatografiju (GC) i
Jjonoizmenjivacku hromatografiju visokih performansi (HPAEC)

Oko 0,5g predhodno pripremljenog braSna semenki je ekstrahovano sa 10mL heksana u ultrazvu¢nom
kupatilu tokom 30min, na 40°C. Nakon toga, ekstrakcija je nastavljena meSanjem uzoraka na
magnetnoj mesalici na istoj temperaturi, dodatnih sat vremena. Lipidni ekstrakt je potom filtrirani
kroz Whatman No.1 filter papir i supernatant je sakupljan. Ekstrakciona procedura je ponovljena, a
oba sakupljena supernatanta su spojena i uparena do suva na rotacionom vakum uparivacu na 40°C
(Heidolph, Laborota 4000, Schwabach, Nemacka). Ostatak nakon uparavanja je rekonstituisan u 6mL
heksana i kori$¢en dalje za GC analizu masnih Kiselina.

Oko 0,1g odmaSc¢enog brasna semenki i pokoZica je ekstrahovano sa 10mL 80% metanola koji sadrzi
0,1% HCI. Uzorci su meSani tokom 1h na mehanickoj mesalici (Thys 2, MLW Labortechnik GmbH,
Seelbach, Nemacka), na sobnoj temperaturi i dodatnih sat vremena ekstrahovani na vodenom
kupatilu, na 38°C. Nakon toga, uzorci su centrifugirani (4000 obrtaja/min, 10min), i supernatant je
sakupljan. Ekstrakciona procedura je ponovljena, a oba supernatanta su spojena i uparena do suva.
Ostatak nakon uparavanja je rekonstituisan u 10mL milliQ vode i kori$¢en za dalju HPAEC analizu
rastvorljivih Secera.

3.2.1.1. GC analiza masnih kiselina

Masno-kiselinski profil lipidnih ekstrakata iz semenki grozda je odreden koriS¢enjem kapilarne gasne
hromatografije (GC instrument Agilent Technologies 6890, USA), opremljene plameno-jonizuju¢im
detektorom (GC-FID). Pre analize, lipidni ekstrakti su konverotovani do metil estara masnih kiselina,
koris¢enjem 14% BF3/MeOH reagensa, kako su predhodno opisali Kosti¢ et al. (2017). Ukratko,
smeSa lipidnog ekstrakta 1 reagensa je zagrevana na 100°C, lh; potom, ohladena na sobnu
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temperaturu, a metil estri masnih kiselina su ekstrahovani u heksanskoj fazi dodavanjem vode. Nakon
centrifugiranja, uklonjen je gornji heksanski sloj, koji je koncentrovan u struji azota i dalje koris¢en
za detekciju masnih kiselina.

Metil estri masnih Kiselina su odredeni pomocu kapilarne gasne kolone SP-2560, slede¢ih parametara:
duzina 100m, i.d. 0,25 mm, i debljina filma 0,20um (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Za analizu su
primenjeni slede¢i uslovi: temperatura injektora, 250°C; temperatura detektora, 260°C; brzina
protoka helijuma, 5mL/min; zapremina ubrizgavanja uzorka, 1uL; injektor split odnos je podesen na
20:1; temperatura kolone, 50°C (5min) do 240°C (20min), sa porastom temperature od 4°C/min.
Analiza je trajala 72,5 min. Identifikacija i kvantifikacija masnih kiselina je izvrSena koris¢enjem
Supelco 37 komponentnog miks standarda metil estara masnih kiselina (FAME) (Supelco,
Bellefonte, USA). Sadrzaj masnih kiselina je izrazen u relativnim koli¢inama kao maseni procenat
(%) ukupno detektovanih masnih kiselina.

Iz dobijenih podataka su utvrdenu nutritivni parametri kvaliteta, sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih
kiselina (ZMK), nezasi¢enih masnih kiselina (NMK), mononezasi¢enih masnih kiselina (MNMK),
polinezasi¢enih masnih kiselina (PNMK) i odnos NMK/ZMK. Pored toga, izraunat je indeks
aterogenosti (IA) 1 indeks trombogenosti (IT), primenom slede¢ih jednacina (1) i1 (2) (Vuci¢ et al.,
2015):

A+4B+C+E
T IMNMK+iw6+Iw3 (1)

1A

_ B+C+D+E (2)
0,5 ZMNMK+0,5-2w6+3-Zw3+Zw3/Zw6

pri ¢emu su: A-sadrzaj C12:0; B-sadrzaj C14:0; C-sadrzaj C16:0; D-sadrzaj C18:0; MNMK-ukupan
sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina; w6-ukupan sadrzaj 6 masnih kiselina; w3-ukupan sadrzaj
®3 masnih kiselina; E-ukupan sadrzaj trans-masnih kiselina.

3.2.1.2. HPAEC analiza rastvorljivih Secera

Seéerni profil odmaséenog brasna semenki i pokozica razli¢itih sorti grozda, odreden je kori§¢enjem
jonske hromatografije visokih performansi opremljene pulsno-amperometrijskim detektorom
(HPAEC/PAD), prema metodologiji koju su predhodno opisali Gasi¢ et al. (2015). Ukratko, za
analizu Secera je koris¢en DIONEX ICS 3000 DP uredaj (Dionex, Sunnyvale, CA, USA), opremljen
sa kvaternom gradijent pumpom (Dionex), ICS AS-DV 50 autosemplerom (Dionex) i Carbo
Pac®PAL00 selektivhom anjon-izmenjivackom kolonom (4x250 mm; veli¢ina Cestica 8,5 pm;
veli¢ina pora-mikropora, <10 angstrema; (Dionex)). Elektrohemijski detektor se sastoji od Au kao
radne i Ag/AgCI kao referentne elektrode. Mobilna faza se sastojala od sledec¢ih reagenasa: 600mM
NaOH (A), 500mM NaCH3COO (B), ultraprec¢is¢ena voda (C). Brzina protoka mobilne faze je bila
0,7mL/min. Linearni gradijent je bio: 0-5,0 min, 15 % A, 85 % C; 5,0-5,1 min, 15 % A, 2 % B, 83
% C;5,1-12,0min, 15% A, 2% B, 83 % C; 12,0-12,1 min, 15% A, 4 % B, 81 % C; 12,1-20,0 min
15% A, 4 % B, 81 % C; 20,0-20,1 min 20 % A; 20 % B; 60 % C; 20,1-30,0 min 20 % A; 20 % B;
60 % C. Pre analize, sistem je kondicioniran mobilnom fazom sastava 15% A i 85% C, 15min.
Zapremina ubrizganog uzorka je bila 25pL. Kvantifikacija rastvorljivih Secera detektovanih u
uzorcima je sprovedena koris¢enjem standardnih rastvora Secera i formiranih kalibracionih prava,
kao $to su predhodno opisali Gasic¢ et al. (2015). Standardi Secera su nabavljeni od Tokyo Chemical
Industry, TCI (Europe, Belgija).

3.2.2. Odredivanje dijetnih vlakana

Sadrzaj rastvornih (RDV) i nerastvornih (NDV) dijetnih vlakana u uzorcima pokozica i semenki je
odreden enzimsko-gravimetrijskim postupkom (AOAC, 1995). U metodi je koris¢en enzimski Total
Dietary Fiber Assay Kit (K-TDFR; Megazyme International, Wicklow, Ireland). Neposredno pre
odredivanja vlakana, uzorci su fino samleveni, a uzorci semenki su dodatno odmasceni. Oko 1g
svakog predhodno pripremljenog uzorka se suspenduje u 50mL fosfatnog pufera i proverava se pH.
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Nakon toga, suspenzija se izlaze sekvencionoj enzimskoj digestiji, redom termostabilnom o-
amilazom, proteazom i amiloglukozidazom. Potom se NDV odvajuju filtriranjem i ispiraju toplom
destilovanom vodom. RDV se iz filtrata taloze sa 95% etanolom, odvajaju filtriranjem, suse i mere.
Nakon enzimskog tretmana vr$i se korekcija za eventualno zaostale proteine i minerale. Sadrzaj
ukupnih dijetnih vlakana je suma RDV i NDV.

3.2.3. Priprema fenolnih ekstrakata semenki/pokoZica za hromatografsku analizu

Vodeni ekstrakti pokozica i semenki grozda su pripremani prema metodi koju su predhodno opisli
Panteli¢ et al. (2016). Pokozica i semenka su prvo ekstrahovane sa dva razlicita ekstrakciona sredstva.
Pokozice (oko 2g) su ekstrahovane sa 20mL metanola koji sadrzi 0,1% HCI1 i 20mL 50% etanola
(50/50 etanol/voda). Semenke (oko 1g) su ekstrahovane sa 10mL 80% metanolom koji sadrzi 0,1%
HCI (80/20 metanol/voda) i 10mL 50% etanola (50/50 etanol/voda). Zakiseljeni metanol je koriSéen
sa ciljem sprec¢avanja oksidacije (degradacije) fenolnih jedinjenja, prvenstveno antocijana (kod
pokozice) 1 za povecanje efikasnosti njihove ekstrakcije, jer se fenol-fenolat ravnoteza pomera ka
manje polarnoj fenol formi (Acosta-Estrada et al., 2014). Pored toga, zakiseljeni rastvaraci delimi¢no
denaturiSu membrane c¢elijskog tkiva, i omogucavaju oslobadanje i stabilizaciju pigmenata poput
antocijana (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). Poznato je da se fenolna jedinjenja prisutna u
sporednim proizvodima iz grozda mogu naci u rastvornom (slobodni i esterifikovani) i nerastvornom
vezanom obliku. U zavisnosti od postupka ekstrakcije, analitiCkih metoda, sorte grozda i odabranih
sporednih proizvoda, potvrdena je razliita koli¢ina fenolnih jedinjenja u nerastvornom (vezanom)
obliku: 19,88-56,75% (Lutterodt et al., 2011) i 63-79% rac¢unato u odnosu na ukupnu koli¢inu
fenolnih jedinjenja (de Camargo et al., 2014), koja doprinose antioksidativnim svojstvima ukupnih
fenolnih jedinjenja u razli¢itoj meri: od zanemarljive (Tang et al., 2018) do znacajne (de Camargo et
al., 2014).

Uzorci su ekstrahovani meSanjem na mehani¢koj mesalici (Thys 2, MLW Labortechnik GmbH,
Seelbach, Nemacka), 1h, na sobnoj temperaturi. Posle ekstrakcije, ekstrakti su ostavljeni u frizideru
na 5°C, 22h, a nakon toga su filtrirani kroz Whatman No.42 filter papir i supernatant je sakupljan.
Ekstrakcioni postupak je ponovljen tri puta, sakupljeni supernatanti su spojeni i uparavani do suva na
rotacionom vakum uparivacu na 40°C (Heidolph, Laborota 4000, Schwabach, Nemacka). Ostatak
nakon uparavanja je rastvoren u 15mL milliQ vode i1 ovi rastvori su koriS¢eni za dalju
spektrofotometrijsku (TPC, TFC, MAC, PAC) i hromatografsku analizu. Ekstrakti su filtrirani kroz
0,45um filtere (Syringe Filter, PTFE, Supelco), pre dalje analize.

3.3. Priprema brasnalekstrakta fermentisane komine Prokupca i njenih
konstituenata

Presovana fermentisana komina autohtone sorte Prokupac koja je koris¢ena u ovom
eksperimentalnom delu, dobijena je iz vinarije ,,Vinska kué¢a Milin¢i¢*, Aleksandrovac, Zupa 2018
godine. Odmah nakon dopremanja u laboratoriju, odvojena su tri jednaka dela komine: (1) prvi deo
komine nije procesuiran, tako da su odmah izdvojene semenke, pokozica i peteljke. Izdvojeni
konstituenti i ostatak komine su samleveni u mlinu za kafu, upakovani u vakum kese i cuvani na -
20°C; (2) drugi deo komine je susen u laboratorijskoj susnici (suSenje u struji toplog vazduha, TV)
(Thermo Scientific Haraeus, MA, USA), na 60°C, 48h (Slika P1, a-e); a (3) tre¢i deo komine je
liofilisan (suSenje zamrzavanjem), koris¢enjem laboratorijskog liofilizatora (TelStar LyoAlfa 10,
Filadelfija, SAD)(Slika P1, f-j). Nakon procesuiranja komine, takode su odvojene semenke, pokoZzica
I peteljke. Uzorci konstituenata, kao i ostatak susene i liofilisane komine su samleveni u mlinu za
kafu, upakovani u vakum kese i cuvani na -20°C.

Mali deo brasna komine i njenih konstituenata (~1g) je odmeravan u vegeglase i susen na 105°C, do
konstantne mase, kako bi se odredio sadrzaj vlage i suva masa uzoraka (SM). Svi spektrofotometrijski
1 hromatografski rezultati su dalje izrazeni na suvu masu uzorka.
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Vodeni ekstrakti predhodno pripremljenih uzoraka komine, semenki, pokozice i peteljki, su dobijeni
koris¢enjem istog metodoloskog pristupa koji je predhodno opisan u podpoglavlju 3.2.3., uz par malih
izmena. Svi uzorci (oko 1g) su ekstrahovani sa 20ml 80% metanola (80/20 metanol/voda) koji sadrzi
0,1% HCI. Ekstrakcija je radena u triplikatu, a supernatanti su sakupljeni, upravani do suva i
rekonstituisani u 15mL miliQvode za dalje spektrofotometrijske (TPC, TFC, MAC, PAC) i
hromatografske analize. Antioksidativna svojstava (FRP, ABTS'", DPPH" i sposobnost uklanjanja
H20,) i citotoksi¢na svojstva su odredena samo na ekstraktima liofilisanih uzoraka komine, pokozice,
semenke i peteljke. Za odredivanje citotoksi¢nih svojstava, suspenzije ekstrakata su filtrirane kroz
0,22um filtere.

3.4. Priprema funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka

Uzorak kozijeg mleka je nabavljen od mlekare ,,Select-Milk* 2020. godine, Indija. Kozije mleko je
odmasceno i termicki tertirano (90°C, 10min), prema metodi koju su predhodno detaljno opisali Pesic
et al. (2012). Nakon odmas¢ivanja, deo odmasc¢enog mleka (M) je odvojen i koris¢en kao kontrola za
termicki tretirano kozije mleko (TM), u daljoj elektroforetkoj karakterizaciji.

Vodeni ekstrakt semenke (E) koji je koris¢en u formulaciji funkcionalnih aditiva, pripremljen je od
fermentisane netretirane komine dobijene iz vinarije ,,Vinska kuc¢a Milin¢i¢* 2020. godine, prema
protokolu koji je opisan u podpoglavlju 3.2.3. Semenke su izdvojene iz fermentisane komine
Prokupca, odmah nakon procesa vinifikacije. Kao primarno ekstrakciono sredstvo je koris¢en 80%
metanol koji sadrzi 0,1% HCI. Dobijeni vodeni ekstrakt je okarakterisan koris¢enjem UHPLC-
Orbitrap MS*.

Za pripremu praha inulin/ekstrakt kori$¢en je komercijalni inulin (E) (Inulin-Frutafit® 1Q, Sensus,
Roosendaal, Netherlands), proizveden iz korena cikorije (Chicorium intybus) sa slede¢im
karakteristikama: sadrzaj inulina ra¢unato na suvu masu uzorka > 90%, stepen polimerizacije (DP)
varira od 2 do 60 fruktoznih jedinica sa srednjom vredno$¢u od 10 jedinica; rastvorljivost veca od
70%, slatko¢a 10%, sadrzaj suve materije 95-99% i sadrzaj pepela < 0.2%.

3.4.1. Priprema mesavina mleko/ekstrakt semenke

Predhodno pripremljeno termicki tretirano mleko (TM) je pomesSano sa tri razliite zapremine
vodenih ekstrakata semenke, kako bi se kozije mleko obogatilo razli¢itim koncentracijama fenolnih
jedinjenja. Na osnovu unapred odredenog sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC) u ekstraktu
semenke (E), koris¢enjem metode po Folin-Ciocalte-u (Singleton et al., 1999)(opisana u podpoglavlju
3.8.1.1.), pripremljene su TME mesavine, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio: 0,2
(TMEL); 0,4 (TMEZ2); i 0,6 (TME3) mgTPC/mL mesavine.

3.4.2. Priprema meSavina mleka sa prahom inulin/ekstrakt semenke

Prvo je pripremljen sprej osusen prah inulin/ekstrakt semenke (IE). Ukratko, u vodeni ekstrakt
semenke je dodat inulin (5% rastvor), meSavina je 10min ostavljena na magnetnoj mesalici i potom
sprej osusena kori§¢enjem Buchi Mini B-290 laboratorijskog sprej susSaca (Buchi Labortechnik AG,
Flawil, Svajcarska). Parametri sprej susenja su: ulazna temperatura 130°C; izlazna temperatura 70°C;
protok vazduha 600L/h; protok tecnosti 8mL/min; i pritisak atomizera 0,55bar. Takode je
pripremljena mesavina TM sa inulinom (5%) (TMI) (5g inulina u 100mL TM), koja je koris¢ena kao
kontrola u karakterizaciji pripremljenih formulacija.

Termicki tretirano mleko (TM) je pomesano sa tri razli¢ite koli¢ine predhodno pripremljenog praha
inulin/ekstrakt semenke (IE). Na osnovu unapred odredenog sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja u
IE prahu (prah je rekonstituisan u 80% metanolu), koris¢enjem metode po Folin-Ciocalte-u (Singleton
et al., 1999)(opisana u podpoglavlju 3.8.1.1.), pripremljene su meSavine TM sa IE prahom, tako da
je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja bio: 10 (0,42g IE u 100mL TM) (TMIE1); 20 (0,83g IE u
100mL TM)(TMIEZ2); i 30 (1,25g IE u 100mL TM)(TMIE3) mgTPC/100mL mesavine TMIE.
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3.4.3. Dobijanje funkcionalnih aditiva sprej suSenjem obogacenog mleka — neferementisani
funkcionalni aditivi

Polazni uzorci mleka (M, TM) (Slika P2a,b), pripremljene mesavine (TMEL, TME2, TME3, IE, TMI,
TMIEL, TMIE2, TMIE3)(Slika P2,c-j) i deo ekstrakta semenke (SOES), su sprej osuSeni koris¢enjem
Buchi Mini B-290 laboratorijskog sprej susada (Buchi Labortechnik AG, Flawil, Svajcarska).
Parametri sprej suSenja su: ulazna temperatura 130°C; izlazna temperatura 70°C; protok vazduha
600L/h; protok te¢nosti 8mL/min; i pritisak atomizera 0,55bar. Dobijeni funkcionalni aditivi su
pazljivo upakovani u kivete, zaSti¢eni paranepropusnim filmom i ¢uvani na -20°C za dalje analize.
Funkcionalni aditivi su okarakterisani koris¢enjem ATR-FTIR i Raman spektroskopije, kao i SEM
mikroskopije (M, TM, TMES3, IE, TMI, TMIE3, SOES).

3.4.3.1. Zeta ({) potencijal i veli¢ina Cestica nefermentisanih funkcionalnih aditiva

Zeta potencijal 1 veli¢ina Cestica dobijenih aditiva su odredeni metodom dinamickog rasejanja
svetlosti (DLS), koriS¢enjem uredaja Horiba NanoPartica SZ-100 (Horiba, Japan). Pre merenja,
prahovi su rekonstituisani (0,1% rastvori), a pH rastvora je proverena i po potrebi podesena tako da
bude 6,7. Merenje je obavljeno na 25°C, u polidisperznom modu, pod uglom rasejanja svetlosti od
90°.

3.5. Priprema funkcionalnih kozijih jogurata i liofolisanih kozijih jogurta kao
funkcionalnih aditiva

Za pripremu funkcionalnog fermantisanog napitka — jogurta i liofilisanih jogurta koris¢eno je kozije
mleko nabavljeno iz mlekare ,,Select-Milk®, Indija. Kori§¢eno sirovo kozije mleko je imalo sledeca
fizicko hemijska svojstva: pH 6,34+0,0; suva materija 12,06+0,08%; mle¢na mast 3,2+0,0%; ukupni
proteini 3,57+0,014%. Cela koli¢ina kozijeg mleka je termicki tretirana (pasterisano), na 90°C, 5Smin.
Nakon toga, mleko je hladeno do 43°C, $to je optimalna temperatura za dodavanje mle¢nih bakterija,
starter kulture (YF-L812, Yoflex (Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus), Chr Hansen, Nieuwegein, Holandija) i odabranog soja Lactobacillus plantarum.
Mleko je zasejano sa 0,2% (w/w) starter kulturom i/ili dodatkom ~2-108 ¢elija/500mL mleka L.
plantarum soja. U formulaciji jogurta je koris¢en isti vodeni ekstrakt koji je predhodno korisé¢en u
pripremi nefermentisanih funkcionalnih aditiva (podpoglavlje 3.4.). Pre dodavanja u ohladeno
mleko, ekstrakt semenke je ostavljen 10min na ultrazvu¢nom kupatilu i filtriran kroz 0,45um filtere
(Syringe Filter, PTFE, Supelco). Ekstrakt je dodavan u pasterisano mleko u odnosu 1:10 v/v (50mL
ekstrakta u 450mL mleka). Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u ekstraktu koji je dodat u mleko je
bio 48,45mgTPC/50mL ekstrakta (TPC je odreden prema Folin-Ciocalte-ovoj metodi)(opisana u
podpoglavlju 3.8.1.1.). Tok fermentacije je praéen merenjem pH-vrednosti na svakih sat vremena do
zavrSetka fermentacije (pH ~4.6). Fermentacija je trajala od 5 do 8h, zavisno od sastava uzoraka i
kori$¢enih bakterijskuh kultura (Slika 3.1).

Funkcionalni jogurti analizirani u okviru ove doktorske disertacije:

a) Koziji jogurt fermentisan sa starter kulturom (Sjo);
b) Koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa starter kulturom (SEjo);
¢) Koziji jogurt fermentisan sa odabranim Lactobacillus plantarum sojem (Pjo);

d) Koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa odabranim Lactobacillus
plantarum sojem (PEjo);

e) Koziji jogurt sa dodatkom ekstrakta semenke fermentisan sa starter kulturom i odabranim
Lactobacillus plantarum sojem (SEPjo)

50



pH-promena
7
Sjo
6 SEjo
pH Pjo
5 PEjo
—e—SEPjo
4 -+ T T T T T T T T )
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Vreme fermentacije (h)

Slika 3.1. Tok fermentacije jogurata sa dodatkom ekstrakta semenke, koris¢enjem starter i odabrane Lactobacillus
plantarum kulture bakterija za fermentaciju

3.5.1. Lactobacillus plantarum soj koris¢en u proizvodnji jogurta

Jedan od ciljeva istrazivanja je bio da se ispita efekat dodatka soja Lactobacillus plantarum sa
izrazenom sposobnos$¢u za degradaciju fenolnih jedinjenja kao Kkostartera u proizvodnji
fermentisanog napitka (jogurta) od kozijeg mleka koji sadrzi i fenolni ekstrakt semenke komine
grozda. Smisao ovih ogleda je bilo ispitivanje efekta ovog soja u toku fermentacije na antioksidativne
aktivnosti ovako dobijenog proizvoda.

U tu svrhu je pretrazena kolekcija sojeva vrste Lactobacillus plantarum Instituta za molekularnu
genetiku i geneticko inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu, i na osnovu biohemijskog testa su
selektovani sojevi koji su pokazivali najjacu tanaznu aktivnost. Prisustvo enzima je takode potvrdeno
PCR reakcijom i od selektovanih sojeva jedan kandidat je izabran kao kostarter za fermentaciju
mle¢nog napitka koji sadrzi fenolni ekstrakt semenke.

3.5.1.1. Bakterijski sojevi

U eksperimentima su kori$éeni prethodno determinisani sojevi vrste Lactobacillus plantarum iz
kolekcije Laboratorije za molekularnu mikrobiologiju Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inZenjerstvo Univerziteta u Beogradu. Svi sojevi su izolovani iz kukuruzne silaZe i determinisani do
nivoa vrste sekvenciranjem fragmenata 16S rRNK, a razli¢iti sojevi su determinisani upotrebom gel
elektroforeze u pulsiraju¢em elektri¢nom polju (PFGE). Lista sojeva kori$¢enih u eksperimentima je
prikazana u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Lactobacillus plantarum sojevi koris¢eni u eksperimentu

Soj Vrsta
SIL5 Lactobacillus plantarum
SIL8 Lactobacillus plantarum
SIL 26 Lactobacillus plantarum
SIL 29 Lactobacillus plantarum
SIL 37 Lactobacillus plantarum
SIL 38 Lactobacillus plantarum
SIL 69 Lactobacillus plantarum
SIL 71 Lactobacillus plantarum
SIL 73 Lactobacillus plantarum

3.5.1.2. Spektrofotometrijski test tanazne aktivnosti sojeva

Tanazna aktivnost svih sojeva testirana je prethodno ustanovljenom metodom (Nishitani & Osawa,
2003). Metoda se zasniva na sposobnosti bakterijskih tanaza da hidrolizuju estarsku vezu izmedu
metil grupe i galne kiseline u sintetskom galoil estru (metil-galatu). U testu se meri koli¢ina otpustene

51



galne kiseline, odnosno njene oksidovane forme koja u baznoj sredini apsorbuje na 450nm.
Bakterijske ¢elije koje su rasle 48h na MRS agaru, pokupljene su sterilnom ezom i resuspendovane
u 33mM NaH2PO4 sa 5mM metil-galatom, pH 5,0 i OD 600nm je podesen na 0,4. Uzorci su potom
inkubirani 24h na 37°C. Po zavrSenoj inkubaciji po 1 mL bakterijske suspenzije je centrifugiran na
13000 rpm, 5 min. Supernatant (1mL) je pomeSan sa jednakom zapreminom zasi¢enog rastvora
NaHCOs (8%), pH 8,6 i inkubiran 2 h, na 37°C, i naknadno centrifugiran (13000 rpm, 1 min), kako
bi se uklonila potencijalna zamucenja rastvora koja se sporadi¢no javljaju u slu¢aju pojedinih sojeva.
Alikvoti dobijenih supernatanata (200 puL) su preba¢eni u mikrotitar ploce i apsorbanca je o¢itana na
450nm u triplikatima. Kao blank je koris¢en 5mM rastvor metil-galata u reakcionom puferu,
podvrgnut istovetnim eksperimentalnim koracima.

Tabela 3.2. Tanazna aktivnost testiranih Lactobacillus plantarum sojeva

Odabrani izolati As50nm
SIL5 0,558+0,09
SIL 8 0,593+0,05
SIL 26 0,553+0,05
SIL 29 0,548+0,08
SIL 37 0,572+0,11
SIL 38 0,665+0,07
SIL 69 0,940+0,08
SIL71 1,127+0,06
SIL 73 0,955+0,08

Na osnovu rezultata spektrofotometrijskog odredivanja tanazne aktivnosti (tabela 3.2), izabran je soj
sa najvecom tanaznom aktivnos$cu, Lactobacillus plantarum SIL71, za sve dalje eksperimente.

3.5.1.3. Izolacija i preci§c¢avanje hromozomalne DNK

Iz prekono¢ne kulture zasejani su 1% inokulumi selektovanih sojeva u tenu MRS podlogu i
inkubirani na 30°C do dostizanja logaritamske faze rasta (OD600nm= 0,6-0,8). Bakterijske celije su
prikupljene centrifugiranjem 10 mL ovako pripremljene bakterijske kulture, 5 min, na 13000 rpm.
Talog sa bakterijskim ¢elijama je opran u 500 uL TEN pufera, a zatim resuspendovan u 500 pL PP
pufera sa lizozimom (2 mg/mL) i inkubiran 30 min, na 37°C. Po zavrsetku inkubacije dodato je 250
ML, 2% rastvora SDS-a i rasuspendovani talog je vorteksovan 1 min, a zatim je dodat 1 pL proteinaze
K i inkubiran dodatnih 30 min, na 50°C. Nakon zavr$ene inkubacije pristupilo se odstranjivanju
proteina viSestrukom fenol-hloroformskom ekstrakcijom (do potpune eliminacije interfaznog
proteinskog precipitata). U homogenat je dodavano po 250 pL neutralne fenol-hloroformske smese,
intenzivno je vorteksovano i centrifugirano 15 min, na 13000 rpm. Gornja vodena faza je prebacena
u novu tubu za mikrocentrifugu i prethodno opisani postupak je ponavljan sve dok je bio vidljiv
interfazni proteinski precipitat izmedu gornje vodene faze i donje fenol-hloroformske faze. Po
zavrsetku ovog postupka precisc¢enoj vodenoj fazi je dodata 1/10 volumena, 3M Na-acetata i 1
volumen izopropanola. Posle inkubacije od 5min, na sobnoj temperaturi, DNK je istalozena
centrifugiranjem 10 min, na 13000 rpm. Talog je ispran sa 700 pL hladnog (-20°C) 75% etanola uz
blago mesanje, a potom centrifugiran 5 min, na 13000 rpm. Supernatant je odliven, a talog osuSen na
42°C i resuspendovan u 30 pL demineralizovane vode sa dodatkom RN-aze. lzolovana
hromozomalna DNK je ¢uvana na -20°C do analize.

3.5.1.4. PCR reakcija za detekciju prisustva gena za tanaze tanALp i tanBLp

Umnozavanje DNK fragmenata PCR metodom je vrseno tako §to je napravljena reakciona smesa koja
se sastojala iz 0,1-1ug DNK; reakcionog pufera (50mM KCI, 10mM Tris-HCI i 0,1% Triton X-100,
pH 9,0); 0,2mM Dntp; 1U DNK Taq polimeraze; i odgovarajucih prajmera (,,forward i ,,reverse®)
koncentracije 2,5 uM. Kao negativna kontrola koriS¢ena je reakciona smesSa istog sastava ali bez
prisustva DNK. PCR je izvoden po slede¢em programu: (1) inicijalna denaturacija 5 min, na 94°C;
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(2) denaturacija 30s, na 94°C; (3) vezivanje prajmera 1 min, na 55°C; (4) polimerizacija 30s, na 72°C
(koraci 2-4 su ponovljeni u 30 ciklusa); i (5) finalno hladenje na 72°C u trajanu od 5 min. Kao
pozitivna kontrola je kori$¢en soj Lactobacillus plantarum ATCC 14917 koji poseduje oba gena
tanAcp i tanBip. Dobijeni fragmenti su razdvajani horizontalnom elektroforezom na agaroznom gelu
(Slika 3.1). Sekvence koris¢enih prajmera su date u Tabeli 3.3. Svi ispitivani sojevi su posedovali gen
tanBLp, dok ni jedan od sojeva nije posedovao tanAp.

Tabela 3.3. Prajmeri kori$¢eni za PCR

Ocekivana duZina

Oznaka .
Br. - Sekvenca prajmera
prajmera produkta
1 951 tanBLp 5’-TGATGCTGACTGGCTGGTTGC-3’ 1 4Kb
2 952 tanBLp 5’-GCACAAGCCATCAATCCAGG-3’ '
3 953 tan ALp 5’-CCTGATGAGTGGTTTGTTAG-3’ 1.8kb
4 954 tanALp 5’-CTTGCGTTCTGCTTCGGTATG-3’ '
- -
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Slika 3.2. PCR umnozeni fragmenti eksperimentalnih Lactobacillus plantarum sojeva, razdvojeni na agaroznom gelu

3.5.2. Teksturalna svojstva dobijenih jogurata

Teksturalna svojstva uzoraka jogurta (Cvrstina, konzistencija, kohezivnost i indeks viskoziteta) su
odredena pomocu analizatora teksture (TA.XT Plus Texture Analyzer, Stable Micro Systems Ltd.,
Velika Britanija), koristeci isti metodoloski pristup koji su predhodno detaljno opisali Hovjecki et al.
(2020). Za izraunavanje vrednosti teksturalnih parametara sa dobijenih grafika je kori$¢en softver
EXPONENT (Stable Micro Systems Ltd., Velika Britanija).

3.5.3. Senzorna analiza

Ukupni senzorni kvalitet dobijenih proizvoda je ocenjen kori§¢enjem metode bodovanja, a ocenjivani
su sledeci parametri: opsti izgled, miris, ukus 1 teksturu. KoriS¢enjena je skale za bodovanje od 0 do
5 (sa mogucnoscu davanja 0,5 bodova) na sledec¢i nacin: odli¢an kvalitet (ocena kvaliteta > 4,5),
veoma dobar (4,5 < ocena kvaliteta > 3,5), dobar kvalitet (3,5 < ocena kvaliteta > 2,5), los/
nezadovoljavajuci kvalitet (2,5 < ocena kvaliteta > 1,5) i veoma lo§ kvalitet (ocena kvaliteta < 1,5).
Koeficijenti vaZnosti za odabrana svojstva kvaliteta bila su jednaki za svako svojstvo. Sifrirane
uzorke je ocenjivao senzorni panel od pet ¢lanova. Senzorna analiza uzoraka je obavljena jedan dan

nakon proizvodnje jogurata.
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3.5.4. Priprema liofilizovanih jogurata — fermentisani funkcionalni aditivi

Svi pripremljni jogurti (S, SE, P, PE, SEP) su liofilisani (TelStar LyoAlfa 10, Filadelfija, SAD).
Takode su liofilisane i polazne meSavine mleka i odgovarajucih bakterijskih sojeva sa i bez ekstrakta
koje nisu fermentisale (So, SEo, Po, PEo, SEP,), polazno punomasno kozije mleko (SPM) i pasterisano
kozije mleko (PM) i koris¢eni su kao kontrole u daljoj analizi. Dobijeni liofilizati su fino spraseni,
pazljivo upakovani u kivete, zaSti¢eni paranepropusnim filmom i ¢uvani na -20°C za dalje analize.
Liofilisani jogurti su okarakterisani koris¢enjem ATR-FTIR i Raman spektroskopije, kao i SEM
mikroskopije.

3.5.4.1. Odredivanje ukupnog broja vijabilnih bakterijskih celija

Odredivanje ukupnog broja vijabilnih bakterijskih ¢elija je izvrSeno indirektnom metodom po Koch-
u (1883). Materijal dobijen liofilizacijom je rastvoren u 0.1%(w/v) pepton-fizioloSkom rastvoru
(Oxoid, Basingstoke, Engleska) i pripremljena su serijska decimalna razblazenja suspenzije u istom
rastvoru. Po 1mL suspenzije odgovarajucih razblazenja je u Petri posudama preliven i izmeSan sa po
10mL otopljenog De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) agara (Oxoid, Basingstoke, Engleska). Petri posude
su inkubirane 48h, na 30°C do pojave uocljivih kolonija, nakon ¢ega je obavljeno brojanje kolonija.
Broj vijabilnih bakterija je izrazen kao broj kolonija (eng. Colony forming units — CFU) po gramu
suve mase liofilizata (CFU /g d.m.).

3.6. Priprema funkcionalnih aditiva za odredivanje sadriaja fenolnih jedinjenje,
antioksidativnih i tehno-funkcionalnih svojstava

3.6.1. Priprema za UHPLC-DAD MS/MS analizu

Pripremljeni su metanolni ekstrakti sprej osusenih i liofilisanih uzoraka sa ciljem da se okarakterisu
fenolna jedinjenja koja su doprinela funkcionalnosti nefermentisanih i fermentisanih funkcionalnih
aditiva. Oko 1g uzorka ekstrahovano je sa 10mL 80% metanola koji sadrzi 0,1% HCI (zakiSeljeni
metanol). Uzorci su ekstrahovani 1h, na sobnoj temperaturi, koriS¢enjem mehanickog Sejkera. Nakon
toga, uzorci su centrifugirani 3000g, 10min, a sakupljeni supernatanti su filtrirano kroz 0,45um filtere
i analizirani koris¢enjem UHPLC-DAD MS/MS uredaja (detaljno opisano u podpoglavlju 3.8.2.1.).

3.6.2. Priprema za analizu ukupnih fenolnih jedinjenja, antioksidativne aktivnosti i tehno-
funkcionalnih svojstava

Sprej osuseni i liofilisani prahovi su rekonstituisani tako da se dobiju 0,1%; 0,5%; i 1% rastvori, a pH
jeproverena i po potrebi podeSena na 6,7. Dobijeni rastvori sprej osuSenih uzoraka su dalje koris¢enji
za analizu ukupnih fenolnih jedinjenja, procenu antioksidativne aktivnosti i tehno-funkcionalnih
svojstava nefermentisanih funkcionalnih aditiva. Koloidni rastvori fermentisanih funkcionalnih
aditiva su dodatno centrifugirani (17000g, 5min), a izdvojeni supernatanti su kori§éeni za analizu
ukupnih fenolnih jedinjenja i procenu antioksidativne aktivnosti. Za procenu tehno-funkcionalnih
svojstava su koris¢eni primarno rekonstituisani koloidni rastvori.

3.7. Simulirana in vitro gastrointestinalna digestija (GID)

U okviru ove doktorske disertacije je koriS¢en ops$te prihvacen standardizovan stati¢ki in vitro
protokol digestije — INFOGEST protokol (Minekus et al., 2014), za procenu biodostupnosti fenolnih
jedinjenja iz ekstrakata semenke i pokoZice grozda koje su izdvojene iz nefermentisane komine
Prokupca bez prisustva i u prisustvu slozenog matriksa hrane. Pored navedenog, analizirani su
odabrani nefermentisani funkcionalni aditivi na biodostupnost i antioksidativnu aktivnost fenolnih
jedinjenja semenke komine grozda nakon in vitro digestije.

Uticaj kompleksnog matriksa hrane koji uklju¢uju meso i Zitarice na biodostupnost fenolnih
jednjenja. Kao model matriks je koris¢en infant pire (Juvitana, Swisslion Product d.o.o. Indjija,
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Srbija) koji se sastoji od kuvanog cureéeg mesa (20%), kuvane krompir paste (10%), kuvane
kukuruzne paste (25%), pirin¢anog brasna (5%), 0,1% NaCl i vode (39,9%). Ova me$avina je sadrzala
3% proteina, 10% ugljenih hidrata i 1% ukupne masti.

Mesavina koja sadrzi 2 mL vodenog ekstrakta semenke/pokozice grozda i 3g infant pirea je
digestovana primenom navedenog protokola. Digestivani uzorci su obelezeni oznakama DPE/M
(digestovan ekstrakt pokozice u prisustvu matriksa hrane) i DSE/M (digestovan ekstrakt semenke u
prisustvu matriksa hrane). Da bi se ispitao uticaj matriksa pod istim uslovima, 3g infant formule je
mesano sa 2mL destilovane vode i izloZzeno digestiji (DM-digestovan matriks hrane). Da bi se
procenio efekat digestije na vodeni ektrakt semenke/pokozice bez matriksa hrane, pripremljene su i
potom izloZene digestiji dodatne kontrole koje sadrze 2mL ekstrakta semenke/pokoZice pomeSane sa
3mL destilovane vode i obelezene oznakama DPE (digestovan ekstrakt pokozice) i DSE (digestovan
ekstrakt semenke).

Da bi se definisao doprinos digestivnih fluida, ekstrakta pokozice/semenke grozda, sa i bez matriksa
hrane 1 samog matriksa hrane, pripremane su kontrole svih uzoraka koji sadrze identicne komponente
u istom odnosu kao tokom simulirane digestije; medutim kod ovih kontrolnih uzoraka, sastavne
komponente i enzimi su brzo pomesani; pH je podeSena na 7,0; a meSavine su odmah zamrznute. Ovi
uzorci su redom obelezeni oznakama PE/MK; SE/MK; PEK; SEK; i MKo. Kako bi se omogucilo
poredenje digestovanih uzoraka sa polaznim ekstraktima i matriksom hrane, odgovarajuce zapremine
ekstrakta pokozice/semenke i infant pirea su razblazene destilovanom vodom da bi se postigla ukupna
zapremina od 40mL, koja je identi¢na dobijenoj zapremini nakon kompletne digestije analiziranih
uzoraka. Ovi uzorci su redom obelezeni oznakama PE, SE, i MA.

Uticaj proteinskog matriksa i dijetnih vlakana na biodostupnost fenolnih jedinjenja -
nefermentisani funkcionalni aditivi, TME3, IE i TMIE3. Sprej osuseni prahovi (1g) sa/bez fenolnog
ekstrakta semenke (TM, TME3, IE, TMI, TMIE3) (podpoglavlje 3.4.3.), su rehidrisani sa 4mL
destilovane vode i potom in vitro digestovani prema protokolu. Kao kontrole digestovanih uzoraka
su koris¢eni TM, TMES3, IE, TMI, TMIE3 prahovi samo rekonstituisani u destilovanoj vodi. Naime,
1g svakog praha posebno je pomesan sa destilovanom vodom do zapremine od 40mL, koja je
identi¢na dobijenoj zapremini nakon kompletne digestije analiziranih uzoraka, uzorci su intenzivno
vorteksovani, i dalje analizirani zajedno sa digestovanim uzorcima. Da bi se definisao uticaj
digestivnog koktela, pripremljena je kontrola digestivnog koktela mesanjem 5mL destilovane vode
(umesto uzorka) sa svim digestivnim enzimima i rastvorima (DCC).

Tabela 3.4. Sastav osnovnih rastvora i simuliranih digestivnih fluida.

SSF SGF SIF
Komponente  Koncentracije osnovnih rastvora pH 7.0 pH 3.0 pH 7.0
Koncentracijau SSF  Koncentracijau SGF  Koncentracija u SIF

g/L mol/L mmol/L mmol/L mmol/L
KCI 37,3 0,5 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 68 0,5 3,7 0,9 0,8
NaHCOs 84 1 13,6 25 85
NaCl 117 2 / 47,2 38,4
MgCl2(H20)s 30,5 0,15 0,15 0,1 0,33
(NH4)2COs 48 0,5 0,06 0,5 /
NaOH / 1 / / 8,4
HCI / 6 1,1 15,6 /
*CaClz(H20)2 441 0,3 0,75* 0,075* 0,3*

Skracenice: SSF-simuliran fluid pljuvacke; SGF- simuliran gastri¢ni fluid; SIF- simuliran intestinalni fluid. Svi simulirani fluidi su pripremljeni 1,25
puta koncentrovaniji, jer ée naknadno dodavanje enzima, zuénih soli, rastvora Ca?" i vode dovesti do taéne koncentracije svakog jedinjenja u finalnoj
digestivnoj meSavini. *Koncentracije u kolonama se odnose na finalnu digestivnu smesu. CaCl,(H;0O); je dodat odvojeno.

Uzorci su izlozeni oralnoj fazi digestije dodavanjem 3,5mL simuliranog fluida pljuvacke (SSF):
0,5mL rastvora pljuvacne a-amilaze (1500U/mL), 25uL 0,3M CaCl; i 975uL vode; a zatim
intenzivno muckani i inkubirani 2min, na 37°C (pH 7,0). Nakon ove faze, uzorci su izloZeni gastricnoj
fazi digestije, odnosno celokupna koli¢ina oralnog ,,bolusa“ (oko 10mL), je pomeSana sa 7,5mL
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simuliranog gastri¢nog fluida (SGF): 1,6mL rastvora pepsina (25000U/mL) pripremljenog u SGF i
5uL 0,3M CaCly, dok je pH podesena na 3,0 koris¢enjem 1M HCI. Zapremina smese je zatim
podesena na 20mL dodavanjem destilovane vode i inkubirana 2h, na 37°C, uz intenzivno mesanje na
orbitalnom $ejkeru (Lab-Shaker SMX 1300, Adolf Kiihner, Bazel, Svajcarska), koji je podesen na
3000/min. U zavr$noj intestinalnoj fazi, 20mL dobijenog gastri¢nog ,,humusa‘“ je pomeSano sa 1 1mL
simuliranog intestinalnog fluida (SIF): 5mL rastvora pankreatina (800U/mL, aktivnost tripsina)
pripremljenog u SIF, 2,5mL 160mM rastvora zuénih soli i 40uL 0,3M CaCly; dok je pH podesena na
7,0 kori$¢enjem 1M NaOH. Smesa je dopunjena destilovanom vodom do 40mL, kako bi se postigla
finalna zapremina, koja je potom inkubirana 2h, na 37°C, uz intenzivno mesanje na orbitalnom
Sejkeru koji je podeSen na 3000/min. Nakon zavrSene intestinalne digestije, supernatanti su odvojeni
centrifugiranjem na 4500g (Centrifuge 5804R, Eppendorf, Hamburg, Nemacka), 10min, na 4°C;
odmah zamrznuti u te¢nom azotu i ¢uvani na -80°C za dalje analize.

3.7.1. Biodostupnost fenolnih jedinjenja posle digestije

a) Da bi se analizirao efekat in vitro GID na sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida,
pro(anto)cijanidina i pojedinacnih fenolnih jedinjenja, biodostupnost fenolnih jedinjenja se
izracunava kao koli¢ina ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida, pro(anto)cijanidina i pojedina¢nih
fenolnih jedinjenja, koji su dostupni na kraju GID, u poredenju sa njihovom koli¢inom u polaznim
ekstraktima i izrazava se u % i obelezena je sa R (recovery).

Biodostupnost, R (%) = (ZCC‘:) X 100 3)

Gde je: PCds-sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida, pro(anto)cijanidina i pojedinac¢nih
fenolnih jedinjenja u digestovanim uzorcima; PCis-sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida,
pro(anto)cijanidina i pojedinacnih fenolnih jedinjenja u polaznim ekstraktima.

b) U slucaju kompleksnog matriksa na bazi mesa i ugljenih hidrata, izraunat je ukupna
biodostupnost (TR, total recovery), za ukupna fenolna jedinjenja, fenolne kiseline i flavonole u
digestovanim uzorcima sa matriksom hrane. Fenolna jedinjenja matriksa hrane takode doprinose
polaznoj koli¢ini fenolnih jedinjenja, koja su izlozena digestiji zajedno sa ekstraktima pokozice i
semenke. Ukupna biodostupnost ukupnih i specifi¢nih grupa fenolnih jedinjenja u digestovanim
uzorcima je procenjeno u odnosu na njihov zbirni sadrzaj u polazom ekstraktu pokozice/semenke i
polaznom matriksu hrane, prema sledecoj jednacini:

Ukupna biodostupnost, TR (%) = (st) X 100 4)

TPCis+TPCfm

Gde: TPCds-predstavlja ukupna sadrzaj fenolnih kiselina, flavonola i ukupnih fenolnih jedinjenja u
digestovanim uzorcima; TPCis-predstavlja ukupna sadrzaj fenolnih kiselina, flavonola i ukupnih
fenolnih jedinjenja u polaznim uzorcima (PE i SE); TPCfm-predstavlja ukupna sadrzaj fenolnih
kiselina, flavonola i ukupni fenolnih jedinjenja u polaznom matriksu hrane (MA). Biodostupnost i
ukupna biodostupnost flavan-3-ola odredenih UHPLC-Orbitrap MS*, predstavljena je na isti na¢in
kao i biodostupnost prethodnih klasa fenolnih jedinjenja.

c) Procenat ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja vezanih za proteine
mleka (MVP), inulin (IVP), ili matriks mleko/inulin (MIVP), je odreden prema sledecoj jednacini:
MVP (IVPYMIVP) (%) = (LL22) 100 (5)

PCpe

Procenat (%) ukupnih, pojedinacnih klasa i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja u digestovanim uzorcima
(Ri), je odreden u odnosu na njihove sadrzaj u polaznim rekonstituisanim uzorcima, prema sledecoj
jedinacini:

Ri (%) = ("C”“) x 100 (6)

PCkm
Gde: PCpe-predstavlja sadrzaj ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja u
polaznom ekstraktu semenke; PCkm-predstavlja sadrzaj ukupnih, pojedinacnih klasa i pojedina¢nih
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fenolnih jedinjenja u kontrolnom rekonstituisanom uzorku matriks/ekstrakt semenke; PCnd-
predstavlja sadrzaj ukupnih, pojedinaénih klasa i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja nakon digestije.

3.7.2. Priprema uzoraka pre i nakon digestije za elektroforetsku analizu

Kontrolni uzorci i uzorci nakon digestije su rastvoreni u puferu za uzorke (SDS-R-PAGE i SDS-NR-
PAGE), u odnosu 1:1, intenzivno vorteksovani i kori$¢eni za elektroforetsku analizu.

3.8. Metode i instrumentalne tehnike koris¢ene u doktorskoj disertaciji
3.8.1. UV-VIS spektrofotometrija

3.8.1.1. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja, sadriaj ukupnih flavonoida, sadriaj ukupnih
monomernih antocijana, sadrZaj ukupnih proantocijanidina

Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC) je odreden koris¢enjem Folin-Ciocalteu-ovog reagensa,
prema metodi koju su opisali Singleton et al. (1999). Alikvot uzorka (70uL) je pomeSan sa 300uL
Folin-Cocalteu-ovog reagensa i nakon 5min, sa 230pL, 7,5% Na>COs. Smesa je potom intenzivno
vorteksovana i inkubirana 1h30min, na sobnoj temperaturi, u mraku. Nakon toga, uzorci su
centrifugirani na 17000g, 10min i absorbanca supernatanta je merena na 765nm, Kkoris¢enjem
Shimadzu spektrofotometra (UV-1800, Shimadzu USA Manufacturing Inc, UR, USA). Zavisno od
prirode analiziranih uzoraka, ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja je izrazen kao mg ekvivalenti galne
kiseline na 100mL uzorka (mg(GAE)/100mL) ili 100g suve mase uzorka (mg(GAE)/100g SM).

Sadriaj ukupnih flavonoida (TFC) je odreden koriS¢enjem kolorimetrijskog testa sa aluminjum
hloridom, kako su predhodno opisali Ribeiro et al. (2015). Alikvot uzorka (125uL) je meSan sa 625uL
milliQ vode i 37,5uL 5% NaNO.. Posle 6min, dodato je 75uL 10% AICIs, kako bi se formirao
flavonoid-aluminijum kompleks, dok je alikvot 1M NaOH (250uL) dodat 5min kasnije. Nakon toga,
smesa je intenzivno vorteksovana i absorbanca je merena na 510nm, Koris¢enjem Shimadzu
spektrofotometra. Zavisno od prirode analiziranih uzoraka, ukupan sadrzaj flavonoida je izrazen kao
mg ekvivalenti katehina (CE) i/ili kvercetina (QE) na 100mL uzorka (mg/100mL) ili 100g suve mase
uzorka (mg/100g SM).

Sadriaj ukupnih proantocijanidina (PAC) u uzorcima je odreden koris¢enjem butanol-HCI testa,
prema metodi koju su opisali Deng et al. (2011). Alikvot uzorka (0,5mL) je pome$an sa 3mL butanol-
HCI (95:5 v/v) i 0,1mL reagensa (2% FeNH4(SO4)2 u 2M HCI). Nakon toga, smesa je intenzivno
vorteksovana 1 inkubirana na 95°C, 40min. Nakon inkubacije, meSavina je ohladena i1 absorbanca je
merena na 540nm, koriS¢enjem Shimadzu spektrofotometra. Ukupan sadrzaj ekstraktibilnih
proantocijanidina je izracunat kori§¢enjem konverzionog faktora (0,1736) (Lavelli et al., 2014) i
izrazen kao mg PA na 100mL uzorka (mg(PA)/100mL) ili 100g suve mase uzorka (mg(PA)/100g
SM), prema sledecoj jednacini:

PAC = (As — Ac) - 0,1736 - DF (7

Gde: Ac-predstavlja absorbancu slepe probe; As-predstavlja absorbancu uzorka; i DF- predstavlja
faktor razblazenja.

Sadriaj monomernih antocijana (MAC) je odreden pH diferencijalnom metodom (Rockenbach et
al., 2012). Uzorci su adekvatno razblazeni sa pripremljenim pufernim rastvorima kalijum-hlorida
(0,025 mol/L; pH=1,0), i natrijum acetata (0,4 mol/L; pH=4,5). Nakon toga, absorbance pripremljenih
uzoraka su merene na dve razlicite talasne duzine, 520nm i 700nm. Sadrzaj ukupnih monomernih
antocijana je izraZzen u mg ekvivalentima malvidin-3-O-glukozida na 100g suve mase uzorka komine
grozda (mg (M3G)/100g SM) i izracunat prema slede¢im jednacinama:

A = (A520 — A700)pH1,0 — (A520 — A700)pH4,5 (8)

MAC (") = (A x MW X DF x 1000)/(€ x 1) (9)
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1000

mAc (22)=L—x 100 (10)

100g

)

Gde: A-predstavlja izmerenu absorbancu na definisanim talasnim duzinama; DF-predstavlja faktor
razblazenja uzorka; MW-molekulska masa malvidin-3-O-glukozida (493,5); i & je molarna
absorptivnost malvidin-3-O-glukozida (28000).

3.8.1.2. SadrZaj proteina

Liofilisani fermentisani funkcionalni aditivi su prvo odmaséeni Folch-ovom metodom. Ukratko,
liofilisani prahovi (1g) su mesani sa 20mL rastvara¢a metanol:hloroform (1:2 v/v) i ostavljeni na
mehani¢kom $ejkeru 2h. Nakon toga, uzorci su centrifugirani 3000g, 10min. Supernatant je odliven,
dok je ¢vrsti deo ostavljen u kapeli kako bi se uklonio visak rastvara¢a. Odmasceni uzorci su zatim
fino spraseni i koriSc¢eni za odredivanje sadrzaja proteina i elektroforetsku karakterizaciju.

Odmasceni liofilisani fermentisani aditivi i sprej osuseni nefermentisani aditivi (20mg) su
rekonstituisani u 10mL kalijum-fosfatnog pufera pH 7,0, intenzivno promesani na vorteksu I
kori$éeni za odredivanje sadrzaja proteina u uzorcima, prema metodi koju je razvio Bradford (1976).
Razblazeni supernatant (100uL) je pomesan sa 5SmL Bradford-ovog reagensa, mesavina intenzivno
promeSana na vorteksu i ostavljena 20min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, uzorci su ponovo
intenzivno promesani na vorteksu i absorbanca je merena na 595nm. Sadrzaj proteina u uzorcima je
odreden koriS¢enjem BSA standardne prave 1 izrazen kao g ekvivalenti BSA u 100g polaznog
praskastog uzorka.

3.8.1.3. Antioksidativna svojstva
3.8.1.3.1. Sposobnost redukcije Fe3* jona (redukujuéa moé) - FRP

Redukuju¢a mo¢ uzoraka je odredena prema metodi koju su opisali Medouni-Adrar et al. (2015).
Alikvot razblazenih uzoraka (250uL) je pomesan sa 250uL 0,2M fosfatnog pufera pH=6,6 1 250uL
1% rastvora kalijum-fericijanida. Smesa je potom inkubirana 20min, na temperaturi od 50°C. Posle
inkubacije, smesi je dodato 250uL 10% trihlorsir¢etne kiseline, uzorci su vorteksovani i potom
centrifugirani na 17000g, Smin (Sigma 201M Centrifuge, Osterode am Harz, Nemacka). Nakon toga,
500uL supernatanta je meSano sa 500uL milliQ vode i 100uL 0,1% FeClz. Nakon 10min izmerena
je absorbanca na 700nm, koriS¢enjem Shimadzu spektrofotometra. Veca absorbanca reakcione smese
ukazuje na jacu redukuju¢u mo¢ (Gulgin et al., 2004). Za neke uzorke ukupna redukuju¢a moc je
izraZzena kao pg ekvivalenti askorbinske kiseline (AA) po mL uzorka (ug (AA)/mL).

3.8.1.3.2. Sposobnost sakupljanja ABTS™ radikala - ABTS™* test

Procena sposobnosti sakupljanja/uklanjanja ABTS™ radikala je analizirana prema metodi koju su
predhodno opisali Arnao et al. (2001). Osnovni ABTS" rastvor (7mM vodeni rastvor ABTS-a (2,2-
azino-bis/3-etil-benotiazolin-6-sulfonska kiselina) pomesan sa 2,45mM kalijum-persulfatom), je
ostavljen da stoji na tamnom mestu 16h. Nakon toga, pripreman je radni rastvor ABTS™,
razblazivanjem osnovnog rastvora metanolom, tako da se dobije absorbanca rastvora izmedu 0,7 1
0,8. Pripremljen radni rastvor (ImL) je potom meSan sa 10pL uzorka i nakon 7min merena je
absorbanca na 734nm. Procenat sakupljenih radikala za standard i uzorke su izraCunati prema
jednacini:

ABTS o +scavenging activity(%) = AC;CAS x 100 (11)

Gde: Ac-predstavlja absorbancu ABTS™ radnog rastvora; As-predstavlja absorbancu uzorka ili
rastvora standarda pomeSanog sa ABTS"" radnim rastvorom.
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Za konstrukciju standardne krive koriS¢eni su pripremljeni rastvori askorbinske kiseline u rasponu od
10 do 100ug/mL. Aktivnost sakupljanja slobodnih radikala je izraZzena kao ekvivalenti askorbinske
kiseline (AA), odnosno pug AA po mL uzorka (ug (AA)/mL).

3.8.1.3.3. Sposobnost heliranja jona Fe** - FCC

Sposobnost heliranja jona gvozda je odredena prema metodi koju su opisali Stanisavljevi¢ et al.
(2015). Alikvot uzorka (200uL) je pomesan sa 740uL milliQ vode i 20uL 2mM FeSO4. Uzorci su
vorteksovani i ostavljeni 30min, na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smesi je dodato 200uL SmM
ferozina 1 10min kasnije ocitana je absorbanca uzorka na 562nm, koriS¢enjem Shimadzu
spektrofotometra. Slepa proba je uporedo pripremana i sadrzala je milliQ vodu umesto alikvota
uzorka. Sposobnost heliranja je izratunata prema slede¢oj formuli:

) x 100 (12)

Fe*chelating capacity (%) = ((ACA_AS)

Gde: Ac-predstavlja absorbancu slepe probe; As-predstavlja absorbancu uzorka.

Za neke uzorke sposobnost heliranja je izrazena kao pg ekvivalenti etilendiaminotetrasiréetne
kiseline (EDTA) po mL uzorka (ug (EDTA)/mL).

3.8.1.3.4. Ukupni antioksidativni kapacitet - TAC

Ukupni antioksidativni kapacitet ili in vitro fosfomolibden redukuju¢a mo¢ uzoraka je odredena
prema metodi koju su predlozili Prieto et al. (1999). Alikvot razblazenih uzoraka (0,3mL) je pomeSan
sa 3mL fosfomolibden reagensa (pripremljen meSanjem 0,6M sumporne kiseline, 28mM natrijum-
fosfata i 4mM amonijum-molibdata). Epruvete sa reakcionom smes$om su fiksirane i inkubirane na
95°C, 90min. Nakon toga, uzorci su ohladeni i merena je absorbanca na 695nm. U isto vreme je
pripremana slepa proba, koja sadrzi milliQ vodu umesto uzorka. Za konstrukciju kalibracione krive
su koris¢eni rastvori askorbinske kiseline (AA) i ukupni antioksidativni kapacitet je izrazen u pg
ekvivalentima AA po mL uzorka (ug (AA)/mL).

3.8.1.3.5. Sposobnost sakupljanja DPPH* radikala — DPPH" test

Sposobnost uklanjanja DPPH" radikala je odredena po metodi koju su opisali Oliveira et al. (2010),
sa malim modifikacijama. Zapremina uzorka od 105uL je pomeSana sa 840uL predhodno
pripremljenog DPPH" radnog rastvora. Nakon 30min inkubacije u mraku, merena je absorbanca na
515nm. Uporedo je pripremana i kontrolna proba, koja se sastoji od meSavine DPPH" radnog rastvora
sa milliQ vodom umesto uzorka. Procenat sakupljenih radikala za standard i uzorke je izracunati
prema jednacini:

DPPH e« scavenging activity(%) = ACA_CAS x 100 (13)

Gde: Ac-predstavlja absorbancu DPPH radnog rastvora pomesanog sa milliQ vodom; As-predstavlja
absorbancu uzorka ili rastvora standarda pomesanog sa DPPH' radnim rastvorom.

Aktivnost sakupljanja slobodnih radikala je izrazena kao ekvivalenti askorbinske kiseline (AA),
odnosno pug AA po mL uzorka (ug (AA)/mL).

3.8.1.3.6. Merenje relativne sposobnosti sakupljanja DPPH" radikala - DPPH* RDSC

Merenje relativne sposobnosti sakupljanja DPPH" radikala je sprovedeno prema metodi koju su
opisali Cheng et al. (2006). Reakciona smeSa uzoraka (100uL) se sastojala od supernatanta
razblazenog metanolom. Kori$¢eno je pet razli¢itih koncentracija ekstrakata i Troloksa (10, 20, 40,
601 80pL). Zatim je u svaki bunari¢ mikrotitarske plo¢e dodato po 100pL 200pmol/L DPPH' radikala
pripremljenih u metanolu. Slepa proba je sadrzala 200puL. metanola, dok je kontrolni uzorak
pripremljen mesanjem 100uL metanola i 100pL rastvora DPPH" radikala. Absorbance uzoraka su
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neprekidno ocitavane svakog minuta tokom vremenskog interval od 90min, na talasnoj duzini od
515nm. Procenat sakupljenih DPPH" radikala za svaku vremenski zavisnu ta¢ku je raCunat prema
jednacini:

(As—Ab)
(Ac—Ab)

DPPH" radical quenched (%) = [1 - X 100 (14)

Vrednosti procenta sakupljenin DPPH" radikala u razli¢itim vremenskim tatkama za svaki ekstrakt i
standard su ucrtane u odnosu na vreme reakcije. Povrsina ispod krive (AUC) je odredena prema
sledecoj jednacini:

AUC =05X fO+ (f1+f2+f3+-+fi—1)+0,5xfi (15)

Gde: fo predstavlja procenat DPPH" radikala sakupljenih na pocetku merenja; a fi predstavlja procenat
DPPH’ radikala sakupljenih u reakcionom vremenu i. Relativna sposobnost sakupljanja DPPH’
radikala je izrazena kao mmol ekvivalenti Troloksa (TE) po g SM uzorka (mmol TE/g SM) i
izraCunata prema jednacini:

AUCs Mtroloks
AUCtroloks Vuzorka (16)

DPPH e RDSC =

3.8.1.3.7. Sposobnost uklanjanja vodonik peroksida - HPS aktivnost

Sposobnost vodenih ekstrakata komine i njenih konstituenata da uklanjanja vodonik peroksida je
odredena prema metodi koju su opisali Hu et al. (1992). U ovoj metodi je primenjen luminol-H20-
sistem. Luminiscentna reakcija je zapoceta meSanjem razblazenih ekstrakata sa ImL rastvora koji
sadrzi 100mmol/L luminola, rastvorenog u 50mmol/L karbonatnom puferu, pH=9,4. Emisija svetlosti
je zabelezena neposredno nakon meSanja komponenti i trajala je 200s sa 15s kintetickog intervala
izmedu merenja. U kontrolnom uzorku, rastvori su zamenjeni karbonatnim puferom i zabelezena je
interferentna luminiscencija bez vodonik-peroksida. Povrsina ispod dobijenih krivih (za razliCite
koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC)), predstavlja relativni intenzitet luminiscencije
(CL). Sposobnost uklanjanja vodonik peroksida je izraCunata prema sledecoj jednacini:

[(CLC—CLO)—(CLS—CLO)] .100 (17)

CLc—CLo

HPS aktivnost (%) =

Gde: CLc-predstavlja relativnu luminiscenciju kontrole; CLs-predstavlja relativnu luminiscenciju
uzoraka; a CLo predstavlja interferentnu luminiscenciju. Sposobnost uklanjanja vodonik-peroksida je
izrazena kao ECsp vrednost (polovina od maksimalno efektivne koncentracije ukupnih fenolnih
jedinjenja).

3.8.1.4. Citotoksicna svojstva

3.8.1.4.1. MTT test

Citotoksic¢na svojstva ekstrakata komine grozda na Caco-2 ¢elijama su odredena kroz primenu mikro-
tetrazolijum [MTT, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid] testa (Mosmann, 1983),
koji prati perZivljavanje ¢elija na osnovu koli¢ine redukovanog MTT reagensa (Zuta tetrazolijum so)
u metabolicki aktivnim ¢elijama (MTT se redukuje do formazana ljubicaste boje). Posle 24h od
inokulacije (konfluentnost, 40-60%), celije su tretirane sa razliCitim koncentracijama ukupnih
fenolnih jedinjenja iz ekstrakata komine. Kontrolnim ¢elijama je dodat samo hranljivi medijum. Sve
tretirane Celije su zatim inkubirane dodatnih 24h i 48h. Posle inkubacije, dodat je MTT reagens u
finalnoj koncentraciji od 0,5mg/mL. Uzorci su dodatno inkubirani 4h u atmosferi vazduha
oboga¢enim 5% CO2, na 37°C u mraku. Formazan kristali nastali aktivno$¢u zivih ¢elija (redukuju
MTT reagens), su rastvoreni dodavanjem 10g/100mL natrijum-dodecil sulfata (SDS) u 0,01% HCI.
Koli¢ina rastvorenog formazana je proporcinalna broju zivih ¢elija. Bunariéi su zatim inkubirani na
37°C preko no¢i. Adsorbcija rastvorenih kristala formazana je izmerena koris¢enjem Plate Reader
Infinite 200 pro, na 570nm (maksimum apsorbcije). Absorbanca dobijena ocitavanjem na 570nm,
predstavlja meru metabolicke aktivnosti ¢elija, koja je izraCunata prema jednacini:
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Metabolitka aktivnost (%) = (Até> x 100 (18)

Anté

Gde: Atc-predstavlja absorbnacu uzorka kod kojih su ¢elije tretirane ekstraktima; a Anzé- predstavlja
absorbnacu uzorka kod kojih su ¢elije nisu tretirane ekstraktima. Prema tome, rezultati su izraZeni
kao % promena u metabolic¢ki aktivnim tretiranim ¢elijama u poredenju sa kontrolnom grupom
netretiranih celija.

3.8.1.4.2. Test sposobnosti sakupljanja unutarcelijskih reaktivnih vrsta - CAA

Unutarcelijska antioksidativna aktivnost je odredena prema metodi koju su predlozili Wolfe and Liu
(2007) sa odredenim modifikacijama (Kellett et al., 2018). U testu su koris¢ene ¢elije humanog
epitelnog kolorektalnog adenokarcinoma (Caco-2 celije, European Collection of Cell Cultures-
ECACC No. 86010202), kao najpogodnije za merenje efektivnosti dijetetskih antioksidanata (Kellett
et al., 2018). Kultivacija i odrzavanje ¢elija je sprovedena u Dulbecco’s Modified Eagle Medium-u
prema Sanchez et al. (2010). Celije su kultivisane u inkubatoru u atmosferi vazduha oboga¢enom 5%
COg2, na 37°C. Caco-2 celije su uzgajane u plejtovima sa 24 bunaric¢a, sve dok se ne formiraju
monoslojevi bez vidljive diferencijacije. Posle toga, monoslojevi su odvojeni od povrsine
korigéenjem 0,05% tripsin-EDTA (Sigma). Celije su potom prebacene (6x10* ¢elija po bunari¢u) u
plejtove ravnog dna sa 96 bunarica (Corring, VWR, Suwanee, USA) i gajene do konfluenata. Nakon
toga je uklonjen medijum za kultivaciju, a ¢eliju su isprane sa PBS puferom pH=7,0, inkubirane sa
50pL 25umol/L DCFH-DA (2,7-dihlorofluorescin diacetat) i 50uL medijuma za rast koji je sadrzao
vodene ekstrakte komine grozda. Kontrolni uzorak se sastojao od 50uL rastvora DCFH-DA i 50uL
medijuma. Sadrzaj u plejtovima je potom inkubiran 1h u inkubatoru u atmosferi vazduha oboga¢enom
5% COg, na 37°C. Posle inkubacije, ¢elije su brzo isprane dva puta sa PBS puferom i nakon toga je
iniciran  oksidativni  stres, dodavanjem 100uL 600umol/L ABAP-a (2,2-azobis(2-
amidinopropan)dihidrohlorid), koji generise stvaranje slobodnih radikala. Odmah nakon iniciranja
oksidativnog stresa je zapoceto kineticko merenje koje je trajalo 1h, koris¢enjem ekscitacione talasne
duzine od 485nm i merenje emisije na 520nm (Infinite® 200, Tecan, Austrija), na svakih 90s.
Kontrole su sadrzale ¢elije kojima je dodat DCFH-DA i ABAP, ali nisu bile predhodno tretirane
ekstraktima komine grozda. Prikupljeni podaci su obradeni 1 odredena je povrSina ispod krive (AUC)
za svaki uzorak i kontrolu prema sledecoj formuli:

AUC = [?+sum(F2:Fn— 1) +F2—”] x CT (19)

Gde: Fi-predstavlja polaznu fluorecentnu crvenu boju u prvom merenju; Fn-predstavlja
fluorescenciju zabelezenu u poslednjem merenju; CT-vreme kineti¢kog ciklusa u minutima. Neto
AUC vrednosti su dobijene oduzimanjem blank AUC vrednosti od AUC vrednosti uzoraka i kontrole.
Sposobnost sakupljanja unutarcelijskih reaktivnih vrsta (CAA) se dobija prema formuli:

CAA =100 — (222202) x 100 (20)

netoAUCc

Vrednost CAA je izrazena kao koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja (mgTPC/mL ekstrakta)
potrebna da bi se izazvalo 50% inhibicije fluorescencije, tj. vrednost ECso, koja je izratunata pomocu
Quest Graph™ EC50 Calculator softvera.

3.8.2. Hromatografska analiza fenolnih jedinjenja
3.8.2.1. UHPLC-DAD MS/MS analiza fenolnih jedinjenja

Razdvajanje 1 kvantifikacija fenolnih jedinjenja od interesa je izvedena pomocu Dionex Ultimate
3000 UHPLC uredaja koji je opremljen sa DAD (diode array detector) detektorom i TSQ Quantum
Access Max masenim spektrometrom sa trostrukim kvadrupol analizatorom (ThermoFisher
Scientific, Bazel, Svajcarska), prema metodi koju su prijavili Gasi¢ et al. (2015). Eluiranje je izvedeno
na Syncronis C18 koloni (100%2.1 mm, 1.7 um veli¢ina pora), na 40°C. Mobilna faza se sastojala od
sledec¢ih reagenasa: voda+0,1% mravlja kiselina (A) i 100% acetonitril (MS c¢istoce) (B), koji su
primenjeni u slede¢oj gradijent koncentraciji: 5% B, 2.0 min; 5-95% B, 2.0-14.0 min; 95-5% B,
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14.0-14.2 min; i 5% B do 20 min. Brzina protoka mobilne faze je bila podesena na 0,3 mL/min, a
detekcione talasne duZine su bile 254nm i 280nm. Injektovana zapremina uzorka je bila SuL.

TSQ Quantum Access Max tripl-kvadrupol maseni spektrometar je opremljen sa elektrosprej jonskim
izvorom (HESI) 1 ima podesene sledece parametre: temperatura isparivaca 200°C, napon spreja S kV,
pritisak N2 40 AU, pritisak jonskog gasa 1 AU, pritisak pomo¢nog gasa 8 AU, i kapilarna temperatura
300°C. Maseni spektrometar je snimao mase u negativnom modu, u m/z opsegu od 100 do 1000. Za
kvalitativnu analizu ciljanih fenolnih jedinjenja su koriS¢eni viSestruki maseno spektroskopski
modusi skeniranja, kao $to su poptuno skeniranje (FS) i skeniranje produkt jona (PIS). Koliziono-
indukovana fragmentacija je izvedena koris¢enjem argona kao kolizionog gasa, dok je energija sudara
varirala u zavisnosti od jedinjenja. Kvantitativna analiza je izvedena tako $to je za svaki standard
snimljen molekulski jon i dva karakteristicna MS? fragmenta, koji su predhodno definisani kao
dominantni u PIS eksperimentima. Za kontrolu instrumenta je koris¢en Xcalibur softver (verzija2.2.).
Fenolna jedinjenja su identifikovana direktnim poredenjem sa komercijalnim standardima. Sadrzaj
svakog fenolnog jedinjenja je izraCunat integracijom povrsine pikova i izrazen kao pg/L. U slucaju
poznatih masa uzoraka koje su koriS¢ene za ekstrakciju, sadrzaj fenolnih jedinjenja je izrazen u

mg/kg.

Tabele P2 i P5 pokazuje listu kvantifikovanih fenolnih jedinjenja zajedno sa njihovim prateé¢im
parametrima: limitom detekcije (LOD), limitom kvantifikacije (LOQ), koeficijentom korelacije (r?)
i opsegom linearnosti.

3.8.2.2. UHPLC-orbitrap MS#* analiza fenolnih jedinjenja

Razdvajanje, identifikacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja je takode izvedena primenom UHPLC
uredaja koji je opremljen kvaternarnom Accela 600 pumpom i Accela autosemplerom (ThermoFisher
Scientific, Bremen, Nemacka). UHPLC uredaj je povezan sa lineranim jon trap-Orbitrap masenim
spektrometrom (LTQ OrbiTrap MS) koji sadrzi elektrosprej jonski izvor (HESI-11, ThermoFisher
Scientific, Bremen, Nemacka). Sva fenolna jedinjenja su analizirana u negativhom jonizacionom
modu, osim antocijana koji su analizirani u pozitivnom jonizacionom modu. Protokol za analizu
antocijana su predhodno opisali Panteli¢ et al. (2016). Syncronis C18 kolona (100x2,1 mm; 1,7um
veli¢ina pora; 40°C), je koriSéena za razdvajanje svih fenolnih jedinjenja. Mobilna faza se sastojala
od slede¢ih reagenasa: voda+0,1% mravlja kiselina (A) i 100% acetonitril (B); dok je linaerni
gradijent eluiranja bio: 5% B, 0.0-1.0 min; 5-95% B, 1.0-14.0 min; 95-5%, 95-5% B, 14.0-14.1 min;
15% B, jo§ 6 min. Podesena brzina protoka je bila 0,250 mL/min, dok je injekciona zapremina uzorka
bila S5pL.

Parametri jonskog izvora su predhodno opisani u literaturi (Bozunovié et al., 2018). MS spektri su
dobijeni akvizicijom m/z opsega od 100-1000. Rezolucija skeniranja je podeSena na 30.000. Joni od
interesa su izolovani u jon trap-u sa izolacionom §irinom od 5ppm i aktivirani su na nivou od 35%
kolizione energije. Xcalibur softver (verzija 2.1) je koris¢en za kontrolu instrumenta, prikupljanje i
analizu podataka. Fenolna jedinjenja su identifikovana na osnovu njihove monoizotopne mase i MS*
fragmentacije, a potvrdena su koriS¢enjem predhodno prijavljenih podataka MS fragmentacije
pronadenih u literaturi (Rockenbach et al., 2012). Detektovana fenolna jedinjenja su kvantifikovana
koris¢enjem komercijalno dostupnih standarda, a njihov sadrzaj je izrazen u pg/L ili mg/kg (uzorci
poznatih masa). Svi standardi fenolnih jedinjenja su bili analiticke ¢istoce (od 95% do 99% Cistoce)
(Fluka AG, Buchs, Svajcarska). Za fenolna jedinjenja za koje nisu bili dostupni odgovarajuéi
standardi, sprovedena je identifikacija na osnovu njihove ta¢ne molekulske mase, specificne MS
fragmentacije i literaturnih podataka (Oliveira et al., 2015; Panteli¢ et al., 2016; Peixoto et al., 2018;
Zhang et al., 2020). Zbog nedostatka specificnih standarda, sadrzaj pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja
je izrazen kao pg ekvivalenti dominantnog jedinjenja u odgovarajucoj klasi fenolnih jedinjenja, po
kg SM. Tac¢ne mase komponenata su izraunate koriS¢enjem ChemDraw softvera (verzija 12.0,
CambridgeSoft, Cambridge, MA, USA).
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3.8.3. Elektroforetske tehnike

U ovoj doktorskoj disertaciji su koris¢ene tri elektroforetske tehnike: (1) SDS poliakrilamidna gel
elektroforeza u redukuju¢im uslovima (SDS-R-PAGE); (2) SDS poliakrilamidna gel elektroforeza u
neredukuju¢im uslovima (SDS-NR-PAGE); i (3) Nativna poliakrilamidna gel elektroforeza (Native-
PAGE), za karakterizaciju proteinskog profila pripremljenih sprej osusenih i liofilisanih prahova,
prema metodologiji koju su predhodno detaljno opisali Pesic et al. (2012). SDS-PAGE u redukujué¢im
(R) 1 neredukujuc¢im (NR) uslovima su izvedene koris¢enjem gela za razdvajanje (12,5%wi/v; pH =
8,85), gela za koncentrisanje (5% wi/v; pH = 6,8) i radnog Tris-glicinskog pufera (0,05M Tris (pH =
8,5); 0,19M glicin; i 0.1% w/v SDS). Native-PAGE je sprovedena koris¢enjem 7% (w/v) gela za
razdvajanje; 5% (w/v) gela za koncentrisanje; i radnog Tris-glicinskog pufera (0,025 M Tris (pH =
8,3); 10,19 M glicin). Za formiranje gelova su kori§¢ene ploc¢e dimenzija 14,5x16,5x1,5mm. Uredaj
za elektroforezu (LKB, Svedska), predstavljali su: vertikalna elektroforetska jedinica (LKB 2001-
001), rashladna jedinica (Multitemp I1) sa konstantnom temperaturom 10°C i izvor napona (Makro
Drive).

Puferi za uzorke:

a) SDS-R-PAGE: 0,055M Tris-HCI (pH = 6,8); 2% (w/v) SDS; 7% (v/v) glicerol; 0,0025% (w/v)
bromfenol plavo; i 5% B-mercaptoetanol;

b) SDS-NR-PAGE: 0,055M Tris-HCI (pH = 6,8); 2% (w/v) SDS; 7% (v/v) glicerol; i 0,0025%
(w/v) bromfenol plavo;

c¢) Native-PAGE: 0,03M Tris-HCI (pH = 8,0); 10% (v/v) glicerol; i 0,0025% (w/v) bromfenol
plavo.

Po 25uL (100upL za digestivni koktel) predhodno pripremljenih uzoraka u puferu za uzorke su
nanosena u bunarice gela. Struja je bila konstantna, i to 30mA po gelu sve dok polipeptidi nisu usli u
gel za razdvajanje kada je struja podignuta na 45mA po gelu i zadrzana do kraja analize. Nakon §to
je analiza zavrSena, gelovi su bojeni 45min, koris¢enjem Coomassie blue R250 boje (3,90% (w/v)
trihlorsiréetna kiselina (TCA); 17% (v/v) metanol; i 6% (v/v) siréetna kiselina). Nakon toga, gelovi
su odbojeni koriS¢enjem rastvora za odbojavanje (18% (v/v) etanol; 1 8% (v/v) siréetna kiselina),
skenirani i analizirani koris¢enjem SigmaGel softvera (SigmaGel software version 1.1, Jandal
Scientific, San Rafael, CA, USA) i GelAnalyzer 19.1. softvera. Standard molekulskih masa (Marker
Kit Standard; Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) ukljucuje: fosforilaza B (94,0 kDa), bovin
serum albumin (67,0 kDa), karbonska anhidraza (30,0 kDa), sojin tripsin inhibitor (20,1 kDa) i a-LA
(14,4 kDa). Standard kazeina je dobijen rekonstitucijom mesSavine liofilisanih standarda: as-CN, -
CN, «-CN, a-LA i B-CN (Sigma Aldrich), u odgovaraju¢em puferu za uzorke.

3.8.4. ATR-FTIR spektroskopija

ATR-FTIR spektri liofilisanih i sprej osusSenih prahovi su snimani na Nicolet™ iS™ 10 FT-IR
spektrometru (Thermo Fisher SCIENTIFIC) koji je opremljen sa Smart iTR™ Attenuated Total
Reflectance (ATR) modulom. Dobijeni spektralni podaci su rezultat 32 skena po spektru, u
apsorbcionom modu od 400-4000cm™.

3.8.5. Raman spektroskopija

Raman spektri liofilisanih 1 sprej osusenih prahova su snimani na XploRA Raman spektrometru
(Horiba JobinYvon, Japan), sa prate¢im LabSpec6 softverom (Horiba JobinYvon, Japan). Talasna
duzina laserske ekscitacije je bila 532nm, a reSetka spektrometra je bila 1800gr/mm. Laser je
fokusiran na uzorak pomocu udaljenog objektiva mikroskopa (uvecanja 50 puta), dok je vreme
prikupljanja podataka bilo 20s sa 5 akumulacija.
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3.8.6. SEM mikroskopija

Morfologija odabranih liofilisanih i sprej osusenih prahova je ispitana koriS¢enjem skenirajuce
elektronske mikroskopije (SEM)(JEOL JSM-6390LV, Tokyo, Japan). Neposredno pre snimanja,
uzorci su postavljeni na metalne stubiée i napareni zlatom u komori za rasprSavanje (BALTEC SCD
005), 100s, na 30mA.

3.9. Tehno-funkcionalna svojstva
3.9.1. Odredivanje emulgujucih svojstava

Emulgujuéa svojstava pripremljenih rastvora su odredena prema metodi koju su predhodno razvili
Pearce and Kinsella (1978). Ukratko, 45mL rastvora (rekonstituisani prahovi) je pomesano sa 15mL
suncokretovog ulja i mesavina je intenzivnho meSana tokom Imin u homogenizatoru (MSE-
Homogeniser, Measuring & Scientific Equipment Itd., Spenser st., London, S.W1, England), pri
najvecoj brzini. Nakon toga, sa dna kivete je odpipetirano 50uL emulzije i dodato u 5mL 0,1%
rastvora SDS-a. MeSavina je intenzivno vorteksovana, a potom je izmerena absorbanca na 500nm
(Ao). Postupak je ponovljen i nakon 10min od momenta formiranja emulzije (Axo).

Indeks stabilnosti emulzije (ESI) je racunat prema sledecoj jednacini:
ESI (min) = Ao - (‘”) (21)

24
Indeks aktivnosti emulzije (EAI) je ra¢unat prema sledecoj jednacini:
EAI (m2g) = 2T - ( Ao ) (22)

c-$-10000

Gde je: At-vremenski interval (10min); 44=(Ao-A1o); T=2,203; F-faktor razblazenja (100); c-
koncentracija proteina mleka (g/mL); ¢=0,25.

3.9.2. Odredivanje penivih svojstava

Peniva svojstva su odredena prema metodi koju su predhodno opisali Kosti¢ et al. (2015). Ukratko,
30mL rastvora (rekonstituisani prahovi) (Vo), je sipano u graduisanu kolonu. Nakon toga, u rastvor je
uvoden vazduh (6dm®min) kroz degazer (Waters, Milford, MA, USA), postavljen na dnu kolone
(1min). Nakon toga je o¢itan nivo do kog se podigla pena u koloni (V1), kao i nivo pene nakon 3min
(V3).

Kapacitet pene (KP) je ra¢unat prema sledecoj jednacini:
KP (%) = (‘”‘VO) 100 (23)

Vo

Stabilnost pene (SP) je racunata prema sledecoj jednacini:
sP() = (50) 100 (24)

Vo

Gde je: Vo-polazna zapremina rastvora u graduisanoj koloni (30); Vi-zapremina pene u graduisanoj
koloni nakon uvodenja vazduha; i V3-zapremina pene u graduisanoj koloni 3min nakon uvodenja
vazduha.

3.10. Statisticka obrada podataka

Analize u okviru ove doktorske disertacije su vrsene u dva ili tri ponavljanja, zavisno od primenjene
metodologije. Svi podaci su predstavljeni kao srednja vrednosttstandardna devijacija. Za utvrdivanje
statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih vrednosti kori$éeni su t-test, p<0,05 (StatSoft Co., Tulsa,
OK, USA) i analiza varijanse (One-way ANOVA i Two-way ANOVA) sa post hoc Tukey's testom,
p<0,05 (GraphPad Prism 6, San Diego, CA, USA). Za utvrdivanje korelacija koris¢en je Pearson's
korelacioni koeficijent (r), na nivou znacajnosti p<0,05 i p<0,1 (StatSoft Co., Tulsa, OK, USA).
Grafici su sredeni u GaphPad Prism 6 softveru (San Diego, CA, USA).
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Za PCA (Analiza glavnih komponenti) i HCA (Hijerarhijska klaster analiza) analizu masnih kiselina
i Secera je koris¢en PLS ToolBox, v. 6.2.1, Matlab 7.12.0 (R201 1a) softver. Svi podaci su automatski
skalirani pre multivarijantne analize.

ATR-FTIR i Raman spektri svih uzoraka su eksportovani u Unscrambler X softver (version 10.4;
CAMO AS, Trondheim, Norway). Nakon vizuelne kontrole, raden je ,,pre-processing™ spektara, sto
ukljucuje Standard Normal Variate (SNV)(uklanjanje rasejanja), Savitzky-Golay smoothing,
normalizaciju i second Savitzky-Golay derivatizaciju. Nakon predhodne obrade, izvedena je analiza
glavnih komponeneti (PCA analiza) za nekoliko karakteristi¢nih regiona (amid I, II, III, fingrprint i
lipidni region). Cilj PCA je da ispita da li postoji tendencija grupisanja ili diskriminacije objekata
(uzoraka) (grafik skorova (objekata)) i koje varijable (talasni brojevi) tome doprinose (grafik
varijabli).

65



4. Rezultati i diskusija

4.1. Karakterizacija brasna semenki i pokoZica izdvojenih iz nefermentisane komine
4.1.1. Tehnoloski parametri analiziranog groZda

Parametri kao Sto su sadrzaj Secera, sadrzaja ukupnih kiselina i pH pulpe se najcesce koriste za
procenu tehnoloske zrelosti grozda. Navedeni parametri su jako vazni jer odreduju kvalitet vina i
uti¢u na sastav i kvalitet ekstrakta semenke (Bombai et al., 2017; Lachman et al., 2015). Tehnoloski
parametri zavise od sorte, regiona u kom se grozde uzgaja i vinogradarske prakse (W. Han et al.,
2019; Maante-Kuljus et al., 2019; Maante-Kuljus et al., 2015). Kao $to se moze videti u Tabeli 4.1,
sadrzaj ukupnih Secera, sadrzaj ukupnih kiselina i pH analiziranih bobica sedam sorti grozda, su bili
redom u opsegu od: 19,3-25,5 °Bx; 6,56-10,78 gVKIL,; i 3,36-3,85. Ovi rezultati su bili uporedivi sa
rezultatima drugih studija dobijenih za grozde ubrano u tehnoloskoj zrelosti (Bombai et al., 2017; W.
Han et al., 2019; Maante-Kuljus et al., 2019; Maante-Kuljus et al., 2015).

Tabela 4.1. Tehnoloski parametri uzoraka grozda koji su dalje analizirani u okviru doktorske disertacije

Parametri ~ Sadrzaj Secera °Bx Sadrzaj ukupnih H

Uzorak (g saharoze/100g) kiselina (g VK/L) P

Smederevka 19,540,3? 10,78+0,942 3,360,022
Italijanski Riesling 23,6+0,2° 6,56+0,1° 3,81+0,01°
Tamjanika 22,3+0,5¢ 7,03+0,94° 3,83+0,01°
Muscat Hamburg 20,2+0,2% 7,50+0,1°¢ 3,76+0,02°
Prokupac 19,340,1° 8,43+0,1¢ 3,85+0,01°
Merlot 25,5+0,1¢ 9,37+0,2¢% 3,56+0,01¢
Cabernet Sauvignon 21,1+0,9¢ 10,31+1,88% 3,40+0,0052

Vrednosti su dobijene iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim
slovom u istoj koloni nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey’s testu, (p<0,05). Skracenice: VK-vinska kiselina; °Bx-jedinica za izrazavanje
sadrzaja Secera, stepen Briksa.

4.1.2. Masno-kiselinski profil brasna nefermentisane semenke

Masno-kiselinski profili i relativan sadrzaj pojedina¢nih masnih kiselina (%) u uljima dobijenih iz
brasna semenki sedam razli¢itih sorti grozda, prikazani su u Tabeli 4.2. Na osnovu dobijenih rezultata
ukupno je identifikovano dvanaest masnih kiselina u uzorcima semenki autohtonih i internacionalnih
sorti grozda. U svim ispitivanim uzorcima pronadene su slede¢e masne kiseline: linolna, oleinska,
stearinska i palmitinska. Linolna kiselina (nezasi¢ena masne kiseline) je bila dominantna i njen
relativni sadrzaj je varirao od 61,15+0,36 do 83,47+1,15%, zavisno od sorte. Najveca koncentracija
linolne kiseline je otkrivena u ulju semenki internacionalnih sorti grozda, kao $to su Muscat Hamburg
i Italijanski Riesling. Medu autohtonim sortama, semenka Tamjanike je bila najbolji izvor
nezasi¢enih masnih kiselina. Sli¢ne rezultate su potvrdili i drugi autori, koji su saglasni da je linolna
kiselina najzastupljenija masna kiselina u ulju semenki razli¢itih sorti grozda uzgajanih u Srbiji
(Dabetic et al., 2020; Malic¢anin et al., 2014; Zduni¢ et al., 2019), ili drugim zemljama (Beveridge et
al., 2005; Fernandes et al., 2013; Goktiurk Baydar et al., 2007; Lachman et al., 2015; Lucarini et al.,
2020; Lutterodt et al., 2011; Pardo et al., 2009; Szab¢ et al., 2021). Mali¢anin et al. (2014) su dobili
da je sadrzaj linolne kiseline u semenkama internacionalne sorte Cabernet Sauvignon uzgajane u
Srbiji bio u rasponu od 73,10-75,30%. Kod razli¢itih klonova autohtone sorte Prokupac, ovaj sadrzaj
se kretao u rasponu od 69 do 81% (Zduni¢ et al., 2019), dok je u semenkama belih autohtonih sorti
grozda Smederevka i Tamjanika udeo linolne kiseline bio redom 67,3% i 62,8% (Dabetic et al., 2020).
Dalje, Lachman et al. (2015) su dobili rezultate za sadrzaj linolne kiseline u opsegu od 68,10 do
78,18%, zavisno od godine berbe i sorte grozda, dok su Beveridge et al. (2005) dobili najveci sadrzaj
pomenute masne Kkiseline u ulju semenki sorte Merlot.

Oleinska kiselina je najvise doprinela sadrzaju mononezasi¢enih masnih kiselina, i njen sadrzaj je
varirao od 6,14+0,17 do 9,72+0,24%, dok je stearinska kiselina bila najzastupljenija zasi¢ena masna
kiselina u svim analiziranim uzorcima sa sadrzajem od 4,1+0,07 do 8,27+0,13%. Obe masne kiseline
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su registrovane u najvec¢oj koli¢ini kod autohtone sorte Prokupac. Medutim, u literaturi se mogu naci
znacajne razlike medu rezultatima za sadrzaj oleinske masne kiseline u ulju semenki razlicitih sorti
grozda. Na primer, rezultati ove studije su u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Lachman et al.
(2015), dok su Pardo et al. (2009) dobili znatno vecu koli¢inu oleinske kiseline u ulju semenki crnih
sorti grozda gajenih u Spaniji (16,07-24,88%), Mali¢anin et al. (2014) za semenke sorte Cabernet
Sauvignon gajene u Srbiji (12,60-13,80%) i Dabetic et al. (2020) za semenke belih autohtonih
(Smederevka i Tamjanika) i internacionalnih sorti grozda (15,3-18,9%).

Rezultati za sadrzaj palmitinske 1 stearinske kiseline dobijene u ovoj studiji nalaze se unutar grani¢nih
vrednosti koje su predhodno dobili Beveridge et al. (2005), odnosno 6,35-8,62% za palmitinsku i
3,60-5,26% za stearinsku masnu Kiselinu, zavisno od primenjenog ekstrakcionog sredstva i uslova
ekstrakcije. Sli¢ne rezultate su takode dobili Fernandes et al. (2013), analiziraju¢i masno-kiselinski
profil ulja semenki deset autohtonih Portugalskih sorti grozda (6,17-8,50% za palmitinsku i 4,09-
5,91% za stearinsku kiselinu) i Zduni¢ et al. (2019) analiziraju¢i semenke razli¢itih klonova sorte
Prokupac (3-8% za stearinsku kiselinu, i 2-4% za palmitinsku kiselinu). Medutim, u drugim studijama
je pokazano da je palmitinska kiselina dominantna zasi¢ena masna kiselina u vecini ulja iz semenki
grozda (Fernandes et al., 2013; Goktirk Baydar et al., 2007; Lachman et al., 2015; Lutterodt et al.,
2011; Pardo et al., 2009), sto nije u saglasnosti sa ovom studijom. Pored navedenog, ulje iz semenki
sorte Prokupac je sadrzalo znacajnu koli¢inu linoleaidinske, eruka, behenske i cis-8,11,14-
eikosatrienske masne kiseline u poredenju sa masnim kiselinama drugih analiziranih sorti. Ostale
identifikovane masne kiseline, poznate kao ,,specificne-retke masne kiseline, bile su prisutne u
tragovima i njihov sadrzaj ¢esto moze posluziti kao marker za karakterizaciju razli€itih sorti grozda.
Na primer, palmitoleinska i heptadekanska masna kiselina su identifikovane samo u ulju semenke
sorte Tamjanika. Pored toga, u ulju semenki sorte Smederevka potvrdeno je prisustvo cis-11,14-
eikosadienske masne kiseline.

4.1.2.1. Nutritivni parametri kvaliteta brasna nefermentisane semenke

Nutritivni parametri kvaliteta, kao $to su ukupne zasi¢ene MK, mononezasi¢ene MK, polinezasi¢ene
MK i odnos NMK/ZMK, su odredeni i prikazani u Tabeli 4.2. Sadrzaj zasi¢enih MK je bio u opsegu
od 8,27 (Muscat Hamburg) do 21,61% (Prokupac). Sadrzaj MNMK u semenkama svih analiziranih
uzoraka bio je u opsegu od 7,01 (Muscat Hamburg) do 12,97% (Prokupac), dok se sadrzaj PNMK
kretao u opsegu od 65,39 (Prokupac) do 84,71% (Muscat Hamburg). Prema dobijenim rezultatima,
semenke razlicitih sorti groZzda su vazan izvor masnih kiselina, pre svega polinezasi¢enih MK sa
velikim udelom w-6 MK. Ova studija je takode potvrdila da su semenke grozda deficitarne u sadrzaju
®-3 MK. Poznato je da zasi¢ene MK povecavaju LDL-holesterol i time povecavaju rizik od
kardiovaskularnih bolesti (Beveridge et al., 2005). Sa druge strane, ukljucivanje proizvoda sa visokim
sadrzajem MNMK i pre svega PNMK u svakodnevnu ishranu, pokazuje pozitivan uticaj na smanjenje
koronarnih bolesti srca i arterija (Koufimska et al., 2018; Wijendran & Hayes, 2004). Dostupnost i
iskoriS¢enje esencijalnih ®-3 1 -6 MK u ishrani, povezana je sa normalnim fiziolo§kim funkcijama
membrana i regulatornih ¢elijskih signala (Wijendran & Hayes, 2004). Prema Gokturk Baydar et al.
(2007), semenke grozda bogate u sadrzaju linolne kiseline mogu biti izuzetno vredan izvor visoko
vrednih MK u ishrani. Uporedivanjem sadrzaja zasi¢enih MK 1 nezasi¢enih MK, potvrdeno je da
njihov odnos ima znatno vecée vrednosti od 1,6 za sve ispitivane uzorke (od 3,63 do 11,09), §to ukazuje
da se semenka grozda moze okarakterisati kao potencijalno dobar dodatak ishrani (WHO/FAOQO,
2003).

67



Tabela 4.2. Masno-kiselinski sastav (%) i nutritivni parametri kvaliteta brasna semenki izdvojenih iz neferementisane komine razli¢itih sorti grozda

Uzorak
Masne kiseline (MK)(%) Smederevka Italijanski Riesling Tamjanika Muscat Hamburg  Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
skraenice  haziv
C16:0 Palmitinska 4,38+0,1 3,57+0,09° 3,36+0,07° 3,41+0,08° 7,94+0,18°  4,69+0,272 4,14+0,07¢
Cl6:1 Palmitoleinska n.d. n.d. 0,4+0,001 n.d. n.d. n.d. n.d.
C17:0 Heptadekanska n.d. n.d. 0,86+0,04 n.d. n.d. n.d. n.d.
C18:0 Stearinska 6,53+0,11° 4,8+0,09° 4,58+0,25b° 4,1+0,07¢ 8,27+0,13¢  5,83+0,21° 6,59+0,32?
Cl18:1m9¢c  Oleinska 8,57+0,172 8,24+0,18% 7,74+0,4b¢ 6,14+0,17° 9,72+0,244 7,1+0,1¢ 6,4+0,26
Cl18:2mw6¢ Linolna 73,61+1,052 83,39+1,26° 83,07+1,09° 83,47+1,15° 61,15+0,36° 76,98+1,172 75,612,622
C18:2w6t Linoleaidinska n.d. n.d. n.d. n.d. 2,15+0,06%  1,24+0,05° 1,4+0,07°¢
C20:2 Cis-11,14-eikosadienska 0,9+0,03 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C20:3w6 Cis-8,11,14-eikosatrienska 140,012 n.d. n.d. 0,35+0,01° 2,0940,1¢ 0,8+0,02¢ 1,19+0,02¢
C20:303 Cis-11,14,17-eikosatrienska  1,47+0,04? n.d. n.d. 0,89+0,04° n.d. n.d. 1,44+0,032
C22:0 Behenska 2,06+0,05? n.d. n.d. 0,76+0,02° 5,4+0,25¢  1,36+0,03¢ 1,9740,012
C22:19 Eruka 1,43+0,03? n.d. n.d. 0,87+0,05° 3,25+0,12¢  2,01+0,09¢ 1,25+0,01?
Parametri nutritivnog kvaliteta
ZMK zasi¢ene MK 12,97 8,37 8,80 8,27 21,61 11,88 12,7
NMK nezasi¢ene MK 86,98 91,63 91,21 91,72 78,36 88,13 87,29
MNMK mono-nezasi¢ene MK 10 8,27 8,14 7,01 12,97 9,11 7,65
PNMK poli-nezasi¢ene MK 76,98 83,39 83,07 84,71 65,39 79,02 79,64
NMK/ZMK / 6,706 10,947 10,365 11,090 3,626 7,418 6,873
1A Indeks atherogenosti 0,05 0,039 0,037 0,037 0,1 0,053 0,047
IT Indeks trombogenost 0,23 0,183 0,174 0,156 0,41 0,238 0,227
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Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednostitstandardna devijacija. Vrednosti koje su oznaéene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey’s testu,
(p<0,05). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovano.



Pored navednih parametara, definisane su vrednosti za indekse aterogenosti i trombogenosti, koji
omogucavaju bolju klasifikaciju razli¢itih namirnica (Koufimska et al., 2018). Indeks aterogenosti
pokazuje stepen inhibicije/smanjenja agregacije plaka (talozenja masnih naslaga po zidu arterija), kao
i redukciju esterifikovanih MK, holesterola i fosfolipida, $to spre¢ava pojavu koronarnih bolesti.
Indeks trombogenosti pokazuje tendenciju stvaranja ugrusaka u krvnim sudovima (Olubi et al., 2019).
Analizirane semenke razlicitih sorti grozda su imale nizak IA (0,04-0,13) i IT (0,16-0,47). Najvisi
indeksi su dobijeni za ulje semenki sorte Prokupac, a najnize za ulje semenki Muscat Hamburga i
Tamjanike. Dobijene vrednosti za IA su bile sli¢ne vrednostima suncokretovog ulja (0,07), ali nize
od vrednosti maslinovog (0,19) i ovsenog (0,17-0,19), dok su vrednosti za IT bile u opsegu vrednosti
dobijenih za ista ulja (maslinovo 0,4; suncokretovo 0,20; i ovseno 0,30-0,34) (Beveridge et al., 2005).
Predhodni rezultati ukazuju da analizirano brasno semenki autohtonih i internacionalnih sorti grozda
moze biti dobar izvor nutritivno vrednih MK, koje imaju klju¢nu ulogu u prevenciji od
kardiovaskularnih bolesti.

4.1.2.2. PCA i HCA analiza masno-kiselinskog sastava brasna neferementisane semenke

PCA analiza zasnovana na sadrzaju zasi¢enih i nezasi¢enih MK u razli¢itim uzorcima brasna semenki
grozda rezultira trokomponentnim modelom koji objasSnjava 90,70% ukupne varijanse izmedu
podataka. Rezultati dobijeni analizom prve dve glavne komponente (Tabela 4.2), su prikazani na Slici
4.1a,b. Kao sto se moze videti, grafik skorova (Slika 4.1a) pokazuje tri grupe razdvajanja.
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Slika 4.1. Grupisanje analiziranih bra$na semenki izdvojenih iz komine odabranih sorti grozda na osnovu masno-
kiselinskog profila: (a) Grafik skorova (objekata); (b) grafik varijabli; i (c) HCA dendrogram.
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Brasna semenki Tamjanike i Prokupca su odvojena od brasna semenki ostalih uzoraka i formiraju
grupe I i II. Treéu grupu Cine ostali analizirani uzorci (Slika 4.1a, Tabela 4.2). Palmitoleinska i
heptadekanska kiselina imaju najaci pozitivan uticaj duz ose druge glavne komponenete (PC2 ose)
na odvajanje uzorka brasna semenki Tamjanike, Sto je u saglasnosti sa ¢injenicom da je upravo
sadrzaj ove dve masne kiseline najveci u ovom uzorku (Slika 4.1b, Tabela 4.2), dok masne kiseline
kao $to su eruka, cis-11,14-eikosadienska, cis-8,11,14-eikosatrienska i cis-11,14,17-eikosatrienska,
koje nisu identifikovane u ovom uzorku, imaju negativan uticaj na razdvajanje uzorka Tamjanike duz
iste ose. Visok sadrzaj oleinske, palmitinske, linolaidinske, behenske, stearinske, eruka i cis-8,11,14-
eikosatrienske MK u brasnu semenki sorte Prokupac, imaju najaci pozitivan uticaj na odvajanje ove
sorte duz ose prve glavne komponenete (PC1 ose). Sa druge strane, linolna MK ima negativan uticaj
na odvajanje ove sorte duz PC1 ose, jer je njena koncentracija najniza u brasnu semenki ove sorte u
poredenju sa ostalim analiziranim sortama, dok masne kiseline poput cis-11,14-eikosadienska i cis-
11,14,17-eikosatrienska nisu identifikovane u ovom uzorku. Sto se ti¢e treée grupe koja se odvaja,
poredenjem rezultata PCA 1 HCA analize (Slika 4.1), odnosno analizom sadrZaja linolne 1 palmitinske
MK, moze se zakljuciti da postoji slicnost izmedu brasna semenki Merlot-a i Cabernet Sauvignon-a
(Tabela 4.2), odnosno izmedu brasna semenki Muscat Hamburg-a i Italijanskog Riesling-a (Tabela
4.2), sto ih odvaja u dve razlicite podskupine (podklastera) (Slika 4.1c). Dalje, HCA na distanci 5
rezultira odvajanjem uzoraka u tri klastera. Prvi Klaster ¢ine svi analizirani uzorci, osim Prokupca i
Tamjanike.

4.1.3. Secerni profil brasna nefermentisane semenke i pokoZice

Sastav rastvorljivih Secera ekstrahovanih iz odmaséenog brasna semenki je prikazan u Tabeli 4.3; dok
je sastav rastvorljivih Secera ekstrahovanih iz brasna pokozica prikazan u Tabeli 4.4. Prema
rezultatima HPAEC/PAD analize, u svim analiziranim uzorcima brasna semenki i pokoZzica je
potvrdena koncentracija petnaest razli¢itih Secera. Njihov ukupni sadrzaj u brasnu semenki je varirao
zavisno od sorte, od 40588 do 91319 mg/kg SM semenki, dok je njihov sadrzaj u brasnu pokozica
bio znacajno visi, u opsegu od 196847 do 413603 mg/kg SM pokozica. Monosaharidi su bili
dominantno potvrdeni. Njihov sadrzaj u uzorcima semenki je bio u opsegu od 39090 do 89659 mg/kg
SM semenki (>91%), dok je u uzorcima pokozica bio u opsegu od 194068 do 405382 mg/kg SM
pokozica (>97%). Disaharidi i trisaharidi su bili prisutni u tragovima (Slika 4.2). Pored dominantno
potvrdenih monosaharida, kao $to su glukoza i fruktoza, treba napomenuti da je sadrzaj saharoze bio
vedi u poredenju sa ostalim otkrivenim di- i trisaharidima.

Ugljeni hidrati koji zaostaju u komini posle dezintegracije i presovanja grozda su uglavnom u vodi
rastvorni (monosaharidi i oligosaharidi), i u vodi nerastvorni strukturni polisaharidi iz ¢elijskog zida
(Corbin et al., 2015). U vedini studija je analiziran monosaharidni sastav komine grozda, nakon
intenzivne hidrolize slozenih lignoceluloznih polisaharida. Prema literaturno dostupnim podacima,
sadrzaj rastvornih Secera u brasnu semenki i pokozica grozda, dobijenih iz nefermentisanih susenih
komina do sada su malo istrazivane. Imperio et al. (2021) su uspeli da identifikuju neke monosaharide
1 oligosaharide u viSestruko koncentrisanom 1 preciS§¢enom ekstraktu semenki, koje su izdvojene iz
komine Nebbiolo grozda. Sa druge strane, Varandas et al. (2004) su kvantifikovali sadrzaj glukoze i
fruktoze u pokozici pet vinskih sorti grozda u razli¢itim fazama sazrevanja. U literaturi se ¢eS¢e mogu
naéi razli¢iti rezultati za ukupni sadrzaj rastvornih Secera u celoj komini koja je izdvojena nakon
presovanja grozda. Prema Beres et al. (2016), sadrzaj ugljenih hidrata u samlevenom brasnu
nefermentisane komine Red Pinot sorte grozda je bio 196800 mg/kg, dok su Sousa et al. (2014),
pokazali da fino samlevena komina Benitaka sorte grozda sadrzi 292000 mg ugljenih hidrata/kg, sa
respektabilnom koli¢inom glukoze (79500 mg/kg) i1 fruktoze (89100 mg/kg). U studiji koju su
sproveli Corbin et al. (2015), pokazano je da komina Cabernet Sauvignon-a i Sauvignon blanc-a ima
sadrzaj u vodi rastvornih ugljenih hidrata redom 4,6 i 37,6 mas%, sa dominantnim prisustvom glukoze
i fruktoze. Dalje, Wang et al. (2019), su potvrdili ukupan sadrzaj Se¢era od 368000 mg/kg u komini
Concord sorte grozda. Gonzalez-Centeno et al. (2010), su pokazali da sveze komine deset razli¢itih
sorti grozda nakon presovanja i maceracije imaju sadrzaj rastvornih Se¢era od 20000 do 62000 mg/Kkg,
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dok je sadrzaj Secera Cabernet Sauvignon-a bio 23000, a Merlot-a 24000 mg/kg. Ovi podaci ukazuju
da znacajna koli¢ina rastvornih Secera zaostaje u komini, nakon presovanja grozda, Sto je veverovatno
rezultiralo njihovim znacajnim koli¢inama na povrSini semenki i pokozica izdvojenih iz
nefermentisane komine, a samim tim i u fino samlevenom brasnu semenki i pokoZica grozda. Dakle,
osim masno-kiselinskog profila, pozeljno je odrediti i sadrzaj rastvornih Secera u brasnu semenki i
pokozica grozda, koje SU namenjene za obogacivanje prehrambenih proizvoda. Dominantno otkriveni
monosaharidi poput glukoze ili fruktoze su tipicne energetske komponente i njihova koli¢ina nije

zanemarljiva.
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Slika 4.2. Hromatogrami kvantifikovanih rastvornih $ecera: (a) bra$no semenki; i (b) brasno pokozica, izdvojenih iz
nefermentisane komine Prokupca.

4.1.3.1. PCA i HCA analiza Seéera brasna nefermentisane semenke

PCA analiza zasnovana na sadrzaju Secera u razli¢itim uzorcima brasna semenki izdvojenih iz
nefermentisanih komina razli¢itih sorti grozda, rezultira trokomponentnim modelom koji objasnjava
77,63% ukupne varijanse izmedu analiziranih podataka. Rezultati dobijeni analizom prve dve glavne
komponente (Tabela 4.3), su prikazani na Slici 4.3a,b. Kao §to se moze videti, grafik skorova (Slika
4.3a), pokazuje tri grupe razdvajanja. Brasna semenki Merlot-a i Prokupac-a su odvojena od brasna
semenki ostalih sorti grozda (grupa III) i ¢ine grupu I 1 1l (Slika 4.3a; Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Secerni profil (mg/kg SM semenke) odmagéenih i fino samlevenih semenki izdvojenih iz nefermentisane komine

g ’U.zorak Smederevka Italijanski Riesling Tamjanika Muscat Hamburg  Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
eceri (mg/kg)
Monosaharidi
arabinoza (Ara) 23+12 18+1,3° 11+0,6° 22+1,42 35+2¢ 3+0,3¢" 17+0,7°
glukoza (Glc) 4677718962 37827+829° 41415+636° 38351+682° 31456+342¢  19350+348° 33316+427f
fruktoza (Fru) 42859+15262 37731+618° 42911+915% 41259+263? 355624339  19737+516° 32818+694¢
z 89659 (98,2) 75576 (94,5) 84337 (95,8) 79632 (94,3) 67053 (91,9) 39090 (96,3) 66151 (96,3)
Disaharidi
trehaloza (Tre) 11+0,7°% 910,78 155+8°P 3242¢ 387+10¢ 45+3° 24+1,1¢f
izomaltoza (Ism) 24+1,28 10+0,9° 36+0,8°¢ 36+2.2¢ 26+2,32 42+0,9¢ 39+1,9¢
melibioza (Mel) 13+0,8? 4+0,3%" 9+0,3% 3+0,2 40,3 7+0,3% 5+0,4¢"
saharoza (Sac) 955+112 3737+140° 2445+34° 4146+59¢ 4413+26° 1009+182 1763+64f
gentiobioza (Gent) 1+0,1%" 2+0,2"" 1+0,2%" n.d. 2+0,3 3+0,3% n.d.
turanoza (Tur) 1165 122+92 241+12° 178+11¢ 106+8 94+3¢ 200£13¢
maltoza (Mal) 59442 74+8° 91+7¢ 68+6% 65+2,9% 41+3¢ 70£3%
X 1179 (1,29) 3958 (4,95) 2978 (3,38) 4463 (5,29) 5003 (6,86) 1241 (3,06) 2101 (3,06)
Trisaharidi
rafinoza (Raf) 339482 249+20° 340+9? 249+11° 3351142 181+6° 277+9°
melezitoza (Mele) 150,62 160,82 19+0,8° 140,92 19+1,2° 6+0,3¢ 22+1,9¢
izomaltotrioza (Ismt) 201,12 93+6° 10+0,7¢ 5+1¢ 83+7¢ 11+0,4% 19+1,2%
panoza (Pan) 84+5% 55+4% 309+13° 28+2° 448+24° 47+2¢ 100+7¢
maltotrioza (Malt) 23+1,12 26x2%¢ 16+0,9° 30+2,2% 7+0,4¢ 12+0,4° 32+2,3¢
) 481 (0,53) 439 (0,55) 694 (0,79) 326 (0,39) 892 (1,22)  257(0,63) 450 (0,66)
PP 91319 79973 88009 84421 72948 40588 68702

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razliite prema Tukey’s testu,
(p<0,05). Vrednosti u zagradama definisu procenat zastupljenost karakteristi¢nih grupa Secera u uzorcima (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan;*3eceri detektovani u tragovima (<10mg/kg uzorka).
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Tabela 4.4. Secerni profil (mg/kg SM pokoZice) fino samlevenih pokoZica izdvojenih iz nefermentisane komine

Sec’eriu(zrg;lllzgSM) Smederevka Italijanski Riesling ~ Tamjanika  Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon

Monosaharidi
arabinoza (Ara) 84+3,2% 61+5° 22+2° 44+2¢ 56+4° 59+5P 57+4°
glukoza (Glc) 224202+1403% 198894+2007° 102896+2544°  215263+2805¢  230298+2456% 224992+4128% 219640+3960°%
fruktoza (Fru) 16195742760 158153413812 9115042713 169382+3583%  175028+4581¢ 164317+3339% 154355+4485°

) 386243 (98,1) 357108 (98,0) 194068 (98,6) 384689 (97,5) 405382 (98,0) 389368 (98,2) 374052 (98,1)
Disaharidi
trehaloza (Tre) 57+3,42 86+4° 40+4°¢ 88+4° 53+52 21424 25+3¢
izomaltoza (Ism) 320+5° 335172 49+4b 524+22¢ 271+9¢ 3224132 394+15¢
melibioza (Mel) 2+0,2%" 60,6 3+0,4% 1+0,1¢ n.d. 5+0,6° 6+0,6°
saharoza (Sac) 38971922 39074312 1561+72° 5533+288¢ 40174412 2665+63¢ 2595+94¢
gentiobioza (Gent) 6+0,4%" 6+0,8% n.d. 6+£1%" 10+1°" 10+0,8 8+0,6%"
turanoza (Tur) 1004+152 74640° 278+9° 888+24¢ 779+12° 1228+26¢ 1152+29f
maltoza (Mal) 6751142 694+182 236x+11° 810+21° 757+9¢ 949+15° 888+10f

X 5691 (1,51) 5780 (1,59) 2167 (1,10) 7850 (1,99) 5887 (1,42) 5200 (1,31) 5068 (1,33)
Trisaharidi
rafinoza (Raf) 7721142 851+23P 429+421° 991+13¢ 1280+46° 834+9% 809+13%®
melezitoza (Mele) 41442 83+5P n.d. 132+8° 355+9¢ 67+5P 2522
izomaltotrioza (Ismt) 8+1¥" 19+2b 13+1°¢ 2+0,3%" 4+0,3%" 2+0,24" 6+0,5%"
panoza (Pan) 347+16° 297+5b 53+3° 381+13¢ 297+16° 469+12¢ 56246
maltotrioza (Malt) 2771182 248+13? 117+5° 390+15¢ 398+13¢ 582+14¢ 767+9¢

X 1445 (0,37) 1498 (0,41) 612 (0,31) 1896 (0,48) 2334 (0,56) 1954 (0,49) 2169 (0,57)

PP 393649 364386 196847 394435 413603 396522 381289

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema Tukey’s testu,

(p<0,05). Vrednosti u zagradama definiSu procenat zastupljenosti karakteristi¢nih grupa $ecera u uzorcima (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; *$eceri detektovani u tragovima (<10mg/kg uzorka).
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Rafinoza, melezitoza, maltoza, fruktoza, glukoza i turanoza imaju najjaci uticaj na odvajanje brasna
semenki sorte Merlot, duz PC1 ose, $to je u saglasnosti sa ¢injenicom da je sadrzaj navedenih Secera
najniza u ovom uzorku (Slika 4.3b; Tabela 4.3), dok je relativno visok sadrzaj melibioze i izomaltoze
imao negativan uticaj na odvajanje ovog uzorka duz iste ose. Gentiobioza, Ciji je sadrzaj bio najveci
u brasnu semenki sorte Merlot (u odnosu na brasna semenki drugih sorti), ima pozitivan efekat na
odvajanje ovog uzorka duz PC2 ose. Na odvajanje brasna semenki Prokupca, duz PC2 ose najveci

uticaj imaju Seceri poput, trehaloze, izomeltotrioze, panoze, saharoze i arabinoze, ¢iji je sadrzaj
najve¢i u ovom uzorku u poredenju sa ostalim analiziranim uzorcima. Maltotrioza, ¢iji je sadrzaj
najmanji u brasnu semenki Prokupca, ima najjaci negativni efekat na odvajanje duz PC2 ose. Na
odvajanje trece grupe (slika 4.3b), koju Cine ostali analizirani uzorci brasna semenki, najviSe
doprinose Seceri kao S§to su rafinoza, melezitoza, maltoza, fruktoza, glukoza i turanoza. Rezultati
dobijeni hijerarhijskom klaster analizom (HCA analiza) prikazani su na dendrogramu (Slika 4.3c).
HCA na distanci 6 rezultira odvajanjem uzoraka u tri klastera. Prvi klaster obuhvata uzorak Merlota,
drugi klaster obuhvata uzorak Prokupca, a tre¢i klaster obuhvata ostale analizirane uzorke, §to je u
skladu sa rezultatima PCA analize. Dendrogram takode pokazuje da se unutar treceg klastera, na
distanci 5, mogu odvojiti dva podklastera. Prvi podklaster ukljuuje brasna semenki Smederevke i
Tamjanike, dok drugi podklaster ukljucuje brasna semenki Cabernet Sauvignon-a, Muscat Hamburg-

a i ltalijanskog Riesling-a.
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Slika 4.3. Grupisanje analiziranih bra§na semenki izdvojenih iz komine odabranih sorti grozda na osnovu $eernog
profila: (a) Grafik skorova; (b) grafik varijabli; i (c) HCA dendrogram.

74



4.1.4. Dijetna viakna brasna neferementisane semenke i pokoZice

Rezultati za sadrzaj nerastvornih, rastvornih i ukupnih dijetnih vlakana odredeni u semenkama i
pokozicama sedam razli¢itih sorti grozda, su prikazani na slici 4.4 (grafici, a i b). Brasno semenki je
imalo vise nerastvornih (66,30-74,18%) i ukupnih (69,89-75,42%), a manje rastvornih (0,89-4,27%)
dijetnih vlakna, u poredenju sa brasnom pokozica. Dobijeni rezultati su varirali zavisno od sorte
grozda, Sto je u saglasnosti sa literaturnim podacima. Najvisi sadrzaj nerastvornih vlakana je potvrden
u brasnu pokozica i semenki Cabernet Sauvignon-a, dok je sadrzaj rastvornih vlakana bio najvisi u
pokozici Italijanskog Riesling-a i semenki Smederevke. Sadrzaj ukupnih dijetnih vlakana je bio
znacajno visi u brasnu semenki, oko tri puta vi$i nego u brasnu pokozica. lako postoje razlike u
sadrzaju, brasna semenki i pokozica svih analiziranih internacionalnih i autohtonih sorti predstavljaju
dobar izvor dijetnih vlakana i mogu se uspesno primeniti u formulaciji funkcionalnih i nutritivno
vrednih prehrambenih proizvoda (Beres et al., 2017; Garcia-Lomillo & Gonzalez-SanJose, 2017). U
literaturi se naj¢es¢e mogu naci rezultati za sadrzaj nerastvornih (36,40-65,7%), rastvornih (0,72-
9,76%) i ukupnih (46,17-74,5%) dijetnih vlakana za komine internacionalnih sorti grozda (Corbin et
al., 2015; Deng et al., 2011; Gonzélez-Centeno et al., 2010; Llobera & Cafiellas, 2007; Saura-Calixto
et al., 1991; Sousa et al., 2014). Nekoliko studija je publikovalo rezultate za sadrzaj nerastvornih
(16,44-54,59%), rastvornih (0,72-3,79%) i ukupnih (17,28-56,31%) dijetnih vlakana u pokoZicama
grozda (Deng et al., 2011; Karnopp, Oliveira, et al., 2017), dok su samo Gl et al. (2013) odredili
sadrzaj ukupnih vlakana u brasnu semenki koje su izdvojene iz komine crne (Okiizg6zil) i bele
(Narince) sorte grozda (72,78 i 72,45%). Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih, rastvornih i
nerastvornih vlakana su u opsegu literaturno prijavljenih vrednosti. Male varijacije se mogu pripisati
sortnim karakteristikama, tehnoloSkom postupku i primenjenoj metodologiji za odredivanje dijetnih
vlakana (enzimsko gravimetrijska metoda ili kisela hidroliza). Prema saznanju, ovo je prvi izvestaj o
dijetnim vlaknima u brasnu pokozica i semenki autohtonih sorti Prokupac i Tamjanika.

(a) Dijetna vlakna-pokoZice (b) Dijetna vlakna-semenke
Il Nerastvorna vlakna Il Nerastvorna vlakna
I Rastvorna vlakna ] Rast\foma‘ y]akna
[ Ukupna dijetna vlakna [ Ukupna dijetna vlakna
7 M1 . o2 .42 _ . 2% 22 &2
35_ 704 = « « < o

Slika 4.4. Sadrzaj nerastvornih, rastvornih i ukupnih dijetnih vlakana u: (a) brasnu pokozZica; i (b) brasnu semenki, sedam
razli¢itih internacionalnih i autohtonih sorti grozda. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija
(n=3). Ista mala slova iznad stubica, posebno za: nerastvorna vlakna (plavi stubié¢i), rastvorna vlakna (crveni stubiéi) i
ukupna vlakna (zeleni stubi¢i), pokazuju da vrednosti nisu statisticki znac¢ajno razli¢ite prema Tukey ’s-testu, (p<0,05).

4.1.5. Fenolni profil ekstrakata brasna neferementisane semenke i pokoZice

4.1.5.1. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja

Fenolna jedinjenja (izuzev antocijana) nadena u ekstraktima semenki i pokozica, su kvantifikovana

na osnovu dostupnih standarda i prikazana u Tabelama 4.5 i 4.6. Sadrzaj ukupno kvantifikovanih

fenolnih jedinjenja u ekstraktima semenki i pokozica analiziranih sorti, je bio znacajno visi kada je
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za primarnu ekstrakciju koris¢en 50% etanol. Najve¢i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
(neantocijanski polifenoli i fenolne kiseline), je potvrden u etanolnom ekstraktu semenki Prokupca
(2255,5 mg/kg SM) i ekstraktu pokozica Tamjanike (201,2 mg/kg SM). Medutim, efekat
ekstrakcionog sredstva je bio varijabilan kada se posmatraju dominantno izdvojene klase fenolnih
jedinjenja (fenolne kiseline, flavan-3-oli i flavonoli) u ekstraktima semenki i pokozica. Ovo razlike
mogu biti zbog razlika u fenolnim profilima svakog uzorka, dominantnih fenolnih jedinjenja i njihove
polarnosti, jer su nakon uparavanja uzorci rekonstituisani u vodi. U literaturi su za ekstrakciju
fenolnih jedinjenja iz semenki i pokozica grozda najces¢e koriS¢eni i preporuceni polarni voda-
alkohol rastvori, kao §to su vodeni rastvori metanola, etanola ili acetona (Kallithraka et al., 1995;
Pinta¢ et al., 2018; Spigno et al., 2007), zbog polarne prirode veéina fenolnih jedinjenja. Metanolni
rastvori koris¢eni U ovoj studiji (80% metanol ili ¢ist metanol), su manje polarni od 50% etanola, pa
je vrlo moguce da se nakon uparavanja i rekonstitucije u vodi, deo manje polarnih fenolnih jedinjenja
koji su primarno ekstrahovani metanolnim rastvorima nije rastvorio, pri ¢emu su ova jedinjenja
uklonjena filtracijom kroz 0,45um filtere pre hromatografske analize. Na osnovu rezultata ove
kvantifikacije se vidi da ekstrakti semenki sadrze znacajno vise fenolnih jedinjenja u poredenju sa
ekstraktima pokozica, i to od 2,5 do 18 puta viSe, zavisno od sorte grozda i primenjenog ekstrakcionog
sredstva. U ekstraktima semenki su domanatno kvantifikovani flavan-3-oli i fenolne kiseline (>90%),
dok su u ekstraktima pokozica bili dominantni flavonoli i fenolne kiseline, $to je u saglasnosti sa
predhodno publikovanim podacima (Di Lecce et al., 2014; Godevac et al., 2010; Luo et al., 2017,
Mandi¢ et al., 2008; Panteli¢ et al., 2016; Pérez Navarro et al., 2019; Rodriguez Montealegre et al.,
2006).

Galna i elaginska kiselina su dominantno kvantifikovane fenolne kiseline u ekstraktima semenki svih
analiziranih sorti, dok su ostale fenolne kiseline pronadene u tragovima (Tabela 4.5). Medutim,
sadrzaj galne kiseline je bio znacajno visi U ekstraktima koji su primarno ekstrahovani sa 50%
etanolom, osim kod Merlot-a i Cabernet Sauvignon-a, gde nije bilo statisti¢ki zna¢ajne razlike. Sa
druge strane, ~2 puta visi sadrzaj elaginske kiseline je pronaden u ekstraktima koji su primarno
ekstrahovani sa 80% metanolom. Zanimljivo, koniferil alkohol je kvantifikovan samo u ekstraktima
koji su primarno ekstrahovani sa 50% etanolom. Ove specifi¢nosti su posledica razlike u polarnosti
fenolnih jedinjenja. Na primer, poznata je dobra rastvorljivost galne kiseline u visoko polarnim
rastvorima i dobra rastvorljivost elaginske kiseline u manje polarnim rastvorima. Medu ispitivanim
sortama, najveci sadrzaj galne i elaginske kiseline je bio u ektraktima semenki Prokupca za oba
ekstrakciona sredstva: 240,5 (80% Me) i 267,8 (50% Et) mg/kg SM za galnu kiselinu; i 640,1 (80%
Me) i 329,0 (50% Et) mg/kg SM za elaginsku kiselinu. Druge studije su takode potvrdile da su galna
kiselina i njeni heksozidi najces¢e pronadeni derivati hidroksibenzoeve kiseline u ekstraktima
semenki razlicitih sorti grozda (Di Lecce et al., 2014; Godevac et al., 2010; Nati¢ et al., 2021; Panteli¢
et al., 2016), dok su elaginska kiselina i njen pentozid dominantno pronadeni u ekstraktu semenke
autohtone sorte Prokupac (Cirkovié etal., 2019; Godevac et al., 2010; Panteli¢ et al., 2016; Zduni¢ et
al., 2019). U ekstraktima pokozica je pronaden znacajno nizi sadrzaj fenolnih kiselina u poredenju sa
ekstraktima semenki. Pored galne i elaginske kiseline, u svim analiziranim ekstraktima pokozica su
detektovane jo§ protokatehinska i kofeinska kiselina. Ostale fenolne kiseline su detektovane u
tragovima samo u nekim sortama, $to moze predstavljati jedinstven marker u karakterizaciji tih sorti
(Tabela 4.6).

Medu flavan-3-o0lima, katehin je dominantno pronaden u ekstraktima semenki svih analiziranih sorti
grozda (Tabela 4.5), $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima (Dabeti¢ et al., 2020; Di Lecce et
al., 2014; Godevac et al., 2010; Luo et al., 2017; Mandi¢ et al., 2008; Panteli¢ et al., 2016; Pérez
Navarro et al., 2019; Tahmaz et al., 2021). Medutim, znacajno visi sadrzaj katehina je pronaden u
ekstraktima koji su primarno ekstrahovani sa 50% etanolom, za sve sorte. Najvisi sadrzaj katehina je
potvrden u ekstraktu semenki crnih sorti grozda Muscat Hamburg (1736,8 mg/kg SM) i Prokupac
(1626,9 mg/kg SM), kao i ekstraktu bele sorte grozda Tamjanika (1081,1 mg/kg SM). Drugi autori
su takode odredili visok sadrzaj katehina u ekstraktu semenki raznih klonova autohtone sorte
Prokupac (535,1-3940,6 mg/kg SM) (Panteli¢ et al., 2016; Zduni¢ et al., 2019), ekstraktu semenki
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Muscat Hamburg-a (1078,1 mg/kg SM)(Godevac et al., 2010), Crne Tamjanike (4937 mg/kg SM) i
Zupljanke (15587 mg/kg SM) (Dabetié et al., 2020). Ostali flavan-3-oli u ekstraktima semenki su
detektovani u tragovima samo kod nekih sorti. Pojedina¢ni flavan-3-oli su takode detektovani i u
ckstraktima pokozica (Tabela 4.6). Medutim, pored katehina koji je potvrden kod svih analiziranih
sorti, galokatehin-galat i epigalokatehin-galat su kvantifikovani samo u ekstraktima pokozica crnih
sorti, sa najve¢im sadrzajem u oba ekstrakta Cabernet Sauvignon-a.

Flavonoli su dominantno kvantifikovani u ekstraktima pokozica, prvenstveno flavonol glikozidi
(Tabela 4.6). Sadrzaj kvercetin-3-O-galaktozida je naden u opsegu od 16,50 (Italijanski Riesling) do
53,83 (Tamjanika) mg/kg SM, zavisno od sorte i koriS¢enog ekstrakcionog sredstva, zatim slede rutin
i kampferol-3-O-glukozid. Drugi autori su takode pokazali dominantno prisustvo kvercetin i
kampferol glikozida (glukozid, rutinozid, galaktozid i glukuronid) u ekstraktima pokozica Albarino
(Di Lecce et al., 2014), Vidal (Luo et al., 2017), Temparnillo (Pérez Navarro et al., 2019) i Merlot
(Bindon et al., 2011) grozda. Zanimljivo, visok sadrzaj luteolin-7-O-glukozida je potvrden u
ekstraktima pokoZica autohtonih sorti grozda Tamjanika (80,59 i 107,1 mg/kg SM), Smederevka
(68,99 i 90,81 mg/kg SM) i Prokupac (47,91 i 59,90 mg/kg SM). Cirkovi¢ et al. (2019), su takode
odredili visok sadrzaj luteolin-7-O-glukozida u pokozici Prokupca. Male koli¢ine kvercetin-3-O-
glukozida i luteolin-7-O-glukozida su takode nadene u ekstraktima semenki svih analiziranih sorti.
Ostala kvantifikovana fenolna jedinjenja (Tabela 4.5) su nadena u tragovima i bila su karakteristi¢na
samo za neke sorte.
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Tabela 4.5. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja u ekstraktima semenki izdvojenih iz nefermentisane komine.

(sgrioefll:a) Smederevka Italijanski Riesling Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
N df;?;?'g‘zﬁgszrg\;t)" © g% Me 50%Et 80%Me 50%Et 80%Me 50%Et 80%Me 509 Et 80%Me 50%Et 80%Me 50%Et 80%Me  50% Et
Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati
Galna kiselina 62,822~  106,62B 30,26 65,6808 94,22¢A 144,1°B 150,049~ 196,998  240,05¢A 267,8¢B 64,892~ 59600~  76,573¢A 90,5734
Protokatehinska kiselina 2,528A 4 8B 1,504 4,462B 2,216A 4,09beB 1,279A 2,12¢B 1,540d.A 2,04¢8 2,01¢A 2,908 3,158A 3,908
Gentizinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,41 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p-HFS kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 5,89 n.d. n.d. n.d. n.d.
Elaginska kiselina 170,4*~ 90,3528 13,6204 9,320B 178,032~  88,02aB 169,312~  127,4°B 640,1¢A 329,048 18,59°A 11 790A 27,770A 11,238
Kofeinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,144 0,188 n.d. n.d. n.d. n.d.
p-Kumarinska kiselina n.d. n.d. 0,334 0,458 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sinapinska kiselina n.d. n.d. n.d. 4,522 2,59 n.d. n.d. 5,61° n.d. 2,83¢ n.d. 12,554 n.d. n.d.
Koniferil aldehid n.d. 5,772 n.d. 6,19% n.d. 2,31° n.d. 2,37° n.d. 6,330 n.d. 4,914 n.d. 6,002
p)) 235,7 207,0 45,8 90,6 277,0 238,5 320,6 334,4 882,3 614,1 85,5 91,7 107,5 111,7
Flavan-3-oli i procijanidini
Katehin 107,58~ 235,328 196,304 543,508 619,5¢A 1081,1°B 1009,59A 1736,8%B 983,74~  1626,9¢B 346,024 877,078 359,184 914,78
Galokatehin galat n.d. 1,082 1,372 n.d. n.d. 2,810 n.d. n.d. 4,94bA 1,2828 2,19¢ n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d. 1,932 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,330
p)) 107,5 236,4 197,7 545,4 619,5 1083,9 1009,5 1736,8 988,7 1628,2 348,2 877,0 359,1 916,0
Ostala kvantifikovana fenolna jedinjenja
Kvercetin-3-0-galaktozid 4,143A 4,553A 1,51bA 1,6108 2,765A 3,18¢B 2,254A 2,0548 1,278A 1,088A 5,47bA 5,718 2,83¢A 3,9398
Rutin 0,258~ 0,173A 1,190A 1,280A 0,97¢A 1,00¢A n.d. n.d. n.d. n.d. 0,749A 0,734A 0,554 0,694A
Kampferol-3-O-glukozid 0,36aA 0,318A n.d. n.d. 0,34aA 0,352A n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Luteolin-7-O-glukozid 7,05%A 7,308A 1,22bA 1,1808 5,96%A 5,49¢B 1,270A 1,000A 2,974A 2,2848 1,190A 1,220A n.d. 0,668
Hesperetin 0,312 n.d. 0,21° n.d. 0,18° n.d. 0,44¢ n.d. 0,40¢ n.d. 0,282 n.d. 0,23° n.d.
Naringenin n.d. 0,202 0,223A 0,222 n.d. n.d. 0,59bA 0,2508 0,35¢A 0,242.8 n.d. n.d. 0,182 n.d.
Polidatin (Piceid) n.d. 1,922 0,132 n.d. n.d. n.d. 1,500A 1,51bA n.d. 1,872 n.d. n.d. n.d. n.d.
Heksesterol n.d. n.d. 0,394 4,218 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Aeskuletin 31,032 n.d. n.d. 9,91 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d 20,830 n.d.
Florizin 2,713A 4,0028 4,664 5,190A 4,85bA 4,334 n.d. n.d. 9,78¢A 7,758 1,824A 4,658 2,102dA 2,524A
) 45,8 18,5 9,54 23,6 15,1 14,4 6,05 4,81 14,8 13,2 9,50 12,3 26,7 7,80
P 389,12  461,8° 253,0°¢ 659,6¢ 911,6° 1336,8" 1336,2F 2076,09 18857" 22555 4432 9810 493,4% 1035,5!

Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3). Mala slova ozna¢avaju poredenje izmedu sorti za svako ekstrakciono sredstvo posebno, a velika slova oznacavaju poredenja u okviru iste
sorte. Razli¢ita slova oznagavaju statisti¢ki znacajne razlike prema Tukey s testu (p<0,05). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; HB-hidroksibenzoeva kiselina; HC-hidroksicimetna kiselina; p-HFS kiselina- p-hidroksifenilsiréetna
kiselina; 80% Me-metanol (80% metanol+0,1%HCI); 50% Et-etanol (50:50 etanol/H,0). Napomena: nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.
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Tabela 4.6. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja (izuzev antocijana) u ekstraktima pokozica izdvojenih iz nefermentisane komine

UZO[E.ik Smederevka Ita_l ua_nsk| Tamjanika Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cab(_arnet
(pokoZica) Riesling Sauvignon
E';f;ﬁ';‘;;o(”rﬁgslfssst‘,\’;’) 100% Me 50%Et 100% Me 50%Et 100% Me 509%Et 100% Me 50%Et 100% Me 509 Et 100% Me 50%Et 100% Me  50% Et
Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati
Galna kiselina 10,743A 11,1324 5,204 6,668 4,320A 6,258 9,06%A 21,608 9,57¢A 17,0748 10,8084 13,81¢B 11,9344 16,3048
Protokatehinska kiselina 4,902A 4,88HA 3,39bA 4,228 4,15¢A 5,07bcB 2,99bA 5,71¢8 2,88bA 4,074B 3,34bA 2,798A 2,884 3,9348
Gentizinska kiselina n.d. 0,14 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Vanilinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,318 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,16°
Elaginska kiselina 3,728A 6,55%B 1,270A 2,01beB 1,384 2,418 2,92¢A 3,788 7,314A 9,7448 3,02¢A 1,82¢8 3,09¢A 2,564
Kofeinska kiselina 1,042A 1,8128 0,230A 0,390eB 0,320cA 0,518 0,43%A 0,540A 1,012A 1,27%B 0,204 0,20%A 0,204 0,29deA
Sinapinska kiselina 1,752 n.d. 5,49° n.d. n.d. n.d. n.d. 2,29 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
)y 22,2 24,5 15,6 13,3 10,2 14,2 154 42,2 20,8 32,2 174 18,6 18,1 26,2
Flavan-3-oli i procijanidini
Katehin 0,57%A 4,742B n.d. 1,54P 1,15%A 2,36%8 0,89%¢A 36,2448 1,12¢A 44,308 1,410dA 14,358 1,854A 12,4598
Galokatehin n.d. n.d. 0,51 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,10 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Galokatehin galat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,542 n.d. 5,354 3,38%8 3,38¢A 2,0108 6,864 9,61¢8
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1,162A 2,218 7,880A 5,158 5,55¢A 8,22¢8 9,794A 9,62¢A
by 0,57 4,74 0,51 1,54 1,15 2,36 3,59 39,6 14,4 52,8 10,3 24,6 18,5 31,7
Flavonol aglikoni i glikozidi
gﬁgﬁgﬂﬂj 3-0- 4793A  47,822A  1650PA  2347°B  3961¢A  5383%B 32,2994 390698  30,11%A 38488  39,37°A  39930A 340504  38,96%B
Rutin 2,073A 2,478A 5,93bA 6,320A 11,0064 13,15¢8 1,35%A 1,30¢A 1,963A 2,19dA 13,9244 15,13¢8 11,18¢A 14,22¢8
;3?5’;?50"3'0' 484°A 57638 175MA 24008 5BECA 78458 1020A  {150A  290eA 3038 217PA  245PA 1 3gdA  1579A
Kampferol 0,624 3,372B n.d. 0,41° 1,154 1,72¢8 0,08>A 0,56%8 0,58%A 0,87¢8 0,894A 1,00%A 0,354 0,7198
)y 55,5 59,4 24,2 32,6 57,6 76,5 34,7 42,1 35,6 45,5 56,4 58,5 47,0 55,5
Ostala kvantifikovana fenolna jedinjenja
Luteolin-7-O-glukozid 68,9924 90,8128 26,8004 41,0408 80,59¢A 107,1¢B 17,3244 21,4944 47,9184 59,9028 36,954 39,0624 24,335A 25,2004
Hesperetin 1,00%A 2,6228 0,23bA 0,320A 0,832 0,70%A 1,49%A 1,604 0,932A 0,97¢A 4,339A 3,418 4,38°A 4,279A
Naringenin n.d. 0,222 n.d. 0,09° n.d. n.d. n.d. 0,70¢ n.d. 0,272 n.d. 0,242 n.d. 0,262
Heksesterol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2,02
Aeskulin 0,232A 0,25%A 0,150A 0,13bcA 0,12bcA 0,090A n.d. n.d. 0,09¢A 0,120cA 0,13bcdA 0,11bcA 0,109A 0,14%A
Florizin 0,602A 0,9128 0,290A 0,314 0,19¢A 0,22¢A 0,409A 0,66%8 0,35Pd.A 0,59¢8 0,324 0,528 0,104 0,368
)y 70,8 94,8 275 41,9 81,7 108,1 19,2 24.4 49,3 61,9 41,7 43,3 28,9 32,2
XX 149,02 183,50 67,7¢ 89,3 150,72 201,2¢ 72,9° 148,32 120,0 192,30 125,8f 145,02 112 5f 145,62

Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3). Mala slova oznacavaju poredenje izmedu sorti za svako ekstrakciono sredstvo posebno, a velika slova ozna¢avaju poredenja u okviru iste
sorte. Razli¢ita slova oznaGavaju statisticki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; HB-hidroksibenzoeva kiselina; HC-hidroksicimetna kiselina; 100% Me-metanol (100%
metanol+0,1%HCI); 50% Et-etanol (50:50 v/v etanol/H,0). Napomena: nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.
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4.1.5.2. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja (izuzev
antocijana) u ekstraktima nefermentisane semenke i pokoZice

Metanolni ekstrakti pokoZice i semenke su takode analizirani kori§éenjem UHPLC Orbitrap MS*, sa
ciljem da se identifikuju specifi¢ni derivati fenolnih jedinjenja koji nisu predhodno UHPLC-DAD
MS/MS identifikovani i kvantifikovani (Tabela 4.5 i 4.6). U ekstraktima semenki su identifikovani
derivati hidroksibenzoeve kiseline (8 jedinjenja), derivati hidroksicinaminske kiseline (4 jedinjenja),
flavan-3-oli i procijanidini (11 jedinjenja), i flavonoli (5 jedinjenja) (Tabela 4.7). Sa druge strane, u
ckstraktima pokozica su identifikovani derivati hidroksibenzoeve kiseline (8 jedinjenja), derivati
hidroksicinaminske kiseline (6 jedinjenja) i flavonoli (13 jedinjenja), dok flavan-3-oli i procijanidini
nisu uopSte detektovani (Tabela 4.8). Hidroksibezoeve kiseline, (galna, protokatehinska, p-
hidroksibenzoeva, gentizinska i vanilinska kiselina) su identifikovane koriS¢enjem dostupnih
standarda. lzuzev gentizinske kiseline, koja nije identifikovana u ekstraktima semenki Smederevke i
Merlota, ostale hidroksibenzoeve kiseline su nadene u svim analiziranim ekstraktima semenki i
pokozica. Elaginska kiselina (300 m/z), heksozid galne Kiseline (331 m/z) i heksozid
dihidroksibenzoeve kiseline (315 m/z) su identifikovane na osnovu taéne mase, MS? fragmentacije i
literaturnih podataka, u svim analiziranim ekstraktima pokozica i semenki.

Prisustvo kofeinske, p-kumarinske i ferulinske kiseline u ekstraktima semenki i pokozica analiziranih
sorti grozda (ne kod svih), je potvrdeno koris¢enjem dostupnih standarda. Derivati hidroksicimetnih
kiselina, kofeoilvinska (311 m/z), p-kumaroilvinska (295 m/z) i feruoilvinska (325 m/z) kiselina su
identifikovane na osnovu taéne mase, MS fragmentacije i literaturnih podataka (Ji et al., 2015).
Kofeoilvinska i p-kumaroilvinska kiselina su nadene u ekstraktima semenki i pokozica svih
analiziranih sorti. Oba jedinjenja su imala isti osnovni (bazni) pik MS? fragmentacije (149 m/z), §to
odgovara masi deprotonovane vinske kiseline. Feruoilvinska Kiselina je nadena samo u ekstraktima
pokozica, a njen osnovni pik MS? fragmentacije je 193 m/z (3to odgovara deprotonovanoj ferulinskoj
kiselini). Na osnovu dobijenih podataka, moze se zakljuciti da hidroksicimetne kiseline najcesce
egzistiraju spojene sa vinskom kiselinom, $to su potvrdili i drugi autori analizirajuéi ekstrakte
semenki, pokozica, komine i grozda (Di Lecce et al., 2014; lvanova et al., 2011; Jose Jara-Palacios
et al., 2014; Lingua et al., 2016; Luo et al., 2017; Mitic et al., 2012; Pérez Navarro et al., 2019;
Sukovi¢ et al., 2020).

Flavan-3-oli i procijanidini su identifikovani na osnovu ta¢ne mase i MS fragmentacije, izuzev
katehina koji je potvrden na osnovu dostupnog standarda. Sva identifikovana jedinjenja (Tabela 4.7),
su potvrdena samo u ekstraktima semenki, kod svih analiziranih sorti grozda. Pored katehina,
identifikovani flavan-3-ola su bili epikatehin i katehin galat. Katehin i epikatehin su izomeri sa
identi¢nim tacnim masama i1 MS fragmentima, ali sa razli¢itim retencionim vremenima, Sto doprinosi
njihovoj identifikaciji. Fragmentacija procijanidina ukljucuje tri mehanizma fragmentacije: (1)
heterocikli¢nu fisiju prstena, kojom se cuva interflavanska veza izmedu dva prstena, a gubi se
floroglucinolna jedinica (-126 Da); (2) retro Diels-Alder-ovu fisiju, koja se bazira na eliminaciji
hidroksivinil benzendiol jedinice (-152 Da); i (3) kinon metid cepanje, koje predstavlja fragmentaciju
interflavanske veze izmedu dva monomera (Schiano et al., 2022). Tip fragmentacije procijanidina
moze doprineti njihovoj identifikaciji 1 klasifikaciji. Nekoliko podgrupa procijanidina je
identifikovano: B tip procijanidin dimeri (3 izomera), B tip procijanidin trimeri (2 izomera), B tip
procijanidin dimer galati (2 izomera) i B tip procijanidin dimer digalati. Sve izomerne forme
procijanidina u okviru svake podgrupe su imale identi¢ne mase i MS? fragmentacije, ali razli¢ita
retenciona vremena, §to je doprinelo njihovoj identifikaciji. Drugi autori su takode identifikovali B
tip procijanidin dimere i trimere u ekstraktu semenki Italijanskog Rieslinga, Smederevke, Muscat
Hamburga, Prokupca, Merlota i Cabernet Sauvignona (Godevac et al., 2010; Ivanova et al., 2011;
Mandi¢ et al., 2008; Rockenbach et al., 2012; Rodriguez Montealegre et al., 2006). Uzimaju¢i u obzir
dostupne literaturne podatke, prvi put je publikovana detaljna karakterizacija procijanidin derivata
nadenih u ekstraktu semenki autohtone sorte Tamjanika.
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Tabela 4.7. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja nadenih u metanolnim ekstraktima semenki. Za svako detektovano
jedinjenje je dato retenciono vreme (tr), izracunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i njegovi MS? fragmenti.

Izracunata masa, Nadena masa, Ispitivane sorte groda

Jedinjenja tr, min - - m MS? fragmenti
o [M-H] [M-H] PP ’ S IR T MH P MR CS

Hidroksibenzoeve kiseline i njihovi derivati
Galna kiselina” 2,30 169,01425 169,01411 0,14  125(100) + + + + + + +
Galna kiselina heksozid 3,77 331,06707 331,06647 0,60  169(100), 125(5) + + + + + + +
Dihidroksibenzoeva kiselina heksozid 3,83 315,07216 315,07150 0,66  153(100), 152(50), 109(15), 108(10) + + + + + + +
Protokatehinska kiselina” 4,33 153,01933 153,01915 0,18  109(100), 95(75), 79(20), 59(10) + + + + + + +
p-Hidroksibenzoeva kiselina” 5,08 137,02442 137,02448 -0,06  109(10), 93(100) + + + + + + +
Gentizinska kiselina” 5,44 153,01933 153,01912 0,21  125(50), 123(50), 109(100), 107(30) - + + + + - +
Elaginska kiselina 6,81 300,99899 300,99869 0,30  284(40), 271(60), 257(100), 229(85), 185(40) + + + + + + +
Vanilinska kiselina” 6,84 167,03498 167,03479 0,19  153(10), 152(80), 124(10), 123(100), 108(20) + + + + + + +
Hidroksicimetne kiseline i njihovi derivati
Kofeoilvinska kiselina 4,73 311,04031 311,04065 -0,34  179(40), 177(15), 149(100) + + + + + + +
p-Kumaroilvinska kiselina 5,43 295,04594 295,04550 0,44  163(30), 149(100), 119(5) + + + + + + +
Kofeinska kiselina” 5,84 179,03498 179,03448 0,50  135(100), 117(10), 91(20), 59(15) + + + - - + -
p-Kumarinska kiselina” 6,67 163,04007 163,04001 0,06  119(100) + + - - - - +
Flavan-3-oli i procijanidini
B tip procijanidin dimer izomer 1 4,65 577,13515 577,13562 -0,47  559(10), 451(30), 425(100), 407(40), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer izomer 2 4,90 577,13515 577,13560 -0,45 559(5), 451(20), 425(100), 407(35), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin trimer izomer 1 5,29 865,19854 865,19904 -0,50  695(100), 577(60), 425(30), 407(30), 287(30) + + + + + + +
Katehin 5,35 289,07176 289,07190 -0,14  271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) + + + + + + +
Epikatehin 5,85 289,07176 289,07175 0,01  271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer izomer 3 5,57 577,13515 577,13556 -0,41  559(10), 451(20), 425(100), 407(40), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer galat izomer 1 5,83 729,14611 729,14685 -0,74  577(90), 559(80), 425(20), 407(100), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin trimer izomer 2 5,89 865,19854 865,19794 0,60  695(100), 577(80), 425(30), 407(40), 287(35) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer galat izomer 2 6,10 729,14611 729,14594 0,17  577(50), 559(60), 425(10), 407(100), 289(20) + + + + + + +
B tip procijanidin dimer digalat 6,45 881,15707 881,15814 -1,07  729(100), 711(30), 577(10), 559(20), 407(30) + + + + + + +
Katehin galat 6,75 441,08272 441,08328 -0,56  331(10), 289(100), 271(10), 169(25) + + + + + + +
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin 3-O-rutinozid” 6,44 609,14611 609,14496 1,15  343(5), 301(100), 300(30), 271(10), 255(5) - + + - - + +
Kvercetin 3-O-glukozid” 6,70 463,08820 463,08844 -0,24  301(100), 300(30) + + + + + + +
Taksifolin” 7,09 303,05103 303,05084 0,19  285(100), 179(50), 177(10), 151(30), 125(10) + + + + + + +
Kampferol 3-O-glukozid” 7,14 447,09329 447,09358 -0,29  327(20), 285(80), 284(100), 255(10) + - + - - + +
Izoramnetin 3-O-glukozid” 7,26 477,10385 477,10437 -0,52  357(20), 315(50), 314(100), 300(5), 299(5) - - + + + + -
Kvercetin” 8,81 301,03537 301,03494 0,43  283(15), 271(60), 257(25), 179(100), 151(80) + + + + - + -

Napomena: Navedena jedinjenja su identifikovana u ekstraktima semenki, koje su prvobitno ekstrahovane 80% metanolom+0,1%HCI; a zatim su ekstrakti nakon uparavanja do suva finalno rekonstituisani u milliQ vodi.
Skra¢enice: S-Smederevka; IR-Italijanski Riesling;T-Tamjanika; MH-Muscat Hamburg; P-Prokupac; MR-Merlot; CS-Cabernet Sauvignon. “Jedinjenja identifikovana koriséenjem dostupnih standarda. ,,+*-identifikovana
jedinjenja; ,,-“~jedinjenja nisu identifikovana.
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Tabela 4.8. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja (izuzev antocijana) nadenih u metanolnim ekstraktima pokozica. Za svako
detektovano jedinjenje je dato retenciono vreme (tr), izraGunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i njegovi MS? fragmenti.

IzraCunata masa, Nadena masa, Ispitivane sorte grozda

Jedinjenja tr, min N - ppm MS? fragmenti
[M-H] [M-H] S IR T MH P MR CS

Hidroksibenzoeve kiseline i njihovi derivati
Galna kiselina” 2,30 169,01425 169,01411 0,14  125(100) + + + + + + +
Galna kiselina-heksozid 3,77 331,06707 331,06647 0,60  169(100), 125(5) + + + + + + +
Dihidroksibenzoeva kiselina-heksozid 3,83 315,07216 315,07150 0,66  153(100), 152(50), 109(15), 108(10) + + + + + + +
Protokatehinska kiselina” 4,33 153,01933 153,01915 0,18  109(100), 95(75), 79(20), 59(10) + + + + + + +
p-Hidroksibenzoeva kiselina” 5,08 137,02442 137,02448 -0,06  109(10), 93(100) + + + + + + +
Gentizinska kiselina” 5,44 153,01933 153,01912 0,21  125(50), 123(50), 109(100), 107(30) + + + + + + +
Elaginska kiselina 6,81 300,99899 300,99869 0,30  284(40), 271(60), 257(100), 229(85), 185(40) + + + + + + +
Vanilinska kiselina” 6,84 167,03498 167,03479 0,19  153(10), 152(80), 124(10), 123(100), 108(20) + + + + + + +
Hidroksicimetne Kiseline i njihovi derivati
Kofeoilvinska kiselina 4,73 311,04031 311,04065 -0,34  179(40), 177(15), 149(100) + + + + + + +
p-Kumaroilvinska kiselina 5,43 295,04594 295,04550 0,44  163(30), 149(100), 119(5) + + + + + + +
Feruloilvinska kiselina 5,78 325,05651 325,05643 0,08  289(10), 265(15), 235(10), 193(100), 149(15) + + + + + + +
Kofeinska kiselina” 5,84 179,03498 179,03448 0,50  135(100), 117(10), 91(20), 59(15) + + + + + + +
p-Kumarinska kiselina” 6,67 163,04007 163,04001 0,06  119(100) + - - - + + +
Ferulinska kiselina” 7,02 193,05063 193,05043 0,20  178(70), 149(100), 134(50) + + + + + + +
Flavan-3-oli i procijanidini nije identifikovano
Flavonol aglikoni i glikozidi
Miricetin 3-O-heksozid 6,23 479,08311 479,08356 -0,45  463(30), 455(10), 317(80), 316(100) - - - + + + +
Kvercetin 3-O-rutinozid” 6,44 609,14611 609,14496 1,15  343(5), 301(100), 300(30), 271(10), 255(5) + + + + + + +
Kvercetin 3-O-glukozid” 6,70 463,08820 463,08844 -0,24  301(100), 300(30) + + + + + + +
Kvercetin 3-O-heksuronid 6,72 477,06692 477,06741 -0,49  301(100) + + + + + + +
Laricitrin 3-O-heksozid 6,73 493,09876 493,09836 0,40  331(100), 330(30), 317(40) - - - + + + +
Taksifolin” 7,09 303,05103 303,05084 0,19  285(100), 179(50), 177(10), 151(30), 125(10) - - - + - - +
Kampferol 3-O-glukozid” 7,14 447,09329 447,09358 -0,29  327(20), 285(80), 284(100), 255(10) + + + + + + +
Siringetin 3-O-heksozid 7,23 507,11441 507,11444 -0,03  479(10), 387(20), 345(80), 344(100), 299(15) - - - - + + +
Izoramnetin 3-O-glukozid” 7,26 477,10385 477,10437 -0,52  357(20), 315(50), 314(100), 300(5), 299(5) + + + + + + +
Izoramnetin 3-O-heksuronid 7,32 491,08311 491,08316 -0,05  473(10), 315(70), 301(100), 300(60) + + + + + + +
Kvercetin”® 8,81 301,03537 301,03494 0,43  283(15), 271(60), 257(25), 179(100), 151(80) + + + + + + +
Kampferol” 9,74 285,04046 285,04025 0,21  255(100), 227(10) + + + + + + +
Izoramnetin” 9,93 315,05103 315,05054 0,49  301(20), 300(100) + + + + + + +

Napomena: Navedena jedinjenja su identifikovana u ekstraktima pokozica, koje su prvobitno ekstrahovane sa 100% metanolom+0,1%HCI; a zatim nakon uparavanja do suva finalno rekonstituisani u milliQ vodi. Skrac¢enice: S-
Smederevka; IR-Italijanski Riesling;T-Tamjanika; MH-Muscat Hamburg; P-Prokupac; MR-Merlot; KS-Cabernet Sauvignon. *Jedinjenja identifikovana kori§¢enjem dostupnih standarda. ,,+*-identifikovana jedinjenja; ,,-**-
jedinjenja nisu identifikovana.
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Flavonol aglikoni i glikozidi su naj¢esc¢e identifikovani u ekstraktima pokozica (Tabela 4.8), dok su
u ekstraktima semenki identifikovani samo par karakteristicnih flavonola (Tabela 4.7). Flavonol
aglikoni (kvercetin, izoramnetin i kampferol) i njihovi glikozidi (kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-
3-0-glukozid, kvercetin-3-O-heksuronid, izoramnetin-3-O-glukozid, izoramnetin-3-O-heksuronid i
kampferol-3-O-glukozid) su identifikovani u ekstraktima pokozica svih sedam analiziranih sorti.
Miricetin-3-O-heksozid (479 m/z), laricitrin-3-O-heksozid (493 m/z) i siringetin-3-O-heksozid (507
m/z), su identifikovani na osnovu taéne mase i specificne MS? fragmentacije. Ova jedinjenja su
potvrdena samo u ekstraktima pokozica crnih sorti grozda, izuzev ekstrakta Muscat Hamburga u kom
nije naden siringetin-3-O-heksozid. Identifikovani flavonol aglikoni i glikozidi su predhodno nadeni
u ekstraktima pokozZica brojnih sorti grozda iz roda Vitis vinifera (Di Lecce et al., 2014; Ivanova et
al., 2011; Ji et al., 2015; Perestrelo et al., 2012; Pérez Navarro et al., 2019; Sukovié et al., 2020).
Uzimajuci u obzir pretrazenu literaturu, prvi put je data detaljna karakterizacija flavonola nadenih u
ekstraktu pokozica autohtonih sorti grozda Tamjanika i Prokupac.

4.1.5.3. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija, karakterizacija i kvantifikacija antocijana u
ekstraktima nefermentisane pokoZice

Ukupno 15 antocijan derivata je identifikovano i kvantifikovano u ekstraktima pokozica koje su
izdvojene iz nefermentisane komine crnih sorti grozda, koriséenjem UHPLC-Orbitrap MS*. Derivati
antocijana su identifikovani na osnovu molekulske mase, pojedinacne fragmentacije (MS* MS?,
MS?) i postojeéih literaturnih podataka (Drosou et al., 2015; Fraige et al., 2014; Guerrero et al., 2009;
Panteli¢ et al., 2016) (Tabela 4.9), dok je kvantifikacija odradena pomoc¢u dostupnih standarda ili su
u odsustvu pojedinih standarda identifikovani derivati izrazeni kao ekvivalenti malvidin-3-O-
glukozida (Tabela 4.10). Sadrzaj ukupnih i pojedina¢no potvrdenih antocijana je bio znacajno visi u
ekstraktima koji su primarno ekstrahovani sa zakiSeljenim metanolom, §to je verovatno zbog
poveéane stabilnosti antocijana u kiseloj sredini (Vatai et al., 2009). Malvidin derivati su bili
dominantni u ekstraktima pokozZica svih analiziranih sorti (>70%), osim u ekstraktima sorte Muscat
Hamburg u kojima je dominantan bio peonidin-3-O-glukozid i malvidin-3,5-di-O-glukozid. Drugi
autori su takode pokazali dominantno prisustvo malvidin derivata u etanolnim i/ili metanolnim
ekstraktima pokozice Merlota (Bindon et al., 2011), Cabernet Sauvignon-a (Guerrero et al., 2009),
Prokupca (Mitic et al., 2012), kao i u ekstraktu pokozice Muscat Hamburga, §to nije u saglasnosti sa
rezultatima ove studije (Mitic et al., 2012). Malvidin-3-O-glukozid, peonidin-3-O-glukozid i
petunidin-3-O-heksozid su dominantno kvantifikovani u metanolnim ekstraktima Merlot-a (142,79;
53,30; i 43,28 mg/kg SM) i Cabernet Sauvignon-a (255,22; 102,37 i 97,84 mg/kg SM), dok su ostali
glukozidi detektovani u tragovima. Drugi autori su dobili znacajno visi sadrzaj navedenih glikozida
u etanolnim i/ili metanolnim ekstraktima pokozica istih sorti (Bindon et al., 2011; Guerrero et al.,
2009; Mitic et al., 2012). Ove razlike mogu biti zbog nacina pripreme uzoraka za analizu i ¢injenice
da su uzorci primarno ekstrahovani metanolom ili etanolom a zatim uparavani, rekonstituisani u vodi,
filtrirani kroz 0,45uL i tek potom analizirani. Kao $to se moze primetiti, u ekstraktima pokozica
internacionalnih vinskih sorti grozda Merlot i Cabernet Sauvignon je pronaden znacajno visi sadrzaj
(od 7-21 puta vi$e) antocijana i raznovrsniji profil njihovih derivata, nego u ekstraktima autohtone
sorte Prokupac. U ekstraktima Merlot-a i Cabernet Sauvignon-a su u zna¢ajnim koli¢inama nadeni
razliciti acetil, kofeoil i kumaroil derivati antocijana, prvenstveno malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid
(100,82-269,11 mg/kg SM) i malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid (9,47-145,96 mg/kg SM).
Prisustvo ovih derivata su potvrdili i drugi autori analizirajuci pokozice razli€itih sorti grozda gajenih
u Spaniji (Guerrero et al., 2009; Pérez Navarro et al., 2019), Portugalu (Perestrelo et al., 2012),
Makedoniji (Ivanova et al., 2011), Srbiji (Mitic et al., 2012; Nati¢ et al., 2021; Panteli¢ et al., 2016),
Crnoj Gori (Sukovié et al., 2020) i Juznoafrickoj republici (Bindon et al., 2011). Na slici 4.5 prikazane
su strukture dominantnih antocijanidin-3-O-glukozida u ekstraktima pokozica njihova retenciona
vremena i taéne mase u pozitivnom jonizacionom modu (m/z).
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Tabela 4.9. UHPLC-MS/MS Orbitrap identifikacija antocijana nadenih u ekstraktima pokozica. Za svako detektovano jedinjenje je dato retenciono vreme (tr),

izraCunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i njegovi MS?, MS® i MS* fragmenti.

¢ Molekulska  Izradunata Nadena
Jedinjenja R formula, masa, masa, m  MS? fragmenti MS3 fragmenti MS* fragmenti
jenj o pp 9 9 g
[M-H]* [M—H]* [M-H]*

Malvidin derivati
Malvidin-3-O-glukozid 5,47 CaHisOp' 49313405 49313107 298  332(10), 331(100) %ggg; 3%?88%3%3?)’ géggg; 5232533 287(100),

L . 494(15), 493(100), 316(80), 315(100), 299(90),
Malvidin-3,5-di-O-glukozid 5,18 CasHisOrr 65518688 65518335 353 g0 331(100) S960a0), 282070y, 270(50)
Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid 5,97 CaHuOu* 51713405 517,13007 398  356(15), 355(100) ggigg;’)éggé(gg’)'zg;a%g’)' gg;gg; gg%gg; géigg;’)*
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid 6,32 CaHyOi* 53514462 53514136 326  332(10), 331(100) g;gggg gégggg’);g%g;’) gégggg’)zg%gg’) 287(90),
Malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid 6,67 CoHsOi® 65516575 65516095 480  332(10), 331(100) gégggg gé?gg?;g?ég;’) gégggg gg?ggg 287(100),
Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 7.10 CuHnOu' 63917083  639,16595 488  332(10), 331(100) 2;288; 2;?88;”'258?558?' 33322383 5332533 287100,
Peonidin derivati
Peonidin-3-O-glukozid 5,42 CuHzOn’® 46312349 46312054 295  302(10), 301(100) 287(10), 286(100) ggggg) 258(100), 230(25),
Peonidin-3-O-(6"-acetil)heksozid 6,31 CoMbO* 50513405 50513010 395  302(10), 301(100) 287(10), 286(100) gggg?) 258(100), 230(25),
Peonidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid 7,03 CuMwOs*  609,16027  609,15723 304  302(10), 301(100) 287(10), 286(100) ggg%’) 258(100), 230(25),
Delfinidin derivati
Delfinidin-3-O-glukozid 4,66 CoHnOn® 46510275 46500921 354  304(15), 303(100) gggggg},)zgigl(%)zgél(%) ggslagé)ziggl(ggg 213(25),
Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 6,44 CaMnOu® 61113953  611,13483 470  304(10), 303(100) 22388} §§§E§8§ 257(100) i?ggg?) 213(29), 20160)
Petunidin derivati
Petunidin-3-O-heksozid 5,07 CoH23012" 479,11840 479,11465 3,75  318(10), 317(100) 302(100), 274(5) 31383?) 240010, 22810,
Petunidin-3-O-(6*-acetil)heksozid 6,03 CotHbsOs® 52112897 521,12476 421  318(10), 317(100) 302(100), 285(30), 274(10) giggg; Zééé?oisi?é’é?
Petunidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid 6,73 CaH20014" 625,15518 625,15045 4,73 318(10), 317(100) 302(100), 285(30), 274(10) giggg; 51:31%)025;?%)5)
Cijanidin derivati
Cijanidin-3-O-glukozid 4,89 CoHnOy' 44910784 44910425 359  288(10), 287(100) 287(60), 269(25), 259(40), 241(50),  195(10), 185(100), 167(10),

231(70), 213(100)

157(20), 141(20)
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Tabela 4.10. UHPLC-MS/MS Orbitrap kvantifikacija antocijana (mg/kg SM) u ekstraktima pokozica izdvojenih iz nefermentisane komine.

UZO[‘?"‘ Muscat Hamburg Prokupac Merlot Cabernet Sauvignon
(pokozica)
Ekstrakciono sredstvo 100% Me 50% Et 100% Me 50% Et 100% Me 50% Et 100% Me 50% Et
Jedinjenje (mg/kg SM)
Malvidin derivati
Malvidin-3-O-glukozid? 13,752A 3,888 18,9024 5,892B 142,790A 30,278 255,22¢A 108,31¢8
Malvidin-3,5-di-O-glukozid? 22,373A 12,7128 0,394 0,21bA 1,84¢A 0,6208 2,300A 0,9408
Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid® n.d. n.d. n.d. n.d. 2,882A 1,588 4,032A 4,430A
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid® n.d. n.d. 4,502A 6,182A 112,984 100,828 191,134 269,118
Malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid® n.d. n.d. n.d. n.d. 18,8124 3,122B 35,41bA 9,91bB
Malvidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid® n.d. 1,692 12,8124 8,15bA 48,8904 9,47b8 145,96¢A 41,51¢8
) 36,1(38,55) 18,3(59,7) 36,6(78,8) 204(79,2) 3282(70,8) 1459 (81,4) 6340 (67,5 4342 (77,5)
Peonidin derivati
Peonidin-3-0-glukozid? 53,1424 11,0928 9,55bA 2,77°8 53,3024 10,1928 102,37¢A 37,56%8
Peonidin-3-0-(6"-acetil)heksozid® n.d. n.d. n.d. n.d. 9,554 6,8828 18,84bA 24,9108
Peonidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid® n.d. n.d. n.d. 2,152 9,982A 1,5428 25,314 6,4408
) 53,1(56,7) 11,1(36,3) 9,5(20,6) 4,9(19,1) 728(157) 186 (104) 1465 (156) 689 (12,3)
Delfinidin derivati
Delfinidin-3-O-glukozid? 0,528A 0,673A n.d. 0,462 9,910A 1,758 21,69¢A 7,798
Delfinidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid® n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,30 n.d.
Petunidin derivati
Petunidin-3-O-heksozid® 2,062 n.d. n.d. n.d. 43,28°A 6,8628 97,84¢cA 30,0828
Petunidin-3-O-(6*“-acetil)heksozid® n.d. n.d. n.d. n.d. 5,382A 5,613A 11,5604 16,248
Petunidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid® n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,89 n.d.
Cijanidin derivati
Cijanidin-3-O-glukozid? 1,864 0,568 0,290 n.d. 3,72¢A 0,6128 7,179A 2,010B
) 4,4 (4,7) 1,2(40)  029(06) 046(18) 623(134) 148(83) 1595 (17,00 57,0(10,2)
XX 93,702 30,59° 46,44° 25,804 463,31° 179,31f 940,019 560,14"

Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3). Mala slova oznacavaju poredenje izmedu sorti za svako ekstrakciono sredstvo posebno, a velika slova ozna¢avaju poredenja u okviru iste
sorte. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znaCajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05).Vrednosti u zagradama defini$u procenat zastupljenosti karakteristi¢nih grupa antocijanidin derivata u uzorcima (%). Jedinjenja
kvantifikovana kori$éenjem dostupnih standarda; ®Jedinjenja kvantifikovana i izrazena kao mg ekvivalenti malvidin-3-O-glukozida po kg SM uzorka. Skraéenice: ,,n.d.“-nije detektovan; 100% Me-metanol (100%
metanol+0,1%HCI); 50% Et-etanol (50:50 v/v etanol/H,0). Napomena: nakon ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.
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Slika 4.5. Retenciona vremena, taéne mase u pozitivnhom jonizacionom modu (m/z) i strukture dominantnih antocijanidin-
3-O-glukozida u ekstraktima pokozica.

4.1.5.4. Spektrofotometrijska analiza ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida, proantocijanidina i
monomernih antocijana u ekstraktima semenki i pokoZica

Rezultati  spektrofotometrijskog  odredivanja ukupnih  fenolnih  jedinjenja, flavonoida,
proantocijanidina i monomernih antocijana u ekstraktima semenki i pokozica sedam razli¢itih sorti
grozda, su prikazani na slici 4.6 (grafici, a-i).

Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja (TPC) u ekstraktima semenki analiziranih sorti je bio zna¢ajno
visi u poredenju sa ekstraktima pokozica, §to je u saglasnosti sa rezultatima hromatografske analize.
TPC u ekstraktima semenki je bio u opsegu od 2699,08+26,99 (Smederevka) do 6467,9+64,68
mgGAE/100g SM (Prokupac) za metanolne ekstrakte; odnosno od 2644,82+26,45 (Smederevka) do
5518,68+55,19 mgGAE/100g SM (Prokupac) za etanolne ekstrakte (slika 4.6b). TPC vrednosti za
etanolne ekstrakte semenki su bili zna¢ajno manji, u poredenju sa TPC vrednostima za metanolne
ekstrakte semenki, Sto je u suprotnosti sa rezultatima dobijenim UHPLC-DAD MS/MS
kvantifikacijom. Ove razlike se mogu opravdati ¢injenicom da su hromatografskom analizom
kvantifikovana samo fenolna jedinjenja za koja su bili dostupni standardi. Dobijeni rezultati su bili u
opsegu rezultata koje su dobili Medouni-Adrar et al. (2015), za vodeni, metanolni, etanolni i acetonski
ekstrakt semenki Ahmar Bou-Amar autohtone Alzirske sorte grozda (3892-8651 mgGAE/100g SM),
Tahmaz et al. (2021) za vodene ekstrakte (primarno ekstrahovani metanolom) semenki Sest vinskih
sorti grozda gajenih u Turskoj (2740-6025 mgGAE/100g SM) i Panteli¢ et al. (2016) za vodene
ekstrakte (primarno ekstrahovane 80% metanolom) 13 autohtonih i internacionalnih sorti grozda
gajenih u Srbiji (3802-10298 mhGAE/100g SM). Visok TPC potvrden za ekstrakt semenki autohtone
sorte Prokupac predhodno su dobili i drugi autori, analizirajuéi vodeni (10125 mgGAE/100g SM)
(Panteli¢ et al., 2016) i etanolni (14669 mgGAE/100g SM) (Dabeti¢ et al., 2020) ekstrakt. Sa druge
strane, najvisi TPC za oba ekstrakciona sredstva je potvrden u ekstraktima pokozica Cabernet
Sauvignon-a (1976,26+19,76 i 1884,32+18,84 mgGAE/100g SM), bez statisticki zna¢ajnih razlika
medu njima. Ekstrakti pokozica belih sorti grozda su imale znacajno nizi TPC, u poredenju sa
ekstraktima pokozica crnih sorti grozda (slika 4.6a), prvenstveno zbog sadrzaja antocijana, koji su
detektovani samo u pokozicama crnih sorti. Dalje, TPC u ekstraktima pokozica Muscat Hamburg-a i
Prokupca se nije medusobno znacajno razlikovao; medutim, njihov TPC bio je znacajno nizi u
poredenju sa TPC vrednostima potvrdenim u ekstraktima pokozica internacionalnih sorti Merlot i
Caberne Sauvignon. Dobijeni rezultati u ovoj studiji su bili nizi u poredenju sa rezultatima koje su
dobili Tahmaz et al. (2021), analiziraju¢i pokozice vinskih sorti grozda (2117,5-3787,5 mgGAE/100g
SM), bili su u opsegu rezultata koje su dobili Panteli¢ et al. (2016) i Nati¢ et al. (2021), za ekstrakte
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pokozica autohtonih i interancionalnih sorti grozda gajenih u Srbiji (39-2560 mgGAE/100g SM), dok
su bili zna¢ajno visi u poredenju sa rezultatima koje su dobili Du et al. (2012), za pokozicu Merlota
(179,12 mgGAE/100g) i Cabernet Sauvignona (219,5 mgGAE/100g). Ove varijacije u rezultatima
mogu biti posledica primenjenog ekstrakcionog sredstva u pripremi ekstrakata, ekoloskih i
agronomskih uslova kojima je grozde bilo izloZzeno tokom sazrevanja ili zbog efekata kao $to su
godina berbe i stepena zrelosti grozda (Bindon et al., 2011; Obreque et al., 2013).

Ukupan sadrzaj flavonoida (TFC) u ekstraktima semenki i pokozica je odreden i izrazen kori§¢enjem
dva razli¢ita standarda (kvercetina i katehina), a rezultati su prikazani na slici 4.6 (grafici, c-f).
Uzimajuci u obzir ¢injenicu da su dominantni flavonoidi u pokozici grozda kvercetin derivati (Tabela
4.7), a u semenkama katehin i procijanidini (Tabela 4.8), preporucuje se korisS¢enje kvercetina i
katehina kao standarda za kvantifikaciju ukupnih flavonoida. TFC u metanolnim ekstraktima semenki
je varirao od 1995,2 do 6211,66 mg(QE)/100g SM; odnosno od 2064,6 do 3860,27 mg(CE)/100g
SM. Sa druge strane, TFC u etanolnim ekstraktima semenki je varirao od 2576,42 do 5259,24
mg(QE)/100g SM; odnosno od 2103,11 do 3959,51 mg(CE)/100g SM. Za oba standarda, najmanja
koli¢ina ukupnih flavonoida je potvrdena u ekstraktima semenki Smederevke i Italijanskog Riesling-
a, a najvisa u ekstraktima semenki autohtone sorte grozda Prokupac, §to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacijom. lvanova et al. (2011) su dobili znacajno visi TFC
za ekstrakte semenki Smederevke (4940mg(CE)/100g SM) i Merlota (4860 mg(CE)/100g SM),
gajenih u Makedoniji. Dalje, rezultati u ovoj studiji su bili visi ili sliéni rezultatima koje su dobili
Guaita et al. (2021), analizirajuéi ekstrakte semenki Barbera grozda (520-3230 mg/100g SM), Koji
su procesuirana na razlic¢itim temperaturama susenja, prikupljani i uvani u razli¢itim periodima. TFC
za metanolne ekstrakte pokozica je varirao od 400,38 (Italijanski Riesling) do 1819,43 (Cabernet
Sauvignon) mg(QE)/100g SM; odnosno od 2092,83 (Smederevka) do 4000,69 (Prokupac)
mg(CE)/100g SM. Sa druge strane, TFC za etanolne ekstrakte se nije razlikovao ili je bio zna¢ajno
manji, u poredenju sa metanolnim ekstraktima istih sorti, a njihove vrednosti su varirale od 97,53
(Italijanski Riesling) do 1386,78 (Merlot) mg(QE)/100g SM; odnosno od 2093,01 (Smedervka) do
4169,02 (Prokupac) mg(CE)/100g. Dobijeni rezultati u ovoj studije su visi ili u opsegu TFC vrednosti
koje su dobili lvanova et al. (2011), analizirajuc¢i pokozice crvenih i belih sorti grozda gajenih u
Makedoniji (312 do 1020 mg(CE)/100g SM), Putnik et al. (2016), analizirajuci ekstrakte pokozice
Merlota (1803-5403 mg(QE)/100g SM, u zavisnosti od uslova ekstrakcije), i Braga et al. (2016),
analizirajuci ekstrakt pokozice Pinot Noir-a (2243 mg(QE)/100g SM). Varijacije u rezultatima su
zbog sortne karakteristike, uslova ekstrakcije ili ¢ak zbog izbora standarda koji je koriS¢en za
kvantifikaciju. Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate i fenolne profile analizirane u okviru ove
disertacije, moze se zakljuciti da su u analizi ukupnih flavonoida dobijeni verodostojniji rezultati kada
se katehin koristi kao standard za ekstrakte semenki, a kada se kvercetin koristi kao standard za
ekstrakte pokoZica.

Sadriaj ukupnih proantocijanidina (PAC) je bio znacajno visi u ekstraktima semenki, $to je i
ocekivano ako se uzme u obzir ¢injenica da su semenke bogat izvor procijanidina. Sadrzaj ukupnih
proantocijanidina u ekstraktima semenki je varirao od 3189,44 do 6109,24 mg(PA)/100g SM, za
metanolne ekstrakte; odnosno od 2612,1 do 4811,32 mg(PA)/100g SM za etanolne ekstrakte (Slika
4.6h). Medu analiziranim ekstraktima, najnizi PAC je potvrden u semenki Smederevke, a najvisi u
semenki Prokupca. Sa druge strane, PAC u ekstraktima pokozica je bio u opsegu od 91,76+2,91 do
1101,54+72,17 mg(PA)/100g, zavisno od analizirane sorte 1 koriS¢enog ekstrakcionog sredstva (slika
4.5g). Slicne rezultate su dobili Putnik et al. (2016), ispituju¢i uticaj razlicitih ekstrakcionih
parametara na sadrzaj procijanidina u pokozici Merlota (684-1610 mg(CE)/100g SM). Guaita et al.
(2021), su dobili znacajno visi PAC za ekstrakte razliCito tretiranih pokozica (750-4200 mg/100g)
Barbera sorte grozda, i znacajno nizi PAC za ekstrakte semenki (290-1870 mg/100g) iste sorte
grozda. Ove razlike u rezultatima su verovatno zbog razli¢itih metodologija koris¢enih u ispitivanju
ukupnih proantocijanidina.
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Slika 4.6. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u pokozicama (a) i semenkama (b); Sadrzaj ukupnih flavonoida u
pokoZicama (c,e) i semenkama (d,f); SadrZaj ukupnih proantocijanidina u pokoZicama (g) i semenkama (h); Sadrzaj
ukupnih monomernih antocijana u pokoZzicama (i); izdvojenih iz komina navedenih sorti grozda i ekstrahovani razli¢itim
ekstrakcionim sredstvima. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova oznacavaju
poredenje izmedu sorti za svako ekstrakciono sredstvo posebno, a velika slova ozna¢avaju poredenja u okviru iste sorte.
Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike prema Tukey ’s testu (p<0,05). Skraéenice: ,,N.D.“-nije detektovan;
GAE-galna kiselina; QE-kvercetin; CE-katehin; PA-proantocijanidin; M3G-malvidin-3-glukozid. Napomena: nakon
ekstrakcije navedenim ekstrakcionim sredstvima, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.

Sadriaj ukupnih monomernih antocijana (MAC) je procenjen samo za ekstrakte pokozica crnih
sorti grozda (slika 4.61). U ekstraktima belih sorti sadrzaj MAC nije detektovan, $to je i ocekivano
ako se uzme u obzir ¢injenica da su bele sorte deficitarne u sadrZaju antocijana. Sadrzaj MAC u crnim
sortma je bio znacajno visi u zakiSeljenim metanolnim ekstraktima (17,96-147,91 mg(M3G)/100g
SM), u poredenju sa etanolnim ekstraktima (3,98-111,06 mg(M3G)/100g) istih sorti. Najvisi sadrzaj
MAC je potvrden u ekstraktima pokoZice Cabernet Sauvignon-a, §to je u saglasnosti sa rezultatima
hromatografske analize. Medutim, dobijeni rezultati u ovoj studiji su bili znac¢ajno nizi u poredenju
sa rezultatima koje su dobili Tahmaz et al. (2021), analizirajuc¢i pokozice vinskih sorti grozda (381,5-
969,2 mg(M3G)/100g), ukljucujuéi sorte Merlot 1 Cabernet Sauvignon. Druge studije su takode
dobile znacajno visi sadrzaj MAC u ekstraktima pokozica Merlot-a (Ivanova et al., 2011; Putnik et
al., 2016) i Cabernet Sauvignon-a (Du et al., 2012).

U tabeli 4.11. prikazan je test analize varijanse za utvrdivanje znacCajanosti faktorskih efekata koji
utiCu na sadrzaj karakteristicnih grupa (klasa) fenolnih jedinjenja u ekstraktima pokozica/semenki
izdvojenih iz komine sedam autohtonih i internacionalnih sorti grozda. Analiza je pokazala da
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ispitivani faktori (ekstrakciono sredstvo i sorta grozda), pojedinacno i u interakciji znac¢ajno uti¢u na
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida, proantocijanidin i monomernih antocijana.

Na osnovu dobijenih podataka, semenka autohtone sorte Prokupca se pokazala kao najbolji izvor
ukupnih fenolnih jedinjenja, flavonoida i proantocijanidina, $to je ovu sortu kvalifikovalo za buduca
istrazivanja fokusirana na karaterizaciji fermentisane komine i njenih konstituenata.

Tabela 4.11. Test analize varijanse za utvrdivanje znaCajanosti faktorskih efekata koji uti¢u na sadrzaj
karakteristicnih grupa fenolnih jedinjenja u ekstraktima pokozica/semenki izdvojenih iz komine sedam
autohtonih i internacionalnih sorti grozda.

parametri Faktori DF SS MS F p % varijanse
Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 141156 141156 45,23  <0,0001**** 1,276
pokozica Sorta grozda (SG) 6 10770000 1795000 575,3 <0,0001**** 97,41
TPC ESxSG 6 57943 9657 3095 0,0188* 0,524
(mgGAE/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 6995000 6995000 588,6 <0,0001**** 12,72
semenka Sorta grozda (SG) 6 45790000 7632000 642,1 <0,0001**** 83,27
ESxSG 6 1870000 311633 26,22 <0,0001**** 3,400
Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 821375 821375  222,4 <0,0001**** 7,731
pokozica Sorta grozda (SG) 6 9504000 1584000 429,0 <0,0001**** 89,45
TFC ESxSG 6 196326 32721 8,862  <0,0001**** 1,848
(mgQE/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 1904000 1904000 100  <0,0001**** 4,045
semenka Sorta grozda (SG) 6 32100000 5350000 281,1 <0,0001**** 68,20
ESxSG 6 12530000 2088000 109,7 <0,0001**** 26,62
Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 308333 308333 23,72 <0,0001**** 1,366
pokoZica Sorta grozda (SG) 6 20540000 3423000 263,3 <0,0001**** 90,98
TFC ESxSG 6 1365000 227443 17,50 <0,0001**** 6,046
(mgCE/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 310942 310942 20,40  0,0001*** 1,682
semenka Sorta grozda (SG) 6 16620000 2770000 181,7 <0,0001**** 89,87
ESxSG 6 1135000 189133 12,41  <0,0001**** 6,137
Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 42540 42540 40,11  <0,0001**** 1,084
pokozica Sorta grozda (SG) 6 3793000 632154 596,1 <0,0001**** 96,68
PAC ESxSG 6 58208 9701 9,148  <0,0001**** 1,484
(mgPA/100g) Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 8978000 8978000 2310  <0,0001**** 29,03
semenka Sorta grozda (SG) 6 20610000 3434000 8835 <0,0001**** 66,62
ESxSG 6 1235000 205843 52,95 <0,0001**** 3,993
MAC Ekstrakciono sredstvo (ES) 1 1829 1829 125,6 <0,0001**** 3,423
(mgM3G/100g) pokozica Sorta grozda (SG) 3 50054 16685 1146  <0,0001**** 93,69
ESxSG 3 1310 436,7 30,00 <0,0001**** 2,452

Svi tabelarno prikazani rezultati su statisticki znacajni. Nivoi znacajnosti: *0,01<p<0,05; **0,001<p<0,01; ***0,001<p<0,0001; ****p<0,0001.
Skracenice: TPC-Sadrzaj ukupnih polifenola; TFC-Sadrzaj ukupnih flavonoida; PAC-Sadrzaj ukupnih proantocijanidina; MAC-Sadrzaj ukupnih
monomernih antocijana; DF-stepeni slobode; SS-suma kvadrata; MS-sredine kvadrata.
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4.2. Karakterizacija ekstrakata fermentisane komine Prokupca i njenih
konstituenata

4.2.1. Hromatografska analiza

4.2.1.1. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja (osim flavan-3-ola i antocijana)
netretirane i suSene komine Prokupca

Sadrzaj fenolnih jedinjenja (izuzev flavan-3-ola i antocijana koji su odvojeno analizirani), u
ekstraktima fermentisane komine Prokupca i njenim konstituentima (semenka, pokozica i peteljka),
prikazani su u Tabeli 4.11. Medu fenolnim kiselinama, dominantno je pronadena galna Kkiselina, a
zatim ferulinska, 5-O-kofeoilkvinska, protokatehinska i kofeinska kiselina. Kvercetin i izoramnetin
derivati su bili dominantno kvantifikovani flavonoli u svim analiziranim uzorcima. Nekoliko
predhodnih studija je takode potvrdilo visok sadrzaj galne kiseline u semenki (Dabeti¢ et al., 2020;
Godevac et al., 2010; Zduni¢ et al., 2019), kao i visok sadrzaj kvercetin aglikona i kvercetin-3-O-
galaktozida u pokozici Prokupca (Cirkovié et al., 2019; Panteli¢ et al., 2016).

Kao $to se moze videti na osnovu rezultata (Tabela 4.12), procesuiranje (susenje toplim vazduhom
(TV) i liofilizacija) komine nakon odvajanja od vina, znacajno uti¢e na sadrzaj pojedina¢nih fenolnih
jedinjenja. Znacajno visi sadrzaj ukupnih i pojedinac¢no kvantifikovanih fenolnih kiselina i flavonol
glikozida je potvrden u ekstraktima komine, semenke i pokoZzice Prokupca, koje predhodno nisu
procesuirane. Izuzetak su peteljke, kod kojih je posle susenja TV i liofilizacije potvrdeno ~2-3 puta
vise ukupnih fenolnih kiselina i flavonola. Sadrzaj galne kiseline je bio najvisi u ekstraktima
netretiranih uzoraka semenki (133,12 mg/kg SM), pokozica (60,48 mg/kg SM) i cele komine (56,98
mg/kg SM). Medutim, njen sadrzaj se znacajno smanjio u ekstraktima susenih semenki, pokozica i
komine u struji toplog vazduha, za 42,9; 51,6; i 10,9%, kao i u ekstraktima liofilisane semenke,
pokozice i komine, za 30,2; 62,9; i 3,9%. Najvece koncentracije flavonol aglikona (kvercetin i
izoramnetin) i njihovih glukozida (kvercetin-3-O-galaktozida i izoramnetin-3-O-glukozid) su
potvrdene u ekstraktima netretirane pokozice, medutim njihov sadrzaj se takode zna¢ajno smanjio u
procesuiranim pokoZicama.

Ako se posmatra sa aspekta primenjenih tretmana, ekstrakt susene komine Prokupca toplim
vazduhom je imao znacajno visi sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina, dok se sadrzaj ukupnih i
pojedinacnih flavonola nije znac¢ajno promenio za oba tretmana. Ekstrakt liofilisane semenke je imao
znacajno visi sadrzaj galne, ferulinske i kafeinske kiseline, u poredenju sa semenkama susenim TV,
dok se sadrzaj svih kvantifikovanih flavonol aglikona i glikozida nije znacajno razlikovao u
ekstraktima susenih TV i liofilisanih semenki. U ekstraktima suSene peteljke i pokozice TV je
potvrden znacajno visi sadrzaj dominantno detektovanih fenolnih kiselina (galna i protokatehinska
kiselina), i znacajno niZi sadrzaj dominantno potvrdenih flavonol aglikona kao §to su kvercetin,
izoramnetin i kampferol. Treba spomenuti da je u ekstraktu liofilisane pokoZice pronaden visi sadrzaj
resveratrola, koji je oCigledno osetljiv na uslove susenja TV u susnici. Ove razlike u profilima
fenolnih kiselina i flavonola mogu biti zbog strukture matriksa koji je procesuiran ili uslova
primenjenog tretmana kao §to su temperatura suSenja, vreme suSenja i ambijentalni uslovi tokom
susSenja. Degradacija fenolnih jedinjenja u liofilisanim uzorcima komine moze biti zbog porozne
strukture koja povecava kontakt sa vazduhom i oksidaciju pojedina¢nih fenolnih jedinjenja (Garcia-
Lomillo & Gonzalez-SanJosé, 2017). Sa druge strane, temperatura susenja TV (60°C), duze trajanje
suSenja i konstantni kontakt sa kiseonikom, uti¢u na degradaciju ili polimerizaciju fenolnih jedinjenja
tokom suSenja u susnici. Larrauri et al. (1997) nisu nasli znacajnu razliku u sadrzaju ekstraktibilnih
fenolnih jedinjenja u liofilisanoj i TV susenoj pokozici, dok su Tseng and Zhao (2012) pokazali da
liofilizacija ima bolji efekat na odrzivost ukupnih fenolnih jedinjenja i flavonola u komini i pokozici
grozda. S obzirom da je najveci broj razlicitih fenolnih jedinjenja detektovan u liofilisanoj komini i
njenim konstituentima primenom UHPLC-DAD MS/MS tehnike, ovi uzorci su odabrani za dodatnu
kvalitativnu i kvantitativnu karakterizaciju fenolnih profila korisé¢enje UHPLC-Orbitrap MS* tehnike.
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Tabela 4.12. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja u ekstraktima netretirane i procesuirane (liofilizacija i suSenje toplim vazduhom) komine
Prokupca posle fermentacije i njenih sastavnih konstituenata (semenka, pokozice i peteljka)

Bez-tretmanat SuSenje toplim vazduhom? Liofilizacija®

Uzorci semenka! peteljkal pokozica® komina! semenka® peteljka? pokozica? komina®> semenka® peteljka® pokozica® komina®

Jedinjenja (mg/kg SM)
Fenolne kiseline (HB+HC) i njihovi derivati

Galna kiselina 133,12aA n.d. 60,48°A 56,98~ | 75,8828 30,3304 29,2508 50,74%B | 92 92aC 22,9308 22,445C 54,72¢A
Protokatehinska kiselina 2,643A 3,300A 13,30¢A 8,214A 2,012B 8,43b8B 6,46%B 7,894A 1,8828 3,71bA 3,550C 3,798
Gentizinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. 1,047 n.d. n.d. n.d. 0,378 n.d. n.d. n.d.
5-O-kofeoilkvinska kiselina n.d. 3,592A 15,28bA 6,52¢A 0,852~ 2,45b8B 4,38¢B 2,34bB 1,158A 3,062¢ 5,87¢C 2,880C
Ferulinska kiselina 4562~ 10,83~  18,76°A  26,33¢A n.d. 6,362B 10,708 1532¢B | 2 81aB 15,28%C 7,06%C 4,024C
Kofeinska kiselina 3,182A n.d. 7,440A 5,38¢A 1,6428 5,57bA 2,62¢B 45548 2,13aC 6,44P8 2,91¢B 2,97¢¢
p-Kumarinska kiselina n.d. 3,192A 5,14bA n.d. n.d. 4,258 3,54b8 3,690A n.d. 3,223A 3,6208 2,37¢B
p)) 143,49 20,92 120,40 103,42 81,42 57,39 56,95 84,63 101,26 54,64 45,45 70,75
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin 24,268~  48,49bA 75,28°A  44,849A | 13912B 42,708 62,068 39,7498 | 136828 54,60°C 66,71¢C 36,084C
Kvercetin-3-O-galaktozid 1,40%A n.d. 62,61°A  34,19%A 1,148A 20,964 28,73¢B 13,0448 1,092A 21,7904 30,88¢C 13,0848
Kvercetin-3-O-ramnozid n.d. n.d. 0,95 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Rutin 0,712A 1,330A 10,844 5,974A 0,412A 4,55b8 5,04¢B 2,0648 0,412A 3,400C 6,12¢C 2,2248
lzoramnetin 15,0184 n.d. 45,52bA 27,82¢A 7,8528 14,6204 26,08¢8 15,4408 8,132B 16,4208 26,99¢B 14,1948
Izoramnetin-3-O-glukozid 0,932A n.d. 54,225A 25 03¢A 0,672~ 14,49bA 28,78¢B 11,3948 0,682A 11,768 27,29¢B 11,1008
Izoramnetin-3-O-rutinozid n.d. n.d. 3,242A 0,70bA n.d. n.d. 1,028 n.d. n.d. 0,162 1,480C 0,27¢B
Kampferol 1,462A 2,32bA 9,89¢A 6,824A 1,092A 6,068 9,27¢A 5,43b8B 1,032A 8,100¢ 13,70¢B 6,924A
p)) 43,78 52,14 262,56 145,37 25,06 103,37 160,98 87,11 25,03 116,22 173,19 83,86
Ostali kvantifikovani polifenoli
Apigenin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,492 0,290 0,24¢ n.d. 0,442 0,330 0,27¢
Apigenin-7-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,35 0,17 n.d. n.d. 0,22 0,18 n.d.
Luteolin 1,46%A n.d. 4,204 2,745A 0,772B 1,640A 1,28¢8B 1,19¢8 0,848 1,60bA 1,15¢8 1,03¢¢
Naringenin 0,364 n.d. n.d. n.d. 0,312A 1,230A 0,72¢A 0,574A 0,272B 1,1408 0,79¢B 0,704B
Eriodiktiol 1,702A 3,420A n.d. n.d. 0,9428 2,45b8 n.d. n.d. 0,962B 2,22bC n.d. n.d.
Resveratrol n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4,412A 3,71bA n.d. n.d. 5,458 2,6408B 2,49¢
Aeskulin 0,52aA 2,430cA 2,38bA 1,99¢A 0,232A 2,31bA 4,438 25708 0,28aA 1,7008B 3,17¢A 1,270C
Phloretin n.d. 1,912A 2,610A 1,64¢ n.d. 0,508 n.d. n.d. n.d. 0,502B 0,492B n.d.
Florizin 1,624 n.d. n.d. n.d. 0,988 0,470A 0,18¢A 0,794A 1,32a¢ 0,758 0,16%A 0,924B
Taksifolin n.d. n.d. n.d. 5,82aA n.d. 9,662~ 5,52bA 6,64¢B n.d. 8,012B 4,418 3,90¢¢
X 5,65 7,76 9,18 12,19 3,24 23,53 16,30 11,99 3,66 22,03 13,32 10,57
)P 192,93 80,82 392,14 260,98 | 109,72 184,29 234,24 183,63 | 129,95 192,89 231,97 165,17

Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3). Mala slova oznacavaju poredenje za svaki konstituent komine posebno (semenka, peteljka, pokozica, cela komina), a velika slova oznacavaju
poredenja u okviru svakog tretmana (bez tretmana, susenje toplim vazduhom, liofilizacija). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skraéenice: ,,n.d.“-nije detektovan; HB-
hidroksibenzoeva kiselina; HC-hidroksicimetna kiselina. Napomena: nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi. *Frakcije su odmah ekstrahovane (bez-tretmana);
2Frakcije komine susene u susnici toplim vazduhom; 3Frakcije komine su liofilisane.
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4.2.1.2. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacija i kvantifikacija fenolnih jedinjenja u ekstrakatu
liofilisanih uzoraka komine Prokupca

Detaljan fenolni profil vodenenog ekstrakta liofilisane cele komine, semenke, pokozice i peteljke
autohtone sorte grozda Prokupac, kao i njihova karakterizacija predstavljeni su u Tabeli P3 i Tabeli
4.13. Identifikacija fenolnih jedinjenja je odradena koriséenjem UHPLC-Orbitrap MS* analizatora,
uzimajuéi u obzir vreme zadrzavanja (retenciono vreme), molekulske mase jona ([M-H]™),
pojedinaéne MS?, MS3, MS* fragmente i postojeée literaturne podatke. Ukupno je identifikovano i
kvantifikovano 75 fenolnih jedinjenja (neantocijani i antocijani)(podaci za kvantifikaciju, Tabela P4).
Medutim, radi lakSeg tumacenja rezultata, izvrSena je podela svih jedinjenja u Sest razlicitih klasa:
(1) hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati (13 jedinjenja); (2) hidroksicimetna kiselina i njeni
derivati (6 jedinjenja); (3) flavan-3-oli i procijanidini (13 jedinjenja); (4) flavonol aglikoni i glikozidi
(16 jedinjenja); (5) stilbenoidi (9 jedinjenja); (6) antocijani (18 jedinjenja). Vecina identifikovanih
fenolnih jedinjenja je u vezanom obliku i javljaju se kao estri ili glikozidni kompleksi.

Hidroksibenzoeva kiselina 1 njeni derivati su otkriveni u znacajnim koli¢inama u svim ispitivanim
vodenim ekstraktima, sto ¢ini 46,34% (cela komina), 51,63% (semenka), 14,30% (pokozica)i25,02%
(peteljka) od ukupno kvantifikovanih fenolnih jedinjenja. Medutim, uoc¢ene su znacajne razlike u
njihovom sadrzaju medu analiziranim uzorcima. Heksozid izomeri galne kiseline 1 i 2, dominiraju u
ekstraktu semenke, dok su heksozidi di- i hidroksibenzoeve kiseline preovladavali u ekstraktima
pokozice i peteljke. Pored toga, zabeleZen je znaCajan sadrzaj etil-galata u svim analiziranim
uzorcima (22,2% semenka, 18,9% pokozica, 23,05% peteljka i 21,2% cela komina, od ukupno
kvantifikovanih derivata hidroksibenzoeve kiseline), verovatno zbog alkoholne fermentacije kojoj su
komina grozda i njeni konstituenti bili izlozeni pre analize (predlozeni put fragmentacije etil-galata
je predstavljen naslici 4.7a). Nedavno je objavljeno da etil-galat stimulise in vitro i in vivo produkciju
prostagladina Ez, $to delom doprinosi proinflamatornim i zdravstvenom efektu Longan i Litchi voca
(H. R. Wang et al., 2018). U vodenom ekstraktu cele komine, heksozidni izomeri galne kiseline, etil-
galat i heksozidi di- i hidroksibenzoeve kiseline ¢ine 89,9% od ukupno kvantifikovanih derivata
hidroksibezoeve kiseline. Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati su detektovani u malim
koli¢inama, oko 50mg/kg SM u ekstraktima cele komine, pokoZice i peteljke, dok su u ekstraktu
semenki nadeni u tragovima (<5mg/kg SM). Vecina detektovanih derivata p-hidroksibenzoeve
kiseline (heksozid i diheksozid izomeri galne kiseline, heksozid hidroksi- i dihidroksibezoeve
kiseline, galoil-heksahidroksidifenil kiselina-heksozid, etil-galat, vanilinska kiselina), do sada nisu
prijavljeni u vodenim ili nekim drugim fenolnim ekstraktima sorte Prokupac.

Flavan-3-oli i procijanidini su bili dominantno prisutni u ekstraktu semenke, u poredenju sa
ekstraktima pokozice, peteljke i cele komine, i predstavljali su 47,5% od ukupno kvantifikovanih
fenolnih jedinjenja semenke. Dominantno su nadeni procijanidin dimeri i trimeri (75,5% od ukupno
kvantifikovanih flavan-3-ola i procijanidina), u poredenju sa monomernim flavan-3-olima (19,4% od
ukupno kvantifikovanih flavan-3-ola i procijanidina), medu kojima su samo katehin (159,7+5,63
mgCE/kg SM) i epikatehin (114,0£5,38 mgCE/kg SM) bili identifikovani. Najzastupljeniji
procijanidin oligomeri u ekstraktu semenke su bili B tip procijanidin dimer izomeri, a zatim B tip
procijanidin trimer izomeri i procijanidin galat izomeri sa udelima: 34,3%, 24,4% i 15,3% od ukupno
kvantifikovanih flavan-3-ola i procijanidina. Znac¢ajno manji sadrzaj flavan-3-ola i procijanidina je
pronaden u vodenim ekstraktima cele komine i peteljke (manje od 8% 1 5% ukupnih fenolnih
jedinjenja), dok su u ekstraktu pokozice bili prisutni u tragovima (oko 8 mgCE/kg SM). Sli¢ne
rezultate za metanolne ekstrakte semenki i pokozica su dobili Peixoto et al. (2018). Zduni¢ et al.
(2019), su primetili dominantno prisustvo katehina, procijanidina i procijanidin galata medu
polifenolima koji su ekstrahovani 50% metanolom iz semenki grozda razlicitih klonova Prokupca,
dok prisustvo B tip procijanidin dimer digalat izomera nije identifikovano. Ovi izomeri su po prvi
put otkriveni kod ove sorte u vodenim ekstraktima semenke, peteljke i cele komine, u opsegu od 0,38-
19,51 mgCE/kg SM. Visi sadrzaj procijanidin oligomera, u poredenju sa monomerima, Su takode
dobili Peixoto et al. (2018) za metanolne ekstrakte semenki, koje su izdvojene iz fermentisane komine
grozda. Suprotno predhodnim rezultatima, Kammerer et al. (2004) su pokazali dominantno prisustvo
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monomernih flavan-3-ola u metanolnom ekstraktu semenki, koje su izdvojene iz komine bele sorte
grozda Weisser Riesling.

Zarazliku od derivata hidroksibenzoeve kiseline i procijanidina koji su dominantna fenolna jedinjenja
u vodenom ekstraktu semenke, ukupni flavonol aglikoni i glikozidi su prisutni u tragovima, sa udelom
od oko 1% ukupnih fenolnih jedinjenja. Sa druge strane, ova jedinjenja su dominantno prisutna u
ekstraktima pokozice i peteljke sa udelom: 41,1% i 35,2% od ukupno kvantifikovanih fenolnih
jedinjenja. Vecina identifikovanih flavonola u ekstraktima pokozice, peteljke i cele komine su bili u
obliku glikozida kvercetina, izoramnetina, miricetina, kampferola, siringetina, aromodendrina i
laricitrina. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su predhodno dobili Drosou et al. (2015)
za etanolne ekstrakte komine grozda iz Grcke, i sa rezultatima za metanolne ekstrakte komine crne
sorte grozda iz Italije (Amico et al., 2004). Medu otkrivenim flavonolima, laricitrin-3-O-heksozid je
bio dominantno otkriven u ekstraktu pokozice, peteljke 1 cele komine, sa sadrzajem od 649,5+7,94;
375,9+7,27; 289,0+59 mgQE/kg SM. Dalje, znacajan sadrzaj izoramnetin-3-O-glukozida
(153,8+5,57 mgQE/kg SM) i kvercetin-3-O-ramnozid (98,6+2,85 mgQE/kg SM) je otkriven u
ekstraktu peteljke, kao i ekstraktu pokozice. Peixoto et al. (2018) su pokazali dominantno prisustvo
laricitrin, kvercetin 1 siringetin glikozida u metanolnim ekstraktima suSene pokoZice, semenke i
komine (mesSavina pokozice i semenke). Treba napomenuti da je miricetin-3-O-heksozide pronaden
u malim koli¢inama (<2%) u ekstraktu peteljke i cele komine, dok u ekstraktima pokozice i semenke
nije identifikovan. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Peixoto et al. (2018), za
metanolne ekstrakte pokozice i semenke, izdvojene iz komine; dok su u suprotnosti sa rezultatima
koje su prijavili Drosou et al. (2015), za etanolni ekstrakt komine grozda Agiorgitiko. Vecina flavonol
glikozida (osim kvercetin-3-O-glukozida, kvercetin-3-O-heksuronida, kvercetin-3-O-ramnozida), i
aglikon flavonoli poput aromodendrina i izoramnetina su po prvi put u ovoj studiji otkriveni u
fenolnim ekstraktima sorte Prokupac.

Stilbenoidi su posebna klasa identifikovanih fenolnih jedinjenja sa potencijalnim antioksidativnim i
nutritivnim svojstvima, medu kojima je resveratrol otkriven u svojim aglikonskim, glikozidnim 1
oligomernim oblicima. Stilbenoidi su bili detektovani u malim koli¢inama u ekstraktu semenke (2,8
mg RS/kg SM), dok su u ekstraktu pokoZice i cele komine bili potvrdeni u znafajno veéim
koli¢inama, sa sadrzajem od 57,7 mg/kg SM 1 111,0 mg/kg SM. Medutim, njihovo dominantno
prisustvo je bilo u ekstraktu peteljke (397,0 mgRS/kg SM), $to ¢ini 17,0% od ukupno kvantifikovanih
fenolnih jedinjenja peteljke. Medu otkrivenim stilbenoidima, dimeri, trimeri i tetrameri resveratrola
su bili najzastupljeniji, i do sada nije zabelezeno njihovo prisustvo u predhodno analiziranim
ekstraktima sorte Prokupac. Anastasiadi et al. (2012), su prijavili prisustvo visokog sadrzaja trans-
resveratrola i &-viniferina u metanolnom ekstraktu peteljke crnih i belih grékih autohtonih sorti
grozda, €iji je ukupan sadrzaj varirao od 241 do 742 mg/kg SM u zavisnosti od sorte grozda. Visok
sadrzaj &-viniferina je takode naden u metanol/voda ekstraktima peteljki tri razliCite sorte grozda
proizvedene u Argentini (81,2-1373 mg/kg SM)(Ferreyra, Bottini, et al., 2021). Rezultati ove studije
pokazuju da su vodeni ekstrakti peteljke grozda Prokupac, izdvojeni iz komine, dobar izvor
stilbenoida.
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Slika 4.7. Predpostavljeni putevi fragmentacije: (a) etil-galata; (b) malvidin-3-O-heksozid-(8,8)-metilmetin-
(epi)katehina, detektovanih u ekstraktima liofilisanih uzoraka komine Prokupca kori$¢éenjem UHPLC Orbitrap MS*.

U ovoj studiji je identifikovano ukupno 18 derivata antocijana u ekstraktima liofilisane cele komine,
pokozice i peteljke, dok u ekstraktu semenke ova jedinjenja nisu detektovana. Malvidin-3-O-glukozid
je najdominantnije potvrdeno jedinjenje, sa sadrzajem od 600,1+11,09 mg/kg SM, 250,4+6,71 mg/kg
SM i 194,7+6,14 mg/kg SM; zatim peonidin-3-O-glukozid sa sadrzejem od 301,0+6,49 mg/kg SM,
159,3+2,68 mg/kg SM i 111,4+3,51 mg/kg SM, redom u vodenim ekstraktima pokozice, cele komine
i peteljke. Jedinjenja poput cijanidin-3-O-sambubiozida, cijanidin-3-O-arabinozida, pelargonidin-3-
O-glukozida i malvidin-3-O-heksozid-acetaldehida su nadena u malim koli¢inama u ekstraktima
pokozice, peteljke i cele komine (<1,5% od ukupno kvantifikovanih derivata antocijana), a prisustvo
ovih jedinjenja u ekstraktima Prokupca do sada nije zabelezeno. Znacajno visi sadrzaj derivata
antocijana je pronaden u metanolnim i etanolnim ekstraktima komine crvenih sorti grozda (Malbeck,
Agiorgitiko, Cabernet Sauvignon, Merlot), koje su analizirali drugi autori (Antoniolli et al., 2015;
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Drosou et al., 2015; Pinta¢ et al., 2018). Medutim, predhodno navedeni autori su rezultate izrazili na
masu suvog ckstrakta $to je znacajno povecalo njihovu koli¢inu. Sadrzaj derivata antocijana
preracunatih i izrazenih na masu suve komine, bi bio znacajno nizi zbog malog prinosa ekstrakta (od
2,8% do 24,4%) (Drosou et al., 2015) ili 16,1% (Antoniolli et al., 2015). Pored toga, treba uzeti u
obzir ¢injenicu da grozde sorte Prokupac sadrzi znacajno manje antocijana, u poredenju sa ostalim
crnim sortama grozda (Mitic et al., 2012). Na nizak sadrzaj antocijana takode moze uticati primenjeni
postupka pripreme i analize uzoraka. Naime, u ovoj studiji, metanolni ekstrakti komine grozda su
uparavani do suva, rekonstituisani u milliQ vodi, filtrirani kroz 0,45um filtere i tek potom analizirani
koris¢enjem UHPLC-Orbitrap MS* uredaja. Veéina autora analizira metanol/voda ili etanol/voda
ekstrakte komine (Antoniolli et al., 2015; Drosou et al., 2015; Pinta¢ et al., 2018). Peixoto et al. (2018)
I Amico et al. (2004) su odredili nizak sadrzaj antocijana u ekstraktima pokozica grozda (korisé¢en
80% zakiseljeng metanola), koje su prikupljene posle proizvodnje portugalskog i sicilijanskog
crvenog vina. Stavise, njihovi rezultati su bili nizi u poredenju sa rezultatima ove studije. Prisustvo
antocijana u ekstraktu peteljke je verovatno posledica njihove adsorbcije na peteljki, usled
intenzivnog kontakta sa pokozicom grozda i Sirom tokom presovanja, kao i kontakta sa vinom tokom
procesa vinifikacije. Takode, u ispitivanim ekstraktima komine su pronadeni kumaroil-, acetil- i
kofeoil-derivati antocijana u malim koli¢inama (<5% od ukupno kvantifikovanih antocijana), osim
malvidin- i peonidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid derivata, ¢iji je sadrzaj redom bio 102,1+4,38 i
26,7+1,71 mgM3G/kg SM u ekstraktu pokozice; odnosno 44,6+1,89 i 14,97+0,73 mgM3G/kg SM u
ekstraktu cele komine. Prisustvo ovih derivata su potvrdili i drugi autori, u etanolnim i metanolnim
ekstraktima komine grozda sorti Nerello mascalese, Cabernet Sauvignon, Terci, Mix i Agiorgitiko
(Amico et al., 2004; Drosou et al., 2015; Ribeiro et al., 2015). Pored toga, pokazano je prisustvo
specificnog  jedinjenja, malvidin-3-O-heksozid-(8,8)-metilmetine-(epi)katehina, u vodenim
ekstraktima pokozice (4,05+0,19 mgM30O/kg SM) i cele komine (11,77+0,32 mgM30/kg SM). Ovo
jedinjenje je kompleks (epi)katehina i malvidin-3-O-heksozida, i nastaje tokom starenja vina,
reakcijom izazvanom prisustvom acetaldehida. U ovom slu¢aju, molekuli antocijana i flavan-3-oli su
povezani preko etil (metil-metil) grupe. U nekim radovima ovo kompleksno jedinjenje je oznac¢eno
kao malvidin glukozid-etil-katehin (Zhang et al., 2020). Predhodno je bilo identifikovano samo u
komini crne sorte grozda iz Portugala (Oliveira et al., 2015), ali nije kvantifikovano. Predlozeni put
fragmentacije ovog jedinjenja je predstavljen na Slici 4.7b. Visok sadrzaj razli¢itih derivata
antocijana u ekstraktima pokozice i komine grozda sorte Prokupac potvrden u ovoj studiji,
omogucava dalju valorizaciju i upotrebu ovih jedinjenja kao prirodnih bojila ili funkcionalnih aditiva
u formulaciji brojnih prehrambenih proizvoda.

Kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih profila liofilisane fermentisane komine i njenih sastavnih
konstituenata primenom UHPLC-Orbitrap MS* tehnike, je pokazala da su semenke najbogatije
flavan-3-olima i proantocijanidima, i da nesadrze antocijane i njihove derivate. Zbog toga je uticaj
tehnike susenja na profile flavan-3-ola i procijanidina dalje analiziran na ekstraktima tertiranih i
netretiranih semenki, dok je uticaj suSenja na sadrzaj pojedina¢nih antocijana i njihovih derivata
pracen na ekstraktima komina, pokozica i peteljka.
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Tabela 4.13. Sadrzaj svih detektovanih fenolnih jedinjenja (rezultati su izrazeni u mg/kg SM), u ekstraktima liofilisane komine Prokupca i njenih konstituenta
(semenka, pokozica i peteljka), koris¢éenjem UHPLC-Orbitrap MS*. Za svako detektovano i kvantifikovano jedinjenje u tabeli su dodatno prikazani: retencino vreme
(tr), molekulska formula, izraCunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm).

Molekulska  Izra¢unata  Nadena Pokoica
tr, Mmin Jedinjenja formula, masa, masa, ppm  Semenka (mg/kg) (mg /zkg) Peteljka (mg/kg) Komina (mg/kg)
[M-HT [M-=HT [M-HT
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
1,90 Diheksozid galne kiseline® C19H25015~ 493,11989 493,12015  -0,26 22,84+0,922 3,73+0,05¢ 4,16+0,16°¢ 9,70+0,25P
2,04 Heksozid galne kiseline izomer 1° C13H15010” 331,06707 331,06686 0,21 249,34+5,892 25,58+0,45°¢ 24,75+1,08¢ 120,144,225
2,52 Galna kiselina® C7HsOs~ 169,01425 169,01421 0,04 39,941,122 15,7+0,49¢ 12,18+0,42¢ 27,440,670
3,81 Heksozid galne kiseline izomer 2° C13H15010~ 331,06707 331,06674 0,33 819,5+29,52 59,48+2,72°¢ 36,11+2,01¢ 568,71+9,7°
3,86 Heksozid dihidroksibenzoeve kiseline® Ci3H1509 315,07216 315,07208 0,08 22,96+0,98¢ 200,77+3,32° 261,46+4,68? 149,31+1.56°¢
4,33 Protokatehinska kiselina? C7HsO4~ 153,01933 153,01933 0,00 1,44+0,06° 2,46+0,15° 2,34+0,13° 2,88+0,212
5,08 Heksozid hidroksibenzoeve kiseline® C13H150g™ 299,07724 299,07739  -0,15 3,53+0,114 38,11+1,41° 76,8942 122 29,32+0,75¢
5,20 Galoil-HHDP-heksoza*® C27H21018~ 633,07334 633,07391  -0,57 28,63+1,842 4,32+0,33° 0,5340,05°¢ 27,28+0,412
5,37 p-Hidroksibenzoeva kiselina? C7HsOs~ 137,02442 137,02429 0,13 1,98+0,13° 0,63+0,04¢ 0,73+0,06° 6,45+0,43?
5,44 Gentizinska kiselina® C7HsO4~ 153,01933 153,01912 0,21 1,42+0,1° 2,70+0,15% 0,93+0,07¢ n.d.
6,81 Etil-galat® CoHgOs~ 197,04555 197,04565  -0,10 345,345,652 86,261,609 130,346,41°¢ 259,15+2,37°
6,82 Vanilinska kiselina® CsH704~ 167,03498 167,03479 0,19 0,64+0,04¢ 5,16+0,272 2,03+0,06° 3,98+0,22°
6,84 Elaginska kiselina® C14Hs0s™ 300,99899 300,99884 0,15 14,02+0,54° 11,91+0,25¢ 14,34+0,62° 16,28+0,528
P 1551.51 456,85 566,74 1220,6
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
4,73 Kofeoilvinska kiselina® Ci3H1109 311,04031 311,04065  -0,34 3,72+0,25°¢ 27,08+1,08° 34,54+1,992 34,41+2,32
4,74 Kofeinska kiselina® CoH704~ 179,03498 179,03508  -0,10 0,83+0,05°¢ 1,430,040 2,34+0,132 1,28+0,09°
5,26 Hlorogenska kiselina® C16H1709™ 353,08781 353,08731 0,50 n.d. n.d. n.d. 0,62+0,03
5,77 Feruloilvinska kiselina® C14H1309" 325,05651 325,05670  -0,19 n.d. 22,58+1,252 13,88+0,54° 12,09+0,43¢
6,37 p-Kumarinska kiselina? CoH703~ 163,04007 163,04001 0,06 n.d. 0,38+0,03° 0,500,042 n.d.
7,02 Ferulinska kiselina? C10HoO4~ 193,05063 193,05043 0,20 n.d. 4,15+0,15 n.d. n.d.
P 4,54 55,62 51,26 48,39
Flavan-3-oli i procijanidini
3,10 B tip procijanidin trimer izomer 19 Ca5H37018" 865,19854 865,19922  -0,68 99,21+3,442 n.d. 2,16+0,17¢ 4,51+0,39P
3,66 B tip procijanidin trimer izomer 24 Cu5H37018" 865,19854 865,20007  -1,53 114,43+5,882 0,18+0,01¢ 5,3840,29¢ 12,11+0,44°
4,90 B tip procijanidin dimer izomer 19 CsoH25012~ 577,13515 577,13562  -0,47 295,98+11,312 2,80+0,20¢ 52,94+1,84° 49,28+1,59°
5,25 B tip procijanidin trimer izomer 3¢ Cs5H37018" 865,19854 865,20026  -1,72 90,14+3,12 0,03+0,0044 4,92+0,19°¢ 6,19+0,27°
5,35 Katehin? CisH1306" 289,07176 289,07208  -0,32 159,74+5,632 1,7140,10¢ 25,9+1,13° 27,85+1,52b
5,57 B tip procijanidin dimer izomer 29 C3oH25012~ 577,13515 577,13566  -0,51 188,98+7,432 0,61+0,04¢ 1,65+0,11¢ 24,61+1,04°
5,82 B tip procijanidin dimer galat izomer 19 Ca7H29016~ 729,14611 729,14685  -0,74 120,61+4,172 0,59+0,03¢ 7,82+0,35° 24,54+1,41°
5,83 Epikatehind C15H1306™ 289,07176 289,07184  -0,08 114,0245,382 0,98+0,04¢ 1,75+0,08° 21,38+0,55°
5,85 B tip procijanidin trimer izomer 49 Cs5H37018" 865,19854 865,19989  -1,35 40,82+1,93? 0,20+0,02¢ 1,22+0,025¢ 3,46+0,25P
6,08 B tip procijanidin dimer galat izomer 29 C37H29016~ 729,14611 729,14679  -0,68 95,82+3,6° 0,60+0,024¢ 4,49+0,38¢ 15,3+0,63°
6,47 B tip procijanidin dimer digalat izomer 1¢ Ca4H33020™ 881,15707 881,15826 -1,19 19,510,712 n.d. 0,71+0,05¢ 3,73+0,15°
nastavak
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6,79 (epi)Katehin galat? C22H17010” 441,08272 441,08356  -0,84 72,4612,222 0,71+0,023¢ 2,36+0,1¢ 14,54+0,42°
7,40 B tip procijanidin dimer digalat izomer 29 Ca4H33020~ 881,15707 881,15826  -1,19 2,250,152 n.d. n.d. 0,38+0,02°
P 1413,98 8,42 111,3 207,86
Flavonol aglikoni i glikozidi
5,89 Aromadendrin-7-O-heksozid® C21H21011~ 449,10894 449,10947  -0,53 n.d. 19,47+0,462 5,36+0,37° 4,07+0,27¢
5,93 Kvercetin-3,7-di-O-heksozid® C27H29017~ 625,14102 625,14172  -0,70 0,680,054 66,91+1,922 23,95+1,01° 13,58+0,25¢
6,22 Miricetin-3-O- heksozid® C21H19013~ 479,08311 479,08374  -0,63 n.d. n.d. 1,54+0,082 0,39+0,02°
6,42 Kvercetin-3-O-rutinozid?® C27H29016~ 609,14611 609,14575 0,36 n.d. 38,59+1,472 14,61+0,72° 10,9740,42¢
6,70 Laricitrin-3-O- heksozid® C22H21013~ 493,09876 493,09879  -0,03 0,740,044 649,5+7,942 375,94+7,27° 288,97+5,09¢
6,72 Kvercetin-3-O-heksuronid® C21H17013~ 477,06692 477,06793  -1,01 0,530,044 41+1,882 25,10+0,97° 13,97+0,41¢
6,74 Kvercetin-3-O-glukozid? C21H19012~ 463,08820 463,08920 -1,00 0,110,014 14,68+0,982 6,780,490 3,90+0,23¢
7,05 Kvercetin-3-O-ramnozid? C21H19011~ 447,09329 447,09357  -0,28 3,360,144 98,62+2,85? 37,62+1,09° 31,29+1,52°¢
7,12 Siringetin-3-0O- heksozid® C23H23013~ 507,11441 507,11493  -0,52 0,12+0,014 15,48+0,932 7,1+0,15° 4,15+0,15¢
7,15 Kampferol-3-O-glukozid? C21H19011~ 447,09329 447,09406  -0,77 0,30+0,02¢ 27,57+1,682 9,29+0,35° 7,75+0,29¢
7,26 I1zoramnetin-3-O-glukozid? C22H21012~ 477,10385 477,10461  -0,76 2,91+0,149 58,75+3,2P 153,845,572 11,76+0,20°¢
7,32 Izoramnetin-3-O-heksuronid® C22H19013~ 491,08311 491,08371  -0,60 n.d. 5,38+0,23° 8,86+0,642 3,29+0,18¢
7,98 Aromadendrin® C1501106~ 287,05611 287,05606 0,05 5,350,174 224,89+72 101,5+4,61° 33,79+1,13¢
8,79 Kvercetin? C1sHgO7~ 301,03537 301,03500 0,37 0,14+0,0144 8,86+0,54% 2,81+0,16° 1,94+0,06°¢
9,73 Kampferol? C15HgeOs~ 285,04046 285,04019 0,27 9,08+0,214 20,82+0,832 11,78+0,30° 10,73+0,39¢
9,95 Izoramnetin? C16H1107~ 315,05103 315,05078 0,25 9,08+0,25°¢ 20,82+0,262 11,78+0,89° 10,73+0,04°
> 32,39 1311,33 797,8 451,29
Stilbenoidi
6,62 Resveratrol? C14H1:03~ 227,07137 227,07121 0,16 n.d. 0,58+0,03¢ 3,08+0,112 0,66+0,04°
7,35 Resveratrol-3-O-glukozidf Ca0H2108~ 389,12419 389,12463  -0,44 n.d. n.d. 2,36+0,142 0,23+0,014°
8,97 Resveratrol dimer izomer 1f CagH2106~ 453,13436 453,13486  -0,50 n.d. 4,82+0,16°¢ 29,38+1,542 6,27+0,17°
8,39 Resveratrol tetramer izomer 1f CseH41012” 905,26035 905,26105  -0,70 1,01+0,0454 13,57+0,33¢ 88,08+2,642 32,2441 420
8,64 Resveratrol tetramer izomer 2f Cs6H1012” 905,26035 905,26080  -0,45 1,79+0,134 26,66+1,79¢ 160,7+7,132 53,04+1,57°
9,17 Resveratrol dimer izomer 2 CagH2106~ 453,13436 453,13455  -0,19 n.d. 4,63+0,37° 33,66+1,992 4,07+0,16°
9,24 Resveratrol trimer izomer 1 Ca2H3109™ 679,19736 679,19653 0,83 n.d. 5,54+0,4°¢ 49,15+1,582 10,34+0,56°
9,55 Resveratrol trimer (kao a-viniferin)f Ca2H2909™ 677,18171 677,18140 0,31 n.d. 0,69+0,04¢ 17,08+1,122 2,18+0,14°
9,72 Resveratrol trimer izomer 2f Ca2H3109™ 679,19736 679,19696 0,40 n.d. 1,21+0,06¢ 13,50+0,252 1,96+0,08°
z 2,8 57,7 396,97 110,99
Antocijani
4,64 Delfinidin-3-O-glukozid? C21H21012* 465,10275 465,09958 3,17 n.d. 92,842,572 16,71+0,56°¢ 44,53+2,12b
4,65 Malvidin-3,5-di-O-glukozid? C2oH35017* 655,18688 655,18213 4,75 n.d. 0,50+0,022 n.d. 0,36+0,02°
4,78 Cijanidin-3-O-glukozid? C21H2:011* 449,10784 449,10425 3,59 n.d. 17,29+0,832 13,03+0,85° 9,04+0,26¢
4,82 Cijanidin-3-O-sambubiozid? C26H29015* 581,15010 581,14541 4,69 n.d. 0,59+0,042 0,46+0,03° n.d.
5,04 Cijanidin-3-O-arabinozid? C20H19010" 419,09727 419,09308 4,19 n.d. 0,55+0,03? 4,80+0,17° n.d.
5,07 Petunidin-3-0O-heksozid9 C22H23012* 479,11840 479,11465 3,75 n.d. 114,845,112 n.d. 42,23+1,88P
5,15 Pelargonidin-3-O-glukozid? C21H21010* 433,11292 433,10864 4,28 n.d. n.d. n.d. 0,24+0,02
5,42 Peonidin-3-O-glukozid? C22H23011* 463,12349 463,12054 2,95 n.d. 300,96+6,492 111,44+3,52¢ 159,3+2,68°
nastavak
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nastavak

5,47 Malvidin-3-O-glukozid? C23H25012" 493,13405 493,13107 2,98 n.d. 600,13+11,09? 194,68+6,14¢ 250,44+6,71°
5,97 Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid? C25H25012" 517,13405 517,13007 3,98 n.d. 12,78+0,812 n.d. 4,03+0,04°
6,24 xg;;ﬂgggﬁﬁ;g'hek”z'd'(s's)'me“'me“”e' CwHuOw®  809,22874  809,22378 4,96 n.d. 4,05+0,19° nd. 11,740,322
6,30 Peonidin-3-0-(6"-acetil)heksozid? Ca24H25012" 505,13405 505,13010 3,95 n.d. 0,960,042 n.d. 0,20+0,01°
6,32 Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid9 CasH27013" 535,14462 535,14136 3,26 n.d. 4,35+0,23? n.d. 1,16+0,07°
6,44 Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid9 C3oH27014" 611,13953 611,13483 4,70 n.d. 5,41+0,212 n.d. 3,22+0,16°
6,67 Malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid¥ C32H31015" 655,16575 655,16095 4,80 n.d. 8,24+0,352 n.d. 2,89+0,16°
6,73 Petunidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid¥ Ca1H20014" 625,15518 625,15045 4,73 n.d. 12,03+0,35? n.d. 5,29+0,30P
7,03 Peonidin-3-0-(6"-p-kumaroil) heksozid? C31H29013" 609,16027 609,15723 3,04 n.d. 26,69+1,712 n.d. 14,97+0,73°
7,10 Malvidin-3-0-(6"-p-kumaroil) heksozid? C32H31014" 639,17083 639,16595 4,88 n.d. 102,09+4,38? n.d. 44,56+1,89P
z n.d. 1303,6 341,3 594,7
IP) 3005,23 3193,5 2265,3 2633,8

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti tstandardna devijacija. Vrednosti koje su oznadene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema t-testu, (»<0,05).
Skraéenice: ,,n.d.“-nije detektovan. ®Jedinjenja kvantifikovana koriséenjem dostupnih standarda; Jedinjenja kvantifikovana i izraZena kao mg ekvivalenti p-hidroksibenzoeve kiseline®; kofeinske kiseline®; katehina%; kvercetina®;
resveratrola’; malvidin-3-O-glukozid?® po kg SM uzorka. *Galoil-HHDP-heksoza — galoil-heksahidroksidifenil kiselina-heksozid.
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4.2.1.3. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacija i kvantifikacija antocijana u netretiranoj i suSenoj
komini Prokupca

Antocijani i njihovi derivati u ekstraktima netretirane i suSene komine, pokozice i peteljke Prokupca
su identifikovani (Tabela P3) i kvantifikovani (podaci za kvantifikaciju, Tabela P4) koris¢enjem
UHPLC Orbitrap MS* i prikazani su u Tabeli 4.14. Podaci za profile antocijana i njihovih derivata
liofilisanih koStica preuzeti su iz tabele 4.13 radi lakSeg poredenja. Sadrzaj ukupno kvantifikovanih
antocijana je bio najvisi u ekstraktima liofilisane pokozice, komine i peteljke. Medutim, ovo nije bio
slu¢aj kod svih pojedina¢no kvantifikovanih antocijana. Na primer, malvidin-3-O-glukozid je bio
najvisi u netretiranoj (703,92 i 245,35 mg/kg SM), peonidin-3-O-glukozid u liofilisanoj (300,96 i
159,3 mg/kg SM), a delfinidin-3-O-glukozid (124,17 mg/kg SM) i petunidin-3-O-heksozid (137,37
mg/kg SM) u susenoj pokozici i/ili komini. Acetil, kafeoil i p-kumaroil derivati antocijana su
potvrdeni u znacajnim koli¢inama samo u ekstraktima susenih komina i pokozica, jer su tokom
dehidracije ova jedinjenja verovatno dodatno koncentrisana i omogucéena je njihova kvantifikacija.
Najzastupljeniji kvantifikovan derivat je bio malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid sa sadrzajem od
108,69 i 11,91 mg/kg SM u ekstraktu TV susene pokozice i komine, odnosno 102,09 i 44,56 mg/kg
SM u ekstraktu istih ali liofilisanih uzorka; zatim slede peonidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid i
malvidin-3-O-(6"-kofeoil)heksozid. Predhodno identifikovane derivate antocijana su otkrili Mitic et
al. (2012), analizirajuéi ekstrakt grozda upravo sorte Prokupac. Drugi autori su takode registrovali
dominantan sadrzaj malvidin-3-O-glukozida, kao i njegovih acetil- i p-kumaroil- derivata u
ekstraktima fermentisane komine Merlota, Syrah i Cabernet Sauvignona (Lingua et al., 2016).
Znacajne koli¢ine malvidin-3-O-heksozid-acetaldehida su kvantifikovane u ekstraktima svih
analiziranih uzoraka, a najvise u ekstraktu netretirane pokozice. Piruvat i aceton derivati antocijana
su nadeni samo u nekim ekstraktima u malim koli¢inama. Navedeni derivati antocijana se najcesce
formiraju tokom procesa vinifikacije, kroz reakcije slobodnih antocijana i sporednih proizvoda koji
su nastali delovanjem kvasaca (acetaldehidi i pirogrozdana kiselina) (de Freitas & Mateus, 2011;
Sukovi¢ et al., 2020), §to dodatno potvrduje &injenica da ovi derivati nisu identifikovani u ekstraktima
nefermentisane komine Prokupca (Tabela 4.10). Pored toga, bitno je naglasiti da je znacajno visi
sadrzaj ukupnih derivata antocijana pronaden u ekstraktu pokoZice Prokupca koja je izdvojena nakon
fermentacije (~20 puta), u poredenju sa ekstraktom pokozice izdvojene iz nefermentisane komine
(Tabela 4.10). Ovo je verovatno zbog koriS¢enja razlic¢itog ekstrakcionog sredstva, transformacije
pojedina¢nih antocijana tokom procesa vinifikacije, njihove bolje stabilnosti u alkoholnom medijumu
(vinu) i povecanog oslobadanja antocijana iz matriksa komine i pokoZzice.
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Tabela 4.14. Sadrzaj svih detektovanih antocijana (rezultati su izrazeni u mg/kg SM), u netretiranim, susenim toplim vazduhom i liofilisanim kominama Prokupca
posle fermentacije, kao i u njihovim konstituentima pokozici i peteljki koris¢éenjem UHPLC-Orbitrap MS*. Za svako detektovano i kvantifikovano jedinjenje u tabeli
su dodatno prikazani: retencino vreme (tr), molekulska formula, izracunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm).

tr, Jedinienia Bez-tretmana! SuSenje toplim vazduhom? Liofilizacija®
min yen) pokozica®  peteljkal komina®  pokozica’? peteljka?  komina?  pokozica® peteljka®  komina®
Malvidin derivati
4,65 Malvidin-3,5-di-O-glukozid? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,502 n.d. 0,36°
5,47  Malvidin-3-O-glukozid? 703,928A 134,44bA 245,35¢A 434,418 129,52bA 118,928 600,132C 194,688 250,44A
597  Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid® 38,6434 6,250A 11,82¢A 23,7428 6,08bA 3,2008 12,782¢ n.d. 4,038
6,03  Malvidin-3-O-heksozid-piruvat? n.d. n.d. n.d. 9,362 1,11b n.d. n.d. n.d.
6,24  Malvidin-3-O-heksozid-(8,8)-metilmetine-(epi)katehin® n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 4,052 n.d. 11,77°
6,32  Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid® n.d. n.d. n.d 3,094 n.d. n.d. 4,358 n.d. 1,160
6,67 Malvidin-3-O-(6"-kofeoil) heksozid® n.d. n.d. n.d. 23,4134 0,91° 1,70°A 8,242B n.d. 2,890B
6,98  Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid-acetaldehid® n.d. n.d. n.d. 4,19 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
7,10  Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid® n.d. n.d. n.d. 108,692A 10,890 11,91bA 102,092A n.d. 44 56°B
b3 7426 (78,9) 140,7(79,8) 257,2 (74,9) | 606,9(60,5) 148,5(74,5) 135,7(62,0) | 732,1(56,2) 194,7(57,0) 315,2(53,0)
Peonidin derivati
5,42  Peonidin-3-O-glukozid? 106,422A 27,11bA 52,23%A 66,9528 20,7904 20,9208 300,962¢ 111,4458 159,3¢¢
591 Peonidin-3-O-heksozid-aceton® 6,63~ n.d. n.d. 6,082A 1,18P n.d. n.d. n.d. n.d.
6,30 Peonidin-3-O-(6"-acetil)heksozid® n.d. n.d. n.d. 0,634 n.d. n.d. 0,968 n.d. 0,20°
7,03  Peonidin-3-0-(6"-p-kumaroil) heksozid® n.d. n.d. n.d. 31,273A 3,710 3,94bA 26,6928 n.d. 14,9708
) 113,1 27,1 52,2 104,9 25,7 249 328,6 1114 1745
Delfinidin, petunidin, cijanidin i pelargonidin derivati
4,64  Delfinidin-3-O-glukozid? 22,4924 3,780A 9,43bA 124,1728 9,580A 25,69¢8 92,8aC 16,7108 44,53¢C
6,44  Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid® n.d. n.d. n.d. 11,4734 0,46° 1,71¢A 5,412B n.d. 3,2208
5,07  Petunidin-3-O-heksozid® 63,5424 4,780A 24,33¢A 137,3528 14,430A 29,664 114,82¢ n.d. 42,2308
6,73  Petunidin-3-O-(6"-p-kumaroilsvh m) heksozid® n.d. n.d. n.d. 17,5624 0,79° 1,260A 12,0328 n.d. 5,2908
4,78  Cijanidin-3-O-glukozid? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 17,292 13,030 9,04¢
4,82  Cijanidin-3-O-sambubiozid? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,592 0,46° n.d.
5,04 Cijanidin-3-O-arabinozid® n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,552 4,80° n.d.
5,15 Pelargonidin-3-O-glukozid? n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,24
) 86,0 8,6 33,8 290,5 25,3 58,3 2429 35,1 105,0
paPp 941,64 176,37 343,16 1002,4 199,45 218,9 1303,62 341,25 594,67

Prikazane vrednosti u tabeli su srednje vrednosti dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3). Mala slova oznaCavaju poredenje za svaki konstituent komine posebno (peteljka, pokozica, cela komina), a velika slova oznadavaju
poredenja u okviru svakog tretmana (bez tretmana, suSenje toplim vazduhom i liofilizacija). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan. Napomena:

nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi. ®Jedinjenja kvantifikovana koriséenjem dostupnih standarda; Jedinjenja kvantifikovana i izrazena kao mg ekvivalenti
maIvidin—3—O—qukozidab po kg SM uzorka. *Frakcije su odmah ekstrahovane (bez-tretmana); Frakcije komine suSene u susnici toplim vazduhom; 3Frakcije komine koje su liofilisane.
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4.2.1.4. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacija i kvantifikacija flavan-3-ola i procijanidina u
netretiranoj i suSenoj semenki komine Prokupac

Sadrzaj flavan-3-oli i procijanidini u ekstraktima netretirane, susene i liofilisane semenke Prokupca
prikazan je u tabela 4.15 (identifikacija, Tabela P3; podaci za kvantifikaciju, Tabela P4). Podaci za
sadrzaj flavan-3-ola i porcijanidina u liofilisanoj kostici preuzeti su iz tabele 4.13 radi laksSeg
poredenja.

U ekstraktu liofilisane semenke je pronaden najvisi sadrzaj ukupnih i pojedina¢nih monomernih
flavan-3-ola (273,76 mg/kg SM), B tip procijanidin izomera (829,57 mg/kg SM) i procijanidin galat
izomera (310,66 mg/kg SM), dok je njihov sadrzaj bio manji u ekstraktima netretiranih semenki, a
najmanje u ekstraktima semenki suSenih TV. Tokom suSenja u sus$nici, procijanidini i flavan-3-oli
najverovatnije polimerizuju u makromolekulske forme, koje su zadrzane na filterima pre
hromatografske analize. Predhodne studije su takode potvrdile da je semenka Prokupca dobar izvor
monomernih flavan-3-ola, kao i procijanidin dimer, trimer i galat izomera (Godevac et al., 2010;
Zduni¢ et al., 2019).

Tabela 4.15. Poredenje sadrzaja flavan-3-ola i procijanidina (izrazeni u mg/kg SM) u netretiranim, susenim
toplim vazduhom i liofilisanim semenkama, koje su izdvojene iz komine Prokupca posle fermentacije,
kori§¢enjem UHPLC- Orbitrap MS*.

Semenka
Bez-tretmana  Su§enje toplim vazduhom  Liofilizacija

Flavan-3-oli i procijanidini

Monomerni flavan-3-oli

Katehin? 104,299,542 39,38+3,090 159,74+5,63¢
Epikatehinb 89,70+4,652 35,28+3,43b 114,0245,38¢
)3 194,00 (24,2%) 74,66 (26,6%) 273,76 (19,4%)
B tip procijanidin izomeri
B tip procijanidin dimer izomer 1° 132,85+8,452 48,03+2,34P 295,98+11,31¢
B tip procijanidin dimer izomer 2° 33,94+1,012 11,81+0,56° 188,98+7,43°¢
B tip procijanidin dimer izomer 3° 110,25+0,452 41,10+1,49b n.d.
B tip procijanidin trimer izomer 1° 90,61+2,192 23,79+2,34P 99,21+3,44°¢
B tip procijanidin trimer izomer 2° 44,05+4,742 6,26+0,32° 114,43+5,88¢
B tip procijanidin trimer izomer 3° n.d. n.d. 90,14+3,1
B tip procijanidin trimer izomer 4° n.d. n.d. 40,82+1,93
b 411,71 (51,4%) 131,00 (46,7%) 829,57 (58,7%)
Procijanidin galat izomeri
(epi)Katehin galat® 37,30+4,70° 20,24+2,64P 72,46+2,22¢
B tip procijanidin dimer galat izomer 1° 54,17+2,73% 18,11+2,00° 120,61+4,17¢
B tip procijanidin dimer galat izomer 2° 102,26+4,762 35,28+3,36" 95,82+3 62
B tip procijanidin dimer digalat izomer 1° 2,15+0,132 1,03+0,04° 19,51+0,71¢
B tip procijanidin dimer digalat izomer 2° n.d. n.d. 2,250,152
) 195,88 (24,4%) 74,65 (26,6%) 310,66 (22,0%)
)ID 801,582 280,30P 1413,98°¢

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. VVrednosti koje su oznadene sa istim
slovom u istom redu nisu statisticki znaGajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skraéenice: ,,n.d.“-nije detektovan. ®Jedinjenja kvantifikovana
koris¢enjem dostupnih standarda; Jedinjenja kvantifikovana i izraZzena kao mg ekvivalenti katehina® po kg SM uzorka.

4.2.2. Sadriaj ukupnih i specifi¢nih klasa fenolnih jedinjenja u netretiranoj i susenoj komini
Prokupca i njenim konstituentima

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih i specificnih klasa fenolnih jedinjenja su
prikazani na Slici 4.8a,b,c,d. Najvisi sadriaj ukupnih fenolnih jednjenja je potvrden u ekstraktima
netretiranih uzoraka, zatim u ekstraktima liofilisanih uzoraka, a najmanji u ekstraktima uzoraka
susenih TV, i to slede¢im redom: semenka, komina, pokozica i peteljka (Slika 4.8a). VVodeni ekstrakti
netretirane semenke i komine su imali najvisi TPC, bez statisticki znacajne razlike medu njima
(5601,46+142,8 i 5453,60+104,4 mg(GAE)/100g SM), a zatim ekstrakti netretirane peteljke i
pokozice (Slika 4.8a). Ako se posmatra sa aspekta primenjenog tretmana, ekstrakti liofilisane komine,
pokozice i peteljke su imali visi TPC, u poredenju sa ekstraktima komplementarnih uzoraka susenih
TV. lzuzetak su esktrakti semenke gde nije bilo statisticki znac¢ajne razlike (p<0,05). Dobijeni TPC
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rezultati su uglavnom bili u opsegu rezultata koje su dobili drugi autori, ispitujuéi etanolne, metanolne
i acetonske ekstrakte komine, semenke i pokozice grozda (Ferri et al., 2020; Ky et al., 2014; Ribeiro
etal., 2015; Rockenbach et al., 2012; Tseng & Zhao, 2012). Pantelic¢ et al. (2016), su odredili znac¢ajno
visi TPC u vodenom ekstraktu semenke Prokupca (10125 mg(GAE)/100g SM), ali znac¢ajno nizi TPC
u ekstraktu pokozice iste sorte (1232 mg(GAE)/100g SM). Leal et al. (2020) su dobili znacajno visi
TPC za ekstrakte peteljki belih sorti grozda gajenih u Portugalu (9471-12309 mg(GAE)/100g SM).

Sadriaj ukupnih flavonoida u ekstraktima semenki je bio u opsegu od 1713,3%£5,8 (netretirana
semenka) do 1237,2+23,3 mg(CE)/100g SM (liofilisana semenka), §to je znac¢ajno manje u poredenju
sa TFC vrednostima koje su odredili lvanova et al. (2011) za ekstrakte semenki (4860-6960
mg(CE)/100g SM) cetiri sorte grozda (Vranac, Merlot, Smederevka i Chardonnay). Dobijene TFC
vrednosti za ekstrakte netretirane, liofilisane i TV suSene komine su bile redom: 1492,9+91,5;
1447,0+23,8 1 922,1+33,3 mg(CE)/100g SM. Ove vrednosti su bile u opsegu rezultata koje su dobili
drugi autori, za metanolne ekstrakte komina Cetiri razli¢ite sorte grozda (Cabernet Sauvignon, Merlot,
Mix i Terci) (Ribeiro et al., 2015), za acetonske ekstrakte liofilisane i suSene komine grozda Merlot
i Pino Noir (Tseng & Zhao, 2012), kao i za metanolne i etanolne ekstrakte komine grozda Cabernet
Sauvignon i Merlot iz Srbije (Pinta¢ et al., 2018). TFC za ekstrakte peteljki je varirao od 963,6£30,5
do 416,3£24,05 mg(CE)/100g SM, zavisno od tretmana. Ove vrednosti su zna¢ajno nize u poredenju
sa rezultatima koje su dobili Leal et al. (2020). Dobijene TFC vrednosti za ekstrakte pokozica se nisu
statisticki znacajno razlikovale od TFC vrednosti dobijenih za ekstrakte peteljki. TFC za ekstrakte
netretirane, liofilisane i TV suSene pokozice su bile redom: 858,2+10; 561,6+£15,7 i 425,8+16,2
mg(CE)/100g SM. Ove vrednosti su u opsegu vrednosti koje su predhodno dobili Ivanova et al.
(2011).

Rezultati za sadriaj ukupnih proantocijanidina su sledili isti trend kao TFC rezultati (Slika 4.8d).
Najvisi sadrzaj ukupnih proantocijanidina je otkriven u ekstraktima semenki (6851,9-4124,5
mg(PA)/100g SM) i cele komine (5694,4-2131,3 mg(PA)/100g SM). Sadrzaj PAC u ekstrakima
suSene TV 1 liofilisane semenke se nije statisticki znacajno razlikovao, §to nije u saglasnosti sa
rezultatima hromatografske kvantifikacije, gde je u ekstraku susenih semenki TV naden znacajno
manji sadrzaj pojedinac¢nih i ukupnih flavan-3-ola i procijanidina. Ovo se moze objasniti tendencijom
procijanidina da intenzivnije polimerizuju u ekstraktima suSenih semenki, Sto ometa njihovu
hromatografsku kvantifikaciju, ali ne spre¢ava njihovo spektrofotometrijsko odredivanje. Sadrzaj
ukupnih proantocijanidina je bio najmanji u ekstraktima pokozica (4314,8-1447,1 mg(PA)/100g SM)
i peteljki (3057,6-1426,6 mg(PA)/100g SM), bez statisti¢ki znacajne razlike za ekstrakte suSene i
liofilisane pokozice i peteljke. Ovi rezultati su sli¢ni ili visi u poredenju sa rezultatima koje su dobili
Putnik et al. (2016) za optimizovane ekstrakte dobijene iz pokozice koja je izdvojena iz komine
Merlota (684-1610 mg(CE)/100g SM).

Sadriaj ukupnih monomernih antocijana se nije znacajno razlikovao za vodene ekstrakte
netretirane 1 liofilisane pokozice (279,02+£16,2 1 302,1+17,24 mg(M3G)/100g SM) 1 ekstrakte
netretirane i liofilisane komine (133,76+4,63 1 110,4+4,11 mg(M3G)/100g SM). Sadrzaj MAC u
ekstraktima semenki i peteljki nije detektovan primenjenom metodom (Slika 4.8c). Ekstrakti TV
suSenih pokoZica i komine su imali zna¢ajno manji sadrzaj MAC, §to je verovatno posledica
degradacije antocijana tokom suSenja (Tseng & Zhao, 2012). Rezultati ove studije su u skladu sa
podacima dobijenim za metanolne ekstrakte komine, iz grozda proizvedenog u Brazilu (Ribeiro et
al., 2015; Rockenbach et al., 2012) i vrednostima za etanolne ekstrakte pokozica koje su izdvojene iz
komine grozda poreklom iz Francuske (Ky et al., 2014). MAC vrednosti dobijene u ovoj studiji su
vise u poredenju sa MAC vrednostima dobijenim za acetonske ekstrakte liofilisane 1 TV suSene
komine i pokozice Merlota i Pino Noira (Tseng & Zhao, 2012).

103



Ukupna fenolna jedinjenja Ukupni flavonoidi

b, R G Hl Susenj Bl Liofilizacija EHE Bez-
Bl Suscnjc TV~ EE Liofilizacija EE Bez-tretmana BREETY wiliznen? cz-{Teimang

8000~ 2000~ )
$ ®
<
o =
) S} < =
" & =
= 60004 o = = 15001 m
% = )
=3 co Q
s (<% O 9 A g 2 o
2 40004 % = I = 1000- =Y T O
5 ) o - 8 < o
% < = < 2 w E‘ <<
E 2000~ - = g 5004 =

Ukupni proantocijanidini

Ukupni monomerni antocijani o = A
El SuSenje TV~ EE Liofilizacija EE Bez-tretmana

Bl Suicnjc TV HE Liofilizacija  HEE Bez-lretmana

4001 8000 Q
== ]
< A &
« =
= 300 = 6000
n an
g &
= =
G 2004 = 40004
“
g &
E 2
£ 100 20004
0 0-
S < L & & Y 3 &
& & & & & S & >
& N o & RO &
6§ ]° <® & %q_& <E < &

Slika 4.8. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (a); Sadrzaj ukupnih flavonoida (b); SadrZzaj ukupnih monomernih
antocijana (c¢); Sadrzaj ukupnih proantocijanidina (d); u analiziranim ekstraktima komine Prokupca i ekstraktima njenih
konstituenata: semenke, pokozice i peteljke. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala
slova ozna¢avaju poredenje za svaki konstituent komine posebno (semenka, peteljka pokozica, i cela komina), a velika
slova oznac¢avaju poredenja u okviru svakog tretmana (bez tretmana, suSenje toplim vazduhom i liofilizacija). Razli¢ita
slova ozna¢avaju statisti¢ki zna¢ajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skracenice: ,,N.D.“-nije detektovan; GAE-
galna Kkiselina; CE-katehin; PA-procijanidin; M3G-malvidin-3-glukozid. Napomena: nakon ekstrakcije 80%
metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i rekonstituisani u milliQ vodi.

4.2.3. Antioksidativna svojstva vodenih ekstrakata liofilisanih uzoraka komine i njenih
konstituenata

Kako su se uzorci liofilisane komine pokazali kao uzorci sa najvisim sadrzajem flavan-3-ola,
pro(anto)cijanidina i antocijana odredenim LC/MS tehnikama, za odredivanje antioksidativnih
svojstva fermentisane komine Prokupca i njenih konstituenata odabrani su liofilisani uzorci. Rezultati
antioksidativnih svojstava za ekstrakte liofilisanih uzorka komine i njenih konstituenata (semenka,
pokozica i peteljka), su pri9kazani na Slici 4.9a,b,c,d. Dobijene vrednosti za redukujuéu mo¢
ekstrakata komine, semenke, pokozice i peteljke su bile u opsegu od 0,1 do 0,3 jedinice absorbancije
merene na 700nm, kao $to je prikazano na Slici 4.8a. Najvisa vrednost i najveci potencijal da redukuje
Fe®* jone je imao ekstrakt semenke, 0,279+0,001; a zatim ekstrakti pokoZice, peteljke i cele komine,
¢ije se vrednosti nisu statisticki znacajno razlikovale (p<0,05). Korelaciona anliza je otkrila znac¢ajnu
pozitivhu korelaciju izmedu redukuju¢e moci i sadrzaja ukupnih flavan-3-ola i procijanidina
(r=0,94); kao i znacajnu negativnu korelaciju izmedu redukuju¢e moc¢i i sadrzaja ukupnih derivata
hidroksicimetne kiseline (r=-0,94), odredenih UHPLC-Orbitrap MS* analizom (Tabela 4.16). Giilgin
(2012) je predhodno sugerisao da antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja zavisi od njihovog
stepena hidroksilacije i konjugacije. Pored toga, Ky et al. (2014) su pokazali pozitivnu korelaciju
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izmedu sadrzaja ukupnih procijanidina (monomera i dimera) iz etanolnih ekstrakata semenki koje su
izdvojene iz komine grozda i njihove sposobnosti da redukuju Fe®" jone.

Kao $to je predstavljeno na Slici 4.9b, ekstrakti semenke i cele komine su redom pokazali dobru
aktivnost sakupljanja ABTS"" radikala, 918,7+2,67 i 878,6+£13,37 ug AA/mL, bez statisti¢ki znacajne
razlike (p<0,05). Vrednosti dobijene za ekstrakte pokozice i peteljke bile za oko 50% manje. Glavni
razlog ove razlike su bile varijacije u sadrzaju i sastavu ekstrahovanih fenolnih jedinjenja, pa se moze
predpostaviti da su upravo procijanidini i fenolne Kkiseline doprinele ovoj aktivnosti.
Spektrofotometrijski odredena ukupna fenolna jedinjenja (r=0,98), ukupni flavonoidi (r=0,95) i
ukupni proantocijanidini (r=0,99), kao i UHPLC-Orbitrap MS* odredene ukupne fenolne kiseline su
bile u jakoj pozitivnoj korelaciji sa aktivnos¢u sakupljanja ABTS™ radikala za ekstrakte komine.
Stavise, jakoj pozitivnoj korelaciji ukupnih fenolnih kiselina sa ovom antioksidativnom aktivno$éu,
najviSe su doprineli derivati p-hidroksibenzoeve kiseline (r=0,97), derivati galne Kiseline (r=0,97) i
etil-galat (r=0,95)(Tabela 4.16). Nekoliko predhodnih studija je pokazalo pozitivan uticaj ukupnih
fenolnih jedinjenja i/ili specifi¢nih klasa fenolnih jedinjenja iz etanolnih i vodenih ekstrakata semenke
i cele komine u sakupljanju ABTS™ radikala (Gonzalez-Paramas et al., 2004; Ky et al., 2014).

U ovoj studiji je koris¢ena unapreden DPPH" test za odredivanje sposobnosti uklanjanja DPPH
radikala, koja je bazirana na pra¢enju vremenski zavisne aktivnosti ekstrakta liofilisane komine,
semenke, pokoZice i peteljke prema DPPH" radikalima (Cheng et al., 2006). DPPH" RDSC test koristi
povrsinu ispod krive za odredivanje kapaciteta uklanjanja radikala, uzimajuci u obzir kineticki i
termodinamicki aspekt reakcije izmedu radikala i antioksidanata. Pored toga, treba ista¢i da je ovaj
test razvijen i potvrden koriS¢enjem ekstrakata fino usitnjenih semenki Chardonnay i Pinot noir sorte
grozda. Rezultati DPPH® RDSC testa su pokazali znacajno vecu aktivnost vodenih ekstrakata cele
komine i semenke, u poredenju sa ekstraktima pokozice i peteljke (Slici 4.9¢). Dobijene vrednosti su
bile u opsegu od 0,55 do 0,92 mmol TE/g SM. Ove vrednosti su bili uporedivi sa rezultatima DPPH"
testa koje su predhodno dobili Cheng et al. (2006) za acetonske ekstrakte semenki Chardonnay-a i
Pinot noir-a, kao i Liu et al. (2016) za metanolne ekstrakte pokozice i semenke Meili sorte grozda.
Rezultati DPPH® RDSC testa su bili u jakoj pozitivnoj korelaciji sa vrednostima ABTS™ testa
ispitivanih ekstrakata (r=0,99). Takode su bili u jakoj pozitivnoj korelaciji sa spektrofotometrijski
odredenim vrednostima za sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida i ukupnih
proantocijanidina (r=1,00; r=0,98; r=0,97), kao i UHPLC-Orbitrap MS* odredenim ukupnim
fenolnim kiselinama i njihovim derivatima (r=0,95), ukupnim derivatima galne kiseline (r=0,93) i
etil-galatom (r=0,93) (Tabela 4.16). U ovoj disertaciji prvi put je uraden DPPH RDSC test za uzorke
1z komine grozda.

Sposobnost uklanjanja vodonik-peroksida je odreden visoko osetljivom hemiluminiscentnom
metodom, merenjem vrednosti pika luminiscencije koji je generisan u reakciji luminola i vodonik-
peroksida u prisustvu/odsustvu vodenih ekstrakata komine i njenih konstituenata. HPS aktivnost
ekstrakata prikazana je u vidu polovine maksimalno efektivne koncentracije fenolnih jedinjenja za
uklanjanje prisutnog vodonik peroksida, odnosno kao ECso vrednosti (Slika 4.9d). Svi ispitivani
ekstrakti poseduju sposobnost uklanjanja H20.. Ekstrakt semenke je posedovao minimalnu ECso
vrednost (345,5+23,4 ug TPC/mL), pokazujuéi najveci kapacitet uklanjanja H2O>. Slican kapacitet
(bez statisticki znacajne razlike), odreden je za vodeni ekstrakt komine (ECs0=381,5+21,6 ug
TPC/mL). Ekstrakti peteljke (EC50=888,7+39,8 pg TPC/mL) i pokozice (ECs50=849,3£32,6 Lg
TPC/mL) su imali znacajno manji kapacitet uklanjanja vodonik-peroksida (njihove vrednosti se nisu
statisticki znaCajno razlikovale), u poredenju sa ekstraktima semenke i komine. Jaka negativna
korelacija HPS aktivnosti ekstrakta sa sadrZajem ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnih flavonoida 1
ukupnih proantocijanidina (r=-0,98; r=-0,95; r=-0,99), ukupnim fenolnim kiselinama i njihovim
derivatima (r=-0,97), ukupnim derivatima hidroksibenzoeve kiseline (r=-0,97), ukupnim derivatima
galne kiseline (r=-0,96) i etil-galatom (r=-0,95), je samo potvrdila ve¢ dokazanu visoku
antioksidativnu aktivnost navedenih fenolnih jedinjenja/klasa fenolnih jedinjenja iz testiranih
ekstrakata komine prema DPPH' i ABTS™" radikalima (Tabela 4.16).
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Slika 4.9. Antioksidativna svojstva ekstrakata liofilisanih uzoraka komine i njenih konstituenata: semenke, pokoZice i
peteljke. Sposobnost redukcije Fe®* jona (redukuju¢a moé) (a); Sposobnost sakupljanja ABTS"*-radikala (b); Relativna
sposobnost sakupljanja DPPH" radikala — DPPH* RDSC (c); Sposobnost uklanjanja vodonik peroksida -HPS aktivnost
(d). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). *** simbol pokazuje statisti¢ki zna¢ajnu
razliku izmedju uzoraka za svaki antioksidativni test posebno. Za post hoc ispitivanje statisticke zna¢ajnosti koris¢en je
Tukey’s testa (p<0,05). Napomena: nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, svi uzorci su uparavani do suva i
rekonstituisani u milliQ vodi i kori$¢eni za procenu antioksidativnih svojstava.

4.2.4. Citotoksicna svojstva i Celijska antioksidativna aktivnost ekstrakata liofilisanih uzoraka
komine i njenih konstituenata

Pre ispitivanja celijske antioksidativne aktivnosti bilo je potrebno odrediti necitotoksi¢ne doze
vodenih ekstrakata komine, semenke, pokoZice i peteljke na Caco-2 ¢elijama. U tu svrhu je primenjen
MTT kolorimetrijski test (odredjivanje prezivelih ¢elija na osnovu koli¢ine redukovane tetrazolijum
soli u metabolic¢ki aktivnim ¢elijama), a rezultati su prikazani na Slici 4.10a. 1z dobijenih podataka se
moze uociti da nijedno kori§¢eno razblazenje ekstrakata, u opsegu od 0,01 do 1% (~0,66-66 mg
TPC/mL), nije imalo statisticki znaCajan citotoksi¢an efekat na Caco-2 celijskoj liniji. Stoga, ista
razblazenja su koriS¢ena za dalje ispitivanje ¢elijske antioksidativne aktivnosti.

Rezultati testa Celijske antioksidativne aktivnosti (CAA) su prikazani na Slici 4.10b. U ovoj studiji,
ECso vrednost je uspesno potvrdena samo za ekstrakt pokozice (56,4 mg TPC/mL), $to je u saglasnosti
sa rezultatima koje su dobili Wolfe and Liu (2007), za acetonske ekstrakte grozda. Za ostale ekstrakte
nisu utvrdeni statisticki znacajni i od koris¢ene doze zavisni antioksidativni efekti. Ovi rezultati bi se
mogli objasniti promenljivim sastavom fenolnih jedinjenja razli¢itih ekstrakata komine i njenih
konstituenata (semenka, pokozica i peteljka). Kao $to se moze videti iz Tabele 4.13., ekstrakt
pokozice je bogat kvercetinom, kampferolom i njihovim glikozidima, u poredenju sa drugim
ispitivanim ekstraktima u ovoj studiji. Stoga, moze se re¢i da je dominantno prisustvo flavonola 1
antocijana u ekstraktima pokozice najvise doprinelo CAA aktivnosti, Sto je potvrdeno korelacionom
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analizom. Stavise, korelaciona analiza je otkrila zna¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu CAA vrednosti
i spektrofotometrijski odredenih sadrzaja ukupnih monomernih antocijana (r=0,90); kao i UHPLC-
Orbitrap MS* odredenih ukupnih derivata kvercetina (r=0,92), kampferola (r=0,95), siringetina
(r=0,90), aromadendrina (r=0,92), malvidina (r=0,91) i petunidina (r=0,93) (Tabela 4.17). Wolfe
and Liu (2007) su predhodno ve¢ pokazali da odredena fenolna jedinjenja, poput kvercetina ili
kampferola, mogu imati istaknutije CAA efekte od ostalih fenolnih jedinjenja.

Uopsteno govore¢i, moze se samo nagadati o mehanizmima antioksidativnog dejstva fenolnih
jedinjenja iz grozda na ¢elijskom nivou. U slucaju CAA testa koriS¢enog u ovoj studiji, predpostavlja
se da fenolna jedinjenja iz komine grozda prikupljaju/uklanjaju generisane radikale pre nego §to oni
interaguju sa DCFH i daju fluoroscentni signal; ili ¢ak interaguju sa ABAP-om sprecavajuci stvaranje
radikala. Drugi moguc¢i mehanizmi su inhibicija peroksidacije lipida, kroz reakcija sa peroksil
radikalima koji propagiraju stvaranje drugih radikala ili inhibicija DCFH ¢elijske oksidacije (Kellett
et al., 2018). Ipak, efekti koje ispoljavaju ekstrakti komine i njeni konstituenti na unutarcelijsku ROS
produkciju (reaktivne kiseoni¢ne klase) i antioksidativni odbrambeni sistem su nedovoljno ispitani i
zahtevaju detaljnija ispitivanja koja bi pomogla u donosenju preciznijih zakljucaka.
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Slika 4.10. Citotoksi¢na svojstva ekstrakata liofilisanih uzoraka semenke, peteljke, pokozice i cele komine. (@) MTT
kolorimetrijski test (odredjivanje preZivljavanja ¢éelija na osnovu koli¢ine redukovane tetrazolijum soli u metabolicki
aktivnim ¢elijama); (b) Celijska antioksidativna aktivnost (CAA). Razlike izmedu kontrole i eksperimentalnih grupa su
odredene koris¢enjem Tukey’s testa (p<0,05). Izmedu kontrole i primenjenih tretmana nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna
razlika na nivou znacajnosti, p<0,05.
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Tabela 4.16. Statisticki znacajne korelacije izmedu antioksidativnih svojstava i sadrzaja karakteristi¢nih fenolnih jedinjenja/ klasa fenolnih jedinjenja u liofilisanoj
komini i konstituentima komine.

EG TDGK THBK THCK TFK TF30 TFL TST TAN TPCor TPCs TFCs MACs PACs | FRP ABTS™* DPPH' RDSC HPS aktivnost
EG - 0,99* 1,00* 1,00* -0,97* 0,92 0,96* 0,95* 0,93 -0,94
TDGK - 1,00* 0,99* -0,92 0,91 0,99* 0,97* 0,94 -0,96*
THBK - 1,00* -0,95 0,94 0,98* 0,97* 0,95* -0,97*
THCK - -1,00* -0,94
TFK - -0,95 0,94 0,90 0,98* 0,98* 0,96* -0,97*
TF30 - 0,94
TFL -
TST -
TAN - 0,97*
TPCor -
TPCs - 0,99* 0,94 0,98* 1,00* -0,98*
TFCs - 0,95* 0,98* -0,95*
MACs -
PACs - 0,99* 0,97* -0,99*
FRP -
ABTS™ - 0,99* -1,00*
DPPH* RDSC - -0,99
HPS aktivnost -

Dobijeni korelacioni koeficijenti prikazani u Tabeli odnose se samo na zna¢ajne korelacije na nivou p<0,1; sem kod * korelacioni koeficijenti su zna¢ajni na nivou p<0,05. Skracenice: EG-etil-galat; TDGK-ukupni derivati galne
kiseline; THBK-hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati; THCK-hidroksicimetna kiselina i njeni derivani; TFK-ukupne fenolne kiseline; TF30-ukupni flavan-3-oli; TFL-ukupni flavonol aglikoni i glikozidi; TST-ukupni
stilbenoidi; TAN-ukupni antocijani; TPCog-ukupna fenolna jedinjenja odredena UHPLC Orbitrap MS* kvantifikacijom; TPCs-ukupna fenolna jedinjenja odredena spektrofotometrijski; TFCs-ukupni flavonoidi odredeni
spektrofotometrijski; PACs-ukupni proantocijanidini odredeni spektrofotometrijski; MACs-ukupni monomerni antocijani odredeni spektrofotometrijski; FRP-Redukuju¢a mo¢; ABTS*-Sposobnost sakupljanja ABTS™ radikala;
DPPH' RDSC-Relativna sposobnost sakupljanja DPPH" radikala; HPS aktivnost-Sposobnost uklanjanja vodonik peroksida.
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Tabela 4.17. Statisti¢ki znacajne korelacije izmedu Celijske antioksidativne aktivnosti i sadrzaja ukupnih/pojedina¢nih flavonol i antocijan derivata u liofilisanoj
komini i konstituentima komine

TAD TQD TSD TMD TID TKD TLD TFL TCiD TDeD TMaD TPeoD TPelD TPetD TAN TPCor TPCs TFCs PACs MACs | CAA

TAD - 0,99* 0,99* 0,98* 094 0,97* 0,91 0,92

TQD - 1,00* 0,99* 0,97 0,98* 091 0,96* 0,94 0,95 0,92

TSD - 0,99* 0,98* 0,99* 0,94 0,93 0,93 0,90

TMD - -0,93

TID - -0,91

TKD - 0,94 0,9 093 097 094 0,92 0,96* 0,92 0,95*

TLD - 0,99* 0,93 0,94 0,93

TFL - 0,90

TCiD - -0,96*

TDeD - 0.99* 0,98* 0,99* 0,99* 0,98*

TMaD - 0,9* 0,97* 1,00* 0,97* 0,91

TPeoD - 0,94 0,99* 0,94

TPelD -

TPetD - 0,97* 1,00* 0,93

TAN - 0,97* 0,90

TPCs - 0,99* 0,94

TFCs -

PACs - 0,93

MACs -

CAA -
Dobijeni korelacioni koeficijenti prikazani u Tabeli odnose se samo na zna¢ajne korelacije na nivou p<0,1; sem kod * korelacioni koeficijenti su zna¢ajni na nivou p<0,05. Skra¢enice: TAD-ukupni aromodendrin derivati; TQD-
ukupni kvercetin derivati; TSD-ukupni siringetin derivati; TMD-ukupni miricetin derivati; TID-ukupni izoramnetin derivati; TKD-ukupni kampferol derivati; TLD-ukupni laricitrin derivati; TFL-ukupni flavonol aglikoni i
glikozidi; TCiD-ukupni cijanidin derivati; TDeD-ukupni delfinidin derivati; TMaD-ukupni malvidin derivati; TPeoD-ukupni peonidin derivati; TPelD-ukupni pelargonidin derivati; TPetD-ukupni petunidin derivati; TAN-ukupni
antocijani; TPCor-ukupna fenolna jedinjenja, odredena UHPLC Orbitrap MS* kvantifikacijom; TPCs-ukupna fenolna jedinjenja odredena spektrofotometrijski; TFCs-ukupni flavonoidi odredeni spektrofotometrijski; PACs-ukupni
proantocijanidini odredeni spektrofotometrijski; MACs-ukupni monomerni antocijani odredeni spektrofotometrijski; CAA-Celijska antioksidativna aktivnost.
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4.3. Primena ekstrakta semenke fermentisane komine Prokupca u formulaciji
prehrambenih proizvoda i aditiva

4.3.1. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacija fenolnih jedinjenja semenke iz fermentisane komine
Prokupca

Za potrebe formulacije funkcionalnih prehrambenih proizvoda koris¢ena je semenka netretirane
feremetisane komine Prokupca, preuzeta iz vinarije 2020. godine. Komina koja je koriS¢ena za
karakterizaciju fenolnih profila u prethodnom poglavlju, preuzeta je iz vinarije 2018. godine, a
imajuc¢i u vidu da fenolni profil komine varira u zavisnosti od hemijskog sastava grozda koji je
uslovljen godinom berbe, uradena je ponovna karakterizacija fenolnih profila ekstrakta semenki iz
fermentisane komine.

Detaljna identifikacija, karakterizacija i kvantifikacija (Tabela P4) fenolnih jedinjenja vodenog
ekstrakta semenki je sprovedena koriséenjem UHPLC-Orbitrap MS* tehnike (Tabela 4.18). Ovaj
ckstrakt semenke je dalje koriS¢en u formulaciji funkcionalnih aditiva i jogurata. Detektovano je
ukupno 35 fenolnih jedinjenja koja su klasifikovana u nekoliko grupa, kao $to je navedeno u
predhodnim karakterizacijama u okviru ove disertacije. Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati,
flavan-3-oli i procijanidini, i hidroksicimetna kiselina i njeni derivati su bile dominantne klase
fenolnih jedinjenja u ekstraktima semenke, ¢iji je udeo bio redom: 50,58%, 29,42%, i 17,31%.
Dominantno prisustvo fenolnih kiselina, flavan-3-ola i procijanidina je pokazano u predhodnoj
karakterizaciji fenolnih ekstrakata semenki izdvojenih iz komine u okviru ove disertacije,
koris¢enjem LC/MS tehnika. Galna kiselina i njeni heksozid izomeri, prvenstveno heksozid galne
kiseline izomer 3 i etil-galat su bili dominantni medu pojedinacno detektovanim fenolnim
jedinjenjima, sa sadrzajem visim od 400mg po kg SM semenke. Visok sadrzaj etil-galata
(417,16£17,31 mg/kg SM), se moze pripisati intenzivnom kontaktu semenke i njenih dominantnih
derivata galne kiseline sa alkoholnim medijumom. Derivati hidroksicimetne kiseline, kao §to su
kofeoilvinska i kumaroilvinska kiselina, pronadene su u znacajnim koli¢inama. U predhodno
analiziranim ekstraktima liofilisanih semenki, navedeni derivati su bili prisutni u tragovima ili nisu
bili detektovani. Ove razlike mogu biti posledica procesa vinifikacije, prisustva vinske kiseline koja
lako stupa u interakcije sa fenolnim kiselinama, intenzivnog kontakta semenke grozda sa vinom ili
zbog ekstrakcije fenolnih jedinjenja neposredno nakon odvajanja komine od vina, bez dodatnog
procesuiranja (susenje TV ili liofilizacija).

Detektovani flavan-3-oli i procijanidini u ovom ekstraktu semenke su identi¢ni kao u predhodnoj
karakterizaciji (Tabela 4.15), dok je sadrzaj detektovanih jedinjenja bio varijabilan (slican ili najcesce
~1,5-2 puta manji/visi, zavisno od jedinjenja (Tabela 4.15). Sadrzaj ukupnih flavan-3-ola i
procijanidina u ovom ekstraktu semenke je bio 941,49 mg/kg SM, §to je znacajno viSe u poredenju
sa njihovim sadrzajem u ekstraktu semenke prikupljane 2018.godine (801.58 mg/kg SM). Ove
varijacije u sadrzaju flavan-3-ola i procijanidina su pre svega posledica godine berbe, uslova
vinifikacije, ekoloSkih i agronomskih faktora. Medutim, u oba ekstrakta, monomerni flavan-3-oli
(katehin i epikatehin) i B tip procijanidin izomeri su bili dominantno kvantifikovani. Stavise,
predhodni eksperimenti u okviru ove disertacije su pokazale da upravo flavan-3-oli, procijanidini i
derivati fenolnih kiselina imaju najve¢i uticaj na antioksidativnu aktivnost ekstrakta semenke.

Flavonol glikozidi su bili prisutni u tragovima (<1mg/kg FW), dok flavonol aglikoni nisu bili
detektovani. Zanimljivo je da su detektovani neki derivati antocijana (2,63% od ukupnog sadrzaja
detektovanih fenolnih jedinjenja), iako je poznato njihovo potpuno odsustvo u ekstraktima semenki
grozda. Ovo je verovatno zbog intenzivnog kontakta semenke grozda sa antocijanima oslobodenim
iz pokozice tokom procesa vinifikacije 1 njihove adsorbcije na povrSini semenke, prvenstveno
malvidin-3-O-glukozida koji je dominantan u pokozici sorte grozda Prokupac (Panteli¢ et al., 2016).
Ekstrakcija fenolnih jedinjenja iz semenke odmah nakon odvajanja od komine grozda, takode moze
uticati na prisustvo derivata antocijana u dobijenom ekstraktu. Osim malvidin-3-O-glukozida, ostali
detektovani derivati antocijana su bili prisutni u tragovima.
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Tabela 4.18. Sadrzaj svih detektovanih fenolnih jedinjenja (rezultati su izraZzeni u mg/kg SM), u ekstraktu semenke sveze (netretirane) fermentisane komine Prokupca,
odreden UHPLC-Orbitrap MS* tehnikom. Za svako detektovano i kvantifikovano jedinjenje u tabeli su dodatno prikazani: retencino vreme (tr), izracunata masa,
nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i MS? fragmentacija.

Izracunata Nadena masa Vodeni ekstrakt
Jedinjenja tr, min masa, [M—H]"* > ppm MS? fragmenti semenke
[M-H]"* B (mg/kg SM)
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
Galna kiselina® 3,04 169,01425 169,01436 -0,11 125(100) 530,23£15,33
Heksozid galne kiseline izomer 1° 4,11 331,06707 331,06723 -0,16  271(40), 241(15), 211(20), 169(100), 125(10) 15,39+0,49
Heksozid dihidroksibenzoeve kiseline® 4,30 315,07216 315,07251 -0,35 153(100), 152(50), 109(15), 108(10) 23,77+1,83
Heksozid galne kiseline izomer 2° 4,31 331,06707 331,06726 -0,19  294(10), 271(20), 169(100), 125(10) 123,40+8,86
Protokatehinska kiselina® 4,75 153,01933 153,01955 0,22 109(100), 95(75), 79(20), 59(10) 51,68+6,28
Heksozid galne kiseline izomer 3° 4,76 331,06707 331,06592 1,15 169(100), 125(5) 411,86+25,61
Digaloil heksozid® 5,08 483,07803 483,07764 0,39  331(20), 313(20), 271(100), 211(10), 169(10) 7,67+0,55
Metilgalat® 6,11 183,02990 183,03017 0,27 168(100), 124(80) 1,18+0,07
Heksozid siringinske kiseling® 6,21 359,09837 359,09837 0,00 197(100) 34,29+0,64
Etil-galat® 7,16 197,04555 197,04530 0,25  169(100), 125(5) 417,16+17,31
Elaginska kiselina® 7,29 300,99899 300,99918 0,19 284(40), 271(60), 257(100), 229(85), 185(40) 2,14+0,17
x 1618,76 (50,58)
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
Kofeoilvinska kiselina® 4,87 311,04031 311,04141 -1,10  179(40), 177(15), 149(100) 358,74+11,89
Kofeinska kiselina? 5,38 179,03498 179,03545 -0,47 135(100) 60,77+3,62
Kumaroilvinska kiselina® 5,60 295,04594 295,04623 -0,29 163(100), 149(10), 119(5) 134,47+4,55
T 553,97 (17,31)
Flavan-3-oli i procijanidini
B tip procijanidin trimer izomer 1¢ 4,69 865,19854 865,20264 -4,10  695(100), 577(60), 425(30), 407(30), 287(30) 24,20+0,44
B tip procijanidin dimer izomer 1¢ 5,47 577,13515 577,13318 1,97  559(10), 451(30), 425(100), 407(40), 289(20), 287(10) 113,66+6,13
B tip procijanidin dimer izomer 2¢ 5,72 577,13515 577,13531 0,16  559(5), 451(20), 425(100), 407(35), 289(20), 287(10) 85,4845,07
B tip procijanidin trimer izomer 2¢ 5,73 865,19854 865,20087 -2,33  695(100), 577(80), 425(30), 407(40), 287(35) 63,89+1,92
B tip procijanidin dimer izomer 3¢ 6,02 577,13515 577,13379 1,36 559(10), 451(20), 425(100), 407(40), 289(20), 287(10) 169,46+5,83
Katehin? 6,17 289,07176 289,07089 0,87  271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) 154,50+6,44
B tip procijanidin dimer galat izomer 1¢ 6,23 729,14611 729,14734 -1,23  577(90), 559(80), 425(20), 407(100), 289(20) 2743+1,21
B tip procijanidin dimer galat izomer 2¢ 6,44 729,14611 729,14728 -1,17  577(50), 559(60), 425(10), 407(100), 289(20) 114,76+3,05
Epikatehin® 6,54 289,07176 289,07068 1,08 271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) 167,69+4,65
B tip procijanidin dimer digalat® 6,80 881,15707 881,15723 0,16  729(100), 711(30), 577(10), 559(20), 407(30) 1,72+0,13
Katehin galat® 7,09 441,08272 441,08218 0,54  331(10), 289(100), 271(10), 169(25) 18,70+1,06
)3 941,49 (29,42)
Flavonol glikozidi
Dihidro-siringetin-3-O-heksozid® 5,54 509,13006 509,12967 0,39 491(10), 461(30), 355(40), 347(65), 329(100) 1,00£0,12
Kvercetin-3-0-glukozid? 7,06 463,08820 463,08786 0,34 301(100), 300(30) 0,69+0,07
T 1,69 (0,05)

nastavak
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nastvak

Antocijani
Delfinidin-3-O-glukozid® 4,85 465,10275 465,10294 -0,41  304(15), 303(100) 2,39+0,17
Petunidin-3-O-heksozid" 5,27 479,11840 479,11884 -0,92  318(10), 317(100) 2,75+0,18
Peonidin-3-O-glukozid? 5,53 463,12349 463,12366 -0,37 302(10), 301(100) 4,74+0,40
Malvidin-3-O-glukozid? 5,59 493,13405 493,13394 0,22 332(10), 331(100) 52,82+6,15
Peonidin-3-0-(6"-acetil)heksozid" 6,42 505,13405 505,13351 0,54 302(10), 301(100) 2,45+0,22
Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid' 6,48 535,14462 535,14398 0,64 332(10), 331(100) 11,36+1,02
Peonidin -3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid' 7,12 609,16027 609,16077 -0,50 302(10), 301(100) 2,67+0,30
Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil)heksozid" 7,18 639,17083 639,17163 -0,80 332(10), 331(100) 5,12+0,77
T 84,31 (2,63)
XX 3200,22

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednja vrednost +standardna devijacija. ®Jedinjenja kvantifikovana koris¢enjem dostupnih standarda; Jedinjenja kvantifikovana i izrazena kao mg ekvivalenti

galne kiselineb; kofeinske kiseline®; katehinad; kvercetina-3-0O-glukozida®; malvidin-3-O-qukozidaf po kg SM uzorka. Napomena: Antocijani su analizirani u pozitivnom jonizacionom modu (m/z); ostali kvantifikovani polifenoli
i fenolne kiseline analizirani su u negativnom jonizacionom modu, koris¢enjem UHPLC-Orbitrap MS*. Nakon ekstrakcije 80% metanolom+0,1%HCI, ekstrakt semenke je uparavan do suva i rekonstituisan u milliQ vodi i koriséeni
u formulaciji funkcionalnih aditiva i jogurata koji su dalje ispitivani u okviru ove disertacije.
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4.3.2. Nefermentisani funkcionalni aditivi na bazi proteina kozijeg mleka obogaceni ekstraktom
semenke - TME funkcionalni aditivi

4.3.2.1. UHPLC-DAD MS/MS analiza fenolnih ekstrakata TME funkcionalnih aditiva i ekstrakta
semenke

Rezultati UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacije (podaci za kvantifikaciju, Tabela P5) fenolnih
jedinjenja u metanolnim ekstraktima sprej osusenih TME prahova su prikazani u Tabeli 4.19. Kao
Sto se moze videti, u metanol (80% metanol+0,1%HCI) rekonstituisanom sprej osusenom prahu
ekstrakta semenke (SOES) je detektovano i kvantifikovano 13 fenolnih jedinjenja. Ova kvantifikacija
je potvrdila dominantno prisustvo flavan-3-ola i fenolnih kiselina (92,3% ukupno kvantifikovanih
fenola), $to je u saglasnosti sa rezultatima predhodnih istrazivanja (Godjevac et al., 2010; Kammerer
et al., 2004). Medu pojedinacnim fenolnim jedinjenjima, galna kiselina (224,17+3,94 mg/kg SM) i
katehin (518,28+14,73 mg/kg SM) su bili najzastupljeniji, zatim slede flavonol aglikoni, kvercetin i
izoramnetin, koji nisu potvrdeni predhodnom UHPLC-Orbitrap analizom vodenog ekstrakta semenke
(Tabela 4.18). Detekcija flavonol aglikona je verovatno posledica njihove hidrofobne prirode, $to ih
¢ini dobro rastvorljivim u manje polarnom metanol/voda ekstrakcionom sredstvu. Ostala detektovana
fenolna jedinjenja su bila prisutna u tragovima u rekonstituisanom SOES.

U metanolnim ekstraktima M i TM prahova je potvrdeno odsustvo fenolnih jedinjenja, $to se moglo
i oCekivati ako se uzme u obzir priroda ovih uzoraka. Stoga, fenolna jedinjenja detektovana u
uzorcima TME prahova poticu iskljucivo od ekstrakta semenke grozda. Sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja u uzorcima TME prahova se povecavao sa pove¢anjem koli¢ine dodatog ekstrakta semenke
u TME formulacijama, od 18,24 (TME1) do 71,35 (TME3) mg/kg SM praha. Isti trend povecanja
sadrzaja dominantnih fenolnih jedinjenja (katehin, galna kiselina, katehin galat i kampferol) je
primecen sa povecanjem sadrzaja ektrakta u ovim uzorcima, dok se sadrzaj kofeinske kiseline nije
menjao. Sadrzaj katehina u TME prahovima se povecavao od 8,04+0,14 (TME1) do 37,15+1,60
(TME3) mg/kg SM, a sadrzaj galne kiseline od 5,74+0,40 (TME1) do 25,89+1,12 (TME3) mg/kg
SM. Osim katehina i katehin galata, drugi flavan-3-ol derivati prisutni u pripremljnom miksu
standarda fenolih jedinjenja nisu detektovani u metanolnim ekstraktima analiziranih uzoraka.
Zanimljivo je da flavonol aglikoni (kvercetin i izoramnetin), koji su detektovani u metanolnom
ekstraktu semenke, nisu detektovani u metanolnim ekstraktima TME prahova. Ovo mozZe biti zbog
jakih hidrofobnih interakcija sa proteinima mleka (Jakobek, 2015), koje nisu naru$ene ekstrakcijom
sa zakiSeljenim metanolom.
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Tabela 4.19. Sadrzaj polifenola i fenolnih kiselina (mg/kg SM uzorka), u sprej osusenim funkcionalnim
aditivima na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke.

Uzorci

Jedinjenja (mg/kg SM uz.) M TM SOES TME1 TME2 TME3
Fenolne kiseline
Galna kiselina nd. nd.  224,17+3942 574+0,40° 12,64+0,29¢ 25,89+1,12¢4
Protokatehinska kiselina nd. n.d. 2,43+0,08 n.d. n.d n.d
Siringinska kiselina nd. n.d. 1,84+0,07 n.d. n.d n.d
Kofeinska kiselina nd. n.d. 2,24+0,192 1,26+0,06° 1,31+0,09°  1,25+0,10°
Flavan-3-oli i njihovi derivati
Katehin nd. nd. 518,28+14,732 8,04+0,14> 18,90+0,92¢ 37,15+1,60¢
Katehin galat nd. nd. 8,360,132  0,83+0,02° 1,52+0,08°  2,72+0,149
Galokatehin nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin galat nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flavanol aglikoni i glikozidi
Kvercetin nd. n.d. 32,66+2,10 n.d. n.d nd
Kvercetin-3-O-glukozid nd. n.d. 1,51+0,072 0,51+0,02>  0,89+0,05¢  1,41+0,062
Rutin nd. n.d. 0,30+0,022 0,36+0,02® 0,37+0,03°  0,46+0,04¢
lzoramnetin nd. n.d. 17,31+0,87 n.d. n.d n.d
Izoramnetin-3-O-glukozid nd. n.d. n.d. 0,15+0,012  0,26+0,02®  0,60+0,03¢
Kampferol nd. n.d. 7,90+0,342 1,20+0,02°  1,41+0,04°  1,67+0,01¢
Ostali detektovani polifenoli
Apigenin-7-glukozid nd. n.d. n.d. 0,16+0,012 n.d 0,18+0,022
Naringenin nd. nd. 0,81+0,04 n.d. n.d n.d
Aeskuletin nd. n.d. 2,79+0,20 n.d. n.d n.d

pIP)) / / 820,59 18,24 37,30 71,35

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Vrednosti koje su oznadene sa istim
slovom u istom redu nisu statisticki znadajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Napomena: Sprej osuseni prahovi su ekstrahovani
80%metanol+0,1%HC]I, iz kojih je dalje vrSena kvantifkacija fenolnih jedinjenja (UHPLC-DAD MS/MS), ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli.
Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovano; SOES-sprej osusen ekstrakt semenke, koji je rekostituisan u 80%metanol+0,1%HCI; M-odmascéeno sirovo kozje
mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog
razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt
pre sprej suSenja bio: 0,2mg/mL (TMEL); 0,4mg/mL (TME2); 0,6mg/mL (TME3).

4.3.2.2. Sadriaj proteina u TME funkcionalnim aditivima

Sadrzaj proteina je vazan paramatar koji moZe znacajno da pomogne u interpretaciji dobijenih
rezultata za emulgujuca i peniva svojstva. Rezultati za sadrzaj ukupnih proteina sprej osuSenih
prahova sa i bez dodatka ekstrakta su prikazani graficki (Slika 4.11). Kao §to se moze videti, sadrzaj
proteina se nije statisticki znacajno razlikovao, za uzorke M, TM, TME1 i TME2. Ovo znadi da
primenjen termicki tretman (90°C, 10min) i dodatak fenolnih ekstrakata do 0,AmgTPC/mL polazne
mesavine, nisu znacajno uticali na sadrzaj proteina u predhodno navedenim prahovima. Medutim,
dalje povecanje udela fenolnih jedinjenja u prahovima je doprinelo smanjenju sadrzaja proteina
(TME3). Ovo se objasnjava povecanim prisustvom fenolnih jedinjenja u TME3 prahu, koji uti¢e na
smanjenje sadrzaja proteina, $to je takode pokazano elektroforetskom karakterizacijom (Slika 4.12).
Ovi prahovi na bazi proteina kozijeg mleka sa/bez dodatka ekstrakta su imali znacajno manji sadrzaj
proteina, u poredenju sa predhodno objavljenim rezultatima za odmaséeno i punomasno kravlje
mleko (Kamizake et al., 2003), sto moze biti zbog razlika u proteinskom sastavu kravljeg i kozijeg
mleka (Khan et al., 2019; Park, 2017).
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Slika 4.11. Sadrzaj proteina u funkcionalnim aditivima na bazi odma$¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka
obogacenog ekstraktom semenke. Podaci su prikazani kao srednja vrednost+standardna devijacija (n=3). *0,01<p<0,05;
**0,001<p<0,01; ***0,001<p<0,0001; ****p<0,0001; navedeni simboli pokazuje nivoe statisticki znacajne razlike
izmedu uzoraka. Za post hoc ispitivanje statisticke znacajnosti koris¢en je Tukey’s test (p<0,05). Skracenice: M-
odmasceno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi
odmascenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio:
0,2mg/mL (TMEL); 0,4mg/mL (TMEZ2); 0,6mg/mL (TME3).

4.3.2.3. Elektroforetska analiza proteina TME funkcionalnih aditiva

Proteinski profili M, TM i TME prahova su ispitivani kori$¢enjem tri razliCite elektroforetske tehnike,
SDS-PAGE u redukujuc¢im (Slika 4.12a) i neredukujuc¢im (Slika 4.12b) uslovima, i Native-PAGE
(Slika 4.12c). Detekcija proteina je izvrSena koris¢enjem standarda proteina kravljeg mleka i
dostupnih podataka iz literature (Pesic et al., 2012). Kao $to se moze videti na SDS-R-PAGE gelu,
elektroforetski putevi svih analiziranih uzoraka (Slika 4.12a, trake 1-5), su bili identi¢ni, sa Sest
dominantnih proteinskih traka kozijeg mleka, koje odgovaraju kazeinima i serum proteinima. Ovo
znaci da termicki tretman kozijeg mleka (Slika 4.12a, traka 2) ili dodatak ekstrakta semenke u mleko
(Slika 4.12a, trake 3-5), nisu uticali na promenu proteinskog sastava odmaséenog termicki tretiranog
kozijeg mleka (Slika 4.12a, traka 1). Medutim, intenzitet proteinskih traka as-, - i k-kazeina je
opadao sa povecanjem koli¢ine ekstrakta semenki komine u uzorcima (TMEL, TMEZ2, i TME3) (Slika
4.114a, trake 3-5), u poredenju sa istim trakama u TM uzorku (Slika 4.12a, traka 2), kao §to je pokazano
u Tabeli 4.20. To se moZe objasniti prisustvom fenolnih jedinjenja u TME uzorcima, §to dovodi do
smanjenja sadrzaja proteina. Prosecan sastav as-, - 1 k-kazeina (racunato kao % ukupnih kazeina) u
TM uzorku (Slika 4.12a, traka 2), odreden dezintometrijskom analizom (SDS-R-PAGE gel), je bio
redom: 32,83+0,55; 45,91+0,02 i 21,25+0,53(%). Ovi rezultati su u opsegu predhodno prijavljenih i
literaturno dostupnih rezultata za kazeine kozijeg mleka (Verruck et al., 2019). Stavise, rezultati za
prosecan relativni sadrzaj os-kazeina su bili visi, dok su za B-kazein bili niZi u poredenju sa
rezultatima koje su predhodno dobili Pesic et al. (2014). Medutim obe studije su potvrdile da je B-
kazein dominantan u kozijem mleku. Trake koje odgovaraju BSA i imunoglobulinima su bile niskog
intenziteta.

Razlike izmedu uzoraka su bile primecene na SDS-NR-PAGE gelovima (Slika 4.12b), jer veze
izmedu formiranih kompleksa nisu prekinute redukujuéim agensima. Sirovo obezmas¢eno mleko
(Slika 4.12b, traka 1) je analizirano kao kontrola primenjenom termickom tretmanu mleka (Slika
4.12, traka 2), koje je koris¢eno u formulaciji aditiva (Slika 4.25b, trake 3-5). Na ulazu u gornji gel
se mogu primetiti trake koje pripadaju visokomolekulskim kompleksima (HMW kompleksi), za sve
termicki tertirane uzorke mleka sa ili bez dodatka ekstrakta semenki grozda (Slika 4.12b, trake 2-5).
Intenzitet traka koje odgovaraju HMW kompleksima je smanjen redom u TMEL1, TME2 i TME3
uzorcima (Slika 4.12b, trake 3-5), za 4,9%; 16,1%, 1 17,9%, u poredenju sa istom trakom u TM uzorku
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(Slika 4.12b, traka 2) (Tabela 4.20). U istim uzorcima (Slika 4.12Db, trake 2-5), primeceno je potpuno
odsustvo traka koje odgovaraju B-LG, a-LA, k-kazeinu i as2-CN dimerima, verovatno zbog njihovog
ucesca u stvaranju termicki indukovanih HMW kompleksa (Dalgleish & Corredig, 2012; Pesic et al.,
2012). Stavige, Pesic et al. (2012) su pokazali da as2- i -kazein delimi¢no uéestvuju u stvaranju
termicki indukovanih WP/CN kompleksa kozijeg mleka, dok k-kazein dominantno ucestvuje u
formiranju kompleksa sa udelom od preko 70%. Ista studija je potvrdila potpuno odsustvo
rastvorljivih kompleksa u termicki tretiranom kozijem mleku.

Tabela 4.20. Promene sadrzaja kazeina i visoko proteinskinh kompleksa (HMW) (u %) u TME uzorcima u
odnosu na sadrzaj u termicki tretiranom mleku (TM).

Uzorci ™ TME1 TME?2 TME3

SDS-R-PAGE

os2-kazein 1002  95,1+2,6° 90,8+3,8"  88,3+2,2¢

B-kazein 100  87,1+0,9°  858+1,2°  82,9+0,6°

Kk-kazein 100  89,3+2,6°  88,7+3,9°  77,0+2,6

SDS-NR-PAGE

HMW kompleksi 100  93,7+3,6°  82,5+32°  80,8+4,2¢
Native-PAGE

WPs/CN kompleksi  100¢ 103,9+3,0° 110,7+45,4> 131,4+8,62

B-CN 1002  89,8+1,2°  84,6+1,6° 80,6+1,4¢

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost tstandardna devijacija (n=3). Vrednosti koje su ozna¢ene sa istim slovom u istom redu nisu statisticki
znadajno razliCite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi
odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
(Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,2mg/mL (TME1); 0,4mg/mL (TME2); 0,6mg/mL (TME3), WPs/
CN kompleksi-serum protein/kazein kompleksi

Gelovi dobijeni Native-PAGE su potvrdili intenzivnu denaturaciju i u¢e$ée serum proteina (B-LG i
a-LA) i k-kazeina u formiranju WP/CN kompleksa (Slika 4.12c, traka 2-5). Ovi termic¢ki indukovani
agregati proteina imaju povecan afinitet za vezivanje fenolnih jedinjenja i klju¢nu ulogu u jacanju
fenolna jedinjenja-kazein interakcija (Rahimi Yazdi & Corredig, 2012; Taterka & Castillo, 2015;
Villalvaetal., 2020). Kao sto se moze primetiti (Slika 4.12c), intenzitet traka koje odgovaraju WP/CN
kompleksima se postepeno povecavao sa koli¢inom ekstrakta semenki grozda u TME uzorcima
(TMEI<TME2<TMES3), u poredenju sa istom trakom u TM uzorku (Slika 4.12c, Tabela 3). Ovi
rezultati ukazuju na prisustvo interakcija izmedu fenolnih jedinjenja i termicki indukovanih HMW
kompleksa u TME uzorcima, koje nisu naruSene u nedisocijativnim 1 neredukujuéim uslovima.
Glavna fenolna jedinjenja u ekstraktu semenki grozda su derivati galne kiseline, flavan-3-oli i
procijanidini. Posle pripreme TME prahova, procijanidini, kvercetin i izoramnetin nisu otkriveni u
metanolnim ekstraktima, $to ukazuje na njihovu jaku interakciju sa proteinima mleka. Nekoliko
predhodnih studija je pokazalo da fenolna jedinjenja ovog tipa lako stupaju u interakcije sa proteinima
mleka (Kanakis et al., 2011; Prigent et al., 2009; Ye et al., 2013). Promene u intenzitetu i pokretljivosti
ovih kompleksa nisu uoc¢ene SDS-NR-PAGE analizom istih uzoraka (Slika 4.12b, trake 2-5), jer su
verovatno sve hidrofobne i vodoni¢ne interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i proteina bile narusene
pod uticajem SDS-a kao jakog disocijativnog agensa. Pored toga, moze se primetiti da se intenzitet
traka koje odgovaraju -kazeinu i as-kazeinu smanjio, sa pove¢anjem koli¢ine ekstrakta semenki
grozda u TME uzorcima (Slika 4.12c, trake 3-5; Tabela 4.20), $to je u skladu sa rezultatima SDS-R-
PAGE analize. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa predhodnim istrazivanjem koje su sproveli
Kusuda et al. (2006), koji su pokazali znaCajan efekat formiranih fenolna jedinjenja-protein
kompleksa na pokretljivost i intenzitet proteinskih traka, koriste¢i Native-PAGE analizu. Stavise, isti
autori su pokazali promenu pokretljivosti difuznih traka procijanidnin-BSA kompleksa, dok su
pentagaloil-glukoza (PPG)-BSA kompleksi imali malu pokretljivost i ostali su zadrzani na ulazu u
donji gel.
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Slika 4.12. Elektroforegrami proteina za uzorke funkcionalnih aditiva na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke, koji su analizirani: (a)
SDS-R-PAGE-om; (b) SDS-NR-PAGE-om; (c) Native-PAGE-om. Oznake: M-odmas¢eno sirovo kozje mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min) (2); TME-
funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke (3-5), tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,2mg/mL (TME1) (3); 0,4mg/mL (TMEZ2) (4); 0,6mg/mL (TME3) (5). Skracenice: LMW-
standard molekulskih masa; SK-standard glavnih proteina kravljeg mleka; as1-CN (asl-kazein); as2-CN (os2-kazein); B-CN (B-kazein); k-CN (kx-kazein); B-LG (B-laktoglobulini); a-
LA (a-laktalbumin); BSA-serum albumin krvi; Ig-imunoglobulini; HMW-visokomolekulski kompleksi. Napomena: 2mg sprej osusenog uzorka je rekonstituisano u 1ml odgovarajuceg
pufera za uzorke; Uokvirena elektroforetska traka (SK) i oznake sa desne strane (slika 4.11c) prikazuje standard glavnih proteina kravljeg mleka i karakteristi¢nu pokretljivost kazeina
i serum proteina kravljeg mleka analiziranih Native-PAGE-om, dok su uzorci od 1-5 (slika 20c) bazirani na kozjem mleku i sa leve strane su oznake koje pokazuju karakteristiénu
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pokretljivost kozjih kazeina i serum proteina ispitivanih Native-PAGE-om.
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4.3.2.4. Velicina Cestice i {-potencijal TME funkcionalnih aditiva

Rezultati za veli¢inu Cestica rekonstituisanin M, TM i TME prahova pokazuju da svi uzorci imaju
unimodalnu distribuciju (Slika 4.13). Vrednosti za precnik Cestica analiziranih uzoraka su bili u
rasponu od 206,23+2.16 do 298,3+£9,55 nm. Veli¢ina TM kazeinskih micela (298,30£9,55) je bila
znacajno Visa u poredenju sa veli¢inom M kazeinskih micela (206,23+2,16), ¢emu najvise doprinose
termicki indukovani WP/CN kompleksi formirani na povrSini kazeinske micele (Dalgleish &
Corredig, 2012; Hovjecki et al., 2020; Kili¢ Bayraktar et al., 2019; Pesic et al., 2012). Veli¢ina Cestica
za TME uzorke su bile nize u poredenju sa TM uzorkom, verovatno zbog uticaja prisutnih fenolnih
jedinjenja u TME uzorcima. Veli¢ine ¢estica TME prahova su bile redom: 267,93+8,33 (TMEL1),
268,27+£7,35 (TME2) i 290,17+6,45 nm (TME3), dok se vrednosti za TMEL i TME2 uzorke nisu
statisticki znacajno razlikovale. Tek kod TME3 uzorka (0,6 mg TPC/mL mleka) dolazi do znac¢ajnog
povecanja veli¢ine Cestica. Ovi rezultati ukazuju da su interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i
WP/CN kompleksa na povrsini kazeinskih micela verovatno uzrokovale sakupljanje kazeinskih
micela u TMEL i TMEZ2 uzorcima, ¢ime su doprinele smanjenju veli¢ina njihovih ¢estica U poredenju
sa TM uzorkom. Dalje povecanje koli¢ine ekstrakta semenke, povecalo je veli¢inu TME3 micela,
ukazujuci da su fenolna jedinjenja ekstrakta pokrila povrsinu kazeinskih micele. Ovi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima koji su dobijeni elektroforetskom analizom ovih uzoraka (Slika 4.12) i
podacima koje su prijavili Rahimi Yazdi and Corredig (2012) za termicki tretirano kravlje mleko
obogaceno kurkuminom. Ovi autori su pokazali da se kurkumin intenzivnije vezuje za kazeinske
micele termicki tretiranog kravljeg mleka, nego za kazeinske micele netretiranog mleka.

Legenda:
M
™
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Slika 4.13. Distribucija veli¢ine Cestica rekonstituisanih sprej osuSenih funkcionalnih aditiva na bazi odmaséenog
termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke grozda. Skracenice: M-odmaséeno sirovo kozije
mleko; TM-termic¢ki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki
tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej suSenja bio: 0,2mg/mL (TMEL);
0,4mg/mL (TMEZ2); 0,6mg/mL (TME3).

Vrednosti za (-potencijal su bile u rasponu od -40,77+£0,46 do -36,53+3,07 mV, sa niskim
koeficijentima varijacije koji ukazuje na dobru ponovljivost ovih rezultata. Svi uzorci su bili
negativno naelektrisani, sa vrednostima za {-potencijal koje su prelazile -30 mV, §to ukazuje na dobru
fizicku stabilnost rastvora (Tolano-Villaverde et al., 2016). Negativna vrednost (-potencijala
analiziranih uzoraka je verovatno zbog negativno naelektrisanih grupa na povrsini kazeinskih micela,
kao sto su fosfatne grupe, klasteri fosfoserina i ostaci nekih aminokiselina (Horne, 2020). {-potencijal
vrednosti za M (-40.8 £ 0.5 mV) i TM (-36.9 + 0.8 mV) uzorke su bile statisti¢ki znacajno razlicite,
Sto znaci da su neke negativno naelektrisane grupe na povrsini micele nakon termic¢kog tretamana
bile maskirane ili uklju¢ene u formiranju WP/CN kompleksa. Pored toga, pokazano je da joni
natrijuma i kalcijuma neutraliSu negativno naelektrisanje na povrsini serum proteina tokom termicki
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indukovane agregacije (Anema & Klostermeyer, 1996; O'Kennedy & Mounsey, 2009). Poznato je da
se ovi agregati nalaze na povrsini kazeinske micele (Pesic et al., 2012).Vrednosti za (-potencijal TME
Cestica se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale (-36.53 + 3.07 mV (TMEL1); -36.90 £ 4.14 mV (TMEZ2);
-38.37 + 1.39 mV (TMER3)). Stavise, vrednosti za (-potencijal TME &estica su bile sliéne sa
vrednostima TM cestica, Sto ukazuje da fenolna jedinjenja iz ekstrakta semenki nisu znacajno uticala
na promenu naelektrisanja TM kazeinske micele. Sli¢no ponasanje su primetili Sharma et al. (2021),
za pasterizovani napitak na bazi kozijeg mleka (giloy-kozije mleko) sa ili bez dodatog biljnog
ekstrakta, ¢ije se vrednosti za (-potencijal nisu znacajno razlikovale.

4.3.2.5. ATR-FTIR karakterizacija TME funkcionalnih aditiva

ATR-FTIR analiza je sprovedene sa ciljem da se dobiju dodatne informacije o efektu termi¢kog
tretmana i fenolnih jedinjenja iz ekstrakta semenki na proteine kozijeg mleka. ATR-FTIR spektri su
dobijeni za ceo spektralni opseg (400-4000cm™) (Slika 4.14). Medutim uzimajuéi u obzir sastav
uzoraka, u daljoj analizi je fokus bio na spektralnom regionu od 700 do 1800cm?, koji je dalje
podeljen na etiri podregiona: 1600-1700cm™ (Region I, amid I), 1600-1500cm™ (Region 11, amid
1), 1500-1200cm™ (Region III, amid I11), i 1200-700 cm? (Region IV, tzv. ,otisak prsta“
(,fingerprint“) region ili ugljenohidratni region).

Amid T region prati v(C=0) vibracije peptidne veze, dok amid II region prati 6(N-H) i v(C-N)
vibracije (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018; Markoska et al., 2019).
Amid III region takode prati izmene u sekundarnoj strukturi proteina, interakcije izmedu razli¢itih
komponenti mleka, kao i vibracije traka poreklom od ugljenih hidrata, fenolnih jedinjenja i lipida
(Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017). ,,Otisak prsta“ region prati razli¢ite v(C-O) i v(C-C)
vibracije ugljenih hidrata, najverovatnije laktoze i vibracije -PO3? grupa kazeinskih proteina (Grewal
et al., 2016; Markoska et al., 2019)

—M (1)

-TM (2)
I 1445 TMEI (3)
A 1517 TME?2 (4)
| © NN\ Tn ——TME3 (5)
AT ML ,~~—._  ——SOES

Absorbance

400 900 1400 1900 2400 2900 3400 3900
Wavenumber (cm-1)

Slika 4.14. ATR-FTIR spektri sprej osusenih prahova kozijeg mleka, ekstrakta semenki i funkcionalnih aditiva na bazi
odmascéenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke grozda. Oznake: M-odmaséeno sirovo
kozje mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog
termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TTM/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,2mg/mL
(TME1)(3); 0,4mg/mL (TME2)(4); 0,6mg/mL (TME3)(5); SOES-sprej osusen ekstrakt semenke.

Analiza glavnih komponeneti (PCA) je prvo primenjena na spektralnom regionu od 700-1800cm™,
kako bi se odredila potencijalna odvajanja izmedu analiziranih funkcionalnih aditiva (Slika 4.15a).
Za ovaj region, PC1 i PC2 objasnjavaju redom 61% i 34% ukupne varijanse. Uzorci nisu grupisani,
ve¢ su medusobno odvojeni, ¢emu verovatno doprinose strukturne izmene na kazeinskoj miceli
izazvane termickim tretmanom i prisustvom fenolnih jedinjenja u TME funkcionalnim aditivima
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(uzorci 3-5). Medutim, kako grafik varijabli daje nepreglednu sumu traka (Slika 4.15b), tesko je
odrediti koje su trake najvise doprinele odvajanju uzoraka. 1z tog razloga, PCA je posebno primenjena
na Cetiri podregiona, kako bi se detaljnije sagledale strukturne promene na proteinima i njihove
interakcije sa fenolnim jedinjenjima.

Za amid | region, prve dve glavne komponente (PC1 i PC2) su klasifikovale uzorke u tri odvojene
grupe, oznacene kao A grupa (uzorci 1 i 2), B grupa (uzorak 3) i C grupa (uzorci 4 i 5) (Slika 4.15i).
Na osnovu ovog grupisanja, ne moze se potvrditi efekat termickog tretmana na odvajanje sirovog i
termicki tretiranog mleka. Stoga se moze predpostaviti da su potencijalne interakcije fenolna
jedinjenja-protein i koncentracija fenolnih jedinjenja u TME funkcionalnim aditivima imali jaci uticaj
na odvajanje i grupisanje uzoraka u ovom regionu. Odvajanju uzoraka mleka (grupa A) od uzoraka
mleka sa ekstraktom (grupa B i C), su najvise doprinele trake na 1633cm™, 1643-1645cm™ i 1651-
1653cm (Slika 4.15j). Ovo se moze redom povezati sa promenama u sadrzaju elemenata sekundarne
strukture proteina poput: intramolekularne B-nabrane strukture (B-listova), slucajnih strukturnih
namotaja i a-heliksa/velikih petlji (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018),
uzrokovanih dodatkom fenolnih ekstrakata semenki grozda u TM. Poznato je da kazeini kozijeg
mleka sadrze puno aminokselinskih ostatka prolina (Khan et al., 2019; Park, 2017), koji remete
regularnu strukturu proteina (a-heliks i intermolekulsku B-nabranu strukturu), ali znacajno uti¢e na
formiranje zavoja i hidrofobnih regiona (Alaimo et al., 1999; Ye et al., 2013). Sa druge strane,
fenolna jedinjenja verovatno prodiru u unutra$nje delove WP/CN kompleksa i smestaju se blizu
hidrofobnih regiona. Stavise, Ye et al. (2013) su pokazali da su visokopolimerni polifenoli ¢aja jako
skloni interakcijama sa hidrofobnim regionima proteina mleka. Predhodna UHPLC Orbitrap MS*
analiza je pokazale da su flavan-3-oli i procijanidini dominantna fenolna jedinjenja semenke grozda,
slicno kao kod ¢aja. Stoga, nakon dodatka ekstrakta semenki u mleko verovatno dolazi do interakcije
fenolnih jedinjenja sa hidrofobnim aminokiselinskim ostacima triptofana, tirozina i prolina (Poncet-
Legrand et al., 2006; Siebert et al., 1996; Zhang et al., 2021; Q. Zhao et al., 2020). Ove interakcije
naru$avaju nekarakteristiéne sekundarne strukture proteina (nasumicna zavojnica, velika petlja i
intramolekulska B-nabrana struktura) (Hasni et al., 2011; Ye et al., 2013) i doprinose promeni
struktura hidrofobnih regiona proteina u TME uzorcima (Q. Zhao et al., 2020). Ova zapaZanja su u
saglasnosti sa rezultatima za veli¢inu Cestica, koji su ukazali na smanjenu veli¢inu TMEI i TME2
micela u poredenju sa TM uzorkom. U amid I regionu je takode primeéeno odvajanje izmedu TME
funkcionalnih aditiva. Odvajanju izmedu B grupe (uzorak 3) i C grupe (uzorci 4 i 5) najvise Su
doprinele trake na 1614, 1622 (intermolekularna p-nabrana struktura), 1625-1629 (intramolekularna
B-nabrana struktura), 1675, 1679-1681 (B-okret struktura), 1686 (intermolekularna pB-nabrana
struktura) i 1692 cm™ (B-antiparalelna struktura) (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017) (Slika
4.15)). Ocigledno je da razli¢ite koncentracije fenolnih jedinjenja razlicito uti¢u na v(C=0) vibracije
peptidne veze u TME uzorcima.

U amid Il regionu se jasno odvaja TME1 i TME3 (Slika 4.15g). Odvajanju TME1 uzorka su doprinele
traka na 1543cm™ i trake u opsegu talasnih brojeva od 1560-1579cm™, $to se moze pripisati
promenama u koli¢ini a-heliksa/petlji i B-okreta (Grewal et al., 2017) (Slika 4.15h). Stavige, traka na
1571 cm™ moze biti zbog vas(~COQ") vibracija asparaginskih i glutaminskih ostataka (Grewal et al.,
2017), koji nisu ukljuceni u interakcije sa fenolnim jedinjenjima. Sa druge strane, na odvajanje TME3
uzorka, verovatno utic¢e povecana koncentracija fenolnih jedinjenja u uzorku i interakcije flavan-3-
ola (katehina i epikatehina) sa WP/CN kompleksima, a-CN i p-CN (1514, 1530cm™ i 1538cm™)
(Hasni et al., 2011; Kanakis et al., 2011). Pored navedenog, traka na 1517cm™ moze biti zbog v(C-
C)armoticna Vibracija (Nogales-Bueno et al., 2017), Sto se moze povezati sa pove¢anom koncentracijom
slobodnih fenolnih jedinjenja u TME3 uzorku. Ovo dodatno potvrduje intezivna traka na 1517 cm™
na ATR-FTIR spektru sprej osusenog vodenog fenolnog ekstrakta semenke (SOES) (Slika 4.14).
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Slika 4.15. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz ATR-FTIR spektara kozijeg mleka (M i TM) i TME
funkcionalnih aditiva, za sledece spektralne regione: (a, b) 700-1800 cm'; (c, d) ,.fingerprint region, 700-1200 cm™; (e,
f) amid 111 region, 1200-1500 cm?; (g, h) amid 11, 1500-1600 cm; i (i, j) amid I region, 1600-1700 cm™. Oznake: M-
odmasceno sirovo kozije mleko (1); TM-termicki tretirano Kozije mleko (90°C, 10min)(2); TME-funkcionalni aditivi na
bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da
je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio:
0,2mg/mL (TME1)(3); 0,4mg/mL (TMEZ2)(4); 0,6mg/mL (TME3)(5).
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TME funkcionalni aditivi su u amid Il regionu isto grupisani kao u amid | regionu (Slika 4.15e).
Medutim, u ovom regionu se moze primetiti odvajanje izmedu sirovog i termicki tretiranog mleka,
gemu su najvise doprinele trake na 1390, 1401, 1413, 1433, 1453 i 1470cm™ (Slika 4.15f). Obzirom
da su lipidi uklonjeni, trake u regionu od 1390 do 1500cm™ se mogu povezati sa
prisustvom/odsustvom Millard-ovih produkata, koji se formiraju zbog primenjenog termickog
tretmana (Grewal et al., 2017; loannou, 2016). Odvajanju uzoraka 4 i 5 od ostalih uzoraka, najvise
su doprinele trake u regionima 1332-1368 i 1481-1494cm™, §to se moZe povezati sa promenama u
strukturi proteina, koje su verovatno nastale zbog povecane koncentracije ekstrakta semenke. Pored
navedenog, odvajanju ove grupe takode je doprinela traka na 1445cm™, §to moze biti zbog v(C-
C)amoticna Vibracija slobodnih fenolnih jedinjenja.

Ako se uzme u obzir sastav analiziranih uzoraka, vidljive trake u regionu ,,otisak prsta“ (700-1200)
se mogu povezati ne samo sa v(C-O) i v(C-C) vibracijama laktoze i vibracijama fosfatnih grupa (-
PO3?%) koje su u sastavu proteina mleka, ve¢ i sa v(C-0) i v(C-C) vibracijama $eéera koji su sastavni
deo polifenolnih glikozida (Grewal et al., 2016; Kosti¢ et al., 2021). Za ovaj region, PCA je odvojila
sprej osuSena mleka (uzorci 1 i 2) od funkcionalnih aditiva (uzorci 3-5), duz PC2 (Slika 4.15c),
verovatno zbog izmenjenih vibracija specifiénih grupa koje su ukljucene u interakcije fenolnih
jedinjenja sa proteinima mleka. Medutim, kod interpretacija ovih rezultata treba biti oprezan, jer PC2
objasnjava samo 2% ukupnog varijabiliteta. Trake na 1116, 1070, 1057 i 995 cm™ doprinose
odvajanju M (1) od ostalih uzoraka (2-5) (Slika 4.15d), $to se moze povezati sa izmenjenim v(-POz>
) vibracijama (Markoska et al., 2019). Termicki indukovani WP/CN kompleksi verovatno ukljucuju
ili ,,maskiraju” -POs? grupe, ¢ime se menja negativni naboj na povrsini micele, $to je predhodno
pokazao ¢-potencijal. StaviSe, joni kalcijuma i natrijuma tokom termitkog tretmana migriraju i
neutraliSu negativno naelektrisanje na povrsini serum proteina (O'Kennedy & Mounsey, 2009), sto
moze da uti¢e na promenu vibracije -PO3z® grupe.

4.3.2.6. Raman karakterizacija TME funkcionalnih aditiva

Infracrvena (FTIR) i Ramanova spektroskopija su komplementarne vibracione tehnike, koje
prvenstveno prate vibracije povezane sa istezanjem ili savijanjem veza. Medutim, za razliku od IR
spektroskopije, Ramanovo rasejanje zavisi od polarizabilnosti i daje intenzivnije signale za nepolarne
grupe (Li-Chan, 2007). 1z navedenih razloga, kombinovana primena FTIR i Raman spektroskopije u
analizi multikomponentnih uzoraka hrane doprinosi boljem razumevanju prirode uzoraka i pra¢enju
potencijalnih interakcija izmedu biomolekula. Raman spektri su dobijeni za spektralni opseg od 400-
3800cm™ (Slika 4.16). Dobijeni spektri su sli¢ni Raman spektrima koje su snimili drugi autori za
uzorke komercijalnog odmas¢enog mleka u prahu (McGoverin et al., 2010; Moros et al., 2007), sa
nekoliko karakteristi¢nih traka koje pripadaju amid 111 (~1261cm™) i amid I (~1670cm™) regionu
(Almeida et al., 2011; Niaura, 2006; Rygula et al., 2013; Silva et al., 2021). Pored toga, dominantna
traka na ~2935cm™, se moze povezati sa v(CH) i v(CHz) vibracijama Seéera (uglavnom laktoze)
(McGoverin et al., 2010; Silva et al., 2021; Wiercigroch et al., 2017), dok traka malog intenziteta na
527 cm* odgovara v(S-S) vibracijama (Niaura, 2006).

Dalji fokus PCA analize je bio na istim spektralnim regionima kao u ATR-FTIR analizi. PCA analiza
spektralnog regiona od 700 do 1800 cm, otkriva da PCA (PC1 i PC2) klasifikuje uzorke u tri grupe,
oznacene kao A grupa (uzorak 2), B grupa (uzorak 3) i C grupa (uzorci 4 i 5) (Slika 4.17a). Trake
koje su najvise doprinele ovom odvajanju medu grupama su 879, 990, 1082, 1109, 1260 i 1459 cm™
(Slika 4.17b).
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Slika 4.16. Raman spektri sprej osuSenih prahova kozijeg mleka i funkcionalnih aditiva na bazi odmaséenog termicki
tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke grozda. Oznake: M-odmasceno sirovo kozije mleko (1); TM-
termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog
kozijeg mleka obogacéenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
(Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,2mg/mL (TME1)(3); 0,4mg/mL
(TME2)(4); 0,6mg/mL (TME3)(5).

U analizi amid I i amid II regiona, moze se primetiti odvajanje izmedu termicki tretiranog i sirovog
mleka (Slika 4.17g,i), a ovom odvajanju su najvise doprinele trake na 1650-1653 (a-heliks), 1661-
1663, 1675 i 1686 cm™ (B-okret struktura) (Slika 4.17j). Sa druge strane, M i TM nisu pokazali PCA
odvajanje nakon ATR-FTIR analize istog spektralnog regiona. Potom, za amid | region, TME2 i
TMES3 su grupisani i odvojeni od uzorka TME1. Ovom odvajanju su najvise doprinele trake u 1612-
1644 cm? regionu (Slika 4.17j), §to se moZe povezati sa promenama u strukturi paralelne i
antiparalelne B-nabrane strukture, kao i sa izmenjenim vibracijama aminokiselinskih ostataka
tirozina, triptofana i fenilalanina (Niaura, 2006; Rygula et al., 2013). Suzbijene vibracije
aminokiselinskih ostataka su verovatno posledica intenzivnijih interakcija izmedu fenolnih jedinjenja
i WP/CN kompleksa na povrsini kazeinskih micela TME2 i TME3 uzoraka. Pored navedenog, trake
u ovom opsegu (1612-1644 cm™) mogu takode biti zbog vibracija C=C veza aromati¢nih grupa
slobodnih flavan-3-ola (katehin, epikatehin, epigalokatehin) (Pompeu et al., 2017). U amid Il regionu,
svi uzorci su medusobno odvojeni (Slika 4.17g), prema grafiku varijabli (Slika 4.17h). Medutim,
vibracije u amid Il regionu imaju mali uticaj na Raman rasejanje i daju manje intenzivne trake, pa se
odvajanje uzoraka u ovom regionu mora oprezno tumaciti. U amid III regionu, uzorci su identi¢no
grupisani kao 1 u amid I regionu (Slika 4.17¢), Sto se moze objasniti ¢injenicom da amid III region
daje komplementarne informacije o strukturi proteina kao i amid I. Trake u opsegu talasnih brojeva
od 1236-1257 i 1267-1304 cm™, se mogu povezati sa izmenama u strukturi o-heliksa i slu¢ajnih
strukturnih namotaja (,,random coil*), verovatno zbog primenjenog termickog tretmana i
potencijalnih interakcija proteina sa fenolnim jedinjenjima (Slika 4.17f). Za region ,,otiska prsta®,
prve dve PCA (PC1 1 PC2) objaSnjavaju 93% ukupne varijanse, a uzorci se mogu klasifikovati u tri
grupe: A grupa (uzorak 2), B grupa (uzorak 3) i C grupa (uzorci 4 i 5) (Slika 4.17c). U ovom
spektralnom opsegu (700-1200cm™), v(C-0), §(C-C), §(C-OH) (1126-1055 cm™), i §(C-O-C)
vibracije (950-870 cm™) (Slika 4.17d), se mogu povezati sa $ecerima (Almeida et al., 2011;
Wiercigroch et al., 2017). Stavise, veliki broj traka u amid III i regionu ,,otiska prsta“, koje su
doprinele odvajanju uzoraka, se mogu povezati sa vibracijama aminokiselinskih ostataka (Almeida
et al., 2011; Benevides et al., 2004; Niaura, 2006; Rygula et al., 2013), produktima Maillard-ovih
reakcija (Reiner et al., 2020; Silva et al., 2021), kao i sa 6(O-H), v(C-O) 1 8(=C-H)aromateni U ravni (,,in-
plane) i van ravni (,,out-of plane®) vibracijama fenolnih jedinjenja (Pompeu et al., 2017; Qu et al.,
2020).
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Slika 4.17. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz Raman spektara kozijeg mleka (M i TM) i TME funkcionalnih
aditiva, za sledece spektralne regione: (a, b) 700-1800 cm; (c, d) ,.fingerprint region, 700-1200 cm; (e, f) amide Il
region, 1200-1500 cm%; (g, h) amide I1, 1500-1600 cm’; i (i, j) amide | region, 1600-1700 cm™. Oznake: M-odmagéeno
sirovo kozije mleko (1); TM-termic¢ki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); TME-funkcionalni aditivi na bazi
odmascéenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je
sadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio:
0,2mg/mL (TMEL)(3); 0,4mg/mL (TME2)(4); 0,6mg/mL (TME3)(5).
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4.3.2.7. Morfoloske karakteristike TME3 funkcionalnog aditiva

Skenirajuca elektronska mikroskopija daje uvid u morfoloske karakteristike M, TM i TME3 sprej
osusenih prahova. Medu TME funkcionalnim aditivima, za SEM analizu je izabran TME3 uzorak
zbog najviseg sadrzaja fenolnih jedinjenja. Kao §to se moze primetiti na slici 4.18a-c, vecéina Cestica
nema sferni oblik, ve¢ naj¢esée imaju smezurani (,,shrinking*) izgled, sto je zajednicko za sve sprej
osusene uzorke mleka (A. Kalusevic et al., 2017). Kada je temperatura sprej susenja niza kao u ovom
slu¢aju (130°C), povrsina micele duze ostaje vlazna i fleksibilna, a Cestice se najverovatnije skupljaju
i smezuravaju dok se hlade (Nijdam & Langrish, 2006). Kod sirovog mleka se mogu uoditi vise
sferinih Cestica (Slika 4.18a), nego $to je to sluc¢aj kod TM i TME3 uzorka Ovo moze biti zbog
dvostrukog termic¢kog tretmana TM i TME3 uzoraka, tokom pripreme termicki tretiranog mleka i
tokom sprej susenja. Pored toga, veéina micela sirovog mleka imaju glatku (,,smooth®) povr§inu
(Slika 4.18a). Sa druge strane, termicki tretirane kazeinske micele imaju hrapavu (,,ragged*) povrsinu
sa uniformno rasporedenim sitnim ¢esticama po njoj (Slika 4.18b), §to je rezultat termi¢kog tretmana
i formiranih WP/CN kompleksa na povrsini kazeinske micele (Kalab et al., 1983; Pesic et al., 2012).
Na SEM slici TME3 uzorka se moze primetiti kompaktnija i mrezasta struktura, sa izrazenm
grozdastim agregatima na povrSini kazeinske micele (Slika 4.18c), §to ukazuje na prisustvo
interakcija izmedu WP/CN kompleksa i fenolnih jedinjenja (Ozdal et al., 2013; Sharma et al., 2021).
Ove interakcije su omogucile formiranje kompaktne i uniformne strukture sa manjim Supljinama (H.
Chen et al., 2020; Pan et al., 2019). Slicnu morfologiju su uocili i drugi autori za sprej OsuSene
odmasc¢ene prahove mleka obogacene sa ekstraktom pokozice grozda (A. M. KaluSevi¢ et al., 2017),
antocijanima bogatim ekstraktom omotaca crne soje (A. KaluSevi¢ et al., 2017) i ekstraktom ploda
aronije (Cujié-Nikoli¢ et al., 2019). Na SEM slici sprej osusenog ekstrakta semenke, Gestice imaju
nepravilni i agregirani izgled (Sliki 4.18d). Sli¢na morfologija je predhodno primeéena na SEM
slikama sirovog Silybum marianum ekstrakta (Sansone et al., 2018) i sprej osusenog ekstrakta komine
grozda (Moreno et al., 2016).
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Slika 4.18. SEM slike sprej osusenih prahova: (a) odmagc¢eno sirovo kozije mleko (M); (b) termicki tretirano kozije mleko
(90°C, 10min) (TM); (c) funkcionalni aditiv na bazi odmascenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog
ekstraktom semenke (TME3); (d) sprej osusen ekstrakt semenke.
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4.3.2.8. Sematski prikaz distribucije fenolnih jednjenja u TME funkcionalnim aditivima

Na osnovu dobijenih rezultata detaljno okarakterisanih funkcionalnih aditiva i predhodno
predstavljenog modela distribucije serum proteina (WP) u termicki tretiranom kozijem mleku (Pesic
etal., 2012), moze se Sematski prikazati distribucija fenolnih jedinjenja u termicki tretiranom kozijem
mleku na prirodnom pH mleka, pH=6,7 (Slika 4.19).

Predhodno je pokazano da termicki tretman kozijeg mleka (90°C, 10min), indukuje visok procenat
denaturacije serum proteina i njihovu agregaciju sa k-kazeinom i delimi¢no sa a- i f-kazeinom (Pesic
et al., 2012). U¢es¢e k-, a-, i B-kazeina u formiranju WP/CN kompleksa podstice bolje povezivanje i
uniformnu distribuciju kompleksa vezanih za micelu, $to doprinosi odsustvu slobodnih rastvorljivih
kompleksa (Pesic et al., 2012). Neke predhodne studije su pokazale da ovi toplotom indukovani
WP/CN kompleksi povecavaju afinitet vezivanja kazeinskih micela sa fenolnim jedinjenjima (Rahimi
Yazdi & Corredig, 2012; Villalva et al., 2020).

Na osnovu rezultata elektroforetske i UHPLC DAD MS/MS analize, moze se predpostaviti da fenolna
jedinjenja iz semenke grozda, zbog niske koncentracije u TMEI1 uzorku reaguju sa WP/CN
kompleksima na povrsini kazeinskih micela. Medutim, povecanje koncentracije fenolnih jedinjenja
u TME2 i TME3 uzorcima dovodi do zasi¢enja vecine aktivnih mesta na povrsini kazeinskih micela
(TME2), i prodiranja fenolnih jedinjenja u unutras$nji deo WP/CN kompleksa sa ve¢im pristupom
hidrofobnim regionima kazeinskih micela (TME3). Afinitet vezivanja fenolnih jedinjenja za razlicite
delove kompleksa povezanih sa micelom, zavisi od fenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktu semenki
grozda. Prema Ye et al. (2013) kazeinska micela intenzivnije vezuje visoko polimerizovana fenolna
jedinjenja, dok serum proteini pretenduju u vezivanju fenolnih jedinjenja manjih molekulskih masa.
Fenolna jedinjenja ekstrahovana metanolom iz TME funkcionalnih aditiva su verovatno slobodna
fenolna jedinjenja ili fenolna jedinjenja vezana slabijim vezama za povrSinu kazeinskih micela. Sa
druge strane, kvercetin i izoramnetin nisu otkriveni u TME metanolnim ekstraktima, pa se moze
predpostaviti da su ova i druga manje polarna fenoilna jedinjenja u interakciji sa hidrofobnim
regionima kazeinske micele. Predpostavljeni modeli su dodatno potvrdeni ATR-FTIR i Raman
analizom i njihovim PCA odvajanjima, prvenstveno u amid | i amid Il regionima. U ovim regionima
TTM+E1 uzorak se odvaja od uzoraka TME2 i TME3. Ovo odvajanje medu uzorcima nastaje zbog
izmenjenih vibracija specificnih veza u strukturi molekula, koji se mogu povezati sa postojanjem
potencijalnih interakcija fenolnih jedinjenja sa WP/CN kompleksima, a-CN i B-CN. Stavise,
specifi¢ne vibracije koje odvajaju TME2 i TME3 uzorke u ovim regionima se mogu povezati sa v(C-
C)amotizna Vibracijama slobodnih fenolnih jedinjenja, $to je u saglasnosti sa UHPLC DAD MS/MS
rezultatima.
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Slika 4.19. Sematski prikaz interakcija razli¢itih koncentracija fenolnih jedinjenja semenki grozda i kazeinskih micela
termicki tretiranog kozijeg mleka (90°C, 10min), na pH 6,7. Skracenice: M-odmasceno sirovo kozije mleko; TM-termic¢ki
tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka
obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-
Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TTM/ekstrakt pre sprej suSenja bio: 0,2mg/mL (TME1); 0,4mg/mL (TME2);
0,6mg/mL (TME3).

4.3.2.9. Tehno-funkcionalna svojstva TME funkcionalnih aditiva

Emulgujuca svojstva M, TM i TME funkcionalnih aditiva su odredena za 0,1%, 0,5%, i 1% (m/V)
rastvore (Slika 4.20, grafik a,b). Prema dobijenim podacima, 0,1% rastvori su pokazali bolja
emulgujuca svojstva (EAI i ESI) za sve analizirane uzorke, u poredenju sa 0,5 i 1% rastvorima. Pored
toga, EAI 1 ESI vrednosti za 0,5% 1 1% rastvore se nisu statisti¢ki znac¢ajno razlikovale, §to znaci da
sadrzaj M, TM i TME u rastvorima, vise od 0,5% nisu imale uticaj na emulgujuca svojstva. Losija
emulgujuca svojstva 0,5 i 1% rastvora su najverovatnije dobijena zbog prisustva neabsorbovanih
proteina na medufaznoj povrsini voda/ulje, koji destabiliSu emulzije (Dickinson, 1999). Razli¢ita
emulgujuc¢im svojstvima za analizirane M, TM i TME rastvore se mogu primetiti samo u sluc¢aju 0,1%
rastvora, pa Ce se dalja diskusija odnositi na ove uzorke.

Najvisa EAI vrednost je dobijena za 0,1% M rastvor (61,04+5,68 m?/g), dok su EAI vrednosti 0,1%
TM i TME rastvora bile skoro duplo manje (1,5-2,2 puta manje) (Slika 4.20a), §to je u saglasnosti sa
rezultatima koje su dobili Pesi¢ et al. (2013). Ove razlike su bile ocekivane jer je precnik termicki
tretiranth kazeinskih micela bio znacajno vec¢i od onih u netretiranom mleku, o ¢emu je veé
diskutovano u odeljku 4.3.2.4. Iz navedenog razloga, znacajno ve¢e TM micele pokrivaju manju
povrsinu kapljice ulja u odnosu na micele sirovog mleka, $to je uticalo na smanjenje EAI vrednosti u
poredenju sa M uzorkom (Pesi¢, 2011). EAI vrednosti opadaju sa povecanjem koli¢ine ekstrakta
semenke grozda u TME uzorcima (TME1>TME2>TME23), §to je u skladu sa promenama precnika
veli¢ine Cestica ovih uzoraka (odeljak 4.3.2.4).
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(a) EAl-indeks aktivnosti emulzije (b) ESI-indcks stabilnosti emulzije
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Slika 4.20. Tehno-funkcionalna svojstva funkcionalnih aditiva na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka
obogacenog ekstraktom semenke. (a) Indeks aktivnosti emulzije; (b) Indeks stabilnosti emulzije; (c) Kapacitet pene; (d)
Stabilnost pene. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova ozna¢avaju poredenje
izmedu uzoraka koji imaju isti sadrzaj praha u rastvoru, a velika slova oznacavaju poredenja u okviru svakog uzorka
posebno. Razlidita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skraéenice: ,,N.D.“-nije
detektovan; M-odmaséeno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni
aditivi na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke,
tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej suSenja
bio: 0,2mg/mL (TMEL); 0,4mg/mL (TMEZ2); 0,6mg/mL (TME3). Napomena: rastvori uzorka su dobijeni rekonstitucijom
odgovarajuc¢e mase praha u 100ml mili Q vode.

Dobijeni ESI rezultati za 0,1% M, TM i TME rastvore su prikazani na Slici 4.20b. Najbolja stabilnost
emulzije je postignuta koris¢enjem 0,1% TMES3 rastvora (59,59+3,35 min). Dobra sposobnost TME3
uzorka u stabilizaciji emulzija je verovatno zbog sposobnosti TME3 kazeinskih micela da formiraju
kompaktan, ujednacen i mrezasto struktuiran medufazni film koji okruzuje kapljice ulja. Ove micele
su bile pokrivene WP/CN kompleksima i fenolnim jedinjenjima koja su pokazala sposobnost da
uspesno povezu kazeinske micele, $to je predhodno pokazala SEM analiza. Osim toga, prisustvo
slobodnih i micelarno vezanih fenolnih jedinjenja okrenutih prema vodenoj fazi je takode doprinelo
stabilizaciji emulzija zbog sternih odbijanja (Quan et al., 2019). Druge studije su takode pokazale da
polifenol-protein konjugati efikasnije stabilizuju ulje/voda emulzije nego sami proteini (Y. Chen et
al., 2018; Yi et al., 2015). Takode treba napomenuti da je 0,1% TM rastvor pokazao vecu stabilnost
emulzije, u poredenju sa 0,1% M rastvorom, sto je istaklo znacaj WP/CN kompleksa u stabilizaciji
emulzija.
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Na osnovu dobijenih rezultata za emulgujuca svojstva, literaturno dostupnih podataka i predhodno
prijavljenih modela (Pesi¢, 2011), predloZeni su razli¢iti modeli distribucije kazeinskih micela M,
TM i TME3 uzoraka, na povrsini uljane kapljice, u zavisnosti od koncentracije rastvora pri prirodnom
pH mleka (pH 6,7) (Slika 4.21).

Peniva svojstva M, TM i TME rastvora su prikazana na Slici 4.20 (grafik c,d). Svi analizirani rastvori
(0,1; 0,5; 1 1%, m/V), su pokazali dobru sposobnost formiranja pene (Slika 4.20c). Vrednosti za
kapacitet pene (KP), za 0,1% M i TM rastvore se nisu statisti¢ki zna¢ajno razlikovale. Medutim,
dalje poveéenje sadrzaja uzorka u rastvoru (0,5 i 1%) je pokazalo da su M rastvori efikasniji u
formiranju pene. Sa druge strane, M, TM i TME rastvori (osim 0,1 i 0,5% M rastvori) su pokazali
odsustvo ili smanjenu sposobnost stabilizacije pene, $to ukazuje da su analizirani uzorci pokazali loSa
peniva svojstva. lako je mehanizam formiranja pene sli¢an formiranju emulzija, medufazni napon na
medufaznoj povrsini vazduh/voda je veéi od one na medufaznoj povrsini ulje/voda (Damodaran,
2005). Zbog toga je neophodana denaturacija proteina na medufaznoj povrSini vazduh/voda, $to
ukazuje na zna¢aj molekularne fleksibilnosti proteina (Razumovsky & Damodaran, 1999). Kazeinske
micele, termicki tretirane ili ne, su sli¢ne globularnim proteinima, krute 1 nefleksibilne, 1 kao takve
nisu u stanju da smanje medufazni napon na medufaznoj povrsini vazduh/voda. Odredeno poboljsanje
penivih svojstava za M uzorak se moze objasniti prisustvom nativnih serum proteina, koji se mogu
distribuirati na medufaznoj povrsini vazduh/voda izmedu kazeinskih micela, dodatno stabilizujuci
medufazni proteinski film. Ovaj film pri sadrzaju M od 0,1% 1 0,5%, je pokazao dobar kapacitet
formiranja i stabilnosti pene. Cini se da je kompleksna struktura kazeinske micele, kao §to je u TM
uzorcima, rezultirala losijim penivim svojstvima, ali je zavisila od koncentracije fenolnih jedinjenja
u uzorku. lako su vrednosti za kapacitet pene bile visoke u analiziranim uzorcima, ove pene su bile
rastresite sa velikim mehurima vazduha koji zauzimaju velike zapremine. Disproporcija vazdusnih
mehura (Ostwald-ovo sazrevanje) se javlja u veéini uzoraka veoma brzo, $to dovodi do odsustva pene.

Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuéiti da kapacitet formiranja i stabilnosti pene M, TM i TME
uzoraka zavisi od sadrzaja uzorka u rastvoru, strukture proteina i prisustva fenolnih jedinjenja; Sto je
u saglasnosti sa prijavljenim rezultatima drugih studija (Li et al., 2021; Prigent et al., 2009; Wu et
al., 2007; Zhan et al., 2018). Sli¢no ovim rezultatima, drugi istraziva¢i su pokazali da povecanje
koncentracije taninske kiseline (TA) u TA/natrijum kazeinat nanokompleksu (Zhan et al., 2018), ili
povecéanje sadrzaja instant zelenog Caja u mesavini sa albuminom (iznad 0,5 w/v) (Wu et al., 2007),
uticu na smanjenje sposobnosti formiranja 1/ili stabilnosti pene. Prema ovim autorima, povecani
sadrZaj fenolnih jedinjenja intenzivnije blokiraju aktivna mesta na proteinima 1 smanjuju povrSinsku
hidrofobnost, §to rezultira smanjenjem penivih svojstava.

Na osnovu dobijenih rezultata za peniva svojstva, literaturno dostupnih podataka i predhodno
prijavljenih modela (Pesi¢, 2011), predlozeni su razli¢iti modeli distribucije kazeinskih micela M,
TM i TMES3, na medufaznoj povrsini voda/vazduh (Plateau granici, medi)(Slika 4.22).
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Slika 4.21. Sematski prikaz distribucije kazeinskih micela na povrsini uljane kapljice: (a) 0,1% M rastvor; (b) 0,1% TM rastvor; (c) 0,1% TMES3 rastvor; (d) 0,5 i 1% M rastvori; (e)
0,51 1% TM rastvori; (f) 0,5 i 1% TMES3 rastvori; pri pH 6,7. Skracenice: M-odmascéeno sirovo kozije mleko; TM-termi¢ki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni

aditiv na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj
zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja 0,6mg/mL (TME3).
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Slika 4.22. Sematski prikaz distribucije kazeinskih micela na medufaznoj povrsini vazduh/voda: (a) M; (b) TM; i (c) TME3; pri pH 6,7. Skra¢enice: M-odmasceno sirovo kozije mleko;
TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditiv na bazi odmag¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke, tako da je sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja 0,6mg/mL (TMES3).
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4.3.2.10. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativha svojstva TME funkcionalnih
aditiva

U slucaju kompleksnih matriksa hrane, koji sadrze viSe potencijalnih antioksidanata, pozeljno je
koristiti kombinaciju nekoliko in vitro skrining testova, radi bolje interpretacije i razumevanja
antioksidativnog potencijala ispitivanih uzorka hrane (Granato et al., 2018; Power et al., 2013). Stoga,
u ovoj sekciji je koris¢eno pet in vitro antioksidativnih testova (TAC, ABTS™, DPPH", FRP, i FCC),
a odreden je i sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja kako bi se procenio antioksidativni potencijal M,
TM i TME pripremljenih 0,1%, 0,5% i 1% rastvora (Slika 4.23a-f).

Rezultati odredivanja TPC su pokazali da uzorci mleka, iako nemaju fenolna jedinjenja, prema
UHPLC-DAD MS/MS analizi, pokazuju vrednosti za ovaj parametar. U slucaju visekomponentnih
uzoraka, Folin-Ciocalte-ov reagens, koji se koristi za odredivanje TPC, se moze redukovati brojnim
nefenolnim jedinjenjima, koja doprinose vrednostima za ovaj parametar (Gulgin, 2012). Stoga se
moze rec¢i da ova metoda meri ukupni redukcioni kapacitet uzoraka (Huang et al., 2005). Dakle, iako
kozije mleko nije imalo fenolna jedinjenja, dobijene TPC vrednosti za ove uzorke (M i TM) mogu se
opravdati prisustvom brojnih interferirajucih jedinjenja, kao §to su proteini, aminokiseline i laktoza,
koje reaguju sa Folin-Ciocalteu-vim reagensom (Prior et al., 2005). Sa povecanjem koncentracije M
I TM rastvora, redukcioni kapacitet se znacajno povecao: 0,95; 2,94; i 6,15 mg(GAE)/100mL M
uzorka ili 0,23; 2,26; i 5,09 mg(GAE)/100mL TM uzorka, redom za 0,1%, 0,5% i 1% rastvor (Slika
4.23a). Znacajno nize TPC vrednosti za TM uzorke, u poredenju sa M uzorcima mogu biti posledica
strukturne modifikacije proteina posle termickog tretmana, $to je ocigledno uticalo na smanjenje broja
redukujuéih grupa, koje su verovatno bile ukljuc¢ene u formiranje HMW kompleksa, koji su
predhodno primeceni SDS-NR-PAGE i Native-PAGE analizom. Uticaj odmaséenog i termicki
tretiranog kozijeg mleka na TPC vrednosti je pokazan i u drugim studijama (Komes et al., 2017;
Kosti¢ et al., 2021). Uzorci TM obogaceni sa ekstraktom semenki grozda (TME) su imali znacajno
vesi ukupni sadrzaj fenolnih jedinjenja u poredenju sa TM uzorcima. Ovome su o¢igledno najvise
doprinela fenolna jedinjenja, uglavnom fenolne kiseline, flavan-3-oli i procijanidini iz ekstrakta
semenki grozda, koja su predhodno odredena UHPLC MS/MS analizom. TPC vrednosti za TME
uzorke su pokazale znacajan trend porasta sa porastom TME koncentracije rastvora (0,1; 0,5; 1 1%) i
sa povecanjem koliCine ekstrakta semenki grozda u TME formulacijama. Vrednosti za sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja TME uzoraka (TMEL, TME2, i TMES3), su u poredenju sa TM uzorkom
bile vece 3,53; 3,32; 1 5,85 puta za 0,1% rastvore; 1,64; 2,07; 1 2,90 puta za 0,5% rastvore; i 1,35;
1,82; 12,06 puta za 1% rastvore. Kao $to se moze videti (Slika 4.23a), najmanji porast TPC vrednosti
je bio za 1% TME uzorke, Sto je mozda zbog intenzivnijih polifenol-protein interakcija koje su
ometale njihov redukujuéi kapacitet (Jakobek, 2015). TPC vrednosti dobijene u ovoj sekciji su bile
nize od nekih predhodno prijavljenih TPC vrednosti za napitke od kozijeg mleka obogacene
ekstraktima lekovitih biljaka (Komes et al., 2017), sprej osuseno kozije mleko obogaéeno polenom
(Kosti¢ et al., 2021), mleko obogaceno polifenolnim ekstraktima grozda (Kili¢ Bayraktar et al., 2019),
fermentisana odmasc¢ena mleka obogacena sa ekstraktima komine grozda (de Souza de Azevedo et
al., 2018), ili za model napitak mleko/grozdani sok (He et al., 2016). Ove razlike mogu biti posledica
primenjene metodologije (veéina ovih studija je odredivala TPC nakon metanolne ekstrakcije
fenolnih jedinjenja, dok se u ovom radu koriste vodeni rastvori), i koncentracije fenolnih jedinjenja
dodatih u analizirane proizvode.
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Slika 4.23. Ukupna fenolna jedinjenja (a) i antioksidativna svojstva funkcionalnih aditiva na bazi odmaséenog termicki
tretiranog kozijeg mleka obogacenog ekstraktom semenke (b-f): Ukupni antioksidativni kapacitet “in vitro fosfomolibden
redukujuéa mo¢” (b); Sposobnost redukcije Fe** jona (redukuju¢a mo¢) (c); Sposobnost sakupljanja DPPH- radikala (d);
Sposobnost sakupljanja ABTS™ radikala (e); Sposobnost heliranja Fe?* jona (f). Podaci su prikazani kao srednje
vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova oznacavaju poredenje izmedu uzoraka koji imaju isti sadrzaj praha u
rastvoru, a velika slova oznacavaju poredenja u okviru svakog uzorka posebno. RazliCita slova oznacavaju statisticki
znacCajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skracenice: ,,N.D.“-nije detektovan; M-odmas$c¢eno sirovo kozije mleko;
TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TME-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog
kozijeg mleka obogacéenog razli¢itim koncentracijama ekstrakta semenke, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
(Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,2mg/mL (TMEL); 0,4mg/mL (TME2);

0,6mg/mL (TME3). Napomena: rastvori uzorka su pripremljeni rekonstitucijom odgovaraju¢e mase praha u 100ml mili
Q vode.
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Ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) je odreden na osnovu sposobnosti M, TM i TME rastvora
(0,1; 0,5; i 1%) da redukuju molibden jone od Mo (IV) do Mo (I1), u kiseloj sredini (Slika 4.23b).
TAC 0,1% rastvora je zabelezen samo za TME3 uzorak, verovatno zbog dovoljne koli¢ine fenolnih
jedinjenja koja su sposobna da redukuju jone metala. Daljim pove¢anjem M, TM i TME sadrzaja u
rastvorima (0,5 i 1%), pokazana je Mo(VI) redukujuca sposobnost. Medutim, TAC vrednosti su bile
znacajno vise za TME uzorke u poredenju sa M i TM uzorcima. TAC vrednostima M i TM uzoraka
su najvise doprineli hidrolizom oslobodeni peptidi 1 aminokiseline, bez statisticki znacajne razlike
(p<0,05) za 0,5% i 1% rastvore. Nehir El et al. (2015), su predhodno odredili TAC za uzorke kozijeg
mleka i kefira, i potvrdili njihovu sposobnost u redukciji molibden jona. TAC vrednosti za 0,5% i 1%
TME rastvore su se znacajno povecavale sa povec¢anjem sadrzaja fenolnih jedinjenja u TME1, TME2
I TME3 uzorcima: 19,71; 29,16; 42,26 ug (AA)/mL (0,5% rastvor) i 42,98; 63,44; 85,07 ug (AA)/mL
(1% rastvor). TAC vrednostima TME uzoraka su verovatno najviSe doprinela slobodna fenolna
jedinjenja, kao i fenolna jedinjenja, peptidi i aminokiseline oslobodeni nakon hidrolize uzoraka.

Svi M i TM rastvori (0,1; 0,5; i 1%) nisu imali redukujuc¢u moé, $to ukazuje na loSu sposobnost
proteina da redukuju jone gvozda (Slika 4.23c). Niske vrednosti za redukuju¢u moé sirovog,
odmascenog i termicki tretiranog kozijeg mleka predhodno su sugerisali drugi autori (Abd El-Fattah
et al., 2020; Kili¢ Bayraktar et al., 2019). Dodatak ekstrakta semenki grozda u termicki tretirano
mleko je doprineo povecanju redukujué¢e moc¢i TME uzoraka. Medutim, vrednosti za redukujuc¢u mo¢
0,1% rastvora je odredena samo za TME3 uzorak, §to je u saglasnosti sa TAC testom. Dalje povecanje
TME sadrzaja u rastvorima (0,5% i 1%), kao i povecanje sadrzaja fenolnih jedinjenja u TME
uzorcima, znacajno je uticalo na povecanje dobijenih vrednosti za redukuju¢u mo¢. Sposobnosti TME
uzoraka da redukuju jone gvozda su verovatno najvise doprinela slobodna fenolna jedinjenja, poput
galne kiseline i katehina. Sli¢no ovim rezultatima, Kili¢ Bayraktar et al. (2019) su pokazali zna¢ajan
uticaj ekstrakta ¢aja i grozda na redukujuc¢u mo¢ napitaka na bazi mleka, prvenstveno zbog prisustva
njihovih fenolnih jedinjenja.

Odredivanje sposobnosti sakupljanja DPPH" i ABTS™" radikala je zasnovana na sposobnosti M, TM
I TME uzoraka da doniraju jone vodonika i neutraliSu slobodne radikale. Svi uzorci za sve
pripremljene rastvore (0,1%, 0,5%, i 1%) su posedovali sposobnost da neutralisu DPPH" i ABTS™
radikale (Slika 4.23d,e). Medutim, primecena je manja sposobnost sakupljanja DPPH" radikala nego
ABTS"" radikala. Ovo je verovatno zbog hidrofobne prirode DPPH" radikala i njegove sposobnosti
da reaguje sa lipofilnim molekulima (Komes et al., 2017; Serpen et al., 2012). Sposobnost
neutralisanja DPPH" radikala 0,1% rastvora se nije znacajno razlikovala medu uzorcima (M, TM i
TME), dok se sposobnost neutralisanja ABTS™ radikala povecala sa pove¢anjem sadrzaja fenolnih
jedinjenja u TME uzorcima. Dalje povecanje koncentracije uzoraka u rastvorima je pokazalo
zanimljive rezultate, odnosno sposobnost neutralisanja DPPH" radikala se povecavala sa porastom
sadrzaja uzorka u rastvoru (0,5% i 1%), dok se sposobnost neutralisanja ABTS™ radikala nije
znacajno menjala za oba rastvora, osim u slu¢aju TME3 rastvora. Dobra soposobnost neutralisanja
DPPH" i ABTS' radikala u slu¢aju M i TM uzoraka je verovatno zbog prisustva proteina i
aminokiselinskih ostataka koji su u stanju da doniraju jone vodonika (Power et al., 2013). Predhodno
je pokazano da medu pojedinaénim proteinima mleka, najvecu sposobnost neutralisanja ABTS™
radikala ima a-kazein, a zatim B-kazein i B-LG (Kim et al., 2019). Stavige, termicki tretman mleka
nije uticao na aktivnost neutralisanja DPPH" i ABTS™" radikala, u poredenju sa sirovim mlekom, $to
je u saglasnosti sa DPPH" rezultatima koje su dobili Abd El-Fattah et al. (2020). Zanimljivo da je
sposobnost neutralisanja DPPH" radukala 0,5% TME1 uzorka niza u poredenju sa M i TM uzorcima,
Sto je verovatno posledica fenolna jedinjenja-protein interakcija, koje smanjuju potencijal fenolnih
jedinjenja i proteinskih ostataka da doniraju jone vodonika. Predhodno je pokazano da kazeini i
proteini surutke imaju sposobnost da redukuju antioksidativnu aktivnost fenolnih jedinjenja, upravo
zbog interakcija njihovih medusobnih interakcija (Gallo et al., 2013; T. Li et al., 2020). Medutim,
TME?2 i TME3 uzorci su pokazali povecanje sposobnosti sakupljanja DPPH" i ABTS™ radikala, ¢emu
je doprineo povecani sadrzaj fenolnih jedinjenja u ovim uzorcima. Zbog metodoloskih razlika i nacina
na koji su DPPH" i ABTS"" rezultati izrazeni, poredenje sa drugim studijama je te$ko izvodljivo.
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Medutim, predhodne studije su takode pokazale da se sposobnost sakupljanja ABTS™ i DPPH’
radikala napitaka na bazi kozijeg mleka znacajno povecava sa dodatkom polifenolima bogatog
ekstrakta iz razlicitih biljaka (Komes et al., 2017) ili polena (Kosti¢ et al., 2021).

Svi uzorci su pokazali dobra helirajuca svojstva, kao $to se moze videti na Slici 4.23f, a $to se moze
povezati sa visokim sadrzajem proteina (Kosti¢ et al., 2021). Sposobnost heliranja 0,1% i 0,5%
rastvora se nije znac¢ajno razlikovala (p<0,05) izmedu M, TM i TME uzoraka. Medutim, vrednosti za
helirajuca svojstva 1% TM rastvora su bila znacajno visa nego vrednosti za helirajuca svojstva 1%
M rastvora, §to moze biti zbog formiranja toplotom indukovanih WP/CN kompleksa, koji su
verovatno poboljsali sposobnost heliranja TM uzorka. Dodatak razli¢itih koli¢ina ekstrakta semenki
grozda u kozije mleko nije statisti¢ki znac¢ajno promenio helirajuca svojstva TME uzoraka za sva tri
razli¢ita sadrzaja uzoraka u rastvoru (0,1%, 0,5%, i 1%).
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4.3.3. Nefermentisani funkcionalni aditivi na bazi proteina kozijeg mleka obogacéeni prahom
inulin/ekstrakt semenke-TMIE funkcionalni aditivi

4.3.3.1. UHPLC-DAD MS/MS analiza fenolnih ekstrakata TMIE i IE funkcionalnih aditiva

UHPLC-DAD MS/MS fenolni profili metanolnih ekstrakata sprej osusenih uzorka mleka, semenke,
IE i TMIE funkcionalnih aditiva su prikazani u Tabeli 4.22 (podaci za kvantifikaciju, Tabela P5).
Dobijen fenolni profil za SOES uzorak se nije statisti¢ki znacajno razlikovao od SOES profila
prikazanog u tabeli 4.19. U polaznom rekonstituisanom sprej osusenom ekstraktu semenke Prokupca
dominantno su detektovane fenolne kiseline (28,1%), flavan-3-oli (64,2%) i flavonoli (7,3%), dok su
ostala fenolna jedinjenja detektovana u tragovima. Medu pojedinacnim fenolnim jedinjenjima,
najzastupljeniji je bio katehin, zatim galna kiselina i flavonol aglikoni (kvercetin, izoramnetin i
kampferol), Sto je u saglasnosti sa predhodnom karakterizacijom ekstrakta semenke (poglavlje
4.3.2.1; Tabela 4.19). U metanolnim ekstraktima M, TM i TMI prahova nisu detektovana fenolna
jedinjenja, $to je i o¢ekivano jer su ovo proteinski i protein/dijetno vlakno matriksi. U metanolnom
ekstraktu sprej osusenog IE praha su kvantifikovana ista fenolna jedinjenja (osim protokatehinske i
siringinske kiseline), kao i u rekonstituisanom SOES, samo u znacajno manjim koli¢inama, $to
potvrduje potencijalno dobra svojstva inulina kao nosacéa fenolnih jedinjenja. Fenolna jedinjenja se
nakon kontakta sa inulinom zadrzavaju na povrsini ovog vlakna (slika 4.31e), i naj¢es¢e formiraju
vodoni¢ne veze sa njihovim hidroksilnim grupama (Flores-Mancha et al., 2020; Jakobek & Mati¢,
2019). Sadrzaj ukupnih kvantifikovanih fenolnih jedinjenja u TMIE prahovima se povecavao sa
povecanjem koli¢ine dodatog IE praha u TMIE formulacijama, od 9,78 (TMIE1) do 26,97 (TMIE3)
mg/kg SM . Isti trend rasta su pokazala i dominantno detektovana pojedinac¢na fenolna jedinjenja,
galna kiselina (2,86; 5,36; i 9,44 mg/kg SM) i katehin (4,64; 9,78; i 12,97 mg/kg SM). Osim galne
kiseline, kofeinska kiselina je potvrdena u metanolnim ekstraktima IE i TMIE prahova, medutim njen
sadrzaj se nije znacajno razlikovao u svim uzorcima. Katehin galat je takode kvantifikovan u svim
metanolnim ekstraktima funkcionalnih aditiva sa izrazenim trendom rasta sa povec¢anjem sadrzaja IE
praha u TMIE formulacijama. Ostali flavan-3-oli nisu detektovani. Glikozidi kvercetina (kvercetin-
3-glukozid i rutin) su detektovani u svim TMIE uzorcima, dok su izoramnetin-3-O-glukozid i
kampferol potvrdeni u TMIE2 i TMIE3 uzorcima, ali se njihov sadrzaj nije statisticki znacajno
razlikovao u ovim formulacijama. Flavonol aglikoni (kvercetin i izoramnetin) su detektovani u
metanolnom ekstraktu semenke i IE uzorka, ali nisu detektovani u metanolnim ekstraktima TMIE
prahova. Vodoni¢ne veze i Van der Walsove interakcije uspostavljene izmedu ovih flavonol aglikona
i inulina, su verovatno narusene tokom ekstrakcije sa zakiSeljenim metanolom, §to je doprinelo
njihovoj kvantifikaciji u metanolnim ekstraktima IE praha. Sa druge strane, odsustvo ovih flavonol
aglikona u metanolnim ekstraktima TMIE prahova, moze biti zbog njihove interakcija sa hidrofobnim
regionima kazeinske micele (Rahimi Yazdi & Corredig, 2012), koje nisu narusene ekstrakcijom sa
zakiSeljenim metanolom. Nakon mes$anja IE praha i TM mleka, deo fenolnih jedinjenja se oslobada
sa povrsine inulina i reaguje sa proteinima mleka, koji se nakon sprej suSenja takode distribuiraju po
povrsini inulina (Slika 4.31c,d).
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Tabela 4.22. SadrzZaj polifenola i fenolnih kiselina (mg/kg SM), u sprej osusenim funkcionalnim aditivima na
bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka obogaéenog sprej osusenim inulin/ekstrakt prahom

Uzorci M TM TMI SOES IE TMIEL TMIE2 TMIE3
Jedinjenja (mg/kg SM uz.)
Fenolne kiseline

Galna kiselina nd. nd. nd 222,74+2522  61,50+2,17° 2,86+0,09° 5,36+0,32¢  9,44+0,29°
Protokatehinska kiselina nd. nd. nd. 2,44+0,10 n.d. n.d. n.d. n.d.
Siringinska kiselina nd. nd nd 1,70+0,05 n.d. n.d. n.d. n.d.
Kofeinska kiselina nd. nd. nd. 2,23+0,182 0,9940,06  1,19+0,15P 1,17+0,12"  1,19+0,10°
Flavan-3-oli i njihovi derivati
Katehin nd. nd. nd 51543+11,872 78,06+2,18° 4,64+0,49° 9,78+0,449 12,97+0,62¢
Katehin galat nd. nd. nd 8,300,072 5,3240,29>  0,44+0,03° 0,63+0,049  0,83+0,03¢
Galokatehin nd. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin nd. nd nd n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin nd. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flavanol aglikoni i glikozidi
Kvercetin nd. nd. n.d. 32,702,152 8,06+0,73° n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-glukozid nd. nd nd. 1,48+0,042 1,59+0,158  0,29+0,04°*  0,43+0,03¢  0,57+0,06¢
Rutin nd. nd. nd. 0,28+0,01° 0,48+0,02®>  0,35+0,03° 0,36+0,02°  0,36+0,04¢
Izoramnetin nd. nd. nd. 17,29+0,842 4,37+0,24° n.d. n.d. n.d.
Izoramnetin-3-O-glukozid n.d. n.d. n.d. n.d. 1,02+0,08a n.d. 0,18+0,02°  0,14+0,02°
Kampferol nd. nd. nd. 7,95+0,392 3,30+0,08° n.d. 1,20+£0,09¢  1,33%0,09°
Ostali detektovani polifenoli
Apigenin-7-glukozid nd. nd. nd. n.d. 0,18+0,03 n.d. n.d. n.d.
Naringenin nd. nd. nd. 0,76+0,022 0,55+0,03° n.d. n.d. 0,14+0,02¢
Aeskuletin nd. nd. nd. 2,86+0,272 1,02+0,03° n.d. n.d. n.d.
P / / / 816,16 166,45 9,78 19,11 26,97

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznadene sa istim
slovom u istom redu nisu statisticki znacajno razliCite prema t-testu, (p<0,05). Napomena: Sprej osuSeni prahovi su ekstrahovani
80%metanolo+0,1%HC], iz kojih je dalje vrSena kvantifkacija fenolnih jedinjenja (UHPLC-DAD MS/MS), ¢ije su vrednosti prikazane u Tabeli.
Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovano; SOES-sprej osusen ekstrakt semenke, koji je rekostituisan u 80%metanol+0,1%HCI; M-odmaséeno sirovo kozije
mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TMI- odmasceno termicki tretirano kozije mleko/inulin; IE-sprej osuSeni prah
inulin/ekstrakt; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog
inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej suSenja
bio: 0,1mg/mL (TMIE1); 0,2mg/mL (TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3).

4.3.3.2. Sadriaj proteina u TMIE funkcionalnim aditivima

Rezultati za sadrzaj proteina u TMIE, M i TM uzorcima se statisti¢ki nisu zna¢ajno razlikovali (Slika
4.24). Ovo zna¢i da dodatak razli¢itih koli¢ina IE praha u termicki tretirano mleko doprinosi
funkcionalnosti dobijenih TMIE aditiva, a da pritom nema znacajan uticaj na sadrzaj proteina; za
razliku od TME prahova kod kojih se sa pove¢anjem sadrzaja fenolnih jedinjenja smanjuje sadrZaj
proteina. Medutim, ovi funkcionalni TMIE aditivi su imali zna¢ajno nizi sadrzaj proteina u poredenju
sa vrednostima koje su prijavili Kamizake et al. (2003) za sprej osusene uzorke odmaséenog i celog
kravljeg mleka. U uzorcima | i IE sadrzaj proteina nije detektovan, §to je ocekivano jer ovo nisu
proteinski matriksi. TMI uzorak je imao znacajno nizi sadrzaj proteina, u poredenju sa TMIE
uzorcima §to se moZze pripisati ve¢em sadrZaju inulina u ovom uzorku nego §to je to slucaj kod TMIE
(podpoglavlje 3.4.2). Medutim, smanjenje sadrzaja proteina u TMI uzorcima je oko 50% u odnosu
na ostale uzorke S$to ukazuje da inulin ometa spektrofotometrijsko odredivanje proteina
Bradfordovom metodom. Naime, ova metode se zasniva na interakciji kiselog rastvora Comassie
Brilliant Blue boje i proteina hidrofobnim i elektrostatickim interakcijama (Georgiou et al., 2008). U
TMI uzorcima dolazi najverovatnije do hidrofobnih interakcija izmedu inulina i proteina mleka, pre
svega kazeina i B-LG koji se nalaze na povrsini kazeinske micele u vidu WP/CN kompleksa i
hidrofobnih regiona molekula inulina (Schaller-Povolny & Smith, 2002). Ove interakcije ometaju
vezivanje boje, sto rezultuje nizim vrednostima absorbance na 595nm. Pored navedenog, u TMIE
uzorcima ne treba zanemariti sinergisticki efekat inulina i polifenolnih jedinjanja koja se takode
hidrofobnim interkacijama vezuju za proteine mleka, i potencijalno mogu doprineti prividno visim ili
nizim vrednostima za sadrzaj ukupnih proteina. Prisutvo interakcija izmedu proteina mleka i inulina
moze se uociti na elekroforegramima i SEM slikama TMI i TMIE3 uzoraka (Slika 4.31c,d).
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Slika 4.24. Sadrzaj ukupnih proteina u funkcionalnim aditivima na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka
sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog inulin/ekstrakt praha. Podaci su prikazani kao srednje
vrednosti+standardna devijacija (n=3). *0,01<p<0,05; **0,001<p<0,01; ***0,001<p<0,0001; ****p<0,0001; navedeni
simboli pokazuje nivoe statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka. Za post hoc ispitivanje statisticke znacajnosti koris¢en
je Tukey’s test (p<0,05). Skraéenice: M-odmaséeno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C,
10min); I-inulin; 1E-sprej osuSeni prah inulin/ekstrakt; TMI- odmaséeno termicki tretirano kozije mleko/inulin; TMIE-
funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osusenog
inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini
TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL (TMIEL); 0,2mg/mL(TMIEZ2); 0,3mg/mL (TMIE3).

4.3.3.3. Elektroforetska analiza TMIE funkcionalnih aditiva

Proteinski profili funkcionalnih aditiva na bazi kozijeg mleka sa dodatkom inulina/ekstrakt praha
(TMIE) su analizirani koris¢enjem razlicitih elektroforetskih tehnika: (1) SDS-PAGE (redukujuéi i
neredukujuci uslovi) i (2) Native-PAGE (Slika 4.25a-c). Na SDS-R-PAGE gelu su jasno uocljive
trake koje odgovaraju kazeinima i serum proteinima kozijeg mleka, za sve analizirane funkcionalne
aditive na bazi proteina kozijeg mleka (Slika 4.25a, trake 1-6). Dodatak inulina (I) i inulin/ekstrakt
praha (IE) nisu uticali na izmenu proteinskog sastava i nisu doveli do pojave nekarakteristi¢nih traka
u TMI i TMIE uzorcima (Slika 4.25a, trake 3-6). Medutim, kod ovih uzoraka je denzintometrijom
potvrdeno smanjenje intenziteta glavnih kazeinskih traka u poredenju sa istim trakama u TM uzorku
(Tabela 4.23), sto se objasnjava prisustvom inulina ili inulina/fenolnih jedinjenja u uzorcima.
Smanjenje intenziteta traka je najvise primetno za uzorak TMI (Slika 4.25a, traka 3), $to se moze
pripisati znacajno vecem sadrzaju inulina u ovom uzorku, nego u TMIE uzorcima, pa samim tim i
intenzivnijim interakcijama inulina sa proteinima mleka, odnosno WP/CN kompleksima. Ovo je u
saglasnosti sa spektrofotometrijskim rezultatima za sadrzaj ukupnih proteina ovih uzoraka.

Na SDS-NR-PAGE (Slika 4.25b) i Native-PAGE (Slika 4.25c) gelovima nisu prime¢ene promene u
pokretljivosti karakteristicnih proteinskih traka ili pojava nekarakteristi¢nih traka. Medutim,
primecuje se smanjenje intenziteta traka koje odgovaraju HMW (WP/CN) kompleksima, as-CN 1 3-
CN, u svim uzorcima sa inulinom i inuli/ekstrakt pranom (Slika 4.25b,c, trake 3-6). Intenzitet traka
se smanjuje sa povecanjem koli¢ine IE praha u TMIE formulacijama (Tabela 4.23), dok je oc¢ekivano
najvece smanjenje intenziteta traka kod TMI uzorka koji sadrzi samo inulin kao dodatak, $to prati isti
trend kao kod SDS-R-PAGE analize. Smanjenje intenziteta traka u TMI uzorku (Slika 4.25b,c, traka
3) je preko 20% u odnosu na iste trake u TM uzorku (Slika 4.25b,c, traka 2), bez obzira o kojoj se
elektroforetskoj tehnici radi (Tabela 4.23). Ovo ukazuje da prisutni inulin ometa vezivanje Commasie
Brillliant Blue (CBB) boje prilikom detekcije proteina, kao i prilikom odredivanja sadrzaja ukupnih
proteina mleka Bradfordovom metodom u istim funkcionalnim aditivima. Takode, ne sme se
zanemariti sinergisticko delovanje fenolnih jedinjenja i inulina u ometanju vezivanja CBB boje, sto
moze uticati na smanjenje intenziteta proteinskih traka kod TMIE uzoraka. Primenom elektroforetske
analize, Schaller-Povolny and Smith (2002) su ukazali na postojanje hidrofobnih interakcija kazeina
i B-LG sa inulinom, dok su u okviru ove disertacije na modelima TME funkcionalnih aditiva
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potvrdene protein-fenolna jedinjenja interakcije. Kao kontrole su takode u bunari¢e gelova nanoseni
uzorci Cistog inulina (Slika 4.25a-c, traka 8) i IE praha (Slika 4.25a-c, traka 7), ali proteinske trake
nisu registrovane jer se radi o neproteinskim matriksima.

Tabela 4.23. Promene (%) sadrzaja kazeina i HMW kompleksa u TMI i TMIE prahovima u odnosu na iste
trake u TM uzorku, odredene razli¢itim elektroforetskim tehnikama.

Uzorci ™ TMI TMIE1 TMIE2 TMIE3
SDS-R-PAGE
as2-CN 100%  77,1+2,2° 97,3+1,8° 86,5+2,6° 79,9+2,6°
B-CN 100®  75,744,49 90,6+2,5° 84,8+15° 79,1+1,8¢
k-CN 100®  77,945,1° 93,0+0,4°® 79,5+45°  71,2+14°
SDS-NR-PAGE
HMW kompleksi 100® 75,4+4,7°¢ 81,6+0,2° 75,7+0,5¢ 72,0+1,5¢
as2-CN 1008  74,4+1,2¢ 86,5+0,3° 81,1+1,6° 63,5+3,0°
B-CN 100* 81,1+0,03¢ 93,1+1,2° 86,2+0,01¢ 60,2+0,02¢
Native-PAGE
WPs/CN kompleksi 100®  72,446,2° 91,747,0°° 84,5+7,8% 82,7+6,7™
B-CN 100% 78,1+1,5° 92,2+52®% 88 9+28° 82 6+2,6°

Vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti tstandardna devijacija (n=3). Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisticki
znadajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: M-odmascéeno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); I-inulin;
IE-sprej osuseni prah inulin/ekstrakt; TMI- odmas¢eno termiéki tretirano kozije mleko/inulin; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmasc¢enog termicki
tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-
Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej su$enja bio: 0,1mg/mL (TMIEL); 0,2mg/mL (TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3).
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Slika 4.25. Elektroforegrami proteina uzoraka funkcionalnih aditiva na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka obogacenog sprej osusenim inulin/esktrakt prahom,
analizirani: (a) SDS-R-PAGE-om; (b) SDS-NR-PAGE-om; (c) Native-PAGE-om. Oznake: M-odmas¢eno sirovo kozije mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)
(2); TMI- odmasceno termicki tretirano kozije mleko/inulin (3); TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej
osusenog inulin/ekstrakt praha (4-6), tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL
(TMIEL)(4); 0,2mg/mL (TMIE2) (5); 0,3mg/mL (TMIE3) (6); IE-sprej osuSeni prah inulin/ekstrakt (7); I-inulin (8). Skracenice: LMW-standard molekulskih masa; SK-standard
glavnih proteina kravljeg mleka; as1-CN (os1-kazein); as2-CN (as2-kazein); B-CN (B-kazein); k-CN (k-kazein); B-LG (B-laktoglobulini); a-LA (a-laktaloumin); BSA-serum albumin
krvi; Ig-imunoglobulini; HMW-visokomolekulski kompleksi. Napomena: 2mg sprej osuSenog uzorka je rekonstituisano u 1ml odgovarajuteg pufera za uzorke; Uokvirena
elektroforetska traka (SK) i oznake sa desne strane (slika 27¢) prikazuju standard glavnih proteina kravljeg mleka i karakteristi¢nu pokretljivost kazeina i serum proteina kravljeg mleka
analiziranih Native-PAGE-om, dok su uzorci od 1-6 (slika 27¢) bazirani na kozjem mleku i sa leve strane su oznake koje pokazuju karakteristiénu pokretljivost kozijih kazeina i serum
proteina ispitivanih Native-PAGE-om.
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4.3.3.4. Velicina cestice i {-potencijal TMIE funkcionalnih aditiva

Merenja velicine Cestica su pokazala varijacije kada su u pitanju funkcionalni aditivi na bazi kozijeg
mleka sa dodatkom sprej osusenog inulin/ekstrakt praha (Tabela 4.24). Radi lakSeg poredenja, podaci
za veli¢inu Cestica M i TM uzoraka su preuzeti iz poglavlja 4.3.2.4. Uzorci kozijeg mleka (M i TM),
mleka sa inulinom (TMI) i najmanjom koli¢inom inulin/ekstrakt praha (TMIE1), su pokazali
unimodalnu distribuciju (Slika 4.26). TMI prah je imao zna¢ajno manju veli¢inu Cestica nego TM,
Sto moze biti zbog potencijalnih interakcija inulina sa proteinima mleka, sto je uoceno primenom
elektroforetskih tehnika, i kod drugih autora (Schaller-Povolny & Smith, 2002). Moguce je da se
inulin vezuje za micelarne serum protein (WP) komplekse i povlaci ih u serum fazu mleka (I/WP),
¢ime se smanjuje veli¢ina delimi¢no ogoljene TM kazeinske micele, $to pokazuje i SEM slika TMI
uzorka (slika 4.31c). I/WP kompleksa se ne vide na diagramu distribucije veli¢ine Cestica, medutim
razlika izmedu najcesce veliCine Cestica (215,07nm) i srednje veliine Cestica (257,97nm), moze
ukazati na njihovo prisustvo. Moguce da prisutan slobodan inulin i rastvoljivi I/WP kompleksi nisu
dovoljno veliki da se uoce koris$¢enje primenjene metode. TMIE prahovima ovaj efekat inulina je
manje izrazen zbog manje koli¢ine inulina i prisustva fenolnih jedinjenja koja reaguju i sa inulinom
i sa povrSinom kazeinske micele §to moze da ometa odvajanje micelarnin WP/CN kompleksa sa
povrsine kazeinske micele (Slika 4.31d). Smanjenje veli¢ine TM kazeinske micele, kao posledica
interakcije sa fenolnim jedinjenja uoceno je i kod TME funkcionalnih aditiva (Slika 4.26). Veli¢ina
micele TM nije se zna¢ajno izmenila dodatkom najmanje koli¢ine IE praha (TMIE1) §to znaci da ova
koncentracija IE praha omogucava interakciju inulina i fenolnih jedinjenja sa kazeinskom micelom
tako da sa postoje¢im interakcijama veli¢ina micele ostaje nepromenjenja, ali je povrSina micele
izmenjena, na Sta ukazuje promena (-potencijala kazeinske micele (tabela 4.24). Medutim, dalje
povecéanje koli¢ine IE praha u TMIE formulacijama (TMIE2 i TMIE3), daje vrednosti za veli¢inu
Cestica koje su slabo reproducibilne, sa izrazenom bimodalnom distribucijom (Slika 4.26). Na slici
se jasno uocava prisustvo manjeg pika oko 100nm (TMIE2) i 135nm (TMIE3), koji najverovatnije
potic¢u od pojedinac¢nih IE Cestica koje nisu reagovale sa prisutnim kazeinskim micelama i/ili prisustva
IE/WP i IE/WP/CN rastvoljivih kompleksa koji su se odvojili od povrsine kazeinske micele i presli
u serum fazu mleka. Stavise, za IE uzorak je potvrden veliki indeks polidispernosti (>2,5), $to
potvrduje njegov uticaj na polidisperznost TMIE2 i TMIE3 prahova.

Legenda:
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=
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Slika 4.26. Distribucija veli¢ine Gestica rekonstituisanih sprej osuSenih funkcionalnih aditiva odmaséenog termicki
tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom sprej osusenog inulin/ekstrakt praha. Skracenice: M-odmaséeno sirovo kozije
mleko; TM-termic¢ki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); I-inulin; IE-sprej osueni prah inulin/ekstrakt; TMI-
odmascéeno termicki tretirano kozije mleko/inulin; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog termicki tretiranog
kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osusenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,Img/mL (TMIE1);
0,2mg/mL(TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3).
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Vrednosti za {-potencijal su bile u rasponu od -36,90+0,79 do -62,2+2,2, sa niskim koeficijentima
varijacije za sve uzorke, $to ukazuje na dobru ponovljivost rezultata (Tabela 4.24). Svi uzorci su bili
negativno naelektrisani, a vrednosti -potencijala su prelazile -30mV, sto ukazuje na dobru fizicku
stabilnost (Tolano-Villaverde et al., 2016). Medutim, vazno je napomenuti da problemi uoceni pri
merenju veli¢ine cestica polidisperznih IE, TMIE2 i TMIE3 uzoraka, nisu imali uticaj na
reproduktivnost rezultata pri merenju {-potencijala. Dakle, merenje samo {-potencijala za ove uzorke,
dovelo bi do zakljucka da je kod ovih uzoraka unimodalna distribucija i da su promene {-potencijala
nastale samo zbog povrsinskih promena. Iz tog razloga, vrednosti za {-potencijal su verodostojne
samo kada se interpretiraju zajedno sa vrednostima za veli¢inu Cestica. Vrednosti za -potencijal TMI
i TM uzoraka se nisu znacajno razlikovale, $to znaci da dodatak samog inulina nije imao uticaj na
izmenu naelektrisanja TM kazeinske micele. Sa druge strane, vrednost za (-potencijal TMIE1
formulacije su se znacajno razlikovala od vrednosti dobijene za TM, ali ne i za TMI uzorak, iako se
moze uociti blago poveéanje ocitane vrednosti. Formiranje WP/CN kompleksa nakon termic¢kog
tretmana je smanjilo -potencijal kazeinske micele (-36,90 mV), dok je dodatak IE praha uticao na
povecanje negativnog naelektrisanja kazeinske micele usled delimi¢nog odvajanja predhodno
termicki indukovanih micelarnih WP/CN komleksa (-43,13 mV). Do delimi¢nog odvajanja WP/CN
kompleksa je doslo usled interakcije sa IE Cesticama, $to je u saglasnosti sa merenjem velicine Cestica
za ove uzorke. Predhodno je pokazano da dodatak ekstrakta u termicki tretirano mleko nije znacajno
uticao na promenu (-potencijala (TME) (podpoglavlje 4.3.2.4), pa se moze predpostaviti da samo
sinergisticko delovanje inulina sa fenolnim jedinjenjima doprinosi izmeni (-potencijala u ovim
funkcionalnim aditivima.

Tabela 4.24. Veli¢ina Cestice i {-potencijal sprej osusenih funkcionalnih aditiva na bazi odmaséenog termicki
tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osusenog inulin/ekstrakt praha

Uzorci  Velidina estice (nm)  {-potencijal (-mV)

M 206,23+2,16% 40,77+0,46°
™ 298,30+9,55° 36,90+0,79°
T™I 257,97+16,30° 41,77+4,152d
IE* / 62,242 2%*
TMIEL 289,80+21,96 43,13+0,67¢
TMIE2* / 42,33+0,55**
TMIE3* / 42,30+2,43**

Podaci su prikazani kao srednje vrednostitstandardna devijacija (n=3). Vrednosti koje su oznaCene sa istim slovom u istoj koloni nisu statisticki
znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: ,,*“-navedeni uzorci imaju polimodalnu raspodelu; ,,**“-ove vrednosti nisu relevantne ako se
uzme u obzir polimodalna raspodela veli¢ine Cestica kod navedenih uzoraka. Skracenice: M-odmasc¢eno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano
kozije mleko (90°C, 10min); IE-sprej osuseni prah inulin/ekstrakt; TMI- odmag¢eno termiéki tretirano kozije mleko/inulin; TMIE-funkcionalni aditivi
na bazi odmascenog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razlicitih koli¢ina sprej osusenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1); 0,2mg/mL(TMIE2);
0,3mg/mL (TMIE3).

4.3.3.5. ATR-FTIR karakterizacija TMIE funkcionalnih aditiva

ATR-FTIR analiza M (uzorak 1), TM (uzorak 2), TMI (uzorak 3), TMIE (uzorci 4-6) i IE (uzorak 7)
uzoraka je sprovedene sa ciljem da se dobiju dodatne informacije o multikomponentnim
funkcionalnim aditivima, efektu termickog tretmana i interakcijama izmedu fenolnih jedinjenja,
inulina i proteina. ATR-FTIR spektri svih uzoraka su snimljeni za spektralni opseg od 400 do
4000cm (Slika 4.27), a dalja obrada i analiza podataka je bila fokusirana na &etiri spektralna regiona:
,,Otisak prsta“ region (700-1200cm™), koji prati vibracije inulina, $eéera i fosfatnih (POs%) grupa
proteina, i tri amidna regioni: 1200-1500cm™ (amid 111), 1500-1600cm™ (amid II) i 1600-1700cm™
(amid 1), koji prvenstveno prate izmene u sekundarnoj strukturi proteina koje su nastale zbog
termic¢kog tretmana ili interakcija sa inulinom 1 fenolnim jedinjenjima.
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Slika 4.27. ATR-FTIR spektri sprej osuSenih prahova kozijeg mleka, inulina, ekstrakta semenki i funkcionalnih aditiva
odmascenog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom sprej osu$enog inulin/ekstrakt praha. Oznake: M-odmaséeno
sirovo kozije mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); IE-sprej osuseni prah inulin/ekstrakt (7);
TMI-odmasceno termicki tretirano kozije mleko/inulin (3); TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki
tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL
(TMIE1)(4); 0,2mg/mL(TMIE2)(5); 0,3mg/mL (TMIE3)(6); I-prah Cistog inulina; SOES-sprej osusen ekstrakt semenke.

Za spektralni region od 700-1800cm™, na osnovu prve dve PCA (PC1 i PC2) (objasnjavaju 66%
ukupnog varijabiliteta), uzorci se mogu klasifikovati u tri odvojene grupe, oznacene kao A grupa
(uzorci 21 1), B grupa (uzorci 3, 4 15) i C grupa (uzorci 6 i 7)(Slika 4.28a). Na osnovu ovih rezultata
se moze zakljuciti da na odvajanje medu grupama najvise utice prisustvo i sadrzaj inulina i fenolnih
jedinjenja u TMI i TMIE uzorcima. Na osnovu ovog grupisanja se ne moze analizirati efekat
termickog tretmana, jer su uzorci M i TM grupisani, i odvojeni od ostalih uzoraka. Na odvajanje B
grupe (Slika 4.28a), od ostalih grupa o¢igledno najveéi uticaj ima sadrZaj inulina i njegove interakcije
sa proteinima mleka, jer su TMIEL i TMIE2 uzorci grupisani sa kontrolnim TMI uzorkom. Dalje,
TMIES uzorak je grupisan sa IE prahom (C grupa), pa se moze predpostaviti da na ovo odvajanje
najveci uticaj ima povecan sadrzaj IE praha u TMIE formulacijama, povecan sadrzaj fenolnih
jedinjenja, i njihove interakcije sa WP kompleksima, WP/CN kompleksima i inulinom. Ovakvom
odvajanju/grupisanju uzoraka su najvise doprinele intenzivne trake u amid I regionu (1600-1700cm”
1y (Slika 4.28b), $to se moZe povezati sa izmenama u sekundarnoj strukturi proteina mleka. Ove
promene su verovatno posledica interakcije inulina sa proteinima, interakcije fenolnih jedinjenja,
proteina i inulina, kao i nastanak IE/WP i IE/WP/CN rastvorljivih kompleksa koji su se odvojili od
povrsine micele, koja ostaje delimi¢no ogoljena sa izmenjenim naelektrisanjem. Pored navedenog,
odvajanju grupa takode doprinose trake na 890 cm™ i 1110cm™ (Slika 4.28b), koje se mogu povezati
sa sadrzajem inulina u uzorcima (Slika 4.27). Zbog nizeg varijabiliteta prve dve PCA (66%), u analizi
traka koje najvise doprinose odvajanju u ovom spektralnom regionu (Slika 4.28b), trebala bi ukljuciti
i druge PCA modele (PC1i PC3, PC2 i PC3, itd), koji doprinose ukupnom varijabilitetu.
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Slika 4.15. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz ATR-FTIR spektara kozijeg mleka (M i TM), inulin/ekstrakt
praha (IE), TMI i TMIE funkcionalnih aditiva, za sledece spektralne regione: (a, b) 700-1800 cm; (c, d) ,,fingerprint*
region, 700-1200 cm’*; (e, f) amid 111 region, 1200-1500 cm'%; (g, h) amid I1, 1500-1600 cm™; i (i, j) amid I region, 1600-
1700 cm™. Oznake: M-odmaséeno sirovo kozije mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); IE-
sprej osuseni prah inulin/ekstrakt (7); TMI-odmaséeno termiéki tretirano kozije mleko/inulin (3); TMIE-funkcionalni
aditivi na bazi odmascenog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razlicitih koliina sprej osusenog
inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini
TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1)(4); 0,2mg/mL(TMIE2)(5); 0,3mg/mL (TMIE3)(6).
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Za amid 1 i 1l regione, prve dve PCA (PC1 i PC2), objasnjavaju redom 96% i 94% ukupne varijanse.
U oba regiona se uzorci 3, 4 i 5 jasno odvajaju od uzoraka 1, 2, 6 i 7, duz PC2. Medutim ovo odvajanje
objasnjava samo 5% (amid I) i 17% (amid II) ukupne varijanse (Slika 4.28g,i). Ako se posmatraju
PC1 i PC2 zajedno, u oba regiona se grupiSu uzorci 1 i 2 (A grupa), i uzorci 6 i 7 (D grupa) (Slika
4.28g,i). Na grupisanje/odvajanje uzoraka u ova dva regiona najvise uticu kompleksne interakcije
WP/CN kompleksa sa inulinom i fenolnim jedinjenjima (Jakobek, 2015; Schaller-Povolny & Smith,
2002), sto uzrokuje znacajne promene u strukturi proteina, sto potvrduju intenzivne trake na graficima
varijabli (Slika 4.28j,h). Odvajanju u ova dva regiona najvise doprinose trake na 1691, 1682, 1676,
1651, 1654, 1645, 1647, 1633, 1636, 1627, 1623, 1618, 1560-1577, 1522, 1508 cm™* (Slika 4.28h.j),
koje se mogu povezati sa promenama u sadrzaju a-heliksa/petlji, slu¢ajnih strukturnih namotaja, -
okret struktura, B-antiparalelne strukture, i intramolekulske i intermolekulske B-nabrane strukture
proteina kozijeg mleka (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018; Markoska et
al., 2019). Pored toga, odvajanju D grupe (uzorci 6 i 7) uamid Il regionu doprinosi i traka na 1517cm-
1 (W(C-C)amoticna Vibracija)(Slika 4.28h), $to se moZe povezati sa poveéanim sadrzajem slobodnih
fenolnih jedinjenja u ovim uzorcima, sto je potvrdeno UHPLC DAD MS/MS analizom. Ovo dodatno
potvrduje intezivna traka (1517 cm™) na ATR-FTIR spektru sprej osusenog vodenog fenolnog
ekstrakta semenke (Slika 4.27). U amid 11 regionu, uzorak 1 se jasno odvaja od ostalih uzoraka, duz
PC2, §to objasnjava 30% ukupne varijanse. Ako se PC1 i PC2 posmatraju zajedno, u ovom regionu
mozemo grupisati uzorke 6 i 7, a njihovom grupisanju/odvajanju od drugih uzoraka izmedu ostalog
doprinosi manje intenzivna traka na 1445cm™, koja se moze povezati sa poveéanim sadrzajem
slobodnih fenolnih jedinjenja u ovim uzorcima, i koja je potvrdena na ATR-FTIR spektru sprej
osu$enog vodenog fenolnog ekstrakta semenke (Slika 4.27). U regionu ,,otiska prsta“, (Slika 4.28c),
se moze primetiti isto grupisanje uzoraka kao u amid I regionu. Kako se radi o0 multikomponentnim
uzorcima, grupisanju uzoraka u ovom regionu doprinosi veliki broj manje intenzivnih traka, kao $to
se moze videti na grafiku varijabli (Slika 4.28d). Najveci uticaj na grupisanje uzoraka u ovom regionu
imaju trake na 890, 920-932, 959 i 1012-1014 (Slika 4.28d). Ove trake su takode dominantno
potvrdene u spektru Cistog inulina (Slika 4.27), §to znaci da je na odvajanje uzoraka u ovom regionu,
znacajno doprineo sadrzaj inulina u uzorcima i njegove interakcije sa proteinima i fenolnim
jednjenjima.

4.3.3.6. Raman karakterizacija TMIE funkcionalnih aditiva

Raman spektri M, TM, TMIE i TMIE prahova su snimljeni u spektralnom opsegu od 400-3800cm
(Slika 4.29). Medutim dalja analiza je fokusirana na iste spektralne regione kao kod ATR-FTIR-a,
sa ciljem da se potvrde rezultati dobijeni ATR-FTIR analizom i dobiju dodatne informacije o
potencijalnim interakcijama izmedu fenolnih jedinjenja, proteina i inulina. Kao §to se mozZe primetiti
na dobijenim spektrima, dominantna traka kod svih analiziranih prahova je bila na ~2935¢cm™, sto se
moze pripisati v(CH) i v(CH>) vibracijama ugljenih hidrata (laktoze i inulina). Stavige, trake na ~2935
i 1471cm™ su dominantno potvrdene u spektru ¢istog inulina (Slika P3). Spektar IE praha nije uzet u
razmatranje, jer je prilikom ekscitacije na 532nm doSlo do fluorescencije ovog uzorka. Pojava
fluorescencije je posledica prisustva odredene komponente/i u uzorku koja/e fluorescira-ju. Ovo se
deSava onda kada je verovatnoca da se desi ramanovo rasejanje mnogo manja od verovatnoce pojave
fluorescencije.

Za spektralni region od 700-1800cm™, uzorci 3, 5 i 6 se odvajaju od ostalih uzoraka, duz PC2, $to
objasnjava samo 9% ukupne varijanse (Slika 4.30a). Ovo odvajanje moze biti zbog prisustva inulina
I njegovim interakcijama sa micelarnim WP/CN kompleksima ili micelarnim WP/CN kompleksima
1 fenolnim jedinjenjima. Medutim, za isti spektralni region, prve dve PCA zajedno objasnjavaju 97%
ukupne varijanse, a grupisani uzorci 5 i 6, kao i uzorak 3 se odvajaju od ostalih uzoraka (Slika 4.30a).
lako grafik varijabli daje Sumu traka, trake koje su najvise doprinele odvajanju su na slede¢im
talasnim brojevima: 1002 (vibracija fenilalanin ostatka)(Almeida et al., 2011; Li-Chan, 2007; Niaura,
2006), 1077, 1120, 1263 i 1338 (v(CC), v(CO), p(CH), p(OH), B(CH), B(CH2) i B(OH) vibracije
ugljenih hidrata)(Wiercigroch et al., 2017); i 1550cm™ (§ (N-H); v (C—N) vibracije)(Almeida et al.,
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2011) (Slika 4.30b). Vibracije navedenih grupa su verovatno izmenjene zbog hidrofobnih interakcija
inulina i proteina mleka (Jakobek & Mati¢, 2019; Schaller-Povolny & Smith, 2002). Identi¢na
odvajanja uzoraka su primeéena i za ,,otisak prsta® region (700-1200cm™) (Slika 4.30c), prema
grafiku varijabli (Slika 4.30d). Pored traka koje se mogu povezati sa ugljenim hidratima (1077 i
1120cm™), druge trake koje doprinose odvajanju uzoraka 3, odnosno 5 i 6 od ostalih uzoraka mogu
biti povezani sa vibracijama aminokiselinskih ostataka triptofana, tirozina, fenilalanina i valina
(Rygula et al., 2013). U prisustvu inulina i vece koli¢ine IE u uzorcima, dolazi do intenzivnijih
interakcija inulina sa pomenutim aminokiselinskim ostatacima proteina mleka samog ili u
kombinaciji sa fenolnim jedinjenjima, kao i povec¢anog odvajanja IE/WP/CN kompleksa sa povrsine
kazeinske micele, Sto se odrazava na promenu naelektrisanja, konformacija 1 vibracija
aminokiselinskih ostataka. Uzorak 4 iako sadrzi inulin i ekstrakt semenke, odvaja se od uzorka 3, 51
6 po PC2, ali po PC1 se odvaja od uzoraka 2 i 3, $to ukazuje da u ovom uzorku takode postoje
interakcije izmedu proteina, fenolnih jedinjenja i inulina.
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E
2
b=y
s

= et ——
é e ————

400 900 1400 1900 2400 2900 3400

Wavenumber (cm-1)

Slika 4.29. Raman spekiri sprej osusenih prahova kozijeg mleka i funkcionalnih aditiva odmaséenog termicki tretiranog
kozijeg mleka sa dodatkom sprej osusenog inulin/ekstrakt praha. Oznake: M-odmaséeno sirovo kozije mleko (1); TM-
termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); TMI-odmaséeno termicki tretirano kozije mleko/inulin (3); TMIE-
funkcionalni aditivi na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osusenog
inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrZaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini
TM/inulin/ekstrakt pre sprej suSenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1)(4); 0,2mg/mL(TMIE2)(5); 0,3mg/mL (TMIE3)(6).

Za amid I, II i III regione, prve dve PCA objasnjavaju redom 96%, 88% i 96% ukupne varijanse, a
uzorci se grupiSu na identi¢an nacin 1 mogu se klasifikovati u tri grupe: A grupa (uzorak 2), B grupa
(uzorak 3) i C grupa (uzorci 4, 51 6) (Slika 4.30e,g,1). Kao $to se moze primetiti, funkcionalni aditivi
koji sadrze IE se grupisu i odvajaju od TMI uzorka i uzorka termicki tretiranog mleka. Stoga, moze
se predpostaviti da su odvajanju C grupe u ovim regionima najviSe doprinela fenolna jedinjenja.
Najverovatnije su zdruzene hidrofobne interakcije inulina i fenolnih jedinjenja sa micelarno vezanim
WP/CN kompleksima kazeinskih micela doprineli promeni u sekundarnoj strukturu proteina. Trake
koje su najvise doprineli odvajanju TMIE uzoraka od ostalih uzoraka u amid I regionu su: 1617, 1627,
1630, (antiparalelna i paralelna $-nabrana struktura, vibracije aminokiselinski ostataka, C=C vibracije
aromati¢nog prstena fenolnih jedinjenja), 1645, 1653 (o-heliks), 1660, 1670, 1676 cm™ (B-okret)
(Slika 4.30j). U amid 1l regionu, odvajanju/grupisanju uzoraka su doprinele trake na 1527, 1533,
1536, 1550, 1565, 1568 cm™ (Slika 4.30h), dok su trake na 1263 (a-heliks), 1335, 1343 (C-H
deformacije aminokiselinskih ostataka, O-H deformacije i C-O istezanja fenolnih jedinjenja) i 1368
cm™ doprinele odvajanju uzoraka u amid 111 regionu (Slika 4.30f) (Benevides et al., 2004; Niaura,
2006; Pompeu et al., 2017; Rygula et al., 2013). Trake koje su odgovorne za odvajanje TMI uzorka
od ostalih uzoraka u amid 111 regionu su na talasnim brojevima: 1290, 1309, 1414-1439 (Slika 4.30f).
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Slika 4.30. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz Raman spektara kozijeg mleka (M i TM), TMI i TMIE
funkcionalnih aditiva, za sledeée spektralne regione: (a, b) 700-1800 cm; (c, d) ,.fingerprint“ region, 700-1200 cm'%; (e,
f) amid 111 region, 1200-1500 cm; (g, h) amid 11, 1500-1600 cm*; i (i, j) amid I region, 1600-1700 cm™. Oznake: M-
odmasceno sirovo kozije mleko (1); TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min)(2); TMI-odmascéeno termicki
tretirano kozije mleko/inulin (3); TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka sa
dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-

Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej

0,2mg/mL(TMIE2)(5); 0,3mg/mL (TMIE3)(6).
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4.3.3.7. MorfoloSke karakteristike 1E, TMI i TMIE3 funkcionalnih aditiva

Na SEM slici M praha se mogu uociti glatke, sferne i rede smezurane kazeinske micele (Slika 4.31a).
Sa druge strane, na slici TM praha je jasno uocljiv efekat termic¢kog tretmana (Slika 4.31b), jer su po
povrsini smezuranih micela rasporedene sitne Cestice, koje se mogu pripisati termicki indukovanim
WP/CN kompleksima (Pesic et al., 2012). Kod TMI i TMIE3 prahova, smezurane kazeinske micele
su razdvojene 1 ,,nalepljene* po povrsini inulina (Slika 4.31c,d). Pored toga, uocava se prisustvo
manjih Cestica koje mogu poticati od I/WP rastvorljivih kompleksa koji su se odvojili sa povrSine
kazeinske micele kod TMI praha i/ili prisustva IE, IE/WP i IE/WP/CN rastvorljivih komplesa kod
uzorka TMIE3. Kod TMIE3 praha je gusée pakovanje prisutnih Cestica na povrsini inulina nego $to
je to slucaj kod TMI praha, §to se objasnjava manjim sadrzajem inulina, ve¢om koncentracijom
proteina mleka, prisutvom fenolnih jedinjenja i njihovih razli¢itih kompleksa sa inulinom i
micelarnim WP/CN kompleksima. Ovi rezultati su u saglasnost sa rezultatima dobijenim kod DLS
merenja. Na slici IE praha se moze primetiti dominantna glatka povrSina inulina sa blagim
neravninama, kao i sitne Cestice koje su selektivno rasporedene na dominantnoj inulin povrsini, a koje
se mogu povezati sa fenolnim jedinjenjima (Slika 4.31e). U ovom slucaju inulin ima svojstva nosaca
fenolnih jedinjenja, koja u vodenom rastvoru mogu lako da migriraju sa povrsine inulina i ispoljavaju
funkcionalna svojstva. Sli¢nu morfologiju prahova su uo¢ili i drugi autori posmatrajuéi sprej osusene
prahove inulin-Hibiscus acetosella ekstrakta (Mar et al., 2020), inulin-ekstrakt kore ananasa
(Lourenco et al., 2020), i inulin-ekstrakt borovnice (Waterhouse et al., 2017). SEM slika sprej
osuSenog ekstrakta semenke pokazuju Cestice nepravilnog oblike, i razli¢itih veli¢ina, koje su u formi
agregata (Sliki 4.31f). Sto se ti¢e interakcija izmedu proteina mleka i inulina, Moayyedi et al. (2018)
su pokazali sli¢nu distribuciju gusto upakovanih serum proteina po povrsini inulina.

. . \ -\ . -
10KV —X1,000 F0mm ' 15KV X1,000

Slika 4.31. SEM slike sprej osusenih prahova: (a) sirovo kozije mleko (M); (b) termi¢ki tretirano kozije mleko (90°C,
10min) (TM); (c) odmaséeno termicki tretirano kozije mleko/inulin (TMI); (d) funkcionalni aditiv na bazi odmaséenog
termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom sprej osusenog inulin/ekstrakt praha (TMIE3); (e) sprej osuSen prah
inulin/ekstrakt (1E); (f) sprej osusen ekstrakt semenke (SOES).
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4.3.3.8. Sematski prikaz TMIE funkcionalnih aditiva

Na osnovu detaljne karakterizacije TMIE funkcionalnih aditiva, predhodno predpostavljenog modela
distribucije fenolnih jedinjenja na kazeinskoj miceli (TME) u okviru ove disertacije i literaturno
dostupnih podataka vezanih za interakcije dijetna vlakna/proteini (Schaller-Povolny & Smith, 2002),
dijetna vlakna/fenolna jedinjenja (Jakobek & Mati¢, 2019), i proteini/fenolna jedinjenja (Jakobek,
2015), moze se Sematski prikazati distribucija inulina i fenolnih jedinjenja u multikomponentnim
TMI i TMIE prahovima (Slika 4.32).

Na Slici 4.32a je prikazana distribucija inulina u TMI uzorku. Molekuli inulina reaguju sa micelarnim
WP kompleksima (I/WP), koje povlace u serum fazu, dok kazeinske micele ostaju delimi¢no
ogoljene. Na slici 4.32b-d je prikazana distribucija IE/WP i IE/WP/CN rastvorljivih kompleksa, kao
i slobodnih IE i fenolnih jedinjenja u TMIE uzorcima. Kod svih TMIE uzoraka dolazi do interakcije
IE sa micelarnim WP/CN kompleksima, sto je pokazano elektroforetskom analizom i odredivanjem
ukupnih proteina. Na osnovu rezultata za veli¢inu Cestica se moze zakljuciti da IE/WP i IE/WP/CN
rastvorljivi kompleksi jo§ uvek nisu u dovoljnoj meri zastupljeni u serum fazi TMIE1 uzorka, kako
bi uticali na njegovu distribuciju Cestica (Slika 4.32b). Medutim, da i kod TMIE1 uzorka dolazi do
odvajanja IE/WP i IE/WP/CN kompleksa sa povrSine micele, jasno ukazuju rezultati za -potencijal.
Dalje povecanje koli¢ine IE praha u TMIE formulacijama, uti¢u na povecano prisustvo IE/WP/CN
rastvorljivih kompleksai IE ¢estica u serum fazi TMIE2 (Slika 4.32c) i TMIE3 uzoraka (Slika 4.32d),
Sto su pokazali rezultati DLS merenja i UHPLC DAD MS/MS analiza fenolnih jedinjenja kao i SEM
slika 4.31d. Predpostavljeni modeli su dodatno potvrdeni ATR-FTIR i Raman spektroskopijom i PCA
analizom.
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Slika 4.32. Sematski prikaz distribucije inulina i fenolnih jedinjenja u multikomponentnim TMI i TMIE prahovima (pH 6,7). Oznake: TM- termicki tretirano kozije mleko (90°C,
10min); IE-sprej osudeni inulin/ekstrakt prah; TMI-odmas¢eno termicki tretirano kozije mleko/inulin; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka
sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog inulin/ekstrakt praha, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt
pre sprej suSenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1); 0,2mg/mL(TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3).
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4.3.3.9. Tehno-funkcionalna svojstva TMIE funkcionalnih aditiva

Rezultati za emulgujuéa svojstva TMI, TMIE i IE rastvora, su odredeni za 0,1%, 0,5%, i 1% (m/V)
rastvore, i prikazani su na Slici 4.33 (grafik a i b). Rastvori M, TM i | su kori$¢eni kao kontrolni
uzorci, sa ciljem da olakSaju interpretaciju dobijenih rezultata. EAIl i ESI vrednosti za M i TM
rastvore, za sve pripremljene (m/V) rastvore, imaju istu sledivost i u saglasnosti su sa rezultatima koji
su predhodno diskutovani u poglavlju 4.3.2.9 za TME uzorke. Najvise EAI vrednosti su odredene za
0,1% IE (86,29+2,24 m?/g) i | (87,94+1,38 m?/g) rastvore, koje se statisti¢ki znacajno ne razlikuju.
Inulin je makromolekulni polisaharid koji ostvaruje zna¢ajno vecu i uniformniju kontaktnu povrsinu
u poredenju sa M i TM kazeinskim micelama, i poput ,,trake* prekriva veliku povrsinu kapljice ulja.
Vedi sadrzaj IE i | u rastvorima (0,5 i 1%), pokazuje smanjenje EAI vrednosti, $to se objasnjava
povecanim sadrzajem inulina i inulin/ekstrakta u rastvoru koji se gusc¢e pakuju po kontaktnoj povrsini
ulje/voda. Povecanje sadrzaja inulina do 1% ne utice na indeks stabilnosti emulzije I i IE rastvora,
medutim pri sadrzaju od 1% dolazi do smanjenja aktivnosti emulzije. Ovo moze biti posledica
prisutva neabsorbovanih molekula I i IE kompleksa na kontaktu povrsinu ulje/voda. Neadsorbovani
inulin tj. inulin/ekstakt verovatno izazivaju grupisanje uljanih kapljica i njihovu agregirciju u jednom
delu emulzije, dok se neadsorbovan inulin tj. IE grupisu u drugom delu emulzije (,,deplation
flocculation®) (Bai et al., 2017; Dalgleish, 2006). Pored toga, smanjena stabilnost emulzije pri ve¢em
sadrzaju inulina u rastvoru se moze objasniti formiranjem nekompaktnog filma inulina oko kapljice
ulja, sto izaziva ,,curenje* i flokulaciju ulja.

EAI vrednosti za 0,1% TMI i TMIE rastvore su bile znac¢ajno vece od EAI vrednosti 0,5 i 1% rastvora
istih uzoraka. Kompleksi inulina sa WP i WP/CN kompleksima formiraju sterni sloj koji dodatno
uti¢e na medufaznu stabilizaciju emulzija (Dalgleish, 2006; Dickinson, 2013). EAIl i ESI vrednosti za
0,51 1% rastvore TMI i TMIE se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale, $to ukazuje na odsustvo uticaja
sadrzaja fenolnih jedinjenja na emulgujuca svojstva TMI i TMIE rastvora sa sadrzajem uzorka ve¢im
od 0,5%. U TMIE uzorcima sa ve¢im sadrzajem |IE praha, ometa se formiranje kompaktnog filma na
medufaznoj povrsini ulje/voda verovatno zbog prisustva neadsorbovanih cestica uzrokujuci
naruSavanje stabilnog (,,steady-state*) medufaznog pritiska (LOpez-Castejon et al., 2019). Razlicit
uticaj sadrzaja inulina i fenolnih jedinjenja u TMIE uzorcima na emulgujuca svojstva se moze uociti
samo u sluéaju 0,1% rastvora, pa ¢e dalja diskusija odnositi upravo na ove rastvore. SEM slika
TMIES praha je pokazala prisustvo razlicitih ¢estica u funkcionalnom aditivu. Pored TM kazeinske
micele prisutne su IE i/ili IE/WP/CN ¢estice i inulin. Stoga, kada se TMIE rastvori homogenizuju sa
uljem, oko kapljice ulja se verovatno formiraju filmovi sastavljeni od kazeinskih micela na ¢ijoj
povrsini se nalaze IE kompleksi vezani za micelarne WP/CN komplekse, izmedu kojih se ubacuju
rastvorljivi IE i/ili IE/WP/CN kompleksi nastali odvajanjem sa povrSine kazeinske micele
popunjavajuci prostor izmedu njih, i dodatno stabiliSu¢i omota¢ oko uljane kapljice. Sa povecanjem
sadrzaja IE raste stablinost emulzije TMIE uzoraka, jer raste i sadrzaj rastvorljivih 1E, IE/WP i/ili
IE/WP/CN kompleksa tako da omogucavaju formiranje kompaktnijeg filma koji sprecava brzo
,curenje i flokulaciju uljanih kapljica. Zbog multikomponetnog sastava, TMIE uzorci pokazuju
dobra emulgujuca svojstva.
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Slika 4.33. Tehno-funkcionalna svojstva funkcionalnih aditiva na bazi odmas¢enog termi¢ki tretiranog kozijeg mleka
obogacenog sprej osusenim inulin/ekstrakt prahom: (a) Indeks aktivnosti emulzije; (b) Indeks stabilnosti emulzije; (c)
Kapacitet pene; (d) Stabilnost pene. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova
oznacavaju poredenje izmedu uzoraka koji imaju isti sadrzaj praha u rastvoru, a velika slova ozna¢avaju poredenja u
okviru svakog uzorka posebno. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znaCajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05).
Skracenice: ,,N.D.“-nije detektovan; M-odmasc¢eno sirovo kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C,
10min); I-inulin; TMI-odmasc¢eno termicki tretirano kozije mleko/inulin; IE-Sprej osuseni inulin/ekstrakt prah; TMIE-
funkcionalni aditivi na bazi odmasc¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom razlicitih koli¢ina sprej osusenog
praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini
TM/inulin/ekstrakt pre sprej suSenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1); 0,2mg/mL (TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3). Napomena:
rastvori uzorka su priprmljeni rekonstitucijom odgovarajuc¢e mase praha u 100mL mili Q vode.

Na osnovu dobijenih rezultata za emulgujuca svojstva i rezultata predhodne karakterizacije TMIE
funkcionalnih aditiva, literaturno dostupnih podataka i predhodno prijavljenin modela za TME
uzorke, predlozeni su razli¢iti modeli distribucije 0,1% rastvora TM, TMI, TMIE3 i IE uzoraka, na
povrsini uljane kapljice (pH 6,7) (Slika 4.34).
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Slika 4.34. Sematski prikaz distribucije kazeinskih micela, rastvorljivih kompleksa, inulina i inulin/ekstrakta na medufazi
ulje/voda/ulje: (a) 0,1% TM rastvor; (b) 0,1% TMI rastvor; (¢) 0,1% TMIE3 rastvor; (d) 0,1% IE rastvor,pri pH 6,7.
Skracenice: TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TMI-odmasceno termicki tretirano kozije mleko/inulin;
IE-sprej osuSeni inulin/ekstrakt prah; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka
sa dodatkom sprej osusenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda)
u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja 0,3mg/mL (TMIE3).

Peniva svojstva M, TM, I, TMI, TMIE i IE rastvora su odredena za 0,1%, 0,5%, i 1% (m/V) rastvore,
a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.33 (grafik c i d). Dobijene KP i SP vrednosti za M i TM
rastvore, bez obzira na sadrzaj uzorka u rastvoru, imaju istu sledivost i u saglasnosti su sa rezultatima
koji su predhodno diskutovani u poglavlju 4.3.2.9 za TME uzorke. Osim 1% IE rastvora, drugi IE i |
rastvori nisu pokazali peniva svojstva. Inulin je veoma hidrofilan, ¢ime je znacajno smanjen njegov
afinitet i sposobnost adsorpcije na voda/vazduh medufazi (Liu et al., 2017). Pored toga, TMI i TMIE
rastvori su, pri svim sadrzajima uzoraka u rastvoru (0,1%, 0,5% i 1%), pokazali dobru sposobnost
formiranja pene (KP), ¢emu ocigledno doprinose proteini. Treba naglasiti da se sposobnost formiranja
pene TMIE rastvora (0,1% 0,5% i 1%) razlikovao u zavisnosti od sadrzaja uzorka u rastvoru. Kod
TMIEL, sposobnost formiranja pene se smanjuje sa povecanjem sadrzaja IE u rastvoru, kod TMIE2
se povecava, a kod TMIE3 se ne menja. Ovako razli¢ito ponasanje potvrduje slozenost interakcija u
pripremljenim penama i razli¢itu distribuciju prisutnih kazeinskih micela i rastvorljivih kompleksa
na medufaznu povrsinu vazduh/voda u zavisnosti od njihove strukture, sastava i sadrzaja. Medutim,
iako su vrednosti za kapacitet pene bile visoke u analiziranim TMI i TMIE uzorcima, ove pene su
bile rastresite sa velikim mehurima vazduha koji zauzimaju velike zapremine. Pored navedenog,
formirane pene TMI i TMIE uzoraka su bile jako nestabilne, a manji mehuri su lako koalescirali u
mehure velikih zapremina pravec¢i velike Supljine u formiranom sloju pene. U vecini slucaja je
pokazano da polisaharidi pobolj$avaju stabilnost proteinske pene (Liu et al., 2017), medutim to nije
slu¢aj sa inulinom, koji u ovim uzorcima pokazuje potencijalni antipenivi efekat verovatno zbog
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hidrofobne prirode i interakcija sa kazeinskim micelama. Pored toga, prisustvo razli¢ih micelarno
vezanih i rastvorljivih kompleksa u TMIE rastvorima onemogucavaju formiranje kompaktnog sloja
oko mehura vazduha. Nakon formiranja pene, film koji razdvaja mehurove ¢e se suziti i izliti u ivicu
Plateau mede, jer je Laplace-oV pritisak unutar Plateau granica nizi u poredenju sa pritiskom susednih
filmova (Foegeding & Davis, 2011). Kazeinske micele, rastvorljivi I/WP ili IE/WP/CN kompleksi,
slobodni IE, I i fenolna jedinjenja brzo difunduju iz lamela ka Plateau medi (granicama), gde
formiraju filmove na voda/vazduh kontaknoj povrsini (Denkov, 2004). Kako se razli¢ite komponente
rasporeduju na Plateau granicama, dolazi do dizbalansa pritisaka, povecane brzine oticanja vode i
suzavanja prostora izmedu mehurova, $to izaziva pojavu pukotina ha mehurovima.

Na osnovu dobijenih rezultata za peniva svojstva i rezultata predhodne karakterizacije TMIE
funkcionalnih aditiva, literaturno dostupnih podataka i predhodno prijavljenih modela za TME
uzorke, predloZeni su razli¢iti modeli distribucije 0,1% rastvora TM, TMI, TMIE3 i IE uzoraka, na
medufaznoj povrsini voda/vazduh (Plateau granici, medi)(Slika 4.35).
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Slika 4.35. Sematski prikaz distribucije kazeinskih micela, rastvorljivih kompleksa, inulina i inulin/ekstrakta na medufazi vazduh/voda : (a) 0,1% TM rastvor; (b) 0,1% TMI rastvor;
(c) 0,1% TMIES3 rastvor; (d) 0,1% IE rastvor,pri pH 6,7. Skracenice: TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); TMI-odmas¢eno termicki tretirano kozije mleko/inulin; IE-
sprej osuseni inulin/ekstrakt prah; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozijeg mleka sa dodatkom sprej osuSenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej su$enja 0,3mg/mL (TMIE3).
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4.3.3.10. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja i1 antioksidativna svojstva TMIE funkcionalnih
aditiva

Kako su TMIE prahovi multikomponentni uzorci, nekoliko in vitro screening testova je koris¢eno za
procenu njihove antioksidativne aktivnosti, kako bi se $to bolje interpretirali dobijeni rezultati i
razumeo efekat sastavnih konstituenata na antioksidativni kapacitet uzoraka (Granato et al., 2018).
Stoga, u ovoj studiji je koriS¢eno pet in vitro antioksidativnih testova (TAC; ABTS™"; DPPH"; FRP; i
FCC), kako bi se odredio antioksidativni potencijal M, TM, TMI, I, IE i TMIE, za 0,1% 0,5% i 1%
(m/V) rastvora (Slika 4.36b-f). Za iste rastvore je takode odreden sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja
prema Folin-Ciocalteu (Slika 4.36a). Medutim, posto se radi o multikomponentnim uzorcima, moze
se re¢i da ova metoda meri ukupni redukcioni kapacitet uzoraka (Gulcin, 2012; Huang et al., 2005).

Prema Folin Ciocalteu-ovoj metodi, za sve pripremljene rastvore ¢istog inulina (I) nije potvrdeno
prisustvo fenolnih jedinjenja, dok je predhodna UHPLC-DAD MS/MS analiza pokazala odsustvo
pojedinaénih fenolnih jedinjenja u uzorcima kozijeg mleka (M i TM). Ovo znaci da su dobijene TPC
vrednosti za M, TM i TMI uzorke poreklom od proteina, aminokiselina i laktoze koji interferiraju sa
Folin Ciocalteu-ovim reagensom i daju prividne rezultate za TPC sadrzaj (Gulgin, 2012; Prior et al.,
2005). Sa povecanjem sadrzaja M, TM i TMI u rastvoru, znacajno se povecava i redukcioni kapacitet
ovih uzoraka. Medutim, TM i1 TMI uzorci su imali zna¢ajno nize TPC vrednosti u poredenju sa M
uzorkom, §to je verovatno posledica termi¢kog tretmana, smanjenog broja redukcionih grupa koje
udestvuju u formiranju WP/CN kompleksa i zbog interakcija inulina sa WP kompleksima. Stavise,
znacajna razlika u dobijenim TPC vrednostima je takode pronadena izmedu TM i TMI uzoraka, ali
samo za 1% rastvore, jer verovatno tek na ovoj koncentraciji dolazi do izrazaja sadrzaj inulina u TMI
uzorku, $to dovodi do smanjenja sadrZzaja proteina i vrednosti za TPC sadrzaj. NajviSe vrednosti za
TPC su pronadene za sva tri pripremljena IE rastvora (7,17; 18,95; i 32,83 mg(GAE)/100mL), ¢emu
doprinose fenolna jedinjenja. Uzorci TM obogaceni razli¢itim koli¢inama IE praha su imali znac¢ajno
vece TPC vrednosti, u poredenju sa TM i TMI uzorcima, ¢emu su o¢igledno najvise doprinela fenolna
jedinjenja. Dobijene TPC vrednosti za TMIE uzorke su pokazale znaCajan trend porasta sa
poveéanjem sadrzaja TMIE praha u rastvoru (0,1%, 0,5% i 1%) i sa povecanjem koli¢ine dodatog IE
praha u TMIE formulacijama. Dobijene TPC vrednosti za TMIEL, TMIE2 i TMIE3, su bile redom:
0,53; 1,04; i 1,37 mg(GAE)/100mL za 0,1% rastvore; 3,19; 3,79; i 5,22 mg(GAE)/100mL, za 0,5%
rastvore; i 6,07; 7,35; i 10,38 mg(GAE)/100mL, za 1% rastvore. Ove vrednosti su bile nize u
poredenju sa literaturnim TPC vrednostima koje su dobili drugi autori za napitke na bazi kozijeg ili
kravljeg mleka koji su obogaceni ekstraktima lekovitog bilja (Komes et al., 2017), prahom
monofloralnog polena (Kosti¢ et al., 2021), ekstraktima grozda (He et al., 2016; Kili¢ Bayraktar et
al., 2019) ili Tinospora cordifolia (giloy) sokom sa/bez prisustva biljnog ekstrakta (Sharma et al.,
2021). Ovo razlike mogu biti zbog koncentracije aktivnih komponenti u formulacijama, jer kao §to
se moze primetiti, dobijene TPC vrednosti za TMIE prahove su usko zavisne od koncentracije
rastvora za koje se odreduje sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja.
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Slika 4.36. Ukupna fenolna jedinjenja (a) i antioksidativna svojstva funkcionalnih aditiva na bazi odmas¢enog termicki
tretiranog kozijeg mleka obogacenog sprej osusenim inulin/esktrakt prahom (b-f): Ukupni antioksidativni kapacitet “in
vitro fosfomolibden redukuju¢a mo¢” (b); Sposobnost redukcije Fe** jona (redukuju¢a mo¢) (c); Sposobnost sakupljanja
DPPH-" radikala (d); Sposobnost sakupljanja ABTS"" radikala (e); Sposobnost heliranja Fe?* jona (f). Podaci su prikazani
kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova oznacavaju poredenje izmedu uzoraka koji imaju isti
sadrzaj praha u rastvoru, a velika slova oznacavaju poredenja u okviru svakog uzorka posebno. Razli¢ita slova oznacavaju
statisticki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05). Skracenice: ,,N.D.“-nije detektovan; M-odmaséeno sirovo
kozije mleko; TM-termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); I-inulin; TMI-odmas¢eno termicki tretirano kozije
mleko/inulin; IE-sprej osuseni prah inulin/ekstrakt; TMIE-funkcionalni aditivi na bazi odmas$éenog termicki tretiranog
kozijeg mleka sa dodatkom razli¢itih koli¢ina sprej osuSenog praha inulin/ekstrakt, tako da je sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja (Folin-Ciocalteu metoda) u finalnoj zapremini TM/inulin/ekstrakt pre sprej susenja bio: 0,1mg/mL (TMIE1);
0,2mg/mL (TMIE2); 0,3mg/mL (TMIE3). Napomena: rastvori uzorka su pripremani rekonstitucijom odgovaraju¢e mase

praha u 100ml mili Q vode.
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Za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) je kori$¢ena in vitro fosfomolibdenska
metoda, koja se bazira na sposobnosti analiziranih uzoraka da redukuju jone molibdena u kiseloj
sredini (Prieto et al., 1999) (Slika 4.36b). Zanimljivo, jako visoke TAC vrednosti su dobijene za Ciste
rastvore inulina (). Ovo je verovatno zbog primenjenih uslova u metodlogiji i intenzivne hidrolize
(95°C, 90min), ¢ime se oslobadaju molekuli fruktoze koji poseduju dobra redukujuéa svojstva. Sa
druge strane, TAC vrednosti za 0,5% i 1% M i TM rastvore su bile niske, dok za njihove 0,1% rastvore
TAC vrednosti nisu detektovane, sto je takode posledica primenjene metodologije i ¢injenice da u
kiseloj sredini dolazi do izoelektricne precipitacije proteina, ¢ime se smanjuje njihov redukcioni
kapacitet. Drugi autori su takode pokazali sposobnost proteina kozijeg mleka da redukuju molibden
jone, ispitujuci kozije mleko 1 kefir (Kosti¢ et al., 2021; Nehir El et al., 2015). Imaju¢i ovo u vidu,
visokim TAC vrednostima za IE i TMI rastvore (0,1% 0,5% i 1%), verovatno najvise doprinosi inulin.
TAC vrednosti za TMIE formulacije su se povec¢avale sa povecanjem koli¢ine IE praha redom u
TMIE1 TMIE2 i TMIES3 uzorcima: 8,89, 14,34, i 16,34 ug(AA)/mL, za 0,1% rastvore; 33,98, 58,89,
i 84,98 pg(AA)/mL, za 0,5% rastvore; i 81,07, 120,8, i 197,25 pg(AA)/mL, za 1% rastvore. Ovim
TAC vrednostima TMIE uzoraka su najvise doprineli inulin i fenolna jedinjenja. Ove vrednosti su
bile znacajno nize od TAC vrednosti koje su odredili Kosti¢ et al. (2021) za rastvor kozijeg mleka
obogacéenog polenom (1046,9 ug(AA)/mL), a ove razlike se mogu pripisati koncentraciji rastvora za
koju je TAC vrednost odredivana.

Redukuju¢a mo¢ je odredena na osnovu sposobnosti analiziranih uzoraka da redukuju jone gvozda
(Glgin, 2012). Kao $to se moze videti (Slika 4.36¢), svi M, TM, I, TMI rastvori (0,1; 0,5; i 1%), nisu
pokazivali redukuju¢u moé, $to znaci da proteini kozijeg mleka i inulin ne redukuju jone gvozda.
Drugi autori su takode dobili niske vrednosti i slabu sposobnost proteina mleka da redukuju jone
gvozda (Abd El-Fattah et al., 2020; Kili¢ Bayraktar et al., 2019). Sa druge strane, najvise vrednosti
su dobijene za IE uzorak, sa izrazenom tendencijom rasta U rastvorima sa povecanim IE sadrzajem
(115,95; 235,9; 1 429,76 pg(AA)/mL), cemu doprinose fenolna jedinjenja. Redukuju¢a mo¢ TMIE
uzoraka se povecavala sa povecanjem TMIE sadrZaja u rastvorima (0,1% 0,5% i 1%) i sa pove¢anjem
koli¢ine IE praha u TMIE formulacijama. Treba naglasiti da su 0,1% TMIE2 i TMIE3 rastvori imali
jako niske vrednosti za reduku¢u mo¢, koje se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale, dok 0,1% TMIE1
rastvor nije pokazao redukujuéu sposobnost. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim
za TME uzorke (poglavlje 4.3.2.10), $to znaci da su fenolna jedinjenja kljuéni redukujuéi agensi u
TMIE formulacijama.

Svi analizirani uzorci, osim ¢istog inulina (I) su imali izraZzenu sposobnost da doniraju jone vodonika
i neutraliSu ABTS™" i DPPH" radikale, u svim pripremljenim rastvorima (Slika 4.36d,e). Ako se uzme
u obzir ¢injenica da je sposobnost neutralisanja radikala za oba testa izrazena u istim ekvivalentima,
jasno se vidi da su ABTS™" vrednosti znac¢ajno vise u poredenju sa DPPH’ vrednostima. Ovo moze
biti zbog relativno hidrofobne prirode DPPH" radikala, njihove selektivne reakcije sa donorima
vodonika, slabijom interakcijom sa polarnim molekulima, smanjenom sposobnos¢u da napadaju
makromolekule kao $to su proteini u rastvoru (Serpen et al., 2012), kao i zbog tendencije da daju
manju reakciju sa dominantnim fenolnim jedinjenjima semenke grozda, katehinom i galnom
kiselinom (Tabart et al., 2009). Najvisu aktivnost u neutralisanju oba radikala, su imali IE rastvori,
¢emu doprinose fenolna jedinjenja. Predhodno analizirani model matriksi inulina sa paradajz sosom
(Tomas et al., 2017), pireom kupine (Tomas et al., 2020) i fenolnim ekstraktima jussara voca
(Bernardes et al., 2019) su pokazali dobru sposobnost neutralisanja ABTS"" i/ili DPPH" radikala. Sa
druge strane, M, TM i TMI uzorci su takode pokazali sposobnost u neutralisanju ABTS™ i DPPH"
radikala, ali je aktivnost ovih rastvora bila znacajno manja u poredenju sa IE rastvorima. Sposobnost
neutralisanja radikala ovih uzoraka (M, TM i TMI) je verovatno zbog proteina (Kim et al., 2019;
Nehir El et al., 2015) i aminokiselinskih ostataka koji doniraju jone vodonika (Power et al., 2013).
Stavise, primenjen termicki tretman (TM) i dodatak inulina (TMI) nije zna¢ajno uticao na sposobnost
neutralisanja ABTS™ i DPPH" radikala, u poredenju sa sirovim mlekom (M), osim u slu¢aju 0,5%
TMI rastvora (DPPH" radikal). Na osnovu predhodne diskusije, moze se zakljuciti da proteini i
fenolna jedinjenja zajedno doprinose aktivnosti TMIE uzoraka i njihovoj sposobnosti u neutralisanju
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ABTS™ i DPPH" radikala. Vrednosti dobijene za sposobnost neutralisanja DPPH" radikala za 0,1%
TMIE rastvore se nisu znacajno razlikovale od vrednosti 0,1% TM i TMI rastvora, $to znaci da na
ovom koncentracionom nivou efekat fenolnih jedinjenja u neutralisanju DPPH" radikala ne dolazi do
izrazaja. Medutim, dalje povecanje koncentracije rastvora (0,5% i 1%) i koli¢ine IE praha u TMIE
uzorcima je uticalo na povecanu sposobnost uklanjanja DPPH" radikala. Sa druge strane, vrednosti
dobijene za sposobnost neutralisanja ABTS™ radikala za 0,5% TMIE rastvore se nisu statisticki
znacajno razlikovale medusobno i u poredenju sa vrednostima za 0,5% TM rastvor. Medutim,
vrednosti za 0,1% i 1% TMIE rastvore su pokazale pove¢anu aktivnost u neutralisanju ABTS™
radikala, sa povecanjem koncentracije IE praha u TMIE uzorcima (TMIE1<TMIE2<TMIE3).
Generalno, kod TMIE uzoraka nije primeéen progresivni rast u neutralisanja ABTS™" i DPPH’
radikala, sa pove¢anjem sadrzaja TMIE praha u rastvorima, sem kod ABTS™ §to moze biti zbog
medusobnih protein-inulin-fenolna jedinjenja interakcija u ovim kompleksnim matriksima (Jakobek,
2015; Jakobek & Matié, 2019; Kusuda et al., 2006; Schaller-Povolny & Smith, 2002) kao i razli¢ite
distribucije micelarno vezanih i rastvorljivih IE, IE/WP/CN kompleksa (slika 4.31c,d). Mali broj
studija se bavi multikomponentnim uzorcima, §to otezava poredenje dobijenih rezultata za TMIE
uzorke sa literaturnim podacima. Medutim, nekoliko studije su pokazale da dodatak fenolnih
ekstrakata u model napitke kozijeg mleka utice na poboljsanje njihove antioksidativne aktivnosti i
sposobnosti neutralisanja ABTS™" i/ili DPPH' radikala (He et al., 2016; Komes et al., 2017; Sharma
etal., 2021).

Svi analizirani uzorci, osim ¢istog inulina i IE praha, su imali dobra helirajuca svojstva (Slika 4.36f).
Kao $to se moze videti, heliraju¢a svojstva su progresivno rasla sa poveéanjem sadrzaja M, TM, TMI
i TMIE u rastvorima, dok za isti sadrzaj praha u rastvoru nije pronadena statisticki znacajna razlika
medu ovim uzorcima. Dobra heliraju¢a svojstva ovih uzoraka su zbog proteina mleka, jer je pokazano
da inulin 1 fenolna jedinjenja nemaju ili imaju veoma malu sposobnost heliranja. Dobra helirajuc¢a
svojstva proteina kozijeg mleka su predhodno pokazali drugi autori ispitujuéi funkcionalne aditive na
bazi proteina kozijeg mleka (De Gobba et al., 2014; Kosti¢ et al., 2021; Li et al., 2013).
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4.3.4. Funkcionalni jogurti obogaceni ekstraktom semenke
4.3.4.1. Teksturalna svojstva jogurta

Najvise vrednosti za sve teksturalne parametare su imali jogurti fermentisani samo sa L.plantarum-
om (Pjo 1 PEjo), dok je najniZze vrednosti imao jogurt sa ekstraktom koji je fermentisan starterom i
L.plantarum-om (SEPjo)(Tabela 4.25). Razlike u teksturalnim svojstvima mogu biti zbog dodatog
ekstrakta u jogurte i efekta razliCitih starter kultura koriS¢enih u fermentaciju. Efekat termickog
tretmana se u ovom slucaju moze zanemariti jer su svi model jogurti pripremani od kozijeg mleka
koje je na identi¢an nacin termicki tretirano. Jogurti sa ekstraktom fermentisani starterom (SEjo), su
imali znacajno niza sva teksturalna svojstva u poredenju sa jogurtom bez dodatog ekstrakta (Sjo), sto
moze biti zbog inkorporacije fenolnih jedinjenja u strukturu gela, preuredenju kazeinske mreze i
potencijalnih fenolna jedinjenja-protein interakcija koje smanjuju ¢vrstinu matriksa. U fermentisanim
mleCnim napitcima proteinska mreza (gel) se formira najceS¢e kao rezultat hidrofobnih 1
elektrostatickih interakcija izmedu proteina. Dodatak fenolnih ekstrakta u jogurte naruSava ove
interakcije, Sto doprinosi smanjenom kapacitetu zadrzavanja vode, povecanju sinerezisa i smanjenoj
¢vrstoéi gela (Kandylis et al., 2021). Sa druge strane, dobijene vrednosti za ¢vrstinu i konzistenciju
jogurata fermentisanih L.plantarum-om bez i sa ekstrakom (Pjo i PEjo), se nisu znacajno razlikovale,
S§to se moze objasniti manjim prisustvom fenolnih jedinjenja u matriksu PEj, (prema UHPLC DAD
MS/MS analizi liofilisanih jogurta, tabela 4.27.) nego kod SEj, najverovatnije kao posledica
sposobnosti L.plantarum soja da razgraduje fenolna jedinjenja (Rodriguez-Duran et al., 2011).
Medutim, vrednosti za kohezivnost i indeks viskoznosti jogurta fermentisanog samo sa L. plantarum
sojem bila je znacajno visa za 1,6-1,9 puta, odnosno 2,4-3,6 puta od svih analiziranih formulacija
jogurta, redom. Kohezivnost odraZava tendeciju proizvoda da se njegovi strukturni elementi drze
zajedno, odnosno snagu intermolekulskih sila, koje su oc¢igledno znacajno vise kod Pjo jogurta u
odnosu na druge ispitivane formulacije. Ovi rezultati ukazuju na intenzivnu produkciju
egzopolisaharida ovog soja mle¢nih bakterija tokom fermentacije kozijeg jogurta, koji dodatno
povezuju proteinsku mrezu kiselog gela povecavajuéi viskozitet i kohezivnost u odnosu na druge
ispitivane jogurte. Drugacija tekstura Pjo jogurta u odnosu na druge jogurte, uocena je i na SEM
slikama liofolisanih jogurata (slika 4.44). Takode, ovu tvrdnju dodatno podrzavaju rezultati
elektroforetske analize liofilisanih jogurata (podpoglavlje 4.3.5.3). Utvrdeno je da odredeni sojevi L.
plantarum-a sintetisu egzopolisaharide (Silva et al., 2019) koji daju vecu kohezivnosti i viskoziteta
jogurta u odnosu na jogute proizvedene L. delbrukii subs. bulgaricus sojem, koji je sastavni deo
primenjene starter kulture u ovim eksperimetima (Nikitina et al., 2022). U prisustvu fenolnog
ekstrakta, intenzivna produkcija egzopolisaharada je moguce delom bila inhibirana kod PEj, jogurta
i/ili je onemoguéeno njihovo povezivanje sa proteinskim matriksom, na $ta ukazuju dobijeni podaci
za kohezivnost i indeks viskoznosti, a $to potvrduje SEM slika (Slika 4.44) i elektorforetska analiza
(slika 4.39c¢) liofilisanog PE uzorka. Treba naglasti da je kod ovog uzorka, u odnosu na druge uzorke
jogurta sa ekstraktom semenke, vrednost indeksa viskoznosti bila najveca, ali se nije razlikovala od
vrednosti dobijene za jogurt fermentisan samo starter kulturom.

Najnize vrednosti za sva teksturalna svojstva je imao jogurt sa ekstraktom koji je fermentisan sa
starterom i L.plantarum-om (SEPjo), §to se moze objasniti prisustvom fenolnih jedinjenja u matriksu.
U ovom slucaju, u prisustvu starter kulture ocigledno nije dosla do izraZaja tanazna aktivnost
L.plantarum soja, Sto bi smanjilo sadrzaj fenolnih jedinjenja, i doprinelo poboljsanju teksturalnih
svojstava ovog jogurta. Medutim, u ovom tipu jogurta najverovatnije nije dosla do izrazaja ni
sposobnost sinteze egzopolisaharidna od strane L. plantarum-a, pa se zna¢ajno smanjenje ¢vrstine i
konzistencije u odnosu na druge uzorke moze protumaditi interakcijama fenolnih jedinjanja sa
proteinskim matriksom ometajuc¢i Cvrstinu formirane proteinske mreze, na Sta ukazuje SEM i
elektroforetska analiza SEP uzorka (slika 4.44 i 4.39c, redom). Teksturalana svojstva SEPj, jogurta
najpribliznija su SEjo $to pokazuje da starter kultura ima najvise uticaja na njegovu teksturu. Rezultati
zateksturalna svojstva svih model jogurata su u saglasnosti sa UHPLC MS/MS rezultatima za sadrzaj
fenolnih jedinjenja ekstrakata liofilisanih jogurata (Tabela 4.27). Rezultati za tekturalna svojstva
jogurata u ovoj disertaciji su u saglasnosti sa rezultatima drugih studija, koje su takode pokazale nisku
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¢vrstocu, slabu konzistenciju i kohezivnost jogurta napravljenog od kozijeg mleka (Hovjecki et al.,
2021; Hovjecki et al., 2020; Miocinovic et al., 2015).

Tabela 4.25. Teksturalna svojstva jogurata od kozjeg mleka sa dodatkom ekstrakta, fermentisani starterom i
L.plantarum-om.

Parametar Sjo SEjo Pjo PEjo SEPjo

Cvrstina (2) 22,11+0,052 21,08+0,04b 22,22+0,51% 23,19+0,33¢ 19,630,044
Konzistencija (gs) 586,55+0,73% 554,63+0,09° 586,91+15,07* 607,27+12,64¢ 516,52+3,48¢
Kohezivnost (g) 18,96+0,15%  17,11+0,03° 32,45+2,60°¢ 18,52+0,25% 17,14+0,22°

Indeks viskoziteta (gs)  31,62+1,54%  2573+0,51° 84,76+9,39° 34,99+2,252 23,65+1,62°
Podaci su prikazani kao srednje vrednostistandardna devijacija (n=3). Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisticki znac¢ajno
razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skraéenice: jogurt bez ekstrakta fermentisan sterterom (Sjo); jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (SEjo); jogurt
bez ekstrakta fermentisan L. plantarum-om (Pjo); jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om (PEjo); jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom
i L. plantarum-om zajedno (SEPj).

4.3.4.2. Senzorna analiza jogurta

Vrednosti za proseéne ocene senzornih svojstava, procenat maksimalno moguceg kvaliteta i
ponderisana srednja ocena za razli¢ite model jogurte od kozijeg mleka, su prikazane u Tabeli 4.26.
Svi uzorci jogurta su imali karakteristicnu belu boju, bez primetnog sinerezisa ili okom vidljivih
atipi¢nih promena (Slika 4.37), §to potvrduju najvise ocene ¢lanova ocenjivackog panela za opsti
izgled jogurata. Medutim, razlike medu uzorcima su primeéena za druge ocenjivane parametre (miris,
ukus, tekstura). Kozije mleko odlikuje prepoznatljiv, jak i intenzivan miris, odnosno specifican ukus,
¢emu prvenstveno doprinose tipi¢ne slobodne masne kiseline (kaprilna, kapronska i kaprinska)(Park,
2017), koje imaju nizak prag percepcije. 1z navedenog razloga, u kozije mleko i proizvode na bazi
kozijeg mleka se Cesto dodaju razliCiti ekstrakti kako bi se poboljsala senzorna prihvatljivost (Dos
Santos et al., 2017; Komes et al., 2017; Ranadheera et al., 2012). Jogurti fermentisani sa L.plantarum-
om (Pjo, PEjo i SEPj0) su ocenjeni nizim ocenama za miris, $to se moze povezati sa drugacijom
lipoliti¢kom aktivno$¢u primenjenog L.plantarum soja u odnosu na starter kulture. Stavise, Lang et
al. (2022) su pokazali izmene lipidnog i masnokiselinskog profila jogurata koji su fermentisani sa
miks starter kulturama i L.plantarum A3 sojem. Sa druge strane, jogurti fermentisani samo sa
starterom (Sjo 1 SEjo) su ocenjeni sa najviSim ocenama za miris od strane ¢lanova ocenjivackog
panela, i okarakterisani su kao jogurti sa tipi¢nim mirisom za kozije jogurte.

Tabela 4.26. Senzorna ocena jogurta od kozijeg mleka sa dodatkom ekstrakta, fermentisani starterom i
L.plantarum-om

Parametri JOGURTI
Sjo SEjo Pjo PEjo SEPjo

Opsti izgled 5,00+0,00 5,00+0,00 5,00+0,00 5,00+0,00 5,00+0,00
Miris 5,00+0,00 5,00+0,00 4,70+0,27 4,40+0,42 4,70+0,67
Ukus 4,90+0,22 4,40+0,55 3,80+0,27 3,40+0,42 4,20+0,57
Tekstura 5,00+0,00 5,00+0,00 4,70+0,27 4,10+0,42 5,00+0,00

% max moguceg kvaliteta 99,5 97 91 84,5 94,5

Ponderisana srednja ocena 4,98 4,85 4,55 4,22 4,73

Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=5).

Jogurtima sa dodatkom ekstrakta su dodeljene nize ocene za ukus, a ¢lanovi panela su ove jogurte
okarakterisali kao blago kiselkaste, umereno gorke, opore i astringentne, S$to je verovatno zbog
dodatog ekstrakta semenke koji je bogat procijanidinima i flavan-3-olima. Stavise, pojedini ¢lanovi
paneli su primetili da su jogurti sa dodatkom ekstrakta pokazali delimi¢no neutralisan ukus kozijeg
mleka. Druge studije su takode pokazale povecanu kiselost i atipican ukus jogurata sa dodatkom
vocnog soka (Ranadheera et al., 2012), ili izrazenu gor¢inu i trpkost za jogurte koji su obogaceni
ekstratima lekovitog bilja (Komes et al., 2017). Nize ocene za teksturu su dodeljene jogurtima Koji
su fermentisani samo sa L.plantarum-om (Pjo i PEjo), dok su ostali jogurti dobili najvise ocene za
teksturu. Kod jogurata sa niZom ocenom za teksturu ( Pjo i PEjo) je primecena viskoznija i sluzava
struktura gela, $to je verovatno zbog egzopolisaharida poreklom od primenjenog L.plantarum soja.
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Predhodno su Hovjecki et al. (2021), registrovali prisustvo tegljive i sluzave teksture za kozije
jogurte, koji su predtretirani sa mikrobnim transglutaminazama.

_Fermentisani mleéni napitak*- model jogurt: sa dodatkom ekstrakta semenke

; ‘:;_ 51

]

Liofilizacija

Funkcionalni aditiv

Slika 4.37. Jogurti sa dodatokom ekstrakta semenke fermentisani sa starter kulturom (Yoflex-812) i Lactobacillus
plantarum-om, i njihovi liofilisani prahovi kao potencijalni fermentisani funkcionalni aditivi. Oznake: Sjo-jogurt bez
ekstrakta fermentisan sterterom; SEjo-jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom; Pjo-jogurt bez ekstrakta fermentisan
L. plantarum-om; PEjo-jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEPjo-jogurt sa ekstraktom fermentisan
starterom i L. plantarum-om zajedno; S- liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan starterom; SE-liofilisan jogurt sa
ekstraktom fermentisan starterom; P-liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om; PE-liofilisan jogurt sa
ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om
zajedno.

4.3.5. Fermentisani funkcionalni jogurti ebogaéeni ekstraktom semenke

4.3.5.1. UHPLC-DAD MS/MS analiza fenolnih jedinjenja iz metanolnih ekstrakata liofilisanih
jogurta

Rezultati UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacije fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima
liofilisanih jogurta (S, SE, P, PE, SEP) i njihovih kontrolnih mleka (So, SEo, Po, PEo, SEP0) su
prikazani u Tabeli 4.27 (podaci za kvantifikaciju, Tabela P5). Radi lakSeg poredenja i tumacenja
rezultata, fenolni profil rekonstituisanog SOES uzorka je preuzet iz poglavlja 4.3.2.1. U metanolnim
ekstraktima So, S, Po i P uzoraka nisu detektovana fenolna jedinjenja, $to je o¢ekivano ako se uzme
u obzir da su u pitanju proteinski matriksi. Fenolna jedinjenja su detektovana samo u liofilisanim
uzorcima sa dodatkom ekstrakta, dok je samo nekoliko karakteristicnih i dominantnih fenolnih
jedinjenja kvantifikovano. Sadrzaj ukupnih (9,88 (PEo0), 11,41 (SEo) i 15,02 (SEP0) mg/kg SM) i
pojedina¢no kvantifikovanih fenolnih jedinjenja (osim kampferola i izoramnetin-3-O-glukozida) u
liofilisanim uzorcima mleka (~0,2mgTPC/mL punomasno mleko-ekstrakt mesavina), je bio slican
sa predhodnim rezultatima za TMIEL (0,1mg/mL mleko-inulin-ekstrakt mesavina) i TMEI
(0,2mg/mL mleko-ekstrakt mesavina) funkcionalne prahove. Male varijacije u sadrzaju fenolnih
jedinjenja medu ovim uzorcima mogu biti zbog nacina njihove pripreme (sprej susenje ili liofilizacija)
i sastava (punomasno ili odmas¢eno mleko). Medutim, sadrzaj ukupno kvantifikovanih fenolnih
jedinjenja je bio znacajno visi (skoro dva puta) u uzorcima liofilisanih jogurta (SEP, SE i PE), u
poredenju sa njihovim liofilisanim uzorcima mleka, ¢emu doprinosi visok sadrzaj kumarinske
kiseline. Najveéi sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja je potvrden u SEP uzorku Kkoji je primarno
fermentisani starter kulturom i L. plantarum-om (28,90 mg/kg SM uzorka), verovatno zbog smanjene
tanazne aktivnosti L.plantaruma u prisustvu startera i sinerigstickog delovanja odabranih sojeva na
odrzivost fenolnih jedinjenja u matriksu. Visok sadrzaj kumarinske kiseline u liofilisanim jogurtima
je verovatno zbog uticaja bakterijskinh sojeva koji tokom fermentacije raskidaju estarke veze
kumaroilvinske kiseline i oslobadaju kumarinsku kiselinu. Sadrzaj kumarinske kiseline nije potvrden
u SOES uzorku. Medutim, visok sadrzaj kumaroilvinske Kiseline je predhodno potvrden UHPLC-
Orbitrap MS* analizom vodenog ekstrakta semenke (Tabela 4.18), koji je koris¢en u formulaciji ovih
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liofilisanih jogurta. Takode treba spomenuti da je medu liofilisanim jogurtima (SEP, SE i PE),
najmanji sadrzaj p-kumarinske kiseline potvrden u liofilisanom jogurtu koji je primarno fermentisan
L. plantarum sojem (PE), $to moze biti zbog potencijalne transformacije dela p-kumarinske kiseline
pod uticajem dekarboksilaze p-kumarinske kiseline koja je karakteristi¢na za L. plantarum sojeve
(Cavin et al., 1997; Rodriguez et al., 2010). Zanimljivo, kofeinska kiselina je u malim koli¢inama
kvantifikovana samo u kontrolnim liofilisanim uzorcima mleka (SEPo, SEo i PE0), dok u liofilisanim
jogurtima nije detektovana, iako je predhodnom UHPLC Orbitrap MS* analizom takode potvrdena
znaCajna koli¢ina derivata kofeoilvinske kiseline (Tabela 4.18). Sadrzaj galne kiseline u SEo i SE,
kao i u SEPo i SEP uzorcima se nije statisticki znacajno razlikovao, medutim sadrzaj galne kiseline
u liofilisanom jogurtu koji je primarno fermentisan sa L.plantarum sojem (PE) je bio zna¢ajno manji
nego u njegovom kontrolnom uzorku mleka (PE0). Ovo moze biti zbog aktivnosti L. plantarum soja
koji poseduje tanaznu aktivnost, i ukljucuje delovanje enzima tanaze i galatdekarboksilaze, koji
verovatno delimi¢no katalisu razgradnju galne Kiseline do pirogalola (Rodriguez-Durén et al., 2011).
Medu analiziranim flava-3-olima, samo katehin i katehin galat su detektovani u metanolnim
ekstraktima uzoraka koji sadrze ekstrakt, a sadrzaj oba jedinjenja se nije statisticki znacajno
razlikovao izmedu liofilisanih jogurata (SEP, SE i PE) i njihovih kontrolnih uzoraka mleka (SEPo,
SEo i PE0). Glikozidi kvercetina (kvercetin-3-glukozid i rutin) su detektovani u malim koli¢inama, a
njihov sadrZaj se nije zna¢ajno razlikovao medu analiziranim liofilisanim uzorcima. Generalno nizak
sadrzaj detektovanih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima liofilisanih jogurata i mleka, kao
i odsustvo nekih jedinjenja koja su detektovana u SOES uzorku (protokatehinska kiselina, siringinska
kiselina, kvercetin, izoramnetin, kampferol, naringenin, aeskuletin), takode moze biti zbog njihovog
zadrzavanja u matriksu, jer su analizirani liofilisani jogurti multikomponentni sistemi sa idealnom
strukturom za inkorporaciju fenolnih jedinjenja.

163



Tabela 4.27. Sadrzaj polifenola i fenolnih kiselina (mg/kg SM uzorka), u liofilisanim uzorcima mleka i jogurata sa/bez dodatka ekstrakta.

Uzorci -
Jedinjenja (mg/kg SM uz.) SOES So S SEo SE Po P PEo PE SEPo SEP
Fenolne kiseline (HB+HC)
Galna kiselina 224,17+394 | nd. nd. 3,15+0,074>A  3,036+0,146** n.d. n.d. 3,108+0,084*A 2,732+0,033*B  3,772+0,107°>A  3,59+0,196A
Protokatehinska kiselina 2,43+0,08 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kofeinska kiselina n.d. nd. n.d. 0,215+0,014% n.d. nd. nd. 1,025+0,037° n.d. 0,226+0,0262 n.d.
Siringinska kiselina 1,84+0,07 nd. n.d. n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
p-Kumarinska kiselina n.d. nd. nd. 2,878+0,1142A 16,416+0,95128 nd. n.d. 1,353+0,1162~ 11,616+0,958"B 4,961+0,199A 19 896+1,252¢8
Flavan-3-oli i njihovi derivati
Katehin 518,28+14,73 | n.d. n.d. 4,03£0,1542A  4,01+0,111®~ nd. n.d. 3,335+0,103°A  3,688+0,1322A  4,779+0,12¢A  4,149+0,1465B
Katehin galat 8,36+0,13 nd. n.d. 0,544+0,0312A 0,49940,023%A nd. n.d. 0,51+0,0322A  0,471+0,0192A 0,541+0,0242~  0,544+0,026°4
Galokatehin n.d. nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin n.d. nd. n.d. n.d. n.d. nd. nd. n.d. n.d. n.d. n.d.
Epigalokatehin n.d. nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ostali detektovani polifenoli
Kvercetin 32,66+2,10 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kvercetin-3-glukozid 1,51+0,07 nd. nd. 0,225+0,022 0,252+0,022 nd. nd. 0,201+0,013 0,246+0,031 0,236+0,016 0,213+0,011
Rutin 0,3040,02 nd. nd. 0,365+0,032 0,358+0,021 nd. nd. 0,354+0,021 0,351+0,015 0,354+0,016 0,352+0,018
Izoramnetin 17,31+0,87 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kampferol 7,90£0,34 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Apigenin-7-glukozid n.d. nd. n.d. n.d. 0,153+0,012 nd. nd. n.d. n.d. 0,154+0,021 0,154+0,019
Naringenin 0,81+0,04 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Aeskuletin 2,79+0,20 nd. n.d. n.d. n.d. nd. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

PP 820,59 / / 11,406 24,725 / / 9,885 19,103 15,022 28,899

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Mala slova oznacavaju poredenje za svaki uzorak mleka i jogurta posebno, a velika slova oznacavaju poredenja izmedju
jogurta i njegovog kontrolnog mleka posebno. Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike prema Tukey s testu (p<0,05). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; HB-hidroksibenzoeva kiselina; HC-hidroksicimetna kiselina;
So-liofilisano mleko+starter; S- liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan starterom; SEo-liofilisano mleko/ekstrakt+starter; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom; Po-liofilisano mleko+L.plantarum; P-liofilisan
jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om; PEo-liofilisano mleko/ekstrakt+L.plantarum; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEPo-liofilisano mleko/ekstrakt+starter+L.plantarum; SEP-
liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno. *SOES-sprej osu$en ekstrakt semenke rekonstituisan u 80% metanolu+0,1%HCI, rezultat preuzet iz poglavlja 4.3.2.1. Oznake koje imaju sufiks
,,0° 0znacavaju poCetne meSavine mleka ili mleka/ekstrakta kao kontrole fermentisanim napicima-jogurtima. Napomena: Liofilisani fermentisani funkcionalni aditivi su ekstrahovani 80%metanolom+0,1%HCI, iz kojih je dalje
vriena kvantifkacija fenolnih jedinjenja (UHPLC-DAD MS/MS).
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4.3.5.2. Sadriaj ukupnih ekstraktibilnih proteina liofilisanih jogurta

Rezultati za sadrzaj ukupnih ekstraktibilnih proteina liofilisanih jogurta su bili u opsegu od
265,5+2,08 (SE) do 305,1+7,3 (S) mg(BSA)/g SM (Slika 4.38), a male varijacije medu uzorcima
mogu biti zbog prisustva fenolnih jedinjenja u uzorcima. Sadrzaj ekstraktibilnih proteina u
liofilisanim uzorcima polaznog punomasnog mleka (SPM), pasterizovanog mleka (90°C, 5min) (PM)
i kontrolnih mesavina mleka ili mleko/ekstrakt (So, SEo, Po, PEo i SEPO0), se¢ nije statisti¢ki zna¢ajno
razlikovao. Dobijeni rezultati za liofilisane uzorke u ovoj studiji su bili u saglasnosti sa rezultatima
koje su dobili Kamizake et al. (2003) za prahove kravljeg mleka pre/posle uklanjanja lipida. Sadrzaj
ekstraktibilnih proteina u SPM i PM liofilisanim uzorcima je bio znacajno visi nego §to je predhodno
odredeno za uzorke odmaséenog mleka koris¢enog za dobijanje TME i TMIE prahova, jer se ne radi
o istom kozijem mleko koris¢enom u eksperimentima. Ove varijacije se mogu pripisati nekim
specificnim faktorima od kojih zavisi sastav kozijeg mleka, kao $to su ishrana koza, period laktacije,
rasa koza, spoljasnja temperatura itd., (Park, 2017). Rezultati za sadrzaj ekstraktibilnih proteina
liofilisanih fermentisanih jogurta (S, SE, P, PE i SEP) i njihovih kontrolnih mleka (So, SEo, Po, PEo
I SEP0), se nije statisti¢ki znacajno razlikovao, posmatrano za svaki tip jogurta posebno. Ovo znaci
da tokom fermentacije nije doslo do proteolize 1 nastanka malih peptida koji ne pokazuju reakciju sa
Bradfordovim reagensom (Kamizake et al., 2003), $to bi doprinelo varijacijama u sadrzaju
ekstraktibilnih proteina medu uzorcima. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa elektroforetskom
karakterizacijom.
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Slika 4.38. Sadrzaj ekstraktibilnih proteini u liofilisanim uzorcima mleka i jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke.
Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Ista mala slova pokazuju da vrednosti nisu
statisti¢ki znacajno razlicite prema Tukey’s testu (p<0,05). Oznake: SPM-sirovo punomasno kozije mleko; PM-termicki
tretirano (pasterizovano) punomasno kozije mleko (90°C, 5min); So-liofilisano mleko+starter; S- liofilisan jogurt bez
ekstrakta fermentisan starterom; SEo-liofilisano mleko/ekstrakt+starter; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan
starterom; Po-liofilisano mleko+L.plantarum; P-liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om; PEo-
liofilisano mleko/ekstrakt+L.plantarum; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEPo-
liofilisano mleko/ekstrakt+starter+L.plantarum; SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-
om zajedno.

4.3.5.3. Elektroforetska analiza liofilisanih jogurta

Proteinski profili liofilisanih jogurta i njihovih kontrolnih mleka su analizirani koris¢enjem tri
razlicite elektroforetske tehnike: (1) SDS-R-PAGE (Slika 4.39a); (2) SDS-NR-PAGE (Slika 4.39b);
i (3) Native-PAGE (Slika 4.39c). SDS-R-PAGE profili (Slika 4.39a) svih analiziranih uzoraka su bili
identi¢ni, sa Sest dominantnih traka koje imaju karakteristicnu elektroforetsku pokretljivost. Ove
trake redom odgovaraju kazeinima (aS1-; as2-; B-; i k-CN 1) i serum proteinima (B-LG i a-LA)
kozijeg mleka. Identi¢ne elektroforetske profile su prijavili i drugi autori ispitujuci kozije mleko
(sirovo 1 termicki tretirano) (Barac et al., 2013; Kosti¢ et al., 2021; Miloradovic et al., 2014; Pesic et
al., 2012) i fermentisane napitke (jogurt i kefir) (Hovjecki et al., 2021; Hovjecki et al., 2020; Nehir
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Eletal., 2015; Simsek et al., 2017). Sli¢an proteinski profil kontrolnog mleka i fermentisanih uzoraka
ukazuje da primenjena fermentacija nije izmenila proteinski sastav kozijeg mleka, iako je poznato da
korisc¢eni soj Lactobacillus plantarum (P i PE) ima razvijenu proteoliticku aktivnost koja se u ovoj

vrsti matriksa nije ispoljila.
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Slika 4.39. Elektroforegrami proteina liofilisanih mleka i jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke. (a) SDS-R-PAGE
(b) SDS-NR-PAGE (c) Native-PAGE-om. Oznake: SPM-sirovo punomasno kozije mleko; PM-termi¢ki tretirano
(pasterizovano) punomasno kozije mleko (90°C, 5min); So-liofilisano mleko+starter; S- liofilisan jogurt bez ekstrakta
fermentisan starterom; SEo-liofilisano mleko/ekstrakt+starter; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom;
Po-liofilisano mleko+L.plantarum; P-liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om; PEo-liofilisano
mleko/ekstrakt+L.plantarum; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEPo-liofilisano
mleko/ekstrakt+starter+L.plantarum; SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om
zajedno. Skrac¢enice: LMW-standard molekulskih masa; SK-standard glavnih proteina kravljeg mleka; asl-CN (osl-
kazein); as2-CN (as2-kazein); B-CN (B-kazein); k-CN (k-kazein); y-CN (y-kazein); B-LG (B-laktoglobulini); a-LA (a-
laktalbumin); BSA-serum albumin krvi; Ig-imunoglobulini; Lf-laktoferin; HMW-visokomolekularni kompleksi.
Napomena: 2mg odmaséenog liofilisanog uzorka je rekonstituisano u 1mL odgovarajuéeg pufera za uzorke; Uokvirena
elektroforetska traka (SK) i oznake sa desne strane (slika 4.39c) prikazuje standard glavnih proteina kravljeg mleka i
karakteristi¢nu pokretljivost kazeina i serum proteina kravljeg mleka analiziranih Native-PAGEom, dok su ostali uzorci
bazirani na kozjem mleku i sa leve strane (Slika 4.39c), su oznake koje pokazuju karakteristi¢énu pokretljivost kozjih
kazeina i serum proteina ispitivanih Native-PAGEom.

Svi analizirani uzorci su imali takode identi¢ne SDS-NR-PAGE (Slika 3.39b) i Native-PAGE (Slika
4.39c) profile, osim za uzorak sirovog mleka (SPM) koji je koris¢en kao kontrola termickog tretmana.
Ove dve tehnike jasno pokazuju efekat primenjenog termi¢kog tretmana (pasterizacije) neposredno
pre procesa fermentacije. Na SDS-NR-PAGE profilima (Slike 4.39b) svih uzoraka (osim SPM) su
jasno vidljive trake na ulazu u gornji gel, koje pripadaju HMW kompleksima, kao i znac¢ajno smanjen
intenzitet ili odsustvo traka koje odgovaraju k-CN, y-CN, aS2-dimerima, B-LG i a-LA, koje uéestvuju
u formiranju pomenutih HMW kompleksa (Pesic et al., 2012; Pesic et al., 2014). Pored toga, na istom
gelu smanjen intenzitet traka koje pripadaju as2-CN i B-CN u uzorcima moze biti zbog njihovog
ucesca u formiranju WP/CN kompleksa kozijeg mleka (Pesic et al., 2012), ili u uzorcima sa dodatkom
ekstrakta (SEo, SE, SEPo, SEP, PEo, PE), moze biti zbog prisustva fenolnih jedinjenja koji smanjuju
sadrzaj proteina u uzorcima. Na SDS-NR-PAGE (Slika 4.39b) i Native-PAGE (Slika 4.39c) gelovima
nisu potvrdene nespecifi¢ne polipeptidne trake, Sto znaci da tokom fermentacije nije doSlo do
proteolize i nisu se formirali nespecifi¢ni kompleksi, §to je u skladu sa rezultatima dobijenim SDS-
R-PAGE analizom. Medutim, na Native-PAGE gelu se mogu primetiti varijacije u intenzitetu traka
koje odgovaraju WP/CN kompleksima (Slika 4.39c). Kontrolni uzorci (So, SEo, SEPo, PEo i Po) su
imali znacajno veci intenzitet WP/CN traka, u poredenju sa njihovim liofilisanim jogurtima (S, SE,
SEP, PE i P), sto moze biti zbog razlika u pH vrednosti kontrolnih i liofilisanih uzoraka.
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Ferementisani uzorci su imali nisku pH vrednost (<4,6), koja je bliska izoelektri¢noj tacki proteina
kozijeg mleka i koja verovatno uzrokuje dodatnu agregaciju WP/CN kompleksa i smanjuje njihovu
rastvorljivost u nedisocijativnim uslovima. Kod uzoraka fermentisanih sa L. plantarum-om (P i PE),
intenzitet traka WP/CN kompleksa je bio znacajno manji u poredenju sa uzorcima koji su
fermentisani starter kulturama (S i SE), ¢emu verovatno doprinose egzopolisaharidi koje luci
L.plantarum (Silva et al., 2019), i koji verovatno dodatno zadrzavaju komplekse u precipitatu. Uzorci
sa dodatkom ekstrakta (SEo, SE, PEo, PE, SEPo, SEP) su imali povecan intenzitet i izmenjenu
pokretljivost traka koje odgovaraju WP/CN kompleksima, u poredenju sa njihovim
komplementarnim uzorcima bez dodatka ekstrakta (So, S, Po, P), $to moze biti zbog interakcija
fenolnih jedinjenja i WP/CN kompleksa, koje nisu narusene u nedisocijativnim uslovima (Kusuda et
al., 2006). Prisustvo interakcija izmedu fenolna jedinjenja i WP/CN kompleks je prime¢eno u TME
uzorcima ispitivanim u okviru ove disertacije.

4.3.5.4. ATR-FTIR karakterizacija liofilisanih jogurta

Uzimaju¢i u obzir sastav uzoraka i cinjenicu da je u pripremi funkcionalnih jogurta koris¢eno
punomasno mleko (Slika 4.40), PCA je prvo primenjena na spektru od 700-4000cm™ (Slika 4.41a).
Za ovaj region, uzorci sa/bez ekstrakta koji su fermentisani sa L.plantarum-om (uzorci 1 i 2), se
odvojaju od uzoraka sa/bez ekstrakta koji su fementisani starterom (uzorci 3 i 4), duz PCl, $to
objasnjava ¢ak 81% ukupne varijanse (Slika 4.41a). Grafik varijabli za ovaj region daje Sumu traka,
ali sa jasno izrazenim trakama koje pripadaju lipidnim regionima (2800-3000cm™ i 1600-1700cm™);
koji o¢igledno najvise doprinose ovom odvajanju (Slika 4.41b). Stavise, duz PC1, liofilisani jogurt
koji je primarno fermentisan sa obe kulture (starterom i L. plantarum-om) (uzorak 5) se grupise sa
uzorcima 3 i 4 (Slika 4.39a), pa se moze predpostaviti da u kombinaciji sa starterom, L. plantarum
nema znacajanijeg uticaj na lipidni profil. Duz PC2, fermentisani uzorci sa ekstraktom (2 i 4), su
odvojeni od fermentisanih uzoraka bez ekstrkta (1 i 3), sa izrazenim trakama u amid I i amid Il regionu
(Slika 4.41b). Ovom odvajanju verovatno doprinose fenolna jedinjenja i njihove interakcije sa
proteinima. Medutim, kako bi se detaljnije procenio: (1) uticaj fermentacije; (2) efekat mikrobnih
kultura i njihov afinitet prema pojedinac¢nim makrokonstituentima (lipidima i proteinima); (3) znacaj
dodatog ekstrakta; i (4) potencijalne interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i proteina; u daljoj analizi
je fokus bio posebno na amid 1 (1600-1700cm?), amid 11 (1500-1600cm?), amid 111 (1200-1500cm
1, i lipidnom regionu (2800-3000cm™).
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Slika 4.40. ATR-FTIR spektri liofilisanih jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke. Oznake: S- liofilisan jogurt bez
ekstrakta fermentisan starterom (3); SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (4); P-liofilisan jogurt bez
ekstrakta fermentisan L.plantarum-om (1); PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om (2); SEP-
liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno (5).
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Za amid 1'i Il region, uzorci 1, 2 i 5 su jasno odvojeni od uzoraka 3 i 4, duz PC1; §to objasnjava 90%
(amid 1) (Slika 4.41c), 1 66% (amid Il) ukupne varijanse (Slika 4.41e). Odvajanje uzoraka u ova dva
regiona je verovatno zbog visokog broja (CFU/g) vijabilnih L.plantarum bakterija (Mohd Yusof et
al.,, 2020; Vodnar et al., 2010), ¢iji sastavni proteini ocigledno imaju razli¢ite vibracione
karakteristike u poredenju sa proteinima mleka ili manje vijabilnih starter kultura. Ovo odvajanje
potvrduju jasno izrazene trake za ova dva regiona (amid I i Il) (Slika 4.41d,f). Neke trake koje
doprinose odvajanju liofilisanih jogurta koji su primarno fermentisani starterom (uzorci 3 i 4),
verovatno pripadaju specifi¢nim vibracijama proteina mleka koji u ovim uzorcima dolaze do izrazaja,
I mogu se povezati sa vibracijama intermolekularne p-nabrane strukture (1614, 1622, 1686 i 1694cm’
1y, intramolekularne B-nabrane strukture (1634 cm™), slu¢ajnih strukturnih namotaja (1646 cm™), a-
heliksa/velikih petlji (1651 i 1543-1553 cm™), p-okreta (1667 i 1557-1580 cm™) i p-nabrane strukture
(1525-1538 cm™) (Grewal et al., 2016; Grewal et al., 2017; Markoska et al., 2018; Markoska et al.,
2019) (Slika 4.41d,f). Dodatnu potvrdu predhodnih zaklju¢aka daje elektroforetska analiza, koja je
pokazala da tokom fermentacije nije doslo do proteolize, §to bi potencijalno moglo da uti¢e na
odvajanje uzoraka. Liofilisani jogurti sa/bez dodatka ekstrakta koji su primarno fermentisani
starterom, se medusobno odvajanje duz PC2, za oba amid regiona (amid | i II) (Slika 4.41c,e), ¢emu
verovatno doprinose interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i proteina mleka, koje se mogu javiti kod
uzoraka sa ekstraktom semenke. Treba imati u vidu da i egzopolisaharidi filamentoznog tipa, koje
luci L. bulgaricus kao jedna od starter kultura, mogu uticati na izmene u strukturi proteina u ovim
uzorcima jer medusobno reaguju prilikom formiranja kiselog gela (De Vuyst & Degeest, 1999), a
formiranje polisaharid-protein veza moze ometati prisutvo fenolnih jedinjanja, kao $to su pokazale
prethodne analize. Sa druge strane, liofilisani jogurti sa/bez dodatka ekstrakta koji su primarno
fermentisani sa L. plantarum-om (uzorci 1 i 2) se grupisu (Slika 4.41c,e). Ovo grupisanje uzoraka 1
i 2 se objasnjava sposobno$¢u primenjenog L.plantarum soja da razgraduje fenolna jedinjenja, ¢ime
se smanjuje mogucénost interakcija izmedu fenolnih jedinjenja i proteina kod uzorka sa ekstraktom
(2), a samim tim se ne uocavaju znacajnije promene u strukturnim vibracijama proteina izmedu ova
dva uzorka u amid I i amid Il regionima. Ovako jasno odvajanje ova dva uzorka od ostalih moze biti
posledica prisustva drugacijih egzopolisaharida koje Iuc¢i L. plantarum u odnosu na starter kulture, pa
je i priroda samih interakcija sa proteinima drugéija u odnosu na njih (Bachtarzi et al., 2020).

Za amid Il regiona, prve dve PCA (PC1 i PC2) su klasifikovale uzorke u tri odvojene grupe, oznacene
kao A grupa (uzorci 1i2), B grupa (uzorci 3i4) i C grupa (uzorak 5) (Slika 4.41g). Ovom odvajanju
medu grupama najvise doprinose trake u opsegu od 1200-1370 cm™, koje se mogu povezati sa
sekundarnom strukturom proteina, kao i trake od 1400-1500 cm™, koje se mogu povezati sa
izmenama u lipidnom profilu i lipid-protein interakcijama (Grewal et al., 2016) (Slika 4.41h). Kako
su svi uzorci na isti nain termicki tretirani pre fermentacije 1 kako nije bilo vidljive proteolize, moZze
se reci da je odvajanju uzoraka u ovom regionu najviSe doprinele karakteristi¢ne vibracije visoko
vijabilnog L.plantarum soja i njegov uticaj na lipide, kao i prisustvo razli¢itih egzopolisaharida u
analiziranim uzorcima. Karakteristike egzopolisaharida koje luce L. plantarum (uzorci 1 i 2), L.
delbrueckii spp. bulgaricus i S. thermophilus (u uzorci 3 i 4), i onih koje lu¢e sva tri soja u uzorku 5
su najverovatnije potpuno razlicite. lako karakterizacija ovih polisaharida nije bila predmet ove
studije, poznato je da egzopolisaharidi koje sintetisu L. plantarum sojevi mogu biti filamentozni, pre
svega izgradeni od glukoze, galaktoze, ali mogu imati prisutnu i manozu, ramnozu, fruktozu, N-
acetil-glukozamin, galaktozamin, glukozamin i glukuronski kiselinu (Bachtarzi et al., 2020). S druge
strane, filamentozni egzopolisaharidi L. delbrueckii spp. bulgaricus sastavljeni su uglavnhom od
galaktoze, glukoze i ramnoze (De Vuyst & Degeest, 1999). S. thermophilus sojevi mogu i ne moraju
da sintetiSu filamentozne egzopolisaharide, tako da interakcije sa proteinima mogu i ne moraju biti
prisutne u kiselom gelu (Surber et al., 2022). Njihova struktura moze znacajno varirati od
primenjenjog soja i uslova fermentacije pa mogu imati u sastavu galaktozu, glukozu ili ramnozu,
samo galaktozu i glukozu ili ramnozu i glukozu, kao i prisustvo fukoze i N-acetilamino Secera (De
Vuyst & Degeest, 1999).
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Slika 4.41. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz ATR-FTIR spektra liofilisanih jogurta sa/bez dodatka
ekstrakta semenke, za sledece spektralne regione: (a, b) 700-4000 cm; (c, d) amid I region, 1600-1800 cm?; (e, f) amid
11, 1500-1600 cm*; (g, h) amid 111 region, 1200-1500 cm; i (i, j) lipidni region, 2800-3000 cm™*. Oznake: S- liofilisan
jogurt bez ekstrakta fermentisan starterom (3); SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (4); P-liofilisan
jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om (1); PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om
(2); SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno (5).
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Za lipidni region, uzorci primarno fermentisani samo sa L. plantarum sojem (uzorci 1 i 2) su odvojeni
od ostalih prahova, duz PC1 (92% ukupne varijanse) (Slika 4.411). Ovom odvajanju su najvise
doprinele trake na 2852 (simetri¢no istezanje CH2 grupa acilnih lanaca triglicerida i fosfolipida),
2897, 2900, 2905, 2925 (asimetri¢no istezanje CHa grupa acilnih lanaca), 2943, 2949 i 2977 cm!
(Slika 4.41j), sto je verovatno posledica izmenjenog lipidnog profila. Predhodne studije su pokazale
da neki L.plantarum sojevi poseduju lipoliticka svojstva jer imaju enzim tributirin esterazu
(lipazu)(Esteban-Torres et al., 2014; Lang et al., 2022). Stavise, ova odvajanja su u saglasnosti sa
rezultatima senzorne analize jogurata fermentisanih sa L.plantarum sojem neposredno pre
liofilizacije, koja pokazuje izrazena i atipi¢na mirisna svojstva uzoraka, §to se moze povezati sa
izmenjenim lipidnim profilom. Pored toga, liofilisan jogurt koji je primarno fermentisan L.plantarum-
om i starterom (uzorak 5), grupise se duz PC1 sa uzorcima koji su primarno fermentisani sa starterom
(314) (Slika 4.411), pa se moze reci da kod ovog uzorka nisu dosla do izrazaja lipoliticka svojstva
L.plantarum soja, jer su verovatno primenjene starter kulture bile dominantne tokom fermentacije.
Medutim, starter kulture su svojom aktivno$cu stvorile uslove za rast L.plantarum soja, ali su takode
suzbile njegovu intenzivniju lipoliti¢ku aktivnost kao i znagajniju sintezu egzopolisaharida. Stavise,
prahovi koji su fermentisani samo sa L.plantarum sojem su imali produzeno vreme fermentacije, §to
je verovatno doprinelo njihovoj pojacanoj lipolitickoj aktivnosti. Zanimljivo, prahovi 1 1 5 se odvajaju
od ostalih prahova (2,3,4), duz PC2 (Slika 4.41i). Ovo je verovatno zbog vibracija lipida koji su
sastavni deo L.plantarum bakterija, koje su u velikom broju (CFU/Qg) bile prisutne u ovim uzorcima,
Sto takode pokazuju rezultati za vijabilnost bakterija. Medutim, ovo odvajanje objas$njava samo 4%
ukupnog varijabiliteta.

4.3.5.5. Raman karakterizacija liofilisanih jogurta

Raman spektri liofilisanih jogurata su snimani za spektralni opseg od 400 do 3800cm (Slika 4.42);
medutim dalja analiza je fokusirana na iste spektralne regione kao kod ATR-FTIR-a, kako bi se Sto
bolje interpretirali dobijeni rezultati. Kako je primarno fermentisano punomasno kozije mleko,
primena Raman spektroskopije dobija na znacaju, jer daje visoku osetljivost i intenzitet signala za
lipide i njihove duge nepolarne acil lance. Ako se posmatraju celi spektri analiziranih prahova, mogu
se uoditi nekoliko dominantnih traka, koje se mogu povezati upravo sa vs(CHs) (2935-2952cm™),
vas(CH2) (~2883cm™), vs(CH2) (2841-2867cm™), v(C=0) (~1744cm™) i B(CH2/CH3) (~1454cm™)
vibracijama acil lanaca masnih kiselina (lipida) kozijeg mleka (Czamara et al., 2015). Medutim, ne
sme se zanemariti ¢injenica da se traka na ~2935cm™ takode moze povezati sa ugljenim hidratima
(zaostalom laktozom posle fermentacije i prisutnim egzopolisaharidima) i njihovim v(CH) i v(CH>)
vibracijama. Pored navedenog, mogu se uo€iti manje intenzivne trake u amid I i amid Il regionu,
koji karakterisu sekundarnu strukturu proteina (Slika 4.42).

Za spektar od 700-3800cm™, prve dve PCA (PC1 i PC2) objasnjavaju zajedno 87% ukupne varijanse
1 grupiSu uzorke 3 15 (Slika 4.43a). Uzorci 1, 315 se razdvajaju od 2 14 $to ukazuje na uticaj fenolnih
jednjenja na njihovo odvajanje, duz PC1. Ovom grupisanju najviSe doprinose trake u lipidnom
regionu (2800-3000cm?). Pored toga, uzorci 3, 4 i 5 se takode grupisu, duz PC2 i odvajaju od uzoraka
1 i 2 (jogurti koji su fermentisani samo sa L.plantarum sojem), pa se moze predpostaviti da u
kombinaciji sa starterom, L. plantarum nema znac¢ajan uticaj na lipidni profil, $to je u saglasnosti sa
ATR-FTIR rezultatima. Pored navedenog, ovom grupisanju/odvajanju uzoraka verovatno doprinosi
I prisustvo razli¢itih egzopolisaharida u analiziranim uzorcima koje luce razliciti sojevi bakterija.
Stavise, trake ATR-FTIR spektra za ovaj spektralni opseg su izraZenije i doprinose boljoj
interpretaciji rezultata. Medutim, treba napomenuti da u ovom sluc¢aju kod PCA odvajanja uzoraka
na osnovu Raman spektara (700-4000cm™), ne treba zanemariti PC3 trake, koji daju vise korisnih
podataka nego PC2 trake (Slika 4.43b).
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Slika 4.42. Raman spektri liofilisanih jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke. Oznake: S- liofilisan jogurt bez ekstrakta
fermentisan starterom (3); SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (4); P-liofilisan jogurt bez ekstrakta
fermentisan L.plantarum-om (1); PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om (2); SEP-liofilisan
jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno (5).

Za amid I, I1i 11l regione, prve dve PCA (PC1 i PC2) objasnjavaju redom 85%, 70%, 84% ukupne
varijanse (Slika 4.43c,e,g). U svim amid regionima se jasno grupiSu jogurti sa ekstraktom koji su
primarno fermentisani samo starterom (4), ili samo L. plantarum-om (2), pa se moze predpostaviti da
ovom grupisanju najvise doprinosi prisustvo fenolnih jedinjenja (fenolnih kiselina i flavan-3-ola) u
uzorcima i njihove interakcije sa proteinima mleka. Trake koje doprinose odvajanju uzoraka 2 i 4
(grupisani) od ostalih uzoraka su 1653 (a-heliks), 1668, 1670, 1675 (B-okretna struktura) (Slika
4.43d), 1545, 1548 (paralelna/antiparalelna p-nabrana struktura), 1576-1577 (vibracije
aminokiselinskih ostataka) (Slika 4.43f), 1260, 1300, 1335-1340 (a-heliks), 1370 (O-H deformacije
i C-O istezanja fenolnih jedinjenja), 1462 cm™ (C-H deformacije) (Slika 4.43h) (Benevides et al.,
2004; Niaura, 2006; Pompeu et al., 2017; Rygula et al., 2013). Sa druge strane, liofilisan jogurt sa
ekstraktom koji je fermentisan starterom i L. plantarum-om (uzorak 5), se odvaja od ostalih uzoraka
u svim amid regionima (Slika 4.43c,e,g), pa se moze predpostaviti da ovom odvajanju prvenstveno
doprinose karakteristi¢ne interakcije izmedu egzoplisaharida (razli¢iti u odnosu na druge uzorke) i
proteina, kao i prisutna slobodna fenolna jedinjenja i njihove interakcije sa proteinima. Najvisi sadrzaj
fenolnih jedinjenja je potvrden u uzorku 5 (UHPLC DAD MS/MS), §to moZe biti zbog njihovih
smanjenih interakcija sa proteinima koji su prvenstveno zauzeti u interakcijama sa polisaharidima, ili
zbog njihove bolje ekstrakcije iz ovog matriksa, ¢iji se sastav i struktura znacajno razlikuju od drugih
uzoraka (Slika 4.44e). Tesko je precizno utvrditi §ta u ovom uzorku utice na odvajanje zbog
kompleksnosti samog uzorka, i medusobnih interakcija egzopolisaharida, proteina, fenolnih
jedinjenja, ali i prisutnih lipida. Pored navedenog, vibracije strukturnih proteina visoko vijabilnog
L.plantarum soja takode mogu doprineti grupisanju/odvajanju uzorka 5. Stavise, prisustvo i uticaj
visoko vijabilnog L.plantarum soja u uzorcima 5 i 1, doprinosi njihovom grupisanju, duz PC2 za amid
I i Il region, odnosno duz PC1 za amid II region. Za amid |1l region, jogurt bez ekstrakta koji je
primarno fermentisan samo L.plantarum sojem (1), se odvaja od ostalih uzoraka, a ovom odvajanju
doprinosi intenzivna trala na 1438-1442, sto se moze pripisati 6(CHz) vibracijama acil lanaca. Ovo
se moze povezati sa uticajem L.plantarum soja na lipidni profil kozijeg mleka, $to je u saglasnosti sa
ATR-FTIR rezultatom. Pored navedenog, odvajanju verovatno doprinosi i prisistvo specificnih
egzopolisaharida i njihove interakcije sa proteinima. Zanimljvo, ATR-FTIR i Raman grupisu razli¢ite
uzorke u amid regionima, Sto se objasnjava razli¢itim vibracionim karakteristikama biomolekula.
Medutim, ove dve vibracione tehnike se idealno dopunjuju u interpretaciji rezultata multikoponentnih
uzoraka, i konkretno na ovim model uzorcima zbog specifi¢nih grupisanja/odvajanja u analiziranim
regionima: (1) ukazuju na specifi¢ne interakcije izmedu egzoplisaharida i proteina, kao i fenolnih
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jedinjenja i proteina; (2) prate uticaj mikrobnih kultura i njihov afinitet prema pojedinacnim
makrokonstituentima (lipidima i proteinima).
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Slika 4.43. Grafici skorova (objekata) i varijabli izvedeni iz Raman spektra liofilisanih jogurta sa/bez dodatka ekstrakta
semenke, za slede¢e spektralne regione: (a, b) 700-4000 cm’®; (c, d) amid | region, 1600-1800 cm™?; (e, f) amid I1, 1500-
1600 cm'*; (g, h) amid 111 region, 1200-1500 cm'; i (i, j) lipidni region, 2800-3000 cm™. Oznake: S- liofilisan jogurt bez
ekstrakta fermentisan starterom (3); SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (4); P-liofilisan jogurt bez
ekstrakta fermentisan L.plantarum-om (1); PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om (2); SEP-
liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno (5).
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Za lipidni region (2800-3000cm™), PC1 i PC2; kao i PC1 i PC3, objasnjavaju redom 96% i 95%
ukupne varijanse, medutim u oba slu¢aju na osnovu dobijenih odvajanja ne mogu se izvesti adekvatni
zakljucci. U ovom spektralnom opsegu, Raman daje osetljive v(CH) i v(CHz2) vibracije ugljenih
hidrata (zaostala laktoza i egzoplisaharidi) i lipida, koji su dominantni u ovim multikomponentnim
prahovima. Stoga, svaka promena na lipidima i Se¢erima uzorkovana prisustvom starter i L.plantarum
kulture, moze doprineti izmeni vibracija ovih molekula $to doprinosi odvajanjima/grupisanjima
uzoraka i otezava njihovu interpretaciju. Za ovaj spektralni region, ATR-FTIR je pokazao bolja
odvajanja kod ovih model uzoraka. Uticaj laktoze na grupisanje/odvajanje uzoraka je verovatno
mali, jer je koriste mikroorganizmi da bi fermentisali mleko tj. preveli je u mle¢nu kiselinu, zbog
Cega je pH jogurta ~4,6, pogotovo je nizak kod SEP uzorka (pH <4,6).

4.3.5.6. Morfoloska karakterizacija liofilisanih jogurta

SEM slike liofilisanih fermentisanih jogurta su prikazane na slici 4.44a-e, na uvecanju od 150 puta
(X150). Svi liofilisani jogurti su imali slicne morfoloske karakteristike. Na svim SEM slikama (Slika
4.44a-¢), se mogu primetiti Gestice nepravilne strukture, razli¢ite veli¢ine i oblika. Stavise, povrina
Cestica imaju nepravilne strukture koje izgledaju kao naborane pocepane krpica sa primetnim sitnim
porama (Supljinama) ili su u obliku slomljenog stakla, Sto je uobicajeno za SEM slike liofilisanog
mleka (Deshwal et al., 2020; Mar et al., 2020). Ove uzorci imaju slicnu morfologiju kao i liofilizovani
uzorci mleka u prahu (Deshwal et al., 2020; Zou et al., 2022), amorfne meSavine laktoze/mle¢nih
proteina (Haque & Roos, 2006) ili mesavine proteina i ugljenih hidrata (Millqvist-Fureby et al.,
1999). Krpicasta morfologija je najcesce posledica akumulacije proteina preko ugljenih hidrata na
povrsini praha, zbog njihove brze apsorpcije na led/te¢nost medufazu u zamrznutim uzorcima
(Millgvist-Fureby et al., 1999). Na SEM slici 4.44a, u sluéaju liofilisanog jogurta S mogu se u
prostoru povezanih pora uoditi filamenti egzopolisaharida (strelica), koje najverovatnije luéi L.
delbrueckii spp. bulgaricus, a po povrsini proteinskog matriksa i u povezanim porama prisustvo
streptokoka S. thermofilus-a. Dodatkom ekstrakta (slika 4.44b) uocava se glatkija povrsina krpicastih
ploca, manji porozitet, prisustvo streptokoka S. thermophilus-a, ali i odsustvo filamenata
egzopolisaharada bakterija u odnosu na S uzorak, $to ukazuje na naruSavanje interakcija izmedu
egzopolisaharida i proteina, na $ta ukazuju i prethodne analize. Prisustvo polifenola se ne uocava
posebno, ukazujuéi da su polifenoli integrisani u proteinsku mrezu. Izgled liofilisanog jogurta dobijen
fermentacijom samo sa L. plantarum sojem pokazuje zna¢ajno drugaciju morfologiju od svih
analiziranih uzoraka (slika 4.44c). Uocava se kompaktnija, reljefna i grebenasta struktura sa puno
sitnih izolovanih pora koje su nastale najverovatnije od kristala leda koji je sublimirao tokom
liofilizacije ukazajucu da je ovaj uzorak imao veliki kapacitet vezivanja vode 1 sloZenu matricu
kiselog gela. Strukturu o¢igledno pored proteina ¢ine i egzopolisaharidi L. plataruma-a koji povezuje
bakterije sa povrSinom kazeinskih micela. Na povrSini grebena uocavaju se bakterije 1 kapsule
egzopolisaharida oko njih, ali moZe se i u zoni povezanih pora (strelica) uociti prisustvo filamentoznih
polisaharida. Cini se da u uslovima fermentacije L. plantarum sintetise i kapsularno vezane i
filamentozne egzopolisaharida. Sposobnost sinteze razliitih vrsta egzoposaharida (filamentoznih i
kapsularnih) sojeva L. plantarum-a primetili su Bachtarzi et al., 2020. Prisustvo velike koli¢ine
bakterija (podpoglavlje 4.3.5.9) i izlucenih egzopolisaharida su doprineli boljoj povezanosti
kazeinskih micela §to se odrazilo na kohezivnosti 1 viskozitet P jogurta (tabela 4.25). Znacajno
izmenjenu morfologiju jogurta fermentisanog sojem L. plantarum-a u odnosu na jogurt fermentisan
L. delbruckii subs. bulgaricus sojem uocili su Nikitina et al., 2022. Autori ukazuju na prisutvo filma
izmedi proteinskih Cestica koje su povezane u velike agregate na SEM slikama jogurta fermentisanog
sojem L. plantarum-a. Dodatkom ektrakta, slika 4.44d, struktura kiselog gela jogurta fermetisanog L.
plantarum-om se znacajno menja i sli¢nija je strukturi SE uzorka. I dalje se mogu uociti izolovane
pore po povrSini krpicastih struktura ali u manjem broju nego kod P jogurta, struktura je manje
kompaktna sa ve¢im zonama povezanih pora, bez prisustva filamenata egzopolisaharada, potvrdujuci
da fenolni ekstrakt ometa formiranje veze egzopolisahaharida i proteina, kao i1 kod uzorka SE. Uocava
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se prisustvo laktobacilusa ali u daleko manjem broju nego kod P jogurta. Morfologija SEP uzorka,
slika 4.44e, sliénija je S uzorku, uoCavaju se ploCaste povrSine proteinske mreze, filamenti
egzopolisaharida u zonama poveznih pora (strelica), prisustvo bacilusa bez kapsularnih
egzopolisaharida i streptokoka po povrsini proteinskih ploca kao i porama.

L Sskv e X158 000m 15KV X150 100pmg)

Slika 4.44. SEM slike liofilisanih jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke. (a) liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan
starterom (S); (b) liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom (SE); (c) liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan
L.plantarum-om (P); (d) liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om (PE); (e) liofilisan jogurt sa
ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno (SEP). Zute strelice na slikama pokazuju filamentozne
egzopolisaharide.

4.3.5.7. Tehno-funkcionalna svojstva liofilisanih jogurta

Emulgujuca svojstva liofilisanih jogurta su odredena za 0,1%, 0,5% i 1% koloidne rastvore (m/V)
(Slika 4.45a,b). Suspenzije SPM i PM su kori$¢eni kao kontrolni uzorci, u odnosu na koje su pracena
emulgujuca svojstva liofilisanih fermentisanih uzoraka. EAI i ESI vrednosti za sve pripremljene SPM
i PM suspenzije, imaju istu sledivost i u saglasnosti su sa rezultatima koji su predhodno diskutovani
u poglavlju 4.3.2.9. Medutim, treba naglasiti da su ovo punomasni uzorci, a lipidi mleka mogu
znaajno doprineti emulguju¢im svojstvima ovih uzoraka. Prema prikazanim podacima, 0,1%
koloidni rastvori su pokazale bolja emulgujuca svojstva (EAI i ESI) za sve analizirane uzorke, u
poredenju sa 0,5% i 1% koloidnim rastvorima ¢ija se emulgujuca svojstva nisu statisticki znac¢ajno
razlikovala. RazlicCit efekat analiziranih S, SE, P, PE i SEP uzoraka na emulgujuca svojstva se moze
primetiti samo kod 0,1% koloidnih rastvora, pa ¢e se dalja diskusija odnositi na ove koloidne rastvore.
EAI vrednosti 0,1% suspenzija liofilisanih uzoraka (S, SE, P, PE i SEP) se nisu statisti¢ki zna¢ajno
razlikovale (Slika 4.45b). Medutim, svi uzorci koji sadrze ekstrakt semenke (SE, PE i SEP) imali su
znacajno manju EAI, u poredenju sa pasterisanim mlekom (PM), §to se objasnjava smanjenim
sadrzajem proteina u uzorcima, prisustvu egzoplisaharida i postojanjem protein-egzopolisaharid i
protein-polifenol interakcija, $to je u saglasnosti sa predhodnim karakterizacijama Dobijeni ESI
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rezultati za 0,1% suspenzije su prikazani na Slici 4.45a. Najvisa ESI vrednost je odredena za 0,1%
PE (56,39£8,26 min) i SEP (31,57+5,24 min) koloidne rastvore. Dobra sposobnost ovih uzoraka u
stabilizaciji emulzije se moze pripisati prisustvu egzopolisaharida koje lu¢i L.plantarum kultura
tokom fermentacije, njihove interakcije sa proteinima, kao i interakcije polifenola sa proteinima. ESI
vrednosti za 0,1% koloidne rastvore drugih uzoraka (S, SE i P), se nisu statisticki znacajno
razlikovale.

Svi analizirani koloidni rastvori (0,1%, 0,5%, i 1% (m/V)), nisu pokazale peniva svojstva. Odsustvo
penivih svojstava se objasnjava prisustvom lipida u ovim uzorcima. Poznato je da lipidi suzbijaju
penivost, zbog vece povrsinske aktivnosti u odnosu na proteine, S$to rezultira izmeStanjem
(pomeranjem) proteina sa vazduh/voda medusloja.

(a) ESI-indeks stabilnosti emulzije
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Slika 4.45. Tehno-funkcionalna svojstva liofilisanih jogurta sa/bez dodatka ekstrakta semenke. (a) Indeks stabilnosti
emulzije; (b) Indeks aktivnosti emulzije. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala
slova oznacavaju poredenje izmedu uzoraka koji imaju isti sadrzaj praha u koloidnom rastvoru, a velika slova oznacavaju
poredenja u okviru svakog uzorka posebno. Razlicita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike prema Tukey’s testu
(p<0,05). Skrac¢enice: SPM-sirovo punomasno kozije mleko; PM-termicki tretirano (pasterizovano) punomasno kozije
mleko (90°C, 5min); S- liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan starterom; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom
fermentisan starterom; P-liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan L.plantarum-om; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom
fermentisan L. plantarum-om; SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno.
Napomena: koloidni rastvori uzoraka su dobijene rekonstitucijom odgovaraju¢e mase praha u 100mLmili Q vode.
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4.3.5.8. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativna svojstva liofilisanih jogurta

Rezultati za TPC liofilisanih jogurta i njihovih kontrolnih mleka su prikazani na Slici 4.46a. Visoke
TPC vrednosti svih analiziranih uzoraka se mogu pripisati tendenciji proteina, masnih kiselina, Secera
da interferiraju sa Folin Ciocalteu-ovim reagensom i daju prividno visoke rezultate. TPC za 0,1%
rastvore daje varijabilne rezultate i ne moze se jasno razdvojiti uticaj dodatog ekstrakta semenke i
uticaj fermentacije na TPC vrednosti, $to se moze pripisati niskom sadrzaju uzorka u rastvoru.
Medutim, povecanje sadrzaja uzoraka u rastvoru (0,5% i 1%), doprinosi boljoj interpretaciji rezultata.
U ovim rastvorima, jasno se primecuje da su uzorci SE0, SE, SEPo i SEP imali znacajno vise
vrednosti TPC, u poredenju sa ostalim analiziranim uzorcima, ¢emu verovatno dodatno doprinose
fenolna jedinjenja iz ekstrakta semenki. Male TPC varijacije kod fermentisanih uzoraka sa dodatkom
ekstrakta i njihovih nefermentisanih kontrola se mogu pripisati interakcijama izmedu fenolnih
jedinjenja i proteina (Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2018; Zhang et al., 2021). Druge studije su takode
pokazale da dodatak fenolnih ekstrakta komine (Demirkol & Tarakci, 2018; Dos Santos et al., 2017;
Tseng & Zhao, 2013), semenke (Chouchouli et al., 2013) i kalusa grozda (Karaaslan et al., 2011)
znacajno povecavaju TPC fermentisanog kozijeg ili kravljeg jogurta. Medutim, uzorci fermentisani
L.plantarum-om sa i bez dodatka ekstrakta (PE i P) i njihove kontrole (PEo i Po), se nisu znacajno
razlikovali, $to zna¢i da kod ovih uzoraka dodatak fenolnih ekstrakata semenki nema efekta na sadrzaj
ukupnih fenolnih jedinjenja. Ovo mozZe biti zbog uticaja kori$¢enog L. plantarum soja koji ima
razvijen enzimski sistem za razgradnju fenolnih jedinjenja (Cavin et al., 1997), a §to je pokazano
LC/MS karakterizacijom (podpoglavlje 4.3.5.1). Stavise, moze se predpostaviti da kori§éeni soj
L.plantarum Iuci egzopolisaharide koji uti¢u na promene u teksturi ovih uzoraka i potencijalno mogu
smanjiti redukcionu aktivnost fenolnih jedinjenja i proteina, $to je u saglasnosti sa predhodnom
karakterizacijom ovih uzoraka.

Antioksidativna aktivnost rastvora liofilisanih jogurta i njihovih kontrolnih mleka je odredena
koriS¢enjem pet in vitro screening testova (TAC, ABTS™", DPPH", FRP, i FCC), za 0,1% 0,5% i 1%
rastvore (Slika 4.46b-f). Ukupni antioksidativni kapacitet za 0,1% rastvore nije registrovan, pa ¢e
dalja diskusija biti usmerena na TAC rezultate 0,5% i 1% rastvora (Slika 4.46b). Jogurti obogaceni
sa fenolnim ekstraktima semenki (SE, PE i SEP) i njihova kontrolna mleka (SEo, PEo i SEP0) su
imali znacajno vise TAC vrednosti, u poredenju sa njima komplementarnim uzorcima bez dodatka
ekstrakta (S, So, P i Po), kod 0,5% i 1% rastvora, ¢emu su doprinela fenolna jedinjenja koja imaju
izrazena redukujuca svojstva (Kosti¢ et al., 2021). Medutim, kako su visoke TAC vrednosti takode
dobijene za SPM, PM, So, S, Po i P uzorke, u kojima predhodnom UHPLC-DAD MS/MS analizom
nisu detektovana fenolna jedinjenja, moze se zakljuciti da su TAC vrednostima ovih uzoraka najvise
doprineli proteini i hidrolizom oslobodeni peptidi i aminokiseline, dok su kod jogurta dodatno
doprineli i prisutni Seceri oslobodeni hidrolizom egzopolisaharida, kao i drugi metaboliti koji su
nastalim metabolizmom prisutnih bakterija, a mogu pokazati redukujuc¢a svojstva. Dobar
antioksidativni kapacitet kozijeg mleka i kefira su predhodno dobili Nehir El et al. (2015). Uzorci
jogurta fermentisani sa L.plantarum-om sa/bez dodatka ekstrakta su pokazali najmanji antioksidativni
kapacitet.

Svi 0,1% rastvori analiziranih uzoraka nisu imali sposobnost redukcije jona gvozda (Slika 4.46c), §to
se moze pripisati niskom sadrzaju potencijalnih redukujuéih molekula u ovim rastvorima. Stavise,
uzorci SPM, PM, Po i P takode nisu pokazali redukujuca svojstva i na drugim ispitivanim rastvorima
(0,5% i 1%) (Slika 4.46¢). Za 0,5% rastvore redukujuca svojstva su pokazali samo SE i SEP uzorci
jogurta i njihova kontrolna mleka (SEo i SEP0), dok su za 1% rastvore redukujuca svojstva o¢ekivano
potvrdena kod svih liofilisanih jogurta sa dodatkom ekstrakta semenke (SE, PE i SEP) i njihovim
kontrolnima uzorcima mleka (SEo, PEo i SEP0) (Slika 4.46¢). Redukujuca svojstva ovih uzoraka
verovatno su zbog prisutnih fenolnih jedinjenja. Drugi autori su takode pokazali znacajno povecéanje
redukujucih svojstava jogurata koji su obogaceni sa dekoktom kamilice (Caleja et al., 2016) i
ekstraktom semenki grozda (Chouchouli et al., 2013). Zanimljivo, niska redukuju¢a mo¢ je potvrdena
I za uzorak S i njegovu kontrolu So (1% rastvor) koji ne sadrze ekstrakte semenke, §to je verovatno
zbog redukuju¢ih svojstava nekih aminokiselinskih ostataka koji nisu ,,maskirani® ili zauzeti u
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interakciji sa egzopolisaharidima (Power et al., 2013). Ovo je u saglasnosti sa rezultatima drugih
autora koji su takode dobili nisku redukuju¢u mo¢ uzoraka kozijeg mleka (Abd El-Fattah et al., 2020)
I fermentisanog kamiljeg mleka (El-Sayed et al., 2021).

Svi analizirani uzorci, u svim pripremljnim rastvorima (0,1%, 0,5% i 1%) su imali isti trend u
neutralisanju ABTS™ i DPPH' radikala. Medutim, ABTS'" vrednosti su bile znacajno vise u
poredenju sa DPPH’ vrednostima (Slika 4.46d,¢). Sli¢no ovim rezultatima, Yilmaz-Ersan et al. (2016)
su pokazali bolju sposobnost kozijeg kefira u neutralisanju ABTS"" radikala, sa vrednostima koje su
bile skoro tri puta ve¢e od DPPH’ vrednosti. Ovo mozZe biti zbog prirode DPPH" radikala i njihove
selektivne interakcije sa proteinima i fenolnim jedinjenjima (Serpen et al., 2012; Tabart et al., 2009).
Jogurti sa dodatkom ekstrakta semenke (SE, PE i SEP) i njihove kontrole mleka (SEo, PEo i SEP0)
su imali znacajno vise ABTS"" vrednosti, u poredenju sa njihovim komplementarnim uzorcima u koje
nije dodat ekstrakt (S, So, P i Po) i PM rastvorom u svim analiziranim rastvorima. Ovom povecanju
antioksidativne aktivnosti uzoraka obogacenih ekstraktom semenki su ocigledno doprinela fenolna
jedinjenja, pre svih katehin, galna i kumarinska kiselina koji su domanatno detektovani u ovim
uzorcima (Tabela 4.27). Ovo je u saglasnosti sa drugim studijama koje su pokazale poboljsanu
sposobnost neutralisanja ABTS™ radikala za koziji jogurt obogacen Isabel grozdem i brasnom
komine (Silva et al., 2022), ili za kravlji jogurt i kefir koji su obogaceni ekstraktom komine, semenke
i pokozice (Carullo et al., 2020; Iriondo-DeHond et al., 2020). Sa druge strane, doprinos ekstrakta
semenke u neutralisanju DPPH" radikala je primetan samo za 1% SE, SEo, SEP i SEPo rastvore, dok
se dobijene DPPH" vrednosti za 0,5% 1 0,1% rastvore nisu znacajno razlikovale za analizirane uzorke.
Ovo znaci da je uticaj fenolnih jedinjenja u neutralisanju DPPH" radikala jako zavistan od njihovog
sadrzaja u uzorku i njihove tendencije da reaguju sa proteinima. Stavise, 1% SEP rastvor je imao
najbolju aktivnost u neutralisanju DPPH" radikala (271,06+£1,85 pg(AA)/mL). Poredenje nasih
rezultata sa drugim studijama je otezano zbog razlika u metodologiji i izrazavanju dobijenih rezultata.
Medutim, nekoliko predhodnih studija je pokazalo da dodatak ekstrakta semenki (Akdeniz & Kavak,
2019; Chouchouli et al., 2013; Yadav et al., 2017), komine (Aliakbarian et al., 2015) i kalusa
(Karaaslan et al., 2011) u jogurt znacajno povecava njegovu antioksidativnu aktivnost i sposobnost
sakupljanja DPPH’ radikala.

Helirajuc¢a svojstva 0,1% 1 0,5% rastvora svih analiziranih uzoraka se nisu znacajno razlikovala.
Medutim, 1% rastvori S 1 P uzorka jogurta su pokazali bolja heliraju¢a svojstva u poredenju sa njima
komplementarnim jogurtima u koje je dodat ekstrakt semenke (SE 1 PE). Pri ovom sadrzaju uzorka
u rastvoru ocigledno dolazi do izrazaja prisustvo fenolnih jedinjenja u uzorcima, koji smanjuju
sadrZaj proteina, §to uti¢e na smanjenje helirajucih svojstava ovih uzoraka. Dobra helirajuca svojstva
su dobili i drugi autori za punomasno i odmasceno kozije mleko (Abd El-Fattah et al., 2020), kao i
za kamilje mleko fermentisano razli¢itim Lactobacillus sojevima (El-Sayed et al., 2021).
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(e) Sposobnost sakupljanja ABTS®* radikala
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Slika 4.46. Ukupna fenolna jedinjenja (a) i antioksidativna svojstva liofilisanih jogurata i mleka sa/bez dodatka ekstrakta
semenke (b-f): Ukupni antioksidativni kapacitet “in vitro fosfomolibden redukujué¢a mo¢” (b); Sposobnost redukcije Fe®*
jona (redukuju¢a mo¢) (c); Sposobnost sakupljanja DPPH" radikala (d); Sposobnost sakupljanja ABTS"" radikala (e);
Sposobnost heliranja Fe?* jona (f). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Mala slova
oznacavaju poredenje izmedu uzoraka koji imaju isti sadrzaj uzorka u rastvoru, a velika slova oznacavaju poredenja u
okviru svakog uzorka posebno. Razli¢ita slova oznadavaju statisticki znacajne razlike prema Tukey’s testu (p<0,05).
Skracenice: ,,N.D.“-nije detektovan; SPM-sirovo punomasno kozije mleko; PM-termicki tretirano (pasterizovano)
punomasno kozije mleko (90°C, 5min); So-liofilisano mleko+starter; S- liofilisan jogurt bez ekstrakta fermentisan
starterom; SEo-liofilisano mleko/ekstrakt+starter; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom; Po-liofilisano
mleko+L.plantarum;  P-liofilisan ~ jogurt bez  ekstrakta fermentisan  L.plantarum-om;  PEo-liofilisano
mleko/ekstrakt+L.plantarum; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEPo-liofilisano
mleko/ekstrakt+starter+L.plantarum; SEP-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om

zajedno. Napomena: Rastvori uzorka su dobijeni rekonstitucijom odgovaraju¢e mase liofilisanog praha u 100mL mili Q
vode.

4.3.5.9. Vijabilnost celija- protektivna svojstva liofilisanih jogurata

Vijabilnost starter bakterija (Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus i Streptococcus
thermophilus) u liofilisanim S i SE prahovima je bila znacajno niza u poredenju sa vijabilnosc¢u
L.plantarum soja u P i PE prahovima (Slika 4.47a,b). Stavise, vijabilnost L.plantarum soja je bila
2,37-10° (P) i 2,99-108 (PE) CFU/g SM, ¢ime je ispunjen zahtev za potencijalno probioti¢ki proizvod,
koji treba da sadrzi najmanje 8-9log CFU probioti¢kih mikroorganizama (Dos Santos et al., 2017).
Dalje treba naglasiti da je vijabilnost startera i L.plantarum soja bila znacajno niza u liofilisanim
jogurtima sa dodatim ekstraktom semenke (SE i PE), u poredenju sa njima kompatibilnim jogurtima
bez ekstrakta (S i P). Ovo znaci da su dodatkom ekstrakta semenke verovatno stvoreni uslovi koji
usporavaju rast startera i L.plantarum-a ili su ¢ak fenolna jedinjenja ekstrakta semenke inhibirala
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pomenute sojeve. Suprotno nasim zapazanjima, druge studije su pokazale da dodatak voénog soka ili
ekstrakta nefermentisane komine u kozije jogurte podrzava ili nema uticaja na vijabilnost
Lactobacillus sojeva (Dos Santos et al., 2017; Ranadheera et al., 2012). Ovo moze biti zbog
povecanog sadrzaja Secera u vo¢nom soku ili nefermentisanoj komini, ¢ime je podrzan rast bakterija,
pa inhibitorni efekat fenolnih jedinjenja nije dosao do izrazaja. Medutim, smanjenje broja vijabilnih
bakterija nije primec¢eno kod liofilisanog jogurta sa dodatkom ekstrakta koji je primarno fermentisan
starterom i L.plantarum-om (SEP). Stavise u ovom uzorku je utvrdeno najvise vijabilnih bakterija,
¢ak 2,86-10° CFU/g SM (Slika 4.47a). Ovo se moze pripisati simbiotickom delovanju bakterijskih
sojeva, koji u ovom medijumu medusobno stvaraju povoljne uslove za rast i neutraliSu potencijalno
inhibitorni efekat fenolnih jedinjenja. Liofilisani jogurti fermentisani sa L.plantarum-om (P, PE i
SEP) se mogu smatrati potencijalno probiotickim proizvodima.
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Slika 4.47. (a) Broj bakterijskih ¢elija u liofilisanim jogurtima i mleku sa/bez dodatka ekstrakta. (b) Rast bakterija na
podlozi. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Oznake: S-liofilisan jogurt bez ekstrakta
fermentisan starterom; SE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan starterom; P-liofilisan jogurt bez ekstrakta
fermentisan L.plantarum-om; PE-liofilisan jogurt sa ekstraktom fermentisan L. plantarum-om; SEP-liofilisan jogurt sa
ekstraktom fermentisan starterom i L. plantarum-om zajedno.
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4.4. Uticaj matriksa hrane na antioksidativna svojstva i biodostupnost fenolnih
jedinjenja

4.4.1. Uticaj kompleksnog matriksa hrane na bazi mesa i Zitarica na biodostupnost i
antioksidativna svojstva fenolnih jedinjenja pokoZice i semenke komine groZda

4.41.1. Fenolna jedinjenja u polaznim ekstraktima pokoZice i semenke

U analizi uticaja kompleksnog matriksa hrane na bazi mesa i zitarica na biodostupnost fenolnih
jedinjenja, kao izvor fenolnih jedinjenja su koris¢eni ekstrakti pokozice i semenke nefermentisane
komine Prokupca, koji su izabrani nakon predhodne detaljne karakterizacije (podpoglavlje 4.1). Zbog
varijacija fenolnih profila koji su zavisni od hemijskog sastava grozda i godine berbe, kao i zbog
verodostojnog poredenja dobijenih rezultata pre/posle digestije, uradena je ponovna karakterizacija
fenolnih profila ekstrakta pokozica i semenki, koji su koriS¢eni za odredivanje biodostupnosti
fenolnih jedinjenja.

Dominantna fenolna jedinjenja u polaznom ekstraktu pokozice grozda su bile fenolne kiseline
(24,4%) 1 flavonoli (65,9%); ¢ineéi zajedno ¢ak 90,3% od ukupnog sadrzaja kvantifikovanih
polifenola (Tabela 4.28) (podaci za kvantifikaciju, Tabela P2). Mala koli¢ina antocijana (0ko 6%) u
pokozici nije iznenadujuéa, ako se uzme u obzir da je Prokupac sorta grozda koja sadrzi niske koli¢ine
antocijana u poredenju sa drugim crvenim sortama grozda (Mitic et al., 2012), koje se dalje smanjuju
zbog degradacije tokom procesa susenja (Karasu et al., 2016). Najdominantniji antocijan u ekstraktu
pokoZice je bio malvidin-3-O-glukozid, a zatim peonidin-3-O-glukozid, §to je u saglasnosti sa
predhodno objavljenim rezultatima (Panteli¢ et al., 2016). U ekstraktu semenke, ako se izostave
flavan-3-oli, dominantna grupa fenolnih jedinjenja su bile fenolne kiseline (93%), medu kojima je
elaginska kiselina bila najzastupljenija, a zatim galna kiselina (Tabela 4.29). Visi sadrzaj elaginske i
galne kiseline u ekstraktu semenke grozda sorte Prokupac, u poredenju sa ekstraktima semenki drugih
sorti grozda je predhodno uocen u studiji koju su sproveli Panteli¢ et al. (2016). Elaginska kiselina je
takode bila dominantna fenolna kiselina i u ekstraktu pokozice, dok galna kiselina nije detektovana.
Medu flavonolima, kvercetin 1 izoramnetin su bili najdominantniji u oba ekstrakta (pokoZica 1
semenka). Izmedu ostalog, u ekstraktu pokozice su takode detektovani kvercetin i izoramnetin
glikozidi u znacajnim koli¢inama. Ove c¢injenice su u saglasnosti sa predhodno publikovanim
podacima za nekoliko drugih ekstrakata grozda (Panteli¢ et al., 2016), ili ekstrakta komine grozda
(Wang et al., 2017).

UHPLC-Orbitrap MS karakterizacija flavan-3-ola, mase molekularnih jona ([M-H]) i MS2, MS?,
MS* fragmentacije za svako detektovano jedinjenje, prikazani su u Tabeli 4.30, zajedno sa njihovim
retencionim vremenima. Identifikovana jedinjenja se mogu klasifikovati u ¢etiri strukturno razlicite
grupe: (1) monomerni flavan-3-oli (3 jedinjenja); (2) A tip procijanidin izomeri (2 jedinjenja); (3) B
tip procijanidin izomeri (17 jedinjenja); (4) procijanidin galat izomeri (11 jedinjenja). Sadrzaji svih
detektovanih flavan-3-ola su izrazeni kao pg ekvivalenti katehina po L ekstrakta (ug CE/L), i
prikazani su u Tabeli 4.31. SadZaj procijanidin oligomera, koji uklju¢uju dimere, trimere i tetramere
je bio znacajno visi (oko 70%) u poredenju sa flavan-3-ol monomerima. Najdominantniji oligomeri
su bili B tip procijanidin izomeri (oko 50%). Dominantno prisustvo procijanidin oligomera i B tip
procijanidin izomera u ekstraktima semenke grozda je predhodno potvrdeno u nekoliko razli¢itih
studija (Ivanova et al., 2011; Pineda-Vadillo et al., 2016; Serra et al., 2010). lako je prisustvo flavan-
3-ola potvrdeno u ekstraktima pokozica razli€itih sorti grozda analiziranih od strane Panteli¢ et al.
(2016), oni nisu detektovani u ekstraktu pokozice Prokupca analiziranoj u ovoj studiji. Veoma je
vazno napomenuti da je matriks hrane sadrzao znacajne koli¢ine fenolnih kiselina i flavonola, koji su
poreklom od sastavnih konstituenata analiziranog pirea za odoj¢ad, koji sadrzi: krompir, kukuruz i
pirina¢ (Blessington et al., 2010; Thakur et al., 2017; Zaupa et al., 2015). Medu detektovanim
fenolnim kiselinama, najdominantnije su bile elaginska, 5-O-kofeoilkvinska i kofeinska kiselina, dok
su kvercetin i izoramnetin bili dominantni flavonoli (Tabela 4.28 i 4.29). Ukupan relativni sadrzaj
fenolnih kiselina 1 flavonola je bio priblizno 76%, odnosno 9%, u poredenju sa sadrZajem istih,
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detektovanih u ekstraktima pokozice i semenke Prokupca. Treba spomenuti da je registrovano i
prisustvo procijanidin galat izomera; medutim, njihov relativan sadrzaj u poredenju sa ukupnim
sadrzajem flavan-3-ola u polaznom ekstraktu semenke bio je zanemarljiv, samo 0,04% (Tabela 4.31).

4.4.1.2. Polifenolni profil digestovanog ekstrakta pokoZice i semenke groZda bez prisustva matriksa
hrane

Mesanje ekstrakata sa digestivnim fluidom i njihova digestija razli¢ito su uticali na koncentraciju
glavnih fenolnih jedinjenja. Njihov sadrzaj se u ekstraktu pokozice povecava (protokatehinska
kiselina), smanjuje (kvercetin, kvercetin-3-O-galaktozid, izoramnetin, malvidin-3-O-glukozid i
taksifolin) ili ostaje nepromenjen (5-O-kofeoilkvinska Kkiselina, elaginska kiselina, ferulinska
kiselina, rutin, izoramnetin-3-O-glukozid). Sli¢ne promene su primeéene i u sadrzaju fenolnih
jedinjenja ekstrahovanih iz semenke grozda. Medutim, biodostupnost dominantnih polifenolnih
grupa ekstrakta semenke se znacajno razlikovalo u poredenju sa ekstraktom pokozice, Sto se posebno
primecuje kod fenolnih kiselina gde je biodostupnost od 133,5% u slu¢aju ekstrakta pokozice, i 43,5%
u sluc¢aju semenke. Ovo je rezultiralo skoro dva puta manjom ukupnom biodostupnoséu svih
detektovanih polifenola (osim flavan-3-ola) ekstrahovanih iz semenke grozda (44,7%), u poredenju
sa pokozicom (84,6%). Ovo moze biti zbog oslobadanja znacajnih koli¢ina p-kumarinske i kofeinske
kiseline nakon mesanja 1 digestije polifenolnog ekstrakta pokozZice grozda sa digestivnim fluidom.
Poznato je da su ovo dve dominantne fenolne kiseline, koje uc¢estvuju u formiranju antocijan derivata
u grozdu (Ivanova et al., 2011; Mitic et al., 2012; Panteli¢ et al., 2016), iz kojih potom najverovatnije
dolazi do njihovog oslobodanja. Pronadeno je da su peonidin-3-p-kumaroilmonoglukozid i malvidin-
3-p-kumaroilmonoglukozid bili medu najzastupljenijim p-kumaroilmonoglukozid derivatima u
vinskoj sorti grozda Prokupac (Mitic et al., 2012), a $to je potvrdeno i u ovoj disertaciji (Tabela 4.10).
Malvidin-3-O-kofeoilheksozid je takode pronaden u Prokupcu (Panteli¢ et al., 2016), dok su
peonidin-3-O-kofeoilglukozid i malvidin-3-O-kumaroilglukozid-5-O-glukozid registrovani u drugim
sortama grozda (He et al., 2010). Ovi acilovani antocijan derivati nisu otkriveni u polaznom
polifenolnom ekstraktu pokozice, verovatno zbog njihove smanjene polarnosti u poredenju sa
monoglukozidima (lvanova et al., 2011). Naime, zbog slabe rastvorljibosti u miliQ vodi, ova
jedinjenja su uklonjena iz polaznog polifenolnog ekstrakta pokozice filtracijom kroz 0,45um filtere
neposredno pre UHPLC-MS/MS Orbitrap analize. Sa druge strane, u ovom modelu digestije je
kori$éen ceo ekstrakt, pa su acilovani antocijan derivati bili prisutni u digestivnoj smesi. Nakon
dodavanja 1 meSanja digestivnog koktela koji je sastavljen od razli¢itih supstanci (digestivni enzimi,
soli, HCI), sa polifenolnim ekstraktom pokozice dolazi do deacilacije antocijanidin mono- i
diglukozida §to je rezultiralo pojavom p-kumarinske kiseline, kofeinske kiseline i malvidin-3,5-di-O-
glukozida u kontrolnom (PEK) 1 digestovanom (DPE) uzorku ekstrakta pokoZice. Pokazano je da su
acilovani antocijan derivati skloniji ka razgradnji u poredenju sa antocijanidin glikozidima (Howard
et al., 2016). Medutim, koncentracija antocijanidin monoglukozida se nije povecala u PEK i DPE
uzorcima, zbog njihove nestabilnosti u takvom okruzenju (Sharma et al., 2016). Cijanidin-3-O-
glukozid, delfinidin-3-O-glukozid i cijanidin-3,5-di-O-glukozid nisu detektovani u polaznom
ekstraktu pokozice. Digestija ekstrakta pokozice je znac¢ajno smanjila sadrzaj ukupnih antocijana, dok
je njihova biodostupnost bila priblizno 29%. Mala stabilnost antocijana posle in vitro digestije,
primecena je i u drugim studijama (Pineda-Vadillo et al., 2016; Wang et al., 2017). Nakon mesanja
sa digestivnim koktelom 1 digestije ekstrakta pokozice primeceno je takode oslobadanje nekih manje
zastupljenih fenolnih jedinjenja, poput luteolina, genisteina i pterostilbena. Digestija matriksa hrane
je rezultirala biodostupnoscu fenolnih kiselina od ¢ak 73,2%, prateci slicno ponaSanje kao i fenolne
kiseline iz ekstrakta pokozice grozda tokom digestije.

Nakon in vitro digestije ekstrakta pokozice i matriksa hrane, flavonoli poput rutina i kvercetina su
ostali stabilni, dok izoramnetin nije uopSte detektovan. Digestivna stabilnost izoramnetin-3-O-
glukozida i kvercetin-3-O-galaktozida je zavisila od porekla, a njihova biodostupnost posle digestije
ekstrakta pokozice je bilo 100,1% 1 79,9%; dok prisustvo spomenutih polifenola posle digestije
ekstrakta semenke nije primeceno (Tabela 4.29). Antunes-Ricardo et al. (2017), su primetili da je
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nakon oralne i gastri¢ne digestije ekstrakta Opuntia ficus-indica, biodostupnost izoramnetina bila niza
u poredenju sa njegovim glikozidima. Stavie, moZe se re¢i da biodostupnost flavonoid glikozida
zavisi od drugih polifenola prisutnih u analiziranim ekstraktima, koji bi mogli imati po njih zastitne
efekte. Ukupna biodostupnost flavonola posle in vitro digestije ekstrakta pokozice je bila 69%, §to je
u skladu sa rezultatima koje su publikovali Wang et al. (2017). Oni su utvrdili da je biodostupnost
flavonola posle digestije komine crvene sorte grozda bilo 65%.

Dodatak i mesanje digestivnog fluida je pokazalo najznacajniji efekat na biodostupnost flavan-3-ola
poreklom iz ekstrakta semenke. Samo 0,31% od ukupno detektovanih flavan-3-ola u polaznom
ekstraktu je potvrdeno nakon dodatka digestivnog fluida, dok je digestijom biodostupnost smanjena
na 0,23% (Tabela 4.31). Oc¢igledno je da postoji jaka tendencija vezivanja flavan-3-ola za enzime
digestivnog trakta. Znacajan gubitak flavan-3-ola su primetili i drugi autori, pre svega zbog njihove
interakcije sa proteinima/enzimima (Pineda-Vadillo et al., 2016; Serra et al., 2010).

4.4.1.3. Polifenolni profil digestovanog ekstrakta pokoZice i semenke groZda u prisustva matriksa
hrane

Dodavanje matriksa hrane 1 njegovo mesanje sa ekstraktom pokozice grozda nije znacajno uticalo na
biodostupnost glavnih fenolnih jedinjenja pokoZice, u poredenju sa digestijom ekstrakta bez prisustva
hranljivog matriksa (Tabela 4.28). Medutim, biodostupnost fenolnih jedinjenja je izracunato kao
odnos njihovog sadrzaja u digestovanoj smesi ekstrakta i matriksa (DPE/M) i njihovog sadrzaja u
polaznom ekstraktu pokozice (PE), ne uzimaju¢i u obzir koli¢inu fenolnih jedinjenja poreklom od
matriksa hrane. U suprotnom, ukupna biodostupnost karakteristicnih fenolnih grupa bi bila znacajno
manja, i to 68,1% umesto 125,2% za fenolne kiseline, odnosno 36,7% umesto 62,9% za flavonole.
Znacajni uticaj matriksa hrane je primecen i u sluc¢aju biodostupnosti antocijana. Matriks hrane
dodatno smanjuje stabilnost antocijana, §to je rezultiralo potpunim odsustvom malvidin-3-O-
glukozida i oslobadanjem malvidin-3,5-di-O-glukozida, ali zna¢ajno manje nego u slucaju digestije
ekstrakta bez matriksa (DPE), sa biodostupnos¢u ukupnih antocijana od samo 10,2%. Sli¢ni rezultati,
zasnovani na smanjenom sadrzaju antocijana, i to ¢ak do 91%, bili su primeéeni nakon meSanja i
digestije kompleksnog matriksa hrane sastavljenog od mesnih proteina, ugljenih hidrata i lipida sa
sokom aronije (Stanisavljevi¢ et al., 2015). Stavise, studije koje su sproveli Pineda-Vadillo et al.
(2016) i Karakaya et al. (2016), su pokazale da je biodostupnost antocijana veoma zavisna od tipa
matriksa hrane (39%-60%). Medutim, u svim formulacijama (koje ne sadrze meso) prisustvo matriksa
je imalo zastitni efekat na razgradnju antocijana, posebno u proizvodima na bazi jaja. Na osnovu
rezultata predhodnih istraZivanja, primec¢eno smanjenje sadrzaja antocijana u ovoj studiji, nakon
dodavanja matriksa hrane moze se pripisati interakcijama antocijana sa proteinima ili drugim
konstituentima mesa. Predhodno je opisano da fenolnih jedinjenja lako stupaju u interakcije sa
proteinima mleka i mesa, $to znacajno uti¢e na njihov sadrzaj, biodostupnost i funkcionalna svojstva
(Jakobek, 2015; Ozdal et al., 2013). Ukupna biodostupnost fenolnih jedinjenja iz ekstrakta pokozice
grozda je 44,1% umesto 74,8%, kako je izracunato u modelu bez fenolnih jedinjenja poreklom iz
matriksa hrane. Ovi podaci isti¢u vaznost odredivanja polifenolnog sastava matriksa hrane koji nisu
prirodno bogati fenolnim jedinjenjima, §to moZe znacajno uticati na izracunavanje biodostupnosti
fenolnih jedinjenja koja su prisutna u uzorcima pre digestije.

Uticaj matriksa hrane na biodostupnost fenolnih kiselina prisutnih u ekstraktu semenke grozda je bio
manje izrazen, nego Sto je to bio slucaj kod ekstrakta pokozice, prvenstveno zbog znafajno manjeg
sadrzaja fenolnih kiselina u matriksu hrane (MA), u poredenju sa njihovim sadrzajem u polaznom
ekstraktu semenke (SE). Posmatraju¢i pojedinacno detektovane fenolne kiseline, matriks hrane je
povecao biodostupnost galne kiseline. Primeceno je skoro potpuno odsustvo flavonola nakon
dodavanja matriksa hrane, a njihova biodostupnost je smanjena na manje od 1% posle digestije smeSe
ekstrakta semenke i matriksa (DSE/MR). Niskom iskori§¢enju najvise doprinosi ukupno smanjenje
kvercetina u smesi nakon digestije, Sto se potpuno razlikuje od iskori§¢enja posle digestije smese
ekstrakta pokozice i matriksa (DPE/MR)(ukupna biodostupnost kvercetina je bila 49,5%), i digestije
ekstrakta semenke bez matriksa (DSE) (ukupna biodostupnost kvercetina je bila 99,7%). Zanimljivo
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je da se nestanak kvercetina dogodio i pre digestije, odmah nakon dodavanja matriksa hrane i
digestivnog fluida. Ovo ukazuje da razlika u stabilnosti kvercetina u prisustvu slozenog matriksa
hrane jako zavisi od ostalih fenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktima. Glavna razlika izmedu
ckstrakta semenke i pokozice grozda je bila u sadrzaju flavan-3-ola i elaginske kiseline.

Smanjenje sadrzaja elaginske kiseline u prisustvu matriksa hrane bilo je priblizno deset puta, u odnosu
na njen sadrzaj u polaznom ekstraktu semenke (SE); dok je njeno smanjenje u modelu bez matriksa
hrane bilo 1,4 puta. Mogu¢i razlog ovakvih rezultata za elaginsku kiselinu, mogao bi verovatno biti
zbog njenih interakcija sa konstituentima matriksa hrane pod ovim uslovima, sto je ujedno rezultiralo
u smanjenju sposobnosti elaginske kiseline i/ili konstituenata matriksa hrane da zastite kvercetin
tokom digestije. Predhodne studije su pokazale da je kvercetin manje stabilan pri viSim pH i da
njegova biodostupnost zavisi od matriksa: luk, 52,5% (Boyer et al., 2005), brasno od kakija, 0% (R.
Lucas-Gonzalez et al., 2018), komina crvenog grozda, 54,5% (Wang et al., 2017). Ukupna
biodostupnost fenolnih jedinjenja ekstrakta semenke (izuzev flavan-3-ola) je bilo 50,9% (proracun
obuhvata polifenole poreklom iz matriksa hrane) ili 55,5% (proraéun ne obuhvata polifenole
poreklom iz matriksa hrane).

Sadrzaj flavan-3-ola se zna¢ajno smanjio nakon dodavanja digestivnog fluida u oba slucaja, sa ili bez
matriksa hrane. Medutim, matriks hrane je zastitio flavan-3-ole tokom digestije i povecala njihova
biodostupnost priblizno dvadeset puta, u poredenju sa njihovim biodostupnoséu posle digestije
ekstrakta semenke (DSE), odnosno biodostupnost flavan-3-ola se povecala sa 0,23% na 4,71%
(Tabela 4.31). Mala biodostupnost flavan-3-ola je ocekivana, jer je poznato da procijanidini veoma
intenzivno reaguju sa digestivnim enzimima i konstintuentima hrane (proteini, ugljeni hidrati i lipidi),
Sto je podstaklo povecan stepen njihove polimerizacije (Jakobek, 2015; Sugiyama et al., 2007). Prema
Pineda-Vadillo et al. (2016), poveéanje biodostupnosti procijanidina nakon digestije zavisi od
matriksa hrane. Medutim, u vecini slu€ajeva, najve¢i deo procijanidina na kraju digestije ostaje
nerastvorljiv. Slicne rezultate su dobili Serra et al. (2010), koji su otkrili da je manje od 1%
rastvorljivih procijanidina bilo prisutno nakon digestije ekstrakta procijanidina iz semenke grozda sa
I bez matriksa bogatog ugljenim hidratima.
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Tabela 4.28. Sadrzaj fenolnih jedinjenja u nedigestovanim i digestovanim uzorcima ekstrakta pokozice grozda (rezultati su izrazeni kao pg/L). In vitro model digestije

bez/sa prisustvom matriksa hrane.

Fenolna jedinjenja DPER, DMR, DPE/MR,%
(“é 0 Jen) PE PEK DPE v MA MKo DM o PE/MK DPE/M PN )

Fenolne kiseline i njihovi derivatit
Protokatehinska kiselina 45,85+0,442 43,46+4,06* 56,40+0,69° 123,0 n.d. 22,28+0,22°¢ n.d. - 47,66+4,40% n.d. 0
Elaginska kiselina 532+5% 491+76% 44245° 83,1 408+48%° 284+70" 354+1° 86,9 617+17¢ 401+42" 75,4
5-O-kofeoilkvinska kis. 48,23+1,122 n.d. 56,34+8,74%° 116,8 79,82+14,67%* 50,05+1,92% 52,53+0,32° 65,8 59,18+0,50°¢ 49,30+0,25* 102,2
Ferulinska kiselina 91,44+0,46% 70,23+0,29° 91,5422, 75%¢ 100,1 n.d. n.d. n.d. - 138,26+21,58* 129,13+6,89° 141,2
Kofeinska kiselina n.d. 107,07+10,972 120,75£0,8? - 82,47+0,35° n.d. n.d. 0 148,60+7,10° 129,8+0,22% -
p-Kumarinska kiselina n.d. 141,04+23,1% 191,15+25,8% - 30,87+4,49% 42,24+0,04° 33,58+0,07¢ 108,8 165,30£0,222 189,10£0,95¢ -

b3 717,5 (24,4) 852,3 (38,6) 958,2 (38,5) 133,5 600,7 (29,3) 398,3 (28,9) 440,1 (31,5) 73,3 1176,0 898,3 (40,7) 125,2 (68,2)
Flavonol aglikoni i glikozidi1
Kvercetin 851,97+0,24* 833,63+0,68" 834,90+0,20° 97,9 833,58+0,43" 833,58+0,19° 833,60+0,38° 100,0 834,20+1,15™ 834,70+0,53% 98,0
Kvercetin-3-O-galaktozid 246,6+15,08° 141,68+26,7% 196,50+6,59° 79,7 n.d. n.d. n.d. - 117,67+4,70¢ 130,30+4,36° 52,8
Rutin 31,1440,19* 28,01+0,76° 32,40+2,01% 104,0 22,06+0,75¢ n.d. 22,92+0,05¢ 103,9 29,60+0,60% 28,90+0,04° 92,8
Izoramnetin 535,98+1,58? n.d. n.d. 0 533,75+0,19° n.d. n.d. 0 533,40+0,23% n.d. 0
Izoramnetin-3-O-glukozid 275,20+18,972 192,90+34,2%® 275,45+20,5% 100,1 n.d. n.d. n.d. - 189,50+0,03° 228,00+8,28% 82,8

b3 1940,9 (65,9) 1196,2 (54,2) 1339,3(53,8) 69,0 1389,4(67,8) 833,6 (60,3) 856,5 (61,3) 61,6 1704,4 1222 (55,4) 62,9 (36,7)
Antocijani?
Malvidin-3-O-glukozid 100,8+15,01° 19,50+0,36" 22,68+0,27¢ 22,3 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
Malvidin-3,5-di-O-glukozid n.d. 23,47+0,31° 25,40+0,53¢ - n.d. n.d. n.d. - n.d. 16,77+0,14° -
Peonidin-3-O-glukozid 64,70+0,41° 35,83+0,08° n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - 26,25+0,26° n.d. 0

b} 165,5 (5,6) 78,8 (3,6) 48,0 (1,92) 29,1 - - - - 26,2 16,8 10,2
Ostali kvantifikovani polifenolit
Luteolin n.d. n.d. 51,65+0,32 - n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. -
Genistein n.d. n.d. 13,36+1,88%° - nd. 11,30+0,32° 9,44+0,38° - n.d. 13,85+0,11°¢ -
Aeskulin 34,1242 95! n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
Phloretin 32,64+0,14! n.d. nd. 0 nd. nd. nd. - n.d. nd. 0
Taksifolin 55,46+0,21* 52,71+0,21° 53,96+0,1° 97,3 nd. 52,51+0,32° nd. - 56,26+0,22% n.d. 0
Pterostilbeni n.d. 28,03+6,57%° 25,7040,112 - n.d. 25,42+0,78% 32,89+0,08° - 52,00£2,93¢ 52,55+0,83¢ -
Eriodiktiol n.d. n.d. n.d. - 58,83+0,07% 58,86+0,05% 58,73+0,25% 99,8 n.d. n.d. -

pIPH) 2946,1 2208,0 2490,2 84,6 2048,8 1380,0 1397,7 68,2 3014,9 2203,5 74,8 (44,1)**

Vrednosti su dobijeni iz dva nezavisna merenja (n=2) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznagene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05).
Vrednosti u zagradama definisu procenat zastupljenosti karakteristi¢nih polifenolnih grupa u uzorku (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; PE-razblazen ekstrakt pokozice; PEK- digestija ekstrakta pokozice kontrola(to); DPE-
digestovan ekstrak pokozice; DPER-biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije ekstrakta pokozice; MA-razblaZen matriks hrane; MKo-digestija matriksa hrane kontrola (to); DM-digestovan matriksa
hrane; DMR-biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije matriksa hrane; PE/MK-digestija ekstrakta pokozice u prisustvu matriksa hrane (to); DPE/M-digestovan ekstrakt pokozice u prisustvu matriksa
hrane; DPE/MR-biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja iz ekstrakta pokozice nakon in vitro digestije u prisustvu matriksa hrane; DPE/MTR- ukupna biodostupnost (,,recovery) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije
ekstrakta pokoZice u prisustvu matriksa hrane. Napomena: * UHPLC-DAD MS/MS kvatifikovana fenolna jedinjenja; 2 UHPLC-MS/MS Orbitrap kvantifikovani polifenoli (antocijani).
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Tabela 4.29. Sadrzaj fenolnih jedinjenja (osim flavan-3-ola) u nedigestovanim i digestovanim uzorcima ekstrakta semenke grozda (rezultati su izrazeni kao pg/L). In
vitro model digestije bez/sa prisustvom matriksa hrane.

0,
Feno'?ﬁé‘;ﬁ;menja SE SEK DSE DSER% MA MKo DM D';ﬂOR' SE/MK DSE/M (AL %)
Fenolne kiseline i njihovi derivatit
Galna kiselina 1224,70+31,70° n.d. 772,30+1,01° 63,1 n.d. n.d. n.d. - 852,40+34,50% 958,80+55,4° 78,3
Protokatehinska kiselina 35,59+0,23? 30,78+1,41™ 32,20+0,46° 90,5 n.d. 22,30+0,29¢ n.d. - 27,60+0,11¢ 29,40+1,79 82,6
Elaginska kiselina 19457+882% 13800+2135%* 8093+313° 41,6 408+48° 284+70° 354+1° 86,9 1793+124¢ 11114+181° 57,1
5-0O-kofeoilkvinska kis. 48,55+1 45° n.d. 58,30+13,97%* 120,1 79,82+14,67%° 50,05+1,90? 52,58+0,25? 65,8 61,82+0,60° 57,99+0,10¢ 119,4
Kofeinska kiselina n.d. 84,09+1,12° 83,93+0,70? - 82,47+0,34° n.d. n.d. 0 93,94+0,17° 93,30+1,04° -
p-Kumarinska kiselina n.d. n.d. n.d. - 30,87+4,49% 42,30+0,11* 33,67+0,20° 109,1 37,69+2,01% 37,30+2,03% -
b3 20766,5(93,0)  139154(93,3)  9039,7 (90,5) 435 600,7 (29,3) 3985 (28,9)  440,3 (31,5) 73,3 2867,3 12290,8(99,1) 59,2 (57,5)
Flavonol aglikoni i glikozidi1
Kvercetin 836,73+0,71° 833,74+0,19° 834,50+0,27% 99,7 833,57+0,42° 833,7+0,38° 833,55+0,31° 100,0 n.d. n.d. 0
Kvercetin-3-O-galaktozid 12,83+0,02* n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
Rutin 23,3240,112 23,30+0,21% 27,73+4,09%° 118,9 22,06+0,75%¢ n.d. 22,90+0,05" 103,8 21,85+0,12¢ 22,47+0,42%¢ 96,3
Izoramnetin 533,65+0,31% nd. nd. 0 533,70+0,12% n.d. nd. 0 n.d. nd. 0
Izoramnetin-3-O-glukozid 10,88+1,411 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
Kampferol 38,79+0,13! n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
) 1456,2 (6,5) 857,0 (5,7) 862,2 (8,6) 59,2 1389,3 (67,8)  833,7(60,4)  856,4 (61,3) 61,6 21,9 22,47 (0,18) 1,5 (0,8)
Ostali kvantifikovani polifenolit
Luteolin n.d. 51,48+0,58" n.d. - n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. -
Genistein n.d. n.d. 14,53+2,04% - n.d. 11,43+0,50% 9,76+0,07° - 11,0540,342 15,30+2,14% -
Phloretin 33,29+0,03* n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. - n.d. n.d. 0
Taksifolin n.d. nd. nd. - n.d. 52,30+0,09% nd. - 57,65+3,14% n.d. -
Pterostilbeni 8,87+0,08% 22,64+3,37> 14,42+0,45° 162,6 n.d. 25,40+0,71° 32,800,141 - 116,30+0,19¢ 13,79+0,13° 155,5
Eriodiktiol 60,02+0,2* 58,94+0,09 59,01+0,25" 98,3 58,83+0,07° 58,86:+0,05> 58,54+0,51%* 99,4 59,19+0,17" 59,40+0,17* 99,0
pIPH) 223249 14905,5 9990,3 44,7 2048,8 1380,2 1397,9 68,2 3133,3 12401,8 55,5 (50,9)**

Vrednosti su dobijeni iz dva nezavisna merenja (n=2) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05).
Vrednosti u zagradama defini$u procenat zastupljenosti karakteristi¢nih polifenolnih grupa u uzorku (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; SE-razblaZen ekstrakt semenke; SEK- digestija ekstrakta semenke kontrola(t,); DSE-
digestovan ekstrakt semenke; DSER-biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije ekstrakta semenke; MA-razblazen matriks hrane; MKo-digestija matriksa hrane kontrola (t;); DM-digestovan matriks
hrane; DMR-biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije matriksa hrane;SE/MK-digestija ekstrakta semenke u prisustvu matriksa hrane (to); DSE/M-digestovan ekstrakt semenke u prisustvu matriksa
hrane; DSE/MR- biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja iz ekstrakta semenke nakon in vitro digestije u prisustvu matriksa hrane; DSE/MTR- ukupna biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije
ekstrakta semenke u prisustvu matriksa hrane. Napomena: UHPLC-DAD MS/MS kvatifikovana fenolna jedinjenja.

187



Tabela 4.30. UHPLC-MS/MS Orbitrap karakterizacija flavan-3-ola identifikovanih u poéetnom ekstraktu semenke. U tabeli su prikazani: retencino vreme (tg),
molekulska formula, izratunata masa, nadena masa, srednje odstupanje masa (ppm) i glavni MS?, MS3, i MS* fragmenti detektovanih jedinjenja

t Molekulska Izradunata Nadena
Jedinjenja mF;,n formula, masa, masa,  ppm MS? fragmenti MS2 fragmenti MS* fragmenti
[M-HT [M—HT [M-HT
Monomerni flavan-3-oli
. ) 271(5), 245%(100), 205(40), 227(30), 203(100), 187(25),  188(70), 185(20), 175(100),
Katehin 5,34 C1sH1306 289,07176 28907156 069 17578 15 5) 175(10). 161(20) 161(40). 157(10)

I ) ) 271(5), 245(100), 205(40), 227(35), 203(100), 187(30),  188(60), 185(20), 175(100),
Epikatehin 5,83 C1sH1306 289,07176 28907188 042 7578 ey 175(15). 161(25) 161(35). 157(15)
(epi)Katehin heksozid 4,93 CotHsOur- 45112404 45112463  -1,31 22&83 331(100), 289(70), 313(100), 287(40), 269(30) -

A tip procijanidin izomeri

. L ) ) 559(20), 421(50), 425(100), 289(50), 297(40), 285(90),
A tip procijanidin dimer izomer 1 4,90 C3oH23012 575,11950 575,11993 0,75 407(90), 289(50). 287(10) 407(100) 281(100), 269(10)

. L ) 559(20), 421(60), 425(100), 289(50), 297(40), 285(90),
A tip procijanidin dimer izomer 2 5,53 CaoH23012 575,11950 57511938 0,21 407(90), 289(60). 287(10) 407(100) 281(100), 269(10)

B tip procijanidin izomeri

. o . 559(10), 451(30), 425(100), 389(30), 297(30), 285(100),
B tip procijanidin dimer izomer 1 4,85 C3oH2501, 577,13515 577,13513 0,03 407(50), 289(25), 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 243(70)

. o } ) 425(25), 407(10), 329(10), 227(30), 203(100), 187(30),
B tip procijanidin dimer izomer 2 5,10 CaoH2501; 577,13515 57713525  -0,17 289(100), 287(80) 245(100), 205(30), 179(15) 175(10), 161(20)

. o ) ) 559(10), 451(30), 425(100), 389(30), 297(30), 285(100),
B tip procijanidin dimer izomer 3 5,50 CioH25012 577,13515 577,13531 0,28 407(50). 289(25). 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 243(70)

. L } ) 559(10), 451(30), 425(100), 389(30), 297(30), 285(100),
B tip procijanidin dimer izomer 4 6,01 CaoH25012 577,13515 577,13519  -0,07 207(50). 289(25), 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 243(70)

. L } 559(10), 451(30), 425(100), 389(30), 297(30), 285(100),
B tip procijanidin dimer izomer 5 6,53 CaoH2s012 577,13515 577,13489 045 407(50), 289(25), 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 243(70)

. . . . 649(90), 619(100), 587(80), 601(30), 577(40), 467(90),
B tip procijanidin dimer heksozid izomer 1 4,66 Ca6H35017 739,18797 739,18768 0,39 449(60), 407(15), 289(10) 449(70), 289(100)

. . . . ) 649(20), 619(40), 587(100), 569(100), 509(10), 467(60),
B tip procijanidin dimer heksozid izomer 2 5,24 CssH3s017 739,18797 739,18805 0,11 449(60), 407(30), 289(20) 407(90), 289(15)
B tip procijanidin trimer izomer 1 358 CusHsOss 86519854 86519849 0,06 iggggg’)zg%g?) 425(30), 543(100), 451(45), 243(60)  525(100), 391(40)
B tip procijanidin trimer izomer 2 421 CusHsOss 865,19854 86519739 133 iggggg’)zg;gg;’) 425(30), 543(100), 451(45), 243(60)  525(100), 391(40)
B tip procijanidin trimer izomer 3 5,26 CasHarOss™ 86519854 86519910  -0,65 zg%ig?)ég;%;’)* 425(30), 543(100), 451(45), 243(60)  525(100), 391(40)
B tip procijanidin trimer izomer 4 5,85 CasHarOss™ 86519854 86519958  -1,20 iggggg’)’zg;gg?)' 425(35), 543(100), 451(45), 243(60)  525(100), 391(40)

. N . . 1027(70), 983(100), 865(80), B
B tip procijanidin tetramer izomer 1 4,75 CeoH19024 1153,26193 1153,26062 1,14 739(50), 575(90), 407(50) 947(100), 445(70)

. N . . 1027(50), 983(80), 863(100), 827(30), 737(60), 701(100),

B tip procijanidin tetramer izomer 2 5,02 CeoH19024 1153,26193 1153,26001 1,66 739(40), 575(50), 407(20) 575(90), 405(70)
B tip procijanidin tetramer izomer 3 5,35 CooHesO™ 115326193 115326086 093  1027(70), 983(100), 865(80), 932(40), 819(80), 667(100),

nastavak

739(50), 575(90), 407(50)

573(90), 423(40)
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1027(40), 983(80), 863(70),

577(20), 449(40), 413(30),

B tip procijanidin tetramer izomer 4 5,60 CeoHa9024" 1153,26193 1153,26123 0,61 739(40), 575(100), 407(30) 287(100) -

B tip procijanidin tetramer izomer 5 5,97 CeoH19024~ 1153,26193 1153,26160 0,29 %gs5(5);))532?5(8;))433:(%3;)0) ﬁ;gg; 693(80), 575(100), -

B tip procijanidin tetramer izomer 6 6,30 CeoH19024~ 1153,26193 1153,26062 1,14 %gsgg?)siga(gg; ig%ggg Ziggg; 3332?8%)423(50), -

Procijanidin galat izomeri

(epi)Katehin galat 6,69 CosHirOs- 44108272 44108282 0,23 igéggg 289(100), 271(10), i;égz),)msaooy 205(40). i%ggg igfggg)' 187(20),
B tip procijanidin dimer galat izomer 1 5,78 CaHasOss- 72914611 72914685  -1,01 %;Eégi)’zgg?s(ioz)ég?;(go)' iggggz},{tgé&%)4zs(50), ggggg; gg;gg; 285(100),
B tip procijanidin dimer galat izomer 2 6,04 CarH2016™ 729,14611 729,14679  -0,93 géggg; 28?88%)5;;532)5) 22288 2%883 285(100), 257(100), 241(10), 213(5)
B tip procijanidin dimer digalat 6,41 CatHaiOn0™ 881,15707 88115698 0,10 ;ggggi)éﬁ(ll(g?hg%%?)' gééggg 28%‘15825)577(50)' -

B tip procijanidin trimer galat izomer 1 508 CaMuOx 100720050 101720850 098  gooq, o0 52100 2700 847(100), 695(80) -

B tip procijanidin trimer galat izomer 2 5,51 CsoHy1025™ 1017,20950 1017,20892 0,57 gggggg g?gggg Zgggg?) Sggggg %;ggg) 559(60). 283&8&?22&2&425@0)'
B tip procijanidin trimer galat izomer 3 5,75 CosHutO~ 1017,20950  1017,20011 038 32388; g?gggg; ig;gg?)' gi?ggg?ggggg)egs(‘lm' -

B tip procijanidin trimer galat izomer 4 6,06 CosHuOr 101720050  1017,20005 0,44 323%8; ?3?88?&3??53?’ ig;ggg: ;g?gg?)' 695(60),  _

B tip procijanidin trimer galat izomer 5 6,34 CsoHy1025™ 1017,20950 1017,20850 0,98 333%28; 2(73%818; %Zgg?) %;883 ;gggg; o%6(100) -

B tip procijanidin trimer galat izomer 6 6,54 CsoHy1020™ 1017,20950 1017,20984  -0,33 323882))82%?222))82(7)%22)) Zé%ggg gggggg 577(100), 28%?8&;22&22})425@0)’
B tip procijanidin trimer galat izomer 7 6,89 CssHa02 101720950 101720837 111  299(30), 891(70), 847(60), 603(50), 577(90), 559(70),

729(100), 577(40)

407(100), 287(50)

Skraéenice: ,,—“-odsustvo fragmenata; * Pikovi koji dalje fragmentiraju u MS® i MS* su podebljani
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Tabela 4.31. UHPLC MS/MS Orbitrap kvantifikacija i biodostupnost (,,recovery*) flavan-3-ola u nedigestovanim i digestovanim uzorcima ekstrakta semenke (rezultati

su izraZeni kao ekvivalenti katehina, ug CE/L). In vitro model bez/sa prisustvom matriksa hrane.

Jedinjenja SE* SEK DSE DSER% MA MKo DM DMR,% SE/MK DSE/M DSE/MR,%

Monomerni flavan-3-oli
Katehin 3830,50+0,392 n.d. n.d. - n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 207,23+21,38° 5,4
Epikatehin 2634,00£198,00  10,54+0,79°  7,38+0,55° 0,3 n.d. n.d. n.d. 0 126,17+9,48¢  159,09+11,96¢ 6,0
(epi)Katehin heksozid 246,00+15,608  12,18+0,77°  9,40+0,59° 3,8 n.d. n.d. n.d. 0 11,71%0,74° 18,35+1,16° 7,5

) 6710,5 (27,3) 22,7 16,8 0,3 0 0 0 0 137,9 384,7 57
A tip procijanidin izomeri
A tip procijanidin dimer izomer 1 81,50+6,402 10,44+0,82°  4,32+0,34° 5,3 n.d. n.d. n.d. 0 67,91+5,302 6,500,514 8,0
A tip procijanidin dimer izomer 2 64,50+6,40 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0

) 146,0 (0,6) 10,4 4,3 3,0 0 0 0 0 67,9 6,5 4,5
B tip procijanidin izomeri
B tip procijanidin dimer izomer 1 329542082 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 169,03+10,66° 51
B tip procijanidin dimer izomer 2 644+8,50? n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 14,00+1,41° 2,2
B tip procijanidin dimer izomer 3 262612482 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 51,50+0,71° 2,0
B tip procijanidin dimer izomer 4 146,00+7,10 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin dimer izomer 5 97,50+6,40 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin dimer heksozid izomer 1 327,50+£19,102 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 3,11+0,18° 11,17+0,65°¢ 34
B tip procijanidin dimer heksozid izomer 2 245 50+14,80? n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 4,040,06° 1,6
B tip procijanidin trimer izomer 1 1543,50+163,32 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 55,41+5,86° 3,6
B tip procijanidin trimer izomer 2 69,50+3,50 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer izomer 3 1042,00+8,50? n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 22,00+2,83° 2,1
B tip procijanidin trimer izomer 4 1061,00+52,30 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin tetramer izomer 1 37,50+2,10 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin tetramer izomer 2 292,50+29,002 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. 4,98+0,04 1,7
B tip procijanidin tetramer izomer 3 180,50+7,802 14,57+0,63°  9,60+0,41°¢ 53 n.d. n.d. n.d. 0 198,04+8,532 n.d. 0
B tip procijanidin tetramer izomer 4 144,00+1,40 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin tetramer izomer 5 419,50+3,50 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin tetramer izomer 6 196,00+12,70 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0

) 12367,0 (50,3) 14,6 9,6 0,1 0 0 0 0 201,2 332,1 2,7
Procijanidin galat izomeri
(epi)Katehin galat 1071,50+119,58  12,75+1,42°  21,86+2,44¢ 2,0 2,20£0,149  1,02+0,07¢  n.d. 0 15,43+1,72°  188,48+21,02f 17,6
B tip procijanidin dimer galat izomer 1 940,50+87,002 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 17,21+1,59° 98,66+9,12° 10,5
B tip procijanidin dimer galat izomer 2 1804,00+87,702 n.d. n.d. 0 4,45+0,07° n.d. n.d. 0 33,37£1,62°¢ 145,94+7,09¢ 8,1
B tip procijanidin dimer digalat 205,50+17,708  15,25+1,31°>  2,90+0,25¢ 1,4 1,650,074 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 1 151,00+2,80 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 2 213,00£15,60 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 3 196,00+12,70 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 4 382,00+24,00 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 5 106,5043,50 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0

nastavak
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B tip procijanidin trimer galat izomer 6 205,00+26,90? 0,78+0,10° n.d. 0 1,25+0,07¢ n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
B tip procijanidin trimer galat izomer 7 78,50+3,50 n.d. n.d. 0 n.d. n.d. n.d. 0 n.d. n.d. 0
P 5353,5 (21,8) 28,8 24.8 0,5 9,6 (100) 1,0 0 0 66,0 433,1 8,1

AP 24577,0 76,5 55,5 0,2** 9,6 1,0 0 0 473,00 1156,4 4,7**

*Vrednosti u zagradama definiSu procenat zastupljenosti izdvojenih podgrupa (specifi¢nih) flavan-3-ol grupa u uzorku (%).

**Biodostupnost flavan-3-ola, definise odnos kvantifikovanih flavan-3-ola posle in vitro digestije i kvantifikovanih flavan-3-ola u odnosu na polazni ekstrakt semenki.

Vrednosti su dobijeni iz dva nezavisna merenja (n=2) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05).
Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; SE-razblazen ekstrakt semenke; SEK- digestija ekstrakta semenke kontrola (to); DSE-digestovan ekstrakt semenke; DSER-biodostupnost (,,recovery*) flavan-3-ola nakon in vitro digestije
ekstrakta semenke; MA-razblazen matriks hrane; MKo-digestija matriksa hrane kontrola (to) ; DM-digestovan matriks hrane; DMR-biodostupnost (,,recovery*) flavan-3-ola nakon in vitro digestije matriksa hrane; SE/MK-digestija

ekstrakta semenke u prisustvu matriksa hrane (to); DSE/M-digestovan ekstrakt semenke u prisustvu matriksa hrane; DSE/MR-ukupna biodostupnost (,,recovery*) flavan-3-ola nakon in vitro digestije ekstrakta semenke u prisustvu
matriksa hrane.
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4.4.1.4. Spektrofotometrijska analiza
4.4.1.4.1. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja

Neke od predhodnih in vitro studija su istrazivale ukupnu biodostupnost fenolnih jedinjenja nakon in
vitro digestije grozda i ekstrakta grozda, koriste¢i opSte poznatu Folin-Ciocalteu-ovu metodu (Wang
et al., 2017). Medutim, imajuéi u vidu ograni¢enja Folin-Ciocalteu-ove metode, dobijene rezultate
treba uvek tumaciti sa velikim oprezom, posebno u situacijama kada pored proucavanog ekstrakta ili
jedinjenja, sistem sadrzi slozen matriks hrane. Predhodno je utvrdeno da se Folin-Ciocalteu-ov
reagens moze nespecificno redukovati askorbatom, redukuju¢im Seéerima, aromati¢énim aminima,
organskim kiselinama, masnim kiselinama i jonima gvozda Fe?*, kao i proteinima i malim peptidima
koji nastaju tokom digestije proteina iz hrane (Prior et al., 2005). Uporedujuéi rezultate ukupnih
fenolnih jedinjenja ekstrakta pokozice (PE) dobijene u ovoj studiji, 131,7mg(GAE)/100mL (Slika
4.48a), sa ukupnim fenolnim jedinjenjima smese ekstrakta pokozice i digestivnog koktela u nultom
trenutku digestije (PEK), 230,8mg (GAE)/100mL, moze se zakljuciti da digestivni enzimi i digestivni
fluid doprinose ukupnom sadrzaju fenolnih jedinjenja sa priblizno 100mg(GAE)/mL. Sli¢na situacija
je primeéena u slucaju matriksa hrane (MA/MKO0), gde je zajednicki doprinos digestivnog koktela
bio jo§ izrazeniji (priblizno 150mg(GAE)/100mL). O¢igledno da je sam digestivni koktel sadrzao
znatnu koli¢inu Folin-Ciocalteu reaktivnih supstanci, sto je rezultiralo povisenjem ukupnih fenolnih
jedinjenja. Sa druge strane, potpuno suprotno ponasanje je zabelezeno meSanjem ekstrakta semenke
grozda sa digestivnim fluidom, gde je primeéeno smanjenje ukupnih fenolnih jedinjenja za 40%,
dostizu¢i slicnu vrednost ukupnih fenolnih jedinjenja koja je dobijena za kontrolni uzorak ekstrakta
pokozice sa digestivnim koktelom (PEK). Ovo bi se moglo objasniti razlikom u sastavu ekstrakta
semenke grozda, koji je sadrzao znacajnu koli¢inu flavan-3-ola, koji su u isto vreme veoma reaktivni
sa komponentama digestivnog koktela. Prema tome, flavan-3-oli i Folin-Ciocalteu reaktivne
supstance iz digestivnog koktela nisu mogle da se oksiduju smeSom volframa i molibdata, $to je
rezultiralo u smanjenju sadrzaja ukupnih fenolnih jedinjenja. Vrednosti dobijene za sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja ekstrakta semenke i pokoZice nakon digestije su ostale nepromenjene. Sa druge
strane, digestija matriksa hrane rezultiralo je porastom ukupnih fenolnih jedinjenja za skoro 35%
(MKao u poredenju sa DM); medutim fenolni sastav se nije znacajno promenio. Ovo je pokazatelj da
su se potencijalne Folin-Ciocalteu reaktivne supstance, poput peptida, aminokiselina, redukujucih
Secera 1 masnih kiselina, oslobodile tokom digestije matriksa hrane.

Dodatak matriksa hrane u digestivni koktel u nultom trenutku zajedno sa ekstraktom grozda nije
promenio vrednosti ukupnih fenolnih jedinjenja, $to ukazuje na daleko niZi doprinos matriksa hrane
ukupnom sadrzaju fenolnih jedinjenja, u poredenju sa digestivnim koktelom. Ovaj efekat bi mogao
biti od velike vaznosti, jer se doprinos digestivnog fluida na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja, kod
ovog tipa studija obi¢no previdi. Kombinovana digestija matriksa 1 ekstrakta dovela je do porasta u
sadrzaju ukupnih fenolnih jedinjenja za 39% (DPE/M), odnosno za 30% (DSE/M), u poredenju sa
istim kontrolnim uzorcima; odnosno digestovanim uzorcima pokoZice, semenke 1 matriksa hrane.
Glavna posledica interakcije fenolnih jedinjenja i digestivnih enzima je inhibicija njihove aktivnosti
(Cirkovic Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018). Uzimaju¢i u obzir ovu ¢injenicu, moglo bi se
ocCekivati da digestovani uzorci ekstrakta pokoZice/semenke grozda sa matriksom hrane, pored
aminokiselina, redukuju¢ih Secera i masnih kiselina, sadrze i proizvode delimi¢ne hidrolize
makromolekula, kao §to su peptidi i oligosaharidi, koji mogu da deluju kao redukcioni agensi. Pored
toga, oslobadanje fenolnih jedinjenja koji su bili prirodno prisutni u uzorcima matriksa hrane i grozda
posle digestije, kao i oslobadanje fenolnih jedinjenja iz semenke grozda koji su u pocetku bili
zarobljeni u interakciji sa makromolekulima matriksa i digestivnih enzima, dodatno je doprinelo
povecanju ukupnih fenolnih jedinjenja. Ovi fenomeni su doprineli iskoris¢enju ukupnih fenolnih
jedinjenja ekstrakta pokozice od 275% 1 fenolnih jedinjenja ekstrakta semeneke od 75%. Brojne
studije koje ispituju uticaj interakcija izmedu proteina i fenolnih jedinjenja na ukupan sadrzaj fenolnih
jedinjenja u hrani, isticu smanjenu biodostupnost fenolnih jedinjenja (Ozdal et al., 2013), posebno
kada su glavni polifenoli flavan-3-oli, za koje je primeéena biodostupnost ukupnih polifenola 25% u
rastvorljivoj fazi ili ¢ak jo§ manje (Pineda-Vadillo et al., 2016). Vec¢a biodostupnost ukupnih fenolnih
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jedinjenja iz ekstrakta pokozice i semenke nakon digestije sa matriksom hrane dobijena u ovoj studiji,
u poredenju sa drugim literaturnim podacima, moglo bi se pripisati sastavnim konstituentima
matriksa hrane, kao $to su proteini mesa i njihovi hidrolizati, za koje je predhodno utvrdeno da
poseduju znacajna redukciona svojstva (Elias et al., 2008; Serpen et al., 2012). Ovi podaci sugeriSu
da sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja odreden Folin-Ciocalteu-ovom metodom odrazava ukupnu
redukcionu aktivnost analiziranih uzoraka, koja se ¢esto posmatra kao antioksidativna aktivnost i daje
reprezentativnije tumacenje, nego kao ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja.
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Slika 4.48. Sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja (a); Sadrzaj ukupnih flavonoida (b); Sadrzaj ukupnih proantocijanidina
(c), u analiziranim uzorcima. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=2). Ista mala slova iznad
stubi¢a pokazuju da vrednosti nisu statisti¢ki znacajno razliite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: ,,N.D.“-nije
detektovan; MA-razblazen matrik hrane; MKo-digestija matriksa hrane kontrola (to) ; DM-digestovan matriks hrane; PE-
razblazen ekstrakt pokozice; PEK-digestija ekstrakta pokozice kontrola(to); DPE-digestovan ekstrak pokozice; PE/MK-
digestija ekstrakta pokozice u prisustvu matriksa hrane (to); DPE/M-digestovan ekstrakt pokoZice u prisustvu matriksa
hrane; SE-razblazen ekstrakt semenke; SEK- digestija ekstrakta semenke kontrola (to); DSE-digestovan ekstrakt semenke;
SE/MK-digestija ekstrakta semenke u prisustvu matriksa hrane (to); DSE/M-digestovan ekstrakt semenke u prisustvu
matriksa hrane.

4.4.1.4.2. SadrZaj ukupnih flavonoida

Spektrofotometrijski test zasnovan na formiranju aluminiju-hlorid kompleksa, jedan je od najcesce
primenjivanih analitickih postupaka za odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida u uzorcima hrane 1
medicinskih biljaka. Detaljan metodoloski pristup i specifi¢nosti ovog testa za odredivanje flavonoida
su najbolje opisali Pekal and Pyrzynska (2014). Postoje dve naj¢esc¢e primenjivane procedure (sa ili
bez NaNO>), medutim, oba postupka zavise od klase flavonoida koja je prisutna u uzorku i specifi¢cna
je samo za ograni¢en broj flavonoidnih jedinjenja (Pg¢kal & Pyrzynska, 2014). Procedura koja
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ukljucuje prisustvo NaNO u alkalnoj sredini je Siroko koris¢ena za odredivanje sadrzaja ukupnih
flavonoida u grozdu i komini grozda (lvanova et al., 2011; Ribeiro et al., 2015), koriste¢i katehin kao
standard. Kako je ovaj metodoloski pristup specifi¢an za katehin, rutin i luteolin medu flavonoidima,
odnosno fenolne kiseline koje takode pokazuju znacajnu absorbancu na 510nm (P¢kal & Pyrzynska,
2014), dobijeni rezultate treba komentarisati imajuéi ovo u vidu. Za matriks hrane i ekstrakt pokozice
grozda, sadrzaj ukupnih flavonoida je detektovan u malim koli¢inama u svim analiziranim uzorcima
(Slika 4.48b). Glavni razlog je bio taj $to najzastupljeniji flavonoid kvercetin nije doprineo ukupnoj
absorbanciji na 510nm. Rutin i fenolne kiseline su verovatno najvise ucestvovali u odredivanju
sadrzaja ukupnih flavonoida, koji su pokazali dobru stabilnost tokom eksperimenata sa digestijom,
ali medu njima nisu pronadene znacajne korelacije pri p<0,05.

Sa druge strane, sadrzaj ukupnih flavonoida ekstrakta semenke grozda je bio znacajno veci
(121,8+0,71 mg(QE)/100mL), $to ukazuje na prisustvo katehina u zna¢ajnoj koli¢ini. Posle dodavanja
digestivnog koktela, odnosno digestije sa i bez matriksa hrane, ovaj sadrzaj ukupnih flavonoida se
smanjio §to prati promenu u sastavu flavan-3-ola i biodostupnost pre i posle digestije (r=0,98 za
ukupne flavan-3-ole, monomerne flavan-3-ole, B tip procijanidin izomere i procijanidin galat
izomere). Biodostupnost ukupnih flavonoida iz ekstrakta semenke grozda posle digestije sa
matriksom hrane je bilo 33,1%, Sto je vise od ocekivanog, odrazavajuéi uticaj fenolnih kiselina na
celokupno odredivanje ukupnih flavonoida primenjenom metodom.

4.4.1.4.3. Sadriaj ukupnih proantocijanidina

Kao $to je prikazano na slici 4.48c, u ekstraktu pokozice grozda je detektovana mala koli¢ina
proantocijanidina. Medutim, meSanjem sa digestivnim koktelom, njihov sadrzaj nije detektovan, ni
pre, ni posle digestije sa ili bez matriksa hrane. Njihovo prisustvo nije registrivano ni u uzorcima kada
je analiziran sam matriks hrane. Medutim, UHPLC-Orbitrap MS* analiza je potvrdila prisustvo
nekoliko procijanidin galat izomera. Moguce da je njihov sadrzaj bio ispod granice detekcije za
primenjenu spektrofotometrijsku metodu. Sadrzaj ukupnih proantocijanidina u polaznom ekstraktu
semenke grozda je bio 261,27+8,59 mg/100mL. Medutim, njihov sadrzaj je znac¢ajno redukovan posle
digestije ekstrakta (DSE), sa biodostupnos¢u od 26%. Posle meSanja i digestije ekstrakta semenke sa
matriksom hrane (DSE/M), smanjenje sadrzaja proantocijanidina je bilo jo§ izraZenije, dok je
biodostupnost bila samo 10%. Dobijeni rezultati su bili u saglasnosti sa UHPLC-Orbitrap MS*
analizom flavan-3-ola (p=0,96 za ukupne flavan-3-ole, monomerne flavan-3-ole, B tip procijanidin
izomere i procijanidin galat izomere). Ovi rezultati su potvrdili sposobnost flavan-3-ola da intenzivno
reaguju sa enzimima i jedinjenjima poreklom iz matriksa hrane. Drugi istrazivaci su takode primetili
da su procijanidini skloniji ka interakcijama i vezivanju sa komponentama hrane, u poredenju sa
ostalim klasama polifenola, sto rezultira stvaranjem nerastvornih agregata tokom digestije (Pineda-
Vadillo et al., 2016).

4.4.1.5. Antioksidativna svojstva

Drugi deo ove studije je bio fokusiran na procenu uticaja matriksa hrane na antioksidativni kapacitet
ekstrakta pokozice i semenke grozda tokom in vitro digestije. Antioksidativna svojstva prirodnih
antioksidanata ne mogu se analizirati samo jednom metodom zbog njihove multifunkcionalnosti
(Gulgin et al., 2008). Nekoliko antioksidativnih testova je potrebno da bi se procenili razliciti aspekti
njihove funkcionalnosti, jer svaki test ukljucuje razli¢ite hemijske mehanizme delovanja (Serpen et
al., 2012). Zbog toga su za odredivanje antioksidativnih svojstva odabrane slede¢e metode:
redukuju¢a mo¢ (metoda zasnovana na mehanizmu prenosu elektrona), sposobnost sakupljanja
ABTS " radikala (bazirana na SET i HAT mehanizmu) i sposobnost heliranja jona Fe?*(bazirana na
heliranju prookisadanta) (Slika 4.49).
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Slika 4.49. Antioksidativna svojstva polaznih, nedigestovanih i digestovanih uzoraka ekstrakta pokozice i semenke sa/bez
prisustva matriksa hrane: (a) Sposobnost redukcije Fe®* jona (redukujuéa moé); (b) Sposobnost sakupljanja ABTS™*
radikala; (c); Sposobnost heliranja Fe?* jona. Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=2). Ista
mala slova iznad stubic¢a pokazuju da vrednosti nisu statisticki zna¢ajno razliite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice:
,»N.D.“-nije detektovan; MA-razblazen matriks hrane; MKo-digestija matriksa hrane kontrola (to) ; DM-digestovan
matriks hrane; PE-razblaZen ekstrakt pokozice; PEK- digestija ekstrakta pokozice kontrola (to); DPE-digestovan ekstrak
pokozice; PE/MK-digestija ekstrakta pokoZice u prisustvu matriksa hrane (to); DPE/M-digestovan ekstrakt pokozice u
prisustvu matriksa hrane; SE-razblazen ekstrakt semenke; SEK-digestija ekstrakta semenke kontrola (tp); DSE-digestovan
ekstrak semenke; SE/MK-digestija ekstrakta semenke u prisustvu matriksa hrane (to); DSE/M-digestovan ekstrakt
semenke u prisustvu matriksa hrane.

4.4.1.5.1. Redukujuéa moé

Najvise vrednosti redukujuée moci i bez statisticki znacajne razlike (p<0,05), zabelezene su za
polazne ekstrakte pokozice i semenke, dok je matriks hrane pokazivao priblizno 50% nizu vrednost
(Slika 4.49a). Dodavanje i meSanje digestivnog koktela sa ekstraktima pokozice i semenke, sa ili bez
matriksa hrane (PEK, SEK, PE/MK, SE/MK), pokazalo je sli¢an ishod, uz smanjenje redukujuce
moci za priblizno 25%. Digestija oba ekstrakta (DPE/DSE) nije pokazala znaCajne promene u
redukuju¢oj mo¢i. Medutim, digestija u prisustvu matriksa hrane, pokazala je drugaciji uticaj na
redukujucu sposobnost. Rezultat redukuju¢e moci za DPE/M je bio blago poviSen u poredenju sa
DSE/M, ali bez statisticki znacajne razlike (p<0,05). Vrednost redukuju¢e mo¢i na kraju digestije za
DPE/M uzorak je dostigao 85% od polazne vrednosti ekstrakta pokozice, odnosno DSE/M uzorak je
dostigao 75% od polazne vrednosti ekstrakta semenke. Sli¢ne rezultate su primetili Stanisavljevi¢ et
al. (2015), koji sugerisu znacajno smanjenje redukujuc¢e moci soka od aronije nakon meSanja sa
digestivnim fluidom i matriksom hrane; kao i, neznatno povecanje posle digestije pri ¢emu je
dostignuto 61% od pocetne redukuju¢e moci uzorka soka aronije.
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Korelacija izmedu ukupnog sadrzaja flavonoida i redukujué¢e moc¢i ekstrakta pokozice i semenke je
bila veoma jaka (r=0,94 za pokozicu; r=0,98 za semenku) (Tabela 4.32 i 4.33). Korelaciona analiza
je takode otkrila znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu redukujué¢e moéi ekstrakta semenke grozda i
sadrzaja procijanidina (r=0,96), ukupnih flavan-3-ola (r=0,95), monomernih flavan-3-ola (r=0,95),
B tip procijanidin izomera (r=0,96) i procijanidin galat izomera (r=0,95) (Tabela 4.33). Uzimajuc¢i u
obzir ¢injenicu da je ukupan sadrzaj flavonoida u ekstraktu pokozice zapravo odrazavao sadrzaj rutina
I fenolnih kiselina, dobijeni podaci ukazuju da su upravo ova jedinjenja glavni antioksidanti sa
sposobnos$c¢u redukcije jona gvozda u ekstraktu pokozice. U ekstraktu semenki grozda, flavan-3-oli
su ispoljili ovu sposobnost, pokazujuci sli¢nu zakonitost u delovanju. lako sadrzaj fenolnih Kkiselina
iz ekstrakta semenke 1 redukujuc¢a moc¢ nisu u znacajnoj korelaciji, njihov doprinos redukuju¢im
svojstvima takode treba uzeti u obzir zbog njihovog znacajnog sadrzaja u polaznom ekstraktu i
digestovanim uzorcima. Smanjenu redukujucu sposobnost grozda/komine grozda, pre i posle in vitro
gastrointestinalne digestije, primetili su i drugi autori, ali direktno poredenje nije moguce zbog
razli¢ito izrazenih rezultata i metoda koje se koriste (Pineda-Vadillo et al., 2016; Wang et al., 2017).
Ove studije se baziraju na odredivanju redukujuce antioksidativne moc¢i koja meri redukujucu
sposobnost uzoraka. Medutim, i ovde su oéekivano nakon digestije dobijene smanjene ili sli¢ne
vrednosti u poredenju sa njihovim polaznim uzorcima.

Tabela 4.32. Statisticki znacajne korelacije izmedu ispitivanih spektrofotometrijskih parametara, dobijenih
pracenjem ekstrakta pokoZzice u simuliranim in vitro digestivnim uslovima sa i bez prisustva matriksa hrane.

Parametri TPC TFC PAC FRP ABTS* FCC

TPC / 0,92

TFC / 090 094 -0,91

PAC / 089 -094 -0,98

FRP / -0,94
ABTS™ / 0,93

FCC /

Dobijeni korelacioni koeficijenti prikazani u Tabeli odnose se samo na znacajne korelacije na nivou p<0,05. Skracenice: TPC-SadrzZaj ukupnih fenolnih
jedinjenja; TFC-Sadrzaj ukupnih flavonoida; PAC-Sadrzaj ukupnih proantocijanidina; FRP-Redukuju¢a mo¢; ABTS™-Sposobnost sakupljanja ABTS™
radikala; FCC-Sposobnost heliranja jona Fe?*.

Tabela 4.33. Statisti¢ki znacajne korelacije izmedu ispitivanih parametara, dobijenih pracenjem ekstrakta
semenke u simuliranim in vitro digestivnim uslovima sa i bez prisustva matriksa hrane.

Parametri TPC TFC PAC FRP ABTS* FCC TMF30 TPAtip TPBtip TPGI TF30

TPC / 0,90 -091 0,92 0,91 0,93 0,92
TFC / 0,98 0,98 -0,89  -0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
PAC / 0,96 -0,94 -09 0,96 0,96 0,96 0,96
FRP / -0,89 -0,96 0,95 0,96 0,95 0,95
ABTS™ / 092 -091 -0,91 -0,92 -090 -0,91
FCC / -0,99 -0,91 -1,00 -0,99  -1,00
TMF30 / 0,90 1,00 1,00 1,00
TPAtip / 0,90 0,89 0,90
TPBtip / 1,00 1,00
TPGI / 1,00
TF30 /

Dobijeni korelacioni koeficijenti prikazani u Tabeli odnose se samo na zna¢ajne korelacije na nivou p<0,05. Skra¢enice: TPC-Sadrzaj ukupnih fenolnih
jedinjenja; TFC-Sadrzaj ukupnih flavonoida; PAC-Sadrzaj ukupnih proantocijanidina; *FRP-Redukuju¢a moé¢; *ABTS"-Sposobnost sakupljanja
ABTS" radikala; *FCC-Sposobnost heliranja jona Fe?*; TMF30-Ukupni monomerni flavan-3-oli; TPAtip-Ukupni procijanidin izomeri Atip; TPBtip-
Ukupni procijanidin izomeri Btip; TPGI-Ukupni procijanidin galat izomeri; TF30-Ukupni flavan-3-oli. *Antioksidativna svojstva.

4.4.1.5.2. Sposobnost sakupljanja/uklanjanja ABTS™* radikala

Kao $to je prikazano na slici 4.49b, ekstrakt pokozice grozda je imao malu, a matriks hrane neznatnu
aktivnost uklanjanja ABTS™" radikala, koja je bila ispod granice kvantifikacije, dok je ekstrakt
semenke pokazao znacajnu aktivnost, odnosno 61,56pg (AA)/mL. Dodatak i meSanje digestivnog
koktela sa ekstraktom pokozZice i semenke (PEK/SEK), je znacajno uticao na porast aktivnosti
uklanjanja ABTS* radikala (priblizno pet puta za ekstrakt pokozice i 1,3 puta za ekstrakt semeneke),
ali bez statisticki znacajne razlike medu kontrolnim uzorcima. Posle digestije oba ekstrakta bez
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prisustva matriksa hrane (DPE/DSE), aktivnost uklanjanja ABTS"* radikala je ostala nepromenjena.
To bi moglo ukazivati na to da: (1) posle digestije su se oslobodila jedinjenja iz ekstrakta sa
sposobno$¢u sakupljanja ABTS** radikala; ili (2) digestivni koktel je sadrzao supstance koje poseduju
sposobnost uklanjanja ABTS™ radikala. Oslobodene fenolne kiseline, poput p-kumarinske, kofeinske
i protokatehinske kiseline iz ekstrakta pokozice, kao i kofeinska kiselina iz ekstrakta semenke grozda,
verovatno su najvise doprinele njihovoj antioksidativnoj aktivnosti. Sto se ti¢e matriksa hrane,
poznato je da proteini mesa, kukuruza i krompira imaju sposobnost uklanjanja ABTS** radikala, $to
se moze povecati njihovom parcijalnom denaturacijom posle dodatka digestivnog koktela (Elias et
al., 2008; Serpen et al., 2012). Enzimi iz digestivnog koktele su verovatno najvise doprineli njegovoj
sposobnosti uklanjanju ABTS** radikala. Sa druge strane, digestija matriksa hrane (DM) i oba
ekstrakta u prisustvu matriksa hrane (DPE/M; DSE/M), su znacajno povecala aktivnost uklanjanja
ABTS" radikala. Sva tri digestovana uzorka su pokazala visoku sposobnost sakupljanja/uklanjanja
ABTS"** radikala (102,85+0,55 pug (AA)/mL za DM; 98,29+8,91 ug (AA)/mL za DPE/M; 99,84+0,14
Mg (AA)/mL za DSE/M). Dobijeni rezultati su jasno pokazali da se tokom digestije, samo u prisustvu
matriksa hrane moZze povecati aktivnost uklanjanja ABTS™ radikala. Medutim, povecanje aktivnosti
usmereno ka uklanjanju ABTS™ radikala nije bilo isto medu uzorcima. Najveéi porast aktivnosti je
bio zabelezen za ekstrakt pokozice grozda (34%), zatim za matriks hrane (25%), a najmanji porast je
utvrden za ekstrakt semeneke, samo 13%. Moze se re¢i da je oslobadanje komponenata iz matriksa
hrane imalo glavni uticaj na uklanjanje ABTS™ radikala, $to je poboljsano fenolnim jedinjenjima iz
ckstrakta pokozice grozda (flavonoli i fenolne kiseline) ili smanjeno fenolnim jedinjenjima iz
ckstrakta semenke grozda (flavan-3-oli). Ovo zapazanje je potvrdeno korelacionom analizom.
Utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu ukupnog sadrzaja fenolnih jedinjenja i sposobnosti
uklanjanja ABTS™" radikala (r=0,92), za ekstrakt pokozice (Tabela 4.32), dok je aktivnost uklanjanja
ABTS™ radikala ekstrakta semenke pokazala visoku negativnu Korelaciju sa ukupnim
proantocijanidinima (r=-0,94), ukupnim flavan-3-olima (r=-0,91), monomernim flavan-3-olima (r=-
0,91), B tip procijanidin izomerima (r=-0,92) i procijanidin galat izomerima (r=-0,90) (Tabela 4.33).

Razli¢ite komponente matriksa hrane mogu biti odgovorne za povecanu aktivnost uklanjanja ABTS™
radikala u uzorcima: (1) oslobodeni peptidi digestovanih proteina mesa, zeina i krompira, za koje je
dokazano da imaju povecan antioksidativni kapacitet u poredenju sa polaznim makromolekularnim
proteinima (Elias et al., 2008); (2) oslobodeni dipeptidi koji sadrze histidin, poput karnozina, koji
imaju visoku antioksidativnu aktivnost, kao i rastvorljivi tokoferoli koji su snazni antioksidanti
prisutni u mesu (Chan et al., 1994). Sinergisticki efekti ekstrakta pokozice sa konstituentima matriksa
hrane mogli bi se verovatno pripisati oslobadanju hidroksicinaminskih kiselina (kofeinska i p-
kumarnska kiselina) iz ekstrakta pokozice tokom digestije, za koje je ustanovljena visoka
antioksidativna aktivnost (Rice-Evans et al., 1996). Visok kapacitet vezivanja flavan-3-ola sa
konstituentima matriksa hrane posle digestije, evidentno smanjuje njihovu aktivnost sakupljanja
ABTS"* radikala. Medutim, aktivnost uklanjanja ABTS"* radikala digestovanih ekstrakata pokozice i
semenke se povecala za 36% 1 10% u prisustvu matriksa hrane. Druge studije, koriste¢i razlicite
metode 1 merne jedinice, su takode pruzile informacije koje podrzavaju aktivnost fenolnih jedinjenja
u sakupljanju slobodnih radikala. Medutim, primeéeno je njihovo znac¢ajno smanjenje aktivnosti u
sakupljanju radikala nakon in vitro gastrointestinalne digestije (R. Lucas-Gonzélez et al., 2018;
Stanisavljevi¢ et al., 2015; Wang et al., 2017).

4.4.1.5.3. Sposobnost heliranja jona Fe?*

Fe?* joni indukuju lipidnu peroksidaciju, uglavnom putem Fentonove reakcije ili ubrzavanjem
transformacije lipidnih hidroperoksida u odgovarajuée radikale (Gulgin, 2012). U mesu se gvozde
moze osloboditi tokom kuvanja i digestije (Vieira et al., 2017). Stoga, prisustvo helatnih agenata u
ekstraktu pokozice i semenke je veoma znacajno za smanjenje slobodnih prelaznih metala i njihov
zastitni efekat protiv oksidativnog stresa biomolekula. Kapacitet uzoraka da heliraju jone gvozda
prikazan je na slici 4.49c. Uzimajuci u obzir dobijene rezultate, moze se zakljuciti da ni ekstrakt
pokozici, ni ekstrakt semenke grozda, nisu moéni Fe?* helatori. Sa druge strane samo matriks hrane
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je posedovao znacajan kapacitet heliranja (32,4%). Ocigledno je da kapacitet heliranja poti¢e od
digestivnog koktela i matriksa hrane. Medutim, iznenadujuce je da su meSavina digestivnog koktela
sa ekstraktom pokozice grozda (PEK), ekstraktom semenke (SEK) i matriksom hrane (MKo),
pokazale vrlo sli¢ne vrednosti heliranja (redom 94,6%; 90,1% i 90,6%). Digestija nije pokazala
znacajniji efekat na sposobnost heliranja. Medutim, digestovani uzorci ekstrakta pokozice sa ili bez
matriksa (DPE, DPE/M) su pokazali ve¢u spOsobnost heliranja jona gvozda, u odnosu na ekstrakt
semenke u istim model uzorcima (DSE, DSE/M). Nizak kapacitet heliranja polaznog uzorka soka od
aronije i zna¢ajno povecanje nakon njegovog mesanja sa digestivnim koktelom i matriksom hrane
primetili su Stanisavljevi¢ et al. (2015). Medutim u ovom slucaju, nakon digestije primecen je blagi
porast ove vrednosti.

Korelaciona analiza je otkrila da kapaciteta heliranja ekstrakta pokozice pokazuje jaku pozitivhu
korelaciju sa aktivno$c¢u uklanjanja ABTS™ radikala (r=0,93); odnosno jaku negativnu korelaciju sa
ukupnim sadrzajem flavonoida (r=-0,91) i redukuju¢om moci (r=-0,94) (Tabela 4.32) Sa druge
strane, na kapacitet heliranja ekstrakta semenke grozda snazno je uticalo prisustvo ukupnih flava-3-
ola i njihov sastav. Povecanje sadrzaja proantocijanidina (r=-0,96), ukupnih flavan-3-ola (r=-1,00),
monomernih flavan-3-ola (r=-0,99), B tip procijanidin izomera (r=-1,00) i procijanidin galat izomera
(r=-0,99), rezultiralo je u smanjenju kapaciteta heliranja (Tabela 4.33). Negativna korelacija je takode
primecena izmedu kapaciteta heliranja i redukuju¢e mo¢i (r=-0,96); ukupnih fenolnih jedinjenja (r=-
0,91), ukupnih flavonoida (r=-0,98), dok su kapaciteta heliranja i aktivnosti uklanjanja ABTS™*
radikala pokazali jaku pozitivnu korelaciju (r=0,92) (Tabela 4.33).

Moze se zakljuciti da su dobijene vrednosti za heliranja znatno vece od zbira vrednosti za heliranja
matriksa hrane i digestivnog koktela. Medutim, na vrednosti znatno uti¢e prisustvo ekstrakta grozda,
koje tezi njegovom smanjenju. Procijanidini iz ekstrakta semenke grozda pokazuju veci inhibitorni
efekat na kapacitet heliranja digestivnog koktela i matriksa hrane, u poredenju sa fenolnim kiselinama
I flavonoidima iz ekstrakta pokozice. Efekti inhibicije verovatno su bili rezultat slozenih protein-
polifenol interakcija, koje su bile izrazenije sa katehinom i procijanidinima, nego sa fenolnim
kiselinama i flavonolima. Uzimajuéi u obzir da su fenolna jedinjenja sposobna da redukuju Fe3* jone
do Fe?" jona, oni mogu povedati koli¢inu Fe?* u reakcionoj smesi nakon digestije, §to je rezultiralo
dodatnim smanjenjem kapaciteta heliranja uzoraka (DPE/M, DSE/M) posle digestije. Jaki metal
helatori poreklom iz matriksa hrane, poput peptida i karnozina (Chan et al., 1994; Elias et al., 2008),
verovatno su najviSe doprineli sposobnosti heliranja digestovanih uzoraka.

Smanjena, povecana ili nepromenjena antioksidativna aktivnost digestovanih fenolnih jedinjenja sa
ili bez matriksa hrane utvrdena je razli¢itim metodama koje su zabeleZene u literaturi (Ozdal et al.,
2013; Pineda-Vadillo et al., 2016; Wang et al., 2017). Medutim, rezultati digestija su pokazali da su
klasa/tip fenolnih jedinjenja i matriks hrane snazno uticali na kona¢nu antioksidativnu aktivnost
uzoraka.
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4.4.2. Uticaj proteinskog matriksa na biodostupnost i antioksidativna svojstva fenolnih jednjenja
semenke komine groZda — nefermentisan funkcionalni aditiv TME3

4.4.2.1. Fenolni profil digestovanog ekstrakta semenke u prisustva proteinskog matriksa

Fenolni profili i iskori$¢enje pojedina¢nih fenolnih jedinjenja TM i TME3 uzoraka nakon in vitro
digestije su prikazani u Tabeli 4.34. UV hromatogram polaznog TME3 uzorka, na 254 i 280nm je
prikazan na Slici 4P. Glavne klase fenolnih jedinjenja u vodenom ekstraktu (E) su bile fenolne
kiseline (27,63%) 1 flavan-3-oli (69,23%), koji ¢ine 96,86% ukupno kvantifikovanih fenolnih
jedinjenja. Medu kvantifkovanim fenolnim Kkiselinama, najzastupljenija je bila galna kiselina
(3444,81£117,4 pg/L), dok su dominantni i jedini potvrdeni flavan-3-oli bili katehin
(8282,64+246,89 ug/L) i katehin galat (688,84+36,32 ug/L) (podaci za kvantifikaciju, Tabela P5).
Ostala detektovana fenolna jedinjenja su registrovana u znacajno manjim koli¢inama. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima polifenolnih karakterizacija semenke Prokupca koje su analizirane u
okviru ove disertacije ili objavljene od strane drugih autora (Godevac et al., 2010; Panteli¢ et al.,
2016; Zduni¢ et al., 2019). Treba naglasiti da su u miksu standarda bili i drugi flavan-3-oli, poput
galokatehina, epigalokatehina i epigalokatehin-galata, ali nisu detektovani u svim analiziranim
uzorcima pre i nakon in vitro digestije. Pored toga, fenolna jedinjenja nisu detektovana u polaznom
TM rastvoru, digestovanom TM uzorku i kontroli digestivnog koktela.

U poredenju sa fenolnim jedinjenjima koja su detektovana u vodenom ekstraktu semenke (12959,12
Mg/L), dodatak ekstrakta u kozije mleko (TME3) je uticao na znafajno smanjenje sadrzaja
pojedina¢nih i ukupnih fenolnih jedinjenja (12959,12 pg/L do 2367,76 pg/L)(p<0,05) (Tabela 4.34).
Posto je koris¢eno odmaséeno kozije mleko, moze se predpostaviti da proteini mleka odmah vezuju
79,18% fenolnih kiselina, 83,39% flavan-3-ola, odnosno ¢ak 81,73% svih detektovanih fenolnih
jedinjenja. Smanjen sadrzaj ukupnih kvantifikovanih fenolnih jedinjenja je potvrden i u drugim
studijama, nakon mes$anja polena sa kozijim mlekom (76,19%)(Kosti¢ et al., 2021), ekstrakta cimeta
sa jogurtom (64,8%)(Helal & Tagliazucchi, 2018), voénog soka sa kravljim mlekom (55%) (Cilla et
al., 2009) ili napitka na bazi cimeta sa mlekom (45,8%)(Helal et al., 2014). Poznato je da fenolna
jedinjenja imaju visok afinitet vezivanja za proteine mleka (Ozdal et al., 2013; Ozdal et al., 2018), a
posebno prema termicki tretiranim proteinima mleka (Rahimi Yazdi & Corredig, 2012; Villalva et
al., 2020), kod kojih je nakon denaturacije serum proteina i formiranja WP/CN kompleksa povecan
broj hidrofobnih centara i moguénost interakcija sa fenolnim jedinjenjima (Kili¢ Bayraktar et al.,
2019). Medutim, interakcije fenolnih jedinjenja sa proteinima mleka su varijabilne i veoma zavise od
strukture, molekulske mase i polarnosti pojedina¢nih fenolnih molekula (Jakobek, 2015; Ozdal et al.,
2018; Zhang et al., 2021), $to potvrduju podaci dobijeni za MVP (% ukupnih, pojedinacnih klasa i
pojedinacnih fenolnih jedinjenja vezanih za proteine mleka) (Tabeli 4.34).

Nakon in vitro gastrointestinalne digestije, sadrzaj kofeinske kiseline u digestovanom TME3 uzorku
se nije znacajno promenio u poredenju sa njenim sadrzajem u nedigestovanom TME3 uzorku, a njena
biodostupnost (raCunato u odnosu na sadrzaj u polaznom ekstraktu semenke) je bilo ¢ak 57,17%. U
literaturi se mogu naci razli¢ite vrednosti in vitro biodostupnosti kofeinske kiseline (ra¢unato u
odnosu na polazni ekstrakt): 75,2% u model napitku voéni sok-mleko (Rodriguez-Roque et al., 2014),
~55-62% za razliito termicki tretirane model napitke kafa-odmasceno kravlje mleko (Qie et al.,
2022), ili ~25-100% za razli¢ito procesuirane model napitke kafa-celo mleko (Quan et al., 2020). Sa
druge strane, galna i protokatehinska kiselina nisu detektovane u digestovanom TME3 uzorku, $to
moze biti zbog smanjene stabilnosti u simuliranim intestinalnim uslovima ili formiranja kompleksnih
fenolnih derivata kroz reakcije polimerizacije, epimerizacije i autooksidacije (Rodriguez-Roque et
al., 2014). Prema tome, biodostupnost kvantifikovanih fenolnih kiselina zavisi samo od kofeinske
kiseline i iznosi 1,17%.

Od osam kvantifikovanih flavonoida u ekstraktu semenke (E), na kraju in vitro digestije TME3 uzorka
su detektovani samo katehin, katehin-galat, kvercetin-3-glukozid, apigenin-7-glukozid i aeskuletin.
Odsustvo i smanjena biodostupnost nekih polifenola na kraju in vitro digestije moze biti zbog njihove
smanjene stabilnosti u intestinalnim uslovima, degradacije ili interakcija sa enzimima (Cirkovic

199



Velickovic & Stanic-Vucinic, 2018; Helal et al., 2014; Podsedek et al., 2014). Predhodno je pokazano
da proteini mleka tokom digestije hidrolizuju i gube visok afinitet za vezivanje polifenola koji se
delimi¢no oslobadaju u digestivni koktel. Sa druge strane, najveci deo polifenola je verovatno zadrzan
u nerastvornom delu (talogu), koji je uklonjen nakon in vitro digestije. Stavise, Pineda-Vadillo et al.
(2016) su pokazali da se veéina fenolnih jedinjenja (76,9%) zadrzava u nerastvornoj frakciji nakon
digestije milksejla obogaéenog sa ekstraktom grozda (Eminol®). Medu ispitivanim fenolnim
jedinjenjima, jedino je sadrzaj katehina u digestovanom TME3 uzorku bio zna¢ajno visi u poredenju
sa nedigestovanim TME3 uzorkom. Ovi rezultati ukazuju da je katehin bio jako vezan za proteine
mleka i da je osloboden nakon hidrolize proteina u simuliranim gastrointestinalnim uslovima.
Biodostupnost katehina na kraju in vitro gastrointestinalne digestije je bilo 26,19%, a katehin galata
samo 4,66%. Predhodno je pokazano da proteini mleka (posebno kazeini) lako vezuju i formiraju
komplekse sa flavan-3-olima, ¢ime ograni¢avaju njihovu biodostupnost, absorpciju i potencijalnu
biolosku funkciju (Ferruzzi et al., 2012; Moser et al., 2014). U literaturi se mogu naci varijabilne
vrednosti za iskori$¢enje katehina i epikatehina, zavisno od matriksa hrane. Na primer, Rodriguez-
Roque et al. (2014) su dobili znacajno nizu biodostupnost katehina (14,8%) u dijalizabilnoj frakciji,
nakon in vitro digestije napitka voéni sok-mleko, dok su He et al. (2016) pokazali znacajno visu
biodostupnost epi-katehina nakon in vitro digestije mesavine soka od grozda sa odmaséenim (~40%)
ili punomasnim mlekom (~60%).

Kvercetin-3-glukozid je jedini detektovani flavonol na kraju in vitro digestije, a njegova
biodostupnost je bilo samo 20,38%, verovatno zbog degradacije i slabe rastvorljivosti u intestinalnom
koktelu. 1zoramnetin-3-O-glukozid i kampferol nisu detektovani u nedigestovanom i digestovanom
TME3 uzorku, ve¢ su nadeni samo u ekstraktu semenke. Njihovo odsustvo u digestovanom uzorku
je verovatno zbog njihove jake interakcije i zadrzavanju u nerastvornoj frakciji uklonjenoj nakon
digestije. Iako u malim koli¢inama, apigenin-7-glukozid je detektovan u vodenom ekstraktu semenke
i digestovanom TME3 uzorku, pa se moze zakljuciti da je apigenin-7-glukozid bio vezan sa
proteinima mleka, i da se oslobodio nakon njihove hidrolize proteinazama. Sadrzaj aeskuletina je
zanimljivo jedini bio visi u digestovanom TME3 uzorku nego u ekstraktu semenke, a biodostupnost
je bilo ¢ak 133,42%. Ovo se moZe objasniti potencijalnom ciklizacijom oslobodenih hidroksicimetnih
derivata u intestinalnim uslovima (Tabela 4.18), koji nisu UHPLC-DAD MS/MS kvantifikovani
usled nedostatka standarda. Ukupna biodostupnost kvantifikovanih fenolnih jedinjenja ekstrakta
semenki grozda u prisustvu matriksa odmaS¢enog termicki tretiranog kozijeg mleka (proteinski
matriks) je bilo 18,11%. Sli¢nu biodostupnost fenolnih jedinjenja su dobili Pineda-Vadillo et al.
(2016) za ekstrakte grozda u prisustvu milksejk matriksa. Kako je nakon in vitro gastrointestinalne
digestije pokazano nisko iskori§¢enje fenolnih jedinjenja, moZe se predpostaviti da su ve¢ina fenolnih
jedinjenja ostala u nerastvornoj frakciji. Ovo ih ¢ini potencijalno dostupnim za oslobadanje tokom
digestije u debelom crevu (,colon“ fazi), gde mogu da ispolje preventivhu funkciju protiv
kolorektalnog karcinoma kako su sugerisali Pérez-Ortiz et al. (2019). Drugi autori su dobili zna¢ajno
viSu biodostupnost ukupnih HPLC kvantifikovanih fenolnih jedinjenja polena u prisustvu kozijeg
mleka (30,71%) (Kosti¢ et al., 2021), voénog soka u prisustvu odmas¢enog mleka (29,84%) (Cilla et
al., 2009) ili napitka na bazi cimeta u prisustvu kravljeg mleka (62,9%) (Helal et al., 2014). Razlicite
vrednosti za biodostupnost fenolnih jedinjenja u prisustvu mleka su posledica primenjenog in vitro
digestionog modela, vrste mleka kao proteinskog matriksa, kao i strukturnih  karakteristika,
stabilnosti i polarnosti fenolnih molekula (Wojtunik-Kulesza et al., 2020).
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Tabela 4.34. Biodostupnost fenolnih jedinjenja ekstrakta semenki grozda u prisustvu odmaséenog termicki tretiranog kozjeg mleka pre i posle in vitro
gastrointestinalne digestije (rezultati su izrazeni kao pg/L).

Jedinjenja (pg/L) E* ™ DTM TME3 MVP,% DTME3 KP,% DTME3R,%
Fenolne kiseline
Galna kiselina 344481+117,4¢  n.d. nd. 645,68+20,12° 81,26 n.d. 0 0
Protokatehinska kiselina 62,50+1,992 n.d. n.d. 57,02+2,46° 8,77 n.d. 0 0
Kofeinska kiselina 73,284,307 nd. nd. 42,82+2,38P 41,56 41,89+3,55° 97,83 57,17
z 3580,6 (27,63) / / 74552 (31,49) 79,18 41,89 (1,78) 5,62 1,17
Flavan-3-oli i njihovi derivati
Katehin 8282,64+246,892 n.d. nd.  1444,85+67,4° 82,56 2169,46+£81,50¢ 150,15 26,19
Katehin galat 688,84+36,32° n.d. n.d. 45,11+0,113° 93,45 32,08+1,43¢ 71,12 4,66
Galokatehin n.d. nd. nd. n.d. - n.d. - -
Epigalokatehin n.d. nd. nd. n.d. - n.d. - -
Epigalokatehin-galat n.d. nd. nd. n.d. - n.d. - -
py 8971,5 (69,23) / / 1490 (62,93) 83,39 2201,5 (93,50) 147,76 24,54
Ostali detektovani polifenoli
Kvercetin-3-glukozid 131,25+6,662 nd. nd. 64,48+3,94° 50,87 26,75+1,88° 41,48 20,38
Izoramnetin-3-O-glukozid 49,82+4,40 nd. nd. n.d. 100 n.d. - 0
Kampferol 123,93+7,49 n.d. n.d. n.d. 100 n.d. - 0
Apigenin-7-glukozid 16,08+0,942 n.d. n.d. n.d. 100 15,662,022 - 97,43
Naringenin 40,08+4,55 nd. nd. n.d. 100 n.d. - 0
Aeskuletin 45,89+3,342 n.d. n.d. 67,7943,45° - 61,23+1,47°¢ 90,32 133,42
py 407,06 (3,14) / / 132,28 (5,59) 67,50 103,64 (4,42) 78,35 25,46
pIPX) 12959,12 / / 2367,76 81,73 23471 99,13 18,11

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznaéene sa istim slovom u istom redu nisu statisticki znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05).
Vrednosti u zagradama defini$u procenat zastupljenosti karakteristiénih polifenolnih grupa u uzorku (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; E-vodeni ekstrakt semenke; TM-nedigestovano termicki tretirano kozije mleko (90°C,
10min); DTM-digestovano odmaséeno termicki tretirano kozije mleko; TME3-nedigestovano odmaséenog termicki tretirano kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke (0,6mg/mL); MVP,%- % ukupnih, pojedina¢nih klasa i
pojedinacnih fenolnih jedinjenja vezanih za proteine mleka; DTME3-digestovano termicki tretirano kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke; KP,%- biodostupnost ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedinac¢nih fenolnih
jedinjenja u digestovanim uzorcima, odreden u odnosu na njihov sadrzaj u polaznom rekonstituisanom uzorku; DTME3R,%-biodostupnost fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije TME3 uzorka. Napomena: * UHPLC-DAD
MS/MS.
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4.4.2.2. Elektroforetska analiza nefermentisanog funkcionalnog aditiva TME3 nakon in vitro
digestije

Proteinski profili TM i TME3 uzoraka pre i posle in vitro digestije (Slika 4.50, traka 1-4) su ispitivani
koris¢enjem SDS-PAGE u redukuju¢im (Slika 4.50a) i neredukuju¢im (Slika 4.50b) uslovima u
rastvornoj frakciji uzoraka. Na SDS-R-PAGE gelu se mogu uociti identi¢ni proteinski profili za
nedigestovane TM i TME3 uzorke (Slika 4.50a, trake 1 i 3), sa karakteristi¢cnim trakama koje
pripadaju kazeinima i serum proteinima kozijeg mleka. Ova dva uzorka se jedino razlikuju u
intenzitetu traka, sto je ve¢ diskutovano u podpoglavlju 4.3.2.3. Detekcija i karakterizacija proteina
je izvrSena koriS¢enjem standarda proteina kravljeg mleka, standarda molekulskih masa i dostupnih
literaturnih podataka (Pesic et al., 2012). Osim nekoliko traka koje pripadaju enzimima iz digestivnog
koktela (Slika 4.50a, trake 5 i 6), na kraju in vitro digestije nije bilo vidljivih traka koje su poreklom
od digestovanih TM i TME3 uzoraka (Slika 4.50, trake 2 i 4). Ovo znaci da rastvorljive frakcije nakon
in vitro digestije imaju peptide malih molekulskih masa i aminokiseline, koji su se oslobodili tokom
in vitro digestije, a koje nije moguce detektovati na 12,5% (m/V) poliakrilamidnom gelu. Sli¢ne
rezultate su prijavili drugi autori, za in vitro digestovano odmaséeno kravlje mleko (Egger et al.,
2019; Helal et al., 2014); cimet-mleko napitak (Helal et al., 2014) ili kozije mleko bez/sa polenom
(Kosti¢ et al., 2021), koriste¢i kao u ovoj studiji opste prihvaceni staticki COST INFOGEST
digestivni model. Registrovane proteinske trake u kontroli digestivnog koktela su jaceg ili slabijeg
intenziteta slede¢ih molekulskih masa, 56, 54, 43, 41, 28, 26 i 23 kDa (Slika 4.50a; traka 6, mala
slova pored traka), koje odgovaraju pepsinu, kao i lipazama, amilazama i proteinazama iz
intestinalnog pankreatina (Nehir El et al., 2015).

Nedigestovani TM i TME3 uzorci takode imaju karakteristiécne SDS-NR-PAGE proteinske profile
(Slika 4.50b, trake 1 i 3), koji su opSte poznati za termicki tretirano kozije mleko (Pesic et al., 2012).
Detaljna SDS-NR-PAGE karakterizacija ova dva uzorka je diskutovana u podpoglavlju 4.3.2.3. Na
kraju in vitro digestije, kod oba digestovana TM i TME3 uzorka (Slika 4.50b, trake 2 i 4) su vidljive
samo trake koje poticu od enzima, $to je u saglasnosti sa rezultatima SDS-R-PAGE analize. Ovo
znaCi da tokom digestije oslobodeni peptidi nisu naknadno formirali komplekse u rastvorljivim
frakcijama digestovanog uzorka, $to bi potencijalno uzrokovalo pojavu neke nekarakteristi¢ne trake
ili HMW kompleksa na SDS-NR-PAGE gelu (Slika 4.50b, trake 2 i 4).
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Slika 4.50. Elektrofortski profili TM i TME3 uzoraka pre i posle in vitro gastrointestinalne digestije, analizirani: (a) SDS-R-PAGE-om; i (b) SDS-NR-PAGE-om. Oznake: TM-
nedigestovano termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min) (1); DTM- digestovano odmaséeno termicki tretirano kozije mleko (2); TME3- nedigestovano odmaséenog termicki
tretirano kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke (0,6mg/mL)(3); DTME3- digestovano termicki tretirano kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke (4); DCC-digestivni
koktel sa enzimima (nanesena zapremina 25pl) (5); DCC-digestivni koktel sa enzimima (nanesena zapremina 100u1)(6); trake koje poti¢u od enzima (a,b,c,d,e,f,g). Skracenice: LMW-
standard molekulskih masa; SK-standard glavnih proteina kravljeg mleka; asl1-CN (asl-kazein); as2-CN (as2-kazein); B-CN (B-kazein); k-CN (x-kazein); y-CN (y-kazein); B-LG (B-
laktoglobulini); a-LA (a-laktalbumin); BSA-serum albumin krvi; lg-imunoglobulini; Lf-laktoferin; HMW-visokomolekularni kompleksi. Napomena: svi uzorci su meSani sa
odgovarajuceg puferom za uzorke u odnosu 1:1.
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4.4.2.3. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativna svojstva

Rezultati za sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnu aktivnost polaznih (nedigestovanih)
uzoraka (TM i TME3), in vitro digestovanih uzoraka (DTM i DTME3) i kontrole digestivnog koktela
(DCC), su prikazani na Slici 4.51a-e. TPC vrednosti TM, DTM i DCC uzorka su bile u rasponu od
7.64 do 22.61 mg (GAE)/100mL (Slika 4.51a), §to je u suprotnosti sa rezultatima HPLC
kvantifikacije fenolnih jedinjenja. Medutim, ako se uzmu u obzir ograni¢enja Folin-Ciocalteu-ove
metode i njena prvobitna namena u analizi proteina, dobijeni rezultati su posledica interferancije
Folinovog reagensa sa proteinima, enzimima, peptidima i aminokiselinama koji nastaju tokom in
vitro digestije (Helal et al., 2014; Kosti¢ et al., 2021). TME3 uzorak je imao znac¢ajno visi TPC, u
poredenju sa TM uzorkom, $to je o¢ekivano zbog prisustva fenolnih jedinjenja iz ekstrakta semenke
koji su sadrzani u TME3 uzorku. Poredenje medu ovim uzorcima je predhodno detaljno razmatrano
u podpoglavlju 4.3.2.10. Sli¢na zapazanja su predhodno sugerisale druge studije za mle¢ne proizvode
obogacene fenolnim jedinjenjima iz razli¢itih biljaka (Gad & Abdelazim, 2010; Park et al., 2018). Na
kraju in vitro digestije, fenolna jedinjenja su oslobodena, doprinose¢i znacajno visSim TPC
vrednostima (32.18 + 0.35 mg (GAE)/100 mL) digestovanog TME3 uzorka, u poredenju sa
digestovanim TM uzorkom (22,61+0,22 mg(GAE)/100mL). Sli¢ne rezultate su prijavili Helal et al.
(2014) za digestovan cimet-mleko napitak, i Cilla et al. (2011) za digestovan napitak voénog soka i
mleka. Pored toga, digestovani TM i TME3 uzorci su imali znacajno veéi TPC, u poredenju sa
njihovim nedigestovanim TM i TME3 uzorcima. Medutim, u ovom slucaju ne treba zanemariti uticaj
digestivnog koktela koji zajedno sa oslobodenim peptidima, aminokiselinama i fenolnim jedinjenjima
doprinose visim TPC vrednostima na kraju digestije (Power et al., 2013). Ako se ova ¢injenica uzme
u obzir, digestovan TM uzorak je imao veci, a TME3 uzorak nizi TPC u poredenju sa sumom TPC
vrednosti za njihove nedigestovane uzorke (TM ili TME3) i DCC. Smanjena TPC za digestovan
TME3 uzorak u odnosu na sumu TME3/DCC, je verovatno zbog zadrzavanja fenolnih jedinjenja u
nerastvornoj frakciji digestovanog uzorka, kao i smanjene stabilnosti oslobodenih fenolnih jedinjenja
u simuliranim intestinalnim uslovima i njihove sposobnosti da se lako polimerizuju i autooksiduju
(Rodriguez-Roque et al., 2014). Ovi rezultati su u saglasnosti sa HPLC rezultatima, koji takode
pokazuju smanjenu biodostupnost ili potpuno odsustvo vecine fenolnih jedinjenja na kraju in vitro
digestije (Tabela 4.34). Sli¢no nasim rezultatima, Qie et al. (2022) su dobili smanjene TPC vrednosti
za razlic¢ite mleko-kafa model napitke nakon in vitro gastrointestinalne digestije.

Rezultati za in vitro fosfomolibden i Fe®* redukujuéu mo¢ analiziranih uzoraka su prikazani na Slici
4.51b,c. Obe metode mere redukcioni kapacitet jona metala, a dobijeni rezultati su najcesée u
saglasnosti. Razlike u potvrdenim vrednostima za analizirane uzorke medu metodama su posledica
razli¢itih metodologija. U TAC metodi bioaktivna jedinjenja redukuju Mo®* jone u kiseloj sredini,
dok kod FRP metode redukuju slobodne Fe®** jone. TME3 uzorak je pokazao znadajno vise TAC i
FRP vrednosti, u poredenju sa TM uzorkom, zbog prisustva fenolnih jedinjenja. Kontrola digestivnog
koktela je takode pokazala TAC (52,26+0,54 pg (AA)/mL) i FRP aktivnost (14,61+1,46 pg
(AA)/mL), i mora se uzeti u razmatranje prilikom tumacenja dobijenih rezultata na kraju in vitro
digestije, jer je u ovoj model studiji digestivni koktel sastavni deo digestovanih TM i TME3 uzoraka.
Digestovan TM uzorak pokazuje visu, a digestovan TME3 nizu TAC aktivnost u poredenju sa
njihovim nedigestovanim uzorcima ili sumom nedigestovanih uzoraka i DCC. Medutim, digestovan
TME3 uzorak pokazuje znacajno visSu TAC i FRP vrednost u poredenju sa digestovanim TM
uzorkom, zbog prisustva biodostupnih fenolnih jedinjenja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa TPC
rezultatima. Nehir El et al. (2015) su registrovali znacajno visu TAC aktivnost digestovanog kozijeg
kefira i mleka u poredenju sa nedigestovanim uzorcima. Sa druge strane, Kosti¢ et al. (2021) su
pokazali znacajno nizu TAC vrednost za in vitro digestovan uzorak kozijeg mleka obogacenog
polenom, u poredenju sa njegovim polaznim uzorkom ili digestivnom kontrolom.

Sposobnost sakupljanja ABTS™" radikala digestovanih TM i TME3 uzoraka je znacajno povecana u

poredenju sa nedigestovanim uzorcima ili sumom ABTS™ vrednosti za digestivni koktel i

odgovarajuce nedigestovane uzorke (Slika 4.51d). Digestovani uzorci su imali bolju sposobnost

uklanjanja ABTS™" radikala verovatno zbog peptida male molekulske mase (nisu detektovani pomocu
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SDS-R-PAGE) i aminokiselina, koji su oslobodeni enzimskom hidrolizom proteina kozijeg mleka
(Power et al., 2013). Tokom in vitro digestije kazeina, serum proteina i njihovin WP/CN kompleksa,
verovatno nastaju peptidi sa visokim koncentracijama triptofana, cisteina, metionina i histidina, koji
imaju jak antioksidativni kapacitet (Lamothe et al., 2019). Digestovani TME3 uzorak je imao
znacajno visu ABTS™" aktivnost u poredenju sa digestovanim TM uzorkom, ¢emu dodatno doprinose
oslobodena i biodostupna fenolna jedinjenja. Niska ABTS" vrednost za TME3 uzorak se obja$njava
postojanjem fenolna jedinjenja-WP/CN interakcija, koje smanjuju antioksidativnu aktivnost fenolnih
jedinjenja. Nekoliko autora je predhodno uocilo poboljsanu ABTS'" aktivnost in vitro digestovanih
model napitaka sok grozda-mleko (He et al., 2016), cimet-mleko (Helal et al., 2014), voéni sok-mleko
(Cillaetal., 2011) ili jogurta obogacenog cimetom (Helal & Tagliazucchi, 2018).
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Slika 4.51. Ukupna fenolna jedinjenja (a) i antioksidativna svojstva (b-e), TM i TTME3 uzoraka pre i posle in vitro
gastrointestinalne digestije. Ukupni antioksidativni kapacitet “in vitro fosfomolibden redukuju¢a mo¢” (b); Sposobnost
redukcije Fe®* jona (redukujuéa mo¢) (c); Sposobnost sakupljanja ABTS™ radikala (d); Sposobnost heliranja Fe?* jona
(e). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Razli¢ita mala slova pokazuju da su vrednosti
statisti¢ki znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: TM-nedigestovano termicki tretirano kozije mleko
(90°C, 10min); DTM-digestovano odmaséeno termicki tretirano kozije mleko; TME3-nedigestovano odmascenog
termicki tretirano kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke (0,6mg/mL); DTME3-digestovano termicki tretirano
kozije mleko obogaceno ekstraktom semenke; DCC-digestivni koktel sa enzimima.

Nedigestovani TM i TME3 uzorci su pokazali dobra heliraju¢a svojstva, jer su prvenstveno u pitanju
proteinski matriksi (Slika 4.51e), za koje je opSte poznato da su dobri helatni agensi. Poredenje
helirajucih svojstava medu ovim uzorcima je predhodno detaljno razmatrano u podpoglavlju 4.3.2.10.
Sli¢no nasim rezultatima, Shori (2022) su ukazali na dobra heliraju¢a svojstva mle¢nih proizvoda koji
su obogaceni fenolnim ekstraktima muskatnog oras¢i¢a i bibera. VVredi napomenuti da je kontrola
digestivnog koktela pokazala bolja heliraju¢a svojstva, u poredenju sa TM 1 TME3 uzorcima, cemu
verovatno doprinose enzimi i soli iz digestivnog koktela koji mogu da veZzu ili reaguju sa jonima
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gvozda. Digestovani TM (5783,27+67,24 ug (EDTA)/mL) i TME3 (5424,64+97,13 pg (EDTA)/mL)
uzorci su pokazali znacajno vise vrednosti, u poredenju sa njima kompatibilnim nedigestovanim
uzorcima (TM i TME3) ili sumom FCC vrednosti digestivnog koktela i odgovarajucih nedigestovanih
uzoraka. Ovo znaci da su se tokom in vitro digestije oslobodili peptidi koji poseduju dobra helirajuca
svojstva (Power et al., 2013). Neka oslobodena fenolna jedinjenja toko in vitro digestije takode mogu
da stupe u interakcije sa enzimima i da uspore hidrolizu proteina mleka do aminokiselina, pri cemu
se formiraju peptidi sa visokom helatnom aktivnos¢u (Stanisavljevié et al., 2015).
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4.4.3. Uticaj dijetnih vlakana i kompleksnog matriksa koji ukljucuje proteine i viakna

4.4.3.1. Fenolni profil digestovanog ekstrakta semenke u prisustva vlakana i kompleksnog
protein/vlakna matriksa — nefermentisani funkcionalni aditivi, IE i TMIE3

Fenolni profili i iskori§¢enje pojedinaénih fenolnih jedinjenja IE i TMIE3 uzoraka pre i nakon in vitro
digestije su prikazani u Tabeli 4.35 (podaci za kvantifikaciju, Tabela P5). Fenolna jedinjenja nisu
detektovana u polaznim i in vitro digestovanim TM i TMI uzorcima, §to je i o¢ekivano jer su u pitanju
visoko proteinski matriksi bez/sa inulinom. Vodeni ekstrakt semenki grozda ima identi¢an profil
fenolnih jedinjenja kao i ekstrakt koji je predhodno diskutovan u podpoglavlju 4.4.2.1., §to je i
oc¢ekivano ako se uzme u obzir da su ekstrakti dobijeni iz semenki Prokupca koje su izdvojene iz iste
Sarze komine. Male varijacije u sadrzaju pojedina¢nih fenolnih jedinjenja Se mogu primetiti
(pogledati E uzorak Tabela 4.34 i Tabela 4.35), medutim dobijene vrednosti nisu statisti¢ki znac¢ajno
razli¢ite za sva detektovana jedinjenja. Dominantna fenolna jedinjenja su bila katehin i1 galna kiselina,
koji zajedno cine ¢ak 90,45% ukupno kvantifikovanih fenolnih jedinjenja, dok su ostala detektovana
fenolna jedinjenja u ekstraktu potvrdena u znac¢ajno manjim koli¢inama.

Sadrzaj pojedinac¢nih i ukupnih fenolnih jedinjenja detektovanih u IE (3860,34 pg/L) i TMIE3
(733,77 pg/L) uzorcima su bili znac¢ajno nizi u poredenju sa sadrzajem fenolnih jedinjenja nadenih u
ekstraktu semenki (12879,77 pg/L). Ovo snizenje u sadrzaju fenolnih jedinjenja je zbog interkacija
fenolnih jedinjenja sa inulinom i proteinima mleka u TMIN3 uzorku ili zbog njihovog “zarobljavanja“
u strukturi inulina, Sto je predhono pokazano prilikom karakterizacije ovog izorka (podpoglavlje
4.3.3). Medutim, interakcije fenolnih jedinjenja sa inulinom ili protein-inulin matriksom su razlicite
i o¢igledno zavise od strukturnih karakteristika pojedina¢nih fenolnih molekula, $to se moze videti u
Tabeli 4.35 (kolone IVP(% ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja vezanih
za inulin) i MIVP (% ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja vezanih za
proteine mleka-inulin matriks). Na osnovu rezultata se moze predpostaviti da kompleksan
mleko/inulin matriks veze 90,64% fenolnih kiselina i 96,27% flavan-3-ola, odnosno 94,3% svih
detektovanih fenolnih jedinjenja. Medutim, imajuéi u vidu predhodnu karakterizaciju TMIE3 uzorka,
fenolna jedinjenja su zajedno sa inulinom micelarno vezana, ili su vezana u rastvorljivim IE/WP/CN
kompleksima fenolna jedinjenja, ili su inkapsulisani u strukturi inulina i egzistiraju kao IE. Sa druge
strane, na primeru IE uzorka je pokazano da inulin vezuje samo 22,81% fenolnih kiselina i ¢ak
88,68% flavan-3-ola, odnosno 70,03% svih detektovanih fenolnih jedinjenja ekstrakta semenki.
Predhodne studije su pokazale interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i inulina, koje ukljucuju
vodoni¢ne veze i Van der Wals-ove interakcije (Jakobek & Mati¢, 2019). Interakcije inulina ili inulin-
protein matriksa sa pojedina¢nim fenolnim jedinjenjima, su do sada oskudno ispitivane, pa je
poredenje sa drugim studijama tesko izvodljivo.

Sadrzaj fenolnih kiselina nakon in vitro gastrointestinalne digestije je bio razli¢it zavisno od matriksa.
U digestovanom TMIE3 uzorku je potvrdena samo kofeinska kiselina, koja jedina doprinosi
biodostupnosti fenolnih kiselina u prisustvu mleko/inulin matriksa (1,19%). Sa druge strane, u
digestovanom IE uzorku su detektovane protokatehinska, kofeinska i ferulinska kiselina, koje
doprinose biodostupnosti fenolnih kiselina u prisustvu inulina (6,12%). Protokatehinske kiseline nije
nadena u nedigestovanom IE uzorku, a njeno prisustvo u digestovanom IE uzorku je verovatno
posledica migracije sa povrsine inulina, zbog izmenjenih pH uslova u simuliranim gastrointestinalnim
fazama. Ferulinska kiselina nije nadena u ekstraktu semenke i IE uzorku, ve¢ je detektovana samo u
digestovanom IE uzorku. Medutim, ferulinska kiselina u ekstraktu najce$ée egzistira estarski
povezana sa vinskom kiselinom (Tabela 4.13), a njeno prisustvo na kraju digestije je verovatno
posledica raskinutih veza tokom in vitro gastrointestinalne digestije.
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Tabela 4.35. Biodostupnost fenolnih jedinjenja ekstrakta semenki grozda u prisustvu inulina i inulin-mleko matriksa, pre i posle in vitro gastrointestinalne digestije
(rezultati su izrazeni kao pg/L).

Jedinjenja (Hg/L) E ™ DTM T™I DTMI IE 1VP,% DIE DIER,% TMIE3 M(')/\:P‘ DTMIE3 DTMIE3, R, %

Fenolne kiseline
Galna kiselina 3400,12+472,71*  n.d. n.d. n.d. n.d. 2742,56+175,12° 19,34 n.d. 0 139,85+5,98° 95,89 n.d. 0
Protokatehinska kiselina 63,21+2,70% n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 100 67,81+3,15% 107.27 87,33+1,88° - n.d. 0
Siringinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. - 72,02+1,69 - n.d. -
Kofeinska kiselina 74,4145,43% nd. n.d. n.d. n.d. 23,43+2,92° 68,51 27,90+2,14% 37,49 31,86+3,96° 57,19 42,09+2,00¢ 56,57
Ferulinska kiselina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - 120,66+7,11 100 n.d. - n.d. -

P 3537,75 (27,47) / / / / 2765,99 (71,65) 22,81 216,37 (3,88) 6,12 331,06(45,12) 90,64 42,09 (5,42) 1,19
Flavan-3-oli i njihovi derivati
Katehin 8250,56+214,8*  n.d. n.d. n.d. n.d. 980,58+13,7° 88,12 5290,72+290,2° 64,13 300,24+9,48¢ 96,36  511,78+11,56 6,203

e

Katehin galat 690,54+38,02° nd. n.d. n.d. n.d. 31,69+3,17° 95,41 31,52+2,85° 4,57 32,92+2,60° 95,23 30,99+2,03° 4,487
Galokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
Epigalokatehin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -
Epigalokatehin galat n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. - n.d. - n.d. - n.d. -

b 8941,11 (69,42) / / / / 1012,27 (26,22) 88,68  5322,25 (95,52) 59,53 333,16(45,40) 96,27 542,76 6,07

(69,84)

Ostali detektovani polifenoli
Kvercetin-3-glukozid 129,23+4,64% nd. n.d. n.d. n.d. 54,54+3,12° 57,80 17,42+1,52% 13,48 20,39+1,52° 84,22 15,24+1,40¢ 11,80
Izoramnetin-3-O-glukozid 48,44+3,02° n.d. n.d. n.d. n.d. 11,98+1,96° 75,28 n.d. 0 n.d. 100 n.d. 0
Kampferol 125,4449,012 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 100 n.d. 0 n.d. 100 121,89+4,21°2 97,17
Apigenin-7-glukozid 16,16+1,02% n.d. n.d. n.d. n.d. 15,57+0,812 3,70 15,97+0,86% 98,77 n.d. 100 n.d. 0
Naringenin 38,06+2,53 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 100 n.d. 0 n.d. 100 n.d. 0
Aeskuletin 43,57+1,015a nd. n.d. n.d. n.d. nd. 100 n.d. 0 49,16+1,48° - 55,16+0,82° 126,61

) 400,92 (3,11) / / / / 82,08 (2,13) 79,53 33,38 (0,60) 8,33 69,55 (9,48) 82,65 192,29 47,96

(24,74)
P 12879,77 / / / / 3860,34 70,03 5572,00 43,26 733,77 94,30 777,15 6,03

Vrednosti su dobijeni iz tri nezavisna merenja (n=3) i prikazane kao srednje vrednosti +standardna devijacija. Vrednosti koje su oznacene sa istim slovom u istom redu nisu statisticki znacajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05).
Vrednosti u zagradama definiSu procenat zastupljenosti karakteristi¢nih polifenolnih grupa u uzorku (%). Skracenice: ,,n.d.“-nije detektovan; E-vodeni ekstrakt semenke (ekstrakti dobijeni iz semenki Prokupca koje su izdvojene
iz iste Sarze komine kao i ekstrakt iz Tabele 4.34); TM-nedigestovano termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min); DTM-digestovano odmas¢eno termicki tretirano kozije mleko; TMI- nedigestovano odmaséeno termicki
tretirano kozije mleko/inulin; DTMI-digestovan odmasceno termicki tretirano kozije mleko/inulin; IE- nedigestovan sprej osuseni prah inulin/ekstrakt; DIE-digestovan sprej osusen prah inulin/ekstrakt; TVP%-(% ukupnih,
pojedina¢nih klasa i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja vezanih za inulin; DIER%- biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije inulin/ekstrakt sprej osuSenog praha; TMIE3-nedigestovano termicki
tretirano kozije mleka obogaceno prahom inulin/ekstrakt semenke; DTMIE3- digestovano termicki tretirano kozije mleko obogaceno prahom inulin/ekstrakt semenke; MIVP,%- % ukupnih, pojedina¢nih klasa i pojedinaénih
fenolnih jedinjenja vezanih za proteine mleka-inulin matriks; DTMIE3R%-ukupna biodostupnost (,,recovery*) fenolnih jedinjenja nakon in vitro digestije TTM+INE3 funkcionalnog aditiva. Napomena: * UHPLC-DAD MS/MS
kvatifikovana fenolna jedinjenja.
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Medu flavonoidima posebnu paznju treba obratiti na iskoriS¢enje katehina, koji je dominatno
potvrden u ekstraktu semenke. Njegova biodostupnost na kraju in vitro digestije je bilo 64,13% u
prisustvu inulina i samo 6,20% u prisustvu proteini mleka/inulin matriksa. Ovo znaci da se
kori$¢enjem inulina kao nosaca katehin uglavnom oslobada u intestinalnoj fazi i lako prelazi sa
povrsine inulina u rastvornu frakciju. Sa druge strane, malo iskorisé¢enje katehina u prisustvu
mleko/inulin matriksa je verovatno posledica njegovog zadrzavanja u nerastvornoj fazi digestovanog
uzorka (Pineda-Vadillo et al.,, 2016). Nakon gastrointestinalne digestije vec¢i deo katehina se
verovatno oslobodi iz IE/WP/CN rastvorljivih kompleksa nego iz micelarnih kompleksa proteina
mleka i inulina, jer su WP i WP/CN kompleksi u IE/WP/CN obliku dostupniji enzimima. Katehin
galat je pokazao malo iskoriS¢enje u prisustvu oba matriksa (~4,5%). Medu flavonolima, kvercetin-
3-glukozid je potvrden u oba digestovana IE i TMIE3 uzorka. Medutim, njegovo iskoris¢enje je bilo
malo, redom 13,48 i 11,80%. Sa druge strane, apigenin-7-glukozid je pokazao visoko iskori$¢enje u
prisustvu inulin matriksa, kao i kampferol i aeskuletin u prisustvu proteini mleka/inulin matriksa.
Izoramnetin-3-O-glukozid nije detektovan u digestovanim uzorcima. Konac¢no iskori$éenje
kvantifikovanih fenolnih jedinjenja ekstrakta semenki grozda u prisustvu inulina je bilo 43,26%, dok
je u prisustvu mleko/inulin matriksa bilo samo 6,03% (racunato u odnosu na ekstrakt semenke (E)).
Sli¢no iskoris¢enje ukupnih fenolnih jedinjenja su prijavili Bernardes et al. (2019) za ekstrakte jussara
(Euterpe edulis Martius) voca u prisustvu inulina (33,8%), dok su Tomas et al. (2020) dobili 29,9%
iskori$¢enje ukupnih antocijana nakon in vitro digestije mesavine pirea kupine i inulina. Na osnovu
detaljne pretrage literaturnih podataka, ovo je prva studija koja analizira uticaj multikomponentnog
proteini mleka/inulin matriksa na iskori$¢enje fenolnih jedinjenja. Na osnovu dobijenih rezultata se
moze zakljuciti da se u prisustvu inulina vecina fenolnih jedinjenja oslobodi tokom gastrointestinalne
digestije, dok se u prisustvu kompleksnog proteini mleka/inulin matriksa (TMIE uzorka) vecina
fenolnih jedinjenja zadrzava u nerastvornoj frakciji i moze biti potencijalno dostupna u ,,colon® fazi.

4.4.3.2. Elektroforetska analiza kompleksnog protein/vlakna matriksa nakon in vitro digestije

Proteinski profili TM, TMI i TMIE3 uzoraka i njihovih rastvornih frakcija pre i nakon in vitro
digestije (Slika 4.52a,b, traka 1-6), su elektroforetski analizirani, koris¢enjem SDS-PAGE u
redukujuc¢im (Slika 4.52a) i neredukujuc¢im (Slika 4.52b) uslovima. Kao §to se moze videti na SDS-
R-PAGE gelu, nedigestovani TM, TMI i TMIE3 uzorci su imali identi¢ne proteinske profile, sa
karakteristi¢énim trakama koje pripadaju kazeinima i serum proteinima (Slika 4.5a, trake 1, 3, i 5).
Detaljna analiza i karakterizacija ovih uzoraka je opisana i diskutovana u podpoglavlju 4.3.3.3.
Nedigestovani IE uzorak je takode nanet u bunari¢ (Slika 4.52a, traka 7), medutim trake nisu
detektovane, $to je ofekivano jer se radi o neproteinskom matriksu. Na kraju in vitro digestije, kod
svih rastvornih frakcija uzoraka su potvrdene samo trake koje pripadaju enzimima iz digestivnog
koktela (Slika 4.52a, traka 9). Trake poreklom od digestovanih TM, TMI i TMIE3 uzoraka nisu bile
vidljive (Slika 4.52a, trake 2, 4 i 6), §to znaci da su se tokom digestije oslobodili peptidi koji nisu
vidljivi na SDS-R-PAGE gelu i aminokiseline. Identi¢ne elektroforetske rezultate su prijavili drugi
autori, za in vitro digestovan koziji kefir obogacen dugolan¢anim, nativnim i kratkolancanim
inulinom (Simsek et al., 2017) i odmasceno termicki tretirano kozije mleko bez/sa polenom (Kosti¢
etal., 2021).
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Slika 4.52. Elektroforetski profili TM, TMI, TMIE3 i IE uzoraka, pre i posle in vitro gastrointestinalne digestije, analizirani: (a) SDS-R-PAGE-om; (b) SDS-NR-PAGE-om. Oznake:
TM-nedigestovano termicki tretirano kozije mleko (90°C, 10min) (1); DTM-digestovano odmasc¢eno termicki tretirano kozije mleko (2); TMI- nedigestovano odmaséeno termicki
tretirano kozije mleko/inulin (3); DTMI-digestovan odmaséeno termicki tretirano kozije mleko/inulin (4); TMIE3-nedigestovano termicki tretirano kozije mleka oboga¢enog prahom
inulin/ekstrakt semenke (5); DTMIE3- digestovano termicki tretirano kozije mleko obogaceno prahom inulin/ekstrakt semenke (6); IE- nedigestovan sprej osuseni prah inulin/ekstrakt
(7); DIE-digestovan sprej osusen prah inulin/ekstrakt (8); DCC-digestivni koktel sa enzimima (9). Skrac¢enice: LMW-standard molekulskih masa; SK-standard glavnih proteina
kravljeg mleka; as1-CN (asl-kazein); as2-CN (os2-kazein); B-CN (B-kazein); k-CN (k-kazein); y-CN (y-kazein); B-LG (B-laktoglobulini); a-LA (a-laktalbumin); BSA-serum albumin

krvi; 1g-imunoglobulini; Lf-laktoferin; HMW-visokomolekularni kompleksi. Napomena: svi uzorci su mesani sa odgovaraju¢im puferom za uzorke u odnosu 1:1.




SDS-NR-PAGE profili nedigestovanih TM, TMI i TMIE3 uzoraka su predhodno analizirani i
diskutovani u podpoglavlju 4.3.3.3. Na kraju in vitro digestije u rastvornim frakcijama digestovanih
TM, TMI i TMIE3 uzoraka (Slika 4.52b, trake 2, 4 1 6), su vidljive samo trake koje poti¢u od enzima
(Slika 4.52b, traka 9), Sto je u saglasnosti sa SDS-R-PAGE rezultatima. Nekarakteristi¢ne trake
potencijalno formiranih peptidnih agregata nisu potvrdeni na SDS-NR-PAGE gelu. Kod
digestovanog IE uzorka (Slika 4.52b, traka 8), trake poreklom od enzima nisu primecene kao $to je
to bio slucaj u drugim analiziranim digestovanim uzorcima, sto znaci da su najverovatnije ostali u
nerastvornoj frakciji zajedno sa inulinom ili nisu vezali Commasie briliant blue boju zbog velikog
prisustva inulina u IE uzorku. Medutim, na ulazu u gornji gel se moze primetiti manje intenzivna
traka koja verovatno pripada enzimima koji su kompleksirali sa fenolnim jedinjenjima, prvenstveno
pro(anto)cijanidinima (Ramos-Pineda et al., 2020). Na SDS-R-PAGE profilu rastvorne frakcije
digestovanog IE uzorka se takode moze uociti smanjen intenzitet i odsustvo traka koje poticu od
enzima (Slika 4.52b, traka 8), u poredenju sa istim trakama kod drugih digestovanih uzoraka. Ovo se
moze pripisati istim faktorima kao kod SDS-NR-PAGE analize, deo enzima ostao je u nerastvornoj
frakciji digestovanog uzorka zbog vezivanja za inulin ili je doslo do smanjenog vezivanja Commasie
briliant blue boje za enzime zbog smanjenja hidrofobnih regiona za koji se mozZe vezati boja usled
interakcije sa inulinom.

4.4.3.3. Sadriaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativna svojstva

Rezultati za sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja i antioksidativnu aktivnost nedigestovanih uzoraka
(TM, TMI, IE i TMIE3), njima komplementarnih in vitro digestovanih uzoraka (DTM, DTMI, DINE
i DTMIES3) i kontrole digestivnog koktela (DCC), su prikazani na Slici 4.53a-e. Nedigestovani i
digestovani TM i TMIE uzorci, u ovoj studiji imaju ulogu kontrolnih uzoraka. Kako su kontrolni
uzorci visoko proteinski, Folin-Ciocalteu-ova metoda u ovom slucaju prati redukujuéi kapacitet
uzoraka, koji je prividno izrazen kao TPC. Rezultati za TPC dobijeni za nedigestovan i digestovan
TM uzorak su u saglasnosti sa predhodno diskutovanim rezultatima u podpoglavlju 4.4.2.3. Nize TPC
vrednosti za TMI uzorak, u poredenju sa TM uzorkom je zbog udela inulina u ovom uzorku i
smanjenog sadrzaja proteina. Ovo takode uti¢e na snizenje TPC vrednosti digestovanog TMI uzorka,
jer ova TPC vrednost zavisi samo od oslobodenih peptida i aminokiselina, dok inulin ostaje
nehidrolizovan nakon digestije. Nedigestovan IE uzorak je imao visok TPC, zbog visokog sadrzaja
fenolnih jedinjenja. Medutim, nakon in vitro digestije ovog uzorka (DIE), TPC se smanjio skoro tri
puta, Sto nije u saglasnosti sa HPLC rezultatima kod kojih je registrovan znacajno veéi sadrzaj
fenolnih jednjenja nakon digestije (tabela 4.35). Ovo ukazuje da je prisutni inulin u kombinaciji sa
digestivhom koktelom ometao redukujuéa svojstva prisutnih fenolnih jedinjenja zbog interakcija,
zbog Cega su se dobili znacajno nizi rezultati. Druge studije su takode prijavile nizak sadrzaj ukupnih
fenolnih jedinjenja nakon digestije mikroinkapsulata inulin-fenolna jedinjenja jussara voce
(Bernardes et al., 2019), ili meSavine inulina sa kupina pircom (Tomas et al., 2020). Sa druge strane,
digestovan TMIE3 uzorak je imao visi TPC (30,32+1,74 mg(GAE)/100mL), u poredenju sa njemu
kompatibilnim nedigestovanim uzorkom ili sumom TPC wvrednosti digestivnog koktela i
nedigestovanog TMIE3 uzorka. Konac¢no, digestovani TMIE3 uzorak je imao visi TPC u poredenju
sa digestivanim TM i TMI uzorcim, ¢emu su doprinela upravo fenolna jedinjenja oslobodena nakon
in vitro digestije.

Rezultati za TAC (Slika 4.53b) i redukuju¢u mo¢ (FRP)(Slika 4.53c) nedigestovanog i digestovanog
TM uzorka su uz male varijacije saglasni sa predhodno diskutovanim rezultatima za iste uzorke u
podpoglavlju 4.4.2.3. Medutim, ostali uzorci koji su analizirani (TMI, IE i TMIE3) sadrze inulin, koji
hidrolizuje u kiseloj sredini i doprinosi visokim TAC vrednostima. Sa druge strane, inulin ne uti¢e na
FRP vrednosti istih uzoraka, ve¢ samo fenolna jedinjenja i neznatno proteini mleka. 1z navedenih
razloga, nedigestovani i digestovani TMI uzorci imaju visok TAC, ali nisku FRP redukujuéu
aktivnost. Dalje, za IE uzorak su dobijene visoke TAC i FRP vrednosti, koje su se znac¢ajno smanjile
nakon digestije ovog uzorka (DIE), zbog smanjene biodostupnosti fenolnih jedinjenja u rastvornoj
frakciji. Poredenje ovih rezultata sa drugim studijama je teSko izvodljivo, zbog specifi¢nosti matriksa
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koji se ispituje i nedostatka literaturnih podataka. Medutim, Tomas et al. (2020) su pokazali smanjenu
sposobnost in vitro digestovane mesavine inulin-kupina pire da redukuju jone bakra. Treba naglasiti
da su TAC vrednosti za digestovan IE uzorak bile znacajno vise u poredenju sa FRP vrednostima, §to
se objasnjava ¢injenicom da je nedigestibilni inulin hidrolizovao tokom odredivanja TAC vrednosti
na fruktozu i zajedno sa fenolnim jedinjenjima doprinosi TAC vrednosti digestovanog IE uzorka.
Kompleksni TMIE3 uzorak je nakon in vitro digestije pokazao smanjenu TAC i FRP redukujucu
aktivnost, u poredenju sa nedigestovanim TMIE3 uzorkom. Kona¢no, digestovan TMIE3 uzorak je
pokazao vise TAC vrednosti u odnosu na digestovan TM uzorak, ali nize TAC vrednosti U poredenju
sa digestovanim TMI uzorkom, a za ove razlike medu uzorcima je odgovoran sadrzaj i udeo inulina.
Sa druge strane, digestovan TMIE3 uzorak je imao bolju FRP aktivnost u poredenju sa digestovanimk
TM i TMI uzorcima, ¢emu doprinose fenolna jedinjenja.
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Slika 4.53. Ukupna fenolna jedinjenja (a) i antioksidativna svojstva (b-e), TTM, TTM+IN, TTM+E3 i INE uzoraka, pre
i posle in vitro gastrointestinalne digestije: Ukupni antioksidativni kapacitet “in vitro fosfomolibden redukuju¢a mo¢”
(b); Sposobnost redukcije Fe3* jona (redukujué¢a mo¢) (c); Sposobnost sakupljanja ABTS" radikala (d); Sposobnost
heliranja Fe?* jona (e). Podaci su prikazani kao srednje vrednosti+standardna devijacija (n=3). Razli¢ita mala slova
pokazuju da su vrednosti statistiGki zna¢ajno razli¢ite prema t-testu, (p<0,05). Skracenice: TM-nedigestovano termicki
tretirano kozje mleko (90°C, 10min); DTM-digestovano odmaséeno termicki tretirano kozje mleko; TMI- nedigestovano
odmasceno termicki tretirano kozje mleko/inulin; DTMI-digestovan odmascéeno termicki tretirano kozije mleko/inulin;
IE- nedigestovan sprej osuseni prah inulin/ekstrakt; DIE-digestovan sprej osusen prah inulin/ekstrakt; TMIE3-
nedigestovano termicki tretirano kozije mleka obogaceno prahom inulin/ekstrakt semenke; DTMIE3- digestovano
termicki tretirano kozije mleko obogaceno prahom inulin/ekstrakt semenke; DCC-digestivni koktel sa enzimima.

Sposobnost sakupljanja ABTS™" radikala TM, TMI i TMIE3 uzoraka nakon digestije je znacajno visa
u poredenju sa njima komplementarnim nedigestovanim uzorcima ili sumom ABTS™ vrednosti
nedigestovanih uzoraka i digestivnog koktela (Slika 4.53d). Povecanoj sposobnost sakupljanja
ABTS" radikala nakon in vitro digestije doprinose enzimskom hidrolizom oslobodeni peptidi i
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aminokiseline (Power et al., 2013), kao i fenolna jedinjenja u slucaju digestovanog TMIE3 uzorka.
Na kraju digestije, sposobnost sakupljanja ABTS"" radikala digestovanih TMIE3 i TM uzoraka se
nije znacajno razlikovala, dok je digestovan TMI uzorak pokazao znacajno manju ABTS™ aktivnost.
Sa druge strane, IE uzorak je nakon digestije (DINE), pokazao znac¢ajno manju ABTS"" aktivnost u
poredenju sa njemu komplementarnim nedigestovanim uzorkom. Inulin je dobar nosa¢ fenolnih
jedinjenja zbog hidrofobne prirode i heliks strukture, zbog ¢ega su fenolna jednjenja zarobljena u
njegovoj strukturi najverovatnije reagovala sa komponentama digestivnog koktela Sto je umanjilo
njihovu spospobnost hvatanja ABTS™" radikala. Smanjenu ABTS"" aktivnost nakon in vitro digestije
su predhodno pokazali Bernardes et al. (2019), za mikroinkapsulate inulina i polifenola jusara voca.

Nedigestovani TM (2327,03 pg(EDTA)/mL), TMI (1750,66 pg(EDTA)/mL) i TMIE3 (2194,68
Mg(EDTA)/mL) uzorci pokazuju dobra helirajuca svojstva (Slika 4.53e). Dobra helirajuca svojstva
ovih uzoraka su povezana sa visokim sadrzajem proteina, a male varijacije u dobijenim rezultatima
se objaSnjavaju prisustvom | i IE u uzorcima, kao i njihovim interakcijama sa proteinima, $to
doprinosi smanjenju sadrzaja i helirajuce spsosbnosti proteina TMI i TMIE3 uzoraka. Za digestivni
koktel su dobijene visoke vrednosti za heliraju¢a svojstva, $to je u saglasnosti sa predhodnim
ogledima u kojima je testiran digestivni koktel (Kosti¢ et al., 2021). Na kraju digestije, digestovani
TM i TMI uzorci su imali poboljsana heliraju¢a svojstva, dok se dobijena FCC vrednost za
digestovani TMIE3 uzorka nije znacajno razlikovala u poredenju sa sumom FFC vrednosti
komplementarnih nedigestovanih uzoraka i digestivnog koktela. Konaé¢no, digestovani TM uzorak je
pokazao bolja helirajuca svojstva od digestovanih TMI i TMIE3 uzoraka, ¢ije se FCC vrednosti nisu
znacajno razlikovale. Sa druge strane, nedigestovani IE uzorak je pokazao slaba helirajuca svojstva.
Heliraju¢a svojstva digestovanog IE uzorka nisu ni potvrdena, jer se dobijena FCC vrednost za
digestovan IE uzorak nije razlikovala od FCC vrednosti za digestivni koktel, $to znaci da helirajuca
svojstva digestovanog DIE uzorka poticu od digestivnog koktela.

4.4.4. Poredenje biodostupnosti ukupnih i pojedinacnih fenolnih jedinjenja
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156,4

Biodostupnost

Slika 4.54. Biodostupnost ukupnih fenolnih jedinjenja nakon in vitro gastrointestinalne digestije ekstrakata ili brasna
grozda, komine, pokoZice i semenke. Reference: rezultati dobijeni u doktorskoj disertaciji; 2Tagliazucchi et al. (2010);
3Corréa et al. (2017); “Lingua et al. (2018); SLingua et al. (2019); ®Garbetta et al. (2018); "José Jara-Palacios et al. (2018);
8Wang et al. (2017); °Kamiloglu et al. (2014); °Chen et al. (2016). ®grozde, "komina, °pokozica, %semenka.
#Spektrofotometrijski odredeni, "HPLC kvantifikacija.
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Slika 4.55. Uporedni prikaz biodostupnosti ukupnih fenolnih jedinjenja, ukupnih flavan-3-ola i katehina iz ekstrakta
semenki groZda, bez i u prisustvu razli¢itih matriksa hrane. Napomena: Biodostupnost fenolnih jedinjenja je odredeno
na osnovu dobijenih rezultata UHPLC-DAD MS/MS i *UHPLC-Orbitrap MS* kvantifikovanih fenolnih jedinjenja.
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5. Zakljucak

Na osnovu svih izlozenih i diskutovanih rezultata u okviru ove doktorske disertacije, mogu se
formulisati slede¢i zakljucci:

1. Fino samleveno brasno semenki i pokoZica je dobijeno od grozda ubranog u tehnoloskoj fazi
zrelosti. Sva testirana bras$na semenki su pokazala povoljan masno-kiselinski sastav, odnosno
nizak sadrzaj zasi¢enih i visok sadrzaj nezasi¢enih MK, prvenstveno linolne masne kiseline
(61,15%-83,47%). Najveci sadrzaj linolne kiseline je otkriven u semenki sorte grozda Muskat
Hamburg, Italijanski Rizling i Tamjanika. Oleinska kiselina je bila najzastupljenija mono-
nezasi¢ena MK, dok je stearinska kiselina bila najzastupljenija zasicena MK. Najvec¢i registrovan
sadrzaj obe masne kiseline je bio u semenki autohtone sorte Prokupac. Pored toga, ulje semenke
sorte Prokupac je sadrzalo znacajnu koli¢inu linolaidinske, eruka, behenske i cis-8,11,14-
eikosatrienske MK. Znacajna koli¢ina rastvorljivih Secera je registrovana u svim analiziranim
uzorcima brasna semenki 1 pokozica grozda. U uzorcima je pronadeno petnaest razlicitih Secera,
medu kojima su bili glavni glukoza i fruktoza. PCA analiza bazirana na sadrzaju masnih kiselina
u brasnu semenki je otkrila odvajanje dve autohtone sorte grozda, Prokupac 1 Tamjaniku, jednu od
druge i1 od ostalih analiziranih uzoraka; dok je PCA analiza bazirana na rastvorljivim Secerima
brasna semenke razlikovala Prokupac i Merlot kao odvojene grupe od ostalih sorti grozda. Pored
toga, semenke svih analiziranih sorti grozda su imale visok sadrzaj nerastvornih i ukupnih dijetnih
vlakana, dok su kod pokozica zavisno od sorte pokazane male varijacije u sadrzaju rastvorljivih i
nerastvorljivih dijetnih vlakana. UHPLC-DAD MS/MS kvantifikacija fenolnih jedinjenja u
ekstraktima semenki je pokazala dominantno prisustvo katehina, galne i elaginske Kiseline, a
najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja je potvrden u semenki autohtone sorte Prokupac. Sa druge
strane, u ekstraktima pokozica od neantocijanskih fenolnih jedinjenja su dominantno potvrdeni
kvercetin-3-O-galaktozid i luteolin-7-O-glukozid, a najvisi sadrzaj fenolnih jedinjenja je naden u
autohtonim sortama Tamjanika i Prokupac. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacija je potvrdila
prisustvo procijanidin dimer i trimer izomera u ekstraktima semenki, odnosno malvidin, peonidin,
delfinidin, petunidin i cijanidin derivate u ekstraktima pokoZica crvenih sorti grozda. Najvisi
sadrZaj antocijana je potvrden u pokozici internacionalne sorte Cabernet Sauvignon, prvenstveno
malvidin derivata kao $to su malvidin-3-O-glukozid i malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid.
Jedinsteveni profil masnih kiselina 1 rastvorljivih Secera, odnosno visok sadrzaj dijetnih vlakana 1
ukupnih fenolnih jedinjenja koji su potvrdeni na uzorku fino samlevenih semenki autohtone sorte
Prokupac, zajedno sa dobrim nutritivnim parametrima kvaliteta, ukazuju na njegovu potencijalnu
upotrebu kao novog funkcionalnog sastojka hrane.

2. Najvisi UHPLC-DAD MS/MS sadrzaj fenolnih jedinjenja (izuzev flavan-3-ola i antocijana) je
potvrden u ekstraktima komine, pokozice i semenke koji nisu suSene, nakon odvajanja od vina.
Izuzetak su peteljke sa visim sadrzajem fenolnih jedinjenja u osusenim uzorcima. Sa druge strane,
UHPLC-Orbitrap MS* analizom je pokazano da je sadrzaj antocijana bio najvisi u ekstraktima
liofilisane komine i pokoZzice, odnosno sadrZaj procijanidina i monomernih flavan-3-ola je takode
bio najvisi u ekstraktima liofilisane semenke. UHPLC-Orbitrap MS* karakterizacijom i
kvantifikacija fenolnih jedinjenja utvrdeno je prisustvo 75 jedinjenja (57 neantocijana i 18
antocijana). Do sada nisu, prema literuturnim podacima, pronadena 34 fenolna jedinjenja koja su
identifikovana i kvantifikovana u ovoj studiji u polifenolnim ekstraktima komine Prokupca. Prvi
put je registrovan sadrzaj specifi¢cnog malvidin-3-O-heksozid-(8,8)-metilmetine-(epi)katehina u
vodenim ekstraktima pokozice i cele komine, i predlozen je put njegove fragmentacije. Pored
toga, primecen je znaCajan sadrzaj etil-galata u svim analiziranim uzorcima, Takode, novi podaci
za ove ekstrakte dobijeni su za citotoksi¢na svojstava i antioksidativnu aktivnosti. Procijanidini
(uglavnom pronadeni procijanidin B tip dimeri) 1 fenolne kiseline (pretezno hidroksibenzoeve
kiseline i njihovi derivati) bili su najzastupljeniji u ekstraktu semenke i pokazano je da su jako
doprineli sakupljanju ABTS™*, DPPH" RDSC radikala i vodonik-peroksida. Sa druge strane,
ekstrakt pokozice je pokazao Ccelijsku antioksidativnu aktivnost na humanim celijama
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kolorektalnog adenikarcinoma, §to se moze pripisati prisustvu flavonola i antocijana, uglavnom
laricitrin-3-O-heksozida i glukozida malvidina i peonidina, koji su bili dominantni u ekstraktu
pokozice. Ekstrakt peteljke sorte Prokupac se pokazao kao dobar izvor stilbenoida. Iz navedenih
razloga, upotreba komine Prokupca, odnosno cele komine, semenke, peteljke ili pokozice, moze
biti jeftin izvor fenolnih jedinjenja pogodnih za razvoj novih funkcionalnih prehrambenih i
farmaceutskih proizvoda, i ujedno mogu doprineti smanjenju zagadenja zivotne sredine.

3. Ekstrakt semenki su uspesno inkorporirani u nekoliko funkcionalnih aditiva na bazi kozijeg mleka
i jogurata fermentisanih starterom i selekcionisanim L. plantarum sojem, Sto predstavlja jednu
inovativnu strategiju u iskoris¢enju otpada u formulaciji funkcionalnih proizvoda na bazi kozijeg
mleka.

Detaljnom karakterizacijom funkcionalnih aditiva na bazi proteina kozijeg mleka obogaéenih
ekstraktom semenke (TME) je pokazano prisustvo interakcija izmedu fenolnih jedinjenja i
proteina kozijeg mleka, odnosno WP/CN kompleksa. Na osnovu dobijenih rezultata je
predpostavljen model distribucije fenolnih jedinjenja na kazeinskoj miceli termic¢ki tretiranog
kozijeg mleka, $sto moze doprineti razumevanju interakcija fenolnih jedinjenja i proteina, odnosno
budu¢im istrazivanjima fokusiranih na biodostupnost fenolnih jedinjenja tokom digestije.
Povecanje koli¢ine ekstrakta u pripremljenim TME prahovima je uticalo na povecanje
antioksidativnih svojstava, kao $to su TAC, FRP, ABTS™", DPPH" aktivnost, ¢emu su najvise
doprinela fenolna jedinjenja (galna kiselina, katehin i procijanidini). Takode, ne treba zanemariti
doprinos proteina kozijeg mleka na antioksidativna svojstva, prvenstveno na sposobnost heliranja
Fe?* jona i sposobnost proteina u zastiti fenolnih jedinjenja kao glavnih antioksidanasa. Svi
prahovi (M, TM i TME) su pokazali unimodalnu raspodelu veli¢ine Cestica i {-potencijal veci od
-36mV. TME prahovi sa razli¢itim sadrzajem ekstrakta semenke su imali razli¢itu distribuciju
veli¢ine Cestica, medutim vrednosti za {-potencijal TME uzoraka se nisu znacajno razlikovale u
poredenju sa vrednoS¢u za TM uzorak, $to znaci da interakcije izmedu fenolnih jedinjenja i
WP/CN kompleksa nisu uticale na neto naelektrisanje na povrsini kazeinske micele. ATR-FTIR i
Raman spektroskopije u kombinaciji sa PCA analizom su pokazale promene u sekundarnoj
strukturi proteina mleka (B-nabrana struktura, nasumicéni strukturni namotaji i a-heliks/velikih
petlji), izmenjene vibracije nekih aminokiselinskih ostataka —PO3s> grupe i v(C-C) istezanja
aromati¢nog prstena. Ove promene su uzrokovane primenjenim termickim tretmanom, prisustvom
slobodnih fenolnih jedinjenja, interakcijama WP/CN kompleksa i fenolnih jedinjenja i prisustvom
proizvoda Maillard-ovih reakcija. Za obe spektroskopije (ATR-FTIR i Raman), uzorci TMEZ2 i
TME3 su grupisani i odvojeni od drugih uzoraka, u regionima amid I i I1l. SEM analiza je pokazala
razli¢itu morfologiju i oblik ¢estica M, TM i TME prahova, kao posledicu primenjenog sprej
susenja, termickog tretmana i fenolna jedinjenja-WP/CN interakcija. Povecanje sadrzaja ekstrakta
semenke u TME prahovima dovodi do smanjenja sadrzaja proteina. 0,1% rastvori M, TM i TME
prahova su pokazali dobra emulgujuca svojstva i loSu sposobnost stabilizacije pene (SP) (osim SM
uzorka). Sa druge strane, 0,5% i 1,0% rastvori su pokazali slabija tehno-funkcionalna svojstva, sto
se moze povezati sa povecanim sadrZzajem proteina u rastvorima koji ostaju neapsorbovani na
povrsini ulje/voda ili vazduh/voda. Sumirajuci dobijene rezultate, predloZen je Sematski prikaz
rasporeda kazeinskih micela na povr$inama ulje/voda i vazduh/voda, u emulzijama pripremljenim
od razli¢itih M, TM i TME rastvora, pri pH 6,7. Konac¢ano, funkcionalni TME prahovi su pokazali
dobra emulgujuca svojstva, §to ih potencijalno kvalifikuje za primenu u formulacijama novih
prehrambenih proizvoda koji zahtevaju dobru sposobnost formiranja i stabilnosti emulzija.

Funkcionalni aditivi na bazi proteina kozijeg mleka obogaceni prahom inulin/ekstrakt semenke
(TMIE), su pokazali dobra antioksidativna i emulgujuca svojstva. UHPC DAD MS/MS analiza je
pokazala povecan sadrzaj fenolnih jedinjenja u TMIE prahovima sa povecanjem koli¢ine
inulin/ekstrakt praha u formulaciji. Medutim, TMIE prahovi sa ve¢im sadrzajem IE praha u
formulaciji (TMIE2 i TMIE3), kao i sam IE prah su pokazali polimodalnu (bimodalnu)
distribuciju. Na osnovu rezultata za veli¢inu Cestica i SEM slika, moze se predpostaviti/uo€iti
prisustvo manjih ¢estica koje mogu poticati od /'WP/CN 1 IE/WP/CN rastvorljivih kompleksa koji
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su se odvojili sa povrsine kazeinske micele TMI i TMIE uzoraka. TMI je imao znacajno manju
veli¢inu Cestica nego TM, zbog reakcija inulina sa micelarnim WP kompleksima, koje povlaci u
serum fazu, dok kazeinske micele ostaju delimi¢no ogoljene. Interakcije fenolnih jedinjenja i/ili
inulina sa proteinima su takode predpostavljene na osnovu rezultata elektroforetskih analiza i
sadrzaja ukupnih proteina, jer ometaju vezivanje CBB boje prilikom detekcije proteina. Ove
interakcije inulina sa WP/CN kompleksima su manje izrazene kod TMIE prahova, prvenstveno
zbog manje koli¢ine inulina i prisustva fenolnih jedinjenja koji ometaju odvajanje micelarnih
WP/CN kompleksa sa povrsine kazeinske micele. Veli¢ina micele TM nije se znacajno izmenila
dodatkom najmanje koli¢ine IE praha (TMIE1), §to znaci da interakcije inulina i fenolnih
jedinjenja sa kazeinskom micelom, nisu promenile veli¢inu micele, dok prisutni IE/WP/CN
komplesi nisu jo§ uvek u dovoljnoj meri zastupljeni u serum fazi da utiu na izmenu distribucije
Cestica TMIE1 uzorka. Da su se i kod TMIE1 uzorka odvojili IE/WP/CN komplesi jasno ukazuje
povecano negativno naelektrisanje kazeinske micele, u poredenju sa naelektrisanjem TM micele.
Medutim, povecane koli¢ine IE praha u TMIE formulacijama (TMIE2 i1 TMIE3), uticu na
povecano prisustvo IE/WP/CN rastvorljivih kompleksa koji su se odvojili od povrsine kazeinske
micele u serum fazu mleka, kao i na povecano prisustvo slobodnih fenolnih jedinjenja (odredeni
UHPLC DAD MS/MS analizom) i IE cestica koje nisu reagovale sa prisutnim kazeinskim
Micelama, Sto se objasnjava bimodalnom distribucijom velicine ¢estica TMIE2 i TMIE3 uzoraka.
Predpostavljeni modeli su dodatno potvrdeni ATR-FTIR i Raman spektroskopijama i PCA
analizom. Kod Raman spektroskopije, u regionima ,,otisak prsta®“ i amid III se grupiSu uzorci
TMIE2 i TMIE3, i odvajaju se od ostalih uzoraka $to se moze prvenstveno pripisati promenama u
sekundarnoj strukturi proteina i izmenjenim vibracijama aminokiselinskih ostataka, koje se
javljaju zbog interakcija inulina i fenolnih jedinjenja sa WP/CN kompleksima. Pored toga,
izmenjene vibracije nekih aminokiselinskih ostataka se mogu javiti kao odgovor na izmenjenu
povrsinu micele nakon odvajanja IE/WP/CN kompleksa. Kod ATR-FTIR-a, u amid I, IT 1 ,,otisak
prsta“ regionima grupisu se: (@) TMIE3 i IE uzorci; (b) M i TM uzorci; (c) TMIEL | TMIE2 uzorci
(1 TMI uzorak, ako posmatramo odvajanje duz PC2 ose). Na grupisanje TMIE3 i IE uzoraka, i
njihovo odvajanje od ostalih uzoraka najviSe uticu promene u sekundarnoj strukturi proteina
mleka, zbog interakcija inulina i fenolnih jedinjenja sa proteinima, kao i odvajanje IE/WP/CN
rastvorljivih kompleksa sa povrsine micela. Stavise, u amid II i III regionu, grupisanju uzoraka
TMIE i IE takode doprinose specifi¢ne vibracije koje se mogu povezati sa v(C-C) aromati¢nim
vibracijama slobodnih fenolnih jedinjenja, Sto je u saglasnosti sa UHPLC DAD MS/MS
rezultatima. Sa druge strane, na grupisanje TMIEI, TMIE2 1 TMI uzoraka najve¢i uticaj ima
sadrzaj inulina i njegove interakcije sa proteinima mleka. Zbog multikomponentnog sastava, 0,1%
rastvori IE i TMIE uzoraka su pokazali dobra emulgujuca svojstva. Medutim, dalje povecanje
sadrZaja uzoraka u rastvoru (0,5% 1 1%) je uticalo na smanjenje EAI 1 ESI vrednosti, Sto rezultira
slabijim emulgujué¢im svojstvima. Svi TMIE rastvori su pokazali loSa peniva svojstva, a formirane
pene bile su rastresite sa velikim mehurima vazduha, dok IE rastvori uopste nisu pokazali peniva
svojstva. Sumirajuéi dobijene rezultate, predlozen je Sematski prikaz distribucije 0,1% rastvora
TM, TMI, TMIE3 i IE uzoraka na povrSinama ulje/voda i vazduh/voda. Konacno,
visekomponentni TMIE prahovi se odlikuju pozitivnim sinergizmom proteina, inulina i fenolnih
jedinjenja, Sto potencijalno klasifikuju ove prahove kao nove funkcionalne aditive ili suplemente.

Jogurti sa ekstraktom semenke, koji su fermentisani sa starterom i odabranim L.plantarum sojem
su pokazali dobra teksturalna i senzorna svojstva, a njihovi liofilisani prahovi najbolja
antioksidativna i emulgujuca svojstva, u poredenju sa drugim analiziranim jogurtima. U jogurtima
i liofilisanim jogurtima koji su fermentisani samo sa L.plantarum-om nije primecena proteoliticka
aktivnost. ATR-FTIR i Raman spektorskopija razli¢ito grupisu uzorke liofilisanih jogurta u amid
regionima, $to se objasnjava razli¢itim vibracionim karakteristikama biomolekula. Medutim, ove
dve vibracione tehnike se idealno dopunjuju u interpretaciji rezultata multikomponentnih uzoraka,
i konkretno na ovim model uzorcima zbog specificnih grupisanja/odvajanja u analiziranim
regionima: (1) ukazuju na specifi¢ne interakcije izmedu egzopolisaharida i proteina, kao i fenolnih
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jedinjenja i proteina; (2) prate uticaj mikrobnih kultura i njihov afinitet prema pojedinacnim
makrokonstituentima (lipidima i proteinima). Stoga je pokazana veza izmedu ATR-FTIR
odvajanja i rezultata senzorne analize koja ukazuje na lipolitic¢ku aktivnost koris¢enog L.plantarum
soja. UHPLC-DAD MS/MS analiza ukazuje na potencijalnu enzimsku degradaciju galne kiseline.
Medutim ove rezultate treba dodatno potvrditi u buduc¢im istrazivanjima. Na SEM slikama se
mogu uociti filamenti egzopolisaharida koje luce bakterije. Ovi filamenti su odsutni kod
liofilisanih jogurta sa dodatkom ekstrakta. Pored toga, ¢ini se da u uslovima fermentacije
L.plantarum sintetiSe i kapsularno vezane i filamentozne egzopolisaharide $to direktno uti¢e na
teksturalna svojstva jogurata. Svi liofilisani jogurti koji su fermentisani sa L.plantarum-om su
pokazali visoku vijabilnost ¢elija (>108 CFU/g SM), pa se ovi prahovi mogu smatrati potencijalno
probioti¢kim proizvodima. Stavise, najveéi broj vijabilnih bakterija je naden u liofilisanom prahu
sa ekstraktom koji je primarno fermentisan starterom i L.plantarum-om, ¢ak 2,86-10° CFU/g SM.

. U uslovima simulirane in vitro gastrointestinalne digestije, ekstrakti pokozice i semenke grozda
pokazali su razli¢ito ponaSanje, Sto je najverovatnije uslovljeno razli¢itim sastavom polifenolnih
jedinjenja koji su prisutni u ekstraktima. Glavna fenolna jedinjenja u polaznim ekstraktima
pokoZice i semenke grozda su fenolne kiseline i flavonoli, odnosno fenolne kiseline i flavan-3-oli.
Biodostupnost ukupnih fenolnih jedinjenja, izuzev flavan-3-oli, iz ekstrakta semenke je bilo skoro
dva puta manje nakon digestije, u poredenju sa ekstraktom pokozice grozda, §to bi se moglo
objasniti oslobadanjem hidroksicimetnih kiselina (kofeinske i p-kumarinske), iz ekstrakta
pokozZice grozda. Znacajan gubitak procijanidina i flavan-3-0la, sa biodostupno¢éu od samo 0,23%
je potvrden nakon in vitro digestije ekstrakta semenke, zbog njihove snazne sposobnosti da reaguju
1da se vezuju za komponente digestivnog koktela. Dodatak i meSanje matriksa hrane sa ekstraktom
pokozice grozda nije znacajno uticalo na biodostupnost glavnih polifenola iz pokozice, u
poredenju sa njihovom digestijom bez matriksa hrane, ali je biodostupnost glavnih klasa polifenola
bila znacajno niza zbog znacajnog doprinosa polifenola poreklom iz matriksa hrane na ukupnu
koli¢inu fenolnih jedinjenja u uzorku pre digestije. Sa druge strane, dodavanje i meSanje matriksa
hrane sa ekstraktom semenke povecalo je biodotupnost procijanidina, flavan-3-ola i ostalih
polifenola u poredenju sa njihovom digestijom bez matriksa hrane, Sto je u skladu sa
biodostupnoséu flavonoida. Ukupna biodostupnost fenolnih jedinjenja iz ekstrakta pokozice i
semenke u prisustvu matriksa na bazi mesa i zitarica je bilo 44,1% i 50,9%. Pored toga, in vitro
digestija je znaCajno povecala ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja kod oba ekstrakta grozda
(pokozica i semenka) nakon digestije sa matriksom hrane, u poredenju sa kontrolom digestije
(nulto vreme digestije), Sto bi se osim oslobodenih fenolnih jedinjenja, redukujucih Secera 1
aminokiselina, moglo pripisati znacajnim redukcionim svojstvima drugih sastojaka matriksa
hrane, poput hidrolizata proteina mesa. Takode je primecen je znacajan uticaj jedinjenja poreklom
iz matriksa hrane na antioksidativna svojstva ekstrakata grozda: smanjena je redukuju¢a mo¢, dok
su kapacitet heliranja i sposobnost uklanjanja ABTS™* radikala znacajno porasli, ¢emu verovatno
doprinose hidrolizati proteina mesa i karnozin. Porast antioksidativnih aktivnosti digestovanih
ekstrakata komine u prisustvu matriksa hrane bio je izrazeniji za ekstrakt pokoZice nego za ekstrakt
semenke. Glavni razlog bio je visok kapacitet vezivanja flavan-3-ola sa matriksom hrane i
komponentama digestivnog koktela koje poseduju antioksidativnu aktivnost. Vazna karakteristika
uocena u ovoj studiji, koju ne treba zanemariti, je znacajan doprinos digestivnhog koktela i
jedinjenja matriksa hrane na ukupan sadrzaj fenolnih jedinjenja i antioksidativnu aktivnost. Ovaj
rezultat bi trebalo detaljno prouciti u buducnosti, jer se Iin vitro modeli sve vise koriste u
istrazivanju ponaSanja specificnih sastojaka hrane. Ova studija sugeriSe da bi obogacivanje
proizvoda na bazi mesa i zitarica sa polifenolnim ekstraktima komine mogla biti dobra strategija
za formulisanje zdravije ishrane. Medutim, potrebne su dalje detaljne studije, posebno da bi se
razjasnilo kako se ovaj pristup odrazava na stvaranje lipidnih hidroperoksida, krajnjih proizvoda
lipooksidacije tokom gastrointestinalne digestije 1 digestije konstituenata hrane. Ravnoteza izmedu
inhibitornih efekata polifenola na digestiju sastojaka hrane i njihovih korisnih antioksidativnih
efekata treba uzeti u obzir pri razvoju novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda.
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Biodostupnost fenolnih jedinjenja ekstrakta semenki u prisustvu termicki tretiranog kozijeg mleka
(proteinskog matriksa) je bilo 18,11%. Znacajno manje iskoriS¢enje fenolnih jedinjenja je
potvrdeno u prisustvu kompleksnog matriksa koji ukljucuje proteine kozijeg mleka i inulin, samo
6,03%. Nisko ili odsustvo biodostupnosti ukupnih i pojedina¢nih fenolnih jedinjenja moze biti
posledica njihove smanjene stabilnosti i transformacije u intestinalnom fluidu ili posledica
zadrzavanja u nerastvornoj frakciji, koja moze potencijalno biti dostupna za oslobadanje u fazi
debelog creva. Elektroforetskom analizom rastvorljive frakcije je pokazano potpuno odsustvo
polipeptidnih traka poreklom od digestovanih proteina kozijeg mleka, kod oba analizirana
matriksa, $to znaci da su se tokom in vitro gastrointestinalne digestije oslobodili mali peptidi i
aminokiseline. Sa druge strane, biodostupnost fenolnih jedinjenja u prisustvu inulina je bilo
znaCajno vise u poredenju sa proteinskim matriksima (43,26%), ¢emu najviSe doprinosi
biodostupnost katehina, ¢ak 64,13%. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuéiti da se u
prisustvu inulina vecina fenolnih jedinjenja oslobodi u intestinalnoj fazi, dok su u prisustvu
proteinskih matriksa vecina fenolnih jedinjenja ostala u nerastvornoj frakciji, sto ih potencijalno
¢ini dostupnim u ,,colon® fazi. Ovo treba dodatno ispitati u buduéim in vitro istrazivanjima koja bi
ukljuéivala ,,colon® fazu. Svi primenjeni antioksidativni testovi (osim FCC) su pokazali vise
vrednosti u digestovanim TME i TMIE uzorcima, u poredenju sa digestovanim TM uzorkom, sto
ukazuje na dobru antioksidativnu aktivnost biodostupnih fenolnih jedinjenja. Digestivni koktel je
takode pokazao antioksidativni potencijal, $to treba uzeti u obzir pri tumacenju ovih rezultata.
Imajuci u vidu doprinos digestivnog koktela na antioksidativna svojstva uzoraka, pokazalo se da
digestovani TME uzorak koji sadrzi digestivni koktel ima smanjenu TAC (za 34,56%) i FRP (za
30,45%) aktivnost, u poredenju sa nedigestovanim uzorkom, dok su kod digestovanih TMIE i IE
uzoraka vrednosti za sva ispitivana antioksidativna svojstva bila manja, u poredenju sa dobijenim
vrednostima za njihove nedigestovane uzorke. Ovo smanjenje antioksidativnih svojstava moze biti
zbog niske biodostupnosti fenolnih jedinjenja i njihove degradacije i transformacije tokom
digestije. Medutim, ovo se moze smatrati korisnim, jer se fenolna jedinjenja zadrzana u
nerastvornoj frakciji digestovanih TME i TMIE uzoraka mogu osloboditi u ,,colon* fazi i ispoljiti
svoja antioksidativna svojstva. Ove model studije za procenu biodostupnosti fenolnih jedinjenja u
prisustvu razlic¢itih matriksa, predstavljaju osnov za procenu funkcionalnosti fenolnih jedinjenja.
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7. Prilozi
7.1 Tabele

Tabela P1. Literaturni podaci o detektovanim fenolnim jedinjenjima u razli¢itim sortama grozda kori§¢enjem razli¢itih hromatografskih tehnika.

Deo grozda Ekstrakciono Uredaj koriséen za
Jedinjenja S P p K Sorta groZda sredstvo identifikaciju i/ili Reference
e ro e kvantifikaciju
Fenolne kiseline (hidroksibenzoeve, hidroksicimetne kiseline i derivati)
Galna kiselina + + + + Chardonnay
Heksozid galne kiseline + + + Sauvignon blanc
Di-heksozic?galne kiseline + + + Moscatel
Dimer-galat + Gew;ir:stlr?nn;mer Metanol/voda/mravlja 1. HPLC-PAD (Rodriguez
Dimer-digalat + Viogner kiselina Montealegre et al.,
Etil-estar galne kiseline + Cencibel (5048,5,1,5 V/V) 2. HPLC-FD 2006)
Metil-galat + Cabernet Sauvignon
Etil-galat + Merlot
Protokatehinska kiselina + + + Syra-h
Jaen Tinto
Protokatehuinska kiselina-(O)-heksozid + Palomino negro Metanol/mravlja kiselina
2,5-dihidroksibenzoeva kiselina + Tintilla de Rota (955 vIv) HPLC MS/MS (Guerrero et al., 2009)
2,4-dihidroksibenzoeva kiselina + Cabernet Sauvignon ’
p-hidroksibenzoeva kiselina + + Tempranillo
p-hidroksibenzoil-glukozid + 1. Etanol
Heksozid-hidroksibezoeve kiseline + + Italijanski riesling ' -
Etil-estar dihidroksibezoeve kiseline + Rajnski riesling 2. Etil acetat (90%) HPLC-DAD (Mandi¢ et al., 2008)
(1zomer) heksozid dihidroksibezoeva kiselina + + N )
Vanilinska kiselina + + Italijanski Riesling
Kaftarna kiselina-vaniloil pentozid + Traminer
Siringinska kiselina + + + Smederevka 1. HPLC-PDA
(trans) Ferulinska kiselina + + + + Black Burgundac Metanol/voda ' (Godevac et al., 2010)
(cisftrans) Feruoil-tartarna kiselina (Fertarna kiselina) + + Game noar (50:50 viv) 2 LC-MS v
Kvinska kiselina + Muscat Hamburg :
. . - Prokupac
Feruoil-3-O-kvinska kiselina + Game bojadiser
p-kumarna kiselina + + + +
p-kumarna kiselina-eritrozid + Etanol/voda
(1zomer) p-kumarna kiselina-heksozid + Merlot (50:50 v/v) RP-HPLC-DAD (Bindon et al., 2011)
Kumarne kiseline-O-heksozid + + +
Metil estar-p-kumarne kiseline + Etanol/voda
p-kumaroilkvinska kiselina + Carmenere (1:9 V) HPLC-DAD (Obreque-Slier et al.,
(cis/trans) p-kumaroiltartarna kiselina (Kutarna kiselina) + + + Cabernet Sauvignon s T 2010)
. A +5g/L vinske kiseline
o-kumarinska kiselina +
Hidroksicimetna Kiselina +
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2-hidroksicimetna kiselina

+
Kofeinska kiselina + + + Primitivo
(cis/trans) Kofeoil-tartarna kiselina (Kaftarna kiselina) + + + + Sa_nglovese Metano/voda/siréetna
Kofeoil-kumaroil-tartarna kiselina + Pino noar kiselina HPLC-DAD (Rockenbach etal.,
A - Negro Amaro . 2011)
Kofeoil-sikimska kiselina + + Cabernet Sauvi (80:15:5, v/v)
o S - gnon
Hlorogenska kiselina (5-O-kofeoilkvinska kiselina) + + + 1sabel
(trans) Cinaminska kiselina + .
Sinapinska kiselina + + Emir
Gentizinska kiselina + + Game Etanol/voda
Heksozid-gentizinske kiseline + Kalecik karasi (95:5 v/v), RP-HPLC-DAD (Sagdic et al., 2011)
Elaginska kiselina + + Narince 60°C
Heksozid-elaginske kiseline + Okuzgozu
Pentozid-elaginske kiseline + 1. Etanol/ivoda
3-hidroksitirasol + (50:50 VIv)
Flavan_-3-oli i pro(anto)cianidini Sercial *+1% sircetna kiselina . (Perestrelo et al.,
Katehin + + + + Tinta Negra . HPLC-DAD-ESI.MS 2012)
(Epi)katehin + + + + 2. Metanol/voda (50:50
Katehin-3-O-galat + + ) ,V/V) o
(1zomer) (Epi)katehin-heksozid + *+1% siréetna kiselina
(1zomer)(Epi)katehin-(epi)katehin-galat (I,11,111) +
(Epi)katehin-(3-O)-galat + + + + Merlot
((Eiﬁ;?(';at‘te‘i::]”33§k‘aa;!fatt N Cabernet Sawignon - petanol+0,196 HCI (viv) LC-ESI-MSIMS (Fraige et al., 2014)
(Epi)katehin-etil dimer + Maximo
(Epi)katehin-etil trimer +
Epigalokatehin + +
Galokatehin + +
Epigalokatehin-galat + + Primitivo
Galokatehin-galat + + Sangiovese
(Epi)galokatehin-(epi)katehin + Pino noar Aceton/voda 1. HPLC-DAD-MS' (Rockenbach et al.,
Epigalokateh_i_n—S_—O'—ga_Iat metil etar + Negro Amaro (70:30, v/iv) 2 LC-ESI-ETICR-MS 2012)
Procijanidin dimer + + Cabernet Sauvignon
(1zomer) pro(anto)cijanidin dimer B tip + + Isabel
Procijanidin B1 + + + +
Procijanidin B2 + + + +
Procijanidin B3 + + + +
Procijanidin B4 + + + + C?\;Irgflr;etre Etanol:voda
Procijanidin B5 + + Cabernet franc (1_:9 v/v)_ ) HPLC-DAD (Obreque et al., 2013)
Procijanidin B7 + + Cabernet Sauvignon +5g/L vinske kiseline
Procijanidin dimer monogalat + + T Acotonvod
. Aceton/voda
Procijanidin B-galat (1,11,111,1V) + + (80:20 viv)
Procijanidin B2-galat + + + Plavac mali 2. Metanol/voda HPLC-UV-Fluo/MS (Curko et al., 2014)
Procijanidin dimer digalat (A i B tip) + Babié (60:40 v/v)
(1zomer) pro(anto)cijanidin dimer A tip + 3 Zak?&?gznﬁaithamﬂ
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Procijanidin trimer (1, 11111,1V,V) + + + +
Pro(anto)cijanidini trimer monogalat +
(1zomer) pro(anto)cijanidin trimer B tip +
Procijanidin C1 + Etanol/voda
Procijanidin trimer digalat + - (80:20 v/v), 1. HPLC-ESI-QqToF-MS .
A Albarifio (Di Lecce et al., 2014)
Procijanidin tetramer (1, 1) + + pH3,5 2. HPLC-ESI-QqQ-MS
Prodelfinidin dimer B tip + (siréetna kiselina) : q
Izomer ¢alkan-flavan-3-ol dimer +
- Zalema
Flavonoli Sovinjon blank
Kvercetin + + + + Pedro Ximénez
Kvercetin-3-O-glukozid + + + + Moscatel Metanol/voda José Jara-Palacios et
Kvercetin-(3-O)-pentozid + + Baladi (75:25 vIv) RRLC-MS ( al., 2014)
Kvercetin-3-O-galaktozid + + + + Parellada
Izokvercetin + MoAr;trz?]lla
Kvercetin-3-O-heksuronid (glukuronid + + + + h
© ) Verdejo
Kvercetin-3-O-heksuronid metil etar +
Kvercetin-3-O-rutinozid (Rutin) + + + + Etanol/voda .
Dihidrokvercetin-3-O-ramnozid + + Muscat Hamburg (70:30 viv) LC-MS/MS (i etal., 2015)
Kvercetin-3-O-(6"-ramnozil)heksozid +
Miricetin + + +
Miricetin-3-O-heksozid (glukozid) + + Touriga Nacional
Miricetin di-heksozid + Touriga Franca E;%ngg\\/f;s;i HPLC-DAD (Tournour et al., 2015)
Miricetin-3-O-glukuronid + + Tinta Roriz '
Miricetin-7-O-pentozid + Cabernet Sauvignon
Miricetin-7-O-heksuronid + Merlot
Miricetin-3-O-heksuronid-7-O-heksozid + Cabernt_at franc
Izoramnetin + Sangioves
Izoramnetin-3-O-heksozid (glukozid) + + + Syrah 1. Metanol/voda
Izoramnetin-3-(0)-glukuronid + + Pino noar (80:20, v/v)+0,1% HCI 1. UHPLC-DAD MS/MS
Izoramnetin-3-0-(6-O-feruloil)glukozid + Prokupac o . (Panteli¢ et al., 2016)
Siringetin + Riesling 2. Zakiseljen methanol 2. UHPLC-LTQ Orbitrap MS
. . . Petra (0,1% HCI viv)
Siringetin-3-O-heksozid (glukozid) + + Sauvignon blanc
Siringetin-3-(6”-kumaroil)glukozid + Welschriesling
Siringetin-3-0-glukozid-6-O-ramnozil-glukozid + Chardonnay
Pino gris
Laricitrin + Syrah
Laricitrin-3-galaktozid + Zakiseljeni methanol .
Laricitrin-3-glukozid + + Merlot _ (0,1% HCl viv) HPLC-PDA-ESI-MS/MS (Lingua et al., 2016)
Cabernet Sauvignon
Kampferol + +
Kampferol-3-O-glukozid + + + Hosseini
Kampferol-3-(0)-glukuronid + + + + Ghara Shira Metanol/HCI -
Kampferol-3-(0)-galaktozid s+ Agh Shani (99:1 vIv) HPLC-PDA (Farhadi et al., 2016)
L Ghara Shani
Kampferol-3-O-rutinozid + + +
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D|P(ldrokampferol-3-O-gluk_02|d + Ghara Ghandome
ampferol-7-O-heksuronid + Muscat Alexandria
Kampferol-3-O-(6-cis-p-kumaroil)-B-glukozid +
Taksifolin + )
Taksifolin pentozid + 1. ('\é'g_tggo\'lxgda 1. UHPLC-FT-ICR/MS
(trans) taksifolin-3-O-pentozid + Vidal 2 Ac.eton'voda (Luo et al., 2017)
Morin + P inseny 2. UPLC-QqQ/MS
Astilbin + (75:25vv)
Flavanoni, flavone i kumarini
N’;‘mggmn ot Tin“tf')oé'rg‘g"oso Metanaliveda/mravlja HPLC-DAD-ESI-MS/MS (Pérez Navarro et al.,
Hesperetin + + Tempranillo (50:48,5;1,5 v/v) 2019)
Hesperidin
Eriodiktiol
Eriodiktiol glukozid +
Apigenin + + Vitis labrusca cv. Etanol/voda 1. HPLC-DAD (Pasini Deolindo et al.
Aeskulin + + Bordeaux (60:4_0 v/v) (ultrazvu¢no 2019) !
Stilbeni kupatilo, 305W, 50/60Hz) 2. HPLC-FD
(cis/trans) Resveratrol + Syrah
(cis/trans) Piceid + + Cabernet Sauvignon .
Resveratrol dimer P Malbec ’ 58:2%:?;22;5“&;‘? HPLC-DAD (Meini et al., 2019)
Resveratrol trimer + Pino noar
Resveratrol tetramer + + Marselan
&Eviniferin 1. Metanol/voda
Antocijani (70:30 v/v)+0,1% HCI )
(1zomer) Peonidin-3-O-heksozid (glukozid) T Vranac UHPLC-LTQ Orbitrap MS (Sukovi¢ et al., 2020)
Peonidin-3,5-di-O-heksozid (glukozid) + 2. Zakigeljen metanol
Peonidin-3-0-heksozid piruvat + (0,1% HClviv)
Peonidin-3-0-(6"-acetil)heksozid (glukozid) + Chardonnay
Peonidin-3-O-(6"-kafeoil)heksozid + Bagrina
Peonidin-3-0-(6”-p-kumaroil)heksozid (glukozid) + Zupljanka
Peonidin-3-0-(6”- trans-p-kumaroil)-p-D-glukozid + Gamay Zaki3eljeni etanol (70%)
Delfinidin-3-O-glukozid + + Zatinak (50°C, ultrazvucno HPLC-DAD (Dabetié et al., 2020)
(1zomer) Delfinidin-3,5-di-O-heksozid (glukozid) + Crna Tamjanika kupatilo 59Hz)
Delfinidin-3-O-heksuronid + Merlot
Delfinidin-3-O-heksozid piruvat + Prokupac
o . . Frankovka
Delfinidin-3-O-(6"-acetil)heksozid + Cabernet Sauvignon
Delfinidin-3-0-(6"-p-kumaroil)heksozid (glukozid + Niagara Rosada .,
Delfinid(in-3F-)O-(6”-kafgoiI)glukoz(?d : + Maximo Meta“(’ll(/.“’ﬁa/ siréetna HPLC.DAD Monteiro et al. 2021
Malvidin-3-O-heksozid (glukozid) P Bordo (80,'153,'1”3/\/) - (Monteiro et al., 2021)
Malvidin-3,5-di-(O)-heksozid (glukozid) + + Violeta "
Malvidin-3-O-pentozid +
Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid (Vitisin B) + Vranac 1. Metanol/voda 1. UHPLC-DAD MS/MS
Malvidin-3-O-heksozid-piruvat (Vitisin A) + Muscat Hamburg (80:20 v/v)+0,1% HCI (Nati¢ et al., 2021)
Malvidin-3-O-heksozid aceton + iPIO\{dina 2. UHPLC-LTQ Orbitrap MS
upljanka
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(I1zomer) Malvidin-3-O-(6-acetil)heksozid (glukozid)
Malvidin-3-O-(67-kafeoil)heksozid (glukozid)
Malvidin-3-O-(6”-p-kumaroil)heksozid-piruvat

Malvidin-3-O-(6”-p-kumaroil)heksozid (glukozid)
Malvidin-3-0-(6”-p-kumaroil)glukozid-5-glukozid
Malvidin-3-O-(6”-trans-p-kumaroil)-f-D-glukozid
(1zomer) cianidin-3-O-heksozid (glukozid)
Cianidin-3-O-arabinozid
Cianidin-3,5-di-(O)-glukozid
Cianidin-3-0-(6”-p-kumaroil)heksozid
Cianidin-3-O-(6”- trans-p-kumaroil)-B-D-glukozid
Cianidin-3-0-(6"-kafeoil)glukozid
Petunidin-3-0-heksozid (glukozid)
Petunidin-3-0O-(6"-acetil)heksozid (glukozid)
Petunidin-3-0O-(6"-kafeoil)glukozid
Petunidin-3-O-(6”-p-kumaroil)glukozid
Petunidin-3-O-(6”- trans-p-kumaroil)-B-D-glukozid
Pelargonidin-3-O-(6”-ramnozil)glukozid

+ 4+ FF o F o+

Chasselas Muscat
Beogradska besemena
Smederevka

2. Zakiseljen methanol
(0,1% HCI viv)

Rabigato
Malvasia Fina
Fernao Pires
Viosinho
Moscatel

Metanol/voda

(70:30 v/v) RP-HPLC-DAD

(Leal et al., 2020)

Cabernet Sauvignon
Merlot
Syrah
Bogazkere
Nero d’ Avola
Sangiovese

Metanol +(voda)

+0,01%HCI HPLC-DAD

(Tahmaz et al., 2021)

Skracenice: Se-semenka; Po-pokozica; Pe-peteljka; K-komina.
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Tabela P2. Lista kvantifikovanih fenolnih jedinjenja sa korelacionim koeficijentima, limitom detekcije (LOD) i limitom kvantifikacije (LOQ), koris¢enjem UHPLC
DAD MS/MS uredaja (jedinjenja prikazana u Tabeli 4.28 i Tabeli 4.29).

N° Fenolna jedinjenja R? LOD, mg/L  LOQ, mg/L
1 Galna kiselina? 0,9908 0,17 0,56
2 Protokatehinska kiselina® 0,9993 0,06 0,20
3 Elaginska kiselinat 0,9914 0,24 0,79
4 5-O-kofeoilkvinska kiselina® 0,9982 0,10 0,32
5 Ferulinska kiselina® 0,9907 0,10 0,33
6 Kofeinska kiselinal 0,9937 0,17 0,58
7 p-Kumarinska kiselina! 0,9954 0,15 0,51
8 Kvercetin? 0,9976 0,12 0,39
9 Kvercetin-3-O-galaktozid! 0,9986 0,08 0,28
10  Rutint 0,9994 0,06 0,18
11 Izoramnetin! 0,9963 0,11 0,38
12 Izoramnetin-3-O -glukozid* 0,9943 0,09 0,31
13 Kampferol! 0,9983 0,09 0,31
14 Luteolint 0,9975 0,11 0,37
15  Genisteint 0,9947 0,16 0,54
16 Aeskulin? 0,9999 0,02 0,06
17  Phloretin? 0,9987 0,08 0,27
18  Taksifolin? 0,9959 0,14 0,48
19  Pterostilbenit 0,9912 0,10 0,35
20 Eriodiktiol* 0,9958 0,14 0,48
21  Katehin? 0,9996 0,03 0,11
22 Malvidin-3-O-glukozid? 0,9931 0,09 0,31
23 Malvidin-3,5-di-O-glukozid? 0,9983 0,04 0,13
24 Peonidin-3-0-glukozid? 0,9916 0,10 0,33

Napomena: * UHPLC-DAD MS/MS kvatifikovana fenolna jedinjenja; 2 UHPLC-MS/MS Orbitrap kvantifikovana fenolna jedinjenja
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Tabela P3. Karakterizacija fenolnih jedinjenja u vodenim ekstraktima liofilisane komine crvene sorte grozda Prokupac i njenih konstituenata koris¢enjem UHPLC-
MS/MS Orbitrap (jedinjenja prikazana u Tabeli 4.13,Tabeli 4.14 i Tabela 4.15). Za svako detektovano jedinjenje je dato retenciono vreme (tg), i njegovi MS?, MS3 i

MS* fragmenti.
tr Fenolna jedinjenja m/z MS? fragmenti MS? fragmenti MS* fragmenti
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
1,90 Diheksozid galne kiseline® 493 332(10), 331(100) 169(100), 125(20) 125(100)
2,04 Heksozid galne kiseline izomer 1° 331 271(20), 241(10), 169(100), 125(5) 125(100) 107(100), 81(10)
2,52 Galna kiselina® 169 125(100) 107(100) -
381 Heksozid galne kiseline izomer 2° 331 169(100), 125(5) 125(100) 110(10), 97(30), 81(100), 53(30)
3,86 Heksozid dihidroksibenzoeve kiseline® 315 153(100), 152(50), 109(15), 108(10) 109(100) 123(25), 109(10), 85(10), 81(100)
4,33 Protokatehinska kiselina® 153 109(100), 95(75), 79(20), 59(10) 81(100), 68(25), 65(15) -
5,08 Heksozid hidroksibenzoeve kiseline® 299 137(100) 93(100) -
5,20 Galoil-HHDP-heksoza*® 633 463(10), 301(100) 301(50), 284(25), 257(100), 229(50), 185(40) 257(10), 240(10), 229(100), 213(20), 185(50)
5,37 p-Hidroksibenzoeva kiselina® 137 109(10), 93(100) 93(10) -
5,44 Gentizinska kiselina® 153 136(5), 125(10), 109(100), 95(20), 79(10) 81(85), 67(100), 63(60) -
6,81 Etil-galat® 197 169(100), 151(20), 125(15) 125(100) 81(100)
6,82 Vanilinska kiselina® 167 153(10), 152(80), 124(10), 123(100), 108(20) 108(100) 79(100)
6,84 Elaginska kiselina® 301 284(40), 271(60), 257(100), 229(85), 185(40) 229(100), 213(20), 185(85) 201(100), 185(95), 157(30), 145(20), 129(10)
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
4,73 Kofeoiltartarna kiselina® 311 179(40), 177(15), 149(100) 131(50), 103(90), 87(100), 59(25) 59(100)
4,74 Kofeinska kiselina? 179 135(100), 117(10), 91(20), 59(15) 107(100), 59(50) -
5,26 Hlorogenska kiselina® 353 191(100), 179(5) 173(75), 127(100), 111(40), 93(60), 85(90) 109(40), 99(50), 85(100)
5,77 Feruloiltartarna kiselina® 325 265(20), 235(15), 193(100), 149(10), 113(5) 178(65), 149(100), 134(40) 134(100)
6,37 p-Kumarinska kiselina® 163 119(100) 119(60), 101(20), 93(25), 91(100), 72(10) -
7,02 Ferulinska kiselina® 193 178(70), 149(100), 134(50) 134(100) 106(100)
Flavan-3-oli i procijanidini
3,10 B tip procijanidin trimer izomer 1¢ 865 695(100), 577(60), 425(30), 407(30), 287(30) 543(100), 451(45), 243(60) 525(100), 391(40)
3,66 B tip procijanidin trimer izomer 2¢ 865 695(100), 577(80), 425(30), 407(40), 287(35) 543(100), 451(45), 243(60) 525(100), 391(40)
4,90 B tip procijanidin dimer izomer 1¢ 577 451(30), 425(100), 407(50), 289(25), 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 389(30), 297(30), 285(100), 243(70)
5,25 B tip procijanidin trimer izomer 3¢ 865 695(100), 577(70), 425(30), 407(40), 287(30) 543(100), 451(45), 243(60) 525(100), 391(40)
5,35 Katehin? 289 271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) 227(30), 203(100), 187(25), 175(10), 161(20) 188(70), 185(20), 175(100), 161(40), 157(10)
5,57 B tip procijanidin dimer izomer 2¢ 577 451(30), 425(100), 407(50), 289(25), 287(10) 407(100), 381(5), 273(10) 389(30), 297(30), 285(100), 243(70)
5,82 B tip procijanidin dimer galat izomer 1¢ 729 577(100), 559(50), 425(30), 407(50), 289(5) 559(50), 421(70), 425(50), 407(100), 289(40) 389(25), 297(30), 285(100), 255(20), 243(20)
5,83 Epikatehin 289 271(5), 245(100), 205(40), 179(15), 125(5) 227(35), 203(100), 187(30), 175(15), 161(25) 188(60), 185(20), 175(100), 161(35), 157(15)
5,85 B tip procijanidin trimer izomer 4¢ 865 695(100), 577(80), 425(35), 407(35), 287(30) 543(100), 451(45), 243(60) 525(100), 391(40)
6,08 B tip procijanidin dimer galat izomer 2¢ 729 711(10), 603(30), 577(90), 559(90), 407(100) 389(25), 297(30), 285(100), 255(20), 243(20) 257(100), 241(10), 213(5)
6,47 B tip procijanidin dimer digalat izomer 1¢ 881 729(100), 711(30), 577(20), 559(25), 407(30) 711(20), 603(70), 577(65), 559(50), 407(100) 389(15), 297(20), 285(100), 255(30)
6,79 (epi)Katehin galat? 441 331(10), 289(100), 271(10), 169(25) 271(5), 245(100), 205(40), 179(20) 227(20), 203(100), 187(20), 175(10), 161(20)
7,40 B tip procijanidin_dimer digalat izomer 2¢ 881 729(100), 711(35), 589(40), 577(25), 559(20) 711(80), 603(100), 577(60), 559(70), 407(90) -
Flavonol aglikoni i glikozidi
5,89 Aromadendrin-7-O-heksozid® 449 288(15), 287(100), 269(40), 259(40) 259(100), 243(15), 201(5) 241(30), 215(100), 173(35), 125(60)
5,93 Kvercetin-3,7-di-O-heksozid® 625 463(100), 301(30) 301(100), 300(30) 283(20), 273(25), 257(10), 179(100), 151(75)
6,22 Miricetin-3-O- heksozid® 479 317(80), 316(100), 299(5), 179(10) 287(30), 271(100), 179(40) 271(15), 243(100), 227(30)
6,42 Kvercetin-3-O-rutinozid® 609 343(5), 301(100), 300(30), 271(10), 255(5) 273(25), 257(20), 179(100), 151(75) 151(100)
6,70 Laricitrin-3-O- heksozid® 493 331(100), 330(25), 317(40) 316(100), 301(15), 285(5), 179(10), 151(10) 299(15), 287(25), 271(80), 179(100), 151(35)
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6,72  Kvercetin-3-O-heksuronid® 477 302(10), 301(100) 273(20), 257(20), 179(100), 151(75) 151(100)

6,74  Kvercetin-3-O-glukozid® 463 301(100), 300(30) 273(25), 257(20), 179(100), 151(75) 151(100)

7,05 Kvercetin-3-O-ramnozid? 447 301(100), 300(35), 284(20) 273(25), 257(20), 179(100), 151(75) 151(100)

7,12 Siringetin-3-O- heksozid® 507 387(20), 345(50), 344(100), 329(10) 329(90), 316(100), 301(85), 287(10), 273(80) 301(100), 300(20), 287(10), 273(60)

7,15 Kampferol-3-O-glukozid® 447 327(20), 285(80), 284(100), 255(10) 255(100), 227(10) 227(100), 211(60)

7,26 lzoramnetin-3-O-glukozid® 477 357(20), 315(50), 314(100), 300(5), 299(5) 300(30), 285(100), 271(75), 257(10), 243(25) 270(100)

7,32 Izoramnetin-3-O-heksuronid® 491 473(10), 315(90), 301(100), 300(60) 283(15), 272(20), 256(10), 179(100), 151(75) 151(100)

7,98  Aromadendrin® 287 269(10), 259(100), 243(15), 201(10) 241(25), 215(100), 173(30), 151(20), 125(65) 200(25), 187(10), 173(100), 158(15)

8,79  Kvercetin® 301 283(15), 271(60), 257(25), 179(100), 151(80) 151(100) 107(100), 83(10)

9,73 Kampferol? 285 255(100), 227(10) 211(100), 195(5), 167(15) 211(40), 137(100)

9,95  lzoramnetin® 315 301(20), 300(100) 283(30), 271(100), 255(50), 227(52), 151(90) 243(100), 227(70), 216(10), 199(20)
Stilbenoidi

6,62 Resveratrol® 227 185(100), 159(30), 143(20) 157(10), 143(100), 117(5) 115(100)

7,35 Resveratrol-3-O-glukozid' 389 227(100) 185(100), 183(40), 159(35), 157(30), 143(20) -

8,97 Resveratrol dimer izomer 1 453 417(30), 407(40), 359(90), 341(100), 300(20) 323(10), 297(15), 282(30), 231(15), 217(100) -

839  Resveratrol tetramer izomer 1° 905 811(100), 717(50), 451(10), 359(15) 717(100), 611(5), 451(5), 358(10) 699(20), 675(100), 623(30), 611(80), 357(60)
8,64 Resveratrol tetramer izomer 2f 905 811(100), 717(60), 451(15), 359(15) 717(100), 675(5), 611(5), 451(5), 357(10) 699(50), 675(90), 623(15), 611(65), 357(100)
9,17  Resveratrol dimer izomer 2' 453 435(10), 369(10), 359(30), 347(100), 333(40) 329(10), 305(20), 253(100), 240(30), 225(10) 225(100), 209(10)

9,24 Resveratrol trimer izomer 1 679 585(100), 491(10) 491(100), 479(20), 385(10) 473(40), 447(30), 421(20), 397(25), 385(100)
9,55  Resveratrol trimer (kao a-viniferin) 677 571(100), 529(10), 501(20), 465(30), 437(20) 529(30), 501(70), 465(100), 437(30), 423(20) 447(10), 437(30), 423(100), 421(60), 371(40)
9,72 Resveratrol trimer izomer 2' 679 661(70), 637(20), 585(100), 573(90), 451(35) 567(90), 543(50), 491(70), 479(100), 347(20) 461(70), 435(75), 385(100), 355(40), 327(30)
Antocijani

464  Delfinidin-3-O-glukozid? 465 304(15), 303(100) 303(50), 285(5), 257(100), 247(10), 229(30) 229(100), 213(15), 201(25), 173(15)

4,65  Malvidin-3,5-di-O-glukozid? 655 494(15), 493(100), 332(10), 331(70) 331(100) 316(80), 315(100), 299(90), 298(30), 287(70)
4,78  Cijanidin-3-O-glukozid® 449 288(10), 287(100) 287(100), 259(15), 241(20), 231(20), 213(30) 195(10), 185(100), 167(10), 157(25), 141(20)
4,82  Cijanidin-3-O-sambubiozid® 581 288(10), 287(100) 287(60), 259(40), 241(50), 231(70), 213(100) 195(10), 185(100), 167(10), 157(20), 141(20)
5,04 Cijanidin-3-O-arabinozid® 479 318(10), 317(100) 302(100), 274(10) 274(100), 246(15), 228(10), 218(15)

507  Petunidin-3-O-heksozid? 419 288(10), 287(100) 287(60), 259(40), 241(50), 231(70), 213(100) 195(10), 185(100), 167(10), 157(20), 141(20)
515  Pelargonidin-3-O-glukozid? 433 272(10), 271(100) 271(100), 243(50), 225(60), 215(70), 197(80) 197(5), 169(100), 153(5), 141(30)

542  Peonidin-3-O-glukozid? 463 302(10), 301(100) 287(10), 286(100) 268(20), 258(100), 230(25), 202(10)

547  Malvidin-3-O-glukozid® 493 332(15), 331(100) 316(80), 315(100), 299(90), 287(75), 270(50) 313(100), 287(80), 285(60), 257(50)

597  Malvidin-3-O-heksozid-acetaldehid® 517 356(15), 355(100) 339(100), 322(30), 311(15), 294(40), 266(20) 337(70), 321(30), 311(100), 309(80), 281(30)
6,24 ?:Si';’k'gt';;ﬁf'he"soz'd'(g's)'me“'me“”e' 505 302(10), 301(100) 287(10), 286(100) 268(20), 258(100), 230(25), 202(10)

6,30  Peonidin-3-O-(6"-acetil)heksozid? 809 647(5), 519(20), 357(100), 341(5) 341(100), 327(60), 313(10), 296(10), 268(20) 339(90), 313(80), 311(100), 283(50)

6,32  Malvidin-3-O-(6"-acetil)heksozid? 535 332(15), 331(100) 316(80), 315(100), 299(90), 287(75), 270(50) 313(100), 287(80), 285(60), 257(50)

6,44  Delfinidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid? 611 304(15), 303(100) 303(50), 285(5), 257(100), 247(10), 229(30) 229(100), 213(15), 201(25), 173(15)

6,67  Malvidin-3-O-(6"-kafeoil)heksozid? 655 332(15), 331(100) 316(80), 315(100), 299(90), 287(75), 270(50) 313(100), 287(80), 285(60), 257(50)

6,73 Petunidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid? 625 318(10), 317(100) 302(100), 274(10) 274(100), 246(15), 228(10), 218(15)

703 Peonidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid® 609 302(10), 301(100) 287(10), 286(100) 268(20), 258(100), 230(25), 202(10)

7,10  Malvidin-3-O-(6"-p-kumaroil) heksozid® 639 332(15), 331(100) 316(80), 315(100), 299(90), 287(75), 270(50) 313(100), 287(80), 285(60), 257(50)

8Jedinjenja kvantifikovana koris¢enjem dostupnih standarda; Jedinjenja kvantifikovana i izrazena kao mg ekvivalenti p-hidroksibenzoeve kiselineb; kofeinske kiseline®; katehinad; kvercetina®; resveratrolaf; malvidin-3-O-glukozid?

po kg SM uzorka. *Galoil-HHDP-heksoza — galoil-heksahidroksidifenil kiselina-heksozid
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Tabela P4. Kalibracione krive, korelacioni koeficijenti (r?), limiti detekcije (LOD), limiti kvantifikacije (LOQ), i linearni rasponi za 28 standarda kori$¢enjem
UHPLC-Orbitrap MS* (jedinjenja prikazana u Tabeli 4.13,Tabeli 4.14, Tabela 4.15 i Tabela 4.18).

C o . Ce . b 2 LOD LOQ Linearni raspon

Fenolna jedinjenja Linearna jedinadina (y=a+b*x) r (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Hidroksibenzoeva kiselina i njeni derivati
Galna kiselina y =-2.08E+7 + 3.86E+7*x 0.9908 0.17 0.56 0.50 - 2.00
Protokatehinska kiselina y = 3.73E+5 + 1.72E+5*x 0.9993 0.06 0.20 0.01-2.00
p-Hydroksibenzoeva kiselina y = 9.83E+5 + 2.71E+7*x 0.9948 0.08 0.27 0.01-1.11
Gentizinska kiselina y = -1.76E+4 + 8.65E+5*X 0.9907 0.21 0.71 0.10 - 2.00
Vanilinska kiselina y = -1.08E+5 + 1.24E+7*X 0.9922 0.09 0.30 0.01-0.95
Hidroksicimetna kiselina i njeni derivati
Kofeinska kiselina y =- 1.30E+6 + 2.43E+7*x 0.9939 0.17 0.58 0.01-1.90
Hlorogenska kiselina y =-6.67E+6 + 1.70E+7*x 0.9982 0.10 0.32 0.01-2.10
p-Kumarinska kiselina y = 7.85E+5 + 5.44E+6*x 0.9937 0.16 0.53 0.05-1.90
Ferulinska kiselina y =5.24E+3 + 1.04E+7*x 0.9910 0.11 0.36 0.01-1.00
Flavan-3-oli and procijanidini
Katehin y = - 3.56E+4+ 3.60E+5*X 0.9977 0.08 0.26 0.15-1.50
Flavonol aglikoni i glikozidi
Kvercetin-3-O-rutinozid y =-3.72E+5 + 1.98E+7*x 0.999%4 0.06 0.18 0.01-2.00
Kvercetin-3-O-glukozid y = 7.13E+5 + 3.33E+7*x 0.9986 0.08 0.28 0.01-2.00
Kvercetin-3-O-ramnozid y = 9.31E+5 + 3.69E+7*x 0.9919 0.14 0.48 0.03-1.50
Kampferol -3-O-glukozid y =- 1.07E+5 + 1.33E+7*x 0.9984 0.02 0.07 0.01-0.50
Izoramnetin-3-O-glukozid y = 6.45E+5 + 2.06E+7*X 0.9933 0.21 0.71 0.03 - 2.00
Kvercetin =-1.31E+6 + 1.70E+7*x 0.9911 0.11 0.36 0.05-1.00
Kampferol y =-1.21E+6 + 3.18E+7*X 0.9983 0.09 0.31 0.10-1.10
Izoramnetin y =-5.51E+6 + 8.99E+6*X 0.9974 0.10 0.34 0.25-2.00
Stilbenoidi
Resveratrol y = - 1.36E+5 + 4.50E+6*X 0.9985 0.08 0.27 0.01-2.00
Resveratrol-3-O-glukozid y = 3.84E+4 + 2.85E+6*X 0.9965 0.12 0.41 0.01-2.00
Anthocyanins
Delfinidin-3-O-glukozid y =-1.73E+4 + 4. 26E+5*x 0.9988 0.04 0.13 0.05-1.00
Malvidin-3,5-di-O-glukozid y =-6.79E+3 + 4.09E+5*x 0.9983 0.04 0.13 0.10-1.00
Cijanidin-3-O-glukozid y =-1.61E+4 + 6.21E+5*x 0.9988 0.04 0.13 0.03 -1.00
Cijanidin-3-O-sambubiozid y =-4.98E+3 + 4.32E+5*x 0.9994 0.03 0.10 0.05-1.00
Cijanidin-3-O-arabinozid y =- 1.96E+4 + 5.98E+5*x 0,9994 0.03 0.10 0.05-1.00
Pelargonidin-3-O-glukozid y = - 8.57E+3 + 8.09E+5*x 0.9988 0.04 0.14 0.03 - 1.00
Peonidin-3-0-glukozid y = - 7.44E+3 + 2.86E+5*x 0.9916 0.10 0.33 0.05-1.00
Malvidin-3-O-glukozid y = - 1.04E+4 + 6.94E+5*x 0.9931 0.09 0.31 0.05-1.00

Napomena: UHPLC-MS/MS Orbitrap kvantifikovana fenolna jedinjenja
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Tabela P5. Kalibracione krive, korelacioni koeficijenti (r?), limiti detekcije (LOD), limiti kvantifikacije (LOQ), za kvantifikovana fenolna jedinjenja, koris¢enjem
UHPLC DAD MS/MS uredaja (jedinjenja prikazana u Tabeli 4.19, Tabela 4.22, Tabela 4.27, Tabela 4.34 i Tabeli 4.35).

Sl . . C e . - 2 LOD LOQ
Fenolna jedinjenja tr (Min) Linearna jedinacina (Y=a+b*X) r (mg/L) (mg/L)

Galna kiselina 1.92 Y =-39972.3 + 878796*X 0.9959 0.08 0.27
Protokatehinska kiselina 3.71 Y =-117212 + 3417570*X 0.9942 0.10 0.33
Kofeinska kiselina 5.53 Y =- 157197 + 10806700*X 0.9980 0.06 0.19
Katehin 4.99 Y =-3539.10 + 3535423*X 0.9983 0.05 0.16
Katehin galat 6.22 Y =-92987.3 + 3017810*X 0.9961 0.08 0.26
Galokatehin 3.72 Y =-9632.86 + 187473*X 0.9986 0.05 0.16
Epigalokatehin 4.64 Y =-4911.87 + 152360*X 0.9945 0.09 0.31
Epigalokatehin galat 6.79 Y =7027.22 + 363232*X 0.9929 0.10 0.32
Kvercetin-3-O-glukozid 6.19 Y =-53503.4 + 6308160*X 0.9926 0.11 0.36
Izoramnetin-3-O-glukozid 6.63 Y =-16925.9 + 1161160*X 0.9992 0.04 0.12
Kampferol 8.80 Y =-43114.9 + 392203*X 0.9917 0.12 0.39
Apigenin-7-O-glukozid 6.91 Y =- 137958 + 9050410*X 0.9988 0.03 0.11
Naringenin 8.53 Y =- 225683 + 6063340*X 0.9921 0.11 0.38
Aeskuletin 5.30 Y =-102582 + 6232950*X 0.9923 0.11 0.37
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Slika P1. Slike od: suSenih toplim vazduhom (a-€) i liofilisanih (f-j) uzoraka komine Prokupca izdvojene posle
fermentacije i njegovih konstituenata posebno. Cela komina (a,f); samlevena cela komina (b,g); peteljka (c,h); semenka
(d,i); i pokozica (e,j).
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Slika P2. Slike sprej osuSenih praskastih funkcionalnih aditiva na bazi kozjeg mleka, inulina i ekstrakta semenki koje
su izdvojene iz komine: odmaséeno sirovo kozje mleko (a); termicki tretirano kozje mleko (90°C, 10min) (b);
funkcionalni aditivi na bazi odmaséenog termicki tretiranog kozjeg mleka obogacenog razli¢itim koncentracijama
ekstrakta semenke (c-e); odmaséeno termicki tretirano kozje mleko/inulin (f); funkcionalni aditivi na bazi odmas¢enog
termicki tretiranog kozjeg mleka sa dodatkom sprej osusenog praha inulin/ekstrakt (g-i); sprej osuseni prah inulin/ekstrakt

@)
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Slika P3. Raman spektar Cistog inulina
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Slika P4. UV hromatogram TME3 uzorka, na 254nm i 280nm (1-Galna kiselina; 2-Protokatehinska kiselina; 3-Katehin;
4-Aeskuletin; 5-Kofeinska kiselina; 6 — Kvercetin-3-O-glukozid; 7 — Katehin galat)
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