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SAZETAK

Kultivirana borovnica (Vaccinium corymbosum L.) je najvaznija komercijalna borovnica
koja se konzumira u ljudskoj prehrani. Rod Vaccinium iz porodice Ericaceae obuhvaca
velik broj vrsta koje za rast zahtijevaju dovoljnu koli¢inu svjetlosti 1 kiselu sredinu pa se
pronalaze u sredinama koje zadovoljavaju takvim uvjetima. Borovnice sadrze bogatstvo
fitokemikalija koje pridonose zastiti i oCuvanju zdravlja ljudskog organizma. Razliciti
¢imbenici (uzgoj, geografska regija, uvjeti skladistenja, zrelost, klima) utje¢u na njezin
kemijski sastav i kvalitetu, a zbog visokog udjela vode i Seéera, borovnica je bobicasto
voce koje je vrlo lako podlozno kvarenju. U ovom radu istrazen je utjecaj razliitih
postupaka suSenja (konvekcijsko suSenje, vakuum suSenje, liofilizacija s razliitim
tehnikama smrzavanja) na mikrostrukturu plodova kultivirane borovnice. Nakon
konvekcijskog i vakuumskog postupka suSenja, osuseni uzorci samljeveni su mlinom s
nozevima, a za liofilizirani uzorak ispitivana je razlika u mikrostrukturi plodova
upotrebom mlina s nozevima 1 kuglicnog mlina. Za usporedivanje razlika u
mikrostrukturi svjezih uzoraka i osuSenih uzoraka primjenom konvekcijskog susenja,
vakuumskog suSenja te suSenja liofilizacijom, koriStena je tehnika svjetlosne
mikroskopije. Za sve uzorke koriStena su ista povecanja (4 i 20 puta). Upotrebom
pretrazne elektronske mikroskopije istrazena je i razlika u mikrostrukturi liofiliziranih
plodova nakon razlicite predobrade uzoraka smrzavanjem (pri temperaturi od — 80 °C 1
u struji tekuceg dusika na — 196 °C) 1 nakon razli¢itog nacina mljevenja (mlin s
nozevima 1 kugli¢ni mlin). Rezultati ovog istraZivanja pokazali su nam vizualnu razliku
osuSenih uzoraka konvekcijskim 1 vakuumskim postupkom susenja u odnosu na suSenje
liofilizacijom. Primjenom svjetlosne mikroskopije uocili smo da kod uzoraka osuSenih
plodova struktura stanica kozice ostaje sacuvana pri svim navedenim postupcima
susSenja, ali da primjenom konvekcijskog 1 vakuum suSenja dolazi do vece degradacije
tkiva u odnosu na primjenu liofilizacijom. PretraZnom elektronskom mikroskopijom
uocili smo da pri mljevenju mlinom s noZevima i smrzavanjem u struji tekuceg duSika
prije postupka liofilizacije dobivamo homogeniji uzorak te smo kod takvog uzorka
odredili veli¢inu i rasprSivanje ¢estica DLS metodom. Uo€ljivo je da je veli€ina Cestica

bila uglavnom u podru¢ju 3000 nm.

Klju¢ne rijedi: borovnica, susenje, mikroskopija, SEM, DLS



ABSTRACT

Cultivated blueberry (Vaccinium corymbosum L.) is the most important commercial
blueberry consumed in the human diet. The genus Vaccinium from the Ericaceae family
includes a large number of species that require a sufficient amount of light and an acidic
environment to grow, so they are found in environments that meet such conditions.
Blueberries contain a wealth of phytochemicals that contribute to the protection and
preservation of the health of the human body. Various factors (cultivation, geographical
region, storage conditions, maturity, climate) affect its chemical composition and
quality, and due to the high content of water and sugar, the blueberry is very susceptible
to spoilage. In this research, the influence of different drying procedures (convection
drying, vacuum drying, lyophilization with different freezing techniques) on the
microstructure of cultivated blueberry fruits was investigated. After the convection and
vacuum drying process, the dried samples were ground with a knife mill and for the
lyophilized sample we examined the difference in the microstructure of the fruits using
a knife and ball mill. To compare the differences in the microstructure of fresh samples
and dried samples using convection drying, vacuum drying and lyophilization drying,
we used the light microscopy technique. The same magnifications (4 and 20 times) were
used for all samples. Using scanning electron microscopy, the difference in the
microstructure of lyophilized fruits was investigated after different pretreatment of
samples by freezing (at a temperature of -80 °C and in a stream of liquid nitrogen at -
196 °C) and after different methods of grinding (knife and ball mill). The results of this
research show us the visual difference between samples dried by convection and
vacuum drying compared to drying by lyophilization. Using light microscopy, we
observed that in the case of dried fruit samples, the skin cell structure remains preserved
during all the mentioned drying procedures, but that with the application of convection
and vacuum drying, there is a greater degradation of the tissue compared to the use of
lyophilization. Using scanning electron microscopy, we observed that using a knife mill
and freezing in a stream of liquid nitrogen before the lyophilization process, we
obtained a more homogeneous sample, and we determined the size and dispersion of the
particles in such a sample using the DLS method. It is noticeable that the size of the

particle was mainly in the range of 3000 nm.

Keywords: blueberry, drying, microscopy, SEM, DLS
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UvVOD

Poznato je da bobicasto voce obiluje bogatstvom antioksidansa, dijetalnim vlaknima i
razli¢itim fitokemikalijama te da svojom bojom privla¢i pozornost, a teksturom,
ugodnom aromom i slatkim okusom predstavlja nutritivno bogatu i ukusnu namirnicu.
Borovnice pripadaju rodu Vaccinium koji je u Hrvatskoj zastupljen sa Cetiri vrste:
Vaccinium myrtillus (obi¢na borovnica), Vaccinium vitis-idaea (brusnica), Vaccinium

uliginosum (mo¢varna borovnica) i Vaccinium corymbosum (Kultivirana borovnica).

Kultivirana borovnica je u Hrvatsku uvezena iz SAD-a i smatra se introduciranom
vrstom. Njezin uzgoj zapoceo je u SAD-u te se zato jo$ naziva i ameri¢ka borovnica.
Mnogi ¢imbenici utjecu na kemijski sastav borovnice, a zdravstveno najvazniji spojevi
borovnice su fenoli koji ukljucuju flavonoide, tanine, fenolne kiseline i ostale spojeve.
Zahvaljujuéi nizu gore navedenih bioaktivnih spojeva koje sadrze, potvrdeno je da
borovnice zbog svojih antioksidativnih, protuupalnih i ostalih bioloskih svojstava imaju

povoljan u¢inak na zdravlje.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati razlike u mikrostrukturi osuSenih plodova kultivirane
borovnice (Vaccinium corymbosum L.) primjenom razli¢ith metoda suSenja
(konvekcijsko suSenje, vakuum suSenje, liofilizacija s razliitim tehnikama smrzavanja

plodova).

Primjenom konvekcijskog suSenja, vakuum suSenja i susSenja liofilizacijom, cilj je
ispitati razlike u mikrostrukturi plodova kultivirane borovnice nakon istog nacina

mljevenja (mlin s noZevima) upotrebom svjetlosne mikroskopije pri istim povecanjima.

Cilj je ispitati i razliku u mikrostrukturi liofiliziranog uzorka plodova kultivirane
borovnice nakon razli¢ite predobrade uzorka smrzavanjem (pri temperaturi od — 80 °C i
u struji tekuceg dusika na — 196 °C) i nakon razli¢itog nac¢ina mljevenja (kugli¢ni mlin

1 mlin s nozevima) upotrebom pretrazne elektronske mikroskopije.



1. OPCI DIO

1.1. Bobicasto voée — karakteristike i nutritivni znacaj

Voce predstavlja plodove viSegodiSnjih, kultiviranih ili samoniklih biljaka koji se
konzumiraju za ljudsku prehranu.! Sa botani¢kog aspekta, to je specijalizirano biljno
tkivo koje okruzuje sjemenku. Zdrava je 1 neophodna namirnica za pravilno

funkcioniranje i oéuvanje zdravlja ljudskog organizma.?

Prema klasi¢noj podjeli, posebnu skupinu voca ¢ini sitno, jagodasto ili bobicasto voce
koje ima sjemenke u plodnom mesu ili na samoj povrsini ploda. Bobicasto vo¢e ima
meku, osjetljivu i nezasti¢enu strukturu, a zbog visokog udjela vode i Secera vrlo je lako
podlozno kvarenju. Osim u svjezem i smrznutom obliku, bobic¢asto voc¢e se konzumira i
kao preradeni i dobiveni proizvodi koji ukljucuju suSeno i1 konzervirano voce, pica,

jogurte, dzemove i Zelee. **

Prema gradi plodova dijeli se u tri skupine:

- stolno grozde, ribizli, ogrozdi, brusnice i borovnice
- maline i kupine

- vrtne 1 Sumske jagode

Bobicasto voce sadrzi visoku razinu razli¢itih fitokemikalija koje uklju€uju niz korisnih
spojeva poput fenolnih molekula, esencijalni masnih kiselina, vitamina, minerala i
dijetalnih vlakana. NajvaZzniji spojevi prisutni u bobicastom vocu su fenolne molekule
koje ukljucuju flavonoide (antocijanini, flavonoli, flavanoli), tanine (proantocijanidini,
elagitanini) i pojedine fenolne kiseline (hidroksibenzojeva kiselina). Bobicasto voce je
vaZan izvor provitamina A, C i E. Sadrzi oko 15 % topljivih krutih tvari (koji su
uglavnom Seceri), a njihova visoka razina fruktoze vazna je osobama s dijabetesom. Od
ostalth poznatih kemopreventivnih sredstava prisutni jo§ vitamini B-kompleksa (folna
kiselina), minerali (kalcij i selen); karotenoidi (karoten i lutein); fitosteroli (sitosterol i
stigmasterol) i triterpenski esteri. Vrlo je vaZan visok sadrzaj dijetalnih vlakana jer

voéni pektin djeluje kao crijevni regulator.>%’



Kemijski sastav ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, kao $to su uzgoj, geografska regija,
uvjeti skladiStenja, zrelost i klima. Ti ¢imbenici mogu promijeniti kvalitetu bobicastog
voca, njihov bioaktivni sadrzaj i antioksidativni kapacitet.® Mnoge laboratorijske studije
dokazale su da bobicCasto vo¢e ima antikancerogena, antioksidativna i antiproliferativna
svojstva. Upravo zbog toga bobicasto voée predstavlja najzastupljenije voce u ljudskoj
prehrani jer se konzumacijom takvog voca, bogatog hranjivim tvarima i

fitokemikalijama, mogu sprijeciti razne bolesti i poremecéaji. 4%

1.1.1. Kultivirana borovnica (Vaccinium corymbosum L.)

Kultivirana borovnica (Vaccinium corymbosum L.) pripada rodu Vaccinium koji
obuhvaca grmolike biljke iz porodice Ericaceae. Najvaznija je komercijalna borovnica

koja se u ljudskoj prehrani koristi u svjezem ili preradenom obliku.!!*1?

Porodica Ericaceae na podrucju Hrvatske obuhvacéa oko 20 vrsta razli¢itih rodova. Rod
Vaccinium koji pripada porodici Ericaceae obuhvaca velik broj vrsta rasprostranjenih u
hladnim, umjereno toplim 1 tropskim podru¢jima. Te vrste za rast zahtijevaju kiselu
sredinu i dovoljnu koli¢inu svjetlosti. One dolaze u skupinama pa se zato pronalaze u
sredinama koje zadovoljavaju takvim uvjetima, kao $to su svijetle Sume, rubovi Suma ili
otvoreni prostori. U Hrvatskoj je rod Vaccinium zastupljen sa Cetiri vrste: Vaccinium
myrtillus, Vaccinium vitis-idaea, Vaccinium uliginosum, dok se Cetvrta vrsta Vaccinium

corymbosum smatra kao ,,pridolica®. 13

Vaccinium myrtillus ili obi¢na borovnica je nizak, razgranat listopadni grm visine 20-50

cm. Plod je so¢na, plavocrna boba veli¢ine graska i ¢ini najraSireniju vrstu u Hrvatskoj.

Vaccinium vitis-idaea ili brusnica je grmolika biljka zimzelenih listova koja naraste u
visinu do 30 centimetara. Plod je boba crvene boje koja je poznata javnosti kao prirodni

antibiotik zbog svojih ljekovitih svojstava.

Vaccinum uliginosum ili mo¢varna borovnica je viSegodiSnja biljka s dugim podankom
iz kojeg izbijaju grane koje oblikuju grmove. Na vrhu se razvijaju zvonasti cvjetovi
bijele ili ruzicaste boje iz kojih se razvijaju bobice modre boje s pepeljastom prevlakom

1 ona ¢ini najmanje istrazenu vrstu.



Slika 3. Mo¢varna borovnica'®

Vaccinium corymbosum 1ili kultivirana borovnica je viSegodisnja drvenasta biljka koja
ima razgranati korijen 1 stabljiku, a listovi su jajoliko duguljasti, cjelovitog ruba. Plod je
tamnoplava mesnata boba s ostacima caSke na vrhu, a od cvatnje do pocetka
dozrijevanja boba prode 60-90 dana. U Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD),
uzgoj borovnica je zapoceo 1893. godine, dok je u Hrvatskoj 1964. godine posadena
prva americka borovnica pa se zato kultivirana borovnica jo§ naziva i americka

borovnica. Na slici 4. prikazana je kultivirana borovnica.

Slika 4. Kultivirana borovnica'’



Bogatstvo fitokemikalija ¢ini ju dobrim izvorom flavonoida, antocijana, fenolnih
kiselina 1 ostalih razli¢itih fenolnih spojeva koji utjecu na boju, aromu, okus i nutritivnu
vrijednost. Osim fenolnih spojeva, prisutni su i ostali nutritivni spojevi kao $to su Seceri,

eteri¢na ulja, vitamini i minerali.'®"”

U svjezem stanju ona sadrzi oko 84 % vode, 9,7 % ugljikohidrata, 0,6 % proteina i 0,4
% masti. Takoder je dobar izvor dijetalnih vlakana koji ¢ine 3-3,5 % mase ploda.?’ Na
100 grama njezina prosjecna energetska vrijednost je niska; iznosi oko 57 kcal. Svoju

maksimalnu koli¢inu hranjivih tvari i okusa zadrZava u svjezem stanju. 2!

Osim arome 1 dobrog okusa, predstavlja dobar izvor vitamina C jer je askorbinska
kiselina u svjezem voéu prisutna u vrlo visokom udjelu.”? Elementi u tragovima
posjeduju regulatornu aktivnost ili djeluju kao kofaktori za razne enzimske sustave te

imaju vaznu ulogu u funkcioniranju ljudskog tijela. 2

Zbog svojih bioaktivnih spojeva, kultivirana borovnica ima snazna antioksidativna,
antikancerogena, antimikrobna i protuupalna svojstva, te su brojna istrazivanja potvrdila

da njezina fitokemijska raznolikost ima povoljan u¢inak na zdravlje.!192423

1.2. Postupci suSenja

Jedna od najstarijih i najrasirenijih metoda konzerviranja hrane je susenje.?® Susenje je
operacija toplinskog uklanjanja vlage iz vlaZznog materijala u cilju dobivanja ¢vrstog
proizvoda.?’ Postupkom susenja uklanja se dio vode iz &vrste tvari pri ¢emu se smanjuje
vlaznost povrSine tvari te voda difundira iz unutraSnjosti prema povrSini tvari zbog
nastale razlike koncentracija.® SuSenje je kompleksni proces koji ukljucuje prijenos
mase 1 topline, a najvazniji cilj je produZenje roka trajnosti hrane. Osim produZenja roka
trajnosti, suSenjem se smanjuje masa i volumen proizvoda ¢ime se olakSava pakiranje,
skladistenje i transport.?’ Mali udio vode u proizvodu sprjecava rast i razvoj
mikroorganizama, smanjuje 1 eliminira druge reakcije kvarenja u prisustvu vlage koje
utjeCu na stabilnost 1 kvalitetu proizvoda te je poZeljno da vlaznost materijala ne prelazi

10%.2031

Prema nacinu dovodenja topline postoje razli¢ite metode susenja: >33



- konvekecijsko suSenje: prijenos topline se ostvaruje neposrednim kontaktom zagrijanog

plina (najcesc¢e zrak) iznad vlazne povrSine materijala

- kondukcijsko (kontaktno) susenje: prijenos topline na vlazni materijal ostvaruje se

preko zagrijane povrsine

- sublimacijsko suSenje: susSenje vlaznog materijala u zamrznutom stanju pod visokim

vakuumom

- radijacijsko suSenje: suSenje vlaznog materijala energijom koju materijal prima

elektromagnetskim zraCenjem

1.2.1. Konvekcijsko suSenje

Konvekcijsko suSenje je jeftina i jednostavna tehnika susenja sa vru¢im zrakom koja se
koristi kao metoda dehidratacije. Bobice voc¢a u direktnom su kontaktu sa vru¢im
zrakom koji zagrijava materijal i odnosi vlagu iz njega. Prijenos topline odvija se sa
povrSine u unutra$njost voca, poticanjem izmjene vlage izmedu proizvoda i vruéeg

zraka koji struji u komori za susenje.**

Iako tijekom procesa dolazi do isparavanja na povrSini, potrebno je ispariti vezanu vodu
jer tek nakon razdoblja pada brzine proces omogucuje dobivanje sigurnog osuSenog
proizvoda.*® Medutim zagrijavanje namirnice tijekom duljeg vremenskog perioda moze
rezultiratt mehani¢kim, fizikalnim, kemijskim 1/ili nutritivnim promjenama unutar

proizvoda.®’

Isto tako zbog visokog sadrzaja vlage i1 visokog tlaka pare unutar ploda, kod mekih
bobica moZe do¢i do deformacije 1 pucanja. Ako je isparavanje s njezine povrSine
presporo, vlaga unutar materijala jedva difundira prema van i dolazi do smanjenja

brzine susenja, pa ak sazrijevanja i pojave plijesni.*®

Za razliku od ostalih postupaka suSenja proizvoda, konvekcijsko suSenje najceSca je
metoda zbog povoljne cijene i jednostavne izvedbe postupka, dok se u kombinaciji sa

ostalim postupcima, kao §to je vakuum susenje, dobiva kvalitetniji proizvod.?’



1.2.2. Vakuum suS$enje

Vakuum suSenje je metoda suSenja koja je prikladna za voce osjetljivo na visoke
temperature i1 reakcije oksidacije. Primjenom nizih temperatura i tlakova u odsustvu

kisika dobivamo kvalitetan proizvod s nizim udjelom vlage.>**

Temperatura kljuc¢anja vode kod vakuum suSenja moze se sniziti ispod 100 °C jer je tlak
u komori za suSenje nizi od atmosferskog. Tada ¢e se tlak pare kapljevine izjednaciti s
nizim atmosferskim tlakom pri nizoj temperaturi. Temperature suSenja kre¢u se od 35
°C do 60 °C te se proizvodi u vakuumu suse pri nizim temperaturama u odnosu na
ostale postupke. Toplina se najcesCe prenosi kontaktnim putem, a vrlo rijetko
radijacijom. Na ucinkovitost metode susenja utjeCe odabir odgovarajuc¢ih parametara

kao $to su temperatura, tlak i brzina protoka topline 334!

Proces susenja odvija se u visokom vakuumu ¢ime su sprijecene oksidacijske promjene.
Niska temperatura susenja i uklanjanje velike koli¢ine vode S$tite termicki osjetljive
komponente §to pridonosi poboljSanju kvalitete proizvoda. Osuseni proizvodi mogu se
cuvati na sobnoj temperaturi, a susiti se moze i osjetljivo vo¢e uz minimalne promjene u
volumenu, sastavu ili svojstvima. Zbog toga je kvaliteta osuSenih proizvoda primjenom
vakuum suSenja bolja u odnosu na ostale metode. Medutim glavni nedostatak ove
metode je skup postupak. Iz tog razloga ova metoda se rjede primjenjuje u
prehrambenoj industriji, ali se vrlo Cesto koristi u kombinaciji sa nekim drugim

metodama susenja. 4>*

1.2.3. Liofilizacija

Liofilizacija ili suSenje smrzavanjem je tehnika vakuumskog suSenja za dehidrataciju
namirnica. Tim postupkom uklanja se voda iz osjetljivog materijala koji se ne susi ili se
susSi nedovoljno primjenom uobicCajenih postupaka suSenja. Voda se uklanja iz
prethodno zamrznutog proizvoda sublimacijom tj. prijelazom vode iz ¢vrste u plinovitu

fazu djelovanjem topline pod odgovaraju¢im vakuumom.?6-8

Postupak se sastoji od operacija zamrzavanja i dehidratacije (sublimacije 1 desorpcije) te

se odvija u tri glavne faze:



- faza zamrzavanja
- suSenje sublimacijom leda pod vakuumom
- faza skruc¢ivanja

U prvoj fazi odvija se hladenje proizvoda u kojem se materijal hladi od svoje pocetne
temperature do temperature lediSta. Do promjene faza dolazi u drugoj fazi pri cemu
tekuca faza prelazi u krutu fazu. U toj fazi sublimacije ili tzv. primarnoj dehidrataciji
uklanja se voda u obliku leda, tj. dolazi do uklanjanja slobodne vode. Zagrijavanjem
zamrznutog proizvoda dolazi do sublimacije kristala leda te na taj nacin proizvod
dehidratira bez promjene oblika poprimajuéi finu poroznu strukturu. U trecoj fazi
desorpciji ili tzv. sekundarnoj dehidrataciji uklanja se kapilarna voda ili ona voda koja
nije bila izdvojena u obliku leda. Nakon nestanka tragova leda ta voda se uklanja
zagrijavanjem proizvoda kroz odredeno vrijeme pod vakuumom kod navedenih
temperatura. Taj postupak najéesée se provodi u uredaju za liofilizaciju prikazanom na

slici 5.

Slika 5. Liofilizator**

Liofilizacija je jedna od najvaznijih metoda kojom se dobiva osuSeni proizvod visoke

kvalitete u kojem su zadrzani bioaktivni spojevi u vrlo visokom udjelu.’**° Buduéi da



se proizvod dehidrira u zamrznutom stanju pod vakuumom na niskim temperaturama
(ispod -30 °C), a u zavr$noj fazi temperatura susenja ne prelazi 40 °C, proizvod na taj

nacin zadrzava svoju strukturu, oblik, kemijski sastav i senzorska svojstva.*’

Osim navedenih prednosti kao §to su minimalne promjene oblika, boje, arome, okusa i
strukture, primjenom liofilizacije smanjuje se tezina proizvoda, a time su smanjeni

troSkovi transporta i skladistenja.

2.3. Mikroskopija

Mikroskopija predstavlja brz, svestran i nedestruktivan nacin za analizu i karakterizaciju
malih koli¢ina uzorka za Sirok raspon fizikalno-kemijskih svojstava, kao $to su oblik i
veli¢ina Cestica, optiCka svojstva, svojstva povrSine, kristalografija, kristalizacija,
ponasanje pri otapanju i toplinsko ponasanje. Ona obuhvaca Sirok raspon tehnika koje
daju slike uzoraka pri malim povecanjima kako bi se prikazale znacajke velikih
razmjera pa sve do velikih povecanja kako bi se dobile informacije na atomskoj razini.
Koristenjem mikroskopskih metoda iz samo male koli¢ine uzorka moze se dobiti velik

broj korisnih informacija §to je posebno vazno kada je koli¢ina materijala ograni¢ena. ¢

Izbor odgovaraju¢eg mikroskopa ovisi o razini ispitivanja i potrebnim informacijama
koje se traZe. Svjetlosni mikroskop, tj. mikroskop propustenog svjetla koristi se za
proucavanja optickih svojstava ili odredivanja oblika i veliina Cestica u prahu. Kod
proucavanja povrsSina i mjerenja vrlo malih Cestica koje se ne mogu prikladno razdvojiti
svjetlosnim mikroskopom, koristi se elektronski mikroskop. U sluc¢aju kada je potrebna
atomska rezolucija, koristi se mikroskop atomskih sila. Vrsta mikroskopa koji se
primjenjuje za mjerenje Cestica u odredenom uzorku ovisi o rasponu veli¢ine Cestica
koje sadrzi. Na slici 6. prikazan je dijagram raspona veli¢ina cCestica 1 razliCitih

mikroskopskih metoda. 6



prijenosni elektronski mikroskop

mikroskop atomske sile

skenirajuci elektronski mikroskop

sloZeni svjetlosni mikroskop

stereobinokularni mikroskop
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Slika 6. Dijagram raspona veli¢ina Cestica 1 razli¢itih mikroskopskih metoda

Budu¢i da je svaka od navedenih tehnika komplementarna, za ispitivanje uzoraka bilo bi

korisno koristiti vi$e od jedne tehnike tako da se ne propuste vazne znacajke.*®

2.3.1. Svjetlosna mikroskopija

Svjetlosna ili opticka mikroskopija predstavlja vrlo vaznu tehniku kojom se povezuju
analiti¢ki podaci koji su dobiveni drugim tehnikama tijekom fizikalno-kemijske

karakterizacije spojeva ili se objasnjavaju uocene promjene oblika kristala. %4’

Prvi slozeni mikroskop sastavljen od dvije konveksne leCe postavljene u metalnu cijev
izumio je Hans Janssen 1590. godine. 250 godina kasnije, William Fox Talbot izumio je
polariziraju¢i svjetlosni mikroskop te je taj izum klju¢an u pocecima proucavanja
anorganskih 1 organskih kristala iz Cega se kasnije razvila znanost o optickoj

kristalografiji.*¢

Svjetlosnom mikroskopijom ispituje se mikrostruktura materijala. Svjetlosni mikroskop
snazan je sastavni alat u laboratoriju koji pruza uvid u atomsku strukturu materijala

promatrajuéi na¢in na koji svjetlost s njima stupa u interakciju.*s

Ako svjetlosni mikroskop ima ugradene polarizacijske filtre pomocu njega mozemo

poucavati mnoga opticka svojstva kristala. Razli¢iti polimorfi imaju razliCite kristalne
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strukture 1 one se o€ituju kao razlike u njihovim optickim svojstvima kao Sto su: indeks
loma, boja i opticka disperzija. Ta svojstva promatraju se pomocu ravnog polariziranog
svjetla 1 izmedu ukrStenih polarizatora kako bi se razlikovali razliciti ¢vrsti oblici, kao
¢isti uzorci ili kao mjeSavina oblika. Aglomeracija, raspodjela veli¢ine Cestica, varijacije
u obliku kristala, topljivost kristala u razli¢itim otapalima, sublimacija, izomorfizam i
ostale pojave takoder se lako proucCavaju svjetlosnom mikroskopijom. Na slici 7.

prikazane su glavne komponente polarizacijskog mikroskopa. 4

Fotoaparat Okeular
Objektiy [ ——
— Analizator
P
Objektivne lece
Rotirajuci stupanj
Kondenzator
. | m— | Polarizator
I

-

Slika 7. Komponente polarizacijskog mikroskopa

Uzorak za mikroskopiranje moze se pripremiti privremeno ili trajno. Priprema uzorka u

obliku praha sastoji se od male koli¢ine uzorka rasprSene u teku¢em mediju koji se
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nalazi izmedu stakalca i pokrovnog stakla. Privremeni preparati pripremaju se
rasprSivanjem male koli¢ine uzorka u tekuéem mediju koji ne otvrdnjava kao Sto je
silikonsko ulje, voda, glicerin ili parafinsko ulje, dok se trajni preparati sastoje od
uzoraka koji su rasprseni u opticki ¢istom, bezbojnom i smolastom mediju. Oni se mogu
pohraniti na neograni¢eno vrijeme te mogu posluziti kao referentni uzorak za usporedbu
s drugim uzorcima. Kod pripreme je najvaznije da medij ne otapa i da ne degradira
uzorak, te je vrlo bitan dovoljan kontrast izmedu Cestica i medija za montiranje kako bi

se one mogle vidjeti.*

2.3.2. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) najpoZzeljnija je metoda u mikrostrukturnoj
analizi. Kod formiranja slike, SEM koristi elektrone ubrzane pod visokim naponom koji

se fokusiraju na uzorak te elektroni skeniraju povr$inu uzorka. #°

Osnovni SEM Kkoristi se za promatranje topografskih znacajka uzoraka. Dodavanjem
posebnih detektora koji su osjetljivi na kemijski sastav uzoraka, on postaje mocan
analiticki alat. *® Pomocu sistema elektromagnetskih leéa, elektroni se usmjeravaju
prema povrSini uzorka. Razlu¢ivanje i dubina prodiranja od nekoliko nm do nekoliko
um ovise o naponu, materijalu uzorka i veli¢ini spota (presjek snopa na mjestu dodira sa
uzorkom). Upadni elektroni vracaju se kao primarno ili sekundarno rasprSeni. Primarni
elektroni mogu pobuditi karakteristi¢no rendgensko zracenje kojim se analizira kemijski
sastav uzorka. Sekundarni elektroni su niskih energija, lakSe se detektiraju u odnosu na

primarne i najvise se koriste za istrazivanje povrsina. >

Pretrazni elektronski mikroskop koristi tri glavna tipa detektora: °!

- SE (engl. Secondary Electron) — detektor sekundarnih elektrona,

- BSE (engl. Back Scatter Electron) — detektor povratnog rasprsenja,

- EDS (engl. Energy Disperssive Spectrometer) — energijsko disperzijski spektrometar.

SEM se sastoji od tri glavna dijela: optickog stupca, komore za uzorke i slike. Na vrhu
optickog dijela nalazi se elektronski top iz kojeg se emitira snop elektrona. Anodna

ploca pod visokim je naponom tako da se ubrzaju elektroni koji padaju na uzorak.
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Kondenzacijske le¢e omogucavaju ravnomjerno formiranje elektronskog snopa, a leca
objektiva za fokusiranje i1 otvori koriste se za podeSavanje gustoce lece. Tijekom
skeniranja nastaju razne interferencije izmedu elektrona i atoma uzorka. Detektori
stanjuju snop elektrona iz elektronskog topa i fokusiraju ga na povrSinu uzorka.
Detektori koji se nalaze u sustavu slike skupljaju elektrone i1 zracenja koja su nastala
kao rezultat interferencije sa elektronskim snopom. Odgovarajuéi senzori prikupljaju
signale koji proizlaze iz smetnje, a signali koji prolaze kroz pojacivaCe signala se
prenose na ekran katodne cijevi 1 na taj nain nastaje slika povrSine. U danaSnje
vrijeme, signali dobiveni od senzora pretvaraju se u digitalne signale i prenose se na

monitor. “** Na slici 8. prikazani su dijelovi SEM-a.

Elektronski snop «+— Elektronski pistolj

Anoda

-+— Sabirna leca

TV ekran

b Sekundarni detektor elektrona

Platforma e Uzorak

Slika 8. Dijelovi pretraznog elektronskog mikroskopa®’

Glavne prednosti SEM-a u odnosu su na svjetlosni mikroskop su: 250000x vece

povecanje (kod svjetlosnog mikroskopa oko 1000x), dubina polja (puno veca dubina
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polja u odnosu na svjetlosni mikroskop) i bo¢na prostorna rezolucija od 3 nm (200 nm

za svjetlosni mikroskop). 4’

2.3.3. Dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS)

Dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS), takoder poznato kao fotonska korelacijska
spektroskopija (PCS), predstavlja vrlo snazan alat za proucavanje difuzijskog ponasanja
makromolekula u otopini.> DLS tehnika primjenjuje se u brojnim znanstvenim
disciplinama i jedna je od najces¢ih metoda koje se koriste za odredivanje velicine
Cestica.”®> Njezina primjena je raznolika i ona nije ograni¢ena samo na odredivanje
velic¢ina Cestica. Osim za odredivanje veli¢ina Cestica, koristi se za proucavanje
agregacije Cestica, otkrivanje i kvantificiranje biomolekula i za analizu interakcija

Cestica-Cestica. >

Brownovo gibanje cestica ili molekula u suspenziji uzrokuje rasprSenje laserske
svjetlosti razli¢itim intenzitetima. > Buduéi da prekomjerno ili neadekvatno rasprieno
svjetlo dovodi do pogreSaka, DLS mjerenja nisu pouzdana za sve sustave. Djelovanjem
monokromatskog snopa svjetlosti na otopinu koja sadrzi makromolekule, svjetlost se
rasprSuje u svim smjerovima kao funkcija veli¢ine 1 oblika makromolekula. DLS
tehnika mjeri brzinu Brownovog gibanja makromolekula u otopini do kojeg dolazi zbog
bombardiranja od strane otapala. Gibanje makromolekula ovisi o temperaturi i
viskoznosti otapala, a budu¢i da viskoznost otapala ovisi o temperaturi, za DLS
mjerenje je vazno poznavanje to¢ne temperature. Brzina Brownovog gibanja povezana
je sa veli¢inom cestice. Ako se u odredenom vremenskom intervalu prati put kretanja
Cestica, mogu se saznati podatci o veli¢ini makromolekula. Buduéi da velike cestice

sporo difundiraju, gibanje je sporije §to je veéa estica u otopini.>¢
Brzina Cestica je definirana translacijskim difuzijskim koeficijentom (D) koji se racuna

pomocu Einstein-Stokesove jednadZbe:

kB * T
D=
3nnd

gdje je kg - Boltzmannova konstanta, 7 - apsolutna temperatura, # - viskoznost otapala,

a d - hidrodinamicki promjer &estice.>
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Vrijednost difuzijskog koeficijenta ovisi o ionskoj jakosti medija, veli¢ini i obliku
Cestice te strukturi njezine povrSine. Velika ionska jakost medija smanjuje
medupovrsinski sloj te dolazi do povecanja brzine difuzije 1 smanjenja hidrodinamickog
promjera Cestice. Svaka promjena na povrsini Cestice koja utjece na brzinu difuzije
rezultirat ¢e promjenom debljine hidrodinamickog sloja. Svaka metoda mjerenja utjece
na razliCita svojstva Cestica (npr. gustoca, intenzitet, broj) i zato svaka metoda daje
razliCite prosjeCne veliCine 1 raspodjelu veliina za dani uzorak. Niti jedan dobiveni

rezultat nije u potpunosti to¢an.>
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

Uzorci kultivirane borovnice (Vaccinium corymbosum L.) nabavljeni su u lokalnoj
trgovini u Splitu. Uzorci su rasporedeni na nacin da je jedan dio svjezih plodova
odvojen 1 pripremljen za opticku mikroskopiju u cilju odredivanja strukture ploda u
svjezem stanju (kontrola). Jedan dio svjezih plodova je podvrgnut postupku susenja
(konvekcijskom i vakuum suSenju) bez prethodnog smrzavanja, dok je jedan dio svjezih
plodova podvrgnut prethodnom smrzavanju na temperaturi od — 80 °C tijekom perioda
od dva dana te smrzavanju u struji tekuéeg dusika (- 196 °C) prije postupka suSenja

liofilizacijom.

2.2. Odredivanje sadrzaja vode i suhe tvari u svjezim plodovima kultivirane
borovnice

Postupak odredivanja sadrzaja vode proveo se na nacin da se prethodno odvagala
odredena masa svjezih plodova kultivirane borovnice i1 ostavila se u suSioniku
(Memmert, UF 30) na temperaturi od 105 °C do postizanja konstantne mase. Sadrzaj

vode odreden je prema sljedecoj formuli:

w (H20 %) = [(m2-m3) / (m2-m1)] % 100
m1 — masa prazne posude
M2 — masa posude i uzorka prije susenja

m3 — masa posude 1 uzorka nakon susenja

Sadrzaj suhe tvari odreden je prema sljedecoj formuli:

w (suha tvar %) = 100 — w (H20)
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2.3. Postupak suSenja

2.3.1. Konvekcijsko susenje

Postupak konvekcijskog susenja plodova kultivirane borovnice proveden je na nacin da
se 60 g svjezih plodova kultivirane borovnice ostavilo tijekom perioda od 10 h u
susioniku (Memmert, UF 30) na temperaturi od 60 °C uz kontinuiranu ventilaciju.
Nakon zavrSenog postupka susSenja osuseni plodovi su odvagani, podvrgnuti postupku

mljevenja te su pohranjeni u vakumiranoj ambalazi na temperaturi od 4 °C.

2.3.2. Vakuum suSenje

Postupak vakuum susenja plodova kultivirane borovnice proveden je na nacin da se 60
g svjezih plodova kultivirane borovnice ostavilo tijekom perioda od 24 h u vakuum
susioniku (Thermo Scientific 3608-1CE, pumpa Pfeiffer, DUO Line, 5M) na temperaturi
od 60 °C uz kontinuirani tlak od 76 mm Hg (Slika 9.). Nakon zavr§enog postupka
susenja osuseni plodovi su odvagani, podvrgnuti postupku mljevenja te su pohranjeni u

vakumiranoj ambalaZi na temperaturi od 4 °C.

Slika 9. Uredaj za vakuum susenje®’

2.3.3. SuSenje liofilizacijom

Postupak susenja plodova kultivirane borovnice liofilizacijom proveden je na nacin da

se 60 g svjezih plodova kultivirane borovnice ostavilo tijekom perioda od 48 h na
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temperaturi od — 80 °C (Hera freeze), a drugi dio plodova (60 g) je stavljen u struju
tekuceg dusSika ( - 196 °C) i postigao je trenutno smrzavanje (Slika 10.). Nakon
predobrade smrzavanjem, plodovi su stavljeni u liofilizator (Labconco) (Slika 11.).
Uvjeti liofilizacije su bili kontinuirana temperatura od — 50 °C i tlak od 0,122 mbara.
Period susenja trajao je 24 h. Nakon zavrSenog postupka suSenja liofilizacijom osuSeni
plodovi su odvagani, podvrgnuti postupku mljevenja te su pohranjeni u vakumiranoj

ambalazi na temperaturi od 4 °C.

Slika 10. Smrzavanje borovnica u struji tekuceg dusika
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Slika 11. Uredaj za liofilizaciju®®

2.4. Mljevenje osusenih plodova kultivirane borovnice

Postupak mljevenja osusenih plodova kultivirane borovnice proveden je na nacin da je
jedan dio plodova samljeven koriste¢i mlinac za kavu (mlin s nozevima) u Koji je za sve
vrste osuSenih plodova stavljena ista odvaga plodova (14 g) i isto vrijeme trajanja
mljevenja (3 min). Jedan dio osu$enih plodova je samljeven koriste¢i kugliéni mlin
(Retsch, MM 400) (Slika 12.). Period mljevenja je trajao 3 min, snaga je iznosila 30 Hz,
6 kuglica je koristeno za volumen od 20 mL. Uzorci su stavljeni u posude volumena do

35 mL, izradene od nehrdaju¢eg materijala kao 1 kuglice promjera 12 mm.

Slika 12. Kugli¢ni mlin>®

19



2.5. Odredivanje veli¢ine ¢estica metodom dinamickog rasprsenja svjetlosti
(DLS)

Odredivanje veliine cestica samljevenog liofiliziranog praha plodova kultivirane
borovnice provelo se na uredaju za dinamicko rasprsSivanje svjetlosti (DLS) (Litesizer
500, Anton Paar) (Slika 13.) na nacin da se odvagalo 5 mg praha u 5 mL etanola.
Uzorak je potom stavljen u ultrazvuénu kupelj na sobnu temperaturu tijekom perioda od
10 min. Od toga je pripravljen omjer uzorka i etanola 1:5 koji je stavljen u kivetu za
mjerenje. Vremenska ovisnost intenziteta rasprSene svjetlosti mjerena je pod kutom od

90 stupnjeva u odnosu na smjer upadne svjetlosti valne duljine 658 nm.

Slika 13. Analizator veli¢ine ¢estica®®

2.6. Mikroskopija
2.6.1. Svjetlosna mikroskopija

Uzorci svjeze 1 osuSene kultivirane borovnice (konvekcijsko 1 vakuum suSenje)
fiksirano je koriste¢i 10 % formaldehid i dehidrirano u sljedovima koristeci etanol.
Parafin se koristio za oblaganje u parafinskom kupelji tri puta (svaka kupelj u trajanju 1
h na temperaturi od 58 °C). Uzorci su potom oblozeni u parafinskom bloku koristeci
HistoCore Arcadia (Leica) (Slika 14.). Uredaj za rezanje mikrotom (SM 2021E, Leica)
(Slika 15.) je koristen za dobivanje debljine tankog sloja od 5 um. Tanki slojevi su
obojani koriste¢i bojanje periodi¢énom kiselinom po Schiffu ®* i promatrani pod
DM3000 LED (Leica) svjetlosnim mikroskopom. Fotomikrografi su snimljeni koristeci
DMC 4500 (Leica) digitalnu kameru.
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Slika 14. Uredaj za parafinsko uklapanje®

Slika 15. Mikrotom za precizno rezanje uzoraka®
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Slika 16. Uklopljeni uzorci svjeZih i osuSenih plodova kultivirane borovnice

2.6.2. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

Uzorci osuSenih plodova kultivirane borovnice nisu imali jednaku morfologiju i
veli¢inu Cestica nakon postupka mljevenja. Najfiniji prah dobio se pri mljevenju
liofiliziranih plodova 1 stoga su samo ti uzorci snimljeni pretraznim elektronskim
mikroskopom (Slika 17.) (pri povecanjima od 250 do 1000 puta) JEOL JSM 7610FPlus
u LEI modu, odnosno biljezenjem elasti¢no rasprSenih elektrona iz snopa. Zbog
¢injenice da su uzorci elektriéni izolatori, prije snimanja na njih je u uredaju Quorum
Q150 ES plus (Slika 18.) metodom magnetronskog raspraSenja nanesen sloj zlata
debljine 10 nm. Prije nanoSenja sloja zlata, uzorci su zalijepljeni dvostrano ljepljivom

vodljivom ugljikovom trakom na nosa¢ uzoraka za pretrazni elektronski mikroskop.
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Slika 17. Skenirajuci elektronski mikroskop

Slika 18. Uredaj za magnetronsko rasprasenje (za oslikavanje povrsina elektri¢nih

izolatora)®*
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3. REZULTATI

3.1. SadrZaj vode i suhe tvari u svjezim plodovima kultivirane borovnice te
morfoloSka komparacija plodova nakon razli¢itih tehnika suSenja

U ovom istrazivanju pripremljeni su uzorci kultivirane borovnice (Vaccinium
corymbosum L.) osuSeni razli¢itim tehnikama (konvekcijsko susenje, vakuum susenje te
liofilizacija s prethodnim smrzavanjem na temperaturi od — 80 °C i u struji tekuceg

dusika, - 196 °C).

U svjezim uzorcima borovnice odreden je sadrzaj vode i sadrzaj suhe tvari kako je

prikazano u Tablici 1.

Tablica 1. Sadrzaj vode i suhe tvari u svjezem plodu kultivirane borovnice

Postotak vode (%) 85,1

Postotak suhe tvari (%) | 14,9

Na Slici 19. prikazani su uzorci kultivirane borovnice a) svjezi i nakon b)

konvekcijskog susenja ¢) vakuum susenja i d) liofilizacije

N

a) b) c) d)

Slika 19. Uzorci kultivirane borovnice a) svjezi i nakon b) konvekcijskog susenja, ¢)

vakuum suSenja i d) liofilizacije
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Na Slici 20. prikazan je uzorak kultivirane borovnice nakon suSenja (identi¢no je
izgledao nakon konvekcijskog i vakuum suSenja) i nakon mljevenja mlinom s

nozevima.

Slika 20. Uzorak kultivirane borovnice nakon suSenja i mljevenja mlinom s nozevima

Na Slici 21. prikazan je fini prah dobiven nakon mljevenja liofiliziranih uzoraka uz

pomoc¢ obi¢nog mlina s nozevima.

Slika 21. Prah dobiven nakon mljevenja liofiliziranih uzoraka kultivirane borovnice

koriste¢i mlin s nozevima

Na Slici 22. prikazan je prah dobiven nakon mljevenja liofiliziranih uzoraka kultivirane

borovnice koriste¢i kugli¢ni mlin.
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Slika 22. Prah dobiven nakon mljevenja liofiliziranih uzoraka kultivirane borovnice

koriste¢i kugliéni mlin

3.2. Odredivanje veliine Cestica liofiliziranih plodova kultivirane borovnice

Odredivanje veli¢ine Cestica metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS) vrsilo se
samo kod liofiliziranih uzoraka borovnice. Na Slici 23. prikazana je krivulja funkcije
gustoce raspodjele, qo(x), te kumulativna funkcija raspodjele, Qo, Cestica borovnice
dobivenih mljevenjem plodova borovnice u mlinu s nozevima, nakon suSenja
liofilizacijom. S obzirom na to da se radi o volumnoj raspodjeli veli¢ina Cestica, u

indeksu je ista oznacena s 0.
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Slika 23. Krivulje funkcije gustoce raspodjele i kumulativne funkcije raspodjele
veli¢ina Cestica borovnice dobivenih nakon mljevenja liofiliziranog

ploda u mlinu s nozevima

3.3. Mikrostruktura svjezih i osuSenih plodova kultivirane borovnice uz
pomo¢ svjetlosne mikroskopije

Na Slici 24. prikazana je mikrostruktura svjezih uzoraka kultivirane borovnice

snimljena pod svjetlosnim mikroskopom pri poveéanju od: a) 4 puta i b) 20 puta

100 pm

b)

Slika 24. Mikrostruktura svjezih plodova borovnice snimljena svjetlosnim

mikroskopom pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta
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Na Slici 25. prikazana je mikrostruktura osusenih plodova kultivirane borovnice

(konvekcijsko susenje) pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta

Slika 25. Mikrostruktura osuSenih plodova borovnice (konvekcijsko susenje) snimljena

svjetlosnim mikroskopom pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta)

Na Slici 26. prikazana je mikrostruktura osuSenih plodova kultivirane borovnice

(vakuum sus$enje) pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta

100 um

Slika 26. Mikrostruktura osusenih plodova borovnice (vakuum susenje) snimljena

svjetlosnim mikroskopom pri poveéanju od: a) 4 puta i b) 20 puta)

28



Na Slici 27. prikazana je mikrostruktura osusenih plodova kultivirane borovnice

(liofilizacija) pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta

a) b)

Slika 27. Mikrostruktura osusenih plodova borovnice (liofilizacija) snimljena

svjetlosnim mikroskopom pri povecanju od: a) 4 puta i b) 20 puta)

3.4. Mikrostruktura liofiliziranih plodova kultivirane borovnice uz
skenirajuce elektronske mikroskopije

Na Slici 28. prikazana je mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon

predobrade smrzavanjem na temperaturi od — 80 °C i mljevenja mlinom s nozevima.
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Slika 28. Mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon predobrade

smrzavanjem na temperaturi od — 80 °C i nakon mljevenja mlinom s nozevima.

Na Slici 29. prikazana je mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon
predobrade smrzavanjem u struji tekué¢eg dusika (— 196 °C) i nakon mljevenja mlinom s

nozevima.
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Slika 29. Mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon predobrade

smrzavanjem u struji tekuceg dusika (— 196 °C) i nakon mljevenja mlinom s nozevima

Na Slici 30. prikazana je mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon
predobrade smrzavanjem u struji tekuceg dusika (— 196 °C) i nakon mljevenja

kugli¢nim mlinom.
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Slika 30. Mikrostruktura liofiliziranih uzoraka borovnice nakon predobrade

smrzavanjem u struji tekuceg dusika (— 196 °C) i nakon mljevenja kugli¢nim mlinom.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati razlike u mikrostrukturi plodova kultivirane
borovnice (Vaccinium corymbosum L.) osuSenih razli¢itim metodama (konvekcijsko
suSenje, vakuum susenje, liofilizacija s razli¢itim tehnikama smrzavanja plodova). U
svjezim, netretiranim uzorcima borovnice odreden je sadrzaj vode i sadrzaj suhe tvari
(Tablica 1.). Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima koje navode drugi autori. %6
(Skupien, 2006; An i sur., 2019). Na Slici 19. prikazani su uzorci svjeze kultivirane
borovnice i uzorci nakon konvekcijskog suSenja, vakuum suSenja 1 liofilizacije.
Vizualno je uocljiva razlika izmedu uzoraka osusenih konvekcijskom i vakuum
tehnikom u odnosu na tehniku liofilizacije (Slika 19.) Nakon postupka suSenja uzorci su
samljeveni mlinom s nozevima, a samo je kod liofiliziranog uzorka ispitana razlika u
mikrostrukturi izmedu upotrebe mlina s nozevima i kuglicnog mlina zbog adekvatnosti
(nije bio ljepljiv). Nakon mljevenja mlinom s nozevima uocljiva je razlika izmedu
uzoraka osusSenih konvencijskom i vakuum tehnikom u odnosu na tehniku liofilizacije
na nacin da se kod liofiliziranog uzorka dobio vrlo fini, homogeni prah dok su uzorci
meljave plodova osusenih konvekcijskom i vakuum tehnikom bili grudicasti i ljepljivi
Sto se moze pripisati visokom sadrzaju Secera u plodovima borovnice (postotak Secera
je oko 9,7 %) 1 izostanku koriStenja tehnika inkapsulacije. 1z Slika 20. 1 21. vizualno je
uocljiva gore opisana razlika. Nadalje, liofilizirani uzorci kultivirane borovnice
podvrgnuti su dvama nacinima mljevenja koriste¢i mlin s noZevima i kugli¢ni mlin
(Slike 21. 1 22.). Iz prikazanih slika uocljiva je morfoloska razlika na nacin da su uzorci
samljeveni mlinom s noZevima rezultirali vrlo finim, homogenim prahom dok su uzorci
samljeveni kuglicnim mlinom bili nehomogeni te se moZe zakljuciti da primjena
kugli¢nog mlina nije prikladna za plodove borovnice ¢ija je koZica tvrda i neperforirana.
Samljeveni uzorci su nadalje ispitani pretraznim elektronskim mikroskopom ¢iji su
rezultati prezentirani na slikama 28.-30. Pretragom literaturnih referenci nije bilo
moguce pronaci istrazivanje koje je usporedivalo razliku upotrebe mlina s noZevima i
kugli¢énog mlina na mikrostrukturu plodova borovnice i morfologiju dobivenih uzoraka

meljave.

Upotreba svjetlosne mikroskopije imala je za cilj usporediti mikrostrukturu svjezih
uzoraka plodova kultivirane borovnice (kontrolni uzorak) u odnosu na plodove osusene

konvekcijskom 1 vakuum tehnikom. Kod svih su uzoraka koriStena ista povecanja (4 i
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20 puta). Iz prikazanih rezultata (Slike 24.-27.) uocava se jasna razlika u mikrostrukturi
kontrolnog uzorka (svjezi plodovi) u odnosu na osusene uzorke plodova borovnice te
razlika izmedu plodova osuSenih konvekcijskom i vakuum tehnikom u odnosu na
plodove osusene tehnikom liofilizacije. Navedene se razlike ocituju u tome Sto se kod
svjezih plodova borovnice jasno vide stanice, njihov oblik i struktura, te prisustvo
odredenih nitastih tvorevina u tkivu ploda borovnice, dok kod osusenih plodova dolazi
do gubitka stani¢nih struktura (osim kod liofiliziranih uzoraka), dok je struktura stanica
kozice ostala oCuvana kod svih uzoraka radi svoje tvrdoce i1 neperforiranosti te se
stanice kozice jasno ocrtavaju na svim prikazanim mikrografima. 1z prikazanih rezultata
je uocljivo da je kod liofiliziranih uzoraka doslo do povecanja povrsine stanice, one su
postale deformirane i1 u pravilu izduZene, ali uocljivo je da tkivo nije toliko degradirano
kao $to je slucaj kod uzoraka nakon konvekcijskog i1 vakuum suSenja. Kombinacija
tehnika prethodnog smrzavanja i liofilizacije uzrokuje manje oSteCenje stanica u
usporedbi sa ostalim metodama. Smrzavanje na niskim temperaturama prije liofilizacije
pomaze ocuvanju strukture stanica te se tako smanjuje rizik od oStecenja stanica uslijed
stvaranja kristala leda. Liofilizacijom stanice ostaju sauvane jer se voda u njima

sublimira direktno iz leda u plin te se na taj na¢in takoder smanjuje rizik od osteéenja.

U ovom je istraZivanju ispitana i razlika u mikrostrukturi liofiliziranih uzoraka plodova
kultivirane borovnice nakon a) razliite predobrade uzoraka smrzavanjem (pri
temperaturi od — 80 °C te u struji tekuc¢eg duSika, na — 196 °C), b) razliitog nacina
mljevenja osuSenih uzoraka (upotreba kugliénog mlina i mlina s noZevima). Utjecaj
predobrade uzoraka smrzavanjem vidi se na slikama dobivenim pretraznom
elektronskom mikroskopijom (Slike 28.-30.). 1z prikazanih mikrografa moZe se opisati
mikrostruktura liofiliziranih uzoraka plodova borovnice nakon postupka smrzavanja na
temperaturi od — 80 °C i nakon mljevenja mlinom s nozevima koja odgovara ¢esticama
koje imaju oStre rubove, mrvicaste su teksture, nisu homogene, razli¢itih su oblika i
veli¢ina. Pri istim uvjetima mljevenja (mlin s noZevima), ali drugacijim uvjetima
predobrade uzoraka (smrzavanje u struji tekuceg duSika, - 196 °C) prije postupka
liofilizacije, mikrografi pokazuju nesSto drugaciju mikrostrukturu uzoraka. Ona
odgovara homogenijem uzorku, mekanih, skoro pastoznih rubova, bez izrazenih oblika,
rubova 1 stuktura, te je uzorak bitno homogeniji (Slika 29.). Kod takvog uzorka
provedena je granulometrijska analiza veli¢ina ¢estica DLS metodom te su rezultati

predoceni na Slici 23. 1z prikazane krivulje funkcije gustoce raspodjele uocava se da je
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raspon veli¢ina analiziranih ¢estica od 1000 do 19 000 nm. Vrh ove krivulje, tj. mod
funkcije raspodjele ukazuje da su u analiziranom uzorku najzastupljenije Cestice
veli¢ine oko 3 000 nm. S druge strane, iz kumulativne funkcije raspodjele moze se
uociti da je vrijednost medijana, xso, tj. veli¢ine Cestice od kojih je u uzorku 50 %
manjih, iznosi oko 3200 nm, dok je 90 % cestica manjih od 10000 nm. Nadalje, ispitan
je utjecaj primjene kuglicnog mlina kod liofiliziranih uzoraka kultivirane borovnice
(Slika 30.). Iz dobivenih mikrografa uocljiva je bitno drugacija mikrostruktura uzoraka,
Cestice su vece, povrSina im je izbrazdana, grublja, karakteristicne teksture poput
pcelinjeg saca. Pretrazivanjem dostupne literature nije bilo moguce pronaci istrazivanje
koje je ispitivalo mikrostrukturu plodova kultivirane borovnice nakon razlicitih tehnika
suSenja (konvekcijsko, vakuum 1 liofilizacija) koriste¢i pretraznu elektronsku
mikroskopiju kao ni istrazivanje koje je istrazivalo utjecaj razli¢itih tehnika mljevenja

na mikrostrukturu liofiliziranih uzoraka borovnice.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju prikazanih rezultata i rasprave ovog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci

zakljuccei:

- Tehnike suSenja utjeCu na mikrostrukturu plodova kultivirane borovnice pri
¢emu je izrazeniji destruktivan utjecaj konkvekcijskog i vakuum suSenja u
odnosu na tehniku liofilizacije

- Cvrsta, neperforirana koZica ploda borovnice te visok sadrzaj Secera predstavlja
problem pri postupku susenja jer je osuseni materijal lako kvarljiv, ljepljiv i ne
sadrzi svojstva koja omogucavaju njegovu optimalnu primjenu i dulji period
pohrane

- Koristenje kugli¢nog mlina nije pogodno za dobivanje finog, homogenog praha
liofiliziranih uzoraka borovnice radi tvrde i neperforirane kozice plodova

- Predobrada smrzavanjem rezultira nehomogenijom, grubljom mikrostrukturom

liofiliziranih plodova borovnice u odnosu na predobradu u struji tekuc¢eg dusika
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