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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavrsnog rada ukljucivao je pretragu znanstvenih radova o bioloSkom
znacaju i prehrambenim izvorima antocijana, faktorima koji uvjetuju njihovu nestabilnost
u namirnici pri cuvanju i obradi te tehnikama koje se koriste u svrhu o¢uvanja i poveéanja

njihove stabilnosti.



SAZETAK

Antocijani su u vodi topljivi pigmenti koji spadaju u fenole, vrlo su vazni za rast i
razvoj biljaka. Upotrebljavaju se kao prirodni pigmenti u raznim industrijama, a osim
toga, nedavna istrazivanja provedena na antocijanima pokazala su kako imaju vrlo vaznu
ulogu kod prevencije pojedinih bolesti jer djeluju protuupalno i antioksidacijski. Zbog
toga se u posljednje vrijeme javila potreba za povecanom upotrebom antocijana. Buduci
da su antocijani vrlo nestabilni, to otezava njihovu ekstrakciju i ¢uvanje. Njihova
stabilnost ovisi o0 mnogim faktorima poput: pH, temperature, svjetla, kopigmentacije,
kisika, enzima, askorbinske kiseline i dr. Rad sadrzi informacije temeljene na nizu
provedenih eksperimentalnih radova kojima se utvrdilo kakva je stabilnost antocijana pri
poviSenim temperaturama, razli¢itim pH vrijednostima i1 svjetlu Sto omogucéava
odredivanje optimalnih uvjeta za razvoj buducih proizvoda koji sadrze antocijane u cilju
ocuvanja njihove bioloske aktivnosti te prevencije procesa degradacije. Navedene su i
tehnike stabilizacije antocijana koje omogucavaju obradu i ¢uvanje proizvoda s visokim

udjelom antocijana pri viSim temperaturama i ve¢im pH vrijednostima.

Kljucéne rije€i: antocijani, stabilnost, termicka degradacija, stabilizacijske tehnike



ABSTRACT

Anthocyanins are water-soluble pigments that belong to the group of phenols, and are
very important for the mechanisms of many plants. They are used as natural pigments in
various industries. In addition, recent researche on anthocyanins has shown that they play
an important role in the prevention of certain diseases since they have anti-inflammatory
and antioxidative effects. As a result, there has been an increasing demand for the use of
anthocyanins. Because anthocyanins are very unstable they are more difficult to extract
and store. Their stability depends on many factors such as: pH, temperature, light,
copigmentation, oxygen, enzymes, ascorbic acid and others. The thesis contains a large
number of experiments that confirm the stability of the anthocyanin at higher
temperatures, different pH values and under the influence of light. This make it possible
to determine optimal conditions for the development of the future products containing the
anthocyanins where degradation processes are prevented. The techniques for stabilising
the anthocyanins, allowing the processing of the products containing them at higher

temperatures and higher pH values, are stated as indicated.

Key words: anthocyanins, stability, thermal degradation, stabilization techniques
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1. UVOD

Antocijani su biljni pigmenti topljivi u vodi koji pripadaju grupi flavonoida. Najvise
su zastupljeni u vocu, a nalaze se jo$ u povrcu, cvijecu te raznim dijelovima biljaka poput
korijenja i lis¢a. Prepoznatljivi su po crvenoj, plavoj ili ljubicastoj boji. U prirodi su
prisutni u obliku glikozida. Od brojnih vrsta antocijana, njih 6 su identificirani u hrani, a

to su: cijanidin, pelargonidin, delfinidin peonidin, petunidin i malvidin.!

Antocijani su bioloski aktivne komponente i djeluju kao antioksidansi, protuupalno,
antimikrobno, kao inhibitori virusa 1 dr. Budu¢i da se ucinkovitost antocijana cesto
povezuje sa zaStitom stanica od oksidativnog stresa, smatra se kako na taj nacin mogu
zaStititi 1 neurone, Ziv€ane stanice, a time 1 sprijeCiti nastanak oboljenja od
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove, Huntingtonove i Parkinsonove
bolesti.> Mnoga provedena in vitro istrazivanja, na zivotinjskim ili ljudskim stanicama,
potvrdila su potencijal antocijana da poboljSavaju ljudsko zdravlje i sprjecavaju nastanak
raznih bolesti. Pored neurodegenerativnih bolesti, sprje€avaju nastanak karcinoma ili
usporavaju napredovanje karcinoma u organizmu, 1 sprjeavaju nastanak raznih

kardiovaskularnih bolesti.?

Upotrebu antocijana oteZzava njihova velika nestabilnost Sto ovisi o nizu faktora,
prvenstveno pH, svjetlosti i temperaturi. Stabilni su samo pri nizim pH vrijednostima $to
ograni¢ava upotrebu antocijana kao prirodnih pigmenata samo u kiselom mediju. U
protivnom dolazi do promjene boje. U kiselom mediju boja pigmenta je crvena, a u
bazi¢nom se mijenja u plavu. U bazi¢nom podrucju su antocijani veoma nestabilni i ¢esto
degradiraju do tamno smedih oksidiranih produkata degradacije.®> Pod utjecajem visokih
temperatura dolazi do procesa degradacije i mijenjanja strukture antocijana. Zbog njihova
velikog potencijala velik je broj istrazivanja koja se provode u svrhu otkrivanja raznih
metoda koje ¢e olakSati njihovu izolaciju i izdvajanje iz biljnih sastojaka, a pritom

saCuvati njihova svojstva.

Tehnike inkapsulacije, kopigmentacija, dodatak manoproteina (vanjski sloj stani¢ne

stijenke kvasca koji sadrzi maninski lanac koji S§titi stanicu od utjecaja okoline) 1



nanoliposomi, neke su od tehnika koje povecavaju bioraspolozivost antocijana i njihovu

stabilnost.



2. ANTOCIJANI

2.1.  Struktura i podjela antocijana

Antocijani dijele istu osnovnu strukturu molekule (Slika 1.) koja sadrzi dva
benzenska prstena izmedu kojih se nalazi heterociklicki prsten (flavilium kation).
Flavilium kation ¢ini osnovnu strukturu antocijana i odgovoran je za apsorpciju svjetla
na valnim duljinama oko 500 nm jer sadrzi konjugirane dvostruke veze zbog ¢ega je ovaj
pigment vidljiv kao crvena boja. Osnovna struktura se jo§ naziva aglikonskim dijelom
(antocijanidinima) od kojih je zasad prirodno prisutnih u hrani Sest od ukupno 22, a to su:
pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, petunidin i malvidin (Slika 2).! Na treéem
prstenu jedna skupina moze biti supstituirana s atomom H ili s OH, OCH3 grupom zbog

¢ega i1 postoji navedenih 6 vrsta antocijanidina u prirodi (Slika 2.)

Slika 1. Op¢a struktura antocijana’
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Slika 2. Antocijanidini*®

Najces¢i Seceri koji €ine glikozidni dio jesu glukoza, galaktoza, arabinoza, ksiloza i
ramnoza. Oni mogu biti vezani na A 1 C prsten na poloZaj 3 1 5. Zbog glikozidnog dijela
molekule antocijana jesu topljivije u vodi nego antocijanidini. Uslijed odvijanja Friedel-
Craftsovih reakcija (reakcija acilacije kiselinama putem elektrofilne aromatske

supstitucije) nastaju brojne strukture molekula antocijana. NajceSc¢e kiseline koje

OCHj3
OCHz3;

sudjeluju u reakcijama mogu biti fenolne ili alifatske kao Sto su:

malonska, kofeinska, feruliéna i p-kumarinska kiselina (Slika 3).! Tada govorimo o

aciliranim antocijanima. Povezivanje organskih kiselina na glikozidnu jedinicu

antocijanina odvija se putem esterskih veza.

: octena, oksalna,
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Slika 3. Seceri i kiseline koji sudjeluju u reakcijama adicije na antocijanine?!



2.2.  Prehrambeni izvori antocijana

Antocijane pronalazimo u raznim vrstama cvijeca 1 biljkama koje su crvene, plave
ili ljubicaste boje. Crveno cvijeée koje je jestivo i sadrzi antocijane jesu crveni hibiskus
(Hibiskus rosa-sinensis), crvena ruza (lat. Rosa) i crvena djetelina (7rifolium pratense),
i ono se tradicionalno koristilo kao bojila i kao hrana.’ Pigmenti iz bobi¢astog voéa:
borovnice (Vaccinium myrtillus), brusnice (Vaccinium subg. Oxycoccus), crne aronije
(Aronia melanocarpa, Slika 4.), crvenog ribiza (Ribes rubrum, Slika 5.) itd. su snazni
antioksidansi, a crna mrkva (Daucus carota Linn.), crveni kupus (Brassica oleracea var.
Captita f. rubra) 1 ljubicasti krumpir smatraju se potencijalnom funkcionalnom hranom

koja blagotvorno djeluje na organizam 1 sprjecava nastanak raznih kroni¢nih bolesti.

Slika 5. Ribes rubrum, crveni ribiz’



Od 6 u prirodi pronadenih antocijanidina, najzastupljeniji je cijanidin kojeg
pronalazimo u bobic¢astom vocu i crvenom povréu jer dolazi u obliku crveno-ljubicastog
pigmenta. Nakon cijanidina, pronadeno je najvise pelargonidina, delfinifina i petunidina.
Pelargonidin se u obliku crvenog pigmenta u nijansama nalazi u cvije¢u i naranama, a
vocu daje crvenu boju. Delfinidin je crvenkasto-plavi pigment u biljkama, zbog kojeg
pojedino cvijece ima plavu boju. Petunidin je topljiv u vodi, tamno crvene ili ljubicaste
boje 1 najvise ga se nalazi u crnom ribizu i ljubi¢astom cvije¢u. Peonidina i malvidina ima
najmanje. Peonidin se pojavljuje u magenta boji u bobicastom vocu, grozdu i crvenom
vinu, a malvidin se pojavljuje u ljubicastoj boji i prevladavajuéi je pigment u crvenim
vinima.? U voéu su dominantni cijanidin, pelargonidin i delfinidin. Crveno i plavo voce i
povrée jesu glavni izvori antocijana, no njihova koncentracija moZze varirati ovisno o sorti,
nac¢inu uzgoja, klimatskim uvjetima, periodu berbe, nacinu skladiStenja, svjetlu i

temperaturi.*

Tablica 1. Prosje¢na koli¢ina antocijana u pojedinom voéu i povréu®

Izvor antocijana Koli¢ina (mg/ g s.t.)
jabuka 0-60
borovnica 300-698
crni ribiz 130-476
crne masline 42-228
kupina 82,5-325,9
crna riza 10-493
aronija 410-1480
visnja 2-450
brusnica 67-140
patlidzan 8-85
grejp 5,9
nektarine 2,4
breskva 4.2
crveni ribiz 22
malina 20-687
crveni kupus 322
crveno grozde (crveno vino) 30-750 (16,4-35)




3.  BIOLOSKI ZNACAJ ANTOCIJANA

Zbog niza pozitivnih ucinaka koje antocijani imaju na zdravlje, posljednjih godina se
sve viSe preporucuje povecan unos namirnica koje ih sadrzavaju. Moze se pronaci niz
¢injenica otkrivenih provedbom raznih istrazivanja poput ¢injenice da Francuzi, jedni od
vode¢ih konzumenata crvenog vina u Europi znacajno manje boluju od raznih

kardiovaskularnih bolesti u odnosu na ostatak Europe.’

Najvaznije svojstvo je
antioksidativno svojstvo antocijana jer mogu reagirati sa kisikovim radikalima i tako
sprije¢iti oSteéenja stanica uslijed oksidativnog stresa.® Zbog poveéane nestabilnosti
antocijana otezano je dobivanje njihovih ¢istih spojeva pa zato njihov fizioloski utjecaj
(bilo kakav pozitivan utjecaj na ljudski organizam i funkcije ljudskog organizma) na ljude

nije dokazan.’

In vivo  istrazivanja provedena su na miSevima koji imaju nedostatak
apolipoproteina zbog kojeg su oboljeli od ateroskleroze i hiperkolesterolemije. Na ovim
modelima proucavao se potencijalan pozitivan ucinak antocijana kod sprjecavanja
nastanka takvih oboljenja. Pokazalo se da cijanidin-3-O-glukozid moze potaknuti
reakciju fosforilacije sinteze duSikovog oksida i na taj nacin ocuvati dostupnost
dusikovog oksida ¢ime se sprjeava nakupljanje LDL-a u endotelu.! Nedavna
istrazivanja pokazala su kako antocijani imaju protuupalnu aktivnost jer inhibiraju
ciklooksigenazu 2 (COX-2) koja je uklju¢ena u mnoge upalne procese. Ciklooksigenaza-
2 u stanicama makrofaga inhibira djelovanje mitogen akiviranih protein kinaza.
Monocitni kemoatratantni protein 1 (MCP-1) posreduje u aktivaciji leukocita
(makrofaga) na mjestima infekcije ili upale i uzrokuje aterogenezu.'! Antocijani Stite
organizam od djelovanja TNF-a (faktor tumorske nekroze- alfa, engl. thumor necrosis
factor-alpha) koji inducira MCP-1 u endotelnim stanicama kod ljudi. Osim toga, cijanidin
1 delfinidin mogu sprijeciti povisenje razine VEGF-a (faktor rasta vaskularnog endotela,
engl. vascular endothelial growth factor) koji ukazuje na pojavu potencijalne tumorske
mase. Faktor je aktiviran faktorom rasta podrijetlom iz trombocita (PDGF-AB, engl.
platelet-derived growth factor) u glatkim miSi¢nim stanicama, a cijanidin i delfinidin
sprjecavaju poviSenje razine VEGF-a na nacin da sprjecavaju aktivaciju p38-mitogen-
protein kinaze (p38 MPAK, engl. p38- mitogen activated protein kinases) i c-Jun N-
terminalne kinaze (engl. c-Jun N-terminal kinases)'?. Dakle, antocijani i ekstrakti

antocijana smanjuju biolosku aktivnost pojedinih upalnih citokina in vitro kako bi



inhibirali djelovanje COX-2. Osim $to imaju ulogu hvataca radikala Wang i sur. pokazali
su kako su antocijani ukljuceni u protuupalne procese tako Sto izazivaju aktivaciju X-
receptora a jetre u THP-1 makrofazima. Aktivacija ovih stani¢nih receptora znacajno
sprjeCava djelovanje upalnih gena in vitro. Redovna konzumacija antocijana moze
povecati razinu glutationa koji unutar organizma prirodno sakuplja slobodne radikale,

smanjiti razinu kolesterola i na taj na¢in sprije¢iti upalne procese'>.

Epidemioloske studije te in vivo 1 in vitro znanstvena istrazivanja provedena na nizu
modelnih otopina antocijana povezale su njihovu konzumaciju s povoljnim u¢inkom na
zdravlje ljudi. NajceS¢a ispitivana svojstva bioloski aktivnih antocijana jest
antioksidativni i antitumorski u¢inak. Antioksidacijska i antitumorska aktivnost najc¢esce
se medusobno povezuju buduéi da se smatra kako antioksidansi sprje€avaju nastanak
tumora. Tako su Xia i sur. istrazivanjem ekstrakta pokozice grozda pokazali kako fenoli
koji se nalaze u soku inhibiraju sintezu mutacije DNA u stanicama tumora dojke.!? Isto
tako ekstrakti se mogu primijeniti za kontrolu rasta tumorskih stanica debelog crijeva jer
su Kaur i sur. pokazali da ekstrakti pokozice grozda induciraju humane tumorske stanicne

linije."



4. UTJECAJ TEMPERATURE NA STABILNOST ANTOCIJANA

Antocijani, posebice nakon $to se izoliraju iz izvora, su nestabilni i reakcijama
degradacije se tijekom zagrijavanja razlazu na razliite spojeve ovisno o uvjetima u
kojima se odvijaju reakcije 1 o prisustvu ostalih molekula. PoviSenjem temperature se
povecava brzina degradacije 1 dolazi do gubitka svojstava i pigmenta antocijana.
Razumijevanje procesa degradacije i utjecaja temperature vazno je zbog iskoristavanja

maksimalnog potencijala antocijana u vidu njihova bioloskog djelovanja.

Kako bi hrana i duze vremena nakon pakiranja ostala sigurna za upotrebu, potrebno
je upotrijebiti metode toplinske obrade koje ¢e sprijeciti interakcije mikroorganizama koji
uzrokuju kvarenje proizvoda i tako produziti rok trajanja, engl. shelf life. Ove metode se
odvijaju u rasponu od 50 - 180 °C. Tijekom izlaganja namirnica ovim temperaturama
moze do¢i do promjena boje, do smanjenja koli¢ine antocijana kao i do smanjenja njihove
bioloske aktivnosti.'> Povisenjem temperature smanjuje se stabilnost antocijana, odvijaju
se reakcije degradacije i nastaju novi produkti.’® Turker i sur. su 2004. pokazali kako
acilirani antocijani skladiSteni na razli¢itim temperaturama pokazuju vecu stabilnost od
neaciliranih antocijana (antocijanidina) koji onda pri vi§im temperaturama brze podlijezu

reakcijama termi¢ke degradacije'® (Slika 6.)
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Antocijani

l

Glikozidi halkona

l

Antocijanidin + 3eceri

Ciianidin Pelargonidin Delfinidin Petunidin  Malvidin
o o Os_OH

O OH OH O H e OH Os_OH

HO e OH ho HsCO OCHs

OH OH OH
prokatehinska kiselina | OH galna kiselina sirin‘giéna H3CO OH
OH kiselina OH

4- hidroksi benzojeva ﬂuomg'“”‘ 3- metoksi-4,5- dihidroksi benzojeva
kiselina aldehid kiselina

Slika 6. Moguci mehanizmi termicke degradacije antocijanidina prirodno prisutnih u

hrani'®

Drugo istrazivanje provedeno je na soku od bobicastog voca gdje je dokazano kako
temperatura skladiStenja utjece na udio antocijana koji se nalaze u vocu. Koncentracija
antocijana skladiStenjem soka pri sobnoj temperaturi smanjila se za pola za puno krace
vrijeme nego u soku koji se skladistio u hladnjaku. Dakle, za oCuvanje antocijana u soku
pozeljno je izbjegavati njegovo skladistenje na sobnim temperaturama.'® Kod istrazivanja
sadrzaja antocijana u soku grejpa pokazalo se kako se kod izlaganja na vi$oj temperaturi
koli¢ina antocijana smanjila za manje od pola, dok se na niZoj temperaturi izmjerila niza

koncentracija antocijana.'

Procesi koji su se odvijali na vi§im temperaturama, poput blanSiranja i pasterizacije
pri 95 °C u vremenu od 3 minute da bi se dobila kasa od borovnice, uzrokovali su gubitak

43% antocijana u usporedbi s izmjerenom koncentracijom u svjezem vocu prije obrade.?’

Polifenol oksidaza enzimski razgraduje polifenole, pa tako i antocijane, a ovaj enzim

se moze inaktivirati izlaganjem na povisenoj temperaturi.’*?! Tako se kratkotrajno
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izlaganje pri poviSenim temperaturama pokazalo korisno jer moze inhibirati enzime koji

lose utjecu na antocijane.?!

Reakcije termicke degradacije antocijana pripadaju reakcijama prvog reda. Uz pomo¢
kinetike reakcije moze se predvidjeti utjecaj obrade hrane u kriticnim uvjetima (npr. pri
povisenoj temperaturi) na kvalitetu hrane. Tako mozemo predvidjeti moguce mehanizme
reakcija kao 1 koji ¢e produkti u konacnici nastati. Kako je nemoguce izmjeriti samu
brzinu kemijske reakcije, koli¢ina nastanka produkata mjeri se u funkciji vremena.
Proucavajué¢i vrijeme odvijanja termicke degradacije mogu se izraCunati sljedeéi
parametri: red reakcije (n), konstanta brzine reakcije (k), vrijeme poluraspada (#;2) 1

energija aktivacije (E,).%?

Poznato je kako su antocijani stabilniji pri niskim pH vrijednostima (pH=1), a proizvodi
koji su proizvedeni od voca koje sadrzi antocijane, sokovi, imaju veéu pH vrijednost
(pH >3) pa se tako istrazivanja stabilnosti antocijana pri visokim temperaturama provode

u slabije kiselim medijima.

Kljucan parametar koji se izracunava tijekom reakcije degradacije antocijana jest vrijeme
poluraspada (#;2), vrijeme potrebno da se pocetna koncentracija antocijana smanji za

50%, a izraCunava se pomocu sljedecih formula:

In< = —kt (22)

Co

gdje je C sadrzaj antocijana u vremenu t, dok je Cyppocetna koncentracija antocijana. Za
odredivanje gubitka antocijana tijekom prerade koriste se razliCiti kineticki modeli
(Arheinus, Eyering, Ball).?? Rezultati razli¢itih istraZivanja gubitka antocijana (parametri

Ea, ki t12) prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Parametri kemijske reakcije degradacije antocijana provedene pri razlic¢itim

uvjetima (pH, temperatura) za razlicite vrste voca i povréa

Izvor u T vriieme Konstanta brzine ‘ E. Ref
P (°C) J reakcije (k) 2| (kJ/mol)
60 0,0005 min™' 23
Acai pulpa (Euterpe 70 : 0,0006 min’! 19
precatoria) B 01 90 min 0,0007 min"! 16 | 8 | g
90 0,0002 min™' 7
crni ribizl (Ribes 75 0.0065 h! 21,9
Nigrum L.) sok iz 3,07 80 25h 0,0131 h! 7,2 94 22
pulpe 90 0,0352 h! 1,8
borc;\;m(iz b(;/if;z)num 70 0,0320 b 172,37
4 " 1346 | 80 25h 0,0536 h'! : 92 23
ekstrakt termicki 1 1,4
90 0,1167 h
obradene pulpe
kupine (Rubus spp.) 50 2.8 x 10°min’! 6,4
vodeni kiseli 2 75 n.n. 3,3 x 10 min™! 4,1 15 24
ekstrakt 100 3,8 x 103 min™! 3,0
3]
rosde (Vi 0| oomin | Y g |3
gro: ! 3,34 | 80 60 min X LTI 64.89 | 25
vinifera), sok . 4.2 x 10”min 5,02
90 60 min
4,79
Povrée
5“5’;"3;232?; 70 236x10°h" | 294
f Y citrusno] 3 80 6h 262x10*h" | 26,5 | 16,46 | 26
' usnoJ 90 320x10*h! | 21,7
otopini
crveni kupus
(Brassica oleracea | 3,5 80 7h 1,7x107min’! 6.7 n.o. 27
L.) ekstrakt etanola
crveni kupus Nije gg 0,0273 h'! 25,3
(Brassica oleracea | nave 20 30h 0,0394 h! 17,6 n.o. 28
L.) vodeni ekstrakt | deno 0,0694 h*! 10,0

n.n=nije navedeno; n.o.=nije odredeno

Prema vrijednostima prikazanim u tablici pri vi§im temperaturama (80, 90 °C) dobivene

su manje vrijednosti ¢, 1 kod voc¢a 1 kod povréa, §to potvrduje da poviSena temperatura

ubrzava proces termicke degradacije.
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S. UTJECAJ KISELOSTI MEDIJA NA STABILNOST
ANTOCIJANA

Antocijani podlijezu reverzibilnim strukturnim transformacijama u kiselom mediju

i reakciji tautomerizacije s halkonom kao kona¢nim produktom?* (Slika 7.)

+H*
—
S —
()-Secer
O-geger
kinoidalna baza flavilium kation
+H,0
—H Ky
Ry
e NS 'HO
o p— Re
()-Zecer ()"Eeéer
halkon karbonil baza ili anhidrobaza

Slika 7. Reverzibilna strukturna transformacija antocijana®!

Reakcija strukturne transformacije zapo€inje premjeStanjem protona, odnosno
vodikovog kationa ¢ime nastaje obojani flavilium kation. Kation zatim reakcijom
hidrolize prelazi u karbinol bazu/anhidro bazu, bezbojan spoj, koji se reakcijom
tautomerizacije prevodi u aromati¢ni keton, halkon. Halkon najc¢e$¢e nastaje u obliku cis-
halkon izomera (Slika 4.- na drugom atomu otvorenog prstena C, nalaze se dvije iste
skupine s iste strane). Takav oblik prevladava kod antocijana kojima nedostaje supstituent
na poziciji 3 (monoglikozidi). Reakcija tautomerizacije uvijek je endotermna pa

povisenjem temperature najéesce nastaju halkoni.!
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Vrsta nastalih produkata ovisi o pH medija. U kiselom mediju (pH < 4) prevladavaju

flavilium kation i kvinoidna baza. Flavilium kation nastaje u ve¢em omjeru pri jako

niskom pH (<1). Pri slabije kiselom pH (4-6) 1 na sobnoj temperaturi antocijani postoje

kao halkoni i karbonil baze/anhidro baze, produkti tautomerizacije.! Pri pH iznad 7,

antocijani ¢e se degradirati u spojeve ovisno o supstitucijskim skupinama! (Slika 8.)

e L

flavilium kation

i Utjecaj pH na
odgovarajuci produkti degradacije stabilnost antocuana

karbinol baza/anhidro baza i halken

\W/ R Nl
kinoidalna baza (plava o

obojenja)

Slika 8. Antocijani pri razli¢itim pH vrijednostima*

Tablica 3. Ovisnost pigmenta i strukture antocijana o pH vrijednosti*?

Ph Struktura i pigment antocijana
<2 antocijan kation (flavilium kation), crveni pigment
2-45 kation + leukobaza, crveni pigment + bezbojan oblik
4,5 leukobaza, bezbojno
45-8 hidrobaza, ljubicasti pigment
8-10 anion hidrobaze, plavi pigment
>10 halkon, Zuti pigment
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Za stabilnost antocijana odgovorni su supstituenti koji se nalaze na prstenu B 1
dodatna hidroksi ili metoksi grupa koje u neutralnom mediju slabe stabilnost aglikona. U
istim uvjetima su stabilniji derivati mono- i di-glikozida jer ¢e Seceri sprijeciti degradaciju
do fenola i aldehida.?>?° Stabilnost antocijana povecava se metilacijom, a smanjuje s
brojem hidroksilnih grupa u B prstenu antocijanidina dok acilacija znatno poboljsava

stabilnost antocijana.?’
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6. UTJECAJ SVJETLA NA PRISUTNOST ANTOCIJANA

Biljke su izloZene svjetlu te ono stimulira sintezu antocijana.” Iako svjetlost poveéava
stabilnost antocijana, isto tako ubrzava njihovu degradaciju.?® Fotokemijska degradacija
antocijana odvija se kroz mehanizam pretvorbe crvenog flavilium kationa u bezbojan
oblik- halkon.?’ Svjetlo omoguéava vidljivi spektar boja jer su antocijani dobri apsorbensi
vidljivog svjetla.®® IstraZivanja utjecaja svjetla na stabilnost ekstrakta antocijana iz
razli¢itih izvora pokazala su kako kod soka od grozda koji je bio skladiSten na temperaturi
od 20 °C u mraku, oko 30% koncentracije antocijana se degradiralo. Identi¢ni uzorci
postavljeni su na svjetlo pri istoj temperaturi i vremenu gdje se degradiralo skoro polovina
pigmenata.’! Istrazivanjima provedenim s antocijanima iz crvenog kupusa, pokazalo se
kako se degradacija antocijana povecala na prirodnom svijetlu kao i na simuliranom
sundevom zradenju.>® Prietto i sur., 2018. ustanovili su kako su antocijani iz crvenog
kupusa izloZeni svjetlu stabilniji od izloZenih antocijana iz crnog graha zbog prisutnosti
aciliranih antocijana u crvenom kupusu.*®> Osim utjecaja na pigmente, svjetlo utjece i na
antioksidativno svojstvo antocijana. Svjetlost stimulira proizvodnju slobodnih radikala.
Sto se ekstrakt antocijana duZe izlozi utjecaju svjetla, vise sadrzaja ekstrakta gubi svoja
antioksidativna svojstva. *> Bononi i Tateo 2005. provodili su istraZivanje s dehidriranim
ekstraktom antocijana iz brusnice.® Provodili su razne procese degradacije kako bi
ispitali stabilnost antocijana. Jedan od uzoraka izlozili su utjecaju prirodnog svjetla u
otvorenoj petrijevoj zdjelici na 30 dana. U uzorku se nakon 30 dana degradirala gotovo

cijela pocetna koncentracija antocijana.>
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7. TEHNIKE ZA POVECANJE STABILNOSTI ANTOCIJANA

Upotreba antocijana u prehrambenoj, farmaceutskoj i drugim industrijama je
ogranicena s obzirom da su nestabilni, posebice pod utjecajem temperature 1 pH. Zbog
toga se velika vaznost pridodaje implementaciji tehnika koje ¢e stabilizirati antocijane pri

termickoj obradi.*®

Vecina istrazivanja usmjerena je prema upotrebi raznih molekula koje se dodaju u
prirodne ekstrakte kako bi poboljsali stabilnost antocijana. Na primjer, u koncentrirani
sok borovnice (zagrijan na temperaturi od 90 °C) dodaje se 10% glukoze ili trehaloze koje

odrzavaju odredenu stabilnost antocijana tijekom skladistenja.’’

Tehnike inkapsulacije se Cesto primjenjuju kako bi poboljsali boju i stabilnost
ekstrahiranih antocijana. Bioaktivna tvar (u ovom slucaju antocijani) u krutom, teku¢em
ili plinovitom stanju se prekriva polimernim filmom da bi se zastitila od utjecaja okoline.
U tehnike inkapsulacije spadaju suSenje rasprSivanjem, liofilizacija, liposomi, emulzije i
dr. Upotreba inkapsulacije izvrstan je nacin ocuvanja bioloSke aktivnosti antocijana i
sprjeCavanja njihove interakcije s ostalim komponentama iz hrane. Osim toga, iste
tehnike su se pokazale u¢inkovitim kod zastite od utjecaja pH 1 temperature na stabilnosti
antocijana. U vodenoj otopini cijanidin-3-O-glukozida pokazala se dobra stabilnost na
temperaturi od 60 °C u trajanju od 80 min, u slabo kiselim uvjetima (pH=6,0). U otopinu
su bili dodani Fe*" ioni u kombinaciji s anionskim polisaharidima (alginat, karagenan,
pektin) koji je inhibirao agregaciju kompleksa.*® Kad se dodala nova koli¢ina alginata,
stabilnost se smanjila vjerojatno jer Fe*" ioni bolje reagiraju s alginatom i na taj na¢in
remete kompleks antocijan-Fe**. Inkapsulacija plodova jabotikabe (brazilskog grejpa,
Plinia cauliflora ) s kalcijevim alginatom ili s polietilen-glikolom, uz superkriti¢ni CO,,
povecalo je stabilnost ekstrakta antocijana iz plodova jabotikabe prema svjetlosti 1
temperaturi. Mikro-inkapsulacijom vodenog ekstrakta cvijeta Hibiscus sabdariffa L. s
izolatom proteina sirutke i/ili polidekstrozom, metodom liofilizacije prah se stabilizirao i
pri temperaturama do 210 °C, $to su autori Cassol i Norena 2021. dokazali
termogravimetrijskom metodom (TGA).* Takoder su ispitivali stabilnost razli¢ito
pripremljenih uzoraka praha pri temperaturama od 40 °C i 60 °C tijekom perioda od 28
dana gdje se ocuvalo najviSe antocijana ¢ak 53% u uzorcima koji su bili pripremljeni

liofilizacijom samo s polidekstrozom, a bili su cuvani u uvjetima temperature 40 °C 1
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niske relativne vlaznosti (75%).>° Danas se kao metode inkapsulacije najéesée
upotrebljavaju liofilizacija, elektropredenje (proces proizvodnje nanovlakana u

elektrostatiCkom polju ) 1 susenje rasprSivanjem. (Slika 9.)

i e%%%,

.
- © o= ulje
Liposom .

lipidni nosaci

R3 antocijanin
a b
=y
H = ;,K
A susenje liofilizacija

raspréivanjem

Slika 9. Metode inkapsulacije’®

Na cvjetovima plavog grasSka (Clitoria ternatea L.) postignuta je termicka stabilnost
antocijana kada se ekstrakt pomijesao s katehinom u omjeru kopigment/antocijan 100:1 i
zagrijao na temperaturi od 90 °C, 60 minuta pri pH 3,5 ¢ime se smanjila konstanta reakcije
degradacije.”® Metoda kopigmentacije antocijana s drugim pigmentima je metoda koja
se najcesce upotrebljava kako bi se antocijani stabilizirali pri interakcijama s ostalim
komponentama iz hrane 1 pri obradi na viSim temperaturama. Naj¢esce se kopigmentiraju
s razli¢itim fenolima poput flavonoida, vanilinske, galne, hidroksibenzojeve ili feruli¢ne
kiseline, rutina ili katehina.*> Kopigmentacija se odvija na na¢in da se hidrofobne acilne
grupe povezu kovalentnim vezama na Secer 1 flavilium kation, ¢ime se smanjuje
mogucnost hidrolize antocijana (intermolekularne veze). Interakcija se odvija 1 unutar
molekule (intramolekularne veze) zbog slabih van der Waalsovih sila izmedu antocijana
i kopigmenta, zbog ¢ega se odvijaju promjene boje.*** Intenzitet promjene boje ovisi o
kojem kopigmentu se radi, o koncentraciji kopigmenta pa tako 1 antocijana, pH vrijednosti

1 temperaturi otapala.
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intramolekularna

intermolekularna C 25:
kopigmentacija

medusobno povezivanje 3 3%
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Slika 10. Interakcije antocijana s kopigmentima (drugim sastojcima hrane)>*

Nanoliposomi koji se sastoje od kolesterola i lecitina u omjeru 5:8 su pokazali kako
dodani antocijanima, posebno cijanidinu-3-O-glukozidu i peonidinu-3-O-glukozidu
mogu oc¢uvati njihovu koncentraciju za ¢ak 85,60% tijekom skladiStenja pri temperaturi
od 25 °C tijekom perioda od 16 dana.*® Ispitivanjem utjecaja pH na nanoliposomne
antocijane pokazalo se kako su takvi antocijani stabilniji na nizim pH vrijednostima

(pH=3), nego u neutralnim uvjetima (pH=7).

Jo§ jedna od tehnika koja poboljSava stabilnost antocijana otkrila se prilikom
mijeSanja boje antocijana s manoproteinima kvasca (10% proteini, 90% ugljikohidrati)
na temperaturama sterilizacije 1 pasterizacije, u neutralnim uvjetima (pH=7). Kompleks
koji je nastao ovom reakcijom o€uvao je antioksidativna svojstva antocijana kao i njihovu

koncentraciju.®

Antocijani izolirani iz razli¢itih vrsta voca (grejp, borovnice, brusnice) i povrca (crna
mrkva, crveni kupus) pomijeSani s komponentama koje sadrze tiolnu skupinu (R-SH)
(cistein, glutation, dihidrolipoi¢na kiselina) stabilni su i ne¢e se degradirati na pH =7 i

temperaturi od 37 °C.*?
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Antocijani disperzirani s kopolimerima, poput derivata Maillardove reakcije (izolat
proteina sirutke glikoliziran s glukozom) pokazali su kako je cijanidin-3-O-glukozid
stabilan pri zagrijavanju do temperature od 80 °C u trajanju od 80 minuta, te kako su mu

poboljsana antioksidativna svojstva.*®

BlanSiranje i obrada proizvoda koji sadrZze antocijane u kontroliranoj atmosferi
(snizen udio kisika) takoder se upotrebljava kao jedna od metoda stabilizacije antocijana
pri viSim temperaturama. Predobradom ljubic¢astog batata (lpomea batatas L.)
blanSiranjem vru¢om vodom jednu minutu, ili obradom na pari jednu minutu, pri
atmosferskom tlaku prije susenja na vru¢em zraku temperature od 70 °C, pokazalo se
kako obradeni batat sadrzava ve¢i udio antocijana od onog koji nije prethodno obraden.*’
Blansiranje inhibira aktivnost enzima (peroksidaze, lipoksigenaze) koje su odgovorne za

gubitak antocijana.
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Tablica 4. Prikaz korisnih metoda koje smanjuju degradaciju antocijana pod utjecajem

topline i naéini povezivanja*®

Metode stabilizacije antocijana

Dodatak Secera

(saharoza, fruktoza, glukoza, tehaloza)

Povezivanje vodikovim vezama

Dodatak metalnih iona

(bakar, aluminij, zeljezo, magnezij kalij)

Keliranje metala kvinoidalne baze u blago
kiselim ili neutralnim uvjetima; najbolji rezultati

se dobiju upotrebom Fe** u prisutnosti alginata

Intramolekulske kopigmentacije s drugim
molekulama
(flavonoidi, flavoni, katehini, hidroksibenzojeva
kiselina, klorogeni¢na kiselina, rutin, taninska

kiselina)

Hidrofobne n-n molekularne interakcije,
uzrokuju hiperkromne/ batokromne promjene;
promjena boje je pojacana u blago alkalnim
uvjetima, zagrijavanje smanjuje hiperkromne

promjene

Mikroinkapsulacija
(proteini, gume, polidekstroze, inulin,

malodekstrin, PEG)

Vodikove veze, hidrofobne/ionske veze,
elektrostatske sile s biopolimerima, formiranje

kompleksa $to usporava hidrolizu antocijana

Nanokomponente peptida fibroina svile

Povezivanje antocijana i peptida

MijeSanje s manoproteinima kvasca

Hidrofobne veze; kompleks se formira u

neutralnim uvjetima

Disperzija s kopolimerima

(produktima Maillardove reakcije)

Elektrostatska povezivanja s glikoliziranim

proteinima

Blansiranje

Inaktivacija enzima koji su odgovorni za
degradaciju antocijana (glikozidaze

peroksidaze, polifenol oksidaze, lipoksigenaze)

Uklanjanje kisika tijekom termicke obrade

Prevencija ireverzibilne i oksidativne

degradacije antocijana

Zastita s antioksidansima koji sadrze tiolnu
skupinu

(glutation, cistein,...)

Povezivanje -SH skupine sa C4 atomom
molekule antocijana, stabilizacija flavilium

kationa sa -COOH
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8. ZAKLJUCAK

Antocijani su pigmenti koji se nalaze u raznim biljnim vrstama i znacajni su za
ljudsko zdravlje. Konzumacijom namirnica koje obiluju antocijanima mozemo sprijeciti

razvitak kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti.

Razni industrijski procesi ekstrakcije i procesi obrade hrane zahtijevaju izlaganje
antocijana visokim temperaturama. Visoke temperature degradiraju antocijane i
naruSavaju im strukturu. Pod utjecajem razli¢itih pH vrijednosti antocijani mijenjaju
svoju boju, a posebice su nestabilni u bazicnom pH podrucju gdje pigment mijenja boju

u Zutu.

Razumijevanje ponaSanja antocijana u razli¢itim uvjetima (temperatura, pH,
svjetlo...) neophodno je kako bi se razvile tehnike koje ¢e povecati njihovu stabilnost 1
na taj nacin povecati biodostupnost antocijana. U tu svrhu razvile su se ve¢ neke
postojece tehnike poput liposoma, tehnika inkapsulacije i emulzija koje se mogu

primijeniti da bi se povecao vijek trajanja antocijana i o€uvala njihova bioloska svojstva.
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Q. POPIS KRATICA I SIMBOLA

COX-2 - ciklooksigenaza 2

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

engl. - engleski

H — vodik

LDL - lipoprotein male gustoce

MCP-1 - monocitni kemoatraktantni protein
MPAK - mitogen aktivirana protein kinaza
nm - nanometar

OCHS3 - metoksi skupina

OH - hidroksi skupina

PDGF-AB - trombocitni faktor rasta -AB
TGA - termogravimetrijska analiza

Tnf-a - tumorski faktor nekroze alfa

VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta
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