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Sazetak: Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.), kulinarska i ljekovita biljna vrsta, zahvaljujuci
svom bogatom bioaktivnom sastavu, posebice polifenolima, Cesto se koristi u tradicionalnoj
medicini za lijeCenje razli¢itih simptoma bolesti, a u posljiednje vrijeme Cest je sastojak
razlicitih funkcionalnih proizvoda. No, polifenolni spojevi imaju nisku bioraspoloZivost nakon
oralne konzumacije i lako podlijezu promjenama tijekom razlicitih uvjeta proizvodnje, zbog
¢ega se u svrhu zastite polifenola sve ¢eSée koristi metoda inkapsulacije. Cilj ovog rada bio je
ispitati ucinkovitost inkapsulacije polifenolnog ekstrakta ruzmarina u razli¢ite sustave nosaca
na bazi alginata (A) primjenom ionskog geliranja, gdje je posebno ispitan potencijal
kakaovog praha (KP) i rogaca (R), kao novih materijala za inkapsulaciju. Ispitan je i utjecaj
koncentracije alginata (4% i 5%) na inkapsulacijsku ucinkovitost polifenola ruzmarina.
Dobivenim hidrogel Cesticama odreden je udjel vode, fizikalne i morfoloSke karakteristike,
ucinkovitost inkapsulacije polifenola i zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta, kao i profili
otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz Cestica u simuliranim
gastrointestinalnim uvjetima. Dobiveni rezultati pokazali su da je veca koncentracija alginata
nosac rezultirao je tvorbom manjih, meksih i manje elasti¢nih Cestica. Dodatkom KP i R u
alginatni gel povecala se inkapsulacijska ucinkovitost ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina, te ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta te se usporilo otpustanje
polifenola iz Cestica u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima. Najveéu inkapsulacijsku
ucinkovitost ukupnih polifenola (95,08%) i hidroksicimetnih kiselina (95,37%) imao je sustav
4% A-R, kao i najvece zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta (91,83% -ABTS i 93,60% -
DPPH). Kakaov prah i rogac, kao nove, do sada neispitane, sirovine u sustavu nosaca za
inkapsulaciju, pokazale su jako veliki potencijal za inkapsulaciju polifenola.
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1. UVOD

Polifenoli su bioaktivni spojevi koji se nalaze u hrani, a zahvaljujuéi jakim
antioksidacijskim svojstvima imaju mnoge pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, zbog cega
postoji veliki interes za njihovom primjenom u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
Djelovanje polifenola na ljudsko zdravlje, prevencija odredenih bolesti i simptoma ovisi o
njihovoj bioraspolozivosti, odnosno koliko je polifenola probavljeno i metabolizirano (Pandey i
Rizvi, 2009). Takoder, polifenole karakterizira nestabilnost prema vanjskim okoliSnim
uvjetima (temperatura, vlaga), termi¢kim obradama namirnica, a podlozni su i metabolickim
promjenama u probavnom sustavu. Moguée rjeSenje za zastitu polifenola i povecanje njihove
bioraspoloZivoti je primjena tehnike inkapsulacije. Inkapsulacija je proces u kojem su krute
Cestice, tekucina ili plin zadrzane unutar inertnog materijala (nosaca), koji izolira i Sstiti
komponente koje su inkapsulirane od vanjskih uvjeta (Zhu i sur., 2012; Kuang i sur., 2010;
Ghosh, 2006; Desai i Park, 2005). Najvedi izazov ove tehnike je odabrati odgovarajucu
metodu inkapsulacije te sustav nosaca koji ¢e rezultirati visokom ucinkovitoS¢u inkapsulacije
tvari koja se imobilizira (Desai i Park, 2005). Kod inkapsulacije u prehrambenoj industriji
koriste se razliiti biopolimeri, a najées¢e ugljikohidrati poput alginata (Tan HL i sur., 2009),
pektina (Gharsallaoui A, 2007), gumearabiea (Meer, 1980), guar gume, maltodekstirna
(Gharsallaoui A, 2007), itd. No, zbog poroznosti polisaharidnih gelova, isti se u svrhu
smanjenja poroznosti te ucinkovitijeg zadrzavanja aktivnih tvari ¢esto kombiniraju s drugim
materijalima.

Cilj ovog rada je primjenom ionskog geliranja i razli¢itih sustava nosata na bazi
alginata inkapsulirati polifenolni ekstrakt ruzmarina. Pri tome, naglasak ce se staviti na
ispitivanje potencijala novih materijala u sustavima alginatnog gela, poput kakaovog praha i
rogaca, koji do sada u inkapsulacijske svrhe nisu koristeni. Prvo Ce se provesti bioaktivna
karakterizacija vodenog ekstrakta ruzmarina primjenom spektrofotometrijskih metoda. Nakon
inkapsulacije ekstrakta ruzmarina u alginatne nosace, dobivenim hidrogel cesticama odredit
¢e se udjel vode, fizikalne (veli¢ina, parametri teksture) i morfoloske (izgled cestica)
karakteristike te parametri boje. Nadalje, ispitat ¢e se ucinkovitost inkapsulacije polifenola,
kao i ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta u novo formuliranim sustavima
alginatnih nosaca s kakaovim prahom i rogacem. Takoder, profil otpustanja polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta iz hidrogel Cestica ispitat ¢e se u simuliranim gastrointestinalnim

uvjetima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Bioraspolozivost polifenolnih spojeva

Polifenoli su sekundarni metabiliti koji ¢ine najrasireniju skupinu prirodnih spojeva u
biljnom svijetu, s preko 8000 poznatih struktura. U svojoj kemijskoj strukturi imaju jedan ili
viSe aromatskih prstena na koji su vezane jedna ili viSe hidroksilnih skupina (Tsao, 2010).
Osnovna podjela polifenola je na fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne),
flavonoide (flavoni, flavanoli, flavanoni, flavonoli, izoflavoni), stilbene i lignane (Hardman,
2014). Dokazano je da polifenoli snizavaju krvni tlak (Rouse i sur., 1983), smanjuju rizik od
kardiovaskularnih bolesti (Hertog i sur., 1993), imaju vaznu ulogu kod aterogeneze (Stocker i
Keaney, 2004), sprjeCavaju promjene na stanicama izazvane oksidacijom, a time i razvoj
degenerativnih bolesti povezanih s oksidacijskim stresom (Lugman i Rizvi, 2006). Takoder,
mogu izazvati smanjenje stanica tumora i sprijeciti njihov rast (Yang i sur., 2001) te
popravljaju lipidni profil (snizavaju koncetraciju LDL kolesterola i triglicerida) (Choi i sur.,
2010). Upravo zbog navedenog, u posljednje vrijeme sve je veci interes prehrambene, ali i
ostalih industrija, za koristenjem polifenola, kao tvari koje pozitivho utjeCu na ljudsko
zdravlje, pa je tako i sve vedi interes znanstvenika za ispitivanjem potencijalnih primjena
polifenola u razlicite svrhe.

Ucinkovitost polifenolnih spojeva i njihov utjecaj na ljudsko zdravlje uvelike ovisi o
njihovoj bioraspoloZivosti, odnosno koliko je tih tvari probavljeno, apsorbirano i
metabolizirano. Istrazivanja pokazuje da najcesce udjel polifenola koji je unesen hranom ne
odgovara njihovoj bioraspoloZivosti u ljudskom organizmu (Pandey i Rizvi, 2009). Polifenoli
prolaze nekoliko procesa u ljudskom probavnom sustavu: 1) otpustanje polifenola iz matriksa
hrane; 2) promjena polifenola u gastrointestinalnim uvjetima; 3) stani¢ni unos aglikona i
konjugiranih polifenola enterocitima; 4) mikrobioloska fermentacija neapsorbiranih polifenola
te ponovno izlucenih iz zuci i pankreasa; 5) enzimska modifikacija; 6) transport u krvotok i
ostala tkiva; 7) izluCivanje preko bubrega ili ponovno izlu€ivanje u crijeva preko soka Zudi i
pankreasa. Najveci dio polifenola apsorbira se u gastricnim uvjetima zbog razgradnje
pepsinom, zajedno sa peristaltiCkim kretanjima i niskim pH. Na bioraspoloZivost polifenola u
namirnicama i proizvodima utjeCu razliCiti vanjski ¢imbenici, kao Sto su uvjeti uzgoja voca i
povrca (klimatski uvjeti, zemlja itd.), zrelost i skladiStenje biljaka, razliciti tehnoloski procesi
tijekom tretiranja hrane, poput susenja i mljevenje, pri ¢emu se gubi znacajan dio
polifenolnih spojeva (Shofian u sur., 2011; Abid i sur., 2013). Takoder, toplinskom obradom

se takoder povecava rizik od degradacije i oksidacije polifenola, ali moguce je i povecanje



bioraspoloZivosti zbog omeksanja stanicnih stijenki. Na bioraspolozivost polifenolnih spojeva
utjecaj ima i da li je hrana u tekucem ili krutom stanju. Vedina tekuée hrane je male
viskoznosti i brze prolazi kroz Zeludac te sadrzi viSe vode i najceSce manje proteina i lipida
koji bi vezali polifenole, dok hrana u krutom stanju moze otezati apsorpciju, ali takoder moze
i stabilizirati i zastititi odredene komponente do same apsorpcije. Lipidi, proteini i probavljivii
ugljikohidrati takoder utjeCu na bioraspolozivost ovisno o udjelu i vezama koje stvaraju sa
polifenolnim spojevima (Bohn, 2004). Inkapsulacija se pokazala kao tehnika koja pozitivho
utjeCe na apsorpciju polifenola, buduéi da matriks u kojem je inkapsuliran odredeni aktivni
spoj minimalizira kontakt s ostalim spojevima te omogucava transport do crijeva. Ova

tehnika je pogodna i za slabo topljive polifenole (de Vos i sur., 2010).

2.2. Inkapsulacija

U posljednje vrijeme fokus znanstvenika i prehrambene industrije je na obogacivanju
proizvoda funkcionalnim spojevima ili nutraceuticima. Problem je u tome Sto su te
komponente poput polifenola podlozne oksidaciji te su vrlo osjetljive na gastrointestinalne
uvjete (Fang i Bandhari, 2010). Jedan od mogucih nacina oCuvanja aktivnih komponenata i
postizanja Zeljenog zdravstvenog ucinka jest njihova zastita od okoliSnih uvjeta i nezeljenih
promjena. Inkapsulacija je proces u kojem su krute Cestice, tekucina ili plin zadrzane unutar
inertnog materijala (nosaca), koji izolira i stiti inkapsulirane komponente od vanjskih uvjeta
(Zhu i sur., 2012; Kuang i sur., 2010; Ghosh, 2006; Desai i Park, 2005). Inkapsulirati se
mogu bioaktivnhe komponente poput antioksidansa, vitamina, fitosterola, minerlnih tvari,
masnih kiselina i zivih stanica, kao Sto su probiotici (Fang i Bandhari, 2010; Anal i Singh,
2007). Omotac oko inkapsulirane tvari omogucava separaciju jezgre od okolisa sve dok tvar
ne bude otpustena u okolinu u odredenim uvjetima i kontroliranom brzinom (Desai i Park,
2005). Takoder, cilj inkapsulacije je Cuvanje lako hlapljivih komponenata (aroma), zastita
sastojaka tijekom skladistenja i transporta, zastita tijekom tehnoloskih procesa gdje se hrana
izlaZze visokim temperaturama, Kkisiku i svijetlosti, prevencija od reakcija s drugim
komponentama u hrani (kisik, voda). Inkapsulacijom se prekriva ¢esto gorak okus polifenola
zbog Cega se inace ne dodaju u visokim koncetracijama (Nedovi¢ i sur., 2011). Danas
inkapsulacija ima Siroku primjenu u prehrambenoj industriji, pa se cesto koristi za
obogacivanje hrane s bioaktivnim komponentama poput vitamina, mineralnih tvari,
antioksidansa i probiotika (Wandrey i sur., 2009) te priprodnih aroma (Lalou i sur., 2013).
Inkapsulacijom se odvajaju komponente u hrani koje inate medusobno reagiraju, tako se
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kod inkapsulacije eteri¢nih ulja sprijeava njihova reakcija s vodom ili kisikom te se postizu
Zeljena fizikalna svojstva (Desai i sur., 2005). Inkapsulacija ima veliku primjenu i u
poljoprivednoj industriji za proizvodnju herbicida (Wang i Zhao, 2013) te u farmaceutskoj
industriji kod inkapsulacije razli¢itih lijekova i aktivnih supstanci s terapeutskim efektom
(Donbrow, 1991).

Morfologija Cestica dobivenih inkapsulacijom ovisi o0 materijalu jezgre (inkapsulirane

tvari) i omotaca te se razlikuju (Slika 1):

1) mononuklearne Cestice — sadrze omotac oko jezgre
2) polinuklearne Cestice — sadrze mnogo jezgri oko omotaca

3) matri¢ne Cestice — tvar jezgre je homogeno rasporedena u materijalu (Jyothi Sri i

sur., 2012.)
® %" e
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Slika 1. Podjela Cestica s obzirom na morfoloska svojstva (Prilagodeno iz Jyothi i sur., 2010)

S obzirom na veliCinu inkapsulirane Cestice dijele se na nanocestice (veli¢ine od 10 do 1000
nm), mikroCestice (veli¢ine od 2 do 2000 pum) i makrocestice (veli¢ine vece od 2000 pm)
(Singh i sur., 2010).

Materijali koji se koriste kao nosaci za inkapsulaciju mogu se podijeliti na
ugljikohidrate, lipide, proteine, sinteticke i neorganske materijale. NajceSce primjenjivani
materijali za inkapsulaciju su ugljikohidrati: glukoza, saharoza, fruktoza, maltodekstrin, Skrob
i celuloza. Posebno vaznu ulogu imaju polisaharidi poput guma ili hidrokoloida (Kosaraju i
sur., 2005). Od proteina, kao materijali za inkapsulaciju, najéesce se koriste gluten, kazein,
proteini surutke i Zelatina (Wandrey i sur., 2010). Lipidni materijali, kao Sto su masti, ulja,
fosfolipidi i voskovi, koriste se u metodama inkapsulacije gdje dolaze do izraZzaja njihova

hidrofobna svojstva, poput emulzija ili liposoma (Wandrey i sur., 2010). S tehnoloSkog



aspekta jedan od znacajnijih voskova je karuba vosak. Od sintetickih materijala koristi se
polivinil pirolidon (PVP) koji se odlikuje dobrim svojstvima formiranja filma i termickim
svojstvima (Wandrey i sur., 2010).

2.2.1. Metode inkapsulacije

Danas postoje brojne metode inkapsulacije i neke od njih se duze koriste i u
industrijskoj mjerilu. Odabir metode ovisi o fizikalnim svojstvima i tipu jezgre i nosaca, a od
odabrane metode ocekuje se visoka ucinkovitost inkapsulacije i da Cestice budu odredene
Zeljene veliCine i pozeljnih morfoloskih svojstava te Sto pravilnijeg oblika (bez repova ili
udubina) (Pordevic i sur, 2014; Vladisaljevi¢, 2012).

Metode inkapsulacije podijeljene su u Cetri skupine s obzirom na njihovu izvedbu:

1. Fizikalne metode: primjena superkriticnih fluida, suSenje rasprsivanjem

2. Kemijiske metode: ,in situ" polimerizacija, grani¢na polikondenzacija i grani¢no
unakrsno povezivanje

3. Fizikalno — kemijiske metode: emulzifikacija i isparavanje otapala, inkapsulacija
hladenjem emulzija, metode temeljene na ionskim inteakcijama ( ionsko geliranje,
koacervacija, Layer-by-layer metoda), metode temeljene na hidrofobnim
interakcijama

4. Ostale metode: inkapsulacija u stanicama kvasca, ko-kristalizacija i molekularna

inkluzija (Munin i Edwards-Lévy, 2011).

2.2.1.1. Fizikalne metode inkapsulacije

SuSenje rasprsivanjem je tehnika dobivanja inkapsuliranih proizvoda koja se temelji
na rasprsivanju, odnosno atomizaciji prethodno pripremljene smjese bioaktivnhe komponente
i nosaca. Proces se odvija u komori koja se zagrijava, uslijed ¢ega dolazi do otparavanja
otapala, a Cestice se formiraju prolaskom smjese kroz mlaznicu ili rotirajuéi atomizer. Kao
otapalo najcesSée se koristi voda, ali se mogu koristiti i organska otapala poput acetona i
etanola (Zuidam i Shimoni, 2010).

Metoda inkapsulacije koja primjenjuje superkriticne fluide temelji se na prolasku
fluida, koji sadrzi aktivni sastojak i materijal za inkapsulaciju, iz dijela komore gdje se
odrzavao visoki tlak kroz mlaznicu na atmosferski tlak, uslijed ¢ega dolazi do desolvatacije



materijala za inkapsulaciju pri ¢emu se on taloZi oko bioaktivne komponente te nastaju
mikrocestice. Najcesce koristeni superkriticni plinovi su ugljikov dioksid, alkani s dva, tri ili
Cetiri ugljikova atoma i dusikov oksid (Matsuyama i sur., 2013).

2.2.1.2. Kemijske metode inkapsulacije

Metoda ,In situ" polimerizacije koristi se za formiranje nanocestica, pri ¢emu se
monomerne komponente emulgiraju u vodenoj fazi uz dodatak emulgirajuéeg sredstva. Pri
tome nastaju niskomolekularni polimeri koji s polimerizacijom rastu (Munin i Edwards-Lévy,
2011).

LInterfacial® polimerizacija je kemijska metoda inkapsulacije gdje se membrana od
polimera formira oko kapljica emulzije, a reakcija se odvija na granici kontinuirane i
disperzne faze (Munin i Edwards-Lévy, 2011). Proces ukljuCuje otapanje monomera u
tekuéem mediju kojeg mikroinkapsuliramo te dispergiranje u tekuéoj fazi koja sadrzi
disperznu tvar i dodatakamina, Sto rezultira brzom polimerizacijom (Scher, 1983).

2.2.1.3. Fizikalno — kemijske metode inkapsulacije

Metoda emulzifikacije temelji se na pripremi emulzija, odnosno dvofaznog sustava
koji se sastoji od vodene i uljne faze. Naj¢eSce se pripremaju u homogenizatoru, a kod ove
metode bitno je Sto dulje zadrzati stabilnost emulzije. Princip ove metode je da se otopljeni
lipidni materijal (masti ili vosak) dispergiraju u vodi, zatim se hlade te nastaju ¢vrste Cestice
sa inkapsuliranom aktivnom komponentom. Nedostatak ove metode je taj Sto moze doéi do
nepotpune inkapsulacije ako je aktivna komponenta topljiva u vodi (Zuidam i Shimoni, 2010).

Metoda isparavanja otapala je tehnika gdje aktivna tvar koja se inkapsulira otapa se
ili dispergira u polimernom materijalu omotaca te se smjesa zagrijava pri ¢emu dolazi do
uparavanja polimernog materijala i vezanja na Cestice aktivne tvari (Munin i Edwards-Lévy,
2011).

Koacervacija je fizikalno — kemijska metoda inkapsulacije koja se bazira na stvaranju
koacervata. Za stvaranje koacervata potrebno je stvoriti sistem kod koga je aktivna
komponenta dispergirana u npr. polimernom otapalu ili nosacu, koji se zatim prevodi putem
variranja parametara, poput pH i temperature sustava, u formu tekucéeg filma koji obavija
aktivnu komponentu. Dobivene cestice se onda mogu odcvrstiti geliranjem ili susiti do
praskaste forme (Thies, 2005).

Metoda koja se temelji na hidrofobnim interakcijama poput inkapsulacije u
liposomima, bazira se na mijeSanju fosfolipida u vodi, uslijed ¢ega nastaju hidrofilno —
hidrofobne interakcije izmedu fosolipida i vode. Aktivha komponenta u nalazi se u vodenoj
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fazi ili je pak vezana za membranu liposoma. Za ovaj postupak koriste se koloidni mlinovi ili
postupak mikrofluidizacije, a kao materijali koriste selecitin i kolesterol. Mana inkapsulacije u
liposomima je nestabilnost liposoma tijekom vremena i stvaranje krupnijih agregata (Zuidam
i Shimoni, 2010).

Ionsko geliranje je fizikalno-kemijska metoda inkapsulacije u kojoj se polisaharidi
otapaju u vodi ili slabo kiselom mediju, te se dobivena otopina ukapava u otopinu suprotnog
naboja (najCeS¢e otopinu kationa) uz konstantno mijeSanje. Zbog nastajanja kompleksa
izmedu suprotno nabijenih iona, polisaharidi formiraju gel strukturu i taloze se u obliku
sferinih Cestica. Takve Cestice se uklanjaju filtracijom, ispiranu s destiliranom vodom i suse

po potrebi (Racovitd i sur., 2009).

—— mijeSalica
polisaharidna b
otopina + :
Ito\?aktlvna ® *.| * o1 kompleksna polieketrolitna
ar oo o e’ e otopina

kompleksne Cestice

Slika 2. Prikaz pripreme hidrogel ¢estica metodom ionskog geliranja (Racovita i sur., 2009)

Cimbenici koji utjietu na udinkovitost ove metode inkapsulacije, te na veli¢inu i oblik nastalih
Cestica, jesu koncetracija polimera i kationa za geliranje, koncetracija bioaktivnog sastojka,
temperatura i pH otopine za geliranje (Racovita i sur., 2009).

Jedan od cesto koristenih prirodnih polimera kod metode ionskog geliranja je alginat.
Alginat je polisaharid ekstrahiran iz smedih algi (Reis i sur., 2006), koji je nasao vrlo cestu
primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji zbog pristupacnosti i niske cijene, te
brojnih pozeljnih svojstva poput biorazgradivosti, biokompatibilnosti, mukoadhezivnosti.
Alginat se ne nakuplja se u organima u tijelu i vrlo dobro je sredstvo za zguSnjavanje i
emulgiranje, stvaranje suspenzije, tvorbu filma i tvorbu gela (Kuo i Ma, 2001; Racovitd i sur.,
2009). Alginat u svojoj strukturi sadrzi dvije uronske kiseline, a-L-guluronsku kiselinu i B-D-
manuronsku kiselinu, povezane a-1,4- glikozidnom vezom (Racovitda i sur., 2009).Do
formiranja alginatnih hidrogelova dolazi kada guluronske jedinice iz molekule alginata
reagiraju sa metalnim ionima, nakon ¢ega se guluronske jedinice slazu u specificnu strukturu

tzv. model , kutija za jaje" (eng. ,egg box™) (Slika 3). Vezanjem dvovalentinih kationa na



guluronske jedinice nastaje kooperativna jedinica od 20 monomera, i takvim povezivanjem
jedinice su stabilne prema disocijaciji (Racovita i sur., 2009). Za formiranje hidrogelova od
kationa najceSce sekoriste Ca?*, Ba?* i APP*, dok Mg?* i jednovalentni kationi ne induciraju
geliranje (Kim i Lee, 1992; Racovita i sur., 2009).
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Slika 3. Prikaz modela ,kutija za jaje", ionska interakcija izmedu dvovalentnog kationa, Ca?*
i karboksilne grupe guluronske kiseline iz molekule alginata (Li i sur., 2007).

2.3. Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.)

Ruzmarin, Rosmarinus officinalis L., pripada porodici Lamiaceae i viSegodiSnja je
zimzelena aromaticna biljka koja ima male iglicaste listove (2-3 cm), intenzivhog mirisa, te
gorkog i aromati¢nog okusa te se najcesce koristi u susenim obliku ili obliku eteri¢énog ulja.
PotjeCe s Mediterana, gdje raste na tlu bogatom kalcijem, a pogoduje mu suha klima i slani
morski zrak (Oluwatuyi i sur., 2004).

U tradicionalnoj primjeni u ljekovite svrhe upotrebljavaju se listovi, cvjetovi i izdanci u
cvatu. NajceS¢a primjena ruzmarina je kao aromatic¢no sredstvo, karmativ i stimulans. Koristi
se za probavne poteskoce, bolju cirkulaciju, kao sredstvo za masazu, za CisS¢enje krvi i kao
zacin u kulinarstvu. Cesto se koristi u kozmeticke svrhe, u proizvodniji parfema i sapuna, gdje
se koristi mast ili ruzmarinovo ulje dobiveno destilacijom grancica i listova (Willfort, 1978).
Takoder, ruzmarin je nasao Siroku primjenu u prehrambenoj industriji, gdje se koristi svjez ili
osusen. NajceSée se dodaje u razliCite juhe, pecene proizode i salate zbog poboljSanja okusa

i organoleptickih svojstva (Viuda-Martos i sur., 2010).



2.3.1. Kemijski i bioaktivni sastav ruZzmarina

Ruzmarin je prihvaéen kao bilika s vrlo visokom antioksidacijskom aktivnos¢u. Za tu
visoku antioksidacijsku sposobnost odgovorni su brojni aktivni spojevi koji se mogu svrstati u
tri skupine. Prva skupina su fenolne kiseline: vanilinska, kafeinska,ferulinska i ruzmarinska
kiselina; drugu skupinu cine diterpeni: karnosol, rosmadial, rosmanol, karnoska kiselina,
metil karnosat, epirosmanol, a tre¢a skupina su flavonoidi poput hespiritina, apigenina,
genkvanina, cirsimaritina i skutelareina (Cuvelier i sur., 1996).

Bilijka ruzmarina vrlo je bogata karnozicnom kiselinom, koja djeluje protiv degradacije
roznice, oSte¢enja mreznice i makularne degradacije (Rezaie i sur., 2012). U istrazivanju koje
je proveo Tena sa suradnicima (1997) dokazano je da koli¢ina karnozicnom kiseline veéa u
mladim listovima nego u zrelim i to za 21%. Takoder, koncentracija ovog spoja postupno se
povecava tijekom prolje¢a sve do ljetnih mjeseci kada je koncetracija najveca, dok nakon
listopada se pocinje smanjivati. To se povezuje s vremenskim uvjetima kojima je biljka
izlozena, a naroCito ovisi o temperaturi i o koli¢ini sunceve svjetlosti tijekom dana.
Karnozi¢na kiselina iz ruzmarina moze sprijeciti i oksidaciju uzrokovanu mikotoksinima, tako
da postoji potencijalna mogucnost primjene protiv toksicnog dijelovanja aflatoksina Bl
(Costa i sur., 2007).

U istrazivanju kojeg su proveli Wang i suradnici (2008) analizom je dobiven sastav ulja
ruzmarina koji pokazuje udjel od 27,23% 1,8-cineola (eukaliptol), 19,43% a-pinena, 14,26%
kamfora, 11,52% kamfena i 6,71% B-pinena.

2.3.2 Inkapsulacija aktivnih spojeva ruzmarina

Iako je bioaktivni sastav ruzmarina relativno dobro poznat za istraZivanja vezana za
inkapsulaciju aktivnih spojeva ruzmarina joS uvijek ima dovoljno prostora i mogucnosti.
Prema pretrazenoj literaturi, najéeSce su inkapsulirani aromaticni spojevi ruzmarina, dok
podataka o inkapsulaciji polifenolnih spojeva ruzmarina ima jako malo. U tablici 1 prikazana

suneka od dosadasnijih istrazivanja inkapsulacije ulja ili ekstrakta ruzmarina.



Tablica 1. Prikaz istrazivanja inkapsulacije aktivnih spojeva ruzmarina primjenom razlicitih

sustava nosaca i metoda

Spoj

Nosac

Metoda

Referenca

Etericno ulje

polikaprolakton

nanopercipitacija

Ephrem i sur.,

2014
Eteri¢no ulie izolati proteina sirutke suenie smrzivaniem Turasan i sur.,
) i maltodektrin ) ) 2015
v . _— . . v . Fernandes i sur.,
Etericno ulje inulin susenje rasprsivanjem 2014
Etericno ulje polikaprolakton nanopercipitacija Khool;c(j)ell; sur.,
Eteri¢no ulje niskoviskozni alginat ionsko geliranje Dolgaollgur.,
Etericno ulje guma arabika, Skrob | susSenje rasprsivanjem Fernar;%e154| sur.,
Ekstrakt ruzmarina poloxamer superkriti¢ni fluid Vlsenzté)nllzsur.,
Ekstrakt ruzmarina maltodekstrin susenje rasprsivanjem Bunhz%zll65ur.,
Ekstrakt ruzmarina kazein emulzifikacija Arraznéllssur.,
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal
3.1.1. Uzorci

U ovome radu koristen je suhi ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) (berba 2015.)
podrijetlom iz Hrvatske. Materijal je kupljen u specijaliziranoj trgovini ljekovitog bilja, Suban
d.o.o. te je usitnjen i prosijan do odredene veliCine Cestica.

Kao nosac za inkapsulaciju polifenolnih spojeva ruzmarina koriStena je natrijeva sol
alginske kisline iz niske viskoznosti (Sigma-Aldrich Company Ltd. (Dorset, UK)). Ostali
materijali koji su koriSteni u sustavu alginatnih nosaca su kakaov prah smanjenog udijela
masti od 10-12 % (Zvecevo d.d., PoZega, Hrvatska) te rogal (Safram d.0.0., Zagreb,
Hrvatska).

3.1.1.1. Priprema polifenolnog ekstrakta ruzmarina

Ekstrakt ruzmarina pripremljen je prelijevanjem 20 g usitnjenog ruzmarina s 200 mL
destilirane vode, prethodno zagrijane na temperaturu od 80 °C. Ekstrakcija se provodila 30
minuta uz mijeSanje staklenim Stapi¢em te odrzavanje konstantne temperature od 80 °C.
Nakon ekstrakcije uzorak je procijeden kroz metalno cijedilo i gazu te je nadopunjen do
Zeljenog volumena (200 mL) i ohladen na sobnu temperaturu prije analiza. Ekstraktu
ruzmarina ispitan je bioaktivni profil u vidu odredivanja udjela polifenola, hidroksicimetnih
kiselina i antioksidacijskog kapaciteta, dok je preostali dio ekstrakta ruzmarina koristen za

inkapsulaciju.

3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije su bile visoke analiticke (p.a.) Cistoce.

Odredivanije udjela ukupnih polifenola:

e Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
e Natrijev karbonat (Na2CO3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)
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Odredivanije udjela hidroksicimetnih kiselina:

Klorovodicna kiselina (HCl), Kemika (Hrvatska)

Arnow reagens — smjesa natrijevog nitrita (Gram-mol d.o.o0.; Zagreb, Hrvatska) i
natrijevog molibdata (Sigma-Aldrich; Steinham, Njemacka)

Natrijev hidroksid (NaOH), Gram-mol d.o.o (Zagreb, Hrvatska)

Kafeinska kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom:

Etanol, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS), Sigma-
Aldrich (Steinham, Njemacka)

Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)

2,2-difenil-pikrilhidrazil radikal (DPPH), Fluka (St. Gallen, Svicarska)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboskilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich

(Steinham, Njemacka)

Inkapsulacija i kakaterizacija hidrogel Cestica:

Natrijeva sol alginske kiseline niske viskoznosti,Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
Kalcijev klorid, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev citrat, T.T.T. d.o.o. (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Koncentrirana klorovodicna kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Dinatrij hidrogen o-fosfat bezvodni, Fisher Chemical (Loughborough, Velika Britanija)
Natrij dihidrogenfosfat-dihidrat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela suhe tvari:

Kvarcni pijesak (opran i zaren), Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Aparatura i pribor

Priprema ekstrakta:

Plamenik s azbestnom mrezicom

Termometar
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Stakleni Stapic¢

Menzura volumena 250 mL

Casa volumena od 250 do 500 mL
Stoperica

Gaze

Metalno cijedilo

Elektri¢ni mlin za kavu, United Favour Development (Kowloon, Hong Kong)

Spektrofotometrijske analize:

Staklene epruvete

Staklene CaSe volumena 250 mL

Staklene menzure volumena 50 mL, 100 mL, 500 mL

Automatske mikropipete volumena 100-1000 uL (Gilson, SAD)
Staklene pipete volumena 5 mL i 10 mL

Propipete

Odmijerne tikvice volumena 10-100 mL

Stakleni Stapici za mijeSanje

Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Ziiruch, Svicarska)

Kivete od optickog stakla (10 mm) za spektrofotometrijsko mjerenje

Spektrofotometar Helios y, ThermoSpectronic (Cambridge, Velika Britanija)

Inkapsulacija i karakterizacija hidrogel Cestica:

Igle od 27 G (0,4x13 mm)

Plasticne Sprice volumena 2 i 5 mL

Cae volumena 50 do 250 mL

Termometar

Metalno cjedilo

Plasticne epice volumena 2 mL

Plasticne epruvete volumena 15 mL

Magneti

Aluminijske posudice s poklopcima

Eksikator

Analititka vaga, Mettler-Toledo (Ziruch, Svicarska
Laboratorijski susionik, Tehtnica (Zeleznik, Slovenija)
Tehnicka vaga, A&D Instruments (Abingdon, Velika Britanija)
Magnetna mjesalica, IKA C-Mag HS 7 (Staufen, Njemacka)
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¢ Dino-Lite kalibracijska plocica (minimalni razmak=0,2 mm) (Naarden, Nizozemska)
e TA.HD.Plus analizator teksture, Stable Micro Systems (Velika Britanija)

¢ Cilindri¢na celi¢na sonda P/2, Stablo Micro Systems (Godalming, Velika Britanija)

e Mikroskop Leica DM1000 LED (Cambridge, Velika Britanija)

e Kolorimetar, CM-700d, CM-A177, Konica Minolta (Tokio, Japan)

3.2. Metode
3.2.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajuéim reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau
reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, koji reagira s fenoksid ionom
iz uzorka, prilikom Cega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo
obojenih volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur.,
1999b). Nakon dva sata reakcije, u kojoj svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau
reagensom, spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm
(Ough i Amerine, 1988), pri cemu je intenzitet obojenja direktno proporcionalan udjelu
polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

Postupak rada:

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL
Folin-Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine
natrijevog karbonata (Na.COs) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijeSa.
Pripremljeni uzorci se ostave stajati na sobnoj temperaturi dva sata, nakon Cega se mijeri
apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba
priprema se na isti nacin kao i uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 pL uzorka sadrZi isti
volumen destilirane vode. Za izraCunavanje konacnog rezultata je potrebno apsorbanciju

slijepe probe oduzeti od apsorbancije uzorka.
Udjel ukupnih polifenola izracunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0010x - 0,0001
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Gdje su:

e X — udjel ukupnih polifenola (mg/L)

e Yy —izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

Iz jednadzbe bazdarne krivulje, konstruirane za standard galne kiseline, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), odreduje se udjel ukupnih polifenola
u ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela ukupnih polifenola provedeno je u dvije paralelene
probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s
pripadaju¢im standardnim devijacijama, u mg ekvivalenata galne kiseline (EGK)/g uzorka ili

Cestica.

3.2.2. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina

Princip metode:

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina bazira se na reakciji kiselinske hidrolize koja
je poprac¢ena nastankom ruzicasto-crvenkastog obojenja, Ciji se intenzitet odreduje
mjerenjem apsorbancije na 490 nm, pri ¢emu je udjel hidroksicimetnih kiselina direktno

proporcionalan intenzitetu obojenja u ispitivanom uzorku (Matkowski i sur., 2008).

Postupak rada:

500 pL uzorka pomijeSa se u staklenoj epruveti s 1 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline
(HCl), 1 mL Arnow-og reagensa (10%-tna vodena otopina natrijevog nitrita i natrijevog
molibdata), 1 mL 8,5%-tne vodene otopine natrijevog hidroksida (NaOH) te se doda 1,5 mL
destilirane vode. Sadrzaj epruvete se dobro izmijeSa te se odmah ocita apsorbancija na

490 nm (Matkowski i sur., 2008). Slijepa proba umijesto uzoraka sadrzi destiliranu vodu.
Udjel hidroksicimetnih kiselina izraCunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0026x + 0,0054
Gdje su:
e X — udjel kafeinske kiseline (mg/L),
e y —izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 490 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje koja prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji
standarda (mg/L), konstruirane za standard kafeinske kiseline, odreduje se udjel
hidroksicimetnih kiselina u ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina
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provedeno je u dvije paralelene probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti
provedenih mjerenja s pripadajué¢im standardnim devijacijama u mg ekvivalenata kafeinske

kiseline (KK)/g uzorka ili Cestica.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
3.2.3.1. ABTS metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,gasenju" plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Za oksidaciju otopine
ABTS-a koristi se otopina kalijevog persulfata, pri ¢emu se maksimum apsorbancije dostize
na valnim duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm. Dodatak antioksidansa rezultira
redukcijom prethodno generiranog ABTS radikala, Sto uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se
pracenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem
apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilne kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i
sur., 1999).

Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS*
radikala, oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140
mM) do konacne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove
otopine potrebno je pomijesati 88 WL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuniti sa
otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Budu¢i da ABTS i kalijev persulfat
reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1:0,5, ne¢e dodi do potpune oksidacije te je stoga
potrebno pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko noéi (12-16 h) na
sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%-tnim) do konacne
koncentracije ABTS+ radikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.
Volumen od 40 L uzorka pomijeSa se s 4 mL otopine ABTS* radikala u tamnoj epruveti te se
nakon to¢no 6 minuta izmjeri apsorbancija na 734 nm. Prije mjerenja uzoraka potrebno
jeizmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako da se, umjesto uzorka, 40 pL

vode pomijesa s istom kolicinom reagensa.
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Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA,

koja se koristi za izracunavanje konacnog rezultata.
Jednadzba bazdarne krivulje:
y = 0,303x + 0,0006

Gdje su:
e X —koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol /L)

e Yy —izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol/L), odreduje se antioksidacijski kapacitet u
ispitivanom uzorku. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom provedeno je u
dvije paralelene probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih

mjerenja s pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g uzorka ili Cestica.

3.2.3.2. DPPH metoda

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidacijskih svojstava temelji se na redukciji DPPH
radikala(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pracena kolorimetrijskom
reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivomdijelu
spektra (517 nm). U prisutnosti elektron donora (antioksidans koji gasi slobodneradikale)
dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste boje otopine

u Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).

Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu.
U tamnu epruvetu se otpipetira 100 yL uzorka i doda 3,9 mL otopine DPPH te se nakon 30
minuta po dodatku otopine DPPH mjeri apsorbancija pri 515 nm. U drugu epruvetu, koja
predstavlja slijepu probu, umjesto uzorka doda se 100 puL metanola.
Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se
vrijednost AA, koja se preracunava u koncentraciju (mmol Trolox-a/L)prema jednadzbi

bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a.
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Jednadzba bazdarne krivulje:
y = 0,603x — 0,006

Gdje su:
e X — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol /L)

e Yy —izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol/L), odreduje se antioksidacijski kapacitet u
ispitivanom uzorku. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom provedeno je u
dvije paralelene probe (n = 2), a rezultati su izraZzeni kao srednje vrijednosti provedenih

mjerenja s pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g uzorka ili Cestica.

3.2.4. Inkapsulacija polifenolnog ekstrakta ruzmarina u sustave nosaca na bazi

alginata ionskim geliranjem

Kao nosac za inkapsulaciju polifenola ruzmarina koristene su 4%- i 5%-tne (w/v)
otopine alginata niske viskoznosti. Uz sustave pripremljene samo s alginatom, pripremljena
su jos dva sustava, gdje se alginat (A) mijeSao s 20%-tnim (w/v) otopinama kakaovog praha
(KP) ili rogata (R). Otopine alginata, kakaovog praha i rogaCa prije mijeSanja u
odgovarajuéem omjeru prethodno su otopliene u ekstraktu ruzmarina, pri ¢emu su se
otapale na magnetskoj mjeSalici 24 h pri sobnoj temperaturi. Nakon otapanja, otopine
alginata mijeSane su s otopinama kakaovog praha i rogaca u masenom omjeru 80:20 (w/w)
te kao takve koriStene za inkapsulaciju.

Pri tome su formirani sljedeéi sustavi nosaca na bazi alginata:

4% A 5% A

> -
:
P
Y
1
P,
> -
:
P
Y
1
P,

Slika 4. Shematski prikaz formuliranih sustava nosaca za inkapsulaciju polifenola ruzmarina

18



Za ionsko geliranje alginata u ovom istraZivanju koriSten je 3%-tni (w/v) kalcijev klorid koji je
pripremljen otapanjem u ekstraktu ruzmarina. Formiranje Cestica provedeno je ukapavanjem
alginatnih sustava nosaca pomocu plasti¢ne Sprice i igle od 27 G (0,4x13 mm) u prethodno
pripremljene otopine za geliranje. Otopina za geliranje se prilikom ukapavanja mijesala na
magnetskoj mijesalici, pri ¢emu je doslo do formiranja kapljica sfericnog oblika. Kada su
formirane sve Cestice, iste su ostavljene da se dodatno mijeSaju 30 minuta u gelirajuéem
mediju, pri ¢emu je doSlo da odvrécivanja Cestica. Cestice su zatim iz otopine kalcijeva klorida
odvojene filtracijom, isprane ekstraktom i spremljene u ekstrakt na +4 °C do analiza.
Nadalje, pripremljene su i kontrolne Cestice, na nacin kao i prethodno opisani sustavi nosaca

na bazi alginata, koje su umjesto ekstrakta ruzmarina sadrzavale destiliranu vodu.

3.2.5. Karakterizacija cestica s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina
3.2.5.1. Odredivanje udjela vode

Princip metode:
Ovim postupkom mijeri se masa suhe tvari nakon suSenja do konstantne mase.
Susenje se provodi na 105 °C jer pri toj temperaturi dolazi do izdvajanja slobodne vode iz

uzorka. Udio suhe tvari izraCunava se u odnosu na pocetnu masu uzorka koji se susi.

Postupak metode:

U prethodno osusene (do konstantne mase, pri 105 °C), ohladene i izvagane aluminijske
posudice s kvarcnim pijeskom i poklopcem, odvagano je priblizno 0,5 g hidrogel Cestica.
Uzorak se u otklopljenim posudicama susi oko 3 sata u susSioniku pri 105 °C. Nakon isteka
vremena susenja, aluminijska posudica s uzorkom pokrije se poklopcem, prebaci u eksikator,
gdje se hladi na sobnoj temperaturi te ohladena vaze na analitickoj vagi. Postupak se
ponavlja dok se ne postigne konstantna masa uzorka u posudici (+ 0,0003 g). Udjel vode u

uzorcima izraCuna se iz gubitka mase prema formuli:
Udjel vode = (a-b) x 100/m (%)
Udjel suhe tvari (%)= 100 — udjel vode (%

Gdje su:
e a-— masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

e b — masa posudice s uzorkom poslije susenja (g)
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e m —masa uzorka (g)

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost 2 mjerenja (n=2) s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.

3.2.5.2. Odredivanje fizikalnih i morfoloskih karakteristika

Veli¢ina alginatnih hidrogel Cestica odredena je snimanjem cestica (n=10) digitalnim
fotoaparatom na Dino-Lite kalibracijskoj plocici (min. razmak = 0,2 mm), iz ¢ega je odredena
veli¢ina Cestica. Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost 10 mijerenjas pripadajucom
standardnom devijacijom.

Analiza teksture provedena je na TA.HDPlus analizatoru teksture (Stable Micro
Systems, Velika Britanija), opremljenom s utegom od 5 kg. Analize su provedene na sobnoj
temperaturi na pet razlicitih hidrogel Cestica svakog sustava. U svrhu postizanja maksimalnog
omjera kompresije i smicanja, za probijanje uzoraka koristena je cilindri¢na Celicna sonda P/2
(Stable Micro Systems, Velika Britanija) s ravnim dnom uz brzinu prodiranja od 0,5 mm/s.
Dobiveni dijagrami obradeni su u Texture Exponent programu (Stable Micro Systems, Velika
Britanija), nakon cega su izracunate vrijednosti za ispitivane parametre teksture (tvrdocu i
elasticnost). Tvrdoca uzorka izrazena je kroz maksimalnu silu (N) potrebnu za kompresiju
uzoraka, dok se maksimalna udaljenost sonde prilikom probijanja uzorka ispod krivulje (sile)
koristi za racunanje elasticnosti (mm). Elasti¢nost je izrazena na 50% vrijednosti oCitane za
tvrdou. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost mijerenja (n=5) s pripadaju¢om
standardnom devijacijom.

Odredivanje oblika i strukture dobivenih hidrogel Cestica izvrSeno je snimanjem

Cestica mikroskopom Leica DM1000 LED uz odgovarajuce povecanje.

3.2.5.3. Odredivanje parametara boje

Odredivanje boje uzoraka provedeno je difuzno reflektiraju¢om spektrofotometrijom
na kolorimetru (Konica Minolta, Sensing, CM — 700d, CM — A177, Japan), pri ¢emu je
dobivena reflektancija uzoraka u ¢itavom podrucju vidljivog spektra te L* a*i b* vrijednosti.
Nelinearni odnosi za L* a* / b* vrijednosti imaju zadatak imitirati logaritamski odgovor
ljudskog oka. Ljudsko oko ima receptore za kratke (S), srednje (M) i duge (L) valne duljine

koji su poznati kao plavi, zeleni i crveni receptori. Sukladno tome, L* vrijednost je
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osvjetljenje ili svjetlosna komponenta, koja ima vrijednosti u rasponu 1-100, dok su a* (od
zelene do crvene) i b* (od plave do zute) dvije kromatske vrijednosti u rasponu od -120 do
120 (G6kmen i Slgut, 2007). Za potrebe analize, hidrogelovi dobiveni ionskim geliranjem
preneseni su u odgovarajuce Petrijeve zdjelice promjera 30 mm, tako da se u potpunosti
prekrije dno posudice i formira homogeni sloj uzorka. Podrucje mjerenja podeSeno je na 400
do 700 nm, Sto odgovara vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra. Kontrola mjerenja
provedena je koristenjem racunalne aplikacije SpectraMagic NX. Sva mjerenja izvrSena su u
SCI (eng. ,Specular Component Included") modu, koji predstavlja nacin mjerenja boje
uzorka pri kojemu se uracunavaju sjene, tj. uzorak se prikazuje onako kako ga vidi ljudsko
oko (Gokmen i Slgut, 2007). Na temelju rezultata mjerenja, ukupna promjena boje (4£*) u
odnosu na referentni uzorak (Cestice pripremljene samo s Cistim alginatom (4% i 5%) u

sustavu nosaca) izraCunata je prema formuli:

AE*= (L~ 120" 4 (2" — aieg)” + (b — bieg)’

Gdje su:
e AFE*- promjena boje ispitivanih uzoraka u odnosu na referentni
e [*-svjetlina boje ispitivanog uzorka u L*a*b* sustavu
e g*- parametar boje ispitivanog uzorka (crveno)
e b*- parametar boje ispitivanog uzorka (Zuto)
e L*ref- svjetlina boje referentnog uzorka — Cestice pripremljene s alginatom
e a*ref- parametar boje referentnog uzorka — Cestice pripremljene s alginatom

e b*ref- parametar boje referentnog uzorka — Cestice pripremljene s alginatom

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost tri mjerenja (n=3) s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.

3.2.5.4. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta

Udjel ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina, kao i antioksidacijski kapacitet u
Cesticama na bazi alginata, odreden je otapanjem poznate koli¢ine profiltriranih Cestica u
2%-tnoj otopini natrijevog citrata (w/v), uz snazno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici, do

potpune dezintegracije Cestica.

21



Udjel ukupnih polifenola u otopini razbijenih Cestica odreden je primjenom Folin-
Ciocalteau reagensa (opisano u poglavlju 3.2.1.), udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je u
reakciji s Arnow-im reagensom (opisano u poglavlju 3.2.2.),. Odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta primjenom ABTS i DPPH metode opisano je u poglavljima 3.2.3.1. i 3.2.3.2.

Postotak inkapsulacije polifenolnih spojeva i zadrzanog antioksidacijskog kapaciteta
izraCunat je kao omijer udjela ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina te
antioksidacijskog kapaciteta u otopini citrata razbijenih Cestica i udjela istih u pocetnim

otopinama sustava nosaca pripremljenihu ekstraktu ruzmarina.

3.2.5.5. Pracenje otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz cestica u

simuliranim gastrointestinalnim uvjetima

Otpustanje polifenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta iz dobivenih Cestica u
simuliranim gastricnim (SGF) i intestinalnim (SIF) fluidima praeno je odredivanjem udjela
ukupnih polifenola i udjela hidroksicimetnih kiselina te odredivanjem antioksidacijskog
kapaciteta primjenom ABTS i DPPH metoda (opisano u poglavljima 3.2.1., 3.2.2,, 3.2.3.1. i
3.2.3.2.). SGF i SIF pripremljene su prema protokolu europske farmakopeje (European
Pharmacopeia 7.0, 2010), ali bez enzima pepsina i pankreatina. SGF se sastojao od
natrijevog klorida i klorovodicne kiseline (pH=1,2), dok je SIF odgovarao fosfatnom puferu
(pH=7,4). Priblizno 0,6 g profiltriranih Cestica suspendirano je u 30 mL SGF-a temperature
37 °C, pri Cemu su Cestice u SGF-u konstatno mijeSane na magnetskoj mijeSalici (podeSenoj
na 100 rpm)., U odredenim vremenskim razmacima iz otopine je izuzimano 2 mL tekuceg
medija do posljednjeg uzorkovanja nakon 2 h te je nakon svakog izuzimanja u otopinu s
¢esticama dodan alikvot od 2 mL SGF-a. Cestice su zatim filtriranjem uklonjene iz otopine
SGF-a i prenesene u 30 mL SIF-a (37 °C) te konstantno mijeSane na magnetskoj mijesalici
(100 rpm). Postupak uzorkovanja alikvota tekuceg medija je ponovljen u odredenim
vremenskim razmacima kao i kod SGF-a, sve dok se Cestice nisu u potpunosti dezintegrirale
u SIF-u. U ovako dobivenim alikvotima od 2 mL odreden je udjel ukupnih polifenola (mg
ekvivalenata galne kiseline/g Cestica), hidroksicimetnih kiselina (mg kafeinske kiseline/g
Cestica) i antioksidacijski kapacitet (mmol Trolox-a/g Cestica). Pomocu dobivenih rezultata
odreden je profil otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz ispitivanih sustava

nosaca na bazi alginata s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina.
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3.2.5.6. Pracenje povecanja mase liofiliziranih Cestica

Povecanje mase bubrenjem (vezanjem vode) u liofiliziranim Cesticama pracen je
provodenjem Swelling metode. 0,05 g liofiliziranih Cestica preliveno je s 20 mL destilirane
vode te mijeSano na magnetskoj mjesalici pri sobnoj temperaturi. U odredenim vremenskim
intervalima (na pocetku, nakon 30 minuta, 1, 2, 4, 6 i 24 sata) izmjerena je masa Cestica.
Cestice su uklonjene iz tekuéeg medija filtriranjem pomocu lijevka i filter papira te posusene
stanicevinom, nakon ¢ega su vagane na analitickoj vagi.

Rezultati su prikazani kao omjer poCetne mase Cestica i mase Cestica nakon vezanja vode u
odredenom vremenskom periodu, koji se oznaava kao Swelling ratio (SR). Rezultati su

izrazeni kao srednja vrijednost 2 mjerenja (n=2) s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada je ispitivanje potencijala novih materijala u sustavu alginatnog gela,
poput kakovog praha i rogaca, koji do sada u svrhe inkapsulacije nisu koristeni. Takoder, u
ovom radu ispitan je utjecaj koncentracije alginata (4% i 5%) na ispitivane parametre
formuliranih hidrogel Cestica.

Prvotno, ekstraktu ruzmarina odreden je udjelu kupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina te antioksidacijski kapacitet primjenom ABTSi DPPH metoda te je prikazan u tablici 2.
Formuliranim hidrogel Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina odreden je udjel
vode (slika 5) te fizikalne (tablica 3) i morfoloske (slika 6 i 7) karakteristike. Parametri boje,
poput svjetline hidrogel Cestica, crvenog i Zutog obojenja te ukupne promjene boje prikazani
su u tablici 4. Utjecaj koncentracije alginata i dodatnih materijala u sustavu alginatnog gela
na ucinkovitost inkapsulacije ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina ruzmarina
prikazani su na slici 8. a ucinkovitost zadrZzavanja antioksidacijskog kapaciteta u hidrogel
Cesticama na slici 9. Nadalje, praen je profil otpustanja ukupnih polifenola (slika 10),
hidroksicimetnih kiselina (slika 11) i antioksidacijskog kapaciteta (slika 12 i 13) iz hidrogel
Cestica u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima. Vezanje vode u liofiliziranim ¢esticama s

inkapsuliranim polifenolima ruzmarina prikazano je u tablici 5.
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4.1. Karakterizacija polifenolnog ekstrakta ruzmarina

Tablica 2. Bioaktivni profil ruzmarina

UP HCA ABTS DPPH

Uzorak [mmol [mmol
[mg EGK/g] | [mg KK/g] Trolox-a/g] | Trolox-a/g]

Ruzmarin 73,12+1,90 76,62+0,14 0,34+0,01 0,28+0,01

U tablici 1. prikazan je udjel ukupnih polifenola, hidroksicimetnih kiselina te
antioksidacijski kapacitet odreden pomoc¢u ABTS i DPPH metode.

Udjel ukupnih polifenola u ekstraktu ruzmarina iznosio je 73 mg EGK/g uzorka. NeSto
vedi udjel ukupnih polifenola od 162 mg EGK/g ruzmarina dobiven je u radu Erkana i
suradnika (2008). Rezultati njihovog istraZivanja mogu se pripisati primjeni druge
ekstrakcijske tehnike i otapala, bududi da su autori koristili ekstrakciju po Sohxletu uz
primjenu metanola. Takvi ekstrakcijski uvjeti pokazali su se ucinkovitijim za ekstrakciju
polifenola ruzmarina u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju vodom, koristenu u ovom
radu. Udjel hidroksicimetnih kiselina iznosio je 76,62 mg KK/g uzorka. Antioksidacijiski
kapacitet odreden je pomocu ABTS i DPPH metoda. Vrijednost dobivena za ABTS iznosila
je 0,34 mmol Trolox-a/g uzorka, dok je antioksidacijski kapacitet odreden primjenom
DPPH metode bio nesto nizi i iznosio 0,28 mmol Trolox-a/g uzorka. Visi antioksidacijski
kapacitet odreden s ABTS metodom je ocekivan, buduéi da ABTS reagens reagira sa
lipofilnim i hidrofilnim skupinama, dok DPPH radikal reagira samo s hidrofilnim skupinama
(Sricharoen i sur., 2015). U radu Bubonja-Sonje i suradnika (2011) antioksidacijski
kapacitet ruzmarina odreden primjenom DPPH metode bio je niZi u odnosu na rezultate
ovog istrazivanja. Razlika u vrijednostima moze se opet pripisati primjeni razli¢itih otapala
za ekstrakciju polifenola, buduéi da su Bubonja-Sonje i suradnici (2011) u svom radu

koristili mjeSavinu vode, metanola i acetata.
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4.2. Udjel vode u hidrogel cesticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina
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Slika 5. Udjel vode (%) u formuliranim hidrogel Cesticama s inkapsulirani ekstraktom

ruzmarina

Udjel vode u hidrogel ¢esticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina prikazan je na
slici 5. Najveci udjel vode sadrze Ciste alginatne Cestice, pri cemu je dodatak kakaovog praha
i rogaca u alginatni gel rezultirao smanjenim udjelom vode, neovisno o koncentraciji alginata.
Dodatkom novih materijala (KP i R) popunio se prostor izmedu Cestica i time smanjio udjel
vode unutar hidrogel mreze, Sto je potvrdeno i u radu BelScak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016).
Cestice s 4%-tnim Cistim alginatom imaju neznatno vedi udjel vode (92,11%) u odnosu na
iste pripremljene s 5%A (91,14%). Hidrogelovi pripremljeni s roga¢em pokazuju nesto veci
udjel vode u odnosu na iste pripremljene s kakaovim prahom. Ovakvi su rezultati u skladu s
istrazivanjem Tella i suradnika (2015), koji su dokazali da Cestice alginatnog gela sadrze
visoki udjel vode (94-96%).

4.3. Fizikalne i morfoloske karakteristike hidrogel cestica s inkapsuliranim

ekstraktom ruzmarina

U Tablici 3. prikazane su fizikalne karakteristike hidrogel Cestica, veliina Cestica te
tvrdoca i elasticnost, kao i utjecaj koncentracije alginata i sustava nosaca na fizikalna
svojstva alginatnih hidrogelova.
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Tablica 3. Veli¢ina i parametri teksture hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom

ruzmarina

Nosad Velic¢ina Tvrdoca Elasticnost

(mm) (N) (mm)
A 2,00 £ 0,12 0,22 + 0,00 0,32 £ 0,01
4% A-KP 1,99 £ 0,10 0,13 £ 0,01 0,25 + 0,01
A-R 1,83 £ 0,13 0,16 £ 0,02 0,29 + 0,04
A 2,33 £ 0,19 0,24 £ 0,00 0,33 +£ 0,00
5% A-KP 2,21 £ 0,13 0,18 £ 0,01 0,31 £ 0,00
A-R 2,18 £ 0,16 0,17 +£0,01 0,29 + 0,00

Uvidom u rezultate moze se zakljuciti da veca koncentracija alginata (5%) rezultira
vecom veli¢éinom hidrogel Cestica. Kod obje koncentracije alginata, najvece su bile Ciste
alginatne Cestice, dok je dodatak KP i R u alginatni gel utjecao na smanjenje velicine Cestica,
gdje su najmanije bile Cestice A-R (1,83 mm za 4%A i 2,18 mm za 5% A). Isti trend je uocen
i u istrazivanju koje su proveli Totosaus i suradnici (2013), gdje su formirane Cestice s
inkapsuliranim bakterijama mlijeCne kiseline pomocu alginata, u kombinaciji s gelanom i
karagenanom, imale manji promjer u odnosu na Cestice formirane s Cistim alginatom.

Nadalje, iz Tablice 2. vidljivo je da je, kao i kod veli¢ine Cestica, veca koncentracija
alginata (5%) rezultirala ve¢im vrijednostima za tvrdocu te da su sukladno tome cestice
pripremljene se 4% alginata bile mekse. Takoder, Ciste alginatne Cestice imale su najveéu
tvrdo¢u, dok su binarni sustavi, odnosno sustavi A-KP i A-R bili meksi, kod obje ispitane
koncentracije alginata. Kod sustava s 4% A najmeksi je bio uzorak A-KP (0,13 + 0,01 N), a
kod Cestica s 5% A sustav A-R pokazao se kao najmeksi (0,17 £0,01). Ovakvi rezultati su u
skladu s istrazivanjem Totosausa i suradnika (2013), koji su takoder dokazali da tvrdoca nije
povecana dodavanjem dodatnih materijala u aginatni nosac.

Analizom rezultata za elasti¢nost, uoceno je da su Cestice s 5%-tnim alginatom bile
elasti¢nije u usporedbi s 4%A. Dodavanjem kakaovog praha i rogaca u alginatni nosac
elasti¢nost Cestica se smanjivala, pri cemu su Ciste alginatne Cestice bile najelasticnije (0,32
mm za 4% A i 0,33 mm za 5%A). Najmanju elasti¢nost kod Cestica s 4% A imao je sustav A-
KP(0,25 £ 0,01 mm), dok kod nosaca s 5% A imao je sustav A-R (0,29 + 0,00mm). Ovakvi
su rezultati u skladu i s drugim prethodnim istrazivanjima, poput onog Totosausa i suradnika
(2013), koje je dokazalao da dodatak gelan gume i karagenana u alginatni gel rezultira

Cesticama vece elasticnosti od onih koje su formirane samo s natrijevim alginatom. Takoder,
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u istrazivanju BelS¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2015), u kojem su Cestice s inkapsuliranim
kafeinom, pripremljene s alginatom u kombinaciji s kitozanom, pokazivale vecu elasti¢nost u
odnosu na one pripremljene s Cistim alginatom, ali su Cestice alginata s dodatkom Psyilium

ljuskica pokazivale manju elasti¢nost od Cestica s Cistim alginatom.

Slika 6. Mikroskopska slika (a-c) hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina
pripremljenih s 4%-tnim alginatom s pripadaju¢om slikom na kalibracijskoj plocici

(al-cl): a - Cisti alginat, b - alginat i kakaov prah, c — alginat i rogac

MorfoloSke karakteristike hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina
prikazane su na slikama 6 i 7. Koncentracija alginata nije imala velik utjecaj na morfoloska
svojstva ispitivanih Cestica. Kod obje koncentracije alginata, Cestice formirane samo s
alginatom imale su najpravilniji i najsferi¢niji oblik u odnosu na ostale (5a i 6a). Dodatak
kakaovog praha i rogaca u alginatni sustav utjecao je nepovoljnije na morfoloska svojstva,
budu¢i da je rezutirao nepravilnijim izgledom i manjom sferinoséu cCestica, no i dalje
morfoloski izgled ovih Cestica je zadovoljavajuci. Dobiveni rezultati slazu se sa rezultatima
dobivenim u istrazivanju BelSCak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), gdje binarni sustavi
alginatnih i pektinskih Cestica takoder imaju nepravilniji izgled i smanjenju sferi¢nost u

odnosu na Cestice Cistog alginata.
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Slika 7.

4.4, Odredivanje parametara boje u hidrogel

Mikroskopska slika (a-c) formuliranih cCestica s inkapsuliranim ekstraktom

ruzmarinapripremljenih s 5%-tnim alginatom, s pripadaju¢im slikama na

kalibracijskoj plocici (a1-c1): a - Cisti alginat, b - alginat i kakov prah, ¢ — alginat i

rogac

ekstraktom ruzmarina

Tablica 4. Parametri boje alginatnih hidrogel Cestica

Cesticama s

inkapsuliranim

Nosac L* ax* b* AE¥*
A 52,75 £ 0,06 1,98 £ 0,16 22,56 £ 0,11 =
4% A-KP 26,73 £ 0,10 11,21 £ 0,04 17,13 £ 0,32 28,04 £+ 0,08
A-R 33,02 £ 0,05 8,30 £ 0,06 17,65 £ 0,10 21,28 £ 0,04
A 58,88 + 0,09 1,93 £ 0,09 21,99 + 0,07 -
5% A-KP 27,10 £ 0,03 10,95 = 0,03 16,27 = 0,06 33,53 +£ 0,04
A-R 34,09 £ 0,04 7,86 £ 0,04 15,83 + 0,08 26,22 £ 0,12
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U tablici 4 nalaze se izmjereni parametri svjetline (L*), parametri boje ispitivanih
uzoraka za crveno (a*), parametri boje ispitivanih uzoraka za zuto (6*) te izracunata ukupna
promjena boje (4£%) prema formuli iz poglavlja 3.2.5.3. u odnosu na referenti uzorak (4 i
5%-tni Cisti alginat). Uvidom u rezultate za svjetlinu Cestica, moze se zakljuciti da su Cestice
pripremljene s nizom koncentracijom alginata (4% A) bile tamnije u odnosu na iste formirane
s 5% A, bududi da su imale nize L* vrijednosti. Kod obje koncentracije alginata, najsvjetliji
uzorak bio je Cisti alginat (52,75 + 0,06 za 4% A i 58,88 + 0,09 za 5% A), dok je dodatak KP
i R oCekivano rezultirao tamnijim uzorkom. Uzorci pripremljeni s rogacem bili su svjetliji u
odnosu na iste pripremljene s kakaovim prahom.

Medu ispitivanim vrijednostima, kod sustava s 4% A i 5% A, najvece vrijednosti za
parametar a* odnosno crveno obojenje imale su Cestice s kakaovim prahom, dok su najvece
vrijednosti za parametar /* imale Cestice Cistog alginata, Sto ukazuje da je kod tih Cestica
ocekivano najizrazenije Zuto obojenje. Najveca ukupna promjena boje (4£%) odredena je kod
Cestica s ve¢om koncentracijom alginata (5%) te Cestica s kakaovim prahom.

4.5. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrzavanje
antioksidacijskog kapaciteta u hidrogel cesticama s inkapsuliranim

ekstraktom ruzmarina
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Slika 8. Ucinkovitost inkapsulacije (%) ukupnih polifenola (UP) i hidroksicimetnih kiselina

(HCK) u hidrogel ¢esticama s imobiliziranim ekstraktom ruzmarina
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Na slici 8 prikazan je utjecaj koncentracije nosaca i ,jacanja" alginatnog gela
kakaovim prahom i rogaCem na inkapsulacijsku ucinkovitost ukupnih polifenola i
hidroksicimetnih kiselina ekstrakta ruzmarina u hidrogel ¢esticama.

Svi pripremljeni sustavi na bazi alginata pokazali su visoku inkapsulacijsku
ucinkovitost ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina ruzmarina, buduci da su omogucdili
njihovu imobilizaciju u postotku ve¢em od 77%.

Sustavi pripremljeni s nizom koncentracijom alginata (4%) pokazali su se
ucinkovitijim za inkapsulaciju ukupnih polifenola ruzmarina, u odnosu na iste pripremljene s
vecom koncentracijom alginata (5%), bududi da je kod sustava s 4% A stupanj inkapsulacije
polifenola bio neSto veéi. Kod obje koncentracije alginata, inkapsulacijska ucinkovitost
ukupnih polifenola bila je veca nakon ,jacanja" alginatnog sustava nosaca kakaovim prahom
i rogaCem, Sto opravdava dodatak ovih materijala u alginat, buduéi da su isti smanijili
poroznost alginata i omogudili bolje zadrZzavanje ukupnih polifenola unutar binarnih sustava.
Sukladno tome, alginat je imao najnizi stupanj inkapsulacije ukupnih polifenola (91,73% -
4% A i 82,24% - 5% A). Medu binarnim sustavima nosaca, dodatak rogaca pokazao se
ucinkovitijim u odnosu na kakaov prah, buduéi da je u obje koncentracije alginata omogucio
bolje zadrzavanje polifenola: 95,08% (R) >92,52% (KP) za 4% A i 92,54% (R) >85,99%
(KP) za 5% A. Dobiveni rezultati slazu se s rezultatima koje su dobili Anbinder i suradnici
(2011) u istrazivanju gdje su Cestice alginata s kitozanom bolje zadrzavale polifenole
ekstrakta Yerba mate tijekom simuliranih SGF uvjeta od Cestica formiranih samo alginatom.

Isti trend, kao i kod inkapsulacije ukupnih polifenola ruZzmarina, bio je vidljiv i kod
imobilizacije hidroksicimetnih kiselina u hidrogel Cestice. I ovdje, niZza koncentracija alginata
pokazala se ucinkovitijom za imobilizaciju hidroksicimetnih kiselina, kao i binarni alginatni
sustavi (A-KP i A-R). Takoder, sustavi A-R imali su vecu inkapsulacijsku ucinkovitost
hidroksicimetnih kiselina (95,37% - 4% A i 94,84% - 5% A) u odnosu na sustave A-KP
(92,61% - 4% A i 90,70% - 5% A).

Ovakvi rezultati slazu se s istrazivanjem koje su proveli BelScak-Cvitanovi¢ i suradnici
(2016), gdje su zakljucili da sustavi alginatnih nosaca kojima su dodani pomocni materijali, u
njihovom slucaju izolati proteina sirutke, imaju vecu ucinkovitost inkapsulacije ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih biljnih polifenolnih ekstrakata. To se moze objasniti visokim
afinitetom polifenola prema proteinima, ¢ime se stvaraju potencijalne interakcije koje
omogucuju uspjesnu ugradnju polifenola u sustave nosaca (BelS¢ak-Cvitanovic i sur., 2016).

Usporedujudi s rezultatima za veli¢inu Cestica, vidljiv je obrnuto proporcionalan odnos

izmedu veli¢ine Cestice i inkapsulacijske ucinkovitosti polifenola, buduéi da su najmanje
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Cestice (A-R) imale najvecu ucinkovitost imobilizacije ukupnih polifenola i hidroksicimetnih

kiselina, a najvece Cestice (A) imale su najmanju inkapsulacijsku ucinkovitost polifenola.
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Slika 9. UcCinkovitost zadrZzavanja (%) antioksidacijskog kapaciteta primjenom ABTS i DPPH

metoda u hidrogel ¢esticama s imobiliziranim ekstraktom ruzmarina

Odredivanje ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim
Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina provedeno je ABTS i DPPH metodama, te
su dobiveni rezultati prikazani na slici 9. Bolje zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta kod
ABTS i DPPH metoda opet su pokazali sustavi pripremljeni s 4% A. Takoder, iz rezultata se
moze zakljuciti da, kao i kod inkapsulacije polifenolnih spojeva, kod obje koriStene
koncentracije alginata (4% A i 5% A), dodatak pomoc¢nih materijala (KP i R) u sustav
alginatnih nosaca povecava sposobnost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta. Najvecu
ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodama imali su
alginatni sustavi s rogacem - 91,83% (4%A-R), odreden ABTS metodom, te 93,60% (4% A-
R) ispitan primjenom DPPH reagensa.
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4.6. Profil otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz hidrogel cCestica

s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina
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Slika 10. Profil otpustanja ukupnih polifenola (mg EGK/g cestica) iz hidrogel cestica s

inkapsuliranim ekstraktom maslacka u simuliranim gastrointestinalnim fluidima

Prikaz profila otpustanja ukupnih polifenola iz hidrogel Cestica s inkapsuliranim
ekstraktom ruzmarina u gastricnim (SGF) i intestinalnim (SIF) fluidima prikazan je na slici 9.
Medu svim ispitivanim sustavima, najbrzi profil otpustanja ukupnih polifenola iz cestica imali
su sustavi pripremljeni s Cistim alginatom. Sustav s 4% A pokazao je kontinuirano otpustanje
do 20 min, dok je sustav s 5% A postepeno otpustao polifenole do 30 min u uvjetima SGF-a,
nakon cega slijedi ravnotezno stanje koje se nastavilo i nakon prebacivanja Cestica u SIF,
kod oba sustava. Dodatak KP i R u alginatni omota¢ omogucio je produljeno otpustanje
ukupnih polifenola iz Cestica u gastrointestinalnim uvjetima kroz svih 140 min, za obje
koriStene koncentracije alginata. Kod tih sustava ukupni polifenoli su se prvo kontinuirano
otpustali kroz 120 min gastricnog fluida da bi se nastavili kontinuirano otpustati i u
intestinalnom fluidu do 140 min. Najvedi udjel ukupnih polifenola nakon 140 min otpustanja
u SIF-u imali su sustavi A-KP praceni sa sustavima A-R. Kod Cestica s KP, u 140 min otpustilo
se 9,73 mg EGK/g Cestica kad se koristio 4% A te 10,26 mg EGK/g Cestica(5% A).
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Produljeno otpustanje ukupnih polifenola Cestica pasje ruze (Rosa canina) pripremljenih
ionskim geliranjem kada je alginat kombiniran s dodatnim kitozanskim omotacem potvrdeno

je i u istrazivanju Stoice i suradnika (2013).
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Slika 11. Profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina (mg KK/g Cestica) iz hidrogel Cestica s

inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina u simuliranim gastrointestinalnim fluidima

Na slici 11 prikazan je profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina iz hidrogel Cestica s
imobiliziranim ekstraktom ruzmarina u simuliranim SGF i SIF uvjetima. I ovdje, najbrzi profil
otpustanja hidroksicimetnih kiselina iz Cestica imale su Cestice pripremljene samo s
alginatom, dok su ,pojacani® alginatni sustavi (A-KP i A-R) pokazali sporije otpustanje istih.
Ciste alginatne cestice, kod obje koncentracije, pokazale su kontinuirano otpustanje
hidroksicimetnih kiselina do 20 min u SGF-u, nakon ¢ega tijekom analize viSe nije zabiljezeno
njihovo otpustanje. Kod alginatnih gelova s KP, kod obje koncentracije alginata,
hidroksicimetne kiseline su se kontinuirano otpustale kroz svih 140 min simuliranog
gastrointestinalnog fluida, s 10,11 mg KK/g Cestica (4% A) i 9,95 mg KK/g Cestica (5% A).
Sto se ti¢e binarnih sustava s rogatem, kod 5% A-R takoder je zabiljeZeno postepeno
otpustanje hidroksicimetnih kiselina kroz svih 140 min SGF-a i SIF-a, dok su se iste kod 4%
A-R otpustale do 20 min SGF-a, a nakon prebacivanja u SIF pokazale su opet neznatno

kontinuirano otpustanije.
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Slika 12. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica) iz hidrogel
Cestica s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina u simuliranim gastrointestinalnim

fluidima, odreden ABTS metodom

Na slici 12 prikazan je profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta iz hidrogel Cestica
primjenom ABTS metode. Iz rezultata vidljivo je da je najbrze otpustanje kod Cestica s Cistim
alginatom (4% A i 5% A). Binarni sustavi s KP, u SGF-u pokazuju polagano otpustanje
antioksidacijskog kapaciteta do 60 min (5% A) te kroz 120 min za sustav s 4% A, nakon
Cega se postize ravnotezno stanje, sve do 130 min (5% A) i 140 min (4% A) u SIF-u, gdje je
opet zabiljeZen lagani porast u otpustanju antioksidacijskog kapaciteta. Kod alginatnih gelova
s rogaCem (A-R), sustav s 4% A otpustao je antioksidacijski kapacitet kroz 30 min gastri¢nog
fluida te ostao ujednacen do 130 min u SIF-u. Sustav 5% A-R otpustao je antioksidacijski
kapacitet do 60 min SGF-a te ostao ravnotezan do kraja analize. Busi¢ i suradnici (2016)
inkapsulirali su polifenole gljive Ganoderma lucidum u alginatnim hidrogelovima s dodatkom
zeina i izolata proteina sirutke. Autori su takoder odredili uspjeSnije zadrzavanje
antioksidacijskog kapaciteta u binarnim sustavima nosaca u odnosu na Cciste alginatne

sustave.
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Slika 13. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica) u hidrogel
Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina u simuliranim gastrointestinalnim

fluidima, odreden DPPH metodom

Otpustanje antioksidacijskog kapaciteta odredeno DPPH metodom, prikazano je na
slici 13, a odvija se brzo kod svih sustava, pri ¢emu se vrlo brzo postize uravnotezeno
stanje, uz pojedine fluktuacije. Isto takvo brzo otpustanje antioksidacijskog kapaciteta u
polimernim sustavima uoceno je u istrazivanju koje su proveli Ionita i suradnici (2015), gdje
se mijerio antioskidacijski kapacitet DPPH metodom inkapsuliranog ekstrakta ruzmarina na
nosacima B-citodekstrina i glicerola.

U odnosu na Cestice formirane samo s Cistim alginatom, dodatak kakaovog praha i
rogaca u alginat usporio je otpustanje antioksidacijskog kapaciteta iz hidrogelova. Opéenito,
u SIF uvjetima nije dolazilo do dodatnog otpustanja antioksidacijskog kapaciteta, osim kod
uzorka 5% A-KP, gdje je nakon prebacivanja u intestinalni fluid vidljivo kontinuirano
otpustanje do 140 minute, pa je kod tih Cestica i zabiljezen najveéi antioksidacijski kapacitet
od 0,054 mmol Trolox-a/g uzorka. Upravo ovaj uzorak je imao najsporiji profil otpustanja,
buduéi da je jedini omogucio kontinuirano otpustanje antioksidacijskog kapaciteta kroz 140

min u gastrointestinalnom fluidu.
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4.7. Povecanje mase liofiliziranih cestica s inkapsuliranim ekstraktom ruZzmarina

nakon vezanja vode

Tablica 5. Omjer povecanja mase nastale uslijed vezanja vode u liofiliziranim cesticama

. 49
Nosac
SR30min SR1n SR2nh SR4n SReh SR24h
A 2,146+0,015 | 2,158+0,037 | 2,199+0,009 | 2,312+0,05 | 2,352+0,022 | 2,378+0,014
A-KP | 2,411+0,035 | 2,648+0,012 | 2,657+0,026 | 2,865+0,034 | 2,997+0,005 | 3,055+0,027
A-R |2,621+0,014 | 2,688+0,030 | 2,705+0,010 | 2,931+0,009 | 2,954+0,021 | 2,960+0,009
- 5%
Nosac
SR30min SR1n SR2nh SR4n SReéh SR24h
A 2,473+0,051 | 2,584+0,038 | 2,667+0,008 | 2,776+0,007 | 2,762+0,046 | 2,787+0,012
A-KP | 2,111+0,078 | 2,215+0,082 | 2,306+0,069 | 2,349+0,098 | 2,398+0,087 | 2,507+0,137
A-R | 2,658+0,187 | 2,826+0,288 | 2,853+0,267 | 2,976+0,327 | 3,025+0,364 | 3,334+0,505

SR* - Swelling ratio, omjer bubrenja mase

Omijer povecanja mase liofiliziranih Cestica uslijed bubrenja (vezanja vode) prikazan je

u tablici 5. Kod svih ispitivanih sustava moze se uociti povecanje omjera mase tijekom

vremena, uz pojedine fluktuacije (5% A), a najved¢i omjer povecanja mase zabiljezen je

nakon 24 h bubrenja u vodenom mediju, kod svih uzoraka Nakon 24 h bubrenja, veci

stupanj bubrenja imale su Cestice pripremljene s 5% alginata, uz iznimku sustava A-KP.

Takoder, dodatak KP i R u alginatnu gel mrezu rezultirao je veéim omjerom bubrenja, osim

kod sustava 5% A-KP, gdje je zabiljezen nizi SR (SR24n = 2,507) u odnosu na disti alginatni

gel (SRz4n = 2,787).Najveci omjer bubrenja pokazao je sustav 5% A-R, gdje je SR nakon 24
h iznosio 3,334.
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5. ZAKLJUCCI

1. Dodatak kakaovog praha i rogaca u alginatni gel rezultirao je smanjenjem udjela vode
u formiranim hidrogel ¢esticama s inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina.

2. Veca koncentracija alginata (5%) utjecala je na povecanje veliine hidrogel Cestica.
Dodatak kakaovog praha i rogaca, u alginat rezultirao je smanjenjem veli¢ine Cestica,
pri ¢emu su najmanije bile Cestice pripremljene s rogacem (1,83 mm).
binarni sustavi alginatnih nosaca bili meksi, ali manje elasti¢ni. Najvece Cestice (Cisti
alginatni sustavi) imale su najvecu tvrdocu i bili su najelasticnije.

4, Dodatak kakaovog praha i rogaca u alginatnu gel mrezu negativnije se odrazio na
morfoloska svojstva Cestica, buduéi da su isti imali nepravilniji oblik i bili manje
sferi¢ni. Utjecaj koncentracije alginata na morfoloSke karakteristike hidrogel Cestica
nije bio znacajan.

5. Dodatak kakaovog praha i rogaCa u alginat rezultirao je smanjenom svjetlinom
Cestica, a najve¢u ukupnu promjenu boje pokazale su Cestice s kakaovim prahom.
Cestice s manjom koncentracijom alginata (4%) imale su manju ukupnu promjenu
boje.

6. Dodatak kakaovog praha i rogaCa u alginatni gel rezultirao je povecanjem
inkapsulacijske ucinkovitosti ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina te boljim
zadrZzavanjem antioksidacijskog kapaciteta, pri ¢emu je sustav nosata A-R imao
najveci stupanj inkapsulacije istih. Niza koncentracija alginata (4%) pokazala se
ucinkovitijom za imobilizaciju polifenolnih spojeva ruZzmarina.

7. Obrnuto proporcionalan odnos zamijecen je izmedu veliine Cestica i inkapsulacijske
ucinkovitosti, buduc¢i da su najmanje Cestice imale i najveci stupanj inkapsulacije
ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina.

8. Dodatak kakaovog praha i rogaca u alginatni sustav nosaca rezultirao je sporijim
otpustanjem polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz hidrogel cestica s
inkapsuliranim ekstraktom ruzmarina. Najsporiji profil otpustanja hidroksicimetnih
kiselina pokazali su sustavi A-KP, gdje su se ispitivani spojevi kontinuirano otpustali
kroz svih 140 min u simuliranom gastrointestinalnom fluidu, neovisno o koncentraciji
alginata.

9. Kakaov prah i roga¢, kao nove, do sada neispitane sirovine u sustavu nosaca za

inkapsulaciju, pokazale su jako velik potencijal za inkapsulaciju polifenolnih spojeva.
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Zadnija stranica zavr$noq rada

Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradli nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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