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1. UvVOD

Uloga hrane u suvremenom naéinu Zivota nadilazi osnovnu svrhu osiguravanja potrebnih
hranjivih tvari, jer se od hrane zahtijeva da predstavlja i bogat izvor bioloski aktivnih sastojaka, ¢ijom
konzumacijom bi se ostvarili pozitivni u¢inci na zdravlje. Zahvaljujuci pove¢anom interesu potrosaca
za hranom koja doprinosi poboljsanju zdravlja, odnosno nutraceuticima (Wildman, 2001), sektor
proizvodnje funkcionalne hrane postao je jedan od najbrze rastucih sektora prehrambene industrije
(Mollet i Lacroix, 2007). Veliki je broj funkcionalnih sastojaka hrane, poput vitamina, probiotika,
bioaktivnih peptida, anitoksidanasa i sl., a broj znanstvenih dokaza o utjecaju hrane na pozitivne
zdravstvene u¢inke svakim danom je sve ve¢i (Wildman, 2001). Osim pozitivnih zdravstvenih
ucinaka, potrosaci od funkcionalne hrane oéekuju i pozeljna senzorska svojstva (zadovoljavajuci
okus, aromu i izgled) te kvalitetu blisku onoj tradicionalnih proizvoda koji se nalaze na trzistu
(Augustin, 2001; Kwak i Jukes, 2001; Klahorst, 2006). Funkcionalni proizvodi nove generacije
obogacuju se ponajvise antioksidansima i biljnim ekstraktima, ali i ©-3 masnim Kkiselinama,
vitaminima, mineralnim tvarima, prebioticima, probioticima i prehrambenim vlaknima. No,
ucinkovitost nutraceutickih komponenata hrane u sprjeCavanju razvoja bolesti uvelike ovisi o
njihovoj bioraspolozivosti u ljudskom organizmu (Langer i Peppas, 2003). Osim toga, mnoge od
navedenih aktivnih tvari sklone su degradaciji uslijed skladistenja ili procesiranja tijekom odredenog
vremenskog razdoblja i/ili su sklone stupati u interakcije s drugim komponentama hrane, §to uzrokuje
smanjenje kvalitete funkcionalnih prehrambenih proizvoda. U svrhu sprje¢avanja takvih promjena, u
posljednjih nekoliko godina sve se viSe koristi tehnika inkapsulacije bioaktivnih tvari, s ciljem zastite
tih osjetljivin komponenata od uvjeta sredine u kojoj se nalaze. Medu velikim brojem metoda
inkapsulacije, u proizvodnji funkcionalne hrane ponajviSe se koriste metode ionskog geliranja 1
koacervacije (Smith i Charter, 2010). Takoder, materijali koji se koriste za inkapsulaciju moraju biti
,.food-grade*, no, vazno je i da su biorazgradivi te sposobni izgraditi barijeru izmedu jezgre
materijala (aktivne tvari, punjenja) i njezine okoline. Dakle, osim §to moraju biti prirodni, materijali
za inkapsulaciju aktivnoj tvari moraju pruziti visoki stupanj zastite od okoliSnih uvjeta (vlage,
temperature, pH), zadrzavati je unutar strukture mikrokapsule tijekom procesiranja 1/ili skladistenja
u razli¢itim uvjetima, ne smiju stupati u interakcije s inkapsuliranom aktivhom tvari, moraju
posjedovati dobra reoloska svojstva u visokim koncentracijama te omogucavati lako rukovanje
prilikom inkapsulacije. U tu svrhu ponajviSe se koriste nosaci sastavljeni od razli¢itih polimernih
materijala (Peppas i sur., 2000). NajceS¢e koriSteni prirodni polimer za inkapsulaciju je alginat,
ponajvise zbog jednostavne primjene, biokompatibilnosti i niske cijene (Goh i sur., 2012). No,

nedostatak njegovoj primjeni predstavlja poroznost alginatnog gela, zbog ¢ega je otezano zadrzavanje



polifenolnih spojeva unutar takvog nosaca, stoga se alginat ¢esto kombinira s drugim prirodnim
materijalima poput proteina (Augustin, 2003), koji, primjerice, mogu kemijski vezati polifenolne
spojeve i na taj na¢in povecavati inkapsulacijsku u¢inkovitost istih (Yong-Lee i Hong-Yuk, 2007).

Maslacak (Taraxacum officinale L.), jestiva i ljekovita te vrlo lako dostupna biljka, odlikuje
se visokim udjelom razli¢itih polifenolnih spojeva, medu kojima prevladavaju hidroksicimetne
kiseline. No, unato¢ velikom potencijalu primjene u prevenciji i lijeCenju razli¢itih bolesti, njegov
bioaktivni sastav ipak jo$ uvijek nije dovoljno istrazen. Podaci o inkapsulaciji polifenola ove biljke
Su ograniceni te je, prema dostupnoj literaturi, do sada inkapsuliran jedino ekstrakt cvijeta maslacka
ionskim geliranjem alginata i pektina u emulzijama (Bel$¢ak-Cvitanovié i sur., 2016).

Upravo iz tog razloga, cilj ovog rada je inkapsulacija polifenolnih spojeva ekstrakta lista
maslacka (Taraxacum officinale L.), primjenom postupka ionskog geliranja i koristenjem razlicitih
sustava nosa¢a. Kao osnovni nosa¢ za inkapsulaciju polifenola maslacka koristit ¢e se alginat, a u
svrhu smanjenja poroznosti alginatnog hidrogela, isti ¢e se kombinirati s izolatima proteina sirutke,
kakaovim prahom, rogac¢em i zelenom kavom. Dodatkom kakaovog praha, rogaca i zelene kave u
matriks alginatnog gela ispitat ¢e se potencijal ovih novih, neistrazenih materijala za inkapsulaciju
polifenola, ali i utjecaj koncentracije alginata na ispitivane parametre. Ekstraktu maslacka prvotno ¢e
se odrediti polifenolni profil, a zatim ¢e se provesti karakterizacija formuliranih alginatnih Cestica.
Hidrogel Cesticama s inkapsuliranim polifenolima lista maslacka odredit ¢e se fizikalno-kemijski
parametri (veliCina, tvrdoca, elasticnost, boja, udjel vode) te morfoloske karakteristike (izgled
Cestica). Ispitat ¢e se u€inkovitost inkapsulacije polifenola i zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta
unutar formuliranih sustava, kao i profil otpustanja ukupnih polifenola, hidroksicimetnih kiselina i

antioksidacijskog kapaciteta iz ¢estica u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLACAK (Taraxacum officinale L.)

Maslacak (Taraxacum officinale L.) je trajna zeljasta viSegodiS$nja livadna biljka iz obitelji
Asteraceae koja raste i cvate od ranog proljeca do kasne jeseni. Cijela biljka je jestiva i ljekovita te
bogata vitaminom C i mineralnim tvarima; kalijem, Zeljezom, natrijem i fosforom, kao i eteri¢nim
uljima i masnim Kiselinama pa se zbog toga ¢esto skuplja s prirodnih stanista. Mladi listovi maslacka
beru se prije nego biljka poéne cvjetati, a najéesce se koriste za pripremu salata. Cvjetovi se koriste
za pripremu meda, dok se korijenje vadi u jesen. Zbog visokog udjela inulina, korijen maslacka koristi
se kao zamjena za kavu te dobro djeluje i na peristaltiku crijeva. Nutritivna vrijednost maslacka
uvelike ovisi o agroklimatskim uvjetima u kojima raste, ali i o udjelu hranjivih tvari u tlu (Erhatic¢ i
sur., 2014).

2.1.1. Kemijski i bioaktivni sastav maslacka

Sto se ti¢e kemijskog profila maslacka, Gitava biljka sadrzi kolin (gorku tvar), $krob (Koji se
kod duzeg ¢uvanja pretvara u vocni Secer), saponine, masti, tragove eteri¢nog ulja, vosak, sluz, Secere,
proteine, levulin i taraksin. Korijen maslac¢ka sadrzi i visok udjel kalija, kalcija, mangana, natrija,
kremi¢nu kiselinu, sumpor i vitamin C (Willfort, 2002). Osim toga, listovi maslacka predstavljaju
bogati izvor vitamina A, kojega sadrze u ve¢em udjelu u odnosu na korijen mrkve, ali i kalija, koji je
prisutan u udjelu od oko 297 mg na 100 grama listova (Barnes i sur., 1996; Williams i sur., 1996).
Udjel pojedinih tvari u biljnim dijelovima mijenja se ovisno o godisnjem dobu. Primjerice, SvjeZi
korijen, iskopan u proljece (od sredine oZujka do sredine travnja), sadrzi vecim dijelom gorku tvar
kolin, prema sredini kolovoza se umjesto mlije¢nog soka stvara inulin, dok je u listopadu u korijenu
maslacka prisutno najvise taraksina i levulina. Visok udjel vitamina C zabiljezen je u mladim
listovima u proljece (Willfort, 2002).

Listovi, cvjetovi i korijen maslacka predstavljaju bogat izvor polifenolnih spojeva. No, udjel
polifenola veci je u cvjetovima i listovima, odnosno vanjskim dijelovima biljke (9,9 + 0,28 g
polifenola na 100 g ekstrakta maslacka), nego u korijenu (0,086 + 0,003 g polifenola na 100 g
ekstrakta maslacka) (Gonzélez-Castejon 1 sur., 2012).

Najvazniji bioaktivni spojevi lista biljke maslacka su flavonoidi luteolin i luteolin 7-
diglukozidi (Williams i sur, 1995), luteolin-7-glukozid (Slika 1), kvercetin, kvercetin-7-glukozid i
luteolin-7-rutinozid (Wolbis i Krolikowska, 1985; Wolbis i sur., 1993). Isti polifenolni spojevi
prisutni su takoder i u cvijetu maslacka, kao i apigenin-7-glukozid (Horhammer i Wagner, 1962) te

skopoletin i eskuletin, prisutni i u korijenu biljke (Komissarenco i Derkach, 1981).



Od hidroksicimetnih kiselina, u cvijetu, korijenu i listovima biljke prisutne su kafeinska,
klorogenska i ¢ikorinska kiselina (Slika 1), od kojih je ¢ikorinska kiselina zastupljena u najveéem
udjelu (Gonzalez-Castejon i sur., 2012). Cvijet maslacka sadrzi i odredeni udjel B-karotena (Bel$c¢ak-
Cvitanovi¢ i sur., 2016) te flavona krisoeriola (Williams i sur., 1995).

Korijen biljke maslacka obiluje hidroksibenzojevim kiselinama, ferulinskom i vanilinskom
kiselinom te kumarinima umbeliferonom, ¢ikorinom i eskulinom (Schiitz i sur., 2006; Williams i sur.,
1995). U listovima i korijenu maslacka detektirana je i prisutnost p-hidroksifeniloctene kiseline
(Williams i sur., 1996).
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Slika 1. Kemijske strukture najznacajnijih polifenola maslacka (Chen i sur., 2012)
2.1.2. Zdravstveni ucinci bioaktivnih spojeva maslacka

List maslacka koristi se u narodnoj medicini kao dobar diuretik te je u€inkovit u snizavanju
visokog krvnog tlaka (Grli¢, 1990). Osim toga, rezultati nekoliko istraZzivanja dokazali su da tretman
maslackom moze poboljSati opée zdravlje, smanjuju¢i mogucnost razvoja upalnih procesa i tumora
(Kim i sur., 2007; Sigstedt i sur., 2008). Budu¢i da svi dijelovi biljke sadrze visoki udjel polifenolnih
spojeva, maslacak ima i antioksidacijsko djelovanje (Gonzalez-Castejon i sur., 2012). Tako postoji
iznenaduju¢e malo podataka o ulozi maslacka u sprjeCavanju razvoja pretilosti, nedavna studija
Davaatserena i suradnika (2013) pokazala je da ekstrakt lista ove biljke (u udjelu od 2 i 5 g/kg tjelesne
mase), kod laboratorijskih miseva hranjenih hranom s visokim udjelom masti, Smanjuje tjelesnu masu
u odnosu na kontrolnu skupinu te smanjuje inzulinsku rezistenciju za 49%. Najvjerojatniji mehanizam
ovakvog ucinka T. officinale je in vitro i in vivo inhibicija pankreasne lipaze (Zhang i sur., 2008).
Nadalje, Choi i suradnici (2010) dokazali su hipolipidemicki u¢inak lista maslacka kod zecCeva
hranjenih hranom visokog udjela masti. Rezultati navedenog istrazivanja (kod tretiranih
laboratorijskih zeceva, u odnosu na kontrolnu skupinu) dokazali su ucinkovitost lista maslacka u

poboljsanju lipidnog profila (ukupni udjel triglicerida smanjen je za 36%, LDL kolesterola za 11%,
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a ukupna koncentracija HDL kolesterola povecana je za 29%). Osim toga, zabiljezeno je i smanjenje
debljine aorte za 58% u odnosu na kontrolnu skupinu. Mehanizmima smanjenja povisene tjelesne
mase 1 poboljsanja lipidnog profila inhibicijom sinteze adipocita i redukcijom akumulacije masti u
diferenciranim zrelim adipocitima (Garcai-Carrasco i sur., 2015), maslacak utjee i ha smanjenje

rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (Choi i sur., 2010; Zhang i sur., 2008).
2.2. BIORASPOLOZIVOST POLIFENOLNIH SPOJEVA

lako se polifenoli koriste u brojnim sektorima prehrambene industrije kao prirodni aditivi,
najvaznije podrucje primjene polifenolnih spojeva je svakako ono usmjereno na poboljSanje
ljudskoga zdravlja. Mnogi biljni ekstrakti bogati polifenolima koriste se kao dodaci prehrani ili se
mogu implementirati u razli¢ite kozmetic¢ke ili farmaceutske proizvode (Munin i Edwards-Lévy,
2011). Ucinkovitost polifenolnih spojeva u poboljsanju zdravlja uvelike ovisi o0 njihovoj
bioraspolozivosti. Bioraspolozivost predstavlja udjel hranjive tvari koji je probavljen, apsorbiran i
metaboliziran uobicajenim putem. Bioraspolozivost svakog pojedinog polifenolnog spoja se
razlikuje, a udjel polifenola koji se unese hranom ¢esto ne odgovara njihovoj bioraspolozivosti u
ljudskom organizmu (Pandey i Rizvi, 2009). Zbog nedovoljnog vremena zadrzavanja u Zelucu te
niske permeabilnosti i/ili topljivosti, mali dio oralno unesenih molekula je apsorbiran u
gastrointestinalnom traktu. Njihova nestabilnost tijekom procesiranja hrane, distribucije i
skladiStenja, ali i smanjena stabilnost u probavnom sustavu (zbog niske pH vrijednosti Zeluca,
prisutnosti enzima i drugih nutrijenata), utjeCe na ograni¢enu aktivnost i ispoljavanje potencijalno
povoljnih u¢inaka polifenola na zdravlje. Neizravan parametar koji ukazuje na dobru apsorpciju
polifenola kroz gastrointestinalni trakt je povecanje antioksidacijskog kapaciteta plazme nakon
konzumacije hrane bogate polifenolima. Ovakva zapaZanja rezultat su istraZivanja na hrani i pi¢u Koji
sadrze visok udjel polifenolnih spojeva u svojem sastavu, poput ¢aja (Serafini i sur., 1996; van het
Hof'i sur., 1997), crnog vina (Duthie i sur., 1998; Fuhrman i sur., 1995; Maxwell i sur. 1994; Serafini
i sur., 1998; Whitehead i sur., 1995) ili soka od crnog ribiza i jabuke (Young i sur., 1999).
Neposredniji pokazatelj bioraspolozivosti nekolicine polifenolnih spojeva je njihova koncentracija u
plazmi i urinu nakon unosa bilo ¢istih polifenolnih spojeva ili hrane s poznatim udjelom ispitivanog
spoja. Istrazivanja koja se temelje na ovakvim mjerenjima dokazala su da veoma veliki udjel
polifenola (75-99%) nije prisutan u urinu nakon njegove ingestije, §to ukazuje ili na izostanak njihove
apsorpcije u gastrointestinalnom traktu, apsorpcije i izlu¢ivanja u zuci ili provedbe metabolickih

procesa od strane crijevne mikroflore vlastitog organizma (Scalbert i Williamson, 2000). Slika 2



prikazuje moguce puteve prolaska oralno unesenih polifenola kroz gastrointestinalni (GI) i urinarni

trakt Covjeka.

Polifenoli uneseni hranom
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Slika 2. Mogu¢i putevi prolaska oralno unesenih polifenola kroz GI i urinarni trakt (Scalbert
i Williamson, 2000)

Mnostvo kemijskih 1 biokemijskih cimbenika utjeCe na bioraspolozivost polifenola.
Polifenolni spojevi se u hrani i pi¢ima nalaze u razli¢itim kemijskim oblicima koji uvjetuju njihovu
apsoprciju u GI traktu, a sama kemijska struktura polifenola utjecat ¢e na odvijanje reakcija njihove
biotransformacije, odnosno konjugacije s metilnim, sulfatnim ili glukunoridnim skupinama te prirodu
1 koli¢inu metabolita formiranih od strane crijevne mikroflore (Scalbert 1 Williamson, 2000).

Nazalost, polifenolni spojevi oksidiraju veoma brzo, $to dovodi do razvoja smede boje 1/ili
nepozeljnih mirisa i zna¢ajnog gubitka aktivnosti u prehrambenim, ali i drugim proizvodima u kojima
se upotrebljavaju. Veliki broj polifenolnih spojeva iz prirodnih izvora zanimljiv je razli¢itim
industrijama, medutim, ve¢ina njih u svojoj slobodnoj formi pokazuje slabu sposobnost topljivosti u
vodi. Osim toga, mnogi polifenoli imaju neugodan okus, koji je potrebno maskirati prije
inkorporiranja u prehrambene proizvode ili lijekove. Zbog toga je vazno da zavrSni proizvod koji
sadrzi polifenolne spojeve ima sposobnost zadrzati strukturni integritet polifenola do trenutka
konzumacije ili primjene, maskirati njihov okus, povecati njihovu topljivost u vodi i bioraspolozivost
te usmijeriti njihovo djelovanje u to¢no odredenom (fizioloSkom) smjeru. Medu postojeéim
stabilizacijskim metodama, jedna od najkoristenijih je tehnika inkapsulacije, koja predstavlja

ucinkovitu zastitu polifenola, ali i drugih aktivnih spojeva, njthovom ugradnjom u zastitne nosace.



2.3. INKAPSULACIJA

U posljednjih nekoliko godina u podru¢ju prehrambene tehnologije ubrzano je porasla
potreba za dodatkom funkcionalnih spojeva i nutraceutika u prehrambene proizvode. Te komponente
obi¢no su iznimno osjetljive na okoliSne uvjete, uvjete procesiranja hrane i/ili uvjete u
gastrointestinalnom sustavu covjeka (McClements i Lesmes, 2009). Iz tih je razloga razvijena tehnika
inkapsulacije, koja predstavlja proces ,,pakiranja‘“ bioaktivnih agenasa, odnosno spojeva, unutar
odredenih materijala, tzv. nosaca - polupropusnih matriksa (Gasperini i sur., 2014). Inkapsulacija se
moze definirati i kao tehnika ,,pakiranja“ ¢vrstog, tekuceg ili plinovitog materijala u male kapsule
(promjera 1-1000 um) koje otpustaju inkapsulirani sadrzaj kontroliranom brzinom i iskljucivo u
odredenim uvjetima (Desai i Park, 2005). Tvar koja je inkapsulirana naziva se jos i jezgra materijala,
aktivna tvar, punjenje i unutarnja faza, a tvar koja ¢ini ovojnicu premaz, membrana, ljuska, stijenka
materijala ili vanjska faza (Wandrey i sur., 2009; Fang i Bhandari, 2010). Inkapsulacija predstavlja
tehniku korisnu za imobilizaciju bioaktivnih molekula i Zivih stanica u prehrambene proizvode
(Nedovic i sur., 2011). Njezin glavni cilj je oCuvati stabilnost bioaktivnih komponenata hrane tijekom
procesiranja i skladiStenja i sprije€iti nepoZeljne interakcije izmedu sastojaka, npr. bioaktivnih
spojeva I matrica hrane u koje se mikroinkapsulirani sastojci implementiraju. Buduéi da mnoge
bioaktivne spojeve karakterizira brza inaktivacija u gastrointestinalnom traktu, ova tehnika je od
iznimne Koristi jer usporava proces njihove degradacije (npr. reakcijama oksidacije ili hidrolize) ili
je potpuno sprjecava do trenutka kada bioaktivni spoj dospije na zeljeno mjesto u probavnom sustavu
(McClements 1 Lesmes, 2009). Dakle, inkapsulacija pomaZe da bioaktivni sastojci hrane ostanu
potpuno funkcionalni. Osim u tu svrhu, ova se tehnika moze koristiti i za modificiranje fizikalnih
svojstava izvornog materijala u svrhu lakSeg rukovanja ili razdvajanja komponenata smjese koji bi
inace mogli stupati u interakcije jedni s drugima te za osiguravanje Zeljene koncentracije i jednolike
disperzije bioaktivnih sastojaka, a nerijetko se koristi i za ,,maskiranje* nepozeljnih mirisa i okusa
pojedinih sastojaka hrane (Desai i Park, 2005). Mikroinkapsulirani proizvodi uc¢estalo se koriste u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, ali 1 u mnogim drugim podruc¢jima i
proizvodima, poput proizvoda za osobnu njegu, veterinarskim lijekovima, industrijskim

kemikalijama, poljoprivrednoj i biomedicinskoj industriji (Munin i Edwards-Lévy, 2011).
2.3.1. Metode inkapsulacije aktivnih tvari

Metode inkapsulacije stanica i aktivnih tvari se, prema izvedbi, mogu podijeliti u Cetiri

skupine:



e Fizikalne metode — susenje rasprsivanjem, inkapsulacija koristenjem superkriti¢nih
fluida

e Fizikalno — kemijske metode — inkapsulacija hladenjem emulzija, emulzifikacija i

uklanjanje otapala, metode temeljene na hidrofobnim interakcijama, metode
temeljene na ionskim interakcijama

e Kemijske metode — in situ polimerizacija, grani¢na polikondenzacija i grani¢no

unakrsno povezivanje (eng. "cross-linking")

e Ostale metode inkapsulacije — inkapsulacija u stanicama kvasaca, ko-kristalizacija,
molekularna inkluzija (Munin i Edwards-Lévy, 2011)

U Tablici 1 nalazi se pregled najéesce inkapsuliranih aktivnih tvari primjenom razli¢itih

tehnika inkapsulacije.

Tablica 1. Pregled najcesée inkapsuliranih aktivnih tvari i1 koriStenih tehnika inkapsulacije

te odgovaraju¢ih nosaca za inkapsulaciju

Vitamin B12 Emulzifikacija Kazeinat/dekstran Fechgg(r); sur.,
Vitamin D2 Mikroinkapsulacija Kazein Semo i sur., 2007
micelama
Zeljezo Molekularna inkluzija Ciklodekstrini Leite i sur., 2003
Koushki i sur.,
.. L. . 2015.
Kalcij lonsko geliranje Alginat Olivas i sur.,
2008
Koacervacija H|dr_o el Wu i sur., 2005
metilceluloza
EPA, DHA, a- Kompleksacija
linolenska i ciklodekstrinom i Ciklodekstrini. lividi Tanouchi i sur.,
konjugirana mikroinkapsulacija 1P 2007
linolna kiselina liposomima
L. . Srinivasa i sur.,
lonsko geliranje Kitozan 2007




Tablica 1. Pregled najceS¢e inkapsuliranih aktivnih tvari i koriStenih tehnika inkapsulacije

te odgovarajuc¢ih nosaca za inkapsulaciju - nastavak

N . . Urbanska i sur.,
lonsko geliranje Alginat/kitozan 2007
. - Lee i Richardson,
Fluid-bed metoda Lipidi 2004
Sugeni L. Protein/ugljikohidrat | Crittenden i sur.,
usenje rasprsivanjem IR 2006
Mlkro_mkapsulacua ! S. cerevisiae Shi i sur., 2008
stanicama kvasca
Resveratrol —
lonsko geliranje Kitozan/alginat DRI IEr;
getiran] g 2008
Mikrofluidizacija Lecitin Takahashi i sur.,
. 2007
Kurkumin Szente i sur
Molekularna inkluzija Ciklodesktrini o
1998
Belsc¢ak-
B-karoten lonsko geliranje Alginat, pektin Cvitanovi¢ i sur.,
2016
Polifenoli Belscak-
N lonsko geliranje Alginat, pektin Cvitanovi¢ i sur.,
maslacka
2016
Polifenoli lista
AT, o, o Alginat/kitozan Belscak-
stolisnika, lonsko geliranje sustay Cvitanovi¢ i sur.,
brsljana, koprive 2011
i masline
Polifenoli lista A . -
. lonsko geliranje Kitozan Xiao i sur., 2010
ruzmarina
Katehin i A Kitozan/tripolifosfat .
epigalokatehin lonsko geliranje (TPP) Dube i sur., 2010
Polifenoli ¢aja lonsko geliranje Kitozan Liang i sur., 2011
Kitooligosaharid lonsko geliranje Poliglicerol Choi i sur., 2006
monostearat

2.3.1.1. lonsko geliranje

Jedna od najkoristenijih tehnika inkapsulacije je ionsko geliranje, koje ukljucuje ekstruziju
(istiskivanje) otopine polimera kroz iglu za ubrizgavanje, u kojoj je aktivni spoj otopljen ili
dispergiran. Kapljice se prenose do sredstva za rasprSivanje faza (geliraju¢eg medija) te nakon
reakcije prelaze u sferi¢ne Cestice gela (Vandamme i sur., 2007) (Slika 3), kao npr. u slucaju

natrijevog alginata koristenog s kalcijevim kloridom kao geliraju¢im medijem.
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Slika 3. Formiranje hidrogela tehnikom ionskog geliranja (Patil i sur., 2012)

Do formiranja hidrogelova alginata dolazi zbog reakcije guluronskih kiselina iz molekule
alginata i metalnih iona iz otopine, uslijed ¢ega se guluronske grupe slazu u karakteristicne strukture,
tzv. model ,kutija za jaje (eng. ,,egg box ). Dvovalentni kation se veze na guluronske grupe i
zajedno s njima €ini jednu kooperativnu jedinicu veli¢ine vece od 20 monomera. Svaki takav alginatni
lanac moze se vezati s puno drugih lanaca, pri ¢emu se formira gel struktura umjesto taloga (Gombotz
I Wee, 1998).

Tehnika ionskog geliranja je jednostavna i blaga, a ¢imbenici o kojima ovisi njezina
ucinkovitost te oblik i veliina nastalih Cestica su: koncentracija polimera 1 kationa za geliranje,

temperatura, pH otopine za geliranje i koncentracija bioaktivnog sastojka (Racovita i sur., 2009).
2.3.2. Cimbenici koji utje¢u na uinkovitost inkapsulacije mikrocestica

Na inkapsulacijsku u¢inkovitost bioaktivnih spojeva unutar formuliranih mikrocestica utjecu

razli¢iti parametri, poput:
1. Topljivosti polimera u organskom otapalu

Mehta i suradnici (1996) proucavali su topljivost razli¢itih PLGA (eng. ,,polylactic-co-
glycolic acid*) polimera u metilen kloridu te su zakljucili da su polimeri nize molekulske mase bolje
topljivi u navedenom organskom otapalu od polimera vise molekulske mase. Osim toga, hidrofobniji
polimeri takoder su bili bolje topljivi u metilen kloridu. Difuzija bioaktivnih tvari u kontinuiranu fazu
odvijala se ve¢inom tijekom prvih deset minuta emulzifikacije, dakle, Sto je bio duzi vremenski period
zadrzavanja polimera u tekucem ili poluc¢vrstom stanju, to je inkapsulacijska ucinkovitost bila manja.
Polimerima slabije topljivosti u metilen kloridu bilo je potrebno duze vrijeme za o¢vr§¢ivanje, $to je

rezultiralo nizom inkapsulacijskom ucinkovito§¢u i obrnuto. Veli¢ina i gusto¢a mikrocestica se
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takoder razlikovala ovisno o polimeru. Budu¢i da su se polimeri bolje topljivosti u metilen kloridu
dulje zadrzavali u poluc¢vrstom stanju, disperzna faza je postajala sve koncentriranijom prije nego $to

je potpuno ocvrsnula, uzrokujuci tako nastanak mikrocestica vece gustoce.
2. Topljivosti organskog otapala u vodi

Bodmeier i McGinity (1988) su svojim istrazivanjem otkrili da metilen klorid povecava
inkapsulacijsku ucinkovitost u usporedbi s kloroformom ili benzenom, iako je metilen klorid, u
usporedbi s druga dva navedena otapala, bolje otapalo za PLGA. Razlog tome je bolja topljivost
metilen klorida u vodi, koja omogucava relativno brzi prijenos mase izmedu disperzne i1 kontinuirane
faze i dovodi do brze precipitacije polimera. Dakle, dok topljivost polimera u organskom otapalu
uvjetuje koli¢inu tvari koja nije otapalo za precipitaciju polimera, topljivost organskog otapala u tvari

koja je otapalo (vodi) ogranic¢ava difuziju te tvari u polimernu fazu (Jyothi i sur., 2010).
3. Koncentracije polimera

Inkapsulacijska ucinkovitost raste povisenjem koncentracije polimera (Mehta i sur., 1996;
Rafati i sur., 1997; Li i sur., 1999). Na primjer, u istrazivanju Mehtae i suradnika (1996), povisenjem
koncentracije polimera s 20,0% na 32,5%, inkapsulacijska uéinkovitost porasla je s 53,1% na 70,9%.
Utjecaj visoke koncentracije polimera na povecanje inkapsulacijske uc¢inkovitosti moze se objasniti
na dva nacina. Prvo objaSnjenje je brza precipitacija polimera u visokoj koncentraciji na povrSini
disperzne faze, $to sprjecava difuziju bioaktivne tvari preko granica faze (Rafati i sur., 1997). Drugo
objaSnjenje je da visoka koncentracija polimera povecava viskoznost otopine i1 odgada difuziju

bioaktivne tvari unutar kapljice polimera (Bodmeier i McGinity, 1988).
4. Omjera disperzne i kontinuirane faze (DF/KF)

Inkapsulacijska ucinkovitost 1 veli¢ina mikroCestica rastu s povecanjem volumena
kontinuirane faze (Mehta i sur., 1996; Li i sur., 1999). Na primjer, u istrazivanju Mehtae i suradnika
(1996), inkapsulacijska u€inkovitost je porasla za vise od dva puta smanjenjem omjera disperzne i
kontinuirane faze (DF/KF) s 1:50 na 1:300. Moguce objasnjenje takvog utjecaja na inkapsulacijsku
ucinkovitost je da veliki volumen kontinuirane faze uzrokuje visoki koncentracijski gradijent
organskog otapala na granici faza, razrjeduju¢i otapalo i dovode¢i do brzog ocvrséivanja
mikrocestica. Osim toga, niski omjer DF/KF uzrokuje i nastanak mikrocestica nize gustoce (Sah,

1997) te smanjuje poroznost mikrocestica (Jyothi i sur., 2010).
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5. Brzine uklanjanja otapala

Nacin i1 brzina uklanjanja otapala utjecu na brzinu o¢vrS¢ivanja disperzne faze te morfologiju
nastalih mikrocestica (Mehta 1 sur., 1994). Prilikom provodenja metode evaporacije/ekstrakcije u
sustavu emulzija-otapalo, samo otapalo moze se ukloniti evaporacijom, pri ¢emu dolazi do
isparavanja otapala pri dostizanju tocke vrelista, ili ekstrakcijom u kontinuiranu fazu. Na brzinu
uklanjanja otapala pri evaporaciji moze se utjecati promjenama temperature, dok je brzinu uklanjanja
otapala pri ekstrakciji moguce kontrolirati promjenama volumena za razrjedivanje. U istrazivanjima
Mehtae i suradnika (1994) te Jeyanthija i suradnika (1996), PLGA mikrocestice formulirane su
emulzifikacijom, nakon ¢ega su uslijedili razli¢iti procesi uklanjanja otapala. Prilikom procesa
uklanjanja otapala ovisnog o temperaturi, otapalo (metilen klorid) je uklonjeno poviSenjem
temperature s 15 °C na 40 °C razli¢itim brzinama. MikroCestice nastale navedenim procesom
sadrzavale su Suplju srZ i poroznu stijenku, dok su veli¢ina ¢estica i debljina stijenke ovisili o brzini
promjene temperature. Brzo poviSenje temperature rezultiralo je ¢esticama tanke stijenke i velike,
Suplje srzi, dok je lagano, postepeno poviSenje temperature utjecalo na formiranje Cestica manjih
veli¢ina. Prilikom kontrolirane ekstrakcije, otapalo je uklanjano postepeno 1 polako, razrjedivanjem
kontinuirane faze, ¢ime su dobivene visokoporozne Cestice strukture nalik na pcelinje sace, uz

izostanak pojave Suplje srzi.
6. Interakcije izmedu bioaktivne tvari i polimera

Interakcije izmedu proteina i1 polimera doprinose povecanju inkapsulacijske u€inkovitosti
(Boury 1 sur., 1997). Opcenito, proteini su sposobni stupati u ionske interakcije i ucinkovitije se
inkapsuliraju primjenom polimera koji sadrze slobodne karboksilne skupine na krajevima, od onih
koji ih ne sadrze. S druge strane, ukoliko je hidrofobna interakcija dominantna sila izmedu proteina 1
polimera, relativno hidrofobni polimeri zatvoreni na krajevima (eng. ,,end-capped; ne sadrze
slobodne karboksilne skupine) imat ¢e ve¢u sposobnost povecavanja inkapsulacijske u€inkovitosti

(Mehta i sur., 1996).
7. Topljivosti bioaktivne tvari u kontinuiranoj fazi

Do gubitka bioaktivne tvari u kontinuiranoj fazi dolazi kada disperzna faza duze vrijeme ostaje
u prijelaznom, polucvrstom stanju. Ukoliko je topljivost bioaktivne tvari u kontinuiranoj fazi veca
nego u disperznoj fazi, bioaktivna tvar ¢e lakse difundirati u kontinuiranu fazu prilikom navedenog
stadija (Jyothi i sur., 2010). Na primjer, inkapsulacijska u¢inkovitost kvindin sulfata je u istraZivanju

Bodmeiera i McGinityja (1988) bila 40 puta veca u luznatoj kontinuiranoj fazi (pH 12, pri kojem je
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kvinidin sulfat netopljiv) od inkapsulacijske ucinkovitosti u neutralnoj kontinuiranoj fazi (pH 7, pri
kojem je kvinidin sulfat veoma dobro topljiv).
Na Slici 4 nalazi se shematski prikaz mehanizma djelovanja navedenih ¢imbenika na

inkapsulacijsku u¢inkovitost aktivne tvari unutar mikroc¢estica (Jyothi i sur., 2010).

Dobra topljivost polimernog Slaba topljivost polimernog
materijala u organskim otapalima materijala u organskim otapalima
Slaba topljivost organskog otapala u Dobra topljivost organskog otapala u
vodi vodi
Niska koncentracija polimernog Visoka koncentracija polimernog
materijala materijala
Visoki omjer DF/KF Niski omjer DF/KF
Sporo uklanjanje otapala Brzo uklanjanje otapala
Sporo o¢vrscivanje Brzo ocvrsc¢ivanje
mikrocestica mikrocestica
VISOKA
NISKA UCINKOVITOST >
INKAPSULACIJE DCINKROVITOS T
INKAPSULACIJE

Slika 4. Mehanizam djelovanja razli¢itih ¢imbenika na inkapsulacijsku u¢inkovitost aktivne tvari unutar
mikrocestica (Yeo i Park, 2004)

2.3.3. Materijali za inkapsulaciju aktivnih tvari

Za inkapsulaciju ¢vrstih, tekucih ili plinovitih aktivnih tvari razli¢itih vrsta 1 karakteristika
mogu se koristiti razli¢iti materijali. No, prilikom odabira materijala za inkapsulaciju valja uzeti u
obzir ¢injenicu da je zakonska regulativa vezana uz prehrambene aditive 1 nutraceutike mnogo stroza,
nego za farmaceutike. Razli¢iti kemijski spojevi odobreni za inkapsulaciju lijekova 1 njihovih
komponenata nisu odobreni 1 za upotrebu u prehrambenoj industriji, budu¢i da mnogi od njih nisu
uvrsteni na GRAS (eng. ,, Generally recognized as safe ©) listu, odnosno nisu prepoznati kao sastojci
sigurni za koriStenje u proizvodnji hrane. Opcenito, cijeli proces proizvodnje hrane mora biti
osmisljen i izveden na nacin da odgovara sigurnosnim zahtjevima i propisima nadleznih agencija,
kao $to su EFSA (Europska agencija za sigurnost hrane; eng. ,, European Food Safety Agency“) u EU
ili FDA (Americka agencija za hranu i lijekove; eng. ,, Food and Drug Administration ) u SAD-u.
Osim toga, materijali koji se koriste za inkapsulaciju moraju biti ,,food-grade “ (0dnosno, ne smiju
kontaminirati hranu bilo kakvim svojim sastojcima i komponentama koje s njom dolaze u izravni

kontakt), biorazgradivi te sposobni izgraditi barijeru izmedu jezgre materijala (aktivne tvari,
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punjenja) i njezine okoline. Dakle, osim $to moraju biti prirodni, materijali za inkapsulaciju aktivnoj
tvari moraju pruzati najve¢i moguci stupanj zastite od okolisnih uvjeta (vlage, temperature, pH),
zadrzavati je unutar strukture mikrokapsule tijekom procesiranja i/ili skladiStenja u razliitim
uvjetima, ne smiju stupati u interakcije s inkapsuliranom aktivnom tvari, moraju posjedovati dobra
reoloska svojstva u visokim koncentracijama te se njima mora moc¢i lako rukovati prilikom
inkapsulacije (Wandrey i sur., 2010). Mnogi od materijala koji udovoljavaju navedenim uvjetima su
prirodno proizvedeni polimeri koji stvaraju hidrogelove — visokohidratizirane strukture sastavljene
od unakrsno povezanih (eng. ,, cross-linked ) hidrofilnih polimera koji formiraju trodimenzionalne
mreze (Uludag i sur., 2000).

2.3.3.1. Prirodni biopolimeri za inkapsulaciju aktivnih tvari

Hidrogelovi se definiraju kao mreze polimera koje imaju sposobnost vezati velike koli¢ine
vode, ostaju¢i pritom netopljivi u vodenim otopinama, zahvaljuju¢i kemijskom ili fizikalnom
unakrsnom povezivanju pojedina¢nih polimernih lanaca (Peppas i sur., 2000). Hidrogelovi
proizvedeni od prirodnih materijala imaju strukturu sli¢nu strukturi izvanstanicnog matriksa mnogih
ljudskih tkiva. Sastavljeni su od polimera koji nalikuju biolo§kim makromolekulama (Malafaya i sur.,

2007), a u cilju inkapsulacije bioaktivnih tvari najéesce se koriste proteini i polisaharidi.
1. Proteini

U svrhu formiranja nosaca za inkapsulaciju bioaktivnih tvari, u posljednje vrijeme se koristi
veliki broj razli¢itih ,, food-grade “ proteina, poput kazeina i proteina sirutke iz mlijeka, ali i zelatine,
miozina iz ribe ili mesa te zeina iz kukuruza, glutena iz pSenice, proteina soje, proteina kikirikija ili
proteina sjemenki pamuka. Pri temperaturi od 70 °C oni se denaturiraju 1 postaju netopljivi, §to im
omogucava stvaranje ireverzibilnih gelova razlicite kvalitete. Skupljanje 1 geliranje proteina pogoduje
stvaranju veza s inkapsuliranim sastojkom, a sama ucinkovitost procesa geliranja moZe se pospjesiti
dodatkom iona u pregrijanu otopinu, u prvome redu iona kalcija (Wandrey i sur., 2010). Opcenito,
proteini olakSavaju transport bioaktivnih komponenata zbog svojstva vezanja liganada (Augustin 1

Hemar, 2008).
2. Polisaharidi

Osim proteina, u svrhu formiranja nosaca za inkapsulaciju svoju primjenu nalazi i veliki broj
polisaharida, poput Skroba i njegovih derivata, derivata celuloze, kitozana, alginata, karagenana,

pektina, ksantan gume, guar gume, gume sjemenki rogac¢a — karuba gume, itd. (Cui, 2005). Na
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molekularnoj razini, ovi polisaharidi razlikuju se prema molekularnoj masi, stupnju razgranatosti,
konformaciji, elektri¢nom naboju i hidrofobnosti. Opc¢enito, razlike u molekularnim karakteristikama
biopolimera uvjetovat ¢e razlike u njihovoj sposobnosti da stvaraju strukturirane nosace za
inkapsulaciju bioaktivnih tvari, ali i razlike u fizikalno-kemijskim karakteristikama i funkcionalnosti
formiranih nosac¢a (Benichou i sur., 2002; Norton i Frith, 2001; Schmitt i sur., 1998).

3. Lipidi

Iako nesto rjede, 1 lipidi nalaze svoju primjenu u inkapsulaciji stanica, gdje sluze kao strukturni
nosaci. U tu svrhu najcesée se koriste masne kiseline i alkoholi, voskovi (pcelinji vosak, karnauba

vosak, kandelila vosak), gliceridi te fosfolipidi (Gasperini i sur., 2014).

Valja naglasiti da se i biopolimeri mogu klasificirati u skupine na temelju stupnja razgranatosti
lanaca. Vecina proteina posjeduje ravne lance, dok polisaharidi mogu sadrzavati ravne ili razgranate
lance. U otopinama, biopolimeri op¢enito mogu biti prisutni u obliku pojedina¢nih molekula ili se
mogu nalaziti u obliku supramolekularnih struktura, kod kojih su molekule biopolimera povezane s
jednom ili viSe molekula iste vrste. Osim toga, u uvjetima promijenjenog okoliSa (promjena pH,
ionske jakosti, sastava otapala, temperature), biopolimeri mogu prelaziti iz jedne konformacije u
drugu, ali i iz jednog agregatnog stanja u drugo. Dakle, konformacija i interakcije izmedu biopolimera
igraju vaznu ulogu u odredivanju njihove sposobnosti da stvaraju strukturirane inkapsulacijske

nosace (Cui, 2005).
2.3.3.2. Alginat

Alginat, jedan od najceS¢e koriStenih biopolimera za inkapsulaciju stanica, je polisaharid,
odnosno polianionski linearni kopolimer koji se sastoji od blokova f-D-manuronske (M - blok) i a-
L-guluronske (G - blok) kiseline povezane a-1,4 glikozidnom vezom (Rowley i sur., 1999). Dobiva
se ekstrakcijom iz mnogih vrsta smedih morskih algi, a proizvode ga i1 dvije vrste bakterija, one iz
rodova Pseudomonas i Azotobacter (Remminghorst i Rehm, 2006). Pri ekstrakciji iz morskih algi,
alge se ubiru 1 Ciste te se alginat ekstrahira pomocu otopine natrijeve soli, nakon ¢ega slijedi
precipitacija (Calumpong i sur., 1999). Kemijska struktura natrijevog alginata prikazana je na Slici
5.
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Slika 5. Kemijska struktura natrijevog alginata (Daemi i Barikani, 2012)

Ovaj se polimer ucestalo koristi za inkapsulaciju terapeutskih agenasa (Goh i sur., 2012), a otkako
su Lim i Sun (1980) pomocu njega prvi put uspjesno proveli mikroinkapsulaciju Langerhaansovih
otocica (dijelovi gusterace, sadrze endokrine stanice koje proizvode hormone i izluc¢uju ih u krv),
postao je najistrazivanijim materijalom za inkapsulaciju zivih stanica (de Vos i sur., 2006; Murua i
sur., 2008). Kada se visevalentni kationi (npr. Ca?") dodaju vodenoj otopini alginata, oni vezu
susjedne alginatne lance, formirajuéi pritom ionske mostove izmedu lanaca, Sto uzrokuje stvaranje
gelova. Opcenito se pretpostavlja da se kationi vezu ponajprije na G — blokove lanaca, ali novija
istrazivanja ukazuju i na moguénost da M — blokovi (odnosno, izmjenjuju¢i GM — blokovi) imaju
vaznu ulogu u unakrsnom povezivanju polimernih lanaca (Donati i sur., 2005). Alginate, kao
materijale za inkapsulaciju, karakterizira veoma Sirok raspon veli¢ina pora (5-200 nm), pri ¢emu
gornji dio raspona Cine alginati s visokim udjelom G — blokova u strukturi (Smidsrod i sur., 1990;
Martinsen i sur., 1989). Propusnost alginata je uvelike uvjetovana koncentracijom i prirodom iona
koji utjecu na ucvricivanje; vece koncentracije iona stvaraju ¢vrscée strukture (posebice u vanjskom
dijelu gela) (Aslani i Kennedy, 2006). Koristenjem soli koje su slabo topljive u vodi (npr. CaCO3),
formirana struktura bit ¢e uniformnija i stvoreni hidrogelovi imat ¢e ve¢u mehanicku stabilnost (Kuo
i Ma, 2001). Kinetika topljivosti alginatnih gelova in vivo ovisi prvenstveno o omjeru G/M — blokova
i potaknuta je izmjenom unakrsno vezanih iona s monovalentnim kationima okolnih tekucina, a
razgraditi ih mogu alginaze, enzimi odsutni u organizmu sisavaca. No, njihova razgradnja u sisavaca
moze se potaknuti kemijskom modifikacijom lanca. Kratkotrajna oskidacija alginata koriStenjem
natrijevog peroksida dovodi do stvaranja polimera koji se razgraduje u vodenom mediju, bez veceg
utjecaja na njegovu sposobnost da stvara gelove (Gomez i sur., 2007; Bouhadir i sur., 2001,
Boontheekul i sur., 2005). Topljivost alginatnih gelova in vitro moze se posti¢i i zamjenom iona
puferom ili koriStenjem agenasa poput EDTA ili natrijevog citrata (Gillette i sur., 2010). Alginat je
svakako najproucavaniji materijal za inkapsulaciju (Murua i sur., 2008) i postao je uobicajeno
koriSten u mnoge biomedicinske svrhe. Dugo se vremena Koristi kao zastitna barijera za poboljSanje
stani¢nih terapija, imunosnu zastitu Langerhaansovih otoci¢a guSterace (de Vos i sur., 2006; Lim 1
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Sun, 1980), lijeCenje tumora na mozgu (Kuo i Ma, 2001), anemije (Murua i sur., 2009) i

krioprezervaciju (oCuvanje stanica zamrzavanjem) (Gryshkov i sur., 2013).
2.3.4. Morfologija i veli¢ina cestica

Morfologija Cestica dobivenih inkapsulacijom uglavnom ovisi o materijalu jezgre i omotaca

(Slika 6) te se, s obzirom na morfoloska svojstva, ¢estice dijele na:

1) mononuklearne Cestice (sadrze omotaé oko jezgre)
2) polinuklearne Cestice (imaju mnogo jezgri koje se nalaze unutar omotaca)

3) matri¢ne Cestice (tvar jezgre je homogeno rasporedena u materijalu omotaca) (Jyothi i sur.,

2012)

Mononuklearne Polinuklearne Matricne

Slika 6. Podjela mikrocestica s obzirom na morfoloska svojstva (Prilagodeno iz Jyothi i sur., 2010)
S obzirom na veli¢inu, ¢estice dobivene inkapsulacijom dijele se na:

1) nanocestice, nanokapsule ili nanosfere (10 - 1000 nm)
2) mikrocestice, mikrokapsule ili mikrosfere veli¢ine od 2 do 2000 pm
3) makrocestice (> 2000 pum) (Singh i sur., 2010; Mohanraj i Chen, 2006)

2.3.5. Mehanizmi otpustanja aktivnih tvari iz hidrogel Cestica

Hidrogelovi posjeduju mnogo karakteristika koje 1th ¢ine podobnima za ocuvanje 1 zastitu
bioaktivnih tvari od uvjeta okoliSa. Zbog svoje hidrofilnosti, hidrogelovi unutar svog sastava mogu
sadrzavati velike koli¢ine vode (oko 90%). Dakle, mehanizmi otpusStanja bioaktivnih tvari iz
hidrogelova uvelike se razlikuju od mehanizama otpustanja iz hidrofobnih polimera (Lin 1 Metters,
2006). Svi mehanizmi temelje se na ¢imbenicima koji ograni¢avaju kontrolirano otpustanje

bioaktivne komponente iz hidrogela te se dijele u tri skupine:
1. Mehanizmi kontrolirani difuzijom

Ovi mehanizmi su najprimjenjiviji 1 najkoriSteniji pri opisivanju otpustanja bioaktivnih tvari iz
hidrogelova. Temelje se na Fickovom zakonu difuzije, a sposobnost difuzije samih bioaktivnih tvari

obi¢no se odreduje empirijski ili se procjenjuje na temelju slobodnog volumena, hidrodinamike ili
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teorija temeljenih na opstrukciji (Amsden, 1998). Kod poroznih hidrogelova, u slu¢aju kada je
veli¢ina pora mnogo vec¢a od molekularnih dimenzija same bioaktivne tvari, koeficijent difuzije je u
bliskoj vezi s poroznoscu hidrogela (Peppas, 1986). No, kod neporoznih hidrogelova i gelova ¢ija je
veli¢ina pora slicna molekularnim dimenzijama bioaktivne tvari, koeficijent difuzije je smanjen zbog
stericne (prostorne) prepreke koju postavljaju polimerni lanci unutar unakrsno povezanih umrezenih

struktura (Amsden, 1998; Peppas, 1986; Masaro i Zhu, 1999).

2. Mehanizmi kontrolirani bubrenjem

Otpustanje kontrolirano bubrenjem javlja se u trenutku kada je brzina difuzije bioaktivne tvari
ve¢a od brzine bubrenja hidrogela. Modelno prikazivanje ovog mehanizma obi¢no ukljucuje
promjenu, odnosno pomicanje grani¢nih uvjeta reakcije te dolazi do otpustanja molekula na granici
izmedu tzv. ,,gumene* faze, u kojoj molekule ubrzano difundiraju, i ,,staklene* faze nabubrenih
hidrogelova, u kojoj molekule bioaktivne tvari ostaju imobilizirane unutar matriksa hidrogela. U
takvim sustavima, brzina otpustanja molekula bioaktivne tvari ovisi o brzini bubrenja hidrogela.
Ovim mehanizmom obi¢no se otpustaju male molekule iz hidrogelova koji sadrze hidroksipropil

metilcelulozu (HPMC) (Siepmann i Peppas, 2001).

3. Kemijski kontrolirani mehanizmi

Kemijski kontrolirani mehanizmi otpustanja najcesce se javljaju uslijed reakcija unutar samog
matriksa hidrogela. NajceS¢e takve reakcije su cijepanje polimernih lanaca hidrolitickom ili
enzimatskom razgradnjom ili reverzibilnim ili ireverzibilnim interakcijama izmedu polimerne mreze
1 bioaktivne tvari koja se otpuSta. Pod odredenim uvjetima, erozija povrSine ili unutraSnjosti
hidrogela utjecat ¢e na brzinu otpustanja bioaktivne tvari (Peppas i sur., 2000; Amsden, 1998;

Kanjickal i Lopina, 2004).
2.3.6. Primjena metode inkapsulacije u proizvodnji funkcionalne hrane

Veéina novih funkcionalnih proizvoda na trziStu obogacena je pozZeljnim nutrijentima i
aktivnim tvarima, ukljucujuéi vitamine, minerale, antioksidanse, ®-3 masne kiseline, biljne ekstrakte,
odredenog vremenskog razdoblja i/ili su skloni stupati u interakcije s drugim komponentama hrane,
Sto uzrokuje smanjenje kvalitete funkcionalnih prehrambenih proizvoda. U svrhu sprjecavanja takvih
promjena, u posljednjih nekoliko godina sve se vise koristi tehnika inkapsulacije bioaktivnih tvari u
svrhu izoliranja tih osjetljivih komponenata od uvjeta okolisa u kojemu se nalaze. Prema pretrazenoj

literaturi, u Tablici 2 nalazi se pregled dosad inkapsuliranih aktivnih tvari i sastojaka te hrane u koju
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su te tvari ili sastojci implementirani, s koriStenim metodama inkapsulacije za proizvodnju

funkcionalnih prehrambenih proizvoda.

Tablica 2. Pregled dosad inkapsuliranih aktivnih tvari i sastojaka te hrane u koju su te tvari ili

ili sastojci implementirani

Slis.en_]ei Sladoled Cam i sur., 2014
rasprSivanjem

Slfsenjf? Keksi Davidov-Pardo i sur., 2015
rasprsivanjem

SuSenje Kola&/biskvit Rocha i sur., 2012
rasprsivanjém

Susenje Mlijeni proizvodi Jimenez i sur., 2008
rasprsivanjem

Sl{s'enjej Sok od mrkve Petreska-lvanovska i sur.,
rasprsivanjem 2014

SuSenje Cokoladni soufflé Malmo i sur., 2013
rasprsivanjem

Slfsenjef Kuha_r]o MEsno Pérez-Chabela i sur., 2013
rasprsivanjem tijesto

Susenje . . Chatterjee i Bhattacharjee,

. Sojino ulje

rasprSivanjem 2013

lonsko geliranje

Mlijjec¢ni proizvodi

Kailasapthy i sur., 2008

Ortakci i Sert, 2012

Sandoval-Castilla i sur., 2010

Urbanska i sur., 2007

Amine i sur., 2014

Sohail i sur., 2012

Ozer i sur., 2008

Homayouni i sur., 2008

Mesni proizvodi
(fermentirane
kobasice)

Muthukumarasamy i Holley,
2007

Muthukumarasamy i Holley,
2006

Voéni sokovi

Ding i Shah, 2008

Krasaekoopt i Watcharapoka,
2014

Sohail i sur., 2012

Drugi proizvodi od

Sohail i sur., 2012

ekstruzija, suSenje
smrzavanjem

voca
Inkapsulacija u Instant tjestenina i .
Kvascima rezanc Dardelle i sur., 2007
Inkapsulacija u - -
Kvascima Sir Cheddar Yarlagadda i sur., 2014
Elektrostatska Cokolada Bels¢ak-Cvitanovic¢ i sur.,

2012
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

U ovom radu, za izdvajanje polifenolnih spojeva kao aktivnih sastojaka za inkapsulaciju,
koriSten je suhi list maslacka (Taraxacum officinale L.) podrijetlom iz Hrvatske (berba 2014. godina).
Uzorak je kupljen u specijaliziranoj trgovini za prodaju ljekovitog bilja, Suban d.o.o. te je usitnjen do

prasSkastog oblika u elektri¢cnom mlinu za kavu 1 prosijan do zeljene veliCine Cestica.

Ekstrakt maslacka pripremljen je prelijevanjem 30 g suhog i usitnjenog uzorka maslacka s
300 mL destilirane vode, temperature 80 °C. Ekstrakcija je provedena zagrijavanjem pri konstantnoj
temperaturi od 80 °C uz neprestano mijesanje staklenim Stapicem tijekom 30 minuta. Nakon
ekstrakcije, uzorak je procijeden kroz metalno cjedilo s dva sloja pamuéne gaze, nadopunjen do
poznatog volumena (300 mL) te ohladen na sobnu temperaturu. Dobivenom ekstraktu primjenom
spektrofotometrijskih metoda odreden je udjel ukupnih polifenola, hidroksicimetnih kiselina te
antioksidacijski kapacitet, dok je udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva odreden primjenom HPLC

metode.

Kao nosa¢ za inkapsulaciju koriStena je natrijeva sol alginske kisline iz smedih algi niske
viskoznosti (Sigma-Aldrich Company Ltd. (Dorset, UK)). Od ostalih materijala za inkapsulaciju
koriSteni su izolati proteina sirutke (Davisco Foods International, La Suer, MN, SAD), kakaov prah
(Zvegevo d.d., Pozega, Hrvatska), roga¢ (Safram d.o.o., Zagreb, Hrvatska) te zelena kava (Etiopija).

Rogac 1 zrna zelene kave su za svrhe analiza dodatno usitnjeni u elektricnom mlinu 1 prosijani.
3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke (p. a.) ili HPLC cistoce.

Folin-Ciocalteau reagens Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev karbonat (Na.CO3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Klorovodi¢na kiselina (HCI), Kemika (Hrvatska)
e Arnow reagens — smjesa natrijevog nitrita (Gram-mol d.o.o.; Zagreb, Hrvatska) i natrijevog
molibdata (Sigma-Aldrich; Steinham, Njemacka)
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Natrijev hidroksid (NaOH), Gram-mol d.0.0 (Zagreb, Hrvatska)

Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)
2,2-difenil-pikrilhidrazil radikal (DPPH), Fluka (St. Gallen, Svicarska)

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)

Redestilirana voda, AQUA pro injectione (Zagreb, Hrvatska)
o-fosforna kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Deventer, Nizozemska)

Natrijev alginat, Sigma-Aldrich Company Ltd. (Dorset, Velika Britanija)
Izolati proteina sirutke, Davisco Foods International (La Suer, MN, SAD)
Kakaov prah, Zvecevo d.d. (Pozega, Hrvatska)

Rogag, Safram d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Zelena kava (Etiopija)

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

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Kalijev dihidrogen-fosfat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev hidroksid, T. T. T. d.o.o (Sveta Nedjelja, Hrvatska)
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3.1.3. Aparatura i pribor

e Staklene epruvete

e Staklene ¢aSe volumena 250 mL

e Staklene menzure volumena 50 mL, 100 mL, 500 mL

e Automatske mikropipete volumena 100-1000 uL (Gilson, SAD)

e Staklene pipete volumena 5 mL i 10 mL

e Odmjerne tikvice volumena 10-100 mL

e Stakleni Stapici za mijeSanje

e Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Ziiruch, Svicarska)

e Kivete od optickog stakla (10 mm) za spektrofotometrijsko mjerenje

e Spektrofotometar Helios y, ThermoSpectronic (Cambridge, Velika Britanija)

e Celulozno-acetatni mikrofilteri veli¢ine pora 0,45 um (CA-45/25), Machery-Nagel (Diiren,
Njemacka)

e HPLC vijale s pripadaju¢im navojnim ¢epovima sa septom, Agilent Technologies (Kalifornija,
SAD)

e HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (teku¢inski kromatograf visoke uc¢inkovitosti s PDA
(,,Photo Diode Array*) detekcijom), Agilent Technologies (Kalifornija, SAD)

e HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 x 4.6 mm, 5um), Agilent Technologies (Kalifornija,
SAD

e Aluminijske posudice s poklopcima, termometar, eksikator
e Analiti¢ka vaga, Mettler-Toledo (Ziirich, Svicarska)

e  Laboratorijski susionik, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

e Magnetne mjesalice, IKA C-Mag HS 7 (Staufen, Njemacka)
e Dino-Lite kalibracijska plo¢ica (minimalni razmak=0,2 mm) (Naarden, Nizozemska)
e TA.HDPIus analizator teksture, Stable Micro Systems (Velika Britanija)

e C(Cilindri¢na ¢elicna sonda P/2, Stable Micro Systems (Velika Britanija)

22



e Kolorimetar, CM —700d, CM — A177, Konica Minolta (Tokio, Japan)
e Mikroskop Leica DM1000 LED (Cambridge, Velika Britanija)
e Elektroni¢ki mikroskop, TESCAN Mira3 microscope (Ceske Budojevice, Ceska)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola
Princip metode:

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimterijskoj reakciji Folin-
Ciocalteau reagensa s nekim reduciraju¢im reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smjesa
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega
se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframovog i
molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999). Nakon dva sata 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 ¢emu je intenzitet obojenja izravno proporcionalan

udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).
Postupak rada:

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 uL uzorka, 500 uL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijedenog vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog
karbonata (Na,COs) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijesa. Tako pripremljeni uzorci
ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog
obojenja na 765 nm u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin kao i uzorci
koji se ispituju, osim $to reakcijska smjesa umjesto 100 pL uzoraka sadrzi isti volumen destilirane
vode. Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzoraka te se tako dobivena

vrijednost koristi za izratunavanje kona¢nog rezultata.

Udjel ukupnih polifenola izra¢unava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0010x — 0,0001

Gdje su:
X — udjel ukupnih polifenola (mg/L)
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y — 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 paralelne probe
(n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim

devijacijama, u mg ekvivalenata galne kiseline (EGK)/g Cestica.
3.2.2. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina

Princip metode:

Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina temelji se na reakciji kiselinske hidrolize
popracene razvojem ruzicasto-crvenkastog obojenja €iji se intenzitet odreduje mjerenjem aprobancije
na 490 nm, pri ¢emu je udjel hidroksicimetnih kiselina izravno proporcionalan intenzitetu obojenja u

ispitivanom uzorku (Matkowski i sur., 2008).
Postupak rada:

Za odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina, 500 pL uzorka pomijesa se u staklenoj
epruveti s 1 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline (HCI1), 1 mL Arnow 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 zatim dobro izmijeSa te se odmah
ocita apsorbancija na 490 nm (Matkowski 1 sur., 2008). Slijepa proba umjesto uzoraka sadrzi

destiliranu vodu.

Udjel hidroksicimetnih kiselina izraGunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0025x + 0,0054

Gdje su:
x — udjel kafeinske kiseline (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti aprobancije pri 490 nm

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

standardnim devijacijama u mg kafeinske kiseline/g Cestica.
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3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta polifenolnih spojeva maslacka (T. officinale L.)
provedeno je koriStenjem DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) i ABTS (2,2'-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) metoda.

3.2.3.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta DPPH metodom
Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH radikala
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, a praena je kolorimetrijskom reakcijom. DPPH
radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra (515 nm). U
prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne radikale), dolazi do sparivanja
elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste boje otopine u zutu, $to se prati mjerenjem

apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).
DPPH" + AH — DPPH-H +A’
DPPH' + R’ — DPPH-R
Postupak rada:

Pripremi se 0,094 mM otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) u metanolu. U
tamnu epruvetu otpipetira se 100 puL uzorka i doda 3,9 mL otopine DPPH (0,094 mM). Nakon 30
minuta po dodatku otopine DPPH, mjeri se apsorbancija pri 515 nm. U drugu epruvetu, koja
predstavlja slijepu probu, umjesto uzorka se doda 100 uL metanola.

Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se
vrijednost AA, koja se, prema jednadZbi baZdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a

preracunava u koncentraciju (mmol Trolox-a). Jednadzba bazdarne krivulje glasi:

y = 0,603x — 0,006

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

y - izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.
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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 paralelne
probe (n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im

standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g Cestica.

3.2.3.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteteta ABTS metodom
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 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, $to uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se praenjem 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 ABTS metodom, pripremi se otopina
ABTS" radikala oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140
mM) do kona¢ne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine
pomijeSa se 88 pL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuni s otopinom ABTS (7 mM)
reagensa do volumena 5 mL. Budu¢i da ABTS i kalijev persulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu
1:0,5, ne dolazi do potpune oksidacije, stoga je pripremljenu otopinu potrebno omotati folijom i
ostaviti stajati preko noé¢i (12-16 h) na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi
etanolom (96%-tnim) do konaéne koncentracije ABTS" radikala od 1%, tako da apsorbancija te
otopine iznosi 0,70 & 0,02. Volumen od 40 puL uzorka pomijesa se s 4 mL otopine ABTS" radikala u
tamnoj epruveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon to¢no 6 minuta. Prije mjerenja uzoraka,
potrebno je izmjeriti asporbanciju slijepe probe koja se priprema tako da se, umjesto uzorka, 40 pL.
vode pomijesa s istom koliCinom reagensa.

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe, dobivena je vrijednost AA,

koja je koriStena za izraCunavanje konacnog rezultata. Jednadzba bazdarne krivulje glasi:
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y = 0,303x + 0,0006

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

y - 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 paralelne
probe (n=2), a rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im

standardnim devijacijama u mmol Trolox-a/g Cestica.

3.2.4. Odredivanje pojedinac¢nih polifenola primjenom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Pojedinacni polifenolni spojevi odredeni su primjenom HPLC metode u samom ekstraktu lista
maslacka, kao i1 u otopini citrata razbijenih ¢estica, formuliranih s razli¢itim sustavima nosaca na bazi

alginata.
Priprema uzoraka:

Ekstrakt lista maslacka prije injektiranja u kromatografski sustav razrijeden je u omjeru 1:10
te profiltriran kroz celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢ine pora 0,45 um.

Otopine razbijenih Cestica, u svrhu uklanjanja polisaharida, razrijedene su s metanolom u
omjeru 1:1, kako bi se postigla precipitacija, nakon ¢ega su centrifugirane, a supernatant profiltriran
kroz odgovaraju¢e mikrofiltere prije injektiranja. U kromatografski sustav injektirano je 10 plL

profiltriranog uzorka te je provedena analiza prema dolje navedenim uvjetima.

Postupak rada:

Analiza pojedinacnih polifenolnih spojeva provedena je kromatografijom obrnutih faza na
ACE Excel SuperC18 (250 x 4,6 mm, Sum) koloni (nepolarna stacionarna faza) na temelju razlicitosti
u polarnosti pojedinih komponenata eluacijom polarnim otapalima (Bels¢ak-Cvitanovic i sur., 2012).
Mobilna faza: A —0,1% o-fosforna kiselina u vodi
B — 0,1% o-fosforna kiselina u metanolu
Protok: 1 mL/min
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Eluiranje: gradijentno

Detekcija: UV/VIS Photo Diode Array (A=278 nm)
Temperatura kolone: sobna

Vrijeme trajanja analize: 30 min (+ 5 min Post Time)

Tablica 3. Gradijent otapala za HPLC analizu polifenolnih spojeva

Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva:

Detekcija bioaktivnih spojeva provedena je snimanjem eluata na valnoj duljini 278 nm (UV
podruc¢je) pomocu Photo Diode Array (PDA) detektora, pri ¢emu su dobiveni karakteristicni
kromatogrami uzoraka. 1zdvojeni spojevi detektirani su pomoc¢u PDA detektora pri valnim duljinama
od 200 do 400 nm, uz rezoluciju od 1,2 nm. Identifikacija spojeva dobivenih kromatogramima
provedena je usporedbom vremena zadrzavanja (R:) izdvojenih pikova na kromatogramima s
vremenima zadrzavanja vanjskih standarda te usporedbom s UV-spektrima standarda (oblik spektra
1 apsorpcijski maksimumi). Kvantitativno odredivanje spojeva u uzorcima omoguceno je koristenjem

jednadzbi bazdarnih pravaca pojednih standarda (Tablica 4).

Tablica 4. Bazdarni pravci identificiranih bioaktivnih spojeva u ispitivanim uzorcima

y =13,597x — 5,332

y = 54,365x + 26,068

y = 15,025x — 4,3467

y =11,209x — 2,0702

y =26,197x - 8,6714

y = 31,064 + 7,9437

28



HPLC analize provedene su u dvije paralelne probe, a rezultati su izraZzeni kao mg/g uzorka
te su prikazani kao srednja vrijednost s pripadaju¢om standardnom devijacijom. Za prikupljanje i
obradu podataka dobivenih HPLC analizom koriStena je aplikacija Star Cromatography Workstation

Version 5, dok je obrada rezultata napravljena pomocu programa Microsoft Office Excel.

3.2.5. Inkapsulacija polifenolnog ekstrakta maslacka

Kao materijali za formuliranje razliCitih sustava nosaca koriSteni su prirodni biopolimeri:
alginat niske viskoznosti (A), izolati proteina sirutke (IPS) te kakaov prah (KP), roga¢ (R) i zelena
kava (ZK). Otopina alginata pripremljena je u koncentracijama od 4 i 5% (w/v), dok je koncentracija
ostalih materijala dodanih u alginatni sustav iznosila 20% (w/v).

Otopine svih nosaca pripremljene su otapanjem navedenih materijala u prethodno
pripremljenom ekstraktu maslacka (w/v), u odgovaraju¢em masenom odnosu. Otopine sustava nosaca
su zatim homogenizirane na magnetskoj mijesalici na sobnoj temperaturi tijekom 24 h te pomijesane
u odgovaraju¢em omjeru. Pri tome su formulirani sljedeéi sustavi, koji su zatim koristeni u daljnjim
eksperimentima:

e Cisti alginat: A (4% i 5%)

e Alginat + izolati proteina sirutke: A— IPS (80:20, w/v)
e Alginat + kakaov prah: A— KP (80:20, w/v)

e Alginat + roga¢: A— R (80:20; w/v)

e Alginat + zelena kava: A— ZK (80:20; w/v)

Prilikom inkapsulacije ionskim geliranjem, otopine za geliranje pripremljene su otapanjem
3%-tnog kalcijevog klorida u ekstraktu maslacka (w/v). Formiranje cestica provedeno je
ukapavanjem sustava nosac¢a pomocu plasti¢ne Sprice i igle od 27 G (0,4x13 mm) i 18 G (18x40 mm)
(u sluéaju zelene kave) u prethodno pripremljene otopine za geliranje. Otopine za geliranje su tijekom
postupka inkapsulacije mijeSane na magnetskoj mjesalici, pri ¢emu je dolazilo do o¢vrséivanja kapi
1 formiranja u Cestice sfericnog oblika. Nakon formiranja svih Cestica, Cestice su mijeSane u
geliraju¢em mediju dodatnih 30 min, nakon cCega su izdvojene iz otopine kalcijevog klorida
filtriranjem, isprane u ekstraktu te spremljene u ekstrakt na +4 °C do analiza.

Kombinacijom svih navedenih sustava nosaca, formulirani su sljedeéi sustavi, prikazani na
Slici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz formuliranih sustava nosaca za inkapsulaciju polifenola maslacka

Osim toga, kao kontrolne Cestice formulirani su prethodno opisani sustavi nosaca na bazi

alginata, koji su umjesto polifenolnog ekstrakta maslacka sadrzavali vodu.

3.2.6. Karakterizacija Cestica
3.2.6.1. Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika formuliranih cestica

Odredivanje velicine formuliranih Cestica

Velic¢ina alginatnih Cestica odredena je snimanjem cCestica (n=10) digitalnim fotoaparatom na
Dino-Lite kalibracijskoj plocici (minimalni razmak=0,2 mm), iz ¢ega je ocCitana veli¢ina Cestica.

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost deset uzastopnih mjerenja.

Odredivanje parametara teksture formuliranih cestica

Analiza teksture provedena je na TA.HDPIlus analizatoru teksture (Stable Micro Systems,
Velika Britanija), opremljenom s utegom od 5 kg. Analize su provedene na sobnoj temperaturi na tri
razlicite Cestice 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. Analiza teksture svakog uzorka provedena je 3

puta (na 3 razlicite Cestice svakog sustava).
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Dobiveni dijagrami obradeni su u Texture Exponent programu (Stable Micro Systems, Velika
Britanija), nakon ¢ega su izraCunate vrijednosti za ispitivane parametre teksture (tvrdoca i
clasti¢nost). 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 elasti¢nosti (mm). Elasti¢nost je izrazena na 50% vrijednosti o¢itane za tvrdocu.

Odredivanje udjela vode u formuliranim cesticama

Princip metode:

Ovim postupkom mjeri se masa suhe tvari nakon suSenja do konstantne mase, budu¢i da na
temperaturi susenja od 105 °C dolazi do izdvajanja slobodne vlage iz uzorka. Udjel suhe tvari

izracunava se u odnosu na poc¢etnu masu uzorka koji se susi.
Postupak rada:

U prethodno osuSene (do konstantne mase, pri 105 °C), ohladene i izvagane aluminijske
posudice s kvarcnim pijeskom i poklopcem, odvagano je 1 g (= 0,0001) formiranih Cestica. Posudica
s uzorkom 1 poklopac suSe se oko 3 sata u suSioniku pri 105 °C. Nakon isteka vremena susenja,
aluminijska posudica s uzorkom pokrije se poklopcem dok je jo§ u susioniku, prebaci u eksikator,
gdje se hladi na sobnoj temperaturi te ohladena vaZze na analitickoj vagi. Postupak se ponavlja sve

dok se ne postigne konstantna masa uzorka u posudici (s to¢noscu + 0,0003 g).
Izracun rezultata:

Udjel vode izracuna se prema formuli (1), dok se udjel suhe tvari ra¢una kao razlika udjela
vode od 100% (2).

my-
% vode=

m3
X100 (1)

Gdje su:
m1 — masa prazne aluminijske posudice (g)
M2 — masa aluminijske posudice s uzorkom prije susenja (g)

M3 — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g)

Udjel suhe tvari (%) = 100% - Udjel vode (%) (2)
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Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost 2 mjerenja (n=2) s pripadaju¢om standardnom
devijacijom.

Odredivanje boje formuliranih cestica

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 podruc¢ju vidljivog spektra te L*, a* i b* vrijednosti. Nelinearni
odnosi za L*, a* i 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 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 (Gokmen i Siigiit, 2007). Za potrebe analize, uzorci
inkapsuliranih Cestica dobivenih ionskim geliranjem preneseni su u Petrijeve zdjelice promjera 50
mm, tako da se u potpunosti prekrije dno posudice i formira homogeni sloj uzorka. Podrucje mjerenja
podeseno je na 400 do 700 nm, $to 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 nac¢in mjerenja boje uzorka pri
kojemu se uracunavaju sjene, tj. uzorak se prikazuje onako kako ga vidi ljudsko oko (Gékmen 1 Stigiit,

2007). Na temelju rezultata mjerenja, ukupna promjena boje (AE*) izracunata je prema formuli:

AE* = J(L* — L )2+ (@ = )+ (b — bl

Gdje je: AE” - promjena boje ispitivanih uzoraka u odnosu na referentni
L" - svjetlina boje ispitivanog uzorka u L*a*b* sustavu
a’ - parametar boje ispitivanog uzorka (crveno)
b” - parametar boje ispitivanog uzorka (zuto)
L*ref - svjetlina boje referentnog uzorka — cisti alginatni sustav
a*ref - parametar boje referentnog uzorka — ekstrakt maslacka (crveno)

b*ref - parametar boje referentnog uzorka — ekstrakt maslacka (zuto)
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Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost 3 mjerenja (n=3) s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.
3.2.6.2. Odredivanje morfoloskih karakteristika formuliranih Cestica

Odredivanje oblika i strukture formuliranih Cestica

Odredivanje oblika i strukture dobivenih hidrogel Cestica izvrSeno je snimanjem Cestica

mikroskopom Leica DM 1000 LED uz odgovarajuce povecanje.

Analiza mikrostrukture formuliranih Cestica primjenom SEM mikroskopije

Mikrostruktura inkapsuliranih cestica polifenolnog ekstrakta maslacka analizirana je
primjenom SEM (eng. ,, Scanning Electron Microscopy *“) mikroskopije, koristenjem TESCAN Mira3
mikroskopa (Ceska). Princip rada mikroskopa zasniva se na skeniranju povrine uzorka koriste¢i
zrake elektrona, pri ¢emu se oblikuje slika. Za provodenje analize, uzorci su pozicionirani na poseban
nosac i obloZeni slojem zlata (50 nm), kako bi mogli odbijati elektrone te su analizirani koriste¢i

napon zrake elektrona od 4-5 kV.

3.2.6.3. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrzavanja antioksidacijskog

kapaciteta

Udjel ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina imobiliziranih u alginatnim cesticama,
kao 1 antioksidacijski kapacitet, odreden je otapanjem poznate koliCine profiltriranih Cestica u 2%-
tnoj otopini natrijevog citrata (w/v), uz snazno mijeSanje na Vortex mikseru. 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.), dok je odredivanje antioksidacijskog kapaciteta primjenom DPPH i ABTS metode
opisano u poglavljima 3.2.3.1. 1 3.2.3.2.

Takoder, tako dobivene otopine razbijenih Cestica koriStene su i za odredivanje pojedinacnih
polifenolnih spojeva primjenom HPLC analize, kako bi se omogucila usporedba specifi¢nih
polifenolnih spojeva u ekstraktu prije i nakon inkapsulacije.

Postotak inkapsulacije polifenola i zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta izracunat je kao
omjer udjela ukupnih polifenola ili hidroksicimetnih kiselina, kao i antioksidacijskog kapaciteta, u
otopini citrata razbijenih Cestica i udjela istih spojeva u pocetnim otopinama sustava nosaca u

ekstraktu maslacka, koristenih za inkapsulaciju.
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3.2.6.4 Pracenje otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz inkapsuliranih cestica u

simuliranim gastrointestinalnim uvjetima

Otpustanje polifenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta iz dobivenih cCestica u
simuliranim gastri¢nim (SGF) 1 intestinalnim (SIF) fluidima prac¢eno je odredivanjem udjela ukupnih
polifenola i udjela hidroksicimetnih kiselina te odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta primjenom
DPPH i ABTS metoda (opisano u poglavljima 3.2.1., 3.2.2., 3.2.3.1. i 3.2.3.2.). SGF se sastojao od
natrijevog klorida i klorovodi¢ne kiseline (pH=1,2), dok je SIF odgovarao fosfatnom puferu
(pH=7,4). Formulirane Cestice izdvojene su iz otopine za geliranje te je priblizno 0,6 g profiltriranih
Gestica suspendirano u 30 mL SGF-a. Cestice u SGF-u konstatno su mije$ane na magnetskoj mjesalici
(podesenoj na 100 rpm), na temperaturi od 37 °C. U odredenim vremenskim razmacima iz otopine je
izuzimano 2 mL tekuéeg medija do posljednjeg uzorkovanja nakon 2 h te je nakon svakog izuzimanja
u otopinu s Gesticama dodan alikvot od 2 mL SGF-a. Cestice su zatim uklonjene iz otopine SGF-a
filtriranjem i prenesene u 30 mL SIF-a (37 °C) te konstantno mijeSane na magnetskoj mjesalici.
Postupak uzorkovanja alikvota teku¢eg medija je ponovljen u odredenim vremenskim razmacima na
prethodno opisani na¢in. U ovako dobivenim alikvotima od 2 mL odreden je udjel ukupnih polifenola
i hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijski kapacitet, a rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenata
galne kiseline/g cCestica, mg kafeinske kiseline/g Cestica ili mmol Trolox-a/g Cestica. Pomocu
dobivenih rezultata odredena je kinetika otpuStanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz

ispitivanih sustava nosaca s inkapsuliranim ekstraktom lista maslacka.

3.2.6.5. Pracenje povecanja mase liofiliziranih cestica Swelling metodom

Omjer povecanja mase nastao uslijed vezanja vode (bubrenja) 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 1 24 sata) izmjerena je masa Cestica. Cestice su
1zvagane na analitickoj vagi nakon uklanjanja iz teku¢eg medija, nakon ¢ega su profiltrirane pomocu
lijevkai filter papira te posusene stani¢evinom. Rezultati su prikazani kao omjer pocetne mase Cestica

1 mase Cestica nakon vezanja vode u odredenom vremenskom periodu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Buduéi da je proizvodnja funkcionalnih prehrambenih proizvoda u danasnje vrijeme u
stalnom porastu, ovo istrazivanje bilo je provedeno s ciljem ispitivanja ucinkovitosti razli¢itih
prirodnih bipolimera (alginata niske viskoznosti, izolata proteina sirutke, kakaovog praha, rogaca i
zelene kave i njihovih kombinacija) na svojstva hidrogel mikrocestica s inkapsuliranim ekstraktom
maslacka (Taraxacum officinale L.), u svrhu odabira optimalnog sustava nosaca za inkapsulaciju

polifenolnog ekstrakta maslacka.

Ekstraktu maslac¢ka odreden je bioaktivni profil odredivanjem udjela ukupnih polifenola i
hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijskog kapaciteta DPPH i ABTS metodama (Tablica 5), a
zatim odredivanjem pojedinacnih polifenolnih spojeva metodom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC) (Tablica 6).

U svrhu daljnjeg provodenja istrazivanja, Koristen je 4%-tni i 5%-tni Cisti alginat te njihove
kombinacije s izolatima proteina sirutke, kakaovim prahom, roga¢em i zelenom kavom. Prvotno je
ispitan je utjecaj koncentracije alginata na fizikalne i morfoloske (veli¢ina, tvrdoca, elasti¢nost, izgled
i boja) karakteristike formuliranih hidrogel ¢estica (Tablice 7 i 8, Slike 9 i 10), mikrostrukturu ¢estica
(Slike 11 i 12), udjel vode u ¢esticama (Slika 8) te na povecanje mase liofiliziranih Cestica (Tablica

10).

Osim toga, odreden je i bioaktivni sastav inkaspuliranih Cestica, odnosno odreden je udjel
pojedinacnih polifenola primjenom HPLC-a (Tablica 9) te ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina.

Nadalje, odredena je u¢inkovitost inkapsulacije ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina
i zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH i ABTS metodama (Slike 13-16) te je praceno
otpustanje ukupnih polifenola 1 hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijskog kapaciteta primjenom

DPPH i ABTS metoda (Slike 17-20).

U ovom poglavlju dan je prikaz najvaznijih rezultata u obliku grafickih prikaza (tablica i
grafova) i slika te je provedena analiza korelacije izmedu dobivenih rezultata te usporedba rezultata
dobivenih ovim istrazivanjem s ranije utvrdenim Cinjenicama, odnosno rezultatima istrazivanja

drugih autora.

Opis oznaka koristenih sustava nosaca, koji se nalaze u grafickim prikazima rezultata, nalaze

se u poglavlju 3.2.5.

35



4.1. Odredivanje bioaktivnog profila ekstrakta maslacka

Tablica 5. Bioaktivni profil ekstrakta lista maslacka

41,76 £ 0,25 20,48 £0,18 0,16 = 0,00 0,14+ 0,00

U Tablici 5 nalazi se prikaz bioaktivnog profila ekstrakta lista maslacka, odnosno izmjerene
vrijednosti udjela ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina te antioksidacijski kapacitet
ekstrakta lista maslacka odreden primjenom DPPH i ABTS metoda. Izmjereni udjel ukupnih
polifenola iznosio je 41,76 mg EGK/g Cestica, §to je poprilicno vise od udjela navedenog u
istrazivanju Ivanova (2014), koji je u ekstraktu lista maslac¢ka prikupljenog s podrucja Bugarske
odredio udjel od 20 mg EGK/g Cestica. Mogu¢i razlog ovakve razlike u rezultatima je razlika u
godistu 1 porijeklu lista maslacka koriStenog u ova dva istrazivanja. Udjel hidroksicimetnih kiselina
u ekstraktu lista maslacka odreden ovim istrazivanjem iznosio je 20,48 mg KK/g Cestica, §to je veoma
blisko vrijednosti izmjerenoj u istrazivanju Ivanova (2014), u kojem je izmjeren udjel
hidroksicimetnih kiselina od oko 15 mg KK/g ¢estica. Nadalje, kao dio ovog istrazivanja odreden je
i antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista maslacka. Kao §to je vidljivo iz Tablice 5, vrijednosti
odrdene primjenom obje metode veoma su bliske te iznose 0,16 mmol Trolox-a/g ¢estica (DPPH) i
0,14 mmol Trolox-a/g Cestica (ABTS).

4.2. Odredivanje pojedina¢nih polifenola ekstrakta maslacka primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) odredeni su pojedinacni

polifenolni spojevi ekstrakta maslacka. Rezultati u Tablici 6 su izrazeni u mg polifenolnog spoja/g
biljke.
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Tablica 6. Udjel pojedinaénih polifenolnih spojeva (mg/g) u ekstraktu lista maslacka

0,39 + 0,00
2,62 + 0,02
0,04 £+ 0,00
6,14+ 0,04
0,04 £ 0,00

*Suma derivata hidroksicimetnih kiselina, izrazenih preko kafeinske kiseline

Iz rezultata je vidljivo da je najzastupljeniji polifenolni spoj u ekstraktu lista maslacka
¢ikorinska kiselina, ¢iji udjel iznosi 6,14 mg/g biljke. Visoki udjel ¢ikorinske kiseline u ekstraktu lista
maslacka (od ¢ak 11,95 mg/g) s podrucja Bugarske odredili su i lvanov i suradnici (2014). Razlog
ovakvoj razlici u odredenim udjelima cikorinske kiseline moze biti duze vrijeme ekstrakcije u
istrazivanju Ivanova i suradnika (2014) (60 min naspram 30 min u ovom istrazivanju) te razli¢ito
podrijetlo i godiste maslacka. Sljede¢a prema zastupljenosti, no S gotovo tri puta manjim udjelom od
2,62 mg/g biljke, je kaftarinska kiselina. Klorogenska i cikorinska kiselina te derivati
hidroksicimetnih kiselina zastupljeni su u vrlo malim i priblizno istim udjelima od 0,39 mg/g

(klorogenska) i 0,04 mg/g (kafeinska i derivati hidroksicimetnih kiselina).
4.3. Karakterizacija Cestica
4.3.1. Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika formuliranih cestica

Cesticama formuliranima s alginatom (4%-tnim i 5%-tnim) i alginatom u kombinaciji s
drugim prirodnim polimerima odredeni su parametri veli¢ine, tvrdoée, elasti¢nosti i boje. Rezultati
navedenih ispitivanja prikazani su u Tablicama 7 (parametri veli¢ine, tvrdoce i elasti¢nosti) i 8

(parametri boje) te na Slici 8 (udjel vode u formuliranim ¢esticama).
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4.3.1.1. Odredivanje velicine formuliranih Cestica

Tablica 7. Veli¢ina, tvrdoca i elasti¢nost hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka

Velic¢ina [mm] Tvrdoéa [N] Elasti¢nost [mm]
A 1,96 £ 0,10 0,15+ 0,01 0,29 + 0,00
A—IPS 2,00+ 0,05 0,17 + 0,01 0,30 £ 0,01
A-KP 1,82 +0,13 0,10 £ 0,00 0,23 £ 0,00
A-R 1,96 £ 0,14 0,18 + 0,02 0,31+0,01
A-ZK 2,66 £0,16 0,10 £ 0,00 0,22 + 0,01

Velic¢ina [mm] Tvrdoéa [N] Elasti¢nost [mml]
A 2,04 +£0,16 0,16 £ 0,00 0,32 + 0,00
A—IPS 2,03 +£0,04 0,16 £0,01 0,30+ 0,00
A-KP 2,02+0,12 0,20 0,01 0,35+0,01
A-R 2,08 £0,10 0,14 £ 0,00 0,31+0,01
A-ZK 2,80+0,11 0,11 +0,01 0,27 £ 0,02

U Tablici 7 prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija alginata i dodatka drugih nosaca u
alginatni matriks gela na parametre velicine, tvrdoce i elasti¢nosti Cestica s inkapsuliranim ekstraktom
maslacka. Uvidom u rezultate istrazivanja, moze se zakljuciti da povecanje koncentracije alginata
kao nosaca za inkapsulaciju u pravilu uzrokuje povecanje veli¢ine formuliranih hidrogel cestica.
Sukladno tome, upotreba 4%-tnog alginata rezultirala je manjim ¢esticama, gdje su najmanji promjer
imale Cestice formulirane s 4%-tnim alginatom u kombinaciji s kakaovim prahom (1,82 + 0,13 mm),
a slijede ih Cestice formulirane s ¢istim 4%-tnim alginatom (1,96 + 0,10 mm) i Cestice ,,pojacane‘ s
rogacem (1,96 = 0,14 mm), kojima je izmjerena ista srednja vrijednost promjera (uz nesto vecu
standardnu devijaciju promjera estica ,,pojatanih® s roga¢em). Cestice proizvedene s 4%-tnim
alginatom u kombinaciji s izolatima proteina sirutke imale su priblizno isti promjer (2,00 + 0,05 mm)
kao Cestice proizvedene s Cistim 4%-tnim alginatom, dok su najveéeg promjera bile Cestice
proizvedene s 4%-tnim alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom (2,66 + 0,16 mm). No, razlog
tome je koriStenje igle veceg promjera za inkapsulaciju ekstrakta maslacka s alginatom ,,poja¢anim
zelenom kavom u odnosu na igle koristene za inkapsulaciju drugih sustava nosaca, buduéi da se sami
prah mljevenog zrna zelene kave sastojao od velikih, krutih, netopljivih Cestica, koje su zahtijevale
inkapsulaciju iglom veceg promjera (18 G, 1,2x40 mm), zbog nemogucénosti prolaska tih velikih
Cestica kroz iglu manjeg promjera (27 G, 0,4x13 mm), koriStenu za inkapsulaciju ekstrakta maslacka

pomodu drugih sustava nosaca. Sto se ti¢e estica formuliranih s 5%-tnim alginatom kao bazom,

38



najmanji promjer imale su takoder Cestice proizvedene s 5%-tnim alginatom u kombinaciji s
kakaovim prahom (2,02 + 0,12 mm), Slijede ih Cestice ,,pojacane* s izolatima proteina sirutke (2,03
+ 0,04 mm), koje su u slucaju koristenja 5%-tnog alginata neSto manje, nego u slu¢aju koristenja
Cistog 5%-tnog alginata (2,04 + 0,16 mm), $to nije slucaj i kod 4%-tnog alginata. Prema veli¢ini,
nakon ¢&istog 5%-tnog alginata slijedi kombinacija istog s rogadem (2,08 + 0,10 mm). Cestice
formulirane s 5%-tnim alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom imale su najveéi promjer i u
ovome nizu (2,80 + 0,11 mm), iz razloga koji je naveden i za Cestice formulirane s 4%-tnim alginatom
u kombinaciji sa zelenom kavom. Dakle, ako se zanemari parametar veli¢ine Cestica formuliranih s
alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom, vecina Cestica dobivenih s alginatom ,,pojacanim®
drugim prirodnim materijalima pokazuje manju srednju vrijednost veli¢ine ¢estica u odnosu na
Cestice formulirane s Cistim 4%-tnim i 5%-tnim alginatom. Ovakvi rezultati su u skladu s
istrazivanjem Totosausa i suradnika (2013), koji su dokazali da uklju¢ivanje drugih prirodnih
materijala za inkapsulaciju rezultira manjom veli¢inom formuliranih Cestica. Istrazivanje Bel§¢ak-
Cvitanovi¢ 1 suradnika (2016) pokazalo je da Cestice formulirane s alginatom u kombinaciji s
izolatima proteina sirutke imaju manji promjer u odnosu na Cestice formulirane s ¢istim alginatom,
kao nosacem za inkapsulaciju, §to je u skladu s rezultatima dobivenima za 5%-tni alginat i 5%-tni
alginat u kombinaciji s izolatima proteina sirutke u ovom istrazivanju. Jos jedno istrazivanje Bel§¢ak-
Cvitanovi¢ i suradnika (2015) dokazalo je da Cestice s inkapsuliranim kafeinom, formulirane s
alginatom u kombinaciji s pektinom i kitozanom, imaju manji promjer od ¢estica formuliranih s ¢istim

alginatom.
4.3.1.2. Odredivanje teksture formuliranih cestica

Cestice pripremljene s nizom koncentracijom alginata (4%) imale su neito nizu srednju
vrijednost tvrdoce, kao $to je vidljivo iz Tablice 7. U slucaju 4%-tnog alginata, najveci je utrosak sile
(N) za kompresiju Cestica bilo potrebno uloziti u slucaju alginata u kombinaciji s rogacem (0,18 =+
0,02 N) i izolatima proteina sirutke (0,17 + 0,01 N), $to dokazuje da je koriStenje navedena dva
materijala rezultiralo stvaranjem dodatnog ¢vrstog omotaca oko Cestice, a najmanju u sluc¢aju 4%-
tnog alginata u kombinaciji s kakaovim prahom i zelenom kavom (0,10 + 0,00 N). Tvrdoéa Cestica
inkapsuliranih ¢istim 4%-tnim alginatom iznosila je 0,15 = 0,01 N. U slucaju koriStenja 5%-tnog
alginata kao osnovnog nosaca, najtvrde su bile Cestice pripremljene u kombinaciji s kakaovim prahom
(0,20 £ 0,01 N) i izolatima proteina sirutke (0,16 + 0,01 N), a slijede ih Cestice formulirane s ¢istim
alginatom (0,16 + 0,00 N). Najmanju su tvrdo¢u imale Cestice formulirane kombinacijom alginata i
rogaca (0,14 £ 0,00 N) te alginata i zelene kave (0,11 = 0,01 N). Dakle, u slu¢aju 4%-tnog alginata,

upotreba rogaca i izolata proteina sirutke u kombinaciji s alginatom rezultirala je povecanjem tvrdoce
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formuliranih ¢estica u odnosu na Cisti alginat, a u slu¢aju 5%-tnog alginata isti rezultat je dobiven
koristenjem kakaovog praha i izolata proteina sirutke. Ovakvi su rezultati u skladu s istrazivanjima
Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2015), ¢iji rezultati pokazuju da koriStenje mjeSavine Psyllium
ljuskica, pektina, kitozana i karagenana u kombinaciji s alginatom uzrokuje povecanje tvrdoce Cestica
s inkapsuliranim kafeinom, u odnosu na cestice formulirane s ¢istim alginatom, i Totosausa i
suradnika (2013), koje ukazuje na sposobnost povecanja tvrdoce ¢estica s inkapsuliranim bakterijama
mlijecne kiseline u slucaju koristenja alginata u kombinaciji s gelan gumom, u odnosu na Cisti alginat.
No, kakaov prah i zelena kava, u slu¢aju 4%-tnog, i rogac i zelena kava, u slucaju 5%-tnog alginata,
nisu bili uspjesni u povecanju tvrdoce alginatnih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka,
buduéi da je u oba slucaja tvrdoca alginatnih ¢estica u kombinaciji s navedena dva materijala bila
manja od tvrdoée Cestica formuliranih s ¢istim alginatom kao nosacem za inkapsulaciju. Ovakvi su
rezultati u skladu s istrazivanjem Totosausa i suradnika (2013), ¢iji rezultati upuéuju na ¢injenicu da
smjesa K-karagenana i gume sjemenki rogaca, u slucaju kada se kombinira s alginatom u svrhu
formuliranja Cestica s inkapsuliranim bakterijama mlije¢ne kiseline, nema sposobnost povecanja
tvrdoce Cestica u odnosu na one formulirane s ¢istim alginatom. Dakle, upotreba nekih (dodatnih)
materijala u kombinaciji s alginatom moze davati izvrsne rezultate na nekim odredenim podru¢jima
i poboljsavati odredene parametre inkapsulacije, no, ne mora nuzno optimizirati proces inkapsulacije
i fizikalno-kemijske parametre na svim podrué¢jima proucavanja.

Sto se tiGe elasti¢nosti formuliranih estica, one pripremljene s 5%-tnim alginatom imaju
nesto vecu srednju vrijednost elasti¢nosti (mm) u odnosu na one formulirane s 4%-tnim alginatom
kao bazom. U slucaju koriStenja 4%-tnog alginata, najmanje su elasticne Cestice formulirane s
alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom (0,22 £ 0,01 mm) i kakaovim prahom (0,23 + 0,00 mm),
a slijede ih Cestice pripremljene s €istim 4%-tnim alginatom (0,29 + 0,00 mm) te one pripremljene s
alginatom u kombinaciji s izolatima proteina sirutke (0,30 + 0,01 mm) i rogacem (0,31 £ 0,01 mm).
Zanimljivo je da Cestice pripremljene s 4%-tnim alginatom u kombinaciji s izolatima proteina sirutke
1 rogacem, koje su se pokazale najtvrdima, odnosno, za njihovu je kompresiju bilo potrebno uloziti
najvecu silu (N) u nizu Cestica formuliranih s 4%-tnim alginatom kao bazom, pokazuju i najvece
svojstvo elasti¢nosti (mm) u istome nizu. Isto tako, Cestice pripremljene s 4%-tnim alginatom u
kombinaciji s kakaovim prahom i zelenom kavom, koje imaju najmanju tvrdo¢u, pokazuju najmanje
svojstvo elasti¢nosti u nizu. Dakle, svojstvo elasti¢nosti Cestica formuliranih s 4%-tnim alginatom
kao bazom slijedi trend povecanja tvrdoc¢e Cestica formuliranih s istom koncentracijom alginata, a
koji, od najmanjih do najvecih vrijednosti za oba ispitivana parametra glasi: A-ZK < A-KP < A (4%,
Cisti) < A-IPS < A-R. Sli¢no je i s Cesticama pripremljenima s 5%-tnim alginatom kao bazom za

formuliranje inkapsulacijskih nosaca: sustav A-KP, koji rezultira ¢esticama najvece tvrdoce u nizu,
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pokazuje i najjace izrazeno svojstvo elasticnosti (0,35 + 0,01 mm). Jednako kao i vrijednosti za
tvrdocu Cestica pripremljenih s Cistim 5%-tnim alginatom i sustavom A-IPS, i vrijednosti za
clasti¢nost Cestica pripremljenih s navedenim materijalima i kombinacijom materijala veoma su
bliske, uz iznimku da Cestice pripremljene s €istim 5%-tnim alginatom imaju nesto vecu elasti¢nost
(0,32 + 0,00 mm) od cestica pripremljenih koriStenjem alginata iste koncentracije u kombinaciji s
izolatima proteina sirutke (0,30 + 0,00 mm). Sustav A-R, ¢ijim koriStenjem su dobivene ¢estice male
tvrdoce, pokazuje elasti¢nost vecu (0,31 £0,01 mm) od elasti¢nosti ¢estica pripremljenih koristenjem
Cistog 5%-tnog alginata i alginata u kombinaciji s izolatima proteina sirutke. Elasti¢nost Cestica
formuliranih koriStenjem 5%-tnog alginata i zelene kave je, kao i tvrdoca istih Cestica, najmanja u
nizu te iznosi 0,27 = 0,02 mm. Dakle, Cestice pripremljene pomocu sustava nosa¢a A-IPS i A-R, u
slucaju 4%-tnog, i sustava nosaca A-KP, u slucaju 5%-tnog alginata, pokazuju vece svojstvo
elasti¢nosti u odnosu na Cestice s inkapsuliranim ekstraktom maslacka pripremljene koristenjem
Cistog alginata odgovarajuéih koncentracija, dok Cestice pripremljene koriStenjem ostalih sustava
nosaca imaju manju elasti¢énost u odnosu na cestice s Cistim alginatom odgovaraju¢ih koncentracija
kao inkapsulacijskog nosaca. Navedeni rezultati su u skladu s istraZivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i
suradnika (2015), u kojem su ¢estice s inkapsuliranim kafeinom, pripremljene koriStenjem alginata u
kombinaciji s kitozanom, pokazivale vece svojstvo elasticnosti u odnosu na one pripremljene s Cistim
alginatom, dok su Cestice formulirane s alginatom u kombinaciji s mjesavinom Psyllium ljuskica,
karagenana te pektina imale manju elasti¢nost u odnosu na €estice formulirane s ¢istim alginatom kao
nosacem za inkapsulaciju. Totosaus i suradnici (2013) takoder su dokazali da upotreba (nekih)
dodatnih materijala, poput gelan gume 1 smjese k-karagenana i gume sjemenki rogaca, moZe povecati

elasti¢nost formuliranih ¢estica u odnosu na Cestice pripremljene s €istim natrijevim alginatom.
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4.3.1.3. Odredivanje udjela vode u formuliranim Cesticama
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Slika 8. Udjel vode (%) u formuliranim hidrogel Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka
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Iz grafickog prikaza podataka o udjelu vode u formuliranim hidrogel ¢esticama, dobivenih na
temelju mase Cestica prije 1 nakon susenja na 105 °C (Slika 8), vidljivo je da Cestice pripremljene s
5%-tnim alginatom kao bazom za formuliranje inkapsulacijskih nosaca sadrZe nesto veci udjel vode
(87,13-92,71%), u odnosu na one formulirane s 4%-tnim alginatom (86,97-90,13%). U oba slucaja,
najveci udjel vode sadrZe Cestice pripremljene s Cistim alginatom, a slijede ih sustavi A-IPS (89,41
% s 4%-tnim i 89,51% s 5%-tnim alginatom) i A-R (87,87% s 4%-tnim i 88,44% s 5%-tnim
alginatom). Najmanji udjel vode sadrze Cestice formulirane pomocu sustava nosaca A-ZK (86,98% s
4%-tnim i 87,62% s 5%-tnim alginatom) i A-KP (86,97% s 4%-tnim i 87,13 s 5%-tnim alginatom).
Dakle, oba niza slijede jednaki trend povecanja udjela vode, koji glasi: A-KP < A-ZK < A-R < A-
IPS < A (Cisti). U svim hidrogel cesticama, dodatak drugih prirodnih materijala rezultirao je
smanjenjem udjela vode (i sukladnim povecanjem udjela suhe tvari u Cesticama), §to pokazuje da
dodatak drugih biopolimera kao nosaca u gel mrezu alginata smanjuje udjel vode u matriksu gela
(popunjavajucéi prostor izmedu Cestica), §to je u skladu s istrazivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika
(2016). Ovakvi su rezultati u skladu i s drugim prethodnim istrazivanjima, poput onoga Souze i
suradnika (2012), koje je dokazalo da se ionskim geliranjem prirodnih biopolimera veze velika
koli¢ina vode unutar gela te Tella i suradnika (2015), koje je potvrdilo da alginatne mikrocestice
sadrze visoki udjel vode (94-96%), $to je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja, budu¢i da udjel

vode u formiranim ¢esticama varira od 86,97-92,71%, ukazujuéi na Cinjenicu da ¢estice pripremljene

42



s biopolimerima kao sto je alginat tvore trodimenzionalne hidrofilne veze s visokim kapacitetom za
zadrzavanje vode. Istrazivanjem Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), u kojem je dokazano da se
koriStenjem izolata proteina sirutke u kombinaciji s alginatom dobivaju hidrogelovi s nesto manjim
(78,46%), ali 1 dalje izrazito visokim udjelom vode u odnosu na Cestice pripremljene s Cistim
alginatom (78,74%), dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Visok udjel vode
u Cesticama pripremljenima s Cistim alginatom (95,43%), uz neSto manju vlaznost hidrogelova
pripremljenih kombinacijom alginata s drugim materijalima, poput pektina (94,10%) 1 mjeSavine
Psyllium ljuskica (92,27%), je, kao i u ovom, dobiven istrazivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika
(2015).

4.3.1.4. Odredivanje parametara boje formuliranih Cestica

Tablica 8. Parametri boje hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka

L* a* b* AE*

A 36,59 +0,03 5,07+ 0,00 17,94 £ 0,06 -
A-IPS 35,49 £ 0,01 5,22 +£0,09 17,43 £0,16 1,56 £ 0,24
A -KP 24,62 £ 0,09 10,64 + 0,03 16,49 £ 0,10 148,36 + 1,45

A-R 26,41 +£0,02 6,92 + 0,03 12,92 +0,13 29,71 £ 0,50
A-ZK 31,58 £ 0,03 6,02 + 0,04 17,61 £0,19 49,57 £ 1,14
L* a* b* AE*

A 37,28 £0,01 4,59 £0,02 16,73 £ 0,09 -
A-IPS 34,40 £ 0,09 5,49 +£ 0,02 15,84 £ 0,02 9,90 + 0,40
A-KP 24,07 £ 0,06 9,08 £ 0,02 13,88 +£0,07 123,31+ 1,49

A-R 27,17+ 0,07 6,82 + 0,03 12,13 +£0,11 17,81 £ 0,57
A-ZK 33,06 £ 0,09 5,26 £0,00 15,81 £ 0,04 50,67+ 0,13

Prva presuda o kvaliteti hrane i njezinih sastojaka ¢esto ovisi o obiljeZjima izgleda kao $to su
boja, povrsina strukture i oblik, medu kojima je boja posebno vazno svojstvo (Cardello, 1994). Stoga
su ¢esticama pripremljenima mikroinkapsulacijom s ¢istim 4%-tnim i 5%-tnim alginatom i njihovom
kombinacijom s drugim prirodnim materijalima u svrhu formuliranja prirodnih nosaca izmjereni
parametri boje u SCI (eng. ,, Specular Component Included”) modu. Cesticama su izmjerene
vrijednosti L* (svjetlina), a* (parametar boje ispitivanog uzorka — crveno) i b* (parametar boje
ispitivanog uzorka — zuto) te je onima pripremljenima s 4%-tnim i 5%-tnim alginatom u kombinaciji

s izolatima proteina sirutke, kakaovim prahom, rogacem i zelenom kavom izraunata ukupna
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promjena boje AE* u odnosu na ¢estice pripremljene inkapsulacijom s Cistim alginatom navedenih
koncentracija, prema formuli u poglavlju 3.2.6.1. Rezultati provedenih mjerenja nalaze se u Tablici
8, a uvidom u njih, moze se zakljuciti da Cestice pripremljene s 4%-tnim i 5%-tnim alginatom i
njihovim kombinacijama s drugim prirodnim materijalima slijede isti trend: najsvjetlije Cestice su one
pripremljene s Cistim alginatom (L* vrijednost iznosi 36,59 + 0,03 za 4%-tni i 37,28 + 0,01 za 5%-
tni alginat), a slijede ih Cestice pripremljene inkapsulacijom sustava A-I1PS (L* iznosi 35,49 + 0,01 za
4%-tni i 34,40 = 0,09 za 5%-tni alginat), A-ZK (L* iznosi 31,58 = 0,03 za 4%-tni i 33,06 + 0,09 za
5%-tni alginat), A-R (L* iznosi 26,41 + 0,02 za 4%-tni i 27,17 + 0,07 za 5%-tni alginat) i A-KP (L*
iznosi 24,62 + 0,09 za 4%-tni i 24,07 = 0,06 za 5%-tni alginat). Dakle, Cestice pripremljene
inkapsulacijom s alginatom u kombinaciji s kakaovim prahom pokazale su se najtamnijima, a one
pripremljene s ¢istim alginatom najsvjetlijima, $to je vidljivo 1 iz fotografskih prikaza u poglavljima
3.2.3.14.2.2.1. Isto tako, najve¢u promjenu boje u odnosu na Cestice pripremljene s Cistim 4%-tnim
I 5%-tnim alginatom u oba slucaja pokazale su Cestice pripremljene s alginatom u kombinaciji s
kakaovim prahom (AE* iznosi 148,36 £ 1,45 za 4%-tni i 123,31 + 1,49 za 5%-tni alginat), a slijede
ih Cestice pripremljene sustavom nosaca A-ZK (AE* iznosi 49,57 + 1,14 za 4%-tni i 50,67 + 0,13 za
5%-tni alginat), A-R (AE* iznosi 29,71 + 0,50 za 4%-tni i 17,81 + 0,57 za 5%-tni alginat) i A-IPS
(AE* iznosi 1,56 + 0,24 za 4%-tni i 9,90 + 0,40 za 5%-tni alginat), koje su najmanje promijenile boju,
u odnosu na &estice pripremljene koristenjem &istog alginata kao nosaca za inkapsulaciju. Sto se ti¢e
a* i b* vrijednosti, koje upucuju na jacinu izrazenosti crvenog (a*) i Zutog (b*) obojenja ispitivanog
uzorka, a* vrijednost je najveca (odnosno, crveno obojenje je najjace izrazeno) kod Cestica
pripremljenih s alginatom (i 4%-tnim i 5%-tnim) u kombinaciji s kakaovim prahom (a* iznosi 10,64
+ 0,03 za 4%-tni i 9,08 + 0,02 za 5%-tni alginat), a b* vrijednost je najveéa (odnosno, zuto obojenje
je najjace izrazeno) kod Cestica formuliranih pomocu ¢istog alginata (b* iznosi 17,94 + 0,06 za 4%-
tni i 16,73 = 0,09 za 5%-tni alginat). Sli¢ni rezultati dobiveni su istraZivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i
suradnika (2016). Naime, u navedenom istrazivanju provedena je emulzifikacija u svrhu
inkapsulacije ekstrakta maslacka, koristenjem, izmedu ostalog, Cistog alginata (2%-tnog) te alginata
u kombinaciji s izolatima proteina sirutke (10%, w/v). Formuliranim mikro€esticama izmjereni su
parametri boje u SCI modu, mjerenjem L*, a* i b* vrijednosti. Dobiveni rezultati upucuju na jako
male razlike u svjetlini Cestica pripremljenih koriStenjem Cistog alginata i alginata ,,pojacanog®
izolatima proteina sirutke, kao $to je slucaj i u ovome istrazivanju. Dakle, najmanja razlika u svjetlini
formuliranih Cestica prisutna je izmedu Cestica pripremljenih s ¢istim 4%-tnim i 5%-tnim alginatom
1 sustavima nosaca A-IPS pripremljenih s alginatom odgovarajuc¢ih koncentracija, $to je vidiljivo i iz

fotografskih prikaza formuliranih cestica u poglavljima 3.2.5.14.3.2.1.
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4.3.2. Odredivanje morfoloskih karakteristika formuliranih cestica

4.3.2.1. Odredivanje oblika i strukture formuliranih cestica

- .al - .bl
- '1 -.1
-.1

Slika 9. Prikazi formuliranih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka na kalibracijskoj

plocici (a-e) s pripadaju¢im mikroskopskim slikama (al-el), pripremljenih s 4%-tnim

alginatom: a - alginat (Cisti); b — alginat i izolati proteina sirutke; c -
alginat i kakaov prah, d - alginat i roga¢; e — alginat i zelena
kava
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Slika 10. Prikazi formuliranih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka na kalibracijskoj

plocici (a-e) s pripadaju¢im mikroskopskim slikama (al-el), pripremljenih s 5%-tnim

alginatom: a - alginat (Cisti); b — alginat i izolati proteina sirutke; ¢ -
alginat i kakaov prah, d - oalginat i roga¢; e — alginat i zelena
kava

.....

formulirane s Cistim alginatom kao nosacem za inkapsulaciju. Dobru, iako nes$to manju pravilnost
oblika u odnosu na Cestice formulirane s Cistim alginatom, pokazale su i estice dobivene primjenom
alginata (4%-tnog i 5%-tnog) u kombinaciji s izolatima proteina sirutke. Cestice formulirane s 4%-
tnim i 5%-tnim alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom, koje su ujedno bile i najvece, pokazale
su najvecéa odstupanja u pravilnosti oblika te su Cestice ovih sustava varirale od izrazito nepravilnih
do izrazito pravilnih, sferi¢nih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka. Najmanju su pravilnost
opcenito pokazale Cestice formulirane s alginatom u kombinaciji s roga¢em i kakaovim prahom, koje
su pokazale najveca odstupanja od kuglastog oblika ¢estica dobivenog primjenom ¢istog alginata kao

materijala za inkapsulaciju. Ovakvi su rezultati u skladu s istrazivanjima Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i
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suradnika (2016) i Al-Rousan i suradnika (2007), koji su dokazali da se dodatak drugih materijala u
svrhu formiranja binarnih nosaca za inkapsulaciju negativno odrazava na morfologiju nastalih Cestica,
smanjujuéi njihovu sferi¢nost. Usporedbom izgleda i oblika Cestica formuliranih s 4%-tnim i 5%-
tnim alginatom i sustavima nosafa kreiranima njihovom kombinacijom s drugim prirodnim
biopolimerima, vidljivo je da je veca pravilnost i sfericnost formuliranih Cestica ostvarena primjenom

5%-tnog alginata kao osnovnog materijala za inkapsulaciju ekstrakta maslacka.

4.3.2.2. Analiza mikrostrukture formuliranih cestica primjenom SEM mikroskopije

Det: SE 500 pm s x 500 pm

midly): 08/24/16 y): 08124116
reb rensic
s o

SEM HV: 5.0 kV. WD: 15.00 mm | MIRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kV wD: 1500 mm | le[/s;nu : 15 MIRAS TESCAN
: x

C

SEM HV: 5.0 kv WD: 15.00 mm MIRAS TESCAN| SEM HV: 5.0 kv WD: 15.00 mm L MIRAS TESCAN
SEM MAG: 161 Det: SE 500 pm SEM MAG: 99 x Det: SE 500 pm

Print MAG: 106 x  Date(midly): 08/24/16 in :70x  Date(midiy): 08/26/16
Forensic Science Centre Zagreb orens| re

dr.sc. Mrsic 1. Spoljaric

Slika 11. SEM prikazi formiranih ¢estica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka (a-e),
pripremljenih s 4%-tnim alginatom: a - alginat (Cisti); b — alginat i
izolati proteina sirutke; ¢ — alginat i kakaov prah; d - alginat i rogac;

e —alginat i zelena kava
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Slika 12. SEM prikazi formiranih cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka (a-e),
pripremljenih s 5%-tnim alginatom: a - alginat (Cisti); b — alginat i
izolati proteina sirutke; ¢ — alginat i kakaov prah; d — alginat i rogac;

e —alginat i zelena kava

Slike 11 i 12 prikazuju SEM mikrografove hidrogel Cestica pripremljenih s 4%-tnim i 5%-
tnim alginatom kao osnovnim materijalom za formuliranje inkapsulacijskih nosaca. Kao §to je
vidljivo iz rezultata, formulirane cestice medusobno se razlikuju prema morfoloSkim
karakteristikama, odnosno povrsinskoj teksturi. Iako sve Cestice, neovisno o vrsti i kombinaciji
upotrijebljenog nosaca, karakterizira pravilnost i sferi¢nost (ili lagana ovalnost) oblika, uslijed
susenja liofilizacijom doslo je do ,,naboravanja“ i pojave poroznosti nekih Cestica, bas kao $to je
zabiljezeno i u istrazivanjima Fundueanu i suradnika (1999), Lopez Coérdoba i suradnika (2013) i
Belscak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016). Sli¢ni rezultati zabiljeZeni su i u istrazivanju Zohar-Perez i

suradnika (2004), koji su pojavu ,,propadanja“ stijenki i nastanak poroznih Cestica te ,,skupljanje*
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alginatnih Cestica unakrsno povezanih s kalcijem uslijed liofilizacije objasnili nastankom tvorevina
iz kojih tijekom procesa liofilizacije istjeCe odredena koli¢ina vode, $to uzrokuje slabljenje gel
strukture matriksa Cestica. Najpravilnijeg oblika 1 povrSine bile su Cestice formulirane s Cistim
alginatom i alginatom u kombinaciji s izolatima proteina sirutke, kao $to je odredeno i analizom
oblika i strukture formuliranih Cestica koristenjem optickog mikroskopa. Prema rezultatima na Slici
12, Cestice formulirane s cistim 5%-tnim alginatom pokazale su se neSto manje pravilnima
(sferi€énima) u odnosu na Cestice pripremljene s Cistim 4%-tnim alginatom, ali i dalje uz pravilnu,
glatku povrsinu bez vecih pora i brazdi. Iako relativno sfericne, najnepravilnije 1 najgrublje povrSine
bile su Cestice pripremljene kombinacijom alginata (4%-tnog i 5%-tnog) i rogaca, a slijede ih one
pripremljene s alginatom (4%-tnim i 5%-tnim) ,,pojacanim® kakaovim prahom. Takvu izrazitu
nepravilnost povrSine Cestica moguce je pripisati veCem udjelu netopljivih dijelova praha rogaca i
kakaovog praha, ali i ve¢em pritisku prilikom prolaska viskoznijih otopina nosaca pripremljenih s
navedenim materijalima kroz iglu malog promjera u odnosu na, na primjer, Cisti alginat i alginat
kombiniran s izolatima proteina sirutke. Izrazito nepravilnu i daleko najporozniju strukturu imale su
Cestice pripremljene s alginatom (4%-tnim i 5%-tnim) u kombinaciji sa zelenom kavom. Nepravilniju
mikrostrukturu hidrogel ¢estica (u ovom slucaju dobivenih kombinacijom alginata i gelan gume kao
nosaca za inkapsulaciju bakterija mlijecne kiseline), u odnosu na one pripremljene s ¢istim alginatom,
zabiljezili su i Chen i suradnici (2006) u svojem istrazivanju. Dakle, mikrostruktura formuliranih
Cestica je, u odnosu na one pripremljene s Cistim alginatom kao nosacem za inkapsulaciju, poboljSana
jedino upotrebom sustava nosac¢a A-IPS, dok SEM mikrografovi Cestica formuliranih koriStenjem
sustava nosaca A-KP, A-R i A-ZK otkrivaju izrazito nepravilnu, poroznu mikrostrukturu tih ¢estica
u odnosu na one priprmljene s ¢istim alginatom. Ovakvi rezultati su u uskladu s onima dobivenima
istrazivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), u kojem se kombinacija alginata i izolata
proteina sirutke takoder pokazala optimalnom pri analizi mikrostrukture ¢estica formuliranih s ¢istim
pektinom i alginatom i njihovim kombinacijama s IPS-om i HPMC-om u svrhu formiranja nosaca za

inkapsulaciju ekstrakta cvijeta maslacka.
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4.3.3. Odredivanje u¢inkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrZzavanja antioksidacijskog
kapaciteta

4.3.3.1. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije ukupnih polifenola

AYCEOJ W)
A (00 - 1P e ———l— 2,78
A (400 - KPR RRR—— 88,24
A 190) - R i — 04,15
A (A00) - ZK i 86,93
A (B%0) e ——— 75,18
A (B00) - 1P e ———————————————— 92,51
A (5%/0) - K P | — ' © . 7
A (500) - R e ———! 84,25

A (500 - K e ——— 86,93

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Slika 13. U¢inkovitost inkapsulacije (%) ukupnih polifenola u formuliranim hidrogel ¢esticama s

inkapsuliranim ekstraktom maslacka

Na Slici 13 nalazi se graficki prikaz ucinkovitosti inkapsulacije (%) ukupnih polifenola u
formuliranim Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka, iz kojega je vidljivo da su se svi
sustavi na bazi alginata, koristeni za mikroinkapsulaciju ekstrakta maslacka koriSteni u ovom
istrazivanju, pokazali veoma ucinkovitima, uz visoki stupanj imobilizacije polifenolnih spojeva lista
maslacka. Isto je dokazano i rezultatima istrazivanja Bels¢ak-Cvitanovic i suradnika (2011), u kojemu
je inkapsulacijska ucinkovitost polifenolnih spojeva razli¢itih biljnih ekstrakata imobiliziranih u
sustavu nosaca alginat/kitozan iznosila visokih 80,88-89,39%. Osim toga, uvidom u rezultate, moze
se zakljuciti da su svi koristeni binarni sustavi inkapsulacijskih nosaca, dobiveni kombiniranjem 4%-
tnog i 5%-tnog alginata s drugim prirodnim materijalima, bili u¢inkovitiji u inkapsulaciji polifenolnih
spojeva lista maslacka od ,,¢istog* alginata navedenih koncentracija, $to je u skladu s istrazivanjem
Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2015), u kojemu su sustavi nosaca dobiveni kombinacijom alginata
i drugih prirodnih materijala (mjesavine Psyllium ljuskica, pektina, kitozana i karaganena) u svrhu
imobilizacije kafeina takoder pokazali vecu inkapsulacijsku uéinkovitost u odnosu na Cisti alginat
kao nosa¢. Sli¢ni rezultati dobiveni su i istrazivanjem Isailovi¢ i suradnika (2012), u kojem je ekstrakt

biljke ze¢jeg trna inkapsuliran koriStenjem cistog alginata te njegove kombinacije s inulinom
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razli¢itih koncentracija. U slu¢aju koristenja 4%-tnog alginata kao osnovnog polimera za formulaciju
mikrocCestica, najveéu inkapsulacijsku uc¢inkovitost pokazao je sustav A-IPS (92,78%), a slijede ga
sustavi A-KP (88,24%), A-ZK (86,93%) i A-R (84,15%), dok se Cisti 4%-tni alginat pokazao
najmanje uc¢inkovitim za inkapsulaciju u usporedbi s drugim nosa¢ima, ali 1 dalje uz veoma visoki
stupanj inkapsulacijske ucinkovitosti od 81,20%. Isti trend, uz nesto nize vrijednosti postotaka
inkapsulacijske ucinkovitosti, slijede i sustavi formulirani na bazi 5%-tnog alginata, dakle: A-IPS
(92,51%) > A-KP (87,77%) > A-ZK (86,93%) > A-R (84,25%) > A (Cisti) (75,18%). Dakle, najboljim
se sustavom nosaca za inkapsulaciju polifenolnih spojeva ekstrakta lista maslacka pokazao onaj
dobiven kombinacijom alginata (i to 4%-tnog) i izolata proteina sirutke, Sto je u skladu s
istrazivanjima Chena i suradnika (2007), koji su u svojem istrazivanju takoder koristili alginat
kombiniran s proteinima sirutke u svrhu formuliranja nosaca za imobilizaciju riboflavina te su utvrdili
dobru inkapsulacijsku uc¢inkovitost riboflavina s navedenim nosacem, te Déat-Lainéa i suradnika
(2012), koji su potvrdili da se veca inkapsulacijska u¢inkovitost, u ovom slu¢aju inzulina, moze
posti¢i koriStenjem alginatnih Cestica u kombinaciji s izolatima proteinima sirutke, u odnosu na
mikroCestice formulirane inkapsulacijom pomocu Cistog alginata. Isti rezultati dobiveni su i u
istrazivanju Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), u kojemu je ucinkovitost inkapsulacije
polifenolnih spojeva ekstrakta maslacka porasla koriStenjem alginata kombiniranog s izolatima

proteina sirutke u odnosu na Cisti alginat kao nosa¢ za inkapsulaciju.

4.3.3.2. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije hidroksicimetnih kiselina
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Slika 14. Ug¢inkovitost inkapsulacije (%) hidroksicimetnih kiselina u formuliranim ¢esticama S

inkapsuliranim ekstraktom maslacka
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Slika 14 prikazuje ucinkovitost inkapsulacije (%) hidroksicimetnih kiselina u Cesticama s
inkapsuliranim ekstraktom maslacka. Iz rezultata je vidljivo da su se, kao i u slucaju ucinkovitosti
inkapsulacije ukupnih polifenola, svi koriSteni nosaci pokazali ucinkovitima za inkapsulaciju
hidroksicimetnih kiselina, uz visoki stupanj inkapsulacije navedenog bioaktivnog spoja. Takoder,
binarni sustavi nosaca, dobiveni kombinacijom alginata bili su ucinkovitiji u inkapsulaciji
hidroksicimetnih kiselina od Cistog alginata, $to je u skladu s istrazivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i
suradnika (2016), u kojem je ispitivana inkapsulacijska uéinkovitost hidroksicimetnih kiselina
ekstrakta cvijeta maslacka u Cesticama formuliranima koriStenjem ¢istog alginata i alginata u
kombinaciji s pektinom i izolatima proteina sirutke. U slucaju koristenja 4%-tnog alginata, najveci
stupanj inkapsulacije ponovno je pokazao sustav nosaca A-1PS (98,99%), zatim sustav A-R (97,43%),
sustav A-KP (89,94%), sustav A-ZK (79,09%) te naposljetku Cisti alginat (73,44%). Isti trend ne
slijede 1 sustavi nosaca formulirani na bazi 5%-tnog alginata, budu¢i da su u tom slucaju sustavi A-
KP i A-ZK pokazali ve¢u inkapsulacijsku uc¢inkovitost od sustava A-R, stoga poredak glasi: A-IPS
(95,37%) >A-KP (88,10%) > A-ZK (77,68%) > A-R (77,57%) > A (Cisti) (74,92%). Dakle, u oba
sluGaja se sustav A-IPS ponovno pokazao najudinkovitijim nosaem za inkapsulaciju
hidroksicimetnih kiselina. Zanimljivo, u slu¢aju svih koriStenih binarnih sustava nosac¢a doslo je do
smanjenja inkapsulacijske uc¢inkovitosti pove¢anjem koncentracije alginata, dok se inkapsulacijska
ucinkovitost Cistog alginata povecanjem koncentracije s 4% na 5% povecala s 73,44% na 74,92%.
Sto se ti¢e usporedbe inkapsulacijske uéinkovitosti ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina,
zabiljezene su vece vrijednosti ucinkovitosti inkapsulacije hidroksicimetnih kiselina u odnosu na
ukupne polifenole za sustave A-IPS, A-KP i A-R u slu¢aju 4%-tnog i za sustave A-IPS i A-KP u
slucaju koriStenja 5%-tnog alginata. Ovakav porast stupnja inkapsulacije ukazuje na povecani afinitet
hidroksicimetnih kiselina prema navedenim polisaharidnim i proteinskim materijalima kori$tenima u
svrhu formuliranja nosaca za inkapsulaciju. Osim toga, ovakvi podaci potvrduju i moguce kemijske
interakcije izmedu pojedinih hidroksicimetnih kiselina i polimernih nosac¢a koji su omoguc¢ili njihovu
bolju imobilizaciju u matriksu formiranih cestica (Bel§¢ak-Cvitanovi¢ 1 sur., 2016). Isto je potvrdeno
1 istrazivanjem Trifkovi¢ 1 suradnika (2015), koji su zakljucili da prisutnost hidroksilnih skupina
hidroksicimetnih kiselina utjee na jacanje kovalentnih i vodikovih interakcija s, u ovome slucaju,

amino skupinama kitozana.
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4.3.3.3. Odredivanje ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom
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Slika 15. Ucinkovitost zadrzavanja (%) antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim Cesticama s

inkapsuliranim  ekstraktom  maslacka, odredena  je  DPPH  metodom

U ovom istraZivanju provedeno je i odredivanje u€inkovitosti zarZavanja antioksidacijskog
kapaciteta formuliranih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka DPPH metodom, ¢iji su
rezultati prikazani na Slici 15. Uvidom u rezultate, moze se zakljuciti da je koriStenje binarnih sustava
nosaca, dobivenih kombinacijom 4%-tnog i 5%-tnog alginata s drugim prirodnim materijalima,
dovelo do povecanja ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta koriStenjem obje
navedene koncentracije alginata, kao osnovnog materijala za formuliranje mikrocestica, U 0dnosu na
Cisti alginat. Svi sustavi pokazali su se dobrim u zadrzavanju antioksidacijskog kapaciteta, sa
stupnjem zadrzavanja > 50 %. U slucaju koriStenja 4%-tnog alginata, najuc¢inkovitijim u zadrzavanju
antioksidacijskog kapaciteta pokazao se sustav nosaca A-R (86,69%), a slijede ga sustavi A-KP
(78,34%), A-IPS (74,11%) te A-ZK (63,12%). KoriStenjem Cistog 4%-tnog alginata doslo je do
najmanjeg zadrZavanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom (45,92%). U slucaju koristenja
5%-tnog alginata kao baze za formuliranje inkapsulacijskih nosaca, isti trend nije prisutan. Naime,
najveca ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta u ovom nizu podataka ostvarena je
koriStenjem sustava nosaca A-IPS (81,73%), zatim A-KP (71,34%), A-R (70,03%) te A-ZK
(57,83%). I u ovome slucaju, najmanju ucinkovitost zadrzavanja kapaciteta antioksidacije imao je

Cisti alginat, s relativno niskih 57,08%. Navedeni rezultati su u skladu s istrazivanjem Bel§¢ak-
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Cvitanovi¢ i suradnika (2016), u kojemu je ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta
DPPH metodom u ¢esticama na bazi alginata s inkapsuliranim ekstraktom maslacka iznosila oko 50%
za Cisti 2%-tni alginat i oko 75% za alginat ,,pojacan® izolatima proteina sirutke. Kori$tenjem ¢istog
4%-tnog i 5%-tnog alginata u svrhu formuliranja inkapsulacijskog nosaca takoder su dobivene
vrijednosti ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta oko 50%, iz Cega se moze
zakljuciti da promjena koncentracije alginata nema prevelikog utjecaja na u¢inkovitost zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim mikrocesticama. To potvrduje 1 istrazivanje Isailovi¢ 1
suradnika (2012), u kojem je ucinkovitost zadrZzavanja antioksidacijskog kapaciteta koriStenjem
1,5%-tnog alginata, kao nosaca, iznosila 49%. Navedena vrijednost povecana je koriStenjem alginata
u kombinaciji s drugim prirodnim materijalima (inulinom razli¢itih koncentracija), bas kao i u ovom

istrazivanju.

4.3.3.4. Odredivanje ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom
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Slika 16. Ucinkovitost zadrzavanja (%) antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim esticama s

inkapsuliranim ekstraktom maslacka, odredena ABTS metodom

Osim DPPH metodom, kao dio ovog istrazivanja provedeno je i odredivanje ucinkovitosti
zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim cesticama s inkapsuliranim ekstraktom
maslacka ABTS metodom, ¢iji se rezultati nalaze na Slici 16. Jednako kao i kod odredivanja

u¢inkovitosti zadrzavanja kapaciteta antioksidacije DPPH metodom, i ovdje je dokazano da
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koriStenje binarnih sustava nosaca s alginatom kao bazom poboljSava ucinkovitost zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na Cisti alginat kao nosac, $to potvrduju i rezultati istrazivanja
Isailovi¢ 1 suradnika (2012), u kojem su alginatne Cestice s inkapsuliranim ekstraktom biljke zec¢jeg
trna ,,pojaCane inulinom razli¢itih koncentracija imale vecu ucinkovitost zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na Cestice s Cistim alginatom. No, u ovome su slucaju
vrijednosti stupnja u¢inkovitosti nesto veée nego u slucaju odredivanja DPPH metodom te su se za
sve koriStene inkapsulacijske nosace (osim za sustav nosaca A-IPS) povecale koriStenjem 5%-tnog
alginata, kao osnovnog materijala za inkapsulaciju, u odnosu na 4%-tni alginat. KoriStenjem 4%-tnog
alginata kao osnovnog materijala, najvecu ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta
pokazao je sustav nosaca A-IPS s veoma visokih 97,42%, a slijede ga sustavi A-KP (89,51%), A-R
(88,47%), A-ZK (80,75%) te naposljetku Cisti alginat (48,00%). U slucaju 5%-tnog alginata,
najuéinkovitijim u zadrzavanju antioksidacijskog kapaciteta pokazao se sustav A-R (92,15%) te
sustav A-IPS, s nesto nizih 91,22% u odnosu na isti sustav formuliran koristenjem 4%-tnog alginata.
Slijede ih sustavi A-ZK (90,25%) i A-KP (90,18%), dok se na zadnjem mjestu prema u¢inkovitosti
zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta takoder nalazi ¢isti alginat sa 72,27%. Navedene vrijednosti
su nesto vise od onih dobivenih rezultatima istraZivanja Isailovi¢ i suradnika (2012), u kojemu je,
koriStenjem 1,5%-tnog alginata kao nosaca za inkapsulaciju ekstrakta biljke ze¢jeg trna, stupanj
ucinkovitosti zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta, odreden ABTS metodom, iznosio niskih
30,3%. Uzimajuéi u obzir tako veliku razliku izmedu stupnja ucinkovitosti zadrZavanja
antioksidacijskog kapaciteta odredenog za 4%-tni i 5%-tni alginat u ovom istrazivanju i za 1,5%-tni
alginat u istrazivanju Isailovi¢ i suradnika (2012), moze se zakljuéiti da postoji mogucnost utjecaja
promjene koncentracije alginata u svrhu formuliranja inkapsulacijskog nosaca na promjenu stupnja
ucinkovitosti zadrZavanja antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom. Drugim rije¢ima,
navedene razlike u rezultatima navedenog i ovog istraZivanja i rezultati dobiveni ovim istraZivanjem,
prikazani na Slici 16, ukazuju na ¢injenicu da povecanje koncentracije alginata za formuliranje nosaca
za 1inkapsulaciju uzrokuje povecanje ucinkovitosti zadrZzavanja antioksidacijskog kapaciteta

odredenog ABTS metodom.
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4.3.4. Pracenje otpuStanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz inkapsuliranih cestica u

simuliranim gastrointestinalnim uvjetima

4.3.4.1. Pracenje otpustanja ukupnih polifenola u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima
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Slika 17. Kinetika otpustanja ukupnih polifenola (mg EGK/g Cestica) iz formuliranih hidrogel

Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u SGF 1 SIF fluidima

Prikaz kinetike otpustanja ukupnih polifenola iz formuliranih hidrogel cestica s
inkapsuliranim ekstraktom maslacka nalazi se na Slici 17, iz koje je vidljivo da su se ukupni polifenoli
u simuliranim SGF i SIF fluidima najbrze otpustili iz ¢estica formuliranih s ¢istim 4%-tnim alginatom
kao nosacem za inkapsulaciju, pri ¢emu je otpustanje bilo konstantno do 120. minute u simuliranom
SGF fluidu, uz postizanje ravnoteznog stanja u simuliranom SIF fluidu. Primjena dodatnih omotaca
u kombinaciji s 4%-tnim alginatom rezultirala je sporijim otpusStanjem ukupnih polifenola iz
formuliranih Cestica tijekom 60 minuta u simuliranom SGF fluidu u odnosu na ¢isti 4%-tni alginat,
§to je u skladu s rezultatima istrazivanja Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), a §to nije bio slucaj
i prilikom izlaganja Cestica simuliranom SIF fluidu (osim primjenom sustava A(4%)-KP kao nosaca
za inkapsulaciju ekstrakta maslacka). Do najsporijeg otpustanja ukupnih polifenola doslo je kod
Cestica pripremljenih kombinacijom 4%-tnog alginata i kakaovog praha, pri cemu je do kontinuiranog
otpustanja doslo tijekom prvih 60 minuta izlaganja simuliranom gastricnom fluidu (SGF) te je
otustanje nastavljeno izlaganjem cCestica Simuliranom intestinalnom fluidu (SIF) tijekom prvih 5

minuta, nakon Cega je zapocelo postizanje ravnoteznog stanja. Slijede ih Cestice formulirane s 4%-
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tnim alginatom ,,poja¢anim® rogacem, kod kojih je do otpuStanja ukupnih polifenola dolazilo
kontinuirano tijekom prvih 20 minuta izlaganja simuliranom SGF fluidu, nakon ¢ega je doslo do
postepenog smanjivanja koli¢ine ekvivalenata galne kiseline otpuStenih iz formuliranih ¢estica, dok
je otpustanje nastavljeno u simuliranom SIF fluidu. Do nesto brzeg otpustanja ukupnih polifenola
dolazilo je iz ekstrakta maslacka inkapsuliranog u sustavu A(4%)-IPS, kod kojeg su se ukupni
polifenoli kontinuirano otpustali tijekom prvih 20 minuta izlaganja Cestica simuliranom SGF fluidu,
nakon ¢ega je pocelo postizanje ravnoteznog stanja te je otpusStanje nastavljeno tijekom prvih 5
minuta u simuliranom SIF fluidu, dok je do najbrzeg otpustanja ukupnih polifenolnih spojeva iz
Cestica formuliranih kombinacijom 4%-tnog alginata i drugih prirodnih materijala doslo primjenom
sustava A(4%)-ZK kao sustava nosaca za inkapsulaciju ekstrakta maslacka, kod kojih su se ukupni
polifenoli kontinuirano otpustali tijekom svih 120 minuta izlaganja ¢estica simuliranom SGF fluidu i
20 minuta izlaganja simuliranom SIF fluidu. Prema rezultatima ovog istrazivanja, primjena vece
koncentracije (u ovom slucaju 5%) alginata u svrhu formiranja nosaca za inkapsulaciju ekstrakta
maslacka uzrokovala je pojavu sporijeg otpustanja ukupnih polifenola iz formuliranih Cestica tijekom
prvih 20 minuta izlaganja simuliranom SGF fluidu, u odnosu na one pripremljene kombinacijom 5%-
tnog alginata s ve¢inom dodatnih prirodnih materijala kori$tenih u ovom istrazivanju. Jedini sustav
nosaca kod kojega je doslo do sporijeg otustanja ukupnih polifenola iz Cestica s inkapsuliranim
ekstraktom maslacka bio je sustav A(5%)-KP, kod kojeg je otpustanje bilo kontinuirano tijekom prvih
60 minuta izlaganja Cestica simuliranom SGF fluidu te je nastavljeno u SIF fluidu, dok je upotreba
sustava nosaca A(5%)-R, A(5%)-IPS i A(5%)-ZK za inkaspulaciju ekstrakta maslacka rezultirala
brzim otpuStanjem ukupnih polifenola iz Cestica tijekom prvih 20 minuta u usporedbi s Cesticama
pripremljenima s Cistim 5%-tnim alginatom kao nosaem za inkapsulaciju. Ukupni polifenoli
kontinuirano su se otpusali iz Cestica formuliranih kombinacijom 5%-tnog alginata i zelene kave
tijekom svih 120 minuta izlaganja simuliranom SGF i 20 minuta izkaganja simuliranom SIF fluidu,
dok je do otpustanja iz Cestica pripremljenih kombinacijom 5%-tnog alginata i rogaca dolazilo u prvih
20 minuta u SGF fluidu, nakon cega je uslijedilo postizanje ravnoteZznog stanja do 120. minute u
simuliranom gastri¢nom fluidu te polagani nastavak otpuStanja ukupnih polifenola tijekom prvih 10
minuta izlaganja simuliranom SIF fluidu. Sto se ti¢e kinetike otpustanja ukupnih polifenola,
najslabijim se sustavom nosaca od upotrijebljenih pokazao sustav A(5%)-IPS, koji je jedino u
vremenu od 30. do 60. minute izlaganja simuliranom SGF fluidu uspio usporiti otpustanje u odnosu
na Cisti 5%-tni alginat. Sli¢ni su rezultati dobiveni i u istrazivanju Isailovi¢ i suradnika (2012), gdje
je otpustanje ukupnih polifenola iz Cestica s inkapsuliranim ekstraktom biljke zecjeg trna bilo
podjednako ili ubrzano iz alginatnih Cestica ,,pojacanih* inulinom razli¢itih koncentracija, u odnosu

na Ciste alginatne Cestice kao nosace za inkapsulaciju.
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4.3.4.2. Pracenje otpustanja hidroksicimentih kiselina u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima
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Slika 18. Kinetika otpustanja hidroksicimetnih kiselina (mg KK/g cestica) iz formuliranih

hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u SGF 1 SIF fluidima

Osim otpustanja ukupnih polifenola iz formuliranih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom
maslacka u simuliranim gastri¢nim i intestinalnim uvjetima, praceno je i1 otpustanje hidroksicimetnih
kiselina iz istih Cestica, a rezultati analizirane kinetike otpustanja nalaze se na Slici 18. 1z rezultata je
vidljivo da je otpustanje bilo podjednako iz Cistih alginatnih Cestica obje koncentracije (iz kojih je
ono bilo kontinuirano do 20. minute izlaganja simuliranom SGF fluidu te je ravnoteZno stanje
postignuto izlaganjem c¢estica simuliranim intestinalnim uvjetima) te da je do najsporijeg otpustanja
hidroksicimetnih kiselina doslo izlaganjem Cestica sustava A(4%)-KP simuliranom SGF i SIF fluidu,
pri ¢emu je otpustanje bilo kontinuirano ¢itavo vrijeme izlaganja SGF fluidu i prvih 10 minuta
izlaganja simuliranom SIF fluidu. Zanimljivo, izlaganjem alginatnih Cestica ,,poja¢anih* kakaovim
prahom simuliranim intestinalnim uvjetima, doSlo je do naglog porasta koli¢ine ekvivalenata
kafeinske kiseline u otopini, $to je zabiljeZeno i u istrazivanju Bel§¢ak-Cvitanovic i suradnika (2016),
u kojem je pracena kinetika otpuStanja hidroksicimetnih kiselina iz formuliranih alginatnih 1
pektinskih Cestica (u kombinaciji s drugim prirodnim materijalima) s inkapsuliranim ekstraktom
maslacka. PoboljSani profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina (klorogenske kiseline) iz

»pojacanih® alginatnih Cestica, u kombinaciji sa Skrobom tapioke, zabiljezen je i u istraZivanju
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Lozano-Vazquez i suradnika (2015). Cestice formulirane kombinacijom 5%-tnog alginata i kakaovog
praha takoder su usporile otpustanje hidroksicimetnih kiselina u odnosu na ¢iste 5%-tne alginatne
cestice (uz iznimku prvih 10 minuta izlaganja SGF fluidu), uz kontinuirano otpustanje ¢itavo vrijeme
izlaganja simuliranom SGF i SIF fluidu. Sli¢nog su profila otpustanja hidroksicimetnih kiselina bile
i Cestice formulirane s alginatom razli¢itih koncentracija u kombinaciji sa zelenom kavom, uz
kontinuirano otpustanje svih 120 minuta izlaganja simuliranom SGF fluidu i 20 minuta izlaganja
simuliranom SIF fluidu. Sto se ti¢e otpustanja hidroksicimetnih kiselina iz ¢estica pripremljenih
kombinacijom 4%-tnog alginata i izolata proteina sirutke, ono je bilo kontinuirano prvih 30 minuta
izlaganja simuliranim gastri¢nim uvjetima te je nastavljeno u prvih 5 minuta izlaganja simuliranim
intestinalnim uvjetima, dok su se hidroksicimetne kiseline iz ¢estica formuliranih kombinacijom 5%-
tnog alginata i izolata proteina sirutke takoder kontinuirano otpustale u prvih 30 minuta izlaganja
simuliranom SGF fluidu, no, izlaganjem cestica simuliranom SIF fluidu do$lo je do postizanja
ravnoteznog stanja. Osim toga, otpuStanje hidroksicimetnih kiselina iz Cestica pripremljenih
kombinacijom 4%-tnog alginata i izolata proteina sirutke bilo je sporije u odnosu na kinetiku
otpusStanja iz Cestica formuliranih kombinacijom 5%-tnog alginata i izolata proteina sirutke.
Otpustanje hidroksicimetnih kiselina iz Cestica pripremljenih kombinacijom 4%-tnog alginata i
rogaca bilo je kontinuirano prvih 20 minuta izlaganja simuliranom SGF-u, nakon ¢ega je koli¢ina
ekvivalenata kafeinske kiseline u otopini naglo pala te se ponovo povecala u vremenu od 60. do 120.
minute u SGF-u, uz postizanje ravnoteznog stanja u simuliranim intestinalnim uvjetima. Sto se ti¢e
Cestica formuliranih kombinacijom 5%-tnog alginata i rogaca, hidroksicimetne kiseline su se iz njih
kontinuirano otpustale prvih 60 minuta u simuliranom SGF fluidu, dok je ravnoteZno stanje takoder
postignuto izlaganjem cCestica simuliranom SIF fluidu. Jednako kao i kod sustava nosaca A-IPS,
otpustanje hidroksicimetnih kiselina iz €estica pripremljenih kombinacijom 4%-tnog alginata i rogaca

bilo je sporije od otpustanja iz Cestica formuliranih kombinacijom 5%-tnog alginata i rogaca.
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4.3.4.3. Pracenje otpustanja antioksidacijskog kapaciteta u simuliranim gastrointesitalnim uvjetima
DPPH metodom
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Slika 19. Kinetika otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica)
u formuliranim hidrogel ¢esticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u SGF i SIF

fluidima, odredena DPPH metodom

Slika 19 prikazuje kinetiku otpustanja antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim hidrogel
Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u simuliranim SGF 1 SIF fluidima primjenom DPPH
metode. Iz rezultata je vidljivo da se, mogucée zbog visoke koncentracije alginata primijenjene u
istrazivanju, antioksidacijski kapacitet najsporije otpustao iz hidrogel Cestica formuliranih s ¢istim
4%-tnim alginatom kao nosa¢em za inkapsulaciju. No, kao i kod svih ostalih sustava nosaca,
ravnotezno stanje nakon izlaganja simuliranim gastri¢nim uvjetima postignuto je veoma brzo i takvim
je odrzavano do 30. minute te je otpusStanje nastavljeno u prvih 5 minuta izlaganja ¢estica simuliranim
intestinalnim uvjetima. Sve ostale Cestice formulirane s 4%-tnim alginatom ,,pojac¢anim® drugim
prirodnim materijalima uzrokovale su ubrzanje otpustanja antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na
Cestice pripremljene koriStenjem 4%-tnog alginata (osim sustava A-KP, A-ZK i A-IPS nakon 30.
minute izlaganja simuliranom SGF-u). U simuliranim intestinalnim uvjetima, sustav A(4%)-1PS
pokazao je sposobnost najsporijeg otpustanja antioksidacijskog kapaciteta, uz postizanje ravnoteznog
stanja do 10. minute izlaganja simuliranom SIF fluidu. Slijede ga sustavi A(4%)-ZK i A(4%)-KP, pri
¢emu je otpustanje iz Cestica formuliranih s 4%-tnim alginatom ,,poja¢anim* kakaovim prahom bilo

kontinuirano ¢itavo vrijeme izlaganja simuliranim intestinalnim uvjetima, dok je izlaganje hidrogel
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Cestica pripremljenih s 4%-tnim alginatom kombiniranim sa zelenom kavom uzrokovalo postizanje
ravnoteznog stanja u istim uvjetima. Cestice formulirane s ¢istim 4%-tnim alginatom pokazale su
sporije otpustanje antioksidacijskog kapaciteta u simuliranom SIF fluidu od cestica pripremljenih
kombinacijom 4%-tnog alginata i rogaca, gdje je izlaganjem Cestica simuliranim intestinalnim
uvjetima doslo do postizanja ravnoteznog stanja. Koristenje ¢istog 5%-tnog alginata kao nosaca za
inkapsulaciju ekstrakta maslacka uzrokovalo je ubrzanje otpustanja antioksidacijskog kapaciteta u
odnosu na otpustanje iz hidrogel ¢estica formuliranih s ¢istim 4%-tnim alginatom u simuliranim SGF
i SIF fluidima (uz iznimku usporenog otpustanja u vremenu od 60. do 120. minute u simuliranim
gastri¢nim uvjetima), pri ¢emu je ravnotezno stanje postignuto ubrzo nakon izlaganja Cestica SGF
fluidu te je nastavljeno u SIF fluidu. Jedini sustav nosaca ¢ijom je primjenom uspje$no smanjena
brzina otpusStanja antioksidacijskog kapaciteta u simuliranim SGF i SIF fluidima u odnosu na Cestice
s ¢istim 5%-tnim alginatom je onaj formuliran kombiniranjem 5%-tnog alginata s izolatima proteina
sirutke, ¢iji je profl otpustanja veoma blizak profilu otpustanja iz Cestica sustava nosaca A(4%)-1PS.
Ovakvi su rezultati u skladu s rezultatima istrazivanja Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2016), koji
potvrduju da izlaganje alginatnih hidrogel Cestica ,,pojacanih* izolatima proteina sirutke simuliranim
gastricnim uvjetima uzrokuje smanjenje brzine otpusStanja antioksidacijskog kapaciteta primjenom
DPPH metode u odnosu na brzinu otpustanja kapaciteta antioksidacije iz cistih alginatnih Cestica.
Primjena svih ostalih sustava nosaca, pripremljenih kombinacijom 5%-tnog alginata i dodatnih
prirodnih materijala , uzrokovala je ubrzanje otpustanja kapaciteta antioksidacije u simuliranom SGF
fluidu u odnosu na ,.¢iste” 5%-tne alginatne Gestice. Sto se ti¢e kinetike otpustanja antioksidacijskog
kapaciteta u simuliranim intestinalnim uvjetima, usporeno otpustanje u odnosu na ,,Ciste* 5%-tne
alginatne Cestice, osim sustava A(5%)-IPS, pokazale su Cestice sustava nosaca A(5%)-KP, ali tek
nakon 5. minute izlaganja navedenim uvjetima. Osim toga, jedino su Cestice ovog sustava pokazale
kontinuirano otpustanje antioksidacijskog kapaciteta u simuliranim inestinalnim uvjetima citavo
vrijeme izlaganja SIF fluidu. Hidrogel Cestice pripremljene kombinacijom 5%-tnog alginata i zelene
kave te rogaca uzrokovale su brze otpustanje kapaciteta antioksidacije u odnosu na ,,Ciste” 5%-tne
alginatne Cestice, pri ¢emu je i kod jednih 1 kod drugih zamije¢eno postizanje ravnoteZznog stanja

nakon izlaganja simuliranim intestinalnim uvjetima.
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4.3.4.4. Pracenje otpustanja antioksidacijskog kapaciteta u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima
ABTS metodom
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Slika 20. Kinetika otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica)
u formuliranim hidrogel ¢esticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u SGF i SIF

fluidima, odredena ABTS metodom

Slika 20 prikazuje kinetiku otpuStanja antioksidacijskog kapaciteta u formuliranim hdrogel
Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka u simuliranim gastri¢nim i intestinalnim uvjetima
primjenom ABTS metode. 1z rezultata je vidljivo da su svi binarni sustavi nosaca formulirani s
alginatom kao bazom uspjeSno usporili otpuStanje antioksidacijskog kapaciteta u simuliranim
uvjetima zeluca, u usporedbi s ¢istim alginatom kao nosatem za inkapsulaciju. Otpustanje
antioksidacijskog kapaciteta iz €istih 4%-tnih alginatnih ¢estica bilo je kontinuirano u prvih 30 minuta
izlaganja Cestica simuliranom SGF fluidu, nakon Cega je postignuto ravnotezno stanje, koje je
nastavljeno i u simuliranim intestinalnim uvjetima. Najve¢e smanjenje brzine otpustanja kapaciteta
antioksidacije u odnosu na Ciste 4%-tne alginatne Cestice ostvareno je pomocu 4%-tnog alginata
kombiniranog sa zelenom kavom. Naime, iz tih je estica otpusStanje bilo kontinuirano ¢itavo vrijeme
izlaganja simuliranim SGF i SIF fluidima. Otpustanje antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na
,»ciste” 4%-tne alginatne Cestice uvelike je usporeno i izlaganjem cestica formuliranih s 4%-tnim
alginatom i kakaovim prahom te rogacem simuliranim SGF i SIF fluidima. Do otpustanja kapaciteta

antioksidacije iz Cestica formuliranih pomocu navedena dva sustava nosaca dolazilo je kontinuirano
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u prvih 30 minuta izlaganja simuliranom SGF-u, s tim da je kod sustava nosaca A(4%)-KP
nastavljeno i u simuliranom SIF-u. Sto se ti¢e otpustanja antioksidacijskog kapaciteta iz estica
pripremljenih kombinacijom 4%-tnog alginata i izolata proteina sirutke, ono je bilo kontinuirano
Citavo vrijeme izlaganja Cestica simuliranim gastri¢nim uvjetima te je nastavljeno od 10. do 20.
minute izlaganja simuliranim intestinalnim uvjetima. Za razliku od ¢istih 4%-tnih alginatnih Cestica
iz kojih je otpustanje bilo kontinuirano ¢itavo vrijeme izlaganja simuliranom SGF-u i SIF-u,
otpustanje antioksidacijskog kapaciteta iz ¢istih 5%-tnih alginatnih ¢estica bilo je kontinuirano samo
do 30. minute izlaganja simuliranim gastri¢nim uvjetima, nakon ¢ega je postignuto ravnotezno stanje
u SGF-u, ali i u SIF-u. Osim toga, otpustanje je iz ¢istih 5%-tnih alginatnih Cestica bilo brze u odnosu
na otpustanje iz Cistih 4%-tnih alginatnih Cestica. Izmedu Cestica formuliranih s 5%-tnim alginatom
kao osnovnim materijalom za formiranje inkapsulacijskih nosaca, najboljima su se pokazale one
pripremljene kombinacijom alginata i rogaca, iz kojih je otpustanje bilo najsporije u odnosu na ,,¢iste*
5%-tne alginatne Cestice. Otpustanje iz navedenih Cestica bilo je kontinuirano ¢itavo vrijeme izlaganja
simuliranim gastricnim uvjetima te je nastavljeno u prvih 10 minuta izlaganja simuliranim
intestinalnim uvjetima. Usporenu su kinetiku otpustanja pokazale i Cestice formulirane s 5%-tnim
alginatom pojacanim zelenom kavom, iz kojih je otpuStanje kapaciteta antioksidacije bilo
kontinuirano c¢itavo vrijeme izlaganja simuliranim gastrointestinalnim uvjetima. Iz Cestica
formuliranih kombinacijom 5%-tnog alginata i kakaovog praha otpustanje je bilo kontinuirano prvih
10 minuta izlaganja uvjetima zeluca, nakon ¢ega je zapocelo postizanje ravnoteznog stanja, dok su
Cestice pripremljene s 5%-tnim alginatom ,,pojacanim® izolatima proteina sirutke pokazale najvece
,skokove* prilikom otpustanja antioksidacijskog kapaciteta. Naime, otpustanje iz ovih Cestica bilo je
kontinuirano u prvih 5 minuta izlaganja simuliranom SGF fluidu, nakon ega je zamijeCen pad
koncentracije ekvivalenata Trolox-a/g Cestica. Otpustanje je zatim kontinuirano nastavljeno od 10.
do 30. minute izlaganja simuliranim uvjetima Zeluca, nakon ¢ega je opet uslijedio pad koncentracije
ekvivalenata Trolox-a/g Cestica, da bi se antioksidacijski kapacitet opet poceo kontinuirano otpustati
od 60. do 120. minute izlaganja Cestica simuliranom SGF fluidu, uz posljedi¢no postizanje

ravnoteznog stanja u simuliranom SIF fluidu.

4.3.5. Odredivanje pojedina¢nih polifenolnih spojeva razbijenih hidrogel cestica s

inkapsuliranim ekstraktom maslacka

Metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) odredeni su pojedinacni
polifenolni spojevi razbijenih hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka. Rezultati u

Tablici 9 izrazeni su u mg polifenolnog spoja/g biljke.
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Tablica 9. Udjel pojedina¢nih polifenolnih spojeva (mg/g) preostao u alginatnim hidrogel ¢esticama s inkapsuliranim ekstraktom maslacka

Klorogenska Kaftarinska Kafeinska Cikorinska Kafein Teobromin
kiselina (mg/g) | kiselina (mg/g) | kiselina (mg/g) | kiselina (mg/g) (mg/g)** (mg/g)***

0,051 £+ 0,001 0,288 + 0,000 n.d.* 0,629 + 0,002 - -

0,050 + 0,000 0,268 + 0,001 n.d. 0,593+0,001 | 0,056+0,012 -

0,053 + 0,001 0,255 + 0,000 n.d. 0,696 + 0,001 - 0,253 £ 0,001

0,051 + 0,001 0,248 + 0,001 n.d. 0,619 + 0,010 - -

0,406 + 0,000 0,262 + 0,000 n.d. 0,637 +0,015 | 0,179 + 0,000 -

0,048 + 0,000 0,264 + 0,001 n.d. 0,532 + 0,001 - -

0,051 £ 0,000 0,257 + 0,000 n.d. 0,595 + 0,001 - -

0,053 + 0,000 0,254 + 0,000 n.d. 0,696 + 0,001 | 0,062 = 0,000 | 0,209 = 0,000

0,059 + 0,000 0,299 + 0,001 n.d. 0,904 + 0,001 - -

0,368 = 0,001 0,248 + 0,000 n.d. 0,599 + 0,001 | 0,217 + 0,000 -

* n.d. - nije detektirano
** Potjece iz kakaovog praha i zelene kave
*** Karakteristi¢an samo za kakaove proizvode, potjece iz kakaovog praha
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1z rezultata je vidljivo da najveci udjel polifenolnih spojeva nakon razbijanja hidrogel Cestica
s inkapsuliranim ekstraktom maslacka zauzima cikorinska kiselina (0,532 — 0,696 mg/g), koja je
karakteristiCna 1 za sami ekstrakt lista maslacka, kao S§to su pokazali i rezultati u Tablici 6. Slijedi je
kaftarinska kiselina s rasponom udjela od 0,248 — 0,299 mg/g. Od hidroksicimetnih kiselina, u
razbijenim hidrogel Cesticama najmanje je zastupljena klorogenska kiselina s rasponom od 0,048 —
0,059 mg/g (uz iznimku hidrogel Cestica inkapsuliranih pomocu sustava nosata A-ZK, gdje je
razbijenim hidrogel Cesticama odreden udjel ove kiseline od ¢ak 0,368 mg/g 1 0,406 mg/g), dok
kafeinska kiselina nije detektirana niti u jednome od uzoraka. Ovakvi su rezultati u skladu s onima
dobivenima istrazivanjem Bel$¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2015), u kojemu je (u razbijenim hidrogel
Cesticama na bazi alginata s inkapsuliranim ekstraktom cvijeta maslacka) ¢ikorinska kiselina takoder
odredena u najve¢em udjelu, klorogenska u relativno malom, a kafeinska kiselina takoder nije
detektirana. Metilksantini kafein i teobromin odredeni su jedino u otopinama razbijenih hidrogel
Cestica inkapsuliranih pomocu sustava nosaca u kojima je njihova prisutnost uobicajena. Dakle,
odredeni udjel navedenih metilksantina ve¢im se dijelom moze pripisati sirovinama koriStenima za
formuliranje sustava nosaca za inkapsulaciju ekstrakta lista maslacka. Tako je kafein, koji, izmedu
ostalog, potje¢e iz kakaovog praha i zrna zelene kave, odreden u otopinama hidrogel Cestica
formuliranih kombinacijom alginata razli¢itih koncentracija s navedena dva prirodna materijala (u
udjelima od 0,056 mg/gi 0,062 mg/g kod sustava nosaca A-KP 10,179 mg/g i 0,217 mg/g kod sustava
nosata A-ZK), dok je teobromin, karakteristican samo za kakaove proizvode, odreden jedino u
otopinama hidrogel Cestica inkapsuliranih pomocu sustava A-KP, i to u udjelima od 0,209 mg/qg i
0,253 mg/g.

4.3.6. Praéenje povecanja mase liofiliziranih ¢estica Swelling metodom

U Tablici 10 nalazi se prikaz rezultata prac¢enja povecanja mase (bubrenje) liofiliziranih
Cestica Swelling metodom. Oznaka ,,SR* u Tablici oznafava skracenicu za eng. ,, Swelling ratio*
(omjer bubrenja), odnosno omjer mase liofiliziranih ¢estica nakon odredenog vremena bubrenja (30

minuta, 1, 2, 4, 6 1 24 sata) u odnosu na poc¢etnu masu cestica (0,05 g).
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Tablica 10. Omjer povecanja mase nastale uslijed bubrenja (vezanja vode) u liofiliziranim

éesticama

SR30min

SRi1n SR2n SRun SReh SR24n

A 1,758 +0,003 | 1,758+0,010 | 1,787 +0,020 | 1,797 +0,017 | 1,951+0,021 | 1,826 +0,012

A-IPS 1,697 +0,008 | 1,699+0,019 | 1,729+0,022 | 1,730+0,029 | 1,795+0,022 | 1,797 £0,041

A - KP 2,670+£0,012 | 2,793+0,015 | 2,860+ 0,003 | 2,862+0,035 | 3,112+0,050 | 3,114 £ 0,035

A-R 2,209+0,006 | 2,229+0,025 | 2,269+0,017 | 2,291+0,028 | 2,386 + 0,001 | 2,483 + 0,010

A-ZK 2,758 0,013 | 2,773+£0,031 | 2,775+0,034 | 2,783+0,050 | 3,088 +£0,033 | 3,893 + 0,044

SR30min SRi1n SR2n SRan SReh SR24n

A 1,807 +0,010 | 1,811+0,019 | 1,865+0,007 | 1,867 +0,017 | 1,867 +£0,034 | 1,875+ 0,052

A-IPS 1,703+0,003 | 1,705+0,009 | 1,707 £0,001 | 1,746+0,049 | 1,746 £0,078 | 1,783 + 0,004

A - KP 1,875+0,022 | 1,955+0,030 | 1,985+0,054 | 1,989+0,022 | 2,006 +0,038 | 2,042 £ 0,033

A-R 2,096+0,015 | 2,113+£0,022 | 2,137+0,029 | 2,139+0,005 | 2,152 +0,095 | 2,202 + 0,067

A-ZK 2,068 £0,013 | 2,153+0,005 | 2,249+0,067 | 2,288+0,077 | 2,292+0,087 | 2,530 £0,078

Uvidom u rezultate pracenja povecanja mase liofiliziranih ¢estica Swelling metodom u Tablici
10, vidljivo je da je koristenje vode kao otapala za liofilizirane Cestice znacajno utjecalo na promjenu,
odnosno povecanje mase Cestica, buduci da je omjer masa ve¢ od 30. minute (prvog vremenskog
pracenja povecanja mase) bio > 1 te se postepeno povecavao do krajnje vremenske tocke pracenja,
odnosno 24. sata. Dakle, moguée je da je mehanizam otpuStanja polifenolnih spojeva,
hidroksicimetnih kiselina i antioksidacijskog kapaciteta iz formuliranih mikrocestica djelomicno ili
u potpunosti kontroliran procesom bubrenja, kao $to je to opisano u poglavlju 2.3.5. U slu¢aju
koristenja 4%-tnog alginata kao baznog materijala za formuliranje mikrocestica s inkapsuliranim
ekstraktom maslacka, najvec¢i omjer bubrenja (,, Swelling ratio *“ — SR) nakon 24 sata pokazuju Cestice
pripremljene kombinacijom alginata i zelene kave (3,893 + 0,044). Slijede ih Cestice pripremljene
koriStenjem alginata u kombinaciji s kakaovim prahom (3,114 £ 0,035), rogacem (2,483 = 0,010) te
Cestice pripremljene s Cistim 4%-tnim alginatom (1,826 + 0,012), dok su u navedenom nizu najmanje
bubrile Cestice formulirane s alginatom ,,pojatanim® izolatima proteina sirutke, ¢iji omjer bubrenja
nakon 24 sata iznosi 1,797 + 0,041. Sto se ti¢e Cestica formuliranih s 5%-tnim alginatom kao

osnovnim biopolimerom za pripremu mikroc¢estica s inkapsuliranim ekstraktom maslacka, najvise su
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takoder bubrile Cestice pripremljene s alginatom u kombinaciji sa zelenom kavom (¢iji SR nakon 24
sata iznosi 2,530 £+ 0,078). Slijede ih Cestice dobivene kombinacijom alginata i rogaca (2,202 +
0,067), alginata i kakaovog praha (2,042 + 0,033) te Cestice pripremljene koristenjem Cistog 5%-tnog
alginata, ¢iji SR nakon 24 sata bubrenja iznosi 1,875 £ 0,052. Najmanje su i u ovome nizu podataka
nakon 24 sata nabubrile Cestice pripremljene s alginatom u kombinaciji S izolatima proteina sirutke,
s omjerom bubrenja nakon 24 sata od svega 1,783 £ 0,004. Dakle, osim §to su, usporedujuci SR nakon
24 sata, Cestice pripremljene kombiniranjem alginata s kakaovim prahom i rogacem u slucaju
koristenja 4%-tnog i 5%-tnog alginata zamijenile mjesto, liofilizirane ¢estice medusobno prate jednak
trend povecanja masa kod obje koriStene koncentracije alginata te on glasi: A-ZK > A-KP/A-R > A
(Cisti) > A-IPS. Iz ovih rezultata da se zakljuciti da je proces difuzije ogranicavajuéi ¢imbenik
bubrenja liofiliziranih Cestica 1 brzinu otpuStanja polifenolnih spojeva iz formuliranih Cestica.
Navedeni rezultati su u skladu s istrazivanjem Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2015), u kojem su
Cestice formulirane koriStenjem alginata u kombinaciji s drugim biopolimerima (mjeSavinom
Psyllium ljuskica, pektinom i karagenanom) u svrhu inkapsulacije kafeina takoder pokazale vecu
sposobnost bubrenja, odnosno ve¢i SR nakon 24 sata u odnosu na Cestice pripremljene s Cistim
alginatom, uz iznimku Cestica pripremljenih koriStenjem alginata kombiniranog s kitozanom, ¢iji je
SR nakon 24 sata bio manji u odnosu na ¢estice inkapsulirane koriStenjem cistog alginata, kao Sto je
slucaj i sa sustavom A-IPS u ovom istrazivanju. Uvidom u rezultate mikroskopske analize Cestica u
istrazivanju Bel§¢ak-Cvitanovic i suradnika (2015), vidljivo je da Cestice formulirane pomocu sustava
nosaca alginat-karagenan imaju najmanje poroznu strukturu u usporedbi s ostalim koriStenim
nosa¢ima 1 sustavima nosaca, Sto se moze tvrditi 1 za sustav nosaca A-IPS koriSten u ovom
istrazivanju, temeljem prikaza rezultata mikroskopske analize ¢estica SEM mikroskopijom (Slike 11
i 12).
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. ZAKLJUCCI

Ekstrakt lista maslacka predstavlja bogati izvor polifenolnih spojeva, posebice hidroksicimetnih
kiselina (i to ponajvise ¢ikorinske), $to rezultira i Smanjenim antioksidacijskim kapacitetom.
Povecanje koncentracije alginata s 4% na 5% rezultiralo je pove¢anjem formuliranih hidrogel
Cestica te je uzrokovalo formiranje Cestica pravilnijeg oblika i elasti¢nije teksture. Osim toga, bas
kao 1 ,,jacanje alginata ve¢inom drugih prirodnih materijala koriStenih u ovom istrazivanju,
povecanje koncentracije alginata uzrokovalo je povecanje tvrdoc¢e formuliranih Cestica.

Veca koncentracija alginata uzrokovala je povecanje udjela vode u formuliranim hidrogel
Cesticama. Dodatak drugih nosaca u alginatni matriks gela rezultirao je smanjenjem udjela vode
u odnosu na udjel vode u hidrogel ¢esticama formuliranima samo s alginatom.

Od svih formuliranih hidrogel Eestica, najsvjetlije su bile one pripremljene samo s alginatom, a
najtamnije one priprmljene kombinacijom alginata i kakaovog praha. U odnosu na hidrogel
Cestice pripremljene samo s alginatom, najmanje izrazena promjena boje uocena je kod Cestica
formuliranih s alginatom ,,poja¢anim® izolatima proteina sirutke, dok je ista najvise izrazena kod
Cestica formuliranih s alginatom u kombinaciji s kakaovim prahom.

alginata s drugim prirodnim materijalima rezultiralo smanjenjem sferi¢nosti formuliranih Cestica.
Najpravilnijeg oblika i mikrostrukture medu ¢esticama pripremljenima kombinacijom alginata i
dodatnih nosaca, bile su Cestice inkapsuliranog ekstrakta maslacka u sustavu nosaca A-IPS, a
najnepravilnijeg one formulirane sustavima nosaca A-KP i A-R.

Dodatak drugih prirodnih materijala u alginatni matriks gela rezultirao je povecanjem
ucinkovitosti inkapsulacije ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina, pri ¢emu je sustav
nosaca A-IPS pokazao najveci stupanj inkapsulacije.

Ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta odredena DPPH i ABTS metodoma je, u
odnosu na inkapsulaciju ¢istim alginatom, najvise povecana ,,jaCanjem® alginatnog gela rogacem
I izolatima proteina sirutke.

Alginatne Cestice u kombinaciji s kakaovim prahom imale su najsporiji profil otpustanja ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina te su omogucéile njihovo otpustanje do 140. (ili najmanje
130.) minute zadrZavanja u simuliranom gastrointestinalnom fluidu.

Najve¢i omjer povecanja mase (,, Swelling ratio “)nastale uslijed bubrenja (vezanja vode) u
liofiliziranim Cesticama pokazale su ¢estice formulirane pomocu alginata ,,pojacanog® zelenom

kavom, a najmanji one pripremljene kombinacijom alginata i izolata proteina sirutke.
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