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1. UVOD

Aromati¢ne biljke koje pripadaju porodici usnaca (Lamiaceae) uzgajaju se diljem svijeta zbog
svoje siroke primjenjivosti u tradicionalnoj medicini i kulinarstvu, kao i nezahtjevnom nacinu
uzgajanja te lijepom izgledu (Ramasubramania Raja, 2012). Esencijalna ulja, hidroksicimetne
kiseline i flavonoidi koje nalazimo u biljkama poput origana, bosiljka, mente, kadulje, lavande,
melise, maj¢ine dusice ili ruzmarina, kao reprezentativnih vrsta porodice Lamiaceae, imaju
siroki spektar bioloski aktivnog djelovanja (Vladimir-Knezevic i sur., 2014) od antimikrobnog,
antioksidacijskog, antialergenog djelovanja, prevencije dijabetesa i kardiovaskularnih bolesti
kao i umiruju¢i ucinak koji pomaze kod glavobolja, iziritirane koze ili unutra$njosti crijeva
(Ramasubramania Raja, 2012). Istrazivanja pokazuju da prehrana bogata polifenolima moze
sprijeciti nastanak degenerativnih bolesti §to otvara vrata funkcionalnoj hrani obogacéenoj
polifenolima. Upravo su za takve proizvode zanimljive biljke iz porodice Lamiaceae zbog
visokog sadrzaja bioloski aktivnih spojeva. Danasnje trziSte bolje prihvaca prirodne izvore od
sintetskih pa je i u tom pogledu zanimljivo proucavati ovu porodicu biljaka (Tzima i sur.,
2018).

Stoga je cilj ovog rada bio pripremiti emulzije ulja u vodenom ekstraktu biljaka koje pripadaju
porodici Lamiaceae (menta, melisa, maj¢ina dusica, kadulja i lavanda) uz dodatak emulgatora
polietilen glikol (PEQG), razli¢ite molekulske mase (PEG1500, PEG6000, PEG20000). Kako bi
se odredila i usporedila biodostupnost polifenola iz tekucih i emulgiranih biljnih ekstrakata,
provedena je in vitro simulacija probavnog sustava. Rezultati dobiveni mjerenjem fizikalnih
(ukupne otopljene tvari, vodljivost) i kemijskih svojstava (udio ukupnih polifenola,
antioksidacijska aktivnost) tekucih i emulgiranih biljnih ekstrakata nakon zavrSene in vitro
probave su analizirani 1 kasnije usporedeni kako bi se utvrdio oblik u kojem je najucinkovitije

konzumirati ekstrakte navedenih biljaka, s ciljem oCuvanja ljudskog zdravlja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. USNACE (Lamiaceae)

2.1.1. Taksonomija porodice usnaca

Usnace (Lamiaceae), u proslosti nazivane Labiatae, najbrojnija su porodica biljaka iz reda
Lamiales (Anonymous 1). Porodica Lamiaceae sadrzi oko 236 rodova od kojih je najveci
Salvia (900), Scutellaria (360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teuricum
(250), Vitex (250), Thymus (220) i Nepeta (200) (Ramasubramania Raja, 2012.). Taksonomija

porodice Lamiaceae prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Taksonomija porodice Lamiaceae (Wikipedia, 2020)

Carstvo Plantae
Divizija Tracheophyta
Razred Magnoliopsida
Red Lamiales
Porodica Lamiaceae

Usnace (slika 1) su ve¢inom viSegodisnje ili jednogodisnje zeljaste i grmolike biljke. Listovi
su jednostavni 1 smjeSteni nasuprotno. Naziv usnace dobile su prema vjencicu od pet latica koji
je graden u obliku gornje i donje usne. Cagka je srasla od pet lapova te su cvjetovi biljke
jednosimetricni. PraSnici su filamentima srasli za vjenci¢ te ih ima Cetiri, uz iznimku kadulje 1

ruzmarina. Plod se naziva kalavac (Britannica, 2020).

Pripadnici ove porodice uzgajaju se Sirom svijeta $to mogu zahvaliti aromati¢nosti gotovo svih
dijelova biljke. Zbog svoje aromati¢nosti ¢esto se koriste u kulinarstvu (Ramasubramania Raja,

2012).



Slika 1. Kadulja (Salvia officinalis) — dijelovi biljke karakteristi¢ni za porodicu biljaka
Lamiaceae (Wikipedia, 2020)

Svoju aromati¢nost biljke porodice Lamiaceae duguju polifenolnim spojevima. Polifenoli su
sekundarni biljni metaboliti koji samu biljku Stite od vanjskih Stetnih utjecaja kao $to su
primjerice UV zracenje, infekcije itd. Osim aromati¢nosti zbog koje su Cesto Koristene u
kulinarstvu, zbog visokog udjela polifenola imaju i vaznu ulogu u ljudskom zdravlju jer
polifenoli djeluju kao antioksidansi (Tzima i sur, 2018). Polifenoli prisutni u biljkama porodice
Lamiaceae su: ruzmarinska kiselina, protokatehinska, p-hidroksibenzojeva, gentinska kiselina,
klorogenska kiselina, siringinska Kkiselina, kafeinska Kkiselina, vanilinska Kiselina, p-
kumarinska kiselina 1 ferulinska kiselina. Navedeni spojevi kod usnaca nalaze se u razli¢itim
omjerima uz naglasak na ruzmarinsku kiselinu koja se kod svih biljaka u svim dijelovima biljke

nalazi u najvecoj koli€ini (Zgorka 1 Glowniak, 2001).

Analizom kemijskog sastava ekstrakata biljaka koje pripadaju porodici Lamiaceae (maj¢ina
duSica, melisa/mati¢njak, menta, oregano i kadulja) u istraZivanju koje su proveli Mekini¢ 1
sur. (2014) pronadena su 24 fenolna spoja — jednostavni fenoli, fenolne kiseline, stilbeni,
katehini, flavanol i flavoni. Prisutnost monomera hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline
znacajno je manja od koli¢ine ruzmarinske kiseline prisutne u uzorcima. Ruzmarinska kiselina
je ester kafeinske kiseline i naj¢es¢i je spoj medu biljkama porodice Lamiaceae. Rezultati ovog
istrazivanja podudaraju se sa rezultatima istraZivanja koje su proveli Zgorka i Glowniak (2001)

te Wojdylo i sur. (2007). Fenolni spojevi iz grupe flavonoida koji su prisutni u znacajnim



koli¢inama su kvercetin, kvercetin-4-glukozid i luteolin (Mekini¢ i sur., 2014; Wojdylo i sur.
2007).

2.1.2. Terapijski ucinci biljaka porodice Lamiaceae

Pripadnice obitelji Mentha imaju Siroku primjenu u lije¢enju prehlade, bronhitisa, tuberkuloze,
sinusitisa. Takoder su poznate po diuretiCkim svojstvima, svojstvima ublazavanja nadutosti i
pomoci kod iskasljavanja. Ekstrakti ovih biljaka pokazuju snazna antioksidacijska svojstva
(Stagos i sur., 2012). Oksidacijski stres kao neravnoteza izmedu kisikovih reaktivnih vrsta i
stanicnog kapaciteta za “gaSenje” istih vodi prema oSte¢enju DNA, lipida, ugljikohidrata i
proteina u stanici (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2014). Provedena su istrazivanja koja istrazuju
utjecaj ekstrakata biljaka porodice Lamiaceae kao jednih od Cesto koriStenih biljaka u
tradicionalnoj medicini, ali i kulinarstvu, koje su bogate sekundarnim metabolitima, na
neurodegenerativne 1 kroni¢ne bolesti koje se smatraju posljedicom, izmedu ostalog,
oksidacijskog stresa. Rezultati istrazivanja Stagos i sur. (2012) pokazuju da bi se ekstrakti
biljaka porodice Lamiaceae mogli koristiti kao aditivi u prehrambenoj industriji ili kao dodaci

prehrani u svrhu prevencije bolesti posredovanih oksidacijskim oste¢enjima DNA.

Alzheimerova bolest koja se smatra najceS¢im uzrokom demencije lije¢i se inhibicijom
kolinesteraze, a smatra se posljedicom oksidativnog oStecenja Ziv€anih stanica (Vladimir-
Knezevi¢, 2014). Istrazivanjem koje su proveli Vladimir-Knezevié i sur. (2104) odredeni su
pozitivni uéinci ektrakata 26 biljaka porodice Lamiaceae u koncentracijama 0,25, 0,50 i 1 mg
mL? na inhibiciju acetilkolinesteraze te su rezultati pokazali stopu inhibicije iznad 75 % za
uzorke od 1 mg mL* biljaka Mentha x piperita, Mentha longifolia, Salvia officinalis, Satureja
montana, Teucrium arduini, Teucrium chamaedrys, Teucrium montanum, Teucrium polium i

Thymus vulgaris.

Inhibicijom a-glukozidaze i a-amilaze, enzima koji su uklju¢eni u metabolizam ugljikohidrata
moze se utjecati na smanjenje postprandijalnog porasta glukoze u krvi §to moze predstavljati
jednu od strategija u upravljanju dijabetesom tip Il. Biljni polifenoli smatraju se prirodnim
inhibitorima ovih enzima (Kwon i sur., 2006). Biljna porodica Lamiaceae zbog svog bogatog
polifenolnog sastava istrazivan je i u svrhu odredivanja inhibicijskog utjecaja na a-glukozidazu
1 a-amilazu. Vodeni ekstrakti origana imali su najviSe vrijednosti ukupnih polifenola. U

usporedbi s vodenim ekstraktima, ekstrakti u etanolu imali su 50 % manje vrijednosti ukupnih
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polifenola (Kwon i sur., 2006). Kwon i sur. (2006) dosli su do zakljucka kako su profil
polifenola i njihov sinergisti¢ki utjecaj vazniji za antioksidacijsku aktivnost od njihovog
ukupnog sastava. Na temelju tog istrazivanja, takoder je zakljuceno kako bi se biljke porodice
Lamiaceae koje imaju visok sadrzaj ruzmarinske, kafeinske, protokatehinske Kkiseline i
kvercetina mogle koristiti u upravljanju glikemijskog odgovora kod oboljelih od dijabetesa tip
.

Osim toga, dijabetes tip Il povezan je sa rizikom od kardiovaskularnih bolesti. Inhibicija
angiotensin I converting enzima (ACE) utjeCe na regulaciju krvnog tlaka te se istrazuju biljke
bogate polifenolima koji imaju inhibicijski utjecaj na ACE. Kwon i sur. (2006) zakljucili su
kako veci utjecaj na inhibiciju ACE imaju vodeni ekstrakti biljaka, posebice ruzmarina (90,5
%), melise (81,9 %) i origana (37,4 %), u usporedbi sa ekstraktima u etanolu. Protektivni
ucinak polifenola iz biljnih ekstrakata na kardiovaskularne bolesti ocCituje se i u
antitrombocitnom djelovanju flavonoida ¢ime se sprjecava stvaranje ugrusaka. Pretpostavljeni
mehanizam djelovanja flavonoida je stabilizacija membrane trombocita ¢ime se smanjuje broj
receptora na membrani Stanice koji poti¢u agregaciju trombocita. Ekstrakti biljaka Salvia
officinalis i Salvia brachyodon pri koncentracijama 21 nmol L™ pokazali su antitrombocitnu
aktivnost (Boji¢ i sur., 2019). Takoder, piéa obogacena polifenolima (362 mg GAE L)
smanjila su agregaciju trombocita kod zdravih sportasa nakon stresa (Thompson i sur., 2017),
te je meta-analiza podataka objavljenih od 1966. godine do 2013. godine pokazala da je
poveéan unos flavanola za 20 mg na dan smanjilo rizik od sréanog udara za 14 % kod

muskaraca, te je isti u¢inak potvrden 1 kod Zena.

Otpornost mikroorganizama koji su uzro¢nici brojnih bolesnih stanja organizma na antibiotike
otvara mogucnosti istrazivanjima novih mogucénosti u borbi protiv patogenih
mikroorganizama. Biljke porodice Lamiaceae u tradicionalnoj medicini koriste se, izmedu
ostalog, zbog svojih antimikrobnih svojstava. Polifenoli su vi$e u¢inkoviti u suzbijanju Gram-
pozitivnih bakterija u usporedbi sa suzbijanjem Gram-negativnih bakterija $to se pripisuje
razlici u membranama tih bakterija i ¢injenici da se antimikrobna svojstva polifenola o€ituju

uglavnom u naru$avanju membranske strukture bakterije (Stagos i sur., 2012).

Varijabilnost u sadrzaju polifenola i polifenolnom profilu ogranicava uspjeh koristenja biljnih
ekstrakata u terapijske svrhe. Varijabilnost je prisutna medu biljkama iste porodice ali i medu
istim vrstama zbog nacina uzgajanja, procesiranja i skladistenja (Kwon 1 sur., 2006). 1z tog

razloga vazno je odrediti koncentracije polifenola koje imaju terapijski u¢inak. Takoder, vazno



je naglasiti da je topivost polifenola razli¢ita u razli¢itim otapalima te je vazno odabrati metodu
ekstrakcije kojom se ekstrahiraju komponente koje imaju odredeni terapijski ucinak. Polarni
polifenoli ¢e se otapati u polarnim otapalima dok su nepolarni viSe topivi u ne-vodenim
otapalima (Stagos i sur., 2012). Samo odredivanje koncentracije polifenola nije dovoljno iz
razloga $to je biodostupnost npr. flavonoida ograni¢ena na 24 % (Boji¢ 1 sur., 2019) te je
potrebno provoditi istrazivanja kako bi se utvrdila biodostupnost pojedinih spojeva kao i

metode kojima bi se mogla povecati biodostupnost.

2.2. VAZNOST ANTIOKSIDANSA

2.2.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres je neravnoteza u odnosu oksidansa i antioksidansa u korist oksidansa (Sies,
1991). Oksidacijski stres je posljedica povecanog ucinka slobodnih radikala, ali i smanjenog
kapaciteta rada zastitnog antioksidacijskog sustava. Prisutnost slobodnih radikala u organizmu
moze biti posljedica stani¢nog disanja, tjelesne aktivnosti, mikrobnih infekcija ili djelovanja
toksi¢nih tvari iz dima cigarete, alkohola, UV zracenja, pesticida itd. Slobodni radikali mogu
predstavljati signalne molekule za proliferaciju stanica, apoptozu ili gensku ekspresiju
(Pisoschi i Pop, 2015).

Molekule koje imaju svojstva slobodnih radikala dijele se na kisikove reaktivne spojeve (eng.
Reactive Oxygen Species, ROS) kao $to su: vodikov peroksid, superoksid, singletni Kisik i
hidroksilni radikal, reaktivne dusikove spojeve, Zeljezo, bakar i molekule koje sadrze sumpor.
Potvrdena je uloga slobodnih radikala tj. oksidacijskog stresa u patogenezi i patofiziologiji vise
od 100 bolesti kao uzrok ili kao posljedica bolesti medu kojima su neurodegenerativne,
kardiovaskularne, upalne bolesti te karcinomi. Osim toga, negativno utjeu i na procese

starenja (Pisoschi i Pop, 2015).



2.2.2. Antioksidansi

Prema definiciji, antioksidansi su sve vrste spojeva koje pri vrlo niskim koncentracijama
znacajno odgadaju ili inhibiraju oksidaciju supstrata (Halliwell i Gutteridge, 1999). Endogene
antioksidanse mozemo podijeliti na enzimske i neenzimske. Enzimski antioksidansi koji su
prisutni u svim eukariotskim stanicama su superoksid dismutaza, katalaze i glutation
peroksidaze (Sies, 1991). Neenzimski endogeni antioksidansi su glutation, razli¢iti proteini
(feritin, transferin, ceruloplasmin, albumin) i molekule niske molekularne mase kao mokrac¢na
kislina, koenzimQ 1 lipoi¢na kiselina (Pisoschi i Pop, 2015). Egzogeni antioksidansi prisutni
su u hrani biljnog podrijetla te se mogu unositi kao dodaci prehrani $to ima dokazan pozitivan
uc¢inak na zdravlje ukoliko je prisutan oksidacijski stres iznad granice normalnog (Pisoschi i
Pop, 2015). Antioksidanse se moze podijeliti prema nacinu djelovanja na antioksidanse prve
linije obrane koji ukljuuju enzimske sustave (superoksid dismutazu, katalazu i glutation
peroksidazu) i antioksidanse druge linije obrane, molekule male molekulske mase podrijetlom
iz hrane (tokoferoli, retinoli, polifenoli...) ili produkti metabolizma (mokra¢na Kkiselina,
askorbat, reducirani glutation). Takoder, moze ih se podijeliti prema topivosti na topive u vodi
(flavonoidi, askorbinska kiselina, mokraéna kiselina, glutation) i topive u uljima (karotenoidi,

tokoferoli) (Pisoschi i Pop, 2015).

2.2.3. Polifenoli

Polifenoli su grupa sekundarnih metabolita biljaka koji se dijele na flavonoide, fenolne
kiseline, stilbene, tanine i lignane. Polifenoli kao skupina spojeva koja na aromatskom prstenu
ima vezanu jednu ili viSe hidroksilnih grupa djeluju kao antioksidansi. Upravo razlika u broju
I stupnju metilacije hidroksilnih skupina odreduje antioksidacijsku aktivnost pojedinog spoja
(Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

S obzirom na strukturne karakteristike polifenola razlikujemo dvije vece podskupine:

flavonoidi i fenolne kiseline.

Benzenski prsten sa 15 ugljikovih atoma (C6-C3-C6) i fenilpropanskom jedinicom ¢ini
strukturu svih flavonoida te se ova skupina polifenola smatra najraznolikijom u smislu bioloske
aktivnosti. Raznolikost flavonoida posljedica je strukturnih razlika na C-2 i C-3 pozicijama i

karbonilne skupine vezane na C-4 atom. B prsten s kateholnom skupinom uéinkovit je u
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reakcijama s kisikovim 1 duSikovim slobodnim radikalima pri ¢emu nastaje stabilni fenoksil
radikal. C prsten sa 4-okso skupinom i dvostrukom vezom izmedu C-2 i C-3 odgovoran je za
premjestanje elektrona iz B prstena, dok flavonoidi sa A i C prstenima sa 4-0kso skupinama i
hidroksilnim skupinama blizu C3 i C5 imaju maksimalnu antioksidativnu aktivnost. Reakcije
poput glikolizacije na C-3 ili prisutnost metoksi grupe na istoj toj poziciji takoder mijenjaju

antioksidacijsku aktivnost (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

Fenolne kiseline odnosno derivati cimetne (npr. kafeinska i ferulinska kiselina) i benzoi¢ne
(npr. vanilinska i galna kiselina) kiseline sastoje se od benzenskog prstena na koji su vezane
hidroksilne i karboksilne grupe. Biolosku raznolikost duguju razli¢itom broju i na¢inu vezanja
hidroksilnih i karboksilnih grupa te steri¢kim razlikama. Doniranjem vodika iz hidroksilne
skupine “gase” aktivnost slobodnog radikala a sami postaju fenoksilni radikal koji je relativno
stabilan zbog rezonancije. Antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina raste porastom broja
grupa vezanih na prsten, pa je tako galna kiselina najaktivnija benzoi¢na kiselina koja sadrzi

hidroksilne skupine na C3, C4 i C5 atomima (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

2.2.4. Ekstrakcija polifenola

Ekstrakcija podrazumijeva proces razdvajanja fitokemikalije tj. topivog dijela biljke od biljnog
matriksa tj. netopivog dijela biljke (WHO, 2017). Polifenoli se mogu ekstrahirati iz svjezih,
smrznutih ili suSenih uzoraka biljaka. Zbog svoje fenolne strukture polifenoli su vise hidrofilni
nego lipofilni te se dobro ekstrahiraju otapalima poput metanola, etanola, acetonitrila i acetona
i njihovim mjesavinama s vodom (Brglez Mojzer i sur., 2016). Najvazniji ¢imbenik koji
odreduje otapalo za ekstrakciju je polarnost spojeva koji se Zele ekstrahirati. Osim polarnosti
spojeva vazno je uzeti u obzir temperaturu ekstrakcije, korake ekstrakcije, vrijeme trajanja
ekstrakcije, omjer otapala i uzorka i broj ponavljanja ekstrakcije pojedinog uzorka (Tzima i
sur., 2018; Brglez Mojzer i sur., 2016).

Metoda za ekstrakciju trebala bi biti brza, isplativa, ekoloski prihvatljiva, reproducibilna i
visokog prinosa (WHO 2017). Konvencionalne metode ekstrakcije poput maceracije, infuzije,
refluksa i Soxhlet ekstrakcije temeljene su na difuziji otapala u biljni matriks pri ¢emu dolazi
do otapanja fitokemikalija te otapalo obogaceno fitokemikalijama difundira iz stanica biljke
(Ngo i sur., 2018). Prednosti ovih metoda su jednostavnost, u¢inkovitost i Siroka uporabljivost

zbog Cega se upravo ove metode najcescée koriste.



Pri koriStenju organskih otapala poput metanola, etanola, acetona, dietil etera i etil acetata u
odredenom omjeru s vodom moguce je da se u krajnjem proizvodu nadu ostaci otapala koji
mogu biti opasni za zdravlje ¢ovjeka zbog ¢ega je potrebno provesti dodatno procisc¢avanje.
Istrazivanja pokazuju da je etanol pogodnije otapalo za ekstrakciju spojeva nize molarne mase
dok je vodena otopina acetona najpogodnija za spojeve vece molarne mase poput flavanola
(Brglez Mojzer i sur., 2016).

Temperatura pri kojoj je pozeljno provoditi ekstrakciju je izmedu 20 °C i 50 °C te se ne
preporuca ekstrakcija pri temperaturi iznad 70 °C zbog moguce razgradnje antocijanina. Duze
vrijeme ekstrakcije zahtijeva veliku koli¢inu otapala Sto se smatra jo$ jednim nedostatkom
konvencionalnih (klasi¢nih) metoda ekstrakcije (Berglez Mojzer i sur., 2016). Upravo zbog
navedenih nedostataka konvencionalnih metoda u znanstvenim istrazivanjima povecan je
interes za modernim metodama ekstrakcije. Moderne metode poput ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima, superkriti¢cnim fluidima, ekstrakcije potpomognute ultrazvu¢nim valovima i
ubrzane ekstrakcije otapalom sve se ¢esée koriste zbog kraceg vremena trajanja ektrakcije, nize

cijene, odrzivosti 1 moguénosti automatizacije procesa.

2.3. EMULZIJE

Zbog razlika u strukturi, molarnoj masi, polarnosti i agregatnom stanju, bioloski aktivni spojevi
dodaju se u nosace bioaktivnih tvari koji mogu sprijeciti i/ili povecati biodostupnost dodanih
bioloski aktivnih spojeva. Nosaci bioaktivnih tvari moraju zadovoljavati uloge zastite
funkcionalnog sastojka od bioloske ili kemijske razgradnje, kontrole otpustanja u ciljane
organe tj. stanice u organizmu i kompatibilnost sa funkcionalnim dodatkom. Primjeri nosaca

bioaktivnih tvari su jednostavne otopine, emulzije i mikrokapsule (El i Simsek, 2012).

Emulzije su disperzni sustavi dviju nemjeSivih faza u obliku kapljica ¢iji je promjer 0,1 — 100
pm. Emulzije mogu biti ulje u vodi ili voda u ulju, takav naziv oznacava da je prva spomenuta
faza dispergirana u drugoj, kontinuiranoj fazi. Emulzije su termodinamicki nestabilni sustavi
te se medu fazama nalazi medufazni sloj koji moze sadrzavati povrSinski aktivne tvari —
emulgatore. Emulgatori su prema strukturi amfipatske molekule tj sadrze hidrofobni i hidrofilni
dio §to ih ¢ini pogodnim za medufazni sloj emulzija gdje djeluju tako da povecavaju kineticku
stabilnost (Singh i sur., 2009). Takva struktura koja sadrzi nepolarni dio, polarni dio i

amfipatski dio omogucuje da se u sustav “pakiraju” polarni, nepolarni i amfipatski spojevi §to
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predstavlja prednost kada govorimo o emulzijama kao nosac¢ima bioaktivnih tvari
(McClements i sur., 2007).

Emulzije prema strukturi dijelimo na:

e makroemulzije ulja u vodi (U/V) i vode u ulju (V/U) sa rasponom veli¢ine ¢estica od
0,1 um do 5 pm,

e nanoemulzije sa rasponom veli¢ine ¢estica 20 nm — 200 nm,

e visefazne emulzije tj. “emulzije u emulzijama” koje se pripremaju visestupanjskim
procesima poput sustava voda/ulje/voda (V/U/V) i ulje/voda/ulje (U/V/U),

e mijeSane emulzije tj. sustavi koji sadrze dvije razliCite disperzne faze koje se ne
mijesaju u kontinuiranoj fazi i

e micelarne emulzije ili mikroemulzije sa rasponom veli¢ine ¢estica 0d 5 nm — 50 nm

(Tadros, 2016).

Nestabilnost emulzija se ocituje u fizikalnim procesima stvaranja kremoznog sloja, flokulacije
i koalescencije i kemijskim procesima lipidne oksidacije i hidrolize ili promjeni sastava
medufaznog sloja (Singh i1 sur., 2009). Stvaranje kremoznog sloja moze se umanjiti
smanjenjem veli¢ine kapljica emulzije, poveéanjem viskoznosti kontinuirane faze ili
smanjenjem razlike u gusto¢i izmedu dvije faze. Flokulacija nastaje kada se dvije kapljice
emulzije spoje kao rezultat neravnoteze privla¢nih i odbojnih sila. Koalescencija je povecanje
veliCine kapljica emulzije $to posljedicno dovodi do razdvajanja faza (Singh 1 sur., 2008).
Konvencionalne ulje u vodi emulzije sastoje se od kapljica ulja obavijenih tankim slojem

emulgatora i dispergiranih u vodenoj, kontinuiranoj fazi (McClements i sur., 2007).

2.3.1. Emulgatori

Emulgatori su spojevi koji smanjuju medupovrsinsku napetost izmedu dviju faza, smanjuju
energiju potrebnu za prevladavanje povrSinske napetosti te djeluju na stabilnost disperzije
sprjecavanjem flokulacije, koalescencije i razdvajanja dviju nemjesljivih faza. Sposobnost
spojeva da djeluju kao emulgatori klasificira se uz pomo¢ HLB (eng. Hydrophile-lipophile
balance) broja. HLB broj ozna¢ava omjer hidrofilnih i lipofilnih grupa u molekuli te se
vrijednosti HLB krezu od 0 do 20. Spojevi sa vrijednostima HLB izmedu 3 i 6 koriste se za

emulzije voda u ulju, dok se spojevi sa HLB vrijednostima izmedu 8 i 16 koriste za emulzije
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ulje u vodi. Osim prema HBL vrijednostima, emulgatore dijelimo i prema ionskom karakteru

na anionske, kationske, amfoterne i neiogene (Kralova 1 Sjoblom, 2009; Lovri¢, 2003).

Emulgatori koji se koriste u prehrambenoj industriji, osim prema HBL vrijednostima i ionskom
karakteru mogu se podijeliti na visokomolekularne (masni alkoholi, masne kiseline i
glikolipidi) i niskomolekularne (prirodni polisaharidi i proteini) emulgatore (Kralova i
Sjoblom, 2009). Niskomolekularni emulgatori su monogliceridi, lecitini i lizolecitini (fosfatidil
kolin, fosfatidil serin, fosfatidil etanolamin, fosfatidil inositol, fosfatidilna kiselina), glikolipidi
I saponini (digalaktozil-digliceridi iz zobi, pSenice i soje), masni alkoholi (alkohol etoksilat i
alkilpoliglukozidi nastali polimerizacjiom). Visokomolekularni emulgatori su proteini (kazein
i proteini sirutke) i polisaharidi (guma arabika, pektin, galaktomanani) (Ozturk i McClements,
2016; Kralova i Sjoblom, 2009).

Emulgatori (surfaktanti, fosfolipidi, proteini ili polisaharidi) su prisutni u sloju debljine 1-10
nm. Svojstva emulzija mogu se odrediti koncentracijom i veli¢inom dispergiranih ¢estica kao
i odabirom emulgatora. Takoder, moguce je odrediti naboj kapljica, pozitivan, neutralan ili
negativan, odabirom emulgatora (McClements i sur., 2007). Homogenizacija uljne faze u
vodenoj uz prisutnost emulgatora otopljenog u vodenoj fazi moguca je KoriStenjem
visokosmicnih mjeSalica, homogenizatora visokog tlaka, koloidnih mlinova, ultrazvu¢nih
homogenizatora i membranskih homogenizatora (McClements 2005; Walstra 2003, 1993).
Odabir nacina homogenizacije ovisi o svojstvima komponenata koje se homogeniziraju i
Zeljenim svojstvima emulzije (koncentracija kapljica, veli¢ina kapljica, viskoznost)

(McClements i sur., 2007).

Kako bi se saCuvao integritet polifenola iz vodenih biljnih ekstrakata i povecala njihova
biodostpunost koriStena je metoda lipidne inkapsulacije uz pomo¢ suncokretovog ulja 1

emulgatora PEG1500, PEG6000 i PEG20000.

2.3.2. Polietilen glikol (PEG)

Polietilen glikol (PEG) pri sobnoj temperaturi je bezbojna, viskozna tekucina topiva u vodi
kada je molekulska masa spoja manja od 800, dok su spojevi polietilen glikola c¢ija je
molekulska masa veca od 800 bijele krutine, takoder topive u vodi. Polietilen glikol je nehlapivi

spoj Cije karakteristike pogoduju primjeni u farmaceutskoj industriji kao i u prehrambenoj.
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Polietilen glikol ima GRAS status (eng. Generally Recognized as Safe) tj. Americka agencija
za hranu i lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) ga je oznacila kao sigurnog za
upotrebu (Chen i sur., 2004).

Pogodnost za primjenu u industriji je svakako i njegova slaba zapaljivost i biorazgradnja.
Stabilan je pri svim uvjetima pH, visokim temperaturama i oksidacijskim sustavima. Polietilen
glikol je spoj prisutan na trzistu u razli¢itim oblicima koji se razlikuju prema molekulskoj masi.
Broj u nazivu oznacava pribliznu molekulsku masu spoja, a na trzistu ih nalazimo od 200 do
nekoliko desetaka tisuca. Polarnost vodenih otopina polietilen glikola veéa je od Ciste vode

zbog Cega je povecana i topljivost organskih molekula (Chen i sur., 2004).

Vezanjem izrazito lipofilnih molekula kao npr. a-tokoferol, tokotrienoli, B-sitosterol ili
kolesterol za polietilen glikol stvaraju se amfipatske molekule topive u vodi, netoksi¢ne i

izrazito stabilne (Kralova i Sjoblom, 2009).

2.3.3. Mehanizam stvaranja emulzija

Proces stvaranja emulzija zahtijeva utrosak energije. Makroemulzije lakSe je pripraviti u
usporedbi sa nanoemulzijama za ¢iju je pripremu potrebna veca koli¢ina emulgatora i energije
(Tadros, 2016). Rad potreban za stvaranje emulzije proporcionalan je medufaznoj napetosti i

povecéanju povrsine kapljica:
w=o0-dA (1)

gdje je w (J) — rad, o (J m?) — povrsinska napetost, a dA (m?) — poveéanje povrsine disperzne

faze.

Dodatkom emulgatora smanjuje se povrSinska napetost, a samim time i rad potreban za
stvaranje emulzije. Tvorba emulzije ostvaruje se mehanickim radom tj. mijeSanjem i

smicanjem i/ili fizikalno-kemijski dodatkom emulgatora (Lovri¢, 2003).

Osim o povrsinskim silama, stabilnost emulzije ovisi o veli¢ini udjela disperzne faze,
viskoznim svojstvima kontinuirane faze i o razlici gusto¢a izmedu dvije faze. Ovisnost ovih

veli¢ina data je formulom:
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n= Mo : (2)
1-(ho)2

gdje je  (Pas) —viskoznost emulzije, 7o (Pa s) — viskoznost kontinuirane faze, @ (%) — volumni

udio disperzne faze, h — hidratacijska konstanta (Lovri¢, 2003).

2.4. OSNOVE MEHANIZMA PROBAVNOG SUSTAVA
2.4.1. In vitro probava

Probavu mozemo opisati kao slozeni sustav koji zapocinje u ustima i zavrSava anusom. U
probavu su ukljuceni jetra, zucni mjehur, zlijezde slinovnice i gusteraca. Prilikom probave
dolazi do razgradnje proteina na aminokiseline, masti na masne kiseline i glicerol dok se
ugljikohidrati razgraduju na jednostavne Secere. Molekule poput polifenola tijekom probave se
transformiraju u druge molekule. Sustavi in vitro probave koriste se kako bi se odredile
promjene u strukturi i sastavu hrane tj. odredenih sastavnica prehrane te kako bi se omogucio
jednostavniji i jefitniji nacin za razumijevanje procesa probave i bioiskoristivosti komponenata
hrane (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

2.4.2. Probava u ustima

U ustima dolazi do kemijskih, biokemijskih 1 mehanickih promjena koje su posljedica
promjene temperature, pH, a samim time i ionske jakosti, razgradnje enzimima prisutnim u
slini te zvakanjem. Simulacija uvjeta u ustima preporuca se za uzorke bogate ugljikohidratima
te za uzorke ¢ija je veliCina Cestica izmedu 50—1000 pm. In vitro probava u ustima najcesce

ukljuéuje dodatak a-amilaze pri pH 7 (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).
2.4.3. Probava u zelucu
Probava u zelucu ukljucuje peristaltiku koja usitnjava hranu na Cestice veli¢ine 1 do 2 mm, te

aktivnost probavnih sokova prisutnih u Zelucu. Zeludani sok je smjesa pepsinogena, lipaza,

mukusa, elektrolita, klorovodi¢ne kiseline i vode. Prije dolaska hrane u zeludac pH Zzeluca je
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1,3 do 2,5. Dolaskom hrane pH vrijednost zeluca se povecava iznad pH = 4,5 ovisno o

puferskom kapacitetu unesene hrane.

2.4.4. Probava u tankom crijevu (duodenum)

U tankom crijevu pH vrijednosti variraju izmedu 5,4 i 7,5 u duodenumu; U jejunumu se kre¢u
u rasponu od 5,3 do 8,1 dok su u ileumu u rasponu od 7,0 do 7,5. Osim pH u obzir se uzimaju
temperatura, vrijeme probave i djelovanje elektrolita, enzima (pankreasne proteaze, amilaze i
lipaze zajedno s maltazom, laktazom, a-dekstrinazom i peptidazama) i zu¢nih soli. Razina
kisika, prisutnost o -glukozidaze, dovoljna koncentracija Zu¢nih soli, lipaze, amilaze i proteaze
su ¢imbenici koji utjeCu na apsorpciju fitokemikalija. Neprobavljeni trigliceridi vezanjem
fitokemikalija mogu onemoguciti apsorpciju lipofilnih fitokemikalija dok proteini i
polisaharidi koji nisu probavljeni mogu vezati fitokemikalije topive u vodi te na taj nacin
utjecati na njihovu biodostupnost. Razlike u enzimima koji se koriste ¢ine razliku medu
istrazivanjima §to predstavlja problem pri usporedivanju rezultata razlicitih istrazivanja

(Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

2.4.5. Probava u debelom crijevu

Veliki kataliti¢ki i hidroliti¢ki potencijal debelog crijeva lezi u priblizno 102 mikroorganizama
na cm® povrsine debelog crijeva. Enzimi crijevne mikroflore zasluzni su za katalizu brojnih
reakcija hidrolize, dehidroksilacije, demetilacije, cijepanja prstenova, dekarboksilacije i
dekonjugacije (Spencer, 2003). Za razliku od humanih enzima, kataliti¢ka sposobnost enzima
crijevne mikroflore ima potencijal da razgradi spojeve poput fenolnih kiselina. Takav uéinak
dokazan je istrazivanjima koja su analizirala specificne metabolite u urinu ¢ija je povecana
koncentracija povezana sa poveéanom konzumacijom hrane bogate polifenolnim spojevima
(Spencer, 2003).
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2.4.6. Probava polifenola

Polifenoli u hrani uglavnom se nalaze u obliku estera, glikozida i polimera $to odreduje njihovu
probavljivost u gastrointestinalnom traktu te se apsorbiraju procesom difuzije pri ¢emu
prolazak kroz lipidni dvosloj stanica ovisi 0 njihovoj polarnosti te se polarniji polifenoli bolje
apsorbiraju. Najbolje se apsorbiraju izoflavoni, a slijede ih galna kiselina, katehini, flavanoni i
glukozidi kvercetina. S druge strane, proantocijanidi, katehini porijeklom iz ¢aja na koje je
vezana galna kiselina i antocijani se najslabije apsorbiraju (Brglez Mojzer i sur., 2016).

lako je vrijeme probave u ustima kratko, do vaznih interakcija dolazi kada polifenolni spojevi
reagiraju sa komponentama koje su prisutne u slini (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).
Istrazivanje poput onog koje su proveli Ginsburg i sur. (2012) ukazuje kako slina ima vaznu
ulogu u povecanju topivosti polifenola porijeklom iz biljnih sokova a samim time i njihovu
dostupnost. U ustima je takoder prisutna i f-glukozidaza koja ovisno o tipu Secera prisutnog u
glikozidima moze dovesti do hidrolize (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020). Polifenoli imaju
tendenciju vezanja za proteine iz sline, hidrofobnost povecava jakost veze polifenol-protein
(Wojtunik-Kulesza i sur., 2020). U Zelucu dolazi do apsorpcije manje koli¢ine polifenolnih
spojeva (Jurinjak-Tusek i sur., 2017). Djelovanjem enzima koji su prisutni u zelucu i niskog
pH dolazi do razgradnje polifenola ha manje jedinice. Uvijeti visokog pH u duodenumu dovode
do metilacije, deglikolizacije, glukuronizacije, vezanja sulfatne skupine, hidroksilacije
polifenola §to moze dovesti do poveéanja antioksidacijske aktivnosti. Slobodne polifenolne
kiseline mogu se apsorbirati u Zelucu dok se esterificirane polifenolne kiseline razgraduju uz

pomoc¢ crijevne mikroflore (Wojtunik-Kulesza i sur., 2020).

2.4.7. Probava emulzija

Tijekom probave emulzije su izlozene razli¢itim uvjetima te su struktura, gustoca, sastav i
naboj medufaznog sloja vazni ¢imbenici koji odreduju sudbinu emulzije tijekom procesa

probave (Singh i sur., 2009).

Probava u ustima mijenja temperaturu emulzije na tjelesnu temperaturu te pH ¢ime se mijenja
ionska jakost. Unato¢ kratkom vremenu izlaganja slini i probavnim enzimima U ustima, ipak
dolazi do odredenih promjena koje utjecu na stabilnost emulzije. Slina i mucin utje¢u na pojavu
flokulacije. Do flokulacije dolazi kada visokomolekularni polimer pri izrazito niskim

koncentracijama adsorbira dvije ili vise kapljica emulzije formiraju¢i mostove. Flokulacija je
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takoder posljedica prisutnosti biopolimera koji nema sposobnost adsorpcije u kontinuiranoj
fazi emulzije, a koji potiCe povezivanje kapljica emulzije stvaranjem gradijenta osmotskog
tlaka u kontinuiranoj fazi. Osim mucina koji je zasluzan za flokulaciju kapljica emulzije, koji
se prema in vitro istrazivanjima u slini nalazi u preniskim koncentracijama da bi izazvao
flokulaciju, ¢ini se da drugi spojevi prisutni u ljudskoj slini utjecu na flokulaciju emulzija, kao
npr. glikoproteini bogati prolinom koji reagiraju s razli¢itim molekulama, osobito polifenolima
(Singh i sur., 2009).

Dolaskom u Zeludac dolazi do znac¢ajne promjene pH vrijednosti koje se krecu u rasponu od 1
do 3), mehani¢kog mijeSanja zbog peristaltike Zeluca i interakcija s probavnim sokovima u
zelucu. U zelucu dolazi do strukturnih promjena koje su posljedica procesa flokulacije i

koalescencije kapljica emulzije i modifikacije medufaznih slojeva (Singh i sur., 2009).

Novi uvjeti s kojima se susre¢u emulzije su uvjeti u duodenumu gdje je pH ponovno visi od
onog u zelucu §to za posljedicu ima i promjenu ionske jakosti. U duodenumu dolazi do
interakcija sa Zzu¢nim solima i pankreasnim sekretom. Zuéne soli odvajaju emulgator od
kapljica emulzije ¢ime Se potice vezanje lipaze na uljne komponente emulzije (Singh i sur.,
2009). Pretpostavlja se da napredovanje lipolize ovisi o emulgatoru, tj. o gusto¢i medufaznog
sloja i prisutnosti drugih komponenata. Istrazivanje koje su proveli Mun i sur. (2007) pokazalo

je da se proteini sirutke kao emulgatori lakSe uklanjaju iz medufaznog sloja od kazeinata.

Zbog vece specificne povrsine, emulzije s kapljicama manjeg promjera brze se hidroliziraju od
emulzija koje se sastoje od kapljica ve¢eg promjera. Takve razlike u emulzijama odreduju
stupanj hidrolize koji je u Zelucu u rasponu od 5 do 37 % te 30-75 % u duodenumu zdravih
ljudi (Singh i sur., 2009). U spomenutom istrazivanju koje su proveli Mun i sur. (2007)
navedeno je da stabilnost emulzija ovisi o tipu emulgatora pri ¢emu je izolat proteina sirutke

najmanje stabilan, a emulzije pripravljene s emulgatorom Tween 20 najstabilnije.

2.4.8. Probava emulgiranih vodenih ekstrakata
Kako bi se sprijecio utjecaj okolisnih uvjeta (npr. svjetlo, temperatura ili kisik) na stabilnost

polifenola i njihovu bioaktivnost predlozena je inkapsulacija polifenola u nanocestice emulzija

kako bi se povecala njihova biodostupnost. Prednosti inkapsuliranih polifenola u nanocestice
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su njihova biorazgradivost, niska toksicnost 1 mogucénost modificiranja otpustanja

inkapsuliranih spojeva (Pimentel-Moral i sur., 2018).

Polifenoli kao izrazito reaktivne molekule prolaskom kroz gastrointestinalni trakt dolaze u
interakcije s drugim komponentama hrane pa tako i sa lipidima tj. produktima lipidne
peroksidacije. Pri interakciji sa produktima lipidne peroksidacije dolazi do smanjenja
antioksidacijskog kapaciteta polifenolnih spojeva, medutim ukoliko su inkapsulirani unutar
nanoCestica emulzije do takvih interakcija ne dolazi Cime se sprjeCava smanjenje
antioksidacijske aktivnosti (Pimentel-Moral i sur., 2018). Velika raznolikost polifenolnih
spojeva i njihove reaktivnosti izazovi su pri odabiru uljne faze i emulgatora koji bi povecali
ucinkovitost inkapsulacije i biodostupnost polifenola u gastrointestinalnom sustavu. Svi
spojevi prisutni u emulziji mogu utjecati na svojstva emulzije tj. na medufazne povrsine te
veli¢inu i oblik Cestica. Prisutnost visoke koncentracije emulgatora koji ima ulogu povecati
stabilnost emulzije moze kompromitirati topivost spojeva §to je negativna strana ove metode
(Piementel-Moral i sur., 2018). Unato¢ tome, postoje istrazivanja koja potvrduju uspjes$nost
ove metode. Polifenoli iz crnog i zelenog ¢aja u emulziji s maslinovim uljem, fosfatidilkolinom
i Zuénim solima povecali su veli¢inu kapljica emulzije i smanjili specifi¢nu povrSinu interakcije

fosfatidilkolina na kapljicama emulzije (Shishikura i sur., 2006).

Brza probava i brze otpustanje inkapsuliranih spojeva pripisuje se Karakteristikama kapljica
emulzije. Karakteristike kapljica emulzije koje tome doprinose su mala veli¢ina kapljica i
posljedi¢no velika povrsina. Takve kapljice mogu se apsorbirati putem limfnih Zila, mukoznim
slojem stanica u crijevima ili endocitozom §to povecava terapeutski uc¢inak inkapsuliranih

spojeva (Piementel-Moral i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Uzorci

Za pripravu vodenih ekstrakata koristeni su list kadulje (Salvia officinalis L.), cvijet lavande

(Lavandula angustifolia), zelen majéine dusice (Thymus serpyllum), list melise (Melissa

officinalis) i list mente (Mentha x piperita) proizvodaca Suban d.o.o. (Strmec Samoborski,

Hrvatska), berba 2020. godine. Zemlja podrijetla kadulje i maj¢ine dusice je Hrvatska, lavande

Kina dok je zemlja podrijetla za mentu i melisu Srbija.

3.1.2. Kemikalije

U eksperimentalnom radu koriStene su sljedece kemikalije:

Destilirana voda

Suncokretovo ulje, Zvijezda, Zagreb, Hrvatska

a-amilaza, Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave

Dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4) p.a., Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH (C1sH12NsOeg)) p.a., Sigma-Aldrich, Njemacka
Folin-Ciocalteau reagens p.a., Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Galna kiselina (CsH2(OH)3COOH) p.a., ACROS ORGANICS, Kina

Kalcijev klorid (CaClz) p.a., GRAM-MOL d.o.0., Zagreb, Hrvatska

Klorovodi¢na kiselina (HCI) 37 %, CARLO ERBA Reagents S.A.S, Francuska
Metanol (CH30H) p.a., J.T. Baker, Nizozemska

Natrijev acetat-trihidrat (CHsCOONa - 3H20) p.a., J.T. Baker, Nizozemska

Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat (NaH2PO4 - 2H20) p.a., Kemika d.d., Zagreb,
Hrvatska

Natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) p.a., Franck, Zagreb, Hrvatska

natrijev karbonat (Na.COs) p.a., GRAM-MOL d.o0.0., Zagreb, Hrvatska

Natrijev klorid (NaCl) p.a., Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave
Koncentrirana octena kiselina (CH3COOH) p.a., T.T.T.d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska
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e Pankreatin, Sigma-Sldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave

e Pepsin, Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo

e PEG (polietlien glikol) 1500 Acros Organics, Njemacka

e PEG (polietilen glikol) 6000 Acros Organics Belgija

e PEG (polietilen glikol) 20000 SigmaAldrich, Njemacka

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) p.a., Sigma-
Aldrich Co., Rusija

e 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin (TPTZ, (C1sH1206)) p.a., Sigma-Aldrich, Svicarska

o Zeljezov(ll) klorid heksahidrat (FeCls - 6 H,0) p.a., GRAM-MOL d.o.0., Zagreb,
Hrvatska

o Zeljezov(lll) sulfat heptahidrat (FeSO4 - 7 H20) p.a., Sigma-Aldrich, Njemacka

e Zucne soli, Sigma-Aldrich, Auckland, Novi Zeland

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

e Analiticka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)

e eksikator (Normax, Portugal)

¢ konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, gvicarska)

e laboratorijski suSionik (InkoLab ST60T, Hrvatska)

e magnetska mjesalica (Heidolph Instruments, Njemacka)

e OMNI TH220-PCRH homogenizator (Omni international, SAD)

e pH metar (Jenco 601A, SAD)

e spektrofotometar (Biochrom Libra S12, Engleska)

e termometar (UNI-T UT33C digitanini multimetar, Poljska)

e uljna-vodena kupelj s integriranom mjesalicom (HBR 4 digital, IKA-Werke,
Njemacka)

e vorteks (Biosan Vortex V1 Plus, Latvija
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Pribor:

e aluminijske posudice

e Celulozni filter papir, veli¢ina pora 5-13 um (LLG Labware Meckenheim, Njemacka)
e kiveta od kvarcnog stakla

e menzure volumena 100 mL i 200 mL

e metalna Spatula za vaganje

e mikropipete volumena 10 - 100 pL, 100 -1000 pL, 0,5-5mL i1 - 10 mL

e plasticne kivete

e staklene ¢ase volumena 100 mL, 200 mL 1 250 mL

e staklene epruvete

e stakleni ljevci

3.2. METODE

3.2.1. Priprema vodenih biljnih ekstrakata

U staklenu ¢asu volumena 200 mL odvaze se 2 g usitnjenog osusenog bilja te se prelije sa 100
mL destilirane vode, prethodno zagrijane na temperaturu 80 °C u uljnoj kupelji (IKA HBR 4
digital, IKA-Werk Staufen, Njemacka) pri brzini mijesanja 250 rpm tijekom 30 minuta. Nakon
isteka vremena ekstrakcije uzorak se filtrira kroz celulozni filter papir velicine pora 5-13 um
(LLG Labware Meckenheim, Njemacka) kako bi se odvojila tekuca faza od krute faze. Tako
pripremljenim ekstraktima odredena su fizikalna svojstva (ukupne otopljene tvari, vodljivost i
pH) te kemijska svojstva (ukupni polifenoli te antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i
FRAP metodama).

3.2.2. Priprema emulzija ulje u vodenom ekstraktu biljaka
Emulzije ulje u vodenom ekstraktu biljaka pripremaju se mijesanjem suncokretovog ulja i
vodenih biljnih ekstrakata uz dodatak emulgatora polietilen glikol (PEG1500, PEG6000 i
PEG20000) pri prethodno odredenim optimalnim uvjetima (udio uljne faze u emulziji,

koncentracija emulgatora, brzina mijesanja, vrijeme mijesanja). Optimalni uvjeti za PEG1500
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iznosili su: 34,99 % udio uljne faze u emulziji, 2,10 % koncentracija emulgatora, brzina
mijesanja od 15250 rpm i vrijeme mijesanja od 4 min. Optimalni uvjeti za PEG6000 iznosili
su: 35 % udio uljne faze u emulziji, 3,52 % koncentracija emulgatora, brzina mijesanja od
15000 rpm i vrijeme mijesanja od 4 min. Optimalni uvjeti za PEG20000 iznosili su: 25,98 %
udio uljne faze u emulziji, 2,04 % koncentracija emulgatora, brzina mije$anja od 15900 rpm i
vrijeme mijeSanja od 4 min. Rezultati pokusa optimiranja emulgiranja nisu prikazani u ovom
diplomskom radu, ve¢ su preuzeti iz rada Ivankovi¢ (2020). U falcon epruvete volumena 15
mL otpipetira se odgovarajuc¢i volumen biljnog ekstrakta u kojem je prethodno otopljena
odgovaraju¢a masa emulgatora polietilen glikola te se otpipetira odgovarajuc¢i volumen
suncokretovog ulja. Pripremljena smjesa homogenizira se tijekom 4 minute. Tako
pripremljenim emulzijama odredena su fizikalna svojstva (ukupne otopljene tvari, vodljivost i
pH) te kemijska svojstva (ukupni polifenoli te antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i
FRAP metodama)

3.2.3. Invitro simulacija probavnog sustava

In vitro simulacija probavnog sustava provedena je prema metodi opisanoj u radu autora Ortega
i sur. (2011) te zapoc€inje korakom koji simulira uvjete u ustima. Izvaze se 40 mg a-amilaze i
otopi u 40 mL fosfatnog pufera s dodatkom 0,04 % w/w NaCl i 0,004 % CaCl,. Smjesa enzima,
pufera i soli stavi se u uljnu kupelj i zagrije na temperaturu 37 °C te se pri postignutoj
temperaturi doda 4 mL biljnog uzorka odn. pripremljene emulzije ulje u vodenom ekstraktu
biljke. Inkubacija traje 5 minuta. Nakon 5 minuta izuzeto je 1 mL uzorka iz reakcijske smjese.
Zatim je uslijedilo podeSavanje pH reakcijske smjese na pH = 2 postepenim dodavanjem
klorovodic¢ne kiseline (37 %), ¢cime se simuliraju uvjeti probave u Zelucu. Nakon podeSavanja
pH vrijednosti dodaje se suspenzija pepsina (60 mg pepsina otopljenog u 4 mL 0,01 mol L
HCI) te se reakcijska smjesa inkubira 2 sata pri 37 °C. Nakon dva sata izuzeto je 1 mL uzorka
iz reakcijske smjese. Tre¢i korak in vitro simulacije probavnog sustava zapocinje
podesavanjem pH reakcijske smjese na pH = 6,5 dodatkom NaHCO3 §to odgovara uvjetima u
tankom crijevu (duodenum). Nakon podesavanja pH vrijednosti dodaje se suspenzija
pankreatina (0,08 g pankreatina otopljenog u 10 mL fosfatnog pufera) i Zu¢nih soli (0,5 g
zuénih soli otopljenih u 10 mL fosfatnog pufera) te se reakcijska smjesa inkubira 2 sata pri 37
°C. Nakon 2 sata izuzeto je 1 mL uzorka iz reakcijske smjese. Nakon svakog provedenog

koraka in vitro simulacije probave, uzorci su profiltrirani te su odmah stavljeni na hladenje
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(smjesa leda i vode) te su im odredena fizikalna (ukupne otopljene tvari, vodljivost) i kemijska

(ukupni polifenoli te antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i FRAP metodama) svojstva.

3.2.4. Odredivanje fizikalnih svojstava

3.2.4.1. Mjerenje ukupne otopljene tvari i vodljivosti

Za mjerenje vodljivosti i udjela ukupnih otopljenih tvari koristen je konduktometar
(SevenCompact, Mettler Toledo, Svicarska) sa sondom koja se uroni u uzorak (biljni ekstrakt
odn. emulzija ulje u vodenom ektraktu biljke) pri ¢emu se ocitaju vrijednosti vodljivosti (MS
cm™) i ukupne otopljene tvari (g L™). Uzorci su prije svakog mjerenja homogenizirani na

vorteksu (BiosanVortex V1 Plus, Latvija).

3.2.4.2. Mjerenje pH

U ovom radu izmjerene su pH vrijednosti biljnih ekstrakata odnosno emulzija ulje u vodenom
ekstraktu biljaka prije samog procesa in vitro probave pomoc¢u pH metra (Jenco 601A, SAD)

koji je prethodno kalibriran koriste¢i standard s vrijednostima pH =4 i pH =7.

3.2.4.3. Odredivanje suhe tvari biljke standardnom metodom susenja

Standardnom metodom susenja odreduje se ostatak nakon suSenja na 105 °C do konstantne
mase (AOAC, 1995). U suhu i oznacenu aluminijsku posudicu s poklopcem, prethodno
izvaganu s to¢no$¢u m = +0,0002 g odvaze se odredena koli¢ina uzorka (biljnog materijala) (m
= 1-5 g £ 0,0001). Posudica se susi u susioniku sa skinutim poklopcem na 105 °C. Nakon
susenja koje traje 3 sata od trenutka kada je postignuta temperatura od 105 °C, poklopci se
stave na posudice, izvade iz suSionika i hlade oko pola sata u eksikatoru, a zatim se vazu te se

zabiljezi kona¢na masa za izracun suhe tvari odnosno vode.
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Izracun 1 izrazavanje rezultata:

Udio vode u uzorcima izra¢una se iz gubitka mase prema formuli:

% vode = (a-b) - 100/m 3
% suhe tvari = 100 - % vode 4)
Gdje su:

a — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)
b — masa posudice s uzorkom posije suSenja (g)
m — masa uzorka (g).

Na istom ispitnom uzorku moraju se obaviti najmanje 2 odredivanja, koja se ne smiju

razlikovati vise od 0,2 % obzirom na udio vode odnosno udio suhe tvari.

3.2.5. Odredivanje kemijskih svojstava

Za odredivanje antioksidacijskih svojstava biljnih ekstrakata i pripremljenih emulzija potrebno
je koristiti vise razli¢itih metoda (Mekini¢ 1 sur., 2014), stoga su koriStene metode odredivanja
ukupnih polifenola, (eng. Total Polyphenol Content, TPC) i antioksidacijske aktivnosti koja
ukljuéuje DPPH metodu (sposobnost ‘“hvatanja slobodnih radikala) i FRAP metodu

(sposobnost reduciranja Zeljeza).

3.2.5.1. Odredivanje ukupnih polifenola Folin-Ciocalteu metodom

Potrebno je pripremiti otopinu Folin-Ciocalteu reagensa razrjedenog s destiliranom vodom u
omjeru 1:2 i 20 %-tnu otopinu natrijevog karbonata (Na.COs3). Reakcijska smjesa pripremi se
pipetiranjem 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-Ciocalteu reagensa te
dodatkom 1,5 mL 20 %-tne otopine Na2COz pokrece se reakcija, uzorci stoje 2 sata na sobnoj
temperaturi nakon cega se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja pomocu
spektrofotometra (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska) pri valnoj duljini A = 765 nm.

Slijepa proba priprema se na isti na¢in kao i reakcijska smjesa za uzorke samo §to se, umjesto
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uzorka, dodaje 100 pL destilirane vode. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralele, a kao

rezultat se uzima srednja vrijednost.
Izrada bazdarnog pravca:.

Udio ukupnih polifenola rac¢una se na temelju jednadzbe bazdarnog pravca galne kiseline a
rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseine po gramu suhe tvari uzorka. Bazdarni
pravac izraduje se na temelju izmjerenih apsorbancija za otopine galne kiseline razliCite
koncentracije. Odvaze se 0,005 g galne kiseline u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do
oznake destiliranom vodom. Iz tako pripremljene ishodne otopine galne kiseline pripremaju se
razrjedenja koja odgovaraju koncentracijama galne kiseline 0 — 400 mg L. Umijesto uzorka,
reakcijska smjesa sadrzi 100 p L otopine galne kisline poznatih koncentracija. Za svaki uzorak
pripremaju se dvije paralelne probe te se kao rezultat uzima srednja vrijednost. Bazdarni pravac
izraduje se pomocu programa Microsoft Excel 2017. Na apscisi se nalaze koncentracije galne
kiseline (mg L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancija pri 765 nm (slika 2). Na

osnovu dobivene jednadzbe pravca izraCunaju se koncentracije ukupnih polifenola u uzorcima.

0,70 ~ y =0,0012x
R? =0,9998
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0,00 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
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Slika 2. Bazdarni pravac za galnu kiselinu
Pri ¢emu je:
x — koncentracija galne kiseline (mg L)
y —apsorbancija (A) pri 765 nm
R? — koeficijent determinacije.
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3.2.5.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Pripremi se ¢ = 0,094 mmol L* otopina DPPH radikala u metanolu. U staklenu epruvetu
otpipetira se 100 pL ispitivanog uzorka i doda 3,9 mL 0,094 mmol L™ otopine DPPH te dobro
homogenizira na vorteksu. Reakcija se odvija 30 minuta u mraku nakon cega se mijeri
apsorbancija pri A =515 nm u odnosu na slijepu probu koja, umjesto uzorka sadrzava jednaki
volumen metanola. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralele, a kao rezultat se uzima

srednja vrijednost.
Izrada bazdarnog pravca:

Antioksidacijska aktivnost racuna se na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca Troloxa a rezultati
se izrazavaju kao mmol ekvivalenata Troloxa po gramu suhe tvari uzorka. Postupak izrade
bazdarnog pravca (slika 3) je jednak protokolu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
DPPH metodom, ali se razlikuje u tome $to se umjesto 100 pL uzorka dodaje 100 pL otopine
Trolox-a poznate koncentracije (¢ = 0,01, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,8, 1,0 mmol L*). Za svaki
uzorak pripremaju se dvije paralelne probe te se kao rezultat uzima srednja vrijednost.
Promjena apsorbancije (AA) racuna se oduzimanjem apsorbancije uzoraka s Troloxom od

apsorbancije slijepe probe.

0,7

y=0,5697x
0,6 o R?=0,9895

0,5

0,4

A (515 nm)

03

0,2

0.1 o
0 -

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Trolox/mmol L1

Slika 3. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH metode
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Pri ¢emu je:
x — ekvivalent Troloxa (mmol L)
y — razlika slijepe probe i apsorbancije uzorka pri 515 nm

R? — koeficijent determinacije.

3.2.5.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Za pripremu FRAP reagensa potrebno je pripremiti acetatni pufer koncentracije 300 mmol L
1 otopinu 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) koncentracije 10 mmol L, te vodenu otopinu
zeljezovog(l11) klorid heksahidrata (FeCls - 6H20) koncentracije 20 mmol L. FRAP reagens
priprema se mijesanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ-a i 2,5 mL FeCls - 6H20, tako
da omjer dodanih otopina bude 10:1:1.

Za postupak mjerenja, u staklenoj peruveti se pomijesa 50 uL uzorka i 950 uL. FRAP reagensa
te se nakon to¢no 4 minute izmjeri absorbancija pri 2 = 593 nm. Slijepa proba se priprema tako
da se umjesto 50 puL uzorka dodaje 50 pL destilirane vode i pomijesa s istom kolicinom FRAP
reagensa. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe te se kao rezultat uzima srednja
vrijednost. Antioksidacijska aktivnost racuna se na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca FeSO4
- 7H20 (c = 0 — 1 mmol L), a rezultati se izrazavaju kao mmol ekvivalenata FeSO4 - 7H20 po

volumenu ili masi uzorka.
Izrada bazdarnog pravca:

Postupak izrade bazdarnog dijagrama sastoji se od pripreme otopina zeljezovog(ll) sulfat
heptahidrata (FeSO4 - 7H,0) poznate koncentracije (c = 0,1, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 mmol L?). Za
svaki uzorak pripremaju se dvije paralele na na¢in da se umjesto 50 pL uzorka dodaje jednaka
kolicina otopine zeljezovog(Il) sulfat heptahidrata (FeSO4 - 7H.0) te se, kao rezultat, uzima
srednja vrijednost. Promjena apsorbancije racuna se oduzimanjem apsorbancije slijepe probe
od apsorbancije uzorka koje sadrzi FeSO4 - 7H20. Na temelju izmjerenih apsorbancija izradi
se bazdarni pravac uz pomo¢ programa Microsoft Excel 2017 koji na osi apscisa sadrzi
koncentracije otopina Zzeljezovog(ll) sulfat heptahidrata (FeSOs4 - 7H.0), a na ordinati

izracunate promjene apsorbanci (slika 4).
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Slika 4. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom FRAP metode

Pri cemu je:
x — ekvivalent FeSO4 - 7H,0 (mmol L)
y — razlika uzorka i apsorbancije slijepe probe pri 593 nm

R? — koeficijent determinacije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu analizirana je in vitro stabilnost pet vrsta biljnih ekstrakata u teku¢em obliku i u
obliku emulzija: kadulje (Salvia officinalis L.), lavande (Lavandula angustifolia), majcine
dusice (Thymus serpyllum), melise (Melissa officinalis) i mente (Mentha x piperita). Vodeni
ekstrakti biljaka pripremljeni su klasi¢nom ekstrakcijom (ekstrakcija kruto-tekucée) dok su
emulzije ulja u vodenom ekstraktu biljaka pripremane mijeSanjem suncokretovog ulja i biljnih
ekstrakata uz dodatak emulgatora polietilen glikol razli¢ite molekulske mase (PEG1500,
PEG6000 i PEG20000). Rezultati su prikazani pomocu tablica i graficki. Fizikalna svojstva
(TDS, vodljivost i pH) biljnih ekstrakata i pripremljenih emulzija prikazani su u tablici 2. dok
su fizikalna svojstva (TDS i vodljivost) biljnih ekstrakata i emulzija koje su propustene kroz in
vitro probavni sustav prikazani u tablici 3. Rezultati kemijskih analiza biljnih ekstrakata i
pripremljenih emulzija prikazani su slikama 5-9 (ukupni polifenoli), slikama 10-14
(antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom) te slikama 15-19 (antioksidacijska
aktivnost mjerena FRAP metodom). Na temelju podataka dobivenih kemijskom analizom
biljnih ekstrakata i emulzija, izracunat je postotak prezivljavanja za svaku vrstu biljnog uzorka

te je uvrSten u tablicu 4.

4.1. FIZIKALNA SVOJSTVA BILINIH EKSTRAKATA | EMULZIA ULJE U
VODENOM EKSTRAKTU BILJAKA PRIJE I NAKON in vitro SIMULACIJE
PROBAVE

Fizikalna svojstva biljnih ekstrakata i emulzija ulje u vodenom ekstraktu biljaka s dodatkom

emulgatora prije i nakon in vitro simulacije probavnog sustava prikazani su u tablicama 2 i 3.
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Tablica 2. Fizikalna svojstva biljnih ekstrakata i pripremljenih emulzija ulje u biljnim
ekstraktima s emulgatorom polietilen glikol (PEG1500, PEG6000, PEG20000) prije in vitro

probave
pH vodljivost/mS cm™ | ukupne otopljene tvari/g L
Menta 5,85 1,586+0,16 0,676x0,08
% Majcina 5,93 0,851+0,07 0,429+0,03
% dusica
'g Kadulja 5,57 1,338+0,14 0,651+0,07
S Melisa 5,77 1,76420,18 0,8730,09
Lavanda 5,07 1,307%0,13 0,650+0,06
Menta 6,01 0,145%0,004 0,073+0,002
5 § Majcina 6,09 0,074+0,002 0,037+0,001
E(ua dusica
S O
§ % Kadulja 5,81 0,147+0,005 0,074+0,003
%2 z_g Melisa 6,13 0,184+0,006 0,092+0,003
@ Lavanda 571 0,079+0,052 0,040+0,003
Menta 5,86 0,176x0,005 0,088+0,003
.3 % MajcCina 5,99 0,063£0,001 0,032+0,0007
g Ll dusica
§ % Kadulja 575 0,113£0,004 0,057+0,002
%2 Eg Melisa 5,89 0,186%0,007 0,093+0,004
| Lavanda 5,20 0,099+0,003 0,050+0,002
o Menta 573 0,134+0,006 0,067+0,003
§ % MajcCina 6,00 0,071+0,002 0,036+0,001
E g dusica
g 5 Kadulja 5,54 0,117+0,004 0,059+0,002
%—‘ Lg Melisa 5,78 0,163%0,004 0,082+0,002
©| Lavanda 5,09 0,114+0,004 0,057+0,002

pH vrijednosti za biljne ekstrakte krec¢u se u rasponu od 5,07 do 5,93. U usporedbi sa pH
vrijednos¢u pripremljenih emulzija ne uocava se znacCajna razlika iako su pH vrijednosti
pripremljenih emulzija nesto vise (tablica 2). Dobivene vrijednosti ne odstupaju znacajno od

pH vrijednosti koje su izmjerene za iste biljne vrste (4,56 — 6,82) u istrazivanju autora Mari¢
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(2017) dok je u istrazivanju Sari¢ (2020) izmjeren raspon pH vrijednosti istih biljnih vrsta od
4,96 do 6,18.

Najvise vrijednosti vodljivosti i TDS-a izmjerene su za melisu (vodljivost = 1,764 mS cm™
odn. TDS = 0,873 g L) dok su najnize vrijednosti izmjerene za maj¢inu dusicu (vodljivost =
0,851 mS cm™ odn. TDS = 0,429 g L") (tablica 2). Vrijednosti vodljivosti za biljne ekstrakte
kre¢u se u rasponu od 0,851 mS cm™ do 1,764 mS cm, a vrijednosti TDS-a kreéu se u rasponu
od 0,429 g L™ do 0,873 g L. Prema Sari¢ (2020), vrijednosti vodljivosti za biljne ekstrakte
kretale su se u rasponu od 0,986 mS cm™ (kadulja) do 1,642 mS cm™ (melisa). U ovom radu,
znacajno vise vrijednosti vodljivosti i TDS-a izmjerene su za biljne ekstrakte u odnosu na
pripremljene emulzije (tablica 2). Vodljivost je mjera kojom se iskazuje sposobnost otopine da
provodi elektri¢nu struju te je odreduju prisutnost slabih elektrolita, pH i temperatura. Razlika
u pH vrijednosti te interakcije polifenola sa uljem i emulgatorom polietilen glikolom smanjile
su sposobnost emulgiranih uzoraka da provode elektri¢nu struju u usporedbi s neemulgiranim

uzorcima (Jurinjak Tusek i sur., 2020).

pH vrijednosti za pripremljene emulzije ulje u vodenim biljnim ekstraktima s dodatkom
emulgatora PEG1500 izmjerene su u rasponu od 5,71 do 6,13; s dodatkom emulgatora
PEG6000 krec¢u se u rasponu od 5,20 do 5,99 dok su izmjerene pH vrijednosti za emulzije u
kojima je dodan emulgator PEG20000 u rasponu od 5,09 do 6,00 (tablica 2). Na temelju
eksperimentalno dobivenih podataka moze se zakljuciti kako su se pH vrijednosti pripremljenih
emulzija s biljnim ekstraktima smanjivale povec¢anjem molekulske mase polietilen glikola.
Takoder je najniza pH vrijednost izmjerena za emulziju koja je pripremana s vodenim
ekstraktom lavande uz dodatak PEG20000 (5,09) dok je najvisa pH vrijednost izmjerena za
emulziju pripremanu s vodenim ekstraktom maj¢ine duSice uz dodatak PEG1500 (6,09)

(tablica 2).

Najvise vrijednosti vodljivosti izmjerene su za emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise, uz
dodatak sva tri emulgatora: zatim slijede menta, kadulja i lavanda dok su najnize vrijednosti
vodljivosti izmjerene za majéinu duSicu. Izmjerene vrijednosti vodljivosti u korelaciji su s
vrijednostima za ukupne otopljene tvari (tablica 2) (Sari¢, 2020; Cvetkovi¢ i sur., 2018).
Najvise otopljenih tvari sadrzavale su emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise (0,092 g L
uz dodatak PEG1500; 0,093 g L uz dodatak PEG6000; 0,082 g L uz dodatak PEG20000)
dok su najmanje otopljenih tvari sadrzavale emulzije ulje u vodenom ekstraktu majcine dusice

(0,037 g L't uz dodatak PEG1500; 0,032 g L uz dodatak PEG6000; 0,036 g L™ uz dodatak
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PEG20000). Na temelju eksperimentalno dobivenih rezultata vidljivo je da postoji pozitivna
korelacija izmedu izmjerenih vrijednosti TDS-a i vodljivosti sa ukupnim polifenolima: najvise
vrijednosti TDS-a i vodljivosti (tablica 2) kao i najvise vrijednosti UF-a izmjerene su za melisu
(slika 8), dok su najnize vrijednosti TDS-a i vodljivosti, kao i najnize vrijednosti UF-a,
izmjerene za majc¢inu dusSicu (slika 6). Prema Benkovic i sur. (2016) postoji snazna korelacija
izmedu ukupnih otopljenih tvari 1 vodljivosti sa ukupnim polifenolima (UF) i

antioksidacijskom aktivnoscu u ekstraktima kamilice (Matricaria recutita L.).
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Tablica 3. Fizikalna svojstva biljnih ekstrakata i pripremljenih emulzija ulje u biljnim ekstraktima s emulgatorom polietilen glikol (PEG1500,
PEG6000, PEG20000) nakon in vitro probave

MENTA MAJCINA DUSICA KADULJA MELISA LAVANDA
TDS[g L | Vodljivost 17 | Vodljivost 47 | Vodljivost | TDS[g L | Vodljivost 1 Vodljivost
1 [MS cm?] TDS[gL7] [MS cm™] TDS[gL7] [MS cm™] 1 [MS cm] TDS[gL7] [MS cm™]
biljni ekstrakt
usta 1,19+0,12 | 2,42+0,24 1,29+0,13 2,56+0,26 1,13+0,11 2,45+£0,24 | 1,29+£0,13 | 2,00%0,20 1,24+0,12 2,48+0,25
zeludac 2,28%0,23 | 4,64+0,46 2,35%0,23 5,02+0,50 2,3910,24 4,84+0,48 | 2,30+0,23 | 4,84+0,48 2,42+0,24 4,78+0,48
duodenum | 2,79+0,28 | 5,52+0,52 2,75%0,75 5,59+0,56 2,58+0,26 5,13+0,51 | 2,45+0,25 | 5,37+0,54 2,54+0,25 5,67+0,57
PEG1500
usta 2,01+0,20 | 3,39+0,34 1,89+0,19 3,26+0,33 1,76+0,18 4,19+0,42 | 2,01+0,20 | 3,09%0,31 1,60+0,16 4,95+0,50
4,95+0,50
Zeludac 3,01+0,30 | 5,02+0,50 2,94+0,29 5,37+0,54 2,72+0,27 6,08+0,61 | 2,81+0,28 | 5,55+0,55 2,46%0,25
duodenum | 3,50+0,35 | 6,73+0,67 3,79+0,38 6,80+0,68 3,72+0,37 6,72+0,67 | 2,51+£0,25 | 6,38%0,64 3,02+0,30 5,45+0,55
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PEG6000

usta 2,71920,28 5,51+0,55 2,45+0,25 5,50+0,55 2,87+0,29 5,32+0,53 | 2,51+0,25 | 5,29+0,53 2,57+0,26 4,91+0,49
zeludac 4,95+0,50 | 10,01+1,00 | 4,35+0,44 9,33+0,93 4,24+0,42 8,44+0,84 | 4,07+0,41 | 8,29+0,83 4,17+0,42 7,84+0,78
duodenum | 6,18+0,62 | 12,85+1,29 | 5,11+0,51 | 10,00£1,00 | 4,73+0,47 9,68+0,97 | 4,74+0,47 | 10,23+1,02 4,86+0,49 9,51+0,95
PEG20000
usta 2,65+0,27 | 5,33+0,53 2,45+0,25 4,40+0,44 2,53+0,25 5,25+0,53 | 2,39+0,24 | 4,95+0,50 2,33+0,223 5,03+0,20
Zeludac 4,50+0,45 | 8,25+0,83 4,20+0,42 8,35+0,84 3,63+0,36 7,18+0,72 | 4,01+0,40 | 7,94+0,79 3,92+0,39 8,15+0,81
duodenum | 4,93+0,49 | 9,76+0,98 4,51+0,45 9,16+0,92 4,48+0,45 8,63+0,86 | 4,80+0,48 | 9,72+0,97 4,56+0,46 9,13+0,91
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In vitro simulacija probavnog sustava sastoji se od tri dijela: usne Supljine, Zeluca i tankog
crijeva. Uvjeti probave su simulirani na nacin da je temperatura medija podeSavana na 37 °C,
promjenom pH vrijednosti prilikom prelaska iz jednog odjeljka u drugi te dodavanjem
probavnih enzima koji su karakteristicni za svaki dio sustava. Sukladno ocekivanjima,
vrijednosti vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari nakon provedene in vitro simulacije
probavnog sustava (tablica 3) povecale su se za analizirane biljne ekstrakte i emulzije $to je i
o¢ekivano uslijed dodatka pufera, klorovodi¢ne kiseline, enzima i Zu¢nih soli kroz svaki
odjeljak in vitro probave. Maksimalne vrijednosti vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari
izmjerene su za tanko crijevo (duodenum). Takoder je primijecen trend povecanja vrijednosti
vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari kod pripremljenih emulzija s obzirom na dodani
emulgator te su uzorci emulzija sa emulgatorom PEG6000 imale vece vrijednosti vodljivosti
i ukupnih otopljenih tvari za svaki provedeni korak in vitro probave, u odnosu na uzorke
emulzija koje su sadrzavale emulgator PEG1500 i PEG20000.

4.2. KEMIJSKA SVOJSTVA BILINIH EKSTRAKATA | EMULZIJA ULJE U
VODENOM EKSTRAKTU BILJAKA NAKON in vitro SIMULACIJE PROBAVE

Kemijska svojstva (UF, DPPH i FRAP) biljnih ekstrakata i emulzija ulje u vodenom ekstraktu
biljaka s dodatkom emulgatora nakon in vitro simulacije probavnog sustava prikazana su na
slikama 5-19. Rezultati dobiveni analizom pocetnih uzoraka (ekstrakata ili emulzija) oznaceni

su kao nulte koncentracije.

35



140

120
2 100
=)
w 80
<
o
=
£ 60
o
-]
40
. . i M [TT
0 Y 1
BILINI EKSTRAKT PEG1500 PEG6000 PEG20000

mpocetna (nulta) koncentracija ®usta ™ zZzeludac duodenum

Slika 5. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za teku¢i ekstrakt mente i
emulzije ulje u vodenom ekstraktu mente s dodatkom emulgatora (PEG1500, PEG6000,

PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 6. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za tekuci ekstrakt majcine
dusice i emulzije ulje u vodenom ekstraktu majcine dusice s dodatkom emulgatora (PEG1500,

PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 7. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za tekuéi ekstrakt kadulje i
emulzije ulje u vodenom ekstraktu kadulje s dodatkom emulgatora (PEG1500, PEG6000,

PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 8. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za tekuci ekstrakt melise i
emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise s dodatkom emulgatora (PEG1500, PEG6000,

PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 9. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za tekuc¢i ekstrakt lavande i
emulzije ulje u vodenom ekstraktu lavande s dodatkom emulgatora (PEG1500, PEG6000,

PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava

Na slikama 5 do 9 prikazane su pocetne (nulte) vrijednosti UF za biljne ekstrakte i pripremljene
emulzije te vrijednosti UF nakon prolaska kroz probavni sustav in vitro. Biljni ekstrakt melise
pokazuje najvise pocetne vrijednosti udjela ukupnih polifenola (UF) (96,934 mgcae g lstv.),
nakon ¢ega slijede menta, kadulja i lavanda, dok je najniza vrijednost UF zabiljezena za biljni
ekstrakt majéine dusice (41,612 mgcae glswv.). Takvi rezultati djelomi¢no su u skladu sa
rezultatima istrazivanja Sari¢ (2020) gdje su najviSe vrijednosti UF takoder zabiljeZzene za
vodeni ekstrakt melise (73,75 mgcae gsw.), @ zatim slijede kadulja, menta, majé¢ina dusica te
lavanda 22,50 (mgeae gw.). U istrazivanju autora Jurinjak Tusek i sur. (2020) najvise
vrijednosti UF dobivene su za majéinu dusicu (188 mgcae glswv.) dok su najnize vrijednosti
dobivene za kadulju (58 mgcae g7sw.). Razligitosti izmedu rezultata ovog istrazivanja i
istrazivanja autora Jurinjak Tusek i sur. (2020) mogu se pripisati razli¢itoj godini berbe
istrazivanog biljnog materijala. Stagos i sur. (2012) su, pri odredivanju udjela ukupnih
polifenola vodenih ekstrakata 24 biljaka grckih domacih vrsta porodice Lamiaceae, dobili
vrijednosti koje su se kretale u rasponu od 90 mgcae gswv. do 575 mgcae g ls.wv. Aprotosoaie i
sur. (2013), ispitali su utjecaj otapala (70 %-tni i 50 %-tni etanol) na udio polifenola porijeklom
iz biljaka porodice Lamiaceae (melisa, lavanda, menta, maj¢ina dusica, kadulja i ruzmarin).

Pri tome su se izmjerene vrijednosti ukupnih polifenola kretale u rasponu od 30,7 mgcae gsv.
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za lavandu do 51,6 mgcae g %.w. za melisu koristenjem 70 %-tnog etanola te u rasponu od 31,0
mgcae g%, za lavandu do 65,1 mgeae gl za melisu koristenjem 50 %-tnog etanola. U
usporedbi sa izmjerenim vrijednostima u vodenim biljnim ekstraktima u ovom istrazivanju,
vrijednosti ukupnih polifenola etanolnih ekstrakata su nize, $to se pripisuje razlicitoj topivosti
polifenolnih spojeva u razli¢itim otapalima.

Pocetne (nulte) vrijednosti UF emulgiranih biljnih ekstrakata s dodatkom PEG emulgatora vise
su, u usporedbi s pocetnim vrijednostima biljnih ekstrakata (slike 5-9). Za emulzije ulje u
vodenim biljnim ekstraktima s dodatkom PEG1500, udio UF kretao se u rasponu od 61,736
Mgcae g sw. (majcina dusica) do 97,392 mgeae g sw. (Melisa). U emulgiranim ekstraktima s
dodatkom PEG6000, udio UF kretao se u rasponu od 50,697 mgcae g%sv. (lavanda) do 106,094
mgcae g L. (kadulja) dok su za emulgirane ekstrakte s dodatkom PEG20000 vrijednosti UF
bile u rasponu od 50,015 mgcate 9. (lavanda) do 127,516 mgcae g %s.wv. (kadulja). Na temelju
dobivenih vrijednosti moZe se uociti trend povecanja udjela UF povec¢anjem molekulske mase
polietilen glikola (PEG20000>PEG6000>PEG1500).

Vrijednosti UF-a, nakon prvog koraka in vitro probave (usta), zna¢ajno SU nize u uzorcima
biljnih ekstrakata kao i u emulgiranim biljnim ekstraktima s dodatkom PEG-a (PEG1500,
PEG6000, PEG20000) za sve ispitivane biljke (slike 5-9). Od biljnih ekstrakata, najveci pad
koncentracije UF uocen je kod lavande (3,252 mgcae g7sw.) dok je najmanji pad uocen kod
mente (32,016 mgcae §w.) u odnosu na poéetnu (nultu) koncentraciju. Sto se emulgiranih
biljnih ekstrakata tice, najveci pad koncentracije UF, nakon prvog koraka in vitro probave,
dobiven je kod emulzija ulje u vodenom ekstraktu lavande s dodatkom PEG1500 (1,878 mgcae
g%..) dok je najmanji pad koncentracije UF dobiven kod emulzija ulje u vodenom ekstraktu
majéine dusice s dodatkom PEG6000 (6,617 mgcae glsw.). Vrijednosti udjela UF-a nakon
zavrSenog drugog koraka in vitro probave (zeludac) pokazuju uglavnom padajucéi trend u
uzorcima biljnih ekstrakata, uz iznimku majéine dusice. Sto se emulgiranih biljnih ekstrakata
tice, udjeli UF takoder pokazuju padajuéi trend, uz iznimku emulzije ulje u vodenom ekstraktu
kadulje s dodatkom PEG6000 (13,148 mgcae glsw.) (slika 7). Vrijednosti udjela UF nakon
zavrSenog treceg koraka in vitro probave (duodenum) pokazuju rastuci trend za emulzije ulje
u vodenom ekstraktu mente s dodatkom PEG1500 (14,611 mgcae gsw.) i PEG6000 (5,931
mgcae g lswv.), emulziju ulje u vodenom ekstraktu majéine dusice s dodatkom PEG1500 (4,901
mgcae 9swv.), emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise s dodatkom PEG1500 (6,000 mgcae
g%sw.), PEG6000 (11,055 mgeae gswv) i PEG20000 (8,171 mgeae gsw.) te emulziju ulje u
vodenom ekstraktu lavande s dodatkom PEG20000 (4,638 mgcae gsw.). Sto se tice biljnih
ekstrakata, rastuéi trend UF pokazuje ekstrakt kadulje (10,397 mgcae g %), dok ostali biljni
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ekstrakti pokazuju padajuc¢i trend, odn. smanjenje udjela UF, nakon zavrSenog zadnjeg (treceg)
koraka probave. Usporeduju¢i vrijednosti UF-a prije (pocetna koncentracija) te nakon zavrSene
in vitro probave (koncentracija u duodenumu) moguce je primijetiti da su najveci stupanj
oc¢uvanja ukupnih polifenola, od emulgiranih uzoraka, imali uzorci emulgirani s vodenim
ekstraktom mente uz dodatak PEG1500 (slika 5), te uzorci emulgirani s vodenim ekstraktom
melise uz dodatak PEG6000 (slika 8). Sto se biljnih ekstrakata ti¢e, najveéi stupanj o¢uvanja

UF pokazali su uzorci mente (slika 5) i kadulje (slika 7).

Folin-Ciocalteu reagens moze reagirati sa drugim reduciraju¢im spojevima koji nisu polifenoli
zbog ¢ega moze doéi do precijenjene vrijednosti ukupnog sadrzaja polifenola (Brglez Mojzer
i sur., 2016). Prilikom provodenja ove metode u uzorcima u kojima je bio prisutan polietilen
glikol doslo je stvaranja bijelog taloga. Polietilen glikol ima sposobnost reagiranja s proteinima
pri ¢emu dolazi do njihova talozenja (McPherson, 1976). Medutim uzorci koristeni u ovom
istrazivanju ne bi trebali sadrzavati koli¢ine proteina dovoljne kako bi doslo do interakcija
protein — polietilen glikol pa mozemo zakljuciti da postoje i druge komponente reakcijske
smjese medu kojima je moglo doc¢i do interakcija koje bi dovele do stvaranja bijelog taloga.
Stoga bi za uzorke koji sadrze polietilen glikol i vodene ekstrakte biljaka bogate polifenolima
bila prikladnija druga metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola (UF). Prema Brglez
Mojzer 1 sur. (2016) najcesSce koriStene metode za odredivanje udjela polifenola su tekuca
kromatografija visoke u¢inkovitosti (eng. high-performance liquid cromatography, HPLC) i

plinska kromatografija (eng. gas chromatography, GC).
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Slika 10. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
teku¢i ekstrakt mente i emulzije ulje u vodenom ekstraktu mente dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
tekuci ekstrakt majc¢ine duSice 1 emulzije ulje u vodenom ekstraktu majc¢ine dusice dodatkom
emulgatora (PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog

sustava
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
teku¢i ekstrakt kadulje i emulzije ulje u vodenom ekstraktu kadulje dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 13. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
tekuci ekstrakt melise i emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 14. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
tekuci ekstrakt lavande i emulzije ulje u vodenom ekstraktu lavande dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava

Antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom za biljne ekstrakte prije in vitro probave
pokazuje razli¢it trend (slike 10-14). Najvise pocetne (nulte) vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti dobivene DPPH metodom izmjerene su za biljni ekstrakt mente (0,398 mmolrolox §°
Ls1v.), zatim slijede kadulja (0,381 mmoliroiox g %s1v.), melisa (0,359 mMoliroiox §sv.) i majéina
dusica (0,350 mmoliolox §s.v.) dok je najniza pocetna vrijednost zabiljezena za biljni ekstrakt
lavande (0,347 mmoltoiox 9 sv). Generali¢ Mekinié i sur. (2014) odredivali su antioksidacijsku
aktivnost DPPH metodom za biljne ekstrakte porodice Lamiaceae te je najvisa antioksidacijska

aktivnost izmjerena za melisu (233 mgcae L ).

Antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom za emulgirane biljne ekstrakte takoder
pokazuje promjene u odnosu na biljne ekstrakte (slike 10-14). Raspon pocéetnih DPPH
vrijednosti za emulgirane biljne ekstrakte uz dodatak emulgatora PEG1500 nesto je nizi: od
0,104 mmoltroiox g, (lavanda) do 0,370 mmoltroix g7swv. (Melisa). Za emulgirane biljne
ekstrakte uz dodatak emulgatora PEG6000 taj raspon iznosi od 0,066 mmoltroiox g7lstv.
(lavanda) do 0,295 mmoltroiox glswv. (melisa) dok raspon pocetnin DPPH vrijednosti za
emulgirane biljne ekstrakte uz dodatak PEG20000 iznosi 0,117 mmoltroiox gstv. (majéina

du§ica) do 0,334 MmOltrolox g_ls_tv_ (melisa).
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DPPH vrijednosti biljnih i emulgiranih ekstrakata tijekom i nakon in vitro probave znacajno su
nize u odnosu na njihove pocetne DPPH vrijednosti (slike 10-14). Dodatkom emulgatora
(PEG1500, PEG6000, PEG20000) smanjile su se pocetne DPPH vrijednosti emulgiranih
ekstrakata u odnosu na pocetne vrijednosti biljnih ekstrakata, uz iznimku biljnih i emulgiranih
ekstrakata melise, koja biljeZi visoke pocetne DPPH vrijednosti (slika 13). Najnize vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH metodom za biljne i emulgirane biljne ekstrakte, uz
dodatak sva tri emulgatora, izmjerene su za lavandu prije i tijekom in vitro probave (slika 14).
Mogu¢i razlog tome su cvjetovi i lis¢e lavande koji su bogati esencijalnim uljima iz kojih se
bioaktivne komponente ne mogu ekstrahirati sa vodom kao otapalom (Jurinjak Tusek i sur.,
2020). Tijekom in vitro probave (u drugom koraku-zelucu), najvise DPPH vrijednosti za sve
uzorke biljnih i emulgiranih ekstrakata su izmjerene u zelucu (Slike 10-14). DPPH vrijednosti
za uzorke biljnih ekstrakata najnize su za majéinu dusicu (0,032 mmoltroiox §s1v.) a najvise su
za melisu (0,078 mmoltrolox g% 1v.). Sto se ti¢e emulzija ulje u vodenim biljnim ekstraktima s
emulgatorom PEG1500, DPPH vrijednosti najniZe su za lavandu (0,032 mmoltroiox §7s1v.), @
najvise za melisu (0,050 mmoltox glsw). Sto se ti¢e emulzija ulje u vodenim biljnim
ekstraktima s emulgatorom PEG6000, DPPH vrijednosti iznose 0,022 mmoltriox g lstv. za
majéinu dusicu te 0,034 mmolTrolox § s v. za kadulju. Sto se ti¢e emulzija ulje u vodenim biljnim
ekstraktima s emulgatorom PEG20000, DPPH vrijednosti iznose 0,015 mmoltroiox g lstv. za
majéinu dusicu te 0,038 mmoltroox §lswv. za kadulju. Najvisa postignuta antioksidacijska
aktivnost u zelucu pripisuje se uvjetima pH, te razlikama u sposobnosti pojedinih biljaka da

reduciraju DPPH zbog razli¢itog udjela bioaktivnih komponenata.

Usporeduju¢i DPPH vrijednosti prije (pocetna koncentracija) te nakon zavrSene in vitro
probave (koncentracija u duodenumu) moguce je primijetiti da su najveci stupanj ouvanja
antioksidacijske aktivnosti, od emulgiranih uzoraka, imali uzorci emulgirani s vodenim
ekstraktom majcine dusice uz dodatak PEG600 (slika 11), uzorci emulgirani s vodenim
ekstraktom kadulje uz dodatak PEG6000 (slika 12) te uzorci emulgirani s vodenim ekstraktom
lavande uz dodatak emulgatora PEG1500 i PEG6000 (slika 14).
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za
tekuc¢i ekstrakt mente i emulzije ulje u vodenom ekstraktu mente s dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 16. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za
tekuci ekstrakt majéine dusSice i emulzije ulje u vodenom ekstraktu majéine dusice s dodatkom
emulgatora (PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog

sustava
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Slika 17. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za
tekuc¢i ekstrakt kadulje 1 emulzije ulje u vodenom ekstraktu kadulje s dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 18. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za
tekuci ekstrakt melise i emulzije ulje u vodenom ekstraktu melise s dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 19. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za
tekuci ekstrakt lavande i emulzije ulje u vodenom ekstraktu lavande s dodatkom emulgatora

(PEG1500, PEG6000, PEG20000) nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava

Pocetne (nulte) vrijednosti antioksidacijske aktivnosti mjerene FRAP metodom za biljne
ekstrakte kreéu se u rasponu od 0,571 mmOlresos. 720 s v, (kadulja) do 2,045 mmolresos.7H20
g%, (melisa). Za emulgirane biljne ekstrakte s emulgatorom PEG1500 pocetne vrijednosti u
rasponu su od 0,398 mmolresos. 7120 g Ls.1v. (Menta) do 0,836 MMolresos-7H20 g lswv. (Melisa). Za
emulgirane biljne ekstrakte s emulgatorom PEG6000 pocetne vrijednosti su u rasponu od 0,582
MMOlresos7H20 ¥ lsv. (majéina dusica) do 0,897 mmolresos.7r20 gswv. (Melisa) dok su za
emulgirane biljne ekstrakte s emulgatorom PEG20000 pocetne vrijednosti u rasponu od 0,507
MMOlresos 7120 § Lsv. (majéina dusica) do 1,473 mmolresos-7H20 G Lsv. (Melisa) (slike 15 — 19).
Kao i kod DPPH metode, uo¢eno je da su se dodatkom PEG emulgatora (PEG1500, PEG6000,
PEG20000) smanjile pocetne FRAP vrijednosti emulgiranih ekstrakata, u odnosu na pocetne
FRAP vrijednosti biljnih ekstrakata, uz iznimku emulgiranih ekstrakata melise koja biljezi
visoke poc¢etne FRAP vrijednosti. Proces emulgiranja tj. homogenizacija prilikom koje dolazi
1 do oslobadanja topline moze biti uzrok smanjenoj antioksidacijskoj aktivnosti emulgiranih
ekstrakata u odnosu na neemulgirane ekstrakte.

Rezultati antioksidacijske aktivnosti dobiveni FRAP metodom ne podudaraju se sa rezultatima
antioksidacijske aktivnosti koji su dobiveni primjenom DPPH metode tijekom in vitro probave,
zbog razli¢itog utjecaja pH i razli¢itih polifenolnih komponenti prisutnih u ekstraktima biljaka
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koje utjeCu na sposobnost reduciranja pojedinog radikala. Na temelju eksperimentalno
dobivenih rezultata (slike 15-19) vidljiv je pad FRAP vrijednosti kod biljnih ekstrakata tijekom
in vitro probave (usta>zeludac>duodenum). FRAP vrijednosti izmjerene u duodenumu, za
emulgirane biljne ekstrakte s dodatkom PEG1500, kretale su se u rasponu od 0,009
MMOlresos7H20 §F stv. za mentu (slika 15) do 0,049 mmolresoa.7r20 9 s1v. za lavandu (slika 19).
Emulgirani biljni ekstrakti s dodatkom PEG6000 biljeze FRAP vrijednosti u duodenumu u
rasponu od 0,048 mmolresoa7H20 g7 s1v. za lavandu (slika 19) do 0,081 mmolresos.7H20 g7 siv.
za mentu (slika 15) dok su za emulgirane biljne ekstrakte s dodatkom PEG20000 izmjerene
FRAP vrijednosti u rasponu od 0,047 mmoleesos.7+20 g swv. za lavandu (slika 19) do 0,086

mMMmolresos.7H20 g swv. za melisu (slika 18).

Usporedujuc¢i FRAP vrijednosti prije (pocetna vrijednost) te nakon zavrSene in vitro probave
(vrijednost u duodenumu) moguce je primijetiti da su najveéi stupanj o¢uvanja antioksidacijske
aktivnosti, od emulgiranih uzoraka, imali uzorci emulgirani s vodenim ekstraktom mente uz
dodatak PEG6000 (slika 15), uzorci emulgirani s vodenim ekstraktom majcine dusice uz
dodatak PEG20000 (slika 16) te uzorci emulgirani s vodenim ekstraktom lavande uz dodatak
emulgatora PEG1500 (slika 19).
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4.3. POSTOTAK PREZIVLJAVANJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA S
ANTIOKSIDACIJSKOM AKTIVNOSCU

Biodostupnost se odreduje kao omjer UF (DPPH, FRAP) u duodenumu (nakon zavrSene in

vitro probave) i pocetne (nulte) koncentracije (prije in vitro probave).

Tablica 4. Biodostupnost polifenolnih spojeva u biljnim ekstraktima i emulzijama ulje u

vodenim biljnim ekstraktima

MENTA | MAJCINA | KADULJA | MELISA | LAVANDA
DUSICA

UF biljni 22,89 % 14,09 % 15,98 % 9,21 % 9,96 %
ekstrakt

PEG1500 29,12 % 12,21 % 8,74 % 9,48 % 5,29 %

PEG6000 10,95 % 7,68 % 12,43 % 19,53 % 13,66 %

PEG20000 8,25 % 9,32 % 7,23 % 9,05 % 12,53 %

DPPH biljni 3,10 % 2,52 % 2,35 % 511 % 2,02 %
ekstrakt

PEG1500 4,55 % 8,76 % 3,64 % 2,56 % 11,37 %

PEG6000 6,17 % 19,68 % 13,32 % 9,08 % 31,88 %

PEG20000 | 1,16 % 8,09 % 3,60 % 4,27 % 1,85 %

FRAP biljni 2,72 % 1,99 % 4,82 % 2,63 % 1,48 %
ekstrakt

PEG1500 3,90 % 6,82 % 7,25 % 7,86 % 16,35 %

PEG6000 17,62 % 14,02 % 12,53 % 11,83 % 11,07 %

PEG20000 | 12,26 % 16,04 % 14,01 % 7,85 % 9,55 %

Biodostupnost UF za biljne ekstrakte kretala se u rasponu od 9,21 % (melisa) do 22,89 %
(menta) (tablica 4). Kod emulgiranih biljnih ekstrakata, biodostupnost UF kretala se u rasponu
od 5,29 % za emulziju ulje u vodenom ekstraktu lavande uz dodatak PEG1500 do 29,12 % za

emulziju ulje u vodenom ekstraktu mente uz dodatak istog emulgatora. Maksimalna
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biodostupnost UF, uz dodatak PEG6000, za emulziju ulje u vodenom ekstraktu melise iznosila
je 19,53 % dok je maksimalna biodostupnost UF, uz dodatak PEG20000, za emulziju ulje u
vodenom ekstraktu lavande iznosila 12,53 %. 1z rezultata prikazanih u tablici 4 vidimo da je
kod biljnih ekstrakata zabiljezena najveca biodostupnost dok se biodostupnost emulgiranih
biljnih ekstrakata smanjuje sa povec¢anjem molekulske mase emulgatora. Menta ima najveci
postotak prezivljavanja UF u svim uzorcima (Cistim i emulgiranim) u usporedbi s drugim

ispitivanim biljkama.

Usporedujuci rezultate o¢uvanja antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH metodom biljnih
ekstrakata i emulgiranih ekstrakata kroz probavu, vidljivo je da se emulgiranjem postigao
zeljeni u¢inak povecanja biodostupnosti. Emulgiranjem se povecava stabilnost ekstrakata u
uvjetima probave te veca dodirna povrsina prilikom apsorpcije emulgiranih ekstrakata u
usporedbi sa neemulgiranim ekstraktima (Piementel-Moral i sur., 2018). Najveci postotak
biodostupnosti zabiljezen je za emulgirane biljne uzorke uz dodatak emulgatora PEG6000
(tablica 4).

Usporedujuci rezultate o¢uvanja antioksidacijske aktivnosti mjerene FRAP metodom biljnih
ekstrakata 1 emulgiranih ekstrakata kroz probavu, takoder je vidljivo da se emulgiranjem
postigao Zeljeni ucinak povecanja biodostupnosti. Najveci postotak biodostupnosti zabiljeZzen
je zaemulgirane biljne uzorke uz dodatak emulgatora PEG6000 (tablica 4) uz iznimku emulzije
ulja u vodenom ekstraktu majéine duSice sa emulgatorom PEG20000 gdje je postignuta

biodostupnost u iznosu od 16,04 %.

Razlika u koncentraciji UF u biljnim ekstraktima prije in vitro probave u odnosu na
koncentraciju UF u biljnim ekstraktima nakon in vitro probave dokaz je niske biodostupnosti
polifenola. Smanjenje koli¢ine ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH
1 FRAP metodama potvrdeno je U istrazivanjima koje su proveli Jurinjak TuSek 1 sur. (2020) 1
Gutierrez-Grijalva (2017). Smatra se da je promjena pH tijekom probave glavni razlog niske
biodostupnosti polifenola iz vodenih ekstrakata biljaka (Jurinjak Tusek i sur., 2020). Postotak
prezivljavanja polifenolnih komponenata tijekom in vitro probave odreden kemijskim
analizama (UF, DPPH i FRAP) pokazao je razli¢ite rezultate $to se pripisuje razlici u pH
vrijednosti biljnog ekstrakta kao i razli¢itim spojevima prisutnim u biljnim ekstraktima. Vise
koncentracije emulgatora te veéa molarna masa emulgatora mogu¢i su razlog promjene u

vrijednostima ukupne koli¢ine polifenola 1 antioksidacijske aktivnosti.
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Velik je broj istrazivanja koja su metodom inkapsulacije uspjela povecati biodostupnost
polifenola. Veina istrazivanja bavi se inkapsulacijom lipofilnih spojeva iako postoje
indikacije da bi se mogla povecati biodostupnost i hidrofilnih spojeva (Piementel-Moral i sur.,
2018). Inkapsulacijom u nanoemulzije, epigalokatehin galat, antioksidans prisutan u zelenom
Caju, pokazuje duplo ve¢u biodostupnost u odnosu na neinkapsulirane uzorke (Smith i sur,
2010). Takoder, inkapsulacijom ekstrakta biljke Hibiscus sabdariffa emulzijama ulje
(maslinovo i suncokretovo) u vodenom ekstraktu biljke postignuta je veca biodostupnost u

odnosu na neinkapsulirane uzorke (Piementel Moral i sur., 2018).

Osim lipida za inkapsulaciju polifenola koriste se ugljikohidrati ¢ime se osigurava ciljano
otpustanje tijekom probave (Kardum i Gilbeti¢, 2018). Polifenoli inkapsulirani uz pomo¢
maltodekstrina pokazali su znacajniji u¢inak u prevenciji kardiovaskularnih bolesti u usporedbi
sa ne-inkapsuliranim ekstraktom (Jung i sur., 2013). Druga istrazivanja potvrdila su uspjesnost
ove metode inkapsuliranjem kvercetina sa matriksom temeljenim na guar gumi ¢ime se
poboljsalo otpustanje tijekom probave, i koriStenjem pektin-hidroksipropilmetil celuloze za
specificno otpusStanje u debelom crijevu kao i1 pektin ¢ijom se upotrebom povecala
biodostupnost polifenolnih spojeva (Kardum i Gilbeti¢, 2018). Istrazivanjem autora Sari¢
(2020) uspjesno su sacuvani polifenolni spojevi i druge bioloski aktivne komponente
inkapsulacijom vodenih biljnih ekstrakata mente, majc¢ine duSice, kadulje, melise i1 lavande

adsorpcijom na alginate.
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5. ZAKLJUCCI

1. Najvise vrijednosti UF u biljnim ekstraktima zabiljezene su za melisu/mati¢njak, zatim

lavandu, kadulju, mentu i maj¢inu dusicu.

2. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti DPPH i FRAP metodama za pocetne (nulte)
koncentracije biljnih ekstrakata pokazuju kako najvisu antioksidacijsku aktivnost izmjerenu
DPPH metodom ima menta, a najmanju lavanda, dok najviSu antioksidacijsku aktivnost

izmjerenu FRAP metodom ima melisa, a najmanju kadulja.

3. Pocetne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH i FRAP metodom niZe su za

emulgirane biljne ekstrakte u odnosu na biljne ekstrakte.

4. Tijekom in vitro probave dolazi do znac¢ajnog smanjenja vrijednosti ukupnih polifenola kao
i antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH i FRAP metodama u biljnim ekstraktima i
emulgiranim biljnim ekstraktima istrazivanih biljaka u usporedbi sa njihovim pocetnim

(nultim) vrijednostima.

5. Pripremanjem emulgiranih biljnih ekstrakata s emulgatorom polietilen glikol (PEG1500,
PEG6000, PEG20000) nisu postignute vece vrijednosti prezivljavanja UF u usporedbi sa
biljnim ekstraktima. Najveca biodostupnost UF zabiljezena je za emulziju ulje u vodenom

ekstraktu mente, uz dodatak emulgatora PEG1500.

6. Pripremanjem emulgiranih biljnih ekstrakata s emulgatorom polietilen glikol (PEG1500,
PEG6000, PEG20000) postignute su veée vrijednosti oCuvanja antioksidacijske aktivnosti
mjerene DPPH i FRAP metodama pri ¢emu je najveca biodostupnost zabiljezena za emulziju
ulje u vodenom ekstraktu lavande s emulgatorom PEG6000 mjereno DPPH metodom, dok je
najveca biodostupnost mjerena FRAP metodom dobivena za emulziju ulje u vodenom

ekstraktu mente s emulgatorom PEG6000.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni




