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1. UvOD

Razlic¢iti morfoloski dijelovi biljaka, kao $to su cvijet, list, stabljika i korijen bogati su
izvori vrijednih bioaktivnih spojeva. Posljednjih godina sve je veCe zanimanje za biljne
polifenole koji predstavljaju veliku skupinu sekundarnih metabolita s brojnim bioloskim
uCincima kao Sto su antioksidacijski, antimikrobni, protuupalni, hepatoprotektivni i
antikancerogeni (Jovanovic¢ i sur., 2017a).

Razvoj pogodne i ekonomski prihvatljive tehnike ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva
je vrlo izazovan zadatak buduci da se polifenoli iz razli¢itih biljaka znacajno razlikuju u svojoj
strukturi zbog ¢ega nije moguce uspostaviti standardnu tehniku ekstrakcije kojom bi se izolirali
svi ciljani spojevi iz svakog biljnog izvora (Buci¢-Koji¢ i sur., 2011). Tijekom definiranja
protokola ekstrakcije potrebno je uzeti u obzir nekoliko parametara, medu kojima su najvazniji
polaritet otapala, vrijeme i temperatura ekstrakcije (Rocchetti i sur., 2018). U literaturi je
prikazano nekoliko tehnika ekstrakcije bioaktivnih spojeva, od kojih je ekstrakcija kruto/tekuce
naj¢esce koristena tehnika izdvajanja biljnih spojeva (Castro-Lopez i sur., 2017). Medutim,
danas je uobicajena podjela ekstrakcija na konvencionalne i inovativne tehnike (Barba i sur.,
2017). Konvencionalne tehnike pripreme ekstrakata kao $to su infuzija, dekokcija, maceracija
i Soxhlet ekstrakcija koriste se za izdvajanje bioaktivnih spojeva iz biljnog matriksa pomoc¢u
odgovaraju¢eg otapala sa ili bez primjene topline. lako su ove tehnike ekstrakcije vrlo
jednostavne, imaju odredene nedostatke poput slabe u¢inkovitosti, dugog vremena ekstrakcije
i velike potrosnje otapala (Barba i sur., 2017). Zbog toga je u posljednje vrijeme sve cesca
primjena inovativnih, ,,zelenih* tehnika ekstrakcije koje podrazumijevaju primjenu specifi¢ne
tehnologije koja se temelji na unosu odredene energije u matriks uzorka (Bursa¢-Kovacevic i
sur., 2018). Zbog navedenog, inovativne tehnike nude jedinstvenu ucinkovitost ekstrakcije u
pogledu smanjenja troskova i vremena ekstrakcije te povecanja prinosa i selektivnosti
(Rocchetti i sur., 2018). Neke od inovativnih tehnika ekstrakcije koriste energiju mikrovalova,
pulsirajuce elektri¢no polje, subkritiénu vodu i visoki hidrostatski tlak kako bi se ekstrahirao
Sirok spektar bioaktivnih spojeva.

U pokusaju da udovolji zahtjevima potroSaca prehrambena industrija nastoji takoder
inkorporiranjem bioaktivnih spojeva obogatiti odredene prehrambene proizvode (Bonilla-
Lagos i sur., 2015). Medutim, postoji nekoliko ogranicenja, kao Sto su slaba topljivost
bioaktivnih spojeva u vodi te njihova niska stabilnost i bioraspolozivost §to moze ugroziti

uspjesnu ugradnju i funkcionalnost proizvoda. Zajednicki interes znanstvenika i prehrambene



industrije usmjeren je prema razvoju tehnika kojima bi se ta ograni¢enja nadvladala. S tim u
vezi, liposomi predstavljaju uc¢inkovit sustav za inkapsulaciju, kako hidrofilnih, tako i lipofilnih
bioaktivnih spojeva (Emami i sur., 2016). Rije¢ je o sferi¢nim Cesticama Sastavljenima od
fosfolipidnog dvosloja (ili vise takvih slojeva) koji obuhvaca vodenu jezgru. Moguénost
proizvodnje liposoma primjenom sigurnih prirodnih sastojaka kao S$to su jaja ili soja,
biokompatibilnost, mala veli¢ina i sposobnost inkapsulacije Sirokog spektra bioaktivnih
spojeva samo su neke od brojnih prednosti njihove primjene. Medutim, da bi inkapsulacija bila
uCinkovita, sustav mora biti dizajniran tako da osigurava otpustanje dovoljno visoke
koncentracije bioaktivnog spoja na zeljenom mjestu u organizmu. Nazalost, dugotrajna
izlozenost niskom pH u gastrointestinalnom traktu te prisutnost Zu¢nih soli i lipaza
destabiliziraju i oStecuju fosfolipidni dvosloj $to uzrokuje problem s oralno primijenjenim
liposomima. Da bi se osigurala veca stabilnost liposoma i produzeno oslobadanje bioaktivnih
spojeva u organizmu, liposomi se mogu dodatno obloziti polimerima kao $to su alginat ili
pektin, tehnikom ionskog geliranja (Pordevié i sur., 2014).

Cilj ovog rada je ispitati u¢inkovitost razli¢itih tehnika ekstrakcije polifenolnih spojeva
trave ive (Teucrium montanum L.) koji ¢e se zatim inkapsulirati liposomima te koristiti u
pripremi funkcionalnog napitka. U tu svrhu najprije ¢e se odrediti kemijski sastav trave ive
(odredivanje udjela prehrambenih vlakana, mineralnih tvari, proteina i masti), a zatim nastaviti
priprema ekstrakata. Ekstraktima dobivenim konvencionalnim (infuzija, dekokcija, maceracija)
i inovativnim tehnikama ekstrakcije (ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom, ekstrakcija
subkriticnom vodom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima) prvotno ¢e se odrediti
polifenolni profil, a zatim ¢e se polifenolima najbogatiji ekstrakt inkapsulirati liposomima u
sustave s razli¢itim omjerima ekstrakta i fosfolipida. Pripremljenim liposomima odrediti ¢e se
fizikalno-kemijski parametri (veli¢ina, zeta potencijal, indeks polidisperzije, FTIR spektar) te
inkapsulacijska i antioksidacijska u¢inkovitost. Liposomi s najvis§im stupnjem inkapsulacijske
ucinkovitosti dodatno ¢e se obloziti alginatom 1 pektinom, odredit ¢e im se morfoloske
karakteristike, a potom ¢e se liofilizirati te dodati u uzorke kave kako bi se ispitao ucinak
okolisnih uvjeta na stabilnost liposoma i profil otpustanja bioaktivnih spojeva iz liposoma u

kavu u vremenskom periodu od cetiri tjedna.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TRAVA IVA (Teucrium montanum L.)

Rod Teucrium ukljucuje oko 200 biljaka rasprostranjenih Sirom svijeta, od Cega je
gotovo 140 registrirano u mediteranskoj regiji (Wielgorskaya, 1995). Vrste roda Teucrium su
aromaticne i trajne zeljaste biljke ili polugrmovi, cjelovitih ili perastih listova smjeStenih na
kratkoj peteljci. Cvjetovi su im polozeni u pazuScima listova ili su skupljeni u vr$ne grozdaste
ili klasaste cvatove. Zbog visokog udjela sekundarnih metabolita, biljke roda Teucrium
smatraju se jednima od bioloski najznacajnijih u porodici Lamiaceae. Ljekovite biljne vrste
roda Teucrium vrlo su bogate fenolnim spojevima te se zbog svojih farmakoloskih svojstava
ve¢ stolje¢ima koriste u narodnoj medicini kao diuretici, antiseptici, antiflogistici, karminativi,
dijaforetici, a takoder imaju i antireumatsko, antisepticko i stimulativno djelovanje (Sundaresan
i sur., 2006).

Trava iva (Teucrium montanum L.) (slika 1), poznata i pod nazivima dubacac mali i
gorski cmilj, viSegodiSnja je biljka s vrlo razvijenim vretenastim korijenom. Stabljika je
razgranata i drvenasta, visine 10 do 25 cm, dok su grane tanke i polegnute uz zemlju (Zlati¢ i
sur., 2017). Listovi nemaju peteljku, elipticnog su oblika i prema vrhu postupno suzeni.
Abaksijalna (donja) strana lista prekrivena je bijelim dlacicama, dok je adaksijalna (gornja)
strana tamnozelene boje s ili bez dlacica. Cvjetovi imaju kratku cvjetnu drsku te su smjesteni
na sjeciStu lista i stabljike. Vjencic je blijedo Zute boje i sastoji se od pet rezanja od kojih gornja

dva ¢ine gornju usnu, a donja tri grade donju usnu.

Slika 1. Trava iva (Teucrium montanum L.) (Anonymous 1, 2020)



Prirodno staniSte trave ive su suha i topla mjesta. Uglavhom naseljava termofilne
vapnene stijene, suhe planinske livade i1 rubove listopadnih 1 crnogori¢nih Suma.
Rasprostranjena je na podrucju juzne Europe, ali moZze se naci i u dijelovima zapadne i isto¢ne
Europe, Azije i sjevernim dijelovima Afrike. Cvate od lipnja do kolovoza kada se bere samo
nadzemni dio biljke koji se potom susi. Vrlo je aromati¢na biljka izrazito gorkog okusa. Neki
od bioaktivnih spojeva prethodno identificiranih u T. montanum ukljucuju fenolne kiseline,
uglavnom gentizinsku, klorogensku i siringinsku kiselinu, flavonoide, seskviterpene, ali i kalij,
magnezij i natrij (Canadanovi¢-Brunet i sur., 2006; Juranovi¢-Cindrié i sur., 2013). Trava iva
Cesto se koristi kao diuretik te analgetsko sredstvo, a posjeduje i antibakterijsko, antifungalno,

protuupalno i antioksidacijsko djelovanje (Vukovi¢ i sur., 2007).
2.2. EKSTRAKCIJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Ekstrakcija je prvi korak u ispitivanju ljekovitih svojstava biljaka, koji ukljucuje
izolaciju i karakterizaciju bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala. Najjednostavniji nacin
pripreme biljnog ekstrakta je tehnikom ekstrakcije kruto/tekuce, u kojoj ekstrakcijski prinos
najvise ovisi o svojstvima biljnog materijala i otapala te o temperaturi i trajanju ekstrakcije. Za
ekstrakciju odredenih bioaktivnih spojeva poput polifenola, mogu se koristiti razlicite
ekstrakcijske tehnike, a troskovi, vrijeme i dostupnost opreme samo su neki od ¢imbenika koji
utjeCu na izbor one najprikladnije. Prema radu Azmir i suradnika (2013) sve ekstrakcijske
tehnike imaju zajednicke ciljeve, a to su:

» ekstrahirati to¢no odredene bioaktivne spojeve iz slozenog matriksa uzorka
» povecati selektivnost postupka

» prevesti bioaktivne spojeve u oblike prikladnije za identifikaciju i izdvajanje
» osigurati ponovljivost tehnike.

Tehnike ekstrakcije bioaktivnih spojeva dijele se na konvencionalne kao §to su infuzija,
maceracija, dekokcija, kontinuirana vruca ekstrakcija (Soxhlet ekstrakcija), i na sve prisutnije,
netoplinske tehnike ekstrakcije u koje spadaju ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom,
ekstrakcija subkritithom vodom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ultrazvucna
ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektricnim poljem i druge. S obzirom na
raznolikost biljaka i bioaktivnih spojeva, samo odabir najpogodnije ekstrakcijske tehnike moze

rezultirati visoko kvalitetnim ekstraktima.



2.2.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Bioaktivni spojevi iz biljnih materijala mogu se ekstrahirati pomocu raznih
konvencionalnih tehnika ekstrakcije koje se temelje na ekstrakcijskoj snazi otapala i primjeni
topline i/ili mijeSanja (Azmir i sur., 2013). Za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog
materijala najée$cée se koriste polarna otapala, a najprikladnija za tu namjenu su voda te vodene
mjeSavine etanola, metanola i etilnog acetata. Cesto koristene konvencionalne tehnike
ekstrakcije su maceracija, infuzija i dekokcija.

Maceracija je tehnika ekstrakcije koja se tradicionalno koristi za pripremu balzama.
Smatra se popularnim i jeftinim na¢inom dobivanja eteri¢nih ulja i bioloski aktivnih spojeva, a
provodi se u nekoliko koraka. U pocetku, osuSeni biljni materijal se usitnjava kako bi se
povecala povrsina Cestica i ostvario bolji kontakt s otapalom. Zatim slijedi namakanje biljnog
materijala u zatvorenom spremniku s otapalom, na sobnoj temperaturi najmanje dva dana, uz
Cesto mijeSanje. Na kraju se tekucina procijedi i filtrira.

Infuzija i dekokcija koriste isti princip kao i maceracija. Kod obje tehnike uzorak se
natapa u hladnoj ili prokuhanoj vodi, no vrijeme ekstrakcije za infuziju je krace i uzorak se
kuha u odredenoj koli¢ini vode (npr. uzorak:voda 1:4) odredeno vrijeme (Azwanida, 2015).
Dekokcija je pogodna samo za ekstrakciju toplinski stabilnih spojeva iz tvrdog biljnog
materijala kao §to su kora ili korijen biljke.

Iako su ove tehnike ekstrakcije polifenola jednostavnije i lakse, ipak dugotrajne
ekstrakcije pri visokim temperaturama povecavaju mogucnost degradacije bioaktivnih spojeva
Sto dovodi do manjeg prinosa polifenola u ekstraktu. Takoder, spomenute tehnike mogu imati
malu u¢inkovitost te predstavljati ekoloski problem ukoliko se koriste organska otapala (Aires,
2017). Da bi se nadvladale takve prepreke predlozene su nove, netoplinske tehnike ekstrakcije
koje se smatraju ,,zelenima“ jer Su ekoloski prihvatljivije, sigurnije, efikasnije i brze (Garavand
i sur., 2019).

2.2.2. Ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom

Ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom je netoplinska tehnika obrade uzorka koja je
uspjesno komercijalizirana u posljednjem desetljecu, a ukljucuje primjenu tlakova od 100 — 600
MPa. Ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom slijedi Le Chattelier princip, prema kojem kada
u sustavu nastane poremecaj uzrokovan promjenom temperature ili koncentracije, sustav

reagira na nacin da tu promjenu umanji i ponovno uspostavi ravnotezu (Shouqin i sur., 2005).



Drugim rije¢ima, visoki hidrostatski tlak omogucava pokretanje raznih fenomena kao Sto su
promjena dinamike reakcije ili prijelaz iz jedne faze u drugu, ¢ime se reakcija pomice U smjeru
smanjenja volumena §to rezultira povecanjem ucinkovitosti ekstrakcije (Xi i sur., 2011).
Parametri kao $to su vrsta i volumen otapala, temperatura, tlak, trajanje ekstrakcije i broj ciklusa
imaju znacajan utjecaj na tijek ekstrakcije. Ipak, Jun i suradnici (2011) navode kako razina tlaka
ima najvazniji utjecaj na prinos ekstrahiranih komponenti budu¢i da povecanjem tlaka raste
topljivost bioaktivnih spojeva. Takoder, u kasnijoj studiji Yan i Xi (2017) su izvijestili da tlak
ima izravan mehanicki u¢inak na organele i stani¢ni sadrzaj. Djelovanjem visokog tlaka
stani¢na stijenka puca i u okolni medij se oslobada visoka koncentracija bioaktivnih spojeva.
Opcenito je prihvac¢eno da visoki hidrostatski tlak utje¢e na nekovalentne veze (vodikove veze,
hidrofobne interakcije i van der Waalsove sile) (Huang i sur. 2013), §to znaci da su spojevi
niske molekulske mase, kao $to su mnogi bioaktivni spojevi (polifenoli), pigmenti i vitamini
manje izlozeni degradaciji. Slika 2 prikazuje dijelove uredaja za ekstrakciju visokim
hidrostatskim tlakom, koji uklju¢uju tlacni ventil, tlacnu komoru i tla¢ni ¢ep. Za vrijeme
ekstrakcije visokim hidrostatskim tlakom, uzorci su najprije podvrgnuti izostatskoj kompresiji,
nakon ¢ega se zadrZavaju pri to¢no odredenom tlaku neko vrijeme, a potom dekomprimiraju.
Tijekom tretmana dolazi do porasta temperature od 3 °C za svaki porast tlaka od 100 MPa
(Khan i sur., 2018).
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Slika 2. Shematski prikaz uredaja za ekstrakciju visokim hidrostatskim tlakom (prilagodeno

prema Khan i sur., 2018)



Prema Yan i Xi (2017) ekstrakcija bioaktivnih spojeva visokim hidrostatskim tlakom
predstavlja dobru alternativu konvencionalnim tehnikama ekstrakcije s obzirom da traje krace
vrijeme, daje ekstrakte s ve¢im prinosom bioaktivnih spojeva, zahtjeva manju potrosnju otapala
te se provodi na sobnoj temperaturi ¢ime je izbjegnuta toplinska razgradnja termolabilnih

molekula.

2.2.3. Ekstrakcija subkriti¢cnom vodom

Ekstrakcija subkriticnom vodom je ekoloski prihvatljiva tehnika ekstrakcije koja se
temelji na jedinstvenim svojstvima subkriticne vode. Voda je u subkriticnom stanju u
temperaturnom rasponu iznad temperature vrenja (100 °C) i ispod kriti¢ne temperature (374,2
°C), ali pri tlaku dovoljno visokom da ostane u teku¢em stanju (Cvjetko-Bubalo i sur., 2015).

Poznavanje promjena u vodi s promjenama tlaka i temperature klju¢no je za
razumijevanje ove tehnike ekstrakcije. Na sobnoj temperaturi voda je polarno otapalo Ciji
polaritet karakterizira dielektri¢na konstanta od 80 §to ju ¢ini prikladnom za ekstrakciju vrlo
polarnih spojeva. Kad se temperatura povisi na 250 °C, a tlak iznosi 25 bara, dielektri¢na
konstanta vode smanji se na 25, $to je sli¢no vrijednostima dielektri¢nih konstanti organskih
otapala metanola (¢ = 33) i etanola (¢ = 24) na 25 °C (Zhang i sur., 2019). Naglim padom
dielektricne konstante smanjuje Se polaritet vode ¢ime ona postaje pogodna za ekstrakciju
nepolarnih spojeva. U subkritiénom stanju, osim polarnosti, znacajno su sniZeni i povrsinska
napetost, viskoznost i gusto¢a vode, $to rezultira intenzivnim vlazenjem biljnog materijala i
brzim otapanjem ciljanih spojeva u vodi (Joki¢ i sur., 2018). Za vrijeme ekstrakcije
subkriticnom vodom prijenos ciljanih spojeva iz matriksa uzorka u vodu odvija se postupcima
difuzije i konvekcije (Cvjetko-Bubalo i sur., 2015). Subkriti¢éna voda pokazuje vecu difuzivnost
u odnosu na vodu sobne temperature, Sto rezultira brzom ekstrakcijom spojeva. Postupnim
poveéanjem temperature moguce je nadvladati interakcije izmedu ciljanih spojeva i matriksa
uzorka koje uklju¢uju kombinaciju van der Waalsovih sila, vodikovih veza i dipolnih
interakcija, dok poviseni tlak omogucava prodiranje vode u pore uzorka, sto pri atmosferskom
tlaku ne bi bilo mogucée postici (Zhang i sur., 2019).

Ekstrakcija subkriticnom vodom moze se izvesti u statickom i dinami¢kom nacinu rada.
Za razliku od dinamickog, staticki sustav nema pumpu zbog ¢ega je zadrzavanje subkriticne
vode u sustavu duze §to moze rezultirati degradacijom termolabilnih bioaktivnih spojeva.

Glavna prednost statickog sustava (slika 3) je ta $to je jeftiniji (Jokic i sur., 2018).
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Slika 3. Shematski prikaz statickog sustava ekstrakcije subkriticnom vodom (prilagodeno

prema Joki¢ i sur., 2018).

U usporedbi s konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, ekstrakcija subkriticnom vodom
nudi niz prednosti koje ukljucuju veée ekstrakcijske prinose, brze vrijeme ekstrakcije te

upotrebu jeftinog i lako dostupnog otapala — vode (Zakaria i Kamal, 2015).

2.2.4. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi su neionizirajuce elektromagnetsko zracenje frekvencije od 300 MHz do
300 GHz (Shahid i sur., 2015), koji su u elektromagnetskom spektru smjesteni izmedu
rendgenskih 1 infracrvenih zraka. Sastoje se od elektricnog i magnetskog polja koja su
medusobno okomita, a zagrijavanje medija odvija se pomocu dva istodobna mehanizma, ionske
provodljivosti i dipolarne rotacije. lonska provodljivost odnosi se na elektroforetsku migraciju
iona pod utjecajem elektri¢nog polja koje se mijenja. Otpor koji nastaje uslijed migracije stvara
trenje zbog Cega se otopina zagrijava. Dipolarna rotacija oznacava uskladivanje molekula
dipola s brzo promjenjivim elektriénim poljem. Elektriéna komponenta vala mijenja se 4,9 x
104 puta u sekundi (Zuloaga i sur., 1999). Svaki put kad se molekule otapala pokuSavaju
uskladiti s elektri¢nim poljem da bi se zadrzale u istoj fazi, elektricna komponenta vala se
mijenja tako velikom brzinom da se molekule ne uspijevaju ponovo vratiti u pocetni polozaj i
zapocinju vibrirati $to trenjem stvara toplinu. Mehanizam jasno pokazuje da ¢e se samo
dielektri¢ni materijal ili otapalo s trajnim dipolom zagrijati. U¢inkovitost zagrijavanja razli¢itih
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otapala podvrgnutih mikrovalnom zracenju ovisit ¢e o faktoru rasprSivanja koji predstavlja
sposobnost otapala da apsorbira mikrovalnu energiju i prenosi je kao toplinu na okolne
molekule. Otapala s visokom dielektricnom konstantom i visokim faktorom rasprSivanja
zagrijavaju se brze.

Tijekom ekstrakcije potpomognute mikrovalovima dolazi do pucanja vodikovih veza i
migracije otopljenih iona, $to rezultira poveéanim prodorom otapala u matricu uzorka i
olakSanom ekstrakcijom ciljanih spojeva. Takoder, zbog znacajnog tlaka razvijenog unutar
matrice uzorka dolazi do porasta njegove poroznosti §to rezultira ve¢com difuzijom otapala
(Kubrakova i Toropchenova, 2008). Za razliku od konvencionalnih tehnika ekstrakcije, tijekom
mikrovalne ekstrakcije cijeli uzorak se zagrijava istovremeno. Ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima je ekonomicna i ekoloski sigurna tehnika ekstrakcije (Rezaei i sur., 2013).

Postoje dva tipa uredaja za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, ovisno o tome je
li sustav voden u otvorenoj ili zatvorenoj posudi. Zatvoreni sustavi koriste se za ekstrakciju
ciljanih spojeva pri visim uvjetima temperature i tlaka, dok se otvoreni sustavi koriste za
ekstrakciju provedenu u uvjetima atmosferskog tlaka (Shahid i sur., 2015). Karakteristi¢an

uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima prikazan je naslici 4.
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Slika 4. Shematski prikaz ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (prilagodeno prema
Shahid i sur., 2015).



2.3. INKAPSULACIA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Bioaktivni spojevi pozitivno djeluju na ljudsko zdravlje, ali su kemijski nestabilni i
podlozni razgradnji, posebice kada su izloZeni kisiku, svjetlu, vlazi i toplini (Ariyarathna i
Karunaratne, 2015). Zbog niske bioraspolozivosti, slabe topljivosti i brzog otpustanja u
gastrointestinalnom traktu, primjena bioaktivnih spojeva u njihovom izvornom obliku je
ograni¢ena. Stoga, raste interes prehrambene i farmaceutske industrije za upotrebom neke od
tehnika inkapsulacije. Inkapsulacija je postupak u kojem se bioaktivne tvari ugraduju unutar,
odnosno prevlace sustavom nosaca kako bi se formirale ¢estice ili kapsule (Islam Shishir i sur.,
2018). Komponenta koja se inkapsulira (aktivna tvar) naziva se jezgra, ispun ili unutarnja faza,
dok je materijal za inkapsulaciju (nosac) poznat kao membrana, kapsula, matrica ili vanjska
faza (Devi i sur., 2017). Prema morfologiji, ¢estice se dijele na monojezgrene, visejezgrene i
matri¢ne U kojima je bioaktivni spoj rasprsen u obliku sitnih kapljica unutar nosacéa (Ye i sur.,
2018). Tehnikama mikroinkapsulacije dobivaju se mikrocestice veli¢ine 1- 1000 um, dok se
nanoinkapsulacijom formiraju Cestice veli¢ine 1 do nekoliko stotina nm. Budu¢i da smanjenje
veli¢ine ¢estica dovodi do povecanja povrSine, nanocestice imaju vecu topljivost u usporedbi s
mikroCesticama S§to omogucava brZe otpuStanje bioaktivnih spojeva u okolinu (de Souza
Simanes i sur., 2017).

Izbor materijala za inkapsulaciju temelji se na poznavanju fizikalno-kemijskih i
reoloskih svojstava nosaca i spojeva koji se inkapsuliraju. Zbog primjene mikroc¢estica u
prehrambenim proizvodima, sa stajaliSta zdravlja i sigurnosti, materijal za inkapsulaciju mora
imati GRAS status, dok s aspekta funkcionalnosti treba biti dobar emulgator i posjedovati dobra
svojstva otapanja i formiranja matrice. Prema Ye i suradnicima (2018), mehanizmi koji stoje
iza tvorbe strukture matrice mogu se podijeliti u Cetiri kategorije na temelju vrste
inkapsulacijskog materijala. U slucaju koriStenja polimera kao nosaca, kao $to su pektin,
alginat, agar, dekstran i drugi, polimerni lanci medusobno se povezuju kovalentnim vezama, za
razliku od lipida koji se stabiliziraju hidrofobnim i van der Waalsovim interakcijama. Proteini,
kao Sto su izolati proteina sirutke 1 kazein, drze se zajedno zahvaljujuc¢i hidrofobnim
interakcijama i kovalentnim disulfidnim umrezavanjem, dok se guste matrice metalnih
alkoksida i silicijevog dioksida formiraju hidrolizom i polikondenzacijom. Stoga, prilikom
odabira materijala za inkapsulaciju potrebno je poznavati njegovu molekularnu masu i naboj te
topljivost 1 kemijsku stabilnost kako bi se osigurao visoki stupanj inkapsulacijske u¢inkovitosti.

Takoder, za stvaranje mikro- i nanocestica preporucuju se razne tehnike inkapsulacije,

medutim niti jedna od njih se ne moze smatrati univerzalno primjenjivom za inkapsulaciju svih
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polifenolnih spojeva zbog Cinjenice da svaki spoj ima razli¢ite karakteristike (Ray i sur., 2016).
Nekoliko tehnika je razvijeno i primijenjeno za inkapsulaciju polifenolnih spojeva, ukljucujuci
ionsko geliranje, elektroispredanje, inkapsulaciju liposomima, emulzifikaciju i suSenje

rasprSivanjem (tablica 1).

Tablica 1. Primjeri inkapsulacijskih tehnika koristenih za inkapsulaciju biljnih polifenola

INKAPSULACIJSKA 1ZVOR BIOAKTIVNI
REFERENCA
TEHNIKA POLIFENOLA SPOJEVI
. y hidroksicimetne
list maslacka kiseline (kI K BUSiS i
(Taraxacum officinale iseline ( orogenska, usic i sur.,
L) kaftarinska, 2018
lonsko geliranje ' ¢ikorinska, kafeinska)
stevija flavonoidi (katehin, Arriola i sur.,
(Stevia rebaudiana L.) luteolin) 2018
e - Bhushani i sur.,
zeleni Caj katehini 2017
Elektroispredanje
visnja ukupni polifenoli -
(Prunus cerasus L.) (flavonoidi) Isik i sur., 2018
kurkuma kurkumin Hasan i sur.,
Inkapsulacija (Curcum longa L.) 2019
liposomima Katehin, Rashidinejad i

zeleni ¢aj

epigalokatehin galat sur., 2016
list masline oleuronein Robert i sur.,
(Olea europaea L.) P 2018
Emulzifikacija
rogac S : Wang i sur.,
(Ceratonia siliqua L.) ukupni polifenoli 2020
crveni radi¢
(Ch'%?\r/gjnr? ILE“E::S L) hidroksicimetne Zanoni i sur.,
. P kiseline 2020
SuSeni (Brassica oleracea L.)
usenje
raspriivanjem
list masline oleuropein, Gonzalez i sur.,

(Olea europaea L.)

verbaskozid, oleurozid

2019
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2.3.1. Inkapsulacija liposomima

Liposomi su male cestice sfericnog oblika gradene od fosfolipida i kolesterola.
Molekule fosfolipida sadrze polarnu, hidrofilnu glavu koja se sastoji od kolina (CsH14NO ),
fosfata (PO+*") i glicerola (C3HsOs) i nepolarni, lipofilni rep izgraden od dugog lanca
ugljikovodika, to jest masne kiseline. Interakcija izmedu hidrofilnih glava i lipofilnih
ugljikovodi¢nih repova omogucava stvaranje fosfolipidnog dvosloja, koji je sastavni dio
stani¢nih membrana. Kada su lipidi izloZeni vodenom okruZenju, javljaju se van der Waalsove
sile izmedu lanaca ugljikovodika te vodikove veze izmedu molekula vode i polarnih grupa
fosfolipida, fosfata i karbonila (Islam Shishir i sur., 2019). UnoSenjem dovoljne energije u
agregirane fosfolipide, uklanja se nepovoljna interakcija izmedu masnih kiselina i vode, zbog
Cega dolazi do savijanja fosfolipidnog dvosloja u sferi¢nu strukturu liposoma (slika 5). Takoder,
kolesterol je kljuéna komponenta liposoma jer se hidroksilna skupina kolesterola vodikovim
vezama veze na karbonilnu skupinu fosfolipida ¢ime se smanjuje fluidnost membrane,
povecéava kohezija lipida te poboljsava liposomska stabilnost. Stoga, struktura liposoma osim
Sto ovisi o interakcijama lipidnog dvosloja i vodenog medija, odredena je i prirodom svojih

gradivnih komponenti (Nogueira i sur., 2015).

-

i

Slika 5. Shematski prikaz formiranja liposoma (prilagodeno prema Emami i sur., 2016)

MOLEKULA FOSFOLIPIDA HIDROFILAN SPOJ ¢ :LIPOFILAN SPOJ

Veli¢ina liposoma moze varirati u rasponu od 20 nm do nekoliko um u promjeru, s
debljinom membrane oko 4-5 nm. Prema veli¢ini i broju fosfolipidnih dvosloja, liposomi se

klasificiraju na male jednolamelarne, koje sadrze jedan lipidni dvosloj (veli¢ine < 0,1 um),
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velike jednolamelarne (veli¢ine 0,1-1 um) i viSeslojne liposome, Koji sadrze nekoliko lipidnih
dvosloja (veli¢ine > 1um) (Taylor i sur., 2005). Budu¢i da liposomi sadrze vodenu jezgru i
lipidnu fazu, istovremeno mogu inkapsulirati i lipofilne i hidrofilne spojeve (Tsai i Rizvi, 2017).
Lipofilni spojevi ugraduju se u regiju unutar lipidnog dvosloja zbog ¢ega inkapsulacija ovisi o
duljini i zbijenosti ugljikovodi¢nih lanaca unutar dvosloja. S druge strane, hidrofilni spojevi
pokazuju tendenciju ugradnje u vodenu jezgru liposoma. Zbog veéeg udjela vodene faze
jednolamelarni liposomi su pogodniji za inkapsulaciju hidrofilnih spojeva, dok su viseslojni
liposomi zbog visokog udjela lipida povoljniji za inkapsulaciju lipofilnih spojeva (Immordino
i sur., 2006).

Za formiranje liposoma koriste se razli¢iti lipidi, ukljucujuéi fosfatidilkolin,
sfingomijelin, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol i sojin lecitin (Gasa-Falcon i sur., 2020). Postoji
mnogo razli¢itih tehnika za pripremu liposoma, a izbor one najprikladnije ovisi o nekoliko
¢imbenika:

> fizikalno-kemijskim karakteristikama liposoma i bioaktivne tvari

» koncentraciji bioaktivne tvari

> vrsti medija u kojem su liposomi pripremljeni

» procesima koji se odvijaju tijekom formiranja liposoma

» troskovima i primjenjivosti tehnike za industrijsku proizvodnju u klinicke svrhe

(Bozzuto i Molinari, 2015).

Tehnike za pripremu liposoma zasnivaju se na primjeni organskih otapala, poput tehnike
hidratacije tankog lipidnog filma, ubrizgavanja etanola, formiranja liposoma mehani¢kim
mijeSanjem te tehnikom isparavanja reverznih faza. Medutim, ove tehnike rezultiraju
liposomima s Sirokom raspodjelom veli¢ine Cestica. Iz tog razloga je u posljednje vrijeme sve
CeS¢a integracija dodatnog postupka poput ekstruzije, ultrazvuka ili mikrofluidizacije u
konvencionalne tehnike s ciljem smanjenja veli¢ine liposoma kao i pobolj$anja u¢inkovitosti

inkapsulacije 1 profila otpustanja bioaktivnih spojeva (Shah 1 sur., 2017).

2.3.2. lonsko geliranje

lonsko geliranje je fizikalno-kemijska tehnika inkapsulacije tvari koja se smatra
relativno blagom i pogodnom za inkapsulaciju vecine bioaktivnih spojeva, ali zbog porozne
strukture hidrogel Cestica oteZano je zadrzavanje nekih topljivih komponenti (Cutrim i sur.,
2019). lonsko geliranje moze se provesti postupcima atomizacije, ekstruzije, koekstruzije ili

elektrostatickim talozenjem (Maestrelli i sur., 2008). Obi¢no se vodena polimerna otopina, u
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kojoj se otopi bioaktivni spoj koji se inkapsulira, istiskuje kroz iglu u ionsku otopinu pod
stalnim mijesanjem. Nastale kapljice u kontaktu s otopinom iona suprotnog naboja reagiraju i
formiraju sferi¢ne hidrogel ¢estice. Mehanizam ionskog geliranja opisan je ,,egg box* modelom
u kojem do geliranja dolazi uslijed interakcije karboksilne grupe polisaharida, posebno
sekvence guluronske kiseline u slucaju alginata, s kalcijevim ionima pri pH koji prelazi pKa
vrijednost polisaharida (Silverio i sur., 2018). Promjena pH, djelovanje osmotske sile i
enzimska razgradnja samo su neki od faktora koji utje¢u na oslobadanje inkapsulirane tvari u
okolinu. lonsko geliranje je jednostavna, jeftina i brza tehnika koja se odvija pri blagim
temperaturama i ne zahtijeva primjenu organskih otapala (Schoubben i sur., 2010). Medutim,
zbog difuzijskog mehanizma moze do¢i do heterogene gelacije Cestica, buducéi da se povrsinsko
geliranje Cesto dogada prije geliranja u jezgri koja zbog toga ostaje mekana (Kurozawa i
Hubinger, 2017).

2.3.3. Primjena tehnika inkapsulacije u proizvodnji funkcionalne hrane

Prehrambena industrija nastoji razviti prehrambene proizvode koji udovoljavaju
potrebama potroSaca za zdravim na¢inom Zzivota. U tom kontekstu, funkcionalna hrana ima
znacajnu ulogu, a prvi puta se spominje 1984. godine u Japanu. Da bi se hrana mogla smatrati
funkcionalnom, pored energetske, mora imati i zdravstvenu ulogu i pokazivati pozitivne
zdravstvene ucinke na ciljne funkcije u organizmu. Stoga su razlozi razvoja koncepta
funkcionalne hrane visestruki: poboljSanje opc¢eg stanja organizma, smanjenje rizika od pojave
nekih bolesti, kao i primjena u lije¢enju odredenih bolesti (Bigliardi i Galati, 2013).

Trziste funkcionalne hrane posljednjih je godina jedno od najbrze rastucih sektora na
svjetskom trziStu hrane i predvida se da ¢e se povecati sa oko 300 milijardi americ¢kih dolara
(USD) u 2017. na preko 440 milijardi USD u 2022. godini. Sjedinjene Ameri¢ke DrZzave su
najvece trziste funkcionalne hrane u svijetu, a oéekuje se stalni rast od 8 % godisnje (Jedrusek-
Golinska i sur., 2020). Funkcionalna hrana prisutna je u gotovo svim kategorijama hrane, a
najzastupljenija je na trziStu mlije¢nih proizvoda, konditorskih i pekarskih proizvoda te
bezalkoholnih pic¢a. Funkcionalna hrana moze se podijeliti u etiri skupine:

» Nemodificirana i neobradena hrana — najjednostavnija funkcionalna hrana koja
prirodno sadrzi nutritivne komponente. Obuhvaca voce, povrée, zafine i zacinsko
bilje.

» Obogaceni proizvodi — sadrze povecane koli¢ine postoje¢ih nutrijenata koji su veé

prirodno prisutni u hrani ili su im dodani novi nutrijenti koji se inace ne nalaze u tom
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proizvodu ili nisu uobicajeno prisutni u velikoj koli¢ini. Uklju¢uje proizvode poput
vocnih sokova obogacenih vitaminom C i mlijeka obogacenog vitaminom D te
probiotike i prebiotike.

> lzmijenjeni proizvodi — proizvodi u kojima je provedena zamjena postojece
komponente s nutrijentima koji imaju pozitivan u¢inak na zdravlje, npr. proizvodi sa
smanjenim udjelom masti.

» Poboljsani proizvodi — jedna ili vise komponenata je prirodno obogaéena kroz
specijalne uvjete uzgoja biljaka i zivotinja kao $to su primjerice kukuruz s visokim
udjelom lizina i jaja s poveéanim udjelom omega-3 masnih kiselina (Calié i sur.,
2011, Kaur i Singh, 2017).

Nedavni trendovi pokazali su da su bioaktivni spojevi biljnoga podrijetla poput polifenola,
vitamina i karotenoida zanimljive komponente za razvoj mnogih funkcionalnih proizvoda, s
obzirom da imaju znacajnu ulogu u poboljSanju zdravstvenog stanja i minimiziranju rizika od
pojave bolesti. Medutim, proizvodnju funkcionalne hrane potrebno je prilagoditi jer samo mali
dio bioaktivnih molekula ostaje na raspolaganju nakon oralne primjene, obicno zbog
nedovoljnog zadrzavanja u Zelucu, male propusnosti i/ili topljivosti u crijevima, kao i zbog
nepovoljnih uvjeta tijekom proizvodnje hrane i u gastrointestinalnom traktu (Morais i sur.,
2018). Upravo iz tih razloga, veliki je izazov osigurati stabilnost i aktivnost funkcionalnih
sastojaka hrane tijekom proizvodnje i konzumacije jer u¢inkovitost funkcionalnih proizvoda u
sprjeCavanju bolesti izravno ovisi o oCuvanju stabilnosti, bioaktivnosti i bioraspolozivosti
bioaktivnih spojeva (Betoret i sur., 2016). Iz tog razloga, proizvodaci prehrambenih proizvoda
moraju uzeti u obzir brojne varijable prilikom razvoja funkcionalnih proizvoda, ukljucujuci
senzorsku prihvatljivost, stabilnost, cijenu, funkcionalna svojstva i prakti¢nost. U tu svrhu,
posljednjih je nekoliko godina sve ¢e$¢a primjena pojedinih tehnika inkapsulacije bioaktivnih
spojeva u proizvodnji funkcionalnih proizvoda. Pregledom dostupne literature, u tablici 2 dani
su primjeri inkapsuliranih bioaktivnih spojeva koji su implementirani u razne proizvode s ciljem

proizvodnje funkcionalnih proizvoda.
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Tablica 2. Primjeri inkapsuliranih bioaktivnih spojeva i proizvoda u koje su ti bioaktivni

spojevi implementirani

BIOAKTIVNI SPOJ

TEHNIKA

INKAPSULACIJE

PROIZVOD U
KOJI JE
IMPLEMENTIRAN
BIOAKTIVNI SPOJ

REFERENCA

Kvercetin

Inkapsulacija
liposomima

Permeat slatke sirutke

Frenzel i sur., 2015

Polifenolni ekstrakt
crne murve (Morus
nigra L.)

Inkapsulacija
liposomima

Tamna ¢okolada

Giiltekin- Ozgiiyen i
sur., 2016

Polifenolni ekstrakt

Inkapsulacija

Jogurt

Akgiin i sur., 2020

koncentrata viSnje liposomima
Ekstrakt kurkume In_kapsulgcua Sok od j_abuke,__sok od Karimi i sur., 2019
liposomima marelice, mlijeko
Katehin i Inkapsulacija Nemasni tvrdi sir Rashidinejad i sur.,
epigalokatehin galat liposomima 2014
Po_llfenolnl ekstrakt In_kapsulz_icua Tekuéi jogurt Altin i sur.. 2018
ljuske kakaovca liposomima
Vitamini C i E Inkapsulacija Sok od narance Marsanasco i sur.,
liposomima 2011
Omega-3, omega-6, Ir]kapsule_lm ja Sok od narance Marsanasco i sur.,
tokoferol liposomima 2015

Polifenolni ekstrakt
hibiskusa (Hibiscus
sabdariffa L. )

lonsko geliranje

Zele bomboni

De Moura i sur.,
2018

Polifenolni ekstrakt
hibiskusa (Hibiscus

lonsko geliranje

Jogurt

De Moura i sur.,

sabdariffa L. ) 2019
Probioticka baterija Emulzifikacija, Sviesi si Santacruz i Castro,
L. acidophilus ionsko geliranje J 2018
T et Ghaderi-
SIS [ Emulzifikacija, Govediburger | Ghahfarokhi i sur.,
(Thymus vulgaris L.) ionsko geliranje 2016
Vitamin C Emulzifikacija Pice za.s.ladeno Kheynoor i sur.,
stevijom 2018
Likopen Slfsenje. Kola¢ Rocha i sur., 2012
rasprs1vanjem
Pigment betacijanin Slfsenj? Jogurt, bezalkoholni Obon i sur., 2009
rasprsivanjem sok
Omega-3 masne Susenje y Santhanam i sur.
. . Kola¢
kiseline rasprSivanjem 2014
Ekstrakt biljke Sugenie
jabuticaba (Myrciaria 1senje Svijeze kobasice Baldin i sur., 2016
rasprsivanjem

cauliflor L.)

Probioti¢ka bakterija
L. brevis

Elektroispredanje

Jogurt, sok od
narance, sok od
jabuke

Mohaisen i sur.,
2019
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Uzorci

Za provodenje eksperimentalnog dijela rada koriSteni su osuseni nadzemni dijelovi
biljke trave ive (Teucrium montanum L.) podrijetlom iz Republike Hrvatske (Travar M.B.,
Bjelovar). Biljni materijal je za pripremu ekstrakata usitnjen u elektricnom mlinu i prosijan na
zeljenu velicinu Cestica (< 450 pm). Uzorak je pohranjen u papirnatoj vreéici u tami na sobnoj
temperaturi.

Polifenolni ekstrakti trave ive pripremljeni su konvencionalnim i inovativnim
tehnikama ekstrakcije. Ekstrakt s najvisim udjelom polifenolnih spojeva inkapsuliran je
liposomima. Liposomi s najviSom inkapsulacijskom ucinkovitosti dodatno su obloZeni
natrijevom soli alginske kiseline iz smedih algi niske viskoznosti (Sigma Aldrich, St. Louis,
SAD) i niskometiliranim pektinom (Cargill, Zagreb, Hrvatska) tehnikom ionskog geliranja.
Dobivene cestice su liofilizirane te dodane u prethodno pripremljene napitke kave (Franck

d.o.o0., Zagreb, Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije

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

Odredivanje topljivih i netopljivih vlakana
e Etanol 96 %-tni, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e Etanol 78 %-tni, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e Aceton, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)
e Enzimski set za odredivanje vlakana, Megazyme (Wicklow, Irska)
e Trizma base, 0,75 M otopina, Megazyme (Wicklow, Irska)
e Octena kiselina, Kefo d.o.o (Sisak, Hrvatska)
o Celite 545, Merck (Darmstadt, Njemacka)
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Odredivanje udjela proteina

Sumporna kiselina 96 %-tna, T.T.T. d.o.0. (Sveta Nedjelja, Hrvatska)
Borna kiselina, T.T.T. d.o.o. (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Kjeldahl-ove tablete, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Njemacka)
Indikator metil-crveno, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Klorovodi¢na kiselina (37 %-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela pojedinih pigmenata

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

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

Etanol 96 %-tni, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)
Klorovodi¢na kiselina 37 %-tna, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev hidrogensulfat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
Galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom

Etanol 96 %-tni, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

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

Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH), Fluka (St. Gallen, Svicarska)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboskilna kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich
(Steinham, Njemacka)

Inkapsulacija i karakterizacija liposoma i hidrogel cestica

Etanol 96 %-tni, Gram-mol d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

Kloroform, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
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e Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)
e Tiobarbiturna kiselina, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

e Perklorna kiselina Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

e Trikloroctena kiselina Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

e Niskometilirani pektin, Cargill (Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev alginat, Sigma Aldric (St. Louis, SAD)

e Kalcijev klorid, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Mljevena kava, Franck d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

HPLC analiza
e Redestilirana voda, AQUA pro injectione (Zagreb, Hrvatska)
e Mravlja kiselina 99 %-tna, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)

e Acetonitril, Fischer Scietific (Waltham, SAD)

3.1.3. Aparatura i pribor

Odredivanje kemijskog sastava

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

e Tehnicka vaga, A&D Instruments (Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Laboratorijski su$ionik, Tehtnica (Zeleznik, Slovenija)

e Aluminijske posudice s poklopcima, eksikator

e Boca za odsisavanje

e Gumeni prsten, izvor vakuuma

e Ultrazvué¢na kupelj Elmasonic, Elma (Njemacka)

e Laboratorijske boce

e Staklena menzura

e Sinter lon¢i¢i, Spatula

e Plamenik s azbesthom mrezicom

e Mufolna pe¢ KR-170, Heraeus (Hanau, Njemacka)

e Porculanske zdjelice

e Uredaj za atomsku spektrometriju uz induktivno spregnutu plazmu Prodigy High
Dispersive ICP (Mason, SAD)
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Uredaj za mineralizaciju — blok za spaljivanje, Tecator Digestion System 6, 1007
Digester, Foss Tecator (Hilleroed, Danska)

Uredaj za destilaciju, Kjeltec TM 2100, Foss Tecator (Hilleroed, Danska)

Tecator kivete za Kjeltec sustav

Erlenmeyerova tikvica

Bireta za titraciju

Povratno hladilo za kondenzaciju otapala

Rotacijski upariva¢, Heidolph (Schwabach, Njemacka)

Celulozna ¢ahura, vata

Kuglice za vrenje, stakleni lijevak

Whatman br. 4 filter papir, Kefo d.o.0. (Sisak, Hrvatska)

Priprema ekstrakata

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

Uredaj za obradu visokim hidrostatskim tlakom, Stansted Fluid Power (Harlow,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

Uredaj za ekstrakciju subkriticnom vodom, Puro Dakovi¢ Aparati d.o.o. (Slavonski
Brod, Hrvatska)

Uredaj za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, Micro SYNTH platforma,
Milestone (Sorisole, Italija)

Termometar, Stoperica

Menzura

Spektrofotometrijske analize

Spektrofotometar Helios y, ThermoSpectronic (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Kiveta (10 mm) za spektrofotometrijsko mjerenje

Automatske mikropipete (Gilson, SAD)

Staklene epruvete

Staklene menzure

Staklene pipete

Odmijerne tikvice
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Inkapsulacija i karakterizacija liposoma i hidrogel cestica

Plasti¢ne Sprice

Igle 23G (0,6x30 mm) i 20G (0,9x40mm)

Staklene i Eppendorf epruvete

Peristalticka pumpa, Perfusor Compact Plus, B. Braun (Hessen, Njemacka)
Laboratorijske ¢ase, metalno cijedilo, magneti

Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific (Suzhou, Kina)

Magnetna mijesalica, IKA C-Mag HS 7 (Staufen, Njemacka)

Uredaj za homogenizaciju reakcijske smjese — Vortex, Dlab Scientific, (Schiltigheim,
Francuska)

Mikroskop Leica DM1000 LED (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Digitalni fotoaparat PixeLINK PL-E422CU (Ottawa, Kanada).

Malvern Nano-ZS Zetasizer (Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Spektrometar Nicolet iS10 Thermoscientific (Stockholm, Svedska),
Liofilizator, Martin Christ GmbH (Osterode am Harz, Njemacka)

Uredaj za obradu hrane pulsiraju¢im UV svjetlom, Polytec (Waldbronn, Njemacka)

HPLC analiza

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

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

HPLC-PDA sustav Agilent 1200 Series (tekuéinski kromatograf visoke u¢inkovitosti s
PDA (,,Photo Diode Array*) detekcijom), Agilent Technologies (Kalifornija, SAD)
HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 um, 100 A), Agilent
Technologies (Kalifornija, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje osnovnog kemijskog sastava trave ive

3.2.1.1. Odredivanje udjela suhe tvari

Udjel suhe tvari odreden je prema modificiranoj AOAC 930.15 (1990a) metodi.

Princip metode:
Suha tvar biljnog materijala odreduje se susenjem uzorka do konstantne mase s obzirom
da na temperaturi susenja od 105 °C dolazi do izdvajanja slobodne vode iz uzorka. Udjel suhe

tvari izraCunava se obzirom na po¢etnu masu uzorka.

Postupak rada:

Odvaze se 1 g (s to¢noséu £ 0,0001) dobro homogeniziranog uzorka u prethodno
osusenu (do konstantne mase pri 105 °C), ohladenu i izvaganu aluminijsku posudicu s
poklopcem. Nepokrivena posudica s uzorkom i poklopac suse se 2 sata u susioniku pri 105 °C
(period susenja pocinje od trenutka kad je u su$nici postignuta temperatura tocno 105 °C).
Nakon isteka vremena susenja, aluminijska posudica s uzorkom pokrije se poklopcem dok je
jo$ u suSioniku, prebaci u eksikator i vaze ¢im se ohladi na sobnu temperaturu. Postupak se
ponavlja dok se ne postigne konstantna masa uzorka u posudici (s tocnoséu + 0,0003 g). Ostatak
uzorka u posudici predstavlja suhu tvar, a gubitak u masi, udjel vode u uzorku.

Udjel vode izrac¢una se prema formuli [1], dok se udjel suhe tvari racuna kao razlika udjela
vode od 100 % [2].

. _m2-m3
Udjel vode (%) = m— *100 [1]
Udjel suhe tvari (%) = 100 % - Udjel vode (%) [2]

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)

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

devijacijom.
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3.2.1.2. Odredivanje udjela prehrambenih viakana

Udjel prehrambenih vlakana odreden je prema AOAC 2011.25 (2012) metodi.

Princip metode:

Metoda AOAC 2011.25 (2012) koristi se za odredivanje netopljivih prehrambenih
vlakana, topljivih prehrambenih vlakana s veom molekularnom masom i topljivih
prehrambenih vlakana s nizom molekularnom masom. Udio ukupnih prehrambenih vlakana u
uzorcima predstavlja zbroj topljivih i netopljivih vlakana kojima je prethodno odreden i oduzet

udio proteina i mineralni tvari.

Postupak rada:
Odpredivanje netopljivih prehrambenih vlakana

U svaku od cetiri laboratorijske boce (250 mL) odvaze se 1,000 = 0,0005 g biljnog
uzorka. Uzorci se navlaze s 1,0 mL etanola te se u svaku bocu doda 40 mL prethodno
pripremljene suspenzije enzima pankreatska a-amilaza/amiloglukozidaza. Uzorci se inkubiraju
16 sati na 37 °C u vodenoj kupelji uz konstantno mijesanje. Tijekom inkubacije dolazi do
hidrolize $kroba na D- glukozu, maltozu i manju koli¢inu maltrodekstrina. Po isteku vremena
inkubacije, laboratorijske boce se izvade iz vodene kupelji te se doda 3 mL otopine Tris pufera.
Poklopci boca se lagano otpuste te vrate u vodenu kupelj na 95-100 °C uz konstantno mijesanje.
Inkubacija traje 20 minuta, a za to vrijeme inaktiviraju se enzimi pankreatska a-amilaza i
amiloglukozidaza buduci da se dodatkom pufera pH uzorka povisi na 8,2. Nakon inkubacije, u
ohladene uzorke doda se 0,1 mL otopine proteaze s ciljem denaturacije proteina u uzorku. Boce
se poklope s cepom i stave u vodenu kupelj na 30 minuta uz konstantno mijeSanje. Vrijeme se
po¢ne mjeriti kada temperatura u kupelji dosegne 60 °C. Nakon zavrSene treCe inkubacije
zaustavi se mijesanje te se doda 4,0 mL 2 M octene kiseline za kona¢no postavljanje pH
vrijednosti na 4,3. Tako pripremljeni uzorak Koristi se za odredivanje netopljivih vlakana.
Postupak zapocinje vakuum filtracijom uzorka kroz prethodno izvagani sinter lonc¢i¢ koji sadrzi
oko 1 gram Celita prethodno navlazenog s 15 mL 78 % (v/v) etanola. Talog zaostao na stjenki
laboratorijske boce ispire se s minimalnim volumenom (10 mL) deionizirane vode zagrijane na
60 °C. Dobiveni filtrat se zatim prebaci u staklenu menzuru te dopuni do oznake (70 mL) s
deioniziranom vodom zagrijanom na 60 °C. Tako pripremljeni filtrat koristi se za odredivanje

topljivih vlakana. Talog zaostao na sinter loncicu se ispire s 2 x 15 mL 78 % (v/v) etanola, 95
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% (v/v) etanola i acetona. Nakon ispiranja, lon¢ié se stavi u susionik na 105 °C te se susi preko
noc¢i. Osuseni lonéi¢ hladi se u eksikatoru, a nakon hladenja se izvaze i zabiljezi masa. Masa
taloga izracuna se na nacin da se oduzme masa loncica i Celita od mase osuSenog loncica i
Celita s uzorkom. Za izracun netopljivih vlakana potrebno je odrediti koli¢inu proteina prema
metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.4. i koli¢inu mineralnih tvari prema metodi opisanoj u

poglavlju 3.2.1.3..

Odredivanje topljivih prehrambenih vlakana

Za odredivanje topljivih prehrambenih vlakana koristi se uzorak koji je skupljen
prilikom odredivanja netopljivih vlakana. U 70 mL uzorka zagrijanog na 60 °C doda se 280 mL
95 % (v/v) etanola temperature 60 °C. Uzorak se ostavi stajati na sobnoj temperaturi 1 sat u
svrhu taloZenja topljivih prehrambenih vlakana. Prije filtracije uzorka potrebno je rasporediti
Celite po lon¢ic¢u koriste¢i 15 mL 78 %-tnog (v/Vv) etanola koji se zatim usisa. Lon¢i¢i s Celitom
se prethodno izvazu te im se zabiljezi masa. Uzorak se filtrira kroz lon¢i¢. Za kvantitativno
prenosSenje i ispiranje ostatka taloga iz boca u lonci¢ koristi se $patula i 78 % etanol. Nakon
filtracije talog se ispere sa 2 x 15 ml 78 % (v/v) etanola, 95 % (v/v) etanola i acetona (,,susenje
izmjenom otapala®). Isprani talog u lonc¢icu susi se u susioniku preko no¢i na 103 °C. OsuSeni
lon¢i¢ stavi se u eksikator, a nakon hladenja se izvaze i zabiljezi masa. Masa taloga izra¢una se
na nacin da se oduzme masa lonci¢a i Celita od mase osusenog lonci¢a i Celita s uzorkom. Za
izraCun topljivih prehrambenih vlakana potrebno je izraCunati koli¢inu proteina i pepela na
jednak nacin kao i kod netopljivih prehrambenih vlakana. Dobiveni rezultati izraZeni su kao

maseni udjel u suhoj tvari pocetnog uzorka (% s. t.)

3.2.1.3. Odredivanje udjela mineralnih tvari

Odredivanje udjela mineralnog ostatka provedeno je prema normi HRN EN ISO 2171 (2010).

Princip metode:
Uzorak se prvo karbonizira na plameniku, a zatim mineralizira u mufolnoj pe¢i sve dok

se ne dobije jednoli¢ni svijetlo sivi pepeo konstantne mase.

Postupak rada:
Dobro homogenizirani uzorak odvagne se (2 = 0,0001 g) u prethodno izarenu, ohladenu

i izvaganu porculansku zdjelicu u kojoj se nalazi kvarcni pijesak. Uzorak u zdjelici se zagrijava
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na plameniku dok ne pougljeni, a zatim se stavi u mufolnu pe¢ koja je zagrijana na temperaturu
od 550 °C. Zdjelica s pijeskom i uzorak se ostave u mufolnoj peéi sve do pojave jednoli¢nog
svijetlo sivog pepela konstantne mase. Nakon $to je mineralizacija gotova, zdjelica s pijeskom
i uzorak se hlade u eksikatoru i izvazu.

Postupak za racunanje udjela pepela u uzorku prikazan je jednadzbom [3]:

Udjel pepela (%) = % *100 3]

gdje je:
m1 — masa prazne porculanske zdjelice i kvarcnog pijeska (g)
m2 — masa porculanske zdjelice, kvarcnog pijeska i uzorka prije spaljivanja (g)

m3 — masa porculanske zdjelice, kvarcnog pijeska i pepela (g)

Odredivanje udjela mineralne tvari provedeno je u duplikatu, a rezultati su izrazeni kao maseni
udjel u suhoj tvari pocetnog uzorka (% s. t.) i prikazani kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om

standardnom devijacijom.

3.2.1.4. Odredivanje udjela proteina
Udjel proteina odreden je prema standardnoj HRN EN ISO 20483 (2014) metodi.

Princip metode:

Kjeldahlovim postupkom odreduje se ukupni duSik prisutan u amino skupinama u
uzorku (npr. proteinski dusik, amino duSik 1 amido dusik). Udjel duSika se zatim preracunava
u udjel proteina mnozenjem postotka duSika s odgovaraju¢im faktorom pretvorbe F (100/X) pri
¢emu je X postotak duSika u proteinima odredene namirnice ili skupine namirnica. Odredivanje
udjela proteina odvija se u Cetiri koraka, a to su mineralizacija (spaljivanje), alkalizacija s NaOH
u suviSku, destilacija 1 titracija.

1. Mineralizacija
Prilikom zagrijavanja uzorka uz dodatak sumporne kiseline i katalizatora, koji joj povisuje
vreliSte i na taj nacin ubrzava reakciju, dolazi do razaranja organskih tvari u uzorku. Razaranje
uzrokuje oslobadanje proteinskog i neproteinskog dusika (osim du$ika vezanog uz nitrate i

nitrite) koji zaostaje u obliku amonijevog sulfata [4].
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H>SO4 + Kjeldahl katalizator
Organski dusik » (NH4)2S04 [4]
Oksidacija / visoka temperatura

2. Alkalizacija s NaOH u suvisku
Dodatkom natrijeva hidroksida, iz amonijeva sulfata oslobada se amonijak [5].
(NH4)2S04 + 2 NaOH 2 NH3 + Na2SO4 + 2 H20 [5]

3. Destilacija u bornu kiselinu u suvisku

Oslobodeni amonijak predestilira se u bornu kiselinu pri ¢emu nastaje amonijev borat [6].

3 NHz + H3BO3 » (NH4)3BOs3 [6]

4. Titracija amonijevog borata klorovodi¢nom kiselinom

Nastali amonijev borat titrira se klorovodicnom kiselinom iz ¢ega nastaje amonijev klorid 1
borna kiselina [7].

(NH4)3BO3 + 3HCI » 3(NH4)Cl + H3BO3 [7]

Postupak rada:

U Tecator kivete odvaze se priblizno 1 g s to¢nos¢u + 0,0001 g homogeniziranog uzorka.
U kivetu se stavi jedna tableta Kjeldah indikatora i 12 mL 96 % sumporne kiseline te se lagano
mijeSa dok se uzorak u potpunosti ne navlazi s kiselinom. Stalak s epruvetama stavi se u
digestijsku jedinicu za spaljivanje i ukljuci se sistem za odvod para. Prvih 10 minuta spaljivanje
se provodi uz maksimalan protok vode nakon ¢ega se protok vode smanji za 50 %. Uzorak je u
potpunosti spaljen kada zaostane samo bistra plavo-zelena tekucina bez crnih ostataka. Sadrzaj
u Kiveti se ohladi na sobnu temperaturu te se u svaku kivetu oprezno doda 80 mL destilirane
vode. Kiveta se umetne u Kjeltec uredaj u jedinicu za destilaciju, a na izlaz se postavi
Erlenmeyerova tikvica s 25 mL 4 % borne kiseline. Destilacija se odvija automatski otprilike 4
minute. Dobiveni destilat je zelene boje $to ukazuje na prisustvo amonijaka, a zatim se destilat
titrira s kloridnom kiselinom do promjene boje iz zelene u ruzicastu. Potrebno je zapisati

utroSak kloridne kiseline za titraciju.

Udjel dusika u uzorku rac¢una se pomocu sljedecée jednadzbe [8]:
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(a—b) * N * f % 1,4007

. L 10/
Udjel ukupnog dusika (%)  (azorka) [8]
a = volumen HCI utroSen za titraciju uzorka u ml
b = volumen HCl utroSen za titraciju slijepe probe u ml
N = molaritet kiseline
f = faktor kiseline
m = masa uzorkau g
Udjel bjelancevina u uzorku racuna se pomocu sljedecée jednadzbe [9]:
% bjelancevina =% N x F [9]

Faktor (F) za preracunavanje dusika u bjelancevine:

5,7 za pSenicu i mlinske proizvode *

6,38 za kazein i kazeinate

6,25 za sve ostale proizvode.

Odredivanje udjela proteina Kjeldahlovim postupkom provedeno je u duplikatu, a rezultati su
izraZzeni kao maseni udjel u suhoj tvari pocetnog uzorka (% s. t.) i prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.1.5. Odredivanje udjela masti

Udjel masti odreden je prema modificiranoj AOAC 920.39 (1990b) metodi.

Princip metode:

Metoda se temelji na selektivnoj ekstrakciji lipidnih komponenata biljnog matriksa
primjenom nepolarnog organskog otapala koje cirkulira principom isparavanja i kondenzacije
u zatvorenoj aparaturi po Soxhlet-u. Lipidna frakcija se prilikom ekstrakcije zasebno izdvaja u

tikvici.

Postupak rada:
Aparaturu po Soxhletu €ini staklena tikvica od 250 mL s ravnim dnom na koju se

nastavlja stakleni ekstraktor u kojem se nalazi ¢ahura s uzorkom, te na ekstraktor vertikalno
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vodeno hladilo u kojem dolazi do kondenzacije ishlapljenog otapala koje se potom skuplja u
ekstraktoru te se iz istoga prelijeva u tikvicu iz koje potom ponovo isparava. Isparavanje otapala
uvjetovano je toplinom koja se postize koristenjem pjescane kupelji.

Odvaze se 5 g osusenog i usitnjenog uzorka u celulozne Cahure koje se zacepe na vrhu suhom
vatom te se postave uspravno u Soxhlet ekstraktor. U ekstraktor se pomocu lijevka ulijeva
otapalo u volumenu 2 ekstraktora (volumen ekstraktora je volumen otapala potreban da se
otapalo prelije iz ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi). Tikvica s kuglicama za vrenje i
ekstraktorom spoji se na hladilo i zapo¢ne se sa zagrijavanjem. Ekstrakcija traje 6 sati uz brzinu
ekstrakcije 10-12 sifona po satu pri ¢emu je jedan sifon oznaka za jednu izmjenu otapala iz
ekstraktora u tikvicu preko preljevne cijevi nakon ¢ega se tikvica s otapalom i ekstrahiranom
masti odvoji od ostatka aparature. Otapalo iz tikvice se otpari na rotacijskom vakuum uparivacu
nakon ¢ega se tikvica s ekstrahiranom masti susi do konstantne mase pri 105 °C. Uzorak se

zatim hladi u eksikatoru 1 vaze.

Masa ekstrahirane masti izracuna se iz razlike konstantnih masa tikvice s ekstrahiranom masti
i prazne tikvice s kuglicama za vrenje, dok se udjel ra¢una obzirom na masu pocetnog uzorka
(ili suhe tvari) koristenog za ekstrakciju [10].

mz—my

(%) masti = ———* 100 [10]

ms3
gdje je:
m1 - masa prazne tikvice s kuglicama za vrenje (g)
m> - masa tikvice s ekstrahiranom masti (g)
M3 - pocetna masa uzorka u celuloznoj ¢ahuri (g)
Odredivanje udjela masti ekstrakcijom po Soxhletu provedeno je u duplikatu, a rezultati su
izrazeni kao maseni udjel u suhoj tvari pocetnog uzorka (% s. t.) i prikazani kao srednje

vrijednosti s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

3.2.1.6. Odredivanje udjela makro- i mikroelemenata

Atomskom spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES) odredeni su
makroelementi i mikroelementi u uzorku trave ive. U uzorcima su odredeni udjeli sljede¢ih
elemenata: As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Sn, TlI,
ViZn.
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Uzorak trave ive (0,250 g) mikrovalno je razoren uz dodatak 5 mL HNO3 (50 %, v/v)
(tablice 3 i 4). Uzorak je ostavljen u teflonskoj posudi da se ohladi, a zatim razrijeden s
ultracistom vodom na konacni volumen od 25 mL. Razaranje i mjerenja ponovljeni su tri puta.

Prije mjerenja uzorci su profiltrirani (crna vrpca).

Tablica 3. Uvjeti mikrovalnog razaranja

1 2 3
T (°C) 150 160 190
P (W) 80 80 80
T (min) 10 10 20

Tablica 4. Uvjeti mjerenja na ICP-AES instrumentu

INSTRUMENT
SPEKTROMETAR
RF-GENERATOR

Prodigy High Dispersive ICP

ESelatnog tipa

»free running* 40 MHz

Vanjski: 18 L min;
Pomoéni:0,8 L min;
Za rasprSivanje: 36 psi

PROTOK PLINA (ARGON)

PLAMENIK Fasselov tip , DUAL-VIEW
RASPRSIVAC Pneumatski
KOMORA ZA RASPRSIVANJE Ciklonska

3.2.2. Odredivanje udjela pojedinih pigmenata trave ive

3.2.2.1. Odredivanje udjela ukupnog klorofila

Princip metode:

Metoda (Huang i sur., 2007) se temelji na ekstrakciji klorofilnih pigmenata iz biljnog
uzorka primjenom 80 % acetona. Intenzitet nastalog obojenja odreduje se spektrofotometrijski
mjerenjem apsorbancije na valnim duljinama 663 i 645 nm, a kvantifikacija pojedinog pigmenta

provodi se prema poznatim jednadzbama.
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Postupak rada:

0,15 g uzorka ekstrahira se s 50 mL 80 % (v/v) acetona uz snazno mijeSanje 2 minute,
a zatim se profiltrira kroz filter papir. Falcon-ica se do oznake od 50 mL nadopuni 80% (v/v)
acetonom. Izmjeri se apsorbancija filtrata na valnim duljinama od A=663 nm za klorofil a i na

A= 645 nm za klorofil b.

Udjeli klorofila a i b izra¢unavaju se prema jednadzbama [11] i [12], a ukupni klorofil (mg L
1) prema jednadzbi [13]:

Klorofil a (mg L) = 12,7 x A663 — 2,95 x A663 [11]
Klorofil b (mg L) = 22,95 x A645 — 4,67 x A645 [12]
Ukupni klorofil = klorofil a + klorofil b [13]

Rezultati se izrazavaju kao [14]:

ukupni klorofil (mg L™1) * 50 mL

Ukupni klorofil (mg g?t) = [14]

masa uzorka * 1000

Odredivanje udjela klorofila u uzorcima provodi se u duplikatu, a rezultati su izrazavaju kao
srednje vrijednosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama, u pg klorofila g* suhe tvari

uzorka.

3.2.2.2. Odredivanje udjela ukupnih karotenoida

Princip metode:

Metoda Barros i suradnika (2008) temelji se na ekstrakcija likopena i B-karotena iz
biljnog materijala primjenom acetona i heksana pomijeSanih u omjeru 4:6. Intenzitet nastalog
obojenja odreduje se spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije na valnim duljinama A=453,

505 i1 663 nm. Udjeli B-karotena i likopena izraCunaju se prema zadanim jednadzbama.

Postupak rada:

100 mg usitnjenog biljnog materijala snazno se mijesa sa mjeSavinom acetona i heksana
(4:6, 10 mL) 1 minutu i zatim profiltrira kroz filter papir Whatman br. 4. Izmjeri se apsorbancija
filtrata na A=453, 505 1 663 nm.
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Udjeli likopena i B-karotena izraCunavaju se prema jednadzbama [15] i [16]:

Likopen (mg (100 mL)™?) =-0.0458 - A663 + 0.372 - A505 — 0.0806 -A453 [15]
B-karoten (mg (100 mL)™1)=0.216 - A663 —0.304 - A505 + 0.452 - A453 [16]

Odredivanje udjela karotenoida u uzorcima provodi se u duplikatu, a rezultati se izrazavaju kao

ug karotenoida gt suhe tvari uzorka.

3.2.2.3. Odredivanje udjela ukupnih antocijana

Princip metode:

Metoda se bazira na ¢injenici da se ion HSO3™ veZe na antocijane na polozaju 2’ te tako
prevodi obojeni kation antocijana u bezbojni leuko oblik. Istovremeno se paralelni uzorak
tretira destiliranom vodom. Razlika apsorbancije oba uzorka proporcionalna je udjelu
antocijana (Ough i Amerine, 1988).

Postupak rada:

Odvaze se 0,2 g usitnjenog biljnog materijala, doda 2 mL 96% zakiseljenog EtOH i 40
mL 2% HCI. Smjesa se dobro promijesa i centrifugira 10 minuta pri 4500 o/min, nakon ¢ega se
10 mL supernatanta otpipetira u dvije epruvete. U prvu se dodaje 4 mL destilirane vode, a u
drugu 4 mL 15% natrij hidrogensulfita. Epruvete stoje 15 minuta na sobnoj temperaturi nakon

¢ega se mjeri apsorbancija na 520 nm (slijepa proba: 2% HCI).

Udjel antocijana (Ac) u ispitivanom uzorku racuna se prema jednadzbi [17]:

Ac (mg L) =615 * (Al - A2) [17]
gdje je:
615 - faktor preracunavanja
Al - apsorbancija uzorka tretiranog vodom
A2 - apsorbancija uzorka tretiranog natrijevim hidrogensulfitom
Odredivanje udjela antocijana u uzorcima provodi se u duplikatu, a rezultati se izrazavaju kao

ug antocijana g* suhe tvari uzorka.
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3.2.3. Priprema polifenolnog ekstrakta trave ive

3.2.3.1. Konvencionalne tehnike ekstrakcije

Polifenolni ekstrakt trave ive pripremljen je infuzijom (INF), dekokcijom (DEK) i
maceracijom (MAC) (slika 6). Kao otapalo koristena je destilirana voda, a omjer uzorak/otapalo
(1:25, wiv) je bio isti za sve tri tehnike ekstrakcije. Ekstrakcija infuzijom provedena je tijekom
30 minuta na temperaturi od 80 °C uz konstantno mijesanje. Ekstrakcija polifenola dekokcijom
provedena je pri temperaturi od 100 °C tijekom 20 minuta, dok je macerat sakupljen nakon 48
satne ekstrakcije polifenolnih spojeva na sobnoj temperaturi. Dobiveni uzorci su centrifugirani
(9500 RPM, 20 minuta) i filtrirani preko Whatman br. 4 filter papira. Ekstrakti su pohranjeni

na + 4 °C do daljnjih analiza.

3.2.3.2. Inovativne tehnike ekstrakcije

Polifenolni ekstrakti trave ive pripremljeni su ekstrakcijom visokim hidrostatskim
tlakom (HHPE), ekstrakcijom subkriticnom vodom (SWE) i ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima (MAE) (slika 6). Sve tehnike ekstrakcije provedene su koriStenjem destilirane
vode kao otapala, s istim omjerom uzorak/otapalo (1:25, w/v). Kod ekstrakcije visokim
hidrostatskim tlakom uzorak se izvaze u plasti¢nu bocu te se doda voda. Zatvorena boca stavi
se u plasticnu vrecicu i vakumira. Vakumirani uzorci potom se stavljaju u uredaj za visoki
hidrostatski tlak (Stansted Fluid Power), a ekstrakcija se provodi pri razli¢itim parametrima
tlaka (200 i 400 MPa) i vremena (10 i 20 minuta). Ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE)
provedena je u odgovarajuem sustavu, koji su prethodno opisali Joki¢ i suradnici (2018).
Ekstrakcija je izvedena tijekom 5 minuta na temperaturi od 150 °C uz tlak od 30 bara.
Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) provedena je u Micro SYNTH platformi na
temperaturi od 50 ° C tijekom 5 minuta. Dobiveni ekstrakti su centrifugirani (9500 RPM, 20
minuta), a potom filtrirani preko filter papira (Whatman filter papir br. 4) i pohranjeni na +4 °C
do daljnjih analiza.
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KONVENCIONALNE

TEHNIKE EKSTRAKCIJE

VISOKI HIDROSTATSKI
TLAK (HHPE)

200 i 400 MPa; 10 i 20 min

INFUZIJA (INF)
80 °C; 30 min

DEKOKCIJA (DEK) SUBKRITICNA VODA
100 °C; 20 min

(SWE)
150 °C; 5 min; 30 bara

EKSTRAKCIJA

MACERACIJA (MAC) MIKROVALOVIMA (MAE)
sobna temp.; 48 h

50 °C; 5 min

Slika 6. Shematski prikaz parametara konvencionalnih i inovativnih tehnika ekstrakcije

3.2.4. Karakterizacija polifenolnog ekstrakta trave ive

3.2.4.1. Odredivanje prinosa ekstrakcije

Princip metode:
Prinos ekstrakcije odreden je kao udjel suhe tvari ekstrakta primjenom standardne

metode suSenja na 105 °C prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.1.

3.2.4.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj 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 Cega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih
volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999). Nakon dva sata reakcije, u kojoj
svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom, spektrofotometrijski se odredi

intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough 1 Amerine, 1988), pri ¢emu je intenzitet
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obojenja direktno proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton
i Rossi, 1965).

Postupak rada:

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 uL uzorka, 500 uL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne (w/v) otopine
natrijevog karbonata (Na>CO3) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijesa. Tako
pripremljeni uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon Cega se myjeri
apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba
priprema se na isti na¢in kao i uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 uL uzorka sadrzi isti
volumen destilirane vode. Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije
uzorka te se tako dobivena vrijednost koristi za izratunavanje kona¢nog rezultata.

Udjel ukupnih polifenola izraGunava se iz jednadZzbe bazdarne krivulje [18]:

y = 0,0010x — 0,0001 [18]
gdje su:
x — udjel ukupnih polifenola (mg L™?)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

1z jednadZbe bazdarne krivulje, konstruirane za standard galne kiseline, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg L), odreduje se udjel ukupnih polifenola
u ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela ukupnih polifenola provedeno je u dvije paralelene
probe (n=2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im

standardnim devijacijama, u mg ekvivalentima galne kiseline (EGK) g* suhe tvari uzorka.

3.2.4.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta 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 bilo kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Za oksidaciju otopine
ABTS-a koristi se otopina kalijevog persulfata, pri ¢emu se maksimum apsorbancije dostiZe na
valnim duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm. Dodatak antioksidansa rezultira redukcijom

prethodno generiranog ABTS radikala, Sto uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se pracenjem

34



smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju
uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne

kiseline (Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).

Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS®
radikala, oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140
mM) do konacne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove
otopine potrebno je pomijesati 88 pL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuniti sa
otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Budué¢i da ABTS i kalijev persulfat
reagiraju u stechiometrijskom odnosu 1:0,5, ne¢e do¢i do potpune oksidacije te je stoga potrebno
pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko no¢i (12-16 sati) na sobnoj
temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%-tnim) do kona¢ne koncentracije
ABTS" radikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.

Volumen od 40 uL uzorka pomijesa se s 4 mL otopine ABTS" radikala u tamnoj epruveti te se
nakon to¢no 6 minuta izmjeri apsorbancija na 734 nm. Prije mjerenja uzoraka potrebno je
izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako da se, umjesto uzorka, 40 pL vode
pomijesa s istom koli¢inom reagensa.

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA, koja
se Kkoristi za izracunavanje kona¢nog rezultata.

JednadZzba bazdarne krivulje glasi [19]:

y =0,303x + 0,0006 [19]
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 paralelene probe (n=2), a rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja

s pripadajué¢im standardnim devijacijama u mmol Trolox-a g suhe tvari uzorka.
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3.2.4.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode:

Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH
radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pra¢ena kolorimetrijskom
reakcijom [20] i [21]. 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 [20]
DPPH +R'— DPPH-R [21]
Postupak rada:

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

JednadZzba bazdarne krivulje glasi [22]:

y = 0,603x — 0,006 [22]
gdje su:
X — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

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

pripadajuéim standardnim devijacijama u mmol Trolox-a g™ suhe tvari uzorka.
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3.2.5. Priprema i karakterizacija liposoma s inkapsuliranim polifenolnim ekstraktom trave ive

3.2.5.1. Inkapsulacija polifenolnog ekstrakta trave ive liposomima

Polifenolni ekstrakt trave ive s najvisim udjelom polifenolnih spojeva inkapsulira se
liposomima. Da bi se formirali liposomi s visokim stupnjem inkapsulacijske uéinkovitosti,
ekstrakt trave ive se neposredno prije inkapsulacije liofilizira te usitni u tarioniku. Kao materijal
za formiranje liposoma koristi se fosfolipid, a liposomi se pripreme u tri razli¢ita omjera
liofiliziranog ekstrakta trave ive i fosfolipida, 1:5, 1:10 i 1:20.

U Erlenmayerovoj tikvici otopi se jednaka masa Phospholipona 90G i etanola uz
mijeSanje na magnetskoj mijesalici na brzini od 140 RPM. Vazno je zatvoriti vrh tikvice
aluminijskom folijom kako bi se sprijecila evaporacija etanola. Da bi se pospjesilo otapanje
fosfolipida u etanolu, tikvica se stavi u vodenu kupelj (60 °C) na 1 minutu. Nakon $to se
fosfolipidi otope, u smjesu se direktno doda prethodno pripremljena otopina liofiliziranog
ekstrakta trave ive. Smjesa se potom zagrijava u vodenoj kupelji (60 °C) 2 minute, a zatim
ohladi na sobnoj temperaturi u mraku. Pomocu peristalticke pumpe u Erlenmayerovu tikvicu s
fosfolipidima, etanolom i ekstraktom doda se destilirana voda. Protok vode podesi se na 15 mL
h™! a brzina mijesanja poveéa na 650-700 RPM. Tijekom mije$anja vazno je tikvicu obloziti
aluminijskom folijom kako bi se sprije¢io negativan utjecaj svjetla na fosfolipide i degradacija

bioaktivnih spojeva. Dobivena suspenzija liposoma ¢uva se na +4 °C do daljnjih analiza.

3.2.5.2. Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika liposoma

Odredivanje velicine i zeta potencijala liposoma

Veli¢ina i zeta potencijal liposoma odrede se na uredaju Malvern Nano-ZS Zetasizer
(Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo). Uzorci se za potrebe analize prethodno razrijede

destiliranom vodom 200 x.

Odredivanje FTIR spektra liposoma

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR) primijeni se na
prazne liposome i liposome s inkapsuliranim ekstraktom trave ive s omjerom ekstrakta i
fosfolipida 1:20. Infracrveni spektri uzoraka (~2 mg) snime su tehnikom atenuirane totalne
refleksije (ATR) na spektrometru Nicolet iS10 (Thermoscientific, Svedska) u rasponu valnih
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brojeva od 4000 — 400 cm™. Uzorci se za potrebe analize prethodno razrijede destiliranom

vodom 200 Xx.

3.2.5.3. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenolnih spojeva liposomima

Udjel polifenola imobiliziranih u liposomima odredi se tako da se u staklenoj epruveti
najprije pripremi suspenzija koja se sastoji od 1 mL prethodno pripremljenih liposoma (opisano
u poglavlju 3.2.5.1.) i 9 mL destilirane vode. 1 mL pripremljene suspenzije prebaci se u
Eppendorf epruvetu te centrifugira na 9500 RPM, 45 minuta. Dobiveni supernatant odvoji se
od taloga te ¢uva u zamrzivacu na -18 °C do daljnjih analiza. U ¢iste staklene epruvete doda
se 1 mL metanola, 1 mL kloroforma te talog liposoma koji je prethodno resuspendiran u 1 mL
destilirane vode. Nakon snaznog vorteksiranja i odvajanja faza metanol-kloroform, gornja
vodeno-metanolna faza koja sadrzi inkapsulirane polifenole prebaci se u cistu Eppendorf
epruvetu te skladisti na -18 °C do daljnjih analiza na HPLC uredaju. Na temelju HPLC analize
izraCuna se postotak inkapsulacije polifenola koji se definira kao postotak bioaktivnih spojeva

inkapsuliranih u liposome u odnosu na ukupnu koli¢inu bioaktivnih spojeva.

3.2.5.4. Odredivanje antioksidacijske ucinkovitosti inkapsuliranog ekstrakta trave ive
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS test)

Peroksidacija liposoma s i bez inkapsuliranih bioaktivnih spojeva trave ive odredi se
testom s tiobarbiturnom kiselinom. Liposomi bez inkapsuliranog ekstrakta (kontrola) i s
inkapsuliranim ekstraktom izloZe se djelovanju pulsiraju¢eg UV zrafenja. Za vrijeme tretmana
iz suspenzije liposoma izuzima se alikvot od 250 uL nakon 10, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 1101 130
pulseva UV zracenja i prenese u Eppendorf epruvetu. Za to vrijeme, u staklene epruvete doda
se 3 mL 20 %-tne otopine trikloroctene kiseline i 1 mL stock otopine koja se sastoji od 2 %-tne
tiobarbiturne kiseline i 20 %-tne perklorne kiseline. Test s tiobarbiturnom kiselinom zapog¢inje
dodatkom 0,2 mL uzorka liposoma u staklene epruvete. Sadrzaj epruveta se dobro promijesa, a
zatim zagrijava u vodenoj kupelji na 100 °C tokom 25 minuta. Po isteku vremena, reakcija se
zaustavlja stavljanjem epruveta u hladnu vodu 5 minuta. Radi uklanjanja nastalog taloga, uzorci
se centrifugiraju na 5000 RPM, 10 minuta. Apsorbancija supernatanta mjeri se na UV-VIS
spektrofotometru na 532 nm. RuZiCasta boja supernatanta rezultat je reakcije tiobarbiturne

kiseline s lipidnim hidroperoksidima.
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3.2.6. Inkapsulacija liposoma ionskim geliranjem

Nakon §to se pripremljenim sustavima liposoma (1:5, 1:10 i 1:20) odrede udjeli ukupnih
polifenolnih spojeva prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.4.2. te antioksidacijski kapacitet
(opisano u poglavljima 3.2.4.3. i 3.2.4.4.), suspenzija liposoma s najvisim udjelom bioaktivnih
spojeva se dodatno oblozi alginatom i pektinom tehnikom ionskog geliranja. Zbog razlike u
viskoznosti alginatnih i pektinskih otopina te u svrhu formiranja sferi¢nih cestica, pripreme se
3 %-tna (w/v) otopina alginata i 10 %-tna (w/v) otopina pektina. Obje otopine se pripreme u
vodenom ekstraktu trave ive dobivenom tehnikom infuzije. Postupak inkapsulacije provodi se
ukapavanjem otopine nosac¢a u 3 %-tnu (w/v), odnosno 10 %-tnu (w/v) otopinu kalcijevog
klorida koje su takoder prethodno pripremljene u ekstraktu trave ive. Otopina nosaca prenese
Se u plasti¢nu Spricu te istiskuje kroz iglu od 23 G (0,6x30mm) u slucaju alginata te kroz iglu
od 20 G (0,9x40 mm) u sluc¢aju pektina u otopinu geliraju¢eg medija koja se konstantno mijesa,
pri ¢emu dolazi do interakcije guluronskih jedinica alginata, odnosno galakturonskih jedinica
pektina s ionima kalcija Sto rezultira formiranjem sferi¢nih Cestica. Nakon formiranja svih
Cestica, iste se u svrhu oévrs¢ivanja mijeSaju na magnetskoj mijesalici dodatnih 30 minuta te
potom izdvoje iz otopine gelirajuceg medija, isperu ekstraktom trave ive i spreme u ekstrakt na

+ 4 °C na tamnom mjestu do daljnjih analiza.

3.2.6.1. Odredivanje morfoloskih karakteristika liposoma obloZenih alginatom i pektinom

Morfoloske karakteristike liposoma oblozenih alginatom i pektinom ispituju se pomocu
svjetlosnog mikroskopa Leica DM1000 LED (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo) uz
odgovaraju¢e povecanje. Fotografije mikrocestica snimaju se digitalnim fotoaparatom
PixeLINK PL-E422CU (Ottawa, Kanada).

3.2.6.2. Odredivanje ucinkovitosti zadrzavanja polifenolnih spojeva u liposomima te u

liposomima oblozenim alginatom i pektinom

Ucinkovitost zadrzavanja polifenolnih spojeva u liposomima oblozenima alginatom i
pektinom ispituje se dodatkom hidrogel cestica, pripremljenih prema metodi opisanoj u
poglavlju 3.2.6., u prethodno pripremljene uzorke kave. Liposomi obloZeni 3 % alginatom i 10
% pektinom se neposredno prije analize liofiliziraju. Uzorci kave pripremaju se prelijevanjem

7 g kave s 50 mL kljucale destilirane vode. Ekstrakcija traje 5 minuta nakon ¢ega se dobiveni
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uzorci filtriraju preko Whatman br. 4 filter papira. Potom se u 7 g ohladene kave doda 0,5 g
suspenzije liposoma ili liofiliziranih Cestica liposoma oblozenih 3 % alginatom ili liofiliziranih
Cestica liposoma oblozenih 10 % pektinom. Uzorci se pripremaju u duplikatu. U periodu od
mjesec dana, svakih tjedan dana uzima se alikvot od 250 pL koji se pohrani na + 4 °C do daljnjih

analiza na HPLC uredaju.

3.2.7. Odredivanje pojedinacnih polifenolnih spojeva primjenom tekucinske kromatografije

visoke djelotvornosti (HPLC)

Pojedinacni polifenolni spojevi odrede se primjenom HPLC metode u ekstraktima trave
ive dobivenim inovativnim i konvencionalnim tehnikama ekstrakcije kao i u otopini razbijenih
Cestica liposoma (1:5, 1:10, 1:20) u svrhu odredivanja inkapsulacijske u¢inkovitosti. Takoder,
prisutnost pojedinih polifenolnih spojeva ispita se i u uzorcima kave s dodatkom suspenzije
liposoma, s ciljem odredivanja ucinkovitosti zadrzavanja polifenolnih spojeva u polimerom

oblozenim liposomima u vremenskom periodu od cetiri tjedna.

Uzorci se prije injektiranja u kromatografski sustav razrijede u odgovaraju¢em omjeru
te zatim profiltriraju kroz celulozno-acetatne mikrofiltere veli¢éine pora 0,45 um. U
kromatografski sustav injektira se 10 pL profiltriranog uzorka.

HPLC analiza provodi se na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 na Zorbax
C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 pm, 100 A) kromatografskoj koloni (nepolarna stacionarna faza)
na temelju razlicitosti u polarnosti pojedinih komponenata. Eluacija se provodi gradijentno
(tablica 5).

Mobilna faza: otapalo A - 1 % otopina mravlje kiseline u vodi (v/v)
otapalo B - 1 % otopina mravlje kiseline u acetonitrilu (v/v)

Temperatura kolone: 25 °C

Protok: 1 mL min'

Detekcija: UV/VIS Photo Diode Array (A = 320 nm)

Vrijeme trajanje analize: 52 minute
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Tablica 5. Gradijent otapala za HPLC analizu polifenolnih spojeva

VOLUMNI UDI VOLUMNI UDI
VRIEME | “orapaaa | otapaLaB | [ROTOK
(%) (%)
0 93 7 1
5 93 7 1
45 60 40 1
47 30 70 1
52 30 70 1

Detekcija specifi¢nih polifenolnih spojeva obavlja se snimanjem eluata pomoc¢u Photo
Diode Array (PDA) detektora na valnoj duljini 320 nm Sto rezultira specifi¢nim
kromatogramima uzoraka. ldentifikacija polifenolnih spojeva provodi se usporedivanjem
dobivenih retencijskih vremena s retencijskim vremenima komercijalno dostupnih HPLC
standarada, dok se kvantifikacija vr§i pomo¢u jednadzbi bazdarnih krivulja (20 — 100 pg mL™)
za ehinakozid i verbaskozid (tablica 6).

Tablica 6. Bazdarni pravci identificiranih polifenolnih spojeva u ispitanim uzorcima

NAZIV SPOJA JEDNADZBA BAZDARNOG PRAVCA
Ehinakozid y = 6,0269x + 3,002
Verbaskozid y =0,7435x — 0,1647

HPLC analize provode se u dvije paralelne probe te se prikazuju kao srednja vrijednost s
pripadaju¢om standardnom devijacijom. Dobiveni rezultati se izrazavaju kao mg pojedinog
spoja g* suhe tvari uzorka za uzorke ekstrakata, kao postotak (%) u slu¢aju odredivanja stupnja
inkapsulacijske u¢inkovitosti ili kao mg spoja g™ liposoma prilikom odredivanja u¢inkovitosti
zadrZavanja polifenolnog ekstrakta u liposomima obloZenim alginatom i pektinom. Za
prikupljanje i obradu podataka dobivenin HPLC analizom Koristi se aplikacija Star
Cromatography Workstation Version 5, dok se obrada rezultata provodi pomo¢u programa
Microsoft Office Excel.

41



4. REZULTATI | RASPRAVA

Trziste funkcionalne hrane posljednjih je desetljeca dozivjelo veliki rast zbog povecane
svijesti potrosaca o zdravom nacinu zivota, stoga je ovo istrazivanje provedeno s ciljem
usporedbe utjecaja razli¢itih parametara konvencionalnih i inovativnih tehnika ekstrakcije na
prinos bioaktivnih spojeva trave ive (Teucrium montanum L.) koji su potom inkapsulirani
liposomima u svrhu povecanja njihove stabilnosti 1 bioraspolozivosti. Takoder, ispitan je
potencijal primjene liposoma s inkapsuliranim ekstraktom trave ive u razvoju funkcionalnog
napitka kave.

Osusenom i usitnjenom biljnom materijalu trave ive odreden je osnovni kemijski sastav
pri ¢emu su udjeli pojedinih sastojaka izrazeni na suhu tvar uzorka (slika 7). Mineralni sastav
trave ive prikazan je u tablici 7, a udjeli pojedinih pigmenata na slici 8.

U svrhu daljnjeg provodenja istrazivanja pripremljeni su polifenolni ekstrakti trave ive
konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, ukljuc¢ujuéi infuziju, dekokciju i maceraciju, kao i
inovativnim tehnikama primjenom visokog hidrostatskog tlaka, subkriticne vode te
mikrovalova. Ekstrakcijski prinosi provedenih tehnika prikazani su na slici 9. Takoder,
dobivenim ekstraktima odreden je udjel ukupnih polifenolnih spojeva (slika 10), kao i
antioksidacijski kapacitet odreden ABTS i DPPH metodama (slika 11). Pojedinac¢ni polifenolni
spojevi odredeni su u svim ekstraktima primjenom HPLC metode, a rezultati su prikazani na
slici 12. Ekstrakt s najvi$im udjelom polifenolnih spojeva je liofiliziran, usitnjen i inkapsuliran
liposomima.

Nadalje, inkapsulacija liposomima provedena je pripremom Cetiri sustava; jedan s
praznim liposomima (bez inkapsuliranog ekstrakta) i tri s razliitim omjerom ekstrakta i
fosfolipida (1:5, 1:10 i 1:20). Svim sustavima odredeni su veli¢ina, zeta potencijal i indeks
polidisperzije (tablica 8), a praznim liposomima i liposomima 1:20 snimljeni su i FTIR spektri
(slike 14 i 15). Ucinkovitost inkapsulacije polifenolnih spojeva liposomima odredena je
primjenom HPLC-a i prikazana je na slici 16. Sustav liposoma s najvis$im stupnjem
inkapsulacijske u¢inkovitosti je dodatno oblozen alginatom i pektinom s ciljem odredivanja
ucinkovitosti zadrzavanja polifenolnih spojeva u liposomima dodanima u kavu, u vremenskom
periodu od Cetiri tjedna (slika 19). Oblozenim liposomima su prethodno odredene i morfoloske
karakteristike (slika 18). Osim toga, TBARS testom ispitana je antioksidacijska ucinkovitost

ekstrakta trave ive inkapsuliranog liposomima za sva tri sustava (slika 17).
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4.1. ODREDIVANJE OSNOVNOG KEMINSKOG SASTAVA TE MIKRO- |
MAKROELEMENATA TRAVE IVE

4.1.1. Odredivanje osnovnog kemijskog sastava

23,73 %

4,15 %

@ Proteini
B Minerali
B Masti

B Topljiva vlakna

5296 %

B Netopljiva vlakna
B Ostalo

Slika 7. Osnovni kemijski sastav trave ive (Teucrium montanum L.)

Za potrebe ovog rada odreden je osnovni kemijski sastav prethodno osuSenog,
usitnjenog i prosijanog biljnog materijala trave ive (Teucrium montanum L.), a udjeli pojedinih
sastojaka izrazeni Su na suhu tvar uzorka i prikazani na slici 7.

Udio suhe tvari u uzorku trave ive odreden je prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.1.1.
te iznosi 89,34 %, dok ostalih 10,66 % cini voda. Svi sastojci suhe tvari izrazeni Su na suhu tvar
uzorka. Na temelju rezultata prikazanih na slici 7 vidljivo je da trava iva obiluje prehrambenim
vlaknima, koja ¢ine 57,11 % ukupne suhe tvari ispitanog uzorka, od ¢ega ¢ak 52,96 % ¢ine
netopljiva vlakna. Dobivene vrijednosti su znatno vise u odnosu na one drugih biljnih vrsta roda
Teucrium, sto potvrduju i rad Rehman i suradnika (2016) u kojem je kod T. mascatense
utvrdeno 17,0 % ukupnih prehrambenih vlakana, kao i rad Tungtiirk i suradnika (2019) u kojem
je utvrdeno 36,83 % ukupnih vlakana kod T. polium i 37,15 % kod T. chamaedrys. Nutritivno
gledano, trava iva predstavlja izuzetno dobar izvor prehrambenih vlakana koja prema Rehman
i suradnicima (2016) pomazu u apsorpciji elemenata u tragovima i snizavaju koncentraciju
lipida u plazmi. Takoder, u T. montanum utvrdeno je 9,02 % mineralnih tvari koje predstavljaju
udio pepela, odnosno ukupni mineralni ostatak koji preostaje nakon spaljivanja organske tvari
pri povisenoj temperaturi. Udio proteina izraunat je na osnovi raspolozivog dusika primjenom
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Kjeldahlove metode, kojom je kod T. montanum utvrdeno 8,46 % proteina. Prema radu Juan i
suradnika (2004), udio proteina kod biljaka roda Teucrium je vrlo varijabilan te se krec¢e od 6,4
% kod T. dunense do ¢ak 43,8 % proteina kod T. algarbiense, $to upucuje na to da jednogodisnje
i viSegodi$nje biljke roda Teucrium sadrze viSe proteina nego grmoliko bilje istog roda. U T.
montanum odreden je udio masti od 1,68 % S$to je malo vise u odnosu na 1,10 % koliko je
utvrdeno i u uzorku T. sandrasicum u radu Kaska i Mammadov (2019). S obzirom da biljke
roda Teucrium sadrze otprilike 20 % ugljikohidrata, pretpostavlja se da preostalih 23,73 %
ukupne suhe tvari ¢ine ugljikohidrati te druge komponente prisutne u tragovima koje u sklopu

ovog rada nisu dodatno analizirane.

4.1.2. Odredivanje udjela makro- i mikroelemenata

Tablica 7. Zastupljenost pojedinih mineralnih tvari (ug g* = SD) u travi ivi

ELEMENT Ca K Fe Mg S P
nggt+SD 14959 +315 11489+895 3014+367 1770+151 1937+47,5 1000+ 14,1
ELEMENT Mn Na Zn \Y Cu Cr
pggt+SD  97,60+990 543+8,70 4340+211 914+160 7,95+0,16 6,03+0,77
ELEMENT | Pb Ni As Co Mo
nggt+SD  469+0,40 4,76+051 413+046 230+0,19 1,22+0,12 0,56=+0,06
ELEMENT Sn Cd Se TI Sb Hg
nggt+SD 0,14+0,01 0,07+0,01 0,06+0,01 0,06+0,00 0,04+0,00 0,02=0,00

Mineralne tvari su biljkama potrebne za odrzavanje osmotske ravnoteze, kljucne Su za
odvijanje normalnog metabolizma te sudjeluju kao strukturne komponente u proteinima i
ugljikohidratima (Zeiner i sur., 2015). Mineralni sastav trave ive odreden je atomskom
spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-AES), a dobiveni rezultati prikazani su
u tablici 7.

Prema rezultatima prikazanima u tablici 7, najzastupljeniji elementi u travi ivi su kalcij
(14 959 pug gy i kalij (11 489 pg gh), a zatim slijede Zeljezo (3 014 pg g™1), magnezij (1 770 pg
gh), sumpor (1 937 pg g?) i fosfor (1 000 pg gt). Dobivene vrijednosti zna¢ajno odstupaju od
onih objavljenih u radu Zeiner i suradnika (2015) u kojem se na vrhu poretka nalazi kalij s 6
470 pg g1, a zatim slijede magnezij (1 430 pg g%) > Zeljezo (107 pg g*) > kalcij (58 pg g2).

Na temelju rezultata prikazanih u tablici 7 moze se primijetiti da su elementi kao $to su Na, Zn
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i Cu, koji imaju esencijalnu funkciju u metabolizmu biljke, manje zastupljeni. Takoder, T.
montanum se ne moze klasificirati kao hiperakumulator teskih metala kao $to su olovo i ziva S
obzirom da prema dobivenim vrijednostima (4,76 pg g za Pb i 0,02 ug g* za Hg) nema
moguénost njihove akumulacije u visokim koncentracijama. U radu Zlati¢ i Stankovi¢ (2019)
prezentirani su rezultati detaljnih analiza u kojim se ispitivao utjecaj dvaju razli¢itih geoloskih
supstrata na mineralne karakteristike T. montanum. Istrazivanje je obuhvacalo komparativnu
analizu koncentracije 20 elemenata (Al, As, B, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni,
P, Pb, S, Se, i Zn) u uzorcima tla i nadzemnim dijelovima biljke trave ive iz razli¢itih staniSta s
vapnenackim i serpentinitnim supstratom. Odredeno je da su u travi ivi elementi zastupljeni
prema sljede¢em redoslijedu: Ca> K> S> Mg> P> Al> Fe> Zn> Mn> B> Na> Cu> Ni> Cr>
Se> Pb> Li> Co> Cd> As koji djelomi¢no prati poredak elemenata prikazanih u tablici 7.
Takoder, u spomenutom radu utvrdena je visoka korelacija izmedu zastupljenosti mineralnih
tvari u ispitanim stanis§tima T. montanum i mineralnim tvarima prisutnima u samoj biljci, §to

ukazuje na znacajnu fenotipsku plasti¢nost trave ive.

4.2. ODREDIVANIJE UDJELA POJEDINIH PIGMENATA TRAVE IVE

4.2.1. Odredivanje udjela ukupnog klorofila, ukupnih karotenoida i antocijana
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Slika 8. Udjel pojedinih pigmenata (ug g!) odredenih u travi ivi

45



Biljni pigmenti mogu se svrstati u dvije kategorije, pigmente topive u mastima, kao §to
su klorofili i karotenoidi, koji se nalaze u protoplazmi biljne stanice i one topive u vodi, kao $to
su antocijani, koji se nalaze u stani¢nom soku unutar vakuola (Boo i sur., 2012). Na slici 8
nalazi se grafi¢ki prikaz udjela (ug g%) pojedinih pigmenata odredenih u uzorku trave ive. Udjel
klorofila izraZen je kao zbroj klorofila a i klorofila b, a udjel ukupnih karotenoida kao zbroj
likopena i B-karotena.

Analizirajuci podatke provedenih metoda, vidljivo je kako su antocijani najzastupljeniji
pigmenti (594,31 ug g1) u travi ivi. Prema radu Jordheim i suradnika (2016) uoéen je tipic¢an
uzorak antocijana koji su prisutni u svim vrsta roda Lamiaceae koji ukljucuje antocijanidin 3,5-
diglukozid te aromatsku acilaciju p-kumarinskom i ponekad kafeinskom kiselinom. Antocijani
se javljaju u svim tkivima visegodi$njih biljka, a ovisno o pH medija mogu biti od crvene do
plave boje.

Klorofil apsorbira svjetlost u plavo-ljubi¢astom (400-500 nm) i crvenom (640-700 nm)
dijelu vidljivog spektra. Zeleno svjetlo (~ 550 nm) se ne apsorbira, veé se reflektira dajuéi
klorofilu karakteristi¢nu boju. U travi ivi kvantificirano je 473,81 pg g™ ukupnih klorofila, od
Sega Sak 66 % (311,92 ug gt ¢ini klorofil a, $to je i o&ekivano s obzirom da je standardni omjer
klorofila a 1 klorofila b u viSim biljkama priblizno 3:1 ili blizu ovog omjera (Banik i sur., 2018).
Za usporedbu, biljke roda Urticaceae sadrze znatno veée udjele ukupnih klorofila od roda
Lamiaceae, ¢ak 2091 ng g kod odraslih biljaka Pouzolzia zeylanica (Tan i sur., 2018).
Takoder, kako je ve¢ prethodno utvrdeno u travi ivi odreden je visoki udio magnezija (tablica
7) koji je centralno pozicioniran u porfirinskom prstenu klorofila i time je direktno ukljuc¢en u
fotosintezu i rast biljke.

Nadalje, karotenoidi su tetraterpenoidi koji apsorbiraju svjetlost u plavom podrucju
vidljivog dijela spektra i imaju znacajnu ulogu u organizaciji fotosintetskih membrana.
Najpoznatiji karotenoidi su B-karoten (narancasti pigment), lutein (Zuti pigment) i likopen
(crveni pigment) (Boo i sur., 2012). Od kvantificiranih pigmenata (slika 8) u uzorku trave ive
najmanje je ukupnih karotenoida, tek 67,29 ug g, pri ¢emu 86 % &ini B-karoten, §to se
djelomi¢no moze pripisati vremenu berbe trave ive, s obzirom da udio pigmenata, a posebice

karotenoida znac¢ajno varira ovisno o periodu u godini (Banik i sur., 2018).
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4.3. KARAKTERIZACIJA POLIFENOLNOG EKSTRAKTA TRAVE IVE

4.3.1. Odredivanje ekstrakcijskog prinosa

INF 0,66
DEK & 057
MAC "‘ 0,52

HHPE 200 10

HHPE 200 20
HHPE 400 10
HHPE 400 20 0,47
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Slika 9. Prikaz prinosa ekstrakcija (%) u vodenim ekstraktima trave ive dobivenim
konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije (INF — infuzija; DEK —
dekokcija, MAC — maceracija, HHPE — ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom
200 ili 400 MPa, 10 ili 20 minuta; SWE — ekstrakcija subkriticnom vodom; MAE —

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

Pravilnim odabirom tehnike ekstrakcije i vrste otapala mogu se dobiti ekstrakti s
visokim prinosom i minimalnom promjenom funkcionalnih svojstava (Quispe Candori i sur.,
2008). Mnogi faktori kao $to su izbor i koncentracija otapala za ekstrakciju, omjer
otapalo/uzorak i temperatura imaju znacajan utjecaj na ekstrakciju i njen prinos (Radojkovic i
sur., 2012).

Slika 9 prikazuje ekstrakcijske prinose (%) ekstrakata trave ive dobivenih
konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije pri ¢emu je prinos ekstrakcije koristen
kao pokazatelj ucinaka ekstrakcijskih uvjeta. Promatraju¢i srednju vrijednost, ekstrakti

dobiveni konvencionalnim tehnikama ekstrakcije pokazali su veéi ekstrakcijski prinos u odnosu
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na one dobivene inovativnim tehnikama. Kod konvencionalnih tehnika ekstrakcije toplina se
prenosi s povrsine konvekcijom i kondukcijom, zbog ¢ega ekstrakcijski prinos uglavnom ovisi
o topljivosti bioaktivnih spojeva u otapalu, o brzini prijenosa mase i ja¢ini interakcija izmedu
otapala i matrice uzorka (Dhanani i sur., 2017). lako konvencionalne tehnike ekstrakcije mogu
rezultirati ve¢im prinosima, inovativne tehnike su korisnije u pogledu smanjenja troskova te
povecéanja Cistoce ekstrakata, aspekata zastite okolisa i odrzivosti (Lorenzo i sur., 2018).
Takoder, u radu je kao otapalo za ekstrakciju koristena voda, stoga je jedan od razloga relativno
visokih prinosa ekstrakcije i dobra topljivosti sastojaka trave ive u vodenom mediju.

Koristenje konvencionalnih tehnika ekstrakcije poput infuzije, dekokcije i maceracije
rezultiralo je odredenom varijacijom prinosa Sto znaci da temperatura i vrijeme ekstrakcije
imaju znacajan utjecaj na ekstrakcijski prinos. Buduéi da se infuzija dobila zagrijavanjem
biljnog materijala toplom vodom (80 °C) odredeno vrijeme (30 minuta), dekocija se vrsila
kuhanjem biljnog materijala (100 °C) u vodi kratko vrijeme (20 minuta), a maceracija se
provodila hladnom vodom u zatvorenoj boci duze vrijeme (48 sati), uoCene razlike ne
iznenaduju. Kao §to se moze vidjeti na slici 9 najveci ekstrakcijski prinos odreden je u ekstraktu
dobivenom infuzijom (INF), ¢ak 0,66 %, a zatim slijede dekokcija (DEK) s 0,57 % te
maceracija (MAC) s 0,52 %. Prema Miron i suradnicima (2011) povecanje temperature prati
porast prinosa ekstrakcije zbog povecanja prijenosa mase i smanjenja viskoznosti otapala $to
mu pomaze da bolje prodre u matriks uzorka. Posljedi¢no tome, maceracija (MAC) zbog
ekstrakcije na sobnoj temperaturi ima najnizi ekstrakcijski prinos. Ipak, prinos dekokcije (DEK)
je nizi od prinosa infuzije (INF) iako se dekokcija provela na vi$oj temperaturi, $to se moze
objasniti degradacijom odredenih sastojaka trave ive na povisenoj temperaturi $to je rezultiralo
niZim prinosom.

Kod inovativnih tehnika ekstrakcije, najve¢i prinos dobiven je ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima (MAE), 0,60 %, koji je nakon prinosa dobivenog infuzijom
ujedno i najbolji rezultat. No, pri tome treba uzeti u obzir da je infuzija trajala 30 minuta da bi
se dobio tek neSto viSi prinos u odnosu na prinos dobiven ekstrakcijom potpomognutom
mikrovalovima koja je trajala svega 5 minuta. MAE tehnika temelji se na principu zagrijavanja
molekula vode u biljnoj stanici. Kada voda isparava, stvara se tlak na stani¢nu stijenku zbog
kojeg ona puca i olaksava se prijelaz sastojaka u otapalo (Aspé i Fernandez, 2011). Takoder,
drugi razlog relativno visokog prinosa MAE je lokalizirano djelovanje temperature i tlaka koji
uzrokuju brzu selektivnu migraciju ciljanih spojeva iz matriksa uzorka u otapalo (Dhanani i
sur., 2017). Prinos dobiven ekstrakcijom subkriticnom vodom iznosio je 0,55 %. U radu Zhang

i suradnika (2018) provedena je ekstrakcija bioaktivnih spojeva ljekovite biljke ginseng (Panax
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ginseng) konvencionalnim tehnikama ekstrakcije vodom i etanolom te ekstrakcijom
subkriticnom vodom. Rezultati su pokazali da su ekstrakti dobiveni subkriticnom vodom
postupno imali sve vece prinose kako je temperatura subkriti¢ne vode rasla u rasponu od 140 —
200 °C u odnosu na konvencionalne tehnike ekstrakcije. S obzirom da je za potrebe ovog rada
ekstrakcija spojeva trave ive provedena subkritiécnom vodom na 150 °C, a dobiveni prinos tek
neznatno zaostaje za prinosom dekokcije moze se pretpostaviti da bi se daljnjim poveéanjem
temperature, povecala brzina difuzije vode u matricu trave ive i rezultirala povecanim
oslobadanjem sastojaka u otapalo, a samim time i ve¢im prinosom. Kod ekstrakcije visokim
hidrostatskim tlakom (HPPE) odabrani su tretmani s razli¢itim trajanjem (10 i 20 minuta) i
vrijednostima tlaka (200 i 400 MPa), kako bi se povecala propusnost stanicne membrane i
poboljsao prijenos mase. Najveci ekstrakcijski prinos pokazao je uzorak HPPE 200 10 koji
iznosi 0,51 %, a zatim slijede HPPE 400 20 (0,47 %) > HPPE 200 20 (0,41 %) > HPPE 400 10
(0,33 %). Dobivene vrijednosti su oprec¢ne tvrdnji Jamaludin i suradnika (2020) koji navode da
je visi tlak ekstrakcije kljuéan za postizanje visokih prinosa, kao i za smanjenje vremena
ekstrakcije. Na temelju rezultata prikazanih na slici 9 vidljivo je kako je trajanje ekstrakcije od
20 minuta rezultiralo ve¢im ekstrakcijskim prinosom pri viSem tlaku, medutim porast tlaka s
200 na 400 MPa je rezultirao manjim ekstrakcijskim prinosom kada je tretman trajao krace,
odnosno 10 minuta. Prinosi dobiveni ekstrakcijom visokim hidrostatskim tlakom su nizi od

prinosa dobivenih ostalim inovativnim, ali i konvencionalnim tehnikama ekstrakcije.
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4.3.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola u ekstraktima

INF I—'41,13

DEK 36,09
MAC 30,55
HHPE 200 10 27,60
HHPE 200 20 23,18
HHPE 400 10 21,95
HHPE 400 20 23,47
SWE 22,86
MAE 34,87
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Slika 10. Udjel ukupnih polifenola (mg EGK g* s. t. uzorka) u ekstraktima dobivenim
konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije (INF — infuzija; DEK —
dekokcija, MAC — maceracija, HHPE — ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom
200 ili 400 MPa, 10 ili 20 minuta; SWE — ekstrakcija subkriti¢cnom vodom; MAE —

ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

Na slici 10 prikazani su udjeli ukupnih polifenola odredenih u ekstraktima trave ive
dobivenim konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije. Udio ukupnih polifenola u
ekstraktima izrazen je kao miligram ekvivalenta galne kiseline (EGK) po gramu suhe tvari
uzorka.

Usporedujuci dobivene rezultate, konvencionalne tehnike ekstrakcije rezultirale su
vec¢im udjelom ukupnih polifenola u odnosu na inovativne tehnike ekstrakcije. Udio ukupnih
polifenola u uzorcima ekstrakata kretao se od 21,95 mg EGK g s. t. uzorka u ekstraktu
dobivenom visokim hidrostatskim tlakom (400 MPa, 10 minuta) do 41,13 mg EGK g!s. t.
uzorka, koliko je odredeno u infuziji. Dobiveni rezultati su znatno nizi od udjela ukupnih
polifenola odredenih u metanolnom ekstraktu trave ive objavljenom u radu Stankovié i

suradnika (2011a), koji je iznosilo 169,06 mg EGK g uzorka. Takoder, utvrdeno je da se udjeli
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ukupnih polifenola trave ive znatno razlikuju ovisno o dijelu biljke iz kojeg su ekstrahirani,
tako je najvise polifenola odredeno u listu trave ive, a nesto manje u cvijetu i stabljici (Stankovié
i sur., 2011b).

Promatrajuc¢i rezultate samo za infuziju, dekokciju i maceraciju, primjena topline
rezultirala je ve¢im udjelom ukupnih polifenola u ekstraktima, s obzirom da je prinos ukupnih
polifenola u ekstraktima dobivenim na 80 °C (INF = 41,13 mg EGK g s. t. uzorka) i 100 °C
(DEK = 36,09 mg EGK g* s. t. uzorka) bio veéi nego u ekstraktu dobivenom na sobnoj
temperaturi (MAC = 30,55 mg EGK g* s. t. uzorka). Takoder, u istrazivanju Jovanovié i
suradnika (2017b) uoceno je kako se primjenom topline znacajno skracuje vrijeme ekstrakcije,
s obzirom da je ekstrakt majc¢ine dusice dobiven maceracijom pokazao sli¢an udjel polifenola
(18,1 mg EGK L) nakon 60 minuta ekstrakcije, kao i ekstrakt dobiven primjenom topline (80
°C) nakon 5 minuta ekstrakcije (18,4 mg EGK L™). Prema Mustafa i Turner (2011), uporaba
toplinske energije uzrokuje povecanje ucinkovitosti ekstrakcije poremecajima u stani¢noj
strukturi biljnog materijala. Pove¢anjem temperature poveéava Se propustljivosti stani¢ne
membrane uzrokujuéi smanjenje interakcija izmedu sekundarnih metabolita i biljne matrice $to
rezultira poboljsanom topljivoscu polifenola i ubrzanim prijenosom mase. Takoder, povecanje
temperature otapala moze smanjiti povrSinsku napetost i posljedi¢no povecati vlaZenje biljnog
materijala §to rezultira u¢inkovitijom ekstrakcijom (Jovanovi¢ i sur., 2017b). Ipak, visoka
temperatura i dugo izlaganje mogu smanjiti prinos ukupnih polifenola zbog temperaturne
osjetljivosti, enzimske razgradnje i oksidacije polifenolnih spojeva u vodenoj fazi, sto je
vjerojatno i razlog manjeg udjela polifenola u dekoktu u odnosu na infuziju, buduc¢i da je
infuzija pripremljena na nizoj temperaturi. Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem
Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnika (2014) u kojem se pokazalo da sobna temperatura nije bila
dovoljno ucinkovita za ekstrakciju polifenolnih spojeva, dok je postupak dekokcije na 100 °C
doveo do termicke razgradnje polifenola u nekim uzorcima.

Usporedujuc¢i udjele polifenolnih spojeva u ekstraktima dobivenim inovativnim
tehnikama ekstrakcije, vidljivo je da je najveéi udjel ukupnih polifenola odreden u ekstraktu
dobivenom primjenom mikrovalova (MAE = 34,87 mg EGK g! s. t. uzorka). lonska
provodljivost i dipolna rotacija uzrokuju trenje, zagrijavanje i poremecaj stani¢nih struktura
biljnog materijala Sto uzrokuje difuziju polifenola iz krute u tekucu fazu. Znacajnu ulogu
prilikom ekstrakcije spojeva ima izbor odgovarajuceg otapala koje treba moci apsorbirati
energiju mikrovalova i pretvoriti je u toplinu (Simi¢ i sur., 2016). U prilog tome idu rezultati
istrazivanja Vujanovi¢ i suradnika (2018) u kojem je ekstrakcijom potpomognutom

mikrovalovima uz primjenu 50 % etanola kao otapala, ekstrahirano 73,60 mg EGK g*s. t. trave
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ive, §to je Cak 52 % viSe ekstrahiranih polifenolnih spojeva u odnosu na rezultat dobiven ovim
istrazivanjem u kojem je kao otapalo koristena iskljuc¢ivo voda. Autori su jasno pokazali utjecaj
otapala na prinos ekstrakcije, medutim trebali bi se u obzir uzeti i drugi faktori poput snage
zraCenja, biljnog uzorka (sorta, zemljopisna regija, klima), prijenos mase i vrijeme ekstrakcije.
Subkriti¢énom vodom ekstrahirano je 22,86 mg EGK g*s. t. uzorka. Prema Nasti¢ i suradnicima
(2018) utjecaj tlaka na ekstrakciju polifenolnih spojeva subkriticnom vodom je zanemariv, dok
je temperaturni utjecaj znacajan. Povecanje udjela polifenola s temperaturom moze se povezati
sa smanjenjem polariteta vode pri viSim temperaturama i boljom topljivos¢u srednje polarnih
polifenola. Sto se ti¢e ekstrakcije visokim hidrostatskim tlakom, uzorak HPPE 200 10 pokazao
je najveéi udjel ekstrahiranih polifenola (27,60 mg EGK g s. t. uzorka), dok uzorak HPPE 400
10 najnizi (21,95 mg EGK g s. t. uzorka), $to ukazuje na ¢injenicu da je za postizanje
optimalnog udjela polifenolnih spojeva ekstrakciju potrebno provesti pri nizem tlaku (200 MPa)

kracée vrijeme (10 minuta).
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4.3.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ABTS i DPPH metodama
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Slika 11. Antioksidacijski kapacitet (mmol Trolox-a g? s. t. uzorka) ekstrakata dobivenih
konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije odreden ABTS i DPPH
metodama (INF - infuzija, DEK - dekokcija, MAC — maceracija, HHPE —
ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom 200 ili 400 MPa, 10 ili 20 minuta; SWE —

ekstrakcija subkriticnom vodom; MAE — ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata dobivenih konvencionalnim i inovativnim
tehnikama ekstrakcije odreden je ABTS i DPPH metodama te su rezultati prikazani na slici 11.

Sto se ti¢e antioksidacijskog kapaciteta, bez obzira na metodu odredivanja (ABTS ili
DPPH metoda), najvece vrijednosti uoc¢ene su kod ekstrakata dobivenih konvencionalnim
tehnikama ekstrakcije, §to je i za ocekivati s obzirom da su ti uzorci imali i najvi$e vrijednosti
udjela polifenola. Takoder, vidljivo je da postoji znacajna razlika u antioksidacijskom
kapacitetu medu ispitanim ekstraktima ovisno o primijenjenoj tehnici. Kod ekstrakata
dobivenih konvencionalnim tehnikama uocene su vise vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta
odredenog ABTS metodom, dok kod inovativhin DPPH metodom. Razlika u rezultatima
antioksidacijskog kapaciteta lezi u ¢injenici da su primijenjene dvije razli¢ite metode kod kojih

se za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriste razli¢iti slobodni radikali §to znac¢i da
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dolazi do drugacijih reakcija izmedu slobodnih radikala i antioksidanasa u uzorcima, $to
ponajvise ovisi o strukturi polifenolnih spojeva (Kopjar i sur., 2013).

Sto se ti¢e ekstrakata dobivenih konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, vidljivo je da
najveéi antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom pokazuje infuzija (INF = 0,189
mmol Trolox-a g s. t. uzorka), a zatim slijede dekokt (DEK = 0,176 mmol Trolox-a g s. t.
uzorka) te macerat (MAC = 0,149 mmol Trolox-a g s. t. uzorka). Isti poredak utvrden je
odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom, (INF (0,179 mmol Trolox-a g*s.
t. uzorka) > DEK (0,168 mmol Trolox-a g* s. t. uzorka) > MAC (0,140 mmol Trolox-a g s. t.
uzorka)). Dobiveni rezultati su ponovno potvrdili utjecaj topline i trajanja ekstrakcije na prinos
bioaktivnih spojeva svrstavajuéi infuziju u kategoriju ekstrakata bogatih polifenolnim
spojevima te visokog antioksidacijskog kapaciteta. Isto potvrduju i Katsube i suradnici (2009)
koji su utvrdili da su polifenolni spojevi i njihova antioksidacijska svojstva u biljnim
ekstraktima stabilni do temperature od 70 do 80 °C, dok se na viS§im temperaturama pocinju
degradirati i gube svoju aktivnost. U usporedbi s drugim ekstraktima dobivenima inovativnim
tehnikama ekstrakcije, uzorak dobiven ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima pokazuje
najvisi antioksidacijski kapacitet za obje metode odredivanja (MAE = 0,168 mmol Trolox-a g°
s, t. uzorka za ABTS metodu i MAE = 159 mmol Trolox-a g s. t. uzorka za DPPH metodu),
Sto se moze pripisati viSem udjelu polifenolnih spojeva u ekstraktu. Zatim slijedi uzorak
dobiven ekstrakcijom subkritiénom vodom (SWE = 0,124 mmol Trolox-a g s. t. uzorka za
ABTS metodu te 0,153 mmol Trolox-a g s. t. uzorka za DPPH metodu), dok su
antioksidacijski kapaciteti uzoraka dobivenih ekstrakcijom visokom hidrostatskim tlakom
najnizi te se krecu u rasponu od 0,102 — 0,115 mmol Trolox-a g'1 s.t. uzorkaza ABTS te 0,124
— 0,148 mmol Trolox-a g s. t. uzorka za DPPH metodu, uz manja odstupanja.

4.3.4. Odredivanje udjela pojedina¢nih polifenola u ekstraktima trave ive primjenom tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)

Metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC-PDA) odredeni su
pojedinacni polifenolni spojevi u ekstraktima dobivenim inovativnim i konvencionalnim
tehnikama ekstrakcije. Rezultati su prikazani u tablici 12 i izrazeni kao mg polifenolnog spoja

gls. t. uzorka.
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Slika 12. Udjeli pojedina¢nih polifenolnih spojeva (mg g™ s. t. uzorka) u ekstraktima trave ive
dobivenim konvencionalnim i inovativnim tehnikama ekstrakcije (INF — infuzija;
DEK — dekokcija, MAC — maceracija, HHPE — ekstrakcija visokim hidrostatskim
tlakom 200 ili 400 MPa, 10 ili 20 minuta; SWE — ekstrakcija subkriti¢cnom vodom;

MAE — ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima)

Iz rezultata je vidljivo kako su razlicite tehnike ekstrakcije rezultirale razli¢itim udjelima
ekstrahiranih polifenolnih spojeva trave ive, od kojih su najzastupljeniji ehinakozid i
verbaskozid (glikozidi kafeinske Kiseline iz skupine fenilpropanoida). Takoder, visoki udjel
verbaskozida utvrden je i u drugim vrstama roda Teucrium kao $to su T. canadense i T.
chamaedrys (Lin i sur., 2009). Uvidom u rezultate prikazane na slici 12 uoceno je kako je
konvencionalnim tehnikama ekstrakcije ekstrahirano vise ehinakozida za razliku od inovativnih
tehnika ekstrakcije u ¢ijim ekstraktima prednjaci verbaskozid. Kao $to je i prije utvrdeno,
infuzijom i dekokcijom ekstrahiran je vrlo visoki udio ukupnih polifenola. U infuziji je utvrdeno
¢ak 14,78 mg ehinakozida g s. t. uzorka, §to je 36 % udjela ukupnih polifenola, te 6,12 mg
verbaskozida g s. t. uzorka (15 % udjela ukupnih polifenola). U dekoktu je utvrdeno 17,26 mg
ehinakozida g s. t. uzorka (48 % udjela ukupnih polifenola) i 8,54 mg verbaskozida g* s. t.

uzorka (24 % udjela ukupno ekstrahiranih polifenola). Dugotrajna ekstrakcija na sobnoj
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temperaturi rezultirala je znatno nizim udjelom polifenolnih spojeva u maceratu. Sto se tice
inovativnih tehnika ekstrakcije, ponovno se pokazalo da lokalizirano djelovanje temperature i
tlaka u ekstrakciji potpomognutoj mikrovalovima uzrokuje brzu selektivnu migraciju polifenola
iz matriksa uzorka, buduéi da je ekstrahirano ¢ak 9,46 mg verbaskozida g s. t. uzorka i 5,56
mg ehinakozida g* s. t. uzorka, $to ukazuje na visoki potencijal primjene mikrovalova u
ekstrakciji ciljanih polifenolnih spojeva trave ive. Ekstrakcijom subkriticnom vodom
ekstrahirano je tek 1,95 mg ehinakozida g s. t. uzorka te 4,08 mg verbaskozida g s. t. uzorka,
dok je ekstrakcija pri 200 MPa i 20 minuta rezultirala najve¢im prinosom oba polifenolna spoja
medu ekstraktima dobivenim primjenom visokog hidrostatskog tlaka (3,73 mg ehinakozida g*

s. t. uzorka i 4,59 mg verbaskozida g s. t. uzorka).

4.4. KARAKTERIZACHA LIPOSOMA S INKAPSULIRANIM EKSTRAKTOM TRAVE

IVE

4.4.1. Fizikalno- kemijska karakterizacija liposoma (odredivanje veli¢ine, indeksa

polidisperzije i zeta potencijala liposoma)

Tablica 8. Veli¢ina, indeks polidisperzije i zeta potencijal liposoma

VELICINA INDEKS ZETA POTENCIJAL
(nm) POLIDISPERZIJE (mV)
PRAZNI LIPOSOMI | 316,13 + 6,35 0,369 + 0,04 -31,23 + 0,54
LIPOSOMI 1:5 231,40 + 11,47 0,367 + 0,03 -19,90 + 1,44
LIPOSOMI 1:10 362,83 + 3,35 0,535 + 0,07 -35,93 + 1,39
LIPOSOMI 1:20 326,23 + 14,08 0,335 + 0,02 23,03+ 0,31

Izmjereni su veli¢ina, indeks polidisperzije (PDI) i zeta potencijal praznih liposoma i
liposoma s inkapsuliranim ekstraktom trave ive s razli¢itim omjerima ekstrakta i fosfolipida.
Rezultati su prikazani u tablici 8.

Veli¢ina Cestica u koloidnom sustavu izravno utjec¢e na svojstva kao §to su stabilnost i
bioraspolozivost bioaktivnih spojeva inkapsuliranih liposomima. Veli¢ina praznih liposoma
iznosi 316,13 + 6,35 nm, dok se veli¢ina liposoma s inkapsuliranim ekstraktom kretala od

231,40 £ 11,47 nm za liposome 1:5 do 362,83 + 3,35 nm za liposome 1:10. Na temelju
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dobivenih rezultata vidljivo je da je inkapsulacija ekstrakta trave ive rezultirala ve¢im
liposomima, s obzirom da su prazni liposomi manje veli¢ine u odnosu na liposome s
inkapsuliranim ekstraktom, osim u slucaju liposoma 1:5. Sli¢ne rezultate dobili su i Gibis 1
suradnici (2016) koji su izvijestili o veéim CcCesticama liposoma nakon inkapsulacije
polifenolnog ekstrakta sjemenki grozda. Dobiveni rezultati mogu se objasniti smjeStanjem
bioaktivnih spojeva ekstrakta unutar vodene jezgre, ali i izmedu dvoslojnih membrana
liposoma. Indeksom polidisperzije (PDI) odreduje se raspodjela veli¢ina ¢estica i homogenost
sustava. Sustav ¢iji je indeks polidisperzije u rasponu od 0 do 0,5 smatra se monoodisperznim
i homogenim (Balan¢ i sur., 2016). Prema Luo i suradnicima (2020) manja veli¢ina Cestica i
manji PDI ukazuju na homogeniji i stabilniji uzorak liposoma. lako je sustav 1:5 imao najmanje

Cestice, liposomi 1:20 pokazali su relativno homogenu raspodjelu veli¢ine (slika 13).

30
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0.1 1 10 100 1000 10000
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Slika 13. Raspodjela veli¢ine Cestica liposoma 1:20 prema intenzitetu (indeks polidisperzije)

Zeta potencijal je parametar koji predstavlja naboj na povrsini Cestica. Korelira sa
stabilno$¢u koloidnih suspenzija, stoga visoka apsolutna vrijednost zeta potencijala ukazuje na
stabilniji sustav (Mateos i sur., 2019). Zeta potencijal liposoma kretao se od -35,95 + 1,39 mV
za liposome 1:10 do -19,90 + 1,44 mV za liposome 1:5. Negativni zeta-potencijal nastaje zbog
prisutnosti fosfatnih skupina (PO4*) u fosfolipidima. Lin i suradnici (2018) navode da kada je
zeta potencijal <-30 mV ili >30 mV, kao $to je u slucaju liposoma 1:10, tada moze osigurati
dovoljnu odbojnu silu za odrzavanje stabilnog sustava. Medutim potencijal blizu 20 mV
(pozitivno ili negativno) sugerira nisku stabilnost koloidne suspenzije (Machado i sur., 2018)

Sto je u slucaju liposoma 1:5 i 1:20.
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4.4.2. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)
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Slika 14. FTIR spektar praznih liposoma
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Slika 15. FTIR spektar liposoma 1:20
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FTIR spektroskopija koristena je za identificiranje funkcionalnih skupina liposoma, kao
i za procjenu mogucih promjena u strukturi liposoma nakon inkapsulacije polifenolnog
ekstrakta trave ive. Slike 14 i 15 predstavljaju FTIR spektre praznih liposoma, odnosno
liposoma s inkapsuliranim polifenolnim ekstraktom (omjer ekstrakta i fosfolipida 1:20).

Na spektru koji se odnosi na prazne liposome (slika 14), $iroki pik na 3370 cm™ ukazuje
na prisutnost amino skupine lipida i rasteznih vibracija N-H veza, dok raspon od 3100 do 2800
cm odgovara metilnim grupama, to¢nije, funkcionalne skupine alkana protezu se na valnim
duljinama 2955,64 cm™ (simetri¢ne rastezne vibracije CHz skupine alkil lanaca), 2922,89 cm™
(asimetriéne rastezne vibracije CH, skupina alkil lanaca), i 1465,80 cm™ (vibracije svijanja CH
skupina). Pik na 1735,11 cm™ nastao je zbog C=0 rasteznih vibracija karbonilnih skupina, dok
se pik na 1058,93 cm™ odnosi na asimetriéne vibracije istezanja hidroksilne grupe. Fosfatna
skupina lipida pokazuje apsorpcijske pikove kao posljedicu rasteznih vibracija PO2 skupina na
1176,93 cm™ te asimetri¢ne vibracije istezanja PO, na 1234,94 cm ™. Dobiveni rezultati u
skladu su s podacima za FTIR spektar praznih liposoma koje su objavili Rezaei Erami i
suradnici (2019).

Sto se ti¢e FTIR spektra liposoma 1:20 (slika 15) vidljivo je da je prisutno nekoliko
karakteristi¢nih apsorpcijskih vrpci na valnim duljinama 3246,42 cm, 2923,60 cm®, 2853,61
cm?, 1602,26 cm™ i 1039,70 cm™. Apsorpcijski pik na 3246,42 cm™ povezan je s rasteznim
vibracijama N-H veza, pikovi 2923,60 cm™ i 2853,61 cm™ rezultati su asimetri¢nih rasteznih
vibracija CH, skupina alkilnog lanca, a pikovi 1602,26 cm™ i 1039,70 cm™ povezani su s
aromatskim skupinama i istezanjem C-O veza. Usporedbom FTIR spektra koji se odnosi na
prazne liposome i FTIR spektira dobivenog za liposome s inkapsuliranim polifenolnim
ekstraktom mogu se primijetiti odredene promjene. Kao §to je vidljivo, pikovi izmedu 3100 cm’
112800 cm™ te 1800 cm™ i 1300 cm™ su u apsorpcijskom spektru liposoma s inkapsuliranim
ekstraktom promijenili intenzitet i oblik. Apsorpcijski pik na valnoj duljini 1058,93 cm™
(alkoholna skupina) u praznim liposomima pomaknuo se na druge valne duljine u spektru za
liposome s inkapsuliranim ekstraktom. Takoder, pik na 1234,94 cm™ (fosfatna skupina) je u
liposomima 1:20 nestao, dok je pik koji se odnosi na valnu duljinu 1176,83 cm™ pomaknut na
1155,98 cm™ u liposomima 1:20. Ovi rezultati mogu se pripisati poveéanju stupnja hidratacije
fosfolipidne hidrofilne glave i broja vodikovih veza izmedu hidroksilnih skupina ekstrakta i
PO, skupine (Cieslik-Boczula i sur., 2012). Isto potvrduju i Cagnasso i suradnici (2017) koji
navode da inkapsulacija polifenolnih ekstrakata u liposome dovodi do promjene rastezne
vibracije fosfatne grupe, kako u asimetri¢nim (oko 1200 cm™) tako i u simetriénim vibracijama

(oko 1035 cm™). Nadalje, pik na 1735,11 cm™, koji oznacava karbonilnu skupinu, pomaknut je
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prema nizim valnim duljinama na 1734,72 cm™ te je manjeg intenziteta $to bi moglo ukazivati
na interakciju izmedu hidroksilnih skupina ekstrakta i karbonilne grupe fosfolipida preko
vodikovih veza (Cieslik-Boczula 1 sur., 2012). Iako odredene razlike u FTIR spektrima
sugeriraju na prisutnost polifenola u liposomima, nepostojanje novih apsorpcijskih pikova u
FTIR spektru za liposome 1:20, navodi na zakljuc¢ak da je rije¢ o slaboj fizi¢koj interakciji

polifenolnih spojeva i fosfolipida.

4.4.3. Odredivanje u¢inkovitosti inkapsulacije polifenolnih spojeva liposomima
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Slika 16. Inkapsulacijska ucinkovitost (%) ehinakozida i verbaskozida u liposomima

pripremljenim s razli¢itim omjerima ekstrakta i fosfolipida

Ucinkovitost inkapsulacije jedan je od glavnih pokazatelja efikasnosti liposoma u
ofuvanju i odrZavanju bioaktivnih spojeva unutar lipidne strukture. Inkapsulacijska
ucinkovitost (%) polifenolnih spojeva trave ive u Cesticama liposoma odredena je na HPLC
uredaju opremljenom UV detektorom na 320 nm, a predstavlja postotak inkapsuliranih
chinakozida i verbaskozida u ¢esticama liposoma s razli¢itim omjerima ekstrakta i fosfolipida.
Slika 16 prikazuje dobivene rezultate.

Uvidom u rezultate prikazane na slici 16 vidljivo je da se inkapsulacijska u¢inkovitosti
za ehinakozid krece u rasponu od 37,16 % do 68,27 %, dok za verbaskozid od 46,27 % do 80,60

% S$to znaci da se verbaskozid bolje inkapsulirao u ¢estice liposoma u odnosu na ehinakozid u
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sva tri pripremljena sustava. Najve¢i stupanj inkapsulacije pokazao je sustav 1:20 (80,60 %) a
zatim slijede sustavi 1:10 (66,56 %) 1 1:5 (46,27 %). Isti trend uocen je i kod ehinakozida gdje
je inkapsulacijska uéinkovitost sustava 1:20 iznosila 68,27 %, dok sustava 1:5 37,16 %.
Usporedbom ucinkovitosti inkapsulacije verbaskozida i ehinakozida vidljivo je kako postoje
znacCajne razlike izmedu sustava pripremljenih s razli¢itim omjerima liofiliziranog ekstrakta i
fosfolipida. Uoceno je kako su sustavi pripremljeni s vec¢im udjelom ekstrakta rezultirali
liposomima s manjom inakspulacijskom uc€inkovitosti. Isto potvrduju i rezultati rada Sinico 1
suradnika (2008) u kojem je sustav pripremljen s manjim udjelom verbaskozida rezultirao
ve¢om inkapsulacijskom uéinkovito$¢u. Osim toga, inkapsulacijska u¢inkovitost dobivena
ovim istrazivanjem znatno je veca od rezultata inkapsulacijske u¢inkovitosti verbaskozida (30
%) inkapsuliranog liposomima, objavljenog u radu Isacchi i suradnika (2016). lako se
inkapsulacijska u¢inkovitost od 80,6 %, koliko je najvise dobiveno u ovom radu, moze smatrati
zadovoljavaju¢om, pregledom dostupne literature uoceno je kako izbor tehnike za pripremu
liposoma treba prilagoditi bioaktivnoj tvari koja se inkapsulira kako bi se postigli visi stupnjevi
inkapsulacijske u¢inkovitosti. Potvrda tome su rezultati rada Machado i suradnika (2018) koji
su polifenolni ekstrakt dobiven iz mikroalge Spirulina inkapsulirali liposomima tehnikom
evaporacije obrnutih faza, ¢ime su uspjeli formirati liposome s visokim stupnjem
inkapsulacijske u¢inkovitosti, cak 97,35 % za liposome pripremljene s rizinim lecitinom i 88,28
% za liposome sa sojinim lecitinom. Takoder, primije¢eno je kako integracija odredenih
postupaka poput mikrofuidizacije ili ultrazvuka u konvencionalne tehnike pripreme liposoma,
moze pridonijeti povecanju inkapsulacijske ucinkovitosti. U prilog tome idu rezultati rada
Garcia-Toledo i suradnika (2018) u kojem je primjenom mikrofluidizacije inkapsulirano ¢ak 88
% bakteriocina, dok su Machado i suradnici (2014) uocili da liposomi koji su bili podvrgnuti
homogenizaciji imali vise vrijednosti inkapsulacijske ucinkovitosti (90%), u usporedbi s
liposomima tretiranim ultrazvukom (79%). Medutim, da bi se formirali liposomi s visokim
stupnjem inkapsulacijske uc¢inkovitosti, osim izbora tehnike za pripremu liposoma, u obzir je
potrebno uzeti i prirodu bioaktivnih tvari (njihova lipofilnost ili hidrofilnost i topljivost),
prirodu fosfolipida (stupanj zasi¢enosti i sastav masnih kiselina), koncentraciju i vrstu

stabilizatora, kao Sto je kolesterol te okolisne uvjete poput temperature i pH.
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4.4.4. Odredivanje antioksidacijske ucinkovitosti inkapsuliranog ekstrakta trave ive
tiobarbiturnom kiselinom (TBARS test)
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Slika 17. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta trave ive TBARS testom

TBARS test koristen je za kvantifikaciju lipidne peroksidacije. Prazni liposomi (PL) i
liposomi s razli¢itim omjerom inkapsuliranog ekstrakta trave ive 1 lipida izloZeni su UV
zraCenju. Tiobarbiturna kiselina reagira s malondialdehidom, produktom razgradnje lipidnog
hidroperoksida $to rezultira ruzi¢astim obojenjem koje se mjeri spektrofotometrijski na 532 nm
(Balang i sur., 2015). Rezultati TBARS testa prikazani su na slici 17.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da su prazni liposomi (kontrola) izlozeni UV zracenju
pokazali najviSe vrijednosti reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline §to ukazuje na znatnu
lipidnu peroksidaciju koja je postupnim poveéanjem broja pulseva UV zracenja postala sve
izrazenija. To se moze objasniti ¢injenicom da membrana liposoma sadrzi nezasi¢ene dvostruke
veze, sklone oksidativnoj degradaciji pracenoj rupturom nepolarnih ugljikovodi¢nih lanaca,
¢ime se izravno utjeCe na smanjenje stabilnost lipidnog dvosloja (Huang i sur., 2019).
Polifenolni spojevi dobro su poznati po svojim antioksidacijskim svojstvima, sto potvrduju i
dobiveni rezultati s obzirom da se inkapsulacijom polifenolnih spojeva liposomima znacajno
smanjila peroksidacija lipida izazvana UV zracenjem. Smatra se da hidroksilne skupine

polifenola smjestene blizu dvostrukih veza polinezasi¢enih masnih kiselina mogu modulirati
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lipidnu peroksidaciju (Fabris i sur., 2008). Usporeduju¢i medusobno liposome s razli¢itim
omjerima inkapsuliranog ekstrakta i fosfolipida ocekivalo bi se da ¢e sustav 1:5 pokazati
najvecu antioksidacijsku aktivnost budu¢i da je pripremljen s najve¢om koncentracijom
inkapsuliranog ekstrakta, medutim, kako je ve¢ prije spomenuto, sustav 1:20 pokazao je
najveéu inkapsulacijsku ucinkovitost medu ispitanim sustavima za oba polifenolna spoja,
ehinakozid (60,27 %) i verbaskozid (80,60 %), zbog ¢ega je | TBARS vrijednost za ovaj sustav
oc¢ekivano najniza. Ovi podaci ukazuju na visoki antioksidacijski potencijal ehinakozida i
verbaskozida u inhibiciji stvaranja malondialdehida te zastiti liposoma od peroksidacije.
Takoder, pregledom dostupne literature uo¢eno je kako su se i drugi polifenoli poput kvercetina,
kempferola i luteolina (Huang i sur., 2017), kao i resveratrola (Balan¢ i sur., 2015), pokazali

vrlo u¢inkovitima u uklanjanju visoke razine radikala.

4.4.5. Odredivanje morfoloskih karakteristika liposoma oblozenih alginatom i pektinom

Slika 18. Mikroskopske slike liposoma oblozenih alginatom (A) i pektinom (B)

Morfoloske karakteristike, s ciljem odredivanja oblika i veli¢ine liposoma obloZenih
polimerom, ispitane su snimanjem ¢estica Svjetlosnim mikroskopom uz odgovarajuce
povecanje. Dobivene mikroskopske slike liposoma oblozenih alginatom (A) 1 pektinom (B)
prikazane su na slici 18.

Promatranjem morfoloskih karakteristika liposoma obloZenih s dva razli¢ita polimera
uoCene su odredene razlike u promjeru, strukturi i obliku ¢estica. Vidljivo je kako su liposomi
obloZeni alginatom pravilnog oblika te vrlo sferi¢ni s prosje¢nim promjerom 2,2 mm. Dobru,

iako nesto manju sferi¢nost i pravilnost oblika, pokazali su liposomi obloZeni pektinom.
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Takoder, iste Cestice su veceg promjera (L=2,8 mm) u odnosu na liposome obloZene alginatom
Sto se moze pripisati manje homogenoj otopini nosaca za inkapsulaciju i koriStenjem igle veceg
promjera. Nadalje, primjenom svjetlosnog mikroskopa uoceno je kako povrSina liposoma
oblozenih pektinom nije glatka kao kod liposoma obloZenih alginatom, ve¢ hrapava uz
odredene nepravilnosti. Spomenuta hrapavost povrSine liposoma oblozenih pektinom
potvrdena je primjenom SEM mikroskopije u istrazivanju Lee i suradnika (2008), dok su Balan¢
I suradnici (2016) primjenom iste tehnologije snimili glatku povrSinu liposoma oblozenih

alginatom.

4.4.6. Odredivanje ucinkovitosti zadrzavanja polifenolnih spojeva u liposomima te u

liposomima oblozenim alginatom i pektinom
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Slika 19. Profil otpustanja ehinakozida (mg ehinakozida g liposoma) iz liposoma (L),
liposoma oblozenih 3 % alginatom (L + 3 % A) i liposoma obloZenih 10 % pektinom
(L + 10 % P) u periodu od cetiri tjedna

S obzirom da je sustav liposoma 1:20 pokazao najvisi stupanj inkapsulacijske
ucinkovitosti, isti je koriSten u ispitivanju profila otpustanja ehinakozida i verbaskozida iz
liposoma (L), liposoma oblozenih 3 % alginatom (L + 3% A) i liposoma oblozenih 10 %
pektinom (L + 10 % P) u vremenskom razdoblju od Cetiri tjedna izuzimanjem alikvota kave u

koju su liposomi dodani. Prisutnost polifenolnih spojeva u uzorcima kave ispitana je primjenom
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tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). Analiza je pokazala kako se
verbaskozid u promatranom razdoblju nije otpustio iz niti jednog sustava liposoma, a rezultati
za otpustanje ehinakozida prikazani su na slici 19 i izrazeni kao mg ehinakozida g liposoma.

Kao $to je prikazano na slici 19, sva tri sustava pokazala su kontinuirano otpustanje
chinakozida u vremenskom razdoblju od Cetiri tjedna. U usporedbi s liposomima koji nisu
dodatno oblozeni polisaharidnim polimerom, vidljivo je da je prisutnost slojeva pektina i
alginata na povrS$ini liposoma predstavljala odredenu prepreku za otpustanje ehinakozida iz
Cestica bududi da ga je iz sustava L + 3% A i L + 10% P u kavu otpuSteno manje. Nakon prvog
tjedna skladistenja, najvise ehinakozida se otpustilo iz estica liposoma, ¢ak 0,044 mg g%, zatim
nesto manje iz liposoma oblozenih 10 % pektinom, 0,030 mg g?, dok ga se iz liposoma
oblozenih 3 % alginatom otpustilo najmanje, tek 0,013 mg g*. Navedeni poredak sustava u
otpustanju zadrzan je do kraja skladistenja uzoraka kave. Uoceno je kako se iz sustava L svakim
tjednom u prosjeku otpustilo 15-20 mg ehinakozida g liposoma to jest ukupno 0,089 mg g2,
dok se iz liposoma oblozenih 10 % pektinom (L + 10 % P) tjedno otpustilo 10 mg ehinakozida
g! liposoma, odnosno 0,073 mg g nakon &etiri tjedna skladistenja. Rezultati su u skladu s
istrazivanjem Feng i suradnika (2019) koji su potvrdili efikasnost zadrzavanja bioaktivnih
spojeva u liposomima obloZenima niskometiliranim pektinom dodanim u sok od narance. U
periodu od 20 dana u sok narance otpustilo Se znatno manje resveratrola i epigalokatehin galata
iz liposoma oblozenih niskometiliranim pektinom za razliku od liposoma koji nisu bili oblozeni
polimerom. Takoder, utvrdeno je da su visoka stabilnost tijekom skladiStenja te kontinuirani
profil otpustanja bioaktivnih spojeva usko povezani s gelacijom i toplinskom reverzibilno$c¢u
pektina, $to je vjerojatno i razlog povoljnijeg profila otpustanja ehinakozida iz sustava L+10 %
P u odnosu na sustav L u ovom istrazivanju. Ipak, slika 19 prikazuje kako se sustav liposoma
oblozenih 3 % alginatom pokazao najucinkovitiji u zadrzavanju ehinakozida u lipsomima s
obzirom da ga se u periodu od &etiri tjedna otpustilo najmanje, ukupno 0,056 mg g*. Na visoku
ucinkovitost zadrZavanja polifenolnih spojeva u liposomima obloZenim alginatom ukazali su i
Balan¢ i suradnici (2016) koji su uocili da je razina otpustanja resveratrola iz liposoma
oblozenih alginatom bila niZa u odnosu na druge pripremljene sustave. Osim pektina i alginata,
ucinkovitim u zadrZavanju bioaktivnih spojeva unutar strukture liposoma pokazali su se i guma
arabika (Dag i sur., 2019), guar guma (Pu i sur., 2019), kitozan (Cuomo i sur., 2018), celuloza
(Smistad i sur., 2017) i izolati proteina sirutke (Frenzel i sur., 2015).
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5. ZAKLJUCCI

10.

Trava iva (Teurium montanum L.) predstavlja bogat izvor prehrambenih vlakana, posebice
onih netopljivih, koja ¢ine vise od polovicu ukupne suhe tvari. Ostali sastojci suhe tvari,
poput mineralnih tvari, proteina i masti, zastupljeni su u nizim udjelima, karakteristi¢cnima
za rod Teucrium. Najzastupljenije mineralne tvari u travi ivi su kalcij, kalij, a zatim slijede
zeljezo, magnezij, sumpor i fosfor.

Antocijani su najzastupljeniji pigmenti u travi ivi, a zatim slijede ukupni klorofili, medu
kojima je dominantan klorofil a. Karotenoidi su najmanje zastupljeni pigmenti.
Konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, posebice infuzijom, dobiveni su ekstrakti s ve¢im
ekstrakcijskim prinosom u odnosu na ekstrakte dobivene inovativnim tehnikama.
Primjena topline rezultirala je ve¢im udjelom ukupnih polifenola u ekstraktima dobivenim
konvencionalnim tehnikama ekstrakcije, buduci da je infuzijom i dekokcijom ekstrahirano
vise polifenola u odnosu na maceraciju provedenu na sobnoj temperaturi.

Kod inovativnih tehnika ekstrakcije, primjena mikrovalova pokazala se naju¢inkovitijom
u ekstrakciji polifenolnih spojeva, a zatim slijedi ekstrakcija subkriticnom vodom. lako se
ekstrakcijom visokim hidrostatskim tlakom ekstrahiralo najmanje polifenolnih spojeva,
kombinacija ekstrakcijskih uvjeta od 200 MPa i 10 minuta pokazala se naju¢inkovitijom.
Antioksidacijski kapacitet ekstrakata odreden ABTS i DPPH metodama u skladu je s
udjelima ukupnih polifenolnih spojeva odredenih u ekstraktima.

Najzastupljeniji polifenolni spojevi trave ive su ehinakozid i verbaskozid.

Sustavi pripremljeni s ve¢im udjelom ekstrakta rezultirali su liposomima s manjom
inakspulacijskom u¢inkovitosti. Verbaskozid se uspjesnije inkapsulirao u ¢estice liposoma
u odnosu na ehinakozid, a sustav liposoma 1:20 pokazao je relativno homogenu raspodjelu
veli¢ine Cestica te najvisi stupanj inkapsulacijske u¢inkovitosti za oba polifenolna spoja §to
je potvrdeno i FTIR spektroskopijom.

Ehinakozid i verbaskozid pokazali su visoki antioksidacijski potencijal u inhibiciji
stvaranja malondialdehida te zastititi liposoma od peroksidacije.

Oblaganje liposoma polimerima pokazalo se uspjeSnima u zadrzavanju polifenolnih
spojeva unutar strukture liposoma, pri ¢emu su liposomi obloZeni alginatom imali sporiji
profil otpustanja polifenola u kavu u odnosu na liposome oblozene pektinom. Takoder, u
odnosu na liposome oblozene pektinom, liposomi obloZeni alginatom bili su pravilnog

oblika i glatke povrsine.
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