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1. UVOD

U posljednje vrijeme sve je veCe zanimanje trziSta za aromati¢no bilje s podru¢ja Mediterana
kao $to su ruzmarin i origano zbog njihova visokog udjela bioaktivnih komponenata te
posljedi¢no ljekovitih svojstava. Ove biljke koriste se¢ od davnina kao zacini za tradicionalnu
mediteransku prehranu te kao lijekovi u narodnoj medicini, a danas se smatraju vaznim
¢imbenicima sigurnosti i kvalitete hrane zbog inhibicije razli¢itih faktora koji utjecu na
smanjenje njezine kvalitete kao $to su oksidacija ili mikrobno kvarenje (Giacometti i sur.,
2018).

Origano i ruzmarin su biljke bogate polifenolnim spojevima, najraSirenijim sekundarnim
metabolitima biljke. Predmet su brojnih istrazivanja zbog njihovog znacajnog
antioksidacijskog potencijala te uloge u prevenciji bolesti povezanih s oksidativnim stresom
poput karcinoma, zbog ¢ega je u posljednje vrijeme znaajan broj istraZivanja vezanih uz
ljudsko zdravlje usmjeren upravo prema ucinkovitoj ekstrakciji fenolnih spojeva iz biljaka (Dai
i Mumper, 2012). Medutim, ogranic¢avajuci ¢imbenik u njihovoj prevenciji nastanka karcinoma,
ali i drugih stanja poput starenja, upalnih ili neurodegenerativnih bolesti predstavlja njihova
nestabilnost i niska biodostupnost zbog ¢ega ih je potrebno stabilizirati mikroinkapsulacijom
ili emulgiranjem. Prednosti procesa emulgiranja uklju¢uju odrzavanje kemijske stabilnosti |
kontroliranog otpustanja fenolnih spojeva (Lu 1 sur., 2016).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj koncentracije emulgatora, brzine mijeSanja i udjela ulja u
emulziji na stabilnost pripremljenih emulzija ulja u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana s
dodatkom komercijalnog proteina graska, kao emulgatora. Emulzijama su odredena fizikalna
(vodljivost, zeta potencijal) te kemijska (ukupni polifenoli, antioksidacijska aktivnost) svojstva.
Takoder je, nakon zavrSenog emulgiranja, praceno trenutno stanje kapljica pripremljenih
emulzija €iji je promjer izrazen kao prosjecni Feretov promjer. Primjenom metode odzivnih
povrsina (engl. Response Surface Methodology, RSM) odredeni su optimalni uvjeti procesa
emulgiranja, s obzirom na odredena kemijska svojstva pripremljenih emulzija.

Nadalje, provedena je in vitro simulacija probavnog sustava kako bi se odredila i usporedila
biodostupnost polifenolnih spojeva iz vodenih ekstrakata ruZzmarina i origana i njihovih
emulzija, pripremljenih pri optimalnim uvjetima procesa emulgiranja. Nakon zavrSene in vitro

probave, uzorcima su izmjerena fizikalna (ukupne otopljene tvari, vodljivost) te kemijska

1



(ukupni polifenoli, antioksidacijska aktivnost) svojstva te su dobiveni rezultati analizirani i
usporedeni kako bi se istrazila u¢inkovitost procesa emulgiranja te u kojem je obliku najbolje

konzumirati navedene biljke za oCuvanje ljudskog zdravlja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PORODICA BILJAKA USNACA (Lamiaceae)

Biljke iz porodice usnaca (Lamiaceae) komercijalno su vazne biljke koje se sastoje od 250
rodova i 7825 vrsta. Neki od najvecih i najpoznatijih rodova su Salvia, Scutellaria, Stachys,
Vitex, Tymus i dr. Mnoge vrste su visoko aromati¢ne i sadrze sloZzenu mjesavinu bioaktivnih
sekundarnih metabolita koji doprinose njihovoj vaznosti i upotrebi kao medicinske i zaCinske
biljke (Rattray i Van Wyk, 2021). Clanovi ove porodice biljaka imaju vaznu ulogu u
kozmeti¢koj, farmaceutskoj, prehrambenoj i drugim industrijama. Zbog tako Siroke primjene,
biljke iz ove porodice Siroko se uzgajaju te one sluze kao izvori funkcionalne hrane
(Chakrabartty i sur., 2022). Visoki udio sekundarnih metabolita koji pokazuju antioksidacijsko,
antimikrobno i antitumorsko djelovanje odgovorni su za njihovu biolosku u¢inkovitost pa biljke
iz ove porodice imaju vaznu ulogu u lijjeCenju mnogih stanja kao Sto su primjerice

kardiovaskularne bolesti (Chakrabartty i sur., 2022).

2.1.1. Ruzmarin

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) je aromati¢na biljka koja pripada porodici Lamiaceae
(Rafael de Oliveira i sur., 2019). Zimzelena je biljka s tamnozelenim, kratkim listovima koja
cvate dva puta godi$nje i naraste do visine od tri metra (Carrubba i sur., 2020). Vrlo je poznata,
medicinski vrijedna biljka koja se koristi u obliku suhe biljke ili u obliku etericnog ulja zbog
svog pozeljnog okusa (Tavassoli i sur., 2011), ali i visokog sadrZaja bioaktivnih komponenata
s razli¢itim farmakoloSkim djelovanjem, posebno antimikrobnim, antitrombi¢nim, diuretickim,
antiupalnim, antioksidacijskim, hepatoprotektivnim, antikancerogenim 1 antidijabetickim
djelovanjem te preveniranjem pretilosti (Fernandez-Ochoa i sur., 2017). Uc¢inci koje pokazuje
ova biljka ukljuCuju: prevenciju astme, ateroskleroze, katarakte, hepatotoksi¢nosti, upalnih
bolesti te ishemi¢ne bolesti srca. Zatim antioksidacijsko i antiupalno djelovanje, kontrolu
hiperkolesterolemije i oksidativnog stresa, smanjenje krvnog tlaka, smanjenje lipidne
peroksidacije, antivirusno i antimikrobno djelovanje, smanjenje glikemije, relaksiranje misica
i lijeCenje koznih alergija te sposobnost lijeenja depresivnog ponaSanja (Rafael de Oliveira i

sur., 2019).

2.1.1.1. Kemijski sastav ruzmarina

Kemijski sastav ruzmarina vrlo je slozen, a fitokemijske studije pokazuju kako su glavna obitel;



kemijskih sastojaka ruzmarina fenolkarboksilne kiseline od kojih najvise ruzmarinska kiselina,
a zatim kafeinska, kininska i vanili¢na kiselina (Gird i sur., 2017).

Izmedu prirodnih antioksidansa, ruzmarin je Siroko prihvacen kao jedan od vrsta s najve¢om
antioksidacijskom aktivnoscu. Dosadasnja istrazivanja pokazuju da su najaktivnije komponente
fenolni  diterpeni poput karnosola, rosmanola, 7-metil-epi-rosmanola, isorosmanola,
karnozinske kiseline i drugih fenolnih kiselina poput ruzmarinske i kafeinske (Ibanez i sur.,
2003). Brojna in vitro istrazivanja provedena su s ciljem utvrdivanja pozitivnih ucinaka
ruzmarinske kiseline, a neki od potvrdenih ukljucuju antioksidacijsko, antibakterijsko i
antivirusno djelovanje, antiupalno, hepatoprotektivno, antikancerogeno i imunomodulatorno
djelovanje i mnoge druge. Pretklini¢ka istrazivanja pokazuju pozitivan ucinak u lijeCenju
osteoartritisa, poboljsanje kognitivnih sposobnosti i raspolozenja kod starijih osoba te
antistresno djelovanje. Pokazalo se i da pomaZze u lijecenju edema, lokalnog svrbeza i da moze
moderirati atopijski dermatitis, a neka istrazivanja sugeriraju i potencijalnu ulogu ruzmarinske
kiseline kao koterapeutika u lijeCenju metaboli¢kog sindroma (Hilt i sur., 2020).

Takoder, pokazalo se da prevenira Alzheimerovu bolesti i inducira apoptozu stanica
kolorektalnog karcinoma $to je povezano uz njezinu snaznu antioksidacijsku aktivnost (Dinnies
Santos i sur., 2012).

Osim ruzmarinske kiseline, druga vazna skupina kemijskih spojeva su diterpeni, od kojih su
najzastupljenije karnozinska kiselina i karnosol. Od ostalih komponenti, ruzmarin sadrzi jos i
flavone (galokatehin, hesperidin), zatim triterpene (urosolna, betulinska i mikromerna kiselina)
te esencijalna ulja koja se znacajno razlikuju u kemijskom sastavu ovisno o vegetacijskom

stanju, botanickoj vrsti 1 okoliSnim uvjetima (Gird 1 sur., 2017).

2.1.2. Origano

Origano (Origanum vulgare L.) je viSegodisnja zeljasta biljka s podru¢ja Mediterana koja
pripada porodici Lamiaceae i poznata je jos od doba antike. Aromati¢na je biljka visine 20-80
cm s blijedoruzicastim cvjetovima skupljenim u razgranatom cvatu. Sadrzi nekoliko uspravnih
stabljika, cvjetove koji su vertikalno rasporedeni u guste ili rahle klasove te peteljkaste listove
(Bhatt i sur., 2020).

Vazna je biljka zbog svog antibakterijskog, antifungalnog, antivirusnog i antioksidacijskog
djelovanja koji su posljedica slozenog kemijskog sastava (Gonceariuc i sur., 2021). Zbog visoke
antioksidacijske aktivnosti ima ulogu prirodnog konzervansa u hrani i kozmetici (Oniga i sur.,
2018).



Origano se tradicionalno koristio u narodnoj medicini za ublazavanje stanja kao $to su astma,
bronhitis, kasalj, dijareja, probavne smetnje, bolovi u trbuhu, menstrualni poremecaji, infekcije,
bolesti povezane s upalom i dijabetes. Pozitivan u¢inak origana na zdravlje ljudi pripisuje se

sadrzaju fitokemikalija (Gutriérrez-Grijalva i sur., 2018).

2.1.2.1. Kemijski sastav origana

Najvazniji kemijski sastojci origana su esencijalna ulja, polifenoli (flavonoidi i fenolne
kiseline), triterpenoidi i steroli (Oniga i sur., 2018).

Glavne komponente esencijalnog ulja origana su timol i karvakrol, ali i druge komponente
poput fama terpiena, beta mikrena i alfa terpiena (Fernandez-Ochoa i sur., 2017).

Glavne polifenolne komponente u origanu su flavonoidi i fenolne kiseline. Oni su istrazivani
zbog svojeg terapeutskog potencijala koji se uglavnom pripisuje njihovim antioksidacijskim
karakteristikama. Najzastupljeniji flavonoidi u origanu su flavoni su dok su hidroksicimetne
kiseline dio neflavonoidnih fenola i glavne su podskupine fenolnih kiselina rasporedenih u

razli¢itim vrstama origana (Gutriérrez-Grijalvai sur., 2017).

2.2. ANTIOKSIDANSI

Bioaktivne komponente hrane biljnog podrijetla vrlo su vazne sastavnice ljudske prehrane i
1ako se ne klasificiraju kao esencijalni nutrijenti, imaju brojne pozitivne u€inke na ljudsko
zdravlje. Za razliku od vitamina, njihov nedostatan unos nece rezultirati specifi¢nim
simptomima ili deficitiom, ali ¢e povecati rizik razvoja kroni¢nih bolesti. Bioaktivne
komponente hrane biljnog podrijetla ukljucuju: terpenoide, fenolne komponente (ukljucujuéi
polifenole), glukozinolate i dr. (Ruskovska i sur., 2020).

Antioksidansi su tvari koje kada su prisutne u niskoj koncentraciji zna¢ajno usporavaju
oksidaciju supstrata i utjeCu na tzv. hvatanje slobodnih radikala (Shahidi i Zhong., 2010).
Najcesci slobodni radikali u ljudskom organizmu su reaktivne kisikove vrste poput hidroksilnih
radikala (Ruskovska i sur., 2020). Prepoznato je da reaktivne Kisikove vrste koje generiraju
mitohondriji, fagociti, peroksisomi i enzimi citokroma P450 mogu uzrokovati oSte¢enja na
molekuli DNA, proteinima i lipidima te uzrokovati pojavu oksidativnog stresa (Gordon, 2012).
Do sada je objavljeno mnoStvo istrazivanja koji potvrduju poveznicu izmedu oksidativnog
stresa 1 razliCitih bolesti kod ljudi te je danas gotovo nemoguce pronaci bolest ili stanje koje
nije povezano s oksidativnim stresom (Ruskovska i sur., 2020).

Najvecu skupinu antioksidansa predstavljaju polifenoli te su oni Siroko istrazivani zbog njihove



kemijske strukture, prehrambenih izvora, antioksidacijske aktivnosti i ucinka na zdravlje
(Shahidi i Zhong, 2010). Neki od dokazanih pozitivnih uéinaka su preventivno djelovanje
polifenola na kardiometabolicke bolesti poput dijabetesa tipa 2 ili ateroskleroze, a takoder
postoje dokazi da ekstrakti polifenola pozitivno utjeCu na neurodegenerativne bolesti 1 neke
vrste tumora (Ruskovska i sur., 2020). Uz to, dokazan je ucinak fenolne kiseline na ekspresiju
gena za antioksidativne enzime te se pokazalo kako flavonoidi djeluju na stani¢nu signalizaciju
I ekspresiju gena (Gordon, 2020).

Osim pozitivnog ucinka na zdravlje, antioksidansi imaju i pozitivan ucinak na proizvodnju
prehrambenih proizvoda jer preveniraju oksidaciju lipida koja se moze dogoditi tijekom bilo
koje faze proizvodnje hrane te dovesti do razvoja neugodnog okusa, gubitka esencijalnih
masnih kiselina, vitamina topljivih u mastima i drugih biokativnih komponenti te do formiranja
potencijalno toksi¢nih komponenti. Najucinkovitija, najpogodnija i ekonomski najisplativija
strategija u borbi protiv lipidne oksidacije je dodatak antioksidansa te se diljem svijeta koristi
za stabilizaciju lipida u hrani, preveniranje pogorSavanja kvalitete hrane i produzivanje roka

trajnosti proizvoda (Shahidi i Zhong, 2010).

2.2.1. Polifenolni spojevi

Polifenoli su bioaktivne tvari iz hrane biljnog podrijetla koji pripadaju skupini antioksidansa te
ulaze u interakcije sa slobodnim radikalima i nestaju tijekom reakcije (Dinnies Santos i sur.,
2012). Oni imaju moguénost neutralizirati lipidne peroksidne radikale 1 kao takvi vaZan su dio
teorije oksidativnog stresa. Prisutni su u relativno visokim koncentracijama u ljudskoj prehrani,
a nalaze se uglavnom u vocu (bobi¢astom i jabukama), povrcéu (luk, Spinat, brokula, Sparoge),
zac¢inima (crni papar, kurkuma, Safran), cjelovitim zitaricama, kavi, kakau, ¢aju, maslinama i
razli¢itim vrstama biljnih ulja. Mnogi od njih se koriste i kao prehrambeni suplementi ili kao
biljni lijekovi (Ruskovksa i sur., 2020).

Brojne studije istaknule su kako je vecina bioloskih aktivnosti biljaka povezana s fenolnim
komponentama te je u zadnjih nekoliko godina, nekoliko istrazivanja pokazalo
antiproliferativnu aktivnost polifenola ruzmarina u razli¢itim modelima tumorskih stanica kao
Sto su stanice karcinoma prostate, neuroblastoma, kolorektalnog karcinoma ili karcinoma
jajnika (Fernandez-Ochoa i sur., 2017).

Osnovna struktura polifenola je aromatski prsten na koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih
skupina sa Sirokim rasponom polimerizacije. Rangiraju se od jednostavnih molekula poput

fenolnih kiselina do visoko polimeriziranih komponenti poput tanina (Bravo, 1998) i njihova



je osnovna podjela prikazana na slici 1.

Primarno dolaze u konjugiranoj formi s jednom ili vise Secernih jedinica vezanih na hidroksilnu
grupu, iako postoji i direktno vezanje Secernih jedinica na aromatski ugljikov atom. Vezani
Seceri mogu biti prisutni kao monosaharidi, disaharidi ili ¢ak oligosaharidi, a najcesce je vezana

glukoza (Gonzalez Bravo, 1998).

hidroksicimetne

hidroksibenzojeve

Slika 1. Podjela polifenola (Golubi¢, 2018)

2.2.2. Ekstrakcija polifenolnih spojeva

U danasnje vrijeme gotovo je nemoguce pronaéi proizvodni proces u kozmetickoj,
farmaceutskoj, prehrambenoj ili kemijskoj industriji koji ne koristi ekstrakcijske procese poput
maceracije, vodene destilacije ili destilacije vodenom parom, a sama ekstrakcija definira se kao
proces prijenosa tvari iz krute ili tekuée faze u neko otapalo koje se s tom fazom ne mijeSa
(Chemat i sur., 2012). Desetlje¢ima se u laboratorijima koriste tzv. komercijalne metode
ekstrakcije kao Sto su maceracija, infuzija ili obi¢ni refluks (Yousif Mutalib, 2014). Medutim
nedostatak ovih metoda je veliki utroSak vremena i otapala zbog ¢ega najnoviji trendovi u
ekstrakcijskim tehnikama imaju fokus na pronalasku otopina koje minimiziraju koristenje
otapala dok istovremeno omoguéuju intenziviranje procesa i isplativiju proizvodnju
visokokvalitetnih ekstrakta (Chemat i sur., 2012). Neki od primjera ekstrakcija koji zahtijevaju
manji utroSak vremena i otapala su ekstrakcije potpomognute ultrazvukom 1 ekstrakcije
potpomognute mikrovalovima (Yousif Mutalib, 2014).

Za ekstrakciju antioksidansa iz aromati¢nih biljaka koriste se razlicite metode poput ekstrakcije

¢vrsto-tekuce, ekstrakcije vodom kao otapalom i ekstrakcije superkriti¢énim fluidom (Ibanez i



sur., 2003). Fenolni spojevi mogu biti ekstrahirani iz svjezih, smrznutih ili suSenih biljnih
sastojaka i naj¢esSce se ekstrahiraju razli¢itim otapalima poput etanola, metanola ili etil acetata
s razli¢itim omjerima vode. S obzirom da biljni materijal moZze sadrzavati jednostavne (fenolne
kiseline) ili visoko polimerizirane fenole (npr. tanine) te da oni mogu biti povezani s drugim
komponentama biljke poput ugljikohidrata i proteina ne postoji univerzalni postupak
esktrakcije prikladan za ekstrakcije svih biljnih fenola (Dai i Mumper, 2012).

Kod odabira ekstrakcijske metode vazno je odabrati pravo otapalo s obzirom na to da ono utjece
na koli¢inu 1 stupanj ekstrahiranih polifenola, ali takoder i definirati vrijeme ekstrakcije i
temperaturu koji utjeCu na izdvajanje fenolnih spojeva iz biljnog materijala. Povecanje
temperature ekstrakcije poveéava topljivost analita, a smanjuju se viskoznost i povrSinska
napetost otapala S$to poboljsava brzinu ekstrakcije. Medutim s obzirom da duze vrijeme
ekstrakcije 1 visoka temperatura povecavaju oksidaciju fenola $to smanjuje njihov prinos vazno

je pronaci optimalno vrijeme i temperaturu (Dai i Mumper, 2012).

2.3. EMULZIJE

Emulzije su disperzni sustavi, termodinamicki nestabilni koji pod djelovanjem vanjskih sila ili
poremecaja imaju tendenciju razdvajanja. Kako bi se kontroliralo emulgiranje i stabilnost
emulzija koriste se odgovaraju¢e komponente kao Sto su tenzidi niske mase, biomolekule,
polimeri, proteini, ¢vrste nanoCestice ili sloZenije asocijacije tenzida i nanocestica. Budu¢i da
su ove komponente opcenito amfifilne, adsorbiraju se na medupovrsini faza voda-ulje
mijenjajuci svoja svojstva (Ravera i sur., 2020).

Emulzije se uobiCajeno koriste u prehrambenoj industriji za stvaranje Sirokog spektra
emulgiranih prehrambenih proizvoda poput pi¢a, mlijeka, umaka, deserta, preljeva, majoneze,
margarina 1 maslaca. Priroda emulzije daje ovoj hrani razlicite funkcionalne znacajke poput

zeljenog izgleda, teksture, osjecaja u ustima 1 okusa (Radi¢, 2020).

2.3.1. Vrste emulzija

Emulzije su disperzni sustavi dvije nemjeSivih faza u obliku kapljica ¢iji je promjer 0,1 — 100
um. Izmedu dviju faza je medupovrSinski sloj na koji se mogu vezati neke povrsinski aktivne
tvari (Singh i sur., 2009).

Emulzije se mogu podijeliti na ulje u vodi (engl. oil in water; O/W) ili voda u ulju (engl. water
in oil; W/O) emulzije ovisno je li dispergirana faza ulje ili voda. Takoder postoji nekoliko tipova

visestrukih emulzija poput voda u ulju u vodi (engl. water in oil in water; W/O/W). Emulzijama
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se dodaju emulgatori kako bi ih stabilizirali 1 zadrzali kineticku stabilnost sustava (Niknam i
sur., 2020).

Postoji mnogo proizvoda u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji koji sadrze
tip emulzije voda u ulju. Mehanizam stabilizacije ovih emulzija razlikuje se od emulzija tipa
ulja u vodi koji mogu biti stabilizirane 1 sterickim 1 elektrostatskim odbijanjem. U slucaju
emulzija tipa voda u ulju (W/O) samo stericke sile stabiliziraju emulzije zbog niske elektri¢ne
vodljivosti kontinuirane faze. Emulgatori za pripremu emulzija voda u ulju imaju nisku HLB
(engl. hydrophilic — lipophilic balance) vrijednost odn. niski odnos hidrofilne i lipofilne grupe
(Ushikubo i Cuncha, 2012).

Emulzije ulje u vodi (O/W) disperzije su ulja u vodi u formi malih kapljica stabilizirani s jednim
ili viSe surfaktanata, tj. emulgatora. Surfaktanti su povrSinski aktivne tvari koje smanjuju
povrSinsku napetost izmedu uljne i vodene faze $to je nuzno za dugotrajnu stabilnost
dispergiranih uljnih kapljica (Haensler, 2016). Formiranje, stabilnost i karakteristike emulzija
ovise o karakteristikama (polarnost, topljivost u vodi, viskoznost, gustoca, itd.) uljne faze i vrsti
te koncentraciji komponenti prisutnih u vodenoj fazi. Izbor surfaktanta koriStenog kao
emulgatora je jako vazan za prehrambenu industriju jer ne samo da mora stvarati i stabilizirati
kapljice dispergirane faze nego mora biti i biorazgradiv i netoksi¢an (Niknam i sur., 2020).
Voda u ulju u vodi (W/O/W) dvostruka je emulzija formirana s malim kapljicama vode u
velikim kapljicama ulja dispergiranima u tekucoj kontinuiranoj fazi. Predstavljaju bolji
inkapulacijski sustav za hidrofilne polifenole od emulzija ulje u vodi jer otpustanje polifenola
moze biti prolongirano i bolje kontrolirano. Ipak i emulzije ulje u vodi i voda u ulju u vodi su
visoko osjetljive na nestabilnost. Smanjenje veli¢ine kapljica uvelike poboljSava stabilnost i rok
trajanja emulzija, ali vrlo mala veli¢ina Cestica i stoga vrlo velika specificna povrSina kapljica
u nanoemulzijama moZze pospjesiti kemijsku razgradnju inkapsuliranih spojeva (Niknam i sur.,
2020).

Emulzije se mogu podijeliti 1 prema velicini €estica na mikro i nanoemulzije. Nanoemulzije su
emulzije ¢ija je veliCina Cestica u rasponu 20 — 500 nm. Mala veli¢ina ¢estica omogucuje im
visoku stabilnost i otpornost prema talozZenju $to je vrlo pozeljno u kozmetic¢koj, agrokemijskoj
i farmaceutskoj industriji (Ren i sur., 2019). Mikroemuzlije su disperzije koje se sastoje od
vode, ulja i sufraktanta, izotropan su i termodinamicki stabilan sustav s veli¢inom cestica 1 —

100 nm, obi¢no 10 — 50 nm (Jurkin i Gotik, 2013).



2.3.2. Mehanizam stvaranja emulzija

Proces emulgiranja sastoji se u fragmentaciji jedne tekuée faze unutar druge uz stvaranje
velikog broja malih kapljica. Emulzije u industrijskom ili istraziva¢kom polju proizvode se
koristenjem razli¢itih mehanickih uredaja poput miksera, visokotlacnih ventila ili membrana,
homogenizatora, mikrofluidizatora i sonikatora. Izbor metode ovisi 0 polju primjene kao i o
vrsti upotrebljenog emulgatora. Osnovni principi o ulozi adsorpcijskih svojstava emulgatora i
dinamickih procesa koji se odvijaju tijekom stvaranja emulzija zajednicki su veéini sustava i
tehnika. U svim slucajevima, ucinkoviti emulgatori imaju snaznu sposobnost snizavanja
povrsinske napetosti, kratko karakteristiéno vrijeme adsorpcije 1 visoki stupanj pokrivenosti
medupovrsine voda-ulje nakon adsorpcije §to ima ulogu u odredivanju prosjeéne veli¢ine
kapljica, raspodjelu veli¢ine i posljedi¢no njihovu stabilnost (Niknam i sur., 2020).

Priprema emulzija uvijek ukljucuje koriStenje primarne homogenizacije (izravna priprema iz
dvije odvojene tekucine) i/ili sekundarnu homogenizaciju (smanjenje veli¢ine kapljica u
postoje¢im emulzijama). Kontrola uvjeta homogenizacije (temperatura, tlak i ciklusi) je
potrebna za dobivanje emulzija sa zeljenim svojstvima (veli¢ina Cestica, stabilnost i

inkapsulacija i isporuka bioaktivnih komponenti) (Niknam i sur., 2020).

2.3.3. Zeta potencijal

Objasnjenje fenomena povezanog s povrSinskim nabojem krute faze u dodiru s teku¢om
omogucila je teorija dvostrukog elektri¢nog sloja. Prema ovoj teoriji, elektrokineticki ili zeta
potencijal je mjerljivo svojstvo elektriziranog sucelja. Ako je elektrizirano sucelje izmedu dviju
faza pod utjecajem vanjskog elektri¢nog polja koje djeluje paralelno s povrSinom sucelja, dolazi
do relativnog kretanja jedne faze prema drugoj. Potencijal klizne ravnine koji se moze
eksperimentalno mjeriti je elektrokineti¢ki ili zeta potencijal. On se mijenja ovisno o
promjenama u otopini $to znaci da je mjerenjem zeta potencijala moguce pratiti promjene koje
se dogadaju u otopinama zbog ¢ega je njegovo mjerenje vazni kontrolni postupak u mnogim
tehnoloSkim procesima (Salopek i sur., 1992).

Zeta potencijal u koloidnim disperzijama i emulzijama odreduje se mjerenjem elektroforetske
pokretljivosti ili elektroakusti¢nih efekata u prvom redu radi ocjene stabilnosti takvih koloidnih
sustava (Luxbacher i sur., 2019).

Kao opéa granica izmedu stabilnog i nestabilnog koloidnog sustava uzima se +30 ili — 30 mV.
Cestice sa zeta potencijalom 30 mV i vise, odnosno — 30 mV i nize smatraju se stabilnima.

Ukoliko je zeta potencijal od 0 do 5 mV ¢estica koloida se priblizava neutralnom stanju ili je
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neutralna Sto znac¢i da koloidne Cestice teze koaguliranju ili destabiliziranju (Salopek i sur.,

1992).

2.4. MEHANIZAM PROBAVE U GASTROINTESTINALNOM TRAKTU

Gastrointestinalni trakt definira se kao cijev ¢ija je duzina 8 do 9 m te se proteze od usta do
anusa i sastoji se od zdrijela, jednjaka, Zeluca, tankog i debelog crijeva. Uz to, ukljucuje i
dodatne organe kao Sto su zubi, jezik, zlijezde slinovnice, jetra, zu¢ni mjehur i guSteraca
(Sensoy, 2021). Ima specifi¢ne funkcije, a anatomija i fiziologija vrlo su sloZzene zbog mnostva
stanica koje ga izgraduju te integracije neuroloskih, imunoloskih, sekrecijskih i apsorpcijskih
signala 1 signala pokretljivosti. Osim Sto sadrzi razli¢ite specijalizirane stanice, funkcija
gastrointestinalnog trakta pod utjecajem je prisutnog intestinalnog mikrobioma, kroni¢nog
stresa, upale i ziv€ane regulacije putem mozak-crijevo osi (Collier i sur., 2022).
Gastrointestinalni sustav mora fizicki i kemijski razgraditi unesenu hranu na njezine
komponente koje se onda dalje metaboliziraju i iskoriStavaju u organizmu (Sensoy, 2021).
Hrana se fizicki razlaze na manje dijelove u ustima 1 u Zelucu dok se u tankom crijevu dogada
glavnina apsorpcije nutrijenata (Kong i Singh, 2008).

SrediS$nje mjesto u fiziologiji probavnog sustava zauzima mehanizam peristaltike. Peristaltika
je gastrointestinalni motoricki obrazac koji ukljucuje djelomi¢nu okluziju lumena koji pomice

sadrzaj prema analnom smjeru (Huizinga i Lammers, 2009).

2.4.1. Probava u ustima

Hrana ulazi u probavni sustav kroz usta gdje se zvakanjem smanjuje veliina njezinih Cestica
(Sensoy, 2021). U ustima se izlu¢uje slina koja sadrzi natrijeve, kalcijeve i kalijeve ione, mucin
i enzim alfa amilazu te se mijesanjem sa slinom hrana podmazuje i hidratizira (Kong i Singh,
2008). Alfa amilaza razgraduje molekule Skroba tako §to kida alfa 1,4 glikozidne veze iz $kroba
¢ime nastaju disaharid maltoza i trisaharid maltotrioza (Berg i sur., 2013).

U ustima se formira bolus hrane koji se zatim transportira kroz jednjak do zZeluca mehanizmom
peristaltike (Kong i Singh, 2008). Napredujuca faringealna kontrakcija potiskuje bolus kroz
gornji ezofagealni sfinkter u jednjak (Diamant, 1997).

Formiranje bolusa ukljucuje deformaciju i propadanje hrane koji se ostvaraju koordiniranim

djelovanjem zubiju, jezika i mehanizma lucenja sline (Sensoy, 2021).

11



2.4.2. Probava u zelucu

Zatvaranjem gornjeg ezofagealnog sfinktera, zapocinje procesivna kruzna kontrakcija u
gornjem dijelu jednjaka. Ona se zatim nastavlja distalno duz poprecno-prugastih i glatkih
miSica jednjaka i pomice bolus kroz donji ezofagealni sfinkter u zeludac ( Diamant, 1997).

U Zelucu se bolus iz ustiju mijesa s probavnim enzima i dolazi do probave koja ukljucuje
razliCite fizicke i kemijske procese. Fizicki procesi poput kontrakcije utjecu na veli¢inu Cestica
hrane dok kemijski procesi kao Sto je sekrecija kiselina i probavnih enzima imaju utjecaj na
omeksavanje hrane i hidrolizu nutrijenata. Osim toga, kiseli okoli$ koji prevladava u Zelucu,
aktivira izlu€ivanje pepsina i uzrokuje denaturaciju nutrijenata (Sensoy, 2021).

Zeludac se sastoji od &etiri dijela: fundusa, tijela, antruma i pilorusa te ima tri glavne funkcije,
a to su pohrana i mijeSanje hrane te praznjenje Zelu¢anog sadrzaja (Kong i Singh, 2008).
Peristalticki valovi krecu od stijenke Zeluca 1 Sire se prema antrumu ¢ime dodatno mijesaju i
tjeraju zelucani sadrzaj prema pilorusu koji se kontrahira kako bi usporio praznjenje Zeluca Sto
rezultira daljnjim mijeSanjem zeluCanog sadrzaja. Za to vrijeme, zeludac transformira svoj
sadrzaj u himus koji je kombinacija razdvojenih faza vodene otopine, masti i ¢vrste tvari.
Intenzivniji peristalti¢ki valovi poticu antralno praznjenje $to omogucuje zelucanom sadrzaju
da prode kroz pilorus i ude u duodenum (Kong 1 Singh, 2008).

Sfinkteri koji povezuju Zeludac s jednjakom 1 duodenumom su pod kontrolom Ziv€anog sustava
1 odgovorni su za prolazak himusa preko ritmic¢ne relaksacije prstena glatkog miSica ¢ime
dopustaju dijelu probavljene hrane da prode do duodenuma. Himus ide dalje prema tankom

crijevu u malim koli¢inama i reguliranim intervalima (Sensoy, 2021).

2.4.3. Probava u tankom crijevu

Posljednja faza probave 1 apsorpcija ve¢ine nutrijenata dogada se u tankom crijevu gdje se hrana
otapa uz sokove iz gusSterace, jetre i crijeva. Svi probavljeni nutrijenti apsorbiraju se kroz
stijenke crijeva, a otpadni produkti se potiskuju u debelo crijevo radi izlu¢ivanja (Kong iSingh,
2008).

Tanko crijevo je sa zelucem povezano preko pilorusa i s kolonom preko ileocekalnog zalistka.
Glavni dijelovi tankog crijeva su duodenum, jejunum i ileum (Sensoy, 2021).

U duodenum se izlu¢uju sokovi gusterace i1 otvara se zucni mjehur. Kad himus dode u
duodenum, stimulira gusteraCu na otpuStanje koncentrirane otopine bikarbonata koja
neutralizira kiseli sok zeluca. Sekret guSterace ukljucuje mnoge enzime kao Sto su proteaze

(tripsin 1 kimotripsin), pankreati¢na lipaza i pankreati¢na amilaza. Osim sekreta guSterace u
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duodenum se izlucuje i zu€ koja se sastoji od zu¢nih soli, fosfolipida, kolesterola, bilirubina,
elektrolita i vode te olakSava probavu i apsorpciju lipida, djelujuci kao emulgator (Sensoy,
2021).

U tankom crijevu probavni enzimi razgraduju proteine, ugljikohidrate, trigliceride i nukleinske
kiseline na manje molekule koje se kona¢no razgraduju na povrSini ¢etkaste membrane koja se
sastoji od mikroresica koji izlucuju enzime koji hidroliziraju disaharide, peptide i nukleotide
do njihovih osnovnih jedinica za apsorpciju poput monosaharida i aminokiselina. Ti se
monomeri zatim apsorbiraju preko crijevnog zida i transportiraju se u krvotok. Glavnina
apsorpcija dogada se u proksimalnom dijelu tankog crijeva, odnosno u ileumu. Brzina
apsorpcije vode i nutrijenata je razli¢ita u jejunumu i ileumu jer su resice u proksimalnoj regiji

velike i veca je povrSina za apsorpciju (Sensoy, 2021).

2.4.4. Probava u debelom crijevu

U debelom crijevu zavrSava proces probave. Debelo je crijevo povezano s tankim preko
ileocekalnog zalistka koji §titi otvor ileuma u cekum. U debelom crijevu dolazi do apsorpcije
vode dok se preostali gusti otpad izbacuje ¢ime zavrSava probava.

Svaki dan oko 1,5 — 2 L himusa prode kroz ileocekalni zalistak. Volumen himusa postane oko
150 mL nakon S$to se voda apsorbira u kolonu. U debelom crijevu vlada anaerobni okolis i
koloniziran je sa zajednicom mikroorganizama kojeg tvore uglavnom anaerobne bakterije.
Mikrobiota proizvodi razli¢ite enzime koji razgraduju dijetalna vlakna koja nisu probavljena u
tankom crijevu. Bakterije takoder metaboliziraju zu¢ne soli i pankreatin koji dolaze u kolon
koji takoder sadrzi bakterije koje sintetiziraju neke esencijalne vitamine (niacin, B1 1 vitamin

K). Kontrakcije u debelom crijevu mijeSaju himus i guraju sadrzaj prema stijenkama (Sensoy,
2021).

2.4.5. In vitro probava

U posljednje vrijeme, povecan je interes za modificiranje matriksa i strukturalnih karakteristika
hrane kako bi se optimirala njezina probava, ali i apsorpcija $to bi imalo pozitivan u¢inak na
ljudsko zdravlje. Kako bi se to ostvarilo potrebno je mnogo istrazivanja probave hrane u
probavnom traktu §to predstavlja odredeni problem s obzirom da je istrazivanje probave kod
ljudi slozen i skup proces koji znacajno varira od osobe do osobe. Osim toga, ograniceno je i
etickim razlozima, a zivotinjske modele kao alternativu potrebno je izbjegavati koliko god je

to moguce. Upravo zbog tih ogranicenja, istrazivaci su razvili mnoge in vitro modele Koji
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simuliraju ljudski probavni trakt za istrazivanja (Sensoy, 2021). In vitro metode probave eti¢ki
su superiornije, jeftinije i brze od in vivo metoda te predstavljaju sigurnu alternativu
zivotinjskim i ljudskim modelima. Idealni in vitro model trebao bi osigurati precizne rezultate
u kratkom vremenu te se moze koristiti kao uéinkovit alat za istrazivanje probavljivosti ili
biodostupnosti razli¢ite hrane (Lee i sur., 2016.)

Gastrointestinalni simulacijski modeli generalno ukljucuju probavu hrane u ustima, zelucu i
tankom crijevu te nastoje prikazati fizioloske uvjete u probavnom sustavu tako $to uzimaju u
obzir prisutnost odredenih probavnih enzima kao i njihovu koncentraciju, zatim pH,
temperaturu, odgovarajuce soli koje sudjeluju u probavi te vrijeme potrebno za razgradnju

hrane (Jurinjak-Tusek i sur., 2020).

2.4.6. Probava polifenolnih spojeva

Prehrambeni polifenoli prisutni su uglavnom u glikoziliranoj formi s jednim ili viSe Seera
konjugiranih na hidroksilnu grupu aromatskog prstena $to je razlog niske apsorpcije u zelucu s
obzirom da se samo aglikoni i neki glukozidi mogu apsorbirati u tankom crijevu dok se ostatak
apsorbira u kolonu. Glikozidi u polifenolima iz hrane omogucuju brzu i u¢inkovitiju apsorpciju
polifenola. 1zoflavoni se apsorbiraju najbolje zajedno s galnom kiselinom, sljede¢i su katehini,
flavanoni 1 kvercetin glikozidi. S druge strane, proantocijani, katehini ¢aja 1 antocijani se
najmanje apsorbiraju. Opcenito se polifenoli apsorbiraju pasivnom difuzijom (Brglez Mojzer i
sur., 2016).

2.4.7. Probava emulgiranih vodenih ekstrakata

U danas$nje vrijeme sve se viSe paznje posvecuje polifenolima u prehrambenoj, farmaceutskoj
1 kozmetickoj industriji zbog potencijalne uloge u prevenciji razlicitih bolesti. Medutim,
razliciti faktori poput okoli$nih uvjeta, procesiranja i skladistenja hrane te uvjeti u probavnom
sustavu kao S$to su pH, prisutnost enzima i drugih nutrijenata utje¢u na smanjenje koncentracije
polifenola i uzrokuju smanjenje ili potpuni gubitak bioaktivnosti polifenola (Pimentel — Moral
i sur., 2018). Osim toga, velik broj polifenolnih spojeva iz prirodnih izvora imaju ograni¢enu
topljivost u vodi te neugodan okus (Munin i Edwards-Lévy, 2011).

Iz navedenih razloga, primjena fenolnih spojeva zahtijeva zastitnu formulaciju koja odrzava
integritet polifenola do konzumacije, maskira njegov okus, povecava topljivost u vodi te
njegovu bioraspolozivost. Bioraspolozivost oznacava koli¢inu unesenog nutrijenta koja

dospijeva u sistemsku cirkulaciju te mjesta na kojima moze izvrsiti svoje biolosko djelovanje.
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Drugim rije¢ima, oznacava kolika koli¢ina unesenih polifenola moze imati pozitivan ucinak u
ciljanim tkivima (Archivio i sur., 2010).

Jedna od metoda koja omogucuje navedeno je inkapsulacija (Munin i Edwards-Lévy, 2011).
Kako bi se polifenoli mogli inkapsulirati, razvijen je Sirok raspon tehnologija poput suSenja
rasprSivanjem, micela, liposoma, nanocestica, suSenje smrzavanjem ili stvaranje emulzija.
Emulzije se smatraju najpopularnijim inkapsulacijskim sistemom zbog visoke ucinkovitosti
inkapsulacije, odrzavanja kemijske stabilnosti inkapsuliranih molekula i kontroliranog
otpustanja molekula, a neki emulzijom inkapsulirani polifenoli pokazuju ¢ak vecu biolosku
aktivnost u usporedbi sa ¢istim molekulama polifenola (Lu i sur., 2016).

Fenolne komponente izrazito su reaktivne molekule i prolaskom kroz gastrointestinalni trakt
mogu reagirati s produktima lipidne peroksidacije §to moze uzrokovati oStecenja koja ¢e
dovesti do smanjenja polifenolne aktivnosti. Ovakva interakcija izbjegava se inkapsulacijom s
nano ili mikro¢estima Sto ima pozitivan ucinak na biodostupnost i aktivnost polifenola u nizim
dijelovima gastrointestinalnog trakta (Pimentel — Moral i sur., 2018). Mikrocestice imaju vaznu
ulogu u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji, proizovodnji nutriceutika te u polju
prehrambenog inzenjerstva s obzirom da mikroinkapsulacija omoguéuje vecu ucinkovitost,
niZzu toksi¢nost i povecanu stabilnost proizvoda u odnosu na konvencionalne formulacije.
Takoder, one omogucuju duzi vijek trajanja proizvoda, maskiraju lo§ okus te kontroliraju
oslobadanje molekula na pravom mjestu i u pravo vrijeme (Dalmoro i sur., 2017).

Prednosti nanoemulzija su njihova veca povrsina $to dovodi do vece apsorpcije, poboljSanja
njihove fizicke stabilnosti i bioraspolozivosti. One takoder omogucuju brze otpusStanje
inkapsuliranih spojeva te brzu probavu zbog male veli¢ine kapljica i velike povrsine. Takve
male Cestice se onda mogu apsorbirati limfnim Zzilama ili endocitozom kroz mukozni sloj

prisutan u crijevima (Pimentel — Moral i sur., 2018).

2.5. PROTEINI GRASKA KAO EMULGATORI

Jedno od najvaznijih funkcionalnih svojstava proteina iz hrane je emulgiranje, koje im
omogucuju njihova amfoterna svojstva, ¢cime smanjuju medupovrSinsku napetost i stabiliziraju
fazu ulje/voda. Proteini koji se trenutno najvise koriste u prehrambenoj industriji vecinski se
dobivaju iz mlijeka, soje, jaja i sl. (Burger i Zhang, 2009). Medutim, posljednjih godina raste
interes za pronalazak drugih proteina koji bi se koristili kao emulgatori u prehrambenoj
industriji ponajvise zbog ekonomskih zahtjeva za odrzivim sustavom proizvodnje hrane, ali i

zbog alergenog potencijala navedenih proteina. 1z tog je razloga posljednjih nekoliko godina
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porastao interes za proteinima graSka kao alternativa sojinim proteinima zbog njihovog
povoljnog profila aminokiselina, niskog alergenog potencijala i visoke dostupnosti (Kutzli i
sur., 2020). Uz to, povecan interes za proteinima graska povezan je i s rastu¢om veganskom
populacijom, popularizacijom proizvoda biljnog podrijetla, ali i poveéane svjesnosti potrosaca
0 pozitivnim nutritivnim karakteristikama koje ima grasak i proizvodi bazirani na grasku. lako
su manje topljivi u vodi, studije pokazuju kako mogu biti koristeni kao emulgatori za
inkapsulaciju 1 zastitu lipofilnih komponenti (Francisco i sur., 2020).

Grasak (Pisumsativum L.) je jedna od najkonzumiranijih i najkultiviranijih leguminoza u
svijetu zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti i visokog sadrzaja lizina. Medutim, unato¢
prednostima, primjena izolata proteina graska i dalje je ograni¢ena u prehrambenoj industriji
kako zbog manjka znanja o njegovim strukturalnim i funkcionalnim svojstvima tako i zbog
velike razlike izmedu laboratorijskih 1 komercijalno pripremljenih proteina graska (Burger i
Zhang, 2009).

Grasak u svom sastavu ima oko 20-30% proteina od ¢ega 65-80% globulina i 10-20% albumina.
Albumini su topljivi u vodi i smatraju se metabolickim i enzimskim proteinom dok su globulini
topljivi u otopinama soli i ponasaju se kao skladi$ni proteini. Svojstva emulgiranja proteina
graska ostvarena su preko njegove amfoliticke prirode. Adsorpcija proteina na medupovrsinu
obi¢no se odvija u dvije faze. Prvo, proteini migriraju i pri¢vrste se za medufazu ulje/voda.
Nakon §to se proteinske molekule transportiraju 1 prihvate za povrSinu, hidrofobni dio na
povrsini proteina potice adsorpciju. Tijekom druge faze, dogada se strukturalno preuredenje
proteina tako da se molekule proteina mogu djelomi¢no denaturirati i ponovno se rasporediti
kako bi hidrofilni dijelovi bili okrenuti prema vodenoj fazi, dok su hidrofobni dijelovi u uljnoj
fazi. Ovakva preraspodjela proteinskih molekula omogucuje im stvaranje visokoelasticnog
filma na medufaznom sloju koji stabilizira disperziju kapljica ulja putem elektrostatskog

odbijanja i steri¢kih prepreka (Burger i Zhang, 2019).

2.6. METODA ODZIVNIH POVRSINA

Prehrambena industrija nastoji unaprijediti sustav proizvodnje i povecati u€inkovitost procesa
bez povecanja troSkova i utroSenog vremena. Pronalazak uvjeta s najboljim ishodima za sustav
glavni je razlog optimiranja koja se Cesto koristi. Jedna od najpopularnijih multivarijabilnih
statistickih tehnika koja se koristi u optimiranju prehrambenog procesa je metoda odzivnih
povrsina (engl. Response surface methodology; RSM). RSM predstavlja skup statistickih i

matematickih metoda uspostavljenih na prilagodbi polinomnog modela podataka koji moraju
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pokazati ponasanje skupa podataka s ciljem izrade statisti¢kih predvidanja (Yolhem i Jafari,
2016).

Ovaj je pristup uspjeSan za optimiranje, dizajniranje, razvoj i napredak procesa gdje na ishode
utjeCe nekoliko varijabli. Opcenito govoreci, RSM je prikladan i Siroko koristen pristup za
optimiranje procesa u prehrambenoj industriji, a razvijen je od strane Box-a i njegovih kolega
1950-tih. Glavna prednost mu je smanjivanje broja eksperimenata koji su potrebni za procjenu
visestrukih parametara i njihovih interakcija i prikazuje u¢inak nezavisnih varijabli na zavisne
(Yolhem i Jafari, 2016).

RSM je ucinkovita tehnika koja se Siroko primjenjuje za optimiranje uvjeta procesa ekstrakcije
temeljenih na antioksidacijskoj aktivnosti biljaka (Yang i Hong, 2018). Prije nego §to se
primjeni RSM metodologija potrebno je odabrati dizajn eksperimenta koji ¢e definirati koji
eksperimenti se trebaju provesti u eksperimentalnom podruéju koje se proucava. Za tu svrhu
postoji nekoliko eksperimentalnih matrica. Neki od primjera su Centralni kompozitni dizajn
(engl. Central Composite Design, CCD), Box-Behnken i Doehlert dizajn (Yolhem i Jafari,
2016). Centralni kompozitni dizajn predstavili su Box i Wilson i on se sastoji od frakcijskog
faktorskog dizajna, dodatnog dizajna gdje su eksperimentalne toc¢ke najées$ce udaljene od
sredista te sredi$nje to¢ke (Bezzera i sur., 2008). Dochlert dizajn opisuje kruznu domenu za
dvije varijable, sfericnu za tri varijable te hipersfericnu za viSe od tri varijable, ¢ime se
naglaSava ujednocCenost proucavanih varijabli u eksperimentalnoj domeni. Prednost ovog
dizajna je Sto zahtjeva samo nekoliko eksperimentalnih toaka za primjenu te ima visoku
ucinkovitost (Bezzera i sur., 2008).

Bok-Behnken dizajn eksperimenta zahtjeva barem tri varijable kori$tene na tri razli¢ite razine.
Matrica dizajna ukljuc¢uje formiranje uravnoteZenog nepotpunog blok dizajna gdje su dva
faktora uparena na faktorski nacin 2x2, dok se tre¢i faktor nalazi u sredi$njoj tocki. Sredi$nja
tocka dizajna je procijenjena razina varijable (na temelju prethodnog istraZivanja) koji bi dao
optimalni odgovor za odredenu varijablu odgovora koja se mjeri. Zatim se formiraju tri
uravnotezena nepotpuna bloka koja mogu generirati 12 jedinstvenih to¢aka dizajna nakon ¢ega
se u dizajn dodaje 13-ta tocka. Ta se toc¢ka naziva sredi$nja (centralna) tocka i ona se replicira
tri do pet puta kako bi odredila stupnjeve slobode modela. Stabilnost cijelog dizajna ovisi o
stabilnosti srediSnjih tocaka. Dizajn je sferiCan jer su razine faktora ravnomjerno rasporedene

oko srediSnje tocke (De Leon 1 sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Za pripremu vodenih biljnih ekstrakata koriSteni su osuSeni dijelovi biljaka ruzmarina

(Rosmarinus officinalisL.) proizvoda¢a Nutrigold (Zagreb, Hrvatska), berba 2021. godine te

origana (Origanum vulgare L.) proizvoda¢a SonnentoR (Sprognitz, Austrija), berba 2020.

godine. Zemlja podrijetla ruzmarina je Indija, dok je zemlja podrijetla origana Austrija.

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

Analiti¢ka vaga (Sartorius TE214-SOCE, Njemacka)

Eksikator (Normax, Portugal)

Laboratorijski susionik (InkoLab, ST60T, Hrvatska)

Vorteks (Biosan Vorteks V1 Plus, Latvija)

Termometar (UNI-T UT33C digitalni multimetar, Poljska)

Spektrofotometar (Biochrom Libra S12, Engleska)

Zetasizer ultra (Malvern Panalytical Limited ZSU3305, Velika Britanija)
Mikroskop (BTC Tyle LCD — 35, Bresser, Njemacka)

Uljna kupelj s integriranom mjesSalicom (HBR 4 digital, IKA-Werke, Njemacka)
OMNI TH220-PCRH homogenizator (Omni International, SAD)

Magnetska mjesalica (Heidolph Instruments, Njemacka)

pH metar (Jenco 601A, SAD)konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo,
Svicarska)

konduktometar (SevenCompact, MettlerToledo, Svicarska)

Pribor:

Staklene ¢ase (100, 200, 500, 1000 mL)
Stakleni Stapi¢
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e Kivete od kvarcnog stakla

e Staklene epruvete

e Eppendorf epruvete

e Menzure

e Automatske pipete (10-100 uL, 100-1000 uL, 1-10 ml)

e Odmijerna tikvica (250, 500 ml)

e Predmetno stakalce

e Sustav za vakuum filtraciju

e Filter papir (Rundfilter, MN 640 m dia 11 cm) (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

e celulozni filter papir (veli¢ine pora 5-13 pm, LLG Labware Meckenheim, Njemacka)

3.1.3. Kemikalije

Otapala i reagensi koji su koriSteni za eksperimentalni dio rada:

e Destilirana voda

e Proteinski prah graska iz ekoloskog uzgoja (Nutrigold, Hrvatska)

e Suncokretovo ulje (VitaDor, Njemacka)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Hrvatska)

e Natrijev karbonat (Na.COgz; Gram-Mol d.o.0., Hrvatska)

e Galna kiselina (CsH2(OH)sCOOH; Sigma-Aldrich, Njemacka)

e 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH, C18H12N5Os; Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Metanol (CH3OH, Carlo Erba Reagents S.A.S., Francuska)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox, C14H18O4; Sigma-
Aldrich, Rusija)

e Klorovodi¢na kiselina (HCI; Carlo Erba Reagents S.A.S., Francuska)

e Natrijev acetat-trihidrat (CHsCOOH - 3 H20; Gram-Mol, Hrvatska)

e Koncentrirana octena kiselina (CHsCOOH; T.T.T. d.o.0., Hrvatska)

o 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin (TPTZ, C1sH120s; Sigma-Aldrich, Svicarska)

e Zeljezov (IIT) klorid heksahidrat (FeCls - 6 H.0; Gram-Mol, Hrvatska)

e Zeljezov (II) sulfat heptahidrat (FeSO4- 7 H,0; Sigma-Aldrich, Njemacka)

e o-amilaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

e Pankreatin (Sigma-Sldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)
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e Pepsin (Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)

e Zuéne soli (Sigma-Aldrich, Auckland, Novi Zeland)

e Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat (NaH-PO4 - 2H,0) p.a. (Kemika d.d., Zagreb,
Hrvatska)

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

e Natrijev klorid (NaCl) p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)

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

e Dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPOs) p.a. (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema vodenih biljnih ekstrakata origana i ruzmarina

U staklenu ¢asu volumena 1000 mL odvaze se 12 g usitnjenog osusenog ruzmarina odn. origana
i prelije sa 600 mL destilirane vode, prethodno zagrijane na 80 °C. Tako pripremljena smjesa
termostatira se u uljnoj kupelji s integriranom mijesalicom (HBR 4, digital, IKA-Werke,
Njemacka) pri brzini mijesanja 250 rpm, tijekom 30 minuta. Nakon ekstrakcije, uzorak se
filtrira pomocu sustava za vakuum filtraciju, koriste¢i celulozni filter papir (veli¢ine pora 5-
13um, LLG Labware Meckenheim, Njemacka), kako bi se odvojio vodeni esktrakt od krute
faze. Tako pripremljeni vodeni ekstrakti koristili su se za pripremu emulzija ulje u vodenom

ekstraktu biljke s dodatkom emulgatora (protein graska).

3.2.2. Priprema suspenzija proteina graska u vodenim ekstraktima ruzmarina odnosno origana

Suspenzija proteina graska u vodenim biljnim ekstraktima pripremana je prema metodi autora
Sridharan i sur. (2020), s malom modifikacijom metode. Kako bi se pripremila 1 % - tna
koncentracija proteina graSka, u odgovarajuci volumen vodenog biljnog ekstrakta ruzmarina
odn. origana doda se odgovaraju¢a masa proteinskog praha graska iz kontroliranog organskog
uzgoja (Nutrigold, Hrvatska). Tako pripremljena suspenzija homogenizira se na magnetskoj
mijesalici pri brzini mijeSanja 500 rpm, tijekom nekoliko minuta. pH vrijednost suspenzije
podesi se na 7 dodatkom nekoliko kapi NaOH (0,5 M). Nakon podesavanja pH vrijednosti,
suspenzija se filtrira pomocu sustava za vakuum filtraciju koriste¢i filter papir (Rundfilter, MN

640 m dia 11 cm, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka). Iz tako pripremljene 1 %-tne
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koncentracije proteina graSka u vodenim ekstraktima ruZzmarina odn. origana, razrjedivanjem
sa destiliranom vodom, pripremale su se 0,1 % i 0,5 % koncentracije proteina graska u vodenim

ekstraktima ruzmarina odn. origana.

3.2.3. Odredivanje koncentracije komercijalnog proteina graska Bradfordovom metodom koji

sadrzi boju Coomassie Brilliant Blue R-250

Kako bi se odredile stvarne koncentracije proteina u 1 %-tnoj, 0,5 %-tnoj i 0,1 %-tnoj suspenziji
proteina graska u vodenim biljnim ekstraktima, koristena je Bradfordova metoda.

Bradfordov test temelji se na vezanju boje Commassie Brilliant Blue G-250 sadrzane u
reagensu na proteine te je vrlo brz, jednostavan i osjetljiv, zbog Cega je Cesto koriSten za
odredivanje koncentracije proteina. U ovom radu koristen je Bradford test koji je modificiran,

odnosno lineariziran prema protokolu opisanom u radu Ernst i sur. (2010).

Izrada bazdarnog pravca:

Potrebno je pripremiti 1 mL otopine govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum
Albumin, BSA) koncentracije 1 mg mL™. Zatim se podetna otopina od 1 mg mL™ razrjeduje
deset puta da bi se dobila koncentracija od 0,1 mg mL™ (1 mL otopine + 9 mL ultradiste vode).
Iz te otopine pripremaju se razrjedenja od 0; 1; 5; 10; 15; 20 mg L za bazdarni pravac.

Zatim se izmjeri apsorbanca praznih plasticnih kiveta, slijedi dodavanje otopine BSA
odgovarajucih razrjedenja, nakon toga se dodaje 500 pulL Bradford reagensa, vortexira se
otopina i nakon 10 minuta spektrofotometrijski se izmjeri apsorbancija uzorka pri 595 nm. Za
svaki uzorak pripremaju se dvije paralele te se kao rezultat uzima njihova srednja vrijednost.

Na osnovu dobivene jednadzbe pravca izracunava se koncentracija proteina.
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Slika 2. Bazdarni pravac za Bradfordovu metodu
gdje je:
x — kocentracija proteina (mg L)
y —apsorbancija pri 595 nm

R? — koeficijent determinacije.

3.2.4. Priprema emulzija ulje u vodenim ekstraktima ruZmarina i origana s dodatkom

emulgatora

Priprema emulzija ulje u vodenim ekstraktima origana i ruzmarina provedena je prema uvjetima
koji su definirani Box-Behnkenovim planom eksperimenta (tablica 1). U falcon epruvete
volumena 15 mL otpipetira se odgovaraju¢i volumen vodenog ekstrakta ruzmarina odnosno
origana koji sadrzi odgovarajuce kocentracije emulgatora (komercijalni proteini graska) te
odgovarajuc¢i volumen suncokretovog ulja. Tako pripremljena smjesa homogenizira se pomocu
homogenizatora (OMNI TH220-PCRH homogenizator, Omni International, SAD) tijekom 4
minute nakon ¢ega se emulzijama mjeri zeta potencijal i vodljivost uredajem koji se zove
Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical Limited ZSU3305, Velika Britanija).

Nakon $to su odredeni optimalni uvjeti za pripremu emulzija ulje u vodenim ekstraktima
ruzmarina odnosno origana, isti optimalni uvjeti su se koristili za pripremu emulzija ulje u
vodenom ekstraktu ruzmarina i origana koje su koristene u nastavku eksperimenta, za in vitro

simulaciju probavnog sustava.
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Tablica 1. Plan eksperimenta za pripremu emulzija

Broj pokusa Koncentracija ulja u Koncentracija Brzina mjes$anja
vodenom ekstraktu emulgatora [% w/w] [rpm]
ruzmarina odn. origana
[% wiw]

1 10 0,10 25000
2 25 0,10 25000
3 10 1,00 25000
4 25 1,00 25000
5 10 0,50 15000
6 25 0,50 15000
7 10 0,50 35000
8 25 0,50 35000
9 15 0,10 15000
10 15 1,00 15000
11 15 0,10 35000
12 15 1,00 35000
13 15 0,50 25000
14 15 0,50 25000
15 15 0,50 25000
16 15 0,50 25000
17 15 0,50 25000

3.2.5. Odredivanje suhe tvari standardnom metodom suSenja

Standardnom metodom suSenja odreduje se ostatak nakon suSenja na 105 °C do konstantne
mase (AOAC, 1995). Susenje se odvija na na¢in da se odredena koli¢ina biljnog materijala (1
—5g+0,0001 g) odvaze u u suhu 1 oznacenu aluminijsku posudicu s poklopcem (prethodno
izvaganu s to¢nos¢u +0,0002 g). Posudica s biljnim materijalom se susi u suSioniku sa skinutim
poklopcem na 105 °C, 3 sata. Nakon zavrSetka susenja, poklopci se vrac¢aju na posudicu i

posudice s poklopcem se izvade iz suSionike i hlade oko 30 minuta u eksikatoru. Nakon
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hladenja, posudice se vazu te se zabiljezi kona¢na masa za izra¢un udjela suhe tvari, odnosno

vode.

[zracun:
Udio vode u uzorcima izraCunava se iz gubitka mase prema formuli:
% vode = (a — b) -100/m

% suhe tvari = 100 — % vode

Gdje su:
a— masa posudice s uzorkom prije susenja (g)
b— masa posudice s uzorkom poslije susenja (g)

m-masa uzorka (g).

Na ispitivanom uzorku moraju se obaviti minimalno dva odredivanja te se ona ne smiju

razlikovati za vi$e od 0,2 % obzirom na udio vode, odnosno suhe tvari.

3.2.6. Odredivanje fizikalnih svojstava pripremljenih emulzija u vodenim ekstraktima origana

1 ruzmarina

3.2.6.1. Odredivanje zeta potencijala, vodljivosti te ukupnih otopljenih tvari

Nakon §to su emulzije pripremljene, odreden im je zeta potencijal te su im izmjerene vrijednosti
vodljivosti. Odmah nakon emulgiranja, 200 pL uzorka, prethodno razrijedenog 200x prenese
se plasticnom $pricom od 1 mL u omega kivetu te se zeta potencijal i vodljivost mjere na
uredaju Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical Limited ZSU3305, Velika Britanija). Za svaki
uzorak provode se tri mjerenja te se kao rezultat uzima srednja vrijednost.

Ukupne otopljene tvari (engl. Total Dissolved Solids, TDS) odredene su primjernom
konduktometra (SevenCompact, Mettler Toledo, Svicarska) sa sondom koja se uroni u uzorak
(vodeni biljni ekstrakt odn. emulzija ulje u vodenim ekstraktima biljaka) pri ¢emu se ocitaju
vrijednosti TDS-a. Uzorci su prije svakog mjerenja homogenizirani na vorteksu (BiosanVortex
V1 Plus, Latvija). Za svaki uzorak provode se dva mjerenja te se kao rezultat uzima srednja

vrijednost.
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3.2.6.2. Odredivanje prosjecnog Feretovog promjera kapljica u emulziji ulje u vodenim

ekstraktima ruzmarina i origana

Feretov promjer je okomita udaljenost izmedu dvije tangente na suprotnim stranama cestice
(Wang i Zheng, 2017). Prosjecan Feretov promjer kapljica emulzije odreden je racunalnom
obradom slika kapljica emulzija ¢ija je obrada provedena na probnoj verziji programa ImageJ
(v 1.8.0. NIH, Maryland, SAD).

ImageJ je program za analizu slika koji sadrzi mnostvo razli¢itih opcija za njihovu morfolosku
obradu te za odredivanje raznih parametara objekata koji se zele analizirati. Slike za analizu
slikane su mikroskopom s fotoaparatom (BTC Tyle LCD — 35, Bresser, Njemacka) neposredno
nakon §to su pripremljene emulzije ulja u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana. Na svakoj
slici analizirano je ukupno 30 kapljica s time da su u obzir uzimane samo one cjelovite (koje
ulaze u granice slike). Feretov promjer je zatim odreden kao prosje¢na vrijednost 30 mjerenja

Feretovih promjera kapljica emulzija (Ivankovi¢, 2020).

3.2.7. In vitro simulacija probavnog sustava

In vitro simulacija probavnog sustava provedena je prema metodi autora Ortega i sur. (2011).
Prvi korak ukljucuje simulaciju uvjeta u ustima. Izvaze se 40 mg enzima a-amilaze koji se otopi
u 40 mL fosfatnog pufera, prethodno termostatiranog na 37 °C, uz dodatak soli (0,04 % w/w
NaCl i 0,004 % w/w CaCl>). Pripremljena smjesa stavi se u uljnu kupelj i zagrije na 37 °C te se
pri postignutoj temperaturi u smjesu doda 4 mL vodenih ekstrakata ruZmarina 1 origana odn.
pripremljene emulzije ulja u vodenim biljnim ekstraktima. Nakon petominutne inkubacije
izuzeto je 1 mL uzorka iz reakcijske smjese.

Drugi korak ukljucuje simulaciju uvjeta probave u zelucu. pH vrijednost reakcijske smjese
podesi se na pH = 2 postepenim dodavanjem klorovodi¢ne kiseline (37 %), nakon ¢ega slijedi
dodavanje suspenzije enzima pepsina (60 mg pepsina otopljenog u 4 mL 0,01 mol L' HCI).
Reakcijska smjesa inkubira se 2 sata pri 37 °C. Nakon dva sata iz reakcijske smjese izuzeto je
1 mL uzorka.

Treci korak ukljucuje simulaciju uvjeta u tankom crijevu (duodenum). pH vrijednost reakcijske
smjese podesi se na pH = 6,5 dodatkom NaHCO3, nakon ¢ega slijedi dodavanje suspenzija
pankreatina (0,08 g pankreatina otopljenog u 10 mL fosfatnog pufera) i zu¢nih soli (0,5 g Zu¢nih

soli otopljenih u 10 mL fosfatnog pufera). Reakcijska smjesa inhubira se 2 sata pri 37 °C. Nakon
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dva sata iz reakcijske smjese izuzeto je 1 mL uzorka.

Nakon svakog provedenog koraka, uzorci su profiltrirani, odmah stavljeni na hladenje (smjesa
leda i vode) te su im odredena fizikalna (ukupne otopljene tvari, vodljivost) i kemijska (ukupni
polifenoli te antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i FRAP metodama) svojstva (Purdevic,
2020).

3.2.8. Odredivanje kemijskih svojstava vodenih biljnih ekstrakata i emulzija ulje u vodenim

ekstraktima ruzmarina i origana

3.2.8.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Udio ukupnih polifenola odredivan je spektrofotometrijski metodom koja se temelji na
kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom (Ivankovi¢, 2020). U staklenu
epruvetu otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 uL Folin-Ciocalteu reagensa
te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog karbonata (Na>CQOz3). Za svaki uzorak pripremaju se dvije
paralele te se kao rezultat uzima njihova srednja vrijednost. Nakon dodatka 20 %-tne otopine
Na>COspokrece se reakcija te uzorci stoje ukupno 2 sata na tamnom mjestu nakon ¢ega se mjeri
apsorbancija plavog obojenja pomocu spektrofotometra na valnoj duljini od 765 nm.

Slijepa proba priprema se na isti na¢in, uz razliku da se umjesto 100 pL uzorka dodaje jednaka
koli¢ina destilirane vode. Udio ukupnih polifenola izraCunava se na temelju jednadzbe
bazdarnog pravca galne kiseline (slika 3), a rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenta galne

kiseline po volumenu ili masi uzorka.

Izrada bazdarnog pravca:

Za izracun udjela ukupnih polifenola potrebno je izraditi bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije
0 masenoj koncentraciji polifenola (slika 3). Potrebno je pripremiti otopinu galne kiseline
koncentracije 0,5 g L. Da bi ju pripremili, izvaze se 0,0127 g galne kiseline i otopi u 25 mL
destilirane vode. 1z te se otopine onda pripremaju razrjedenja i dobivaju se otopine galne
kiseline koncentracije 0-400 mg L. Reakcijska smjesa uzorka sadrzi 100 uL otopine galne
kiseline poznate koncentracije. Takoder se za svaki uzorak pripremaju dvije paralele te se kao
rezultat uzima njihova srednja vrijednost. Na osnovu dobivene jednadzbe pravca izraCunava se

koncentracija ukupnih polifenola.
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Slika 3. Bazdarni pravac za galnu kiselinu
gdje je:
x — kocentracija galne kiseline (mgL™)
y— apsorbancija pri 765 nm
R? — koeficijent determinacije.

3.2.8.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Potrebno je pripremiti otopinu 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH) koncentracije 0,094
mmol L! u metanolu. Nakon $to je otopina pripremljena, u staklenu epruvetu otpipetira se 100
uL uzorka te se doda 3,9 mL otopine DPPH i dobro se homogenizira. Nakon sto se doda DPPH,
reakcija se odvija 30 minuta u mraku nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 515
nm. Osim uzoraka, priprema se i slijepa proba na jednak nacin, samo $to se umjesto 100 pL
uzorka dodaje 100 uLL metanola. Za svaki uzorak pripreme se dvije paralele, a kao rezultat se
uzima srednja vrijednost mjerenja. Antioksidacijska aktivnost ra¢una se na temelju jednadzbe
bazdarnog pravca Troloxa, a rezultati se izrazavaju kao mmol ekvivalenta Troloxa po gramu

suhe tvari uzorka (Ivankovi¢, 2020) (slika 4).
Izrada bazdarnog pravca:

Bazdarni pravac se izraduje po istom protokolu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

DPPH metodom na nacin da se da se umjesto 100 pL uzorka otpipetira 100 uL otopine Troloxa
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poznate koncentracije. Ishodisna otopina Troloxa (1 mmol L) priprema se tako da se 0,0185
g Troloxa otopi u 500 mL metanola nakon Cega se njezin razrjedivanjem pripremaju
koncentracije 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 mmol L. Za svaki se uzorak pripremaju dvije
paralelne probe te se kao rezultat uzima srednja vrijednost njihovih mjerenja. Promjena
apsorbancije racuna se tako $to se od apsorbancije slijepe probe oduzme apsorbancija uzorka s
Troloxom. Na osnovu dobivene jednadzbe pravca izraCunava se antioksidacijska aktivnost
uzoraka DPPH metodom (slika 4).
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Slika 4. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH metode

gdje je:

x — ekvivalent Troloxa (mmol L?)

y — razlika slijepe probe i apsorbancije uzoraka pri 515 nm
R? — koeficijent determinacije.

3.2.8.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Za provodenje ove metode potrebno je prvo pripremiti FRAP reagens. On se priprema tako da
se pripremi acetatni pufer koncentracije 300 mmol L™, otopina 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin
(TPTZ) koncentracije 10 mmol L te vodena otopina Zeljezovog(III) klorida heksahidrata
(FeCls- 6H20) koncentracije 20 mmol L™ te se pripremljene otopine pomijesaju u omjeru 10:1:1
(Ivankovic¢, 2020).

Nakon $to je pripremljen FRAP reagens, u staklenu epruvetu doda se 50 uL uzorka te 950 pL
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FRAP reagensa, homogenizira se i nakon 4 minute mjeri se apsorbancija pri 593 nm. Osim
uzoraka, priprema se i slijepa proba na jednka nacin, samo §to se umjesto 50 uL uzorka dodaje
50 pL destilirane vode. Za svaki se uzorak pripreme dvije paralele, a kao rezultat se uzima
srednja vrijednost mjerenja.

Antioksidacijska aktivnost racuna se na temelju jednadzbe bazdarnog pravca FeSO4-7H20, a

rezultati se izrazavaju kao mmol ekvivalenta FeSO4-7H20 po volumenu ili masi uzorka.

Izrada bazdarnog pravca:

Bazdarni pravac se izraduje po istom protokolu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
FRAP metodom na nacin da se umjesto 50 puL uzorka otpipetira 50 pL otopine FeSO4 - 7H20
poznate koncentracije. Ishodisna otopina FeSO4 - 7H20 (1 mmol L) priprema se tako da se
izvaze 0,0069 g FeSO4 - 7H20 i otopi u 25 mL destilirane vode nakon ¢ega se njezinim
razrjedivanjem pripremaju koncentracije 0,025, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 mmol L. Za svaki
uzorak pripremaju se dvije paralelne probe i kao rezultat se uzima srednja vrijednost njihovih
mjerenja. Promjena apsorbancije ra¢una se tako da se od apsorbancije uzorka oduzme
apsorbancija slijepe probe.Na osnovu dobivene jednadzbe pravca izraCunava se

antioksidacijska aktivnost uzoraka FRAP metodom (slika 5).
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Slika 5. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
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Gdje je:
x — ekvivalent FeSO4 - 7H,0 (mmolL™)
y — razlika apsorbancije uzorka i apsorbancije slijepe probe pri 593 nm

R?— koeficijent determinacije.

3.2.9. Metoda odzivnih povrSina

S ciljem odredivanja optimalnih uvjeta procesa emulgiranja, primijenjena je metoda odzivnih
povrsina (engl. Response Surface Methodology; RSM) koriste¢i program Statistica 14.0.
(TIBCO® Statistica, SAD). Pomo¢u Box-Behnkenovog dizajna eksperimenta, ispitivao se
utjecaj razlicitih procesnih faktora kao Sto su koncentracija emulgatora, brzina mijeSanja te
koncentracija ulja u vodenom ekstraktu ruzmarina odn. origana na kemijska svojstva
pripremljenih emulzija (ukupni polifenoli, antioksidacijska aktivnost odredena DPPH i FRAP
metodom). Svaki procesni faktor analiziran je na tri razine (koncentracija emulgatora: 0,1, 0,5
i 1 %, koncentracija ulja u biljnim vodenim ekstraktima: 10, 15 i 25 % te brzina mijeSanja:
15000, 25000, 35000 rpm). Za tri faktora na tri razine, algoritam predlaze 17 eksperimenata
(tablica 1).

3.2.10. Analiza varijance (ANOVA)

Kako bi se ispitao ucinak parametara procesa pripreme emulzije ulje u vodenim ekstraktima
ruzmarina i origana s dodatkom emulgatora (koncentracija ulja, koncentracija emulgatora,
brzina mijeSanja) na odziv (kemijska svojstva pripremljenih emulzija: UF, DPPH, FRAP)
primijenjena je analiza varijance ANOVA, u programu Statistica 14.0. (TIBCO® Statistica,
SAD) s razinom znacajnosti (p<0,05). ANOVA, kao statisticka metoda, testira meduovisnosti
parametara procesa odn. racuna razliku dvije ili viSe grupa nezavisnih varijabli s obzirom na
jednu (zavisnu) varijablu (Pfaff i Salopek, 2004).

Kako bi se opisali eksperimentalni podaci izmjerenih kemijskih svojstava (UF, DPPH, FRAP)
za pripremljene emulzije ulja u vodenim ekstraktima ruZmarina 1 origana s dodatkom
emulgatora, razvijeni su predikcijski modeli. Kao pokazatelj prilagodbe modela

eksperimentalnim podacima, izraunat je koeficijent determinacije (R?).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju, provedena je klasi¢na ekstrakcija kruto — tekuce bioloski aktivnih spojeva
ruzmarina i origana sa svrhom dobivanja vodenih biljnih ekstrakata za pripremu emulzija ulje
u vodenom ekstraktu ruzmarina i origana s dodatkom komercijalnog proteina graska kao
emulgatora. Primjenom metode odzivnih povrSina (RSM), s ciljem definiranja parametara
procesa emulgiranja koji bi osigurali optimalne vrijednosti kemijskih svojstava pripremljenih
emulzija, definiran je plan eksperimenta. Pomocu Box-Behnkenovog plana eksperimenta,
ispitivan je utjecaj koncentracije emulgatora (0,1; 0,5; 1 %), udjela uljne faze (10; 15; 25 %) te
brzine mijeSanja (15000; 25000; 35000 rpm) na kemijske karakteristike pripremljenih emulzija
(TPC, antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i FRAP metodom). Stvarna koncentracija
proteina graska za vodeni ekstrakt ruzmarina odn. origana odredena je Bradfordovom metodom
kako bismo znali pocetne vrijednosti proteina prilikom pripreme emulzije. Za 1 % -tnu
pripremljenu suspenziju proteina graska u vodenom ekstraktu ruzmarina iznosi 767,49 mg L,
za 0,5 % -tnu iznosi 484,81 mg L%, aza 0,1 % -tnu 74,91 mg L. Sto se ti¢e vodenog ekstrakta
origana za 1 % -tnu iznosi 1283,39 mg L%, za 0,5 % -tnu iznosi 682,69 mg L, a za 0,1 % -tnu
iznosi 279,86 mg L. Plan eksperimenta za pripremu emulzija prikazan je u tablici 1.
Dobivenim uzorcima odredivana su fizikalna i kemijska svojstva.

Od fizikalnih svojstava, mjereni su zeta potencijal i vodljivost emulzija ulje u vodenom
ekstraktu origana i ruzmarina s dodatkom proteina graska kao emulgatora (tablica 2). Takoder,
nakon §to su emulzije pripremljene, prouc¢avana je veli¢ina kapljica u emulziji, izraZena kao
prosjeéni Feretov promjer (Slika 10) dok slike 8. i 9. pokazuju mikroskopski prikaz trenutnog
stanja kapljica emulzija dobivenih pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima (pokusi 1- 17). Od
kemijskih svojstava, pripremljenim emulzijama odredivani su ukupni fenoli (TPC) te
antioksidacijska aktivnost (DPPH i FRAP) §to je prikazano u tablici 3. Rezultati optimiranja
procesa emulgiranja s obzirom na TPC, DPPH i FRAP prikazani su na slikama 6 i 7, dok su
regresijski koeficijenti i koeficijenti determinacije (R?) dobiveni analizom primijenjenog Box-
Behnken dizajna eksperimenta za kemijska svojstva emulzija ulje u vodenim ekstraktima
ruzmarina odn. origana uz dodatak emulgatora prikazani u tablicama 4 i 5.

Pri dobivenim optimalnim vrijednostima parametara procesa emulgiranja (koncentracija
emulgatora, udio uljne faze, brzina mijeSanja), pripremljene su emulzije ulja u vodenim
ekstraktima ruzmarina i origana te je provedena in vitro simulacija probavnog sustava. Rezultati
dobiveni mjerenjem fizikalnih (ukupne otopljene tvari, vodljivost) i kemijskih svojstava (UF,

DPPH i FRAP) teku¢ih i emulgiranih biljnih ekstrakata nakon zavrSene in vitro probave
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prikazani su u tablici 6 i na slikama 11-16. Na temelju podataka dobivenih kemijskom analizom
(UF, DPPH, FRAP) izracunata je biodostupnost za svaku vrstu biljnog uzorka odn. emulzije i
prikazana u tablici 7.

4.1. FIZIKALNA SVOJSTVA EMULZIJA ULJA U VODENIM EKSTRAKTIMA
RUZMARINA I ORIGANA S DODATKOM EMULGATORA

Zeta potencijal ili elektrokineticki potencijal je parametar koji opisuje elektrokemijsku
ravnotezu na povrsini ¢estica i ovisi o svojstvima tekuéina i povrsine. Emulzije ¢ija je vrijednost
zeta potencijala manja od -30 mV i veca od +30 mV smatraju se stabilnima (Larsson i sur.,
2012). Sto je zeta potencijal nizi, jace je elektrostatsko odbijanje, odnosno sustav je stabilniji
(Tomac, 2021) sto ukazuje da se zeta potencijal moze koristiti za predvidanje i kontroliranje
stabilnosti emulzije (Ivankovi¢, 2020).

Vrijednosti zeta potencijala i vodljivosti dobivene ovim istrazivanjem prikazane su u tablici 2.
Iz rezultata se moze vidjeti kako kod biljke ruzmarina uzorak broj 8 (brzina mijesanja 35000
rpm, udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %) pokazuje najmanju vrijednost zeta
potencijala (-67,22 + 2,24 mV) $to ukazuje na najvecu stabilnost pripremljene emulzije. S druge
strane, uzorak broj 12 (brzina mijeSanja 35000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija
emulgatora 1 %) pokazuje najvecéu vrijednost zeta potencijala (-38,52 + 3,28 mV) §to ukazuje
da je emulzija pripremljena pod uvjetima pokusa br. 12 najmanje stabilna. Medutim raspon zeta
potencijala (od -67,22 + 2,24 mV do -38,52 + 3,28 mV) ukazuje kako su sve pripremljene
emulzije stabilne (vrijednost im je niza od -30 mV). Vrijednosti vodljivosti se kre¢u u rasponu
od 0,0043 £ 0,00 mS cm™ za uzorak broj 11 (brzina mijesanja 35000 rpm, udio uljne faze 15%,
koncentracija emulgatora 0,1%) do 0,0453 + 0,05 mS cm™za uzorak broj 8 (brzina mijesanja
35000 rpm, udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %).

Za emulzije pripremljene s vodenim ekstraktom origana, najmanju vrijednost zeta potencijala
pokazuje takoder uzorak broj 8 (brzina mijeSanja 35000 rpm, udio uljne faze 25 %,
koncentracija emulgatora 0,5 %) (-57,18 + 4,47 mV) §to ukazuje na najvecu stabilnost
pripremljene emulzije. Najmanje stabilan je uzorak pod brojem 7 (brzina mijeSanja 35000 rpm,
udio uljne faze 10 %, koncentracija emulgatora 0,5 %) koji pokazuje najvecée vrijednosti zeta
potencijala (-37,71 + 2,31 mV). Vodljivost se krece u rasponu od 0,0051 £+ 0,00 mS cm™ za
uzorak broj 1 (brzina mijesanja 25000 rpm, udio uljne faze 10 %, koncentracija emulgatora 0,1
%) do 0,0499 + 0,05 mS cm™* za uzorak broj 6 (brzina mijesanja 15000 rpm, udio uljne faze 25
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%, koncentracija emulgatora 0, 5%).

Usporedujuci vrijednosti zeta potencijala emulzija pripremljenih s vodenim ekstraktima
ruzmarina i origana, moze se vidjeti kako je uzorak br. 8 (brzina mijesanja 35000 rpm, udio
uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %) s emulzijom koja je pripremljena s vodenim
ekstraktom ruzmarina najstabilniji (-67,22 + 2,24 mV) dok je najmanju stabilnost pokazao
uzorak br. 7 (brzina mijesanja 35000 rpm, udio uljne faze 10 %, koncentracija emulgatora 0,5
%) odn. emulzija pripremljena s vodenim ekstraktom origana (-37,71 + 2,31 mV).

Ono §to treba naglasiti je da se vrijednosti zeta potencijala emulzija pripremljenih s vodenim
ekstraktima ruzmarina odn. origana znaéajno ne razlikuju, buduéi da se njihove vrijednosti
kre¢uurasponuod-37,71 £2,31 mV do -67,22 + 2,24 mV ukazujuéi na stabilnost pripremljenih
emulzija s vodenim ekstraktima obiju biljaka. Takvi rezultati u skladu su s istrazivanjem koje
su proveli Hinderink i sur. (2019) u kojem su pripremane emulzije koje su sadrzavale 1 %
prociS¢enih proteina graska te im je odredivan zeta potencijal. Rezultati njihovog istrazivanja
pokazali su negativne vrijednosti zeta potencijala odn. nize od -30 mV ¢ak i nakon 14 dana $to
ukazuje da je elektrostatsko odbijanje visoko, odnosno da su pripremljene emulzije stabilne.
Usporedujuéi rezultate iz ovog rada s rezultatima istrazivanja koje je provedeno u radu
Ivankovi¢ (2020) mozemo vidjeti kako emulzije ulja u vodenim biljnim ekstraktima
pripremljene s prirodnim emulgatorom (komercijalni proteini graska) imaju vecu stabilnost od
emulzija ulja u vodenim biljnim ekstraktima s dodatkom PEG emulgatora. Naime, raspon
vrijednosti zeta potencijala za emulzije ulja u vodenim ekstraktima ruZzmarina krece se od -
67,22 +£2,24 mV do — 38,52 + 3,28 mV, dok je raspon za emulzije ulja u vodenim ekstraktima
origana od -57,18 + 4,47 mV do — 37,71 £+ 2,31 mV. S druge strane, raspon vrijednosti zeta
potencijala emulzija ulja u vodenim biljnim ekstraktima s dodatkom komercijalnog PEG
emulgatora kreée se u rasponu od -32,13 = 1,56 mV do -17,40 + 0,89 mV za PEG1500, zatim
u rasponu od -31,86 +£0,95 mV do -25,08 + 0,72 mV za PEG 6000, te od -23,40 £ 0,12 mV do
-17,68 + 0,45 za PEG 20000 (Ivankovi¢, 2020).

Ako se usporeduju vrijednosti vodljivosti emulzija pripremljenih s vodenim ekstraktima
ruzmarina i origana, najvise vrijednosti pokazuje uzorak origana broj 6 (brzina mijeSanja 15000
rpm, udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %) odn. emulzija pripremljena s
vodenim ekstraktom origana (0,0499 + 0,05 mS cm™) te uzorak ruzmarina broj 8 (brzina
mijesanja 35000 rpm, udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %) odn. emulzija
pripremljena s vodenim ekstraktom ruzmarina (0,0453 + 0,05 mS cm™). Takvi rezultati nisu u
potpunosti u skladu s istrazivanjem provedenim od strane Chena i sur. (2011) koji u svojem

istrazivanju navode kako se vodljivost povecava poveéanjem udjela vodene faze, s obzirom da
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uzorci emulzija broj 6 i 8 sadrze manji udio vode od ostalih uzoraka, odnosno sadrze 25 % uljne

faze.

Tablica 2. Fizikalna svojstva emulzija ulja u vodenim ekstraktima origana i ruzmarina s

dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora

UZORAK ZETA POTENCIJAL (mV) VODLJIVOST (mS cm?)
RUZMARIN ORIGANO RUZMARIN ORIGANO
1 4322+1,76 | -42,47+273 | 0,0063+0,00 | 0,0051+ 0,00
2 -49,91 + 3,37 -45.2 + 0,95 0,0067 0,00 | 0,0075+ 0,00
3 -51,14+2,87 | -5228+1,35 | 0,0098+0,00 | 0,0164+0,02
4 47,07+1,98 | -48,65+278 | 0,0104+0,01 | 0,0112+0,01
5 -48,32 + 1,41 -43,09+2,45 | 0,0117+0,01 | 0,0093 +0,00
6 4137+4,50 | -4697+3,76 | 0,0103+0,01 | 0,0499 +0,05
7 -51,77+0,67 | -37,71+231 | 0,0301+0,03 | 0,0099 + 0,00
8 -67,22+224 | -57,18+4,47 | 0,0453+0,05 | 0,0286+ 0,03
9 -39,53+0,26 | -51,39+353 | 0,0234+0,02 | 0,0064 +0,00
10 -46,29+587 | -4394+173 | 0,0114+0,01 | 0,0177+0,01
11 -40,5 + 1,84 -50,41+1,20 | 0,0043+0,00 | 0,0052 0,00
12 -38,52 + 3,28 -45,6 + 3,98 0,0092+0,00 | 0,0168 + 0,02
13 -49.67+2,88 | -5221+192 | 0,0223+0,02 | 0,0098 + 0,00
14 -48,02+295 | -56,92+122 | 0,0251+0,03 | 0,0179+0,02
15 452 +2,16 -51,54+350 | 0,0072+0,00 | 0,0099 + 0,00
16 -46,11+0,60 | -5624+248 | 0,0148+0,01 | 0,0128+0,01
17 -42,95+3,73 | -5332+0,30 | 0,0098+0,01 | 0,0094 + 0,00

34



4.2. KEMIJSKA SVOJSTVA EMULZIJA ULJA U VODENIM EKSTRAKTIMA
RUZMARINA I ORIGANA S DODATKOM EMULGATORA

Nakon odredivanja fizikalnih svojstava, analizirana su kemijska svojstva emulzija ulja u
vodenim ekstraktima ruzmarina i origana S dodatkom emulgatora. Odredivani su ukupni
polifenoli (UF) Folin-Ciocalteu metodom te antioksidacijska aktivnost DPPH i FRAP
metodom. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 3.

Uzimajuci u obzir emulzije ulja u vodenom ekstraktu ruzmarina, najvecu vrijednost ukupnih
polifenola (53,93 + 0,76 mgeaegsw. ) ima uzorak broj 10 (brzina mijesanja 15000 rpm, udio
uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 1 %), dok najmanju vrijednost (1,35 + 1,14 mgcae
Ostv.l) ima uzorak pod brojem 2 (brzina mijesanja 25000 rpm, udio uljne faze 25 %,
koncentracija emulgatora 0,1 %). Uzorci 13-17 koji su mijeSani istom brzinom mijesanja
(25000 rpm) te su pripremani s istim udjelom uljne faze (15 %) i istom koncentracijom
emulgatora (0,5 %) imaju sli¢ne vrijednosti ukupnih polifenola koje se kre¢u u rasponu od
14,02 £ 0,76 do 22,92 + 3,43 mgcaegsw. . Sto se emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana
tice, uzorak broj 3 (brzina mijesanja 25000 rpm, udio uljne faze 10 %, koncentracija emulgatora
1 %) ima najveéu vrijednost ukupnih polifenola (113,79 + 1,9 mgcae gswv.>), dok najnizu
vrijednost (6,68 = 0,00 mgcae Uswv.}) ima uzorak broj 11 (brzina mijesanja 35000 rpm, udio
uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 0,1 %). Uzorci 13-17 koji su pripremljeni s istim
omjerima emulgatora i ulja te su imali istu brzinu mijeSanja (tablica 1), imaju slicne vrijednosti
ukupnih polifenola koje se kreéu u rasponu od 45,90 + 1,18 do 57,03 £ 1,18 Mgcae Usv. ™.
Opcenito gledajuci, uzorci emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana imaju vise vrijednosti
ukupnih polifenola od emulzija ruzmarina. Medutim,Vallverdu-Queralt i sur. (2013) proveli su
istrazivanje polifenolnog profila medu najcesce koriStenim zainskim biljem (ruZmarin, timijan
1 origano) te su naveli kako najvise vrijednosti ukupnih polifenola sadrZi ruzmarin zatim timijan
te origano.

Najvecu vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom (0,35 + 0,04
MMOlTrolox Gstv.t) pokazuje emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina, pripremljena pri
uvjetima pokusa broj 12 (brzina mijesanja 35000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija
emulgatora 1 %). S druge strane, uzorak broj 11 ( brzina mijesanja 35000 rpm, udio uljne faze
15 %, koncentracija emulgatora 0,1 %) pokazuje najmanju vrijednost antioksidacijske
aktivnosti (0,06 £ 0,01 mmoltrlox Ustv. ). Uzorci 13-17 koji su pripremljeni s istim omjerima

emulgatora 1 ulja te su imali istu brzinu mijeSanja (tablica 1), imaju sli¢ne vrijednosti
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antioksidacijske aktivnosti (od 0,18 + 0,00 do 0,23 £ 0,02 mmoltrolox Ystv.>). Sto se emulzija
ulje u vodenom ekstraktu origana ti¢e najve¢a DPPH vrijednost (0,83 £ 0,06 mmoltrolox Us.tv. ™)
izmjerena je za uzorak koji je pripreman pri uvjetima pokusa broj 8 (brzina mijesanja 35000
rpm, udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %), a najmanja (0,30 + 0,03 mmMOltrolox
Oswv.}) ima uzorak koji je pripreman pri uvjetima pokusa broj 6 (brzina mijesanja 15000 rpm,
udio uljne faze 25 %, koncentracija emulgatora 0,5 %). Uzorci emulzija ulje u vodenom
ekstraktu origana (uzorci 13 — 17) koji su mijeSani istom brzinom mijesanja (25000 rpm) te su
pripremani s istim udjelom uljne faze (15 %) i istom koncentracijom emulgatora (0,5 %) imaju
slicne DPPH vrijednosti (od 0,31 £ 0,06 do 0,35 £ 0,04 mmolrrolox Jstv. ) UZ iznimku uzorka
broj 17 koji ima visu DPPH vrijednost (0,69 + 0,46 mmOlrolox Gs1v.2). Kao i u slu¢aju ukupnih
polifenola, emulzije ulje u vodenom ekstraktu origana imaju neSto vece vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti u odnosu na emulzije ruzmarina.

Najvecéu vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom (0,49 + 0,03
MMOlreso4-7120 Us.v. L) pokazuje emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina, pripremljena pri
uvjetima pokusa broj 3 (brzina mijesanja 25000 rpm, udio uljne faze 10 %, koncentracija
emulgatora 1 %) dok najmanju vrijednost (0,07 = 0,01 mmolresos-7120 gs1v. ) pokazuje uzorak
br. 9 (brzina mijeSanja 15000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 0,1 %)
(tablica 3). Uzorci 13—17, koji su pripremani pri istim eksperimentalnim uvjetima, imaju sli¢ne
FRAP vrijednosti koje se kreéu u rasponu od 0,29 + 0,00 mmolresos- 7120 Gs.tv.> do 0,32 + 0,00
MmMOlreso4- 7120 Gs.v.t Uz iznimku uzorka broj 17 koji ima nesto nizu FRAP vrijednost (0,13 +
0,01 mMolresos7120 Ps.v.2). Sto se tide emulzija ulja u vodenom ekstraktu origana, najveéu
FRAP vrijednost (1,01 £ 0,08 mmolresos-7120 s.tv.t) pokazuje uzorak br. 10 (brzina mijesanja
15000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 1 %) dok je najmanja vrijednost
(0,06 £ 0,01 mmolresos-7r20 Usv. L) postignuta za uzorak broj 1 (brzina mijesanja 25000 rpm,
udio uljne faze 10 %, koncentracija emulgatora 0,1 %). Uzorci emulzija ulje u vodenom
ekstraktu origana (13 — 17) koji su mijesani istom brzinom mijes$anja te su pripremani s istim
udjelom uljne faze i istom koncentracijom emulgatora (tablica 1) pokazuju slicne FRAP
vrijednosti (uzorci pod rednim brojem 13 — 16; od 0,48 + 0,08 do 0,65 + 0,05 mmolreso4-7H20
Ostv.l) uz iznimku uzorka br. 17 koji pokazuje nizu FRAP vrijednost (0,36 + 0,00
MMOlreso4-7120 Gs.v. ). Opéenito gledajuéi, uzorci emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana
imaju vecu antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom nego emulzije ulja u vodenom
ekstraktu ruZmarina.

Takvi rezultati slazu se sa zaklju¢kom kojeg su iznijeli Suk Kim i sur. (2012) kako uzorci koji

sadrze vecu koli¢inu polifenola, pokazuju i vecu antioksidacijsku aktivnost $to inicira kako su
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upravo polifenolne komponente glavni nositelji antioksidacijske aktivnosti u emulgiranim

biljnim ekstraktima.

Tablica 3. Kemijska svojstva emulzija ulja u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana s

dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora

UZORAK UF DPPH FRAP
(MmgeaE gst. 1) (MmmolTrolox Us.tv.) (Mmolreso4-7H20 Gs.tv.2)
RUZMARIN | ORIGANO | RUZMARIN | ORIGANO | RUZMARIN | ORIGANO

1 7,01+0,00 |1502+236 |0,08+0,01 |0,64+0,03 [0,13+0,01 |[0,06+0,01
2 1,35+1,14 [9,18+1,18 [0,32+0,03 [0,41+0,02 [0,12+0,00 |0,15+0,02
3 50,97+0,38 | 113,79+1,90 [ 0,30+0,03 [0,78+0,01 |[0,49+0,03 |[0,71+0,11
4 33,71+1,14 | 111,28 +2,40 [ 0,13+0,00 |0,56+0,05 | 0,22+0,03 |0,62+0,00
5 37,48+0,38 [5425+1,18 [0,17+0,01 |040+0,04 [0,16+0,01 |0,43+0,02
6 25,35+3,05 [53,97+0,79 [0,18+0,02 [0,30+0,03 [0,13+0,03 |[0,14+0,15
7 28,04 +1,53 [5592+0,39 [0,22+0,05 [0,.80+0,01 [0,15+0,02 |[0,18+0,01
8 32,63+343 [5620+157 [0,19+0,03 [083+0,06 [0,13+0,04 |0,33+0,02
9 13,75+7,25 [9,74+0,39 |0,07+0,04 [0,66+0,01 |[0,07+0,01 |0,16+0,01
10 53,93+0,76 | 105,16+1,60 | 0,33+0,01 |0,60+0,00 |0,26+0,01 |[1,01+0,08
11 351+1,14 [6,68+0,00 [0,06+001 |0,66+0,03 [0,09+0,00 [0,07=0,00
12 45,57+2,67 |107,39+6,30 | 0,35+0,04 [0,67+0,04 [0,24+0,01 |0,99+ 0,04
13 22,92+3,43 [54,81+0,39 [0,18+000 [031+0,06 |[032+0,00 [0,51+0,00
14 22,65+0,76 [ 57,03+1,18 [0,18+0,06 |0,34+0,03 [0,29+0,00 |0,48+0,08
15 17,53 £2,67 |52,58+2,75 |0,20+0,01 [0,32+0,00 [0,30+0,01 |0,65+0,05
16 15,64 +1,53 | 56,48+1,97 |0,20£0,04 [0,35+0,04 [031+0,01 |0,55+0,07
17 14,02+0,76 |4590+1,18 [0,23+0,02 [0,69+0,46 |0,13+0,01 |0,36+0,00
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4.3. REZULTATI OPTIMIRANJA UVJETA EMULGIRANJA S OBZIROM NA
KEMIJSKA SVOJSTVA EMULZIJA ULJE U VODENIM EKSTRAKTIMA
RUZMARINA I ORIGANA S DODATKOM EMULGATORA

Kako bi se definirali optimalni uvjeti za pripremu emulzija ulje u vodenim ekstraktima

ruzmarina i origana s dodatkom komercijalnog proteina graska, kao emulgatora, koristena je

metoda odzivnih povrsina (engl. Response Surface Methodology, RSM). Analiziran je utjecaj

tri varijable (koncentracija ulja, koncentracija proteina, brzina mijeSanja) na tri razine

(koncentracija ulja = 10, 15, 25 %; koncentracija proteina = 0,1, 0,5, 1 % te brzina mijeSanja =

15000, 25000, 35000 rpm). Proces emulgiranja trajao je 4 minute.
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Slika 6. Rezultati optimiranja uvjeta emulgiranja s obzirom na kemijska svojstva (UF, DPPH,

FRAP) odredena u pripremljenim emulzijama ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina, uz

dodatak komercijalnog proteina graska, kao emulgatora

RSM se temelji na definiranju minimuma odzivne povrSine koji predstavlja optimalne uvjete

procesa. Slike 6 i 7 predstavljaju dvodimenzionalne prikaze ovisnosti izlaznih varijabli i
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parametara procesa te procijenjene optimalne procesne parametre.

Na slici 6 vidljivo je da optimalna vrijednost za ukupne polifenole (UF) iznosi UF = 18,59 mg
Ostv. ! dok modelom predvidena vrijednost iznosi UF = 27,64 mg gs1. . Poveéanjem udjela ulja
u emulziji s vodenim ekstraktom ruzmarina vrijednost UF se ne mijenja dok povecanjem
koncentracije emulgatora i brzine mijesSanja vrijednost UF raste.

Sto se antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH metodom ti¢e, optimalna vrijednost iznosi
DPPH = 0,2 mmoltrolox gs.tv.* dok modelom predvidena vijednost takoder iznosi DPPH = 0,2
MmMOlTrolox Gstv. . Poveéanjem udjela ulja u emulziji s vodenim ekstraktom ruzmarina te brzine
mijeSsanja DPPH vrijednost se ne mijenja dok povecanjem koncentracije emulgatora
antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom raste.

Optimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosi mjerene FRAP metodom iznosi FRAP = 0,37
MMOlFeso4-7120 Usv.* dok modelom predvidena vrijednost iznosi FRAP = 0,31 mmolresos-7120
Uswv. L. Poveéanjem udjela ulja u emulziji s vodenim ekstraktom ruzmarina te brzine mijesanja
antioksidacijska aktivnost mjerena FRAP metodom se smanjuje dok porastom koncentracije
komercijalnog proteina graska, kao emulgatora, raste.

IzraCunati optimalni parametri procesa emulgiranja, za emulgirani ekstrakt ruZmarina, iznose:

brzina mijesanja = 25000 rpm, udio uljne faze 16,17 %, koncentracija emulgatora 0,52 %.
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Slika 7. Rezultati optimiranja uvjeta emulgiranja s obzirom na kemijska svojstva (UF, DPPH,
FRAP) odredena u pripremljenim emulzijama ulje u vodenom ekstraktu origana, uz dodatak

komercijalnog proteina graska, kao emulgatora

Sto se ti¢e emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana (slika 7), optimalna vrijednost UF iznosi
UF = 57,55 mg gsv. ! dok modelom predvidena vrijednost iznosi UF = 60,23 mg gsw. ™.
Povecanje udjela uljne faze i brzine mijeSanja nema znacajan utjecaj na porast UF dok
povecanjem koncentracije emulgatora vrijednost UF znacajno raste.

Optimalna antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom iznosi DPPH = 0,31 mmoltroiox
Ostv. t dok je modelom predvidena vrijednost nesto visa te iznosi DPPH = 0,57 mmolTrolox Gs.tv.”
! Povecanjem vrijednosti ispitivanih parametara procesa poveéat ¢e se i DPPH vrijednost.
Optimalna antioksidacijska aktivnost mjerena FRAP metodom iznosi FRAP = 0,58
MMOlFeso4-71H20 gs_tv_'l dok modelom predvidena vrijednost iznosi FRAP = 0,54 mmolgesos- 7120
Oswv. L. Poveéanjem udjela uljne faze i brzine mijesanja vrijednost FRAP-a se smanjuje dok
povecanjem koncentracije emulgatora FRAP vrijednost znacajno raste.

IzraCunati optimalni parametri procesa emulgiranja, za emulgirani ekstrakt origana, iznose:

brzina mijesanja = 25000 rpm, udio uljne faze 16,25 %, koncentracija emulgatora 0,52 %.
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Chong i sur. (2018) proveli su istrazivanje u kojem su koristili metodu odzivnih povrsina kako
bi optimirali procesne parametre pripreme nanoemulzije palminog ulja bogatog tokoferolom
stabilizirane s komercijalnim emulgatorima (Tween 80, Span 80). Ispitivan je utjecaj tri
nezavisne varijable (koncentracije surfaktanta, udjela otapala i tlak homogenizacije) na dvije
zavisne varijable: veli¢inu Cestica i indeks polidisperznosti. Za dizajn eksperimenta odabran je
centralni kompozitni dizajn te je provedeno ukupno 20 eksperimenata. Optimalna formulacija
nanoemulzije sastojala se od 6,09 % (w/w) surfaktanta, 20 % otapala te homogenizacije pod
tlakom od 500 bara. Modelom predvidena vrijednost veli¢ine Cestica iznosila je 111,93 nm dok
je eksperimentalna vrijednost iznosila 119,49 nm. Takoder, modelom predvidena vrijednost
indeksa polidisperznosti iznosila je 0,24, a eksperimentalno dobivena 0,29. Autori su zakljuéili
kako se dobivene vrijednosti dobro slazu s modelom predvidenim vrijednostima te su potvrdili
uspjesnost optimiranja procesa emulgiranja metodom odzivnih povrsina.

Takoder, Mehmood i sur. (2017) proveli su istrazivanje s ciljem proizvodnje nanoemulzije
maslinovog ulja na bazi a — tokoferola, stabiliziranu s neionskim surfaktantom. Za pripremu
emulzije, kao disperzna faza koristeno je maslinovo ulje sa o — tokoferolom, deionizirana voda
kao kontinuirana, a kao emulgator upotrijebljen je Tween 80. Brzina mijesanja iznosila je 15000
rpm. U istrazivanju je koristena RSM metoda kako bi se odredio utjecaj nezavisnih varijabli
(vrijeme homogenizacije, udio uljne faze, koncentracija emulgatora) na prosjecnu veli¢inu
Cestica, p-anisidin vrijednost te antioksidacijsku aktivnost odredivanu Pavia-Martinis i
Gordnom metodom. Kori$ten je centralni kompozitni dizajn zajedno s kvadratnim modelom te
je provedeno ukupno 20 eksperimenata. Dobiveni optimalni parametri procesa emulgiranja
iznosili su: vrijeme emulgiranja = 3 min, udio uljne faze 4 %, koncentracija emulgatora 2,8 %.
Modelom predvidene vrijednosti iznosile su: za veli¢inu Cestica 151,68 nm, za p-anisidin
vrijednost 7,17 % i za antioksidacijsku aktivnost 88,64 %. S druge strane eksperimentalno
dobivene vrijednosti iznosile su 146,23 nm za veli¢inu Cestica, 8,33% p-anisidin vrijednost te
90,63 % za antioksidacijsku aktivnost iz ¢ega su autori zakljuéili kako se prediktivni model
moze smatrati primjenjivim. Takoder, statisticCkom obradom (ANOVA) dobiveni su koeficijenti
determinancije 0,98 za veli¢inu Cestica, 0,97 za p-anisidin vrijednost te 0,98 za antioksidacijsku
aktivnost Sto potvrduje primjenjivost modela. Uz to, autori su u svom radu pokazali kako s
povecanjem koncentracije ulja i koncentracije emulgatora raste i antioksidacijska aktivnost

pripremljene emulzije.
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4.4. ANALIZA VARIJANCE (ANOVA)

Primijenjena je analiza varijance (ANOVA) s ciljem ispitivanja utjecaja ulaznih varijabli odn.

parametara procesa emulgiranja (koncentracija ulja, koncentracija emulgatora, brzina

mijesanja) na izlazne varijable (UF, DPPH, FRAP). Rezultati su prikazani u tablicama 4 i 5.

Tablica 4. Regresijski koeficijenti i koeficijenti determinacije dobiveni analizom

primijenjenog Box-Behnken dizajna eksperimenata za kemijska svojstva emulzija ulje u

vodenom ekstraktu ruzmarina, uz dodatak komercijalnog proteina graska, kao emulgatora

Regresijski koeficijenti

Odsjecak+ i o
Analizirano svojstvo Parametar standardna (L I|nearn!, Q P R?
ooreska kvadratni) +
pog standardna pogreska
. -3,809+1,725 (L) 0,052 (L)
0,
konc. ulje (%) 223241223 (Q) 0,098 (Q)
UE o 19,197+2,644 (L) 0,000 (L)
(Mg gswv.™) konc. proteini (%) = 27,647+2,355 0.62342.147 (Q) 0778 (Q) 0,94
brzina mijesanja -2,595+1,725(L) 0,163(L)
(rpm) -4,564+1,189(Q) 0,003(Q)
. 0,006+ 0,032 (L) 0,857 (L)
0,
konc. ulje (%) 0,002+0,022 (Q) 0,932 (Q)
DPPH . 0,075+0,048 (L) 0,155 (L)
(MMOkTrolox Gsev. ) konc. proteini (%) 0,205+0,043 -0,003+0,039 (Q) 0,940 (Q) 0,35
brzina mijesanja 0,01+0,032 (L) 0,766 (L)
(rpm) 0,002+0,022(Q) 0,908 (Q)
. -0,041+0,030 (L) 0,199 (L)
0,
L. Wl (05 0,030+0,021(Q) 0,187 (Q)
FRAP Lo 0,045+0,046 (L) 0,354 (L)
(MMOlresos-TH2O gsv™) konc. proteini (%) 0,142+0,041 0,056+0,037 (Q) 0,165 (Q) 0,76
brzina mijesanja -0,0008+0,030 (L) 0,979 (L)
(rpm) 0,074+0,021 (Q) 0,005(Q)

Rezultati iz tablice 4 pokazuju da koncentracija proteina (%) te brzina mijeSanja (rpm) imaju
statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na udio ukupnih polifenola (UF) u emulzijama ulje u
vodenom ekstraktu ruzmarina sa dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora.
Porastom koncentracije proteina dolazi do porasta vrijednosti UF u emulgiranim ekstraktima
ruzmarina dok povecanjem brzine mijesanja udio UF se smanjuje. Udio ukupnih polifenola ne
ovisi o koncentraciji ulja u emulgiranim ekstraktima ruzmarina. Na temelju koeficijenta
determinacije (R? = 0,94 odn. R%g= 0,90) utvrdeno je da predikcijski modeli odliéno opisuju
eksperimentalne vrijednosti UF u emulgiranim ekstraktima ruZmarina ovisno o promatranim

parametrima procesa emulgiranja.
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Sto se antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom ti¢e, primijenjeni modeli ne
opisuju dobro utjecaj koncentracije ulja, koncentracije proteina i brzine mijeSanja na DPPH
vrijednost emulgiranih ekstrakata ruzmarina (R? = 0,35 odn. R%q = 0,00). Ispitivani parametri
procesa emulgiranja ne pokazuju statistiCki znacajan utjecaj (p>0,05) na eksperimentalno
dobivene DPPH vrijednosti.

Sto se ti¢e antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom, brzina mijesanja ima
statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na FRAP vrijednosti emulgiranih ekstrakata ruzmarina, za
razliku od koncentracije emulgatora i brzine mijeSanja (p>0,05). Nadalje, na temelju
koeficijenta determinacije (R? = 0,76 odn. R%g= 0,62) vidljivo je da predikcijski modeli dobro
opisuju eksperimentalne FRAP vrijednosti emulgiranih ekstrakata ruzmarina ovisno 0

promatranim parametrima procesa emulgiranja.

Tablica 5. Regresijski koeficijenti i koeficijenti determinacije dobiveni analizom
primijenjenog Box-Behnken dizajna eksperimenata za kemijska svojstva emulzija ulje u
vodenom ekstraktu origana, uz dodatak komercijalnog proteina graska, kao emulgatora

Odsjetaks Regresijski koeficijenti

. . (L-linearni, Q- 2 5
Analizirano svojstvo Parametar standatdna kvadratni) + standardna P R Radj.
pogreska «
pogreska
. -1,043+0,708 (L) 0,175 (L)
0,
kon. ulje (%) -1,408+0,515(Q) 0,023(Q)
UF I 48,826+1,104 (L) 0,000 (L)
(Mg gswv.™) konc. proteini (%) = 59,375+0,978 0.80040,905 (Q) 0399 (Q) 0,99 0,99
brzina mije$anja 0,38254-+0,708542 (L) 0,60 (L)
(rpm) 1,304+0,501 (Q) 0,029 (Q)
. -0,065+0,043 (L) 0,164 (L)
0,
konc. ulje (%) 10,062+0,031 (Q) 0,079 (Q)
DPPH o 0,176+0,067 ( L) 0,028 (L)
(MMOkTrolox Gssv. ) konc. proteini (%) 0,706+0,059 -0,1450,055 (Q) 0,026 (Q) 0,76 0,60
brzina mije$anja 0,126+0,043 (L) 0,016 (L)
(rpm) -0,076+0,030 (Q) 0,033 (Q)
. -0,0180,043 (L) 0,687 (L)
0,
e, Wl () 0,109+0,031 (Q) 0,006 (Q)
FRAP - oo 0,380+0,066 (L) 0,0003 (L)
(Mmoleesos 7Hz0 gew™) konc. proteini (%) 0,430+0,059 -0,019+0,054 (Q) 0.731 (Q) 0,91 0,84
brzina mijesanja -0,020+0,043 (L) 0,644 (L)
(rpm) 0,027+0,030 (Q) 0,400 (Q)

Sto se emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana ti¢e, koncentracija ulja u emulziji,
koncentracija emulgatora te brzina mijeSanja pokazuju statisti¢ki znacajan utjecaj (p<0,05) na

vrijednosti UF-a izmjerenih u emulgiranim ekstraktima (tablica 5). Pove¢anjem koncentracije
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komercijalnog proteina graska u emulziji, znacajno rastu vrijednosti udjela ukupnih polifenola.
Na temelju izra¢unatog koeficijenta determinacije (R? = 0,99 odn. R24= 0,99) vidljivo je da
predikcijski modeli odli¢no opisuju eksperimentalne vrijednosti UF u emulgiranim ekstraktima
origana ovisno o promatranim parametrima procesa emulgiranja.

Koncentracija proteina u emulgiranim ekstraktima origana te brzina mijeSanja znac¢ajno utjecu
na eksperimentom dobivene DPPH vrijednosti (p<0,05), za razliku od koncentracije ulja
(p>0,05). Pozitivne vrijednosti njihovih linearnih regresijskih koeficijenata ukazuju kako
povecanjem brzine mijeSanja i koncentracije emulgatora DPPH vrijednosti rastu. Vrijednost
koeficijenta determinacije za antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom iznosi 0,76
(R%g= 0,60) ukazujuci da postoji ¢vrsta veza izmedu DPPH vrijednosti emulgiranih ekstrakata
origana i promatranih parametara procesa emulgiranja.

Sto se antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom tige, statisticki znacajn utjecaj
pokazuju koncentracija ulja i emulgatora u emulgiranim ekstraktima origana (p<0,05), za
razliku od brzine mijesanja (p>0,05). Koncentracija komercijalnog proteina graska kao
emulgatora pokazuje linearnu ovisnost; porastom koncentracije emulgatora, FRAP vrijednosti
linearno rastu. Vrijednost koeficijenta determinacije za antioksidacijsku aktivnost odredenu
FRAP metodom iznosi 0,91 (R%q= 0,84) ukazuju¢i da postoji ¢vrsta veza izmedu FRAP
vrijednosti emulgiranih ekstrakata origana i promatranih parametara procesa emulgiranja, odn.
predikcijski modeli odlicno opisuju eksperimentalne FRAP vrijednosti emulgiranih ekstrakata
origana.

Karadag i sur. (2013) proveli su istraZivanje s ciljem pripreme nanoemulzije kvercetina u vodi
s neionskim prehrambenim emulgatorima (Tween 80 i Span 20, pomijesani u omjeru 1:1)
primjenom homogenizacije pod visokim tlakom. Ispitivali su utjecaj koncentracije uljne faze
(10-20 %), koncentracije emulgatora (5-15 %) i tlaka homogenizacije (52-187 MPa) na veli¢inu
Cestica 1 stabilnost emulzije s ciljem optimizacije koncentracije emulgatora i uljne faze pomocu
metode odzivnih povrSina. Takoder je koriSten model linearne regresije za predikciju veliine
Cestica i stabilnosti emulzije. Primjenjivost modela ocijenjena je analizom varijance (ANOVA).
Na temelju dobivenih koeficijenata determinacije (R?= 0,97 za veli¢inu Gestica i R? = 0,78 za
stabilnost emulzije), autori su =zakljucili da predikcijski modeli uspjesno opisuju

eksperimentalne vrijednosti veli¢ine Cestica 1 stabilnosti emulzije.
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45. ODREPIVANJE PROSJECNOG FERETOVOG PROMJERA KAPLJICA U
EMULZIJAMA ULJE U VODENOM EKSTRAKTU RUZMARINA I
ORIGANA S DODATKOM EMULGATORA

Osim §to su svakoj pripremljenoj emulziji ulja u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana
odredena fizikalna i kemijska svojstva, odredena im je i veli¢ina kapljica mjerenjem prosje¢nog
Feretovog promjera. Veli¢ina kapljica emulzije vazna je znacajka koja utjeCe na stabilnost
emulzija jer §to su kapljice emulzije, odnosno njihov promjer, manji to je emulzija stabilnija jer
su emulzije s manjim kapljicama otporne na gravitacijsko odvajanje (Katsouli i sur. 2018).
Opcenito, emulzije se mogu klasificirati u dvije kategorije: emulzije i mikroemulzije koje
prelaze jedna u drugu promjenom velicine Cestica (Goodarzi i Zendehboudi, 2018).

U ovom radu mjerenjima su dobivene kapljice kruznog oblika te im je veliina odredivana
pomocu racunalnog programa ImageJ. Image] je softverski alat koji se koristi u razli¢itim
podruc¢jima znanosti poput biologije, medicine, astronomije i mikroskopije. Jednostavno, ali
dobro uredeno grafi¢ko sucelje moze se koristiti za osnovno ali i napredno analiziranje slika, a
kao izlazne parametre najcesce prikazuje povrsinu, opseg, broj estica, minimalne i maksimalne
vrijednosti osi i Feretov promjer (Van de Linde, 2019).

Odmah nakon zavrSetka emulgiranja, fotografirani su mikroskopski prikazi slika s trenutnim
stanjem kapljica emulzija ulje u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana uz dodatak
komercijalnog proteina graska kao emulgatora. Na slikama 8 i 9 prikazane su fotografije slika
s trenutnim stanjem kapljica emulzije dok slika 10 prikazuje usporedbu prosje¢nog Feretovog
promjera o vrsti biljke pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima za emulzije ulja u vodenim
biljnim ekstraktima s dodatkom emulgatora.

Najvecu vrijednost prosjecnog Feretovog promjera (97,97 um) pokazao je uzorak pod brojem
9 (brzina mijeSanja 15000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 0,1 %) odn.
emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana. Najnizu vrijednost prosjecnog Feretovog promjera
za emulzije ulja u vodenom ekstraktu origana pokazuje uzorak koji je pripreman pod
eksperimentalnim uvjetima broj 7 (brzina mijeSanja 35000 rpm, udio uljne faze 10 %,
koncentracija emulgatora 0,5 %) (slika 10). Za uzorke emulzija ulje u vodenim ekstraktima
origana najnize vrijednosti prosjecnog Feretovog promjera dobivene Su za 1 %-tnu
koncentraciju emulgatora, a najvise kod primjene 0,1 %-tne koncentracije emulgatora sto je u
skladu s istrazivanjem Karadaga 1 sur. (2013) u kojem navode kako se povecanjem
koncentracije emulgatora, smanjuje veli¢ina kapljica emulzija.

Sto se emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina ti¢e, najnizu vrijednost prosjecnog
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Feretovog promjera (25,73 um) pokazuje uzorak pripreman pod eksperimentralnim uvjetima
broj 9 (brzina mijesSanja 15000 rpm, udio uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 0,1 %) dok
uzorak pripreman pod eksperimentalnim uvjetima broj 10 (brzina mijeSanja 10000 rpm, udio
uljne faze 15 %, koncentracija emulgatora 1 %) ima najvisu vrijednost prosje¢nog Feretovog
promjera koja iznosi 57,96 um. Za uzorke emulzija ulje u vodenim ekstraktima ruzmarina
najnize vrijednosti prosje¢nog Feretovog promjera dobivene su za 0,1 %-tnu koncentraciju
emulgatora a najvise za 0,5 %-tnu koncentraciju emulgatora.

Generalno gledajuci, emulzije ulja u vodenim ekstraktima origana imaju nesto vise vrijednosti
prosjeénog Feretovog promjera u odnosu na emulzije ulja u vodenim ekstraktima ruZmarina §to

se moze vidjeti i analizom slika 8 i 9.
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13)

16) A 1 7)
Slika 8. Mikroskopski prikaz kapljica emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina s

dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora, pri razli¢itim eksperimentalnim
uvjetima (pokusi 1-17)
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Slika 9. Mikroskopski prikaz kapljica emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana s dodatkom

komercijalnog proteina graska kao emulgatora, pri razli¢itim eksperimentalnim uvjetima

(pokusi 1-17)
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Slika 10. Usporedba ovisnosti prosje¢nog Feretovog promjera o vrsti biljke pri razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima za emulzije ulja u vodenim ekstraktima ruzmarina i origana s

dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora
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4.6. FIZIKALNA | KEMIJSKA SVOJSTVA BILINIH EKSTRAKATA | EMULZIJA
ULJE U VODENIM EKSTRAKTIMA RUZMARINA I ORIGANA NAKON IN VITRO
PROBAVE

Nakon sto su odredeni optimalni uvjeti za pripremu emulzija (brzina mijesanja: 25000 rpm,
udio uljne faze 16,17 %, koncentracija emulgatora 0,52 % za emulgirani ekstrakt ruzmarina,
odn. brzina mijeSanja: 25000 rpm, udio uljne faze 16,25 %, koncentracija emulgatora 0,52 %
za emulgirani ekstrakt origana), pod tim uvjetima pripremljene su emulzije ulja u vodenim
ekstraktima ruzmarina i origana s dodatkom komercijalnog proteina graska. Tako pripremljene
emulzije, zajedno sa biljnim ekstraktima ruzmarina i origana koristene su za provodenje in vitro
probave. Nakon in vitro simulacije probavnog sustava, uzorcima su odredena fizikalna (TDS,
vodljivost) i kemijska svojstva (ukupni polifenoli i antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH i
FRAP metodama) te su rezultati prikazani u tablici 6, odn. na slikama 11-16. Nulte
koncentracije su rezultati dobiveni fizikalno-kemijskom analizom uzoraka (vodenih ekstrakata

ili emulzija) prije pocetka in vitro simulacije probavnog sustava.
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Tablica 6. Fizikalna svojstva biljnih ekstrakata i emulzija ulje u vodenim biljnim ekstraktima
s dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora prije i tijekom in vitro simulacije

probavnog sustava

RUZMARIN ORIGANO
TDS VODLJIVOST TDS VODLJIVOST
(gL (mScm?) (gL (mS cm?)
BILINI EKSTRAKT 0,09+0,00 0,18+0,00 0,31+0,01 0,63+0,00
BILINI EKSTRAKT: 2,46+0,02 4,93+0,03 2,42+0,06 4,90+0,08
USTA
BILINI EKSTRAKT: | 1,254+0,004 2,50+0,01 1,35+0,02 2,61+0,15
ZELUDAC
BILINI EKSTRAKT: 4,28+0,04 8,39+0,21 4,88+0,05 9,80+0,06
DUODENUM
EMULZIJA 0,02 £0,00 0,04+0,00 0,004 +0,00 0,01+0,00
EMULZIJA: 1,18+0,03 2,39+0,02 2,36+0,15 4,92+0,08
USTA
EMULZUA: 1,61+0,04 3,24+0,06 1,23+0,01 2,46+0,01
ZELUDAC
EMULZIJA: 4,69+0,08 9,48+0,06 4,93+0,00 9,85+0,04
DUODENUM

Elektricna vodljivost je mjera koliko lako elektri¢na struja moZze pro¢i kroz vodu, neku drugu
otopinu ili suspenziju 1 pod utjecajem je prisutnih elektrolita, pH i1 temperature (Jurinjak Tusek
i sur., 2020). Pocetne vrijednosti vodljivosti i TDS-a viSe su za biljne ekstrakte u odnosu na
emulgirane (Tablica 6). Nakon provedenog postupka in vitro simulacije probavnog sustava
dolazi do povecanja vrijednosti vodljivosti 1 ukupnih otopljenih tvari u odnosu na pocetne
vrijednosti (prije in vitro probave) $to je bilo i za o¢ekivati zbog dodatka probavnih enzima,
zuénih soli i1 klorovodi¢ne kiseline (tablica 6). Najveée vrijednosti vodljivosti i ukupnih
otopljenih tvari izmjerene su za duodenum za sve uzorke $o je u skladu s istrazivanjem koje je
provela Purdevi¢ (2020). Takoder, uoceno je kako su vrijednosti vodljivosti i ukupnih
otopljenih tvari neSto viSe za emulgirane biljne ekstrakte u odnosu na vodene ekstrakte
ruzmarina i origana, nakon zavr$ene in vitro probave. Najvecéu vrijednost vodljivosti pokazuje
emulzija ulja u vodenom esktraktu origana pripremljena pod optimalnim uvjetima nakon

zavr$ene probave u duodenumu (9,85+0,04 mS cmL).
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Vidljivo je kako postoji pozitivna korelacija izmedu vodljivosti i ukupnih otopljenih tvari
(tablica 6) sa vrijednostima ukupnih polifenola (slika 11) jer su najvise pocetne vrijednosti
vodljivosti i TDS-a te ukupnih polifenola (slika 11) izmjerene za vodeni ekstrakt origana sto je

u skladu s istrazivanjem DPurdevi¢ (2020).
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Slika 11. Graficki prikaz promjene udjela ukupnih fenola (UF) za vodeni ekstrakt ruzmarina
(R_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina s dodatkom
komercijalnog proteina graska kao emulgatora (R_emulzija) nakon provedene in vitro

simulacije probavnog sustava
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola (UF) za vodeni ekstrakt origana
(OR_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu origana s dodatkom komercijalnog
proteina graska kao emulgatora (R_emulzija), nakon provedene in vitro simulacije probavnog

sustava

Na slikama 11 i 12 vidljivo je kako su koncentracije ukupnih polifenola vise kod vodenih
ekstrakta ruzmarina i origana u odnosu na emulzije pripremljene pod optimalnim uvjetima.
Biljni ekstrakt origana pokazuje najvisu pocetnu (nultu) vrijednost UF (100,27 + 7,71 mgeae
Ostv.?) U odnosu na biljni ekstrakt ruZmarina (35,00 £ 0,19 mgcae gswv.t). Emulzija ulje u
vodenom ekstraktu origana ima viSu pocetnu (nultu) koncentraciju UF (40,95 + 5,19 mgcae
Ustv. 1) u odnosu na emulziju ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina (2,70 £0,00 mgcat Jsv. ) §to
je bilo i za ocekivati s obzirom da je koncentracija ukupnih polifenola u origanu bila visa i prije
pocetka in vitro simulacije probavnog sustava. Tako dobiveni rezultati razlikuju se od rezultata
koje su dobili Suk Kim i sur. (2012). Oni su analizirali vodene ekstrakte 13 najcesce koriStenih
biljaka za procesiranje hrane kako bi utvrdili koji ekstrakti sadrZze najvise koli¢ine ukupnih
fenola te najvecu antioksidacijsku aktivnost. Njihovi rezultati su pokazali kako Cisti ekstrakti
ruzmarina sadrze vece koli¢ine ukupnih fenola u odnosu na ¢isti ekstrakt origana.

Vrijednosti UF nakon zavrSenog prvog koraka in vitro probave (usta) znacajno su nize u
uzorcima biljnih ekstrakata (slika 11 i 12) kao i u emulgiranim ekstraktima origana (slika 12).
Od biljnih ekstrakata, najvec¢i pad koncentracije UF uocen je kod origana (9,04 £+ 1,22 mgcae
Ustv.}), u odnosu na ruzmarin (9,11 £ 6,33 mgoae Gsv.b). Sto se emulzija tice, najveéi pad
koncentracije UF u ustima dobiven je za emulziju ulja u vodenom ekstraktu origana (1,92 +
0,20 mgoat gsv. 1) (slika 12) u odnosu na emulziju ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina (1,62 +
1,37 mgcat gswv. ) (slika 11).

Vrijednosti UF nakon zavrSenog drugog koraka in vitro probave (Zeludac) pokazuju padajuéi
trend u uzorcima biljnih ekstrakata ruzmarina i origana (slike 11 i 12). Sto se emulzija tice,
padajuci trend je takoder prisutan; znacajan je za emulziju ulje u vodenom ekstraktu origana
(0,25 £ 0,04 mgcae swv.t) U odnosu na emulziju ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina (1,05 +
0,72 mgcae gswv.?) (slike 11 12).

Vrijednosti UF nakon zavrSenog tre¢eg koraka in vitro probave (duodenum) nesto su vise za
sve promatrane uzorke, u odnosu na vrijednosti UF u Zelucu (slike 11 i 12). Tarko i Duda-
Chodak (2020) u svom istrazivanju takoder navode povecanje udjela polifenola i

antioksidacijske aktivnosti nakon zavrSenog procesa probave u duodenumu $to objasnjavaju na
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nacin da promjene pH u Zelucu i duodenumu te aktivnost probavnih enzima u duodenumu
dovode do nastajanja spojeva s povecanom antioksidacijskom aktivnoscu.

Najvisa UF vrijednost izmjerena je za vodeni ekstrakt origana (6,01 + 0,55 mgcae s, 2) dok
je najmanja vrijednost izmjerena za emulziju ulje u vodenom ekstraktu origana (1,39 + 0,24
MQGAE Jstv.b).

Usporedujuci vrijednosti UF-a prije (pocetna odn. nulta koncentracija) te nakon zavrSene in
vitro probave (koncentracija UF u duodenumu) moguce je primijetiti da su najveéi stupanj
oc¢uvanja ukupnih polifenola, od emulgiranih uzoraka, imali uzorci emulgirani s vodenim
ekstraktom ruzmarina (slika 11). Sto se biljnih ekstrakata ti¢e, najve¢i stupanj oéuvanja UF

pokazali su biljni ekstrakti origana (slika 12).
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Slika 13. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za
vodeni ekstrakt ruzmarina (R_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu

ruzmarina s dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora (R_emulzija), nakon

provedene in vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 14. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnost odredene DPPH metodom za
vodeni ekstrakt origana (OR_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu origana s
dodatkom komercijalnog protein graska kao emulgatora (OR_origano) nakon provedene in

vitro simulacije probavnog sustava

Rezultati dobiveni odredivanjem antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom pokazuju kako
vodeni ekstrakti origana i ruzmarina imaju vise vrijednosti nego emulzije pripremljene pod
optimalnim uvjetima (slike 13 i 14). Takoder, rezultati pokazuju kako ekstrakt origana ima visu
vrijednost antioksidacijske aktivnosti (0,8208 + 0,06 mmoltroiox Gstv.Y) U 0dnosu na ekstrakt
ruzmarina ¢ija vrijednost iznosi 0,1921 £ 0,01 mmoltroiox Us.v. ™ §to je bilo i ogekivano s obzirom
na visi udio UF.

Vrijednosti dobivene DPPH metodom pokazuju razlicite trendove. Nakon provedenog prvog
koraka in vitro simulacije probavnog sustava (usta), dolazi do pada antioksidacijske aktivnosti
za sve uzorke (slike 13 i 14). Najvec¢i pad aktivnosti pokazuje ekstrakt origana (0,82 + 0,03
mmOolrolox gs.v. ) dok emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana pripremljena pod optimalnim
uvjetima nakon prvog koraka probave ima u potpunosti o¢uvanu antioksidacijsku aktivnost (u
odnosu na poéetnu odn. nultu koncentraciju) i ona iznosi 0,17 = 0,01 mmolTrolox Js.v. ™.

Nakon drugog koraka in vitro simulacije probavnog sustava (zeludac) vidljiv je trend rasta
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti za sve uzorke (slike 13 i 14) sto je rezultat utjecaja pH
vrijednosti te razlike u sposobnosti biljaka da reduciraju DPPH zbog razli¢itih udjela
bioaktivnih komponenti (Purdevi¢, 2020). Najve¢u DPPH vrijednost nakon simulacije probave
u Zelucu ima tekuéi ekstrakt origana (0,25 + 0,17 mmolTrolox gs_tv,'l).
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Nakon posljednjeg (tre¢eg) koraka in vitro simulacije probavnog sustava (duodenum), prisutan
je padajuci trend vrijednosti antioksidacijske aktivnosti za sve uzorke s iznimkom emulzije ulja
u vodenom ekstraktu origana pripremljenoj pod optimalnim uvjetima (slika 14).

Opcenito gledajuci, vrijednosti antioksidacijske aktivnosti ekstrakta origana i emulzija ulja u
vodenom ekstraktu origana vise su u odnosu na ekstrakte ruzmarina i emulzija ulja u vodenom
ekstraktu ruzmarina te je vidljivo kako emulzije pripremljene pri optimalnim uvjetima imaju

bolje ocuvanje DPPH vrijednosti u odnosu na ¢iste ekstrakte ruzmarina i origana (slike 13 i 14).

0,7

o o
" )}

o
>

1
FRAP/MmMOl 5047120 8stv
o o
N w

o
il

- . B

BILINI EKSTRAKTI USTA ZELUDAC DUODENUM

B R_vodeni ekstrakt ~ ® R_emulzija

Slika 15. Grafi¢ki prikaz promjene antioksidacijse aktivnosti odredene FRAP metodom za
vodeni ekstrakt ruzmarina (R_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina
s dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora (R_emulzija), nakon provedene in

vitro simulacije probavnog sustava
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Slika 16. Graficki prikaz promjene antioksidacijske aktivnost odredene FRAP metodom za
vodeni ekstrakt origana (OR_vodeni ekstrakt) i emulzije ulje u vodenom ekstraktu origana s
dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora (OR_emulzija), nakon provedene in

vitro simulacije probavnog sustava

Rezultati dobiveni odredivanjem antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom ne podudaraju se
s vrijednostima antioksidacijske aktivnostidobiveni DPPH metodom §to je vjerojatno zbog
razli¢itih polifenolnih komponenti prisutnih u biljkama koje mogu utjecati na reduciranje
pojedinih radikala (Purdevi¢, 2020).

Prije pocetka in vitro simulacije probavnog sustava najveéu vrijednost antioksidacijske
aktivnosti ima vodeni ekstrakt ruzmarina (1,38 £ 0,02 mmMOlresos-7120 Gstv.>), dok najnizu
vrijednost ima emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina pripremljena pod optimalnim
uvjetima (0,21 £ 0,01 mmolresos-7m20 Gsav.>) (Slika 15). Kao i kod DPPH metode, dodatkom
emulgatora (komercijalni protein graSka) smanjuju se poc¢etne FRAP vrijednosti emulgiranih
ekstrakata u odnosu na vodene ekstrakte.

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti nakon prvog koraka in vitro simulacije probavnog
sustava (usta) kreéu se u rasponu od 0,09 £ 0,00 mmolresoa-71H20 Gs.1v.* za tekuéi ekstrakt origana
$to je najvisa vrijednost do 0,01 £ 0,00 mmolresos-7r20 Gstv.” za emulziju ulja u vodenom
ekstraktu ruzmarina koji pokazuje najnizu vrijednost. Takoder i nakon drugog koraka (zeludac),
najvecéu vrijednost ima vodeni ekstrakt origana (0,06 + 0,00 mmolreso4- 7120 Gstv. ), @ najnizu
emulzija ulje u vodenom ekstraktu ruzmarina (0,01 + 0,00 mmolresos-7120 Gsv. ). Nakon in
vitro simulacije probave u duodenumu, najvisu FRAP vrijednost (0,10 = 0,00 mmolreso4-7120 9

stv.l) pokazuje Cisti ekstrakt ruzmarina, dok emulzija ulje u vodenom ekstraktu origana
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pokazuje najnizu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (0,03 = 0,00mmOlEeso4-7120 Us.tv. ).
Usporedujuci pocetne vrijednosti te vrijednosti nakon in vitro probave, najvece ocuvanje
antioksidacijske aktivnosti mjerene FRAP metodom pokazuje emulzija ulja u vodenom

ekstraktu ruzmarima, dok najveci pad FRAP vrijednosti pokazuje vodeni ekstrakt ruzmarina.

47. POSTOTAK PREZIVLJAVANJA BIOAKTIVNIH SPOJEVA S
ANTIOKSIDACIJSKOM AKTIVNOSCU

Nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava odredena je i usporedena biodostupnost
ukupnih polifenola iz vodenih biljnih ekstrakata te emulzija ulje u vodenim biljnim ekstraktima
pripremljenim pri optimalnim uvjetima. Biodostupnost je odredena kao omjer ukupnih
polifenola (UF) te antioksidacijske aktivnosti (DPPH, FRAP) nakon zavrsetka in vitro probave

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

Tablica 7. Biodostupnost polifenolnih spojeva u biljnim ekstraktima i emulzijama ulje u

vodenim biljnim ekstraktima s dodatkom komercijalnog proteina graska kao emulgatora

RUZMARIN ORIGANO
UF biljni ekstrakt 5,09 % 5,99 %
emulgirani biljni ekstrakt | 67,78 % 3,39%
DPPH biljni ekstrakt 42,11 % 17,07 %
emulgirani biljni ekstrakt | 69,23 % 76,47 %
FRAP biljni ekstrakt 16,39 % 5,07 %
emulgirani biljni ekstrakt | 14,29 % 5,36 %

Biodostupnost UF najveca je za emulziju ulja u vodenom ekstraktu ruzmarina (67,78 %) dok
je najniza za emulziju ulja u vodenom ekstraktu origana (3,39 %) (tablica 7). Biodostupnost
vodenih ekstrakata ruzmarina i origana je slicna te iznosi 5,09 % za ekstrakt ruzmarina i 5,99
% za ekstrakt origana.

Gledajuci rezultate antioksidacijske aktivnosti odredivane DPPH metodom, vidljivo je kako su
vrijednosti emulgiranih biljnih ekstrakata vise u odnosu na biljne ekstrakte Sto znaci da je
emulgiranjem postignut zeljeni uc¢inak ocuvanja antioksidacijske aktivnosti. NajviSe ocuvanje
DPPH vrijednosti pokazuje emulzija ulja u vodenom ekstraktu origana (76,47 %) dok najnizu
pokazuje vodeni ekstrakt origana (17,07 %) (tablica 7).
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Usporedujuci rezultate antioksidacijske aktivnosti odredivane FRAP metodom, vidimo da su
vrijednosti slicne za biljne ekstrakte i emulgirane biljne ekstrakte. Najve¢i postotak
biodostupnosti pokazuje vodeni ekstrakt ruzmarina (16,39 %), dok najmanji pokazuje vodeni
ekstrakt origana (5,07 %).

Rezultati u tablici 7 pokazuju kako je razlika biodostupnosti UF prije i nakon in vitro probave
velika, ukazujué¢i na nisku biodostupnost polifenolnih spojeva $to se uvelike pripisuje
promjenama pH vrijednosti tijekom procesa probave (Jurinjak Tusek i sur., 2020). Takvi
rezultati u skladu su s istrazivanjem kojeg su proveli Jurinjak TuSek i sur. (2020) gdje je

dokazan pad vrijednosti UF nakon provedene in vitro simulacije probavnog sustava.
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. ZAKLJUCCI

Optimalni uvjeti za proces emulgiranja, dobiveni metodom odzivnih povrsina, iznose:
koncentracija emulgatora: 0,52 %, koncentracija uljne faze: 16,17 %, brzina mijeSanja:
25000 rpm za ruzmarin, odn. koncentracija emulgatora: 0,52 %, koncentracija uljne
faze: 16,25 %, brzina mijesanja 25000 rpm za origano.

Zeta potencijal svih pripremljenih emulzija manji je od -30 mV $to pokazuje kako su
sve pripremljene emulzije stabilne. Vrijednosti vodljivosti emulgiranih biljnih ekstrakta
viSe su kod onih emulzija koje sadrze vec¢i udio uljne faze.

. Najvisu vrijednost UF ima emulgirani ekstrakt origana (113,79 + 1,90 mgcae Gswv. )
pripremljen pod uvjetima: koncentracija ulja: 10 %, koncentracija emulgatora: 1 %,
brzina mijesanja: 25000 rpm.

Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti DPPH i FRAP metodama za emulgirane
biljne ekstrakte pokazuju kako najvisu antioksidacijsku aktivnost izmjerenu DPPH
metodom ima emulgirani ekstrakt origana (0,83 + 0,06 mmoltroiox Jstv.'1) Pripremljen
pri uvjetima: koncentracija ulja: 25 %, koncentracija proteina: 0,5 %, brzina mijesanja:
35000 rpm dok najvecu antioksidacijsku aktivnost izmjerenu FRAP metodom pokazuje
emulgirani ekstrakt origana (0,99 + 0,04 mmolresos7120 Gswv.t) pripremljen pri
uvjetima: koncentracija ulja: 15 %, koncentracija proteina: 1 %, brzina mijesanja: 15000
rpm.

. Pocetne vrijednosti UF te antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH i FRAP metodom
vise su kod biljnih ekstrakata u odnosu na emulgirane biljne ekstrakte.

. Tijekom in vitro probave dolazi do znacajnog smanjenja vrijednosti UF kao i
antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH i FRAP metodama u biljnim ekstraktima i
emulgiranim biljnim ekstraktima u odnosu na pocetne (nulte) vrijednosti.

Emulzije pripremljene pri optimalnim uvjetima imaju bolje o¢uvanje antioksidacijske
aktivnosti izmjerene DPPH metodom (76,47 % za emulgirani biljni ekstrakt origana) od
vodenih ekstrakata origana i ruzmarina (vodeni ekstrakt ruzmarina 42,11 % odn. origana
17,07 %).

Emulgiranjem biljnih ekstrakata pod optimalnim uvjetima, samo je za emulgirani biljni
ekstrakt ruzmarina postignuto vece prezivljavanje UF (67,78 %) u odnosu na vodene

ekstrakte ruzmarina i origana (5,09 % ruzmarin, 5,99 % origano).
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