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1. UVOD

Pocetak 21. stoljeca razvijenim je zemljama svijeta donio brojne pozitivne promjene u
svakodnevnom odvijanju zivota, ali i povecanje prevalencije oboljelih od kroniénih bolesti.
Zapadnjacki stil prehrane, zapostavljanje tjelesne aktivnosti i manjak sna, ¢imbenici su koji su
bitno utjecali na psihicko i fizicko zdravlje veéine ljudi. Dijabetes, rak te bolesti krvozilnog ili
ziv€anog sustava sve vise pogadaju i mladu populaciju. Od navedenih kroni¢nih oboljenja,
najveéu stopu smrtnosti imaju kardiovaskularne bolesti. DugogodiSnji statisticki podaci
pokazuju da, od podrucja koji zive zapadnja¢kim nac¢inom Zzivota, najmanju prevalenciju ovih
bolesti ima mediteransko podneblje (Mihailovic-Stanojevic i sur., 2013). Stoga ne ¢udi
Cinjenica da je mediteranska dijeta i dalje medu najpopularnijima na svijetu. Svoju
ucinkovitost u prevenciji kroni¢nih bolesti zahvaljuje svakodnevnoj primjeni voca, povr¢éa i
ljekovitog bilja koji obiluju polifenolima i drugim antioksidansima.

Predmet istrazivanja ovog rada je ljekovito bilje s podru¢ja Mediterana i to: mati¢njak,
paprena metvica, majéina dusica, kadulja i lavanda. Navedene biljne vrste pripadaju porodici
Lamiaceae. Kao dio prehrane, u organizam se naje$¢e unose u obliku ¢aja. Vecina je
njihovih blagotvornih u¢inaka na ljudsko zdravlje posljedica djelovanja polifenola. Buducéi da
su polifenoli spojevi niske bioraspolozivosti, posljednjih se godina ispituje moguénost
njihovog unosa u organizam u drugacijem obliku. Stoga je, u okviru ovog eksperimenta, dio
ekstrakata Cajeva svih navedenih biljnih vrsta mikroinkapsuliran.

Kako bi se utvrdila, a kasnije i usporedila bioraspolozivost polifenola iz tekuéih i
mikroinkapsuliranih ekstrakata, bilo je potrebno simulirati probavu. U tu svrhu je koristena in
vitro metoda, postupak kojim se uzorci izlazu simuliranim uvjetima probavnog sustava te
izuzimaju i analiziraju nakon prolaska kroz svaki odjeljak (Minekus i sur., 2014). Rezultati su
dobiveni mjerenjem antioksidacijske aktivnosti pocetnih i izuzetih ekstrakata te su kasnije
usporedeni. Glavni cilj ovog rada je utvrditi oblik u kojem je ucinkovitije konzumirati
ekstrakte navedenih biljnih vrsta te tako mo¢i dati preporuku svima koji Zele implementirati

principe mediteranske prehrane u svrhu ouvanja zdravlja.



2. TEORIJSKI DIO

2. 1. Lamiaceae (USNATICE)

U ovom je radu kao uzorak koriSteno pet vrsta ljekovitog bilja Siroko rasprostranjenog na
mediteranskom podru¢ju: mati¢njak (Melissa officinalis), paprena metvica ili menta (Mentha
X piperita), maj¢ina dusica (Thymus serpyllum), kadulja (Salvia officinalis) i lavanda
(Lavandula angustifolia). Sve navedene biljne vrste pripadaju porodici Lamiaceae te se ¢esto
primjenjuju u medicini, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Aprotosoaie i sur., 2013).
Lamiaceae (Usnatice) je naziv porodice aromati¢nih zeljastih ili grmolikih biljaka. Stabljika
im je Cetvrtasta, a cvjetna stapka se racva na dvoje pa cvjetovi rastu poput kroSnje
(Canéarevié i sur., 2013). U svojim Zlijezdama sintetiziraju eteri¢na ulja, §to je uzrok njihove
izrazite aromati¢nosti. Imaju antibiotsko, antioksidativno i spazmoliticko djelovanje, a koriste
se 1 kao sredstva za ublazavanje nadutosti i poticanje probave (Aprotosoaie i sur., 2013). U
nastavku su ukratko opisane njihove osnovne karakteristike, primjena, pozitivni ucinci na

zdravlje ¢ovjeka, ali i moguce nuspojave uslijed pretjerane uporabe.

2.1.1. Mati¢njak

Mati¢njak (Melissa officinalis) je visegodi$nja biljka karakteristicnog mirisa koji podsjeca na
limun. Uzgaja se na podru¢ju Mediterana, srednje Europe i Azije (Brezovec i sur., 2006). U
narodu se primjenjuje joS od anti¢kih vremena, kada su je Grei 1 Rimljani koristili u terapiji
poremecaja zivéanog sustava i raspolozenja (Ondrejovic i sur., 2012). Kasnije se ispitivanjima
potvrdilo da biljka ima anksioliti¢ko djelovanje, pa je i danas od koristi osobama koje boluju
od anksioznosti i nesanice. Preporucuje se i pacijentima sa zelu¢anim tegobama, bolovima u
donjem dijelu trbuha, visokim tlakom, kroni¢nim bronhitisom, glavoboljom i1 zuboboljom.
Bogat polifenolima, mati¢njak djeluje kao snazan antioksidans pa usporava oksidativnu
degradaciju lipida (Ondrejovic¢ i sur., 2012). Od flavonoida su najvise zastupljeni kvercitrin i
ramnocitrin te glikozidi luteolina, apigenina i kemferola, a od fenolnih kiselina ruzmarinska
(Brezovec i sur., 2006). Buduci da se pripravci mati¢njaka upotrebljavaju ve¢ tisu¢ama godina
(eteri¢na ulja, cajevi, tinkture, karmeli¢anska vodica...), a nisu prijavljene znacajnije

nuspojave, moze se rec¢i da je svima siguran za koristenje (Kennedy i sur., 2002).



2.1.2. Paprena metvica (menta)

Paprena metvica (Mentha x piperita) je zeljasta viSegodiSnja aromati¢na biljka. Hibrid je
vodene i klasaste metvice koji je s europskog i prostora Bliskog istoka prenesen u ostale
dijelove svijeta gdje se uspjesno uzgaja. Glavni sastojak njenog etericnog ulja je mentol, Spoj
kojem biljka duguje svoju intenzivnu aromu i spazmoliti¢ko djelovanje (Balakrishnan, 2015).
Caj od mente djeluje smirujuée na nadraZeno grlo, pomaze kod prehlade, ublazava nadutost i
simptome iritabilnog crijeva (Kapp i sur., 2013). Polifenoli prisutni u biljci (eriocitrin,
luteolin-7-O-rutinozid, ruzmarinska kiselina) su, uz jak antioksidativni u¢inak, pokazali i
sur., 2009). Osim antibiotskog, mentini pripravci imaju i virucidno djelovanje pa uspje$no
suzbijaju simptome herpesa i gripe. Pretjeranom inhalacijom eteri¢nog ulja ili koncentrirane
vodene infuzije mente mogu se javiti akutni simptomi poput mucnine, ataksije i poremecaja
sréanog ritma (Balakrishnan, 2015). Ukoliko se upotrebljavaju u preporu¢enim koli¢inama,

¢aj 1 eteri¢no ulje ne izazivaju nuspojave.

2.1.3. Majcina duSica

Majéina dusSica (Thymus serpyllum) je biljka malog rasta i grmolika oblika, najvise
rasprostranjena na Mediteranu, ali karakteristi¢na i za dijelove sjeverne Azije i juzne Afrike.
Ova aromaticna biljka ima diuretsko, analgetsko 1 antisepticko djelovanje, a sluzi 1 kao
sredstvo protiv nadimanja. Cesto se dodaje u vodice za usta te se koristi za ublazavanje kaslja
i prehlade. Snazan je antioksidans i antikancerogen: djeluje citotoksi¢no na stanice raka
debelog crijeva, zeluca i plu¢a (Nikoli¢ i sur., 2014). Ve¢ dugo se koristi i u kulinarstvu.
Njezini pripravci imaju antioksidacijsko djelovanje zahvaljuju¢i ruzmarinskoj i1 kofeinskoj
kiselini, kvercetinu, eriocitrinu, luteolinu i drugim polifenolnim spojevima (Nikoli¢ i sur.,
2014). Inhibirajuéi stvaranje konjugiranih diena, ruzmarinska kiselina sprjecava oksidaciju
LDL-a u ljudskom organizmu. IstraZivanje iz 2013. godine pokazalo je da ¢aj od majcine
dusice ima antihipertenzivni uc¢inak pa tako i potencijalnu ulogu u tretmanu osoba s
povisenim krvnim tlakom (Mihailovic-Stanojevic i sur., 2013). Pripravci od maj¢ine dusice
su, u preporuc¢enim koli¢inama, sigurni za upotrebu. Mogu ih konzumirati i djeca, trudnice i
dojilje. Medutim, zbog antikoagulirajuéeg djelovanja biljke, osobe koje imaju dogovoren
operativni zahvat ove bi pripravke trebale izbjegavati najmanje dva tjedna prije operacije
(WebMD, 2018).



2.1.4. Kadulja

Kadulja (Salvia officinalis) je visegodiSnja gromolika biljka okrugla oblika karakteristi¢na za
mediteransko i podruc¢je Bliskog istoka (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2017). U narodnoj
medicini se dugo koristi kao sredstvo za pomo¢ kod vrtoglavice, tremora, napadaja, reume,
gihta, ali i ulkusa i dijareje. Pripisuje joj se antimikrobni, antioksidativni, analgeticki,
hipoglikemicki i hipolipemicki u¢inak. Rezultati nekoliko razli¢itih istrazivanja pokazali su da
ekstrakt kadulje moze inhibirati rast stanica raka grla, koze, dojke, debelog crijeva, grlica
maternice i gusterace (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2017).

Najvecu antioksidativnu mo¢ u kadulji imaju karnosol, karnosolna i ruzmarinska Kiselina.
Kada govorimo o uklanjanju slobodnih radikala, u¢inkovitost karnosola se moze usporediti s
djelovanjem a-tokoferola. Novija su istrazivanja pokazala da bi ekstrakt kadulje mogao sniziti
razinu glukoze u krvi kod zdravih i osoba oboljelih od dijabetesa inhibiraju¢i glukoneogenezu
u hepatocitima i smanjuju¢i inzulinsku rezistenciju (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2017).
Potencijalno toksic¢ni spojevi u €aju od kadulje su terpeni, kamfor i tujon. Kod dugotrajne
konzumacije mogu izazvati tahikardiju, vrtoglavicu, povracanje, ¢ak i alergijsku reakciju.
Navedeni spojevi mogu biti opasni za nerazvijeni organizam pa se kadulja ne preporucuje

trudnicama i dojiljama (Ghorbani i Esmaeilizadeh, 2017).

2.1.5. Lavanda

Lavanda (Lavandula angustifolia) je zimzeleni polugrm visine do 60 centimetara. Uzgaja se
na podru¢ju Mediterana, sjeverne Afrike te diljem Azije. Caj i eteri¢no ulje lavande se od
davnina koriste za iskasljavanje i opustanje glatkih misi¢a (Blazekovi¢ i sur., 2010). Imaju
antifungalna i antibakterijska svojstva pa ucinkovito ublazavaju simptome respiratornih,
urinarnih i gastrointestinalnih infekcija (Prusinowska i Smigielski, 2014). Najuspjesnije
inhibiraju rast vrsta Shigella flexneri, Staphylococcus aureus i Escherichia coli (Jianu i sur.,
2013). U lavandi su od polifenola najzastupljenije fenolne kiseline, od kojih ruzmarinska
najvise doprinosi njezinoj antioksidativnoj mo¢i. 2010. godine objavljeni su rezultati
eksperimenta u kojem se usporedivao ucCinak vrste lavande koja se najceS¢e koristi u
fitoterapiji (Lavandula angustifolia) i hrvatske autohtone sorte "Budrovke" (Lavanadula x
intermedia). Utvrdeno je da "Budrovka" ima neznatno nizi antioksidacijski potencijal od

najpopularnije vrste lavande, upravo zbog nesto nizeg udjela polifenola u sastavu (Blazekovié¢
i sur., 2010).



Sve vrste lavande se primarno proizvode za upotrebu u kozmetickoj industriji i aromaterapiji
u obliku eteri¢nog ulja, a onda i u obliku infuzije za inhalaciju ili konzumaciju caja.
Potencijalno toksi¢ni spojevi u lavandi su D-limonen, geraniol, linalol i linalil acetat. Akutno
trovanje se ocituje pojavom hipersalivacije, ataksije, misi¢nih tremora i hipotermije. Moze se
javiti primjenom eteri¢nih ulja oralno ili apikalno u obilnim koli¢inama, dok je kod
konzumacije caja vjerojatnost nastanka trovanja daleko manja zbog nize koncentracije
navedenih spojeva. Uporaba eteri¢nog ulja lavande trudnicama se ne preporucuje (Chu i

Kemper, 2001).

2.2. VAZNOST ANTIOKSIDANSA

Snazan okida¢ nastanka patoloskih stanja kod ¢ovjeka je oksidativni stres. Moze uzrokovati
mutacije, oksidativne lezije 1 oSteCenja tkiva. NajceS¢e je posljedica djelovanja slobodnih
Kisikovih i dusikovih reaktivnih vrsta (Sevindik i sur., 2017).

lako su, kada govorimo o izvoru slobodnih radikala, dobro poznati vanjski utjecaji
(ionizirajucée zraCenje, UV zraCenje, dim cigareta, zagadeni zrak), ne treba zanemariti ni one
koji se spontano formiraju u organizmu. Potonji nerijetko nastaju kao nusprodukt oksidacijske
fosforilacije te brojnih enzimskih i autooksidacijskih reakcija (Sevindik i sur., 2017). Lipidne
membrane su najsklonije oksidativnim oStec¢enjima. Kako bi se sprije¢ila oksidacija lipida,
prehrambenim se proizvodima ¢esto dodaju sintetski antioksidansi. Naj¢es¢e primjenjivani su
butil-hidroksianisol (BHA, E320) i butil-hidroksitoluen (BHT, E321). Buduéi da postoje
sumnje o njihovoj potencijalnoj toksi¢nosti, znanstvenici sve vise iStraZzuju prirodne
antioksidanse (Sevindik i sur., 2017).

2.3. POLIFENOLI

2.3.1. Opcenito o polifenolima

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u ljekovitom bilju, kavi, ¢aju, a ponajvise u
vocu (citrusi, jabuka, bobicasto voce) 1 povréu (brokula, luk, tikvica) (Tarko i sur., 2009).
Obuhvacaju vise od 6000 razli¢itih spojeva. Sastoje se od jednog ili viSe aromatskih prstenova
na koje je vezana najmanje jedna hidroksilna grupa. U prirodi su najzastupljeniji flavonoidi i
fenolne kiseline. Flavonoidi dolaze u obliku aglikona, glikozida i metiliranih derivata. Mogu
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se podijeliti u nekoliko skupina: flavoni, flavanoni, flavan-3-oli, flavonoli, izoflavoni i
antocijanidini. Kod fenolnih kiselina razlikujemo hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline (Aprotosoaie i sur., 2013).

Kao i druge sekundarne metabolite, biljke polifenole lu¢e u razli¢itim koncentracijama,
ovisno o okoli$nim uvjetima kojima su izlozeni. Tako su, na primjer, biljke koje rastu uz cestu
izlozenije ve¢em stresu u odnosu na biljke koje rastu u poljima (Sevindik i sur., 2017). Glavni
¢imbenici koji im utjeCu na stabilnost su pH, temperatura, svjetlost, njihova struktura i
koncentracija, kao i prisutnost Secera, vlakana, proteina i sumporova dioksida (SO2) (Hee
Jung i sur., 2013).

Udio polifenola u biljci ovisi i 0 vremenu berbe te na¢inu procesiranja, a u¢inak na zdravlje
covjeka o njihovoj bioaktivnosti i bioraspolozivosti (Aprotosoaie i sur., 2013). Polifenoli su
spojevi niske bioraspoloZivosti; od ukupne koli¢ine unesene prehranom, u probavnom se
traktu apsorbira samo od 1 do 5 %. Slaba je apsorpcija vjerojatno posljedica njihove slabe
topljivosti u vodi i slabe stabilnosti u gastrointestinalnom traktu. Ipak, navedeno ne umanjuje

njihovu vaznost U prevenciji kroni¢nih bolesti (Chang, 2019).

2.3.2. Probava i metabolizam

2.3.2.1. Usna supljina

Veéina je flavonoida u biljkama glikozilirana (vezana na Secere) te ih takve unosimo u
organizam. Dio glikozida se hidrolizira ve¢ u usnoj Supljini djelovanjem enzima B-
glukozidaze pa flavonoidi sada u slobodnom obliku nastavljaju put kroz gastrointestinalni
sustav (Walle i sur., 2005; Spencer, 2003). Flavan-3-oli se, za razliku od ostalih vrsta
flavonoida, u biljkama nalaze u neglikoziliranom obliku pa ne podlijezu reakciji koju
katalizira navedeni enzim, ve¢ se mogu odmah apsorbirati pasivnom difuzijom. Primjer su
epigalokatehin i epigalokatehin galat, fenolni spojevi visoko zastupljeni u zelenom c¢aju.
Potonji se, zajedno uz kvercetin i genistein (aglikoni nastali hidrolizom flavonoidnih
glikozida), pokazao ucinkovitim inhibitorom umnozavanja stanica raka usne Supljine
(Morovi¢, 2018). Ovaj je utjecaj uocen provodenjem in vitro studija te predstavlja prvo

pozitivno djelovanje metabolizma polifenola na zdravlje Covjeka.



2.3.2.2. Zeludac

Usporedivanjem dosadasnjih in vitro i in vivo studija kojima je predmet istrazivanja bio
metabolizam polifenola, doslo je do opreénih zakljucaka o utjecaju niskog pH Zeluca na
strukturu ovih spojeva. Naime, prema eksperimentima provedenim in vivo, ne dolazi do
cijepanja flavonoidnih oligomera i polimera, dok se u in vitro studijama zakljucilo suprotno
(Morovi¢, 2018). Stoga se utjecaj zeluCanog medija na polifenole zasad ne moze precizno

odrediti.

2.3.2.3. Tanko crijevo

Apsorpcija bilo kojeg spoja uvjetovana je njegovom veli¢inom, topljivos¢u u vodi i lipidima,
vremenom zadrZavanja u Zelucu i crijevima, pH vrijedno$¢u lumena te permeabilnoscéu
enterocita (Spencer, 2003). Dospijevanjem u tanko crijevo, preostali glikozidi se hidroliziraju
te su sada flavonoidi dostupni za apsorpciju (Morovié¢, 2018). In vitro studije su zabiljezile
odvijanje metabolizma polifenola i u enterocitima, prije nego preko bazolateralne membrane
prodru u krv (Spencer, 2003). Dalje se u jetri odvijaju reakcije biotransformacije (oksidacije,
redukcije i hidroksilacije) pomoc¢u enzimskog sustava citokrom P450 (Morovié, 2018).
Vecina fenolnih kiselina se razgraduje i apsorbira u obliku aglikona ve¢ u gornjem dijelu
gastrointestinalnog sustava, pa ne podlijeze opisanom crijevnom metabolizmu (Thuengtung i
Ogawa, 2019).

2.3.2.4. Debelo crijevo

Zbog slabe apsorpcije, veéina flavonoida unesenih prehranom dolazi do debelog crijeva gdje
je podlozna djelovanju crijevnih bakterija. Bakterijski enzimi kataliziraju dekarboksilaciju,
dehidroksilaciju te cijepanje aromatskog prstena, pretvarajuci tako flavonoide u jednostavnije
molekule. Navedeno je potvrdeno studijom gdje se ekstrahiralo samo 3.1 % ingestiranog
katehina iz fecesa Stakora (Spencer, 2003). Iako crijevne bakterije ovako smanjuju koli¢inu
vrijednih antioksidansa dostupnih za apsorpciju, moguce je da razgradni produkti flavonoida
u kolonu imaju prebioticko djelovanje i tako pozitivno utje¢u na zdravlje crijevne mikroflore

(Spencer, 2003). Ipak, za potvrdu ovog ucinka su potrebna daljnja istraZivanja.



2.3.3. Antimikrobna i antioksidativna aktivnost

Buduc¢i da se uslijed ¢este primjene antibiotika kod brojnih pojedinaca stvara rezistencija, sve
se viSe istrazuju prirodni spojevi koji mogu inhibirati negativno djelovanje patogena.
Antibakterijsku aktivnost flavonoidi zahvaljuju svojim hidroksilnim skupinama. Naime, preko
njih ostvaruju nekovalentne veze s molekulama vode unutar bakterijskih stanica te tako
inhibiraju odvijanje njihovog metabolizma. Osim toga, imaju sposobnost djelovanja na
strukturu proteina: koaguliraju i tako inaktiviraju enzime koje su bakterijama nuzni za rast.
Ispitivanjima je utvrdeno da je inhibitorno djelovanje biljnih ekstrakata izrazenije kod gram-
pozitivnih, nego kod gram-negativnih bakterija (Cangarevié i sur., 2013).

Zahvaljujué¢i kemijskoj strukturi, polifenoli imaju sposobnost doniranja elektrona ili atoma
vodika nestabilnim molekulama s nesparenim elektronom. Tako svoju antioksidativnu
aktivnost ispoljavaju uklanjanjem slobodnih radikala, keliranjem prijelaznih metala te

djelovanjem na signalne stani¢ne putove i ekspresiju gena (Hee Jung i sur., 2013).

2.3.4. Interakcije s drugim komponentama hrane

Tijekom probave, ali i tijekom same proizvodnje i procesiranja hrane, polifenoli ostvaruju
nekovalentne (reverzibilne) i kovalentne (uglavnom ireverzibilne) veze s proteinima.
Nastanak interakcije ovisi o pH i temperaturi medija, broju hidroksilnih grupa, tipu bo¢nog
lanca i molekulskoj masi polifenola, ali i o vrsti proteina (Ozdal i sur., 2019). Interakcija s
polifenolima proteinima moze smanjiti topljivost, a time i njihovu probavljivost i
funkcionalnost. Isto tako, proteini mogu smanjiti antioksidacijski potencijal polifenola, $to je
eksperimentalno dokazano na primjeru interakcije polifenola iz crnog ¢aja s B—kazeinom iz
mlijeka (Ozdal i sur., 2019). Imaju¢i na umu ovu, ali i druge nezeljene interakcije medu
komponentama hrane, prehrambeni tehnolozi razvijaju tehnike kojima se interakcija moze

izbjeci, ili barem vremenski skratiti (Ogawa i sur., 2018).



2.4. In vitro METODE PROCJENE BIORASPOLOZIVOSTI SASTOJAKA HRANE

Najto¢niju procjenu bioraspolozivosti odredene komponente hrane daju ispitivanja na
zivotinjama i ljudima, takozvane in vivo studije (Ogawa i sur., 2018). Ove su studije
dugotrajne, zahtijevaju velika financijska ulaganja i eticki su upitne pa se sve viSe pribjegava
primjeni simuliranog probavnog sustava u laboratoriju, brzim i jednostavnim in vitro
metodama. Moguénost paralelnog testiranja vise razliCitih uzoraka razlog je sve ucestalije
primjene ove metode u znanstvenim istrazivanjima diljem svijeta (Hur i sur., 2011). Razvijen
je staticki 1 dinamicki model simuliranog probavnog sustava, pri ¢emu potonji, zbog
ukljuc¢ivanja motiliteta sustava u provodenje eksperimenta, ima veéu preciznost. Kod
statickog je, pak, nemoguée osigurati postepenu oscilaciju pH vrijednosti i koncentracije
enzima kroz gastrointestinalni sustav, kao ni uklanjanje produkata probave (Minekus i sur.,
2014).

Zbog fizioloske kompleksnosti probavnog sustava, rezultati dobiveni ovim metodama nikada
neée biti precizni kao oni dobiveni provodenjem in vivo studija, ali se na podrucju
biotehnologije stalno radi na njihovom poboljSanju. Tako se enzimi (amilaze, proteaze i
lipaze) odabiru prema kemijskim svojstvima ispitivane komponente, a vrijeme inkubacije
odreduje prema veli¢ini Cestica (Hur i sur., 2011). Jedan od znanstvenih ciljeva u sklopu
unaprjedivanja in vitro metode je otkrivanje odgovaraju¢ih koncentracija probavnih enzima
primjenjivih za ekstrapolaciju rezultata na razli¢ite dobne skupine (na primjer, dojencad i

starije osobe) (Minekus i sur., 2014).

2.5. MIKROINKAPSULACIJA KAO METODA ZASTITE FUNKCIONALNIH
SVOJISTAVA BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Mikroinkapsulacija podrazumijeva pakiranje aktivnog sastojka unutar kapsule promjera od
jednog mikrometra do nekoliko milimetara. Kapsula stiti sastojak od utjecaja okolisa (pH,
probavni enzimi) do trenutka pogodnog za njegovo otpustanje putem difuzije, otapanja ili
puknuéa kapsule (Bansode i sur., 2010). Sam postupak mikroinkapsulacije primjenjuje
razli¢ite tehnoloske procese: susenje rasprsivanjem, ekstruziju, koacervaciju, kokristalizaciju,
stvaranje mikrokapsula kompleksom citodekstrina, mikroinkapsuliranje fluidiziranih Cestica,

ekspanziju superkriti¢nih tekucina te kapanje (Stazi¢, 2019).



Mikroinkapsulacija se provodi zbog:

e maskiranja okusa lijekova (potice prestanak pruzanja otpora kod brojnih pacijenata)

e stabiliziranja sastojaka osjetljivih na kisik, svjetlost ili vlagu

e sprjecavanja isparavanja aktivnog sastojka

e sprjecavanja nepozeljnih interakcija medu razli¢itim sastojcima

e smanjivanja toksi¢nosti 1 iritacije probavnog sustava uzrokovanog sastavom
primijenjenog lijeka ili hrane

e poticanja odgodenog ili produzenog djelovanja aktivnog sastojaka

e izmjene mjesta apsorpcije sastojka (Bansode i sur., 2010).

Materijal koji obavija aktivnu tvar mora biti nepropustan, nehigroskopan, fleksibilan i ¢vrst te
kemijski inertan prema aktivnom sastojku. Najvise se koristi zelatina, guma arabika, Skrob,
metilceluloza, hidroksimetilceluloza, karboksimetilceluloza, polietilen, poliamid, parafin,
stearinska Kiselina i gliceril stearat (Bansode i sur., 2010). Osim navedenih materijala,
primjenu u mikroinkapsulaciji je nasao i alginat, primarno zbog svoje razgradivosti,
netoksic¢nosti i povoljne cijene. Alginat je negativno nabijen biopolimer prirodno prisutan u
algama i bakterijama. Sastoji se od a-L-glukuronske i 3-D-manuronske kiseline medusobno
povezanih a-1,4-glikozidnim vezama (Thach i Thuy, 2019). U prisustvu dvovalentnih kationa,
poput Ca?*, alginat iskazuje svoju sposobnost geliranja pa se, zajedno s kalcijem, esto koristi

u mikroinkapsuliranju razlicitih vrsta ekstrakata (slika 1).

'\

G

(r-
‘ glukuronat .
‘ y
.

manuronat

J

ALGINAT

umetanje kalcijevih iona
u strukturu alginata

Slika 1. Prikaz geliranja alginata u prisustvu kalcijevih iona (Miere i sur., 2019).
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Aktivni sastojak mozZe biti kruta tvar, tekuéina ili plin. Cesto su to esencijalna ulja, polifenoli
(slika 2) ili drugi biljni spojevi, enzimi i bakterije mlijecne kiseline (probiotici i starter
kulture). Odvajanje mikroorganizama zastitnim slojem kapsule eliminira problem niske stope
prezivljavanja bakterijskih kultura 1 tako poboljSava zdravlje crijevne mikroflore. Provodenje
daljnjih znanstvenih istrazivanja na ovom podru¢ju trebalo bi omogudéiti razvoj nove
funkcionalne hrane (Nazzaro i sur., 2012). Posljednjih su se godina u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji pocele inkapsulirati i nanocestice. Posebno su zanimljive zbog
mogucnosti apsorpcije iz tankog crijeva u krv bez prodiranja u enterocite, prolaskom izmedu
njih. Ipak, njihovu stabilnost narusavaju niski pH Zeluca i probavni enzimi pa ih je, za

optimiziranje djelovanja, potrebno detaljnije ispitati (Chang, 2019).

polifenoli

vanjski

wrlpl

Slika 2. Prikaz mikrokapsule u kojoj su aktivne tvari polifenoli (Nazzaro i sur., 2011).

unutradnjost
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

U ovom su radu teku¢i biljni ekstrakti pripremljeni koristenjem pet razli¢itih vrsta osusenih

biljaka:

mati¢njaka (Melissa officinalis), mente (Mentha x piperita), maj¢ine dusice (Thymus

serpyllum), kadulje (Salvia officinalis) i lavande (Lavandula angustifolia) dobavljaca Suban

d.o.o. (Strmec Samoborski, Hrvatska), berba 2018. godine.

3.1.1 Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Analiti¢ka vaga (Sartorius TE214S, Gottingen, Njemacka)

Uljna kupelj (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen, Njemacka)
Magnetna mijesalica (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija)
Eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal)

Centrifuga (Hettich, Kirchlengern, Njemacka)

Konduktometar (Seven Compact, Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)
Laboratorijski susionik (Inkolab ST605, Zagreb, Hrvatska)

UV-VIS spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska)
Vorteks (Biosan V-1 plus, Riga, Latvija)

pH-metar (Seven Compact, Mettler Toledo, Griefensee, Svicarska)

Mikroskop i kamera (Motic B series, Motic Europe, Barcelona, Spanjolska)

Staklene epruvete

Stalak za epruvete

Staklene pipete volumena 51 10 mL
Mikropipete volumena 100 puL, 500 uL i 1 mL
Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje
Falcon kivete

Odmjerne tikvice volumena 250 mL

Case
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Menzure

Stakleni lijevak

Stakleni Stapi¢

Filter papir

Mikrofilteri promjera pora 20 um (LLG Labware, Meckheim, Njemacka)
Tarionik s tuckom

Aluminijske posudice za susenje
Kaliper

Sprice s iglom

Cjedilo

Spatule

Stoperica

3.1.2. Reagensi

Destilirana voda

Natrijev  alginat (CeHsNaOs) (Fisherscientific, Loughborough, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

Kalcijev klorid bezvodni (CaCl.) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev karbonat (Na2CO3z) (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

Metanol (CHsOH) (J.T. Naker, Hampton, New Hampshire, Sjedinjene Americke
Drzave)

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
Klorovodic¢na kiselina 37 % (HCI) (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska)

Natrijev acetat trihidrat (CH3COONa x 3H,0) (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska)
Octena kiselina 99,5 % (CH3COOH) (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja)
2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazin (TPTZ) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
Zeljezo(111)-klorid-heksahidrat (FeClsx6H20) (GRAM-MOL d.0.0., Zagreb, Hrvatska)
Zeljezo(IT)-sulfat-heptahidrat (FeSO4x7H20) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
Fosfatni pufer, 0,05 mol L

Natrijev klorid (NaCl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)
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a-amilaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

Pepsin (Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3)

Pankreatin (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)

Zucne soli (Sigma-Aldrich, Auckland, Novi Zeland)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox ili TE, C14H1804)
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Galna kiselina 98 % (CsH2(OH)3:COOH) (Across Organics, Geel, Belgija)
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3.2. METODE

Postupak opisan u ovome poglavlju primijenjen je na isti nacin na svim kori$tenim biljnim

uzorcima.

3.2.1. Proizvodnja tekuéih biljnih ekstrakta

U staklenu ¢asu volumena 2 litre odvaze se 12 g uzorka usitnjenog osuSenog bilja te se prelije
sa 600 mL destilirane vode zagrijane na temperaturu od 80 °C. Pripremljena ekstrakcijska
smjesa termostatira se na istoj temperaturi u uljnoj kupelji (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk,
Staufen, Njemacka) pri 250 okretaja u minuti (engl. revolutions per minute, rpm) tijekom pola
sata. Nakon isteka zadanog vremena ekstrakcije, uzorak se profiltrira kako bi se odvojio
vodeni ekstrakt od krute faze. Odvoji se 150 mL pripremljenog vodenog ekstrakta za
odredivanje pH vrijednosti, vodljivosti, ukupnih otopljenih tvari, suhe tvari, koncentracije
ukupnih fenola te antioksidacijskog kapaciteta DPPH i FRAP metodom (detaljnije pojasnjene

u nastavku). Ostatak tekuceg ekstrakta (450 mL) koristi se za mikroinkapsulaciju.

3.2.2. Postupak pripreme mikrokapsula

Pripremi se 3 % (w/w) otopina natrijeva alginata u destiliranoj vodi te se dobro homogenizira
na magnetnoj mijesalici (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija) pri 300 rpm.
Pripremi se 1 2 % (w/w) otopina kalcijeva klorida koja sluZi za prihvat mikrokapsula. Otopina
alginata stavlja se u Spricu s iglom. PaZljivim i ujednacenim stiskanjem Sprice, otopina
alginata se prenosi u otopinu kalcijeva klorida. Nakon §to je sav alginat istisnut iz Sprice u
otopinu, mikrokapsule se ostave da se stabiliziraju u kalcijevom kloridu 30 minuta. Zatim se

profiltriraju, osuSe na zraku pa spreme u eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal).

3.2.3. Adsorpcija ekstrakata na mikrokapsule

Nakon sto su se kuglice dobro posusile, izdvoji se 30 g kuglica, doda u 450 mL ekstrakta te se
ostavi da odstoji preko no¢i na magnetnoj mijesalici (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika
Britanija) pri 250 rpm. Nakon toga, kuglice se profiltriraju, dobro obrisu papirnatim ubrusom
i stave u eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal). Slijede analize fizikalnih i kemijskih

svojstava te in vitro probavljivosti.
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3.2.4. Analiza fizikalnih svojstava ekstrakata i mikrokapsula

3.2.4.1. Vodljivost i TDS

Vodljivost i ukupna koli¢ina otopljenih tvari (engl. Total Dissolved Solids, TDS) odreduju se
pomocu konduktometra (Seven Compact, Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska) uranjanjem

sonde u tekuci ekstrakt. Mjerenja se provode za tekuée i inkapsulirane ekstrakte.

3.2.4.2. Suha tvar

U suhu i ozna¢enu aluminijsku posudicu s poklopcem odvaze se po 3 grama uzorka. Posudice
S uzorkom se prenesu u susionik s automatskom regulacijom temperature (Inkolab ST605,
Zagreb, Hrvatska) gdje se drze otvorene 3 sata pri 105 °C. Kada je susenje zavrSeno, posudice
se zatvore u suSioniku, prenesu u eksikator (Normax, Marinha Grande, Portugal) te hlade na
sobnoj temperaturi. Vaganjem na analitickoj vagi (Sartorius TE214S, Géttingen, Njemacka)

zabiljezi se kona¢na masa za izra¢un udjela suhe tvari, odnosno vode.

Udio vode u uzorcima izracuna se iz gubitka mase prema formuli:

% vode = (a-b) * 100/ m [1]
% suhe tvari = 100 - % vode [2]
gdje je:

a — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)
b — masa posudice s uzorkom poslije suSenja (g)

m — masa uzorka (g)

3.2.4.3. Analiza velicine i izgleda mikrokapsula

Pomocu kalipera se mjeri promjer proizvedenih kuglica, prije i nakon adsorpcije tekuceg
ekstrakta. Odreduje se i njihova masa na analitickoj vagi (Sartorius TE214S, Gottingen,
Njemacka). Koristenjem mikroskopa i kamere (Motic B series, Motic Europe, Barcelona,

Spanjolska) dobiven je uvid u izgled povrine i presjeka mikrokapsula.
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3.2.5. Kemijske analize

3.2.5.1. Priprema mikrokapsula za kemijske analize

Mikrokapsule (1 g) se mehanicki gnjeCe pomocu tarionika i tuka. Materijalu se doda 2 mL
destilirane vode i dobro homogenizira. Smjesa se prebaci u Falcon kivetu, centrifugira

(Hettich, Kirchlengern, Njemacka) pri 6000 rpm te se supernatant koristi za daljnje analize.

3.2.5.2.0dredivanje ukupnih polifenola (TPC)

Ukupan sadrzaj polifenola (engl. Total Phenolic Content, TPC) u odredenom uzorku utvrduje
se na temelju reakcije prisutnih fenola s Folin-Ciocalteu reagensom. Ovaj je reagens smjesa
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline koje se, u interakciji s polifenolima iz uzorka,
reduciraju u istoimene okside. Redukciju prati nastanak plavog obojenja ¢iji je intezitet
proporcionalan broju oksidirajucih skupina u fenolnim spojevima (Mari¢, 2017).

U epruvetu se otpipetira uzorak (100 uL tekuéeg ekstrakta ili supernatanta mikrokapsula),
destilirana voda (7,9 mL), Folin-Ciocalteu reagens (500 pL) i 20 %-tna otopina natrijeva
karbonata (1,5 mL). Dodatkom otopine karbonata pokrece se reakcija. Nakon $to su uzorci
odstajali 2 sata na sobnoj temperaturi, pomocu spektrofotometra (Biochrom Libra S11,
Cambridge, Engleska) se mjeri apsorbancija razvijenog plavog obojenja na 765 nm. Osim
uzoraka, priprema se i slijepa proba, na isti nacin kao i reakcijska smjesa za uzorke (umjesto
uzorka sadrzi 100 pL destilirane vode). Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a
kao rezultat se uzima srednja vrijednost.

Udio ukupnih polifenola ra¢una se na osnovu jednadzbe bazdarnog pravca galne kiseline

(slika 3), a rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) L ili g uzorka.
Jednadzba pravca glasi:

y=0,0012x [3]
gdje je:
x-koncentracija otopine galne kiseline (mg L™?)

y-izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm
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Slika 3. Bazdarni pravac galne kiseline.

3.2.5.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Metoda se temelji na redukciji 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH-) izlaganjem
uzorku koji sadrzi antioksidanse. Otopina DPPH- u metanolu je intenzivne ljubicaste boje
koja prelazi u zutu stvaranjem kovalentne veze izmedu radikala i doniranog vodikova atoma
(Koksal i sur., 2011). Stupanj promjene boje odgovara antioksidativnoj mo¢i komponenata u
uzorku. Kao standard za preracunavanje dobivenih rezultata, ova metoda koristi Trolox,
analog vitamina E topljiv u vodi (Benzie i Strain, 1996).

Pripremi se 0,094 mmol L otopina 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikala (DPPH-) u metanolu.
U staklenu epruvetu otpipetira se 100 upL ispitivanog uzorka (tekuceg ekstrakta ili
supernatanta mikrokapsula) i doda 3,9 mL 0,094 mmol L' otopine DPPH- te dobro
homogenizira. Reakcija se odvija 30 minuta u mraku nakon d¢ega se, pomocéu
spektrofotometra (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska), mjeri apsorbancija pri 515 nm
u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba, umjesto uzorka, sadrzava jednaki volumen
metanola. Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih vrijednosti koncentracija
Troloxa kao standarda, konstruira se pravac ovisnosti apsorbancije o koncentraciji (slika 4).
Promjena apsorbancije (AA) DPPH radikala nakon reakcije s uzorkom raCuna se
oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe. Rezultati AA preracunavaju
se prema jednadzbi bazdarnog pravca u koncentracije (mmol L Trolox ekvivalenta) te se

izrazavaju kao molarni (mmol g%) ili maseni udio (mg g* uzorka) ekvivalenata Troloxa.
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Jednadzba bazdarnog pravca glasi:
y=0,5486X [4]
gdje je:
x-koncentracija standarda otopine Troloxa (mmol L)
y-izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm
0,6

0,5

0,4 y = 0,5486x
R2=10,9909

0,3

0,2

apsorbancija (nm)

0,1
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koncentracija standarda otopine Troloxa (mmol L)

Slika 4. Bazdarni pravac Troloxa.

3.2.5.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP metoda se temelji na redukciji Zeljeza (iz Fe** u Fe?") unutar kompleksa s 2,4,6-
tripiridil-1,3,5-triazinom. Pri niskom pH i apsorbanciji od 593 nm, ova se redukcija ocituje
promjenom boje iz zute u intenzivnu plavu (Benzie i Strain, 1996). Sto je veéa redukcijska
sposobnost antioksidansa prisutnih u uzorku, intezitet plavog obojenja ¢e biti izraZeniji
(Stazi¢, 2019).

Potrebno je pripremiti acetatni pufer (300 mmol L), otopinu 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina
(TPTZ) (10 mmol L?) te vodenu otopinu Zeljezo(11I)-klorid-heksahidrata (FeClzx6H20) (20
mmol L). FRAP reagens priprema se mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera s 2,5 mL TPTZ-a i
2,5 mL FeCl3x6H-0 tako da omjer dodanih otopina bude 10 : 1 : 1. Za postupak mjerenja, u
kiveti se pomijeSa 50 puL uzorka (tekuceg ili inkapsuliranog) i 950 uLL FRAP reagensa te se
nakon to¢no 4 minute izmjeri apsorbancija na A =593 nm (UV-VIS spektrofotometar -
Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska). Slijepa proba se priprema tako da se, umjesto

uzorka, 50 pL vode pomijesa s istom kolicinom FRAP reagensa. Pomocu izmjerenih
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vrijednosti apsorbancije, na bazdarnom se pravcu (slika 5) ocitavaju ekvivalentne
koncentracije FeSO4x7H,0, a u masene udjele (mg g*) preradunavaju se prema jednadzbi

pravca:
y=1,0432x [5]

gdje je:

x-koncentracija FeSO4x7H,0 (mmol L?)

y-izmjerene vrijednosti apsorbancije (nm)

1,2

y =1,0432x
R2=0,9964

o o o
I o)) 00

apsorbancija (nm)
o
N

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

-0,2
koncentracija FeSO,x7H,O(mmol L)

Slika 5. Bazdarni pravac FeSO4x7H20.

3.2.6. Kinetika otpustanja aktivnih tvari iz mikrokapsula

Kineticki pokusi otpuStanja aktivne tvari iz mikrokapsula provode se otapanjem 18 g kuglica
u 105 mL vode pri sobnoj temperaturi na magnetnoj mijesalici (SB 162-3, Stuart,
Staffordshire, Velika Britanija) namjestenoj na 100 rpm. Izuzima se po 700 pL uzorka u
odredenim vremenskim intervalima (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70, 80 i 90 minuta).
Uzorci se odmah nakon izuzimanja ohlade u smjesi leda i vode te im se kasnije odreduje TDS,

vodljivost, DPPH i ukupan sadrZaj polifenola.
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3.2.7. In vitro simulacija probavnog sustava

In vitro simulacija probavnog procesa zapocinje korakom koji simulira uvjete u ustima.
Odvaze se 40 mg a-amilaze i otopi u 40 mL fosfatnog pufera zajedno s 0,04 % natrijevim
kloridom i 0,004 % kalcijevim kloridom. Dodani kloridi su potrebni za aktivaciju enzima.
Tako pripremljena otopina stavi se u uljnu kupelj (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen,
Njemacka) i1 zagrije na temperaturu od 37 °C. Kada se dostigne potrebna temperatura, doda se
uzorak (4 mL tekuceg ekstrakta odnosno 4 g mikrokapsula) i pokrene Stoperica. Inkubacija
traje 5 minuta.

Za nastavak procesa probave, potrebno je pH reakcijske mjesavine, pomocu koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline (HCI), namjestiti na 2, ¢ime se simuliraju uvjeti probave u zelucu.
Potom se dodaje suspenzija pepsina (60 mg pepsina otopljenog u 4 ml 0,01 mol L HCl-a) te
se reakcijska mjeSavina inkubira na 2 sata pri 37 °C. Nakon zavrsetka inkubacije, dodaje se
natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) te tako pH vrijednost raste do 6,5. Uvjeti u tankom
crijevu simuliraju se dodatkom suspenzije pankreatina i Zu¢nih soli (0,08 g pankreatina i 0,5 g
zucnih soli otapaju se u 10 mL fosfatnog pufera). MjeSavina se inkubira na 2 sata pri 37 °C.
Mikropipetom se izuzme 1 mL uzorka i stavlja u smjesu vode i leda. Uzorak se mora odmah
ohladiti kako bi se inaktivirali probavni enzimi te profiltrirati kroz mikrofilter radi uklanjanja
ostatka proteina koji bi mogli smetati u odredivanju koncentracije polifenola i
antioksidacijskog kapaciteta. Reakcijska mjesavina se uklanja s uljne kupelji (IKA HBR 4
digital, IKA-Werk, Staufen, Njemacka).

Uzorcima dobivenim nakon inkubacije odreduje se sadrzaj ukupnih polifenola 1

antioksidacijski kapacitet.
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3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Eksperimentalno dobiveni podaci statisticki su obradeni primjenom probne verzije softvera
Statistica 13.3 (Tibco Statistica, Palo Alto, SAD). Prije obrade podaci su testirani na
normalnost razdiobe primjenom Kolmogorov-Smirnov testa, a nakon $to je utvrdena

normalna razdioba proveden je t-test za nezavisne uzorke sa razinom znacajnosti od p<0.05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom je radu analizirana in vitro stabilnost pet vrsta biljnih ekstrakata u tekucem i
mikroinkapsuliranom obliku: mati¢njaka (Melissa officinalis), mente (Mentha x piperita),
majc¢ine dusice (Thymus serpyllum), kadulje (Salvia officinalis) i lavande (Lavandula
angustifolia). Dobiveni rezultati prikazani su tabelarno i graficki. Fizikalna i kemijska
svojstva tekucih ekstrakata prije adsorpcije prikazana su u Tablicama 1 i 2, a nakon adsorpcije
u Tablicama 3 i 4. Tablica 5 daje uvid u fizikalna svojstva proizvedenih praznih i
mikrokapsula s adsorbiranim ekstraktom, a izgled njihova presjeka i povrSine vidljiv je na
slici 6. Rezultati kemijskih analiza provedenih na supernatantima mikrokapsula zabiljeZeni su
u Tablici 6. Iste su fizikalne i kemijske metode koriStene za ispitivanje otpustanja aktivnih
tvari iz mikrokapsula u vodenome mediju. Ovisnost promjena izmjerenih vrijednosti o
vremenu izlaganja kapsula vodi prikazana je graficki na slikama 7-11. Nadalje, preostali je
dio tekucih i inkapsuliranih ekstrakata propusten kroz simulirani probavni sustav te potom
ponovno analiziran. Usporedba kemijskih svojstava pocetnih i probavljenih uzoraka prikazana
je u Tablicama 7 (teku¢i ekstrakti) i 8 (mikroinkapsulirani ekstrakti). Na temelju podataka iz
ovih tablica, izraCunat je postotak prezivljavanja za svaku vrstu biljnog uzorka te je uvrsten u

Tablicu 9.
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4.1. FIZIKALNA | KEMIJSKA SVOJSTVA EKSTRAKATA

Teku¢i uzorci dobiveni su ekstrakcijom osusenog biljnog materijala. Nakon hladenja,
ekstrakti su podvrgnuti ispitivanjima u svrhu odredivanja njihovih pocetnih svojstava. Od
fizikalnih svojstava ispitivana je pH vrijednost, ukupan sadrzaj otopljenih tvari (TDS),

vodljivost i udio suhe tvari.

4.1.1. Fizikalna i kemijska svojstva ekstrakata prije adsorpcije

Fizikalna svojstva tekucih ekstrakata prije adsorpcije prikazana su u Tablici 1.

Tablica 1. Fizikalna svojstva ekstrakata prije adsorpcije. Razli¢ita slova iznad vrijednosti u

istom stupcu predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

TEKUCI - TDS VODLIJIVOST | SUHA TVAR
EKSTRAKT P (mg LY) (uS cmY) (%)

mati¢njak 5,862 8322 16422 0,693+0,01072
menta 6,18" 633° 1296° 0,657+0,016°
majéina duSica 6,05° 54Q° 1067° 0,694+0,010°
kadulja 5,78¢ 4891 986¢ 0,54340,049°
lavanda 4,96° 585¢ 1150°¢ 0,525+0,009°¢

pH vrijednost je varirala od 4,96 za lavandu do 6,18 za mentu (Tablica 1). NajviSe otopljenih
tvari (832 mg L) sadrzavao je ekstrakt mati¢njaka, a najmanje ekstrakt kadulje (489 mg L™?).
Izmjerena vodljivost je, sukladno ocekivanjima, u korelaciji s vrijednoS¢u za ukupne
otopljene tvari (Cvetkovic i sur., 2018; Siosemarde i sur., 2010). Tako se vodljivost kretala od
986 do 1642 uS cm™ Analizirani ekstrakti i ranije su bili predmet ispitivanja gdje su im
odredivana ista svojstva. Prema Mari¢ (2017), trend kretanja vrijednosti za ukupne otopljene
tvari i vodljivost prati kretanje pH. Rezultati prikazani u Tablicama 1 i 3 pokazuju da, u ovom
istrazivanju, navedena korelacija nije uocena. Ipak, raspon pH vrijednosti izmjeren u tekué¢im
ekstraktima ne odstupa znatno od onog kojeg je Mari¢ prikazala (od 4,56 do 6,82). U

usporedbi s njezinim rezultatima, vrijednosti dobivene za TDS 1 vodljivost su nesto niZe.
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U istrazivanju koje je Mari¢ provela, kadulja se pokazala ekstraktom s najvise otopljenih tvari
(1019 mg L1). Suprotno tome, iz Tablice 1 je vidljivo da je TDS vrijednost izmjerena za
kadulju bila najniza (489 mg L™?). Nesto visa koncentracija otopljenih tvari izmjerena je u
ekstraktu majéine dusice (540 mg L1), zatim lavande (589 mg L) i mente (633 mg L™). Udio
suhe tvari kretao se u rasponu od 0,525 % (lavanda) do 0,694 % (majcina duSica). lzraCunate
su vrijednosti unutar raspona udjela suhe tvari izmjerenih u radu Mari¢ (od 0,31 % za maj¢inu

dusicu do 0,75 % za mentu).

Nakon fizikalnih, uzorcima su ispitivana i kemijska svojstva. Ukupan sadrzaj polifenola
(TPC) i antioksidacijska aktivnost (DPPH i FRAP metoda) odredeni su spektrofotometrijski.
Dobiveni su rezultati prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Kemijska svojstva ekstrakata prije adsorpcije. Razli¢ita slova iznad vrijednosti u

istom stupcu predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

TEKUCT TPC DPPH FRAP
E———— (mg GAE g (mmol TE g* (mmol FeSO4x7H,0
ekstrakta) ekstrakta) g ekstrakta)
mati¢njak 73,75+1,77° 0,576+0,0212 0,8060,0052
menta 45.42+1,77° 0,471+0,042° 0,533+0,024°
majcina dugica 38,75+0,59° 0,359+0,002¢ 0,501+0,032°
kadulja 51,25+2,954 0,416+0,009 ¢ 0,63340,023 ¢
lavanda 22,50+7,07° 0,237+0,018° 0,440+0,002°

Najveca koncentracija ukupnih polifenola izmjerena je za ekstrakt mati¢njaka (73,75 mg GAE
gl ekstrakta), zatim kadulje, mente i majc¢ine dusice, a najmanja za ekstrakt lavande (22,50
mg GAE g ekstrakta; Tablica 2). Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti koristene su dvije
metode: DPPH i FRAP. Najuspjesniji u uklanjanju DPPH radikala bio je uzorak mati¢njaka,
$to znadi da je pokazao najveéu antioksidativnu aktivnost (0,576 mmol TE g* ekstrakta).
Nasuprot tome, lavanda se, primjenom DPPH metode, pokazala kao uzorak s najmanjim
antioksidativnim potencijalom (0,237 mmol TE g*! ekstrakta). Isto je potvrdeno FRAP
metodom (0,806 za mati¢njak i 0,440 mmol FeSOs x 7 H20 g ekstrakta za lavandu), a
odgovara i ukupnom udjelu polifenola. Ostala su tri ekstrakta, kod mjerenja antioksidacijske

25



aktivnosti FRAP metodom, takoder pokazala podudarnost s udjelom polifenola (kadulja >
menta > majcina duSica). Pozitivnu korelaciju izmedu ukupnog sadrzaja polifenola i
antioksidacijskog potencijala izmjerenog FRAP metodom potvrdilo je istrazivanje Mari¢
(2017), ali i drugi radovi (Dudonné i sur., 2009; Katalini¢ i sur., 2006; Wong i sur., 2006).
Kod mjerenja DPPH metodom (Tablica 2), ovdje je, pak, doSlo do manjeg odstupanja (menta
> kadulja > majcina dusica). Razlike u afinitetima DPPH i FRAP metode prema spojevima
nastaju zbog utjecaja pH vrijednosti na redukcijski kapacitet antioksidansa. Naime, pri
visokom pH proton disocira s antioksidativne tvari i tako povecava reduktivnu snagu uzorka.
Nasuprot tome, pri niskome pH dolazi do protoniranja antioksidansa i posljedi¢no, smanjenja
reduktivne snage uzorka (Huang i sur., 2005). Gotovo isti trend kretanja vrijednosti kao kod
DPPH metode zabiljezen je u rezultatima izmjerenim za TDS. Navedena je povezanost u
skladu s teorijom prema kojoj je ukupna koli¢ina otopljenih tvari dobar pokazatelj
antioksidacijske aktivnosti uzorka (Saad i sur., 2015).

Prema Mari¢ (2017), od ispitivanih biljnih vrsta najmanji udio polifenola imala je kadulja, $to
je u suprotnosti s rezultatima koje su prikazali Generali¢ Mekini¢ i sur. (2014). U njihovom
se istrazivanju kadulja pokazala kao vrsta s najve¢om koncentracijom polifenola, a slijedili su
je mati¢njak, maj¢ina duSica i menta. Lavanda nije bila analizirana. DPPH 1 FRAP metoda
pokazale su podudarne rezultate za antioksidacijsku aktivnost uzoraka (mati¢njak > majcina
duSica > menta > kadulja). U ovom su eksperimentu najviSe vrijednosti za antioksidacijsku
aktivnost takoder izmjerene za ekstrakt mati¢njaka. Razlika je u tome $to su, u radu Generali¢
Mekini¢ 1 suradnika, uzorci ekstrahirani pomoc¢u otopine etanola (etanol:voda=80:20), a ne
vodom. Osim upotrebi razli¢itih otapala za ekstrakciju, razlike u rezultatima mogu se pripisati
1 razli¢itim godinama berbe.

Sve biljne vrste analizirane u ovom radu pripadaju potporodici Nepetoideae. Dracocephalum
moldavica, Ocimum americanum i Satureja hortensis takoder su dio ove potporodice pa su im
svojstva vrlo sli¢na ovdje ispitivanim biljkama. Godine 2018. bile su predmet istrazivanja
gdje im se, izmedu ostalog, odredivao i1 ukupan sadrzaj polifenola. Vodeni ekstrakti
pripremljeni su na isti nacin, a izmjereni TPC je iznosio od 147 do 327 mg GAE 200 mL™*
ekstrakta (Shanaida i sur., 2018). Preracunavanjem rezultata dobivenih u ovom eksperimentu,
doslo se do raspona vrijednosti od 90 do 295 mg GAE 200 mL™ ekstrakta. Buduéi da im je
raspon izmjerenih vrijednosti blizak, usporedba ovih dvaju istrazivanja potvrduje da biljne

vrste unutar iste potporodice imaju i sli¢an kemijski sastav.
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4.1.2. Fizikalna i kemijska svojstva ekstrakata nakon adsorpcije

U pocetni su ekstrakt dodane kuglice s namjerom da adsorbiraju sadrzaj uzorka. Kako bi se

utvrdio utjecaj adsorpcije na ekstrakte, ponovno su im odredivana ista svojstva (Tablica 3 i 4).

Tablica 3. Fizikalna svojstva ekstrakata nakon adsorpcije. Razlicita slova iznad vrijednosti u

istom stupcu predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

TEKUCI TDS VODLJIVOST | SUHA TVAR
EKSTRAKT PH (mg LY) (uS cm) (%)

mati¢njak 6,01 11632 23307 0,658+0,0132
menta 6,05° 933P 1845P 0,652+0,0352
maj¢ina dugica 6,20° 803° 1611° 0,350+0,034°
kadulja 5,844 9592 19012 0,529+0,009°
lavanda 5,02 9832 19718 0,428+0,026¢

Kod svih je uzoraka pH vrijednost nakon adsorpcije bila neSto visa, izuzev mente, gdje je
doslo do smanjenja iste (sa 6,18 na 6,05; Tablice 1 i 3). Porast pH vrijednosti posljedica je
prijenosa Kkiselih aktivnih tvari iz ekstrakata u mikrokapsule. Suprotno ocekivanom,
vrijednosti za ukupni udio otopljenih tvari, pa tako i za vodljivost, bile su viSe nakon
adsorpcije ekstrakata u kuglice. Tako je vodljivost u ekstraktima prije adsorpcije iznosila od
986 do 1642 uS cm, dok su nakon adsorpcije izmjerene vrijednosti od 1845 do 2330 pS cm™
(Tablica 3). Pretpostavka je da je dio kalcijeva klorida, koristenog za prihvat mikrokapsula,
zaostao u ekstraktima prilikom adsorpcije i tako doprinio povecanju ukupnih otopljenih tvari 1
vodljivosti. Udio suhe tvari (od 0,428% do 0,658 %) bio je neSto nizi nego u pocetnom
ekstraktu (od 0,525 % do 0,694 %), $to ukazuje na to da su mikrokapsule uspjes$no adsorbirale
dio ne hlapljivih tvari iz tekuéih ekstrakata. Kako bi se utvrdilo koliko je adsorpcija kiselih i
ne hlapljivih tvari utjecala na antioksidacijski potencijal ekstrakata, na istima su provedene i
kemijske analize. lako brojna istraZivanja u literaturi usporeduju fizikalna svojstva tekucih i
inkapsuliranih ekstrakata, ne postoje podaci o svojstvima tekucih ekstrakata nakon adsorpcije

na alginat.
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Tablica 4. Kemijska svojstva ekstrakata nakon adsorpcije. Razlic¢ita slova iznad vrijednosti u

istom stupcu predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

, TPC DPPH FRAP
E?;?F({::\KT (mg GAE gt (mmol TE gt (mmol FeSO4x7H2,0
ekstrakta) ekstrakta) g'1 ekstrakta)
mati¢njak 60,42+1,772 0,561,006 0,692+0,0392
menta 51,67+1,18° 0,270+0,014" 0,520+0,016°
maj¢ina dusica 27,08+2,95¢ 0,239+0,013¢ 0,305+0,006"
kadulja 47,08+7,66° 0,365+0,004% 0,584+0,011°¢
lavanda 20,00+2,36¢ 0,180+0,003¢ 0,311+0,013¢

Parametri koji ukazuju na antioksidacijsku aktivnost uzoraka, DPPH i FRAP, bili su nizi
(Tablica 4) u odnosu na iste izmjerene u pocetnim uzorcima (Tablica 2). Tako se raspon
vrijednosti izmjeren DPPH metodom snizio sa 0,237-0,576 na 0,180-0,561 mmol TE g*
ekstrakta, dok je kod FRAP metode zabiljezena promjena s 0,440-0,806 na 0,311-0,692 mmol
FeSO4x7H,0 g ekstrakta (Tablica 4). Uzevsi u obzir istaknute promjene u vrijednostima,
moze se zakljuciti da su kuglice adsorbirale dio spojeva s antioksidacijskom aktivnoséu. Ovo
potvrduju i izraGunate koncentracije polifenola u ekstraktima prije i nakon dodatka
mikrokapsula. Raspon koncentracija polifenola u ekstraktima nakon adsorpcije iznosio je od
20,00 do 60,42 mg GAE g* ekstrakta, $to je nize u odnosu na poéetne izmjerene vrijednosti
(od 22,50 do 73,75 mg GAE g ekstrakta; Tablica 2). Iznimka je jedino menta kojoj je, zbog
eksperimentalne greSke, izmjeren nesto visi udio polifenola nego u pocetnom uzorku.

Najvise broj¢ane vrijednosti kod sve tri kemijske analize imao je ekstrakt mati¢njaka, dok su
najmanje vrijednosti pokazali ekstrakti majéine duSice i lavande. Lavanda ima visoki udio
esencijalnih ulja koja, zbog odabrane metode ekstrakcije, nisu mogla prije¢i u tekuéi ekstrakt
pa je moguce da je zbog toga u lavandi izmjerena niza koncentracija ukupnih otopljenih tvari,
kao i slabija antioksidacijska aktivnost (Jurinjak Tusek i sur., 2020). Poredak vrijednosti u
ekstraktima nakon, odgovora i onome uoenom u ekstraktima prije adsorpcije, pa je za
ocekivati da ¢e vrlo sliCan odnos vrijednosti biti zabiljezen u i1 mikroinkapsuliranim

ekstraktima.
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Godine 2013. objavljeni su rezultati istrazivanja u kojemu se na sli¢an nacin ispitivalo
djelovanje antioksidansa iz biljnih ekstrakata (Aprotosoaie i sur., 2013). Kao uzorak se
koristilo Sest vrsta ljekovitog bilja: Melissa officinalis (mati¢njak), Lavandula officinalis
(lavanda), Rosmarinus officinalis (ruzmarin), Mentha piperita (paprena metvica), Thymus
vulgaris (vrtni timijan) i Salvia pratensis (livadna kadulja). SasuSeni dijelovi biljaka
ekstrahirali su se 50 %-tnim i 70 %-tnim etanolom. Ukupan sadrzaj polifenola odredivao se uz
pomo¢ Folin-Ciocalteu reagensa, koriste¢i galnu kiselinu kao standard. 50 %-tni etanol se
pokazao boljim ekstrakcijskim sredstvom polifenola u odnosu na 70 %-tni. Najnizi udio
polifenola imala je lavanda, a najvisi mati¢njak. Na isti zaklju¢ak navode i rezultati ovog rada
(Tablice 2 i 4), iako je kao otapalo koristena voda, a ne etanol.

Antioksidacijska aktivnost vodenog ekstrakta mati¢njaka ranije je odredivana usporedno s
aktivnos$¢u etanolnog ekstrakta iste biljne vrste (Koksal i1 sur., 2011). U eksperimentu se
koristilo lis¢e mati¢njaka porijeklom iz Turske. Aktivnost ekstrakata ispitivala se dodavanjem
razli¢itih koncentracija tekuéih uzoraka etanolnoj otopini DPPH radikala. U svrhu dobivanja
boljeg uvida u antioksidacijsku mo¢ mati¢njaka, na isti su nacin testirani i standardni
antioksidansi: Trolox (TE), butil-hidroksianisol (BHA) i butil-hidroksitoluen (BHT). Prema
rezultatima studije, najuspjesniji spoj u suzbijanju aktivnosti DPPH radikala je Trolox (94,4
%). Slijede ga BHA (86,7 %), vodeni ekstrakt mati¢njaka (47,8 %) 1 BHT (42,3 %). Najmanje
se ucinkovitim pokazao etanolni ekstrakt mati¢njaka (7,4 %). Za vodeni ekstrakt mati¢njaka
analiziranog u ovome radu, ucinkovitost uklanjanja DPPH radikala iznosila je 73,1%.
Usporedbom rezultata moZze se zakljuciti da je ekstrakt mati¢njaka koriSten u ovom radu
uspjesniji u uklanjanju DPPH radikala od sintetskog antioksidansa BHT.

Ucinkovitost mati¢njaka u uklanjanju DPPH- usporedivana je i1 s aktivnoS¢u drugih
antioksidansa. U radu Katalini¢ i sur. (2006), vodeni ekstrakt listova mati¢njaka (Melissae
folium) pokazao se boljim inhibitorom DPPH radikala u odnosu na vitamin C i drugih 69
analiziranih biljnih vrsta. Izmedu ostalih, odredivala se 1 antioksidacijska aktivnost liS¢a
mente (Mentha piperita folium), kadulje (Salviae off folium) i cvijeta lavande (Lavandulae
flos). Vrijednosti dobivene FRAP metodom iznosile su 25 234 za mati¢njak, 8987 za mentu,
7603 za kadulju i 7377 umol FeSO4x7H20 L ekstrakta za lavandu. Prera¢unavajuéi rezultate
za FRAP prikazane u Tablici 2, doSlo se do sljedecih vrijednosti: 16 119 (mati¢njak), 12 658
(kadulja), 10 655 (menta) i 8795 wmol FeSOsx7H20 L ekstrakta (lavanda). 1z rezultata je
vidljivo da su u ovom radu izmjerene vise vrijednosti za antioksidacijsku aktivnost kadulje,
mente 1 lavande, dok su za mati¢njak dobivene vrijednosti nize, $to se moZe objasniti

razlikama u godinama berbe i geografskom podrijetlu uzorka.
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4.2. FIZIKALNA | KEMIJSKA SVOJSTVA MIKROKAPSULA

4.2.1. Fizikalna svojstva mikrokapsula

Mikrokapsule na bazi alginata pokazale su se izrazito ucinkovitima kod inkapsuliranja
razli¢itih komponenti, naroc¢ito probiotika (Chang, 2019). Dodavanjem u tekuce biljne
ekstrakte, prazne su mikrokapsule adsorbirale dio uzorka. Kako bi se utvrdilo koliko je
adsorpcija pojedinog ekstrakta utjecala na njihova fizikalna svojstva, kapsulama je odredivan
promjer i masa (Tablica 5).

Tablica 5. Usporedba izmjerenih promjera i masa mikrokapsula prije i nakon adsorpcije
tekuceg biljnog ekstrakta. Razli¢ita slova iznad vrijednosti u istom stupcu predstavljaju

znacajne razlike pri p < 0,05.* predstavlja znacajnu razliku promjera kapsula prije i nakon

adsorpcije.
PROMJER MASA
INKAPSULIRANI | MIKROKAPSULA (mm) MIKROKAPSULA (g)
SISTRAKT prije nakon rije adsorpcije nakon adsorpcije
adsorpcije | adsorpcije pri] Pel] Pel]
mati¢njak 3,29+0,19 | 0,02156+0,001272 | 0,02250-+0,001962
menta 3,46+0,24° | 0,02176+0,00115% | 0,02466+0,00203°
3,22+0,30" .
majcina duSica 3,5540,30°" | 0,02179+0,00135% | 0,03224:0,00391¢
kadulja 2,67+0,28%" | 0,02198+0,001122 | 0,01830+0,004444
lavanda 3,44+0,31° | 0,02200+0,00103% | 0,02614+0,00381°

Kaliperom odreden promjer iznosio je 3,22+0,30 mm za prazne mikrokapsule. Nakon
adsorpcije uzoraka, te su vrijednosti iznosile od 2,67+0,28 mm za kadulju do 3,554+0,30 mm
za maj¢inu duSicu. Prema BusSi¢ i sur. (2018), alginatne kapsule dobivene jednostavnom
ekstruzijom (kapanjem) imaju promjer od 1 do najviSe 6 mm, S$to je u skladu s ovdje
izmjerenim vrijednostima. Proizvedene mikrokapsule podijeljene su u pet grupa, ovisno o
tome za adsorpciju kojeg biljnog ekstrakta ¢e se dalje koristiti. Masa praznih mikrokapsula je
bila prilicno ujednacena (od 0,02156 do 0,02200 mm), dok su mjerenjima mase nakon

adsorpcije uoCene nesto vece razlike. Tako je najveca pozitivna promjena U masi izmjerena

30



kod kuglica majcine dusice (s 0,02179 na 0,03224 mm), a najmanja kod kuglica mati¢njaka (s
0,2156 na 0,2250 mm). Kod kadulje je, pak, doslo do smanjenja mase nakon adsorpcije, §to
mozemo pripisati eventualnim razlikama u uvjetima provodenja postupka (primjerice, pri
suSenju mikrokapsula).

Prije same adsorpcije, praznim su mikrokapsulama zabiljezena i druga uocena fizikalna
svojstva (boja, prozirnost, tekstura). Proizvedene mikrokapsule bile su okruglog oblika,
bjelkaste, neprozirne i sjajne. PovrSina im je bila glatka, bez pora i drugih nepravilnosti
vidljivih golim okom. Stoga su prazne mikrokapsule, kao i one s adsorbiranim ekstraktom,
promatrane i mikroskopski. U tu je svrhu koriSten svjetlosni mikroskop 1 kamera Motic B

series. Izgled povrSine i presjeka zabiljezen je kamerom te prikazan na slici 6.

MATICNJAK

MENTA

MAJCINA DUSICA
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Slika 6. Prikaz mikroskopski snimljene povrsine i presjeka mikrokapsula.

PovrsSina svih vrsta mikrokapsula je glatka, bez vidljivih pora, s pokojim naborom blize
samome omotacu (slika 6). Prema prikazanim presjecima, mikrokapsule lavande i mente
imaju najpravilniju gradu omotaca, dok su kod drugih primjetna mjestimi¢na zadebljanja na
istome. Na presjeku mikrokapsule mati¢njaka moze se uociti najvise nepravilnosti, kako u
omotacu, tako i u samoj Supljini kapsule. Buduéi da nepravilnosti u Supljini nisu vidljive na
ostalim kapsulama, vjerojatno je da je nain rezanja povrSine mikrokapsule mati¢njaka
utjecao na nastanak ovakve strukture. Promatraju¢i prikazane presjeke, ne mogu se uociti
znacajne razlike u debljini omota¢a mikrokapsula s razli¢itim inkapsuliranim ekstraktima.
Uvid u izgled i strukturu mikrokapsula nuzan je za razumijevanje rezultata dobivenih
kemijskom analizom istih. Iako nema podataka o tome da bi veli€ina alginatnih mikrokapsula
mogla utjecati na antioksidacijsku aktivnost inkapsuliranog ekstrakta (Stojanovi¢ i sur.,2012),
postoji moguénost da utjeGe na brzinu otpustanja tvari iz njih (Busi¢ i sur., 2018). Stoga je
ispitivanje fizikalnih svojstva mikrokapsula od posebne vaznosti kod inkapsulacije sastojaka

¢ije je produljeno djelovanje u organizmu ¢ovjeka pozeljno (primjerice, kofein).
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4.2.2. Kemijska svojstva mikrokapsula

Inkapsuliranom ekstraktu odredivan je sadrzaj ukupnih polifenola (TPC) te antioksidacijski

potencijal pomoc¢u DPPH i FRAP metode (Tablica 6).

Tablica 6. Kemijska svojstva kuglica nakon adsorpcije. Razli¢ita slova iznad vrijednosti u

istom stupcu predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

INKAPSULIRANI TPC 1 DPPH 1 FRAP
EKSTRAKT (mg GAE g (mmol TE ¢ (mmol FeSO4x7H20
kuglica) kuglica) g! ekstrakta)

mati¢njak 0,5865+0,0162? 0,00230,0000? 0,0062+0,00022
menta 0,3717+0,0141° 0,0032:+0,0000" 0,0041+0,0004°
majcina dugica 0,2542+0,0118¢ 0,0019+0,0001¢ 0,0039+0,0003¢
kadulja 0,5133+0,0236¢ 0,0035+0,0000¢ 0,0057+0,0000¢
lavanda 0,1875+0,0412¢ 0,0008£0,0000° 0,0029+0,0001¢

Udio polifenola manji je u kuglicama nego u ekstraktu (Tablica 1, Tablica 6). Za usporedbu,
kod tekuc¢eg ekstrakta mati¢njaka isti je iznosio 73,75, a kod mikroinkapsuliranog mati¢njaka
0,5865 miligrama galne kiseline po gramu uzorka (Tablica 6). Inkapsuliranoj kadulji je
izmjerena koncentracija polifenola od 0,5133 mg GAE g* kuglica, dok je u tekué¢em ekstraktu
koncentracija bila deset puta veca (51,25 mg GAE g?! ekstrakta). Sljedeca najvisa
koncentracija izra¢unata je za inkapsuliranu mentu (0,3717 mg GAE g kuglica u odnosu na
pocetnih 45,42 mg GAE g* ekstrakta), zatim majéinu dusicu (0,2542 mg GAE g kuglica u
odnosu na 38,75 mg GAE g ekstrakta), a najmanja za lavandu (0,1875 mg GAE g kuglica u
odnosu na 22,50 mg GAE g* ekstrakta). Ovakav poredak vrijednosti koncentracija polifenola
primijecen je 1 kod tekucih ekstrakata, prije 1 nakon adsorpcije. Budu¢i da su polifenoli
spojevi koji najviSe doprinose antioksidacijskom potencijalu testiranih biljnih uzoraka,
vrijednosti za DPPH i1 FRAP takoder su bile znatno nize kod inkapsuliranih ekstrakata. Tako
su u teku¢em ekstraktu lavande vrijednosti za ove parametre bile 0,237 mmol TE g ekstrakta
te 0,440 mmol FeSO4x7H20 g ekstrakta. Kod mikroinkapsuliranog ekstrakta iste su iznosile
tek 0,0008 mmol TE g™ kuglica i 0,0029 mmol FeSO4x7H20 g kuglica.
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Obje su vrste ekstrakta lavande (tekuci i inkapsulirani) pokazale najmanju antioksidacijsku
aktivnost, dok je najveéa uocena kod ekstrakata mati¢njaka. Ipak, korelacija izmedu
vrijednosti dobivenih DPPH i FRAP metodom za ostala tri uzorka nije pronadena. Kao i kod
tekuc¢ih ekstrakata, odnos izmedu vrijednosti izmjerenih FRAP metodom bio je blizi odnosu
izraCunatih koncentracija polifenola.

Da antioksidacijski potencijal i koncentracija polifenola u mikroinkapsuliranim ekstraktima
prate trend vrijednosti izmjerenih za tekuce ekstrakte, potvrdilo je istrazivanje objavljeno
prosle godine (Jasso de Rodriguez i sur., 2019). U navedenom su istrazivanju analizirana
kemijska svojstva tekucih i inkapsuliranih ekstrakata tri vrste roda Flourensia. Uzorci su se
ekstrahirali pomocu etanola, a za inkapsulaciju je koriSten natrijev alginat. U odnosu na
tekuée ekstrakte (od 301 do 635 mg GAE g?' ekstrakta), koncentracija polifenola u
mikroinkapsuliranim ekstraktima bila je znatno niZa (od 5 do 8 mg GAE g™ kuglica). Ovako
velike razlike u koncentracijama polifenola autori pripisuju mogu¢im interakcijama izmedu
alginata i spojeva prisutnih u uzorku. Naime, postoji moguénost da ove interakcije stvore
snazniju barijeru izmedu inkapsuliranog ekstrakta i medija te tako djelomi¢no ometu
otpustanje aktivnih tvari iz mikrokapsula. Primjenom DPPH i FRAP metode, potvrdena je i
niza antioksidacijska aktivnost u inkapsuliranim ekstraktima. Ipak, razlika u izmjerenim
vrijednostima nije bila tako drasti¢na kao kod TPC-a.

Kao vanjski materijal, alginat je koriSten i u drugim istrazivackim radovima za inkapsulaciju
biljnih ekstrakata, medu njima i ekstrakta vrste Pterospartum tridentatum (Isailovi¢ i sur.,
2012). Usporedbom dobivenih vrijednosti za TPC, potvrdeno je da mikroinkapsulirani
ekstrakti imaju manji udio polifenola (0,24 mg GAE g™ kuglica) u odnosu na tekuce ekstrakte
(0,35 mg GAE g ekstrakta). Nadalje, DPPH metodom je inkapsuliranom ekstraktu odredena
manja antioksidacijska aktivnost u odnosu na tekuci ekstrakt, Sto se takoder podudara s

rezultatima ovog rada.
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4.3. OTPUSTANIJE AKTIVNIH TVARI IZ MIKROKAPSULA

Otpustanje aktivnih tvari iz mikrokapsula analizirano je u vremenskom periodu od 90 minuta.
U odredenim vremenskim intervalima (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 40, 50, 60, 70, 80 1 90 minuta)
izuzimao se manji volumen vodenog medija u koji su mikrokapsule bile dodane. Uzorcima je
potom odredivana ukupna koli¢ina otopljenih tvari (slika 7), vodljivost (slika 8), ukupan
sadrzaj polifenola (slika 9), te antioksidacijska aktivnost primjenom DPPH (slika 10) i FRAP
metode (slika 11). Ovisnost promjena vrijednosti navedenih parametara o vremenu prikazana

je graficki u nastavku.

UKUPNE OTOPLJENE TVARI
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Slika 7. Graficki prikaz promjene koncentracije ukupnih otopljenih tvari u vodenom mediju

od trenutka dodavanja mikroinkapsuliranog biljnog ekstrakta.
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Slika 8. Graficki prikaz promjene vodljivosti vodenog medija od trenutka dodavanja

mikroinkapsuliranog biljnog ekstrakta.

Izmjerene vrijednosti za vodljivost vjerno prate trend kretanja koncentracije ukupnih
otopljenih tvari. Raspon koncentracija otopljenih tvari za t=0 iznosio je od 38,2 mg L
(ekstrakt mati¢njaka) do 92,2 mg L? (ekstrakt kadulje) (slika 7). U istoj je tocki vremena
vodljivost varirala od 76,5 do 184,1 uS cm™ (slika 8). Postupan rast vrijednosti prisutan je kod
svih uzoraka do odredenog trenutka; za mati¢njak i lavandu je to nakon 6 minuta, za majcicu
dusicu nakon 10, za mentu nakon 15, a za kadulju nakon 40 minuta. Kod ekstrakta mente i
kadulje relativno je kasno zabiljezen pad vrijednosti, Sto je zadovoljavaju¢e. Medutim, na
grafickom prikazu otpustanja aktivnih tvari za navedene uzorke vidljive su nepravilnosti (t=6
za mentu 1 t=10 za kadulju). Ova su odstupanja posljedica greSke u izvodenju koraka u
eksperimentu. Naime, u tim je slu¢ajevima, prilikom izuzimanja uzorka zahvacena i povrsina
alginatne kuglice, §to je uzrokovalo prijenos odredene kolicine tvari i dijela kapsule u otopinu
za analizu te posljedi¢no povisenje vrijednosti za TDS i vodljivost.

Maksimalna koncentracija otopljenih tvari u ekstraktu mente (273 mg L) izmjerena je veé
nakon 50, a u ekstraktu majéine dusice (211 mg L) nakon 70 minuta. Krivulje za lavandu i
mati¢njak svoj maksimum dosezu nakon 80 minuta (216 i 251 mg L?), a za kadulju na
samome kraju (245 mg L?). Ranije obja$njena odstupanja su zanemarena. Najbolju je
vodljivost imao ekstrakt mente (529 pS cm™), zatim ekstrakt mati¢njaka (499uS cm™) i
kadulje (491 uS ecm™). Kod preostala dva biljna ekstrakta, izmjerene vrijednosti bile su nesto
nize (431 pS ecm™ za lavandu i 423 uS cm™ za majéinu dusicu).
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Slika 9. Grafic¢ki prikaz promjene koncentracije polifenolnih spojeva u vodenom mediju od

trenutka dodavanja mikroinkapsuliranog biljnog ekstrakta.

Najveéi je rast uoCen kod krivulje koja predstavlja mati¢njak, Sto znaci da je njegov
inkapsulirani oblik otpustio najvise polifenolnih tvari (slika 9). Istovremeno je najmanji rast
zabiljezen kod uzorka lavande. Kod preostalih je triju uzoraka koncentracija otpustenih
polifenola sli¢na tijekom prvih 40 minuta. Pravilan rast koncentracije polifenola otpustenih iz
mente ovdje zavrSava i prestaje pratiti trend rasta krivulja za maj¢inu dusSicu i kadulju. Na
desnoj je polovici grafa primjetno odstupanje u trendu rasta narancaste krivulje (ekstrakt
mente). Ova je nagla promjena posljedica eksperimentalne pogreske pri analizi vodenog
uzorka izuzetog u vremenskoj tocki t=60. Maksimalne izmjerene vrijednosti za svaki biljni
ekstrakt iznosile su: 1,60 (mati¢njak), 1,16 (kadulja), 1,12 (menta), 1,10 (maj¢ina duSica) i
0,71 mg g* ekstrakta (lavanda). Isti je poredak zabiljezen mjerenjem sadrzaja polifenola u
supernatantu mikrokapsula (Tablica 6).

U radu Stojanovi¢ i sur. (2012) ispitivao se utjecaj vrste mikroinkapsulacije pomocu alginata
na svojstva ekstrakta maj¢ine duSice. U sklopu istoga, proveden je test otpusStanja aktivnih
tvari iz mikrokapsula. Uzorcima su odredeni sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivnost.
Izmjerene vrijednosti za polifenole i antioksidacijski potencijal bile su u korelaciji; zabiljezen
je njihov brz rast te stagniranje ve¢ nakon deset minuta, kada vrijednosti dosezu svoj
maksimum. Medutim, u ovom je radu zabiljeZen rast koncentracije polifenola iz majcine
dusice sve do isteka 70 minuta od pocetka provodenja testa otpusStanja aktivnih tvari (slika 9).

Takoder, u prvih deset minuta nije bilo otpusteno niti 50 % ukupnog sadrZaja polifenola iz
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mikrokapsula maj¢ine duSice. Razlike u rezultatima mogu se pripisati primjeni razlicitih
postupaka u inkapsuliranju ekstrakta. Naime, Stojanovi¢ i suradnici proizveli su alginatne
mikrokapsule ekstruzijom u elektricnom polju, dok su u ovom radu iste proizvedene
kapanjem, to jest, obicnom ekstruzijom.

Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2011) takoder su u vodenom mediju provodili analizu otpus$tanja
aktivnih tvari iz inkapsuliranih ekstrakata. Kao uzorke su koristili koprivu, stolisnik, glog,
brsljan te lis¢e masline i maline. Prema rezultatima koje su graficki prikazali, ve¢ina aktivnih
tvari je bila otpuStena iz mikrokapsula tijekom prvih 20 minuta. Najveca je koli¢ina polifenola
otpustena iz mikrokapsula maline, a najmanja iz masline, §to je uoceno i prilikom mjerenja
udjela polifenola u pocetnim vodenim ekstraktima. Korelacija izmedu koncentracije
polifenola u teku¢im ekstraktima i one izmjerene tijekom testa otpuStanja aktivnih tvari

opaZzena je i u ovome radu.
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Slika 10. Graficki prikaz promjene antioksidativne aktivnosti vodenog medija od trenutka

dodavanja mikroinkapsuliranog biljnog ekstrakta. Navedene vrijednosti dobivene su

primjenom DPPH metode.
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Maksimalan antioksidacijski potencijal mikrokapsule majcine duSice pokazuju nakon 70
(0,0043 mmol TE g ekstrakta), a mati¢njaka nakon 80 minuta (0,0112 mmol TE g’
ekstrakta) (slika 10). Blagi pad antioksidacijske aktivnosti, prilikom mjerenja apsorbancije,
zabiljezen je nakon 50 minuta za mentu te nakon 80 minuta za kadulju. Do neocekivanog
rasta vrijednosti dolazi kod ekstrakta lavande ve¢ nakon 8 minuta. Budu¢i da sve tri navedene
krivulje nakon ovih odstupanja nastavljaju trend pravilnog rasta, moze se zakljuciti da je do
odstupanja doslo zbog greske u uzorkovanju prilikom provedbe metode.

Najve¢i antioksidacijski potencijal uzorak lavande doseze nakon 70, mente nakon 80, a
kadulje nakon 90 minuta. Mikroinkapsulirani ekstrakt mati¢njaka pokazao je najvecu
antioksidacijsku aktivnost (0,0112 mmol TE g ekstrakta). Slijede ga kadulja s 0,0097 mmol
TE ¢! ekstrakta i menta s izmjerenih 0,0084 mmol TE g?! ekstrakta. Najslabiju
antioksidativhu mo¢, prema DPPH metodi, pokazale su mikrokapsule lavande (0,0048 mmol
TE g? ekstrakta) i majé¢ine dusice (0,0043 mmol TE g ekstrakta).

FRAP METODA
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Slika 11. Graficki prikaz promjene antioksidativne aktivnosti vodenog medija od trenutka
dodavanja mikroinkapsuliranog biljnog ekstrakta. Navedene vrijednosti dobivene su
primjenom FRAP metode.
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Inkapsulirani se mati¢njak i ovdje dokazao kao uzorak s najveom antioksidacijskom
aktivnoséu (0,0197 mmol FeSOsx7H20 g? ekstrakta) (slika 11). Najvisa vrijednost mu je
izmjerena na samome kraju, nakon 90 minuta izlaganja vodenome mediju. U istom trenutku i
ekstrakt lavande doseZe svoj maksimum (0,0095 mmol FeSO4x7H,0 glekstrakta) koji je
ponovno nizi u odnosu na sve druge testirane biljne vrste. Narancasta krivulja (rezultati
dobiveni za mentu) ima sli¢an trend rasta kao i kod mjerenja DPPH metodom (slika 10);
opazen je isti pad vrijednosti na t=50 i ponovni rast do maksimuma (0,0137 mmol
FeSOsx7H20 g' ekstrakta) na t=80. Mikrokapsule kadulje otpustile su najvise
antioksidativnih tvari nakon 80 minuta (0,0154 mmol FeSO4x7H20 g ekstrakta), a majéine
dusice nakon 90 (0,0133 FeSO4x7H,O mmol g*! ekstrakta). Usporedbom navedenih
maksimalnih vrijednosti s onima dobivenim za koncentraciju polifenola (slika 9), uocava se
isti poredak: mati¢njak > kadulja > menta > maj¢ina dusica > lavanda.

Prema BusSi¢ 1 sur. (2018), veli¢ina mikrokapsula i koncentracija CaCl. koriStenog pri
inkapsuliranju takoder utjecu na otpustanje aktivnih sastojaka. Tako su upotrebom 2 %-tnog
(u odnosu na 3 %-tni) CaCl, proizvedene mikrokapsule vece, $to rezultira vremenski duljim
otpustanjem aktivnih tvari iz istih. U ovom je radu koristena iskljucivo 2 %-tna otopina CaCly,
zbog cega su proizvedene mikrokapsule relativno velike pa su najviSe vrijednosti za
antioksidacijsku aktivnost izmjerene kasnije u odnosu na rezultate testova otpustanja aktivnih
tvari drugih autora (Bel$¢ak-Cvitanovic i sur., 2017; Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2015).

U prethodno istaknutom istrazivanju odredivao se strukturni oblik alginata 1 drugih
biopolimera pogodnih za inkapsulaciju ekstrakta maslacka (Bu$i¢ i1 sur.,, 2011). Test
otpusStanja je proveden izlaganjem alginatnih kapsula medijima s pH vrijednos¢u Zeluca,
odnosno tankog crijeva, bez dodatka probavnih enzima. Nakon inkubacije mikrokapsula u
mediju pH vrijednosti od 1,2, a zatim i 7,4, izuzetim su alikvotima odredivane
antioksidacijska aktivnost i sadrzaj polifenola. Antioksidacijska aktivnost je pratila kretanje
koncentracije polifenola; tako su njihove vrijednosti bile vise nakon izlaganja crijevnim nego
zeluanim uvjetima. Razlog je tome $to niski pH ne destabilizira kapsule alginata, dok se pri
povisenim pH vrijednostima kalcijevi ioni zamjenjuju ionima natrija iz simulirane otopine

(crijeva) pa se alginatna struktura raspada.
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4.4 USPOREDBA in vitro PROCESA PROBAVE CISTIH EKSTRAKATA I

MIKROKAPSULA

4.4.1. Kemijska svojstva teku¢ih i mikroinkapsuliranih biljnih ekstrakata nakon simulacije
probave

U ovom se istrazivanju provodila simulacija probavnog sustava koji se sastoji od tri dijela:
usne Supljine, zeluca i tankog crijeva. Uvjeti su simulirani podeSavanjem temperature medija
na 37 °C, mijenjanjem pH vrijednosti pri prelasku iz jednog dijela sustava u drugi te
dodavanjem probavnih enzima karakteristicnih za svaki odjeljak. Nakon prolaska kroz
simulirano tanko crijevo, izuzet je wuzorak =za svaki biljni ekstrakt (tekuéi i
mikroinkapsulirani). Uzorcima se spektrofotometrijski odredivao sadrzaj polifenola (TPC) te
antioksidacijska aktivnost (DPPH i FRAP metoda). Tablice 7 i 8 daju prikaz usporedbe
navedenih vrijednosti s vrijednostima odredenim prije probave. Rezultati dobiveni analizom
poCetnih uzoraka (ekstrakata ili mikrokapsula) ozna¢eni su kao "nula" te odgovaraju
rezultatima navedenim u Tablici 2 (tekuéi ekstrakti) odnosno Tablici 6 (inkapsulirani

ekstrakti). "Crijeva" predstavljaju vrijednosti odredene ispitivanjem probavljenih uzoraka.

Tablica 7. Usporedba kemijskih svojstava tekucih biljnih ekstrakata prije (nula) i neposredno
nakon probave (crijeva). Razli¢ita slova iznad vrijednosti u istom stupcu predstavljaju

znacajne razlike pri p < 0,05.

TPC DPPH FRAP
TEKUCI (mg GAE g (mmol TE gt (mmol FeSO4x7H20
EKSTRAKT ekstrakta) ekstrakta) g ekstrakta)
nula crijeva nula crijeva nula crijeva
73,7500 | 1,2604 0,5756 0,0033 0,8059 0,0126
matié¢njak +1,7678% | £0,0295% | +0,0213% | +0,0008* | +0,0047% | +0,0003?
45,4167 | 0,9583 0,4712 0,0019 0,5327 0,0106
menta +1,7678° | £0,0737° | +0,0425° | +0,0003° | +0,0237° | +0,0008°
38,7500 | 0,9167 0,3595 0,0016 0,5006 0,0089
majcina dusica | +0,5893°¢ +0,0737° | +£0,0019° | +0,0004° | +0,0325° | +0,0005°
51,2500 | 0,8906 0,4156 0,0022 0,6329 0,0119
kadulja +2,9463% | £0,0663° | +0,0090¢ | +0,0002¢ | +0,0230% | +0,00122
22,5000 | 0,6354 0,2370 0,0010 0,4397 0,0081
lavanda +7,0711¢ | £0,0000° | +0,0180° | +0,0007° | +0,0020° | +0,0014°
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Tablica 8. Usporedba kemijskih svojstava mikroinkapsuliranih biljnih ekstrakata prije (nula) i

neposredno nakon probave (crijeva). Razlicita slova iznad vrijednosti u istom stupcu

predstavljaju znacajne razlike pri p < 0,05.

TPC DPPH FRAP
INKAPSULIRANI (mg GAE g*! (mmol TE g (mmol FeSO4x7H20
EKSTRAKT kuglica) kuglica) gt ekstrakta)
nula crijeva nula crijeva nula crijeva
0,58646 0,05312 0,00227 0,00045 0,00616 0,00083
mati¢njak +0,01620% | £0,00000% | +£0,00004% | +0,00000% | +£0,000172 | +0,000002
0,37167 0,04417 0,00324 0,00021 0,00415 0,00058
menta +0,01414° | £0,00000° | £0,00003° | +£0,00000° | £0,00036° | £0,00003"
0,25417 0,05208 0,00188 0,00029 0,00394 0,00071
majcina duSica +0,01178° | £0,00000% | +0,00011¢ | +0,00000° | +0,00032° | +0,00002°
0,51333 0,04167 0,00346 0,00009 0,00566 0,00067
kadulja +0,02357¢ | £0,00000° | £0,00000° | £0,00000¢ | £0,00005% | £0,00009¢
0,18750 0,03229 0,00085 0,00018 0,00295 0,00066
lavanda +0,04125¢ | £0,00000° | +0,00001¢ | +0,00000¢ | +0,00012° | +0,00008°

Sukladno ocekivanjima, vrijednosti nakon probave visestruko su se smanjile za svih deset
vrsta uzoraka. Ova je promjena posljedica degradacije antioksidansa uslijed izlaganja
uvjetima koji vladaju u gastrointestinalnom sustavu (pH, probavni enzimi, Zu¢ne soli). Od
tekucih ekstrakta, najveci je pad koncentracije polifenola uocen kod mati¢njaka (sa 73,75 na
1,2604 mg GAE g*! ekstrakta; Tablica 7), a od inkapsuliranih kod kadulje (s 0,51333 na
0,04167 mg GAE g kuglica; Tablica 8). Kod istih je ekstrakata zabiljezen i najveéi pad
antioksidacijske aktivnosti mjerene FRAP metodom (s 0,8059 na 0,0126 mmol FeSOsx7H,0
g! ekstrakta za mati¢njak te s 0,00566 na 0,00067 mmol FeSO4x7H,O g kuglica za
kadulju).

DPPH metoda je takoder potvrdila najvecu razliku u izmjerenim vrijednostima za
inkapsulirani ekstrakt kadulje (pad s 0,00346 na 0,00009 mmol TE g kuglica). Suprotno
rezultatima dobivenim za TPC i1 FRAP, teku¢i ekstrakt maticnjaka se, prema DPPH metodi,
pokazao kao uzorak s najmanjim padom vrijednosti nakon probave, dok je najveci pad imala
menta (s 0,4712 na 0,0019 mmol TE g* ekstrakta). Navedeni padovi u vrijednostima su veéi

rezultate dobivene za tekuce ekstrakte, nije moguce to€no odrediti koji od njih je imao
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najmanji pad u vrijednostima, odnosno najveci stupanj oCuvanja. Svaka je metoda pokazala
drugacije rezultate. Tako je prema izmjerenom TPC-u najmanji pad imala lavanda, prema
DPPH metodi mati¢njak, dok je za FRAP to bila menta. Analize inkapsuliranih ekstrakata su
dale medusobno dosljednije rezultate pa se kao uzorak s najmanjim padom vrijednosti
pokazala lavanda.

Zanimljivo je primijetiti da je najveci stupanj ocuvanja, od inkapsuliranih uzoraka, imao onaj
s najmanjim izmjerenim udjelom polifenola i antioksidacijskom aktivnosti prije probave
(lavanda; Tablica 6), dok je, od tekucih ekstrakata, uzorak koji je prije probave pokazao
najvisSe izmjerene vrijednosti za TPC, DPPH i FRAP, imao najveci pad (mati¢njak; Tablica
1). Negativnu korelaciju izmedu antioksidacijske aktivnosti u uzorcima prije i stabilnosti
uzoraka tijekom probave in vitro uocila je i Mari¢ (2017). Tamo se vodeni ekstrakt kadulje,
koji je prije probave imao najnize izmjerene vrijednosti za TPC 1 FRAP, pokazao
najstabilnijim uzorkom. Istovremeno se majc¢ina dusSica, kojoj je na pocetku izmjerena najvisa
koncentracija polifenola i najveca antioksidacijska aktivnost, pokazala najmanje stabilnom
prilikom simulirane probave.

Usporedbom razlika u vrijednostima izmjerenim prije i nakon probave (Tablice 7 i 8),
primjetno je da je kod tekucih ekstrakata pad prili¢no veéi. Iz navedenog se moze zakljuciti da
je inkapsulacija uspjeS$no zastitila polifenolne i druge antioksidativne tvari u biljnim

ekstraktima.
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4.4.2. Postotak prezivljavanja spojeva s antioksidacijskom aktivnoséu

Kako bi se pojednostavnila usporedba probavljivosti teku¢ih i inkapsuliranih ekstrakata,
racuna se postotak prezivljavanja. U tu su svrhu koriStene vrijednosti prikazane u Tablici 7 i
8. Omijer vrijednosti za TPC, DPPH ili FRAP nakon ("crijeva) i prije simulirane probave
("nula) mnozi se brojem 100 kako bi se dobio postotak. Izracunati postotci pokazuju koliko je
polifenola i drugih antioksidativnih spojeva iz odredenog biljnog ekstrakta nakon probave

dostupno za apsorpciju (Tablica 9).

Tablica 9. Postotak prezivljavanja polifenola i ostalih antioksidansa u teku¢im i

mikroinkapsuliranim biljnim ekstraktima nakon in vitro simulacije probave.

POSTOTAK PREZIVLJAVANJA
EKSTRAKT %)
TPC DPPH FRAP
tekuéi inkapsulirani tekudi inkapsulirani tekudi inkapsulirani
mati¢njak 1,71 9,06 0,57 19,94 1,57 13,50
menta 2,11 11,88 0,40 6,48 2,00 14,08
majcina duSica 2,36 20,49 0,45 15,37 1,77 18,11
kadulja 1,74 8,12 0,53 2,47 1,88 11,87
lavanda 2,82 17,22 0,41 21,45 1,83 22,37

Postotak prezivljavanja ispitivanih spojeva za tekuce je biljne ekstrakte iznosio od 0,40 do
2,82, ovisno o metodi i vrsti biljke (Tablica 9). Prema rezultatima TPC-a, najmanji je postotak
prezivljavanja imao mati¢njak (1,71 %), a najveci lavanda (2,82 %). Kod DPPH metode,
vrijednosti su se kretale od 0,40 % za mentu do 0,53 % za kadulju. FRAP metoda je, pak,
pokazala da je najmanje prezivjelih antioksidansa bilo u ekstraktu mati¢njaka (1,57 %), a
najviSe u ekstraktu mente (2,00 %). Kod inkapsuliranih ekstrakata postotak preZivljavanja
varira od 2,47 % do ¢ak 22,37 % (Tablica 9). Sve tri metode pokazale su najmanji stupanj
preZivljavanja za inkapsuliranu kadulju: 2,47 % (DPPH), 8,12 % (TPC) 1 11,87 % (FRAP).
Prilikom mjerenja promjera mikrokapsula, ranije je utvrdeno da su se jedino mikrokapsule
kadulje smanjile nakon adsorpcije. Do smanjivanja je vjerojatno doSlo zbog uranjanja
alginatnih mikrokapsula u hipertoni¢nu otopinu ekstrakta. Moguce je da je ta razlika utjecala 1
na sadrzaj polifenola, a time i na antioksidacijsku aktivnost inkapsuliranog ekstrakta biljke.
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Najveci postotak prezivljavanja kod TPC-a pokazala je inkapsulirana maj¢ina dusSica (20,49
%), dok je za DPPH metodu to bio mati¢njak (19,94 %), odnosno lavanda (22,37 %) za
FRAP. Izra¢un prema vrijednostima dobivenim DPPH metodom dao je najnize postotke
prezivljavanja, kako kod tekucih, tako i kod mikroinkapsuliranih ekstrakata. U odnosu na
tekuce, mikroinkapsulirani ekstrakti su, bez iznimke, pokazali ve¢i stupanj prezivljavanja.
Tako se koncentracija antioksidativnih tvari dostupnih za apsorpciju mikroinkapsulacijom
povecala i do deset puta.

Nekoliko je ranijih istrazivanja takoder bilo usmjereno ka povecanju bioiskoristivosti
polifenola iz ¢aja putem inkapsulacije. Kao uzorak se najcesce koristio zeleni €aj zbog opce
poznatog pozitivnog utjecaja na zdravlje ljudi. Ovaj je ucinak posljedica visokog sadrzaja
polifenola, posebice katehina (Zokti i sur., 2016). Prociséeni ekstrakti katehina su dostupni na
trziStu, medutim, njihova cijena premasuje kupovnu mo¢ vecine gradana. Stoga je 2016.
godine provedeno istrazivanje u kojemu se ispitivala ucinkovitost mikroinkapsulacije
ekstrakta ovog c¢aja. KoriStena je metoda suSenja rasprSivanjem, a ekstrakt je bio oblozen
razliCitim materijalima: maltodekstrinom, arapskom gumom, kitozanom i njihovim
kombinacijama u razli¢itim omjerima. Proveden je in-vitro test probavljivosti mikrokapsula,
kao i obi¢nog tekucéeg ekstrakta ¢aja. Rezultati za TPC i DPPH metodu su pokazali da je, bez
obzira na to kojim je spojem ekstrakt oblagan, mikroinkapsulirani oblik imao vecéu
bioiskoristivost od tekuceg ekstrakta (Zokti i sur., 2016).

Tri godine ranije istrazivao se utjecaj konzumacije mikroinkapsuliranog ekstrakta zelenog
Caja na zdravstveno stanje Stakora na visoko fruktoznoj dijeti (Hee Jung i sur., 2013). Dijeta
je, nakon samo osam tjedana, kod Stakora uzrokovala obiljezja metabolickog sindroma:
hipertenziju, hiperglikemiju, dislipidemiju i centralnu pretilost. Hipertrigliceridemija je
nastala kao posljedica pretjerane proizvodnje lipida u jetri, a oksidativni stres u organizmu se
povecao zbog smanjene aktivnosti katalaze u jetri i bubrezima. Potom je jednoj grupi Stakora
kao tretman davan tekuci ekstrakt zelenog ¢aja, a drugoj mikroinkapsulirani. Nije bilo razlike
u njihovom ucinku na ukupni kolesterol i trigliceride u krvi: oba su tretmana dala podjednako
uspjesne rezultate. Medutim, mikroinkapsulirani ekstrakt je znatnije snizio razinu mokraéne i
slobodnih masnih kiselina u krvi te povecao razinu jetrene katalaze (Hee Jung i sur., 2013).
Istrazivanje tako potvrduje da je antioksidativni potencijal mikrokapsula snazniji od

potencijala tekuceg ekstrakta, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovome radu.
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Ispitivanjem ucinka mikroinkapsuliranih, odnosno tekucih ekstrakata na zdravlje
eksperimentalnih Zivotinja bavili su se i Obidike i Emeje (2011). Kao uzorak su koristili
etanolni ekstrakt lis¢a vrste Entada africana, biljke iz porodice graska. Ova je biljna vrsta
karakteristicna za podruc¢je Gane 1 sjeverne Nigerije, gdje se koristi kao antiseptik kod rana i
koznih infekcija. U navedenom je radu ispitivano njezino antiulcerozno djelovanje. Kao
vanjski materijal za mikroinkapsulaciju koristen je alginat, a postupak je proveden primjenom
ekstruzije. Eksperimentalne Zivotinje su bile podijeljene u nekoliko skupina te im je davan
tekuci, odnosno inkapsulirani ekstrakt biljke. Potom je svima dan 1 mL cistog etanola, koji
inace kod Stakora potice nastanak ulkusa. Nakon ingestije, Stakori su anestezirani, kirurski im
je otvoren zeludac te su promatrane lezije. Analizom zivotinjskog tkiva, utvrdeno je da je
inhibicija ulkusa od strane tekuceg ekstrakta iznosila 54,55 %, dok je za mikroinkapsulirani
ekstrakt izraCunata vrijednost od ¢ak 81,82 %. Navedena je studija, kao i ona Hee Jung i sur.

(2013), od posebne vaznosti jer je jedna od rijetkih koja koristi in vivo metodu.
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5. ZAKLJUCCI

1. Od tekuc¢ih ekstrakata analiziranih biljnih vrsta, najvisu koncentraciju polifenola i najvecu
antioksidacijsku aktivnost pokazao je ekstrakt maticnjaka, dok su za ekstrakt lavande

izmjerene vrijednosti za navedene parametre bile najnize.

2. Provodenjem TPC, DPPH 1 FRAP metode na teku¢im ekstraktima nakon adsorpcije,

izmjerene su nize vrijednosti u odnosu na pocetni ekstrakt.

3. Tijekom izlaganja vodenom mediju, najvecu koli¢inu polifenola otpustile su mikrokapsule
maticnjaka, dok je najniza koncentracija istih otpusStena iz kapsula lavande. Navedeni je odnos
potvrden i vrijednostima dobivenim za antioksidacijsku aktivnost primjenom FRAP metode,
dok su kod DPPH metode najmanju koli¢inu antioksidativnih tvari otpustile mikrokapsule
majcine dusice.

4. Od tekucéih ekstrakata, najmanju je stabilnost tijekom in vitro probave pokazao mati¢njak,

dok je od inkapsuliranih ekstrakata to bila kadulja.

5. Najvecu stabilnost tijekom in vitro probave imala je inkapsulirana lavanda, dok su za

tekuce ekstrakte dobiveni oprecni rezultati.

6. U odnosu na tekuce, mikroinkapsulirani su ekstrakti pruZzili dodatnu zaStitu bioaktivnih

spojeva koji su zbog toga pokazali veéi stupanj prezivljavanja tijekom probave in vitro.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

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

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