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1. UVOD

Danasnji ubrzani nacin Zivota, razvoj tehnologije, nedostatak vremena i1 ucestalost
mnogih bolesti, nagnali su suvremenog covjeka da sve viSe osvijesti vaznost pravilne
prehrane. Veliku zabrinutost izazivaju sintetiCki proizvedeni dodaci u prehrambenim
proizvodima $to je potaknulo razvoj razli¢itih tehnologija u svrhu ocuvanja bioloski aktivnih
spojeva ponajviSe iz biljaka, ali i drugih prirodnih izvora koji se koriste u prehrambenoj
industriji zbog svojih organoleptickih svojstava, bioloskih aktivnosti te pozitivnog utjecaja na

zdravlje ljudi.

Pasji trn (Hippophae rhamnoides L.) je listopadni grm iz obitelji zlolesina
(Elacagnaceae), Siroko rasprostranjen u umjerenom pojasu Azije i Europe. Vrlo je cijenjen
zbog svog visokog nutritivnog i ljekovitog potencijala iz razloga Sto gotovo svi dijelovi ove
biljke, ukljucujuéi plod, sjemenke, lis¢e i koru, sadrze raznolik izvor hidrofilnih i lipofilnih
bioloski aktivnih spojeva. Iz ploda pasjeg trna moze se dobiti ulje pulpe. Jedno je od ulja koje
sadrzi omega-3, omega-6, omega-7 i omega-9 masne kiseline. Takoder je bogato
karotenoidima, flavonoidima, fitosterolima, tokoferolima te esencijalnim aminokiselinama.
Ovi spojevi su relativno nestabilni te je vazno poboljsati njihovu stabilnost tijekom

procesiranja i skladistenja ulja.

Jedan od nacina o€uvanja bioloski aktivnih spojeva ulja je inkapsulacija, kojom se
tekuci uzorak prevodi u ¢vrsto stanje. Najc¢esce primjenjivana tehnika inkapsulacije je suSenje
rasprSivanjem koja se sastoji od rasprSivanja tekuceg uzorka, uz primjenu nosaca u struji
vruceg zraka pri cemu nastaje prah. SuSenje rasprsivanjem je popularna metoda inkapsulacije
koja se najceS¢e primjenjuje zbog svoje prakti¢nosti, niske cijene te kona¢nog proizvoda
visoke kvalitete sa pozeljnim fizikalno-kemijskim svojstvima uz najvecu stabilnost bioloski
aktivnih spojeva. Kako bi se uspjes$no provelo susenje rasprsivanje, potrebno je uzeti u obzir
specifi¢nosti ispitivanog uzorka, te optimizirati vrstu nosaca i uvjete samog procesa susenja

rasprSivanjem.

Cilj ovog istrazivanju bio je primjenom suSenja rasprSivanjem proizvesti prah ulja
pulpe pasjeg trna te utvrditi utjecaj temperature (120, 150 i 180 °C) te omjera ulja i nosaca

(1:2, 1:3i 1:4) na stabilnost karotenoida, tokoferola te na antioksidacijski kapacitet.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PASJI TRN (Hippophae rhamnoides L.)
2.1.1. Osnovne karakteristike i kemijski sastav biljke

Pasji trn (Hippophae rhamnoides L.) je visegodi$nja listopadna biljka koja raste u
obliku razgranatog grma 2-3 m visine ili kao drvo do 6 m visine, iz roda Hippophae, obitelji
Eleagnaceae (Suryakumar i Gupta, 2011; Khan i sur., 2010). Smatra se autohtonom sortom
Kine otkuda se dalje prosirio po Aziji, Europi i Kanadi (Davidson i sur., 1994). Pasji trn (slika
1) raste najceS¢e na suncanim dijelovima planina, u rijecnim dolinama te priobalnim
podru¢jima gdje je pretezno pjeskovito i vapneno tlo, kao male izolirane jedinke ili u simbiozi
s drugim biljnim vrstama u Sumi ili Sikari. Mnoga istraZivanja pokazala su da je biljka
izuzetno otporna na veliki temperaturni raspon od (-) 43 do (+) 45 °C i susu, iako vecina
prirodno raste u podru¢jima na kojima godi$nje padne 400-600 mm oborina te moze prezivjeti
na jako slanom tlu. U Rusiji uzgajaju se pretezno na nadmorskim visinama od 1200 do 2000
m, dok na visini od 3900 m biljka ne daje plodove (Li, 2003). Suprotno tomu, u Tibetu raste
na nadmorskoj visini od 3300 do 4500 m (Guliyev i sur., 2004). U Republici Hrvatskoj raste
uz pjeskovite i Sljunkovite obale rijeka u sjevernim podrucjima drzave, a ponajvise uz obale
rijeka Drave i Dunava. Rjede se pojavljuje u kamenitim obroncima planinskih krajeva (preko
1000 m nadmorske visine) ili uz morsku obalu. Narodna imena pasjeg trna su vudji trn,

vukodrzica i zlolesina (Grlji¢, 1990).

Slika 1. Prikaz: listova, trnja i plodova pasjeg trna (Hippophae rhamnoides L.) (Pundir, 2020)
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Prema povijesnim izvorima prvi zapisi o ljekovitim svojstvima pasjeg trna pojavljuju
se u 4. st. pr. Kr. (Zakynthinos i Varzakas, 2015). Kemijski sastav pojedinih dijelova biljke
razlikuju se ovisno o porijeklu, klimatskim uvjetima, vrsti tla, podruc¢ju gdje biljka raste te
metodi ekstrakcije (Zeb, 2006). Prema literaturnim podacima u svim dijelovima biljke
odredeno je preko 200 bioloski aktivnih spojeva poput polifenola, flavonoida, karotenoida,
tokoferola, masnih i organskih kiselina, amino kiselina, Secernih alkohola, tanina, vitamina i
raznih drugih spojeva (Kumar i sur., 2011). Polifenolni spojevi (klorogenska Kkiselina,
flavanoli, procijanidini, katehini) i flavonoli (kvercetin, kampferol, miricetin, izoramnetin)
odredeni su u svim dijelovima biljke pasjeg trna (Pundir i sur., 2020). U znac¢ajnim udjelima
odredeni su su katehin, galokatehin i epigalokatehin u alkoholnim ekstraktima grana, a tanini
u ekstraktima korijena (16-42 mg CE g* suhe tvari) i stabljike (14-34 mg CE g™ suhe tvari).

Neka su istrazivanja pokazala jako dobar sastav polifenola ekstrahiranih iz stabljike
(52-95 mg GAE g™ suhe tvari) i korijena (36-139 mg GAE g™ suhe tvari) biljke pasjeg trna.
Sastav ostalih bioloskih aktivnih spojeva u korijenu, stabljici i granama nije jo§ dovoljno

istrazen (Jastrzab i Skrzydlewska, 2019).

List pasjeg trna je bogat izvor mineralnih tvari (magnezija, kalcija, kalija) i organskih
kiselina (oleinska, miristinska, palmitinska). U istrazivanju Yue i sur. (2017) u listu pasjeg
trna maseni udio ukupnih fenola odreden je u rasponu od 76,07 do 93,72 mg g'1 suhe tvari, a
flavonoida od 47,06 do 66,40 mg g™ suhe tvari. U svom radu Khan i sur. (2010) utvrdili su da
maseni udio flavonoida u suhom ligéu pasjeg trna iznosi 3888 mg 100 g™ dok plod sadrzi
854 mg 100 g™ Svjezi listovi su bogat izvor klorofila (98,8 mg 100" g™) ¢ija je vrijednost

slicna klorofilu iz svjeZe lisnatog zelenog povréa (Guan i sur., 2006).

Plod pasjeg trna je jedan od najbogatijih izvora nutrijenata u biljnom svijetu, a sastoji
se od sjemenke (23 %), pulpe (68 %) i pokozice (8 %). Kemijski sastav ploda pasjeg trna
ovisi o klimi, sorti, veli¢ini ploda, na¢inima obrade te zrelosti ploda (Leskinen i sur., 2009). Iz
ploda moze se dobiti sok pulpe i ulje sjemenke ili pulpe ploda (Beveridge i sur., 1999).
Ugljikohidrati su glavna komponenta suhe tvari &iji udio varira izmedu 400-600 g kg™ suhe
tvari. Najzastupljeniji polisaharidi su celuloza, hemiceluloza, pektin i hidrokoloidi koji
zajedno s ligninom tvore dijetalna vlakna. Glukoza, fruktoza i Secerni alkoholi (ksiloza,
manitol, sorbitol) znacajni su monosaharidi (27-58 g kg™ suhe tvari) zrelih plodova. U

usporedbi s drugim bobicastim vo¢em plod pasjeg trna karakterizira visok sadrzaj proteina te

slobodnih esencijalnih aminokiselina. Tako na primjer, u plodovima uzgojenim u Indiji



sadrzaj proteina iznosio je 46-129 g kg™ suhe tvari, a u plodovima uzgojenim u Poljskoj 93 g
kg™ suhe tvari ploda. Udio ulja u sjemenkama ploda iznosio je oko 100-160 g kg™ svjezeg
ploda, u pulpi i pokozici ploda oko 20-205 g kg™ svjezeg ploda (Ciesarova i sur., 2020). U
soku pulpe pasjeg trna prisutan je veliki broj mineralnih tvari (kalij, magnezij, kadmij, cink,
bakar, Zeljezo) i organskih kiselina (kina, jabu¢na, vinska, oksalna). Od bioloskih aktivnih
spojeva osim fenolnih spojeva prisutni su jos karotenoidi, ursolna kiselina, 5-hidroksimetil- 2-
furaldehid i razni drugi spojevi (Pundir i sur., 2020).

2.1.2. Bioloski aktivni spojevi

Bioloski aktivni spojevi prisutni u hrani imaju pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. U
takvu skupinu spojeva ubrajaju se omega-3 masne Kiseline, probiotici, prebiotici, karotenoidi,
fenolni spojevi, tokoferoli, esencijalne mineralne tvari, bioaktivni proteini, peptidi i
aminokiseline. Zbog svojih razli¢itih bioloskih djelovanja kao naprimjer antioksidativnog i
antimikrobnog djelovanja, imaju sve vecu primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
Koncentrirani izvori bioaktivnih spojeva dobivaju se izolacijom iz hrane, a zatim se
prociséavaju, suSe i dodaju u sastav funkcionalne hrane, dodataka prehrani ili biljnih lijekova
(Arpagaus, 2019).

2.1.2.1. Karotenoidi

Karotenoidi su lipofilni pigmenti koje sintetiziraju biljke, gljive, alge i bakterije. Ljudi
i zivotinje ne mogu ih sintetizirati, nego ih unose prehranom. Po kemijskom sastavu su
tetraterpeni, odnosno derivati izoprena izgradeni od 8 izoprenskih jedinica smjeStenih
simetricno u odnosu na centar molekule. Poliizoprenska struktura sadrzi konjugirane
dvostruke veze te alifatski ili aromatski prsten na jednom ili oba kraja polienskog lanca (slika
2). Dvostruke veze odgovorne su za Zutu, rozu, narancastu i crvenu boju kod lis¢a biljaka,
voca, povréa te kod nekih ptica, riba i rakova (Elvira-Torales i sur., 2019; Rodriguez-
Concepcion i sur., 2018). Karotenoidi se dijele u 2 skupine (slika 3): karotene (likopen, a-
karoten, B-karoten, y-karoten) i ksantofile (lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin, kapsantin).
Karoteni sadrze samo ugljik i vodik, dok ksantofili imaju vezan jedan ili vise atoma kisika u
obliku hidroksilne, karboksilne, keto ili aldehidne skupine. Dijele se jo§ na one koji imaju i
nemaju provitaminsku aktivnost. Karotenoidi koji su prekursori vitamina A (B-karoten i B-
kriptoksantin) imaju barem jedan B-jononski prsten na kraju polienskog lanca od barem 11
ugljikovih atoma (Mezzomo i Ferreira, 2016). U biljkama su dio fotosintetskog sustava

zajedno s klorofilima te ih Stite od fotooksidacijskog oStecenja 1 sudjeluju u proizvodnji
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biljnih hormona (Elvira-Torales i sur., 2019). Zajedno s tokolima i polifenolima imaju
antioksidacijski u¢inak u uljima. Bitan su aspekt ljudske prehrane i zdravlja zbog svoje
provitaminske 1 antioksidacijske aktivnosti kod koznih, o¢nih, onkoloskih te

kardiovaskularnih bolest (Konuskan, 2020).

AROMATSKI POLIENSKI LANAC AROMATSKI
PRSTEN PRSTEN

Slika 2. Osnovna struktura karotenoida na primjeru -karotena (prema Maoka, 2020)
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Slika 3. Kemijske strukture: a) karotena, b) ksantofila (prema Maoka, 2020)

Poznato je da su plodovi pasjeg trna bogati karotenoidima i njihovim esterima te da
ukupna koli¢ina 1 prisutnost razli¢itih vrsta karotenoida ovisi o porijeklu, uvjetima uzgoja,
klimatskim uvjetima i vremenu berbe (Andersson i sur., 2009). Maseni udio karotenoida u
plodovima pasjeg trna (11 mg 100™ g svjezeg ploda) sli¢an je u usporedbi s drugim biljnim
vrstama bogatim karotenoidima poput rajéice (13 mg 100™ g™ svjezeg ploda) i mrkve (9 mg
100™ g svjezeg ploda) (Olas i sur., 2018). Identificirano je oko 41 karotenoida u razlicitim

sortama pasjeg trna. Najzastupljeniji karotenoid u plodovima pasjeg trna je B-karoten (15-55



%), dok su ostali karotenoidi poput likopena, a-karoten, dihidroksi-B-karoten, y-karoten,
zeaksantina, luteina, B-kriptoksantin i kantaksantin odredeni u nizim udjelima (Olas i sur.,
2018; Andersson i sur., 2009). U istrazivanju Pop i sur. (2014) analiziran je sastav
karotenoida plodova i lis¢a u 6 razli¢itih sorti pasjeg trna uzgojenih na Karpatima. U
plodovima su karotenoidi odredeni u ve¢im masenim udjelima (53-97 mg 100 g* suhe tvari)
nego u liséu (3,5-4,2 mg 100 g suhe tvari), a najzastupljeniji bili su B-karoten (1,9-7,4 mg
100™ g* suhe tvari), likopen (1,4-2,3 mg 100* g™ suhe tvari), p-kriptoksantin (1,3-1,6 mg
100™ g* suhe tvari) te zeaksantin (1,8-2,5 mg 100™ g™ suhe tvari). U drugom istrazivanju
ukupan prosje¢an maseni udio karotenoida ploda pasjeg trna sorte Mara iz Rumunjske iznosio
je 172 mg kg™ svjezeg ploda odnosno 840 mg kg™ suhe tvari ploda. Najzastupljeniji
karotenoidi u sorti Mara bili su zeakasantin, zeaksantin dipalmitat i drugi njegovi esteri te f3-
karoten, likopen i B-kriptoksantin palmitat (Pop i sur., 2015). Za razliku od ulja sjemenke, ulje
pulpe pasjeg trna sadrzi visok udio karotenoida (692-3420 mg kg™ pulpe svjezih plodova)
(Ranjith i sur., 2006). U ulju pasjeg trna odredeno je 18 razli¢itih karotenoida, poput -
karotena, y-karotena, p-kriptoksantina i sinteksantina, koji posjeduju provitaminsku aktivnost
(Li i sur., 2003).

2.1.2.2. Tokoferoli

Tokoferoli su lipofilni antioksidansi koji zajedno sa tokotrienolima pripadaju
zajedni¢koj grupi spojeva pod opéim nazivom vitamin E. Gradeni su od kromanolske
okosnice s jednom do tri metilne skupine (na C-5, C-7, C-8) aromatskog prstena te zasi¢enim
izoprenoidnim lancem (Ozcan i sur., 2019; Lachman i sur., 2018). Pojavljuju se u prirodi u 4
razli¢ita kemijska izomera: o-, B-, y- i d-tokoferol (slika 4). Najvecu vitaminsku aktivnost
pokazuje a-tokoferol, dok y-tokoferol pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost. Imaju
vaznu antioksidacijsku ulogu kod stabilnosti ulja, uklanjanja slobodnih radikala i singletnog
kisika te lipidne peroksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina (Konuskan, 2020). Glavni su
antioksidansi topivi u lipidima u ljudskoj plazmi te imaju vaznu ulogu kod obrane organizma
od oksidativnog stresa (Ranard i sur., 2019). Udio tokoferola u plodovima ovisi o porijeklu,
sorti, vremenu berbe i sazrijevanju, dok u pojedinim uljima ovisi o sorti, metodi ekstrakcije i

procisc¢avanja (Chun i sur., 2006).
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Slika 4. Kemijska struktura a-, B-, y- 1 5-tokoferola (prema Niki i Abe, 2019)

Maseni udio ukupnih tokoferola u plodovima sorti H. rhamnoides spp. sinensis i H.
rhamnoides spp. mongolica iznosio je 56-140 mg kg™, odnosno 1,5-8,1 mg kg™ ploda. U
najve¢em udjelu odreden je a-tokoferol (76-89 %), dok su B-, y- i d-tokoferol odredeni u
znatno manjem udjelu (Kallio i sur., 2002). U istrazivanju Zielinski i sur. (2017) maseni udio
tokoferola u plodovima pasjeg trna iznosio je 110-160 mg 100 g plodova. U usporedbi s
drugim biljnim vrstama kao na primjer rajéica, $pinat, kupina i malina (35-50 mg kg™),
plodovi pasjeg trna izrazito su bogati tokoferolima, pogotovo a-tokoferolom. Bolji izvor a-
tokoferola imaju sjemenke suncokreta (350 mg kg*), badema (250 mg kg™) i lje$njaka (150
mg kg™) u odnosu na plod pasjeg trna (Chun i sur., 2006). Prema literaturnim podacima ulje
pulpe bez sjemenke je bolji izvor a-tokoferola, nego ulje dobiveno iz sjemenki. Ulje dobiveno
iz pulpe nakon uklanjanja soka i sjemenki (481 mg 100™" g™ ploda) imalo je veéi udio
tokoferola od ulja iz soka (216 mg 100" g’ voca) te ulja sjemenki (64-93 mg 100" g*
sjemenke) pasjeg trna (Li i sur., 2003). U istrazivanju Cenkowski i sur. (2006) odreden je veci
udio a-, y- i 6-tokoferola u ulju sjemenki u odnosu na ulje pulpe pasjeg trna te podjednak udio
B-tokoferola u oba ulja. Razlog tomu je razlicita vrsta ekstrakcije (ekstrakcija otapalom -
petroleum eterom, superkriti¢énim CO,, vretenasto preSanje i vodena ekstrakcija) tokoferola.
Veéi udio o-tokoferola ima ulje pulpe (444-1550 mg kg™) i ulje sjemenki (630-1940 mg kg™)
u usporedbi s drugim biljnim uljima poput maslinovog (98-370 mg kg™), suncokretovog (432
mg kg™) te kukuruznog (173 mg kg™) (Ranard i sur., 2019).

2.1.3.  Ulje pasjeg trna

Ulje pasjeg trna moze se proizvesti od svih dijelova ploda, odnosno zrele sjemenke (8-
20 %), osusene pulpe (20-25 %) i ostataka nakon presanja ploda za sok (15-20 %). Ulja pulpe
i sjemenke bogata su vitaminima A, C, E, K i B skupine, tokoferolima (a-tokoferol),
tokotrienolima i karotenoidima (likopen i B-karotene) (Teleszko i sur., 2015). Ulja pasjeg trna
dobar su izvor omega-3 (linolenska), omega-6 (linolna), omega-7 (palmitoleinska) i omega-9
(palmitinska) masnih kiselina te se najviSe razlikuju u njithovom sastavu (Pundir i sur., 2020;

Kumar i sur., 2011). Ulje sjemenke bogato je omega-3 (linolenska) i omega-6 (linolne)
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masnim kiselinama, dok u ulju pulpe prevladaju omega-7 (palmitoleinska) masne kiseline te
se najceS¢e pojavljuju zajedno s bioaktivnim spojevima poput karotenoida, fitosterola i
tokoferola (Teleszko i sur., 2015). Jedino prirodno ulje u kojem je omjer omega-3 i omega-6
masne kiseline 1:1 je ulje sjemenke pasjeg trna (Pundir i sur., 2020). Sastav masnih kiselina
moze varirati ovisno o podvrsti, vremenu berbe i nacinu ekstrakcije (Yang i Kallio, 2002).
Fitosteroli su glavne komponente nesaponificiranih ulja, a najzastupljeniji su p-sitosterol i 5-
avenasterol. Ostali fitosteroli, poput kolesterola, kampesterola i stigmasterola, prisutni su u
malim udjelima (Li i sur., 2003). Ulje sjemenke pasjeg trna je dobar izvor mineralnih tvari

poput sumpora, selena, cinka i bakra (Zielinska i Nowak, 2017).

2.2. EKSTRAKCIJA ULJA

Ekstrakcija je postupak kojim se izdvajaju bioaktivni spojevi iz homogenih smjesa
inertnih biljnih tkiva na temelju razlicite topljivosti u razli¢itim otapalima. Topljivi biljni
materijal koristi se za daljnje analize, dok se netopljive balastne tvari uklanjaju (Handa,
2008). Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o raznim parametrima poput vrste i podrijetla biljnog
uzorka, vrste otapala, temperature, omjeru uzorka i otapala te vremenu ekstrakcije (Abubakar
i Haque, 2020). Izbor otapala ovisi o vrsti i prirodi biljke iz koje se trebaju ekstrahirati
bioloski aktivni spojevi. Otapala se dijele na polarna (voda, metanol, etanol) i nepolarna

(heksan, diklormetan, kloroform) (Sasidharan i sur., 2011).

Postoje konvencionalne i napredne metode ekstrakcije, ali se niti jedna metoda ne
smatra standardnom za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva iz biljaka (Abubakar i Haque,
2020). U konvencionalne metode ekstrakcije ubrajaju se mehanicka ekstrakcija, ekstrakcija
otapalom, hidrodestilacija, destilacija vodenom parom, ekstrakcija vru¢om vodom te Soxhlet
ekstrakcija (El Asbahani i sur., 2015). Kod konvencionalnih metoda ekstrakcije koriste se
organska otapala poput n-heksana, heksana, petroleum etera, etil acetata, acetona i
kloroforma. Najces¢e se koriste heksan i n-heksan zato §to daju najveci prinos (95 %) (Tan i
sur., 2016). Upotreba heksanskih otapala pokazala su visoku ucinkovitost ekstrakcije,
medutim njihova upotreba je Stetna i1 toksi¢na za zdravlje ljudi te dovodi do zagadenja okoliSa
(Konopka i sur., 2016). Nedostaci konvencionalnih metoda ekstrakcije su velika potro$nja
organskih otapala i energije zbog izrazito dugog vremena ekstrakcije odnosno intenzivnog
zagrijavanja i/ili mijeSanja tijekom ekstrakcije. Tijekom vremena razvile su se i napredne

odnosno zelene metode poput ekstrakcije hladnim preSanjem, subkriticnih (SWE) i
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superkritiénih fluida (SFE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE), slobodnim
mikrovalovima (MAE), visokotla¢na ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im
poljem te ekstrakcija uz pomoc¢ enzima (Ramadan, 2020; Mwaurah i sur., 2019). Naprednim
metodama ekstrakcije skratilo se vrijeme ekstrakcije i smanjila potro$nja otapala koja rezultira
ocuvanjem termolabilnih spojeva ¢ime se poboljSala kvaliteta ekstrahiranih spojeva, visi je
prinos ekstrakata te su napredne metode ekstrakcije ekoloski prihvatljive. Umjesto heksana
kod naprednih metoda ekstrakcije kao otapala koriste se voda, etanol, uglji¢ni dioksid i ionske
tekucine (Chemat i sur., 2017).

Ekstrakcijom se mogu proizvesti biljni ekstrakti i ulja ovisno o sirovini, odnosno
biljnoj vrsti. Biljna ulja sastoje se od nepolarnih i lipofilnih spojeva ¢iji je sastav vrlo
promjenjiv i slozen, a ovisi o porijeklu te kvaliteti i metodama proizvodnje (Yara-Varon i sur.,
2017). Ulja se mogu ekstrahirati konvencionalnim i naprednim metodama ekstrakcije. Od
iznimne je vaznosti odabrati adekvatnu metodu ekstrakcije ulja radi kvalitete konacnog
proizvoda te moguéeg utjecaja na okoli§ (Tiwari, 2015). Ulja se najceS¢e proizvode
konvencionalnim metodama poput presanja i/ili ekstrakcijom otapala iz sjemenke ili ploda
biljke. Zbog sve veée potraznje za bioaktivnim lipidnim spojevima, sve se vise koriste
napredne metode ekstrakcije koje se primjenjuju u industriji proizvodnje ulja kako bi se
minimizirale negativne promjene u nutritivnoj kvaliteti te fizikalno-kemijskim i

organoleptickim svojstvima ulja. Paralelno smanjuje se utjecaj ugljikovog otiska otapala
(Ramadan, 2020).

2.2.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. Ultrasound assisted
extraction — UAE)

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound assisted extraction — UAE)
je ucinkoviti nacin ekstrakcije ulja i bioloSkih aktivnih spojeva osjetljivih na toplinu iz biljnog
tkiva (Chemat i sur., 2004). Cilj je povecanje prinosa ekstrahiranog spoja, povecanje stope
ekstrakcije, postizanje smanjenja vremena procesiranja te vece propusnosti. Ucinkovitost
ekstrakcije ovisi o primijenjenoj frekvenciji, intenzitetu ultrazvuka, vremenu tretiranja i
polarnosti medija, koji moze biti Cista otopina ili smjesa otapala. Prilikom prolaska
ultrazvucnih valova kroz medij, dolazi do nastajanja podru¢ja promjenjivih kompresija i
ekspanzija tlaka, odnosno fluktacije tlaka, Sto rezultira pojavom kavitacije (Drmi¢ i Rezek

Jambrak, 2010), koja uzrokuje mikro oSte¢enja stani¢nih stijenki ¢ime se postize poboljSan



prijenos mase 1 bolji pristup otapala stanicnom sadrzaju procesima difuzije i osmoze. (Drmié

i Jambrak, 2010; Vinatoru, 2001).
2.2.2.  Ekstrakcija superkriticnim CO»

Ekstrakcija superkriticnim fluidom je napredna metoda ekstrakcije u kojoj se kao
otapalo koristi superkriti¢ni fluid koji nastaje kada se temperatura i tlak fluida podignu iznad
njegove kriti¢ne tocke. U tom stanju fluid ima svojstva tekuéine i plina. Idealnim otapalom za
ekstrakciju superkriticnim fluidima smatra se CO, zbog svoje niske kriti¢ne temperature (31
°C) i niskog kritiénog tlaka (74 bara). Ostala svojstva i prednosti CO, kao superkriticnog
fluida da je po kemijskoj strukturi ¢isto, nepolarno te stabilno i ekoloski prihvatljivo otapalo
bez boje, mirisa i okusa. Karakterizita ga nisko svojstvo viskoziteta, visoki koeficijent difuzije
te mala povrsinska napetost fluidnog otapala koja dovodi do boljeg prodiranja u unutra$njosti
uzorka $to za posljedicu ima bolji prijenos mase. Pomoc¢u njega ekstrahiraju se termolabilni
spojevi na sobnoj temperaturi. Nakon ekstrakcije lako se uklanja iz uzoraka i ne zaostaje
poput organskih otapala te ga je moguce ponovno upotrijebiti kao otapalo (Nde i Foncha,
2020; Selvamuthukumaran i Shi, 2017; Mandal i sur., 2015). Glavni nedostatak CO; je niska
polarnost §to ga ¢ini idealnim otapalom za lipidne, masne i nepolarne tvari, ali neprikladnim
za polarne uzorke. Zbog toga upotrebljavaju se modifikatori ili suotapala, poput metanola,
etanola, tetrahidrofurana, kloroforma, koji se dodaju u teku¢em obliku u ekstraktor ili direktno
superkriticnom CO, kako bi se namjestila potrebna polarnost za ucinkovitu ekstrakciju
(Mandal i sur., 2015).

2.2.3. Potencijalna upotreba ulja pasjeg trna i utjecaj na zdravlje

Povecéan je interes za upotrebu ulja pasjeg trna kao funkcionalnog prehrambenog
proizvoda zbog prisutnosti visoko hranjivih i ljekovitih spojeva koje sadrzi (Ding 1 sur.,
2016). Ulje je sastojak u kapsulama na bazi bilja, u Zelatini i teku¢inama za oralnu upotrebu
(Yang i Kallio, 2002). U Kini i Rusiji ulje pasjeg trna je odobreno za klini¢ku upotrebu kao
dodatak prehrani zbog modulatornog djelovanja na razli¢ita klinicka stanja. Takoder,
komercijalno je dostupan u kozmetickim proizvodima kao krema ili Sampon te se koristi u
farmaceutskoj industriji za proizvode koji imaju protuupalno i antimikrobno djelovanje, za

ublazavanje boli i obnovu tkiva (Olas, 2018).

Palmitoleinska kiselina iz ulja pulpe pasjeg trna ima povoljne ucinke na epitelna tkiva

probavnog, respiratornog i uroloskog sustava te vaginalnu sluznicu i unutra$njosti oka.
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Primjenom ulja sprjecava se i lijeCi lezija sluznice Zeluca kod gastritisa, ¢ira na zelucu te
erozija maternice i upale genitalnih organa (Jastrzab i Skrzydlewska, 2019; Marsifiach |
Cuenca, 2019). Istrazivanja su pokazala da se suplementacijom ulja pasjeg trna prevenirala
ateroskleroza zbog inhibitornog u¢inka na nakupljanje plaka na krvnim zilama te se kod osoba
s kardiovaskularnim bolestima znatno smanjio ukupni kolesterol, LDL-kolesterol i trigliceridi,
a povecao HDL-kolesterol. Uz to ulje sjemenke pasjeg trna ima blagotvorni ucinak na
smanjenje krvnog tlaka kod hipertenzije. Razlog svemu tome su razni bioaktivni spojevi
poput flavonoida, B-sitosterola, omega-3, omega-6 i omega-9 masnih Kiselina prisutnih u ulju
te visok sadrzaj antioksidanasa poput vitamina E i karotenoida iz ulja (Rafalska i sur., 2017;
Vashishtha i sur., 2017). Ekstrakti ulja pasjeg trna koriste se u lijeCenju koznih bolesti poput
ekcema, psorijaze, eritemskog lupusa i atopijskog dermatitisa te sudjeluju u procesu
zacjeljivanja rana poput opeklina, ozeblina, dekubitusa i1 oSteenja na kozi nastalim
izlaganjem suncu ili x-zrakama (Zielinska i Nowak, 2017; Khan i sur., 2010). Kod malignih
bolesti ima vaznu ulogu kod lije¢enja kemoterapijom i radioterapijom. Primjena ulja pasjeg
trna povezana je s poboljSanjem apetita, obnovom funkcije bubrega i jetre te odrzavanjem
dobrog zdravlja pacijenta (Olas, 2018). Ulje se rabi u kozmetickim proizvodima protiv
starenja koze te proizvodima za ucvrS¢ivanje i toniranje bora, smanjuje suhocu i promjenu

boje koze, kao umirujuce sredstvo nakon pilinga ili depilacije (Rafalska i sur., 2017).

2.3. SUSENJE RASPRSIVANJEM BILINIH EKSTRAKATA | ULJA PASJEG
TRNA

Susenje je proces uklanjanja vode i1 vlage iz namirnica s ciljem o€uvanja prirodnih 1
nutritivno vrijednih sastojaka hrane, sprjeCavanja mikrobioloSkih i1 kemijskih promjena,
povecanja produktivnosti procesa te bolje kontrole procesa kako bi se postigla bolja kvaliteta
proizvoda. Tehnike susenja dijele se na prirodno susenje na suncu prilikom kojeg se
namirnica su$i prirodnim strujanjem zraka te na tehnike susenja pod kontroliranim uvjetima
gdje pripadaju metode susenje rasprSivanjem, suSenje zamrzavanjem, susenje u fluidiziranom
sloju, vakuum susenje te suSenje osmozom (Phisut, 2012). Izbor adekvatne metode ovisi 0
fizikalno-kemijskom sastavu, termostabilnosti te namjeni proizvoda (Cortés-Rojas i Oliveira,
2012).

Susenje rasprivanjem je alternativna metoda susenja kojom se teku¢i ili polutekuci

pripravci prevode u prah odredenih svojstava poput sadrzaja vlage, veli¢ine i morfologije
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Cestica, topljivosti, nasipne gustoce te fizikalno-kemijske stabilnosti. Sirovina za suSenje
moze biti vodena ili organska otopina, emulzija, disperzija i suspenzija (Ledn-Martinez i sur.,
2010). Cijeli se proces odvija u vremenskom okviru od nekoliko sekundi te daje konacni
proizvod dobre kvalitete sa smanjenom aktivnoS¢u vode i masom Sto rezultira laksim
skladiStenjem i transportom (Ziaee i sur., 2019). Ovisno o karakteristikama sirovine i radnim
uvjetima tijekom susSenja, suSenjem se dobije vrlo fini prah (10-50 um) ili vece Cestice (2-3
mm) (Gharsallaoui i sur., 2007). Postupak susenja rasprSivanjem prati Cetiri glavna koraka
(slika 5): 1) rasprsivanje (atomizacija) tekuceg uzorka, 2) kontakt uzorka sa strujom vruceg
zraka kojom se ostvaruje suSenje, 3) isparavanje vode iz rasprSenih kapljica te 4) odvajanje

osusenog praha i zraka (Selvamuthukumaran i sur., 2019).

Grijac¢ zraka

: Kondenzator
Rasprsnt'a_c (= Plinski kompresor ( )
; : My I — T
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=l NG
@ |
Komora za \ ,«"
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\ / separator
\ / \/
7~ \\\ (3) // V
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Pumpa \4
Posuda za
osuseni prah

Slika 5. Shematski prikaz postupka susenja raspr$ivanjem (prema Selvamuthukumaran i sur.,
2019)

Prvi korak oznacuje ulazak tekuceg uzorka u rasprSiva¢ kroz mlaznice pod
djelovanjem tlaka ili komprimiranog plina gdje se rasprSuje u obliku aerosola na veci broj
sitnih kapljica jednake veli¢ine (Murugesan i Orsat, 2012). Time se ostvaruje pove¢an omjer
povrsine i volumena kapljica $to je jedan od glavnih ciljeva ove metode (Ziaee i sur., 2019).
Zbog toga javlja se veci prijenos topline i mase te stupanj isparavanja vode (Murugesan i
Orsat, 2012). Rasprsivanje je klju¢an dio procesa suSenja rasprSivanjem zbog utjecaja na
veli¢inu, oblik, strukturu, brzinu i raspodjelu kapljica. Takoder, utjeCe na konacnu veli¢inu
Cestica te dolazi do minimalnog gubitka termolabilnih spojeva (Anandharamakrishnan i

Padma, 2015). Najcesce koristene vrste rasprSivaca su rasprsivaci s rotirajuéim diskovima,
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rasprSivaéi s tlanim mlaznicama i rasprSiva¢i s pneumatskim mlaznicama (Ziaee i sur.,
2019). Zatim rasprSene kapljice dolaze u kontakt sa strujom vruceg plina unutar komore za
susenje te tako zapocinje sami proces suSenja. Za struju vruceg plina, najcesce se koristi zrak,
dok se rjede koristi inertni plin poput dusika. To ovisi 0 izboru, stabilnosti i osjetljivosti
uzorka na kisik koji se treba suSiti, nac¢inu kontakta tekuceg uzorka i medija za suSenje Koji
moze biti istosmjeran, protusmjeran i mijeSani tok te potrebom za kondenzatorom
(Murugesan i Orsat, 2012; Aundhia i sur., 2011). U komoru za susenje ulazi zrak koji je
prethodno izravno zagrijan pomoc¢u izmjenjivaca topline. U samo nekoliko sekundi vruéi zrak
moze ispariti do 95 % vode iz kapljica te ih prevesti u prah. Kontakt izmedu kapljica i vruceg
zraka te ulazna temperatura zraka znatno utjecu na brzinu suSenja, kona¢ni sadrzaj vlage i
svojstva praskastog proizvoda (More Swati i Wagh, 2014). U procesu susenja rasprSivanja
ulja temperature ulaznog zraka kre¢u se u rasponu 150-250 °C, dok su temperature izlaznog
zraka 50-80 °C (Mohammed i sur., 2020). Proces suSenja odvija se u dvije faze. U prvoj fazi
uklanja se slobodna voda iz uzorka konstantnom brzinom suSenja, dok se u drugoj fazi
uklanja vezana voda padaju¢om brzinom suSenja. Tada joS dolazi do formiranja zastitnog
sloja (kore) na povrsini zato Sto je sadrzaj vode u kapljici dosegnuo kriti¢nu vrijednost.
SuSenje je zavrSeno kada je temperatura Cestice praha jednaka temperaturi zraka za suSenje
(Phisut, 2012). U zadnjem dijelu procesa suSenja neophodno je odvojiti gotov proizvod iz
struje zraka za suSenje. Primarno se odvajaju vece Cestice praha na dnu komore za suSenje,

dok se sekundarno odvajaju sitnije ¢estice praha u ciklonu (Murugesan i Orsat, 2012).

2.3.1.  Utjecaj uvjeta suSenja rasprSivanjem na stabilnost bioloski aktivnih

spojeva

Premda se smatra postupkom dehidracije, danas sve ¢eS¢u primjenu ima tehnika
suSenja rasprSivanjem pri inkapsulaciji gotovo svih vrsta sastojaka hrane, kao npr. enzima,
bioaktivnih peptida i molekula, probiotika i1 drugih mikroorganizama, antioksidanata,
vitamina, minerala, prirodnih bojila za hranu, omega-3 ulja, koji imaju visoku biolosku i
antimikrobnu aktivnost te antioksidacijski kapacitet (Pinon-Balderrama i sur., 2020). Cilj
susenja raspr§ivanjem je ocuvanje termolabilnih spojeva hrane te proizvodnja visoko stabilnih
proizvoda, zbog niskog sadrzaja vlage i aktivnosti vode. Proizvodi su otporni na
mikrobioloSku 1 oksidativnu degradaciju, oksidaciju lipida, autooksidaciju 1 druge enzimske

aktivnosti (Hartwig i sur., 2014).
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Vazan korak prije samog procesa susenja rasprSivanjem ulja je priprema adekvatne
emulzije zato Sto se cesto inkapsuliraju lipofilni bioaktivni spojevi (npr. p-karoten) u
vodenom pripravku. Emulzija predstavlja koloidni sustav dviju nemjesivih tekucéina. Radi
toga je potrebno dodati emulgator (npr. Tween 20, Tween 80) koji ometa njihovo odvajanje.
Takoder, emulzija utjeCe na kona¢nu veli¢inu Cestica. Kapljice emulzije mogu se podijeliti na
mikrocestice (20-200 nm) i nanocestice (<100 nm). Njihova veli¢ina je obrnuto
proporcionalna stabilnosti spoju u njima. Problem predstavljaju kapljice emulzije s velikim
promjerom zato S§to pri vecoj brzini suSenja dolazi do njihove degradacije te se ne
inkapsuliraju cijele, nego dio ostane na povrsiti kapljice. Kod ulja je to ¢esta pojava zato §to je
podlozno oksidaciji koja rezultira gubitkom bioloski aktivnih spojeva (Anandharamakrishnan
i Padma, 2015). Nanocestice imaju veéi stupanj apsorpcije i bioraspolozivost inkapsuliranih
bioloski aktivnih spojeva zbog manjeg promjera Cestice te vece dostupne povrsine u odnosu
na mikroCestice. Takoder, spreCava se stvaranje aglomerata prije suSenja zbog smanjenih
privlaénih sila izmedu njih (Lee i sur., 2011). Prilikom inkapsulacije bioloski aktivnih spojeva
stvara se zaStitni sloj koji ih inkorporira u stabilan prah ¢ime se smanjuje njihova osjetljivost

na temperaturu, kisik, svjetlost i vlagu (Di Battista i sur., 2015).

Velika paznja se usmjerava na razvoj nosaca i optimiranje drugih parametara suSenja
s ciljem poboljsanja inkapsulacijske efikasnosti i stabilnosti inkapsuliranog spoja te njegovog
kontroliranog otpustanja u gastrointestinalnom traktu (Mar i sur., 2020). Materijali koji se
koriste kao nosaci u prehrambenoj industriji moraju biti priznati za sigurnu primjenu u hrani
GRAS statusom (,,generally recognized as safe- ,,opCenito prepoznati kao neskodljivi®) ili od
strane Agencije za hranu i lijekove (FDA) ili Europske agencije za sigurnost hrane (EFSA)
(Anandharamakrishnan i Padma, 2015). Fizikalno-kemijska svojstva nosaca imaju znacajan
utjecaj na proces susenja. Karakteristika nosaca je da pod razli¢itim uvjetima vlage zraka,
temperature i aktiviteta vode zadrze bioaktivne sastojke unutar kapsula s kojima ne reagiraju.
Uz to, moraju imati dobre reoloske karakteristike, dovoljnu propusnost membrane, sposobnost
prevladavanja kiselog i enzimskog okruzenja Zzeluca, ali poveéati prijanjanje i vrijeme
zadrzavanja aktivnih sastojaka u odredenim dijelovima gastrointestinalnog trakta (Pordevi¢ i
sur., 2015). Takoder, nosa¢ mora biti prikladnog blagog ili nikakvog okusa radi upotrebe za
inkapsulaciju sastojaka hrane te ne smije izazvati alergijske ili toksi¢ne reakcije kod ljudi
(Coimbra i sur., 2020). Kada se poveca omjer nosaca i jezgre, ucinkovitost inkapsulacije je
povecana buduéi da pri niskim omjerima udio nosaca moZe biti nedovoljan za potpuno

inkapsuliranje kapljica materijala jezgre i to moze rezultirati smanjenjem ucinkovitosti
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inkapsulacije (Minemoto i sur., 2002). Velika koli¢ina nosac¢a smanjuje topljivost sto rezultira
otezanom inkapsulacijom te se inkapsulirani aromatski spojevi slabije zadrzavaju u prahu
(Jafari i sur., 2008). Nosa¢i mogu biti biopolimeri velike molekulske mase poput Skroba,
modificiranog Skroba 1 bjelancevina ili biopolimeri nize molekulske mase poput

ciklodekstrina i maltodekstrina (Coimbra i sur., 2020).

Arapaska guma je polisaharidni nosa¢ koji se koristi za inkapsulaciju bioloski aktivnih
spojeva zbog visoke topljivosti u vodi, niske viskoznosti i dobrih emulgirajucih svojstava
(Mar i sur., 2020; Gupta i sur., 2015). Dodatna prednost je §to je bez boje, okusa i mirisa
(Jafari i sur., 2016). Neke od mana su visoka cijena i limitirana dostupnost (Gupta i sur.,
2015). Pri niskom aktivitetu vode mikrokapsule izgradene od arapske gume suSenjem
rasprSivanjem su stabilne te odrzavaju stabilnost jezgre do 200 dana. Medutim, do gubitka
jezgre dolazi pri aktivitetu vode vec¢em od 0,74 te mikrokapsule gube stabilnost i zapocinje
postupak otapanja nosaéa (Rascon i sur., 2011). Arapska guma moze djelovati kao stabilizator
i emulgator zbog udjela proteina u samoj strukturi $to omogucuje dobru sposobnost za
stvaranje mikrokapsula te za emulgiranje s uljima (Ramirez i sur., 2015). Pordevi¢ i sur.
(2015) ukazali su da struktura arapske gume uzrokuje agregaciju s bioaktivnim spojevima
koje vjerojatno zadrzava poput vakuola. Medutim, razgranata struktura arapske gume je
polupropusna membrana za kisik, $to dovodi do samo djelomic¢ne zastite od oksidacije

(Samantha i sur., 2015).

Za dobivanje konac¢nog stabilnog praha s visokim inkapsulacijskim prinosom,
potrebno je odrediti optimalnu ulaznu i izlaznu temperaturu zraka prilikom provedbe postupka
susenja rasprsivanjem (Mohammed i sur., 2020). Pri visokim ulaznim temperaturama dolazi
do vece brzine prijenosa topline na Cesticu §to rezultira Smanjenjem vlage te ve¢im prinosom
u kona¢nom prahu (Anandharamakrishnan i Padma, 2015). Pri visokim temperaturama moze
do¢i do narusavanja stabilnosti bioloski aktivnih spojeva zbog njihove osjetljivosti na visoku
temperaturu (Arpagaus, 2019). U istrazivanju Rocha i sur. (2012) usporedivala se
inkapsulacijski prinos likopena i p-karotena. Inkapsulacijski prinos se snizio za 21,01-29,73
% kod likopena, kada su se ulazna i izlazna temperatura povecale s 170 °C na 180 °C,
odnosno s 95 °C na 98 °C u odnosu na B-karoten. Razlog tomu je §to je likopen vise podlozan
vecoj brzini oksidacije pri visokim temperaturama zbog visokog stupnja nezasicenja.
Takoder, visoka ulazna tempertura zraka moZze narusiti ravnotezu tijekom isparavanja vode i
brzine formiranja Cestice Sto rezultira smanjenom inkapsulacijskim prinosom (Shu i sur.,

2006). Uz to, pri previsokim ulaznim temperaturama dolazi do ekstremnog isparavanja vode i
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puknuca na membrani Cestice Sto posljedicno dovodi do preranog otpustanja inkapsuliranog
sadrzaja te njegovog propadanja (Gharsallaoui i sur., 2007). Medutim, prilikom upotrebe
niske ulazne temperature zraka dolazi do manje brzine isparavanja pri ¢emu se formira
mikrocestica visoke gustoce, s visokim udjelom vode, niskom fluidno$¢u te vecoj moguénosti
aglomeracije. Takoder, Cestice se lako mogu zalijepiti za unutarnju stijenku komore za
susenje $to rezultira niskim prinosom (Gharsallaoui i sur., 2007). Tijekom postupka susenja,
ulazna temperatura se smanjuje zbog toga Sto je je plin izlozen rasprSenim kapljicama. Iz tog

razloga ova varijabla utje¢e na izlaznu temperaturu (Anandharamakrishnan i Padma, 2015).

Sve vecu zabrinutost izazivaju sinteticki dodaci u hrani pa je velika pozornost
usmjerena na inkapsulaciju bioaktivnih spojeva iz biljaka i nusproizvoda prehrambene
industrije. Radi toga potrebno je optimizirati inkapsulaciju susenjem rasprSivanjem s boljim
prinosom bioloski aktivnih spojeva i inkapsulacijskom uéinkovitosti te njihovu stabilnost
tijekom skladiStenja u razli¢itim uvjetima kao i njihovo otpustanje u gastrointestinalnom

traktu (Assadpour i Jafari., 2020).
2.3.2.  Primjena prahova u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji

Sve veéi je znanstveni utjecaj na osvijeStenost potrosaca 0 pravilnoj prehrani s ciljem
poboljsanja kvalitete zivota. Tijekom godina prehrambena industrija okrenula se razvoju i
proizvodnji hrane u obliku prahova (Mohammed i sur., 2020). Razlog tomu je potreba za
produljenjem roka trajnosti hrane, ocuvanjem nutritivne Vrijednost te zainteresiranost
potrosaca za raznovrsnos¢u prehrambenih proizvoda (Fitzpatrick i Ahrne, 2005). Zadnjih
nekoliko godina povecala se upotreba biljnih pripravaka u obliku dodataka prehrani ili
alternativnih lijekova. Biljni pripravci mogu se pronaci u obliku tekucih pripravaka (Caj,
tinktura) 1 prahova (osuSeno 1 usitnjeno bilje ili pripravci dobiveni iz suhih ili tekucih biljnih
ekstrakta) koji su dostupni u obliku kapsula i tableta (Banker i Rhodes, 2002). Prednost suhih
ekstrakata u odnosu na tekuce je to Sto mogu zadrzati visoku koncentraciju i stabilnost
bioloski aktivnih spojeva. Takoder, kasnije ih je jednostavno upotrijebiti te pokazuju nize
troskove transporta i skladiStenja. SuSenje rasprSivanjem nudi znacajne ekonomske prednosti
u odnosu na druge metode poput liofilizacije bez obzira na to $to je sam proces optimizacije
parametara susenja skup i dugotrajan (Ziaee i sur., 2019). SuSenje rasprSivanje ima veliku
primjenu za inkapsulacijom biljnih ekstrakata, enzima, esencijalnih i biljnih ulja te aroma
(Cortés-Rojas i Oliveira, 2012).
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U zadnje vrijeme sve se viSe koristi inkapsulirano ulje u prehrambenim proizvodina
poput mlijecnih proizvoda, mesnih preradevina, keksa, peciva i juha (Jafari i sur., 2008). Cilj
prehrambene industrije je dobiti kvalitetan i siguran proizvod. Zbog toga je cijeli proces
proizvodnje potrebno dobro kontrolirati i obaviti u adekvatnim uvjetima kako bi se proizvod
zaStitio od kontaminacije mikroorganizmima, virusima te nepozeljnih kemijskih spojeva
(Fitzpatrick i Ahrne, 2005). U uljima prisutne nezasi¢ene masne Kiseline lako mogu oksidirati
Sto dovodi do uzeglosti ulja narocito kada je ulje izloZzeno visokoj temperaturi, svjetlosti, vlazi
te visokoj koncentraciji kisika. Metoda suSenja rasprSivanjem je najuspjeSnija i
najprihvatljivija metoda inkapsulacije ulja zato $to zaustavlja oksidaciju lipidnih spojeva te
produzuje rok trajanja i omogucuje daljnju upotrebu ulja (Anandharamakrishnan i Padma,
2015). Takoder, kod ribljih ulja uspjesno je maskiran neugodan miris i okus (Jafari i sur.,
2008).

U farmaceutskoj industriji metoda suSenja rasprSivanjem primarno sluzi za
proizvodnju lijekova male molekulske mase 1 niske topljivosti premda se sve viSe primjenjuje
i u procesima gdje se dobivaju velike biomolekule (Ziaee i sur., 2019). Lijekovi koji se
pojavljuju u kristalnom obliku teSko su bioraspolozivi ljudskom organizmu zato §to su
netopljivi u vodi, usporena je apsorpcija te ponekad ne izazivaju terapijski u€inak. Zbog toga
su metodom suSenja rasprsivanjem postali dostupniji i u¢inkovitiji u organizmu. Inkapsulacija
moze utjecati na vremenski period u kojem ¢e se Cestice praha otpustiti u organizam, 0dnosno
utjeCe na sadrzaj odgovarajuce koli¢ine ljekovite tvari koja se ispusta na odredenom mjestu za
ucinkovito i sigurno djelovanje u odredenom vremenu (Leuenberger i Lanz, 2005). Primjer
toga su lijekovi za alergiju, glavobolju i protiv prehlade koji mogu imati uc¢inak 6 ili 12 sati
nakon konzumacije. Kod lijeCenja kroni¢nih bolesti ucinkovito djelovanje imaju lijekovi s
reduciranom koncentracijom, a produzenim djelovanjem. Svaki farmaceutski proizvod ima
odredenu veli¢inu, tvrdocu, fizikalnu, kemijsku 1 mikrobioloSku stabilnost koja utjece na rok
trajanja (Afoakwah i sur., 2012). Osim tableta, farmaceutska industrija u praskastom obliku

proizvodi aerosole, cjepiva, suspenzije i kreme (Aundhia i sur., 2011).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorak ulja pulpe pasjeg trna

U ovom istrazivanju koristeno je ulje pulpe pasjeg trna dobiveno ekstrakcijom
superkritiécnim CO, pri temperaturi od 35 °C, tlaku 276 bara te vremenu ekstrakcije od 90

minuta. Do provodenja postupka suSenja rasprSivanjem ulje je skladiSteno na temperaturi 2-8

°C.
3.1.2. Kemikalije

e Destilirana voda (MilliQ-Plus, Millipore)

e Arapska guma u prahu (Acros Organics, Belgija)

e Emulgator TWEEN 20 (BP 337-100, 100 mL, SAD)

e Izopropilni alkohol G.R., iso reagent (Lach-Ner s.r.0., Ceska)

e Kvarcni pijesak (Sand, Sea, Acid washed, Fisher Scientific, Velika Britanija)

e Zasi¢ena otopina NaCl
Priprema: U destiliranoj vodi NaCl se otapa sve do zasicenja.
Kemikalije za ekstrakciju tokoferola i karotenoida
e Heksan G.R. (Lach-Ner s.r.o., Ceska)
Reagensi za odredivanje tokoferola HPLC metodom uz FLD detektor

e Izopropanol G.R., iso reagent (Lach-Ner s.r.0., Ceska)
e Standard a- tokoferola (Sigma Aldrich, USA)

Priprema: Pocetna otopina standarda a-tokoferola, pocetne koncentracije 100 ug mL*
pripravi se otapanjem 1 mg standarda u 10 mL n-heksana. Iz pocetne otopine standarda

pripreme se odgovarajuca razrjedenja s n-heksanom u rasponu od 0,2 do 10,0 pg mL™.
Reagensi za odredivanje karotenoida HPLC metodom uz PDA detektor

e Metanol (Lach-Ner s.r.0., Ceska)
e Metil terc-butil eter (Lach-Ner s.r.0., Ceska)
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Standardi:
e [-karoten (Sigma Aldrich, USA)
e Lutein (Sigma Aldrich, USA)

Priprema: Otopine standarda B-karotena i luteina, pocetne koncentracije 100
pg mL™ priprave se otapanjem 1 mg standarda u 10 mL n-heksana. Iz podetne otopine
standarda pripreme se razrjedenja standardnih otopina s n-heksanom u rasponu 6,67-100

ug mL™.
Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

e Trolox standard (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (Acros
Organics, USA)

e AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamid)-dihidroklorid, 98%) (Acros Organics,
Belgija)

e Fluorescein (Riedel-de Haen, Njemacka)

e Metoksilirani B-ciklodekstrin (Acros Organics,USA)

e Fosfatni pufer (75 mM, pH = 7,5)

Priprema: Odvaze se 5,09 g natrijevog fosfata dihidrata (NaH,PO,4 ¢ 2H,0) i
6,32 g dinatrijevog hidrogenfosfata (Na;HPO,) i otopi u 1000 mL destilirane vode na
magnetskoj mjesalici (IKAMAG RET-G, Njemacka) uz stalno mjerenje pH (pH-
metar, inoLab pH 7110, Njemacka) te se dodaju peleti NaOH dok se ne postigne
pH=7,5. Svaki dan je potrebno pripraviti svjeZzu otopinu.

e Fluorescein (63,0 nM)

e Otopinal
Priprema: Otopi se 22,5 mg fluoresceina u 50 mL 75 mM fosfatnog pufera (pH 7,5)
e Otopina 2
Priprema: Od otopine 1 se uzme 24,5 pL te se nadopuni s 250 mL 75 mM fosfatnog
pufera (pH 7,5). Svaki dan se pripravljaju svjeza razrjedenja otopina flouresceina.

e Otopina AAPH (240 mM)

Priprema: Otopi se 0,651 g AAPH u 10 mL 75 mM fosfatnog pufera (pH=7,5).
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e Otopina 7 % RMCD
Priprema: Otopi se 7 g metoksiliranog p-ciklodekstrina u 100 mL 50 % acetona.

e Otopina standarda — Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna

kiselina)

Priprema: Pocetna (,,stock®) otopina trolox, pocetne koncentracije 103,99 uM pripravi
se otapanjem 2,6 mg troloxa u 100 mL 7 % RMCD. Iz pripremljene pocetne otopine
trolox pripremi se 6 razrjedenja sa 7 % RMCD-a (3,12-103,99 uM).

3.1.3.  Aparatura i pribor

Aparatura:

e Uredaj za susenje rasprsivanjem SD 06 (LabPlant, Velika Britanija)
e Technicka vaga (to¢nost + 0,01 g) (Mettler PM600, Svicarska)

e Analiti¢ka vaga (to¢nost + 0,0001 g) (Sartorius AG, Njemacka)

e Laboratorijski suSionik (Niive FN 500, Turska)

e Eksikator

e Ultra turrax (IKAT25 digital, 220-240 V, Njemacka)

e Magnetska mijesalica (IKAMAG RET-G, Njemacka)

e Vortex mijesalica (Velp Scientifica, Italija)

e Soxhlet uredaj za ekstrakciju (Gerhardt, Njemacka)

¢ Rotacioni vakuum upariva¢ — rotavapor (IKA RV10 basic, Njemacka)
e Centrifuga (Hermle Z 206A, Njemacka)

e Ultrazvuéna kupelj (Elma Elmasonic s40H, Njemacka)

e CLARIOstar uredaj (BMG LabTech, Offenburg, Njemacka)

e HPLC uredaj (Agilent Technologies 1260 Infinity, SAD)

Pribor:

e Laboratorijske ¢aSe (400 mL, 500 mL i 600 mL)
e Erlenmeyerova tikvica (300 mL)

e Menzura (10 mL, 25 mL, 500 mL i 1000 mL)

e Falcon kivete (14 mL i 50 mL)
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e Odmjerne tikvice (5 mL)

e Tikvice s okruglim dnom (25 mL)

e Viale (1,5mL)

e Automatske mikropipete (10-100 uL, 100-1000 uL, 0,5-5 mL)

e 0,45 um filter Chromafil Xtra Pet (Macherey-Nagel Gmbh & Co, Njemacka)

e Filter papir
e Magneti
e Spatula

e Stakleni Stapi¢

e Epruvete

e Aluminijske posudice

e Keramicke posudice

e Parafilm

¢ Plasti¢na zliCica

e Stakleni lijevak za filtriranje
e Medicinska Sprica i igla

e Mikrotitarska plocica sa 96 jazica (Greiner, Sigma-Aldrich, Njemacka)

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema uzorka za suSenje rasprSivanjem

U laboratorijsku caSu izvaze se odredena koliCina arapske gume te otopi u
destiliranoj vodi i homogenizira pomocu uredaja Ultra turraxa. Dobivena smjesa stavi se 24 h/
50 °C na magnetskoj mijesalici (slika 6a). Nakon toga, doda se emulgator TWEEN 20 te se
smjesa homogenizira, a zatim se doda 20 g ulja te se smjesa ponovno homogenizira pomocu

Ultra turraxa (slika 6b) i tako dobivena smjesa se podvrgava suSenju rasprsivanju.
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a)

Slika 6. a) Otopljena arapska guma u destiliranoj vodi nakon 24 h na magnetskoj mijesalici
(vlastita fotografija); b) Uzorak ulja se homogenizira zajedno s ve¢ pripremljenom smjesom

na uredaju Ultra turrax prije procesa susenja rasprSivanjem (vlastita fotografija)

3.2.2.  Proizvodnja praha iz ulja pulpe pasjeg trna primjenom susenja

rasprsivanjem

Postupak suSenja rasprSivanjem proveden je u Laboratoriju za procese susenja i
praéenja stabilnosti bioloski aktivnih spojeva u Zadru, pomocéu uredaja za suSenje

rasprSivanjem SD 06 (LabPlant, Velika Britanija) (Slika 7).
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Slika 7. Uredaj za susenje raspr§ivanjem (vlastita fotografija)

Parametri koji su tijekom procesa suSenja bili konstantni su: protok zraka 10 m s™,
srednja brzina deblokiranja mlaznice, protok ulaznog materijala 485 mL h™ te temperatura

izlaznog zraka u rasponu 65-85 °C.

Sukladno postavljenom cilju rada koji je bio proizvesti prah ulja pulpe pasjeg trna
susenjem rasprSivanjem te utvrditi utjecaj temperature (120, 150 i 180 °C) i omjera ulja i
nosaca (1:2, 1:3 i 1:4) na maseni udio tokoferola i karotenoida te na antioksidacijski kapacitet
definiran je plan eksperimenta.

Plan i eksperimentalni dizajn pokusa naveden je u tablici 1. Prema punom
faktorijalnom dizajnu proizvedeno je 9 prahova na razli¢itim temperaturama (120, 150 i 180
°C) s razli¢itim omjerom ulja i nosaca (1:2, 1:3 i 1:4). Proizvedeni prahovi skladisteni su u
hermeticki zatvorenim Falcon plastiénim kivetama u hladnjaku do provodenja daljnjih

analiza.
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Tablica 1. Plan i eksperimentalni dizajn pokusa suSenja rasprSivanjem ulja pulpe pasjeg trna

primjenom razli€ite temperature te razli¢itog omjera ulja i nosaca

Emulgator

Omjer uljai Temperatura

(°0)

Uzorak )

nosaca

2 1:3 120
3 1:4
4 1:2
Arapska
5 1:3 1 150
guma
6 1:4
7 1:2
8 1:3
180
9 1:4

3.2.3.  Ekstrakcija tokoferola i karotenoida iz praha ulja pulpe pasjeg trna
potpomognuta ultrazvukom

Za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz praha ulja pulpe pasjeg trna koristila se
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom zato S$to frekvencije ultrazvuka 20-100 kHz i
intenziteta 1-1000 W cm™ izazivaju strukturne promjene biljnog materijala i time se olakSava
prodor ekstrakcijskog otapala zbog cega je vrijeme trajanja ekstrakcije krace, smanjuju se

troSkovi 1 volumen otapala, a kvaliteta dobivenih ekstrakata je poboljsana (Vinatoru, 2001).

Postupak ekstrakcije:

U epruvetu tip falcon (15 mL) odvaze se 4+0,01 g uzorka praha te otopi u 10 mL

otapala n-heksana. Dobivena smjesa ekstrahira se u ultrazvuc¢noj kupelji 30 min na 30 °C.
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Nakon ekstrakcije smjesa se centrifugira 10 min pri 6000 o min™. Potom se supernatant 1
profiltrira kroz filter papir u tikvicu s okruglim dnom. Talog nakon filtracije se ponovno
ekstrahira u ultrazvu¢noj kupelji u 10 mL n-heksana 30 min na 30 °C te centrifugira 10 min
pri 6000 o min™. Supernatant 2 se profiltrira u istu tikvicu gdje se nalazi supernatant 1, te se
otapalo otpari pomoc¢u rotavapora na temperaturi od 70 °C. Dobiveno ulje otopi se u 4 mL n-

heksana te se prelije u odmjernu tikvicu od 5 mL i nadopuni do oznake n-heksanom.

3.2.4.  Odredivanje tokoferola HPLC metodom uz fluorescentni detektor
(FLD)

Princip metode:

Tekuéinska kromatografija je vrsta kromatografske metode u kojoj se smjesa spojeva
rastavlja na sastavne spojeve na temelju razli¢itosti njihovih afiniteta prema stacionarnoj i
mobilnoj fazi prilikom prolaska kroz kromatografsku kolonu (Fallon i sur., 1990). Uzorak se
razdvaja u zone (vrpce) koje se kontinuirano pomicu kroz kolonu, izlaze iz kolone i ulaze u
detektor koji ispisuje eluciju jedne ili visSe kromatografskih vrpci u obliku pika. Stacionarna
faza je nepolarna, a mobilna polarnija pa se spojevi eluiraju u nizu padajuce polarnosti. Udio
razdvojenog spoja u eluiranoj vrpci proporcionalan je visini pika na kromatogramu. Pikovi se

identificiraju po vremenu zadrzavanja na kromatografskoj koloni (Krull i Szulc, 1997).

Koncentracija tokoferola u ispitivanim uzorcima odredena je visokodjelotvornom
teku¢inskom kromatografijom (eng. High Performance Liquid Chromatography) uz
fluorescentni detektor (FLD). Jedan je od detektora vrlo visoke osjetljivosti i selekcije,

detektira spojeve u rasponu koncentracija od ng mL™ do pg mL™.

Priprema uzorka:

Za odredivanje tokoferola u uzorcima, 140,01 g ulja je otopljeno u 5 mL n-heksana.
Prije injektiranja u HPLC uredaj, uzorci se profiltriraju kroz 0,45 pum filter u viale za
injektiranje.
Postupak rada:

Odredivanje tokoferola provedeno je prema standardnoj metodi (HRN EN ISO
9936:2007) uz primjenu HPLC uredaja Agilent 1260 Infinity sistem (Agilent Technologies,

25



SAD) i FLD, izokratskom metodom normalnih faza. Odredivanje je provedeno prema

sljede¢im kromatografskim uvjetima:

Kolona:

Pokretna faza:

Temperatura kolone:

Brzina protoka:

Vrijeme analize:

Detektor:
e Valna duljina ekstinkcije:
e Valna duljina emisije:

Osjetljivost detektora:

Injektirani volumen:

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

LiChroCART, Silica 60, 5 um (250 x 4,6
mm), Merck

otapalo A: heksan:izopropanol (99,3:0,7 v/v)
sobna

0,9 mL min™ 100% A

25 min

Fluorescentni detektor (FLD)

295 nm

330 nm

srednja

20 uL

Standardna otopina a-tokoferola pripremljena je otapanjem u n-heksanu u

odgovarajuéim razrjedenjima (0,2-10,0 pg mL™). Iz povrine pikova i masenih koncentracija

standardnih otopina dobije se bazdarni pravac i izraCuna pripadajuca jednadzba pravca koja se

koristi za izraCunavanje koncentracije pojedina¢nih tokoferola u analiziranim uzorcima

izrazeno kao pg mL™,
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Slika 8. Jednadzba pravca za izratunavanje koncentracije a-tokoferola u analiziranim

uzorcima
Na temelju rezultata jednadzba pravca za koncentraciju a-tokoferola (ug mL™) glasi [1]:
y = 35,945 -x [1]
gdje je:
Yy - povrsina ispod pika,

x - koncentracija a-tokoferola (g mL™).

3.2.5.  Odredivanje karotenoida HPLC metodom uz PDA detektor

Princip metode:

Visokodjelotvorna  tekuéinska  kromatografija ~ (High  Performance Liquid
Chromatography) (HPLC) uz UV-Diode Array detekciju koristena je za odredivanje
karotenoida u ispitivanom uzorku zbog visoke pouzdanosti i niske granice detekcije. DAD
detektor primjenjuje se zato §to u jednoj analizi daje precizne vrijednosti apsorbancije, te
pokriva snimanje cijelog UV-Vis spektra svakog razdvojenog pika. Istovremeno je moguce

dobiti kromatograme na nekoliko razli¢itih valnih duljina (Krull i Szulc, 1997; Watson, 2005).

27



Priprema uzorka:

Prije injektiranja u HPLC uredaj, dobiveni ekstrakti profiltriraju se kroz 0,45 um filter

u viale za injektiranje.

Postupak rada:

Odredivanje pojedina¢nih karotenoida (B-karotena, cis-y-karotena, luteina i njegovih
derivata, zeaksantina i njegovih derivata) u ekstraktima prahova ulja pulpe pasjeg trna
provedeno je prema metodi koju su prethodno opisali Castro-Puyana i sur. (2016) primjenom
tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC). ldentifikacija karotenoida provodi
se usporedbom vremena zadrZavanja razdvojenih spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja
standarda, polarnosti i usporedbom sa karakteristicnim spektrima UV/VIS PDA standarda.
Kvantitativne vrijednosti karotenoida izracunaju su iz jednadzbi bazdarnih pravaca [3-karotena

i luteina.

Otapala koriStena kao pokretne faze, prije koriStenja odzrace se 1 min u ultrazvuénoj
vodenoj kupelji (Elmasonic 4 H, Elma, Njemacka). Odredivanje je provedeno prema

sljede¢im kromatografskim uvjetima:

Kolona: Develosil 3u RP-Aqueous C30 140A, 5 pm
(250 x 4,6 mm 1.D.)
Pokretna faza: otapalo A: metanol (MeOH):metil terc-butil

eter (MTBE):voda (90:7:3 v/v/v)
otapalo B: MeOH:MTBE (10:90 v/v)

Detektor: UV/VIS PDA

Eluiranje: gradijentno — gradijent prikazan u tablici 2
Injektirani volumen: 10 uL

Detektor: 450 nm i 660 nm
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Tablica 2. Gradijent za HPLC-UV/PDA analizu karotenoida (Castro-Puyana i sur., 2016)

0 100 0 0,8
20 70 30 0,8
35 50 50 0,8
45 20 80 0,8
50 0 100 0,8
52 100 0 0,8

Izrada bazdarnog pravca i izracun rezultata:

Standardne otopine PB-karotena i luteina pripremljene su otapanjem u n-heksanu u
rasponu 6,67-100 ng mL™. Iz povr§ine pikova i masenih koncentracija standardnih otopina

dobiju se bazdarni pravci i izraCunaju pripadajuée jednadzbe pravaca za svaki standard.

Kvantifikacija cis-y-karotena izraCunata prema jednadzbi bazdarnog pravca za f-

karoten [2], a zeaksantna prema jednadzbi bazdarnog pravca za lutein [3].

3000
2500

2000

y =374.11x
1500 R2=0.994

Povrsina pika

1000

500

0 20 40 60 80 100

¢ (B-karoten) /ug mL*

Slika 9. Jednadzba pravca za izraCunavanje koncentracije f-karotena u ispitivanim uzorcima
Na temelju rezultata jednadzba pravca -karotena glasi

y=374,11-x [2]
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gdje je:
Yy - povrsina ispod pika,

x - koncentracija p-karoten (ug mL™).

1400 -
1200 -
1000 -

y =11,86x
800 - R?=0,9498

600 -

Povrsina pika

400 - °

0 20 40 60 80 100 120
¢ (luteina) / pg mL1

Slika 10. Jednadzba pravca za izraGunavanje koncentracije luteina u ispitivanim uzorcima
Na temelju rezultata jednadzba pravca luteina glasi:
y=1186-x [3]
gdje je:
y - povrsina ispod pika,

x - koncentracija luteina (ug mL™).

3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta lipofilnom ORAC metodom

Princip metode:

ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) prema mehanizmu
djelovanja spada u HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metodu koja se koristi za

odredivanje antioksidacijskog kapaciteta antioksidansa topljivih u vodi (H-ORAC) i u
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mastima (L-ORAC). Temelji se na prijenosu atoma vodika, a mjeri se inhibicija peroksil
radikala koji nastaje uslijed raspadanja azo-spoja, 2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)-
dihidroklorid (AAPH), pri stalnoj brzini na 37 °C (Prior, 2015). Huang i sur. (2002) su
unaprijedili ORAC metodu za lipofilne antioksidanse koriste¢i metilirani B-ciklodekstrin

(RMCD) koji u¢inkovito povecava topljivosti lipidnih antioksidanasa u fosfatnom puferu.

Priprema uzoraka:

Prethodno dobiveni heksanski ekstrakti otpare se na rotavaporu na 70 °C do suha.
Prema istrazivanju koje su proveli Naguib i sur. (2003) koristen je omjer ulja i acetona 1:40
(w/v) gdje se 0,5 g dobivenog ulja otopi u 20 mL acetona. Potom se napravi razrjedenje 1:1 sa
7 % RMCD otopinom te se inkubira 1 h u ultrazvu¢noj kupelji na sobnoj temperaturi. Nakon
toga uzorci se promijesaju na vortex mijesalici (3000 o min™) te profiltriraju kroz 0,45 pm
filter. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzorka ORAC metodom, pripreme se

odgovarajuca razrjedenja uzoraka.

Postupak rada:

U 7 % RMCD pripremljena su odgovarajuca razrjedenja uzoraka i standardne otopine
Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) dok su u 75 mM
fosfatnom puferu (pH=7,5) pripremljene otopine fluoresceina (63,0 nM) i izvor radikala 2,2'-

azobis (2-amidinopropan) dihidroklorida (240 mM).

U sve jazice mikrotitarske ploCice otpipetira se 150 pL otopine fluoresceina, a u
odgovarajuce jazice 25 pL uzorka ili 25 pL 7% RMCD (slijepa proba) ili 25 pL otopine
standarda Troloxa odgovarajucih razrjedenja za izradu bazdarnog pravca. Ploca s jaZicama se

inkubira u ¢ita¢u mikroploc¢a 30 minuta / 37 °C prije poc¢etka mjerenja.

Nakon inkubacije, mjeri se fluorescencija (4 eks. 493 nm i A em. 515 nm) svakih 90
sekundi kako bi se odredio pozadinski signal. Nakon 3 ciklusa, 25 pL svjeze pripremljenog
AAPH je injektirano softverski pomocu unutarnjeg ubrizgivaca. Mjerenje intenziteta

fluorescencije trajalo je 120 minuta.

Mijerenje je provedeno u duplikatu, a analiza dobivenih podataka napravljena je
pomoc¢u odgovaraju¢eg racunalnog programa (MARS 2.0 software, BMG LabTech,
Offenburg, Njemacka). Dobiveni su rezultati izraZzeni kao prosjecne vrijednosti dvaju

mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.
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3.2.7. lIzratun zadrzavanja a-tokoferola i karotenoida te vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta (L-ORAC) u odnosu na pocetno ulje

Zadrzavanje a-tokoferola i ukupnih karotenoida te vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta (L-
ORAC) u odnosu na pocetno ulje napravljeno je prema sljedecoj formuli:

maseni udio u ulju iz praha
/ -100 [4]

% zadrzavanja = — - .
maseni udio u potetnom ulju

3.2.8. Obrada rezultata

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku obradu podataka koriSten je
programski sustav Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Multifaktorska analiza varijance
(ANOVA) koristena je kako bi se utvrdila vaznost utjecaja pojedinih varijabli (omjer ulja i
nosaca; temperature) susenja rasprSivanjem na promatrane parametre (maseni udio o-
tokoferola i karotenoida, te vrijednost L-ORACA-a). Statisticki znacajna razlika razmatrana je
na razini p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti), a sve srednje vrijednosti rezultata

usporedene su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Provedbom procesa suSenja rasprSivanjem ulja pulpe pasjeg trna, proizvedeno je 9
prahova. Ispitan je utjecaj omjera ulja i nosaca arapske gume (1:2, 1:3 i 1:4) pri razli¢itim
temperaturama suSenja (120, 150 i 180 °C) na maseni udio a-tokoferola i ukupnih karotenoida
te na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta (L-ORAC) prahova dobivenih suSenjem
raspr§ivanjem ulja pulpe pasjeg trna. Rezultati utjecaja parametara susenja (omjer ulja i
nosaca, temperatura) na maseni udio a-tokoferola i ukupnih karotenoida te na vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta (ORAC) prahova ulja pulpe pasjeg trna prikazani su u tablicama
3i4.
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Tablica 3. Rezultati utjecaja parametara suSenja (omjer ulja i nosaca, temperatura) na maseni

udio a-tokoferola i ukupnih karotenoida te na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta

(ORAC) prahova ulja pulpe pasjeqg trna

ulje / / 112,04 £2,83 187,49+549  1279,47 +£8,55
1 1:2 50,79+ 1,26 88,36+ 1,50 1199,73 £ 2,15
120
2 1:3 4324+ 1,25 72,16 £ 1,77 929,50 + 2,65
3 1:4 38,93+0,76 39,38+ 1,13 1203,20 + 1,43
4 1:2 40,26 + 1,85 15,37 + 2,00 1128,63 + 2,25
5 1:3 150 45,48 +1,09  65,45+0,98 1202,70 + 2,03
6 1:4 44,03 £ 1,09 40,07 +£2,94 1200,78 + 3,20
7 1:2 49,15 + 1,80 15,86 + 0,79 805,99 + 1,29
8 1:3 180 46,54+ 1,49 61,76 £ 1,60 655,42 +2,72
9 1:4 41,16 £ 1,49 38,85+ 1,23 623,47 + 0,88
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Tablica 4. Multifaktorska analiza varijance (ANOVA) pojedina¢nog i kombiniranog utjecaja

parametara (omjer ulja i nosaca, temperature) susenja na maseni udio a-tokoferola i ukupnih

karotenoida te na vrijednosti antioksidativnog kapaciteta prahova ulja pulpe pasjeg trna, na

Omjer

(ulje:nosac)

1:2
1:3
1:4

Temperatura
°O)

120
150
180

Omyjer ulje:nosac;

Temperatura (°C)

1:2/120
1:2/150
1:2/180
1:3/120
1:3/150
1:3/180
1:4/120
1:4/150
1:4/180

razini 95 %-tnog intervala pouzdanosti

a-tokoferol

(mg 102 g™ ulja)

46,73 + 0,64°
45,08 + 0,64%
41,37 £ 0,64°

a-tokoferol
(mg 102 g™ ulja)

44,32 + 0,64°
43,26 + 0,64°
45,62 + 0,64°

a-tokoferol

(mg 102 g™ ulja)

50,79 + 1,103
40,26 +1,103%P
49,15 + 1,103%¢

43,24 +1,103%Pcd
45,48 + 1,103 8¢
46,54 + 1,103%%¢
38,93 + 1,103?
44,03 + 1,103
41,16 £ 1,103%P¢

Ukupni karotenoidi

(mg 10 g™* ulja)

39,86 + 0,68°
66,46 + 0,68°
39,44 + 0,68°

Ukupni karotenoidi
(mg 102 g™ ulja)

66,63 + 0,68°
40,29 + 0,68
38,82 +0,68°

Ukupni karotenoidi

(mg 102 g™ ulja)

88,36+ 1,18°
15,37 +1,18"
15,86+ 1,18°
72,16 + 1,18°
65,45+ 1,18°
61,76 +1,18°
39,38 +1,18°
40,07 +1,18%
38,85+ 1,18

L-ORAC
(umol TE 102 g™
ulja)
1044,78 + 3,57°
930,11 + 3,57°
1015,84 +3,57°

L-ORAC
(umol TE 102 g*
ulja)
1117,48 + 3,57
1178,29 + 3,57
694,96 + 3,572

L-ORAC
(umol TE 102 g*
ulja)
1199,73 + 6,18°
1128,63 + 6,18°
805,99 + 6,18°
929,50 + 6,18°
1202,70 + 6,18°
655,42 + 6,18°
1203,20 + 6,18°
1200,78 + 6,18°
623,47 + 6,18°
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4.1. UTJECAJ PARAMETARA SUSENJA NA MASENI UDIO a-TOKOFEROLA
U PRAHOVIMA ULJA PULPE PASJEG TRNA

U ulju pulpe pasjeg trna (pocetni uzorak) te u prahovima proizvedenim procesom
susenja rasprsivanje, visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC) kvantificiran

je samo a-tokoferol.

Maseni udio a-tokoferola u podetnom uzorku ulja iznosio je 112,04 mg 102 g™ ulja,
dok je maseni udio a-tokoferola u prahovima proizvedenim suSenjem rasprSivanjem bio u
rasponu od 38,93 do 50,79 mg 10 g* ulja (tablica 3). U odnosu na pocetno ulje zadrzavanje
a-tokoferola u svim prahovima iznosilo je od 34,75 (1:4/120 °C) do 45,33 (1:2/120 °C) %.

Najvisi maseni udjeli a-tokoferola odredeni su u prahovima dobivenima pri 120 i 180
°C, s omjerom ulja i nosaca 1:2. Opcenito, prahovi koji su imali ve¢i omjer ulja i nosac¢a imali
Su nizi maseni udio a-tokoferola §to je u skladu sa rezultatima istrazivanja Tonona i sur.
(2011). Dobiveni rezultati su takoder u skladu su s istrazivanjima Ogrodowske i sur. (2019;
2020) gdje je vece zadrzavanje a-tokoferola bilo u prahovima ulja nocurka (51 %) i obi¢ne
lisi¢ine (95,6 %) te ulja sjemenki: Safrana (45,1 %), uljane repice (83,2 %) i lana (99,4 %) s
manjim omjerom ulja i nosaca (1:2) i pri niskoj ulaznoj temperaturi (130 °C). U navedenim
istrazivanjima kao nosa¢ se koristila kombinacija maltodekstrina, koncentrata proteina sirutke
i arapske gume, a omjer ulja i smjese nosaca iznosio je 1:2. Vjerojatno je smjesa nosaca
razli¢itog kemijskog sastava pridonijela boljoj zastiti i zadrzavanju a-tokoferola u samom
prahu (Ozbek i Ergéniil, 2017). Suprotno tome, rezultati istrazivanja Rosenberg i sur. (1990)

pokazali su veée zadrzavanje a-tokoferola pri ve¢im omjerima ulja i nosaca.

Prema istraZzivanju Chang 1 sur. (2005) manji omjeri ulja 1 nosafa pokazali su
umjerenu ucinkovitost inkapsulacije. Naime, najnizi maseni udio a-tokoferola odreden je u
prahu suSenom pri 120 °C, s omjerom ulja i nosaca 1:4. Medutim, u istrazivanju Selamat i sur.
(2018) zadrzavanje o-tokoferola (59,9-71,5 %) u inkapsuliranom palminom ulju pri niskoj

ulaznoj temperaturi i ve¢im omjerima ulja i nosaca bilo je zadovoljavajuce.

Veéi gubici a-tokoferola su takoder primjeéeni kod visih temperatura susenja
vjerojatno zbog pucanja kemijskih veza kojim je a-tokoferol vezan za druge organske spojeve

poput proteina ili fosfolipida (Ogradowska i sur., 2020).

S druge strane, istrazivanje Tarigana i sur. (2018) pokazuje da se pri vrlo visokim

ulazim temperaturama (180-200 °C), manjim omjerom ulja i nosaca (1:2) moze enkapsulirati
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vise od 50 % vitamina E iz palminog ulja. Kao nosa¢ koristena je samo arapska guma ili u
kombinaciji s polisaharidom galaktomananom iz palme Arenga pinnata. Aghbashlo i sur.
(2012) su utvrdili da pri visim ulaznim temperaturama se povecava brzina suSenja Cestice, te

se time prije formira povrSinska kora Cestice, koja sprecava daljnji gubitak sadrzaja Cestice.

Rezultati statisticke analize pojedina¢nog i kombiniranog utjecaja omjera ulja i nosaca
te temperature na maseni udio a-tokoferola u prahovima dobivenim suSenjem rasprSivanjem
prikazani su u tablici 4. Prema rezultatima multifaktorske analize varijance (ANOVA) omjer
ulja 1 nosaca statisticki je znacajno utjecao na maseni udio a-tokoferola, dok niti jedna od
primijenjenih temperatura nije pokazala statisticki znacajan utjecaj na zadrzavanje o-
tokoferola u inkapsuliranom ulju. Kod kombiniranog utjecaja najvisi maseni udio a-
tokoferola odreden je u prahu dobivenom pri 120 °C, s omjerom ulja i nosaca 1:2.
Povecanjem omjera na 1:3 dolazi do zna¢ajnog pada masenog udjela a-tokoferola, dok daljnje
povecanje na omjer 1:4 nije imalo znacajan utjecaj. Pri temperaturama od 150 i 180 °C nije

zabiljeZen statistiCki znacajan utjecaj omjera ulja i nosaca na maseni udio a-tokoferola.
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4.2. UTJECAJ PARAMETARA SUSENJA NA MASENI UDIO KAROTENOIDA U
PRAHOVIMA ULJA PULPE PASJEG TRNA

U ulju pulpe pasjeg trna (pocetni uzorak) te u prahovima proizvedenim procesom
suSenja rasprSivanjem, visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC)

kvantificirani su ukupni karotenoidi.

Maseni udio karotenoidnih pigmenata u po¢etnom uzorku ulja iznosio je 187,49 mg
10 g* ulja, dok je maseni udio karotenoida u prahovima proizvedenim susenjem ulja pulpe
pasjeg trna bio u rasponu od 15,37 do 88,36 mg 10 g* ulja (tablica 3). U odnosu na poCetni
uzorak ulja zadrzavanje karotenoida u prahovima iznosilo je od 8,20 (1:2/150 °C) do 47,13
(1:2/120 °C) %.

Najvisi maseni udio karotenoida odreden je u uzorku osusenom pri 120 °C, s omjerom
ulja i nosaca 1:2, dok je najnizi maseni udio odreden u uzorcima osusenim pri 1501 180 °C, s
omjerom nosaca i ulja 1:2. U prahovima ulja pulpe pasjeg trna s manjim omjerima ulja i
nosaca (1:2 i 1:3) doslo je do smanjenja masenog udjela karotenoida povecanjem temperature
susenja. Suprotno tome, u istrazivanju Rodriduez-Huezo i sur. (2004) manji omjer ulja i
nosaca imao je bolji utjecaj na zadrzavanje karotenoida. U istrazivanju Ferreira i sur. (2021)
pri omjeru ulja i nosaca 1:3 zadrzano je vise od 70 % karotenoida u inkapsuliranom ulju

proizvedenom iz nusproizvoda sjemenke palme tukume (Astrocaryum vulgare Mart.).

Dobiveni rezultati su takoder u skladu s istrazivanjem Chuyen i sur. (2018) gdje je
ukupan sadrzaj karotenoida bolje sacuvan u prahu ulja kore ploda dinje Gac (Momordica
cochinchinensis Spreng.) proizvedenog pri nizim temperaturama susenja. Pri vi§im
temperaturama suSenja zbog pucanja povrSinskog sloja Cestice praha moze do¢i do
degradacije i smanjenog sadrzaja karotenoida (Corréa-Filho i sur., 2019). Takoder, u
istrazivanju Freitas Santos i sur. (2021) vece zadrzavanje karotenoida bilo je u prahu ulja
dobivenog iz nusproizvoda sjemenke palme tukume (Astrocaryum vulgare Mart.) susenog pri
nizoj temperaturi susenja (120 °C) u odnosu na prahove dobivene susSenjem pri visokoj

temperaturi suSenja (180 °C).

Medutim, istrazivanja Kha i sur. (2014) i Thumthanaruk i sur. (2021) su pokazala da
su veci sadrzaj B-karotena i likopena imali prahovi dobiveni susenjem rasprSivanjem ulja
mesnate kore sjemenki Gac dinje (Momordica cochinchinensis Spreng.) pri visokim

temperaturama susenja (160 i 180 °C). Takoder, rezultati istrazivanja koje su proveli Freitas
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Santos i sur. (2019) su pokazali vecu stabilnost karotenoida (84,8-89,7 %) u prahu dobiven
susenjem pri visokoj ulaznoj temperaturi susenja (180 °C) i veéim omjerima ulja i nosaca

(5:95, 10:90, 20:80 1 30:70 %).

Rezultati istrazivanja Carmona 1 sur. (2018) takoder su pokazali da je ve¢i sadrzaj [3-
karotena u prahovima dobivenim iz preSanog palminog ulja povecanjem temperature susenja
od 130 do 184 °C, dok je daljnjim povecanjem temperature (202 °C) doslo do smanjenog
sadrzaja inkapsuliranog p-karotena. Vjerojatno razlog tomu je §to karotenoidi prisutni u
palminom ulju zbog velikog broja konjugiranih dvostrukih veza u kemijskoj strukturi lako
oksidiraju i1 izomeriziraju. Takoder, pri viSim temperaturama susenja moze do¢i do oStecenja
povrsine Cestica praha Sto ubrzava otpuStanje sadrzaja iz Cestice te povecava propusnost
plinova koji utjeCu na degradaciju bioloski aktivnih spojeva ulja (Kha i sur. 2014). U
istrazivanju Carmona i sur. (2018) visok omjer ulja i nosaca arapske gume (1:4) ima znacajan
utjecaj na inkapsulaciju B-karotena Sto se moze objasniti ve¢om viskoznosti emulzije koja
skracuje vrijeme formiranja polupropusne membrane oko kapljice ¢ime se otezava difuzija
ulja na povrSinu Cestice koja se susi (Roccai i sur., 2014). Uz to, veca viskoznost emulzije

moze zastititi bioloski aktivne spojeve od toplinske razgradnje (Rajabi i sur., 2015).

Rezultati statisticke analize pojedinacnog i kombiniranog utjecaja omjera ulja i nosaca
te temperature na maseni udio ukupnih karotenoida u prahovima dobivenim suSenjem
rasprSivanjem prikazani su u tablici 4. Prema rezultatima multifaktorske analize varijance
(ANOVA) utvrdeno je da pojedinacni utjecaj omjera ulja i nosaca te temperature je statisticki
znacajno utjecao na maseni udio ukupnih karotenoida. Kod kombiniranog utjecaja najvisi
maseni udjeli ukupnih karotenoida u prahovima odredeni su pri 120 °C, s omjerima ulja i
nosaca 1:2 i 1:3. Povecanjem temperature na 150 °C dolazi do znacajnog pada masenih udjela
karotenoida, dok daljnje povecanje temperature na 180 °C nije imalo znacajan utjecaj. Pri
omjeru ulja i nosaca 1:4 nije zabiljeZen statisti¢ki znacajan utjecaj temperature na maseni udio

ukupnih karotenoida.
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4.3. UTJECAJ PARAMETARA SUSENJA NA ANTIOKSIDACIJSKI
KAPACITET U PRAHOVIMA ULJA PULPE PASJEG TRNA

U ulju pulpe pasjeg trna (pocetni uzorak) te u prahovima proizvedenim procesom

susenja rasprsivanjem odreden je antioksidacijski kapacitet lipofilnom ORAC metodom.

Antioksidacijski kapacitet (AOK) pocetnog uzorka ulja pulpe pasjeg trna odreden L-
ORAC-om iznosio je 1279,472 umol TE 10 g* ulja. U prahovima proizvedenim suSenjem
raspriivanjem ulja AOK je bio u rasponu od 623,47 do 1203,2 pmol TE 102 g™ ulja (tablica
3). SuSenjem raprSivanjem vrijednosti AOK su se smanjile u prahovima u rasponu od 4,39-
51,27 % u odnosu na pocetni uzorak ulja $to je u skladu s uofenim smanjenjem masenih

udjela a-tokoferola i karotenoida.

Najvece vrijednosti AOK odredene su u uzorcima prahova osusenim pri 120 °C, s
omjerom ulja i nosaca 1:4 te u prahovima osusenim pri 150 °C, s omjerima 1:3 i 1:4.
Opcenito, pri vrlo visokim temperaturama (180 °C) suSenja smanjuje se vrijednost AOK.
Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem Ferreira i sur. (2021) gdje su u uzorcima
prahova proizvedenim suSenjem rasprSivanjem ulja sjemenki palme tukume pri niskoj ulaznoj
temperaturi (100 °C) i omjeru ulja i nosacéa (1:3) odredene visoke vrijednosti AOK. Takoder,
u istrazivanju Chuyen i sur. (2018) susenjem ulja kore ploda dinje Gac (Momordica
cochinchinensis Spreng.) pri niskim ulaznim temperaturama susenja i ve¢em omjeru ulja i
nosaca odredene su visoke vrijednosti AOK (82 % od AK pocetnog uzorka ulja). U oba
istrazivanja utvrdena je vrlo visoka korelacija izmedu koncentracije karotenoida i AOK
odnosno gubitkom karotenoida proporcionalno se smanjivao AOK praha. U istraZivanju
Guadarrama-Lezama i sur. (2012) suSenjem ekstrakata Cilija (Capsicum annuum L.) odredene
su visoke vrijednosti AOK (76-80 %) pri visoj ulaznoj temperaturi (160 °C) te ve¢em omjeru
ulja 1 nosafa (1:4). KoriSteni ekstrakti su dobiveni primjenom ekstrakcije otapalom

(kukuruznim, suncokretovim i Safranovim uljem) iz osusene papricice cilija.

Najnizi AOK odreden je u uzorku praha osusenim pri temperaturi 180 °C, s omjerom
ulja 1 nosaCa 1:4. Isti trend prate rezultati istrazivanja Ferreira 1 sur. (2016) gdje su nize
vrijednosti AOK odredene u prahu osusenog sirovog palminog ulja pri visokoj ulaznoj
temperaturi suSenja od 180 °C te omjerom ulja i smjese nosac¢a (Skrob manioka, koncentrirani
proteini sirutke i arapske gume) 1:4. Razlog tome moze biti povecana vrijednost peroksida

zbog veceg stupnja oksidacije ulja te smanjenog sadrzaja antioksidanasa poput vitamina E
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(Ramadan i sur., 2006). Tonon i sur. (2011) utvrdili su povecanje peroksidne vrijednosti ulja

pri viSim ulaznim temperaturama zraka za susenje.

Prema istrazivanju Selamat i sur. (2018) veéi omjeri ulja i nosaca znacajno utjecu na
zadrZavanje sadrzaja tokoferola u prahu dobivenom susenjem ulja, a time i na AOK. Simonne
i Eitenmiller (1998) su uo¢ili da u uljima s visokim udjelom zasi¢enih masnih kiselina dolazi
do brze razgradnje tokoferola zbog vece podloznosti djelovanja kisika. Pored toga, nezasi¢ene
masne kiseline zajedno s tokoferolima su u kompeticiji kao supstrat za oksidaciju te je zbog
toga smanjen gubitak AOK. Tokoferoli tvore stabilnije slobodne radikale gubitkom
vodikovog atoma iz hidroksile skupine u odnosu na nezasi¢ne masne kiseline. Time se brze
oksidiraju te rezultiraju ucinkovitijem antioksidacijskom potencijalu. Uz to, doprinose
uspjesnijoj stabilnosti ulja te zaustavljaju lanc¢ane reakcije kojima se povecava proizvodnja

Stetnih slobodnih radikala (Sundram i sur., 2003; Hoffmann, 1989).

Prema rezultatima multifaktorske analize varijance (ANOVA) utvrdeno je da je
pojedinacni utjecaj omjera ulja i nosaca te temperature statisticki znacajno utjeca0 na AOK
prahova. Kod kombiniranog utjecaja, pri temperaturi od 120 °C dolazi do znacajnog pada
AOK povecanjem omjera ulja i nosaca s 1:2 na 1:3, dok se AOK povecava kod omjera na 1:4.
Pri temperaturi 150 °C povecanjem omjera s 1:2 na 1:3 dolazi do znaajnog povecanja
vrijednosti AOK, dok daljnje povecanje omjera na 1:4 nije imalo znaajan utjecaj. Pri

temperaturi 180 °C zabiljezen je znacajan utjecaj omjera ulja i nosaca na smanjenje AOK.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja i rasprave, moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjena procesa suSenja rasprSivanjem ulja pulpe pasjeg trna pokazala se
ucinkovitom u proizvodnji inkapsulata s pozeljnim masenim udjelima a-tokoferola i
ukupnih karotenoida te vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta.

2. Najve¢i maseni udjeli a-tokoferola i ukupnih karotenoida odredeni su u uzorcima
osusenim pri temperaturama 120 °C, s omjerom nosaca i ulja 1:2.

3. Najveée vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredene su u uzorcima praha
osuSenim pri 120 °C, s omjerom ulja i nosaca 1:4 te pri 150 °C, s omjerima ulja i
nosaca 1:3 i 1:4. Visoke vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u prahovima su zbog
prisutnosti a-tokoferola i karotenoida, ali i drugih bioloski aktivnih spojeva koji nisu
bili ispitivani u ovom radu.

4. Arapska guma kao nosa¢ imala je znacajan utjecaj na zadrzavanje ispitivanih bioloski
aktivnih spojeva tijekom susSenja rasprSivanjem zbog svojih pozitivnih svojstava poput
emulgiranja i visoke oksidacijske stabilnosti.

5. Pri suSenju ulja pulpe pasjeg trna, ve¢i omjer ulja i nosaca utjecao je na smanjenje
masenog udjela a-tokoferola, te na pove¢anje masenog udjela ukupnih karotenoida i
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta.

6. Na temelju statisticke analize, temperatura susenja je znacajno utjecala na maseni udio
karotenoida i vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, dok na maseni udio a-
tokoferola nije imala znacajan utjecaj. Omjer ulja i nosaca znacajno je utjecao na
masene udjele o-tokoferola 1 karotenoida te na vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta.

7. Optimalni uvjeti za proizvodnju praha s visokim masenim udjelima a-tokoferola i
karotenoida te vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta suSenjem rasprSivanjem
ulja pulpe pasjeg trna su pri temperaturi susenja od 120 °C i S omjerom ulja i nosaca
1:2.
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