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1.UvOD

Nutritivno siromasna prehrana popracena sjedilackim na¢inom zivota doprinijela je
sve vecem S$irenju kroni¢nih bolesti, ali i jacanju svijesti potrosaca o povezanosti prehrane i
zdravlja. Stoga, suvremeni potrosaci sve vise traze hranu koja je obogacena bioloski aktivnim
spojevima koji imaju potencijalno pozitivne zdravstvene ucinke. Znanstvena istrazivanja
usmjerena su na proucavanja bioaktivnog sastava razli¢itih biljnih vrsta, 0sobito njihovog

polifenolnog sastava s ciljem formulacije funkcionalnih proizvoda.

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji, 0sim §to su snazni
antioksidansi, posjeduju antimikrobna, antikancerogena i protuupalna svojstva. Dobriéica
(Glechoma hederacea L.) je ljekovita biljka koja se desetlje¢ima primjenjuje u narodnoj
medicini zbog bogatog polifenolnog sastava. Obzirom da su polifenolni spojevi osjetljivi na
razne vanjske uvjete (prisutnost svjetla i kisika), kao i uvjete u probavnom sustavu te imaju
nisku biodostupnost i gorak okus, razvijene su razlicite tehnike inkapsulacije koje prevazilaze

navedene prepreke.

Inkapsulacija je postupak u kojem se bioloski aktivni spojevi ugraduju unutar ili
prevlace kontinuiranim sustavom nosaca kako bi se formirale Ccestice ili kapsule.
Inkapsulacijske tehnike omogucuju produljen rok valjanosti proizvoda, maskiraju gorak okus
bioaktivnih spojeva te ih Stite od okolisnih uvjeta. Nadalje, inkapsulacijske tehnike
omogucavaju kontrolirano 1 ciljano otpuStanje u organizmu. SuSenje rasprSivanjem
predstavlja jednu od najéesc¢e koristenih inkapsulacijskih tehnika u prehrambenoj industriji.
Proces je brz, jednostavan, odvija se kontinuirano te je pogodan za inkapsulaciju bioloski

aktivnih spojeva.

Cilj ovog rada bio je formulirati inkapsulirane dozirne sustave s polifenolnim
ekstraktom dobri¢ice (Glechoma hederacea L.) primjenom tehnike suSenja rasprSivanjem.
Inkapsuliranim dozirnim sustavima odredila se inkapsulacijska ucinkovitost, udjel ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina. Sustavi su fizikalno okarakterizirani, a odreden je i
profil otpustanja ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina u uvjetima simulirane probave
(in vitro digestija). Cilj in vitro digestije bio je odabrati sustave s najboljom kinetikom
otpustanja te ih inkorporirati u ¢okoladu kako bi se formulirao funkcionalni prehrambeni

proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. DOBRICICA (Glechoma hederacea L .)

Dobricica (slika 1) je ljekovita i aromati¢na biljka iz porodice usnaca (Laminaceae).
Carl Linne je prvi puta spomenuo dobri¢icu 1753. godine u knjizi Species Plantarum. Ime
roda Glechoma dolazi od grcke rijeci glechon= metvicu i hederacea=nalik na brsljan (Mitich,
1994). Stabljika je Cetverokutastog presjeka te raste isprepleteno u tlo, a zbog karakteristicnog
oblika naziva se i puzava dobric¢ica (Kumarasamy i sur., 2002). Listovi biljke su bubrezastog
oblika s nazubljenim rubovima Sirine 0,5 — 4 cm. Boja listova mijenja se ovisno o stanistu.
Ukoliko biljka raste na zasjenjenom staniStu listovi ¢e biti tamnozelene boje, dok ce
pocrveniti rastom na sunc¢anom stanistu (Mitich, 1994). Cvjetovi su usnati, skupljeni po 3-4 u
prsljenovima, najceSce ljubicaste ili tamnoplave boje (Anonymus 1). Dobri¢ica cvate U
periodu od travnja do kolovoza (Grli¢, 1990), a za rast je potrebno vlazno tlo bogato dusikom
(Azimova i Glushenkova, 2012). Prirodno je rasprostranjena na staniStima Europe i Azije, a
obitava i na podru¢ju Australije i Sjeverne Amerike. Raste uglavnom Kkolonijalno na
travnjacima, livadama i listopadnim Sumama. Na podru¢ju Republike Hrvatske Siroko je

rasprostranjena, izuzev primorskog podrucja s mediteranskom florom (Nikoli¢ i ReSetnik,
2007).

Slika 1. Dobri¢ica (Anonymus 2)

Dobri¢ica se stolje¢ima upotrebljava kao sastojak ljekovitih pripravaka u tradicionalnoj

medicini, obzirom da nadzemni dio biljke posjeduje adstringentna, diureti¢ka, kardiotoni¢na i
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stimuliraju¢a svojstva, a pokazala se djelotvornom u lijeCenju astme, dijabetesa, visokog
krvnog tlaka, glavobolje i gripe (Kim i sur., 2011; Kumarasamy i sur., 2002). Prema
dosadasnjim istrazivanjima dobriCica posjeduje izrazena farmakoloska svojstva. Kumarasamy
i sur. (2002) istrazivali su djelovanje ekstrakata dobri¢ice na inhibiciju razli¢itih vrsta
bakterija pri ¢emu su metanolni ekstrakti inhibirali rast ¢ak 14 bakterijskih vrsta. Protuupalno
I antioksidacijsko djelovanje vodenog ekstrakta dobricice dokazano je u in vitro istrazivanju
kojeg su proveli Chou i sur. (2020). Vodeni ekstrakt dobricice sprijecio je DNA oSte¢enje u
RAW 264.7 makrofagima aktiviranima lipopolisaharidom (LPS). Takoder, dokazano je
smanjenje LPS induciranog dusikovog oksida (NO), kao i malondialdehida (MDA),
upotrebom vodenog ekstrakta, a zabiljezene su povecane vrijednosti glutationa (GSH).
Protuupalno djelovanje ekstrakta dobricice odvija se regulacijom ekspresije upalnih enzima
poput iINOS, COX-2, HO-1, kao i upalnog citokina TNF-o.. U in vivo istrazivanju
provedenom na modelima Stakora s upalnim stanjem jetre, ekstrakt dobri¢ice doveo je do
smanjenja koncentracije upalnih markera poput NF-xB, TNF-a, IL-1B i IL-6 (Wang i sur.,
2017). Antikancerogena svojstva vodenog ekstrakta dobrifice dokazana su u sinergiji s
cisplatinom na humanim stani¢nim linijama karcinoma bubrega (786-0). Vodeni ekstrakt i
cisplatin inhibiraju proliferaciju 786-O stanica te uzrokuju apoptozu stanica u G2/M fazi
stani¢nog ciklusa (Chou i sur., 2020). U istrazivanju Qiao i sur. (2012) takoder je ispitivan
antikancerogeni potencijal ekstrakta dobri¢ice na stanice melanoma. Rezultati su pokazali
inhibiciju sinteze melanina u B16 stanicama melanoma, uslijed inhibicije ekspresije gena za
tirozinazu. Obzirom da nije dokazana citotoksi¢nost prema stanicama melanoma, nego
depigmentacija, ekstrakt dobri¢ice pokazuje potencijal za primjenu u prevenciji

hiperpigmentacije.

Navedeni zdravstveni ucinci dobricice, ponajvise antioksidacijsko djelovanje, rezultat su

brojnih bioloski aktivnih spojeva, narocito polifenolnih spojeva.

2.2. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi predstavljaju jednu od najve¢ih i najrasprostranjenijih skupina
sekundarnih biljnih metabolita. Primarna uloga polifenolnih spojeva je zastita biljke od
ultraljubiCastog zraCenja, patogena i insekata (D’ Archivio i sur., 2007; Scalbert i Williamson,
2000). Vise od 10 000 prirodno prisutnih spojeva ubraja se u polifenole. Polifenolni spojevi

nalaze se u mnogim prehrambenim proizvodima poput voca, povréa, Zzitarica, mahunarki,



kave i ¢okolade (Manach i sur., 2018; D’ Archivio i sur., 2007). Najvaznije svojstvo polifenola
je sposobnost antioksidacijskog djelovanja uslijed oksidacijskog stresa u stanici. Iz tog
razloga polifenolne spojeve Cesto se naziva i antioksidansima. Zbog antioksidacijskog
djelovanja polifenolni spojevi predstavljaju vaznu ulogu u prevenciji i lijeGenju mnogih

bolesti poput raka, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti (Scarlbet i sur., 2005).

Strukturno, svi polifenolni spojevi sastavljeni su od jednog ili visSe benzenskih prstena S
jednom ili vise hidroksilnih skupina (Brglez Mojzer i sur., 2016; Bravo, 1998). Polifenolni
spojevi sintetiziraju se iz dva biosintetska puta: Sikimatnog i acetatnog. Klasificiraju se prema
podrijetlu, bioloskoj funkciji, rasprostranjenosti i kemijskoj strukturi (slika 2). Najcesca
podjela je prema kemijskoj strukturi pri ¢emu su svrstani u 5 skupina: fenolne kiseline,
flavonoidi, stilbeni, lignani i ostali (Bravo, 1998). Obzirom na lokaciju unutar biljke,
polifenolni spojevi identificiraju se u slobodnom obliku, topljivoj frakciji stanice (tanini) ili
vezani na strukture stani¢ne stijenke (proteine, polisaharide) tvore¢i stabilne netopljive
komplekse (fenolne kiseline, kondenzirani tanini) (Shahidi i Yeo, 2016). Ve¢inom su prisutni
u glikoziliranom obliku s jednim ili vise Secernih ostataka konjugiranih na hidroksilnu

skupinu ili aromatski prsten, a iznimku predstavljaju flavanoli (Brglez Mojzer i sur., 2016).

- o
- FENOLNE KISELINE FLAVONI
- FLAVANOIDI FLAVANOLI

STILBENI ANTOCUANIDINI

LIGNANI IZOFLAVONI

OSTALI

Slika 2. Podjela polifenolnih spojeva (D’ Archivio i sur., 2007; Manach i sur., 2004)



Fenolne kiseline predstavljaju tre¢inu polifenolnih spojeva prisutnih u ljudskoj prehrani.
Karkaterizira ih benzenski prsten, karboksilna skupina te jedna ili viSe hidroksilnih ili
metoksilnih skupina. Odlikuje ih visoka antioksidacijska aktivnost, koja je izravno povezana s
brojem hidroksilnih skupina u molekuli. Fenolne kiseline dijele se na derivate

hidroksibenzojeve kiseline i hidroksicimetne kiseline (Yang i sur., 2001).

Hidroksibenzojeve Kkiseline sastoje se od 7 ugljikovih atoma (Ce-C1) i Smatraju se
najjednostavnijim fenolnim kiselinama u prirodi. Nalaze se u slobodnom ili vezanom
(esterificiranom) obliku. Galna, elaginska, protokatehinska i 4-hidroksibenzojeva najcesc¢i su
predstavnici hidroksibenzojevih kiselina (D’Archivio i sur., 2007). Obzirom na mali udio
hidroksibenzojevih kiselina u jestivim biljkama, one nisu od velikog znacaja u ljudskoj
prehrani, uz iznimku &aja koji obiluje galnom kiselinom (4,5 g kg™) i crvenog bobicastog
voéa (270 mg kg?') (Tomas-Barberan i Clifford, 2000; Shahidi i Naczk, 1995).
Hidroksicimetne kiseline sastoje se od 9 ugljikovih atoma (Ce—Cs) te su za razliku od
hidroksibenzojevih kiselina vrlo ¢este u prirodi. Glavni predstavnici hidroksicimetnih kiselina
su: kumarinska, kafeinska, ferulinska i sinapinska kiselina. Hidroksicimetne kiseline rijetko se
nalaze u slobodnom obliku, osim u hrani procesiranoj postupcima fermentacije, sterilizacije ili
zamrzavanja (Manach i sur., 2018). U hrani su zastupljene u obliku estera s kininskom
kiselinom i glikozida s glukozom. Najzastupljenije fenolne kiseline u hrani su kafeinska i
klorogenska kiselina. Kafeinska kiselina predstavlja 75-100 % ukupnih hidroksicimetnih
kiselina u vocu. Klorogenska kiselina (ester kafeinske i kininske Kkiseline) u visokim

koncentracijama nalazi se u kavi (0,35-1,75 mg mL™).

Flavanoidi pripadaju najvecoj skupini polifenolnih spojeva, ujedno i najzastupljenijoj u
ljudskoj prehrani. Dijele strukturu difenil propana (Cs-Cs-Ce) sastavljenu od dva benzenska
prstena povezana lineranim lancem od tri ugljikova atoma. Sredi$nji ugljikov lanac moze
formirati piranski prsten s jednim od benzenskih prstena. Na slici 3 prikazana je osnovna
struktura flavanoida. Ovisno o stupnju oksidacije piranskog prstena flavanoidi se dijele u 6
podskupina: flavonoli, flavoni, flavanoni, izoflavoni, antocijanidini i flavanoli (katehini i
proantocijanidini) (D’Archivio i sur., 2007). Razlikuju se po stupnju hidroksilacije te
prisustvu dvostruke veze C»-Cz u heterociklickom prstenu (Sanchez-Moreno, 2002) .
Flavonoli su najvise zastupljeni u hrani, a glavni predstavnici su kempferol i kvercetin. Nalaze
se u glikoziliranom obliku, najéeS¢e povezani s glukozom ili ramnozom. Flavonoli se u
biljkama nalaze u nadzemnom dijelu, odnosno u listovima i stabljici obzirom da je za

biosintezu neophodna svjetlost (Manach i sur., 2018).



Slika 3. Osnovna struktura flavanoida (D’ Archivio i sur., 2007)

Stilbeni su najmanje zastupljeni polifenolni spojevi u ljudskoj prehrani. Prisutni su uglavnom
u glikoziliranom obliku (Manach i sur., 2018). Glavni predstavnik ove skupine spojeva je
resveratrol, koji se u visokim koncentracijama nalazi u koZi crvenog grozda (50-100 g kg™?)
(Baliga i sur., 2005). Osim u grozdu, resveratrol se nalazi i u kikirikiju i bobi¢astom vocu.
Resveratrol se proizvodi u biljkama kao odgovor na razliCite stresore ili patogene infekcije
(Delmas i sur., 2006; Bavaresco i sur., 2003). Zbog snaznog antioksidacijskog djelovanja

resveratrol je dokazani antikancerogeni agens (Bhat i Pezzuto, 2002).

Lignani su strukturno sastavljeni od dvije fenilpropanske jedinice. Nalaze se vecinski u
slobodnom obliku u prirodi. Udio lignana u voéu, povréu i zitaricama nalazi se u tragovima,
osim u lanenim sjemenkama. Lanene sjemenke najbogatije su lignanima, sadrze 3,7 g kg™
sekoizolaricirezinola i male koli¢ine matarezinola (Manach i sur., 2018; D’Archivio i sur.,
2007). Postoje istrazivanja koja ukazuju na smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti

konzumacijom hrane bogate lignanima (Rodriguez-Garcia i sur., 2019).
2.2.1. Bioloski aktivni spojevi dobricice

Polifenolni spojevi dobriCice su zasluzni za njena izrazena ljekovita svojstva. Fenolne
kiseline 1 flavonoidi istiu se kao najzastupljenije skupine polifenolnih spojeva u dobricici.
Medu fenolnim kiselinama identificirane su klorogenska, kafeinska, ferulinska i ruzmarinska
kiselina. Ruzmarinska i klorogenska kiselina zastupljene su u visim udjelima od ostalih
fenolnih kiselina S§to je karakteristicno za biljne vrste porodice Laminaceae (Doring i
Petersen, 2014). Rutin i kvercetin predstavnici su flavonoida identificiranih u dobricici, a

identificiran je i izoflavonoid genistein (Wang i sur., 2017).



Osim polifenolnih spojeva, u sastavu dobricice pronadeni su triterpenoidi — ursoli¢na kiselina
i oleanska kiselina (Kim i sur., 2011) te alkaloidi hederacin A i hederacin B (Sarker i sur.,
2003). Kumarasamy i sur. (2006) dokazali su citotoksicno djelovanje hederacina A i
hederacina B na stanice raka debelog crijeva Caco-2. U listovima se nalaze polinezasi¢ene
masne kiseline (Kuhn i sur., 1989) te vrsta insekticidalnog lektina naziva gleheda (Singh i
sur., 2006). Takoder, Kim 1 sur. (2011) izolirali su tri seskviterpenska laktona kojima je
dokazano citotoksi¢no djelovanje na humane stani¢ne linije raka dojke, debelog crijeva i

prostate.

2.3. INKAPSULACIJA BIOLOSKI AKTIVNIH SPOJEVA

Unato¢ pozitivnom djelovanju na zdravlje, inkorporacija bioloski aktivnih spojeva u
hranu, predstavlja izazov za prehrambenu industriju. Bioloski aktivni spojevi kemijski su
nestabilni te su podlozni razgradnji pod utjecajem kisika, topline, vlage i niskih pH
vrijednosti. Osim toga, bioloski aktivni spojevi imaju izrazito gorak okus kojeg je potrebno
,zamaskirati prije inkorporacije u prehrambene proizvode. Primjena bioloski aktivnih
spojeva u izvornom obliku ograni¢ena je zbog niske bioraspolozivosti, niske topljivosti i
brzog otpusStanja u zelucu (Munin i Edwards-Lévy, 2011). Upotrebom inkapsulacijskih
tehnika omogucéeno je ocuvati strukturu polifenolnih spojeva, ,,maskirati okus gorcine te
kontrolirati otpustanje u probavnom sustavu (Risch, 1995). Inkapsulacija se definira kao
postupak u kojem se aktivne tvari ugraduju unutar ili prevlace kontinuiranim sustavom nosaca
kako bi se formirale Cestice ili kapsule (Abd El Kader i Abu Hashish, 2020; Gibbs i sur.,
1999). Tvar koja se inkapsulira naziva se i jezgra, ispun ili unutarnja faza, dok se materijal za
inkapsulaciju naziva membrana, kapsula ili vanjska faza. Aktivna tvar najcesce je u teku¢em
obliku, iako moze biti i ¢vrsta ili plinovita (Munin i Edwards-Lévy, 2011). Metode
inkapsulacije mogu se klasificirati u 4 skupine :

e fizikalne metode: suSenje rasprSivanjem, inkapsulacija primjenom superkriti¢nih fluida
o fizikalno-kemijske metode: emulzifikacija, metoda uklanjanja otapala, ionsko geliranje
e kemijske: in situ polimerizacija, grani¢na kristalizacija
e ostale metode: inkapsulacija u stanicama kvasaca, kokristalizacija, molekularna
inkluzija.
Ovisno o odabiru tehnike inkapsulacije, dobivaju se Cestice razli¢ite veli¢ine koje se
klasificiraju kao mikrokapsule (0,2-5000 um) i nanokapsule (< 0,2 um) (Abd El Kader i Abu



Hashish, 2020). Polifenolni spojevi inkapsuliraju se razli¢itim tehnikama mikroinkapsulacije

poput susenja rasprsivanjem, elektroispredanja, inkapsulacije liposomima i emulzifikacije. U

tablici 1. prikazani su primjeri razlicitih tehnika inkapsulacije bioloski aktivnih spojeva.

Tablica 1. Primjeri tehnika inkapsulacije za inkapsulaciju bioloski aktivnih spojeva

1ZVOR POLIFENOLNIH
SPOJEVA

TEHNIKA
INKAPSULACIJE

Zeleni ¢aj (Camellia sinensis
L.)

lonsko geliranje - . .
Stevija (Stevia rebaudiana L.)

Artic¢oka (Cynara scolymus L.)

List goji bobica (Lycium
barbarum L.)

Inkapsulacija . . ;
Hibiskus (Hibiscus sabdariffa

L.)
List goji bobica (Lycium

liposomima

barbarum L.)

Rambutan (Nephelium
lappaceum L.)

Elektroispredanje

Grejp (Citrus paradisi L.)
Zeleni ¢aj (Camellia sinensis
L.)

Crna bazga (Sambucus nigra
L)
Emulzifikacija
Rogac (Ceratonia siliqua L.)
RuZmarin (Rosmarinus

officinalis L.)

POLIFENOLNI
SPOJEVI

REFERENCA

(Cutrim, Alvim i

Ukupni polifenoli
Cortez, 2019)

(Arriolai sur., 2019)
(Quispe Solano i
sur., 2023)

Flavonoidi

Ukupni polifenoli

L ) (Pavaloiu i sur.,
Ukupni polifenoli

2021)
o (Gibis, Zeeb i Weiss,
Antocijani
2014)
L : (Pavaloiu i sur.,
Ukupni polifenoli
2021)

(Urena Arborio i

Antocijani, flavonoidi
sur.,2020)

(Han i sur., 2014)
(Shao, Niu, Chen i
Sun, 2018)

Ukupni polifenoli
Ukupni polifenoli
(Marisa Ribeiro,

Estevinho i Rocha,
2020)

Antocijani, flavonoli

Ukupni polifenoli (Wang i sur., 2020)

Ukupni polifenoli (Busic¢ i sur., 2018)



Tablica 1. Primjeri tehnika inkapsulacije za inkapsulaciju bioloski aktivnih spojeva -

nastavak

Borovnica (Vaccinium - ) (Flores, Singh i

) Ukupni polifenoli

myrtillus L.) Kong, 2014)
Senj Crveni radi¢ (Chicorium
SuSenje o ( Ukupni polifenoli (Zanoni i sur., 2020)
raspriivanjem intibus L.)

- ) - ) (Hosking, Grace,

Crni ribiz (Ribes nigrum L.) Ukupni polifenoli

Xiong i Lila, 2023)

Strukture mikrokapsula mogu biti monojezgrene, viSejezgrene i matricne (slika 4). U
matri¢noj strukturi bioloski aktivni spoj rasprSen je u obliku kapljica unutar nosaca.
Funkcionalna svojstva mikrokapsula, stabilnost i kontrolirano otpustanje uvelike ovise o
odabiru nosaca, stoga je vazno izabrati prikladan materijal za inkapsulaciju (Ye, Georges i
Selomulya, 2018). Nosaci za inkaspulaciju najcesce su ugljikohidrati, proteini, lipidi, gume te
prirodni ili sintetski polimeri (Fang, 2010). Zbog zdravstvenih razloga materijali za
inkapsulaciju moraju imati GRAS (engl. Generally Recognized as Safe) status. Kako bi se
osigurala visoka inkapsulacijska ucinkovitost potrebno je poznavati molekularnu strukturu
nosa¢a (molekulska masa i elektricni naboj), fizikalna svojstva (temperatura vrenja i
temperatura taljenja), topljivost i kemijsku stabilnost, ali i bioloska i kemijska svojstva
aktivne tvari koja se inkapsulira. Prema Ye i sur. (2018) postoje 4 mehanizma tvorbe strukture
matrice na temelju vrste inkapsulacijskog materijala. Polimerni nosaci poput pektina,
dekstrana i agara povezuju se kovalentnim vezama i umrezavaju se u hidrogel strukturu, lipidi
se stabiliziraju van der Waalsovim i hidrofobnim interakcijama, dok se proteini umrezavaju
tvoreéi disulfidne veze i hidrofobne interakcije. Metalni alkoksidi i silicijev dioksid formiraju
guste matrice hidrolizom i polikondenzacijom (Ye i sur., 2018).



(ii)

(vi)

(i) M W)

Slika 4. Razlicite strukture mikrokapsula: (i) — jednojezgrena, (ii) — matriks, (iii) —
nepravilna, (iv) — visejezgrena, (v) — mikrokapsula s viseslojnim nosacem, (vi) — slozena

mikrokapsula (Onsaard i Onsaard, 2019)

2.4. SUSENJE RASPRSIVANJEM

SuSenje rasprSivanjem predstavlja jednu od najceS¢e koristenih inkapsulacijskih
tehnika u prehrambenoj industriji. Proces suSenja rasprSivanjem definira se kao simultani
proces atomizacije i dehidratacije otopine u prisutnosti vru¢eg medija za suSenje pri ¢emu
dolazi do isparavanja vlage, $to u konacnici rezultira praskastim materijalom (Padma
Ishwarya i Anandharamakrishnan, 2017). Takoder, ova tehnika pokazala se izvrsnom za
inkapsulaciju bioloski aktivnih spojeva. Inkapsuliranim bioloski aktivnim spojevima
produzena je stabilnost, o€uvana su antioksidacijska svojstva te je prikriven okus gorcine
(Furuta i Neoh, 2021). Shematski prikaz uredaja namijenjenog za suSenje rasprSivanjem
prikazan je naslici 5.
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Slika 5. Shematski prikaz uredaja za suSenje rasprsivanjem (Assadpour i Jafari, 2019)

Postupak suSenja rasprSivanjem provodi se u 3 faze: atomizacija, susenje, odvajanje i
prikupljanje. Tekuéina se pomocu peristalticke pumpe dovodi do atomizera koji moze biti
centrifugalni ili jedno/dvofluidna mlaznica. U atomizeru se tekucina rasprSuje u sitne kapljice
pri ¢emu se smanjuje povrSinska napetost. Uslijed stvaranja velikog broja malih kapljica
dolazi do povecanja povrsine Cestica, ¢ime je omoguéen optimalan prijenos mase i topline
izmedu zagrijanog plina za suSenje 1 kapljica (Santos i sur., 2018). Nakon procesa
atomizacije, slijedi faza formiranja CcCestica, ujedno i glavna faza procesa suSenja
rasprSivanjem. U ovoj fazi dva su kljuéna koraka: kontakt rasprSenih Cestica sa zrakom te
suSenje Cestica. Atomizirane kapljice izlaZzu se vru¢em plinu unutar komore za suSenje pri
c¢emu dolazi do isparavanja vlage. Plin koji se koristi za suSenje, uobicajeno je zagrijani i
filtrirani atmosferski zrak, ali ponekad se koriste inertni plinovi poput dusika kako bi se
izbjegle moguce interakcije izmedu plina i1 kapljica. Kontaktom kapljica s plinom unutar
komore za suSenje dolazi do isparavanja i kondenzacije otopljene tvari Sto rezultira
uklanjanjem otapala. Ovaj fenomen prikazuje problem ravnoteze mase i topline uzrokovan
razlikom tlaka pare otapala i parcijalnog tlaka pare otapala u odnosu na plinsku fazu. Dakle,
temperatura vruceg plina pokrece izmjenu topline s plina na kapljice, a razlika tlaka pare
uzrokuje prijenos vlage u suprotnom smjeru $to rezultira osusenim ¢esticama praha (Vehring,
Foss i Lechuga-Ballesteros, 2007). Zavrsetkom procesa pretvorbe kapljica u Cestice, potrebno

je odvojiti i prikupiti osusene Cestice. Odvajanje osuSenih Cestica odvija se kroz dvije faze
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separacije — primarna i sekundarna. U primarnoj separaciji najgusée Cestice Se taloze i
skupljaju na koni¢nom dnu komore za suSenje (Padma Ishwarya i Anandharamakrishnan,
2017). U fazi sekundarne separacije najfinije i najmanje Cestice odvode se do ciklonskih

separatora, gdje se odvajaju od vlaznog zraka (Santos i sur., 2018).

Svojstva otopine, izbor nosaca i uvjeti susenja determiniraju¢i su parametri za konacna
svojstva praha i postizanje visoke inkapsulacijske uc¢inkovitosti. Stoga je kljuéno optimirati
navedene parametre prije samog procesa suSenja rasprSivanjem (Rezvankhah, Emam-djomeh
i Askari, 2019). Viskoznost i povrsinska napetost klju¢na su svojstva otopine koja utje¢u na
proces inkapsulacije susenjem rasprsivanjem (Wiirth, Foerst i Kulozik, 2018). Vecina aktivnih
tvari za inkapsulaciju su bioloski aktivne tvari ekstrahirane iz zivih organizama - biljaka,
bakterija i riba. Mnoge bioloski aktivne tvari su hidrofobne te se ne mogu pravilno i
homogeno dispergirati u otopini bez razdvajanja faza. Emulzifikacijom aktivne tvari,
odnosno dodatkom emulgatora u otopinu, postize se kineti¢ka stabilnost kapljica smanjenjem
povrsinske napetosti na granici ulje/voda pri ¢emu se kapljice homogeno dispergiraju u
otopini (Furuta i Neoh, 2021). Izbor nosata odreduje se prema fizikalno-kemijskim
karakteristikama aktivne tvari te svrsi inkapsulacije. Osim §to moraju biti odobreni od Strane
regulatornih tijela i sigurni za ljudsku upotrebu, nosaci moraju zadovoljiti 3 Kkriterija: izvrsno
stvaranje zaStitne barijere, visoka topljivost u vodi i dobra sposobnost stvaranja omotaca.
Najcesce koristeni nosaci u procesu susenja rasprsivanjem su polimeri ugljikohidrata poput
maltodekstrina, modificiranog $kroba, karboksimetilceluloze i kitozana (Furuta i Neoh, 2021).
Relativna vlaZznost 1 ulazna temperatura ulaznog plina ¢imbenici su koji odreduju brzinu
susenja praha te kona¢ni udio vode Visoka ulazna temperatura osigurava postizanje najnizeg
udjela vode te sprjeCava aglomeraciju Cestica i degradaciju bioloski aktivnih spojeva.
Takoder, povecanjem ulazne temperature povecava se i veli¢ina Cestica Sto rezultira ve¢im
prinosom (Pifion-Balderrama i sur., 2020). Raspon ulaznih temperatura u procesu susenja

rasprsivanjem varira od 140 °C do 200 °C.
Prema Assadpour i Jafari (2019) neke od glavnih prednosti procesa susenja rasprsivanjem su:

e Kontrola velicine, oblika i morfologije Cestica

e jednostavnost procesa

e niski troSkovi opreme, brzina procesa

e viska inkapsulacijska u¢inkovitost i produljen rok valjanosti prahova

e primjenjivo na hidrofobne i hidrofilne sastojke hrane
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e tvorba Cestica s kontroliranim otpusStanjem.

2.5. FUNKCIONALNA HRANA

Ubrzani nacin zivota popracen nutritivno siroma$nom (pre)hranom i slabom fizickom
aktivnoscu doveo je do sve vecéeg Sirenja i razvoja kroni¢nih bolesti (Plasek, Kasza i Temesi,
2020). Funkcionalna hrana razvijena je u svrhu poboljSanja zdravstvenog stanja populacije te
smanjenja rizika od kroni¢nih bolesti (Baker, Lu, Parella i Legette, 2022). Pojam
funkcionalna hrana prvi se put pojavila u Japanu 1984. godine. U Japanu funkcionalna hrana
ima priznatu pravnu kategoriju hrane pod nazivom FOSHU (engl. Foods for Specific Health
Uses). Da bi se kvalificirala kao takva, hrana mora ispunjavati tri zahtjeva: dokazana
ucinkovitost u klini¢kim studijama, sigurnost potvrdena kroz klinicke i neklinicke studije i
identifikacija aktivnih/u¢inkovitih spojeva (Martirosyan i Singh, 2015). Za razliku od Japana,
Europska Unija nema definiranu zakonsku legislativu vezanu uz funkcionalnu hranu, ali
postoje odredeni kriteriji prema kojima se hrana moze deklarirati kao funkcionalna. Prema
definiciji Europske komisije hrana se smatra ,,funkcionalnom™ kada zadovoljava uvjete da
dokazano unaprjeduje jednu ili vise ciljnih funkcija u tijelu, prema odgovarajuéim
prehrambenim ucincima koji su relevantni za poboljSanje zdravstvenog stanja i dobrobiti te
smanjenje rizika od bolesti (Diplock i sur., 1999). Unutar Europske Unije, proizvoda¢ima
hrane dopusteno je iznositi dvije vrste tvrdnji — nutritivnu i/ili zdravstvenu tvrdnju. Nutritivna
tvrdnja podrazumijeva osnovnu hranjivu i energetsku vrijednost namirnice, dok se
zdravstvene tvrdnje odnose na sposobnost namirnice da prevenira, kontrolira i lije¢i bolest.
Ukoliko se hrana deklarira zdravstvenom tvrdnjom mora biti potkrijepljena znanstvenim
dokazima i zadovoljiti stroge kriterije. Cetiri su koraka u postupku dobivanja zdravstvene
tvrdnje: identifikacija aktivne komponente, provedba klini¢kih studija i meta-analiza, izravno
mjerenje zdravstvenih ishoda ili upotreba relevantnih biomarkera, statistiCka znacajnost

zdravstvenih dobiti (Martirosyan i Singh, 2015).

Funkcionalna hrana moze biti prirodna hrana, hrana kojoj je dodana ili oduzeta neka
komponenta, hrana u kojoj su neke komponente modificirane, hrana kojoj je modificirana
bioraspolozivost ili bilo koja kombinacija navedenih postupaka. Nadalje, funkcionalna hrana

moze se kategorizirati u 3 skupine:

e Konvencionalna hrana — prirodno sadrzi bioaktivne spojeve, obuhvaca voce,

povrée, zainsko bilje
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¢ Modificirana hrana — obogacena bioaktivnim spojevima, poput jaja obogac¢enih
omega-3 masnim kiselinama (Ye i sur., 2018)
e Sintetizirani sastojci hrane — poput posebnih ugljikohidrata koji imaju
probioticki u¢inak (Henry, 2010).
Polifenolni spojevi, karotenoidi, vitamini, probiotici i prebiotici najcesce su koristeni prilikom
proizvodnje funkcionalne hrane obzirom da imaju znaCajne benefite za ljudsko zdravlje
(Jedrusek-Golinska i sur., 2020). Medutim, zbog niske topljivosti i biodostupnosti te
nepovoljnih uvjeta u probavnom sustavu, mali broj bioaktivnih spojeva ostaje raspoloziv
nakon oralne primjene. Kako bi se prevladali ovi izazovi, uéinovito rjeSenje je primjena
inkapsulacijskih tehnika koje rezultiraju nanocesticama ili mikrocesticama koje sadrze

bioaktivne spojeve ili esencijalne mineralne tvari (Granato i sur., 2020).

2.5.1. Cokolada

Prema Pravilniku o kakau i ¢okoladnim proizvodima (Pravilnik, 2005) ¢okolada je
proizvod dobiven od kakaovih proizvoda i Secera koji sadrzi najmanje 35 % ukupne suhe tvari
kakaovih dijelova, ukljucuju¢i najmanje 18 % kakaovog maslaca i najmanje 14 % bezmasne
suhe tvari kakaovih dijelova. Cokolada predstavlja slozen reoloski sustav. Opisuje se kao
suspenzija koja se sastoji od bezmasnih cCestica (Secer, kakaovi dijelovi) rasprSenih u
kakaovom maslacu kao kontinuiranoj masnoj fazi (Zari¢ i sur., 2016). Primarna podjela
¢okolada je u 3 kategorije: tamna, mlijecna i bijela ¢okolada. Razlikuju se ovisno o udjelu
kakaovih dijelova, mlijecne masti 1 kakaovog maslaca. Bijela cokolada razlikuje se od tamne
po tome S$to ne sadrzi kakaove dijelove, a u njima se nalaze bioloski aktivni spojevi. Stoga
bijela ¢okolada nema istaknutih zdravstvenih benefita za razliku od tamne te joj je smanjen i
rok valjanosti (Afoakwa, 2016).

Izrada ¢okoladne mase obuhvaca nekoliko tehnoloskih postupaka u kojima se svi sastojci
mijesaju kako bi se dobio homogeni proizvod (slika 6). Tehnoloski procesi obuhvacaju:
pripremu zamjesa (Secer i kakaova masa), valcanje, konciranje, temperiranje i stavljanje u

kalupe (Afoakwa, 2016).
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Mlijeko i mlije¢ne Dodaci

Kristal se¢er Kakaova masa Kakaov maslac(dio) .
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Valcanje

Suho konéiranje

Preostali kakaov
maslac

Mokro konéiranje

Emulgatori, dodaci,
arome

Cokoladna masa

Slika 6. Prikaz tehnoloskih operacija u izradi ¢okoladne mase (Goldoni, 2004)

2.5.2. Funkcionalni ¢okoladni proizvodi

Cokolada s veéim udjelom kakaovih dijelova predstavlja funkcionalan proizvod
obzirom da sadrzi visok udio flavonoida i ima potencijalno pozitivan ucinak na zdravlje
(Tolve i sur., 2018). Medutim, obzirom na eksponencijalni rast trzista funkcionalne hrane,
potrosaci su pokazali interes i za ¢okoladama dodatno obogacenima razli¢itim funkcionalnim
sastojcima. Tako se danas na trziStu mogu pronaci cokolade obogacene polifenolnim
ekstraktima, probioticima, prebioticima, mineralnim tvarima, alkaloidima, prehrambenim
vlaknima, kao i ¢okolade bez ili smanjenog udjela Secera (Shahbazi i sur., 2022). Posebnu
paznju privlace ¢okolade obogacene polifenolnim ekstraktima prirodnog podrijetla, bilo iz
raznog voca ili ljekovitih biljaka. Buduci da je vecina polifenolnih spojeva nestabilna, sve je
veca primjena inkapsulacijskih tehnika koje, osim maskiranja gorkog okusa polifenolnih
spojeva, povecavaju stabilnost i omogucavaju kontrolirano otpuStanje U organizmu
(Loncarevi¢ i sur., 2019). Tolve i sur. (2018) proizveli su tamne ¢okolade s 64, 72 i 85 %
kakaovih dijelova obogacenih mikrokapsulama fitosterola dobivenih tehnikom susenja
raspriivanjem. Cokolade su obogaéene s 5, 10 i 15 % mikroinkapsuliranih fitosterola te su
podvrgnute kemijskoj i senzorskoj analizi. Rezultati istraZzivanja pokazali su da nema

znacajnog utjecaja izmedu udjela kakaovih dijelova i dodatka mikrokapsula na senzorska

15



svojstva Cokolade. Prijedlog je da se Cokolada s 85 % kakaovih dijelova koristi za
obogacivanje kako bi se razvio funkcionalan proizvod znacajnog utjecaja na ljudsko zdravlje.
Takoder, dokazana je statistiCki znacajna korelacija izmedu udjela kakaovih dijelova i
koncentracije mikroinkapsuliranih fitosterola na antioksidacijsku sposobnost. Cokolada s 85
% kakaovih dijelova i 15 % mikroinkapsuliranih fitosterola pokazala je najvisu
antioksidacijsku ucinkovitost. Loncarevi¢ i sur. (2019) proizveli su bijelu c¢okoladu
obogacenu inkapsuliranim ekstraktom crnog ¢aja dobivenog susenjem rasprSivanjem. Bijela
Cokolada ne sadrzi polifenolne spojeve, obzirom da u svom kemijskom sastavu nema
kakaovih dijelova. Medutim, rezultati istrazivanja pokazali su da se udio ukupnih polifenolnih
spojeva u obogacenoj cokoladi (250,18 + 4,99 mg GAE/100 g) povecao ¢ak 6 puta u odnosu
na obi¢nu bijelu ¢okoladu (40,75 + 0,96 mg GAE/100 g). Lorenzo i sur. (2022) inkorporirali
su liofiliziranu pulpu pequia (Caryocar villosum) u tamnu ¢okoladu u svrhu poboljsanja
nutritivne vrijednosti. 1,5 % liofiliziranog ekstrakta dodanog u tamnu ¢okoladu (813,49 pg
GAE mL™) znacajno je povisilo udjel ukupnih polifenola u odnosu na kontrolni uzorak bez
liofiliziranog ekstrakta (235,98 ug GAE mL™). Osim polifenolnih spojeva, u novije vrijeme
inkapsuliraju se i probioticki sojevi u ¢okolade. Probiotici su zivi organizmi koji kada se
unesu u dovoljnoj koli¢ini pruzaju zdravstvene dobrobiti. Medutim, probiotici moraju
prevaziéi brojne prepreke poput temperature skladiStenja, procesnih uvjeta te nepovoljnih
uvjeta u probavnom sustavu. Hossain (2021) je formulirao ¢okolade s probiotickim sojevima.
Cokolade su formulirane liofilizacijom &ak 7 probioti¢kih kultura (Lactobacillus acidophilus
(Lab), L. rhamnosus (LGG), L. sanfranciscensis, L. plantarum, L. casei 431, Bifidobacterium
animalis subspp. lactis (Bbl12), Streptococcus thermophilus, L. rhamnosus (LGG), B.
animalis subspp. lactis (Bb12), L. casei). Koristeni nosaci bili su natrijev alginat s kakaovim
prahom te smjesa natrijevog alginata, fruktooligosaharida i kakaovog praha. Najveca
inkapsulacijska ucinkovitost od 95,40 % i 95,36 % postignuta je u formulacijama s
probiotickim sojevima Lactobacillus casei, odnosno Lactobacillus acidophilus L5.
Obogaéene ¢okolade sadrzavale su veéu koli¢inu probiotika od preporucene terapetuske (>107
CFU g?') i u istrazivanju je odredeno znacajno visoko preZivljavanje inkapsuliranih
probiotika tijekom in vitro digestije. Na slikama 7, 8, 9 i 10 prikazane su funkcionalne

cokolade koje se mogu pronaci na hrvatskom trzistu.
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Sirutka 18 %, maltitol

0.7 % Kora narance 15 % Steviol glikozidi 0,6 %

Slika 7. Funkcionalne ¢okolade kompanije Kras d.d.

Ulje narance 0,17 %,
eritritol 2,4 %

Steviol glikozidi 2,7

Inulin 8 % %

KANDIT d.o.o.

Slika 8. Funkcionalne ¢okolade kompanije Kandit d.o.0.
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Kandirana naran¢ina
kora 14 %

Ekspandirana

~ 141 0
integralna riza 4,1 % Maltitol 0,14 %

ZVECEVO d.d.

Slika 9. Funkcionalne ¢okolade kompanije Zvecevo d.d.

Przene kakao
sjemenke 5 %

Pistacio 10 %, ruzine
latice 1 %

Rogac 1,5 %, lavanda
0,5 %

Vrsna d.o.o.

Slika 10. Funkcionalne ¢okolade manje kompanije Vrsna d.o.o.
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hadafiha Nadafiha hadafina

Maslinovo ulje Crveni papar

Nadalina

Min. 72 % kakaovih dijelova

Slika 11. Funkcionalne ¢okolade manje kompanije Nadalina

Peceni sezam 10 %,
mjesavina curry zacina
0.9 %

Ekstrakt sjemenki
grozda 0,3 %

Kava 4.4 %,
kardamom 0,4 %

Hedona ¢okolade Malo i slatko d.o.o.

Slika 12. Funkcionalne ¢okolade manjih kompanija Hedona i Malo i slatko d.0.0.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Uzorci

Za provodenje eksperimentalnog dijela ovog rada koristeni su osuSeni nadzemni dijelovi

biljke dobricice proizvodaca Travar MB d.o.o. (Bjelovar, Hrvatska). Nadzemni dijelovi biljke

usitnjeni su u elektricnom mlinu te se za daljnje eksperimente koristila frakcija veli¢ine

Cestica <450 um.

Cokoladna masa kori$tena u ovome radu donacija je tvrtke Kra§ d.d. (Zagreb, Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su visoke analiticke (p.a.) Cistoce ili HPLC cistoce:

e Acetonitril, Fischer Scietific (Waltham, SAD)

e Amonijev karbonat, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)

e Analiticki standardi bioaktivnih spojeva:

R/
L X4

R/
L X4

Kafein, (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Kafeinska kiselina (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis,
SAD

Klorogenska kiselina (95 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Kriptoklorogenska kiselina (>98 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis,
SAD)

Rutin trihidrat (>97 %), Acros Organics/Thermo Fisher Scientific
(Waltham, SAD)

Ruzmarinska kiselina (97 %), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Teobromin (HPLC standard), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

e Djelomic¢no hidrolizirana guar guma, Palco d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

¢ Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Hidrolizirani kolagen, Biosynth AG (Staad, Svicarska)

e Kalijev dihidrogen fosfat, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)

e Kalijev klorid, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)

e Karboksimetil celuloza, Biosynth AG (Staad, Svicarska)

e Klorovodi¢na kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
e Ksilan, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Njemacka)
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Magnezijev klorid heksahidrat, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)
Metanol, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Metanol, Pancreac (Barcelona, Spanjolska)

Mucin, Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Njemacka)

Natrijev hidrogen karbonat, Lach-Ner (Neratovice, Ceska)
Natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev karbonat, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Natrijev klorid, Carlo Erba (Emmendingen, Njemacka)
Natrijev molibdat, Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Natrijev nitrit, Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Nutrioza, Roquette (Lestrem, Francuska)

Pankreatin, Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)
Pepsin, Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Petroleter, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Zuéne soli, Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

.3. Uredaji

Analiti¢ka vaga (New Classic ML204/01), Mettler Toledo (Ziirich, Svicarska)

Biichi Mini Spray Dryer B-290, Biichi Labortechnik AG (Flawil, Svicarska)
Centrifuga SL 8/ 8R, Thermo Scientific (Suzhou, Kina)

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

Laboratorijski susionik, Tehtnica (Zeleznik, Slovenija)

Magnetska mjeSalica (SMHS-6), Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim, Njemacka)
Mikropipete Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

Rotacijski vakuum upariva¢ RV8, IKA (Staufen im Breisgau, Njemacka)
Spektofotometar (GenesysTM 10S UV-VIS), Thermo Fischer Scientific (Waltham,
SAD)

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

Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)
koji se sastoji od degazera, kvarterne pumpe, automatskog injektora, termostata i DAD
(engl. Diode-Array Detector) detektora

Ultrazvuéna kupelj (S60H) Elmasonic Elma (Singen, Njemacka)
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e Uredaj za temperiranje (Pomati T5), Pomati Group SRL, (Codogno, ltalija)
e \Vodena kupelj Inko VKZ ERN, Inkolab d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e \ortex (MX-S), DLAB Scientific Co. (Beijing, Kina)

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija polifenolnih spojeva dobricice

U reagens bocu odvaze se 1 g uzorka dobricice te se doda 100 mL destilirane vode.
Ekstrakcija se provodi 10 minuta na 100 °C u vodenoj kupelji. Nakon ekstrakcije, ekstrakt se
ohladi, filtrira te centrifugira (9500 rpm, 20 minuta, 4 °C). Supernatant se koncentrira na
rotacijskom uparivac¢u do 10 puta manjeg volumena. Tako pripremljeni ekstrakt koristi se za

pripremu otopina nosac¢a za suSenje rasprsivanjem.
3.2.2. Inkapsulacija polifenolnih spojeva dobriCice susenjem rasprsivanjem

Otopine nosaca za su$enje rasprSivanjem pripremljene su otapanjem razliitih
polimera u prethodno pripremljene koncentrirane ekstrakte dobricice. Otopine su pripremljene
tako da sadrze 4 % (w/w) polimera. Ukupno je pripremljeno 6 otopina. Kontrolna otopina
sadrzavala je 4 % (w/w) djelomi¢no hidrolizirane guar gume, dok je u preostalih 5 otopina 25
% guar gume zamijenjeno s drugim polimerima: hidrolizirani kolagen, karboksimetil

celuloza, nutrioza, mucin i ksilan.

Otopine nosaca u ekstraktu dobri¢ice podvrgnule su Se procesu susenja rasprSivanjem
koristenjem uredaja Biichi B-290 (Biichi Labortechnik AG,Flawil, Svicarska) s mlaznicom
promjera 0,7 mm. Radni uvjeti uredaja postavljeni su kako slijedi: ulazna temperatura zraka
150 £ 2 °C, aspiracija 100 % i brzina protoka tekué¢ine 2 mL min™. Uzorci su prikupljeni u

¢vrste staklene posude i ¢uvani na 4 °C do daljnjih analiza.
3.2.2.1. Odredivanje prinosa suSenjem rasprsivanjem

Prinos susenja raspr$ivanjem izra¢una se prema formuli :
0 = m_l (']
P(%) = — * 100 [1]
gdje je:
M1 — masa praha dobivenog suSenjem rasprSivanjem (g)

m> — masa suhe tvari otopine nosaca u ekstraktu (g)
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3.2.2.2. Fizikalna karakterizacija inkapsulata

Odredivanje udjela suhe tvari inkapsulata

Udjel suhe tvari odreden je prema modificiranoj AOAC 930.15 metodi (Padmore,
1990) susenjem uzoraka do konstante mase pri 105 °C. Odvaze se 0,5 g (s to¢nosc¢u =+ 0,02 g)
homogeniziranog uzorka u prethodno osusene, ohladene i izvagane aluminijske posudice s
poklopcem. Nepokrivene posudice s uzorcima i poklopci suse se u suSioniku pri 105 °C do
postizanja konstantne mase. Nakon susenja, aluminijske posudice s uzorcima prebace se u
eksikator i vazu ¢im se ohlade na sobnu temperaturu. Ostatak uzorka u posudici predstavlja
suhu tvar, a gubitak u masi udjel vode u uzorku. Udjel vode izra¢una se prema formuli [2],

dok se udjel suhe tvari izracuna kao razlika udjela vode od 100 % [3].
Udjel vode (%) = (m2-mz)/(m2-my) ¢ 100 [2]
Udjel suhe tvari (%) = 100 % — Udjel vode (%) [3]
gdje su :
m1 — masa prazne aluminijske posudice (g)
Mz — masa aluminijske posudice s uzorkom prije susenja (g)

M3 — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon suSenja (g)

Odredivanje nasipne gustoce inkapsulata

Uzorak se nasipa u menzuru ukupnog volumena 250 mL te izvaze. Nakon ocitanja
poCetne mase 1 volumena, menzura s uzorkom se pri¢vrS¢uje na postolje vibracionog
volumetra. Volumetar se pokrece ukljuc¢ivanjem sklopke te se promjena volumena ocitava
nakon 10, 100 1 1250 udaraca. 1z dobivenih podataka izraCuna se nasipna gustoca uzoraka
nakon 0 udaraca i nakon 1250 udaraca koja se koristi za izraCunavanje svojstava teCenja

prema Hausnerovom omjeru i Carrovom indeksu prema formulama [4] i [5].

_ pvibraciona (1250)
B p slobodna (0)

HR

Hausnerov omjer [4]

p vibraciona (1250) — p slobodna (0)
= L

le= o slobodna (0) 100 Carrov indeks [5]
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Odredivanje mocivosti inkapsuliranih ekstrakata

Mocivost prahova dobivenih suSenjem rasprSivanjem provedena je prema radu
Jinaponga i suradnika (2008) s odredenim modifikacijama. U laboratorijsku ¢asu od 250 mL
doda se 100 mL destilirane vode. Potom se 0,1 g praha doda u ¢asu. Mocivost se mjeri kao
vrijeme u sekundama koje je potrebno da sav prah postane mokar, odnosno, kada sve Cestice

praha prodru povrSinu vode.

Odredivanje zeta potencijala inkapsuliranih ekstrakata

Zeta potencijal inkapsuliranih ekstrakata odredio se koriste¢i uredaj Malvern
Zetasizer Ultra (Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo). Inkapsulirani ekstrakti se prije mjerenja
suspendiraju u metanolu (pH=6,8) i urone u ultrazvu¢nu kupelj na 15 sekundi. Zatim se

prebace u odgovarajuce kivete (DTS1070; Malvern, Ujedinjeno Kraljevstvo) i analiziraju.

SEM analiza

Morfoloske karakteristike 1 veli¢ina inkapsulata odredili su se skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom (SEM) koriste¢i mikroskop TESCAN Mira3 (Brno, Ceska).
Uzorci se pri¢vrste na podlogu pomoc¢u dvostrane ljepljive vrpce i obloze slojem zlata (5 nm)

te se ispituju koriste¢i napon ubrzanja od 4,0 kV i uveéanje od 600 puta.

3.2.2.3. Bioaktivna karakterizacija inkapsulata

Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti

Inkapsulacijska ucinkovitost odredena je za ukupne polifenole i hidroksicimetne
kiseline koriste¢i spektrofotometrijske metode te za pojedina¢ne polifenolne spojeve koristeéi
teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography - HPLC).

Inkapsulacijska ucinkovitost odredena je otapanjem 1 g inkapsulata u 5 mL destilirane vode
na magnetskoj mijesalici. Inkapsulacijska ucinkovitost izracunata je kao omjer udjela

istrazivanih spojeva u ,,razbijenim* Cesticama praha te u otopini nosaca i ekstrakta.

Udjel ukupnih polifenola odreden je koriste¢i modificiranu metodu Singleton i sur. (1999). U
staklene epruvete otpipetira se 3,95 mL destilirane vode, 50 pL uzorka, 250 pL Folin

Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 750 uL 20 %-tne (w/v) otopine
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natrijevog karbonata te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijeSa. Tako pripremljeni
uzorci ostave se stajati 2 h na sobnoj temperaturi u mraku nakon ¢ega se mjeri apsorbancija
razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se
na isti nacin kao 1 uzorci koji se ispituju, samo umjesto 50 pL uzorka sadrzi isti volumen

destilirane vode. Bazdarna krivulja izradena je koriste¢i standard galne kiseline.

Udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je koriste¢i metodu modificiranu prema Matkowski i
suradnicima (2008). Reakcijska smjesa sastoji se od 500 pL uzorka, 1 mL 0,5 M klorovodiéne
kiseline, 1 mL Arnow-og reagensa (10 % (w/v) otopina natrijevog nitrita i natrijevog
molibdata), 1 mL 8,5 %-tne vodene otopine NaOH i 1,5 mL destilirane vode. Sadrzaj epruvete
se zatim izmijeSa te se apsorbancija odmah ocita na 490 nm. Slijepa proba umjesto uzorka
sadrzi destiliranu vodu. Bazdarna krivulja izradena je koriste¢i kafeinsku kiselinu kao

standard.

Analiza pojedina¢nih polifenolnih spojeva provedena je na kromatografskom sustavu Agilent
Series 1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD) uz kromatografsku kolonu
Zorbax Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 pm i.d.) te detektora s nizom fotodioda (DAD) (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD). Uzorci se injektiraju u sustav u volumenu od 5
uL, protokom 1 ml min™ pri temperaturi kolone od 25 °C. Eluacija se provodi gradijentno s
dvokomponentnom mobilnom fazom koja se sastoji od otapala A (1 %-tna (v/v) otopina
mravlje kiseline u destiliranoj vodi) i otapala B (1 %-tna (v/v) otopina mravlje kiseline u

acetonitrilu) prema postupku prikazanom u tablici 3.

Tablica 3. Gradijent otapala za HPLC analizu polifenolnih spojeva

Vrijeme Otapalo A - Otapalo B —

volumni udio (%) | volumni udio (%)
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Kromatogrami su snimani pri valnim duljinama od 320 i 350 nm §to odgovara maksimumima
apsorpcijskih spektara pojedinih polifenolnih spojeva. ldentifikacija polifenolnih spojeva
provodi se usporedbom retencijskih vremena pojedinih HPLC standarda i apsorpcijskih

spektara.

In vitro digestija inkapsulata

Profil otpustanja ukupnih polifenolnih spojeva i hidroksicimetnih kiselina u uvjetima
simulirane gastrointestinalne probave odreden je pomocu Zeluc¢ane (engl. Simulated Gastric
Fluid, SGF) i intestinalne tekucine (engl. Simulated Intestinal Fluid, SIF). Otpustanje je
praceno odredivanjem udjela ukupnih polifenolnih spojeva i hidroksicimetnih kiselina Koji su
prethodno opisani. Zelu¢ana tekué¢ina (pH=3) sastojala se od pepsina, kalijevog klorida,
kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog hidrogen karbonata, natrijevog klorida, magnezijevog
klorida heksahidrata i amonijevog karbonata, dok se intestinalna tekuc¢ina (pH=7) sastojala od
pankreatina, zu¢nih soli, kalijevog klorida, kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog hidrogen
karbonata, natrijevog klorida te magnezijevog klorida heksahidrata u koncentracijama koje su
predlozili Minekus i sur. (2014). 0,5 g inkapsuliranog ekstrakta prebacilo se u 70 mL otopine
SGF-a uz konstantno mijeSanje na magnetskoj mijeSalici (100 rpm) pri 37 °C. U
odgovaraju¢im vremenskim intervalima iz otopine je uzorkovano 1,5 mL alikvota do
posljednjeg uzorkovanja nakon 2 sata. Zatim su inkapsulirani ekstrakti prebaceni u 70 mL
otopine SIF-a pri istim uvjetima. Postupak uzorkovanja alikvota u definiranim vremenskim
intervalima ponovljen je na prethodno opisani nacin. Alikvotima je odreden udjel ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina izrazen kao mg ekvivalenata galne kiseline po gramu
inkapsuliranog ekstrakta, odnosno mg kafeinske kiseline po gramu inkapsuliranog ekstrakta.
Iz dobivenih rezultata odredena je kinetika otpuStanja polifenola i hidroksicimetnih kiselina

inkapsuliranih ekstrakata dobricice s razli¢itim sustavima nosaca.

3.2.3. Priprema uzoraka ¢okolade s inkapsuliranim ekstraktima

Izrada ¢okolada zapocela je temperiranjem ¢okoladne mase u uredaju za temperiranje
(Pomati T5, Codogno, Italija), nakon ¢ega se ¢okoladna masa dozirala u kalupe, pri ¢emu se
vodilo ra¢una da ne dode do nastanka mjehurica zraka, te je slijedilo hladenje. Za pripremu

Cokolada s liofiliziranim ekstraktom, izvaze se 1 % liofiliziranog ekstrakta u odnosu na masu
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Cokolade. Da bi se dobila ista koli¢ina suhe tvari ekstrakta u cokoladama s inkorporiranim
inkapsulatima, potrebno je izvagati 5 puta veéu masu inkapsulata. Izvagani liofilizirani i
inkapsulirani ekstrakti potom se umijesaju u temperiranu ¢okoladnu masu te se funkcionalne
Cokolade prirede prema ranije opisanom postupku. Inkapsulati s najboljom kinetikom
otpustanja i najve¢om inkapsulacijskom ucinkovito$¢u KoriSteni su u izradi funkcionalnih

¢okolada.

3.2.3.1. Bioaktivna karakterizacija cokolada

U falcon epruvetu izvaze se 3 g usitnjenih ¢okolada te se doda 10 mL petroletera u
svrhu odmascivanja uzoraka. Uzorak ¢okolade s otapalom mijesa se 5 minuta na magnetskoj
mijesalici te se potom centrifugira (9500 rpm, 10 min, 4 °C). Nakon centrifugiranja
supernatant se odvoji od taloga. Postupak se ponovi 2 puta s istim volumenom otapala.
Preostali talog susi se u digestoru do isparavanja otapala, nakon ¢ega se odmasceni UZOrCi
Cokolade ekstrahiraju s 80 %-tnim (v/v) metanolom. U falcon epruvete s odmaséenim
uzorcima Cokolade doda se 10 mL 80 %-tnog (v/v) metanola. Ekstrakcija se provodi 10
minuta u ultrazvuénoj kupelji te jo§ 10 minuta na magnetskoj mijesalici. Potom slijedi
centrifugiranje (9500 rpm, 10 min, 4 °C) nakon Cega se supernatant odvoji od taloga u
menzuru. Postupak ekstrakcije ponovi se jos jedanput s istim volumenom otapala tako da
ukupni volumen iznosi 20 mL. Udjel polifenolnih spojeva u uzorcima ¢okolade odreduje se

koriste¢i HPLC metodologiju opisanu u poglavlju 3.2.2.3.

27



DHGG

4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je formulirati inkapsulirane dozirne sustave polifenolnog ekstrakta
dobricice (Glechoma hederacea L.) s razli¢itim nosaima primjenom tehnike suSenja
rasprSivanjem. Ukupno je pripremljeno 6 dozirnih sustava s ekstraktima dobricice S
djelomi¢no hidroliziranom guar gumom kao osnovnim nosacem. Kontrolni uzorak sadrzavao
je samo djelomi¢no hidroliziranu guar gumu kao nosa¢ (DHGG), a u preostalim sustavima 25
% hidrolizirane guar gume zamijenjeno je drugim polimerima: hidrolizirani kolagen
(DHGG_HK), karboksimetil celuloza (DHGG_KMC), nutrioza (DHGG_NUT), mucin
(DHGG_MUC) i ksilan (DHGG_KSI). Formuliranim inkapsulatima odredena su fizikalna
(udio suhe tvari, prinos, mo¢ivost, nasipna gusto¢a, Carrov indeks, Hausnerov omjer, zeta
potencijal i prosje¢ni promjer) i bioaktivna svojstva (inkapsulacijska u¢inkovitost i in vitro
digestija). Takoder, ispitan je potencijal primjene inkapsuliranih dozirnih sustava u razvoju

funkcionalne ¢okolade.

4.1. FIZIKALNA KARAKTERIZACIJA INKAPSULATA
Fizikalna karakterizacija inkapsulata uklju¢ivala je odredivanje prinosa, suhe tvari,
mocivosti, nasipne gustoce, Carrovog indeksa, Hausnerovog omjera, zeta potencijala i

prosje¢nog promjera Cestica. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Fizikalna karakterizacija inkapsulata dobivenih susenjem rasprsivanjem

. . Nasipna Carrov | Hausnerov Zeta
Udio suhe Prinos Mocivost . . .
gustoca indeks - omjer - potencijal

(gmL™Y) Cl (%) HR (mV)

tvari (%) CH) (s)

47,17+1,17 96,07+0,17 47,17+1,17 43,0+1,0 0,24+0,00 79,6+0,4  4,91+0,09

15,76+1,62

DHGG_HK | 96,07+0,85 97,09+0,22 96,07+0,85 215,543,5  0,29+0,00 20,3+0,3  1,25+0,00 )
10,18+3,40

DHGG_KMC 63,91+2,56 98,76+1,18 63,9142,56 2553,5+12,5 0,20£0,00 21,540,2  1,27+0,02 ’ 03'012
b :l: b

DHGG_NUT  87,09+1,14 97,23+0,17 87,091,14  127,5£7,5  030£0,01 212+02 = 1,27+£0,02  -532+1,38

DHGG_MUC  80,35+2,07 98,01+1,11 80,35+2,07  650,5+9,5  0,31+0,01 23,09+0,9 1,30+0,02  -8,81+0,51

DHGG_KSI | 54,53+£3,11  97,65+1,04  54,53+3,11 62,0+9,0 0,26+0,00 21,4+0,2 = 1,27+0,02 @ -9,33+3,19

DHGG — uzorak s djelomiéno hidroliziranom guar gumom; DHGG HK - uzorak s djelomi¢no hidroliziranom
guar gumom i hidroliziranim kolagenom; DHGG_KMC — uzorak s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i
karboksimetil celulozom; DHGG_NUT - uzorak s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i nutriozom;
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Prosje¢ni
promjer

(um)

9,49+3,00

7,73+2,11

9,72+4,26

7914221

8,59+2,62

10,05+2,96



DHGG_MUC - uzorak s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i mucinom; DHGG_KSI — uzorak s
djelomic¢no hidroliziranom guar gumom i ksilanom

Najvisi prinos (96,07 %) dobiven je u sustavu s djelomi¢no hidroliziranom guar
gumom i hidroliziranim kolagenom (DHGG_HK), dok je najnizi prinos (47,17 %) dobiven u
sustavu u kojem je koriStena samo djelomi¢no hidrolizirana guar guma (DHGG). Prema
rezultatima iz tablice 4, moze se zakljuciti da dodatak ispitivanih polimera povecava prinos

susenjem rasprsivanjem.

Svim uzorcima odreden je visok udio suhe tvari. Najnizi udio suhe tvari (96,07 %)
odreden je u sustavu s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG), dok je najvisi udio
suhe tvari (98,76 %) odreden u sustavu s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i
karboksimetil celulozom (DHGG_KMC). Prema podacima iz tablice 4, vidljivo je da dodatak
ispitivanih polimera utje¢e na povecanje udjela suhe tvari. Neznatne razlike u udjelu suhe

tvari mogu se objasniti razli¢itom kemijskom sturkturom polimera (Kinalski i Norefa, 2019).

Mocivost je jedno od rekonstitucijskih svojstava prahova. Seth i sur. (2017) definiraju
mocivost kao sposobnost praha da apsorbira vodu. Svi polimeri, izuzev ksilana, utjecali su na
smanjenje mocivosti inkapsulata (tablica 4). Najkrace vrijeme mocivosti (43,00 s) izmjereno
je za uzorak s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG), a najdulje vrijeme mocivosti
(2553,50 s) za uzorak s dodatkom karboksimetil celuloze (DHGG_KMC).

Dodatkom ispitivanih polimera u sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom
nasipna gustoa se povecala u svim uzorcima, izuzev onog s karboksimetil celulozom
(DHGG_KMC; 0,20 g mL™). Niska vrijednost nasipne gustoée povecava moguénost
oksidacije zbog vece koli¢ine zraka unutar inkapsulata $to u konacnici rezultira smanjenom
stabilnos¢u tijekom skladiStenja (Lourengo i sur., 2020). Najvisa nasipna gustoca (0,31 g mL"
1y izmjerena je u uzorku s djelomicno hidroliziranom guar gumom i mucinom (DHGG_MUC)
Sto se moze povezati s visokom molekulskom masom mucina. Mucin je visokomolekulski
glikoprotein na ¢iju su okosnicu vezani oligosaharidi (Duffy i sur., 2015). Polimeri vise
molekulske mase lakSe se prilagodavaju meduprostoru izmedu cCestica pri ¢emu zauzimaju
manji volumen §to rezultira veCom nasipnom gusto¢om. Prema radu Tonon i sur. (2010)
najvisa nasipna gustoca takoder je izmjerena kod inkapsulata pripremljenog s polimerom

najvece molekulske mase (tapioka skrob).
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Svojstva teCenja inkapsulata izrazavaju se Carrovim indeksom (Cl), dok se
kohezivnost izrazava Hausnerovim omjerom (HR). Prema Carrovom indeksu protoc¢nost
prahova karakterizira se prema slijede¢im vrijednostima: <15 iznimno dobra, 15-20 dobra,
20-35 prilicno dobro, 35-45 loSa i >45 vrlo losa. Kohezivnost, temeljena na Hausnerovom
omjeru, definira se kao: niska za vrijednosti <1,2, srednja za vrijednosti 1,2-1,4 te visoka za
vrijednosti >1,4 (Jinapong i sur., 2008). 1z podataka prikazanih u tablici 4 vidljivo je kako
dodatak ispitivanih polimera poboljsava svojstva te¢enja i kohezivnost inkapsulata. Carrov
indeks za inkapsulat pripremljen s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG) iznosio
je 79,60 % Sto karakterizira vrlo loSu proto¢nost (>45 %), dok su vrijednosti za ostale
inkapsulate pripremljene s dodatkom drugih polimera pokazale prili¢no dobru proto¢nost (20-
35 %). Isti trend zabiljeZen je kod odredivanja kohezivnosti. Inkapsulatu s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom (DHGG) odredena je visoka kohezivnost (4,91), dok je kod
ostalih inkapsulata kohezivnost okarakterizirana kao srednja (1,2-1,4). Nize vrijednosti
Hausnerovog omjera impliciraju na bolju kohezivnost Cestica praha (inkapsulata), koja su u
korelaciji s boljim karakteristikama proto¢nosti. Prahovi koji imaju bolju proto¢nost pokazuju
nisku tendeciju daljnje konsolidacije te se time moze prevenirati prekid proizvodnje u

industrijskim razmjerima (Lourengo i sur., 2020).

Zeta potencijal je parametar kojim se izrazava povrSinski naboj Cestica. Mjerenjem
zeta potencijala dobiva se informacija o koloidnoj stabilnosti suspenzija i moguénosti
agregacije istih. Niska apsolutna vrijednost zeta potencijala sugerira na nedovoljno
elektrostatsko odbijanje 1ili stericke smetnje izmedu Ccestica Sto rezultira agregacijom
(Esmaeilzadeh Kenari i Razavi, 2022). Prema radu Bhattacharjee (2016), apsolutne
vrijednosti zeta potencijala £0-10 mV karakteriziraju koloidne suspenzije kao vrlo nestabilne,
dok se vrijednosti £10-20 mV i £20-30 mV karakteriziraju kao relativno stabilne i umjereno
stabilne. Negativne vrijednosti zeta potencijala inkapsulata varirale su od -5,32 mV
(DHGG_NUT) do -22,03 mV (PHGG_CMC). Dakle, iz dobivenih rezultata moze se
zakljuciti da je tendencija agregacije ¢estica najmanja u uzorku DHGG_KMC, dok je najveca

mogucnost agregacije moguca u uzorku DHGG_NUT.

Morfoloske karakteristike (slika 13) i veli¢ina inkapsulata (tablica 4) odredeni su
skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM). Prosje¢ni promjer inkapsulata varirao je
od 7,73 um (DHGG_HK) do 10,05 pm (DHGG_KSI). Promjer inkapsulata uobicajen je za
Cestice dobivene suSenjem rasprSivanjem. Prosje¢ni promjer Cestica u susenju rasprSivanjem

iznosi 1-15 um (Man, Irwandi, & Abdullah, 1999). Sli¢ne vrijednosti promjera Cestica (4,8-
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14,3 um) suSenjem rasprSivanjem dobivene su u radu Kuck i Norena (2016) koristec¢i
djelomicno hidroliziranu guar gumu kao nosa¢. SEM analizom primijeéene su razliCite
veliine Cestica od manjih (~3 um) do vecih (~20 pm), $to ukazuje na heterogenu raspodjelu
veli¢ine. Varijacija u veli¢ini (polidisperzija) karakteristicna je za Cestice dobivene suSenjem
rasprSivanjem (Toledo Hijo i sur., 2014). Najizrazenija polidisperzija uoc¢ena je u uzorku
pripremljenom uz dodatak karboksimetil celuloze (DHGG_KMC) kao §to je prikazano na
slici 13 c). Karboksimetil celuloza posjeduje visoku viskoznost te se u prehrambenoj industriji
koristi kao zgu$njiva¢ (Rahman i sur., 2021). Prema Kuck i Norefia (2016), u susenju
rasprSivanjem veli¢ina Cestica povezana je s viskoznos¢u polimera koji se koristi kao nosac,
odnosno, povecanjem viskoznosti povecava se i veli¢ina Cestica. Nadalje, veli¢ina Cestica
povezuje se s nasipnom gusto¢om praha. U radu Tonon, Barber i Hubinger (2010), Cestice s
veéim prosjecnim promjerom imale su i vecu vrijednost nasipne gustoce jer se manje cestice
smjestaju izmedu vecih te zauzimaju manji prostor. U ovome radu, primijecen je inverzan
odnos. Veca razlika u veli¢ini Cestica rezultirala je manjom nasipnom gustocom (tablica 4).
Dakle, moze se zakljuciti da se manje Cestice ne smjestaju izmedu vecih i da prostor izmedu

njih ostaje prazan. Inverzan odnos zabiljeZen je i u radu Pieczykolan i Kurek (2019).

Morfoloskom analizom uzorka s djelomic¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG)
utvrden je nepravilan oblik Cestica, ali glatka povrsina bez pukotina i udubljenja. Preostalim
uzorcima utvrden je relativno sferican oblik Cestica hrapavije povrSine, takoder bez pukotina 1
udubljenja. Konkavnost je uocena u uzorku s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i
mucinom (DHGG_MUC). Pojava konkavnosti moze nastati kao rezultat brzog isparavanja

vode tijekom suSenja rasprSivanjem Sto dovodi do skupljanja Cestica (Kuck i1 Norefia, 2016).
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Slika 13. Morfoloske strukture inkapsulata

() DHGG - uzorak s hidroliziranom guar gumom, b) DHGG_HK - uzorak s hidroliziranom guar gumom i
hidroliziranim kolagenom, ¢) DHGG_KMC — uzorak s hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom,
d) DHGG_NUT - uzorak s hidroliziranom guar gumom i nutriozom, ) DHGG_MUC — uzorak s hidroliziranom

guar gumom i mucinom, f) DHGG_KSI — uzorak s hidroliziranom guar gumom i ksilanom)

4.2. ODREDPIVANJE INKAPSULACIJSKE UCINKOVITOSTI

Inkapsulacijska uéinkovitost jedno je od najvaznijih svojstava inkapsulata. U ovome
radu inkapsulatima je odredena inkapsulacijska ucinkovitost pojedinac¢nih polifenolnih
spojeva (slika 14), ukupnih polifenolnih spojeva te hidroksicimetnih kiselina (slika 15).
Prethodna istrazivanja usmjerena na polifenolni sastav dobri¢ice pokazala su dominantnost
fenolnih kiselina — ruzmarinske, klorogenske, kafeinske te kriptoklorogenske kiseline i

flavonoida od kojih je najvise zastupljen rutin (Seremet i sur., 2022; Chou i sur., 2019).
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Slika 14. Inkapsulacijska u¢inkovitost (%) pojedina¢nih polifenolnih spojeva u
inkapsulatima

U uzorku s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i nutriozom (DHGG_NUT)
utvrdena je najveCa inkapsulacijska ucinkovitost za klorogensku kiselinu (94,51 %),
kriptoklorogensku kiselinu (97,34 %) i kafeinsku kiselinu (91,27 %). Uzorci s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom (DHGG) i u kombinaciji s ksilanom (DHGG_KSI) takoder su
pokazali visoku inkapsulacijsku u¢inkovitost za klorogensku kiselinu — 91,95 % i 90,69 %.
Ucinkovitost inkapsulacije kriptoklorogenske kiseline utvrdena je u visokom postotku u
uzorcima s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom
(DHGG_KMC) i djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i ksilanom (DHGG_KSI) — 95,16
% i 97,40 %. Kafeinska kiselina najbolje se inkapsulirala u uzorcima DHGG_NUT (91,27 %),
DHGG_MUC (91,14 %) te DHGG_KSI (89,41 %). Ruzmarinska kiselina je najzastupljeniji
polifenolni spoj u dobrigici (Seremet i sur, 2022) i njezina najveéa inkapsulacijska
ucinkovitost odredena je u uzorku s djelomic¢no hidroliziranom guar gumom i mucinom
(DHGG_MUC) - 94,64 %. U uzorcima s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG) i
hidroliziranom guar gumom i ksilanom (DHGG_KSI) odredena je najveca inkapsulacijska
uc¢inkovitost rutina — 96,50 % i 94,07 %.
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Slika 15. Inkapsulacijska u¢inkovitost (%) ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina

Uzorku s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG)

inkapsulacijska ucinkovitost od 77,45 % za ukupne polifenolne spojeve i 84,73 % za

utvrdena je

hidroksicimetne Kiseline. Najveca inkapsulacijska u¢inkovitost za ukupne polifenolne spojeve
utvrdena je u uzorku s djelomiéno hidroliziranom guar gumom i mucinom (DHGG_MUC) —
83,36 %, dok je za hidroksicimetne kiseline najvisa inkapsulacijska u€inkovitost utvrdena u
sustavu s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i ksilanom (DHGG_KSI) — 98,23 %.
Nadalje, dodatak nutrioze i karboksimetil celuloze u sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar
gumom (DHGG_NUT i DHGG_KMC) rezultiralo je malim smanjenjem inkapsulacijske
uc¢inkovitosti hidroksicimetnih kiselina — 78,90 % i 80,17 %, iako su i te vrijednosti

inkapsulacijske ucinkovitosti i dalje visoke.

Djelomié¢no hidrolizirana guar guma je polimer koji se izuzetno dobro otapa u vodi, a
karakteriziraju je pozZeljna svojstva, kao S§to su odsustvo boje, mirisa i okusa te niska
viskoznost (Kapoor i Juneja, 2009). Unato¢ dobrim karakteristikama, samo je nekoliko
znanstvenih radova u kojima se Koristila kao nosa¢ prilikom inkapsulacije polifenolnih
spojeva suSenjem rasprSivanjem. Piovesana i Norena (2018) inkapsulirali su polifenolne
spojeve hibiskusa suSenjem rasprsivanjem koriste¢i ulaznu temperaturu od 140 °C i 10 %-tnu
hidroliziranu guar gumu (DHGG) kao nosa¢. U¢inkovitost inkapsulacije polifenola iznosila je

60,63 %. Kuck i Norefia (2016) takoder su inkapsulirali polifenolne spojeve iz koZice grozda
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suSenjem rasprsivanjem koriste¢i hidroliziranu guar gumu kao nosac, pri istim uvjetima kao i

Piovesana i Norefia (2018), a inkapsulacijska uc¢inkovitost polifenola iznosila je 81,61 %.

Primjena hidroliziranog kolagena u kombinaciji s kitozanom kao nosa¢em zabiljezena
je u radu Ocaka (2012) prilikom inkapsulacije ulja lavande primjenom kompleksne
koacervacije. Upotreba hidroliziranog kolagena u kombinaciji s natrijevim alginatom
znacajno je povecala inkapsulacijsku uc¢inkovitost polifenola zelenog ¢aja s 34,54 % na 85,06
%, u omjeru alginat : kolagen = 1,5 : 0,5 u radu Feng i sur. (2023). Jang i Koh (2023)
inkapsulirali su antocijane aronije (Aronia melanocarpa ) koristec¢i karboksimetil celulozu u
kombinaciji s maltodekstrinom kao nosacem, a ucinkovitost inkapsulacije iznosila je 97,71 %.
Karboksimetil celuloza koriStena je kao nosa¢ u susenju rasprsivanjem (140 °C) prilikom
inkapsulacije polifenola iz moringe (Moringa oleifera) s u¢inkovitos¢u inkapsulacije od 34,61
% (Castro-Lopez i sur., 2021). Primjena mucina i ksilana kao nosac¢a vrlo je ograni¢ena.
Mumuni i sur. (2020) inkapsulirali su inzulin tehnikom geliranja koriste¢i mucin i kitozan kao
nosace. Upotreba ksilana kao nosaca zabiljeZzena je u radu Beckers i sur. (2020) gdje je
koriSten za inkapsulaciju fungicida u svrhu formuliranja biorazgradivog nanonosaca za

razgradnju agrokemikalija i zastite bilja.

4.3. PROFIL OTPUSTANJA UKUPNIH POLIFENOLNIH SPOJEVA |
HIDROKSICIMETNIH KISELINA INKAPSULATA

S nutritivnog stajalista, biodostupnost polifenolnih spojeva u hrani definira se kao udio
spojeva iz hrane koji se oslobadaju tijekom probave u probavnom sustavu, pri ¢emu postaju
dostupni za apsorpciju u crijevima. Stoga je vazno provoditi istrazivanja o biodostupnosti i
probavnoj stabilnosti polifenolnih spojeva kako bi se utvrdilo iskoriStenje u ljudskom
organizmu te moguci pozitivni ucinci na zdravlje. Simulirani modeli in vitro digestije
predstavljaju korisnu, brzu i ponovljivu analizu za procjenu stabilnosti i dostupnosti razli¢itih

polifenolnih spojeva u probavnom sustavu (Peanparkdee i lwamoto, 2022).

Na slici 16 prikazan je profil otpustanja ukupnih polifenolnih spojeva, dok je na slici
17 prikazan profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina u inkapsulatima. Simulirani uvjeti
probave proveli su se koriste¢i simuliranu otopinu Zelucane tekuéine (SGF) i intestinalne
tekucine (SIF).
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Slika 17. Profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina u inkapsulatima

Najbrze otpustanje ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina odredeno je u
uzorku s djelomicno hidroliziranom guar gumom (DHGG). Tijekom prve 2 minute u otopini
SGF-a otpusteno je 25,07 mg EGK g! ukupnih polifenola te 36,85 mg EKF g’
hidroksicimetnih kiselina. Dodatak razli¢itih polimera produljio jeotpustanje ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina. Uzorci s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i
(DHGG_HK), (DHGG_NUT),

(DHGG_MUC) te ksilanom (DHGG_KSI) pokazali su produljeno otpustanje do 15-te minute

hidroliziranim  kolagenom nutriozom mucinom
u otopini SGF-a. Zatim je zabiljeZzen kontinuirani trend otpustanja ukupnih polifenola i
hidroksicimetnih kiselina, uz manje oscilacije, sve do zavrSetka intestinalne faze. Iako je

nastavljeno kontinuirano otpustanje ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina, stopa
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otpusStanja smatra se visokom. Najbolji profil otpustanja primijecen je u uzorku s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom (DHGG_KMC). Zabiljezeno je vrlo
sporo otpustanje ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina tako da je u 30-0j minuti
otpusteno samo 6,20 mg EGK g polifenolnih spojeva i 14,66 mg EKF g* hidrokscimetnih
kiselina. U 60-0j minuti zabiljeZeno je ,,znaCajnije” otpuStanje ukupnih polifenola i
hidroksicimetnih kiselina koje je iznosilo 9,99 mg EGK g polifenolnih spojeva te 19,95 mg
EKF g hidrokscimetnih kiselina. Kontrolirano otpustanje nastavilo se sve do 120-te minute.
Nakon prebacivanja u otopinu SIF-a, zabiljezen je nagli skok u otpustanju ukupnih polifenola
u 125-0j minuti — 29,71 mg EGK g*. Fluktuacije u otpustanju hidroksicimetnih kiselina,
nakon prebacivanja u otopinu SIF-a, nisu zabiljeZene. Nastavljen je trend kontinuiranog

otpustanja ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina sve do zavrsetka intestinalne faze.

Navedeni rezultati in vitro digestije inkapsulata mogu se objasniti fizikalnim
karakteristikama polimera. Naime, svi polimeri koriSteni u ovome radu izrazito su topljivi u
vodi, $to potvrduju i rezultati vremena mocivosti (tablica 4). Nadalje, naglo otpustanje
ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina u gastri¢noj fazi (SGF) moze se objasniti
»puknuéem* inkapsulata dobivenih suSenjem rasprSivanjem prilikom kontakta s otopinom
SGF-a. Puknu¢e uzrokuje naglo oslobadanje inkapsuliranih bioloski aktivnih spojeva (Lee i
sur., 2009). Najbolji profil otpustanja u uzorku DHGG_KMC, takoder se moze povezati S
vremenom mocivosti, obzirom da je ovaj uzorak imao najdulje vrijeme mocivosti od ¢ak

2553,5s.

4.4. POLIFENOLNI SASTAV FUNKCIONALNIH COKOLADA

Inkapsulat s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom
(DHGG_KMC) pokazao je najbolju Kinetiku otpustanja ukupnih polifenolnih spojeva i
hidroksicimetnih kiselina (slika 16 i 17), a uzorak s hidroliziranom guar gumom i ksilanom
(DHGG_KSI) pokazao je najvisu inkapsulacijsku ucinkovitost hidroksicimetnih kiselina
(slika 15) te su isti odabrani za formulaciju funkcionalnih &okolada (C_DHGG CMC i
C DHGG KSI). Osim navedenih uzoraka pripremljena je i Cokolada s dodatkom
liofiliziranog ekstrakta (C_LE), kao oblik neinkapsuliranog, odnosno slobodnog ekstrakta. U
novorazvijenim ¢okoladama identificirane su fenolne kiseline - klorogenska, kafeinska i
ruzmarinska kiselina, a od flavonoida rutin, porijeklom iz inkorporiranog ekstrakta dobricice.

Rezultati su prikazani u tablici 5.
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Tablica 5. Udjeli polifenolnih spojeva u uzorcima funkcionalnih ¢okolada (mg g

cokolade).
Polifenolni Y Y M
5p0j ¢ LE ¢ _DHGG_KMC ¢ _DHGG_KSI
Klorogenska
Kisolina 0,0140,000 0,0204:0,000 0,0150,000
Kateinska 0,022:£0,001 0,036+0,002 0,0330,001
kiselina
RuzZmarinska
viselina 0,0820,000 0,04520,000 0,0340,000
Rutin
0,023+0,000 0,017+0,003 0,015+0,000

C _LE — &okolada s liofiliziranim ekstraktom; C_ DHGG_KMC — &okolada s djelomiéno hidroliziranom guar
gumom i karboksimetil celulozom; C_DHGG _KSI — &okolada s djelomiéno hidroliziranom guar gumom i

ksilanom

Klorogenska (0,020 mg g?) i kafeinska (0,036 mg g*) kiselina kvantificirane su u
najvetem udjelu u uzorku cokolade pripremljenom s inkapsulatom S djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom (C_DHGG_CMC). U uzorku ¢okolade
pripremljenom s inkapsulatom s dodatkom ksilana (C_DHGG_KSI) takoder je uoden veéi
udio kafeinske kiseline (0,033 mg g?) u usporedbi s uzorkom &okolade pripremljenim s
liofiliziranim ekstraktom (C_LE) u kojem je kvantificiran udio kafeinske kiseline od 0,022
mg g. Nije primijeé¢ena znacajna razlika u udjelu klorogenske kiseline u uzorcima ¢okolade s
liofiliziranim ekstraktom (0,014 mg g*) i ¢okolade s inkapsulatom ksilana (0,015 mg g™).
Ruzmarinska kiselina, kao najzastupljeniji fenolni spoj u dobrici, kvantificirana je u najvisem
udjelu u uzorku &okolade pripremljenom s liofiliziranim ekstraktom (C_LE) i to u udjelu od

0,082 mg g. Isto je zabiljezeno i za rutin (0,023 mg g2).

U ¢okoladama pripremljenima s inkapsulatima C_DHGG_KMC i ¢ _DHGG_KSI
odreden je manji udjel ruzmarinske kiseline (0,045 i 0,034 mg g) u usporedbi s ¢okoladom s
liofiliziraninim ekstraktom (0,082 mg g). U slucaju rutina, zabiljezeni su sliéni udjel kod
svih uzoraka ¢okolada (C_ DHGG_KMC: 0,017 mg g*; C DHGG_KSI:0,015mgg?; i C LE:
0,023 mg g1). Visi udjel ruzmarinske kiseline u uzorku ¢okolade s liofiliziranom ekstraktom
u odnosu na uzorke ¢okolade s inkapsulatima pripremljenima susenjem rasprsivanjem, moze
se objasniti samom izvedbom procesa. Liofilizacija je proces koji se primjenjuje za toplinski

osjetljive materijale gdje se materijal prvo smrzava, a zatim podvrgava sublimaciji kako bi se
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uklonila voda (Rezvankhah i sur., 2019). Obzirom da se u suSenju rasprSivanjem Koriste
visoke temperature, moguce je da je doslo do djelomi¢ne razgradnje ruzmarinske kiseline. U
istrazivanju Ermis i Ozkan (2021) prah crvene cikle inkapsuliran je suSenjem rasprsivanjem i
liofilizacijom, s ciljem obogacivanja namaza od kakaa i ljeSnjaka. Udio ukupnih polifenola
odreden je u veéem udjelu u liofiliziranim prahovima (466,08 mmol GAE g uzorka) nego u
prahovima dobivenima susenjem rasprsivanjem (236,00 mmol GAE g uzorka). Chen i sur.
(2017), takoder su potvrdili ve¢i udjel polifenola u liofiliziranim prahovima lovora (14,19 mg
g uzorka) u odnosu na susene rasprsivanjem (7,37 mg g* uzorka). Cokolada pripremljena s
inkapsulatom s karboksimetil celulozom (C_DHGG_KMC) sadrzi veéi udjel sva 4
identificirana polifenolna spoja u odnosu na ¢okoladu pripremljenu s inkapsulatom s ksilanom
(C_DHGG_KSI). Navedeni rezultati potvrdeni su i boljom kinetikom otpustanja ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina (slika 16 i slika 17). Uzorak C_DHGG_KMC bolje
zadrzava polifenolne spojeve i stoga pokazuje dobar potencijal za inkapsulaciju polifenolnih

spojeva.
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5. ZAKLJUCCI

1. Dodatak ispitivanih polimera (hidrolizirani kolagen, karboksimetil celuloza, nutrioza,
mucin i ksilan) u sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom rezultirao je

povecanjem prinosa inkapsulacije.

2. Dodatak ispitivanih polimera u sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom
utjecao je na smanjenje mocivost dobivenih inkapsulata. Takoder, dodatkom polimera
poboljsana su svojstva te¢enja i kohezivnosti. Apsolutne vrijednosti zeta potencijala

svih dozirnih sustava upuc¢uju na nisku tendeciju agregacije.

3. Morfoloskom analizom cestica vidljivo je da su uglavnom sfericnog oblika, glatke
povrsine, bez pukotina i udubljenja, ovisno 0 koriStenom polimeru. Raspodjela

velicine Cestica je heterogena.

4. Najveca inkapsulacijska ucinkovitost ukupnih polifenolnih spojeva odredena je u
sustavu s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom 1 mucinom, a najveca
inkapsulacijska ucinkovitost hidroksicimetnih kiselina odredena je u sustavu s

djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i ksilanom.

5. Pozeljno kontrolirano i kontinuirano otpustanje ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina u simuliranim uvjetima probavnog sustava pokazao je inkapsulat s

djelomi¢no hidroliziranom guar gumom i karboksimetil celulozom.

6. Novorazvijenim ¢okoladama s dodatkom inkapsulata dobricice uspjesno je obogacen

polifenolni sastav i antioksidacijska svojstva.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja IVANA ZEPIC 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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