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1. UVOD

Pumbir (Zingiber officinale) zbog svojih ljekovitih svojstava ima dugu tradiciju primjene u
narodnoj medicini, a zbog ucinkovitosti u ublazavanju mnogobrojnih tegoba trazen je i u
suvremenom drustvu. Osim Sto se moze konzumirati u sviezem ili susenom obliku, od dumbira
se moze pripremiti i ekstrakt koji je bogat raznim bioloski aktivnim spojevima, primjerice
polifenolima (Demin i Yingying, 2010). Polifenoli su snazni antioksidansi koji neutraliziraju
djelovanje slobodnih radikala te tako imaju izrazito pozitivan ucinak na zdravlje. No polifenoli
imaju vrlo nisku bioraspolozivost, odnosno prolaskom kroz probavni sustav brzo se degradiraju
Sto na kraju dovodi do znacajno nize apsorpcije polifenola, u odnosu na unesenu kolic¢inu (Zeng i
Wang, 2001). Jedan od nacina previladavanja tog problema je inkapsulacija polifenola ¢ime se
postize sporije i dugotrajnije otpustanje te time veéa bioraspolozivost polifenola.

Inkapsulacija je metoda pakiranja materijala u kapsule razlicitih fizikalnih i kemijskih
svojstava s ciljem zastite materijala jezgre, modifikacije svojstava, kontroliranog otpustanja ili
maskiranja nepozeljnih senzorskih svojstava materijala koji se inkapsulira (Desai i Park, 2005).
Neke od koristenih metoda inkapsulacije ukljuCuju susenje rasprSivanjem, hladenje
rasprSivanjem, ekstruziju i ionsko geliranje (Augustin i Hemar, 2009). Ovisno o koristenoj metodi
i primjenjenim sustavima nosaca dobivaju se Cestice razliCitih morfoloskih oblika i veli¢ina. Kao
nosaci za inkapsulaciju mogu se koristiti razni polimeri, a u posljednje vrijeme sve je vedi
naglasak na biopolimerima. NajceSce koriSteni biopolimeri za inkapsulaciju su polisaharidi
(alginat, pektin) ili proteni (izolati proteina sirutke, kazein,) koji svojim fizikalno-kemijskim
svojstvima direktno utjeCu na svojstva nastalih kapsula (Vos i sur., 2010; Matalanis i sur., 2011).

Buduci da nema dostupnih podataka o inkapsulaciji polifenola dumbira, cilj ovog rada je
istraziti ucinkovitost inkapsulacije polifenolnog ekstrakta dumbira metodom ionskog geliranja te
ispitati utjecaj dodatka izolata proteina sirutke i zeina u alginatni nosac. U tu svrhu provest Ce se
karakterizacija dobivenih cCestica odredivanjem fizikalno-kemijskih karakteristika (veliCina,
tvrdoca, elasticnost i udjel vode), odredivanjem ucinkovitost inkapsulacije i zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta te profilia otpustanja ukupnih polifenola i antioksidacijskog

kapaciteta u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Inkapsulacija

Inkapsulacija je tehnologija Ciji je razvoj zapoceo prije 60-ak godina, a predstavlja
pakiranje krutih, tekucih ili plinovitih materijala u male, zatvorene kapsule koje mogu ispustiti
svoj sadrzaj ako su ispunjeni odredeni uvjeti koji ovise o sastavu kapsula te njihovoj namjeni
(Desai i Park, 2005). Materijali koji se inkapsuliraju mogu biti Cisti ili pak smjese razliCitih
materijala, a nazivaju se jezgra, punjenje, unutarnja faza ili aktivho sredstvo. S druge strane,
materijal koji se koristi za pakiranje naziva se nosac, ljuska, membrana ili kapsula.

Razlozi primjene tehnike inkapsulacije u industriji hrane su brojni, a neki od najvaznijih su:

(1) zastita jezgre od degradacije smanjenjem doticaja s okoliSem

(2) smanjenje isparavanja ili drugog nacina gubitka jezgre u okolis

(3) modifikacija fizikalnih karakteristika jezgre kako bi se omogudilo lakSe rukovanje

(4) kontrolirano otpustanje sastojaka jezgre kroz odredeno vrijeme

(5) maskiranje nepozeljnih mirisa ili okusa sastojaka jezgre

(6) razrjedivanje sastojaka u situacijama kada su potrebni u malim koncentracijama

(7) razdvajanje sastojaka smjese koje bi u suprothnom medusobno reagirali (Desai i
Park, 2005).

Kapsule mogu imati razne morfoloske oblike, no, dva su najéeSéa (slika 1). Prvi je

mononuklearna kapsula u kojoj je jedna zasebna jezgra obavijena svojim nosacem, dok je drugi
oblik polinuklearna kapsula (agregat) pri kojem je nakupina od viSe jezgri obavijena jednim

nosacem i time Cini zasebnu Cesticu (Schrooyen i sur., 2001).

Slika 1. Dva najcesSca oblika kapsula: mononuklearna kapsula (lijevo) i polinuklearna kapsula
(desno) (Fang i Bhandari, 2010)



Veli¢ina kapsula moZe varirati od submikronskih do veli¢ine od nekoliko milimetara, a

prema tome Singh i suradnici (2010) podijelili su ih na 3 tipa:

e nanokapsule (10-1000 nm)
e mikrokapsule (2-2000 um)

e makrokapsule (veée od 2 mm).

Postoji viSe metoda inkapsulacije, a izbor same tehnike ovisi o svojstvima materijala
kojeg Zelimo inkapsulirati, fizikalno-kemijskim karakteristikama nosaca te financijskim
mogucnostima buduci da su neke metode jednostavnije te samim time i jeftinije, dok su neke
kompleksnije i posljedicno tome skuplje. Neke od ceS¢e koristenih metoda inkapsulacije su
suSenje rasprSivanjem, hladenje rasprSivanjem, ekstruzija, koacervacija, zarobljivanje
liposomima, kokristalizacija i ionsko geliranje (Augustin i Hemar, 2009; Desai i Park, 2005; Gibbs
i sur., 1999).

2.1.1. Ionsko geliranje

Ionsko geliranje je metoda inkapsulacije koja se temelji na privlacenju suprotnih naboja
polisaharida i drugih molekula suprotnog naboja zbog ¢ega dolazi do precipitacije polisaharida
koji tvore sfericne oblike te zatvaraju molekule jezgre pri ¢emu nastaje ispunjena kapsula.
Najcesce koriSteni polisaharidi za ovu metodu su alginat, pektin ili kitozan, dok se za tvorbu

suprotnih naboja mogu Koristiti brojne tvari, a neki od njih su:

e Kkloridi metala (CaCl,, MgCl,, ZnCl,)
o pirofosfati, tripolifosfati, tetrapolifosfati

e oktil sulfati, lauril sulfati, heksadecil sulfati (Racovita i sur., 2009).

Inkapsulacija ionskim geliranjem provodi se na nacin da se materijal koji se zeli
inkapsulirati otopi u vodenoj (kod primjerice alginata ili pektina) ili blago kiseloj otopini (kod
kitozana) polisaharida te se iglom i Spricom ili automatiziranim sustavom ukapava u otopinu s
molekulama suprotnih naboja odredene koncentracije koja se intenzivno mijesa pri ¢emu dolazi

do tvorbe kapsula zbog kompleksacije te precipitacije polisaharida u obliku omotaca (slika 2).
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Slika 2. Prikaz izvodenja inkapsulacije metodom ionskog geliranja (Patil i sur., 2012)

2.1.2. Prirodni biopolimeri kao nosaci za inkapsulaciju

Teznja da se u tehnologiji koristi Sto je moguce viSe prirodnih tvari kako bi se smanijila kolicina
kemijskog otpada, a u isto vrijeme iskoristile Sto vece koliCine bioloskog otpada te nusproizvoda
industrije, tehnologijiainkapsulacije dovela je do sve veceg istrazivanja prirodnih biopolimera kao
potencijalnih nosaca za inkapsulaciju. Prirodni polimeri su meki, potencijalno prozirni, jeftini,
odrzivi i biorazgradivi. Imaju dobru citokompatibilnost i mogu se koristiti i u tkivnom
inzenjerstvu. Slicni su bioloskim makromolekulama pa se zbog toga mogu lako metabolizirati
(Dong, 2013).

Da bi se neki biopolimer mogao koristiti kao nosa¢ mora udovoljavati odredenim zahtjevima:

(1) mora biti netoksican
(2) mora biti inertan prema sastojcima kapsule
(3) mora se postepeno razgradivati pri zadanim uvjetima

(4) mora imati poZeljna fizikalna i senzorska svojstva.



Upravo zato Sto najbolje udovoljavaju tim zahtjevima, kao najpogodniji prirodni
biopolimeri za inkapsulaciju pokazali su se polisaharidi kao Sto su alginat, kitozan, dekstrin,
pektin i Skrob te proteini poput kazeina, proteina soje, izolata proteina sirutke i zeina.

Svojstvo polisaharida koje ih cini prikladnima za inkapsulaciju je mogucnost tvorbe
kineticki metastabilnih, amorfnih gelova koji pruzaju cvrstou strukturi kapsule. Kod razlicitih
polisaharida ta pojava poslijedica je razli¢itih mehanizama. Tako se kod primjerice Skroba gel
formira hladenjem prethodno zagrijane suspenzije, dok se kod nekih bakterijskih polisaharida ta
pojava moze izazvati grijanjem suspenzije polisaharida. Kod polisaharida poput alginata i nisko
metiliranog pektina geliranje se postize umrezavanjem s kalcijevim ionima (Augustin i Hemar,
2009).

Pri koriStenju proteina za inkapsulaciju njihovo najvaznije svojstvo je tvorba agregata i
gelova do cega dolazi kada se promjenom uvjeta utjeCe na veze koje su odgovorne za
trodimenzionalnu strukturu proteina (vodikove veze, hidrofobne interakcije, interakcije
elektrostatske prirode, van der Waalsove veze). Tako primjerice do geliranja proteina moze doci
pomakom pH blize izoelektricnoj tocki samog proteina ¢ime se neutralizira njegov naboj te
smanjuju elektrostatske interakcije. Drugi nacin je zagrijavanje koje uzrokuje razmatanje
proteina te potom tvorbu gela. Kod nekih pak proteina, geliranje se moze potaknuti dodavanjem

iona poput primjerice kalcijevih kationa (Augustin i Hemar, 2009).

2.1.2.1. Alginati kao nosaci za inkapsulaciju

Alginat je jedan od najceS¢e upotrebljavanih polisaharida. Alginati su linearni polimeri
koji se sastoje od B-D-manuronske kiseline povezane 1-4 vezom s a-L-guluronskom kiselinom
(slika 3) (Kailasapathy, 2002). Buduéi da je alginat biorazgradiv i probavljiv koristi se za kapsule
kod kojih je potrebno regulirati otpustanje bioaktivnih komponenti u probavnom sustavu (Iyer i
sur., 2005).

Slika 3. Struktura alginata (de Vos i sur., 2010)



Alginati su prikladni za koristenje kao nosaci u gotovo svim tehnikama za inkapsulaciju,
no, najcesce se koriste kod susenja rasprsivanjem i ekstruzije (Kailasapathy, 2002). Tvorba gela
s alginatima moze se provesti pri vrlo blagim uvjetima i koriStenjem netoksi¢nih reaktanata sto
je u prehrambenoj i framaceutskoj industriji izrazito vazno. Do geliranja alginata dolazi
interakcijom karboksilnih skupina ostataka guluronskih kiselina s dodanim dvovalentnim
kationima (Cesto Ca**), &ime dolazi do tvorbe specifi¢ne strukture (slika 4), tzv. model ,kutije za

jaja” (“egg in box") (Park i sur., 1993).
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Slika 4. Prikaz modela “kutije za jaja” (Racovita i sur., 2009)

2.1.2.2. Izolati proteina sirutke kao nosaci za inkapsulaciju

Proteini sirutke visoko su vrijedni proteini izolirani iz mlijeka, a za inkapsulaciju se
prvenstveno koriste zbog sljedecih svojstava :
(1) blagi okus
(2) visoka topljivost
(3) niska viskoznost otopine
(4) dobra svojstva formiranja filma, Livney (2010).
Pored toga, omogucuju dodatno kontroliranje otpustanja sastojaka kapsule u probavnom

sustavu (Beaulieu i sur., 2002).



Geliranje i tvorba kapsula primjenom Ccistog izolata proteina sirutke moze se postici
koristenjem organskih otapala i kemijskih agenasa, Sto nije narocito pogodno za prehrambene
proizvode. Druga mogucnost inkapsulacije je metoda koju su razvili Rosenberg i Lee (2004), a
temelji se na formiranju kapsula obloZenim alginatima cija je jezgra tekuéa i sadrzi proteine
sirutke te tvar koja se inkapsulira. Dobivene kapsule se zatim u drugoj fazi postupka izlazu
povisenoj temperaturi koja denaturira proteine sirutke ¢ime se dobiva kapsula s konacnim

fizikalnim svojstvima.

Opisana metoda nije pogodna za inkapsulaciju termolabilnih spojeva koji se u drugoj fazi
inkapsulacije mogu znacajnije degradirati. RjeSenje tog problema je u treéem mehanizmu tvorbe
kapsula, odnosno umrezavaniju izolata proteina sirutke pomocu dodanih dvovalentnih kationa pri
¢emu karboksilne skupine proteina ulaze u interakcije s kationima. Time se dobivaju umrezene

strukture ¢ime se postize gelirajudi ucinak i konacna tvorba kapsula (Chen i Subirade, 2006).

2.1.2.3. Zein kao nosac za inkapsulaciju

Zein je protein koji sluzi kao glavno spremiste metalnih iona i aminokiselina u kukuruzu,
a sastoji se od Cetiri glavne komponente a-, B-, y- i -zeina, pri ¢emu a komponenta cini oko 85
% cijelog proteina (Shukla i Cheryan, 2001). Zein ima potencijal za primjenu u prehrambenoj
industriji, agronomiji, farmaciji i biotehnologiji u kojima se moze koristiti kao previaka te za
tabletiranje (Hurtado-Lopez i Murdan, 2008). U inkapsulaciji se koristio za imobilizaciju,
stabilizaciju i kontrolirano otpustanje polifenola, esencijalnih ulja, bioaktivnih lipida,
funkcionalnih mikronutrijenata te bojila (Wan i sur., 2015). Parris i suradnici (2005) ustanovili su
da se Cestice s nosatem od zeina slabo razgraduju u Zelucu, pokazuju sporo otpustanje u
tankom crijevu, dok je otpustanje u debelom crijevu izrazito brzo. Takva svojstva su izrazito
pogodna bududéi da se vecina bioloski aktivnih spojeva lako degradira prije apsorpcije u debelom
crijevu Sto se inkapsulacijom sa zeinom, kao nosacem, moze sprijeciti. Takoder, poboljSana
fizikalno-kemijska svojstava zeina kao nosaca mogu se posti¢i njegovim kombiniranjem s
otopinama polisaharida.

Najznacajnije svojstvo zbog kojeg je zein zanimljiv za inkapsulaciju je sposobnost
samosmatanja (slika 5) u mikrokapsule u prisutnosti polarnog otapala kao Sto je voda.
Samosmatanje je pojava spontanog formiranja organiziranih struktura potpomognutih slabim



interakcijama poput van der Waalsovih sila ili hidrofobnih interakcija (Wang i Padua, 2012).
Pojava samosmatanja molekula zeina posljedica je njegovih amfifilnih svojstava (Hurtado-Lopez
i Murdan, 2006).

ﬁﬁﬁﬁjﬁé molekule zeina

transformiranje a

iuniininl umvoliceu rabra

pakiranje p
nabranih ploga

$ smatanje

Slika 5. Graficki prikaz samosmatanja molekula zeina (Wang i Padua, 2012)

2.1.3. Inkapsulacija polifenolnih spojeva

Polifenoli su sekundarni metaboliti mnogih biljnih vrsta, a kao bioloski aktivni spojevi
posebno su vazni zbog svog antioksidacijskog djelovanja. Buduéi da slobodni radikali i reaktivni
oblici kisika koji nastaju tijekom metabolizma i negativnih vanjskih utjecaja mogu dovesti do
oksidacijskog stresa, ukoliko antioksidacijski kapacitet organizma nije dovoljno jak u borbi sa
slobodnim radikalima, poZeljno je putem raznovrsne hrane unositi polifenolne antioksidanse
(Zeng i Wang, 2001). Na taj nacCin moze se znacajno smanijiti rizik od bolesti srca,
neurodegenerativnih bolesti i raka, Sto su direktne posljedice oksidacijskog stresa (Astley, 2003).

Glavne prepreke Siroj primjeni polifenolnih ekstrakata njihova je niska bioraspoloZivost i
brzo metaboliziranje zbog Cega do ciljanih organa polifenoli dolaze u niskim koncentracijama
(Tabarez i sur., 2010). Jedno od mogudih rjeSenja tog problema je inkapsulacija polifenola u
zastitne omotace Cime se omogucuje njihovo sporije otpustanje u organizmu te povelava

iskoristivost.



\

Dva su pristupa inkapsulaciji polifenola: “top-down" i “bottom-up". “Top-down" pristup
koristi se u metodama inkapsulacije poput ekstruzije i emulgiranja, a temelji se na razbijanju
vecih struktura u manje Cestice poput kapsula (Joye i McClements, 2014). “Bottom-up" pristup
podrazumijeva metode u kojima se inkapsulacija postize agregiranjem manjih molekula ili
Cestica u veée procesima samosklapanja i samoograniziranja, a najéeS¢e se provodi mjeSanjem
polifenolnih spojeva koji se inkapsuliraju s otopinom nosaca (Tavares i sur., 2014). Koacervacija
i suSenje rasprsivanjem primjeri su “bottom-up" pristupa. U odnosu na “top-down", “bottom-up"
pristup zahtjeva manju potrosnju energije te omogucuje bolju kontrolu veliine Cestica i time

bolje morfoloske karakteristike dobivenih Cestica (Joye i McClements, 2014).

Izolati proteina sirutke (IPS) Cesto su koristeni kao nosaci za inkapsulaciju polifenola, kao
Cisti nosadi ili u kombinaciji s polisaharidima, ¢ime se postize zastita polifenola od negativnih
vanjskih utjecaja te sprjeCava prerana razgradnja u probavnom traktu. Primjeri inkapsulacije
polifenolnih spojeva primjenom proteina sirutke i razli¢itih tehnika inkapsulacije prikazani su u
tablici 1.

Tablica 1. Primjena izolata proteina sirutke za imobilizaciju polifenola

Sastziv Inkapsulirani spoj . Metoda__ Referenca
nosaca inkapsulacije
IPS antocijani borovnice emulgiranje Betz i sur., 2012
antocijani ?:fspéji?/anjem Flores i sur., 2015
IPS+kitozan | flavan-3-oli ekstruzija BelScak-Cvitanovic¢ i sur., 2015
procijanidini emulgiranje Berendsen i sur., 2015
katehini Caja koacervacija Zhang i sur., 2009
IPS+pektin | B-karoten ionsko geliranje | BelS¢ak-Cvitanovic i sur., 2016
antocijani koacervacija McClements, 2015
polifenoli hibiskusa koacervacija Rubi Serrano-Cruz i sur., 2013

Iako je zbog svojih svojstava zein izrazito pogodan za inkapsulaciju odredenih vrsta
bioloski aktivnih spojeva, njegova primjena u te svrhe joS uvijek nije dovoljno istrazena.
Polifenoli poput kurkumina (Patel i sur., 2010), kvercetina (Patel i sur., 2012), tangeritina (Chen

i sur., 2014) i procijanidini brusnice (Zou i sur., 2012) inkapsulirani su u kapsule sa zeinom
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koriste¢i metodu disperzije tekuée-tekuce. Neo i suradnici (2013) metodom elektrospininga
inkapsulirali su galnu kiselinu u vlakna sa zeinom, a istom metodom inkapsuliran je i (-)-
epigalokatehingalat (Li i sur., 2009). Koriste¢i metodu ionskog geliranja i alginat sa zeinom kao

nosac, Busi¢ i suradnici (2016) imobilizirali su polifenole gljive Ghanoderma lucidum.

2.1.3.1. Funkcije i svojstva proteinskih nosaca za inkapsulaciju polifenolnih spojeva

Zbog cinjenice da u svojoj strukturi posjeduju karboksilne i amino skupine, svojstva
proteina se mijenjaju ovisno u pH kojem su izlozeni. To svojstvo moze se iskoristiti za
manipuliranje oslobadanja aktivne tvari iz Cestica s proteinskim nosaCima, buduéi da razliciti
proteini pri razliitim pH vrijednostima imaju razliCita svojstva, te time na specifican nacin
otpustaju sadrzaj kapsule. Primjerice, Li-u i suradnici (2015) ustanovili su da je oslobadanje
polifenolnih spojeva iz nosaca pripremljenih s proteinima soje pri pH 7,4 u 90 minuta tretiranja
bilo 72,12%, dok je pri pH 1,2 otpustanje bilo svega 43,63%. Ovakva razlika objasnjena je
Cinjenicom da se pri pH 7,4 negativnho nabijene karboksilne grupe proteina odbijaju ¢ime se
stvaraju pukotine koje uzrokuju brze otpustanje polifenola iznosaca, dok je pri pH 1,2 zbog
djelovanja vodikovih veza struktura proteina kompaktna sto rezultira sporijom difuzijom aktivne

tvari iz kapsula.

Proteini mogu na sebe vezati polifenolne spojeve poput katehina djelovanjem hidrofobnih
interakcija ili formiranjem vodikovih veza (Zou i sur., 2012). U takvim smjesama proteina i
vezanih polefenola mogu se dobiti kapsule razliitih velicina u kojima kao jezgra zaostaju vezani
polifenoli i to metodama koje ukljucuju:

e koriStenje sredstva za umrezavanje
e termicki tretman
e mijenjanje pH otopine

e mijenjanje ionske jakosti otopine (Tavares i sur., 2014).

Molekule proteina imaju i sposobnost umrezavanja jedne s drugima ¢ime se stvaraju koloidne

Cestice pogodne za inkapsulaciju polifenola (Xue i sur., 2014).
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U kombinaciji s proteinima, kao nosaci za inkapsulaciju aktivnih tvari poput polifenola
Cesto se koriste i polisaharidi. U tom slucaju moze dodi do interakcija izmedu suprotno nabijenih
molekula proteina i polisaharida Sto za posljedicu mozZe imati sprjeCavanje enzimske razgradnje
ili pak poboljSana mehanicka svojstva Cestica (Leick i sur., 2011). S druge strane, bududéi da se
interakcijama mijenja struktura kapsule, moze doéi i do promjene u profilu otpustanja
inkapsulirane aktivne tvari sto je poZeljno buduci da daje dodatnu mogucnost manipuliranja

otpustanjem tvari iz kapsula (Diaz-Bandera i sur., 2013).

2.2. Bumbir

Pumbir (Zingiber officinale) je zeljasta biljka trajnica iz porodice Zingiberaceae s
vodoravnim, racvasto razgranjenim podankom iz kojeg izbijaju lisnate stabljike nalik stabljikama
bambusa visoke do 1,5 metara. Glavni dio biljke koji se koristi u prehrani i preradi je podzemni
gomolj, odnosno rizom koji se moze konzumirati svjez, osusen, u prahu ili kao ulje, ekstrakt ili
sok. U mnogim drZzavama svijeta koristi se kao zacin, a najzastupljeniji je u azijskim zemljama
(Demin i Yingying, 2010).

Kao lijek dumbir se koristio u Indiji i Kini joS od drevnih vremena, a zbog svojih ljekovitih
svojstava prepoznat je i u Europi u 9. stolje¢u (Sasidharan i sur., 2010). Bumbir djeluje direktno
na probavni sustav smanjujuéi mucninu te se zbog toga koristi kod prevencije mucnine koja se
moZze pojaviti i kao posljedica kemoterapije, operacija ili morske bolesti (Holtmann i sur, 1989).
Isto tako, koristi se za lijeCenje razli¢itih drugih probavnih problema poput jutarnje mucnine,
gréeva u trbuhu, nadutosti, proljeva, gubitka apetita i dispepsije. Konzumacija dumbira
preporuca se i kako bi se potaknula probava hrane (Ali i sur., 2008).

Osim Sto pomaze kod probavnih problema, dumbir pomaze u ublazavanju:

e bolova kod artritisa

e upale misi¢a

e boli u prsima i donjem dijelu leda

e menstrualnih bolova (Shukla i Singh, 2007).
Bumbir se moze koristiti i za lijeCenje infekcija gornjih diSnih puteva, kaslja i bronhitisa, a kao
protuupalno sredstvo djeluje kod problema sa zglobovima. Bumbir se takoder Cesto koristi i kao

zacin u hrani i pi¢éima te kao miris u sapunima i kozmetic¢kim proizvodima (Alam, 2013).
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2.2.1. Bioloski aktivni spojevi dumbira

Kemijskom analizom dumbira utvrdeno je da sadrzi preko 400 razliCitih spojeva. Glavni
sastojci u rizomima dumbira su ugljikohidrati (50-70%), lipidi (3-8%), terpeni i fenolni spojevi
(Grzanna i Lindmark, 2005). U manjim koncentracijama u dumbiru su prisutne i slobodne
aminokiseline, vlakna, proteini, fitosteroli, vitamini (nikotinska kiselina i vitamin A) te mineralne
tvari (Shukla i Singh, 2007).

Korijen dumbira koji se koristi u prehrani, preradi i izolaciji pojedinih spojeva, pored vode
najvedim se dijelom sastoji od polisaharida koji su pokazali znacajnu biolosku aktivnost u /in vitro
uvjetima (Zhang i sur., 2011). Polisaharidi prisutni u rizomu dumbira su heteropolisaharidi, Cine
priblizno 15 % mase rizoma te oko 97 % njegove suhe tvari, a izgradeni su od sljedecih
monosaharida:

e glukoza (50-58 %)

e arabinoza (21-24 %)

e ksiloza (6-8 %)

e galaktoza (3-5 %)

e manoza (2-3 %) i

e ramnoza (1-2 %) (Yeh i sur., 2014).

Heteropolisaharidi dumbira ujedno posjeduju i antioksidacijska svojstva (Dharmesh i sur. 2012),
a bududi da su u rizomu dumbira prisutni u visokom udjelu i relativno se lako ekstrahiraju, to ih
Cini dobrom sirovinom za proizvodnju funkcionalne hrane (Zhang i sur., 2011).

Najzastupljeniji polifenoli u dumbiru su 6-gingerol, 6-shogaol, 6-paradol, 8-gingerol i 10-
gingerol (Schwertner i Rios, 2007). Prisutnost navedenih spojeva (slika 6) odgovorna je za opori
okus dumbira, no, ujedno je odgovorna i za veéinu njegovih jakih antioksidacijskih svojstava
(Kikuzaki i sur., 1994). 6-gingerol je jedini spoj koji je pronaden u svjezem korijenu dumbira,
dok su ostali spojevi derivati 6-gingerola koji nastaju tijekom prerade, termicke obrade i duljeg
skladistenja (Zhang i sur.,1994). 6-shogaol prisutan je u vecoj koncentraciji u susenim rizomima
dumbira u odnosu na svjezi (Jolad i sur., 2005), Sto opravdava tradicionalno koristenje susenog
dumbira kao lijeka bududi da je istrazivanje koje su proveli Dugasani i suradnici (2009) pokazalo

da 6-shogaol ima najveci antioksidacijski potencijal u odnosu na ostale derivate 6-gingerola.
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Glavni problem koji se javlja kod polifenola dumbira, kao i polifenola opcenito, je njihova niska

bioraspoloZivost.

Slika 6. bumbir, rizom dumbira i njegove glavne bioaktivhe komponente (Prasad i Tyagi, 2015)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijal

3.1.1. Uzorci

U ovom radu za ekstrakciju polifenolnih spojeva, kao aktivnih sastojaka za inkapsulaciju,
koriSten je suhi korijen dumbira podrijetlom iz Kine (2016. godina), koji je za potrebe
ekstrakcije usitnjen do odgovarajuce veli¢ine Cestica. Natrijeva sol alginske kiseline iz smedih
algi niske viskoznosti (Sigma-Aldrich, Steinheim, SAD), izolati proteina sirutke (Davisco Foods
International Inc, La Sueur, Minnesota, SAD) i procisceni zein (Acros Organics, New Yersey,
SAD) koristeni su kao materijali u sustavu nosaca za inkapsulaciju polifenola dumbira.

3.1.1.1. Priprema polifenolnog ekstrakta dumbira

Ekstrakt dumbira pripremljen je prelijevanjem 20 g suhog, usitnjenog dumbira s 200 mL
70%-tnog etanola (v/v). Ekstrakcija je provedena u vodenoj kupelji na temperaturi od 70 °C
kroz 30 minuta, uz povremeno mijeSanje. Dobivena smjesa je filtrirana i centrifugirana kako bi
se uklonili netopljivi sastojci, dok je tekuci ekstrakt uparen do odredenog volumena kako bi se
otpario dodani etanol. Dobiveni ekstrakt je joS jednom centrifugiran te nadopunjen destiliranom
vodom do pocetnog volumena od 200 mL c¢ime je dobiven vodeni ekstrakt dumbira koji je
koristen za daljne analize i u svrhu inkapsulacije. Pripremljenom ekstraktu dumbira odreden je
udjel ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavan-3-ola te

antioksidacijski kapacitet.

3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalijje bile su visoke analiticke (p.a.) cistoce.

Odredivanje udjela ukupnih polifenola.

e Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e 20%-tna otopina natrijevog karbonata (Na,CO;), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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e Galna kiselina, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje udjela flavonoida i neflavonoida:

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

e Formaldehid, 35%-tni, Alkaloid AD (Skopje, Makedonija)

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

e 20%-tna otopina natrijevog karbonata (Na,CO;), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina:

e Klorovodicna kiselina (HCl), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Arnow reagens— smjesa natrijevog nitrata (Gram-mol d.o.o0.; Zagreb, Hravatska) i
natrijevog molbidata (Sigma-Aldrich; Steinham, Njemacka)

e Natrijev hidroksid (NaOH), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Kafeinska kiselina, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)

Odredivanje udjela flavan-3-ola:

e Klorovodicna kiselina (37%-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
¢ Metanol, Mallinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)
e Vanilin, Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

e (+)-katehin Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

Odredivanje antioksidaciiskog kapaciteta ABTS i DPPH metodom.:

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

o Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)

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

e Metanol, Malinckrodt Baker B.V. (Amsterdam, Nizozemska)

e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH), Fluka (St. Gallen, Svicarska)

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

(Steinham, Njemacka)
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Inkapsulacija i karakterizacija hidrogel cestica:

Natrijeva sol alginske kiseline niske viskoznosti Sigma-Aldrich (Steinham, Njemacka)
Izolati proteina sirutke, Davisco Foods international (La Suer, SAD)

Zein (Acros Organics, New Yersey, SAD)

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

Natrij citrat, T.T.T. d.o.0. (Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Klorovodicna kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Natrijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Dinatrij hidrogen o-fosfat bezvodni, Fisher Chemical (Loughborough, Velika Britanija)

Natrij dihidrogenfosfat-dihidrat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela suhe tvari:

Kvarcni pijesak (opran i zaren), Gram-mo d.0.0. (Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Aparatura i pribor

Priprema ekstrakta.:

Plamenik s azbestnom mrezicom
Termometar

Stakleni Stapic

Case volumena od 250 do 500 mL
Menzura volumena 250 mL
Stoperica

Metalno cijedilo

Gaze

Spektrofotomerijske analize:

Staklene epruvete

Staklene CaSe volumena 250 mL

Staklene menzure volumena 50 mL i 100 mL

Automatske mikropipete volumena 100-1000 puL (Gilson, SAD)

Staklene pipete volumena 5 mL i 10 mL
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Propipete

Odmijerne tikvice volumena 10-100 mL

AnalitiCka vaga, Mettler-Toledo (Ziirich, évicarska)
Kiveta (10 mm) za spektrofotometrijsko mjerenje

Spektrofotometar Helios y, ThermoSpectronic (Cambridge, Velika Britanija)

Inkapsulacija i karakterizacija hidrogel cestica:

Plasticne Sprice volumena 5 mL

Igle 23G (0,6x30 mm) i 20G (0,9x40 mm)

Cae volumena od 50 do 250 mL

Termometar

Metalno cjedilo

Plasticne Eppendorf epruvete volumena 2 mL

Plasti¢ne epruvete volumena 15 mL

Magneti

Aluminijska posudice s poklopcima

Eksikator

Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Zurich, Svicarska)

Laboratorijski susionik, Tehtnica (Zeleznik, Slovenija)

Tehnicka vaga, A&D Instruments (Abingdon, Velika Britanija)

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

Dino-Lite kalibracijska plocica (minimalni razmak=0,2 mm) (Naarden, Nizozemska)
TA.HDPIus analizator teksture, Stable Micro Systems (Godalming, Velika Britanija)
Cilindricna Celicna sonda P/2, Stablo Micro Systems (Godalming, Velika Britanija)
Mikroskop Leica DM1000 LED (Cambridge, Velika Britanija)

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji

Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajuéim reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je
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smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka,
prilikom cega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih
volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon dva
sata reakcije, u kojoj svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom,
spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 765 nm (Ough i Amerine,
1988), pri ¢emu je intenzitet obojenja direktno proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u

ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

Postupak rada.

U staklene epruvete otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog
karbonata (Na,COs) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijeSa. Tako pripremljeni
uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mijeri apsorbancija
razvijenog plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se na
isti nacin kao i uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 pL uzorka sadrzi isti volumen destilirane
vode. Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te se tako dobivena

vrijednost koristi za izracunavanje konac¢nog rezultata.

Udjel ukupnih polifenola izracunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y =0,0010x — 0,0001 [1]

gdje su:
x — udjel ukupnih polifenola (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

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

standardnim devijacijama, u mg ekvivalentima galne kiseline (EGK)/g Cestica.
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3.2.2. Odredivanje udjela ukupnih neflavonoida i flavonoida

Princip metode:

Za taloZenje flavonoidnih spojeva primjenjuje se formaldehid koji reagira s C-6 ili C-8 na
5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuéi metilol derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim
spojem takoder na C-6 ili C-8 poloZaju itd. Kondenzirane molekule nastale ovom reakcijom
uklone se filtriranjem, a ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se prema metodi za ukupne
fenole (Ough i Amerine, 1988).

Postupak rada:

U Eppendorf epruvete otpipetira se 0,5 mL mikrofiltriranog uzorka, 250 pL otopine
klorovodicne kiseline (razrijedena s vodom 1:4) i 250 pL formaldehida. Epruvete se zatvore,
izmijeSaju i ostave stajati 24 sata na mracnom i hladnom mjestu, nakon Cega se u tako
pripremljenim otopinama odredi udjel ukupnih neflavonoida, i to prema prethodno opisanom
postupku odredivanja ukupnih polifenola s Folin-Ciocalteau reagensom.

Udjel ukupnih neflavonoida izraunat je prema jednadzbi bazdarnog pravca [1] koristenoj
za izraCun udjela ukupnih polifenola. Rezultati se izrazavaju kao mg ekvivalenata galne kiseline
(EGK)/g uzorka.

Udjel ukupnih flavonoida izraCunava se kao razlika udjela prethodno odredenih ukupnih
polifenola i neflavonoida prema formuli:

ukupni flavonoidi = ukupni polifenoli — ukupni neflavonoidi  [mg EGK/g uzorka] [2]

3.2.3. Odredivanje udjela flavan-3-ola metodom s vanilinom

Princip metode:

Metoda se temelji na reakciji vanilina (p-hidroksibenzaldehida) s alkoholnim skupinama
na polozajima C-6 i C-8 u molekulama flavan-3-ola, pri ¢emu nastaje crveno obojeni kompleks.
Intenzitet crvenog obojenja, koji se odreduje spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini od 500 nm, direktno je proporcionalan koncentraciji flavan-3-olnih monomera

(katehina) i polimera (proantocijanidina) (Price i sur., 1978).
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Postupak rada:

Pripremi se 4 %-tna otopina vanilina u metanolu. U tamnu epruvetu doda se 0,5 mL
mikrofiltriranog uzorka i 3 mL prethodno pripremljene otopine vanilina. Epruvete se stave u
hladnu vodenu kupelj i nakon 5 minuta doda se 1,5 mL koncentrirane klorovodicne kiseline te se
reakcijska smjesa u epruveti izmijeSa. Nakon 15 minuta ocita se apsorbancija na 500 nm (Di
Stefano i sur., 1989). Slijepa proba priprema se na isti nacin, posebno za svaki uzorak, ali se

umjesto 4%-tne otopine vanilina dodaje cisti metanol.

Udjel (+)-katehina i proantocijanidina racuna se prema jednadzbi:

mg (+)-katehina/L = 290,8 x AA x razrijedenje [3]

gdje je: AA = razlika apsorbancije izmedu uzorka i slijepe probe.

Odredivanje udjela flavan-3-ola provedeno je u dvije paralelene probe (n = 2), a rezultati
su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama
u mg (+)-katehina/g uzorka. Kao sto je vidljivo iz formule, ako je u postupku koristen razrijeden

uzorak, dobivene koncentracije moraju se pomnoziti s faktorom razrjedenja.

3.2.4. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina

Princip metode:

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina bazira se na reakciji kiselinske hidrolize koja je
popra¢ena nastankom ruzi¢asto-crvenkastog obojenja, Ciji se intenzitet odreduje mjerenjem
apsorbancije na 490 nm, pri ¢emu je udjel hidroksicimetnih kiselina direktno proporcionalan

intenzitetu obojenja u ispitivanom uzorku (Matkowski i sur., 2008).

Postupak rada:

Za odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina, 500 pL uzorka pomijeSa se u epruveti sa
1 mL 0,5 M klorovodicne kiseline, 1 mL Arnow-og reagensa, 1 mL 8,5 %-tne vodene otopine
NaOH te se doda 1,5 mL destilirane vode. Sadrzaj epruvete se zatim izmijesSa te se apsorbancija
odmah zatim ocita na 490 nm (Matkowski i sur., 2008). Slijepa proba umjesto uzorka sadrZi

destiliranu vodu.
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Udjel hidroksicimetnih kiselina izracunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0025x + 0,0054 [4]
gdje su:
x — udjel kafeinske kiseline (mg/L),

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 490 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard kafeinske kiseline, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), odreduje se udjel hidroksicimetnih
kiselina u ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina provedeno je u dvije
paralelene probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s

pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mg ekvivalenata kafeinske kiseline/g Cestica.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

3.2.5.1. ABTS metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,gasenju" plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo kemijskom ili
enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Za oksidaciju otopine ABTS-a
koristi se otopina kalijevog persulfata, pri emu se maksimum apsorbancije dostize na valnim
duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm. Dodatak antioksidansa rezultira redukcijom prethodno
generiranog ABTS radikala, Sto uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se praéenjem smanjenja
apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak
odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox), analoga

vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).
Postupak rada:
Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS" radikala,

oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140 mM) do
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konacne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine
potrebno je pomijesati 88 pL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuniti sa otopinom
ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Buduci da ABTS i kalijev persulfat reagiraju u
stehiometrijskom odnosu 1:0,5, ne¢e doci do potpune oksidacije te je stoga potrebno
pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko noéi (12-16 h) na sobnoj
temperaturi. Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%-tnim) do konacne koncentracije
ABTS" radikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.

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

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA,

koja se koristi za izraCunavanje konacnog rezultata.

Jednadzba bazdarne krivulje:

y = 0,303x + 0,0006 [5]
gdje su:
x —koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol /L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

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

mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol Troloxa/g Cestica.

3.2.5.2. DPPH metoda

Princip metode:
Ova metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji DPPH

radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) u metanolnoj otopini, koja je pra¢ena kolorimetrijskom

22



reakcijom. DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu
spektra (515 nm). U prisutnosti elektron donora - AH (antioksidans koji gasi slobodne radikale)
dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubi¢aste boje otopine u
Zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (Brand-Williams i sur., 1995).

DPPH* + AH — DPPH-H + A"

DPPH" + R"— DPPH-R

Postupak rada:

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

Oduzimanjem izmjerene apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost
AA, koja se prema jednadzbi bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a preracunava u
koncentraciju (mmol Trolox-a).

JednadZba bazdarne krivulje:

y = 0,603x — 0,006 [6]
gdje su:
X — koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol /L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

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

mjerenja s pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mmol Troloxa/g Cestica.
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3.2.6. Odredivanje udjela topljivih polisaharida

Princip metode:

Ova metoda primjenjuje se za odredivanje udjela topljivih polisaharida, a temelji se na
ekstrakciji polisaharida iz uzorka vodom te precipitaciji etanolom, nakon ¢ega se otapalo uklanja
te odreduje ostatak (masa) polisaharida zaostao nakon uparavanja. Metoda ekstrakcije moze se
modificirati ovisno o strukturi i topljivosti polisaharida, ali osnovno pravilo je razbiti stani¢nu
stijenku od vanjskog do unutarnjeg dijela razli¢itim uvjetima ekstrakcije (pH i temperatura) (Wei
i sur., 2008).

Postupak rada:

U tikvicu s okruglim dnom izvaze se 2,5 g uzorka te se doda 50 mL destilirane vode.
Tako dobivena smjesa zagrijava se u vodenoj kupelji na temperaturi vrenja 2h, uz povremeno
mijeSanje. Nakon centrifugiranja, supernatant se koncentrira uparavanjem na rotacijskom
vakuum uparivacu do nekoliko mL. Nakon toga polisaharidi se precipitiraju iz uparenog ekstrakta
dodatkom dvostrukog volumena 96 %-tnog etanola te se odvoje od taloga nakon
centrifugiranja. Precipitat se zatim otopi u destiliranoj vodi i upari pod vakuumom do suhog te se

do konstantne mase susi u susioniku na 60°C i izvaze.

Udjeli topljivih polisaharida (%) odredeni su prema sljedecoj jednadzbi:

% polisaharida = ((m; — m;)/m) * 100 [7]
gdje su:
m — masa uzorka (g)
m; — masa prazne tikvice (g)

m, — masa tikvice i uzorka nakon susenja (g)
Odredivanje udjela topljivih polisaharida u uzorcima rogaca i maka provedeno je u dvije

paralelne probe (n = 2), a rezultati su izracunati kao srednje vrijednosti u % s pripadajuc¢im

standarnim devijacijama.
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3.2.7. Inkapsulacija polifenolnog ekstrakta dumbira

Za dobivanje sustava nosaca na bazi alginata koristena je 4%-tna (w/v) otopina alginata
niske viskoznosti. Pripremljena su tri razliCita sustava, pri ¢emu se alginat kombinirao s izolatima
proteina sirutke i zeinom.

Time su formirani sljedeci sustavi:
= Cisti alginat: A (4%)
= Alginat + izolati proteina sirutke: A-IPS (80:20, w/w)
» Alginat + zein: A-Z (80:20, w/w)

Otopine nosaca pripremljene su otapanjem natrijevog alginata te izolata proteina sirutke,
odnosno zeina, u prethodno pripremljenom ekstraktu dumbira (w/v), te su pomijeSane u
odgovarajuéem masenom omjeru. Otopine sustava nosaca otapane su na magnetskoj mijesalici

pri sobnoj temperaturi tijekom 24 h, nakon Cega su koriStene u daljnim analizama.

Za ionsko geliranje alginata u ovom radu koristila se 3%-tna (w/v) otopina kalcijevog
klorida (CaCl,) pripremljena u ekstraktu dumbira. Za formiranje alginatnih hidrogel Cestica
koristen je postupak ukapavanja na nacin da je 5 mL pripremljene otopine nosaca u ekstraktu
dumbira prebaceno u plasti¢nu Spricu i istiskivano kroz iglu (23 G (0,6x30 mm) za sustave A i
A-IPSi 20 G (0,9x40 mm) za A-Z) u prethodno pripremljenu 3%-tnu otopinu kalcijevog klorida.
Tijekom postupka inkapsulacije, otopine gelirajueg medija mijeSane su na magnetskoj
mijesalici, pri ¢emu su se formirale Cestice sfericnog oblika. Nakon formiranja, Cestice su
mijeSane u otopini za geliranje 30 min, nakon ¢ega su izdvojene iz otopine kalcijevog klorida,
isprane ekstraktom dumbira te spremljene u ekstrakt na +4 °C do daljnjih analiza. Kao
kontrolne Cestice napravljeni su prethodno opisani sustavi nosaa na bazi alginata, koji su

umijesto polifenolnog ekstrakta dumbira sadrzavali destiliranu vodu.
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3.2.8. Karakterizacija Cestica

3.2.8.1. Odredivanje udjela vode

Princip metode:
Ovim postupkom mjeri se masa suhe tvari nakon susenja do konstantne mase buduéi da na
temperaturi suSenja od 105°C dolazi do izdvajanja slobodne vlage iz uzorka. Udio suhe tvari

izraCunava se u odnosu na pocetnu masu uzorka koji se susi.

Postupak rada:

U prethodno osusene, ohladene i izvagane aluminijske posudice s kvarcnim pijeskom i
poklopcem, odvaze se 1 g hidrogel Cestica (£ 0,0001 g). Uzorak se u otklopljenim posudicama
suSi oko 3 sata pri 105 °C u susSioniku s automatskim temperaturnim regulatorom. Kada je
suSenje zavrseno, posudice se poklope u susioniku i prenesu u eksikator, gdje se hlade na
sobnoj temperaturi te ohladene vazu na analitickoj vagi. Postupak se ponavlja dok se ne
postigne konstantna masa uzorka u posudici (£ 0,0003 g). Udjel vode u uzorcima izracuna se iz
gubitka mase prema formuli:

udjel vode (%) = (a-b) « 100 / m
udjel suhe tvari (%) = 100 — udjel vode (%)

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

m — masa uzorka (g)

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

devijacijom.

3.2.8.2. Odredivanje fizikalnih i morfoloskih karakteristika formuliranih Cestica

Veli¢ina alginatnih Cestica odredena je snimanjem cestica (n=10) digitalnim
fotoaparatom na Dino-Lite kalibracijskoj plocici (min. razmak = 0,2 mm), iz ¢ega je odredena

veli¢ina Cestica. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost 10 mjerenja.
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Analiza teksture provedena je na TA.HDPlus analizatoru teksture (Stable Micro Systems,
Velika Britanija) opremljenom s 5 kg utegom. Analize su provedene na sobnoj temperaturi, na 3
razliCite Cestice svakog sustava. Kako bi se postigao maksimalni omjer kompresije i smicanja, za
probijanje uzoraka koriStena je cilindricna celicna sonda P/2 (Stable Micro Systems, Velika
Britanija) s ravnim dnom, uz brzinu prodiranja od 0,5 mm/s. Dobiveni dijagrami obradeni su u
Texture Exponent programu (Stable Mirco Systems, Velika Britanija), nakon ¢ega su izraCunate
vrijednosti za ispitivani parametar teksture (tvrdo¢a). TvrdoCa uzorka izraZzena je kroz
maksimalnu silu (N) potrebnu za kompresiju uzorka.

MorfoloSke karakteristike, s ciliem odredivanja oblika i strukture dobivenih hidrogel

Cestica, ispitane su snimanjem cCestica mikroskopom uz odgovarajuce povecanje.

3.2.8.3. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta

Udjel ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina, kao i antioksidacijski kapacitet, u
Cesticama na bazi alginata, odreden je otapanjem poznate koli¢ine profiltriranih Cestica u 2%-
tnoj otopini natrijevog citrata (w/v), uz snazno mijeSanje na Vortex mikseru.

Udjel ukupnih polifenola u otopini razbijenih Cestica odreden je primjenom Folin-Ciocalteau
reagensa (opisano u poglavlju 3.2.1.), udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je u reakciji s
Arnow-im reagensom (opisano u poglavlju 3.2.3.), dok je odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta primjenom ABTS i DPPH metode opisano u poglavljima 3.2.5.1. i 3.2.5.2. Postotak
inkapsulacije polifenolnih spojeva i zadrzanog antioksidacijskog kapaciteta izracunat je kao
omjer udjela ukupnih polifenola ili hidroksicimetnih kiselina i antioksidacijskog kapaciteta u
otopini citrata razbijenih Cestica i udjela istih u po€etnim otopinama sustava nosaca u ekstraktu

maslacka koriStenim za inkapsulaciju.

3.2.8.4. Pracenje otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz Cestica u
simuliranim gastrointestinalnim uvjetima

Otpustanje polifenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta iz dobivenih Cestica u
simuliranim gastricnim (SGF) i intestinalnim (SIF) uvjetima praceno je odredivanjem udjela
ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina te odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta ABTS

i DPPH metodom. Simulirane gastricna i intestinalna otopina pripremljene su prema protokolu
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europske farmakopeje (European Pharmacopeia 7.0, 2010), no, bez odgovarajué¢ih enzima
(pepsina i pankreatina). SGF se sastojao od natrijevog klorida i klorovodicne kiseline (pH=1,2),
dok je SIF odgovarao fosfatnom puferu (pH= 7,4). Formulirane Cestice izdvoje se iz otopine za
geliranje te se priblizno 0,6 g profiltriranih Cestica suspendira u 30 mL SGF-a. Cestice u SGF-u
konstatno su mijeSane na magnetskoj mjesalici (podeSenoj na 100 rpm), na temperaturi od
37°C. U odredenim vremenskim razmacima iz otopine se izuzima 2 mL tekuéeg medija do
posljiednjeg uzorkovanja nakon 2 h te se nakon svakog izuzimanja u otopinu s Cesticama doda
alikvot od 2 mL SGF-a. Cestice se zatim uklone iz otopine SGF-a filtriranjem i prenesu u 30 mL
SIF-a (37°C) te konstantno mijeSaju na magnetskoj mjesalici. Postupak uzorkovanja alikvota
tekuéeg medija u odredenim vremenskim razmacima se ponavlja prema prethodno opisanom
nacinu. U ovako dobivenim alikvotima od 2 mL odreduje se udjel ukupnih polifenola,
hidroksicimetnih kiselina i antioksidacijski kapacitet, a rezultati se izrazavaju kao mg
ekvivalenata galne ili kafeinske kiseline/g Cestica ili mmol Trolox-a/g Cestica. Pomocu dobivenih
rezultata odreduje se kinetika otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz ispitivanih

sustava nosaca.

3.2.8.5. Pracenje povecanja mase liofiliziranih Cestica

Omjer povedanja mase nastale usred vezanja vode (bubrenja) u liofiliziranim cesticama
praten je provodenjem Swelling metode. 0,05 g liofiliziranih Cestica preliveno je s 20 mL
destilirane vode te mijeSano na magnetskoj mijesSalici pri sobnoj temperaturi. U odredenim
vremenskim intervalima (na pocetku, nakon 30 minuta, 1, 2, 4 i 6 sata) izmjerena je masa
Cestica. Cestice su vagane na analitickoj vagi nakon $to su uklonjene iz tekuéeg medija,
profiltrirane pomocu lijevka i filter papira te posusene stanicevinom.

Rezultati su prikazani kao omjer pocetne mase Cestica i mase Cestica nakon vezanja vode u

odredenom vremenskom periodu.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj dodatka izolata proteina sirutke i zeina u alginatni sustav
nosata na ucinkovitost inkapsulacije polifenola dumbira te otpustanje antioksidacijskog
kapaciteta u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima. U tu svrhu odreden je udjel ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida, hidroksicimetnih kiselina, flavan-3-ola i topljivih vlakana u
ekstraktu dumbira te njegov antioksidacijski kapacitet. Nakon provedene inkapsulacije
provedena je karakterizacija Cestica koja je ukljucivala ispitivanje njihovih fizikalno-kemijskih
karakteristika (veliCina, tvrdoca, elasti¢nost, udjel vode), njihove morfoloske karakteristike te na
kraju ucinkovitost inkapsulacije polifenola i otpustanje antioksidacijskog kapaciteta.

4.1. Odredivanje fitokemijskog profila dumbira (Zingiber officinale)

Tablica 2. Polifenolni sastav, antioksidacijski kapacitet i udjel topljivih polisaharida dumbira

(Zingiber officinale)
DUMBIR (Zingiber officinale)

Polifenolni sastav
Ukupni polifenoli (mg EGK/qg) 7,46+0,30
Ukupni flavonoidi (mg EGK/qg) 3,45%0,05
Hidroksicimetne kiseline (mg kafeinske k./g) 2,94+0,12
Flavan-3-oli (mg (+)-katehina/qg) 0,57+0,01
Antioksidacijski kapacitet
ABTS (mmol Trolox-a/g) 0,05+0,00
DPPH (mmol Trolox-a/qg) 0,03+0,00
Vlakna
Topljivi polisaharidi (%) 10,57+0,15

U tablici 2. prikazan je bioaktivni profil odreden u vodenom ekstraktu dumbira i udjel
topljivih polisaharida dumbira. Udjel ukupnih polifenola iznosio je 7,46+0,30 mg EGK/g, Sto je u
skladu s rezultatima koje su za etanolni ekstrakt dumbira odredili Adel i Parkash (2010). Udjel
flavonoida u ovom radu iznosio je 3,45+0,05 mg EGK/g, Sto Cini 46 % udjela ukupnih polifenola
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odredenih u dobivenom ekstraktu dumbira. To je priblizno jednako vrijednosti od 3,66+ 0,45 mg
EGK/g, koju su u metanolnom ekstraktu dumbira izmjerili Ghasemzadeg i suradnici (2010). Udjel
hidroksicimetnih kiselina u ekstraktu iznosio je 2,94+0,12 mg kafeinske kiseline/g, dok je udjel
flavan-3-ola odreden vanillin metodom iznosio 0,57+0,01 mg (+)-katehina(g.

Antioksidacijski kapacitet dumbira, odreden ABTS metodom, iznosio je 0,05+0,00 mmol
Trolox-a/g, dok su Adel i Prakash (2010) izmjerili veéi kapacitet koji je iznosio 0,09+0,00 mmol
Trolox-a/g. Rezultati dobiveni DPPH metodom pokazali su nesto nizi antioksidacijski kapacitet od
0,03£0,00 mmol Trolox-a/g.

Udjel topljivih polisaharida dumbira iznosio je 10,57+0,15 % mase dumbira Sto je u

skladu s 12,82 % koliko su topljivih polisaharida u dumbiru odredili Qin i suradnici (2010).

4.2, Karakterizacija hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom dumbira
pripremljenih s razli¢itim sustavima nosaca na bazi alginata

4.2.1. Fizikalno-kemijske karakteristike formuliranih cestica

Tablica 3. Velicina, parametri teksture i udjel vode hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom

dumbira
Sustav Velicina Tvrdoca Elasticnost Udjel vode
nosaca (mm) (N) (mm) (%)
A 2,38+0,13 0,21+0,00 0,31+0,01 92,08+0,02
A-IPS 1,98+0,13 0,16%+0,01 0,28+0,00 91,76+0,03
A-Z 2,70%0,09 0,17+0,00 0,29+0,00 90,61+0,05

U tablici 3. prikazane su fizikalno-kemijske karakteristike Cestica pripremljenih s razliCitim
sustavima nosaca na bazi alginata. Cestice s nosacem od Cistog alginata imale su prosje¢nu
veli¢inu od 2,384+0,13 mm. Iz tablice je vidljivo da je dodatak izolata proteina sirutke u sustav
alginatnog nosaca rezultirao Cesticama manje veli¢ine (1,98+0,13 mm), dok je dodatak zeina
uzrokova povecanje Cestica (2,70+£0,09 mm). Sli¢na korelacija moze se zamijetiti i u radu Busic i
suradnika (2016) gdje su autori metodom ionskog geliranja inkapsulirali polifenolne spojeve iz

gljive Ganoderma lucidum koristedi iste sustave nosaca na bazi alginata, pri ¢emu su Cestice s
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dodatkom zeina takoder bile najveée, dok su najmanje bile Cestice s dodanim izolatima proteina
sirutke.

Sto se tvrdoce tice, Cestice na bazi Cistog alginata (A) imale su najvecu tvrdocu od 0,21
N (Tablica 3). Dodatak proteina u alginatni gel rezultirao je smanjenjem tvrdoce hidrogel Cestica,
a vrsta proteina neznatno je utjecala na same vrijednosti tvrdoée (0,16 N za A-IPSi 0,17 N za A-
Z). U istrazivanju Busi¢ i suradnika (2016) Cestice s Cistim alginatom takoder su imale najveéu
vrijednost tvrdoée, dok su i ovdje Cestice pripremljene s proteinima bile mekse.

Nadalje, kod ispitivanja parametra elasticnosti Cestica, najelasticnije su se pokazale
Cestice pripremljene samo s alginatom (0,31 mm), dok je dodatak proteina uzrokovao smanjenje
elasti¢nosti, no, neznatno buduci da je elasti¢nost svih Cestica bila priblizno jednaka (tablica 3).

Iz rezultata je takoder vidljivo da su najmanje Cestice bile najmekSe, ali su bile i
najmanje elasti¢ne (A-IPS).

Kod odredivanja udjela vode, dodatkom proteina u sustav alginatnog nosaca udjel vode
se smanjio sa 92,08+0,02% za sustav od Cistog alginata na 91,76+0,03 % za sustav s dodanim
izolatom proteina sirutke, dok je dodatkom zeina udjel vode bio joS nizi i iznosio je
90,61+0,05%.

4.2.2,. Morfoloske karakteristike formuliranih cestica

Slika 7. Fotografije Cestica s inkapsuliranim ekstraktom dumbira na kalibracijskoj
plocici (a-c) s pripadaju¢im mikroskopskim slikama (al-c1) za sustave nosaca a) A
b) A-IPSi c) A-Z
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Na slici 7. prikazane su odabrane Cestice na kalibracijskim ploicama za odredivanje
veli¢ine Cestica i njihove pripadaju¢e mikroskopske slike. Dodatak proteina u sustav nosaca na
bazi alginata nije znacajno uzrokovao promjenu oblika buduci da su Cestice sa svim sustavima
nosaca zadrzale pretezZito sferiCan oblik. Najsferinije su se pokazale Cestice A i A-IPS, gdje je
sustav A-IPS pokazao vecu sferinost i pravilniji izgled, dok je dodatak zeina rezultirao
izduzenijim oblikom Cestica. Mikroskopske slike pokazuju da je tekstura Cestica s nosacima A i A-
IPS pretezito homogena, dok se kod cestica s nosatem A-Z moze vidjeti teksturalna

heterogenost najvjerojatnije uzrokovana fizikalno-kemijskim svojstvima koristenog zeina.

4.2.3. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije polifenola i zadrzavanja
antioksidacijskog kapaciteta

%
DPPH mABTS mUP

Slika 8. Ucinkovitost inkapsulacije (%) ukupnih polifenola (UP) i uCinkovitost zadrzavanja (%)
antioksidacijskog kapaciteta primjenom ABTS i DPPH metode u formuliranim

Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom dumbira

Na slici 8. prikazana je ucinkovitost inkapsulacije polifenola i ucinkovitost zadrZavanja
antioksidacijskog kapaciteta u hidrogel cesticama s inkapsuliranim polifenolima dumbira. Sva tri
sustava pokazala su izvrsnu ucinkovitost inkapsulacije ukupnih polifenola buduci da je stupanj

inkapsulacije polifenola bio preko 90 %. Dodatak proteina u alginatni nosaC povecao je
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ucinkovitost inkapsulacije polifenola, gdje se dodatak zeina pokazao najucinkovitijim (93,05 %),
pracen sustavima A-IPS (91,90 %) > A (90,33 %).

U radu Busi¢ i suradnika (2016) ucinkovitost inkapsulacije polifenola iz gljive Ganoderma
lucidum bila je nesto niza (oko 80 %), Sto se moze pripisati prirodi biljne vrste koja se koristila
za inkapsulaciju i njenom slabijem afinitetu prema sustavima nosaca Sto je rezultiralo nizim
stupnjem inkapsulacije polifenola.

Ucinkovitost zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta u hidrogel ¢esticama s polifenolima
dumbira ispitana je ABTS i DPPH metodama. ABTS metoda pokazala je nize zadrZavanje
antioksidacijskog kapaciteta od 54,56 % kod nosaca pripremljenog s cistim alginatom, dok su
binarni sustavi s proteinima pokazali ucinkovitije zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta, s
77,44 % za A-IPS i 86,79 % za A-Z. U radu Busi¢ i suradnika (2016) stupanj zadrZavanja
antioksidacijskog kapaciteta primjenom ABTS metode iznosio je oko 60-65 % prilikom
inkapsulacije polifenola gljive u sustave nosaca na bazi alginata.

DPPH metodom utvrdeno je da su sustavi nosata od Cistog alginata te alginata s
dodanim ,zeinom imali slicno zadrZavanje antioksidacijskog kapaciteta (oko 85 %) dok je

dodatak proteina sirutke uzrokovao znatno nize zadrzavanje od 67,30 %.

4.2.4. Pracenje otpustanja polifenola i antioksidacijskog kapaciteta iz formuliranih
hidrogel cestica s inkapsuliranim ekstraktom dumbira u simuliranim
gastrointestinalnim uvjetima
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Slika 9. Profil otpustanja ukupnih polifenola (mg EGK/g Cestica) iz formuliranih Cestica
s inkapsuliranim ekstraktom dumbira u SGF i SIF fluidima
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Buducdi da se polifenoli izrazito brzo razgraduju u probavnom sustavu te se time smanjuje
njihova bioraspolozivost, inkapsulacijom se pokusalo omoguciti njihovo sporije i dugotrajnije
otpustanje iz Cestica. Na slici 9. prikazan je profil otpustanja ukupnih polifenola iz alginatnih
hidrogel Cestica u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima, pri 37 °C. 1z Cestica s nosacem od
Cistog alginata u SGF-u polifenoli su se kontinuirano otpustali do 30-te minute nakon ¢ega je
nastupio period stacionarnog stanja, a nakon prebacivanja u SIF kontinuirano otpustanje
polifenola nastavilo se do 130-te minute, pri ¢emu se ukupno otpustilo 1 mg EGK/g Cestica.
Dodatak izolata proteina sirutke u nosa¢ uzrokovao je kontinuirano otpustanje polifenola do 30-
te minute u gastricnom fluidu, a u SIF-u, stacionarno stanje se nastavilo joS 5 minuta nakon
cega je opet pocelo otustanje do 140-te minute s ukupno otpustenih 1,6 mg EGK/g Cestica.
Najpogodniji se pokazao sustav nosaca alginata sa zeinom bududi da je pokazao kontinuirano
otpustanje polifenola iz Cestica kroz svih 125 minuta, s ukupnom koli¢éinom ispustenih polifenola
od 1,5 mg EGK/g Cestica. Rad Busi¢ i suradnika (2016) takoder je pokazao da dodatak proteina
u alginatni nosa¢ povoljno utjeCe na kontinuirano i produzeno otpustanje imobiliziranih

polifenola iz Cestica.
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Slika 10. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica) primjenom
ABTS metode iz formuliranih Cestica s inkapsuliranim ekstraktom dumbira u SGF i SIF

fluidima
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Na slici 10. prikazan je profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta primjenom ABTS
metode. Antioksidacijski kapacitet se kod sustava A otpustao u SGF-u do 5-te minute, nakon
cega se prestao otpustati sve do 30-te minute, da bi se opet od 60-te minute u SGF-u pa sve do
140-te minute u SIF-u nastavio kontinuirano otpustati (0,005 mmol Trolox/g Cestica). Slican
trend bio je vidljiv i nakon dodatka zeina, gdje je otpustanje antioksidacijskog kapaciteta
zabiljeZeno do 130-te minute. Kod nosaca s izolatima proteina sirutke veéina se antioksidacijkog
kapaciteta otpustila u prve 2. minute. U radu Busi¢ i suradnika (2016) upravo taj sustav
pokazao se kao najpogodniji, buduéi da je otpustanje antioksidacijskog kapaciteta bilo

kontinuirano kroz 140 minuta.
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Slika 11. Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta (mmol Trolox-a/g Cestica) primjenom
DPPH metode iz formuliranih hidrogel Cestica s inkapsuliranim ekstraktom dumbira u
SGF i SIF fluidima

Profil otpustanja antioksidacijskog kapaciteta primjenom DPPH metode prikazan je na
slici 11. Na slici je vidljivo da je kod svih ispitivanih nosaca vecina antioksidacijskog kapaciteta
otpustena u prvih nekoliko minuta u SGF-u, nakon Cega je do otpustanje do kraja analize ostalo

konstantno, Sto je bio slucaj i u radu Busic i suradnika (2016).
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4.2.5. Pracenje povecanja mase liofiliziranih cestica Swelling metodom

Tablica 4. Omjer povecanja mase nastale uslijed bubrenja (vezanja vode) u liofiliziranim

Cesticama s inkapsuliranim ekstraktom dumbira

Sustav

nosaca

SR30min

SRin

SRz

SR4n

SRen

SR24n

A

3,818+0,184

3,840+0,186

4,023+0,271

4,113+0,295

4,101+0,176

5,051+0,389

A-IPS

4,145%0,155

4,168+0,095

4,230+0,093

4,261+0,022

4,353+0,101

5,083+0,000

A-Z

4,030+0,038

4,182+0,056

4,459+0,106

4,613%0,220

4,538+0,448

5,503+0,096

*SR — Swelling ratio, omjer bubrenja mase

U tablici 4. prikazan je omjer povecanja mase nastale usred bubrenja liofiliziranih Cestica

u vodi. Dodatak proteina u alginatni nosac uzrokovao je brze bubrenje Cestica i vezanje vece

koli¢ine vode, bududi da su najvise vode vezale Cestice pripremljene s alginatom i zeinom, ciji je

omjer povecanja mase nakon 24 sata iznosio 5,503, te Cestice A-IPS (SR,4, = 5,083). Kod svih

sustava, uz neznatne fluktuacije, vidljivo je kontinuirano povecanje omjera bubrenja mase

tijekom vremena.
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5. ZAKLJUCCI

1. Udjel polifenola u dumbiru iznosio je 7,46+0,30 mg EGK/g, od ¢ega 46% cine ukupni
flavonoidi. U dumbiru je odreden i znacajan udjel topljivih polisaharida s udjelom od
10,57+0,15%.

2. Dodatak izolata proteina sirutke u alginatni sustav nosaca za inkapsulaciju polifenola
dumbira rezultirao je formiranjem manjih Cestica, dok su dodatkom zeina nastale vece
Cestice. Dodatak obje vrste proteina u alginatni sustav nosaca rezultirao je formiranjem

Cestica manje tvrdoce i nize elasti¢nosti.

3. Dodatak proteina u alginatni sustav rezultirao je veéim stupnjem inkapsulacije ukupnih
polifenola dumbira i zadrzavanja antioksidacijskog kapaciteta, pri ¢emu se zein pokazao

ucinkovitijim dodatkom.

4. Dodatak proteina u alginatni sustav nosaca usporio je otpustanje polifenola iz Cestica u
simuliranim gastrointestinalnim uvjetima, Cime se potencijalno povecava njihova

bioraspoloZivost.

5. Kao najefikasniji sustav nosa€a pokazao se alginat u kombinaciji sa zeinom, bududéi da je
omogucio najbolju imobilizaciju polifenola te ucinkovitije zadrzavanje antioksidacijskog
kapaciteta, kao i kontinuirano otpustanje polifenola u simuliranim gastrointestinalnim

uvjetima kroz svih 140 minuta analize.

6. Zein je pokazao velik potencijal kao nosa¢ za inkapsulaciju polifenolnih spojeva, no,

potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se omogudila njegova veéa primjena u te svrhe.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden.
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