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1. UVOD

Mikroinkapsulacija se moze definirati kao postupak obavijanja aktivnog sastojka unutar
zastitnog materijala ¢ime se postize jedan ili viSe Zeljenih ucinaka poput imobilizacije, zastite
ili stabilizacije, kontroliranog otpustanja i promjene svojstava inkapsulirane tvari (Chan i sur.,
2009). Postoji veliki broj razlicitih metoda kojima se mikroinkapsulacija moze provesti. Kako bi
se proizvele mikrokapsule Zeljenih karakteristika za odredenu namjenu potrebno je odabrati
prikladnu metodu mikroinkapsulacije i optimirati procesne uvjete. Od velike je vaznosti i
pravilan odabir materijala za mikroinkapsulaciju. Iako se danas za mikroinkapsulaciju koristi
veliki broj prirodnih i sintetskih polimera, potencijali novih i modificiranih materijala za izradu
ovojnica i nosaca josS uvijek se istrazuju, a razvoj novih tehnologija mikroinkapsulacije usko je
povezan s razvojem novih materijala za mikroinkapsulaciju. Zahvaljujuéi velikom broju razlicitih
materijala koji se mogu upotrijebiti za proizvodnju mikrokapsula te razvoju razlicitih tehnologija
proizvodnje, mikroinkapsulacijom se danas moze postici izuzetno Sirok spektar funkcionalnosti
(Gouin, 2004). Svoju primjenu mikroinkapsulacija je pronasla u brojnim podrucjima, medu
kojima se najéesSée isticu farmaceutska, prehrambena i kozmeticka industrija, a daljnji
napredak i razvoj novih tehnologija otvaraju nove mogucnosti procesa i nova podrucja
primjene mikrokapsula. U posljednje vrijeme sve ¢eSce se istice upotreba poroznih alginatnih
mikrokapsula za uklanjanje razlicitih organskih i anorganskih oneciS¢enja iz otpadnih voda.
Zagadenje vode predstavlja veliki ekoloski problem na globalnoj razini koji uzrokuje
narusavanje ekosustava te izravno i neizravno utjeCe na cjelokupnu biolosku zajednicu.
Procis¢avanje otpadnih voda od velike je vaznosti kako bi se smanjio negativan utjecaj
oneciscenja na odrzivost biosustava (Pandey i sur., 2007).

Glavni cilj ovog rada je utvrditi utjecaj razliCite koncentracije alginata na viskoznost alginatnih
otopina te na adsorpciju i otpustanje prehrambene boje s pripremljenih alginatnih
mikrokapsula. Pripremljene alginatne otopine sadrzavale su 1, 2, 3 i 4 % (w/v) alginata.
Prehrambena boja koriStena u ovom radu je komercijalno dostupan sok od crvene cikle koji
sadrzi mjeSavinu pigmenata iz skupine betalaina. Praena je dinamika adsorpcije i desorpcije
soka od cikle s alginatnih mikrokapsula, a nakon provedenih adsorpcijskih i desorpcijskih
pokusa odredene su promjene u velicini i boji mikrokapsula.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MIKROINKAPSULACIJA

Mikroinkapsulacija je proces u kojemu se sitne krute Cestice, kapljice tekucine ili plinovi
okruzuju inertnim omotacem kojim se izoliraju od vanjskog okruzenja (Ghosh, 2006). Kao
rezultat procesa nastaju mikrokapsule cije su dimenzije obicno u raponu od nekoliko
mikrometara do nekoliko milimetara. Dva osnovna dijela mikrokapsula Cine jezgra u kojoj se
nalazi punjenje, koje se ponekad naziva supstratom ili aktivhom tvari te omotac, koji se jos
naziva ljuskom, nosacem ili membranom. Punjenje mikrokapsula najcesée cine kapljice
tekucine ili praskaste krute tvari koje mogu biti i mjeSavine nekoliko aktivnih sastojaka i
razliCitih pomoc¢nih tvari (Venkatesan i sur., 2009). Lijekovi, stanice mikroorganizama i
bioaktivne tvari samo su neki od primjera tvari koje mogu ciniti mikroinkapsulirani sastojak
jezgre. Ispravan odabir materijala za tvorbu ovojnice ili nosaca mikrokapsule vrlo je vazan jer
utjece na cjelokupnu ucinkovitost procesa i stabilnost proizvedenih mikrokapsula (Corréa-Filho
i sur., 2019). Idealan materijal za mikroinkapsulaciju treba pruzati maksimalnu zastitu sadrzaja
jezgre od nepovoljnih uvjeta okoline, imati visoku sposobnost zadrzavanja jezgre unutar
kapsule te biti kemijski inertan kako ne bi doSlo do nepozeljnih reakcija s aktivhom tvari jezgre.
U slucaju da su mikrokapsule namijenjene za upotrebu u hrani, materijal za tvorbu ovojnice ili
nosaca trebao bi biti i prihvatljivog okusa. Osim toga, vazan parametar pri odabiru materijala
za mikroinkapsulaciju je i ekonomska isplativost (Silva i sur., 2014). Buduéi da niti jedan
materijal za oblaganje ne moZze ispuniti sve navedene kriterije, u praksi se najcesce koristi
kombinacija dvaju ili viSe materijala te se provode razliCite kemijske modifikacije postojecih
materijala, ¢ime se postizu bolja fizicka i mehanicka svojstva materijala (Desai i Park, 2005).
Materijali koji se najCeSce koriste su prirodni ili sintetski polimeri kao Sto su proteini,
ugljikohidrati i gume, a upotrijebiti se mogu i lipidi, voskovi te razli¢ite anorganske tvari. Jedan
od najceSée upotrebljavanih polimera je alginat, kojeg odlikuju biokompatibilnost i dobra
sposobnost geliranja (Zhang i sur., 2007). Siroki spektar moguénosti sastava jezgre i odabira
materijala za izradu ovojnice mikrokapsula omoguduje fleksibilnost i Siroku primjenjivost
procesa mikroinkapsulacije te omogucuje proizvodnju razlicitih mikrokapsula Zeljenih
svojstava. Izgled i oblik mikrokapsula razlikuju se ovisno o svojstvima aktivne tvari i materijala
od kojeg je napravljen omotac te ovisno o primijenjenoj tehnici mikroinkapsulacije (Corréa-
Filho i sur., 2019). Mikrokapsule mogu biti pravilnog (sferi¢nog) ili nepravilnog oblika, a prema
morfologiji se obi¢no razlikuju mononuklearni, polinuklearni i matri¢ni oblik mikrokapsula (Slika
1). Mononuklearne mikrokapsule sadrze jednu jezgru oko koje je obavijena ovojnica, dok

polinuklearne mikrokapsule imaju viSe jezgri zatvorenih unutar jedne ovojnice. Kod matri¢nog



oblika ovojnica se u punom smislu rijeci ne pojavljuje, ve¢ je materijal jezgre homogeno
rasporeden unutar cijele strukture mikrokapsule. Uz navedene osnovne oblike, mikrokapsule
mogu sadrzavati i viSe ovojnica oko jedne jezgre ili tvoriti nakupine mikrokapsula (Ghosh,
2006).

0.0

L
o8

Q00

a) b) c)

Slika 1. Osnovni oblici mikrokapsula: a) mononuklearni, b) polinuklearni i ¢) matricni oblik
(Ghosh, 2006)

2.1.1. Metode mikroinkapsulacije

Mikroinkapsulacija aktivnog sastojka unutar zastitne ovojnice moze se provesti primjenom
velikog broja razliCitih metoda. Izbor najprikladnije metode ovisi o vrsti i svojstvima aktivnog
sastojka koji se mikroinkapsulira, svojstvima materijala koji se koristi za mikroinkapsulaciju,
veli¢ini potrebnih Cestica, konacnoj namjeni mikrokapsula te opsegu i trosSkovima proizvodnog
procesa. Neke od metoda mikroinkapsulacije su primjerice susenje rasprsivanjem, ekstruzija,
polimerizacija, oblaganje u fluidiziranom sloju, koacervacija i liofilizacija. U prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji Cesto se koristi susSenje rasprSivanjem jer se uz niske proizvodne
troskove dobivaju Cestice visoke kvalitete te se postize visoka ucinkovitost procesa
mikroinkapsulacije. Osim toga moguca je prilagodba procesa industrijskim razmjerima
proizvodnje (Peanparkdee i sur., 2016). Glavni nedostatak ove metode je ograni¢ena upotreba
metode za inkapsulaciju tvari osjetljivih na poviSene temperature, kao Sto su pigmenti,
mikroorganizmi i esencijalna ulja, kod kojih pri visokim temperaturama koje se koriste u
procesu dolazi do isparavanja i/ili degradacije. Osim toga, nedostatak ove metode je i
proizvodnja mikrokapsula neujednacene velicine (Silva i sur., 2014). Vazno je istaknuti da je
mikroinkapsulacija relativno novo znanstveno podrucje koje je Siroko otvoreno za inovacije uz
upotrebu novih materijala i novih tehnologija i da se potencijali novijih metoda

mikroinkapsulacije jos uvijek istrazuju.

2.1.1.1. Ekstruzija (metoda kapanja)
Iako predstavlja jednu od najstarijih i najjednostavnijih metoda mikroinkapsulacije, ekstruzija
se vrlo Cesto koristi za proizvodnju mikrokapsula. Ekstruzija koristena u ovom kontekstu nije

isto Sto i ekstruzija koja se u prehrambenoj industriji koristi za kuhanje i teksturiranje proizvoda
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na bazi zitarica. Proizvodnja mikrokapsula ovom metodom ukljucuje ugradnju aktivne tvari u
otopinu ugljikohidratnog polimera nakon ¢ega se dobivena smjesa pod visokim tlakom istiskuje
kap po kap u otopinu za stvrdnjavanje (Desai i Park, 2005). Upravo iz tog razloga ekstruzija
se joS naziva i metodom kapanja. Materijal za oblaganje koji se najc¢eSce koristi u ovoj metodi
je natrijev alginat. Alginati su ravnolancani, binarni kopolimeri sastavljeni od monomernih
jedinica B-D-manuronske kiseline i a-L-guluronske kiseline koje su medusobno povezane 1,4-
glikozidnom vezom. Sastav alginata (omjeri dviju uronskih kiselina i raspored njihovih
sekvencija) razlikuje se ovisno o izvoru alginata. Alginati se u prirodi najesSce pronalaze u
stanicnoj stijenci smedih algi (Phaeophyceae). lako postoje i bakterije koje ga mogu
sintetizirati, trenutno je sav komercijalno dostupan alginat proizveden iskljucivo ekstrakcijom
iz biomase smedih algi (Pereira i Cotas, 2020). Shematski prikaz ove metode nalazi se na slici
2. Kako bi se oblikovale mikrokapsule, smjesa aktivhe tvari i natrijevog alginata istiskuje se
najcesée kroz Spricu s iglom u prihvatnu otopinu. Otopina za skrucivanje koja se najcesce
koristi je otopina kalcijeva klorida (CaCl,), koja sadrzi Ca’** ione. U dodiru s dvovalentnim
kationima dolazi do umrezavanja alginata i stvaranja gela (Liu i sur., 2020). Kapljice istisnute
smjese u kontaktu s otopinom kalcijeva klorida u trenutku se pretvaraju u sferi¢ne kuglice uz
inkapsulaciju aktivne tvari u trodimenzionalnu reSetku ionski umrezenog alginata (Krasaekoopt
i sur., 2003).

Aktivna tvar
+alginat

Otopina CaClz

Slika 2. Shematski prikaz pripreme alginatnih mikrokapsula metodom kapanja u prihvatnu
otopinu kalcijeva klorida, uz prikaz a) kapljice neumrezenog alginata i b) alginata umrezenog
Ca?* ionima u proizvedenoj mikrokapsuli (Ching i sur., 2017)



Kada otopina alginata izade iz otvora Sprice, stvara se kapljica na vrhu igle koja raste sve dok
se ne odvoji od vrha igle i padne u gelirajucu otopinu. Tijekom slobodnog pada kapljice, zbog
povrsinske napetosti otopine alginata, formira se sferi¢na kapljica koja se u dodiru s otopinom
za stvrdnjavanje pretvara u alginatnu kuglicu sferi¢nog oblika. (Ching i sur., 2017) Iako se ova
metoda koristi ve¢ dugi niz godina, oblikovanje mikrokapsula zeljene veli¢ine i oblika Cesto
zahtijeva prethodna eksperimentalna ispitivanja optimalnih svojstava alginatne otopine za
ekstruziju, kao i tehnicke izvedbe procesa pripreme mikrokapsula. Velic¢ina i morfologija Cestica
mogu se razlikovati ovisno o viskoznosti alginatne otopine, promjeru otvora igle, brzini protoka
otopine te udaljenosti Sprice iz koje se istiskuje otopina alginata od prihvatne otopine (Chan i
sur., 2009). Glavne prednosti metode ekstruzije su jednostavnost, niski troSkovi i blagi uvjeti
proizvodnje, Sto ovu metodu ¢ini pogodnom za mikroinkapsulaciju razlicitih supstrata. Neki od
nedostataka ove tehnologije su formiranje mikrokapsula prilicno velikih dimenzija (obicno 1-3
mm), koje ograniCavaju njihovu primjenu te zahtjevna prilagodba metode industrijskim
razmjerima proizvodnje (Rathore i sur., 2013; Liu i sur., 2020). Kako bi se prevladali nedostatci
jednostavne metode ekstruzije kapanjem, razvijeno je i nekoliko modificiranih metoda
ekstruzije kojima je moguce proizvesti Cestice manjih dimenzija u vec¢im koli¢inama, a koje
ukljucuju oblikovanje polimernih kuglica rasprSivanjem mlaza pomocu rotirajuceg diska,

atomizatora i slicno (Ching i sur., 2017).

2.1.2. Prednosti mikroinkapsulacije

Jedna od temeljnih zadaca procesa mikroinkapsulacije je zastita aktivne tvari unutar jezgre
mikrokapsule od nepovoljnih okolisnih uvjeta kako bi se osigurala ispravnost aktivne tvari do
trenutka kada se treba otpustiti (Liu i sur., 2020). Mikroinkapsulacijom osjetljivih spojeva
povecava se njihova stabilnost tijekom izlaganja poviSenoj temperaturi, vlazi, svjetlosti i kisiku,
dok se kod lako hlapivih tvari mikroinkapsulacijom smanjuje njihovo isparavanje i razgradnja.
Mikroinkapsulacijom se mogu prikriti nepozeljni izgled, mirisi i okusi tvari, poput gorkog okusa
i trpkosti polifenola i drugih spojeva s visokom antioksidacijskom aktivnos¢u. Osim Sto
stabilizira sastojke hrane, mikroinkapsulacija povecava i njihovu bioraspolozivost (Nedovic i
sur., 2011). Glavni mehanizmi otpustanja aktivne tvari iz mikrokapsula su lom omotaca pod
utjecajem vanijske sile, razgradnja i otapanje omotaca te difuzija kroz omotac pri odredenim
vanjskim uvjetima kao Sto su poviSena temperatura ili prisutnost otapala (Venkatesan i sur.,
2009). U posliednje vrijeme u prehrambenoj industriji sve veéa paznja pridaje se
mogucénostima kontroliranog otpustanja inkapsuliranog sastojka. Kontrolirano otpustanje
sastojaka moZe poboljSati ucinkovitost razlicitih aditiva u hrani, proSiriti opseg primjene nekih
sastojaka hrane i osigurati njihovo optimalno doziranje (Gouin, 2004). Tako se primjerice

kontroliranim otpustanjem funkcionalnih sastojaka hrane omogucuje njihovo usmjeravanje u
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odredene dijelove probavnog trakta kako bi povoljno utjecali na zeljene funkcije u organizmu
Covjeka (Sanguansri i Augustin, 2010). Nadalje, upotreba mikroinkapsuliranih mikrobnih
stanica u razli¢itim procesima povoljnija je u odnosu na upotrebu slobodnih stanica. Neke od
prednosti upotrebe imobiliziranih stanica su smanjeni rizik od mikrobioloSke kontaminacije,
lako izdvajanje stanica od krajnjeg proizvoda, veca produktivnost procesa radi postignutih
visokih koncentracija stanica, zastita stanica od nepovoljnih uvjeta, moguénost ponovne
upotrebe imobiliziranih stanice te kontrola kvalitete konacnog proizvoda (Nedovi¢ i sur., 2011;
Rathore i sur., 2013). Mikroinkapsulacija tekuc¢ih sastojaka moZe olaksati ili poboljSati
rukovanje sastojcima tijekom proizvodnog procesa. Pretvorba tekuceg sastojka u prah nudi
znacajnu prakti¢nost, buduci da je praskasti sastojak puno lakSe dodati smjesi, dozirati i Cuvati
u usporedbi s tekuCom verzijom istog sastojka. Mikroinkapsulacija moze pomoéi u
ravnomjernijem mijeSanju sastojaka smjese. Kao primjer se moze navesti mijeSanje bioaktivnih
sastojaka u hranu koji se obi¢no dodaju u vrlo koncentriranom obliku i u vrlo malim koli¢inama.
Dodatak nekoliko miligrama ili grama bioaktivnog sastojka na veliku koli¢inu proizvoda mogu
dovesti do neravnomjerne raspodjele tvari unutar konacnog proizvoda. Koristenje
mikroinkapsuliranih bioaktivnih sastojaka omogucuje homogenije mijeSanije jer se postize veca
koli¢ina mikroinkapsuliranog sastojka nizih koncentracija (Sanguansri i Augustin, 2010).

2.1.3. Podrudja primjene mikroinkapsulacije

Svoju primjenu proces mikroinkapsulacije danas pronalazi u razliCitim podrucjima, a daljnja
primjena i moguénosti procesa jos uvijek se istrazuju. Naj¢esce se istice upotreba mikrokapsula
u farmaceutskoj, kozmetickoj, prehrambenoj te kemijskoj i tekstilnoj industriji. Posebno se
istiCe primjena u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, buduci da se mikroinkapsulacijom
moze povecati topljivost, poboljsati stabilnost te posti¢i svojstva kontroliranog otpustanja
spojeva kao Sto su antioksidansi, esencijalna ulja, enzimi i lijekovi (Peanparkdee i sur., 2016).
Farmaceutska industrija bila je uklju¢ena u razvoj tehnologija mikroinkapsulacije ve¢ oko 1930.
godine, kada su se Zelatinske ovojnice pocele upotrebljavati za mikroinkapsulaciju lijekova
(Jackson i Lee, 1991). U prehrambenoj industriji mikroinkapsuliraju se razliciti sastojci hrane i
aditivi kao Sto su aminokiseline, bojila, antioksidansi, enzimi, mikroorganizmi, arome, masti i
ulja, vitamini i minerali, soli, zasladivadi i slicno. Rastuci interes prehrambenih tehnologa prema
iskoriStavanju potencijala mikrokapsulacije pokazuje eksponencijalni porast broja publikacija
(znanstvenih Clanaka i patenata) objavljenih od sredine 1950-ih, kada je zapocela znacajnija
upotreba procesa mikroinkapsulacije u industriji (Gouin, 2004). Mikrokapsule su svoju primjenu
pronasle i u podrucju zastite okolisa jer se mogu koristiti kao adsorbensi za uklanjanje razlicitih
neCisto¢a iz otpadnih voda. Onecis¢enje voda razliCitim kontaminantima poput iona teskih

metala, boja i drugih toksicnih molekula predstavlja jedan od ozbiljnijih ekoloskih problema
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danasnjice. Poznato je da biopolimeri poput natrijevog alginata imaju sposobnost vezanja
razlicitih iona, stoga se aktivno istrazuje njihov potencijal u procesima adsorpcije razlicitih iona
metala (Pandey i sur., 2007). Mikrobioloske kulture imobilizirane u kuglicama kalcijevog
alginata koriste se za biolosko uklanjanje boja. Uz to, inkapsulacijom razli¢itih adsorbensa
poput aktivnog ugljika u alginatne mikrokapsule moze se poboljsati ucinkovitost procesa
adsorpcije i uklanjanja boje iz zagadene vode (Aravindhan i sur., 2007). Primjena netoksicnih,
ucinkovitih i uglavnom jeftinih biopolimera predstavlja vrlo konkurentan nacin procis¢avanja

otpadnih voda u usporedbi s drugim metodama.

2.2. PREHRAMBENE BOJE

Buduéi da boja predstavlja vazan parametar kvalitete hrane, prehrambene boje Cesto se
dodaju pri proizvodniji razlicite hrane i pi¢a kako bi se postigao bolji izgled konacnog proizvoda.
Boja hrane ili pic¢a igra veliku ulogu u uspjehu proizvoda na trzistu jer osim Sto proizvod Cini
izgledom privlacnijim moze utjecati i na to kako potrosaci dozivljavaju okus proizvoda
(Fernandez-Lépez i sur., 2018). U prehrambenoj industriji koriste se razliCite prirodne i
sintetske boje, uz rastudi interes potroSaca prema upotrebi prirodno proizvedenih boja. Takav
trend usko je povezan sa percepcijom sintetskih boja kao Stetnih, dok se pigmenti koji se
prirodno pojavljuju u jestivim biljkama obi¢no smatraju nedkodljivima (Gliszczyriska-Swigto i
sur., 2006). Uz to, postoje dokazi o zdravstvenim rizicima povezanim s konzumacijom
odredenih umjetnih boja. Neke zemlje, s ciljem povedanja sigurnosti potrosaca, pokusale su
regulirati upotrebu nekih umjetnih boja u hrani ograni¢avanjem ili zabranom njihove upotrebe
te uvodenjem obaveznog oznacavanja prisutnosti odredenih bojila na deklaraciji proizvoda
(Ribeiro i Veloso, 2021). Za razliku od sintetskih boja, prirodni ekstrakti boja mogu sadrzavati
i druge bioaktivne sastojke koji mogu poboljsati funkcionalnu vrijednost konacnog proizvoda
(Fernandez-Lépez i sur., 2018). Medutim, glavni nedostatci prirodnih boja su viSa cijena
proizvodnje te manja stabilnost pri skladiStenju i obradi u usporedbi s umjetnim bojama (Antigo
i sur., 2018). Medu poznatim prirodnim pigmentima koji se mogu koristiti kao prehrambena
bojila istiCu se karotenoidi kao alternativa za upotrebu Zutih i narancastih boja, betalaini i
antocijani za zamjenu crvene, zute i ljubicaste boje, klorofili za zamjenu zelene boje te genipin

i fikocijanin, koji se mogu koristiti kao zamjene za plavu boju (Ribeiro i Veloso, 2021).

2.2.1. Betalaini

Betalaini su skupina biljnih pigmenata koji ukljuuju crveno-ljubicaste betacijanine (npr.
betanini) i Zuto-narancaste betaksantine (npr. indikaksantini). Osnovna struktura betacijanina
i betaksantina prikazana je na slici 3. Betacijanini su kondenzati betalaminske kiseline s 3,4-
dihidroksifenilalaninom (ciklo-DOPA) i njegovim derivatima, dok su betaksantini kondenzati



betalaminske kiseline s razli¢itim amino spojevima (Stintzing i Carle, 2004). Strukturne razlike
odrazavaju se u razli¢itom izgledu dviju podskupina betalaina. Razliiti supstituenti na osnovnoj
strukturi rezultiraju razli¢itim tonovima crvene i ljubicaste boje betacijanina, a zute tonove boje
betaksantina odreduju razliCiti poboc¢ni ogranci aminokiselina i amina (Ribeiro i Veloso, 2021).
Betalaini ucinkovito uklanjaju slobodne radikale i posjeduju visoku antioksidativnu aktivnost.
Zbog prethodno navedenih svojstava, betalaini se smatraju bioaktivnim pigmentima
(Fernandez-Lopez i sur., 2018).

(a) R,0 (b)

N*  TCOOH

R,0

Slika 3. Osnovna struktura a) betacijanina i b) betaksantina.
R1 i R2: vodik, acilni ili Seerni supstituenti; R3: amin ili aminokiselinska skupina; R4: obi¢no
vodik (Stintzing i Carle, 2004)

2.2.1.1. Betalaini iz crvene cikle

Crvena cikla (Beta vulgaris L.) korjenasto je povrée bogato fenolnim spojevima koje se
konzumira u mnogim zemljama. Buduci da je korijen crvene cikle bogat izvor pigmenata, cikla
se moze koristiti i za proizvodnju prirodne boje (Antigo i sur., 2018). Crvena boja ,Beetroot-
red" prirodna je boja koja se dobiva ekstrakcijom iz korijena crvene cikle. Odobrena je kao
dodatak hrani u Europskoj uniji (EU) i oznacava se brojem E 162. Koristi se u raznim
preradenim namirnicama, posebno u sladoledima i smrznutim desertima jer doprinosi izrazenoj
boji bez utjecaja na okus kona¢nog proizvoda (Gliszczyriska-Swigto i sur., 2006). SadrZi niz
razliCitih pigmenata koji pripadaju skupini pigmenata betalaina. Osim toga, crvena boja
dobivena ekstrakcijom iz cikle moZe sadrzavati i razgradne produkte betalaina (svijetlosmede
boje) te Secere, soli i/ili proteine koji su prirodno prisutni u crvenoj cikli (EFSA Panel, 2015).
Korijen crvene cikle sadrzi visoku koncentraciju betanina (300-600 mg/kg) i niZze koncentracije

izobetanina, betanidina i betaksantina. Medu betaksantinima, u crvenoj cikli najviSe su



zastupljeni vulgaksantini (Gliszczyriska-Swigto i sur., 2006). Prirodno bojilo na trzitu se moze
naci u obliku razli¢itih proizvoda od cikle, od presanih sokova ili vodenih ekstrakata usitnjenog
korijenja do koncentriranijih i procis¢enijih oblika kao Sto su paste ili prah. U dostupnoj literaturi
nema informacija o primije¢enoj netoleranciji ili alergijskim reakcijama povezanim sa
konzumacijom boje dobivene iz crvene cikle (EFSA Panel, 2015). Osim toga, dokazano je da
betalaini pokazuju protuupalno, antifungalno i antikancerogeno djelovanje (Stintzing & Carle,
2004). 1z toga proizlazi da konzumacija proizvoda bogatih betalainima kao Sto su sok i drugi
proizvodi od crvene cikle te konzumacija hrane obojene betalainima, kao sigurnim prirodnim

bojilima, moze imati pozitivan utjecaj na zdravlje potrosaca.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Reagensi

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada kao prirodno prehrambeno bojilo koristen je

komercijalno dostupan sok od cikle proizvodac¢a dm-drogerie markt GmbH + Co. KG (Karlsruhe,

Njemacka) te slijedeci reagensi:

Natrijev alginat (Fisher Scientific, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Kalcijev klorid bezvodni (CaCl;) (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Destilirana voda

3.1.2. Aparatura i pribor

Aparatura:

AnalitiCka vaga (Sartorius TE214S, Gottingen, Njemacka)

Magnetna mijesalica (SB 162-3, Stuart, Staffordshire, Velika Britanija)
Centrifuga (Hettich, Kirchlengern, Njemacka)

Kolorimetar (PCE-CSM 3, PCE Instruments, Njemacka)

Stapni mikser (Superior XB955F, Guangdong Xinbao Electric, Foshan, China)
Viskozimetar (ViscoQC 300-L, Anton Paar, Graz, Austrija)

Vorteks (Biosan V-1 plus, Riga, Latvija)

Uljna kupelj (IKA HBR 4 digital, IKA-Werk, Staufen, Njemacka)

UV-VIS spektrofotometar (Biochrom Libra S11, Cambridge, Engleska)

Set za vakuum filtraciju Rocker 300-LF30 (Rocker, New Taipei City, Tajvan)

Plasti¢ne epruvete, 2 mL

Okrugla tikvica s ravnim dnom, 1000 mL
Staklene pipete volumena 20 i 100 mL
Mikropipete volumena 100 pLi 1 mL
Plasticne kivete

Plasticna boca, 6 L

Plasti¢na posudica s ravnim dnom
Odmijerne tikvice

Laboratorijske ¢ase

Menzure

Stakleni lijevak
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e Stakleni Stapic¢
e Metalne Zli¢ice
e Filter papir

e Sprice s iglom
e Cjedilo

« Stoperica

e Pomicna mjerka

3.2. METODE

3.2.1. Priprema otopine soka od cikle

Prije provodenja adsorpcijskih i desorpcijskih pokusa potrebno je pripremiti otopinu crvene
boje (sok od cikle) u destiliranoj vodi. Otopina se priprema tako da se sok cikle razrjeduje sve
dok apsorbancija pri 482 nm na spektrofotometru ne padne ispod vrijednosti 1,15. Sok od cikle
potrebno je razrijediti 30 puta tako Sto se u plasti¢nu bocu volumena 6 L menzurama odmieri
200 mL prethodno profiltriranog soka od cikle i 5800 mL destilirane vode. Isto razrjedenje
koristi se u svim adsorpcijskim i desorpcijskim pokusima.

3.2.2. Izrada bazdarnog dijagrama

Prije provodenja adsorpcijskih i desorpcijskih pokusa potrebno je izraditi bazdarni dijagram
ovisnosti apsorbancije o razli¢itim udjelima soka od cikle. Pripremaju se uzorci soka od cikle
razliitih razrjedenja u rasponu od 60 do 400 puta na nadin da se u plasticne epruvete
volumena 2 mL mikropipetama otpipetiraju odredeni volumeni soka od cikle i destilirane vode.
Pripremljenim uzorcima poznatog udjela soka od cikle se zatim spektrofotometrijski odreduje
apsorbancija pri valnoj duljini A=482 nm. Izmjerene vrijednosti apsorbancije stavljaju se na
y-0S, a poznati udjeli soka od cikle u ukupnom volumenu pojedinog uzorka stavljaju se na x-
os i prikazuju se kao volumni postotak soka od cikle u uzorku. Dobiveni bazdarni dijagram
prikazuje ovisnost apsorbancije o volumnom postotku soka o cikle u pojedinom uzorku. Iz tih

podataka odredi se jednadZba pravca koja glasi:

y=0,6235x [1]
gdje su:
X - volumni postotak soka od cikle u uzorcima (v/v% sok od cikle)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri A=482 nm
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Slika 4. Bazdarni dijagram za v/v% soka od cikle u uzorcima

Iz dobivenog baZdarnog dijagrama moguce je odrediti nepoznati volumni postotak soka od
cikle u kasnije izuzetim uzorcima supernatanata (pri provodenju apsorpcijskih i desorpcijskih
pokusa) ocitanjem apsorbancije uzoraka pri istoj valnoj duljini (A=482 nm).

3.2.3. Adsorpcijski pokusi

3.2.3.1. Priprema praznih alginatnih mikrokapsula

Pripremi se 100 mL otopine (w/v) alginata (1, 2, 3 i 4 %) u destiliranoj vodi. IzmijeSa se
Stapnim mikserom kako bi se osigurala dobra homogenizacija. Nakon mijeSanja otopina se
stavlja u hladnjak da odstoji preko noéi radi uklanjanja prisutnih mjehurica zraka. U
meduvremenu se priprema 2 % (w/v) prihvatna otopina kalcijeva klorida (CaCl) u destiliranoj
vodi, koja Ce sluZiti za prihvat mikrokapsula. Nakon Sto su uklonjeni mjehurici, svakoj otopini
alginata odreduje se viskoznost primjenom rotacijskog viskozimetra Anton Paar QC 300 (Anton
Paar, Graz, Austrija). Nakon odredivanja viskoznosti, otopina alginata prebacuje se u Spricu,
na koju se stavlja medicinska igla dimenzija 1,10 x 50 mm te se rucno istiskuju kuglice alginata
u prihvatnu otopinu CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je udaljenost vrha igle od povrsine
prihvatne otopine ista za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju ujednacenom brzinom kako bi
se dobile kuglice ¢im sli¢nijih dimenzija. Nakon zavrSetka pripreme, mikrokapsule se ostavljaju
u otopini CaCl, preko noci kako bi se stabilizirale. Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu

destiliranom vodom kako bi se uklonili ostaci kalcijevih iona s povrsine mikrokapsula.
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3.2.3.2. Mjerenje viskoznosti pripremljenih otopina alginata

Viskoznost otopina alginata odreduje se pomocu rotacijskog viskozimetra Anton Paar QC 300
(Anton Paar, Graz, Austrija) pri temperaturi 20 £ 2 °C, pri brzini vrtnje 40 rpm za 1%-tnu
otopinu alginata te pri 5 rpm za otopine alginata vecih koncentracija. Otopina (2 mL) se stavlja
u CC12 nastavak za male volumene te se pokrece pokus odabirom moda rada i uputa
prikazanih na displeju uredaja. Za svaki uzorak provode se 3 paralelna mjerenja, a dobiveni
rezultati prikazani su kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.

3.2.3.3. Adsorpcija boje na alginatne mikrokapsule

Odmijeri se 120 mL pripremljene otopine boje koja se stavi na temperiranje na 30 °C u uljnu
kupelj, uz konstantno mijesanje (200 rpm). Kad se otopina boje temperira, izbroji se 1000
praznih mikrokapsula koje se dodaju u temperiranu otopinu boje. U trenutku dodavanja kuglica
u otopinu boje pokrene se Stoperica i zapoCinje adsorpcijski pokus. Uzorci supernatanta
(V=800 pL) se uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20,
30 minuta. U istim se intervalima uzima i po jedna kuglica iz reakcijske smjese kojoj se
odreduje promjer pomocu pomicne mjerke. Adsorpcijski pokusi provode se zasebno za
mikrokapsule proizvedene od razli¢itih koncentracija otopine alginata (sveukupno 4
adsorpcijska pokusa, po jedan za svaku polaznu koncentraciju alginata). Izuzetim uzorcima
supernatanta odreduje se apsorbancija spektrofotometrijski pri 483 nm te boja pomocu

kolorimetra.

3.2.3.4. Odredivanje koncentracije boje supernatanta

Uzorak supernatanta izuzet iz reakcijske smjese prenese se u Kkivetu u kojoj se
spektrofotometrijski odreduje apsorbancija na UV-VIS spektrofotometru Biochrom Libra S11
(Cambridge, Engleska) pri 483 nm. Koncentracija boje odnosno soka od cikle u supernatantu
oCitava se iz bazdarnog dijagrama izradenog pri razli¢itim koncentracijama boje. Vazno je
pripaziti da razrjedenje uzorka bude takvo da ocitana apsorbancija ulazi u raspon bazdarnog

dijagrama.

3.2.3.5. Analiza boje supernatanta

Boja supernatanta odreduje se primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments,
Njemacka) u kiveti za tekuce uzorke, uz prethodnu kalibraciju na bijelu ploc¢u. Odreduije se pet
parametara boje (Hunterove koordinate boje):

L vrijednost - predstavlja svjetlost; svijetlo (L=100) ili tamno (L=0),

a vrijednost - predstavlja raspon od zelene do crvene; zeleno (-a) ili crveno (+a),
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b vrijednost - predstavlja raspon od plave do zute; plavo (-b) ili Zuto (+b),
C vrijednost - predstavlja zasi¢enje boje,
h vrijednost - predstavlja ton (kut) boje.

Za opisivanje promjene boje tijekom procesa adsorpcije iz izmjerenih vrijednosti L, ai b,
odreduje se ukupna promjena boje (AE), prema jednadzbi (Valinger i sur., 2021):

AE = /(L' — Ly)2 + (a* —ag)? + (b* — by)? -

gdje su za uzorke supernatanata prije poCetka procesa odredene vrijednosti Ly, o, i by, dok
su za uzorke supernatanata izuzete tijekom procesa odredene vrijednosti L% a*i b*. Za svaki
uzorak provode se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost +

standardna devijacija.

3.2.3.6. Odredivanje boje alginatnih mikrokapsula prije i nakon procesa adsorpcije

Primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments, Njemacka) odreduje se i boja alginatnih
mikrokapsula prije i nakon provedenog adsorpcijskog pokusa. Boja mikrokapsula odreduje se
u maloj plasti¢noj posudi s ravnim dnom, uz prethodnu kalibraciju na bijelu plo¢u. Ponovno se
odreduje prethodno navedenih pet parametara boje, te ukupna promjena boje (AE), prema
jednadzbi [2]. Vrijednosti Ly, ag, i by u ovom slucaju predstavljaju vrijednosti parametara boje
za alginatne mikrokapsule prije procesa adsorpcije, dok su za alginatne mikrokapsule nakon
procesa adsorpcije odredene vrijednosti L*a* i b* Za svaki uzorak provode se 3 paralelna

mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.

3.2.4. Desorpcijski pokusi

3.2.4.1. Priprema alginatnih mikrokapsula koje sadrze boju

Pripremi se 100 mL otopine alginata (1, 2, 3 i 4 % w/v) u boji (soku od cikle). IzmijeSa se
Stapnim mikserom kako bi se osigurala dobra homogenizacija. Nakon mijeSanja otopina se
ostavlja u hladnjaku preko nodi radi uklanjanja prisutnih mjehuri¢a zraka. U meduvremenu se
priprema 2 % (w/v) prihvatna otopina CaCl, u otopini boje. Nakon Sto su uklonjeni mjehurici,
svakoj otopini alginata odreduje se viskoznost primjenom rotacijskog viskozimetra Anton Paar
QC 300 (Anton Paar, Graz, Austrija). Nakon odredivanja viskoznosti, otopina boja-alginat
prebacuje se u Spricu, na Spricu se stavlja medicinska igla dimenzija 1,10 x 50 mm te se ru¢no
istiskuju kuglice boja-alginat u prihvatnu otopinu boja-CaCl,. Pritom je potrebno paziti da je
udaljenost vrha igle od povrsine prihvatne otopine ista za svaku Sarzu te da se kuglice istiskuju

pripreme, mikrokapsule se ostavljaju u otopini boja-CaCl, preko noéi kako bi se stabilizirale.

14



Nakon toga se profiltriraju i temeljito isperu bojom kako bi se uklonili ostaci Ca iona s povrsSine
mikrokapsula. Nakon ispiranja bojom, provodi se jedan kratki ciklus ispiranja mikrokapsula
destiliranom vodom kako bi se uklonio viSak boje (paziti da boja ne pocinje difundirati iz
mikrokapsula, ve¢ da se ukloni samo boja koja je zaostala na povrsini).

3.2.4.2. Mjerenje viskoznosti pripremljenih otopina boja-alginat
Viskoznost otopina boja-alginat odreduje se pomocu rotacijskog viskozimetra Anton Paar QC

300 (Anton Paar, Graz, Austrija) prema prethodno opisanom postupku (3.2.3.2.).

3.2.4.3. Desorpcija boje s alginatnih mikrokapsula

Izbroji se 1000 obojenih alginatnih kuglica koje se zatim dodaju u 120 mL destilirane vode
prethodno temperirane na 30 °C u uljnoj kupelji pri 200 rpm. U trenutku dodavanja kuglica u
destiliranu vodu pokrene se Stoperica i zapocinje desorpcijski pokus. Uzorci supernatanta
(V=800 L) se uzimaju iz reakcijske smjese u vremenskim intervalima 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8§,
10, 20, 30, 40, 50, 60 i 90 minuta. U istim se intervalima uzima i po jedna kuglica iz reakcijske
smjese kojoj se odreduje promjer pomocu pomi¢ne mjerke. Desorpcijski pokusi provode se
zasebno za mikrokapsule proizvedene od razli¢itih koncentracija otopine alginata (sveukupno
4 desorpcijska pokusa, po jedan za svaku polaznu koncentraciju alginata). Izuzetim uzorcima
supernatanta odreduje se apsorbancija spektrofotometrijski pri 482 nm te boja pomocu

kolorimetra.

3.2.4.4. Odredivanje koncentracije boje supernatanta

Uzorak supernatanta prenese se u kivetu u kojoj se spektrofotometrijski odreduje apsorbancija
na UV-VIS spektrofotometru Biochrom Libra S11 (Cambridge, Engleska) pri 483 nm.
Koncentracija boje odnosno soka od cikle u supernatantu ocitava se iz bazdarnog dijagrama
izradenog pri razli¢itim koncentracijama boje. Vazno je pripaziti da razrjedenje uzorka bude

takvo da ocitana apsorbancija ulazi u raspon bazdarnog dijagrama.

3.2.4.5. Analiza boje supernatanta

Boja supernatanta odreduje se primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments,
Njemacka) u kiveti za tekuce uzorke, uz prethodnu kalibraciju na bijelu plocu. Odreduje se
prethodno navedenih pet parametara boje (Hunterove koordinate boje): L, g, b, Ci h. Za
opisivanje promjene boje tijekom procesa desorpcije odreduje se ukupna promjena boje (AE),
prema jednadzbi [2], gdje su za uzorke supernatanata prije pocetka procesa odredene
vrijednosti Ly, ag i bs, dok su za uzorke supernatanata izuzete tijekom procesa odredene
vrijednosti L* a*i b*. Za svaki uzorak provode se tri paralelna mjerenja, a rezultati su prikazani

kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.
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3.2.4.6. Odredivanje boje alginatnih mikrokapsula prije i nakon procesa desorpcije

Primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments, Njemacka) odreduje se i boja alginatnih
mikrokapsula prije i nakon provedenog desorpcijskog pokusa. Boja mikrokapsula odreduje se
u maloj plasti¢noj posudi s ravnim dnom, uz prethodnu kalibraciju na bijelu plou. Ponovno se
odreduje prethodno navedenih pet parametara boje, te ukupna promjena boje (AE), prema
jednadzbi [2]. Vrijednosti Lg, @y, i by u ovom slucaju predstavljaju vrijednosti parametara boje
za alginatne mikrokapsule prije procesa desorpcije, dok su za alginatne mikrokapsule nakon
procesa desorpcije odredene vrijednosti L*a* i b* Za svaki uzorak provode se 3 paralelna
mjerenja, a rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost + standardna devijacija.

3.3. Statisticka obrada eksperimentalnih podataka
Osnovna statisticka obrada podataka provedena je pomocu programskog sustava Microsoft
Excel v.2105 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, SAD) u vidu izracuna srednjih

vrijednosti i standardnih devijacija paralelnih mjerenja.
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4.REZULTATI I RASPRAVA

4.1. ADSORPCIJA

4.1.1. Viskoznost otopine alginata
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Slika 5. Graficki prikaz izmjerenih vrijednosti viskoznosti otopina alginata

Viskoznost je fizikalno svojstvo fluida (tekucine ili plina) koje se odnosi na unutarnje trenje
koje nastaje pri strujanju fluida, a Ciji je uzrok razliCita brzina gibanja slojeva fluida. Viskoznost
otopina alginata razli¢itih koncentracija (1, 2, 3, 4 % w/v) izmjerena je pomocu rotacijskog
viskozimetra Anton Paar QC 300 (Graz, Austrija). Provedena su 3 paralelna mjerenja za svaku
koncentraciju alginata, a utvrdena vrijednost viskoznosti otopina prikazana na slici 5.
predstavlja srednju vrijednost triju uzastopnih mjerenja. Mjerenja viskoznosti provodena su na
sobnoj temperaturi (20+2 °C). Prethodno je utvrdeno da otopine alginata pokazuju visoke
vrijednosti viskoznosti ve¢ pri malim koncentracijama, u rasponu oko 300 mPas za
koncentraciju otopine alginata oko 2% (BelSak-Cvitanovi¢ i sur., 2015). Izmjerena viskoznost
za 2 %-tnu otopinu alginata od 282,77+1,33 mPas dobro se podudara s literaturnim navodima.
Iz rezultata je vidljivo kako porastom koncentracije alginata u otopini raste i vrijednost
izmjerene viskoznosti otopine alginata, od 35,82+0,3 mPas za 1 %-tnu otopinu do
1840,33+17,6 mPas za 4 %-tnu otopinu alginata. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima
drugih istrazivackih radova (Chan i sur., 2009; Davarci i sur., 2017), u kojima je takoder

zabiljezen eksponencijalni porast viskoznosti povecanjem koncentracije otopine alginata.
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Prethodnim studijama utvrdeno je i da viskoznost otopine alginata mora biti ve¢a od 60 mPas
kako bi se proizvele mikrokapsule dobrih mehanickih svojstava i Zeljenog sfernog oblika.
Viskoznost otopine alginata takoder je utjecala na pripremu mikrokapsula metodom kapanja.
Otopine alginata nizih koncentracija s lakocom su se istiskivale kroz Spricu s medicinskom
iglom, dok je najzahtjevnije bilo istiskivanje 4 %-tne otopine alginata u prihvatnu otopinu
CaCl,. Opcenito, alginatne otopine viskoznosti iznad 500 mPas teze se istiskuju kroz Spricu, a
dobivene mikrokapsule ¢esto imaju deformirani oblik (Davarci i sur., 2017).

4.1.2. Analiza mikrokapsula
4.1.2.1. Promjer mikrokapsula

4
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Slika 6. Graficki prikaz promjene promjera mikrokapsula prije i nakon procesa adsorpcije

Promjer je vazna karakteristika sferi¢nih alginatnih mikrokapsula koja odreduje njihova
svojstva i nacin primjene. Promjer mikrokapsula odreden je prije i tijekom procesa adsorpcije
pomocu pomicne mjerke. Promjer mikrokapsula odreduje se neposredno nakon vadenja
mikrokapsula iz otopine u kojoj se nalaze, buduci da duljim stajanjem mikrokapsula izvan
otopine dolazi do njihova isusivanja i skupljanja. Mikrokapsule pripremljene iz otopina razlicitih
koncentracija alginata razlikovale su se izgledom i velicinom. Promijeri alginatnih mikrokapsula
proizvedenih metodom jednostavnog kapanja obicno su u rasponu od 1 mm do najvise 6 mm
(Busi¢ i sur., 2018). Promjer pripremljenih mikrokapsula kretao se u rasponu od 2 do 3,5 mm,
Sto se dobro podudara s navodima u literaturi. Prema nekim autorima, na promijer
mikrokapsula tijekom njihove pripreme veci utjecaj pokazuje brzina kojom se kuglice istiskuju
nego koncentracija alginatne otopine. Promjer kapljice smanjuje se s povecanjem brzine
istiskivanja tekucine do odredene kriticne brzine (Zhang i sur., 2007). Stoga je moguce da su
mikrokapsule koje sadrze manje koncentracije alginata nesto manjih promjera u odnosu na

one s vedim koncentracijama alginata radi vece brzine istiskivanja manje viskozne alginatne
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otopine. Za usporedbu su uzeti i na slici 6. prikazani promjeri mikrokapsula prije i nakon
procesa adsorpcije. Kod svih uzoraka mikrokapsula tijekom procesa adsorpcije doslo je do
povecanja promjera, a najve¢a promjena promjera moze se uociti kod mikrokapsula s 1%
alginata, dok je kod mikrokapsula s 4% alginata promjena promijera bila najmanje izrazena.
Kada se mikrokapsule stave u otopinu boje, koncentracija molekula boje izvan mikrokapsula
znatno je veca nego u njihovoj unutrasnjosti. Gradijent koncentracije uzrokovao je difuziju
molekula boje u kuglice Sto je rezultiralo visim osmotskim tlakom u njihovoj unutrasnjosti i
izazvalo bubrenje kuglica. Prema literaturnim podacima, kao razlog ve¢eg bubrenja kuglica
nize koncentracije alginata navodi se nizi stupanj umrezavanja izmedu kalcija i alginata Sto
uzrokuje vecu propusnost povrsinskog sloja kuglice, ¢ime alginatna kuglica postaje izlozenija
utjecajima okoline i lakSe propusta vanjsko otapalo u kuglicu (Sriamornsak i Kennedy, 2010).

4.1.2.2. Boja mikrokapsula
Tablica 1. Parametri boje mikrokapsula prije i nakon procesa adsorpcije

e prije nakon prije  nakon  prije nakon prije nakon prije nakon
57,26 32,95 3,07 3865 4,70+ -2,53 561+ 38,73 57,08 356,29 43,69
1% +0,78 =+0,87 0,11 1,29 0,16 =+0,07 0,19 =+1,29 =+0,54 +0,05 1,19
57,62 30,07 2,80+ 26,55 4,61+ -7,02 540+ 27,47 58,72 345,19 38,19
i +1,34 0,16 0,07 0,06 0,06 0,24 0,09 =+0,11 =+0,26 +0,46 1,20
55,83 38,11 3,17« 27,27 4,36+ -11,16 5,39+ 2947 53,99 337,73 33,71
2% +0,87 =+1,82 0,11 1,20 0,11 =036 0,09 =+1,25 =+1,35 0,24 +1,47
5461 36,63 3,02+ 2544 3,79+ -10,28 4,85+ 2744 51,58 338,00 32,00
o +1,75 +0,23 041 0,14 0,24 0,03 043 +0,13 2,25 0,15 1,56

Boja mikrokapsula prije i nakon procesa adsorpcije odredena je primjenom PCE-CSM3
kolorimetra (PCE Instruments, Njemacka), pri ¢emu je odredeno pet parametara boje koji su
prikazani u Tablici 1. Boja mikrokapsula za sve koncentracije alginata znacajno se promijenila
nakon provedenog procesa. L vrijednost (predstavlja svjetlost) svih uzoraka smanjuje se nakon
provedenog procesa adsorpcije, Sto znaci da su mikrokapsule nakon adsorpcije boje izgubile
na svjetlini odnosno da su tamnije u odnosu na mikrokapsule prije adsorpcije boje. Uociti se
moZe i znacajno povecanije vrijednosti parametra a (raspon od zelene do crvene), Sto ukazuje

na to da su uzorci mikrokapsula nakon procesa adsorpcije imali izraZenije crvene tonove.
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IzraZeniji crveni tonovi svih uzoraka mikrokapsula svakako su ocekivani rezultat nakon
adsorpcije soka od cikle, buduéi da prirodna boja cikle potje¢e od betalaina koji sadrzi dvije
skupine pigmenata crveno-ljubicaste i zute boje, koji zajedno rezultiraju brojnim varijacijama
crvene boje (Antigo i sur., 2017). Kod svih uzoraka nakon procesa doslo je do smanjenja
vrijednosti parametra b (raspon od plave do zZute), Cije su vrijednosti presle iz pozitivnih u
negativne. Natrijev alginat, koji pokazuje nijansu izmedu bijele i Zute boje, pridonio vecem
intenzitetu zute boje u pripremljenim mikrokapsulama prije adsorpcije boje. Smanjenje
vrijednosti b ukazuje na vecu tendenciju prema plavoj boji nakon adsorpcije soka od cikle te
smanjenje tendencije prema zutim tonovima boje. Crveno-ljubicasti betacijanini prisutni u soku
od cikle vjerojatno su imali utjecaj na pomicanje vrijednosti prema plavom dijelu spektra. Uz
porast vrijednosti C koja ukazuje na veéi stupanj zasi¢enja boje, nakon adsorpcije boje na
alginatne mikrokapsule zabiljeZen je i znatan porast vrijednosti h, koje ukazuju na izrazenije
tonove boje. Ukupna promjena boje mikrokapsula (AE), izraCunata prema jednadzbi [2],
najveca je za mikrokapsule napravljene od 1%-tne, a najmanja za mikrokapsule napravljene
od 4%-tne otopine alginata. 1z dobivenih rezultata moze se uociti kako se ukupna promjena
boje mikrokapsula smanjuje s porastom koncentracije alginatne otopine upotrijebljene za
njihovu pripremu. Vrijednosti ukupne promjene boje prate veéa standardna odstupanija (1,19-
1,56).

4.1.3. Analiza otopine
4.1.3.1. Dinamika promjene koncentracije boje otopine tijekom procesa adsorpcije
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Slika 7. Dinamika promjene koncentracije soka od cikle (v/v% soka od cikle) u otopini

tijekom procesa adsorpcije
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Tijekom procesa adsorpcije iz reakcijske smjese otopine boje (soka od cikle) i mikrokapsula u
odredenim vremenskim intervalima uzimali su se uzorci supernatanta kojima se odredivao
intenzitet boje. Iz apsorbancije izmjerene UV-VIS spektrofotometrom Biochrom Libra S11
(Cambridge, Engleska) pri valnoj duljini 483 nm, odredena je koncentracija boje u pojedinim
uzorcima supernatanta. Koncentracije boje u uzorcima, izrazene kao v/v% soka od cikle u
supernatantu, odredene su pomocu jednadzbe pravca [1] iz prethodno izradenog bazdarnog
dijagrama (Slika 4.) ovisnosti apsorbancije o razli¢itim koncentracijama boje. 1z slike 7. moze
se uoCiti podjednaka dinamika promjene koncentracije soka od cikle u izuzetim uzorcima
supernatanata, koja se smanjuje pri svim koncentracijama alginata u mikrokapsulama. Takvi
rezultati u skladu su s ocekivanjima, s obzirom da tijekom procesa adsorpcije dolazi do
adsorpcije boje iz otopine u unutrasnjost mikrokapsula, sto u konacnici dovodi do smanjenja
koncentracije boje supernatanta u odnosu na pocetnu otopinu boje. Smanjenje koncentracije
najizrazenije je tijekom prvih pet minuta, dok je daljnji pad koncentracije soka od cikle tijekom
vremena manje izrazen. To ukazuje da se najviSe boje iz otopine adsorbira u alginatne
mikrokapsule tijekom prvih 5 minuta procesa adsorpcije. Brza adsorpcija vjerojatno je bila
povezana s dostupnos¢u velikog broja slobodnih mjesta za adsorpciju na alginatnim kuglicama
u pocetnoj fazi procesa. Postupno je sve manji broj slobodnih mjesta bio dostupan za vezanje
molekulama boje, stoga je i adsorpcija boje na kuglice s viemenom postala manje izrazena.
Uz to, iz slike 7. uoCava se kako porastom koncentracije alginata u mikrokapsulama
supernatant sadrzi manju koncentraciju boje, Sto znaci da se porastom koncentracije alginata
povecava i adsorpcija boje u mikrokapsule. To bi se moglo pripisati Cinjenici da se povecanjem
doze alginata kao adsorbenta povecava i broj dostupnih mjesta za adsorpciju boje, Sto
pospjesuje adsorpciju boje. Isti trend uocen je i u drugim istrazivackim radovima u kojima je
analiziran utjecaj koncentracije adsorbenta na ucinkovitost adsorpcije boje (Aravindhan i sur.,
2007; Mahmoodi, 2011).
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4.1.3.2. Dinamika ukupne promjene boje (AE)
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Slika 8. Dinamika ukupne promjene boje (AE) supernatanta tijekom procesa adsorpcije

Primjenom PCE-CSM3 kolorimetra (PCE Instruments, Njemacka), izuzetim uzorcima
supernatanta u odredenim vremenskim intervalima tijekom procesa adsorpcije iz reakcijske
smjese otopine boje (soka od cikle) i mikrokapsula odredeni su prethodno navedeni parametri
boje: L, a b, Ci h. Za opisivanje promjene boje tijekom procesa adsorpcije odredena je
ukupna promjena boje (AE), prema jednadzbi [2]. Na slici 8. prikazana je dinamika ukupne
promjene boje tijekom procesa adsorpcije. Unato€¢ tomu Sto je promatranjem dinamike
promjene koncentracije soka od cikle (v/v% soka od cikle) u otopini tijekom procesa adsorpcije
utvrdeno da se porastom koncentracije alginata u mikrokapsulama nakon provedenog procesa
adsorpcije smanjila koncentracija boje u izuzetom supernatantu iz reakcijske smjese, ukupna
promjena boje supernatanta na kraju procesa ne povecava se proporcionalno s povecanjem
koncentracije alginata. Najveca ukupna promjena boje (AE) odredena je za supernatante u
reakcijskoj smijesi s 3 %-tnim, a potom s 4 %-tnim alginatnim mikrokapsulama, dok je
odredena ukupna promjena boje najmanja za supernatante izuzete iz reakcijske smjese s 1
%-tnim alginatnim mikrokapsulama. U radu Pandey i sur. (2007), odredivanjem koncentracije
metalnih iona zaostalih u bistrom supernatantu nakon procesa adsorpcije, utvrdeno je da
povecanje koli¢ine alginata kao sorbenta iznad odredene granice (3% v/w) rezultira
smanjenjem koli¢ine vezanog metala. Kako se koncentracija alginata povecavala iznad te
tocke, kuglice su postale manje porozne Sto je utjecalo je na transport iona metala do
unutarnjih mjesta adsorpcije jer se smanjila ukupna povrsina alginata dostupna za interakcije.
Smanjena poroznost mikrokapsula iznad koncentracije alginata od 3% mogla je imati utjecaj i

na manju promjenu boje supernatanta izuzetog iz reakcijske smjese s mikrokapsulama koje
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sadrze 4% alginata u odnosu na supernatant iz reakcijske smjese s mikrokapsulama koje

sadrze 3% alginata.

4.2. DESORPCIJA

4.2.1. Viskoznost otopine boja-alginat
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Slika 9. Graficki prikaz izmjerenih vrijednosti viskoznosti otopina boja-alginat

Izmjerene viskoznosti otopina boja-alginat razli¢itih koncentracija alginata (1, 2, 3, 4 % w/v)
prikazane su na slici 9. Iz rezultata je vidljiv eksponencijalni rast izmjerenih vrijednosti
viskoznosti otopina boja-alginat s porastom koncentracije alginata u otopinama. Takav trend
uocen je i u prethodno dobivenim rezultatima za viskoznost otopina alginata u destiliranoj vodi.
Medutim, izmjerene vrijednosti viskoznosti otopina alginata u soku od cikle razlikuju se od onih
izmjerenih za otopine alginata u destiliranoj vodi, iako sadrZe jednake koncentracije alginata.
Otopine boja-alginat koje sadrze 1 %, 2 % i 4 % alginata viskoznije su od otopina alginata
jednakih koncentracija koje ne sadrZe boju, dok je 3 %-tna otopina boja-alginat neSto manje
viskozna od 3 %-tne otopine alginata u destiliranoj vodi. U pravilu se povecanjem udjela suhe
tvari poveCava i viskoznost (Lelas, 2006). Stoga otopine alginata koje su pripremljene
otapanjem alginata u soku od cikle uglavnom imaju nesto visu viskoznost u odnosu na otopine
alginata u destiliranoj vodi zahvaljuju¢i ve¢em udjelu suhe tvari u soku od cikle u odnosu na

destiliranu vodu. Izmjerene vrijednosti viskoznosti otopina boja-alginat prate i ve¢a standardna
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odstupanja, posebno za 4 %-tnu otopinu boja-alginat, za koju standardna devijacija iznosi
+177,53 mPas.

4.2.2. Analiza mikrokapsula

4.2.2.1. Promjer mikrokapsula
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Slika 10. Graficki prikaz promjene promjera mikrokapsula prije i nakon procesa desorpcije

Mikrokapsule pripremljene iz otopina alginata razli¢itih koncentracija u boji (soku od cikle)
razlikovale su se izgledom i veli¢inom. NeSto manji promjeri izmjereni su za mikrokapsule koje
sadrze 1 i 2% alginata, u odnosu na mikrokapsule s 3 i 4% alginata, slicno kao i kod
mikrokapsula koje nisu sadrzavale boju. Uobicajeno je da pripremom mikrokapsula
jednostavnom metodom kapanja iz otopina koje karakterizira niza viskoznost nastaju
mikrokapsule manjih promjera nego kada se za pripremu koriste viskoznije otopine, ukoliko su
uvjeti pripreme mikrokapsula isti (BuSi¢ i sur., 2018). Promjena promjera alginatnih
mikrokapsula prije i nakon provedenog procesa desorpcije prikazana je na slici 10. Kod svih
uzoraka mikrokapsula nakon desorpcije doSlo je do smanjenja promjera mikrokapsula u
odnosu na njihov promijer prije procesa, a smanjenje promjera podjednako je za sve uzorke
mikrokapsula. Smanjenje promjera posljedica je difuzije molekula boje iz unutrasnjosti

mikrokapsula u destiliranu vodu uslijed visokog koncentracijskog gradijenta.
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4.2.2.2. Boja mikrokapsula
Tablica 2. Parametri boje mikrokapsula prije i nakon procesa desorpcije

prije nakon prije nakon  prije nakon prije nakon prije nakon

1% 30,75 49,10 31,52 1161 -941 -0,14 32,88 11,61 343,85 359,30 28,62
0,59 =148 1,53 0,38 2,09 0,12 ==0,82 =x0,37 5,00 +0,60 £2,46

2% 31,23 4043 29,63 13,27 969 -4,17 31,16 13,90 341,88 342,57 19,56
+0,41 1,18 =+0,56 0,09 =+0,23 =+0,29 =+0,53 0,06 =+0,59 +1,24 0,91

3% 32,02 44,16 2532 12,46 -11,57 -3,83 27,72 13,04 33532 342,90 19,30
+1,64 +0,39 +0,72 0,16 +0,37 0,15 +0,52 +0,11 +0,88 +0,85 +1,39

4% 34,36 48,55 26,14 10,59 -11,79 -3,73 28,68 11,23 33574 340,59 22,54
+0,10 +0,44 0,06 0,23 +0,14 0,22 0,10 0,17 0,22 *1,34 +0,39

Boja mikrokapsula znacajno se promijenila nakon procesa desorpcije, Sto potvrduju i podaci
prikazani u tablici 2. Parametri boje (L, a, b, C, h) odredeni prije i nakon provedenog procesa
znatno se razlikuju. Vrijednost parametra L porasla je za sve uzorke mikrokapsula, Sto znaci
da su mikrokapsule postale svjetlije nakon otpustanja boje. Vrijednost parametra a znacajno
se smanjila nakon desorpcije za sve uzorke mikrokapsula, Sto znaci da se smanjio intenzitet
crvene boje. Smanjenje crvenih tonova boje mikrokapsula ocekivani su rezultat nakon
desorpcije crvene boje soka od cikle iz unutrasnjosti mikrokapsula u destiliranu vodu. Kod svih
uzoraka nakon procesa doslo je do poveéanja vrijednosti parametra b. Porast vrijednosti b
ukazuje na smanjenje tendencije prema plavoj boji odnosno ukazuje na manje izrazene plave
tonove mikrokapsula nakon procesa desorpcije. Navedeni parametri boje tijekom procesa
desorpcije mijenjaju se suprotno odnosu na parametre boje tijekom procesa adsorpcije, gdje
su mikrokapsule nakon procesa bile tamnije te se povecao intenzitet crvenih i plavih tonova
boje mikrokapsula. S obzirom da su adsorpcija i desorpcija suprotni procesi, takav rezultat u
skladu je s ocekivanjem. Vrijednost parametra C nakon desorpcije boje se smanjila, Sto ukazuje
na manji stupanj zasicenja boje i manji intenzitet boje mikrokapsula nakon desorpcije. Uz to,
zabiljeZen je i blagi porast vrijednosti h. Ukupna promjena boje mikrokapsula (AE) najizrazenija
je za 1 %-tne alginatne mikrokapsule, dok je ukupna promjena boje za mikrokapsule koje
sadrze vecCe koncentracije alginata manje izrazena. Ukupna promjena boje za sve uzorke

mikrokapsula nakon procesa adsorpcije i desorpcije bila je veca od 3,0 Sto ukazuje na to da su
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razlike u boji mikrokapsula prije i nakon provedenih procesa vizualno uocljive i golim ljudskim

okom (Fernandez-Lopez i sur., 2018).

4.2.3. Analiza otopine

4.2.3.1. Dinamika promjene koncentracije boje otopine tijekom procesa desorpcije
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Slika 11. Dinamika promjene koncentracije soka od cikle (v/v% soka od cikle) u destiliranoj

vodi tijekom procesa desorpcije

Tijekom procesa desorpcije iz reakcijske smjese mikrokapsula koje sadrze boju i destilirane
vode u odredenim vremenskim intervalima uzimali su se uzorci supernatanta kojima se
odredivao intenzitet boje. Iz izmjerene apsorbancije odredena je koncentracija boje u
pojedinim uzorcima supernatanta te je izrazena kao v/v% soka od cikle u supernatantu. Iz
slike 11. uocava se porast koncentracije soka od cikle u izuzetim uzorcima supernatanata
tijekom desorpcije boje s mikrokapsula. Porast koncentracije boje tijekom procesa je ocekivan,
buduci da tijekom procesa desorpcije dolazi do otpustanja boje iz unutrasnjosti mikrokapsula
u destiliranu vodu. Izrazito povecanje koncentracije boje u uzorcima odvija se tijekom prvih
20 minuta procesa. Iz slike 11. takoder se uocCava kako je promjena koncentracije soka od
cikle najmanja izraZzena za supernatante izuzete iz reakcijske smjese s 1%-tnim alginatnim
mikrokapsulama, dok je promjena boje za supernatante izuzete iz reakcijske smjese s
mikrokapsulama vecih koncentracije alginata viSe izrazena. U radu Desai i sur. (2010)
analiziran je utjecaj razli¢itih koncentracija natrijeva alginata na kinetiku otpustanja boje
Rodamin 6G (R6G) iz alginatnih mikrokapsula. Primijeceno je da niza koncentracija alginata
pokazuje sporiju brzinu otpustanja boje. Takvi rezultati pripisani su slabijem umrezavanju nize
postotnog alginata zbog ¢ega su u alginatnoj kuglici mikroinkapsulirane i nize koncentracije
boje R6G. U skladu s tim, moze se zakljuciti da su mikrokapsule veéih koncentracije alginata
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inicijalno sadrzavale ve¢u koncentraciju boje. Nakon provedenog procesa desorpcije, vecu
koncentraciju boje sadrzavali su supernatanti izuzeti iz reakcijskih smjesa s mikrokapsulama
veéih koncentracija alginata. Koncentracija boje u supernatantima izuzetim iz reakcijskih
smjesa s 3 %-tnim i 4 %-tnim alginatnim mikrokapsulama iznosila je 0,41 v/v% soka od cikle,
dok su za supernatante izuzete iz reakcijskih smjesa s 2 %-tnim i 1 %tnim alginatnim
mikrokapsulama koncentracije boje iznosile 0,33, odnosno 0,2 v/v% soka od cikle. To bi znacilo
da se povecanjem koncentracije alginata u mikrokapsulama povecala i koli¢ina boje koja se
tijekom desorpcije otpustila u vodu.

4.2.3.2. Dinamika ukupne promjene boje (AE)
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Slika 12. Dinamika ukupne promjene boje (AE) supernatanta tijekom procesa desorpcije

Kako bi opisali promjenu boje supernatanta tijekom procesa desorpcije, na slici 12. prikazana
je dinamika ukupne promjene boje (AE) tijekom procesa desorpcije. Porast ukupne promjene
boje najizrazeniji je tijekom prvih 10 minuta procesa desorpcije za sve reakcijske smjese, sto
ukazuje na visok stupanj desorpcije boje s alginatnih mikrokapsula tijekom tog vremena.
Nakon toga, porast ukupne promjene boje odvija se sporije, a nakon otprilike pola sata procesa
ukupna promjena boje gotovo stagnira za sve uzorke. Najizrazenija desorpcija boje na pocetku
procesa uzrokovana je visokim koncentracijskim gradijentom boje, Cija je koncentracija znatno
veca u unutrasnjosti mikrokapsula nego u destiliranoj vodi. Buduci da se koncentracijski
gradijent s vremenom smanjuje radi sve veceg broja otpustenih molekula boje u otopinu,
posljedi¢no dolazi i do sporije desorpcije boje s mikrokapsula, Sto se odrazava kroz sporiju
ukupnu promjenu boje. Najve¢a ukupna promjena boje zabiljezena je za reakcijsku smjesu 3
%-tnih, dok je najmanja promjena boje uocena za reakcijsku smjesu 2 %-tnih mikrokapsula,
Sto je u skladu sa istrazivanjem Desai i sur. (2010) u kojem je primijeCeno je da niza

koncentracija alginata pokazuje sporiju brzinu otpustanja boje.
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5. ZAKLJUCCI

1. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da viskoznost otopine alginata raste s porastom
koncentracije alginata u otopini.

2. Viskoznosti otopina alginata u boji (soku od cikle) razlikuju se od onih izmjerenih za
alginatne otopine jednakih koncentracija u destiliranoj vodi, pri ¢emu otopine alginata
u boji pokazuju vece vrijednosti izmjerenih viskoznosti od otopina alginata u destiliranoj
vodi.

3. Promjer mikrokapsula povecao se nakon provedenog procesa adsorpcije za sve
koncentracije alginata.

4. Promjer mikrokapsula smanjio se nakon provedenog procesa desorpcije za sve
koncentracije alginata.

5. Porastom koncentracije alginata u mikrokapsulama povecava se i koncentracija boje
koja se adsorbira u mikrokapsule. Kod svih uzoraka mikrokapsula nakon provedenog
procesa adsorpcije vrijednost parametra L znacajno se smanjuje Sto znaci da su kuglice
izgubile na svijetlini, dok se vrijednost parametra a znacajno povecava Sto ukazuje na
izrazeniji intenzitet crvene boje kuglica. Nakon adsorpcije smanjuje se vrijednost
parametra b, Sto ukazuje na izrazenije plave tonove boje mikrokapsula.

6. Povecanjem koncentracije alginata u mikrokapsulama povecava se i koncentracija boje
koja se otpusta iz mikrokapsula tijekom procesa desorpcije. Kod svih uzoraka
mikrokapsula vrijednost parametra L znacajno se povedava Sto znaci da su kuglice
postale svjetlije, dok se vrijednost parametra a znacajno smanjuje Sto ukazuje na
smanjeni intenzitet crvene boje kuglica nakon provedenog procesa desorpcije. Osim
toga, vrijednost parametra b se povecava, Sto ukazuje na manje izrazene plave tonove

boje mikrokapsula nakon provedenog procesa desorpcije.
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Izjava o izvornosti

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

izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onth koji su u njemu navedeni.
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