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1.UvOD

Novija istrazivanja u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji usmjerena su na ekstrakciju i
inkapsulaciju bioaktivnih spojeva iz hrane. Jedna od najzastupljenijin skupina su fenolni
spojevi. Oni posjeduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti uklju¢ujuc¢i antioksidativno,
protuupalno, antibakterijsko i antivirusno djelovanje. Medutim, vecina bioaktivnih spojeva
slabo je topljiva u vodi, posjeduje neugodan okus 1 miris, opcenito su nestabilni te se lako
razgraduju uobicajenim postupcima procesiranja i skladistenja.

Tehnologijom inkapsulacije bioaktivne komponente mogu se uéinkovito integrirati u
kapsule koje otpustaju sadrzaj pod posebnim uvjetima pa se zbog toga ova tehnologija vrlo
Cesto koristi u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. U prehrambenoj industriji
inkapsuliraju se bioaktivni spojevi (npr. antioksidansi, minerali, vitamini, fitosteroli, masne
kiseline, likopen i dr.)i mikroorganizmi (npr. probiotici) (Vincekovi¢ i sur., 2017). Postoji niz
tehnika za inkapsuliranje bioaktivnih spojeva, a neke od njih su: susSenje rasprSivanjem,
koacervacija, kokristalizacija, emulzifikacija, suSenje zamrzavanjem te liposomska
inkapsulacija. SuSenje rasprSivanjem jedna je od najstarijih i najraSirenijih inkapsulacijskih
tehnika u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (Nedovi¢ i sur., 2011).

Biodostupnost, a posljedi¢no 1 bioraspolozivost fenolnih spojeva znacajno ovisi o strukturi
i obliku u kojem se unose u organizam, interakcijama s drugim makromolekulama u hrani te
modifikacijama tijekom probave. Simulirana gastrointestinalna probava jedan je od najcesce
koriStenih in vitro testova za procjenu biodostupnosti i bioraspolozivosti fenolnih spojeva
(Grgié i sur., 2020).

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti utjecaj inkapsulacije na bioraspolozivost fenolnih
spojeva iz inkapsuliranih ekstrakata listova koprive (lat. Urtica dioica L.). Ekstrakt lista koprive
inkapsuliran je tehnikom susenja rasprsivanjem, a uzorci su se razlikovali prema vrsti nosaca
te omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca. Za odredivanje bioraspolozivosti fenolnih spojeva
koristen je in vitro test koji se sastojao od tri faze: gastri¢ne, apsorpcijske i intestinalne. Nakon
svake faze probave odreden je sadrzaj fenolnih spojeva Folin-Ciocalteu metodom te
antioksidacijski kapacitet FRAP metodom.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. OPCENITO O KOPRIVI

Kopriva (lat. Urtica dioica L.) je viSegodisnja biljka iz porodice koprivnjaca (lat.
Urticaceae). Naziv roda Urtica potjece od latinske rije¢i urere §to znadi zariti, dok ime vrste
dioica oznac¢ava dvodomnost - odvojenost muskih i zenskih cvjetova na zasebnim biljkama
(Upton, 2013).

Stabljika koprive je uspravna, ne razgranjena, visine do 150 cm. Tamnozeleni listovi
srcolikog oblika s nazubljenim krajevima smjesteni su jedan nasuprot drugoga na sabljici, a na
nali¢ju svjezih listova jasno su izrazene zilice (Slika 1). Listovi i stabljika prekriveni su sitnim
uspravnim dlacicama ¢iji tekuci sadrzaj u kontaktu s kozom uzrokuje lokalnu iritaciju
popracenu crvenilom 1 peckanjem koja moze trajati i do 12 sati. Najznacajnije komponente
iritirajuce tekucine su: acetilkolin, mravlja kiselina, 5-hidroksitriptamin (serotonin) i histamin.
Kopriva cvjeta od svibnja do rujna sitnim zelenim cvjetovima skupljenim u guste visece
cvatove koji rastu ispod pazuha gornjih listova stabljike. Plod koprive, zeleni orasci¢ plosnatog
oblika, sadrzi jednusmedu sjemenku. Podanak je blago razgranjen, kratak, smede boje, debljine

5-10 mm ovisno o vrsti. Razmnozavanje se odvija pomocu sjemenki i podanaka (Sliep¢evic,
2020; Upton, 2013; Asgarpanah i Mohajerani, 2012).

Slika 1. Kopriva (lat. Urtica dioica L.) (Asgarpanah i Mohajerani, 2012)

Kopriva je uglavnom samonikla biljka koja raste u podrucjima blage do umjerene klime, na

otvorenim ili polusjenovitim mjestima bogatim nutrijentima i visoke vlaznosti. Najcesce su to
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sume, podrudja uz rijeke i potoke te podruéja uz rub ceste. Siroko je rasprostranjena u Europi,
Aziji, Americi i dijelu Afrike (Repaji¢ i sur., 2021). U manjoj mjeri kopriva se i kultivira.
Najvecéi proizvodaci kultivirane koprive su: bivSe drzave Sovjetskog Saveza i Jugoslavije,
Madarska, Bugarska, Albanija i Njemacka (Upton, 2013).

Vrijeme berbe koprive ovisi 0 vrsti kona¢nog proizvoda. Ukoliko se kopriva koristi u
proizvodnji svjezih proizvoda i sokova berba se preporuca u proljece ili rano ljeto prije cvjetanja
dok se za proizvodnju susenih proizvoda preporuca u vremenskom periodu od sredine proljeca
do kraja ljeta. Osim toga, berba se preporuca u podruc¢jima koja nisu industrijski zagadena
(Paulauskiené i sur., 2021; Upton, 2013).

Listovi i1 stabljika koprive najceS¢e se konzumiraju u obliku salate, ¢aja ili variva.
Ekstrakcijom Klorofila iz koprive dobiva se komercijalno zeleno bojilo E140 (Repaji¢ i sur.,
2021). U novije vrijeme, kopriva se sve vise koristi u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji
kao sirovina za proizvodnju vrijednih lijekova, dodataka prehrani i proizvoda za njegu kose i
koZze. Proizvodi na bazi koprive mogu se sigurno koristiti gotovo bez ikakvih nuspojava $to ne

vrijedi 1 za sinteticke lijekove iproizvode koji su danas prisutni na trzistu (Purovi¢ i sur., 2017).

2. 2. EKSTRAKT KOPRIVE

Biljke se u tradicionalnoj medicini koriste ve¢ tisu¢lje¢ima. Njihovo terapeutsko djelovanje
pripisuje se bioaktivnim komponentama kao $to su terpenoidi, alkaloidi, flavonoidi, fenolni
spojevi i brojni drugi spojevi. Bioaktivne komponente prisutne u biljkama obi¢no nisu lako
dostupne pa je zbog toga potrebno provesti proces ekstrakcije i procis¢avanja. Izolirane
bioaktivne komponente mogu se Kkoristiti u medicini (u lijeCenju karcinoma, dijabetesa,
dermatoloskih poremecaja i dr.), agrikulturi (repelentno djelovanje), kozmetickoj,
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Biljke su bogate vodom, Secerima, vlaknima te
brojnima fitonutrijentima i vitaminima koji su bitni za odrzavanje homeostaze organizma.
Redovitom konzumacijom biljnih ekstrakata postize se antikancerogeno, antiinflamatorno,
antioksidacijsko, antimikrobno i hepatoprotektivno djelovanje (Veiga i sur., 2020).

Brojne prednosti koprive prepoznate su ve¢ u anti€¢kim vremenima te se zbog toga kopriva
stolje¢ima upotrebljava u prehrani ljudi, tradicionalnoj medicini i kozmetici. Razvojem
tehnologije i znanstvenim utvrdivanjem dobrobiti ljekovitih biljaka na ljudski organizam,
porasla je potraznja proizvoda koji sadrze ekstrakte ljekovitih biljaka pa samim time i proizvoda

na bazi ekstrakta koprive (Repaji¢ i sur., 2020).



Mnogobrojna istrazivanja pokazala su kako gotovo svaki dio koprive posjeduje znacajnu
koncentraciju  bioaktivnin  komponenti  koje  djeluju  protuupalno, antimikrobno,
antioksidacijski, antikancerogeno, terapeutski i analgetski. Kopriva se primarno preporucuje
kao pomoc¢no sredstvo u lijeCenju reumatskih bolesti te za stimulaciju cirkulacije. Ekstrakt
nadzemnih dijelova vrlo se Cesto koristi u lijeCenju artritisa, anemije, alergija, dijabetesa,
hipertenzije, oboljenja urinarnog trakta te za jacanje kose. Osim toga, posjeduje i1 diuretski
ucinak. S druge strane, ekstrakt podzemnog dijela koprive najcesée se koristi u lijecenju
benigne hiperplazije prostate (Karg i sur., 2021; Repaji¢ i sur., 2020; Dhouibi 1 sur., 2019;
Purovi¢ 1 sur., 2017; Upton, 2013; Asgarpanah i Mohajerani, 2012; Otles i Yalcin, 2012).
Bourgeois i sur. (2016) proveli su istrazivanje u kojem su dokazali kako antioksidacijski
kapacitet ekstrakta koprive doprinosi inhibiciji enzima odgovornih za starenje koze, tocnije
kolagenaze i elastaze. Najvec¢i inhibitorni u€inak iz ekstrakta koprive postigli su kvercetin i
ursoli¢na kiselina.

Kopriva se smatra visokovrijednom ljekovitom biljkom zbog bogatog kemijskog sastava.
Iz ekstrakta listova koprive identificirani su: masne kiseline (palmitinska, cis-9,12 linolna i a-
linolenska Kiselina), terpenoidi, karotenoidi, klorofil, polifenolni spojevi, esencijalne
aminokiseline, tanini, polisaharidi, steroli te minerali (Na, K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn). Kopriva
obiluje vitaminima topljivima u vodi (C i B skupine) i vitaminima topljivima u mastima (A, D,
E i K) (Paulauskien¢ i sur., 2021; Purovi¢ i sur., 2017; Asgarpanah i Mohajerani, 2012). Repaji¢
isur. (2021) navode kako listovi koprive akumuliraju vecée koli¢ine fenolnih spojeva i klorofila
u usporedbi sa stabljikom te su opéenito bogatiji bioloski aktivnim molekulama. Stoga se lis¢e
koprive najviSe preraduje i koristi u suvremenoj prehrambenoj i farmaceutskoj industriji.
Takoder navode kako treba uzeti u obzir da se kemijski sastav mijenja starenjem biljke pa tako
na primjer koncentracija fenolnih spojeva opada rastom i starenjem. Korijen koprive sadrzi:
fitosterole, polisaharide, lignane, flavonoide, protein lecitin, minerale i elemente u tragovima
(Paulauskiené i sur., 2021; Repaji¢ i sur., 2021).

Prema Repaji¢ i sur. (2020) bioaktivhe molekule koje doprinose bioloskoj vrijednosti
koprive su: polifenolni spojevi (hidroksicimetne kiseline i flavonoidi), klorofil a i b, karotenoidi
te njihovi derivati. Biljka proizvodi bioloski aktivne molekule kako bi omogucila vazne
fizioloSke procese kao S§to su privlacenja opraSivaca, uspostavljanja simbioze, osiguravanja
strukturnih komponenti lignificiranim stani¢nim stijenkama vaskularnog tkiva te kao odgovor
na razli¢ite oblike stresa. Na udio bioaktivnih molekula u koprivi znacajno utjece klima pa je

tako dokazano dakoprive ubrane u kontinentalnom podrucju sadrze vise koncentracije fenolnih



spojeva, dok koprive ubrane u primorskom podru¢ju imaju viSe koncentracije pigmenata

(Repaji€ 1 sur., 2021).

2.2.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi ubrajaju se u sekundarne biljne metabolite. Prisutni su u gotovo svim
biljkama 1 namirnicama biljnog podrijetla. Najznacajniji izvori su zitarice, mahunarke,
bobicasto voce, orasasti plodovi te njihovi proizvodi (sokovi od bobiCastog voca, ¢ajevi, vino 1
sl.). Opcenito gledajuéi, udio fenolnih spojeva u sirovoj biljnoj hrani je ve¢i u odnosu na
procesiranu (fermentiranu, kuhanu, pasteriziranu i dr.) (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). S
kemijskog stajaliSta, fenolni spojevi su aromatski organski spojevi s jednom ili viSe hidroksilnih
skupina vezanih izravno na benzenski prsten (slika 2). Najzastupljeniji biljnih fenolni spojevi
su: fenolne kiseline, flavonoidi, lignani, tanini, stilbeni, kinoni i lignini. Fenolni spojevi §tite
billke od patogenih infekcija, biljojeda, UV zracenja, niskih temperatura i nedostatka
nutrijenata. Osim toga, sudjeluju u hormonskoj regulaciji, privlace opraSivace, pridonose
pigmentaciji, okusu i mirisu biljke (Lattanzio, 2013). Na fenolni sastav biljke utjeCu mnogi
faktori, a neki od njih su: Klimatski uvjeti, genotip, vrsta tla, vegetacijski stadij biljke i vrijeme
berbe (Paulauskiené i sur., 2021). Ovi spojevi posjeduju snazna antioksidacijska, protuupalna,
antikancerogena, antimikrobna i antiviralna svojstva (Purovi¢ i sur., 2017). Unato¢ tome,
ukoliko se u organizam unese prevelika doza fenolnih spojeva mogu se manifestirati negativni
ucinci. Neki od njih su hemoliticka anemija te upalni procesi jetre popraceni temperaturom.
Cajevi s visokom koncentracijom fenolnih spojeva, osobito tanina, mogu potaknuti reakciju

keliranja Zeljeza Sto dovodi do anemije (Tarko i sur., 2013).

OH

Slika 2. Struktura fenolnog spoja (Veiga i sur., 2020)

Najznacajniji fenolni spojevi koprive su: klorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina,
ferulinska kiselina, cikorijeva kiselina, kvercetin-3-glukozid, kaempferol-3-rutinozid i luteolin.

Fenolni spoj s najve¢om koncentracijom u ekstraktu koprive je klorogenska kiselina (slika 3)
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(Repaji¢ i sur., 2020). U istrazivanju Otles i Yalcin (2012) analiziran je fenolni sastav koprive
ubrane na razli¢itim podru¢jima. U ekstraktu listova koprive ubrane na podruéju Mediterana
identificirani su: miricetin, kvercetin, rutin, elaginska kiselina, kafeinska kiselina i klorogenska
kiselina. U podanku koprive identificirani su: miricetin, rutin, elaginska kiselina, naringin i
ferulinska kiselina dok su u stabljici identificirani: miricetin, ferulinska kiselina, naringin i
isorhamnetin. Opcenito gledajuci, najvisa koncentracija fenolnih spojeva odredena je u
listovima koprive, a najniza u stabljici. Istotako, istrazivaci su dokazali da svjeZa kopriva sadrzi

viSu koncentraciju fenolnih spojeva u odnosu na susenu.
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Slika 3. Struktura klorogenske kiseline (Lattanzio, 2013)

2.2.2. Karotenoidi

Karotenoidi su tetraterpenski pigmenti Zute, naranéaste, crvene i ljubicaste boje. Pronadeni
su u fotosintetskim bakterijama, odredenim vrstama arheja i gljiva, algama, biljkama i
zivotinjama. Do danas identificirano je oko 850 razli¢itih vrsta karotenoida. Mogu se podijeliti
u dvije grupe, to¢nije na karotene i ksantofile. Najpoznatiji karoteni su: a-karoten, [3-karoten,
y-karoten i likopen. U ksantofile ubrajaju se: lutein, zeaksantin, astaksantin, fukoksantin,
peridinin i dr. Zajedno s klorofilom predstavljaju esencijalne pigmente u fotosintetskim
organima. Karotenoidi sudjeluju u fotosintetskim reakcijama na nacin da prikupljaju suncevu
energiju te ju transportiraju do klorofila. Osim toga, u biljkama svojom bojom privlace
oprasivace, prekusori su biljnih hormona te posjeduju antioksidacijska svojstva. Biljke, alge,
gljive 1 fotosintetske bakterije mogu same sintetizirati karotenoide dok Zivotinje nemaju tu
sposobnost. One karotenoide uglavnom unose hranom. U zivotinjskom organizmu jacaju
imunoloski 1 reproduktivni sustav te su snazan antioksidans (Maoka, 2019). U ljudskom
organizmu takoder posjeduju znacajna antioksidacijska svojstva koja Stite stanice od oStec¢enja
te mogucéeg razvoja odredenih oblika karcinoma. Isto tako, posjeduju protuupalna svojstva te

su prekusori vitamina A, esencijalnog za rast 1 razvoj (Purovi¢ i sur., 2017).



Najdominantniji karotenoid u koprivi je lutein (slika 4), a osim njega identificirani su jos:
violaksantin i njegov derivat, neoksantin i njegov derivat, zeaksantin, 13’-cis-lutein, lutein 5,6-
epoksid, 9’-cis-lutein, o-karoten, -karoten i derivat likopena (Repaji¢ i sur., 2020). Najvise
koncentracije karotenoida nalaze se u listovima koprive kako bi se umanjila mogucnost
degradacije klorofila. Naime, karotenoidi stite klorofil od degradacije na nac¢in da umanjuju
oStecenja nastala fotokemijskim reakcijama koje ukljucuju kisik. Osim toga, viSe koncentracije
karotenoida i klorofila identificirane su u uzorcima miladih kopriva ubranih na sjenovitim

mjestima (Paulauskiené i sur., 2021).
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Slika 4. Struktura luteina (Maoka, 2019)

2.2.3. Klorofili

Fotosinteza, kemijska reakcija u kojoj se svjetlosna energija pretvara u kemijsku, odvija se
u posebnim organelima zvanima kloroplasti. Kloroplasti posjeduju vanjsku i unutra$nju
membranu, a izmedu njih nalazi se medumembranski prostor. UnutraSnja membrana okruzuje
prostor zvan stroma. U tom prostoru nalaze se membranske strukture tilakoidi. Tilakoidne
membrane sadrzavaju sustave za pretvorbu energije: proteine za prikupljanje svjetla, reakcijske
centre, lance za prijenos elektrona i ATP-sintazu. Klju¢ni dogadaj u fotosintezi je prikupljanje
svjetlosne energije, a to ¢ine klorofili. Postoji nekoliko vrsta klorofila: klorofil a, b, c, d i e.
Klorofil a glavni je fotoreceptor u kloroplastima vecine zelenih biljaka. S obzirom na kemijsku
strukturu, predstavlja cikli¢ki tetrapirol s magnezijevim ionom u sredistu (Slika 5). Uc¢inkovito
apsorbira svjetlo valnih duljina 430 i 662 nm. Molekule klorofil b i karotenoidi takoder su vazne
za prikupljanje sunceve svjetlosti. Klorofil b razlikuje se od klorofila a po tome sto sadrzava na
mjestu metilne formilnu skupinu. Zbog te razlike klorofil b u¢inkovito apsorbira svjetlo valnih
duljina 4531 642 nm (Berg i sur., 2013).

Pigment klorofil je zajedno sa karotenoidima odgovoran za boju koprive. Najzastupljeniji
pigment u koprivi je klorofil, to¢nije klorofil a. Osim njega identificirani su i klorofil b te Sest
njihovih derivata. Listovi predstavljaju glavne fotosintetske organe biljke. U skladu s tom

¢injenicom, u ekstraktu listova koprive identificirana je najviSa koncentracija klorofila. S



obzirom na fenoloski stadij biljke, najviSa koncentracija pigmenata s dominacijom klorofila

zabiljezena je u fazi cvjetanja (Repajic¢ i sur., 2021).

Slika 5. Strukturaklorofila a (R = CH3) i klorofila b (R = CHO) (Kaewsuksaeng, 2011)

2.3. INKAPSULACIJA

Inkapsulacija je tehnologija kojom se ¢évrsti, tekuéi ili plinoviti materijali pakiraju u male
zapeCacene kapsule koje oslobadaju sadrzaj pod posebnim uvjetima (Fang i Bhandari, 2010).
Moze se definirati i kao proces zarobljavanja jedne tvari unutar druge. Tvar koja se inkapsulira
naziva se jo$ aktivni sastojak, punjenje, unutarnja faza, jezgra ili nosena faza, dok se tvar kojom
se provodi inkapsulacija naziva nosa¢, ljuska, membrana, vanjska faza, kapsula ili matriks.
Promjer kapsula uglavnom se kre¢e izmedu 10 nm i 10 um (Vincekovi¢ i sur., 2017; Ray i sur.,
2016; Nedovic i sur., 2011).

U posljednjih nekoliko godina tehnologija inkapsulacije privukla je znaajnu paznju
prehrambene, farmaceutske i kozmeticke industrije. U prehrambenoj industriji Cesto se
inkapsuliraju bioloski aktivni spojevi (npr. antioksidansi, minerali, vitamini, fitosteroli, masne
kiseline, likopen i dr.) i mikroorganizmi (npr. probiotici). Ove komponente vrlo su osjetljive na
uvjete iz okoline, procesiranje, skladistenje i/ili na uvjete u gastrointestinalnom traktu.
Inkapsulacijom postize se ucinkovita zastita funkcionalnin komponenti hrane na nacin da se
povecava njihova stabilnost tijekom procesiranja i skladiStenja, sprjecavaju se nepozeljne
reakcije s drugim komponentama hrane, usporavaju se procesi degradacije (oksidacija,

hidroliza i dr.) ili se sprjecava razgradnja dok se komponenta ne dostavi na Zeljeno mjesto.
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Osim toga, ovom tehnologijom mogu se maskirati nepozeljni okusi i mirisi te se povecati
bioraspolozivost inkapsulirane tvari (Nedovi¢ i sur., 2011). Inkapsulacija je osobito pogodna
za pakiranje visoko vrijednih sastojaka ekstrahiranih iz voca, povrca ili otpada prehrambene
industrije. Ova interdisciplinarna tehnologija zahtjeva poznavanje kemije, znanosti materijala,
koloidnih sustava te fizikalnih, kemijskih i bioloskih svojstava tvari koje se inkapsuliraju
(Vincekovi¢ i sur., 2017).

Uz to, Delfanian i Ali Sahari (2020) predlozili su dodatak inkapsuliranih fenolnih spojeva
u mlijeCne 1 mesne proizvode, peciva, konditorske proizvode, sokove, energetska pica,
tjesteninu, zvakaCe gume i bombone. Ovisno o recepturi funkcionalnog proizvoda,
inkapsulirani fenolni spojevi mogu se dodavati u obliku krutine, polukrutine ili tekucine. Kako
ne bi doslo do degradacije fenolnih spojeva potrebno je tijekom procesa proizvodne voditi
ratuna o uvjetima mijeSanja, zagrijavanja, hladenja, zamrzavanja, dehidratacije i sl. Nadalje,
istrazivac¢i su naveli kako dodatak inkapsuliranih fenolnih spojeva moZze poboljSati reoloska i

senzorska svojstva, biorazgradivost i funkcionalnost proizvoda te produziti rok valjanosti.

2.3.1. Odabirnosaca

Faktori koje treba razmotriti prilikom odabira odgovarajuc¢e vanjske faze su: nacin
inkapsulacije, Zeljena funkcionalnost kapsule, brzina otpustanja aktivne tvari, ograni¢enja
kemijskih reakcija izmedu aktivne tvari i komponenata hrane tijekom procesiranja i skladistenja
te cijena nosaca. Nosaci u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji moraju posjedovati GRAS
(eng. Generally Recognized as Safe) status, tj. moraju biti opcenito priznati da su sigurni za
ljudsku konzumaciju. Od njih se takoder o¢ekuje da budu: inertni, bez okusa, stabilni, ne
higroskopni, srednje viskoznosti, topljivi u vodenom mediju ili odgovaraju¢em otapalu,
biorazgradivi, ekonomi¢ni te moraju moci tvoriti film i lako se identificirati. Osim toga, moraju
zadovoljiti barem jedno od sljedecih svojstava: fleksibilnost, lomljivost, tvrdoéa ili mekoca.
Najces¢i nosaci u prehrambenoj industriji su ugljikohidrati, proteini i lipidi. Od polimernih
ugljikohidrata najceS¢e se koriste: kitozan, gume (agar, alginati, karagenan, guma arabika,
pektin i dr.), skrob injegovi proizvodi (maltodekstrin, dekstrin, modificirani i rezistentni §krob).
Najces¢i izvori proteinskih nosaca su: proteini jajeta, mlijeka, soje 1 pSenice, zein te
hidrolizirani proteini. Lipidni nosaci proizvode se iz: glikolipida, mono- i di-glicerida, prirodnih
masti 1 ulja, fosfolipida, voskova (pc¢elinji vosak 1 karnauba vosak) te frakcioniranih masti.
Mehanizam otpustanja aktivne tvari s nosaca primarno ovisi o njihovim Karakteristikama.

Mehanizmi kojima se aktivna tvar mozZe otpustiti s nosaca su: difuzija, otapanje, erozija,
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digestija te otpustanje izazvano promjenom temperature, pH, tlaka ili ionskog naboja. U
sloZzenim sustavima naj¢e$¢e se kombinira vise navedenih mehanizama (Vincekovi¢ i sur.,

2017; Nedovic i sur., 2011).

2.3.2. Inkapsulacijske tehnike

Postupak inkapsulacije mozZe se provesti na dva osnovna nacina pri ¢emu se dobiva
spremisni ili matriksni sustav. U spremiSnom sustavu ljuska obavija kontinuiranu fazu jezgre

dok je u matriksnom sustavu jezgra jednoliko rasporedena unutar ¢vrste faze matriksa (slika 6)

(Vincekovic i sur., 2017).

matriks

materijal fjuske :
(krutina) .

(tekuéina ili krutina)

materijal jezgre /  Cestice jezgre
/ (vlin. tekucina ili krutina) / (tekucina ili krutina)

(a) (b)
Slika 6. Spremisni (a) i matriksni (b) sustav inkapsulacije (prema Vincekovi¢ i sur., 2017)

Stvaranje kapsule moze se posti¢i na viSe nacina: fizikalno-kemijskim procesima,
mehani¢kim metodama ili kemijskim procesima. U fizikalno-kemijske procese ubrajaju se:
jednostavna ili slozena koacervacija, ionska gelacija, emulzifikacija, liposomska inkapsulacija
te evaporacija/ekstrakcija otapala. Mehanicke metode Cine: suSenje rasprSivanjem, hladenje
rasprSivanjem, ekstruzijska sferonizacija, centrifugalna ekstruzija te procesi pomocu
superkriticnih  fluida. Konacno, inkapsulacija kemijskim procesima moze se provesti:
interfacijalnom polikondenzacijom, polimerizacijom te unakrsnim povezivanjem. Proces
inkapsulacije moze se podijeliti na tri osnovna koraka. Prvi korak ukljucuje inkorporaciju
aktivne tvari u matriks mijeSanjem, susenjem, mljevenjem, disperzijom i/ili prosijavanjem. U

drugom koraku sustav se mehanicki obraduje kao bi se mogao provesti proces disperzije ili
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aglomeracije. U posljednjem koraku provodi se stabilizacija cestica/kapljica te talozenje sloja
prevlake kemijskim (polimerizacija), fizikalno-kemijskim (gelacija, koacervacija) ili fizickim
procesima (suSenje, skrucivanje). Odabrana metoda inkapsulacije mora posjedovati
karakteristike kao Sto su: visoka ucinkovitost procesa, otpusStanje aktivne tvari zeljenom
brzinom, stvaranje homogenog proizvoda, jednostavnost te ekonomi¢nost procesa. Najcesce
koriStene metode inkapsulacije u prehrambenoj industriji su: suSenje rasprSivanjem, hladenje
rasprsivanjem, suSenje zamrzavanjem, ekstruzija, emulzifikacija, kristalizacija, koacervacija te

inkapsulacija liposomima (Vincekovi¢ i sur., 2017).

2.3.3. Susenje rasprSivanjem

SuSenje rasprSivanjem najstarija je 1 najraSirenija tehnika inkapsulacije bioaktivnih
komponenti u prehrambenoj industriji (Ray i sur., 2016). Materijal u teku¢em obliku (emulzije,
otopine, disperzije) prevodi se u prah rasprSivanjem u vru¢em zraku pri ¢emu dolazi do
dehidratacije. Ova tehnologija vrlo je jednostavna, brza, ucinkovita i prilagodljiva za razli¢ite
procese pa se zbog toga siroko rasprostranila u prehrambenoj, farmaceutskoj i kemijskoj
industriji (Pinon-Balderrama i sur., 2020). Osim toga, vrlo je ekonomi¢na. U usporedbi s
tehnologijom suSenja zamrzavanjem troskovi su nizi za 8 puta, dok u odnosu na susenje u

vakuumu nizi za 4 puta (Shishir i Chen, 2017).

atomizacija

Y " -

Y, / vruci zrak za suSenje

ISR -~y

jedinica za
spremnik K . reciklaciju
za sirovinu omora za susenje | | zraka
- mokri zrak
— ciklon

Slika 7. Shematski prikaz susenja rasprsivanjem (prema Miller i sur., 2016)

gotov proizvod
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Proces susenja rasprsivanjem (slika 7) moze se podijeliti u Cetiri koraka. U prvom koraku
provodi se atomizacija otopine/suspenzije/emulzije. Stvaranjem vrlo sitnih kapljica povecava
se ukupna povrsina tekucine $to omogucuje povecanje ucinkovitosti prijenosa topline i mase.
U drugom koraku dolazi do stvaranja kontakta izmedu kapljica i zraka za susenje. Obzirom na
smjer strujanja zraka i materijala koji se suS$i, suSenje rasprSivanjem moze se provoditi
istosmjerno ili protusmjerno. U istosmjernoj konfiguraciji, vruéi zrak i atomizirani materijal
ulaze u komoru za susenje s vrha, a izlaze na dnu. S druge strane, u protusmjernom nacinu rada
vru¢i zrak 1 atomizirani materijal ulaze u komoru sa suprotnih strana te se na taj nacin povecava
vrijeme zadrzavanja materijala u komori za susenje. U prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
najcesc¢e se koristi istosmjerni nacin rada kako bi vrijeme izlozenosti Cestica Visokim
temperaturama bilo $to krace. Tre¢i korak podrazumijeva susenje kapljica i formiranje Cestica.
U posljednjem koraku potrebno je odvojiti dobivene suhe Cestice praha od mokrog zraka.
Odvajanje se moze provesti pomocu centrifugalne sile (cikloni), filtracijom (filter vrece) ili
elektrostatskom precipitacijom. Najprikladniji nacin odreduje se na temelju karakteristika
proizvoda kao $to su gustoca i veliina Cestica te zahtjeva za rukovanje (Miller i sur., 2016).

Jedna od najvaznijih prednost suSenja rasprSivanjem je kratko vrijeme susenja (5-100 S)
¢ime se sprjecava gubitak visokovrijednih komponenata proizvoda kao $to su na primjer
nutrijenti te nosioci boje i okusa. Usprkos tome, zbog visokih temperatura ulaznog zraka (150-
220 °C) i izlaznog zraka (50-80 °C) moze do¢i do degradacije termolabilnih spojeva pa je vazno
postupak suSenja provoditi pri S$to nizim temperaturama. Proizvod dobiven suSenjem
rasprSivanjem zasti¢en je od mikrobioloske aktivnosti i oksidacijskih reakcija (posmedivanje,
hidroliza, lipidna oksidacija, autooksidacija, enzimska aktivnost i dr.). Osim toga, uklanjanjem
velikog dijela vode dobiva se proizvod smanjene mase Sto rezultira nize troSkove pakiranja,
skladiStenja 1 prijevoza. Prahovi dobiveni ovom tehnologijom mogu se skladistiti od nekoliko

mjeseci do nekoliko godina, ovisno o nacinu pakiranja i ambalazi (Shishir i Chen, 2017).

2.4. BIORASPOLOZIVOST FENOLNIH SPOJEVA

Hrana sadrzi brojne nutrijente i bioaktivne komponente koje se mogu apsorbirati tijekom
probave, no najprije se one moraju odvojiti od ostalih sastojaka. Otpustanje komponenata i/ili
njihovih frakcija pri ¢emu one postaju dostupne za apsorpciju tijekom probave u
gastrointestinalnom traktu naziva se biodostupnost. Osim probave i asimilacije, biodostupnost

ukljucuje intestinalni i jetreni metabolizam (presistemski metabolizam). Biodostupnost
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predstavlja prvi korak u bioraspolozivosti neke komponente, a drugi korak je bioaktivnost.
Bioaktivnost ukljucuje transport komponenata do ciljanih tkiva i njihovu asimilaciju,
interakciju s biomolekulama, metabolizam 1 biotransformacije te fizioloski odgovor. Konacno,
bioraspolozivost oznacava koli¢inu nutrijenta ili bioaktivhe komponente koju ljudski
organizam moze pohraniti ili iskoristiti u razli¢itim metabolickim i fizioloSkim procesima
(Grgi¢ i sur., 2020). Biouc¢inkovitost se moze definirati kao koli¢ina unesene hranjive tvari koji
ima nutritivni u¢inak. Poveéanje biou¢inkovitosti bioaktivnih molekula, ukljucujuéi i fenolnih
spojeva, postize se poboljSanjem njihove bioraspolozivosti. Dosad je utvrdeno da se
biou¢inkovitost moze pospjesiti: inkapsulacijom, fizikalnim i kemijskim modifikacijama
bioaktivnin molekula pri ¢emu se povecava njihova topljivost i apsorpcija, koristenjem
nanocCestica, procesiranjem hrane te uporabom tvari koje povecavaju vrijeme

gastrointestinalnog transporta (Botelho i sur., 2017).

2.4.1. Fenolni spojevi u gastrointestinalnom traktu

Probava hrane je slozen proces, neophodan za odrzavanje zdravlja i dobrobiti ljudi, u kojem
se hranjive tvari ekstrahiraju iz unesene hrane putem enzimskih, kemijskih i mehanickih
transformacija. Dezintegracija hrane uglavnom se odvija u usnoj Supljini i Zelucu, apsorpcija
nutrijenata u tankom crijevu, a ostatak neprobavljive hrane potiskuje se u debelo crijevo koje
zavrSava anusom (Somaratne i sur.,, 2020). Razgradnjom hrane nutrijenti i bioaktivne
komponente postaju dostupni za apsorpciju. Osim toga, sokovi koji se nalaze u Zelucu i tankom
crijevu poticu oslobadanje enzima koji kataliziraju razgradnju ugljikohidrata, proteina, masti i
manjih komponenata kao §to su fenolni spojevi, karotenoidi, itd. Peristaltika crijeva uklju¢ena
je u razgradnju, apsorpciju te transport neapsorbiranih komponenti hrane (Grgi¢ i sur., 2020).

Probava fenolnih spojeva zapocinje u usnoj Supljini Zvakanjem. Ovim procesom hrana se
usitnjava na manje komadi¢e te se mijeSa sa slinom. Dezintegracija hrane omogucéava
djelomi¢no oslobadanje komponenata te povecava pristup probavnim enzima sline. 99,5 %
sadrzaja sline ¢ini voda, a preostalih 0,5 % elektroliti, proteini (mucin, albumini,
imunoglobulini, laktoferin), antibakterijski spojevi (sekretorni IgA, lizozim), hormoni,
nukleinske kiseline, antioksidacijski spojevi i probavni enzimi. Najdominantniji enzim sline, o-
amilaza, ne utjeCe znaCajno na fenolne Spojeve, no Zvakanje i prisutnost sline doprinose
poveéanju biodostupnosti fenolnih spojeva u tankom crijevu. Osim toga, poznato je da se

fenolni spojevi mogu taloziti s proteinima sline §to smanjuje bioraspolozivost. OVisno 0 Vvrsi
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unesene hrane ili pi¢a pH vrijednost u ovom dijelu probave kre¢e se izmedu 6 i 7.
Dezintegrirana hrana iz usne Supljine peristaltikom se prenosi u zeludac gdje se zadrzava od 20
minuta do 2 sata ovisno o koli¢ini i sastavu hrane. pH vrijednost u gastri¢noj fazi iznosi oko 2.
Mijesanjem uz prisustvo kiselina dolazi do fizikalne i kemijske razgradnje komponenti hrane.
Gastri¢na faza takoder doprinosi oslobadanju fenolnih spojeva iz hrane, osobito onih sa slabijim
vezama. Kiseli uvjeti u zelucu induciraju hidrolizu i dekonjugaciju fenolnih spojeva. Slobodne
fenolne kiseline male molekulske mase mogu se apsorbirati u ovoj fazi. Neapsorbirane
komponente prelaze u tanko crijevo pri ¢emu dolazi do promijene pH vrijednosti s 2-4 na 7.
Dvanaesnik i jejunium glavni su dijelovi tankog crijeva u kojima dolazi do transformacija i
apsorpcije fenolnih spojeva. Prilikom transporta iz Zeluca u dvanaesnik pH himusa mijenja se
iz kiselog u luznati zbog luc¢enja Zu¢nih soli i soka gusterace. Ovisno o kemijskoj strukturi, neki
fenolni spojevi nestabilni su u luznatom mediju te dolazi do njihovog gubitka, a posljedi¢no i
do niZe bioraspolozivosti. Ova tvrdnja osobito se odnosina antocijane, flavonole i flavan-3-ole
u dvanaesniku. Apsorpcija fenolnih spojeva u tankom crijevu ovisi o fiziologiji i anatomiji
pojedinca, karakteristikama fenolnih spojeva (molekularna masa, stupanj polimerizacije,
sterokemija i hidrofobnost) te prisutnosti drugih sastojaka hrane. Deglikozilacija fenolnih
spojeva odreduje put apsorpcije pri ¢emu se glikoni apsorbiraju aktivnim transportom, a
aglikoni pasivnom difuzijom. U citosolu enterocita aglikoni se dalje transportiraju u krvotok ili
se transformiraju metabolickim reakcijama faze II pri ¢emu bioraspolozivost 1 biou¢inkovitost
fenolnih spojeva uvelike ovisi o prisutnim enzimima (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014).
Najcesce se manje od 10 % fenolnih spojeva moze apsorbirati kroz epitel tankog crijeva te
ispoljiti ucinak na ciljanu vrstu stanica ili tkiva. Preostali dio fenolnih spojeva odvodi se u
debelo crijevo s ostatkom neprobavljene hrane gdje se moze dalje metabolizirati i apsorbirati.
Debelo crijevo sadrzi velik broj razli¢itih mikroorganizama, to¢nije oko 102 mikroorganizama
po gramu crijeva. Odnos izmedu fenolnih spojeva i mikroflore debelog crijeva je reciprocan.
Mikroflora mijenja kemijsku strukturu fenolnih spojeva 1 sudjeluje u stvaranju metabolita Sto
dovodido povecanja bioraspolozivosti, a fenolni spojevi pozitivno utje¢u na sastav mikroflore
(Grgi¢ i sur., 2020; Shahidi i Peng, 2018). U debelom crijevu oslobadaju se mikrobni enzimi
koji cijepaju do tada neprobavljene fenolne spojeve na manje i jednostavnije komponente koje
karakterizira dobra antioksidacijska aktivnost (Rocchetti i sur, 2018). Oslobodeni spojevi mogu
se apsorbirati u sistemsku cirkulaciju ili ispoljiti pozitivne uéinke na crijevnu mikrofloru.
Nastali derivati fenolnih spojeva djeluju kao prebiotici pri ¢emu mijenjaju sadrzaj crijevne
mikroflore §to u konacnici poboljsava zdravlje debelog crijeva. Mikrobna konverzija fenolnih

spojeva u ovom dijelu probave izrazito varira od pojedinca do pojedinca zbog velike razlike u
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sastavu crijevne mikroflore, kemijske strukture unesenih fenolnih spojeva te interakcija izmedu
fenolnih spojeva i crijevne mikroflore (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). Neke od brojnih
metabolickih reakcija koje znaCajno doprinose apsorpciji Su aromatska hidroliza,
deglikozilacija, demetilacija i deglukuronidacija (Bohn i sur., 2018). Fenolni spojevi i njihovi
derivati izluéuju se iz organizma putem urina ili fecesa (Zuci) u roku od 24 sata nakon
konzumacije (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). Putem urina izlu¢uju se uglavnom mali, a
fecesom veliki konjugirani metaboliti (Barros i Junior, 2019).

Bioraspolozivost fenolnih spojeva je zahtjevan proces koji obuhvaca nekoliko faza —
oslobadanje, apsorpciju, distribuciju, metabolizam i naposlijetku eliminaciju iz organizma
(Botelho i sur., 2017). Najzastupljeniji fenolni spojevi u hrani nemaju nuzno i najvecu
bioraspolozivost u organizmu. Razlog tome moze biti slaba apsorpcija, niza bioaktivnost,
uklju¢ivanje u brojne metabolicke reakcije i/ili brza eliminacija iz organizma. Biodostupni, a
potencijalno 1bioraspolozivi su fenolni spojevi koji su oslobodeni iz hrane uz pomo¢ probavnih
enzima tankog crijeva ili crijevne mikroflore debelog crijeva. Bioraspolozivost fitokemikalija
ovisi 0 njihovoj stabilnosti, oslobadanju iz matriksa hrane te ucinkovitosti prolaska kroz
stanicnu membranu. Fenolni spojevi su u¢inkoviti samo ako su transportirani do odgovarajucih
tkiva i djeluju u dovoljnoj koli¢ini (Barros i Junior, 2019). Svaki fenolni spoj ima drugaéiju
bioraspolozivost, a na brzinu i opseg apsorpcije najvise utjeCe kemijska struktura. Vecina
fenolnih spojeva u hrani nalazi se u obliku estera, polimera ili glikozida, a u tom obliku ne
mogu biti apsorbirani (Grgi¢ i sur., 2020). Da bi se apsorbirali, glikozidi se prvo moraju
pocijepati pri ¢emu se nastaju aglikoni koji se dalje prenose u krvotok pasivnom difuzijom ili
pomocu transportera. Nakon toga derivati fenolnih spojeva podlijezu brojnim metaboli¢kim
reakcijama, a neke od njih odvijaju se i u jetri (Bohn i sur., 2018).

Fenolni spojevi nisu jednoliko rasporedeni u namirnici. U vocu i povréu vecina fenolnih
spojeva koncentrirana je u vanjskim slojevima. Na sadrZaj fenolnih spojeva u hrani utjecu uvjeti
uzgoja, berbe i procesiranja, a stupanj apsorpcije ovisi o starosti i spolu osobe, fizioloskom
stanju, crijevnoj mikroflori, enzimskoj aktivnostii dr. (Grgi¢ i sur., 2020). Osim toga, spojevi
vece molekulske mase s katehinskom i epikatehinskom jedinicom slabo su topljivi u vodi pa se
posljedicno 1 slabo apsorbiraju. Ostali netopljivi fenolni spojevi kovalentno su vezani za
neprobavljive komponente kao Sto su polisaharidi pektin, hemiceluloza, celuloza i strukturni

proteini te se zbog toga vrlo slabo oslobadaju od ostatka hrane (Shahidi i Peng, 2018).
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2.4.2. In vitro modeli probave

Zanimanje znanstvene zajednice za ucinak hrane na zdravlje Covjeka u konstantnom je
porastu. Jedan od nadina za bolje razumjevanje ucinka je proucavanje probave hrane u
gastrointestinalnom traktu. Ljudski i zivotinjski probavni sustavi najbolji su za proucavanje, no
zbog etickih i ekonomskih razloga in vivo testovi vrlo se rijetko primjenjuju. Kao alternativa,
Cesto se koriste in vitro testovi. Oni mogu biti staticki i dinamicki. Staticki in vitro testovi siroko
Su koriSteni u znanstvenim istrazivanjima, no vazno je naglasiti da ne mogu u potpunosti
imitirati sloZenost zbivanja u probavnom sustavu. Cesto se koriste zbog jednostavnosti, visoke
reproducibilnosti i niskih troskova. Uz to, za provodenje eksperimenta potrebna je jednostavna
laboratorijska oprema (Gongalves i sur., 2021). Unato¢ tome, brojni protokoli za provodenje
testova temelje se na razliCitim uvjetima (pH, trajanje pojedinih faza, koli¢ina enzima, zu¢nih
soli i sl.) od onih u ljudskom probavnom traktu te zbog toga rezultati ovih testova cesto ne
opisuju stvarno stanje. Osim toga, ne uzimaju u obzir kinetiku probave. Staticki in vitro testovi
najceS¢e se koriste za proucavanje probave pojedinacnih komponenti hrane, otkrivanje
interakcija izmedu razlicitih komponenti hrane na molekulskoj razini te za usporedivanje
probave sli¢ne hrane pod istim uvjetima (Bohn isur., 2018). Dinamicki in vitro testovi razvijeni
su kako bi se unaprijedila simulacija probave. Uklju¢uju mijeSanje, hidrataciju te peristaltiku,
acilj je simulirati varijacije u koncentraciji enzima, viskoznosti, veli¢ini ¢estica, pH iraspodjele
hranjivih tvari. Uz to, osigurava se transport probavljenih komponenati i kontinuirana sekrecija
probavnih tekuéina u gastrointestinalnom traktu. Posljedi¢no, moguca je bolja predikcija
mehanizama i procesa probave te strukturnih promjena komponenati hrane. Takoder
omogucuje se preciznija procjena biodostupnosti pojedinih bioaktivnih komponenti (Gongalves
i sur., 2021). Dinamicki in vitro testovi koriste se za proucavanje probave vrlo kompleksnih
sustava hrane (Botelho i sur., 2017).

Za otpustanje fenolnih spojeva iz matriksa hrane u in vitro modelima probave mora se
imitirati nekoliko ¢imbenika, a to su zvakanje, mehanicki pokreti u zelucu te pH i enzimi
specificani za svaku fazu probave. Modeli najces¢e obuhvacaju oralnu, gastri¢nu i intestinalnu
fazu, a ponekad i fermentaciju u debelom crijevu (Barros i Junior, 2019). Najvazniji
ogranicavajuci faktor za predvidanje bioraspolozivosti fenolnih spojeva U in vitro testovima je

nepotpuna imitacija kompleksnosti zbivanja u debelom crijevu (Bohn i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNIDIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorak

Zaistrazivanje koriSteni su osuseni listovi koprive Urticae folium proizvodaca Suban d.o.o.
(Strmec Samoborski, Hrvatska) serije 21-004 roka valjanosti do 31.12.2022. godine. Listovi su
sakupljeni u Hrvatskoj te su ¢uvani na tamnom i suhom mjestu nakon susenja. Prije istrazivanja
listovi su usitnjeni u elektriénom mlincu (CM3260, Grundig, Nuremberg, Njemacka) nakon
Cega je provedena ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (vrijeme 5 min, snaga 300 W,
temperatura 60 °C). Ekstrakti listova koprive suseni su rasprSivanjem pomocu laboratorijskog
uredaja za susenje rasprivanjem (Biichi Mini Spray Dryer B-290, Flawil, Svicarska).
Proizvedeno je 18 inkapsuliranih ekstrakata listova koprive prema planu koji je prikazan u
tablici 1. SuSenje rasprSivanjem odvijalo se pri temperaturi od 120 °C te pri razli¢itim omjerima
suhe tvari ekstrakta i nosac¢a —1:1, 1:2 i 1:3. KoriSteni su razli¢iti nosaci: maltodekstrin (MD),
kombinacija maltodekstrina i arapske gume (MD + GA) u omjerima 50:50 i 75:25, B-
ciklodekstrin (B-CD) te kombinacija p-ciklodekstrina i arapske gume (B-CD + GA) u omjerima
50:50 i 75:25.

Tablica 1. Eksperimentalni dizajn susenja rasprSivanjem ekstrakata listova koprive

UZORAK NOSAC OMJER
UZORAK:NOSAC

1 MD

2 MD+GA (50:50)

3 MD+GA (75:25) 1:1
4 B-CD

5 B-CD+GA (50:50)

6 B-CD+GA (75:25)

7 MD

8 MD+GA (50:50)

9 MD+GA (75:25) 1:2
10 g-CD

11 B-CD+GA (50:50)

12 B-CD+GA (75:25)

13 MD

14 MD+GA (50:50)

15 MD+GA (75:25) 1:3
16 B-CD

17 B-CD+GA (50:50)

18 B-CD+GA (75:25)

MD-maltodekstrin; MD + GA-kombinacija maltodekstrina i arapske gume; B-CD-B-ciklodekstrin; B-CD + GA-

kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume
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3.1.2. Kemikalije
e metanol, 80 %-tni (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e natrijev klorid, 0,9 %-tna otopina

Priprema: 0,9 g natrijeva klorida (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) odvaze se i
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te se nadopuni destiliranom vodom do
oznake
e pepsin, 40 mg mL?

Priprema: 400 mg pepsina iz gastricne mukoze svinje (Sigma-Aldrich, Gillingham,
Ujedinjeno Kraljevstvo) odvaZe se 1 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL te
se nadopuni do oznake s 0,1 M klorovodi¢nom kiselinom (TKI, Hrastnik, Slovenija)

e natrijev hidrogenkarbonat, 0,5 M

Priprema: 1,0501 g natrijeva hidrogenkarbonata (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
odvaze se i kvantitativno prenese u odmjenu tikvicu od 25 mL te nadopuni do oznake
destiliranom vodom
e natrijev hidrogenkarbonat, 1 M

Priprema: 8,401 g natrijeva hidrogenkarbonata (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
odvaze se 1 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom
vodom do oznake
e otopina pankreatin (2 mg mL1)-zu¢ne soli (12 mg mL™1)

Priprema: 0,1 g pankreatina iz gusterace svinje (Sigma-Aldrich, Shanghai, Kina) i 0,6
g zuc¢nih soli (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) odvaze se i kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 50 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake
e klorovodic¢na kiselina, 0,1 M (TKI, Hrastnik, Slovenija)

e destilirana voda
e Folin-Ciocalteu reagens (Merck KGaA, Darmstadt, Njemacka)
e zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, 20 %-tna otopina

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata (Lach-Ner, Neratovice, Ceska) otopi se
u 800 mL vruce destilirane vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko
kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni destiliranom vodom do oznake u odmjernoj tikvici
od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

e klorovodi¢na kiselina, 37 %-tna (Carlo Erba Reagents S.A.S, Val de Reuil Cedex,

Francuska)

e Kklorovodi¢na kiselina, 40 mM
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Priprema: otpipetira se 330 uL 37 %-tne otopine klorovodi¢ne kiseline (Carlo Erba
Reagents S.A.S, Val de Reuil Cedex, Francuska) i nadopuni destiliranom vodom u
odmijernoj tikvici od 100 mL
e TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin), 10 mM

Priprema: 0,0312 g TPTZ-a (Sigma-Aldrich, Buchs, Svicarska) odvaze se u plasti¢noj
ladici za vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni
do oznake s 40 mM klorovodi¢nom kiselinom
e zeljezo (III) klorid heksahidrat, 20 mM

Priprema: 0,541 g Zeljezo (I1T) klorida 6-hidrata (Gram-mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska)
odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
volumena 100 mL te nadopuni do oznake s destiliranom vodom
e glacijalna octena kiselina, 99-100 %-tna (Carlo Erba Reagenti SpA, Rodano, Italija)

e acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: 3,1 g natrijeva acetata trihidrata (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) odvaze se
u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese pomocu destilirane vode u odmjernu
tikvicu volumena 1 L te se potom otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline (Carlo Erba
Reagenti SpA, Rodano, Italija) i nadopuni destiliranom vodom do oznake
e FRAP reagens

Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se
pomijesa 25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Zeljezo (III)-
klorida heksahidrata u omjeru 10:1:1
e standard askorbinske kiseline, 100 mg L*

Priprema: 0,100 g askorbinske kiseline (Gram-mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska) odvaze se
u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese s destiliranom vodom u odmjernu
tikvicu volumena 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake
e etanol, 96 %-tni (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e Trolox, 2 mM ((£)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina)

Priprema: odvaze se 0,0501 g Troloxa (Sigma-Aldrich, Moskva, Ruska Federacija) u
plasti¢noj ladici za vaganje te se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja
se nadopuni do oznake 96 %-tnim etanolom (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

e standard galne kiseline
Priprema: 0,5 g galne kiseline (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka) odvaze se u

plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te se otopi
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u 10 mL 96 %-tnog etanola (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska) i nadopuni destiliranom

vodom do oznake

3.1.3. Aparatura

analiticka vaga (Adventurer™, Ohaus, Parsippany, SAD)

ultrazvucna kupelj (DT 512 H, Bandelin Electronic, Berlin, Njemacka)

vodena kupelj s ugradenom tresilicom (SBS40, Stuart, Staffordshire, Ujedinjeno
Kraljevstvo)

vodena kupelj (Heating Bath B-490, Biichi, Flawil, Svicarska)

spektrofotometar (UV-1600 PC Spectrophotometer, VWR International, Radnor, SAD)
vortex mijeSalica (MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka)

3.1.4. Pribor

epruvete

Falcon kivete (50 mL)

filtar papir

filtar veli¢ine pora 0,20 um (Chromafil Xtra PA-20/25, Macherey-Nagel GmbH & Co.
KG, Diiren, Njemacka)

Kivete

laboratorijske ¢ase (25 mL, 50 mL, 100 mL 1200 mL)

membrane za dijalizu (Pur-A-Lyzer™ Maxi 6000, Sigma-Aldrich, Jerusalem, Izrael)
menzura (100 mL)

metalna pinceta

metalna Spatula

metalna zlicica

mikropipete (10-100 pL, 100-1000 uL i 0,5-5 mL) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)
odmijerne tikvice (10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL)

pH indikatorski papir

plasti¢ne ladice za vaganje

plasti¢ne Sprice

stakleni lijevak

stani¢evina
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e viale (1,5 mL) (N9, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Njemacka)
e navojni ¢epovi za viale (N9 PP, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Njemacka)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema pocetnog uzorka inkapsuliranog ekstrakta lista koprive

Odvaga inkapsuliranog ekstrakta lista koprive (1 g) odvaze se pomocu analiticke vage u
Falcon kivete volumena 50 mL te se potom doda 10 mL 80 %-tog metanola. Tako pripremljeni
uzorci stave se u ultrazvuc¢nu kupelj na temperaturu od 50 °C 20 minuta. Uzorci se profiltriraju
kroz filtar papir, a nakon toga izuzme se 2 mL uzorka te se profiltrira kroz 0,2 um filtar. Uzorci

se do daljnjih analiza ¢uvaju pri -18 °C.
3.2.2. Odredivanje bioraspolozivosti

Bioraspolozivost ekstrakata koprive odreduje se prema modificiranoj metodi opisanoj u
istrazivanjima McDougall i sur. (2007) te Gunathilake i sur. (2018). Metoda se sastoji od tri
faze - gastricna, apsorbirana i intestinalna. Nakon svake faze izuzima se alikvot kojem se

odreduju ukupni fenolni spojevi i antioksidacijski kapacitet FRAP metodom.
3.2.2.1. Gastricna faza

Odvaga inkapsuliranog ekstrakta lista koprive (250 mg) odvaze se pomocu analiticke vage
u Falcon kivete volumena 50 mL te se u njih doda 10 mL 0,9 %-tne otopine natrijeva klorida i
800 uL 40 mg mL"! otopine pepsina. Uzorcima se podesi pH vrijednost na 2 dodavanjem 0,1
M klorovodicne kiseline. Vrijednost pH smjese provjerava se pomoc¢u pH indikatorskog papira.
Uzorci se inkubiraju 1 h na temperaturi od 37 °C pri 100 okretaja u minuti (eng. revolutions per
minute, rpm) u vodenoj kupelji s ugradenom tresilicom. Na posljetku izuzme se 2 mL alikvota
iz gastriCne faze za daljnje analize te se profiltrira kroz 0,2 um filtar. Uzorci se stave na led

kako bi se zaustavila reakcija.
3.2.2.2. Apsorbirana faza

U membrane za dijalizu doda se 1 mL 0,9 %-tne otopine natrijeva kloridai 1 mL 0,5 M
natrijeva hidrogenkarbonata te se one vrate u preostali volumen gastri¢ne otopine. Uzorci se

inkubiraju pri temperaturi od 37 °C pri 100 okretaja u minuti 45 min u vodenoj kupelji s

21



ugradenom tresilicom ¢ime se stimulira prijelaz smijese iz Zeluca u tanko crijevo. Nakon toga

uzorcima se podesi pH vrijednost na 6,5 dodatkom 1 M natrijeva hidrogenkarbonata.
3.2.2.3. Intestinalna faza

U uzorke podesene pH vrijednosti doda se otopina pankreatin (2 mg mL1)-zuéne soli (12
mg mL1) u volumenu izratunatom u odnosu na preostali volumen gastri¢ne otopine (prema
metodi koriStenoj u istrazivanju McDougall i sur. (2007) 4,5 mL otopine na 18 mL preostale
gastri¢ne otopine) te se uzorci inkubiraju 2 h pri temperaturi od 37 °C pri 100 okretaja u minuti
u vodenoj kupelji s ugradenom tresilicom. Uzorci se stave na led 5 min kako bi se zaustavila
reakcija. Po zavrsetku reakcije uzorcima se izmjeri pH vrijednost pomoc¢u pH indikatorskog

papira, a ocekivana vrijednost trebala bi biti izmedu 71 7,5.

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva Folin-Ciocalteu metodom

Ukupni fenolni spojevi odreduju se poéetnim uzorcima inkapsuliranih ekstrakata listova
koprive te nakon provedene gastri¢ne, apsorbirane i intestinalne faze. Sva odredivanja provode

se u paraleli.
Princip odredivanja:

Odredivanje ukupne koncentracije fenolnih spojeva provodi se u metanolnom ekstraktu
uzorka primjenom spektrofotometrijske metode. Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji
izmedu Folin-Ciocalteu reagensa i reducirajueg reagensa, polifenola. Nastali plavo obojeni
kompleks intenzivniji je Sto je veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim

spojevima, a intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu redom se otpipetira 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa
i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata.
Nakon toga slijedi mijeSanje na vortex mijesalici i termostatiranje pripremljenih uzoraka 25
minuta pri temperaturi od 50 °C u vodenoj kupelji. Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini 765
nm na spektrofotometru. Na isti nacin pripremi se i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima

ekstrakcijsko otapalo (80 %-tni metanol).
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Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline, otopi u 10 mL 96 %- tnog
etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od
pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako
da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
tikvicu i potom nadopuni do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim
tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg L. 1z svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine
standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 200 puL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijesa pomocu vortex mijesalice, a uzorci se potom termostatiraju 25 minuta pri
temperaturi od 50 °C u vodenoj kupelji. Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode.
Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm na spektrofotometru. 1z izmjerenih
vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel pri cemu
se na apscisu nanose koncentracije galne kiseline (mg L1), a na ordinatu izmjerene vrijednosti
apsorbancije pri 765 nm (slika 8). Koncentracija ukupnih fenola izra¢una se prema dobivenoj

jednadzbi pravca.
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Slika 8. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0035 x X [1]
R2=0,9998
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm (-)
X — koncentracija galne kiseline (mg L)
R? — koeficijent determinacije (-)

Koncentracije ukupnih fenolnih spojeva izrazene su u mg GAE g s. tv. inkapsuliranog

ekstrakta lista koprive kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Antioksidacijski kapacitet odreduje se po¢etnim uzorcima inkapsuliranih ekstrakata listova
koprive te nakon provedene gastri¢ne, apsorbirane i intestinalne faze in vitro testa probave. Sva

odredivanja provode se u paraleli.
Princip odredivanja:

FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda temelji se reakciji redukcije Zuto
obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) u kiselom mediju pri ¢emu
nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593
nm. FRAP vrijednosti najcesce se izrazavaju preko zZeljezovog (II) sulfata, askorbinske kiseline

ili trolox ekvivalenta (Benzie i Strain, 1996).
Postupak odredivanja:

U staklene epruvete redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 uL uzorka i 2080 pL
FRAP reagensa, dobro se promijeSa pomocu vortex mijeSalice te 5 minuta termostatira u
vodenoj kupelji pri temperaturi od 37 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 593 nm na
spektrofotometru. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, gdje se umjesto uzorka dodaje

ekstrakcijsko otapalo (80 %-tni metanol).
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Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) tako da se odvaze 0,0501 g Troloxa. Odvaga se
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake 96 %-tnim
etanolom. Od pripremljene otopine Troloxa rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10
mL tako da se otpipetira redom: 0,125; 0,5; 0,625; 1,25; 2,5 i 5 mL alikvota standardne otopine
Troloxa u svaku tikvicu. Odmijerne tikvice potom se nadopunjavaju do oznake 96 %-tnim
etanolom. Koncentracije Troloxa u tim tikvicama iznose: 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 pmol
L-1. Nakon toga, u staklene epruvete redom se otpipetira 240 uL destilirane vode, 80 pL otopine
standarda iz prethodno pripremljenih odmjernih tikvica i 2080 uL. FRAP reagensa. Potom
slijedi mijeSanje pomocu vortex mijesalice i termostatiranje pri temperaturi od 37 °C u vodenoj
kupelji. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm na spektrofotometru. Slijepa proba sadrzava sve osim
uzorka, gdje se umjesto uzorka dodaje 80 %-tni metanol. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija
nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu se na apscisu nanose
koncentracije troloxa (umol L), a na ordinatu izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 593 nm

(slika 9). Antioksidacijski kapacitet uzorka izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 9. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-

karboksilne kiselina (Trolox)
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0013 x X [2]
R2=0,9995
gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm (-)
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol L1)
R? — koeficijent determinacije (-)

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u mmol TE 100 g s. tv. inkapsuliranog ekstrakta lista

koprive kao srednja vrijednost dvaju mjerenja.

3.2.5. Obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statistiCcku obradu podataka koristen je programski sustav
Statistica 8.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperiment je dizajniran kao puni faktorijalni
dizajn. Postupak inkapsulacije ekstrakta koprive proveden je s ciljem optimiranja
inkapsulacijskih parametara pri Cemu su nezavisne varijable bile vrsta nosaca (maltodekstrin,
kombinacija maltodekstrina i arapske gume u omjerima 50:50 i 75:25, B-ciklodekstrin te
kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume u omjerima 50:50 i 75:25) i omjer suhe tvari
ekstrakta i nosaca (1:1, 1:2, 1:3), a kao zavisne varijable promatrane su koncentracija fenolnih
spojeva i antioksidacijski kapacitet u inkapsuliranim ekstraktima te koncentracija fenolnih
spojeva i antioksidacijski kapacitet u tri faze in vitro simulacije probave. Za usporedbu uzoraka
koristena je multifaktorska analiza varijance (MANOVA), statisticki znacajna razlika
razmatrana je na razini p < 0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti), a svi marginalni prosjeci

usporedeni su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATII RASPRAVA

U ovom radu ispitivana je bioraspolozivost fenolnih spojeva iz inkapsuliranih ekstrakata
listova koprive pomocu simulirane probave. In vitro test sastojao se od tri faze - gastri¢ne,
apsorpcijske i intestinalne. Uvjeti su simulirani podeSavanjem temperature medija na 37 °C,
mijenjanjem pH vrijednosti pri prelasku iz jedne faze sustava u drugute dodavanjem probavnih
enzima karakteristiCnih za svaku fazu. Nakon svake faze odredivala se koncentracija fenolnih
spojeva Folin-Ciocalteu metodom i antioksidacijski kapacitet FRAP metodom. Istrazivanje je
provedeno na 18 uzoraka koji su se medusobno razlikovali prema vrsti nosaca koriStenih
tijekom suSenja rasprSivanjem te omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca. Dobiveni rezultati
prikazani su tabli¢no. U tablici 2 prikazana je koncentracija fenolnih spojeva odredena Folin-
Ciocalteu metodom, a u tablici 4 antioksidacijski kapacitet inkapsuliranin ekstrakata listova
koprive odreden FRAP metodom. Tablice 3 i 5 daju uvid u analizu varijance utjecaja vrste
nosata te omjera Suhe tvari ekstrakta i nosata na koncentraciju fenolnih spojeva i
antioksidacijski kapacitet. Na slici 10 prikazana je usporedba koncentracija fenolnih spojeva
neinkapsuliranog ekstrakta i inkapsuliranog uzorka za koji je odredeno da se najvise apsorbirao
u in vitro testu probave, a na slici 11 prikazana je usporedba antioksidacijskog kapaciteta
neinkapsuliranog ekstrakta i inkapsuliranog uzorka najboljeg antioksidacijskog kapaciteta u
simuliranom testu probave.

Dobiveni rezultati obradeni su u Microsoft Excel programu i prikazani tabli¢no kao srednja
vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + standardna devijacija. Statisticka obrada podataka
provedena je u programskom sustavu Statistica 8.0. (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD), a rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
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4.1. SADRZAJ FENOLNIH SPOJEVA INKAPSULIRANIHEKSTRAKATA LISTOVA KOPRIVE

Tablica 2. Koncentracija (x + standardna devijacija) fenolnih spojeva u pogetnom uzorku inkapsuliranih ekstrakata listova koprive te u svim

fazama in vitro probave odredena Folin-Ciocalteu metodom

- pocetni uzorak gastri¢na faza apsorpcijska faza intestinalna faza

v P -1

E nosHe oo | eare | mIGAEG? mg GAE g mg GAE g’

Q 2F 9 s.tv. ekstrakta % S.tv. % S.tv. %

> E3 ekstrakta ekstrakta

1 MD 16,80+0,23 28,33+0,04 | 168,63+2,57 | 1,81+£0,09 | 6,39+0,34 | 26,36+0,14 | 156,90+ 1,30
2 MD+GA (50:50) 18,29+0,13 27,44 £0,20 149,99+2,12 2,62 +0,01 9,56+0,09 | 32,47+1,09 | 177,53+7,17
3 MD+GA (75:25) 16,83 +0,04 27,31+0,05 162,27+0,14 3,09+0,12 | 11,33+0,40 | 26,56+0,19 | 157,84+0,74
4 B-CD 11 17,97 £0,29 31,35+0,22 | 174,55+4,11 3,17+0,09 ]10,10+0,21 | 25,10+0,10 | 139,73 +£2,82
5 | B-CD+GA (50:50) 21,00£0,25 29,23 +0,07 139,21+1,99 2,34+0,01 8,02+0,06 | 25,42+1,38 | 121,02+5,11
6 | B-CD+GA (75:25) 21,65+0,02 30,56 +0,07 | 141,17+0,44 2,50+0,00 8,17+0,03 | 30,70+0,33 | 141,82+1,39
7 MD 14,77 £0,00 11,94+0,84 80,84 +5,66 2,54+0,18 |21,37+3,01 | 31,74+0,43 | 214,89+2,89
8 MD+GA (50:50) 18,96 +0,52 17,88+0,28 94,39+4,06 2,28+0,16 | 12,77+1,07 | 26,06+0,63 | 137,48+0,47
9 | MD+GA (75:25) 17,90 £0,06 14,60+0,54 | 81,58+3,33 | 1,95+0,28 |13,33+1,39 | 26,53+0,58 | 148,19+3,75
10 B-CD 12 12,06 £0,47 23,61+0,20 | 195,94+6,03 3,24+0,09 |13,72+0,25 | 28,11+1,22 ]233,55+19,29
11 | B-CD+GA (50:50) 12,20+0,03 27,68+0,03 | 226,97+0,87 1,55+0,03 5,61+0,10 | 22,13+1,45 | 181,45+11,43
12 | B-CD+GA (75:25) 9,38 £0,06 17,19+0,89 | 183,25+8,19 4,09+0,10 |23,85+1,82 | 24,52+1,48 |261,39+14,03
13 MD 13,56+0,26 13,13+0,27 96,82 +0,18 1,84+0,10 14,02 +1,02 | 22,44+0,67 | 165,61+8,09
14 | MD+GA (50:50) 14,94 +0,30 25,83 +1,52 172,81+6,68 1,57+0,01 6,10+0,33 | 20,55+0,39 | 137,58+5,40
15 | MD+GA (75:25) 10,30+0,37 14,70+ 1,11 |142,94+1594 | 1,40+0,07 9,60+1,18 | 24,16+0,47 | 234,76+ 13,08
16 B-CD 13 15,62 +0,08 40,79+0,63 | 261,13+2,62 2,02+0,02 4,95+0,03 |22,44+0,81 | 143,64+4,43
17 | B-CD+GA (50:50) 13,55+0,04 34,50+1,43 |254,67+11,34 | 2,48+0,00 7,19+0,30 | 27,65+0,09 | 204,07+1,33
18 | B-CD+GA (75:25) 21,30+£0,29 34,00+0,18 | 159,64+1,36 2,21+0,04 6,49 +£0,09 |26,63+0,96 | 124,98+2,77

MD-maltodekstrin; MD + GA-kombinacija maltodekstrina i arapske gume; B-CD-B-ciklodekstrin; B-CD + GA- kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume; GAE- galna

kiselina
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Koncentracije fenolnih spojeva pocetnih uzoraka inkapsuliranin ekstrakta listova koprive i
svih faza simulirane probave prikazane su u tablici 2., a odredene su spektrofotometrijski Folin-
Ciocalteu metodom. Vrijednosti koncentracija fenolnih spojeva u poc¢etnom uzorku odredene
su u rasponu od 9,38 = 0,06 do 21,65 + 0,02 mg GAE ¢! suhe tvari (s.tv.) ekstrakta. Najvisa
koncentracija fenolnih spojeva u pocetnom uzorku inkapsuliranog ekstrakta lista koprive u
vrijednosti od 21,65 + 0,02 mg GAE g* suhe tvari ekstrakta odredena je uzorku u kojem je kao
nosa¢ tijekom susenja rasprsivanjem koriStena kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume
(75:25) pri omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:1. S druge strane, najniza vrijednost fenolnih
spojeva, 9,38 + 0,06 mg GAE g! s.tv. ekstrakta, odredena je u uzorku u kojem je nosa¢ bila
kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25), a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2.
Nakon provedene gastri¢ne faze najviSa koncentracija fenolnih spojeva, u vrijednosti od 40,79
+ 0,63 mg GAE g s.tv. ekstrakta, zabiljezena je u uzorku u kojem je nosac bio B-ciklodekstrin
s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:3. Najnizu koncentraciju, 11,94 + 0,84 mg GAE g!
s.tv. ekstrakta, u ovoj fazi imao je uzorak ¢iji je nosa¢ bio maltodekstrin, a omjer suhe tvari
ekstrakta i nosaca 1:2. U apsorpcijskoj fazi najvise fenolnih spojeva, 4,09 = 0,10 mg GAE g*!
s.tv. ekstrakta, zabiljezeno je uuzorku s kombinacijom nosaca -ciklodekstrina i arapske gume
(75:25) te omjerom suhe tvari ekstrakta i nosac¢a 1:2. Ovaj uzorak je ujedno imao i najvisi
pocetni sadrzaj fenolnih spojeva. S druge strane, najniza koncentracija, 1,40 + 0,07 mg GAE g
1s.tv. ekstrakta, zabiljezena je uuzorku &iji je nosa¢ bila kombinacija maltodekstrina i arapske
gume (75:25), a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:3. Konacno, u intestinalnoj fazi uzorak s
nosacem kombinacije maltodekstrina i arapske gume (50:50) te omjerom suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:1 posjedovao je najvisu koncentraciju fenolnih spojeva, 32,47 + 1,09 mg GAE g*s.tv.
ekstrakta. Najniza koncentracija u vrijednosti od 20,55 + 0,39 mg GAE g s.tv. ekstrakta
zabiljezena je u uzorku s nosatem kombinacije maltodekstrina i arapske gume (50:50) te
omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:3.

U gastricnoj fazi najveci postotak fenolnih spojeva, 261,13 + 2,62 % od pocetne koli¢ine,
zabiljezen je u uzorku ¢iji je nosa¢ bio B-ciklodekstrin, a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca
1:3. Ovom uzorku ujedno je odredena i najveca koncentracija fenolnih spojeva. Najmanji
postotak fenolnih spojeva od pocetne koli¢ine, 80,84 + 5,66 %, zabiljezen je u uzorku s
najmanjom koncentracijom fenolnih spojeva, tj. uzorku kojem je nosa¢ bio maltodekstin s
omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2. Na temelju rezultata apsorpcijske faze vidljivo je da
se najvisi postotak fenolnih spojeva apsorbirao u uzorku ¢iji su nosac¢i bili kombinacija f-
ciklodekstrina i arapske gume (75:25), a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2 i tou vrijednosti
od 23,85 £ 1,82 % od pocetne koli¢ine. Najnizi postotak apsorpcije, 5,61 + 0,10 %, utvrden je
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u uzorku c¢iji su nosaci bili B-ciklodekstrin i arapska guma (50:50), a omjer suhe tvari ekstrakta
i nosaca 1:2. U intestinalnoj fazi uzorku kojem je nosa¢ tijekom suSenja rasprSivanjem bila
kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) te omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2
odreden je najvisi postotak fenolnih spojeva, 261,39 + 14,03 % od pocetne koli¢ine. Najnizi
postotak, 121,02 = 5,11 % od pocetne koli¢ine, zabiljezen je u uzorku ¢iji su nosaci bili B-
ciklodekstrin i arapska guma (50:50), a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:1.

U istrazivanju Kalajahi i Ghandiha (2022) koncentracija fenolnih spojeva u pocetnom
uzorku inkapsuliranih ekstrakata koprive kretala se od 18,19 do 56,67 mg GAE g1 ekstrakta.
Prema Bonettii sur. (2016) najzastupljeniji fenolni spojevi u ekstraktu lista koprive su derivati
hidroksicimetnih kiselina i1 flavonoidi.

Repaji¢ 1 sur. (2021) proucavali su utjecaj fenoloSke faze razvoja koprive na udio
bioaktivnih komponenti u listovima i stabljici ubranih na razli¢itim podru¢jima diljem
Hrvatske. Fenolni spojevi odredeni su UPLC-MS/MS analizom pri ¢emu su rezultati ukazivali
da se najvisa koncentracija ukupnih fenolnih spojeva, 5,13 + 0,01 mg g1, nalazi u ekstraktu
listova ubranih u kontinentalnom dijelu Hrvatske u fazi prije cvjetanja. Osim toga, proveli su i
identifikaciju te kvantifikaciju fenolnih spojeva. ldentificiran je 41 fenolni spoj koji pripada
skupinama: benzojeve, hidroksicimetne i drugih kiselina, flavonola, flavan-3-ola, flavona,
izoflavona, flavanona te kumarina. Hidroksicimentne kiseline, u najvisoj koncentraciji od 2,27

mg g1, bile su najzastupljenija grupa fenolnih spojeva.
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Tablica 3. Analiza varijance utjecaja vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca na

koncentraciju fenolnih spojeva

pocetni
FENOLNI N uzorak gastri¢na faza | apsorpcijska intestinalna
SPOJEVI (mg GAE 100 % faza faza
gls.tv. % %
ekstrakta)
nosacé p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
MD 6 | 15,04+0,102 | 11543 +£2,422 | 13,93 +£0,41¢ | 179,13 + 3,20°
MD+GA (50:50) 6 | 17,40 £0,10¢ | 139,06 £2,42° | 9,48 £0,41° | 150,87 + 3,202
MD+GA (75:25) 6 | 15,01 £0,10% | 128,93 +2,420 | 11,42+0,41¢ | 180,26 + 3,20°
B-CD 6 | 15,21 +£0,10% | 210,54 £2,429 | 9,59 +0,41°¢ | 172,31 + 3,20°
B-CD+GA (50:50) | 6 | 15,58 +0,10° [206,95+2,429 | 6,94+0,412 | 168,85+ 3,20P
B-CD+GA (75:25) | 6 | 17,44£0,10° | 161,35 +2,42¢ | 12,83 + 0,419 | 176,06 & 3,20P
omjer s.tv. p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
ekstrakt:nosac
1:1 12 | 18,76 £0,07¢ | 155,97 + 1,71 | 8,93 +£0,292 | 149,14 + 2262
1:2 12| 1421 £0,072 | 143,83 1,712 | 15,11 £0,29° | 196,16 +2,26°
1:3 12 | 14,88 +0,07° | 181,33 £1,71°| 8,06 +0,29% | 168,44 +226°
prosjecna 36| 1595+0,60 | 160,38+8,74 | 10,70+ 0,87 | 171,25+ 6,93
vrijednost

Rezultatisu prikazanikao srednja vrijednost + standardna pogreska .
*a,b,c,d,e—razliite oznake unutarstupca odnose se na statisti¢ki znacajne razlike razmatrane na razini p < 0,05
MD-maltodekstrin; MD + GA-kombinacija maltodekstrina i arapske gume; B-CD-B-ciklodekstrin; B-CD + GA-

kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume; GAE- galna kiselina

Analiza varijance utjecaja vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca na
koncentraciju fenolnih spojeva u poéetnom uzorku inkapsuliranih ekstrakata koprive te svih
faza in vitro probave prikazana je u tablici 3. Na temelju MANOVA analize varijance utvrden
je statisti¢ki znacajan (p < 0,05) utjecaj vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca na
koncentraciju fenolnih spojeva. Po¢etnim uzorcima ¢iji je nosa¢ tijekom suSenja raspr$ivanjem
bila kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) te kombinacija maltodekstrina i
arapske gume (50:50) odredena je najvisa koncentracija fenolnih spojeva. S druge strane,
najniza koncentracija odredena je uzorcima ¢iji su nosaci bili maltodekstrin te kombinacija
maltodekstrina i arapske gume (75:25). U gastri¢noj fazi uzorcima ¢iji su nosaci bili -
ciklodekstrin i kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (50:50) odredena je najveca

koncentracija fenolnih spojeva, a najniza u uzorcima ¢iji je nosac bio maltodekstrin. Nadalje, u
apsorpcijskoj fazi uzorci €iji su nosaci bili maltodekstrin te kombinacija B-ciklodekstrina i
arapske gume (75:25) posjedovali su najvise koncentracije fenolnih spojeva. Najniza
koncentracija u ovoj fazi zabiljezena je kada je kao nosac bila koristena kombinacija -
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ciklodekstrina i arapske gume (50:50). Na posljetku, u intestinalnoj fazi statisticki znacajna
razlika zabiljezena je samo u uzorcima ¢iji su nosaci bili maltodekstrin i arapska guma (50:50)
pri ¢emu je njima odredena niza koncentracija fenolnih spojeva.

Opcenito gledajuci, uzorci Ciji je nosac tijekom susenja rasprSivanjem bila kombinacija 3-
ciklodekstrina i arapske gume u omjeru 75:25 postigli su najveéu apsorpciju fenolnih spojeva
u in vitro testu probave, dok se kao najbolji omjer suhe tvari ekstrakta i nosac¢a pokazao 1:2.

Temeljem analize varijance utvrdeno je da je najveca koli¢ina fenolnih spojeva oslobodena
u intestinalnoj fazi. Vise istrazivaca navodi isti zaklju¢ak. Shahidi i Peng (2018) zakljucili su
da u trofaznom in vitro testu probave do najveceg oslobodenja fenolnih spojeva dolazi u
intestinalnoj fazi. Zokti i sur. (2016) smatraju da je najveci dio fenolnih spojeva otpusten u
intestinalnoj fazi zbog izraZenijih interakcija izmedu molekula vode 1 mikrocestica amorfnog
praha §to posljedi¢no povecava topljivost fenolnih spojeva. Isto tako, oslobadanju fenolnih
spojeva doprinosi disocijacija mikrocestica praha do koje dolazi zbog promjene pH vrijednosti
prilikom prelaska sadrzaja iz gastri¢ne u intestinalnu fazu. Nadalje, visoka topljivost nosaca, u
njihovom sluc¢aju maltodekstrina, te hidrofilnost arapske gume takoder su doprinijeli brzom
otpustanju. Ydjedd i sur. (2017) takoder su dokazali da se koncentracija fenolnih spojeva
inkapsuliranog ekstrakta rogaca povecava postupno tijekom probave pri ¢emu su najvise
koncentracije zabiljezene u intestinalnoj fazi. U ovom i prethodno navedenim istrazivanjima
dokazano je da se inkapsulacijom ucinkovito stite fenolni spojevi od nepovoljnih uvjeta u
gastrointestinalnom traktu.

Provedena su sli¢na istrazivanja bioraspolozivosti inkapsuliranih ekstrakata drugih sirovina.
Jedno od njih je i istrazivanje Muellera i sur. (2018) gdje se proucavala bioraspoloZivost
inkapsuliranih antocijana ekstrakta borovnice u gastrointestinalnom traktu ljudi. Kontrolna
grupa ispitanika konzumirala je neinkapsulirani ekstrakt borovnice, a druga grupa inkapsulirani
ekstrakt pri ¢emu su nosaci bili proteini sirutke i citratni pektin. Istrazivaci su utvrdili da se
biodostupnost antocijana povecava u tankom crijevu kada je kao nosa¢ koristen pektin izoliran
iz citrusa, dok su proteini sirutke uzrokovali kratkoro¢nu bioraspolozivost.

U radu Grgi¢ 1 sur. (2020) navodi se da je udio apsorbiranih fenolnih spojeva u gornjem
gastrointestinalnom sustavu relativno mali u odnosu na koli¢inu koja se unosi putem hrane.
Pretpostavlja se da se samo 5-10 % fenolnih spojeva apsorbira u tankom crijevu, a najveci dio
u debelom crijevu zbog kemijske modifikacije koju provode tamo prisutnih mikroorganizmi
(Bonetti i sur., 2016). U ovom radu prosjecna vrijednost apsorbiranih fenolnih spojeva iznosi
10,70 + 0,87 %.
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Unato¢ tvrdnji da su fenolni spojevi bolje ocuvani pri viSim koncentracijama nosaca
(Kalajahi i Ghandiha, 2022; Singh i sur., 2019), u ovom radu to nije u potpunosti dokazano. U
pocetnom uzorku najvisa koncentracija fenolnih spojeva utvrdena je kada je omjer suhe tvari
ekstrakta i nosaca bio 1:1, a najniza pri omjeru 1:2. Najvisa koncentracija fenolnih spojeva u
gastri¢noj fazi utvrdena je kada je omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca iznosio 1:3, a najniza pri
omjeru 1:2. Nadalje, u apsorpcijskoj fazi omjer 1:2 imao je visu koncentraciju fenolnih spojeva
u odnosu na preostala dva. U intestinalnoj fazi najvisu koncentraciju fenolnih spojeva dao je
omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2, a najnizu 1:1. Prema Sablania i Bosco (2018) nosaci
djeluju kao polimerne prevlake koje Stite bioaktivne komponente te ih otpustaju u
odgovarajué¢im uvjetima. S druge strane, Shishir i Chen (2017) zakljucili su da koncentracija
nosaca u procesu susenja rasprsivanjem ovisi o sirovini, vrsti 1 svojstvima nosaca te Zeljenim
karakteristikama konacnog proizvoda. Uz to, navode da se ne moze opcenito preporuciti
najoptimalniji omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca, ve¢ dase to odreduje individualno za svaki
slucaj.

Zokti i sur. (2016) zakljucili su da na koncentraciju fenolnih spojeva utjee i sastav
koriStenog nosaca. U radu su istrazivali u¢inak inkapsulacije ekstrakta zelenog caja na
koncentraciju fenolnih spojeva pri ¢emu je inkapsulacija provedena susenjem rasprSivanjem, a
0d nosaca koriSteni su maltodekstrin, arapska guma, kitozan te njihove kombinacije u razli¢itim
omjerima. U istrazivanju najnize koncentracije fenolnih spojeva zabiljeZzene su kada se kao
nosa¢ za susenje rasprSivanjem koristio samo maltodekstrin ili arapska guma dok su najbolji
rezultati zabiljezeni koriStenjem kombinacije viSe nosaca. Kao nosac s najboljim svojstvima u
inkapsulaciji bioaktivnih komponenti pokazala se arapska guma, a potom kombinacije arapske
gume i maltodekstrina. Kitozan se nije pokazao osobito uéinkovitim zbog velike viskoznosti.
Najvisa koncentracija ukupnih fenolnih spojeva zabiljezena je uporabom nosaca kombinacije
maltodekstrina, arapske gume i kitozana u omjeru 25:74:1. U ovom radu takoder se najvisa
koncentracija fenolnih spojeva apsorbirala kada je tijekom suSenja rasprSivanjem KkoriStena
kombinacija nosaca, to¢nije kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume u omjeru 75:25.

Postoji nekoliko ranijih istrazivanja koja su se bavila slicnom tematikom. Kalajahi i
Ghandiha (2022) bavili su se optimiranjem parametara suSenja rasprSivanjem kako bi proveli
inkapsulaciju ekstrakta koprive. Od nosaca koristili su samo maltodekstrin pri ¢emu se njegova
koncentracija kretala 10-20 g 100 g, a temperatura ulaznog zraka od 110 do 150 °C.
Najoptimalniji uvjeti inkapsuliranja ekstrakta koprive ostvareni su pri temperaturi ulaznog
zraka od 150 °C te koncentraciji maltodekstrina od 16,9 g 100 g1. Iako je vecéa u¢inkovitost i

prinos inkapsulacije ostvaren povecanjem temperature ulaznog zraka te koncentracije
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maltodekstrina, istrazivac¢i su naveli kako je potrebno smanjiti temperaturu ulaznog zraka da bi
se ocuvali termolabilni fenolni spojevi te zadrZzao povoljan antioksidacijski kapacitet.

Najcesc¢e koristeni nosaci tijekom susenja rasprSivanjem sokova od voca i povrca te biljnih
ekstrakata su maltodekstrin i arapska guma zbog velike molekulske mase, visoke temperature
staklastog prijelaza, dobre topljivosti te niske viskoznosti. S druge strane, u slu¢aju kada
proizvod ima vecu nasipnu gustocu, kao $to je inkapsulat lista kadulje, B-ciklodekstrin pokazao
se kao bolja alternativa (Shishir i Chen, 2017).

U radu Bels¢ak-Cvitanovi¢ 1 sur. (2011) istrazivao se fenolni i mineralni sastav te
antioksidacijski kapacitet inkapsuliranih ekstrakata ljekovitog bilja (lista kupine, gloga,
koprive, masline, stolisnika te brsljana). Ekstrakti su inkapsulirani u mikrozrnca od alginata i
kitozana pomoc¢u elektrostatske ekstruzije. Najvisa koncentracija fenolnih spojeva i
antioksidacijski kapacitet zabiljeZeni su u inkapsulatu lista kupine, a najnizi u listu masline.
Najslabiji inkapsulacijski potencijal od analiziranih ekstrakata pokazala je kopriva zbog visoke
koncentracije dvovalentnih kationa koji utjecu na proces gelacije alginata.

Iz rezultata je vidljivo da je u gastri¢noj i intestinalnoj fazi odredeno preko 100 % fenolnih
spojeva u odnosu na koli¢inu u po¢etnom uzorku. Do istog zaklju¢ka dosli su i znanstvenici
Zhang i sur. (2020). Oni smatraju da je uzrok ove pojave Kidanje kemijskih veza izmedu
bioaktivnih komponenti i ostalih komponenti hrane u kiselom mediju gastri¢ne faze. Fenolni
spojevi u obliku estera, glikozida i polimera ne mogu se apsorbirati tijekom probave.
Modifikacije fenolnih spojeva pospjesuju se u odgovaraju¢em pH te djelovanjem enzima kao
Sto su pepsin i tripsin. U njihovom istraZivanju nakon gastricne faze biodostupnost ukupnih
fenolnih spojeva razli¢itih vrsta kvinoje kretala se izmedu 87,61 116,7 %, a nakon intestinalne
u rasponu od 89,6 do 124,5 %. U ovom radu biodostupnost fenolnih spojeva nakon gastri¢ne
faze iznosila je izmedu 80,84 + 5,66 i261,13 + 2,62 %, a nakon intestinalne faze od 121,02 +
5,11 do 234,76 + 13,08 %. Svi fenolni spojevi prisutni u simuliranoj fazi tankog crijeva
(intestinalnoj fazi) nisu bili dostupni za apsorpciju. Spojevi odgovarajuée molekularne
konfiguracije apsorbiraju se pasivnom difuzijom kroz barijere epitelnih stanica tankog crijeva,
a u in vitro testu to je bilo simulirano pomo¢u membrana za dijalizu. U ovom radu apsorbirano
je fenolnih spojeva u rasponu od 4,95 + 0,03 do 23,85 + 1,82 %.
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4.2. ANTIOKSIDACIISKI KAPACITET INKAPSULIRANIH EKSTRAKATALISTOVA KOPRIVE

Tablica 4. Antioksidacijski kapacitet (x +standardna devijacija) u po¢etnom uzorku inkapsuliranih ekstrakata listova koprive te u svim fazama

in vitro probave odreden FRAP metodom

) pocetni gastri¢na faza apsorpcijska faza intestinalna faza
5 5 g uzorak
x nosaé = g mmol TE 100 mmol TE 100 mmol TE
= s £ (mmol TE gls.tv. % gls.tv. % 100 g s.tv. %
N 2F 100g*s.tv. ekstrakta ekstrakta ekstrakta
S e ekstrakta)
(<B]
1 MD 9,69 +0,05 21,45+0,42 | 221,34+£3,32 1,42 +£0,04 14,64+0,52 | 16,47+0,16 | 170,01 +£0,86
2 MD+GA (50:50) 11,88+0,18 19,54+0,90 | 164,38+5,10 1,50+0,02 12,66 +0,01 | 26,80+0,00 |225,51+3.,41
3 MD+GA (75:25) 10,37+0,24 22,33+0,12 | 215,32+£3,79 1,31 +0,01 12,63+0,19 | 19,13+0,23 | 184,47+2,07
4 B-CD 11 11,15+0,06 26,81 £0,85 | 240,42+8,81 1,40 +£0,03 12,55+0,23 | 22,37+0,03 |200,55+1,30
5 B-CD+GA (50:50) 12,86 +£0,20 25,60+0,63 | 199,12+1,77 1,66 £0,05 12,92 +£0,16 | 24,21 +0,03 | 188,31+3,23
6 B-CD+GA (75:25) 13,53 £0,02 26,59+1,26 | 196,56+9,62 1,58 £0,03 11,65+0,21 | 26,54+0,32 | 196,12+2,67
7 MD 8,89+0,00 12,73+0,27 | 143,25+3,04 1,23 £0,06 13,80+0,65 | 15,21+0,10 |171,16+1,08
8 MD+GA (50:50) 11,83 +£0,02 27,84+0,37 | 235,35+3,51 0,96 £0,00 8,10+0,00 | 14,08+0,05 |119,04+0,60
9 MD+GA (75:25) 1:2 11,94 +£0,03 24,31 +£1,55 |203,64+13,60 1,40 +£0,02 11,72+0,16 | 23,46+1,17 | 196,45+9,20
10 B-CD 8,15+£0,05 31,69+0,50 | 388,56+3,69 1,22 +0,01 14,93 +0,24 | 15,81+0,33 | 193,83+2,81
11 | B-CD+GA (50:50) 8,61 +£0,15 29,06 £0,78 | 337,81+15,16 1,71+0,05 19,93 +0,94 | 10,44+0,49 |121,35+7,86
12 | B-CD+GA (75:25) 6,68 £0,03 39,80£1,28 | 596,00+16,15 0,74 £0,06 11,02+0,87 | 13,42+0,29 |201,05+5,41
13 MD 8,32+0,16 11,59+0,30 | 139,31+0,97 0,85+0,03 10,25+0,15 | 13,33+0,05 |160,19+2,47
14 | MD+GA (50:50) 10,03+0,14 | 15,84+0,17 | 157,81+0,47 | 1,63+0,06 |16,25+0,82| 6,28+0,03 | 62,55+0,61
15 MD+GA (75:25) 13 6,97+0,11 15,34+0,31 | 220,12+7,98 1,66 +0,04 23,86+0,16 | 7,04+0,23 |101,08+4,89
16 B-CD ' 11,12 +£0,00 27,88+0,36 | 250,80+3,27 0,98 £0,00 8,83+0,02 | 11,39+0,59 |102,45+5,33
17 | B-CD+GA (50:50) 9,42 +£0,18 20,09+0,55 | 213,30+1,78 1,36 £0,01 14,43 +£0,39 | §8,53+0,31 90,53 +1,52
18 | B-CD+GA (75:25) 13,76 £0,05 19,46 +0,02 | 141,39£0,29 1,56 +£0,01 11,33 +£0,10 | 19,68+0,85 | 143,01 +£6,66

MD-maltodekstrin; MD + GA-kombinacija maltodekstrina i arapske gume; B-CD-B-ciklodekstrin; B-CD + GA- kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume; TE-Trolox
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Rezultati antioksidacijskog kapaciteta inkapsuliranih ekstrakata listova koprive pocetnih
uzoraka i svih faza simulirane probave prikazani su u tablici 4. Antioksidacijski kapacitet
odreden je spektrofotometrijski FRAP metodom. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta za
pocetni uzorak odredene su u rasponu od 6,68 + 0,03 do 13,76 + 0,05 mmol TE 100 g suhe
tvari ekstrakta (s.tv.e.). Najvisi antioksidacijski kapacitet, 13,76 + 0,05 mmol TE 100 gs.tv.e.,
zabiljezen je u uzorku ¢iji je nosa¢ tijekom suSenja rasprSivanjem bila kombinacija B-
ciklodekstrina i arapske gume (75:25) s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:3. S druge
strane, najnizi antioksidacijski kapacitet, 6,68 = 0,03 mmol TE 100 g s.tv.e., zabiljeZen je u
uzorku u kojem je bila koriStena kombinacija nosaca B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25),
a omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca iznosio je 1:2. Nakon gastri¢ne faze uzorak koji je imao
najvisi antioksidacijski kapacitet, 39,80 = 1,28 mmol TE 100 g s.tv.e., bio je s nosaéem
kombinacije B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) u omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca
1:2. Najniza vrijednost zabiljeZena je u uzorku ¢iji je nosa¢ bio maltodekstrin, S omjerom suhe
tvari ekstrakta i nosaca 1:3, u vrijednosti od 11,59 + 0,30 mmol TE 100 g s.tv. ekstrakta.
Nadalje, u apsorpcijskoj fazi najvisi antioksidacijski kapacitet, 1,71 = 0,05 mmol TE 100 g1,
imao je uzorak u kojem je nosac bila kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (50:50),
omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2. S druge strane, najniza vrijednost, 0,74 = 0,06 mmol
TE 100 g's.tv.e., zabiljeZena je u uzorku ¢iji je nosa¢ kombinacija B-ciklodekstrina i arapske
gume (75:25) s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2. Na posljetku, nakon provedene
intestinalne faze, uzorak s najvisim antioksidacijskim kapacitetom u vrijednosti od 26,80 + 0,00
mmol TE 100 g*s.tv.e. bio je uzorak s nosatem u kombinaciji maltodekstrina i arapske gume
u omjeru suhe tvari ekstrakta i nosac¢a 1:1. Najniza koncentracija utvrdena je u uzorku s
nosa¢em u kombinaciji maltodekstrina i arapske gume (50:50) i omjerom suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:3 u vrijednosti od 6,28 = 0,03 mmol TE 100 g-!s.tv. ekstrakta.

Najvisi postotak antioksidacijskog kapaciteta, 596,00 = 16,15 % u odnosu na pocetni
uzorak, u gastri¢noj fazi imao je uzorak ¢iji nosac je bila kombinacija B-ciklodekstrina i arapske
gume (75:25) s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2. Ovom uzorku odredeni je ujedno i
najvisi - antioksidacijski kapacitet prije simulacije probave. S druge strane, najnizi
antioksidacijski kapacitet, 139,31 + 0,97 % od pocetne koliCine, zabiljezen je u uzorku ¢iji je
nosac bio maltodekstrin u omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:3. U apsorpcijskoj fazi najvisi
postotak antioksidacijskog kapaciteta, 23,86 + 0,16 % od pocetne koli¢ine, odreden je u uzorku
¢iji su nosaci bili maltodekstrin i arapska guma (75:25) s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca

1:3. Najnizi postotak antioksidacijskog kapaciteta utvrden je u uzorku ¢iji je nosac bila

kombinacija maltodekstina i arapske gume (50:50) s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2
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u vrijednosti od 8,10 + 0,00 % od pocetne koli¢ine. Na kraju, u intestinalnoj fazi, najvisi
postotak antioksidacijskog kapaciteta, 225,51 + 3,41 % od pocetnog uzorka, odreden je u
uzorku ¢iji su nosaci bili maltodekstrin i arapska guma (50:50), a omjer suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:1. S druge strane, najnizi postotak, 62,55 + 0,61 % od pocetne koli¢ine, utvrden je u

uzorku ¢iji je nosa¢ bila kombinacija maltodekstina i arapske gume (50:50), a omjer suhe tvari

ekstrakta i nosaca 1:3.

Tablica 5. Analiza varijance utjecaja vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca na

antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom

pocetni
FRAP N uzorak gastri¢na apsorpcijska | intestinalna
(mmol TE faza faza faza
100 gt s.tv. % % %
ekstrakta)
nosa¢ p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
MD 6 | 897+0,052 | 167,97 £3,072 | 12,89 +0,18" | 167,12+ 1,74°
MD+GA (50:50) 6 | 11,25+0,059| 185,84 +£3,07° | 12,33 +0,18> | 135,70 £ 1,742
MD+GA (75:25) 6 | 9,76 £0,05° | 213,03+£3,07¢ | 16,07 +0,18% | 160,67 = 1,74°
B-CD 6 | 10,14 +0,05° | 293,26 +3,07¢ | 12,10+ 0,18% | 165,61 = 1,74°
B-CD+GA (50:50) 6 | 10,29 +£0,05¢ | 250,08 £3,079 | 15,76 £ 0,18 | 133,40 £ 1,742
B-CD+GA (75:25) 6 | 11,32+0,059|311,32+3,07" | 11,33 +£0,18% | 180,06 + 1,74¢
omjer s. tv. p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
ekstrakt:nosa¢
1:1 12 | 11,58 £0,03¢ | 206,19 £2,17° | 12,84 +£0,132 | 194,16 + 1,23¢
1:2 12 | 9,35+0,032 | 31744 +2,17¢ | 13,25+0,132 | 167,15+ 1,23P
1:3 12 | 9,94 +0,03° | 187,12 +£2,172 | 14,16 0,13 | 109,97 + 1,232
prosjecna vrijednost | 36 | 10,29 + 0,35 236,92 + 13,42 + 0,62 157,09 + 7,73
18,15

Rezultatisu prikazanikao srednja vrijednost = standardna pogreska .
*a,b,c,d,e,f—razlicite oznake unutarstupca odnose se na statisticki znacajne razlike razmatrane na razini p < 0,05
MD-maltodekstrin; MD + GA-kombinacija maltodekstrina iarapske gume; B-CD-B-ciklodekstrin; B-CD + GA-

kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume; TE-Trolox

Analiza varijance utjecaja vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i nosafa na
antioksidacijski kapacitet u pocetnom uzorku inkapsuliranih ekstrakata koprive te u svim
fazama in vitro probave prikazana je u tablici 5. Na temelju MANOVA analize varijance
utvrden je statisticki znacajan (p < 0,05) utjecaj vrste nosaca te omjera suhe tvari ekstrakta i
nosaca na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta. U poc¢etnom uzorku inkapsuliranog ekstrakta
koprive najvisi antioksidacijski kapacitet zabiljezen je u uzorcima ¢iji sunosaci tijekom susenja
rasprSivanjem bili kombinacija maltodekstrina 1 arapske gume (50:50) te kombinacija [-
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ciklodekstrina i arapske gume (75:25), dok je najniza vrijednost odredena uzorcima ¢iji je nosac
bio maltodekstrin. U gastricnoj fazi najvisa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta zabiljeZena
je u slucaju kada je nosac bila kombinacija -ciklodekstrina i arapske gume (75:25), a najniza
u uzorcima ¢iji je nosa¢ bio maltodekstrin. Nadalje, u apsorpcijskoj fazi uzorci ¢iji su nosaci
bili kombinacija maltodekstrina i arapske gume (75:25) te kombinacija B-ciklodekstrina i
arapske gume (50:50) ostvarili su najvisi antioksidacijski kapacitet. Najniza vrijednost utvrdena
je u slucaju kada su nosaci bili kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) te B-
ciklodekstrin. Na posljetku, nakon provedene intestinalne faze uzorci s nosa¢em kombinacije
B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) imali su najvisi antioksidacijski kapacitet, a najnizi
kombinacija maltodekstrina i arapske gume (50:50) te kombinacija B-ciklodekstrina i arapske
gume (50:50).

Omjer suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:1 omogucio je najvisu vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta u pocetnom uzorku, a najnizu 1:2. U gastri¢noj fazi uzorci s omjerom suhe tvari
ekstrakta 1 nosaca 1:2 posjedovali su najvisi antioksidacijski kapacitet, a 1:3 najnizi. U
apsorpcijskoj fazi omjer 1:3 imao je visu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na
preostala dva. Na kraju, u intestinalnoj fazi uzorci s omjerom suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:1
imali su najvisi antioksidacijski kapacitet, a najnizi s omjerom 1:3.

Na temelju analize varijance zakljuceno je da Su uzorci Ciji je nosa¢ bila kombinacija
maltodekstrina i arapske gume u omjeru 75:25 omogudili apsorpciju sadrzaja s najveéim
antioksidacijskim kapacitetom u in vitro testu probave, dok se kao najbolji omjer suhe tvari
ekstrakta i nosa¢a pokazao 1:3.

Opcéenito gledajuci, najvisi antioksidacijski kapacitet zabiljezen je u gastricnoj fazi, a
najnizi u apsorpcijskoj. Shahidii Peng (2018) takoder navode kako se antioksidacijski kapacitet
povecava samo tijekom gastricne faze dok tijekom intestinalne dolazi do znacajnijeg pada.
Smatraju da enzimska aktivnost i pH mogu modificirati hidroksilne skupine oslobodenih
fenolnih spojeva, inace glavne funkcijske skupine odgovorne za antioksidacijsku aktivnost.
Donlao i Ogawa (2018) proucavali su utjecaj procesnih Cimbenika na fenolni sastav i
antioksidacijsku aktivnost ekstrakta zelenog caja tijekom dvofazne in vitro probave. Najvisi
pad antioksidacijske aktivnosti svih analiziranih uzoraka takoder se dogodio u simuliranoj
intestinalnoj fazi, a kao razlog navedena je promjena kemijske strukture fenolnih spojeva
uzrokovana porastom pH vrijednosti te prisutnost slobodnih kisikovih vrsta.

Isto tako, iz analize varijance vidljivo je da se antioksidacijski kapacitet znacajno poveca

u gastri¢noj i intestinalnoj fazi in vitro probave u odnosu na pocetni uzorak, no na kraju u
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apsorpcijskoj fazi zabiljezen je znacajno nizi antioksidacijski kapacitet zbog niske koli¢ine
apsorbiranih fenolnih spojeva.

U radovima Kalajahi i Ghandiha (2022), Kaderides i sur. (2020) i Ydjedd i sur. (2017)
uzorci s najvisSom koncentracijom fenolnih spojeva ujedno su imali 1 najvisi antioksidacijski
kapacitet. Unato¢ tome, to u ovom radu nije dokazano. Biljni ekstrakti vrlo su kompleksna
mjeSavina razli¢itih komponenti, a do razlicite antioksidacijske aktivnosti moZe do¢i zbog
sinergistickog ili antagonistickog djelovanja tih komponenti (Ydjedd isur., 2017).

Antioksidacijski kapacitet bioaktivnih spojeva jedan je od najvaznijih pokazatelja
uc¢inkovitosti inkapsulacije. U istrazivanju Kalajahi i Ghandiha (2022) povecanje temperature
ulaznog zraka tijekom suSenja rasprSivanjem ekstrakta koprive uzrokovalo je smanjenje
antioksidacijskog kapaciteta. Prahovi proizvedeni pri temperaturi od 110 °C pokazali najvisi
antioksidacijski kapacitet, a oni pri temperaturi od 150 °C najnizi. Istrazivaci smatraju da je to
posljedica gubitka termicki osjetljivih fenolnih spojeva pri viSim temperaturama. S druge
strane, preniske temperature suSenja mogu dovesti do ljepljive strukture prahova §to vodi do
smanjenja ucinkovitosti inkapsulacije (Kyriakoudi i Tsimidou, 2018). Na smanjenje
antioksidacijskog kapaciteta utjece i trajanje samog procesa suSenja te prisutnost kisika i
svjetlosti (de Souza i sur., 2018). Nadalje, na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta moze
utjecati i fenoloska faza razvoja te podrucje rasta koprive. Najveci antioksidacijski kapacitet u
istrazivanju Repaji¢ 1 sur. (2021) zabiljeZzen je u ekstraktu listova koprive u fazi cvjetanja, a
obzirom na podrucje rasta u uzorcima koji su ubrani u kontinentalnom i planinskom podrucju.

U radu Igual i sur. (2014) odredivao se antioksidacijski kapacitet ekstrakta tropskog voca
lulo (lat. Solanum quitoense L.) nakon provedene inkapsulacije suSenja rasprsivanjem. Utvrdilo
se da se antioksidacijski kapacitet moze ocuvati povecanjem koncentracije nosaca, toc¢nije
maltodekstrina. Maltodekstrin zbog velike molekularne mase poboljSava zadrzavanje fenolnih
spojeva. U ovom radu takoder se antioksidacijski kapacitet povecavao porastom koli¢ine
nosaca pa je tako najvisi antioksidacijski kapacitet zabiljezen pri omjeru suhe tvari ekstrakta i

nosaca 1:3.
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4.3. BIORASPOLOZIVOST INKAPSULIRANIH EKSTRAKATA LISTOVA
KOPRIVE

mg GAE g1s.tv. ekstrakta

5 .
. -~
pocetni ekstrakt gastricna faza apsorpcijska faza intestinalna faza

neinkapsulirani ekstrakt

M inkapsulirani uzorak (B-ciklodekstrin + arapska guma (75:25); omjers.tv. ekstrakt:nosac¢ = 1:2)

Slika 10. Graficki prikaz usporedbe koncentracije fenolnih spojeva neinkapsuliranog
ekstrakta i inkapsuliranog uzorka najbolje apsorpcije (B-ciklodekstrin + arapska guma
(75:25); omjer s.tv. ekstrakt:nosa¢ = 1:2)

Na slici 10 prikazana je usporedba koncentracija fenolnih spojeva neinkapsuliranog
ekstrakta i inkapsuliranog uzorka za koji je odredeno da se najbolje apsorbirao u in vitro testu
probave. Na temelju MANOVA analize varijance utvrdeno je da je to uzorak ¢iji je nosac bila
kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) u omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2.
Iz grafickog prikaza moze se uociti da je bioraspolozivost fenolnih spojeva inkapsuliranog
uzorka visa u odnosu na neinkapsulirani ekstrakt. Ukoliko se usporeduje koncentracija fenolnih
spojeva pocetnog ekstrakta u odnosu na koncentraciju apsorbiranih vidljiva je znatno veca
apsorpcija fenolnih spojeva inkapsuliranog uzorka u odnosu na neinkapsulirani ekstrakt.
Koncentracija fenolnih spojeva poc¢etnog inkapsuliranog ekstrakta iznosila je 9,38 + 0,06 mg
GAE g1 s.tv. ekstrakta, a u testu in vitro probave apsorbiralo se 4,09 + 0,1 mg GAE gls.tv.
ekstrakta, tj. 43,60 %. S druge strane, koncentracija fenolnih spojeva pocetnog
neinkapsuliranog ekstrakta iznosila je 45,97 + 0,62 mg GAE gs.tv. ekstrakta, a apsorbiralo se

svega 1,91 + 0,03 mg GAE gls.tv. ekstrakta, tj. 4,15 %.
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Dabi se istrazila potpuna bioraspolozivost fenolnih spojeva, potrebno bi bilo jo§ simulirati
probavu u debelom crijevu jer je u radovima Grgi¢ i sur. (2020) te Bonetti i sur. (2016)
zakljuceno da se najvisa koncentracija fenolnih spojeva apsorbira u debelom crijevu. Nadalje,
Bohn i sur. (2018) usporedivali su probavljivost fenolnih spojeva u in vitro i in vivo testovima
probave pri ¢emu su zakljuc¢ili da ukoliko se u in vitro modelima probave ne simulira
fermentacija u debelom crijevu, rezultati testa bioraspolozivosti nisu potpuni. Izuzetak su bili
spojevi koji se gotovo u potpunosti apsorbiraju u gornjem dijelu gastrointestinalnog sustava kao
Sto su na primjer neki flavonoidi. Uz to, utvrdili su da se ukupni rezultati bioraspoloZivosti
fenolnih spojeva in vitro i in vivo testovarelativno dobro podudaraju, osobito oni koji se odnose

na probavu u debelom crijevu.

B R, NN W W
i o L1 o un o wun
H

pocetni ekstrakt gastri¢na faza apsorpcijska faza intestinalna faza

mmol TE 1001 g s.tv.ekstrakta

o

neinkapsulirani ekstrakt

M inkapsulirani uzorak (maltodekstrin +arapska guma (75:25); omjer s.tv. ekstrakt:nosac =
1:3)

Slika 11. Graficki prikaz usporedbe antioksidacijskog kapaciteta neinkapsuliranog
ekstrakta i inkapsuliranog uzorka najveceg antioksidacijskog kapaciteta (maltodekstrin +

arapska guma (75:25); omjer s.tv. ekstrakt:nosa¢ = 1:3)

Na slici 11 prikazana je usporedba antioksidacijskog kapaciteta neinkapsuliranog ekstrakta
i inkapsuliranog uzorka koji je imao najvisi antioksidacijski kapacitet tijekom in vitro probave.
Prema MANOVA analizi varijance, to je uzorak ¢iji je nosa¢ tijekom suSenja rasprSivanjem
bila kombinacija maltodekstrina i arapske gume (75:25) u omjeru suhe tvari ekstrakta i nosaca

1:3. Ukoliko se usporeduju vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta pocetnog ekstrakta i
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apsorpcijske faze moze se uociti da je antioksidacijski kapacitet znacajno ocuvan kod
inkapsuliranog uzorka u odnosu na neinkapsulirani ekstrakt. Vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta po&etnog inkapsuliranog ekstrakta iznosila je 6,97 + 0,11 mmol TE 100 g s.tv.
ekstrakta, a u apsorpcijskoj fazi 1,66 = 0,04 mmol TE 100 g s.tv. ekstrakta. S druge strane,
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta pocetnog neinkapsuliranog ekstrakta iznosila je 32,87
+0,27 mmol TE 100 g! s.tv. ekstrakta, a u apsorpcijskoj fazi 1,31+ 0,04 mmol TE 100 g-*s.tv.
ekstrakta. Iz navedenog se moze =zaklju¢iti da je antioksidacijski kapacitet najboljeg
inkapsuliranog uzorka u apsorpcijskoj fazi iznosio 23,82 %, a kod neinkapsuliranog ekstrakta
3,99 %.

Bonettii sur. (2016) istrazivali su bioraspolozivost inkapsuliranog ekstrakta koprive testom
in vitro probave. Inkapsulati ekstrakta koprive dodavali su se u tjesteninu $to je u konacnici
uzrokovalo znacajno povecanje funkcionalnosti proizvoda. U gornjem gastrointestinalnom
traktu biodostupnost istrazivanih fenolnih spojeva, estera kafeinske Kiseline i rutina, bila je
niska, a do postupnog poveéanja doslo je prelaskom u debelo crijevo. Uz to, dokazano je da
hrana koja sadrzi ekstrakt koprive doprinosi stvaranju antioksidacijske zastite od superoksid
radikala u gastrointestinalnom traktu.

U istrazivanju Zoktii sur. (2016) rezultati in vitro testadokazuju dainkapsulacija provedena
susenjem rasprSivanjem adekvatno §titi fenolne spojeve ekstrakta zelenog Caja te su oni u
takvom obliku biodostupniji i stabilniji za apsorpciju u crijevima. Isto tako, Kyriakoudi i
Tsimidou (2018) dokazali su povecanje biodostupnosti inkapsuliranih tvari krokina
i pikrokrocina iz ekstrakta Safrana tijekom in vitro testa probave. Biodostupnost krokina
povecala se s 60 % na 71,9 %, a pikrokrocina s 70 % na 80,7 %. Tijekom susenja rasprsivanjem
koriSteni je nosa¢ maltodekstrin, a omjer jezgre i nosaca iznosio je 1:20.

Inkapsulacija u prvom koraku povecava biodostupnost, a u drugom bioraspolozivost
fenolnih spojeva. Povecanjem apsorpcije povecava se i njihova bioloska aktivnost. Jedan od
najvaznijih ¢imbenika za ostvarivanje visoke bioraspolozivosti fenolnih spojeva je stupanj
polimerizacije te reakcija metilacije. Fenolni spojevi uglavhom se apsorbiraju pasivhom
diuzijom pri ¢emu je lipofilnost i molekulska masa svake molekule kljuéna. Osim toga, na
proces probave i apsorpciju fenolnih spojeva moze utjecati prisutnost ostalih makromolekula
hrane te sastav probavne mikroflore (Ozkan i sur., 2020). U istrazivanju Bitsch i sur. (2004)
dokazano je da se biodostupnost antocijana povecava pri visSim koncentracijama glukoze i
inzulina. Razlog sinergistickog odnosa izmedu glukoze 1 fenolnih spojeva lezi u ¢injenici da
bakterije probavnog sustava koriste glukozu za rast, a poveCanjem broja bakterija raste

mogucénost modifikacija 1 apsorpcije fenolnih spojeva. Nadalje, visok sadrzaj glukoze potice
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oslobadanje inzulina koji takoder pozitivno utjece na mikrofloru i bioraspolozivost fenolnih
spojeva. Isto tako, hrana bogata mastima povecava apsorpciju fenolnih spojeva. Lesser i sur.
(2004) analizirali su biodostupnost kvercetina u probavnom traktu svinja pri ¢emu su zakljucili
da se apsorpcija povecava za 50 % ukoliko je kvercetin ugraden u micele masti.

In vitro probavom ne mogu se u potpunosti imitirati svi procesi koji se zbivaju u
gastrointestinalnom traktu tijekom probave, no ona moze posluziti kao prvi korak u
proucavanju stupnja probavljivosti, modifikacija i interakcija pojedinih komponenti hrane
(Costa i Ahluwalia, 2019).

Inkapsulacija ima veliki potencijal za povecanje biodostupnostii bioraspolozivosti fenolnih
spojeva, no potrebno je unaprijediti in vitro testove kako bi se ta tvrdnja mogla u potpunosti
potkrijepiti. Pretpostavlja se da ¢e buduca znanstvena istrazivanja biti usmjerena na postizanje
Sto preciznije imitacije fizikalno-kemijskih promjena u cijelom probavnom sustavu. Uz to,
potrebno je istraziti 1 usporediti potencijalnu bioaktivnost svakog spoja i njihovih metabolita
kako bi se dobio bolji pristup u procjeni ucinaka inkapsulirane bioaktivne tvari na ljudski

probavni sustav i sveukupno zdravlje (Ozkan i sur., 2020).
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5. ZAKLJUCCI

1. Inkapsulacija ekstrakata listova koprive imala je pozitivan utjecaj na bioraspolozivost
fenolnih spojeva u in vitro testu probave.

2. U intestinalnoj fazi in vitro probave odredena je najvisa koncentracija fenolnih spojeva,
a najniza u apsorpcijskoj fazi.

3. Najveca apsorpcija fenolnih spojeva ostvarena je u uzorcima ¢iji je nosa¢ bila
kombinacija B-ciklodekstrina i arapske gume (75:25) pri omjeru suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:2. Koncentracija apsorbiranih fenolnih spojeva iznosila je 4,09+ 0,1 mg GAE
gt s.tv. ekstrakta, Sto je 43,60 % od pocetnog sadrzaja.

4. Najvisi antioksidacijski kapacitet zabiljeZen je u gastri¢noj, a najnizi U apsorpcijskoj
fazi in vitro testa probave.

5. Najvisa vrijednost antioksidacijskog kapaciteta u apsorpcijskoj fazi od 1,66 + 0,04
mmol TE 100 g*? s.tv. ekstrakta odredena je u ekstraktu inkapsuliranom s
maltodekstrinom i arapskom gumom u omjeru 75:25 pri omjeru suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:3.

6. Pomo¢u in vitro testa probave dokazano je da se inkapsulacijom povecéala
bioraspolozivost fenolnih spojeva iz ekstrakta listova koprive. 1z optimalno
inkapsuliranog uzorka apsorbiralo se 43,60 % fenolnih spojeva, a iz neinkapsuliranog
ekstrakta 4,15 %.
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