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SAZETAK

Cvijet trnine (Prunus sponosa flos) zbog visokog udjela fenolnih spojeva predstavlja
izvrsnu sirovinu za proizvodnju biljnih ekstrakata kao sastojaka funkcionalne hrane.
Inkapsulacijom fenolnih spojeva uz primjenu adekvatnih nosaca povecava se njihova stabilnost
i funkcionalnost. Za proizvodnju praha ekstrakta cvijeta trnine (PECT) s visokim udjelom
fenolnih spojeva i visokim antioksidacijskim kapacitetom vazno je odabrati parametre suSenja
tj. vrstu nosaca, omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperaturu suSenja. Stoga je u ovom
istraZivanju za optimizaciju uvjeta inkapsluacije fenolnih spojeva iz PECT koriStena metoda
odzivnih povrsina (engl. Response Surface Methodology - RSM) uz simultanu optimizaciju
metodom pozeljnosti. Ispitano je pet vrsta nosaca: maltodekstrin (MD), smjesa MD i 25%
arapske gume (GA) (MD+25%GA), smjesa MD i 50% GA (MD+50%GA), smjesa MD i 25%
inulina (IN) (MD+25%IN) te smjesa MD i 50% IN (MD+50%IN) pri razli¢itim omjerima
prema suhoj tvari ekstrakta (0,5; 1 i 2) te pri temperaturama susenja 120, 150 i 180°C. Ovisno
o primijenjenoj temperaturi susenja i udjelu nosaca, sadrzaj vlage u inkapsuliranim ekstraktima
cvijeta trnine je znacajno varira0, pri ¢emu je uocen trend smanjenja pri vi§im udjelima nosaca
1 viSoj temperaturi susenja, bez obzira na vrstu nosaca. Pri svim uvjetima susenja, neovisno o
vrsti nosaca, sastav fenolnih spojeva u PECT je bio isti te je identificirano ukupno 30 fenolnih
spojeva. Analizirane su ukupne hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline, flavonoli,
flavanoli 1 flavoni te ukupni fenolni spojevi primjenom ultradjelotvorne tekucinske
kromatografije (UPLC) uz MS/MS detekciju, dok je antioksidacijski kapacitet odreden ORAC
metodom. Kljuc¢an faktor zadrzavanja svih skupina spojeva u PECT je bila vrsta primijenjenog
nosaca, dok temperatura i omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta nisu imali znacajan utjecaj. Na
temelju maksimalnog zadrzavanja svih skupina fenolnih spojeva te antioksidacijskog kapaciteta
su utvrdeni optimalni uvjeti inkapsulacije ekstrakta cvijeta trnine suSenjem rasprsivanjem kako
slijedi: primjena Cistog MD kao nosaca, u omjeru 1:1 prema suhoj tvari ekstrakta pri susenju
od 180°C. Pri tom je zadrzavanje ukupnih fenolnih spojeva iznosilo 91,24%, a antioksidacijski
kapacitet 81,30% u odnosu na pocetni ekstrakt. Stoga se inkapsulirani ekstrakti cvijeta trnine
dobiveni pri navedenim optimalnim uvjetima mogu smatrati vrijednom sirovinom s visokim

potencijalom primjene u razvoju funkcionalnih proizvoda.

Kljuéne rije€i: ekstrakt cvijeta trnine, inkapsulacija, suSenje rasprSivanjem, maltodekstrin,

arapska guma, inulin, optimizacija, RSM, fenolni spojevi, antioksidacijski kapacitet, ORAC



EXTENDED ABSTRACT

Prunus spinosa L., blackthorn or thorn is a widespread wild plant from the genus
Prunus, almost all parts of which, including the flowers (Prunus spinosa flos), have been used
for centuries in folk medicine due to the significant presence of biologically active compounds.
Most of the scientific research so far has been focused on determining the composition and
mass fractions of biologically active compounds in the blackthorn fruits and leaves, and to a
lesser extent in the flower. Among the biologically active compounds of blackthorn flower, the
most important place is occupied by phenolic compounds. The stability of phenols is affected
by numerous factors such as oxygen, light, moisture, temperature and changes in pH value,
which results in a reduction of their biological activity or its complete loss during various
processing procedures into semi-finished and finished functional products and also during
extraction. The most commonly applied methods of stabilizing phenolic compounds are
encapsulation methods, i.e. their incorporation into protective wall materials. The encapsulation
of sensitive biologically active compounds increases their stability and possibility of
application, therefore the selection of the encapsulation material (wall material) and the
encapsulation method itself is very important. One of the more effective methods of
microencapsulation of phenolic compounds is the spray drying method, which converts
phenolic compounds from various extracts into a more stable powder form. The advantages of
encapsulation using the spray drying method are a relatively low temperature of the product in
relation to the high temperature of the inlet air and a short duration of the process due to the
large surface area for mass and heat transfer, the stability of the encapsulated biologically active
compounds and easy applicability on an industrial level. The aim of this research was to
determine the conditions under which the highest stability and retention of phenolic compounds
and antioxidant capacity are achieved in the encapsulated blackthorn flower extract obtained
by spray drying. For this purpose, the encapsulation of the phenolic compounds of the
blackthorn flower was carried out using the spray drying process, the phenolic compounds were
quantified and identified by the UPLC-MS/MS method, and the antioxidant capacity of the
obtained encapsulates was determined by the ORAC method, as there is no literature reports on
ORAC value of blackthorn flower.

The efficiency of the encapsulation of phenolic compounds from the blackthorn flower was
investigated thought the influence of three parameters: the type of wall material, wall material
to extract dry matter ratio (0.5, 1 and 2) and the drying temperature (140,160 and 180°C).



The following were used as wall materails during spray-drying encapsulation: maltodextrin
(MD), a mixture of MD and 25% gum arabic (GA), i.e. MD+25%GA, a mixture of
MD+50%GA, a mixture of MD and 25% inulin (IN) and a mixture MD+50%IN. To optimize
the encapsulation efficiency of phenolic compounds, the response surface method was used
with regard to the type of wall material, wall materail to extract dry matter ratio and the drying
temperature as independent variables. Simultaneous optimization was also carried out using the
desirability method for the encapsulation of total hydroxybenzoic and hydroxycementic acids,
total flavonols, flavanols and flavones, and total phenolic compounds and their antioxidant
capacity, i.e. ORAC values, as well as the conditions for simultaneous optimization of total

phenolic compounds and their antioxidant capacity expressed as ORAC values.

The basic hypotheses of the research were: the type of wall materail, wall material to
extract dry matter ratio, and the drying temperature will affect the stability and retention of
phenolic compounds during the encapsulation of blackthorn flower extract; the qualitative
composition of phenolic compounds in liquid extracts and powders will be the same or similar,
and the mass fractions and mutual relations of phenolic compounds will differ depending on
the applied encapsulation conditions; encapsulated blackthorn flower extracts with a higher

proportion of phenolic compounds will have a higher antioxidant capacity.

The moisture content in the encapsulated blackthorn flower extracts significantly
depended on the applied drying temperature and the proportion of the wall material, showing a
decreasing trend at higher proportions of the wall material and higher drying temperature,
regardless of the type of wall material. A total of 30 phenolic compounds were identified using
the UPLC-MS/MS method, including one hydroxybenzoic acid (UHBK), nine
hydroxycinnamic acids (UHCK), 15 flavonols (UFLO), four flavanols (UFLA) and one flavone
(UFL). The composition of phenolic compounds in PECT remained the same across all drying
conditions, regardless of the type and ratio of wall matrial. Flavonols (61%) and
hydroxycinnamic acids (35%) were the most abundant group of phenolic compounds, followed
by flavanols, flavones, and hydroxybenzoic acid in descending order. The wall materail type
was identified as a crucial factor for retaining all compound groups in the encapsulated extracts,
whereas the temperature and wall materail to extract dry matter ratio showed no significant
effect. The use of pure MD as a wall material without the addition of GA and IN was found to
be the most effective for encapsulating most of the observed phenolic groups, including UHCK,
UFLO, UFLA, and UPF. The addition of 25% GA to the wall material mixture had a slightly
lower efficiency for these compounds, except for UFL, where a positive influence on the



achieved concentration was observed. However, for UHBK, a better retention trend was
observed in extracts encapsulated with a higher proportion of GA (MD+50% GA). The type of
wall material used significantly influenced the antioxidant capacity of the encapsulated extracts,
with the greatest values observed in extracts encapsulated with pure MD. Incorporating GA into
the wall material mixture had an adverse impact on the antioxidant capacity of the encapsulated
extracts, while not affecting the phenolic compound content. On the other hand, the addition of
IN had a negative impact on both the concentration of phenolic compounds and the related
antioxidant activity. Through the optimization of encapsulation conditions to produce a final
product with a high retention of phenolic compounds and antioxidant capacity, optimal
conditions for blackthorn flower extract spray drying encapsulation were established as follows:
pure MD as the wall material, a carrier-to-extract dry matter ratio of 1:1, and a drying
temperature of 180°C. The optimized spray drying encapsulation conditions resulted in a
remarkably high retention rate of phenolic compounds, with 91.24% retention, and a
corresponding antioxidant capacity of 81.30% when compared to the original blackthorn flower

extract.

This research represents a significant contribution in the field of nutrition due to the
determination of the parameters of the maximum retention efficiency of phenolic compounds
in blackthorn flower extracts obtained by the spray drying method. The obtained powders, rich
in phenolic compounds, way will represent an excellent base for expanding the range of

functional products based on blackthorn flower, as well as other parts of the same plant.
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1. UvOD



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gacina 1. Uvod

Prunus spinosa L., crni trn ili trnina je Siroko rasprostranjena divlja biljka iz roda
Prunus, ¢iji se gotovo svi dijelovi, pa tako i cvjetovi (Prunus spinosa flos), koriste stolje¢ima
za pripremu ljekovitih pripravka u narodnoj medicini zbog znacajne prisutnosti bioloski
aktivnih spojeva. Vec¢ina dosada$njih znanstvenih istrazivanja su bila usmjerena na odredivanje
sastava i masenih udjela bioloski aktivnih spojeva u plodovima i listu trnine, te manjim dijelom
u cvijetu trnine. Medu bioloski aktivnim spojevima cvijeta trnine najznacajnije mjesto

zauzimaju fenolni spojevi.

Na stabilnost fenolnih utjecu brojni faktori poput kisika, svjetlosti, vlage, temperature i
promjene pH vrijednosti, §to rezultira smanjenjem njihove bioloske aktivnosti ili njenim
potpunim gubitkom tijekom razli¢itih postupaka prerade u poluproizvode i gotove funkcionalne
proizvode te takoder tijekom provodenja ekstrakcije. NajéeSc¢e primjenjivane metode
stabilizacije fenolnih spojeva su metode inkaspulacije tj. njihova ugradnja u zastitne nosace.
Inkapsulacijom osjetljivih bioloski aktivnih spojeva (BAS) poveéava se njihova stabilnost i
mogucénost primjene, stoga je vrlo bitan odabir inkaspulacijskog materijala (nosaca) i same
metode inkaspulacije. Jedna od ucinkovitijih metoda mikroinkaspulacije fenolnih spojeva je
metoda suSenja rasprSivanjem kojom se fenolni spojevi iz razli¢itih ekstrakata prevode u
stabilniju formu praha. Prednosti inkapsulacije metodom suSenja raspr§ivanjem su relativno
niska temperatura proizvoda u odnosu na visoku temperaturu ulaznog zraka i kratko vrijeme
trajanja procesa zbog velike povrSine izmjene tvari i topline, stabilnost inkapsuliranih bioloski

aktivnih spojeva i laka primjenjivost na industrijskoj razini.

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi uvjete pri kojima se postize najveca stabilnost i
zadrzavanje fenolnih spojeva te antioksidacijski kapacitet u inkapsuliranom ekstraktu cvijeta
trnine dobivenom suSenjem rasprSivanjem. U tu svrhu provedena je inkapsulacija fenolnih
spojeva cvijeta trnine primjenom postupka susenja rasprSivanjem, utjecaj primijenjenih uvjeta
susenja na zadrzavanje fenolnih spojeva koji su kvantificirani i identificirani primjenom UPLC-
MS/MS metodom te utjecaj na antioksidacijski kapacitet dobivenih inkapsulata ORAC

metodom, sto do sad za cvijet trnine nije dokumentirano u znanstvenoj literaturi.

Kao nosaci prilikom inkapsulacije suSenjem rasprsivanjem Koristeni su: maltodekstrin
(MD), mjesavina MD i 25% arapske gume (GA) tj. MD + 25% GA, mjesavina MD + 50% GA,
mjesavina MD 1 25% inulina (IN) te mjeSavina MD + 50% IN. Efikasnost inkapsulacije
fenolnih spojeva iz cvijeta trnine ispitivana je kroz utjecaj tri parametra: vrste nosaca, omjera

nosaca i suhe tvari ekstrakta (0.5, 1 i 2) i temperature susenja (140, 160 i 180°C).



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gacina 1. Uvod

Za optimizaciju ucéinkovitosti inkapsulacije fenolnih spojeva koriStena je metoda
odzivnih povrSina S obzirom na vrstu nosaca, omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta, te
temperaturu susenja kao neovisnih varijabli. Takoder je provedena i istodobna optimizacija
metodom pozeljnosti za inkaspulaciju ukupnih hidroksibenzojevih i hidroksicimentnih kiselina,
ukupnih flavonola, flavanola i flavona, te ukupnih fenolnih spojeva i njihovog
antioksidacijskog kapaciteta tj. ORAC vrijednosti, kao i uvjeti istovremene optimizacije
ukupnih fenolnih spojeva i njihovog antioksidacijskog kapaciteta izrazenog ORAC

vrijednostima.

Osnovne hipoteze istrazivanja bile su: (i) vrsta nosaCa, omjer nosaca i suhe tvari
ekstrakta te temperatura susenja ¢e utjecati na stabilnost i zadrzavanje fenolnih spojeva tijekom
inkapsulacije ekstrakta cvijeta trnine; (ii) kvalitativni sastav fenolnih spojeva u tekuéim
ekstraktima 1 prahovima ¢e biti isti ili slican, a maseni udjeli 1 medusobni odnosi fenolnih
spojeva ¢e se razlikovati ovisno o primjenjenim uvjetima inkapsulacije; inkapsulirani ekstrakti

cvijeta trnine s ve¢im udjelom fenolnih spojeva ¢e imati ve¢i antioksidacijski kapacitet.

Ovo istrazivanje predstavlja znaCajan doprinos u podrucju nutricionizma zbog
utvrdivanja parametara maksimalne efikasnosti zadrzavanja fenolnih spojeva u prahovima
ekstrakata cvijeta trnine dobivenih metodom susenja rasprSivanjem. Ovako dobiveni prahovi
bogati fenolnim spojevima predstavljati ¢e izvrsnu bazu za prosirenje asortimana funkcionalnih

proizvoda na bazi cvijeta trnine, kao i ostalih dijelova iste biljke.



2.0PCI DIO



2.1. Trnina (Prunus spinosa L.)

Trnina (engl. blackthorn — biljka, sloe — plod; fran. épine noire, prunellier, prunier;
$panj. Ciruelo Silvestre, Endrino, Espino Negro) ili crni trn, trnina, trnjula (Sugar i sur., 2002),
trnavka, divija sljiva, macja sljiva, grmulja, kukinja je ljekovita samonikla vrsta roda Prunus
koja se koristila u narodnoj medicini razli¢itih nacija od davnina. Prema tradicionalnoj
botanickoj klasifikaciji pripada u vise biljke ili stablasice (Cormaphyta), odjeljak sjemenjaca
(Spermatophyta), pododjeljak kritosjemanjata (Magnoliophyta), razred dvosupnica
(Magnoliate), podrazred Rosade (Rosiflorae), nadred Rosanae, redu Rosales, porodici ruza

(Rosaceae), potporodica Prunideae, rod Prunus (Hulina, 2011).

2.1.1. Osnovne karakteristike biljke

Prunus spinosa L. je autohtona samonikla divlja vrsta Siroko rasprostranjena u gotovo
svim dijelovima Europe, Turske, Irana i Kavkaza, odakle je prenesena na Novi Zeland,
sjeverozapadnu Afriku i istok Sjeverne Amerike. U Republici Hrvatskoj trnina je
rasprostranjena u listopadnim Sumama, Sikarama 1 pasnjacima, a raste i na suhim i1 sun¢anim
obroncima Velebita, medu drugim grmljem 1 uz rub Sume, od obalnog podruc¢ja do visih gorskih

polozaja, u rasponu nadmorske visine od 3 do 1 000 m (Forenbacher, 2001).

Trnina je razgranat listopadni grm raspona od 1 do 4 m i u pogodnim klimatskim
uvjetima moze narasti i do 5 metara u visinu (Kavaz Yuksel, 2015). Stablo ima vijek trajanja
oko 40 godina, heliofilna je vrsta i moze rasti u razli¢itim vrstama tla. Svi dijelovi biljke su

ljekoviti, a narocito plodovi, listovi, kora i cvjetovi.

Nezreli plodovi trnine su zeleni i vrlo gorkog okusa, te dozrijevanjem dobivaju
crnomodru boju i slatko-kiselu aromu. Plodovi trnine su kuglasti i mesnati s koSticom, promjera
1 - 1,5 cm. Zbog intenzivno trpkog do gorkog okusa najcesce se preraduju u dzem, sok i u

ljekovite digestivne i probavne likere (Barros i sur., 2010).

Listovi su ovalna oblika, nazubljena ruba s obraslim finim dlac¢icama, izmjenicni ili

skupljeni u ¢uperke. Duljina lista je 2 - 6 cm, $irina 1 - 3 cm i imaju peteljku dugu do 1 cm.



Kora stabla trnine u pocetku je crveno-smeda i barSunasta, a kasnije postaje tamno

siva i dobiva blage utore.

Cvjetovi trnine su bijele boje, promjera 1,5 cm, sadrze 5 latica, najéesce su pojedinacni
ili rjede grupirani 2 — 3 cvijeta zajedno, na kratkim stapkama (Slika 1). Cvjetovi se pojavljuju
prije listanja u ozujku ili travnju (Hulina, 2011), masovno cvjetaju na temperaturi od 10-15 °C
(Levon i Golubkova, 2019) dvospolni su, jednodomni, sadrze 20 prasnika dugih oko 0,5 cm sa

Zutim prasnicima 1 tankim bijelim praSnickim nitima koje oprasuju kukei (Idzojti¢, 2013).

T Pereicr 7/,,,',”,,,-,,..17: Stylehvorn.

Slika 1. Otto Wilhelm Thome (1885) - Tlustracija cvijeta, ploda, sjemenke i liS¢a trnine
(Wikimedia Commons, 2006)



2.1.2. Kemijski sastav cvijeta trnine

Medu bioaktivnim molekulama cvijeta trnine znacajno mjesto zauzimaju fenolni
spojevi (Elez Garofuli¢ i sur., 2018; Lovri¢ 1 sur., 2017; Marchelak i sur., 2017). Iz ove
kompleksne i Siroko rasprostranjene skupine BAS u cvijetu trnine su najzastupljeniji kamferol,
kvercetin i njihovi glikozidi (naj¢esce arabinoze, ksiloze i ramnoze) (Elez Garofuli¢ i sur., 2018;
Irizar i sur., 1992; Marchelak i sur., 2017; Sakar i Kolodziej, 1993), proantocijanidin tipa A i
fenolne kiseline (Elez Garofuli¢ i sur., 2018; Gonzalez i sur., 1992; Marchelak i sur., 2017) od
kojih je najzastupljenija p-hidroksibenzojeva kiselina (Olszewska i Wolbis, 2000). Olszewska
i sur. (2001a) dokumentirali su da je omjer kamferola i kvercetina u cvjetovima trnine sa

podrugja Poljske 1:1.

Dokazani su antioksidacijski i antitumorski ucinci dvaju glavnih komponenata

ekstrakta cvijeta trnine, kvercetina (Salehi i sur., 2020) i kamferola (Imran i sur., 2019).

Novija istrazivanja koja su provedena na cvijetu trnine sakupljene na podrucju
Republike Hrvatske takoder potvrduju prisutnost visokog udjela fenolnih spojeva. Lovri¢ i sur.
(2017) su istrazivali utjecaj parametara mikrovalne ekstrakcije (odabir otapala, koncentracije
otapala, vrijeme trajanja ekstrakcije i temperature ekstrakcije) na sadrzaj ukupnih fenolnih
spojeva, ukupnih flavonoida, ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavona, te su
odredili antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata DPPH i FRAP metodama. Ekstrakti
dobiveni sa 70% otopinom etanola sadrzavali su viSe fenolnih spojeva, ali su ekstrakti dobiveni
sa 50% otopinom metanola pokazivali veci antioksidacijski kapacitet. Visa temperatura
ekstrakcije (60°C) je pozitivno utjecala na povecanje sadrzaja fenolnih spojeva u ekstraktima
kao i na njihov antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom. Duza izlozenost
mikrovalnoj ekstrakciji (15-25 min) imala je znac¢ajan utjecaj samo na sadrzaj ukupnih fenolnih
spojeva, dok je 5 minutno trajanje mikrovalne ekstrakcije bilo povoljnije za sadrzaj
pojedina¢nih fenolnih skupina i vrijednost antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata. Elez
Garofuli¢ i sur. (2018) su UPLC-MS? metodom identificirali i kvantificirali 28 fenolnih spojeva
iz etanolnih ekstrakata cvijeta trnine dobivenih ultrazvu¢no potpomognutom ekstrakcijom, od
kojih su najzastupljeniji bili glikozidi kamferola tj. kamferol pentozid (494.94 mg/100g) i
kamferol ramnozid (436.62 mg/100g), te kvercetin pentozid (226.75 mg/100g).

Osim fenolnih spojeva u cvijetu trnine izolirani su i triterpeni a-amirin i -amirin, od

kojih je a-amirin dominantno prisutan (Wolbis$ i sur., 2001). Od terpena je izdvojena smjesa



slobodnih sterola (B-sitosterol, y-sitosterol i stigmasterol), a medu izoliranim spojevima

prevladavao je B-sitosterol (Wolbis i sur., 2001).

2.2. Fenolni spojevi cvijeta trnine

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti ¢ija je kemijska raznolikost specifi¢na
za svaku vrstu. U mnogobrojnim biljnim vrstama te njihovim dijelovima zastupljene su
strukturno razli¢ite skupine spojeva u razli¢itim udjelima i medusobnim omjerima. Osim §to
imaju strukturnu funkciju u biljkama, sudjeluju u njihovom obrambenom sustavu i prilagodbi
na okoliSne uvjete. Stoga vrsta uzgoja, izlozenost suncu, Koli¢ina padalina kao i geografski
¢imbenici (geografska Sirina i nadmorska visina) utje¢u na sadrzaj fenolnih spojeva u biljkama
(Moreira i sur. 2018; Visioli i sur., 2011). Siroko se distribuiraju u biljnim tkivima (cvijeéu,
sjemenkama, korijenu i jestivim dijelovima) gdje uglavnom postoje u obliku glikozida. Do
danas identificirano vise od 10 000 prirodnih fenolnih spojeva (Rasouli i sur., 2017) $to ih
klasificira na tree mjesto najrasprostranjenih BAS u biljkama. Razlikuju se po strukturi, od
najjednostavnijih koji se sastoje od hidroksiliranog aromatskog prstena do kompleksnih tj.
visoko polimeriziranih spojeva. Najjednostavnija podjela fenolnih spojeva je na neflavonoide,

¢iji su glavni predstavnici fenolne kiseline i flavonoide (Singla i sur., 2019).

S obzirom na ¢injenicu da fenolni spojevi utje€u na poboljSanje ljudskog zdravlja,
prevenirajuci nastanak pojedinih bolesti i/ili potpomazuéi njihovo lijecenje, uklju¢ujuci njihova
antioksidativna, protuuplana, protutumorska i antimikrobna svojstva, predmet su brojnih
znanstvenih istrazivanja (Rocchetti i sur., 2022). Unato¢ brojnim istrazivanjima jo$ uvijek
postoje oprecna misljenja o kratkoro¢nim i dugoro¢nim ucéincima fenolnih spojeva na zdravlje
kao i mehanizama djelovanja. Posljedi¢no, u zadnjih 20 godina istrazivanja vezana za izolaciju

fenolnih spojeva iz biljaka, identifikaciju i kvantifikaciju u stalnom su porastu.



2.2.1. Fenolne kiseline cvijeta trnine

Fenolne kiseline su najzastupljeniji neflavonoidi koji se s obzirom na strukturnu
specificnost dijele se u dvije osnovne skupine: hidroksicimetne kiseline (Ce—C3) |
hidroksibenzojeve kiseline (Cs—C1) i njihove derivate. Razlike u strukturi izmedu pojedinih
hidroksicimetnih ili hidroksibezojevih kiselina posljedica su stupnja hidroksilacije i metilacije
aromatskog prstena. U prirodi se rijetko nalaze u slobodnom obliku, te najée$¢e dolaze u
razli¢itim konjugiranim oblicima i kao esteri. Najpoznatiji ester je 5'-kafeoilkina Kiselina

poznata po trivijalnom nazivu kao klorogenska kiselina.

Hidroksibenzojeve kiseline su prisutne u svim biljkama, a narocito u vocu nize pH
vrijednosti. U posljednjih 10 godina pronadeno je najmanje 30 derivata hidroksibenzojevih i
polihidroksibenzojevih kiselina u biljnim ekstraktima (Khadem i Marles, 2010). Galna, p-
hidroksibenzojeva, protokateinska i vanilinska kiselina naj¢escée su hidroksibenzojeve kiseline.
Galna kiselina (Slika 2) se ¢esto nalazi u kompleksom obliku sa drugim fenolnim spojevima
npr. kao epikatehin galat. Galna kiselina ima tri puta veéi antioksidacijski kapacitet od vitamina
C ili vitamin E (Rice-Evans i sur., 1997).

Slika 2. Kemijska struktura galne kiseline (National Center for Biotechnology Information,
2022b)

Najvazniji predstavnici skupine hidroksicimetnih kiselina su: kafeinska kiselina (3,4-
hidroksicimetna) (Slika 3), ferulinska (4-hidroksi-3-metoksicimetna) i p-kumarinska (4-

hidroksicimetna). p-kumarinska kiselina je najviSe istrazena hidroksicimetna kiselina i



dominantno je prisutna u sjemenkama i liS¢u brojnih biljnih vrsta (Miller i Begofia Ruiz-Larrea,
2002).

Olszewska i Wolbis (2000) su identificirali 8 fenolnih kiselina u cvijetu trnine sa
podrucja Poljske: galnu, protokatehinsku, p-hidroksibenzojevu, klorogensku, vanilinsku,

kafeinsku, p-kumarinsku i ferulinsku kiselinu.

Slika 3. Kemijska struktura kafeinske kiseline (National Center for Biotechnology
Information, 2022i)

Lovri¢ i sur. (2017) su u ekstraktu cvijeta trnine ubranom na podruc¢ju Republike
Hrvatske kvantificirali ukupne hidroksicimetne kiseline iz ekstrakta cvijeta trnine sa podrucja

Hrvatske ¢ija je srednja vrijednost iznosila 20.2 mg/g ekvivalenta kafeinske kiseline.

Marchelak i sur. (2017) su identificirali 12 fenolnih kiselina takoder u cvjetovima
trnine sa podru¢ja Poljske tj. 3 izomera kafeoilkina kiseline (neoklorogenska,
kriptoklorogenska i klorogenska Kkiselina), 3 izomera kumaroilkina kiseline (3-O-p-
kumaroilkina, 4-O-p-kumaroilkina i 5-O-p-kumaroilkina kiselina), 2 izomera ferulinske
kiseline (3-O-feruloilkina i 4-O-feruloilkina kiselina), jednostavnu kafeinsku kiselinu i p-

kumarinsku kiselinu, te heksozide kafeinske i ferulinske kiseline.

Elez Garofulié¢ i sur. (2018) su primjenom UPLC-MS? identificirali 8 fenolnih kiselina
i njihovih derivata: galnu, kafeinsku i ferulinsku kiselinu, 2 izomera kafeoilkine kiseline
(neoklorogenska i klorogenska kiselina), 2 izomera kumaroilkine kiseline (3-O-p-kumaroilkina

I 4-O-p-kumaroilkina kiselina) i 1 izomer ferulinske kiseline (3-O-feruloilkina kiselina).



2.2.2. Flavonoidi cvijeta trnine

Flavonoidi su velika skupina fenolnih spojeva kojih je do sada identificirano vise od
6000 (Laoué i sur., 2022). Imaju antioksidacijska svojstva tj. stite biljku od slobodnih radikala.
Koncentrirani su u sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, liS¢u i cvijecu. Svi flavonoidi
imaju istu osnovnu strukturu difenil propana (Cs-Cs-Cs), u kojoj su fenolni prstenovi (prsten A
i prsten B) obi¢no povezani u heterocikli¢ki prsten (Slika 4). Strukturna raznolikost flavonoida
proizlazi iz varijacije u stupnju hidroksilacije i oksidacije sredi$njeg piranskog prstena koji se
temelji na prisutnosti ili odsutnosti dvostruke veze izmedu Cz i Cs3 i stvaranju karbonilne
skupine na Cs. U literaturi su prisutne brojne klasifikacije flavonoida, jedna od njih je i na
osnovi hidroksilacije i varijacija u C prstenu na flavonole, flavanole, flavone, antocijane i

flavanone (Panche i sur., 2016).
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Slika 4. Osnovna struktura flavonoida (Hertzog i Tica, 2012)

Flavonoidi pokazuju veliku sklonost umrezavanja i polimerizacije, a u biljkama su
uglavnom prisutni u obliku 3-O-glikozida ili polimera. Glikozidni ostatak je najcesce glukoza,
ali Cesto se pojavljuju i galaktoza, ramnoza, ksiloza, arabinoza, te disaharid je rutinozid (Miller
i Begofia Ruiz-Larrea, 2002). Bioloska aktivnost flavonoida ukljuc¢uju¢i i njihovo

antioksidacijsko djelovanje ovisi o njihovoj strukturi i glikozidaciji.



2.2.2.1. Flavonoli i flavonol glikozidi cvijeta trnine

Flavonole strukturno karakterizira dvostruka veza izmedu Cz i Cs atoma, karbonilna
skupina prisutna u polozaju Cs i prsten B pri¢vrSéen na heterociklicki prsten na polozaju Co.
Budu¢i da UV zracenje stimulira njihovu sintezu akumuliraju se prvenstveno u povrsinskim
tkivima biljaka, tj. pokozici i listovima. Njihova koncentracija je proporcionalna izloZenosti
biljke suncevim zrakama. Opc¢enito, poznato je vise od 347 kamferol glikozida i 279 kvercetin
glikozida (Tsao, 2010). Najzastupljeniji flavonoli cvijeta trnine su kamferol i kvercetin (Slika

5) te njihovi glikozidi koji naj¢esc¢e sadrze glukozu i ramnozu.
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Slika 5. Kemijska struktura kamferola i kvercetina (National Center for Biotechnology
Information, 20229, 2022d)

Dosada$nja istrazivanja pokazuju da flavonoli i njihovi glikozidi predstavljaju
dominantnu skupinu svih fenolnih spojeva u cvijetu trnine (Olszewska i Wolbis, 2001, 2002;
Olszewskaisur., 2001a; Lovri¢ i sur., 2017; Marchelak i sur., 2017; Elez Garofuli¢ i sur., 2018).

Prema istrazivanju (Wagner i Bladt, 1996) cvijet trnine sadrzi: 3 glikozida kvercetina
(rutin, hiperozid, kvercetin-3-O-arabinozid) i 3 kamferol glikozida (kamferol-3,7-O-

diramnozid, kamferol-3-O-ramnozid i kamferol-3-O-arabinozid).

Olszewska i Wolbis (2001) su medu prvim autorima koji su objavili identifikaciju
flavonola iz cvijeta trnine sa podrucja Poljske. Primjenom kemijskih i spektroskopskih metoda
(UV, IR, LSI MS, 1H NMR, 13C NMR) identificirali su 9 flavonoida: kamferol, kvercetin,

kamferol-3-O-a-L-arabinofuranozid, kvercetin-3-O-a-L-arabinofuranozid, kamferol-3-O-a-L-



ramnopiranozid, kamferol-7-O-a-L-ramnopiranozid, kamferol-3-O-B-D-ksilopiranozid i
kamferol-3-O-(2*“-E-p-kumaroil)-a-L-arabinofuranozid. Glikozidi kamferola, kamferol-7-O-
a-L- ramnopiranozid, kamferol-3-O-B-D- ksilopiranozid i kamferol-3-O-(2*-E-p-kumaroil)-a-
L- arabinofuranozid po prvi put su izolirani i identificirani u cvijetu trnine te predstavljaju

klasu spojeva koja do tada nije identificirana u drugim biljkama.

Stefova i sur. (2001) su takoder RP-HPLC metodom potvrdili dominaciju kvercetina i
kamferola u ektraktu cvijeta trnine s podrucja Makedonije, te isti¢u veliki potencijal primjene

cvijetova u fitoterapiji.

Olszewska i Wolbis (2002b) u daljim istraZivanjim identificiraju jo§ 7 novih flavonola
u cvijetu trnine primjenom razli¢itih metoda (UV, LSI MS, 1D i 2D NMR): kvercetin-3-O-a-
L-ramnopiranozid, kvercetin-3-O-B-D-ksilo-piranozid i kampferol-3,7-di-O-a-L-
ramnopiranozid; dok su prvi put identificirani kvercetin-3-O-a-L-arabinopirozid, kvercetin-3-
O-B-D-glukopiranozid, kampferol-3-O-(4"-B-D-glukopiranozil)-a-L-ramnopiranozid i

kvercetin-3-0-(4"-B-D-glukopiranozil)-a-L-ramnopiranozid.

Lovri¢ i sur. (2017) su u ekstraktu cvijeta trnine iz Hrvatske dobivenom uz pomoé
mikrovalne ekstrakcije takoder kao dominantnu skupinu spojeva odredili flavonole i to u

koncentraciji 20.6 mg/g kvercentin ekvivalenta.

Marchelak i sur. (2017) takoder su potvdili ukupne flavonole kao najzastupljeniju
fenolnu skupinu (srednja vrijednost 490.63 mg/g suhe tvari) i UHPLC-PDA-ESI-MS® metodom
identificirali su 33 pojedinacna spoja: 2 slobodna aglikona kvercetina i kamferola, 10 kamferol
glikozida, 8 kamferol monoglikozida i diglikozida, 1 kamferol acetil heksozid ramnozid, 8
kvercetin glikozida, 1 kvercetin heksozid pentozid, 1 kvercetin acetil heksozid ramnozid, 1

kvercetin p-kumaroil pentozid i izoramnetin diheksozid.

Flavonoli su potvrdeni kao dominantna skupina fenolnih spojeva i u ekstraktima
cvijetova trnine s produdja Hrvatske u kojima su Elez Garofuli¢ i suradnici (2018) UPLC-MS?
metodom su identificirali i kvantificirali 13 flavonola: 6 kamferol glikozida (kamferol ramnozil
heksozid, kamferol pentozil heksozid, kamferol-3-rutinozid, kamferol pentozid, kamferol
ramnozid i kamferol acetil heksozid), 6 kvercetin glikozida (kvercetin pentozil heksozid,
kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid, kvercetin pentozid, kvercetin ramnozid i kvercetin

acetil heksozid) i isoramnetin rutinozid.



2.2.2.2. Flavanoli cvijeta trnine

Flavanoli ili flavan-3-oli ili katehini strukturalno se razlikuju od veéine flavonoida jer
ne sadrze dvostruku vezu izmedu C> i Czatoma i nemaju karbonilnu skupinu na C4 atomu u
prstenu C. Ova atipi¢na struktura i hidroksilacija na Csatomu omogucuje flavanolima da imaju
dva kiralna centra na molekuli (na Cz i Czatomima) tj. ¢etiri moguca dijastereoizomera. Katehin
je izomer sa trans konfiguracijom, a epikatehin je izomer sa cis konfiguracijom. Svaka od ove
dvije konfiguracije ima dva steroizomera, tj. (+)-katehin, (-)-katehin, (+)-epikatehin i (-)-
epikatehin. (+)-katehin i (-)-epikatehin su dva izomera koja se Cesto nalaze u biljkama (Slika
6). Katehin, epikatehin i njihovi derivati glavni su fenolni spojevi u lis¢u ¢aja tj. biljke Camelia

sinensis (Gadkari i Balaraman, 2015; Granza i sur., 2005).

H o) " 0
|
|
- H;,-:Ju. oH |~\|.;,-f’ ~oH
O po

Slika 6. Kemijska struktura (+)-katehina i (-)-epikatehina (National Center for Biotechnology
Information, 2022k, 2022j)

Flavanoli mogu stvarati konjugate sa galnom kiselinom kao Sto su epikatehin galat

(Slika 7), epigalokatehin i epigalokatehin galat (Braicu i sur., 2013).
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Slika 7. Kemijska struktura epikatehingalata (National Center for Biotechnology Information,
2022a)

Ovisno o interflavanskim vezama proantocijanidini mogu imati biti strukturu tipa A
(Slika 8) u kojoj su monomeri povezani C,—O-C7 ili C.—O-Cs vezom, ili tipa B kojoj su
monomeri povezani C4 — Cs ili C4 — Cg, dok je procijanidin C1 trimer.

Slika 8. Kemijska struktura A-procijanidina (National Center for Biotechnology Information,
2022c¢)

Kolodziej i sur. (1991) prvi su identificirali prisustvo A-procijanidina u cvijetu trnine i

to njegova 4 dimera: ent-epikatehin-(4a—8;20—0—7)-katehin,  ent-epikatehin-



(40—8;20—0—7)-epikatehin,  ent-epiafzelehin-(40—8;20—0—7)-epikatehin i  ent-
epiafzelehin-(4a—8;20—0—7)-katehin.

Marchelak i sur. (2017) identificirali su 7 flavanola: (+)-katehin, (-)-epikatehin, 3
dimerna A-procijanidina (koja se sastoje od 2 epikatehina) i 2 dimerna A-procijanidina (koja
se sastoje od epiafzelehina i epikatehina). Takoder su potvrdili prisustvo prethodno izoliranih

A-procijanidina iz cvijeta trnine iz 1991. godine.

Elez Garofuli¢ i sur. (2018) su identificirali u ekstratku cvijeta trnine 5 flavanola:
katehin, epikatehin, epikatehin galat, epigalokatehin i procijanidin B1. Ovo istraZivanje je
potvrdilo katehin kao najzastupljeniji spoj iz skupine flavanola i u ekstraktu cvijeta trnine iz

Hrvatske.

2.2.2.3. Flavoni cvijeta trnine

Strukturna specifi¢nost flavona je prisutnost karbonilne skupine na C4 atomu, prsten B
je pricvrscen na heterocikli¢ki prsten na polozaj C i prisutna je dvostruka veza izmedu C i C3
atoma. Najvazniji flavoni su luteolin i apigenin (Slika 9) koji su uglavnom prisutni u formi

glikozida (Durazzo i sur., 2019).

Slika 9. Kemijska struktura luteolina i apigenina (National Center for Biotechnology
Information, 2022f, 2022¢)



2018. godine Elez Garofuli¢ i sur. su identificirali 2 flavona iz ekstrakta cvijeta trnine

i to luteolin i apigenin-pentozid (Elez Garofuli¢ i sur., 2018).

2.2.3. Tradicionalna upotreba cvijeta trnine i zdravstveni benefiti fenolnih spojeva

cvijeta trnine na zdravlje covjeka

Uporaba samoniklog ljekovitog bilja najstariji je na¢in prevencije, ublazavanja i
lijeCenja pojedinih bolesti, a podrazumijeva uporabu cjelovitih ljekovitih biljaka ili njenih
pojedinih dijelova, razli¢itih biljnih ekstrakata i gotovih biljnih proizvoda. Zabiljezeno je da se
plodovi i cvijece trnine, tradicionalno se koriste u fitoterapiji (Domokos i sur., 2018). Trnina je
jedna od biljnih vrsta koje se vise od 7000 godina koristi na podrucju Europe, prvenstveno
zbog jestivih plodova (Luczaj i Szymanski, 2007; Siikran, 2008) te kasnije i zbog ljekovitih
svojstava ostalih dijelova biljke (Ciuperca i sur., 2019; Kumarasamy i sur., 2003; Velickovi¢ i

sur., 2021).

U razli¢itim dijelovima Europe, cvijeCe i latice trnine se najeS¢e koriste u
mjesavinama za pripravu ljekovitih ¢ajeva, sirupa, svjezeg soka ili tinkture koji se primjenjuju
u lijecenju proljeva, anemije i drugih bolesti (Popescu, 2016). Takoder, zabiljeZeno je da se
cvjetovi i listovi trnine koriste se kao homeopatski pripravci i u Njemackoj (Schwabes, 1924) i
u Europskom dijelu Turske. Vodena infuzija cvjetova se koristi kao u€inkovit laksativ i diuretik
(Karakas i sur., 2019; Ozcan i Baycu, 2008), te za smirenje i poticanje znojenja (Ozcan i Baycu,
2008). Dok se prema etnofarmakoloskim izvorima zapadne Turske (provincija Canakkal) osim
ve¢ navedenog diuretskog djelovanja, cvijece trnine koristi i zbog svoje vazoprotektivne,
protuuplane i spazmoliti¢e aktivnosti (Sonmez i sur., 2021). Nadalje, cvjetovi trnine se koriste

u mjesavini ¢aja za regulaciju menstrualnog ciklusa (Sari¢-Kundali¢ i sur., 2010).

Osim na podru¢ju Europe, tradicionalna uporaba cvjetova trnine prisutna je i u

narodnoj kineskoj (Liu i sur., 2020) i indijskoj medicini (Poonam i sur., 2012).

Ljekovita svojstva pripravaka od razli¢itih dijelova trnine pripisuju se fenolnim

spojevima kao jednoj od najzastupljenijih skupina bioaktivnih molekula ove biljke.

Fenolni spojevi, nekad poznati pod nazivom biljni tanini, su najistrazivanije bioloski

aktivne molekule u podrucju botanike, poljoprivrede, kemije i ljudske prehrane. U periodu od



2006. do 2016. godine objavljeno je 33 140 znanstvenih radova (sa dvostrukim povecanjem
2012. godine i trostrukim povecéanje broja radova 2016. godine u odnosu na 2006. godinu) od
ukupno 36 782 (u periodu od 1900.-2016.) (Adebooye i sur., 2018). Kvercetin (21 605) i
kamferol (7 950) su najistrazivaniji fenolni spojevi (Rasouli i sur., 2017). Prema podacima baze

podataka Google scholar od 2016. do danas objavljeno je oko 127 000 znanstvenih radova.

Kompleksan fenolni profil cvijeta trnine pokazuje brojne pozitivne utjecaje na zdravlje
Covjeka. Ekstrakti cvijeta trnine djeluju: na mokraéni sustav poticuéi izlu¢ivanje mokrace i
smanjujuci upalne procese, na probavni sustav olaksavajuci probavu tj. imaju laksativni ucinak,
na Krvozilni sustav smanjujuéi propusnost krvnih zila, te potpomazu uklanjanje suvisnih

natrijevih iona iz ljudskog organizma (Sikora i sur., 2013).

Brojna istrazivanja dokazala su antioksidacijska, antimikrobna, antivirusna,
antialergijska, antikancerogena, antimutagena, protuupalna i kardioprotektivna svojstva
fenolnih spojeva.

Hidroksicimetne Kkiseline i njihovi derivati pokazuju snazno antioksidacijsko
djelovanje, te imaju veci antioksidacijski kapacitet od derivata hidroksibenzojevih kiselina
(Gulcin, 2020).

Galna kiselina posjeduje antioksidacijska (Marino i sur., 2014), antikancerogena (Ho
isur., 2013; Linisur., 2021), antibakterijska i anifugalna (Lima i sur., 2016) i antiviralna (Choi
i sur., 2010) svojstva, te antidijabeticka, analgetska, protuupalna, hepatoprotektivna i
antidepresiva svojstva (Gupta i sur., 2021; Kadota i sur., 2018; Shabani i sur., 2020). Od
hidroksicimentnih kiselina, p-kumarinska kiselina pokazuje snazno antikancerogeno djelovanje
dokazano brojnim istrazivanjima (Boo, 2019; De Souza Rosa i sur., 2018; Kong i sur., 2013).
Takoder klorogenska (Hou i sur., 2017) i kafeinska kiselina (Sari i sur., 2020) smanjuju

proliferaciju stanica karcinoma debelog crijeva.

Dokazana su antioksidacijska i antikancerogena svojstva katehina, epikatehina i
njihovih konjugata sa galnom kiselinom (Bernatoniene i Kopustinskiene, 2018), kao i zastitni
utjecaj u razvoju kardiovaskularnih bolesti (Chen i sur., 2016; Eng i sur., 2018). Nadalje,
pokazalo se da su za snazni antioksidacijski 1 antitumorski uinak zasluZne dvije glavne
komponente ekstrakta cvijeta trnine, kvercetin (Anand David i sur., 2016; Costa i sur., 2016;
Salehi i sur., 2020) i kamferol (Devi i sur., 2015; Imran i sur., 2019; Kashyap i sur., 2017).



Brojna istrazivanja dokazala su snazno antikancerogeno djelovanje apigenina (Fang i
sur., 2007; Shukla i Gupta, 2010; Tong i Pelling, 2013) i luteolina (Huang i sur., 2019; lida i
sur., 2020).

Dosadasnja istrazivanja antiokdacijskog kapaciteta cvijeta trnine prevedena su DPPH i
FRAP metodama (Lovri¢ i sur., 2017; Marchelak i sur., 2017). Lovri¢ i suradnici (2017)
ispitivali su AOK etanolnih i metanolnih ekstrakata (50 vol.% i 70 vol.%) cvijeta trnine
dobivenih nakon mikrovalno potpomognute ekstrakcije (u trajanju od 5, 15 i 25 minuta pri
mikrovalnim ja¢inama od 100, 200 i 300 W) pri razli¢itim temperaturama (40, 50 i 60°C).
Najve¢i AOK izmjeren je (i DPPH i FRAP) u 50% metanolnom ekstraktu cvijeta trnine.
Marchelak i suradnici (2017) ispitivali su AOK razlicitih ekstrakata cvijeta trnine (MED —
metanolni ekstrakt, DEF — dietil eter ekstrakt, EAF — etil acetat ekstrakt, BF — n-butanol, WR
— vodeni ostatak ekstrakta) s podru¢ja Poljske DPPH i FRAP metodama. Neovisno o vrsti
antioksidacijske metode koja je koristena, najve¢i AOK pokazivali su ekstrakti sa EAF pa DEF
>BF > MED > WR, sto je i odgovaralo sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida u tim ekstraktima

te su dokazali da na AOK ekstrakata znacajan utjecaj ima odabir otapala.

Zbog svih navedenih djelovanja fenolnih spojeva cvjetova trnine ovi tradicionalni biljni
lijekovi se preporucuju u prevenciji bolesti povezanih s oksidativnim stresom (Marchelak i sur.,
2019). Prema najnovijim istraZivanjima vezanim za utjecaj prirodnih lijekova na bolest
COVID-19 (Wyganowska-Swiatkowska i sur., 2020) dokazano je flavonioidi kvercetin i
luteolin inhibiraju SAR-CoV 3CLpro proteazu (Jo i sur., 2020).

2.2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Fenolni spojevi su rasporedeni u biljnim tkivima i stanicama, a njihova koncentracija
I svojstva ovise 0 biljnoj vrsti, koriStenom dijelu, stupnju zrelosti, metodama ekstrakcije i sl.
Ekstrakcija je postupak kojim se izdvajaju fenolni spojevi iz kompleksnog biljnog matriksa, a
ucinkovitost postupka ovisi o brojnim faktorima. Ne postoji jedinstvena standardna metoda
ekstrakcije ve¢ je za svaki biljni materijal bitno odabrati najbolju metodu, vrstu otapala i
operativne parametre ekstrakcije koji utjeCu na njenu efikasnost. Stoga, koli¢ina ekstrahiranih
fenolnih spojeva ovisi o vrsti, polarnosti i koncentraciji otapala, vremenu i temperaturi

ekstrakcije i o fizikalnim karakteristikama biljnog materijala (Adebooye i sur., 2018).



U konvencionalne metode ekstrakcije spadaju Soxhlet ekstrakcija i maceracija koje
karakterizira duze vrijeme trajanja i ve¢i utroSak otapala. Alternativne i ekoloski prihvatljivije
metode su: ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (engl. Ultrasound-Assisted Extraction -
UAE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave Assisted Extraction -
MAE), superkriti¢cna fluidna ekstrakcija (engl. Supercritical Fluid Extraction - SFE) i
ekstrakcija vodom u supkriticnom stanju (engl. Subcritical Water Extraction - SWE).
Generalna prednost alternativnih metoda je krace vrijeme ekstrakcije, manji utroSak otapala i

energije (Ameer i sur., 2017) i veca efikasnost u odnosu na konvencionalne metode.

Budu¢i da su fenolni spojevi termolabilne bioloski aktivne molekule za njihovu
ekstrakciju iz biljnog materijala vrlo Cesto se koristi UAE koju karakterizira primjena nize
temperature u odnosu na temperature koje se koriste kod konvencionalnih metoda (Osorio-
Tobon, 2020). Primjenom ultrazvuka tj. zvu¢nih valova frekvencije izmedu 20 kHz i 100 MHz,
dogada se fenomen kavitacije. Fenomen kavitacije podrazumijeva stvaranje, rast i puknuce
mjehurica Sto dovodi do ubrzavanja otpustanja organskih spojeva sadrzanih unutar stanica tkiva
koje se tretira i ubrzanja prijenosa mase. Ovim fenomenom omogucena je laksa ekstrakcija
stanicnog materijala pomocu otapala koje se koristi. Stoga su prednosti ultrazvucno
potpomognute ekstrakcije veéa efikasnost, poboljsanje kvalitete ekstrakta, veca brzina same
metode i moguénost uporabe raznih vrsta otapala (Ayaz Seyhan i sur., 2020; Both i sur., 2014;
Horzi¢ i sur., 2012; Jovanovic i sur., 2017). Takoder su uredaji koji se koriste za UAE jeftiniji

1 jednostavniji za koriStenje u odnosu na druge alternativne metode ekstrakcije.

Dosadasnja istrazivanja ekstrakcije fenolnih spojeva iz razli¢itih biljnih vrsta
primjenom UAE obuhvacaju ekstrakciju iz listova timijana (Jovanovi¢ i sur., 2017), zelenog
Caja (Menezes Maciel Bindes i sur., 2019), lista masline (Dobrin¢i¢ i sur., 2020), lista lovora
(Lépez-Fernandez i sur., 2020), te iz cvije¢a ognjenog drva (Delonix regia) (Adjé i sur., 2010),
cvijeta trnine (Lovri¢ i sur., 2017), bagrema (Robiniae pseudoacaciae) (Gajic i sur., 2019) i

cvjetova bazge (Kaltsa i sur., 2020).

Lovri¢ 1 sur. (2017) istrazivali su utjecaj parametara eckstrakcije potpomognute
mikrovalovima (snage mikrovalova 100, 200 i 300 W) na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva,
ukupnih flavonoida, ukupnih hidroskicimetnih kiselina i ukupnih flavonola u cvijetu trnine sa
podrucja Hrvatske. Istrazivani parametri ekstrakcije su bili: vrsta i koncentracija otapala (50%
i 70% vodena otopina etanola i metanola), vrijeme ekstrakcije (5, 15 i 25 minuta) i temperatura
ekstrakcije (40, 50 i 60 °C). Dobiveni rezultati su pokazali da je koli¢ina fenolnih spojeva bila

veca u 70% otopinama etanola i metanola, a vodena otopina etanola bila je bolje otapalo za



ekstrakciju fenolnih spojeva cvijeta trnine od vodene otopine metanola. Temperatura izmedu
501 60 °C i duze vrijeme ekstrakcije (od 15-25 minuta) imali su pozitivan u¢inak na prinos

fenolnih spojeva.

Nedostaci biljnih ekstrakta su: slaba topivost u vodi zbog cega se koriste organska
otapala (npr. metanol, etanol, heksan, diklorometan, etil acetat, itd.) §to otezava izravnu
upotrebu ekstrakata za ljude, fizikalno-kemijska nestabilnost, ograni¢enje uporabe zbog
kompleksnog sastava, manja bioloSka aktivnost in vitro u usporedbi s ¢istim kemijskim
spojevima te gubitak sinergisticCkog djelovanje bioaktivnih spojeva prilikom izdvajanja
pojedinih bioaktivnih spojeva. Da bi se uklonili navedeni nedostaci nedavna su istrazivanja

usmjerena na razvoj novih nacina formuliranja biljnih ekstrakata od koji je inkaspulacija

vvvvv



2.3. Inkapsulacija fenolnih spojeva

Stabilnost fenolnih spojeva uvjetovana je brojnim ¢imbenicima (izlozenosti Kisiku,
svijetlosti, vlaznosti, promjeni temperature i pH vrijednosti) koji utje¢u na smanjenje ili potpuni
gubitak njihove bioloske aktivnosti (Bartosz i Irene, 2019). Najces¢e koriStene metode
stabilizacije fenolnih spojeva su metode inkapsulacije kojima se povecava se njihovu stabilnost,
a time i mogucnost njihove primjene, te se postize o¢uvanje njihove bioloske aktivnosti.
Inkapsulacija je proces u kojem se bioloski aktivna tvar potpuno omota, prekrije i zasticuje
fiziCkom barijerom tj. nosac¢em. Bioaktivna tvar koju se inkapsulira se zove glavna, aktivna,
interna ili korisna faza, a tvar koja je inkapsulira se zove membrana, $koljka, kapsula, nosac,
eksterna faza ili matriks (Fang i Bhandari, 2010). Tipi¢an oblik inkapsulata je sferni, ali je
moguce dobiti i druge oblike npr. cilindri¢ne ili nepravilne (Zuidam i Shimoni, 2010). Veli¢ina
kapsule se moze klasificirati u tri kategorije: mikrokapsule u rasponu izmedu 0,2 i 5000 pm,
mikrokapsule veée od 5000 um i nanokapsule koje su manje je od 0,2 um tj. 200 nm (Abd El
Kader i Abu Hashish, 2020).

Morfologija mikrokapsula ovisi uglavnom od inkapsuliranoj aktivnoj tvari i procesu
nastajanja omotaca oko nje (Mali Snehal i sur., 2013). Stoga se razlikuju cetiri osnovne
strukture mikrokapsula (Slika 10): mononuklearne mikrokapsule koje imaju jedan omota¢ oko
aktivne tvari, mononukelarne mikrokapsule koje imaju vise omotaca oko aktivne tvari,
polinuklerane mikrokapsule koje imaju vise jezgri zatvorene unutar omotac¢a i matriks u kojem

je aktivna tvar homogena unutar nosaca (Augustin i Hemar, 2009).

COO®

Slika 10. Morfologija mikrokapsula (Augustin and Hemar, 2009)

Najc¢eS¢e koriStene metode inkapsulacije fenolnih spojeva su: ionsko geliranje,
molekularna inkluzija, koacervacija, emulzifikacija, ekstruzija, liofilizacija i suSenje

rasprsivanjem (Grgic i sur., 2020).



lonsko geliranje ukljucuje istiskivanje otopine polimera kroz iglu za ubrizgavanje u
kojoj su otopljeni ili dispergirani BAS. Kapljice se prenose do sredstva za rasprSivanje faza tj.
gelirajuc¢eg medija, te nakon reakcije prelaze u sferi¢ne Cestice gela (Vandamme i sur., 2007).
Tehnika ionskog geliranja je jednostavna i blaga jer ne koristi visoke temperature, tlakove ili
organska otapala. Cimbenici koji utje¢u na njenu uéinkovitost su: koncentracija polimera i
kationa za geliranje, temperatura, pH otopine za geliranje i koncentracija bioloski aktivnog

sastojka (Racovita i sur., 2009).

Molekularna inkluzija je metoda inkapsulacije koja se odvija se na molekularnoj
razini. Princip metode zasniva se na stvaranju inkluzijskin kompleksa s nepolarnim
molekulama uslijed vodikovih veza, elektrostatickih interakcija i van der Waalsvih veza.
Ciklodekstirni su najcesée koristeni nosaci za inkaspulaciju molekularnom inkluzijom zbog

svoje specifi¢ne grade tj. vanjskog hidrofilnog i unutarnjeg hidrofobnog dijela.

Princip koacervacije je odvajanje hidrokoloida iz pocdetne otopine i stvaranje
koacervata oko inkaspulirane aktivne tvari. Vrsta koacervacije odredena je brojem koristenih
polimernih nosaca. Jednostavna koacervacija je ona koja koristi jedan polimerni nosac, dok se
kod slozenih koacervacija koriste polimerne smjese. Za povecanje ¢vrstoce i stabilnosti nosaca
mogu se Koristiti i sredstva za umrezavanje. Elektrostatske interakcije sredstava za umrezavanje
pomazu samo stvaranje koacervata. Koacervacija ima visoku ucinkovitost inkapsulacije 1
kontrolirano otpustanje inkapsulirane aktivne tvari, ali je inkapsulirani materijal nestabilan u
vodenim otopinama i ima tendencija aglomeriranja. Sam proces je skup i osjetljiv promjenu pH

vrijednosti (Munin i Edwards-Lévy, 2011).

Emulzifikacija se temelji na pripremi dvofaznog sustava koji se sastoji od vodene i
uljne faze uz dodatak emulgatora za stabilizaciju emulzije. Nakon emulgiranja inkapsulirani
BAS mogu biti u teku¢em obliku ili u obliku praha ako se nakon emulgiranja suSe. Prikladna je
i za lipofine i hidrofilne spojeve. Hidrofilni fenolni spojevi inkapsuliraju se u emulzijama tipa
voda u ulju, dok se lipofilni inkapsuliraju u emulzijama tipa ulje u vodi (Abd EI Kader i Abu
Hashish, 2020).

Ekstruzija je inkapsulacijska metoda u kojoj se propusta polimerna otopina koja sadrzi
aktivnu komponentu kroz mlaznicu u otopinu za geliranje. Natrijev alginat je naj¢es¢e koriSten
nosac, a alginatni gel se tvori u prisutnosti kalcija tj. kapanjem otopine natrijeva alginata u
otopinu kalcijevog klorida. Prednosti ekstrudiranja su: sposobnost inkapslucije hidrofobnih i

hidrofilnih BAS, laka izvedba u laboratorijskim razmjerima i dugotrajnost dobivenih kapsula.



Dok su nedostaci metode to $to nastaju velike porozne kapule koje uzorkuju brzo otpustanje

inkapsuliranih BAS te je ogranicen raspon nosaca koji se mogu koristiti.

Specifi¢nost liofilizacije kao inkaspulacijske metode je smrzavanje vode u uzorku te
njeno uklanjanje primarno sublimacijom i sekundarno desorpcijom. Sublimacijom se smrznuta
voda prevodi direktno u plinovito stanje, dok krute osusene tvari zaostaju. Konacan produkt je
suhi prah velike povrsSine koji se lako rehidrira (Fang i Bhandari, 2010). Budu¢i da se
liofilizacija provodi pri niskoj temperaturi i tlaku pogodna je kao inkapsulacijska metoda
termolabilnih spojeva. U usporedbi sa inkapsulacijom susenjem raspr$ivanjem glavni nedostaci

liofilizacije su visoki troskovi i dugo vrijeme dehidracije.

Uz prethodno navedene metode, susenje rasprsivanjem je jedna od najstarijih i jo$

uvijek jedna od najefikasnijih metoda inkapsulacije koja ¢e biti detaljnije opisana u nastavku.

2.4. Inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem

Ucinkovitost biljnih ekstrakata ovisi o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima,
profilu i koncentraciji bioaktivnih spojeva te o njihovoj bioraspolozivosti. Biljni ekstrakt je
sloZzena mjeSavina spojeva koji mogu imati antioksidativna (Zhao, 2008), antimikrobna
(Oulahal i Degraeve, 2022) antivirusna (Drisya i Firoskhan, 2021), antikancerogena (Bae i sur.,
2017), antiparazitska (Strothmann i sur., 2022), antigljivicna (Sepahvand i sur., 2017),
hipoglikemijska (Governa i sur., 2018), antihipertenzivna (Ajebli i Eddouks, 2020) i
insekticidna svojstva (Sivakumar i Sivakumar, 2022) te stoga imaju velik potencijal primjene
u razli¢itim segmentima prehrambene i farmaceutske industrije. Inkapsulacijom susenjem
rasprSivanjem se biljni ekstrakti prevode u stabilniju formu praha uz upotrebu nosaca pri cemu
im se povecava topljivost bioaktivnih spojeva, bioraspolozivost, stabilizira koncentracija u

plazmi i poboljsava njihova stabilnost (Armendariz-Barragan i sur., 2016).

Inkapsulacija suSenjem rasprSivanjem tehnika je koja se primarno se Kkoristila za
inkapsulaciju termolabilnih BAS zbog kratkog vremena suSenja (Gunjal, 2020). Zbog
specificne tehnologije rasprSivanja omogucena je primjena relativno visokih temperatura

susenja, dok temperatura samog proizvoda ostaje niska. Konac¢ni proizvod je dobre kvalitete s



niskim sadrzajem vode i smanjenom tezinom S$to omogucava lakSe skladiStenje i transport.
Fizikalno-kemijska svojstva kona¢nog proizvoda uglavnom ovise o protoku, veli¢ini Cestica,
viskoznosti, ulaznoj i izlaznoj temperaturi susenja, tlaku i vrsti rasprsivaca (Murugesan i Orsat,
2012). Kona¢ni proizvod moze biti u obliku granula, praha ili aglomerata $to ovisi o fizikalno-
kemijskim svojstvima tekuce sirovine i procesnim parametrima. Promjer mikrokapsula
dobivenih metodom suSenja rasprSivanjem moze varirati u rasponu od 10 i 400 um (Abd El

Kader i Abu Hashish, 2020).

Prije samog procesa susenja u tekuci biljni ekstrakt dodaju se nosaci. Funkcija nosaca
osim zastite 1 Stabilizacije fenolnih spojeva je poboljsanje samog procesa susenja tj. Smanjenje
ljepljivosti i stvaranja aglomerata, te nastanak finalnog proizvoda sto boljih svojstava (Lee i
sur., 2018).

Proces suSenja rasprSivanjem sastoji se od Cetiri glavne faze koje ukljucuju
rasprsivanje U Struji vruceg plina (najcesée atmosferskog zraka), kontakt izmedu plina susenja
i medija koji se raspriuje, susenje i odvajanje proizvoda od medija za suSenje. Ove Cetiri faze i
njeni parametri imaju velik utjecaj na u¢inkovitost susenja i Svojstva kona¢nog proizvoda (Cal
i Sollohub, 2010).

Postupak rasprsivanja opcenito se odnosi na stvaranje tekuce suspenzije u zraku, §to
direktno utjeCe na smanjenje veli¢ine kapljica. Efikasnim rasprSivanjem tekuca suspenzija se
pretvara u kapljice iste veli¢ine §to dovodi do ujednacenja prijenosa topline 1 mase tijekom
postupka suSenja. Zbog razlike u temperaturi prijenos topline se odvija od zraka prema
materijalu koji se susi. Suprotno tome se odvija prijenos mase odnosno vlage, od materijala koji
se susi prema zraku, zbog razlike u tlaku pare. Smanjenjem veli¢ine kapljica i njihovim
rasprSivanjem u suhom zraku eksponencijalno se povecava njihova aktivna povrsina zbog ¢ega
susenje traje samo par sekundi. Tako se smanjenjem promjera kapljice od 1 mm na 10 pm
povecava ukupna povrsina za 100 puta (Mujumdar, 2001). Odabir rasprSivaca bazira se na
svojstvima ulazne sirovine koja se susi (npr. njene viskoznosti) i zeljenim karakteristikama

finalnog proizvoda kao i veli¢ini Cestica finalnog proizvoda.

Najces¢e se koriste rotiraju¢i rasprsivaci, tlacne i pneumatske mlaznice (Cal i
Sollohub, 2010). Rotirajuci rasprsivaci su prikladniji za suSenje viskoznijih namirnica zbog
manje moguénosti zacepljenja u odnosu na mlaznice. Prednost tla¢nih (hidrauli¢kih) mlaznica
u odnosu na rotiraju¢e rasprSivace je u tome S$to se kod mlaznica formiraju kapljice

ujednacenijih veli¢ina (Poozesh i Bilgili, 2019). Pneumatske mlaznice pak imaju moguénost



regulacije velic¢ina kapljica mijenjanjem omjera zraka i fluida (Brennan, 2006) i mogucnost

stvaranja homogene disperzije (Cal i Sollohub, 2010).

Najcesce koriSteni plin je atmosferski zrak, ali se moze Koristiti dusik ili neki drugi
inertni plin za sirovine koje se osjetljive na prisutnost kisika (Cal i Sollohub, 2010). Tijekom
postupka susenja rasprSivanjem, atmosferski zrak filtrira se kroz sustav filtriranja i prethodno

zagrijava prema radnim parametrima.

Kontakt izmedu rasprSenog fluida i suhog zraka odreduje brzinu i intenzitet susenja.
Vrijeme zadrzavanja svake kapljice unutar komore za suSenje odredeno je protokom
rasprivanja i velicinom komore za suSenje. Veli¢ina komore za suSenje odreduje vrijeme
kontakta sa suhim zrakom. Stoga je vazno da komora za suSenje i dozator zraka omogucéuju
lagan protok proizvoda kako bi se sprijecilo djelomi¢no taloZenje osuSenog proizvoda i na

stijenkama komore i na rasprsivacu.

Kontakt rasprsenog fluida i suhog zraka vr$i se u komorama za susenje konusnog
oblika. Ovisno o nac¢inu ostvarivanja kontakta izmedu materijala koji se susi i zraka razlikuju
se istosmjerne, protusmjerne i kombinirane komore za susenje. Najcesce se koriste istosmjerne
komore za suSenje. U njima se raspriuje tekuc¢ina u smjeru toka vruceg zraka zbog Cega je
dobiveni suhi proizvod izloZzen niZim temperaturama S$to smanjuje toplinsku degradaciju
proizvoda. Protustrujne komore za susenje se rijetko koriste, buduéi da je suhi proizvod u njima
izlozen viSim temperaturama jer se tekucina rasprSuje u smjeru suprotnom od toka vruéeg zraka.
Prednost ovih komora je vec¢a ekonomic¢nost tj. manji utroSak energije, ali se ne preporucuju za
suSenje tvari jako osjetljivih na toplinu (Gharsallaoui i sur., 2007; Murugesan i Orsat, 2012).

Kombinirani postupak je najekonomi¢niji | koristi se za suSenje termostabilnih materijala.

Sam proces suSenja se odvija u dvije faze. U prvoj fazi uklanja se slobodna voda iz
materijala koji se susi pri konstantnoj brzini suSenja. Druga faza suSenja zapocinje kada koli¢ina
vlage u kapljici dosegne kriti¢nu razinu i na njenoj povrsini se formira ¢vrsta kora. U ovoj fazi
susenja uklanja se vezana voda. Kada se izjednace temperatura ¢estica praha i temperatura zraka

za susenje, susenje je zavrseno (Santos i sur., 2017).

Izdvajanje praskastog proizvoda iz struje zraka je zavrsna faza suSenja rasprSivanjem.
Nakon suSenja vece Cestice praha padaju na dno komore za suSenje, dok se sitnije Cestice

izdvajaju u ciklonima.



Finalni praskasti proizvodi dobiveni metodom suSenja rasprSivanjem mogu se
klasificirati u ljepljive i1 neljepljive. Neljepljivi praskovi se lako dobivaju susenjem
rasprSivanjem u Sirokom rasponu radnih uvjeta. U ljepljive prahove spadaju oni koji su dobiveni
iz razlicitih vrsta prirodnih sokova od voca i povréa koji sadrze visoke koncentracije Secera i
kiselina te zahtijevaju specifi¢ne uvjete suSenja da bi se smanjila koli¢ina praha koji se lijepi na

stijenke komore za susenje (Muzaffar i sur., 2015).

Prednosti suSenja rasprs$ivanjem su slijedece: jeftina metoda, omogucava koristenje
razli¢itih vrsta nosaca, dobra inkapsulacijska efikasnost, dobra stabilnost zavr$nog proizvoda i
mogucnost primjene u industrijske svrhe (Suganya i Anuradha, 2017). Nedostaci inkapsulacije
susenjem rasprSivanjem SU: mogucnost termodegradacije BAS koje su termolabilne, oteZana
kontrola veli¢ine mikrokapsula i umjereni prinosi za male serije proizvodnje (Suganya i
Anuradha, 2017).

Susenjem rasprsivanjem ekstrakti fenolnih spojeva (otopina, suspenzija, disperzija ili
emulzija) razlicitih biljnih vrsta prevode se u stabilniju formu praha. Inkapsulacija fenolnih
spojeva iz ekstrakta lista suSenjem rasprSivanjem povedena je na razli¢itim biljkama npr.
Camellia sinenis (Wang i sur., 2016), Satureja montana (Vidovi¢ i sur., 2014), lista guave
(Tuan i sur., 2016), lista masline (Urzua i sur., 2017), lovora (Medina-Torres i sur., 2016), lista
bijele murve Morus alba (Tchabo i sur., 2019). Dok je malo istrazivanja provedeno ovom
metodom inkapsulacije iz ekstrakta cvijeta biljaka (Rajabi i sur., 2015; Suyalek i sur., 2020).

SuSenje rasprSivanjem kao inkaspulacijska metoda ima dva limitiraju¢a ¢imbenika.
Prvi je termostabilnost bioloski aktivnih tvari koja se inkapsulira pri temperaturi susenja koja
se obi¢no koristi, najc¢es¢e u rasponu od 150 do 210 °C (Samantha i sur., 2015). Drugi
limitiraju¢i faktor se odnosi na karakteristike nosaca koji treba imati svojstvo stvaranja
zastitnog omotaca aktivne tvari i biti topiv u vodi (Adamiec, 2009). Zbog toga su odabir vrste
nosaca 1 temperature susenja dva bitna parametra za efikasnu inkapsulaciju metodom suSenja

rasprsivanjem.

2.4.1. Nosaci za inkapsulaciju fenolnih spojeva metodom susenja rasprsivanjem

Efikasnost inkapsulacije ovisi o odabranoj metodi i odabranom nosacu/nosacima te 0

njihovoj interakciji (Jyothi i sur., 2010). Nosaci koji se koriste za dobivanje prehrambenih



proizvoda obavezno moraju imati GRAS status (engl. Generally Recognized As Safe = opéenito
prepoznati kao neskodljivi) te se stoga koriste jestivi i biorazgradivi prirodni polimeri, najcesce

razli¢ite vrste polisaharida.

Dobar nosa¢ mora maksimalno zastiti inkapsuliranu bioloski aktivnu tvar od okolisnih
uvjeta, zadrzati je unutar kapsule tijekom procesiranja i/ili skladistenja pod razli¢itim uvjetima,
kontrolirano ispustati aktivnu tvar u kontroliranim uvjetima, biti kemijski kompatibilan i inertan
u odnosu na inkapsuliranu tvar, imati dobre reoloske karakteristike i kod visokih koncentracija
i laku uporabnost tijekom inkapsulacije.

Takoder jedna od glavnih funkcija nosaca je povecanje temperature staklastog
prijelaza, smanjujuéi ljepljivost i talozenje praha na stijenkama ciklone i tendenciju
aglomeriranja praha tijekom susenja rasprSivanjem i njegovog skladistenja, §to je narocito
vazno kod proizvoda koji sadrze visok udio $ecera (Oliveira i sur., 2010).

Najcesce koristeni su polisaharidni nosa¢i su $krob i njegovi derivati kao §to su
amiloza, amilopektin, dekstrini, maltodekstrini, polidekstrini, celuloza. Polisaharidni nosaci
koji se najces¢e koriste za inkapsulaciju fenolnih spojeva suSenjem rasprSivanjem su

maltodekstrini razli¢itog dekstroznog ekvivalenta.
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Slika 11. Maltodekstrin DE 10-15 - strukturna formula (National Center for Biotechnology
Information, 2022h)



Maltodekstrini se dobivaju parcijalnom kiselom ili enzimskom hidrolizom Skroba te
se smatraju polimerima D-glukoze povezanim o-(1,4) i a-(1,6) vezama (Slika 11) (Xiao i sur.,
2022; Du i sur., 2021; Garnero i sur., 2013).

Dekstrozni ekvivalent (DE) oznacava stupanj hidrolize molekule Skroba i krece se u
rasponu od 3-20. Povec¢anje DE je proporcionalno sa topivosti i stupnjem slatkoce, a obrnuto
proporcionalno sa otpornoscu na toplinu.

Relativno su jeftini nosaci, neutralne arome i okusa, niskog viskoziteta kod visoke
koncentracije suhe tvari i dobro Stite fenolne spojeve od oksidacije (Santiago-Adame i sur.,
2015; Vidovi¢ i sur., 2014). Glavni nedostatak maltodekstrina kao nosaca je nizak emulzijski
kapacitet, niska temperatura tranzicije (Lee i sur., 2018) i ograni¢eno zadrzavanje hlapljivih
spojeva. Stoga se najc¢esce koriste u mjeSavinama sa drugim nosacima, naj¢es¢e gumama, te
prvenstveno sa arapskom gumom (Assadpour i Jafari, 2019; Ballesteros i sur., 2017; Tuan i
sur., 2016).

Arapska guma je jedina guma sa GRAS statusom. To je jestivi biopolimer D-
glukouronske kiseline, L-ramoze, D- galaktoze i L-arabinoze sa oko 2% proteinske strukture
(Slika 12). Niski udio proteina joj daje dobra emulgiraju¢a svojstva zbog kojih se smatra

izvrsnim nosacem za inkapsulaciju fenolnih spojeva.

O-mGlcA

OH

Slika 12. Arapska guma - strukturna formula (Ashour i sur., 2022)



Uporaba arapske gume je limitirana njenom visokom cijenom i limitiranom
dostupnosc¢u zbog godisnje produkcije od 300 g po stablu akacije i prisutnosti necisto¢a u

samom nosacu (Poshadri i Kuna, 2010).

Inulin spada u fruktooligosaharide. Za razliku od maltodekstrina koji se sastoji
isklju¢ivo od glukoznih jedinica, inulin se sastoji od fruktoznih jedinica povezanih B (2-1)
vezom sa glukozom na kraju lanca (Slika 13) (Bakowska-Barczak i Kolodziejczyk, 2011).
Jeftin je nosaé¢, bez okusa i mirisa, ima prebioticka svojstva (Kalyani Nair i sur., 2010) i
povecava bioiskoristivost kalcija. Zbog svih ovih pozitivnih karakteristika danas se intenzivno

istraZzuje njegova primjena kao nosaca u procesima inkapsulacije (Pacheco i sur., 2018; Urzla

i sur., 2017).

Slika 13. Inulin - strukturna formula (Afinjuomo i sur., 2021)

2.4.1. Utjecaj omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta na efikasnost inkapsulacije

Osim odabira vrste optimalnog nosaca, omjer nosaca i aktivne komponente ekstrakta
ima znacajan utjecaj na efikasnost inkapsulacije fenolnih spojeva (Akhavan Mahdavi i sur.,
2016; Elez Garofuli¢ i sur., 2017; Osamede Airouyuwa i Kaewmanee, 2019; Tchabo i sur.,
2019; Tomsone i sur., 2020).

Koncentracija u kojoj se nosa¢ dodaje biljnom ekstraktu prije susenja znacajno utjece

na svojstva gotovog praha. Niska koncentracija nosaca Cesto nije dovoljna za sprjeavanje



ljepljivosti prahova i uzrokuje mali prinos praha, te se smanjuje koncentraciju fenolnih spojeva
u prahu zbog neadekvatne termozastite. Povecanje koncentracije nosaca u pocetku dovodi do
povecéanja efikasnost inkapsulacije do odredene tocke (Mohan i sur., 2015). Medutim, visoka
koncentracija nosaca dovodi do nepozeljnog povecanja sadrzaja krute tvari i umanjivanja
koncentracije bioaktivnih komponenti u prahu. Stoga je vrlo bitno odrediti optimalnu

koncentraciju nosaca za pojedini biljni ekstrakt.

Krishnaiah i sur. (2012) ispitivali su utjecaj omjera suhe tvari ekstrakta ploda Morinda
citrifolia L i nosaca (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:6) i temperature suSenja od (90 do 140°C) na sadrzaj
ukupnih fenolnih spojeva u prahu dobivenom inkapsulacijom susenjem raspr§ivanjem. Porast
udjela ekstrakta imao je pozitivan utjecaj na sadrzaj fenolnih spojeva u inkapsuliranom prahu
te je maksimalna vrijednost zabiljezena kod omjera suhe tvari ekstrakta i nosaca 1:2 pri

temperaturi od 90°C.

Urzla i sur. (2017) proveli su optimizaciju inkapsulacije ekstrakta lista masline uz
inulin kao nosac, te Shao i sur. (2019) optimiziraju inkapsulaciju polisaharida iz ljekovite gljive
Ganoderma lucidum te su utvrdili da je u oba slu¢aja optimalan omjer suhe tvari ekstrakta i
nosaca 1:2. Kombinacija primjene visokih temperatura susenja i niskog omjera suhe tvari
ekstrakta i nosaca uzrokuje smanjenje efikasnosti inkapsulacije fenolnih spojeva $to dokazuju
brojna istrazivanja optimiziranja inkapsulacije biljnih ekstrakata suSenjem rasprsivanjem (Elez

Garofuli¢ i sur., 2017; Leyva-Jiménez i sur., 2020).

2.4.2. Utjecaj temperature suSenja na inkapsulaciju fenolnih spojeva

S obzirom na veliku strukturnu raznolikost fenolnih spojeva u biljnim ekstraktima,
temperatura suSenja koja se primjenjuje pri njihovoj inkapsulaciji metodom suSenja
rasprSivanjem razli¢ito utjee na njihovu stabilnost. Neke skupine fenolnih spojeva su izrazito
osjetljive na povecanje temperature susenja, dok neke skupine pokazuju vecu termostabilnost.
Stoga je bitno uz odabir optimalnog nosac¢a, omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta i optimizirati

temperaturu susenja prilikom inkapsulcije fenolnih spojeva za pojedini biljni ekstrakt.



Krace vrijeme suSenja i manja toplinska degradacija uslijed povecanja temperature
suSenja ima za posljedicu povecanje ukupnih fenola. Nadalje, povecanje ukupnih fenola moze

biti uzorkovano i njihovom polimerizacijom pri vis$im temperaturama (Mishra i sur., 2014).

Opcenito se moze konstatirati da se poviSenjem temperature susenja povec¢ava izmjena
mase i topline $to rezultira poveéanjem efikasnosti inkapsulacije fenolnih spojeva i njihovog
antioksidacijskog kapaciteta (AOK) s§to dokazuju brojna istrazivanja provedena na biljnim
ekstraktima kao npr. na kadulji (Salvia fruticosa Miller) (Sahin-Nadeem i sur., 2013), infuziji
cimeta (Cinnamomum zeylanicum) (Santiago-Adame i sur., 2015), zelenom ¢aju (Susantikarn i

Donlao, 2016), listu konjske rotkvice (Moringa oleifera Lam) (Looi i sur., 2019) itd.

Sahin-Nadeem i sur. (2013) ispitivali su utjecaj temperature suSenja (145, 1551 165°C)
1 vrste nosaca na efikasnost inkapsulacije fenolnih spojeva i njihovu AOK u vodenom ekstraktu
kadulje. Povecanje temperature je imalo znacajan utjecaj na povecanje inkapsluacije fenolnih

spojeva i njihov AOK, dok je optimalna temperatura suSenja bila 155°C.

Tran i Nguyen (2018) ispitivali su utjecaj temperature suSenja (110, 120, 130, 140 i
150°C) i vrste nosac¢a (GA, MD, GA+MD) na inkapsulaciju fenolnih spojeva, flavonoida i
njihov AOK u ekstraktu lista limunske trave. Povecanje temperature susenja uzrokovalo je
smanjenje koncentracije fenolnih spojeva i flavonoida. Flavonoidi su fenolni spojevi koji su
izrazito osjetljivi na toplinu te je povecanje temperature suSenja uzorkovalo njihovu razgradnju.
S druge strane, povecanje temperature susenja pozitivno je utjecalo na povecanje AOK $to se
moze protumaciti aktivacijom nekih fenolnih spojeva uslijed povisenja temperature. Uzorak s
MD pri temperaturi 130°C je imao maksimalnu koncentraciju fenolnih spojeva, flavonoida i
najvecu AOK.

Suprotno navedenom, neki autori su potvrdili suprotan efekt tj. snizenje AOK uslijed
povecanja temperature suSenja ili/i smanjenje efikasnosti inkapsulacije fenolnih spojeva. Do
snizenja efikasnosti inkapsulacije fenolnih spojeva pri visim temperaturama moze doci zbog
pojave ljepljivosti prahova i njegovog talozenja na stijenkama kolone tj. zbog gubitaka tijekom

procesa susenja.

Lourenco i sur. (2020) su ispitivali utjecaj razli¢itih nosaca (MD, IN i GA) i
temperature susenja (150 i 190°C) na inkapsulaciju ukupnih fenolnih spojeva iz ekstrakta kore
ananasa i njihovu AOK. Najveca koncentracija ukupnih fenolnih spojeva utvrdena je pri
temperaturi od 190°C (MD > GA > IN), dok je povecanje temperature sa 150°C na 190°C



dovelo do smanjenja njihovog AOK kod svih nosaca. Kod viSe temperature (190°C) fenolni

spojevi koji pridonose AOK iz ekstrakta kore ananasa lakse oksidiraju.

Tengse i sur. (2017) su ispitivali utjecaj koncentracije ekstrakta zelenog ¢aja (10-25%)
i temperature suSenja (120, 130 i 140°C) na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva i njihovu AOK.
Povecéanje temperature suSenja rezultiralo je smanjenjem inkapsulacije ukupnih fenolnih
spojeva i smanjenjem njihove AOK koja je odredena DPPH metodom. Maksimalna
inkapsulacija fenolnih spojeva i AOK su ostvareni pri temperaturi od 120°C i maksimalnoj

koncentraciji ekstrakta zelenog €aja (25%) uz 40% MD kao nosac.



2.5. Moguénost primjene tekuéih i inkapsuliranih ekstrakata cvijeta trnine i
buduce perspektive

Sva dosadas$nja in vitro i in vivo istrazivanja bila su fokusirana na istrazivanje tekucih
ekstrakta cvijeta trnine. Istrazivanja antioksidativnog djelovanja fenolnih spojeva cvijeta trnine
(Poljska) in vitro (Marchelak i sur., 2017) dokazuju njihovu sposobnost uklanjanja DPPH-
radikala, redukciju Zeljeznih iona 1 inhibiciju peroksidacije linolne kiseline i1 aktivnosti
protuupalnih enzima (lipoksigenaze i hijaluronidaze) te u¢inkovitu zastitu izolirane ljudske
plazme od oSte¢enja izazvanih peroksinitritom smanjenjem razine biomarkera oksidativnog
stresa. Na osnovi dobivenih rezultata zaklju€eno je sa ekstrakt cvijeta trnine (metanolni

ekstrakt) mozZe povecati ukupni antioksidativni kapacitet organizma.

Diki¢ i sur. (2018) su proveli in vivo istrazivanje odredivanja bioraspolozivosti
fenolnih spojeva vodenog ekstrakta cvijeta trnine (jedna akutna doza od 25 mg/kg tjelesne
tezine ukupnih fenolnih spojeva), u plazmi miseva 15 i 30 minuta te 1, 2, 4, 6 i 24 h. U plazmi
miseva detektirali su prisutnost 53,1% u 24 satnom nadzoru od svih spojeva prisutnih u
fenolnom ekstraktu cvijeta trnine. Rezultati ovog istrazivanja dokazali su dobru biodistribuciju
u organima te ukazali na daljnju mogucnost ispitivanja produljenog subkroni¢nog doziranja
koje su Balta i sur. proveli 2 godine kasnije (2020). Provedeno je in vivo istraZivanje
antioksidativnih fizioloSkih ucinaka oralne primjene fenolnih spojeva iz ekstrakata cvijeta
trnine na miSevima tijekom 28 dana u dnevnim dozama od 25 mg ukupnih fenolnih spojeva po
kg tjelesne teZine. Sadrzaj fenolnih spojeva u tkivima miSeva zna€ajno se povecao nakon
najmanje tri tjedna oralne primjene. Fenolni profili su bili su razli¢iti u pojedinim tkivima te je

dokazana djelomic¢na inhibicija antioksidativnog stresa u njima (Balta i sur., 2020).

Murati i sur. (2019) proveli su in vitro antitumorske testove (Trypan Blue i Kenacid
Blue) na stanicama hepatokarcinoma (Hepa 1-6) i odgovaraju¢im ne-neoplasticnim
hepatocitima (AML 12) sa etanolnim ekstraktom cvijeta trnine (5-200 pg/mL).
Antiproliferativna aktivnost odredena je nakon 24 i 72 sata. Inhibicijski uéinci na proliferaciju
Hepa 1-6 primijeceni su pri svim koncentracijama sa znac¢ajnom inhibicijom pri >100 pg/mL
odredenom s obje metode. Citotoksicnost je takoder otkrivena u AML 12 sa znac¢ajnim dozama
iznad 10 pg/mL nakon 72 sata. Gubitak stani¢ne vitalnosti nakon 24 h bio je izrazeniji u ne-
neoplasticnim u odnosu na stanice hepatokarcinoma, dok je produljena inkubacija (72 h)

rezultirala je gotovo jednakom toksi¢nosc¢u kod obiju vrsta stanica. Prooksidativno djelovanje



ekstrakta cvijeta tnine uoceno je kod obiju vrsta stanica s ve¢im stvaranjem reaktivnih kisikovih
spojeva (engl. Reactive Oxygen Species - ROS) u neoplasti¢cnim stanicama. Stani¢na smrt
prvenstveno je bila nekroza zbog ¢ega je potreban oprezan u farmaceutskoj upotrebi i ljudskoj

prehrani radi u¢inka na normale hepatocite.

Sonmez i sur. (2021) istrazivali su antioksidativnu i antiproliferativnu aktivnost te
sposobnost inhibicije enzima, razli¢itih ekstrakata trnine (metanol, ctil-acetat, diklorometan i
n-heksana). Dobiveni rezultati istrazivanja sugeriraju da bi ekstrakti trnine (Prunus spinosa L.
subsp. dasyphylla (Schur) Domain, Turska) i njihove komponente mogli biti potencijal za

daljnja istrazivanja za nove lijekove iz prirodnih izvora.

Do danas nema istrazivanja vezanih uz primjenu inkapsuliranih ekstrakta trnine unatoc
evidentnom potencijalu te stoga ovo istrazivanje predstavlja znacajan znanstveni doprinos u

tom segmentu.

U nastavku je dat kratak osvrt na inkapsulirane ekstrakte nekoliko selektiranih biljnih

vrsta.

Bernal-Millan i sur. (2022) potvrdili su povecanje stabilnosti i zastite inkapsuliranih
fenolnih spojeva ekstrakta origana (Lippia graveolens) metodom susenja rasprsivanjem sa MD,
u in vitro uvjetima gastrointestinalne probave. Probava in vitro sastojala se od 3 koraka koji
simuliraju probavu u ustima, zelucu i tankom crijevu, oponaSaju¢i pH, kemijski sastav
probavnih tekucina, temperaturu (37°C) i vrijeme prolaska. Tijekom gastrointestinalne
simulacije utvrdena je stabilnost od 85% u intestinalnom stadiju potvrduju¢i primjenu MD kao

adekvatnog nosaca.

Stefanescu i sur. (2022) istrazivali su bioraspolozivost fenolnih spojeva u vodenom
ekstraktu i inkapsuliranom ekstraktu od mjeSavine lis¢a europske borovnice (Vaccinium
myrtillus L.), brusnice (Vaccinium vitis-idaea L.) i americke borovnice (Vaccinium
corymbosum L.) dobivenog metodom suSenja rasprSivanjem te su dokazali vecu

bioraspolozivost inkapusliranog ekstrakta sa maksimalnom vrijednoséu od 45,43%.

Osim primjene u fitoterapiji, biljni ekstrakti imaju Siroku primjenu i u prehrambenoj
industriji. Uslijed sve vece zabrinutosti zbog Skodljivosti sintetickih prehrambenih konzervansa
(nitriti, sulfiti) 1 dezinficijensa, na zdravlje Iljudi (akutna toksi¢nost, teratogenost,
kancerogenost) i njihovog utjecaja na okoli§ zbog spore razgradnje, te sve vece potraznje za

organskom hranom i prehrambenih proizvodima koje ne sadrze konzervanse, tijekom



posljednjeg desetlje¢a intenzivno se istrazuju se njihove prirodne alternative. Novi prirodni
antimikrobni alternativni konzervansi trebali bi ocuvati organolepticka i nutritivna svojstva
sirove hrane ili minimalno procesirane hrane te smanjiti njenog bacanje produljenjem roka
trajanja. Biljni ekstrakti bogati fenolnim spojevima zbog utvrdenih antimikrobnih djelovanja
imaju velik potencijal primjene u obogacivanju jestivih filma i premaza i za konzerviranje

hrane.

Jestivi film je tanki sloj jestivog materijala, koji se moze staviti na ili izmedu
komponenti hrane te sluzi kao paket za prehrambeni materijal dok se oblikuje i lije, a zatim se
prehrambeni materijal umotava u njega. Stoga djeluje kao primarno pakiranje prehrambenog
materijala stite¢i ga od mehanickog stresa (Saxena i sur., 2020). Obogacivanjem jestivih
filmova biljnim ekstraktima, mogu se poboljsati njihova mehanickih svojstava kao dodatkom
ekstrakta zelenog ¢aja (Siripatrawan i Harte, 2010), ekstrakta lista Moringa oleifera (Tesfay i

Magwaza, 2017) te ekstrakta gingsena (Dong and Wang, 2018).

Jestivi premaz podrazumijeva tanki sloj jestivog materijala koji se nanosi u teku¢em
stanju izravno na povrsinu prehrambenog proizvoda te djeluje kao zastitna barijera za oCuvanje

kvalitete prehrambenog materijala.

Yang i sur. (2014) obogatili su jestivi premaz od kitozana ekstraktom lista borovnice
koji je smanjio stopu raspadanja svjeze borovnice tijekom 35 dana skladistenja. Te su utvrdili
da se s povecanjem koncentracije ekstrakta lista borovnice smanjuje stopa propadanja svjezih

borovnica.

Pagliarulo i sur. (2016) su obogatili kitozan inkapsuliranim ekstraktom boZura
(Paeonia rockii) dobivenog metodom susenja rasprSivanjem, ¢ime su produljili rok trajanja
jagoda na oko 16 dana, usporavajuéi gubitak tezine bez bilo kakve znacajne promjene njihovih

nutritivnih i senzorskih svojstava.

Mogu¢énost primjene biljnih ekstrakata kao alternativnih prehrambenih aditiva ovisi o
biljci koja se koristi kao i njenom dijelu. Stoga ih mozemo podijeliti na antioksidanse,
antimikrobna sredstva, sredstva za poboljSanje okusa, sredstva za bojenje, enzime, pojacivace
hranjivih tvari i aditive za pakiranje. Kao alternativni prehrambeni aditivi uobicajeno se koriste

ekstrakt ruzmarina (Rosmarinus officinalis), majéine dusice (Thymus vulgaris), ekstrakt



bosiljka (Ocimum basilicum) te zelenog caja (Camellia sinensis var Assamica) zbog

antioksidativnog i antimirkobnog djelovanja (Hosseini and Jafari, 2020).

lako je primjena biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji je raznolika ona je i
limitirana zbog njihove niske stabilnosti i negativnog uc¢inka na organolepticka svojstva hrane

tj. okus, miris i/ili boju (Bouarab-Chibane i sur., 2017).

Radi navedenih moguéih negativnih u¢inaka na organolepti¢ka svojstva tretirane hrane
istrazivana je i uporaba biljnih ekstrakta iz kojih su uklonjene tvari boje. Nirmal i Benjakul
(2011) su istrazivali u¢inak ekstrakta zelenog ¢aja bez klorofila ¢ijom primjenom se produljuje
vrijeme Cuvanja pacifickih bijelih kozica u ledu na moguce organolepticke promjene te su

zakljucili da ih uklanjanjem klorofila nije bilo.

Inkapsulacijom biljnih ekstrakata uklanjaju se navedena ograni¢enja i povecava se

njihova primjena.

Sawale i sur. (2017) ispitali su u¢inak dodatka etanolnog ekstrakata biljke Terminalia
arjuna, koja se koristi u indijskoj tradicionalnoj fitoterapiji, u slobodnom i inkapsuliranom
obliku na stabilnost skladiStenja steriliziranih aromatiziranih mlije¢nih napitka te su bolji

senzorski rezultati i stabilnost postignuti je primjenom inkapsuliranog ekstrakta sa MD.

Jolayemi i sur. (2021) usporedili u¢inke inkapsuliranog i slobodnog ekstrakta lista
masline na stabilnost skladiStenja preljeva za salatu. IstraZivanje je pokazalo ve¢u ucinkovitost
inkapsuliranog ekstrakta lista masline u zastiti preljeva za salatu od oksidacijskih pojava i

fizicke nestabilnosti kao posljedicu postupnog otpustanja fenolnih spojeva tijekom skladistenja.

Medutim, u nekim slucajevima biljni ekstrakti dodani u koncentracijama koje
ucinkovito inhibiraju rast neZeljenih mikroorganizama takoder mogu poboljSati boju ili okus
neke hrane. Primjena zacina i zacinskog bilja za poboljSanje organoleptickih svojstava mesa i
mesnih proizvoda je uobiCajena praksa, dok se njihovi biljni ekstrakti takoder koriste kao
alternativni prirodni konzervansi zbog svog antioksidativnog i antimikrobnog djelovanja
(Efenberger-Szmechtyk i sur. 2021).

Od fenolnih spojeva koji su sastavnice fenolnog profila ekstrakta cvijeta trnine
dokazano je antimikrobno djelovanje fenolnih kiselina: galne, klorogenske, ferulinske i
kafeinske kiseline; flavona luteolina, flavonola kamferola i kvercetina, te flavanola katehina i
epikatehina (Adamczak i sur., 2020; Matejczyk i sur., 2018; Pacheco-Ordaz i sur., 2018; Skroza
i sur., 2019).



Nadalje biljni ekstrakti mogu se koristiti za obogacivanje konvencionalne hrane tj.
stvaranje novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda uz osiguranje stabilnosti, aktivnosti i
bioraspolozivosti bioaktivnih funkcionalnih sastojaka nakon procesiranja i skladistenja (Morais
i sur., 2018).

Dosadasnji primjeri primjene inkapsuliranih biljnih ekstrakata u prehrambenim
funkcionalnim proizvodima su: ekstrakt lista maline (Rubus idaeus L.) u ¢okoladi (Bels¢ak-
Cvitanovi¢ i sur., 2012), ekstrakt Mate ¢aja (llex paraguariensis L.) (Lépez Cordoba i sur.,
2013) u instant povrtnoj juhi, ekstrakt cvijeta divlje kupine (Rubus ulmifolius Schott) u jogurtu
(Martins i sur., 2014), ekstrakt zelenog ¢aja u kruhu (Pasrija i sur., 2015) te ekstrakt mati¢njaka
(Melissa officinalis L.) u kola¢ima (Caleja i sur., 2018).

Iako se prirodni sastojci tradicionalno koriste stolje¢ima za njegu koze, oni postaju sve
prisutniji u suvremenim kozmeti¢kim proizvodima (Fowler Jr i sur., 2010) prvenstveno zbog
svog antioksidativnog i antimikrobnog djelovanja te inhibicije tirozinaze (Ribeiro i sur., 2015).
U usporedbi sa sintetickim kozmetickim sastojcima, prirodni biljni sastojci pokazuju nisku
toksicnost, blagi su i biorazgradivi. Njihovi izvori mogu biti biljke koje se pojavljuju u prirodi
I nusproizvodi od biljne proizvodnje. U¢inak prirodnih sastojaka u proizvodima za njegu koze
ovisi 0 njihovoj in vitro i in vivo ucinkovitosti i vrsti dermatoloske podloge u koju su ugradeni
(Fowler Jr i sur., 2010). Primjena biljnih ekstrakata za primjenu na koZi je ograni¢ena jer neki
od njihovih bioaktivnih spojeva pokazuju visoku hlapljivost, nisku topljivost u vodenim

sustavima 1/ili kratko vrijeme zadrZavanja na kozi.

Rejniak i Zielinski (2014) istrazivali su antiradikalnu aktivnost ekstrakta cvijeta trnine
(Poljska) radi moguénosti njegove primjene kao kozmetiCkog sastojka. Dokazali su bolju

antiradikalnu aktivnost 50% etanolnog ekstrakta cvijeta trnine u odnosu na vodeni ekstrakt.

Prema Uredbi Europske unije o kozmetici kozmeticki proizvod je definiran kao svaka
tvar ili smjesa koja se koristi za vanjske dijelove ljudskog tijela (epidermu, dlake, nokte, usne i
vanjske spolne organe), zube 1 sluznicu usne Supljine za njihovo c¢iS€enje, parfimiranje,
promjenu izgleda i/ili ispravljanje tjelesnih mirisa i/ili njihova zastita ili njihovo odrzavanje u
dobrom stanju (European Parliament i Council of the European Union, 2009). Nadalje,
kozmeticki proizvodi se mogu grupirati u sedam kategorija: njega i odrzavanje koze; ¢iS¢enje
koze; poboljSanje mirisa; uklanjanje dlaka; njega i odrzavanje kose; njega i odrzavanje sluznice
i dekorativna kozmetika (Ferreira i sur., 2022). Koristenje biljnih bioaktivnih ekstrakata raznih

biljaka u kozmetici obavljaju uglavnom dvije funkcije: njegu tijela i kao sastojci koji utjecu na



bioloske funkcije koze, osiguravaju¢i hranjive tvari za zdravu kozu (Dureja i sur., 2005).
Kozmeticki proizvodi u svom sastavu mogu sadrzavati prirodne ljekovite sastojke koji
pokazuju blagotvorno lokalno djelovanje i zastitu protiv degenerativnih stanja koze te mogu
poboljsati tonus, teksturu i blistavost koze uz anti-age efekt. Primjer je ekstrakt cvjetova gloga
(Crataegus monogyna Jacq.) ima toniziraju¢e djelovanje na tkivo koze te se primjenjuje u

kremama i losionima kao anti-age tretman (Ribeiro i sur., 2015).

Vaznost fenolnih antioksidansa znacajno je porasla u posljednjem desetljecu zbog
njihove visoke sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Zillich i sur., 2015) te se takoder mogu

se koristiti za prevenciju Stetnih u¢inaka UV zracenja na kozu (Ebrahimzadeh i sur., 2014).

Melanin je ljudski pigment odgovoran za boju ociju, kose i koze koji stiti kozu od
ostecenja UV zraCenjem upijajué¢i ga i uklanjajuci reaktivne vrste kisika. Izlaganje koze
sunéevom zrac¢enju povecava se sinteza melanina aktivacijom enzima tirozinaze (Gillbro i
Olsson, 2011) dok pretjerana aktivnost tirozinaze dovodi do prekomjerne proizvodnje
melanina. Povecana akumulacija i sinteza melanina odgovorni su za koZzne poremecaje poput
melasme, suncanih pjega i solarnog lentiga (Grimes i sur., 2006). Istrazivani su brojni biljni
ekstrakti kojima je dokazana sposobnost inhibicije tirozinaze kao $to su biljni ekstrakt cvijeta
Inula japonica (Huang i sur., 2013), lista ¢i¢ka (Arctium lappa L.) (Horng i sur., 2017),
ekstrakta kore Magnolia officinalis (Wu i sur., 2018) te kadulje (Duleti¢-Lausevi¢ i sur., 2019).

S obzirom na izrazeno antioksidativno i antimikrobno djelovanje fenolnih spojeva
cvijeta trnine, tekuci i inkapsuliranih ekstrakti cvijeta trnine pokazuju veliki potencijal primjene
u prehrambenog industriji kao alternativnih prehrambenih aditiva, jestivih filmova te izvora
fenolnih spojeva pri stvaranju novih funkcionalnih proizvoda. Nadalje, uz antioksidativno i
antimikrobno dokazano je i antikancerogeno djelovala pojedinih fenolnih spojeva cvijeta trnine
te njegovi tekuci i inkapsulirani ekstrakti imaju veliki potencijal primjene u farmaceutskoj
industriji pri izradi dodataka prehrani i lijekova. Buduéi da kvercetin kao jedan od najvaznijih
i najzastupljenijih fenolnih spojeva cvijeta trnine djeluje i kao inhibitor tirozinaze, tekudéi i
inkapsuliranih ekstrakti cvijeta trnine imaju Siroku moguénost primjene u kozmetickoj
industriji pri tretmanu hiperpigmentacije, uz moguénost primjene u izradi anti-age linija zbog

antioksidativnog djelovanja.
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3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

Za ovo istrazivanje koriSten je cvijet trnine (Prunus spinosa flos) nabavljen 2017.
godine u suradnji s certificiranom tvrtkom Suban d.o.o. (Strmec, Hrvatska, serija: 63453) (Slika
15). Za potrebe ovog istrazivanja prethodno navedena tvrtka cvijet trnine sakupila je na
prirodnm stani$tu na podrucju Republike Hrvatske, a potom su svjezi cvjetovi osuseni

prirodnim putem na sjenovitom i prozra¢nom mjestu.

Slika 14. Deklaracija prirodno suSenog cvijeta trnine - Suban d.0.0. Hrvatska (vlastita
fotografija, 2017)

3.1.2. Kemikalije i reagensi

Sve koristene kemikalije su bile visoke analiticke Cistoce (p.a.).

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz cvijeta trnine

e Destilirana voda

e Metanol, 80%-zni (v/v), HPLC ¢istoce (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, New York, SAD)
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Odredivanje sadrzaja viage

e Kvarcni pijesak (Gram-mol, Zagreb)

Inkapsulacija

e Maltodekstrin (MD) DE 13-17 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD)

e Arapska guma (GA) (Acrds organic, Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgija) i

e Inulin (IN) (Dukat, Zagreb , Hrvatska)

e redestilirana voda procis¢ena na uredaju (MilliQ, Millipore, SAD)

e Metanol, 80%-zni (v/v), HPLC ¢&istoce (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, New York, SAD),
e Etanol (BDH Pro-labo, VWR International, Lutterworth, Engleska)

e Acetonitril, HPLC ¢istoce (BDH Pro-labo, VWR International, Lutterworth, Engleska)

Mravlja kiselina, HPLC ¢isto¢e (BDH Pro-labo, VWR International, Lutterworth, Engleska)

e Standardi fenolnih spojeva:

o kvercetin-3-glukozid, kamferol-3-rutinozid, kafeinska Kkiselina, ferulinska
kiselina, galna kiselina, klorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, miricetin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD);

o epikatehin, katehin, epigalokatehin galat, epikatehin galat, procijanidin B1,
procijanidin B2, apigenin i luteolin (Extrasynthese, Genay, Francuska)

o kvercetin-3-rutinozid (Acrds organic, Thermo Fisher Scientific, Geel, Belgija).

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova cvijeta trnine

e Metanol, 80%-tni (v/v), HPLC cistoce (J.T. Baker Inc., Phillipsburg, New York, SAD)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

o Fosfatni pufer: K2HPO4, KH2PO4, (Acros Organics)
pH 7, ¢ =0.070 M (slijepa proba)
e Fluorescein (C20H10Na20s), Honeywell Riedel-de-Haén
Priprema otopine 1 (F1): Otopi se 0,0225 g fluorescina u 50 ml u 0.070 M fosfatsnog

pufera
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Priprema otopine 2 (F2): 1z otopine 1 (F1) uzme se 24,5 uL u odmjernu tikvicu od 250
ml i nadopuni do crte sa 0.070 M fosfatnim puferom, te se dobije 0.0703 M otopina
fluorescina

e AAPH [2,2'—azobis (2- amidinopropan)-dihidroklorid], Sigma-Aldrich

Priprema 0,24 mM AAPH otopine: Izvaze se 0,6508 g AAPH [2,2'—azobis (2-
metilpropionamid)-dihidroklorid] (Sigma-Aldrich, Stenheim, Njemacka) i preko
staklenog lijevka uspe u odmjernu tikvicu od 10 ml i nadopuni do oznake sa fosfatnim
puferom (pH 7, ¢ = 0.070 M) i dobro promucka. Vazno je pripraviti svaki dan svjezu
otopinu i to najbolje za vrijeme termostatiranja uredaja na 37°C tj. pola sata prije samog

mjerenja. Dobije je 0,24 mM otopina AAPH.
e Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), Acros Organics

Priprema: 0,0025 grama Trolox® (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna
kiselina) (Sigma-Aldrich, Stenheim, Njemacka) odvaze se na analitickoj vagi u ladicu i
uspe preko staklenog lijevka u odmjernu tikvicu od 100 ml i nadopuni sa fosfatnim
puferom (pH 7, ¢ = 0.070 M) do oznake i dobro promucka. Dobivena otopina Troloxa
(Sa1 - maksimalne koncentracije) ima koncentraciju 99,88 uM. Iz ove pocetne otopine
Troloksa Sai pripremi se 6 razrjedenja mijeSanjem omjera standardne otopine i
fosfatnog pufera u omjeru 1:2. Tako je koncentracija Sa2 49,94 uM (1ml Saz-otopine i
1ml fosfatnog pufera), Saz 24,97 uM (Iml Sa2- otopine i 1ml fosfatnog pufera), Sas
12,485 uM 1ml (Sas- otopine i 1ml fosfatnog pufera), Sas 6,2425 uM (1ml Sas-otopine
i 1ml fosfatnog pufera) i Sas 3,12125 pM (Sas — minimalna koncentracija) (Iml Sas
otopine i 1ml fosfatnog pufera). Za izradu bazdarnog pravca koristi se fluorescencijsko

mjerenje navedenih koncentracija Troloxa.

3.1.3. Aparatura i pribor

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz cvijeta trnine

e Staklene ¢ase (50 mL - 500 mL)
e Tehnicka vaga Mettler (to¢nost +£0,01g)
e Menzure (50 mL - 500 mL)

e Stakleni lijevci
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Stakleni Stapic¢

Filter papir

Ultrazvuéna kupelj EImasonic S 40H (Elmasonic, Singen, Njemacka)
Magnetski mjesaci

Odmjerna tikvica (1000 mL)

Sabina posuda za ekstrakt

Odredivanje sadrzaja viage

Aluminijske posudice za vaganje s poklopci

Stakleni Stapi¢

Susionik

Eksikator

Analitickoj vaga (Sartorius AZ 214, M-Power series Analytical Balance) s to¢noscu +
0,0002 g

Pipete 2 mL

Inkapsulacija

Analiti¢ka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbM, Balingen, Njemacka)
Staklene ¢ase od 150 ml

Magnetska mijesalica HSC Ceramic Hot Top-Plate Stirrer (Velp, Italija)
Susionik s rasprsivanjem Lab-Plant SD-60 (Ujedinjeno Kraljevstvo)

Plasti¢ne epruvete (Falcon) volumena 50 mL

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova cvijeta trnine

Epruete

Stakleni Stapici

Ultrazvuc¢na kupelj EImasonic S 40H (Elmasonic, Singen, Njemacka)
Stakleni lijevci

Filter papir

Odmjerne tikvice od 10 ml
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e 0.45 pum mikrofilter (Machery-Nagel, Germany) u
e Vialle od 2 ml

e Zamrzivac - skladiStenje na -60°C

Odredivanje fenolnih spojeva UPLC-MS/MS metodom

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&Sohn GmbM, Balingen, Njemacka)

e Pipeta (5 mL-10 mL) i propipeta

e Ultrazvu¢na kupelj EImasonic S 40H (Elmasonic, Singen, Njemacka)

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Staklene kivete

e Filter papir

e Odmijerne tikvice od 10 mL

e Mikrofilteri od 0,45 um (Macherey-Nagel, Dueren, Njemacka)

e UPLC-MS/MS uredaj Agilent serije 1290 RRLC spojenog s Agilent 6430 Triple
Quadrupole LC/MS masenim spektrometrom (Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD)

e HPLC vijale s pripadaju¢im navojnim cepovima sa septom, (Agilent Technologies,
Kalifornija, SAD)

e Statisti¢ki program Statsoft STATISTICA v. 12 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom

e Analiti¢ka vaga (Sartorius Quintix model 224-1S)

e Mikropipete Eppendorf (100 pL, 1000 pL)

e Mikrotitarski ¢ita¢ plo¢ica CLARIOstar (BMG LABTECH, The Microplate Rider
Company, Offenburg, Germany) sa Costar® 96 crnim neprozirnim mikrotitarskim
plo¢ama, Corning Costar

e Vialle od 10 ml

e Mikropipete volumena 100 pL i 1000 pL

e Odmjerne tikvice od 10 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml i 1000 ml

e Plasticna ladica za vaganje
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e MARS 2.0 Data analysis software - programski paket za ¢itanje i fotografiranje
mikrotitarskih plo¢ica (BMG LABTECH, The Microplate Rider Company, Offenburg,
Germany)

3.2. Metode

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva cvijeta trnine (Prunus spinosa flos)

Ekstrakcija cvijeta trnine provedena je sukladno prethodno definiranim optimalnim

uvjetima koje su odredili Lovri¢ i suradnici (2017).

Ekstrakt cvijeta trnine koristen za istrazivanje dobiven je tako da se 75 g prirodno
susenog cvijeta trnine (Prunus spinosa flos) pomijesa sa 500 mililitara destilirane vode, a
ekstrakcija se provodi u ultrazvuc¢noj kupelji ElImasonic S 40H pri temperaturi od 50°C u
trajanju od 20 minuta, pri frekvenciji od 37 kHz. Nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
(UAE, engl. Ultrasound Assisted Extraction) dobiveni vodeni ekstrakt filtrira se preko filter
papira u odmjernu tikvicu volumena 1 litre. Ukupni volumen dobivenog ekstrakta podeSen je
do oznake s vodom kao ekstrakcijskim otapalom, nakon ¢ega je odredena suha tvar pocetnog
ekstrakta kako bi se izracunali omjeri volumena ekstrakta i nosaca koji se koriste pri provodenju
postupka inkapsulacije. Vodeni ekstrakt cvijeta trnine skladiSten je pri +4°C do trenutka

provodenja analiza (do maksimalno 7 dana).

45



DOKTORSKI RAD — Nikolina Gacina 3. Materijal i metode

3.2.2. Odredivanje ukupne suhe tvari u pofetnom ekstraktu cvijeta trnine (Prunus

spinosa flos) i sadrzaja vlage u inkapsuliranim ekstraktima

Suha tvar ekstrakta cvijeta trnine odredena je kako bi se mogle izracunati mase nosaca
koje je potrebno dodati u 100 ml vodenog ekstrakta cvijeta trnine, te kako bi se zadovoljili

omjeri nosaca i suhe tvari ekstrakta definirani prethodnim planom eksperimenta (Tablica 1).

U osusene i prethodno izvagane aluminijske posudice s poklopcem stavi se oko 1g
sitno zrnatog kvarcnog pijeska (Gram—mol, Zagreb) i stakleni $tapic, te susSi u susioniku na
105°C + 0,5°C oko 2 sata sa skinutim poklopcem. Nakon suSenja posudice se zatvore
poklopcem, te hlade oko 1 sat u eksikatoru. Nakon hladenja odredi se masa posuda na

analitickoj vagi (Sartorius AZ 214, M-Power series Analytical Balance) s to¢nos¢u + 0,0002 g.

U ohladene i izvagane posudice s pijeskom, stavi se oko 2 ml ekstrakta cvijeta trnine
(Prunus spinosa flos) i dobro izmijesa pomocu staklenog Stapica, te sve zajedno izvaze na
analitickog vagi. Aluminijska posudica s pijeskom i ispitivanom koli¢inom uzorka stavi se
susiti na 105°C + 0,5°C 1 sat sa zaklopljenim poklopcem. Nakon susenja, hladenja u eksikatoru
1 ponovnog vaganja, susenje se nastavlja toliko dugo dok razlika izmedu dva uzastopna suSenja

(u razmaku od pola sata) nije manja od 0,001 g.

Odredivanje ukupne suhe tvari u prahovima ekstrakta cvijeta trnine provedeno je na

isti nacin kao i u ekstraktima s tim da je umjesto 2 ml ekstrakta odvagano 0,5 g praha.

Ukupna suha tvar izraCunava se prema formuli:

ukupna suha tvar (%) = % *100 [1]
gdje je:
Mo — masa posudice 1 pomoc¢nog materijala (pijesak, stakleni Stapi¢, poklopac) (g)
M1 — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g)

M2 — masa posudice s ostatkom nakon suSenja (g).

Za inkapsulirane ekstrakte sadrzaj vlage se izracuna kao:

sadriaj vlage (%) = 100 — ukupna suha tvar
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3.2.3. Inkaspulacija fenolnih spojeva vodenog ekstrakta cvijeta trnine (Prunus spinosa

flos) metodom suSenja rasprsivanjem

Inkapsulacija fenolnih spojeva iz poc¢etnog ckstrakta ekstrakta cvijeta trnine metodom
susenja raspr§ivanjem provedena je na laboratorijskom uredaju za suSenje rasprsivanjem Lab-

Plant SD-60 (Velika Britanija) (Slika 16).

Prema punom faktorijalnom dizajnu proizvedeno je 45 prahova na razliitim
temperaturama (120, 150 i 180 °C), sa razli¢itim omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta (0,5:1,
1:112:1) te uz primjenu pet razli¢itih nosac¢a MD, MD+25%GA, MD+50%GA, MD+25%IN i
MD+50%IN.

Kako je prikazano u planu eksperimenta u Tablici 1, inkapsulacija ekstrakta cvijeta
trnine provedena je suSenjem rasprsivanjem primjenom 5 razli¢ita nosaca: maltodekstrina (MD)
dekstroznog ekvivalenta 13-17 (MD 13-17 DE), mjeSavine MD i 25% arapske gume (GA)
(MD+25%GA), mjesavine MD+50%GA, mjeSavine MD 1 25% inulina (IN) te mjeSavine
MD+50%IN. Promjenjive varijable u planu eksperimenta uz vrstu nosaca je i omjer nosaca i

suhe tvari pocetnog vodenog ekstrakta od (0.5, 112) te temperatura suSenja (120, 150 i 180°C).

Tablica 1. Plan eksperimenta inkapsulacije fenolnih spojeva vodenog ekstrakta cvijeta trnine
metodom suSenja rasprSivanjem uz primjenu 5 razlicitih nosaca

Pokus br. Nosaé Omjer nosaca / s.tv. ekstrakta T susenja (°C)
1 120
2 0,5 150
3 180
4 120
5 S 1 150
6 180
7 120
8 2 150
9 180
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10 120
11 05 150
12 180
13 R 120
=
14 9 1 150
+
[a]
15 2 180
16 120
17 2 150
18 180
19 120
20 05 150
21 180
22 R) 120
S
23 3 1 150
+
[a)
24 2 180
25 120
26 2 150
27 180
28 120
29 05 150
30 180
31 z 120
2
32 2 1 150
+
[a)
33 S 180
34 120
35 2 150
36 180
37 120
38 05 150
39 180
40 z 120
2
4 3 1 150
0
[a]
42 s 180
43 120
4 2 150
45 180

Na osnovu udjela suhe tvari u po¢etnom vodenom ekstraktu cvijeta trnine izracunate
su mase nosa¢a (MD, MD+25%GA, MD+50%GA, MD+25%IN i MD+50%IN) koje treba

dodati u 100 ml primarnog vodenog ekstrakta cvijeta trnine prije provodenja postupka

inkapsulacije fenolnih spojeva vodenog ekstrakta cvijeta trnine metodom suSenja raspr§ivanjem

prema planu pokusa (Tablica 1).
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Sukladno planu eksperimenta, u staklenu ¢asu od 150 ml odvagnuta je masa nosaca te
je pomijesana sa 100 mL vodenog ekstrakta cvijeta trnine. Smjesa nosaca i vodenog ekstrakta
cvijeta trnine homogenizirana je uz pomo¢ magnetske mijesalice HSC Ceramic Hot Top-Plate
Stirrer (Velp, Italija) pri temperaturi od 50°C u trajanju od 30 minuta. Homogenizirana smjesa
je zatim inkapsulirana na laboratorijskom suSioniku s rasprSivanjem sa specifikacijama
prikazanim u Tablici 2.

Tablica 2. Specifikacija suSionika s rasprSivanjem Lab-Plant SD-60

Rasprsivaé Promjer mlaznice 1 mm, istosmjerni
Kapacitet suSenja 1000 — 1500 ml/h

Temperaturni raspon 50 -250 °C

Protok zraka 15 -30 m%h

Kompresor 2 m3/h pri 2 bara— 1.7 m3/h pri 4 bara
Grija¢ 3 kW

Pumpa Peristalticka , podesive brzine

Igla za deblokiranje mlaznica | Automatska, 3 brzine

Dimenzije 1110 * 825 * 600 mm

Tefina 80 kg

Izvor: Specifikacija uredaja Lab-plant SD-60

SusSenje rasprSivanjem za sve uzorke provedeno je pri sljede¢im konstantnom
parametrima: protoku zraka od 3,5 m/s; srednjoj brzini deblokiranja mlaznice i protoku ulaznog

materijala 485 ml/h; te temperaturi izlaznog zraka od 60 do 80°C.

Nakon inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem dobiveni prah je prikupljen u sabirnoj
boci na dnu ciklona i prebacen u plastiénu falkonicu. U dobivenim prahovima odredena je

ukupna suha tvar prema metodi koja je opisana u poglavlju 3.2.2.
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Slika 15. Susionik s rasprsivanjem Lab-Plant SD-60 (Velika Britanija) (vlastita fotografija,
2017)

Prahovi ekstrakta cvijeta trnine proizvedeni suSenjem rasprsivanjem prema postupku
opisanom u poglavlju 3.2.3. su do provodenja analiza skladiSteni u plasticnim posudama u

hladnjaku pri temperaturi 4°C.
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3.2.4. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova ekstrakta cvijeta trnine (Prunus spinosa
flos)

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz prahova cvijeta trnine dobivenih metodom susenja

raspr$ivanjem provedena je odmah nakon njihove inkapsulacije susenjem rasprSivanjem.

U 1 g+ 0,001g praha dobivenog susenjem rasprSivanjem dodano je 6 ml 80% otopine
metanola (HPLC grade, J.T. Baker, USA) u epruvetu, pomijesano staklenim Stapi¢em i
ekstrahirano u ultrazvuc¢noj kupelji ElImasonic S 40 H pri temperaturi od 50°C kroz 15 minuta
pri frekvenciji od 37 kHz. Nakon ekstrakcije u 80% metanolu, dobiveni ekstrakt je profiltriran
preko staklenog lijevka i filter papira u odmjernu tikvicu od 10 ml te nadopunjen otapalom do

oznake.

Slika 16. Metanolni ekstrakti cvijeta trnine (vlastita fotografija, 2017)

Dobiveni metanolni ekstrakt cvijeta trnine (Slika 17) se profiltrira kroz 0.45 pum
mikrofilter (Machery-Nagel, Germany) u viale od 2 ml i skladisti na -60°C. Ovako pripremljeni
metanolni ekstrakti cvijeta trnine koriste se za odredivanje fenolnih spojeva primjenom UPLC-

MS/MS metode te antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom.
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3.2.5. ldentifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva iz ekstrakta cvijeta trnine (Prunus

spinosa flos) primjenom ultradjelotvorne tekuéinske kromatografije (UPLC) uz
MS/MS detekciju

Princip odredivanja fenolnih spojeva primjenom ultradjelotvorne tekucinske
kromatografije (UPLC) uz MS/MS detekciju (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography
—tandem Mass Spectrometry) se temelji na gradijentnoj eluciji pri ¢emu se ekstrahirani fenolni

spojevi eluiraju u nizu padajuce polarnosti.

Identifikacija pojedinacnih fenolnih spojeva u ekstraktima cvijeta trnine provedena je
prema metodi koju su prethodno opisali Elez Garofuli¢ i sur. (2018), prema kromatografskim

uvjetima i gradijentu prikazanim u Tablicama 3 i 4.

Tablica 3. Kromatografski uvjeti metode za odredivanje fenolnih spojeva

Kolona ZorbaxEclipse Plus C18 1.8 um (100 * 2.1 mm 1.D.)
Pokretna faza otapalo A: 0,1% mravlja kiselina u redestiliranoj vodi

otapalo B: 0,1% mravlja kiselina u acetonitrilu

Detektor MS/MS trostruki kvadropol (QqQ)
lonski izvor ESI
MS parametri temperatura plina: 300°C

protok plina (N2): 11 L/min

nebulizer: 40 psi

napon na kapilari: + 4000V; - 3500 V

maseni detektor: DMRM mode (m/z od 50 do 1000)

Eluiranje gradijentno — gradijent prikazan u Tablici 4.
Temperatura 35°C

Vrijeme trajanja 12,5 min

Injektirani volumen 2,5uL
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Tablica 4. Gradijent za UPLC-MS/MS analizu fenolnih spojeva

t (min) otapalo A | otapalo B protok (ml/min)
0 95 5 0,4
10 65 35 0,4
10,1 20 80 0,4
11 20 80 0,4
111 95 5 0,4
12,5 95 5 0,4

Identifikacija fenolnih spojeva u metanolnom ekstraktu cvijeta trnine provedena je
usporedbom vremena zadrzavanja razdvojenih spojeva (Rt) s vremenima zadrzavanja
standarda, polarnosti i usporedbom vrijednosti masenih iona (m/z) i fragment iona (m/z) koji su
specificni za svaki spoj. Kvantitativne vrijednosti za pojedinacne fenolne spojeve izraCunate su
iz jednadzbi bazdarnih pravaca standardnih spojeva koji prikazuju ovisnost povrSine pika i

masene koncentracije spoja prikazanih u Tablici 5.

Identifikacija spojeva za koje nisu bili dostupni referentni standardi, provedena je
usporedbom podataka o spektru masa, usporedbom njihovih molekularnih i fragment iona s
literaturnim podacima. Kvantifikacija spojeva za koje nisu bili dostupni komercijalni standardi
provedena je na slijede¢i nacin: neoklorogena kiselina je kvantificirana prema kalibracijskoj
krivulji  klorogenske kiseline; 3-p-kumaroilkina i 4-p-kumaroilkina Kiselina prema
kalibracijskoj krivulji p-kumarinske kiseline; feruloilkina kiselina prema kalibracijskoj krivulji
ferulinske kiseline; kampferol-ramnozil-heksozid, pentozil-heksozid, pentozid, 3-heksozid,
ramnozid i acetil-heksozid prema kalibracijskoj krivulji kampferol-3-rutinozida; kvercetin
pentozid, acetilheksozid i ramnozid prema kalibracijskoj krivulji kvercetin-3-glukozida;
kvercetin acetil-rutinozid i izoramnetin-rutinozid prema kalibracijskoj krivulji kvercetin-3-

rutinozida i apigenin pentozid prema kalibracijskoj krivulji apigenina.

Dobivene masene koncentracije (mg/L) svih fenolnih spojeva preracunate su na masu

suhe tvari ekstrakta (mg/100g s.tv.e.), kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Tablica 5. JednadZbe bazdarnih pravaca za pojedinac¢ne fenolne Kiseline, flavonole, flavonole
i flavone

Naziv standarda JednadZba baZdarnog Koeficijent determinacije
pravca (R?
Fenolne kiseline
Galna kiselina Y =480,65 X 0,8581
Klorogenska kiselina Y =2056,2 X 0,9399
Ferulinska kiselina Y =368,81 X 0,8827
Kafeinska kiselina Y =973,30 X 0,8574
p-kumarinska kiselina Y =994,29 X 0,9375
Flavonoli
Kvercetin-3-glukozid Y =3224,50 X 0,947
Kvercetin-3-rutinozid Y =1477,80 X 0,909
Kaemferol-3-rutinozid Y =3452,00 X 0,924
Flavanoli
Procijanidin B Y =55,582 X 0,9926
Procijanidin B2 Y =69,972 X 0,9952
Katehin Y =2935,3 X 0,9741
Epikatehin Y =2776,2 X 0,8869
Epikatehin galat Y =1101,6 X 0,8700
Epiglokatehin galat Y =2873,1 X 0,9711
Flavoni
Miricetin Y =212,42 X 0,9962
Luteonin Y =1292,9 X 0,9550
Apigenin Y =1684,5 X 0,9603
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3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (AOK) ekstrakata cvijeta trnine
ORAC metodom

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata cvijeta trnine koriStena je
ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity ) metoda koju su opisali Prior i sur. (2005)

i Bender i sur. (2015) uz male modifikacije.

ORAC metoda mjeri inhibiciju AAPH peroksil radikala, pri ¢emu je izvor radikala
najéescée azo-spoj AAPH (2,2'—azobis (2-amidinoproionamid)-dihidroklorid) koji se pri 37°C
raspada stalnom brzinom stvaraju¢i peroksil radikale (Prior i sur., 2005). Valne duljine pri
kojima se provode mjerenja su 485 nm i 520 nm (Prior, 2015). Antioksidacijski kapacitet se
izrazava kao razlika povrsine ispod krivulja za uzorak i slijepu probu tj. preko ukupne povrsine
ispod krivulje pada relativnog intenziteta fluorescencije izrazenog u postocima u ovisnosti 0
vremenu izraZzenim u minutama (engl. Area Undre the Curve, AUC) (Garrett, A. R., Murray,
B. K., Robison, R. A., & O’Neill, 2010; Prior i sur., 2005). Kao standardna otopina se koriste
razliCite koncentracije otopine sintetskog antioksidans Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) derivat vitamina E topiv u vodi.

Postupak odredivanja

Razli¢ita razrjedenja Trolox standarda i uzoraka, te sam pufer odpipetiraju se
mikropipetom u jazice crne neprozine mikrotitarske ploc¢e Costar® 96, tako da svaka jazica
sadrzi 150 ul otopine fluorescina (F2) u koju se doda 25 pL standardne otopine Troloxa
(razrjedenja, u svaku 1 razrjedenje) ili 25 pl razrjedenja uzorka ili 25 pl fosfatnog pufera koji
sluzi kao slijepa proba. Nakon insertiranja mikrotitarske plo¢e u uredaj vrsi se inkubacija u
trajanju od oko 30 minuta na 37°C. Dok traje inkubacija pripravlja se svjeza otopina AAPH.
Nakon postignute konstantne temperature od 37°C injektira se softverski pomoc¢u unutarnjeg
ubrizgavaca 25 ul 240 mM AAPH i svakih 90 sekundi se mjeri promjena intenziteta
fluorescencije spektofluorimetrom na Aeks = 485 nm i Aeks = 520 nm. Mjerenje ukupno traje 90

minuta.

ORAC analiza provedena je na uredajem CLARIOstar, dok je za analizu podataka

koristen MARS 2.0 Software koji omogucuje automatsku evaluaciju.
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ORAC vrijednosti su izrazene u milimolima Trolox ekvivalenta na 100 g suhe tvari
ekstrakta (mmol TE/100g s.tv.e.).

3.3. Eksperimentalni dizajn i statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statisticku obradu podataka koriSten je programski
sustav Statistica 11.0 (StatSoft, Inc., Tusla SAD). Plan pokusa dizajniran je kao mjesoviti puni
faktorijalni dizajn pri ¢emu su promatrane tri nezavisne varijable (faktora), vrsta nosaca, omjer
nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperatura, dok su kao zavisne varijable promatrani sadrzaj
vlage, koncentracije pojedina¢nih i ukupnih fenolnih spojeva te ORAC vrijednosti. Normalnost
I homoskedasti¢nost raspodjele podataka su provjerene Shapiro-Wilks i Levene testovima pri
¢emu su normalno distribuirani i homoskedasti¢ni podaci analizirani multifaktorskom i one -
way ANOVO-om, te je usporedba marginalnih h prosjeka provedena post-hoc Tukey testom,
dok su podatci s odstupanjem od normalne distribucije analizirani neparametrijskim Kruskal-
Wallis testom. Razina znacajnosti koristena u svim testovima je bila p < 0,05 (*), a rezultati

statistiCke analize su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

Za potrebe optimizacije postupka inkapsulacije za svaki primijenjeni tip nosaca
koriStena je metoda odzivnih povrsina (eng. Response Surface Methodology — RSM) i metoda
pozeljnosti (eng. Desirability Method). Generirane su trodimenzionalne odzivne povrSine za
sadrzaj vlage, sadrzaj pojedinacnih i ukupnih fenolnih spojeva te antioksidacijski kapacitet.
Valjanost cijelog kvadratnog empirijskog modela za predvidanje pojedine ovisne varijable
ispitana je metodom analize varijance na 95%-tnoj razini vjerojatnosti. Prilikom optimizacije
inkapsulacijskih parametara postavljene su preferencije za svaku promatranu izlazu varijablu.
Za koncentracije pojedina¢nih, ukupnih fenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet (ORAC)
postavljena je visoka pozeljnost (1,0), a za sadrzaj vlage niska (0,0), dok su ulazni parametri

(omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta te temperatura) promatrani u Sest koraka.

56



4. REZULTATI



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gacina

4 Rezultati

4.1. Rezultati odredivanja sadrzaja vlage u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta

trnine

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja sadrzaja vlage (%) u

inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine (Poglavlje 3.2.2.) proizvedenim prema planu pokusa

pri ¢emu su varirane vrste nosaca, omjeri suhe tvari nosaca 1 ekstrakta te temperature suSenja

(Tablica 6).

Tablica 6. Sadrzaj vlage (%) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim
primjenom razli¢itih nosac¢a s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i1 ekstrakta pri tri

temperature suSenja

NOSAC Omje(:klsl?::i?a/ S.tv. Ts:§enja VlazZnost
(W) (%0)

120 10,15+ 0,27

05 150 8,54 +0,28

180 7,69 +0,11

120 5,36 +0,12

2 1 150 5,95+0,23

180 4,68 +0,14

120 3,99 +0,06

2 150 3,68 +0,11

180 2,53 +0,10

120 8,45+ 0,38

05 150 8,21+0,27

S 180 8,66 +0,44

< 120 6,46 + 0,30

T 1 150 6,10 +0,18

b 180 4,95 +0,07

s 120 6,98 +0,31

2 150 399+0,11

180 377014

120 10,40 + 0,40

05 150 8,53 +0,19

S 180 10,16 0,33

° 120 747035

R 1 150 9,43 +0,48

b 180 534 +0,16

s 120 547 +0,25

2 150 452+0,17

180 3,87 +0,05

120 11,28 + 0,44

0.5 150 9,51+0,43

z 180 9,21+0,19

S 120 7,23+0,37

Q 1 150 5,87 +0,13

A 180 559 +0,11

s 120 582 +0,19

2 150 323+0,12

180 1,96 £ 0,03
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120 9,28 + 0,36

0,5 150 8,17 +0,12

z 180 6,91 +0,18

N 120 7,16 +0,16

3 1 150 441 +0,24

A 180 4,39 £0,17

s 120 3,65 + 0,05

2 150 2,51 +0,05

180 2,05 + 0,05

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Ovisno o primijenjenim uvjetima suSenja, udio vlage u PECT odreden je u rasponu od

1,96-11,28%. Najnizi i najvisi udio vlage odreden je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom

MD+25%IN, pri ¢emu je najnizi udio vlage 1,96% odreden pri 180°C i omjeru nosaca i suhe

tvari ekstrakta 2:1, a najve¢i udio vlage 11,28% u uzorku suSenom pri temperaturi od 120°C, s

omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1. Upravo je navedeni nosa¢ pokazao najvecu

varijabilnost u sadrzaju vlage, dok se opéenito moze uociti da je sadrzaj vlage bio nizi u

prahovima proizvedenim pri viSoj temperaturi s ve¢im udjelom nosaca.

Da bi se utvrdila znaCajnost utjecaja procesnih parametara (vrste nosafa, omjera

nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperature susenja) na sadrzaj vlage u PECT, provedena je

statisticka analiza €iji su rezultati prikazani u Tablici 7.

Tablica 7. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem raspr$ivanjem na sadrzaj vlage (%) u

inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri inkapsulacije

Sadrzaj vlage (%)

Vrsta nosaca p=0,22
MD 5,84+0,57¢
MD+25% GA 6,40+0,43%
MD+50% GA 7,24+0,58%
MD+25% IN 6,63+0,69?
MD+50% IN 5,39+0,59*
Omje(:kg;)::;?al s.tv. 0<0,01"
0,5 9,01+0,21°
1 6,03+0,25°
2 3,87+0,25%
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Temperatura (°C) p=0,02"
120 7,28+0,41°
150 6,18+0,43%
180 5,450,462

4 Rezultati

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca

zna&ajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znagajan u multifaktorskoj analizi

Utjecaj omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta, te temperature susenja na sadrzaj vlage

(%) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine bio je statisticki znac¢ajan (p<0,05) dok vrsta

nosaca nije pokazala statisticki znacaj (Tablici 7). Minimalan sadrzaj vlage postignut je u

prahovima dobivenim pri najve¢éem omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta (2:1) te pri najvisoj

temperaturi suSenja (180°C). Nadalje maksimalan sadrzaj vlage postignut je u prahovima

dobivenim pri najmanjem omjeru nosaca i Suhe tvari ekstrakta (0,5:1) i pri najnizoj temperaturi

od 120°C.
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4.2. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrsina na sadrzaj vlage u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta

trnine

A B
Sadrta) viage (%) Sadrta) viage (%)
Nosaé MD Nosa& MD+25%GA

.-10
<10
<9
5\5
<7
Cl<e
| <5
-4
B
Sadriaj viage (%) Sadriaj viage (%)
Nosa¢ MD+50%GA Nosaé MD#25%IN
=)u &
<14 -2
| EaH | EaH
| Bl | Eal
B o B
Cl-<e Cl<e
- <4 .|
- -2 - -2
E
Sadrkaj viage (%)
Nosaé MD+SO%IN

AAAAY
Naoe®

Slika 17. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrS§ina za sadrzaj vlage u prahovima cvijeta
trnine proizvedenim uz nosa¢e MD (A), MD+25%GA (B), MD+50%GA (C), MD+25%IN (D)
i MD+50%IN (E), u ovisnosti 0 omjeru suhe tvari nosaca i ekstrakta te temperature suSenja
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Metodologija odzivnih povrSina (RSM) je prikladna metoda za za projektiranje,
poboljsanje i formuliranje parametara procesa za razvoj novih proizvoda i za modificiranje
svojstava trenutnih proizvoda radi boljeg zadrzavanja njihovog fizikalno-kemijskog,
nutritivnog i kemijskog sastava (Balasubramani i sur. 2013). Navedena metodologija u ovom

istrazivanju primijenjena je za optimizaciju procesa.

U skladu sa rezultatima odredivanja sadrzaja vlage na Slici 19 su dani
trodimenzionalni prikazi odzivnih povrsina za sadrzaj vlage za svaki tip nosac¢a U ovisnosti
omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta te temperature suSenja. Iz navedenih prikaza se moze uociti
pravilan trend smanjenja sadrzaja vlage s poviSenjem temperature suSenja i udjela nosaca u
inkapsuliranom ekstraktu za nosa¢ée MD, MD+50%GA, MD+25%IN i MD+50%]IN, dok je kod

MD+25%GA utjecaj omjera nosaca i ekstrakta bio slabije izrazen.
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Tablica 8. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela sadrzaja vlage (%) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim
primjenom razlicitih nosaca s razli€itim omjerima suhe tvari nosaca 1 ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 94,903 - 172,111 X; + 61,574 X;2— 1,010 Xz + 0,003 X5% + 2,056 X1Xz — 0,006 X1X2? —0,747 X12X5 + 0,002 X12X2 0,997 0,995
MD+25% GA 59,059 - 112,009 X; + 52,901 X;%2— 0,682 X, + 0,002 X5% + 1,495 X; X5 — 0,005 X1X2? —0,706 X12X, + 0,002 X12X2 0,988 0,978
MD+50% GA 266,984 - 528,180 X; + 200,375 X2 — 3,539 Xz + 0,012 X% + 7,291 X1Xz — 0,025 X1X2? 2,779 X12Xz + 0,009 X;12X2? 0,992 0,986

MD+25% IN 50,8075 - 43,8918 X1 + 16,5850 X12 — 0,4231 X, + 0,0012 X,2 + 0,3613 X1 Xz — 0,0010 X1X5% -0,1459 X12X; + 0,0004 X:2Xz? | 0,996 0,992

MD+50% IN -53,5134 + 164,0174 X1 - 64,9040 X2 + 0,9197 X - 0,0031 X»? - 2,3166 X1 X2 + 0,0076 X1X2? + 0,8937 X12X; - 0,0029 0,997 0,995
X12Xo?

Koeficijenti determinacije modela (R?) i prilagodeni koeficijenti determinacije modela (R%gj) za predvidanje vrijednosti sadrzaja vlage u
PECT, &ije su jednadzbe prikazane u Tablici 8, visoki su za svih pet nosada te iznose kako slijedi: 0,997 (R?) i 0,995 (R%ygj) za MD; 0,988 (R?) i
0,978 (R%4j) za MD+25%GA,; 0,992 (R?) i 0,986 (R%dj) za MD+50%GA; 0,996 (R?) i 0,992 (R%j) za MD+25%IN i 0,997 (R?) i 0,995 (R%4;) za
MD+50%]IN, §to upucuje na prikladnost modela za opisivanje 1 predvidanje sadrzaja vlage u PECT u ovisnosti o inkapsulacijskim parametrima

(omjeru nosaca 1 suhe tvari ekstrakta i temperaturi susenja).
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Tablica 9. Optimizacija metodom pozeljnosti sadrzaja vlage (%) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom razlicitih
nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (%)
MD 2 180 2,53 0,991
MD+25% GA 1,75 180 3,28 1,000
MD+50% GA 1,75 180 3,21 1,000
MD+25% IN 2 180 1,96 0,998
MD+50% IN 1,75 180 2,05 0,995

Stupanj pozeljnosti za sadrzaj vlage (Tablica 9) varirao je od 0,991 do 1,000 ukazujuéi na iznimno visoku, gotovo 100%-tnu moguénost
optimizacije navedenog parametra variranjem inkapsulacijskih uvjeta. Neovisno o vrsti nosaca, optimalna temperatura za inkapsulaciju ekstrakata
s najnizim sadrzajem vlage je 180°C, §to je ujedno i najviSa primijenjena temperatura u istrazivanju. Najnizi udio vlage ostvaruje se primjenom

nosac¢a MD+25%IN.
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4 Rezultati

Rezultati kromatografskog odredivanja sadrzaja i sastava fenolnih spojeva ekstrakta cvijeta trnine

Tablica 10. Identifikacijski parametri i raspon koncentracija pojedina¢nih fenolnih spojeva izoliranih iz ekstrakata cvijeta trnine inkapsuliranih
razli¢itim uvjetima susenja rasprSivanjem odredenih primjenom masene spektroskopije

Fenolni spojevi Konusni napon Kolizijska Vrsta Prekursor ion Fragment ion Koncentracija
V) energija (V) ionizacije (m/z) (m/z) (mg/100g s.tv.e.)
Hidroksicimetne kiseline min max
1  3-O-kafeoilkina kiselina 80 10 - 353 191 nd 167.13 £4.63
(neoklorogena kiselina)
2 4-O-kafeoilkina kiselina 80 10 - 353 191 nd 175.42 + 4.86
3 3-p-kumaroilkina kiselina 80 10 - 337 163 73.55+3.03 276.40 £ 7.98
4 5-p-kumaroilkina kiselina 80 10 - 337 173 12.96 + 0.53 44.22 +1.60
5  Klorogenska kiselina* 80 10 - 353 191 11.76 +£0.18 73.67+2.14
6  O-feruloilkina kiselina 80 5 - 367 193 39.16 +1.61 172.06 £ 4.77
7 Kafeinska kiselina* 80 10 - 179 135 140.27 + 2.00 694.96 £ 9.93
8  4-p-kumaroilkina kiselina 80 10 - 337 173 nd 130.27 £ 3.61
9  Ferulinska kiselina* 80 5,10 - 193 178, 134 3.87+0.16 14.35 +0.40
Hidroksibenzojeve kiseline
10 Galna kiselina* 100 10 - 169 125 0.77 £0.01 17.47 £0.50
Flavanoli
11  Procijanidin B1* 120 5 + 579 427 nd 42.03+1.73
12 Procijanidin B2* 120 5 + 579 427 0.17£0.01 3.15+0.09
13 Katehin* 100 5,10 + 291 165, 139 7.05+0.15 75.78 £2.19
14  Epikatehin* 100 10 + 291 139, 123 13.14+0.54 52.25+151
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Flavonoli
15 Kamferol ramnozil heksozid 120 15 + 595 287 82.84+451 124.07 +4.50
16  Kvercetin pentozil heksozid 100 15 + 597 303 57.59+2.75 115.21 £ 3.33
17  Kvercetin-3-rutinozid* 120 5 + 611 303 194.42 +2.72 47531 +22.73
18  Kvercetin-3-glukozid* 100 5 + 465 303 nd 96.00 + 3.31
19  Kvercetin pentozid 100 5 + 435 303 nd 517.91 +21.33
20  Kamferol-3- rutinozid* 120 15 + 595 287 5.89+0.08 4854 +2.32
21  Kamferol pentozil heksozid 120 15 + 581 287 81.96 £ 1.77 158.09 +5.73
22 Kamferol- 3-heksozid 100 5 + 449 287 13.06 + 0.54 57.35+1.98
23 Izoramnetin-3- rutinozid 120 15 + 625 317 9.73+0.47 21.69+0.75
24 Kamferol pentozid 120 5 + 419 287 599.05 £ 12.90 1140.34 + 16.29
25  Kuvercetin ramnozid 100 5 + 449 303 223.57 +10.69 327.22 £17.80
26  Kamferol ramnozid 120 5 + 433 287 0.69 £ 0.01 30.77 £0.89
27  Kvercetin acetil heksozid 100 15 + 507 303 0.91+£0.01 3.09+£0.04
28  Kamferol acetil heksozid 120 5 + 491 287 nd 9.95 +0.14
29  Miricetin* 140 25 + 319 273 nd 0.59 +£0.02
Flavoni
30 Luteolin* 140 35 + 287 153 2.25+0.09 12.83+0.37

*Identifikacija je potvrdena upotrebom standarda. nd — nije detektirano. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

U PECT proizvedenim prema eksperimentalnom dizajnu (Tablica 1) identificirano je 30 fenolnih spojeva UPLC-MS/MS (Tablica 10) od
¢ega 10 fenolnih kiselina i 20 flavonoida odnosno jedna hidroksibenzojeva kiselina, devet hidroksicimetnih kiselina, petnaest flavonola, cetiri
flavanola, i jedan flavon. Medu flavonolima najveée koncentracije utvrdene za kamferol pentozid i kvercetin-3-rutinozid. Najvece koncentracije
hidroksicimetnih kiselina utvrdene su za kafeinsku kiselinu i 3-p-kumaroilkinu kiselinu. Katehin i epikatehin su dominatni u skupini flavanola, dok
je u skupini flavona identificiran samo luteolin. U skupini hidroksibenzojevih kiselina identificirana je samo galna kiselina.
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4.4. Rezultati odredivanja ukupnih hidroksibenzojevih  kiselina u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

U ovom poglavlju opisan je sadrzaj ukupnih hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim
omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa (Tablica 11).

Kao jedini predstavnik hidroksibenzojevih kiselina identificirana je galna kiselina (Tablica 10).

Tablica 11. Koncentracija ukupnih hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) (mg/100g s.tv.e.) u
ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima
nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature susenja

. . . UHBK
NOSAC O“‘Je(:k‘;frs;ﬁ:‘a/ s.tv. T sszg”a (Mg/100g s.tv.e.)
120 2,46 +0,03
0,5 150 2,57 +0,03
180 4,35 +0,01
120 1,45 + 0,02
2 1 150 3,14+0,04
180 3,35+ 0,03
120 2,37 +0,01
2 150 2,76 + 0,03
180 2,15 +0,04
120 8,05 + 0,05
0,5 150 8,88 + 0,03
S 180 9,17 + 0,05
< 120 8,39 + 0,04
0 1 150 7,68 +0,03
s 180 7,10 +0,01
s 120 5,12 + 0,05
2 150 6,17 + 0,03
180 6,74 +0,04
120 7,91 +0,04
0,5 150 10,43 + 0,02
S 180 9,72 +0,03
< 120 7,22 +0,04
3 1 150 7,39 + 0,05
5 180 17,47 £ 0,03
= 120 4,88 +0,05
2 150 17,09 + 0,04
180 15,89 + 0,01
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120 10,27 + 0,04

05 150 9,94 + 0,05

z 180 10,37 + 0,02
O\o 120 6,87 + 0,05
& 1 150 0,97 + 0,02
A 180 0,93 +0,02
= 120 1,25 + 0,03
2 150 1,58 + 0,04

180 1,80 + 0,01

120 1,48 + 0,04

05 150 0,77 0,01

z 180 9,77 £ 0,03
S 120 6,77 £ 0,02
B 1 150 12,84 + 0,05
A 180 9,55 + 0,04
s 120 9,65 + 0,01
2 150 8,25 + 0,02

180 11,41 +0,03

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Ovisno o primijenjenim uvjetima susenja, koncentracija UHBK u PECT odreden je u

rasponu od 0,77-17,47 mg/100g s.tv.e. Najveéa koncentracija UHBK odredena je u ekstraktima

inkapsuliranim primjenom MD+50%GA pri najvecoj temperaturi (180°C) i omjeru nosaca i

suhe tvari ekstrakta 1:1 dok je najmanja odredena u ekstraktima inkapsuliranim primjenom

MD+50%IN pri temperaturi od 150°C te omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1.Opcenito se

moze uoCiti da je koncentracija UHBK bila veéa u prahovima proizvedenim pri viSoj

temperaturi i nizim udjelom nosaca osim u prahovima sa MD+50%IN koji pokazuju obrnuti

trend.
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Tablica 12. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem raspr§ivanjem na koncentraciju ukupnih

hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri inkapsulacije

Hidroksibenzojevih kiselina

(mg/100g s.tv.e.)
UHBK
Vrsta nosaca p<0,01"
MD 2,730,192
MD+25% GA 7,48+0,31"
MD+50% GA 10,89+1,08¢
MD+25% IN 4,89+1,00%
MD+50% IN 7,83+0,96"
Omjer nosaca i s.tv.ekstrakta p=0,33
0,5 7,080,652
1 6,740,812
2 6,47+0,922
Temperatura (°C) p=0,13
120 5,61+0,562
150 6,70+0,862
180 7,99+0,882

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca

znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znacajan u multifaktorskoj analizi

Tablica 12 prikazuje rezultate statisticke analize na temelju koje je utvrdena znacajnost

utjecaja procesnih parametara (vrste nosaca, omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta 1 temperature

susenja) na koncentraciju UHBK u PECT. Vidljivo je da je na sadrzaj UHBK u inkapsuliranim

ekstraktima cvijeta trnine samo znacajno utjecala samo vrsta nosaca (p<0,05) i to kako slijedi
u padajuc¢em nizu: MD+50% GA (10,89 mg/100g s.tv.e.), MD+50% IN (7,83 mg/100g s.tv.e.),
MD+25% GA (7,48 mg/100g s.tv.e.), MD+25% IN (4,49 mg/100g s.tv.e) te MD (2,73

mg/100g s.tv.e.).
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4.5. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrSina na sadrzaj ukupnih hidroksibenzojevih Kiselina u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

U skladu sa rezultatima statisticke analize trodimenzionalni prikazi odzivnih povrSina
za koncentraciju UHBK za svaki tip nosaca u ovisnosti o omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta i
temperaturi suSenja prikazani su na Slici 19. 1z prikaza je vidljivo da svaki tip nosaca pokazao

drugacije trend zadrzavanja UHBK neovisno 0 omjeru i temperaturi susenja.
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Slika 18. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za koncentracije ukupnih

hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosac¢e MD
(A), MD+25%GA (B), MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) i MD+50%IN (E), u ovisnosti o
omjeru suhe tvari nosaca i ekstrakta te temperature suSenja
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Tablica 13. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela ukupnih hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u inkapsuliranim ekstraktima
cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 87,715 - 167,649 X; + 59,632 X;2— 1,170 Xz + 0,004 Xz% + 2,236 X1Xz — 0,007 X1X2% — 0,785 X12X; + 0,3 X12X72 0,995 0,990
MD+25% GA | -28,4385 + 69,8017 X3 - 28,7732 X;% + 0,4162 X, - 0,0010 X,% - 0,7664 X;Xz + 0,0019 X1 X2 + 0,3061 X;2X; - 0,0007 X;2X2? 0,971 0,945
MD+50% GA | -362,616 + 844,273 X; - 375,989 X;2 + 5,285 X; - 0,018 X2 - 12,098 X1 Xz + 0,042 X1 X% + 5,333 X12X; - 0,018 X;12X52 0,996 0,993
MD+25% IN -127,650 + 370,311 X; - 153,525 X;% + 1,831X5 - 0,005 X2? - 4,913 X1 X, + 0,015 X1X2% + 2,005 X;2X; - 0,006 X12X? 0,998 0,996
MD+50% IN 513,00 - 1022,15 X; + 398,01 X;2— 7,40 Xz + 0,03 X522 + 14,68 X1Xz — 0,05 X1X2? — 5,67 X12X5 + 0,02 X12X5? 0,997 0,995

Koeficijenti determinacije modela (R?) i prilagodeni koeficijenti determinacije modela (R2gj) za predvidanje vrijednosti koncentracije
UHBK u PECT, ¢&ije su jednadzbe prikazane u Tablici 13, visoki su za svih pet nosaca te iznose kako slijedi: 0,995 (R?) i 0,990 (R%q;) za MD;
0,971 (R?) i 0,945 (R?qj) za MD+25%GA; 0,996 (R?) i 0,993 (R%qj) za MD+50%GA; 0,996 (R?) i 0,996 (R%j) za MD+25%IN i 0,997 (R?) i 0,995
(R%j) za MD+50%IN. Vrijednosti koeficijenata R? su iznad 0,8 §to ukazuje na zadovoljavajuéu toénost modela za predvidanje njihovih

koncentracija.
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Tablica 14. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.)
MD 2 180 4,35 0,985
MD+25% GA 1,75 180 9,17 1,000
MD+50% GA 1,75 180 18,42 1,000
MD+25% IN 2 180 10,37 0,980
MD+50% IN 1,75 160 14,82 1,000

Stupanj poZeljnosti UHBK u PECT (Tablica 14) varirao je od 0,985 do 1,000; pri ¢emu se moze uociti da se maksimalna koncentracija
UHBK moze posti¢i optimizacijom udjela nosaca i temperature susenja za mjeSavine MD s arapskom gumom te MD+50% IN. Iz predvidenih
vrijednosti koncentracije UHBK je vidljivo da se primjenom MD+50%GA ostvaruje najvece zadrzavanje UHBK, dok je najmanje ostvareno uz

¢istt MD kao nosac.
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Rezultati odredivanja ukupnih hidroksicimetnih Kiselina u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Tablica 15. Koncentracija pojedinacnih i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (UHCK) (mg/100g s.tv.e.) u ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim
primjenom razlicitih nosaca s razli¢itim omjerima nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature susenja

s 538 | i F JEz JEg i JEg i i £s <
2| 588 | 2< 55 8 c8 »23 »28 £3 i238 T58 553 S3 I
£ g 2 g~ g~ ¢ g~ g g £~
120 236,70 + 6,56 54,96 £ 1,52 150,37 £ 4,17 124,40 + 3,45 565,89 +15,69 nd 128,76 + 3,57 32,84+0,91 10,02 +0,28 1303,95 + 36,16
0,5 150 223,30 £ 7,70 58,99 + 2,03 135,54 + 4,68 131,24 + 4,53 498,30 +17,19 7,52 0,26 116,09 + 4,00 29,05+ 1,00 8,30 £ 0,29 1208,33 + 41,68
180 238,79 £ 3,41 64,18 £ 0,92 145,54 + 2,08 142,23 + 2,03 553,00 £+ 7,90 8,62 £0,12 126,39 + 1,81 30,26 £ 0,43 8,87+0,13 1317,87 £ 18,83
120 194,83 £ 4,20 53,18 +1,15 113,51 £ 2,44 117,14 £ 2,52 482,17 +10,38 6,51+0,14 94,27 £ 2,03 24,86 £ 0,54 7,57 0,16 1094,02 + 23,56
g 1 150 254,84 £ 9,24 70,34 £2,55 151,05 £ 5,48 148,15 + 5,37 634,07 £ 22,99 6,45+ 0,23 128,80 + 4,67 32,88+1,19 9,82 +£0,36 1436,42 + 52,09
180 254,81 + 7,35 73,67 £2,13 151,14 + 4,36 158,72 + 4,58 598,74 £ 17,28 nd 129,48 + 3,74 31,99 +0,92 9,26 + 0,27 1407,8 + 40,63
120 255,84 + 3,65 67,59 £0,97 144,46+ 2,06 145,84 + 2,08 694,96 £ 9,93 7,01+£0,10 120,53 +1,72 33,58 £0,48 11,03+0,16 1480,84 + 21,15
2 150 276,40 £ 7,98 73,04 +2,11 152,14 + 4,39 161,70 + 4,67 663,29 + 19,14 8,67 £ 0,25 129,62 + 3,74 34,47 +0,99 10,93 £ 0,32 1510,25 + 43,59
180 238,99 £ 9,84 63,75 £ 2,63 130,39 £ 5,37 140,16 £ 5,77 593,28 + 24,44 7,74 £0,32 111,04 +4,57 29,81+£1,23 9,64 £ 0,40 1324,82 + 54,57
120 232,03+ 11,10 66,77 + 3,19 141,86 £ 6,78 141,12 + 6,75 572,91 £ 27,40 6,19+ 0,30 119,14 + 5,70 31,26 + 1,50 8,85+ 0,42 1320,13 + 63,13
0,5 150 237,55+ 8,19 67,38 + 2,32 146,24 £ 5,04 145,46 + 5,02 591,04 + 20,39 6,71 +0,23 123,02 + 4,24 33,03+1,14 9,01+0,31 1359,44 + 46,89
180 249,45 + 13,57 67,01 + 3,64 157,09 + 8,54 144,87 + 7,88 647,22 + 35,20 7,52+041 132,22 +7,19 36,69 + 2,00 10,02 £ 0,55 1452,09 + 78,98
go 120 25451 +1113 72,59 £ 3,17 150,98 * 6,60 153,95 + 6,73 637,32 £ 27,88 6,39 £ 0,28 125,86 + 5,51 3459+151 10,04 + 0,44 1446,22 + 63,26
% 1 150 257,33 +£7,43 73,33+£2,12 151,98 £ 4,38 150,13 + 4,33 668,52 + 19,29 5,95+0,17 127,85 + 3,69 35,66 = 1,03 9,81+£0,28 1480,51 + 42,73
é 180 249,11 + 3,56 71,17 £1,02 148,66 £ 2,12 150,35 + 2,15 633,71 £ 9,05 6,45+ 0,09 124,62 + 1,78 33,81+0,48 9,81+£0,14 1427,67 £ 20,39
120 237,47 £11,36 58,03 £ 2,78 136,66 + 6,54 126,39 + 6,04 682,62 + 32,65 7,30£0,35 110,78 + 5,30 38,36 £1,83 12,04 + 0,58 1409,64 + 67,41
2 150 262,06 £ 7,27 68,95+ 1,91 149,14 £ 4,14 145,13 + 4,02 762,87 £ 21,15 6,63 +0,18 122,78 + 3,40 38,08 + 1,06 11,80+0,33 1567,43 + 43,46
180 271,10 £ 9,83 71,38 +£2,59 151,33 £5,49 150,12 + 5,44 703,63 £ 25,51 7,25+0,26 125,93 + 4,57 38,72+ 1,40 11,76 £ 0,43 1531,21 + 55,52
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120 222,70 £9,17 60,56 +249 | 135294557 | 12811+528 576,69 + 23,75 6,08 + 0,25 111,86 + 4,61 31,43+ 1,29 8,70+ 0,36 1281,43 +52,78
05 | 150 217,36 + 4,68 5351+115 | 13427+289 | 111,30%240 611,34 + 13,17 476 0,10 109,70 + 2,36 3524+0,76 | 10,18 +0,22 1287,68 + 27,73
180 213,99 +7,38 5398+186 | 132,09+456 | 11144+384 589,35 + 20,33 4,68 +0,16 105,78 + 3,65 3395+ 1,17 9,53+0,33 1254,79 + 43,28
go 120 216,22 + 9,46 5341+234 | 12897+004 | 11471+502 607,87 + 26,59 576 +0,25 103,00 + 4,51 3421+150 | 10,52+0,46 1274,67 + 55,75
% 1 | 150 192,01 + 10,44 46,99+256 | 111,71+005 | 10245557 565,00 + 30,73 518+0,28 88,38 + 4,81 30,79 + 1,67 9,34 +051 1151,86 + 62,65
é 180 181,61 £5,24 32,80£095 | 13025+003 | 11499332 | 430,56 +12,43 nd 95,92+ 2,77 36,4+104 | 11,16+0,32 1033,43 + 29,83
120 195,83 + 9,37 4556+218 | 110314528 | 100,06 4,79 628,09 + 30,04 5,75 +0,27 88,70 £ 4,24 32,75+157 | 10,44 +0,50 1217,48 + 58,22
2 | 150 219,92 +7,97 3415+124 | 15649+567 | 12870+467 | 48352+17,53 nd 107,83 +3,91 4403+160 | 1351+049 1188,13 +43,08
180 195,87 +2,74 30,69+043 | 13828+194 | 11029+ 154 447,07 + 6,26 nd 91,67+1,28 39,87+056 | 12,44+0,17 1066,19 + 14,93

120 213,87 + 8,81 36,14+149 | 140,80 +5,80 91,14 +3,75 383,89 + 15,81 nd 108,15 + 4,45 3394+140 | 10,88+0,45 1018,8 + 41,97

05 | 150 215,38 + 10,30 3243+155 | 13933+6,66 | 10304+493 222,90 +10,66 126,25 + 6,04 112,93 +5,40 32,38+155 | 10,59+0,51 995,25 + 47,60
180 216,98 + 4,53 32714068 | 14204+297 | 100,92 +2,11 24541 +5,13 125,78 + 2,63 113,96 + 2,38 3435+0,72 | 10,90+0,23 1023,06 + 21,38

§ 120 190,73 + 10,37 2208+120 | 122,41+6,66 75,54+ 4,11 167,99 £ 9,14 118,49 + 6,44 92,33+ 5,02 3210+175 | 11,42+0,62 833,09 + 45,31
§ 1 | 150 101,79 + 2,19 1595+034 | 61,98+133 53,31+ 1,15 160,54 + 3,46 34,64 +0,75 45,24 +0,97 14,95 + 0,32 492+0,11 493,32 + 10,62
2 180 96,01+ 2,01 16,30+0,34 | 61,90+1,29 53,76 + 1,12 163,26 + 3,41 34,64+ 0,72 45,34 +0,95 15,18 + 0,32 4,83+0,10 491,22 10,27
120 98,27 +3,39 15004052 | 5831+2,01 51,19+ 1,77 179,56 + 6,19 32,68+ 1,13 42,59 + 1,47 15,78 + 0,54 513+0,18 498,52 + 17,20

2 | 150 112,20+ 4,07 17,82+ 0,65 66,37 + 2,41 60,04 +2,18 197,90 + 7,18 36,99 +1,34 48,82 +1,77 16,84 + 0,61 5,54 +0,20 562,51 + 20,40

180 120,12 + 1,68 1942+027 | 71,70%1,00 64,51 + 0,90 210,66 + 2,95 39,65 + 0,56 53,19 + 0,74 19,44 +0,27 6,02 +0,08 604,73 + 8,47

120 73,55+ 3,03 1498+062 | 39,16+1,61 nd 181,13 + 7,46 0,27 +0,01 1,23 +0,05 12,96 + 0,53 3,87+0,16 327,16 +13,48

05 | 150 87,53+ 1,25 11,76+017 | 51,42+0,73 43,18+ 0,62 140,27 + 2,00 31,86+ 0,46 39,76 + 0,57 13,87 £0,20 4,35 +0,06 424,00 + 6,06

180 178,63 + 4,95 2309+064 | 121,81+338 71,15+ 1,97 209,31 + 5,80 103,95 + 2,88 90,22 +2,50 3252+090 | 10,37 +0,29 841,06 + 23,32

g 120 171,79 + 3,70 2087+045 | 112,92 +2,43 71,25+ 1,53 161,03 + 3,47 105,02 + 2,26 81,57+ 1,76 29,55 + 0,64 9,91+021 763,91 + 16,45
% 1 | 150 204,90 + 10,51 31,80+163 | 13504+693 | 13136674 208,30 + 10,68 116,93 + 6,00 99,87 +5,12 31,73+163 | 10,62+0,54 970,54 + 49,78
S 180 190,58 + 6,91 2654+096 | 12787+4,64 | 11753+4,26 234,30 + 8,50 112,59 + 4,08 94,42 + 3,42 3368+1,22 | 11,01+0,40 948,52 + 34,39
120 233,95+ 3,34 27,26+039 | 150,62+2,15 99,80 + 1,43 234,14 +334 147,82 +2,11 111,75 + 1,60 40,62+058 | 13,09+0,19 1059,04 + 15,13

2 | 150 217,34 + 4,54 2492+052 | 137,50 +2,87 97,38+ 2,04 228,24 + 4,77 140,60 + 2,94 102,29 + 2,14 36,48+0,76 | 12,39+0,26 997,15 + 20,84
180 267,40 + 7,42 31,21+087 | 17206+4,77 | 167,13+4,63 251,45 + 6,97 175,42 + 4,86 130,27 + 3,61 4390+1,22 | 14,35+0,40 1253,22 + 34,75

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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U ovom poglavlju opisan je sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina (UHCK) u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim prema planu pokusa primjenom
razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature (Tablica
15). U svim proizvedenim PECT identificirano je devet fenolnih kiselina od kojih je
najzastupljenija kafeinska kiselina, te u padaju¢em nizu 3-p-kumaroilkina, 3-O-feruloilkina, 3-
O-kafeoilkina, 4-p-kumaroilkina, 4-O-kafeoilkina, klorogenska, 5-p-kumaroilkina te ferulinska
kiselina. U prahu dobivenom primjenom nosaca MD+50%IN, uz omjer nosaca i suhe tvari
ekstrakta 0,5 te temepraturi susenja od 120°C koncentracija 3-O-kafeoilkina kiseline su bile
ispod nivoa detekcije (engl. not detected — nd). Takoder su koncentracije 4-O-kafeoilkina
kiseline bile ispod nivoa detekcije u prahovima dobivenim primjenom: MD pri omjeru nosaca
i suhe tvari ekstrakta 0,5 te minimalne temperature suSenja i pri omjeru nosaca i suhe tvari
ckstrakta te maksimalne temperature susenja; MD+50%GA pri temperaturi od 150°C za omjer
nosaca i suhe tvari ekstrakta 1, odnosno vecoj od 150°C za omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta

2; MD+25%IN pri minimalno omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperaturi susenja.

Ovisno o primijenjenim uvjetima susenja, koncentracija UHCK u PECT odreden je u
rasponu od 327,16-1567,43 mg/100g s.tv.e. (Tablica 15). Najveca koncentracija UHCK
odredena je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD+25%GA pri temperaturi od 180°C 1
omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 2:1, dok je najmanja koncentracija UHCK odredena u
ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD+50%]IN pri temperaturi od 120°C i omjeru nosaca
i suhe tvari ekstrakta 0,5:1. Opcenito se moze uociti da je koncentracija UHBK bila veéa u
prahovima proizvedenim pri vi$oj temperaturi, dok omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta varira

oVisno o vrsti nosaca.
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Tablica 16. Utjecaj parametara inkapsulacije susenjem rasprSivanjem na koncentraciju pojedina¢nih i ukupnih hidroksicimetnih kiselina (UHCK)

u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri
inkapsulacije

Hidroksicimetne kiseline (mg/100g s.tv.e.)

3-p-kumaroilkina Klorogenska 3-O-feruloilkina 3-O-kafeoilkina Kafeinska 4-O-kafeoilkina 4-p-kumaroilkina 5-p-kumaroilkina Ferulinska UHCK
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina
Vrsta nosa¢a p<0,01" p<0,01" p<0,01" p<0,01" p<0,01" p<0,01" p<0,01" p<0,01" p=0,06 p<0,01"
MD 241,61+5,45° 64,41+1,75% 141,57+3,05% 141,07+3,46° 587,08+16,49° 5,84+0,78% 120,55+2,79° 31,08+0,69%° 9,49+0,292 1342,70+31,24%
MD+25% GA 250,07+3,36° 68,51+1,15° 148,21+1,70° 145,28+2,08° 655,54+13,89° 6,71+0,13% 123,58+1,61° 35,58+0,64° 10,35+0,262 1443,82+20,18°
MD+50% GA 206,17+3,65° 45,74+2,49° 130,85+3,28% 113,56+2,36° 548,83+17,54° 3,58+0,62* 100,31+2,21° 35,38+0,99* 10,65+0,362 1195,07+22,94°
MD+25% IN 151,71+12,75° 23,10+1,912 96,09+8,85% 72,60+4,80% 214,68+16,01* 61,01+11,07° 73,62+7,39% 23,88+2,05° 7,800,697 724,50+55,08*
MD+50% IN 180,63+14,64° 23,60+1,56* 116,49+10,06% 88,75+11,32? 205,35+8,60° 103,83+12,68° 83,49+9,04% 30,59+2,46%¢ 10,00+0,832 842,73+68,47%
Omjer nosaca i _ _ _ _ _ _ _ * * -
s.tv.ekstrakta p=020 p=0.86 p=0,38 p=0,88 p=0.67 p=0,21 p=0,45 p<0,01 p<0,01 p=0,51
0,5 203,85+9,51° 46,56+3,52* 127,5246,21° 105,97+7,42° 439,24+33,44° 29,35+8,45% 102,61+6,42° 30,25+1,28° 8,96+0,39% 1094,34+60,46%
1 200,74+9,25% 45,40+4,10% 124,02+5,26* 114,22+6,54* 423,56+38,29% 37,67+8,69? 98,46+4,90% 30,141,212 9,34+0,372 1083,55+60,43°
2 213,52+10,64° 43,25+3,89? 128,38+6,37% 116,56+6,69° 464,09+40,22% 41,57+10,812 99,85+5,30% 33,52+1,66° 10,67+0,52° 1151,41+64,16°
Temperatura (°C) p=0,71 p=0,87 p=0,33 p=0,21 p=0,99 p=0,31 p=0,41 p=0,40 p=0,76 p=0,92
120 201,88+9,55% 44,60+3,63* 122,44+5,98% 102,71+7,30° 450,42+37,56% 30,35+8,912 96,04+6,112 30,59+1,35% 9,57+0,45% 1088,59+62,37°
150 205,33+10,64% 45,42+4,05% 125,34+6,43° 114,17+6,75° 442,41+39,86° 35,94+8,84° 100,20+5,59° 30,63+1,57° 9,41+0,48% 1108,86+66,66*
180 210,90+9,30° 45,19+3,87% 132,1445,34° 119,88+6,36° 434,06+35,02° 42,29+10,32° 104,70+4,87° 32,69+1,32° 10,00+0,42? 1131,84+56,13%

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znacajan u multifaktorskoj analizi
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Od pojedinacnih parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem samo je vrsta
nosaca imala signifikantan utjecaj na sve pojedina¢ne hidroksicimetne kiseline, osim
ferulinske, te na ukupne hidroksicimetne kiseline. Na koncentraciju ferulinske kiseline znacajan
utjecaj je imao samo omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta. Na koncentraciju 5-p-kumaroilkine
kiseline osim utjecaja vrste nosaca znacCajan utjecaj je utvrden i za omjer nosaca i suhe tvari
ekstrakta (Tablica 16). Najvece zadrzavanje navedenih kiselina zabiljeZeno je u ekstraktima
inkapsuliranim s najve¢im omjerom nosaca i suhe tvari ekstrakta. Najvisa koncentracija UHCK

odredena je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD+25%GA.
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4.7. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrsina na koncentraciju ukupnih hidroksicimetnih kiselina u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

A B
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Slika 19. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za koncentracije ukupnih
hidroksicimetnih kiselina (UHCK) u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosace MD (A),
MD+25%GA (B), MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) i MD+50%IN (E), u ovisnosti o0 omjeru
suhe tvari nosaca i ekstrakta te temperature suSenja
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U skladu sa rezultatima statistiCke analize na Slici 20 su trodimenzionalni prikazi
odzivnih povrsina za koncentraciju UHCK za svaki tip nosaca u ovisnosti 0 omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta te temperature susenja. 1z navedenih prikaza moze se zakljuciti da je za
svaki tip nosaca utvrden razli€iti trend promjene koncentracija UHCK neovisno o omjeru i

temperaturi susenja.
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Tablica 17. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela ukupnih hidroksicimetnih kiselina (UHCK) u inkapsuliranim ekstraktima
cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Jednadzba regresijskog modela R? R2ag;
MD 17677,7 - 34095,4 X3 + 12432,0 X412 —213,6 Xz + 0,7 X22 + 438,0 X1 X2 — 1,4 X1 X2 — 157,3 X12X5 + 0,5 X12X5? 0,954 0,914
MD+25% GA 3260,71 - 3434,78 X1 + 611,78 X312 34,81 X, + 0,14 X% + 63,47 X1 X2 — 0,25 X1X2% — 14,44 X1?X5 + 0,05 X12X2? 0,774 0,573
MD+50% GA -1176,66 + 5180,00 X1 - 2193,61 X12 + 30,02 Xz - 0,08 X2 - 60,99 X1X5 + 0,15 X1X2? + 26,22 X12X7 - 0,07 X12X2? 0,883 0,779
MD+25% IN -6791,77 + 21312,95 X1 - 8952,28 X2 + 103,11 X, - 0,30 X2? - 281,32 X1 Xz + 0,84 X1X2% + 116,23 X12X3 - 0,35 X12X,? 0,992 0,985
MD+50% IN 14572,0 - 28799,3 X1 + 11878,2 X12— 218,4 Xz + 0,8 X2? + 434,9 X1 X2 — 1,5 X1 X2? — 175,3 X12Xz + 0,6 X12X2? 0,995 0,991

Vrijednosti koeficijenata R?i R%gj za nosaée MD, MD+25%IN i MD+50%]IN su iznad 0,8 $to ukazuje na zadovoljavajuéu to¢nost modela
za predvidanje njihovih koncentracija te iznose kako slijedi: 0,954 (R?) i 0,914 (R%ygj) za MD; 0,992 (R?) i 0,985 (R%qgj) za MD+25%IN i 0,995
(R?) i 0,991 (R%gj) za MD+50%IN (Tablica 17). U sluéaju PECT s nosaéem MD+50%GA vrijednost koeficijenta R? je 0,883 je zadovoljavajuéa
dok je RZ%gqj vrijednost 0,779. Vrijednost koeficijenata R? za PECT s nosaéem MD+25%GA je ispod 0,8 (0,774) dok je R%qj 0,573, $to ukazuje na

nezadovoljavajucu prilagodbu modela eksperimentalnim podacima.
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Tablica 18. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih hidroksicimetnih kiselina (UHCK) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura (°C) Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (mg/100g s.tv.e.)
MD 15 160 1551,53 1,000
MD+25% GA 2 180 1531,21 1,000
MD+50% GA 0,5 140 1289,95 0,906
MD+25% IN 0,5 180 1023,06 0,955
MD+50% IN 2 180 1253,22 0,974

Stupanj poZeljnosti UHCK u PECT (Tablica 18) varirao je od 0,906 do 1,000 ukazuju¢i na visoku moguénost optimizacije inkapsulacijskih

uvjeta. Vidljivo je da je najvece zadrzavanje UHCK moguce posti¢i inkapsulacijom ekstrakta cvijeta trnine primjenom nosaca MD i MD+25%GA.

82



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gacina 4 Rezultati

4.8. Rezultati odredivanja ukupnih flavonola u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Tablica 19. Koncentracija pojedina¢nim i ukupnih flavonola (mg/100 g s.tv.e.) u ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih
nosaca s razli¢itim omjerima nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature susenja

E = B = b} 3 2
@ o | o . (=] g o N i S N = =
8 g Yo ) Co 3 €9 £5 2 =} *2 ] Eo £ g€o 8o IS
2% s =] g% e & ] g3 g 88 °s 28 g5 g cd <3 g 9
2 g5 £ &< =] g £ f =R 2 < == &35 = =2 s s £ S < 2 o
z 23 2 €5 ] £g £ 3 £35 Z g E £ < 5E S 3% 2 =] 25 E 5
P 2 g2 &2 g 2 3 %: £= 8 M ;g’ ¥ 8 &2 2 52 €2 s
z : g ¢ g E g g c 5 g g
S X M X < 4 X
120 26,54 £0,74 79,25 £2,20 314,35 +8,72 49,15+ 1,36 93,98 +2,61 13,84 0,38 374,07 £10,37 277,27 +7,69 42,50+ 1,18 0,88 £0,02 95,55 + 2,65 644,69 + 17,88 3,03+0,08 nd 0,18 £ 0,00 2015,33 + 55,88
0,5 150 33,21£1,15 87,47 £3,02 411,90 £14,21 78,02 + 2,69 88,37 £3,05 17,73+0,61 439,92 £15,17 290,42 +10,02 49,23+1,70 0,85+0,03 95,24 +3,29 709,26 + 24,46 2,91£0,10 9,46 £ 0,33 0,21£0,01 2314,20 + 79,82
180 37,46 £0,54 90,89 +1,30 404,85 5,78 73,45+1,05 92,54 £1,32 16,66 + 0,24 444,66 + 6,35 303,64 +4,34 49,88+0,71 0,97+0,01 94,65 +1,35 1140,34 £ 16,29 3,09 0,04 9,95+0,14 0,17 0,00 2763,18 39,47
120 29,61 +0,64 68,66 + 1,48 331,06 £7,13 61,93+1,33 81,96 £1,77 14,82 +0,32 361,83+7,79 240,76 +5,19 38,81+0,84 0,69 +0,01 84,42 £1,82 599,05 + 12,90 2,35+0,05 7,50£0,16 0,29£0,01 1923,72 + 41,43
2 1 150 38,86 1,41 90,67 +3,29 412,98 +14,98 78,67 2,85 100,12 + 3,63 18,17 + 0,66 441,93 +16,03 305,30 + 11,07 51,75+1,88 0,90 £0,03 102,27 +3,71 726,85 + 26,36 2,98+0,11 9,41£0,34 0,18+ 0,01 2381,02 + 86,34
180 42,98 +1,24 94,74 £2,73 459,96 + 13,28 93,23 £2,69 98,48 +2,84 19,19+0,55 491,68 + 14,19 323,02+9,32 56,01 1,62 0,90 +0,03 103,10+2,98 780,19 + 22,52 3,07+0,09 nd 0,14 0,00 2566,68 + 74,07
120 32,47 £0,46 78,91+1,13 331,12+4,73 59,57 £0,85 107,32+1,53 15,13+0,22 nd 287,04+4,10 42,88 0,61 0,86 0,01 104,54 + 1,49 718,74 10,27 2,64+0,04 nd 0,29+ 0,00 1781,52 + 25,44
2 150 32,15+0,93 85,75+ 2,48 367,24 + 10,60 nd 106,54 + 3,07 15,96 + 0,46 468,54 + 13,52 308,00 + 8,89 47,49 £1,37 30,77 +0,89 108,33 +3,13 795,24 + 22,95 2,75+0,08 nd 0,21+0,01 2368,97 + 68,38
180 30,24 £1,25 72,28 £2,98 317,08 + 13,06 59,96 + 2,47 97,18 £ 4,00 14,65 + 0,60 384,16 + 15,82 245,94+ 10,13 41,60+1,71 0,89+0,04 95,72 3,94 671,44 + 27,66 2,37+0,10 nd 0,41+0,02 2033,93 +83,78
120 48,54 +2,32 98,54+4,71 475312273 95,66 + 4,57 92,61+4,43 21,58+ 1,03 475,85+ 22,76 311,99 + 14,92 56,01+ 2,68 0,88+0,04 99,10 +4,74 735,74+ 35,19 2,85+0,14 nd 0,19 +0,01 2514,85 +120,27
05 150 47,18 42,94 100,13 £3,45 470,42 £16,23 96,00 + 3,31 94,71 3,27 21,69+0,75 497,33+ 17,15 323,14+ 11,15 57,35+1,98 0,85+0,03 101,18 £3,49 774,00 + 26,70 2,99+0,10 nd 0,13+0,00 2587,09 £ 90,54
180 44,14 £2,40 98,10 £5,34 425,03 23,12 81,29 +4,42 99,14 +5,39 193£1,05 495,84 + 26,97 327,22 + 17,80 54,74 £2,98 1,14+0,06 101,14 £5,50 783,59 + 42,62 2,93+0,16 nd 0,10+0,01 2533,70 £ 137,82
< 120 43,43+1,90 95,59 +4,18 432,89+ 18,93 88,71+3,88 101,80 + 4,45 19,1+0,84 496,67 + 21,72 317,93+13,91 53,04 +2,32 1,00+0,04 103,02 + 4,51 786,99 + 34,42 2,73+0,12 nd 0,36 +0,02 2543,26 +111,22
)
S
E&,’ 1 150 38,67 +1,12 94,77 +2,73 417,01 £12,04 85,08 £ 2,46 102,60 + 2,96 18,62 + 0,54 493,77 + 14,25 320,79 +£9,26 52,72 +1,52 0,90+0,03 103,57 £2,99 768,86 + 22,19 2,68+0,08 nd 0,26 0,01 2500,30 £72,16
Py
o
= 180 44,89 +0,64 93,89+1,34 439,23+ 6,27 nd 99,56 + 1,42 19,47+0,28 493,79 +7,05 317,60 + 4,54 54,32+0,78 0,86 0,01 102,33+ 1,46 780,83+ 11,15 2,75+0,04 nd 0,15+0,00 2449,68 + 34,99
120 26,51+1,27 7354352 270,68 + 12,95 48,80 +2,33 107,49 £5,14 13,61£0,65 455,05 £ 21,76 282,26 + 13,50 3854+1,84 0,94+0,04 103,20 + 4,94 755,20 + 36,12 2,26+0,11 nd 0,30 +0,01 2178,38 + 104,17
2 150 32,98 £0,91 82,84 2,30 311,38+ 8,63 59,89 + 1,66 108,34 +3,00 14,77 +0,41 503,20 + 13,95 300,79 +8,34 41,99 £1,16 0,90 +0,03 108,87 + 3,02 790,61 + 21,92 2,36 0,07 nd 0,59 +0,02 2359,52 + 65,43
180 36,97 +1,34 85,48 + 3,10 337,85+ 12,25 63,96 + 2,32 108,34 +3,93 15,60 +£ 0,57 510,19 + 18,50 306,99 + 11,13 45,69 + 1,66 1,28+0,05 107,77 £3,91 787,56 + 28,56 2,410,09 7,65+0,28 0,33+0,01 2418,07 + 87,68
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120 38,74 £1,60 83,57+378 404,60 + 16,67 82,42 +3,39 91,38 +3,76 19,21+0,79 517,91+21,33 292,95 +12,07 50,79 £2,09 0,92 +£0,04 94,87 £3,91 705,16 + 29,05 2,47£0,10 nd 0,07 £0,01 2385,14 + 98,58

0,5 150 31,93+0,69 76,87 £1,66 294,11+6,33 55,60 +1,20 86,26 +1,86 13,84+0,30 436,86 9,41 272,39 +5,87 41,36 0,89 0,83 +0,02 87,02+1,87 680,70 + 14,66 2,12+0,05 nd 0,24 £0,01 2080,15 + 44,80

180 31,55+1,09 78,90 +2,72 319,49 +11,02 62,46 +2,15 89,62 +3,09 15,69+0,54 459,96 + 15,87 273,80 £9,44 43,50 +1,50 0,96 +£0,03 89,30 £3,08 682,04 + 23,53 2,15+0,07 nd 0,22+0,01 2149,64 +74,15

< 120 29,33+£1,28 7397 £324 276,30 + 12,09 52,95+2,32 92,64 4,05 13,39+0,59 422,03 + 18,46 260,31 +11,39 37,10+1,62 0,84 £0,04 89,32 +£391 656,63 + 28,72 1,97 40,09 6,16 £0,27 0,29 +£0,01 2013,25 + 88,05
(Y]
N

QS 1 150 26,67 £1,45 64,45 3,51 242,08 +13,17 45,66 +2,48 82,48 £4,49 12,25+0,67 379,14 + 20,62 230,69 + 12,55 33,16 +1,80 0,76 £0,04 82,84 £4,51 609,83 +33,17 1,70+0,09 nd 0,14 +0,01 1811,86 + 98,55
+
[a)

= 180 8,16 +0,24 11521+333 265,91 +7,67 67,24+1,94 137,41 £397 15,88 + 0,46 402,10+ 11,61 25534 +£7,37 4112+1,19 25,64 +0,74 110,89 +£3,20 943,70 +27,24 1,12+0,03 4,16 £0,12 nd 2393,89 + 69,09

120 19,82+0,95 57,59+275 19591 +9,37 33,68+1,61 84,39 £4,04 9,73+0,47 nd 223,57 +10,69 30,3+1,45 0,76 £0,04 84,76 +4,05 611,02 +29,22 1,60+0,08 4,83+0,23 0,18 +0,01 1358,19 + 64,95

2 150 7,59+0,28 107,92 £391 239,71+8,69 54,58 +£1,98 158,09 £5,73 14,06 +0,51 437,27 + 15,86 279,77 +10,15 39,12+1,42 30,75+1,12 124,07 £4,50 987,28 + 35,80 1,12+0,04 3,74£0,14 nd 2485,07 90,11

180 5,89+0,08 92,67+1,30 194,42 £272 43,64 £0,61 135,92+190 11,61+0,16 375,76 £ 5,26 240,28 + 3,36 32,81+0,46 27,91+0,39 106,81 +1,50 830,62+ 11,63 0,91+0,01 3,01+0,04 nd 2102,25 + 29,44

120 4,71+0,19 60,27 £2,48 269,60+ 11,11 48,43+1,99 93,62 + 3,86 12,80+0,53 339,85 + 14,00 197,38 +8,13 33,19+137 22,84+0,94 85,80 +3,53 628,66 + 25,89 1,67+0,07 5,00+0,21 0,27 £0,01 1804,07 £ 74,31

05 150 5,44 +0,26 70,27 £3,36 296,57 + 14,18 55,88 2,67 100,77 £ 4,82 14,49 0,69 356,83 + 17,06 208,82 £9,99 36,41+1,74 23,86 +1,14 88,18 £4,22 666,45 + 31,87 1,77 40,08 5,14 +0,25 0,23+0,01 1931,10 £ 92,34

180 537+0,11 82,85+1,73 295,44 6,17 56,72 +1,19 107,68 £2,25 14,43+0,30 365,39 £ 7,64 220,41 +4,61 37,36 £0,78 23,82+0,50 88,70 £1,85 747,83 + 15,63 1,82+0,04 548+0,11 0,34 +0,01 2053,63 + 42,92

= 120 3,21+0,17 31,92+1,74 188,51 +10,25 30,69 1,67 56,99 + 3,10 8,69 +0,47 276,68 + 15,05 126,98 6,91 23,54+1,28 22,13+1,20 68,38 £3,72 361,11+19,64 1,19+0,06 2,64+0,14 0,35+0,02 1203,01 + 65,44
s

& 1 150 2,76 £0,06 40,38 £0,87 147,85+3,18 21,40 £0,46 62,59 £1,35 6,89 0,15 213,05 +4,59 114,89 £2,47 17,83+0,38 15,94 +0,34 49,49 +1,07 89,17 £9,18 1,20+0,03 4,02 0,09 nd 760,26 + 24,22
+
[a)]

2 180 2,60+0,05 40,14 +0,84 148,96 £3,11 21,13+0,44 61,78+129 6,61+0,14 208,66 + 4,43 117,65 2,46 18,13+0,38 16,32+0,34 49,36 £1,03 423,04 +8,84 1,22+0,03 3,97 0,08 nd 1119,56 + 23,46

120 2,15+0,07 33,80+1,17 141,00 +4,87 18,82+ 0,65 49,45+£171 6,48 £0,22 210,10+7,25 118,08 4,07 17,10+0,59 16,47 £0,57 48,15+ 1,66 320,59 + 11,06 1,15+0,04 3,66+0,13 nd 987,10 + 34,05

2 150 2,70+0,10 46,70 + 1,69 168,07 £6,09 23,02+0,83 54,72+1,98 7,47+0,27 236,26 + 8,57 132,42 +4,80 19,60 0,71 18,40 £ 0,67 52,66 +1,91 333,58 +12,10 1,31+0,05 4,27+0,15 nd 1101,20 +39,93

180 2,94 10,04 49,37 +0,69 180,33 +2,52 25,10+0,35 58,67 +0,82 8,30+0,12 253,16 +3,54 141,41+1,98 21,45+ 0,30 19,31+0,27 56,65+ 0,79 360,35 + 5,05 1,39+0,02 4,44 +0,06 nd 1182,86 + 16,56

120 8,49+0,35 31,80+1,31 104,25 £4,29 nd 45,05 +1,86 4,72+0,19 150,22 £6,19 93,81 + 3,86 13,06 £0,54 6,57+0,27 4181+170 256,33 + 10,56 1,12+0,05 3,55+0,15 nd 760,78 +31,34

0,5 150 2,46 0,04 37,29+0,53 126,49 +£1,81 17,06 £0,24 41,57 +£0,59 549+0,08 183,26 2,62 102,23 £1,46 15,11+0,22 11,67 +0,17 42,25+0,60 382,42 +5,46 1,11+0,02 3,73+0,05 nd 972,13+13,89

180 3,55+0,10 47,17+1,31 185,37 £5,14 32,66 +0,91 80,38 +2,23 9,39+0,26 285,81+793 163,91 +4,55 25,35+0,70 19,92 £0,55 76,83+2,13 515,62 + 14,30 1,24+0,03 3,68 0,10 0,31+0,01 1451,20 + 40,24

= 120 3,13+0,07 40,60 +0,87 168,52 + 3,63 29,67 £0,64 75,82 +1,63 8,82+0,19 263,46 +5,67 139,32 +3,00 22,50 +0,48 20,15+0,43 71,23+1,53 429,15 +9,24 1,02+0,02 2,94 +0,06 0,28 +0,01 1276,61 + 27,50
s

3 1 150 4,31+0,22 52,04 +2,67 235,22 +12,06 42,52+2,18 89,67 + 4,60 11,07 +£0,57 322,01+ 16,52 177,87 +9,12 28,98 +1,49 2322+1,19 83,29 +4,27 559,74 + 28,71 1,22+0,06 3,60+0,18 0,37 +0,02 1635,14 + 83,87
+
o

= 180 3,93+0,14 56,15 2,04 199,90 +£7,25 37,38 +1,36 89,91 + 3,26 10,21+0,37 308,75 + 11,20 178,86 + 6,49 27,43 £0,99 22,31+0,81 79,65 +2,89 534,07 + 19,37 1,17+£0,04 3,410,12 0,38 +0,01 1554,50 + 56,33

120 4,39 £0,06 61,23 +0,87 209,45 +2,99 38,95 +0,56 106,24 +1,52 11,26 £ 0,16 363,30 £5,19 208,86 +2,98 30,86 + 0,44 28,17 £ 0,40 96,24 +1,37 626,19 + 8,95 1,33+£0,02 3,38+0,05 0,39+0,01 1790,24 + 25,58

2 150 3,55+0,07 40,86 0,85 21325+4,46 36,30 £0,76 86,48 £1,81 10,20+0,21 320,81 +6,70 176,83 £3,70 28,06 +0,59 26,60 + 0,56 87,12+1,82 515,08 + 10,76 1,21+0,03 3,65+0,08 0,26 £0,01 1550,24 + 32,40

180 4,90£0,14 51,83+1,44 276,05 +7,65 4732+131 99,55 +2,76 12,43+0,34 400,85+11,12 201,33+558 35,09 £0,97 31,55+0,87 100,05 +2,77 574,78 + 15,94 1,52+0,04 4,65+0,13 0,34+0,01 1842,24 51,09

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Identificirano je ukupno 15 flavonola, kamferol i kvercetin glikozida, od kojih su
najzastupljeniji u padaju¢em nizu neovisno o uvjetima susenja: kamferol pentozid, kvercetin
pentozid, kvercetin-3-rutinozid (rutin) i kvercetin ramnozid. Ipak je koncentracija kamferol

pentozida u nekim prahovima je bila ispod nivoa detekcije.

Ovisno o primijenjenim uvjetima susenja, koncentracija UFLO u PECT odreden je u
rasponu od 760,2-2763,01 mg/100g s.tv.e. (Tablica 19). Najvecéa koncentracija UFLO odredena
je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD pri temperaturi od 180°C te omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta 0,5:1, dok je najmanja koncentracija UFLO odredena u ekstraktima
inkapsuliranim primjenom MD+25%IN pri temperaturi od 150°C i omjeru nosaca i suhe tvari
ekstrakta 1:1. Opcenito se moze uociti da je koncentracija UFLO bila vec¢a u prahovima pri

viSoj temperaturi, dok omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta varira ovisno o vrsti nosaca.
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Tablica 20. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem na koncentraciju pojedina¢nih i ukupnih flavonola (UFLO) (mg/100 g s.tv.e.)

u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri
inkapsulacije

Flavonoli (mg/100 g s.tv.e.)

2 ; E & = =
™ =} bd o =1 I =] - — — ] Q
<2 £¢ £Z =] 52 £o S= £ i ] ST T ST ST ST
S N 23 SN £5 235 25 Eri 5N S S 5N ST 55 N S5
e 82 = g3 =8 e ge ee 35 €8 £E8 €2 8 ce UFLO
= o= [S=1 S5 =X 5 L5 L E 4 < £ < S [ =] =]
53 ¢ 8 g3 g3 32 g2 c8 <8 53 g8 N S8 es €3
X < < N E S X @ > 3
o Y - X
Vrsta nosaca p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01 p<0,01
MD 33,7241,19% 83,18+2,08" 372,28+12,08" 61,5546,09" 96,28+1,93%° 16,2440,42 378,53434,05 286,8246,56 46,68+1,30" 4,19+2,28° 98,20£1,70° 753,98+36,19° 2,80£0,07" 4,04£1,11° 2238,49+74,31°
MD+25% GA 40,37+1,68° 91,43+2,13" 397,76+16,90° 68,8247,03" 101,62¢1,48 18,2040,67° 491,30+4,97° 312,08+3,80° 50,49+1,57° 0,9740,08° 103,35£0,99" 773,7146,62" 2,66£0,06" 0,85£0,58° 2453,61432,91°
MD+50% GA 22,1042,82° 84,37+4,41° 270,28+15,04° 55,36+3,29° 106,4746,63° 13,9640,64° 381,23+34,26° 258,7945,62° 38,81+1,47° 9,03+3,13° 96,66+3,28° 745,22+32,59° 1,6840,12° 2,43+0,56° 2087,38+80,42°
MD+25% IN 3,5440,20° 50,63+3,96° 204,05+14,85° 33,4743,59° 71,8145,11° 9,5740,77° 273,68+14,81° 153,12+9,88° 24,96+1,91° 19,9040,77 65,26+4,00° 474,19+37,15° 1,4140,06° 4,2940,20° 1389,88:95,03°
MD+50% IN 4,30£0,40° 46,55+2,21° 100,94+12,13° 31,3243,33° 79,4145,14% 9,2040,60° 288,72+18 43" 160,33+9,33° 25,16+1,65° 21,13+1,81° 75,38+4,80° 488,15+26,16° 1,2040,08° 3,6240,11% 1425,53+83,268°
2TJeell-<gtor;al:taal p=0.09 p=0,38 p=0,06 p=0,02 p=0,07 p=0,06 p=0,39 p=0,67 p=0.12 p=0,04 p=0,07 p=076 p=0,17 p=0,99 p=0,29
05 24,6243,16° 75,4443,07° 310,85+20,81° 58,99+4,93" 86,5143,37° 14,7240,0%° 388,25+20,13" 243,96+13,77° 40,39+2,51° 7,80£1,75° 85,4443,39° 670,19+35,32° 2,2040,13° 3,0740,62° 2021,44+104,34°
1 21,5043,18° 70,2144, 80° 291,00420,61° 50,4215,04° 88,0243 66° 13,5520,85° 371,91+18,43° 228,49+14,80° 37,1042,49° 10,1741,90% 85,5443,52° 6257543084 1,8940,14° 3,1940,59° 1899,72:499,70°
2 16,35:2,50° 68,0543 83" 250,24412,73° 40,914330° 97,0245, 20° 12,08:0,58° 327,91429.08" 230,24+11,78" 34,1741,72° 15,70:2,38" 92,33+4,09° 645,2243537° 176:011° 2892042 1835,77490,65°
Tem‘()fgtura p=0,96 p=0,14 p=0,70 p=0,97 p=0,18 p=0,64 p=0,14 p=0,63 p=053 p=0,07 p=0,33 p=0,05 p=0,99 p=0,55 p=0,13
120 21,40:2,88° 65,16+4,08° 274,24+19 60° 49,29+4,69° 85,3843 67° 12,88:0,84° 313,80429,63" 2252341351 35,354231° 827+1,86° 84,6943 51° 589,02430,10° 196£013° 2,64+0,46° 1769,3498,92°
150 20,7043,00° 71,89+4,25° 200,28+19,27° 49,98+4,93° 90,89:+4,83° 135140,84° 382,0119,16° 236,29+14,11° 37,34+2,40° 12,4842,20° 87,76£4,23° 648,40£32,12% 1,96£0,14° 3,1340,58° 1946,64:99,96°
180 20,3743,21° 76,64+4,07° 296,66+18,41° 51,0444,46° 97,08+3,89° 13,9640,73° 302,26+16,94° 241,16+12,41° 38,96+2,20° 12,9242,16° 90,8643,30° 703,73+36,32° 1,04£0,14° 3,36£0,54° 2040,95+92,56°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je zna¢ajan u multifaktorskoj analizi
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Na koncentraciju svih pojedinacnih i ukupnih flavonola znacajan utjecaj je imala samo
vrsta nosaca (Tablica 20) dok je na koncentraciju kvercetin-3-heksozida i kamferol ramnozida
znacajno utjecao i1 omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta. Maksimalne koncentracije kvercetin-3-
heksozida postignute su kod najmanjeg omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta (0,5:1), dok su
maksimalne koncentracije kamferol ramnozida postignute kod najveceg omjera nosaca i suhe
tvari ekstrakta (2:1). Na koncentraciju kamferol pentozida takoder je osim vrste nosaca utjecala

1 temperatura susenja te su maksimalne vrijednosti odredene kod najvece temperatura od 180°C.
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4.9. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povr§ina na sadrzaj ukupnih flavonola u inkapsuliranim

ekstraktima cvijeta trnine
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Slika 20. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina
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(UFLO) u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosate MD (A), MD+25%GA (B),
MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) 1 MD+50%IN (E), u ovisnosti o omjeru suhe tvari nosaca i

ekstrakta te temperature susenja
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U skladu sa rezultatima statisticke analize na Slici 21 su trodimenzionalni prikazi
odzivnih povrsina za koncentraciju UFLO za svaki tip nosaca u ovisnosti 0 omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta i temperaturi suSenja, iz kojih je vidljivo da je svaki tip nosaca pokazao
razli¢it trend promjene koncentracija UFLO neovisno o omjeru i temperaturi susenja. Za ¢isti
MD te mjesavine MD i IN je vidljiv pozitivan utjecaj povecanja udjela nosa¢a na koncentraciju

UFLO, dok je u slu¢aju mjesavina sa arapskom gumom trend obratan.
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Tablica 21. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela ukupnih flavonola (UFLO) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

proizvedenim primjenom razliitih nosaca s razlic¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 8170,6 - 12604,3 X; + 1810,4 X12— 92,8 Xo + 0,4 X2% + 172,3 X1 X2 — 0,6 X1 X2? — 23,4 X12X; + 0,1 X;2X5? 0,977 0,957
MD+25% GA -2614,18 + 9079,84 X; - 3827,81 X1 + 65,37 Xz - 0,20 Xz? - 110,78 X1 Xz + 0,33 X1X2? + 45,13 X12X; - 0,13 X12X;? 0,750 0,527
MD+50% GA -7457,3 + 41614,8 X1 - 23505,3 X1? + 155,5 Xz - 0,6 Xz? - 613,7 X1 Xz + 2,2 X1Xo? + 344,0 X12X5 - 1,1 X42X? 0,973 0,950
MD+25% IN -1161,81 + 6201,31 X; - 2758,66 X12 + 44,21 X5 - 0,10 X2? - 98,83 X1 Xz + 0,24 X1X2? + 40,53 X12X;5 - 0,10 X12X;2 0,991 0,983
MD+50% IN 18711,4 - 41217,5 X1 + 17947,7 X1 —273,4 Xz + 1,0 X2? + 609,8 X1 Xz — 2,1 X1Xp2 — 258,5 X12X5 + 0,9 X;2X7? 0,991 0,984

Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela za predvidanje koncentracije UFLO za koriStene nosace, omjer nosaca i suhe

tvari ekstrakta i temperature susenja, prikazani su u Tablici 21. Vrijednost koeficijenata R?i RZgj za nosa¢e MD, MD+50%GA, MD+25%IN i

MD+50%IN su iznad 0,8 $to ukazuje na zadovoljavajuéu to¢nost modela za predvidanje njihovih koncentracija te iznose kako slijedi: 0,977 (R?) i
0,957 (R%qj) za MD; 0,973 (R?) i 0,950 (R%q;) za MD+50%GA; 0,991 (R?) i 0,983 (R%qj) za MD+25%IN i 0,991 (R?) i 0,984 (R?aqj) za MD+50%IN.
Vrijednost koeficijenata R? za PECT s nosaéem MD+25%GA je ispod 0,8 (0,750) dok je R%gj 0,527 §to ukazuje na nezadovoljavajuéu prilagodbu

modela eksperimentalnim podacima.
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Tablica 22. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih flavonola (UFLO) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom
razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.)
MD 0,5 180 2763,02 0,973
MD+25% GA 2,0 180 2417,74 1,000
MD+50% GA 2,0 160 2525,23 0,981
MD+25% IN 0,5 180 2053,29 0,973
MD+50% IN 2,0 180 1841,90 0,968

Stupanj pozeljnosti UFLO u PECT (Tablica 22) varirao je od 0,968 do 1,000; a najvece zadrzavanje UFLO je ostvareno promjenom ¢istog

MD kao nosaca u najnizem omjeru (0,5) a pri najviSoj temperaturi susenja (180°C).
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4.10. Rezultati odredivanja ukupnih flavanola u inkapsuliranim ekstraktima
cvijeta trnine

Tablica 23. Koncentracija pojedina¢nih i ukupnih flavanola (UFLA) (mg/100g s.tv.e.) u
ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima
nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature susSenja

- o o o
25 < c E £
< 2 = T suSenja 2 f__, 2 ]
Nosaé ; % °C) 5 5 é _%S- UFLA
E2 : : g
o v o o
120 3,80 0,11 66,64 + 1,85 072+002 | 5091141 122,06 + 3,38
05 150 19,98 + 0,69 63,33+218 0,74 0,03 47,97 £165 132,03 + 4,55
180 12,93 0,18 65,65 + 0,94 0,97 £0,01 49,53 0,71 129,07 + 1,48
120 nd 56,64 + 1,22 0,94 +0,02 39,02 + 0,84 96,60 + 2,08
S 1 150 19,42 +0,70 71,45 + 2,59 0,77 +0,03 51,35+ 1,86 143,00 +5,19
180 31,46 +091 71,35+ 2,06 1,04+0,03 52,25+ 151 156,10 + 4,51
120 nd 73,26 + 1,05 1,14+0,02 49,81+0,71 12421 £1.77
2 150 16,68 + 0,48 75,78 + 2,19 1,51 +0,04 53,09 + 1,53 147,07 + 4,24
180 42,03 +1,73 65,47 + 2,70 1194005 | 4502185 153,72 + 6,33
120 28,05+ 1,34 62,53 + 2,99 0,69 +0,03 46,69 + 2,16 137,97 £ 6,53
05 150 28,29 + 0,98 65,01 + 2,24 0,82+003 | 47241163 141,37 £ 4,88
B 180 34,98 +1,90 70,44 + 3,83 1,23+007 | 51,18+278 | 157,83+858
1\2 120 34,58 + 151 70,82 + 3,10 0,79+003 | 5006+219 | 156.25+6,83
§ 1 150 33,95+0,98 71,78 2,07 0,80 + 0,02 50,61 + 1,46 157,13 + 4,53
9 180 45,23 + 0,65 68,14 + 0,97 067+001 | 4847+069 | 16252+2,32
120 nd 68,28 + 3,27 074+004 | 4622+221 115,24 +551
2 150 nd 74,13 +2,06 0,70 +0,02 49,90 +1,38 124,73 + 3,46
180 13,42 + 0,49 74,02 + 2,68 069+002 | 5053+183 138,66 + 5,03
120 27,64+ 1,14 61,24 +2,52 0,71+0,03 44,06 + 1,81 133,66 + 5,51
05 150 nd 62,11+ 1,34 0,84 +0,02 43,94 +0,95 106,89 + 2,30
p 180 25,53 +0,88 61,80 + 2,13 0,78 0,03 42,36 £ 1,46 130,55 + 4,50
;2 120 10,82 £ 0,47 61,19 + 2,68 0,66 0,03 41,65+1,82 114,32 £ 5,00
§ 1 150 9,77 +053 54,36 + 2,96 0,37 0,02 36,13 +1,97 100,63 + 5,47
S 180 17,96 +0,52 20,84 + 0,60 200006 | 3219+093 | 7298211
120 24,67 £1,18 55,28 + 2,64 0,44 0,02 36,88+ 176 117,27 £ 5,61
2 150 18,18 + 0,66 26,13+095 1,98 0,07 40,50 + 1,47 86,78+ 3,15
180 15,75 + 0,22 27,25 +0,38 1,76 + 0,02 35,96 + 0,50 80,72+ 1,13
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120 16,27 + 0,67 18,79+ 0,77 2,17 +0,09 35,64 + 1,47 72,87 +3,00

05 150 10,83+ 0,52 10,03+ 0,48 262013 36,18+ 173 59,66 + 2,85

180 13,29+ 0,28 10,98 + 0,23 2,86+ 0,06 37,48+0,78 64,61+ 1,35

§ 120 11,61 + 0,63 7,71+042 1,93+011 32,25+ 175 53,51 +291
§ 1 150 10,67 +0,23 20,47 +0,44 0,65 +0,01 25,35 + 0,55 57,15+1.23
S 180 9,63 +0,20 20,20 +0,42 0,67 +0,01 25,62 + 0,54 56,12 + 1,17
120 10,11+0,35 21,55+ 0,74 0,64 +0,02 25,40 + 0,88 57,71+ 1,99

2 150 13,00 + 0,47 22,97 0,83 0,94 +0,03 27,57 1,00 64,48 + 2,34

180 14,23 + 0,20 26,08 + 0,37 1,04 +0,01 30,36 + 0,43 71,70 + 1,00

120 475 +0,20 23,04 +095 0,17 +0,01 13,14 + 0,54 41,10 + 1,69

05 150 8,15+0,12 16,30 0,23 0,78 +0,01 23,37+0,33 48,60 + 0,69

180 9,05+0.25 8,47 +023 2,39 0,07 31,63+0,88 51,53 + 1,43

§ 120 10,05 + 0,22 7,05+ 0,15 1,79+ 0,04 27,95 £ 0,60 46,84 + 1,01
3 1 150 9,90 + 0,51 10,36 + 0,53 208+011 | 32,65+167 54,98 + 2,82
S 180 8,61 +0,31 9734035 2,22 40,08 32,18 + 1,17 52,74 + 1,91
120 18,16 + 0,26 9,53+0,14 2,57 +0,04 38,65 + 0,55 68,92 +0,98

2 150 21,66 + 045 8,06 +0,17 2,38+0,05 34,73+0,73 66,82 + 1,40

180 9,14+0,25 9,83+0,27 3,15 + 0,09 44,03 1,22 66,15 + 1,83

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Katehin, epikatehin, procijanidin B1 i procijanidin B2 su identificirani flavanoli u
PECT. Udjeli pojedina¢nih flavanola su bili isti u svim prahovima bez obzira na uvjete susenja.
Nadalje koncentracija procijanidina B1 je bila ispod nivoa detekcije (nd) u prahovima
dobivenim primjenom: MD pri temperaturi 120°C te omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1 i 2;
MD+25%GA pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 2 te temperaturi suSenja 120 i 150°C;
MD+50%GA pri minimalnom omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta te temperaturi susenja od
150°C. U najvecem udjelu zastupljen je katehin, a u padajuem nizu slijede epikatehin,

procijanidin B1 1 procijanidin B2 neovisno o uvjetima susenja.

Ovisno o primijenjenim uvjetima suSenja, koncentracija UFLA u PECT odreden je u
rasponu od 41,10-157,83 mg/100g s.tv.e. (Tablica 23). Najveca koncentracija UFLA odredena
je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD+25%GA pri temperaturi od 180°C i omjeru
nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1, dok je najmanja koncentracija UFLA odredena u ekstraktima
inkapsuliranim primjenom MD+25%IN pri temperaturi od 120°C i omjeru nosaca i suhe tvari
ekstrakta 0,5:1. Opcenito se moze uociti da je koncentracija UFLA bila veca u prahovima pri
nizem omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta, izuzev U ekstraktima inkapsuliranim primjenom

MD+50%IN koji pokazuju obrnuti trend, dok temperatura varira ovisno o vrsti nosaca.
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Tablica 24. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem na koncentraciju
pojedinac¢nih i ukupnih flavanola (UFLA) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri Flavanoli
inkapsulacije (mg/100g s.tv.e.)
Procijanidin B1 Katehin Procijanidin B2 | Epikatehin UFLA
Vrsta nosaca p=0,01" p<0,01* p<0,01* p<0,01* p<0,01*
MD 16,26+3,252 67,73+1,38c 1,00+0,062 48,77+1,03P 133,764,335
MD+25% GA 24,28+3,69° 69,461,009 0,790,042 48,82+0,59° 143,35+3,86°¢
MD+50% GA 16,70+2,03% 47,81+4,040¢ 1,060,152 39,300,982 104,87+4,96°
MD+25% IN 12,18+0,50% 17,64+1,48% 1,50+0,218 30,65+1,15? 61,98+1,622
MD+50% IN 11,05+1,222 11,37£1,172 1,95+0,21° 30,932,042 55,30+2,272
Omyjer nosaca i _ _ _ - -
s.tv.ekstrakta p=091 p=0,68 p=0,45 p=0,66 p=0,94
0,5 16,24+1,912 44,43+4 592 1,23+0,152 39,99+1,942 101,89+7,272
1 17,58+2,292 41,47+4,962 1,160,122 38,52+1,772 98,72+8,222
2 14,47+1,942 42,51+4,882 1,39+0,152 40,58+1,582 98,95+6,072
Temperatura (°C) p=0,14 p=0,87 p=0,03* p=0,85 p=0,63
120 13,37+£2,012 44,24+4 642 1,07+0,132 38,45+1,89? 97,136,682
150 14,70+1,68? 43,49+4,882 1,20+0,13% 40,04+1,802 99,42+7,032
180 20,22+2,242 40,69+4,902 1,51+0,15° 40,59+1,602 103,00+7,932

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca

znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znacajan u multifaktorskoj analizi

U svim PECT vrsta nosaca imala signifikantan utjecaj na sve pojedinacne i ukupne

flavanole (Tablica 24). Maksimalne vrijednost koncentracija ukupnih flavanola te procijanidina

B1, katehina i epikatehina odredene su u PECT s nosaéem MD+25%, dok su za procijanidin

B2 najvece koncentracije bile prisutne u prahovima s nosatéem MD+50%IN. Na koncentraciju

procijanidina B2 statisticki znacajan utjecaj imala je i temperatura suSenja rezultirajuéi visim

koncentracijama pri viSim temperaturama susenja.
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4.11. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrSina na sadrzaj ukupnih flavanola u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

Na Slici 22 prikazan je trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za koncentraciju
UFLA za svaki tip nosaca u ovisnosti o omjeru nosaca i suhe travi ekstrakta te temperature
suSenja. Kod nosaca MD+50%IN se uocava pravilan trend porasta koncentracije UFLA s
porastom udjela nosa¢a do maksimalne vrijednosti, dok je u slu¢aju MD+25%GA taj porast

izrazen do omjera 1,2 nakon ¢ega dolazi do pada koncentracije UFLA.
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Slika 21. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za koncentracije ukupnih flavanola
(UFLA) u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosace MD (A), MD+25%GA (B),

MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) i MD+50%IN (E), u ovisnosti o omjeru suhe tvari nosaca i
ekstrakta te temperature susenja
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Tablica 25. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela ukupnih flavanola (UFLA) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 675,66 - 1792,67 X; + 695,07 X2 — 5,97 Xz + 0,01 X2? + 20,43 X1 Xz — 0,05 X1 X2? — 7,93 X;2Xz + 0,02 X;2X2? 0,974 0,951
MD+25% GA 263,5836 - 60,6305 X1 - 5,1935 X312 —2,9951 X, + 0,0129 X2 + 3,3742 X1 X2 — 0,0156 X1Xo% — 1,0253 X12X; + 0,0052 X12X,? 0,939 0,884
MD+50% GA 2088,72 - 3315,78 X1 + 1256,59 X;2 — 27,38 Xz + 0,09 X2 + 46,69 X1 Xz — 0,16 X1X2? — 17,67 X42X, + 0,06 X12X2? 0,979 0,960
MD+25% IN 846,84 - 1303,23 X; + 448,67 X12— 10,03 X, + 0,03 Xz? + 16,61 X1 X, — 0,05 X1Xz% — 5,76 X12X; + 0,02 X12X72 0,949 0,904
MD+50% IN 117,490 - 401,126 X; + 194,114 X;% — 1,259 X; + 0,005 X2? + 5,688 X1X; - 0,019 X;X2? — 2,601 X12Xz + 0,009 X;2X5? 0,985 0,971

Vrijednosti koeficijenata R?i RZgj UFLA (Tablica 25) za sve nosace su iznad 0,8 $to ukazuje na zadovoljavajuéu toénost modela za
predvidanje njihovih koncentracija te iznose kako slijedi: 0,974 (R?) i 0,951 (R%ygj) za MD; 0,939 (R?) i 0,884 (R%yj) za MD+25%GA; 0,979 (R?)
i 0,960 (R%qgj) za MD+50%GA te 0,949 (R?) i 0,904 (R%qj) za MD+25%IN i 0,985 (R?) i 0,971 (R%qj) za MD+50%IN (Tablica 25).
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Tablica 26. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih flavanola (UFLA) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom
razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.)
MD 1,75 180 161,37 1,000
MD+25% GA 1,0 180 162,52 0,969
MD+50% GA 0,5 120 133,66 0,941
MD+25% IN 0,5 120 72,87 0,910
MD+50% IN 2 120 68,92 0,977

Stupanj pozeljnosti UFLA u PECT (Tablica 26) varirao je od 0,910 do 1,000; a najveée zadrzavanje UFLA u inkapsuliranim ekstraktima
je ostvareno primjenom nosaca MD 1 MD+25%GA pri 180°C, pri ¢emu je za optimalnu koncentraciju potreban omjer MD visi (1,75), a mjeSavine

s arapskom gumom nizi (1).
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4.12. Rezultati odredivanja ukupnih flavona u inkapsuliranim ekstraktima

cvijeta trnine

U ovom poglavlju opisan je sadrzaj ukupnih flavona (UFL) u inkapsuliranim

ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe

tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature (Tablica 27). 1z skupine flavona u identificiran je

samo luteolin (Tablica 10).

Tablica 27. Koncentracije pojedina¢nih i ukupnih flavona (UFL) (mg/100g s.tv.e.) u
ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima
nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature suSenja

M Omjer nosaca / s.tv. s o
Nosa¢ ekstrakta T susenja (°C) UFL

120 10,66 + 0,30

0,5 150 6,31 0,22

180 11,72 +0,17

120 9,61+0,21

a 1 150 12,13 + 0,44

s 130,

180 12,97 +0,37

120 10,67 + 0,15

2 150 12,52 +0,36

180 10,04 + 0,41

120 12,01 + 0,57

0,5 150 12,93 +0,45

180 12,03 + 0,65

S 120 12,42 + 0,54
$
(=)

2 1 150 12,22 +0,35
N

g 180 12,12 +0,17

120 10,61 + 0,51

2 150 11,95 +0,33

180 10,08 + 0,37
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120 11,55 + 0,48

05 150 972+0,21

180 10,44 +0,36

S 120 6,18 0,27
S
[=)

2 1 150 8,40 + 0,46
i

g 180 9,29 + 0,27

120 7,98+0,38

2 150 8,76 + 0,32

180 7,33+0,10

120 5,73 0,24

05 150 6,94 + 0,33

180 6,26 +0,13

z 120 4,56 0,25
N

& 1 150 3,05+ 0,07
T

S 180 3,12£007

120 3,06 +0,11

2 150 3,24 +0,12

180 3,83 +0,05

120 2,25+ 0,09

05 150 2,59 + 0,04

180 4,61+0,13

Z 120 4,38 +0,09
S

B 1 150 6,22 +0,32
g

g 180 5,94 +0,22

120 6,34 0,09

2 150 527 +0,11

180 6,91+ 0,19

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Ovisno o primijenjenim uvjetima suSenja, koncentracija UFL u PECT odreden je u
rasponu od 2,25-12,83 mg/100g s.tv.e. Najveca koncentracija UFL odredena je u ekstraktima
inkapsuliranim primjenom MD pri najvecoj temperaturi (180°C) i omjeru nosaca i suhe tvari
ekstrakta 1:1. Najmanja koncentracija odredena je u ekstraktima inkapsuliranim primjenom
MD+50%IN pri temperaturi od 120°C i omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1. Opcenito se
moze uociti da je koncentracija UFL bila veca u prahovima pri nizim udjelima nosaca, osim u
prahovima s MD+50%IN koji pokazuju obrnuti trend, dok temperatura varira ovisno o vrsti

nosaca.
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Tablica 28. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem na koncentraciju

pojedinac¢nih i ukupnih flavona (UFL) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri inkapsulacije

Ukupni flavoni

(mg/100 g s.tv.e.)
Vrsta nosaca p<0,01
MD 10,51+0,47°
MD+25% GA 11,55+0,23°
MD+50% GA 8,72+0,38°
MD+25% IN 4,29+0,322
MD+50% IN 4,69+0,352
Svelstrakia p=0.78
0,5 8,21+0,65?
1 7,96+0,06°
2 7,69+0,542
Temperatura (°C) p=0,74
120 7,64+0,612
150 7,96+0,65?
180 8,25+0,58?

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca

znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znacajan u multifaktorskoj analizi

Statistickom analizom (Tablica 28) pokazano je da samo vrsta nosaca ima statisticki

znacajan utjecaj na koncentraciju ukupnih flavona u PECT (p<0,05). Minimalne vrijednosti

koncentracija pojedina¢nih 1 ukupnih flavona su postignute pri koriStenju MD+25% IN kao

nosaca, dok su maksimalne vrijednosti odredene u prahovima dobivenim s MD+25% GA kao

nosacem.
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4.13. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrSina na sadrzaj ukupnih flavona u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

U skladu sa rezultatima statisticke analize na Slici 24 prezentirani su trodimenzionalni
prikazi odzivnih povrSina za koncentraciju UFL za svaki tip nosaca u ovisnosti 0 omjeru nosaca
1 suhe tvari ekstrakta i temperaturi susenja, iz kojih je vidljivo da je svaki tip nosaca pokazao

razli¢it trend promjene koncentracija UFL neovisno o omjeru i temperaturi susenja.
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Slika 22. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrsina za koncentracije ukupnih flavona (UFL)
u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosa¢e MD (A), MD+25%GA (B), MD+50%GA

(C), MD+25%IN (D) i MD+50%IN (E), u ovisnosti o omjeru suhe tvari nosaca i ekstrakta te
temperature suSenja
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Tablica 29. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela ukupnih flavona (UFL) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj

MD 356,840 - 549,978 Xy + 175,754 X12 — 4,733 X, + 0,016 X2 + 7,418 X1 X, — 0,024 X1 X2? — 2,348 X12X; + 0,008 X12X,? 0,987 0,975

MD+25% GA | -64,1820 + 138,3704 X1 - 59,8877 X1? + 1,0349 X; - 0,0034 X>? - 1,8619 X1 X, + 0,0061 X1 X% + 0,8043 X12X; - 0,0027 X,2X,? | 0,871 0,757

MD+50% GA 144,921 - 241,018 Xy + 79,957 X12— 1,615 X, + 0,005 X2 + 2,795 X1 X, — 0,008 X1 X2? — 0,904 X12X; + 0,003 X12X,? 0,977 0,956
MD+25% IN -98,7769 + 197,7514 X1 - 72,6137 X412 + 1,4209 X; - 0,0045 X2 - 2,6781 X1 Xz + 0,0084 X1 X2? + 0,9706 X12X; - 0,0030 X12X5?2 | 0,993 0,986

MD+50% IN 108,406 - 230,065 X1 + 97,408 X12 — 1,552 X, + 0,005 X2 + 3,312 X1 X, — 0,011 X1 X2? — 1,379 X12Xz + 0,005 X12X,? 0,995 0,990

U Tablici 29 su prikazane jednadzbe modela za predvidanje koncentracije UFL pri odabranim nosa¢ima, omjera nosaca i suhe tvari
ekstrakta i temperature suSenja, s pripadajuéim R? i R%g koeficijentima. Vrijednosti svih koeficijenata R? su iznad 0,8 , $to ukazuje na
zadovoljavajuéu to¢nost modela za predvidanje njihovih koncentracija. Vrijednosti koeficijenata iznose kako slijedi: 0,987 (R?) i 0,975 (R%qj) za
MD; 0,871 (R?) i 0,757 (R%qj) za MD+25%GA; 0,977 (R?) i 0,956 (R%qj) MD+50%GA; 0,993 (R?) i 0,986 (R%qj) za MD+25%GA te 0,995 (R?) i
0,990 (R%g;) za MD+50%GA.
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Tablica 30. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih flavona (UFL) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom

razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.)
MD 15 170 13,72 1,000
MD+25% GA 2,0 180 10,08 0,969
MD+50% GA 0,5 120 11,55 0,943
MD+25% IN 0,5 150 6,94 0,944
MD+50% IN 1,5 160 7,18 1,000

Stupanj pozeljnosti UFL u PECT (Tablica 30) varirao je od 0,943 do 1,000. Najvaznije zadrzavanje UFL ostvaruje se primjenom ¢istog

MD kao nosaca, dodanog u omjeru 1,5 prema suhoj tvari ekstrakta te pri temperaturi 170°C.
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4.14. Rezultati odredivanja ukupnih fenolnih spojeva u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

U PECT primjenom UPLC-MS/MS metode identificirano je ukupno 30 fenolnih
spojeva koji pripadaju u pet razli¢itih skupina fenolnih spojeva. Najzastupljenija skupina
fenolnih spojeva su flavonoli zatim hidroksicimetne kiseline te flavanoli i flavoni dok su
najmanje zastupljene hidroksibenzojeve kiseline (Tablica 31). Vrijednosti ukupnih fenolnih
spojeva dobivene su kao suma UHBK, UHCK, UFLO, UFLA i UFL.

Tablica 31. Koncentracije ukupnih fenolnih spojeva (UPF) (mg/100g s.tv.e.) u ekstraktima
cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima nosaca i suhe
tvari ekstrakta pri tri temperature suSenja

¢ 5353
é g g 5 T suSenja (°C) UPF
120 3454,24 + 95,75
0,5 150 3663,23 + 126,30
180 4226,02 + 59,97
120 3125,11 + 67,29
% 1 150 3975,53 + 144,09
180 4146,76 + 119,61
120 3399,32 + 48,52
2 150 4041,36 + 116,59
180 3524,25 + 145,11
120 3992,82 + 190,54
0,5 150 4109,58 + 142,79
180 4164,72 + 226,07
<
;3) 120 4166,17 + 181,89
& 1 150 4157,58 + 119,79
é 180 4058,94 + 57,88
120 3718,69 £ 177,64
2 150 4069,21 + 112,36
180 4104,43 + 148,63
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120 3819,52 + 157,39
0,5 150 3494,63 + 75,05
180 3554,92 + 122,31
<
g 120 3415,35 * 149,10
3 1 150 3080,00 * 104,52
é 180 3527,06 + 101,33
120 2705,62 + 129,20
2 150 3785,83 + 136,70
180 3272,38 + 45,61
120 2911,47 + 119,55
0,5 150 3002,66 + 143,17
180 3157,59 + 65,79
= 120 2100,69 + 113,94
=
§ 1 150 1314,75 + 36,16
% 180 1670,95 + 34,99
120 1547,64 + 53,38
2 150 1733,01 + 62,83
180 1864,92 + 26,03
120 1132,77 + 46,64
0,5 150 1448,09 * 20,69
180 2357,86 + 65,14
§ 120 2098,23 + 45,06
§ 1 150 2679,35 + 136,82
g 180 2569,87 + 92,88
120 2933,80 + 41,78
2 150 2627,47 + 54,76
180 3179,59 + 87,88

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Ovisno o primijenjenim uvjetima suSenja, koncentracija UF u PECT odreden je u
rasponu od 760,26-2763,18 mg/100g s.tv.e.. Najveta koncentracija UF odredena je u
ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD pri najvecoj temperaturi (180°C) i omjeru nosaca
te suhe tvari ekstrakta 0,5:1 dok je najmanja odredena je u ekstraktima inkapsuliranim
primjenom MD+25%IN pri temperaturi od 120°C i istom omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta
(0,5:1). Opcenito se moze uociti da je koncentracija UFL bila ve¢a u prahovima pri nizim
udjelima nosaca, osim u prahovima sa MD+50%GA i MD+50%IN koji pokazuju obrnuti trend
(2:1) i to pri visim temperaturama (T<150°C).

107



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gacina 4 Rezultati

Tablica 32. Utjecaj parametara inkapsulacije susenjem raspr$ivanjem na koncentraciju ukupnih
fenolnih spojeva (UPF) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri inkapsulacije UkL(Jﬁ}gi/Iggglgitjgc'))jevi

Vrsta nosaca p<0,01

MD 3728,43+89,58"

MD+25% GA 4060,07+42,02°

MD+50% GA 3407,06+82,98"

MD+25% IN 2185,66+149,312

MD+50% IN 2336,34+154,337

0,5 3233,12+170,178

1 3096,91+165,612

2 3100,50+153,76%
Temg()ceé?tura 0=028

120 2968,54+162,662

150 3169,76+171,042

180 3292,23+151,282

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca
znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znac¢ajan u multifaktorskoj analizi

Statistickom analizom (Tablica 32) dokazano je da samo vrsta nosaca ima statisti¢ki
znacaj na koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva u PECT (p<0,05). Minimalne vrijednosti
koncentracija ukupnih fenolnih spojeva su postignute pri koriStenju MD+25% IN kao nosaca,
dok su maksimalne vrijednosti odredene u prahovima dobivenim sa MD+25% GA kao

nosacem.
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4.15. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrsina na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

Na Slici 25 prikazan su trodimenzionalni prikazi odzivnih povrsina za koncentraciju
UPF za svaki tip nosaca u ovisnosti 0 omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperaturi susSenja,
u skladu s rezultatima statisticke analize. Vidljivo je da je svaki tip nosaca pokazao drugacije

razli¢it trend promjene koncentracija UPF neovisno o omjeru i temperaturi susenja.
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Slika 23. Trodimenzionalni prikaz odzivnih povrSina za koncentracije ukupnih fenolnih
spojeva (UPF) u prahovima cvijeta trnine proizvedenim uz nosa¢e MD (A), MD+25%GA (B),

MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) i MD+50%IN (E), u ovisnosti 0 omjeru suhe tvari nosaca i
ekstrakta te temperature susenja
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Tablica 33. Koeficijenti determinacije i jednadZzbe regresijskih modela ukupnih fenolnih spojeva (UPF) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razlicitih nosaca s razli€itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 26968,5 - 49210,0 X; + 15172,8 X2 —318,3 Xo + 1,1 Xo? + 640,3 X1 X2 — 2,0 X1 X22 — 191,8 X;2X5 + 0,6 X;2X2? 0,957 0,919
MD+25% GA 817,50 + 5792,60 X; - 3309,88 X1% + 29,01 X, - 0,05 Xz2 - 46,57 X1 X2 + 0,07 X1X22 + 30,78 X12Xz - 0,06 X;2X2? 0,583 0,212
MD+50% GA -6762,9 + 44082,3 X1 - 24738,4 X1? +161,8 X2 - 0,6 X22 - 637,3 X1 Xz + 2,2 X1Xo? + 347,0 X12X5 - 1,2 X42X2 0,932 0,871
MD+25% IN -7333,2 + 26779,1 X1 - 11488,4 X1? + 140,5 Xz - 0,4 X2 - 371,1 X1 Xz + 1,0 X1 Xo? + 154,0 X12X; - 0,4 X12X? 0,991 0,983
MD+50% IN 34022,4 - 71670,2 X; + 30515,5 X12—502,0 X, + 1,8 Xo? + 1068,4 X1 Xz — 3,7 X1Xo? — 443,5 X12X5 + 1,5 X12X? 0,993 0,987

Vrijednosti koeficijenata R? i R%qjza UPF (Tablica 33) za sve nosace osim MD+25%GA su iznad 0,85 $to ukazuje na visoku to¢nost
modela za predvidanje koncentracija ukupnih fenolnih spojeva. Te iznose kako slijedi: 0,957 (R?) i 0,919 (R%q;) za MD; 0,932 (R?) i 0,871 (R%j)
za MD+50%GA,; 0,991 (R?) i 0,983 (R%yq;) za MD+25%IN i 0,993 (R?) i 0,987 (R%j) za MD+50%IN. U slu¢aju PECT s nosadem MD+25%GA
vrijednost koeficijenta R? je 0,583 nije zadovoljavajuca dok je R%gj vrijednost 0,212.
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Tablica 34. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih fenolnih spojeva (UPF) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim
primjenom razliCitih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.)
MD 0,5 180 4226,04 0,964
MD+25% GA 2,0 180 4104,43 1,000
MD+50% GA 0,5 120 3827,71 0,916
MD+25% IN 0,5 180 3157,60 0,973
MD+50% IN 2,0 180 3179,60 0,971

Optimizacijom postupka inkapsulacije za svaki tip nosaca (Tablica 34) uocava se da se najvisi stupanj zadrzavanja UPF postize primjenom
¢istog MD u najnizem omjeru prema suhoj tvari ekstrakta pri temperaturi 180°C. Znacajno nize koncentracije se ostvaruju ukoliko se IN koristi

kao dodatak MD pri inkapsulaciji. Ostvaren stupanj pozeljnosti koncentracije UPF u PECT varirao je od 0,916 do 1,000 ovisno o tipu nosaca.
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4.16. Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta ORAC metodom u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Tablica 35. Antioksidacijski kapacitet mjeren ORAC metodom (mmol TE/100g s.tv.e.) u
ekstraktima cvijeta trnine inkapsuliranim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima
nosaca i suhe tvari ekstrakta pri tri temperature suSenja

Nosa¢ (s).ltl\llj.e;kggrs:l:?a/ T susenja (°C) (mmol T(Esfo((:)g s.tv.e))
120 143,90 + 3,99
05 150 174,09 + 6,00
180 181,10 + 2,59
120 127,08 + 2,74
S 1 150 195,54 + 7,09
180 238,84 + 6,89
120 182,66 + 2,61
2 150 157,33 + 6,88
180 160,26 + 6,60
120 182,43 + 8,72
05 150 158,89 + 5,48
< 180 162,77 + 8,85
g 120 130,00 + 5,69
0 1 150 157,79 + 4,55
A 180 147,57 +2,11
= 120 141,95 + 6,79
2 150 168,47 + 4,67
180 145,26 + 5,27
120 129,33 + 5,33
05 150 126,75 + 2,73
< 180 129,80 + 4,48
1\2 120 139,42 + 6,10
S 1 150 100,39 + 5,46
A 180 88,63 + 2,56
2 120 132,81 + 6,35
2 150 122,14 + 4,43
180 87,16+ 1,22
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120 133,49 + 5,50
0,5 150 128,94 + 6,17

_ 180 166,50 + 3,48
% 120 143,86 + 7,82
X 1 150 53,71+ 1,16
% 180 53,94 + 1,13
120 64,12 + 2,21

2 150 61,38 + 2,23

180 66,03 + 0,92

120 49,92 + 2,06

0,5 150 49,97 +0,71

~ 180 113,52 + 3,15
% 120 121,31+ 2,61
3 1 150 131,56 + 6,75
% 180 117,20 + 4,25
120 158,67 + 2,27

2 150 130,53 + 2,73

180 177,65 + 4,93

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

U ovom poglavlju prikazani su rezultati mjerenja antioksidacijskog kapaciteta ORAC
metodom u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine (Poglavlje 3.2.6.) proizvedenim
primjenom razli¢itih nosaca s razliitim omjerima suhe tvari nosaca 1 ekstrakta pri tri

temperature (Tablica 35).

Ovisno o primijenjenim uvjetima susenja, ORAC vrijednosti u PECT odredene su u
rasponu od 49,92-238,84 mmol TE/100g s.tv.e. Najveca ORAC vrijednost odredena je u
ekstraktima inkapsuliranim primjenom MD pri najvecoj temperaturi (180°C) i omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta 1:1 dok je najmanja ORAC vrijednost odredena u ekstraktima
inkapsuliranim primjenom MD+50%IN pri temperaturi od 120°C i omjeru nosaca i suhe tvari
ekstrakta 0,5:1. Opcenito se moze uociti da su u prahovima dobivenim primjenom smjese MD
I GA, ORAC vrijednosti bile ve¢e pri nizem udjelu GA, dok je suprotan trend vidljiv u

prahovima dobivenim primjenom smjese nosa¢a MD i IN.
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Tablica 36. Utjecaj parametara inkapsulacije suSenjem raspr§ivanjem na
kapacitet (mmol TE/100g s.tv.e.) u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Parametri inkapsulacije

ORAC

(mmol TE /100g s.tv.e.)

Vrsta nosaca p<0,01
MD 173,42+7,45°
MD+25% GA 155,01+3,73°
MD+50% GA 117,38+4,61°
MD+25% IN 96,88+10,38?
MD+50% IN 116,70+9,872
Om]egl?s(')[?;i?al s.tv. 0=0,54
0,5 135,42+7,372
1 129,79+8,592
2 130,43+7,528
Tem(piecr;ltura 0=0,84
120 132,06+6,42°
150 127,838,032
180 135,75+8,85%

4 Rezultati

antioksidacijski

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna greska. Vrijednosti s razli¢itim malim slovom u superskriptu unutar istog stupca

znacajno se razlikuju pri p<0,05. *=faktor je znacajan u multifaktorskoj analizi

Na osnovi statisti¢ke analize (Tablica 36) dokazano je da samo vrsta nosaca statisti¢ki

znacajno utje¢e na ORAC vrijednosti u PECT (p<0,05). Minimalne ORAC vrijednosti odredene

su pri koriStenju MD+25% IN kao nosafa, dok su maksimalne vrijednosti odredene u

prahovima dobivenim s MD i MD+25%GA kao nosacima.
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4.17. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode
odzivnih povrS§ina na AOK mjeren ORAC metodom u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

U skladu sa rezultatima statisticke analize na Slici 26 su trodimenzionalni prikazi
odzivnih povrSina za ORAC vrijednosti za svaki tip nosaca u ovisnosti o omjeru nosaca i suhe
tvari ekstrakta i temperaturi susenja, iz kojih je vidljivo da je svaki tip nosaca pokazao razlicit

trend promjene ORAC vrijednosti neovisno o omjeru i temperaturi suSenja
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Slika 24. Trodimenzionalni prikazi odzivnih povrsina za antioksidacijski kapacitet mjeren
ORAC metodom (mmol TE/100 g s.tv. ekstrakta) (ORAC) u prahovima cvijeta trnine
proizvedene uz nosaée MD (A), MD+25%GA (B), MD+50%GA (C), MD+25%IN (D) i
MD+50%IN (E), u ovisnosti o omjeru suhe tvari nosaca i ekstrakta te temperature susenja
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Tablica 37. Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela antioksidacijskog kapaciteta mjerenog ORAC metodom u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema

planu pokusa

Vrsta nosaca JednadZzba regresijskog modela R? RZadj
MD 429,42 - 1724,22 X1 + 896,38 X;2— 1,85 Xz - 0,0 X2? + 17,44 X1 Xz — 0,03 X1 X22 — 9,53 X;2Xz + 0,02 X;2X7? 0,985 0,971
MD+25% GA 2037,62 - 3548,40 X1 + 1149,47 X412 — 23,54 X, + 0,07 Xo? + 44,39 X1 Xo — 0,14 X1 Xo? — 14,23 X12X, + 0,04 X12X? 0,921 0,850
MD+50% GA -636,616 + 2125,176 X1 - 920,362 X1 + 9,400 X - 0,026 X2 - 26,528 X1 X, + 0,077 X1 X2? + 11,737 X;2Xz - 0,035 X12X;? 0,971 0,945
MD+25% IN -1239,42 + 4601,14 X; - 1953,45 X2 + 15,48 X; - 0,04 X,? - 55,74 X1X5 + 0,15 X1 Xo? + 23,70 X12X; - 0,07 X12X? 0,995 0,991
MD+50% IN 2498,63 - 4591,30 X; + 1926,96 X312 — 37,54 Xz + 0,14 X% + 70,48 X1Xz — 0,25 X1 X2? — 28,91 X12X; + 0,10 X;2X52 0,996 0,992

Jednadzbe modela za predvidanje AOK pri odabranim uvjetima s pripadajuéim koeficijentima determinacije R? i R%qj prikazane su u

Tablici 37. Vrijednosti koeficijenata su preko 0,8; $to ukazuje na zadovoljavajucu tocnost modela za predvidanje AOK vrijednosti. Te iznose kako
slijedi: 0,985 (R?) i 0,971 (R%qj) za MD; 0,921 (R?) i 0,850 (R%qj) za MD+25%GA,; 0,971 (R?) i 0,945 (R%g;) za MD+50%GA; 0,995 (R?) i 0,991
(R%qj) za MD+25%IN i 0,996 (R?) i 0,992 (R%gj) za MD+50%IN.
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Tablica 38. Optimizacija metodom pozeljnosti antioksidacijskog kapaciteta mjerenog ORAC metodom u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine
proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razli¢itim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari Temperatura Predvidena vrijednost Stupanj poZeljnosti
nosaca i ekstrakta (°C) (mmol TE/100g s.tv.e.)
MD 1,25 180 243,45 0,998
MD+25% GA 2,0 180 145,26 1,000
MD+50% GA 1,25 120 141,12 0,954
MD+25% IN 0,5 180 166,50 0,979
MD+50% IN 2,0 180 177,65 0,974

Prema rezultatima optimizacije uvjeta inkapsulacije za svaki tip nosaca (Tablica 38), vidljivo je da se najvisi antioksidacijski kapacitet
PECT zadrzava inkapsulacijom uz nosa¢ MD, pri omjeru 1,25 i temperaturi 180°C. Dodatak GA 1 IN u smjesu nosaca imao je negativan utjecaj na
antioksidacijski kapacitet inkapsuliranih ekstrakata. Stupanj pozeljnosti ORAC vrijednosti u PECT varirao je od 0,954 do 1,000; potvrdujuci
prikladnost optimizacijskih modela.
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4.18. Rezultati optimizacije inkapsulacijskih parametara primjenom metode odzivnih povrsina na sadrzaj ukupnih
fenolnih spojeva i pripadaju¢e ORAC vrijednosti u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine

Tablica 39. Optimizacija metodom pozeljnosti ukupnih fenolnih spojeva (UPF) i antioksidacijskog kapaciteta mjerenog ORAC metodom u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine proizvedenim primjenom razli¢itih nosaca s razliitim omjerima suhe tvari nosaca i ekstrakta pri tri
temperature prema planu pokusa

Vrsta nosaca Omjer suhe tvari nosaca Temperatura Predvidena koncentracija UPF | Predvidena ORAC vrijednost Stupanj
i ekstrakta (°C) (mg/100g s.tv.e.) (mmol TE/100g s.tv.e.) poZeljnosti
MD 1,0 180 4146,76 238,84 0,928
MD+25% GA 1,75 180 4060,93 142,32 1,000
MD+50% GA 2,0 150 3785,83 122,14 0,792
MD+25% IN 0,5 180 3157,60 166,50 0,616
MD+50% IN 2,0 180 3179,60 177,65 0,972

S ciljem utvrdivanja inkapsulacijskih parametara za proizvod s maksimalnim zadrzavanjem ukupnih fenolnih spojeva i maksimalnim
antioksidacijskim kapacitetom provedena je istovremena optimizacija za navedene varijable (Tablica 39). Dobiveni rezultati su potvrdili
prikladnost ¢istog MD kao optimalnog nosaca za inkapsulaciju uz optimalan omjer 1 i temperaturu susenja 180°C. MjeSavinom MD+25% GA se

ostvaruju neznatno nize koncentracije UPF, no dodatak GA znacajno utjee na smanjenje antioksidacijskog kapaciteta.
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Slika 25. Usporedba zadrzavanja (%) ukupnih fenolnih spojeva (UPF) i njihovog antioksidacijskog kapaciteta (AOK) u ekstraktu cvijeta trnine
inkapsuliranom pri optimalnim uvjetima (nosa¢ MD, omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta 1:1, temperatura suSenja 180°C) u odnosu na sadrzaj
fenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet u po¢etnom ekstraktu.

Na Slici 26 prikazana je usporedba sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta cvijeta trnine inkapsuliranog
pri optimalnim uvjetima u odnosu na pocetni ekstrakt. U pocetnom ekstraktu odredena je koncentracija UPF od 4544,01 mg/100g s.tv.e. te
pripadaju¢a AOK vrijednost od 293,79 mmol TE/100g s.tv.e. U ekstraktu cvijeta trnine inkapsuliranom pri optimalnim uvjetima, dakle primjenom
MD kao nosaca, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1:1 te temperaturi suSenja od 180°C, zadrzavanje UPF iznosila je 91,24%, a AOK 81,30%

u odnosu na pocetni ekstrakt.
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Inkapsulacija biljnih ekstrakata susenjem raspr$ivanjem je zahtjevna metoda zbog
visokog sadrzaja termolabilnih fenolnih spojeva koje treba je oCuvati tijekom susenja. Stoga je
vazno odrediti optimalne parametre susenja s krajnjim ciljem dobivanja praha koji ¢e biti
stabilan i sadrzavati njihovu visoku koncentraciju. Pri proizvodnji praha biljnih ekstrakata prvi
je korak odabir odgovarajucih nosaca. Nosaci osim $to stabiliziraju fenolne spojeve, pruzaju im
termozastitu I utjeCu na poboljSanje procesa susenja rasprSivanjem sprjec¢avajuci ljepljivost koja

uzrokuje smanjenje efikasnosti samog procesa.

Ekstrakt cvijeta trnine odlikuje se relativno niskim udjelom ukupne suhe tvari u
pocetnom vodenom ekstraktu od 3,16 % i visokim udjelom fenolnih spojeva medu kojima su
najzastupljeniji flavonoli i hidroksicimetne kiseline (Elez Garofuli¢ i sur., 2018; Marchelak i
sur., 2017). Navedene skupine fenolnih spojeva su izrazito osjetljive na poviSene temperature
te ih je zbog njihove bioloSke vrijednosti vazno ocuvati tijekom samog postupka. Stoga su u
ovom istrazivanju odredeni optimalni uvjeti proizvodnje praha ekstrakta cvijeta trnine (PECT)
pri kojima se postize maksimalna efikasnost njihove inkapsulacije i njihov maksimalni
antioksidacijski kapacitet. Odredeno je na koji nain vrsta nosa¢a, omjer nosaca i suhe tvari
ekstrakta i temperatura susenja utjeCu na njihovo zadrzavanje i oCuvanje antioksidacijskog
kapaciteta u inkapsuliranom ekstraktu cvijeta trnine. Ispitan je utjecaj vrste nosaca:
maltodekstrina (MD) dekstroznog ekvivalenta 13-17, mjesavine MD i 25% arapske gume (GA),
mjeSavine MD i 50% GA, mjesavine MD i 25% inulina (IN) te mjesavine MD i 50% IN; te
prema punom faktorijalnom dizajnu eksperimenta na tri razine utjecaj omjera nosaca i suhe
tvari ekstrakta (0,5; 1 i 2) i temperature suSenja (120, 150 i 180°C).
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5.1. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sadrzaj vlage u inkapsuliranim
ekstraktima cvijeta trnine

Jedan od vaznih ciljeva inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem je zadrzavanje
bioaktivnih spojeva u proizvodu s niskim sadrzajem vlage. Osim §to je nizak sadrzaj vlage jedan
od pokazatelja uspjesnosti postupka suSenja rasprsivanjem takoder je i pokazatelj stabilnosti te

kvalitete dobivenog praha (Kathiman i sur., 2020).

Omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta (p<0,01) te temperatura susenja (p=0,02) imali su
statisticki znacajan ucinak na smanjenje vlage u svim PECT (Tablica 7). Vrsta nosaca nije

pokazala statisticki signifikantan u¢inak na sadrzaj vlage u PECT (p=0,22).

U skladu s rezultatima statisticke analize, na Slici 19 je trodimenzionalni prikaz
odzivnih povrsina za sadrzaj vlage u ovisnosti o statisticki znac¢ajnim vrijednostima (omjeru
nosaca i suhe tvari ekstrakta te temperature susenja) za sve primijenjene nosace. U PECT sa
MD najnizi sadrzaj vlage imali su prahovi proizvedeni pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta
vec¢im od 1,4 §to se moze vidjeti na trodimenzionalnom prikazu odzivne povrsine (Slika 18-A)
neovisno o temperaturi suSenja. Na Slici 18-B se moze uociti da je najnizi sadrzaj vlage odreden
u PECT sa MD+25% GA pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1,4-1,6 pri maksimalnoj
temperaturi suSenja. [z trodimenzionalnog prikaza odzivne povrSine PECT sa MD+50% GA
vidljivo je da je najmanji sadrzaj vlage postignut u prahovima dobivenim pri omjeru nosaca i
suhe tvari ekstrakta od 1,2 do 1,8 pri maksimalnoj temperaturi susenja (Slika 18-C). U PECT
sa MD+25%IN najniZi sadrzaj vlage imali su prahovi proizvedeni pri omjeru nosaca i suhe tvari
ekstrakta ve¢im od 1,6 §to se moze vidjeti na trodimenzionalnom prikazu odzivne povrsine
(Slika 18-D) i temperaturi suSenja vecoj od 150°C. Na Slici 18-E se moze uoditi da je najnizi
sadrzaj vlage odreden u PECT sa MD+50% IN pri omjeru nosaca 1 suhe tvari ekstrakta ve¢im
od 1,4 i temperaturama ve¢im od 130°C. Opcenito se moze zakljuciti da je sadrzaj vlage bio

niZi pri viSim temperaturama susenja te pri viSem udjelu nosaca.

Znacajan utjecaj temperature suSenja na sadrzaj vlage u inkapsuliranim biljnim
ekstraktima, potvrden je brojnim istrazivanjima. Susantikarn i Donlao (2016) ispitivali su
utjecaj temperature susenja (170, 190 i 210°C) na sadrzaj vlage u inkapsuliranim ekstraktima
zelenog ¢aja sa MD (3, 51 7%). Rezultati su pokazali da se sadrzaj vlage smanjuje pove¢anjem

temperature susenja te je kod svih uzoraka, neovisno o udjelu MD, bio najmanji pri temperaturi
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susenja od 210°C (4,40-4,50 %). Povecanje temperature susenja dovodi do povecanja stope
isparavanja vode tijekom procesa suSenja rasprSivanjem. Tran i Nguyen (2018) takoder navode
da se porastom temperature suSenja sa 110 na 150°C sadrzaj vlage u prahovima ekstrakta lis¢a
limunske trave smanjuje i to s 13,11 % na 8,49 %. Istrazivanje Cegledi i sur. (2022) potvrdilo
je nasa saznanja da povecanje udjela nosaca u biljnim ekstraktima dodanim prilikom suSenja
rasprSivanjem smanjuje sadrzaj vlage inkaspuliranim prahovima. U navedenom istrazivanju
ekstrakt lis¢a koprive inkapsuliran je susenjem raspr§ivanjem uz promjenjive omjere nosaca i
suhu tvar ekstrakta (1:1, 2:1 1 3:1) te je minimalan sadrzaj vlage od 3,56% postignut pri
maksimalnom omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta (3:1). Opcenito inkapsulacija suSenjem
rasprSivanjem je ucinkovitija ako se provodi uz primjenu nosaca. Kiritsakis i sur. (2018) su
utvrdili da je dodatak MD rezultirao nizim sadrzajem vlage u prahovima lista masline $to se
moze pripisati njegovoj sposobnosti da sprije¢i apsorpciju Seéera sadrzanih u prahovima
ekstrakta koji su izrazito higroskopne prirode. Takoder su potvrdili smanjenje sadrzaja vlage

uslijed povecanja temperatura susenja zbog brzeg prijenosa topline.

lako rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali zna¢ajan utjecaj vrste nosaca na sadrzaj
vlage prahova, neka istrazivanja su pokazala suprotno. Tran i Nguyen (2018) su potvrdili nizi
sadrzaj vlage u prahovima dobivenim s MD (7,5%) u odnosu na prahove dobivene sa
mjeSavinom nosata MD+GA (8,5%) Sto se moze objasniti ¢injenicom da Se veci sadrzaj vlage
postiZe pri vecoj higroskopnosti praha buduci da GA ima vec¢u higroskopnost od MD (Sahin-
Nadeem i sur., 2013). Pieczykolan i Kurek (2019) potvrdili su nizi sadrzaj vlage u prahovima
ekstrakta ploda aronije s nosacem MD+IN (1,75%) u odnosu na prahove dobivene sa nosa¢em
MD+GA (2,73%). Ove razlike u kapacitetima vezanja vode posljedica su broja hidrofilnih

skupina prisutnih u pojedinom nosacu (Meyer i sur., 2011).

Adekvatnost modela provjerena je izradunom koeficijenta determinacije R2.
Predlozeno je da model koji dobro pristaje treba imati R? najmanje 0,80. Kao $to se moze
primijetiti, svi modeli imali su R? visi od 0,98 (Tablica 8), $to implicira primjerenost modela za
predvidanje sadrzaja vlage u inkapsuliranim PECT. Takoder su sve R%j vrijednosti bile blizu
R?, §to ukazuje na zadovoljavajuéu prilagodbu modela eksperimentalnim podacima (Elez

Garofuli¢ i sur., 2016).

Optimalni uvjeti inkapsulacije odabrani su na temelju postizanja najmanjeg sadrZaja
vlage u PECT istodobnom optimizacija metodom pozeljnosti (Tablica 9). Optimalni uvjeti pri

kojima je postignut minimalan sadrzaj vlage (1,96%) u PECT odredeni su s nosaem
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MD+25%IN, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 2:1 i temperaturi susenja od 180°C.
Neznatno vise vrijednosti sadrzaja vlage (2,05%) odredeni su s nosatem MD+50%IN uz nizi
omjer 1,75 pri istoj temperaturi suSenja dok je dodatak arapske gume znacajno je utjecao na

povisenje sadrzaja vlage u PECT pri istim uvjetima susenja.
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5.2. Profil fenolnih spojeva inkapsuliranih ekstrakata cvijeta trnine

U PECT proizvedenim prema eksperimentalnom dizajnu (Tablica 1, poglavlje 3.2.3.)
identificirano je 30 fenolnih spojeva primjenom UPLC-MS/MS (Tablica 10) od &ega 10
fenolnih kiselina i 20 flavonoida. 1z skupine hidroksibenzojevih kiselina identificiranja je samo
galna kiselina, dok je iz skupine hidroksicimetnih kiselina identificirano 9 predstavnika: 3-O-
kafeoilkina kiselina (neoklorogenska), 4-O-kafeoilkina kiselina, 3-p-kumaroilkina kiselina, 4-
p-kumaroilkina Kiselina, klorogenska kiselina, 3-O-feruloilkina kiselina, kafeniska kiselina, 5-
p-kumaroilikina kiselina i ferulinska kiselina. Procijanidin B1, procijanidin B2, katehin i
epikatehin su identificirani iz skupine flavanola. Najvise spojeva (14) identificirano je iz
skupine flavonola i to: kamferol ramnozil heksozid, kvercetin pentozil heksozid, kvercetin-3-
rutinozid, kvercetin-3-glukozid, kvercetin pentozid, kamferol-3-rutionzid, kamferol pentozil
heksozid, izoramnetin rutionzid, kamferol pentozid, kamferol heksozid, kvercetin ramnozid,
kamferol ramnozid, kvercetin acetil heksozid, kamferol acetil heksozid i miricetin. Iz skupine

flavona identificiran je luteolin.

Elez Garofuli¢ i sur. (2018) identificirali su fenolne spojeve iz ekstrakata cvijeta trnine
(Poglavlje 3.2.5.). 1z skupine fenolnih kiselina, spojevi 10, 7 i 9, identificirani su usporedbom
s njihovih retencijskih vremena i MS? spektralnih podataka s referentnim standardima kao
galna, kafeinska i ferulinska kiselina. Spojevi 1, 4, 6 i 8 su identificirani pomo¢u njihovih MS?
spektralnih podataka. Spoj 1 pokazao je isti uzorak fragmentacije kao spojevi 2 i 5,
karakteriziran molekulskim ionom na m/z 353 i fragment ionom na m/z 191 koji odgovara
ostatku kine kiseline, $to implicira strukturu kafeoilkinih kiselina. Spoj 5 identificiran je kao
klorogenska kiselina (5-O-kafeoilkina kiselina) autenti¢nim standardom i prijedlogom da se
struktura 5-kafeoilkine Kiseline karakterizira nemjerljivim sekundarnim pikom na m/z 179,5
(Clifford i sur., 2003). Na isti nacin, spojevi 1 i 2 su stoga okarakterizirani kao neoklorogenska
kiselina (3-O-kafeoilkina kiselina) i 4-O-kafeoilkina kiselina zbog prisutnosti sekundarnog pika
na m/z 179,5; a slijedom padajuée polarnosti. MS? spektri spojeva 3, 4 i 8 dali su molekularne
ione na m/z 337 s fragment ionima na m/z 163, odnosno m/z 173. Ovi obrasci fragmentacije su
u skladu s onima prijavljenima za 3-p-kumaroilkinu Kiselinu, 5-p-kumaroilkinu kiselinu i 4-p-
kumaroilkinu kiselinu (Clifford i sur., 2003). Spoj 6 je karakteriziran molekularnim ionom pri
m/z 367 i MS? ionom pri m/z 193, §to ukazuje na molekularnu strukturu 3-feruloilkine kiseline
(Clifford i sur., 2003). Medu flavanolima, katehin, epikatehin te procijanidin B1 i B2

identificirani su u ekstraktima i prahovima cvijeta trnine. MS? spektralni podaci navedenih
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spojeva bili su u skladu s onima iz autenti¢nih standarda koristenih za njihovu identifikaciju.
Spojevi 17, 18 i 20 identificirani su kao kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid i kamferol-
3-rutinozid, koristec¢i njihove spektralne podatke i usporedujuci njihova retencijska vremena s
onima autenti¢nih standarda. Preostali spojevi su identificirani prema njihovim spektrima i
literaturnim izvje$¢ima. Spojevi 16, 19, 25 i 27 identificirani su kao kvercetin glikozidi zbog
MS? baznog pika na m/z 303. Potvrdeni su kao kvercetin pentozil heksozid ([M+H]+ na m/z
597), kvercetin pentozid ([M+H]+ na m/z 435), kvercetin ramnozid ([M+H]+ na m/z 449) i
kvercetin acetil heksozid ([M+H]+ na m/z 507) temeljem specifi¢nih gubitaka koji odgovaraju
gubitku pentoze (—132 amu), heksoze (—162 amu), ramnoze (—146 amu) i acetilnog ostatka (—
42 amu) (Barros i sur., 2012; Pinheiro 1 Justino, 2012). Osim kamferol-3-rutinozida,
identificirano je jos pet kamferol glikozida, karakteriziranih MS? osnovnim pikom na m/z 287.
Ovi spojevi (15, 21, 22, 24, 26 i1 28) su identificirani prema karakteristicnim gubicima
fragmenata kao kamferol ramnozil heksozid ([M+H]+ na m/z 595, gubitak od —142 i —162 amu),
kamferol pentozil heksozid ([M+H]+ na m/z 581, gubitak —132 od —162 amu), kamferol
heksozid ([M+H]+ na m/z 449, gubitak od —162 amu), kamferol ramnozid ([M+H]+ na m/z 433,
gubitak i —162 amu), kamferol pentozid ([M+H]+ na m/z 419, gubitak od —146 amu) i kamferol
acetil heksozid ([M+H]+ za m/z 491, gubitak —42 odnosno 162 amu). Spoj 23 je identificiran
kao izorametin rutinozid zbog njegovog molekularnog iona na m/z 625 i MS? fragmenta na m/z
317, $to ukazuje na strukturu izoramnetina i gubitak ramnoze (—146) i glukoze (—162). Spoj 29
potvrden je autenti¢nim standardom kao miricetin. 1z skupine flavona, u ekstraktima cvijeta
trnine identificirana je luteolin usporedbom s autenti¢nim standardom zajedno sa spektralnim

podacima.

Iz Tablice 10 se moze zakljuciti da su flavonoli najzastupljenija skupina fenolnih
spojeva u PECT i to uglavnom kamferol i kvercetin glikozidi. NajviSe koncentracije su
odredene za kamferol pentozid i kvercetin pentozid te kvercetin-3-rutinozid sto je u skladu sa
prethodnim istrazivanjem Elez Garofuli¢ i sur. (2018). Osim flavonola, veliki udio ukupno
identificiranih fenolnih spojeva Cine hidroksicimetne kiseline kojima je glavni predstavnik
kafeinska kiselina. Koncentracije svakog od identificiranih spojeva ovisile su o primijenjenim

uvjetima inkapsulacije.
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5.2.1. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju
hidroksibenzojevih kiselina u prahu ekstrakta cvijeta trnine

Kao jedini predstavnik hidroksibenzojevih kiselina u PECT, UPLC-MS/MS metodom

identificirana je galna kiselina.

Statistickom analizom (Tablica 12) dokazano je da samo vrsta nosaca ima statisticki
znaCajan ucinak na koncentraciju ukupnih hidroksibenzojevih kiselina (UHBK) u PECT
(p<0,01), dok omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta (p=0,33) te temperatura susenja (p=0,13) nisu

imali statisticki znacajan ucinak.

Isto potvrduju i trodimenzionalni prikazi odzivnih povrsina (Slika 19) za koncentraciju
UHBK u PECT sa pet razli¢itih nosaca. Najvece koncentracije UHBK postignute su u PECT
dobivenim s nosacem MD+50%GA, zatim padaju¢im slijedom MD+50%IN, MD+25%IN,
MD+25%GA te najmanje s MD.

Dobiveni rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja koje su proveli Ramirez i sur.
(2015) koji su za inkapsulaciju galne kiseline iz prahova modela voénog soka metodom susenja
rasprSivanjem koristili nosate 100% MD, 100% GA i 50% MD/GA. Maksimalne
eksperimentalne vrijednosti koncentracije inkapsulirane galne kiseline postignute su pri

koriStenju kombinacije nosata MD/GA jednakih omjera.

Robert i sur. (2012) inkapsulirali su galnu kiselinu (100% galnu kiselinu, Sigma)
suSenjem rasprSivanjem uz nosace nativni i acetilirani skrob te nativni i acetilirani inulin.
Maksimalna retencija galne kiseline postignuta je u prahovima sa nativnim inulinom. Skrob i
inulin su polisaharidi razlicitih struktura. Skrob je glukopiranozid koji ima linerane i razgranate
zone, dok je inulin fruktooligosaharid ¢ija je struktura uglavnom linearna sa malo razgranatih
zona. Ova razli¢itost u strukturi §kroba i inulina moze objasniti njihovu interakciju sa galnom
kiselinom tj. bolju retenciju galne kiseline u inkapsulatima sa inulinom. Budu¢i da je MD
derivat skroba mozemo na toj osnovi povezati slabiju retenciju galne kiseline s MD u odnosu

na IN prema prije navedenom istrazivanju.

Dobrin¢i¢ i sur. (2020) potvrdili su u¢inkovitiju inkapsulaciju galne kiseline s nosa¢em
MD-+GA u odnosu na MD+IN i MD kao i ve¢u koncentraciju galne kiseline u inkapsulatima s
MD+IN u odnosu na MD. Najveca koncentracija galne kiseline odredena je u prahovima iz

ekstrakta lista masline dobivenim s nosacem MD+GA (130,10 mg/g s.tv.) te u padaju¢em
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slijedu u prahovima s MD+IN (126,07 mg/g s.tv.) te s nosacem MD (124,32 mg/g s.tv.). Stoga
I ovo istrazivanje dokazuje vecu efikasnost inkapsulacije smjese nosaca u odnosu na upotrebu
pojedina¢nog nosaca. Sposobnost nosaca da zastiti inkapsulirane molekule povezana je s
njihovom kemijskom strukturom. GA zbog svog razgranatog ugljikohidratnog lanca i male
koli¢ine glikoproteina koji su kovalentno povezani , moze djelovati i na hidrofilna i hidrofobna

podrucja molekula §to omogucava bolju zastitu inkapsuliranih molekula.

Koeficijenti determinacije modela (R?) i prilagodeni koeficijenti determinacije modela
(R24j) te jednadzbe za predvidanje vrijednosti koncentracije ukupnih HBK u PECT prikazane
su u Tablici 13. Svi modeli imali su R? visi od 0,97 $to potvrduje primjerenost modela za
predvidanje koncentracije UHBK u inkapsuliranim PECT. Takoder su sve RZqj bile blizu

vrijednosti R2.

Na temelju optimizacije metodom pozeljnosti, odabrani su optimalni uvjeti
inkapsulacije s ciljem postizanja najveée koncentracije UHBK u PECT (Tablica 14).
Maksimalna vrijednost UHBK (18,42 mg/100g s.tv.e.) odredena je upotrebom MD+50%GA
kao nosaca pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1,75:1, temperaturi susenja od 180°C uz
stupanj pozeljnosti 1,000. U istim uvjetima, u prahovima s manjim dodatkom 25% GA u MD
odredene su upola manje vrijednosti UHBK. Najniza koncentracija UHBK je predvidena u
PECT s cistim MD pri omjeru 2:1 i maksimalnoj temperaturi suSenja. Opcenito se moze
zakljuditi da je dodatak GA i IN u smjesama sa MD pozitivno utjecao na poveéanje UHBK u
PECT u odnosu na ¢isti MD.
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5.2.2. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju hidroksicimetnih
kiselina u prahu ekstrakta cvijeta trnine

UPLC-MS/MS metodom identificirano je devet hidroksicimetnih Kiselina: 3-p-
kumaroilkina, klorogenska, 3-O-feruloilkina, 3-O-kafeoilkina (neoklorogenska), kafeinska, 4-
O-kafeoilkina, 4-p-kumaroilkina, 5-p-kumaroilkina i ferulinska kiselina. Medusobni omjeri
pojedinacnih kiselina su bili isti u svim prahovima bez obzira na uvjete susenja, s razlicitim
koncentracijama, dok su u nekim prahovima 3-O-kafeoilkina i 4-O-kafeoilkina kiselina bile

ispod nivoa detekcije.

U svim proizvedenim PECT kao najzastupljenija je odredena kafeinska kiselina, zatim
3-p-kumaroilkina, 3-O-feruloilkina, 3-O-kafeoilkina, 4-p-kumaroilkina, 4-O-kafeoilkina,

klorogenska, 5-p-kumaroilkina te ferulinska kiselina.

Od pojedina¢nih parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem samo je vrsta
nosaca imala signifikantan utjecaj na sve pojedina¢ne hidroksicimetne (p<0,01) i ukupne
hidroksicimetne kiseline (UHCK), s iznimkom ferulinske kiseline kod koje vrsta nosaca nije
imala statisti¢ki znacajan utjecaj (p=0,06). Na koncentraciju ferulinske Kiseline statisti¢ki
znacajan utjecaj (p<0,01) je imao samo omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta (Tablica 16). Na
koncentraciju 5- p-kumaroilkine kiseline, s druge strane, osim utjecaja vrste nosaca znacajan
utjecaj je utvrden za omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta (p<0,01). Pri tom su maksimalne
koncentracije ferulinske i 5-p-kumaroilkine kiseline odredene u PECT pri maksimalnom
omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta. Pozitivan utjecaj porasta udjela nosaca na koncentraciju
ukupnih hidroksicimentnih kiselina dokumentirali su Elez Garofuli¢ i sur. (2017) pri
inkapsulaciji soka visnje maraske susenjem rasprSivanjem sa MD dekstroznog ekvivalenta 13-

17 (3:1) pri cemu je ostvarena njihovo maksimalno retencija od 93%.

Za sve identificirane pojedinaéne i UHCK, izuzev ferulinske na ¢iju koncentraciju nije
utjecala vrsta nosaca, najvece vrijednosti koncentracija odredene su u prahovima s MD+25%
GA dok su najmanje koncentracije odredene u PECT s MD+25% IN. Odstupanje od navedenog
primijeceno je jedino kod koncentracija 4-O-kafeoilkine kiseline ¢ije su maksimalne vrijednosti
odredene u PECT s MD+50% IN te minimalne upotrebom MD+50% GA kao nosaca (Tablica
16).

Iz trodimenzionalnih prikaza odzivnih povrsina (Slika 20) za koncentraciju UHCK u

PECT primjenom pet razli¢itih nosaCa moze se uociti sU najvece koncentracije UHCK
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postignute su u PECT dobivenim s nosacem MD+25%GA, zatim opadajuc¢im slijedom MD,
MD+50%GA, dok su u prahovima s IN, MD+25%IN i MD+50%IN, vrijednosti bile i do 50%

manje.

Tomsone i sur. (2020) su inkapsulirali sok lista hrena susenjem rasprSivanjem S
nosa¢ima MD i MD/GA u razli¢itim omjerima nosaca i suhe tvari ekstrakta (20:80, 50:50,
80:20). Maksimalna retencija ukupnih fenolnih kiselina postignuta je u prahovima dobivenim
s 20% nosaca te su prahovi s nosacem MD/GA (3602 mg ekv. kafeinske kiseline/100 g s.tv.)
sadrzavali vecu koncentraciju fenolnih kiselina u odnosu na prahove dobivene s MD (2925 mg
ekv. kafeinske kiseline/100 g s.tv.). Navedeno istrazivanje potvrduje opazanja kako se
primjenom mjesavine nosata MD i GA ostvaruje bolje zadrzavanje fenolnih kiselina. Tkacz i
sur. (2020) ispitivali su koncentraciju fenolnih kiselina u inkapsuliranom soku pasjeg trna
(Hippophaérhamnoides L.) proizvedenom s nosac¢ima MD i MD+IN (1:2 i 2:1). Sadrzaj
fenolnih kiselinu u prahovima dobivenim s MD imao je najveée vrijednosti (3,00 mg/100 g
s.tv) dok je niza koncentracija odredena u prahovima s MD+IN (1:2), a najmanja primjenom
nosata MD+IN (2:1) Sto se podudara sa naSim rezultatima slabijeg zadrzavanja UHCK u
sustavima nosaca koji su sadrzavali IN. Martini¢ i sur. (2022) su odredili efikasnost
inkapsulacije hidroksicimetnih kiselina iz ekstrakta lis¢a maslacka (Taraxacum officinale L.
Weber ex F.H. Wigg) uz pojedina¢ne nosate MD, GA i IN. Od navedenih nosaca najveca
koncentracija UHCK je odredena kod GA (58,99 %), zatim znacajno manja primjenom MD
(20,03%) te IN (18,62%). Iz navedenom mozemo zakljuciti da ¢e se efikasnost inkapsulacije

UHCK povecati mijeSanjem MD i1 GA, odnosno smanjiti mijeSanjem MD 1 IN.

U Tablici 17 su prikazane jednadzbe modela za predvidanje koncentracije UHCK pri
koriStenim nosa¢ima, omjerima nosaca i suhe tvari ckstrakta te temperature suSenja, s
pripadajué¢im koeficijentima determinacije R? i prilagodenim koeficijentima determinacije
modela (R%gj). Modeli zanosaée MD, MD+25%IN i MD+50%IN, imali su R? visi od 0,97 §to
potvrduje primjerenost modela za predvidanje koncentracije UHBK u inkapsuliranim PECT.
Takoder su sve RZ%gj bile blizu vrijednosti R?. U slu¢aju PECT s nosaéem MD+50%GA
vrijednost koeficijenta R? je 0,883 je zadovoljavajuéa dok je R%gj vrijednost 0,779. Dok je
vrijednost koeficijenata R? za PECT s nosaéem MD+25%GA je ispod 0,8 (R?=0,774) dok je
RZ%qj 0,573, dakle §to ukazuje na nezadovoljavajuéu prilagodbu modela eksperimentalnim

podacima.
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Odabrani su optimalni uvjeti inkapsulacije s ciljem postizanja najvece koncentracije
UHCK u PECT, temeljem optimizacije metodom pozeljnosti (Tablica 18). Maksimalna
vrijednost UHCK (1551,53 mg/100g s.tv.e.) odredena je upotrebom MD kao nosaca pri omjeru

nosaca 1 suhe tvari ekstrakta 1,5:1, temperaturi susenja od 160°C uz stupanj pozeljnosti 1,000.

Neznatno nize vrijednosti koncentracije UHCK (1531,21 mg/100g s.tv.e.) odredene Su s
nosatem MD+25%GA uz veéi omjer 2, pri visoj temperaturi susenja (180°C) dok je dodatak
inulina znacajno je utjecao na snizenje koncentracije UHCK u PECT. Povec¢anje udjela GA u
smjesi nosaca S MD utjecalo ja smanjenje UHCK u PECT dok se uocava suprotan trend
povecanjem udjela IN. Minimalna vrijednost UHCK predvidena je primjenom smjese MD s
25% IN, uz omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5 pri 180°C.
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5.2.3. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju flavonola praha
ekstrakta cvijeta trnine

U inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine identificirano je ukupno 14 flavonola,
kamferol 1 kvercetin glikozida, od kojih su najzastupljeniji kamferol pentozid i kvercetin
pentozid te kvercetin-3-rutinozid (rutin).

Na koncentraciju pojedina¢nih i ukupnih flavonola utjecala je vrsta nosac¢a (p<0,01).
Osim vrste nosaca na pojedinacne flavonole statisti¢ki su znacajno utjecali omjer nosaca i suhe
tvari ekstrakta te temperatura susenja. Na koncentraciju kamferol pentozida osim vrste nosaca
utjecala je i temperatura suSenja (p=0.05) dok su na vrijednosti kvercetin-3-heksozida i
kamferol ramnozida statisticki znacajno utjecali i omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta (p=0,02 i
p=0,04) (Tablica 20). Na koncentraciju kvercetin-3-heksozida povecanje udjela nosac¢a imao je
negativan ucinak, dok je suprotan trend uoc¢en kod kamferol ramnozida te je kod maksimalnog
omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta (2:1) dokumentirana dvostruko veca koncentracija.
Opcenito, povecanje koncentracije nosaca u pocetku moze pozitivno utjecati na koncentraciju
inkapsuliranih bioaktivnih tvari do odredene tocke nakon ¢ega nastupi Smanjenje zbog
preoptereéenja sustava za inkapsuliranje (Mohan i sur., 2015). Navedeno potvrduju istrazivanja
Ho i sur. (2015) koji su dokumentirati porast zadrzavanja fenolnih spojeva u inkapsuliranim
ekstraktima ploda Rhodomyrtus tomentosa metodom susenja rasprsivanje od omjer 1:1 do 4:1,
I zatim pad pri omjeru 5:1. Isti trend su potvrdili Elez Garofuli¢ i sur. (2017) odnosno pri porastu
omjera nosaca i soka (MD 4-7 DE) sa 1:1 na 2:1 dokumentirali su pozitivan utjecaj na
koncentraciju ukupnih flavonol glikozida pri inkapsulaciji soka viSnje maraske suSenjem

rasprsivanjem, dok je pri omjeru 3:1 doslo po smanjenja koncentracije.

Isto potvrduju i trodimenzionalni prikazi odzivnih povrsina (Slika 21) za koncentraciju
UFLO u PECT sa pet razli¢itih nosaca. Najvece koncentracije UFLO postignute su u PECT
dobivenim s nosatem MD+25%GA, zatim opadaju¢im slijedom MD, MD+50%GA,
MD+50%IN te najmanje s MD+25%IN.

Tran i Nguyen (2018) su pri inkapsulaciji ekstrakta limunske trave ispitivali utjecaj
vrste nosaca na koncentraciju UFLO. U prahovima dobivenim s mjeSavinom MD+GA
odredene su vece vrijednosti UFLO (393,14 mg CE/100 g s.tv.) u odnosu na prahove ekstrakta
limuske trave s MD (329,10 mg CE/100 g s.tv.) §to je u skladu s naSim rezultatima. U

istrazivanju kojeg su proveli Tomsone i sur. (2020) na ekstraktima lista hrena metodom susenja
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rasprsivanjem odredivani su UFLO u odnosu na vrstu nosaca. Vrijednosti UFLO u prahovima
s mjeSavinom MD-+GA bile nize (6303 mg CE/100g s.tv.) od vrijednosti u prahovima s MD
(6686 mg CE/100g s.tv.), budu¢i da je omjer MD:GA u nosacu bio 3:2, Sto potvrduje nase

rezultate nizeg sadrzavanja pri viSim udjelima GA.

Koeficijenti determinacije i jednadzbe regresijskih modela za predvidanje
koncentracije UFLO za koriStene nosace, omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperature
susenja, prikazani su u Tablici 21. Vrijednost koeficijenata R? i RZgj za sve nosace 0sim
MD+25%GA, su iznad 0,97 sto ukazuje na visoku to¢nost modela za predvidanje njihovih
koncentracija dok su njihove RZq vrijednosti bile blizu R? vrijednostima. R? za PECT s
nosa¢em MD+25%GA je bila ispod 0,8 (0,750) dok je R%g 0,527 $to ukazuje na slabiju

precioznost modela eksperimentalnim podacima.

Optimalni uvjeti inkapsulacije odabrani su na temelju postizanja najveceg sadrzaja
UFLO u PECT optimizacijom metodom pozeljnosti (Tablica 22). Optimalni uvjeti pri kojima
je postignut maksimalna vrijednost UFLO u PECT od 2763,02 mg/100g s.tv.e. odredeni su s
nosacem MD, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1 i temperaturi suSenja od 180°C. U
inkapsuliranim ekstraktima s dodatkom arapske gume odredene su vise vrijednosti UFLO u
odnosu na one koji je dodan inulin. Poveéanje udjela GA u smjesi nosaca s MD utjecalo je
pozitivno na UFLO u PECT dok je poveéanje udjela IN u smjesi imalo negativan efekt.
Minimalna vrijednost UFLO predvidena je primjenom smjese MD s 50% IN, uz najvec¢i omjer

nosaca i suhe tvari ekstrakta (2) i najve¢u temperaturu susenja (180°C).
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5.2.4. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju flavanola praha
ekstrakta cvijeta trnine

Katehin, epikatehin, procijanidin B1 i procijanidin B2 su identificirani flavanoli u
PECT. Udjeli pojedina¢nih flavanola su bili isti u svim prahovima bez obzira na uvjete susenja,
no u nekim prahovima koncentracija procijanidin B1 je bila ispod nivoa detekcije. U najve¢em
udjelu zastupljen je katehin, a u padaju¢em nizu slijede epikatehin, procijanidin Bl i

procijanidin B2 neovisno o uvjetima susenja.

Od pojedinaénih parametara inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem samo je vrsta
nosaca imala signifikantan utjecaj (p<0,01) na sve pojedinacne i ukupne flavanole (UFLA).
(Tablica 24), dok je na koncentraciju procijanidina B2 osim vrste nosaca statisti¢ki znac¢ajno
utjecala i temperatura susenja (p=0,03). Za razliku od vecine pojedina¢nih i ukupnih flavanola,
kod kojih su maksimalne vrijednosti odredene primjenom MD+25%GA, a minimalne uz 50%
dodatak IN, na koncentraciju procijanidina B2 u inkapsuliranim ekstraktima je uocen suprotan
trend. Nadalje, poveéanje temperature suSenja pozitivno je utjecao na sadrzaj procijanidina B2
u PECT. Zokti i sur. (2016) su takoder uocili znacajan pozitivan utjecaj temperature susenja
(>150°C) na koncentraciju ukupnih katehina u inkapsuliranom ekstraktu malezijskog zelenog

Caja iz gorja Kameron.

Iz trodimenzionalnih prikaza odzivnih povrsina (Slika 22) za koncentraciju UFLA u
PECT primjenom pet razli¢itih nosa¢a moze se uociti da su najvece koncentracije UFLA
postignute su u PECT dobivenim s nosa¢em MD+25%GA, zatim padaju¢im slijedom MD,
MD+50%GA, dok su u prahovima MD+25%IN i MD+50%IN, vrijednosti bile i do 50% manije.

Zokti i sur. (2016) su ispitali efikasnost inkapsulacije ukupnih flavanola iz zelenog
Caja upotrebom nosa¢a MD i MD+GA u razli¢itim omjerima (50:50, 75:25, 25:75). Mjesavina
MD+GA je rezultirala boljom inkapsulacijom ukupnih flavanola u odnosu na MD. Nadalje,
zabiljezen je trend povecanja efikasnosti inkapsulacije flavanola zelenog ¢aja s povecanjem
udjela GA u mjesavini MD+GA $to se djelomi¢no slaze sa naSim rezultatima buduéi da su u
PECT s MD+25%GA odredene najveée vrijednosti flavanola te padaju¢im slijedom u
prahovima s MD te prahovima s MD+50%GA. Ova razlika u rezultatima moze se objasniti
razli¢itim sastavom i udjelom prisutnih pojedinih flavanola u PECT (49% katehina, 34%

epikatehina, 17% procijanidin B1 i 1% procijanidina B2 u odnosu na ukupne flavanole) i u
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ekstraktima zelenog caja (44% epigalokatehingalata, 36% epigalokatehina, 10 %
epikatehingalat, 8% epikatehina i 2% katehina ukupnih flavanola) (Gadkari i Balaraman, 2015).

Rezultate sli¢ne nasima su dobili Michalska i sur. (2019) koji su odredili koncentraciju
ukupnih flavanola u prahovima soka crnog ribizla u ¢ijem sastavu dominira katehin.
Koncentracija ukupnih flavanola najveca je bila u prahovima dobivenim s MD (5546,5 mg/kg
s.tv.) te padajué¢im slijedom u prahovima s nosacem MD-IN pri omjeru 2:1 (1785,0 mg/kg

s.tv.) i u prahovima s nosacem MD+IN pri omjeru 1:2 (1654,7 mg/kg s.tv.).

Koeficijenti determinacije 1 jednadzbe regresijskih modela za predvidanje
koncentracije UFLA za koriStene nosace, omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperature
susenja, prikazani su u Tablici 25. Vrijednost koeficijenata R? i RZgj za sve nosaée osim
MD+25%GA, su iznad 0,88 sto ukazuje na visoku to¢nost modela za predvidanje njihovih
koncentracija dok su njihove RZ%gq vrijednosti bile blizu R? vrijednostima. R? za PECT s
nosaéem MD+25%GA je bila ispod 0,8 (0,774) dok je R%g 0,573 $to ukazuje na slabiju

precioznost modela eksperimentalnim podacima.

Na temelju optimizacije metodom pozeljnosti, odabrani su optimalni uvjeti
inkapsulacije s ciljem postizanja najvece koncentracije UFLA u PECT (Tablica 26). Optimalni
uvjeti pri kojima je postignuta najveca vrijednost UFLA (162,52 mg/100g s.tv.e.) u PECT
odredeni su s nosacem MD+25%GA, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1:1 i temperaturi
suSenja od 180°C. Neznatno niZe vrijednosti koncentracije UFLA (161,37 mg/100g s.tv.e.)
odredene su s nosatem MD uz veci omjer 1,75, a pri istoj temperaturi suSenja (180°C) dok je
dodatak inulina znacajno utjecao na snizenje koncentracije UFLA u PECT, ¢ak vise od 50% od
koncentracije pri optimalnim uvjetima. Minimalna vrijednost UFLA predvidena je primjenom

smjese MD s 50% IN, uz najvec¢i omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta pri najnizoj temperaturi
(120°C).

137



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gaéina 5. Rasprava

5.2.5. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju flavona cvijeta

trnine

Luteolin je identificiran kao jedini predstavnik flavona u svim PECT (Tablica 10).

StatistiCkom analizom (Tablica 28) dokazano je da samo vrsta nosaca ima statisticki
znacaj na koncentraciju pojedinacnih i ukupnih flavona (UFL) u PECT (p<0,01). Minimalne
vrijednosti koncentracija pojedinac¢nih i UFL su postignute pri koristenju MD+25% IN kao
nosaca, dok su maksimalne vrijednosti odredene u prahovima dobivenim sa MD+25% GA kao

nosacem.

Iz trodimenzionalnih prikaza odzivnih povrsina (Slika 23) za koncentraciju UFL u
PECT primjenom pet razli¢itih nosata moze se uoditi da su najvece koncentracije UFL
postignute u PECT dobivenim s nosaéem MD+25%GA, zatim padaju¢im slijedom MD,
MD+50%GA, dok su u prahovima s MD+50%IN i MD+25%IN vrijednosti bile i do 50%

manje.

Busi¢ i sur. (2018) su odredili koncentraciju derivata luteolina u inkapsuliranim
ekstraktima listova ruzmarina (Rosmarinus officinalis L ili Salvia rosmarinus L) primjenom
mjeSavine MD s proteinima sirutke (WPI) (2% 1 4%) metodom suSenja rasprSivanjem.
Povec¢anjem udjela WPI u mjesavini nosata MD+WPI smanjio se sadrzaj derivata luteolina.
Razlike u efikasnosti inkapsulacije pojedinih fenolnih spojeva ukazuju na njihovu razli¢itu
osjetljivost na emulgiranje i termicku izloZenost stoga se moze zakljuciti da je luteolin vrlo

osjetljiv fenolni spoj.

Jednadzbe modela za predvidanje koncentracije ukupnih flavona pri odabranim
nosa¢ima, omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta te temperature susenja, s pripadaju¢im
koeficijentima determinacije R?i R%q;j prikazane su u Tablici 29. Vrijednosti svih koeficijenata
R? su preko 0,97; osim za PECT s MD+25%GA, $to ukazuje na vrlo visoku toénost modela za
predvidanje njihovih koncentracija. Za PECT s MD+25%GA vrijednosti R%>0,8 i (R%j-0,757)
za MD+25%GA su ukazale na zadovoljavaju¢u tocnost modela za predvidanje koncentracija

UFL.

Odabrani su optimalni uvjeti inkapsulacije s ciljem postizanja najvece koncentracije
UFL u PECT, temeljem optimizacije metodom pozeljnosti (Tablica 30). Najveca vrijednost

UFL (13,72 mg/100g s.tv.e.) odredena je upotrebom MD kao nosac¢a pri omjeru nosaca i suhe
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tvari ekstrakta 1,5:1, temperaturi susenja od 170°C uz stupanj pozeljnosti 1,000. U
inkapsuliranim ekstraktima s dodatkom arapske gume odredene su vise vrijednosti UFL u
odnosu na one u koje je dodan IN. Povecéanje udjela GA i IN u smjesi nosaca s MD utjecalo je
pozitivno na koncentraciju UFL u PECT. Nadalje, najmanja vrijednost UFL predvidena je

primjenom smjese MD sa 25% IN, uz omjer nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5 pri 150°C.
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5.2.6. Utjecaj inkapsulacijskih parametara na sastav i koncentraciju ukupnih fenolnih

spojeva cvijeta trnine

Ukupne fenolne spojevi cvijeta trnine sacinjavaju hidroksibenzojeve i hidroksicimetne

fenolne kiseline, te flavonoli, flavanoli i flavoni.

Statistickom analizom (Tablica 32) dokazano je da samo vrsta nosaca ima statisticki
znacajan utjecaj na koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva u PECT (p<0,01) za razliku od
omjera nosaca i suhe tvari ekstrakta (p=0,71) te temperature suSenja (p=0,28). Minimalne
vrijednosti koncentracija ukupnih fenolnih spojeva su postignute pri koristenju MD+25% IN
kao nosaca, dok su maksimalne vrijednosti odredene u prahovima dobivenim s MD+25% GA

kao nosacem.

Iz trodimenzionalnih prikaza odzivnih povrSina (Slika 24) za koncentraciju UPF u
PECT primjenom pet razli¢itih nosaca moze se uociti su najvece koncentracije UFL postignute
suu PECT dobivenim s nosacem MD+25%GA, zatim padajuc¢im slijedom MD, MD+50%GA,
dok su u prahovima s MD+50%IN i MD+25%IN, vrijednosti bile i do 50% manje. Tuan i sur.
(2016) su potvrdili bolju retenciju ukupnih fenolnih spojeva s nosat¢em MD/GA (3:1) u odnosu
na ¢isti MD. U inkapsuliranom ekstraktu svjezeg lista guave (Psilum guajava) s mjeSavinom
MD/GA (3:1) vrijednost ukupnih fenolnih spojeva iznosila je 9237,3 mg GAE/100g s.tv. dok
je u prahovima s MD iznosila 8250,6 mg GAE/100g s.tv., §to je u skladu s rezultatima ovog
rada. Tomsone i sur. (2020) su takoder pri inkapsulaciji fenolnih spojeva iz soka lista hrena
potvrdili bolju retenciju mjesavine MD/GA u odnosu na MD. Bolja retencija ukupnih fenolnih
spojeva moze se objasniti koriStenjem nosaca vece molekularne tezine (MD 41,64 g/mol; GA
617,32 g/mol), §to je omogucilo brze stvaranje suhog filma na povrsini mikrokapsule (Zhang i
sur., 2020). Turkiewicz i sur. (2020) su ispitivali sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u prahovima
ploda japanske dunje dobivene metodom suSenja rasprSivanjem s nosa¢ima MD i MD+IN
(omjeri 1:2 i 2:1). U prahovima s MD koncentracija ukupnih fenolnih spojeva je bila najveca
(960,8.7 mg/100g s.tv.), dok su u prahovima s MD+IN odredene nize koncentracije (850,4
mg/100g s.tv. pri omjeru 1:2 i 775,9 mg/100g s.tv. pri omjeru 2:1), na §to ukazuju i rezultati
ovog rada. Nadalje, Dobrin¢i¢ i sur. (2020) inkapsulirali su fenolne spojeve ekstrakta lista
masline susenjem rasprsivanjem primjenom razli¢itih nosa¢a (MD+GA i MD-+IN). Efikasnost
retencije ukupnih fenolnih spojeva bila je vec¢a kod prahova s MD+GA (130,10 mg/g s.tv.) u
odnosu na MD+IN (126,07 mg/g s.tv.).
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Vrijednosti koeficijenata R? (R%gj) za sve nosace, osim MD+25%GA, su iznad 0,93
(0,87) sto ukazuje na visoku to¢nost modela za predvidanje njihovih koncentracija (Tablica 33).
U PECT s nosa¢em MD+25%GA vrijednost koeficijenta R? je 0,583 nije zadovoljavajué¢a dok
je R2gj vrijednost 0,212.

Na temelju optimizacije metodom pozeljnosti, odabrani su optimalni uvjeti
inkapsulacije s ciljem postizanja najveée koncentracije UPF u PECT (Tablica 34). Optimalni
uvjeti pri kojima je postignuta najveca vrijednost UPF (4226,04 mg/100g s.tv.e.) u PECT
odredeni su s nosa¢em MD, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 0,5:1 i temperaturi susenja
od 180°C. Prva niza vrijednost koncentracije UPF od 4104,04 mg/100g s.tv.e. odredena je u
inkaspuliranim ekstraktima s 25%-tnim dodatkom arapske gume pri istoj temperaturi ali
najve¢em omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta. Udio IN u smjesi nosaca znatno je utjecao na
smanjenje UPF, te je najniza vrijednost UPF predvidena primjenom dodatka 25% IN pri omjeru

0,5 i najvisoj temperaturi.
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5.3. Antioksidacijski kapacitet ekstrakta cvijeta trnine

Visoki antioksidacijski potencijal cvijeta trnine dokazan je izmjerenom vrijednoscu
kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala (ORAC) u poc¢etnom ekstraktu cvijeta trnine od 293,79
mmol TE/100 g s.tv.e., dok su ORAC vrijednosti u PECT odredene u rasponu od 49,92-238,84

mmol TE/100g s.tv.e. ovisno o primijenjenim uvjetima susenja.

Prema naSim saznanjima, ovo su prvi rezultati odredivanja AOK cvijeta trnine
primjenom ORAC metode. Do sada su se literaturno najvise koristile DPPH i FRAP metode
(Lovri¢ i sur., 2017; Marchelak i sur., 2017; S6nmez i sur., 2021). Lovri¢ i suradnici (2017) i
Marchelak i suradnici (2017) su odredili AOK ekstrakta cvijeta trnine DPPH (3826,4 umol/L
Trolox ekvivalent; 51,32 pg/mL) i FRAP metodom (1971.0 mg/L ekvivalent askorbinske
kiseline; 9,46 mMFe?*/g).

Osim navedenih metoda Sénmez i sur. (2021) su odredili antioksidacijski kapacitet u
ekstraktima cvijeta trnine (Prunus spinosa L.subsp. dasyphylla (schur) Domain) sa podruéja
pokrajne Canakkale u zapadnoj Turskoj i CUPRAC i ABTS/TEAC metodom. Za ekstrakciju
fenolnih spojeva su koristili Cetiri otapala metanol, etil acetat, diklorometan i n-heksan. Najveca
koncentracija fenolnih spojeva je odredena u metanolnom ekstraktu cvijeta trnine i izmjeren
najveéi AOK FRAP metodom 518,20 mMFe?"/g ekstrakta. Najveéa antioksidacijska vrijednost
ekstrakta cvijeta trnine s heksanom izmjerena je DPPH i CUPRAC metodom (850 ICso=pg/mL
1 0,34 QERFC), dok je najveca vrijednost ABTS/TEAC metodom odredena u ekstraktu cvijeta
trnine s etil-acetatom (144.57 mM TR/g ekstrakta). [z navedenog su zakljuéili da AOK znacajno

ovisi 0 primijenjenom otapalu.

Dragovic¢-Uzelac i sur. (2007) odredili su antioksidacijski kapacitet pojedinih plodova
medu kojima je bio 1 plod trnine ATBS, DPPH, FRAP i ORAC metodom. Dokazali su direktnu
povezanost AOK fenolnih spojeva odredenog DPPH i ORAC metodom dok je povezanost bila
slabija primjenom FRAP metode te nije bila uocena primjenom ATBS. ORAC vrijednosti

ekstrakta ploda trnine iznosile su u rasponu 68,76-89,39 mmol TE/kg voca.

Postoji nekoliko istraZivanja antioksidativhog kapaciteta cvije¢a biljaka ORAC
metodom. Jedno od navedenih su proveli Garzon i sur. (2015) na jestivim laticama cvjetova
dragoljuba (Tropaeolum majus) razlicitih boja. Najveca koncentracija ukupnih fenolnih spojeva
i ORAC vrijednost je odredena u crvenim cvjetovima (18719 umol TE/100 g FW). Lo Bosco i
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sur. (2019) odredili su AOK fenolnih spojeva u neotvorenim cvjetnim pupoljcima kapara
inkapsularanih suSenjem smrzavanjem (Capparis spinosa L.) (655,98 umol TE/100 g s.tv.).
Makarova i sur. (2021) su odredili AOK fenolnih spojeva iz ekstrakta cvjeta gospine trave
(Hypericum perforatum L.) ORAC metodom nakon susenja na zraku (5214 umol TE/g) i nakon
liofilizacije (3313 umol TE/qg).

Ovisno o uvjetima suSenja, zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta ukupnih fenolnih
spojeva odredenih ORAC metodom iznosio je 17,0-81,3% u odnosu na pocetni ekstrakt cvijeta

trnine.

Statistickom analizom (Tablica 36) dokazano je da samo vrsta nosaca ima statisticki
zna¢aj na AOK u PECT (p<0,01). Minimalne vrijednosti koncentracija ukupnih fenolnih
spojeva su postignute pri koristenju MD+25% IN kao nosaca, dok su maksimalne vrijednosti

odredene u prahovima dobivenim s MD, te nesto nize s MD+25% GA.

Iz trodimenzionalnih prikaza odzivnih povrSina (Slika 26) za ORAC vrijednosti u
PECT primjenom pet razli¢itih nosaca moze se uociti su najve¢e ORAC vrijednosti odredene u
PECT dobivenim s nosa¢em MD, zatim padaju¢im slijedom, MD+25%GA i MD+50%GA, dok
su u prahovima s MD+50%IN i MD+25%IN znatno manje.

Ferrari i sur. (2012) su ispitali ucinak razli¢itih nosaca (MD i MD+GA) na
antioksidacijski kapacitet odreden ORAC metodom u prahovima ploda kupine dobivenim
susenjem rasprSivanjem. Uo¢ili su da prahovi s MD imaju ve¢e ORAC vrijednosti (266,58 pumol
TE/g suhog sok) u odnosu na prahove koji su dobiveni s MD+GA (257,22 umol TE/g suhog
sok), sto su pokazali i rezultati ovog rada. Righi da Rosa i sur. (2021) su inkapsulirali fenolne
spojeve iz ekstrakta plodova borovnice metodom susenja rasprSivanjem upotrebom Smjese
nosac¢a MD i hi-kukuruza te triju smjesa MD i hi-kukuruza sa dodatkom IN (1), sa dodatkom
GA (2) i dodatkom smjese IN+GA (3). Njihovi rezultati potvrduju nasa saznanja 0 utjecaju
dodatka GA i IN na AOK u PECT, pa su tako odredili ve¢e ORAC vrijednosti u prahovima s
dodatkom GA (112,36 pumol Trolox/g s.tv.) u odnosu na prahove s dodatkom IN (87,05 pumol
Trolox/g s.tv.).

Jednadzbe modela za predvidanje ORAC vrijednosti pri odabranim uvjetima s
pripadajuéim koeficijentima determinacije R? i R%qj prikazane su u Tablici 37. Vrijednosti
koeficijenata su preko 0,92, sto ukazuje na Visoku tocnost modela za predvidanje ORAC
vrijednosti. Takoder su vrijednosti svih R%g; bile vrlo blizu R?, osim kod prahova sa nosa¢em

MD+25%GA gdje su odstupanja veca.
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Odabrani su optimalni uvjeti inkapsulacije s ciljem postizanja najve¢e ORAC
vrijednosti u PECT, temeljem optimizacije metodom pozeljnosti (Tablica 38). Optimalni uvjeti
pri kojima je postignuta najve¢a ORAC vrijednost (243,45 mmol TE/100g s.tv.e.) u PECT
odredeni su s nosacem MD, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1,25:1 i temperaturi suSenja
od 180°C. Dodatak GA u smjesu nosaca znacajno je smanjio antioksidacijski kapacitet neovisno
0 omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta i temperaturi suSenja, te je najniza vrijednost predvidena
u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine s 50%-tnim dodatkom GA. lako je dodatak IN
takoder znacajno smanjio AOK u odnosu na vrijednost predvidenu pri optimalnim uvjetima,

ORAC vrijednosti su ipak bile ve¢e od onih predvidenih dodatkom GA u smjesu.
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5.4. Simultana optimizacija ukupnih fenolnih spojeva i antioksidacijskog
kapaciteta inkapsuliranom ekstraktu cvijeta trnine

Takoder su odabrani i optimalni uvjeti inkapsulacije na temelju postizanja najveceg
sadrzaja UPF 1 ORAC vrijednosti u PECT istodobnom optimizacijom metodom pozeljnosti
(Tablica 39). Optimalni uvjeti pri kojima je postignuta najveca vrijednost UPF (4146,76
mg/100g s.tv.e.) i ORAC vrijednost (238,84 mmol TE/100g s.tv.e.) u PECT odredeni su s
nosa¢em MD, pri omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta 1:1 i temperaturi suSenja od 180°C.
Primjena MD+25%GA uz vis$i omjer 1,75 pri istoj maksimalnoj temperaturi rezultirala je
neznatno nizim vrijednostima koncentracije UPF (4060,93 mg/100g s.tv.e.) uz znacajno nizu
ORAC vrijednost (142,32 mmol TE/100g s.tv.e.). Dodatno povecanje udjela GA (50%) u
smjesi nosaca s MD utjecalo je i dodatno na smanjenje 1 UPF i njihovog antioksidacijskog
kapaciteta ¢ija je najniza vrijednost predvidena upravo u tim prahovima. Nadalje, dodatak IN u
smjesu nosaca sa MD znacajno je utjecalo i na smanjenje UPF dok su ORAC vrijednosti bile

vece nego u prahovima sa dodatkom GA.

Optimalni uvjeti inkapsulacije omogucili su visoko zadrZavanje ukupnih fenolnih
spojeva od 91,24% u odnosu na njihov sadrzaj u pocetnom ekstraktu (Slika 26). Sli¢ne rezultate
visokog zadrzavanja UPF (od 92%) dokumentirali su Ribeiro i sur. (2019), Navarro-Flores i
sur. (2020) te Yeop i sur. (2021) potvrdujuci prikladnost inkapsulacije fenolnih spojeva biljnih
ekstrakata metodom susenja rasprsivanjem. Nadalje, Dadi i sur. (2020) dokumentirali su bolje
zadrzavanje fenolnih spojeva ekstrakta lista Moringa stenopetala inkapsuliranih metodom

suSenja rasprSivanjem u odnosu na inkapsulaciju metodom suSenja smrzavanjem.

Zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta fenolnih spojeva nakon procesa susenja
rasprSivanjem jedan je od vaznih pokazatelja ucinkovitosti procesa inkapsulacije (Akbarbaglu
i sur., 2019). Primjenom optimalnih uvjeta inkapsulacije ekstrakta cvijeta trnine omoguéeno je
zadrzavanje od 81,30% AOK u inkapsuliranim ekstraktima u odnosu na pocetni ekstrakt (Slika
26).

Sliéne rezultate dokumentirali su 1 drugi autori. Tan 1 sur. (2015) su takoder usporedili
antioksidacijski kapacitet ukupnih fenolnih spojeva odreden FRAP metodom (85,7%) pri
optimalnim uvjetima inkapsukacije suSenjem rasprSivanjem vodenog ekstrakta gorke dinje u
odnosu na pocetni ekstrakt. Nadalje, Tengse i sur. (2017) optimirali su inkaspulaciju ekstrakta

zelenog Caja (Camellia sinensis L.) metodom suSenja rasprSivanjem te je pri optimalnim

145



DOKTORSKI RAD - Nikolina Gaéina 5. Rasprava

uvjetima odredena ukupna antioksidacijski kapacitet od 72,91% aktivnosti hvatanja slobodnih

radikala metodom DPPH s pozeljnoséu od 0,92.

Razlike medu vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta odredenim u svakom
pojedinom istrazivanju u inkapsuliranim ekstraktima bogatim fenolnim spojevima mogu se
pripisati koncentraciji inkapsuliranih fenolnih spojeva i vrsti fenolnih spojeva koji su
inkapsulirani. Stovise, nasi su rezultati pokazali da inkapsulirani ekstrakti cvijeta trnine imaju
visok potencijal za upotrebu kao antioksidacijski sastojci u formulacijama funkcionalnih pica i
prenhrambenih proizvoda. Nadalje, iako je ORAC metoda skupa metoda za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta biljnih ekstrakata i hrane, njena primjena je opravdana tocnoscu

antioksidacijskog kapaciteta bioaktivnih spojeva u in vivo uvjetima (Jaffe i Mani, 2018).
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Na temelju rezultata koji su dobiveni ovim istrazivanjem i provedene rasprave moze se

zakljuciti slijedece:

Sadrzaj vlage u inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine znacajno je ovisio o
primijenjenoj temperaturi suSenja i udjelu nosaca pokazujuci trend smanjenja pri visim
udjelima nosaca i vi$oj temperaturi susenja neovisno o vrsti nosaca.
UPLC-MS/MS metodom identificirano je ukupno 30 fenolnih spojeva koji pripadaju
sljede¢im skupinama:
o Hidroksibenzojeve kiseline: galna kiselina kao jedini predstavnik
o Hidroksicimetne kiseline: najzastupljenija je kafeinska kiselina, te u padaju¢em
nizu slijede 3-p-kumaroilkina kiselina, te u padaju¢em nizu slijede 3-O-
kafeoilkina kiselina (neoklorogenska), 3-O-feruloilkina kiselina, 4-p-
kumaroilkina kiselina, klorogenska kiselina, 5-p-kumaroilkina kiselina,
ferulinska kiselina i 4-O-kafeoilkina kiselina
o Flavanoli: najzastupljeniji su katehin, zatim slijede epikatehin, procijanidin B1
I najmanje je zastupljen procijanidin B2
o Flavonoli: dominira kamferol pentozid, zatim slijede kvercetin pentozid i
kvercetin-3-rutinozid u podjednakim koncentracijama, te padaju¢em nizu
kvercetin ramnozid, kamferol pentozil heksozid, kamferol ramnozil heksozid,
kvercetin pentozil heksozid, kvercetin-3-glukozid, kamferol-3-heksozid,
kamferol-3-rutionzid, kamferol ramnozid, isoramnetin-3-rutionzid i kvercetin
acetil rutinozid, kamferol acetil rutinozid i miricetin
o Luteolin je jedini predstavnik u skupini flavona.
Vrsta nosaca je odredena kao kljucan faktor za zadrzavanje svih skupina spojeva u
inkapsuliranim ekstraktima cvijeta trnine, dok temperatura i omjer nosaca prema suhoj
tvari ekstrakta nisu imali znacajan utjecaj.
Cisti MD bez dodatka GA i IN se pokazao kao optimalan nosa¢ za inkapsulaciju veéine
promatranih spojeva, to¢nije UHCK, UFLO, UFLA i UPF, dok je za iste spojeve
dodatak 25% GA u smjesu nosaca imao neznatno slabiju u¢inkovitost s iznimkom UFL
gdje je otkriven pozitivan utjecaj na ostvarenu koncentraciju.lznimno je kod UBK
utvrden trend boljeg zadrZavanja u ekstraktima inkapsuliranim s viSim udjelom GA
(MD+50%GA).
Pri svim uvjetima suSenja, neovisno o vrsti nosaca i omjeru nosaca i suhe tvari ekstrakta,

sastav fenolnih spojeva u PECT bio je isti. Najzastupljenija skupina fenolih spojeva su
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flavonoli (61%) i hidroksicimetne kiseline (35%), te u opadaju¢em nizu flavanoli,
flavoni i hidroksibeznojeve kiseline.

e Antioksidacijski kapacitet inkapsuliranih ekstrakata je u skladu s koncentracijom
ukupnih fenolnih spojeva bio znacajno uvjetovan vrstom primijenjenog nosaca pri cemu
se najvise vrijednosti odredene u ekstraktima inkapsuliranim ¢istim MD.

e Dodatak GA u smjese nosaca je imao negativan utjecaj na antioksidacijski kapacitet
inkapsuliranih ekstrakata bez negativnog utjecaja na sadrzaj fenolnih spojeva, dok je
dodatak IN pokazao negativan efekt i na koncentraciju fenolnih spojeva i na pripadajucu
antioksidacijsku aktivnost.

e Optimizacijom inkapsulacijskih uvjeta s ciljem proizvodnje gotovog proizvoda s
visokim stupnjem zadrzavanja fenolnih spojeva 1 visokim antioksidacijskim
kapacitetom utvrdeni su optimalni uvjeti za inkapsulaciju ekstrakta cvijeta trnine
suSenjem rasprSivanjem: nosa¢ MD, omjer nosaa i suhe tvari ekstrakta 1:1 te
temperatura susenja 180°C.

e  Pri utvrdenim optimalnim uvjetima inkapsulacije susenjem rasprsivanjem, postignut je
vrlo visok udio zadrzavanja fenolnih spojeva od 91,24% te njihov antioksidacijski

kapacitet od 81,30% u usporedbi s po¢etnim ekstraktom cvijeta trnine.
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