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1. UVOD

Komorac¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je visegodisnja zeljasta biljka koja pripada porodici stitarki
(lat. Apiaceae). Jedna je od najstarijih ljekovitih i aromati¢nih biljaka, koju su joS§ kao lijek
koristili Egip¢ani, Rimljani i Grci u Anticko doba. Komora¢ posjeduje antioksidativna,
protuupalna, analgetska, hepatoprotektivna te mnoga druga pozeljna svojstva. Takoder povoljno
djeluje na rad gastrointestinalnog i diSnog sustava ljudi.

Najzastupljeniji kemijski spojevi, koji odreduju aromatican okus i ljekovita svojstva komoraca
su: trans-anetol, estragol i fenhon te je njihova koncentracija najvisa u eteri¢énim uljima koja se

dobivaju postupcima ekstrakcije i destilacije.

Eterina ulja sadrZze razne kemijske spojeve, poput alkaloida, izoflavona, flavonoida,
monoterpena, karotenoida, fenolnih kiselina, aldehida i dr., s bioloskim svojstvima. Medutim,
uslijed okolisnih uvjeta koncentracija i akumulacija ovih spojeva tijekom vegetacije moze
znacajno varirati, dok su tijekom prerade u eteri¢na ulja ili druge proizvode kemijski nestabilni
te podlozni degradaciji i oksidaciji. Inkapsulacija je tehnologija koja se koristi kako bi se ocuvale
bioaktivne molekule i sastavnice eteri¢nog ulja tijekom procesiranja i proizvodnje funkcionalnih
proizvoda. Neke od najcesce koriStenih metoda za inkapsulaciju bioloski aktivnih spojeva su

susenje rasprsivanjem, ionsko geliranje, ekstruzija, koacervacija, molekularna inkluzija i dr.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj udjela alginata i izolata proteina sirutke, kao i1 nacina
suSenja, na iskoriStenje postupka inkapsulacije postupkom elektrostatske ekstruzije,
ucinkovitosti inkapsulacije i kapaciteta uklapanja. Takoder, proucavao se utjecaj navedenih
parametara na faktor sferi¢nosti mokrih i suhih kapsula te na faktor skupljanja te je odredivano

bubrenje kapsula u vodenom mediju nakon susenja na zraku i liofilizacijom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMORAC

Komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je ljekovita i aromati¢na, viSegodiSnja zeljasta biljka koja
pripada obitelji Stitarki (lat. Apiaceae). Tvrda je nadzemna biljka, svijetlozelenih stabljika koje
rastu iz razgranatog i vretenastog korijena. Biljka je uspravne i razgranate stabljike koja moze
narasti do 2 m visine. Listovi su viSestruko razgranati, perastog oblika, nose sitne tanke listice
te mogu narasti do 40 cm (Javed i sur., 2019). Cvijet biljke je zute boje, sitan, a cvate u srpnju
I kolovozu. Sjemenke komoraca su lagano zakrivljene, elipticnog oblika, zeleno zute boje, dok

je plod suha sjemenka duljine 4-10 mm (Badgujar i sur., 2014) (slika 1).

Slika 1. Komora¢ (prema Douglas Schneider, 2014)

Komorac potjece s juznog Sredozemlja, medutim uslijed kultivacije se prosirio po cijeloj Europi,
sjevernoj Americi i posebice Aziji. Zbog svojih medicinskih i aromati¢nih svojstava, biljka je
bila dobro poznata i ¢esto upotrebljavana jos od antickih vremena (Badgujar i sur., 2014).
Raste u umjerenim klimama u rano prolje¢e i zimu, smatra se mediteranskom nadzemnom
biljkom, i ve¢inom raste na suhom, kamenom i vapnenastom tlu (Javed i sur., 2019).

Kao jedna od najstarijih zacinskih biljaka, zbog svoje ekonomske vaZznosti kao i1 znacajne
upotrebe u farmaceutskoj industriji, smatra se jednom od najvaznijih medicinskih biljaka, a ima
znacajnu primjenu u prehrambenoj, kozmetickoj i medicinskoj industriji. Ima protuupalna,
antispazmodicka, antisepti¢ka, karminativna, diureticka i analgeti¢ka svojstva te je ucinkovita

kod lijeCenja gastrointestinalnih poremecaja (Kooti i sur.,, 2015). Takoder pokazuje



antibakterijsku aktivnost, antifungalnu i antiviralnu aktivnost, kao i antioksidativno,
antitumorno, kemoprotektivno, citoprotektivno, hepatoprotektivno, hipoglikemijsko, estrogeno
djelovanje (Anka i sur., 2020).

Svi dijelovi biljke su jestivi i imaju razne primjene, ukljucujuci korijen, stabljiku i sjemenke te
postoji duga povijest koriStenja u kulinarstvu i medicini. Zahvaljujuéi snaznom mirisu, komorac
se koristi u aromama, lijekovima, kozmetici i prehrambenoj industriji.

Svjezi korijen se dodaje salatama, osusene sjemenke poti¢u probavu masne hrane, ublazavaju
bolove u trbuhu i djeluju antispazmicki. Dok se ¢aj od listova koristi za ublazavanje kolika u
novorodencadi. Takoder se koristi kod prehlada i bronhijalnim problema (Javed i sur., 2019).
Sjemenke komora¢a su aromom sli¢ne anisu i dodaju se u pekarske proizvode, mesna i riblja
jela, sladoled, alkoholna pi¢a 1 biljne napitke, dok su svi ostali dijelovi biljke koristeni u
kulinarskim tradicijama diljem svijeta (Anka i sur., 2020).

Nedavno provedena istrazivanja navode kako komorac i njegovo eteri¢no ulje mogu imati ulogu
u kontroliranju centralnog ziv€anog sustava i autonomnog zivcanog sustava. Nadalje, komorac
se svrstava 1 u medicinsku biljku s farmakoloskim 1 fizioloskim aktivnostima, poput supresije
unosa hrane, tjelesne mase, bijelog adipoznog tkiva, glukoze u krvi i kardiovaskularnih bolesti
(Hong i sur., 2022).

2.1.1. Kemijski sastav sjemenki komoraca

Anka i sur. (2020) navode kako sjemenke komoraca sadrze 6,3 % vode, 9,5 % proteina, 10 %
masti, 13,4 % minerala, 18,5 % vlakana i 42,3 % ugljikohidrata kao i prisustvo vitamina i
minerala, kalcija, kalija, natrija, Zeljeza, fosfora, tiamina, riboflavina, niacina i vitamina C. Saber
i Eshra (2019) u svome istrazivanju navode vrijednosti 8,4 % vode, 10,18 % proteina, 10,71 %
masti, 18,01 % vlakana, te 40,19 % ugljikohidrata, $to se slaze s vrijednostima koje navode
Badgujar i sur. (2014) te Bukhari i sur. (2014). Medutim, dobivene vrijednosti za vodu, proteine,
masti i udio vlakana su nize od onih prikazanih u podacima o kemijskom sastavu hrane
Ministarstva poljoprivrede Sjedinjenih Americkih Drzava (eng. The United States Department
of Agriculture, USDA) (2019).

USDA (2019) podaci o kemijskom sastavu hrane pokazuju kako 100 g sjemenki komoraca
sadrzi 8,81 g vode, 15,8 g proteina, 14,9 g masti i 52,3 g ugljikohidrata. Od vitamina su
najzastupljeniji vitamin C (21 mg/100 g), niacin (6,05 mg/100 g), vitamin B6 (0,47 mg/100 g) i
riboflavin (0,353 mg/100 g). Od minerala sadrzi: kalij (1690 mg/100 g), kalcij (1200 mg/100 g),



zeljezo (19 mg/100 g), fosfor (487 mg /100 g), magnezij (385 mg/100 g), natrij (88 mg/100 g),
mangan (6,53 mg/100 g), cink (3,7 mg/100 g) i bakar (1,07 mg/100 g). Prema istrazivanju Saber
i Eshra (2019) mineralni sastav sjemenki komoraca predstavlja: kalij 849,45 mg/100g, kalcij
583,6 mg/100 g, fosfor 470 mg/100 g, mangan 209,35 mg/100 g, magnezij 85,87 mg/100 g,
natrij 15,91 mg/100 g i zeljezo 9,69 mg/100 g. Prema tome, sjemenke komoraca se mogu
smatrati dobrim biljnim izvorom kalija, kalcija i magnezija. Ti rezultati se ve¢inom podudaraju
s onima dobivenim u istrazivanjima koja su proveli Badgujar i sur. (2014) te Bukhari i sur.
(2014). Prema istrazivanju u kojemu su Bukhari i sur. (2014) odredivali kemijski sastav
sjemenki komoraca, sjemenke komoraca sadrze 6,24 + 0,24 % vode, 9,38 = 0,39 % proteina,
9,76 £ 0,34 % masti, 18,21 + 0,73 % vlakana, , $to su nize vrijednosti od navedenih USDA bazi
podataka, takoder su niZe vrijednosti kalija, kalcija i natrija. Dobivene vrijednosti mineralnog
sastava pokazale su visoki udio kalija (852,45 + 33,25 mg/100 g), zatim kalcija (580,6 + 24,39
mg/100 g), mangana (211,35 * 7,40 mg/100 g), natrija (16,21 + 0,65 mg/100 g) i zeljeza (9,72
+ 0,38 mg/100 g), dok je cinka pronadeno u vrlo malim koli¢inama. U istrazivanju koje su
proveli Saber i Eshra (2019), navodi se kako sjemenke komoraca sadrze 64,37 mg/100 g ukupnih
fenola izrazenih kao ekvivalenti galne kiseline (GAE). Kooti i sur. (2015) navode kako plodovi
komoraca sadrze 10 do 12 % ulja koje je pohranjeno u kotiledonu sjemenki. Takoder, udio
eteri¢nog ulja se krece od 4 do 6 % i pod velikim utjecajem je lokacije rasta biljke. Sjemenke
komoraca sadrze 0,79 % eteri¢nog ulja i 5,82 % nehlapljivog ulja prema istraZivanju El-Awadi
i sur. (2010). Udio nehlapljivog ulja u sjemenkama komoraca iznosi 7,89 % te sadrzi 30,19 +
1,75 % zasi¢enih 1 69,81 £ 1,75 % nezasi¢enih masnih kiselina. Najznac¢ajnije masne kiseline su
petroselinska i oleinska kiselina, zatim laurinska kiselina te linolna masna kiselina, dok se u
navedenom ulju nalazi prosje¢no 492,2 + 22,0 mg/100 g sterola, gdje dominiraju stigmasterol i
B-sitosterol (Balbino i sur., 2021).

F. vulgare sadrzi fenolne spojeve koji se smatraju najvaznijim i najaktivnijim spojevima. U
ekstraktu komoraca se nalaze fenolni spojevi poput flavonoida, fenolnih kiselina, kumarina i
tanina (Kooti i sur., 2015). lako se sastav fenolnih spojeva znac¢ajno razlikuje medu kultivarima,
Kalleli i sur. (2019) su provedenim istrazivanjem izolirali ukupno 33 fenolna spoja u svim
kultivarima. Od tog broja prisutno je 12 fenolnih kiselina (kina, galna, protokatehinska,
klorogenska, 4-O-kafeoilkina kiselina, kafeinska, siringinska, 1,3-di-O-kafeoilkina kiselina, 3,4-
di-O-kafeoilkina kiselina, 4,5-di-O-kafeoilkina kiselina, p-kumarinska kiselina, trans-ferulinska

kiselina, o-kumarinska kiselina i ruzmarinska kiselina), 5 flavonola (katehin, rutin, kvercetrin,



kvercetin i kemferol) i 5 flavona (luteolin-7-O-glukozid, apegenin-7-O-glukozid, apigenin,
cirsiliol i cirsilineol) te 2 flavanona (naringin i naringenin). Fenolne kiseline su predstavljale
najvecu skupinu fenola, 1 u ispitivanim uzorcima ekstrakata sjemenki komoraca su se kretale u
vrijednostima od 4,03 do 15,31 mg/g, dok su se flavonoidi nalazili u znatno manjim koli¢inama
(0,31-2,64 mg/g). Roby i sur. (2013) su svojim istrazivanjem dokazali kako su u uzorcima
sjemenki komoraca glavni fenolni spojevi ruzmarinska i klorogenska kiselina, dok se kvercetin
1 apigenin istiCu kao glavni flavonoidi. Nadalje, sjemenke komorafa sadrze i aktivne
komponente vitamina E, odnosno njegove razliCite bioloske oblike. Najzastupljeniji je y-
tokotrienol (18,2 mg/100 g), zatim a-tokotrienol (1,4 mg/100 g), te y-tokoferol (0,5 mg/100 Q)
(Matthaus i Ozcan, 2015).

2.1.2. Eteri¢no ulje sjemenki komoraca

Etericna wulja su sekundarni biljni metaboliti, smjese razli¢itth hlapljivih spojeva
karakteristicnog mirisa i okusa (Kalodera i sur., 1998). Nastaju u preko 17 500 biljnih vrsta, i
nalaze se u razli¢itim biljnim organima, primjerice u: cvjetovima (Citrus bergamia, bergamot
naranc¢a), listovima (Cymbopogon citratus, limunska trava), stablu (Santalum acuminatum,
sandalovina), rizomima (Zingiber officinale, dumbir), korijenu (Chrysopogon zizanioides,
vetiver), plodovima (Pimpinella anisum, anis) i sjemenkama (Myristica fragrans, muskatni
orasci¢) (Baptista-Silva i sur., 2020). Nemaju sve biljke sposobnost stvaranja eteri¢nog ulja te
ta sposobnost pripada uglavnom sjemenjacama, a najvaznije biljne porodice koje proizvode
eteri¢no ulje se smatraju: Pinaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Lamiaceae, Apiaceae,
Zingiberaceae, Piperaceae i Brassicaceae. Eteri¢na ulja se pohranjuju unutar biljke u posebnim
stanicama (uljenicama), u intracelularnim prostorima ili kanalima, u spremnicima izmedu
kutikule i stani¢ne membrane, odnosno u Zlijezdama, zljezdanim dlakama i Zljezdanim ljuskama
(Kalodera 1 sur.,1998). Bioloska uloga im je stvaranje mirisa koji privlate kukce radi
opraSivanja, zaStita 1 odbijanje biljojeda (repelentnost), zaStita od fitopatogenih
mikroorganizama i kukaca, te inhibicija rasta drugih biljaka, potencijalnih natjecatelja za isti
prostor. Takoder, fizioloSka uloga eteri¢nog ulja je djelovanje u smjeru smanjenja transpiracije,
posto vecina biljaka koja ima mogucnost stvaranja eteri¢nog ulja raste u tropskim krajevima,
Potpuno su hlapljiva, vrlo slabo topljiva u vodi, veéina ih je na sobnoj temperaturi tekucéa, dok
neka mogu biti smolasta ili cak ¢vrsta. Svjeze izolirana eteri¢na ulja su bezbojne, blijedozuckaste

ili smede boje. Sastav eteri¢nih ulja je vrlo razli€it, i ovisi o biljnom izvoru i metodi izolacije.



Najces¢e metode izolacije su: hladno preSanje, ekstrakcija pomocu organskog otapala,
destilacija vodenom parom, uglji¢nim dioksidom, mikrovalovima, itd. (Vincekovi¢ i sur., 2020).
Etericna ulja su smjese velikog broja razli¢itih kemijskih spojeva, koji pripadaju razlic¢itim
grupama organskih spojeva: ugljikovodicima, alkoholima, fenolima, aldehidima, ketonima,
karboksilnim kiselinama, esterima, eterima, laktonima i1 dr. Prema ugljikovom skeletu i
molekularnoj strukturi, sastojci etericnih ulja se dijele u tri velike skupine: terpene,
fenilpropanske derivate i ostale spojeve (Kalodera i sur.,1998):

a) Terpeni i terpenoidi su najzastupljenije sastavnice eteri¢nih ulja (90 %), i oni se
definiraju kao ugljikovodici izgradeni od izoprenskih jedinica (Vincekovic i sur., 2020).
Prema broju ugljikovih atoma terpeni se mogu svrstati u nekoliko velikih skupina, dok u
sastav eteri¢nih ulja ulaze: monoterpeni (Cio), seskviterpeni (Cis), diterpeni (Czo) i
triterpeni (Cao).

b) Fenilpropanski derivati su prirodni spojevi Ce-Cs strukture ugljikovodika. To ukljucuje
aldehide, fenole i feniletere koji se odvode od cimetne kiseline te kumarine. Posebnu
grupu c¢ine spojevi sa skra¢enim ili eliminiranim pobo¢nim lancem, gdje ulaze
fenilkarboksilne kiseline i jednostavni fenoli te lignin kao jedan od najznacajnijih
fenilpropanskih derivata po koli¢ini, posto je glavni sastojak drveta.

c) Ostali spojevi uklju¢uju lancaste ugljikovodike i njihove derivate s kisikom. U ovu
skupinu pripadaju n-heptan kao najjednostavniji spoj ove vrste, zatim visi ugljikovodici
s 15-30 C atoma, koji se nazivaju stearopteni. Takoder, u ovu skupinu se ubrajaju i
spojevi s dusikom 1 sumporom koji su prisutni u malom broju eteri¢nih ulja.

Zbog velikog broja razli¢itih kemijskih spojeva postoji Siroki spektar njihovog djelovanja. Zbog
svojih pozeljnih karakteristika kao §to su ekoloska prihvatljivost, ekonomi¢nost, biorazgradivost
1 mogucénost specifi¢nog ciljnog djelovanja vrlo su cijenjeni biljni pripravci. Primjenjuju se u
medicini, kozmeti¢koj, prehrambenoj industriji, poljoprivredi i dr. Neka od najcesce
spominjanih svojstava su antimikrobna, antikancerogena, analgeticka, antioksidativna,
protuupalna, druga imunomodulatorna, antiagregacijska i antitrombotic¢ka svojstva (Vincekovi¢
i sur., 2020).

Analizom plinskom kromatografijom uz masenu spektrometriju (eng. gas chromatography-
mass spectrometry, GC-MS) eteri¢nog ulja sjemenki komoraca Saber i Eshra (2019) utvrdili su
kemijski sastav, koji ¢ini u najveéoj koli¢ini trans-anetol (77,91 %), zatim estragol (5,65 %),
anisaldehid (4,54 %), D-limonen (4,44 %) i anisol (3,59 %).



Hong i sur. (2022) su GC-MS analizom eteri¢nog ulja sjemenki komorac¢a odredili 1 aldehid: p-
anisaldehid (1,18 + 0,15 %), zatim spojeve: a-pinen (6,33 = 0,54 %), limonen (2,84 £ 0,07 %),
estragol (6,02 + 0,15 %), cis-anetol (1,48 + 0,16 %), trans-anetol (50,69 + 15,37 %) i 1 keton:
fenhon (19,18 * 4,32%). Upravo trans-anetolu, cis-anetolu i estragolu se pripisuje anti-
kolesterol, anti-pretilost, anti-upalni i protustresni u¢inak. Odredeni kemijski spojevi imaju
karakteristi¢no djelovanje. Dok fenhon ima antifungalni i antidepresivni u¢inak, kao i djelovanje
lokalnog anestetika i u¢inak zacjeljivanja rana. Spoj a-pinen, monoterpenska komponenta,
pokazuje pozitivne ucinke kod supresije tumora, oksidacije, antibakterijske aktivnosti, upalnih
procesa, stresa, konvulzija i akutne boli, dok limonen, kao druga bitna monoterpenska
komponenta, iskazuje antitumorni i protuupalni uéinak te pokazuje pozitivne ucinke kod
smanjivanja hepatotoksi¢nosti.

Shahat i sur. (2011) su izolirali eteri¢no ulje sjemenki komoraca iz slatkog, gorkog i firentinskog
komoraca te prema njima postoji 18 glavnih spojeva, a slika 2 prikazuje njihova imena i

kemijske strukture.
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Slika 2. Kemijska struktura hlapljivih spojeva etericnog ulja sjemenki komoraca (prema

Shahat i sur., 2011)



Belabdelli i sur. (2020) su u svome istrazivanju dobili prinos ulja od 1,42 % te su izolirali 10
spojeva. U najvis$im koli¢inama prisutni su estragol (84,8 %), zatim limonen (7,8 %) i fenhon
(3,1 %), zatim a-pinen (1,3 %), 1,8-cineol (0,7 %), (Z)-pB-O-cimen (0,7 %), (E)-anetol (0,6 %),
sabinen (0,3 %) i mircen (0,3 %).

Takoder, Shahat i sur. (2011) navode kako u istrazivanjima provedenom na etericnom ulju
sjmenki komoraca iz Egipta glavne sastavnice ulja su estragol (51,04 %), limonen (11,45 %), L-
fenhon (7,36 %) i trans-anetol (3,62 %) . Medutim, kod etericnog ulja sjemenki komoraca iz
Kine spojevi s najvisim udjelima su trans-anetol (54,26 %), estragol (20,25 %), L-fenhon (7,36
%) i limonen (2,41 %). Kemijski sastav etericnog ulja sjemenki komoraca moze varirati te je
znatno ovisan o metodi izolacije eteri¢nog ulja, okoliSnim uvjetima uzgoja komoraca, kao i
njegovoj genetickoj pozadini i podrijetlu.

Belabdelli i sur. (2020) su u svome istrazivanju postupkom vodene destilacije izolirali 1,42 %
eterinog ulja iz samljevenih sjemenki, dok su Napoli i sur. (2010) u svome istrazivanju iz
sjemenki izolirali 0,4 do 7,5 % eteri¢nog ulja. Vidljivo je kako udjeli eteri¢nog ulja znatno
variraju unutar razli¢itih istraZzivanja, Sto se moze pripisati razli¢itim metodama i vremenu
izolacije, razli¢itim veli¢inama Cestica sjemenki kao i porijeklu sjemenki.

Saber i Eshra (2019) su dokazali antimikrobnu aktivnost eteri¢nog ulja sjemenki komoraca
prema Gram negativnim i Gram pozitivnim bakterijama te je u¢inak bio ja¢i kod Gram pozitivne
bakterije Staphylococcus aureus, nego kod Gram negativne bakterije Escherichia coli, ¢ime se
pokazuje kako komora¢ moze biti dobar prirodni prehrambeni konzervans. Takoder eteri¢no ulje
komoraca ne utjee niti na promjenu boje i teksture prehrambenih proizvoda te dodavanjem
eteri¢nog ulja komoraca Se moze utjecati na brzinu oksidacije. Za aromati¢an okus prehrambenih
proizvoda zaduZeni su anetol, estragol i limonen, dok trans-anetol ima snazna antimikrobna
svojstva protiv bakterija, kvasaca i parazita. Takoder, Badgujar i sur. (2014) navode
antioksidativno, antibakterijsko, citotoksi¢no, antikancerogeno, antifungalno, antivirusno i
antialergijsko djelovanje eteri¢nog ulja sjemenki komorac¢a, uz antitromboidno i

antikancerogeno djelovanje trans-anetola.



2.2. TEHNIKE INKAPSULACIJE

U posljednjih nekoliko godina uloga hrane nije samo u osiguravanju osnovnih hranjivih tvari i
zadovoljavanja ljudske potrebe za hranom, ve¢ se prehrana i izbor namirnica vrsi s ciljem
potencijalnog pozitivnog djelovanja na zdravlje ljudi, prevencije i ublaZzavanja simptoma
razli¢itih oboljenja. Takva oc¢ekivanja dovode do Sirenja istrazivanja u podrucju funkcionalnih
prehrambenih proizvoda s poboljSanom hranjivom vrijednos¢u i bioloskom aktivnoscu te je u
posljednje vrijeme fokus znanstvenika i prehrambene industrije na bioloski aktivnim spojevima
koji se mogu koristiti kao lijekovi, sastojci funkcionalne hrane ili nutraceutici.

Dulje vrijeme se koristi dodavanje funkcionalnih sastojaka hrani kako bi se poboljsao okus, boja,
tekstura ili produljila trajnost proizvoda, medutim, industrija se sve vise fokusira k ukljuc¢ivanju
bioloski aktivnih spojeva s povoljnim uc¢inkom na zdravlje. To ukljuCuje vitamine, probiotike,
mineralne tvari, polifenole, omega-3-masne kiseline i fitosterole (Pordevi¢ i sur., 2014).
Medutim stabilnost takvih bioloski aktivnih spojeva, koji se ve¢inom izoliraju iz prirodnog
materijala, je kljucan kriterij kod dodavanja u prehrambene proizvode te predstavlja problem
posto su navedeni spojevi osjetljivi na kisik, svjetlost, toplinu i vodu (Champagne i Fustier,
2007). Kako je vecina navedenih komponenti nestabilna pri normalnim uvjetima ili ostavlja
nepozeljan okus, njihova upotreba je ogranic¢ena. Upravo zbog toga postoji potreba za
upotrebom tehnika koje ¢e osigurati stabilnost funkcionalnih komponenti u funkcionalnim
proizvodima tijekom njihove proizvodnje i skladiStenja (Dias i sur., 2017).

Inkapsulacija aktivnih komponenti, uklju¢uju¢i etericna ulja, ima 2 funkcije: (1) povecati
oksidativnu stabilnost, termostabilnost, fotostabilnost, rok trajanja i biolosku aktivnost, (2)
osigurati njihovo ciljano i kontrolirano otpustanje.

Inkapsulacija je izrazito vazna kod upotrebe eteri¢nih ulja zbog nekih njihovih karakteristika,
poput hlapljivosti, intenzivnog mirisa i okusa, toksi¢nosti ovisno o dozi i vrlo visoka bioloska
aktivnost. Inkapsulacija takoder §titi etericna ulja od degradacije 1 transformacija uslijed probave
te Stiti organizam od neZeljenih ucinaka eteri¢nih ulja. Takoder, inkapsulacija eteri¢nih ulja
povecava njihovu biodostupnost. Razvoj razli€itih tehnika inkapsulacije omogucava Siroko
koristenje eteri¢nih ulja u farmaceutskoj industriji i kozmeti¢koj industriji, kao i prehrambenoj
(Dajic Stevanovic i sur., 2020).

Onsaard i Onsaard (2019) definiraju inkapsulaciju kao proces u kojemu se ¢vrsta, tekuca ili
plinovita aktivna tvar oblaze s jednim ili kombinacijom viSe materijala. Tvar koja se inkapsulira

naziva se jezgra, aktivni agens, unutarnja faza ili punjenje, dok se tvar kojom se oblaze naziva



membrana, ljuska, vanjska faza, nosa¢ odnosno matriks. Vanjska faza sluzi kako bi zastitila
unutarnju fazu od vanjskih ¢imbenika kao Sto su svjetlost, kisik, vlaga i dr. Prema tome, svrha
inkapsulacijskih tehnika je: (1) zastita unutarnje faze (jezgre) od vanjskih ¢imbenika poput
kisika, temperature, vlage i svjetlosti; (2) maskiranje mirisa, okusa i aktivnosti inkapsuliranih
tvari; (3) kontrolirano otpustanje aktivnih komponenti (kontrolirano ili odgodeno otpustanje);
(4) razdvajanje inkompatibilnih komponenti; (5) pretvorba teku¢ina u slobodno kretajuce
krutine; (6) povecanje oksidativne stabilnosti i ciljano otpustanje inkapsuliranog materijala
(Onsaard i Onsaard, 2019).

Razlikuje se pet vrsta kapsula, jednojezgrene, visejezgrene, viseslojne, nepravilne i tip matriks.
Slika 3 prikazuje jednojezgreni, najjednostavniji oblik kapsule. Veli¢ina i oblik kapsula zna¢ajno
ovise 0 vrsti koristene vanjske faze (nosaca) i tehnika inkapsulacije te razlikujemo mikrokapsule,

mikrokuglice, viSejezgrene, jednojezgrene i mnoge druge (slika 4).

Jezgra

Nosac

Slika 3. Shematski prikaz strukture jednojezgrene kapsule (prema Onsaard i Onsaard, 2019)
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(iv)

(O
¢
(O ©

(vi)

Slika 4. Razli¢ite vrste kapsula: (i)- jednojezgrena kapsula, (ii)- matriks, (iii)- nepravilna
kapsula, (iv)- visejezgrena kapsula, (v)- kapsula s viseslojnim nosacem i (vi)- slozena kapsula

(prema Onsaard i Onsaard, 2019).

Metode inkapsulacija su mnogobrojne i1 ukljucuju: primjenu superkriticnih fluida, suSenje
rasprsivanjem, ekstruziju, Kokristalizaciju, molekularnu inkluziju, emulzifikaciju, liposome
koacervaciju, ionsko geliranje, suSenje hladenjem i zamrzavanjem (Shishir i sur., 2018;
DPordevi¢ i sur., 2016). Tablica 1 prikazuje pregled nekih od najéesce koriStenih metoda

inkapsulacije, njihove prednosti i nedostatke, kao i konacan produkt.
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Tablica 1. Pregled inkapsulacijskih tehnika (prema Pordevi¢ i sur., 2016)

Tehnika inkapsulacije Princip

Atomizacija
jezgre i nosaca
u vrucoj
komori gdje
dolazi do
isparavanja
vode.

SuSenje raspriivanjem

Potiskivanje
otopine
polimera kroz
Spricu i
nastanak
kapljica koje
se stvrdnu u
gel mikrosfere.

Ekstruzija

Sredstvo za
geliranje se
dodaje u
emulziju
polimera s
vodom u ulju.
Otopljeni spoj
jezgre i nosaca
je rasprsuje u
hladnu
komoru gdje
dolazi do
oc¢vrséivanja
Cestica.
Izdvajanje
nastaje nakon
dodatka
nosaca
ciklodekstrina
u vodenu
otopinu jezgre,
nakon ¢ega
slijedi
mijesanje ili
grijanje.

Emulzifikacija

SuSenje

hladenjem/zamrzavanjem

Molekularna inkluzija

Prednosti

Kao jezgra se
mogu koristiti
hidrofilni i
hidrofobni
materijali. Metoda
je brza, ponovljiva
i jeftina.
Moguénost velike
proizvodnje u
kontinuiranom
nacinu.
Aktivna tvar jeu
potpunosti
okruzena s
nosacem.
Relativno niske
temperature
operacija.

Spoj je potpuno
okruzen nosacem.
Laksi prelazak na

industrijsku
proizvodnju od
ekstruzije.
Postupak je
pogodan za
spojeve osjetljive
na toplinu

Visoka
temperaturna
stabilnost kapsula,
povecana
topljivost
aktivnog spoja i
kontrolirano
otpustanje
aktivnog spoja.
Ucinkovita
zastita.

Nedostatci

Visoka temperatura
rada. Tesko
kontroliranje veli¢ine
Cestica. Prinosi kod
malih serija su
umjereni.

Ogranicenje na
koriStenje otopina
nosaca niske
viskoznosti. Nizak
kapacitet
proizvodnje. Kapsule
gela se moraju
odvojiti od tekuceg
medija u koji se
sakupljaju.
Kapsule se moraju
odvojiti od medija u
koji se skupljaju.
Skuplje od ekstruzije
i teze kontroliranje
procesa
Niska ucinkovitost
inkapsulacije. Tesko
kontroliranje veli¢ine
Cestica. Hidrofobni
karakter Cestice. Brzo
oslobadanje aktivne
komponente

Ogranicena upotreba
na nepolarne spojeve
sa odgovaraju¢im
dimenzijama
molekule. Skupi
koriSteni spojevi.

Proizvod

Prah sferi¢nihi
Cestica
promjera 10-
100 pm

Kapsule gela

(tip matriks)

promjera 0,2-
2000 pm

Kapsule gela

(tip matriks)

promjera 20-
1000 pm

Cestice tipa
matriks
promjera 20-
200 um

Cestice
promjera
0,001-001 pm
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Uz odabir odgovaraju¢e metode inkapsulacije, jedan od najvaznijih faktora za uspjeSnu

inkapsulaciju je takoder i odabir odgovarajuce vanjske faze ili nosaca.

Primjeri naj¢esce koristenih nosaca za inkapsulaciju u prehrambenoj industriji dani su u tablici

2 (Timilsena i sur., 2020).

Tablica 2. Primjeri najcesce koriStenih nosaca za inkapsulaciju u prehrambenoj industriji

Podrijetlo

Biljno

Morsko

Mikrobno/Zivotinjsko

(prema Timilsena i sur., 2020)

Ugljikohidratni
polimeri

Skrob i njegovi
derivati
Celuloza i njezini
derivati
Polisaharidi
Biljni eksudati
(arapska guma,
Karaya guma)
Karagenan
Alginat

Ksantan

Gelan guma
Dekstran
Kitozan

2.2.1. Elektrostatska ekstruzija

Proteini

Gluten (kukuruz)
Izolati (grasak, soja,
pSenica, chia

sjemenke)

Kazeini
Proteini sirutke

Zelatina

Lipidi

Masne
kiseline/alkoholi
Gliceridi
Voskovi

Fosfolipidi

Masne
kiseline/alkoholi
Gliceridi

Voskovi
Fosfolipidi (Selak)

Elektrostatska ekstruzija je disperzijska metoda koja se zasniva na primjeni elektrostatske sile

koja djeluje na povrSinu polimera na vrhu igle/kapilare pri cemu dolazi do stvaranja kapljica

koje zatim formiraju kapsule u posudi za ucvrs¢ivanje/skupljanje kapsula (slika 5).
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Slika 5. Shematski prikaz osnovnih dijelova aparature za izvodenje elektrostatske ekstruzije

(prema Kosti¢ i sur., 2012)

Kapljice se formiraju kada elektricna sila djeluje na povrsinu tekucine, uzrokujuéi nastanak
kapljica. KonaCan promjer kapljica ovisi o promjeru koriStene igle, protoku polimera i
elektriénom polju (Prusse i sur., 2008).

Bamidele i Emmambux (2021) naglasavaju kako jedan od nedostataka elektrostatske ekstruzije
je taj Sto inkapsulacija bioloski aktivnih tvari ne moze biti ostvarena u ve¢em opsegu. Takoder,
izbor nosaca koji mogu biti koristeni je vrlo ogranicavajuci, a svodi se na alginate i gume. Kosti¢
1 sur. (2012) navode kako je najviSe znanja i iskustva o utjecaju parametara postupka i
primjenom elektrostatske ekstruzije dobiveno primjenom alginata kao nosaca za inkapsulaciju.
Prednosti elektrostatske ekstruzije (u odnosu na ostale metode ekstruzije) je ta $to ne zahtijeva
koriStenje visoke temperature i nije obavezno provodenje suSenja dobivenih kapsula. Takoder,
metoda zahtijeva malo energije te posljedicno nije skupa i moze provesti inkapsulaciju bioloski
aktivnih spojeva s jedinstvenim karakteristikama.

Timilsena i sur. (2020) navode kako je dobivanje ve¢ih kapsula, promjera 0,1-5,00 mm zapravo
prednost ove tehnike u odnosu na druge metode inkapsulacije. Takoder navode kako koristenje
izolata proteina sirutke je izvrstan odabir pri inkapsulaciji visestruko nezasi¢enim masnim
kiselinama (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) bogatih ulja i hlapljivih spojeva te da taj
protein pruza ucinkovitost inkapsulacije do 89,6 %, u odnosu na proteine soje koji iskazuju
ucinkovitost do 75,9 %.

Jedan od najcesce koristenih prirodnih polimera je alginat, polisaharid ekstrahiran iz smedih

14



algi. Natrijev alginat, kao naj¢eS$¢e koriSteni, u svojoj strukturi sadrzi dvije karboksilirane
monosaharidne jedinice: a-L-guluronsku kiselinu i B-D-manuronsku kiselinu, koje su povezane
a-1,4-glikozidnom vezom (Ramdhan i sur., 2020). Zbog prisutnosti karboksilnih skupina
natrijev alginat je negativno nabijen te u prisustvu dvovalentnih kationa kao Sto je kalcij, formira
gel. Vanjski sloj kapsule nastaje zbog interakcija guluronske kiseline s kalcijevim kationima
(Juri¢, 2020). lako ima dobre karakteristike za inkapsulaciju, koje se povezuju sa sposobnos¢u
stvaranja gela, postoji nekoliko nedostataka. Alginatni matriks gela je porozan, vrlo propusan i
razgradiv pa je tesko kontrolirati otpusStanje spojeva koje inkapsulira. Kombinacija s ostalim
polimerima kao Sto su hidrokoloidi, proteini i skrob se predlaze kao rjeSenje (Ramdhan i sur.,

2020).

2.2.1.1. Inkapsulacija etericnog ulja (elektrostatskom ekstruzijom)

Eteri¢na ulja su kompleksne smjese hlapljivih i prirodnih spojeva koje karakterizira snazan miris
te su sekundarni metaboliti aromatskog bilja. Njihova poznata S$iroka upotreba je u
farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji te kod funkcionalne hrane. Medutim, vanjski ¢imbenici
poput temperature, kisika i svjetlosti imaju negativan uc¢inak na biolosku aktivnost etericnih ulja.
Inkapsulacijom eteri¢énih ulja Se nastoji optimirati njihovo otpuStanje, zaustaviti
termooksidacija, povecati njihovu bioloSku stabilnost, zastititi od oksidativnih reakcija s
okolisem, smanjiti hlapljivost, povecati bioaktivnost, smanjiti toksi¢nost te poboljsati i olaksati
primjenu kod ljudi (Rodriguez i sur., 2016). S tim na¢inom primjena inkapsuliranog eteri¢nog
ulja moze biti prosirena na veterinu, agrikulturu, biomedicinu, industrijske kemikalije, osobnu
njegu, senzorska svojstva industrije. Tablica 3 prikazuje primjere eteri¢nih ulja, metode
inkapsulacije, koriStene nosace, ucinkovitost provedene inkapsulacije 1 veli¢inu dobivenih

kapsula.
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Tablica 3. Primjeri inkapsulacije eteri¢nih ulja (prema Reis i sur., 2022 i Rodriguez i sur.,

2016)
Vrsta Metoda inkapsulacije  Nosac Uc¢inkovitost Veli¢ina
etericnog inkapsulacije  kapsula
ulja (EE%0)
Lippia Susenje rasprSivanjem  Alginat 21-48 % 223-399
sidoides nm
eteri¢no
ulje
Eteri¢no Kompleksna Zelatina/guma - 50-112
ulje koacervacija nm
jasmina
Eteri¢no Emulzifikacija i ionsko Kitozan 21-47 % 40-80 nm
ulje geliranje
origana
Eteri¢no Emulzifikacija/susenje  Proteini
ulje zaledivanjem sirutke i
ruZzmarina SuSenje rasprSivanjem  maltodekstrin
Eteri¢no Emulzifikacija Natrijev 77 % 450-575
ulje (ekstruzija i alginat i pektin pim
hibiskusa liofilizacija)
Eteri¢no Emulzifikacija i Arapska guma, 93 % 2-18,8 um
ulje susenje rasprSivanjem  maltodekstrin i
dumbira inulin
Eteri¢no Emulzifikacija Natrijev 88 % 0,17-0,41
ulje kazeinat i pum
klinciéa pektin

Razne metode inkapsulacija su se predlagale za inkapsulaciju tekuc¢ih aroma poput limonena,
medu njima susenje raspr§ivanjem je najpopularnija i najSire koriStena metoda. Medutim, teSko
je ukloniti vodu isparavanjem i pri tome zadrZati aromatic¢ne hlapljive spojeve koji su puno
gel oblaze kapljicu ulja. Takoder, ekstruzijske tehnike mogu biti prednost kada postoji potreba
za ve¢im kapsulama, u odnosu na one dobivene susenjem rasprsivanjem (100-1000 pm u odnosu
na 10-150 um za one dobivene suSenjem rasprSivanjem), Sto moze biti pozeljno kod Zeljene
vidljive strukture ili teksturalnog u¢inka (primjerice kod hrskave hrane) (Levi¢ 1 sur., 2015).

Elektrostatska ekstruzija je primjerena tehnika za procesiranje polimernih otopina razli¢itih
viskoziteta 1 proizvodnju pozeljnih kapsula jednoli¢nog oblika. Temelji se na koriStenju

elektrostatskih sila na vrhu igle kako bi se stvorio nabijeni mlaz sitnih kapljica (Levi¢ i sur.,
2015).
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Alginat, anionski polimer izoliran iz smedih algi je izabran kao najpoZeljniji polimer kod
ionskog geliranja. Biokompatibilan je, jeftin 1 netoksian polimer. Ima sposobnost tvorbe
ionskih veza za polivalentnim kationima poput kalcija, stvaraju¢i poprecno povezane strukture
izmedu a-L-guluronskih kiselina, iz razlicitih alginatnih lanaca te tako stvaraju¢i polimerni film.
Kvaliteta procesa inkapsulacije ovisi o kapacitetu uklapanja, ucinkovitosti inkapsulacije i
iskoriStenju procesa (Benavides i sur., 2016).

Medutim, zbog loSeg kapaciteta emulzifikacije alginata, koriste se razli¢ite kombinacije s
ostalim biopolimerima kako bi se optimiralo otpustanje spojeva i poboljsale funkcije alginatnih
kapsula. Voli¢ i sur. (2018) su u svome istrazivanju uz alginat kao nosac koristili i proteine soje,
koji su lako dostupni, biorazgradivi, netoksi¢ni i termostabilni, medutim zbog ogranicene
topljivosti u vodi i velike viskoznosti kod visih koncentracija, izazovno je odrediti optimalan
omjer alginata i proteina kako bi se dobile jednoli¢ne i sferi¢ne kapsule. Prilikom inkapsulacije
etericnog ulja timijana postupkom elektrostatske ekstruzije, Voli¢ i sur. (2018) su promatrali
utjecaj razlicitih udjela alginata (1-2,5 %) i proteina soje (0-1,5 %) na veli¢inu kapsula, oblik,
morfoloske karakteristike kao i uéinkovitost inkapsulacije. Pri tome su zakljucili kako nize
koncentracije alginata doprinose sfericnom obliku kapsula, dok pri viSim koncentracijama
alginata dolazi do odgodenog otpustanja eteri¢nog ulja. Nije uofena ovisnost uéinkovitosti
inkapsulacije o razli¢itim udjelima alginata i proteina soje. Takoder, uocili su kako dodatak
proteina soje (do 1 %) povecava sposobnost bubrenja i odgada otpustanje eteri¢nog ulja. Nakon
susenja kapsula, uocili su naboranu povrsinu kapsula koje uz alginat u sastavu imaju i proteine
soje te naruSen oblik kapsula pri udjelima alginata ve¢im od 1,5 %. Ustanovili su i kako dodatak
proteina soje utje¢e na smanjenje veli¢ine kapsula.

Kokina i sur. (2019) su koristenjem elektrostatske ekstruzije kao metode inkapsulacije eteri¢nih
ulja proucavali utjecaj inkapsuliranog eteri¢nog ulja na sposobnost neutralizacije slobodnih
radikala tijekom vremena. Inkapsulacijom elektrostatskom ekstruzijom eteri¢nih ulja lavande,
Cajevca, bergamota i peperminta, uz udio od 4 % eteri¢nog ulja i 2 % alginata te liofilizacijom,
uoceno je zadrzavanje antioksidativnog potencijala nakon 12 mjeseci kod svih uzoraka eteri¢nih
ulja. Time zaklju¢uju kako je inkapsulirano eteri¢no ulje pogodnije i otpornije na procesiranje
od slobodnog etericnog ulja. Takoder, nisu uo€ili znaCajne razlike u morfoloSkim

karakteristikama dobivenih kapsula prilikom korisStenja razlicitih eteri¢nih ulja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIALI

3.1.1 Eteri¢no ulje sjemenki komoraca

Za provodenje eksperimentalnog dijela rada koriSteno je komercijalno dostupno eteri¢no ulje
sjemenki komoraca (Foeniculum vulgare Mill.) tvrtke IREKS AROMA d.o.0., Jastrebarsko,

koje je bilo cuvano pri +4 °C do koristenja.

3.1.2. Kemikalije i standardi

e Destilirana voda

e Natrijeva sol alginske kiseline niske viskoznosti (NaAlg) (Alfa Aesar, Kandel,
Njemacka)

e lzolat proteina sirutke, Volactive UltraWhey 90 instant (Volac, Hertfordshire, Velika
Britanija)

e Emulgator Tween ©20 za molekularnu biologiju (AppliChem GmbH, Darmstadt,
Njemacka)

e Bezvodni kalcijev klorid (CaCl,) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Priprema 5%-tni kalcijev klorid: odvaze se 50 g kalcijevog klorida i kvantitativno
prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)
Priprema 1 M natrijev hidrogenkarbonat: odvaze se 8,401 g natrijeva
hidrogenkarbonata i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

e Bezvodni natrijev sulfat (Na2SO4) (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)

e 96%-tni etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
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3.1.3. Aparatura i pribor

Staklene ¢aSe, volumena: 10, 50, 100, 150, 250, 500 i 1000 mL

Stakleni lijevak

Staklena menzura volumena 100 i 500 mL

Metalna Zli¢ica

Metalna Spatula

Tikvica s okruglim dnom volumena 250 mL

Stakleni ¢ep za tikvicu s okruglim dnom

Odmjerna tikvica volumena 100 mL

Odmjerna tikvica volumena 1000 mL

Aparatura za izolaciju eteri¢nog ulja po Clevengeru (Europska Farmakopeja, 2008)
Viale, volumena 1,5 mL (navoj N9, ravno dno, 11,6 x 32 mm grad.)
Plasti¢ni ¢ep sa septom za vialu

Plasti¢ne ladice za vaganje

Plasti¢ne posude

Plasti¢ne posudice (urinarke)

Plasti¢ne Falcon epruvete volumena 15 mL

Plasti¢ni ¢epovi za Falcon epruvete

Plasti¢ni pladanj

Magneti

Filter papir

Stani¢evina

Univerzalni lakmus papir

Mikropipete Eppendorf, volumena 10, 100 i 1000 pL

Analiticka vaga (OHAUS, Parsippany, SAD)

Digitalni homogenizator ULTRA-TURRAX T25 (IKA, Staufen, Njemacka)
BUCHI inkapsulator B-390 (Biichi Labortechnik AG, Flawil, Svicarska)
Magnetska mijesalica RT 5 power (IKA, Staufen, Njemacka)

BUCHI vodena kupelj Heating Bath B-490 (Biichi Labortechnik AG, Flawil,

Svicarska)
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e Mikrometar s digitalnim zaslonom DIGI-MET (Helios-Preisser, Gammertingen,
Njemacka)

e Liofilizator Alpha 1-4 LSCPIlus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,
Osterode am Harz, Njemacka)

e Vodena kupelj s tresilicom (MEMMERT, Schwabach, Njemacka)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema otopina alginata, proteina i emulzija

Priprema otopina alginata

U staklene ¢aSe s 500 mL destilirane vode, na povrsinu se posipa redom 5; 7,5 1 10 g natrijeve
soli alginske kiseline, kako bi se dobile otopine alginata odgovarajuceg udjela, (1, 1,51 2 %,
m/V). Pripremljene otopine se odloze u hladnjak da odstoje 72 h. Prije koriStenja, otopine se

promijesaju na Ultra-Turrax homogenizatoru.

Priprema otopine proteina

Izvaze se 0,375 1 0,75 g izolata proteina sirutke te prenese u staklenu ¢asu s 50 mL destilirane
vode 1 lagano promijesa kako bi se dobile otopine odgovaraju¢eg udjela proteina (0,751 1,5 %,
m/V). Dodavanjem 0,750 mL 1 M natrijevog hidrogenkarbonata podesi se pH otopine na 8 te se

otopina proteina sirutke zagrijava u vodenoj kupelji 40 min pri temperaturi 80 °C.

Priprema emulzija

Emulzije se pripreme prema planu eksperimenta prikazanom u tablici 4, pri ¢emu se u staklenu
¢asu doda 50 mL alginata, zatim 50 mL destilirane vode ili otopine proteina, ovisno o kojem
uzorku se radi. Zatim se u sve uzorke doda eteri¢no ulja sjemenki komoraca (5 %, m/V) te

emulgator (0,5 %, m/V). Sve zajedno se stavi na homogenizaciju 3 min.
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Tablica 4. Plan eksperimenta

uDIO uDIO
UZORAK SUSENJE ALGINATA PROTEINA

(%) (%)
1 0
2 1 0,75
3 1,5
4 0
5 zrak 1,5 0,75
6 1,5
7 0
8 2 0,75
9 1,5
10 1 0
11 0,75
12 1,5
13 0
14 liofilizacija 1,5 0,75
15 1,5
16 0
17 2 0,75
18 1,5

3.2.2. Elektrostatska ekstruzija

Dobivena emulzija se prebaci u staklenu bocu te se inkapsulacija provodi na uredaju Biichi

Encapsulator B-390, prema parametrima prikazanim u tablici 5.

Tablica 5. Parametri elektrostatske ekstruzije

Frekvencija (Hz) 60

Elektroda (V) 500

Amplituda 6

Tlak (mbar) Tlak se regulira ovisno o viskoznosti uzorka

do max. 1000 mbar

U plasti¢nu posudu se ulije 5 %-tni kalcijev Kklorid, stave 2 magneta te se ona postavi na

magnetsku mijesalicu ispod otvora igle inkapsulatora.
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Alginat iz emulzije, prilikom kontakta s dvovalentnim kalcijevim ionima stvara mrezu gela pri
¢emu dolazi do nastanka kapsula omotanih kalcijevim alginatom.

Dobivene kapsule se zatim ostave na mijeSanju na magnetskoj mijesalici, u otopini 5 % kalcijeva
klorida oko 15 min. Nakon mijeSanja, kapsule se profiltriraju kroz filter papir i stakleni lijevak

te isperu destiliranom vodom.
3.2.3. Susenje na zraku i liofilizacija
Nakon filtracije, kapsule (uzorci 1-9) se postave na filter papir u tankom sloju (slika 6) i ostave

72 h da se suse na zraku (slika 7). Uzorci 10-18 se suSe postupkom liofilizacije. Prije postupka
liofilizacije uzorci se zamrznu pri -80 °C, a liofilizacija se provede pri -55 °C/24 h.

Slika 6. Mokre kapsule prije suSenja na zraku (vlastita fotografija)
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Slika 7. Suhe kapsule nakon suSenja na zraku (vlastita fotografija)

3.2.4. Karakterizacija kapsula

3.2.4.1. Iskoristenje postupka inkapsulacije

Iskoristenje (eng. microencapsulation process yield, Y) je odnos izmedu mase dobivenih
kapsula i mase koristene emulzije.

Iskoristenje postupka inkapsulacije ra¢una se prema jednadzbi [1] (Benavides i sur., 2016):

Y (%) = =€ 100 [1]

Mem
gdje je:

mmc= masa dobivenih kapsula (g)

Mem= masa koriStene emulzije (g)
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3.2.4.2. Ucinkovitost inkapsulacije i kapacitet uklapanja

Ucinkovitost inkapsulacije (eng. encapsulation efficiency, EE) i kapacitet uklapanja (eng.

loading capacity, LC) racunaju se prema jednadzbama [2-3] (Benavides i sur., 2016):

EE (%) = =2 -100 [2]
mo
LC (%) = m 100 [3]

gdje je:
Mo= pocetna masa etericnog ulja (g)
Meo= masa inkapsuliranog eteri¢nog ulja (g)

ma= masa polimera (alginata) (g)

Princip metode

Izolacija eteri€nog ulja iz kapsula (inkapsuliranog eteri¢nog ulja sjemenki komoraca) izvedena
je postupkom vodene destilacije, u aparaturi prema Clevengeru.

Pomocu analiticke vage odvaze se 1 g kapsula te se one prenesu u tikvicu s okruglim dnom
volumena 250 mL. Zatim se u tikvicu s uzorkom doda 100 mL destilirane vode i postavi se
aparatura po Clevengeru u koju se doda destilirane vode. Ukljuci se protok vode 1 tikvica se
kontinuirano zagrijava. Vrijeme provodenja destilacije je 2 h, a pocinje se mjeriti od trenutka
kada se kondenzira prva kap destilata u vodenom hladilu. Nakon zavrSenog vremena destilacije,
ocita se volumen izdvojenog eteri¢nog ulja u graduiranom separatoru te se ono sakupi u vijalu.
Kako bi se uklonio moguéi ostatak vode, u vijalu s izdvojenim etericnim uljem se doda
bezvodnog natrijevog sulfata. U Cistu vijalu se pipetom izdvoji eteri¢no ulje i skladisti pri -18

°C radi provodenja daljnjih analiza.

3.2.4.3. Odredivanje velicine i oblika kapsula
Velicina (eng. bead size) mokrih i suhih kapsula svakog uzorka se mjeri mikrometrom. Kapsule

(10 kom) svakog uzorka se mjere u mokrom obliku, nakon inkapsulacije te nakon suSenja, na

zraku ili nakon liofilizacije (slika 8). Mjeri se promjer kapsule na najduzem dijelu kapsule (dmax)
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i promjer kapsule okomit na dmax (dmin).

Slika 8. Liofilizirane kapsule prije mjerenja

Za svaki uzorak odredene su prosjecne vrijednosti dmax i Omin, iz kojih su onda izracunate

prosjeéne vrijednosti promjera suhih i mokrih kapsula.

3.2.4.4. Odredivanje faktora sfericnosti

Deformacija kapsula u odnosu na pravilan sfericni oblik se racuna i izrazava kao faktor
sferi¢nosti (eng. sphericity factor, SF).

Faktor sferi¢nosti se ratuna prema formuli koju su opisali Chan i sur. (2009) [4]:

— (dmax=dmin)
SF B (dmax+dmin) [4]

gdje je:
dmax = najdulji promjer (mm)

dmin= najkraci promjer okomit na najdulji promjer (mm)
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3.2.4.5. Odredivanje faktora skupljanja

Smanjenje u veli¢ini kapsula poslije suSenja se izrazava faktorom skupljanja (eng. shrinkage

factor, ksf) 1 racuna se prema jednadzbi [5] (Chan i sur., 2011):

(dp—d )
(ka)(Suéenje): b b(sudhbe kapsule) [5]

gdje je:
dv= prosjek promjera mokrih kapsula (mm)

db(sune kapsuley= Prosjek promjera nakon susenja (mm)
3.2.4.6. Bubrenje kapsula

Princip metode

Metoda odredivanja bubrenja kapsula (eng. beads swelling) se temelji na mjerenju promjene
mase kapsula nakon upijanja vode u odredenim vremenskim intervalima.

Na analitickoj vagi se izvaze 50 mg kapsula (suSenih na zraku) 1 30 mg kapsula (liofiliziranih) 1
prebaci u plastiéne Falcon epruvete od 15 mL. Doda se 10 mL destilirane vode i zatvori
plasti¢nim ¢epom. Od svakog uzorka pripremi se 8 epruveta koje se postave u vodenu kupelj s
tresilicom na sobnu temperaturu i pod treSnjom od 100 rpm.

Svakih 20 min se izvadi po 1 epruveta od svakog uzorka, profiltrira filter papirom kroz stakleni
lijevak 1 lagano pobriSe stanicevinom. Nabubrene kapsule se prebace u plasticnu posudicu za

vaganje i izvaZu na analitickoj vagi.

Omijer bubrenja (eng. swelling ratio, Mt) se ra¢una prema formuli (Levi¢ i sur., 2015):

_ (my—my)
M) == [6]
gdje je:
m:= masa kapsula nakon bubrenja (mg)

m>= masa kapsula prije bubrenja, u suhom obliku (mg)
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3.2.5. Obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa i statisticku obradu podataka koriSten je programski sustav
Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, SAD). Eksperimenti su dizajnirani kao puni faktorijalni
dizajn na dvije (nacin susenja kapsula) odnosno tri razine (udio alginata i proteina sirutke). Za
statisticku analizu primijenjena je multifaktorska analiza varijance uz Tukey HSD test, pri cemu

je statisti¢ki znacajna razlika razmatrana na razini p < 0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).
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4, REZULTATI | RASPRAVA
Cilj ovog istrazivanja bio je optimirati udjele alginata, proteina sirutke i nacina susenja za
iskoriStenje postupka inkapsulacije eteriénog ulja sjemenki komoraca postupkom elektrostatske
ekstruzije i1 karakteristike dobivenih kapsula. Pripremljene su emulzije u kojima su varirani
udjeli alginata i proteina sirutke te su primijenjena 2 nacina suSenja dobivenih kapsula. Na taj
nacin dobiveno je 18 uzoraka inkapsuliranog etericnog ulja sjemenki komoraca. Za svaki uzorak
odredeno je iskorisStenje postupka inkapsulacije, u¢inkovitost inkapsulacije, kapacitet uklapanja,
kao 1 veli¢ina i oblik kapsula. Zatim je ispitano bubrenje kapsula rehidracijom u vodenom
mediju. Statistickom analizom ispitane su razlike izmedu uzoraka te je ispitan utjecaj dodatka
razli¢itih udjela alginata i proteina sirutke na karakteristike postupka inkapsulacije i
karakteristike kapsula. Na kraju su odredeni optimalni parametri za dobivanje kapsula

najpozeljnijih karakteristika.

4.1. Iskoristenje postupka inkapsulacije

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

48.19 49,67 39.10 4691 4930 51.73 5292 56.68 51.82 4342 37.75 52.05 4738 50.70 47.57 5301 5450 56.97
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Slika 9. Iskoristenje postupka inkapsulacije
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Rezultati iskoriStenja postupka inkapsulacije etericnog ulja sjemenki komoraca (%) prikazani su
na slici 9 gdje je vidljivo kako je iskoristenje postupka odredeno u rasponu od 37,75 do 56,97
%, uz prosjecnu vrijednost 49,43 + 0,87 %. Najvise iskoristenje postupka je odredeno u uzorku
18 (56,97 %), u kojem je udio alginata 2 % i udio proteina 1,5 % te je uzorak osusen
liofilizacijom. NajniZe iskoriStenje postupka je zabiljezeno u uzorku 11 (37,75 %) s udjelom
alginata od 1 % 1 udjelom proteina od 0,75 % te pri susenju liofilizacijom.

Pregledom dostupne literature ne postoje podaci o inkapsulaciji etericnog ulja sjemenki
komoraca elektrostatskom ekstruzijom. No, Benavides i sur. (2016) prilikom inkapsulacije
eteriCnog ulja timijana postupkom ionskog geliranja dobili su visi raspon iskoriStenja, koji je
iznosio od 60,2 do 62,3 % s prosje¢nom vrijednosti od 61,2 %. Relativno niska iskoristenja
dobivena u ovome radu mogu biti objasnjena tehnickim razlozima tj. gubitkom emulzije
prilikom prijenosa izmedu crijeva za emulziju i igle, kao i gubitaka tijekom kapanja i prijenosa

emulzije.

Tablica 6. Utjecaj udjela alginata i proteina sirutke te nacina susenja na postupak inkapsulacije

eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

p <0,01* p <0,01* p <0,01*
45,03 + 1,092 17,66 + 0,412 58,17 + 0,38"
48,93 + 1,09° 26,69 + 0,41° 61,82 + 0,38°
54,32 + 1,09° 22,55+ 0,41° 51,45 + 0,382

p=0,68 p <0,01* p <0,01*
48,64 + 1,092 18,38 + 0,412 53,03 + 0,382
49,76 + 1,092 22,16 + 0,41° 55,91 + 0,38"
49,87 + 1,092 26,37 +0,41° 62,49 + 0,38°
- p<0,01* p<0,01*
16,20 + 0,332 53,07 + 0,312
28,40 + 0,33° 61,22 +0,31°
49,43 + 0,87 22,30 + 2,01 57,14 + 2,13

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. *p < 0,05. Vrijednosti oznacene
razli¢itim slovima unutar jedne kuéice medusobno se statisticki razlikuju na p <0,05.

Tablica 6 prikazuje rezultate statistiCke analize utjecaja alginata i proteina sirutke te nacina
susenja na iskoriStenje postupka inkapsulacije etericnog ulja sjemenki komoraca. Prema

rezultatima statisticke analize udio alginata ima znac¢ajan utjecaj na iskoristenje procesa, tako

29



Sto porastom udjela alginata dolazi 1 do povecanja iskoriStenja procesa. Najveéi porast
iskoristenja procesa primjecuje se kod udjela alginata od 2 % (54,32 + 1,09 %), a najmanji pri
udjelu alginata od 1 % (45,03 + 1,09 %). Udio proteina sirutke nema statisticki znacajnog
utjecaja na iskoriStenje procesa. Ukoliko promatramo iskoriStenje, najvece vrijednosti su
dobivene pri udjelu alginata od 2 %, a kako nema statisti¢ki znac¢ajnog utjecaja udjela proteina
na iskoriStenje, zbog financijskog parametra | smanjenja tro§kova, izostanak proteina sirutke je

optimalan.

4.2. Ucinkovitost inkapsulacije i kapacitet uklapanja

Tablica 7. Uc¢inkovitost inkapsulacije i kapacitet uklapanja

1 15,46 61,27
2 18,01 64,69
3 16,85 63,08
4 16,82 53,13
5 18,91 56,47
6 15,92 51,65
7 13,05 39,63
8 13,45 42,01
9 16,69 45,80
w0 6,16 37,88
TR 6.5 39,54
IR 0278 62,60
e 27,58 65,17
T 5195 78,28
s 26,00 66,31
DT 31,04 61,18
o 2394 54,55
T 36,61 65,57
_ 22,30+ 2,01 57,14 + 2,13

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti + standardna devijacija.

Rezultati ucinkovitosti postupka inkapsulacije eteriénog ulja sjemenki komoraca (%) Su
prikazani u tablici 7, gdje je vidljivo da je u¢inkovitost odredena u rasponu od 6,16 do 51,95 %,

dok je prosjecna vrijednost 22,30 + 2,01 %. Najvisa ucinkovitost je odredena u uzorku 14 (51,95
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%) s udjelom alginata od 1,5 % i udjelom proteina 0,75 % te nakon suSenja liofilizacijom. S
druge strane, najniza ucinkovitost je zabiljeZena kod uzorka 10 (6,16 %) u kojem je udio alginata
1 % 1 bez dodatka proteina te nakon susenja liofilizacijom.

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju se slazu s onima iz istrazivanja Sangsuwan i Sutthasupa
(2019) koji su inkapsulirali eteri¢na ulja klin¢i¢a, lavande i ruzmarina ionskim geliranjem
koristenjem kitozana i alginata. U¢inkovitost inkapsulacije eteri¢nih ulja u kapsulama kitozana
bila je znatno niza (4,91-12,80 %) od rezultata dobivenih za inkapsulaciju s alginatom gdje se
ucinkovitost kre¢e od 17,78 do 60,41 %. Primijetili su i kako poveéanjem udjela etericnog ulja
dolazi do pada ucinkovitosti inkapsulacije, $to se objasnjava zasi¢enjem kapsula uklapanjem
eteri¢nih ulja.

Benavides i sur. (2016) su takoder uocili kako dolazi do smanjivanja u¢inkovitosti inkapsulacije
povecanjem udjela etericnog ulja, Sto se moze objasniti ogranicenom mogucnosti kapsule da
sadrzi ulje. Kako se povecava udio eteri¢nog ulja, znacajna koli¢ina je blizu povrSine kapsule te
prilikom susSenja kapsula dolazi do hlapljenja eteri¢nog ulja ¢ime se smanjuje ucinkovitost
inkapsulacije. Medutim, Benavides i sur. (2016) navode kako su optimalni uvjeti za
inkapsulaciju 1 % udio alginata, 2 % udio eteri¢nog ulja te se u tim uvjetima postize u¢inkovitost
inkapsulacije etericnog ulja timijana od 85 %. U ovom istrazivanju koristeno je 5 % eteri¢nog
ulja sjemenki komoraca te se time moze objasniti niZza uc¢inkovitost postupka inkapsulacije od
onih navedenih u literaturi.

Prema rezultatima statisticke analize prikazanim u tablici 6, sva tri ispitivana parametra (udio
alginata, udio proteina sirutke i nacin suSenja) imaju znacajan utjecaj na ucinkovitost
inkapsulacije. Rezultati upucuju na to da postoji statisticki znacajna razlika u ucinkovitosti
inkapsulacije obzirom na udio alginata. Udio alginata od 1,5 % dovodi do najvece ucinkovitosti
postupka inkapsulacije (26,69 + 0,41%), dok udio alginata od 1 % dovodi do najmanje
ucinkovitosti inkapsulacije (17,66 = 0,41%).

Takoder, postoji statisticki znacajna razlika izmedu udjela proteina sirutke i ucinkovitosti
inkapsulacije. Najvisi udio proteina sirutke (1 %) dovodi do najvece u¢inkovitosti inkapsulacije
(26,37 = 0,41 %), dok izostanak proteina sirutke uzrokuje najnizu vrijednost ucinkovitosti
inkapsulacije (18,38 £ 0,41 %).

Iz prikazanih rezultata je vidljivo kako liofilizacija ima znacajno ve¢i utjecaj na ucinkovitost
postupka inkapsulacije od susenja na zraku.

Mehta i sur. (2022) isti¢u da se kapsule dobivene elektrostatskom ekstruzijom mogu susiti,
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primjerice liofilizacijom, Sto dovodi do poroznosti strukture kapsule, snizavanja u¢inkovitosti
inkapsulacije i slabije zastite jezgre kapsule. Medutim u ovom istraZivanju to se moze primijeniti
samo na uzorke 10 1 11 koji imaju najnizi udio alginata 1 bez dodatka proteina, a suSene su
liofilizacijom, dok ostali uzorci suseni liofilizacijom imaju vecu uc¢inkovitost inkapsulacije.
Yilmaztekin i sur. (2019) provodili su inkapsulaciju etericnog ulja peperminta elektrostatskom
ekstruzijom uz Ca-alginat, Zelatinu/alginat i karnauba vosak kao nosace. Najvecu u¢inkovitost
inkapsulacije prikazuje Ca-alginat (98,4 + 4,3 %), zatim karnauba vosak (94,2 + 7,8 %), dok
zelatina/alginat nosa¢ prikazuje najnizu uc¢inkovitost inkapsulacije (13,2 £ 1,2 %). 1z navedenog
koristenja Zelatine/alginata kao nosaca. Velike razlike izmedu rezultata dobivenih u ovome
istrazivanju, i onih prisutnih u literaturi se mogu objasniti odbojnim silama izmedu hidrofilnih
nosaca i etericnog ulja kao i kompleksnoj strukturi eteri¢nog ulja komoraca.

U istrazivanju kojeg su proveli Voli¢ i sur. (2018) uc¢inkovitost inkapsulacije se kretala u rasponu
75-89 %, ovisno o razli¢itim udjelima alginata i proteina soje, pri ¢emu je kod koristenja alginata
bez proteina soje dobivena ucinkovitost od 72 %. Navedeni rezultati se slazu s rezultatima
dobivenim u ovom istrazivanju, gdje je vidljivo kako uzorci 1, 4, 7, 10, 13 1 16, koji su dobiveni
bez dodatka proteina sirutke, prikazuju trend nizih vrijednosti uc¢inkovitosti inkapsulacije od
uzoraka koji u svom sastavu imaju odredeni udio proteina sirutke. Voli¢ i sur. (2018) to
objasnjavaju ¢injenicom da se alginatnim kapsulama pripisuje visoka poroznost, Sto uzorkuje
curenje jezgre 1 difuziju inkapsuliranog materijala u omotac gela ili u vodeni medij. Kako bi se
to izbjeglo, predlazu koriStenje ostalih polimera (poput kitozana) u kombinaciji s alginatom.
Medutim, navode kako u¢inkovitost inkapsulacije ne ovisi isklju¢ivo o koncentracijama alginata
i proteina soje.

Soliman i sur. (2013) su u provedenom istrazivanju kod ucinkovitosti inkapsulacije eteri¢nih
ulja cimeta, klinCi¢a i timijana, uocili kako ucinkovitost raste od 70-80 % pri upotrebi 1 %
alginata do 90 % kod dodatka 2 % alginata. To objasnjavaju tako $to pove¢anjem udjela alginata
dolazi do nastanka gustih i zbijenih struktura s porama koje zarobe kapljice etericnog ulja.
Medutim rezultati istrazivanja prikazani u ovome radu ne prikazuju trend porasta ucinkovitosti
inkapsulacije povecanjem koncentracije alginata, zbog pretpostavke kako su dodani proteini
zauzeli slobodni prostor u polimernom matriksu koji je predviden za ulje.

Gledaju¢i ucinkovitost inkapsulacije udio alginata od 1,5 %, udio proteina od 1 %, te susenje

liofilizacijom prikazuju najvece vrijednosti te se navedeni uvjeti mogu smatrati optimalnima.
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Tablica 7 prikazuje kapacitet uklapanja etericnog ulja sjemenki komoraca (%). Iz prikazanog je
vidljivo kako se kapacitet uklapanja kre¢e u rasponu 37,88 do 82,60 %, a prosjecna vrijednost
iznosi 57,14 + 2,13 %. Najvisi kapacitet uklapanja je odreden u uzorku 12 (82,60 %) s 1 %
alginata, 1,5 % proteina i nakon postupka suSenja liofilizacijom. NajniZa vrijednost kapaciteta
uklapanja odredena je u uzorku 10 (37,88 %) s 1 % alginata i bez dodatka proteina te nakon
postupka susenja liofilizacijom.

Dobiveni rezultati su u skladu s onima dobivenim u istrazivanju kojeg su proveli Gallo i sur.
(2020) na inkapsulaciji eteri¢nog ulja origana ionskim geliranjem, uz dodatak proteina sirutke,
gdje se kapacitet uklapanja kretao od 64,19 + 0,017 do 78 + 0,017 %. Mokre kapsule, dobivene
ionskim geliranjem, prekrivene proteinima sirutke prikazale su najvisi kapacitet uklapanja (78 +
0,017 %), dok one dobivene ionskim geliranjem, bez proteina sirutke i liofilizirane su pokazale
najnizu vrijednost kapaciteta uklapanja (64,19 + 0,017 %). Rezultati pokazuju kako oblaganje
alginatnih kapsula s proteinima sirutke i njihovim elektrostatskim interakcijama povecava
izvedba inkapsulacije. Dok s druge strane, u njihovom istrazivanju, liofilizacija je imala suprotan
uc¢inak. Uzorci s 1 bez dodanih proteina imali su znacajno manji kapacitet uklapanja nakon
liofilizacije. Moguce objasnjenje je gubitak hlapljivih tvari zajedno s vodom prilikom procesa
liofilizacije, $to nije primije¢eno u ovom istrazivanju.

Prema dobivenim rezultatima statisticke analize, vidljivo je kako sva tri ispitivana parametra
(udio alginata, udio proteina sirutke i nacin suSenja) znacajno utjecu na kapacitet uklapanja
(tablica 6). Najveca vrijednost kapaciteta uklapanja zabiljeZena je pri udjelu alginata od 1,5 %
(61,82 + 0,38 %), dok udio od 2 % daje najnizu vrijednost (51,45 + 0,38%).

Takoder vidljivo je da udio proteina sirutke znacajno utjece na u€inkovitost inkapsulacije, pri
¢emu udio od 1 % osigurava najveci kapacitet uklapanja (62,49 £ 0,38%), dok su izostankom
proteina sirutke dobivene najnize vrijednosti kapaciteta uklapanja (53,03 = 0,38 %). Prikazani
rezultati ukazuju kako postupak liofilizacije znacajno utjece na povecanje kapaciteta uklapanja
(61,22 £ 0,31 %) u odnosu na rezultate dobivene nakon suSenja na zraku (53,07 £ 0,31 %).
Dobiveni rezultati nisu u skladu s rezultatima prikazanim u literaturi, medutim, prilikom
liofilizacije koriSteni su drugaciji uvjeti i viSe temperature.

Benavides i sur. (2016) navode kako su optimalni uvjeti za inkapsulaciju 1 % udio alginata, 2 %
udio eteri¢nog ulja, posto se u tim uvjetima moze uklopiti vise od 50 % etericnog ulja timijana.
Najbolji rezultati su primijeceni kod udjela ulja od 2 %, i tada je kapacitet uklapanja iznosio

> 85 %. Navode kako su ranija istrazivanja pokazala u¢inkovitost od 83,8 %, medutim postupak
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je zahtijevao koristenje emulgatora kako bi se postiglo zadrzavanje ulja.

Gledaju¢i najvece dobivene vrijednosti kapaciteta uklapanja, udio alginata od 1,5 %, proteina

od 1 % 1 uz liofilizaciju kao nacin suSenja, mogu se smatrati kao optimalni uvjeti za kapacitet

uklapanja.

4.3. VeliCina i oblik kapsula

dmax

2,97 +0,21
3,38 +0,19
3,25+0,13
3,24 +0,20
3,43+0,14
3,57 +0,23
3,44 +0,20
3,42+0,21
3,40 +0,13
3,00+ 0,25
3,17 +0,10
3,10 + 0,05
3,17+ 0,08
3,32+0,35

. 15 332+0,19
. 16 363+0,16

3,44 +0,16
3,67+0,19

Amin
2,66 + 0,17
3,07+£0,14
3,01+0,15
2,84 £ 0,23
3,20+ 0,14
3,20+0,13
3,07+£0,18
3,04 £0,14
3,21+£0,19
2,50 £ 0,23
2,88 £ 0,18
2,93+0,17
2,96 + 0,10
2,97 £0,18
2,93+0,22
3,27 £0,15
3,08 +£0,21
3,39+0,24

dmax

2,04 0,10
1,99+0,13
1,92 + 0,09
1,83+£0,12
1,97 +0,10
1,83 +0,05
1,74 +0,15
1,71+0,11
1,73+0,11
2,70 + 0,37
2,65+0,33
2,75+0,21
2,59 + 0,27
2,71 +0,24
2,43 +£0,26
2,52+0,11
2,65+0,35
2,62+0,19

Prosjecna vrijednost
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti + standardna devijacija.

Tablica 8. Veli¢ina mokrih i suhih kapsula

dmin
1,70 £ 0,26
1,47 + 0,17
1,54 £ 0,28
1,35+ 0,22
1,38 + 0,25
1,18 £ 0,12
1,36 + 0,08
1,51 +0,10
1,51 + 0,08
1,88 + 0,23
1,99+ 0,11
2,24 £ 0,32
2,07 +£0,25
2,29 £ 0,26
2,02 +£0,27
1,88 + 0,06
1,96 + 0,24
2,03+0,24

2,82+0,25
3,23+0,23
3,13+0,18
3,04 +£0,29
3,31+0,18
3,38 £ 0,26
3,25+0,26
3,23 +0,26
3,31+0,18
2,75+£0,35
3,02+0,21
3,01+£0,15
3,06 £0,14
3,15+0,32
3,13+0,28
3,45+0,24
3,26 + 0,26
3,53+0,25
3,17+ 0,20

1,87 + 0,26
1,73+0,30
1,73+0,28
1,59 +£0,30
1,67 +0,35
1,50 £0,35
1,55+0,23
1,61+0,15
1,62 +£0,15
2,29 £0,52
2,32+0,42
2,50 £ 0,37
2,83 28 0 37
2,50+0,33
2,22 +0,33
2,20+0,34
2,31+0,46
2,33 +0,37
1,99+ 0,36

Veli¢ine mokrih i suhih kapsula prikazane su u tablici 8 gdje je vidljivo kako se promjeri dmax

mokrih kapsula kre¢u u rasponu od 2,97 + 0,21 do 3,67 £ 0,19 mm. Najvisa vrijednost dmax

mokrih kapsula je odredena u uzorku 18 (3,67 = 0,19 mm), u kojemu je udio alginata 2 %,

proteina 1,5 % te su kapsule suSene liofilizacijom. Najniza vrijednost dmax mokrih kapsula

34



odredena je u uzorku 1 (2,97 £ 0,21 mm) s udjelom alginata od 1 % i bez dodatka proteina te
nacinom suSenja uzorka na zraku. Dobivene vrijednosti su viSe od onih zabiljezenih u
istrazivanju koje su proveli Voli¢ i sur. (2018) pri inkapsulaciji etericnog ulja timijana
elektrostatskom ekstruzijom, koriste¢i alginat i proteine soje kao nosace. U njihovom
istrazivanju dmax mokrih kapsula odreden je u rasponu od 1,295 do 2,016 mm, gdje je najveci
promjer zabiljezen pri najve¢em udjelu proteina.

Promjeri dmin mokrih kapsula varirali su od 2,50 = 0,23 do 3,39 £ 0,24 mm. Najvi$a vrijednost
dmin mokrih kapsula je odredena u uzorku 18 (3,39 + 0,24 mm), u kojemu je udio alginata 2 %,
proteina 1,5 % te su kapsule susene liofilizacijom. Najniza vrijednost dmin mokrih kapsula je
odredena u uzorku 10 (2,50 £ 0,23 mm), u kojemu je udio alginata 1 %, bez prisustva proteina i
suSene su liofilizacijom. Dobivene vrijednosti su dvostruko vise od onih dobivenih u istrazivanju
Voli¢ i sur. (2018) gdje je dmin mokrih kapsula odreden u rasponu od 1,250 do 1,631 mm.
Promjeri dmax suhih kapsula odredeni su u rasponu od 1,71 + 0,11 do 2,75 + 0,21 mm. Najvisa
vrijednosti dmax suhih kapsula je odredena u uzorku 12 (2,75 £ 0,21 mm), sastava 1 % udjela
alginata i 1,5 % udjela proteina te nacina susenja liofilizacijom. NajniZza vrijednost dmax Suhih
kapsula odredena je u uzorku 8 (1,71 + 0,11 mm), s 2 % udjela alginata i 0,75 % udjela proteina
te na¢inom susenja na zraku. Dobivene vrijednosti su takoder dvostruko vise od vrijednosti koje
su prikazali Voli¢ i sur. (2018) u svome radu, gdje je dmax Suhih kapsula iznosio od 0,623 do
1,880 mm.

Promjeri dmin suhih kapsula varirali su od 1,18 + 0,12 do 2,29 + 0,26 mm, $to su dvostruko vise
vrijednosti od onih prikazane u radu Voli¢ i sur. (2018), gdje je dmin Suhih kapsula u rasponu od
0,550 do 0,923 mm. Najvisa vrijednost dmin suhih kapsula odredena je u uzorku 14 (2,29 + 0,26
mm), u ¢ijem sastavu je 1,5 % udio alginata 10,75 % udio proteina te liofilizacijom kao na¢inom
susenja. Najniza vrijednost dmin suhih kapsula odredena je u uzorku 6 (1,18 = 0,12 mm), u
kojemu je udio alginata i proteina 1,5 % te su kapsule susene na zraku.

Nadalje, vidljivo je kako je prosje¢na vrijednost veli¢ina mokrih kapsula odredena u rasponu od
2,75 £ 0,35 do 3,53 £ 0,25 mm. U prosjeku, u uzorku 14 (3,53 + 0,25 mm), u ¢ijem sastavu je
1,5 % udio alginata i 0,75 % udio proteina, te je liofilizacija kao nacin susenja, su dobivene
kapsule najvece veli¢ine. Dok su u uzorku 10 (2,75 + 0,35 mm), u kojemu je udio alginata 1 %,
bez prisustva proteina i nacina susenja liofilizacijom, dobivene kapsule najmanje velicine.

U prosjeku, dobivene vrijednosti veli¢ine mokrih kapsula su 3,17 + 0,20 mm, a veli¢ine suhih

kapsula 1,99 + 0,36 mm. Dobivene vrijednosti su u skladu s rezultatima koje su dobili
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Sangsuwan i Sutthasupa (2019) pri inkapsulaciji eteri¢énog ulja klin¢i¢a, lavande i ruZmarina
ionskim geliranjem koriStenjem kitozana 1 alginata. Suhe kapsule kitozana bile su nejednakih
veli¢ina, sferi¢nog oblika promjera 0,6 = 0,1 mm, dok suhe kapsule alginata su imale viSe
sferican oblik promjera 2,5 £ 0,3 mm. Voli¢ i sur. (2018) u svome radu kod inkapsulacije
eteri¢nog ulja timijana kombinacijom alginata i proteina soje kao nosaca, navode kako se
promjer mokrih kapsula se kre¢e od 1,3 do 2,4 mm, a promjer suhih kapsula 0,6 do 1,4 mm.
Benavides i sur. (2016) su pri inkapsulaciji eteri¢nog ulja timijana postupkom ionskog geliranja,
uz alginat kao nosac u udjelu od 1 % dobili prosje¢an promjer mokrih kapsula od 0,890 mm, Sto
je dvostruko manja vrijednost od one dobivene u ovom istrazivanju.

Kokina i sur. (2019) elektrostatskom ekstruzijom su inkapsulirali eteri¢na ulja lavande,
bergamota, cajevca 1 peperminta koriste¢i 2 % natrijevog alginata te su uzorke susili
liofilizacijom. Rezultati njihovog istrazivanja prikazuju kako su promjeri mokrih kapsula
lavande, bergamota, ¢ajevca i peperminta iznosili redom: 1,51 + 0,07, 1,6 £ 0,9, 1,58 £+ 0,08 i
1,46 = 0,09 mm, Sto su nize vrijednosti od onih dobivenih u ovome radu. Nadalje, promjeri suhih
kapsula su bili: 1,4 + 0,2, 1,6 £ 0,9, 1,58 + 0,08 i 1,46 £ 0,09 mm, $to su sli¢ne vrijednosti
dobivene u ovome radu.

Sangsuwan i Sutthasupa (2019) u istrazivanju pri inkapsulaciji eteri¢nog ulja klin¢ica, lavande i
ruzmarina ionskim geliranjem koriStenjem kitozana 1 alginata. Suhe kapsule kitozana bile su
nejednakih veli¢ina, sfericnog oblika promjera 0,6 £ 0,1 mm, dok su suhe kapsule alginata imale
viSe sferi¢an oblik promjera 2,5 + 0,3 mm, $to se podudara s vrijednostima dobivenim u ovome

radu.
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4.4. Faktor sferi¢nosti i faktor skupljanja

Tablica 9. Faktor sferi¢nosti mokrih i suhih kapsula te faktor skupljanja

1 0,06 0,09 0,34

2 0,05 0,15 0,46

3 0,04 0,11 0,45

4 0,07 0,15 0,48

5 0,03 0,17 0,50

6 0,05 0,22 0,55

7 0,06 0,12 0,52

8 0,06 0,06 0,50

9 0,03 0,07 0,51
10 0,09 0,18 0,17
o1 0,05 0,14 0,23
12 0,03 0,10 0,17
13 0,03 0,11 0,24
14 0,05 0,08 0,20
15| 0,06 0,09 0,29
1 0,05 0,14 0,36
o 0,06 0,15 0,29
18 0,04 0,13 0,34
- 0,05 + 0,00 0,13 + 0,01 0,37 £ 0,02

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosti + standardna devijacija.

Iz podataka dostupnih u literaturi, smatra se da ako je faktor sfericnosti SF< 0,05 kapsula je
sferiénog oblika, dok sve viSe vrijednosti oznacavaju ve¢i razmjer iskrivljenja kapsula. Faktor
sfericnosti se koristi za odredivanje odstupanja od sferi¢nog oblika kapsula. Vrijednost 0
oznacava idealnu sferu, dok povecanje vrijednosti znaci viSe deformacija u obliku kapsule
(Kokina i sur., 2019; Benavides i sur., 2016).

U tablici 9 prikazane su dobivene vrijednosti faktora sferi¢nosti mokrih i suhih kapsula te faktor
skupljanja. Vidljivo je kako je faktor sferiénosti mokrih kapsula odreden u rasponu od 0,03 do
0,09 te je prosjecna vrijednost svih uzoraka mokrih kapsula 0,05, §to znaci da su u prosjeku,
mokre kapsule sferi¢nog oblika. Najvecéa vrijednost faktora sferi¢nosti mokrih kapsula dobivena
je uuzorku 10 (0,09), dok najnizu vrijednost faktora sfericnosti mokrih kapsula imaju uzorci 5,

9, 12113 (0,03). Sferican oblik mokrih kapsula prikazuju uzorci: 2, 3,5, 6,9, 11, 12, 13, 14, 16
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i 18.

Yilmaztekin i sur. (2019) pri inkapsulaciji eteriénog ulja peperminta elektrostatskom ekstuzijom
primjecuju kako su mokre kapsule Ca-alginata sfericnog oblika te kako uslijed liofilizacije
dolazi do znacajnog skupljanja kapsule, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.
Kokina i sur. (2019) u svome istrazivanju navode kako bez obzira na koriSteno eteri¢no ulje,
mokre kapsule su imale karakteristican ovalan oblik koji se znatno razlikuje od idealnog
sferiénog oblika, $to nije u skladu s rezultatima dobivenim u istrazivanju. Faktor sferi¢nosti
mokrih kapsula inkapsuliranih eteri¢nih ulja lavande, bergamota, ¢ajevca i peperminta iznosio
je redom: 0,241; 0,294; 0,238 i 0,225.

U istrazivanju Benavides i sur. (2016) svi uzorci mokrih kapsula bili ovalnog, a ne sferi¢nog
oblika, $to se znatno razlikuje od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju. Takoder su uocili
kako povecanje udjela eteri¢nog ulja od 1 do 3 % znacajno utjece na gubitak sferi¢nosti kapsula.
Voli¢ i sur. (2018.) inkapsulacijom etericnog ulja timijana elektrostatskom ekstruzijom uz
alginat i proteine soje kao nosace prikazuju da su faktori sferi¢nosti mokrih kapsula iznosili od
0,001 (alginat 1,5 % i bez proteina soje) do 0,282 (kod alginata od 2,5 % i proteina soje 1,5 %),

Sto su vece vrijednosti nego one dobivene u ovom istrazivanju.

Tablica 10. Utjecaj udjela alginata i proteina sirutke te nacina susenja na karakteristike

inkapsuliranog etericnog ulja komoraca

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. *p < 0,05. Vrijednosti oznacene

p=0,80 p <0,01* p <0,01*
0,05 + 0,002 0,13 + 0,00° 0,30 + 0,002
0,05 + 0,002 0,14 + 0,00° 0,38 + 0,00°
0,05 + 0,002 0,11 + 0,002 0,42 £ 0,00°
p <0,01* p <0,01* p <0,01*
0,06 + 0,00° 0,13 + 0,00° 0,35 + 0,002
0,05 + 0,002P 0,13 + 0,00° 0,36 + 0,00°
0,04 + 0,002 0,12 + 0,002 0,39 + 0,00°¢
- p=0,21 p <0,01*
0,13 £ 0,002 0,45 + 0,00°
0,13 + 0,002 0,26 + 0,002
0,05+ 0,00 0,13+0,01 0,37 £ 0,02

razli¢itim slovima unutar jedne kuc¢ice medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05.
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Tablica 10 prikazuje rezultati statisticke analize utjecaja udjela alginata, proteina sirutke te
nacina susenja na faktor sfericnosti mokrih kapsula eteri¢nog ulja komoraca. Prema rezultatima
statistiCke analize udio alginata statistiCki znacajno ne utjeCe na faktor sferi¢nosti mokrih
kapsula, dok udio proteina sirutke ima znacajan utjecaj na faktor sfericnosti mokrih kapsula.
Najvise vrijednosti faktora sferi€nosti mokrih kapsula su dobivene bez dodatka proteina (0,06 +
0,00), dok su dodatkom proteina od 1 % dobivene najnize vrijednosti (0,04 + 0,00). Dobiveni
rezultati se razlikuju od rezultata dobivenih u istrazivanju Voli¢ i sur. (2018) gdje je odreden
optimalan udio alginata od 1,5 %, pri cemu se dobivaju sferi¢ne kapsule, dok daljnje dodavanje
alginata dovodi do povecane deformacije kapsula uslijed porasta viskoznosti.

Levi¢ i sur. (2015) su u provedenom istrazivanju pri inkapsulaciji D-limonena koriste¢i alginat
kao nosac, zakljucili kako postoji statisticki znacajan porast u promjeru kapsula prilikom
povecanja udjela alginata. To objasnjavaju kao posljedicu povecane viskoznosti vise
koncentriranih Na-alginat emulzija. Navode kako izgleda da povecanje viskoznosti dovodi do
smanjenja jednolikosti kapsula. Primije¢eno je kako ekstruzijom visoko viskoznih polimernih
otopina dolazi do proizvodnje kapsula oblika jajeta ili kapljica, $to objasnjavaju ponasanjem
polimera u elektrostatskom polju, gdje kao rezultat primijenjenog napona, sferi¢ni oblik tekuc¢eg
meniska na vrhu igle je deformiran u stozasti oblik, §to je izraZenije kod alginata vec¢ih
viskoznosti (vecih koncentracija). Kada se takva stozasta kapljica odvoji od igle, i dode u dodir
za otopinom CaCly, stvrdne se u obliku izduzene kapsule. Takoder, primijetili su da nakon
suSenja dolazi do promjene oblika kapsula prema nepravilnim oblicima, §to je vidljivo prema
faktoru sferi¢nosti koji je visi od 0,05.

Dobiveni rezultati statisticke analize prikazuju kako udio proteina sirutke znacajno utjece na
faktor sferi¢nosti mokrih kapsula (tablica 10). Najvecéi je bez prisustva proteina, dok je najmanji
proteina soje na veli¢inu kapsula, potvrdeno je u istrazivanju koje su proveli Voli¢ i sur. (2018)
u kojemu je doslo do statisti¢ki znacajnog smanjenja u veli¢ini kapsula kod istih koncentracija
alginata. Moguce objasnjenje je to $to denaturirani i odmotani proteini soje se takoder mogu
unakrsno povezivati s Ca?" ionima, ¢ineéi jezgru ¢vriéom posto je prisutno vise proteina, §to se
moze primijeniti 1 u slucaju proteina sirutke

Prema kriteriju faktora sferi¢nosti mokrih kapsula, kako udio alginata znacajno ne utjece na
faktor sferi¢nosti mokrih kapsula, zbog financijskog aspekta i smanjenja troskova je optimalno

odabrati udio od 1,0 % alginata. te udio od 1,0 % proteina sirutke.
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Faktor sferi¢nosti suhih kapsula odreden je u rasponu od 0,06 do 0,22 te je prosjecna vrijednost
faktora sferi¢nosti suhih kapsula 0,13 + 0,01. Najveéa vrijednost faktora sferi¢nosti suhih
kapsula je dobivena u uzorku 6 (0,22), dok je u uzorku 8 dobivena najniza vrijednost (0,06).
Dobiveni rezultati prikazuju kako susenjem dolazi do gubitka sferi¢nosti kapsula te niti jedan
uzorak suhih kapsula nije sferi¢cnog oblika.

Kokina i sur. (2019) prikazuju kako je faktor sferi¢nosti suhih kapsula inkapsuliranih eteri¢nih
ulja lavande, bergamota, ¢ajevca i peperminta iznosio redom: 0,521; 0,407; 0,541 1 0,402, $to se
razlikuje od podataka dobivenih u ovom istrazivanju. Razlike se mogu objasniti brzinom toka
emulzije, koriStenog napona sistema, svojstvima inkapsuliranog spoja i promjeru koristene igle.
Prema rezultatima statisticke analize iz tablice 10, na faktor sferi¢nosti suhih kapsula znac¢ajno
utjecu udio alginata i proteina sirutke, dok nacin susenja kapsula, nema znacajnog utjecaja na
faktor sferi¢nosti suhih kapsula. Udio alginata od 1,5 % daje znacajno vise vrijednosti faktora
sferi¢nosti suhih kapsula (0,14 + 0,00), dok dodatak 2 % alginata daje znac¢ajno nize vrijednosti
(0,11 + 0,00). Dok u sluc¢aju dodatka proteina sirutke, viSe vrijednosti faktora sferi¢nosti suhih
kapsula dobivene su pri manjem udjelu proteina.

Kokina i sur. (2019) su takoder primijetili da kod uzoraka koje su susili liofilizacijom dolazi do
deformiranja kapsula i faktor sferi¢nosti je ve¢i od 0,2, §to se u ovom istraZzivanju moze
primijetiti samo u uzorku 6. Znatno povecanje faktora sfericnosti Kokina i sur. (2019)
objasnjavaju tako Sto tijekom liofilizacije dolazi do povecanja volumena vode uslijed
kristalizacije, Sto dovodi do stvaranje porozne povrsine kapsula i puknuc¢a povrsine.

Voli¢ i sur. (2018.) navode puno veci raspon faktora sferi¢nosti suhih kapsula eteri¢nog ulja
timijana dobivenih inkapsulacijom elektrostatskom ekstruzijom uz alginat i proteine soje kao
nosa, te uz suSenjem na zraku. Faktor sfericnosti suhih kapsula u njithovom istrazivanju se kretao
od 0,038 (1,5 % alginata i bez proteina soje) do 0,504 (2,5 % alginata i 2,5 % proteina soje).
Gledaju¢i faktor sferi€nosti suhih kapsula, udio alginata od 2,0 % te udio proteina sirutke od 1,0
% prikazuju najpovoljnije rezultate pa se navedeni uvjeti mogu smatrati optimalnima. Dok nema
znaajnog utjecaja nacina susenja na faktor sfericnosti suhih kapsula, zbog financijskog aspekta
1 smanjenja troskova, optimalan uvjet je suSenje na zraku.

Tablica 9 takoder prikazuje rezultate faktora skupljanja, ¢ije vrijednosti iznose od 0,17 do 0,55.
Najvisa vrijednost faktora skupljanja odredena je u uzorku 6 (0,55), dok je u uzorcima 101 12
odredena najniza vrijednost (0,17). Prosje¢na vrijednost iznosila je 0,37 + 0,02. Dobiveni

rezultati su slicni onima koje su dobili Kokina i sur. (2019) gdje je nakon suSenja liofilizacijom
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kapsula, faktor skupljanja je iznosio kod etericnog ulja lavande: 0,397, bergamota 0,367, Cajevca
0,331 i peperminta 0,348. Levi¢ i sur. (2015) su primijetili da kod dodatka arome, dolazi do
manjeg skupljanja kapsula §to objasnjavaju time da §to je viSe arome prisutno, to je manje vode
koja mozZe ispariti.

Sva tri ispitivana parametra (udio alginata, proteina sirutke i nacin suSenja) imaju statisticki
znacajan utjecaj na faktor skupljanja (tablica 10). Rezultati prikazuju kako porastom udjela i
alginata i proteina sirutke se zna¢ajno povecava vrijednost faktora skupljanja, dok su zna¢ajno
nize vrijednosti dobivene s udjelom alginata od 1 % 1 bez prisustva proteina sirutke. Najvise
vrijednosti su dobivene kod udjela alginata od 2 % (0,42 + 0,00), a najnize kod udjela od 1 %
(0,30 = 0,00). Izostanak proteina sirutke daje najnizu vrijednost (0,35 + 0,00), dok je najvisa pri
udjelu od 1 % (0,39 + 0,00).

Takoder, postoji znaCajan utjecaj nacina suSenja na faktor skupljanja te dobiveni rezultati
prikazuju kako je faktor skupljanja veéi kod suSenja na zraku nego pri liofilizaciji.

Gledaju¢i faktor skupljanja, udio alginata od 1,0 % te izostanak proteina sirutke pokazuju

najbolje rezultate te se uz susenje liofilizacijom dobivaju optimalni uvjeti.

4.5. Bubrenje kapsula
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Slika 10. Bubrenje kapsula osusenih na zraku
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Slika 10 prikazuje rezultate bubrenja kapsula susenih na zraku te je vidljivo kako je nakon 20
min doSlo do bubrenja svih 9 uzoraka. Uzorci 2 i 4 prikazuju najvecu vrijednost mase
apsorbirane vode po masi suhog gela nakon pocetnih 20 min, dok uzorci 6, 8 i 9 prikazuju
dvostruko manje vrijednosti. Uzorci 1, 3, 51 7 prikazuju najmanje vrijednosti mase apsorbirane
vode po masi suhog gela nakon pocetnih 20 min.

Vidljivo je kako kod uzoraka 2 i 4 nakon 40 min porast mase apsorbirane vode je znatno manji
I priblizio se vrijednostima dobivenim kod uzoraka 3, 4, 6, 7, 8 i 9 dok jedino kod uzorka 1
nakon 40 min dolazi do znatnog povecanja mase apsorbirane vode. Nakon 60 min, kod vecine
uzoraka dolazi do stagnacije, odnosno postizanja ekvilibrija, osim kod uzoraka 1 i 8 gdje dolazi
do povecanja apsorbirane mase vode nakon 100 i 120 min, dok kod uzorka 9 nakon 120 min
dolazi do smanjenja apsorbirane vode.

Kod bubrenja u vodenom mediju, bubrenje suhih kapsula se pripisuje vezanju vode na hidrofilne
grupe alginata. Bubrenje ovisi o transportu vode i Na* iona u kapsulu gela mehanizmima
difuzije. Levi¢ i sur. (2015) u provedenom istrazivanju navode kako je vrijeme reverzibilnog
bubrenja 20 min te to definiraju kao vrijeme potrebno za elasticnu volumetrijsku deformaciju
gela uzrokovanu ulaskom vode u kapsule. Nakon toga vremena, bubrenje Ca-alginat gela u vodi
je u ekvilibriju, stanju ravnoteze. Njihovi rezultati prikazuju kako je reverzibilno bubrenje bilo
izrazenije kod manjih kapsula, onih dobivenih elektrostatskom ekstruzijom (primjenom
napona), nego kod vecih, dobivenih postupkom slobodnog kapanja.

Reverzibilno bubrenje je bilo znatno izrazajnije kod vecih koncentracija Ca-alginata (0,03 u
odnosu na 0,02 g/mL), $to objasnjavaju visim koncentracijama hidrofilnih alginatnih lanaca koje
uzrokuje vecu apsorpciju vode. S druge strane, dodavanje arome djeluje kao fizicka barijera kod

transporta vode.
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Slika 11. Bubrenje liofiliziranih kapsula

Slika 11 prikazuje rezultate bubrenja liofiliziranih kapsula u vodenom mediju te je vidljivo da
nakon 20 min dolazi do bubrenja i pove¢anja mase apsorbirane vode u svim uzorcima. Kod
uzorka 10 dolazi do najvece apsorpcije mase vode do 60 min. U istom uzorku je masa kapsula
vece veliine, ima udio alginata od 1 % i nema proteina sirutke. Takoder, uzorak 10 prikazuje
puno veéu masu apsorbirane vode u prvih 60 min u odnosu na sve uzorke koji su suseni na zraku.
Uzorak 14 takoder ima znatno povecanje mase apsorbirane vode te se takoder radi o uzorku
vec¢ih dimenzija i udjela alginata od 1, 5%.

Kod uzoraka 15 i 18 pretpostavka je da je doslo do gubitka strukturnog integriteta prilikom
liofilizacije te su zbog toga dobivene negativne vrijednosti. Kod uzoraka 13 i 17 nakon 20 min
rehidracije je postignut ekvilibrij te dolazi do stagnacije kod apsorpcije vode, dok kod uzorka 11
to se postize nakon 80 min.

Degroot i Neufeld (2001) su dokazali u svome istrazivanju kako liofilizacija kapsula s alginatom
dovodi do njihovog skupljanja 1 smanjivanja veli¢ine pora te kako uslijed rehidracije one ne
poprimaju isti dijametar, Sto se pripisuje manjim porama liofiliziranih kapsula od mokrih.
Medutim, to je suprotno rezultatima koje su objavili Levi¢ i sur. (2015). S druge strane, Chen i
sur. (2011) u svome istrazivanju prikazuju da dodatak proteina sirutke ne utjeCe na bubrenje
kapsula te nema vidljivih razlika u bubrenju alginatnih kapsula i onih s dodanim proteinima

sirutke, $to je primije¢eno i u Ovom istrazivanju.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjena elektrostatske ekstruzije etericnog ulja sjemenki komoraca pokazala se
ucinkovitom u proizvodnji kapsula pozeljnih karakteristika.

2. Variranjem udjela alginata, proteina sirutke i nadina susenja kapsula odredeno je
iskoriStenje postupka u rasponu od 37,75 do 56,97 %, a udio alginata ima znacajan
utjecaj na iskoristenje procesa, gdje iskoriStenje raste s porastom udjela alginata.

3. Ucinkovitost znacajno varira ovisno o primijenjenim uvjetima te je odredena u rasponu
od 6,16 do 51,95 %.

4. Vrijednosti kapaciteta uklapanja etericnog ulja odredene su u rasponu od 37,88 do 82,60
%, a sva tri ispitivana parametra znacajno utjec¢u na kapacitet uklapanja.

5. Promjer dmax mokrih kapsula odreden je u rasponu od 2,97 do 3,67 mm, dok je promjer
dmin bio u rasponu od 2,50 do 3,39 mm, gdje su pri najvis§im vrijednostima variranih
parametara odredene najviSe vrijednosti dmax I Omin MoOKrih kapsula. Promjer suhih
kapsula dmax odreden je u rasponu 0od 1,71 do 2,75 mm, dok je promjer dmin bio u rasponu
od 1,18 do 2,29 mm. Najvise vrijednosti dmax I dmin Suhih kapsula odredene su nakon
liofilizacije.

6. Faktor sferi¢nosti mokrih kapsula odreden je u rasponu od 0,03 do 0,09, a mokre kapsule
su generalno bile sferi¢nog oblika. Faktor sferi¢nosti suhih kapsula odreden je u rasponu
od 0,06 do 0,22 te susenjem dolazi do gubitka sferi¢nosti kapsula.

7. Faktor skupljanja odreden je u rasponu od 0,17 do 0,55, a sva tri ispitivana parametra
imaju statisticki znac¢ajan utjecaj na faktor skupljanja, gdje se porastom udjela i alginata
1 proteina sirutke znacajno povecava vrijednost faktora skupljanja, kao i pri susenju na
zraku.

8. Rehidracijom kapsula u vodenom mediju dolazi do bubrenja svih uzoraka nakon 20 min,
a uzorci suSeni liofilizacijom su pokazali ve¢i stupanj apsorpcije vode u usporedbi s
uzorcima susenim na zraku.

9. Optimalni uvjeti inkapsulacije etericnog ulja sjemenki komora¢a postupkom
elektrostatske ekstruzije, pri kojima se dobivaju kapsule optimalnih karakteristika su:

udio alginata 1,5 %, udio proteina sirutke 1 % i liofilizacija kao naéin suSenja.
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