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(p<0.05) protective effect on oxidative damage to model macromolecules of DNA and protein was observed.
Using the in vivo methodology, a statistically significant (p<0.05) genoprotective effect of all extract
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Saselak

Dobricica (Glechoma hederacea L.) je biljna vrsta koja je, unato¢ dugoj tradiciji primjene u
narodnoj medicini, nedovoljno istrazenog sastava i ograni¢ene komercijalne primjene. U
ovome istrazivanju, provedena je karakterizacija osnovnog kemijskog i bioaktivnog sastava
dobricice s podrucja kontinentalne Hrvatske pri ¢emu su u cilju dobivanja maksimalne
ekstrakcijske ucinkovitosti polifenolnih spojeva, optimirane tri tehnike: konvencionalna
zagrijavanjem, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima 1 ekstrakcija subkriticnom vodom.
Polifenolni sastav ekstrakata odreden je spektrofotometrijskim 1 kromatografskim (LC-MS/MS
1 HPLC-PDA) metodama, a ekstraktu najizraZenijeg bioaktivnog potencijala odredeni su
bioloski ucinci na in vitro 1 in vivo modelima. In vitro metodologija ukljucivala je odredivanje
citotoksi¢nog djelovanja ekstrakta, u rasponu koncentracija 0,0125 — 0,25 mg mL™!, na humane
stani¢ne linije probavnog sustava (Cal27, HepG2, AGS i Caco-2) te na glavne predstavnike
humane mikrobiote (Escherichia coli, Lactobacillus plantarum 1 Staphylococcus aureus).
Antioksidacijsko djelovanje ekstrakta ispitano je odredivanjem stupnja karbonilacije na
modelnom proteinu albuminu iz govedeg seruma i prac¢enjem indukcije slobodnih radikala u
ranije navedenim stani¢nim linijama, dok je moguci genoprotektivni ucinak ispitan na modelnoj
DNK i takoder na stani¢nim linijama probavnog sustava. Daljnji tijek istrazivanja ukljucivao je
odredivanje antigenotoksi¢nih 1 antioksidacijskih ucinaka ekstrakta u in vivo uvjetima,
pracenjem intenziteta karbonilacije proteina, peroksidacije lipida, aktivnosti superoksid
dismutaze i koncentracije glutationa u bubrezima, jetri i slezeni Sprague Dawley Stakora,
tretiranih ekstraktom (250, 500 i 1000 mg kg™') kroz 14 dana. U cilju oduvanja bioaktivnog
potencijala ekstrakta dobricice, isti je inkapsuliran suSenjem rasprSivanjem i liposomalnom
tehnikom. Uz analizu fizikalno-kemijskih i morfoloskih karakteristika inkapsulata, odredena je
ucinkovitost inkapsulacije polifenola dobricice i kinetika otpustanja istih u uvjetima simulirane
probave u Zelucu 1 tankom crijevu. U svrhu usporedbe utjecaja ekstrakta dobricice 1 istog u
inkapsuliranom obliku na parametre oksidacijskog stresa u in vivo uvjetima, Wistar Stakori
tretirani su liposomalnim inkapsulatima ekstrakta dobricice kroz 14 dana, nakon ¢ega su se
odredivali isti parametri oksidacijskog stresa kao i za ekstrakt dobricice. Inkapsulirani sustavi

ekstrakta dobricice, dobiveni susenjem rasprSivanjem i liposomalnom tehnikom, inkorporirani



su u matriks ¢okolada u udjelu od 2 1 4 % te su novoformuliranim ¢okoladama odredena

bioaktivna, teksturalna, reoloska i senzorska svojstva te svojstva taljenja.

U sastavu dobri¢ice odredeni su najznacajniji polifenolni spojevi i to iz skupine fenolnih
kiselina — ruzmarinska, klorogenska, kafeinska i kriptoklorogenska kiselina, te flavonoid rutin.
Ispitivanja na stani¢nim linijjama probavnog sustava (CAL27, AGS, Caco-2 i HepG2) nisu
pokazala statisticki znacajno (p>0,05) citotoksi¢no djelovanje ekstrakta u ispitivanim
koncentracijama kroz 2 i 24 sata tretmana, ali uoceno je izrazeno protektivno djelovanje na
oksidacijska oSteCenja modelnih makromolekula DNK 1 proteina, kao 1 bakteriostatsko
djelovanje na patogene bakterije. Nadalje, u in vivo uvjetima, kod svake ispitivane
koncentracija ekstrakta (250, 500 i 1000 mg kg™!) uogeno je prooksidacijsko djelovanje, barem
na jednom od organa (bubrezi, jetra 1 slezena), neovisno o spolu, u vidu povecanja intenziteta
karbonilacije proteina i smanjenja koncentracije glutationa. Unato¢ tome, ekstrakt dobriCice
pokazao je izrazeno antioksidacijsko djelovanje u vidu smanjenja intenziteta peroksidacije
lipida slezene 1 jetre, kao 1 genoprotektivno djelovanje na DNK u bubrezima, jetri, slezeni 1 krvi
Stakora. SuSenje rasprsivanjem i liposomalna inkapsulacija omogucili su visoko zadrzavanje (>
75 %) polifenolnih spojeva dobriice u inkapsuliranim sustavima. Liposomalna inkapsulacija
rezultirala je kontinuiranim i kontroliranim otpusStanjem ruzmarinske kiseline tijekom
simulirane probave u zelucu i tankom crijevu, dok je kod inkapsulata suSenih rasprSivanjem,
kinetika otpuStanja polifenolnih spojeva znacajno ovisila o sastavu nosaca inkapsulata. Na
temelju dobivenih rezultata u ovome radu, predlaze se koriStenje binarnih sustava nosaca od
kojih jedan polimer posjeduje izrazeniji hidrofoban karakter, a u ovome istrazivanju, to je bila
karboksimetil celuloza. Nadalje, liposomalni inkapsulati ekstrakta dobriCice su u in vivo
uvjetima pokazali izrazenije antioksidacijsko djelovanje, u odnosu na slobodni, neinkapsulirani
oblik ekstrakta iste koncentracije (250 mg kg™'), na intenzitet peroksidacije lipida bubrega i jetre
zenskih Stakora, dok su oba oblika uzrokovala povecanje intenziteta karbonilacije proteina u
bubrezima, slezeni i jetri kod oba spola. Inkorporacijom inkapsulata ekstrakta dobricice u
matriks cokolada, iste su uspjesno obogacene polifenolnim spojevima dobricice uz zadrzavanje
karakteristi¢nog profila taljenja Cokolada, svojstvenih teksturalnih i reoloskih svojstava te

atraktivnijih senzorskih svojstava, u odnosu na cokolade bez inkapsulata.

/(ymfrw l’yc&/ bioloska aktivnost; Cokolade; dobriCica; funkcionalna hrana; inkapsulacija;

polifenoli
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Summary

Ground ivy (Glechoma hederacea L.) is a plant species that, despite a long tradition of use in
folk medicine, has an insufficiently studied composition and limited commercial use. In the
present study, the chemical and bioactive composition of ground ivy from the continental region
of Croatia was characterized. To achieve maximum extraction efficiency of the polyphenolic
compounds, three techniques were optimized: conventional heat-assisted extraction,
microwave-assisted extraction and subcritical water extraction. The polyphenolic composition
of the extracts was determined by spectrophotometric and chromatographic (LC-MS/MS and
HPLC-PDA) methods and the biological effects of the extract with the most pronounced
bioactive potential were determined using in vitro and in vivo models. The in vitro methodology
included the determination of the cytotoxic effect of the extract in the concentration range of
0.0125 - 0.25 mg mL"!' on human cell lines of the digestive system (Cal27, HepG2, AGS and
Caco-2) and on the main representatives of the human microbiota (Escherichia coli,
Lactobacillus plantarum and Staphylococcus aureus). The antioxidant activity of the extract
was tested by determining the degree of carbonylation on the model protein albumin from
bovine serum and monitoring the induction of free radicals in the aforementioned cell lines,
while the possible genoprotective effect was tested on model DNA and also on cell lines of the
digestive system. Further studies included the determination of the antigenotoxic and
antioxidant effects of the extract in vivo by monitoring the intensity of protein carbonylation,
lipid peroxidation, superoxide dismutase activity and glutathione concentration in the kidney,
liver and spleen of Sprague Dawley rats treated with the extract (250, 500 and 1000 mg kg™)
within the period of 14 days. To preserve the bioactive potential of the ground ivy extract, it
was encapsulated by spray drying and the liposomal technique. In addition to physicochemical
and morphological analyses, the efficacy of encapsulation of ground ivy polyphenols and the
kinetics of their release under conditions of simulated digestion in the stomach and small
intestine were determined. To compare the effect of ground ivy extract with its encapsulated
form on oxidative stress parameters in vivo, Wistar rats were treated with liposomal
encapsulates of ground ivy extract for 14 days, after which the same oxidative stress parameters
were determined as for ground ivy extract. Encapsulated systems of ground ivy extract obtained

by spray drying and liposomal technique were incorporated into the chocolate matrix at 2 and



4 % and the bioactive, textural, rheological, sensory and melting properties of the formulated
chocolates were determined.

The most important polyphenolic compounds from the group of phenolic acids were rosmarinic
acid, chlorogenic acid, caffeic acid and cryptochlorogenic acid, as well as the flavonoid rutin.
The analysis on cell lines of the digestive system (CAL27, AGS, Caco-2 and HepG2) showed
no statistically significant (p>0.05) cytotoxic effect of the extract at the tested concentrations
during the 2- and 24-hour treatment, but a pronounced protective effect on oxidative damage
of model DNA and protein macromolecules, as well as a bacteriostatic effect on pathogenic
bacteria, was observed. Moreover, under in vivo conditions, at each concentration of the extract
studied (250, 500 and 1000 mg kg™'), a prooxidant effect was observed, at least on one of the
organs (kidney, liver and spleen), regardless of gender, in the form of an increase in the intensity
of carbonylation of proteins and a decrease in glutathione concentration. Nevertheless, ground
vy extract showed pronounced antioxidant activity in the reduction of the lipid peroxidation
intensity in the spleen and liver and a genoprotective effect on DNA in the kidney, liver, spleen
and blood of rats.

Spray drying and liposomal encapsulation enabled a high retention (> 75 %) of the polyphenolic
compounds of ground ivy in encapsulated systems. Liposomal encapsulation led to a continuous
and controlled release of rosmarinic acid during simulated digestion in the stomach and small
intestine, whereas in spray-dried systems, the release kinetics of the polyphenolic compounds
depended significantly on the composition of the encapsulated carrier. Based on the obtained
results, this study suggests the use of binary carrier systems, one of which has a more
pronounced hydrophobic character, and in the present study, it was carboxymethyl cellulose.
Moreover, the liposomal encapsulated ground ivy extract showed a more pronounced
antioxidant activity in vivo compared to the free, non-encapsulated form of the extract at the
same concentration (250 mg kg!) on the intensity of lipid peroxidation of the kidney and liver
of female rats, while both forms caused an increased intensity of protein carbonylation in
kidney, spleen and liver. By incorporating encapsulates of ground ivy extract into the chocolate
matrix, these were successfully enriched with polyphenolic compounds of ground ivy, while
maintaining the characteristic melting profile of chocolates, the typical textural and rheological
properties and the more attractive sensory properties, compared to chocolates without

encapsulates.

/QWWW&V: biological activity; chocolates; ground ivy; functional food; encapsulation;

polyphenols
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1. Uvod

Hrvatska flora treca je najbogatija u Europi, poslije slovenske i albanske, prema broju vrsta i
pripadne povrsine, te shodno tome postoji i duga povijest uporabe razli€itih biljaka, posebice u
narodnoj medicini. Premda je u novije vrijeme veliki broj znanstvenih istrazivanja usmjeren
prema uvjetima uzgoja, kemijskom i bioaktivnom sastavu razli¢itih ljekovitih, aromatskih i
zacinskih biljaka, jo§ uvijek postoji veliki broj biljaka ¢iji potencijal, iako se od davnina
tradicionalno koriste u narodnoj medicini, nije dovoljno istraZen 1 iskoriSten. Medu tim biljkama
je 1 dobricica (Glechoma hederacea L.) 1z porodice usnaca (Lamiaceae) koja se zbog Siroko
rasprostranjene Sumske vegetacije, koja pogoduje njezinom rastu, moze na¢i na podrucju
kontinentalne Hrvatske, kao 1 ostatku Europe te Azije i SAD-a. U narodnoj medicini koristi se
u obliku infuzija za ublazavanje diSnih 1 probavnih tegoba, kao diuretik i stimulans, a i topikalno
za lijeenje koznih iritacija, ali nedostaju znanstveno potvrdeni podaci za navedene ucinke.
Trenutno je u bazi podataka Web of Science (WoS, 2024) dostupno samo 16 znanstvenih

radova na temu bioloSkih u¢inaka dobricice.

Bioloski ucinci dobriCice, a 1 opCenito tradicionalnih biljnih vrsta, pripisuju se razli¢itim
bioaktivnim spojevima u njithovom sastavu, medu kojima se narocito istrazuju polifenolni
spojevi. Polifenolni spojevi su Siroko rasprostranjena grupa sekundarnih biljnih metabolita s
nekoliko tisu¢a poznatih kemijskih struktura, i premda su njihovi in vitro antioksidacijski i
protuupalni ucinci dokazani, isti nisu uvijek potvrdeni na in vivo modelima ili su Cesto
proturjecni. Ova nedosljednost izmedu in vitro 1 in vivo istrazivanja predstavlja nove izazove i
otvara teme buducih istrazivanja, osobito one povezane s ulogom polifenola u smanjenju rizika
od razvoja mnogih degenerativnih i kroni¢nih bolesti uzrokovanih oksidacijskim stresom.
Naime, slobodni ili jednostavni konjugati polifenolnih spojeva koji su poznati kao najsnazniji
antioksidansi, apsorbiraju se u gornjem dijelu probavnog sustava i njihova je bioraspolozivost
vrlo niska u usporedbi s drugim antioksidansima. Stoga, u svrhu $to ucinkovitije ciljane
isporuke polifenola, a i drugih bioaktivnih spojeva u organizmu, prehrambena industrija
intenzivno istrazuje mogucnosti unaprjedenja formulacija funkcionalne hrane dizajniranjem
novih matriksa za povecanje stabilnosti, bioaktivnosti 1 bioraspolozivosti aktivnih sastojaka. U
tom kontekstu posebno je zanimljiva inkapsulacija polifenolnih spojeva, jer osim zaStite od
vanjskih nepovoljnih uvjeta, omogucuje ciljanu isporuku aktivnog sastojka u odgovarajuci
segment probavnog sustava. Inkapsulacija je tehnika u kojoj se materijal ugraduje unutar ili
prevlaci sustavom nosaca kako bi se formirale Cestice razli¢itih veli¢ina. Do danas je razvijeno
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nekoliko desetaka tehnika inkapsulacije, medu kojima se suSenje rasprSivanjem pokazalo
najpogodnijom za dobivanje ¢vrstih ili poluévrstih uzoraka iz tekuc¢ih materijala, a ujedno i
najekonomi¢nijom zbog niskih operativnih troskova. S druge strane, medu novijim tehnikama
je liposomalna inkapsulacija ¢ija su velika prednost amfifilna svojstva liposoma koja pogoduju
inkapsulaciji 1 hidrofilnih i1 hidrofobnih spojeva. Medutim, iako je podrucje liposomologije
pokrenuto 60-ih godina proslog stoljeca kada je i objavljena prva struktura liposoma, potencijal

primjene ove tehnike u prehrambenoj industriji jos uvijek je nedovoljno istrazen.

U potrazi za odgovaraju¢im matriksom za obogacivanje funkcionalnim sastojcima, ¢okolada je
dobar izbor budu¢i da je omiljeni proizvod svih generacija potrosaca. TrziSte Cokoladnih
proizvoda u stalnom je porastu, a aktualni trendovi trzista ¢okoladnih proizvoda fokusirani su
na organske, veganske 1 ,,;aw* ¢okolade, ali 1 sve viSe na cokolade bez dodanog Secera, kao i
cokolade obogacene vitaminima, mineralnim tvarima, prehrambenim vlaknima i polifenolima.
Sukladno ovim trendovima suvremenog trziSta, valorizacija tradicionalnih biljnih vrsta
odredivanjem njihovog bioaktivnog sastava i1 bioloSkih ucinaka otvara nove mogucnosti

komercijalizacije 1 u segmentu funkcionalnih ¢okolada.

U skladu s navedenim, ciljevi ovog istrazivanja su:

1) karakterizacija ekstrakata dobriCice pripremljenih razli¢itim tehnikama ekstrakcije;
i1) odredivanje bioloskih ucinaka ekstrakta dobriCice na in vitro i in vivo modelima;
i11) formulacija i1 karakterizacija inkapsuliranih sustava ekstrakta dobricice;

1v) razvoj inovativnih formulacija ¢okolada obogacenih inkapsuliranim ekstraktom.

Rezultati istrazivanja proSirit ¢e limitirane znanstvene spoznaje o kemijskom i bioaktivnom
sastavu dobricice, kao i o potencijalnim bioloSkim ucincima ekstrakta dobricice na in vitro 1 in
vivo modelima unutar odredenog koncentracijskog raspona. Razvijeni inkapsulirani sustavi
doprinijet ¢e boljem ocuvanju bioloSke aktivnosti ekstrakta dobriCice, a rezultati
multidisciplinarnog pristupa istrazivanju dobri¢ice doprinijet ¢e povecanju valorizacije ove

biljne vrste i Siroj primjeni u razvoju funkcionalnih proizvoda.
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2. Opcéi dio
2.1. Uporaba ljekovitih biljaka kroz povijest i danas

Tijekom povijesti, biljke su imale vaznu ulogu u zivotu ljudi i Zivotinja osiguravajuéi im
sklonista, kisik i hranu, a tijekom vremena ljudi su naucili prepoznavati i kategorizirati pojedine
biljne vrste, ovisno o zivotnim potrebama, te su i pripravke za razlicite tegobe 1 bolesti trazili u
prirodi (Mamedov, 2012). S obzirom da nije bilo dovoljno podataka o prirodi nastajanja bolesti
1 bioloskom djelovanju biljaka, gotovo do 19. stoljea primjena biljaka temeljila se na iskustvu
Sto je s vremenom dovelo do spoznaja o pojedinim terapeutskim ucincima biljaka pa je uporaba
ljekovitih biljaka pocela napustati empirijski okvir 1 sve viSe se temeljiti na utvrdenim
¢injenicama (Petrovska, 2011). Sve civilizacije su razvile tradicionalni oblik medicine na
temelju dostupnih biljaka u vlastitom staniStu, a prema nekim autorima, to preneseno znanje
predstavlja ishodiSte medicine i farmacije (Salmeron-Manzano 1 sur., 2020). Najstariji pisani
dokazi o uporabi ljekovitih biljaka pronadeni su na sumeranskoj glinenoj plo¢i iz Nagpura,
procijenjene starosti od oko 5000 godina, koja je sadrzavala 12 recepata za pripremu biljnih
pripravaka i preko 250 biljaka, medu njima i1 mak, koji sadrzi razli¢ite alkaloide, kao $to su
morfin, kodein, narkotin, papaverin 1 tebain, te buniku i mandragoru, takoder poznate po
prisustvu alkaloida, to¢nije skopolamina i atropina (Passos i Mironidou-Tzouveleki, 2016;
Stranska 1 sur., 2013; Petrovska, 2011). Razli¢ite ljekovite biljke, kao S§to su ginseng, kora
cimeta, kositernica, bijeli kuznjak i zuti sr¢anik, koje se koriste i danas, navedene su i u kineskoj
knjizi ,,Pen T’Sao” koju je napisao car Shen Nung 2500. god. pr. Kr. Uporaba ljekovitih biljaka
se u proslosti ¢esto spominjala u religijskoj literaturi pa je tako opisana i u indijskim knjigama
Vedama, u kr§éanskoj Bibliji i svetoj knjizi Zidova Talmudu. Djela anti¢kog grékog lije¢nika
Hipokrata (459. — 370. g. pr. Kr.) sadrze 300 ljekovitih biljaka razvrstanih prema fizioloSkim
ucincima te se tako, primjerice, ¢eSnjak koristio protiv crijevnih parazita, celer, perSin i Sparoge
kao diuretici te pelin i ki¢ica u lije€enju groznice. Teofrast (371. — 287. g. pr. Kr.), starogrcki
filozof koji se smatra ocem botanike, u svojim knjigama ,,De Causis Plantarium* 1,,De Historia
Plantarium* napravio je klasifikaciju viSe od 500 ljekovitih biljaka koje su tada bile poznate. U
opisu farmakoloSkog djelovanja biljaka Teofrast je istaknuo da se ¢ovjek na njih privikne
Dioskorid koji se smatra ocem farmakognozije. Godine 77. napisao je izrazito vrijedno djelo
,De Materia Medica” u kojem su opisana 944 pripravka, od ¢ega je 657 biljnog podrijetla, s

opisima vanjskog izgleda biljnih vrsta, lokaliteta, nacina sakupljanja te izrade pripravaka i
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njihovih terapeutskih u¢inaka. Neke od najucinkovitijih biljaka po fizioloSkim aktivnostima
prema Dioskoridu bile su kamilica, ¢eSnjak, kopriva, kadulja, korijander, persin, itd. U 7.
stoljecu slavenski narodi nastavili su s uporabom ljekovitih biljaka u suzbijanju Stetnih insekata,
ali i koriste¢i ih kao otrov u lovu. U nastavku srednjeg vijeka terapije i lijeCenja pojedinih
bolesti, ali i uzgoj biljaka te priprema ljekovitih pripravaka, velikim dijelom odvijali su se u
krugu samostana. Putovanja istrazivaca Marka Pola (1254. — 1324.) u tropsku Aziju, Kinu i
Perziju, otkrice Amerike (1492.) i putovanja Vasca da Game u Indiju (1498.) rezultirala su
uvozom mnogih ljekovitih biljaka u Europu. Sirom Europe poceli su se otvarati botanicki
vrtovi, Sirio se uzgoj domaceg ljekovitog bilja, ali 1 onog uvezenog iz razli¢itih zemalja svijeta,
a otkricem Amerike pocinje se koristiti veliki broj novih ljekovitih biljaka, kao $to su kininovac,
lobelija, ratanijin korijen, kakaovac, vanilija, krestuSac, noc¢urak, crvena paprika, itd. Dok su
stari narodi koristili ljekovite biljke prvenstveno pripremljene u obliku infuzija, dekokata ili
macerata, u razdoblju izmedu 16. 1 18. stoljeca, porasla je potraznja za sloZenijim pripravcima
koji su sadrzavali i1 neke sastojke zivotinjskog podrijetla. U 18. stoljecu Svedski botanicar 1
lije¢nik Carl Linné (1707. — 1788.) u svom djelu ,,Species Plantarium® (1753.) dao je kratki
opis 1 klasifikaciju do tada opisanih biljnih vrsta te je promijenio sustav nomenklature u
binominalni tako da su se u imenu svake biljke navodili rod i vrsta (Petrovska, 2011). Premda
su do 18. stoljeca bila poznata ljekovita svojstva mnogih biljaka, kao 1 njihov u¢inak na ljudski
organizam i nacin primjene, aktivni spojevi tih biljaka bili su jo§ nepoznati. Razvoj moderne
znanosti, posebice kemijskih 1 instrumentalnih analiza, omogucio je identifikaciju i izolaciju
razliitih bioloski aktivnih spojeva biljaka (Salmeron-Manzano i1 sur., 2020). Otkrice i izolacija
alkaloida i1z maka (1806.), ipekakuane (1817.), strihninovca (1817.), kinina (1820.), nara
(1878.) 1 drugih biljaka, a potom 1 izolacija glikozida, oznacili su pocetak razvoja farmacije.
Unaprjedenjem kemijskih metoda otkriveni su i drugi bioloski aktivni spojevi iz ljekovitih
biljaka poput tanina, saponozida, eteri¢nih ulja, vitamina, itd. Krajem 19. i pocetkom 20.
stolje¢a utvrdilo se da nacin suSenja biljnog materijala ima znacajan utjecaj na njihovo
terapeutsko djelovanje te su predlozene razlic¢ite metode stabilizacije svjezih ljekovitih biljaka,
posebice onih ¢iji sastojci su skloni degradaciji. U 19. stoljecu alkaloidi, glikozidi 1 drugi
spojevi izolirani u ¢istom obliku, sve viSe su poceli istiskivali primjenu biljnih materijala iz
kojih su izolirani, no, ubrzo se utvrdilo da, iako je djelovanje izoliranih alkaloida brze,

djelovanje biljnih pripravaka je ucinkovitije 1 dugotrajnije (Petrovska, 2011).

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization - WHO)),

danas 80 % svjetske populacije koristi biljke u lije€enju bolesti, a udio je veéi u zemljama u
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razvoju (WHO, 2005). Primjena biljaka u terapeutske svrhe Cesta je praksa upravo iz razloga
jer su biljne sirovine u tim zemljama dostupnije od sintetskih lijekova. S druge strane, jedna
treina stanovniS§tva u SAD-u i europskim zemljama takoder koristi biljne pripravke u
zdravstvene svrhe. Poznato je oko 70 000 biljnih vrsta na svijetu koje se koriste za lije¢enje
bolesti (Ahmed, 2023), a ¢ak 25 % konvencionalnih lijekova u modernoj medicini je biljnog
podrijetla $to ostavlja puno prostora za daljnja istrazivanja ljekovitih biljaka u medicinske svrhe
(Yuan i sur., 2016). Iako su se ljekovite biljke i proizvodi od njih koristili tisucama godina, a
znanstvene spoznaje skupljale su se stotinama godinama, tek je u 20. stolje¢u zapoceto s
regulativom lijekova, a narocCito biljnih, koja je zahtijevala podatke o njihovoj kvaliteti,
ucinkovitosti 1 sigurnosti (Kndss 1 Chinou, 2012). Tako su se sedamdesetih godina proslog
stoljeca provodila intenzivna znanstvena istrazivanja u svrhu odredivanja kemijskog sastava
biljaka i razvoja metoda za procjenu bioloSkih aktivnosti, a u narednim godinama ove su studije
bile od velike vaznosti za utvrdivanje propisa vezanih uz biljne lijekove u SAD-u 1 Europi
(Stintar, 2020). Unutar Europske unije, Povjerenstvo za biljne lijekove (engl. Committee on
Herbal Medicinal Products), prema Direktivi 2004/27/EZ, izdaje znanstvena miSljenja o
biljnim proizvodima zajedno s informacijama o preporucenoj uporabi u ime Europske agencije
za lijekove (engl. European Medicines Agency) $to tvrtkama i nacionalnim nadleznim tijelima
predstavlja referentnu tocku pri pripremi ili procjeni zahtjeva za odobrenje stavljanja u promet
ili registraciju biljnith medicinskih proizvoda (Kndss 1 Chinou, 2012). Povjerenstvo je
sastavljeno od stru¢njaka iz podru¢ja biljnih lijekova koji pripremaju prijedlog ,,Popisa
Zajednice biljnih tvari, pripravaka i njihove kombinacije* te ,,biljnih monografija Zajednice®.
Glavni zadaci Povjerenstva su uspostavljanje EU monografija koje predstavljaju sazetak
znanstvenog misljenja Povjerenstva o biljnom lijeku koje se temelji na ocjeni raspolozivih
znanstvenih podataka ili na povijesnoj primjeni proizvoda u Europskoj uniji te izrada EU popisa
biljnih tvari, pripravaka i njihovih kombinacija koje se primjenjuju kao tradicionalni biljni
lijekovi, s podacima o indikacijama, dozi, putu primjene i drugim podacima potrebnima za
sigurnu primjenu tradicionalnog biljnog lijeka (Pravilnik, NN 89/2010). Regulativa lijekova u
Republici Hrvatskoj redovito je pratila regulativu Europske unije, a 2013. godine potpuno je
uskladena s EU Direktivama u podrucju lijekova, ukljuc¢ujuéi biljne 1 tradicionalne biljne
lijekove, donoSenjem Zakona o lijekovima (Zakon, NN 76/2013) i Pravilnika o davanju

odobrenja za stavljanje lijeka u promet (Pravilnik, NN 83/2013) (Trumbeti¢ i Kosalec, 2019).
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2.2. Uporaba biljaka na podruéju Republike Hrvatske

Podrucje Republike Hrvatske ima dugu povijest botanickih istrazivanja te prvi radovi datiraju
s kraja 17. stoljeca, a najobuhvatnija djela objavljena su tijekom 19. i poc¢etkom 20. stoljeca.
Hrvatska flora treca je najbogatija u Europi, poslije slovenske i albanske, uzimajuci u obzir broj
vrsta i pripadne povrsine (Nikoli¢ i Topi¢, 2005), a sastoji se od 4275 vrsta i 1072 podvrsta
(5347 svojti) koje su ukljucene unutar 1086 rodova i 184 porodica (Nikoli¢, 2001). Izrazito
bogatstvo flore rezultat je izvrsnog geografskog polozaja jer je Republika Hrvatska smjestena
na granici kontinentalne i sredozemne klimatske zone ¢ija su podrué¢ja bila manje ugrozena
tijekom ledenog doba te su mnoge vrste prezivjele do danas kao reliktne. Iako je povrSinom
mala zemlja, prostire se kroz cetiri velike biogeografske regije - alpsku, kontinentalnu,
mediteransku i1 panonsku. Takoder, kombinacija vrlo raznolikog reljefa, ukljucujuéi visoke
planinske masive, krska polja, doline rijeka 1 vrlo razvedenu obalu s brojnim otocima, utjecala
je na nastajanje velikog broja biljnih svojti, medu kojima je gotovo 10 % endemicnih
(Anonymous 1). Prema broju vrsta 1 podvrsta, najveca je porodica mahunarki (Fabaceae) s 458
svojti, a slijede je porodice glavocika cijevnjaCa (Asteraceae) s 448 svojti i trava (Poaceae) s
341 svojtom. Ako bi se porodice Asteraceae 1 Cichoriaceae (glavocike jezi¢njace) taksonomski
tretirale kao jedinstvena porodica Compositae (glavocike), $to je Cesto u literaturi, tada bi ona
bila najveca porodica hrvatske flore s ukupno 742 vrste i podvrste. Petnaest najvecih porodica,
prikazanih na Slici 1, sadrzi 77 % svih vrsta 1 podvrsta vaskularne flore Hrvatske (Nikoli¢,

2001).

= Compositae (glavocike)

= Fabaceae (mahunarke)
Poaceae (trave)
Brassicaceae (krstasSice)

= Caryophyllaceae (klin¢iéi)

= Apiaceae (Stitarke)

= Lamiaceae (usnace)

m Rosaceae (ruzovke)

6% = Scrophulariaceae
59 = Ranunculaceae (zabnjakovke)
0 = Liliaceae (ljiljanovke)
® Orchidaceae (orhideje)
4% = Cyperaceae (Siljovke)
» 4%, Boraginaceae (borazinovke)
o

39 Ostali

33%

2%
2%

2% -7 3%

Slika 1. Zastupljenost 15 najvecih porodica u ukupnom broju svojti vaskularne flore

Republike Hrvatske (Nikoli¢, 2001)
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Prema arheobotanickim dokazima, pojedine biljne vrste na podruc¢ju Republike Hrvatske
koriste se jos od kamenog doba, kao Sto su Triticum aestivum (pSenica) i Hordeum vulgare
(jecam). Kasnije, u metalnom dobu pocele su se koristiti i mnoge druge, poput Vicia faba (bob)
1 Vitis vinifera (vinova loza) u bron¢anom dobu, zatim Panicum miliaceum (proso) i Secale
cereale (raz) u zeljeznom dobu, a kasnije u antickom dobu Camelina sativa (sjetveni podlanak)

i Olea europaea (maslina) (Nikoli¢ i Resetnik, 2007).

Procijenjeno je da danas na hrvatskom podrucju oko 20 % biljnih svojti ima odredenu primjenu.
Najveci broj vrsta specifi¢ne primjene nalazi se unutar porodica Poaceae (109), Fabaceae (77),
Asteraceae (76), Rosaceae (67), Lamiaceae (66), Ranunculaceae (51), Brassicaceae (46),
Apiaceae (43), Liliaceae (38), Scrophulariaceae (27) i Solanaceae (22) (Nikoli¢ i ReSetnik,
2007). Kao sto je prikazano na Slici 2, najvise vrsta koristi se u medicinske svrhe (25,3 %), kao

otrovi (17,1 %), hrana za ljude (11,8 %) ili su medonosne biljke (11,8 %) (Nikoli¢ 1 ReSetnik,

2007).
5,0% 1,3%
3,6% = Gorivo
= Prehrambeni aditivi
6,5% Drustvena primjena
Hrana za Zivotinje
= Materijali

= Okoli$na primjena

= Hrana za ljude

= Medonosne biljke
= Otrov

= Medicina

= Ostalo

Slika 2. Primjena biljaka na podruc¢ju Republike Hrvatske (Nikoli¢ i ReSetnik, 2007)

0,9%

U narodnoj medicini 1 farmaciji primjenjuje se 735 svojti, od kojih ve¢ina njih ima viSestruku
primjenu. Unutar grupe biljaka koje se koriste u medicinske svrhe, najviSe svojti primjenjuje se
za lijeCenje probavnih (65,4 %) 1 genitourinarnih (53,9 %) tegoba, za lijecenje infekcija 1
infestacija (45 %), tegoba koZe 1 potkoZnog stani¢nog tkiva (41 %), bolesti diSnog sustava (36,9
%), ozljeda (33,3 %), poremecaja metabolickog sustava (32,8 %), itd. (Nikoli¢ i ReSetnik,
2007). Medu porodicama koje su najbogatije ljekovitim biljkama na podrucju Hrvatske isti¢u
se Rosaceae (54), Asteraceae (52), Lamiaceae (49), Apiaceae (36), Ranunculaceae (34),
Fabaceae (33) 1 Brassicaceae (31) (Nikoli¢ i ReSetnik, 2007). Prema podacima DrZavnog
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zavoda za statistiku za 2021. godinu, 6897 hektara zetvenog podrucja Republike Hrvatske ¢inilo
je aromatsko, zacinsko i ljekovito bilje, s ukupnom proizvodnjom od 6287 tona i prihodom od
0,9 tona po hektaru. Od aromatskog, zaCinskog i ljekovitog bilja najvise se uzgajaju kamilica i
lavanda (Males i Boji¢, 2017). Prema podacima Agencije za pla¢anja u poljoprivredi, ribarstvu
i ruralnom razvoju za 2020. godinu, proizvodnjom kamilice bavilo se 492 poljoprivrednih
gospodarstava, a proizvodnjom lavande 366, dok se u malim koli¢inama proizvodila menta,
kadulja, smilje, mati¢njak, maslacak, anis, crni i bijeli sljez, stolisnik, bosiljak, origano, lovor,
pelin, neven i gavez (Anonymous 2). Uzgoj ljekovitih biljaka u Republici Hrvatskoj ima dugu
tradiciju, a kako sve veci broj potrosaca trazi prirodne biljne proizvode, bilo u kozmeticke ili

liekovite svrhe, ovaj segment trista u stalnom je porastu i brzo se razvija (Saki¢ Bobi¢, 2021).

2.3. Dobricica (Glechoma hederacea L.)

Premda je velika paznja posvecena uvjetima uzgoja i istrazivanju kemijskog sastava razlicitih
ljekovitih, aromatskih i1 zaCinskih biljaka Siroke uporabe na hrvatskom podrucju, postoji jos
uvijek veliki broj biljaka ¢iji potencijal, iako se od davnina tradicionalno koriste u narodnoj
medicini, nije dovoljno istrazen i iskoriSten. Primjer takve biljke je 1 dobri¢ica koja raste na
gotovo cijelom podrucju Hrvatske, osim primorskog podruc¢ja na kojem prevladava

mediteranska flora (Grli¢, 2005).

Dobricicu (Slika 3), pod latinskim imenom Glechoma hederacea prvi puta je spomenuo Carl
Linne 1753. godine u knjizi ,,Species Plantarum® (Mitich, 1994). Dobricica je viSegodiSnja
zeljasta biljka iz porodice usnaca (Lamiaceae) rasprostranjena na podrucju Europe, Azije i

SAD-a (Chou 1 sur., 2018).

Slika 3. Dobricica (Glechoma hederacea L.) (vlastita fotografija)
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Raste uglavnom na zasjenjenim ili blago suncanim stanistima. Ukoliko raste na zasjenjenom
staniStu, listovi ¢e biti zelene boje, dok ¢e rastom na sun¢anom staniStu listovi i stabljika
pocrvenjeti (Mitich, 1994). Nastanjuje livade, zivice i polja umjerenog klimatskog pojasa, a
najbolje raste na vlaznim, plodnim i karbonatnim tlima s pH od blago kiselog do blago luznatog
(5,5 - 7,5), iako se moze pronadi i na kiselijem tlu (pH < 4) (Azimova i Glushenkova, 2012).
Cvjetovi su usnati, ljubicaste ili plave boje, duljine oko 1 centimetar. Najcesce cvate od travnja
do kolovoza, a rjede u jesen (Grli¢, 1990). Istrazujuéi varijacije u svojstvima autohtonih
populacija dobricice na razli¢itim staniStima u Republici Sloveniji, Sipek 1 suradnici (2021)
zakljucili su da su biljke najbolje uspijevale u sjenovitim stanistima bogatim hranjivim tvarima
gdje su imale najveci pokrov, dok su biljke s otvorenih 1 sun¢anih staniSta, prema podacima o
kvantnoj u¢inkovitosti fotosustava II 1 viSoj spolnoj reproduktivnosti, doZivjele stres. Autori su
takoder zabiljezili najduze stolone i korijenje kod biljaka iz Sumskog podrucja, a najSire i
najduze listove kod biljaka koje su rasle uz Sumske rubove. Biljke koje su rasle na livadama
imale su ve¢i udjel suhe tvari u odnosu na biljke iz zasjenjenijih staniSta 1 znatno bolje
karakteristike spolnog razmnozavanja, s gotovo Cetiri puta viSe cvjetova 1 osam puta vise

sjemena od biljaka iz sjenovitih stanista (Sipek 1 sur., 2021).
2.3.1. Bioaktivni spojevi dobricice

Najstariji dostupni znanstveni radovi o kemijskom sastavu dobri¢ice vezani su uz identifikaciju
masnih kiselina i proteina. Henry 1 suradnici (1987) izolirali su 9-hidroksi-10, 12-oktadekansku
kiselinu iz metanolnog ekstrakta dobriCice, a Kiihn i suradnici (1989) su, uz nju, identificirali i
9-hidroksi-10,12,15-oktadekatriensku kiselinu, 9-okso-10,12,15-oktadekatriensku kiselinu i 9-
okso-10,12-oktadekansku kiselinu. Jo i suradnici (2001) istrazivali su kemijski sastav dobricice
1 odredili visoki udjel proteina (oko 20 %), a analizirali su 1 aminokiselinski sastav te je kao
najzastupljenija aminokiselina odredena glutaminska kiselina (24,66 mg g!'), potom leucin
(7,04 mg g, glicin (6,96 mg g™), lizin (6,46 mg g'), alanin (5,70 mg g') i prolin (5,57 mg g

1), a omjer esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina iznosio je 1:1,85.

Do danas je poznato stotinjak bioloski aktivnih spojeva u dobricici, ukljucujuéi esencijalne

aminokiseline, vitamine, alkaloide, polifenolne spojeve i terpene.

U istrazivanju Barros i suradnika (2010), u dobricici su od vitamina identificirani askorbinska
kiselina (0,17 mg g' s. tv.), a-tokoferol (0,27 mg g s. tv.), B-tokoferol (0,14 mg g' s. tv.), y-
tokoferol (0,79 mg g s. tv.) i 3-tokoferol (0,04 mg g s. tv.).
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1z skupine alkaloida, iz dobri¢ice su izolirana samo dva spoja — hederacin A i hederacin B, koji
su pokazali toksi¢no djelovanje u eksperimentu ispitivanja smrtnosti Skampa s LCso
vrijednostima 3,2 x 107 i 1,4 x 102 mg mL"!, dok metanolni ekstrakt dobri¢ice nije pokazao
takav u¢inak zbog vrlo niskog udjela spomenutih alkaloida (0,0047 — 0,0056 %) (Kumarasamy
i sur., 2003).

Polifenolni spojevi su najznacajniji i najvise istrazivani bioaktivni spojevi dobricice ¢iji udjel
je u rasponu od oko 30 do 100 mg g'!' s. tv. (Sile i sur., 2022; Bel$¢ak-Cvitanovié i sur., 2014).
Do sada, u dobricici je identificirano 40-tak flavonoida i fenolnih kiselina koji su prikazani u

Tablici 1.

Kikuchi 1 suradnici (2008) 1 Yamauchi 1 suradnici (2007) provodili su izolaciju razli¢itih
glikozida iz dobricice s podrucja Japana. Provedena je ekstrakcija s metanolom nakon Cega je
provedeno frakcioniranje te identifikacija frakcija masenom spektrometrijom i nuklearnom
magnetskom rezonancijom. Kikuchi i1 suradnici (2008) od flavonoidnih glikozida identificirali
su apigenin 7-O- neohesperidozid i krizoeriol 7-O-neohesperidozid, a od ostalih neflavonoidnih
glikozida (6R,7E,9R)-megastigma-4,7-dien-3-on 9-O-B-D-glukopiranozid, (+)-pinoresinol
4,4'-bis-O-B-D-glukopiranozid, (+)-siringaresinol 4,4'-bis-O-B-D-glukopiranozid, lariciresinol
4,4'-bis-O-B-D-glukopiranozid, (7R,8R)-7,9,9'-trihidroksi-3,3'-dimetoksi-8-0-4'-neolignan 4-
O-B-D-glukopiranozid. Yamauchi i suradnici (2007) identificirali su apigenin 7-O-B-D-
glukopiranozid, luteolin 7-O-B-D-glukopiranozid, 7S,7'S,8R,8'R-ikariol  A»-9-O-B-D-
glukopiranozid, 4-alil-2-hidroksifenil 1-O-B-D-apiosil-(1—6)-B-D-glukopiranozid, cistanozid
E 1 dihidrodehidrodikoniferil alkohol-4-O-B-D-glukopiranozid.

Istrazivan je takoder i sastav etericnog ulja dobricice, dobiven hidrodestilacijom, u kojem
vec¢inom prevladavaju seskviterpeni 1 monoterpeni (Tablica 2), a koji posjeduje potencijal u

razvoju aromaterapije koja se koristi u komplementarnoj i alternativnoj medicini (Chou i sur.,

2018).
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Tablica 1. Polifenolni profil dobricice

Podrucje
rasta

Uvjeti ekstrakcije

Pojedinacne fenolne Kiseline i njihovi
derivati

Pojedinac¢ni flavonoidi i njihovi
glikozidi

Referenca

Leka,
Poljska

omjer uzorak/otapalo
1:20 (70 %-tni
metanol), 5 sati uz
ekstrakciju u
ultrazvucnoj kupelji
15 minuta svaki sat

ruzmarinska kiselina (63,72 mg g”!
ekstrakta), klorogenska kiselina (27,44
mg g ekstrakta), neoklorogenska
kiselina (16,6 mg g ekstrakta), 2-O-
kafeoiltreonska kiselina (13,55 mg g™!
ekstrakta), fertarna kiselina (3,32 mg g!
ekstrakta), 3-O-kafeoiltreonska kiselina
(2,69 mg g ekstrakta),
kriptoklorogenska kiselina (2,61 mg g
ekstrakta), 4-O-kafeoiltreonska kiselina
(1,87 mg g ekstrakta), p-
kumarilkininska kiselina (1,10 mg g’*
ekstrakta), 1-O-kafeoilkininska kiselina
(1,12 mg g ekstrakta), gentizinska
kiselina 5-O-glukozid (0,82 mg g’!
ekstrakta)

apigenin 7-(6"" malonilglukozid)
(10,51 mg g ekstrakta), hiperozid
(9,03 mg g ekstrakta), luteolin 7-O-
glukozid (8,68 mg g ekstrakta),
apigenin 7-O-glukozid (6,32 mg g’!
ekstrakta), luteolin 7-O-(6"
malonilglukozid) (5,49 mg g’
ekstrakta), kvercetin 3-O-(2"
ramnozil)-7-O-rutinozid (4,52 mg g’!
ekstrakta), apigenin (3,49 mg g
ekstrakta), kvercetin 3-O-(6"
malonilglukozid)-7-glukozid (2,16 mg
g! ekstrakta), luteolin (2,05 mg g’!
ekstrakta)

Stawinska 1
sur. (2023)

San Michele
all’Adige,
Italija

maceracija, 40 g
uzorka i 300 mL
otapala (50 %-tni
metanol), 2 dana,
sobna temperatura

ruzmarinska kiselina (0,12 mg g suhog
uzorka), kafeinska kiselina (0,08 mg g”!
suhog uzorka)

cirsimaritin (0,16 mg g™ suhog
uzorka), apigenin (0,09 mg g' suhog
uzorka), karvakrol (0,66 mg g suhog
uzorka)

Zorilla i sur.
(2023)

Krakov,
Poljska

ekstrakcija uz refluks
(112 sata) i infuzija
(1 sat, sobna
temperatura), 1 g
uzorka i 50 mL
otapala (voda i
etanol)

ruzmarinska kiselina (4,89 mg g™’ s. tv.),

klorogenska kiselina (3,70 mg g™’ s. tv.),

protokatehinska kiselina (0,47 mg g's.
tv.)

rutin (0,99 mg g' s. tv.), izokvercetin
(0,96 mg g s. tv.)

Grabowska i
sur. (2022)
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Tablica 1. Polifenolni profil dobri¢ice — nastavak

Podrucje Uvjeti ekstrakcije Pojedinacne fenoll?e k.1se11ne i njihovi Pojedinacni f!aVOP({ldl i njihovi Referenca
rasta derivati glikozidi
rutin (0,68-4,15 mg g s. tv.),
. . -1
Ainazi, maceracija, omjer ruzmarinska kiselina (0,66-7,92 mg g's. hiperozid (0’81T2’92. mg g s.tv.),

: . ) . kemferol 3-O-rutinozid (0,05-0,68 mg o
Vilaka i uzorak/otapalo 1:10 tv.), klorogenska kiselina (1,46-6,98 mg s, tv.), apigenin (0,004-0.27 mg g Sile 1 sur.
Sigulda, (70 %-tni etanol), 7 g's. tv.), kafeinska kiselina (0,09-0,32 g s Iv.), aplg ’ ’ lg & (2022)
Latvija Jana mg g s. tv.) . tV.)., 1ut§:olln (0,01—0,1.3 mgg s.

Y tv.), apigenin 7-O-glukozid (0,68-3,23
mggls. tv.)
v . . . -1
. omjer uzorak/ otapalo ruzmarinska k1§el1pa (13,98 mg g] s tv.), rutin (0,94 mg g s. tv.), genistin (0,90 .
Taichung, klorogenska kiselina (2,50 mg g~ s. tv.), a S N Chou i sur.
. 1:50 (voda), 3 sata, ; . 3 mg g s. tv.), daidzin (0,14 mg g~ s.
Tajvan 100 °C kafeinska kiselina (1,82 mg g s. tv.), tv.). genistein (0,02 mg g s, tv.) (2019)
ferulinska kiselina (0,67 mg g”' s. tv.) )» 8 Lo megg s v
10 g uzorkai 200 mL  ruzmarinska kiselina (3,24 mg g s. tv.), Belscak-
Zagreb, . S 4 . .
Hrvatska otapala (klpuca voda), klorogenska lflse.hna (1,30 mg g™ s. tv.), / Cvitanovi¢ i
30 minuta kafeinska kiselina (0,25 mg g™’ s. tv.) sur. (2014)
. . . -1
1,98 kguzorkai 15 L kafglnska k.1$el.1na (3,75 mg lg uzorka), luteolin (10,0 mg g uzorka),
vanilinska kiselina (2,0 mg g™ uzorka), 4- . . 1 .
otapala (metanol), 40 . . . L 1 prainianonid (1,35 mg g™ uzorka), 5- Masuda i
Japan ) hidroksibenzojeva kiselina (1,15 mg g . . . .
sati, sobna o . . o8 hidroksi-6,7,4'-trimetoksi flavon (1,05  sur. (2013)
temberatura uzorka), 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina mg ¢! uzorka)
p (1,0 mg g! uzorka) g8
metil izoferuloil-7-(3,4-dihidroksifenil)
-1 .
. 7.4 g uzorka i 120 mL lakvtat (§,2l mg g suh_(l)g uzorka), metil
Daejeon, ruzmarinat (6,08 mg g~ suhog uzorka), .

y otapala (etanol), 3 .. . B Kim i sur.
Juzna ruzmarinska kiselina (3,24 mg g~ suhog /

: dana, sobna , o - (2011)
Koreja uzorka), 3'-O-metil-ruzmarinska kiselina
temperatura

(1,35 mg g”! suhog uzorka), etil
ruzmarinat (0,81 mg g suhog uzorka)
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Tablica 2. Sastav eteri¢nog ulja dobricice

f:s(:;uqe Iskoristenje Najzastupljeniji spojevi (> 2,5 %) Referenca
kumen (0,5-14,2 %), 1-okten-3-ol (1,4-10,9 %), B-mircen (0,8-5,7
Ainazi %), eukaliptol (2,0-28,5 %), cis-B-ocimen (2,8-37,3 %), B-burbonen
Vilaka’i 0.03 — 0.3 % (0,8-3,8 %), B-elemen (0,2-9,1 %), germakren D (12,6-34,5 %), Sile 1 sur.
Siéul da. Litva ’ ’ biciklo-germakren (0,4-4,0 %), 8-guaien (2,5-8,5 %), germakren B (2022)
’ (0,3-24,5 %), spatulenol (0,3-2,9 %), metil linolenat (0,3-4,2 %),
fitol (0,3-5,7 %)
B-pinen (2,96 %), trans-3-pinanon (41,44 %), nopol (2,83 %), -
Taichung, 0.08 % elemen (3,75 %), B-kariofilen (10,19 %), germakren D (2,62 %), Chou i sur.
Tajvan ’ 4,5,6,7-tetrahidro-5-izopropenil-3,6-p-dimetil-6-a-vinilbenzofuran (2018)
(10,79 %), spatulenol (4,26 %)
1-okten-3-ol (2,9-4,5 %), sabinen (0,4-12,3 %), p-cimen (0,3-2,6
%), 1,8-cineol (2,7-41,6 %), (Z)-B-ocimen (1,6-6,1 %), B-elemen ) )
. . Judzentiene 1
Litva 0,04 — 0,05 % (1,1-7,3 %), B-kariofilen (4,3-14,2 %), y-elemen (3,8-9,6 %), a-

humulen (0,3-3,8 %), germakren D (4,3-15,5 %), bisabolen (0,6-3,5
%), kariofilen oksid (0,5-5,9 %)

sur. (2015)

Pirot, Srbija

0,09 %

1,8-cineol (42,6 %), 1-okten-2-il acetat (3,1 %), a-terpineol (2,5 %),
spatulenol (7,4 %), kariofilen oksid (2,5 %)

Radulovi¢ i
sur. (2010)

Vilnius, Litva

0,02 -0,03 %

B-elemen (8,7-12,9 %), y-elemen (9,0-16,0 %), germakren D (14,1-

20,7 %), mircen (0,4-3,2 %), 1,8-cineol (2,2-5,4 %), (Z)-B-ocimen

(2,2-8,5 %), B-ilangen (2,7-4,1 %), biciklo-germakren (1,4-2,5 %),
germakren B (2,2-3,9 %), pentadekan (0,4-2,9 %)

Mockute i sur.
(2007)
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2.3.2. Bioloski ucinci dobricice

Unato¢ dugoj povijesti primjene u narodnoj medicini, biolosko djelovanje dobricice jo$ uvijek
je nedovoljno istrazeno. Prema znanstvenoj bazi Web of Science, do travnja 2024. godine,
objavljeno je samo 16 znanstvenih radova s temom bioloske aktivnosti dobri¢ice (WoS, 2014)
koja se odnosi na antioksidacijsko, protuupalno, antimelanogeno, neuroprotektivno,

hepatoprotektivno i antimikrobno djelovanje.

Najstariji dostupni znanstveni rad vezan uz biolosku aktivnost dobri¢ice (Zhou 1 sur., 2021) je
istrazivanje Henry 1 suradnika (1987) u kojem je izolirana masna kiselina 9-hidroksi-10-
trans,12-cis-oktadekanska kiselina 1z metanolnog ekstrakta dobricice koja je pokazala
sposobnost povecanja aktivacije enzima adenilat ciklaze u trombocitnim membranama. An i
suradnici (2006) objavili su da se vodeni dekokt dobri¢ice moze koristiti u kontroli bolesti
uzrokovanih upalom posredovanom makrofagima posto su dokazali na modelu misjih
peritonealnih makrofaga da dekokt djeluje kao inhibitor dusikovog oksida i proizvodnje

citokina IL-12p70 1 TNF-a.

Chou 1 suradnici (2012) proucavali su vodeni ekstrakt dobriCice i zakljucili su da ima snazno
antioksidacijsko djelovanje, izraZenije ¢ak 1 od vitamina C i1 Trolox-a, u neutralizaciji
superoksidnih anionskih radikala i sposobnosti keliranja Fe**. Qiao i suradnici (2012) objavili
su da ekstrakt dobric¢ice posjeduje antimelanogeno djelovanje posto smanjuje udjel melanina i
aktivnost tirozinaze u stanicama melanoma B16 te da bi se stoga mogao potencijalno koristiti
u lijecenju hiperpigmentacije 1 kao ucinkoviti sastojak kozmetickih proizvoda za izbjeljivanje.
Hwang i suradnici (2014) dokazali su da etanolni ekstrakt dobri¢ice inhibira osteoklastogenezu
ukidanjem oscilacija slobodnog citosolnog Ca?" izazvanih receptorskim aktivatorom
nuklearnog k-B liganda (RANKL). Nadalje, uz ve¢ ranije dokazano snazno antioksidacijsko
djelovanje, vodeni ekstrakt dobriCice pokazao je 1 izrazeno protuupalno djelovanje u
istrazivanju Chou 1 suradnika (2019). Ekstrakt dobriCice rezultirao je redukcijom razine
stani¢ne upale u LPS-om (bakterijski lipopolisaharid) stimuliranim stanicama misjih makrofaga
RAW 264.7 smanjenjem razine ROS-ova (engl. reactive oxygen species (ROS) - reaktivne
kisikove vrste) 1 regulacijom ekspresije proupalnih gena $to je povezano s prisutnoSéu
polifenolnih spojeva buduéi da oni inhibiraju ekspresiju NF-kB u LPS-om stimuliranim
makrofagima (Chou i sur., 2019). Neuroprotektivno djelovanje vodenog ekstrakta dobricice na
stanice PC12 feokromocitoma Stakora, izloZzene djelovanju H»>O;, dokazano je u radu Chao i

suradnika (2021a) kroz zastitni ucinak na oSteCenja DNK, stabilizaciju mitohondrijskog
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transmembranskog potencijala, inhibiciju aktivnosti caspaze-3, apoptoze, otpustanja citokroma
C i faktora koji induciraju apoptozu te smanjenjem udjela malondialdehida. Nadalje, Chao i
suradnici (2021b) objavili su da etil acetatna frakcija dobricice posjeduje visoki potencijal za
lijeenje hepatocelularnog karcinoma zbog inhibitornog djelovanja na proliferaciju stani¢ne
linijje hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2 putem intracelularne apoptoze posredovane
ROS-ovima. Grabowska i suradnici (2022) istrazivali su citotoksi¢no djelovanje vodenog i
etanolnog ekstrakta dobriCice na stani¢nim linijjama koze (stani¢ne linije melanoma A375 i
HTB140 1 stani¢ne linije keratinocita HaCaT) 1 probavnog sustava (stani¢ne linije
adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2 1 HT-29 1 hepatocelularnog karcinoma jetre
HepG2) te zakljucili da su sigurni za oralnu 1 topikalnu uporabu. Nadalje, izrazito
antioksidacijsko djelovanje ekstrakta dobriice objavljeno je 1 u radu Stawinska i suradnika
(2023) kroz inhibirajué¢i u¢inak na H»O»/Fe**-induciranu peroksidaciju lipida i karbonilaciju
proteina u ljudskoj plazmi, kao 1 na smanjenje H>O»-induciranog oksidacijskog oSte¢enja DNK

u PBM stanicama (mononuklearne stanice periferne krvi).

U istrazivanju El-Aasr i suradnika (2023) istazivan je in vivo potencijal metanolnog ekstrakta
dobric¢ice, u obliku hidrogelova, u zacjeljivanju rana Stakora zarazenih bakterijom
Staphylococcus aureus. Rezultati istrazivanja (El-Aasr 1 sur., 2023) ukazali su na znacajno
smanjenje broja bakterija kod grupa tretiranih s hidrogelovima s 5 % ekstrakta dobricice u
usporedbi s grupom tretiranom s antibiotikom Fucidinom. /n vivo metodologijom na Stakorima
u radu Wang 1 suradnika (2017a) dokazano je da primjena vodenog ekstrakta dobri¢ice kod
kolestatske bolesti jetre utjece na poboljsanje biokemijskih parametara u serumu (AST, ALT,
ukupne Zuc¢ne kiseline i aktivnost y-GT), smanjenje intenziteta peroksidacije lipida seruma i
jetre te da djeluje protuupalno kroz potiskivanje infiltracije/aktivacije upalnih stanica,
signalizaciju HMGB1/TLR4, aktivaciju NF-xB/AP-1 1 proizvodnju upalnih citokina, kao i na
smanjenje fibroze jetre i aktivaciju miofibroblasta. Tvrtka Pharma Evers (Njemacka) razvila je
proizvod Hitrechol® koji sadrzi ekstrakt dobri¢ice, a namijenjen je lijeenju kolelitijaze,
odnosno otapanju zu¢nih kamenaca. Na sluZbenim stranicama tvrtke Pharma Evers navedeno
je da se lijecenje Zuénih kamenaca ovim proizvodom temelji na razli¢itim farmakoloskim
djelovanjima dobricice, kao §to su litoliticko (otapanje kolesterolskih Zu¢nih kamenaca),
kolagogi¢no (regulacija Zucnog mjehura koja potice izlu€ivanje Zuci iz jetrenih stanica i
povecava protok zuci), hepatoprotektivno (zastita oSteCenih stanica jetre antioksidacijskim
djelovanjem), protuupalno (smanjenje upalnih procesa u stijenki Zucnog mjehura),

spazmoliticko (opusStanje miSi¢nih stanica u Zu¢nim kanalima i olakSavanje protoka Zuci) i
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antimikrobno djelovanje (Anonymous 3). Navedeni ucinci dokazani su u radu Xiao i suradnika
(2021) na modelu stakora. [ako rezultati istrazivanja (Xiao i sur., 2021) nisu ukazali na znac¢ajnu
promjenu brzine protoka zuci uslijed tretmana ovim proizvodom, uo¢eno je znacajno smanjenje
veli¢ine i koli¢ine kristala zu¢nih kamenaca, kao i razine ukupnog kolesterola 1 ukupne zu¢ne

kiseline.

Biolosko djelovanje eteri¢nog ulja dobriCice istrazivano je jedino u radu Chou i suradnika
(2018) koji su objavili da ono posjeduje snazno antioksidacijsko djelovanje, kao i inhibitorno
djelovanje na proces melanogeneze u stanicama melanoma B16. Toc¢nije, istrazivanje je
pokazalo da etericno ulje dobri¢ice znaCajno smanjuje proizvodnju melanina 1 aktivnost
tirozinaze u B16 stanicama stimuliranima a-MSH (a-melanocitni stimuliraju¢i hormon), kao
rezultat snazne antioksidacijske aktivnosti koja se odrazava u smanjenim razinama stani¢nih
oksidansa 1 malondialdehida, kao 1 u obnovljenim aktivnosti enzima glutation peroksidaze 1

superoksid dismutaze.

Kumarasamy 1 suradnici (2002) istrazivali su antibakterijsko djelovanje ekstrakata dobricice,
pripremljenih s n-heksanom, diklormetanom i1 metanolom, na Gram pozitivhim 1 Gram
negativnim bakterijama, 1 isto je uoceno jedino kod metanolnog ekstrakta, a najizrazeniji u¢inak
uocen je na bakteriji Micrococcus luteus (Tablica 3). Vodeno-alkoholni ekstrakt dobri¢ice u
radu Coss 1 suradnika (2019) nije pokazao antibakterijsko djelovanje na bakterije Enterococcus
hirae 1 Escherichia coli, dok je na bakteriju Staphylococcus aureus ono bilo izrazito slabo
(Tablica 3). Gwiazdowska 1 suradnici (2022) su, uz antibakterijsko djelovanje, istrazivali i
antifungalni ucinak ekstrakta dobricice 1 inhibitorni u¢inak na razvoj biofilmova bakterija.
Ekstrakt je pripremljen superkriticnim CO» uz konstantan tlak (250 bar) i varijaciju temperatura
(40, 50160 °C). Najizrazenije antibakterijsko djelovanje pokazao je ekstrakt pripremljen pri 40
°C (Tablica 3), §to je povezano s vec¢im udjelom polifenolnih spojeva u usporedbi s ekstraktima
pripremljenima pri 50 1 60 °C. Takoder, antibakterijski ucinak bio je izrazeniji kod Gram
pozitivnih bakterija u usporedbi s Gram negativnim bakterijama, a najizraZenije djelovanje
uoceno je na bakteriji Staphylococcus aureus. Isti ekstrakt (40 °C) najviSe je inhibirao stvaranje
biofilmova kod bakterija Escherichia coli (94,2 %), Enterococcus faecalis (96,7 %),
Pseudomonas aeruginosa (88,6 %) 1 Bacilus subtilis (87,9 %). Antifungalna aktivnost
istrazivana je na 6 razlicitih patogenih gljiva i pokazalo se da je antifungalno djelovanje
uglavnom ovisilo o vrsti patogene gljive, dok uvjeti ekstrakcije nisu utjecali na aktivnost
ekstrakata. Odredene vrijednosti za MIC (engl. minimum inhibitory concentration) za Fusarium

graminearum (KZF 1), Fusarium culmorum (KZF 5), Alternaria alternata (KZF 13),
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Sclerotinia sclerotiorum (KZF 23), Botrytis cinerea (BPR 187) i Candida albicans (ATCC
10231) iznosile su redom 2,5, 5,0, 5,0, 1,25, 5,0 i 1,25 mg mL"!. Kao zaklju¢ak istrazivanja
(Gwiazdowska i sur., 2022) navodi se potencijalna primjena ekstrakta dobricice u razliitim
fazama proizvodnje hrane, kao sigurna alternativa kemijskim konzervansima ili
dezinficijensima. Kovats i suradnici (2011) objavili su da je vodeni ekstrakt dobricice, izmedu
viSe istrazivanih vrsta iz porodice Lamiaceae, pokazao najjacu antimikrobnu aktivnost prema
bakteriji Vibrio fischeri s ECso (pola maksimalne ucinkovite koncentracije) vrijednos¢u od

0,407 gL\,
2.3.3. Uporaba dobricice

Medu najstarijim dostupnim podacima o uporabi dobri¢ice, Dioskorid (oko 40. — 90.) je tu
biljku opisivao pod nazivom ,,chamaikissos* navode¢i da u obliku dekokta moze pomo¢i kod
lijeCenja zutice 1 ublazavanju bolova u kukovima. Gaj Plinije Sekund (23. — 79.) navodi da
dobri¢ica pomaze 1 kod bolesti slezene te da se u obliku kreme moZe primijeniti na opekline
(Tobyn 1 sur., 2011). Prema gréko-rimskoj mitologiji, dobri¢ica je uspjeSno lijecila 1
melankoliju (Hatfield, 1971). U knjizi ,,Red Book®, lijecnika iz Myddfai (UK), iz 13. stoljeca,
piSe da se ekstrakt dobricice kapao u o¢i za uklanjanje zamucenosti, da se kuhana biljka stavljala
na glavu pacijenta u slucaju slabosti ili groznice i da se krema od dobricice koristila u slucaju
ugriza bijesnog psa (Tobyn i sur., 2011). Njemacka Casna sestra Hildegarda iz Bingena (1098.
—1179.) u svojoj knjizi ,,Physica* takoder navodi odredene dobrobiti dobri¢ice, izmedu ostalog
1 ublazavanje bolova u prsima 1 poticanje boljeg raspolozenja (Hozeski, 2001). Europski travari
koristili su dobricicu za lijeCenje tegoba mokra¢nog mjehura, bubrega, probavnog sustava i
koze te u sluCaju gihta, kaslja, prehlade i zujanja u uSima, a i za lijecenje bolesti o¢iju kod stoke
(Gerard, 1964). Engleski doseljenici donijeli su dobri¢icu u Novi svijet kao dio svoje standardne
zalihe ku¢nog bilja (Hatfield, 1971), a prvi pisani podaci o dobri¢ici u Sjevernoj Americi
datiraju iz 1672. godine iz Nove Engleske (Pavek, 2013). Uporaba dobricice prosirila se potom
1 na podru¢ju SAD-a gdje se tijekom 19. stoljeca koristila za lijeCenje pluénih 1 bubreznih
bolesti, astme, Zutice, hipohondrije, monomanije i glavobolje. Dobricica se i danas koristi u iste
svrhe kao tradicionalni biljni pripravak, najcesce u obliku infuzija i dekokta, s time da je danas
poznato da su bioloSki ucinci dobricice rezultat prisustva razli¢itih bioaktivnih spojeva (Pereira
i sur., 2020). Stari engleski recepti preporucuju ¢ak dodatak dobrifice dZzemovima, juhama i
jelima od povréa (Mitich, 1994), a u Njemackoj se usitnjeni mladi listovi dodaju juhama,

salatama, namazima, varivima i jajima, kao zacin (Grli¢, 2005).
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Tablica 3. Antimikrobno djelovanje ekstrakta dobricice
. .N.HC (engl. s Logaritamska . MIC (engl, i Logaritamska
inhibitory concentration) (mg . inhibitory concentration) "
redukcija (mg mL) redukcija
Gram pozitivne bakterije Referenca Gra;r; l:lt(;%;tévne Referenca
Kumarasamy Gwiazdowska Coss i sur. Kumarasamy Gwiazdowska  Coss i sur.
i sur. (2002) isur. (2022) i sur. (2002) isur. (2022) (2018)
Bacillus cereus 1.00 i Citrobacter freundii 0.125 i i
NCTC 9680 ’ NCTC 9750 ’
Bacillus subtilis 0.5 Escherichia coli 0.95
NCTC 7861 ’ i NCTC 8110 ’ i i
Bacillus subtilis i 0.6 Escherichia coli i 25 i
ATCC 11774 ’ ATCC 8739 ’
Enterococcus faecalis 0.125 i Escherichia coli i i 0
NCIB 775 ’ ATCC 10536
Enterococcus hirae i i Escherichia coli 5.00 i i
ATCC 10541 NCTC 11954 ’
Enterococcus faecalis i 0.6 Klebsiella aerogenes i i i
ATCC 19433 ’ NCTC 9528
Lactobacillus plantarum 0.5 Proteus mirabilis 0.5
NCTC 6376 ’ i NCIB 60 ’ i i
Micrococcus luteus 0.0625 i Pseudomonas aeruginosa 0.125 i i

NCTC 9278

NCTC 6750
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Tablica 3. Antimikrobno djelovanje ekstrakta dobricice — nastavak

MIC (engl. minimum MIC (engl. minimum

inhibitory concentration) (mg Logarltal.rfska inhibitory concentration) Logarltalyska
1 redukcija 1 redukcija
mL™) . (mg mL™)
Gram pozitivne bakterije Referenca Gram negativne Referenca
bakterije

Kumarasamy Gwiazdowska Coss 1 sur. Kumarasamy Gwiazdowska  Coss 1 sur.

i sur. (2002) isur. (2022) (2018) i sur. (2002) i sur. (2022) (2018)
Micrococcus luteus i 105 i Pseudomonas aeruginosa i 195 i
ATCC 4698 ’ ATCC 9027 ’
Staphylococcus aureus 0.25 i i Serratia marcescens 0.5 i i
ACTC 10788 ’ NCTC 1377 ’
Staphylococcus epidermedis 0.5 i i Salmonella enteritidis i 195 i
NCIB 8558 ’ ATCC 13076 ’
Staphylococcus hominis 0.5 i i
NCTC 11320 ’
Staphylococcus. aureus ) 03 )
ATCC 33862 ’
Staphylococcus aureus i i > 0,01

ATCC 6358
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Savkovi¢ (2017) navodi da se pripravak od dobriCice protiv gihta i reume priprema od listova
kuhanih u jabu¢nom octu, a da se pripravak za ublazavanje tegoba limfnog sustava konzumira
u obliku toplog vodenog napitka 2 puta dnevno kroz 21 dan, nakon ¢ega je potrebno napraviti
pauzu od 7 dana i ponoviti ciklus, dok je kod upale Zeluca i crijeva preporuka piti 1,5 dL
pripravka svaka 2 sata. Takoder, Savkovi¢ (2017) navodi da se dobri¢ica moze konzumirati i

kuhana kao povrée, pripremljena kao Spinat.

Izuzev uporabe u medicinske svrhe, dobricica pokazuje potencijal i u drugim podrucjima.
Zanimljivo je istaknuti da je dobriCica, prije uzgoja hmelja, koriStena za poboljSanje okusa 1
bistrenje u procesu proizvodnje piva. Nijemci su poceli uzgajati hmelj u 8. stoljecu, dok je u
Engleskoj dobricica u tu svrhu bila u uporabi sve do 14. stoljeca (Pavek, 2013; Hutchings 1
Price, 1999; Mitich, 1994).

Zorilla 1 suradnici (2023) prvi su objavili snaznu aktivnost vodenog ekstrakta dobricice,
sakupljene na podrucju Italije, protiv patogenih oomiceta, to¢nije protiv endoparazita
Plasmopara viticola koji napada vinovu lozu, ¢ime pokazuje potencijal u razvoju biofungicida.
Prskanjem ekstrakta dobriCice na lisne diskove vinove loze utvrdeno je znaCajno smanjenje
zarazenosti peronosporom (11,4 %), u usporedbi s lisnim diskovima vinove loze prskanima
destiliranom vodom (78,0 %), ali ipak neSto niza u odnosu na primjenu fungicida na bazi bakra
(2,3 %). Nadalje, Wang 1 suradnici (2003) objavili su da listovi dobricice, sakupljeni na
podrucju Belgije, sadrze lektin naziva Gleheda, koji je strukturno i evolucijski srodan lektinima
mahunarki, te da je snazni insekticidni protein. Unato¢ tome Sto Gleheda nije ravnomjerno
rasporeden po listovima dobriCice, pokazuje jedinstveni uzorak lokalizacije karakteriziran
isklju¢ivim ograni¢enjem na jedan sloj stanica palisadnog parenhima. Ispitivanja hranjenja
insekata Glehedom pokazala su da je snazan insekticidni protein za li¢inke krumpirove zlatice
(Leptinotarsa decemlineata). Autori (Wang 1 sur., 2003) navode da Gleheda nije citotoksi¢an
1 povezuju njegovo insekticidno djelovanje sa specificnosé¢u prema antigenu Tn (N-
acetilgalaktozamin vezan sa serinom ili treoninom) §to u konacnici dovodi do naruSavanja

funkcioniranja probavnog sustava kukaca.

2.4. Inkapsulacija bioaktivnih spojeva

Inkapsulacija je proces u kojem se materijal ugraduje unutar ili prevlaci sustavom nosaca kako
bi se formirale Cestice razlicitih veli¢ina (Islam Shishir 1 sur., 2018). Materijal koji se

inkapsulira - aktivna tvar, mozZe biti jedan spoj ili skupina spojeva te se naziva jos jezgra, ispun
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ili unutarnja faza. Nosaci se nazivaju jo§ i membrane, matrice ili vanjske faze, a najcesée su to
razli¢iti biopolimeri animalnog, biljnog, morskog ili mikrobnog podrijetla, poput
ugljikohidrata (npr. alginat, pektin, guar guma, kitozan, arapska guma, karagenan, ksantan,
itd.), proteina (npr. Zelatina, kazein, proteini sirutke, gluten, itd.) i lipida (npr. gliceridi,
voskovi, fosfolipidi, itd.) (Timilsena i sur., 2020; Saifullah i sur., 2019; Devi i sur., 2017).
Odabir nosaca u inkapsulaciji ovisi o svojstvima aktivne tvari, tehnici inkapsulacije koja se
primjenjuje te o namjeni konacnog proizvoda inkapsulacije (Saifullah i sur., 2019). Nosa¢
definira konac¢na svojstva proizvoda dobivenog inkapsulacijom — utjece na veli¢inu, oblik i

strukturu Cestica te na njihovu stabilnost tijekom proizvodnje i skladistenja (Dias i sur., 2017).

Najpozeljniji proizvodi inkapsulacije su nanocestice i mikrocestice koje se odnose na Cestice
raspona veli¢ine 1 — 1000 nm, odnosno 1 — 1000 um, dok se vece Cestice nazivaju
makrocesticama. Morfologija Cestica dobivenih inkapsulacijom moZe biti razliCita te se
razlikuju monojezgrene, visejezgrene 1 matri¢ne Cestice (Slika 4). Monojezgrene Cestice sadrze
membranu oko jedne jezgre, dok viSejezgrene sadrze viSe jezgara unutar membrane, a kod
matriénih Cestica, jezgra se nalazi jednoliko rasprSena unutar membrane. Takoder, Cestice
mogu biti monojezgrene s viseslojnom membranom, a mogu biti i nepravilnog oblika (Saifullah

isur., 2019).

monojezgrene
cestice

festice s viSeslojnom viSejezgrene Cestice
membranom
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Slika 4. Morfologija Cestica dobivenih inkapsulacijom (prema Saifullah i sur., 2019)
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Poceci istrazivanja inkapsulacije vezani su uz medicinsku primjenu, a inkapsulacija se prvi
puta spominje u radu Vincenza Bisceglie objavljenom 1934. godine (Wang i sur., 2017b). U
tom radu Bisceglie (1934) je naveo da polimerna struktura koja se koristi za omotavanje
tumorskih stanica ima sposobnost sprjecavanja imunoloskog odgovora u tijelu domacina na
strane stanice $to je omogucilo da transplantat tumorskih stanica prezivljava u tijelu domacina
duze vremensko razdoblje. Thomas Chang je 1964. godine predlozio koncept ,,umjetnih
stanica™ prilikom koristenja polupropusnih mikrokapsula za isporuku terapeutskih spojeva
(Chang, 1964). U narednim godinama porastao je broj istrazivanja vezanih uz primjenu
inkapsulacije u medicinske svrhe te je 1980. godine provedeno prvo predklinicko ispitivanje
na Stakorima s dijabetesom kojima je pomocu inkapsuliranih Langerhansovih otoc¢i¢a vrac¢eno
stanje normoglikemije (Lim 1 Sun, 1980). U meduvremenu, uz medicinska istraZivanja,
inkapsulacija se istrazivala i u drugim podru¢jima te je prvi puta industrijski primijenjena 1950.
godine za dobivanje premaza osjetljivih na pritisak za proizvodnju fotokopirnog papira bez

ugljika (Vladisavljevic, 2015).

Danas je inkapsulacija od velikog interesa, ne samo u medicinskom podrucju, ve¢ i u podrucju
biotehnologije 1 farmaceutske industrije, za isporuku cjepiva i lijekova, ali takoder ima sve
vecu ulogu 1 u prehrambenoj industriji (Giirbiiz 1 sur., 2020). Svrha primjene u prehrambenoj
industriji moze biti viSestruka: 1) ucinkovitija isporuka bioaktivnih spojeva (antioksidansi,
minerali, vitamini, fitosteroli, masne kiseline, polifenoli, itd.) i Zivih stanica (npr. probiotici),
i1) prekrivanje neugodnih mirisa i aroma, iii) zastita spojeva od degradacije pod utjecajem
razlicitih Stetnih okolisnih uvjeta (npr. utjecaj svjetla, vlage i kisika), iv) smanjenje isparavanja
ili brzine prijenosa spojeva u okolinu, v) modifikacija fizikalnih svojstava materijala u svrhu
lakSeg rukovanja, itd. (Saifullah 1 sur., 2019; Nedovic i sur., 2011; Fang i Bhandari, 2010).
Medu tehnikama inkapsulacije, u prehrambenoj industriji najceS¢e se koriste suSenje
rasprSivanjem, liofilizacija, prevlacenje u fluidiziranom sloju 1 ekstruzija (Glirbiiz 1 sur., 2020;

Singh 1 Dixit, 2014; Nedovic i sur., 2011).

lako postoje razlic¢ite kategorizacije inkapsulacijskih tehnika, najceS¢a je na fizikalne,

fizikalno-kemijske, kemijske 1 elektrohidrodinamicke (Slika 5).
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N * susenje rasprsivanjem )
* liofilizacija
Fizikalne tehnike * ekstruzija
* prevlacenje u fluidiziranom sloju
y * inkapsulacija pomocu superkriti¢nih fluida Y,
* ionsko geliranje \
( ) * jednostavna ili kompleksna koacervacija
.. .. . . Sivanjem hladenj
Fizikalno-kemijske tehnike rasprsivanjemradenyem
* emulgiranje
\ y * inkapsulacija isparavanjem otapala
* liposomalna inkapsulacija j
( ) * in situ polimerizacija )
. . » medufazna polimerizacija
Kemijske tehnike » medufazna polikondenzacija
\ y » medufazno umrezavanje )
( A
» elektroispredanje )
Elektrohidrodinamicke tehnike e Ae
» elektrorasprsivanje )
N J

Slika 5. Podjela i primjeri inkapsulacijskih tehnika (Abedini i sur., 2023; Eun i sur., 2020)

Navedene tehnike vecinom se koriste za inkapsulaciju jednog funkcionalnog sastojka, a
posljednjih godina sve se viSe istrazuju sustavi koji omogucuju isporuku vise funkcionalnih
sastojaka (tzv. koinkapsulirani sustavi). U tom kontekstu, narocito su zanimljive emulzije posto
se sastoje od vodene i uljne faze, od kojih je jedna kontinuirana, a druga dispergirana faza, te
su stoga pogodne za inkapsulaciju i hidrofilnih i hidrofobnih bioaktivnih spojeva (Liu 1 sur.,
2022a). Tako su konvencionalne emulzije tipa ulje-u-vodi trenutno najcesce koriStene u
prehrambenoj industriji, sve se viSe istrazuje primjena tzv. naprednih emulzija, kao Sto su
nanoemulzije, emulzije s velikom unutarnjom fazom, Pickeringove emulzije, viSeslojne
emulzije, ¢vrste lipidne nanocestice, emulgelovi i viSestruke emulzije (Tan i McClements,
2021). Tako su primjerice, Chen i suradnici (2022) uspjesno razvili Pickeringovu emulziju
stabiliziranu feritinom za inkapsulaciju klorogenske kiseline, kao modelnog spoja hidrofilnog
karaktera, 1 B-karotena, kao hidrofobnog modelnog spoja, a Zhou i suradnici (2021) uspjesno
su inkapsulirali kurkumin, resveratrol 1 kvercetin u nanoemulzije koriste¢i kokosovo,
suncokretovo ili laneno ulje. Liposomi su, zbog prisutnosti lipidnih dvosloja u strukturi,
takoder sami po sebi pogodni za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva razli¢ite polarnosti, ali u
svthu povecanja njihove stabilnosti 1 bioraspoloZivosti, vrlo Cesto se oblazu razli¢itim
ugljikohidratima 1 proteinima, koji se potom mogu koristiti kao nosaci za druge bioaktivne
spojeve (Liu i sur., 2022a). Kompleksna koacervacija poznata je od 1957. godine kada su Green
1 Schleicher objavili koacervaciju zelatine iz svinjske koZe pomocu arapske gume 1 od tada su

objavljena mnoga istraZivanja temeljena na ovoj tehnici, a u posljednje vrijeme ova tehnologija
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prilagodava se drugim polimerima koji nisu zivotinjskog podrijetla, kao $to su biljni proteini
razlicitih zitarica, mahunarki i sjemenki (Muhoza i sur., 2022). Takoder, intenzivno se istrazuje
i koaksijalno elektroispredanje, koje je prvi puta predstavljeno 2003. godine u radu Sun i
suradnika (2003), i kod kojeg se najc¢es¢e koriste dva razli¢ita nosac¢a kako bi se proizvela
nanovlakna s morfologijom jezgre i omotac¢a (Yoon i sur., 2018). Lan i suradnici (2021)
uspjesno su formulirali nanovlakna koaksijalnim elektroispredanjem s inkapsuliranim
polifenolima Caja i L-lizina sa sintetskim polimerima, polivinil alkoholom i poli (e-
kaprolaktonom), kao nosacima, a Torkamami 1 suradnici (2018) koristili su prirodne polimere,
Zelatinu 1 zein, za inkapsulaciju ekstrakta gorke dinje istom tehnikom. Kitozan, etil celuloza,
Skrob, proteini sirutke, poli (etilen oksid) 1 polikaprolakton jo$ su neki od primjera nosaca koji
su uspjesno primijenjeni u inkapsulaciji bioaktivnih spojeva elektroispredanjem (Coelho 1 sur.,
2021). Uz elektroispredanje, izrazito zanimljiva elektrohidrodinami¢ka tehnika je
elektrorasprSivanje 1 medu primjerima uspjeSne inkapsulacije su formulacija nanocCestica
antocijana borovnica, uz zein kao nosa¢ (Gonzalez-Cruz i sur., 2021), te nanoCestica
glukozinolata i polifenolnih spojeva ekstrakta brokule, takoder uz zein kao nosa¢ (Radiinz 1
sur., 2020). Inkapsulacija tekuce-tekuce kao najnovija tehnika, predstavljena je u radu Misra i
suradnika (2020) gdje se kapljica koja sadrzi aktivni spoj uvodi kroz mlaznicu na drugu
teku¢inu koja na povrSini sadrzi teku¢i medufazni sloj koji tijekom prolaska obavije jezgru

kapljice s aktivnim spojem.

Vrijednost globalnog trziSta inkapsulacije u prehrambenoj industriji za 2023. godinu
procijenjena je na 5952,8 milijuna USD, a do 2033. godine ocekuje se vrijednost od 14547,9
milijuna USD sa sloZzenom stopom godiS$njeg rasta od 9,3 %. Trziste inkapsulacije u tom
podrucju trenutno pokrece rastuca potreba za ,,inkapsuliranim okusima* jer potrosaci zele
hranu s dugotrajnim okusom, kao i sve veca potroSnja i potraznja za funkcionalnim i

obogacenim prehrambenim proizvodima (Future Market Insights, 2023).

Pregledom prehrambenih proizvoda plasiranih na trziSte uocava se jo§ relativno mala
zastupljenost sastojaka u inkapsuliranom obliku i oni su uglavnom vezani uz neke osnovne
sastojke proizvoda, dok su bioaktivni sastojci zastupljeni tek u sporadi¢nim ili nekim

eksperimentalnim prototipovima proizvoda.

Tako je primjerice tvrtka TasteTech (UK) razvila inkapsulate sladila (acesulfam K, aspartam,
stevija, sukraloza, mjeSavina acesulfama K i sukraloze te aspartama i acesulfama K) za
inkorporaciju u gume za zvakanje, 1 inkapsulate kiselina (limunska, sorbinska, vinska, jabu¢na

1 askorbinska kiselina), koje su, osim za gume za Zvakanje, prikladne i za druge konditorske 1
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pekarske proizvode. Ista tvrtka proizvela je i inkapsulate razlicitih pekarskih (prasak za pecivo,
kalcijev propionat i natrijev hidrogenkarbonat) i funkcionalnih (kafein, vitamin D i vitamin C)
sastojaka, a u tu svrhu proizvodi monojezgrene i visejezgrene Cestice, a koristi 1 suSenje
rasprSivanjem (Anonymous 4). Tvrtka Balchem (SAD) razvila je proizvode linije
ConfecShure®, koji sadrze inkapsuliranu jabuénu, limunsku, vinsku, adipinsku i fumarnu
kiselinu, a namijenjeni su inkorporaciji u bombone i gume za zvakanje te omogucavaju
ravnotezu okusa, Stite od nepozeljnih interakcija sastojaka i spreavaju inverziju Seéera tijekom
skladistenja. Ista tvrtka razvila je i proizvode linije BakeShure®, s inkapsuliranim bazama za
dizanje tijesta 1 kiselinama, koji sprecavaju degradaciju proteina, povecavaju aktivnost kvasca
1 volumen pekarskih proizvoda te produzuju rok trajanja. Razvijeni su i proizvodi linije Meat
Shure®, s inkapsuliranim sredstvima za kiseljenje, kao alternativa tradicionalnim metodama
fermentacije, 1 inkapsuliranim natrijevim kloridom, ¢ime se kontrolira sinereza i usporava
pojava uzeglosti uslijed oksidacije (Anonymous 5). Tvrtka Inovia (Austrija) bavi se razvojem
novih proizvoda inkapsulacijom te su tako razvili inkapsulat ulja konoplje susSen rasprsivanjem
za primjenu u kapsule, tablete, instant mjesavine i1 napitke (Anonymous 6). Tvrtka Lycored
(Izrael) proizvodi inkapsulate uz alginat, Skrob 1 Zelatinu kao nosace, te su, izmedu ostalog, u
svrhu inkorporacije u bombone, razvili inkapsulate astaksantina, a- 1 f-karotena, luteina,

likopena, kafeina, vitamina C, B9 i E, bakra, molibdena i metionina (Anonymous 7).

Iako su polifenoli izrazito pozeljni sastojci svih prehrambenih proizvoda, niska
bioraspolozivost Cesto je ograni¢avajuci faktor njihove Sire primjene, posebice u svrhu razvoja

formulacija novih prehrambenih proizvoda obogacenih polifenolima.
2.4.1. Metabolizam polifenola i utjecaj inkapsulacije na njihovu bioraspoloZivost

Za razvoj inkapsulacijskih sustava ciljane isporuke bioaktivnih spojeva, kao i1 za povecanje
njihove bioraspolozivosti, potrebno je razumjeti fiziolosko i fizikalno-kemijsko okruzenje u

ljudskom probavnom sustavu, kao i njthov metabolizam.

Da bi konzumacija bioaktivnih spojeva postigla u¢inak u organizmu, u odredenim tkivima ili
organima, bioaktivni spojevi moraju biti bioraspolozivi, tj. u¢inkovito apsorbirani iz crijeva u
sustavnu cirkulaciju i dostavljeni na odgovaraju¢e mjesto u tijelu. Polifenolni spojevi su u hrani
ve¢inom prisutni u obliku estera, glikozida ili polimera koji se ne apsorbiraju izravno nego se
prije apsorpcije hidroliziraju enzimskim reakcijama te podvrgavaju reakcijama konjugacije u
tankom crijevu te putem portalne vene aktivnim, pasivnim ili olakSanim transportom

dospijevaju u jetru gdje se takoder podvrgavaju reakcijama konjugacije, nakon ¢ega ulaze u
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sustavnu cirkulaciju te do organa i tkiva gdje vrse bioloske ucinke. Veze polifenolnih spojeva
sa SeCerima (glukoza, galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza, itd.) povecavaju njihovu
topljivost u vodi i ogranicavaju transport pasivhom difuzijom. Samo 5 — 10 % ukupnih
polifenolnih spojeva moze se apsorbirati u tankom crijevu i dalje metabolizirati, dok se ostatak

polifenola moze akumulirati u debelom crijevu i izluciti fecesom (Slika 6) (Chen i sur., 2018).
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Slika 6. Apsorpcija, metabolizam 1 izlu¢ivanje polifenolnih spojeva (Minatel i sur., 2017)

Prvi korak u apsorpciji i metabolizmu polifenolnih spojeva predstavlja Zvakanje u usnoj
Supljini gdje dolazi do mijeSanja hrane sa slinom koja se pretezno sastoji od vode (99,5 %),
zatim od elektrolita, proteina (glikoprotein mucin, albumini, imunoglobulini, laktoferin),
antibakterijskih spojeva (sekretorni imunoglobulin (IgA) i lizozim), hormona, nukleinskih
kiselina, duSi¢nih spojeva (mokra¢na kiselina, urea i amonijak), antioksidansa (askorbat 1
glutation) 1 probavnih enzima (o-amilaza). Smatra se da stupanj glikozilacije polifenolnih
spojeva i interakcija s proteinima sline utjee na otpustanje polifenola iz matriksa hrane te na
njihovu apsorpciju 1 biodostupnost u daljnjim koracima, budu¢i da moze do¢i do njihove

precipitacije s proteinima smanjujuci time njihovu bioraspoloZivost.

Biodostupnost se definira kao koli¢ina bilo kojeg sastojka hrane koji je vidljivo prisutan u
crijevima kao posljedica otpuStanja iz matriksa hrane i1 koji bi mogao pro¢i kroz crijevnu
barijeru. S druge strane, bioraspoloZivost je definirana kao udjel biodostupnih spojeva koji se
apsorbiraju 1 ulaze u krvotok tako da se mogu distribuirati 1 metabolizirati unutar tjelesnih

organa. Bolus hrane, formiran u ustima, peristaltikom se dalje prenosi u Zeludac i pretvara u
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himus. Hrana se zadrzava u Zelucu 0,3 — 2 sata, a tijekom tog razdoblja djelovanjem kiselina i
mijeSanjem dolazi do razgradnje Zvakane hrane $§to pomaze u oslobadanju polifenolnih spojeva
iz matriksa hrane. Niska pH vrijednost Zeluca utjeCe na otpusStanje polifenolnih spojeva,
narocito onih s malim brojem 1/ili slabim vezama s matriksom hrane. Kiselo okruzenje u zelucu
moze potaknuti hidrolizu i/ili transformaciju polifenolnih spojeva, kao Sto je hidroliza
oligomera proantocijanidina ili cijepanje dijelova Secera vezanih za strukturu polifenola. lako
zeludac nije glavno mjesto za apsorpciju polifenolnih spojeva, jednostavniji polifenolni spojevi
poput fenolnih kiselina, koji nisu ¢vrsto vezani za matriks hrane ili su dostupni za apsorpciju u
Zelucu, mogu biti apsorbirani od Zelu€anih stanica. Prvi dio tankog crijeva — dvanaesnik, 1
jejunum su glavna mjesta apsorpcije 1 transformacije polifenolnih spojeva. Himus se
transportira iz Zeluca u dvanaesnik mijenjaju¢i pH vrijednost iz kisele u alkalnu zbog
neutralizacije putem Zuci 1 soka guSterace ¢ime polifenolni spojevi postaju nestabilniji
(Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). Cimbenici koji utje¢u na apsorpciju u tankom crijevu su
fitokemijski, poput strukture molekula, lipofilnosti, pKa 1 topljivosti te bioloski poput pH
lumena 1 permeabilnosti membrane (Spencer, 2003). Glikozilirani polifenolni spojevi koji su
hidrofilniji od odgovarajuc¢ih aglikona ne mogu lako prijeéi stanicnu membranu enterocita
putem pasivne difuzije. Pretpostavlja se da se glikozilirani polifenolni spojevi apsorbiraju kroz
nekoliko mehanizama. Prema prvom mehanizmu, glikozidne dijelove cijepa laktaza florizin
hidrolaza, enzim na povrSini enterocita, koji je vrlo reaktivan prema flavonoid-O-B-D-
glikozidima. Lipofilni aglikonski produkti mogu tada prije¢i stanicnu membranu putem
pasivne difuzije. Prema drugom mehanizmu, glikozilirani polifenolni spojevi prenose se kroz
stanicnu membranu enterocita putem aktivnog prijenosnika glukoze ovisnog o natriju (engl.
sodium-dependent glucose transporter - SGLT1) te se u enterocitima podvrgavaju hidrolizi
pomocu citosolne B-glukozidaze kako bi se uklonile glikozidne jedinice (Velderrain-Rodriguez
i sur., 2014). Polifenoli vezani za ramnozu se prije apsorpcije u debelom crijevu hidroliziraju
pomoc¢u ramnozidaze koju izlucuje crijevna mikrobiota (Chen 1 sur., 2018). Unutar citosola
enterocita, aglikoni polifenolnih spojeva se ili prenose u krvotok putem pasivne difuzije do
jetre gdje se transformiraju pomocu enzima ili se transformiraju unutar citosola enterocita
tankog crijeva. Transformacija ukljucuje konjugaciju polifenola kroz reakcije glukuronidacije,
sulfatacije 1 metilacije koje kataliziraju pretezno tri enzima - UDP-glukuronozil transferaza,
sulfotransferaza 1 katehol-O-metiltransferaza (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014). Nakon
reakcija konjugacija, metaboliti polifenola odlaze u plazmu nakon €ega se izlucuju putem
bubrega u urin ili se transportiraju u debelo crijevo. U debelo crijevo dospijeva velik broj

unesenih polifenola (80 — 90 %), ukljucujuéi one koji se nisu apsorbirali u tankom crijevu i one
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polifenole koji su se apsorbirali i metabolizirali. Debelo crijevo sadrzi bogatu mikrobiotu s 102
mikroorganizama g!, koja ima veliku kataliticku i hidroliti¢cku sposobnost, $to dovodi do
razgradnje polifenola i nastajanja velikog broja novih metabolita. Bakterijski enzimi debelog
crijeva kataliziraju hidrolizu, demetilaciju, dehidroksilaciju, cijepanje prstena i dekonjugaciju.
Nastali produkti mogu ili uéi u sustavnu cirkulaciju ili izvrsiti bioloska djelovanja u stanicama
debelog crijeva. S obzirom na njihovo antimikrobno djelovanje, polifenolni spojevi mogu
pozitivno djelovati na zdravlje debelog crijeva kao prebiotici (Velderrain-Rodriguez i sur.,
2014). Polifenolni spojevi 1 njihovi metaboliti eliminiraju se kroz urin 1 feces (Minatel 1 sur.,

2017).

Inkapsulacija moze poboljSati bioraspolozivost polifenolnih spojeva pruzanjem zaStite u
zelu¢anom okruzenju formuliranjem sustava koji reagiraju na intestinalni pH $to u konacnici
omogucuje njihovu stabilnost u zelucu i produZeno otpustanje u tankom crijevu. Biopolimerni
nosaci se u inkapsulacijskom sustavu razgraduju djelovanjem amilaze, proteaze 1 lipaze, nakon
Cega razgradene sastojke 1 oslobodene polifenolne spojeve epitelne stanice koriste za daljnju
apsorpciju (Liu 1 sur., 2022a). Granata i suradnici (2018) formulirali su nanoinkapsulate
hidroksicimetnih kiselina (ferulinska, kafeinska, sinapinska i p-kumarinska kiselina), koristeci
poli-e-kaprolakton, 1 in vitro testovima dokazali stabilnost inkapsulata tijekom simulirane
probave u Zelucu 1 otpustanje fenolnih kiselina tijekom probave u tankom crijevu. Inkapsulacija
polimetoksiflavona u emulzije s velikom unutarnjom fazom, uz izolate proteina sirutke 1
niskometiliranog pektina kao stabilizatore, rezultirala je pove¢anjem njihove bioraspolozivosti
u uvjetima in vitro probave, i do 5 puta, u istrazivanju Wijaya i suradnika (2020). U istrazivanju
Panwar 1 suradnika (2018), ferulinska kiselina je u inkapsuliranom obliku, pripremljenom
ionskim geliranjem s kitozanom kao nosacem, u in vivo istrazivanjima na Stakorima pokazala
duze zadrzavanje u plazmi u usporedbi sa slobodnim, neinkapsuliranim oblikom, indicirajuci
povecanje njene bioraspolozivosti u inkapsuliranom obliku. Povecanje bioraspolozivosti
ruzmarinske kiseline u fosfolipidnom inkapsulacijskom sustavu in vivo dokazano je u radu
Yang i suradnika (2015), kao i poveéanje apsorpcije polifenola ¢aja kontroliranim otpustanjem
iz nanoemulzija u probavnom sustavu Stakora u radu Peng i suradnika (2018). Oralna primjena
nanocCestica resveratrola, pripremljenih koacervacijom uz kazein kao nosa¢, na Stakorima,
rezultirala je i do 10 puta ve¢om bioraspolozivoséu u istrazivanju Pefialva i suradnika (2018).
Isto tako, u istraZivanju Li i suradnika (2023), inkapsulacija karotenoida torularhodina u
emulziju s izolatom proteina sirutke i visokometiliranim pektinom omogucila je njegovu vecu

bioraspoloZivost.
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2.4.2. SuSenje rasprsivanjem

Princip susenja rasprSivanjem prvi puta je objavljen 1872. godine u patentu Samuela Perry-a,
a 20-ih godina proslog stoljeca ta tehnika je komercijalizirana za proizvodnju mlijeka u prahu
(Santos i sur., 2018; Bhandari i sur., 2008). I danas, susenje rasprSivanjem smatra se
najpogodnijom tehnikom suSenja za dobivanje Cvrstih ili polucvrstih uzoraka iz tekuéih
materijala (Murugesan i Orsat, 2012), a ujedno i najekonomicnijom zbog niskih operativnih
rashoda. Naime, na industrijskoj razini, susenje rasprsivanjem je ekonomicnije od liofilizacije
zbog manje potrosnje elektriCne energije 1 kraceg vremena suSenja (Hammami 1 René, 1997),

a sli¢no je uoc€eno u usporedbi s vakuum suSenjem (Santivarangkna i sur., 2007).

U svrhu inkapsulacije, suSenje rasprSivanjem prvi puta je primijenjeno 30-ih godina proslog
stoljeca za inkapsulaciju spojeva arome, uz arapsku gumu kao nosaé (Alvarez i Pando, 2021),
1 do danas, kao najstarija komercijalna tehnika inkapsulacije, ima najSiru primjenu u

prehrambenoj industriji.

Osnovne faze suSenja rasprSivanjem su: i) rasprSivanje tekuceg materijala (otopine ili
suspenzije), 1) kontakt materijala s grijanim zrakom za suSenje, iii) suSenje materijala 1
formiranje Cestica te iv) odvajanje konacnog proizvoda od zraka. Svi spomenuti koraci i
pripadajuca procesna svojstva, kao 1 svojstva ulaznih procesnih tokova, znacajno utjecu na
svojstva konacnog proizvoda (Mohammed i1 sur., 2020). Shematski prikaz suSionika s

rasprSivanjem prikazan je na Slici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz suSionika s rasprsivanjem (prema Pifion-Balderrama 1 sur., 2020)
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Rasprsivanje predstavlja pretvorbu tekuéine u kolektiv kapljica bliskih veli¢ina §to rezultira
boljim prijenosom topline i tvari u fazi suSenja, kao i pove¢anjem povrsine Cestica materijala i
dobrom raspodjelom materijala unutar komore za suSenje (Murugesan i Orsat, 2012).
Povecéanje povrSine Cestica dovodi do brzog isparavanja otapala i stvaranjem kore, suSeci
materijal u vrlo kratkom vremenu. Postoje razliite vrste rasprsivaca, kao $to su rotacijski
rasprsivaci, tlatne mlaznice, pneumatske mlaznice i zvu¢ne mlaznice, a njihov odabir vrsi se
na temelju materijala koji se susi i o zeljenoj veliini Cestica finalnog proizvoda (Mohammed

1 sur., 2020).

Nastale kapljice dolaze u kontakt s filtriranim zrakom, zagrijanim u skladu s procesnim
uvjetima, a ponekad se koriste dusik ili drugi inertni plinovi, ovisno o nestabilnosti materijala
koji se susi ili njegovoj osjetljivosti na kisik. Kod istostrujnog nacina suSenja, rasprsivac je
smjeSten na vrhu komore za susenje, zajedno s ulazom za vruc¢i zrak, te se materijal rasprSuje
u istom smjeru kao 1 vruci zrak, dok se kod protustrujnog nacina susenja, materijal i vru¢i zrak

uvode u sustav sa suprotnih krajeva komore (Murugesan i Orsat, 2012).

Nakon rasprsivanja slijedi susSenje 1 stvaranje Cestica jer se toplina vruc¢eg zraka prenosi na
kapljice i pretvara u latentnu toplinu tijekom isparavanja otapala iz kapljica (Mohammed i sur.,
2020). Susenje zapocinje na povrsini kapljice te molekule otapala migriraju iz sredista kapljice
prema povrsini. Migracija molekula otapala odvija se molekularnom difuzijom u odnosu na
otopljenu tvar, konvekcijom teku¢ine unutar kapljice ili kapilarnim protokom otapala kroz
¢vrstu poroznu matricu. Ako uvjeti susenja ostanu nepromijenjeni, brzina susSenja je konstantna
1 kontrolirana samo prijenosom topline prema povrsini kapljice te se ova faza naziva fazom

konstantne brzine susenja (Slika 8).

b pocetno faza konstantne faza smanjene ® Tekuca faza
= grijanje brzine susenja brzine susenjal . ® Cvrsta faza
-~
A4 — Temperatura kapljice
.
E . === Brzina su$enja
£
2,
g o
[
=
L) o
i1 @_@ e
a2 = e e - N
7
] ’ S
5 4 S
<] (4 ~
'y ~
Vrijeme

Slika 8. Brzina suSenja i temperatura kapljice tijekom suSenja rasprSivanjem (prema Boel 1

sur., 2020)
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Isparavanjem otapala s povrSine kapljice, koncentracija otopljene tvari na povrSini raste, a
rastuci koncentracijski gradijent uzrokuje difuziju otopljene tvari od povrsine kapljice prema
sredistu kapljice. Brzina difuzije otopljene tvari prema sredistu kapljice postaje manja od brzine
redukcije promjera kapljice zbog konstantnog gubitka otapala te dolazi do stvaranja kore zbog
obogacivanja otopljenom tvari na povrsini kapljice $to dovodi do smanjene brzine suSenja. U
ovoj fazi suSenja, u kapljici postoji porozna ¢vrsta kora i unutarnja mokra jezgra. Brzina
susenja kontrolirana je brzinom difuzije ili brzinom kapilarnog toka otapala iz mokre jezgre
kroz pore kore. Usporeno isparavanje otapala rezultira skupljanjem mokre jezgre 1 znacajnim
rastom kore prema srediStu kapljice. Zadebljanje kore ¢e dovesti do povecanja otpora za
prijenos mase i time postupnog smanjenja brzine suSenja. Stoga, ova faza naziva se fazom
smanjene brzine suSenja (Slika 8) u kojoj temperatura povrsine Cestice raste dok ne postigne

temperaturu zraka u komori (Boel 1 sur., 2020).

Posljednja faza suSenja rasprsivanjem je odvajanje konacnog proizvoda — Cestica, od zraka za
suSenje, u ciklonu. SuSenje rasprSivanjem zavrSava kada osuSene Cestice padnu na dno komore

za suSenje gravitacijskim djelovanjem (Mohammed i sur., 2020).

Vrijeme susenja ovom tehnikom, zbog velike brzine isparavanja, izuzetno je kratko i najcesce
iznosi 5 — 100 sekundi. Proizvod dobiven suSenjem rasprSivanjem, koji moze biti u obliku
granula, praha ili aglomerata, izrazito je stabilan u pogledu mikrobioloske i oksidacijske
degradacije (npr. reakcije posmedivanja, hidroliticke reakcije, autooksidacija, oksidacija
lipida, itd.) zbog niskih vrijednosti aktiviteta vode 1 udjela vode. Ipak, zbog primjene visokih
temperatura moze se pojaviti degradacija odredenih termolabilnih spojeva (npr. enzimi i
vitamini). Naime, temperatura ulaznog zraka najcesce iznosi 150 — 220 °C, a temperatura

izlaznog zraka 50 — 80 °C (Shishir 1 Chen, 2017).

Ukoliko se suSenje rasprSivanjem koristi kao tehnika inkapsulacije, potrebno je pripremiti
otopinu nosaca i aktivne tvari u odgovaraju¢em otapalu, najces¢e u vodi, te dobro provesti
homogenizaciju pripremljene otopine koja se zatim uvodi u sustav za suSenje rasprSivanjem
(obi¢no peristaltickom pumpom) i prolazi kroz sve navedene faze (Boel i sur., 2020). Da bi se
postigla visoka inkapsulacijska uc¢inkovitost aktivne tvari i1 Zeljena kvaliteta Cestica, uvjeti
susenja rasprSivanjem trebaju biti optimirani. Na inkapsulacijsku u¢inkovitost utjecu fizikalno-
kemijska svojstva nosaca i aktivne tvari te njihove otopine (npr. viskoznost, ukupna suha tvar,
itd.), procesni uvjeti, kao $to su ulazna i izlazna temperatura zraka, vlaznost zraka, protok
zraka, vrsta rasprSivanja, promjer mlaznice, Sirina i duZina komore za susenje, itd. (Assadpour

i Jafari, 2019). SuSenje rasprSivanjem pokazalo se kao pogodna tehnika inkapsulacije za
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prikladnih fizikalno-kemijskih svojstava s visokom ucinkovito$¢u zadrzavanja polifenola, kao

i njihove stabilnosti tijekom skladistenja. Pregled literaturnih podataka na temu inkapsulacije

polifenolnih spojeva biljnoga podrijetla suSenjem rasprSivanjem, u posljednjih 5 godina,

zajedno s procesnim uvjetima, naveden je u Tablici 4.

Tablica 4. Pregled znanstvenih istrazivanja vezanih uz inkapsulaciju polifenolnih spojeva

biljnoga podrijetla suSenjem rasprsivanjem, u posljednjih 5 godina

Nosaé Inkapsulirani Procesni Inkapsulacijska Prinos Referenca
sastojak uvjeti’ ucinkovitost
Karboksimetil celuloza P.=831 Lh",
N C - o . .. M
(9,8 A?) 1 u kombinaciji s Ekstrakt trave T.=150 °C, Hl'dro'ksmlmetne 32.6 - 'flflc':lura
hidrolizatom kolagena, Ve T=90 °C, kiseline: 68,7 — 55.0 % Jari¢ 1 sur.
arapskom i guar gumom i P,~=12mL 97,3 % - (2023a)
k-karagenanom min’!
T.=160 °C, )
Albumin, maltodekstrin, 60°C Ukupni L.
.. Ekstrakt taloga T=60 °C, ) . Araujo i
arapska guma i njihove kave P —>mL polifenoli: 52,0 — / sur. (2022)
mjesavine (20 %) T 83,4 % '
min
T.=150 °C, ) Kalajahi i
Maltodekstrin (16,9 Ekstrakt Ukupni a aja.l !
/100 g) koprive Po=3AmL ifenoli: 84,1 % o /0 Ghandiha
g/100 g p min”! p om0 (2022)
Ukupni
P=600 LI, polifenoli: 95,9 1
Ekstrakt o 93,4 % ) ) .
Maltodekstrin (20 %) cvijeta srebrne L=170°G, Kvercetin: 65,1 i >791  Maiente |
) line P,=10,5 mL 752' ’ 59,2 % sur. (2022)
p min™! ’ )
Kemferol: 65,2 i
77,1 %
Maltodekstrin (40 %), .
. . Ukupni )
arapska guma (20 %) i Ekstrakt lista T.=155°C olifenoli: 70.3 — 37,9 — Insang 1
rezistentni maltodekstrin murve T=90 °C P 97 0'0/ ’ 74,0 %  sur. (2022)
(40 %) e
Ukupni
P=600L h, . )
Guar guma (0,5 %), T.2130 °C polifenoli: 17,2 —
arapska guma, pektin, Ekstrakt ;: 66 °C ’ 63,6 % 48,5 - Martinic¢ i
alginat (4 %), inulin, maslacka l ’ Cikorinska 86,8 % sur. (2022)
g P8 mL
maltodekstrin (10 %) Ornin'l kiselina: 23,2 —
74,4 %
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Tablica 4. Pregled znanstvenih istrazivanja vezanih uz inkapsulaciju polifenolnih spojeva

biljnoga podrijetla susenjem rasprsivanjem, u posljednjih 5 godina — nastavak

Nosaé Inkapsu.lirani Pro.cesoili Inkf\.psula.cij ska Prinos  Referenca
sastojak uvjeti ucinkovitost
Maltodekstrin (19
76) 1 u kombinaciji Ekstrakt T.=140 °C, Ukupni )
(17 %) s guar ) . ) 58,3 — Nguyen i
) Syzygium 77973 °C, polifenoli: 97,2 — o
SWmorm, a-, p-1v- zeylanicum L. P,=120 mL h! 97,9 % 70,5%  sur. (2022)
ciklodekstrinom (2
)
P=473 Lh!,
Hidroksipropil beta-  Ekstrakt trske od T;i—:173100 CC” Restritizol: 97,0 83.8 % Ax];::;zbia;r.
ciklodekstrin (2,2 %) grozda P.=6-7 mL % (2021)
min’!
P=75 m* h', Ukupni
Maltodekstrin i T.=130°c, ~ Pelifenoli 7581 . .
ini sirutke (20 Ekstrfakt T=80 °C 92,0 % 63,81  Jovanovici
E)/S) fetni sirut vrbolike =108 m’L Ukupni 61,2 % sur. (2021a)
’ mi1’1‘1 flavonoidi: 93,0 i
94,3 %
Ukupni
Ekstrakt maj fim1a07C ponf?;og :<y2 > 179- ]
5 . strakt majCine or 1% ,9—  Jovanovi¢ i
Zelatina (5 %) dusice T’;?';OS oG Ukupni 217 % sur. (2021b)
=30% flavonoidi: 24,0 —
43,9 %
Modificirani P=36 m*h, Ukupni
kizozan, natrijev Ekstrakt bazge T.=115 °C, polifenoli: 92,3 — 25 —-41 Riberio 1
alginat 1 arapska T=58 °C, P,=4 99.8 % ’ % sur. (2019)
guma (1 %) mL min’! ’
_ 3l
APSUL® Ekstrakt P;_f? 418 01(1: ’ Ukupni 9599 7 .
modificirani Skrob crvenog kupusa TF;;) °C Po’: 5 polifenoli: 79 1 88 (;) suralzggll 19)
(15 %) i radica o % '
mL min
Maltodekstrin, P.=0,67m*h’,
arapska guma iizolat  Ekstrakt crne T.~180 °C, Antocijani: oko / Norkaew 1
proteina sirutke (15 rize T:=70-80 °C, 80— 100 % sur. (2019)

%)

P,=6 mL min"'

*P.-protok zraka; T,-ulazna temperatura; Ti-izlazna temperatura; P,-protok otopine
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2.4.2.1. Nosaci u suSenju rasprsivanjem

Materijal koji se koristi kao nosa¢ kod suSenja rasprSivanjem, prije svega mora biti netoksi¢an
i nealergen za ljude, a pozeljno je da je bez okusa ili blagog okusa (Coimbra i sur., 2020). Uz
to, mora imati visoku topljivost, nisku higroskopnost i izrazenu sposobnost maskiranja okusa,
a u obliku koncentriranih otopina mora imati relativno nisku viskoznost $to ¢e omoguciti
uspjesno susenje rasprsivanjem (Lu i sur., 2021). Kao nosaci za suSenje raspr§ivanjem mogu
se koristiti biopolimeri Sirokog raspona molekulske mase, od onih manje mase, kao $to su
ciklodekstrini (1 — 2 kDa) (D1 1 Kerns, 2016), do biopolimera ve¢e molekulske mase, kao Sto
je $krob, ¢ije su strukturne jedince, amiloza i amilopektin, u rasponu masa 10° - 10’ Da
(Domene-Lopez 1 sur., 2019), a najceS¢e se koriste maltodekstrin, arapska guma 1 proteini

mlijeka (Coimbra i sur., 2020).

Kako bi proces suSenja rasprSivanjem bio $to uspjesniji 1 kako bi se osigurao inkapsulat
poZeljnih fizikalno-kemijskih 1 bioaktivnih svojstava, vrlo Cesto se koriste binarni sustavi
nosaca ili otopine viSe nosaca koji djeluju sinergisticki. Bao 1 suradnici (2023) postignuli su
viSu inkapsulacijsku ucinkovitost (> 90 %) etericnog ulja i1 polifenola komine grozda
inkorporacijom sluzi zute gorusSice u sustav nosaca s maltodekstrinom i arapskom gumom, dok
su Almeida 1 suradnici (2023) inkorporacijom proteina rizinih mekinja u sustav nosaca s
maltodekstrinom postigli 1 do 3 puta viSu inkapsulacijsku ucinkovitost antocijana grejpa
suSenjem rasprsivanjem. U istrazivanju Balci-Torun (2023) zabiljezen je visoki udjel linaloola
(oko 20 — 30 mg g'') i karvakrola (oko 40 — 55 mg g''), iz eteri¢nog ulja turskog origana, u
inkapsulatima suSenim rasprSivanjem inkorporacijom [(-ciklodekstrina u sustav s
maltodekstrinom 1 arapskom gumom. Tamtirk 1 suradnici (2023) koristili su aquafabu
(tekucina nastala kuhanjem slanutka, graha, graska i drugih mahunarki) i deaktivirani pekarski
kvasac, kao inovativne nosaCe za suSenje rasprSivanjem, uz inulin i maltodekstrin, za
inkapsulaciju biomase mikroalge Chlorella vulgaris. Najvisu u¢inkovitost inkapsulacije (> 90
%) klorofila i karotenoida biomase postigli su s otopinom koja je sadrzavala 25 % biomase i
75 % pekarskog kvasca. Zanimljivo je i istrazivanje Halahlah i1 suradnika (2023) koji su
inkapsulacijom soka od borovnice, uz hemicelulozu drva kao inovativni nosac, postigli visoku
inkapsulacijsku ucinkovitost (71 — 73 %) antocijana borovnice. Vimercati i suradnici (2022)
koristili su albumin jajeta s maltodekstrinom i arapskom gumom za inkapsulaciju polifenola
srebrne pokozice kave i primjenom dvije dodatne tehnike (liofilizacija i suSenjem pjenom), pri
¢emu je najvisa inkapsulacijska ucinkovitost (oko 80 %) postignuta suSenjem rasprSivanjem.

Espinosa-Andrews i suradnici (2023) proizveli su emulziju ribljeg ulja s mesquite gumom i
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kitozanom i nakon susenja raspr$ivanjem odredili inkapsulacijsku u¢inkovitost ribljeg ulja od
93 %. Augustin i suradnici (2006) predlozili su ¢ak koristenje produkata Maillard-ovih reakcija
za poboljSanje svojstava proteina i ugljikohidrata, kao nosaca za inkapsulaciju ribljeg ulja
susenjem rasprsivanjem. Riblje ulje su emulgirali u vodenoj otopini koja je sadrzavala izvor
proteina (natrijev kazeinat, izolat proteina sirutke, izolat proteina soje ili obrano mlijeko u
prahu) i ugljikohidrata (glukoza, osuseni glukozni sirup ili oligosaharidi) te su takve otopine
podvrgnuli susenju rasprSivanjem. Visoka inkapsulacijska ucinkovitost, u pogledu niskog
udjela ekstraktabilnog ulja u prahovima (< 2 % praha), odredena je u uzorku uz kombinaciju

nosaca natrijev kazeinat, glukoza i osuseni glukozni sirup.

Uz primjenu razli¢itith kombinacija nosaca, u otopinu nosa¢a mogu se uvesti 1 emulgatori,
plastifikatori, antioksidansi, itd., kako bi se istaknule njihove prednosti ili eliminirali nedostaci,
a vrlo ¢esto u tu svrhu se provode i razli¢ite modifikacije biopolimera (Lu 1 sur., 2021). Tako
su primjerice, Peng 1 suradnici (2010) sintetizirali derivat kitozana "mPEG-g-CS", u svrhu
povecanja njegove topljivosti, kao novi nosa¢ za inkapsulaciju ulja morskih algi suSenjem
rasprSivanjem 1 postigli inkapsulacijsku u¢inkovitost od 94 %. Kalajahi 1 suradnici (2023)
objavili su da djelomi¢na enzimska hidroliza proteina sirutke djeluje pozitivno na svojstva tog
nosaca tijekom suSenja rasprSivanjem buduci da je, u kombinaciji s maltodekstrinom, isti
doprinio ocuvanju antioksidacijskih svojstava ekstrakta japanske lijeske te fizikalnih svojstava
inkapsulata, uz istovremeno postizanje visokih prinosa inkapsulacije. Zhang i suradnici (2022)
modificirali su Skrob s oktenil sukcinski anhidridom kojeg su potom koristili u binarnom
sustavu s proteinima sirutke za inkapsulaciju kapsaicina suSenjem rasprSivanjem, ali je
povecanje udjela tog modificiranog Skroba u sustavu nosacCa rezultiralo smanjenjem

inkapsulacijske ucinkovitosti kapsaicina.
2.4.2.2. Guar guma

Guar guma je skladis$ni polisaharid iz sjemenki mahunarke guar (Cyamopsis tetragonolobusa,
porodica Leguminosae). Sadrzi oko 80 % galaktomanana, 12 % vode, 5 % proteina, 2 % pepela
netopljivog u kiselini, 0,7 % pepela 1 0,7 % masti (George i sur., 2019). Galaktomananski
polimer sastoji se od linearnog dijela medusobno povezanih (1—4)-B-D-manopiranozilnih
jedinica, na koje su bo¢no vezane D-galaktopiranozilne jedinice a-(1—6) vezom (Slika 9).

Omjer jedinica manoze i galaktoze u guar gumi priblizno je 2:1 (Verma i Sharma, 2021).

=4[

W

D



Doktorski rad — Danijela Seremet OPCI DIO

a-D-

galaktopiranozilne
_0 jedinice
H
] (1—:6) veza
|

0 \ ©
@?\ m ﬁg\ ol o

H
. (1—:4) veza r
\ /
\l/’

lanac (1—»4)-p-D-manopiranozilnih jedinica

Slika 9. Kemijska struktura guar gume (prema Verma i Sharma, 2021)

Guar guma je prirodni polisaharid s molarnom masom u rasponu od 10% do 2 x 10® g mol!,
koja je medu najvecima u usporedbi s drugim prirodnim polisaharidima topivima u vodi.
Svojstva guar gume uglavnom ovise o kemijskim svojstvima, kao $to su duljina lanca, brojnost
cis-OH skupina, stericke prepreke, stupanj polimerizacije, prisutnost supstituenata, itd. Guar
guma pokazuje visoku topljivost isklju¢ivo u vodi. U vodenom okruzenju, jedinice galaktoze,
vezane na jedinice manoze, stupaju u interakciju s molekulama vode 1 rezultiraju
medumolekulskim ispreplitanjem lanaca §to pomaze u zgusnjavanju i povecanju viskoznosti
otopine, ¢ak 1 pri niskim koncentracijama (Sharma 1 sur., 2018). Upravo zbog toga, guar guma
se najcesce koristi u prehrambenoj industriji kao zgusnjivac i stabilizator emulzija i to joS od
1953. godine kada je pocela njezina proizvodnja u SAD-u (Yoon i sur., 2008). Carlson i
suradnici (1962) primijetili su da povecanje koncentracije guar gume u otopini rezultira
povecanjem viskoznosti, ¢ak i do 10 puta jer povecanje koncentracije dovodi do vecih
medumolekulskih interakcija 1 ispreplitanja Sto rezultira veCom viskozno$¢u. Otopina 1 %-tne

guar gume ima viskoznost u rasponu od 2000 do 3000 mPa s (Yoon i sur., 2008).

Primjena guar gume u suSenju rasprSivanjem, a i ostalim tehnikama inkapsulacije, prilicno je
ograni¢ena. Medu rijetkima, Pieczykolan 1 suradnici (2019) koristili su binarnu otopinu guar
gume (3 %) 1 maltodekstrina (37 %) za suSenje rasprSivanjem antocijana iz aronije i postigli
inkapsulacijsku ucinkovitost od 92,98 %, Sto je bilo vise od ucinkovitosti dobivene
kombinacijom maltodekstrina s arapskom gumom, inulinom 1 pektinom koja se kretala od
78,61 do 92,78 %. Duhan i suradnici (2021) provodili su inkapsulaciju arome ghee maslaca
suSenjem rasprSivanjem uz binarnu otopinu proteina sirutke (15,8 %) i guar gume (0,1 %) i

postigli visoko zadrzavanje d-dodekalaktona (66,38 %) i o-t tetradekalaktona (78,33 %). Za
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razliku od njih, Ravichandran i suradnici (2014) objavili su da susenje rasprSivanjem betalaina
cikle zamjenom 2,5 i 5 % maltodekstrina u sustavu nosaca s guar gumom nije bilo moguce
zbog previsoke viskoznosti takve otopine. Istrazivanja provedena uz primjenu guar gume kao
samostalnog nosa¢a za suSenje rasprSivanjem zaista su rijetka jer pogodan nosa¢ za
inkapsulaciju tom tehnikom mora imati nisku viskoznost otopine pri njegovom visokom udjelu
budu¢i da u suprotnom moze do¢i do zacepljenja mlaznice rasprSivaca i nepotpunog
isparavanja otapala te u konacnici niskog iskoriStenja procesa (Esposito i sur., 2020). Medu
doista limitiranim radovima, Baena-Aristizdba i suradnici (2019) koristili su guar gumu za
inkapsulaciju bakterije Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii primjenom 0,4, 0,5 1 0,6 %-tnih
otopina guar gume, ali dobiveni prinosi bili su izuzetno niski, u rasponu 9,3 — 31,3 %. Visi
prinos, od 74 %, za suSenje rasprSivanjem emulzije etericnog ulja timijana s guar gumom, u
obliku 1 %-tne otopine, odreden je u radu Riberio i1 suradnika (2024), ali dobivena je niska
inkapsulacijska u¢inkovitost (36,3 %). Problem visoke viskoznosti guar gume moze se rijesiti
njezinom djelomi¢nom hidrolizom ¢ime se smanjuje duljina lanca i molarna masa polimera
(Mudgil 1 sur., 2014). U tu svrhu najceS¢e se provodi enzimska hidroliza koriste¢i enzime
mananaze, celulaze, pektinaze 1 pululanaze, koji zahtijevaju odredene specifi¢ne uvjete tijekom
hidrolize, kao $to su temperatura, pH, vrijeme, omjer enzima i supstrata, itd. (Mudgil, 2018;
Mudgil i sur., 2012). Djelomi¢na hidroliza guar gume mozZe se provesti i kiselinskom
hidrolizom, pri ¢emu se najces¢e koristi klorovodi¢na kiselina, i termalnom hidrolizom pri
temperaturama 180 — 240 °C. Takoder, mozZe se provoditi hidroliza zra¢enjem uz izotop *°Co,
kao 1 hidroliza mikrovalovima koja zahtijeva dodatak sredstva za hidrolizu ili katalizator,
najcesce kalijev persulfat (Mudgil, 2018). Djelomi¢no hidrolizirana guar guma je topivo
prehrambeno vlakno koje po osnovnoj kemijskoj strukturi nalikuje nativnoj guar gumi te je
koriste¢i djelomicno hidroliziranu guar gumu mogucée povecati udjel prehrambenih vlakana u
raznim prehrambenim proizvodima, bez naruSavanja fizikalno-kemijskih 1 senzorskih
svojstava (Mudgil 1 sur., 2014). Piovesana i Norena (2018) provodili su suSenje rasprSivanjem
polifenola ¢aske hibiskusa primjenom 10 %-tne otopine djelomi¢no hidrolizirane guar gume i
postigli su inkapsulacijsku uc¢inkovitost od 60,63 %, a Kuck 1 Norefia (2016), koriste¢i isti
nosac, odredili su u¢inkovitost inkapsulacije polifenola pokozice grozda od 81,61 %. Sarkar 1
suradnici (2013) su za inkapsulaciju ulja mente suSenjem rasprSivanjem dodatno modificirali
djelomi¢no hidroliziranu guar gumu s anhidridom n-oktenil jantarne kiseline, pri ¢emu su
dobili inkapsulacijsku ucinkovitost od 77,56 %, a modifikacijom s oleinskom kiselinom

ostvarili su inkapsulacijsku u¢inkovitost od 72,98 %.
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2.4.3. Liposomalna inkapsulacija

Podrucje liposomologije pokrenuli su britanski znanstvenik Alec Bangham 1 suradnici s
Babraham instituta iz Cambridge-a sredinom 1960-ih koji su i prvi objavili strukturu liposoma
(Bangham i Horne, 1964). Od tada se liposomi nasiroko istrazuju kao sustavi za isporuku nekih
molekularnih lijekova, proteina, nukleinskih kiselina i agenasa za snimanje, a sve vecu

primjenu pronalaze u kozmetickoj i prehrambenoj industriji (Liu i sur., 2022b).

Liposomi su koloidne sferi¢ne strukture nastale samosastavljanjem amfifilnih molekula, kao
Sto su fosfolipidi, u otopini. Liposomalna membrana moZe biti sastavljena od jednog ili vise
lipidnih dvosloja (lamela) organiziranih oko unutarnje vodene jezgre, s polarnim skupinama
glave usmjerenima prema unutarnjoj 1 vanjskoj vodenoj fazi. Ova struktura omogucuje
inkapsulaciju spojeva razli€ite polarnosti, tako Sto se hidrofilne molekule inkapsuliraju u
unutarnjoj vodenoj jezgri, hidrofobne u lipidnom dvosloju, a amfifilne molekule na medufazi

voda/lipidni dvosloj (Slika 10) (Guimaraes 1 sur., 2021).

Fosfolipidni dvosloj

ﬁ)ﬁ j._]) j:‘)ﬁ)O : *hidrofilna glava
VIV IV > hidrofobni rep
6666605
hidrofilni spojevi
M hidrofobni spojevi
I amfifilni spojevi

Slika 10. Struktura liposoma (prema Guimaraes i sur., 2021)

Glavna komponenta liposoma su amfifilni lipidi glicerofosfolipidi, sastavljeni od molekule
glicerola na koju su vezane fosfatna skupina i dva lanca masnih kiselina koje mogu biti zasi¢ene
ili nezasi¢ene. Na fosfatnu skupinu mogu biti vezane 1 druge organske molekule, a ovisno o
tome, prirodni fosfolipidi mogu biti fosfatidna kiselina, fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin,
fosfatidilinozitol, fosfatidilglicerol i fosfatidilserin. Prirodni fosfolipidi koji se najcesce koriste
za formuliranje liposoma su fosfatidilkolin i fosfatidiletanolamin koji se nalaze u mnogim
biljnim 1 Zivotinjskim namirnicama, a najbogatiji su Zumanjak jajeta i zrno soje. Sintetski
fosfolipidi dobivaju se iz prirodnih lipida razli¢itim modifikacijama. Upravo zbog amfifilnosti,

u vodenom okruzenju fosfolipidi imaju sposobnost formiranja stabilnih dvoslojeva. Liposomi
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se formiraju uslijed hidrofilnih interakcija izmedu polarnih glava, van der Waalsovih sila
izmedu lanaca ugljikovodika koje drze dugacke repove ugljikovodika zajedno i vodikovih veza
s molekulama vode. Hidrofobni lanci odbijaju molekule vode i spontano dolazi do
samosastavljanja liposoma u zatvoreni dvosloj. Ovisno o glavi fosfolipida, liposomi mogu
imati pozitivan, negativan ili neutralan naboj i mogu posti¢i razli¢itu funkcionalnost
varijacijama u funkcionalnim skupinama glave, alifatskim lancima i zasi¢enosti masnih
kiselina (Liu i sur., 2019; Lombardo i sur., 2016). Stabilnost liposoma moze se pospjesiti
primjenom fosfolipida s duZim repovima 1 niskim stupnjem nezasicenosti repa te eterskim
vezama. Fosfolipidi s duljim zasi¢enim ugljikovodi¢nim lancima imaju vecu sposobnost
medusobnog djelovanja 1 stvaranja kruto uredenih dvoslojnih struktura. Stabilnost liposoma
moze se unaprijediti 1 ugradnjom kolesterola, glikola koji ukljucuju propilen glikol 1 polietilen

glikol te nekih polimera, kao Sto je kitozan (Guimaraes 1 sur., 2021).

Medu tehnikama pripreme liposoma, isticu se tehnike hidratacije tankog filma, dvostrukog
emulgiranja, ubrizgavanja otapala, proliposoma, itd., a vrlo ¢esto se u svrhu naknadnog
smanjenja veli¢ine formuliranih liposoma koristi ultrasonifikacija, ekstruzija, homogenizacija
ili njihove kombinacije, kao npr. kombinacija ekstruzije i homogenizacije visokim tlakom, koja
je vrlo &esto primjenjiva u farmaceutskoj industriji (Liu i sur., 2022b; Sturm i Poklar Ulrih,

2021).

Prema strukturi, liposomi se kategoriziraju prema broju lipidnih dvosloja, odnosno lamela, te
na temelju veli¢ine. Prema broju lipidnih dvosloja, liposomi mogu biti jednoslojni (svi rasponi
veli¢ina), viSeslojni (> 500 nm) i multivezikularni (> 1000 nm) (Slika 11). Jednoslojni liposomi
prema veli¢ini mogu biti mali (20 — 100 nm), veliki (> 100 nm) i gigantski (> 1000 nm), a zbog
prisutnosti jednog lipidnog dvosloja pogodni su za inkapsulaciju hidrofilnih spojeva. Viseslojni
liposomi sastoje se od dva ili vise koncentri¢nih lipidnih dvosloja, organiziranih u strukturu
nalik luku te su pogodni za inkapsulaciju hidrofobnih spojeva. Multivezikularni liposomi
ukljucuju nekoliko malih nekoncentri¢nih vezikula zarobljenih unutar jednog lipidnog dvosloja
1 prikladni su za inkapsulaciju velikog volumena hidrofilnog materijala (Guimaraes 1 sur.,

2021).
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mali jednoslojni
liposomi

veliki jednoslojni liposomi viseslojni liposomi multivezikularni liposomi

Slika 11. Podjela liposoma prema broju lipidnih dvosloja i veli¢ini (prema Guimaraes i sur.,

2021)

Liposomalna tehnika prikladna je za inkapsulaciju razli¢itih bioaktivnih spojeva Sirokog
raspona polarnosti, pa tako i polifenolnih spojeva. Pregled literaturnih podataka na temu
inkapsulacije polifenolnih spojeva biljnoga podrijetla liposomima, u posljednjih 5 godina,

naveden je u Tablici 5.

Tablica 5. Pregled znanstvenih istrazivanja vezanih uz liposomalnu inkapsulaciju

polifenolnih spojeva biljnog podrijetla u posljednjih 5 godina

Tehnik
. (? nika Inkapsulirani Inkapsulacijska
Fosfolipid pripreme . .. . Referenca
. sastojak ucinkovitost
liposoma
Sojin lecitin (>30 ¢ Tripathy i
011n.e.(:1 1n.( & Hidratacija Ekstrakt lis¢a ~ Ukupni polifenoli: rl.pa i
fosfatidilkolina) uz tankoe filma centele 67.8 % Srivastav
dodatak stigmasterola g o (2023)
Dipalmitoilfosfatidilkolin,
dicetil fosfat i kolesterol Tehnika Ekstrakt Ukupni polifenoli:  Jahanfar i
(7:2:1) (Mozafarijeva zagrijavanja ruzmarina 54,6 % sur. (2023)
metoda)
Fosfatidilkolin uz dodatak ~ Hidratacija Ekstrakt bijelog Ukupni polifenoli: ~ Ahmadi i
kolesterola tankog filma caja 76 % sur. (2022)
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Tablica 5. Pregled znanstvenih istrazivanja vezanih uz liposomalnu inkapsulaciju

polifenolnih spojeva biljnog podrijetla u posljednjih 5 godina — nastavak

Tehnik
.. (? fka Inkapsulirani Inkapsulacijska
Fosfolipid pripreme . .. . Referenca
. sastojak ucinkovitost
liposoma
Lipoid E80 (80 %
fosfatidilkolin iz Isparavanje Ekstrakt Ukupni polifenoli:  Ielciu i sur.
zumanjka jajeta) uz reverznih faza ruZzmarina 52,3 % (2022)
dodatak kolesterola
Ukupni polifenoli:
Phospholipon 90 G 72,9 % X
> 9():1:) y Of;it(‘);i dilkolin Tehnika Ekstrakt trave ' o Seremet i sur.
= proliposoma ive Ehinakozid i (2022)
iz zrna soje) verbaskozid: 68,3
1 80,6 %
Fosfatidilkolin 1 Hidratacija Ekstrakt Ukupni polifenoli: Miere Groza i
fosfatidilserin lipidnog filma misjakinje 92,1184,3 % sur. (2021)
Phospholipon 90 G . . . Oleuropein 1 Gonzalez-
Hidrat Ekstrakt li§¢
(=294 % fosfatidilkolin tanlk(ia Eﬂi‘a inr;slin:ca verbaskozid: 33,8  Ortega i sur.
iz zrna soje) 8 75,0 % (2021)
Hidratacija filma
Fosfatidilkolin iz u kombinaciji s Ekstrakt goji Ukupni polifenoli: Pavaloiu 1
Zumanjka jajeta ultrazvukom 1 lis¢a 84,6 % sur. (2021)
ekstruzijom
L-a-fosfatidilkolin SuperLin broces Ekstrakt taloga  Ukupni polifenoli: Pettinato 1
(>60 %) e kave 26— 100 % sur. (2020)
Proantociianidini I .
Lecitin iz zZumanjka Disperzija tankog r(?an Oc.ljam i 0 1g0.rfler.m' . Luo 1 sur.
ta i kolesterol filma iz perikarpa proantocijanidini: (2020a)
= ligija 80 — 90 %
Kombinacija
hidratacij Ukupni
Sojin lecitin i (cratacle . .u[‘)m Chen i sur.
tankog filma, Ekstrakt selagine  flavonoidi: 81,3 —
kolesterol o e (2019)
sonikacije 1 91,2 %

liofilizacije
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2.5. Kakaova zrna i proizvodnja ¢okolade
2.5.1. Proizvodnja kakaovih zrna

Kakaovac (Theobroma cacao L.) pripada porodici Malvaceae (sljezovke), a kakaova zrna, koja
se nalaze unutar ploda izvor su glavnih sastojaka (kakaova masa i kakaov maslac) u proizvodnji
cokolade (Qin i sur., 2016). Svjetska proizvodnja kakaovih zrna od 1980./1981., kada je
iznosila 1,70 milijuna tona, do 2022./2023., s proizvodnjom od 5,02 milijuna tona, se

utrostrucila (Slika 12) (Statista, 2023a; Statista, 2022a).
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Slika 12. Proizvodnja kakaovih zrna od 1980. do 2023. godine (Statista, 2023a; Statista,
2022a)

Najvise kakaovih zrna, ¢ak oko 74 % ukupne proizvodnje, proizvodi se na podrucju Afrike,
gdje su Obala Bjelokosti i Gana najveci svjetski proizvodaci. Kvalitetna kakaova zrna dolaze i
iz Juzne Amerike (Ekvador 1 Brazil), uz zastupljenost u svjetskoj proizvodnji od oko 20 %, a
oko 5 % dolazi 1 iz Azije 1 Oceanije (Indonezija i Papuanska Nova Gvineja) (ICCO, 2023).
Proizvodnja kakaovih zrna prema pojedinim drzavama za razdoblje 2022./2023. prikazana je

na Slici 13.

Cijena kakaovih zrna, kao i1 svake druge sirovine, ovisi o ponudi i potraznji, kao i o prirodnim,
geopolitickim 1 infrastrukturnim uvjetima u drzavama u kojima se proizvodi. Promjena cijene

kakaovih zrna u razdoblju od 2008. do 2023. godine prikazana je na Slici 14.
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Obala Bjelokosti
Gana

Ekvador
Kamerun
Nigerija

Brazil

Indonezija

Papuanska Nova Gvineja

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Proizvodnja kakaovih zrna (milijuni tona)

Slika 13. Drzave s najve¢om proizvodnjom kakaovih zrna u razdoblju 2022./2023. (ICCO,
2023)
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Slika 14. Promjena cijene kakaovih zrna od 2008. do 2023. godine (Statista, 2023b; Statista,
2023c¢)

U nadolaze¢em razdoblju predvida se znacajan rast cijene kakaovih zrna uslijed malog prinosa
proizvodnje na podruc¢ju Zapadne Afrike uzrokovanog meteoroloskom pojavom El Nifo, kao
1 konstantnim klimatskim promjenama koje uzrokuju vise temperature i promjene u obrascima
padalina (BBC, 2024). Na dan 4. travnja 2024. godine, prema podacima Medunarodne
organizacije za kakao (engl. International Cocoa Organization - ICCO), cijena 1 kilograma

kakaovih zrna iznosila je 9,1 USD.

Postoje tri osnovna varijeteta kakaovih zrna, a to su Forastero, Criollo i Trinitario, premda

pojedini autori navode Nacional kao Cetvrti, iako se radi o Forastero varijetetu koji se uzgaja u
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Ekvadoru i ¢ini svega 5 % svjetske proizvodnje. Forastero je podrijetlom iz Amazone, a danas
se uglavnom proizvodi u zapadnoj Africi i predstavlja oko 95 % svjetske proizvodnje kakaovih
zrna jer ima veéi prinos od drugih varijeteta, a i otporniji je na bolesti i nametnike. U Gani se,
od varijeteta Forastera, uzgajaju kultivari Amelonado (13,3 %), Amazonica (34,4 %) 1 hibrid
(52,3 %) kojeg lokalni uzgajivaci zovu Akokora Bedi, dok je u Brazilu zastupljen Comum, a
Matina ili Ceylan u Kostariki i Meksiku. Criollo kakaova zrna danas su vrlo rijetka i proizvode
se samo na starim plantazama u Venezueli, Srednjoj Americi, Madagaskaru, Sri Lanki i Samoi.
Trinitario je hibrid varijeteta Criollo 1 Forastero, koji se razvio u Trinidadu, po ¢emu je i dobio
ime. Kasnije se proizvodnja prosirila na Venezuelu, Ekvador, Kamerun, Samou, Sri Lanku i
Papuansku Novu Gvineju (Afoakwa, 2016). Karakteristike osnovnih varijeteta kakaovih zrna

prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Karakteristike Criollo, Forastero i1 Trinitario varijeteta kakaovih zrna (Afoakwa,

2016)
Karakteristike Criollo Forastero Trinitario
Kana i ‘ r
Tekstura fekana 1 tvrda 1 glatka veemom
Plod naborana tvrda
Boja crvena zelena promjenjiva
Broj zrna u plodu 20-30 >30 > 30
Sjemenke ‘ ‘ bijela, l30j‘a‘ svijetlo do promienjiva:
Boja kotiledona slonovace ili tamno . ..
. C ey C ey rijetko bijela
svijetlo ljubicasta ljubicasta
Otpornost stabla niska visoka umjerena
Agronomski
uvjeti Osjetljivost na osjetljiv umjereno umjereno
nametnike 1 bolesti It / /
Fermentacija 1 — 3 dana 5 dana 4 — 5 dana
djel kak
Udge 2} A0VOE nizak visok srednji
Kvaliteta mastaca
Velicina sjemenki
(masa (g) 100 85 94 91

sjemenki)
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Motamayor i suradnici (2008) predlozili su drugaciju klasifikaciju kakaovih zrna, za koju i
Medunarodna organizacija za kakao (ICCO) navodi da je tocnija, uzimajuc¢i u obzir sli¢nosti i
razlike u morfoloskim, geografskim i genomskim svojstvima zrna, i ona ukljucuje 10 varijeteta:

Amelonado, Criollo, Nacional, Contamana, Curaray, Guiana, Iquitos, Marafion, Nanay i Purus.

Na svjetskom trzistu uvrijeZena je klasifikacija na dvije kategorije kakaovih zrna: zrna ,,fine
arome* (engl. ,, fine flavour ) 1 ,,obi¢na“ (engl. ,, bulk “ ili ,, ordinary ) zrna. U zrna fine arome
ubrajaju se Criollo, Trinitario i Nacional, a u obi¢na zrna Forastero, ali postoje i odredene
iznimke. Tako su primjerice Trinitario zrna iz Kameruna klasificirana kao obi¢na zrna. Zrna
fine arome, uz uravnotezena osnovna svojstva, karakteriziraju 1 jasno uoc€ljive aromaticne 1
okusne note. Aroma i okus rezultat su interakcija genetskog podrijetla, povoljnih uvjeta uzgoja,
specifi¢nih tehnika upravljanja plantazama, specificnosti berbe 1 obrade zrna nakon berbe te
stabilnog kemijskog 1 fizikalnog sastava zrna (Anonymous 8). Obi¢na zrna ¢ine oko 80 %
svjetske proizvodnje, ali sve viSe raste potraznja za zrnima fine arome ¢iji je najveci proizvodac
Peru (75 %). Dvije tradicionalne sorte u Peruu ¢ija zrna su finog okusa su Chuncho iz juznog

Perua i1 Piura Porcelana koja se uglavnom uzgaja u sjevernom dijelu Perua (Bustamante 1 sur.,

2022).

2.5.2. Izazovi u dostatnoj proizvodnji kakaovih zrna

Procijenjeno je da bolesti 1 nametnici uzrokuju unistenje oko 30 % svjetskog uroda kakaovca
godisnje (Naik 1 Kumar, 2014). Najucestalije bolesti su bolest crnog ploda, ¢iji je uzro¢nik
biljni patogen Phytophthora megakarya, zatim bolest vjesti¢ja metla, koju uzrokuje gljiva
Moniliophthora perniciosa, te virusna bolest nateCenih izdanaka kakaovca, a najzastupljeniji
nametnici su kukci Distantiella theobroma 1 Sahlbergella singularis (Afoakwa, 2016).
Klimatske promjene takoder negativno utjecu na razvoj i urod kakaovca mijenjajuci okolisSne
uvjete u kojima se uzgaja. Kakaovcu su za razvoj potrebni vlazni uvjeti s oko 1200 — 1500 mm
oborina godiS$nje 1 s ograni¢enim brojem suhih dana (< 90 dana) te temperaturama u rasponu
25 — 32 °C (Yoroba i sur., 2019). Iako zagrijavanje izazvano klimatskim promjenama nije
ravnomjerno po cijeloj planeti, trend rasta globalne prosjene temperature pokazuje da se veci
dio podrucja zagrijava nego Sto se hladi. Temperatura planete rasla je u prosjeku za 0,06 °C po
desetljecu od 1850. do 2023. godine, a stopa zagrijavanja od 1982. godine iznosila je 0,20 °C
po desetljecu. Godina 2023. bila je najtoplija od pocetka globalnih mjerenja koja su pocela
1850. godine i bila je 1,18 °C iznad prosjeka temperature 20. stolje¢a (13,9 °C) (NOAA

Climate, 2024). Globalni klimatski modeli predvidaju kontinuirano povecanje temperatura i
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promjene u obrascima padalina Sto ¢e znacajno utjecati na smanjenje uroda kakaovca na
postoje¢im plantazama. Takoder je predvideno da ¢e prikladna podrucja za uzgoj kakaovca biti
ona u blizini Sumskih rezervata gdje ¢e oborine najvjerojatnije ostati dovoljno visoke. Kréenje
Suma pogorsat ¢e ucinke klimatskih promjena rezultirajuci lokalno smanjenom koli¢inom
oborina, dodatnim emisijama uzrokovanima promjenom namjene zemljiSta i smanjenjem

prepreka Sirenju nametnika i bolesti (Bunn i sur., 2018).

Pritisak na povecanje proizvodnje kakaovih zrna u svrhu zadovoljavanja rastuée svjetske
potraznje ima negativan utjecaj na okoli$, gospodarstvo 1 drustvo zemalja u kojima se ona
proizvode te se stoga javila potreba za uspostavljanjem odrZive proizvodnje visokokvalitetnih
kakaovih zrna. Medutim, sljedivost proizvodnje kakaovih zrna i cokolade je izazovna buduci
da je opskrbni lanac kompleksan 1 ukljucuje brojne dionike, a visSestruki koraci (proizvodnja
sirovina, obrada 1 distribucija kona¢nog proizvoda) Cesto su rasporedeni u razli¢itim regijama.
Veliki problem u sljedivosti predstavljaju losi sustavi upravljanja u vecini regija u kojima se
proizvode kakaova zrna. [ako su uvedeni programi obuke za poljoprivrednike, primjena dobrih
poljoprivrednih praksi jo$ uvijek je nedostatna, a jedan od glavnih problema je nedostupnost
visokokvalitetnog sadnog materijala za male poljoprivrednike $to rezultira loSom kvalitetom
plodova kakaovca i niskim profitom. Strategija za unaprjedenje gospodarskih uvjeta uzgajivaca
kakaovca ukljucuje certifikacijske sheme ¢iji je cilj poboljsati uvjete rada i povecanje profita
uzgajivaca, Sto bi se pozitivno odrazilo 1 na lokalnu zajednicu i1 okolis. Najava da ¢e europska
trziSta od 2020. godine kupovati samo certificirana kakaova zrna potaknula je razvoj ove
trziSne niSe 1 motivirala izvoznike da certificiraju svoje proizvodace. Ipak, promjene su spore i
potrebno je viSe poticaja za prijelaz prema uvodenju certifikacijskih shema. Premda c¢e

certificiranje utjecati na povecanje cijena cokolada, smatra se da bi se ipak smanjenje prodaje

moglo izbje¢i dobro organiziranim marketingom 1 informiranjem potrosaca o odrzivosti (Perez

isur., 2022).

Medu najpoznatijim certifikatima za ¢okoladu su ,,Fair Trade®, ,,USDA Organic* i ,,Rainforest
Alliance®. ,,Fair Trade* certifikat (Slika 15a) na ¢okoladi trebao bi biti svojevrsna potvrda da
poljoprivrednici i1 radnici rade u sigurnim i humanim uvjetima uz primanje odgovarajuce
naknade za rad, kao i da su kakaova zrna proizvedena na ekoloski prihvatljiv nac¢in. Certifikat
,USDA Organic* (Slika 15b) nalazi se na cokoladi koja je proizvedena od kakaovih zrna
uzgojenih bez upotrebe sintetskih pesticida i gnojiva. Cokolada s certifikatom ,,Rainforest
Alliance* (Slika 15¢) proizvodi se od kakaovih zrna s farmi koje zadovoljavaju stroge ekoloske

1 drustvene standarde Sto ukljucuje zaStitu Suma i divljih Zivotinja te o€uvanje prirodnih resursa,
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odnosno, oznacava da je proizvod dobiven koriStenjem metoda koje poStuju tri stupa

odrzivosti: drustveni, ekonomski i ekoloski (Anonymous 9).

a) b) C)

FAIRTRADE

Slika 15. Certifikati ¢okolada

Postizanje odrzivog svjetskog gospodarstva kakaovih zrna, odnosno postizanje odrzive
proizvodnje, industrijskog lanca, potroSnje 1 strateSkog upravljanja sektorom kakaovih zrna,
jedan je od ciljeva Medunarodne organizacije za kakao (engl. International Cocoa
Organization - 1CCO). ICCO je meduvladina organizacija osnovana 1973. godine pod
pokroviteljstvom Ujedinjenih naroda koja djeluje u okviru medunarodnih sporazuma o kakau.
Organizacija se sastoji od 51 zemlje €lanice, od kojih su 22 zemlje izvoznice kakaovih zrna, a
29 su zemlje uvoznice. Ove zemlje €lanice zajedno predstavljaju 86 % svjetskog izvoza i 72 %
svjetskog uvoza kakaovih zrna (Anonymous 10). Unaprjedenje kvalitete Zzivota
poljoprivrednika i zajednica koji uzgajaju kakaova zrna, borba protiv djecjeg rada i sprecavanje
deforestacije Suma, misije su Svjetske zaklade za kakao (engl. World Cocoa Foundation —
WCF). WCF je medunarodna organizacija ¢iji su ¢lanovi poljoprivredne zadruge, uzgajivaci i
trgovci kakaovih zrna, proizvodadi okolada te tvrtke u opskrbnom lancu. Clanice WCF-a su i
neke poznate svjetske tvrtke, poput Barry Callebaut, Ferrero, Lindt & Spriingli, Nestle,
Starbucks, itd. (Anonymous 11).

Napreduju 1 istrazivanja u uzgoju transgenih biljaka kakaovca otpornih na bolesti i nametnike,
a in vitro embriogeneza pokazala se kao uspjesna alternativa tradicionalnim metodama
razmnoZavanja kakaovca jer omogucuje brzo klonsko razmnoZzavanje (Wickramasuriya i
Dunwell, 2018). Takoder, zbog nesigurne dostupnosti kakaovog maslaca, a i njegove visoke
cijene, prehrambena industrija istrazuje alternative kakaovom maslacu. Alternative kakaovom
maslacu definiraju se kao ulja/masti koje u potpunosti ili djelomi¢no mogu zamijeniti kakaov
maslac u kona¢nom proizvodu. U tu svrhu, koriste se prirodna jestiva ulja/masti, njihove
mjeSavine ili se provode modifikacije (interesterifikacija, hidrogenacija i frakcioniranje)

ukoliko njihov sastav triglicerida nije zadovoljavaju¢i za inkorporaciju u ¢okoladne proizvode.
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Alternative kakaovom maslacu se, ovisno o fizikalnim i kemijskim svojstvima te o sposobnosti
mijeSanja s kakaovim maslacem, dijele na ekvivalente, zamjene i djelomi¢ne zamjene
kakaovog maslaca. Ekvivalenti kakaovog maslaca su biljne masti/ulja (npr. shea maslac, illipe
maslac, sal, ulje koStice manga, kokum gurgi, ulje mezokarpa ploda palme) koje imaju slican
sastav triglicerida kao kakaov maslac te stoga i sli¢na fizikalna, kemijska i senzorska svojstva
1 mogu se mijesati s njim u razli¢itim omjerima bez promjene reoloskih i procesnih svojstava
konac¢nog proizvoda. Zamjene kakaovog maslaca proizvode se od masti/ulja bogatih
laurinskom kiselinom kao $to su rafinirano i deodorizirano ulje palminih kostica ili kokosovo
ulje, a uz laurinsku kiselinu, sadrze 1 miristinsku kiselinu te omogucuju potpunu zamjenu
kakaovog maslaca. Djelomi¢ne zamjene kakaovog maslaca su ulja/masti koje se mogu mijesati
s kakaovim maslacem u ograni¢enim koli¢inama bez promjene reoloskih svojstava 1 procesnih
svojstava, a ukljuCuju ne-laurinske masti, poput repi¢inog 1 sojinog ulja te ulja sjemenki
pamuka, 1 ¢ija proizvodnja ukljuuje djelomic¢nu hidrogenaciju biljnih ulja $to rezultira
nastankom trans masnih kiselina (Norazlina i sur., 2021; Naik 1 Kumar, 2014). Prema
Pravilniku o kakau 1 ¢okoladnim proizvodima (NN 73/2005), koli¢ina dodanih biljnih masnoca
ne smije prije¢i 5 % gotovog Cokoladnog proizvoda, a biljne masnoce koje se dodaju
pojedinacno ili u smjesi kao zamjena kakaovom maslacu moraju biti nelaurinske biljne
masnoce, bogate simetricnim mononezasi¢enim trigliceridima poput 2-oleopalmitostearata, 2-
oleodistearata i 2-oleodipalmitata. Takoder, moraju se mijesati u bilo kojem omjeru s kakaovim
maslacem 1 svojstva im moraju biti sukladna s njegovim fizikalnim svojstvima te moraju biti
dobivene isklju¢ivo procesom rafinacije 1/ili frakcioniranja koji iskljucuje enzimsku
modifikaciju strukture triglicerida. Prema tome, u tu svrhu, smiju se koristiti illipe maslac,
palmino ulje, sal, shea maslac, kokum gurgi i ulje kostice manga. Kao alternative, istrazuju se
1 oleogelovi koji u ¢okoladama omogucéuju smanjeni udjel zasicenih masnih kiselina, a veci
udjel nezasicenih, a takoder 1 odsustvo frans masnih kiselina. Oleogelovi koriste jedan ili viSe
gelova za vezanje tekuceg ulja u trodimenzionalnu mrezu kako bi se biljno ulje promijenilo u

krutu ili polukrutu mast (Sun i sur., 2021).

Unato¢ brojnim izazovima u proizvodnji dostatne koli¢ine kakaovih zrna, potraznja za njima
raste, kako u prehrambenoj industriji, tako 1 u farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji gdje
narocito postoji interes za kakaovim maslacem. Europa ima najvecu industrijsku potraznju za
kakaovim zrnima te predstavlja najvece trziste s cak 56 % svjetskog uvoza kakaovih zrna. U
Europi su najveci svjetski proizvodaci c¢okolade medu kojima dominiraju multinacionalne

tvrtke Nestlé¢, Mondelez, Mars, Hershey, Lindt & Spriingli i Ferrero. Europsko trziste kakaovih
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zrna je raznoliko jer europski kupci nabavljaju zrna razlicite kvalitete 1 podrijetla kako bi

zadovoljili veliku potraznju, prvenstveno konditorske industrije (CBI, 2022).
2.5.3. Cokolada kao funkcionalna hrana

Pojam ,,funkcionalna hrana“ pojavio se u Japanu 80-ih godina proslog stolje¢a, medutim, danas
u mnogim zemljama jo$ uvijek ne postoje zakonski okviri unutar kojih bi se ovaj pojam jasno
definirao (Granato i sur., 2020). Funkcionalna hrana definira se kao hrana koja pruza dodatnu
zdravstvenu dobrobit iznad osnovne prehrambene vrijednosti hrane (Khan i sur., 2013), a
prema Granato 1 suradnicima (2017), funkcionalna hrana moze se definirati kao industrijski
preradena ili prirodna hrana koja, ako se konzumira redovito kao dio raznovrsne prehrane, ima
potencijalno pozitivne ucinke na zdravlje izvan osnovne prehrane. Ova definicija suzava Siroku
upotrebu izraza ,,funkcionalno* tako da se bez odgovarajuceg klinickog ispitivanja 1 znacajnih
eksperimentalnih dokaza sigurnosti 1 funkcionalnosti nijedna svjeza, nepreradena ili preradena
hrana ne moze smatrati funkcionalnom. Prije izdavanja zdravstvenih tvrdnji za odredenu hranu,
potrebna su nasumicna, dvostruko slijepa te placebom kontrolirana klinicka ispitivanja kako bi

se utvrdila funkcionalna ucinkovitost (Granato i sur., 2020).

Funkcionalna hrana ukljucuje 4 kategorije proizvoda: 1) ,,pojacani proizvodi* (engl. fortified
products) su proizvodi u koje je dodan dodatni nutrijent; ii) obogaceni proizvodi (engl.
enriched products) su proizvodi u koje je dodan sastojak koji se normalno ne nalazi u njegovom
sastavu; iii) izmijenjeni proizvodi (engl. altered products) su proizvodi iz kojih je nepozeljni
sastojak uklonjen, smanjen ili zamijenjen drugim sastojkom s pozitivnim djelovanjem; 1 iv)
modificirani proizvodi (engl. enhanced commodities) su proizvodi u kojima je udjel neke tvari
prirodno povecan primjenom posebnih uvjeta uzgoja, sastava hrane, genetskom manipulacijom
ili drugim postupcima (Sir6 i sur., 2008). TrziSte funkcionalne hrane raste iz godine u godinu
Sto pokazuju 1 statisticki podaci. Svjetsko trziSte funkcionalne hrane 2019. godine imalo je
vrijednost od 178 milijarde USD, a za 2024. godinu procjenjuje se vrijednost od 230 milijardi
USD, dok je procijenjena vrijednost za 2027. godinu ¢ak 268 milijardi USD (Statista, 2021a).
Glavni motivi potroSaca za kupnju funkcionalne hrane su prevencija kroni¢nih bolesti kao sto
su kardiovaskularne bolesti, Alzheimerova bolest i osteoporoza, odrzavanje zdravlja,

povecanje energije, jacanje imunoloskog sustava, itd. (Khan i sur., 2013).

Kakaovi proizvodi vrlo su popularni zbog svojih senzorskih karakteristika, a u novije vrijeme
povecanoj konzumaciji doprinose 1 rezultati istrazivanja o potencijalno pozitivnim

zdravstvenim ucincima. U prilog tome svakako ide i naziv kakaovca. Naime, Svedski
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znanstvenik Carl Linné 1753. godine nazvao je kakaovac Theobroma cacao $to se prevodi kao
hrana bogova (Lippi, 2015). Konzumacija kakaovih proizvoda aktivira centre za zadovoljstvo
ljudskog mozga i ima uglavnom stimulativno, opustajuce i antidepresivno djelovanje zbog
prisutnosti metilksantina - teobromina i kafeina, $to rezultira jedinstvenim psihofarmakoloskim
svojstvima (Tuenter i sur., 2018). Zanimljivo je istaknuti da kakaovo zrno, a i ¢okolada u
manjem udjelu, sadrze dva neurotransmitera vazna za mozak — anandamid (N-arahidonoil
etanolamin) koji je kanabinoid i poznat po tome Sto ,,popravlja“ raspolozenje i stimulira
dijelove mozga povezane s motivacijom, te feniletilamin, koji aktivira dijelove mozga
povezane s koncentracijom, percepcijom 1 uzitkom (Rodrigues-Silva, 2012). Kakaovo zrno 1
cokolade s visokim udjelom kakaovih dijelova sadrZe visoki udjel magnezija (Cinquanta 1 sur.,
2016) koji je kofaktor u vise od 300 enzimskih sustava koji reguliraju razli¢ite biokemijske
reakcije u tijelu, ukljucujuci sintezu proteina, funkciju misica i zivaca, kontrolu glukoze u krvi
1 regulaciju krvnog tlaka (Grassia 1 sur., 2019). Od polifenolnih spojeva u cokoladi,
najznacajniji su flavan-3-oli, antocijani 1 proantocijanidini odgovorni za brojne zdravstvene
dobrobiti povezane s konzumacijom ¢okoladnih proizvoda. Smatra se da upravo oni pridonose
kardiometaboli¢kim zdravstvenim dobrobitima modulacijom krvnog tlaka 1 profila lipida (Tan
i sur., 2021). Prema Uredbi Komisije 2015/539 odobrena je zdravstvena tvrdnja za flavanole
iz kakaa koja navodi da njihov dnevni unos od 200 mg pomaze u o¢uvanju elasti¢nosti krvnih
zila $to pridonosi normalnom protoku krvi. Nekoliko meta-analiza pokazalo je prednosti
konzumacije ¢okolade u smanjenju rizika od kardiometabolickih oboljenja ukljucujuci
koronarnu bolest srca, infarkt miokarda, mozdani udar i dijabetes (Yuan 1 sur., 2017; Larsson
1 sur., 2016). U istrazivanju Lee 1 suradnika (2003), napitak pripremljen od kakaovog praha
sadrzavao je vise ukupnih polifenola po serviranju (611 mg EGK) u usporedbi sa serviranjem
crnog ¢aja (124 mg EGK), zelenog Caja (165 mg EGK) i crnog vina (340 mg EGK). Kakaovi
1 cokoladni proizvodi s visokim udjelom kakaovih dijelova, uslijed brojnih pozitivnih utjecaja
na zdravlje (Tablica 7), smatraju se funkcionalnom hranom. Osim toga, poSto je cokolada
omiljeni proizvod svih generacija potroSaca, pokazala se kao dobar matriks za isporuku
razlicitih bioaktivnih spojeva i funkcionalnih sastojaka potrosacima, a primjeri su prikazani u
Tablici 8. Neke od ¢okolada obogacenih razli¢itim funkcionalnim sastojcima dostupne na

trziStu prikazane su na Slici 16.
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Tablica 7. Pregled istrazivanja o utjecaju kakaovih i ¢okoladnih proizvoda na zdravlje

Ispitanici /

Ispitivani kakaov

Vrijeme

(n=48)

bioloski test . C1pexs . Zakljucak Referenca
. proizvod i koli¢ina eksperimenta
sustavi
Odrasli zdravi Konzumacija cokolade pokazala je pozitivne uclinke na
. . Cokolada s 90 % kardiovaskularni sustav ispitanika poboljSavaju¢i vaskularnu .
ljudi prosjeka o s .. . . X e .« .. Vlachopoulos i
. kakaovih dijelova (20 g 30 dana funkciju smanjenjem tlaka u brahijalnoj arteriji 1 poti¢uci
godina 19,9 + .. o D . sur. (2005)
1,7 (n=30) dnevno) vaskularnu relaksaciju, a time 1 bolje uskladivanje rada arterijskog
§ ’ sustava s lijevom klijetkom.
“Y
S
A . v 0 . .o , .
= Cokolada s 85 % Jedn.okratnl. unos cpkpladgv s 85 % kakaowh dijelova povecao je
S y o s . relativne vrijednosti sistolickog krvnog tlaka 1 dvostrukog produkta
< Mlade zene u kakaovih dijelova i . . . .. . . oy .
3 . e Jednokratan  u mirovanju, ali je ublazio reaktivnost dijastolickog krvnog tlaka, Regecova i sur.
~ rasponu godina  mlijecna ¢okolada s 30 . . . .
3 B o s unos otkucaja srca, srednjeg arterijskog krvnog tlaka i1 dvostrukog (2019)
= 19 - 28 (n=47) % kakaovih dijelova (1 . o s o
S 1. produkta tijekom mentalnog stresa, $to nije utvrdeno za mlije¢nu
= g kg™ tjelesne mase) .
S cokoladu.
R
- o Konzumacija cokolade 1 sat prije ronjenja povecala je dilataciju
T Cokolada s 86 % Lo . - . . .
Zdravi ronioci o e Jednokratan  posredovanu protokom 1 sprijecila endotelnu disfunkciju, koja se ~ Theunissen i
- kakaovih dijelova (30 o . e . ..
(n=20) ) unos primjecuje nakon niza ronjenja na dah, i neutralizirala slobodne sur. (2013)
& radikale koji nastaju tijekom ronjenja na dah.
= Odrasli zdravi . . . Skupina ispitanika koja je konzumirala kakaov napitak tri tjedna
S 2 - . Napitak pripremljen od NI T . .
~ & ljudi prosjeka . prije i tri tjedna nakon injekcije viruse gripe (A(HIN1)pdm2009),  Kamei i sur.
S . kakaovog praha (18 g, 1 6 tjedana . . . . . . . e
§ S godina39.2+ . imala je povecanu aktivnost NK stanica (stanice ubojice) te snazniju (2016)
s “ - napitak dnevno) v .
= 8,6 (n=123) zastitu od virusa.
s = ‘Odr'ash zdravi Cokoladas 701 85 % Cokolada je pokazala prebioticko djelovanje kod zdravih odraslih o
§ & ljudiurasponu o e . D o g Shin i sur.
< 7 . kakaovih dijelova (10 g 3 tjedna osoba kroz sposobnost restrukturiranja raznolikosti 1 koliine
S = godina 20— 30 . o . . . (2022)
oS 3 puta dnevno) crijevnih bakterija Sto je povezano i s promjenama raspoloZenja.
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Tablica 7. Pregled istrazivanja o utjecaju kakaovih i ¢okoladnih proizvoda na zdravlje — nastavak

Ispitanici /

bioloski test ISp.l tlvanf kalf?.o v Vrlj.e me Zakljucak Referenca
. proizvod i koli¢cina  eksperimenta
sustavi
Zene u oy o . . .
ostmenopauzi Cokolada s 99 % Konzumacija ¢okolade uz uobicajenu prehranu rezultirala je blagim
= P U raShon kakaovih dijelova (10 6 mieseci poboljSanjem kognitivnih sposobnosti u pogledu kognitivne  Garcia-Yu i
S asp J J fleksibilnosti i brzine obrade informacija kod Zena u  sur. (2022)
S godina 50 — 64 g dnevno) .
S _ postmenopauzi.
58 (n—140)
&
L Tretman starih Stakora cokoladom rezultirao je smanjenjem
£ In vivo modeli Cokolada s 70 % hiperglikemije,  inhibicijom  aktivnosti  kolinesteraze u
§0 (Sprague Kakaovih di'elov(; 3 mieseca homogenatima tkiva hipokampusa 1 poboljSanjem kognitivne Madhavadas i
S Dawley Stakori; 1 y ) izvedbe u zadatku Barnes-ovog labirinta povezanog s prostornom sur. (2015
s (500 mg kg™ dnevno)
n=32) gxe v memorijom. Histoloske studije otkrile su povecanje volumena
stanica u CA3 regiji hipokampusa.
[n vivo modeli Kakaov prah poboljSao je gustocu kostiju, kvalitetu i1 snagu
o~ . 0 ”
)§ § Davsglse pthga:Eori S Kallfgf)e‘{apsr?a};lggrl dLZe % 95 d lumbalnih kraljezaka kod Stakora s ovariektomijom. Uz pravilno  Sarmadi i sur.
é § ovariel}gtomi'om' ! rehrane) ana doziranje, zajedno s odgovaraju¢im unosom kalcija, kakaov prah (2020)
n=40) Jom p pokazao je uCinkovita anti-osteoporoti¢na svojstva.
Pretili djecaci u Konzumacija ¢okolade u kombinaciji s vjezbanjem (preskakanje
adolescenciji 5 preko uzeta) djelovalo je pozitivno na smanjenje tjelesne mase,
g prosjeka godina Cokolada s 83 % smanjenje koncentracije proupalnih citokina (hs-CRP, TNF-a 1 IL- Eskandari i sur
% 154+ 1,11 kakaovih dijelova (30 6 tjedana 6), adipokina (leptin, rezistin, RBP-4, chemerin 1 MCP-1) i (2020) '
& indeksa tjelesne g dnevno) povecanje koncentracije protuupalnih adipokina (irisin i
mase 32,2 £ 2,4 adiponektin) u krvi pretilih adolescentnih djecaka.

kg m? (n=123)
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Tablica 8. Primjeri ¢okolada obogacenih funkcionalnim sastojcima

Vrsta ¢okolade i
udjel kakaovih
dijelova

Vrsta i udjel dodanog
funkcionalnog sastojka

Zakljucak

Referenca

Cokolada's 58 %  Izolat proteina sirutke (16, 20 i 24

Dodatak proteina sirutke poboljSao je mehanicka svojstva
cokolada 1 njihovu otpornost na taljenje. Primjena proteina u
kombinaciji s eritritolom inhibirala je pojavu cvjetanja masti.

Nastaj 1 sur. (2022)

kakaovih dijelova %)
Cokolada s . ) .
minimalno 56 % Eteri¢no ulje santoline (0,01, 0,02

10,03 mL na g ¢okolade)

Dodatak eteri¢nog ulja povecao je antioksidacijski kapacitet
¢okolade, nije utjecao na reoloSka svojstva i rezultirao je

Bolek 1 sur. (2022)

kakaovog praha senzorski prihvatljivim ¢okoladama.
Dodatak Matcha c¢aja i konjske rotkvice u bijelu ¢okoladu
Prah Matcha ¢aja i konjsk Iti j canj jela  ukupnih polifenola i
Bijela cokolada rah Matcha caja i konjske rezultirao je povecéanjem udjela ukupnih polifenola i Polifski i sur. (2022)

rotkvice (1, 2, 314 %)

karotenoida te antioksidacijskog kapaciteta, uz visoku
senzorsku prihvatljivost.

Cokolada s 36,8 Vitamin D3 u slobodnom i

Dodatak vitamina D3 nije utjecao na senzorska i reoloSka
svojstva ¢okolade, kao ni na svojstva taljenja.

Didar (2021)

% kakaovih liposomalnom obliku (5 pgna 10
dijelova g ¢okolade)

. Ekstrakt borovnice 1 maline (1, 2 i
Mlijecna

3 %), kalcijev laktat (0,5, 11 1,5
%) 1 proteini piletine (10, 20 1 30
%)

¢okolada s 37,5 %
kakaovih dijelova

Cokolade su uspjesno obogacéene kalcijem i proteinima, a
dodatak vo¢nih ekstrakata omogucio je vecu mikrobiolosku
stabilnost 1 stabilnost bioaktivnih svojstava ¢okolada tijekom
skladiStenja.

Kaur i sur. (2021)

Cokolada s 45 %
kakaovih dijelova

Ekstrakti bobica i cvjetova bazge i
aronije (5 %)

Dodatak ekstrakata omoguc¢io je formulaciju cokolada
izrazenog antioksidacijskog kapaciteta i1 visokog udjela
polifenolnih spojeva s malim poveéanjem u udjelu vode i
viskoznosti.

Polinski i sur. (2021)
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Tablica 8. Primjeri ¢okolada obogacenih funkcionalnim sastojcima - nastavak

Vrsta ¢okolade i

Vrsta i udjel dod
udjel kakaovih r a,l ucyet do an.og Zakljucak Referenca
.. funkcionalnog sastojka
dijelova
Cokolada s 531 98
% kakaovih Dodatak ekstrakata rezultirao je pove¢anjem udjela ukupnih

dijelova i mlije¢na
cokolada s 40 %
kakaovih dijelova

Ekstrakti borovnice, maline,
kupine, komine nara i cikle (1 %)

polifenola 1 antioksidacijskog kapaciteta i obogatio senzorski
profil ¢okolada.

Zyzelewicz i sur. (2021)

Mlije¢na €okolada

Mikrocestice s uljem chia
sjemenki (5, 101 15 %)

Dodatak mikrocestica nije uzrokovao znacajne promjene u
senzorskim, reoloskim 1 teksturalnim svojstvima ¢okolade.

Razavizadeh 1 Tabrizi
(2021)

Ekstrakt cimeta u obliku
nanocestica pripremljenih

Dodatak nanocestica rezultirao je obogacivanjem cokolada

Bijela ¢okolada metodom precipitacije polifenolnim spojevima 1 povecanjem antioksidacijskog Muhammad i sur. (2021)
antiotapalom koristeci Selak i kapaciteta.
ksantan gumu kao nosace (2 %)
. . Dodatak ekstrakta ¢aja doprinio je povecanju udjela ukupnih
Ekstrakt zel 60, 80
Bijela ¢okolada strakt zelenog caja (60, 801 polifenola 1 antioksidacijskog kapaciteta cokolade uz Loncarevi¢ i sur. (2019)

100 g na kg ¢okolade)

primijecene razlike u mirisu, okusu i vizualnom izgledu.

Cokolada s 64, 72 i
85 % kakaovih
dijelova

Inkapsulat fitosterola suSenog
rasprsivanjem (5, 101 15 %)

Dodatak inkapsulata u svim udjelima rezultirao je
povecanjem antioksidacijskog kapaciteta ¢okolade, dok su
cokolade s udjelom inkapsulata od 5 % bile senzorski bolje
prihvaéene od onih pripremljenih s visSim udjelom
inkapsulata.

Tolve i sur. (2018)
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Narocito napreduju istrazivanja vezana uz inkorporaciju polifenolnih spojeva u cokolade zbog
sve vecih zahtjeva potroSaca koji su svjesni i informirani o pozitivhom utjecaju polifenola na
zdravlje (Coherent Market Insights, 2022). Najsnazniji trend na danasnjem trzistu je zZelja
potrosaca za hranom i sastojcima koji su "prirodno funkcionalni" te je razvoj hrane i pica biljnog
porijekla u stalnom porastu (Santos-Buelga i sur., 2019). Globalno trziste polifenola 2021.
godine imalo je vrijednost od 937,15 milijuna USD i procijenjen je rast po slozenoj godis$njoj

stopi rasta od 8,72 % za razdoblje od 2022. do 2030. godine (Coherent Market Insights, 2022).
2.5.4. Proizvodnja cokolade — formiranje arome i stabilnost polifenola

Cokolada predstavlja poluévrstu suspenziju finih &vrstih Gestica $ecera, bezmasne suhe tvari
kakaovih dijelova i mlijeka (ovisno o vrsti) u kontinuiranoj masnoj fazi kakaovog maslaca koja
se tali na tjelesnoj temperaturi i stvara glatku suspenziju (Ostrowska-Ligeza 1 sur., 2019;
Afoakwa, 2016). U znanstvenoj literaturi, Cokolade se najces¢e dijele na tamnu, mlije¢nu 1
bijelu, pri cemu mlije¢na cokolada, uz osnovne sastojke, sadrzi mlijene sirovine, a bijela ne
sadrzi bezmasnu suhu tvar kakaovih dijelova, ve¢ samo kakaov maslac od kakaovih dijelova
(Afoakwa, 2016). Medutim, u Republici Hrvatskoj, prema Pravilniku o kakau i ¢okoladnim
proizvodima (NN 73/2005), razlikuju se cokolada, mlije¢na Cokolada, obiteljska mlijecna
cokolada, bijela ¢okolada, punjena ¢okolada, cokolada »a la taza«, obiteljska cokolada »a la
taza« 1 cokoladni desert ili praliné. Trziste cokoladnih proizvoda u stalnom je porastu te je 2021.
godine ostvarilo prihod od priblizno 0,99 trilijuna USD na globalnoj razini, a predviden je i rast
u nadolaze¢im godinama te vrijednost od 1,33 trilijuna USD u 2027. godini (Statista, 2022b).
Najvise ¢okolade po stanovniku godi$nje (8,8 kg) konzumira se u Svicarskoj, potom u Austriji
(8,1 kg), Njemackoj 1 Irskoj (7,9 kg) te Velikoj Britaniji (7,6 kg), a najmanje cokolade se
konzumira u Kini (0,1 kg) (Slika 17) (Statista, 2021b). U Hrvatskoj se konzumira tek 2,2 kg
cokolade po stanovniku godisnje (GAIN, 2016).

Nakon berbe ploda kakaovca, kakaova zrna prolaze kroz razlicite procese (Slika 18), pocevsi
od fermentacije i1 susenja, koji se provode u zemlji podrijetla gdje su ustaljeni tradicionalni i
lokalni procesi uzgoja i prerade, nakon ¢ega slijedi prZzenje i mljevenje. Na kemijski i bioaktivni
sastav kakaovih zrna utjecu agronomski i1 klimatski uvjeti tijekom uzgoja, a kasnije 1 svaki
postupak u preradi, pri ¢emu nastaje i do stotinu novih spojeva kroz razli€ite reakcije koji utje¢u
na okus, boju, rok trajanja, bioraspolozivost i nutritivnu vrijednost zrna (Perez i sur., 2022;
Afoakwa, 2016). Sirova kakaova zrna sadrze 1 do 15 % polifenolnih spojeva od kojih je

najzastupljeniji (-)—epikatehin koji ¢ini i do 35 % ukupnih polifenola, ali njihov udjel u
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kona¢nim ¢okoladnim proizvodima je znatno nizi uslijed degradacije kroz proces proizvodnje

(Urbanska i sur., 2019).
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Slika 17. Godi$nja konzumacija ¢okolade po stanovniku u pojedinim zemljama (Statista,

2021b)

Fermentacija kakaovih zrna slijedi odmah nakon berbe, traje do 5 dana, ovisno o varijetetu, pri
temperaturama do 50 °C i pri pH niZzem od 4. Kombinacija kiselih uvjeta 1 viSih temperatura
dovodi do znac¢ajnih promjena u sastavu kakaovih zrna pri ¢emu endogeni enzimi imaju kljucnu
ulogu u formiranju prekursora arome i razgradnji pigmenata, a proces se moze ubrzati
dodavanjem komercijalnih enzima, kao $to je pektinaza (Perez i sur., 2022). Osim prekursora
aroma 1 okusa, kao $to su slobodne aminokiseline nastale djelovanjem mikrobnih peptidaza, te
peptidi 1 reducirajuci Seceri, fermentacijom nastaju i nehlapivi i hlapivi spojevi arome, tocnije
alkoholi, kratkolanc¢ane organske kiseline, aldehidi 1 esteri (Kongor i sur., 2016; Frauendorfer i
Schieberle, 2008). Medutim, fermentacija rezultira znaCajnim smanjenjem koncentracije
slobodnih polifenola uslijed reakcija oksidacije 1 polimerizacije do netopljivih spojeva visoke
molekulske mase, kao §to su tanini (Perez i sur., 2022). Tijekom fermentacije, udjel polifenola
smanjuje se ¢ak 1do 70 %, a udjel epikatehina, koji je glavni supstrat enzima polifenol oksidaze,
cak 1 do 90 %. Antocijani se takoder brzo razgraduju u procesu fermentacije gdje se njihov udjel
moze smanjiti 1 do 93 % nakon 4 dana (Urbanska i sur., 2019). Nakon fermentacije kakaovih
zrna slijedi suSenje koje takoder ima vaznu ulogu u smanjenju gorcine i trpkosti zrna. Osusena
zrna su manje kisela zbog migracije hlapljivih kiselina prema povrSini, kao i zbog reakcija

oksidacije octene kiseline (Kongor i sur., 2016).
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Slika 18. Postupak proizvodnje ¢okolade (Perez i sur., 2022; Afoakwa, 2016)
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Udjel alkohola, estera i pirazina raste tijekom procesa susenja, dok se udjel kiselina, aldehida i
ketona smanjuje, a kao 1 kod fermentacije, reakcije oksidacije i polimerizacije rezultiraju
daljnjim smanjenjem udjela polifenola (Kongor i sur., 2016; Rodriguez-Campos i sur., 2011).
Degradacija polifenola tijekom suSenja posljedica je visokih temperatura, difuzije spojeva iz
zrna s vodom koja isparava te enzimskog procesa posmedivanja. Tijekom procesa suSenja jos
uvijek je aktivna polifenol oksidaza koja katalizira transformaciju polifenola u kinone koji se
podvrgavaju daljnjoj kondenzaciji sa slobodnim aminskim i sulthidrilnim skupinama S$to
dovodi do sinteze smedih polimera. Gubitak polifenola uslijed przenja je i do 30 % u odnosu
na fermentirana zrna (Urbanska 1 sur., 2019). Tijekom przenja, koje najcesce traje 10 — 35
minuta pri temperaturama 120 — 140 °C, iz prekursora nastalih u prethodnim fazama nastaju
brojni novi spojevi. Prekursori arome 1 okusa, odnosno slobodne aminokiseline, kratkolan¢ani
peptidi 1 reducirajuci Seceri, podlijeZzu Maillard-ovim reakcijama 1 Strecker-ovoj razgradnji pri
¢emu nastaju pozeljni spojevi arome 1 okusa, a istovremeno dolazi i do povecanja udjela
kiselina, aldehida, ketona i1 metilpirazina. Visoke temperature przenja u kombinaciji s
uklanjanjem vode dovode i do karamelizacije Secera, oksidacije masti, smanjenja udjela
esencijalnth masnih kiselina 1 esencijalnih aminokiselina, ¢ime se smanjuje nutritivna
vrijednost kakaovih zrna. Uslijed svih spomenutih reakcija, u ovoj se fazi razvija specificna
aroma 1 okus ¢okolade, a kiselost 1 gorina zrna jo§ se viSe smanjuju daljnjim isparavanjem
hlapivih kiselina. Smeda boja nastaje prvenstveno zbog oksidacije 1 polimerizacije polifenola,
razgradnje proteina, Maillard-ovih reakcija i dekstrinacije Skroba (Perez 1 sur., 2022; Kongor i
sur., 2016; Vitova i sur., 2009). Tijekom przenja dolazi do daljnje degradacije polifenola uslijed
visokih temperatura, kao i do epimerizacije (-)-epikatehina u (-)-katehin i1 (+)-katehina u (+)-
epikatehin te epimerizacije proantocijanidina. Udjel proantocijanidina velike molekulske mase
smanjuje se na pocCetku przenja, a zatim raste, vjerojatno zbog polimerizacije
niskomolekularnih spojeva (Urbanska i sur., 2019). Fermentirana, suSena i przena kakaova zrna
dalje se melju, nakon cega se odvaja kakaov lom koji se koristi za proizvodnju kakaove mase,
koja je jedan od sastojaka Cokolade. Ovisno o vrsti ¢okolade, kakaova masa, kakaov maslac,
emulgatori, Secer 1 mlijeCne sirovine koriste se za pripremu zamjesa za ¢okoladnu masu koja se
potom podvrgava valcanju i konciranju, te u konacnici temperiranju (Slika 18) (Afoakwa,
2016). Svaki od tih procesa utjeCe na kemijski i bioaktivni sastav cokoladnog proizvoda zbog
izloZenosti toplini 1 prisutnosti kisika (Wollgast i Anklam, 2000). Kon¢iranje se provodi kako
bi se postigla odgovarajuc¢a viskoznost, uklonio viSak vode, razvila Zeljena boja i uklonili ostaci
hlapivih kiselina (octena kiselina), alkohola (uglavnom linalool i 2-feniletanol) i drugih spojeva

koji mogu rezultirati nezeljenom aromom (npr. ketoni i aldehidi) (Afoakwa i sur., 2008).
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Uslijed visih temperatura (40 — 80 °C) 1 prisutnosti kisika, koncliranje moze rezultirati
degradacijom polifenola (Urbanska i sur., 2019), ali ono se moze znatno smanjiti primjenom
vise temperature kroz krace vrijeme (Giiltekin-Ozgiiven i sur., 2016). Temperiranje je nuzno za
postizanje stabilnog oblika kakaovog maslaca u cokoladnim proizvodima $to utjece na njegova
svojstva kvalitete (Cokoladna boja, visoki sjaj, puna struktura, ravna i glatka povrsina, potrebna
tvrdoca, itd.) (Ghazani i Marangoni, 2021; Afoakwa, 2016). Temperiranje se obi¢no ne provodi
pri temperatura visim od 45 °C te stoga ne rezultira degradacijom polifenolnih spojeva
(Urbanska 1 sur., 2019). Ukupan gubitak polifenolnih spojeva tijekom procesiranja kakaovih

zrna 1 proizvodnje cokolade moZe iznositi 1 do 90 % (Mehrinfar i1 Frishman, 2008).
2.5.5. Nove tehnologije u proizvodnji cokolade i trendovi na triistu

Unato¢ tome S$to je proizvodnja Cokolade ustaljena tehnologija, kontinuirano se istrazuju
alternativna rjeSenja za odredene korake u proizvodnji u svrhu brze, u€inkovitije i ekonomicnije
proizvodnje Cokolade. Tako se ve¢ i1 kod kakaovih zrna preporuca koristenje starter kultura
umjesto tradicionalnog prirodnog procesa fermentacije zrna ¢ime se postize bolja kontrola
samog procesa (Urbanska i sur., 2019). Takoder, istrazuje se mogucénost suSenja mikrovalovima
1 liofilizacijom kao zamjena tradicionalnom suSenju na suncu ili u suSarama, zbog kraceg
vremena susenja i boljeg ocuvanja kvalitete kakaovih zrna (Dzelagha i sur., 2020), a primjena
mikrovalova istrazuje se takoder i1 kod przenja kakaovih zrna (Schouteten i sur., 2023).
Talijanska tvrtka ICAM je 2005. godine predlozila novi koncept suSenja kakaovih zrna gdje
farmeri koriste plasticnu foliju za pojaCavanje suncevih zraka $§to omogucava brze susenje
kakaovih zrna, a iste godine pocela se primjenjivati u Ugandi. Toc¢nije, posebni polietilenski
listovi, objeseni na aluminijski okvir iznad kakaovih zrna, pretvaraju sunceve ultraljubicaste
zrake u infracrvene zagrijavajuci zrna na 50 — 60 °C i omogucavajuci brze i temeljitije suSenje

(Taylor, 2005).

Nadalje, u proizvodnji ¢okolade sve se viSe primjenjuju kugli¢ni mlinovi za usitnjavanje krutih
Cestica cokoladne mase, umjesto procesa valcanja i konciranja, zbog manjeg utroska energije i
kraceg trajanja procesa (Bolenz i sur., 2014). U kugli¢cnom mlinu, vrtnjom okomite osovine s
vodoravnim krakovima, veli¢ina ¢estica uzorka smanjuje se uslijed kretanja kuglica, koje mogu
biti izradene od celika, nehrdajuceg celika, porculana ili drugih materijala, ili uslijed uc¢inka
smicanja izmedu stijenke mlina i kuglica. U isto vrijeme, povrSina krutih Cestica prekriva se
masnoc¢om (Konar i Bingol, 2019). Takoder, melanZeri su se pokazali kao uspjeSna zamjena
mlinovima s valjcima, u procesu valcanja, koji u 180 minuta mogu posti¢i manju veli¢inu

Cestica u odnosu na trovaljke, a u procesu konciranja sve se viSe istrazuju uredaji pod
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vakuumom koji ubrzavaju isparavanje vode i hlapivih kiselina iz ¢okoladne mase (Hinneh i
sur., 2019). Zanimljivo je istaknuti i istrazivanja vezana uz primjenu sonokristalizacije
(kristalizacija potpomognuta ultrazvukom) u proizvodnji cokolade kao alternativa za
konvencionalni proces temperiranja ¢okolade. U istrazivanju Higaki i suradnika (2001),
primjena ultrazvuka (20 KHz i 100 W) kroz 3 sekunde na kakaovom maslacu rezultirala je
formiranjem stabilnog oblika V kakaovog maslaca, uz odsustvo drugih nestabilnih i nepozeljnih
polimorfnih oblika. Koriste se i automatizirani strojevi za temperiranje opremljeni senzorima i
digitalnim kontrolama koji kontinuirano prate i1 konfiguriraju temperaturu, osiguravajuci
optimalne parametre za kristalizaciju stabilnog oblika kakaovog maslaca (Anonymous 12).
Istrazuje se takoder 1 tehnologija trodimenzijskog (3D) tiska u svrhu formulacije
trodimenzijskih jestivih ¢okoladnih proizvoda, prilagodenog oblika 1 strukture, ekstrudiranjem
1 postupnim polaganjem nekoliko slojeva (Rando 1 Ramaioli, 2021). Inovacija u proizvodnji
cokolade je 1 integracija Industrije 4.0 koja koristi podatke sa svih strojeva, uredaja i senzora u
svakom postupku i omogucuje im da medusobno komuniciraju putem interneta kako bi donosili

informirane i pravovremene odluke (Anonymous 13).

Umjetna inteligencija (engl. artificial intelligence) koristi se za istrazivanje 1 stvaranje
inovativnih okusa ¢okolade gdje algoritmi strojnog ucenja analiziraju podatke o profilima okusa
1 preferencijama potrosaca kako bi predvidjeli 1 razvili nove kombinacije okusa. Tehnologija
proSirene stvarnosti (engl. augmented reality - AR) podize iskustvo potrosaca na viSu razinu
ozivljavanjem pakiranja cokolade. Skeniranjem QR koda ili AR markera na pakiranju ¢okolade,
potrosaci mogu pristupiti interaktivnim sadrzajima, poput videa, recepata i price o podrijetlu

cokolade, Sto povezuje potrosace s tehnologijom proizvodnje cokolade (Anonymous 12).

Aktualni trendovi trzista ¢okoladnih proizvoda posljednjih godina usmjereni su na proizvodnju
organske, veganske i ,,7aw* Cokolade bez dodanog Secera, a sve veci broj potroSaca trazi
cokolade obogacene vitaminima, mineralnim tvarima, prehrambenim vlaknima i polifenolima,
s istaknutim zdravstvenim tvrdnjama (Mordor Intelligence, 2022). Istrazivanje vezano uz
trendove na trziStu ¢okolade provedeno 2023. godine u 50 zemalja i koje je ukljuc¢ivalo 20 000
potroSaca i online analize podataka pomocu umjetne inteligencije, pokazalo je da danasnji
potroSaci pozitivno raspoloZenje percipiraju dijelom dobrog zdravlja te da cak 65 % njih
preferira hranu koja doprinosi mentalnom zdravlju, odnosno smanjenju tjeskobe i stresa. Vec¢ina
njih (68 %) smatra da dodatak biljnih sastojaka u ¢okoladu doprinosi njenom boljem uc¢inku na
zdravlje 1 dobrom raspoloZenju. Stoga, ¢okolada kao hrana koja djeluje pozitivno na

raspoloZenje je medu tri aktualna trenda na trzistu ¢okolada u 2024. godini. Takoder, veliki dio
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potrosaca (68 %) zainteresiran je za proizvode iz odrzivog uzgoja, koje prepoznaju prema
odredenim certifikatima, i $to predstavlja drugi trend u industriji ¢okolade za 2024. godinu.
Istrazivanje je takoder pokazalo da 56 % potrosaca u svijetu kupuje hranu biljnog podrijetla
barem jednom mjesecno i da mnogi konzumiraju konditorske i brasneno-konditorske proizvode
biljnog podrijetla bez osjecaja krivnje jer su potrosaci sve svjesniji utjecaja prehrambene
industrije na klimatske promjene i to uzimaju u obzir pri kupovnim odlukama, §to vegansku
cokoladu ¢ini logi¢nim izborom i tre¢im trendom u 2024. godini (Anonymous 14).
Najpopularniji okusi ¢okoladnih proizvoda u 2024. godini su ljeSnjak, badem, karamel, kikiriki
1 kokos, a potrosaci traze 1 ¢okolade gorkog okusa, koji proizlazi iz vec¢ih udjela kakaovih
dijelova, jer takvu cokoladu smatraju ,,zdravijom*. Od biljnih okusa u ¢okoladi najpopularniji

su kamilica, ruza i kozokrvina, a od vo¢nih guava, dinja, marakuja i nar (Anonymous 15).
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3. Eksperimentalni dio

PLAN PROVEDBE ISTRAZIVANJA

Dobricica (Glechoma ‘ - KARAKTERIZACIIA
hederaceal.) KEMIISKOG SASTAVA

]

KARAKTERIZACIIA BIOAKTIVNOG
SASTAVA

%

konvencionalna ekstrakcija
potpomognuta zagrijavanjem

ekstrakeija potpomognuta
mikrovalovima

\ [ ekstrakcija sublkritiénom vodom ] }

|

— ; elstrakt najizraZenijeg bioaktiviiog A -
[ in vifro analize ]-‘ N -[ in vivo analize ]

Suoenie ‘—{ INKAPSULACIJA |7{ lposomana |
raspriivanjem inkapsulacija

1

INKORPORACIJA
U COKOLADU

Slika 19. Shematski prikaz provedbe istrazivanja
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3.1. Materijal
3.1.1. Uzorci

U ovome istrazivanju, koriSteni su uzorci biljke dobricice (Glechoma hederacea L.) sakupljeni
na podrucju kontinentalne Hrvatske u travnju 2020. godine. Tijekom sakupljanja biljka je bila
u fazi cvjetanja. Identifikaciju i sakupljanje uzoraka obavili su botanicari s prethodnim
iskustvom u sakupljanju biljnog materijala. Oznake uzoraka te lokacija sakupljanja prikazani

su na Slici 20 i Tablici 9.

Nakon sakupljanja, nadzemni dijelovi uzoraka dobri¢ice suSeni su na zraku, zaklonjeni od
izravnog sun¢evog utjecaja, do udjela suhe tvari > 90 %. Nakon suSenja, uzorci su usitnjeni te
prosijani pri ¢emu se u svim daljnjim analizama 1 eksperimentima koristila frakcija Cestica

veli¢ine <450 pm, prema planu provedbe istrazivanja (Slika 19).

Slika 20. Geografski prikaz lokacija sakupljanja uzoraka dobricice na podru¢ju Republike
Hrvatske

Uzorak dobri¢ice D3 pohranjen je u herbarijskoj zbirci Herbarium Croaticum (Prirodoslovno-

matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska) pod brojem 71767.
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Tablica 9. Oznake uzoraka, mjesto i Zupanija sakupljanja

Uzorak Mjesto sakupljanja Zupanija sakupljanja

DI Lobor Krapinsko-zagorska zupanija
D2 Park Maksimir Grad Zagreb

D3 Bilogora Bjelovarsko-bilogorska zupanija
D4 Sveti Ilija Varazdinska Zupanija

D5 Donja Voca Varazdinska Zupanija

D6 Sikirevci Brodsko-posavska Zupanija
D7° Sikirevci Brodsko-posavska Zupanija

*dobricica velikih listova

3.1.2. BioloSki test sustavi

U ovome istrazivanju koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije, Gram pozitivne i Gram

negativne bakterije i pokusne zivotinje.
a) Radni mikroorganizmi

Bakterije Escherichia coli, Lactobacillus plantarum 1 Staphylococcus aureus, koriStene u
ovome istrazivanju, su dio Zbirke organizama Laboratorija za biologiju 1 genetiku
mikroorganizama Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Hrvatska).
Bakterije se prije uporabe inokuliraju u odgovaraju¢u tekucu hranjivu podlogu 1 inkubiraju

odredeno vrijeme pri optimalnoj temperaturi rasta.
e Hranjive podloge za bakterije

LB (engl. Luria-Bertani) hranjiva podloga koriStena je za kultivaciju bakterije Escherichia colli,
MRS (engl. Man, Rogosa and Sharpe broth) hranjiva podloga za bakteriju Lactobacillus
plantarum 1 M9-minimalna hranjiva podloga s manitolom za bakteriju Staphylococcus aureus.
Sastav hranjivih podloga prikazan je u Tablicama 10 — 12. KoriStene su sterilizirane podloge, a

u svrhu dobivanja krutih podloga dodano je 15 g L™ agara u tekuée hranjive podloge.
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Tablica 10. Sastav LB hranjive podloge u teku¢em obliku

Sastojak Koli¢ina
Bakto-tripton 10g
Kvascéev ekstrakt 5¢g
Natrijev klorid 5¢g
Demineralizirana voda 1000 mL

Tablica 11. Sastav MRS hranjive podloge u teku¢em obliku

Sastojak Koli¢ina
MRS Broth 552¢g
Demineralizirana voda 1000 mL

Tablica 12. Sastav M9 minimalne hranjive podloge s manitolom u teku¢em obliku

Sastojak Kolic¢ina
Dinatrijev fosfat 6g
Kalijev dihidrogen fosfat 3g
Natrijev klorid 0,5¢g
Amonijev klorid lg
Demineralizirana voda 1000 mL
*Magnezijev sulfat (1 M) 2mL
*Kalcijev klorid (1 M) 100 uL
*20 %-tni manitol 10 mL
*Tiamin (10 mg mL™") 100 uL

*QOznacene komponente M9 hranjive podloge steriliziraju se filtracijom kroz membranski filter te se dodaju u

ostatak podloge nakon toplinske sterilizacije.

b) Humane stanicne linije

U ovome istrazivanju koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije ploCastog epitela
karcinoma jezika Cal27 (ATCC CRL-2095), hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2 (ATCC
HB-8065), adenokarcinoma epitela zeluca AGS (ATCC CRL-1739) i adenokarcinoma epitela
debelog crijeva Caco-2 (ATCC HTB-37). Stani¢ne linije Cal27, HepG2 i Caco-2 uzgajane su

u monosloju u T-bocama u hranjivom mediju RPMI (engl. Roswell Park Memorial Institute) s
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10 % fetalnog govedeg seruma (engl. fetal bovine serum — FBS), a AGS stani¢na linija u Ham's
F-12 mediju. Za kultivaciju stani¢nih linija koriSten je inkubator s kontroliranom atmosferom
COz (5 %) pri temperaturi od 37 °C. Stanicne linije su prije analiza bile podvrgnute postupku
tripsinizacije, uz dodatak 0,25 %-tne otopine tripsina, koji je bio zaustavljen nakon 10 minuta
dodatkom medija sa serumom. Koncentracija stanica od 10° stanica mL™!' odredena je pomoéu

Biirker-Tiirk komorice.
¢) Pokusne Zivotinje

U svrhu in vivo eksperimenata koriSteni su Stakori soja Sprague Dawley uzgojeni na Zavodu za
animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu (Hrvatska) te Stakori soja Wistar uzgojeni na Institutu za medicinska istrazivanja i
medicinu rada (Hrvatska). Za istrazivanje je izdano pozitivno misljenje Etickog povjerenstva
EP 274/2019 te je isto istrazivanje odobreno od Ministarstva poljoprivrede (broj odobrenja:
HR-POK-012). Istrazivanje je provedeno u skladu sa zakonskim 1 eti€¢kim nacelima vaze¢im u
Republici Hrvatskoj (Zakon, NN 102/2017; Pravilnik, NN 55/2013). Stakori su hranjeni
standardnom laboratorijskom hranom, a voda im je bila stalno dostupna ad libitum. Tijekom
cijelog eksperimenta pokusne Zivotinje drzane su u kontroliranim uvjetima ukljucujuéi

temperaturu od 25 + 1 °C 1 vlaZnost zraka u rasponu 50 = 10 %.
3.1.3. Sirovine za proizvodnju cokolade

Za izradu cokolada koriSteni su kakaova masa i kakaov maslac proizvodaca Barry Callebaut
(Svicarska), $eéer u prahu proizvodaca Franck d.d. (Hrvatska) i suncokretov lecitin dobavljaéa

Nutrimedica d.o.o. (Hrvatska).
3.1.4. Kemikalije

e 2-tiobarbiturna kiselina, Sigma-Aldrich, Njemacka
e ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli),

Sigma-Aldrich, Njemacka
e Aceton, Gram-mol d.o.o., Hrvatska
e Acetonitril, Fischer Scientific, SAD
e Agar, Biolife, Italija
e Agaroza niske tocke talista (LMP), Invitrogen, UK

e Agaroza normalne tocke talista (NMP), Lonza, SAD
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Albumin iz govedeg seruma (BSA), Sigma-Aldrich, Njemacka
Amonijev karbonat, Lach-ner d.o.o., Ceska

Amonijev klorid, Sigma-Aldrich, Njemacka

Apigenin (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka

Askorbinska kiselina, Kemika d.d., Hrvatska

Bakrov sulfat pentahidrat, Acros Organics, SAD

Bakto-tripton, Biolife, Italija

Borna kiselina, T.T.T. d.o.o., Hrvatska

Bromkrezol-zeleno, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Bromtimol plavo, Kemika d.d., Hrvatska

Celite 545, Merck, Njemacka

DCFH-DA (2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat), Sigma-Aldrich, Njemacka
Dimetil sulfoksid (DMSO), Kemika d.d., Hrvatska

Dinatrijev fosfat, Fisher Scientific, Engleska

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin), Sigma-Aldrich, Njemacka

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal), Sigma-Aldrich, Njemacka
DTNB (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina), Sigma-Aldrich, Njemacka
Dusiéna kiselina, Carlo Erba, Spanjolska

EDTA (etilendiamintetraoctena kiselina), T.T.T. d.o.o., Hrvatska
Enzimski set za odredivanje vlakana, Megazyme, Irska

(-)-Epikatehin (> 98 %), Sigma Aldrich, Njemacka

Etanol, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Etidijev bromid, Sigma Aldrich, Njemacka

Etilni acetat, Lach-ner d.o.o., Ceska

Folin-Ciocalteau reagens, Kemika d.d., Hrvatska

4 i
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Galna kiselina (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka

Glicerol, Kemika d.d., Hrvatska

Glutation reduktaza, Sigma-Aldrich, Njemacka

Gvanidin hidroklorid, Sigma Aldrich, Njemacka

Ham's F-12 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka
Izooktan, Fischer Scientific, UK

Kafein, Sigma-Aldrich, Njemacka

Kafeinska kiselina (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka
Kalcijev klorid, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Kalij natrij tartarat tetrahidrat, Gram-mol d.o.o., Hrvatska
Kalijev bromid, Sigma-Aldrich, Njemacka

Kalijev dihidrogen fosfat, Sigma-Aldrich, Njemacka

Kalijev hidroksid, Kemika d.d., Hrvatska

Kalijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska

Kalijev persulfat, Sigma-Aldrich, Njemacka

Karboksimetil celuloza, Biosynth, Svicarska

Kjeldahl-ove tablete (bez zive i selena), Carl Roth GmbH + Co. KG, Njemacka
Kloroform, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Klorogenska kiselina (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka
Klorovodi¢na kiselina, Kemika d.d., Hrvatska

Kolagen hidrolizat, Biosynth, Svicarska

Kriptoklorogenska kiselina (> 98 %), Sigma-Aldrich, Njemacka
Ksilan (> 95 % ksilooligosaharida), Carl Roth, Njemacka
Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

Ledena octena kiselina, Kemika d.d., Hrvatska
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Luteolin (> 98 %), Sigma-Aldrich, Njemacka
Magnezijev klorid heksahidrat, Lach-ner d.o.o., Ceska
Magnezijev sulfat heptahidrat, Kemika d.d., Hrvatska
Manitol, Difco, SAD

Metanol, J.T. Baker, SAD

Metil-crveno, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Mravlja kiselina, Carlo Erba, Spanjolska

MRS Broth, Biolife, Italija

Mucin (75 — 95 %), Carl Roth, Njemacka

NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat), AppliChem GmbH, Njemacka
Natrijev hidrogensulfit, Kemika d.d., Hrvatska

Natrijev citrat, T.T.T. d.o.o., Hrvatska

Natrijev dodecil-sulfat (SDS), Sigma-Aldrich, Njemacka
Natrijev hidrogen fosfat, Kemika d.d., Hrvatska

Natrijev hidrogen karbonat, Lach-ner d.o.0., Ceska
Natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Natrijev karbonat, Kemika d.d., Hrvatska

Natrijev klorid, Kemika d.d., Hrvatska

Natrijev laurilsarkozinat, Sigma-Aldrich, Njemacka

Natrijeva sol alginatne kiseline (iz smedih algi; niske viskoznosti), Sigma-Aldrich

Njemacka

Neutral red (3-amino-7-dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid), Sigma-Aldrich,

Njemacka

n-heksan, Gram-mol d.o.o., Hrvatska

Nutrioza (Nutriose® FM 10), Roquette Fréres, Francuska
Octena kiselina, J.T. Baker, SAD
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Pankreatin iz svinjskog pankreasa, Sigma-Aldrich, Njemacka

Pepsin iz svinjske Zelu¢ane sluznice (> 250 U mg!), Sigma-Aldrich, Njemacka
Perklorna kiselina, Fisher Scientific, Engleska

Phospholipon 90 G (> 94,0 % fosfatidilkolin), Lipoid GmbH, Njemacka
Plazmid PhiX174 RF1 DNA, Promega, SAD

RPMI 1640 medij za uzgoj stanica, Capricorn Scientific GmbH, Njemacka
RPMI 1640 medij za uzgoj stanica, Corning, SAD

Rutin trihidrat (> 97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka

Ruzmarinska kiselina (97 %), Sigma-Aldrich, Njemacka

Salivarna a-amilaza (300 — 1500 U mg™), Sigma-Aldrich, Njemacka

Set za odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze, Cayman Chemical Company, SAD
Sumporna kiselina, Carlo Erba, Spanjolska

Teobromin (> 98 %), Sigma-Aldrich, Njemacka

Tiamin-hidroklorid, Koch-light Ltd, UK

Trikloroctena kiselina, Fisher Scientific, Engleska

Tripsin, Capricorn Scientific, Njemacka

Tris-HCI, Invitrogen, SAD

Triton X-100, Acros Organics, SAD

Trizma® Base, Sigma-Aldrich, Njemacka

Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) (> 98 %), Sigma-
Aldrich, Njemacka

Vodikov peroksid, Kemika d.d., Hrvatska
Zeljezov(II) klorid, Kemika d.d., Hrvatska

Zué goveda, Sigma-Aldrich, Njemacka

3.1.5. Oprema

AFM sustav za mikroskopiju atomskih sila, Bruker, SAD
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Analiticka vaga, New Classic MF, Mettler Toledo AG, Svicarska

Analiticki sakupljac¢ frakcija Agilent 1260 Infinity II, Agilent Technologies, SAD
Blok za spaljivanje i aspiracijski modul, Tecator, Foss, Danska

Centrifuga SL8/8R, Thermo Scientific, SAD

Citag mikroplocica Infinite® M Plex, Tecan, Svicarska

Diferencijalni pretrazni kalorimetar, Mettler Toledo DSC 823°, Svicarska
Epifluorescencijski mikroskop, Leica Microsystems GmbH, Njemacka

FT-IR spektroskop, Nicolet iS10, Thermoscientific, Svedska

FT-IR spektroskop, Spectrum Two, Perkin Elmer, SAD

Goniometar, DataPhysics OCA 20, Njemacka

ICP-AES instrument (atomska spektrometrija uz induktivno spregnutu plazmu), Mason,

SAD

Inkubator s kontroliranom atmosferom CO;, Forma Scientific, SAD
Invertni svjetlosni mikroskop, Optika Microscopes, Italija

Kjeltec 2100 ureda;j (destilacijska jedinica Kjeldahl), Foss, Danska
Komora za sterilan rad, IBK 1 V2, Iskra, Slovenija

Laboratorijski susionik, Instrumentaria, Hrvatska

Liofilizator, Martin Christ GmbH, Njemacka

Magnetska mijesalica (SMHS-6), Witeg Labortechnik GmbH, Njemacka
Malvern Zetasizer Nano-ZS, Malvern, UK

Malvern Zetasizer Ultra, Malvern, UK

Melanzer, Twin Stone, SAD

Modularno kompaktni reometar MCR 102e, Anton Paar, Austrija
Mufolna pe¢ KR-170, Heraeus, Njemacka

NIR spektroskop NIR-128-1.7-USB/6.25/50um s instaliranim programom CDI
software Spec32, Control Development, Inc, SAD
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72



Doktorski rad — Danijela Seremet EKSPERIMENTALNI DIO

NMR uredaj, Minispec mq-one SFC Analyzer, Bruker, SAD
Plinski kromatograf ATI Unicam 610, UK

Plinski piknometar Ultrapyc 3000, Anton Paar, Austrija
Rotacioni vakuum upariva¢ RV8, IKA, Njemacka

SEM mikroskop TESCAN Mira3, Ceska Republika

Sustav za analizu slike 1 mjerenje kometa, Comet Assay I, Perceptive Instruments Ltd,

UK

Susionik s rasprivanjem, mini Biichi B-290, Biichi Labortechnik, Svicarska
Svjetlosni mikroskop, Carl Zeiss, Njemacka

Tehnicka vaga, A&D Instruments, UK

Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies, SAD
Termogravimetar, TA Instruments Q500, SAD

TripleQuad 6460 LC/MS sustav, Agilent Technologies, SAD

Ultrazvucna kupelj Elmasonic S 60 H, Elma, Njemacka

Uredaj za ekstrakciju subkriticnom vodom, Puro Pakovi¢ Aparati d.o.o. (opisan u radu

Joki¢ 1 suradnika, 2018), Hrvatska
Uredaj za elektroforezu, Life Technologies, SAD
Uredaj za ispitivanje teksture TA.HD.plus, Stable Micro Systems, UK

Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju bioloski aktivnih komponenti iz hrane, Ethos Easy,

[talija

Uredaj za obradu hrane pulsiraju¢im svjetlom, Z-1000, Polytec, Njemacka
UV-Vis spektrofotometar Genesys 10S, Thermo Scientific, SAD

Vodena kupelj Inko VKZ ERN, Inkolab d.o.o., Hrvatska

Vortex (MX-S), DLAB Scientific Co., Kina

73



Doktorski rad — Danijela Seremet EKSPERIMENTALNI DIO

3.2. Metode
3.2.1. Odredivanje kemijskog sastava uzoraka dobricice

Odredivanje udjela suhe tvari provedeno je suSenjem uzoraka u suSioniku na 105 °C do
konstantne mase (AOAC 930.15; Padmore, 1990a), odredivanje udjela proteina provedeno je
slijede¢i metodu po Kjeldahl-u (AOAC 976.05; Padmore, 1990b), odredivanje udjela masti
provedeno je koriste¢i Soxhlet ekstraktor i n-heksan kao otapalo (AOAC 920.39; Padmore,
1990c¢), a odredivanje udjela pepela provedeno je spaljivanjem uzorka u mufolnoj pe¢i (AOAC
942.05; Padmore, 1990d). Udjel topljivih i netopljivih prehrambenih vlakana velike molekulske
mase odreden je koriste¢i enzimsko-gravimetrijsku metodu (AOAC 2011.25; McCleary 1 sur.,
2012). Analiza masnih kiselina u ekstrahiranoj lipidnoj frakciji provedena je plinskom
kromatografijom uz helij kao mobilnu fazu (HRN EN ISO 12966, 2015). Mikroelementi 1
makroelementi odredeni su atomskom spektrometrijom uz induktivno spregnutu plazmu (ICP-

AES) (Vihnanek Lazarus 1 sur., 2013).
3.2.2. Odredivanje polifenolnog sastava uzoraka dobricice
3.2.2.1. Optimiranje pojedinih tehnika ekstrakcije polifenolnih spojeva dobricice

Ekstrakcija polifenolnih spojeva provedena je primjenom tri tehnike: konvencionalnom
ekstrakcijom potpomognutom zagrijavanjem (engl. heat-assisted extraction — HAE),
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima (engl. microwave-assisted extraction — MAE) 1
ekstrakcijom subkriticnom vodom (engl. subcritical water extraction — SWE). Optimiranje
uvjeta ekstrakcije polifenolnih spojeva dobricice provedeno je u programu Design Expert
(version 12) (Minneapolis, SAD) koriste¢i metodu odzivnih povrsina (engl. response surface
methodology) 1 centralno kompozitni dizajn. Uzorak D3 koriSten je kao materijal za definiranje
optimalnih parametara ekstrakcija. Nezavisne varijable primjenjivanih tehnika ekstrakcija
prikazane su u Tablici 13, dok su kod svih tehnika zavisne varijable bile udjel ukupnih
polifenola 1 antioksidacijski kapacitet (odreden ABTS i DPPH metodama) te su predstavljale
odziv u eksperimentalnom dizajnu za optimiranje tehnika ekstrakcija. Modeli 1 koeficijenti

regresije smatrali su se znacajnima pri p<0,05.

U slucaju tehnike MAE, snaga mikrovalova odrzavana je na 900 W dok nije postignuta Zeljena
temperatura ekstrakcije, a tehnika SWE provedena je u uredaju opisanom u radu Joki¢ 1
suradnika (2018). Prilikom svih navedenih ekstrakcija kao otapalo koriStena je demineralizirana

voda. Svaka ekstrakcija provodila se u triplikatu. Nakon ekstrakcije svi su uzorci centrifugirani
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(9500 rpm, 20 minuta, 4 °C) te filtrirani (Whatman® 4 filter papir). Pripremljeni ekstrakti ¢uvani

suna -18 °C do daljnjih analiza.

Tablica 13. Nezavisne varijable primjenjivanih tehnika ekstrakcija

Tehnika Vrijeme Temperatura uzor(;kn/ltj;gpalo
ekstrakcije (minute) (°C) (e mL)

HAE 10 20 30 80 90 100 | 0,01 0,025 0,04
MAE 3 6 9 50 70 90 | 0,01 0,025 0,04
SWE 5 10 15 120 160 200 | 0,01 0,025 0,04

HAE - konvencionalna tehnika ekstrakcije potpomognuta zagrijavanjem; MAE - ekstrakcija potpomognuta

mikrovalovima; SWE — ekstrakcija subkriticnom vodom

3.2.2.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Udjel ukupnih polifenola u pripremljenim ekstraktima dobri¢ice odreden je
spektrofotometrijski koriste¢i metodu modificiranu prema radu Singleton 1 Rossi (1965).
Reakcijska smjesa sastojala se od 100 pL uzorka, 7,9 mL demineralizirane vode, 500 uL Folin-
Ciocalteau reagensa razrijedenog s vodom (1:2) 1 1,5 mL 20 %-tne otopine natrijevog
karbonata. Apsorbancija reakcijske smjese mjerila se nakon 2 sata na valnoj duljini od 765 nm.

Bazdarna krivulja izradena je koriste¢i otopine galne kiseline razli¢ite koncentracije (25 — 250
pg mL™).
3.2.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

U radu je primijenjena metodologija Brand-Williams 1 suradnika (1995). Reakcijska smjesa
sastojala se od 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH u metanolu 1 100 pL uzorka. Apsorbancija
reakcijske smjese mjerila se na 515 nm nakon 30 minuta. Bazdarna krivulja izradena je koristeci

otopine Trolox-a razli¢ite koncentracije (25 — 250 pg mL™!).
3.2.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (Re i sur., 1999) uzoraka pripremila se otopina
ABTS"" radikala oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom
(140 mM) do konacne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Na dan analize
otopina se razrijedila etanolom do konaéne koncentracije ABTS™ radikala od 1 % tako da

apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02 na 734 nm. Reakcijska smjesa sastojala se od 4 mL
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otopine ABTS"" radikala te 40 uL uzorka, a apsorbancija se mjerila na valnoj duljini od 734
nm nakon 6 minuta. Bazdarna krivulja izradena je koriste¢i otopine Trolox-a razliCite

koncentracije (25 — 250 pg mL™).

3.2.2.5. Odredivanje udjela pojedinacnih polifenolnih spojeva tekucéinskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC-PDA)

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC (engl. high performance liquid
chromatography) provedena je na kromatografskom sustavu Agilent Series 1200 s Zorbax
Extend C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum 1.d.) kolonom (Agilent Technologies, SAD) spojene s
detektorom s nizom fotodioda (engl. photodiode array detector - PDA). Eluacija je provedena
gradijentno s dvokomponentnom mobilnom fazom koja se sastojala od 1 %-tne otopine mravlje
kiseline u vodi (A) 1 1 %-tne otopine mravlje kiseline u acetonitrilu (B), prema reZimu eluacije
prikazanom u Tablici 14, i pri protoku 1 mL min™'. Volumen injektiranja uzorka iznosio je 5
uL, a temperatura kolone bila je 25 °C. Analiti su detektirani PDA detektorom pri valnim
duljinama od 320 i 350 nm.. Svi uzorci su filtrirani kroz 0,45 pm membranski filter (Nylon

Membranes, SAD) prije analize, a analize svih uzoraka provedene su u duplikatu.

Tablica 14. Rezim eluacije za primijenjenu HPLC metodu

Vrijeme Otapalo A Otapalo B Protok
(minute) (%) (%) (mL min™)
0 93 7 1,00

5 93 7 1,00

45 60 40 1,00

47 30 70 1,00

52 30 70 1,00

Na dobivenim kromatogramima ekstrakata bilo je vidljivo dobro razdvajanje pikova, no, zbog
nedostatka odgovarajucih standarda pojedini pikovi se inicijalno nisu mogli identificirati. Stoga
su reprezentativni ekstrakti dobricice (uzorak D5 — MAE 1 SWE) podvrgnuti frakcioniranju
pomocu analitickog sakupljaca frakcija, a sakupljene frakcije (F1, F2, F3 i F4; Slika 21)

analizirane su sinergijom tekucinske kromatografije i masene spektrometrije (LC-MS/MS).
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Slika 21. Kromatogrami (snimljeni na 320 nm) ekstrakta dobri€ice (uzorak D5) dobiveni: a)
ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima i b) ekstrakcijom subkriticnom vodom; i

izdvojene frakcije F1, F2, F3 i F4

Za identifikaciju izdvojenih frakcija koriSten je 6460 TripleQuad LC/MS sustav (Agilent
Technologies, SAD) i ionizacija elektrorasprSenjem u kombinaciji s kolonom Zorbax Eclipse
C18 (2,1 mm x 50 mm, 1,8 um i.d.; Agilent Technologies, SAD) zagrijanoj na temperaturu od
30 °C. Izokratna eluacija provedena je s 0,1 %-tnom otopinom mravlje kiseline u 50 %-tnoj
(v/v) otopini acetonitrila pri protoku 0,4 mL min™'. Volumen injektiranja uzorka iznosio je 1
uL. Parametri izvora iona bili su sljede¢i: temperatura plina 250 °C, protok plina 7 L min™', tlak
40 psi, kapilarni napon 3500 V 1 inicijalni napon fragmentora 200 V. Dominantni ioni frakcija
dobiveni ionizacijom bili su odabrani za fragmentaciju. Napon fragmentora bio je optimiran za

ciljane prekursore u odabranom nacinu rada prac¢enja iona (MS 2 SIM). Za fragmentaciju,
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maseni spektrometar je radio u nacinu produktnih iona, a kolizijska energija bila je postavljena
na 5 — 40 eV. MS/MS spektri snimljeni su u negativnom ili pozitivnom nacinu rada, ovisno o
frakciji.

LC-MS/MS analiza frakcije F1 rezultirala je [M-1] ionom u nac¢inu negativnog skeniranja na
m/z 353 u skladu s molekulskom formulom CisHi3O9. Njegovom fragmentacijom nastala su 3
pika na m/z 191, 179 i 173 (Slika 22) Sto, prema literaturi (Fang i sur., 2002), upucuje na
prisutnost izomera kafeoilkininske kiseline. Daljnja HPLC-PDA analiza s odgovaraju¢im

HPLC standardom utvrdila je da se radi o kriptoklorogenskoj kiselini.

x102
178.50
1.75

1.5
125

| 19050 152,90
| 20870 23650 258.10 30650 33420 |
‘ ‘

075{ 5850 78.10 94.60 13460 16040

0.5 o A .ml \ " —
0.25

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 22. Profil fragmentacije dominantnog iona u frakciji F1, m/z 353

Nadalje, analiza frakcije F2, LC-MS/MS rezultirala je [M-1] ionom u nacinu negativnog
skeniranja na m/z 593 S§to odgovara molekulskoj formuli C;7H30015, a fragmentacija je
rezultirala pikom na m/z 285 (Slika 23) Sto, prema literaturi (Hossain i sur., 2010), upucuje na

prisutnost luteolin-7-O-rutinozida.
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Slika 23. Profil fragmentacije dominantnog iona u frakciji F2, m/z 593

U nedostatku prikladnog HPLC standarda, identifikacija je dalje potvrdena podvrgavanjem
frakcije F2 kiselinskoj hidrolizi koja bi trebala rezultirati oslobadanjem luteolina iz njegovog
konjugiranog oblika glikozida. U tu svrhu, sakupljena frakcija je uparena do suhog pod
duSikom, a suhi ostatak je podvrgnut kiselinskoj hidrolizi s 2 M otopinom klorovodi¢ne kiseline
(1 sat, 80 °C). Ohladeni hidrolizat se razrijedio s 5 M otopinom natrijevog klorida i vodom kako

bi se dobila 2 M otopina natrijevog klorida u definiranom volumenu (Arruda i sur., 2018).
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Ekstrakcija oslobodenog luteolina provedena je ekstrakcijom tekuée-tekuce etilnim acetatom.
Etilni acetat je potpuno uparen pod duSikom, dok je suhi ostatak otopljen u definiranom
volumenu etanola i podvrgnut HPLC-PDA analizi. Kiselinska hidroliza rezultirala je
oslobadanjem luteolina u obliku aglikona i time potvrdila prisutnost glikoziliranog luteolina u

ekstraktu dobricice.

LC-MS/MS analiza frakcije F3 rezultirala je ionom [M+1]" u na¢inu pozitivnog skeniranja na
m/z 519 (molekulska formula C»4H2,013), a njegov molekularni ion [M-1]+ dao je dva pika na
m/z 2711433 (Slika 24) §to, prema literaturi (Atoui 1 sur., 2005), upucuje na prisutnost apigenin
7-(6" malonil glikozida). Identifikacija je dalje potvrdena kiselinskom hidrolizom slijedeci isti

postupak kao i za frakciju F2.
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Slika 24. Profil fragmentacije dominantnog iona u frakciji F3, m/z 519

Zarazliku od F1, F2 1 F3, frakcija F4 (Slika 25) je ostala neidentificirana, a objasnjenje je dano
u poglavlju Rasprava (poglavije 5.3.).

x102

1.751
15 |

125 |
3 146.60

0.751 4280 77.90 6340 111.80 131.10 164.50 \ 218.80 t 278.40
051 , Il | i

0.251

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120_130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 25. Profil fragmentacije dominantnog iona u frakciji F4, m/z 239

Identifikacija nakon HPLC-PDA analize polifenolnih spojeva provedena je usporedbom
retencijskih vremena i karakteristicnih apsorpcijskih spektara (190 — 400 nm) s komercijalno
dostupnim standardima, a kvantifikacija izradom baZdarnih krivulja odgovarajuc¢ih standarda
(2 — 100 pg mL™"). Za pikove koji odgovaraju frakcijama F2 i F3, kvantifikacija je provedena

koriStenjem komercijalnih standarda luteolina i apigenina.
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3.2.2.6. Analiza ekstrakata blisko infracrvenom (NIR) spektroskopijom

Ekstrakti dobriCice analizirani su NIR spektroskopijom (engl. near-infrared spectroscopy) u
podrucju spektra od 904 do 1699 nm. Svaki uzorak sniman je 3 puta te je iz dobivenih rezultata
izracunata srednja vrijednost. Na dijelu NIR spektra koji je pokazao razlike izmedu uzoraka
provedena je PCA analiza (engl. principal component analysis) u programu XLStat (MS Excel,
Microsoft, Redmond, SAD).

3.2.3. Priprema ekstrakta dobricice za in vitro i in vivo analize

Uzimaju¢i u obzir rezultate preliminarnih analiza ekstrakata pripremljenih razliitim
tehnikama, za daljnje provodenje in vitro 1 in vivo analiza koriSten je uzorak D3. Ekstrakt je
pripremljen koriste¢i optimalne parametre HAE tehnike (poglavije 4.2.1.). Pripremljeni
ekstrakt koncentriran je pod vakuumom koristeci rotacioni upariva¢ do 10 x manjeg volumena,
nakon Cega je bio smrznut na — 80 °C kroz 12 sati 1 podvrgnut liofilizaciji kroz 24 sata kako bi

se dobio praskasti liofilizat ekstrakta, koji je koriSten za in vitro i in vivo analize.
3.2.4. In vitro analize ekstrakta dobricice

3.2.4.1. Odredivanje citotoksicnog/proliferativnog ucinka ekstrakta dobricice na kontinuiranim

humanim stanicnim linijama

Odredivanje citotoksi¢nog, odnosno proliferativnog, ucinka ekstrakta dobriCice u razli¢itim
koncentracijama (0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL™) na humane stani¢ne linije Cal27,
HepG2, AGS 1 Caco-2 provedeno je koristeci ,,Neutral red* metodu (Repetto i sur., 2008). U
mikrotitarske ploge prebaceno je 100 uL suspenzije stani¢nih linija (10> stanica mL™") nakon
cega je slijedila kultivacija kroz 24 sata. Potom su stani¢ne linije tretirane sa 100 puL otopina
razli¢itih koncentracija ekstrakta dobriCice, pripremljenih u odgovaraju¢em hranjivom mediju.
Kontrola je umjesto ekstrakta, sadrzavala isti volumen hranjivog medija. Tretman stanica trajao
je 2124 sata, a po zavrsetku je uklonjen hranjivi medij s ekstraktom te je u svaku jazicu dodano
100 pL radne otopine Neutral red boje (Tablica 15). Slijedila je inkubacija (45 minuta, 37 °C)
1 ispiranje sa 100 pL PBS pufera. Potom je u svaku jazicu dodano 100 pL otopine za
odbojavanje (Tablica 15). Intenzitet obojenja izmjeren je spektrofotometrijski pri valnoj duljini

od 540 nm te je proporcionalan prezivljenju stanica koje se racuna prema formuli [1]:

Asyo (ekstrakt) [1]
Asyo (kontrola)

% preZivljenja =

gdje je Asso vrijednost apsorbancije izmjerene na 540 nm.
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Tablica 15. Sastav ishodisne i radne otopine Neutral red-a i otopine za odbojavanje

Sastojak Koli¢ina
Ishodisna otopina Neutral Neutral red 50 mg
red-a (5 mg mL") Etanol 10 mL
) Ishodisna otopina Neutral red-a 0,1 mL
Radna otopina Neutral red-a — -
Hranjivi medij 9,9 mL
Demineralizirana voda 100 mL
Otopina za odbojavanje Etanol 98 mL
Ledena octena kiselina 2 mL

3.2.4.2. Odredivanje citotoksicnog/proliferativnog ucinka ekstrakta dobricice na predstavnike

humane mikroflore

Koristene su bakterije u eksponencijalnoj fazi rasta, a prije pocetka eksperimenata, bakterijske
kulture (1 mL) su se centrifugirale (3000 g, 10 minuta), nakon ¢ega se talog isprao sa 1 mL PBS
pufera 1 ponovno centrifugirao. Dobiveni talog sa stanicama se resuspendirao u 1 mL
odgovarajuce tekuce hranjive podloge od cega je 100 uL prebaceno u mikrotitarske ploce.
Slijedio je tretman s 100 pL ekstrakta dobri¢ice razli¢itih koncentracija (0,0125, 0,025, 0,075 i
0,25 mg mL"), a kontrola je, umjesto ekstrakta, sadrzavala isti volumen odgovarajuée tekuée
hranjive podloge. Slijedila je inkubacija (40 minuta, 37 °C), nakon Cega su napravljena
razrjedenja koja su nacijepljena na odgovarajuce krute hranjive podloge. Broj poraslih kolonija
(engl. CFU — colony-forming unit) mjeren je nakon kultivacije od 24 sata na 37 °C. Rezultati
prezivljenja bakterija nakon tretmana s razli¢itim koncentracijama ekstrakta dobricice
izraCunati su prema formuli [2]:
CFU/mL bakterijske suspenzije [2]

preZivljenje bakterija = CFU/mL kontrole - 100

3.2.4.3. Odredivanje prooksidacijskog/antioksidacijskog ucinka ekstrakta dobricice na

kontinuiranim humanim stanicnim linijama

Odredivanje antioksidacijskog, odnosno prooksidacijskog, ucinka ekstrakta dobricice u
razli¢itim koncentracijama (0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL™') na humane stani¢ne linije
Cal27, HepG2, AGS i Caco-2 provedeno je koriste¢i DCFH-DA metodu (Kim i Xue, 2020). U
crne mikrotitarske plo¢e prebaceno je 100 uL suspenzije stanica (10° stanica mL™"), nakon ega

je slijedila kultivacija (24 sata, 37 °C) u inkubatoru kontrolirane atmosfere (5 % CO3) te
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tretiranje sa 100 pL otopina razli¢itih koncentracija ekstrakta dobri¢ice. Kontrola je, umjesto
ekstrakta, sadrzavala isti volumen odgovarajuceg hranjivog medija. Tretman stanica trajao je 2
1 24 sata. Nakon zavrSetka tretmana, slijedilo je ispiranje s PBS puferom te je u svaku jazicu
dodano 100 pL radne otopine DCFH-DA, nakon ¢ega je slijedila inkubacija (30 minuta, 37 °C).
Nakon inkubacije izmjeren je intenzitet fluorescencije pri valnoj duljini emisije od 485 nm i

valnoj duljini ekscitacije od 530 nm. Indukcija slobodnih radikala izra¢unata je prema formuli

[3]:

Indukcija slobodnih radikala = T - - —
% prezivljenja - intenzitet fluorescencijexontrola

3.2.4.4. Odredivanje genotoksicnog i protektivnog ucinka ekstrakta dobricice na modelnoj

DNK i stanicnom genetickom materijalu

a) antioksidacijski/prooksidacijski u¢inak ekstrakta dobricice na modelnom plazmidu phil 74

RFI1 DNA

Superzavijeni plazmid phiX174 RF1 DNA je dvolancani kruzni DNK plazmid dugacak 5386
pb, dobiven na temelju sekvence jednolanCane kruzne DNK prisutne u ikozahedralnom,
neobavijenom kolifagu PhiX174 (Verreault i sur., 2010). Pripremljen je 1 %-tni agarozni gel u
TAE puferu. TAE pufer sastojao se od Tris-HCI (48,4 g), ledene octene kiseline (11,4 mL),
EDTA (3,7 g) i demineralizirane vode (do 1000 mL). Reakcijska smjesa sastojala se od 0,1 pg
mL"! plazmida, 0,1 %-tne otopine vodikovog peroksida, razli¢ite koncentracije ekstrakta
dobricice od 0,0125, 0,025 1 0,075 0,25 mg mL™! te odgovarajuéeg volumena TAE pufera do
kona¢nog volumena od 30 puL. Uzorci su podvrgnuti UV zracenju kroz 16 minuta. Negativna
kontrola sadrzavala je 0,1 ug mL™! plazmida (NK1), dok je druga kontrola (NK2) sadrzavala
istu koncentraciju plazmida, ali se podvrgavala UV zracenju u trajanju od 16 minuta. Treca
kontrola (NK3) sadrzavala je istu koncentraciju plazmida, ali i 0,1 %-tnu otopinu vodikovog
peroksida. Pozitivna kontrola (PK) sadrzavala je 0,1 pg mL™' plazmida, 0,1 %-tnu otopinu
vodikovog peroksida i podvrgavala se UV zracenju u trajanju od 16 minuta. Nakon UV
zracenja, u svaki se uzorak dodalo 3 pL obojenog pufera za nanoSenje (engl. loading buffer)
koji je sadrzavao bromtimol plavo (0,2 g), glicerol (50 %-tna otopina, 6 mL) i demineraliziranu
vodu (4 mL). Tako pripremljeni uzorci nanosili su se u jaZice gela, a povrSina gela se prelila s
TAE puferom. Elektroforeza je trajala 1 sat pri 150 mA, nakon cega se gel bojao u otopini

etidijevog bromida koncentracije 20 ug mL™! kroz 15 — 20 minuta i potom izloZio UV zracenju.

oo -
O. o°
—

E =

intenzitet fluorescencije isirare * 100 [3]

82



Doktorski rad — Danijela Seremet EKSPERIMENTALNI DIO

Fotografije gela analizirane su u programu GelAnalyzer (http://www.gelanalyzer.com; Lazar,

I., Jr. and Lazar, I., Sr.).

b) odredivanje oste¢enja DNK u stanicama Cal27, HepG2, AGS i Caco-2 komet testom

Za ispitivanje genotoksi¢nog, odnosno genoprotektivnog, ucinka ekstrakta dobricice koristena
je metoda alkalnog komet testa (Singh i sur., 1988). Prije pocetka eksperimenta, iz Cal27,
HepG2, AGS i Caco-2 stani¢nih suspenzija (5 mL), uklonio se istroseni hranjivi medij nakon
cega je slijedio tretman, kroz 2 1 24 sata, sa 3 mL ekstrakta dobri¢ice u koncentracijama od
0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL!. Negativna kontrola je, umjesto ekstrakta, sadrzavala isti
volumen odgovarajuc¢eg medija. Nakon tretmana, uklonio se medij s ekstraktom, stanice su se
isprale s PBS puferom, tripsinizirale i prebacile u epruvete (Eppi®). Slijedilo je centrifugiranje
(5000 rpm, 5 minuta), a zaostali talog sa stanicama koristio se za daljnje provodenje
eksperimenta. Na brusena predmetna stakalca naneseno je 300 pL otopine 1,5 %-tne agaroze
normalne tocke talista (engl. normal melting point, NMP) te su potom na njezin polimerizirani
sloj naneseni uzorci, odnosno 10 pL resuspendiranih stanica i 100 puL 0,5 %-tne agaroze niske
tocke talista (engl. low melting point, LMP). Nakon polimerizacije, stakalca su premazana jo$
jednim slojem LMP agaroze (100 uL). Nakon polimerizacije zadnjeg nanesenog sloja agaroze,
provodena je liza stanica u puferu za lizu (+ 4 °C). Stakalca su potom prenesena u kadicu za
elektroforezu napunjenu alkalnim puferom za elektroforezu. Elektroforeza se provodila pri 300
mA 125 V kroz 20 minuta. Nakon provedene elektroforeze, stakalca su ispirana s Tris-HCl
puferom (pH = 7,5). Prije analize, pripremljeni preparati bojani su otopinom etidijevog bromida
(10 mg mL") kroz 10 minuta, nakon ¢ega je slijedilo ispiranje s Tris-HCI puferom. Mjerenja
su provedena epifluorescencijskim mikroskopom s ekscitacijskim filterom podesenim na 515 —
560 nm, dok je za analizu slike koriSten racunalni program Comet Assay II. Na svakom
preparatu izmjereno je po 200 kometa, a za potrebe ovog istrazivanja kao pokazatelji oste¢enja

DNK koriSteni su intenzitet repa i repni moment.
3.2.4.5. Odredivanje stupnja oksidacije na modelnom proteinu albuminu iz govedeg seruma

Albumin iz govedeg seruma (BSA) koriSten je kao modelni stani¢ni protein za ispitivanje
antioksidacijskih svojstava ekstrakta dobricice. Reakcijska smjesa sastojala se od 240 uL BSA
(1 mg mL™"), 60 uL otopine Zeljezovog(IlI) klorida, 60 uL askorbinske kiseline, 24 pL otopine
vodikovog peroksida (25 mM), odgovarajue volumene ekstrakta dobri¢ice s konacnim
koncentracijama od 0,0125, 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL"! i demineraliziranu vodu do kona¢nog
volumena od 600 pL. Pozitivna kontrola je, umjesto ekstrakta, sadrzavala 125 pL Trolox-a (10

mg mL™"), a negativna kontrola 125 puL metanola. Slijedila je inkubacija (30 minuta, 37 °C)

oo -
O. o°
—

E =

83


http://www.gelanalyzer.com/

Doktorski rad — Danijela Seremet EKSPERIMENTALNI DIO

nakon ¢ega je u reakcijsku smjesu dodano 500 pL 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) te je potom
ponovno slijedila inkubacija (30 minuta, sobna temperatura). U inkubacijsku smjesu je zatim
dodano 500 pL 10 %-tne otopine trikloroctene kiseline te je smjesa inkubirana na ledu (15
minuta). Uzorci su centrifugirani i ispirani s 1 mL etilnog acetata, a potom resuspendirani u 500
puL gvanidin hidroklorida (6 M), nakon Cega je izmjerena apsorbancija na 370 nm.

Antioksidacijski kapacitet izrazen je u odnosu na pozitivnu kontrolu prema formuli [4]:

As7q pozitivna kontrola — Ao ekstrakt 100 [4]

Antioksidacijski kapacitet (%) = Anro pozitivna kontrola
370

gdje je Az7o vrijednost apsorbancije izmjerene na 370 nm.
3.2.5. In vivo analize ekstrakta dobricice
3.2.5.1. Obrada pokusnih stakora

Koristeni su Stakori soja Sprague Dawley uzgojeni na Zavodu za animalnu fiziologiju
Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu (Hrvatska).
Prije pocetka eksperimenta, Stakori oba spola bili su podijeljeni u testne i kontrolne skupine
slucajnim odabirom. Prosje¢na masa zenki Stakora iznosila je 250 g, dok je prosje¢na masa
muzjaka iznosila 350 g. Zivotinje su vagane na podetku, sredini i na kraju eksperimenta. Stakori
oba spola bili su stari 60 = 5 dana. Svaka skupina sastojala se od 8 Zivotinja. Testne skupine
tretirane su liofiliziranim ekstraktom dobri¢ice oralno-gastralnom kanilom (per os)
koncentracijama od 250, 500 i 1000 mg kg™ §takora (oznake skupina redom 250 M, 500 M i
1000 M za mugke $takore i 250 Z, 500 Z i 1000 Z za Zenske $takore), dok su kontrolne
skupine tretirane istim volumenom demineralizirane vode (oznake skupina K M za muske
Stakore i K_Z za Zenske §takore). Nakon 14 dana Zivotinje su Zrtvovane, 24 sata nakon primjene
zadnje doze, radi uzimanja krvi (serum) i organa (bubrezi, jetra i slezena). Organi su vagani te
je izraCunat postotak svakog organa na masu Stakora. Organi su do daljnjih analiza ¢uvani na -

80 °C.
3.2.5.2. Odredivanje hematoloskih i biokemijskih parametara krvi Stakora

Analiza krvi Stakora provedena je po zavrSetku eksperimenta u medicinsko-biokemijskom
laboratoriju poliklinike Breyer (Hrvatska) akreditiranom pretragom prema medunarodnoj
normi HRN EN ISO 15189:2012. U svrhu odredivanja hematoloskih parametara, krv je
sakupljena punkcijom aorte u heparizirane vakuteinere, a za analizu biokemijskih parametara

krvi koriSten je serum koji je izoliran na nacin da je epruveta puna krvi dobivena punkcijom iz

oo -
O. o°
—

E =

84



Doktorski rad — Danijela Seremet EKSPERIMENTALNI DIO

aorte stajala 30 minuta u hladnjaku na + 4 °C, sadrzaj je centrifugiran (5 minuta, 2500 rpm) 1
izdvojen je serum. Od hematoloskih parametara odredeni su ukupan broj eritrocita, trombocita
i leukocita, hemoglobin, MCV (prosje¢ni volumen eritrocita), MCH (prosje¢na koli¢ina
hemoglobina u eritrocitu), MCHC (prosjec¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima), RDW
(raspodjela eritrocita po volumenu) i MPV (prosjecni volumen trombocita). Analizirana je i
diferencijalna krvna slika (limfociti, monociti, neutrofilni granulociti, eozinofilni granulociti i
bazofilni granulociti). Od biokemijskih parametara odredeni su urea, kreatinin (enzimatska
metoda sljediva do metode IDMS 1 standarda NIST SRM 967), bilirubin, glukoza, aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), laktat dehidrogenaza (LDH) i ukupni

proteini.
3.2.5.3. Priprema homogenata organa za analize

Od svakog organa (bubrezi, jetra i slezena) izuzet je dio tkiva, bez masnog tkiva, koji je izvagan
te je dodan PBS pufer u omjeru 1:10 i1 provedeno je usitnjavanje ultrazvucnim
homogenizatorom. Tijekom homogenizacije, uzorci su se hladili kako ne bi doSlo do
koagulacije proteina. Dobiveni homogenati su centrifugirani (15 000 rpm, 15 minuta, 4 °C),
nakon &ega su supernatanti otpipetirani u epruvete (Eppi®) i napravljena su prikladna

razrjedenja. Uzorci su se cuvali na -20 °C do daljnjih analiza.
3.2.5.4. Odredivanje udjela proteina u homogenatima organa

Udjel proteina u homogenatima organa odreden je slijede¢i metodu Lowry i suradnika (1951).
Reakcija smjesa sastojala se od 100 pL razrijedenog uzorka (homogenati bubrega, jetre i
slezene) 1 2 mL otopine D (Tablica 16). Smjesa se inkubirala 10 minuta na sobnoj temperaturi,
nakon cega je slijedio dodatak 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijeden s vodom u omjeru
2:1) te inkubacija kroz 30 minuta. Apsorbancija reakcijske smjese mjerila se na 600 nm, a
baZzdarna krivulja izradena je koriste¢i albumin iz govedeg seruma kao standard (0,02 —2 mg

mL™1).

Tablica 16. Priprema otopina za odredivanje proteina metodom po Lowry-u

Naziv otopine Postupak pripreme otopina

Otopina A 2g natrijevogrlf;rrl;)j(;r\llz:)tg Ei(lifé)ksil(l;ao’l M otopine
Otopina B 0,1 g kalij natrij tartarata u 10 mL vode
Otopina C 0,05 g bakrovog sulfata pentahidrata u 10 mL vode
Otopina D mijesSanje otopina A, B1 C u omjeru 48:1:1
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3.2.5.5. Odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije u organima

Intenzitet lipidne peroksidacije mjeren je odredivanjem koncentracije malondialdehida
tiobarbiturnim testom (engl. tiobarbituric acid reactive substances - TBARS) slijede¢i metodu
Ohkawa i suradnika (1979). Reakcijska smjesa sastojala se od 100 pL homogenata organa i 1,6
mL otopine D (Tablica 17). Uzorci su inkubirani 1 sat na 95 °C, nakon ¢ega su se hladili na
ledu 10 minuta te centrifugirali (5000 rpm, 15 minuta, 4 °C). Apsorbancija supernatanta mjerila

se na 500 nm, a koncentracija malondialdehida (MDA) izracunala se prema formuli [5]:

Auzorak ' Vreakcijska smjesa (mL) [5]

c(MDA) =
l-€- Vuzorak (mL) * Vproteini (mg mL_l)

gdje molarni ekstincijski koeficijent (g) iznosi 1,56 x 10° M™! cm™!, a duljina kivete (/) 1 cm.

Koncentracija MDA izraZena je kao nmol MDA mg! proteina.

Tablica 17. Priprema otopina za odredivanje intenziteta lipidne peroksidacije

Naziv otopine Postupak pripreme otopina

Otopina A 0,81 g natrij dodecil sulfata u 10 mL demineralizirane vode

20 mL ledene octene kiseline 1 2,31 mL klorovodi¢ne kiseline

Otopina B (podesiti pH otopine na 3,5) i do 100 mL demineralizirane vode
Otopina C 0,8 g tiobarbiturne kiseline u 40 mL demineralizirane vode
Otopina D mijeSanje otopina A, B 1 C u omjeru 1:7,5:7,5

3.2.5.6. Odredivanje koncentracije karboniliranih proteina u organima

Odredivanje koncentracije karboniliranih proteina provedeno je slijede¢i metodu Levine i1
suradnika (1990). Reakcijska smjesa sastojala se od 200 pL. homogenata organa i 300 uL 10
mM otopine DNPH pripremljene u 2 M otopini klorovodic¢ne kiseline. Slijepa proba je umjesto
uzorka sadrzavala isti volumen 2 M otopine klorovodi¢ne kiseline. Reakcijska smjesa
inkubirala se 1 sat na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je dodano 500 uL 20 %-tne otopine
trikloroctene kiseline. Uzorci su hladeni na ledu 5 minuta i1 centrifugirani (12 000 rpm, 10
minuta, 4 °C). Supernatant se odbacio, a talog se isprao 3 puta s 1 mL otopine etanola i etilnog
acetata (1:1). U konacnici, talog se otopio u 1 mL 6 M otopine gvanidin hidroklorida,
pripremljenoj u 2 M otopini klorovodi¢ne kiseline, a apsorbancija se mjerila na 370 nm.

Koncentracija karboniliranih proteina (PC) izracunala se prema formuli [6]:
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Aslijepa proba (370) ~ Auzorak(370) [6]
€ * Yproteini (mg mL_l) -1

c(PC) =

gdje molarni ekstincijski koeficijent (&) iznosi 22 mM™' cm™, a duljina kivete (/) 1 cm.

Koncentracija PC-a izraZena je kao nmol proteinskih karbonila mg™! proteina.
3.2.5.7. Odredivanje koncentracije ukupnog glutationa u organima

Koncentracija ukupnog glutationa odredena je slijede¢i metodu opisanu u radu Tietze (1969).
Reakcijska smjesa sastojala se od 20 uL uzorka, 40 uL 0,035 M otopine klorovodi¢ne kiseline
1 10 mM otopine DTNB-a, pripremljene u 0,5 M puferske otopine i 0,5 M otopine EDTA (1:1).
Reakcijska smjesa inkubirana je na sobnoj temperaturi 10 minuta, nakon ¢ega je izmjerena
apsorbancija na 412 nm, koriste¢i ¢ita¢ mikroplocica. Nakon prvog mjerenja dodalo se 100 pLL
otopine pripremljene mijeSanjem 0,8 mM otopine NADPH 1 glutation reduktaze (499:1) te se
mjerila apsorbancija svake minute unutar vremenskog intervala od 5 minuta na 412 nm. Ukupna

koncentracija glutationa (GSH) izraunala se prema formuli [7]:

(Abez enzima ~— As enzimom) ' Vreakcijske smjese (mL) -d [7]
& Vuzorka (mL) * Cproteina (mg ' mL_l)

c(GSH) =

gdje molarni ekstincijski koeficijent (¢) DTNB-a iznosi 8,22 mM™ cm™, a d predstavlja faktor

razrjedenja uzroka. Koncentracija ukupnog glutationa izrazena je kao mU mg™! proteina.
3.2.5.8. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze u organima

Aktivnost superoksid dismutaze odredena je koriste¢i komercijalno dostupan set proizvodaca
Cayman Chemical (item no. 706002) s potrebnim kemikalijama i uputama. Reakcijska smjesa
sastojala se od 200 pL detektora radikala (otopina tetrazolijeve soli), 10 uL uzorka i 20 puL
ksantin oksidaze. Uzorci 1 kemikalije razrijedeni su u odgovaraju¢em puferu prema uputama
proizvodaca. Reakcijska smjesa inkubirala se 30 minuta na sobnoj temperaturi uz stalno lagano
mijeSanje. Apsorbancija se mjerila na 450 nm koristec¢i ¢ita¢ mikroploc¢ica. Bazdarna krivulja
izradena je koristeci superoksid dismutazu iz govedih eritrocita, a rezultati su izraZeni kao U

mL!' homogenata organa.

3.2.5.9. Odredivanje genotoksicnog i protektivnog ucinka ekstrakta dobricice na organima i

krvi

Za ispitivanje genotoksi¢nog, odnosno genoprotektivnog, u€inka ekstrakta dobricice koristena

je metoda alkalnog komet testa (Singh i sur., 1988), uz odredene modifikacije (Sasaki i sur.,
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1997). Otopina 1 %-tne agaroze stavljena je na bruSeno predmetno stakalce u svrhu
polimerizacije, nakon ¢ega je gel uklonjen sa stakalca i otpipetirano je 300 pL 0,6 %-tne otopine
NMP agaroze. Nakon njene polimerizacije, otpipetirano je 100 pL 0,5 %-tne otopine LMP
agaroze 1 5 uL uzorka. Nakon 10 minuta, sloj je prekriven sa 100 puL 0,5 %-tne otopine LMP
agaroze, nakon ¢ega je slijedila polimerizacija. Uzorci su uronjeni u pufer za lizu (pH = 10; 2,5
M natrijev klorid, 1 % natrijev laurilsarkozinat, 10 mM Tris-HCI, 100 mM Na;EDTA, 1 %
Triton X-100 i 10 % dimetil sulfoksid) kroz 1 sat na + 4 °C, a potom prebaceni u pufer za
denaturaciju (pH = 13; 0,3 M natrijev hidroksid i 1 mM Na;EDTA) na 20 minuta. Elektroforeza
je provedena pri 300 mA 125 V kroz 20 minuta. Pri zavrSetku elektroforeze, preparati su isprani
pomocu neutralizacijskog pufera (pH = 7,5; 0,4 M Tris-HCI) 1 obojani sa 100 pL etidijevog
bromida (20 pg mL™'). Mjerenja su provedena epifluorescencijskim mikroskopom s
ekscitacijskim filterom podeSenim na 515 — 560 nm, dok je za analizu slike koriSten racunalni
program Comet Assay 1. Na svakom preparatu izmjereno je po 200 kometa, a za potrebe ovog

istrazivanja kao pokazatelji oSte¢enja DNK koriSteni su parametri duZine i intenziteta repa.
3.2.6. Inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem
3.2.6.1. Provodenje termalnih analiza polimera

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (engl. differential scanning calorimetry — DSC)
provedena je za Sest polimera, koji su koriSteni kao nosaci za inkapsulaciju ekstrakta dobricice
suSenjem rasprSivanjem, na uredaju Mettler Toledo DSC 823°. Svaki uzorak (2 — 4 mg)
zatvoren je unutar predvidene aluminijske posudice za mjerenje. Analiza uzorka unutar uredaja
obuhvacala je hladenje na -70 °C i zatim zagrijavanje brzinom od 10 °C min™! u temperaturnom
podruéju od -70 °C do 250 °C uz inertnu struju dusika pri protoku od 50 mL min™'. Rezultati su

prikazani u obliku DSC termograma.

Termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis — TGA) provedena je za
polimere na uredaju TA Instruments Q500. Mjerenja su obavljena u atmosferi zraka pri brzini
protoka od 60 mL min!. Masa uzoraka bila je oko 5 mg, a brzina zagrijavanja 10 °C min™! u

temperaturnom podrucju od 25 °C do 350 °C.
3.2.6.2. Priprema otopina nosaca u ekstraktu

Otopine nosaca za suSenje rasprSivanjem pripremljene su otapanjem razli¢itih polimera u
koncentriranom ekstraktu dobriCice (poglavije 3.2.3.). Pripremljeni ekstrakt dobricice
koncentriran je pod vakuumom do 10 x manjeg volumen 1 kao takav koriSten za pripremu

otopina nosaca (4 % (w/w) polimera). Koncentrirani ekstrakt sadrzavao je 1 % suhe tvari te je
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u konacnici ukupna suha tvar otopine nosaca iznosila 5 %. Ukupno je pripremljeno 6 otopina
pri cemu je kontrolna otopina sadrzavala 4 % (w/w) djelomi¢no hidrolizirane guar gume (uzorak
DHGQG), dok je u preostalih 5 otopina 25 % guar gume zamijenjeno s drugim polimerima:
hidrolizirani kolagen (uzorak DHGG HK), karboksimetil celuloza (uzorak DHGG KMC),
nutrioza (uzorak DHGG NUT), mucin (uzorak DHGG MUC) i ksilan (uzorak DHGG_KSI).

Uzorci su mijeSani na magnetskoj mijesalici do potpunog otapanja.
3.2.6.3. Odredivanje viskoznosti otopina nosaca

Viskoznost otopina nosa¢a u ekstraktu dobri¢ice odredena je pri brzinama smicanja od 10 s’
do 100 s! rotacijskim testom na modularno kompaktnom reometru i koristenjem mjernog stosca
CP50-1 nagiba 1 © i promjera 50 mm. Razmak od donje mjerne ploce bio je postavljen na 0,102

mm. Uzorci su ekvilibrirani 3 minute na 25 °C prije poCetka svakog mjerenja.
3.2.6.4. Provodenje suSenja rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem otopina nosaca u ekstraktu dobricice provedeno je na uredaju Biichi B-
290 s mlaznicom promjera 0,7 mm. Radni uvjeti uredaja postavljeni su kako slijedi: ulazna
temperatura zraka 150 + 2 °C, volumni protok medija za susenje 35 m*> h™! (100 %), volumni
protok otopine 2 mL min™ (8 %), volumni protok zraka za raspriivanje 600 dm> h! i pad tlaka
mlaznice 55 kPa. Uzorci su prikupljeni u ¢vrste staklene posude i cuvani na + 4 °C do daljnjih

analiza.
3.2.6.5. Odredivanje prinosa susenja rasprsivanjem

Prinos susenja rasprSivanjem izra¢unao se prema formuli [8]:

masa praha dobivenog susenjem rasprsivanjem (g) (8]

Prinos (%) = 100

masa suhe tvari otopine nosaca u ekstraktu (g)

3.2.6.6. Odredivanje suhe tvari inkapsulata

Udjel suhe tvari inkapsulata odreden je prema modificiranoj AOAC 930.15 metodi (Padmore,

1990a) susenjem uzoraka do konstante mase pri 105 °C.
3.2.6.7. Odredivanje mocivosti inkapsulata

Mocivost inkapsulata provedena je prema metodi opisanoj u radu Jinapong i suradnika (2008).
U laboratorijsku ¢aSu od 250 mL dodalo se 100 mL demineralizirane vode i zatim 0,1 g
inkapsulata. Mocivost predstavlja vrijeme, u sekundama, koje je potrebno da sav prah postane

mokar, odnosno, kada sve Cestice inkapsulata prodru povrsinu vode.
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3.2.6.8. Odredivanje kontaktnog kuta vode inkapsulata

Kontaktni kut vode inkapsulata odreden je metodom polozene kapi na goniometru. U tu svrhu

100 mg uzorka ispresano je u pastilu koja je podvrgnuta mjerenju.
3.2.6.9. Odredivanje nasipne gustoce inkapsulata

Nasipna gustoca inkapsulata odredena je plinskim piknometrom. U svrhu odredivanja svojstava
tecivosti i kohezivnosti koriSten je vibracioni volumetar pri ¢emu se promjena volumena
ocitavala nakon 0 (slobodna nasipna gustoc¢a) 1 1250 (vibraciona nasipna gustoc¢a) udaraca $to
se koristilo za izracunavanje Carrovog indeksa (CI), koji predstavlja svojstvo tecivosti (Carr,
1965), 1 Hausnerovog omjera (HR), kao svojstva kohezivnosti (Hausner, 1967), prema

formulama [9] 1 [10].

Cl = Pvibraciona — Pslobodna 100 [9]
Psiobodna
HR = Pvibraciona [10]
Psiobodna

3.2.6.10. Analiza inkapsulata pretraznom elektronskom mikroskopijom

Morfoloske karakteristike 1 veli¢ina inkapsulata (n = 100) odredeni su pretraznom elektronskom
mikroskopijom (engl. scanning electron microscope — SEM). Uzorci su se pricvrstili na
podlogu pomoc¢u dvostrane ljepljive vrpce, oblozili slojem zlata (5 nm) 1 ispitivali koristeci

napon ubrzanja od 4,0 kV 1 uvecanje od oko 600 x.
3.2.6.11. Odredivanje zeta potencijala inkapsulata

Zeta potencijal inkapsulata odredio se koriste¢i uredaj Malvern Zetasizer Ultra. Inkapsulati su
prije mjerenja suspendirani u metanolu (pH = 6,8), nakon ¢ega su se uronili u ultrazvuc¢nu kupelj

na 15 sekundi i prebacili u odgovarajuce kivete (DTS1070; Malvern, UK) te analizirali.

3.2.6.12. Analiza uzoraka infracrvenom spektroskopijom s Furierovom transformacijom (FT-

IR)

Infracrveni spektri ekstrakta dobri¢ice, polimera 1 inkapsulata dobivenih suSenjem
rasprSivanjem snimljeni su kao KBr pastile. Za mjerenje, 1 mg uzorka pomijeSan je sa
spektroskopskim kalijevim bromidom (200 mg) i ispreSan u obliku pastile. Spektri su snimljeni

u prosjeku od 32 skeniranja od 4000 do 400 cm™ s rezolucijom od 4 cm.
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3.2.6.13. Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti polifenolnih spojeva

U svrhu dobivanja podataka o inkapsulacijskoj uéinkovitosti polifenolnih spojeva odreden je
udjel ukupnih polifenola (Singleton i Rossi, 1965) 1 hidroksicimetnih kiselina (Matkowski i
sur., 2008) primjenom spektrofotometrijskih metoda te udjel pojedinac¢nih polifenolnih spojeva
koriste¢i HPLC-PDA metodologiju (poglavije 3.2.2.5.). Inkapsulacijska u¢inkovitost odredena
je otapanjem 1 g inkapsulata u 5 mL demineralizirane vode na magnetskoj mijeSalici.
Inkapsulacijska u¢inkovitost izracunata je kao omjer udjela istrazivanih spojeva u ,,razbijenim

Cesticama inkapsulata te u otopini nosaca i ekstrakta dobricice prije inkapsulacije.
3.2.6.14. Pracenje kinetike otpustanja polifenola u uvjetima simulirane probave

Profili otpustanja ukupnih polifenola 1 hidroksicimetnih kiselina iz inkapsulata u uvjetima
simulirane probave odredeni su pomocu zeluCane (engl. simulated gastric fluid — SGF) 1
intestinalne (engl. simulated intestinal fluid — SIF) otopine. Otopina SGF-a (pH = 3) sastojala
se od pepsina, kalijevog klorida, kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog hidrogen karbonata,
natrijevog klorida, magnezijevog klorida heksahidrata 1 amonijevog karbonata, dok se otopina
SIF-a (pH = 7) sastojala od pankreatina, Zu¢nih soli, kalijevog klorida, kalijevog dihidrogen
fosfata, natrijevog hidrogen karbonata, natrijevog klorida te magnezijevog klorida
heksahidrata, u koncentracijama koje su predlozili Minekus i suradnici (2014). 0,5 g
inkapsuliranog ekstrakta dodano je u 70 mL otopine SGF-a, uz konstantno mijeSanje na
magnetskoj mijesalici pri 37 °C. U odgovaraju¢im vremenskim intervalima iz otopine je
uzorkovano 1,5 mL alikvota do posljednjeg uzorkovanja nakon 2 sata. Zatim su inkapsulati
prebaceni u 70 mL otopine SIF-a pri istim uvjetima. Postupak uzorkovanja alikvota u
definiranim vremenskim intervalima ponovljen je na prethodno opisani nacin. Alikvotima je
odreden udjel ukupnih polifenola (Singleton i Rossi, 1965) i hidroksicimetnih kiselina
(Matkowski 1 sur., 2008), izrazeni kao mg ekvivalenata galne kiseline po gramu inkapsulata,

odnosno mg kafeinske kiseline po gramu inkapsulata.
3.2.7. Liposomalna inkapsulacija

Liposomalna inkapsulacija provedena je slijede¢i metodu Perrett i suradnika (1991). U
Erlenmayerovoj tikvici otopila se jednaka masa (1 g) Phospholipona 90 G i etanola uz mijesanje
1 grijanje u vodenoj kupelji na 60 °C kroz 1 minutu nakon ¢ega je slijedilo hladenje u mraku 1
na sobnoj temperaturi (2 minute). Slijedio je dodatak 50 mg liofiliziranog ekstrakta dobricice
(poglavlje 3.2.3.) otopljenog u 2 mL demineralizirane vode te ponovno grijanje na 60 °C kroz

2 minute uz mijesanje i potom hladenje. Pomocu peristalticke pumpe, u Erlenmayerovu tikvicu
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dodala se demineraliziana voda (48 mL) uz protok 15 mL h' i konstantno mijesanje.

Pripremljeni su i prazni liposomi na isti nacin, bez dodatka liofiliziranog ekstrakta dobricice.
3.2.7.1. Odredivanje fizikalnih parametara liposoma

Formuliranim liposomima odredeni su veli¢ina i indeks polidisperzije na principu dinamickog
rasprSenja svjetlosti te zeta potencijal na principu elektroforetskog rasprsenja svjetlosti na

uredaju Malvern Nano-ZS Zetasizer.
3.2.7.2. Odredivanje morfoloskih karakteristika liposoma

AFM (engl. atomic force microscopy — AFM) mikroskopija radena je na Multimode Scanning
Probe Microscope uredaju s Nanoscope Illa kontrolnom jedinicom uz skener s maksimalnim
lateralnim rasponom od 125 pum. Slike praznih liposoma 1 liposoma s inkapsuliranim
ekstraktom snimljene su u tapkajuéem rezimu rada pomocu silikonskih pretraznih proba
(TESP-V2, nominalna rezonantna frekvencija 320 kHz, nominalna konstanta opruge 42 N m™,
radijus zakrivljenosti Siljka 7 nm; Bruker, SAD). Kako bi se izbjegla eventualna oStec¢enja
uzorka tijekom mjerenja, primijenjena sila je odrzavana na najnizoj vrijednosti. Brzina
skeniranja optimirana je izmedu 1,0 do 2,0 Hz po liniji. Slika je obradena i analizirana
NanoScope Analysis softwerom (ver. 2.0; Bruker, SAD). Sve slike predstavljaju originalne
podatke, osim §to je koriStena opcija dvodimenzijskog poravnavanja prvog reda kako bi se
uklonio prividni nagib povrsine. U svrhu AFM mikroskopije, formulirani liposomi razrijedeni
su ultracistom vodom te je volumen od 5 pL izravno otpipetiran na svjeze cijepani tinjac.
Listovi tinjca stavljeni su u zatvorene Petrijeve zdjelice na 30 minuta kako bi se omogucilo

isparavanje otapala, a nakon toga je provedeno AFM snimanje.
3.2.7.3. Analiza uzoraka infracrvenom spektroskopijom s Furierovom transformacijom (FT-IR)

Infracrveni spektri liofiliziranog ekstrakta dobri¢ice, praznih liposoma i liposoma s
inkapsuliranim ekstraktom snimljeni su tehnikom atenuirane totalne refleksije u rasponu od
4000 do 400 cm™. Uzorci su se za potrebe analize prethodno razrijedili demineraliziranom

vodom.
3.2.7.4. Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti

U epruvetu (Eppi®) je dodan 1 mL pripremljene liposomalne suspenzije koja se potom
centrifugirala (9500 rpm, 45 minuta, 4 °C), nakon Cega je supernatant izdvojen u posebnu
epruvetu za analizu, a preostali talog liposoma ispran sa 1 mL demineralizirane vode i ponovno

centrifugiran (9500 rpm, 45 minuta, 4 °C). Supernatant je odbacen, a preostali talog liposoma
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je suspendiran u 1 mL demineralizirane vode i prebacen u epruvetu s navojnim ¢epom. U istu
epruvetu dodan je 1 mL metanola i 1 mL kloroforma te je sadrzaj epruvete vorteksiran (1
minuta). Odvajanje faza ubrzalo se kratkim centrifugiranjem nakon ¢ega je gornja vodeno-
metanolna faza, koja sadrzi inkapsulirane polifenole, prebacena u epruvetu (Eppi®) i koristena
za analizu. Inkapsulacijska ucinkovitost definirana je odredivanjem udjela ukupnih polifenola
(Singleton i Rossi, 1965), hidrokscimetnih kiselina (Matkowski i sur., 2008) i pojedinac¢nih
polifenolnih spojeva (poglavije 3.2.2.5.), kao omjer njihove masene koncentracije odredene u
1zdvojenoj vodeno-metanolnoj fazi i zbroja udjela iste koncentracije i udjela odredenog u prvom

izdvojenom supernatantu.
3.2.7.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta TBARS metodom

Peroksidacija praznih liposoma 1 liposoma s inkapsuliranim ekstraktom pracena je
odredivanjem koncentracije malondialdehida tiobarbiturnim testom (engl. tiobarbituric acid
reactive substances — TBARS). Prazni liposomi i liposomi s inkapsuliranim ekstraktom bili su
podvrgnuti djelovanju pulsirajuéeg UV zradenja s energijom zradenja po impulsu 1,27 J cm™.
Za vrijeme tretmana iz uzorka je izuziman alikvot od 500 puL nakon 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160, 180 1 200 pulseva UV zracenja. U staklene epruvete s navojnim ¢epom dodano je 0,2
mL izuzetog alikvota uzorka liposoma, 3 mL 20 %-tne trikloroctene kiseline 1 1 mL stock
otopine koja je sadrzavala isti volumen 2 %-tne tiobarbiturne kiseline 1 20 %-tne perklorne
kiseline. Reakcijska smjesa je vorteksirana i stavljena u vodenu kupelj (100 °C) kroz 25 minuta.
Reakcija je zaustavljena stavljanjem epruveta u hladnu vodu na 5 minuta. Kako bi se uklonio
nastali precipitat, uzorci su centrifugirani (9500 rpm, 10 minuta) i izmjerena je apsorbancija

supernatanta na 532 nm.
3.2.7.6. Pracenje kinetike otpustanja polifenola u uvjetima simulirane probave

Simulirana probava inkapsulata u Zelucu (SGF — simulated gastric fluid) 1 tankom crijevu (SIF
— simulated intestinal fluid) provedena je slijede¢i metodu Minekus i1 suradnika (2014),
odnosno, na isti na¢in kao i za inkapsulate dobriice dobivene suSenjem rasprSivanjem
(poglavlje 3.2.6.14.). Profil otpustanja pracen je odredivanjem ruZmarinske kiseline HPLC-
PDA metodologijom (poglavije 3.2.2.5.)

3.2.8. In vivo analize inkapsulata dobricice

Za in vivo istrazivanje bioloskih uc¢inaka ekstrakta dobri¢ice u inkapsuliranom obliku odabrani

su liposomalni inkapsulati zbog izrazito visoke inkapsulacijske ucinkovitosti ukupnih
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polifenola i ruzmarinske kiseline te kontroliranog i kontinuiranog otpustanja ruzmarinske

kiseline tijekom simulirane probave (poglavije 4.8.3.).
3.2.8.1. Obrada pokusnih stakora

Koristeni su Stakori soja Wistar uzgojeni na Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada
(Hrvatska). Prije pocetka eksperimenta, Stakori oba spola bili su podijeljeni u testne 1 kontrolne
skupine slu¢ajnim odabirom. Svaka skupina sastojala se od 8 Zivotinja. Prosje¢na masa zenki
Stakora iznosila je 200 g, dok je prosje¢na masa muzjaka iznosila 350 g. Testne skupine tretirane
su liposomalnim inkapsulatom dobri€ice oralno-gastralnom kanilom (per os) u koncentraciji od
250 mg inkapsuliranog ekstrakta po kg $takora (oznaka skupine E_ M za muske $takore i E_Z
za zenske Stakore). Prva kontrolna skupina tretirana je istim volumenom praznih liposoma
(oznaka skupine L M za muske §takore i L 7 za Zenske $takore), a druga kontrolna skupina
istim volumenom demineralizirane vode (oznaka skupine V.M za muske $takore i V_Z za
zenske Stakore). Nakon 14 dana zZivotinje su Zrtvovane radi uzimanja organa (bubrezi, jetra i

slezena). Organi su do daljnjih analiza cuvani na -80 °C.
3.2.8.2. Odredivanje parametara oksidacijskog stresa

Homogenati organa pripremljeni su na nacin opisan u poglavlju 3.2.5.3. U homogenatima tkiva
odredeni su udjel proteina (poglavije 3.2.5.4.), intenzitet lipidne peroksidacije (poglavije
3.2.5.5.), koncentracija karboniliranih proteina (poglavije 3.2.5.6.), koncentracija ukupnog
glutationa (poglavlje 3.2.5.7.), aktivnost superoksid dismutaze (poglavije 3.2.5.8.) 1
antioksidacijski kapacitet ABTS metodom (poglavije 3.2.2.4.).

3.2.9. Formulacija ¢okolada uz inkorporaciju inkapsulata dobricice

Proizvodnja c¢okolada provedena je mijeSanjem svih sastojaka u melanzeru kroz 2 sata.
Kakaova masa i kakaov maslac su prije stavljanja u zamjes za ¢okoladnu masu zagrijani na 50
°C te u tekuc¢em obliku stavljeni u melanzer. Nakon mije$anja u melanzeru, dobivena ¢okoladna
masa ru¢no je temperirana — cokoladna masa zagrijala se na 45 — 50 °C, potom se hladila do 28
°C 1 ponovno zagrijala na 32 °C, uz konstantno mijeSanje, a na kraju lijevala u kalupe. U
formulacije funkcionalnih ¢okolada dodani su inkapsulati dobri¢ice dobiveni suSenjem
rasprSivanjem (uzorak DHGG MUC zbog najvise vrijednosti inkapsulacijske u¢inkovitosti za
ruzmarinsku kiselinu — poglavilje 4.7.5.) 1 liposomalni inkapsulati dobricice. Pripremljeno je 5
formulacija ¢okolada. Kontrolni uzorak (uzorak C_K) pripremljen je bez dodatka inkapsulata,
odnosno sadrzavao je kakaovu masu (40,5 %), kakaov maslac (25 %), Secer u prahu (33 %) i

suncokretov lecitin (1,5 %). Pripremljena su dva uzorka cokolade s inkapsulatom dobricice
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pripremljenim suSenjem raspriivanjem - prva formulacija (uzorak C_SR1) ukljucivala je
dodatak inkapsulata u ¢okoladnu masu u melanzer zadnjih pola sata mijeSanja u udjelu od 2 %
u odnosu na ¢okoladnu masu, dok je druga formulacija (uzorak C_SR2) ukljuéivala dodatak i
homogenizaciju inkapsulata u kakaov maslac (u udjelu od 10 % na kakaov maslac) te potom
dodatak obogaéenog kakaovog maslaca s inkapsulatom u zamjes za ¢okoladnu masu (Slika 26).
Takoder su pripremljena dva uzorka cokolade s liposomalnim inkapsulatom dobricice —
liposomalni inkapsulat se u prvoj formulaciji (uzorak C L1) dodao u &okoladnu masu u
melanZer zadnjih pola sata mijesanja u udjelu od 4 % na ¢okoladnu masu, a druga formulacija
(uzorak C 12) ukljuéivala je dodatak i homogenizaciju liposomalnog inkapsulata u kakaov
maslac (u udjelu od 20 % na kakaov maslac) te potom dodatak obogac¢enog kakaovog maslaca

s liposomima u zamjes za ¢okoladnu masu (Slika 26).

Kontrolni Cokolade s dodatkom Cokolade s dodatkom

Sastojei uzorak cokolade lnvkal‘)sulata dovlflven.og liposomalnog inkapsulata
suSenjem rasprsivanjem
Kakaova masa 40,5 % 40,5 % 40,5 % 40,5 % 40,5 %
Kakaov maslac 25% 25% / 25 % /
25 % 25 %
Obogaceni kakaov maslac / / (10 % / (20 %
inkapsulata inkapsulata
Seéer u prahu 33 % 33 % 33 % 33 % 33%
Lecitin 1,5% 1,5% 1,5% 1,5% 1,5%
Inkapsulati / 2% / 4% /
MIJESANJE U MELANZERU
A l M ’
-
v
Oznake uzoraka C K C SR1 C SR2 C LI C 12

Slika 26. Recepture novoformuliranih ¢okolada
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3.2.9.1. Odredivanje udjela cvrstih triglicerida u kakaovom maslacu

Udjel cvrstih triglicerida u kakaovom maslacu (KM), kakaovom maslacu s dodatkom
inkapsulata dobricice dobivenog susenjem rasprSivanjem (KM _SR) i kakaovom maslacu s
dodatkom liposomalnog inkapsulata dobri¢ice (KM_L) odreden je NMR (nuklearna magnetska
rezonancija) metodom. Uzorci za analizu pripremljeni su prema metodi ISO 8292-1 (2008) —
temperiranje na 60 °C kroz 15 minuta, zatim na 0 °C kroz 90 minuta, zatim na 26 °C kroz 40
sati, ponovno na 0 °C kroz 90 minuta te u konac¢nici zagrijavanje na 60 °C kroz 30 minuta nakon

¢ega su uzorci podvrgnuti mjerenju na NMR uredaju.
3.2.9.2. Karakterizacija bioaktivnog sastava cokolada

Novoformulirane cokolade (3 g) prebacene su u reagens boce 1 grijane na 70 °C kroz 10 minuta
u vodenoj kupelji. Zatim je u boce dodana vru¢a voda zagrijana do vrenja (10 mL) nakon ¢ega
se provodilo mijeSanje na magnetskoj mijesalici kroz 15 minuta. Potom je u iste boce dodan
metanol (10 mL) te su uzorci ponovno mijeSani 15 min na magnetskoj mijesalici nakon ¢ega su
prebaceni u ultrazvuénu kupelj grijanu na 50 °C kroz 15 minuta. Po zavrSetku ekstrakcija,
uzorci su ohladeni 1 centrifugirani (9500 rpm, 20 minuta). Supernatanti su podvrgnuti analizi
pojedinacnih polifenolnih spojeva 1 metilksantina koriste¢i HPLC-PDA metodologiju

(poglavlje 3.2.2.5.).
3.2.9.3. Pracenje kinetike otpustanja polifenola u uvjetima simulirane probave

Simulirana probava ¢okolada je, uz zelu¢anu fazu (SGF — simulated gastric fluid) i intestinalnu
fazu (SIF — simulated intestinal fluid) (poglavlje 3.2.6.14.), ukljucivala 1 oralnu fazu (SSF —
simulated salivary fluid) prema protokolu opisanom u radu Minekus 1 suradnika (2014). SSF se
sastojao od salivarne a-amilaze, kalijevog klorida, kalijevog dihidrogen fosfata, natrijevog
hidrogen karbonata, magnezijevog klorida heksahidrata i amonijevog karbonata. Profil
otpustanja pracen je odredivanjem udjela ruzmarinske kiseline koriste¢ci HPLC-PDA

metodologiju (poglavije 3.2.2.5.).
3.2.9.4. Odredivanje reoloskih svojstva cokolada

Reoloska svojstva ¢okolada provedena su slijede¢i metodu IOCCC (2000) 1 koriste¢i Casson-
ov model. Temperatura tijekom mjerenja bila je 40 °C, a prije pocetka analize na ¢okolade je
primijenjena brzina smicanja od 5 s tijekom 5 minuta. Tijekom analize, brzina smicanja
povecavala se od 2 do 50 s! tijekom 3 minute, nakon ¢ega je odrzavana brzina smicanja od 50
s tijekom 1 minute te se brzina smicanja smanjivala od 50 do 2 s' tijekom 3 minute. Rezultati

su analizirani u programu RheoCompass (Anton Paar, Austrija).
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3.2.9.5. Odredivanje svojstva taljenja cokolada

Diferencijalna pretrazna kalorimetrija (DSC) provedena je na uredaju Mettler Toledo DSC 823°
prema metodi opisanoj u radu Dolatowska-Zebrowska i suradnika (2019). Svaki uzorak (oko 4
mg) zatvoren je unutar predvidene aluminijske posudice za mjerenje. Analiza uzorka unutar
uredaja obuhvadala je hladenje na 10 °C i zatim zagrijavanje brzinom od 4 °C min! u
temperaturnom podrucju od 10 °C do 50 °C uz inertnu struju dusika pri protoku od 50 mL min
!, Rezultati su prikazani u obliku DSC termograma iz kojih su i%Citane vrijednosti za
maksimalnu temperaturu taljenja (7;) 1 entalpiju taljenja (4H;) za oblik V (B.) kakaovog maslaca

u uzorcima c¢okolada.
3.2.9.6. Odredivanje teksturalnih svojstva cokolada

Uzorci Cokolada bili su podvrgnuti analizi tvrdo¢e na uredaju za ispitivanje teksture
TA.HD.plus koriste¢i metodu opisanu u radu Nightingale i suradnika (2011). Uzorci su bili
dimenzija 3 cm x 2,5 cm x 1 cm (duZina x Sirina x visina) 1 prije analize su bili temperirani na

sobnu temperaturu.
3.2.9.7. Senzorska analiza cokolada

Senzorska analiza ¢okolada provedena je prema metodi ISO 8589:2007. Senzorsku analizu
provodio je interni panel Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu
(Hrvatska) koji se sastojao od 20 ¢lanova starosti izmedu 20 i 50 godina. Clanovi panela imali
su prethodnog iskustva u ocjenjivanju ¢okoladnih proizvoda i bili su podvrgnuti senzorskim
treninzima. Cokolade su servirane ¢lanovima panela na sobnoj temperaturi, a ocjenjivani su
parametri izgleda (boja, sjaj i povrsina), akusti¢nosti (lom), teksture (taljenje) te okusa (slatko,
gorko 1 biljno) koristeci ljestvicu procjene jacine ocjenama od 1 do 9 (pri cemu 1 oznacava
izrazito nizak intenzitet/jainu parametra, a 9 izrazito visoki intenzitet/jainu parametra). Opca
prihvatljivost ¢okolada ocjenjivana je hedonistickom skalom od 1 do 9, pri ¢emu 1 izrazava

izrazito nepozeljan proizvod, a 9 izrazito pozeljan proizvod.
3.2.10. Statisticka obrada rezultata

Statisticka obrada rezultata provedena je u programu Statistica (v.14, TIBCO Software Inc.).
Koristena je deskriptivna statistika ukljuujuci odredivanje standardne devijacije, medijana 1
standardne pogreske. Koristili su se jednosmjerni ANOVA test, Tukey post-hoc test, Studentov
t-test, Kruskal-Wallis test ili Mann-Whitney U test, ovisno o normalnosti distribucije
eksperimentalnih podataka. Uz rezultate su navedeni statisticki testovi koriSteni u njihovoj

obradi.
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4. Rezultati

4.1. Karakterizacija kemijskog sastava dobricice

Rezultati odredivanja kemijskog sastava uzoraka dobricice, prikupljenih s razli¢itih lokacija
(uzorci D1 — D7), ukljucujuéi udjel suhe tvari, proteina, ulja, pepela, prehrambenih vlakana
velike molekulske mase te sastav masnih kiselina ulja prikazani su u Tablici 18. Udjeli
pojedinih komponenti kemijskog sastava dobri¢ice izraZeni su na suhu tvar uzorka. Netopljiva
prehrambena vlakna velike molekulske mase s udjelom u rasponu od 32,26 % s. tv. (uzorak
D1) do 48,03 % s. tv. (uzorak D4) Cinila su najveci dio suhe tvari svih uzoraka dobricice, dok
su topljiva prehrambena vlakna velike molekulske mase bila zastupljena u znatnom manjom
udjelu — od 4,97 % s. tv. (uzorak D5) do 9,14 % s. tv. (uzorak D7). Nadalje, utvrdeno je da svi
uzorci dobricice obiluju proteinima, naro€ito uzorak D5 ¢iji je udjel proteina u suhoj tvari
iznosio 23,12 %. Vrijednosti udjela pepela uzoraka dobri¢ice nalazile su se u uskom rasponu
od 9,20 % s. tv. (uzorak D6) do 10,98 % s. tv. (uzorak D3). Najmanje zastupljena
makrokomponenta u svim uzorcima dobricice bilo je ulje ¢iji udjel nije prelazio 2,80 % s. tv.
(uzorak D1). Profil zasi¢enih, mononezasi¢enih i polinezasi¢enih masnih kiselina razlikovao
se ovisno o prirodnom staniStu biljke, no, u svim uzorcima dobri¢ice dominirale su nezasi¢ene
masne kiseline u odnosu na zasi¢ene, s oleinskom kiselinom (33,851 39,01 % m.k. u uzorcima
D2 i D4), linolnom kiselinom (19,48 i 32,35 % m.k. u uzorcima D3 i D6) i a-linolenskom
kiselinom (29,45, 37,921 27,15 % m.k. uuzorcima D1, D5 1 D7) kao najzastupljenijima. Medu
zasi¢enim masnim kiselinama, palmitinska kiselina u rasponu od 7,14 % m.k. (uzorak D4), do
13,33 % m.k. (uzorak D3), bila je najzastupljenija, osim u uzorku D7, gdje je kao

najzastupljenija zasi¢ena masna kiselina odredena lignocerinska kiselina (13,73 % m.k.).

Udjel makro- 1 mikroelemenata uzoraka dobricice (uzorci D1 — D7) prikazan je u Tablici 19.
Najzastupljeniji makroelementi u svim uzorcima dobricice bili su kalij (K) 1 kalcij (Ca) u
rasponu udjela od 14,49 mg g'!'s. tv. (uzorak D1) do 29,80 mg g' s. tv. (uzorak D4), odnosno,
od 7,78 mg g! s. tv (uzorak D2) do 14,89 mg g! s. tv (uzorak D3). Nadalje, za ve¢inu uzoraka
(uzorci D3, D4, D5, D6 i D7), udjel makroelemenata smanjivao se sljede¢im redom: K > Ca >
Mg > P > Al > Fe > Na, s time da je u uzorku D1 detektirano vise Al u odnosu na P, a u uzorku
D2 viSe P u odnosu na Mg. Od istraZivanih mikroelemenata po udjelu istaknuli su se vanadij
(V) i krom (Cr), posebice u uzorcima D1 (338013294 ug kg™ s. tv.) i D2 (3793 i 2873 pg kg™
s. tv.).
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Tablica 18. Osnovni kemijski sastav uzoraka dobricice
Uzorak D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Suha tvar (%) 91,13+0,10%¢ 91,86+0,06 90,96+0,03* 91,3340, 14bd 91,27+0,05f 91,45+0,01°¢" 93,15+0,12
Udjel proteina (% s. tv.) 15,63+0,13%%¢ 14,75+0,23¢ 15,610,20%ef 17,74+0,17 23,12+0,33 15,86+0,27%¢¢ 16,16+0,16°

Udjel ulja (% s. tv.) 2,800, 542bcde 2,05+0,072fehii 1,10+0,20% 2,63+0,71bgimn 1,860, 1 5¢hklop 2,390, ] Qdimor 2,30+0,06%"P"
1(\$1rr1rslti<n)ska kiselina, C14:0 0,18+0,02° nd 4,53+0,48 0,18+0,05 nd nd 1,254+0,03
0 K
E;‘:fr‘:in;ka kiselina, C16:0 7,4720,00% 7,7020,23%" 13,3342,28¢ 7,140,140 10,240,82¢% 11,68+0,86¢ 7,680,424
Palmitoleinska kiselina,
C16:1 (% mk.) 0,9320,03 nd nd 0,140,01 nd nd 1,0720,03
Heptadekanska kiselina,
C17:0 (% mk.) 0,19+0,01 nd nd 0,0720,01 nd nd 0,39+0,02
rsnteka;‘mka kiselina, C18:0(% 5 5840 50% 4,40+1,25¢ 15,46+£0,50¢ 1,59+0,00% 16,33+0,30° 5,89:£0,05¢ 1,88+0,05"
3 3 1 . 0,
Slliu)‘Ska kiselina, C18:1 (% 28,88+0,31 33,85+1,76 18,19+0,81 39,010,10 nd 21,64+0,03 8,70+0,41
3 3 1 . 0,
Erll(O)lna kiselina, C18:2 (% 24,510,120 22,630,220 19,48+0,44 21,710,500 24,95+0,50° 32,35+0,43 14,92+0,29
o-linolenska kiselina, 29,45+0,14 24,130,381 18,25+0,55 20,27+0,51° 37,92:+1,44 21,96+0,14° 27,15+0,38
C18:3n3 (% mk.)
2/?211(11(0;151(&1 kiselina, C20:0 0.34+0,16° nd nd 0,25+0,01° nd 2,15+0,13 0,63+0,04
Behenska kiselina, C22:0 (% nd nd nd nd nd nd 6.5240.19
m.k.) > ’
Lignocerinska kiselina,
C24:0 (% m.k.) 2,46+0,13 nd nd 3,22+0,42 nd nd 13,7340.21
Udjel pepela (% s.tv.) 9,76:£0,09%cd 9,590,107 10,98+£0,44" 10,95+0,23" 10,020,131 9,20£0,02°¢ 9,97:£0,40%
g/dlseltgr)ehrambemh viakana 37,74+2,11° 43,141,154 46,65+1,19% 55,2343,42 41,4420,65%¢ 44,05+1,08%= 49,76+1,10°
0 S. .
e Netopljiva prehrambena 32,26+0,55° 34,14+0,65° 41,50+0,82° 48,03+0,18 36,47+0,82° 37,03+1,15¢ 40,61+0,85°
vlakna (% s. tv.)
¢ Topljiva prehrambena 5,48+0,74%¢ 9,000,894 5,15+0,43% 7,19+0,72f 4,97+0,38b 7,0240,40° 9,140,267

vlakna (% s. tv.)

s.tv.-suha tvar; m.k.-masne kiseline; nd-nije detektirano. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti u istom retku
oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razliite (p>0,05). StatistiCka obrada rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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Tablica 19. Udjel makro- i mikroelemenata u uzorcima dobricice
Uzorak D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Makroelementi (mg kg™ s. tv.)
Na 58+2% 98+4 7242°¢ 81+1d 62+3% 73+7¢% 6230
Mg 3289+85° 2044+19 5500+81 2835+30 6671+139 3358+267 3695432
Al 1862+94 1612+54 669+15%® 693+56¢ 219415 667104 668474
K 144484355 20289+294  28373+568®  29794+340  27528+303*  26020+259  27800+445%
Ca 9763+198 7783+104 14800+219 12254+1252 13115277 10803496 12072+78*
Fe 1430+62° 13224627 498+16° 616+69° 187+9 476+78°% 443+44de
P 1705+31 2187+34 2409+52 2065+22 2961+45 2877+25° 2822423
Mikroelementi (ug kg™ s. tv.)

\% 3380+96 3793+130 1103+17% 1474+131 383423 1132+185% 10584112
Mn 48+2° 59+1° 21443 57+2° 185+7 43+12 66+1
Cr 3294+104 287377 2073+16° 1980+1752 368£16 1547488 1118+140
Co 521+18 588+4 26745 314+£29 129+9 165£17% 177+132
Ni 2029+67° 1635+17% 2008+9? 1668+109° 1549+54¢ 32844162 2651+68
Cu 8+0 14+0 9+0? 8.74+0° 9.90+0° 1141 9.86+0°
Zn 260 29+07? 53+1 30+12 63+1 55+1 4440
As 369+6 460+5 209+32 192+55% 6243 147+22b¢ 126+13°¢
Se 19+1 24-£]2b¢ 25£32de 14+1F 13£1f 2620 25+]°¢
Mo 1228+21% 1355423 337+2 1231162 831+10 637150 481+0
Cd 14£0%¢ 19+£19ef 88+5 11£12 1915 18£]c¢8 23+1f
Sn 106+62 114+32 42+1bed 50+0bef 42+]°¢c¢ 75+16 44+54f
Sb 38+1 53+1 19+1% 23£2 19+12%¢ 27£2 19+1%¢
Hg 18+2% 30+1 18+12¢ 12404 13414 16+1b<t 14+0°f
TI 24+0 18+0 1540 6£0% 5+0° 8+1°¢ 710
Pb 95743 132317 418+5° 374+52% 261+8¢ 471£71%® 327+38%

s.tv.-suha tvar uzorka. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje
vrijednosti u istom retku oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razliCite (p>0,05). Statisticka obrada
rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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4.2. Optimiranje pojedinih tehnika ekstrakcije polifenolnih spojeva dobricice
4.2.1. Konvencionalna tehnika ekstrakcije

U Tablici 20 prikazane su vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta
ekstrakata dobri¢ice dobivenih konvencionalnom tehnikom ekstrakcije potpomognutom
zagrijavanjem (HAE) i to provodenjem eksperimenata pri 16 razli¢itih kombinacija nezavisnih
varijabli definiranih u programu Design Expert uz metodu odzivnih povrSina i centralno
kompozitni dizajn. Znacajnost svakog koeficijenta determinacije, odredena pomocéu p- i F-
vrijednosti, prikazana je u Tablici 22. 3D dijagrami odzivnih povrSina (graficki prikazi

regresijskih jednadZbi) prikazani su na Slici 27.

Tablica 20. Dizajn eksperimenta 1 rezultati udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog

kapaciteta (ABTS 1 DPPH) za HAE tehniku

Nezavisne varijable Eksperimentalne vrijednosti

Redni broj Vrijeme Temperatura Omjer ull({;i;lellih ABTS DPPH
eksperimenta (X1) (X>) uzorak/otapalo polifenola (mmo¥1 (mmo¥1
(minute) °C) (X3)_1 (mg EGK Trolox g=s. Trolox g s.
(gmL™) oS tv) tv.) tv.)
1 30 100 0,01 38,9+0,6  0,220+0,008 0,201+0,005
2 30 80 0,01 37,8+0,3  0,190+0,003 0,168+0,001
3 20 80 0,025 32,4+0,6  0,161+0,003 0,092+0,000
4 10 100 0,04 31,3+0,3 0,107+0,000 0,088+0,000
5 20 100 0,025 35,8+0,4 0,180+0,004 0,168+0,002
6 20 90 0,025 34,9+0,6 0,171+0,003 0,15540,005
7 10 90 0,025 37,1+0,5 0,182+0,003 0,168+0,001
8 30 90 0,025 35,2+0,8  0,176+0,005 0,158+0,002
9 10 100 0,01 40,6+0,9  0,209+0,005 0,209+0,006
10 30 80 0,04 27,5+0,2  0,109+0,000 0,046+0,000
11 10 80 0,04 27,6+£0,4 0,111£0,000 0,047+0,000
12 20 90 0,04 30,1+0,6  0,091+0,000 0,080+0,000
13 10 80 0,01 36,0+0,5 0,180+0,005 0,165+0,002
14 30 100 0,04 30,9+0,7 0,110+0,000 0,090+0,000
15 20 90 0,025 34,6+1,0 0,162+0,000 0,161+0,002
16 20 90 0,01 38,2+0,7 0,198+0,007 0,187+0,003

s.tv.-suha tvar uzorka; EGK-ekvivalenti galne kiseline

NajniZa vrijednost udjela ukupnih polifenola odredena je u eksperimentu broj 10 (30 minuta,
80 °C, 0,04 g mL™") i iznosila je 27,5 mg EGK g s. tv., dok je najvisa vrijednost dobivena
eksperimentom 9 (10 minuta, 100 °C, 0,01 g mL™") i iznosila je 40,6 mg EGK g' s. tv. Najvisi

antioksidacijski kapacitet (0,220 mmol Trolox g’ s. tv.) odreden ABTS metodom utvrden je za
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ekstrakt eksperimenta broj 1 (30 minuta, 100 °C, 0,01 g mL"), dok je najvisi antioksidacijski
kapacitet primjenom DPPH metode odreden u eksperimentu 9 (10 minuta, 100 °C, 0,01 g mL"
1 te je iznosio 0,209 mmol Trolox g™! s. tv. Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom
pokazao je dobru korelaciju s udjelom ukupnih polifenola (R? = 0,9628), dok je korelacija
izmedu antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS metodom i udjela ukupnih polifenola

bila nesto niza (R?=0,7917).

Eksperimentalni podaci opisani su kvadratnim modelom. Primjenom viSestruke regresijske
analize na eksperimentalne podatke dobivene su kvadratne jednadzbe [11], [12] 1 [13], kojima

se moze izraziti model za zavisne varijable.

Udjel ukupnih polifenola (mg EGK g!'s. tv.) =3533 = 0,2473 X; + 1,62 Xo— 4,42 X5 [11]
-0,4639 X1X> -0,0927 X1 X3 +0,1822 X>X3 + 0,8585 X2 - 1,21 X% — 1,15 X532

DPPH (mmol Trolox g!'s. tv.) = 0,1560 — 0,0014 X; + 0,0237 X>—0,0579 X3—-0,0010 [12]
XiXz 40,0009 X X5 +0,0012 X>X5 +0,0107 X412 — 0,0223 X5? - 0,0186 X352

ABTS (mmol Trolox g's. tv.) = 0,1708 + 0,0016 X; + 0,0075 X>—0,0470 X3+ 0,0008 [13]
XXz - 0,0027 X;X3 - 0,0077 X>X3 + 0,0086 X% +0,0003 X»? - 0,0253 X5?

Kako bi se evaluirao model s obzirom na zavisne varijable, provedena je analiza varijance
(p<0,05), a rezultati su prikazani u Tablici 21. Prihvatljivost modela odredena je s obzirom na
koeficijent determinacije (R?), p-vrijednost regresijskog modela i p-vrijednost neuklopljenosti

modela (engl. lack-of-fit) te ostale vazne parametre.

R? predstavlja omjer varijance opisane modelom i ukupne varijance. Priblizavanjem R?
vrijednosti 1, empirijski model bolje opisuje eksperimentalne podatke. Vrijednosti R? za sve
odzive vise su od 0,80 (udjel ukupnih polifenola: 0,9775; DPPH: 0,9806; ABTS: 0,9858), §to
ukazuje na prikladnost modela (Arruda i sur., 2017). Dobivene vrijednosti R? ukazuju na
postotak varijacija koje nisu opisane modelom, a iznose 2,25 % (udjel ukupnih polifenola), 1,94
% (DPPH) 1 1,42 % (ABTS). Ovaj pokazatelj nije dovoljan za odredivanje prikladnosti modela,
ve¢ je vazna i razlika izmedu vrijednosti R? i prilagodenog R?, koja mora biti niza od 0,1, §to je
utvrdeno za ovaj model. Prilagodeni R? predstavlja R*> nakon izbacivanja beznagajnih
komponenti iz modela, a razlika izmedu njih manja od 0,1 ukazuje na odrZanje kvalitete modela
nakon njegove redukcije (Arruda i sur., 2017). Osim toga, vrijednost adekvatne preciznosti
odreduje omjer signala i Suma odziva te mora biti ve¢a od 4 kako bi signal bio adekvatan, Sto

je uoceno kod svih rezultata (udjel ukupnih polifenola: 18,979; DPPH: 19,755; ABTS: 22,288).
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Tablica 21. Analiza varijance (ANOVA) odabranog kvadratnog modela HAE tehnike

Zbroi Srednja F )

Izvor J Stupanj slobode vrijednost . P
kvadrata vrijednost  vrijednost
kvadrata
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola

Model 235,82 9 26,20 33,82 <0,0001
Ostatak 5,42 7 0,7747
Nedostatak 3,06 5 0,6116 0,5173 0,7612
uklopljenosti
Cista pogreska 2,36 2 1,18
Ukupna 241,24 16
korelacija

R?=0,9775; R pritagoden=0,9486; R?predviden=0,7993; CV=2,56; adekvatna preciznost=18,979

b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

Model 0,0431 9 0,0048 39,38 <0,0001
Ostatak 0,0009 7 0,0001

Nedostatak 0,0008 5 0,0002 4,17 0,2048
uklopljenosti

Cista pogreska  0,0001 2 0,0000

Ukupna 0,0439 16

korelacija

R?=0,9806; R?prilagoden=0,9557; R?predviden=0,8613; CV=7,98; adekvatna preciznost=19,755

¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

Model 0,0253 9 53,90 <0,0001
Ostatak 0,0004 7

Nedostatak 0,0002 5 0,3847 0,8317
pristajanja

Cista pogreska  0,0002 2

Ukupna 0,0253 16

korelacija

R?=0,9858; R prilagoden=0,9675; R predviden=0,9315; CV=4,48; adekvatna preciznost=22,2878

Niske vrijednosti koeficijenta varijacije (udjel ukupnih polifenola: 2,56; DPPH: 7,98; ABTS:

4,48) ukazuju na dobru preciznost i pouzdanost eksperimentalnih rezultata. Takoder, p-

vrijednost modela niza od 0,5 ukazuje na vaznost modela 1 njegovu prikladnost u opisivanju

eksperimentalnih podataka te je u ovom slucaju niza od 0,0001 za sve rezultate. Prikladnost

modela odreduje se i pomocu testa neuskladenosti, ¢ija p-vrijednost mora biti visa od 0,05 kako

bi neuskladenost bila beznacajna u odnosu na ¢istu pogresku (Arruda i sur, 2017). U ovome

istrazivanju, p-vrijednost testa neuskladenosti za sve odzive visa je od 0,05 (udjel ukupnih

polifenola: 0,7612; DPPH: 0,2048; ABTS: 0,8317), §to ukazuje na prikladnost modela za opis

eksperimentalnih podataka. Srednji kvadrati Cistih pogreski za sve rezultate bili su niski (udjel

ukupnih polifenola: 1,18; DPPH: 0,0000; ABTS: 0,0001), sto takoder ukazuje na prikladnost
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modela. Znacajnost svakog koeficijenta determinacije odredena pomocéu p- i F-vrijednosti

prikazana je u Tablici 22.

Tablica 22. Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove znacajnosti za

kvadratni model HAE tehnike

Zbroj Stupanj S.l:ednj A F- p-
Izvor vrijednost . .
kvadrata slobode vrijednost vrijednost
kvadrata
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola
X (vrijeme) 0,6116 1 0,6116 0,7894 0,4038
X, (temperatura) 26,11 1 26,11 33,70 0,0007
X (omjer 195,26 1 195,26 252,06 <0,0001
uzorak/otapalo)
XX 1,72 1 1,72 2,22 0,1797
X1X3 0,0688 1 0,0688 0,0888 0,7744
X2X3 0,2655 1 0,2655 0,3427 0,5766
X 1,97 1 1,97 2,55 0,1544
X5 3,90 1 3,90 5,04 0,0597
X3? 3,54 1 3,54 4,57 0,0699
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
X (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,1600 0,7011
X, (temperatura) 0,0056 1 0,0056 46,31 0,0003
X (omjer 0,0335 1 0,0335 275,92 <0,0001
uzorak/otapalo)
Xi1Xa 8,213x 10 1 8,213x 10°¢ 0,0676 0,8023
X1X3 6,030x 10°° 1 6,030x 10°° 0,0496 0,8301
X2X3 0,0000 1 0,0000 0,0983 0,7630
X;? 0,0003 1 0,0003 2,50 0,1577
X,? 0,0013 1 0,0013 10,96 0,0129
X3? 0,0009 1 0,0009 7,67 0,0277
¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
X (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,4887 0,5071
X, (temperatura) 0,0006 1 0,0006 10,82 0,0133
X3 (omjer 0,0221 1 0,0221 425,05 <0,0001
uzorak/otapalo)
XiXa 5,612x 10° 1 5,612x10° 0,1078 0,7523
Xi1X3 0,0001 1 0,0001 1,10 0,3291
X2X3 0,0005 1 0,0005 9,15 0,0193
X;? 0,0002 1 0,0002 3,83 0,0914
X5? 2,508 x 1077 1 2,508 x 107 0,0048 0,9466
X3? 0,0017 1 0,0017 32,95 0,0007

1z prikazanih vrijednosti vidljivo je da dvije nezavisne varijable (X2 — temperatura i X3 — omjer

uzorak/otapalo)
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antioksidacijski kapacitet. Na antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom statisti¢ki
znaGajan utjecaj imaju kvadrat temperature (X2?) i omjera uzorak/otapalo (X3?). Znacajan
utjecaj na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom imaju kvadrat omjera
uzorak/otapalo (X3?) te medusobna interakcija temperature i omjera uzorak/otapalo (X2X3).
Najznacajniji utjecaj na sve tri zavisne varijable ima omjer uzorak/otapalo (p<0,0001), §to se
moze uoCiti i na 3D dijagramima odzivnih povrsSina (grafickim prikazima regresijskih

jednadzbi) prikazanim na Slici 27.

Na 3D dijagramima moze se uoc€iti povecanje svih odziva priblizavanjem omjera
uzorak/otapalo vrijednosti od 0,01 g mL!. Takoder, poveéanje temperature do maksimalnih

100 °C dovodi do povecanja odzivnih vrijednosti.

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli u svrhu dobivanja §to viSih vrijednosti za udjel
ukupnih polifenola 1 antioksidacijski kapacitet odredene su pomocu 3D odzivnih povrSina
(Slika 27) 1 matemati¢kih modela ([11], [12] 1 [13]). Odredeni optimalni uvjeti za HAE su 10
minuta za vrijeme, 100 °C za temperaturu i 0,01 g mL™' za omjer uzorak/otapalo. Dobivene
eksperimentalne vrijednosti za udjel ukupnih polifenola (40,6 mg EGK g! s. tv.) i
antioksidacijski kapacitet (0,209 mmol Trolox g' s. tv. za obje metode) vrlo su sliéne
predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih polifenola: 40,3 mg EGK g s. tv.; DPPH: 0,209
mmol Trolox g™ s. tv.; ABTS: 0,212 mmol Trolox g™' s. tv.), pri ¢emu relativne pogreske iznose
redom 2,49, 0,00 1 1,44 %. To ukazuje na prikladnost modela za predvidanje udjela ukupnih

polifenola i antioksidacijskog kapaciteta u realnim sustavima.
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4.2.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

U Tablici 23 prikazane su vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta
ekstrakata dobricice dobivenih tehnikom ekstrakcije potpomognutom mikrovalovima (MAE) i
to provodenjem eksperimenata pri 16 razli¢itih kombinacija nezavisnih varijabli u programu
Design Expert uz metodu odzivnih povrs$ina i centralno kompozitni dizajn. Znac¢ajnost svakog
koeficijenta determinacije, odredena pomocu p- i F-vrijednosti, prikazana je u Tablici 25. 3D

dijagrami odzivnih povrSina (graficki prikazi regresijskih jednadzbi) prikazani su na Slici 28.

Tablica 23. Dizajn eksperimenta i rezultati udjela ukupnih polifenola 1 antioksidacijskog

kapaciteta (ABTS 1 DPPH) za MAE tehniku

Nezavisne varijable Eksperimentalni podaci

. Omjer Udjel ABTS DPPH
Redni broj Vrijeme Temperatura uzorak/otapalo uk}l pnih (mmol (mmol
eksperimenta (X1) (z(z) (X3) pollfenola_l Trolox g's. Trolox g”'s.
(minute) °O) (e mL™) (mgSESI)( g tv.) tv.)

1 3 90 0,01 48,6+0,2 0,302+0,034 0,218+0,009
2 3 70 0,025 35,4+1,0 0,209+0,005 0,174+0,005
3 9 50 0,04 28,6+0,2 0,171£0,006 0,137+0,002
4 3 90 0,04 38,1+0,6 0,207+0,003 0,172+0,002
5 9 70 0,025 35,1+0,3 0,220+0,001 0,173+0,005
6 6 50 0,025 33,4+0,7 0,210+0,007 0,167+0,005
7 6 90 0,025 44,4+1,9 0,250+0,005 0,221+0,008
8 6 70 0,025 35,4+0,4 0,219+0,005 0,180+0,003
9 9 90 0,04 41,3+1,3 0,2274+0,003 0,179+0,001
10 3 50 0,01 36,9+0,4 0,2024+0,005 0,194+0,002
11 6 70 0,025 35,8+0,6 0,179+0,010 0,181+0,004
12 9 90 0,01 47,4+1,4 0,226+0,006 0,236+0,007
13 6 70 0,04 32,0+0,5 0,1994+0,009 0,165+0,004
14 3 50 0,04 29,6+1,1 0,179+0,004 0,151+0,004
15 6 70 0,01 39,4+0,5 0,209+0,006 0,196+0,008
16 9 50 0,01 35,8+0,4 0,202+0,009 0,194+0,009

s.tv.-suha tvar uzorka.; EGK-ekvivalenti galne kiseline

Najniza vrijednost udjela ukupnih polifenola dobivena je u eksperimentu broj 3 (9 minuta, 50
°C, 0,04 g mL") te iznosi 28,6 mg EGK g' s. tv., dok je najvisa vrijednost dobivena
eksperimentom 1 (3 minute, 90 °C, 0,01 g mL™) te iznosi 48,6 mg EGK g s. tv. Najvisi
antioksidacijski kapacitet (0,302 mmol Trolox g s. tv.) odreden ABTS metodom dobiven je
eksperimentom broj 1, dok je najvisi antioksidacijski kapacitet primjenom DPPH metode

utvrden za eksperiment broj 12 (9 minuta, 90 °C, 0,01 g mL™!) te iznosi 0,236 mmol Trolox g’

Gy

107



Doktorski rad — Danijela Seremet REZULTATI

s. tv. Takoder, uocena je visoka korelacija izmedu udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog

kapaciteta odredenog ABTS (R*= 0,68869) i DPPH (R” = 0,8387) metodama.

Eksperimentalni podaci za udjel ukupnih polifenola opisani su kvadratnim modelom [ 14], dok
su podaci za antioksidacijski kapacitet odredeni ABTS i DPPH metodama opisani linearnim

modelima ([15] 1 [16]). Analiza varijance prikazana je u Tablici 24.

Udjel ukupnih polifenola (mg EGK g s. tv.) = 35,70 — 0,0458 X; + 5,54 X>— 3,84 X5 [14]
+0,5081 X1X2 + 0,5665 X1X3 — 0,2707 X2X5 - 0,4968 X2 + 3,13 X2 — 0,0371 X532

DPPH (mmol Trolox g s. tv.) = 0,1835 + 0,0010 X; + 0,0182 X, - 0,0235 X3 [15]
ABTS (mmol Trolox g’ s. tv.) = 0,2178 - 0,0022 X; + 0,0278 X>— 0,0197 X3 [16]

Vrijednosti R? za sve odzive vise su od 0,80 (udjel ukupnih polifenola: 0,9948; DPPH: 0,8907;
ABTS: 0,8008). Postotak varijacija koje nisu opisane modelom iznosi za udjel ukupnih
polifenola 0,52 %, dok je za antioksidacijski kapacitet odreden DPPH 1 ABTS metodama taj
postotak visi te iznosi redom: 10,93 % (DPPH) 1 19,92 % (ABTS). Razlika izmedu vrijednosti
R? i prilagodenog R? niza je od 0,1. Ovi pokazatelji ukazuju na prikladnost modela za opisivanje
eksperimentalnih podataka. Adekvatna preciznost ve¢a od 4 (udjel ukupnih polifenola:
36,3732; DPPH: 17,9428; ABTS: 12,7930) te niske vrijednosti koeficijenta varijacije (CV)
(udjel ukupnih polifenola: 1,76; DPPH: 5,18; ABTS: 7,14) ukazuju na dobru preciznost i
pouzdanost eksperimentalnih rezultata. p-vrijednost modela niza je od 0,5 za sve rezultate (udjel
ukupnih polifenola: <0,0001; DPPH: <0,0001: ABTS: 0,0002). Za test neuskladenosti p-
vrijednost visa je 0,05 te iznosi 0,3116 za udjel ukupnih polifenola, 0,0527 za DPPH i 0,2908
za ABTS. Iz navedenih rezultata, vidljivo je da je p-vrijednost testa neuskladenosti za DPPH
na granici znacajnosti. Srednji kvadrati Cistih pogreski za sve rezultate su niski (udjel ukupnih
polifenola: 0,0904; DPPH: 4,514 x 10”7; ABTS: 0,0000). S obzirom na vrlo niski srednji kvadrat
Ciste pogreske, znacajnost neuskladenosti moze se zanemariti (Arruda i sur., 2017). Navedeni
podaci ukazuju na kvalitetu modela i1 prikladnost modela za opisivanje eksperimentalnih

podataka.
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Tablica 24. Analiza varijance (ANOVA) odabranih modela (kvadratni i linearni) ekstrakcije
polifenolnih spojeva MAE tehnike

Izvor Zbroj Stupanj Srednja vrijednost F- D-

kvadrata slobode kvadrata vrijednost  vrijednost
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola

Model 492,32 9 54,70 126,68 <0,0001

Ostatak 2,59 6 0,4318

Nedostatak 2,50 5 0,5001 5,53 03116

uklopljenosti

Cista pogreska 0,0904 1 0,0904

Ukupna korelacija 494,91 15

R?=0,9948; R rilagoden=0,9869; R%preaviten=0,8830; CV=1,76; adekvatna preciznost=36,3732
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

Model 0,0088 3 0,0029 32,60 <0,0001
Ostatak 0,0011 12 0,0001

Nedostatak - 0.0011 11 0,0001 218,32 0.0527
uklopljenosti

Cista pogreska 4,514 x107 1 4,514 x107

Ukupna korelacija 0,0099 15

R?=0,8907; R?prilagoden=0,8634; R%redviden=0,8082; CV=5,18; adekvatna preciznost=17,9428
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

Model 0,0117 3 0,0039 16,08 0,0002
Ostatak 0,0029 12 0,0002

Nedostatak 0,0029 11 0,0003 6,83 0,2908
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0000 1 0,0000

Ukupna korelacija 0,0146 15

R?=0,8008; R prilagoden=0,7510; RZjreaviaen=0,5704; CV=7,14; adekvatna preciznost=12,7930

Znacajnost koeficijenata determinacije odredena pomocu p- i F-vrijednosti prikazana je u

Tablici 25.

Iz prikazanih vrijednosti vidljivo je da kod MAE tehnike nezavisne varijable X» (temperatura)
1 X3 (omjer uzorak/otapalo) znacajno utjecu na udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet. Na udjel ukupnih polifenola takoder zna¢ajno utjece i kvadrat temperature (X»?), a
interakcija vremena i omjera uzorak/otapalo (X;X3) nalazi se na granici znacajnosti. p-
vrijednosti za temperaturu manje su od 0,0001 za sva tri odziva, dok za omjer uzorak/otapalo
iznose p<0,0001 za udjel ukupnih polifenola i DPPH te 0,0018 za ABTS, $to znaci da na udjel
ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH metodom najve¢i utjecaj ima
temperatura (X2), dok na antioksidacijski kapacitet mjeren ABTS metodom najveci utjecaj ima
omjer uzorak/otapalo (X3). Povecanje vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog
kapaciteta s poviSenjem temperature i smanjenjem omjera uzorak/otapalo potvrden je i1 3D

prikazima regresijskih krivulja (Slika 28).
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Tablica 25. Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove znacajnosti za

kvadratni i linearni model MAE tehnike

Izvor Zbroj Stupanj  Srednja vrijednost F- D-
kvadrata slobode kvadrata vrijednost vrijednost
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola
X (vrijeme) 0,0210 1 0,0210 0,0486 0,8328
X, (temperatura) 307,43 1 307,43 711,97 <0,0001
ff;o(r"a“;}gfapalo) 147,83 1 147,83 34235  <0,0001
X1X2 2,07 1 2,07 4,78 0,0714
X1 X3 2,57 1 2,57 5,95 0,0506
X2X3 0,5864 1 0,5864 1,36 0,2881
X,? 0,6506 1 0,6506 1,51 0,2656
Xs’ 25,78 1 25,78 59,71 0,0002
X3? 0,0036 1 0,0036 0,0084 0,9300
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
X (vrijeme) 9,266 x 10°° 1 9,266 x 10°° 0,1025 0,7543
X, (temperatura) 0,0033 1 0,0033 36,50 <0,0001
f;o(farl‘:};rapalo) 0,0055 1 0,0055 6120  <0,0001
¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
Xi (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,2055 0,6584
X, (temperatura) 0,0078 1 0,0078 32,05 0,0001
X (omjer 0,0039 1 0,0039 16,00 0,0018
uzorak/otapalo)

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli odredene su pomocu 3D odzivnih povrSina

prikazanih na Slici 28 1 matematickih modela ([14], [15] 1 [16]). Odredeni optimalni uvjeti za

MAE su 4,93 minute za vrijeme, 90 °C za temperaturu i 0,01 g mL™' za omjer uzorak/otapalo.

Odzivne vrijednosti odredene pri definiranim optimalnim uvjetima ekstrakcije za udjel ukupnih

polifenola (42,9 mg EGK g'!' s. tv.) i antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom (0,263

mmol Trolox g s. tv.) i DPPH metodom (0,243 mmol Trolox g s. tv.) vrlo su sli¢ne

predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih polifenola: 48,4 mg EGK g™ s. tv.; ABTS: 0,266

mmol Trolox g™ s. tv.; DPPH: 0,225 mmol Trolox g™ s. tv.), pri éemu relativne pogreske iznose

redom 12,82, 0,14 1 7,41 %.
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4.2.3. Ekstrakcija subkriticnom vodom

U Tablici 26 prikazane su vrijednosti udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta
ekstrakata dobriCice dobivenih tehnikom ekstrakcije subkriticnom vodom (SWE) i to
provodenjem eksperimenata pri 16 razli¢itih kombinacija nezavisnih varijabli u programu
Design Expert uz metodu odzivnih povrs$ina i centralno kompozitni dizajn. Znac¢ajnost svakog
koeficijenta determinacije, odredena pomocu p- i F-vrijednosti, prikazana je u Tablici 28. 3D

dijagrami odzivnih povrSina (graficki prikazi regresijskih jednadzbi) prikazani su na Slici 29.

Tablica 26. Dizajn eksperimenta 1 rezultati udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog

kapaciteta (ABTS 1 DPPH) za SWE tehniku

Nezavisne varijable Eksperimentalni podaci

Redni broj Vrijeme Temperatura Omjer ulglii;fllih ABTS DPPH
cksperimenta (X, () OO polifenota - (el (ool
(minute) 0 (g mL™) (mgSEtSI)( g tv.) tv.)

1 10 160 0,01 43,9+0,8 0,234+0,001 0,188+0,002
2 15 200 0,04 27,4+0,0 0,188+0,001 0,276+0,001
3 15 160 0,025 28,84+0,6 0,169+0,000 0,128+0,001
4 5 120 0,01 35,7+0,4 0,190+0,003  0,164+0,000
5 10 120 0,025 21,24+0,6 0,117+0,000 0,097+0,003
6 5 200 0,01 60,1£2,6 0,349+0,017 0,280+0,004
7 10 160 0,025 27,7+0,2 0,159+0,002 0,121+0,001
8 10 160 0,025 30,9+0,6 0,167+0,003 0,131+0,001
9 15 200 0,01 62,6+1,5 0,358+0,002 0,293+0,001
10 10 160 0,04 22,840,3 0,131+0,001 0,095+0,002
11 5 120 0,04 18,4+0,3 0,102+0,001  0,082+0,000
12 15 120 0,04 21,140,0 0,123+0,003  0,093+0,000
13 5 160 0,025 31,7+0,9 0,184+0,006 0,142+0,000
14 10 200 0,025 34,7+0,1 0,201+0,000 0,159+0,002
15 15 120 0,01 34,0+0,4 0,185+0,006 0,150+0,001
16 5 200 0,04 30,8+0,0 0,209+0,001  0,283+0,000

s.tv.-suha tvar uzorka.; EGK-ekvivalenti galne kiseline

Najniza vrijednost udjela ukupnih polifenola dobivena je u eksperimentu broj 11 (5 minuta, 120
°C, 0,04 g mL") te iznosi 18,4 mg EGK g s. tv., dok je najvisa vrijednost dobivena
eksperimentom broj 9 (15 minuta, 200 °C, 0,01 g mL™) te iznosi 62,6 mg EGK g s. tv.
Eksperimentom broj 9 odredeni su i najvisi antioksidacijski kapaciteti za obje metode (ABTS:

0,358 mmol Trolox g™' s. tv.; DPPH: 0,293 mmol Trolox g™' s. tv.). Utvrdena je visoka korelacija
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izmedu udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odredenog ABTS (R? =
0,8920) i DPPH (R?= 0,9845) metodama.

Nize navedenim jednadzbama [17] [18] 1 [19] izrazen je kvadratni model za zavisne varijable
udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH 1 ABTS metodama.

Analiza varijance prikazana je u Tablici 27.

Udjel ukupnih polifenola (mg EGK g s. tv.) = 23,39 — 0,800 X; + 8,51 Xo— 11,58 [17]
X3—0,2455 X1X5 - 0,1685 X1X3 —4,29 XoX3 + 2,32 X2+ 0,0205 X2 + 5,42 X532

DPPH (mmol Trolox g's. tv.) = 0,1123 - 0,0012 X; + 0,0705 X2— 0,0246 X5+ 0,0011 [18]
X1X2 40,0004 X1X3 40,0156 X2X3 + 0,0294 X2 + 0,0294 X% + 0,0366 X32

ABTS (mmol Trolox g!'s. tv.) = 0,1574 — 0,0010 X; + 0,0589 X>—0,0563 X3—0,0037 [19]
XXz — 0,0005 Xi X3 — 0,0200 X>X3 + 0,0220 X% + 0,0047 Xo* +0,0283 X5?

Tablica 27. Analiza varijance (ANOVA) odabranog kvadratnog modela ekstrakcije
polifenolnih spojeva SWE tehnike

Izvor Zbroj Stupanj Srednja vrijednost F- p-

kvadrata slobode kvadrata vrijednost  vrijednost
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola

Model 2387,63 9 265,29 45,47 <0,0001

Ostatak 35,01 6 5,83

Nedostatak 29,84 5 5,97 1,15 0,6053

uklopljenosti

Cista pogreska 5,17 1 5,17

Ukupna korelacija 2422.64 15

R?=0,9855; R prilagoden=0,9639; R* reaviden=0,8114; CV=7,27; adekvatna preciznost=21,458
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)

Model 0,0768 9 0,0085 8,28 0,0091
Ostatak 0,0062 6 0,0010

Nedostatak 0,0061 5 0,0012 25,31 0,1497
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0000 1 0,0000

Ukupna korelacija 0,0830 15

R?=0,9255; R rilagoden=0,8138; R*preaviden=0,3691; CV=19,15; adekvatna preciznost =8,5245
c) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)

Model 0,0776 9 0,0086 36,12 0,0002
Ostatak 0,0014 6 0,0002

Nedostatak 0,0014 5 0,0003 7,68 0,2671
uklopljenosti

Cista pogreska 0,0000 1 0,0000

Ukupna korelacija 0,0790 15

R?=0,9819; Rprilagoden=0,9547; R?preaviden=0,7788; CV=8,05; adekvatna preciznost =20,3617
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Vrijednosti R? za sve odzive vise su od 0,80 (udjel ukupnih polifenola: 0,9855; DPPH: 0,9255;
ABTS: 0,9819), a postotak varijacija koje nisu opisane modelom iznose 1,42 % (udjel ukupnih
polifenola), 7,45 % (DPPH) i 1,09 % (ABTS). Razlika izmedu vrijednosti R? i prilagodenog R*
niza je od 0,1, $to ukazuje na prikladnost modela pri opisivanju eksperimentalnih podataka.
Adekvatna preciznost veca je od 4 (udjel ukupnih polifenola: 21,458; DPPH: 8,5245; ABTS:
20,3617), sto ukazuje na adekvatan signal, a niske vrijednosti koeficijenta varijacije (CV) (udjel
ukupnih polifenola: 7,27; DPPH: 19,15; ABTS: 8,05) ukazuju na dobru preciznost i pouzdanost
eksperimentalnih rezultata. p-vrijednost modela niZa je od 0,5 za sve rezultate (udjel ukupnih
polifenola: <0,0001; DPPH: 0,0091; ABTS: 0,0002). Za test neuskladenosti p-vrijednost visa
je od 0,05 te iznosi 0,6053 za udjel ukupnih polifenola, 0,1497 za DPPH 1 0,2671 za ABTS.
Srednji kvadrati ¢istih pogreski za sve rezultate su niski (udjel ukupnih polifenola: 5,17; DPPH:
0,000; ABTS: 0,0000).

Znacajnost koeficijenata determinacije odredena pomocu p- i F-vrijednosti prikazana je u

Tablici 28.

Iz prikazanih vrijednosti vidljivo je da na sve odzive znacajno utjeCe nezavisna varijabla X»
(temperatura). p-vrijednosti za temperaturu manje su od 0,0001 za udjel ukupnih polifenola i
antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom, dok za antioksidacijski kapacitet odreden
ABTS metodom iznosi 0,0004. Na odziv udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog
kapaciteta odredenog ABTS metodom takoder znacajno utjeCe omjer uzorak/otapalo
(»<0,0001), dok je za DPPH iznad granice znacajnosti. Na udjel ukupnih polifenola znacajan
utjecaj imaju i1 interakcija temperature 1 omjera uzorak/otapalo (X:X3) te kvadrat omjera
uzorak/otapalo (X3%). Na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom znadajan utjecaj

ima interakcija temperature i omjera uzorak/otapalo.

Optimalne vrijednosti nezavisnih varijabli odredene su pomoc¢u 3D odzivnih povrSina
prikazanih na Slici 29 1 matematickih modela ([17], [18], [19]). Odredeni optimalni uvjeti za
SWE su 5 minuta, 200 °C te 0,01 g mL'. Pri definiranim optimalnim uvjetima dobivene su
eksperimentalne vrijednosti za udjel ukupnih polifenola 60,1 mg EGK g™' s. tv., antioksidacijski
kapacitet odreden ABTS metodom 0,349 mmol Trolox g™! s. tv. te DPPH metodom 0,280 mmol
Trolox g s. tv. Navedene vrijednosti vrlo su sli¢ne predvidenim vrijednostima (udjel ukupnih
polifenola: 60,9 mg EGK g s. tv.; DPPH: 0,281 mmol Trolox g s. tv.; ABTS: 0,325 mmol
Trolox g s. tv.), pri ¢emu su relativne pogreske za udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski
kapacitet odreden DPPH metodom niske te iznose 1,33 % 1 0,001 %, dok je relativna pogreska

izmedu predvidene i dobivene vrijednosti za antioksidacijski kapacitet odreden ABTS
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metodom nesto visa te iznosi 19,48 %. To ukazuje na bolju prikladnost modela za predvidanje

udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta odredenog DPPH metodom u realnim

sustavima u odnosu na antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom.

Tablica 28. Procijenjene vrijednosti regresijskih koeficijenata i test njihove znacajnosti za

kvadratni model SWE tehnike

Izvor Zbroj Stupanj Vls"igz((iilllljoast F- p-vrijednost
kvadrata slobode vrijednost
kvadrata
a) Odziv: Udjel ukupnih polifenola
X (vrijeme) 0,7838 1 0,7838 0,1343 0,7266
X, (temperatura) 724,47 1 724,47 124,16 < 0,0001
X (omyer 1339,86 1 1339,86 229,63 <0,0001
uzorak/otapalo)
X1Xa 0,4822 1 0,4822 0,0826 0,7834
X1 X3 0,2273 1 0,2273 0,0390 0,8501
XoX3 147,29 1 147,29 25,24 0,0024
X’ 14,13 1 14,13 2,42 0,1706
X5? 0,0011 1 0,0011 0,0002 0,9895
X3? 77,31 1 77,31 13,25 0,0108
b) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (DPPH)
X (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,0140 0,9096
X, (temperatura) 0,0496 1 0,0496 48,18 0,0004
Xs (omjer 0,0061 1 0,0061 5,87 0,0516
uzorak/otapalo)
X1Xa 0,0000 1 0,0000 0,0102 0,9227
X1X3 1,532x 10° 1 1,52x10° 0,0015 0,9705
X2X3 0,0020 1 0,0020 1,90 0,2175
X,? 0,0023 1 0,0023 2,21 0,1879
X5? 0,0013 1 0,0013 1,30 0,2969
X5? 0,0035 1 0,0035 3,42 0,1138
¢) Odziv: Antioksidacijski kapacitet (ABTS)
X (vrijeme) 0,0000 1 0,0000 0,0450 0,8391
X, (temperatura) 0,0347 1 0,0347 145,32 < 0,0001
X (omjer 0,0317 1 0,0317 132,72 <0,0001
uzorak/otapalo)
Xi1Xa 0,0001 1 0,0001 0,4688 0,5191
XiXs 1,797 x 10 1 1,797 x 10° 0,0075 0,9337
X2X5 0,0032 1 0,0032 13,45 0,0105
X,? 0,0013 1 0,0013 5,34 0,0602
X5? 0,0001 1 0,0001 0,2396 0,6419
X5? 0,0021 1 0,0021 8,85 0,0248
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4.3. Karakterizacija polifenolnog sastava ekstrakata dobricice

Optimalni parametri istrazivanih ekstrakcijskih tehnika — HAE (100 °C, 10 minuta, 0,01 g mL"
1, MAE (90 °C, 4,93 minuta, 0,01 g mL") i SWE (200 °C, 5 minuta, 0,01 g mL"") definirani su
na uzorku D3 te su potom primijenjeni i na preostale uzorke dobricice (uzorci D1, D2, D4, D5,
D6 1 D7). Dobivenim ekstraktima odreden je udjel ukupnih polifenola, antioksidacijski
kapacitet te udjel pojedinac¢nih polifenolnih spojeva. Rezultati su prikazani u Tablicama 29 i

30.

Tablica 29. Udjel ukupnih polifenola 1 antioksidacijski kapacitet uzoraka dobricice

. Udjel ukupnih Antioksidacijski kapacitet
Tehnika . 1
ekstrakije Uzorak pollfen_(:la (mmol Trolox g™ s. tv.)

(mg EGK g™ s. tv.) DPPH ABTS
HAE 50,78+0,67* 0,232+0,014 0,239+0,013
MAE DI 51,63+0,66* 0,254+0,005 0,257+0,027
SWE 72,62+0,09 0,304+0,003 0,356+0,007
HAE 56,20+2,75° 0,266+0,010 0,322+0,003
MAE D2 56,10+0,40° 0,32440,0074 0,336+0,008
SWE 66,82+1,66 0,329+0,0044 0,399+0,004
HAE 40,60+0,93°¢ 0,209+0,006 0,209+0,005
MAE D3 42,88+1,41°¢ 0,243+0,007 0,263+0,004
SWE 60,09+2,55 0,280+0,004 0,349+0,017
HAE 87,87+2,58 0,504+0,012 0,609+0,020
MAE D4 94,10+4,37 0,554+0,012 0,589+0,013
SWE 101,72+0,79 0,584+0,006 0,650+0,016
HAE 44,79+2,00 0,246+0,011 0,276+0,007
MAE D5 54,31+0,95 0,284+0,001 0,317+0,006
SWE 69,00+0,79 0,334+0,001 0,403+0,017
HAE 44,86+0,82 0,208+0,006 0,248+0,006
MAE D6 55,72+1,35 0,273+0,002 0,319+0,011
SWE 65,63+0,53 0,286+0,001 0,388+0,012
HAE 44,97+1,18 0,206+0,001 0,256+0,011
MAE D7 49,95+1,85 0,225+0,003 0,292+0,005
SWE 67,87+0,17 0,289+0,006 0,387+0,000

s.tv.-suha tvar uzorka; EGK-ekvivalent galne kiseline; HAE-ekstrakcija potpomognuta zagrijavanjem; MAE-
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima; SWE-ekstrakcija subkriticnom vodom. Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti (n=3) uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti u istome stupcu unutar istog
uzorka oznacene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p>0,05). StatistiCka obrada rezultata provedena
je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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Tablica 30. Udjel pojedinacnih polifenolnih spojeva u uzorcima dobricice

Fenolne kiseline (mg g™ s. tv.)

Flavonoidi (mg g' s. tv.)

Zl:slr::lll((iije Uzorak Klorogenska Kriptoklorogenska Kafeinska Ruzmarinska Rutin Apigenin 7-(6" Luteolin 7-O-
kiselina kiselina kiselina kiselina malonil glikozid)" rutinozid®
HAE 5,53+0,03 1,51+0,01 0,48+0,02° 0,96+0,06 4,69+0,02 0,31+0,00 0,54+0,00
MAE D1 6,10+0,01 1,86+0,01 0,47+0,01° 1,33+0,02 5,61+0,03 0,26+0,00 0,61+0,01
SWE 1,73+0,00 1,39+0,01 0,10+0,00 0,17+0,03 1,01+0,00 nd 0,07+0,00
HAE 6,42+0,03 1,71+0,01 0,73+0,00 0,75+0,00 6,89+0,15 0,88+0,00 0,42+0,00
MAE D2 7,15+0,06 2,45+0,01 0,65+0,01 3,00+0,01 8,83+0,09 0,90+0,00 0,51+0,00
SWE 2,20+0,00 1,82+0,00 0,13+0,00 0,17+0,00 1,09+0,21 nd 0,05+0,00
HAE 1,13£0,02¢ 0,55+0,01 0,38+0,00 4,80+0,02 1,53+0,01 nd nd
MAE D3 1,10+0,02° 0,59+0,01 0,45+0,00 5,56+0,04 1,64+0,03 nd nd
SWE 0,47+0,00 0,26+0,00 0,14+0,00 0,40+0,00 0,40+0,00 nd nd
HAE 1,65+0,05 0,83+0,04 0,84+0,01 11,03+0,15 3,89+0,02 0,27+0,00 0,35+0,01
MAE D4 1,78+0,01 0,96+0,01 0,60+0,00 18,69+0,14 4,38+0,03 0,26+0,00 0,40+0,00
SWE 0,99+0,02 0,73+0,01 0,24+0,00 1,07+0,00 1,01+0,12 nd 0,03£0,00
HAE 1,76+0,06 0,77+0,03 0,47+0,02¢ 0,94+0,33 0,58+0,01 0,79+0,02 0,43+0,01
MAE D5 2,31+0,03 1,19+0,02 0,47+0,02¢ 4,14+0,08 1,03+0,02 0,81+0,00 0,68+0,00
SWE 1,17+0,00 0,88+0,00 0,42+0,00 0,24+0,00 0,26+0,00 nd 0,13£0,00
HAE 3,14+0,11 0,87+0,05 0,62+0,03 0,40+0,03 1,88+0,00 0,35+0,01 0,35+0,00
MAE D6 4,98+0,01 1,80+0,01 0,71+0,00 3,54+0,01 3,95+0,02 0,40+0,00 0,39+0,00
SWE 1,52+0,00 1,38+0,01 0,11+0,00 0,21+0,00 0,82+0,00 nd 0,08+0,00
HAE 3,124+0,02 1,21+0,01 0,72+0,01 1,27+0,00 3,294+0,02 0,08+0,00 0,34+0,00
MAE D7 3,33+0,07 1,41+0,00 0,76+0,01 2,37+0,06 3,87+0,05 0,11+0,00 0,39+0,00
SWE 1,14+0,00 1,13+0,00 0,13+0,00 0,12+0,00 1,07+0,00 nd 0,09+0,00

s.tv.-suha tvar uzorka; !-izrazeno kao apigenin; 2-izrazeno kao luteolin; nd-nije detektirano; HAE-ekstrakcija potpomognuta zagrijavanjem; MAE-ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima; SWE-ekstrakcija subkriticnom vodom. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti (n=3) uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti u istome
stupcu unutar istog uzorka oznacene istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i

Tukey post-hoc test.
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U svim uzorcima dobri€ice najvisi udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet odreden
je u ekstraktima dobivenima SWE tehnikom. Najmanje vrijednosti odredene su u uzorku D3
(60,1 mg EGK g!'s. tv.; 0,280 i 0,349 mmol Trolox g s. tv.), a najvise u uzorku D4 (101,7 mg
EGK g'!s. tv.; 0,584 i 0,650 mmol Trolox g s. tv.). Uzorak D3 bio je okarakteriziran s
najmanjim udjelom ukupnih polifenola i primjenom HAE (40,6 mg EGK g™ s. tv.) i MAE (42,9
mg EGK g s. tv.) tehnika, dok je u uzorku D4 ponovno ekstrahirano najvise ukupnih polifenola
primjenom obje tehnike ekstrakcije (87,9 i 95,1 mg EGK g s. tv.). Isto je detektirano i za
antioksidacijski kapacitet. Uzimaju¢i u obzir udjel ukupnih polifenola i1 antioksidacijski
kapacitet uzoraka, ucinkovitost koristenih tehnika ekstrakcije za sve uzorke moze se sloZiti u
sljede¢i redoslijed: SWE > MAE > HAE. Medutim, usporedba kromatograma ekstrakata
pripremljenih koriste¢i MAE (Slika 21a) 1 HAE tehnike, s kromatogramima ekstrakata
dobivenih pomoc¢u SWE tehnike (Slika 21b) otkriva znacajne promjene u polifenolnom profilu
ekstrakata dobri€ice. U ekstraktima dobivenima primjenom HAE i MAE tehnika, dominantni
polifenolni spojevi bili su kafeinska, klorogenska, kriptoklorogenska i1 ruzmarinska kiselina, iz
skupine fenolnih kiselina, te rutin, iz skupine flavonoida, dok je njithov udjel u SWE ekstraktima
bio statisticki znacajno (p<0,05) nizi. U SWE ekstraktima detektiran je novi dominantan spoj
koji je bio podvrgnut LC-MS/MS analizi (Slika 25), ali nije uspjeSno identificiran. Nadalje, u
ovome istrazivanju, LC-MS/MS analiza otkrila je 1 prisutnost flavonoida apigenina i luteolina
u glikoziliranim oblicima - apigenin 7-(6” malonil glikozid) i luteolin 7-O rutinozid. Vazno je
istaknuti neprikladnost SWE tehnike za njihovu ekstrakciju, buduci da nisu identificirani ni u

jednom od SWE ekstrakata.

4.4. Karakterizacija ekstrakata NIR spektroskopijom

NIR spektri ekstrakata dobriCice, snimani u podrucju valnih duljina od 904 do 1699 nm,

prikazani su na Slici 30.

Za PCA analizu kori$tene su vrijednosti apsorbancija u rasponu od 904 do 1000 nm 1 od 1400

do 1699 nm, a rezultati su prikazani na Slici 31.
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Slika 31. PCA analiza ekstrakata dobriCice

4.5. Karakterizacija bioloSkih u¢inaka ekstrakta dobricice in vitro

Uzimaju¢i u obzir rezultate analiza ekstrakata pripremljenih razli¢itim tehnikama, uzorak D3
koriSten je za in vitro analize, a kasnije 1 za in vivo 1 sve daljnje eksperimente. Liofilizat je

pripremljen koriste¢i optimalne parametre HAE tehnike (poglavije 4.2.1.).

U svrhu odredivanja in vitro citotoksicnog, antioksidacijskog i genoprotektivnog djelovanja
ekstrakta dobricice, koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije probavnog sustava i
modelne stani¢ne makromolekule DNK i proteina. S obzirom da su predstavnici humane
mikroflore probavnog sustava u neposrednom kontaktu s bioloski aktivnim spojevima

unesenim hranom, citotoksi¢ni/proliferativni u¢inak ekstrakta odreden je i na njima.
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4.5.1. Odredivanje citotoksi¢nog i proliferativnog ucinka ekstrakta dobricice na kontinuirane

humane stanicne linije

U ovome istrazivanju koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije ploCastog epitela
karcinoma jezika Cal27, hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2, adenokarcinoma epitela
zeluca AGS te adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2, kao predstavnici epitelnih
stanica koji su u direktnom kontaktu s bioaktivnim spojevima ekstrakta dobri¢ice u probavnom

sustavu nakon oralne konzumacije.

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nog/proliferativnog uc€inka ekstrakta dobri€ice na stani¢ne linije
Cal27, HepG2, AGS 1 Caco-2 prikazani su graficki kao ovisnost postotka prezivljenja stanica
(relativna vijabilnost stanica izraZzena u odnosu na kontrolu) o koncentracijama ekstrakta na

Slici 32.

Prema dobivenim rezultatima za stanice epitela jezika Cal27, ni jedna od ispitivanih
koncentracija nije pokazala statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na prezivljenje stanica, u
usporedbi s kontrolom. Medutim, uoceno je statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje prezivljenja
stanica kod veéih koncentracija ekstrakta (0,075 i 0,25 mg mL™") usporedujuéi s nizim (0,0125
i 0,025 mg mL") nakon tretmana od 24 sata §to upucuje na citotoksi¢no djelovanje ekstrakta.
Nadalje, tretmani stanica jetre HepG2 najnizom ispitivanom koncentracijom (0,0125 mg mL™")
tijekom 24 sata i najvisom ispitivanom koncentracijom (0,25 mg mL") ekstrakta tijekom 2 sata
pokazali su statisticko znacajno (p<0,05) smanjenje prezivljenja stanica, u odnosu na kontrolu.
Takoder, uoceno je statisticki znacajno (p<0,05) citotoksicno djelovanje visih ispitivanih
koncentracija (0,025, 0,075 i 0,25 mg mL™), u usporedbi s najnizom, tijekom tretmana od 2
sata. Produljenjem vremena inkubacije HepG2 stanica na 24 sata, uocen je porast prezivljenja
stanica kod visih koncentracija ekstrakta (0,025, 0,075 i 0,25 mg mL™"). Kod stanica epitela
zeluca AGS, ekstrakt dobri¢ice u koncentraciji od 0,075 mg mL! nakon tretmana od 2 sata
jedini je rezultirao statisticki znacajnim porastom (p<0,05) prezivljenja u odnosu na kontrolu,
dok kod stanica epitela debelog crijeva Caco-2 ekstrakt dobriice nije utjecao na prezivljenje,

neovisno o koncentraciji i vremenu tretmana.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-
hoc test. *-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05); a-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL™! (p<0,05); b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu
na 0,025 mg mL! (p<0,05); c-statisti¢ki znaGajna razlika u odnosu na 0,075 mg mL™! (p<0,05); d-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL"! (p<0,05).

Slika 32. Prezivljenje stani¢nih linija CAL27 (a), HepG2 (b), AGS (c) i Caco-2 (d) nakon 2 i 24 sata tretmana razli¢itim koncentracijama
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4.5.2. Odredivanje citotoksicnog i proliferativnog ucinka ekstrakta dobricice na predstavnike

humane mikroflore

Citotoksi¢ni, odnosno proliferativni, u¢inak ekstrakta dobriCice odredivan je na bakterijama L.
plantarum, E. coli i S. aureus, a dobiveni rezultati izrazeni su kao % prezivljenja nakon

tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta dobricice i prikazani su na Slici 33.

200 - 151,94 30,0125 mg/mL
@ *abd 80,025 mg/mL
< T 20,075 mg/mL
.2150 b 88,33 7 00,25 mg/mL
g ac 61,05
=100 1 4643 / 49,14 51,18 35,55 53.06 48,69 43,60 *abd
S *be / *be LY e 26,16 *ac 3140

| - - T *] *c
£ 50 /7 - : 7 % bic -’/

0 AN VA 2\ |

L. plantarum E. coli S. aureus

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. StatistiCka obrada rezultata
provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu (p<0,05); a-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"' (p<0,05); b-statisticki zna¢ajna
razlika u odnosu na 0,025 mg mL™! (p<0,05); c-statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 0,075 mg mL"! (p<0,05);
d-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL! (p<0,05).

Slika 33. Prezivljenje bakterija nakon tretmana razli¢itim koncentracijama ekstrakta dobricice

Ekstrakt dobri¢ice u koncentracijama od 0,0125 i 0,25 mg mL™' rezultirao je statisticki
znaCajnim smanjenjem (p<0,05) prezivljenja bakterije L. plantarum u usporedbi s kontrolom.
Koncentracija ekstrakta od 0,025 mg mL! nije pokazala statisti¢ki zna¢ajan u¢inak (»>0,05) na
prezivljenje iste bakterije, dok je tretman s koncentracijom od 0,075 mg mL™ rezultirao
statistickim znacajnim porastom (p<0,05) prezivljenja u odnosu na kontrolu. Prezivljenje
bakterija E. coli 1 S. aureus statisticki je znaCajno smanjeno (p<0,05) tretmanom ekstrakta u
svim ispitivanim koncentracijama, u odnosu na kontrolu, iz ¢ega proizlazi da ekstrakt pokazuje
bakteriostatsko djelovanje prema oba patogena mikroorganizma. U slucaju E. coli, nije uocena
statisticki znacajna razlika (p>0,05) izmedu ispitivanih koncentracija ekstrakta Sto znaci da
ekstrakt u svim koncentracijama ima jednako citotoksi¢no djelovanje, dok je u slucaju S. aureus
najizrazenije statisticki znacajno (p<0,05) citotoksi¢no djelovanje detektirano pri

koncentracijama ekstrakta od 0,0125 mg mL™'i 0,25 mg mL™".

4.5.3. Odredivanje antioksidacijskog i prooksidacijskog ucinka ekstrakta dobridice na

kontinuiranim humanim stanic¢nim linijama

Rezultati ispitivanja prooksidacijskog/antioksidacijskog ucinka ekstrakta dobriCice na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama Cal27, HepG2, AGS i Caco-2 prikazani su graficki

kao ovisnost indukcije slobodnih radikala o koncentracijama ekstrakta dobricice, na Slici 34.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
*_statisti¢ki znaGajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05); a-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"! (p<0,05); b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,025 mg mL"
! (p<0,05); c-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,075 mg mL"! (p<0,05); d-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL™' (p<0,05).

Slika 34. Indukcija slobodnih radikala stani¢nih linija Cal27 (a), HepG2 (b), AGS (c¢) i Caco-2 (d) nakon 2 i 24 sata tretmana razli¢itim koncentracijama
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Kod Cal27 stanica, ekstrakt dobri¢ice nije pokazao statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj, u
odnosu na kontrolu, na indukciju slobodnih radikala nakon 2 sata tretmana u svim ispitivanim
koncentracijama. Nakon 24 sata tretmana, niZe koncentracije (0,0125 i 0,025 mg mL™)
pokazale su antioksidacijsko djelovanje, a vise (0,075 i 0,25 mg mL™) prooksidacijsko
djelovanje. Statisticki znacajan (p<0,05) rast razine slobodnih radikala, odnosno
prooksidacijsko djelovanje, u odnosu na kontrolu, nakon 2 sata tretmana na HepG2 stanicama
uoceno je kod svih koncentracija, izuzev najnize (0,0125 mg mL™). Nakon 24 sata tretmana
uocen je suprotan odnos — prooksidacijsko djelovanje uoceno je kod najniZze koncentracije
(0,0125 mg mL"), dok preostale koncentracije nisu pokazale statisticki zna¢ajan (p>0,05)
utjecaj na indukciju slobodnih radikala. Kod AGS stanica, nakon 2 sata tretmana statisticki
znacajno (p<0,001) prooksidacijsko djelovanje uoceno je jedino kod koncentracije od 0,075 mg
mL!, dok je nakon 24 sata tretmana detektirano statisti¢ki zna¢ajno prooksidacijsko djelovanje
(p<0,05) kod svih koncentracija, izuzev najnize (0,0125 mg mL™). Vidljivo je da produljenjem
tretmana AGS stanica na 24 sata, indukcija slobodnih radikala postaje izrazenija, u odnosu na
tretman od 2 sata, pri svim ispitivanim koncentracijama. Nakon 2 sata tretmana Caco-2 stanica,
statistiCki znacajno prooksidacijsko djelovanje (p<0,05) uoceno je kod koncentracija od 0,025
i 0,075 mg mL"', dok je nakon 24 sata prooksidacijsko djelovanje uoceno jedino kod
koncentracije od 0,025 mg mL™!, a antioksidacijsko kod najvise ispitivane koncentracije (0,25

mg mL™).

4.5.4. Odredivanje antioksidacijskog i prooksidacijskog ucinka ekstrakta dobriCice na

modelnoj DNK

Odredivanje potencijalnog genoprotektivnog ucinka ekstrakta dobricice provedeno je pomocu
plazmida phiX174 RF1 DNA pri ¢emu se pratilo ocuvanje superzavijenog oblika plazmida.

Rezultati su prikazani na Slikama 35 1 36.

Osim djelovanju ekstrakta, plazmid je bio izloZzen djelovanju hidroksilnih radikala nastalih
djelovanjem UV zracenja na H>O». Nakon tretmana provedena je agarozna elektroforeza te su
dobivene vrpce vizualizirane bojanjem gela u otopini etidij bromida (Slika 35). Ukoliko nastupi
oste¢enje DNK, plazmid mijenja konformaciju iz superzavijenog oblika u relaksirani zbog ¢ega

posljedi¢no putuje sporije u gelu.
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0,0125 0,025 mg 0,075 mg 0,25 mg
mg mL? mL? mL?t mL1

Slika 35. Vizualizacija vrpci plazmida phiX174 RF1 DNA na agaroznom gelu

Pozitivna kontrola
0,0125 mg/mL
0,025 mg/mL
0,075 mg/mL

0,25 mg/mL

Koncentracija ekstrakta
dobric¢ice (mg mL1)

0 20 40 60 80 100

Ocuvanje (%) superzavijenog oblika plazmida

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
negativnu kontrolu (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"! (p<0,05); b-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 0,025 mg mL™' (p<0,05); c-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 0,075 mg mL"!
(p<0,05); d-statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL™' (p<0,05).

Slika 36. Genotoksicni/protektivni u¢inak ekstrakta dobriCice na modelni plazmid phiX174

RF1 DNA

1z rezultata prikazanih na Slici 35 vidljivo je da je u negativnim kontrolama NK1, NK2 1 NK3
veci dio plazmida bio u superzavijenom obliku §to je uocljivo iz znacajno jaCeg intenziteta
vrpce superzavijenog plazmida u usporedbi s relaksiranim plazmidom. Nasuprot tome, u
pozitivnoj kontroli PK, relaksirani oblik plazmida je izrazeniji s ja¢im intenzitetom u usporedbi
sa superzavijenim oblikom. Na temelju dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da izlaganje
plazmida samo UV zracenju ili samo H>O> ne dovodi do znacajnog oStecenja DNK, za razliku
od sinergistickog ucinka ova dva agensa koji rezultira puno ja¢im signalom relaksiranog oblika.
U skladu s navedenim, uzeta je srednja vrijednost intenziteta vrpci triju negativnih kontrola 1
smatrana jednom vrijednos¢u koja je predstavljala 100 % ocuvanja superzavijenog oblika
plazmida. Sve ispitivane koncentracije ekstrakta dobri¢ice, izuzev 0,025 mg mL™', pokazale su

statisticku znacajnu (p<0,05) zaStitu od oSte¢enja genetskog materijala u usporedbi s
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pozitivhom kontrolom. Najizrazeniji genoprotektivni u¢inak postignut je pri najvisoj ispitivanoj

koncentraciji (0,25 mg mL') uz 95,89 % ocuvanja superzavijenog oblika plazmida.

4.5.5. Odredivanje genotoksicnog i genoprotektivnog ucinka ekstrakta dobriCice na

stani¢nom genetickom materijalu

Rezultati ispitivanja ucinka ekstrakta dobri¢ice na DNK, provedenog komet testom na
kontinuiranim humanim stani¢nim linijama Cal27, HepG2, AGS i Caco-2, prikazani su na
Slikama 37 1 38 u obliku kutijastog dijagrama. U svrhu lakSe obrade dobivenih rezultata, podaci

su normalizirani prirodnim logaritmom.

Tijekom tretmana od 2 sata, jedino je koncentracija od 0,075 mg mL! rezultirala statisti¢ki
znacajnim povecanjem (p<0,05) intenziteta repa 1 repnog momenta u Cal27 stanicama, dok kod
produzenog tretmana od 24 sata nisu uocene statisticki znacajne (p>0,05) promjene izmedu
cijelog koncentracijskog raspona. U sluc¢aju HepG?2 stanica, ista koncentracija od 0,075 mg mL"
' uzrokovala je takoder statisti¢ki znacajno (p<0,05) povecanje intenziteta repa i repnog
momenta tijekom tretmana od 2 sata, ali oSte¢enje genetiCkog materijala uoc¢eno je i kod najnize
ispitivane koncentracije od 0,0125 mg mL'. Nadalje, ni genotoksi¢ni ni genoprotektivni u¢inak
(»>0,05) ekstrakta dobri¢ice nije uocen kod AGS stanica, bez obzira na vrijeme tretmana.
Sli¢no je uoceno i kod Caco-2 stanica — bez statisticki znacajnih promjena (p>0,05) u
genetickom materijalu u usporedbi s kontrolom, ali uo¢eno je statisticki znacajno smanjenje
(p<0,05) intenziteta repa i repnog momenta povecanjem koncentracije ekstrakta dobricice od
0,0125 na 0,025 mg mL"'. U usporedbi s rezultatima odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
ekstrakta dobri¢ice na modelnoj DNK (poglavije 4.5.4.) kojima je utvrdeno da se protektivni

ucinak povecava s porastom koncentracije ekstrakta, ispitivanjem istog ucinka na stanicnom

genetickom materijalu, ta ovisnost nije utvrdena.

Statisticki znacajno smanjenje (p<0,05) intenziteta repa i repnog momenta s povecanjem
vremena tretmana od 2 na 24 sata uoceno je kod Cal27, HepG2, AGS 1 Caco-2 stanica, redom

kod koncentracija od 0,075 mg mL™!, 0,0125 mg mL, 0,25 mg mL'i 0,0125 mg mL"'.
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StatistiCka obrada rezultata unutar istog vremena tretmana (2 ili 24 h) provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05);
a-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"! (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,025 mg mL"! (p<0,05); c-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na 0,075 mg mL! (p<0,05); d-statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL™' (p<0,05). Statisticka obrada rezultata unutar iste koncentracije kroz razli¢ito vrijeme tretmana
(2 124 sata) provedena je koriste¢i Mann-Whitney U test. Statisticki zna¢ajna promjena (p<0,05) oznaCena je strelicom (=, pad ili rast ovisno o smjeru strelice).

Slika 37. Utjecaj ekstrakta dobriCice na intenzitet repa i repni moment u Cal27 (aib) i HepG2 (c i d) stanicama
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StatistiCka obrada rezultata unutar istog vremena tretmana (2 ili 24 h) provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu (p<0,05);
a-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"! (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na 0,025 mg mL™! (p<0,05); c-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na 0,075 mg mL! (p<0,05); d-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL"' (p<0,05). Statisticka obrada rezultata unutar iste koncentracije kroz razli¢ito vrijeme tretmana
(2 124 sata) provedena je koriste¢i Mann-Whitney U test. Statisticki zna¢ajna promjena (p<0,05) oznaCena je strelicom (=, pad ili rast ovisno o smjeru strelice).

Slika 38. Utjecaj ekstrakta dobriCice na intenzitet repa i repni moment u AGS (a1 b) i Caco-2 (c i d) stanicama
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4.5.6. Odredivanje antioksidacijskog i prooksidacijskog ucinka ekstrakta dobricice na

albuminu iz govedeg seruma

Antioksidacijski kapacitet razli¢itih koncentracija ekstrakta dobri¢ice na modelnom proteinu
albuminu iz govedeg seruma prikazan je kao postotak antioksidacijskog kapaciteta odredene
koncentracije ekstrakta u odnosu na antioksidacijski kapacitet pozitivne kontrole (Trolox), na

Slici 39.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. StatistiCka obrada rezultata
provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
negativnu kontrolu (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,0125 mg mL"! (p<0,05); b-statisticki
znacajna razlika u odnosu na 0,025 mg mL™' (p<0,05); c-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 0,075 mg mL"!
(p<0,05); d-statisticki znac¢ajna razlika u odnosu na 0,25 mg mL™' (p<0,05).

Slika 39. Utjecaj ekstrakta dobricice na oksidaciju modelnog proteina

Najznacajnije antioksidacijsko djelovanje, 14,01 % viSe od pozitivne kontrole, postignuto je s
najvisom ispitivanom koncentracijom ekstrakta od 0,25 mg mL!, dok je koncentracija od 0,025

mg mL™! jedina rezultirala prooksidacijskim u¢inkom.

4.6. Karakterizacija bioloSkih u¢inaka ekstrakta dobricice in vivo

Kao 1 u slucaju in vitro analiza, uzorak D3 koriSten je za in vivo analize. Ekstrakt je pripremljen

koriste¢i optimalne parametre HAE tehnike (poglavije 4.2.1.).

U svrhu odredivanja utjecaja ekstrakta dobri¢ice na parametre oksidacijskog stresa 1
genotoksi¢nosti u in vivo uvjetima koriSteni su Stakori soja Sprague Dawley. Odredeni su
intenziteti karbonilacije proteina i lipidne peroksidacije, aktivnost endogenog enzimatskog
antioksidansa superoksid dismutaze, te koncentracija neenzimatskog endogenog antioksidansa

glutationa, u homogenatima bubrega, slezene i jetre.
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4.6.1. Odredivanje udjela organa u masi Stakora

Udjeli bubrega, slezene i jetre na masu Stakora prikazani su na Slikama 40 — 42.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. StatistiCka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na 500_M/Z (p<0,05); c-

statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).
Slika 40. Udjel (%) bubrega u ukupnoj masi Stakora

022 0,25
g 0,30 0,18 b
<
S be
5 020
S
—~ >
xX 2 0,10
~ <
5 &
S 0,00 . -
KM 250 M 500 M 1000 M K Z 250 7 500 Z 1000 Z
Muski Stakori Zenski §takori

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na 500_M/Z (p<0,05); c-

statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000 M/Z (p<0,05).
Slika 41. Udjel (%) slezene u ukupnoj masi Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosuna K M/Z (p<0,05); a-statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-

statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).
Slika 42. Udjel (%) jetre u ukupnoj masi Stakora
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Tretman muskih $takora ekstraktom dobri¢ice u koncentraciji od 1000 mg kg™ uzrokovao je
statisticki znacajno (p<0,05) povecanje bubrega u odnosu na kontrolu, dok je kod Zenskih
Stakora isti u¢inak uzrokovao tretman koncentracijom ekstrakta od 250 mg kg'. Tretman
muskih $takora koncentracijama ekstrakta dobri¢ice od 500 i 1000 mg kg™ uzrokovao je
statisticki znacajno (p<0,05) povecéanje slezene u odnosu na kontrolu, dok kod Zenskih Stakora
tretman ekstraktom nije uzrokovao statisticki znacajne promjene (p>0,05). Tretman ekstraktom
dobricice nije uzrokovao statisticki znacajne promjene (p>0,05) u masi jetre muskih i zenskih

Stakora.
4.6.2. Odredivanje udjela proteina u homogenatima organa
Udjel proteina u homogenatima bubrega, slezene 1 jetre testnih 1 kontrolnih skupina muskih 1

zenskih Stakora prikazan je u Tablici 31.

Tablica 31. Udjel (mg mL") proteina u homogenatima bubrega, slezene i jetre

Muski Stakori
Skupina Bubrezi Slezena Jetra
KM 11,38 £ 1,23 11,28 £1,02 15,07 £ 1,51
250 M 9,96 + 1,12 13,38 £ 1,42 16,43 +£2,49
500 M 11,74 £2,23 12,81 £0,46 18,22 +£2,60
1000 M 10,17 + 1,52 12,92 £ 0,46 15,90 £5,72
Zenski Stakori
Skupina Bubrezi Slezena Jetra
K 7 13,09 + 1,81 10,92 + 1,78 14,34 + 1,26
250 7 10,25 +£1,37 12,43 £2,19 12,66 £ 0,59
500 Z 10,87 £ 0,79 10,17 £2,17 15,45+ 0,96
1000 Z 9,49 + 1,19 10,38 £2,17 15,32 +£2,46

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije.

4.6.3. Odredivanje biokemijskih i hematoloSkih parametara krvi

Biokemijski parametri krvi testnih i kontrolnih skupina muskih i Zenskih Stakora prikazani su

u Tablicama 32 1 33, a hematoloski parametri u Tablici 34.
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Tablica 32. Rezultati biokemijskih pretraga krvi muskih Stakora

KM 250 M 500 M 1000 M
Ukupni proteini (g L) 56,50£1,50  65,00£2,16°  64,00£4,00  67,50+2,50"
AST (UL") 119,00+37,00  104,33+29,96  99,00+12,00  94,00+5,00
ALT (UL 62,00423,00  56,33+10,27  54,50+4,50 56,00+1,00
LDH (UL") 184,50+9,50  167,33+5,19  186,00+8,03  182,50+12,50
Glukoza (mmol L) 5,50+0,65 6,27+1,06 6,88+1,18 5,68+1,17
Bilirubin ukupni (umol L) 1,83+0,12 1,83+0,21 1,50+1,00 1,70+0,10
Urea (mmol L) 5,85+0,45 6,40+0,94 6,20+0,50 6,00+0,30
Kreatinin (umol L") 28,50+0,50 29,00£0,00  28,50+3,50 27,5043,50

Statisticka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
K M (p<0,05); a-statisticki znacajna razlika u odnosu na 250 M (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu
na 500_M (p<0,05); c-statisticki znacajna razlika u odnosu na 1000_M (p<0,05).

Tablica 33. Rezultati biokemijskih pretraga krvi Zenskih Stakora

K Z 250 7 500 7 1000 7
Ukupni proteini (g L) 63,67+3,30° 68,50+7,50 70,50+3,84 72,00+5,15"
AST (UL™) 81,33£2,87"  112,00+1,00° 112,00+£8,51°°  86,75+3,56™
ALT (UL 45,00+6,48° 52,00£7,00  60,50+£3,20°  47,25+3,56°
LDH (UL™) 155,33£11,06  190,07+12,00  185,75+£7,63  182,75+9,74
Glukoza (mmol L) 5,50+0,70 5,19+1,52 4,53+0,86 4,33+0,55
Bilirubin ukupni (umol L) 1,40+0,40 1,60+0,60 1,73+0,18 1,75+0,57
Urea (mmol L) 5,00+0,14% 5,80+0,50 5,98+0,33" 6,10+1,06"
Kreatinin (pmol L 31,67+2,05 27,00+4,00 32,75+2.,49 30,50+3,04

StatistiCka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
K Z (p<0,05); a-statisticki znacajna razlika u odnosu na 250 Z (p<0,05); b-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na 500_Z (p<0,05); c-statisticki znacajna razlika u odnosu na 1000 _Z (p<0,05).
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Tablica 34. Rezultati hematoloskih pretraga krvi muskih i Zenskih Stakora

KM 250 M 500 M 1000_M
Leukociti (¥10°L™) 3,30+0,10% 7,57+2,84 10,00+0,51" 9,57+1,68"
Neutrofilni granulociti (%)  25,80+2,80°  18,10+1,10° 17,60+2,06" 13,80£1,53"
Limfociti (%) 70,85+2,95*  80,67+0,74" 79,27+£3,18°  84,90+1,53™
Monociti (%) 1,10+0,20% 0,77+0,17" 0,97+0,12 0,73+0,29"
Eozinofilni granulociti (%) 1,95+0,05* 0,40+0,29™ 2,03£1,19* 0,27+0,17™
Bazofilni granulociti (%) 0,30+0,00%° 0,10+0,00° 0,13+0,05" 0,29+0,09°
Eritrociti (¥*10"2 L") 8,17+0,23%° 8,77+0,24" 8,95+0,29" 8,810,317
Hemoglobin (g L) 144,50+4,50°  154,67+£6,80  155,67+3,68°  155,00+3,74"
Hematokrit (L L) 0,45+0,02° 0,48+0,02 0,49+0,01" 0,49+0,01"
MCV (fL) 54,85+0,55 55,23+1,99 54,63+1,13 55,70+0,60
MCH (pg) 17,650,05 17,63+0,59 17,40+0,36 17,57+0,25
MCHC (g L™) 322,5042,50°  319,33x2,87  318,67+1,25  319,00+0,82°
RDW (%) 14,20+0,80*  15,47+0,74" 15,03+0,54 15,70+£0,50"
Trombociti (*10° L") 867,50£6,50  919,67+61,54  805,00+171,94 907,67+18,70
MPV (fL) 7,10+£0,08% 7,27+0,12" 7,30+0,00" 7,17+0,21
K Z 250 7 500 7 1000 7
Leukociti (*10°L™) 7,33+0,76 5,80+2,10 6,80+1,69 6,15+0,60
Neutrofilni granulociti (%) 13,97£1,01° 19,00£0,20" 16,35+4,22 18,75+5,67
Limfociti (%) 82,90+1,92 79,60+0,40 78,98+5,22 78,85+5,38
Monociti (%) 0,95+0,29 0,80+0,00 0,73+0,22 1,00+0,19
Eozinofilni granulociti (%) 0,53+0,22° 0,55+0,25" 1,20+0,00™ 0,47+0,20°
Bazofilni granulociti (%) 0,10+0,08 0,10+0,00 0,13+0,04 0,13+0,08
Eritrociti (*10'2L") 7,59+0,30 7,66+0,00 7,73+0,60 7,47+0,39
Hemoglobin (g L) 143,33+4,92  144,00+0,00  144,75+10,83  139,50+5,12
Hematokrit (L L™) 0,44+0,02 0,43+0,01 0,44+0,04 0,42+0,02
MCV (fL) 58,30+£0,28"  56,50+0,90° 56,90+0,83" 56,40+0,72"
MCH (pg) 18,87+0,12 18,80+0,00 18,70+0,19 18,70+0,32
MCHC (g L") 324,33+3,09*  333,00+6,00°  329,25+3,90  332,00+4,36"
RDW (%) 12,27+0,59* 13,25+0,95" 12,90+0,90 12,83+0,78
Trombociti (*10°L™") 874,33+48,88  861,00+14,00° 973,75+84,33* 856,25+107,34
MPV (fL) 7,05+0,05 7,10+0,00 7,33+0,16™ 7,25+0,05™

Statisticka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na
K_M/Z (p<0,05); a-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znacajna razlika u
odnosu na 500_M/Z (p<0,05); c-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).
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Tretman muskih i Zenskih S$takora koncentracijom ekstrakta dobri¢ice od 1000 mg kg
uzrokovao je statisticki znacajno (p<0,05) poveéanje koncentracije ukupnih proteina u krvi, dok
je kod muskih $takora taj efekt uo¢en i kod koncentracije od 250 mg kg™'. Aktivnost enzima
jetre — AST 1 ALT, nije bila statisticki znac¢ajno (p>0,05) promijenjena tretmanom ekstrakta
kod muskih Stakora, dok je kod Zenskih Stakora tretman koncentracijom ekstrakta od 500 mg
kg uzrokovao statisticki zna¢ajno (p<0,05) povecéanje njihovih aktivnosti, a efekt poveéanja
aktivnosti AST uocen je i kod najniZe ispitivane koncentracije od 250 mg kg™!'. Nadalje, nije
bilo statisticki znaCajne (p>0,05) razlike u aktivnosti LDH te koncentracijama glukoze i
bilirubina u krvi muskih 1 zenskih Stakora testnih skupina i kontrole. Koncentracije ureje 1
kreatinina, kao markera bubrezne funkcije, u krvi muskih Stakora nisu bile statisti¢ki znacajno
(p>0,05) razlicite izmedu testnih skupina i kontrole. Kod Zenskih Stakora, tretman ekstraktom
dobric¢ice u koncentracijama od 500 i 1000 mg kg™ uzrokovao je statisti¢ki znacajno (p<0,05)
povecanje koncentracije ureje u krvi u odnosu na kontrolu, dok se koncentracija kreatinina u

krvi zenskih Stakora nije statisticki znacajno (p>0,05) razlikovala izmedu skupina.

Kod muskih $takora, tretman ekstraktom dobri¢ice u koncentracijama od 500 i 1000 mg kg
uzrokovao je statisticki znacajno (p<0,05) povecanje udjela leukocita, dok kod Zenskih Stakora
nisu uocene znacajne razlike izmedu testnih skupina i kontrole. Ekstrakt dobri¢ice pokazao je
veci utjecaj na promjenu vrsta leukocita u krvi muskih stakora u odnosu na zZenske Stakore. Kod
zenskih Stakora, uoceno je jedino statisticki znacajno (p<0,05) povecanje udjela neutrofilnih
granulocita nakon tretmana koncentracijom od 250 mg kg™! i poveéanje eozinofilnih granulocita
nakon tretmana ekstraktom od 500 mg kg™'. Sto se ti¢e muskih §takora, koncentracije ekstrakta
od 500 i 1000 mg kg™! uzrokovale su statisti¢ki zna¢ajno (p<0,05) smanjenje udjela neutrofilnih
granulocita, a statisticki znacajno (p<0,05) povecanje limfocita te smanjenje monocita i
eozinofilnih granulocita detektirano je pri koncentracijama od 250 i 1000 mg kg™
Koncentracije ekstrakta od 250 i 500 mg kg™ uzrokovale su i statisticki znacajno (p<0,05)

smanjenje bazofilnih granulocita kod muskih Stakora.

Koncentracije eritrocita, hemoglobina i hematokrita u krvi zenskih Stakora nisu bile statisticki
znacajno (p>0,05) promijenjene uslijed tretmana ekstraktom dobri¢ice, dok je kod muskih
Stakora uoceno statisticki znacajno (p<0,05) povecanje eritrocita kod svih koncentracija te
povecanje koncentracija hemoglobina i hematokrita kod koncentracija od 500 i 1000 mg kg™'.
Prosje€an volumen eritrocita (MCV) 1 prosje¢na koli¢ina hemoglobina u eritrocitu (MCH) nisu
bili statisticki znacajno (p>0,05) razli€iti izmedu testnih skupina i kontrole muskih Stakora, dok

je koncentracija od 250 mg kg™ uzrokovala statisti¢ki zna¢ajno (p<0,05) smanjenje prosjecne
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koncentracije hemoglobina u eritrocitima (MCHC) i povecanje raspodjele eritrocita po
volumenu (RDW). Statisticki znacajno (p<0,05) povecanje vrijednosti RDW uzrokovala je i
koncentracija od 1000 mg kg™!. Kod Zenskih $takora, koncentracija od 250 mg kg™ uzrokovala
je statisti¢ki znacajno (p<0,05) smanjenje prosjecnog volumena eritrocita (MCV) i1 povecanje
prosjeéne koncentracije hemoglobina u eritrocitima (MCHC) i raspodjele eritrocita po
volumenu (RDW). Statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje MCV vrijednosti uoc¢eno je i kod

koncentracija od 500 i 1000 mg kg™! i pove¢anje MCHC vrijednosti kod 1000 mg kg™

Ekstrakt dobri¢ice nije statisti¢ki znacajno (»p>0,05 ) utjecao na udjel trombocita u krvi muskih
i Zenskih Stakora, dok je kod muskih Stakora uoceno statisti¢ki znacajno (p<0,05) povecanje
prosje¢nog volumena trombocita (MPV) pri koncentracijama od 250 i 500 mg kg!, a kod
zenskih $takora pri koncentracijama od 500 i 1000 mg kg™

4.6.4. Odredivanje utjecaja ekstrakta dobricice na koncentraciju karboniliranih proteina

organa

Koncentracija karboniliranih proteina bubrega, slezene 1 jetre testnih 1 kontrolnih skupina

muskih 1 Zenskih Stakora prikazana je na Slikama 43 — 45.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250_M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 43. Koncentracija karboniliranih proteina u bubrezima muskih i zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000 M/Z (p<0,05).

Slika 44. Koncentracija karboniliranih proteina u slezeni muskih i Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
zna&ajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 45. Koncentracija karboniliranih proteina u jetri muskih i zenskih Stakora

Sto se ti¢e koncentracije karboniliranih proteina u bubrezima testnih i kontrolnih skupina,
statisticki znacajna promjena (p<0,05) u vidu povecanja, u odnosu na kontrolu, kod muskih
Stakora uocena je jedino kod tretmana ekstraktom dobri¢ice od 1000 mg kg™!, a kod Zenskih
Stakora nakon tretmana ekstraktom od 500 mg kg™!. Statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje
koncentracije karboniliranih proteina u slezeni muskih Stakora uoceno je kod koncentracije
ekstrakta od 250 mg kg™, dok je kod Zenskih $takora ista koncentracija uzrokovala statisticki
znacajno (p<0,05) povecanje. U slucaju jetre, jedina statisticki znacajna (p<0,05) promjena u
vidu smanjenja koncentracije karboniliranih proteina, u odnosu na kontrolu, uocena je kod

tretmana muskih $takora ekstraktom koncentracije od 1000 mg kg™'.
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4.6.5. Odredivanje utjecaja ekstrakta dobricice na intenzitet peroksidacije lipida organa

Intenzitet peroksidacije lipida bubrega, slezene i jetre testnih i kontrolnih skupina muskih i

zenskih Stakora prikazani su na Slikama 46 — 48.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
zna&ajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 46. Intenzitet peroksidacije lipida bubrega muskih i Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 47. Intenzitet peroksidacije lipida slezene muskih i Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znagajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000 M/Z (p<0,05).

Slika 48. Intenzitet peroksidacije lipida jetre muskih i zenskih Stakora

U sluc¢aju intenziteta peroksidacije lipida bubrega, jedino je tretman ekstraktom dobricice od
500 mg kg' uzrokovao statisti¢ki znacajno (p<0,05) smanjenje u odnosu na kontrolu i to
iskljuc¢ivo kod muskih Stakora, dok kod Zenskih Stakora izmedu testnih skupina i1 kontrole nije
uocena statisticki znacajna (p>0,05) razlika. Koncentracije ekstrakta od 250 i 1000 mg kg™
statistiCki su znacajno (p<0,05) smanjile intenzitet peroksidacije lipida slezene kod muskih
Stakora, a kod zenskih Stakora sve ispitivane koncentracije su pokazale isti ucinak u vidu
statistiCki znacajnog (p<0,05) smanjenja. Statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje intenziteta
lipidne peroksidacije jetre muskih §takora uoceno je pri koncentracijama od 250 i 500 mg kg™,

a kod Zenskih $takora pri koncentracijama od 500 i 1000 mg kg™'.

4.6.6. Odredivanje utjecaja ekstrakta dobricice na koncentraciju glutationa u organima

Koncentracija ukupnog glutationa bubrega, slezene i jetre testnih i kontrolnih skupina muskih

1 zenskih Stakora prikazani su na Slikama 49 — 51.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 49. Koncentracija ukupnog glutationa u bubrezima muskih i Zenskih stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000 M/Z (p<0,05).

Slika 50. Koncentracija ukupnog glutationa u slezeni muskih i Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 51. Koncentracija ukupnog glutationa u jetri muskih i1 Zenskih Stakora

Prema rezultatima za bubrege, vidljivo je da je jedino tretman muskih Stakora ekstraktom
dobri¢ice od 500 mg kg™! uzrokovao statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje koncentracije
ukupnog glutationa u odnosu na kontrolu. Kod Zenskih Stakora, ekstrakt dobricice nije pokazao
statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj na koncentraciju glutationa u bubrezima. Najvisa ispitivana
koncentracija od 1000 mg kg™ statisticki je zna¢ajno (p<0,05) smanjila koncentraciju glutationa
u slezeni Stakora oba spola, dok je isti u¢inak kod muskih Stakora zabiljeZen i nakon tretmana
koncentracijom od 500 mg kg™, a kod Zenskih od 250 mg kg™'. Sto se tide jetre, nije uotena
statisticki znacajna (p>0,05) razlika u koncentraciji glutationa izmedu testnih 1 kontrolnih

skupina muskih Stakora, dok je kod Zenskih Stakora uoceno statisticki znacajno (p<0,05)

smanjenje nakon tretmana koncentracijama ekstrakta od 500 i 1000 mg kg™
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4.6.7. Odredivanje utjecaja ekstrakta dobri¢ice na aktivnost superoksid dismutaze u

organima

Aktivnost superoksid dismutaze bubrega, slezene i jetre testnih i kontrolnih skupina muskih i

zenskih Stakora prikazana je na Slikama 52 — 54.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 52. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) bubrega muskih 1 zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250_M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znac¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

Slika 53. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) slezene muskih 1 zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki
znadajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05); b-statisti¢ki znagajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-
statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000 M/Z (p<0,05).

Slika 54. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) jetre muskih 1 Zenskih Stakora

Prema rezultatima odredivanja aktivnosti superoksid dismutaze bubrega, slezene 1 jetre testnih
1 kontrolnih skupina muskih i1 Zenskih S$takora, vidljivo je da ni jedna od ispitivanih
koncentracija ekstrakta dobriCice nije statisticko znacajno (p>0,05) utjecala na promjenu

aktivnosti enzima.

4.6.8. Odredivanje utjecaja ekstrakta dobri¢ice na parametre genotoksicnosti u krvi i

organima

Parametri genotoksi¢nosti (duzina repa i intenzitet repa DNK) krvi, bubrega, slezene i jetre
testnih 1 kontrolnih skupina Stakora prikazani su na Slikama 55 — 58 u obliku kutijastih
dijagrama. U svrhu lakSe obrade dobivenih rezultata, podaci su normalizirani prirodnim

logaritmom.

Ekstrakt dobricice je u svim ispitivanim koncentracijama (250, 500 i 1000 mg kg™') rezultirao
statisti¢ki znacajnim (p<0,05) smanjenjem duzine i intenziteta repa DNK, u odnosu na kontrolu,
kod oba spola Stakora u krvi 1 svim ispitivanim organima (bubrezi, slezena i jetra). Zanimljivo
je istaknuti da je kod muskih Stakora najniza ispitivana koncentracija ekstrakta od 250 mg kg™!
pokazala jednaki genoprotektivan u€inak (p>0,05) slezene, izrazen kroz duzinu 1 intenzitet repa
DNK, kao i vise ispitivane koncentracije od 500 i 1000 mg kg™'. Isto je detektirano i za intenzitet

repa u krvi muskih i zenskih Stakora.
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Statisti¢ka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 250 M/Z (p<0,05);
b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

S

Slika 55. Duzina i intenzitet repa DNK u krvi muskih (a i b) 1 Zenskih (c i1 d) Stakora
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Statisti¢ka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 250 _M/Z (p<0,05);
b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

S

Slika 56. Duzina i intenzitet repa DNK u bubrezima muskih (a 1 b) i Zenskih (c i d) Stakora
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Statisti¢ka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 250 _M/Z (p<0,05);
b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

S

Slika 57. Duzina i intenzitet repa DNK u slezeni muskih (a 1 b) i Zenskih (c i1 d) Stakora
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Statisti¢ka obrada rezultata provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na K_M/Z (p<0,05); a-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 250 _M/Z (p<0,05);
b-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na 500 M/Z (p<0,05); c-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na 1000_M/Z (p<0,05).

S

Slika 58. Duzina i intenzitet repa DNK u jetri muskih (a i b) 1 Zenskih (c i1 d) Stakora
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4.7. Inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem
4.7.1. Odredivanje toplinskih svojstava nosaca

U svrhu uéinkovite inkapsulacije ekstrakta dobricice susenjem rasprSivanjem provedena je
karakterizacija nosaca toplinskim analizama (DSC i TGA). DSC termogrami djelomi¢no
hidrolizirane guar gume, hidrolizata kolagena, karboksimetil celuloze, nutrioze i mucina
prikazani su na Slici 59, a najvazniji parametri DSC analize nosaca, i$€itani iz istih termograma,
prikazani su u Tablici 35. Termogravimetrijske i derivirane termogravimetrijske (DTG) krivulje
istih polimera, odredene TGA analizom, prikazane su na Slici 60, a odredene temperature

maksimalne brzine razgradnje u Tablici 35.

Protok topline, 5 W g1
|
|
|
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\

|
|
I
\
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=100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 °C

Temperatura (°C)

Slika 59. DSC termogrami djelomi¢no hidrolizirane guar gume (1), hidrolizata kolagena (2),

karboksimetil celuloze (3), nutrioze (4), mucina (5) i ksilana (6)

Tablica 35. Rezultati DSC (temperatura isparavanja vode (7;) 1 specifi¢na entalpija

isparavanja vode (4H;)) 1 TGA (temperatura maksimalne brzine razgradnje (7)) analiza

T; AH; Tmax

Uzorak
(°O) Jegh °C)

Djelomic¢no hidrolizirana guar guma 82,0 70,4 219,2
Hidrolizat kolagena / / 318,0
Karboksimetil celuloza / / 284.,6
Nutrioza / / 310,9
Mucin / / 2471
Ksilan 55,2 15,6 2147
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Slika 60. Termogravimetrijska (—) 1 derivirana termogravimetrijska (- - -) krivulja djelomi¢no hidrolizirane guar gume (a), hidrolizata kolagena (b),

karboksimetil celuloze (c), nutrioze (d), mucina (e) 1 ksilana (f)
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Na DSC termogramima, fenomen toplinskog prijelaza nije uo¢en ni u jednom uzorku, izuzev

isparavanja vode kod djelomic¢no hidrolizirane guar gume i ksilana.

Budu¢i da je suSenje rasprsivanjem provedeno na temperaturi od 150 °C, TGA je koriSten za
odredivanje toplinske stabilnosti polimera na toj temperaturi. Kod svih polimera uocen je
izrazito mali pocetni gubitak mase od oko 5 — 10 % na temperaturama ispod 150 °C, Sto se
moze pripisati gubitku vezane vode, $to je i u skladu s rezultatima DSC analize. Na 150 °C svi
polimeri pokazali su toplinsku stabilnost, a najvec¢i gubitak mase zapoceo je u rasponu od oko
170 — 190 °C za djelomicno hidroliziranu guar gumu, hidrolizat kolagena, mucin 1 ksilan, dok
su karboksimetil celuloza i nutrioza pokazale jo$§ vecu toplinsku stabilnost jer je razgradnja
zapocela na temperaturi od oko 250 °C. Prema maksimalnim vrijednostima krivulja DTG,
temperature maksimalne brzine razgradnje za djelomi¢nu hidroliziranu guar gumu, hidrolizat
kolagena, karboksimetil celulozu, nutriozu, mucin 1 ksilan bile su redom 219,2 °C, 318,0 °C,
284,6 °C, 310,9 °C, 247,1 °C i 214,7 °C. Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da su svi

polimeri prikladni kao nosaci za susenje rasprSivanjem na temperaturi od 150 °C.
4.7.2. Odredivanje viskoznosti otopina nosaca
Viskoznost otopina nosaca u ekstraktu dobricice koriStenih u suSenju rasprsivanjem prikazana

je na Slici 61, dok su krivulje tecenja 1 krivulje viskoznosti prikazane su na Slikama 62 1 63.
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite (p>0,05). StatistiCka obrada rezultata provedena je koristeci
jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Slika 61. Viskoznost otopina nosaca u ekstraktu dobriice za suSenje rasprSivanjem
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Slika 62. Krivulje te¢enja za DHGG (a), DHGG_HK (b), DHGG KMC (c¢), DHGG _NUT (d), DHGG_MUC (e) i DHGG_KSI (f)
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Slika 63. Krivulje viskoznosti za DHGG (a), DHGG_HK (b), DHGG_KMC (c), DHGG NUT (d), DHGG_MUC (e) i DHGG_KSI (f)
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Viskoznost otopine djelomi¢no hidrolizirane guar gume (DHGG) iznosila je 0,922 mPa s, a
jedino je dodatak mucina i karboksimetil celuloze u otopinu nosaca uzrokovao statisticki
znacajno (p<0,05) povecanje viskoznosti, to¢nije na 1,642 mPa s (DHGG MUC) i 3,508 mPa
(DHGG_KMC). Iz krivulja tecenja i krivulja viskoznosti vidljivo je da su sve otopine idealne
tekucine $to je pozeljno za suSenje rasprSivanjem jer je tekuéine lakSe rasprsiti nego gelove i

manje su sklone zacepljenju mlaznice rasprsivaca.
4.7.3. Odredivanje prinosa i fizikalnih parametara inkapsulata

Prinos susenja rasprsivanjem prikazan je na Slici 64, dok su parametri fizikalne karakterizacije
inkapsulata (udjel suhe tvari, mocivost, kontaktni kut vode, nasipna gustoc¢a, Carrov indeks,
Hausnerov omyjer, zeta potencijal i prosjean promjer) prikazani na Slici 65 i u Tablici 36, dok

je SEM mikrografija uzoraka prikazana na Slici 66.

DHGG [EASSSASRSAASSAASSAASRAASSARTFHAT,17
DHGG_HK 96,07
DHGG_KMC 63,91
DHGG_NUT 87,09
DHGG_MUC 80,35
DHGG_KSI [pEASSAARSAAAAAAAAAAAAAAASAAAASRARTS—54 53

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Iskorisenje (%)
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene

istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite (p>0,05). StatistiCcka obrada rezultata provedena je koristeci
jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Slika 64. Prinos (%) ispitivanih inkapsulata susenih rasprSivanjem
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je koristeéi
jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Udjel suhe tvari (%)

Slika 65. Udjel suhe tvari (%) inkapsulata susenih rasprSivanjem
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Tablica 36. Fizikalna karakterizacija inkapsulata suSenih rasprSivanjem

DHGG DHGG_HK DHGG_KMC DHGG_NUT DHGG_MUC DHGG_KSI
?g)OCIVOSt 43,0+1,0° 218,543,5 2553,5+12,5 127,5+7,5 650,5%9,5 62,0+9,0°
KontaktmO 3742 58+1 87+1 53+1 62+2 4340
kut vode (°)
Nasipna ) ) N
gustoca 1,500,012 0,77+0,04 1,50+£0,02¢%  1,47£0,02°M  1,50+0,01¢M 1,500,037
(gmL™)
Carrov 79,6+0,4 20,3+0,3 21,5+0,2% 21,240,2% 23,09+0,9 21,4+0,2
indeks (%)
?;?:?emv 4,91+0,09 1,2540,00%¢  1,27+0,02% 1,270,020k ,30:£0,02¢™ 1,27+0,02%i
Zeta
potencijal  -15,76+1,62*  -10,18+3,40®¢  22,03+0,12  -5,3241,38>"  -8,81+0,51%¢  .9,33+3,19
(mV)
Prosjecan
promjer 9,49+3,00dc 77342 11480 97244 260K 79142 21c8m 8 5942 gdikmo 10 (542 96¢in
(um)

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom u istome retku nisu statisticki znacajno razli¢ite (p>0,05). StatistiCka obrada rezultata provedena je
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Po zavrSetku suSenja rasprSivanjem, najmanji prinos (47,17 %) odreden je za uzorak u kojem
je samo djelomi¢no hidrolizirana guar guma bila nosa¢ (DHGG). Dodatak svih istrazivanih
polimera (hidrolizat kolagena, karboksimetil celuloza, nutrioza, mucin i ksilan) rezultirao je
statisticki znacajnim (p<0,05) povecanjem prinosa. Najveci prinos (96,07 %) postignut je u
kombinaciji s hidrolizatom kolagena (DHGG HK). Suha tvar dobivenih inkapsulata bila je u
rasponu od 96,07 % (DHGG) do 98,76 % (DHGG_KMC).

Dodatak svih polimera, izuzev ksilana, u sustave s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom
statisticki je znacajno (p<0,05) smanjio mocivost inkapsulata pa je tako najkrace vrijeme
mocivosti od 43,0 s odredeno za uzorak DHGG, a dodatkom karboksimetil celuloze to vrijeme
produZeno je €ak na 2553,5 s (DHGG KMC). NajniZa vrijednost kontaktnog kuta vode
zabiljezena je u uzorku DHGG (37 °), dok je dodatak svih ispitivanih polimera statisticki
znacajno (p<0,05) povecao te vrijednosti pa je najveca vrijednost od 87 ° opet izmjerena u

uzorku s dodatkom karboksimetil celuloze (DHGG_KMC).
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Slika 66. SEM mikrografija (600 x): DHGG (a), DHGG_HK (b), DHGG_KMC (c), DHGG_NUT (d), DHGG_MUC (e) i DHGG_KSI (f)
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Sto se ti¢e nasipne gustoce, samo je dodatak hidrolizata kolagena u sustav s djelomiéno
hidroliziranom guar gumom (DHGG_HK) uzrokovao statisticki znac¢ajno smanjenje (p<0,05),
dok dodatak ostalih polimera nije statisticki znacajno (p>0,05) utjecao na nasipnu gustocu.
Svojstva tecivosti inkapsulata izrazena su Carrovim indeksom (CI), a svojstva kohezivnosti
Hausnerovim omjerom (HR). Dodatak svih polimera u sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar
gumom statisticki je znacajno (p<0,05) poboljsao svojstva tecivosti dobivenih inkapsulata $to
je dokazano smanjenjem CI vrijednosti uzorka DHGG sa 79,6 %, (vrlo losa svojstva tecivosti,
CI > 45 %), na CI vrijednosti koje inkapsulate stavljaju u raspon dobrih svojstava tecivosti (CI
=20 —45 %). Sli¢ni rezultati dobiveni su za kohezivnost inkapsulata gdje se HR smanjio s 4,91,

za uzorak DHGG, na vrijednosti ispod 1,4 §to ukazuje na srednju kohezivnost.

Vrijednosti zeta potencijala bile su u rasponu od -21,03 mV, izmjerene za uzorak DHGG_KMC
koji prema tome ima najmanju tendenciju agregacije, do -5,32 mV, izmjerene za uzorak

DHGG_NUT koji je, prema tome, pokazao 1 najve¢u mogucénost agregacije.

Prosjecan promjer 1 morfologija inkapsulata ispitani su pretraznom elektronskom
mikroskopijom (SEM). Prosje¢ne vrijednosti promjera inkapsulata bile su u rasponu od 7,73
um (DHGG HK) do 10,05 um (DHGG KSI), ali nije uocena statisticka znacajna (p>0,05)
razlika medu uzorcima. SEM analiza pokazala je heterogenu raspodjelu veliCine Cestica u svim
uzorcima — uocene su male Cestice veli¢ine oko 3 um do vecih Cestica ¢ak do oko 20 um.

Heterogena raspodjela veli¢ine Cestica bila je najizrazenija u uzorku DHGG _KMC.
4.7.4. Odredivanje funkcionalnih veza FT-IR spektroskopijom

IR spektri ekstrakta dobriCice, polimernih nosaca (djelomi¢no hidrolizirana guar guma,
hidrolizat kolagena, karboksimetil celuloza, nutrioza, mucin i ksilan) i inkapsulata dobivenih

suSenjem rasprsivanjem prikazani su na Slikama 67 — 69.
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Slika 67. IR spektri ekstrakta dobricice, polimernih nosaca i inkapsulata (podrugje od 2000 do 1000 cm™ je obojeno plavo)
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Transmitacija (%)
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Slika 68. 1R spektar ekstrakta dobriCice (—); hidrolizata kolagena (- - -); inkapsulata
pripremljenog s DHGG 1 hidrolizatom kolagena (—) s naglasenim pomacima vibracija

istezanja karbonilnih skupina
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Slika 69. IR spektar ekstrakta dobriCice (—); mucina (- - -); inkapsulata pripremljenog s

DHGG 1 mucinom (—) s naglasenim pomacima vibracija istezanja karbonilnih skupina

4.7.5. Odredivanje bioaktivnih svojstava inkapsulata

Bioaktivna karakterizacija inkapsulata ukljucivala je odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije
ukupnih polifenolnih spojeva, hidroksicimetnih kiselina i pojedina¢nih polifenolnih spojeva.

Rezultati su prikazani na Slici 70 i u Tablici 37. Simulirana probava inkapsulata u Zelucu i
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tankom crijevu prac¢ena je odredivanjem udjela ukupnih polifenolnih spojeva i hidroksicimetnih

kiselina otpustenih u odredenom vremenskom periodu, a rezultati su prikazani na Slikama 71 1

72.

100
< ac .
é/ afhi dnkmo bc eilno
2 80 abede]
g
=
B>
=
i3)
5
._é 40
R3)
S
2 20
g
=
— 0

DHGG DHGG _HK |DHGG KMC| DHGG NUT [ DHGG MUC| DHGG KSI
@ Ukupni polifenoli 77,45 81,67 77,53 82,26 83,86 83,80
B Hidroksicimetne kiseline 84,73 87,94 80,17 78,90 84,28 98,23

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom nisu statisticki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je koristeci
jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Slika 70. Ucinkovitost inkapsulacije (%) ukupnih polifenolnih spojeva i hidroksicimetnih

kiselina ekstrakta dobriCice suSenog rasprSivanjem

Tablica 37. Ucinkovitost inkapsulacije (%) pojedinacnih polifenolnih spojeva ekstrakta

dobricice susenog rasprsivanjem

Uzorak Klorogenska Kriptoklorogenska Kafeinska RuZmarinska Rutin
kiselina kiselina kiselina kiselina

DHGG 91,95+0,19* 94,15+2,457%cd 85,2340,81% 86,22+2,15% 96,50+0,99°
DHGG HK 85,89+0,13 85,60+1,12 85,02+1,03% 79,12+0,17° 85,88+0,53
DHGG KMC 88,52+1,01° 95,16+0,76%% 85,4340,08° 76,96+0,97¢ 48,50+0,13
DHGG NUT 94,51+0,97 97,34+0,71b¢h 91,27+2,11¢% 87,95+0,732 93,05+0,87>
DHGG MUC 89,82+0,14 92,11+0,83¢f 91,140,944 94,64+1,23 93,24+0,11%
DHGG KSI 90,69+0,68 97,40+0,07 89,4141,43¢ 80,11+0,77°¢  94,07+1,67°

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom u istome stupcu nisu statisticki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je

koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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Slika 71. Kinetika otpustanja u zelucu (SGF) i tankom crijevu (SIF) pra¢ena otpustanjem

—_—— N
S e O

ukupnih polifenola

—e—DHGG
—a—DHGG_HK
—aA—DHGG_KMC
—@8—DHGG NUT
DHGG_MUC

—a#—DHGG_KSI

Udjel hidroksicimetnih kiselina
(mg EKK g')
o W

15

EKXK-ekvivalenti kafeinske kiseline

125 150

135
SIF

30 90 120

SGF
vrijeme (minute)

60

Slika 72. Kinetika otpustanja u Zelucu (SGF) 1 tankom crijevu (SIF) prac¢ena otpustanjem

ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Sustav s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom (DHGG) rezultirao je ucinkovitoséu

inkapsulacije ukupnih polifenola od 77,45 %, Sto nije bilo statisticki znacajno (p>0,05)

promijenjeno dodatkom ispitivanih polimera u sustav, dok je odredivanjem udjela

hidroksicimetnih kiselina, dodatak ksilana (DHGG _KSI) rezultirao statisticki znacajnim

povecanjem (p<0,05) njihovog
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98,23 %. Statisticki znac¢ajno smanjenje (p<0,05) zadrzavanja hidroksicimetnih kiselina uoceno
je dodatkom karboksimetil celuloze (DHGG _KMC; 80,17 %) i nutrioze (DHGG NUT; 78,90
%), ali unato¢ tome, vrijednosti inkapsulacijskih u¢inkovitosti i dalje su bile visoke. Najvisa
ucinkovitost inkapsulacije za klorogensku kiselinu (94,51 %) odredena je u uzorku
DHGG NUT, u kojem je detektirana i najvisa vrijednost za kriptoklorogensku kiselinu (97,34
%). Visoke vrijednosti u¢inkovitosti inkapsulacije za kriptoklorogensku kiselinu odredene su i
u uzorcima DHGG (94,15 %), DHGG_KMC (95,16 %) i DHGG_KSI (97,40 %). Kafeinska
kiselina pokazala je najviSe zadrzavanje u uzorcima DHGG NUT (91,27 %), DHGG_MUC
(91,14 %) i DHGG_KSI (89,41 %), a rutin u uzorcima DHGG (96,50 %) i DHGG_KSI (94,07
%). Najvisa vrijednost ucinkovitosti inkapsulacije za ruzmarinsku kiselinu, koja je
najzastupljeniji polifenolni spoj dobriCice, odredena je u uzorku DHGG_MUC s vrijednos¢u

od 94,64 %.

Pracenjem kinetike otpuStanja polifenolnih spojeva i1 hidroksicimetnih kiselina inkapsulata
dobricice u uvjetima simulirane probave, ispitivani bioaktivni spojevi ve¢ su se unutar prve 2
minute u SGF-u otpustili iz uzorka DHGG. Dodatak hidrolizata kolagena (DHGG HK),
nutrioze (DHGG NUT), mucina (DHGG MUC) i ksilana (DHGG KSI) omogucio je
produljeno otpustanje spojeva iz inkapsulacijskih sustava do 15 minuta u SGF-u, nakon ¢ega je
primijeceno relativno konstantno otpustanje s manjim fluktuacijama. Najpozeljnija kinetika
otpustanja polifenolnih spojeva i1 hidroksicimetnih kiselina u pogledu njihovog kontroliranog i
kontinuiranog otpustanja postignuta je binarnim sustavom djelomi¢no hidrolizirane guar gume

1 karboksimetil celuloze (DHGG KMC).

4.8. Liposomalna inkapsulacija
4.8.1. Odredivanje fizikalnih i morfoloSkih svojstava inkapsulata

Fizikalna karakterizacija praznih liposoma i liposomalnih inkapsulata ekstrakta dobricice
ukljucivala je odredivanje njihove veli¢ine, indeksa polidisperzije 1 zeta potencijala te su
rezultati prikazani u Tablici 38. Rezultati morfoloske karakterizacije (AFM analize) prikazani

su na Slici 73.
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Tablica 38. Fizikalna karakterizacija liposoma

Usorak Prosjecan promjer Indeks Zeta potencijal
V/

(nm) polidisperzije (mV)
Prazni liposomi 192,9 £4,6 0,33 +£0,01 -27,98 £0,98
Liposomalni inkapsulati 106,7 £0,9 0,21 +£0,01 -21,17 £ 0,46

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom u istome stupcu nisu statisticki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je
koriste¢i Studentov t-test.

7 nm

Visina (nm)

2 - N WA WM N
-
]N

| |
| =
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Udaljenost (nm)

1 um 1 um

Visina (nm)

=T IR ST -
—~—

L 1 'l‘ I

T xeny
0 100 200 300 200 500 600
Udaljenost (nm}

" 400 nm " 400 nm

Slika 73. AFM slike praznih liposoma na povrsini tinjca — slika faze (a) i topografska slika (b)
1 liposomalnih inkapsulata na povrSini tinjca - slika faze (c¢) 1 topografska slika (d) s

pripadaju¢im vertikalnim presjecima

Iz prikazanih rezultata, vidljivo je da je dodatak ekstrakta dobriCice u liposome uzrokovao
statisticki znacajne promjene (p<0,05) ispitivanih fizikalnih parametara. ProsjeCan promjer
praznih liposoma iznosio je 192,9 nm, dok je kod liposomalnih inkapsulata uocen manji
prosjecan promjer od 106,7 nm. Prema AFM analizi, prazni liposomi formirali su lipidni
dvosloj visine oko 5 nm i Sirine u rasponu od 70 do 450 nm. Iste vrijednosti visine odredene su
1 za liposomalne inkapsulate te Sirina u rasponu od 60 do 460 nm. Prazni liposomi pokazali su

sferi¢an oblik, dok su kod liposomalnih inkapsulata primijeceni i nepravilni oblici. Takoder, na
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topografskoj slici liposomalnih inkapsulata uocene su ravne strukture visine 0,5 nm Sto je

najvjerojatnije posljedica otpustanja inkapsuliranog ekstrakta iz liposoma tijekom analize.

Liposomalni inkapsulati pokazali su homogeniju raspodjelu veli¢ine s indeksom polidisperzije
u vrijednosti od 0,21, u usporedbi s praznim liposomima kod kojih je isti iznosio 0,33. Zeta

potencijal praznih liposoma iznosio je -27,98 mV, a liposomalnih inkapsulata -21,17 mV.
4.8.2. Odredivanje funkcionalnih veza FT-IR spektroskopijom

IR spektri ekstrakta dobri€ice, praznih liposoma 1 liposomalnih inkapsulata prikazani su na Slici

74.

Apsorbancija

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Valni broj (cm™)

Slika 74. IR spektri ekstrakta dobricice (1) praznih liposoma (2) i liposomalnih inkapsulata
3)

4.8.3. Odredivanje bioaktivnih svojstava inkapsulata

Bioaktivna karakterizacija liposomalnih inkapsulata ukljuc¢ivala je odredivanje udjela ukupnih
polifenolnih spojeva, hidroksicimetnih kiselina i1 pojedinac¢nih polifenolnih spojeva (Slika 75).
Rezultati antioksidacijskog kapaciteta ekstrakta dobriice u inkapsuliranom obliku odredenog
TBARS metodom prikazani na Slici 76. Promjene u uvjetima simulirane probave u Zelucu 1
tankom crijevu prac¢ene su odredivanjem udjela ruzmarinske kiseline, kao najzastupljenijeg
polifenolnog spoja, otpustenog u odredenom vremenskom periodu. Rezultati su prikazani na

Slici 77.
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Slika 75. Uc¢inkovitost liposomalne inkapsulacije (%) definirane udjelom ukupnih

polifenolnih spojeva, hidroksicimetnih kiselina i1 pojedina¢nih polifenolnih spojeva
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Slika 76. Utjecaj inkapsuliranog ekstrakta dobri€ice na intenzitet UV-inducirane lipidne

peroksidacije, odreden TBARS metodom
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Slika 77. Kinetika otpuStanja ruzmarinske kiseline iz liposomalnih inkapsulata u uvjetima

simulirane probave u Zelucu (SGF) i tankom crijevu (SIF)

Uocena je izrazito visoka inkapsulacijska ucinkovitost za ukupne polifenole (94,66 %), kao i
za najzastupljeniji polifenolni spoj dobricice — ruZzmarinsku kiselinu (97,64 %). Za klorogensku,
kriptoklorogensku, kafeinsku kiselinu 1 rutin, vrijednosti su bile u rasponu od oko 60 do 70 %,
Sto je takoder visoka inkapsulacijska ucinkovitost. Inkapsulacijska ucinkovitost ukupnih

hidroksicimetnih kiselina iznosila je 75,77 %.

Antioksidacijski kapacitet inkapsuliranog ekstrakta dobricice u inhibiciji peroksidacije lipida
izazvane UV zraCenjem odreden je TBARS metodom. Prema dobivenim rezultatima, ekstrakt
dobricice zadrzao je svoj antioksidacijski kapacitet u liposomalnom sustavu, buduci da je
stvaranje malondialdehida bilo znatno manje u liposomima s inkapsuliranim ekstraktom u
usporedbi s praznim liposomima. Nakon UV zracenja od 200 pulseva, stvaranje

malondialdehida bilo je 1,76 puta manje nego u praznim liposomima.

Pra¢enjem simulirane probave liposomalnog inkapsulata uoceno je kontinuirano i kontrolirano

otpustanje ruzmarinske kiseline tijekom 120 minuta u SGF-u 1 30 minuta u SIF-u.
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4.9. Karakterizacija bioloskih u¢inaka liposomalnog ekstrakta dobricice in vivo
4.9.1. Odredivanje udjela proteina u homogenatima organa
Udjeli proteina u homogenatima organa Stakora prikazani su u Tablici 39.

Tablica 39. Udjel (mg mL™!) proteina u homogenatima bubrega, slezene i jetre

Muski Stakori
Skupina Bubrezi Slezena Jetra
V. M 7,65 £0,78 16,94 £2,10 16,77 + 1,76
L M 9,31 +£0,80 15,12+ 1,70 17,30 + 1,78
E M 10,76 + 1,64 18,65 + 3,03 23,00 + 6,65

Zenski Stakori

Skupina Bubrezi Slezena Jetra

V7 7,60 + 0,42 15,33 £ 1,29 14,61 + 1,63
L7 6,91 +2,15 16,09 + 1,62 16,19 + 1,52
E 7 10,60 + 1,29 20,84 + 3,98 21,54 +2,29

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije.
4.9.2. Odredivanje parametara oksidacijskog stresa u organima

Parametri oksidacijskog stresa u bubrezima, slezeni 1 jetri, uklju¢uju¢i antioksidacijski
kapacitet, intenzitet karbonilacije proteina i lipidne peroksidacije te aktivnost superoksid

dismutaze i koncentraciju ukupnog glutationa, prikazani su na Slikama 78 — 87.
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Bubrezi Jetra Slezena
vV M 19,71 61,01 70,89
EL M 25,97 61,15 65,71
EE M 45,77 61,21 70,72

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V.M (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na LM (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E_M (p<0,05).

Slika 78. Antioksidacijski kapacitet organa muskih Stakora
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mv 7z 37,88 63,83 70,89
oL 7 39,78 61,69 68,42
BE 7 48,66 63,83 71,40

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. StatistiCka obrada rezultata
provedena je koristeci Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V_Z (p<0,05); a-statisticki
znac¢ajna razlika u odnosu na L_Z (p<0,05); b-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na E_Z (p<0,05).

Slika 79. Antioksidacijski kapacitet organa zenskih Stakora
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g mv.M 0,34 0,30 1,86
oL M 0,48 0,43 2,14
EE M 0,76 0,71 2,26

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koristeci Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V.M (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na LM (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E_ M (p<0,05).

Slika 80. Udjel karboniliranih proteina u organima muskih Stakora
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aL 7 0,82 0,92 2,41
BE 7 0,32 0,83 2,64

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V_Z (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na L_Z (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E_Z (p<0,05).

Slika 81. Udjel karboniliranih proteina u organima Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V.M (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na LM (p<0,05); b-statisticki znaCajna razlika u odnosu na E M (p<0,05).

Slika 82. Intenzitet lipidne peroksidacije u organima muskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V_Z (p<0,05); a-statisticki
znacajna razlika u odnosu na L_Z (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E_Z (p<0,05).

Slika 83. Intenzitet lipidne peroksidacije u organima Zenskih Stakora
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V.M (p<0,05); a-statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na LM (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E M (p<0,05).

Slika 84. Koncentracija ukupnog glutationa u organima muskih Stakora
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Koncentracija ukupnog

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuée standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V_Z (p<0,05); a-statisticki
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znadajna razlika u odnosu na L_Z (p<0,05); b-statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na E_Z (p<0,05).

Aktivnost SOD (U mL")

Slika 85. Koncentracija ukupnog glutationa u organima zenskih Stakora

400
300
200
- H7m
0 7.  pmra
Bubrezi Jetra Slezena
EV.M 147,81 247,30 42,09
L M 139,26 267,17 47,72
EE M 123,27 282,28 72,55

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koristeci Kruskal-Wallis test. *-statisticki znacajna razlika u odnosu na V_M (p<0,05); a-statisticki

znacajna razlika u odnosu na LM (p<0,05); b-statisticki znacajna razlika u odnosu na E_M (p<0,05)

Aktivnost SOD (U mL1)

Slika 86. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u organima muskih Stakora
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mv 7 133,70 393,58 39,83

gL 7 114,09 377,37 40,72

BE 7 121,81 318,08 61,79

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka obrada rezultata
provedena je koriste¢i Kruskal-Wallis test. *-statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na V_Z (p<0,05); a-statisticki

znadajna razlika u odnosu na L_Z (p<0,05); b-statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na E_Z (p<0,05).

Slika 87. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u organima Zenskih Stakora
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Tretman liposomalnim inkapsulatom ekstrakta dobriice rezultirao je statisticki znacajnim
(»<0,05) povecanjem antioksidacijskog kapaciteta bubrega muskih i Zenskih Stakora, dok je

kod slezene 1 jetre ostao nepromijenjen (p>0,05).

Statisticki znacajno (p<0,05) povecanje udjela karboniliranih proteina kod muskih i1 Zenskih
Stakora tretiranih liposomalnim inkapsulatom uoceno je u bubrezima, dok je kod zenskih
Stakora statisticki znacajno (p<0,05) povecéanje udjela karboniliranih proteina uzrokovao i
tretman praznim liposomima. Tretman praznim liposomima i liposomalnim inkapsulatom
uzrokovao je statisticki znacajno (p<0,05) povecanje udjela karboniliranih proteina i u jetri
muskih Stakora, a u slezeni samo tretman liposomalnim inkapsulatom. Kod Zenskih Stakora,
nije uocen statisti¢ki znacajan (p>0,05) utjecaj ni praznih liposoma ni liposomalnog inkapsulata

na udjel karboniliranih proteina u jetri i slezeni.

Kod muskih Stakora nije uocena statisticki znacajna (p>0,05) razlika u intenzitetu lipidne
peroksidacije izmedu skupina kod svih organa, dok je kod Zenskih Stakora uoceno statisticki
znacajno (p<0,05) smanjenje intenziteta peroksidacije lipida bubrega i jetre uslijed tretmana

liposomalnim inkapsulatom.

Nije uocena statisticki znacajna razlika (p>0,05) izmedu skupina muskih i Zenskih Stakora u

koncentraciji ukupnog glutationa u bubrezima, jetri i slezeni.

Tretman praznim liposomima i liposomalnim inkapsulatom nije statisticki znacajno (p>0,05)
utjecao na aktivnost superoksid dismutaze bubrega, jetre 1 slezene muskih Stakora, dok je kod
zenskih Stakora uoceno statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje aktivnosti superoksid dismutaze

u jetri nakon tretmana liposomalnim inkapsulatom.

4.10. Formulacija funkcionalnih ¢okolada
4.10.1. Odredivanje udjela Cvrstih triglicerida u kakaovom maslacu

Udjeli ¢vrstih triglicerida u kakaovom maslacu koristenim za izradu ¢okolada (KM) i kakaovom
maslacu obogac¢enim dodatkom inkapsulata dobri¢ice dobivenog suSenjem rasprSivanjem

(KM_SR) i liposomalnim inkapsulatom dobri¢ice (KM_L) prikazani su na Slici 88.
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Slika 88. Udjeli Cvrstih triglicerida u uzorcima kakaovog maslaca kod razli¢itih temperatura

Udjel ¢vrstih triglicerida kakaovog maslaca pri temperaturama od 20, 25, 30 1 35 °C iznosio je
redom 63,71, 56,53, 42,95 1 2,19 %. Pri temperaturi od 20 °C udjeli ¢vrstih triglicerida u
uzorcima s dodatkom inkapsulata susenog rasprSivanjem (KM _SR) 1 liposomalnog inkapsulata
(KM_L) bili su 65,55 % (KM_SR) 163,05 % (KM_L). Povisenjem temperature na 25 °C udjeli
¢vrstih triglicerida u istim uzorcima smanjili su se na 58,90 % (KM _SR) 156,59 % (KM _L), a
daljnje povecanje temperature na 30 °C uzrokovalo je smanjenje udjela Cvrstih triglicerida na
44,57 % (KM _SR) 140,27 % (KM_L). Povisenje temperature na 35 °C rezultiralo je izrazitim
smanjenjem udjela ¢vrstih triglicerida te je u uzorku KM_SR iznosio 5,56 %, a uuzorku KM L

2,37 %.
4.10.2. Odredivanje bioaktivnog sastava ¢okolada

Udjeli detektiranih pojedinacnih polifenolnih spojeva i metilksantina u novoformuliranim
c¢okoladama prikazani su u Tablici 40. Promjene tijekom simulirane probave cokolade u ustima,
zelucu 1 tankom crijevu pra¢ene su odredivanjem udjela ruzmarinske kiseline otpuStene u

odredenom vremenskom periodu. Rezultati su prikazani na Slikama 89 1 90.

Cokolade C SR1 i C LI pripremljene su na nadin da su inkapsulat dobiven susenjem
rasprSivanjem 1 liposomalni inkapsulat dodani direktno u ¢okoladnu masu, dok su se kod
pripreme uzoraka ¢okolada C_SR2 i C_L2 inkapsulati prethodno homogenizirali u kakaovom

maslacu te je potom takav obogaceni kakaov maslac dodan u ¢okoladnu masu (Slika 26).
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Tablica 40. Bioaktivni sastav ¢okolada

Metilksantini i polifenolni spojevi
podrijetlom iz kakaove mase

(mg g uzorka)

Polifenolni spojevi podrijetlom iz
ekstrakta dobricice

(ug g uzorka)

C K 16,49+0,24°  2,2240,03  3,60+0,11 nd nd nd

C SR1  17,30+0,03% 2,56+0,04® 4,23+0,12%  50,97+0,31  36,89+0,22°  49,98+0,53
C SR2  18,19+0,47  2,68+0,06°  4,46+0,01°  4822+0,07 36,27+0,09* 55,61=1,43
C L1  17,37+0,10%  2,56+0,05* 4,16+£0,07*  16,26+0,37 8,40+0,06  21,55+0,47°
C L2 17,1320,22°¢ 2.42+0,04  4,04+0,12°  17,3120,07  9,21+0,42  21,25+0,13"

nd-nije detektirano; Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje
vrijednosti oznacene istim slovom u istome stupcu nisu statisti¢ki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada

rezultata provedena je koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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Slika 89. Kinetika otpustanja ruzmarinske kiseline iz cokolada pripremljenih s

inkapsulatom dobivenim suSenjem rasprsivanjem u ustima (SSF), Zelucu (SGF) i tankom

crijevu (SIF)
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Slika 90. Kinetika otpuStanja ruzmarinske kiseline iz Cokolada pripremljenih s liposomalnim

inkapsulatom u ustima (SSF), Zelucu (SGF) 1 tankom crijevu (SIF)

Teobromin, kao najzastupljeniji bioaktivni spoj iz skupine metilksantina u cokoladama,
odreden je u rasponu od 16,49 mg g”' (C_K) do 18,19 mg g”' (C_SR2), dok je udjel kafeina bio
nizi, u rasponu od 2,22 mg g (C_K) do 2,68 mg g' (C_SR2). Kao najzastupljeniji polifenolni
spoj iz skupine flavonola odreden je (-)-epikatehin u rasponu od 3,60 mg g™ (C_K) do 4,46 mg
g (C_SR2). Od polifenolnih spojeva dobri¢ice, u ¢okoladama s dodatkom inkapsulata,
identificirane su klorogenska kiselina, ruzmarinska kiselina 1 rutin. Udjel klorogenske kiseline,
ruzmarinske kiseline 1 rutina u cokoladama pripremljenima s dodatkom inkapsulata dobivenog
suenjem raspriivanjem iznosio je redom 50,97, 36,89 i 49,98 pg g u uzorku C_SR1 i 48,22,
36,271 55,61 pg g u uzorku C_SR2, a u dokoladama s dodatkom liposomalnog inkapsulata
16,26, 8,401 21,55 pg g’ uuzorku ¢ L11i17,31,9.21i21,25 pg g uuzorku C_L2.

Dodatkom oba inkapsulata ekstrakta dobriCice, neovisno o tehnici pripreme i1 nacinu
inkorporacije (Slika 26), postignuto je kontinuirano i kontrolirano otpustanje ruzmarinske
kiseline. Razlika u otpuStanju ruzmarinske kiseline kod cokolada obogacenih dodatkom
inkapsulata dobivenog susenjem raspriivanjem (C_SR1 i C_SR2) uotena je u SGF-u u

vremenu od 30 do 120 minuta te prvih 5 minuta u SIF-u.
4.10.3. Odredivanje reoloSkih svojstava Cokolada

Krivulje te¢enja i krivulje viskoznosti cokolada prikazane su na Slikama 91 192, dok su reoloski
parametri ¢okolada (Casson-ova granica te¢enja i1 Casson-ova plasticna viskoznost) prikazani

u Tablici 41.
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Slika 91. Krivulje teCenja novoformuliranih ¢okolada
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Slika 92. Krivulje viskoznosti novoformuliranih ¢okolada
Tablica 41. Reoloska svojstva novoformuliranih ¢okolada
Casson-ova granica teCenja Casson-ova plasti¢na
Uzorak (Pa) — 1 viskoznost (Pa s) — 7c
C K 13,1 £0,81% 1,61 +0,04%
C SRI 13,23 £0,63%* 1,86 +0,09
C SR2 9,13 + 0,424 1,36 + 0,05
C LI 13,56 £ 0,11%¢ 1,53 £0,07%
C L2 8,15+ 0,144 1,29 + 0,07°¢

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom u istome stupcu nisu statisticki znacajno razli¢ite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je
koriste¢i jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.
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Uzorci ¢okolada su prema krivuljama tecenja i1 krivuljama viskoznosti pokazali ponasanje
karakteristiéno za ne-newtonske pseudoplasticne tekucéine. Za odredivanje svojstva tecenja
uzoraka cokolada koristen je Casson-ov model pri ¢emu granica teCenja oznacava minimalno
smi¢no naprezanje potrebno da bi cokolada pocela te¢i, a plasti¢na viskoznost silu potrebnu za

odrzavanje konstantnog protoka u ¢okoladi.

Granica teGenja za kontrolni uzorak ¢okolade (C_K) iznosila je 13,1 Pa. Dodatak inkapsulata
dobivenog suSenjem raspriivanjem i liposomalnog, direktno u ¢okoladnu masu (C_SR1 i
C _L1), nije statisti¢ki zna¢ajno (p>0,05) utjecao na promjenu granice teéenja ¢okolada (13,23
1 13,56 Pa). Statisti¢ki znacajno (p<0,05) nize granice teCenja (9,13 1 8,15 Pa) uocene su kod
uzoraka ¢okolada kod kojih su inkapsulati bili prethodno homogenizirani u kakaovom maslacu
koji je kao takav bio koristen za pripremu &okoladne mase (C_SR2 i C L2). Casson-ova
viskoznost za kontrolni uzorak (C K) iznosila je 1,61 Pa s te se nije statisticki znacajno
(p>0,05) razlikovala od vrijednosti utvrdene za uzorak C L1 (1,53 Pa s). Jedino statisticki
znadajno (p<0,05) povecanje viskoznosti uoéeno je kod uzorka C_SR1 (1,86 Pa s). Vazno je
istaknuti da su Cokolade pripremljene direktnim dodatkom inkapsulata u cokoladnu masu
(C_SR1 i C L1) bile statisti¢ki znacajno (p<0,05) viskoznije u odnosu na one kod kojih su
inkapsulati bili prethodno homogenizirani u kakaovom maslacu koji je kao takav koriSten za

pripremu ¢okoladne mase (C_SR2 i C_L2).
4.10.4. Odredivanje svojstava taljenja i tvrdoce cokolada

Termogrami uzoraka ¢okolada u obliku DSC krivulja prikazani su na Slici 93, a parametri
taljenja za oblik V (B2) kakaovog maslaca prikazani su u Tablici 42. Od teksturalnih svojstava,

odredena je tvrdoc¢a ¢okolada 1 rezultati su prikazani na Slici 94.

Na krivuljama taljenja svih uzoraka ¢okolada (DSC termogrami), primije¢ena su 2 endotermna
pika. Prvi pik, koji je Sirok i blag kod svih uzoraka, primije¢en je u rasponu temperatura
maksimuma od 26 do 28 °C i predstavlja taljenje polimorfnog oblika IV (B'1) kakaovog maslaca.
Drugi pik, ostriji nego prvi, takoder je primijeCen kod svih uzoraka u uskom rasponu
temperatura maksimuma od 30,39 °C (C SR1) do 32,12 °C (C K) i predstavlja taljenje
najpozeljnijeg polimorfnog oblika kakaovog maslaca - oblik V (B2). S obzirom na dominaciju
oblika V kakaovog maslaca u odnosu na druge, moze se zakljuiti da je proces temperiranja
svih uzoraka Cokolada proveden ispravno. Premda dodatak inkapsulata u cokolade nije
rezultirao zna¢ajnom promjenom u temperaturi maksimuma taljenja oblika V kakaovog

maslaca, promjene u entalpiji taljenja (4H;) bile su znacajnije te se pokazalo da je najmanja
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koli¢ina energije potrebna za taljenje kontrolnog uzorka C K (17,27 J g!), a najveéa za uzorak

C _SR1 (26,127 ¢g").
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Slika 93. DSC termogrami novoformuliranih ¢okolada

Tablica 42. Rezultati DSC analize — maksimalna temperatura taljenja (77) 1 specifi¢na

entalpija taljenja (4H;) za oblik V (B.) kakaovog maslaca u uzorcima cokolada

Uzorak (o]é At
Jgh

C K 32,12 17,27
C_SR1 30,39 26,12
C SR2 31,59 21,24
C L1 31,56 18,86
C L2 31,20 22,65
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Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti uz pripadajuce standardne devijacije. Srednje vrijednosti oznacene
istim slovom nisu statistiCki znacajno razlicite (p>0,05). Statisticka obrada rezultata provedena je koristeci
jednosmjerni ANOVA test i Tukey post-hoc test.

Slika 94. Tvrdoc¢a novoformuliranih ¢okolada

Tvrdoéa kontrolnog uzorka ¢okolade (C_K) iznosila je 18286,75 g, a statisticki zna¢ajno
(p<0,05) manja tvrdo¢a uocena je kod cokolade pripremljene dodatkom liposomalnog

lomljenje od svih uzoraka.
4.10.5. Odredivanje senzorskih svojstava cokolada

Na Slici 95 je fotografija samo jedne novoformulirane ¢okolade budu¢i da se vanjskim
izgledom cokolade nisu razlikovale. Rezultati senzorske analize cokolada, koji su ukljucivali
ocjenjivanje izgleda (boja, sjaj 1 povrsina), akusticnosti (lom), teksture (taljenje), okusa (slatko,

gorko 1 biljno) i op¢u prihvatljivost, prikazani su na Slici 96.

Slika 95. Primjer formulirane ¢okolade
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Op¢a prihvatljivost
Biljno [ - ", Povrgina
Gorko ' Lom C K
...... ¢ SRI
T e C SR2
/Taljenje -0 CV:—LI
——=C12

Slika 96. Rezultati senzorske analize novoformuliranih ¢okolada

Sve Cokolade ocijenjene su visokim ocjenama za boju koje su bile u uskom rasponu od 7,6
(C_SR1) do 8,5 (C_SR2). Najnizim intenzitetom sjaja ocijenjeni su kontrolni uzorak ¢okolade
(C_K)iuzorak C_SR1, s ocjenama od 5,6 i5,5, dok je najvisi intenzitet sjaja odreden u uzorku
C_SR2 s ocjenom od 7,8. Takoder, isti uzorak (C_SR2) bio je ocijenjen s najvisom ocjenom za
izgled povrsine (7,9). Opéenito, uzorak C_SR2 bio je ocijenjen s najvis§im ocjenama $to se tice
parametara izgleda ¢okolada. Cokoladama pripremljenima s dodatkom liposomalnog
inkapsulata (C_ L1 i C L2) ocijenjen je najvii intenzitet loma, s ocjenama od 7.6 i 7,3.
Najintenzivnije taljenje ocijenjeno je u uzorku CSR_1 (ocjena 8,0), a najmanje intenzivno s
jednakim ocjenama (6,4), u uzorcima pripremljenima s liposomalnim inkapsulatom (C L1 i
C L2).

Svi uzorci éokolada ocijenjeni su kao umjereno slatki, u uskom rasponu ocjena od 5,6 (C_L2)
do 6,6 (C_SR1 i C_K) te kao blago gorki, u uskom rasponu ocjena od 3,3 (C_SR1) do 4,0
(C_L2). Biljni okus je u svim uzorcima ¢okolada ocijenjen s vrlo niskim ocjenama u rasponu
od 1,6 (C_L1) do 2,8 (C_L2). Sve ¢okolade bile su dobro prihvaéene od strane senzorskog
panela jer su se ocjene za opéu prihvatljivost kretale od 6,3 (C_SR1) do 7,9 (C_L1).
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5. Rasprava

U ovome radu, istrazivan je bioaktivni potencijal tradicionalne biljne vrste dobricice (Glechoma
hederacea L.), koja, iako se generacijama koristi u narodnoj medicini, nije dovoljna istrazena
u pogledu bioaktivnog sastava i bioloskih uc¢inaka. Uzorci dobricice sakupljeni su na podrucju
kontinentalne Hrvatske u fazi cvjetanja te im je odreden osnovni kemijski sastav, ukljucujuci
udjel suhe tvari, proteina, ulja, pepela i prehrambenih vlakana velike molekulske mase. U cilju
detaljnijeg uvida u kemijski sastav, uzorcima je odreden sastav masnih kiselina 1 sastav makro-
1 mikroelemenata. Istrazivanje se nastavilo u smjeru karakterizacije bioaktivnog sastava istih
uzoraka, s naglaskom na polifenolne spojeve, te su se u svrhu maksimalne ekstrakcijske
ucinkovitosti istih optimirale konvencionalna tehnika ekstrakcije potpomognuta zagrijavanjem,
ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima i ekstrakcija subkriticnom vodom, koriste¢i metodu
odzivnih povrSina 1 centralno kompozitni dizajn. UCcinkovitost ekstrakcija pratila se
spektrofotometrijski odredivanjem udjela ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta
dobivenih ekstrakata te tekucinskom kromatografijom (HPLC-PDA i1 LC-MS/MS) u cilju
kvantifikacije pojedinacnih polifenolnih spojeva. Ekstrakt najizrazenijeg bioaktivnog
potencijala bio je podvrgnut analizi bioloskih uc¢inaka koristeci in vitro 1 in vivo metodologiju.
In vitro metodologija ukljucivala je odredivanje citotoksicnog djelovanja ekstrakta na humanim
stanicnim linijama probavnog sustava, kao i na glavne predstavnike humane mikrobiote.
Antioksidacijsko djelovanje ekstrakta odredilo se ispitivanjem stupnja karbonilacije na
modelnom proteinu albuminu iz govedeg seruma i pracenjem indukcije slobodnih radikala u
navedenim stani¢nim linijama, dok je genoprotektivni u¢inak ispitan na modelnom genetickom
materijalu te na genomu navedenih stani¢nih linija. Utjecaj ekstrakta dobriCice na stupanj
oksidacijskog stresa in vivo bio je pracen kroz parametre karbonilacije proteina, lipidne
peroksidacije, odredivanjem aktivnosti endogenog enzimatskog antioksidansa superoksid
dismutaze i odredivanjem koncentracije neenzimatskog endogenog antioksidansa glutationa, u
homogenatima bubrega, jetre i1 slezene eksperimentalnih Zivotinja (Stakori), a za procjenu
primarnih oste¢enja DNK u stanicama istih organa i krvi koristila se standardna izvedba komet

testa.

Nakon detaljne analize bioaktivnog sastava i1 bioloSkih ucinaka ekstrakta dobricice, isti se
inkapsulirao suSenjem rasprSivanjem i liposomalnom tehnikom. Kao osnovni sastojak nosaca
za inkapsulaciju suSenjem rasprSivanjem koristila se guar guma u kombinaciji s nutriozom,

ksilanom, hidrolizatom kolagena, mucinom 1 karboksimetil celulozom, a liposomalna
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inkapsulacija provela se koriste¢i fosfatidilkolin visoke Cisto¢e. Uz odredivanje inkapsulacijske
ucinkovitosti, retencija polifenola dobri¢ice u inkapsuliranim sustavima pratila se i in vitro
digestijom, odnosno simulacijom probave istih u Zelucu i tankom crijevu. Velicina inkapsulata
odredila se odgovaraju¢om metodom dinamickog i elektroforetskog rasprSenja svjetlosti,
morfoloske karakteristike inkapsulata pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM) i
mikroskopijom atomskih sila (AFM), dok se infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom
transformacijom (FT-IR) ispitala prisutnost funkcionalnih veza unutar inkapsulata.
Inkapsulatima suSenim rasprSivanjem dodatno se ispitala mocivost, kontaktni kut vode, nasipna
gustoca, svojstva te¢enja 1 kohezivnosti, a liposomalnim inkapsulatima indeks polidisperzije 1
zeta potencijal. Liposomalni inkapsulat ekstrakta dobri¢ice nadalje je ispitan in vivo
metodologijom odredujuéi iste parametre oksidacijskog stresa kao 1 u slucaju ekstrakta
dobricice. U konacnici, inkapsulati suseni rasprSivanjem i liposomalni inkapsulati koristeni su
za formulaciju inovativnih funkcionalnih ¢okolada. Novorazvijenim ¢okoladama analiziran je

bioaktivni sastav, teksturalna i1 reoloska svojstva, svojstva taljenja i senzorsko ocjenjivanje.

5.1. Kemijski sastav uzoraka dobricice

U cilju sto bolje karakterizacije sastava dobriCice, uzorci su sakupljeni na 7 lokacija na podrucju
kontinentalne Hrvatske unutar Krapinsko-zagorske zupanije (uzorak D1), Grada Zagreba
(uzorak D2), Bjelovarsko-bilogorske Zupanije (uzorak D3), Varazdinske zupanije (uzorci D4 i
D5) 1 Brodsko-posavske zupanije (uzorci D6 i D7). Prikupljenim uzorcima dobricice odreden
je kemijski sastav koriste¢i standardne AOAC metode, a rezultati su pokazali odredene razlike
ovisno o staniStu, Sto je 1 o¢ekivano buduci da su uzorci sakupljeni na medusobno udaljenim
lokacijama. Kemijski sastav biljaka podlozan je utjecaju vrste i sastava tla, klimatskih uvijeta,
nadmorske visine, a 1 vremenu berbe te uvjetima procesiranja i skladistenja (Altaf i sur., 2019).
Ipak, bez obzira na razlicite udjele pojedinih komponenata, u ovome istrazivanju, u svim
uzorcima dobri¢ice odreden je visoki udjel netopljivih prehrambenih vlakana i proteina te nizak
udjel ulja. Visoki udjel netopljivih prehrambenih vlakana velike molekulske mase u suhoj tvari
prikupljenih uzoraka dobri¢ice moze se pripisati znacajnom udjelu celuloze, strukturnom
polisaharidu, koja ¢ini oko 50 % ukupnog ugljika u biljkama (Barros i sur., 2011). Udjel
proteina kod uzorka dobricice D5 (23,12 % s. tv.), s podru¢ja Varazdinske Zupanije, bio je cak
u rasponu udjela proteina zrnatih mahunarki (24,0 — 26,1 %), koje se smatraju bogatim izvorima
proteina (Iqda i sur., 2006), Sto je takoder u skladu s rezultatima Jo i1 suradnika (20001) koji su

u dobricici iz Juzne Koreje odredili udjel proteina od 20,28 %. Zanimljivo je istaknuti da se
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uzorci D6 1 D7, ¢ije su lokacije sakupljanja blizu unutar podrucja Brodsko-posavske zupanije,
nisu medusobno znacajno (p>0,05) razlikovali u udjelu proteina, kao i u odnosu na uzorke
sakupljene s udaljenijih lokacija, to¢nije s uzorkom DI, s podru¢ja Krapinsko-zagorske
zupanije, i uzorka D3, sakupljenog u Bjelovarsko-bilogorskoj zupaniji. Wang i suradnici (2003)
objavili su prisutnost lektina, nazvanog Gleheda, u listovima dobricice s podrucja Belgije, koji
ima izrazajna insekticidna svojstava i koji je predstavljao ¢ak i do 35 % ukupnih proteina.
Istrazujuéi kemijski sastav dobricice s podrucja Juzne Koreje, Jo i suradnici (2001) odredili su
sli¢an makromolekulski sastav, kao u ovome istrazivanju, te je uz udjel proteina, vrlo slican bio
1 udjel pepela (15,78 %) 1 ulja (3,96 %). U ovome istraZivanju, udjeli pepela 1 ulja u uzorcima
dobricice nisu se previse razlikovali ovisno o mjestu sakupljanja te se tako, na primjer, njthovi
udjeli u uzorku DI, sakupljenog na podrucju Krapinsko-zagorske zupanije, nisu statisticki
znacajno (p>0,05) razlikovali u odnosu na udjele uuzorcima D2, D5, D6 1 D7, sakupljeni redom
s podrucja Grada Zagreba, Varazdinske zupanije 1 Brodsko-posavske Zupanije. Za biljne vrste
iz porodice Lamiaceae nije oCekivan visoki udjel ulja, ali u odnosu na dobricicu, kadulja,
maticnjak, timijan, ruzmarin, vrisak 1 bosiljak mogu sadrzavati 1 do oko 6 — 9 % ulja, ali manji

udjel proteina do oko 5 — 8 % (Tomescu i sur., 2015).

Nakon gravimetrijskog odredivanja udjela ulja u uzorcima dobriice primjenom Soxhlet
ekstraktora, u izdvojenog lipidnoj frakciji odreden je sastav masnih kiselina i uoc¢eno je da su
nezasi¢ene masne kiseline bile zastupljenije nego zasicene, 1 to najvise oleinska, linolnai a-
linolenska kiselina, dok je od zasi¢enih masnih kiselina ve¢inom dominirala palmitinska
kiselina. Palmitinska, linolna 1 a-linolenska kiselina smatraju se glavnim masnim kiselinama u
listovima razlicitih biljaka iz porodice Lamiaceae (Cacan i sur., 2018). Uzorak D7, s podrucja
Brodsko-posavske zupanije, pokazao je najvecu raznolikost masnih kiselina u svom sastavu te
je bio jedini uzorak s identificiranom behenskom kiselinom (6,52 % m.k.), a uz uzorke DI, s
podrucja Krapinsko-zagorske Zupanije, i D4, s podru¢ja Varazdinske Zupanije, jedini s
lignocerinskom kiselinom (13,73 % m.k.), sa statisticki znacajno (p<0,05) veéim njezinim
udjelom u odnosu na uzorke D1 1 D4 (2,46 1 3,22 % m.k.). U istraZivanju Barros i suradnika
(2011), kao najzastupljenija masna kiselina u dobricici, podrijetlom iz sjeveroistocnog
Portugala, odredena je oleinska kiselina (35,12 %), zatim a-linolenska kiselina (27,87 %),
palmitinska kiselina (12,23 %) i linolna kiselina (8,15 %). Jo 1 suradnici (2001) objavili su da
je linolenska kiselina (45,18 %) najzastupljenija masna kiselina dobricice s podrucja JuZne
Koreje, potom palmitinska (29,14 %), linolna (14,59 %), oleinska (5,19 %) i behenska (2,41

%) kiselina, Sto je u skladu s rezultatima ovog istraZivanja.
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S ciljem detaljnog uvida u kemijski sastav, prikupljenim uzorcima dobricice nadalje su odredeni
i udjeli pojedinacnih mineralnih tvari. Prema rezultatima analize makroelemenata prikupljenih
uzoraka, vidljivo je da dobri¢ica sadrzi visoke udjele kalija (K) i kalcija (Ca), koji su se
statisticki znacajno razlikovali (p<0,05) ovisno o prirodnom stani$tu. Najmanji udjel kalija
odreden je u uzorku D1 (14,4 mg g's. tv.), sakupljenog na podrucju Krapinsko-zagorske
Zupanije, a najvisi u uzorku D4 (29,8 mg g''s. tv.), iz Varazdinske Zupanije, dok je najmanji
udjel kalcija odreden u uzorku D2 (7,8 mg g! s. tv.), sakupljenog na podrucju grada Zagreba, a
najvisi u uzorku D3 (14,8 mg g's. tv.), iz Bjelovarsko-bilogorske Zupanije. Unos kalija
pridonosi smanjenju krvnog tlaka 1 time smanjuje rizik od mozdanog udara 1 koronarnih bolesti
srca te ima zaStitni u¢inak na gubitak koStane mase povezan sa starenjem i na smanjenje
bubreznih kamenaca, dok se kalcij isti¢e kao “supernutrijent” zbog uloge u smanjenju rizika od
osteoporoze, hipertenzije, pojave raka debelog crijeva, kao 1 drugih poremecaja (Weaver, 2013;
Miller 1 sur., 2001). Takoder, ako se koristi u obliku biljne infuzije, dobricica jos uvijek moze
posluziti kao bogat izvor kalija budu¢i da on pripada skupini visoko ekstrahiranih elemenata
(Juranovié¢ Cindrié i sur., 2013). Znatno nizi udjel kalija (5,98 mg g™!) i kalcija (2,40 mg g™),
nego u ovome istrazivanju, odreden je u uzorku dobricice s podruc¢ja Juzne Koreje, u kojem je
natrij bio zastupljeniji (6,50 mg g!) (Jo i sur., 2001). Nadalje, u ovome istrazivanju, po
statistiCki znacajno viSem (p<0,05) udjelu zeljeza (Fe) u odnosu na druge uzorke, istaknuli su
se uzorci D1 (1,4 mg g's. tv.)i D2 (1,3 mg g''s. tv.), ¢iji su udjeli u rasponu udjela Zeljeza u
ljekovitim biljkama koje se tradicionalne koriste u lijeCenju anemije, odnosno u rasponu udjela
od 0,7 mg g, odreden u listovima i stabljikama ricinusa, do 2,7 mg g™, odreden u listovima

indijskog hrasta (Koné i sur., 2012).

Medu mikroelementima, prema udjelu u dobricici, istaknuli su se vanadij (V) 1 krom (Cr). Mala
koli¢ina vanadija, uobicajenog dnevnog unosa od 0,01 — 0,02 mg, unesena hranom i vodom za
pice, u obliku vanadij(V) oksida i vanadij(IV) oksida, ili ¢es¢e kao vanadat (H2VO4"), korisna
je za zdravlje, dok prekomjeran unos moze biti toksican. Spojevi vanadija pokazali su se
korisnima u lije¢enju dijabetesa, u terapiji kancerogenih bolesti te u borbi protiv zaraznih bolesti
(Rehder, 2020). Ljekovite biljke poznate su po svojstvu da mogu apsorbirati i pohranjivati
razli¢ite minerale, uklju€ujuci i krom, pa tako i dobri€ica, te mogu posluZiti kao dodaci prehrani
za sprjeCavanje nedostatka kroma koji inae moze uzrokovati razne kardiovaskularne
poremecaje, aterosklerozu, endokrine bolesti, perifernu neuropatiju, itd. (Lovkova i sur., 2001).
Zanimljivo je istaknuti da su se uzorci D1 i D2, kao i slucaju zeljeza, statisticki znacajno

razlikovali (p<0,05) od drugih po visem udjelu vanadija (3,4 i 3,8 ug g s. tv.) i kroma (3,3 i
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2,9 ug g'ls. tv.), kao i po statisti¢ki znacajno vis§im udjelima (p<0,05) kobalta (0,51 0,6 ug g’
s. tv.), arsena (0,4 10,5 ug g s. tv.), molibdena (1,21 1,4 pg g s. tv.), kositra (0,1 pg g!'s. tv.)
iolova (1,01 1,3 pg g s. tv.). Udjel mikroelemenata, isto kao i makroelemenata, ovisio je o
prirodnom stanistu dobricice, $to je i ocekivano posto na mineralni sastav biljaka znacajno
utjeCu vrsta tla, nac¢in gnojidbe i1 okoli$ni uvjeti, kao Sto su slanost tla, suSa, temperatura,
svjetlosni uvjeti, itd. (Martinez-Ballesta i sur., 2010), a oni nisu jednaki na svim stanistima. Cak
i kod uzoraka D4 1 D5, sakupljenih unutar podruc¢ja Varazdinske Zupanije, uocene su statistic¢ki
znacajne razlike (p<0,05) u sastavu makro- 1 mikroelemenata, uz iznimku samo u udjelima
zeljeza, fosfora, selena, kositra, Zive 1 titanija. Veca sli¢nost medu uzorcima u mineralnom
sastavu sakupljenih s podrucja iste Zupanije, to¢nije s podru¢ja Brodsko-posavske zupanije,
uocena je kod uzoraka D6 1 D7, koji se nisu medusobno statisticki znacajno (p>0,05) razlikovali

po udjelima zeljeza, fosfora, vanadija, kobalta, arsena, selena, zive i titanija.

Ne postoji standard koji se odnosi na dopusteni udjel metala u medicinskim biljnim sirovinama,
a Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization — WHQO) navodi samo
maksimalno dopustene koli¢ine za arsen (1,0 mg kg™!), kadmij (0,3 mg kg™') i olovo (10 mg kg
Y (Zinicovscaia i sur., 2020). U ovome istrazivanju, udjel navedenih elemenata u svim
uzorcima dobri¢ice bio je ispod dopustenih razina. Sto se ti¢e ostalih mikroelemenata (Cu, Ni,
Hg, Mn, Zn, Mo, Co i Sb), njihov udjel bio je unutar sigurnih granica i ispod referentnih

vrijednosti za toksi¢ni ucinak (Stanojkovic-Sebic i sur., 2014).

5.2. Optimiranje pojedinih tehnika ekstrakcije polifenolnih spojeva dobricice

Ekstrakcija je klju¢an korak u izolaciji polifenolnih spojeva, a zbog kompleksnosti i
raznolikosti polifenolnih spojeva u pogledu polarnosti, kemijske strukture te kompleksnosti
matriksa u kojem se nalaze, ne postoji standardni protokol za njihovu ekstrakciju (Plaza i sur.,
2018). Polifenolni spojevi mogu se uspjesno ekstrahirati koriste¢i konvencionalne tehnike
ekstrakcije koje se temelje na ekstrakcijskom kapacitetu razli¢itih otapala, primjeni topline i/ili
mijeSanju uzorka s otapalom pri ¢emu je polarnost ciljanog spoja najvazniji ¢cimbenik za izbor
otapala (Sridhar i sur., 2021; Azmir i sur., 2013). Neki od nedostataka konvencionalnih tehnika
ekstrakcija su dugo vrijeme ekstrakcije, niska selektivnost ekstrakcije, potreba za skupim
otapalima visoke Cistoce te termalna degradacija termolabilnih spojeva (Azmir i sur., 2013). U
cilju savladavanja navedenih nedostataka razvijaju se inovativne tehnike ekstrakcije, kao §to su
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija pulsiraju¢im elektricnim poljem,

ekstrakcija potpomognuta enzimima, ekstrakcija visokonaponskim praznjenjem, ekstrakcija
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potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija subkriticnom vodom, itd. (Sridhar i sur., 2021). U
ovome radu, u svrhu postizanja maksimalne ekstrakcijske ucinkovitosti polifenolnih spojeva
dobricice, istrazivana je konvencionalna tehnika ekstrakcije potpomognuta zagrijavanjem
(HAE), a od inovativnih tehnika istrazivane su ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

(MAE) i ekstrakcija subkriticnom vodom (SWE).

Konvencionalna ekstrakcija potpomognuta zagrijavanjem najces¢e je primjenjivana tehnika
ekstrakcije bioaktivnih spojeva na industrijskoj razini, a i u analitickim eksperimentima, zbog
jednostavnosti izvedbe 1 lako dostupne opreme, a upravo je i to tehnika koja se najcesce koristi
u kucanstvima za pripremu biljnih infuzija, uz vodu kao ekstrakcijsko otapalo. Kod ove tehnike,
primijenjena toplina povecava poroznost stanica biljnog materijala i oStecuje stani¢nu stijenku
¢inedi je tako propusnijom za ekstrakcijsko otapalo (Chino i sur., 2019). ViSe temperature
tijekom ekstrakcije mogu djelovati pozitivno na povecavanje udjela ekstrahiranih spojeva i
brzinu ekstrakcije jer viSa temperatura daje vecu kineticku energiju ekstrahiranim spojevima
koji se kre¢u kroz biljni matriks, Sto olakSava difuziju i ekstrakciju (Li, 2023), ali temperaturu
je, uz vrijeme ekstrakcije, potrebno optimirati kako bi se izbjegla degradacija termolabilnih
bioaktivnih spojeva. Kod pripreme ekstrakata listova, korijena i cvjetova biljnih materijala,
preporuka je koristiti krace vrijeme ekstrakcije, odnosno oko 15 minuta u kipucoj vodi, za
razliku od pripreme ekstrakata grana i kora drveca gdje se ekstrakcija moze provoditi i do 1 sat

u kipucoj vodi (Bitwell i sur., 2023).

Mikrovalovi su neionizirajuca elektromagnetska zracenja frekvencije od 300 MHz do 300 GHz
koji su u elektromagnetskom spektru smjesteni izmedu radiofrekventnih valova i infracrvenih
zraka (Routray 1 Orsat, 2012). Tijekom ekstrakcije bioaktivnih spojeva pomocu mikrovalova,
mikrovalovi brzo predaju energiju otapalu, a i biljnom matriksu pri ¢emu dolazi do zagrijavanja
vode prisutne u biljnoj stanici (in situ voda) §to uzrokuje njeno isparavanje i stvara veliki
pritisak na stani¢nu stijenku koja potom slabi 1 puca. Puknuce stani¢ne stijenke moze olaksati
prijenos mase otapala u biljne materijale te bioaktivnih spojeva u otapalo omogucujuci na taj
nacin ucinkovitu ekstrakciju, $to posljedicno pridonosi vecoj ekstrakcijskoj ucinkovitosti

(Bagade i Patil, 2019; Zhang 1 sur., 2011).

Subkriticna voda definira se kao vru¢a voda na dovoljno visokom tlaku da se odrzi u teku¢em
stanju na kriti¢noj temperaturi izmedu 100 °C (temperatura kljucanja vode) 1 374 °C (kriticna
temperatura vode) i1 pri kriticnom tlaku (1 — 22,1 MPa) (Zhang i sur., 2019). S porastom
temperature, dielektricna konstanta, viskoznost i povrsinska napetost vode se smanjuju, dok se

koeficijent difuzije poboljSava (Cheng i sur., 2021). Dielektri¢na konstanta vode na 25 °C i pri
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atmosferskom tlaku iznosi 80, a porastom temperature na 250 °C i pri tlaku od 25 bar, vrijednost
dielektri¢ne konstante se smanji na 25, Sto je u rasponu vrijednosti dielektri¢nih konstanti za
metanol (¢ = 33) i etanol (¢ = 24). U takvim uvjetima voda je po nekim svojstvima slicna
organskim otapalima te je pogodna za ekstrakciju manje polarnih spojeva. Energija koju dobiva
subkriticna voda moze prekinuti interakciju izmedu adhezije (otopljena tvar-matriks) i kohezije
(otopljena tvar-otopljena tvar) smanjenjem energije aktivacije potrebne za proces desorpcije,
dok poviseni tlak rezultira prodiranjem vode u biljni matriks kroz pore, $to je nemoguce postici

pod atmosferskim tlakom (Zhang i sur., 2019).

Kako bi se postigla maksimalna ekstrakcijska u€inkovitost spojeva od interesa, uz smanjenje
troSkova 1 vremena, potrebno je provesti proces optimiranja svake tehnike ekstrakcije zasebno
(Bezerra 1 sur., 2008). Tradicionalno se optimiranje provodilo univarijantnim metodama pri
¢emu se mijenjala vrijednost jednog parametra ekstrakcije, dok bi se vrijednosti ostalih
odrzavale konstantnima. Glavni nedostatak ovog pristupa, uz potreban veliki broj
eksperimenata, je nemoguénost uzimanja u obzir medusobne interakcije razli¢itih varijabli
(Bezerra 1 sur., 2008; Ferreira 1 sur., 2007). Stoga su se razvile multivarijantne metode
optimiranja procesa, a jedna od najces¢e koriStenih je metoda odzivnih povrSina koja
predstavlja skup statistickih 1 matematickih metoda temeljenih na pronalasku polinominalne
jednadzbe koja dovoljno dobro opisuje i predvida ponasanje eksperimentalnih podataka
(Bezerra 1 sur., 2008; Bas 1 Boyaci, 2007). U ovome istrazivanju, koriste¢i metodu odzivnih
povrsina 1 centralno kompozitni dizajn, kreirani su matematicki modeli koji su uspjesno
primijenjeni u optimiranju svih triju istrazivanih tehnika. Dobivene eksperimentalne vrijednosti
za udjel ukupnih polifenola i1 antioksidacijski kapacitet ekstrakata bile su vrlo slicne
vrijednostima predvidenima koriStenim matematickim modelima s vrlo niskim relativnim
pogreskama. Kod svih tehnika, kao optimalan omjer uzorak/otapalo odreden je 0,01 g mL",
dok su vrijeme i temperatura varirali ovisno o tehnici: za HAE 10 minuta i 100 °C, za MAE
4,93 minute 1 90 °C te za SWE 5 minuta 1 200 °C. Najveca ekstrakcijska ucinkovitost
polifenolnih spojeva, a time i antioksidacijski kapacitet ekstrakata, postignuti su koriste¢i SWE
tehniku. Ekstrakcijske u¢inkovitosti HAE 1 MAE tehnika u pogledu udjela ukupnih polifenola
nisu bile znafajno razliCite, pri ¢emu je MAE tehnika postigla jednaku ekstrakcijsku
ucinkovitost u dvostruko kra¢em vremenskom periodu. Prema istrazivanju Arruda i suradnika
(2017), temperature iznad 75 °C mogu uzrokovati degradaciju polifenolnih spojeva ili njihovu

interakciju s drugim spojevima matriksa usporavaju¢i njihovu ekstrakciju. U ovome
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istrazivanju, optimalne temperature bile su viSe, no ekstrakcija se provodila u kratkom

vremenskom periodu, $to nije rezultiralo degradacijom polifenola.

Gwiazdowska 1 suradnici (2022) istrazivali su ekstrakciju polifenolnih spojeva dobricice
koriste¢i superkriticni CO; s varijacijom temperature (40, 50 i 60 °C), a pri konstantnom tlaku
(250 bar). Zbog nepolarne prirode CO: te u cilju povecanja ekstrakcijske ucinkovitosti
polifenolnih spojeva, koristen je metanol kao suotapalo. U ekstraktu dobivenim pri najnizoj
temperaturi (40 °C) odreden je zna¢ajno visi udjel ukupnih polifenola (138,33 mg EGK g
ekstrakta) u odnosu na druga dva ekstrakta (43,00 i 46,00 mg EGK g ekstrakta) te je
zakljuCeno da povecanje temperature ima negativan u¢inak na topljivost polifenola tijekom
ekstrakcije zbog smanjenja gustoce otapala. Grabowska 1 suradnici (2022) provodili su
ekstrakciju polifenolnih spojeva dobri€ice koristeci ekstrakciju uz refluks, infuziju, ekstrakciju
potpomognutu ultrazvukom i Soxhlet ekstrakciju uz varijaciju vremena (15 minuta — 2 sata) i
otapala (voda 1 etanol). Vodeni ekstrakti bili su okarakterizirani vi§im vrijednostima
antioksidacijskog kapaciteta, odredenog DPPH i FRAP metodama, u odnosu na etanolne
ekstrakte. Najvisi antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom (301,26 uM Fe*" g s.
tv.) detektiran je u infuziji pripremljenoj tijekom 30 minuta, a najvisi antioksidacijski kapacitet
odreden DPPH metodom (167,40 uM Trolox g™!'s. tv.), takoder u infuziji, ali pripremljenoj kroz

1 sat.

5.3. Polifenolni sastav uzoraka dobricice

Fenolni spojevi su organski spojevi koji sadrze jedan ili viSe aromatskih prstena u svojoj
strukturi na koji su vezane jedna ili vise hidroksilnih grupa. Siroko su rasprostranjena grupa
sekundarnih biljnih metabolita s preko nekoliko tisu¢a poznatih kemijskih struktura, od onih
jednostavnijih kao $to su fenolne kiseline te do onih kompleksnijih kao Sto su tanini (Alara 1
sur., 2021). Fenolni spojevi se sintetiziraju tijekom normalnog razvoja biljke, ali 1 kao odgovor
na razlicite stresne ¢imbenike (Haminiuk 1 sur., 2012). Fenolni spojevi stite biljke od razli¢itih
biotskih i abiotskih stresova, djeluju kao jedinstveni UV filteri, imaju ulogu signalnih molekula,
kao 1 detoksikacijskih i antimikrobnih obrambenih spojeva. Takoder, imaju ulogu u otpornosti
biljke na suSu te na toplinsku aklimatizaciju biljaka i otpornost na smrzavanje (Panche 1 sur.,
2016). Vrlo Cesto se kao sinonim za ,,fenolne spojeve* koristi izraz ,,polifenolni spojevi®, ali
polifenolni spojevi podrazumijevaju strukturu s najmanje dva fenolna prstena. Bate-Smith 1
Swain (1962) su prvi opisali polifenolne spojeve kao fenolne spojeve topljive u vodi s

molekulskom masom u rasponu od 500 do 3 000 Da te da uz uobicajene fenolne reakcije, imaju
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posebna svojstva kao Sto je mogucnost precipitacije alkaloida, Zelatine i drugih proteina iz
otopina. Kasnije su Haslam i Cai (1994) promijenili definiciju polifenolnih spojeva koja
podrazumijeva od 12 do 16 fenolnih hidroksilnih grupa na 5 — 7 aromatskih prstenova na 1000
Da relativne molekulske mase. Prema najnovijoj definiciji, polifenolni spojevi su sekundarni
biljni metaboliti koji potjecu iskljucivo iz fenilpropanoida sintetiziranih od Sikimata i/ili
poliketidnih putova koji sadrze vise od jednog fenolnog prstena liSenih bilo koje funkcionalne
skupine koja se temelji na dusiku u njihovom najosnovnijem strukturnom izrazu (Quideau i
sur., 2011). Najces¢e podjela polifenola je ona prema kemijskoj strukturi i koja ukljucuje 5
grupa polifenolnih spojeva — flavonoidi, fenolne kiseline, stilbeni, lignani 1 ostali (Grosso 1 sur.,

2014).

Dobricica pripada porodici usnaca (Lamiaceae) za koju je karakteristiCan visoki udjel fenolne
kiseline — ruzmarinske kiseline. Ruzmarinsku kiselinu prvi puta su izolirali 1958. godine
Scarpati 1 Oriente iz ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) §to je i1 definiralo njezino ime.
Ruzmarinska kiselina je ester kafeinske kiseline 1 3,4-dihidroksifenillakti¢ne kiseline (Sik i sur.,
2019). U ovome istrazivanju, jednaki profil polifenolnih spojeva ekstrakata dobricice,
ukljucujuéi uz ruzmarinsku kiselinu, takoder i klorogensku, kriptoklorogensku i kafeinsku
kiselinu te rutin, dobiven je primjenom MAE i HAE tehnika, dok je u ekstraktima dobivenim
SWE tehnikom uoc¢en novi spoj koji nije identificiran. Dominantan spoj (Slika 21b, pik oznacen
kao "F4"), uocen samo u SWE ekstraktima, podvrgnut je LC-MS/MS analizi koja je rezultirala
[M-1]" ionom na m/z 239 te koji je u MS/MS rezultirao dvama pikovima na m/z 147 i 193
(Slika 25), ali navedeni podaci se nisu mogu iskoristiti za uspjesSnu identifikaciju jer potrebne
informacije nedostaju u dostupnoj literaturi. Iako su molekulska formula 1 struktura
dominantnog spoja u SWE ekstraktima ostale prili¢no nejasne i nepoznate, ocito je da je SWE
tehnika rezultirala formiranjem novog antioksidansa. Ova pojava novih spojeva u ekstraktu koji
nisu bili prisutni u prirodnom matriksu prije ekstrakcije, u literaturi se opisuje kao neoformacija
(Gilbert-Lopez 1 sur., 2017). Novi spoj mogao je nastati kao produkt razgradnje zbog
primijenjene visoke temperature (200 °C) tijekom SWE tehnike koji je zadrzao fenolnu
strukturu, a time i1 antioksidacijski kapacitet. Druga moguénost jest da je nastao kao produkt
Maillard-ovih reakcija i reakcija karamelizacije, procesima koji se dogadaju tijekom ekstrakcije
subkriticnom vodom (Plaza i sur., 2010). Takoder, u ekstraktima dobivenim SWE tehnikom,
udjeli ciljanih polifenolnih spojeva (ruzmarinska, klorogenska, kriptoklorogenska i kafeinska
kiselina 1 rutin) bili su statisticki znac¢ajno (p<0,05) nizi u odnosu na MAE 1 HAE ekstrakte,

moguce zbog njihove degradacije uslijed visoke temperature, a i neprikladnosti SWE tehnike
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za njihovu ekstrakciju zbog smanjenja dielektricne konstante vode, koja kao takva nije vise
prikladna za njihovu ekstrakciju. Neoformacija uslijed primjene SWE tehnike prvi puta je
zabiljezena u radu Plaza i suradnika (2010) na uzorcima mikroalgi, makroalgi i biljaka pracena
povecanjem antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata, kao i u ovome istrazivanju. Neoformacija
primjenom SWE tehnike navedena je i u radu Mandura Jari¢ i suradnika (2023b) tijekom

ekstrakcije polifenolnih spojeva iz trave ive (Teucrium montanum L.)

Nadalje, u ovome istrazivanju, MAE tehnika rezultirala je najve¢om ekstrakcijskom
ucinkovitoS¢u ciljanih polifenolnih spojeva kod gotovo svih uzoraka. Izuzetci su uzorci D1 i
D5 u slucaju kafeinske kiseline te uzorak D3 u slucaju klorogenske kiseline gdje nije uoc¢ena
statisticki znaCajna (p>0,05) razlika u ekstrakcijskoj ucinkovitosti HAE 1 MAE tehnika za
navedene spojeve, dok je kod uzorka D2 HAE tehnika ¢ak bila uspjesnija u ekstrakciji kafeinske
kiseline u usporedbi s MAE tehnikom. Valja istaknuti 1 ekstrakcijsku ucinkovitost ukupnih
polifenola HAE tehnike u slucaju uzoraka D1, D2 i D3 koja nije bila statisticki znacajno
razli¢ita (p>0,05) u usporedbi s MAE tehnikom. Ako se ispituje jedna tehnika ekstrakcije, npr.
MAE tehnika, kroz sve uzorke, ocito je da se polifenolni profil dobri¢ice razlikuje prema
prirodnom stani§tu — u uzorcima DI, D2 i1 D6 prevladavaju¢i polifenolni spoj bila je
klorogenska kiselina (6,10, 7,1514,98 mg g™ s. tv.), u uzorcima D2 i D7 rutin (8,83 i 3,87 mg
g'ls. tv.), a uuzorcima D3, D4 i D5 ruzmarinska kiselina (5,56, 18,69 i 4,14 mg g s. tv). U
istrazivanju Varga 1 suradnika (2016), na udjel polifenolnih spojeva najvise je utjecalo vrijeme
sakupljanja dobricice, a manje prirodno staniste, odnosno mjesto sakupljanja. Doring i Petersen
(2014) istrazivali su polifenolne spojeve u razlic¢itim dijelovima dobricice (cvjetovi, listovi,
stabljika 1 korijen). Dobiveni rezultati pokazali su da cvjetovi dobriCice sadrze najvisi udjel
ruzmarinske (125,3 mg g’ s. tv.) i kafeinske (2,1 mg g s. tv.) kiseline, dok su u listovima (8,8
10,9 mg g's. tv.), stabljici (6,41 0,03 mg g™ s. tv.) i korijenu (13,1 i 4,0 mg g s. tv.) znatno
manje zastupljene. S druge strane, klorogenska kiselina detektirana je u najviSem udjelu u
listovima dobricice (20,1 mg g'!'s. tv.), manjem u cvjetovima (15,9 mg g' s. tv.), stabljici (13,2
mg g s. tv.) te u najmanjem udjelu u korijenu (0,1 mg g s. tv.) (Doring i Petersen, 2014).
Visoki udjel ruzmarinske kiseline (3,24 mg g™ s. tv.) u vodenom ekstraktu dobri¢ice objavili su
Bels¢ak-Cvitanovi¢ i suradnici (2011), kao i prisutnost kafeinske (0,25 mg g s. tv.) i
klorogenske (1,30 mg g™' s. tv.) kiseline. Ruzmarinska kiselina odredena je kao najzastupljeniji
polifenolni spoj dobricice i u radu Chou i suradnika (2019), u udjelu od 13,98 mg g's. tv,, a
takoder je detektirana i klorogenska (2,50 mg g™ s. tv.), kafeinska (1,82 mg g s. tv.) i
ferulinska (0,67 mg g s. tv.) kiselina, dok su, uz rutin (0,94 mg g s. tv.), od flavonoida,
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identificirani i genistin (0,90 mg g™!'s. tv.), genistein (0,02 mg g™' s. tv.) i daidzin (0,14 mg g’!
s. tv.). Grabowska 1 suradnici (2022) provodili su ekstrakciju polifenolnih spojeva dobricice
koriste¢i refluks, infuziju, ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom i Soxhlet ekstrakciju. Od
fenolnih kiselina u dobivenim ekstraktima identificirane su klorogenska, ruzmarinska i
protokatehinska kiselina, a od flavonoida rutin i izokvercetin. NajviSu ekstrakcijsku
ucinkovitost identificiranih polifenolnih spojeva postigli su vodom primjenom ekstrakcije uz
refluks — redom 1,32, 3,45, 0,47, 0,991 0,96 mg g”' s. tv. (Grabowska i sur., 2022). Od fenolnih
kiselina u dobricici su identificirane i1 fertarna, neoklorogenska, 2-O-kafeoiltreonska, 3-O-
kafeoiltreonska, 4-O-kafeoiltreonska, p-kumarilkininska 1 1 O-kafeoilkininska kiselina, a od
flavonoida cirsimaritin i hiperozid (Zorilla i sur., 2023; Stawinska 1 sur., 2023; Sile 1 sur.,

2022).

U ovome istraZivanju, u uzorcima dobricice identificirani su 1 glikozilirani oblici apigenina 1
luteolina - apigenin 7-(6” malonil glikozid) 1 luteolin 7-O-rutinozid s najvecim udjelima u
uzorcima D2 (0,90 mg g s. tv.) i D5 (0,68 mg g s. tv.). U istrazivanju Stawinska i suradnika
(2023) te Sile 1 suradnika (2022), detektirana je prisutnost apigenina i luteolina u aglikonskom
obliku, a 1 u obliku glikozida - apigenin 7-O-glukozid, luteolin 7-O-(6" malonilglukozid),
apigenin 7-(6" malonilglukozid) i luteolin 7-O-glukozid. Kikuchi i suradnici (2008) zabiljezili
su prisutnost apigenina 7-O-neohesperidozida, a Yamauchi i suradnici (2007) prisutnost
apigenina 7-O-B-D-glukopiranozida 1 luteolina 7-O-B-D-glukopiranozida. U dobriCici su
zabiljezeni i glikozilirani oblici kvercetina, krizoeriola i kemferola (Stawinska i sur., 2023; Sile

i sur., 2022; Kikuchi i sur., 2008).

5.4. Karakterizacija ekstrakata NIR spektroskopijom

Ekstrakti dobri¢ice analizirani su NIR spektroskopijom u podrucju valnih duljina od 904 do
1699 nm (Slika 30). Apsorpcija u podru¢ju od 900 do 1000 nm odgovara drugom i tre¢em
overtoneu CH 1 OH veza te ukljuCuje povezanost s tre¢cim overtoneom CH; istezanjem ili s
aromatskim skupinama. Apsorpcija u podrucju od 1340 do 1699 nm odgovara prvom i drugom
overtoneu CH i drugom overtoneu OH veza te takoder njihovu povezanost s aromatskim
grupama. Navedene veze 1 skupine ocekivane su u polifenolnim spojevima i1 antioksidansima
Sto ukazuje na njihovu prisutnost u uzorku, a razlike u spektrima upucuju na njihove razlike u
sastavu 1 udjelu (Gajdos Kljusuri¢ i sur., 2016). Najznacajnije razlike uoc¢ene na NIR spektrima
svih ekstrakata nalaze se u podrucju apsorpcije od 1600 do 1699 nm, gdje se posebno istice

krivulja SWE ekstrakata koja ima nizu apsorpciju od HAE i MAE ekstrakata. Takoder, do
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izrazaja dolazi odstupanje SWE ekstrakta uzorka D7, koji ima znatno visu apsorpciju od svih
preostalih ekstrakata u navedenom podrucju. Ovo podrucje apsorpcije odgovara prvom
overtoneu CH veza povezanih s aromatskim skupinama, Sto moze ukazivati na razliciti profil

polifenolnih spojeva.

Na NIR spektrima svih ekstrakata odredeni su dijelovi spektra koji upuéuju na specifi¢ne
razlike medu uzorcima te je stoga napravljena redukcija spektra za daljnju obradu podataka
PCA analizom. Za tu analizu (Slika 31) koriStene su vrijednosti apsorpcija u rasponu od 904 do
1000 nm 1 od 1400 do 1699 nm, kako bi se izlucile vazne informacije iz dobivenih podataka
koje se prikazuju kao nove ortogonalne varijable, odnosno glavne komponente (Saporta i
Niang, 2009). Slika 31 prikazuje prva dva faktora PCA analize koji zajedno opisuju 98,16 %
podataka (75,70 % faktor 1; 22,46 % faktor 2) pri ¢emu faktor 1 ima vecu znacajnost za razlike
medu uzorcima raspodijeljenih po x-osi. Uzorci su grupirani prema tehnikama ekstrakcije te su
HAE 1 MAE ekstrakti grupirani zajedno, dok su se SWE ekstrakti grupirali zasebno. Rezultati
se mogu povezati s rezultatima HPLC analize pojedinacnih polifenolnih spojeva, budu¢i da su
u svim ekstraktima pripremljenim HAE 1 MAE tehnikama isti polifenolni spojevi identificirani
1 kvantificirani kao dominantni, dok je SWE tehnika rezultirala drugacijim profilom

polifenolnih spojeva $to je objasnjeno u prethodnom poglavlju (poglavije 5.3.).

5.5. In vitro bioloSki ucinci ekstrakta dobricice

5.5.1. Citotoksicéni i proliferativni ucinak ekstrakta dobricice na kontinuirane humane

stanicne linije

U ovome radu istrazivan je citotoksicni, odnosno proliferativni, u¢inak ekstrakta dobriCice na
kontinuirane humane stani¢ne linije probavnog sustava jer ¢e tijekom konzumacije ekstrakta,
upravo organi tih stani¢nih linija biti u doticaju s ekstraktom. Tretman od 2 sata izabran je kao
maksimalno vrijeme kontakta izmedu ekstrakta i organa probavnog sustava, a tretman od 24
sata izabran je u svrhu uvida u djelovanje ekstrakta na stani¢ne linije tijekom duZeg vremena
izlaganja. U ovome istraZivanju, koriStene su kontinuirane humane stani¢ne linije plocastog
epitela karcinoma jezika Cal27, hepatocelularnog karcinoma jetre HepG2, adenokarcinoma

epitela Zeluca AGS te adenokarcinoma epitela debelog crijeva Caco-2.

Citotoksicno djelovanje ekstrakta dobri¢ice nakon tretmana od 2 sata, uoceno je samo pri
najvisoj ispitivanoj koncentraciji (0,25 mg mL") na HepG2 stanicama i moZe se povezati s

djelovanjem polifenolnih spojeva dobricice, to¢nije citotoksi¢nim svojstvima ruzmarinske
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kiseline, kao najzastupljenijeg polifenolnog spoja dobricice. Naime, u istrazivanju Luo i
suradnika (2020b) ruzmarinska kiselina, u koncentracijskom rasponu 2,5 — 160 uM, inhibirala
je proliferaciju humane stani¢ne linije karcinoma usne Supljine SCC-15 indukcijom apoptoze i
zaustavljanjem stani¢nog ciklusa u G2/M fazi. Isto tako, u istrazivanju Chou i suradnika (2020),
tretmani ekstraktom dobri¢ice i ruzmarinskom kiselinom rezultirali su smanjenjem proliferacije
tumorske stani¢ne linije bubrega RCC 786-0, uzrokujuéi < 50 % prezivljenja pri najvisoj
ispitivanoj koncentraciji od 800 pg mL™! za ekstrakt dobrigice, odnosno 200 uM za ruzmarinsku
kiselinu. Takoder, u kombiniranom tretmanu s kemoterapeutikom cisplatinom, ekstrakt
dobricice 1 ruzmarinska kiselina pojacali su njegov antiproliferativni u¢inak prema tumorskim
stanicama (Chou 1 sur., 2020). Bels¢ak-Cvitanovi¢ 1 suradnici (2014) detektirali su citotoksi¢no
djelovanje vodenog ekstrakta dobricice na stani¢noj liniji karcinoma ljudskog grkljana HEp2,
izrazenijeg kod visih koncentracija, tocnije kod koncentracije koja se odnosi na 2,5 puta visu
od one u 200 mL vodene infuzije dobriCice, 1 duljem vremenu tretmana od 2 sata. Uzimajuci u
obzir dobivene rezultate u ovome istrazivanju, zakljucak je da ekstrakt dobricice tijekom 2 sata
tretmana ne uzrokuje nezeljene promjene na ispitivanim stani¢nim linijjama probavnog sustava

Sto sugerira njegovu sigurnost prilikom konzumacije u ispitivanom koncentracijskom rasponu.

Kod interpretacije citotoksi¢nog ili proliferativnog djelovanja ekstrakta dobri¢ice nakon
tretmana od 24 sata, vazno je uzeti u obzir stabilnost polifenolnih spojeva dobricice. Poznato je
da stabilnost razli¢itih bioaktivnih spojeva varira ovisno o uvjetima inkubacije stani¢nih linija
te da tada poluZzivot polifenola moZze iznositi manje od 2 sata. U ovome istrazivanju, provjerena
je stabilnost ruzmarinske kiseline u ekstraktu dobri¢ice u uvjetima inkubacije stani¢nih linija
(pH 7,0 — 7,4, 37 °C) te je uoCena degradacija od oko 70 % nakon 24 sata (rezultati nisu
prikazani). Nestabilnost ruzmarinske kiseline u mediju RPMI (engl. Roswell Park Memorial
Institute), koji je koriSten u ovome istrazivanju, dokazana je u radu Long i suradnika (2010)
gdje je zabiljezena oksidacija ruzmarinske kiseline i formiranje vodikovog peroksida
proporcionalno povecanju vremena tretmana. Stoga bi citotoksi¢ni ucinak ekstrakta dobricice
na Cal27 stanicama, uocen kod veéih koncentracija (0,075 i 0,25 mg mL™") u usporedbi s nizim
(0,0125 i 0,025 mg mL"), kao i onaj kod HepG2 stanica uo&en pri najnizoj koncentraciji
ekstrakta (0,0125 mg mL™), nakon tretmana od 24 sata, bilo pogresno pripisati djelovanju
polifenolnih spojeva dobricice, ve¢ je on vrlo vjerojatno rezultat djelovanja produkata
oksidacije polifenola i formiranja vodikovog peroksida. Nadalje, uocen oporavak HepG2
stanica nakon 24 sata tretmana, pri koncentracijama od 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL"!, moze se

povezati s prisustvom enzimskih sustava za detoksifikaciju ksenobiotika 1 visokim
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regeneracijskim kapacitetom stani¢nih linija. Medutim, Chao i suradnici (2021b) objavili su da
etil-acetatna frakcija ekstrakta dobriCice nakon 24 sata tretmana HepG2 stanica uzrokuje
smanjenje rasta stani¢nih linija s ICso vrijedno$¢éu od 350 pg mL™!, dok s druge strane,
Grabowska 1 suradnici (2022) nisu zabiljezili znacajan utjecaj, bilo vodenog ili etanolnog
ekstrakta dobricice, na prezivljenje Caco-2 i HepG2 stanica u rasponu koncentracija 10 — 100

ng mL! kroz 24 sata.

U skladu s ovim istrazivanjem i dostupnom literaturom (Grabowska i sur., 2022; Chao i sur.,
2021b; Chou 1 sur., 2020; Bels¢ak-Cvitanovi¢ 1 sur., 2014), o€ito je da djelovanje ekstrakta
dobricice ovisi o vrsti stani¢nih linija te da, iako su koriStene stanice epitela, ovisno o vrsti
organa kojeg prekrivaju, imaju i razlicite specificne procese koji im omogucuju odredenu razinu

adaptacije na novonastale uvjete.

5.5.2. Citotoksicni i proliferativni ucinak ekstrakta dobricCice na predstavnike humane

mikroflore

Antimikrobna svojstva biljnih ekstrakata sve se vise istrazuju u podrucju medicine i farmacije,
zbog uclestalije otpornosti patogenih bakterija na standardne lijekove (Vaou i sur., 2021), ali 1
u podrucju prehrambene tehnologije kao izvor prirodnih konzervansa (Baenas i sur., 2018). U
ovome radu, istrazivan je utjecaj ekstrakta dobricice na prezivljenje patogenih bakterija E. coli
1 S. aureus 1 na prezivljenje probioticke bakterije L. plantarum. Ekstrakt dobriCice je u svim
ispitivanim koncentracijama (0,0125 — 0,25 mg mL™!) pokazao bakteriostatsko djelovanje na

obje patogene bakterije, dok je probioticko djelovanje uoceno samo pri koncentraciji ekstrakta

od 0,075 mg mL.

Poznato je da polifenolni spojevi pridonose modulaciji sastava crijevne mikrobiote koja
dospijeva u debelo crijevo te da ih crijevna mikrobiota moze pretvoriti u metabolite s
prebiotickim djelovanjem te da odredene doze polifenolnih spojeva mogu inhibirati razlicite
skupine patogenih bakterija s istovremenim razvojem probiotskih mikroorganizma (Holkem i
sur., 2022). Polifenolni spojevi u visokim koncentracijama mogu narusiti integritet stani¢nih
membrana i uzrokovati poremecaje u respiratornom lancu elektrona uzrokujuci smanjenje ili
potpuni izostanak rasta patogenih mikroorganizama. Uz to, uslijed oksidacije polifenola nastaje
vodikov peroksid koji inducira nastajanje lomova u DNK $§to za posljedicu ima baktericidno
djelovanje (Piekarska-Radzik i Klewicka, 2020). Citotoksi¢ni u¢inak ekstrakta dobricice prema
bakterijama E. coli 1 S. aureus moZe se povezati s dokazanim antimikrobnim svojstvima
ruzmarinske kiseline. U istrazivanju Abedini i suradnika (2013), ruzmarinska kiselina i metil

ruzmarinat smatrani su glavnim antimikrobnim spojevima vodeno-metanolnog ekstrakta biljke
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Hyptis atrorubens, koji je inhibirao rast 29 od 46 mikroorganizama, medu kojima i S. aureus.
Alagawany 1 suradnici (2017) objavili su da ekstrakt ruzmarina, koji obiluje ruzmarinskom
kiselinom, pokazuje izrazeno antibakterijsko djelovanje na Gram pozitivne bakterije, dok je
kod Gram negativnih bakterija, ukljucujuci E. coli i S. typhimurium, taj u¢inak izostao. U istome
istrazivanju autori (Alagawany i sur., 2017) su naveli da metanolni ekstrakt ruzmarina koji
sadrzi 30 % karnozne kiseline, 16 % karnosola i 5 % ruzmarinske kiseline djeluje kao
ucinkovitiji antimikrobni agens na S$iri spektar mikroorganizama, u usporedbi s vodenim
ekstraktom ruzmarina koji sadrzi 15 % ruzmarinske kiseline, iz Cega se moze zakljuciti da se
antimikrobni ucinak ruzmarinske kiseline pojaava u sinergiji s mehanizmima djelovanja
drugih bioaktivnih spojeva te varira ovisno o prisustvu drugih spojeva. U istrazivanju
Kumarasamy i suradnika (2002), metanolni ekstrakt dobricice pokazao je inhibitorni u¢inak na
14 bakterijskih vrsta, medu kojima 1 na E. coli 1 S. aureus s minimalnom inhibitornom
koncentracijom od 5,00 i 0,25 mg mL"!, dok je u istraZivanju Coss i suradnika (2018), vodeno-
etanolni ekstrakt dobricice pokazao vrlo nisku antimikrobnu aktivnost prema E. coli i S. aureus.
Isti autori (Coss 1 sur., 2018) navode da to ne znaci nuZzno da dobriCica ne sadrZi znacajan udjel
bioaktivnih spojeva odgovornih za antimikrobno djelovanje te da ekstrakt dobri¢ice mozZe
djelovati na neizravan nacin, odnosno da moze sadrzavati prekursorske spojeve koji zahtijevaju
bioaktivaciju u tijelu. Gwiazdowska i suradnici (2022) istrazivali su antimikrobno djelovanje
ekstrakta dobriice pripremljenog superkriticnim CO; te su odredili najjace antimikrobno
djelovanje na S. aureus s minimalnom inhibitornom koncentracijom od 0,3 mg mL™!, a takoder
su detektirali vecu osjetljivost Gram pozitivnih bakterija u odnosu na Gram negativne bakterije.
S druge strane, stimulativni u¢inak ekstrakta dobri¢ice, uo¢en pri koncentraciji 0,075 mg mL™,
na rast bakterije L. plantarum moze se povezati s utjecajem polifenolnih spojeva u poboljsanju
funkcija crijevne mikrobiote jer probioticke bakterije imaju sposobnost metaboliziranja
polifenolnih spojeva (Alagawany i sur., 2017). Takoder, prebioticko djelovanje ekstrakta
dobri¢ice moze se djelomino povezati s prisutnoséu topljivih prehrambenih vlakana u uzorku

dobricice koji su tijekom ekstrakcije presli u ekstrakt (Tablica 18, poglavije 4.1.).

Rezultati istrazivanja ukazali su da ekstrakt dobri¢ice posjeduje iznimno antimikrobno
djelovanje prema patogenim bakterijama E. coli i S. aureus, ukazujuci na potencijalnu primjenu
u prehrambenoj industriji kao prirodni konzervans, dok se prebioticka primjena pokazala

upitnom, no, potrebna su daljnja istraZivanja u tom smjeru.
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5.5.3. Antioksidacijski i prooksidacijski ucinak ekstrakta dobri¢ice na kontinuiranim

humanim stani¢nim linijama

Reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species - ROS) predstavljaju radikale kisika 1
njegove reaktivne neradikalne derivate koji se lako mogu konvertirati u radikale. Radikali su
opcenito manje stabilni nego neradikalni derivati, ali njihova reaktivnost je znacajno visa
(Pham-Huy 1 sur., 2008). Formiranje ROS-ova dogada se tijekom normalnog funkcioniranja
metabolizma te su oni uklju¢eni u mnoge enzimske reakcije, mitohondrijski prijenos elektrona,
prijenos signala, aktivaciju nuklearnog transkripcijskog faktora, ekspresiju gena i antimikrobnu
aktivaciju neutrofila 1 makrofaga (Bayir, 2005). ROS-ovi su u malim i1 umjerenim
koncentracijama kljuéni za normalno funkcioniranje organizma, dok u slucaju visokih
koncentracija uzrokuju pojavu oksidacijskog stresa (Jamshidi-Kia 1 sur., 2020; Pham-Huy i sur.,
2008). Organizam ima dva mehanizama za suzbijanje oksidacijskog stresa - stvaranjem
antioksidansa in situ (endogeni antioksidansi) ili unosom antioksidansa kroz hranu (egzogeni
antioksidansi). Polifenolni spojevi pripadaju skupini egzogenih antioksidansa, a mehanizmi
njihovog antioksidacijskog djelovanja ukljuuju izravno uklanjanje reaktivnih slobodnih
radikala, keliranje tragova metalnih iona, inhibiciju enzima ukljucenih u stvaranje slobodnih
radikala, indukciju antioksidacijskih enzima i regeneraciju membranski vezanih antioksidansa
(Du1sur., 2007; Liu i Guo, 2005). Antioksidacijski kapacitet polifenolnih spojeva ovisi o broju,
ali 1 polozaju hidroksilnih skupina u molekulskoj strukturi. Na primjer, veca udaljenost izmedu
karboksilne skupine 1 aromatskog prstena kod fenolnih kiselina utjeCe povoljno na
antioksidacijski kapacitet. 1z tog razloga hidroksicimetne kiseline i njeni derivati su snazniji
antioksidansi od hidroksibenzojevih kiselina i njenih derivata. Hidroksilne skupine na
aromatskom prstenu na orfo- i/ili para-polozaju mogu dovesti do snaznije antioksidacijske
aktivnosti u usporedbi s drugim polozajima i nesupstituiranim benzenskim prstenom. Takoder,
vecéi broj aromatskih prstenova s vezanim hidroksilnim skupinama u strukturi, kao $to je to
slu¢aj kod flavonoida, povezan je s ve¢im antioksidacijskim kapacitetom. Narocito vaznima u
sposobnosti keliranja metala i1 neutralizacije slobodnih radikala kod flavonoida su prisutnost o-
dihidroksilne (kateholne) strukture u B-prstenu, 2,3-dvostruke veze u konjugaciji s 4-keto-
skupinom te prisutnost hidroksilnih skupina na 3- i 5-polozaju (3-OH i 5-OH) (Zhang i Tsao,
2016).

U svrhu in vitro ispitivanja antioksidacijskog djelovanja ekstrakta dobricice, koriStene su iste
stani¢ne linije kao 1 u ispitivanju citotoksicnog djelovanja ekstrakta, odnosno kontinuirane

humane stani¢ne linije plocastog epitela karcinoma jezika Cal27, hepatocelularnog karcinoma
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jetre HepG2, adenokarcinoma epitela Zzeluca AGS te adenokarcinoma epitela debelog crijeva
Caco-2. Prema dobivenim rezultatima, in vitro antioksidacijsko djelovanje ekstrakta dobricice
znacajno ovisi o vrsti stani¢ne linije na kojoj se ispituje. Tretman ekstraktom dobricice tijekom
2 sata uzrokovao je prooksidacijsko djelovanje pri visim koncentracijama na HepG2 stanicama,
to¢nije pri koncentracijama od 0,025, 0,075 i 0,25 mg mL"!, zatim na AGS stanicama pri 0,075
mg mL!, te u kona¢nici i na Caco-2 stanicama pri 0,025 i 0,075 mg mL"!. PreZivljenje ovih
stani¢nih linija u istim uvjetima tretmana (poglavije 5.5.1.) nije bilo statisti¢ki znacajno
promijenjeno (p>0,05), izuzev HepG2 stanica pri koncentraciji od 0,25 mg mL™! gdje je uogeno
statistiCki znacajno (p<0,05) smanjenje prezivljenja, Sto dokazuje da ROS-ovi nisu uzrokovali
oStecenja stani¢ne strukture, ve¢ su indukcijom oksidacijskog stresa potaknuli antioksidacijski
obrambeni sustav stani¢nih linijja. Vaznu ulogu u odrZzavanju stani¢nog redoks stanja ima
glutation, a iako tofan mehanizam nije razjasnjen, smatra se da ROS-ovi nastali
autooksidacijom polifenola, smanjuju razinu glutationa koji se trosi za suzbijanje oksidacijskog
stresa, $to je signal stanici za aktivaciju transkripcije gena koji kodiraju za y-glutamilcistein
sintetazu, enzima koji ograniava brzinu sinteze glutationa (Babich i1 sur.,, 2011). U
spomenutom sluc¢aju HepG2 stanica, moguce je da su slobodni radikali, tocnije ROS-ovi, nastali
autooksidacijom polifenolnih spojeva dobri¢ice u alkalnom mediju, rezultirali oSte¢enjem

stani¢ne strukture 1 tako smanjili prezivljenja stanica.

Nakon tretmana od 24 sata na Cal27 stani¢noj liniji, viSe koncentracije ekstrakta dobricice
pokazale su prooksidacijsko djelovanje, a nize koncentracije antioksidacijsko djelovanje, Sto je
u direktnoj vezi s prezivljenjem iste stani¢ne linije u istim uvjetima tretmana (poglavije 5.5.1.),
odnosno vece prezivljenje stanica uoceno je kod veceg antioksidacijskog djelovanja ekstrakta
dobricice. Na HepG2, AGS i Caco-2 stanicama, ekstrakt dobriCice je pri ve¢im koncentracijama
(0,075 1 0,25 mg mL"") tijekom 24 sata pokazao snaZnije antioksidacijsko djelovanje u odnosu
na krac¢e vrijeme tretmana od 2 sata. Moguce da su ROS-ovi, nastali autooksidacijom
polifenolnih spojeva iz ekstrakta dobricice, inducirali blagi oksidacijski stres koji je posljedi¢no
rezultirao aktivacijom antioksidacijskih sustava $to se o€ituje u smanjenju razine ROS-ova

nakon tretmana od 24 sata, proporcionalno povecanju koncentracije ekstrakta.
5.5.4. Antioksidacijski i prooksidacijski ucinak ekstrakta dobricice na modelnoj DNK

Deoksiribonukleinska kiselina (DNK) je najceS¢e dvolancana molekula koja u normalnim
staniénim uvjetima ne sadrzi lomove 1 strukturne promjene. Promjene u strukturi DNK
rezultiraju znatno ve¢im posljedicama u usporedbi s promjenama na proteinima, lipidima ili

RNK jer DNK predstavlja jedinstvenu kopiju genoma stanice i nastala oSte¢enja mogu
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zaustaviti replikaciju i transkripciju te rezultirati ceS¢om pojavom mutacija (Lindahl, 1993). U
ovome radu, istrazivan je utjecaj ekstrakta dobricice na oksidacijska oStecenja modelne DNK
(plazmid phiX174 RF1 DNA), izazvana djelovanjem hidroksil radikala (‘'OH) koji nastaje
uslijed izlaganja vodikovog peroksida (H202) UV zrafenju. Hidroksil radikal je visoko
reaktivni radikal koji moze uzrokovati razmatanje superzavijene plazmidne strukture te se u
ovome istrazivanju pratilo ocuvanje superzavijenog oblika plazmida. Nadalje, nastali hidroksil
radikal ("OH) reagira izravno sa svim komponentama DNK, odnosno s purinskim i
pirimidinskim bazama i1 okosnicom Secera deoksiriboze, uzrokujuci jednolancane 1 dvolancane
lomove (Dizdaroglu i1 Jaruga, 2012; Halliwell 1 Gutteridg, 2007). Hidroksil radikal apstrahira
vodikove atome modificiraju¢i purin, stvarajuci derivate pirimidina 1 umreZavanje proteina
DNK (Dizdaroglu 1 Jaruga, 2012). Oksidira gvanozin i timin u 8-hidroksi-2-deoksigvanozin i

timin glikol §to dovodi do modifikacije DNK, mutageneze i karcinogeneze (Kasai, 1997).

Rezultati istrazivanja pokazali su da ekstrakt dobri€ice u svim ispitivanim koncentracijama
(0,0125 — 0,25 mg mL™") posjeduje iznimno antioksidacijsko djelovanje, odnosno da ima
izrazeno protektivno djelovanje na oksidacijska oSte¢enja modelne DNK, u usporedbi s
pozitivnom kontrolom. U pozitivnoj kontroli, djelovanje UV zracenja i H>O», rezultiralo je
smanjenjem udjela superzavijenog oblika plazmida na 77,49 %, dok je u prisutnosti ekstrakta
dobricice udjel satuvanog superzavijenog oblika plazmida bio visi, a kod najvise ispitivane
koncentracije (0,25 mg mL™") ekstrakta iznosio je ¢ak 95,89 %. Oalde i suradnici (2021)
proucavali su uc¢inak metanolnog, etanolnog 1 vodenog ekstrakta dobriCice na zastitu plazmida
pUC19 od hidroksilnih radikala. Utvrdili su koncentracijski ovisno genoprotektivno djelovanje
ekstrakta protiv hidroksilnih radikala pri ¢emu je vodeni ekstrakt u koncentraciji od 1 mg mL"!
pruzio najvecu zastitu DNK s oko 10 % relaksiranog oblika plazmidne DNK. Za usporedbu, za
pozitivnu kontrolu (plazmid tretiran UV zracenjem bez testiranja s ekstraktom) zabiljezeno je
oko 75 % relaksiranog oblika plazmidne DNK. Takoder, isti autori naveli su da snaZna
genoprotektivna aktivnost ekstrakta dobricice nije rezultat iskljucivo polifenolnih spojeva, ve¢
1 drugih spojeva, poput ugljikohidrata 1 terpena, koji se takoder nalaze u vodenim ekstraktima

(Oalde i sur., 2021).

5.5.5. Genotoksicni i genoprotektivni ucinak ekstrakta dobricice na kontinuiranim humanim

stani¢nim linijama

In vitro ispitivanje ucinka ekstrakta dobrifice na oksidacijska oSte¢enja DNK humanih
stani¢nih linija probavnog sustava (Cal27, HepG2, AGS 1 Caco-2 stanice) pokazalo je da

ekstrakt dobricice u odredenim koncentracijama moze iskazati genotoksicno djelovanje, $to je
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uoceno kod CalL27 stanica pove¢anjem intenziteta repa i repnog momenta u odnosu na kontrolu,
pri koncentraciji od 0,075 mg mL™!, i kod HepG2 stanica pri koncentracijama od 0,0125 i 0,075
mg mL"'. Medutim, statisticki zna¢ajno smanjenje (p<0,05) intenziteta repa i repnog momenta
s povecanjem vremena tretmana od 2 na 24 sata uoc¢eno kod Cal27, HepG2, AGS i Caco-2
stanica, redom kod koncentracija od 0,075 mg mL, 0,0125 mg mL!, 0,25 mg mL! i 0,0125
mg mL™!, moZe znaditi da, iako bioaktivni spojevi dobri¢ice mogu u kraéem vremenu od 2 sata

izazvati genotoksi¢no djelovanje, kroz duze vrijeme sudjeluju u popravku DNK.

Chao 1 suradnici (2021a) objavili su rezultate koji ukazuju na protektivan u¢inak vodenog
ekstrakta dobri¢ice, u rasponu koncentracija 12,5 — 50 ug mL"!, na oksidacijska o$teéenja DNK
PCI12 stanica feokromocitoma izazvanith pomocu H»>O, u vidu znaCajnog smanjenja
fragmentacije DNK. Zastitni u¢inak ekstrakta dobri¢ice u koncentraciji od 50 pg mL"! na
oksidacijska Stecenja DNK objavljen je i u radu Stawinska 1 suradnika (2023) na modelu PBM
stanica (mononuklearne stanice periferne krvi). Navedena djelovanja ekstrakta dobricice
takoder se u velikoj mjeri opet pripisuju ruzmarinskoj kiselini. In vitro ispitivanjem
genoprotektivnog ucinka polifenolnih spojeva na modelu stanica misjih neurona, Silva i
suradnici (2008) pokazali su da ruzmarinska kiselina sudjeluje u popravku oksidiranih baza,
kao 1 lomova u DNK, te da na taj nacin Stiti geneticki materijal od oksidacijskih oStecenja.
Vostalova i suradnici (2009) objavili su da ruzmarinska kiselina smanjuje UVB-inducirane
promjene na stani¢noj liniji humanih keratinocita HaCaT smanjenjem lomova DNK i razine

ROS-ova.

5.5.6. Antioksidacijski i prooksidacijski uinak ekstrakta dobriCice na albuminu iz govedeg

seruma

ROS-ovi mogu promijeniti sastav i strukturu proteina pri ¢emu dolazi do formiranja karbonila
1 drugih derivata aminokiselina. Dostupnost kisika, superoksida (O™") 1 hidroksiperoksila (HO;")
odreduje tijek oksidacije proteina. Formiranje 3-klorotirozina iz tirozina pomocu hipokloraste
kiseline (HOCI), oksidacija histidina u 2-oksohistidin na mjestu vezanja metala na proteinima,
oksidacija tiolne grupe i proizvodnja karbonilnih derivata aminokiselina su neki od primjera
modifikacije proteina. ROS-ovi takoder mogu uzrokovati oksidacijska oSteenja na
aminokiselinskim ostacima lizina, prolina, arginina te treonina. Oksidacijska oStecenja
aminokiselina uzrokuju denaturaciju proteina te gubitak funkcije, bilo da se radi o enzimskoj
aktivnosti, funkciji receptora ili funkciji transporta. Karbonilne skupine na proteinima smatraju
se biomarkerima oksidacije proteina uzrokovane djelovanjem slobodnih radikala (Martemucci

isur., 2022).
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U ovome istrazivanju, ekstrakt dobri¢ice u najvisoj ispitivanoj koncentraciji (0,25 mg mL")
pokazao je znacajnu zastitu modelnog proteina od oksidacijskih oste¢enja, izraZeniju Cak i od
Trolox-a. Stawinska i suradnici (2023) tretirali su ljudsku plazmu s H,O»/Fe*" i objavili
znacajno smanjenje koncentracije karboniliranih proteina uslijed djelovanja ekstrakta dobriCice
u koncentraciji od 50 pg mL™!. Antioksidacijsko djelovanje ekstrakta dobricice je, izmedu
ostalog, vezano uz prisustvo polifenolnih spojeva. U prilog tome idu i rezultati istrazivanja Ou
i suradnika (2017) koji su odredili inhibitorno djelovanje ruzmarinske kiseline u nastajanju

proteinskih karbonila na modelu BSA proteina s porastom koncentracije (6,25 — 400 pg mL!).

5.6. In vivo bioloski u¢inci ekstrakta dobricice
5.6.1. Udjel organa u masi Stakora

Eksperimentalne Zivotinje, to¢nije Spraque Dawley Stakori, testnih skupina i kontrole su vagane
na prvi dan pocetka eksperimenta i na dan Zrtvovanja te je odredena promjena mase kroz
tretman (rezultati nisu prikazani). Nije uocena statisticki znacajna (p>0,05) razlika u promjeni
mase izmedu testnih skupina i kontrole, neovisno o spolu, te je detektirano izuzetno malo
povecanje mase u rasponu 1,5 — 3,0 %. Smatra se da je, uz promjenu tjelesne mase, 1 promjena
mase unutarnjih organa eksperimentalnih Zivotinja dobar pokazatelj toksicnosti. U istrazivanju
su, nakon Zrtvovanja, provedene analize na bubrezima, slezeni 1 jetri. Udjeli organa u masi
Stakora nisu se razlikovali ovisno o spolu 1 iznosili su za bubreg oko 0,6 %, za slezenu oko 0,2
% te za jetru oko 3,0 %. Odeh i suradnici (2022) objavili su vrlo sli¢ne vrijednosti za udjel istih
organa u masi Y59 Stakora. Piao 1 suradnici (2013) odredivali su mase razli¢itih organa Spraque
Dawley stakora razlicite starosti, te su za muske Stakore, starosti 52 tjedna, koji su sli¢ne starosti
kao 1 Stakori u ovome istrazivanju, odredili udjel bubrega od 0,65 %, slezene od 0,16 % 1 jetre
od 2,15 %, a za zenske Stakore iste starosti udjele od 0,79, 0,20 i 2,5 %, Sto je u skladu s
rezultatima ovog istraZzivanja. Mase jetre 1 bubrega smatrane su korisnima u studijama
toksicnosti zbog njihove osjetljivosti za predvidanje toksicnosti i dobre korelacije s
histopatoloskim promjenama (Amna i sur., 2013). U ovome istrazivanju nije uo¢ena statisticki
(»>0,05) znacajna promjena u udjelu jetre izmedu testnih 1 kontrolnih skupina Stakora, dok vise
koncentracije (500 i 1000 mg kg™'), koje su pokazale znaCajan utjecaj na promjenu udjela
bubrega i slezene u odnosu na kontrolu, nisu bile statisticki znac¢ajno (p>0,05) razli¢ite u odnosu
na nizu koncentraciju (250 mg kg™). Stoga, tretman ekstraktom dobri¢ice nije pokazao toksi¢ni

ucinak na organe uzimajuci u obzir rezultate promjene udjela organa na masu Stakora.
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5.6.2. Utjecaj ekstrakta dobricice na biokemijske i hematoloSke parametre krvi Stakora

Analiza krvi Stakora provedena je u svrhu uvida u moguénost pojave upalnih procesa, nekih
bolesti, anemije ili infekcije kod eksperimentalnih zivotinja uslijed tretmana ekstraktom
dobricice. Od biokemijskih parametara krvi odredeni su udjel proteina, aktivnost jetrenih
enzima (ALT i AST) i laktat-dehidrogenaze, udjel glukoze, ukupnog bilirubina, ureje i
kreatinina. Iako su kod nekih testnih skupina Stakora uoc¢ene znacajne razlike u udjelu proteina
u odnosu na kontrolnu skupinu, vrijednosti se i dalje nalaze unutar ocekivanih vrijednosti za
krv zdravih Spraque Dawley Stakora (Zaias 1 sur., 2009). Povecana aktivnost jetrenih enzima,
uocena kod Zenskih Stakora, moZze biti povezana s pojavom upale ili oStecenja stanica u jetri,
ali za takav zakljucak potrebne su detaljnije analize jetre i njezinih funkcija. Takoder, posto u
jetri dolazi do metabolizma bioloSki aktivnih spojeva, moguce da nastali metaboliti uzrokuju
rast aktivnosti jetrenih enzima. Nasuprot tome, rezultati analize bilirubina, koji je glavni
produkt raspada crvenih krvnih stanica 1 kojeg razgraduje jetra, nije ukazao na promjenu
funkecije jetre uslijed tretmana ekstraktom dobricice, neovisno o koncentraciji. Aktivnost laktat-
dehidrogenaze 1 udjel glukoze nisu bili statisti¢ki znacajno razli¢iti (p>0,05) izmedu testnih 1
kontrolnih skupina na temelju ¢ega se moze zakljuciti da tretman ekstraktom dobriCice nije
uzrokovao ostecenja tkiva 1 nije utjecao na metabolizam ugljikohidrata. Urea i kreatinin
smatraju se markerima bubrezne funkcije i prema dobivenim rezultatima vidljivo je da su
bubrezi Stakora normalno funkcionirali, jedino je kod Zzenskih Stakora uoceno znacajno
poveéanje ureje u krvi uslijed tretmana ekstraktom od 500 i 1000 mg kg™'. Kemijska analiza
dobricice (poglavije 4.1.) pokazala je da znacajan udjel suhe tvari ¢ine proteini (15,61 % s. tv.)
koji zasigurno odredenim dijelom prijedu u ekstrakt tijekom ekstrakcije 1 moguce je da su oni
utjecali na povecanje koncentracije ureje u krvi zenskih Stakora (Martin i sur., 2005). S obzirom
da nisu uocene razlike izmedu testnih 1 kontrolnih skupina u udjelu kreatinina, moze se
zakljuciti da tretman ekstraktom dobrifice nije utjecao na brzinu glomerularne filtracije

(Ghalehkandi i sur., 2012).

Uz biokemijske parametre krvi, odredena je kompletna krvna slika, koja je ukljucivala broj
leukocita, eritrocita 1 trombocita, eritrocitne konstante (MCV, MCH, MCHC i RDW),
trombocitnu konstantu (MPV), hemoglobin i hematokrit, te diferencijalna krvna slika,
ukljucujuéi podvrste leukocita — neutrofilne granulocite, limfocite, monocite, eozinofilne
granulocite 1 bazofilne granulocite. Povecanje broja leukocita u krvi muskih Stakora testnih
skupina moze ukazati na pojavu infekcije ili upalnog procesa, prac¢eno takoder i pove¢anjem

udjela limfocita. Unato¢ odredenim razlikama izmedu testnih i kontrolnih skupina Stakora,
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diferencijalna krvna slika, odnosno udjel neutrofilnih granulocita, limfocita, monocita,
eozinofilnih granulocita i bazofilnih granulocita, u skladu je s ocekivanim vrijednosti za krv
zdravih Sprague-Dawley Stakora (Delwatta i sur., 2018), kao i broj eritrocita i vrijednosti
eritrocitnih konstanta (Taib i sur., 2009). Udjel trombocita nije bio statisticki znacajno
promijenjen (p>0,05) uslijed tretmana ekstraktom dobricice $to ukazuje na €injenicu da ekstrakt

nije utjecao na funkcije koagulacije i hemostaze (Yan i sur., 2023).

5.6.3. Utjecaj ekstrakta dobricice na koncentraciju karboniliranih proteina bubrega, slezene
i jetre

Karbonilacija proteina najcesca je vrsta nepovratne modifikacije proteina izazvana djelovanjem
ROS-ova koja uzrokuje razli¢ite strukturne 1 funkcionalne promjene na proteinima (Catalan 1
sur., 2018). Polifenolni spojevi sudjeluju u zastiti proteina od oksidacije neutralizacijom
hidroksilnih radikala stvaranjem fenoksilnih radikala autooksidacijom, a takoder i kao kelatori
metalnih iona pri ¢emu sprecavaju stvaranje karbonila i oksidacijskih modifikacija grupa

boc¢nih lanaca aminokiselina induciranim Zeljeznim ionima (Pan i sur., 2020; Stadtman, 2006).

U ovome istrazivanju, kod Zenskih Stakora ni jedna od ispitivanih koncentracija ekstrakta
dobricice nije pokazala pozitivan u¢inak na intenzitet karbonilacije proteina u vidu njegovog
smanjenja u ispitivanim organima, a u bubrezima i slezeni uoceno je i povecanje kod
koncentracija ekstrakta od 500 i 250 mg kg™'. Sto se ti¢e muskih takora, pokazalo se da razli¢ite
koncentracije ekstrakta rezultiraju razliCitim ucincima ovisno o organima. Tako je
koncentracija ekstrakta od 1000 mg kg™' uzrokovala statisticki znacajno (p<0,05) povecanje
koncentracije karboniliranih proteina u bubrezima i istovremeno statisticki znacajno (p<0,05)
smanjenje istih u jetri. Koncentracija ekstrakta od 250 mg kg mogla bi se smatrati
najpozeljnijom s obzirom na pozitivan ucinak na slezeni muskih Stakora, a bez znaCajnog
utjecaja na karbonilaciju proteina bubrega i jetre. U slucaju Zenskih Stakora, bilo bi dobro
ponoviti eksperiment s nizim koncentracijama ekstrakta dobricice $to bi moglo rezultirati
smanjenjem koncentracije karboniliranih proteina u bubrezima, jetri i slezeni, ali trebaju se
uzeti u obzir 1 drugi parametri oksidacijskog stresa koji su objasnjeni u nastavku. Polifenolni
spojevi poznati su po snaznom antioksidacijskom djelovanju, a isto tako poznato je da, ovisno
o pH, mjestu djelovanja, sposobnosti keliranja, potencijalu redukcije metala i svojstvima
topljivosti, mogu djelovati i prooksidacijski (Rudrapal i sur., 2022), Sto moZe objasniti
povecanje intenziteta karbonilacije proteina bubrega muskih Stakora pri koncentraciji ekstrakta
od 1000 mg kg™ i Zenskih pri 500 mg kg™, kao i slezene Zenskih $takora pri koncentraciji

ekstrakta od 250 mg kg™!'. Suprotno tome, Farr i suradnici (2016) objavili su da je tretman
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miSeva ruzmarinskom kiselinom, koja je najzastupljeniji polifenolni spoj dobri¢ice, u
koncentracijama od 1,6, 16 i 32 mg kg rezultirao smanjenjem proteinskih karbonila u
hipokampusu. Rutin, flavonoid takoder prisutan u ekstraktu dobrifice, je u istrazivanju
Funabiki i suradnika (1999), u obliku derivata 49-R-glukopiranozilrutin, doziran $takorima
inkorporacijom u hranu (2,5 %) kroz 18 dana §to je rezultiralo smanjenjem koncentracije

karboniliranih proteina u jetri.
5.6.4. Utjecaj ekstrakta dobricice na intenzitet peroksidacije lipida bubrega, slezene i jetre

Lipidna peroksidacija dogada se u svim aerobnim stanicama 1 pretpostavlja se da ukljucuje 1 %
kisika stanica, organa 1 tijela, a ciljani spojevi su polinezasi¢ene masne kiseline 1 fosfolipidi.
Slobodne masne kiseline posjeduju karbonilnu grupu (C=0) oskudnu u elektronima, dok su u
polinezasi¢enim masnim kiselinima oskudne u elektronima veze ugljik-ugljik (C=C), §to ih
oboje Cini podloznima djelovanju raznih oksidacijskih spojeva. Takoder, usporedujuci
fosfolipide 1 trigliceride, fosfolipidi u svojoj strukturi sadrze znatno vise nezasi¢enih masnih
kiselina, odnosno sadrze viSe nezasi¢enih C=C veza, §to ih Cini podloznijima oksidaciji
(Martemucct 1 sur., 2022). Lipidi su glavna komponenta stanicnih membrana 1 sadrZze neke od
kljucnih enzima te reguliraju razliCite bioloske procese u stanici. Povecana koncentracija
produkata lipidne peroksidacije uzrokuje promjene u strukturnoj organizaciji i funkcijama
stanicne membrane ukljucuju¢i smanjenu fluidnost i povecanu propusnost membrane,
inaktivaciju enzima vezanih na membranu i gubitak esencijalnih masnih kiselina (Singh 1 sur.,

2017).

U ovome istrazivanju, ni jedna od ispitivanih koncentracija ekstrakta dobriCice nije rezultirala
nepozeljnim u¢inkom, odnosno povecanjem intenziteta peroksidacije lipida tkiva ispitivanih
organa, nego je detektiran antioksidacijski u¢inak pri odredenim koncentracijama, ovisno o
organu, $to se velikim dijelom moze pripisati prisustvu polifenolnih spojeva u ekstraktu
dobricice, naroCito ruzmarinskoj kiselini, kao dominantnom polifenolnom spoju. Chung i
suradnici (2020) nisu zabiljezili znacajan utjecaj ekstrakta dobriCice na intenzitet peroksidacije
lipida jetre miSeva tijekom 28 dana u koncentracijama ekstrakta od 0,25, 0,50 i 1,00 g kg™
Oteiza 1 suradnici (2005) navode da je sposobnost polifenolnih spojeva da prodru u lipidne
dvoslojeve nedvojbeno klju¢na za zastitu od njihove peroksidacije te da na taj nacin polifenoli
mogu inhibirati Sirenje lipidne oksidacije pomo¢u dva mehanizma - presretanjem
intramembranskih radikala i/ili pove¢anjem fluidnosti membrane, §to dezorganizira lipidne
lance 1 sprjecava Sirenje radikala. Fadel 1 suradnici (2011) objavili su da se ruzmarinska kiselina

spontano umece u membranu 1,2-dilinoleoil-sn-glicero-3-fosfokolina, koji je istrazivan kao
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model lipida, do 1 mol% $to je dovoljno visoko da u potpunosti sprijeci peroksidaciju lipida
bez ikakve znacajne promjene u strukturi membrane. Isti autori (Fadel i sur., 2011) navode da
bi ruzmarinska kiselina mogla ucinkovito zastititi plazma membrane stanica sisavaca od
oksidacije lipida, ali manje kod dijelova s ve¢im udjelom kolesterola jer on usporava penetraciju
ruzmarinske kiseline. U radu Lin i suradnika (2017), koristenjem modela Stakora s induciranom
ekstrahepati¢nom kolestazom, dnevna primjena ruzmarinske kiseline u koncentraciji od 5 1 20
mg kg! kroz 4 tjedna, izmedu ostalog, pokazala je i zna¢ajan utjecaj na smanjenje intenziteta
peroksidacije lipida jetre. Isti autori (Lin i sur., 2017) naveli su da, poSto oksidacijski stres ima
patogenu ulogu u kolestatskoj bolesti jetre putem modulacije ekspresije gena i aktivnosti stanica
koje uklju¢uju mehanizam NF-kB 1 AP-1, rjeSavanje oksidacijskog optere¢enja moze biti
metoda kojom ruzmarinska kiselina potiskuje redoks-osjetljivo NF-kB 1 AP-1 djelovanje,
posljedi¢no dovode¢i do hepatoprotektivnog ucinka. Chen i suradnici (2015) objavili su
znacajno smanjenje intenziteta peroksidacije lipida jetre i bubrega miSeva (starosti 6 tjedana),
u odnosu na kontrolu koja je sadrzavala starije miSeve (starosti 20 mjeseci), kao posljedicu
tretmana ruzmarinskom kiselinom u koncentraciji od 200 mg kg™!' kroz 30 dana. Mehanizam
kojim ruzmarinska kiselina ispoljava antioksidacijsko djelovanje posljedica je prisustva dviju
struktura katehola konjugiranih sa skupinom karboksilne kiseline (del Bafio 1 sur., 2003). Od
polifenolnih spojeva prisutnih u dobricici, klorogenska i kafeinska kiselina, te rutin takoder su
poznati kao snazni antioksidansi. Klorogenska kiselina, je u istrazivanju Ali i suradnika (2017)
rezultirala smanjenjem intenziteta peroksidacije lipida jetre Stakora (kod kojih je oksidacijski
stres bio izazvan pomocu metotreksata) nakon tretmana kroz 20 dana u koncentracijama od 50
i 100 mg kg'!, kao i kafeinska kiselina, u istrazivanju Jayanthi i Subash (2010), smanjenjem
peroksidacije lipida plazme 1 jetre Stakora (kod kojih je oksidacijski stres bio izazvan pomocu
oksitetraciklina) nakon tretmana kroz 15 dana u koncentraciji od 40 mg kg'. Isto tako, u
istrazivanju Karthich i1 Prince (2006), tretman Stakora (kod kojih je infarkt miokarda bio izazvan
izoproterenolom) rutinom u koncentracijama od 40 i 80 mg kg! kroz 42 dana uzrokovao je

smanjenje intenziteta peroksidacije lipida seruma i srca.

5.6.5. Utjecaj ekstrakta dobricice na koncentraciju ukupnog glutationa bubrega, slezene i

Jjetre

Glutation je tripeptid sastavljen od glicina, cisteina i glutamata koji se nalazi u ve¢ini stanica 1
najviSe utjee na redoks stanje stanica. Kao endogeni antioksidans odgovoran je za
neutralizaciju slobodnih radikala i peroksida, nastalih tijekom normalnog odvijanja

metabolizma, koji u protivnom mogu dovesti do oksidacijskih oStec¢enja proteina, lipida i
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nukleinskih kiselina. U stanicama je prisutan u reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG)
obliku. Polifenolni spojevi, narocito flavonoidi, moduliraju ekspresiju enzima y -glutamilcistein
sintetaze koji ograni¢ava brzinu sinteze glutationa. U in vitro uvjetima polifenolni spojevi
povecavaju ekspresiju y-glutamilcistein sintetaze, a isto je dokazano i u in vivo uvjetima
pra¢eno povecanjem intracelularnih koncentracija glutationa u misi¢ima miseva (Moskaug i

sur., 2005).

U ovome istrazivanju, ekstrakt dobri¢ice, neovisno o koncentraciji, nije rezultirao povecanjem
ukupnog glutationa ni u jednom ispitivanom organu, dok je koncentracija od 250 mg kg
uzrokovala statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje ukupnog glutationa u slezeni Zenskih
Stakora, kao i koncentracija od 500 mg kg™!' u bubrezima i slezeni muskih $takora i u jetri
7enskih $takora, te u konaénici i koncentracija od 1000 mg kg™ u slezeni muskih i Zenskih
Stakora 1 u jetri Zenskih Stakora. Smanjenje koncentracije ukupnog glutationa moze ukazati na
prooksidacijsko djelovanje ekstrakta dobriCice poSto se glutation ,,tro$i“ za suzbijanje

oksidacijskog stresa.

Ruzmarinska kiselina, najzastupljeniji spoj u ekstraktu dobricice, takoder moZe utjecati na
regulaciju enzima vy-glutamilcistein sintetaze. U radu Lu 1 suradnika (2017), ruzmarinska
kiselina stimulirala je aktivnost promotora ARE (engl. antioxidant response element)
induciranjem translokacije Nrf2, ¢cimbenika transkripcije potrebnog za aktiviranje enzima faze
II, kao odgovor stanice na oksidacijski stres, u jezgru i naknadnom regulacijom enzima vy-
glutamilcistein sintetaze Sto je rezultiralo povecanjem udjela GSH i time smanjenjem razine
ROS-ova. Ipak, polifenolni spojevi, narocito flavonoidi, u visSim koncentracijama podlijezu
autooksidaciji pri ¢emu nastaju elektrofilni metaboliti kinonskog tipa koji tvore konjugate s
GSH ili semikinon radikali koji, u svrhu regeneriranja, ulaze u reakciju s GSH, Sto rezultira
smanjenjem koncentracije ukupnog glutationa (Galati i sur., 1999) 1 moguce je objasnjenje za
smanjenje koncentracije ukupnog glutationa uslijed tretmana ekstraktom dobric¢ice u ovome

istrazivanju.

Xiao i suradnici (2021) objavili su da Hitrechol®, komercijalni proizvod koji sadrzi ekstrakt
dobricice, a namijenjen je za otapanje Zu¢nih kamenaca, nije znacajno utjecao na koncentraciju
glutationa u jetri miSeva u kombinaciji s normalnom prehranom, nakon tretmana od 3 tjedna.
U radu Bacanli i suradnika (2015), tretman Stakora, s induciranom sepsom, ruzmarinskom
kiselinom u koncentraciji od 100 mg kg uzrokovao je znacajno poveéanje koncentracije
glutationa u bubrezima, u odnosu na kontrolu s induciranom sepsom. Isti autori (Bacanl1 i sur.,

2015), naveli su da se koncentracija glutationa u bubrezima nije razlikovala izmedu skupine
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tretirane ruzmarinskom kiselinom i ,,sham* skupine. Sli¢ni rezultati zabiljeZeni su i za
klorogensku kiselinu, u istrazivanju Ali i suradnika (2017), koja je u koncentraciji od 100 mg
kg! nakon 20 dana uzrokovala poveéanje koncentracije glutationa u jetri §takora, kod kojih je
oksidacijski stres bio izazvan djelovanjem metotreksata. Isto tako, kafeinska kiselina je u
istrazivanju Pari i Prasath (2008), u koncentraciji od 60 mg kg kroz 20 dana rezultirala
povecanjem koncentracije glutationa u jetri Stakora, kod kojih je oksidacijski stres bio izazvan

pomocu nikla.
5.6.6. Utjecaj ekstrakta dobricice na aktivnost superoksid dismutaze bubrega, slezene i jetre

Superoksid dismutaza nalazi se u svim Zivim organizmima i ¢ini prvu liniju obrane od
oksidacijskih osSte¢enja posredovanih ROS-ovima. Ovaj enzim katalizira dismutaciju
superoksida, koji oStecuje stanice pri visokim koncentracijama, u vodikov peroksid, koji se
potom transformira u vodu 1 kisik pomocu katalaze ili glutation peroksidaze, 1 molekularni kisik
(Younus, 2018). U ovome istrazivanju, ekstrakt dobriCice nije statisticki znacajno (p>0,05)
utjecao na aktivnost superoksid dismutaze bubrega, jetre i slezene, no, svakako je vazno da nije
doslo do smanjenja aktivnosti superoksid dismutaze Sto bi pogodovalo daljnjem tijeku
oksidacijskih oStec¢enja biomolekula. Zdrav organizam ima moguénost prilagodbe u odrzavanju
razine reaktivnih radikala i antioksidacijske zastite te bi u¢inak ekstrakta dobri¢ice na promjene
aktivnosti superoksid dismutaze mogao biti jasnije vidljiv kod bolesti povezanih s
oksidacijskim stresom (Berendika i sur., 2022). Chung i suradnici (2020) takoder nisu odredili
znacCajan utjecaj ekstrakta dobriCice na aktivnost superoksid dismutaze u jetri zdravih misSeva
tijekom 28 dana tretmana u koncentracijama od 0,25, 0,501 1,00 g kg™!. Xiao i suradnici (2021)
objavili su da Hitrechol®, komercijalni proizvod koji sadrzi ekstrakt dobri¢ice i namijenjen je
za otapanje Zuc¢nih kamenaca, nije znacajno utjecao na aktivnost superoksid dismutaze jetre kod
miseva u kombinaciji s normalnom prehranom, nakon tretmana od 3 tjedna. Sto se tice
ruzmarinske kiseline, kao dominantnog polifenolnog spoja dobri¢ice, De Oliveira i suradnici
(2012) su objavili da tretman miSeva ruzmarinskom kiselinom u jednoj dozi u koncentraciji od

100 mg kg! nije znacajno utjecao na aktivnost superoksid dismutaze u jetri.
5.6.7. Utjecaj ekstrakta dobricice na parametre genotoksicnosti u krvi i organima

Molekula DNK zasti¢ena je organiziranjem u kromatinske strukture djelovanjem poliamina i
histona te u normalnim stani¢nim uvjetima ne sadrZi lomove i strukturne promjene, a kada ta
zaStita nije dovoljna dolazi do razli¢itih oStecenja (Lee i sur., 1995). Za primarna oStecenja
DNK najces¢e se koristi metoda alkalnog komet testa, provedena i u ovome istraZivanju.

Primarna oSte¢enja mogu biti spontana i inducirana, pri ¢emu spontana oStecenja nastaju
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tijekom odvijanja normalnih metaboli¢kih procesa u stanicama i najces¢e ukljucuju krivo
sparene baze, nesparene baze, gubitak baza, oksidacijska oSteCenja, tautomerizaciju i
deaminaciju, dok su inducirana oStec¢enja rezultat djelovanja genotoksi¢nih spojeva (Lindahl,
1993). ROS-ovi mogu ostetiti DNK izazivaju¢i modifikacije baza, delecije, kromosomske
preraspodjele, hiper- i hipometilaciju te modulaciju ekspresije gena (Dizdaroglu i Jaruga, 2012;
Valko i sur., 2004). DNK je vjerojatno bioloski najznac¢ajnija ,,meta“ oksidacijskog napada od
strane slobodnih radikala i drugih reaktivnih vrsta koji se neprestano stvaraju in vivo.
Kontinuirano oksidacijsko oSte¢enje DNK znacajno doprinosi razvoju razli¢itih oboljenja
povezanih sa starenjem, a procijenjeno je najmanje nekoliko stotina "oksidacijskih udaraca"

dnevno na DNK svake od 5 x 10'* stanica u ljudskom tijelu (Halliwell, 2000).

U ovome istrazivanju, ekstrakt dobri¢ice je u svim ispitivanim koncentracijama (250, 500 1
1000 mg kg') pokazao izrazeno zastitno djelovanje na oksidacijska osteéenja DNK u krvi,
bubrezima, slezeni 1 jetri Stakora, vidljivo statisticki znac¢ajnim (p<0,05) smanjenjem duZzine
repa 1 intenziteta repa DNK, u odnosu na kontrolu. DuZina repa predstavlja udaljenost na koju
su otputovali fragmenti DNK tijekom elektroforeze i proporcionalna je oSte¢enju DNK, ali se
intenzitet repa, koji predstavlja udjel DNK u repu kometa, smatra najtocnijim parametrom
procjene oste¢enja DNK jer pokazuje linearan odnos s frekvencijom lomova DNK (Collins,
2004). Prema dobivenim rezultatima, moze se zakljuciti da ekstrakt dobriCice posjeduje visoki
potencijal kao izvor prirodnih antioksidansa za prevenciju nastanka bolesti izazvanih
slobodnim radikalima, narocCito kod bolesti izazvanih oksidacijskim oSte¢enjima DNK. Za
uporabu u terapijske svrhe u lijeCenju takvih bolesti, potrebno je provesti daljnja istrazivanja
koriste¢i modele zivotinja u kojima su inducirana takva oboljenja. Za razliku od rezultata
dobivenih in vitro ispitivanjem genotoksi¢nosti na kontinuiranim humanim stani¢nim linijama
(poglavlje 5.5.5.), na in vivo sustavima dokazan je protektivni uCinak ekstrakta dobriCice na

genetski materijal krvi, bubrega, slezene 1 jetre.

Serpeloni 1 suradnici (2008) objavili su zastitni u€inak ekstrakata razli¢itih biljnih vrsta roda
Miconia, u koncentracijama od 200, 400 i 540 mg kg™, na osteéenja DNK u krvi miseva, kao
posljedica prisustva tanina i polifenolnih spojeva u ekstraktima, ali i njihovog sinergistickog
djelovanja. Polifenolni spojevi mogu se vezati na DNK na mjestima koja bi inace reagirala s
aktivnim metabolitima karcinogena, a time i razli¢itim reaktivnim oblicima radikala, §to je
kljuéni korak za pocetak karcinogeneze. Takoder, kada se polifenoli vezu na DNK, njihove
molekule mogu biti postavljene na takav nacin da ucinkovito neutraliziraju reaktivne

intermedijere koji se priblizavaju kriticnim mjestima na DNK ili pak mogu izravno stupiti u
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interakciju s krajnjim reaktivnim metabolitima doniranjem svojih elektrona i ¢ineé¢i ih
neaktivnima (Ke i sur., 2013). U slucaju ekstrakta dobric€ice, zastitni uc¢inak na oste¢enja DNK
takoder se moze najveéim dijelom pripisati prisustvu polifenolnih spojeva, narocito
ruzmarinske kiseline, premda je vazno sinergistiCko djelovanje svih bioaktivnih spojeva.
Zastitni uc¢inak ruzmarinske kiseline na oste¢enja DNK stanica mozga miSeva u jednoj dozi u
koncentraciji od 100 mg kg™! objavljen je u radu De Oliveira i suradnika (2012), a Pereira i
suradnici (2005) objavili su da ruzmarinska kiselina u koncentracijama od 2 i 8 mg kg™ ne
uzrokuje oStecenje DNK u krvi Stakora. Coelho 1 suradnici (2015) istrazivali su antiepilepticku
aktivnost ruzmarinske i kafeinske kiseline u koncentracijama od 1, 4 i 8 mg kg™!' na miSevima
tretiranima s pentetrazolom, 1 utvrdili njihov protektivni u¢inak na oste¢enja DNK u mozdanoj
kori. Nadalje, rutin je u istrazivanju Patil 1 suradnika (2014), u koncentracijama od 10 1 20 mg
kg! kroz 5 dana, pokazao protektivno djelovanje na osteéenja DNK, izazvana zradenjem, u krvi

miseva.

5.7. Inkapsulacija suSenjem rasprsivanjem
5.7.1. Toplinske analize polimera

Toplinska stabilnost polimera definirana je kao sposobnost polimernog materijala da se odupre
djelovanju topline i da zadrzi svoja svojstva, poput ¢vrstoce, elasticnosti, itd., na odredenoj
temperaturi, a ovisi o kemijskoj strukturi, stupnju kristalizacije i molekulskoj masi polimera
(Kro6l-Morkisz 1 Pielichowska, 2019). U ovome istrazivanju, provedene su toplinske analize,
primjenom diferencijalne pretrazne kalorimetrije (DSC) i termogravimetrijske analize (TGA),
svih polimernih nosaa (djelomicno hidrolizirana guar guma, hidrolizat kolagena,
karboksimetil celuloza, nutrioza, mucin i ksilan) koji su koriSteni tijekom suSenja
raspr$ivanjem, kako bi se odredila njihova prikladnost za ovu tehniku. Rezultati analiza ukazali
su na njihovu prikladnost za susenje rasprsivanjem posto DSC analizom nisu uo¢eni fenomeni
toplinskog prijelaza, a TGA analiza ukazala je na njihovu izrazitu stabilnost pri radnoj
temperaturi od 150 °C, koja se koristila u suSenju rasprSivanjem. Naime, prema maksimalnim
vrijednostima deriviranih termogravimetrijskih krivulja (DTG), temperature maksimalne

brzine razgradnje za koristene polimerne nosace bile su u rasponu od oko 220 — 320 °C.

Mudgil 1 suradnici (2012) provodili su enzimsku hidrolizu guar gume 1 ispitali toplinska
svojstva, primjenom DSC analize, dobivene djelomi¢no hidrolizirane guar gume, i objavili

endotermne pikove na 223 i 274 °C povezane s pirolizom uzorka. Sto se ti¢e hidrolizata
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kolagena, Schmidt i suradnici (2020) objavili su da tijekom DSC analize nisu primijeceni
fenomeni toplinskog prijelaza, Sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Kao §to je veé
spomenuto, kod DSC termograma karboksimetil celuloze, mucina i ksilana takoder nisu uoceni
toplinski prijelazi, premda se u dostupnoj literaturi mogu pronaéi drugaciji podaci. Tako su
primjerice, El-Sayed i suradnici (2011) naveli relativno Siroki endotermni staklasti prijelaz
karboksimetil celuloze oko 75 °C i egzotermni kristalni prijelaz pri 278 °C, dok su Mumuni i
suradnici (2020) utvrdili endotermni pik kod mucina na 95 °C sto ukazuje na njegovu
temperaturu taljenja. U istrazivanju Kurian i suradnika (2015), DSC analizom uzorka ksilana,
detektirani su egzotermni pikovi u rasponu od 243 do 245 °C te razgradnja u rasponu od 97 do
313 °C. Za razliku od spomenutih istraZivanja, u ovome istraZivanju, na DSC termogramima
sve promjene iznad 200 °C smatrane su rezultatima pirolize te su kao takve ukazivale na

kemijske, a ne na fizikalne promjene.
5.7.2. Viskoznost otopina nosaca za suSenje rasprsivanjem

Viskoznost je jedan od vaznih parametara otopina nosaca kod suSenja rasprSivanjem. Pogodan
nosac za inkapsulaciju mora imati nisku viskoznost otopine pri visokom udjelu suhe tvari.
Previsoka viskoznost otopine moze dovesti do zacepljenja mlaznice rasprSivaca uzrokujuci
time nepotpuno isparavanje otapala 1 nisko iskorisStenje procesa, a moze imati i negativan utjecaj
na morfologiju Cestica (Esposito 1 sur., 2020). Za otopine djelomi¢no hidrolizirane guar gume
karakteristi¢ne su niske vrijednosti viskoznosti zbog primijenjenog postupka hidrolize. Mudgil
1 suradnici (2012) naveli su da je viskoznost 1 %-tne vodene otopine djelomi¢no hidrolizirane
guar gume 4 mPa s, dok je u ovome istrazivanju, 4 %-tna otopina djelomi¢no hidrolizirane guar
gume, pripremljena u ekstraktu dobriCice, imala viskoznost od 0,922 mPa s. Najveca viskoznost
od 3,508 mPa s detektirana je u otopini djelomicno hidrolizirane guar gume pripremljenoj s
dodatkom karboksimetil celuloze, Sto je ocekivano budu¢i da je karboksimetil celuloza
ucinkoviti zgusnjivac koji se hidratizira u hladnoj i toploj vodi s kapacitetom vezanja ve¢im od
100 g vode po g osiguravajuéi stabilno vezanje vode tijekom dugih razdoblja skladistenja
(Phillips 1 Williams, 2021). Ne postoji ograni¢enje u koncentraciji karboksimetil celuloze koji
se moze koristiti u prehrambenim proizvodima, ali treba je koristiti u skladu s dobrom
proizvodackom praksom (BeMiller, 2019) te se najcesce koristi u udjelu od 0,5 % (Rahman 1

sur., 2021).
5.7.3. Fizikalna i morfoloSka svojstva inkapsulata

Prinos procesa susSenja rasprSivanjem vecéinom je prvi parametar koji ukazuje na uspjesnost

procesa, a uzima u obzir udjel suhe tvari otopine nosaca koja je prevedena u inkapsulat. U
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ovome istrazivanju, binarne otopine nosaca, pripremljene dodatkom razliCitih polimera
(hidrolizat kolagena, karboksimetil celuloza, nutrioza, mucin i ksilan) u sustav s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom, rezultirale su prinosom ve¢im od 50 %, $to je prema Bhandari i
suradnicima (1997), jedna od karakteristika uspjesnog susenja rasprSivanjem. Najveéi prinos,
¢ak 96,07 %, ostvaren je dodatkom hidrolizata kolagena u sustav nosaca §to moze biti posljedica
njegove izrazito visoke toplinske stabilnosti utvrdene TGA analizom. Naime, od svih
ispitivanih polimera, hidrolizat kolagena pokazao je najviSu temperaturu maksimalne brzine
razgradnje od 318 °C (poglavije 4.7.1.). Prinos manji od 50 % postignut je koriste¢i djelomicno
hidroliziranu guar gumu kao samostalan nosac, §to upucuje na ¢injenicu da se izborom nosaca
te kombinacijom razli¢itih polimera uvelike moze utjecati na iskoristenje procesa. Osim nosaca,
prema Magri 1 suradnicima (2019), prinos susenja rasprSivanjem moZze se povecati povisenjem
ulazne temperature 1 smanjenjem koli¢ine ili veliine kapljica uzorka koji se susi. Sukladno
tome, Sun 1 suradnici (2020) provodili su inkapsulaciju karvakrola susenjem rasprSivanjem, uz
binarnu otopinu pektina i natrijevog alginata kao nosac, pri razli¢itim ulaznim temperaturama
(100, 130, 160 1 190 °C) 1 zabiljezili najvecu inkapsulacijsku u€inkovitost od 82,79 % pri
najvisoj ispitivanoj temperaturi, dok je kod najniZe temperature, ona iznosila tek 45,73 %.
Nadalje, Jafari i suradnici (2010) provodili su inkapsulaciju ribljeg ulja suSenjem rasprsivanjem
koriste¢i maltodekstrin, u kombinaciji s modificiranim Skrobom i izolatom proteina sirutke, kao
nosac te objavili da su vece Cestice (> 63 um) sadrzavale na povrS$ini viSe neinkapsuliranog ulja
u odnosu na manje Cestice (< 38 um). Nadalje, suha tvar inkapsulata susenih rasprSivanjem
takoder je izrazito bitna i pozeljno je da bude veca od 95 % osiguravajuci njihovu stabilnost
(Clarke, 2003). U istrazivanju Piovesana i Norefia (2018), suSenje rasprSivanjem ekstrakta
caSke hibiskusa na 140 °C 1 koristenjem 10 % otopine djelomi¢no hidrolizirane guar gume,
rezultiralo je inkapsulatom vrlo niskog udjela vode (2,5 %), u usporedbi s liofiliziranim
ekstraktom (6 %). Uspjesno provedeno suSenje rasprSivanjem rezultira kona¢nim proizvodom

niskih vrijednosti aktiviteta vode 1 visokog udjela suhe tvari (Shishir 1 Chen, 2017).

Odredivanje mocivosti 1 kontaktnog kuta vode inkapsulata moZe ukazati na njihovu topljivost
1 na izraZenost hidrofilnog ili hidrofobnog ponasanja. U ovome istraZivanju, utvrdena je visoka
korelacija (R?= 0,85) izmedu mocivosti i kontaktnog kuta vode jer je nisko vrijeme mocivosti
bilo prac¢eno 1 nizim vrijednostima kontaktnog kuta vode. PovrSine koje s kapljicom vode tvore
kontaktni kut manji od 90 ° smatraju se hidrofilnima, dok su one koje tvore kontaktni kut ve¢i
od 90 ° hidrofobne (Latthe i sur., 2014). U ovome istrazivanju, kontaktni kut manji od 90 °

odreden je kod svih uzoraka $to ukazuje na povrSinu koja se moZze vlaziti. Najveca vrijednost
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od 87 °, §to je vrlo blizu granice kuta za hidrofobnu povrsinu, izmjerena je u uzorku s dodatkom
karboksimetil celuloze. Liu i suradnici (2021) takoder su objavili povecanje hidrofobnosti filma
na bazi skroba s dodatkom viSe od 10 % karboksimetil celuloze pri ¢emu je najvisa vrijednost
kontaktnog kuta od 66,8 ° uocena kod uzorka s 35 % karboksimetil celuloze. Ramirez i
suradnici (2012) objavili su sli¢ne vrijednosti kontaktnog kuta za jestive filmove na bazi
karboksimetil celuloze na kori jabuke (76,68 ©) i dunje (81,88 °). Karboksimetil celuloza je
anionski, u vodi topljivi derivat celuloze, u kojoj su, umjesto atoma vodika iz hidroksilnih
skupina celuloze, prisutne anionske karboksimetil skupine (Rahman i sur., 2021). Unatoc svojoj
polarnoj strukturi, celuloza ima izuzetno nisku topljivost u vodi zbog nerazgranatih lanaca
glukoze povezanih vodikovim vezama (Gubitosi 1 sur., 2017) koje tada nisu dostupne za
interakcije s molekulama vode. Posto je dio hidroksilnih skupina u molekuli karboksimetil
celuloze zamijenjen karboksimetilnim skupinama, moguce je da one utjeCu na povecanje
topljivosti karboksimetil celuloze, ali 1 dalje uz zadrZavanje hidrofobnijeg karaktera. Izrazen
hidrofilni karakter ostalih inkapsulata moze se objasniti strukturom koriStenih polimera. Naime,
visoka topljivost hidrolizata kolagena rezultat je prisustva peptida male molekulske mase koji
nastaju hidrolizom (Khiari i sur., 2014), dok je nutrioza sastavljena od dekstrina topljivih u vodi
(Lefranc-Millot 1 sur., 2012). Nadalje, topljivosti mucina u vodi pogoduje prisutnost
glikoziliranih regija u strukturi (Boegh 1 Nielsen, 2015), dok je korisSteni ksilan bio niskog

stupnja polimerizacije (< 30), te kao takav topiv u vodi (Hettrich i sur., 2017).

Nasipna gustoca je vazan parametar prahova kod skladiStenja, obrade, pakiranja 1 distribucije,
a ovisi o obliku, svojstvima povrSine i1 veliCini Cestica. Glatki i ujednaceni prah ima vecu
nasipnu gustoc¢u Sto ukazuje na manju koli¢inu zraka izmedu Supljina Cestica ¢ime se sprjeava
oksidacija sastojaka i povecava stabilnost pri skladistenju (Savikin i sur., 2021; Lourenco i sur.,
2020). U ovome istrazivanju, statisticki znacajno (p<0,05) smanjenje nasipne gustoce
uzrokovao je jedino dodatak hidrolizata kolagena u sustav s djelomic¢no hidroliziranom guar
gumom S§to moze biti posljedica sljepljivanja Cestica inkapsulata ¢ime se stvara viSe slobodnog
zracnog prostora u uzorku. Isto tako, u istraZzivanju Mounsey i suradnika (2012), Cestice
hidroliziranog natrijevog kazeinata suSene rasprsivanjem bile su sklonije sljepljivanju u odnosu
na Cestice nehidroliziranog natrijevog kazeinata i posljedi¢no su imale manje nasipnu gustocu.
Nadalje, u ovome istrazivanju, inkapsulat pripremljen samo s djelomic¢no hidroliziranom guar
gumom pokazao je izrazito loSa svojstva tecivosti i kohezivnosti, dok je dodatak svih
istrazivanih polimera u sustav statisticki znac¢ajno (p<0,05) poboljSao svojstva tecivosti, §to je

potvrdeno smanjenjem Carrovog indeksa, kao i1 svojstva kohezivnosti inkapsulata, smanjenjem
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Hausnerovog omjera. Nize vrijednosti Hausnerovog omjera impliciraju na bolju kohezivnost
Cestica inkapsulata koja je u korelaciji s boljim karakteristikama proto¢nosti. Prahovi koji imaju
bolju proto¢nost pokazuju nisku tendenciju daljnje konsolidacije te se time moze prevenirati

prekid proizvodnje u industrijskim razmjerima (Lourenco i sur., 2020).

Ako ¢e se dobiveni inkapsulati koristiti u tekué¢im disperzijama, kao kona¢nom obliku za
konzumaciju, tada podaci o zeta potencijalu mogu pruziti informacije o njihovom
agregacijskom ponaSanju. Niska apsolutna vrijednost zeta potencijala ukazuje na to da su
elektri¢no odbijanje ili stericke barijere medu cesticama nedovoljne §to mozZe dovesti do
agregacije (Liu 1 sur., 2018). U ovome istrazivanju, najizrazenija promjena zeta potencijala
uocena je dodatkom karboksimetil celuloze u sustav nosaca $to je rezultiralo inkapsulatom s
najniZzom vjerojatno$¢u zeta potencijala (-22,03 mV). Karboksimetil celuloza je negativno
nabijena ¢emu doprinosi prisutnost deprotoniranih karboksilnih skupina u strukturi
(Arumughan 1 sur., 2021). Ibrahim 1 suradnici (2020) takoder su objavili da modifikacija
povrsine nano nula valentnog zeljeza s karboksimetil celulozom, u obliku 2 %-tne otopine,
uzrokuje negativan zeta potencijal u rasponu pH od 5 do 11. Tako su, na primjer, kod pH 7, za
nano nula valentno Zeljezo bez modifikacije zabiljezili zeta potencijal od 6,9 mV, a

modifikacijom karboksimetil celulozom, kod istih uvjeta, -30,3 mV (Ibrahim 1 sur., 2020).

Kod svih tehnika inkapsulacije opcenito je cilj formulirati inkapsulate §to manje veli¢ine zbog
lakSe daljnje manipulacije 1 inkorporacije u hranu ili ostale proizvode. Ocekivani promjer
Cestica dobivenih susenjem rasprSivanjem je u rasponu od 1 do 15 um (Man i sur., 1999). U
radu Pifion-Balderrama 1 suradnika (2020), navedena je klasifikacija prahova suSenih
rasprSivanjem prema veli¢ini na male (1 — 5 um), srednje (5 — 25 um) i velike (10 — 60 um) pri
¢emu se navodi da sustav rasprSivanja ima najveci utjecaj na veli¢inu Cestica, odnosno $to su
vece kapljice koje se susSe, vece su i ¢vrste Cestice. Elversson 1 Millqvist-Fureby (2005) objavili
su da se veli¢ina Cestica moze smanjiti i smanjenjem koncentracije otopine nosaca i koristenjem
nosaca vece topljivosti, dok Tonon i suradnici (2008) isticu da moze do¢i 1 do aglomeracije
Cestica Sto takoder rezultira promjenom veli¢ine Cestica. U ovome istraZivanju, dobiveni su
inkapsulati srednje veli¢ine Cestica (7,73 — 10,05 um) i dodatak istrazivanih polimera u sustav
s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom nije statisticki znacajno (p>0,05) utjecao na veli¢inu
Gestica. Cestice sli¢ne veli¢ine dobivene susenjem raspriivanjem, pripremljene s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom, to¢nije od 8,43 um, s inkapsuliranim polifenolima koZice grozda,
odredene su u radu Kuck i Norefia (2016), te od 9,16 um, s inkapsuliranim ekstraktom ceSnjaka,

u radu Kinalski i Norefia (2019). Budu¢i da kapljice uzorka nemaju ujednacenu veli¢inu kada
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se rasprSuju, visoka polidisperznost, odnosno heterogena raspodjela njihove veliCine,
karakteristika je Cestica dobivenih suSenjem rasprSivanjem (Toledo Hijo i sur., 2014), $to je
potvrdeno i u ovome istrazivanju pretraznom elektronskom mikroskopijom (SEM). Prema
Tonon i suradnicima (2010), Cestice manje veli¢ine dobivene susenjem rasprsivanjem smjestaju
se izmedu vecih i stoga zauzimaju manje prostora $to rezultira velikom nasipnom gusto¢om. U
ovome istrazivanju, uzorak pripremljen dodatkom karboksimetil celuloze, koji je imao i
najizrazeniju heterogenu raspodjelu veli¢ine Cestica, nije se znacajno razlikovao od ostalih po
vrijednostima nasipne gustoce §to znaci da su se male Cestice smjestile izmedu vecih, dok bi
najviSe praznog prostora izmedu cestica moglo biti u uzorku pripremljenim dodatkom
hidrolizata kolagena, buduc¢i da je kod istog odredena najmanja nasipna gustoca. U istrazivanju
Pieczykolan 1 Kurek (2019), suSenje rasprSivanjem koriSteno je za inkapsulaciju antocijana
aronije, koriste¢i kombinacije maltodekstrina s arapskom gumom, inulinom, beta-glukanom,
pektinom 1 guar gumom kao nosae, 1 dobivene Cestice s najizraZenijom heterogenom
raspodjelom veli¢ine, tocnije one pripremljene s dodatkom arapske gume, bile su
okarakterizirane 1 najmanjom nasipnom gusto¢om, S$to upucuje da se manje cestice nisu

smjestile izmedu vecih te da je prostor izmedu njih ostao prazan.

Ispitivanjem morfologije SEM analizom, u inkapsulatu pripremljenom s djelomi¢no
hidroliziranom guar gumom vidljivi su nepravilni oblici, ali bez udubljenja 1 pukotina, kao i
glatka povrsSina, dok su binarni sustavi nosaca rezultirali formuliranjem inkapsulata relativno
sfericnih oblika, takoder bez udubljenja ili pukotina, ali smanjene glatko¢e povrsine. Kuck 1
Norena (2016) objavili su sferi¢an oblik inkapsulata ekstrakta ¢eSnjaka susenog rasprsivanjem
1 pripremljenog s djelomi¢no hidroliziranom guar gumom kao nosacem, i s izrazitom malom
pojavom konkaviteta. Izrazito su nepozeljne formulacije inkapsulata s vrlo poroznom
povrsinom, hrapave ili napukle strukture jer takvi sustavi imaju loSa svojstva tecivosti i zbog
vece kontaktne povrSine podloZniji su reakcijama degradacije (Rosenberg i sur., 1985). U
uzorku pripremljenom uz dodatak mucina primijeena je pojava konkaviteta. Konkavitet
najcesce nastaje uslijed brzog isparavanja vode tijekom suSenja rasprsivanjem (Kuck i Norefia,

2016).
5.7.4. FT-IR analiza nosaca, ekstrakta i inkapsulata

Zbog prisustva polifenolnih spojeva, IR spektar ekstrakta dobricice pokazao je karakteristican
IR apsorpcijski pojas hidroksilnih skupina n