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1 UVvOD

Danas se na globalnom trzistu sve viSe osje¢a nametanje ekoloske svijesti, a zdrav nacin
zivota postao je jedan od vodecih trendova. Sukladno tome, povecana je potraznja za
nutritivno bogatim proizvodima i tzv. funkcionalnom hranom. Funkcionalna hrana, uz svoje
osnovne prehrambene funkcije, pruza i odredene zdravstvene benefite, kao Sto je primjerice
smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti, ja¢anja imuniteta i sli¢no.

Razvoj funkcionalne hrane vrlo Cesto ukljucuje i inkorporiranje razli¢itih biljnih ekstrakata i
bioaktivnih sastojaka u pojedine prehrambene proizvode.

Polifenoli su najproucavanija skupina bioaktivnih spojeva koje, uz snazan antioksidacijski
potencijal, karakteriziraju i brojni drugi pozitivni zdravstveni ucinci: antimutageni,
protuupalni, antimikrobni i sl. (Coman i sur., 2018). Zbog svojih nedostataka kao §to su
osjetljivost na razgradnju, neugodan senzorski profil, relativno niska bioraspolozivost i
biodostupnost ne ugraduju se direktno u hranu, ve¢ se za to koriste razne tehnike
inkapsuliranja.

Tehnika elektroispredanja podrazumijeva inovativnu tehniku ,,zatvaranja“ aktivnih tvari
unutar ugljikohidratnih i/ili proteinskih (bio)polimera pod visokim naponom koja rezultira
formiranjem nanovlakna pozeljnih strukturnih svojstava. Ova tehnika izazvala je veliki
interes za Siru primjenu u regenerativnoj medicini i bioinzenjeringu tkiva, proizvodnji
lijekova s kontroliranim prijenosom i otpusStanjem funkcionalnih komponenti te u proizvodnji
zastitnih tekstilnih materijala, industriji senzora, katalizatora itd. (Park, 2011).

Kao nosac¢i aktivnih tvari koriste se razni proteini i polisaharidi, a jedan od posebno
atraktivnih polimera za ovu tehniku inkaspulacije pokazao se pululan kojeg karakterizira
GRAS status, velika stabilnost i topivosti u $irokom pH rasponu, a sli¢ne prednosti u pogledu
biorazgradivosti, netoksi¢nosti i topivosti u vodi karakteriziraju i polietilen oksid (Singh i
sur., 2019).

Cilj ovog rada je inkapsulacija polifenolnog ekstrakta trave ive tehnikom elektroispredanja. U
tu svrhu provest ¢e se karakterizacija polifenolnog sastava biljnog ekstrakta i fizikalna
karakterizacija otopina za elektroispredanje. Inkapsulacijska ucinkovitost i kinetika
otpustanja polifenolnih spojeva iz formiranih nanovlakana (in vitro uvjeti) pratit ¢e se su
spektrotometrijskom (udjel ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet) i HPLC-DAD
(udjel ehinakozida i verbaskozida) metodologijom.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 TRAVA IVA (Teucrium montanum)

Trava iva (Teucrium montanum L.) pripada rodu Teucrium, porodici Lamiaceae, red
Lamiales, koji sadrzi vise od 300 biljnih vrsta rasprostranjenih po cijelom svijetu, od ¢ega 96
% vrsta raste na Mediteranu. Rod Teucrium karakteriziraju aromatic¢ne i trajne zeljaste biljke
ili polugrmovi koji sadrze cjelovite ili peraste listove na kratkoj peteljci. Pronadene su na
razli¢itim tlima, od jako luznatih do kiselih i neutralnih tla, a preferiraju i vapnenacka i
dolomitska tla (Lakusic i sur., 2009).

Teucrium montanum visegodiSnja je zeljasta biljka visine od 5 do 30 cm s vrlo razvijenim
vretenastim korijenom, a poznata je po nazivima gorski cmilj i dubac¢ac mali. Sastoji se od
blijedozutih cvjetova te listova eliptiénog oblika koji se prema vrhu postupno suzavaju (slika
1). Biljke su nadene na nadmorskim visinama od 30 pa sve do 2000 m. Cvjetanje se odvija u
razdoblju od lipnja do kolovoza, a bere se samo nadzemni dio biljke koji se nakon toga susi
(Stankovié, 2020).

T. montanum opisuje se kao aromatic¢na biljka gorkog okusa uz koju se veze antioksidacijsko,
antifungalno, antibakterijsko i protuupalno djelovanje. Koristi se u tradicionalnoj medicini
kao zacin, diuretik, sastojak velikog broja ljekovitih pripravaka za jatanje imuniteta, lijeenje
zeluanih 1 probavnih tegoba, bolesti Zu€nog mjehura 1 Zuc¢nih puteva, apscesa 1
konjunktivitisa te bolesti disnog sustava (Daji¢-Stevanovi¢ i sur., 2013; Stankovi¢ i sur.,
2011; Stankovi€ 1 sur., 2012; Petrovi¢, 2014). U Hrvatskoj se proteze Panonskom nizinom
sve do juga obale Crne Gore te Jadranskom obalom do Dinarida (Lakusic i sur., 2009).

Prema osnovnom kemijskom sastavu trava iva sadrzi 8,46 % proteina, 9,02 % mineralnih
tvari, 1,68 % masti, 4,15 % topljivih vlakana, 52,96 % netopljivih vlakana i 23,73 % ostalih
sastojaka. Udio suhe tvari u biljci iznosi 89,34 % , a ostalih 10,66 % ¢ini voda.
Najzastupljenije mineralne tvari su kalcij i kalij, a zatim slijede Zeljezo, magnezij, sumpor i
fosfor. Trava iva sadrzi klorofile, karotenoide i antocnijane, koji su ujedno i najzastupljeniji
(Banik i sur., 2018). U bogatom bioaktivnim sastavu ove biljke isticu se fenolne kiseline,

flavonoidi i terpenoidi (Stankovi¢ i sur., 2011).



Slika 1. Trava iva (Teucrium montanum L.) (Anonymous 1, 2023)

2.1.1 Polifenolni spojevi trave ive

Polifenolni spojevi su heterogena skupina spojeva razliCite kemijske strukture od
jednostavnijih (fenolne kiseline) do sloZenijih (tanini), a identificirano je ¢ak 8000 razli¢itih
struktura (Tsao, 2010). Smatraju se najrasirenijom skupinom biljnih sekundarnih metabolita
gradenih od osnovne jedinice benzenskog prstena s hidroksilnim (-OH) skupinama kao
supstituentima (Quideau i sur., 2011). Polifenolni spojevi dijele se na fenolne kiseline
(hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), flavonoide (antocijanine, flavanole, flavonole i
flavone), tanine (kondenzirane i hidrolizirane) te na ostale polifenolne spojeve (lignane,
kumarine i sl.) (Naczk i Shahidi, 2006).

Takoder, pokazuju antioksidacijsko djelovanje $to zna¢i da u prisustvu drugog spoja
usporavaju ili u potpunosti sprjeCavaju oksidaciju. Na taj nacin sudjeluyju u mnogim
procesima kao $to su neutralizacija slobodnih radikala, inhibicija u enzima koji sudjeluju u
sintezi slobodnih radikala, keliranje metalnih iona koji mogu stvarati slobodne radikale te
regeneracija membranskih antioksidansa (Niki, 2010).

Zahvaljuju¢i brojnim znanstvenim istrazivanjima postepeno Se upotpunjuju spoznaje o
bioaktivnom sastavu trave ive kojima se potkrjepljuju navodi o bioloskoj aktivnosti i
antioksidacijskom djelovanju biljke. Utvrdeno je da udio polifenola ovisi o polarnosti
koristenih otapala tijekom procesa ekstrakcije te o dijelu biljke koji se ekstrahirao (Stankovic,

2011). Ako se provodi ekstrakcija polifenola iz listova, najbolje ¢e odgovarati polarno
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otapalo, dok se u slucaju ekstrakcije iz stabljike preporucuje nepolarno. ldentificirane
bioaktivne komponente u najve¢em udjelu ukljucuju fenolne kiseline i njihove derivate,
flavonoide i terpene koji odgovorni za najvaznije bioloSke karakteristike biljke T. montanum
(Stankovié¢, 2020). Tako su Tumbas i sur. (2004) u uzorcima trave ive iz podrucja Zlatibora
(Srbija) identificirali derivate hidroksibenzojeve kiseline (galna, vanilinska, siringinska,
protokatehinska 1 gentisicna kiselina) te hidroksicimetne kiseline (kafeinska kiselina,
ferulinska, klorogenska, p- kumarinska, i 3,5-dimetoksi —4-hidroksicimetna kiselina). Nasti¢
I sur. (2018) proucavali su utjecaj temperature i tlaka tijekom ekstrakcije subkriticnom
vodom na prinos ukupnih polifenola i antioksidacijska svojstva ekstrakata. Najvece
vrijednosti dobivene su kombinacijom temperature od 160 °C i tlaka od 10 bara. HPLC-PDA
analiza pokazala je da su naringin i galna kiselina dominantni polifenolni spojevi, a odredili
su i prisutnost protokatehinske, klorogenske, vanilinske, kafeinske i ferulinske kiseline te
flavonoida (+ )-katehina, epikatehina i rutina. Zlati¢ i sur. (2017) zakljucili su da je udio
ukupnih polifenolnih spojeva i flavonoida veé¢i u metanolnim ekstraktima T. montanum
uzorkovanima sa serpentinskih lokaliteta nego u uzorcima s vapnenackih nalazista. Nadalje, u
radu Dilasa i sur. (2006) etil acetatni i n-butanolni ekstrakti nadzemnih dijelova T. montanum
pokazali su znacajnu aktivnost hvatanja slobodnih radikala uklanjanjem 58,79 odnosno 100

% slobodnih radikala DPPH, odredenih elektronskom spinskom rezonancijom.

2.1.2 Feniletanoidni glikozidi

Feniletanoidni glikozidi (PhG) fenolni su spojevi topljivi u vodi koji se nalaze u mnogim
ljekovitim biljkama. Prve objavljene reference o feniletanoidnim glikozidima odnosile su se
na izolaciju ehinakozida iz Echinaceu ungustifolia (Asteraceae) 1950. i verbaskozida iz
Verbascum sinuatum (Scrophulariaceae) 1963. godine. Tijekom proteklih 60 godina, mnogi
spojevi s ovim strukturnim karakteristikama izolirani su iz prirodnih izvora i vecina ovih
spojeva posjeduje znacajne bioaktivne karakteristike, ukljucuju¢i antibakterijske,
antitumorske, antivirusne, protuupalne, neuroprotektivne, antioksidacijske, hepatoprotektivne
i imunomodulatorne ucinke (Tian i sur., 2020). Do lipnja 2020. godine izolirano je i
identificirano vise od 572 vrste PhG-a (Wu i sur., 2020). PhG su na$iroko prisutni u raznim
vrstama, posebno u dvosupnicama iz obitelji Scrophulariaceae, Lenzaceae, Chicoraceae,
Hibiscus, Magnoliaceae i Compositae. U posljednjih nekoliko godina razliciti PhG izolirani
su iz obitelji Verbenaceae, Acanthaceae, Berberidaceae i Plantaginaceae. Takoder, sadrze ih

i neke tradicionalne ljekovite biljke kao Sto su Cistanche (pustinjska repa), Scrophularia
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(strupnik), Ligustrum lucidum (japanska kalina), Rehmannia (kineski naprstak), Forsythia
suspensa (obi¢na forzicija) i Chirita longgangensis (primulina) te narodni lijekovi, poput
Lamiophlomis rotate (kineski narodni lijek) (Tian i sur., 2020).

Osnovnu strukturu PhG-a cini aglikonski dio sastavljen od feniletanoidne jedinice-
hidroksitirosola i fenilpropanoidne jedinice- kafeinske, ferulinske ili neke druge
hidroksicimetne kiseline, a koji je vezan za Se¢ernu skupinu, uglavnom B-D-glukopiranozu,
putem glikozidne veze na C-1 mjesto. Ramnoza, ksiloza, arabinoza, aloza, galaktoza i apioza,
izmedu ostalih, takoder mogu biti vezane za ostatak glukoze. Raznolikost Secera, kao i
prisutnost razli¢itih hidroksicimetnih kiselina, ¢ini veliku bioraznolikost ovih spojeva.
Opcenito, broj Secera krece se od jedan do tri. Medutim, povremeno se pronadu i ostaci Cetiri
i pet SeCera. Prema broju Secera vezanih na aglikonske dijelove, PhG se mogu Klasificirati u
monosaharidne, disaharidne, trisaharidne, tetrasaharidne i pentasaharidne PhG (Wu i sur.,
2020).

Feniletanoidni glikozidi do sada pronadeni u wvrsti T. montanum su verbaskozid,
ceruleskenozid, echinakozid, kastanozid A, forsitozid B i samiozid (Stankovi¢, 2020).
Struktura ehinakozida i verbaskozida, koji su od navedenih feniletanoidnih glikozida

najzastupljeniji u travi ivi, prikazana je na slici 2.

\ e _OH
3~ \/\\,//\/
3 |

|
\/ \(_1r1
Verbascoside

Echinacoside

H

Slika 2. Struktura ehinakozida i verbaskozida (Wu i sur., 2020)

Osim znacajne bioloske uloge u interakcijama biljaka u ekosustavu, sekundarni metaboliti
koji su izolirani iz biljnog organizma pokazuju biolosku aktivnost i u in vitro i in vivo
uvjetima. Mehanizam njihovog djelovanja u bioloSkom sustavu uglavnom ukljucuje

stimulaciju ili inhibiciju enzimske aktivnosti i drugih metabolickih procesa gdje dolazi do
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izrazaja njihova terapijski u¢inak.

2.2 TEHNIKE INKAPSULACIJE

Inkapsulacija je proces zarobljavanja aktivnih tvari unutar nosaca i koristan je alat za
poboljsanje ,.isporuke” bioaktivnih molekula i zivih stanica iz hrane. Takoder, inkapsulacija
podrazumijeva tehniku koja moze stvoriti barijere izmedu osjetljivih bioaktivnih materijala i
okolisa te tako omoguciti razlikovanje okusa i arome, maskirati lo§ okus ili miris, stabilizirati
sastojke hrane ili povecati njihovu bioraspolozivost. Jedan od najvaznijih razloga
inkapsulacije aktivnih sastojaka je osigurati njihovu stabilnost u kona¢nim proizvodima i
tijekom obrade. Osim toga, prednost inkapsulacije je i manje isparavanje te razgradnja
hlapljivin aktivnih tvari poput arome. Nadalje, inkapsulacija se koristi za prikrivanje
neugodnih osje¢aja tijekom jela, poput gor¢ine i trpkosti polifenola. Cilj primjene
inkapsulacije je 1 taj da se sprijeci reakcija s drugim komponentama u prehrambenim
proizvodima kao Sto su kisik ili voda. Inkapsulacija se moze koristiti i za imobilizaciju
stanica ili enzima u aplikacijama za preradu hrane, kao $to su procesi fermentacije i procesi
proizvodnje metabolita. Sve je vec¢i zahtjev za pronalaskom odgovaraju¢ih rjeSenja koja
osiguravaju visoku produktivnost, a istovremeno zadovoljavaju odgovarajuc¢u kvalitetu
finalnih prehrambenih proizvoda (Nedovi¢ i sur., 2011). Materijali koristeni za dizajn zastitne
ovojnice inkapsulata moraju biti pogodni za prehrambene svrhe, biorazgradivi te sposobni
stvoriti barijeru izmedu unutarnje faze i njezine okoline. Od svih materijala za inkapsulaciju s
primjenom u prehrambenim proizvodima naj¢esce se koriste polisaharidi, iako su prikladni i
Postoji niz dostupnih tehnika za inkapsulaciju prehrambenih spojeva. Buduéi da su spojevi za
inkapsulaciju vrlo ¢esto u tekuéem obliku, mnoge tehnologije se temelje na suSenju. Za
inkapsulaciju aktivnih tvari dostupne su razlicite tehnike kao §to su susSenje rasprSivanjem,
ionsko geliranje, tehnike emulzije, tehnike koacervacije, liposomska inkapsulacija i sli¢no
(Nedovic i sur., 2011). Susenje rasprSivanjem najSire je primjenjivana tehnika inkapsulacije u
prehrambenoj industriji jer je fleksibilna, kontinuirana, ali 1 ekonomic¢na. Proizvodi Cestice
dobre kvalitete, velicine do 40 pm. Ova znacajka pozeljna je sa stajaliSta osjetilnih i
teksturalnih karakteristika finalnih proizvoda. lako su uredaji za suSenje rasprSivanjem
raSireni u prehrambenoj industriji, postoji nekoliko nedostataka ove tehnike kao S$to su

sloZzenost opreme, neujednaceni uvjeti u komori za suSenje 1 to Sto nije uvijek lako
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kontrolirati veli¢inu Cestica. Otprilike 80-90 % inkapsulata osuSeni su rasprSivanjem, a
ostatak se uglavnom priprema hladenjem rasprSivanjem, suSenjem smrzavanjem, ekstruzijom
taline i ubrizgavanjem taline. Metode ekstruzije se sastoje od kapanja kapljica vodene otopine
polimera i aktivne tvari u kupelj za geliranje. Alat za kapanje moze biti pipeta, Strcaljka,
vibriraju¢a mlaznica, mlaznica za rasprSivanje, mlazni rezac ili rasprSivac. Elektrostatska
ekstruzija posebno je ucinkovita za proizvodnju vrlo malih Cestica, do 50 um. Druga Cesto
koriStena tehnika je emulgiranje. Koristi se u slucaju aktivnih tvari iz hrane topljivih u vodi 1
postoje dvije kombinacije emulzija: emulzije voda/ulje ili emulzije ulje/voda i dvostruke
emulzije voda/ulje/voda. Emulzija ulja u vodi moze se susiti razli¢itim metodama kao §to je
susenje rasprsivanjem ili smrzavanjem kako bi se pripremile kapsule ili instant formulacije za
brojne prehrambene proizvode (Nedovic i sur., 2011).

Cegledi i sur. (2022) tehnikom rasprsivanja uspjesno su inkapsulirali ekstrakt koprive (Urtica
dioica L.) §to se pokazalo kao obecavajuci alat za oCuvanje i stabilizaciju vrijednih
antioksidansa s povec¢anom bioraspolozivoséu, ¢ime je omogucéena njihova primjena u
funkcionalnim prehrambenim proizvodima. Istu tehniku su primijenili i Ribeiro i sur. (2019)
kako bi postigli uspjesnu inkapsulaciju flavanoida antocijana i kvarcetina iz cvjetova i
stabljike bazge (Sambucus nigra L.) u mikrocestice. Tehnika ionskog geliranja koristena je u
radu de Moura i sur. (2019) kako bi se utvrdila u¢inkovitost dvostruke emulzije pracene
ionskim geliranjem u inkapsulaciji ekstrakta antocijanina Hibiscus sabdariffa L. s primjenom
u prehrambenoj matrici jogurta. Tehnika ionskog geliranja pokazala se izrazito u¢inkovitom,
a matrica jogurta s dodatkom dobivenih mikrocestica pokazala je visoku prihvatljivost
izgleda. Takoder, Cutrim i sur. (2019) ionskim geliranjem inkapsulirali su ekstrakt praha
zelenog ¢aja, dok su Bannikova i sur. (2020) tehnikom koacervacije pripremili mikrokapsule
polifenola i ksilooligosaharida iz zobenih mekinja s proteinima sirutke i maltodekstrina, kao
sustavom nosaca.

Ngwuluka i sur. (2020) pratili su napredak nanotehnologije u posljednja dva desetljeca i
usporedivali nano- i mikroinkapsulaciju. Navode kako ishod bilo koje tehnike inkapsulacije
ovisi 0 mahanizmu tehnike i nosa¢ima za inkapsulaciju aktivnih sastojaka. U tablici 1

navedena je klasifikacija tehnika inkapsulacije ovisno o njihovom principu/mehanizmu.



Tablica 1. Klasifikacija inkapsulacijskih tehnika (Ngwuluka i sur., 2020)

Fizikalno/mehanic¢ko/termalne Fizikalno- Kemijske
kemijske
premazivanje | atomizacija ekstruzija termalne koacervacija | polimerizacija
pan spinning disk | stacionarna mlaznica | suSenje talozenje  sloj | suspenzija
rasprsivanj | po sloj
em
fluidni sloj centrifugalna susenje isparavanje emulzija
hladenjem | otapala
koekstruzija susenje molekularna interfacijalna
zgruSavanj | inkluzija
em
elektrohidrodinamicka | inverzija sol-gel
(elektrosprejanje i | faza
elektroispredanje)
mikroekstruzija
ekstruzija s jednim ili
dva vijka

2.2.1 Elektroispredanje

Elektroispredanje kao tehnika inkapsulacije bioaktivnih spojeva, ukljucujucéi lijekove, koristi
elektri¢ne sile za proizvodnju polimernih vlakana u rasponu promjera od 2 nm do nekoliko
mikrometara. Ova tehnika dozivjela ogroman interes u istrazivaékom i komercijalnom smislu
tijekom proslog desetljec¢a. Jednostavna je, laka i svestrana tehnika kod koje se primjenom
polimernih nosaca formiraju vlakana s visokim omjerom povrsine i volumena te poroznoscu.
U usporedbi s tradicionalnim tehnikama inkapsulacije, klju¢na prednost elektroispredanja je
odsutnost topline §to je vazno za oCuvanje strukture i postizanje visoke ucinkovitosti
inkapsulacije bioaktivnih tvari. Bioaktivni spojevi, inkapsulirani unutar elektroispredenih
vlakana, posjeduju poveéanu stabilnost i funkcionalnost. Tako su zahvaljujuci promjerima od
submikronskih do nano veli¢ina, kao i velikoj povrsini, elektroispredena vlakna bolje
reagirala na promjene u okolnoj atmosferi (npr. relativna vlaznost i promjene temperature) u
usporedbi s filmskim i plocastim nosa¢ima, a mogu i kontrolirano otpustati inkapsulirane

spojeve (Wen i sur., 2017).



Nadalje, ova tehnika nudi jedinstvene moguénosti za proizvodnju novih prirodnih
nanovlakana i tkanina sa strukturom pora koja se moze kontrolirati. S manjim porama i
ve¢om povrSinom od obi¢nih vlakana, elektroispredena vlakna uspje$no se primjenjuju u
raznim podru¢jima kao S$to su nanokataliza, tkivno inZenjerstvo, zastitna odjeca, filtracija,
biomedicina, farmacija, opti¢ka elektronika, zdravstvo, biotehnologija, obrana i sigurnost te
inzenjerstvo zaStite okoliSa (Bhardwaj i Kundu, 2010). Ispredena nanovlakna takoder nude
nekoliko prednosti, kao §to su izuzetno visok omjer povrsine i volumena, podesiva poroznost,
savitljivost za prilagodbu velikom broju veli¢ina i oblika i moguénost kontrole sastava
nanovlakana kako bi se postigli zeljeni rezultati na temelju njihovih svojstava i
funkcionalnosti (Liang i sur., 2007). Medutim, potencijalna primjena elektroispredanja u
podrucju znanosti o hrani relativno je nova i manje istrazena (Wen i sur., 2017).
Elektroispredanje se izvodi na sobnoj temperaturi uz atmosferske uvjete. Elektroispredena
vlakna mogu se proizvesti samo unutar odredenog raspona koncentracije i viskoznosti
uzoraka. Za uspjes$no elektroispredanje vazno je optimizirati proces elektroispredanja na
nacin da se optimiziraju svi parametri: koncentracija polimera, konduktivnost, viskoznost,
primijenjeni napon, udaljenost vrh-kolektor, brzina protoka i ¢imbenici okolisa (vlaznost i
temperatura) (Jacobs i sur., 2010).

Promjena koncentracije otopine mijenja viskoznost otopine i time znacajno utjece na
rezultiraju¢u morfologiju vlakana. Svaki polimer ima optimalni raspon koncentracije, a
promjer vlakna povecava se povecanjem koncentracije polimera. Ako se otopina razrijedi,
odvija se proces elektrosprejanja umjesto elektroispredanja budu¢i da se mlaz tekucine
razbija u kapljice povrSinskom napetosc¢u otopine. To dovodi do stvaranja zrnatih vlakana ili
mjesavine zrnaca i vlakana (Sharma i sur., 2014). Nadalje, molekularna masa polimera
odrazava se na isprepletenost polimernih lanaca Sto je vazno kako bi mlaz tekuc¢ine prevladao
povrsinsku napetost i na kraju formirao glatka vlakna. Molekularna masa polimera ima
znacajan ucinak na elektri¢na, i reoloska svojstva. Sli¢no koncentraciji, visoka molekularna
masa pogoduje stvaranju mikrovrpci. Otopina polimera visoke molekularne mase stvara
vlakna veceg promjera, dok polimeri niske molekularne mase imaju tendenciju formiranja
kuglica (Klossner i sur., 2008). Konduktivnost otopine moze kontrolirati distribuciju
promjera vlakana. Otopina vrlo niske konduktivnosti ne moze se elektroispredati buduci da
povrsina kapljice ne nosi nikakav naboj koji bi tvorio Taylorov stozac. Kao rezultat toga ne
moze do¢i do elektroispredanja. Povecanjem konduktivnosti otopine polimera smanjuje se
promjer vlakana. Medutim, otopine polimera s konduktivno$¢u iznad kriticne vrijednosti

izuzetno su nestabilne pod jakim elektriénim poljima, uzrokujuéi divergenciju Sirokog
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promjera. Konduktivnost otopine odredena je vrstom polimera, otapalom 1 koncentracijom
soli (Ding i sur., 2014).

Na promjer i morfologiju vlakana snazno utjece i viskoznost otopine polimera tijekom
procesa elektroispredanja. Nece biti moguce kontinuirano stvaranje vlakana s otopinom
polimera vrlo niske viskoznosti, dok je s vrlo visokom viskozno$¢u tesko posti¢ci mlazno
ubrizgavanje iz otopine polimera, tako da je za ucinkovit proces elektroispredanja potrebna
optimalna viskoznost otopine polimera (Klossner i sur., 2008).

Sljedec¢i parametar koji utjeCe na promjer i morfologiju vlakna je brzina protoka otopine. S
ve¢im brzinama protoka, povecava se promjer vlakana. Ako je brzina protoka iznimno
visoka, otapalo mozda nece potpuno ispariti tijekom prijenosa iz predilnice u kolektor. To
moze dovesti do formiranja vlakana zrnate morfologije (Dehghani i Annabi, 2011).

Napon je jedan od najvaznijih ¢imbenika medu parametrima tehnike elektroispredanja. Visi
napon rezultira veCom elektrostatskom odbojnom silom na mlaz tekucine, Sto pogoduje
suzavanju promjera vlakana (Ding i sur., 2014). Promjer vlakana se povecava kako se
smanjuje udaljenost izmedu igle i kolektora. Ako je prekratka udaljenost, mogu se pojaviti
vlakna zrnate morfologije zbog neadekvatnog susenja (Bhardwaj i Kundu, 2010).

Osim tehnic¢kih parametara i parametara otopine, okoli$ni ¢imbenici poput relativne vlaznosti
1 temperature takoder utjeCu na morfologiju i promjer vlakana kroz proces skrucivanja.
Medutim, ovaj je u€inak opcenito priliéno ogranien u usporedbi s drugim parametrima.
Promjer vlakana obi¢no se smanjuje s povecanjem temperature S$to uzrokuje manju
viskoznost otopina polimera. Male pore na povrSini vlakana uz zrnasta vlakna mogu se
stvoriti zbog vece vlaznosti (Agrahari i sur., 2017).

Primijenjeni napon, koji je potreban za prevladavanje sila viskoznosti 1 povrSinske napetosti
otopine polimera, znacajno ovisi o svojstvima polimera i otapala koji se koriste (Elsabee i
sur., 2012).

S ekoloskog stajalista, elektroispredanje polimera topivih u vodi nudi ekolosku alternativu
drugim metodama koje koriste organska otapala zbog njihove moguce toksi¢nosti. Da bi se
otapalo koristilo za elektroispredanje, ono mora otopiti polimerni lanac i biti dovoljno
hlapljivo da ispari unutar potrebne udaljenosti koja odvaja mlaznicu od kolektora. To
zahtijeva upotrebu organskih otapala koja mogu biti i toksi¢na, $to istovremeno iskljucuje
koriStenje ove tehnike u okruzenjima u kojima je zaStita na radu kljucna, kao §to su
farmaceutska i prehrambena industrija (Nagy i sur., 2015). Voda je vrlo poZeljno otapalo za
razne primjene jer, osim $to nije toksi¢na, nije ni zapaljiva, biokompatibilna je i jeftina.
Medutim, elektroispredanje polimera topljivih u vodi izazovan je zadatak jer voda ima visoku
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povrsinsku napetost i dielektricnu konstantu, a s druge strane i neki polimeri topljivi u vodi
imaju vrlo velike molekularne mase, kristalne strukture i krute molekularne konformacije
(Krishnan i sur., 2013). Na temelju podrijetla, polimeri topljivi u vodi mogu se klasificirati u
dvije glavne kategorije: prirodni i sintetski. Buduci da se vecina sintetskih polimera moze
elektroispredati iz svojih vodenih otopina bez dodatka drugog polimera, surfaktanta ili soli, u
praksi im se vrlo ¢esto daje prednost u odnosu na prirodne polimere.

Najcesce koristeni sintetski polimeri topivi u vodi su: polietilen oksid (PEO), polivinil
alkohol (PVA) i polivinil pirolidon (PVP), a naj¢es¢i prirodni polimeri su alginat, derivati
celuloze, derivati kitozana, kolagen, dekstran i Zelatina (Badran 1 sur., 2019). Do sada su ve¢
brojni polimeri ispitani kao kao nosaci aktivnih sastojaka tijekom elektroispredanja: zelatina
(Wang i sur., 2019), amarant (Blanco-Padillai i sur., 2015), proteini sirutke (Drosou i sur.,
2018), pululan (Aguliar-Vésquez i sur., 2018), kitozan (Qin i sur., 2019), hidroksipropil-p-
ciklodekstrin (Poudel i sur., 2020).

Pululan je posebno atraktivan biopolimer zbog svoje linearne strukture i neionskih jedinica
maltotrioze povezanih preko a- 1-6 gliozidnih veza, stabilnosti i topivosti u Sirokom pH
rasponu, GRAS statusa i sposobnosti formiranja stabilnih i fleksibilnih nanovlakna iz vodenih
otopina (Singh i sur., 2019). Budu¢i da je to egzopolisaharid dobiven iz $krobnih biljaka i
agro-otpada, prikladan je za odrzivu i ekonomi¢nu proizvodnju. Sliéne prednosti glede
biorazgradivosti, netoksi¢nosti i topivosti u vodi pripisuju se PEO-u, polimeru etilenskih
jedinica s molekularnom masom vec¢om od 20000 g/mol. PEO je biokompatibilni polimer
koji je klinicki odobrila Uprava za hranu i lijekove (FDA) 1 druge regulatorne agencije. Iz tog
razloga opsezno se istrazuje i koristi u biomedicinske svrhe. Vodene PEO otopine mogu se
uspjesno elektroispredati sa ili bez mijeSanja s drugim polimerima (Badran i sur., 2019).
Leidy i Maria Ximena (2019) naveli su da je do listopada 2018. godine objavljeno 130
radova koji ukljucuju primjenu elektroispredanja na podruc¢ju hrane, $to je 2,2 % u odnosu na
sva istrazivanja u podru¢ju elektroispredanja, a brojka se posebice povecala nakon 2012.
godine. Emulzije, liposomi, prahovi i drugi proizvodi koriSteni su za inkapsulaciju
elektroispredanjem razli¢itih bioaktivnih spojeva, kao $to su folna, galna i ferulinska kiselina,
spojevi, kao §to je primjerice vitamin A Koji je nestabilan u nekim tipiénim uvjetima obrade
hrane (npr. svjetlo, pH ili promjene temperature, prisustvo oksidansa). Karotenoidi
ekstrahirani iz kore rajCice takoder su inkapsulirani u elektrosipredena vlakna na bazi
zelatine. ZadrZzavanje likopena, antioksidacijska aktivnost i topljivost u vodi poboljsani su

kada su karotenoidi zasticeni vlaknom, u usporedbi s neinkapsuliranim ekstraktom (Leidy i
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Maria Ximena, 2019). Ulje sjemenki Sipka izvor je nezasi¢enih masnih kiselina, kao i
fitokemikalija, tokoferola, sterola i karotenoida, te je stoga koaksijalno inkapsulirano u zein-
prolaminska vlakna, postizu¢i visoku ucinkovitost inkapsulacije i kapacitet punjenja uljem
(Yao i sur., 2016). Estevez-Areco i sur. (2018) elektroispredanjem su formirali nanovlakna s
polifenolnim spojevima ruzmarina pomoc¢u polimera polivinil alkohola (PVA) kako bi
omogucili njihovo zadrzavanje i poboljSali im toplinsku stabilnost. Dokazali su da je takva
kombinacija PVA i spojeva ruzmarina u nanovlaknima pogodna kao aktivna ambalaza za
prehrambene proizvode, posebice za hidrofilne i kisele proizvode.

Nadalje, Torkamani i sur. (2017) inkapsulirali su polifenolne spojeve gorke tikve
(Momordica charantia) uz pomo¢ Zelatine kao nosaca. Procesom inkapsulacije sacuvano je
prosjecno 88 % antioksidacijskog potencijala, a stabilnost inkapsuliranog ekstrakta pri
Cuvanju u rashladenim i sobnim uvjetima znacajno je povecana u usporedbi s njihovim
neinkapsuliranim ekvivalentima. U radu iz 2021., Zhang i sur. konstruirali su
polifunkcionalna nanovlakna od $kroba i polifenola caja procesom elektroispredanja.
Rezultati su pokazali da se antioksidacijska aktivnost znacajno povecala u odnosu na vlakna
koja nisu sadrzavala polifenole ¢aja. Na taj nacin nudi se veliki korak naprijed u promicanju
funkcionalnih materijala na bazi §kroba za odrzivu primjenu u pakiranju hrane.

Alchera i sur. (2022) dizajnirali su nanovlakna dobivena inkapsulacijom polifenola iz
nusproizvoda crnog ribiza i aktivnog maltodekstrina tehnikom elektroispredanja. Dobiveni
rezultati pokazali su antimikrobno djelovanje nanovlakana na ispitane uzorke voca te
impliciraju moguénost njegove uporabe u svrhu produljenja roka trajanja voca.
Elektroispredena vlakna Kkoriste se i kao nosac¢i antimikrobnih ili antibakterijskih spojeva
protiv nekih mikroorganizama i osiguravaju kvalitetu i ocuvanje hrane. Polihidroksibutirat je
ekstrahiran iz Spirulina sp. LEB 18 (mikroalga) i kao biopolimer se koristio za inkapsulaciju
fenolnih spojeva, kao antimikrobnih agenasa kako bi se formirala elektroispredena vlakna
koja imaju antibakterijsko djelovanje protiv Staphylococcus aureus ATCC 25923, ali i
odgovarajuca toplinska i mehanicka svojstva te se mogu Koristiti kao materijal za pakiranje
(Kuntzler i sur., 2018). Nadalje, polifenoli ¢aja inkapsulirani pomocu pululana i natrijeve
karboksimetil-celuloze (Na-CMC) dodani su u konzervirane jagode kako bi odrzavali njihovu
¢vrstocu i kvalitetu tijekom skladistenja (Shao i sur., 2018). Eteri¢na ulja timijana i dumbira
takoder su koristena kao antimikrobna sredstva unutar vlakana protiv Campylobacter jejuni
(Lin i sur., 2018) i pet vrsta bakterija (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella typhimurium i Pseudomonas aeruginosa) (Tavares da
Silva i sur., 2018).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO
3.1 MATERIJALI
3.1.1 Uzorci

U eksperimentu su koriSteni nadzemni dijelovi biljke trave ive (Teucrium montanum L.),
sakupljene u jadranskoj regiji Republike Hrvatske na mikrolokaciji Varivode, Opcine
Kistanje (Sibensko- kninska Zupanija). Biljni materijal je sakupljen od strane dugogodisnjeg
sakupljaca ove biljne vrste, o¢iS¢en od stranih primjesa te osuSen na suhom i prozracnom
mjestu. U cilju osiguranja reprezentativnog uzorka, koristen je prethodno usitnjeni i prosijani

biljni materijal veli¢ine Cestica <450 pm.
3.1.2 Kemikalije

(Bio)polimeri kao inkapsulacijski nosaci:
e Pululan, Biosynth Carbosynth (UK)
e Polietilen oksid (Mr: 300 000 g/mol, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

Spektrofotometrijske metode:

e Folin-Ciocalteu reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Bezvodni natrijev karbonat, GRAM-MOL d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Galna kiselina (>99 %), Sigma-Aldrich (Steinhaim, Njemacka)

e Metanol (100 %, HPLC ¢isto¢e), GRAM-MOL d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil; min 85 % CHN), Sigma-Aldrich/Merck (St. Louis,
SAD)

e Trolox ((x)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (>99 %),
Sigma Aldrich/Merck (St. Louis, SAD)

Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-DAD):
e Mravlja kiselina (100 %, HPLC ¢&istoée), Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)
e Acetonitril (100 %, HPLC cistoc¢e), Fischer Scietific (Waltham, SAD)
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In vitro digestija:

3.1.3

Puferska otopina za simulaciju Zelu¢ane faze (pH=3) sastavljene od kalijevog klorida,
natrijevog hidrogenkarbonata, natrijevog klorida, kalijevog dihidrogenfosfata,
magnezijevog klorida heksahidrata i amonijevog karbonata, Kemika (Zagreb,
Hrvatska)

Puferska otopina za simulaciju intestinalne faze (pH=7) sastavljene od kalijevog
klorida, natrijevog hidrogenkarbonata, natrijevog klorida, kalijevog dihidrogenfosfata,
magnezijevog klorida heksahidrata i amonijevog karbonata, Kemika (Zagreb,
Hrvatska)

1 M HCI (p.a. ¢istoce) za regulaciju pH

1 M NaOH za regulaciju pH

Pepsin podrijetlom iz Zelucane sluznice svinja, enzimske aktivnosti 474 U/mg, Sigma
Aldrich (St. Louis, SAD)

Pankreatin podrijetlom iz svinjske gusterace, 4*USP, Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

Aparatura i pribor

Laboratorijski pribor: teflonski magneti, Pasteur pipete, opticke Kivete za
spektrofotometar, plasti¢ne Sprice (2 mL), mikrofilteri od regenerirane celuloze
(veli¢ine pora 0,20 um), HPLC viale za uzorke s navojnim ¢epovima- Agilent
Technologies (Santa Clara, SAD)

Laboratorijsko plasti¢no posude: Falcon epruvete (50 mL), Eppendorf epruvete (2
mL), Pasteur pipete

Laboratorijsko stakleno posude: odmjerne tikvice, reagens boce, menzure,
laboratorijske caSe, staklene epruvete, pipete

Mikropipete Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

Elektri¢ni mlinac za usitnjavanje, United Favour Development (Kowloon, Hong
Kong)

Uredaj za homogenizaciju reakcijske smjese, Dlab Scientific (Schiltigheim,
Francuska)

Digitalni refraktometar Kern ORF-B (Kern & Sohn, Njemacka)

Analiti¢ka vaga New Classic ML204/01, Mettler Toledo (Ziirich, Svicarska)
Centrifuga SL 8R, Thermo Scientific (Massachusetts, SAD)
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e Magnetska mjeSalica SMHS-6, Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim, Njemacka)

e Rotacijski vakuum upariva¢ IKA RV8 (Staufen im Breisgau, Njemacka)

e Ultrazvuéna kupelj S60H Elmasonic, ElIma Schmidbauer (Singen, Njemacka)

e Spektrofotometar GenesysTM 10S UV-VIS, Thermo Fischer Scientific (Waltham,
SAD)

e Tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara,
SAD) koji se sastoji od degazera, kvarterne pumpe, automatskog injektora, termostata
kolone i DAD (eng. Diode-Array Detector) detektora

e HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 pm, 100 A), Agilent
Technologies (Kalifornija, SAD)

e Konduktometar Cond-330i, WTW (Weilheim, Njemacka)

e Viskozimetar RM 100 plus, Lamy Rheology (Champagne au Mont d’Or, Francuska)

e Tenziometar DCAT, DataPhysics (Filderstadt, Njemacka)

e Uredaj za elektroispredanje Spinbox Systems, Bioinicia (Valencia, Spanjolska)

e Digitalni termohigrometar Boneco 200X (St. Gallen, Svicarska)

3.2 METODE
3.2.1 Priprema liofiliziranog ekstrakta trave ive

Vodeni ekstrakt trave ive za liofilizaciju pripremljen je konvencionalnom metodom
ekstrakcije (100 °C, 1g uzorka:100 mL otapala, 30 min) u borosilikatnoj laboratorijskoj boci s
navojnim ¢epom. Nakon zavrsSetka ekstrakcije, dobiveni ekstrakt je ohladen, profiltriran kroz
papirnate filtere za biljne infuzije 1 uparavan na rotacijskom vakuum uparivacu (RV8, IKA)
pri temperaturi vodene kupelji od 40 °C do suhog. Talog iz tikvice je resuspendiran u
minimalnoj koli¢ini vode u svrhu maksimalne koncentracije suhe tvari ekstrakta. Tako
pripremljeni ekstrakt liofilizaciran je tijekom 24 h (liofilizator Christ, Alpha LSCplus,
Njemacka), pripremljeni su koncentrirani ekstrakti. Otapanjem liofilizata (0,28 g liofilizata u
10 mL vode) dobiven je ekstrakt koji je 10 puta koncentriraniji u odnosu na izvorni ekstrakt,

obzirom na ekstraktibilnu suhu tvar ekstrakta (28,2 %) i u njemu je otopljen polimerni nosac.
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3.2.2 Odredivanje bioaktivnog sastava ekstrakta

3.2.2.1 Odredivanje udjela ukupnih polifenola (TPC metoda)

Princip metode

TPC metoda (engl. Total Phenolic Content) naziv je za analiticku metodu kojom se odreduje
ukupan broj polifenola u uzorku, a temelji se na kolorimetrijskoj reakciji u kojoj sudjeluju
Folin-Ciocalteau reagens te reduciraju¢i reagens (fenoli). Tijekom reakcije dolazi do
prijenosa elektrona s fenoksid iona fenolnog spoja na Folin-Ciocalteau reagens (smjesu
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline) pri ¢emu se fenoksid ion oksidira, dok se
Folin-Ciocalteau reagens reducira i uzrokuje plavo obojenje koje predstavlja prisutnost

volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i sur., 1999).

Postupak rada
U epruvete se otpipetira 7,9 mL destilirane vode, 100 uL uzorka, 500 pL Folin-Ciocalteau

reagensa (pripremljen razrjedivanjevam s vodom u omjeru 1:2) te 1, 5SmL 20 %-tne otopine
natrijevog karbonata. Za slijepu se probu umjesto 100 pL uzorka otpipetira 100 pL
destilirane vode. Tako pripremljeni uzorci se vorteksiraju i ostave stajati 2 sata u mraku na
sobnoj temperaturi nakon Cega se mjeri apsorbancija plavog obojenja na 765 nm. Kod
izmjerenih vrijednosti se apsorbancija slijepe probe oduzima od apsorbancije ekstrakta, a
dobiveni intenzitet obojenja direktno je proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u uzorku
(Singleton i Rossi, 1965).

Kako bi se odredio udio ukupnih polifenola, potrebno je izraditi bazdarni dijagram (u ovom
slu¢aju kao standard je odabrana galna kiselina) koji prikazuje ovisnost apsorbancije o
koncentraciji standarda. Pomocu jednadZzbe bazdarne krivulje udio ukupnih polifenola

izraCunava se na sljede¢i nacin:
y=0,0010x — 0,0001 [1]
pri ¢emu je:

X — udio ukupnih polifenola (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm.
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3.2.2.2 Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode

DPPH metoda temelji se na redukciji ljubicasto obojenog stabilnog DPPH- radikala (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) otopljenog u metanolu u prisutnosti antioksidansa. Do
kolorimetrijske reakcije dolazi u trenutku kada se, u prisutnosti elektron donora —AH
(antioksidansa), sparuje elektronski par DPPH radikala. Smanjenje obojenja te, posljedi¢no, i
smanjenje apsorbancije uslijed reakcije mjeri se pri maksimumu apsorpcije reakcijske smjese

pri 515 nm.

DPPH- + AH — DPPH-H + A-
DPPH- + R-— DPPH-R

Postupak rada
Pripremi se 0,094 mM otopina DPPH radikala u metanolu te se takva otopina zbog

fotosenzitivnosti drzi omotana u aluminijsku foliju. Apsorbancija izmjerena na
spektrofotometru mora biti priblizno 1. U epruvete se otpipetira 100 pL ekstrakta i 3,9 mL
pripremljene otopine DPPH nakon cega se epruvete vorteksiraju i ostave stajati 30 minuta u
mraku. Apsorbancija se mjeri na 515 nm. Za pripremu slijepe probe se umjesto ekstrakta
dodaje 100 pL otapala, u ovom slucaju metanola te 3,9 mL otopine DPPH kao za ostale
uzorke. (Brand-Williams i sur., 1995).

Izmjerena apsorbancija ekstrakta oduzima se od izmjerene apsorbancije slijepe probe i tako
dobivena vrijednost predstavlja AA. Prema jednadzbi bazdarne krivulje za standard Trolox-a
AA se preracunava u koncentraciju (mmol Trolox-a).

Bazdarna krivulja konstruirana za standard Trolox-a prikazuje ovisnost apsorbancije o
koncentraciji standarda (mmol/L), a pomoc¢u njezine jednadzbe pavca odreduje se
antioksidacijski kapacitet uzorka. Rezultati se izrazavaju kao srednje vrijednosti svih
mjerenja uz pripadajucu standardnu devijaciju u mmol Trolox-a/g uzorka. U sluaju da je
ekstrakt bilo potrebno razrijediti, dobivena vrijednost mnozi se sa odgovaraju¢im faktorom
razrjedenja.

Jednadzba bazdarene krivulje za standard Trolox-a:

y = 0,603x — 0,006 2]
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pri Cemu je:
X - koncentracija standarda otopine Trolox-a (mmol/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 515 nm.

3.2.2.3 Odredivanje udjela feniletanoidnih glikozida tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC-DAD)

Pojedinacni feniletanoidni glikozidi ehinakozid i verbaskozid identificirani su i kvantificirani
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) s DAD detektorom (Agilent
1100/1200 Series, Agilent, Santa Clara, USA). Razdvajanje komponenti izvrSeno je na
analitickoj koloni Zorbax extend C-18 (250%x4,5 mm, 5 mikrona) (Agilent Technologies,
USA) koristenjem gradijentne eluacije: vodene faze A (1 % mravlje kiseline u vodi, v/v) i
organske faze B (1 % mravlje kiseline u acetonitrilu, v/v). Protok mobilnih faza iznosio je 1
mL/min pri konstantnoj temperaturi od 25 °C. Duljina trajanja metode iznosila je 52 min uz
dodatnih 10 min ekvilibracije na pocetne uvjete metode. Volumen injektiranog uzorka je bio
5 pL. Identifikacija odabranih polifenolnih spojeva provedena je usporedbom retencijskog
vremena izdvojenih pikova s retencijskim vremenima HPLC standarda, pri maksimumu
apsorpcije od 320 nm, dok je kvantifikacija provedena upotrebom jednadzbe standardne
krivulje dobivene iz prethodno izradenih bazdarnih krivulja za ehinakozid i verbaskozid (20-
100 pg/mL).

3.2.3 Inkapsulacija elektroispredanjem

Elektroispredanje je provedeno iz pripremljenih otopina: 10 %-tnog (w/w), 12 %-tnog (w/w)
i 15 %-tnog pululana (PUL) (w/w), 5 %-tnog (w/w) i 8 %-tnog (w/w) polietilen oksida
(PEO) te otopine 12 %-tnog PUL i 5 %-tnog PEO, pomijesanih u omjeru 1:1 (w/w), u
otopljenom liofiliziranom ekstraktu. Pripremljene otopine homogenizirane su 12 h na
magnetnoj mjesalici pri sobnoj temperaturi prije elektroispredanja.

Elektroispredanje pripremljenin  otopina polimera provedeno je na uredaju za
elektroispredanje Spinbox Systems (Bionicia) (slika 3). Najprije je uvucena odgovarajuca
otopina u plasti¢nu Spricu (10 mL), pri¢vrséenu na pumpu te plasticnom cjevcicom spojenom
na jednofaznu glavu od nehrdajuceg Celika sa pri¢vrs¢enom iglom veli¢ine 22G (0,7 x 40
mm). Pumpa je isporucila otopinu definiranom brzinom protoka, ovisno o otopini (0,6-1

mL/h). Na iglu je spojeno visokonaponsko napajanje koje prenosi pozitivan naboj u otopinu
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polimera. Pod odredenim naponom (13,1-21,6 kV) 1 pri odredenim uvjetima provodljivosti,
viskoznosti 1 povrSinske napetosti otopina, tako elektricki nabijena otopina formirala je tzv.
Taylorov konus- pojavu elongacije polimerne otopine na vrhu igle iz kojeg se formiralo
rasprSenje otopine. Prilikom rasprSenja, kontinuirana vlakna skupljaju se na uzemljenu
kolektorsku plo¢u prekrivenu aluminijskom folijom koja se nalazi na odredenoj udaljenosti
od vrha igle (10-14 cm), uz istovremeno isparavanje vode iz mlaza (slika 4). Proces
elektroispredanja provodio se u rasponu temperature od 25 — 29 °C i relativne vlaznosti
izmedu 32 i 41 %, mjerene digitalnim termohigrometrom Boneco 200X.

Nakon provedenog procesa, suha vlakna su uklonjena s aluminijske folije i pohranjena u

eksikatoru na sobnoj temperaturi.

Slika 3. Spinbox uredaj za elektroispredanje (Anonymous 2, 2023)
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Slika 4. Vizualni prikaz procesa elektroispredanja (vlastita fotografija)

Tablica 2. Parametri procesa elektroispredanja za pripremljene otopine

Polimeri i njihov protok | primijenje | udaljenost | temperatu | relativna
maseni postotak u | (mL/h) ni napon | do kolektora ra vlaZnost
konacnoj otopini (kV) (cm) (°C) (%)
(%)
10 PUL 1 21,2 10 26,9 42
12 PUL 1 19-20,5 12 27 38
15 PUL 1 19-21,6 12 26,5 34
12PUL/SPEO (1:1) 0,6 13,1 14 25,9 38
5 PEO 1 15-18 13 28,2 41
8_PEO 0,6 14 14 29,4 32

3.2.3.1 Fizikalna karakterizacija (bio)polimernih otopina za elektroispredanje

1) Konduktivnost

Konduktivnost pripremljenih otopina izmjerena je pomoc¢u konduktometra Cond-330i
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(WTW) uranjanjem elektrode s integriranim temperaturnim senzorom u otopinu. Vrijednosti
se ocCitavaju nakon potpune stabilizacije mjerenja. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti tri paralelna mjerenja uz pripadajuée standardne devijacije.

2) Viskoznost

Prividna viskoznost uzoraka mjerena je rotacijskim viskozimetrom Viscometer RM 100 plus
pri sobnoj temperaturi (25 + 0,5). Uzorak (20 mL) se prenese u tijelo uredaja s vanjskim
plaStem te se uroni postavljeno cilindri¢no vreteno koje se tijekom mjerenja konstantno rotira
unutar primijenjene otopine. U svrhu odrzavanja konstantne temperature, koristen je Julabo F
33 rashladni cirkulator grijanja. Mjerenja su se provodila pri brzinama smicanja od 10, 50,
100, 200 i 300 s™. Primjenom metode linearne regresije i temeljem izmjerenih podataka o
brzini smicanja i naponu izracunali su se zatim i ostali reoloski parametri - indeks tecenja i
koeficijent konzistencije. Indeks teCenja iSCitava se iz koeficijenta linearne regresije, a
koeficijent konzistencije (Pas") odgovara antilogaritamskoj vrijednosti konstante linearne
regresije vrijednosti smi¢nog naprezanja i brzine smicanja.

Za izracun reoloskih parametara upotrijebljava se Ostwald de Waele-ov zakon:

t=k-D" [3]

pri ¢emu je:

T -napon smicanja (Pa)

k — koeficijent konzistencije (Pas")
D — brzina smicanja (s

n — indeks tecenja.

Jednadzbu je potrebno linearizirati kako bi se primijenila linearna regresija:
logt=logk+n-logD [4]

Prividna viskoznost izracunava se pomoc¢u Newtonovog zakona:

=D 5

pri ¢emu je:
T - napon smicanja (Pa)

u — viskoznost (Pas)
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D — brzina smicanja (s*) (Herceg i sur., 2006).

3) Povrsinska napetost

Povrsinska napetost odredena je na tenziometru DCAT s upravljackom plocom TP 50 i
povezanim softverom za analizu podataka (DataPhysics). KoriStena je metoda mjerenja
Wilhelmyjevom ploc¢icom izradenom od platine. Minimalno 90 mL otopine se postavi u
posudicu sa termoregulacijskim vanjskim plastem u svrhu odrzavanja temperature uzoraka
(25 = 0,5 °C). Kada okomito postavljena plo¢ica dodirne povrSinu tekucine, na nju djeluje
odredena sila mjerena senzorom povezanim s plo¢icom, a koja je u korelaciji s povrSinskom

napetosti i kontaktnim kutom dodira.

3.2.3.2 Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti nanovlakana

Inkapsulacijska ucinkovitost pripremljenih vlakana definirana je odredivanjem udjela
ukupnih polifenola TPC metodom i antioksidacijskog kapaciteta gasenjem DPPH slobodnog
radikala, kao i odredivanjem udjela ehinakozida i verbaskozida. 10 mg uzorka otopljeno je u
10 mL 15 %-tnog (w/v) natrijevog citrata. Za spektrofotometrijske analize, slijepu probu
Cinile se otopine polimera u vodi u istoj koncentraciji kako bi se uklonile potencijalne
interferencije samih polimera s kori$tenim reagensima. Za HPLC analizu, otopina je filtrirana
kroz mikrofilter od regenerirane celuloze (veli¢ina pora 0, 25 pm). Inkapsulacijska
ucinkovitost izrazena je kao omjer udjela polifenola u pocetnoj otopini i otopini nanovlakana
u 15 %-tnom (w/v) natrijevom citratu, uzimaju¢i u obzir suhu tvar ulazne otopine i

novokreiranih nanovlakana.

3.2.3.3  Morfoloska karakterizacija nanoviakana skenirajucom elektronskom mikroskopijom
(SEM)

Princip:

Skenirajuca/pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) predstavlja tehniku koja omogucuje
vizualizaciju i karakterizaciju heterogenih materijala na mikrometarskoj i nanometarskoj
razini. SEM mikroskop skenira povrsinu uzorka precizno fokusiranim snopom elektrona koji

izbija sekundarne elektrone iz uzorka. Konverzijom u elektricne signale, nastaje realna slika
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morfologije uzorka pomocu fotomultiplikacijskog detektora.

Postupak rada:

Morfologija vlakana odredena je skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) na
mikroskopu TESCAN CAN Mira3. Vlakna su pricvr§éena na nosace koriStenjem dvostruko
ljepljive trake te su prekrivena slojem zlata u cilju osiguranja elektricne provodljivosti.
Skeniranje je provedeno primjenom napona od 10 kV. Dobivene slike snimane su pod

povecanjem x10000.

3.2.4 Invitro digestija

INFOGEST stati¢ni protokol in vitro digestije proveden je prema Minekus i sur. (2014) te
Brodkorb i sur. (2019). Najprije su pripremljene puferske otopine odgovarajuéih soli i
odgovaraju¢e pH vrijednosti za simuliranu zelu¢anu fazu- SGF (pH=3) i simuliranu
intestinalnu fazu- SIF (pH=7). Simulacija Zeluane faze zapoleta je otapanjem uzorka
nanovlakana (0, 2 g) u 40 mL SGF pufera s pepsinom (2000 U/mL na ukupan volumen
pufera) uz trajanje od 2 sata. Tijekom procesa, temperatura je strogo odrzavana na 37 °C u
vodenoj kupelji mjerenjem pomocu kontaktnog termometra. Uzorkovanje za HPLC analizu
otpustenih feniletanoidnih glikozida (0,5 mL) je provedeno nakon 5, 10, 15, 30, 60 i 120 min
digestije. Svakih 0,5 mL uzorka otopljenog u puferskoj otopini je zamijenjeno istim
volumenom svjeze puferske otopine. Nakon zavrSetka, cjelokupan volumen SGF-a (40 mL)
je pomijesan sa 40 mL SIF medija koji je prethodno termostatiran na 37 °C, uz prisutnost
pankreatina (1 mg/mL na ukupni volumen- SGF+SIF). Uzorkovanje za HPLC analizu
otpustenih feniletanoidnih glikozida (0,5 mL) je provedeno nakon 125, 135 i 150 min. Na isti
nacin je provedena in vitro digestija liofiliziranog ekstrakta (Minekus i sur., 2014).

3.2.5. Obrada podataka

Jednosmjerna analiza varijance (ANOVA one way) uz razinu znacajnosti od 5 % (p<0,05)
koristena je za statisticku analizu dobivenih vrijednosti inkapsulacijske u¢inkovitosti u

TIBCO Statistica 13.2 programu.
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4 REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu cilj je inkapsulirati polifenolni ekstrakt trave ive elektroispredanjem uz nosace
pululan i polietilen oksid te proizvesti nanovlakna koja bi se mogla koristiti u proizvodnji
funkcionalnih prehrambenih proizvoda.

U tu svrhu napravljena je karakterizacija bioaktivnog sastava vodenog biljnog ekstrakta i
fizikalna karakterizacija pripremljenih sustava nosaca te je pripremljeno je 6 uzoraka
nanovlakana kojima je odreden inkapsulacijski potencijal i morfoloske karakteristike te je
pracena kinetika otpustanja dominantnih polifenolnih spojeva u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta.

4.1 Odredivanje bioaktivnog sastava ekstrakta trave ive

Za karakterizaciju bioaktivnog potencijala trave ive koristene su spektrofotometrijske metode
odredivanja udjela ukupnih polifenola te antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom. Za
kvantifikaciju dva dominantna feniletanoidna glikozida: ehinakozida i verbaskozida koristena
je HPLC matodologija. Rezultati su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Bioaktivna karakterizacija vodenog ekstrakta T. montanum pripremljenog
konvencionalnom ekstrakcijom

TPC DPPH ECH VERB

(mg GAE/L) (mmol TroloxE/L) (mg/L) (mg/L)
TM_E 550.2 + 30 0.33+6.9 179.9+0.96 51.4+0.12
TM_E;10x 5700.5+50 3.26+5.4 1730.6+1.96 498.9+0.56

TM_E: ishodi$ni vodeni ekstrakt koji se podvrgavao uparavanju; TM_E;10x: ~10 puta koncentrirani vodeni
ekstrakt; ECH: ehinakozid; VERB: verbaskozid

Prema dobivenim rezultatima (tablica 3) vidljivo je da se priblizno 32 % udjela TPC-a moze
pripisati ehinakozidu, dok se 9 % odnosi na udio verbaskozida u biljnom ekstraktu. Stoga se
moze zakljuciti da se ekstrakt trave ive pokazao kao relativno bogat izvor feniletanoidnih
glikozida. Ehinakozid koji se u T. montanum nalazi u znatno veéem udjelu od verbaskozida

zastupljen je samo u trima vrstama roda Teucrium, dok je verbaskozid naden ¢ak u 12 vrsta
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istog roda (Stankovic i sur., 2020).

4.2 Fizikalna karakterizacija (bio)polimernih otopina za elektroispredanje

Konduktivnost, povrSinska napetost i viskoznost parametri su kojima se mogu karakterizirati
otopine polimera budu¢i da utje¢u na ukupni potencijal formiranja Taylor-ovog konusa i,
posljedi¢no, pravovaljano rasprSenje mlaza polimerne otopine. Konduktivnost pokazuje
gustoéu naboja otopine polimera 1 ovisi 0 wvrsti polimera/otapala, koncentraciji
polimera/otapala, temperaturi, pa ¢ak i anionskim solima te tako utjeCe na morfologiju
vlakana/veli¢inu Cestica. PovrSinska napetost je glavna sila koja se suprotstavlja elektricnom
naponu tijekom elektrohidrodinamicke obrade i definira elektroispredanje otopine polimera.
Parametri koji utjecu na povrSinsku napetost otopine su vrsta otapala, maseni omjer otapala i
temperatura. Sto je veéa povrinska napetost, veéi je minimalni napon za generiranje

elektroispredenih nanovlakana, ali ne uvijek linearno (Rostamabadi i sur., 2020).

Tablica 4. Fizikalni parametri ekstrakta i sustava nosaca, otopljenih u vodi ili ekstraktu

Uzorak konduktivnost povrsinska napetost
(mS/cm) (mN/m)
10 % PUL_H20 0,059+0,00 59,22+0,29
12 % PUL_H20 0,065+0,00 58,45+0,41
15 % PUL_H20 0,121+0,00 60,46+1,12
5% PEO_H20 0,331+0,01 58,61+0,22
8 % PEO_H20 0,931+0,00 57,45+0,23
12PUL:5PEO (1:1)_H20 0,110+0,00 58,89+0,14
10 % PUL_E 2,285+0,01 38,3740,23
12 % PUL_E 2,160+0,00 38,78+0,48
15% PUL_E 1,683+0,05 37,79+0.93
5% PEO_E 2,595+0,01 39,26+0,35
8% PEO_E 2,225+0,02 39,06+0,09
12 PUL:5 PEO (1:1)_E 2,345+0,01 38,88+0,02
EKSTRAKT 3,365+0,01 55,84+1,02

Iz dobivenih rezultata (tablica 4) vidljivo je da je ekstrakt utjecao na promjenu
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konduktivnosti i povrSinske napetosti polimernih otopina usporedno s rezultatima vodenih
otopina polimera.

Medutim, iako su i vrijednosti konduktivnosti sli¢ne i za PUL i za PEO otopine u ekstraktu,
otopine s PEO kao polimerom nisu se ispredale. U tom slucaju valja istaknuti 1 utjecaj
viskoznosti bududi da je otopina 8 %-tnog PEO u ekstraktu bila izrazito viskozna, no, ¢ak i
kod manje viskozne 5 %-tnog PEO takoder nije doslo do ispredanja. Jedan od mogucih
razloga tome moze biti i neprikladna molekulska masa polimera. Naime, Rostamabadi i sur.
(2020) naveli su da moze do¢i do poboljsanja potencijala elektroispredanja mijenjanjem
fizikalnih karakteristika otopina biopolimera, posebno stupnja isprepletenosti/povezanosti
lanaca ili smanjenjem elektri¢ne vodljivosti otopina, kao i da za u¢inkovito elektroispredanje
molekulska masa mora biti veca od 200 kDa. Molekulska masa koristenog PEO iznosi 300
kDa §to nacelno odgovara tvrdnji Rostambadija i sur., no budu¢i da gornja granica nije
odredena, postoji mogucnost da je molekulska masa previsoka, tj. da izmedu iznosa od 200 i
300 kDa postoji raspon optimalne molekulske mase nakon kojeg krece trend smanjivanja.
Nadalje, veca viskoznost polimera i vece viskoelasti¢ne sile uzrokuju tesko izbacivanje mlaza
ili stvaranje vecih vlakana. Niza viskoznost polimera i nize viskoelasticne sile (gdje je
povrsinska napetost dominantan ¢imbenik) uzrokuju proizvodnju kuglica ili zrnatih vlakana.
Viskoznost dovodne otopine treba biti dovoljno visoka da sprijeci raspadanje mlaza na
kapljice i dovoljno niska za stvaranje kontinuiranih i glatkih vlakana (Rostamabadi i sur.,
2020). U tablici 5 prikazani su reoloSki parametri uzoraka polimera otopljenih u vodi te

polimera otopljenih u ekstraktu izraunati preko Ostwald de Waele-ovog zakona.

Tablica 5. Reoloski parametri ekstrakta i sustava nosaca, otopljenih u vodi ili ekstraktu

Uzorak prividna koef. konzistencije | indeks teenja
viskoznost (Pas)* (k) (n)
10 % PUL_H20 0,132+0,02 0,0101 0,793
12 % PUL_H20 0,229+0,21 0,0117 0,802
15 % PUL_H20 0,585+0,05 0,0184 0,9811
5% PEO_H20 0,490+0,08 0,0231 0,8074
8 % PEO_H20 3,920+1,95 0,2361 0,6957
12PUL:5PEO_H20 0,331+0,05 0,0175 0,7596
10 % PUL_E 0,147+0,22 0,0089 0,7069
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12 % PUL_E 0,291+0,03 0,0117 0,8774
15% PUL_E 0,791+0,12 0,1651 0,962
5% PEO_E 0,382+0,15 0,019 0,8567
8 % PEO_E 3,959+1,04 0,2286 0,7187
12PUL:5PEO_E 0,350+0,04 0,0137 0,8877
EKSTRAKT 0,023+0,01 0,0478 0,2801

*prividna viskoznost mjerena je pri brzini smicanja od 10s™

Reoloska svojstva ispitivanih uzoraka prikazana su pomocu koeficijenta konzistencije (k) 1
indeksa tecenja (n) budu¢i da je prividna viskoznost promjenjiva veli¢ina. Iz podataka za
indeks tecenja, koji je kod svakog uzorka manji od 1, moze se zakljuciti da Svi uzorci
pokazuju ponasanje pseudoplasti¢nih otopina.

Primjenjivane su brzine smicanja Sirokog raspona kako bi se §to preciznije odredili ovi
parametri. Tako je brzina smicanja za vecinu otopina polazila od 1 s™ te su primjenjivane
redom brzine od 10, 50, 100, 200 i 250 s™. Kod 12 %-tnog i 15 %-tnog pululana u vodi
mjerena je viskoznost za brzinu smicanja od 800 s™ iz razloga $to je raspon dobivenih
vrijednosti prividne viskoznosti sporo padao, dok je kod nekih otopina pocetak bio s brzinom
smicanja od 5 ili 10 s™* zbog preniske viskoznosti za brzinu smicanja od 1 s™.

Na slici 8 prikazana je ovisnost viskoznosti i brzine smicanja otopina polimera u ekstraktu te
moze se uociti kako se viskoznost smanjuje povecanjem brzine smicanja. Takoder, ovisnost
viskoznosti i brzine smicanja za polimere otopljene u ekstraktu se znac¢ajno ne razlikuje od
ovisnosti viskoznosti 1 brzine smicanja za polimere otopljene u vodi, stoga se moze zakljuciti
da dodatak ekstrakta ne utje¢e na viskoznost otopina. Otopina 8 %-tnog PEO imala je
previsoku prividnu viskoznost koja je onemogucéavala kontinuirani mlaz zbog jakih
elektrostatskih sila.

Za poboljSanje reoloskih svojstava i1 proizvodnju kvalitetnijih vlakana kojima je lakSe
upravljati moguce je kreirati binarne ili ternarne sustave polimera kako bi se olaksalo i
optimiziralo elektroispredanje. Tako su Vicini i sur. (2018) Kkoristili binarne i ternarne sustave
dodavanjem PEO, uz biopolimere alginata i hijaluronske kiseline zbog njihove niske
viskoznosti 1 nemoguénosti formiranja Taylor-ovog stoSca. Naknadnim kreiranjem krivulja
viskoznosti navedenog binarnog i ternarnog sustava, uocen je porast viskoznosti i omoguéeno

je elektroispredanje pocetnih biopolimera.
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Slika 5. Prikaz ovisnosti viskoznosti o brzini smicanja za polimere otopljene u ekstraktu

4.3 Inkapsulacijska ucinkovitost

Inkapsulacijska uéinkovitost (IU, %) formiranih vlakana odredena je samo na uzorcima
10_PUL, 12_PUL i 15_PUL, obzirom da su jedini imali potencijal odvajanja sa aluminijske
folije, dok se uzorci pripremani s PEO i kombinacijom PUL i PEO nisu mogli prikladno
odvojiti s prijanjajuce podloge. 1U je definirana primjenom TPC i DPPH metodologije te
analizom pojedina¢nih polifenolnih spojeva, tj. ehinakozida i verbaskozida u otopini vlakana
u odnosu na njihov udio u izvornoj otopini, uzimajuc¢i u obzir udio suhe tvari u izvornoj
otopini polimera i u formiranim vlaknima. Prema dobivenim rezultatima TPC-a (slika 9),
uc¢inkovitost inkapsulacije za uspjesno elektroispredena vlakna u sva tri uzorka formiranih
vlakana bila je visoka (72,80 - 98,65 %). Najve¢i antioksidacijski potencijal, odreden DPPH
metodom, ima uzorak na bazi 15 %-tnog pululana (86,59 %).
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Slika 6. Inkapsulacijska uc¢inkovitost elektroispredenih vlakana odredena na osnovu TPC-a,
antioksidacijskog kapaciteta (DPPH) i udjela ehinakozida (ech) i verbaskozida (verb)

Rezultati oznaceni sa * nisu statisticki znacajni (p>0,05).

Takoder, ehinakozid je inkapsuliran u visem udjelu u sva tri uzorka (65,37-92,92 %) u
odnosu na verbaskozid (41,6-49,21 %). Uzevsi u obzir sva ova Cetiri mjerena parametra,
vlakna formirana s 15 PUL pokazala su najbolji inkapsulacijski potencijal. Udio
verbaskozida za tako formirana vlakna iznosio je 49, 21 %, udio ehinakozida 92,92 %, a
inkapsulacijska ucinkovitost odredena na osnovu antioksidacijskog kapaciteta (DPPH)
iznosila je 86,58 %, dok je ona na osnovu TPC-a iznosila 98,65 %.

Wen i sur. (2017) proizveli su hibridna vlakna na bazi pululana s izolatom proteina amaranta
koja se obi¢no proizvode za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva povecane stabilnosti i
bioaktivnosti. Na primjeru nizina, jednog od inkapsuliranih izolata proteina koriStenih u
ovom eksperimentu, dokazali su kako se inkapsulacijom i proizvodnjom amarant/pululanskih
nanovlakana odrzala njegova antimikrobna aktivnost. Prosje¢ni promjeri vlakana smanjivali
su se s povecéanjem udjela nizina. Vlakna koja su sadrzavala 20 mg/mL nizina postigla su
uc¢inkovitost inkapsulacije od 95 % s dobrim antimikrobnim djelovanjem protiv L.
mesenteroides, Sto ukazuje na potencijalnu primjenu kao jestivih filmova ili materijala za
pakiranje u prehrambenoj industriji. Takoder, u amarant/pululanska vlakna inkapsulirana je i
folna kiselina s visokim inkapsulacijskom uéinkovitos¢u > 95 %. Osim toga, inkapsulacija
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folne kiseline unutar vlakana povecala je njihovu toplinsku stabilnost i zastitila ih od
razgradnje nakon izlaganja ultraljubic¢astom (UV) zraenju.
Stoga bi se u nastavku istrazoivanja pululan mogao pomijesati s drugim polisaharidima ili

proteinima radi poboljSanja fizikalnih svojstava i u¢inkovitosti inkapsulacije.

4.4 Morfoloska karakterizacija nanovlakana skeniraju¢om elektronskom
mikroskopijom (SEM)

Slika 7. Elektroispredena vlakna ekstrakta trave ive;

a) 10_PUL, b) 12_PUL, c) 15_PUL, d) 12PUL/5PEO (1:1), €) 5_PEO, f) 8_PEO

Na slici 7 prikazana su elektroispredena vlakna ekstrakta trave ive s koriStenim nosacima
PUL i PEO i njihove kombinacije u rasponu koriStenih koncentracija pri ¢emu je vidljivo da
su svi uzorci dobro ispredani formirajuéi ujednaceni sloj vlakana na aluminijskoj podlozi.

Za odredivanje morfologije nanovlakana provedena je mikroskopska analiza (SEM) i na
uzorcima 10_PUL, 12_PUL i 15_PUL te na 12PUL/5PEO (1:1) (iako uzorak 12PUL/5PEO
(1:1) nije bio adekvatan za analiticke svrhe, mogao se iskoristiti za uvid u morfologiju

potencijalno dobivene nanostrukture).
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Slika 8. SEM prikaz elektroispredenih nanovlakana s biljnim ekstraktom;

a) 10_PUL, b) 12_PUL, ¢) 15_PUL, d) 12PUL/5PEO (1:1)

Na slici 8 uoceno je kako nanovlakna na bazi PUL i PUL/PEO pokazuju razli¢itu
morfologiju, pri ¢emu vlakna s 12_ PUL i 15 PUL pokazuju ravnu i nasumiéno orijentiranu
strukturu s minimalnom poroznos$¢u, dok je 10 PUL pokazao zrnatu strukturu s izrazenom
porozno$¢u nekontinuiranih vlakana zajedno s zrncima. To je rezultat prijelaza s
elektroispredanja na elektrosprejanje i obi¢no se dogada kada je viskoznost, tj. koncentracija
polimera preniska za tvrbu vlakana. U slu¢aju PUL/PEO nanovlakana, struktura nije
kontinuirana te su vlakna djelomi¢no medusobno povezana i relativno isprekidana, a to
rezultira visokim upijanjem vode i ¢vrstim prianjanjem na aluminijsku foliju. Drosou i sur.
(2017) istrazivali su utjecaj svojstava otopina i uvjeta procesa na promjer i morfologiju
vlakana proizvedenih iz razli¢itih mjeSavina proteina sirutke i pululana. Zakljucili su da je
jedan od najvaZznijih ¢imbenika koji utjecu na veli¢inu i morfologiju vlakana bio omjer
pululana i proteina sirutke u otopini. Proizvodili su uzorke s razli¢itim udjelima pululana od
20 do 80 % mase u odnosu na mjeSavinu proteina sirutke pri istoj brzini protoka,
primijenjenom naponu i udaljenosti od kolektora. Kontinuirana vlakna promjera oko 231 nm
dobivena su iz proteina sirutke i pululana u omjeru 20:80, 30:70 i 50:50. Otopina s pululanom
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i proteinima sirutke u omjeru 50:50 koja sadrzi samo 10 % tezine pululana u otopini za
punjenje, dovodi do ujednacenih nanovlakana bez zrnaca koja bi se mogla pripisati
poboljsanom molekularnom uplitanju kroz interakcije izmedu oba biopolimera. Otopina koja
je sadrzavala 70 % proteina sirutke dala je elektroispredeno vlakno s defektima kuglica, a
kada je udio proteina sirutke bio najveci u odnosu na udio pululana, dominantna je postala

perlasta morfologija.

4.5 Invitro digestija

In vitro digestija je metoda kojom se simuliraju uvjeti probavnog procesa kod ljudi.
Nanovlakna su otopljena u odgovaraju¢im otopinama (SGF i SIF) te je provedena HPLC
analiza u kKojoj su u uzorcima izuzimanima unutar odredenog vremenskog perioda u gastro, a
potom u intestinalnim uvjetima, kvantificirani spojevi ehinakozid i verbaskozid kako bi se

pratila kinetika njihovog otpustanja iz formiranih vlakana (slike 9 i 10).
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Slika 9. Kinetika otpustanja ehinakozida u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog sustava
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Slika 10. Kinetika otpustanja verbaskozida u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog
sustava

Za uspjesan postupak inkapsulacije pozeljno je postepeno otpustanje bioaktivnih spojeva u
SGF i SIF uvjetima, $to zna¢i da bi krivulja na pocetku trebala postepeno rasti. Prema
dobivenim rezultatima (slika 9 i 10) vidi se da su se bioaktivni spojevi otpustili ve¢ u prvih 5-
10 minuta Sto nije posve zadovoljavajuci rezultat tako da bi sustav nosaca u nastavku
istrazivanja trebalo unaprijediti kombinacijom s drugim polimerima, dodatkom soli,
dodatkom hidrofobnog polimera, poput zeina i sli¢no (Jacobs i sur., 2010).

Primjer uspjes$ne inkapsulacije pracene in vitro digestiojom je rad Isik i sur. (2018) koji su
elektroispredanjem sa zelatinom ili Zelatin-laktalbuminom inkapsulirali polifenole
koncentrata viSnje i njihov udio se smanjio nakon intestinalnog trakta, dok su svi
elektroispredeni uzorci pokazali poboljSanu biopristupacnost. Ovo smanjenje moze se
objasniti visokim pH tijekom intestinalne faze, Sto moze uzrokovati razgradnju polifenola
koncentrata visnje. Prema dobivenim rezultatima inkapsulacija elektroispredanjem pruzila je

8 puta bolju zastitu u usporedbi s neinkapsuliranim koncentratom visnje.

33



5 ZAKLJUCCI

1. Vodeni ekstrakt trave ive moze se smatrati bogatim izvorom feniletanoidnih glikozida

ehinakozida i verbaskozida.

2. Unato¢ utjecaju velikog broja cimbenika, tehnika elektroispredanja uspjesno je

primijenjena za dobivanje nanovlakana bogatih polifenolima trave ive, uz pululan kao nosac.

3. Otopine ekstrakta s PEO kao polimerom nisu se uspjele elektroispredati zbog
nemogucnosti formiranja stabilnog mlaza koji uzrokuju neoptimalna vodljivost i viskoznost

otopine.

5. Otopina pululana u udjelu od 12 i 15 % pokazala je relativno visoku ucinkovitost

inkapsulacije i odgovaraju¢u morfologiju vlakana.

6. Za otopinu PUL_15 inkapsulacijska uc¢inkovitost ukupnih polifenola iznosila 98,65 %, a
ehinakozida 92,92 %.

7. U nastavku istrazivanja potrebna su dodatna unaprjedenja uvjeta elektroispredanja, a
posebice optimizacija sustava nosaca (kombinacija pululana s drugim odgovarajuéim
polisaharidima ili nekim biljnim proteinima) i njihovih fizikalnih parametara kako bi se
poboljsala struktura nanovlakana i omogucilo sporije otpustanje feniletanolidnih glikozida u

simuliranim gastrointestinalnim uvjetima.
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