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1. UVOD

U posljednje vrijeme sve je veéi interes za fenolne spojeve, odnosno polifenole, biljne
metabolite s izrazitim bioaktivnim potencijalom. Njihova bioaktivnost o€ituje se na razlicite
nacine, a najznacajniji primjeri su antioksidacijsko, mikrobiocidno te konzervirajuce djelovanje.

Hrvatska obala i otoci bogati su samoniklim biljem koje je vrlo ljekovito te se od davnina
tradicionalno rabi za lijeCenje 1 ublazavanje mnogih tegoba. Neke od znacajnijih samoniklih
biljaka na hrvatskom podrucju su lovor, mirta, tr§lja, rogac, kadulja i trnina. Njihovo terapeutsko
djelovanje izravna je posljedica njihovog sadrzaja bioaktivnih molekula, ukljucujuéi 1
polifenole.

Kada se istrazi 1 prouci kemijski profil ovog bilja, vidi se da je tu prisutan bioaktivni
potencijal te na taj nacin tradicionalne iskustvene primjene ovog bilja dobivaju 1 znanstvenu
podlogu. Znanstvenici nastoje iskoristiti ovaj bioaktivni potencijal te razviti i nove proizvode na
bazi ovog bilja kao S§to su to primjerice razni dodatci prehrani ili kozmeticki proizvodi. To
potencijalno mozZe biti ostvareno izolacijom bioaktivnih molekula iz bilja te njihovom
stabilizacijom koristec¢i prikladne tehnike kao npr. inkapsulaciju suSenjem rasprsivanjem. Vazno
je istraziti 1 poznavati kako se ove bioaktivne molekule ponasSaju pri razli¢itim oblicima
procesiranja i skladistenja te izlaganja okoliSnim uvjetima.

Cilj ovog istrazivanja bio je ekstrahirati fenolne spojeve iz liS¢a lovora te ih inkapsulirati
pomocu razli¢itih nosaca u prahove i istraziti utjecaj temperature, vremena toplinskog tretmana,
upotrebe razliitih nosaca 1 njihovih kombinacija na degradaciju fenolnih spojeva 1 pripadajuce
kineticke parametre te antioksidacijsku aktivnost. Inkapsulacija je provedena suSenjem
rasprSivanjem, a toplinska obrada provedena je u laboratorijskom suSioniku. Identifikacija i
kvantifikacija fenolnih spojeva provedena je HPLC analizom, dok je antioksidacijska aktivnost
odredena DPPH i ABTS metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LOVOR (Laurus nobilis L.)

2.1.1. Porijeklo i botanicki opis

Lovor (Laurus nobilis L.) (slika 1) zimzeleni je visegodi$nji grm koji pripada obitelji
Lauraceae. Koristi se tisucama godina i neizostavan je sastojak u kuhanju i mnogim
tradicionalnim jelima. Sorte roda Laurus porijeklom su iz juznog Sredozemnog podrucja,
suptropa i tropa isto¢ne Azije, Juzne i Sjeverne Amerike, Balkana i Male Azije. Velika
varijabilnost medu vrstama uvelike se pripisuje neizvjesnosti to¢nog broja vrsta. Varijabilnost
se ocituje u morfologiji, boji cvijeta, stanistu rasta, listovima, stabljiki, i kemijskom sastavu
(Batool i sur., 2020).

Lovor je viSegranati grm visine do 6-8 m i promjera do 15-40 cm s glatkom, tankom i
smedom korom sa sjenovitom kro§njom. Listovi su naizmjeni¢ni, lancetasti i dvoperasti spojevi,
s glatkim ili o$trim rubovima dugi 29-30 cm koji sadrze 24 lancetasta listi¢a, dugih 4,8 - 4,9 cm
i Sirokih 1,7 - 1,8 cm s 0,5 cm dugom peteljkom (Patrakar i sur., 2012).

Slika 1. Suho lis¢e lovora (Laurus nobilis L.) (vlastita fotografija)



2.1.2. Upotreba i zdravstvene dobrobiti

Lovor se konzumira na razne nacine iu razne svrhe. Osim svjezeg lis¢a, drugi uobicajeni
preradeni oblici lovora ukljucuju cijelo suho lis¢e, zamrznuto lisce, lis¢e u prahu i ekstrahirana
eterina ulja. Destilacija vodenom parom najbolja je metoda za dobivanje eteri¢nih ulja iz
lovora. Za susenje lovorovog lista dostupni su razli¢iti nacini susenja. Tradicionalno se susi na
otvorenom 10-12 dana. SuSenje na suncu ima neke nedostatke, poput prirodnog gubitka boje i
gubitka eteri¢nog ulja koji rezultiraju niskom trziSnom vrijednos¢u lovorovog lista. SuSenje
vru¢im zrakom pri 60 °C najbolja je metoda za proizvodnju suhog lovorovog lis¢a (Bozan i
Karakaplan, 2007).

Poznato je da se lovor navelike koristi u kulinarstvu, u Sirokom rasponu jela, umaka i
zacina. Upotpunjuje okus jela pa se koristi u juhama, varivima i nadjevima, kao i u ribi, mesu,
povréu, umacima, kiselim krastavcima i kobasicama. Lako se mijeSa s mnogim drugim biljem
kao Sto su ¢eSnjak, senf, papar, perSin, ruzmarin, majcina dusSica i origano. Lovor takoder moze
biti vazan sastojak Cajeva, ulja, sireva 1 likera, a njegovo se etericno ulje koristi u kozmetickoj
industriji za sapune, parfeme, gotovu hranu, pica i dentalne proizvode (Batool i sur., 2020).

Mnoge biljke i zacini znacajno pridonose zdravlju unato¢ maloj konzumaciji, jer su puni
antioksidansa i odredenih minerala. Nije jasno koliko se lovora mora konzumirati da bi se dobile
njegove zdravstvene dobrobiti. Istraziva¢i nemaju posebne preporuke o odredenoj koli¢ini
konzumacije. Ipak, lovor je pun antioksidansa i dobar je izvor minerala i dijetalnih vlakana. Caj
od lovora koristi se za lijeCenje ZeluCanih bolova, ¢is¢enje sluzi u plu¢ima, prehladu i grlobolju.
Listovi se koriste za lije¢enje koznih osipa, bolova u uhu, groznice, anemije. Oblog od lovorovog
lista koristi se za lijeCenje reumatizma 1 neuralgije. Za lijeCenje glavobolje, list lovora drzi se u
nosnici ili ispod trake za glavu kako bi se ublazila ova bol. Tradicionalno se koristio i za lijeCenje
gastrointestinalnih problema kao §to su mucnina, povracanje, poremecena probava, dijareja,
flatulencija, eruktacija i nadutost u epigastriju te se koristio kao diuretik i ima mnoge analgetske
ucinke (Batool i sur., 2020; Elmastas i sur., 2006).

Lovor se pokazao ucinkovitim protiv mnogih infekcija uzrokovanih gljivicama,
virusima, bakterijama i protozoama, a takoder pomaZe u inhibiciji rasta kancerogenih stanica.
Listovi lovora pomazu i kod gripe, bronhitisa, astme, kaslja, prehlade, snizavanja razine
kolesterola u krvi i vodenih kozica. Sok od lovora u¢inkovit je lijek za bolne o¢i i no¢no sljepilo,

koje je opéenito uzrokovano manjkom vitamina A (Batool i sur., 2020).



2.2. FENOLNI SASTAV LOVORA

2.2.1. Osnovne karakteristike i klasifikacija polifenola

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti s jednim ili viSe aromatskih
prstenova i dvije ili viSe hidroksilnih skupina. Nasiroko se nalaze u korijenju, stabljici, lis¢u,
cvijecu, plodovima i sjemenu biljaka (de Paulo Farias i sur., 2021). U gotovo svim ljekovitim i
jestivim biljkama identificirano je oko 8000 fenolnih spojeva (Sun i sur, 2020). Razli¢ite studije
pokazale su da je prehrana s polifenolima usko povezana sa smanjenjem rizika od kroni¢nih
bolesti. Polifenoli su bioaktivni spojevi a njihova bioaktivnost medu ostalim obuhvacéa
antioksidacijsko djelovanje, protuupalno djelovanje, antikancerogeno djelovanje, antimikrobno
djelovanje, neurozastitno djelovanje (Li i sur., 2023; Wan i sur., 2021). U posljednje vrijeme
polifenoli privlace paznju znanstvenika zbog njihove potencijalne uloge kao funkcionalni
sastojci hrane za izradu nutraceutika i funkcionalne hrane.

Prema svojoj kemijskoj strukturi, polifenoli se Kklasificiraju u 2 glavne klase, a to su
flavonoidi i neflavonoidi (slika 2). Flavonoidi se dijele na flavan-3-ole, flavonole, antocijane,
flavone, izoflavone i flavanone (slika 3). Neflavonoidi se dijele na fenolne kiseline, lignane,
stilbene i tanine. Fenolne kiseline se dalje dijele na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline
(slika 4). Tanini se dijele na kondenzirane (proantocijanidini) i hidrolizabilne tanine (galotanini,
elagitanini) (Li i sur., 2023).
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Slika 2. Klasifikacija polifenola (prema Li i sur., 2023)

ELAGITANINI

Osnovna kemijska struktura flavonoida je strukturni kostur C6-C3-C6 (slika 3), koji se

sastoji od dva benzenska prstena povezana preko treceg heterocikli¢kog pirenskog prstena koji

sadrzi kisik. Uobicajeni oblici flavonoida su aglikoni, glikozidi te acetilirani, metilirani,

prenilirani i sulfatirani derivati (Bie i sur., 2023).

Pro(anto)cijanidini se sastoje od polimera i oligomera podjedinica polihidroksi flavan-3-

ola i polihidroksi flavan-4-ola. Procijanidini se dijele na A-tip i B-tip. Postoje dvostruke veze

(C-C i C-0O veza) u procijanidinima A-tipa (procijanidin A1-A2), dok se procijanidini B-tipa

sastoje od interflavanolnih veza formiranih izmedu C4-C6 i C4-C8 razli¢itih jedinica flavanola

(Farha i sur., 2020).
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Slika 3. Osnovna kemijska struktura flavonoida i njihovih podklasa (prema Siddiqui i sur.,
2020)

Fenolne Kkiseline imaju samo jedan fenolni prsten i to su aromatske karboksilne kiseline
s hidroksilnim derivatima koje se u biljci uglavnom spajaju s organskim tvarima (glikozidima,
amidima, esterima, itd.). Fenolne kiseline mogu uzrokovati donaciju H-atoma zbog svoje
fenolne skupine i rezonantno stabilizirane strukture, te stoga pokazuju antioksidacijsku aktivnost

mehanizmom hvatanja radikala, donacijom elektrona ili jednostrukim gasenjem kisika (Li i sur.,
2023; Robbins, 2003).

COOH

COCH

Hidroksibenzojeve kiseline Hidroksicimetne kiseline

Slika 4. Osnovna kemijska struktura hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih Kiselina (prema
Khoddami i sur., 2013)



2.2.2. Kemijski sastav lista lovora

Subhi list lovora sadrzi 50 % ugljikohidrata, 25 % sirovih vlakana, 9 % ulja 1 7 % proteina.
Sadrzi i vitamine B skupine, minerale, askorbinsku kiselinu, a kao vazan konstituent istice se 1
esencijalno ulje (Attokaran, 2017).

Prema Alejo-Armiju i sur. (2017) neki od sastojaka koji se nalaze u lis¢u lovora su
polifenolni spojevi, alkaloidi, norizoprenoidi, Seceri, polisaharidi, organske kiseline i tokoferoli.
Lis¢e takoder sadrzi hlapljiva ulja koja se nakupljaju u palisadnim i mezofilnim stanicama i
prisutna su u postotku od 1- 3% na bazi svijeze mase (Ozcan i Chalchat, 2005). Glavni kemijski
spoj od oko 150 identificiranih pomoc¢u GC-MS u eteri¢cnom ulju obi¢no je 1,8-cineol s udjelom
do 50 %, pa ¢ak i 70 % (Konovalov i Alieva, 2019; Alejo-Armijo, 2017; Diaz-Maroto, 2002).
Lisc¢e takoder sadrzi mali udio fiksiranih ulja s 25 identificiranih masnih kiselina s razinama
viSestruko nezasi¢enih (PUFA) masnih kiselina viSim od zasi¢enih masnih kiselina (SFA) 1
razinama omega-3 masnih kiselina visim od omega-6 masnih kiselina, $to Se smatra pozeljnim
za ljudsku prehranu (Dias i sur., 2014). Seskviterpenski laktoni takoder predstavljaju
karakteristicnu skupinu fitokemikalija prisutnih u listovima lovora (Dobroslavi¢ i sur., 2022).

U istrazivanju Dobroslavi¢ i sur. (2021) karakteriziran je polifenolni profil ekstrakata
lis¢a lovora dobivenih pomoc¢u 3 metoda ekstrakcije: mikrovalovima potpomognuta ekstrakcija
(eng. microwave-assisted extraction, MAE), ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (eng.
ultrasound-assisted extraction, UAE), kovencionalna ekstrakcija toplinskim refluksom (eng.
conventional heat-reflux extraction, CRE). ldentifikacija i kvantifikacija polifenola provedena
je UPLC/MS-MS analizom. U ekstraktima dobivenim svim trima ekstrakcijskim metodama,
identificirano je ukupno 29 fenolnih spojeva koji pripadaju u skupine fenolnih Kiselina,

flavonola, flavan-3-ola, flavona i proantocijanidina (tablica 1).



Tablica 1. Polifenolni spojevi lis¢a lovora (prema Dobroslavi¢ i sur., 2021)

Fenolne kiseline Flavonoli Flavan-3-oli Flavoni Proantocijanidini
ruzmarinska kamferol-3-O- ] ] luteolin-6-C- procijanidin
o ] ) epikatehin _ _
Kiselina deoksiheksozid glukozid trimer

siringinska ) ] o
o rutin katehin apigenin

Kiselina
3,4-
o ] kvercetin-3- epikatehin _
dihidrobenzojeva ) luteolin
o ) glukozid galat
kiselina heksozid
apigenin-6-C-
protokatehinska kamferol-3- | epigalokatehin (O-
Kiselina rutinozid galat deoksiheksozil)-
heksozid
klorogenska kvercetin-3-
Kiselina pentozid
p_
kamferol-3-O-

hidroksibenzojeva )
heksozid

kiselina

) o izoramnetin-3-
kafeinska kiselina

heksozid
p-kumarinska kvercetin-3-
Kiselina ramnozid
ferulinska kamferol-3-O-
Kiselina pentozid
galna kiselina miricetin

2.3. INKAPSULACIJA BILINIH EKSTRAKATA

Inkapsulacija je proces u kojem se aktivni agensi zatvaraju ili oblazu materijalom nosaca
kako bi se formirale Cestice ili kapsule u mikrometarskoj ili nanometarskoj skali. ObloZeni

materijali (aktivna tvar) takoder se oznaCavaju kao jezgra, ispuna ili unutarnja faza, dok su



materijali za oblaganje (nosec¢i materijal) poznati kao materijal stijenke, membrana, kapsula,
ljuska, matrica ili vanjska faza. Tehnologija inkapsulacije opsezno se primjenjuje u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji za kapsuliranje bioaktivnih spojeva (polifenoli,
mikronutrijenti, enzimi i antioksidansi) stvaranjem zastitnih barijera protiv svjetla, kisika, pH,
vlage, topline, smicanja ili drugih ekstremnih uvjeta (Devi i sur., 2017).

U gotovoj primjeni, inkapsulacija poveéava bioraspolozivost, kontrolirano oslobadanje,
I preciznost ciljanja bioaktivnih spojeva. Nadalje, inkapsulacija doprinosi maskiranju
nepozeljnih okusa, stvaranju ¢vrstih Cestica, smanjenju isparavanja ili gubitku hlapljivosti,
poboljsanju reaktivne barijere za bioaktivne spojeve i poboljsanju fizi¢ke stabilnosti, bioloske
aktivnosti i roka trajanja bioaktivnih spojeva (de Souza Simdes i sur., 2017; Aguiar i sur., 2016;
Jiaisur., 2016). Stoga, inkapsulacija igra vaznu ulogu u o¢uvanju i poboljSanju funkcionalnosti
bioaktivnih spojeva.

Mikrokapsulacija i nanokapsulacija tehnike su koje se koriste u procesu kapsuliranja, pri
¢emu nastaju mikrokapsule (1 do 1000 um), submikronske kapsule (nekoliko stotina nanometara
do manje od 1 um), i nano-kapsule (1 do nekoliko stotina nanometara). Nano-kapsule pruzaju
vecu povrsinu koja povecava topljivost u usporedbi s mikrokapsulama (Rodriguez i sur., 2016;
Levi¢ i sur., 2015; O’Toole i sur., 2012). Nano-kapsule imaju bolji doprinos bioraspolozivosti i
produzenom oslobadanju lijeka, $to omogucuje precizno ciljanje bioaktivnih spojeva (de Souza
Simdes i sur., 2017; Yang i sur., 2017; Yao, i sur., 2016).

2.3.1. Nosaci koji se koriste u mikro- i nano-inkapsulaciji

Odabir prikladnog sredstva za kapsuliranje jedan je od glavnih ¢imbenika uspjesnosti
procesa inkapsulacije bioaktivnih spojeva. U ovom procesu moze se koristiti mnogo materijala.
Sa stajaliSta zdravlja i sigurnosti, sredstva za kapsuliranje moraju imati GRAS (eng. Generally
Recognized As Safe) status, odnosno biti odobrena kao ,,opc¢enito priznata kao sigurna” za
primjenu u hrani (Robin & Sankhla, 2013). U aspektu funkcionalnosti, sredstva za kapsuliranje
prvo bi trebala biti dobar emulgator, niske viskoznosti pri visokoj koncentraciji i posjedovati
dobre karakteristike rastvaranja i formiranja mreze. Trebala bi imati sposobnost da ocuvaju
bioaktivne spojeve pri razli¢itim uvjetima obrade i skladiStenja, bez sklonosti da izazivaju ili
pomazu u kemijskim interakcijama s bioaktivnim spojevima. Sredstva koja se najcesce koriste
za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva gradena su od polisaharida, proteina ili lipida (Jain i sur.,
2016; Fathi i sur., 2012).



B-ciklodekstrini

Ciklodekstrini su ciklicki oligosaharidi dobiveni enzimatskom modifikacijom Skroba.
Imaju molekule oblika krnjeg stosca, s hidrofobnom Supljinom iznutra i hidrofilnom vanjskom
povr§inom. Stoga omogucuju stvaranje molekularne inkluzije kompleksa s molekulama koje su
slabo topljive u vodi (npr. polifenoli) i povecavaju molekularnu topljivost. U prirodi su naj¢esci
ciklodekstrini sastavljeni od 6, 7 i 8 glukopiranoznih jedinica i nazivaju se a-, B-, odnosno y-
ciklodekstrin. B-ciklodekstrin se opsezno primjenjuje u svrhu kapsulacije zbog niske cijene
(Duchéne i Bochot, 2016). Astray i sur. (2009) izvijestili su o ciklodekstrinima kao aditivima u
hrani s razli¢itim namjenama: zastita lipofilnih komponenti hrane od oksidativne i toplinske
degradacije, otapanje prehrambenih boja i vitamina, stabilizacija mirisa, okusa, vitamina i
etericnih ulja, inkapsulaciju neugodnih mirisa ili okusa, dobivanje kontroliranog oslobadanja

odredenih bioaktivnih spojeva.

Maltodekstrini

Dekstrini su hidrolizirani skrobovi topljivi u vodi koji ukljucuju razli¢ite modificirane
Skrobove s varijacijom vrijednosti ekvivalenta dekstroze (DE). Dekstrini s vrijednostima DE
ispod 20 oznacavaju se kao maltodekstrini, dok se oni DE veéi od 20 nazivaju glukoza sirupi,
krute tvari glukoze ili krute tvari kukuruznog sirupa. Maltodekstrini su dekstrini s DE
vrijednosc¢u < 20, visoko su topljivi u vodi (~70 %) i niske viskoznosti u otopini, znacajni u
smanjenju poteskoca s lijepljenjem i aglomeracijom (Shishir, i sur., 2016; Alvani i sur., 2011).
Nasiroko se koriste u preradi hrane 1 lijekova zbog svojih viSenamjenskih doprinosa u povecanju
volumena i oblaganja, vezivanju okusa i masti, smanjenju propusnosti stijenke nosaca za Kisik.
Oni doprinose zastiti hranjivih tvari, boja, antioksidansa i bioaktivnih spojeva od oksidativnog
gubitka 1 toplinske razgradnje tijekom suSenja i skladiStenja (Shishir 1 sur., 2016). Opcenito,
maltodekstrini s viSom vrijedno$¢u DE imaju nizu molekularnu tezinu i1 vecu topljivost, ali visa
vrijednost DE uzrokuje veéi sadrzaj vlage u kona¢nom proizvodu, zbog toga Sto ima vise
hidrofilnih skupina (Tonon i sur., 2009). Trenutno se maltodekstrin mijeSa s gumama, pektinima,
alginatom i proteinom sirutke za kapsuliranje bioaktivnih spojeva kako bi se poboljsala svojstva
emulgiranja, smanjila propusnost stijenke nosaca za kisik, poboljsalo zadrzavanje bioaktivnih

tvari i kontrolirao profil otpustanja (Assadpour isur., 2017; Busch i sur., 2017; Dag, i sur., 2017).
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Arapska guma

Gume i njihovi derivati imaju Siroku primjenu u hrani i farmaciji zahvaljuju¢i njihovoj
jedinstvenoj funkcionalnosti, netoksi¢nosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti i sigurnosti za
ljudsku potrosnju. Gume na biljnoj bazi opéenito se klasificiraju u Cetiri kategorije prema
njihovom podrijetlu: gume sjemena (npr. guar guma), gume izlucevina biljaka (npr. arapska
guma), gume izlu¢evina mikroorganizama (npr. ksantanska guma) i gume morske trave (npr.
karagenani) (Prajapati i sur., 2013). Gume imaju izvrsnu sposobnost kapsuliranja okusa, aroma,
fenolnih spojeva, antioksidansa i nutraceutskih spojeva (Busch i sur., 2017; Dag i sur., 2017).
Gume se opcenito koriste u kombinaciji s drugim sredstvima za kapsuliranje (npr. modificirani
Skrobovi, kitozan). Arapska guma ima dobru sposobnost topljenja i stvaranja stabilnih emulzija,
a posjeduje i sposobnost stvaranja filmova (Mariod, 2018). Prilikom inkapsulacijskog procesa
susenja rasprSivanjem, arapska guma sprje¢ava operativne probleme i minimizira strukturne
promjene poput kristalizacije tijekom skladiStenja (Mohsin i sur., 2022; Mohd Roby i sur.,
2020).

2.3.2. SuSenje rasprSivanjem

Za inkapsuliranje fenolnih spojeva koriste se razli¢ite tehnike ovisno o njihovim
fizikalno-kemijskim karakteristikama, ukljuCuju¢i suSenje rasprSivanjem, ekstruziju,
koacervaciju molekularne inkluzije, umrezene micele, emulziju, mikrogelove, liposome i
elektrosprej izmedu ostalog (Nogueira i sur., 2020; Rahalee 1 sur., 2020).

SuSenje rasprSivanjem jedna je od najkoriStenijih tehnika za mikrokapsulaciju
bioaktivnih spojeva. To je jednostavan, brz i relativno jeftin proces. Osnovni principi suSenja
raspriivanjem su rasprsivanje tekuceg punjenja u komoru za susenje u obliku sitnih kapljica koje
sadrze bioaktivne spojeve, dovod vruceg zraka u komoru za susenje, formiranje mikrokapsula u
komori za suSenje i odvajanje mikrokapsula kroz oporavak ciklona (Shishir i Chen, 2017; Ray i
sur., 2016; Nesterenko i sur., 2013).

Opcenito se kao medij za suSenje koristi zagrijani zrak, osim u slu¢ajevima kada smjesa
za suSenje sadrzi lako zapaljiva otapala poput etanola ili metilen klorida, kada se kao medij za
suSenje koristi dusik (Mujumdar, 2007). Princip susenja raspr$ivanjem jednak je neovisno o tipu
uredaja i proizvodacu. Tekucina se rasprsuje u kapljice na vrhu komore za susenje. Kapi putuju
u turbulentni tok zagrijanog zraka na vrhu komore u istom smjeru kao i zagrijani zrak, §to je

poznato kao istostrujno strujanje. Tekuca faza se brzo zagrijava i molekule tekué¢ine krecu se
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prema povrsini kapi i prelaze u plinovitu fazu. Dok se kapi skruéuju, one su zahvacene protokom
zagrijanog plina i krecu se u komoru ciklonskog protoka gdje se krute tvari micu iz komore i
plin se ispusta u atmosferu.

Svi uredaji za suSenje rasprsivanjem Koriste osnovne komponente iako postoje varijante
u konfiguraciji komore, koristenim rasprSivac¢ima, ciklonskom dizajnu, recikliranju krutih tvari,
kondicioniranju ili recirkulaciji plina nakon kondenzacije i/ili hladenja, dizajnu protoka zraka i
priklju¢enim uredajima kao §to su npr. ¢istaci zraka ili uredaji za naknadno filtriranje ili pranje.
Uredaji za suSenje rasprsivanjem dolaze u veli¢inama isparavanja od manje od litre na sat do

tisuca litara na sat (Jacobs, 2014).

2.4. STABILNOST BIOAKTIVNIH SPOJEVA

Na stabilnost bioaktivnih spojeva (BAS) prisutnih u za¢inskom i aromatskom bilju, vocu,
povréu i njihovim preradevinama, utjecu brojni faktori kao $to su: temperatura, svjetlo, pH,
Kisik, prisutnost Secera, enzima, iona metala. Faktori koji takoder mogu utjecati na stabilnost
BAS su i postupci i vrsta prerade, vrsta ambalaze i uvjeti skladiStenja. Zbog svoje kemijske
strukture mnogi fenolni spojevi dobri su supstrati i sudjeluju u nepozeljnim reakcijama
enzimskog posmedivanja, a pri viSim temperaturama i u reakcijama neenzimskog posmedivanja.
Industriji je u cilju i interesu sprijeciti ovakve reakcije te na taj nacin povecati prehrambenu,
organolepti¢ku i senzorsku kvalitetu proizvoda, a za to je potrebno razumijevanje mehanizama

razgradnje fenolnih spojeva (Zori¢, 2014).

2.4.1. Utjecaj inkapsulacije na stabilnost bioaktivnih spojeva

Inkapsulacija moze smanjiti razgradnju fenolnih spojeva tijekom obrade ili skladistenja
te nakon fizioloSke razgradnje probavom u ljudskom organizmu. Vecina fenolnih spojeva
pokazuje povecanje stabilnosti, bioraspolozivosti, ili bioloske aktivnosti nakon njihove
inkapsulacije. Ovakav pozitivan uc¢inak rezultat je povecanja drugih karakteristika i fizikalno-
kemijskih svojstava, koji ukljucuju topljivost u vodi te kemijsku stabilnost (Nishimoto-Sauceda,
2021).

Na stabilnost fenolnih spojeva utjeCe 1 vrsta nosaca koriStena tijekom procesa
inkapsulacije. Zhang 1 sur. (2019) su u svom istrazivanju koristili razne nosace i1 njihove
kombinacije za inkapsulaciju soka brusnice suSenjem raspr§ivanjem. Iz rezultata istrazivanja

zaklju¢eno je da DE vrijednost maltodekstrina nema znacajnijeg utjecaja na stabilnost
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inkapsuliranih fenolnih spojeva. Kada je kao nosa¢ koriStena arapska guma, sadrzaj ukupnih
fenola tijekom susenja rasprsivanjem bio je veci nego kad se za nosac koristio maltodekstrin $to
ukazuje na bolju zastitu fenolnih spojeva. Pokazalo se da je jo§ veéi sadrzaj ukupnih fenola
odreden kad je za nosa¢ koristena kombinacija maltodekstrina i arapske gume, nego kad su
zasebno koristena oba nosaca, $to potvrduje i istrazivanje Idhama i sur. (2012). Kombinacija
nosata daje povoljne uvjete za inkapsulaciju kombiniranjem prednosti oba materijala.
Maltodekstrini stupaju u interakciju s fenolima te s njima stvaraju kompleks i tako ih
stabiliziraju. Arapska guma u svom sastavu sadrzi 2 % proteina koji je kovalentno vezan na
ugljikohidratni lanac 1 dobro poznat po tome §to ima sposobnost stvaranja filma 1 na taj nacin

stabilizira inkapsulirane fenolne spojeve (Zhang i sur., 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci lovora

U ovom istrazivanju koriSteni su osuSeni uzorci lis¢a lovora (Laurus nobilis L.),

prikupljeni u studenom 2021. u Rije¢koj regiji u Hrvatskoj, a kupljeni od tvrtke Safram d.o.o.

(Zagreb, Hrvatska). Osuseno lis¢e cuvano je pri sobnoj temperaturi.

3.1.2. Kemikalije

Etanol, 50 %-tni i 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

B-ciklodekstrin (Acros Organics, Geel, Belgija)

Maltodekstrin (DE 4-7, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

Arapska guma (Acros Organics, Geel, Belgija)

Destilirana voda

Metanol, 100 %-tni i 80 %-tni (Fisher Chemicals, Merelbeke, Belgija)

Dusik (Messer, Zapresi¢, Hrvatska)

Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (Acros Organics,
SAD)

0,5 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Acros Organics, Belgija)
Priprema: 0,02 g DPPH radikala odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje te se preko
staklenog lijevka kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi u 100 %-
tnom metanolu nakon ¢ega se tikvica nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom.
DPPH je potrebno ¢uvati u zatvorenoj tikvici na tamnome.

Kalijev persulfat (Acros Organics, SAD)

ABTS reagens (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska  Kiselina))  (Acros
Organics, SAD)

Mravlja kiselina (T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Acetonitril HPLC ¢istoce (J.T. Baker Chemicals, Deventer, Netherlands)

Metanol HPLC ¢&istoce (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Redestilirana voda procis¢ena na uredaju MilliQ, Milipore, SAD
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3.1.3. Aparatura

Elektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Rumilly, Francuska)
Mikrovalni reaktor (Ethos Easy, Milestone, Italija)
Analiti¢ka vaga (Sartorius m-power, Sartorius, Italija)
Magnetska mijesalica (HSC Ceramic Hot Top-Plate Stirrer, Velp, Italija)
Uredaj za susenje rasprsivanjem (Biichi, Mini Spray Dryer B-290, Flawil Svicarska)
Vortex (MS2 Minishaker, IKA, SAD)
Ultrazvucna kupelj (Elmasonic S 40H, Elma, Njemacka)
Spektrofotometar (UV-VIS spektrofotometar Uviline 9400, Secomam, Francuska)
Laboratorijski susionik (Nt@ve FN 500, Turska)
Eksikator (LLG-Labware, Meckenheim, Njemacka)
Uredaj za procis¢avanje destilirane vode (MilliQ, Milipore, SAD)
Tekuéinski kromatograf (HPLC —Agilent 1260 Infinity, Santa Clara, CA, SAD)
opremljen sa:
= Kvarternom pumpom, model 1260
= Autosamplerom, model 1260
= Termostatom, model 1260
= PDA/DAD detektorom, model 1260
= Fluorescentnim detektorom, model 1260

= Detektorom indeksa refrakcije, model 1260

3.1.4. Pribor

Staklene case

Stakleni Stapici

Magneti za mijeSanje

Plasti¢ne Zlice

Metalna $patula

Boce od tamnog stakla volumena 1 L

Aluminijske posudice
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e Staklenke

e Parafilm

e Plasticne ladice za vaganje

e Falcon epruvete volumena 25 mL

e Menzure volumena 500 mL, 1 L

e Odmijerne tikvice volumena 5, 10, 25, 50 i 100 mL

e Stakleni lijevci

o Filter papir

e Automatske mikropipete volumena 1-10, 10-100, 100-1000 i 100-5000 pL
e Staklene vijale

e Staklene epruvete

e Aluminijska folija

e Medicinska sprica i igla

e 0,45 pm filter Chromafil Xtra Pet (Macherey-Nagel Gmbh & Co, Njemacka)

3.2. METODE RADA

3.2.1. MAE polifenola iz liS¢a lovora

Masa od 8 g uzorka odvagana je u ¢eliju ekstraktora i homogenizirana s 50 mL 50 %-
tnog etanola. U ¢eliju se pritom dodao magnetni mjeSac te se Celija postavila na rotor
mikrovalnog ekstraktora. Ekstrakcijski uvjeti predoceni su u tablici 2 i odredeni su prema

prethodno provedenom istrazivanju (Dobroslavi¢ i sur., 2021).

Tablica 2. Optimalni uvjeti MAE polifenola iz lis¢a lovora (prema Dobroslavi¢ i sur., 2021)

Ekstrakcijsko otapalo 50 %-tni etanol
Vrijeme ekstrakcije 10 min
Temperatura ekstrakcije 80 °C

Snaga mikrovalova 400 W

Nakon zavr$enog postupka ekstrakcije, uzorci su profiltrirani kroz filter papir u odmjernu

tikvicu od 50 mL i nadopunjeni ekstrakcijskim otapalom do oznake. Postupak se ponavlja dok
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se ne dobije ukupan volumen ekstrakta 1 L koji se prenese u ¢istu praznu bocu od tamnog stakla,

propuse dusikom i ¢uva pri -18 °C do provodenja nastavka eksperimenta.

3.2.2. Odredivanje ukupne suhe tvari

U osuSenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem stavi se oko 1 g kvarcnog
pijeska i stakleni Stapic te se susi u susioniku pri 105 °C oko 2 h sa skinutim poklopcem. Nakon
susenja posudica se zatvori poklopcem te hladi u eksikatoru, a zatim se izvaze s to¢noséu
+0,0002 g. U ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 2 mL ekstrakta (kod
odredivanja ukupne suhe tvari ekstrakta) i dobro izmijeSa pomocu staklenog Stapica. Sve
zajedno se vaze s tocnoS¢u od +£0,0002 g. Aluminijska posudica s pijeskom 1 ispitivanom
koli¢inom uzorka stavi se u laboratorijski suSionik, prethodno zagrijan na 105 + 0,5 °C te se
zagrijava 1 h sa zaklopljenim poklopcem. Nakon hladenja i vaganja suSenje se nastavlja toliko
dugo dok razlika izmedu dva uzastopna susenja, u razmaku od 30 min, ne bude manja od 0,001
g. Vaze se ponovno s to¢noscu + 0,0002 g.
Izradun:
Ukupna suha tvar izracuna se prema sljede¢oj formuli:

ukupna suha tvar(%) = Zz_mo

«100 [1]

1—my

gdje je:

Mo — masa posudice i pomo¢nog materijala (pijesak, stakleni Stapi¢, poklopac) (g),

M — masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja (g),

M, — masa posudice s ostatkom nakon susenja (g).

Sadrzaj ukupne suhe tvari usitnjenog lis¢a lovora prije MAE bio je ve¢i od 95 %, dok je u

ekstraktu dobivenom primjenom MAE sadrzaj ukupne suhe tvari bio 4,7 %.

3.2.3. Proizvodnja praha ekstrakta lis¢a lovora primjenom suSenja rasprSivanjem
Za ovo istrazivanje proizvedena su 3 praha ekstrakta lis¢a lovora pomocu uredaja za

suSenje rasprsivanjem (Slika 5). Plan pokusa prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Plan pokusa proizvodnje praha ekstrakta lis¢a lovora primjenom susenja

rasprSivanjem
. Omjer suhe tvari
) Oznaka Omjer ) Temperatura
Broj praha ekstrakta i
praha nosaca 5 )
nosaca
1 B-CD 1:2 180
2 B-CD:MD 50:50 1:2 180
3 B-CD:GA 50:50 1:2 180

B-CD=B-ciklodekstrin, MD=maltodekstrin, GA=arapska guma

Za proizvodnju prahova koristeni su nosaci B-ciklodekstrin (-CD) te kombinacije B-CD

i maltodekstrina (MD), odnosno B-CD i arapske gume (GA) (tablica 3). Potrebna masa nosaca

odredena je na temelju suhe tvari ekstrakta liS¢a lovora (4,7 %). Na analitickoj vagi u

laboratorijsku ¢asSu od 500 mL odvaze se 18,8 g nosaca te se doda 200 mL destilirane vode.

Kako bi se nosac¢ potpuno otopio, u otopinu se stave 2 magneta te se otopina stavi na magnetsku

mijesalicu na konstantno mijesanje 30 min uz brzinu okretaja 300 o/min. Zatim se u otopinu

doda 200 mL ekstrakta, mijeSanje se nastavi te se magnetska mijeSalica zajedno s otopinom

postavi na uredaj za rasprSivanje i zapocne se susenje. Nakon provedenog procesa susenja,

proizvedeni prahovi uskladiSte se u hermeticki zatvorene staklenke koje se obloze aluminijskom

folijom te se Cuvaju pri sobnoj temperaturi do provodenja daljnjih analiza.
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Slika 5. Uredaj za susenje raspr$ivanjem (vlastita fotografija)

Parametri koji su tijekom procesa suSenja rasprSivanjem bili konstantni prikazani su u
tablici 4.

Tablica 4. Uvjeti susenja raspr§ivanjem — konstantni parametri tijekom procesa

Temperatura zraka na ulazu 180 °C
Temperatura zraka na izlazu 77 °C
Protok ulaznog materijala 473 mL/h
Kapacitet aspiratora 80 %
Stupanj ¢iS¢enja mlaznice 4
Mijesanje na magnetskoj mijesalici 300 o/min

3.2.4. Tretiranje prahova pri poviSenim temperaturama

U 5 staklenih epruveta odvaze se po 0,5 g uzorka od svakog praha (B-CD, -CD:MD i
B-CD:GA) te stave u laboratorijski suSionik pri konstantnoj temperaturi (80, 100 i 120 °C).
Termostatirani uzorci su se izuzimali nakon 5, 10, 20, 35 i 60 min kako je prikazano u planu
eksperimenta (slika 6), kratko ohladili pod mlazom hladne vode, propuhali dusikom, zacepili te

¢uvali pri -60 °C do provodenja daljnjih analiza.
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Slika 6. Shema toplinskog tretmana prahova

3.2.5. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Na analitickoj vagi odvaze se po 0,5 g svakog od pocetna 3 praha u Falcon epruvete, dok
su toplinski tretirani prahovi ve¢ u staklenim epruvetama u koli¢ini od 0,5 g. U sve epruvete i
Falcon epruvete doda se po 5 mL 80 %-tnog metanola te se sadrZaj unutar epruveta promijesa
na vortexu. Falcon epruvete se zafepe plasticnim cepom, dok se staklene epruvete zacepe
aluminijskom folijom. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija provodi se 15 min pri 50 °C u

ultrazvuénoj kupelji (slika 7). Nakon zavrSene ekstrakcije, sadrzaj epruveta i Falcon epruveta
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profiltrira se u odmjerne tikvice od 5 mL preko staklenih lijevaka s nabranim filter papirima.
Zaostali talog praha u epruvetama i Falcon epruvetama ispere se s jos 0,5 mL 80 %-tnog
metanola. Odmjerne tikvice pazljivo se nadopune 80 %-tnim metanolom do oznake i
promijesaju. Dobiveni ekstrakti profiltriraju se kroz 0,45 um filtar (Machery-Nagel, Njemacka)

u HPLC viale, propusu dusikom i ¢uvaju pri -18 °C do provodenja daljnjih analiza.

Slika 7. Ultrazvu¢na kupelj (vlastita fotografija)

3.2.6. Odredivanje fenolnih spojeva primjenom HPLC uz UV/Vis PDA detekciju

Princip odredivanja fenolnih spojeva primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC) uz UV/Vis PDA temelji se na gradijentnoj eluaciji, pri ¢emu se
ekstrahirani polifenoli eluiraju u nizu padajuce polarnosti (Zori¢, 2014).

HPLC analiza provedena je na HPLC —Agilent 1260 Infinity teku¢inskom kromatografu
koji je opremljen PDA/DAD detektorom, kvarternom pumpom, autosamplerom i termostatom.
Odredivanje fenolnih spojeva provedeno je prema metodi koju su prethodno opisali Zori¢ i sur.
(2014). Otapala koja se koriste kao mobilna faza odzrace se 5 min u ultrazvuénoj kupelji.

Kromatografski uvjeti prikazani su u tablici 5, dok je gradijent prikazan u tablici 6.
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Tablica 5. Kromatografski uvjeti za HPLC UV/Vis PDA analizu fenolnih spojeva (prema Zori¢

i sur., 2014)
Kolona Nucleosil 100-5C18, Sum (250 x 4,6 mm 1.D.)
otapalo A: 3 % mravlja ki_selina u redestiliranoj
Pokretna faza otapalo B: 3 % mraxlc}glkiselina u 80%-tnoj
vodenoj
otopini acetonitrila
Detektor UV/Vis PDA
Eluiranje gradijentno
Temperatura 22 °C
Vrijeme trajanja 55 min
Injektirani volumen 10 pL
Vrijeme uravnoteZenja kolone: 2 min

Tablica 6. Gradijent eluacije za HPLC UV/Vis PDA analizu fenolnih spojeva (prema Zori¢ i

sur., 2014)
t (min) Otapalo A Otapalo B Protok (mL/min)

0 100 0 0,8
28 75 25 0,8

35 50 50 0,8
40 20 80 0,8
45 100 0 0,8

55 100 0 0,8

3.2.6.1. Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva

Identifikacija fenolnih spojeva provodi se analizom dobivenih kromatograma,

karakteristicnih UV/Vis apsorpcijskih spektara i retencijskin vremena te usporedbom sa

standardima. Za spojeve kojima nedostaju referentni standardi, identifikacija se temelji na

literaturnim podacima o njihovim retencijskim vremenima. Posto polifenoli apsorbiraju u UV

dijelu spektra, detekcija se vr$i na valnim duljinama 278 i 340 nm. Kvantitativne vrijednosti za

fenolne spojeve izraunaju se iz jednazbi bazdarnih pravaca standardnih spojeva koji prikazuju
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ovisnost povrSine pika i masene koncentracije spoja (tablica 7). Dobivene masene koncentracije

(mg/L) spojeva preracunaju se na masu suhe tvari uzorka (mg/100 g s.tv.).

Tablica 7. Jednadzbe bazdarnih pravaca za standarde koriStene u HPLC analizi

Standard Jednadzba pravca
Epigalokatehin galat y =9,5339 x
Epikatehin galat y =12,693 x
Katehin y =12,037 x
Epikatehin y = 10,929 x
Galna kiselina y = 30,025 x
Procijanidin B1 y =3,57x
Procijanidin B2 y = 7,8852 x
p-kumarinska kiselina y = 135,81 x
Kafeinska kiselina y = 68,301 x
Kvercetin-3-glukozid (kvercetin-3-rutinozid) y = 37,386 X
Kamferol-3-rutinozid (kamferol-3-glukozid) y =41,313 X
Luteolin y =119,39 x
Apigenin y = 107,04 x

3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) stabilan je dusikov radikal, tamno-ljubiastog
obojenja. Zbog nesparenog elektrona, princip odredivanja temelji se na sposobnosti redukcije
DPPH radikala, pri ¢emu dolazi do sparivanja nesparenog elektrona. Reakcija se ocituje
promjenom boje iz ljubicaste u zutu, Sto se spektrofotometrijski prati kao pad apsorbancije pri
517 nm. Prednosti ove metode ocituju se u jednostavnosti izvedbe pa se Cesto koristi za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (Brand-Williams i sur., 1995).

Postupak odredivanja:

Prije pocetka odredivanja antioksidacijskog kapaciteta potrebno je pripremiti 0,5 mM
otopinu DPPH na nacin da se 0,02 g DPPH otopi u metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL, a
zatim nadopuni metanolom do oznake.

U staklenu epruvetu otpipetira se 1 mL ekstrakta, 1 mL metanola, 0,5 mL 0,5 mM otopine

DPPH te se ostave stajati 20 min pri sobnoj temperaturi u mraku. Nakon 20 min mjeri se
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apsorbancija pri 517 nm. Slijepa proba priprema se na isti na¢in, no osim 1 mL ekstrakta, dodaje

se 1 mL metanola. Za ovu analizu ekstrakti se razrijede 250x.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina). Odvaga od 500 mg Troloxa odvaze se u plasti¢noj
ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu u odmjernoj tikvici od
100 mL te se tikvica nadopuni do oznake metanolom. Od ove otopine Troloxa pripreme se
razrjedenja u koncentracijama 10, 20, 40, 50, 100 uM. Postupak odredivanja je jednak, samo $to
se umjesto ekstrakta, u epruvete stavlja Trolox. Na temelju izmjerenih apsorbancija pri 517 nm

dobije se jednadzba pravca (slika 8).

UM Trolox
0 20 40 60 80 100 120

-0.1

y =-0.0073x
0.2 R?=0.9126

-0.3

A (517) nm

-0.4
-0.5
-0.6
-0.7

-0.8

Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji Troloxa

Na temelju dobivenih rezultata, jednadza pravca glasi:
=-0,0073x  R?*=0,9797 [2]
gdje je:
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y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
x = ekvivalent Troloxa (LM)
R? = koeficijent determinacije.

Rezultati su izrazeni u pmol Trolox ekvivalenta (TE)/g praha.

3.2.8. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

ABTS metoda temelji se na ,,gasenju“ plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a 12 sati prije analize. Udio ABTS radikala koje
»gase® razli¢iti antioksidansi mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se
usporeduje sa smanjenjem aporbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa,

analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Prior, 2005).

Priprema reagensa:
1.dan

1) 140 mM otopina kalijeva persulfata, K.S20sg (0,1892 g K2S,0s izvaze se u tikvicu od
5 mL i otopi u destiliranoj vodi),
2) 7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 mL te nadopuni
destiliranom vodom do oznake),
3) stabilna ABTS* otopina; pripremi se tako da se 88 pL K>S>Og otopine prenese u tikvicu od 5
mL u kojoj je ABTS otopina. Dobro se promijesa, zatvori i cuva na sobnoj temperaturi u mraku
12-16 sati, zamotano u Al-foliju. Kona¢na koncentracija K2S>Og pri tome je 2,45 mM.
2.dan

Na dan provodenja analiza, pripremi se 1 %-tna otopina ABTS™; 500 uL ABTS" otopine
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 50 mL i nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake. Podesava
se koncentracija ABTS™ tako da apsorbancija pri 734 nm iznosi 0,70 + 0,02. PodeSavanje
koncentracije se vrsi na nacin da ako je apsorbancija ve¢a od navedene vrijednosti, u otopinu se
dodaje kap po kap 96 %-tnog etanola, a ako je apsorbancija niza od navedene vrijednosti, u
otopinu se dodaje kap po kap ABTS™ otopine sve dok se ne postigne Zeljena apsorbancija.
Pripremljena otopina koristi se za spektrofotometrijsko odredivanje.
Za ovu analizu ekstrakti se razrijede 50x. U staklenoj epruveti, alikvot od 20 pL razrijedenih

uzoraka ekstrakta pomijesa se s 2 mL otopine ABTS" radikala te se izmjeri apsorbancija pri
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valnoj duljini 734 nm nakon to¢no 1 min. Slijepa proba pripremi se na isti nacin kao i reakcijska
smjesa, samo $to umjesto uzorka sadrzi 20 pL 96 %-tnog etanola. Bitno je napomenuti da
prilikom rada na spektrofotometru, ,,blank“ u ovom slucaju nije slijepa proba, ve¢ 96 %-tni
etanol. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a kao rezultat uzima se srednja
vrijednost. Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost
AA, koja se prema bazdarnom pravcu za Trolox preracunava u koncentraciju (mM ekvivalenti
Troloxa) (Re i sur., 1999). Rezultati se izrazavaju kao molarni (mmol/g suhe tvari) udjel

ekvivalenata Troloxa.

Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu baZzdarnog pravca potrebno je pripremiti polaznu otopinu Troloxa u
koncentraciji 0,02 M. U plasticnoj ladici za vaganje odvaze se 500 mg Troloxa te kvantitativno
prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL te se tikvica nadopuni
do oznake metanolom. Iz tako pripremljene otopine naprave se razrjedenja koja odgovaraju
koncentracijama otopine Troloxa od 0,5; 1, 1,33; 1,6 i 2 mM. Reakcijska smjesa umjesto
ekstrakta sadrzi 20 pL otopine Troloxa poznatih koncentracija. Slijepa proba pripremi se na isti
nacin kao ireakcijska smjesa, samo $to umjesto otopine Troloxa sadrzi 20 pL 96 %-tnog etanola.
Bitno je napomenuti da prilikom rada na spektrofotometru, ,,blank* u ovom slucaju nije slijepa
proba, ve¢ 96 %-tni etanol. Za svaki uzorak pripremaju se dvije paralelne probe, a kao rezultat
uzima se srednja vrijednost. Promjena apsorbancije (AA) racuna se oduzimanjem apsorbancije
uzoraka sa Troloxom od apsorbancije slijepe probe. Na temelju izmjerenih vrijednosti
apsorbancija napravi se bazdarni pravac pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije Troloxa

(mM), a na ordinati izraCunate vrijednosti AA (slika 9).
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Slika 9. Bazdarni dijagram ovisnosti promjene apsorbancije pri 734 nm o koncentraciji
Troloxa

Na temelju dobivenih rezultata, jednadza pravca glasi:
y=0,2375x  R?=0,9977 [3]
gdje je:
y = razlika apsorbancije slijepe probe i apsorbancije uzorka pri 734 nm
x = ekvivalent Troloxa (mM)
R? = koeficijent determinacije.

Rezultati su izraZzeni u mmol TE/100 g praha.

3.2.9. Obrada podataka
Istrazivanja su pokazala da toplinska razgradnja fenolnih spojeva slijedi kinetiku reakcije

prvog reda (Zapata i sur. 2022; Carvalho Laga i Zapata Norena 2017; Patras i sur. 2010; Verbeyst

i sur. 2010).
Ovaj tip reakcija opcenito se moze izraziti pomocu sljedece jednadzbe:
o(t) = oo -exp(-k - t) [4]
u kojoj je:
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o(t) = maseni udio spoja u vremenu t,
o = pocetni maseni udio (mg/100 g s.tv.),
t = vrijeme tretiranja (min),

k = konstanta degradacije za reakcije prvog reda.

Uz pretpostavku da degradacija fenolnih spojeva slijedi kinetiku prvog reda,
vrijeme poluraspada moze se izraziti sljedeCom jednadzbom:
ti2=-In 0.5/k [5]
gdje je:
t12 = vrijeme poluraspada (min)

k = konstanta degradacije za reakcije prvog reda.

Utjecaj temperature na konstantu brzine degradacije fenolnih spojeva moze se

izraziti Arrheniusovom jednadzbom:
k(T) =k, -exp [— }%] [6]

u kojoj je:
k — konstanta brzine kemijske degradacije
ko — konstanta maksimalne brzine degradacije
Ea — energija aktivacije (kJ/mol)
R — opca plinska konstanta (8,314 J/Kmol)

T — apsolutna temperatura (K).

3.2.9.1. Statisticka analiza podataka

Statisti¢ka analiza podataka provedena je programom Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, SAD). Multifaktorska analiza varijance (MANOVA) koriStena je kako bi se utvrdila
vaznost utjecaja pojedinih varijabli (temperatura, vrijeme izlaganja, razli¢iti nosa¢i) na
promatrane parametre (kineti¢ki parametri, degradacija fenolnih spojeva, antioksidacijska
aktivnost). Statisticki znacajna razlika razmatrana je na razini p < 0,05 (95 %-tni interval

pouzdanosti), a sve srednje vrijednosti rezultata usporedene su s Tukey HSD testom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj temperature, vremena toplinskog tretmana,
upotrebe razli¢itih nosaca i njihovih kombinacija prilikom inkapsulacije fenolnih spojeva lis¢a
lovora suSenjem rasprSivanjem, na degradaciju fenolnih spojeva i pripadajuce kineticke
parametre te antioksidacijsku aktivnost.

Sva mjerenja radena su u duplikatu pa su rezultati prilikom statisticke analize obradeni
kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + standardna devijacija.

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva provedena je HPLC UV/Vis PDA
analizom te su identificirani i kvantificirani fenolni spojevi podijeljeni u 4 grupe:
pro(anto)cijanidini, flavan-3-oli, fenolne kiseline i flavonol-glikozidi. Rezultati su prikazani
tabli¢no.

Kinetika degradacije promatrana je na razini navedene 4 skupine fenolnih spojeva.
Kineti¢ki parametri racunati su na temelju jednadzbi opisanih u poglavlju 3.2.9. Rezultati
kineti¢ke analize prikazani su dijelom graficki, a dijelom tabli¢no.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH i ABTS metodom provedeno je

spektrofotometrijski mjerenjem apsorbancije uzoraka, a rezultati su prikazani graficki.

4.1. IDENTIFIKACIJA | KVANTIFIKACIJA FENOLNIH SPOJEVA U PRAHOVIMA
EKSTRAKTA LOVORA

Identificirani i kvantificirani fenolni spojevi u pocetnim prahovima ekstrakta lovora
odredeni HPLC UV/Vis metodom, prikazani su u tablici 8.

Tablica 8. Maseni udjeli fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora izrazeni kao prosje¢na

vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + st.dev. (mg/100 g praha)

Fenolni spojevi B-CD p-CD:MD B-CD:GA
Proantocijanidini (mg/100 g praha)

Procijanidin 238,89 +1,78 | 181,36 +1,39 | 150,06 = 1,70
Procijanidin dimer 352,53 + 3,18 | 432,68 + 2,75 | 359,60 *+ 2,23
Procijanidin trimer 193,55+ 0,77 | 132,63 +1,76 | 147,80 + 1,06

Procijanidin tetramer 888,29 £ 3,96 | 623,57 £4,33 | 757,24 £ 2,45

B-CD=p-ciklodekstrin, MD=maltodekstrin, GA=arapska guma
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Tablica 8. Maseni udjeli fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora izrazeni kao prosje¢na

vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + st.dev. (mg/100 g praha) - nastavak

Flavan-3-oli (mg/100 g praha)

Katehin 2,80 + 0,04 2,24 + 0,01 2,22 + 0,03
Epikatehin galat 32,93+0,21 | 28,69+0,53 | 26,05+0,53
Derivat katehina 31,06 +0,40 | 19,16 +0,41 | 15,76 +0,12

Fenolne kiseline (mg/100 g praha)

Hidroksibenzojeva kiselina 6,92 £ 0,20 4,80 £ 0,04 3,00£0,14
Hidroksicimetna kiselina 19,81 +£ 0,47 7,99 + 0,04 8,63 +0,13
p-kumarinska kiselina 1,49 + 0,08 1,28 £ 0,01 1,44 + 0,01
Kafeinska kiselina 17,66 £ 0,38 | 14,07 +£0,02 | 16,73 +0,30
Derivat p-kumarinske kiseline 81,26 £0,50 | 69,07 +0,47 | 84,22+ 0,69
Derivat kafeinske kiseline 42,36 £ 0,13 | 3509+0,98 | 48,12+1,16

Flavonol-glikozidi (mg/100 g praha)

Luteolin 6-C-glukozid 2,89 +0,10 2,50 + 0,06 2,56 +0,12
Apigenin 8-C-glukozid 1,82 + 0,04 1,59 + 0,06 1,56 + 0,07
Kvercetin 3-O-rutinozid 38,98+0,81 | 33,58+0,28 | 35,42 +0,66
Apigenin 6-C-glukozid 14,71 £ 0,50 12,52 +0,10 | 13,35+ 0,57

Kvercetin-O-glukozid 23,24+0,39 | 20,89+0,95 | 21,63 +0,58

Kvercetin-O-heksozid 80,00+0,80 | 68,19+0,61 | 70,75 +0,82

Kvercetin-O-pentozid 68,01 +137 | 58,91+0,91 | 60,96 +0,98
Kamferol 3-O-rutinozid 4492 +0,69 | 39,48+0,03 | 4145+0,31
Izoramnetin-O-rutinozid 156,89 £1,42 | 135,91 +0,4 | 143,02 + 2,34

Kamferol-O-pentozid 154,42 + 0,20 | 135,35 +1,57 | 139,35 + 0,96
Izoramnetin-O-heksozid 24,77 £0,16 | 21,27 +0,28 | 22,59 +0,45
Izoramnetin O-pentozid 2,14 £ 0,17 7,08 £ 0,03 2,056+£0,10

Kamferol-O-heksozid 8,36 + 0,06 0,81 + 0,05 7,55+0,11

Izoramnetin-O-ramnozid 77,75+£0,72 | 67,98+0,15 | 71,12+ 0,84

Rezultati identifikacije i kvantifikacije fenolnih spojeva pokazali su da je u prahovima ekstrakta

lovora prisutno 27 fenolnih spojeva te da najve¢i maseni udio u svim prahovima imaju
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proantocijanidini, a najmanji flavan-3-oli. Maseni udjeli pokazuju da proantocijanidini ¢ine 65-
68 % ukupne koli¢ine polifenola u listu lovora, flavonol-glikozidi 22-24 %, fenolne kiseline 8-
9 %, a flavan-3-oli 2-3 %. Ovakvi rezultati djelomi¢no su u skladu s istrazivanjem Dobroslavi¢
i sur. (2023) u kojem je u prahovima ekstrakta lovora identificirano 29 fenolnih spojeva UPLC-
MS? metodom, a najveéi maseni udio imali su flavonoli. Odstupanja od ovog istrazivanja mogu
biti objasnjena razlikom u koristenoj metodi za identifikaciju 1 kvantifikaciju fenolnih spojeva.
UPLC je obi¢no osjetljivija metoda od HPLC-a zbog svoje sposobnosti postizanja boljeg
odvajanja komponenti u uzorku. Ovo pobolj$ano odvajanje moze rezultirati ve¢om osjetljivoséu

u otkrivanju razina analita u tragovima (Ortega i sur., 2010).

4.2. KINETICKI PARAMETRI TOPLINSKE DEGRADACIJE FENOLNIH SPOJEVA
U PRAHOVIMA EKSTRAKTA LOVORA

Kineticki parametri degradacije procijanidina, flavan-3-ola, fenolnih kiselina i
flavonol glikozida prikazani su kao odnos relativnih masenih udjela navedenih grupa fenolnih
spojeva (/o) tijekom vremenski razlicitog (5-60 min) toplinskog tretmana prahova
ekstrakta lovora proizvedenih s razli¢itim nosac¢ima, pri temperaturama od 80 °C (slika 10),
100 °C (slika 11) i 120 °C (slika 12).

U tablici 9 prikazane su vrijednosti kineti¢kih parametara k (konstanta brzine kemijske
reakcije) itz (vrijeme poluraspada) za grupe fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora
izraCunate prema jednadzbama [4] i [5] prilikom tretiranja na 80, 100 i 120 °C.

U tablici 10 predocene su vrijednosti konstante maksimalne brzine degradacije (Ko) i
energije aktivacije (Ea) za grupe fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora izracunate

prema jednadzbi [6] iz speci¢ne brzine degradacije pri referentnoj temperaturi od 80 °C.
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Slika 10. Degradacija fenolnih spojeva pri 80 °C u prahovima ekstrakta lovora proizvedenih s
razli¢itim nosac¢ima: a) -CD, b) B-CD:MD i c) B-CD:GA

a)

1.00 B#

0.80

A 4 PROCIANIDINI

0.60 B FLAVAN-3-OLI
el A FENOLNE KISELINE
~
S

0.40 FLAVONOL GLIKOZIDI

0.20

0.00

0 10 20 30 40 50 60
t (min)

33



b)

1.00 B

4 PROCIJANIDINI

M FLAVAN-3-OLI

A FENOLNE KISELINE

FLAVONOL GLIKOZIDI

0.20
0.00
0 10 20 30 40 50 60
t (min)
c)
1.00 B

0.80
# PROCIJANIDINI
0.60 M FLAVAN-3-OLI
0.

3

3- A FENOLNE KISELINE
0.40 FLAVONOL GLIKOZIDI
0.20
0.00

0 10 20 30 40 50 60
t (min)

Slika 11. Degradacija fenolnih spojeva pri 100 °C u prahovima ekstrakta lovora proizvedenih s

razli¢itim nosa¢ima: a) -CD, b) B-CD:MD i c¢) B-CD:GA
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Slika 12. Degradacija fenolnih spojeva pri 120 °C u prahovima ekstrakta lovora proizvedenih s

razli¢itim nosa¢ima: a) 3-CD, b) B-CD:MD i c) B-CD:GA

Tablica 9. Vrijednosti konstante brzine kemijske reakcije (K) i vremena poluraspada (t12) za

grupe fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora proizvedenih s razli¢itim nosacima,

prilikom toplinskog tretmana

Nosac B-CD B-CD:MD B-CD:GA
Grupa fenolnih | Temperatura | k- 10° _ k- 10° _ k- 10° _
) ) t12 (min) _ t1/2 (min) ) t12 (mMin)
spojeva (°C) (min't) (min™) (min')
80 4,537 152,78 7,599 91,22 2,385 290,63
Proantocijanidini 100 9,202 75,33 12,911 53,69 7,229 95,88
120 10,299 67,30 26,275 26,38 12,043 57,56
80 16,973 40,84 21,409 32,38 5,872 118,04
Flavan-3-oli 100 24,958 27,77 54,385 12,75 39,279 17,65
120 227,749 3,04 94,296 7,35 63,111 10,98
80 5,537 125,18 15,129 45,82 4,033 171,87
Fenolne kiseline 100 8,745 79,26 9,074 76,39 7,675 90,31
120 16,387 42,30 18,826 36,82 19,158 36,18
80 5,04 137,53 4,31 160,82 6,396 108,37
Flavonol glikozidi 100 4,405 157,35 4,54 152,68 7,343 94,40
120 12,809 54,11 15,313 45,27 17,426 39,78

B-CD=B-ciklodekstrin, MD=maltodekstrin,

GA=arapska guma
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Tablica 10. Vrijednosti konstante maksimalne brzine degradacije (ko) 1 energije aktivacije (Ea)

za grupe fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta lovora proizvedenih s razli¢itim nosa¢ima

Nosac B-CD B-CD:MD B-CD:GA
Grupa fenolnih ) Ea ) )
) Ko (min) ko (min?) | Ea (kdJ/mol) | ko (min?) | Ea (kJ/mol)
spojeva (kJ/mol)
Proantocijanidini 1,43 - 10! 23,657 1,50 - 10° 35,801 1,95 - 10* 46,729
Flavan-3-oli 2,06 - 10° 74,933 4,56 - 10* 42,786 8,04 - 10’ 68,529
Fenolne kiseline 2,37 - 102 31,312 1,30 - 10? 6,309 1,81 - 10* 44,967
Flavonol-glikozidi 4,83 .10! 26,917 1,11 -10° 36,585 1,21 - 10? 28,924

B-CD=p-ciklodekstrin, MD=maltodekstrin, GA=arapska guma

Rezultati odredivanja kinetiCkih parametara pokazali su da je najveca stabilnost svih
grupa fenolnih spojeva lis¢a lovora osim flavonol-glikozida postignuta pri 80 °C u prahu -
CD:GA (slika 10c). Najveca stabilnost oznaava najmanji stupanj degradacije polifenola,
odnosno najmanji pad njihovih relativnih masenih udjela Sto se lijepo vidi na grafickom prikazu
(slika 10c). Navedeno se moze vidjeti i iz tablicnog prikaza (tablica 9) gdje se usporedbom
konstanti brzina reakcije pri 80 °C za sva 3 praha za sve grupe polifenola, vidi da su te konstante
najnize za prah B-CD:GA za sve grupe polifenola osim flavonol-glikozida. Sto je niza konstanta
brzine reakcije, to se reakcija sporije odvija. Reakcije koje su tu u fokusu su reakcije degradacije
polifenola, $to znaci da su u datim uvjetima polifenoli sporije degradirali. Ako se na jednak nac¢in
promotre i vremena poluraspada grupa polifenola, moZze se ocitati da su ona najveca na
temperaturi od 80 °C u prahu B-CD:GA za sve grupe fenolnih spojeva osim flavonol-glikozida.
Ako se ima na umu da je vrijeme poluraspada vrijeme potrebno da se raspadne 50 % molekula
odredene grupe spojeva, tada se vidi da je ovakav rezultat u skladu s vrijednostima konstanti
brzina reakcije. Sto je vece vrijeme poluraspada, to je veca stabilnost odredene grupe spojeva.
Ocekivano, toplinski tretman na najnizoj temperaturi najmanje je degradirao fenolne spojeve $to
je u skladu s istrazivanjem Zapate 1 sur. (2022) koji su pratili kinetiku termicke degradacije
fenolnih spojeva u lis¢u achiote (anatto) (Bixa orellana L.) te pokazali da se pri nizim
temperaturama bolje ocuvaju fenolni spojevi.

Za razliku od ostalih grupa fenolnih spojeva, flavonol-glikozidi su najvecu stabilnost
odnosno najmanju degradaciju pokazali u prahu u kojem je kao nosa¢ koristen 3-CD:MD pri 80

°C (slika 10b). Navedeno je vidljivo i iz pripadajuéih kineti¢kih konstanti (k = 4,31- 10% min,
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t12 = 160,82 min) (tablica 9).

Nadalje, flavonol-glikozidi su se vecinski pokazali kao najstabilnija grupa fenolnih spojeva u
prahovima -CD i 3-CD:MD dok su u prahu B-CD:GA to bili procijanidini.

Uocena termostabilnost flavonol-glikozida u skladu je s rezultatima istrazivanja Latos-Brozio i
sur. (2023) te Chaaban i sur. (2017) gdje je demonstrirano da su glikozilirani flavonoidi
termorezistentniji od aglikonskih flavonoida.

Daljnjim usporedivanjem svih grupa polifenolnih spojeva, flavan-3-oli su se pokazali
kao najnestabilnija skupina spojeva. Na slikama 10, 11 i 12 ocituje se njihova velika
termodegradacija na sve 3 temperature u sva 3 praha osim u ve¢ spomenutom slucaju pri 80 °C
u prahu B-CD:GA, gdje su sve skupine polifenola ispoljile iznimno termostabilna svojstva.
Najveca vrijednost konstante maksimalne brzine degradacije 1 sukladno tome najveca vrijednost
energije aktivacije izraCunata je za flavan-3-ole u u sva 3 praha (tablica 10), sto je dokaz da su
flavan-3-oli izrazito termolabilni. Sto je veéa vrijednost konstante maksimalne brzine
degradacije (ko), to ¢e spojevi brze i viSe degradirati, 0dnosno Sto je veca energija aktivacije (Ea),
to je veca osjetljivost brzine reakcije o temperaturi. Uzimajuci u obzir ove parametre, moze se
zakljuciti da su flavan-3-oli vrlo osjetljivi na poviSenu temperaturu te su najbrze i najvise
degradirali od svih grupa spojeva u ve¢ini promatranih slucajeva.

Razlog tome moze biti nukleofilnost aromatskog A-prstena u kemijskoj strukturi flavan-
3-ola (slika 3) koja je zasluzna za njihovu reaktivnost. Tako primjerice moze do¢i do
polimerizacije monomera flavan-3-ola u proantocijanidine. Flavan-3-oli su podlozni i
enzimskom posmedivanju — oksidaciji, uz enzim polifenol-oksidazu (Es-Safi i sur., 2008).
IzloZzenost flavan-3-ola povisenim temperaturama uzrokuje i degradacijske reakcije
epimerizacije i hidrolize (Aksoylu i Karakaya, 2013).

Temperatura pri kojoj je doSlo do najvece degradacije grupa fenolnih spojeva je 120 °C
(slika 12). Ovo se moze isCitati i iz tablice 6 promatrajuci kineticke parametre za t = 120 °C te
ih usporedujuci s istim parametrima za preostale dvije temperature. Vidi se da su konstante
brzine reakcije pri 120 °C najvece, a vremena poluraspada najkrac¢a za sve grupe fenolnih
spojeva u sva 3 praha. Rezultati takoder pokazuju da vrijeme tretiranja itekako utjeCe na
degradaciju fenolnih spojeva. Termodegradacija svih skupina fenolnih spojeva, a posebice
flavan-3-ola vidljiva je ve¢ nakon samo 5 min toplinskog tretmana. Sto je duZi toplinski tretman,
to je veca degradacija pa je najveca degradacija zabiljeZena nakon 60 min tretmana kod gotovo

svih uzoraka prahova.
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Ovakvi rezultati u skladu su s istrazivanjem koje su proveli Snoussi i sur. (2022) koji su
pratili kinetiku toplinske degradacije etanolnog ekstrakta lis¢a mirte (Myrtus communis L.) te
zakljucili da Sto je veca temperatura i duze vrijeme toplinskog tretmana, to je veca degradacija i
gubitak fenolnih spojeva.

Nosac, odnosno kombinacija nosaca koja je pokazala najbolja inkapsulirajué¢a svojstva
odnosno najbolju zastitu polifenolnih spojeva pri izlaganju poviSenim temperaturama je
kombinacija B-CD:GA. Ovo vrijedi za sve promatrane skupine polifenola osim za flavonol-
glikozide koji su nesto vecu stabilnost postigli kada se kao nosac koristio 3-CD te kombinacija
B-CD:MD.

Gharsallaoui i sur. (2007) tvrde da jedan nosa¢ ne posjeduje sve potrebne osobine za
ucinkovitu enkapsulaciju te da je zato kombinacija dvaju ili viSe nosaca bolji izbor za
ucinkovitiju zaStitu enkapsuliranih spojeva. Kad se pri suSenju rasprSivanjem Kkoristi
kombinacija nosaca, postize se bolje zadrzavanje fenolnih spojeva zakljucuju istrazivanja
Toluna i sur. (2016) te Pérez-Alonsa i sur. (2003). Klein i sur. (2010) tvrde da medusobne
interakcije izmedu viSe razli¢itih nosaca mogu stvoriti komplekse s medufaznim 1 amfifilnim
svojstvima, ¢ime se poboljSava ucinkovitost inkapsulacije. Istrazivanje koje su proveli Fishi 1
sur. (2023) ispitivalo je utjecaj MD i GA na fizikalno-kemijska svojstva praha ekstrakta stevije
(Stevia rebaudiana Bertoni) proizvedenog susenjem vakuumom te se ispostavilo da GA bolje
Stiti bioaktivne molekule u prahu ekstrakta stevije od MD, odnosno da se pomoc¢u nje proizvede
puno stabilniji prah ekstrakta. Ovo objaSnjava zasto se kombinacija B-CD:GA pokazala boljom

od kombinacije B-CD:MD za zastitu vecine promatranih grupa polifenola.

4.3. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET PRAHOVA EKSTRAKTA LOVORA - DPPH
| ABTS METODA

Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta (AOC) prahova ekstrakta lovora

proizvedenih s razliCitim nosaCima te izloZenih vremenski razli¢itom toplinskom tretmanu,

graficki su prikazani na slici 13 (DPPH metoda) te na slici 14 (ABTS metoda).
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Rezultati odredivanja AOC prahova ekstrakta lovora DPPH i ABTS metodom
pokazali su relativnu stabilnost AOC u svim prahovima tijekom vremenski razli¢itog
toplinskog tretmana pri sve 3 temperature. S obzirom da su fenolni spojevi poznati kao dobri
antioksidansi, ocekivalo bi se da ¢e se s njihovom termickom degradacijom smanjiti i
antioksidacijska aktivnost. Medutim takav trend je tek djelomic¢no vidljiv u ovom istrazivanju,
a najocCitiji je gledajuéi razlike u vremenskom intervalu izlaganja od 5 1 60 min (slike 13 i 14).
Moze se uociti i da je u odredenim vremenskim intervalima doslo do porasta AOC prilikom
toplinskog tretmana $§to se moze objasniti pojavom Maillardovih reakcija pri povisenim
temperaturama, dovodeci do stvaranja spojeva s antioksidacijskom aktivnos¢u (Ferrari i sur.,
2013). S druge strane, neke studije su pokazale da produkti Maillardovih reakcija mogu
interferirati pri odredivanju fenolnih spojeva i procjeni AOC (Khodja i sur., 2020; Pérez-
Burillo i sur., 2019; Mondaca-Navarro i sur., 2017).

Rezultati odredivanja AOC DPPH metodom demonstrirali su da su prahovi ekstrakta
lovora proizvedeni s nosacom B-CD te kombinacijom nosac¢a 3-CD:MD imali visi AOC od
praha proizvedenog s nosatem B-CD:GA. Rezultati odredivanja AOC ABTS metodom
pokazali su da nema znacajnije razlike u AOC prahova u ovisnosti o koristenom nosacu. U
istrazivanju Dobroslavi¢ i sur. (2023) promatran je medu ostalim i AOC prahova ekstrakta
lovora proizvedenih suSenjem rasprSivanjem na 180 °C na jednak nacin kao i u ovom
istrazivanju, ali bez izlaganja prahova naknadnom toplinskom tretmanu. KoriStene su 3
metode (DPPH, FRAP i ORAC) te je svim metodama utvrden najve¢i AOC praha 3-CD:MD.
Zakljucak rezultata istrazivanja je da nisu samo polifenoli lis¢a lovora odgovorni za AOC,
ve¢ 1 drugi spojevi s antioksidacijskim djelovanjem kao klorofil i masne kiseline. Vrlo je
vjerojatno da su se ovi spojevi efikasnije inkapsulirali u prah B-CD:MD zbog razli¢ite
kemijske strukture ovih nosaca i posljedi¢no raznolikih mehanizama vezanja. U studiji Furute
1 Neoha (2021) pokazano je da koriStenje kombinacije nosaca prilikom inkapsulacije
suSenjem rasprSivanjem, rezultira u veéem AOC biljnih ekstrakata, a MD se pokazao
efikasnijim u enkapsulaciji klorofila od GA. Ferrari i sur. (2013) su za proizvodnju praha
kupine suSenjem rasprSivanjem Kkoristili MD, GA te njihovu kombinaciju. Rezultati
odredivanja AOC skladiStenih prahova pri 25 i35 °C tijekom 5 mjeseci pokazali su da je bolje
o¢uvanje antioksidacijskog potencijala u prahovima u kojima se kao nosa¢ koristio MD te
kombinacija MD:GA.

U istrazivanju Snoussija i sur. (2022) odredivan je medu ostalim i AOC etanolnog

ekstrakta lis¢a mirte (Myrtus communis L.) u acetatnom puferu, pri toplinskom tretmanu pri 3
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temperature (70, 90 i 100 °C) u vremenskom periodu 0-120 min. Koristene su DPPH i ABTS
metoda. Rezultati odredivanja AOC ABTS metodom pokazali su da je AOC ostao relativno
stabilan tijekom toplinskog tretmana §to se poklapa s rezultatima ovog istrazivanja. Odredivanje
AOC DPPH metodom rezultiralo je padom AOC s pove¢anom temperaturom tijekom termickog
tretmana. Autori su diskriminativnom analizom utvrdili da neki drugi faktori osim temperature
i vremena toplinskog tretmana, mogu imati manji utjecaj na vrijednosti antioksidacijskih testova.

Nije iznenadujuce da su obe koriStene metode za odredivanje AOC (DPPH i ABTS)
prikazale sli¢ne rezultate, jer obe metode dijele osnovni mehanizam za detekciju AOC.
Limmongkon 1 sur. (2017) tvrde da nijedna metoda ne moZe precizno izmjeriti ukupni AOC
posto razli¢ite metode otkrivaju razliite aspekte antioksidacijskog ponaSanja. Stoga, procjena
opc¢eg antioksidacijskog djelovanja moze zahtijevati vise testova kako bi se dobio sveobuhvatan

antioksidacijski profil biljnih ekstrakata (de Vilela Silva i sur., 2023).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i obradenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Degradacija fenolnih spojeva u prahovima ekstrakta liS¢a lovora tijekom toplinske obrade
pri razli¢itim temperaturama slijedi kinetiku prvog reda. Na temelju kineti¢kih parametara
[konstanta brzine kemijske reakcije (k) i vrijeme poluraspada (ti-), energija aktivacije (Ez)
i konstanta maksimalne brzine degradacije (ko)] flavan-3-oli su najnestabilnija grupa
spojeva, odnosno pokazuju najvecu degradaciju tijekom toplinskog tretmana U Svim
prahovima.

2. Flavonol-glikozidi najstabilnija su grupa polifenola u prahovima u kojima su kao nosaci
koristeni B-CD i f-CD:MD, dok su u prahu B-CD:GA to proantocijanidini.

3. Fenolne kiseline, flavan-3-oli i proantocijanidini najmanju degradaciju tj. najvecu stabilnost
pokazali su pri 80 °C u prahu B-CD:GA, dok su flavonol-glikozidi najvecu stabilnost
pokazali pri 80 °C u prahu B-CD:MD [najmanje konstante brzine kemijske reakcije (k) i
najveca vremena poluraspada (t12)].

4. Sto je veca temperatura i duze vrijeme toplinskog tretmana, to je veéa degradacija fenolnih
spojeva.

5. Kombinacija nosaca koja je pokazala najbolja inkapsuliraju¢a svojstva tj. najbolju zastitu
proantocijanidina, fenolnih kiselina te flavan-3-ola pri izlaganju poviSenim temperaturama
je kombinacija B-CD:GA. Flavonol-glikozidi su nesto vecu stabilnost postigli kada se kao
nosac koristio B-CD te kombinacija f-CD:MD.

6. Antioksidacijski kapacitet (AOC) prahova ekstrakta liS¢a lovora odreden DPPH i ABTS
metodom relativno je stabilan u svim prahovima pri sve 3 temperature tijekom cijelog
toplinskog tretmana u obe metode.

7. AOC odreden DPPH metodom demonstrira da prahovi ekstrakta lis¢a lovora proizvedeni s
nosacom B-CD te kombinacijom nosaca -CD:MD imaju ve¢i AOC od praha proizvedenog
s nosacem B-CD:GA. AOC odreden ABTS metodom prikazuje da nema znacajnije razlike

u AOC prahova u ovisnosti o koriStenom nosacu.
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