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1. UVOD

Industrija bombona tre¢i je vrlo atraktivan segment konditorske industrije s vrlo
dinami¢nim globalnim trziStem koje otvara razli¢ite moguénosti razvoja inovativnih
funkcionalnih formulacija. Naime, porastom popularizacije odrzivog razvoja i jacanja svijesti
0 ,,pravilnoj prehrani te povezanosti prehrane i zdravlja potraznja za funkcionalnom hranom
kontituirano se povecava. Sukladno tome, jaa trend konzumacije funkcionalnih
prehrambenih proizvoda, ukljucujuéi konditorske, koji su obogaceni biljnim ekstraktima kao
izvorima razli¢itih bioaktivnih komponenti, poput polifenola, vitamina, mineralnih tvari i dr.
Medu njima, osobito su atraktivni polifenolni spojevi definirani kao sekundarni biljni
metaboliti koji pokazuju odredene bioloske ucinke u Iljudskom organizmu, poput
antioksidacijskog, antikancerogenog i dr. lako su naSiroko proucavani zbog svojih
potencijalnih pozitivnih ucinaka na ljudske metabolicke procese, obzirom na relativnu
nestabilnost, tj. sklonost oksidaciji i degradaciji pri uvjetima visoke temperature, visokog
tlaka i odredenih pH vrijednosti, kao i potencijalno negativan utjecaj na senzorska svojstva,

primjena polifenola u prehrambenoj industriji prili¢no je ogranic¢ena.

Stoga je potrebno koristiti tehnike koje mogu zastititi stabilnost ovih funkcionalnih
komponenti, omoguciti njihovu primjenu u razli¢itim prehrambenim matriksima i omoguditi
im bolju apsorpciju u ljudskom probavnom sustavu (Chew i sur., 2019). U tu svrhu veliku
primjenu imaju razlicte inkapsulacijske tehnike, medu kojima se zbog prakti¢nosti i
ekonomic¢nosti, vrlo ¢esto u kemijskoj, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji koristi suSenje

rasprsivanjem.

U ovom radu kao glavni izvor polifenolnih spojeva koristena je trava iva (Teucrium
montanum L.) koja ima dugu tradiciju primjene u narodnoj medicini. Cilj istrazivanja je
inkapsulacija polifenolnih spojeva ekstrakta trave ive suSenjem rasprSivanjem i primjena
dobivenog inkapsulata u razvoju formulacija funkcionalnog bombonskog proizvoda. Kako bi
se dobio inkapsulat najboljih karakteristika, provest ¢e se bioaktivna, fizikalno-kemijska i
morfoloska karakterizacija inkapsulata, kao i in vitro digestija u simuliranim uvjetima
probavnog sustava. U formuliranju funkcionalnog, veganskog bombonskog proizvoda,
zadovoljavajucih senzorskih svojstava, koristit ¢e se Skrobne sirovine kao zamjena za zelatinu
u proizvodnji bombonskog plasta, dok ¢e odabrani inkapsulat biti inkorporiran u ¢okoladno

bombonsko punjenje. Odredivanjem udjela suhe tvari, bioaktivnom karakterizacijom
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koriste¢ci HPLC-DAD (udio pojedina¢nih feniletanoidnih glikozida i metilksantina), kao i

analizom teksturalnih svojstava, okarakterizirat ¢e se formulirane bombonske recepture. Na

se podvrgnuti in vitro digestiji u simuliranim uvjetima probavnog sustava.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. TRADICIONALNE LJEKOVITE BILIJNE VRSTE

Dokazi o uporabi ljekovitog bilja u terapijske svrhe datiraju jo§ prije 5000 godina u
vrijeme Sumerana i u vrijeme kineskog cara Shen Nunga, oko 2500. godine prije Krista
(Petrovka, 2012). Terapijska primjena ljekovitog bilja pripisuje se prisutnosti Sirokog spektra
sekundarnih metabolita ili fitokemikalija koje biljke uglavnom sintetiziraju kao dio njihovog
obrambenog sustava od bolesti 1 biljojeda, a mogu se pronaé¢i u korijenu, rizomima,
gomoljima, lis¢u, nadzemnim dijelovima, cvije¢u, vou i sjemenkama. TO Su primjerice
alkaloidi, saponini, flavonoidi, glikozidi i fenoli koji svi imaju razliita farmakoloska
djelovanja $to ih svrstava u pozeljne funkcionalne sastojke (Carovi¢-Stanko i sur., 2016). Kao
kemijski varijabilni sekundarni metaboliti, sintetizirani iz razli¢itih dijelova biljke i u
razli¢itim vegetacijskim fazama, antioksidansi su najaktivnije proucavani sastojci ljekovitih
biljaka. Najvazniji antioksidansi su polifenoli (fenolne kiseline, flavonoidi, antocijani, lignani

i stilbeni), terpeni, askorbinska kiselina i tokoferoli.

Uobicajeno koristenim ljekovitim biljkama poznatim Sirom svijeta pripadaju biljne vrste
iz nekoliko obitelji, kao §to su Lamiaceae (ruzmarin, kadulja, origano, mazuran, bosiljak,
majéina duSica, metvice, mati¢njaka), Apiaceae (kumin, komoraé¢, kim), Zingiberaceae
(kurkuma, dumbir), Ginkgoaceae (ginko), Asteraceae (kamilica) i Myrtaceae (eukaliptus)
(Skrovankova i sur., 2012). Veéina biljaka obitelji Lamiaceae (usnade) izrazito su aromati¢na
1 sadrze eteri¢na ulja. Aromati¢na eteri¢na ulja prisutna u listovima, ali 1 u svim nadzemnim
dijelovima biljke koriste se u proizvodnji kozmetike, aroma, mirisa, parfema, pesticida,
lijekova, ali i prehrambenih proizvoda. Ruzmarin (Rosmarinus officinalis), origano
(Origanum vulgare) i majéina dusica (Thymus vulgaris) jedni su od cesto koriStenih
konzervansa u mesnoj industriji zbog svojih antioksidacijskih i antimikrobnih svojstava te
posljedicno produljenja roka trajanja mesnih proizvoda S§to se prepisuje prisutnosti
bioaktivnih spojeva. Koriste se svjezi, osuSeni kao ekstrakti ili etericna ulja. Glavni
predstavnik obitelji Ginkgoacea (ginkovke), Ginkgo biloba L. je ljekovita biljka vise od 2000
godina koja se primjenjuje u medicinske svrhe (lijeCenje kancerogenih, neuroloskih,

kardiovaskularnih, koZnih, respiratornih 1 drugih bolesti).



Znacajna otkrica lijekova iz biljaka zabiljeZena su pocetkom 19. stolje¢a kada je iz
opijuma uspje$no izoliran morfij $to je potaknulo ispitivanje drugih ljekovitih biljaka
(Atanasov i sur., 2015). U farmaceutskoj industriji ljekovito bilje je posebno cijenjeno te
vecéina koriStenih lijekova ima biljne ekstrakte kao glavne sastojke (Rehman i sur., 2021;
Skrovankova i sur., 2012). Bogatstvo bioloski aktivnih tvari te konzervirajuéi ué¢inak zbog
antioksidacijskih i antimikrobnih svojstava takoder omogucuje primjenu ljekovitih biljaka u

prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji.
2.2.  TRAVA IVA (Teucrium montanum L.)

S vise od 300 vrsta, Teucrium je jedan od najveéih rodova obitelji Lamiaceae (usnace).
Vrste roda Teucrium uglavnom su visegodisnje zeljaste biljke, grmovi ili Sikare, dok je samo
malo jednogodisnjih vrsta, a rasprostranjene su u razli¢itim klimatskim uvjetima, kao i na
razli¢itim tipovima stanista, posebice u mediteranskoj regiji (Stankovi¢, 2020). Teucrium
montanum L. (slika 1) viSegodi$nja je zeljasta grmolika biljka koja cvjeta od svibnja do kraja
ljeta te je rasprostranjena u juznoj i isto¢noj Europi, podruéju zapadnog Sredozemlja i u
planinama juznog Arapskog poluotoka. (Stankovi¢, 2020; MiloSevic-Djordjevi¢ i sur., 2013).
Cvjetovi su blijedozute boje s 1 do 3 cvjeta grupirana na vrhu grana. Moze se na¢i na
termofilnim vapnenackim 1 serpentinskim stijenama, na suhim planinskim livadama i na
rubovima Suma tj. na stanistima od 30 do 2000 m nadmorske visine, no najveci broj nalazi$ta

je na nadmorskoj visini od 500-1000 m.

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



2.2.1. Bioaktivni sastav trave ive

Vrste roda Teucrium vrlo su bogate raznim sekundarnim metabolitima znacajnih
bioloskih u¢inaka kao Sto su monoterpeni, iridoidi, seskviterpeni, diterpeni, steroli, saponini,

polifenolni spojevi, flavanoidi, tanini, kumarini, glikozidi, alkaloidi i eteri¢na ulja.

Polifenolni spojevi su sveprisutni u biljkama gdje se mogu naci u razli¢itim kemijskim
strukturama, od jednostavne fenolne molekule do sloZenih polimera visoke molekulske mase.
S fizioloskog aspekta, polifenolni spojevi poznati su po snaznoj antioksidacijskoj aktivnosti
koja je rezultat odgovarajuceg rasporeda i prisutnosti hidroksilnih skupina izravno vezanih na
aromatski prsten (Stankovi¢, 2020; Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Uobicajena podjela

polifenola je na fenolne kiseline, kumarine, flavonoide, stiblene i lignane.

Do sada je detektirano 78 razli¢itih fenolnih spojeva kod vrsta Teucrium (Stankovic,
2020), a Mitreski i sur. (2014), koriste¢i napredniju kromatografsku analizu - LC/DAD/ESI-

MS", utvrdili su dominantni udio fenolnih kiselina, feniletanoidnih glikozida i flavonoida.

Feniletanoidni glikozidi (engl. Phenylethanoid glycosides, PhG), identificirani u
Teucrium spp., sadrze hidroksifeniletilni dio (C6-C2 struktura) na koji je molekula Secera,
uglavnom B-glukopiranoza, vezana glikozidnom vezom, dok su dodatni monosaharidi (tj.
ramnoza, apioza, galaktoza, ksiloza, itd.) i fenilpropanoidni (C6-C3) ostaci obi¢no vezani za
glukozni centar molekule (slika 2). Kao sinonimi umjesto PhG ¢esto se koriste nazivi
glikozidni esteri kafeinske kiseline ili kafeoil feniletanoidni glikozidi jer je kafeinska kiselina

najées¢i fenilpropanoidni ostatak u PhG.

Ovi spojevi su higroskopni, topivi u metanolu, etanolu, vodi te drugim otapalima vece
polarnosti, lako se oksidiraju, osjetljivi su na jako svjetlo, a njihove se glikozidne veze lako
hidroliziraju pod djelovanjem enzima (Tian i sur., 2021). Feniletanoidni glikozidi do sada
pronadeni u vrsti T. montanum su verbaskozid, ceruleskenozid, ehinakozid, kastanozid A,
forsitozid B, samiozid itd. (Stankovi¢, 2020). Ehinakozid (engl. Echinacoside, EHI) je
reprezentativni PhG u biljnom svijetu prvi puta izoliran iz Echinacea angustifolia DC. EHI
pokazuje razli¢ite farmakoloSke ucinke prvenstveno neuroprotektivni, ali i kardioaktivni,
protuupalni, antioksidacijski i anti-osteoporoti¢ni. Neuroprotektivno djelovanje povezano je s
aktivacijom enzimskih puteva u neuronima pri ¢emu EHI moze inhibirati otpusStanje
citokroma c te na taj nacin zastititi od oSte¢enja neurotoksi¢nog rotenona. Sli¢na djelovanja
pokazuje i verbaskozid prisutan u travi ivi.

Verbaskozid (engl. Verbascoside, VERB) je siroko rasprostranjen PhG u biljnom svijetu koji
5



je prvi puta izoliran 1963. godine iz divizme (Verbascum sinuatum L.) U dosada$njim in vitro
istrazivanjima VERB pokazuje dobre neuroprotektivne ucinke kroz kolinergicke,
antioksidacijske i1 protupalne mehanizme uz dobar potencijal u lije¢enju raznih koznih

oboljenja (Alipieva i sur., 2014).
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Slika 2. Osnovna struktura feniletanoidnih glikozida (prema Tu i sur., 2005)

PhG imaju Sirok raspon kemijskih, bioloskih i fizioloskih aktivnosti. Sposobnoscéu
hvatanja slobodnih radikala te zaStitom DNA od oksidatcijskog oste¢enja, PhG pokazuju
snaznu antioksidacijsku aktivnost, ali inhibitornim uéincima na Staphylococcus
aureus i Streptococcus pneumoniae imaju i antibakterijsko i antivirusno djelovanje.
Neuroprotektivno djelovanje povezano je sa zaStitom zivCanih stanica, a PhG su takoder
ukljuCeni u =zastitu jetre i poboljSanje paméenja. Huang i sur. (2022) su obrazlozili nisku
bioraspolozivost PhG slabom oralnom apsorpcijom, brzim metabolizmom i brzom
eliminacijom iz organizma zbog Cega se tesko moze posti¢i odredena koncentracija PhG-a u
krvi. Sukladno navedenome, autori predlazu primjenu inkapsulacijskih tehnika kojima bi se
znacajno povecala stabilnost 1 bioraspolozivost PhG-a te bi se izbjegli Stetni ucinci iz
vanjskog okruzenja. Takoder inkapsulacija omogucava ciljani transport i postepeno

oslobadanje PhG-a $to rezultira u€inkovitijim terapeutskim ucincima.
2.3.  INKAPSULACIJA

Inkapsulacija se definira kao postupak pakiranja jedne tvari unutar druge tvari, ¢ime se
proizvode Cestice promjera od nekoliko mm do nekoliko nm. Tvar koja je inkapsulirana moze
se nazvati materijalom jezgre, aktivhom tvari i punjenjem, unutarnjom fazom ili fazom
nosivosti. Tvar unutar koje se inkapsulira moze se nazvati premazom, membranom, ljuskom,
nosacem, Stijenkom materijala, vanjskom fazom ili matriksom. Nosaci inkapsulata koji se
koriste u prehrambenim proizvodima ili procesima trebaju biti kemijski inertni i sposobni

stvoriti barijeru izmedu aktivne tvari i njezine okoline (Zuidam i Shimoni, 2010).



Dvije glavne vrste inkapsulata su sustav spremista i sustav matriksa. Ako se oko aktivne
tvari nalazi omota¢ onda je to sustav spremista, dok je kod matriksa aktivna tvar jednoliko

rasporedena po cijelom volumenu nosaca (polimera) (slika 3).

polimer polimer
(ljuska) (Ijuska)

aktivna tvar
aktivna tvar (jezgra materijala)
(jezgra materijala)

Mikrosfere Mikrokapsule
(sustav matriksa) (sustav spremista)

Slika 3. Dvije glavne vrste inkapsulata: sustav spremista (desno) i matriksa (lijevo)
(prema Paulo i Santos, 2017)

Zrno, pti¢ja jaja ili stanice u membranama primjeri su ,,prirodne* inkapsulacije koja Stiti
unutrasnjost materijala, produljuje 1 olakSava proces skladiStenja ili transporta, te na kraju
Stiti sadrzaj od vanjskog okruzenja (Klosowska i sur., 2023). TehnoloSke prednosti koje se
postizu inkapsuliranjem u prehrambenoj industriji su: zastita aktivne tvari od kemijske
degradacije (uzrokovanom oksidacijom ili hidrolizom) ili reakcije s drugim komponentama u
proizvodu, smanjeno isparavanje hlapivih spojeva (npr. komponente arome) u vanjsku
okolinu $to je pozeljno kod termicki obradenih prehrambenih proizvoda, veca stabilnost
tijekom prerade, skladiStenja 1 konzumacije, maskiranje nepoZeljnog okusa, kontrolirano
oslobadanje aktivne tvari tijekom vremena ili u odredenom trenutku te podesiva svojstva
aktivnih komponenata tj. izvornog materijala (veli¢ina Cestica, struktura, topiva u ulju ili
vodi, boja ili npr. pretvaranje tekuceg aktivnog sredstva u prah). S druge strane visoka cijena,
kompleksnost procesa inkapsulacije, izazovi u stabilnosti kapsule tijekom procesa i
skladiStenja prehrambenog proizvoda, ali 1 neprivla¢nost od strane potroSaca negativne su

strane inkapsulacije.

Danas su dostupne brojne tehnike inkapsulacije prehrambenih komponenti te odabir
tehnike ovisi o vrsti i karakteristikama aktivne tvari, nosaca (molekulska masa, polaritet,
topljivost, raspodjela veli¢ine Cestice i veli¢ine Cestica, strukturne morfologije itd.), kao i 0
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zeljenoj kvaliteti 1 karakteristikama inkapsulata. Inkapsulacijska tehnika mora biti u stanju
razviti sustav inkapsulacije koji omogucuje visok kapacitet punjenja, visoku ucéinkovitost
inkapsulacije, stabilnost inkapsulacijskog sustava s dugim rokom trajanja, biokompatibilnosti
te potrebne karakteristike otpustanja i bioraspolozivosti aktivnog spoja.

S obzirom na transformacije koje se dogadaju tijekom formiranja inkapsulata

inkapsulacijske tehnike dijele se na:

1. Kemijske (medufazna polimerizacija, emulzijska polimerizacija, in situ

polimerizacija)
2. Fizikalno-kemijske (geliranje i koacervacija, liposomalna inkapsulacija)

3. Fizikalno/mehani¢ke/toplinske  (premazivanje, atomizacija, istiskivanje i

toplinske)

4. Elektrohidrodinamicke (elektroispredanje, elektrorasprsivanje)
2.3.1. SuSenje rasprSivanjem

Susenje rasprsivanjem je fizikalno-kemijska tehnika prvi puta koristena sredinom 19.
stoljeca, to€nije 1865. godine, kada je patentiran proces suSenja jaja. 1920-ih godina
zabiljezene su primjene ove tehnike na industrijskim razinama pri proizvednnji praska za
pranje rublja i mlijeka. Od tada se ova tehnika primjenjuje u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kemijskoj industriji.

Glavni princip suSenja rasprSivanjem je dehidratacija otopine u kontaktu s vru¢im
zrakom. Polimerna otopina nosaca s aktivnim supstancama rasprSuje se mlaznicom ili
rotiraju¢im kotac¢em u vrucoj komori gdje dolazi do brzog isparavanja vode pod strujom
vruéeg zraka. Suhe Cestice sakupljaju se preko ciklona u prihvatnu posudu. Dobivene Cestice
su sferi¢ne s promjerima u rasponu od 10-100 um. Uredaj za susSenje rasprSivanjem ukljucuje:
1) sustav rasprsivanja polimerne otopine; 2) sustav grijanja i regulacije temperature zraka za
susenje; 3) sustav pumpanja i kontrole protoka unosa polimerne otopine koji se susi; 4) sustav
dovoda zraka za suSenje; 5) komora za susSenje i 6) sustav odvajanja zrak-osusSeni prah

(Silveirai sur., 2013).



Proces se moze opisati kroz tri glavne faze: atomizacija, pretvorba kapljica u Cestice 1

sakupljanje Cestica (slika 4).

Sistem grijanja zraka

A 4

Atomizer (1) =
A
Napojni spremnik <
- ..’ p—
LL Prociscivac
A
(2 > (3)
Ispusni
4 Ciklon zrak
separator
Komora za g
" m susenje
e ? ? 4
Izlaz zraka
Pumpa
Y Prihvatna
— posuda
Osuseni proizvod

Slika 4. Shematski prikaz mehanizma za suSenje rasprsivanjem. (1) Atomizacija. (2)
Pretvorba kapljica u Cesticu. (3) Sakupljanje Cestica (Santos 1 sur., 2017)

Proces susenja rasprSivanjem zapoc¢inje pumpanjem otopine s aktivnom tvari i nosaéem u
raspr§iva¢ u kojem se rasprSuje u obliku malih kapljica (sprej) zbog smanjenja povrSinske
napetosti. Fizikalni princip na kojem se temelji atomizacija je fenomen raspada tekucine.
Proces rasprSivanja postize se pritiskom, centrifugalnom, elektrostatickom ili ultrazvu¢nom
energijom Kkoriste¢i posebne uredaje- rasprSivade. Ovisno o zeljenim karakteristikama
proizvoda (oblik, struktura i1 veli¢ina), ali i o karakteristikama otopine za suSenje
rasprSivanjem, koriste se razli€iti rasprsivaci (rotacijski, rasprSivaci hidrauli¢kih mlaznica, s
pneumatskim mlaznicama). NajceS¢e se koristi pneumatska mlaznica ili mlaznica za viSe
tekucina gdje se dvije faze uvode u mlaznicu, otopina sirovine i komprimirani plinoviti medij
za rasprSivanje. Nakon atomizacije slijedi faza pretvorbe kapljica u cestice Sto ukljucuje
kontakt rasprSivaca i zraka 1 suSenje kapljica. Izlaganjem kapljica vru¢em plinu (uglavnom
atmosferski zrak) u komori za suSenje dolazi do brzog isparavanja i kondenzacije otopljene
tvari $to rezultira uklanjanjem otapala. Na ovaj nacin kapljice tekucine pretvaraju se u krute
estice. Cestice praha sakupljaju se u ciklonskom separatoru ili drugom sustavu za

sakupljanje praha. Osusene Cestice u struji zraka dovode se u ciklon na vrhu, tocnije
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tangencijalno na cijev gdje strujnica slijedi silazni tok, stvarajuci vanjski vrtlog. Velika brzina
vanjskog vrtloga stvara centrifugalnu silu na Cesticu §to omogucuje razdvajanje struje cestica
I zraka. Dolaskom vruéeg zraka do sto$ca na dnu unutarnjim vrtlogom se vra¢a na vrh, izlazi

iz ciklona kroz aspirator te se filtrira dok se cestice sakupljaju u sabirnoj posudi.

Na kvalitetu suSenja rasprSivanjem utjecu tip i1 veli¢ina mlaznice za rasprSivanje, uvjeti
rada poput brzine rotacije diska rasprSivaca, temperatura zraka pri ulasku u komoru za
susenje, protok otopine koja se rasprSuje, svojstva materijala koji se rasprSuje, jaCina
aspiracije, kapacitet ciklona za odvajanje finih Cestica i drugi. Sve to moze utjecati
nepozeljnim pojavama poput nakupljanja proizvoda po stjenkama opreme, neujednacenosti
veli¢ine Cestica, termodegradacije kona¢nog proizvoda, poveéani udio zaostale vode. Kao
bitan parametar koji utjeCe na svojstva kona¢nog proizvoda tj. na udio zaostale vode u njemu
je temperatura ulaznog zraka (150-220 °C) za suSenje koja mora biti ista temperaturi pri kojoj
¢e rasprSena tekucina isparavati vodu. Kao $to se moglo primijetiti, na konacna svojstva
osuSenih proizvoda izravno utjeée skup parametara opreme, procesnih parametara, ali i
specifi¢nosti sirovine. Sve navedeno igra klju¢nu ulogu u kona¢nim karakteristikama Cestica,
daju¢i razli¢ite morfologije, veli¢ine ili udjele preostale vode (Santos i sur., 2017; Zuidam i
Shimoni, 2010)

Glavne prednosti ove tehnike su laka primjena u laboratorijskim i industrijskim uvjetima
zbog brzine, kontinuiranosti i ponovljivosti procesa te usporedujué¢i s drugim procesima
kraceg je trajanja i prihvatljivije je cijene. Jo$ jedna znacajna prednost je moguénost susenja
Sirokog spektra spojeva bez znacajne termicke degradacije. Takoder dobiveni prahovi su
boljih svojstva tefenja od konvencionalnih formulacija. Kao glavni izazov suSenja
rasprSivanjem je prinos koji je u laboratorijskim razmjerima i dalje od 20-70 % Sto je
povezano s prethodno spomenutim gubicima tijekom procesa. U industrijskim uvjetima
postavljeni su separatori (npr. filterski sustavi) kao rjeSenje smanjenju prinosa (Sosnik i

Seremeta, 2015).
2.3.2. Nosaci za inkapsulaciju suSenjem raspr$ivanjem

Nosaci igraju klju¢nu ulogu u razvoju mikro-/nanokapsula za zastitu bioaktivnih spojeva
od vanjskih ¢imbenika (Vijeth i sur., 2019). Proces inkapsulacije i vrsta polimera imaju
izravan utjecaj na razvoj bioaktivnih mikro-/nanokapsula sto se uvelike odrazava na veli¢inu
kapljica emulzije, udio vode, iskoristenje, ucinkovitost inkapsulacije, prividnu morfologiju,

raspodjelu veli¢ine Cestica, nasipnu gustocu, topljivost, stabilnost, povrSinsku propusnost,
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profil otpustanja Zeljenih bioaktivnih spojeva i druga fizikalna i kemijska svojstva (Lu i sur.,
2021; Vijeth i sur., 2019). Stupanj prinosa i u¢inkovitosti inkapsulacije vazne su reference
potvrde prikladnosti nosaca za inkapsulaciju, §to moze odrazavati stupanj ugradnje materijala
jezgre i kvalitetu proizvoda. ldealni nosac¢i trebali bi imati visoku topljivost, nisku
higroskopnost, ucinkovito emulgiranje, sposobnost maskiranja okusa, dobro stvaranje filma
te bi trebali biti jeftini. Koncentrirane otopine nosa¢a moraju imati relativno nisku viskoznost
za atomizaciju i trebale bi moéi zastititi materijal jezgre od propadanja (Lu i sur., 2021).
Moze se koristiti samo jedna vrsta nosaca (ugljikohidrati, proteini ili hidrofilne gume) ili
kombinacija nosaca. Primjeri Cesto koriStenih nosaca su prirodne gume (arapska guma,
alginati, karagenani i dr.), proteini (mlije¢ni proteini, proteini soje, zelatina i dr.),

ugljikohidrati (maltodektstrin i derivati celuloze) i/ili lipidi (voskovi, emulgatori).

Arapska guma (AG) je biopolimer koji se sastoji od D-glukuronske kiseline, L-raminoze,
D-galaktoze i L-arabinoze s 2 % udjela pridruZzenih proteina. Karakterizira ju visoka
topljivost u vodi, niska viskoznost, visoka temperatura staklastog prijelaza, dobra
kompatibilnost s drugim biljnim hidrokoloidima, proteinima, ugljikohidratima ili
modificiranim Skrobovima. Coimbra i sur. (2021) u svom istraZivanju navode kako Su
inkapsulati izradeni od arapske gume suSenjem rasprSivanjem stabilni pri niskom aktivitetu
vode te kako kombinacija s proteinima djeluje stabilizirajue i emulgiraju¢e no, isti¢u kako
razgranatost strukture arapske gume moze djelovati kao polupropusna membrana za kisik

¢ime se smanjuje oksidatcijska stabilnost inkapsulata.

Guar guma (GG) je poligalaktomanan dobiven iz zrna guara (Cyamopsis tetragonoloba)
koji se sastoji od linearno 1,4 povezanih f-D-manopiranozilnih jedinica s pojedina¢nim a-D-
galaktopiranozilnim jedinicama povezanih 1,6 vezama kao bo¢nim granama na svakom
drugom glavnom lancu. Udio galaktoze u guar gumi krece se od 33-40 %. Guar guma je
potpuno topiv u vodi na sobnoj temperaturi te pri niskim udjelima daje vrlo visoku viskoznost
vodenim otopinama $to je ¢ini manje prikladnom za suSenje rasprSivanjem. Kako bi se
osigurala bolja u¢inkovitost inkapsulacije suSenjem rasprSivanjem i poboljSala svojstva guar
gume Tripathi i sur. (2022) razvili su zracenjem depolimeriziran GG koji je metiliran.
Modificirani derivat GG je imao manju viskoznost, povec¢anu hidrofobnost zbog metilacije,
bolju toplinsku stabilnost i pokazao je bolje zadrzavanje aromatskih spojeva tijekom

skladiStenja od same arapske gume.

Karboksimetil celuloza (engl. Carboxymethyl cellulose, CMC) je derivat celuloze topiv u

vodi koji sadrzi karboksimetilne skupine (-CH2-COOH) vezane na hidroksilne skupine
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monomera glukopiranoze koji su supstituirani eterifikacijom ili karboksimetilacijom
celuloze, obi¢no na C2 > C6 > C3 (Tezuka i sur., 1996). Rafinirane ili fine Cestice CMC
koriste se kao dodaci prehrani, a sirovi oblici CMC koriste se za neprehrambene svrhe u
velikim koli¢inama. Karakterizira ga topljivost u hladnoj i toploj vodi, smanjenje viskoznosti
zagrijavanjem. Pri niskoj ionskoj jakosti, niskoj koncentraciji i visokom pH polimerni lanci
su najizduzeniji §to je pogodno za bolje umrezavanje, a samim time i poboljSanu zastitu

bioaktivnih spojeva.

Karagenan je visokomolarni sulfatni polisaharid koji nakon ekstrakcije i izolacije iz
crvenih morskih algi kao $to su Kappaphycus i Eucheuma komercijalno je dostupan u tri
oblika: k- (kappa), 1- (iota) i A- (lambda). Strukturnu raznolikost pokazuje zbog stupnja
sulfitiranja. Ovisno o vrsti stvaraju viskozne otopine i toplinski reverzibilne gelove s
teksturom od mekane i elasticne do Cvrste i lomljive. Pokazuje sinergisticki ucinak u
kombinaciji s drugim gumama. Prema Diaz-Montes (2023) i Marin-Pefalvera i sur. (2021) na
uc¢inkovitost inkapsulacije karagenana utjece vrsta komponente koju inkapsulira, na primjer
interakcija karagenana i lipida je vrlo lo$a §to rezultira nepotpunom homogenizacijom i

komponentama koje ostaju van kapsula.

Hidrolizirani kolagen (HC) je proteinski derivat dobiven iz kolagena koji se nalazi u
zivotinjskoj kozi i kostima te ga karakterizira bezbojnost, dobra svojstva emulgiranja i
stabilizacije, stvaranja filma kao i povecanje topljivosti inkapsuliranog proizvoda. Vargas-
Mufioz i Kurozawa (2020) su za inkapsulaciju pulpe kokone (Solanum sessiliflorum Dunal)
koristili kombinaciju maltodekstrina i hidroliziranog kolagena pri ¢emu je hidrolizirani
kolagen smanjio gubitke proizvoda u komori za susenje te isticu kako je njegovo dodavanje

korisno za ljudsko zdravlje.

2.4. BOMBONSKI PROIZVODI

Bombonski i srodni proizvodi su konditorski proizvodi dobiveni odgovaraju¢im
tehnoloSkim postupcima od Secera, drugih sirovina, aditiva i tvari koje se dodaju radi

povecanja bioloske vrijednosti proizvoda (Pravilnik, 2005; Goldoni, 2004).

Prema istrazivanjima trziSta Data Bridge oCekuje se da trziSte bombona u razdoblju od
2022. do 2029. rasti uz prosje¢nu godisnju stopu od 3,94 %. Inovacije proizvoda kljucan su
trend koji pridonosi popularnosti konditorskih proizvoda medu svim dobnim skupinama. U
tom pogledu, a uzimajuéi u obzir i potencijalne zdravstvene rizike, konditorksa industrija
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veliku pozornost pridaje formulacijama proizvoda vodeci ratuna o prirodnom podrijetlu
sastojaka, udjelu Secera 1 primjeni zamjenskih sladila te obogacivanju proizvoda bioaktivnim

sastojcima.

2.4.1. Gumeni bomboni

Gumeni bomboni su prehrambeni proizvodi ¢iji su glavni sastojci sredstva za zeliranje
(zelatina, Skrob, gume i pektin), sladila (saharoza, glukoza, kukuruzni sirupi), kiseline, arome

I prehrambeni pigmenti (Gok i sur., 2020).

Zbog pogodnog matriksa koji omoguéuje ugradnju razlicitih sastojaka, sve veca je
potraznja za gumenim bombonima §to dovodi do rasta industrije gumenih bombona i razvoja
novih proizvoda. Potrosaci sve vise preferiraju ,,zdravije* gumene bombone smanjenog udjela
Secera, veganskim komponentama, dodatkom vitamina, biljnih komponenti poput fenolnih
spojeva i dr. Zato se danas u proizvodnji gumenih bombona sve viSe okrecu koristenju
Secernih alternativa, prirodnih okusa i boja, bioaktivnih komponenata, supstituenata Zelatine i
ostalih funkcionalni sastojaka. lako se tradicionalno kao sredstvo za Zeliranje koristi Zelatina i
derivati kolagena iz razli¢itih izvora Zivotinjskog porijekla unato¢ brojnim benefitima, oni
postaju sve neprikladniji zbog velike potraznje za veganskim, halal i koSer certificiranim
prehrambenim proizvodima. Postoje brojne zamjene za zelatinu poput $krobova, pektina,
agara, karagenana i drugih. Tarahi i sur. (2023) proizveli su zdravije gumene bombone s
razli¢itim koncentracijama praha Jaban lubenice, limunske kiseline i agar gume kao
supstituenta zelatine. Danas se istraZzuju brojne inovativne mogucnosti zamjene Zelatine $to bi
omogucilo proizvodnju novih i1 funkcionalnih bombona. Waraczewski 1 sur. (2022) navode
kako se u gumenim bombonima moze koristiti hidrokoloid biljnog porijekla, nativni kuzu
Skrob, koji bi uz umrezavanje pomocu natrijevog trimetafosfata imao vecu toplinsku

stabilnost, stabilnost na smrzavanje-odmrzavanje i retrogradivnu stabilnost te ve¢u viskoznost.

Goldoni (2004) navodi kako postoje dva nacina proizvodnje gumenih bombona sa
Skrobom: u otvorenim kotlovima pri atmosferskom tlaku i u kontinuiranim uredajima pod
tlakom. U otvorenim kotlovima pri atmosferskim tlakom zele-masa za gumene bombone
priprema se na nacin da se u otvorenom kotlu, s neizravnim zagrijavanjem parom preko
plasta kotla, kuha Secer i glukozni sirup u dvije tre¢ine vode po recepturi, a s preostalom
koli¢inom vode pripremi se Skrobna kasa. Pripremljena Skrobna kasa se postupno doda u
ukuhanu Se¢ernu smjesu te se kuhanje nastavlja do postizanja Zeljene konzistencije. Cilj je

posti¢i najmanje 78 % suhe tvari s koli¢inom topljivih sastojaka ne manjom od 70 %. Po
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zavrSetku se dodaje boja, aroma 1 kiselina. Gotova Zele-masa lijeva se u Skrobom oblozene
kalupe te se nakon §to proizvodi o¢vrsnu vade i suse. Kuhanje u kontinuiranom uredaju pod
tlakom moguce je neizravnim ili izravnim zagrijavanjem. Neizravno je upotrebom crijevnog
izmjenjivaca topline s brisanom povrSinom gdje para visokog tlaka izvana zagrijava metalni
tubus u kojem se nalazi suspenzija $kroba i Secerne sirovine u vodi. Izravno zagrijavanje
smjese podrazumijeva injektiranje suho zasi¢ene pare pomocu radijalno postavljenih sapnica.
Upotrebom kontinuiranih uredaja koristi se znatno manja koli¢ina vode jer ispari 1-2 %
ukupne koli¢ine vode iz sirove smjese sastojaka, nema opasnosti od posmedivanja zele-mase
pri visokim temperaturama i moguce je koriStenje visokoamiloznih Skrobova. Shematski

prikaz izrade Zele-mase sa Skrobom za proizvodnju gumenih bombona prikazan je na slici 5.

Ograni¢enja kod gumenih bombona sa skrobom je podloznost promijeni konzistencije
zbog retrogradacije Skroba pri ¢emu se povecava i zilavosti proizvoda. Drugi problem je i

sklonost sinerazi ili likvefaciji s izdvajanjem sirupa iz proizvoda.

bijeli kristal secer glukozni sirup

2/3 vode

ukuhavanje

skrobna sirovina

1/3 vode $ecerna otopina

skrobna kasa

zagrijavanje do vrenja uz mijesanje

ukuhavanje do 77-78 % s.tv.

aroma, boja
otopina kiseline

zele-masa za oblikovanje

lijevanje u kalupe

Slika 5. Shematski prikaz izrade Zele-mase sa Skrobom za proizvodnju gumenih bombona
Takoder, provedena su brojna istrazivanja u svrhu razvoja funkcionalnih gumenih
bombona dodatkom biljnih ekstrakata s ciljem proizvodnje bombona obogaéenih
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antioksidansima iz ruzmarina, lista guave, hibiskusa, bijelog ¢aja, dumbira, paprene metvice,
propolisa, aronije i lista maslacka (Cedefio-Pinos, 2023). Cedefio-Pinos i sur. (2020)
formulirali su gumene bombone s polifenolnim vodenim ekstraktom lista ruzmarina na bazi
fruktooligosaharida, inulina i stevije identificiraju¢i znacajan udio ruzmarinske Kiseline.
Slijede¢im istrazivanjem, Cedefio-Pinos i sur. (2021) razvili su gumene bombone s
ekstraktom zelenog propolisa, takoder bogatog polifenolnim spojevima uz artepillin-C, kao
najznacjani sastojak. U oba istrazivanja biljeze gorak okus, podrijetlom od polifenolnog
ekstrakata, Sto predstavlja njihov ograni¢avajuéi faktor u proizvodnji gumenih bombona.
Tijekom 4 mjeseca skladistenja Seremet i sur. (2020) odredivali su stabilnost veganskih
gumenih bombona na bazi bijelog ¢aja koriste¢i SeCerne alternative (Steviolne glikozide,
sorbitol i agavin sirup), hidrokoloide (agar i pectin kao zamjenu za Zelatinu) i prehrambena
vlakna (inulin i psilijum). Dodatkom prirodnog izvora bioaktivnih komponenata, ekstrakt
bijelog ¢aja obogatio je bombone i metilksantinom, kafeinom. Prema rezultatima, najdulji rok
trajanja pokazali su bomboni s pektinom, kao i najvec¢i udio suhe tvari, u odnosu na bombone
s agarom koji su bili manje stabilni i podlozniji kvarenju. Ghendov-Mosanu i sur. (2020)
proucavajuci ucinke razli¢itih koncentracija ekstrakta aronije, kao zamjene za sintetsku boju
karmoizin u gumenim bombonima zaklju¢uju kako je polifenolni ekstrakt aronije prikladna
zamjena zbog poboljsanih antioksidacijskih i senzorskih svojstva bombona. Kako bi razvili
niskokalori¢ne gumene bombone, Gok i sur. (2020) glukozni sirup zamijenili su maltitonim
sirupom uz pracenje ucinka saharoze, manitola i topivih pSeni¢nih vlakana na fizikalno-
kemijska, teksturalna i senzorska svojstva bombona. S obzirom na rezultatate, zakljucuju
kako se kombinacijom saharoze i topivih pSeni¢nih vlakana mogu dobiti gumeni bomboni
zadovoljavajucih karakteristika za potrosace, u odnosu na manitol ¢ijom Su primjenom

zabiljeZeni loSiji senzorski rezultati.

15



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

3.1.1. Biljni materijal

U ovom istrazivanju koristeni su nadzemni dijelovi trave ive (Teucrium montanum L.)
sakupljene u ljetu 2021. godine na podrudju opéine Kistanje (Sibensko-kninska Zupanija) od
strane iskusnih sakuplja¢a. Nadzemni dijelovi su pazljivo sortirani, o¢iS¢eni od svih stranih
primjesa i osuSeni na suhom i prozraénom mjestu. Tako osuSeni biljni materijal je usitnjen
(elektricni mlinac United Favour Development, Kowloon, Hong Kong) i prosijan kroz
metalno sito veli¢ine pora 450 um, a frakcija < 450 pm je izdvojena i koriStena kao ishodi$ni

materijal za eksperimentalne analize.
3.1.2. Materijali koristeni za proizvodnju funkcionalnih gumenih bombona

e Kukuruzni §krob, Dr. Oetker (Janossomorja, Madarska)

e Kuzu $krob, Clearspring Organic Japanese Kuzu (London, Velika Britanija)
o  Glukozni sirup (DE= 42), Fractal (Csomor, Madarska)

e Tamna ¢okolada za proizvodnju pralina, Kra$ (Zagreb, Hrvatska)

e Hladno presano kokosovo ulje, Ekoplaza (Veghel, Nizozemska)

e Shea maslac, Agava Karin Lang (Bremen, Njemacka)

e Liofilizirane maline, Dennree (T0pen, Njemacka)

e Limunska kiselina, Safram d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

e Glicerol, Gradska Ljekarna Zagreb (Zagreb, Hrvatska)

e Prirodna aroma maline, nabavljeno u Krasu (Zagreb, Hrvatska)

e Prirodno crveno bojilo, nabavljeno u Krasu (Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Kemikalije

Sve koriStene kemikalije 1 reagensi u eksperimentalnim analizama bili su visoke
analitiCke Cistoce (per analysis, p.a.) ili HPLC C¢istoce.

Inkapsulacija suSenjem rasprSivanjem:

e Arapska guma, Alfa Aesar (Kandel, Njemacka)

e Hidrolizirana guar guma, nabavljeno u Krasu (Zagreb, Hrvatska)
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e Karboksimetil celuloza, Biosynth s.r.o. (Bratislava, Slovacka)

e Kolagen, Biosynth s.r.o. (Bratislava, Slovacka)

e Kappa- karagenan, Gelymar (Puerto Montt, Cile)
Spektrofotometrijske metode:

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

e Bezvodni natrijev karbonat, Gram-Mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e Koncentrirana klorovodicna kiselina, Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, Francuska)

e Natrijev hidroksid, Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, Francuska)

e Natrijev molibdat, abcr Gmbh (Karlsruhe, Njemacka)

e Natrijev nitrit, Gram-Mol d.o.o0. (Zagreb, Hrvatska)

e Sekundarni analiticki standard ehinakozid (>98 %), Biosynth s.r.o. (Bratislava,
Slovacka)

e Sckundarni analiti¢ki standard verbaskozid (>98 %), Biosynth s.r.o. (Bratislava,
Slovacka)

Analiza vezanim sustavom tekuéinske kromatografije spregnute sa tandemnom

spektrometrijom masa kori$tenjem kvadripola i analizatora vremena leta (LC-Q-TOF-

MS/MS)

e Mravlja kiselina, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)

e Acetonitril, Fischer Scientific (Waltham, SAD)

Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-DAD):

e Mravlja kiselina, Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)

e Acetonitril, Fischer Scientific (Waltham, SAD)

e Analiti¢ki standard teobromin (min. 99 %), Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

e Analiticki standard kafein, Fluka (Taufkirschen, Njemacka)

e Analiti¢ki standard ehinakozid (>98 %), Biosynth s.r.0. (Bratislava, Slovacka)

e Analiticki standard verbaskozid (>98 %), Biosynth s.r.o. (Bratislava, Slovacka)
In vitro gastrointestinalna digestija prahova i odabranog bombonskog proizvoda:

o Kalijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev hidrogenkarbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Kalijev dihidrogenfosfat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Magnezijev klorid heksahidrat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e Amonijev karbonat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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Natrijev klorid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Koncentrirana klorovodicna kiselina, Carlo Erba Reagents (Val de Reuil, Francuska)
Natrijev hidroksid, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

humana salivarna o — amilaza, tip XII1-A ( enzimske aktivnosti 1149 U/mg proteina),
Sigma Aldrich (St. Louis, SAD)

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

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

Odmascivanje bombonskih proizvoda i ekstrakcija polifenolnih komponenti

3.14.

Petroleter, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

70%-tna otopina metanola, Gram-Mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
Pribor i aparatura

Laboratorijski pribor: teflonski magneti, opticke kivete za spektrofotometar, (2 mL),

filter papiri, Spatulice, Zlice, propipete, pribor za mijesSanje, silikonske Spatule za

mijesanje

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

Laboratorijsko stakleno posude: odmjerne tikvice, reagens Schott Duran boce s

navojnim ¢epom, menzure, laboratorijske ¢ase, staklene epruvete, pipete, kristalizirke,
lijeveci, stakleni Stapi¢i, odmjerne tikvice

Automatske mikropipete Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)

Laboratorijski Zivin termometar

Digitalni termometar, Testo 108-2 (Titisee-Neustadt, Njemacka)

Elektricni mlinac za usitnjavanje, United Favour Development (Kowloon, Hong
Kong)

Vortex, Dlab Scientific (Schiltigheim, Francuska)

Analiti¢ka vaga New Classic ML204/01, Mettler Toledo (Ziirich, Svicarska)
Tehnicka vaga, A&D Instruments (Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Centrifuga SL 8R, Thermo Scientific (Massachusetts, SAD)

Magnetska mijesalica SMHS-6, Witeg Labortehnik GmbH (Wertheim, Njemacka)

Rotacijski vakuum upariva¢ IKA RVS (Staufen im Breisgau, Njemacka)
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Ultrazvucna kupelj S60H Elmasonic, ElIma Schmidbauer (Singen, Njemacka)
Spektrofotometar GenesysTM 10S UV-VIS, Thermo Fischer Scientific (Waltham,
SAD)

Goniometar, DataPhysics OCA 20 (Filderstadt, Njemacka)

Susionik, Instrumentaria d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Eksikator

Kvarcni pijesak, Gram- Mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Aluminijske posudice s poklopcima

Analiti¢ki sakuplja¢ frakcija Agilent 1100/1200 Series, Agilent Technologies (Santa
Clara, USA)

Spektrometar masa visokog razluCivanja Agilent 6550 Series Accurate-Mass-
Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF) spregnut s HPLC sustavom Agilent 1290
Infinity I, Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Kromatogafska kolona Zorbax SB-C18 (2,1 x 100 mm, 1,8 pm), Agilent
Technologies (Santa Clara, SAD)

Tekucinski kromatograf s vezanim detektorom s nizom dioda (DAD) Agilent Series
1200, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)

Kromatografska kolona Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 um, 100 A),
Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)

HPLC mikrofilteri od regenerirane celuloze (veli¢ine pora 0,20 um)

HPLC viale za uzorke s navojnim ¢epovima, Agilent Technologies (Santa Clara,
SAD)

Staklene viale za sakupljanje polifenolnih frakcija, Agilent Technologies (Santa
Clara, SAD)

Volumetar, Engelsmann (Ludwigshafen, Njemacka)

Uredaj za susenje raspriivanjem, Biichi Mini Spray Dryer B- 290 (Flawil, Svicarska)
Skenirajuéi elektronski mikroskop, TESCAN MIRA3 (Brno, Ceska)

Texture Analyzer TA.HD.plus, Stable Micro System (Velika Britanija)

Elektri¢no kuhalo, Iskra (Ljubljana, Slovenija)

Stoperica
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema vodenog ekstrakta trave ive

Vodeni ekstrakt trave ive pripremljen je konvencionalnom metodom ekstrakcije (100 °C,
1 g : 100 mL, 30 min) u laboratorijskoj boci s navojnim ¢epom. Nakon zavrSene ekstrakcije,
dobiveni ekstrakt je ohladen, profiltriran kroz filter papir 1 uparen na rotacijskom vakuum
uparivacu (IKA RVS, Staufen im Breisgau, Njemacka) do 1/10 pocetnog volumena. Tako
koncentrirani ekstrakt je koriSten za eksperimentalne analize i inkapsulaciju susSenjem

rasprSivanjem.
3.2.2. Bioaktivna karakterizacija ekstrakta

3.2.2.1. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina (HC)

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina bazira se na reakciji kiselinske hidrolize koja je
popracena nastankom reakcijskog kompleksa ruzicasto-crvenkastog obojenja nakon dodatka
otopine natrijevog nitrita i1 natrijevog molibdata uz neutralizaciju natrijevom luzinom.
Intenzitet obojenja reakcijske smjese odreduje se mjerenjem apsorbancije na 490 nm, pri
¢emu je udjel hidroksicimetnih kiselina direktno proporcionalan intenzitetu obojenja u

ispitivanom uzorku (Matkowski i sur., 2008).

Udio hidroksicimetnih kiselina se odreduje tako da je u epruveti pomijeSano: 0,5 mL
uzorka, 1 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline, 1 mL Arnow-0g reagensa, 1 mL 8,5 %-tne vodene
otopine natrijevog hidroksida i 1,5 mL destilirane vode. Nakon homogenizacije na vorteksu
(Dlab Scientific, Schiltigheim, Francuska) izmjerena je apsorbancija reakcijske smjese na 490
nm (GenesysTM 10S UV-VIS, Thermo Fischer Scientific, Waltham, SAD). Analiza je
provedena u dvije paralelne probe za svaki uzorak. Paralelno je pripremljena slijepa proba
koja je sadrzavala sve reagense osim samog uzorka (umjesto uzorka pipetirana je destilirana

voda).

Za izradu bazdarne krivulje odabran je derivat kafeinske kiseline, ehinakozid, kao
najzastupljeniji polifenolni spoj u ekstraktu. Udio hidroksicimetnih kiselina izraCunava se iz

jednadzbe bazdarne krivulje (formula 1).
y = 2,0983x — 0,0363 [1]
gdje su:
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x — udio ehinakozida (mg/mL)
y — izmjerena vrijednosti apsorbancije pri 490 nm.

Dobiveni rezultati izrazeni su u g ekvivalenta EHI/100 mL ekstrakta (g ekv. EHI/100 mL
ekstrakta).

3.2.2.2. Odredivanje udjela ukupnih polifenola (TPC)

Metoda za odredivanje udjela ukupnih polifenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji
Folin-Ciocaleteau reagensa sa prisutnim reduciraju¢im spojem. Folin-Ciocalteau reagens je
smjesa fosfomolibdene i fosfovolframove kiseline koji reagira s fenoksid ionom pri ¢emu se
fenoksid ion oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenog molibdenovog i
volframovog oksida (Singleton i sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon dva sata
reakcije, spektrofotometrijski se izmjeri apsorbanca, tj. intenzitet nastalog plavog obojenja na
765 nm (Ough i 24 Amerine, 1988). 1zmjerena apsorbancija direktno je proporcionalna udjelu

polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

Za reakciju odredivanja ukupnih polifenola u epruvetu otpipetirano je 7,9 mL destilirane
vode, 100 pL uzorka, 500 uL. Folin-Ciocalteau reagens (razrijeden s vodom u omjeru 1:2) i
1,5 mL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata te se sadrzaj epruvete promijesa na vorteksu
(Dlab Scientific, Schiltigheim, Francuska). Svaki uzorak analiziran je u dvije paralelne probe.
Tako pripremljeni uzorci ostavljeni su u mraku na 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je
izmjerena apsorbancija na 765 nm (GenesysTM 10S UV-VIS, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, SAD). Slijepa proba se priprema na nacin da se umjesto uzorka otpipetira 100 puL

destilirane vode.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje (formula 2), konstruirane za standard ehinakozida, izracunat

je udio ukupnih polifenola.
y = 0,5316x — 0,0135 [2]
gdje su:
X — udio ukupnih polifenola (mg/mL)
y — izmjerena vrijednost apsorbancije na 765 nm.

Dobiveni rezultati izrazeni su u g ekvivalenta EHI/100 mL ekstrakta (g ekv. EHI/100 mL
ekstrakta).
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3.2.2.3. Identifikacija nepoznatih polifenolnih komponenti primjenom LC-Q-TOF-
MS/MS sustava

Najprije su iz profiltriranog vodenog ekstrakta trave ive izolirane Zeljene polifenolne
frakcije prema retencijskom vremenu eluiranja, koristenjem HPLC-DAD-a spregnutog s
analitickim sakuplja¢em frakcija (Agilent 1100/1200 Series, Agilent, Santa Clara, USA).
Razdvajanje komponenti izvrSeno je na analiti¢koj koloni Zorbax extend C-18 (250x4,5 mm,
5 um) (Agilent Technologies, USA) koristenjem gradijentne eluacije: vodene faze A (1 %
mravlje Kkiseline 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 poéetne uvjete metode.
Volumen injektiranog uzorka iznosio je 5 pL. Sakupljenim polifenolnim frakcijama
uklonjena je mobilna faza na rotacijskom uparivacu, a suhi ostatak svake frakcije je

resuspendiran u 80%-tnom acetonitrilu.

Izolirane polifenolne frakcije identificirane su primjenom spektrometra masa visokog
razlu¢ivanja Agilent 6550 Series Accurate-Mass-Quadrupole Time-of-Flight (Q-TOF)
spregnutog sa HPLC sustavom Agilent 1290 Infinity Il. Kromatografsko odjeljivanje je
provedeno na koloni Zorbax SB-C18 (2,1 x 100 mm, 1,8 um) pri temperaturi kolone od
40°C. Mobilna faza sastojala se od 0,1% mravlje kiseline u vodi (A) i u acetonitrilu (B) uz
gradijentno eluiranje. Gradijent mobilne faze je bio sljede¢i: 0 min- 95% A faze, 0-15 min:
95-5 % A faze, 15-17 min: 5 % A faze. Protok mobilne faze je bio 0,2 mL/min, a injektirano
je 2 uL uzorka.

Parametri HRMS analize postavljeni su na sljede¢i nacin:
- Temperatura proto¢nog plina dusika (sheath gas): 350°C
- Protok proto¢nog plina: 11 L min/min
- Tlak rasprSivaca (nebulizer): 35 psi
- Potencijal kapilare (VCap): 3500 V
- Potencijal mlaznice (nozzle voltage): 1000 V
- Temperatura plina dusika za desolvataciju (drying gas): 200°C
- Protok plina za desolvataciju: 14 L/min
- lonizacijska tehnika: ionizacija elektrorasprSenjem (ESI) u negativhom nacinu
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Identifikacija analiziranih polifenolnih komponenti provedena je usporedbom dobivenih
podataka za molekularne ione i fragment- ione s literaturnim podacima i dostupnim online
bazama podataka za identifikaciju spektara masa (Sci Finder). Rezultati HRMS analize za

izdvojene spojeve prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Rezultati HRMS analize za izdvojene spojeve (engl. High resolution spectrometry
mass)

Identificirana Molekularna Pogreska Teoretska Eksperimentalna MS/MS

komponenta  formula (ppm) masa masa (m/z) (m/z)
(m/z)
623,2189,
teupoliozid CasH16020 -1,66 785,2509 785,2522 477,1609,
161,0241
623,1972,
593,2097,
stahizozid A C34H14019 -8,08 755,2476 755,2415 461,1660,
315,1078,
161,0244
607,2240,
poliumozid CasH16019 4,03 769,2550 769,2581 461,1649,
161,0244
3.2.2.4. Odredivanje udjela feniletanoidnih glikozida tekucinskom kromatografijom

visoke djelotvornosti (HPLC-DAD)

Ehinakozid, verbaskozid, teuopoliozid (engl. Teupolioside, TEU), stahizozid A (engl.
Stachysoside A, STAH A) i poliumozid (engl. Poliumoside, POLI) su feniletanoidni glikozidi
za ¢iju je kvantifikaciju primijenjena metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti
(engl. High-performance liquid chromatography, HPLC) uz detektor s nizom fotodioda
(engl. Diode array detector, DAD) (Agilent Series 1200, Agilent Technologies, Santa Clara,
SAD). Uzorci prije analize u kromatografskom sustavu razrijedeni su u odgovaraju¢em
omjeru i profiltrirani kroz mikrofiltere veli¢ine pora 0.20 pm. Razdvajanje komponenti
provedeno je na kromatografskoj koloni Agilent Series 1200 na Zorbax C-18 (250 mm x 4,6
mm x 2,5 um, 100 A) pri temperaturi kolone od 25 °C, protok od 1 mL/min i gradijentnu
eluaciju- promjenu sastava mobilne faze tijekom analize izmedu polarne vodene faze A (1 %
mravlje kiseline u vodi, v/v) i organske faze B (1 % mravlje kiseline u acetonitrilu, v/v) u
definiranom vremenu: 0-5 min; 7 % B, 5-45 min; 7- 40 %, 45-52 min; 40-70 %. Volumen
injektiranja iznosio je 5 pL profiltriranog uzorka. Identifikacija i kvantifikacija ehinakozida i

verbaskozida provedena je pri maksimumu apsorpcije od 320 nm prema retencijskom
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vremenu analitiCkog standarda, uz koriStenje jednadzbi bazdarnih krivulja dobivenih iz
prethodno izradenih bazdarnih krivulja za ehinakozid (formula 3) i1 verbaskozid (formula 4).
Identifikacija poliumozida, teupoliozida i stahizozida A provedena je koriste¢i LC-Q-TOF-
MS/MS tehniku, a iste komponente su kvantificirane preko standardnih bazdarnih krivulja za

ehinakozid.
Jednadzbe bazdarnih krivulja standarda:
a) Ehinakozida: y = 5,4397x + 5,8523 [3]
b) Verbaskozida: y = 7,2350x — 3,7707 [4]
Dobiveni rezultati izrazeni su u g EHI/100 mL ekstrakta (g EHI/100 mL ekstrakta) odnosno u
g ekvivalenta EHI/100 mL ekstrakta (g ekv. EHI/100 mL ekstrakta).

3.2.3. Priprema polimernih otopina ekstrakta

Polimerne otopine su pripremljene vaganjem (tehnicka vaga A&D Instruments,
Abingdon, Ujedinjeno Kraljevstvo) jednog (100 %) ili dva odabrana polimerna nosaca u
kombinaciji (75 % : 25 %), tako da je kona¢ni maseni udio nosa¢a u koncentriranom
ekstraktu iznosio 4 % (w/w). Na ovaj nacin pripremljeno je 13 razli¢itih otopina (tablica 2).
Tako odvagane otopine homogenizirane su 24 sata na magnetnoj mijeSalici do potpunog

otapanja (SMHS-6, Witeg Labortehnik GmbH, Wertheim, Njemacka).

Tablica 2. Kombinacija polimera s uparenim ekstraktom trave ive

Broj uzorka Koristeni polimerni nosaci Oznaka uzorka
Uzorak 1 4 % arapska guma AG
Uzorak 2 3 % arapska guma + 1 % kolagen AG_K
Uzorak 3 3 % arapska guma + 1 % karagenan AG_KAR
Uzorak 4 3 % arapska guma + 1 % CMC” AG_CMC
Uzorak 5 4 % guar guma GG
Uzorak 6 3 % guar guma + 1 % kolagen GG_K
Uzorak 7 3 % guar guma + 1 % karagenan GG_KAR
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Tablica 2. Kombinacija polimera s uparenim ekstraktom trave ive — nastavak

Uzorak 8 3 % guar guma + 1 % CMC* GG_CMC
Uzorak 9 0,8 % CMC* CMC
Uzorak 10 0,6 % CMC*+ 0,2 % kolagen CMC_K
Uzorak 11 0,6 % CMC* + 0,2 % karagenan CMC_KAR
Uzorak 12 0,6 % CMC* + 0,2 % guar guma CMC_GG
Uzorak 13 0,6 % CMC* + 0,2 % arapska guma CMC _AG

*CMC — karboksimetil celuloza

Susenje rasprsivanjem prethodno pripremljenih polimernih otopina provedeno je pomocu
laboratorijskog uredaja Biichi Mini Spray Dryer B-290 (Flawil, Svicarska). Pocetna
(polimerna) otopina ekstrakta pumpa se peristaltickom pumpom (15 % rada pumpe- za sve
uzorke osim uzoraka 4 i 8, 4 % rada pumpe- za uzorke 4 i 8) kroz plasti¢nu cjevéicu i uvodi
se u komoru za rasprsivanje kroz sapnicu (150 um za sve uzorke osim uzoraka 4 i 8; 600 um
za uzorke 4 i 8). SusSenje ulazne pocetne otopine postize se atomizacijom struje tekuéine u
rasprSene kapljice 1 njthovom disperzijom u zagrijanom zraku pri zadanoj temperaturi (150
°C za sve uzorke). Aspirator (100 %-tni rad) povlaéi rasprSenu tekucinu te ju istovremeno
pod centrifugalnom silom uvodi u ciklon, posljedicno stvaraju¢i osuSeni prah. Prah se
sakuplja u prihvatnoj posudi dok se zrak filtrira kroz politetrafluoretilenski (engl.
Polytetrafluoroethylene, PTFE) filter.

3.2.3.1. Odredivanje prinosa procesa suSenja rasprsivanjem

Prinos procesa (PP) izracunat je kao omjer mase suhe tvari inkapsulata (g) dobivenog
suSenjem rasprSivanjem 1 mase suhe tvari polimerne otopine (g) uvedene u proces

inkapsulacije (formula 5).

masa suhe tvari inkapsulata

PP(%) = 100 5]

masa suhe tvari pocetne otopine
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3.2.4. Odredivanje fizikalno-kemijskih karakteristika inkapsulata

3.24.1. Odredivanje udjela suhe tvari polimernih otopina i inkapsulata

Udio suhe tvari odreduje se prema standardnoj metodi AOAC 930.15 (1990) (AOAC,
1990) susenjem u suSioniku (Instrumentaria d.d., Zagreb, Hrvatska) do konstantne mase na

105 °C pri ¢emu dolazi do izdvajanja slobodne vode iz uzorka.

U prethodno osusenu, ohladenu i izvaganu aluminijsku posudicu s poklopcem odvagano
je 1 g (s to¢noscu + 0,0001) uzorka nakon cega je uslijedilo suSenje u susioniku nepokrivene
aluminijske posudice s uzorkom 2 sata pri 105 °C. Po zavrsetku susenja, posudica se poklopi
te se prebaci u eksikator gdje se hladi do sobne temperature i potom se vaze na analitickoj
vagi. Ovaj postupak se ponavlja sve do postizanja konstantne mase (s to¢nos¢u + 0,0003 g).
Za odredivanje suhe tvari pocetnih otopina, uzorci su vagani U prethodno pripremljenoj

aluminijskoj posudici s kvarcnim pijeskom.

Udio vode u uzorcima se dobiva prema formuli:

mp—ms3

% vode = * 100 [6]

my—m;

gdje je:
m1 — masa prazne aluminijske posudice (g)
M2 — masa aluminijske posudice s uzorkom prije suSenja (g)
M3 — masa aluminijske posudice s uzorkom nakon susenja (g).
Prema dobivenom udjelu vode izracunat je i udio suhe tvari (formula 7).

% suhe tvari = 100 — % vode [7]
3.2.4.2. Nasipna gustoca

Prema modificiranoj metodi Murakamija i1 suradnika (2001) odredena je nasipna gustoca.
U prethodno odvagan prazni plasti¢ni cilindar volumena 250 mL usipan je uzorak te je
zabiljeZena masa cilindra napunjenog uzorkom 1 ocitan volumen koji je uzorak zauzeo.
Nasipna gustoéa (,,bulk density*) u g/cm?® odredena je kao omjer mase uzorka u cilindru i

zauzetog volumena uzorka u cilindru (formula 8).

Mygzorak (8) [8]

Nasipna gustoca (g/cm3) Y, (cm3)
uzorak
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Tako napunjeni plasti¢ni cilindar s uzorkom namje$ten je na volumetar (Engelsmann
(Ludwigshafen, Njemacka) te je ocitan volumen koji je uzorak zauzeo nakon 10 udaraca
(,,Joose density volumen®) i nakon 100 udaraca (,.tapped density volumen®). Iz dobivenih
vrijednosti za volumene pri 10 i 100 udaraca te mase uzorka usipanog u plasti¢ni cilindar
izrauna se ,Jloose“ i ,tappe/d* gustoéa (g/cm®). Svi rezultati izraZeni su kao srednja

vrijednost mjerenja s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

U cilju odredivanja kompresibilnosti praskastih proizvoda, preko dobivenih vrijednosti za
nasipnu gusto¢u izracunavaju se bezdimenzijske veli¢ine Carr indeks kao svojstvo teCenja i

Hausnerov omjer (HR) kao svojstvo kohezivnosti.

Za izracun ove dvije veli¢ine potrebna je nasipna gustoca (p bulk) i gusto¢a dobivena
nakon 100 udaraca (p tapped).
Carr indeks se izra¢unava prema slijedecoj formuli:

(p tapped—p bulk)
p tapped

Carr indeks = * 100 [9]

Odnos Carr indeksa i svojstva tecenja odreduje se prema tablici 3.

Tablica 3. Kategorizacija sposobnosti te¢enja prahova prema Carr indeksu

Carrindeks  Tecenje

<15 Vrlo dobro
15-20 Dobro
20-35 Dovoljno
35-45 Lose
>45 Vrlo lose

Hausnerov omjer izratunava se prema slijedecoj formuli:

__ ptapped
HR = p bulk [10]

U tablici 4 prema izraunatom Hausnerov-om omjeru uzorci se svrstavaju u kategorije

kohezivnosti.
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Tablica 4. Kategorizacija kohezivnosti prahova prema Hausnerovom omjeru (HR)

HR Kohezivnost
<172 Mala
12-14 Srednja
>1,4 Velika

3.2.4.3. Mocivost

Sposobnost mocenja proizvedenih prahova ispitana je mjerenjem kontaktnog kuta
odabrane kapljevine-vode sa ravnom, stlaCenom povrSinom praha, a §to je indikator
hidrofilnosti odnosno hidrofobnosti testiranog materijala. Kontaktni kut mjeri se izmedu
dodirne povrsine otapala i krute tvari te tangente kapljice na granici ¢vrste, tekuce 1 plinovite
faze.

Uredaj koji mjeri kontaktni kut zove se goniometar (u radu je koriSten DataPhysics OCA
20), a sastoji se od izvora svijetlosti, kamere spojene na racunalo te dijelova za pomicanje
postolja, odnosno kamere. Prilikom pada kapi otapala na ravnu povrSinu praha, racunalo
pomocu softvera prikazuje realnu sliku pada kapljice, pri ¢emu je potrebno pravovaljano
snimiti sam prikaz kontakta kapljice i materijala te dobivenu sliku obraditi koristeci
odgovaraju¢i alat (koriStena je Sessile drop metoda). Koriste¢i Young-Laplace metodu,

izraCunata je srednja vrijednost izmjerenih kontaktnih kuteva.

3.2.5. Morfoloska karakterizacija prahova skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom

(SEM)

Morfologija prahova odredena je skeniraju¢om/pretraznom elektronskom mikroskopijom
(SEM) na mikroskopu TESCAN Mira3 (Brno, Ceska). Uzorci su naneseni na specijalizirane
nosace te su prije mikroskopske analize impregnirani slojem zlata u cilju osiguranja
elektricne provodljivosti. Skeniranje je provedeno primjenom napona od 10 kV. Dobivene

slike snimane su pod povec¢anjem x800 i x2000.
3.2.6. Odredivanje bioaktivne karakterizacije inkapsulata

3.2.6.1. Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti i kapaciteta punjenja inkapsulata

Inkapsulacijska ucinkovitost 1 kapacitet punjenja dobivenih inkapsulata definirani su

odredivanjem udjela ukupnih polifenola, udjela hidroksicimetnih kiselina i odredivanjem
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udjela pojedina¢nih komponenata HPLC metodom. Za izracun inkapsulacijske ucinkovitosti,

primjenjuje se:
U (%) = %u « 100 [11]

pri ¢emu je Wi udio komponenti od interesa u proizvedenom inkapsulatu, a Wy udio

komponenti od interesa u ishodi$noj otopini pripremljenoj za inkapsulaciju.

Kapacitet punjenja (formula 12) za ukupne polifenole, hidroksicimetne Kkiseline i

pojedinacne polifenolne spojeve izracunat je prema formuli:
KP (%) = =2 % 100 [12]
my

pri ¢emu je mz masa komponenti od interesa u inkapsulatu (g), m: ukupna masa izvaganog

inkapsulata (g)
3.2.6.2. Odredivanje HC-a

Metoda odredivanja udjela hidroksicimetnih kiselina prisutnih u polimernim otopinama i
inkapsulatima provedena je na jednak nadin kao Sto je opisano u potpoglavlju 3.2.2.1.
Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina (engl. Hydroxycinnamic acid content, HC) pri
Cemu su dobiveni rezultati izrazavaju kao maseni postotak (%) prilikom izrauna i

inkapsulacijske ucinkovitosti (IU) 1 kapaciteta punjenja (KP).
3.2.6.3. Odredivanje TPC-a

Odredivanje ukupnih polifenola detaljno je opisano potpoglavlju 3.2.2.2. Odredivanje
udjela ukupnih polifenola (engl. Total phenolic content, TPC), a dobiveni rezultati prilikom
izraCuna inkapsulacijske ucinkovitosti (IU) i kapaciteta punjenja (KP) izrazavaju se kao

maseni postotak (%).
3.2.6.4. Odredivanje udjela feniletanoidnih glikozida HPLC-DAD metodom

Identifikacija i kvantifikacija pojedinacnih feniletanoidnih glikozida provedena je na
jednak nacin kao S§to je opisano u potpoglavlju 3.2.2.4. Odredivanje udjela feniletanoidnih

glikozida tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-DAD).

Dobiveni rezultati za pojedinacne feniletanoidne glikozide izrazavaju se kao maseni

postotak (%) prilikom izracuna inkapsulacijske u€inkovitosti (IU) 1 kapaciteta punjenja (KP).
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3.2.7. Invitro gastrointestinalna digestija

Metoda in vitro digestije inkapsulata i bombonskih uzoraka provedena je prema Brodkorb
i sur. (2019).

Probava ukljucuje izlaganje hrane trima uzastopnim probavnim fazama: oralnoj,
zelucanoj 1 crijevnoj (Brodkorb i sur., 2019). U svrhu simulacije tih faza prvo su pripremljene
puferske otopine odgovaraju¢ih soli i pH vrijednosti za simulaciju oralne faze (engl.
Simulated salivary fluid, SSF), Zelucane faze (engl. Simulated gastric fluid, SGF) i
intestinalne faze (engl. Simulated intestinal fluid, SIF). Za analizu inkapsulata koristene su
puferske otopine SGF 1 SIF. Za potpunu simulaciju zelu¢ane faze prvo je u SGF pufersku
otopinu izvagan pepsin na analitickoj vagi (New Classic ML204/01, Mettler Toledo, Ziirich,
Svicarska) (aktivnost enzima- 2000 U/mL na ukupni koristeni volumen pufera) . Kao bitni
parametri tijekom analize su temperatura (strogo odrzavana na 37 °C mjerenjem pomocu
laboratorijskog termometra) te homogeno mijeSanje na magnetnoj mijeSalici (SMHS-6,
Witeg Labortehnik GmbH, Wertheim, Njemacka) pri 120 rpm-a. Simulacija zelu¢ane faze
zapocinje otapanjem odvaganog uzorka inkapsulata (0,2 g na analitickoj vagi New Classic
ML204/01, Mettler Toledo, Ziirich, Svicarska) u 35 mL SGF pufera s pepsinom. Nakon 5,
10, 15, 30, 60, 90 i 120 minuta provedeno je uzorkovanje (700 uL) za HC i TPC analizu
otpustenih polifenolnih spojeva, pri ¢emu je izdvojeni volumen zamijenjen s istim
volumenom puferske otopine s enzimom. Usporedno je nakon svakog vremenskog perioda
izuzet isti volumen SGF pufera + enzima bez uzorka za slijepu probu. Nakon 120 min, 35 mL
SGF pufera s uzorkom pomijesano je s jednakim volumenom prethodno termostatiranog SIF
pufera u kojem su izvagani i1 otopljeni enzim pankreatin (1 mg/mL) i Zu¢ne soli (2,5 mg/mL).
Na isti nacin je pomijeSana ista koli¢ina SGF pufera + enzima i SIF pufera + enzima za

slijepu probu. Uzorkovanje je provedeno nakon 125, 130, 135, 150 i 180 minuta.

Nakon svih uzorkovanja izuzeti uzorci su analizirani TPC i HC metodom kako bi se
odredio udio ukupnih polifenola i hidroksicimetne kiseline otpusStene u odredenom trenutku
tijekom analize in vitro digestije. Analiza se provodi na jednak nacin kao $to je opisano u
potpoglavlju 3.2.2.1. i 3.2.2.2., a rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenta ehinakozida na g
suhe tvari praha (mg ekv. EHI/g s.tv. praha)
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3.2.8. Razvoj i analiza funkcionalnih gumenih bombona

3.2.8.1. Priprema bombonskih receptura i punjenja

Bombonske recepture pripremljene su u laboratorijskim uvjetima prema razvijenim
recepturama. Najprije je pripremljen Secerni sirup ukuhavanjem 75 % saharoze i 25 %
glukoznog sirupa u destiliranoj vodi na 125 °C na elektri¢noj plo¢i za kuhanje (Iskra,
Ljubljana, Slovenija). Tijekom ukuhavanja temperatura je strogo kontrolirana digitalnim
termometrom (Testo 108-2, Titisee-Neustadt, Njemacka). Ukuhani Secerni sirup u obrocima
se dodavao u prethodno Zelatiniziranu vodenu suspenziju kukuruznog (gustin) i kuzu skroba
ili njihove kombinacije, uz konstantno mijeSanje smjesa silikonskom Spatulom. Ukoliko je
pripremana receptura s kombinacijom Skrobova, svaki Skrob, ovisno o udjelu, je zelatiniziran
posebno zbog razli¢itih vremena Zelatinizacije. ZavrSetkom zelatinizacije, Skrobne suspenzije

su zdruzene i homogenizirane.

Smjesa Skroba i Sec¢ernog sirupa zagrijavana je na srednje jakoj vatri, a kraj ukuhavanja
smjese odreden je vizualnom procjenom, odnosno uocavanjem karakteristiénog razvlacenja
bombonske smjese. Gotova bombonska smjesa ohladena je nekoliko minuta, nakon ¢ega je
dodana prethodno otopljena smjesa limunske kiseline, arome maline, crvena boje, usitnjenog
i prosijanog praha liofiliziranih malina (elektri¢ni mlinac United Favour Development,
Kowloon, Hong Kong) i glicerol u nekoliko kapi vode. Tekuéi sastojci arome, boje i
otopljene limunske kiseline su dodani Pasteurovom pipetom. Formulirano je 5 receptura

bombonskih smjesa s razli¢itim kombinacijama Skrobova $to je prikazano u tablici 5.

Tablica 5. Recepture bombonskih smjesa

100G 75G:25KZ  50G:50KZ  75KZ:25G  100KZ

Saharoza 7549 7549 759 759 759
Glukozni sirup 259 259 259 259 259
Voda 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g
Gustin 259 18,75 ¢ 1259 6,259 /

Kuzu $krob / 6,25 g 1259 18,75 g 259

31



Tablica 5. Recepture bombonskih smjesa — nastavak

Voda 1259 1259 1259 1259 1259

:ziisrzlli*r:‘;ka 129 129 12¢ 12¢ 12¢

Aroma maline 3 kapi 3 kapi 3 kapi 3 kapi 3 kapi
Crvena boja 3 kapi 3 kapi 3 kapi 3 kapi 3 kapi
Liofilizirane 109 109 109 109 109

maline

Glicerol 20 kapi 20 kapi 20 kapi 20 kapi 20 kapi

100G-100 % gustin; 75G:25KZ-75 % gustin + 25 % kuzu; 50G:50KZ-50 % gustin + 50 % kuzu;

75KZ:25G-75 % kuzu + 25 % gustin; 100KZ-100 % kuzu

Za pripremu punjenja u prethodno pripremljenu smjesu ulja (1 : 4 = shea maslac :
kokosovo ulje) dodano je 2,2 % inkapsulata (preracunato na ukupnu masu punjenja). Nakon
homogenizacije, dodana je prethodno otopljena cokolada za praline. Omjer smjese ulja i

cokolade u ukupnoj smjesi u konacnici je iznosio 20 % : 80 %.

Cilj je da se na bombonski plast nanese 30 % punjenja nakon ¢ega se bombon smota u

obliku rolade 1 zamota u prozirnu foliju obloZenu Skrobom radi zadrZavanja oblika.
3.2.8.2. Odredivanje udjela suhe tvari

Udio suhe tvari pripremljenih bombona odreden je prema AOAC 930.15 (1990) metodi
opisanoj u potpoglavlju 3.2.4.1. Odredivanje udjela suhe tvari polimernih otopina i
inkapsulata.

3.2.8.3. Odmascivanje uzoraka

Postupak odmasc¢ivanja uzoraka proveden je prema Adamson i sur. (1999). Odvagano je 2
g bombona u Falcon epruvetu (50 mL) te je dodano 10 mL petroletera. Nakon ekstrakcije
masne faze (10 min, 400 rpm na magnetnoj mijesalici) (SMHS-6, Witeg Labortehnik GmbH,
Wertheim, Njemacka) i centrifugiranja (10 min, 4 °C, 2500 rpm) (SL 8R, Thermo Scientific,
Massachusetts, SAD), dobiveni supernatant (masna faza) je oddekantiran. Postupak

odmas¢ivanja taloga ponovljen je jos dva puta dodatkom iste koli¢ine otapala.
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3.2.8.4. Ekstrakcija polifenolnih spojeva i metilksantina iz odmaséenih uzoraka

U odmasceni talog najprije je dodano 5 mL 70 % metanola (v/v). Ekstrakcija (30 min, 65
°C) je provedena u ultrazvuc¢noj kupelji (S60H Elmasonic, Elma Schmidbauer, Singen,
Njemacka) nakon Cega je izvrSena dodatna homogenizacija na magnetskoj mijesalici (SMHS-
6, Witeg Labortehnik GmbH, Wertheim, Njemacka) (15 min,400 rpm) i centrifugiranje (5000
rpm 10 min, 4 °C) (SL 8R, Thermo Scientific, Massachusetts, SAD). Postupci ekstrakcije i
centrifugiranja za svaki uzorak provedeni su ukupno tri puta, a supernatanti pojedinog uzorka
su zdruzeni u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopunjeni 70 %-tnim (v/v) metanolom do

oznake i centrifugiranja.

3.2.8.5. Odredivanje udjela feniletanoidnih glikozida i metilksantina HPLC-DAD

metodom

Kako bi se identificirali i kvantificirali feniletanoidni glikozidi (ehinakozid, verbaskozid,
teupoliozid, stahizozid A i poliumozid) i metilksantini (teobromin i kafein) prisutni u
¢okoladnom bombonskom punjenju, primijenjena je HPLC analiza. Analiza, ali i sama
identifikacija 1 kvantifikacija feniletanoidnih glikozida je provedena na jednak nacin kao i za
uzorke inkapsulata (potpoglavlje 3.2.2.4. Odredivanje udjela feniletanoidnih glikozida
tekucinskom  kromatografijom  visoke djelotvornosti (HPLC-DAD)). Uz prisutne
feniletanoidne glikozide, na kromatogramu su identificirani i teobromin i kafein pri
maksimumu apsorpcije od 278 nm. Za njihovu kvantifikaciju koristene su bazdarne krivulje

standarda teobromina (formula 13) i kafeina (formula 14).

JednadZzbe bazdarnih krivulja standarda:
a) Teobromin:y = 15,025x — 1,7844 [13]
b) Kafein:y = 14,525x — 0,6509 [14]

Dobiveni rezultati za feniletanoidne glikozide i metilksantine izrazeni su kao mg
pojedinac¢nog spoja (ehinakozida i verbaskozida) ili ekvivalenta ehinakozida po g suhe tvari

bombona (mg/g s.tv. bombona).
3.2.8.6. Teksturalna svojstva

Teksturalna analiza provedena je na uredaju za mjerenje teksture (Texture Analyzer,
TA.HD.plus, Stable Micro System, Velika Britanija) koji je povezan s racunalom. Uzorak
bombona stavi se na postolje te se na racunalu podese radni parametri brzina, dubina 1 sila

prodiranja. Za test penetracije, podeseni su parametri za: dolaznu brzinu (1 mm/s), brzinu
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penetracije sonde (1 mm/s), izlaznu brzinu sonde (10 mm/s) i dubinu pentracije sonde (20
mm), s pragom osjetljivosti 5 g. Masa mjerne ¢elije iznosila je 5 000 g. Nakon pustanja
uredaja u pogon, sonda tlaci uzorak, a mjerni osjetnik prati otpor koji se javlja u uzorku
bombona uslijed prodiranja sonde kroz uzorak i upravljackoj jedinici javlja radne parametre.
Praceni parametri su: sila probijanja povrSine uzorka (N) (tvrdoca), progib povrSine uzorka
prije probijanja (mm) (elasti¢nost) i rad probijanja povrS§ine uzorka (Nmm). Analizirani su
uzorci bombona s punjenjem i uzorci bombonskog plasta (bez punjenja) te je provedeno

ispitivanje u 3 paralele.
3.2.8.7. Senzorska analiza

Pet razli¢itih receptura bombona s punjenjem s inkapsulatom i bombona s punjenjem bez
inkapsulata procijenjeni su senzorskom analizom pomocu internog panela od 10 ¢lanova
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta. Prema dostupnoj literaturi, definirana su senzorska
svojstva teksture i okusa za ocjenjivanje. Svaki ¢lan panela dobio je po jedan uzorak svakog
bombona s inkapsulatom na kojem su se ocjenjivali ¢vrstoca, adhezivnost, Zvakljivost,
konzistencija, slatkoca, gor¢ina, naknadni okus i opéa prihvatljivost. Gor¢ina i naknadni okus
dodatno su ocjenjeni i na bombonima bez inkapsulata. Posluzeni su i uzorci bombonskog
plasta za svaku recepturu kako bi se dobio dojam o okusu i1 konzistenciji samog plasta s
obzirom na koristenje razli¢itih skrobova. Izabrana senzorska svojstva ocijenjena su pomocu
hedonisticke skale intenziteta prema kojoj 9 ozna€ava izrazito izrazen intenzitet, a 1 oznacava
najmanje izrazen intenzitet. Opéa prihvatljivost ocijenjena je takoder prema 9-bodovnoj skali
pri ¢emu se ocjena 9 povezuje s izuzetno prihvatljivim bombonskim proizvodom, a 1
najmanje prihvatljivim bombonskim proizvodom. Za neutralizaciju nepca prilikom senzorske

analize posluzeni su voda (sobne temperature) 1 kruh.

3.2.8.8. In vitro digestija najbolje ocijenjenog bombonskog proizvoda u simuliranim

uvjetima probavnog sustava

Za in vitro digestiju bombona SGF i SSF su pripremljeni na isti na¢in kao i za analizu
inkapsulata. Dodatno, prije Zelu¢ane faze provedena je simulacija oralne faze s SSF puferom
u kojem je prethodno otopljen i izvagan enzim humane salivarne a-amilaze. Uzorkovanje se
provelo odmah nakon 2 minuta. Cjelokupan protokol simulirane in vitro digestije kao i
provedene HC i TPC analize jednako su provedeni kao i kod in vitro digestije inkapsulata

(potpoglavlje 3.2.7. In vitro gastrointestinalna digestija).
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3.2.9. Obrada podataka

Svi rezultati prikazani su kao srednja vrijednost uz pripadajuce standardne devijacije te su

obradeni u Microsoft excel programu verzije 2019.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada je inkapsulacija ekstrakta trave ive suSenjem rasprSivanjema
uz razli¢ite udjele 1 kombinacije polimernih nosaca (arapske gume, guar gume, karboksimetil
celuloze, kolagena i karagenana) te primjena inkapsulata u formulaciji bombonskog
proizvoda. Prvotno, uparenom ekstraktu trave ive odreden je bioaktivni sastav prikazan u
tablici 6. Za odredivanje uspjeSnosti primjene suSenja rasprSivanjem, kao relativno
jednostavne 1 ekonomicne tehnike inkapsulacije, odreden je prinos dobivenih inkapsulata
(slika 6). Uzorcima inkapsulata analizirani su fizikalno-kemijski parametri (nasipna gustoca,
Carr indeks, Hausnerov omjer, udio suhe tvari, mocivost) i dobiveni rezultati prikazani su u
tablici 7. Inkapsulacijska ucinkovitost (slike 7-10) i kapacitet punjenja (slike 11-14), kao
dodatna dva mjerna parametra pomocu koji se procjenjuje uspjesnost susenja rasprsivanjem,
odredeni su primjenom spektrofotometrijskih (TPC i HC) i HPLC-DAD metoda. Morfologija
povrsina optimiziranih inkapsulata prikazana je na slici 15. S ciljem dodatne karakterizacije
inkapsuliranih uzoraka provedena je i in vitro digestija u simuliranim uvjetima probavnog
sustava odredivanjem profila otpustanja ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina (slike
16-21) .

S obzirom na sve vecu svijest potrosaca te posljedi¢no 1 potraznju za funkcionalnom
hranom, u ovom radu je dobiveni polifenolni inkapsulat implementiran u bombonski
proizvod s punjenjem pri ¢emu je razvijeno 5 razli¢itih formulacija bombonskog plasta
koriste¢i razli¢ite omjere kukuruznog i kuzu Skroba (100 %, 50:50 i 75:25). Izgled
bombonskih proizvoda prikazan je na slici 22. Oboga¢enim gumenim bombonima odreden je
udio suhe tvari (tablica 8), bioaktivni sastav (slika 23) te teksturalna svojstva (tablica 9), a
proizvod. S odabranim bombonom provedena je in vitro digestija spektrofotometrijskim

odredivanjem profila otpusStanja hidroksicimetnih kiselina (slika 25).
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4.1. Rezultati bioaktivnog sastava ekstrakta trave ive

U Kkarakterizaciji bioaktivnog sastava dobivenog uparenog ekstrakta, koriStene su
spektrofotometrijske metode za odredivanja udjela ukupnih polifenola i hidroksicimetnih
kiselina, dok je za identifikaciju i kvantifikaciju feniletanoidnih glikozida primijenjena

HPLC-DAD analiza i dobiveni rezultati prikazani su u tablici 6.
Tablica 6. Bioaktivna karakterizacija uparenog ekstrakta trave ive

TPC HC EHI TEU STAHA POLI VERB
(9/100 mL)* (g/100 mL)* (¢g/100 mL)  (g/100 mL)* (g/100 mL)* (g/100 mL)* (g/100 mL)

1,037 +£0,03 0,816 + 0,00 0,238 +0,00 0,069 +0,00 0,130 +0,00 0,092 +0,00 0,060 * 0,00

0/100 mL-izraZeno kao g ehinakozida ili verbaskozida/100 mL

*g/100 mL-izrazeno kao g ekvivalenta ehinakozida/ 100 mL ekstrakta
TPC-udio ukupnih polifenola; HC-hidroksicimetne Kiseline; EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-
stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid

Istrazivanja bioaktivnog sastava vrsta Teucrium navode tri skupine fenolnih spojeva:
derivati hidroksicimetne kiseline, feniletanoidni glikozidi i1 flavonoidni glikozidi kao
najzastupljenije fenolne spojeve u tim vrstama (Mihailovié i sur., 2020). Istrazivanja Tumbas
i sur. (2004) te Nasi¢ i sur. (2018) jasno potvrduju kako se ovisno o ekstrakcijskom sredstvu
razlikuju dobiveni rezultati za ukupni udio polifenola. Mitreski i sur. (2014) u svom
istrazivanju navode kako se vecinski udio ukupnih polifenola odnosi na PhG i HC te se time
potvrduju dobiveni rezultati (tablica 6). Oko 80 % udjela TPC ¢ine hidroksicimetne kiseline,

a najzastupljeniji PhG je ehinakozid.

4.2.  Prinos procesa suSenja rasprsivanjem

VaZan parametar ekonomicnosti i ucinkovitosti procesa odreduje se izraCunom prinosa
proizvoda koji je uglavnom veci od 50 %, Sto je prema Bhandari i1 sur. (1997) dokaz o

uspjesnosti suSenja rasprsivanjem.

37



100,00

90,00
80,00
70,00
g 60,00
8 50,00
£
S 40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
o & & & ¥

&
@@66 ¢
SN @ @@
® SN 00@0

AG-4 % arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 %
karagenan; AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza; GG-4 % guar guma; GG_K-3 % guar
guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-3% guar guma + 1 %
karboksimetil celuloza; CMC-0,8 % karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 %
kolagen; CMC_KAR-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza
+ 0,2 % guar guma; CMC_AG-0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma

Slika 6. Prinos inkapsulata dobivenih su$enjem rasprSivanjem

Prema dobivenim rezultatima (slika 6) vrsta polimernog nosaca kao i njihova medusobna
kombinacija imala je znaCajan utjecaj na prinos proizvoda. Najznac¢ajniji prinoS je postignut
kombinacijom AG_K (77,3 £ 6,94 %), za razliku od GG_K koji ima znacajno nizak prinos
(20,35 + 6,11 %). Inkapsulati s CMC, kao glavnim nosa¢em imaju prinos u rangu od 32,55-
55,00 %, s naglaskom da se dodatkom drugih polimera poveéava prinos. Takoder je uo¢eno
kako dodatak CMC od 25 % na ukupni udio polimera smanjuje prinos proizvoda. Correa-
Filho i sur. (2019) inkapsulirali su B-karoten koriste¢i arapsku gumu u razli¢itim udjelima (5-
35 %) i pri razlic¢itim temperaturama (110-200 °C), pri ¢emu je prinos bio najveéi koristenjem
srednjih razina temperature i udjela gume. Kao razlog niskog prinosa navode zadrzavanje
praha u stijenci komore za susenje, ciklona koji nije ucinkovit u prikupljanju finih Cestica te
visoku viskoznost pocetne otopine. Koriste¢i 12 razliCitith biopolimera za inkapsulaciju
ekstrakta zelenog Caja suSenjem rasprsivanjem, Bels¢ak-Cvitanovic¢ i sur. (2015) dobili su
vrlo nizak prinos proizvoda s guar gumom. Tontul i Topuz (2017) u svom radu navode kako
prinos proizvoda raste povecanjem udjela nosaca jer se time povecava temperatura staklastog
prijelaza. Razlika izmedu temperature Cestica pri suSenju rasprSivanjem i temperature
staklastog prijelaza ne smije biti velika jer pritom dolazi do lijepljenja praha u komori za
susenja jer isti nije dovoljno suh s$to rezultira nizim prinosom proizvoda. Takoder navode
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kako dodatak Skroba, maltodekstrina ili arapske gume kao nosaa, povecava temperaturu

staklastog prijelaza.

4.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija ¢estica dobivenih suSenjem rasprsivanjem

Uzorcima dobivenima susenjem rasprsivanjem analizirani su fizikalno-kemijski parametri

i rezultati su prikazani u tablici 7.

Tablica 7. Fizikalno-kemijski parametri uzoraka dobivenih suSenjem rasprsivanjem

Uzorci Nasipna Carrindeks Hausnerov % suhe tvari Kontaktni
gustoca omjer kut (°)
(g/cmd)
AG 0,30+0,02 366+153 1,034+0,02 9591+0,29 63 £ 0,50
AG_K 0,22+0,01 1960%x2,76 125+0,04 92,95+0,88 83+2,05
AG_KAR 0,19+0,01 22,084,799 129+0,08 95,74+0,28 69 + 0,50
AG_CMC 0,09+0,00 23,04%x2,72 130%x0,05 98,35%0,76 90 £+ 3,40
GG 0,23+0,02 1528+6,37 1,19+0,09 92,19+0,19 66 + 1,00
GG K 0,22 +0,00 5,01 +0,00 1,05+0,00 88,16 +0,39 103 + 2,50
GG_KAR 0,22+0,00 1363%+112 124+011 87,49+0,19 84 + 3,50
GG_CMC 0,09+0,00 18,03+503 1,22+0,07 89,92+0,70 91+7,50
CMC 0,08+0,00 2515+139 134%+0,02 9448+0,92 144 + 1,00
CMC_K 0,0+0,00 22,01+442 129+0,07 97,20%£0,11 109 £ 5,73
CMC_KAR 0,12+0,00 19,28+260 124+0,04 96,92+0,34 107 £ 1,50
CMC_GG 0,11+0,00 21,24+539 1,28+0,08 96,27+0,05  143+4,32
CMC _AG 0,0+0,00 21,75+3,89 128+0,06 9594+0,21 136 + 2,87

AG-4 % arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan;
AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza; GG-4 % guar guma; GG_K-3 % guar guma + 1 %
kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-3% guar guma + 1 % karboksimetil celuloza;
CMC-0,8 % karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma; CMC_AG-
0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma
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4.3.1. Udio suhe tvari inkapsulata

Udio suhe tvari (tablica 7) tj. udio vode jedan je od glavnih karakteristika prahova. Cilj je
proizvesti inkapsulat sa $to manjim udjelom vode osiguravajuéi pritom mikrobiolosku
stabilnost, kao i manje zgrudnjavanje praha, a posljedi¢no dugo i sigurno skladistenje. Prema
Bels¢ak-Cvitanovi¢ 1 sur. (2015) za dobru i dugoro¢nu stabilnost, u¢inkovito pakiranje i
skladiStenje, pozeljan udio vode u prahovima je manji od 5 %. Suha tvar u inkapsulatima s
arapskom gumom kao i CMC, krec¢e se u rasponu od 92,19-98,35 %, dok su inkapsulati s
guar gumom zadrzavali nesto veéi udio vode §to upucuje na bolju prikladnost arapske gume i
CMC, kao glavnog nosaéa, u odnosu na guar gumu. Cujié-Nikoli¢ i sur. (2018) susenjem
raspr§ivanjem inkapsulirali su polifenole aronije koriste¢i arapsku gumu kao polimer te
zakljuCuju kako dodatak arapske gume smanjuje udio vode u inkapsuliranim cCesticama.
Kamthai i Magaraphan (2017) takoder potvrduju kako hidroksilne skupina CMC-a ulaze u
interakcije s molekulama vode te na taj na¢in kontroliraju isparavanje vodene pare kroz

matricu CMC filma osuSenu rasprSivanjem.
4.3.2. Nasipna gustoca, Carr indeks i Hausnerov omjer

Inkapsulatima je odredena nasipna gustoca preko koje su izra¢unati Carr indeks (svojstvo

teenja) 1 Hausnerov omjer (svojstvo kohezivnosti) (tablica 7).

Nasipna gustofa vaZan je parametar praha hrane za skladiStenje, obradu, pakiranje i
distribuciju koji ovisi o veli¢ini praha, obliku, svojstvima povrSine 1 veli¢ini Cestica (Goula i
Adamopoloulos, 2004). Visoka nasipna gustoca pozeljna je za smanjenje troskova otpreme i
pakiranja. S druge strane, niska nasipna gusto¢a, kao Sto se vidi u aglomeriranim
proizvodima, utjeCe na druga svojstva praha kao $to su proto€nost i trenutna svojstva. Na
nasipnu gusto¢u mogu utjecati mnogi razliciti ¢imbenici, koji ukljucuju gustocu ¢vrstih tvari,
koli¢inu zraka zarobljenu u cCesticama (okludirani zrak) ili gustocu cestica i1 koli¢inu
intersticijalnog zraka (zrak izmedu cestica) (Kalyankar i sur., 2016). S obzirom na vrstu
nosaca uoceno je da uzorak s 0,8 % CMC ima najmanju (0,083 + 0,00 g/cm?®), a inkapsulat s
4 % AG ima najvecu vrijednost (0,301 + 0,02 g/cm®) nasipne gustoée. U sustavima
inkapsulata s arapskom gumom tj. guar gumom u kombinaciji s drugim polimerima odredene
su nize vrijednosti nasipne gustoce, ali znacajno nizi rezultati su u kombinaciji s CMC
polimerom. Lukasiewicz (1989) u svom istrazivanju navodi kako je smanjena vrijednost

nasipne gustoce rezultat zarobljenog zraka u atomiziranim kapljicama koji se zadrZzava u
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suhim granulama. Prema izraCunatom Carr indeksu, uzorci spadaju u skupinu prahova s
dobrom ili dovoljnom sposobnosti tecenja. Iznimka su sustavi s ¢istom AG te GG_K koji
pokazuju vrlo dobru tecivost, ali i nisku kohezivnost prema Hausnerovom omjeru. Sto se ti¢e
vrijednosti kohezivnosti, gotovo svi uzorci pripadaju kategoriji srednje kohezivnosti, dok
najvecu ima inkapsulat s 0,8 % CMC-a (1,336 + 0,02).

4.3.3. Mocivost

Procjena mocivosti praha obi¢no se temelji na odredivanju kontaktnog kuta kruto-tekuce
Sto je pokazatelj njihove hidrofobnosti (Lazghab i sur., 2005). Da bi doslo do vlazenja krutine
(praha) kapljica vode mora se odvojiti od svojih okolnih molekula vode i ,,odgurnuti‘
molekulu plina ili pare, koja se nalazi na povr$ini krutine, stvaraju¢i s molekulama krutine
veze. Spontano vlaZenje se dogada ukoliko su adhezijske sile kruto-tekuce jace od
kohezijskih sila tekucine i adhezijskih sila kruto/plin. Ukoliko je kontaktni kut manji od 90°
mocivost je veca, odnosno govorimo o hidrofilnim sustavima, a hidrofobne sustave s manjom
mocivosti karakterizira kontakni kut vec¢i od 90°. 1z dobivenih rezultata (tablica 7) vidljivo je
kako su uzorci s Cistom arapskom ili guar gumom, kao glavnim nosacem, hidrofilni, ali uz
njihovu kombinaciju s drugim nosacima hidrofilnost se smanjuje odnosno kontaktni kut se
povecava €ime se smanjuje mocivost. Krajnji cilj je dobiti inkapsulat sa smanjenom
mocivosti kako bi se povecala stabilnost inkapsulata u drugim sustavima, odnosno kako ne bi
doslo do njihove rekonstrukcije u vodenoj otopini. Prema tome, najpogodniji su uzorci koji
sadrze CMC s rasponom kontaknog kuta od 90 - 144°.
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4.4. Bioaktivna karakterizacija inkapsulata

4.4.1. Inkapsulacijska u¢inkovitost

1AG
BAG_K
1 AG_KAR
= AG_CMC
GG
EGG_K
uGG_KAR
uGG_CMC
mCMC
ECMC_K
B CMC_KAR
ECMC _GG
ECMC_AG

HC (%)

TPC (%)

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

inkapsulacijska u¢inkovitost (%)
TPC-udio ukupnih polifenola; HC-hidroksicimetne kiseline; AG-4 % arapska guma; AG_K-3 % arapska guma
+ 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan; AG_CMC-3 % arapska guma + 1 %
karboksimetil celuloza; GG-4 % guar guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma +
1 % karagenan; GG_CMC-3% guar guma + 1 % karboksimetil celuloza; CMC-0,8 % karboksimetil celuloza;
CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 %
karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma; CMC_AG-0,6 % karboksimetil
celuloza + arapska guma

Slika 7. Inkapsulacijska uc¢inkovitost ukupnih polifenola (TPC) i hidroksicimetnih kiselina
(HC) svih inkapsulata
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EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; AG-4 %
arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan;
AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza

Slika 8. Inkapsulacijska uc¢inkovitosti feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s arapskom
gumom
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EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; GG-4 % guar
guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-3% guar
guma + 1 % karboksimetil celuloza

Slika 9. Inkapsulacijska uc¢inkovitosti feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s guar gumom
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EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; CMC-0,8 %
karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma;
CMC_AG-0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma

Slika 10. Inkapsulacijska u¢inkovitosti feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s CMC-om

Inkapsulacijska uc¢inkovitost (IU, %) odredena je koriste¢i spektrofotometrijske (HC i
TPC) metode i HPLC-DAD analizu pojedina¢nih feniletanoidnih spojeva (chinakozida,
teupoliozida, stahizozida A, poliumozida i verbaskozida) u inkapsulatima, u odnosu na njihov
udio u pocetnim otopinama, uzimaju¢i u obzir udio suhe tvari u pocetnoj otopini i u
dobivenim inkapsulatima. Prema rezultatima TPC-a i HC-a (slika 7), dobivene su visoke
vrijednosti inkpsulacijske u¢inkovitosti. Za TPC, U je u rasponu od 70,82-98,18 %, a za HC
68,87-98.88 %. Svi feniletanoidni glikozidi inkapsulirani su s visokom 1U (>74 %), pri ¢emu
se uglavnom vrijednosti kre¢u oko 90,00-95,00 % (slika 8-10). Takoder je uo¢eno da se
poveéanjem udjela polimernog nosaca povecava IU jer nosaci arapska guma i guar guma te
njihove kombinacije u ukupnom udjelu od 4 % imaju nesto ve¢u IU u odnosu na CMC i
njegove kombinacije s ukupnim udjelom od 0,8 %. Corréa-Filho i sur. (2019) zaklju¢uju kako
je koncentracija polimernog nosaca jedan od c¢imbenika koji utjeCe na zadrzavanje
bioaktivnih spojeva zbog njihovog svojstva viskoznosti u pocetnoj otopini. Navode kako
povecanje udjela krute tvari u pocetnoj otopini povecava zadrzavanje bioaktivnih komponenti
jer se smanjuje vrijeme za stvaranje ,,povrSinske kore* u atomiziranim kapljicama na pocetku
suSenja ¢ime se stvara nepropusna ,kora“ za spojeve s oksidativnom zastitom bioaktivnih
komponenti. Prema svim rezultatima kao najpogodniji materijali s najvisom IU, s obzirom na

TPC, HC i pojedinacne PhG, istaknula se arapska guma S$to potvrduju i KaluSevi¢ i sur.
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(2017) inkapsuliraju¢i ekstrakt kozice grozda suSenjem rasprSivanjem te koristec¢i razlicite
nosace. Kao objasnjenje navode stvaranje vodikovih veza izmedu fenolnih hidroksilnih
skupina iz ekstrakta kozice grozda s neSkrobnim polisaharidom poput arapske gume koja
sadrzi visok udio anionske frakcije zbog prisutnosti glukuronskog arabinogalaktana te na taj

nacin arapska guma zadrzava fenolni ekstrakt tijekom suSenja rasprSivanjem.

4.4.2. Kapacitet punjenja

mAG

. H
E— . "AG_K
H EAG_KAR
SO ——

AG_CMC
—
uGG_K
=GG_KAR
Ff mCMC
TPC6) e = CMC_K

HH

ECMC_KAR
mCMC _GG
ECMC_AG

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
kapacitet punjenja (%)

TPC-udio ukupnih polifenola; HC-hidroksicimetne kiseline; AG-4 % arapska guma; AG_K-3 % arapska guma
+ 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan; AG_CMC-3 % arapska guma + 1 %
karboksimetil celuloza; GG-4 % guar guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma +
1 % karagenan; GG_CMC-3% guar guma + 1 % karboksimetil celuloza; CMC-0,8 % karboksimetil celuloza;
CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 %
karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma; CMC_AG-0,6 % karboksimetil
celuloza + arapska guma

Slika 11. Kapacitet punjenja svih inkapsulata odreden na temelju analize udjela ukupnih
polifenola (TPC) i hidroksicimetnih kiselina (HC)
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EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; AG-4 %
arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan;
AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza

Slika 12. Kapacitet punjenja feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s arapskom gumom
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STAHA
o ——
reuoy
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kapacitet punjenja (%)

"GG_K

uGG_KAR

EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; GG-4 % guar
guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-3% guar
guma + 1 % karboksimetil celuloza

Slika 13. Kapacitet punjenja feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s guar gumom
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EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid; VERB-verbaskozid; CMC-0,8 %
karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma;
CMC_AG-0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma

Slika 14. Kapacitet punjenja feniletanoidnih spojeva kod inkapsulata s CMC-om

Provodenjem istih analiza kao za IU odreden je i kapacitet punjenja (KP). Prema
dobivenim rezultatima za TPC i HC (slika 11), KP je najveéi za uzorke s CMC-om kao
glavnim nosacem te su vrijednosti TPC-a u rasponu od 24,13-25,71 %, dok je za HC raspon
20,15-23,12 %. Pojedina¢ni spojevi odredeni HPLC analizom (slika 12-14), s ehinakozidom
koji dominira, takoder imaju najve¢i KP za uzorke s CMC-om. Zajednicko svim
inkapsuliranim uzorcima su najve¢i KP za PhG ehinakozid, pri ¢emu se istie rezultat za
uzorak 0,8 % CMC koji iznosi 6,13 %. Odreden je ve¢i KP uzorcima s manje polimera, dok
se povecanjem udjela polimera smanjuje KP S§to je suprotno dobivenim rezultatima za IU.
Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem Sahin-Nadeem i sur. (2013) koji su utvrdili da
je KP koristenjem maltodekstrina ili arapske gume za inkapsulaciju ekstrakta kadulje
znacajno smanjen povecanjem koncentracije nosaca. Kao moguci drugi razlog koji doprinosi
vecem KP za CMC, kao glavhom nosacu, su stvaranje interakcija izmedu PhG i CMC.
Klju¢ni ¢imbenik dobivanja ucinkovitog sustava za isporuku su interakcije izmedu fenola 1
polimera CMC koji stupa u selektivne interakcije s fenolima stvaraju¢i kombinaciju
vodikovih i hidrofobnih interakcija izmedu celuloze i pojedinacnih polifenola te na taj nacin
CMC ima sposobnost zadrzavanja ovih bioaktivnih spojeva. Molekule ve¢e molekulske mase

imaju bolju sposobnost vezanja na celulozu. Vezanje polifenola ovisi o dostupnosti
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celuloznih hidroksilnih skupina kao i o broju i konformacijskoj fleksibilnosti fenolnih

prstenova u njihovoj strukturi (Corkovi¢ i sur., 2021).

45. MorfoloSka  karakterizacija  inkapsulata  skenirajuéom  elektronskom

mikroskopijom (SEM)

SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN| SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm
SEM MAG: 807 x Det: SE SEM MAG: 800 x Det: SE 50 pm SEM MAG: 803 x Det: SE
BI: 11.14 Date(midly): 05117123 Bl: 11.14 Date(midly): 05/17/23 BI: 11.35 Date(midly): 05/17/23

-

SEM HV: 3.8 kV wo:15.00mm |00 MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV wp: 1500mm | | L1 MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV wp: 15.00mm | | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 800 x Det: SE 50 pm SEM MAG: 808 x Det: SE 50 ym SEM MAG: 801 x Det: SE 50 ym
Bl: 11.35 Date(mvdly): 05/17/23 BI: 11.35 Date(mvdly): 05/17/23 BI: 11.35 Date(mydly): 05/17/23

Slika 15. SEM prikaz (povecanje 800 x i slika gore lijevo 2 000/5 000 x) inkapsulata dobivenih
suSenjem rasprSivanjem vodenog ekstrakta T. montanum i razli¢itth kombinacija materijala stijenke;
A. 4 % arapska guma, B. 3 % arapska guma + 1% kolagen, C. 3 % arapska guma + 1 % karagenan, D.
3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza, E. 4 % guar guma, F. 3 % guar guma + 1% kolagen,
G. 3 % guar guma + 1 % karagenan, H. 3 % guar guma + 1 % karboksimetil celuloza, 1. 0,8 %
karboksimetil celuloza, J. 0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen, K. 0,6 % karboksimetil
celuloza + 0,2 % karagenan, L. 0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma, M. 0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % arapska guma

48



SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN| SEMHV: 3.8 kV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm
SEM MAG: 800 x Det: SE SEM MAG: 807 x Det: SE 50 ym SEM MAG: 800 x Det: SE
BI: 11.35 Date(m/dly): 05/17/23 BI: 11.35 Date(mvdly): 05/17/23 BI: 6.00 Date(mvdly): 05/17/23

SEM HV: 3.8 KV WD: 15.00 mm MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV 3 MIRA3 TESCAN  SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm
SEM MAG: 807 x Det: SE 50 ym SEM MAG: 874 x - SEM MAG: 800 x Det: SE 50 ym
Bl: 11.35 Date(midly): 05117123 BI: 11.35 BI: 11.14 Date(midly): 05117123
2 " Py -

SEM HV: 3.8 kV WD: 15.00 mm Ui MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 813 x Det: SE 50 ym
Bl: 11.35 Date(midly): 05/17/23

Slika 15. SEM prikaz (povecanje 800 x i slika gore lijevo 2 000/5 000 x) inkapsulata dobivenih
suSenjem rasprSivanjem vodenog ekstrakta T. montanum i razli¢itih kombinacija materijala stijenke; A.
4 % arapska guma, B. 3 % arapska guma + 1% kolagen, C. 3 % arapska guma + 1 % karagenan, D. 3
% arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza, E. 4 % guar guma, F. 3 % guar guma + 1% kolagen, G.
3 % guar guma + 1 % karagenan, H. 3 % guar guma + 1 % karboksimetil celuloza, 1. 0,8 %
karboksimetil celuloza, J. 0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen, K. 0,6 % karboksimetil
celuloza + 0,2 % karagenan, L. 0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma, M. 0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % arapska guma— nastavak
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Morfologija inkapsuliranog praha T. montanum s razli¢itim kombinacijama polimernih
nosaCa prikazana je na slici 15. Vidljivo je da su mikrokapsule relativno sferi¢nog i
nepravilnog oblika. Moguce je primijetiti kako koriStenjm CMC kao glavnog nosaca ili u
kombinaciji s arapskom i guar gumom pridonosi stvaranju jednolikih sfernih Cestica $to
potvrduje i istrazivanje Calegari i sur. (2022) koji isticu kako koriStenje derivata celuloze
rezultira stvaranje jednolikih ¢estica s homogenim povrSinama. Koristenjem CMC uocene su
i pukotine na povrsini mikrokapsula sto Kamthai i sur. (2017) objasnjavaju kao posljedica
niske ulazne temperature, a visoke izlazne temperature. Molekula vode pokuSava pobjeci ili
eksplodirati od medu i intramolekularnog povezivanja CMC kapljica te kao rezultat ostaju
tragovi pukotina na povrSini. Prisutnost pukotina nije pozeljno svojstvo jer se povecava
izloZzenost povrSine i propusnost plinova §to utjeCe na fizikalno-kemijsku i bioaktivnu
stabilnost praha osusenog rasprSivanjem. Uoceno je i grupiranje mikrokapsula uzrokujuci
aglomeraciju koja se istakla kod mikrokapsula s arapskom i guar gumom, kao glavnim
nosacem, S§to je u skladu s Botrel i sur. (2014) koji potvrduju stupanj aglomeracije
koriStenjem guma kao polimera. U slucaju koriStenja guar gume posebno se moze primijetiti
naboranost cCestica Sto su prethodno primijetili i Bel§¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2015), a pripisuju
neravnomjernom susenju i skupljanju. Skupljanje se javlja zbog spore difuzije inkapsuliranih
bioaktivnih spojeva. Oni se skupljaju u blizini povrSine stvarajuéi sve deblju i deblju koru na
povrsini Cestice dok se ne formira Suplja Cestica nakon cega dolazi do skupljanja kore u

¢esticu konveksno-konkavnog oblika.

50



4.6.  Invitro digestija inkapsulata u simuliranim uvjetima probavnog sustava
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* LE-liofilizirani ekstrakt; SGF-puferska otopina za simulaciju Zeluane faze; SIF-puferska otopina za
simulaciju intestinalne faze; AG-4 % arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 %
arapska guma + 1 % karagenan; AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza; GG-4 % guar
guma

Slika 16. Kinetika otpu$tanja ukupnih polifenola u simuliranim uvjetima probavnog sustava

za inkapsulate S arapskom gumom kao glavnim nosacem
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SGF-puferska otopina za simulaciju zelucane faze; SIF-puferska otopina za simulaciju intestinalne faze; AG-4
% arapska guma; AG_K-3 % arapska guma + 1 % kolagen; AG_KAR-3 % arapska guma + 1 % karagenan;
AG_CMC-3 % arapska guma + 1 % karboksimetil celuloza; GG-4 % guar guma; LE- liofilizirani ekstrakt

Slika 17. Kinetika otpustanja hidroksicimetnih kiselina u simuliranim uvjetima probavnog
sustava za inkapsulate s arapskom gumom kao glavnim nosacem
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% guar guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-
3% guar guma + 1 % karboksimetil celuloza; LE- liofilizirani ekstrakt

Slika 18. Kinetika otpustanja ukupnih polifenola u simuliranim uvjetima probavnog sustava
za inkapsulate s guar gumom kao glavnim nosacem
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SGF-puferska otopina za simulaciju Zelucane faze; SIF-puferska otopina za simulaciju intestinalne faze; GG-4
% guar guma; GG_K-3 % guar guma + 1 % kolagen; GG_KAR-3 % guar guma + 1 % karagenan; GG_CMC-
3% guar guma + 1 % karboksimetil celuloza; LE- liofilizirani ekstrakt

Slika 19. Kinetika otpustanja hidroksicimetnih kiselina u simuliranim uvjetima probavnog
sustava za inkapsulate s guar gumom kao glavnim nosa¢em

52



330

w
o
o

——CMC
270
I
£§240 = ——CMC K
a8 2210
5 ® e
» 2180 ——CMC_KAR
D v
T =150
QT
w 5120 ——CMC_GG
=0
€5
60 ——CMC_AG
30
0 —|_E

0 5 10 15 30 60 90 120|125 130 135 150 180
SGF SIF
vrijeme (min)
SGF-puferska otopina za simulaciju zelu¢ane faze; SIF-puferska otopina za simulaciju intestinalne faze; CMC-
0,8 % karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma;
CMC_AG-0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma; LE- liofilizirani ekstrakt

Slika 20. Kinetika otpustanja ukupnih polifenola u simuliranim uvjetima probavnog sustava

za inkapsulate S CMC-om kao glavnim nosacem
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SGF-puferska otopina za simulaciju Zelu¢ane faze; SIF-puferska otopina za simulaciju intestinalne faze; CMC-
0,8 % karboksimetil celuloza; CMC_K-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % kolagen; CMC_KAR-0,6 %
karboksimetil celuloza + 0,2 % karagenan; CMC_GG-0,6 % karboksimetil celuloza + 0,2 % guar guma;

CMC_AG-0,6 % karboksimetil celuloza + arapska guma; LE- liofilizirani ekstrakt

Slika 21. Kinetika otpustanja hidroksicimetnih kiselina u simuliranim uvjetima probavnog
sustava za inkapsulate s CMC-om kao glavnim nosa¢em
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Jedan od glavnih ciljeva inkapsulacije bioaktivnih komponenata je osiguranje postepenog
i kontroliranog otpustanja aktivnih tvari tijekom vremena. U ovom radu, in vitro digestija
formuliranih inkaspulata pra¢ena je TPC i HC metodom kako bi se odredio udio ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina otpusStenih nakon definiranog vremenskog intervala.
Zeludac i tanko crijevo predstavljaju mjesta u nasem organizmu gdje se polifenolni spojevi
metaboliziraju i apsorbiraju. Pod postepenim otpustanjem bioaktivnih spojeva podrazumijeva
se postepeni rast krivulje tijekom cijele analize. Liao i sur. (2021) objasnjavaju kako na
oslobodenje materijala jezgre iz mikrokapsula ovisi o brojnim ¢imbenicima, kao Sto su
struktura mikrocestica, topljivost praha, interakcije izmedu materijala jezgre i nosaca, kao i 0
otpornosti na enzime i pH. Prema dobivenim rezultatima, kod arapske gume (slika 16-17) i
guar gume (slika 18-19) nije postignuta zeljena postepena kinetika otpuStanja ukupnih
polifenola i hidroksicimetnih kiselina obzirom da su se ukupni polifenoli otpustili u prvih 5-
10 minuta. Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2015) iznose suprotno dobivene rezultate prema kojima
uporaba arapske gume i karagenana omogucuje produljeno otpustanje ukupnih polifenola u
SGF s nastavkom otapanja u SIF fazi. Suprotan rezultat postignut je koristenjem CMC-a, kao
glavnog nosaca, gdje je primijeCeno postepeno otpusStanje ukupnih polifenola (slika 20) i
hidroksicimetnih kiselina (slika 21) tijekom svih 180 minuta in vitro simulacije. Profil
postepenog otpusStanja ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina moze se povezati s
rezultatima mocivosti inkapsulata gdje se CMC pokazao kao najpogodniji nosa¢ s najmanjom
mocivosti s obzirom na svoju hidrofobnost. S druge strane arapska guma i guar guma zbog
svoje hidrofinosti i niskog kotaktnog kuta tj. ve¢e mocivosti tijekom in vitro digestije se brze

otope u puferskoj otopini i time dolazi do brZeg otpustanja bioaktivnih spojeva.
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4.7.  Analiza formuliranih bombonskih proizvoda

4.7.1. lzgled bombonskih proizvoda

d)

e)

Slika 22. Izgled bombonskih proizvoda: a) 100 % gustin, b) 75 % gustin : 25 %kuzu, ¢) 50 %
gustin : 50 % kuzu, d) 75 % kuzu : 25 % gustin, e) 100 % kuzu

Na slici 22 prikazan je izgled bombonskih proizvoda nakon proizvodnje. Gumeni

bomboni s punjenjem formulirani su kao rolada gdje je bombonski plast crvenkaste boje, a

Cokoladno punjenje smede boje. Prema vizualnoj kontroli svi su ujedaCenog izgleda i

ujednacene debljine plasta i punjenja.

4.7.2. Odredivanje udjela suhe tvari

Udio suhe tvari, vazan je parametar prehrambenih proizvoda pomoc¢u kojeg se definira

rok trajanja i kvaliteta s obzirom da taj udio utje¢e na fizikalno-kemijske, biokemijske i

mikrobioloSke procese kao 1 na izgled konacnog proizvoda.

Tablica 8. Udio suhe tvari formuliranih bombonskih proizvoda

Bombonski
uzorci

100G
75G:25KZ
50G:50KZ
75KZ:25G
100KZ

Udio suhe tvari (%)

93,75+ 0,94
95,48 + 0,50
93,86 + 2,07
96,86 + 1,21
94,66 + 0,19

100G-100 % gustin; 75G:25KZ-75 % gustin + 25 % kuzu; 50G:50KZ-50 % gustin + 50 % kuzu; 75KZ:25G-75

% kuzu + 25 % gustin; 100KZ-100 % kuzu
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U tablici 8 prikazani su rezultati udjela suhe tvari bombonskih proizvoda s rasponom
vrijednosti od 93-97 %. Delgado i Bafidn (2015) isti¢u kako bi gumeni bombon sa Zelatinom
finalno trebali sadrzavati najmanje 75 % suhe tvari. Analizom gumenih bombona s prahom
Jaban lubenice, Tarahi i sur. (2023) odredili su smanjenje udjela vode s povecanjem udjela
praha Jaban lubenice i limunske kiseline. O istom trendu smanjenja sadrzaja vode koristeci
prah kozice grozda u voénim bombonima s pektinom zapazili su i Cappa i sur. (2015), kao i

Ali i sur. (2021) dodatkom vlakana jagode i crvene cikle u zele bombonima.

4.7.3. Bioaktivna karakterizacija

VERB | o
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
mg/g s.tv. bombona
= 100KZ 75KZ:25G 50G:50KZ m75G:25KZ = 100G

TEO-teobromin; KAF-kafein; EHI-ehinakozid; TEU-teupoliozid; STAH A-stahizozid A; POLI-poliumozid;
VERB-verbaskozid; 100G-100 % gustin; 75G:25KZ-75 % gustin + 25 % kuzu; 50G:50KZ-50 % gustin + 50 %
kuzu; 75KZ:25G-75 % kuzu + 25 % gustin; 100KZ-100 % kuzu

Slika 23. Udio feniletanoidnih glikozida i metilksantina u bombonskim proizvodima

Udio pojedina¢nih komponenata (teobromina (TEO), kafeina (KAF), ehinakozida (EHI),
teupoliozida (TEU), stahizozida A (STAH A), poliumozida (POLI) i verbaskozida (VERB))
ispitivanih uzoraka bombona izraZen je u mg/g bombona te su rezultati graficki prikazani na
slici 23. Prema dobivenim podacima u jednoj porciji bombona (6 g) moguce je unijeti
prosjecno 7,74 £ 1,58 mg PhG prisutnih u inkapsulatu koji je inkorporiran u bombonsko
punjenje. 67 % ukupnog udjela PhG odnosi se na sumu ehinakozida i poliumozida koji su
najzastupljeniji PhG u porciji bombona. Prisutnost ¢okolade u punjenju dodatno obogacduje

bombon metilksantinima, teobrominom i kafeinom, ¢iji je prosjecni udio na jednu porciju
bombona 5,49 £ 1,05 mg.
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4.7.4. Teksturalna svojstva

Teksturalna svojstva jedan su od najvaznijih pokazatelja kvalitete konditorskih proizvoda
s obzirom da utjeCu na stav i percepciju potrosaca. Parametri teksture prehrambenih
proizvoda razlikuju se na mikroskopskoj i makroskopskoj razini zbog razli¢itih interakcija
izmedu strukturnih i1 ostalih elemenata proizvoda kao 1 koriStenih procesa tijekom

proizvodnje.

Tablica 9. Teksturalna svojstva uzoraka bombona s i bez punjenja

Bombonski uzorci Sila probijanja Progib povrsine Rad probijanja

povrsine (N) prije probijanja povrsine (Nmm)

(TVRDOCA) E?EXSTICNOST)
100G _bp 0,12 £ 0,02 2,02 £ 0,56 0,20 £ 0,08
100G _p 0,17 +0,01 2,04 £0,61 0,23+ 0,06
75G:25KZ _bp 0,07 +£0,01 0,95+0,10 0,06 £ 0,01
75G:25KZ _p 0,10+ 0,01 0,69 £ 0,15 0,06 + 0,02
50G:50KZ_bp 0,09 + 0,00 1,26 £ 0,21 0,09 £ 0,02
50G:50KZ p 0,15+0,01 0,98 + 0,06 0,10+ 0,01
75KZ:25G_bp 0,07+0,01 1,11+ 0,61 0,07 £ 0,05
75KZ:25G _p 0,10+ 0,01 1,52 + 0,30 0,13+ 0,03
100KZ_bp 0,06 + 0,01 2,51+0,43 0,15+ 0,03
100KZ _p 0,07 +£0,01 0,69+0,14 0,05+0,01

bp-bombon bez punjenja, p-bombon s punjenjem; 100G-100 % gustin; 75G:25KZ-75 % gustin + 25 % kuzu;
50G:50KZ-50 % gustin + 50 % kuzu; 75KZ:25G-75 % kuzu + 25 % gustin; 100KZ-100 % kuzu

U ovom radu tvrdoé¢a (0,06-0,17 N), elasti¢nost (0,69-2,51 mm) i rad probijanja povrSine
uzorka (0,05-0,23 Nmm) parametri su na temelju kojih se procjenjuju teksturalna svojstva
gumenih bombona (tablica 9). Tvrdoc¢a kao tekstualni parametar definira se kao maksimalna
sila primijenjena tijekom prve kompresije da deformira uzorak. Iz dobivenih rezultata uo¢eno
je kako ¢okoladno punjenje pridonosi tvrdo¢i bombonskih uzoraka, tako je na bombonima s
punjenjem zabiljezena nesSto veca tvrdoca u odnosu na one bez punjenja. Takoder, 100 %
kukuruzni skrob (100G_p ; 0,17 + 0,01 N) pokazuje vecu tvrdo¢u u odnosu na 100 % kuzu
skrob (100KZ_p ; 0,07 £ 0,01). Na temelju rezultata tvrdoc¢e Tarahi i sur. (2023) zakljucuju
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kako smanjenjem udjela vode tvrdo¢a gumenih bombona se povec¢ava ¢ime potvrduju tezu da
je udio vode jedan od vaznijih parametara koji utjeCu na teksturalna svojstva konditorskih
proizvoda. Slijede¢i vazan parametar je elastiCnost koja se povezuje s visinom koju hrana
dobije tijekom vremena koje prode izmedu kraja prvog i pocetka drugog ugriza. Visoka
clasti¢nost povezuje se s ve¢om potrebnom energijom Zvakanja u ustima. Rezultati pogiba
povrsine prije probijanja pokazuju kako se povecanjem udjela kuzu Skroba povecava
elasticnost bombonskog proizvoda. Posljednji parametar je rad potreban za probijanje
povrSine uzorka Sto Delgado i Bafion (2015) nazivaju zvakljivost (sposobnost zvakanja).
Zvakljivost je umnozak tvrdoée, kohezivnosti i elasti¢nosti te zato pokazuje sli¢an trend kao

vrijednosti dobivene za tvrdocu i elasti¢nost pri ¢emu se isticu uzorci 100G i 100KZ.

4.7.5. Senzorska svojstva

¢vrstoca
8
7
opéa prihvatljivost 6 adhezivnost
5
4
T—3_
| / 2 N ——100G
/ 1 75G:25KZ
naknadni okus 0 zvakljivost 50G:50KZ
75KZ:25G
100KZ
gorlina konzistencija
slatko¢a

100G-100 % gustin; 75G:25KZ-75 % gustin + 25 % kuzu; 50G:50KZ-50 % gustin + 50 % kuzu; 75KZ:25G-75
% kuzu + 25 % gustin; 100KZ-100 % kuzu

Slika 24. Senzorska svojstva formuliranih funkcionalnih bombona

U procjeni utjecaja koristenih skrobova (kukuruzni i kuzu) i1 inkorporacije inkapsulata
CMC_KAR u formulaciji gumenih bombona potrebno je ispitati senzorsku prihvatljivost s
obzirom da razli¢ite zamjene i dodatci, u odnosu na konvencionalno koristene sirovine, mogu
negativno utjecati na prihvatljivost od strane potroSaca. Obzirom na teksturalna svojstva, svih
5 bombonskih receptura relativno su podjednako ocijenjene od strane panelista te su rezultati
prikazani na slici 24. Cvrstoca, adhezivnost i zvakljivost najmanje su izrazena senzorska

svojstva u odnosu na konzistenciju 1 gor€inu koji su najizraZeniji. Altinok 1 sur. (2019)
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zvakljivost definiraju kao energiju potrebnu za zvakanje ¢vrste hrane do stanja spremnog za
gutanje, a adhezivnost kao rad uloZen za prevladavanje privlacne sile izmedu povrsine hrane i
povrsine drugih materijala s kojima hrana dolazi u kontakt. Panelisti su postigli gotovo slicne
rezultate za parametre teksture kao i uz pomo¢ analizatora teksture gdje takoder ¢vrstoca
(tvrdoca) i zvakljivost pokazuju niske vrijednosti. Slatko¢a bombona prosjecno je ocijenjena
s 4,02 = 0,23 za razliku od dominante gorcine ocijenjene sa 6,36 + 0,61, kojoj prema Le
Bourvellec i Renard (2012) pridonosi visok udio polifenola u biljnim namirnicama. Vise
ocjene naknadnog okusa ocekivane su kao posljedica jace izrazene gorcine koja potjece od
inkapsuliranog ekstrakta trave ive. Na temelju opce prihvatljivosti odabrana je najbolje

ocijenjena bombonska receptura 75G:25KZ.
4.7.6. Invitro digestija u simuliranim uvjetima probavnog sustava

Nakon konzumacije, hrana prolazi probavni sustav, gdje su probavni enzimi u ustima,
zelucu i tankom crijevu ukljuéeni u razgradnju hranjivih tvari i bioaktivnih spojeva kako bi
isti bili dostupni za apsorpciju kroz crijevnu stijenku. Probava proizvoda moze utjecati na
strukturne promjene koje utje¢u na stabilnost i biodostupnost polifenola prisutnih u matrici

hrane (Peanparkdee i lwamoto, 2022).

2,5

L
(6]

mg ekv. EHI/g uzorka
(=]
I3 =

0
0 2 5 15 30 60 90 120 125 135 150
SSF SGF SIF
vrijeme (min) =@—|E* —=@=—LE

*IE- bombonski proizvod s inkapsuliranim ekstraktom; LE- bombonski proizvod s liofiliziranim ekstraktom
SSF-puferska otopina za oralnu fazu; SGF-puferska otopina za Zelu¢anu fazu; SIF-puferska otopina za
intestinalnu fazu

Slika 25. Profil otpustanja hidroksicimetnih kiselina u simuliranim uvjetima probavnog

sustava za bombon (75 % gustin i 25 % kuzu) s inkapsulatom
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U cilju potvrde vazne svrhe inkapsulacije ekstrakta trave ive, provedena je in vitro
digestija bombona (75 % gustin i 25 % kuzu) s inkapsulatom CMC_KAR i bombona bez
inkapsuliranog ekstrakta (umjesto inkapsulata je inkorporiran liofilizirani ekstrakt) pri ¢emu
se otpustanje hidroksicimetnih kiselina odredivalo spektrofotometrijskom metodom. Slika 25
jasno prikazuje postepeno otpustanje hidroksicimetnih kiselina iz funkcionalnog bombona s
maksimumom otpustanja u crijevnoj fazi (125 min), ¢ime je ostvaren i jedan od vaznijih
ciljeva inkapsulacije kao potencijalne tehnike za omogucavanje optimiranog otpustanja
aktivnih  komponenti u probavnom sustavu. S druge strane, bombon s liofiliziranim
ekstraktom maksimum otpusStanja postize u prve dvije minute gdje je doslo do potpunog
otpustanja hidroksicimetnih kiselina u oralnom SSF puferu. Peanparkdee i Iwamoto (2022)
isti¢u kako tijekom oralne faze, odnosno pri neutralnom ili blago luznatom pH i enzimskoj
hidrolizi salivarne alfa-amilaze, moze do¢i do degradacije i/ili precipitacije polifenola zbog
interakcije proteina sline i polifenola. Primjenom inkapsulacije, odnosno uvodenja odredenog
polimernog nosaca u cilju stvaranja interakcije sa aktivnim tvarima i, posljedi¢no, zastite od
specifi¢nih uvjeta, navedeni problemi mogu se potencijalno minimizirati. Jednak rezultat
zabiljezili su Muhammad i sur. (2018) ugradivsi nanocestice cimeta u bijelu ¢okoladu pri
¢emu su utvrdili kako je otpustanje fenolnih spojeva iz inkapsuliranog ekstrakta cimeta bilo
sporije nego iz neinkapsuliranog, ¢ime su dokazali kako se inkapsulacijom smanjuje
otpustanje fenolnih spojeva iz Cokoladne matrice jer je poboljsana fizikalno-kemijska

stabilnost i sprijeCeno nekontrolirano naglo otpustanje.
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ZAKLJUCAK

Ekstrakt trave ive pokazao se kao relativno bogat izvor derivata hidroksicimetnih

kiselina- feniletanoidnih glikozida.

Dobiveni inkapsulati s hidrofobnom karboksimetil celulozom, kao glavnim nosacem,
pokazali su bolju prikladnost s obzirom na fizikalno-kemijska svojstva u odnosu na

inkapsulate s arapskom i guar gumom.

Primjenom suSenja rasprSivanjem postignuta je vrlo visoka inkapsulacijska
ucinkovitost feniletanoidnih glikozida (90,00-95,00 %), ukupnih polifenola (70,82-
98,18 %) i hidroksicimetnih kiselina (68,87-98,88 %), koriste¢i polimerne nosace

arapsku gumu, guar gumu te karboksimetil celulozu samostalno i u kombinacijama.

Analizom bioraspolozivosti polifenolnih spojeva trave ive u in vitro uvjetima
probavnog sustava, profil otpusStanja bioaktivnih spojeva iz inkapsulata s

karboksimetil celulozom pokazuju najbolja zastitna i stabilizacijska svojstva.

Uspjesno su razvijeni funkcionalni veganski bomboni s kukuruznim i kuzu skrobom
te porcijom bombonskog proizvoda (6 g) moze se unijeti 7,74 + 1,58 mg

feniletanoidnih glikozida.

Senzorski najprihvatljivija formulacija funkcionalnog bombonskog proizvoda s 75 %
kukuruznog 1 25 % kuzu Skroba pokazala je postepeno otpustanje hidroksicimetnih
kiselina u simuliranim uvjetima probavnog sustava ¢ime je potvrdena uspje$nost
tehnike inkapsulacije polifenolnog ekstrakta trave ive, kao i dobar izbor sastojaka u
bombonskoj formulaciji.
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