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Sazetak:
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Abstract:

Mountain germander (Teucrium montanum L.) is a Mediterranean plant whose long traditional use for
the prevention and treatment of various diseases is attributed to biologically active compounds, such
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1. UVOD
Pored optimizacije nutritivnog profila prehrambenih proizvoda, sve je popularnija inkorporacija
bioaktivnih sastojaka prirodnog podrijetla u prehrambene proizvode. Polifenoli predstavljaju
najrasireniju skupinu nenutritivnih bioaktivnih spojeva, a brojna znanstvena istrazivanja utvr-
dila su pozitivan ucinak njihovog svakodnevnog unosa u prevenciji razli€itih kroni€nih obolje-
nja. Aromati¢no i ljekovito bilje predstavlja jedan od najvaznijih izvora polifenola, te se u pos-
ljednjem desetljeCu intenzivno istrazuje u kontekstu funkcionalne hrane.
Trava iva (Teucrium montanum L.) je mediteranska biljna vrsta s tradicionalnom uporabom u
lijie€enju razli¢itih bolesti pri ¢emu se njena antioksidacijska, antimikrobna i protuupalna svoj-
stva pripisuju polifenolnim spojevima, odnosno fenolnim kiselinama i njihovih derivatima te
flavonoidima. Naj¢esce se koristi u obliku biljnih infuzija i tinktura, ili kao aromatizirajuce sre-
dstvo.
Polifenolni spojevi imaju ograni¢enu tehnolosSku primjenu uslijed osjetljivosti na svjetlost i to-
plinu, ograni¢ene topljivosti te nepozeljnog senzorskog profila (izrazena trpkoca i gorcina).
Kako bi se ovi nedostaci prevladali, koriste se razliite tehnike inkapsulacije (Munin i Edwards-
Lévy, 2011). Vrlo Cesto se koriste tehnike suSenja rasprsivanjem, ekstruzije, liposomalne in-
kapsulacije i koacervacije, a u posljednje vrijeme dosta se istraZuje i elektroispredanje. Teh-
nike inkapsulacije zahtijevaju primjenu nosa¢a pomocéu kojeg ¢e se bioaktivni spoj inkapsuli-
rati, a Cesto se, uz ugljikohidrate, odabiru i proteini zbog GRAS (,generally regarded as safe®)
statusa i lake probavljivosti u ljudskom probavnom traktu. Od proteina animalnog podrijetla,
najcesc¢e se koriste kolagen, kazein i proteini sirutke, dok su od biljnih najéeSc¢e upotrebljavani zein
i proteini soje. Proteinski nosaci ¢esto se mijedaju s drugim polimernim materijalom, kako bi se
poboljSala inkapsulacijska ucinkovitost.
Cilj ovog rada je inkapsulacija polifenolnih spojeva trave ive (T. montanum), uz pomo¢ bi-
narnih polimernih nosaca na bazi pululana i zeina te pululana i kolagena primjenom elektrois-
predanja. Nakon uspjesno proizvedenih nanovlakana, odredeni su parametri inkapsulacijske
ucCinkovitosti (udjel ukupnih i pojedinacnih polifenolnih spojeva) ekstrakta trave ive te je pro-

vedena njihova fizikalna i morfoloska karakterizacija.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. TRAVA IVA
Trava iva (lat. Teucrium montanum) je bilika iz roda Teucrium, podporodice Ajugoideae i
porodice Lamiaceae (Stankovi¢, 2020). Raste u obliku polugrma visine 5 - 20 cm i ima
razgranate i tanke grancica sivosmede boje (Slika 1.). Cvjetovi su blijedozute boje duljine do 1,5
cm, udruzeni u glavice (Kalodera i sur., 1996). Biljka cvate u periodu od lipnja do kolovoza, na
kamenitim i sun€anim lokalitetima (Stankovi¢ i sur., 2020). Obi¢no se nalazi u brdskim i
pretplaninskim podrugjima juzne Europe, Spanjolske, Male Azije, Krima, a moze se nadi i u
sjevernoj Europi. Trava iva je termofilna biljka te se u tim predjelima zadrzava na toplijim,
vapnenackim tlima nize nadmorske visine (Kalodera i sur., 1996).
U Hrvatskom primorju visoko je cijenjena zbog ljekovitih svojstava (Luczaj i sur., 2021).
NajCeS¢e se u tradicionalnoj medicini upotrebljava u obliku biljnih infuzija i dekokta za
ublazavanje probavnih smetnji (Savi¢ i sur., 2019), glavobolje (Jari¢ i sur., 2015a), lijecenje
zuénih oboljenja (Sari¢-Kundali¢ i sur., 2011), jetrenih oboljenja (Menkovi¢ i sur., 2011),
prodiséavanije krvi, lijieGenje reume i artritisa te ublazavanje gréeva (Sarié-Kundali¢ i sur., 2010b).
Trava iva najCeSce se konzumira kao biljna infuzija, dekokt, likera, za€in za aromatiziranje, te
kao balzam (Stankovic i sur., 2020).
Dosadadnja istraZivanja upuéuju na razli€ite bioloske uc€inke trave ive. U radu Stankovi¢ i sur.
(2011) tako je detektiran antioksidacijski u€inak metanolnog ekstrakta trave ive na stani¢nu
liniju humanog karcinoma debelog crijeva HCT-116 (50 — 1000 ug/mL). Nadalje, zabiljezen je
protuupalni uc€inak etanolnog i acetonskog ekstrakta na modelni sustav proteina, kao i
inhibicijski u€inak na aktivhost enzima a-glukozidaze (Sailovi¢ i sur., 2024) te enzima
acetilkolinesteraze (Bektasevic i sur., 2023). Detektirana je i izrazena antibakterijska aktivnost
ekstrakta trave ive na Gram negativnim bakterijama Azotobacter chlorococcum, Klebsiella
pneumoniae, P. Vulgaris, P. Aeruginosa i K. Pneumoniae (Stankovi¢ i sur., 2012). Utvrden je i
imunomodulacijski ucinak razli€itih frakcija diklormetanskog ekstrakta trave ive u vidu
stimulacije proliferacije limfocita (Li i sur., 2023).
Teucrium je rod s 300 biljnih vrsta rasprostranjenih u Europi, Sjevernoj Africi i dijelovima Azije,
a 96 % vrsta raste u mediteranskom podrucju (Tutin i sur., 1972). NajceSCe spominjana vrsta je
T. chamaedrys s 34 istrazivanja (od toga 13 iz Turske). NeSto manije je prouavana T. polium (23
istrazivanja, najvise u Iranu i Turskoj), dok se na T. montanum provelo znatho manje

istrazivanja (ukupno 11).



Slika 1. Trava iva (Teucrium montanum L.) (Anonymous, 2006)

2.1.1. Polifenolni spojevi trave ive

Polifenoli su bioaktivni spojevi prisutni u znac¢ajnim udjelima u razli¢itim dijelovima biljaka, s
preko 8000 identificiranih spojeva. Imaju ulogu u brojnim fizioloSkim procesima u biljkama,
poput obrane u stanju biotiCkog i abioti¢kog stresa, strukturne izdrzljivosti, zastitne uloge od UV
zra€enja, ulogu u obojenju i okusu te kvaliteti (De La Rosa i sur., 2019). Polifenolni spojevi
imaju aromatski prsten sa jednom ili vie hidroksilnih grupa kao supstituenata na prstenu te
se dijele na flavonoide (antocijanini, flavoni, flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavanonoli),
fenolne kiseline (hidroksibenzojeva i hidroksicimetna kiselina), tanine (hidrolizirani i
kondenzirani), stilbene i lignane. Cesto im se zbog kemijske strukture i biokemijske aktivnosti
pripisuju antioksidacijska, antimikrobna, antikancerogena i protuupalna svojstva te
preventivne uloge u razvoju bolesti, poput kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i slicno (Zhang i
sur., 2022).

U rodu Teucrium dosad je identificirano ukupno 78 polifenolnih spojeva (Stankovi¢, 2020). U
Tablici 1. prikazani su neki od polifenolnih spojeva identificiranih u travi ivi, a koji se mogu
podjeliti na hidroksibenzojeve kiseline, hidroksicimetne kiseline, feniletanoidne glikozide i
flavonoide.



Tablica 1. Polifenolni spojevi identificirani u T. montanum

elaginska BektaSevic i sur. (2023)

galna Tumbas i sur. (2004), Nasti¢ i sur. (2018),
Bektasevic¢ i sur. (2023)

gentizinska Tumbas i sur. (2004)

protokatehinska Tumbas i sur. (2004), Nasti¢ i sur. (2018)

siringinska Tumbas i sur. (2004), BektaSevi¢ i sur. (2023)

vanilinska Tumbas i sur. (2004), Nasti¢ i sur. (2018)

| Hidoksicimetnekiseine [ Reference |

ferulinska Tumbas i sur. (2004), Nasti¢ i sur. (2018),
Stankovi¢ (2012), BektaSevic¢ i sur. (2023)

kafeinska Tumbas i sur. (2004), Nasti¢ i sur. (2018),

Stankovi¢ (2012), Mitreski i sur. (2014),
BektaSevic i sur. (2023)

klorogenska Stankovi¢ (2012), BektaSevic¢ i sur. (2023)

neoklorogenska Mitreski i sur. (2014)

p-kumarinska Tumbas i sur. (2004), Stankovi¢ (2012),
BektaSevi¢ i sur. (2023)

ruzmarinska Stankovi¢ (2012), Bektasevi¢ i sur. (2023)

sinapinska Tumbas i sur. (2004)

| Feniletanoidniglkozidi [~ Reference |

ehinakozid Mitreski i sur. (2014), Sailovi¢ i sur. (2024),
Seremet i sur. (2022)

forzitozid A Sailovi¢ i sur. (2024)

forzitozid B Mitreski i sur. (2014)

izoverbaskozid Sailovi¢ i sur. (2024)

kastanozid a Mitreski i sur. (2014)

verbaskozid (akteozid) Mitreski i sur. (2014), Sailovi¢ i sur. (2024),
Seremet i sur. (2022)

samiozid Mitreski i sur. (2014)

| Flavonoidi [ Reference |

apigenin Mitreski i sur. (2014), BektaSevic i sur.
(2023)

cirsimaritin Mitreski i sur. (2014), Harbourne (1986)

cirsilineol Harbourne (1986)

cirsiriol Mitreski i sur. (2014), Harbourne (1986)

diosmin Sailovi¢ i sur. (2024)

diosmetin BektaSevic i sur. (2023)

epikatehin Nastic i sur. (2018)

izokvercetin Harbourne (1986), Sailovi¢ i sur. (2024)

kempferol BektaSevic i sur. (2023)

kempferol rutinozid Sailovi€ i sur. (2024)

kvercetin Stankovi¢ (2012)

kvercitrin Mitreski i sur. (2014)

miricetin Stankovi¢ (2012), BektaSevic i sur. (2023)

naringin Nasti¢ i sur. (2018)

naringenin BektaSevic i sur. (2023)

rutin Nasti¢ i sur. (2018), Stankovi¢ (2012),

Harbourne (1986), Sailovi¢ i sur. (2024)




2.1.2. Feniletanoidni glikozidi

Feniletanoidni glikozidi su derivati fenolnih kiselina esterificirani razli€itim brojem SecCera, a Sto
ima daje polarni karakter. izolirani su iz svih dijelova biljaka. Kemijsku strukturu &ini 2-fenil-
etanol vezan na aldoheksozu (najceS¢e B-D-glukopiranozu) koja je esterificirana nekom
fenolnom kiselinom (kafeinska, p-kumarinska, ferulinska kiselina i dr.), a na istu Secernu
komponentu su dodatno vezani razli€iti monosaharidi poput ramnoze, ksiloze, arabinoze,
aloze, galaktoze i apioze (Stankovi¢, 2020). Obzirom na broj vezanih Secera, feniletanoidni
glikozidi svrstavaju na: monosaharidne, disaharidne, trisaharidne, tetrasaharidne,
pentasaharidne i dr. (Wu i sur., 2020). Izolirani su iz razliitih porodica biljaka, poput
Acanthaceae, Lamiaceae, Magnoliaceae, Oleaceae, Rosaceae i dr. (Xue i sur., 2018) te ih je
do danas identificirano oko 572 (Wu i sur., 2020). Posjeduju mnoga bioloSki aktivna svojstva,
poput antioksidacijskog (Li i sur., 2018), neuroprotektivhog (Hantraye i sur., 1993), antiupalnog
(Wu i sur., 2020), antibakterijskog (Liu i sur., 2013), antivirusnog (Song i sur., 2016),
antidijabetickog uc€inka (Morikawa i sur., 2014) i dr. Prema dostupnim znanstvenim
istrazivanjima, u travi ivi su identificirani verbaskozid, izoverbaskozid, ehinakozid, kastanozid
A, forzitozid A i B i samiozid (Mitreski i sur., 2014).

Zbog prisutnosti hidroksilnih skupina, te esterskih i glikozidnih veza, feniletanoidni glikozidi
skloni su degradaciji pri izlaganju svjetlu, visokim temperaturama i luznatim pH vrijednostima.
Wu i sur. (2020) utvrdili su da se ukupni udjel feniletanoidnih glikozida ekstrahiranih iz cvjetova
Osmanthus fragrans zna¢ajno smanjuje pri odredenim uvjetima skladistenja. Nakon 90 dana
pri 50 °C, udjel ukupnih feniletanoidnih glikozida smanjio se za 87 %, dok se nakon 7 dana pri
80 °C isti smanjio za 84,25 %. Povecanje pH vrijednosti s 5,0 na 9,0 pri sobnoj temperaturi
ubrzalo je degradaciju verbaskozida (Vertuani i sur., 2011). Oyourou i sur. (2013) u svojem
radu odredili su 43,2 % pocetnog udjela verbaskozida nakon 2 sata, odnosno 18,6 % pocetnog
udjela verbaskozida nakon 4 sata izloZzenosti sun€evog svjetlu. U kontekstu biodostupnosti
feniletanoidnih glikozida, na in vivo modelu je odredena niska oralna bioraspolozivost te slaba
apsorpcija ehinakozida u tankom crijevu (Li i sur., 2015). Uz bioraspolozivost, vazne su i
metabolicke transformacije kroz koje feniletanoidni glikozidi prolaze u ljudskom
gastrointestinalnom traktu. Li i sur. (2016) prou€avali su stabilnost akteozida, izoakteozida i
2'-acetilakteozida u simuliranim Zelu€anim i crijevnim uvjetima te njihov metabolizam pri
djelovanju crijevnih bakterija. Akteozid se transformirao u &ak jedanaest metabolita,
izoakteozid u sedam metabolita, a 2'-acetilakteozid u jedanaest metabolita, ukljuCujudi

hidroksitirozol, hidroksitirozol sulfat i kafeinsku kiselinu.
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Slika 2. Prikaz strukture ehinakozida i verbaskozida (Stankovi¢, 2020)

2.2.  TEHNIKE INKAPSULACIJE

Inkapsulacija podrazumijeva proces u kojem se aktivna tvar ,upakirava“ u ¢vrsti omotac ili film
koji tu tvar $titi od razli€itih uvjeta (temperatura, viaga). Postoje brojne tehnike inkapsulacije
koje su pronasle svoju primjenu u raznim industrijama, za $to su primjeri navedeni nize, upravo
iz razloga Sto se tom tehnikom osjetljivi spojevi poput polifenola mogu zastititi od oksidacije i
drugih degradativnih utjecaja (Sonawane i sur., 2020). Primjerice, eteriCna ulja i uljne smole,
koje sadrze neke biljke, Stite se od evaporacije i oksidacije inkapsulacijom u suhom obliku.
Inkapsulacijom se aktivna stvar &titi i od isparavanja hlapljivog materijala, za maskiranje
nepozeljnih svojstava aktivne tvari poput okusa ili mirisa. Na Slici 3. prikazana je podjela
metoda inkapsulacija (EI-Kader A. i Hashish A., 2019).

2.2.1. Elektroispredanje

Elektroispredanje je tehnika inkapsulacije koja se koristi za proizvodnju vlakana na bazi
(bio)polimera pod utjecajem visokog napona, promjera od nekoliko nanometara do
mikrometara. Rad koji je otvorio put proizvodnji nanovlakana bio je ,Process and apparatus
for preparing artificial threads“ auora Antona Formhals 1930-ih godina, a u njemu je opisan

proces proizvodnje nanovlakana iz acetilceluloze (Formhals, 1934).
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Slika 3. Prikaz podjele inkapsulacijskih metoda (prema El-Kader i Hashish, 2019)

Dosad, elektroispredanje je najviSe istraZzeno na podru¢ju biomedicine za razvoj
biokompatabilnih materijala, farmaceutske industrije u formulaciji inkapsuliranih dozirnih
sustava (Zhang i sur., 2023), u proizvodnji senzora (Han i sur., 2023), okoliSnom inzenjerstvu
(Song i sur., 2023) i dr. U prehrambenoj industriji, najéesSc¢e se koristi u razvoju ambalaznih
materijala, poput aktivhe ambalaze antimikrobnih svojstava za produljenje skladidtenja
namirnica (Yang i sur., 2021), aktivne ambalaze obogacene bioaktivnim spojevima (Duan i
sur., 2021) i sl.

Uobi¢ajenu opremu za elektroispredanje ¢ine: visokonaponsko napajanje (kV), pumpa,
uzemljeni kolektor i igla sa stalkom (Slika 4.). Preko plasti¢ne cjevcice, Sprica je povezana sa
iglom odgovaraju¢eg promjera na €ijem se vrhu nalazi spojeni izvor visokog napona (igla je
smijestena u izoliranom kuéistu). Dovodom visokog napona, uspostavlja se elektricno polje
izmedu vrha igle i kolektora. Ukoliko se primijeni dovoljno visok napon, tj. ukoliko se uspostavi
dovoljno jaka razlika potencijala izmedu otopine biopolimera i kolektora, prevladava se
povrsinska napetost otopine i dolazi do ,rastezanja“ kapljica otopine, tj. formacije polimernog
mlaza. Bitna je koncentracija polimerne otopine za uspjeSan proces elektroispredanja. Naime,
viskozne otopine rezultiraju vlaknima s diskontinuiranom strukturom, dok otopine niske
viskoznosti Cesto rezultiraju elektrosprejanjem umijesto elektroispredanjem. Suha vlakna

sakupljaju se na uzemljenom kolektoru oblikujuéi netkanu oblogu. Tehnika se provodi na
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sobnoj temperaturi, a morfologija nanovlakana varira ovisno o vrsti koriStenog polimera i
uvjetima ispredanja. U procesu su vazni ¢imbenici 1) fizikalna svojstva otopine (viskoznost,
elasticnost, vodljivost i povrSinska napetost), 2) procesni parametri poput protoka, udaljenosti
izmedu igle i kolektora, promjera igle i veli¢ina napona te 3) parametri okolida (temperatura
otopine, vlaZznost i temperatura zraka te protok zraka). Napon igra klju¢nu ulogu u procesu
elektroispredanja jer je formiranje vlakna moguce samo kad primijenjeni napon prelazi
odredeni prag. Kako se primijenjeni napon povecava, elektrostatska sila na otopinu raste, sto
rezultira smanjenjem promjera vlakana. Molekulska masa polimera takoder zna€ajno utjeCe na
reoloSka (viskoznost, povrSinska napetost) i elektricna (vodljivost, dielektricna ¢Evrstoéa)
svojstva, pri ¢emu promjer vlakana raste s povecanjem molekulske mase i koncentracije
polimera (Faldu, 2020). Diep i Schiffman (2021) utvrdili su da se smanjenjem povrsinske
napetosti i konduktivhosti poCetne otopine alginata smanjuje promjer vlakana, ista su
konzistentna, glatka i ve¢a. Navedeno su postigli dodavanjem surfaktanta PS80 u pocetnu
otopinu. Provodenjem elektroispredanja s alginatom i dodavanjem surfaktanta, uspjeli su
inkapsulirati 2,74 x 105 CFU/g E. coli. Za otapala se najéeS¢e koriste polarno-proti¢na (voda,
etanol, metanol, mravlja kiselina, octena Kkiselina), polarno-aproticna (dimetilformamid,
diklormetan, aceton, tetrahidrofuran) te nepolarna otapala poput kloroforma. Viskoznost, kao
vazno fizikalno svojstvo otapala, utje€e na veci promjer nanovakana (Gomez-Estaca i sur.,
2012). Medutim, prevelika viskoznost moze ometati formiranje Taylorovog konusa i uzrokovati
zacepljenja igle ili mlaznice (Pillay i sur., 2013). Tanja vlakna obi¢no se postiZzu upotrebom
otapala s vecom dielektricnom konstantom, dok se smanjenjem koncentracije otopine
polimernih smjesa mogu dobiti vlakna manjeg promjera. Temperatura okoline takoder ima
utjecaj na reoloSka svojstva otopine i tlak pare otapala. lako vanjski faktori poput viaznosti
mogu znacajno utjecati na oblik viakana, ¢esto se vrijednosti vliaznosti ne navode u literaturi.
Ipak, istraZivanja su pokazala da relativha vlaznost moze utjecati na strukturu i dimenzije
vlakana te da je proces slozZeniji pri visokoj vlaznosti (Faldu, 2020). Geometrija mlaznice,
odnosno dio igle kroz koji polimer teCe, takoder utjee na proizvodnju vlakana razliCite
morfologije.

U elektroispredanju, najceS¢e se koriste dvije izvedbe: kapilarno elektroispredanje (pomocu
igle) i elektroispredanje metodom slobodnih povrsina (bez kapilare/igle/mlaznice). Kapilarno
elektroispredanje (eng. needle electrospinning) se provodi u vodoravnoj ili vertikalnoj postavi,
ovisno o relativnom odnosu pozicija pumpe i kolektora (Williams i sur., 2018). Ovisno o Zeljenoj

morfologiji, najéeSce se koriste plo¢asti i rotirajuéi kolektor (Abd Razak i sur., 2015).



Slika 4. Uredaj za elektroispredanje (Spinbox Systems User Guide)

2.2.2. Nosadi za inkapsulaciju

Odabir nosac¢a, odnosno materijala za inkapsulaciju aktivne tvari, ovisi o fizikalno-kemijskim
svojstvima korisStenog nosaca te o primijenjenoj inkapsulacijskoj tehnici. NajéesSc¢e koriSteni
nosacdi za inkapsulaciju, samostalno i/ili u kombinaciji su: i) polisaharidi (arapska guma,
pululan, guar guma, alginat, karagenan, pektin, glukomanani, ksantan guma i dr.), proteini
(kazein, Zzelatina, proteini sirutke, sojini proteini i dr.) i lipidi (fosfolipidi, glikolipidi i dr.
(Heywood, 2018).

Pululan je bijeli prah bez okusa i mirisa, nemutagen i nehigroskopan polimer koji je jestiv.
Netopiv je u organskim otapalima, osim u dimetil sulfoksidu i dimetilformamidu. Ima
sposobnost formiranja filmova u vodenim otopinama u koncentracijama ve¢ od 5-25 %. Dobiva
se mikrobnom fermentacijom pomocu Aureobasidium pullulan ili Pullularia pullulans.
Posjeduje a-(1, 4) i a-(1, 6) glikozidne veze u strukturi te je stoga fleksibilan i uspje$no se
koristi za proizvodnju nanovlakna. Sve CeSc¢e se koristi kao jestivi premaz i viSenamjenski
materijal za pakiranje hrane zahvaljujuéi svojstvima poput otpornosti na ulje, antistati¢koj
prirodi te sposobnosti stvaranja barijera za kisik i vodu (Muthusamy i sur., 2022), a u
prehrambenoj industriji moze se Kkoristiti kao zamjena za Skrob u tjestenini ili pekarskim
proizvodima (Singh i Saini, 2012). Zein je glavni skladiSni protein u kukuruzu i sastoji od Cetiri
komponente: alfa, beta, gama i delta. U komercijalnom zeinu najzastupljeniji je alfa zein, koji

se sastoji od Sest frakcija s molekularnom tezinom od 10 - 27 kDa i topiv je u 70-95 %-tnom
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etanolu. Beta frakcija je topljiva u 60 %-tnom etanolu, ali netopljiva u 95 %-tnom etanolu, dok
je gama frakcija topiva u etanolu samo uz upotrebu redukcijskog sredstva (Hudson, 1997).
Komercijalni zein slabo su topljivi u vodi. Medu biopolimerima, zein se istice svojim
jedinstvenim hidrofobnim karakterom, €ineci ga dobrim alternativnim kandidatom sintetskim
polimerima. Iz zeina se mogu stvarati biofilmovi, osnosno vlakna, no ona su Cesto lomljiva.
Neke od primjena zeina uklju€ivale su ugradivanje galne kiseline u zeinska nanovlakna kako bi
se ocuvala antioksidativna aktivnhost galne kiseline (Neo i sur., 2013). Razvijen je i
nanobiosenzor od zeinskih filmova presvuCenih tankim slojem zlata, koji se koristi za
otkrivanje alergenskih proteina u kikirikiju pomocu tehnike povrSinski pojacane Ramanove
spektroskopije (SERS) (Reza Kasaai, 2018).

3. EKSPERIMENTALNIDIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Za provedbu eksperimentalnog dijela rada koristen je nadzemni dio biljke trave ive (Teucrium
montanum L.) prikupliene u Primorskoj Hrvatskoj (naselje Varivode, Opc¢ina Kistanje
(Sibensko-kninska zupanija)). Biljni materijal je ogiéen od stranih primjesa, osu$en na suhom i
prozracnom mjestu, zatim usitnjen u elektriénom mlinu i prosijan na veli¢inu ¢estica manju od

450 pm, te kao takav koriSten za pripremu vodenog ekstrakta.

3.1.2. Kemikalije

Priprema binarnih sustava nosaca u ekstraktu

* pululan, Biosynth (Bratislava, Slovacka)

* hidrolizirani kolagen, Biosynth (Bratislava, Slovacka)

* zein, Acros Organics Bvba (Geel, Belgija)

e ledena octena kiselina, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

* suncokretov lecitin, NUTRIMEDICA d.o.0., Hrvatska
Spektrofotometrijske metode

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

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

e ehinakozid (>98 %), Biosynth, Slovacka

e metanol (100 %, HPLC Cistoce), GRAM-MOL d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)
e klorovodi¢na kiselina (37 %-tna), Kemika (Zagreb, Hrvatska)

e natrijev nitrit, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)
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natrijev molibdat, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

natrijev hidroksid, Gram-mol d.o.o. (Zagreb, Hrvatska)

Analiza tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC-PDA):

3.1.3.

mravlja kiselina (100 %, HPLC &istoée), Carlo Erba (Barcelona, Spanjolska)
acetonitril (100 %, HPLC gistoc¢e), Fischer Scietific (Waltham, SAD)
ehinakozid (>98 %), Biosynth, Slovacka

verbaskozid (>98 %), Biosynth, Slovacka

Aparatura i pribor
laboratorijski pribor: teflonski magneti, Pasteur pipete, optiCke kivete za
spektrofotometrijsko mjerenje, plasti¢ne Sprice (2 mL), mikrofilteri od regenerirane
celuloze (veli¢ine pora 0,20 um), HPLC viale za uzorke s navojnim ¢epovima - Agilent
Technologies (Santa Clara, SAD)
laboratorijsko plasti¢no posude: Falcon epruvete (50 i 15 mL), Eppendorf epruvete (2
mL), Pasteur pipete
laboratorijsko stakleno posude: odmjerne tikvice, reagens boce, menzure,
laboratorijske ¢aSe, staklene epruvete, pipete
automatske mikropipete Gilson (Villiers-le-Bel, Francuska)
elektriéni mlinac za usitnjavanje, United Favour Development (Kowloon, Hong Kong)
vorteks, Dlab Scientific (Schiltigheim, Francuska)
analiticka vaga New Classic ML204/01, Mettler Toledo (Zurich, évicarska)
centrifuga SL 8R, Thermo Scientific (Massachusetts, SAD)
magnetska mjesalica SMHS-6, Witeg Labortechnik GmbH (Wertheim, Njemacka)
vakuum upariva¢ IKA RV8 (Staufen im Breisgau, Njemacka)
ultrazvucna kupelj S60H Elmasonic, EIma Schmidbauer (Singen, Njemacka)
spektrofotometar GenesysTM 10S UV-VIS, Thermo Fischer Scientific (Waltham, SAD)
tekucinski kromatograf Agilent Series 1200, Agilent Technologies (Santa Clara, SAD)
koji se sastoji od degazera, kvarterne pumpe, automatskog injektora, termostata
kolone i DAD (eng. Diode-Array Detector) detektora
HPLC kolona Zorbax Extended C-18 (250 mm x 4,6 mm x 2,5 um, 100 A), Agilent
Technologies (Kalifornija, SAD)
uredaj za elektroispredanje Spinbox Systems, Bioinicia (Valencia, Spanjolska)

digitalni termohigrometar Boneco 200X (St. Gallen, Svicarska)
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3.2. METODE
3.2.1. Bioaktivna karakterizacija ekstrakta trave ive

3.2.1.1.  Priprema vodenog ekstrakta
Vodeni ekstrakt trave ive pripremljen je konvencionalnom ekstrakcijom pri 100 °C kroz 30
minuta u vodenoj kupelji. Omjer biljnog materijala i vode u uzorku iznosio je 1 g : 100 mL.
Ekstrakt je ohladen, filtriran kroz papirnati filter i potom uparavan do suhog na rotacijskom
vakuum uparivacu (RV8, IKA) pri temperaturi od 40 °C, te je resuspendirana suha tvar
ekstrakta u destiliranoj vodi liofilizirana tijekom 24 h (liofilizator Christ, Alpha LSCplus,
Njemacka). Tako pripremljeni liofilizat otopljen je u vodi na nacin da je dobiven 10 puta
koncentriraniji polifenolni ekstrakt odnosu na ekstrakt prije uparavanja, te je tako i korisSten za
pripremu binarnih sustava nosaca na bazi pululana i kolagena. U slu¢aju pripreme otopina
pululana i zeina pomoéu suncokretovog lecitina, liofilizat trave ive otopljen je na isti nagcin, ali

uz koristenje drugog otapala (50 % - tna ledena octena kiselina, v/v).

3.2.1.2.  Odredivanje udjela ukupnih polifenola (TPC metoda)
Ukupni polifenoli odredeni su kolorimetrijskom TPC metodom (engl. Total Phenolic Content)
temeljenoj na reakciji Folin-Ciocalteau reagensa (smjesa fosfomolibdenske i fosfovolframove
kiseline) i polifenola u luznatim uvjetima pri ¢emu fenolni spojevi reduciraju Folin-Ciocalteau
reagens stvarajuci tako plavo obojeni reakcijski kompleks. Intenzitet obojenja odreduje se
spektrofotometrijski mjernjem apsorbancije pri 765 nm (Singleton i sur., 1999), a koja je

proporcionalna koncentraciji prisutnih polifenolnih spojeva.

Postupak rada:

Otpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 yL uzorka, 500 pyL Folin-Ciocalteau reagensa
(razrjedivanjem s vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata. Na
isti nacin pripremi se i slijepa proba, a koja umjesto uzorka sadrzava destiliranu vodu. Nakon
zavrSetka reakcije (2 h), izmjeri se apsorbancija reakcijske smjese i slijepe probe pri 765 nm,
pri c¢emu se za daljnji izraCun uzima razlika vrijednosti apsorbancije reakcijske smjese i slijepe
probe. Koncentracija ukupnih polifenola izrauna se uvrStavanjem konacne apsorbancije u
jednadzbu bazdarnog pravca dobivenog iz bazdarne krivulje za ehinakozid u definiranom
koncentracijskom rasponu (50 — 1000 ug/mL) prikazane na Slici 5. Odredivanje ukupnih
polifenola provedeno je u dvije paralele, a rezultati su izraZzeni u gramima ekvivalenata
ehinakozida na 100 mL ekstrakta (g ekv. ehi/100 mL). Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost paralelnih mjerenja uz pripadajuéu standardnu devijaciju.
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Slika 5. Bazdarna krivulja ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ehinakozida pri reakcijskim

uvjetima TPC metode

3.2.1.3.  Metoda odredivanja udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Princip metode

Metoda se temelji na reakciji kiselinske hidrolize i formiranju reakcijskog kompleksa ruzi¢asto-
crvenkastog obojenja pri dodatku Arnow-og reagensa u luznatim uvjetima. Intenzitet obojenja
reakcijske smjese odreduje se mjerenjem apsorbancije na 490 nm, pri ¢emu je koncentracija
ukupnih hidroksicimetnih kiselina direktno proporcionalna intenzitetu obojenja u ispitivanom
uzorku (Matkowski i sur., 2008).

Postupak rada

U epruveti se pomijeSa 500 pL uzorka sa 1 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline, 1 mL Arnow-og
reagensa, 1 mL 8,5% -tne vodene otopine NaOH i doda se 1,5 mL destilirane vode. Sadrzaj
epruvete se vorteksira, a apsorbancija se o€itava pri 490 nm. Za slijepu probu se umjesto 100
ML uzorka otpipetira 100 pL destilirane vode te se mjeri apsorbancija koja se oduzima od
apsorbancije uzorka. Udio hidroksicimetnih kiselina izraCuna se iz jednadzbe bazdarne
krivulje za ehinakozid u definiranom koncentracijskom rasponu (25 — 1000 pug/mL) prikazane

na Slici 6., a koja prikazuje linearnu ovisnost apsorbancije o koncentraciji spoja.

Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina provedeno je u dvije paralele, a rezultati su

izrazeni u gramima ekvivalenata ehinakozida na 100 mL ekstrakta (g ekv. ehi/100 mL).

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost paralelnih mjerenja uz pripadajucu standardnu
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Slika 6. Bazdarna krivulja ovisnosti apsorbancije o koncentraciji ehinakozida pri reakcijskim

uvjetima metode za odredivanje ukupnih HC

3.2.1.4.  Kvantifikacija feniletanoidnih glikozida teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC metoda)
Za kvantifikaciju feniletanoidnih glikozida ehinakozida, verbaskozida, teupoliozida,
stahizozida A i poliumozida koristena je metoda tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC). Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti vezana za detektor s
nizom dioda (HPLC-PDA) provedena je koriStenjem analiticke kolone Zorbax Extend C-18
(250 x 4,5 mm, 5 mikrona) (Agilent Technologies, SAD). Razdvajanje je postignuto
gradijentnom eluacijom uz koristenje vodene faze A (1 % mravlje kiseline u vodi, v/V) i
organske faze B (1 % mravlje kiseline u acetonitrilu, v/v). Volumen uzorka iznosio je 5 yL, dok
je brzina protoka mobilnih faza odrzavana na 1 mL/min pri temperaturi od 25 °C. Trajanje
metode iznosilo je 50 minuta, uz dodatnih 10 minuta ekvilibracije na poCetne kromatografske
uvjete. Nepoznati spojevi identificirani su metodama spektroskopije nuklearne magnetske
rezonance i masene spektrometrije visoke razlucivosti (HR MS/MS) prema radu Mandura
Jari¢ i sur. (2023). Kvantifikacija ehinakozida i verbaskozida provedena je pomocu jednadzbe
bazdarnog pravca za ehinakozid (3—180 pg/mL) i verbaskozid (3-90) prikazane na Slici 7., dok

su preostali spojevi kvantificirani u ekvivalentima ehinakozida.
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Slika 7. Bazdarne krivulje ehinakozida i verbaskozida za kvantifikaciju HPLC metodom

3.2.2. Inkapsulacija elektroispredanjem

3.2.2.1.  Provedba elektroispredanja
Za proizvodnju nanovlakana koristeni su binarni polimerni sustavi na bazi pululana i kolagena
u vodenom ekstraktu, odnosno pululana i zeina u zakiseljenom polifenolnom ekstraktu trave

ive uz suncokretov lecitin (3 %, w/w), kako je navedeno u Tablici 2.

Tablica 2. KoriSteni binarni sustavi polimera za innkapsulaciju ekstrakta trave ive

elektroispredanjem

Polimerni Polimerni Udio Udio Ukupni Oznaka uzorka
nosa¢ 1 (%)  nosa¢ 2(%) polimernog polimernog  maseni udio
nosaca 1 nosaca 2 nosaca (%)

PUL KOL 80 20 12 PUL:KOL/80:20

PUL KOL 60 40 12 PUL:KOL/60:40
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PUL KOL 40 60 12 PUL:KOL/40:60

PUL ZE 80 20 15 PUL:ZE/80:20
PUL ZE 60 40 15 PUL:ZE/60:40
PUL ZE 40 60 15 PUL:ZE/40:60

Pripremljene otopine nosaca u ekstraktu trave ive najprije su homogenizirane na magnetnoj
mijeSalici u trajanju od 12h pri sobnoj temperaturi. KoriSten je uredaj za elektroispredanje s
uzemljenim kucistem, peristaltickom pumpom, stalkom za metalnu glavu s plasticnom iglom (22
G) te plocastim kolektorom. Dovod polimerne otopine od pumpe do igle omogucen je
plasticnom cjev€icom. Parametri procesa elektroispredanja za otopine nosaca u ekstraktu

definirani su prema Tablici 3.

Tablica 3. Procesni parametri elektroispredanja otopina nosaca u polifenolnom ekstraktu trave

ive
Polimerni sustavi Protok otopine Napon (kV) d igia - kolektor (CMN)
(mL/h)
PUL:KOL 0,8 19-21 13
PUL:ZEIN 0,8 19-24 kV 12 - 15

Proces se provodio pri temperaturi od 25 £ 2 °C i relativnoj vlaznosti od 32 £ 1 %, koja je
mjerena digitalnim termohigrometrom Boneco 200X. U prisutnosti visokog napona, formirao
se tzv. Taylorov konus na vrhu igle, i posljedi€no, elongirani i stabilni mlaz polimerne otopine.
Uz istovremeno isparavanje otapala, formirala su se nanovlakna, sakupliena na plo¢astom
kolektoru prekrivenom aluminijskom folijom. Svi uzroci nanovlakana dodatno su liofilizirani te

su pohranjeni u eksikatoru na sobnoj temperaturi do daljnjih analiza.

3.2.2.2.  Odredivanje inkapsulacijske ucinkovitosti polifenolnih spojeva u nanovlaknima
Inkapsulacijska u&inkovitost pripremljenih vlakana odredena je mjerenjem ukupnog udjela
polifenola TPC metodom opisanom u potpoglavlju 3.2.1.2. te analizom pojedinaénih
feniletanoidnih glikozida HPLC-PDA metodom opisanom u potpoglavlju 3.2.1.4.
Sve otopine nosaca u ekstraktu za elektroispredanje i dobiveni uzorci nanovlakana najprije su
precipitirani 96 %-tnim etanolom u svrhu uklanjanja prisutnih polimera. Otpipetirano je 300 yL
razrijedene otopine nosaca / prethodno otopljenog inkapsulata i 300 uL 96 %-tnog EtOH za

uzorke na bazi pululana i kolagena, odnosno 70 %-tnog EtOH za uzorke na bazi pululana i
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zeina. Nakon centrifugiranja (7000 rpm, 15 min), dio supernatanta koristen je za TPC analizu,
a dio uzorka je profiltriran (RC Chromafil filteri, 0,20 ym) u vijalice za HPLC analizu.
Inkapsulacijska ucinkovitost, izraZzena kao omjer udjela polifenolnih spojeva prilikom ulaska u
proces i koncentracije polifenolnih spojeva u inkapsulatu, izraunata je prema sliedecoj
formuli:

U (%)=Wi/Wu %100 [1]
pri ¢emu je Wi udio polifenolih spojeva na suhu tvar liofiliziranih nanovlakana (raCunata kao

100 %), dok je Wu udio polifenolnih spojeva na suhu tvar polimerne otopine.

3.2.2.3.  MorofloSka karakterizacija nanovlakana

Za analizu uspjeSnosti formiranja nanovlakana elektroispredanjem iz odabranih binarnih
sustava polimera te za odredivanje relativne distribucije nanovlakana, korisStena je pretrazna
elektronska mikroskopija (eng. scanning electron microscopy). Ova tehnika omoguéava
dobivanje realne dvodimenzionalne slike uzoraka s visokom razlu€ivo$éu. Osnovni princip
rada temelji se na proizvodniji snopa visokoenergetskih elektrona iz volframove niti. Ti elektroni
prolaze kroz elektromagnetske le¢e koje precizno usmjeravaju elektrone prema promatranom
uzorku, pri ¢emu se generira slika na temelju prozvedenih elektriénih signala. Uzorci su
najprije naneseni na specijalizirane nosace,a prethodno su impregnirani slojem zlata u cilju
osiguranja elektricne provodljivosti. Mikroskopsko skeniranje je provedeno pomodu
pretraznog elektronskog mikroskopa (TESCAN CAN Mira3) pri naponu od 10 kV, a slike su
shimane pri povec¢anjima od 5000 — 10000 x.

Relativha distribucija promjera nanovlakana odredena je analizom dobivenih pretrazenih
elektronskih mikrografija pomoc¢u Imaged softvera za obradu slika (Nacionalni Institut za
zdravlje i Laboratorij za opti¢ku i raCunsku instrumentaciju Sveucilista u Wisconsinu, SAD).

Obradeno je 60 nanovlakana unutar svakog uzorka.

4. REZULTATI I RASPRAVA
Cilj ovog rada bio je inkapsulirati polifenolni ekstrakt trave ive elektroispredanjem uz koristenje
dva binarna sustava nosafa (PUL:KOL i PUL:ZE) te odrediti prikladnost polimernih
kombinacija za dobivanje inkapsuliranih dozirnih sustava u obliku nanovlakana odredivanjem

inkapsulacijske ucinkovitosti i morfoloskih karakteristika.

4.1. BIOAKTIVNA KARAKTERIZACIJA EKSTRAKTA TRAVE IVE

Za karakterizaciju bioaktivnih spojeva trave ive koriStene su spektrofotometrijske metode
odredivanje udjela ukupnih polifenola i udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Za
karakterizaciju pojedinih feniletanoidnih glikozida koristena je HPLC metoda. U Tablici 4.
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prikazani su dobiveni rezultati.

Tablica 4. Bioaktivna karakterizacija vodenog ekstrakta trave ive

TPC HC ehinakozid teupoliozid stahizozid A poliumozid verbaskozid

g/100 mL

0,730+0,009 0,690+0,004 0,152+0,018 0,041+0,007  0,085+0,013  0,057+0,008  0,039+0,006

TPC- ukupni polifenoli, HC - ukupne hidroksicimetne kiseline

Prema rezultatima iz Tablice 4. mozZe se zakljuciti da otprilike 20 % udjela ukupnih polifenola
trave ive Cini ehinakozid, dok su teupoliozid, stahiozozid, poliumozid i verbaskozid odredeni u
manjem udjelu. Dakle, ehinakozid je dominantni feniletanoidni glikozid u travi ivi koji se nalazi
jos u 2 vrste roda Teucrium, dok je verbaskozid zastupljen ¢ak u 12 vrsta roda Teucrium
(Stankovi¢, 2020). Sli¢ne rezultate za udjel ehinakozida i verbaskozida u C. salsa dobili su

Kartbaeva i sur. (2017), odnosno poliumozida u C. sinensis (Lu i sur., 2013).

4.2. BIOAKTIVNA KARAKTERIZACIJA NANOVLAKANA

Inkapsulacijska ucinkovitost predstavlja vazan parametar pri odredivanju potencijala
polimernih nosa¢a u zadrzavanju polifenolnih spojeva. Prema dobivenim rezultatima (Slika 8. i
9.), vidljivo je da se najbolja inkapsulacijska ucinkovitost postigla kod sustava polimera
PUL:KOL/80:20 (107,82 %) i kod polimera PUL:ZE/60:40 (103,77 %). Kod ostalih polimernih

otopina takoder je postignuta dobra inkapsulacijska u€inkovitost koja je bila iznad 80 %.
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Slika 8. Inkapsulacijska ucinkovitost ukupnih polifenola u nanovlaknima na bazi PUL:KOL
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Slika 9. Inkapsulacijska uc€inkovitost ukupnih polifenola u nanovlaknima na bazi PUL:ZE

% U

Usporedbom rezultata inkapsulacijske ucinkovitosti pojedinacnih feniletanoidnih glikozida
(Slike 10. i 11.), primjeCuje se da je ehinakozid inkapsuliran u svim polimernim sustavima u
najve¢em udjelu (77,04-94,30 %), a vrlo dobru uspjeSnost inkapsulacije ima i stahizozid A
(75,64-93,87 %). Sto se ti¢e sastava polimera, u ovom radu uginkovitiji su se pokazali sustavi
PUL:KOL/40:60 gdje je inkapsulacijska u€inkovitost izmedu 89,54 i 94,59 %, te PUL:ZE/60:40
gdje se ucinkovitost kretala izmedu 80,94 i 92,68 %.
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Slika 10. Inkapsulacijska ucinkovitost pojedinacnih feniletanoidnih glikozida u nanovlaknima na
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Slika 11. Inkapsulacijska ucinkovitost pojedinacnih feniletanoidnih glikozida u nanovlaknima na
bazi PUL:ZE

Nishimoto-Sauceda i sur. (2022) dokazali su u svojem istrazivanju da se inkapsulacijom
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molekula a-tokoferola i rezveratrola uz zein kao nosac poboljSava njihova bioraspolozivost.
Tako su nanovlakna zeina zadrzala oko 47 % a-tokoferola i 80 % rezveratrola nakon 84 dana
skladiStenja, odnosno antioksidacijska aktivnost ovih spojeva u inkapsuliranom obliku
povecala se za 17 % u usporedbi sa slobodnim komponentama. IstraZivanje je pokazalo da
zeinom inkapsuliran resveratrol ima bolju bioraspoloZivost kada se uzima oralno, produzujuci
poluvrijeme raspada s 1-3 sata na 9 sati. Sli€na poboljSanja odredili su Dai i sur. (2017) za
kvercetin inkapsuliran u nanocestice zeina. Inkapsulacijom kurkumina uz nosace zein i lecitin,
stabilnost kurkumina povecala se za 70 % pri toplinskoj obradi i za 20 % pri izlaganju UV
zraCenju u odnosu na slobodni kurkumin. Zhang i sur. (2019) dokazali su da polimer zein-
kazeinat-alginat, koristen za inkapsulaciju propolisa, poboljSava kemijsku stabilnost fenolnih
spojeva u propolisu S&tite¢i ih od razgradnje uzrokovane promjenama pH, te povecava
bioraspolozivost propolisa za 50% u odnosu na slobodni propolis. Navedeni rezultati navode
na zaklju¢ak da zein kao nosa¢ ima dobar potencijal za inkapsulaciju bioaktivnih tvari u
kombinaciji s drugim polimerom, u ovom slu¢aju s pululanom. Wen i sur. (2017) inkapsulirali
su nizin unutar amarant/pululanskih nanovlakana, postigavsi visoku ucinkovitost inkapsulacije
od 95 %. Takoder su uspjesno inkapsulirali folnu kiselinu u navedenu smjesu polimera s
uCinkovito§¢u vecom od 95 %, Sto ukazuje da je pululan dobar nosa€ za inkapsulaciju
bioaktivnih spojeva u kombinaciji s nekim proteinima te je u ovom radu koristen s kolagenom

i zeinom.

4.3. MORFOLOSKA ANALIZA NANOVLAKANA

Vizualizacija uspjeSnosti elektroispredanja omogucéena je primjenom pretrazne elektronske
mikroskopije. Prema Slikama 12. i 13., vidljivo je da su sve binarne otopine nosaca u ekstraktu
trave ive na bazi pululana i zeina rezultirale strukturom nanovlakana, dok je medu tri ispitivane
kombinacije na bazi pululana i hidroliziranog kolagena jedna (PUL:KOL/40:60) rezultirala
zna€ajno naruSenom morfologijom, odnosno pojavom mikroCestica i nanovlakana
neujednace-ne strukture te zbog toga nije analizirana na relativhu distribuciju i prosjecni
promjer nanovla-kana. Nadalje, vidljiva je i razlika u morfologiji nanovlakana ekstrakta trave

ive ovisno o binarnim sustavima nosaca.
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Slika 13. Mikrografije nanovlakana ekstrakta trave ive na bazi pululana i zeina:
a) PUL:ZE/40:60, b) PUL:ZE/60:40, c) PUL:ZE/80:20

Uocava se razlika u morfoligiji vlakana ekstrakta trave ive na bazi pululana i zeina, u odnosu
na pululan i kolagen. Vlakna s kolagenom su gusce sabijena, u odnosu na zeinska vlakna koja
su homogene strukture. Kod nanovlakana PUL:KOL/40:60 primje¢uje se zrnata struktura i
nekontinuirana vlakna koja su porozna. Kod zeinskih vlakana ne dolazi do pojave zrnaca, koja
su posljedica prelaska iz elektroispredanja u elektrosprejanje, vec su vlakna ravne strukture i
kontinuirana bez pora. Qian i sur. (2013) testirali su utjecaj parametara elektroispredanja na
morfologiju nanovlakana koristeci razli€ite koncentracije pululana (12, 15, 20, 25, 30 %) te su
utvrdili da se kontinuiranost vlakna uspostavila kod koncentracija pululana izmedu 15 i 30 %,
dok se promjer nanovlakana povecavao povecanjem koncentracije pululana. Na Slici 14. i 15.
prikazana je relativna distribucija nanovlakana ekstrakta trave ive i vidi se da su u ovom
istrazivanju najveci promjer imala nanovlakna na bazi pululana i zeina, neovisno o omjeru.
Uocava se da su vlakna najmanje kvalitete, odnosno poroznija vlakna, proizvedena primjenom
sustava PUL:KOL/40:60, dok se povecanjem koncentracije pululana dobivaju homogenija
vlakna, $to je posebice vidljivo kod uzorka s nosaem PUL:KOL/80:20. Promjer nanovlakana
na bazi PUL:KOL/60:40 u prosjeku je iznosio oko 120 nm, a kod PUL:KOL/80:20 oko 115 nm.
Promjer nanovlakana na bazi pululana i zeina kretao se u rasponu od oko 130 nm
(PUL:ZE/40:60) do oko 180 nm (PUL:ZE/80:20), odnosno promjer raste sa povecanjem udjela
pululana. Drosou i sur. (2018) dobili su sliCne rezultate ispitivajuci utjecaj uvjeta procesa na
morfologiju vlakana, koristeCi nosacCe pululan i protein sirutke. Kako su ispitivane polimerne
otopine bile zasicenije pululanom, tako je promjer nanovlakana rastao. Takoder su utvrdili da je
termiCka stabilnost nanovlakna na bazi pululana i proteina sirutke bolja u odnosu na vlakna od

Cistih proteina sirutke.
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5. ZAKLJUCCI

1) U vodenom ekstraktu trave ive odredeno je pet feniletanoidnih glikozida s ehinakozidom

kao dominantnim sastojkom (20 % udjela ukupnih polifenola).

2) Polifenolni spojevi ekstrakta trave ive uspjeSno su inkapsulirani elektroispredanjem u formi
nanovlakana koriStenjem binarnih sustava nosaca pululana i zeina te pululana i kolagena, pri
¢emu je postignuta visoka inkapsulacijska ucinkovitost svih ispitivanih feniletanoidnih glikozida u
nanovlaknima na bazi PUL:KOL (IU: 72,07 — 94,59 %) i PUL:ZE (76,27 — 92,68 %) sustava

nosaca.

3) Nanovlakna ekstrakta trave ive na bazi pululana i zeina homogene su strukture, dok su
nanovlakna na bazi pululana i kolagena sabijene strukture, a nanovlakna na bazi binarnog

sustava PUL:KOL/40:60 rezultirala su naruSenom morfologijom i pojavom mikrocCestica.
4) Povecanje udjela zeina u odnosu na pululan, rezultiralo je i povecanjem prosje¢nog

promjera nanovlakana na bazi PUL:ZE sustava, dok taj trend nije uocen prilikom povecanja

udjela hidroliziranog kolagena u odnosu na pululan.
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Izjava 0 izvornosti

Ja Tea Vuksan izjavljujem da je ovaj zavrdni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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