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1. UVOD



Preradom sirovina biljnog porijekla u razne proizvode nastaju velike koli¢ine otpada.
IskoriStavanje otpada iz prehrambene industrije danas je od velikog interesa zbog
ekonomske isplativosti te mogucnosti proizvodnje proizvoda s dodanom vrijednoScu
(Valiente i sur., 1995). Vinova loza jedna je od najzastupljenijih uzgajanih kultura u svijetu, a i
u Hrvatskoj. Tijekom prerade grozda u vino ili sok nastaje kruti otpad koji se naziva trop.
Trop grozda sastoji se od zaostale koZice bobica grozda, sjemenki te peteljki (Bordiga i sur.,
2019), a izrazito je bogat bioaktivnim komponentama — fenolnim spojevima (Fontana i sur.,
2013). Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji imaju pozitivan utjecaj na ljudsko
zdravlje kao $to je protuupalni, antialergijski i antimkrobni ucinak, koji proizlazi iz njihove
antioksidacijske aktivnosti. Nadalje, fenolni spojevi izrazito su nestabilni i osjetljivi te je
potrebno ocuvati njihovu stabilnost (Ajila i sur., 2011). Inkapsulacija je metoda kojom se
upotrebom omotacda neka aktivna tvar Stiti od okoline u kojoj se nalazi te se pokazala kao
uCinkovita tehnika za ocuvanje bioaktivnih svojstava fenolnih spojeva (Grgi¢ i sur., 2020).
Prednost inkapsulacije je omogudéavanje kontroliranog oslobadanja inkapsuliranih
bioaktivnih spojeva te omogucéavanje njihove potencijalne apsorpcije u ciljanim dijelovima
gastrointestinalnog sustava. S ciljem ispitivanja otpustanja i stabilnosti bioaktivnih spojeva
najéesce se provodi in vitro simulacija probave. Ovim na¢inom oponasaju se procesi koji se
odvijaju u ljudskom probavnom sustavu. U razumijevanju mehanizma otpustanja bioaktivnih
komponenti veliku ulogu ima matemati¢ko modeliranje, odnosno matematicki modeli koji su
se pokazali kao vrlo koristan alat za opisivanje otpustanja aktivnih tvari do mjesta mogude
apsorpcije, odnosno tankog i debelog crijeva (Bruschi, 2015). U ovom radu ispitan je utjecaj
primjene razli¢itih omotaca prirodnog porijekla na in vitro otpustanje inkapsuliranih fenolnih

spojeva iz tropa grozda te je navedeni proces opisan prikladnim matemati¢ckim modelima.



2.TEORUISKI DIO



2.1. FENOLNI SPOJEVI TROPA GROZPA

Trop groZda je kruti nusprodukt koji nastaje nakon presanja svjeZzeg grozda u proizvodniji
bijelog vina i preSanjem fermentirane komine grozda u proizvodnji crnog vina i ¢ini cca. 20-
25% pocetne mase grozda (Spigno i sur., 2017). Danas se u svijetu proizvede otprilike 9
milijuna tona tropa groida godiSnje (Katalini¢ i sur., 2010). Trop groZda je kompleksnog

sastava i sastoji se od:

» sjemenki grozda — obi¢no dvije ili tri po bobici i one ¢ine cca. 25-35% mase svjeZeg
tropa grozda bez peteljke. Vrlo su bogate antioksidansima primjerice fenolnim
spojevima te masnim kiselinama primjerice omega-6 esencijalnom masnom
kiselinom - linolnom kiselinom (Unusan, 2020);

» koZice — membrana koja okruzuje pulpu i sjemenke, a sastoji se od epiderme od 6-10
slojeva spljostenih stanica, prekrivenih vosStanom tvari zvanom pruina, idealnim
supstratom za rast kvasaca i drugih mikroorganizama (Putnik i sur., 2018); a katkada i

» peteljki — uglavnom se sastoje od celuloznih tvari, male koli¢ine jednostavnih
ugljikohidrata te organskih i mineralnih soli. Peteljka obavlja vazne funkcije u
transportu svih tvari koje se taloze u bobicama i odlikuje se visokim sadrzajem tanina

(Barros i sur., 2015).

Na kemijski sastav tropa grozda utjecu sorta grozda, stupanj zrelosti, berba i tehnoloski
proces vinifikacije (Kammerer i sur., 2004; Arnous i Meyer, 2009). Trop grozda sastoji se od
42,6-74,5% vlakana, 2,7-49,1% Secera, 7,0-23,5% proteina i 4,8-6,7% ukupnih fenolnih
spojeva (Zheng i sur., 2012; Manara i sur., 2014). Zadnjih nekoliko godina sve viSe istrazivanja
usmjereno je na potencijalnu upotrebu tropa grozda u proizvodnji prehrambenih dodataka
ili proizvoda s dodanom vrijednos¢u uglavnom povezanih s ¢injenicom da je trop groida
bogat izvor fenolnih spojeva koji imaju protektivni ucinak na ljudsko zdravlje zbog
antioksidativnog djelovanja (Taladrid i sur., 2023). Procjenjuje se da oko 60-70% fenolnih
spojeva grozda zaostaje u tropu dok samo 30% fenolnih spojeva prijede u vino tijekom

procesa vinifikacije (Dwyer i sur., 2014).

Fenolni spojevi su najrasprostranjeniji sekundarni metaboliti koji nastaju putem Sikiminske
kiseline u biljkama tijekom njihova rasta ili kao odgovor na stresne uvjete okolisa kao $to su

mikrobne infekcije, ozljede ili UV zracenje. Uglavhom se nalaze u vocéu, povrcu,



mahunarkama, caju, vinu i kavi, a njihov sadrzaj u biljci ovisi o sorti, uvjetima uzgoja,
dozrijevanju, berbi, kao i o uvjetima prerade i skladisStenja (Grgi¢ i sur., 2020). Poznato je da
su odgovorni za organolepti¢ka svojstva biljne hrane te daju boju mnogim vrstama voda i
povrca (Alara, 2021). Fenolni spojevi prisutni u tropu grozda mogu se podijeliti na fenolne
kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Peixoto i sur., 2018; Rebello i sur., 2013; Singh i sur.,

2016) (Slika 1).

FLAVONOIDI

FENOLNI

SPOJEVI

Slika 1 Prikaz podjele fenolnih spojeva

Fenolne kiseline sadrze jedan aromatski prsten i najmanje jednu organsku skupinu
karboksilne kiseline, a dijele se na derivate benzojeve kiseline (galna, p-hidroksibenzojeva,
vanilinska, siringinska, benzojeva kiselina) i derivate cimetne kiseline (cimetna, p-kumarna,
kafeinska, ferulicna, sinapinska kiselina). U biljkama se pojavljuju kao esteri ili glikozidi
konjugirani s drugim prirodnim spojevima, a u manjoj mjeri u obliku slobodnih kiselina
(Goleniowski i sur., 2013).

Flavonoidi su najrasprostranjenija skupina fenolnih spojeva u biljkama, a i u tropu grozda.
Njihova struktura sastoji se od ugljikovog kostura od 15 ugljika (C6-C3-C6) koji sadrzi dva
benzenska prstena povezanih heterociklickim prstenom na koji je vezan kisik (Grgi¢ i sur,

2020). Na temelju oksidacije heterociklickog prstena, flavonoidi se mogu podijeliti u skupine:



flavan-3-oli (epikatehin, katehin, epikatehin galat, galokatehin galat), flavonoli (kvercetin,
kaempferol, miricetin), flavoni (luteolin, apigenin), antocijani (malvidin, peonidin, petunidin,
cijanidin), flavanoni (hesperetin, naringenin) i izoflavoni (genistein, daidzein) (El Gharras,
2009). Flavonoidi su najzastupljeniji spojevi u sjemenkama grozda, posebice flavan-3-oli i
njegovi polimeri (Yu i Ahmedna, 2013), a nakupljaju se u koZici i liS¢u s obzirom da ih
sintetizira svjetlost. Flavanoni se mogu nadi u raj¢icama i nekom aromatskom bilju poput
metvice, ali u velikim koncentracijama prisutni su u citrusnom vocu, a izoflavoni, koji se jo$
nazivaju i fitoestrogeni, najzastupljeniji su u mahunarkama (Manach i sur., 2004; Pandey i
Rizvi, 2009). PokoZica grozda bogata je antocijanima koji su odgovorni za boju grozda, ali
posjeduju i mnoge pozitivne uloge u ljudskom zdravlju poput uloge u smanjenju rizika od
kardiovaskularnih bolesti i hiperglikemije (Lavelli i sur., 2016).

Lignani su fenolni dimeri koji imaju strukturu 2,3-dibenzilbutana (struktura C6-C3-C3-C6).
Sudjeluju u stvaranju gradevnih blokova za stvaranje lignina, koji je odgovoran za ¢vrstocu
biljnog stani¢nog zida. Caj, kava, vino, orasasti plodovi i Zitarice, samo su neke od namirnica
bogate lignanima. Lignani su iznimno poZeljni zbog toga Sto posjeduju antioksidacijska,
antikancerogena, antivirusna, i insekticidna svojstva (Simpson i Amos, 2017; Grgi¢ i sur.,
2020).

Struktura stilbena temelji se na okosnici C6-C2-C6, koja se sastoji od dva aromatska prstena
povezana etilenskim mostom (Pandey i Rizvi, 2009). Jedan od opseZno proucavanih stilbena
je resveratrol zahvaljujuci Sirokom spektru bioloSkih aktivnosti, ukljucujuéi protuupalno
djelovanje, antikancerogeno djelovanje te zastitu od kardiovaskularnih i

neurodegenerativnih bolesti (El Khawand i sur., 2018).

2.2. INKAPSULACIJA

Inkapsulacija je proces kojim se neka aktivna tvar, koja moze biti tekucina, plin ili krutina,
oblaze nekim materijalom (omotacem) radi zastite od okoline i ocuvanja kemijskih,
fizioloskih i bioloskih svojstava (Eghbal i Choudhary, 2018). Postoje razli¢ite tehnike

inkapsulacije i naj¢esée se dijele na kemijske i mehanicke (Slika 2).



INKAPSULACIIA

(" ) (" )

Kemijske metode

Fizikalne metode -emulgiranje
- susenje rasprsivanjem -primjena liposoma
-hladenje pomocu raspsivaca -koacervacija
-suSenje smrzavanjem -molekularna inkluzija
-ekstruzija -ionsko geliranje

-enkapsulacija u kvascu

. J & _J

Slika 1 Osnovna podjela metoda inkapsulacije

U posljednjih nekoliko godina inkapsulacija je izazvala veliko zanimanje zbog mogucénosti
Siroke primjene u razli¢itim industrijama, primjerice za ocuvanje bioaktivnih spojeva protiv
razgradnje uzrokovane uvjetima okoliSa (toplina, svjetlost, zrak, vlaga), poboljSavanje
pozeljnih svojstava namirnice, prikrivanje neugodnih mirisa i/ili okusa (Eghbal i Choudhary,
2018). Inkapsulacija se takoder koristi za poveéanje bioraspolozZivosti bioaktivnih spojeva,
poput lijekova i fenolnih spojeva, na nacin da se upotrebom razlic¢itih materijala omotaca

omogucuje ciljana dostava i kontrolirano otpustanje (Beirdo-da-Costa i sur., 2013).

Omotaci

Ovisno o materijalu koji se inkapsulira i Zeljenim karakteristikama krajnjeg proizvoda, postoji
Sirok izbor prirodnih i sintetickih polimera koji se mogu koristiti kao omotaci. Sastav omotaca
ima glavnu ulogu u odredivanju funkcionalnih svojstava inkapsulata, isto tako utjece i na
odabir prikladne metode za inkapsulaciju (Shahidi i sur., 1993). Neka od svojstava koja

omotaci moraju sadrzavati su:

» dobra reoloska svojstva pri visokim koncentracijama i lakoc¢a rukovanja,
» sposobnost da ne reagira s materijalom koji se inkapsulira kako tijekom procesa
inkapsulacije tako i tijekom skladistenja,

» topljivost u otapalima prikladnim u prehrambenim industrijama,



» nemogucnost izazivanja kemijskih reakcija sa inkapsuliranim materijalom te

» ekonomicnost (Grgic¢ i sur., 2020).

Postoje mnogi omotaci koji se koriste u procesu inkapsulacije (Tablica 1), ali najceSce
koriSteni omotaci su prirodnog porijekla te su to ugljikohidrati (Skrob, maltodekstrin,
guma arabika, kitozan), proteini soje i sirutke, Zelatina i lipidi ili njihove kombinacije

(Mishra, 2016).

Tablica 1 Podjela materijala za inkapsulaciju bioaktivnih spojeva (Mishra 2016)

Biljni izvori: guma arabika, tragacanth, karaya, mesquite, guar guma,
rogac, tara guma, konjac, pektin
Mikrobni izvori: kitozan, dekstran, gelan, ksantan i curdlan guma

Polimeri ugljikohidrata
Morski izvori: alginati, carrageenan

Derivati skroba i skrob: maltodekstrini, dekstrini, ciklodekstrini,

celuloza i derivati celuloze

Lipidi Masne kiseline i alkoholi, gliceridi, voskovi, fosfolipidi, parafin

Proteini proteini soje, graska rize isirutke, gluten, kazein, Zelatina

2.2.1. Maltodekstrini

Maltodekstrini su polisaharidi koji se sastoje od a(l->4) vezane glukoze. Nastaju
djelomi¢nom hidrolizom kukuruznog brasna s kiselinama ili enzimima. Kako bi pripadali
istoimenoj grupi, moraju imati vrijednost dekstroznog ekvivalenta (DE) manju od 20, a ako je
DE vedi od 20, nazivaju se krutine kukuruznog sirupa (Madene i sur., 2006). Koriste se za
inkapsulaciju hlapljivih tvari u procesima suSenja rasprsivanjem i ekstruzije. Predstavljaju
dobar kompromis izmedu cijene i ucinkovitosti, nemaju okusa i mirisa, lako su probavljivi,
imaju nisku viskoznost i slaba svojstva emulgiranja te su dostupni u razli¢itim molekularnim
masama Sto su neke od prednosti zbog kojih se cesto upotrebljavaju (Mishra, 2016).
Medutim imaju ograni¢enu primjenu zbog niske sposobnosti emulgiranja i zadrzavanja
hlapljivih komponenti, stoga se najcesée koriste u kombinaciji s drugim materijalima

(Muangrat i sur., 2019).



2.2.2. Alginati

Alginati su anionski hidrofilni heteropolisaharidi kojih ima u izobilju u prirodi, a postoje i kao
komponente smedih morskih alga (Phaeophyceae) i kao polisaharidi nekih bakterija u tlu
(Hecht i Srebnik, 2016). Sastoje se od f-D-manuronske i a-L-glukonske kiseline povezane
1->4 vezom (Khajouei i sur., 2018), a njihov omjer kao i struktura alginata odreduju svojstva
otopine alginata te utjece na stabilnost inkapsuliranog materijala prilikom inkapsulacije. Ovaj
polisaharid sadrzi mnogo anionskih ili kationskih skupina u strukturi i pokazuje jedinstveno
fizikalno svojstvo elektrostatske interakcije, odnosno, ima sposobnost stvaranja cvrstih
gelova. Naime, dodatkom di- i trovalentnih metalnih iona kao S$to su dvovalentni
zemnoalkalijski metali (Ca?*, Sr?* i Ba?*) ili trovalentni Fe3* i AI** ioni, ionskim interakcijama i
intramolekularnim povezivanjem izmedu skupina karboksilnih kiselina smjesStenih na
polimernoj okosnici i kationa koji su prisutni dolazi do njihovog geliranja (Sachan i sur.,
2009). Danas se alginati vrlo ¢esto primjenjuju u inkapsulaciji mnogih tvari poput stanica,
DNK, mikroorganizama, hranjivih tvari te u kontroliranom oslobadanju aroma, minerala i

lijekova (Bertagnolli i sur., 2014; Larsen i sur., 2003).

2.2.3. Guma tragacanth

Gume su skupina polisaharida koji se mogu prirodno proizvesti iz biljnih izvora (drveée i
grmlje, sjemenke i gomolji), algi (crvene i smede morske alge) ili mikrobnih izvora. Neka
stabla i grmovi izluéuju gume kao ljepljive izluCevine, kao odgovor na mehanicke ozljede ili
bioloske napade koji se obi¢no stvrdnu kako bi zatvorili ranu i pruZili zastitu (Nussinovitch,
2009). Guma tragacanth je polisaharid kojeg proizvodi drvenasti zimzeleni grm roda
Astragalus karakteristi¢an za pustinjsku i planinsku regiju Azije (Imeson, 1992). Sastoji se od
dvije frakcije: topljive u vodi (tragacanthinska kiselina i mala koli¢ina arabinogalaktana) i
netopljive frakcije, ali koja bubri u vodi, nazvane basorin. Jedna je od najotpornijih guma na
kiselinu i najucinkovitiji prirodni emulgator za kisele emulzije ulja u vodi te se Cesto koristi
kao stabilizator, emulgator i zgusnjivaé u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji (Weiping i Branwel, 2000). Fizikalno-kemijska i funkcionalna svojstva gume
tragacanth znatno ovise o vrsti, stoga je prilikom odabira odgovarajuée vrste gume
tragacanth bitno znati njenu buduéu primjenu. Unatoc relativno visokoj cijeni, ova guma jos

uvijek privlaci paznju mnogih prehrambenih industrija zbog svojih izvanrednih i jedinstvenih



svojstava. Medutim, odrZiva opskrba gumom tragacanth glavni je problem koji ogranicava

njenu komercijalnu primjenu u mnogim industrijama (Nejatian i sur., 2020).

2.2.3. Guma arabika

Guma arabika je polisaharid koja je eksudat iz Acacia arabica grana i stabljika. Sastoji se od
D-glukonske kiseline, D-galaktoze, L-ramnoze i L-arabinoze. Okosnicu gume arabike ¢ine 1,3-
vezama povezane f-D-galaktopiranozilne jedinice s 1, 6-vezama povezanim bo¢nim lancima
galaktopiranoze (Koyyada i Orsu, 2021). Osnovna svojstva koja ¢ine gumu arabiku jednu od
najcesce koristenih omotaca iz skupine guma i koja omogucuju njezinu svestranu primjenu u
vedini metoda inkapsulacije su niska viskoznost, dobra topljivost, sposobnost emulgiranja i
sposobnost zadrzavanja hlapljivih komponenti. Ipak, njezina primjena je ograni¢ena s
obzirom na cijenu i dostupnost u usporedbi s drugim ugljikohidratima, a takoder djeluje kao
polupropusna membrana $to utjece na veéu podloznost oksidaciji (Mishra, 2016).

Guma arabika posjeduje antibakterijska, nutritivna, hipoglikemijska i imunosupresivna
svojstva zbog Cega se u farmaceutskoj industriji koristi kao sredstvo za zgusnjavanje,

emulgiranje, suspendiranje, ublaZzavanje mirisa te zacjeljivanje rana (Koyyada i Orsu, 2021).

2.2.4. Metoda liofilizacije

Liofilizacija ili suSenje zamrzavanjem najprikladnija je tehnika za dehidraciju, odnosno
suSenje materijala osjetljivih na toplinu, ali isto tako i za njihovu inkapsulaciju (Desai i Park,
2005; Rezvankhah i sur., 2019). To je proces koji obuhvadéa tri faze: zamrzavanje, primarno
suSenje, odnosno sublimacija leda te sekundarno suSenje koje se jo$ naziva i desorpcija.
Uzorak koji se inkapsulira sadrzi aktivnu komponentu i omotac te je u obliku tekuce
suspenzije i kao takav se zamrzava, a voda koja se nalazi u uzorku pretvara se u kristale leda.
U zamrznutom proizvodu postoji mala koli¢ina vode koja se ne zamrzne nego ostane tekuca,
a naziva se vezana voda. Faza primarnog suSenja je proces sublimacije leda iz zamrznutog
proizvoda, a potom se u drugoj fazi sublimirani led pretvara u paru i izlazi kroz dehidrirani
uzorak. Vodena para prolazi kroz komoru do kondenzatora. U zavrinoj fazi, vodena para se
kondenzira i na povrsini uzorka se mogu vidjeti pore na mjestu gdje su bili kristali leda. U
sekundarnom koraku susenja, voda koja nije izolirana kao led niti sublimirana uklanja se iz

proizvoda (Pikal i sur., 1990; Tang i Pikal, 2004).
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Ukoliko je liofilizacija uspjeSno provedena vecina izvornih svojstava liofiliziranog materijala
kao Sto su oblik, veli¢ina, izgled, okus, boja, miris i tekstura ¢e ostati nepromjenjena
(Ceballos i sur., 2012). Produkt inkapsulacije liofilizacijom inkapsulirana biti ¢e u praskastom
obliku, a ucinkovitost inkapsulacije, kontrolirano otpustanje ili ocuvanje bioloSke aktivnosti
aktivne tvari uglavnom ¢e ovisiti o sastavu i strukturi omotaca (Ray i sur., 2016). Glavni
nedostaci ove metode su velika potroSnja energije i dugo vrijeme procesa. Osim toga,
tijekom procesa izmedu aktivne tvari i okoline stvara se barijera s vrlo poroznom strukturom
koja daje slabu zasStitu kada je potrebno produljeno oslobadanje inkapsulirane aktivne

komponente poput lijekova (Zuidam i Shimoni, 2009).

Usprkos tome, liofilizacija je najprikladnija i najc¢es¢e koriStena metoda suSenja termicki
osjetljivih proizvoda zbog brojnih prednosti kao $to su: dugo razdoblje o¢uvanja zbog niskog
udjela vode u produktu, minimalna kontaminacija zbog moguénosti rada u asepti¢nim
uvjetima, minimalan gubitak hlapljivih i termoosjetljivih komponenti, smanjena oksidacija
tvari zbog rada pri snizenom tlaku (Kunal i sur., 2015). 1z navednih razloga, vrlo je poZeljna

metoda za inkapsulaciju fenolnih spojeva (Mourtzinos i Goula, 2019).

2.3. OTPUSTANJE FENOLNIH SPOJEVA

Fenolni spojevi opsezna su skupina prirodnih spojeva i posjeduju raznoliku bioloSku
aktivnost poput antioksidativhog, antikancerogenog, protuupalnog, antialergijskog,
antivirusnog, antimikrobnog djelovanja i joS mnogih (Buci¢-Koji¢ i sur., 2020). Ipak,
zdravstvene dobrobiti unesenih fenolnih spojeva putem namirnica uvelike ovise o njihovoj

bioraspoloZivosti u probavnom sustavu.

BioraspoloZivost ukljuc¢uje biodostupnost i bioaktivnost fenolnih spojeva (Slika 3) (Grgic i
sur., 2020). Odredivanje bioraspolozZivosti aktivnih tvari kao Sto su fenolni spojevi u
prehrambenim proizvodima je iznimno zahtjevno zbog kompleksnosti namirnice koja sadrzi
fenolne spojeve uz druge komponente i etickih pitanja u istraZivanju te zbog toga vedina
istrazivanja fokus stavlja na ispitivanje biodostupnosti. Biodostupnost bioaktivnog spoja se
moze definirati kao koli¢ina tog bioaktivnog spoja koji se oslobada iz neke namirnice u

probavni trakt te se moze apsorbirati (Carbonell-Capella i sur., 2014).
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BIORASPOLOZIVOST BIODOSTUPNOST BIOAKTIVNOST

tijelo moze pohraniti ili apsorpciju i asimilaciju spoja do tkiva i asimilaciju,
iskoristiti u razlicitim | kroz crijevni epitel te | | medudjelovanje s drugim

metabolickim i fizioloskim crijevnii jetreni | | molekulama, metabolizam i

procesima metabolizam biotransformacije

udio sastojka koje ljudsko ukljucuje probavu, uklju€uje transport sastojka

Slika 3 Povezanost pojmova: bioraspoloZivost, biodostupnost i bioaktivnost (preuzeto i
prilagodeno prema Grgic¢ i sur., 2020)

Fenolni spojevi kao komponente hrane se ne oslobadaju u potpunosti, a oni oslobodeni se
slabo apsorbiraju. Apsorbirani fenolni spojevi se u pravilu ne mogu se u potpunosti
transportirati do mjesta djelovanja kako bi izvrSili svoje bioaktivne ucinke poput
antioksidacijskog djelovanja. Osim toga, njihova fizikalno-kemijska svojstva ukljucujuci
stupanj polimerizacije ili glikozilacije, polaritet i interakcije s drugim komponentama (vlakna,
lipidi, proteini) hrane, kao i utjecaje okoline poput pH vrijednosti i temperature vazni su

¢imbenici koji mogu utjecati na njihovu biodostupnost (Shahidi i Peng, 2018).

Kao sto je navedeno ranije, biodostupnost ukljuuje probavu i proces apsorpcije. Probava
ukljucuje razgradnju velikih netopivih molekula hrane, potpomognuta razli¢itim probavnim
enzimima i odgovarajuc¢im pH vrijednostima, u manje topive molekule (Shahidi i Peng, 2018).
Kemijska struktura fenolnih spojeva i naéin na koji su vezani unutar namirnice utjeu na
njihovu apsorpciju u pojedinim fazama probavnog sustava (Lingua i sur., 2018). U
namirnicama su prisutni u slobodnom, konjugiranom i netopivom vezanom obliku. Slobodni
fenolni spojevi su u obliku aglikona, odnosno bez vezane jedinice Secera, dok konjugirani
oblici sadrZe vezani Secer te se nazivaju glikozidi. Fenolni spojevi u obliku aglikona i glikozida
veéinom se lako oslobadaju iz stanicne membrane namirnice u probavnim sokovima i dalje
apsorbiraju u probavnom sustavu (Shahidi i Peng, 2018; Grgic¢ i sur., 2020). Netopivi vezani
fenolni spojevi kovalentno su vezani za neprobavljive komponente namirnice kao Sto su
polisaharidi (pektin, hemiceluloza, celuloza i arabinoksilan), strukturni proteini i visoko
polimerizirani fenoli poput tanina i lignina (Shahidi i Ambigaipalan, 2015). Zvakanje u ustima
je prva faza probave fenolnih spojeva, koja se uglavnom temelji na usitnjavanju namirnice i
njenom mijesanju sa slinom. Usitnjavanje namirnice tijekom Zvakanja omogucuje djelomi¢no

oslobadanje fenolnih spojeva, ali takoder uzrokuje poveéavanje povrsine gdje dolazi do
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interakcija sa probavnim enzimima i proteinima iz sline (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014).
Kada dospiju u Zeludac, fenolni spojevi se oslobadaju iz namirnice i hidroliziraju u kiseloj pH
okolini, ovisno o njihovoj kemijskoj strukturi i interakciji s komponentama namirnice unutar
koje se nalaze (Velderrain-Rodriguez i sur., 2014; Arenas i Trinidad, 2017). Tijekom Zelu¢ane
faze moguca je apsorpcija slobodnih fenolnih spojeva poput fenolnih kiselina, a
neapsorbirani fenolni spojevi prelaze u tanko crijevo i pH se mijenja od kiselog (pH 2—-4) do
neutralnog (pH 7). Kiseli uvjeti prisutni na pocetku probave u tankom crijevu mogu
pogodovati prisutnosti fenolnih spojeva. Kako pH raste, Zucne soli te enzimi koje luci
gusteraca se aktiviraju i pridonose apsorpciji fenolnih spojeva. Takoder, istrazivanja su
pokazala da u ovoj fazi dolazi i do smanjenja biodostupnosti izoflavonoida i flavonoida
(Chitchumroonchokchai i sur., 2012) i razgradnje antocijana (Bohn, 2014). Nadalje, ukoliko se
radi o vocu ili povréu, ovisno o vrsti i dijelu biljke, udio vezanih fenolnih spojeva varira od 20
do 90% (Acosta-Estrada i sur., 2014), a samo manje od 10% ih moZe proci kroz epitel tankog
crijeva u cirkulacijski sustav i izvrsiti bioaktivne funkcije u ciljanim stanicama i/ili tkivu.
Ostatak neapsorbiranih fenolnih spojeva probavnim sokovima prijelazi u debelo crijevo i
ondje se moZe metabolizirati i otpustiti putem fermentacije u debelom crijevu, a zatim se
moze apsorbirati i dalje metabolizirati (Shahidi i Yeo, 2016). Vezani fenolni spojevi
djelomic¢no ili vrlo malo se otpustaju, a samo mali dio njih uspije proci kroz crijevni epitel i
dodi do krvotoka Sto dovodi do niske biodostupnosti u tankom crijevu (Peng i sur., 2017;
Shahidi i Yeo, 2016). Fenolni spojevi se opsezno metaboliziraju mikroflorom debelog crijeva,
uglavnom u fenolne kiseline manje molekularne mase, koje se bolje apsorbiraju kroz stjenku
debelog crijeva nego njihovi izvorni spojevi, povecavajuéi biodostupnost fenolnih spojeva
(Williamson i Clifford, 2017). Mikrobiota debelog crijeva oslobada jednostavne aromatske
spojeve iz razgradnje aglikona, ukljuCujuéi hidroksifenilacetatne kiseline iz flavonola,
hidroksifenilpropionske kiseline iz flavona i flavanona te fenilvalerolaktone i

hidroksifenilpropionske kiseline iz flavanola (Ozdal i sur., 2016).

2.3.1. In vitro staticki model ispitivanja biodostupnosti fenolnih spojeva

Modeli koji simuliraju gastrointestinalnu probavu u laboratorijskim uvjetima nazivaju se
gastrointestinalni modeli i mogu biti staticki ili dinamicki. Gastrointestinalna probava in vitro
simulira fizioloske postupke, kao Sto su vrijeme prolaza, enzimski uvjeti i pH, koji se odvijaju

u ljudskom probavnom sustavu. U statickim modelima, produkti probave su imobilizirani i ne
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oponasaju fizicke procese poput rezanja, mijeSanja, hidratacije i drugih. U slucaju dinamickih
modela, kontinuirane promjene u fizikalno-kemijskim uvjetima, ukljuéujuéi promjene pH od
usta do Zeluca i crijeva, mijenjanje koncentracije lu¢enja enzima i peristalticke sile u
gastrointestinalnom traktu se mogu provoditi radi bolje simulacije in vivo uvjeta (Wojtunik-

Kulesza i sur., 2020).

Staticki model, usprkos svojim ogranicenjima, omoguéuje procjenu biodostupnosti in vitro
modelima i moZe korelirati s rezultatima dobivenim iz istraZivanja na ljudima i pomocu
Zivotinjskih modela (Liang i sur., 2012). Ovo su najcesce koriSteni probavni modeli u kojima
se Zelutana faza sastoji od hidrolize pepsina u homogeniziranoj hrani pri pH 1-2 i
temperaturi 37 °C tijekom odredenog vremenskog razdoblja (1-3 h). Nakon toga, crijevna
faza moze se odvijati u istom reaktoru uz dodatak enzima gusterace sa ili bez Zucnih soli pri
pH 6-7 u trajanju od 1 do 3 sata. Prilikom uporabe statickog modela ¢esto se upotrebljavaju
velike koli¢ine otopina koje predstavljaju probavne sokove, a mehanicke sile uzrokovane
kontinuiranim mijeSanjem nisu reprezentativne za sloZene peristalticke pokrete (Kong i
Singh, 2008). Staticki modeli ne oponasaju dinamicke procese koji se odvijaju tijekom ljudske
probave, kao Sto su stalne promjene u pH vrijednostima, sekrecija ili praznjenje Zeludca

(Guerraisur., 2012) Sto im je glavni nedostatak.

2.4. MATEMATICKO MODELIRANJE OTPUSTANJA FENOLNIH SPOJEVA

Otpustanje nekog aktivnog sastojka poput inkapsuliranih fenolnih spojeva ili primjerice
lijekova vrlo je vaino svojstvo koje predstavlja preduvjet za njegovu apsorpciju u ljudskom
organizmu. Pomo¢u matematickog modeliranja, mogude je pomocu matematickih jednadzbi
opisati funkcionalnu ovisnost otpustanja aktivne tvari o vremenu trajanja procesa otpustanja
(Bruschi, 2015). Matematicki modeli su vazan alat za dizajniranje farmaceutskih formulacija,
procjenu procesa oslobadanja lijeka in vitro i/ili in vivo i za postizanje kontroliranog
otpustanja aktivne tvari (Peppas i Narasimhan, 2014). lako postoji nekoliko mehanizama koji
mogu utjecati na kontrolirano otpustanje, tri glavha mehanizma uklju¢ena u otpustanje
bioaktivnih spojeva iz inkapsulata su: difuzija, bubrenje, razgradnja ili erozija (Leong i Langer,

1988).

Difuzija

14



Difuzija je prevladavajuéi mehanizam kada se dogada otpustanje aktivne tvari iz inkapsulata.
Zbog razlike u koncentraciji aktivne tvari u inkapsulatu i izvan njega dolazi do difuzije aktivne
tvari s mjesa viSe na mjesto niZe konentracije (Ko i Gunasekaran, 2014). Inkapsulirana Cestica
tijekom difuzije moze ostati nepromijenjena ili se njen izgled i oblik mogu promijeniti zbog
pojave bubrenja, skupljanja, fragmentacije ili erozije. Na brzinu otpustanja inkapsuliranih
bioaktivnih spojeva mogu utjecati mnogi parametri ukljucujuéi karakteristike spoja (polaritet
ili molekularna masa), karakteristike omotaca (fizikalno-kemijska svojstva, interakcije sa
aktivnim spojem, polaritet, reologija), fizikalno-kemijska svojstva svojstva inkapsulata (oblik,
veli¢ina, struktura), brzina protoka okolne tekuéine i gradijent koncentracije bioaktivnih tvari
izmedu omotaca i okolne tekuéine ili plina (McClements, 2010).
Bubrenje
Bubrenje inkapsulata dogada se kao rezultat apsorpcije otapala. Brzina otpustanja
bioaktivnih tvari moze se odrediti brzinom bubrenja i vremenom potrebnim da bioaktivna
tvar difundira kroz nabubreni sustav (McClements, 2010). Na bubrenje inkapsulata moze
utjecati prisutnost bilo kojeg sastojka koji djeluje kao osmolit, uzrokujuéi prodiranje otapala
u inkapsulirani sustav. Ovaj mehanizam otpustanja moZe se kontrolirati odgovarajuéim
odabirom polimera, odnosno omotaca, kao i kontrolom nad uvjetima okoline kao $to su
temperatura i pH okolne otopine (Jafarii sur., 2017).
Razgradnja ili erozija

Razgradnja inkapsulata se najceSée spominje u smislu biorazgradnje te se odnosi na
postupak prekidanja lanca ili razgradnje biomaterijala pomoéu mikroorganizmima. Nakon
razgradnje polimera otpustaju se spojevi jezgre koji su rasprSeni unutar polimera (Ko i
Gunasekaran, 2014). Kod jedne skupine biorazgradivih materijala povrSina inkapsulata se
smanjuje tijekom vremena Sto kao posljedicu ima smanjenje otpustanja aktivne tvari. Kod
druge skupine, inkapsulat se postupno razgraduje u prvoj fazi, medutim, u drugoj fazi, udio
razgradnje aktivne tvari se ubrzava zbog fenomena autokatalize, a glavnina erodira tijekom
relativno kratkog razdoblja (Ko i Gunasekaran, 2014).

Erozija je mehanizam u kojem se oslobadanje bioaktivnih sastojaka moze dogoditi bez
njihovog transporta (Jafari i sur., 2017). Erozija moze biti potaknuta fizikalnim ¢imbenicima
kao Sto je visoka temperatura, kemijskim ¢imbenicima kao $to je utjecaj jake kiseline ili baze
te enzimskom aktivnosti. Postoje dvije vrste erozije: masovna erozija (engl. bulk) -

razgradnja se dogada kroz cijelu Cesticu i povrSinska erozija — degradacija se dogada samo na
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vanjskoj strani Cestice (McClements, 2010). Profil otpustanja je kontroliran brzinom kojom se
erozija dogada, a na njega utjeCu svojstva inkapsulata i okolisni ¢imbenici odgovorni za
eroziju te je li mehanizam erozije povrsinski ili masovni.

U biorazgradivim polimerima dominantni mehanizam je difuzija, ali u biorazgradivim
polimerima takoder su ukljuéeni bubrenje i erozija. Na temelju ove kategorizacije Cesto se

razvijaju matematicki modeli kontroliranog otpustanja aktivne tvari.

Ciljevi primjene matematickog modeliranja su razjasnjavanje prijenosa mase i kemijskih
reakcija koje se odvijaju u odredenim sustavima ukljucujuéi inkapsulate (Lokhandwala i sur.,
2013). Pomocu prikladnih matemati¢kin modela moguée je predvidjeti utjecaj fizikalno-
kemijskih parametara inkapsulata (dimenzije, geometrija, tekstura) i ucinkovitost
inkapsulacije na mehanizam otpustanja aktivhe tvari uz smanjen broj potrebnih
eksperimenata Sto dovodi do ekonomsko-energetske ustede zbog smanjenog broja
potrebnih eksperimenata (Arifin i sur., 2006; Peppas i Narasimhan, 2014, Siepmann i Peppas,
2012). Podaci o kinetici otpustanja aktivne tvari iz inkapsulata klju¢ni su za istraZivanje
potencijala upotrebe inkapsuliranih cestica u prehrambenim sustavima (Assadpour i sur.,
2017). Ukoliko je otpustanje vrlo sporo, moguce je koristenje inkapsulata u proizvodnji
funkcionalne hrane i hrane sa dodanom vrijednoséu. Nasuprot tome, velike brzine
otpustanja aktivnih tvari iz inkapsuliranih Cestica poveéavaju njihovu izloZenost i smanjuju

njihovu zastitu (Robert i sur., 2012).

Prema Siepmann i Siepmann (2013), postoje Cetiri elementa koja treba pazljivo razmotriti u

primjeni matematickog modeliranja za opisivanje procesa kontroliranog otpustanja:

1. Sto je viSe parametara uzeto u obzir u modelu, to¢nija je sposobnost predvidanja
procesa modelom iako primjena velikog broja parametara ¢ini modele sloZenim te je
stoga bolje uzeti u obzir samo glavne parametre s najveé¢im utjecajem na promatrani
proces;

2. usporedbu izmedu teoretskih i eksperimentalnih podataka potrebno je napraviti ili
prilagodavanjem modela eksperimentalnim rezultatima ili usporedbom teorijskih

podataka neovisno o eksperimentalnim podacima;
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3. niti jedan od predloZzenih modela ne moZe se koristiti za sve vrste sustava, tocnije
neki od njih mogu se koristiti za Sirok raspon sustava, dok drugi mogu imati
ogranicenu primjenu za odredene vrste sustava;

4. ponekad postoje odredeni eksperimentalni podaci koji nisu u skladu s rezultatima
modela, unato¢ dobrom slaganju izmedu razli¢itih eksperimentalnih i teorijskih

rezultata.

Dalje u radu su opisani su matematicki modeli koriSteni u izradi diplomskog rada. Svi ispitani
modeli temelje se na Fickovom zakonu difuzije, koji je temelj raznih empirijskih i teorijskih

matematickih modela, za opisivanje kontoliranog otpustanja tvari, dostupnih u literaturi.

2.4.1. Model prvog reda

Model prvog reda slijedi Fickov zakon difuzije, odnosno brzina otpustanja aktivne tvari ovisi o
gradijentu koncentracije. Drugim rijeCima, pokretacka snaga tijekom otpustanja je razlika
izmedu koncentracije aktivne tvari unutar i izvan omotaca inkapsuliranog materijala. Model

prvog reda moZze se opisati izrazom (1):

C, = Coe kat (1)
gdje su Co —pocetna koncentracija aktivne tvari u otapalu u koje se otpusta (u vecini slu¢ajeva
Co =0) iz inkapsulata, C: — koncentracija otpustene tvari u otapalu u vremenu t, a k3 —
konstanta modela prvog reda. Koncentracija aktivne tvari unutar inkapsulirane Cestice opada
tijekom procesa zbog otpustanja, a buduéi da se pretpostavlja da je takvo otpustanje
linearno, u ovoj hipotezi mogu postojati razlike izmedu eksperimentalnih i predvidenih
krivulja otpustanja (Manca i Rovaglio, 2003). U ovom modelu, koncentracija otpustene
aktivne tvari proporcionalna je koncentraciji preostale inkapsulirane tvari, a otpusta se u

ovisnosti o vremenu trajanja procesa (Bruschi, 2015).

2.4.2. Higuchi model

Godine 1961. Higuchi je objavio najpoznatiju i najées¢e koristenu matematic¢ku jednadzbu za
opisivanje brzine otpustanja lijekova (Higuchi, 1961) koja je kasnije nadopunjena 1962.

(Higuchi, 1962) i 1963. godine (Higuchi, 1963) i naj¢esce se opisuje izrazom (2):

Ct == kH\/E (2)
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gdje je C: — koncentracija otpustene aktivne tvari u vremenu t, a Ky — Higuchijeva konstanta.

Ova tri rada omogucila su razvoj mnogih teorijskih modela za opisivanje otpustanja aktivnih
tvari koje su manje topljive kao i vrlo topljive, sadrzane u ¢vrstim ili polukrutim Cesticama

(Costa i Lobo, 2001).

Postoje pretpostavke koje treba slijediti prilikom koristenjem Higuchi modela (Malekjani i

Jafari, 2020; Siepmann i Peppas, 2012):

> matriks sadrzZi poetnu koncentraciju aktivne tvari vecu od topljivosti aktivne tvari,
> debljina matriksa veca je od veli¢ine molekula aktivne tvari,

» difuzija je jednosmjerna i konstantna

> bubrenje i otapanje matriksa je zanemarivo i

> savrSeni uvjeti tonjenja postizu se u trenutku ispustanja matriksa.

2.4.3. Hixson-Crowell model

Hixson-Crowell model ili model kubnog korijena opisuje otpustanje aktivne tvari iz sustava
gdje postoji promjena na povrsini omotaca i promjena u veli¢ini Cestica, odnosno ovim
modelom pretpostavlja se da je povrsSina Cestice koja se smanjuje u veli¢ini proporcionalna

kubi¢énom korijenu volumena te se opisuje izrazom (3):

i i
C,”> = C,® = Kyct (3)
gdje je Co —pocetna koncentracija aktivne tvari u otapalu u koje se otpusta, C:— koncentracija
otpustene tvari u otapalu u vremenu t, a Kic — konstanta brzine otpustanja Hixson-Crowell

modela (Hixson i Crowell, 1931).

U ovom izrazu pretpostavlja se da je brzina otapanja kroz inkapsuliranu cesticu
ogranicavajuéi faktor. Ovaj je model primjenjiv na planarne strukture gdje se otpustanje

odvija iz sustava paralelnim s povrsSinom aktivne tvari (Bruschi, 2015).

2.4.4. Korsmeyer-Peppas model

Korsmeyer i sur. (1983) i Ritger i Peppas (1987a, 1987b) predlozili su jednostavnu jednadzbu
za opisivanje kontroliranog oslobadanja iz polimernih sustava. Ovaj je model takoder poznat

kao engl. power law te je navedeno da postoji eksponencijalna proporcionalnost izmedu
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koli¢ine oslobodene bioaktivne tvari i vremena otpustanja (Lao i sur., 2011). Ukoliko je glavni
mehanizam otpustanja difuzija, dijagram otpustene koli¢ine u odnosu na kvadratni korijen iz
vremena bio bi linearan, ali ako se mehanizam oslobadanja ne ponasa prema Fickovom

zakonu difuzije, opca jednadzba je sljedeca (4):

.- kgpt™ (4)

gdje je gdje je C: — koncentracija otpustene tvari u otapalu u vremenu t, a Cx — ravnotezna
koncentracija otpustene tvari, kkp — konstanta brzine (koja ovisi o strukturnim promjenama i
geometriji sustava, tzv. konstanta brzine otpustanja), a n — eksponent otpustanja koji ovisi o

mehanizmu otpustanja.
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Cili ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj razli¢itih omotaca (natrij alginata,
kombinacije natrij alginata i maltodekstrina: DE 16,5-19,5; kombinacije natrij alginata i gume
arabike te natrij alginata i gume tragacanth) koriStenih za inkapsulaciju ekstrakata tropa
grozda sorte cabernet sauvignon na otpustanje fenolnih spojeva iz inkapsuliranih ¢estica u
uvijetima simulirane probave in vitro. SuSenje zamrzavanjem, odnosno liofilizacija,
primijenjeno je kao metoda inkapsulacije ekstrakta. Nadalje, cilj je bio ispitati
antioksidacijsku aktivnost alikvota probavnih tekuéina tijekom otpustanja fenolnih spojeva iz
inkapusliranih  Cestica, te opisivanje kinetike otpustanja fenolnih spojeva pomocu

matematickih modela.

3.2. MATERUALI | METODE

Istrazivanje je provedeno na tropu grozda sorte cabernet sauvignon, berba 2018, prikupljeno
iz vinarije Erdut. Prije upotrebe, trop grozda je osusen na zraku (~ 48 h pri temperaturi od
25-27 °C) i zatim samljeven na veli¢inu €estica od £ 1 mm pomo¢u ultracentrifugalnog mlina

(Retsch ZM200, Haan, Njemacka).

3.2.1. Kemikalije

Tijekom provedbe eksperimentalnog dijela rada koriStene su sljedeée kemikalije: natrijev
hidroksid, natrijev klorid, natrijev acetat (bezvodni), natrijev hidrogen fosfat, natrij hidrogen
karbonat, kalijev klorid, kalijev dihidrogen fosfat, kalcijev klorid dihidrat, magnezijev klorid
heksahidrat, apsolutni etanol (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska); 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin
(TPTZ), guma arabika (prah), guma tragacanth, natrijeva sol alginske kiseline iz smede alge
niske viskoznosti, maltodekstrin (dekstrozni ekvivalent 16,5-19,5), monohidrat galne kiseline
(Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD); Folin Ciocalteu reagens (CPA chem, Bogomilovo, Bugarska);
zeljezo(llNklorid heksahidrat (99+%), natrij dihidrogen fosfat hidrat (Acros Organics, New
Yersey, SAD); klorovodic¢na kiselina (Carlo Erba Reagents GmbH, Emmendingen, Njemacka),
Trolox, amonij karbonat (Acros Organics, Geel, Belgija); amonij persulfat (Honeywell, Seelze,

Njemacka); ledena octena kiselina (Macron Fine Chemicals, Gliwice, Poljska).
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3.2.2. Priprema ekstrakta

Suhi koncentrirani ekstrakt tropa grozda koristen za inkapsulaciju pripremljen je kako je

opisano u odlomcima Ekstrakcija i Uparivanje.

Ekstrakcija
Fenolni spojevi iz tropa grozda ekstrahirani su konvencionalno kruto-teku¢om ekstrakcijom u
vodenoj kupelji sa tresnjom (Julabo SW-23, Seelbach, Njemacka) prema prethodno
odredenim optimalnim uvjetima (Selo i sur., 2023). Ukratko, samljeveni trop grozda (1,5 g)
izvagan je u tamne staklene bocice sa ¢epom te je dodana svjeZe pripremljena 50%-tna
vodena otopina etanola (60 mL). Bocice su zatim stavljene u vodenu kupelj zagrijanu na 80 °C
te se ekstrakcija provodila 120 minuta pri tre$nji od 200 rpm. Nakon ekstrakcije uzorci su
centrifugirani na centrifugi (Hermle Z 326 K, Labortechnik GmbH, Njemacka) na 11 000 x g u
trajanju od 10 min. Centrifugiranjem su dobivena dva sloja — kruti trop i tekuéi ekstrakt
obogacen fenolnim spojevima. Tekudéi ekstrakt je odvojen i uparen do suhog.

Uparivanje
Uparavanje tekuéeg ekstrakta provedeno je na rotavaporu (Biichi, R -210, Flawil, Svicarska).
Prije uparivanja, vodena kupelj rotavapora je zagrijana na 50 °C. Tekudi ekstrakt prenesen je
u tikvicu s okruglim dnom, koja je postavljena na rotavapor, a zatim uparen pod vakuumom
(pv = 48 mbar) do suhog. Nakon uparavanja, suhi ekstrakt ostrugan je s povrsine tikvica te je

koristen za inkapsulaciju.

3.2.3. Inkapsulacija metodom liofilizacije

Inkapsulacija ekstrakta tropa grozda provedena je suSenjem zamrzavanjem pomocu
liofilizatora (Alpha 2-4 LSCplus, Christ, Osterode am Harz, Njemacka). Suhi upareni ekstrakt
tropa grozda (1,04 g) otapan je u 20,8 mL 30%-tnog etanola u trajanju od 30 min, a zatim je
dodana destilirana voda kako bi ukupni volumen smjese bio 100 mL. Smjesa je otapana jos
60 min, a zatim centrifugirana na 11 000 x g 5 min kako bi se odvojio neotopljeni ekstrakt
tropa grozda. Nakon centrifugiranja, 90 mL tekuceg ekstrakta je koristeno za inkapsulaciju. U
tekuci ekstrakt dodan je omotac(i) u potrebnim koncentracijama kako je prikazano u Tablici
2 te je otapanje provedeno 24 sata u svrhu potpunog otapanja omotaca. Iduéi dan, ekstrakti
s omotacem(ima) preneseni su u tikvice sa okruglim dnom te su uparavani na rotavaporu (T

=50 °C, pv = 48 mbar) priblizno 10 min kako bi se otpario prisutni etanol. Zatim su se uzorci
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prenijeli u plasticne Petrijeve posude i zamrznuli na -80 °C preko nodi u zamrziva¢u (SWUF
Ultra Low Temperature Smart Freezer, Witeg, Wertheim, Njemacka). Zamrznuti uzorci
stavljeni su na, prethodno zamrznute, plitice liofilizatora te je komora liofilizatora spustena.
Zatim je pokrenut program susenja Ciji su uvjeti: T = -83 °C, py = 0,250 mbar, a uzorci su

suseni 24 h.

Tablica 2 Omotaci koristeni za inkapsulaciju liofilizacijom i njihove koncentracije

OZNAKA OMOTAC ¢, (%, w/v)
SA natrij alginat 3
natrij alginat 3
SA+MD .
maltodekstrin (DE 16,5-19,5) 1,2
natrij alginat 3
SA+GT
guma tragacanth 0,15
SA+GA natrij algm.at 3
guma arabika 1,6

Slika 4 Uzorci u komori liofilizatora tijekom procesa liofilizacije
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A. B. C.

Slika 5 Ekstrakt inkapsuliran metodom liofilizacije sa omotacima natrij alginatom (A),
kombinacijom natrij alginata i maltodekstrina (B) te natrij alginata i gume tragacanth (C)

Inkapsulirani uzorci su, odmah nakon susenja zamrzavanjem, usitnjeni s tu¢kom u tarioniku

te Cuvani u eksikatoru u plasti¢nim vre¢icama sa zatvara¢em do analiza.

3.2.4. In vitro otpustanje fenolnih spojeva

In vitro otpustanje fenolnih spojeva iz inkapsulata provedeno je koristenjem standardizirane
INFOGEST metode (Brodkorb i sur., 2019) bez enzima uz odredene modifikacije (Martinovic i
sur., 2023). Otpustanje fenolnih spojeva praceno je kroz tri faze — oralnu fazu, Zzelu¢anu fazu i

crijevnu fazu.

Priprema otopina
Za svaku fazu pripremljene su prikladne otopine: oralna otopina (engl. Simulated Salivary
Fluid, SSF), Zelu¢ana otopina SGF (engl. Simulated Gastric Fluid, SGF) i crijevna otopina SIF
(engl. Simulated Intestinal Fluid, SIF) koje su sadrzavale otopine elektrolita. Osnovne otopine

elektrolita pripremljene su u koncentracijama prikazanim u Tablici 3.
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Tablica 3 Koncentracije osnovnih otopina za pripremu otopina koristenih za in vitro
otpustanje

COSNOVNA OTOPINA (g/L)

KCl 37,3
KH2PO4 68
NaHCOs; 84

NaCl 117
MgCl>(H,0)s 30,5
(NH4),CO3 48
CaCly(H,0), 44,1

Probavne otopine SSF, SGF i SIF pripremljene su na nacin da je u 100 mL redestilirane vode
dodana osnovna otopina kako je navedeno u Tablici 4, a potom jevolumen svake otopine

nadopunjen do 400 mL redestiliranom vodom.

Prije provedbe in vitro otpustanja, pripremljene su i otopine 1 M HCl-a i 0,1 M NaOH za
podesavanje pH tijekom in vitro otpustanja. Prije provedbe otpustanja, sve pripremljene

otopine zagrijane su na 37 °C.

Tablica 4 Volumeni osnovnih otopina potrebni za pripremu otopina SSF (engl. Simulated
Salivary Fluid), SGF (engl. Simulated Gastric Fluid) i SIF (engl. Simulated Intestinal Fluid)

SSF SGF SIF

Vosnovne otopine (ML) Vosnovne otopine (ML) Vosnovne otopine (ML)
KCl 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCO; 6,8 25 42,5
NacCl - 47,2 9,6
MgCl2(H20)s 0,5 0,1 11
(NH4)2CO3 0,06 0,5 -

Postupak

Kako bi se zapoceo postupak otpustanja odnosno oralna faza, u caSicu je izvagano 100 mg
inkapsuliranog ekstrakta tropa grozda te je dodano 4 mL otopine SSF i 25 uL CaCl;(H20) te je
izmjeren pH koji treba iznositi 7 + 0,1. Ukoliko je bilo potrebno, pH je podesen
odgovaraju¢om otopinom (1 M HCI ili 0,1 M NaOH) te je ukupni volumen od 10 mL

nadopunjen redestiliranom vodom. Casica s smjesom je potom grijana na magnetskoj
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mjesalici na 37 °C uz konstantno mijeSanje o 200 rpm. Oralna faza zavrSena je nakon 3
minute te je odvojeno 2 mL uzorka, a 2 mL SSF otopine je vrac¢eno u ¢aSicu s smjesom.
KoriStenje karbonatnih soli u otopinama SSF, SGF i SIF zahtijeva koristenje zatvorenih
spremnika s ograni¢enim prostorom iznad otopina jer se u otvorenim posudama oslobada
ugljikov dioksid Sto uzrokuje porast pH vrijednosti. Zbog toga je potrebno da tijekom
provedbe otpustanja, caSica bude poklopljena satnim stakalcem u svrhu izbjegavanja
promjene pH vrijednosti.

Nakon zavrSetka oralne faze i uzorkovanja, zapoceta je Zelucana faza. Dodano je 8 mL SGF
otopine te 5 pL CaCly(H20), i pH je podesSen na 3. Uzimajudi u obzir volumen HCl-a potreban
za podesSavanje pH, dodana je redestilirana voda kako bi ukupni volumen cijele smjese bio 20
mL. Cadica je postavljena na magnetnu mijedalicu te je otpustanje u Zelucanoj fazi
nastavljeno kroz 120 min. Uzorkovanje je provedeno u odredenim vremenskim intervalima
na isti nacin kao i kod oralne faze, 2 mL uzorka se odvojilo, a isti volumen SGF otopine vra¢an
je u sustav. Po zavrSetku Zeluc¢ane faze, kako bi se pokrenula crijevna faza, dodano je 16 mL
SIF otopine, 40 pL CaCly(H20),, pH je podesen na 7 te je dodana redestilirana voda kako bi
ukupni volumen iznosio 40 mL. Crijevna faza trajala je 120 min, a uzorkovanje je provedeno
na isti nacin kao i kod zelucane faze.

U uzorcima odvojenima tijekom svake faze odredena je koncentracija ukupnih fenolnih

spojeva te antioksidacijska aktivnost.

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Ukupni fenolni spojevi odredeni su spektrofotometrijski Folin-Ciocalteuovom metodom koja
pripada skupini kolorimetrijskih metoda. Princip metode temelji se na oksidaciji fenolnih
spojeva u prisustvu Folin-Ciocelteu reagensa prilikom cega nastaje plavo obojeni kompleks
¢ija se apsorbancija moze izmjeriti spektrofotometrom pri valnoj duljini od 765 nm
(Waterhouse, 2001).

Postupak
U epruvetu je otpipetirano 40 L uzorka, 3160 pL destilirane vode i 200 pL Folin-Ciocalteu

reagensa. Sadrzaj epruvete je promijesan na vorteksu te je nakon 8 min dodano 600 pL 20%-

tne otopine Na,COs;. Uzorci su promijesani i inkubirani u vodenoj kupelji 30 min na 40 °C.
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Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, no umjesto uzorka dodavao se jednaki volumen
destilirane vode. Nakon inkubacije, apsorbancija uzorka mjerena je na UV/VIS
spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Japan) na 765 nm. Sva mjerenja provedena su u tri
ponavljanja.

Kalibracijska krivulja napravljena je prema istom postupku koristeéi otopine galne kiseline u
rasponu koncentracija od 0,05 do 1,0 mg/mL. Prema izmjerenim asporbancijama za
pripadajuée koncentracije pripremljene galne kiseline metodom linearne regresije, dobivena
je funkcionalna ovisnost koncentracije fenolnih spojeva o apsorbanciji odnosno jednazba
pravca (5) prema kojoj je racunata koncentracija ukupnih fenolnih spojeva:

¢ =1,0188-4+ 0,018 (5)

gdje je C — koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (mg/mL), a A — izmjerena apsorbancija
uzorka pri valnoj duljini 765 nm. Konacne koncentracije fenolnih spojeva (UF) izraZzene su na

masu liofiliziranog uzorka (mgur/gu.).

3.3.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom

ABTS metoda mjerenja antioksidacijske aktivnosti uzorka temelji se na redukciji ABTS
radikalskih kationa (ABTSe*) S$to uzrokuje promjenu boje koja se mozie mijeriti
spektrofotometrijski na valnoj duljini od 734 nm (Re i sur., 1999).

Priprema reagensa

Prije provedbe analize pripremljene su slijedeée otopine:
» 7 mM 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS) —
96,02 mg ABTS-a otopljeno u 25 mL destilirane vode,
» 2,45 mM amonij persulfat — 13,98 mg amonij persulfata otopljeno u 25 mL destilirane
vode,
» 5 mM PBS pufer (engl. Phosphate-buffered saline) — u 300 mL destilirane vode
otopljeno 1,8 g Na;HPO4; 0,33 g NaHPO4(H20) i 12,75 g NaCl.

Mijesanjem 2,45 mM amonij persulfata i 7 mM ABTS-a u omjeru 1:1 pripremljen je ABTSe*
te je smjesa inkubirana na tamnom mjestu minimalno 16 h. Na dan analize pripremljena je
svjeza razrijedena otopina ABTSe* na nacin da je 1 mL ABTSe* pomijeSan sa 40 mL PBS

pufera. Razrijeden radikalski kation mijeSao se na magnetnoj mijesalici u tamnom te je
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njegova apsorbancija podesena na 0,706 * 0,02 na valnoj duljini 743 nm. Ovako pripremljena
otopina ABTSe* se koristi za daljnje analize.

Postupak

U 50 pL uzorka doda se 950 ulL razrijedenog ABTSe*, smjesa se kratko promijesa te inkubira u
tamnom 10 min. Kontrolni uzorak je pripremljen na isti nacin, ali se umjesto uzorka dodao
isti volumen PBS pufera. Nakon inkubacije izmjerene su apsorbancije uzoraka u odnosu na
slijepu probu (PBS pufer) na 734 nm. Sva mjerenja provedena su u tri paralele. Inhibicija

ABTSe* izraCunata je prema izrazu (6):

Ag — A
% inhibicije ABTS «*= (%) -100 6)
K

gdje je: Ax — apsorbancija kontrolnog uzorka i Auz — apsorbancija uzorka.
Kalibracijska krivulja izradena je prema istom postupku koriste¢i Trolox kao standard.
Linearnom regresijom dobivena je jednadZba pravca (7) prema kojoj je izracunata

antioksidacijska aktivnost izraZzena u gramima Troloxa po litri (grroLox/L):

C = 0,0013 - % inhibicije ABTS «* + 0,0022 (7)

Konacne vrijednosti za antioksidacijsku aktivnost izrazene su na masu liofiliziranog uzorka

(mgrroLox/8uz)-

3.3.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP metoda se temelji na redukciji Fe3* iona u Fe?* ion u prisutnosti antioksidansa. Nastali
Fe?* jon u prisutnosti 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) formira intenzivno plavo obojeni
kompleks koji ima asporpcijski maksimum pri 592 nm. Brzina te reakcije ovise o redukcijskoj

snazi i koncentraciji dodanog antioksidansa (Joli¢, 2017).

Priprema reagensa

Prije provedbe analize pripremljene su slijedece otopine:
» 300 mM acetatni pufer — u 500 mL destilirane vode otopi se 3,1 g natrij acetata i
pomijesa se 16 mL ledene octene kiseline te se otopina prenese u odmjernu tikvicu

volumena 1 Li nadopuni destiliranom vodom do oznake,
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» 40 mM HCI — u 250 mL destilirane vode doda se 3,285 mL 37%-tne HCI te se prenese
u odmjernu tikvicu volumena 1 L i nadopuni destiliranom vodom do oznake,

» 10 mM TPTZ — 159,4 mg TPTZ-a otopi se u 50 mL 40 mM HClI,

» 20 mM FeCl3(H20)s— 551,6 mg FeCl3(H,0)s otopi se u 100 mL destilirane vode.

Nakon pripreme otopina, pripremljen je FRAP reagens mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera
(prethodno zagrijanog na 37 °C), zatim 2,5 mL otopine TPTZ reagensa te 2,5 mL FeCl3(H;0)e

otopine. Pripremljen FRAP reagens dalje se koristi za analizu.

Postupak

U epruvete je otpipetirano 270 uL destilirane vode i 150 pL uzorka, a potom dodano 2,7 mL
FRAP reagensa. Uzorci su promijesani na vorteksu i inkubirani u tamnom mjestu 40 min na
37 °C. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, ali je umjesto uzorka dodan isti volumen
destilirane vode. Nakon inkubacije, ocitana je apsorbancija na valnoj duljini 592 nm. Sva

mjerenja napravljena su u dva ponavljanja.

Kalibracijska krivulja izradena je prema istom postupku, ali kao uzorak koristena je vodena
otopina FeS04(H20)7 pripremljena u rasponu koncentracija od 100 do 1000 umol/L. Kako bi
se dobiveni rezultati mogli usporediti sa ABTS metodom odredivanja antioksidacijske

aktivnosti, kalibracijska krivulja prera¢unata je na ekvivalente Troloxa te je dobiven izraz (8):

¢ =0,2335-4+0,0029 (8)

gdje je C — koncentracija Troloxa (grroLox/L) te A — izmjerena apsorbancija uzorka. Konacne
vrijednosti za antioksidacijsku aktivnost izrazene su na masu liofiliziranog uzorka

(mgrroLox/8uz).

3.4. MATEMATICKO MODELIRANJE

Za opisivanje kinetike otpustanja fenolnih spojeva koristeni su matematicki modeli opisani u
poglavlju 2.4. Matematicko modeliranje otpustanja fenolnih spojeva pri ¢emu je koristen

program DD solver.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Dobiveni rezultati prilikom izrade ovog rada prikazani su u tablicama i dijagramima.

4.1. ISPITIVANIJE IN VITRO OTPUSTANJA INKAPSULIRANIH FENOLNIH SPOJEVA

Inkapsulacija ekstrakta tropa grozda provedena je s ciljem praéenja otpustnja fenolnih
spojeva iz inkapsulata tijekom probave. Naime, prilikom probave hrane bogate fenolnim
spojevima, oni se veé¢inom razgrade u Zeludcu s obzirom na njihovu osjetljivost pri niskim pH
vrijednostima, a kako bi se iskoristili njihovi pozitivni ucinci na tijelo potrebno je da se
isporu¢e na ciljano mjesto u organizmu gdje se mogu apsorbirati odnosno u crijeva.
Inkapsulacijom se nastoje zastiti fenolni spojevi i osigurati njihova ciljana dostava u crijeva.
Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj razli¢itih omotaca koriStenih za inkapsulaciju
ekstrakta tropa grozda na otpustanje fenolnih spojeva u u gastrointestinalnom sustavu u in

vitro uvjetima.

Otpustanje fenolnih spojeva iz inkapsuliranog ekstrakta tropa grozda provedeno je u tri faze
— oralna, Zelucana i crijevna faza. Svaku od ovih faza simulirala je odredena otopina
elektrolita te prikladna pH vrijednost, a otpustanje fenolnih spojeva praéeno je kroz 423
minute. ToCnije, oralna faza je trajala 3 minute, dok su Zelu€ana i crijevna faza svaka trajale
120 minuta. Tijekom otpustanja, u odredenim vremenskim intervalima provedeno je
uzorkovanje kako bi se utvrdilo na koji nacin te u kojim koncentracijama se otpustaju fenolni
spojevi iz inkapsulata. Prema dobivenim rezultatima prikazanim na Slici 6, moze se vidjeti da

izbor omotaca utjece na otpustanje inkapsuliranih fenolnih spojeva.

Usporedivanjem in vitro otpustanja fenolnih spojeva u razli¢itim fazama, moze se uociti da je
iz pojedinog inkapsulata, najmanji udio fenolnih spojeva otpusten u oralnoj fazi, odnosno
tijekom prve 3 minute. Ekstrakt inkapsuliran pomocu SA i SA+MD pokazao je slicno
otpustanje fenolnih spojeva, dok su se fenolni spojevi inkapsulirani kombinacijom SA+GA i
SA+GT otpustali u veéim koncentracijama. Najveée otpustanje vidljivo je iz SA+GT

inkapsulata u koncentraciji 45,45 mgur/guz (Slika 6).
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Slika 6 Udio otpustenih ukupnih fenolnih spojeva (UF) na zavrsSetku oralne faze (SSF),
Zeluc€ane faze (SGF) i crijevne faze (SIF) za ekstrakt inkapsuliran koriStenjem natrij alginata
(SA), kombinacije natrij alginata i maltodekstrina (SA+MD), natrij alginata i gume arabike
(SA+GA) te natrij alginata i gume tragacanth (SA+GT) kao omotaca

Prelaskom iz oralne u Zelu¢anu fazu, pH sustava se mijenja sa 7 na 3. Promjena pH vrijednosti
iz luznatog u kiselo uzrokovala je promjenu boje otopine u intenzivnu ruzZi¢astu boju. Ova
promjena dogada se zbog antocijana prisutnih u ekstraktu tropa grozda koji su izrazito
osjetljivi na promjene pH vrijednosti. Odabir omotaca za inkapsulaciju iznimno je bitan
upravo radi Zelu¢ane faze. Omotac bi trebao ocuvati fenolne spojeve tijekom Zeluéane faze
kako bi bili u moguénosti otpustiti se u crijevnoj fazi. Prema dobivenim rezultatima u
Zelucanoj fazi se otpustilo najvisSe inkapsuliranih fenolnih spojeva iz dva uzorka — SA (61,96

mgur/guz) te SA+GT (59,54 mgur/guz) (Slika 6).

Iz Slike 6 moZe se uociti da je koncentracija otpustenih fenolnih spojeva iz ekstrakta
inkapsuliranog sa SA i SA+MD manja na kraju crijevne faze u usporedbi sa Zelucanom fazom,
$to nije sluéaj i sa uzorcima SA+GA i SA+GT ¢ija je koncentracija veéa na kraju crijevne faze. U
crijevnoj fazi, najvedi udio fenolnih spojeva otpusten je iz SA+GT inkapsulata u koncentraciji
59,98 mgur/guz. Metodom liofilizacije i maltodekstrinom kao omotacem, Ahmadian i sur.
(2019) proveli su inkapsulaciju fenolnog ekstrakta latica Safrana, a Dadi i sur. (2020)

ekstrakta listova africke moringe (Moringa stenopetala) te su nakon provedbe in vitro
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otpustanja primjetili vece otpustanje fenolnih spojeva u Zelucanoj fazi nego u crijevnoj.
Nadalje, kod Dadi i sur. (2020) primjeceno je veée otpustanje na kraju obje faze u usporedbi
s rezultatima dobivenim u ovom radu. S obzirom na to moze se zakljuciti da je dodatak natrij
alginata maltodekstrinu igrao ulogu u sporijem otpustanju fenolnih spojeva. Takoder,
upotreba guma kao dodatnih omotaca koji se inkapsuliraju radi kontroliranog otpustanja je
od velikog interesa radi toga Sto gume posjeduju dobru stabilnost pri razlicitim

temperaturama i pH vrijednostima (Taheri i Jafari, 2019).

4.2. ISPITIVANIJE ANTIOKSIDACHUSKE AKTIVNOSTI TUEKOM IN VITRO
OTPUSTANJA INKAPSULIRANIH FENOLNIH SPOJEVA

Nakon ispitivanja otpustanja fenolnih spojeva, analizirana je i antioksidacijska aktivnost,

nakon svake faze, pomocu dvije metode ABTS i FRAP. Prema prikazanim rezultatima (Slika 7)

moze se uociti da je najniza antioksidacijska aktivnost zabiljezena nakon oralne faze u svim

uzorcima te u obje koriStene metode.
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Slika 7 Antioksidacijska aktivnost alikvota izmjerena prema ABTS i FRAP metodama na kraju
oralne (SSF), zelucane (SGF) i crijevne faze (SIF) za ekstrakt inkapsuliran pomocu natrij
alginata (SA), kombinacije SA i maltodekstrina (MD), SA i gume arabike (GA) te SA i gume
tragacanth (GT)

Najveca razlika u antioksidacijskoj aktivnost mjerenoj prema dvije metode vidljiva je kod

uzorka SA+GT (Slika 7). Na kraju oralne faze ABTS metodom zabiljeZzena je antioksidacijska
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aktivnost u vrijednosti 103,35 mgrroLox/guz, dok je za isti uzorak FRAP metodom izmjerena
vrijednost iznosila 45,69 mgrrolox/guz. Nadalje, ako se pogledaju podaci za Zelucanu fazu
takoder su vidljive velike razlike u antioksidacijskoj aktivnosti pogotovo za uzorak SA. Naime,
FRAP metodom antioksidacijska aktivnost na kraju Zeluéane faze za ekstrakt inkapsuliran
natrij alginatom (SA) iznosila je 142,35 mgrrolox/guz, Sto je ujedno i najveca vrijednost
izmjerena za sve tri faze otpustanja. Za isti uzorak, ABTS metodom izmjerena antioksidacijska
aktivnost iznosila je 108,23 mgrrolox/guz (Slika 7). Usporedujuéi metode, u Zelucanoj fazi,
FRAP metodom izmjerene su najvece vrijednosti antioksidacijske aktivnost osim za SA+MD
¢ija je najvecéa antioksidacijska aktivnost takoder izmjerena u Zelu¢anoj fazi, ali pomodéu ABTS
metode (97,77 mgrroLox/guz). Antioksidacijska aktivnost svih uzorka u obje metode, osim za
SA+GT slijedi isti trend, najmanje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti su u oralnoj fazi,
zatim dosezu vrhunac u Zelucanoj fazi te opadaju u crijevnoj fazi (Slika 7). Kod inkapsulata
SA+GT primjenom ABTS metode, najniza vrijednost antioksidacijske aktivnosti uzorka
zabiljezena je po zavrsetku crijevne faze (102,75 mgrrolox/guz) (Slika 7). Nadalje, izracunata
je jaka pozitivna korelacija (R= 0,85-0,91) izmedu antioksidacijske aktivnosti odredene
objema metodama i koncentracije ukupnih fenolnih spojeva S$to potvrduje da su iz

inkapsuliranog ekstrakta fenolni spojevi glavni nosioci antioksidacijske aktivnosti.

Razlike u vrijednostima dobivene antioksidacijske aktivnosti mjerene pomocu dviju metoda
vidljive su iz razloga $to je mehanizam djelovanja ABTS-a i FRAP-a razli¢it. ABTS analiza
temelji se na mehanizmu reakcije prijenosa jednog elektrona koji mjeri oslobadanje
elektrona, pretvarajuéi ga u anion (Platzer i sur., 2021). Nasuprot tome, FRAP metodom
izravno se mijeri redukcijski kapacitet, odnosno redukcijska snaga antioksidansa koja je
povezana s konjugacijom fenola i brojem hidroksilnih skupina u strukturi fenola (Aadil i sur.,

2014).

4.3. KINETIKA OTPUSTANJA FENOLNIH SPOJEVA

In vitro otpustanje inkapsuliranih fenolnih spojeva opisano je pomoéu Eetiri matematicka
modela: modela prvog reda, Higuchi modela, Korssmeyer-Peppas modela te Hixson-Crowell
modela. Prema dobivenim podacima, odabran je jedan model za svaki uzorak koji najbolje
opisuje otpustanje fenolnih spojeva iz inkapsulata prema tri statisticka kriterija koji se

uobicajeno koriste za procjenu uspjesnosti aproksimacije modelom:
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1. R?.q— prilagodeni koeficijent determinacije,
2. AIC - Akaike informacijski kriterij i
3. MSC — kriterij odabira modela.

Ekstrakt inkapsuliran pomocu natrij alginata (SA) te kombinacije natrij alginata i
maltodekstrina (SA+MD) pokazao je otpustanje fenolnih spojeva prema istom modelu —

modelu prvog reda. Dobiveni parametri prikazani su u Tablici 4.

Tablica 4 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike
otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsuliranog ekstrakta tropa grozda (ki, ku, knc, kkp—
konstante otpustanja za odgovaraju¢i model; n—difuzijski eksponent) te statisticki kriteriji za
uspjeh aproksimacije modela (R?adj— prilagodeni koeficijent determinacije, AIC— Akaike
informacijski kriterij, MSC— kriterij odabira modela)

Matematicki model SA SA+MD
R%.q 0,86 + 0,03 0,87 + 0,01
Model prvog reda AIC 150,52 + 3,77 146,16 + 0,30
MSC 1,15+0,30 0,91 £ 0,06
ki 0,17 £ 0,03 0,21 £ 0,06
R%adj -0,56 +0,12 -1,04 +0,04
Higuchi model AIC 196,29 £ 1,62 197,72 £ 0,46
MSC -1,28 £+ 0,11 -1,81 £ 0,04
Ky 8,09 £ 0,09 7,98 £ 0,08
R -0,82+0,14 -1,39 £ 0,08
Hixson—Crowell model AIC 199,16 £ 1,64 200,70 £ 0,90
MSC -1,43+£0,11 -1,97 £ 0,04
Kic 0,004 £+ 0,00 0,004 £ 0,00
Rzadj - -
AIC - -
Korsmeyer—Peppas model MSC - -
kKP - -
n - -

Prema ovom modelu, koncentracija fenolnih spojeva opada u inkapsulatu tijekom procesa
zbog otpustanja kroz porozni materijal. Budu¢i da se pretpostavlja da je takvo otpustanje
linearno, u ovoj hipotezi mogu postojati neke razlike izmedu ekperimentalnih podataka i
podataka izraCunatim primjenjenim modelom (pune krivulje). Prema rezultatima moze se
vidjeti da se stvarno, odnosno opaZeno otpustanje razlikuje od kinetike otpustanja
pretpostavljenog modelom (Slika 8). Prije kraja otpuStanja uo¢eno je kumulativno otpustanje
preko 100% do cega moZe doéi zbog povecane topljivosti inkapsulata u probavnim

otopinama (Bhatt i sur., 2020). Takoder, prevelike koli¢ine uzorka i koriStenje uvjeta
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potonuc¢a (omogucavanje potpunog uranjanja uzorka u tekucinu) mogu povecati brzinu
otapanja i uzrokovati ovakve rezultate (Liu i sur., 2013). Inkapsulati pripremljeni sa natrij
alginatom (SA), maksimalno otpustanje fenolnih spojeva pokazali su do 243. minute in vitro
otpustanja, nakon cega slijedi pad koncntracije fenolnih spojeva povezan s smanjenim
otpustanjem istih (Slika 8A). KoriStenjem natrij alginata u kombinaciji sa maltodekstrinom

(SA+MD), najveée kumulativno otpustanje vidljivo je u 303. minuti (Slika 8B).
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Slika 8 Graficki prikaz kinetike kumulativnog otpustanja fenolnih spojeva (CDR, %) prema
modelu prvog reda u ovisnosti o vremenu (t, min) iz inkapsulata sa natrij alginatom (A) te
inkapsulata sa natrij alginatom i maltodekstrinom (B)

Tijekom in vitro otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsulata gdje su omotaci bili kombinacija
natrij alginata i gume tragacanth (SA+GT) te natrij alginata i gume arabike (SA+GA),
matematic¢kim modeliranjem doslo se do zakljucka da se kinetika otpustanja fenolnih spojeva

ponasa prema Korsmeyer-Peppas modelu. Dobiveni parametri prikazani su u Tablici 5.
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Tablica 5 Procijenjeni parametri primijenjenih matematickih modela za opisivanje kinetike
otpustanja fenolnih spojeva iz inkapsuliranog ekstrakta tropa grozda (k1, ku, krc, kkp—
konstante otpustanja za odgovaraju¢i model; n—difuzijski eksponent) te statisticki kriteriji za
uspjeh aproksimacije modela (R?adj— prilagodeni koeficijent determinacije, AIC— Akaike
informacijski kriterij, MSC— kriterij odabira modela)

Matematicki model SA+GA SA+GT

R%di -0,14 +0,32 -0,70 + 1,40

Model prvog reda AIC 180,13 +5,42 174,74 + 34,61
MSC -1,47 £0,36 -1,88 +1,92
k1 0,04 +0,01 0,17 +0,24
R2.qj -1,22+0,11 -2,43 £0,10

Higuchi model AIC 193,30+ 0,67 201,47 +1,19
MSC -2,17 +£0,10 -3,28 £ 0,06
Kn 7,28 £ 0,04 7,65 %0,26
R%adj -1,60 + 0,05 -2,86 £0,12

Hixson—Crowell model AIC 196,35 + 0,33 203,70+ 1,82
MSC -2,33+0,07 -3,40 £ 0,04
Kuc 0,004 £ 0,00 0,004 + 0,00
R%adj 0,95 + 0,00 0,94 £ 0,01

AIC 121,31+1,30 124,95+ 2,58
Korsmeyer—Peppas model MSC 1,62 £ 0,04 0,69+0,17
kke 60,99 + 1,57 83,66 £ 0,68
n 0,10+ 0,01 0,03 £ 0,00

Parametar n je eksponent otpustanja koji ukazuje na mehanizam prijenosa nekog
bioaktivhog spoja kroz polimer. Vrijednost n koristi se za karakterizaciju razlicitih
mehanizama otpustanja pa tako ukoliko je n < 0,5 ukazuje na kvazi-Fickovu difuziju
bioaktivnog spoja kroz sustav (inkapsulat) koji nema sposobnost bubrenja. Slika 9 prikazuje
graficki prikaz Korsmeyer-Peppas modela za eksperimentalne i modelom izraéunate
vrijednosti kumulativnog otpustanja fenolnih spojeva iz uzoraka. U 183. minuti otpustanja
fenolnih spojeva iz ekstrakta inkapsuliranog sa natrij alginatom i gumom arabikom,
maksimalno kumulativho otpustanje je primjec¢eno te je vidljiv blagi pad sve do kraja
otpustanja (Slika 9A). Ekstrakt inkapsuliran sa natrij alginatom i gumom tragacanth vec je u

128. minuti pokazao najve¢e kumulativno otpustanje, a zatim pad vrijednosti (Slika 9B).
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Slika 9 Graficki prikaz kinetike kumulativnog otpustanja fenolnih spojeva (CDR, %) prema
Korsmeyer-Peppas modelu u ovisnosti o vremenu (t, min) iz inkapsulata sa natrij alginatom i
gumom arabikom (A) te inkapsulata sa natrij alginatom i gumom tragacanth (B)
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5. ZAKLJUCCI



Na osnovi provedenog istrazivanja mogu se donijeti slijededi zakljucci:

» Provedbom in vitro otpustanja utvrdeno je da izbor omotaca utjeCe na otpustanje
inkapsuliranih fenolnih spojeva tijekom tri faze — oralne, Zelu¢ane i crijevne.

» Najvecée otpustanje fenolnih spojeva ostvareno je iz SA+GT inkapsulata u oralnoj
(45,45 mgur/guz) i crijevnoj fazi (59,98 mgur/guz) dok je u Zelu¢anoj fazi otpusteno
najvise fenolnih spojeva iz SA inkapsulata (61,96 mgue/guz).

» Ispitivanjem antioksidacijske aktivnosti tijekom in vitro otpustanja pomocu ABTS i
FRAP metode, uoceno je da uzorci slijede isti trend — najmanje vrijednosti su
zabiljezene u oralnoj fazi, dosezu vrhunac u Zelucanoj i padaju u crijevnoj fazi.
Mjerenjem antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom utvrdeno je da otpustanje iz
SA+GT inkapsulata ne slijedi isti trend kao ostali uzorci te je najniza vrijednost
koncentracije fenolnih spojeva zabiljeZzena je po zavrSetku crijevne faze (102,75
mgrroLox/guz).

» Utvrdena je jaka pozitivna korelacija (R = 0,85 — 0.91) izmedu antioksidacijske
aktivnostii koncentracije otpustenih ukupnih fenolnih spojeva.

» Za opisivanje kinetike otpustanja fenolnih spojeva iz ekstrakta inkapsuliranog sa SA i
SA+MD kao najprikladniji model se pokazao model prvog reda, dok je kinetiku

otpustanja iz SA+GA i SA+GT inkapsulata najbolje opisivao Korsmeyer-Peppas model.
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