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Inkapsulacija ionskim geliranjem: Utjecaj omotaca na ucinkovitost
inkapsulacije ekstrakta tropa grozda sorte merlot

Sazetak

U radu je dan pregled najc¢esce koristenih omotaca i metoda za inkapsulaciju bioaktivnih tvari
s naglaskom na metodu ionskog geliranja. U eksperimentalnom dijelu rada cilj istrazivanja bio
je ispitati utjecaj razli¢itih omotaca prirodnog porijekla i njihovih kombinacija: natrijev alginat,
natrijev alginat i Zelatina, natrijev alginat i guma arabika te natrijev alginat i kitozan na
ucinkovitost inkapsulacije ekstrakta tropa grozda sorte merlot, bogatog fenolnim spojevima.
Trop grozda je nusproizvod vinarija organskog porijekla koji obiluje fenolnim spojevima koji
imaju potencijalno pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, ali se nedovoljno iskoristava u te svrhe.
Fenolni spojevi privlaCe sve viSe painje zbog svojih antioksidacijskih, protuupalnih,
antimikrobnih i antikancerogenih svojstava. Stoga se sve viSe istrazuju metode za ocuvanje
ovih spojeva, poput inkapsulacije, koja ih Siti od degradacije s obzirom da su fenolni spojevi
izrazito nestabilni i osjetljivi na uvjete okoline (temperatura, kisik, svjetlost). Odabir
odgovaraju¢eg omotaca igra klju¢nu ulogu u procesu inkapsulacije, jer utjece na ucinkovitost
zasStite aktivne tvari koja se inkapsulira, u ovom slucaju fenolnih spojeva.

U ovom radu najveéa ucinkovitost inkapsulacije ostvarena je pomocu kombinacije omotaca 3

%-tnog natrijevog alginata i 5 %-tne Zelatine te je iznosila 64,63 %.

Kljucne rijeci: trop grozda, fenolni spojevi, ionsko geliranje, ucinkovitost inkapsulacije

Ovaj zavrsni rad je izraden u okviru projekta Hrvatske zaklade za znanost “Razvoj odrZivog
integriranog procesa proizvodnje bioloski aktivnih izolata iz proizvodnih ostataka

prehrambene industrije” (POPI-WinCEco) (IP-2018-01-1227).



Encapsulation by lonic Gelation: The Influence of the Coating on the
Encapsulation Efficiency of Merlot Grape Pomace Extract

Abstract

The paper provides an overview of the most commonly used coating materials and methods
for encapsulating bioactive compounds, with a focus on ionic gelation. The aim of research
was to investigate the impact of different natural coating materials and their combinations:
sodium alginate, sodium alginate and gelatin, sodium alginate and gum Arabic, and sodium
alginate and chitosan on the encapsulation efficiency of extract from Merlot variety grape
pomace, rich in phenolic compounds. Grape pomace, winemaking by-products, is organic
waste abundant in phenolic compounds with potential health benefits. Phenolic compounds
from grape pomace are gaining increasing attention due to their antioxidative, anti-
inflammatory, antimicrobial, and anticancer properties. Therefore, preservation methods like
encapsulation, are being increasingly explored, as they protect these compounds from
degradation since phenolic compounds are highly unstable and sensitive to the environmental
conditions (temperature, oxygen, and light). The selection of the appropriate coating material
plays a crucial role in the encapsulation process as it affects the encapsulation efficiency of

encapsulated bioactive compounds, in this case phenolic compounds.

In this study, the highest encapsulation efficiency was achieved using a combination of 3 %

sodium alginate with 5 % gelatin, resulting in 64.63 % encapsulation efficiency.

Keywords: grape pomace, phenolic compounds, ionic gelation, encapsulation efficiency
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01-1227) ,Development of a sustainable integrated process for the production of bioactive

isolated from food industry residues” (POPI-WinCEco)



SADRZAJ:

L UVOD .. oottt ettt ettt s e a e e s e e e et st e e et SEe et She e ek e Sheeh Sheeh eheeuteut et eae et ettt et eeh et teteestentetbentenbenne 1
2. TEORIISKI DIO ... ituieneeirt ettt ettt st ses e ses e ses st st ses e ses et s e s et s e s e s e 8t am e o8t ebn bt bt eam st st enmtatenn 2
2.0 INKAPSULACHA. ...ttt ettt ettt e e st et s e e s s e s e e e b e et bt e ba e e st et ennteennes 2
2.1.1. Kemijske Metode iNKapSUIACIJ......cvuriiriire sttt sttt st s e st et s es e s e 2

2.1.2. Fizikalne metode iNKaPSUIACIE. ....ccoviirieeiirecie sttt et e s e st e es e st 3

2.2, OMOTAC - cevvveeveess e iessssesses st e ses s e ess s o8t 8 0 ek 8k 08 48k ek e e 5
b A W oo T o T G U= 171 0] a1 Te [ = OO SP TR 5

2.2, 2 PrOTRINI ittt et et et e e e e e e e st et e e ke see she e ek she sheehe eueeheeue et et et ene et et et eeaeb et aerens 9

2.2.3. Lipidi, MASTi i UlJA.ice ittt sttt et st et et es e e te st s s et et as et et st sesbesassrsebe st nsasesaseans 10

2.3, IONSKO GELIRANIE...... itieeirteieireree ettt ses st sttt ettt ettt et ettt ees bt et steem et et et ees et ebs et ebs et ebs s ebn et ebn s esnbeee 11
2.8, TROP GROZDA.........oooieereeeeeeeeeeseeeesces e sesseaesssst et ass s s e sassessts st st s se et as ot st et set et e st e nesees st st s e 13
2.5, FENOLNISPOJEVL...c ettt sttt st ettt st st et s e st sae s e st s e sat et ses st shesebeesses st sae et senses shesnseensenneesseanns 14
3. EKSPERIIMENTALNI RAD....coestuttetttienertuenettueseteue et tueseseaeses s es s et s seseaeses s ses s ses s et eas seseue seseas sesese sbmsntebnsnsennsnsesnsnsesnsne 16
B0 ZADATAK ettt ettt e ettt et st et es e saesae bt eh st she bt es et eatessenRee Sheeaetesbe e eat et bennen nheshe tenten e e eae et et aenee ent 16
3.2. MATERUALI T IMETODE.......ceciiirt ettt ettt et e e s e st s e sh e st er e st ep e ensstenneensnacs 16
S B |V -1 =T o T - | PO TSRS 16
3.2.2. Priprema EKSTIaKEa....ccoviciieiie ittt ettt et et ettt et et e e e e e e e e e st st ste st ste st sbestesbe st stestesreebesreanesus 16
3.2.3. Inkapsulacija ionSKim gEIIrANJEM.......ccce ettt st re et st s s ss et eae st e es s eeanesee s ees 17
3.2.4. Odredivanje ukupnih fENOINTN tVaAri.....c.cvioie ettt st r e et st s es e eae 18
3.2.5. Odredivanje uCinKoVitosti INKAPSUIACITE. .....ciiiiieeeeieeire ettt sttt et et e e taes s ebesbenaaers e 19

B REZULTAT ottt ettt ettt ettt e h s s et e e e e e e et et bt e h st Rt et eas st eas st ensttenseaes 21
B5LZAKLIUCAK .. ..o oeeoeeeeveviessn e sessss s ess e s ees s st 08 58 8k e e ek e 23

6. LITERATURA . .. ottt st e st e e e b st bbb sa b s e b b b6 4 sea ea b s b eb sbesbsta b bbb seeabesesearen 24



Matej Brtan: Inkapsulacija ionskim geliranjem: Utjecaj omotaca na ucinkovitost inkapsulacije...

1. UVOD

Trop groZda nastaje kao nusproizvod tijekom proizvodnje vina, a ¢esto se neplanski odlaze u
polja ili vinograde i na taj nacin uzrokuje oneciséenje okolisa te nepovoljno utje¢e na sastav
tla. U svojem sastavu, trop groZda sadrzi koZicu, sjemenke i pulpu grozda te je bogat izvor
fenolnih spojeva medu kojima se isti¢u flavonoli, fenolne kiseline, stilbeni, flavanoli, antocijani
i proantocijanidini. Ovi spojevi privlace sve viSe pozornosti zbog svojih potencijalnih pozitivnih
ucinaka za ljudsko zdravlje. Posebno su zanimljivi zbog svojih antioksidativnih svojstava koja
su povezana s mogucim utjecajem na smanjenje rizika od raznih bolesti (Mohamed Ahmed i
sur., 2020). Zbog svoje bioloske aktivnosti, fenolni spojevi iz tropa grozda sve vecu primjenu
nalaze u raznim industrijama poput prehrambene, farmaceutske i kozmeticke. Medutim, kako
bi se iskoristile prednosti ovih spojeva, klju¢no je osigurati njihovu stabilnost te se zbog toga
sve viSe razvijaju i istrazuju metode inkapsulacije fenolnih spojeva iz tropa grozda.
Inkapsulacija je postupak kojim se ovi vrijedni spojevi oblazu zastitnim omota¢em kako bi se
saCuvala njihova funkcionalna svojstva. lzbor omotaca igra veliku ulogu prilikom inkapsulacije
s obzirom da su fenolni spojevi osjetljivi na svjetlost, promjene pH vrijednosti, visoke
temperature te izloZenost kisiku. Postoje mnogi materijali koji se mogu koristiti kao omotaci,
ali danas postoji velika teZnja koristiti omotace prirodnog porijekla umjesto sintetskih. Zbog
toga su omotaci Cesto izolirani iz prirodnih izvora te se za metodu ionskog geliranja, koja je
koristena prilikom izrade ovog rada, naj¢esce koriste alginati, kitozan, pektin i gume razli¢itog

porijekla.

U eksperimentalnom dijelu ovog rada je istrazen utjecaj upotrebe razli¢itih omotaca prirodnog
porijekla i njihovih kombinacija — natrijev alginat (NA), natrijev alginat i Zelatina (NA-ZEL),
natrijev alginat i guma arabika (NA-GA) te natrijev alginat i kitozan (NA-KZ) na ucinkovitost

inkapsulacije ukupnih fenolnih spojeva iz ekstrakt tropa grozda sorte merlot.



Matej Brtan: Inkapsulacija ionskim geliranjem: Utjecaj omotaca na ucinkovitost inkapsulacije...

2. TEORUSKI DIO

2.1. INKAPSULACIJA

Inkapsulacija predstavlja postupak kojim se aktivna tvar, bez obzira radi li se o tekucini, plinu
ili krutini, oblaze odredenim materijalom, koji se naziva omotac, kako bi se zastitila od vanjskih
utjecaja i saCuvala njena svojstva (Eghbal i Choudhary, 2018). Takoder, inkapsulacijom je
topline, svjetlosti i drugih nepovoljnih uvjeta te je moguce prikriti nepozeljne mirise i okuse
aktivne tvari. Postoje mnoge tehnike inkapsulacije, a opc¢enito se mogu podijeliti na kemijske

i fizikalne metode (Tablica 1).

Tablica 1 Podjela metoda inkapsulacije

KEMIJSKE METODE FIZIKALNE METODE
emulgiranje ekstruzija
koacervacija susenje rasprsivanjem

molekularna inkluzija susenje zamrzavanjem
ionsko geliranje hladenje pomocu rasprsivaca

primjena liposoma

Kratko pojasnjenje uobicajenih tehnika inkapsulacije prikazano je u sljede¢im odlomcima, a

metoda ionskog geliranja detaljnije objasnjena u poglavlju 2.3. lonsko geliranje.

2.1.1. Kemijske metode inkapsulacije

Emulgiranje je proces stvaranja emulzije najmanje dviju tekuéina koje se prirodno ne mijesaju,
kao $to su ulje i voda. U ovom procesu, jedna od tih tekuéina koja sadrzi bioaktivne sastojke
rasprsuje se u obliku sitnih kapljica unutar druge tekudine te se naziva emulzijom ulja u vodi
ukoliko su kapljice ulja rasprsene u vodi. Nasuprot tome, ukoliko su kapljice vode rasprsene u
ulju naziva se emulzijom vode u ulju. Postoje i sloZeniji oblici emulzija poput ulje-voda-ulje ili
voda-ulje-voda, ovisno o potrebama i primjenama (Fang, 2010). Stabilnost emulzija moze biti

2
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narusena promjenom temperature ili pH vrijednosti, ali unato¢ ovim izazovima emulgiranje je

korisna tehnika za inkapsulaciju fenolnih spojeva te se ¢esto primjenjuje (Lu i sur., 2016).

Koacervacija se temelji na elektrostatskim interakcijama izmedu suprotno nabijenih polimera
koje ovise o razli¢itim faktorima kao $to su pH vrijednost, temperatura, naboj i koli¢ina
hidrokoloida. Proces koacervacije pocinje suspendiranjem ili emulgiranjem aktivne tvari u
vodenoj fazi koja sadrzi jedan ili viSe polimera, nakon ¢ega slijedi stvrdnjavanje i umreZavanje.
Ukoliko se tijekom koacervacije koristi jedan polimer radi se o jednostavnoj koacervaciji, dok
sloZzena koacervacija zahtjeva upotrebu dva ili vise tipova polimera. Ovo je jedna od skupljih i
sloZenijih metoda inkapsulacije, ali nudi veéu ucinkovitost (Wang i sur., 2018a). Pogodna za

hidrofobne materijale, ali moze se prilagoditi i za hidrofilne tvari (Dordevic i sur., 2014).

Molekularna inkluzija je tehnika inkapsulacije koja se odvija na molekularnoj razini, a sastoji
se od inkapsuliranja aktivnog spoja od strane polimera putem fizikalno-kemijskih sila, kao sto
su vodikove veze, van der Waalsove sile ili hidrofobne interakcije (Marques, 2010). Ovi
kompleksi nastaju reakcijom koja se odvija samo u prisutnosti vode (Desai i Jin Park, 2005).
Najcesée koristeni omotaci su ciklodekstrini koji se sastoje od hidrofilnog vanjskog dijela i
unutarnjeg hidrofobnog dijela, a aktivna tvar apolarnog karaktera mogla bi biti zarobljena u

apolarnoj unutarnjoj Supljini pomocu hidrofobnih interakcija (Ozkan i sur., 2019).

2.1.2. Fizikalne metode inkapsulacije

Susenje rasprsivanjem je tehnika inkapsulacije kojom se tekuéina, koja sadrZzava omotac i
aktivnu tvar, rasprsuje u suhi prah pomodu injektora i struje vruc¢eg plina (Rattes i Oliveira,
2007). Sastoji se od tri faze: homogenizacije napojne tekucine rasprsivacem, susenja napojne
otopine pomocu vruceg plina nosacda kako bi se postiglo isparavanje otapala i skupljanje suhih
Cestica (inkapsulata) pomocu ciklona ili filtra (Schafroth i sur., 2012). Tekudéina koja sadrzava
aktivnu tvar i omotac se ubrizgava u komoru za susenje kroz mlaznicu ili rasprsivac¢ kako bi se
dobile male kapljice nakon c¢ega slijedi isparavanje otapala, zatim se te osuSene Cestice
razdvajaju od plina za suSenje filtrom i ciklonom u kojem se kolektira prah (Fatnassi i sur.,
2013). Karakteristike dobivenih prahova osusenih susenjem rasprsSivanjem povezane su s
procesnim parametrima — temperatura susSenja, brzina protoka zraka za suSenje, brzina

protoka punjenja, brzina rasprsivaca, vrsta omotaca i njegova koncentracija (Slika 1).
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Slika 1 Shematski dijagram procesa susenja rasprsivanjem (preuzeto i prilagodeno prema
Ozkan i sur., 2019)

Susenje zamrzavanjem sastoji se od dvije faze: zamrzavanje i sublimacija. Sublimacija se odvija
pod snizenim tlakom, ¢ime se omogucuje izravno isparavanje vode iz zamrznutog materijala
(Rezvankhah i sur., 2019). Ova tehnika rezultira stvaranjem porozne strukture kojom se
oc€uvaju prirodna svojstva proizvoda. lzuzetno prikladna tehnika za susenje i inkapsulaciju
termicki osjetljivih proizvoda jer osigurava minimalnu termicku razgradnju bioaktivnih

spojeva.

Ekstruzija se temelji na stvaranju malih kapljica, koje sadrze inkapsuliranu aktivnu
komponentu, upotrebom mlaznica. Promjer upotrjebljenih mlaznica tijekom procesa
ekstruzije utjece na velic¢inu proizvedenih kapljica. Postupak ekstruzije sastoji se od pripreme
emulzije ulja i vode koja se zatim ekstrudira kroz mlaznice, stvarajuci kapljice pomocu
rasprsivanja. Nastale kapljice dalje se podvrgavaju metodama geliranja, hladenja ili grijanja
(Bamidele i Emmambux, 2020). Ekstruzija je posebno pogodna metoda za inkapsulaciju
mikroorganizama jer ne zahtjeva upotrebu Stetnih otapala te se moze izvoditi u aerobnim i

anaerobnim uvjetima (de Vos i sur, 2010).

Hladenje pomocu rasprsivaca je tehnika inkapsulacije prilikom koje se koriste masnode s

visokom tockom taljenja kako bi se osigurala termicka stabilnost aktivnih sastojaka. Aktivne
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tvari, topive u lipidima ili u obliku suhih Cestica ili emulzije, mijeSaju se s lipidnim slojem i
rasprSuju u struju hladenja. Ova tehnika podsje¢a na suSenja rasprSivanjem, ali umjesto
isparavanja, u ovoj metodi omotac se hladi. Hladenje rasprsSivanjem korisna je tehnika za
smanjenje hlapljivosti i zastitu osjetljivih aktivnih sastojaka poput minerala, vitamina, enzima,

aroma i proteina (Pordevié i sur., 2014).

2.2. OMOTACI

Izbor prirodnih i sintetickih polimera koji se koriste kao omotaci varira ovisno o vrsti aktivne
tvari koja se inkapsulira i Zeljenim svojstvima konacnog proizvoda. Sastav omotaca igra klju¢nu
ulogu u oblikovanju funkcionalnih karakteristika inkapsuliranih tvari te utjeCe na odabir
odgovaraju¢e metode inkapsulacije. Omotaci u procesu inkapsulacije moraju zadovoljiti niz
uvjeta kako bi se osigurala uspjesna inkapsulacija, a neki od tih uvjeta ukljucuju dobra reoloska
svojstva, pogotovo pri visokim koncentracijama, kako bi omogudili lako rukovanje tijekom
inkapsulacije. Takoder, omotaci trebaju biti nereaktivni s aktivnom tvari koja se inkapsulira,
kako tijekom procesa inkapsulacije tako i tijekom skladistenja, kako bi se o¢uvao integritet
inkapsulirane tvari. Jedan od vaznih faktora prilikom odabira omotaca je i ekonomi¢nost kako
bi proces inkapsulacije bio odrziv i efikasan (Grgi¢ i sur., 2020). Upravo zbog toga, danas se
najéeSce upotrebljavaju omotaci prirodnog porijekla kao Sto su polimeri ugljikohidrata,

proteini i lipidi.
2.2.1. Polimeri ugljikohidrata

Polimeri ugljikohidrata opisuju se kao prirodni homo- i kopolimeri koji se sastoje od ostataka
Secera i/ili njihovih derivata. Karakteristicne veze koje povezuju specificne monosaharide
zajedno u ovoj polimernoj strukturi su O-glikozidne veze. Interakcija se mozZe dogoditi izmedu
bilo koje od hidroksilnih skupina Secernih monomera, Sto rezultira polisaharidima sa
strukturom linearnog ili razgranatog lanca. Struktura polimera odreduje njegova funkcionalna
svojstva, kao Sto su topljivost, sposobnost stvaranja gela i svojstva povrsine inkapsulata

(Samborska i sur., 2021).

Alginati
Alginati su nerazgranati anionski biopolimeri koji se sastoje od B-D-manuronske kiseline (M) i
a-L-guluronske kiseline (G) povezanih u (1->4) piranoznu strukturu (Slika 2). Cine Siroku

5
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skupinu strukturnih egzopolisaharida prisutnih u morskim algama, poput alginske kiseline i
njenih soli, te njihovih derivata. Za komercijalne svrhe veinom se dobivaju iz alginofita,
poznatih kao kelp, Sto se u Sirem kontekstu odnosi na smede alge (Phaeophyceae). Takoder,
alginate proizvode bakterije poput Azotobacter i Pseudomonas (Peteiro, 2018). Kod
inkapsulacije, alginati se najée$ée koriste za metodu ionskog umrezavanija ili geliranja. Cest su
izbor za inkapsulaciju bioaktivnih komponenti hrane zbog svojih svojstava kao Sto su
netoksi¢nost, biorazgradivost i biokompatibilnost, Sto ih ¢ini sigurnima za primjenu u
prehrambenoj industriji. Osim toga, prikladni su i za inkapsulaciju osjetljivih aktivnih sastojaka
budu¢i da se geliranje alginata odvija u blagim procesnim uvjetima, a sam postupak je

relativno jednostavan i pristupacan (Paques i sur., 2014).

GM-block M-block GM-block G-block

Slika 2 Molekularna struktura natrijevog alginata (Wang i sur., 2018b)

Hidrolizirani skrobovi
Maltodekstrin, kao jedan od najpopularnijih ugljikohidrata koji se koristi za inkapsulaciju,
pogotovo prilikom suSenja rasprsivanjem, odnosi se na dekstrine koji posjeduju vrijednosti
dekstroznog ekvivalenta (DE) manju od 20. Iznimno su topivi u vodi i imaju malu viskoznost
$to je vaino za smanjenje problema sljepljivanja i aglomeracije u prehrambenim sustavima
(Rostamabadi i sur., 2020). Maltodekstriniimaju viSenamjenski doprinos u inkapsulaciji i zastiti
bioaktivnih sastojaka od oksidacije i toplinske razgradnje. Ipak, posjeduju los potencijal
emulgiranja koji se moze rijesiti njihovom kombinacijom s drugim omotacima na bazi Skroba,
bilo u prirodnom ili modificiranom obliku (Ding i sur., 2019). Enzimska modifikacija Skroba
moze dovesti do stvaranja cikli¢ckih oligosaharida — ciklodekstrina koji posjeduju 6, 7 i 8
glukopiranoznih jedinica (a-, B- i y-ciklodekstrin) povezanih a-(1,4) glikozidnim vezama u

ciklicki oligomer koji sadrzi hidrofobnu Supljinu (Slika 3).
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Slika 3 Kemijska struktura a-, B- i y-ciklodekstrina (a, B, y -CD) (Nikitenko i Prassolov, 2013)

U hidrofobnu Supljinu ciklodekstrina mogu se vezati bioaktivne tvari koje su slabo topljive u
vodi, poboljsavajuéi njihovu stabilizaciju tijekom probave i poveéavajuéi njihovu
bioraspoloZivost (Samborska i sur., 2021). Ciklodekstrini su preporucuju kao snazni
materijali/omotaci u inkapsulaciji antioksidansa (Webber i sur., 2018), aroma (Xiao i sur.,

2019), i eteri¢nih ulja (Chew i sur., 2018).

Prirodne gume

Prirodne polisaharidne gume imaju Siroku primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji
zahvaljujuéi svojim svojstvima, poput biokompatibilnosti, netoksi¢nosti, biorazgradivosti i
svojstvima viskoznosti. Ovo svojstvo guma proizlazi iz njihovog potencijala u formiranju
intermolekularnih zona povezivanja izmedu dva razli¢ita polimerna lanca, stvaraju¢i 3D-mreze
i Stite¢i bioaktivne tvari. Gume biljnog podrijetla obi¢no se kategoriziraju u cetiri glavne

skupine ovisno o izvoru:
1. biljni eksudati (guma arabika),
2. gume dobivene iz sjemenki (guar guma),
3. mikrobni eksudati (ksantan guma) i
4. gume morske trave (karagenan) (Taheri i Jafari, 2019).

Guma arabika je jedan od najopseznije proucavanih omotaca u svim metodama inkapsulacije,
a pogotovo kod primjene susSenja rasprSivanjem zahvaljujuéi svojoj visokoj sposobnosti
stabiliziranja emulzija i osiguravanja velikog zadrzavanja hlapljivih tvari (Sahoo i sur., 2015).
Guma arabika je prirodni eksudat koji potjece od drva bagrema, posebice vrste Acacia senegal.
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Ova vrsta drveca raste u razli¢itim dijelovima svijeta, ukljuCujuéi Afriku, Indiju, Australiju i
Ameriku. Sastoji se pretezno od Seéera poput galaktoze, ramnoze i arabinoze te sadrzi
glukuronsku kiselinu i male koli¢ine proteinske komponente koje pridonose njezinim
funkcionalnim svojstvima (Williams i Phillips, 2009). Gumu arabiku karakterizira visoka
topljivosti u vodi i niska viskoznost u usporedbi s drugim gumama. Kada se dodaje u razlicite

sustave, ne mijenja boju, okus ni miris.

Gumu tragacanth proizvodi drvenasti zimzeleni grm roda Astragalus karakteristiCan za
pustinjsku i planinsku regiju Azije. Sastoji se od 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 ulje u vodi te se ¢esto koristi kao stabilizator, emulgator i zgu$njiva¢ u prehrambenoj,
farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji (Weiping i Branwel, 2000). Fizikalno-kemijska i
funkcionalna svojstva ove gume znatno ovise o vrsti, stoga je prilikom odabira odgovarajuce
vrste gume tragacanth bitno znati njenu buduéu primjenu. Unatoc relativno visokoj cijeni, ova
guma jo$ uvijek privlaéi 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).

Kitozan

Kitozan je polisaharid koji se, nakon celuloze, nalazi medu najraSirenijim prirodnim
polisaharidima (Casadidio i sur., 2019) (Slika 4). Dobiva se iz hitina, pri ¢emu otpad od prerade
Skampa predstavlja najbogatiji i najlakSe dostupan izvor hitina i kitozana (Tyliszczak i sur.,
2020). Ovi spojevi odlikuju se vaznim svojstvima kao Sto su biorazgradivost, netoksi¢nost i
biokompatibilnost (Kumar i sur., 2018). Jedna od klju¢nih karakteristika kitozana je njegova
netopljivost u vodi i organskim otapalima, ali dobra topljivost u slabo kiselim otapalima
(Tyliszczak i sur., 2020). Ovo svojstvo Cini kitozan izuzetno prikladnim za ucinkovitu dostavu
osjetljivih spojeva u ciljane regije, poznatu kao ,ciljana isporuka“ (targeted delivery) (Raza i

sur., 2020).
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Slika 4 Struktura hitina i kitozana (prilagodeno prema Nilsen-Nygaard i sur., 2015)

2.2.2. Proteini

Bioloski polimeri koji se sastoje od aminokiselina poznati kao proteini, postoje u razli¢itim
molekularnim strukturama kao $to su globularni proteini, vlaknasti proteini i nasumicne
zavojnice koji su odredeni aminokiselinskim profilom (Matalanisisur., 2011). Proteini se mogu
izolirati iz nusproizvoda Zivotinjskog podrijetla kao Sto su proteini sirutke i Zelatina, ali i iz
nusproizvoda biljnog podrijetla kao $to su proteini Zitarica i uljarica koji se intenzivno koriste

za inkapsulaciju.

Proteini sirutke
Proteini sirutke vrijedan su nusproizvod industrije sira, klasificiran kao GRAS (Generally
Recognized as Safe) i relativno jeftin, a intenzivno se primjenjuju u prehrambenoj industriji
zahvaljujudi njihovoj nutritivnoj i funkcionalnoj karakterizaciji (Comunian i Favaro-Trindade,
2016). Kombinacija su globularnih proteina s razli¢itim molekularnim svojstvima, a naj¢esée
komponente sirutke su B-laktoglobulin, a-laktalbumin, serumski albumin i imunoglobulini.
Proteini sirutke pokazuju veliku topljivost u vodenom mediju kroz razli¢ite pH vrijednosti, dok
se mala koli¢ina agregacije moze dogoditi pri pH vrijednostima blizu njihove izoelektri¢ne
tocke (pl ~ 5) (McClements, 2014). Ovi proteini imaju izvrsna svojstva emulgiranja i geliranja
zbog kojih se koriste za proizvodnju inkapsulata na bazi hidrogelova, razvoj sustava
nanocestica, kao i za stvaranje slozenih koacervata s brojnim polisaharidima (Ramos i sur.,

2019).
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Proteini soje
Soja (Glycine max L.) se smatra jednom od najc¢es¢e uzgajanih uljarica u svijetu, a jeftina je
izdasna i obnovljiva sirovina uz izuzetnu ekonomsku vrijednost. Sjeme soje se sastoji od oko
20 % ulja i 40 % proteina na suhoj bazi (Comunian i Favaro-Trindade, 2016). Protein soje je
poznat kao nutritivan, funkcionalan i pozitivan za ljudsko zdravlje s obzirom na dobru
probavljivost i hipoalergeni potencijal. Osim pozitivnih u¢inaka na zdravlje, sojini proteini
pokazuju brojna sjajna funkcionalna svojstva, prikladna za metode inkapsulacije, ukljucujudi
dobru topljivost i svojstva emulgiranja, svojstva geliranja i pjenjenja, apsorpciju vode i masti,
pravilno stvaranje filma i visoku sklonost ka stvaranju agregata (Nesterenko i sur., 2013).
Proteini soje nasiroko se istrazuju kao omotaci za inkapsulaciju metodom koacervacije, a ¢esto
se koriste prilikom metode susSenja rasprSivanjem pogotovo za inkapsulaciju fitokemikalija

(Comunian i Favaro-Trindade, 2016).

Zelatina
Zelatina je hidrokoloid koji se dobiva iz kolagena Zivotinjskih izvora kao $to su kravlja i svinjska
koza i/ili kosti te ribe, a ima Cestu primjenu u prehrambenoj industriji. Njezina molekulska
masa varira od 15 000 do 400 000 Da ovisno o izvoru i procesu ekstrakcije. Visoka dostupnost
i niska cijena dvije su glavne prednosti Zelatine kao omotaca. Osim toga, Zelatina je topiva i
biokompatibilna s mnogim bioaktivnim spojevima (Ali i sur., 2019). Funkcionalna svojstva
Zelatine koja je cCine privlaénom za industriju su dobro stvaranje gela i filma, visoka
stabilizirajué¢a aktivnost i sposobnost stvaranja fine, guste mreze koja moze biti korisna kao

materijal za omotac u svrhu inkapsuliranja susenjem rasprsivanjem i emulgiranjem.
2.2.3. Lipidi, masti i ulja

Lipidi, uklju¢ujuci mlijeénu mast i frakcije mlijecne masti kao Sto su olein i stearin, biljne masti
i ulja kao Sto su sojino ulje, ulje kanole, palmino ulje, suncokretovo ulje i njihove frakcije
takoder se mogu koristiti za inkapsulaciju lipofilnih sastojaka hrane (Mellema i sur., 2006).
Trigliceridi (ili triacilgliceroli, sastavljeni od molekule glicerola esterificirane s tri molekule
masnih kiselina), digliceridi (ili diacilglicerol, sastavljeni od molekule glicerola esterificirane s
dvije molekule masnih kiselina) i monogliceridi (ili ester s jednom masnom kiselinom) povezani
su s obitelji glicerida. Tri, dva ili samo jedan masni lanac kovalentno su vezani za molekulu
glicerola esterskim vezama. Digliceridi i monogliceridi pokazuju svojstva emulgiranja koja se
mogu uzeti u obzir za dizajn i formulaciju inkapsulata. Tocke taliSta glicerida uvelike ovise o
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njihovoj kemijskoj prirodi, a ovise i o simetriji ostataka masnih kiselina te njihovoj raspodjeli u
poloZajima ugljika. Na primjer, mlijeCne masti s najvisSim taliStem obicno se koriste kao spoj
sekundarnog premaza koji se nanosi na primarne inkapsulate ili na bioaktivne jezgre u prahu
kako bi se poboljsala njihova svojstva barijere za vlagu. Osim toga, mogu se razlikovati dvije
podskupine masnih kiselina, zasi¢ene i nezasi¢ene masne kiseline, s promjenjivom duljinom,
razli¢itim taliStem i fizikalnim svojstvima, razli¢itim konfiguracijama lanca — cis- i trans-, kratke,
srednje i duge lan¢ane masne kiseline s razli¢itim brojem ugljika (Wandrey i sur., 2010). Lipidi
i spojevi na bazi lipida takoder mogu biti korisni u svrhu inkapsulacije zbog svojih jedinstvenih
svojstava taljenja, povrsinskih aktivnosti, a takoder su dobra barijera za kisik i vodu. Ovi se
materijali mogu ugraditi u emulzijske formulacije kako bi se stvorila prevlaka oko bioaktivne
jezgre, a hidrogenizirane masti takoder su prikazane kao dobra barijera za kisik i vodu

(Samborska i sur., 2021).

Voskovi
Voskovi mogu biti prikladan omota¢ u procesu inkapsulacije. Prirodni voskovi su esteri
dugolancanih alkohola i masnih kiselina te su prirodno prisutni u biljkama ili Zivotinjama. Neki
od prirodnih voskova su kandelila vosak koji se dobiva iz lis¢éa grma Candelilla, karnauba vosak
koji potjece iz lis¢a palmi i pcelinji vosak. Sintetski voskovi, s druge strane, proizvode se
kemijskim procesima u laboratorijskom ili industrijskom okruzenju, a ¢esto se dobivaju iz nafte
ili drugih petrokemijskih izvora te su smjesa ugljikovodika vec¢e molekularne mase. Voskovi su
poznati po svojoj hidrofobnosti i jedinstvenim reoloskim i mikrostrukturnim svojstvima.
Vecdina voskova pokazuje malu probavljivost u probavnim otopinama, $to zauzvrat moze
ograniCiti bioraspolozivost inkapsuliranih komponenti. Takvi materijali kao omotacdi su
koristeni u farmaceutskoj industriji za izradu viSeCesticnih sustava za kontrolirano i odgodeno

otpustanje (Mellema i sur., 2006).

2.3. IONSKO GELIRANIJE

lonsko ili ionotropsko geliranje je Cesta kemijska metoda inkapsulacije koja se temelji na
sposobnosti polielektrolita za umreZavanje u prisutnosti visevalentnih iona kao 3$to su Ca?",
Ba2* i AI** pri éemu nastaju hidrogelovi sferi¢nog oblika (Yeo i sur., 2001). U postupku ionskog

geliranja, vodena otopina polimera kaplje kroz iglu Sprice ili mlaznicu inkapsulatora u kupku
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za geliranje koja sadrzi sredstvo za umreZavanje, najceS¢e CaCly. loni kalcija nalaze se u
elektronegativnim Supljinama, $to se Cesto ilustrira kao ,egg-box“ model kao $to je prikazano

na Slici 5.

Slika 5 ,Egg-box“ model geliranja alginata sa ionima kalcija (da Silva i sur., 2017)

lonske interakcije izmedu glukuronatnih blokova naj¢esce koriStenog omotaca alginata i iona
kalcija dovode do formiranja izrazito stabilnih hidrogelova. Konacna svojstva hidrogelova koji
se proizvode znacajno ovise o karakteristikama polimera koji se koristi i primijenjenom
postupku pripreme. Naime, metoda ionskog geliranja moze se provoditi na dva nacina —
vanjskim ili internim, tj. unutarnjim geliranjem. U vanjskom geliranju, Ca?* ioni difundiraju iz

vanjskog izvora u otopinu polimera (Davarci i sur., 2017) (Slika 6).

vibracijska
jedinica

H

aktivna tvar

mlaznica

+

omotac
>

elektroda

otopina za
umrezavanje

Slika 6 Prikaz procesa vanjske metode ionskog geliranja (preuzeto i prilagodeno prema
Almari i sur., 2019)

12



Matej Brtan: Inkapsulacija ionskim geliranjem: Utjecaj omotaca na ucinkovitost inkapsulacije...

S druge strane, kod internog ionskog geliranja, otopina sredstva za umreZavanje se dodaje u
otopinu omotaca (polimera) i aktivne tvari, Sto rezultira stvaranjem inkapsulata s vodenom

jezgrom (Funami i sur., 2009).

Svojstva proizvedenih hidrogelova pripremljenih metodom ionskog geliranja zna¢ajno ovise o
razli¢itim ¢imbenicima koji utje€u i na sam proces ionskog geliranja. Koncentracija polimera,
aktivne tvari i sredstva za umrezavanje igraju klju¢nu ulogu u oblikovanju svojstava
hidrogelova te imaju utjecaj na ucinkovitost procesa inkapsulacije aktivne tvari. Veli¢ina
hidrogelova podloZna je promjeni ovisno o temperaturi na kojoj se provodi ionsko geliranje, a
vrijeme umrezavanja (stvrdnjavanja) hidrogelova takoder je osjetljivo na temperaturne
uvjete. Nadalje, brzina geliranja, oblik i veli¢ina hidrogelova mogu ovisiti i o pH vrijednosti

otopine za umreZavanje.

2.4. TROP GROZPA

Vinova loza (Vitis vinifera) je trajna penjacica koja pripada porodici lozica (Viticeae) i
predstavlja jednu od najrasirenijih kultura Sirom svijeta. Plodovi vinove loze su okrugle bobice
koje se grupiraju u prepoznatljive grozdove, a veli¢ina i karakteristike ploda znacajno se
razlikuju ovisno o sorti vinove loze i mogu se koristiti u raznim oblicima, bilo svjeZi, preradeni
ili suhi. Preradom grozda u vino nastaje ¢vrsti nusprodukt koji se naziva trop grozda. Trop
grozda sastoji se od sjemenke, pulpe, kozZice i peteljki grozda. lako je otpadni nusproizvod,
trop grozda je bogat i lako dostupan izvor vrijednih spojeva poput ulja, soli limunske, jabuc¢ne
i vinske kiseline, vlakana te fenolnih spojeva. Na kemijski sastav tropa grozda utjecu sorta
grozda, stupanj zrelosti, berba i tehnoloski proces vinifikacije (Arnous i Meyer, 2009). Tijekom
procesa proizvodnje vina, ¢ak 60 — 70 % fenolnih spojeva zaostaje u tropu grozda, dok se
ostatak ekstrahira u vino. Rastudéi broj istrazivanja posvecen je istrazivanju mogucée primjene
tropa grozda u proizvodnji prehrambenih dodataka ili proizvoda s dodanom vrijednoséu. To
se prvenstveno temelji na bogatstvu fenolnih spojeva u tropu grozda, koji imaju zastitni u¢inak

na ljudsko zdravlje.
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2.5. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti biljaka, a odgovorni su za senzorska svojstva biljaka
poput boje, arome i okusa. Takoder, igraju klju¢nu ulogu u zastiti biljaka od Stetnog zracenja,
kao Sto je UV zradenje, te pomazu biljkama u borbi protiv bolesti i mikroorganizama (Grgic i
sur., 2020). Strukturalno gledano, fenolni spojevi spadaju u aromatske spojeve s jednom ili
viSe hidroksilnih skupina. Mogu se podijeliti u dvije osnovne grupe: flavonoidi i neflavonoidi,
koji se dalje razvrstavaju u podskupine temeljem sli¢nosti njihovih kemijskih struktura (Slika

7) (Yu i Ahmedna, 2013).

Fenolni
spojevi

Flavonoidi ‘
Flavonoli H Flavan-3-oli H Antocijani ‘ Tanini ‘
Neflavonoidi
_,-—l—-\_ —
e | sabent || Ugpani

Slika 7 Osnovna podjela fenolnih spojeva

Flavonoidi su velika skupina prirodnih fenolnih spojeva, ¢esto prisutna u ljuskama voca i
povréa. U prehrani, oni imaju klju¢nu ulogu u oblikovanju okusa i boje te djeluju kao
antioksidansi. Nalaze se u raznovrsnim izvorima hrane, ukljuCujuéi vocée i povrce, zeleni i crni
Caj, Cokoladu, crno vino i bobi¢asto voce. Kod grozda, vece koli¢ine flavonoida mogu se nadi u
sjiemenkama, kozici i peteljkama grozda (Pichler, 2019). U nusproizvodima nastalim tijekom

proizvodnje vina uglavnom se mogu naéi flavanoli, proantocijanidini, flavoni, flavonoli i
14
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antocijani. Flavone predstavlja luteolin (Garrido i Borges, 2013), a najzastupljeniji flavan-3-ol

je katehin i njegovi derivati (El Gharras, 2009).

Neflavonoidi su skupina fenolnih spojeva strukturalno sli¢ni flavonoidima, ali se razlikuju
prema kemijskoj strukturi. Ova grupa obuhvaca stilbene, lignane i fenolne kiseline.
Najznacajniji derivati stilbena koji se nalaze u vinu i ostacima vina su derivati resveratrola
(Cveji¢ i sur., 2010) te fenolne kiseline od kojih su uglavnom zastupljene p-hidroksibenzojeva,
3,4-dihidroksibenzojeva, taninska, vanilinska, derivati galne kiseline i siringinska kiselina (El

Gharras, 2009).
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3. EKSPERIMENTALNI RAD

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je ispitati utjecaj razli¢itih omotaca prirodnog porijekla (natrijev alginat, te
kombinacije natrijevog alginata sa Zelatinom, gumom arabikom i kitozanom) na ucinkovitost
inkapsulacije ukupnih fenolnih spojeva ekstrakta tropa grozda sorte merlot pomoéu metode

inkapsulacije ionskim geliranjem.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijal

IstraZivanje je provedeno na tropu grozda sorte merlot, berba 2018, prikupljeno iz vinarije
Erdut. Trop grozda je prethodno osusen na zraku (~ 48 h pri temperaturi od 25 — 27 °C) i
samljeven na veli¢inu Cestica od £ 1 mm ultracentrifugalnim mlinom (Retsch ZM200, Haan,

Njemacka) prije upotrebe.
3.2.2. Priprema ekstrakta

Fenolni spojevi iz tropa grozda ekstrahirani su konvencionalnom kruto-teku¢om ekstrakcijom
u vodenoj kupelji (Julabo SW-23, Njemacka, Slika 8) pri 80 °C i tresnji 200 rpm tijekom 120 min
koristeci svjeze pripremljenu 50 %-tnu vodenu otopinu etanola. Prilikom ekstrakcije koriSten
je omjer kruto-tekuce 40 mL/g. Nakon ekstrakcije, uzorci su centrifugirani (Hermle Z 326 K,
Njemacka), dobivajuéi dva sloja — kruti ostatak tropa i tekuéi ekstrakt bogat fenolnim
spojevima. Tekuéi ekstrakt je uparen do suhog na rotavaporu (Biichi R-210, Svicarska; Slika 9)
pri vakuumu od 48 mbar i temperaturi 50 °C. Nakon uparavanja, suhi ekstrakt je pripremljen

za inkapsulaciju ionskim geliranjem.
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Slika 8 Vodena kupelj s tresilicom Slika 9 Rotavapor Bilichi R-210
Julabo SW 23

3.2.3. Inkapsulacija ionskim geliranjem

U ¢asu je izvagano 1,04 g suhog ekstrakta tropa grozda i dodano je 20,8 mL 30 %-tne vodene
otopine etanola te je naknadno dodano 79,2 mL destilirane vode, ¢ime je postignuta
koncentracija ekstrakta 10,4 mg/mL. Ekstrakt je zatim podvrgnut mijesanju na magnetnoj
mijesalici tijekom 1 sat, nakon c¢ega je centrifugiran pri 11 000 xg tijekom 5 minuta.
Supernatant je odvojen i u njega je dodan omotac/i u potrebnoj koncentraciji (Tablica 2).
Otopina omotaca i aktivne tvari mijeSana je na magnetnoj mijesalici 24 h prije procesa
inkapsulacije kako bi se postigla homogenost. Prilikom inkapsulacije sa kitozanom, u
supernatant je dodan samo natrijev alginat, dok je kitozan pripremljen prema nize opisanom

postupku.

Tablica 2 Omotaci koriSteni za inkapsulaciju liofilizacijom i njihove koncentracije

OZNAKA OMOTAC ¢, (%, w/v)
NA natrij alginat 3
. natrij alginat 3
NA-ZEL o
Zelatina 5
natrij alginat 3
NA-GA )
guma arabika 1,6
NA-KZ natr.u alginat 3
kitozan 1,5

Inkapsulacija je izvedena pomocu inkapsulatora Biichi B-390 (Slika 10) pri frekvenciji od 140
Hz, s naponom elektrode 750 V, promjerom mlaznice 300 um i tlakom 206 mbar. Smjesa
aktivne tvari i omotaca je prolazila kroz mlaznicu i kapala u otopinu za umrezavanje, koja je
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bila 0,25 M vodena otopina CaCl, te su se hidrogelovi stvrdnjavali 10 min u otopini za
umrezavanje. Nakon inkapsulacije, hidrogelovi su filtrirani i potom dva puta isprani

destiliranom vodom.

J‘Ji ;_I.;_

L3

Slika 10 Inkapsulator Blichi B-390

Tijekom inkapsulacije sa kitozanom, hidrogelovi sa 3 %-tnim natrijevim alginatom kao
omotacdem su pripremljeni koristeéi ranije opisan postupak. Nakon procesa inkapsulacije,
dobiveni hidrogelovi su filtrirani i potom uronjeni u 1,5 %-tnu otopinu kitozana, u kojoj su
mijesani tijekom 10 minuta. Otopina 1,5 %-tnog kitozana pripremljena je 24 h sata prije
inkapsulacije kako bi se osiguralo potpuno otapanje kitozana, koji je bio otapan u 1 %-tnoj
ledenoj octenoj kiselini. Nakon mijeSanja u kitozanu, hidrogelovi su opet filtrirani i isprani dva

puta destiliranom vodom.

3.2.4. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Udio ukupnih fenolnih tvari odreden je kolorimetrijskom Folin-Ciocalteu metodom koja se
temelji na reakciji fenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je
smjesa fosfowolframove i fosfomolibdenove kiseline. U alkalnom mediju uz prisustvo FC
reagensa, fenolni spojevi se oksidiraju, a navedene kiseline reduciraju u wolframov i
molibdenov oksid (plavo obojeni) te se njihova apsorbancija mjeri spektrofotometrijski pri
valnoj duljini od 765 nm (Waterhouse, 2001). U svrhu ispitivanja ucinkovitosti inkapsulacije,
udio ukupnih fenolnih tvari odreden je u ekstraktu koji je koristen za inkapsulaciju, prije
dodatka omotacda, te u otopini za umrezavanje i vodi kojom su se ispirali proizvedeni

hidrogelovi.
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Postupak

U epruvete je dodano 40 puL uzorka, 3160 plL destilirane vode i 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa.
Uzorci su promijesani te je nakon 8 minuta dodano 600 uL 20 %-tne vodene otopine Na;COs i
uzorci su opet dobro promijesani i inkubirani u vodenoj kupelji na 40 °C. Nakon 30 minuta
ocitana je apsorbancija na 765 nm pomocu UV/VIS spektrofotometra (Shimadzu UV-1280,
Japan), a sva mjerenja provedena su u tri ponavljanja. Slijepa proba pripremljena je na isti

nacin, ali je umjesto uzorka dodan isti volumen destilirane vode.

Kalibracijska krivulja je izradena koristeci otopine galne kiseline s koncentracijama od 0,05 do
1,0 mg/mL. Na temelju izmjerenih apsorbancija prema prethodno opisanom postupku,
metodom linearne regresije dobivena je jednadzba pravca prema kojoj je racunata

koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (1):

c=1,0188-4+ 0,018 (1)
gdje je: ¢ — masena koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (mg/mL), a A — izmjerena
apsorbancija uzorka pri valnoj duljini 765 nm.

Kako bi se mogla odrediti u¢inkovitost inkapsulacije ukupnih fenolnih spojeva (UF), dobiveni
rezultati su preracunati na masu UF-a prisutnih u ekstraktu koji je inkapsuliran te na masu UF-
a prisutnih u tekucini (otopina CaCl, + voda za ispiranje inkapsulata) zaostaloj nakon

inkapsulacije pomocu izraza (2):

mUF=C'V'DF (2)

gdje je: myr — masa ukupnih fenolnih spojeva u uzorku (mg), V —volumen otapala koristen
za otapanje ekstrakta prilikom pripreme za inkapsulaciju odnosno volumen CaCl; i vode za

ispiranje nakon inkapsulacije (mL), a DF — faktor razrjedenja.

3.2.5. Odredivanje ucinkovitosti inkapsulacije

Ucinkovitost inkapsulacije (EE) odredena je na temelju mase slobodnih i u hidrogelovima

vezanih fenolnih spojeva. Slobodni fenolni spojevi obuhvadaju one spojeve koji su ostali u
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otopini CaCl; nakon stvrdnjavanja hidrogelova, kao i one koji su se isprali sa povrsine

hidrogelova tijekom postupka ispiranja destiliranom vodom.

Ucinkovitost inkapsulacije (EE) izraCunata je prema izrazu (3):

EE (%) = Ma=Mp 100 (3)

my

gdje je: my —masa ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktu pripremljenom za inkapsulaciju (mg)
i mp —masa ukupnih fenolnih spojeva u otopini CaCl, i vodi ostaloj nakon ispiranja hidrogelova

(mg). Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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4. REZULTATI
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Slika 11 Utjecaj dodatka omotaca na ucinkovitost inkapsulacije (EE) ukupnih fenolnih spojeva
ekstrakta tropa grozda sorte merlot pomoéu omotaca prirodnog porijekla: natrijevog alginata

(NA) te kombinacije NA sa zelatinom (NA-ZEL), gumom arabikom (NA-GA) i kitozanom (NA-KZ)

Ispitivanjem utjecaja omotaca prirodnog porijekla na EE ukupnih fenolnih spojeva iz ekstrakta
tropa grozda sorte merlot metodom ionskim geliranjem (Slika 11) dokazano je da je dodatak
sekundarnog omotaca natrijevom alginatu utjecao na povecanje EE u odnosu na EE kada je
koristen samo natrijev alginat. Najbolja ucinkovitost je ostvarena kada je koristen omotac
NA-ZEL (64,63 %), a potom ju slijede EE ostvarene uz primjenu NA-KZ (51,20 %) , NA-GA (46,07
%) te NA (31,24 %). ZEL je protein, a poznato je da su proteini sposobni stvarati vodikove i
hidrofobne veze s fenolnim spojevima te se vezati za slobodne karboksilne skupine polimera
to objadnjava i najbolju EE postignutu s omotacéem NA-ZEL. Kitozan, zbog svoje kationske
prirode, stvara membranu oko polianionskog alginata, formirajuéi veze izmedu karboksilnih
skupina alginata i protoniranih amino skupina kitozana. Ovaj proces, smanjio je gubitak
fenolnih spojeva tijekom inkapsulacije i utjecao na povecanje EE u odnosu na Cisti NA. GA je
polisaharid, ali sadrzi i proteinsku komponentu koja je utjecala na povecéanje EE fenolnih
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spojeva u odnosu na Cisti NA. Osim toga GA je utjecala na smanjenje poroznosti NA

hidrogelova, sprecavajuci “curenje”
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istraZivanja i analize rezultata, moZe se zakljuciti da ucinkovitost
procesa ionskog geliranja u inkapsulaciji fenolnih spojeva ekstrahiranih iz tropa grozda ovisi o
vrsti i kombinaciji omotac¢a. U ovom radu postignuta je najveca ucinkovitost inkapsulacije
ukupnih fenolnih spojeva (64,63 %) koriStenjem kombinacije 3 %-tnog natrijevog alginata i 5
%-tne Zelatine. Takoder, uoceno je da dodavanje sekundarnog omotaca natrijevom alginatu
znacajno poboljSava ucinkovitost inkapsulacije u usporedbi s koristenjem samo natrijevog

alginata kao omotaca.
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