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SazZetak:

Trop grozda i kozja sirutka nusprodukti su prehrambene industrije koji obiluju organskim tvarima te je njihovo
neplansko odlaganje u okoli§ nepozeljno. Istodobno, bioaktivne tvari koje imaju u svom sastavu ¢ine ove
nusprodukte poZeljnim sirovinama u postupcima upcyclinga. Stoga je u ovom radu kori$tena kruto-tekuca
ekstrakcija za izdvajanje bioaktivnih tvari iz tropa groZzda, te suSenje rasprSivanjem za mikroinkapsulaciju
dobivenih ekstrakata s ciljem stabilizacije ekstrahiranih spojeva i o¢uvanja njihove biodostupnosti. Proteini
kozje sirutke koriSteni su kao omotac, a temperatura ulaznog zraka od 173,5 °C, brzina pojenja od 7 mL/min i
omjer ,,omotaé : ekstrakt“ od 2,5 odredeni su kao optimalni uvjeti inkapsulacije pri ¢emu je ostvaren visok
prinos (85,2 %) i efikasnost inkapsulacije (95,5 %), uz zadovoljavajue nisku vlaznost proizvoda (< 5 %).
Dodatak ko-omotaca ugljikohidratnog tipa, i to 10 % trehaloze, saharoze ili ksiloze, odnosno 5 % maltodekstrina
rezultirao je polukristalnom strukturom mikrokapsula, pri ¢emu se trehaloza pokazala kao najuéinkovitija u
povecanju stabilnosti mikrokapsula tijekom skladiStenja. Zabiljezen je izrazeniji stabilizirajuéi ucinak
mikroinkapsulacije na fenolne spojeva tijekom skladistenja u odnosu na antocijane. Simulirana in vitro probava
ukazuje da proteini kozje sirutke doprinose oc¢uvanju biodostupnosti fenolnih spojeva ekstrahiranih iz tropa
grozda te da zajedno ¢ine visokovrijedan funkcionalni proizvod.
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Summary:

Grape pomace and goat whey are by-products of the food industry that are rich in organic substances and whose
unplanned disposal into the environment is undesirable. At the same time, the bioactive substances they contain
make these by-products suitable raw materials for upcycling processes. Therefore, solid-liquid extraction was
used in this work to extract bioactive substances from the grapes and spray drying to microencapsulate the
extracts obtained, with the aim of stabilising the extracted compounds and preserving their bioavailability. Goat
whey proteins were used as coating. Optimal encapsulation conditions were determined to be an air inlet
temperature of 173.5 °C, a feed rate of 7 mL/min and a "coating : extract" ratio of 2.5, resulting in a high yield
(85.2 %) and encapsulation efficiency (95.5 %) with satisfactorily low product moisture (< 5 %). The addition
of a carbohydrate-type co-coating, namely 10 % trehalose, sucrose or xylose or 5 % maltodextrin, resulted in a
semi-crystalline structure of the microcapsules, with trehalose proving to be particularly effective in increasing
the stability of the microcapsules during storage. The stabilisation of phenolic compounds during storage by
microencapsulation was more pronounced compared to anthocyanins. Simulated in vitro digestion shows that
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S porastom stanovnistva, globalizacijom i razvitkom razli¢itih trendova u prehrani dolazilo je
do povecane proizvodnje razli¢itih prehrambenih proizvoda, a samim time i do nastanka sve
vece koli¢ine otpada koji se bez prethodne obrade skladistio u okolis. Medu takvim otpadom
su se nalazile i velike koli¢ine visokovrijednih nusprodukata prehrambene industrije poput
tropa grozda i kozje sirutke. Buduc¢i da oba nusprodukta obiluju organskim tvarima,
nekontrolirano odlaganje ovakvih nusprodukata u okoli§ bi uzrokovalo brojne ekoloske
probleme poput zakiseljavanja tla, smanjenje bioraznolikosti te remecenje ekoloske ravnoteze.
Sirenjem ekologke svijesti te upoznavanjem potrosata s pojmom “upcycling” razvijaju se

brojne ideje 1 moguénosti iskoriStenja ova dva nusprodukta.

Grozde je jedna od najkultiviranijih voénih kultura u svijetu. Trop grozda je nusprodukt vinske
industrije koji nastaje tijekom faze runjenja 1 muljanja grozda. Sastoji se od kozice, peteljki,
sjemenki te zaostale pulpe. Prilikom prerade grozda, manji dio fenolnih spojeva dospije u
finalni proizvod, odnosno vino ili sok, dok ve¢i dio fenolnih spojeva grozda zaostaje u tropu
grozda §to ga Cini visokovrijednim nusproduktom. Osim fenolnih spojeva ovaj nusprodukt
obiluje 1 proteinima, prehrambenim vlaknima i uljima. Upravo zbog tako bogatog kemijskog
sastava trop grozda posjeduje bioloSku aktivnost u obliku antioksidacijske, antimikrobne,
antiupalne, prebioticke, kardioprotektivne i antiproliferativne aktivnosti. U prosjeku, prilikom
proizvodnje 6 L vina generira se oko 1 kg tropa grozda. Stoga je trop grozda pogodna sirovina
iz koje se postupcima “upcyclinga” mogu razviti novi visokovrijedni proizvodi. Jedna od takvih
mogucnosti je ekstrakcija bioaktivnih fenolnih tvari tvari iz tropa grozda. Obzirom da se radi o
spojevima koji su podlozi degradaciji u kontaktu s okolisnim faktorima te su podlozni
promjenama u kontaktu s probavnim teku¢inama humanog probavnog trakta, poZeljno ih se
inkapsulirati nakon izdvajanja iz biljnog matriksa, kao bi se povecala njihova stabilnost, a time

1 bioraspoloZivost.

SuSenje rasprSivanjem je jednostavna inkapsulacijska tehnika u kojoj se pojna smjesa susi
rasprSivanjem u struji vruceg zraka ili plina te nastaje visokostabilan praskasti produkt. Proces
je brz, kontinuiran i energetski uc¢inkovit te pogodan ¢ak i za termoosjetljive komponente.
Koristenjem ove inkapsulacijske tehnike zabiljeZena je zastita brojnih bioaktivnih komponenata
od nepovoljnih okolisnih uvjeta poput niskog pH, visoke temperature i vlage, omoguceno je
kontrolirano otpuStanje, zamaskirani su nezeljeni organolepti¢ki atributi te je sprijecena
oksidacija i degradacija hlapljivih komponenata. Produkti nastali suSenjem rasprSivanjem svoju

primjenu nalaze u brojnim industrijama kao $to su farmaceutska, prehrambena, kozmeticka,
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biotehnoloska i1 nutraceutska industrija. Za inkapsulaciju suSenjem rasprSivanjem koriste se
razliciti omotaci (nosaci) medu kojima se nalaze sirutka i proteini sirutke, koji predstavljaju
inkapsulacijske omotace prirodnog podrijetla koji osim “zastitne” uloge, zbog svog kemijskog

sastava mogu doprinjeti nutritivnim i bioaktivnim svojstvima nastalog praha (mikrokapsula).

Sirutka je nusprodukt mljekarske industrije, a zaostaje nakon proizvodnje sira. Sastoji se od
vode, proteina, esencijalnih aminokiselina, prehrambenih vlakana (inulin), mineralnih tvari
(poput kalija, natrija, kalcija, fosfora i magnezija), vitamina skupine A, B i D, od kojih se istice
riboflavin koji daje karakteristiénu zuto-zelenu boju sirutke. Prilikom proizvodnje 1 kg sira
generira se oko 9 L tekuce sirutke. Sve je ve¢i interes za bioaktivne sastojke iz raznih proizvoda
i nusproizvoda mljekarske industrije te na razvoj novih mogucénosti i tehnologija usmjerenih na

isoriStavanje bioaktivnih komponenata iz sirutke.

Cilj ovog doktorskog rada je bio razviti optimalan proces homogenizacije 1 inkapsulacije
ekstrakta tropa grozda metodom suSenja rasprSivanjem, koriste¢i proteine kozje sirutke kao
glavni materijal omota¢, u svrhu ocuvanja i zastite fenolnih spojeva te povecanja njihove
biodostupnosti. Osim toga ispitan je utjecaj dodatka drugog omotaca ugljikohidratnog tipa
(saharoze, ksiloze, trehaloze i maltodekstrina) na stabilizaciju primarnog omotaca (proteina
kozje sirutke), odnosno uspjesnost procesa inkapsulacije, fizikalnokemijske karakteristike
mikrokapsula (MC), biodostupnost fenolnih spojeva tijekom in vitro simulirane probave te

stabilnost MC tijekom testa ubrzanog starenja.
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2.1. Trop grozda

Vinova loza (Vitis vinifera) je jedna od najrasprostranjenijih i najznacajnijih kultura koje se
uzgajaju na svijetu (Almanza-Oliveros i sur., 2024; Chowdhary i sur., 2021), a ponajviSe se
uzgaja radi proizvodnje vina te neSto manje za proizvodnju sokova i ostalih proizvoda od grozda
(Koutelidakis, 2016). Prema Goula i sur. (2016) prilikom proizvodnje navedenih proizvoda
godiSnje nastane ¢ak 9 milijuna tona tropa grozda. Upravo je trop nusprodukt koji nastaje u
najvecoj koli¢ini tijekom procesa proizvodnje vina i voénih vina. Sastoji se od preostale kozice,
peteljki 1 sjemenki grozda. Smatra se da ¢e od ukupne koli¢ine grozda koja se koristi u procesu
proizvodnje vina nastati oko 25 % koli¢ine tropa grozda (Beres 1 sur., 2017). Najveci udio u
tropu grozda c¢ini kozica, koja je bogata polifenolnim spojevima, a sadrzi oko 12 %
hemiceluloze te oko 20 % celuloze. Sjemenke grozda sadrze lipide, proteine te manju koli¢inu
polifenolnih spojeva (Davila i sur., 2017). Osim u kozici, hemiceluloza i celuloza nalazi i u
zaostalim peteljkama grozda, koje sasrze 1 polifenolne spojeve te sloZzene ugljikohidrate, koji
pruzaju dobrobiti kroz poboljSanje probavnog procesa, kao i netopiva vlakna koja smanjuju
apsorpciju nezdravih masti i poticu detoksikacijske procese (Barros i sur., 2015). Kao $to je
vidljivo iz Tablice 1, prehrambena vlakna dominiraju prosje¢nim sastavom tropa crvenog
grozda pri ¢emu prevladaaju netopiva vlakna. Zbog svoje porozne strukture i male gustoce,
vlakna poboljSavaju rad probavnog trakta. Osim navedenog, prehrambena vlakna se mogu
vezati s polifenolnim spojevima tropa grozda te na taj nacin stvarati prehrambena vlakna s

povecanom antioksidativnom aktivnoscu.

Tablica 1 ProsjeCan kemijski sastav tropa crvenog grozda (prema Antoni¢ i sur., 2020)

Komponenta %
Pepeo 1,73-9,10
Proteini 3,57 -14,17
Masti 1,14-13,90
Polifenolni spojevi 0,28 8,70

ukupna 17,28 —88,70

Prehrambena vlakna  topiva 0,72-12,78
netopiva 16,44 —67,70
ukupno 12,20 —40,53

Seéeri fruktoza 0,38 -8,91
glukoza 0,21 -26,34

Osim prehrambenih vlakana, jednako bitna komponenta tropa groZzda jesu i polifenolni (fenolni)
spojevi. Glavni predstavnici ove skupine koji dominiraju sastavom tropa crvenog grozda jesu

fenolne kiseline i katehini. Ovu skupinu spojeva odlikuje visoko antioksidativno, antitumorsko
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1 antibakterijsko djelovanje, a takoder biljeZe i pozitivan uc¢inak na kompletno ljudsko zdravlje.
Osim fenolnih kiselina i katehina, u tropu crvenog grozda pronalazimo i antocijane - to su
crveno obojeni spojevi, izuzetno osjetljivi na svjetlost, promjene pH vrijednosti kao 1 na
promjene temperature. Osim kemijskog sastava prikazanog u Tablici 1, bitno je napomenuti da
se u tropu crvenog grozda nalazi i velika koli¢ina mineralnih tvari kao Sto su kalij, kalcij,

mangan, zeljezo, cink i fosfor (Antoni¢ i sur., 2020).

2.2. Polifenolni spojevi

Zbog djelomicne 1 nepotpune ekstrakcije fenolnih spojeva tijekom procesa proizvodnje vina, u
tropu grozda zaostaje Sirok spektar razli¢itih fenolnih spojeva (Koutelidakis, 2016). Cimbenici
poput okoli$nih uvjeta, stupnja sazrijevanja biljke, procesa prerade mogu imati utjecaj na sastav
fenolnih spojeva (Peixoto 1 sur., 2018). Biljni fenoli, ukljuc¢ujuéi jednostavne fenole, fenolne
kiseline, flavonoide, kumarine, stilbene, tanine, lignane i lignine, jesu najobilniji sekundarni
metaboliti, proizvedeni uglavnom kroz shikimatni put od L-fenilalanina i L-tirozina. Nastaju
kao odgovor biljke na stresne situacije, odnosno sluze kao zastita od UV zradenja, virusa,
insekata i bakterija (Kumar i Goel, 2019). Bitno je napomenuti da se bioloska aktivnost fenola
razlikuje 1 izravno je vezana za njihovu bioraspolozivost (Koutelidakis, 2016). Prema literaturi,
navode se brojna pozitivna djelovanja fenolnih spojeva na ljudsko zdravlje jer se odlikuju
antioksidacijskim, antikancerogenim, antialergijskim, antiproliferativnim, antimikrobnim,
antifungalnim te neuroprotektivnim 1 kardioprotektivnim karakteristikama, a samim time
navode se 1 brojne potencijalne primjene fenolnih spojeva (Chamorro i sur., 2012; Jara-Palacios
1 sur., 2015; Koutelidakis, 2016; Luchian i sur., 2019; Mendoza-Wilson 1 sur., 2013). Zbog
strukturnih razli¢itosti postoje mnoge klasifikacije fenolnih spojeva, ali ono §to je svima
zajednicko je da imaju barem jedan aromatski prsten s jednom ili vise hidroksilnih skupina
(Grgi¢ 1 sur., 2020). Broj i polozaj hidroksilne skupine u odredenom fenolnom spoju dovodi do

varijacija u njthovom antioksidativnom potencijalu (Kumar i Goel, 2019).

2.2.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su jedna od glavnih klasa biljnih fenolnih spojeva, a sadrze jedan aromatski
prsten te jednu karboksilnu skupinu. U najvecoj koncentraciji ih se moZze pronaci u listovima,
kozici i sjemenkama biljaka. Dijele se u dvije skupine: hidroksibenzojeve te hidroksicimetne
kiseline (Abotaleb i sur., 2020). Ovi se spojevi ¢esto pojavljuju u konjugiranom obliku, naime

kao glikozilirani derivati ili esteri kininske kiseline, shikiminske kiseline 1 vinske kiseline
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(Teixeira i sur., 2014). Cetiri najéesée hidroksicimetne kiseline su feruli¢na kiselina, kafeinska,
p-kumarinska te sinapinska kiselina, dok se kao najc¢es¢e hidroksibenzojeve kiseline navode
p-hidroksibenzojeva kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, galna kiselina te vanilinska 1
siringicna kiselina (Abotaleb 1 sur., 2020; Kumar i Goel, 2019). Kemijske strukture

predstavnika ove dvije skupine fenolnih kiselina moguce je vidjeti na Slici 1.

Hidroksibenzojeve

kiseline Ry Ry Rs Ry
p — Hidroksibenzojeva H H OH H
Vanilinska H OCH, OH H
Galna H OH OH OH
Siringicna H OCH, OH OCH;
CoOol Hldri:;selrilr:r;etne R, R, R,
p —Kumarinska H OH H
Kafeinska OH OH H
Feruli¢na OCH, OH H
Sinapinska OCH; OH OCH,

Slika 1 Struktura i klasifikacija pojedinih fenolnih kiselina (prema Mudnic i sur., 2010)

2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi su najveéa i iznimno strukturno raznolika skupina niskomolekularnih fenolnih
spojeva u biljkama. Njihova osnovna struktura je difenilpropanski (C6-C3-C6) kostur (Slika
2). Stupanj oksidacije C prstena te supstituenti u A i/ili B prstenu uzrok su strukturne razlicitosti
flavonoida, §to za posljedicu ima razlic¢ite bioloske aktivnosti. Uzrok su Zutih, plavih, crvenih i
ljubicastih pigmenata u biljkama. Dijele se na flavonole (kvercetin, kaempferol, miricetin),
flavone (luteolin), flavanone (naringenin), kalkone (likokalkon A i E), flavanole ili katehine
(katehin, epikatehin, galokatehin, epikatehin galat, galokatehin galat), izoflavone
(soforaisoflavon A) te antocijane (cijanidin, delfinidin, malvidin) (Farhadi i sur., 2019).
Osjetljivi su na mnoge ¢imbenike, poput pH, temperature i UV zracenja, koji utjecu na njihovu

stabilnost 1 boju (Teixeira i sur., 2014).
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Slika 2 Osnovna struktura flavonoida i njihovih pojedinih skupina (prema Panche i sur., 2016)

2.2.3. Stilbeni

Strukturu stilbena karakteriziraju dva aromatska prstena povezana etilenskim mostom. Grozde
proizvodi stilbene kao odgovor na niz fizioloskih faktora stresa, poput ozona i UV-C zracenja,
povecavajudi razine stilbena do nekoliko stotina puta u kozici i liS¢u grozda (Teixeira i sur.,
2014). Ovisno o njihovoj konfiguraciji strukturno ih se moze podijeliti na Z-tip i E-tip stilbena.
Karakteriziraju ih vazna bioloska svojstva poput antivirusne, protuupalne i antikancerogene
aktivnosti. Neki od najproucavanijih stilbena koji se nalaze u grozdu jesu resveratrol (3,4’,5-

trihidroksi-trans-stilben), e-viniferin i piceatanol (De Filippis i sur, 2017).

2.2.4. Lignani

Lignani su velika skupina specijaliziranih metabolita polimeriziranih s dva derivata
fenilpropanoida (C6 — C3) na razlic¢ite nacine. Uglavnom postoje kao dimeri, dok nekoliko njih
postoje kao trimeri i tetrameri. U prirodi su uglavnom slobodni, a manji broj njih su glikozidi.

Dijele se na norlignane te polimerne lignane, ovisno o razli¢itim polimerizacijskim poloZajima

8
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te nac¢inima dehidracijske kondenzacije skupina bo¢nih lanaca koje sadrze kisik (Wang i sur.,

2022).

2.3. Mogucénosti iskoriStenja tropa grozda

Gospodarenje otpadom i nusproduktima je tema koja postaje sve aktualnija u dana$njem svijetu.
Zbog uzurbanog nacina zivota i sve vece napucenosti, pojavljuje se potreba za povecanom
proizvodnjom hrane, a kao posljedica nastaju velike koli¢ine otpada koje se nepravilno skladiste
u okoli$ te tako predstavljaju ne samo ekonomski ve¢ i ekoloski problem (Plainfossé i sur.,
2020), kao S$to je zakiseljavanje tla, fitotoksicnost, smanjenje sadrzaja kisika u tlu (Bustamante

1 sur, 2008) te oneciscenje zraka usred nekontroliranog spaljivanja (Chowdhary 1 sur., 2021).

Dugi niz godina, trop grozda je kao nusprodukt zavrSavao na odlagaliStima ili spalionicama
(Plainfossé i sur., 2020) te se koristio kao gnojivo, hrana za zivotinje ili sirovina za proizvodnju
vinskog octa (Antoni¢ 1 sur., 2020). U cilju smanjenja koli¢ine otpada koji se odlaZe okoli$ te
smanjenja ekonomskih troSkova bilo je potrebno osmisliti nova rjeSenja za pravilno skladiStenje
ili pronaci novu namjenu ovom nusproduktu velikog potencijala. Buduéi da trop grozda obiluje
polifenolnim spojevima, prehrambenim vlaknima i mineralnim tvarima, jedno od rjesenja
odrZzivog gospodarenja otpadom je primjena ovog nusprodukta (,recycling®) u razli€itim
industrijama kao Sto su kozmeticka, farmaceutska, prehrambena (Plainfossé i sur., 2020),
ambalazna (Cejudo-Bastante i sur., 2021; Licciardello i sur.,, 2015) pa ¢ak i gradevinska
industrija (Mufioz 1 sur., 2014). Osim toga prema Chowdhary 1 sur. (2021) trop grozda moze
sluziti 1 kao sirovina za proizvodnju brojnih enzima kao $to su celulaza, ksilanaza, pektinaza i
lakaza. Takoder, sve ceS¢a je i primjena tropa grozda u proizvodnji biogoriva, bioplina,
biognojiva, bioetanola, biougljena (Chowdhary i sur., 2021; Ibn Ferjani i sur.,, 2019),
alternativnih izvora proteina (Thiviya i sur., 2022; Tropea i sur., 2022) te hlapivih organskih

spojeva (Liang i sur., 2020).

2.4. Sirutka

Prema definiciji, sirutka je zuto-zelena tekucina koja zaostaje tijekom proizvodnje sira ili
kazeina (Alfano 1 sur., 2021; Cattaneo i sur., 2013; Pralhadrao i sur., 2021), a nastaje tijekom
faze uklanjanja gruSa (Ramos 1 sur., 2016). Pri proizvodnji samo 1 kg sira nastane ¢ak 9 L tekuce
sirutke (Gajendragadkar i Gogate, 2016). Postoje dvije vrste sirutke, slatka 1 kisela. Slatka
sirutka se dobiva nakon proizvodnje zrelih sireva (pH 5,8 — 6,6). Za razliku od slatke, kisela
sirutka je nusproizvod kiselog zgruSanog sira (“svjezeg sira”) 1 ima pH manji od 5,1

9
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(Gajendragadkar 1 Gogate, 2016; Krélczyk i sur., 2016; Ramos i sur., 2016; Ryan i Walsh,
2016). Sirutka moze nastati iz razli¢itih mlijeka kao Sto su devino (Zou 1 sur., 2022), kozje
(Medeiros 1 sur., 2018), ov¢je (Kerasioti i sur., 2016), bivolje (Garau i sur., 2021) ili kravlje (Li
1 sur., 2015; Ricaurte 1 sur., 2017; Warncke 1 sur., 2021). Najvece koliCine sirutke nastaju
proizvodnjom sira od kravljeg mlijeka, s obzirom da je proizvodnja ovog tipa mlijeka
najzastupljenija u svijetu. Kvaliteta i sastav sirutke ovisi o kvaliteti i tipu mlijeka koje se koristi
(kozje, kravlje, ovc¢je, bivolje, devino), a koje moze varirati ovisno o pasmini zivotinje, ishrani
1 zdravlju Zivotinje kao 1 o stadiju laktacije (Prazeres i sur., 2012). Kemijskim sastavom sirutke
dominiraju: voda, laktoza, bjelancevine, minerali, mlijecna kiselina, laktoferin, a pored njih
sirutka sadrzi i male koli¢ine limunske kiseline, neproteinskih dusikovih spojeva i vitamina B
kompleksa - riboflavina, folne kiseline i1 kobalamina. Upravo je riboflavin glavna odgovorna
komponenta za karakteristicnu Zuto-zelenu boju sirutke (BoZani¢ 1 sur., 2014). Proteini sirutke
su jedinstveni jer sadrze sve bitne aminokiseline. Glavne proteinske komponente sirutke jesu:
B-laktoglobulin, a-laktoalbumin, imunoglobulini, govedi serumski albumin, laktoferin i
laktoperoksidaza (Dominguez-Nifio i sur., 2018; Gupta 1 Prakash, 2017; Ramos 1 sur., 2016).
Osim toga, sirutka se isti¢e 1 po tome Sto posjeduje veliki udio aminokiselina koje sadrze
sumpor pa samim time igraju veliku ulogu u funkciji i savijanju proteina te sluze kao prekursori
intracelularnog antioksidansa glutationa (Smithers, 2015). Sastav sirutke varira ovisno o vrsti
sira, procesu proizvodnje, metodi zgruSavanja (kiselina ili enzim), podrijetlu mlijeka, rezimu
hranidbe Zivotinje i1 fazi laktacije. Ove varijacije znacajno utjecu na funkcionalna svojstva

sirutke (Kandasamy 1 sur., 2021).

2.4.1. f-laktoglobulin

U govedem mlijeku upravo je 5-laktoglobulin proteinska komponenta koja ¢ini vise od polovice
ukupnih proteina, za razliku od humanog mlijeka u kojem ove komponente uop¢e nema. Izvor
je esencijalnih aminokiselina te aminokiselina razgranatog lanca. Posjeduje svojstvo
modulacije limfnih odgovora, sposobnost vezanja na hidrofobne ligande poput masnih kiselina,
pruza otpor protiv Zelucane i simulirane duodenalne probave — upravo mu to svojstvo pruza
mogucnost koriStenja za sigurnu zastitu i dostavu pH osjetljivih lijekova u Zeludac (Gupta i

Prakash, 2017).

10
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2.4.2. a-laktoalbumin

Oko 20 % ukupnih proteina sirutke ¢ini a-laktoalbumin u kojemu je prisutan visok sadrzaj
triptofana. Ova proteinska komponenta biljezi znacajna antiproliferativna djelovanja na linije
ljudskog adenokarcinoma kao $to je CaCo-2. Osim toga dokazana su jo$ i njegova antitumorska
te antibakterijska djelovanja (Gupta 1 Prakash, 2017). Procis¢eni a-laktalbumin se najcesce

.....

usporedbi s maj¢inim mlijekom (Marshall, 2004).

2.4.3. Imunoglobulini

Imunoglobulini su jo$ jedna od frakcija proteina koje pronalazimo u sirutki, a ¢ine 10 — 15 %
ukupne koli¢ine proteina sirutke. Sintetiziraju se ve¢ u mlijecnoj zlijezdi zivotinje (Gupta i
Parkash, 2017). Imunoglobulini se dijele u nekoliko klasa ukljucujuci IgM, IgA, IgG, IgE i IgD.
IgG je primarna klasa imunoglobulina koja se nalazi u govedem kolostrumu i mlijeku. Svi
monomerni imunoglobulini imaju istu osnovnu molekularnu strukturu, sastoje se od dva
identi¢na teska lanca i dva identi¢na laka lanca. Teski i laki lanci medusobno su povezani
disulfidnim vezama, Sto rezultira klasi¢nim Y-oblikom molekule imunoglobulina. Broj i mjesto
disulfidnih veza ovisi o klasi imunoglobulina (Hurley i Theil, 2011). I imunoglobulini takoder
posjeduju veliki terapijski potencijal protiv gastrointestinalnih infekcija kod ljudi te brojna

vitalna bioloska svojstva (Gupta i Prakash, 2017).

2.4.4. Govedi serumski albumin

Govedi serumski albumin (BSA) ne stvara se u mlije¢noj zlijezdi zivotinje, ve¢ se izlucuje u
mlijeko nakon njegovog pasivnog istjecanja iz krvotoka. Izvor je svih esencijalnih
aminokiselina. Posjeduje sposobnost vezanja za razli€ite ligande i glavni je prijenosnik masnih
kiselina, a ovo svojstvo se naruSava zagrijavanjem kada dolazi do denaturacije proteina. Osim
prijenosa masnih kiselina, govedi serumski albumin biljezi i antitumorska svojstva (Gupta i

Prakash, 2017). U sirutki se nalazi u udjelu od 10 do 15 % (Marshall, 2004).

2.4.5. Laktoferin i laktoperoksidaza

Laktoferin je glikoprotein koji veZe zeljezo, a prisutan je u sirutki i kolostrumu humanog
mlijeka. Ova komponenta sirutke se sastoji od priblizno 689 aminokiselinskih ostataka
(Marshall, 2004). Posjeduje antimikrobna, antioksidativna, antivirusna te imunomodulatorna

svojstva. Laktoperoksidaza je u mlije¢noj sirutki prisutna samo u koli¢inama od 0,25 do 0,5 %.
11
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Tijekom procesa pasterizacije ne dolazi do inaktivacije laktoperoksidaze. Uloga ovog enzima
je katalizacija peroksidacije tiocijanata i halogenide poput joda ili broma te time tvori produkte

koji inhibiraju rast bakterija (Gupta and Prakash, 2017; Marshall, 2004).

2.5. Mogu¢énosti iskoriStenja sirutke

U posljednjem desetljecu zabiljeZzena je povecana potraznja za hranom bogatom proteinima
(Carter i sur., 2018; Guralnick i sur., 2021; Nishanthi i sur., 2018) i op¢enito zdravijim na¢inom
zivota (Embiriekah i sur., 2018) odnosno proizvodnja proizvoda sa smanjenim udjelom Secera
1 masti te proizvoda za lakto-ovo-vegetarijance (Krélczyk i1 sur., 2016). Ovaj porast prati i
prehrambena industrija koja je u potrazi za visokoproteinskim mlije¢nim prahovima zbog
njihove Siroke moguénosti primjene (Guralnick i sur., 2021). Oko 70 % nastale sirutke preraduje
se 1 koristi u razne svrhe, dok 30 % sirutke ostaje nepreradeno i kao takvo zavrsava u okolisu
(BozZani€ 1 sur., 2014). Na Slici 3 prikazane su moguénosti frakcioniranja sirutke te primjene

pojedinih produkata frakcioniranja.

KONDENZIRANI PREHRAMBENA
PROTEIN SIRUTKE INDUSTRIJA

SUSENJE

SIRUTKA

ULTRAFILTRACIA

KONCENTRAT
SIRUTKINOG
PROTEINA

PROCISCENA LAKTOZA,
LAKTITOL, LAKTULOZA |
LAKTOZIL UREA

FILTRACLA PERMEAT SIRUTKE LAKTOZA

IZOLAT
SIRUTKINOG
PROTEINA

PROCISCAVANJE

HIDROLIZAT ETANOL, EKSTRAKTI

PROTEINI PROTEINA KOMPONENTE
SIRUTKE

Slika 3 Frakcioniranje sirutke i moguce upotrebe nastalih proizvoda (Ryan i Walsh, 2016)

Nepropisno odlaganje tekuce sirutke u okoli§ nije pozeljno zbog visokog sadrzaja organske
tvari 1 velike biokemijske potrebe za kisikom. Odlaganje sirutke u okoli$ bez prethodne obrade
bi za posljedicu imalo lose djelovanje na ljudsko zdravlje, okolis i vodeni svijet (Lehn i sur.,
2018). Bioaktivni peptidi koji potjecu iz mlije¢nih proizvoda, izmedu ostalog i iz sirutke, su
jedni od najproucavanijih peptida zbog izrazene antioksidacijske, antihipertenzitivne,
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antimikrobne, antimutagene aktivnosti te sposobnosti vezanja minerala. Nastaju enzimskom
hidrolizom tijekom fermentacije i gastrointestinalne probave. Upravo zbog toga razni
fermentirani mlije¢ni proizvodi s razli¢itim dodatcima postaju sve popularniji (Gupta and
Prakash, 2017). Osim toga, sirutka sadrzi veliki udio aminokiselina razgranatog lanca (engl.
Branched-chain amino acids, BCCA) stoga sirutka svoju primjenu pronalazi i u proizvodnji
razlicitih suplemenata koji stimuliraju miSiéni rast te proizvoda za reguliranje tjelesne tezine.
U zadnjih 40 godina svojstva sirutke poput sposobnosti zadrzavanja vode, mucenja i pjenjenja,
te toplinsko geliranje 1 emulgiranje, omogucuju njenu primjenu u raznim dehidriranim i
koncentriranim proizvodima (Smithers, 2015). Sirutka se koristi i u proizvodnji razlicitih
proizvoda poput Ricotta ili Mysost sira te raznih pica kao $to su pivo, vino ili Sampanjac (Ryan
1 Walsh, 2016). Uz sve navedeno, ovaj nusproizvod proizvodnje sira, se sve viSe prepoznaje
zbog svog potencijala kao "alternativhog zelenog" materijala omotaca u raznim
inkapsulacijskim procesima (Kandasamy i sur., 2021; Zandona i sur., 2021). Glavni razlozi
tome jesu: biorazgradivost ¢ime se smanjuje koli€ina novonastalog otpada, sigurnost za
konzumaciju, odli¢na barijerna i nutritivna svojstva te kompatibilnost proteina sirutke s raznim
drugim materijalima 1 biopolimerima u svrhu poboljSanja mehanickih i drugih svojstava

finalnog produkta (Kandasamy et al., 2021).

2.6. Inkapsulacija

Povecana zabrinutost potrosaca za nutritivne aspekte hrane rezultirala je povecanim razvojem
novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda. Bolja ravnoteza izmedu hranjivih tvari i
dodavanja neprobavljivih frakcija 1 suplementacije elemenata u tragovima, vitamina ili
posebnih komponenti pojavljuju se kao nuznost u razvoju novih proizvoda (Abd El-Kader i
Abu Hashish, 2019). Inkapsulacija je proces u kojemu se aktivna tvar (jezgra) oblaze slojem ili
slojevima omotaca (membrana, ljuska, kapsula) u svrhu zastite aktivne tvari od ¢imbenika koji
mogu uzrokovati degradaciju aktivne tvari (Pordevi¢ i1 sur., 2015; Saifullah i sur., 2019).
Omotac kontrolira otpustanje aktivne tvari pod trazenim uvjetima. Inkapsulacijom se osjetljivi
materijali poput eteri¢nih ulja Stite od nezeljenih kemijskih reakcija poput oksidacije 1
hlapljenja/isparavanja, dok se u slucaju inkapsulacije aromatskih spojeva cuva ili maskira
njihov aromatski profil. Promjeri inkapsuliranih ¢estica variraju u rasponu od 0,01 do 1000 pum,
dok je debljina samog materijala stijenke u rasponu od 0,5 — 150 um. Inkapsulacijske metode
mozemo podijeliti u tri skupine: fizikalne (susenje rasprSivanjem, liofilizacija, kokristalizacija,

suSenje hladenjem, susenje u fluidiziraju¢em sloju), fizikalno-kemijske (isparavanje otapala,
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koacervacija) te kemijske procese (medufazna polimerizacija i molekularne inkluzije) (Abd El-
Kader and Abu Hashish, 2019). Svojstva inkapsuliranih cestica ovise o aktivnoj tvari,
koriStenim omotacima te upotrijebljenoj tehnici inkapsulacije. Sukladno tome postoji nekoliko
oblika kapsula (Slika 4) poput mononuklearnih, polinuklearnih, viSeslojnih, matriks

(Ahangaran i sur., 2019) te nepravilnih oblika (Peanparkdee i sur., 2016).

®
>

a) b)
@) <)
Slika 4 Moguc¢i oblici inkapsuliranih Cestica: a) mononuklearni, b) viSeslojni, ¢) matriks, d)
polinuklearni, ) nepravilni oblik

2.7. SuSenje rasprsivanjem - mikroinkapsulacija

SuSenje rasprSivanjem je dobro poznata, energetski ucinkovita konvekcijska tehnika suSenja
(Banozi¢ 1 sur., 2021), koja se koristi 1 kao inkapsulacijska metoda fizikalnog tipa. Iznimno je
prikladna za kontinuiranu proizvodnju suhih krutina u obliku praha, granulata ili aglomerata iz
teku¢ih sirovina u obliku otopina, emulzija i suspenzija koje se mogu s pomoc¢u pumpe dovesti
do rasprsivaca. U procesu susSenja rasprSivanjem, suhi prahovi se proizvode iz pojne smjese,
njezinim rasprivanjem velikom brzinom i usmjeravanjem rasprsenih kapljica u struju vruceg
zraka pri temperaturama 150 — 200 °C. Atomizirane kapljice imaju vrlo veliku povrSinu u obliku
milijuna mikrometarskih kapljica (10 — 200 pm), Sto rezultira vrlo kratkim vremenom suSenja
kada su kapljice izloZzene vru¢em zraku u komori za suSenje (Peighambardoust 1 sur., 2011).
Ova tehnika suSenja svoje koriStenje biljezi u raznim granama prehrambene industrije, a
ponajvise te najduze u mlijecnoj industriji (Banozi¢ i sur., 2021; Cal i Sollohub, 2010; Santos i
sur., 2018) gdje se koristi za nastanak mlijeka u prahu, djecjih formula 1 sirutke (Banozi¢ 1 sur.,

2021). Osim u prehrambenoj industriji, biljezi svoju upotrebu i u farmaceutskoj (Baumann 1
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sur., 2021), kozmetic¢koj (Giovannelli i sur., 2021) te biotehnoloskoj industriji (Poozesh i Bilgili,
2019). Neke od prednosti ove tehnike suSenja jesu jednostavnost procesa rada, mogucnost rada
s materijalima razliitth svojstava, niski operativni troSkovi, osiguranje mikrobioloske
stabilnosti proizvoda zbog smanjenja sadrzaja vlage i aktiviteta vode, kratko trajanje procesa
koje je rezultat velike povrSine na kojoj se odvija izmjena tvari i topline, smanjenje troskova
skladistenja i transporta kao i poboljSanje organoleptickih svojstava praha (Assadpour i Jafari,
2019; Banozi¢ i sur., 2021; Gharsallaoui i sur., 2007; Martini¢ i sur., 2022). Glavni nedostatak
ove tehnike jesu visoki investicijski troskovi (Gharsallaoui i1 sur., 2007). Kvaliteta gotovog
praskastog proizvoda ovisi o uvjetima suSenja rasprSivanjem: koncentraciji pojne smjese,
ulaznoj i izlaznoj temperature zraka, brzini protoka pojne smjese, brzini protoka zraka, brzini
suSenja zraka, vrsti rasprSivaca, veli¢ini mlaznice kao i1 o konstrukciji same komore za suSenje
(Chegini 1 Ghobadian, 2005; Fazaeli 1 sur., 2012). Veli¢ina nastalih ¢estica ponajvise ovisi o
upotrebljenom rasprsivacu (Shishir i Chen, 2017). Zbicinski i sur. (2022) u svom istrazivanju
navode da promjeri i veliine Cestica u procesu susenja rasprSivanjem, kada se radi o
rasprSivanju iz jedne mlaznice koja se nalazi na vrhu tornja, ovise o tome u kojem dijelu tornja
se Cestice nalaze tj. Cestice na dnu tornja imaju manje promjere zbog nizih temperatura okolnog

zraka i duzeg vremena zadrzavanja u zoni aglomeracije.

Veli¢ina Cestica koje nastaju u postupcima inkapsulacije primjenom susenja rasprSivanjem
krece se u rasponu 3 — 800 um S$to ih svrstava u red mikrokapsula (MC) koje je najceSce

mononuklearnog, polinuklearnog ili matriks tipa (Diaz-Montes, 2023)

Kao $§to je vidljivo na Slici 5, jedinica za suSenje rasprSivanjem se sastoji od spremnika za pojnu
smjesu 1 peristalticke pumpe (sustav za dovod pojne otopine), uredaja za rasprSivanje te komore
za susenje (glavni sustav) te ciklona i sabirne posude (sustav za odvajanje praha). Svaki proces
suSenja rasprSivanjem zapocinje pripremom pojne smjese. Ovisno o vrsti pojne smjese mogu
se primijeniti operacije poput homogenizacije visokim tlakom (Alcéantara i sur., 2019; Mis-
Solval i sur., 2019) ili ultrazvukom (Alcantara et al., 2019; Kog et al., 2015) te koncentriranja
(Nguyen et al., 2018).
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Slika 5 Shematski prikaz procesa suSenja rasprsivanjem (1 — pojna smjesa, 2 — peristaltiCka pumpa,
3 —rasprsivac, 4 — komora za suSenje, 5 — sakupljanje neosusenih Cestica 6 — ciklonski separator, 7 —
sakupljanje proizvoda, 8 — filter, 9 — Mogucnost recirkulacije zraka, 10 — sustav zagrijavanja zraka)

Osim toga prilikom pripreme pojnih otopina zabiljezen je i dodatak stabilizatora poput lecitina,
Tween 80 (Hamad i sur., 2020) te izolata i hidrolizata proteina sirutke (Ramakrishnan i sur.,

2014).

Proces susenja rasprSivanjem se odvija u Cetiri faze:
1. rasprSivanje tekuce pojne smjese u kapljice,
2. kontakt kapljica i vru¢eg zraka/plina,

3. isparavanje otapala iz kapljica,

4

odvajanje i skupljanje MC (Banozi¢ i sur., 2021).

Tijekom prve faze, koja se jo§ naziva i faza atomizacije, pojna smjesa se pomocu peristalticke
pumpe dovodi do uredaja za rasprsivanje, prolazi kroz mlaznicu te se rasprsuje u mnostvo sitnih
kapljica ¢ime se povecava ukupna povrSina na kojoj se odvija prijenos topline izmedu
rasprSenih kapljica 1 vru¢eg zraka, samim time brzina prijenosa topline je veca te je u konacnici
proces susenja ucinkovitiji (Banozi¢ i sur., 2021). Vec¢ina uredaja za susenje koristi mlaznice od
nehrdajuceg Celika. Takoder postoje 1 mlaznice od volframovog karbida koje pokazuju izvrsnu
otpornost na habanje kao i dobru otpornost na koroziju (Patel i Suthar, 2009). Proces
rasprSivanja u obliku kapljica se moze posti¢i primjenom tlacne, centrifugalne, elektrostatske
ili ultrazvucne sile uz koristenje razli¢itih rasprSivaca (Santos i sur., 2018). Najcesce vrste

koriStene rasprsivaca su prikazane na Slici 6.
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Slika 6 Najcesce koriSteni rasprsivaci: a) rotirajuéi rasprsivac, b) rasprsivac s hidraulicnom
mlaznicom, c) rasprsiva¢ s pneumatskom mlaznicom (Santos i sur., 2018)

IZLAZNI OTVOR
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SMIESE

Tijekom druge faze rasprSene kapljice dolaze u kontakt s vru¢im zrakom/plinom, odmah potom
slijedi treca faza u kojoj prijenos topline s plina na kapljicu uzrokuje porast temperature kapljice
od njezine pocetne temperature do konstantne vrijednosti ravnotezne temperature isparavanja
pri kojoj se odvija proces suSenja. Nakon toga slijedi isparavanje vode/otapala te se na kraju
izjednaCava temperatura osusene kapljice i vruc¢eg zraka. Ovisno o smjeru strujanja vruceg
zraka i rasprsenih kapljica pojne smjese, komora za susenje moze imati razli¢ite konfiguracije
(Slika 7). Postoje tri moguéa smjera strujanja vruceg zraka i rasprSenih kapljica pojne smjese,
a to su: istostrujno, protustrujno te mjesovito strujanje. Kada se radi o istostrujnom strujanju,
vruéi zrak 1 kapljice pojne smjese struje u istom smjeru. Prilikom ovog smjera strujanja, najvisa
temperatura zraka je u kontaktu s kapljicama pojne smjese u kojima je prisutan najveci sadrzaj
vlage, stoga je ovaj nacin strujanja pogodan za susenje termoosjetljivih komponenti (Shishir i
Chen, 2017). U usporedbi s istostrujnim strujanjem, protustrujno strujanje je brze i energetski
uc¢inkovitije. Prilikom koriStenja mjeSovitog strujanja, dolazi do kombiniranja istostrujnog i
mjeSovitog nacin strujanja, atomizirane kapljice pojne smjese dovode se s ,,dna“ komore za

susenje, a vruéi zrak se dovodi s gornje strane komore (Banozi¢ i sur., 2021).

U cetvrtoj fazi se odvajaju osuSene Cestice MC od struje vruéeg zraka/plina. Vece Cestice same
padaju na dno komore za suSenje, za razliku od njih kada imamo manje/sitnije Cestice za njihovo
izdvajanje se koriste cikloni. Osim razli¢itog nacina strujanja, postoje 1 razliiti sistemi za
odvajanje nastalih ¢estica MC od struje vruéeg zraka, kao Sto su razli¢ite izvedbe ciklona,
elektrostatsko taloZenje te filteri u obliku vreca koji mogu biti izradeni od razli¢itih materijala

poput tekstila ili polietilena (Banozi¢ i sur., 2021).

17



G. Perkovié¢: Mikroinkapsulacija ekstrakta tropa grozda... Doktorski rad

POJINA
[SMJIESA
VRUCI

ZRAK
POJNA
SMLIESA
VRUCI
ZRAK

VRUCI
ZRAK

\
/
—
/

A

RASPRSIVAC

VRUCI VRUCI VRUCT
v ZRAK ZRAK v IRAK V
- g s
: : : [Eg
a) b) c)

Slika 7 Konfiguracije komora za susenje prilikom a) istostrujnog, b) protustrujnog, c) mjesovitog
nacina strujanja

Upotrebom ciklona, struja puna Cestica se dovodi tangencijalno u vrh jedinice, stvarajuci
hibridni vrtlozni tok unutar ciklona. Duz vanjske stijenke, tok plina pun Cestica spiralno se
spusta prema dolje, ubrzavajuci i usporavajuci dok se Cestice ne otkace od toka plina u podrucju
kolektora kona¢nog proizvoda. Tok plina okrece se natrag prema gore preko sredisnjeg vrtloga

visoke tangencijalne brzine i ispusta nastale MC kroz vrh ciklona (Vehring i sur., 2020).

2.7.1. Utjecaj temperature susenja rasprsivanjem na karakteristike
mikrokapsula

U procesu susenja rasprsivanjem, temperatura je jedan od procesnih parametara koji najvise
utjece na karakteristike MC. Postoje ulazna temperatura koju proizvoljno odabiremo te izlazna
temperatura koja ovisi o ulaznoj temperaturi i koli¢ini isparene vode (Banozi¢ i sur., 2021).
Osim toga navodi se 1 temperatura pojne smjese, Sto je ona veca to ¢e proces suSenja
rasprSivanjem biti brzi (Patel 1 Suthar, 2009). Temperatura tijekom susSenja raspr§ivanjem mora
biti dovoljno visoka kako bi se osiguralo isparavanje velike koli¢ine vode u pojnoj smjesi, ali
ne previsoka kako bi se izbjegla degradacija aktivnih komponenti u MC. Ulazne temperature
susSenja rasprSivanjem variraju od 100 do 200 °C, ovisno o pojnoj smjesi koja se susi (Banozi¢

1 sur., 2021). Porast temperature u procesu suSenja rasprSivanjem utjee na brojne parametre
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nastalog praskastog proizvoda. Autori Tsermoula i1 sur. (2021), navode da je povecanje
temperature ulaznog zraka uzrokovalo smanjenje uspjesnosti inkapsulacije, sadrzaja vlage,
aktiviteta vode 1 gustoée praha prije potresanja. Rezultati istrazivanja Nguyen 1 sur. (2018),
pokazuju da je porast temperature ulaznog zraka uzrokovao smanjenje gustoce praha prije i
nakon potresanja, brzine punjenja, kapaciteta zadrzavanja vode, sadrzaj vlage u MC, ali i
povecanje kompresibilnosti MC, Hausnerovog omjera i poroznosti MC. Suprotno prethodno
navedenom, porast ulazne temperature uzrokovao je povecanje sadrzaja vlage u prahu te

stvaranje vecih Cestica u istrazivanju autora Santhalakshmy i sur. (2015).

2.7.2. Utjecaj odabira omotaca na karakteristike mikrokapsula

Izbor materijala omotaca je od iznimne vaznosti jer je direktno povezan s uspjesnosti procesa
te stabilnosti bioaktivnih komponenti zasti¢enih unutar MC (Dahlem Junior i sur., 2022). Prinos
1 efikasnost inkapsulacije su glavne reference uspjesnosti odabira materijala omotaca u procesu
suSenja rasprSivanjem (Lu 1 sur, 2021). Kako navodi Dordevi¢ 1 sur. (2016), glavne
karakteristike koje ima dobar omotac jesu: zadrzavanje aktivnih sastojaka unutar kapsula pri
razli¢itim uvjetima okoline kao $to su nizak pH u zeludcu ili pak visoka temperature okoline,
inertnost u odnosu na bioaktivnu tvar kao 1 djelomi¢na propusnost membrane. Osim toga, prema
Gharsallaoui i sur. (2007), idealan omotac treba biti dobro topiv u vodi, niske viskoznosti, niske
higroskopnosti i dobrih emulgirajucih svojstava. Ukoliko se omota¢ koristi za inkapsulaciju u
prehrambenoj industriji, on mora biti netoksi¢an 1 antialergijski za ljude, pogodan za
sterilizaciju te nikakvog ili jako blagog okusa (Coimbra i sur., 2021). Osim §to je bitno odabrati
adekvatni omotac, potrebno je utvrditi i idealnu koli¢inu omotaca koja se dodaje u pojnu
smjesu. U radu autora Fazaeli i sur. (2012), povecanje koncentracije maltodekstrina ili
smanjenje dekstroznog ekvivalenta uzrokovalo je povecanje prinosa susSenja i topivosti te

smanjenje gustoce prije potresanja, sadrzaja vlage kao 1 aktiviteta vode MC.

Skrob i njegovi derivati. Skrob je jedan od najzastupljenijih polisaharida na bazi glukoze koji
se generira putem biljaka tj. biljnog korijenja, stabljike ili sjemena. To je jeftina, netoksi¢na,
biokompatibilna 1 biorazgradiva molekula, koja se moze lako ekstrahirati u Cistom obliku.
Glavni nedostatci Skroba jesu loSe mehanicke karakteristike, mala sposobnost emulgiranja te
visoka osjetljivost na vodu. Kako bi se unaprijedila (bio)funkcionalnost i komercijalna
primjenjivost polimera na bazi Skroba, njegova se struktura moze modificirati na razlicite
nacine: hidrofobna/hidrofilna modifikacija, oksidacija, acetilacija, hidroksipropilacija 1
umrezavanje (Samborska i sur., 2021) Najcesc¢e koriSten Skrobni derivati jesu maltodekstrini,
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polimeri D-glukoze, s razli¢itim stupnjevima dekstroznog ekvivalenta (Papoutsis et al., 2018).
Najcesce se kao omotaci koriste maltodekstrini s dekstroznim ekvivalentom 10 — 20 zbog dobre
topljivosti u vodi, niske viskoznosti te lake biorazgradivosti (Sturm i sur., 2019). Glavni
nedostatci koji uzrokuju ogranic¢enja u korisStenju maltodekstrina kao omotaca u procesu susenja
rasprSivanjem jesu losa emulgirajuca svojstva zbog prisutnosti hidroksilnih skupina u njihovoj
strukturi te izraZen gubitak hlapivih komponenti (Sturm i sur., 2019; Waterhouse i sur., 2017).
U literaturi se takoder navodi da maltodekstrin nakon postupka inkapsulacije pokazuje
otpornost na promjenu svoje strukture sve do odredenog aktiviteta vode, a to se objasnjava
smanjenjem prisutnih hidroksilnih skupina nakon inakpsulacije, Sto rezultira smanjenom
adsorpcijom vlage i loSijom topljivosti nastalih MC (Zotarelli i sur., 2022). U radu Gupta i sur.
(2015) potencijalna stabilizacijska sposobnost maltodekstrina nakon inkapsulacije zbog
smanjenog propustanja kisika te smanjene bioaktivne pokretljivosti koja je obrnuto
proporcionalna dekstroznom ekvivalentu upotrijebljenog maltodekstrina. Maltodekstrine
karakterizira brzo stvaranje kapsula, a najcesc¢e se koriste u kombinaciji s polimerom dobrih
emulgirajucih svojstava kao §to su proteini (Both i sur., 2020; Shi 1 sur., 2013) ili gume (De

Oliveira i sur., 2009; Ferrari i sur., 2013).

Proteini. Poznati su kao opce priznati, sigurni, lako probavljivi i biorazgradivi spojevi vazni za
ljudsko zdravlje. Imaju sposobnost stvaranja filma, sposobnost emulgiranja i pjenjenja,
hidrofobnost te visoku temperaturu staklastog prijelaza, minimiziraju Stetne ucinke vanjskih
djelovanja poput visoke temperature, strukturnih promjena, a osim toga smanjuju gubitak
antioksidativne 1 bioloske aktivnosti bioaktivnih spojeva. Budu¢i da je porijeklo proteina iz
prirodnih izvora, sve je veca tendencija koriStenja proteinskih komponenti u industriji. Biljni
proteini imaju manju cijenu, bolju hidrofobnost te veca antialergijska svojstva u usporedbi s
proteinima Zivotinjskog porijekla. MoZda najpoznatiji proteini biljnog porijekla je protein soje
kojeg odlikuju brojna funkcionalna svojstva kao $to su emulgiraju¢a aktivnost, sposobnost
upijanja 1 vezanja vode za ulje, te oCuvanje hidrofobnih 1 hidrofilnih bioaktivni spojevi
(Akbarbaglu i sur., 2021). Najcesce se koristi za inkapsulaciju ulja, uljnih smola, antocijana i
karotenoida (Akbarbaglu i sur., 2021; Ribeiro i sur., 2010; Song i sur., 2022). Osim proteina
soje koriste se i1 proteini krumpira (Galves i sur., 2023) i1 je¢ma (Meira i sur., 2023). Kazein,
proteini sirutke 1 Zelatina pripadaju skupini proteina Zivotinjskog porijekla. Proteini sirutke su
najcesce koriSteni omotac¢ u inkapsulaciji zbog svojih amfifilnih, bioloSkih 1 emulgiraju¢ih
svojstava te izrazene sposobnosti formiranja filma. Kazeini su glavna skupina topivih mlije¢nih

proteina. Karakterizira ih sposobnost poboljianja stabilnosti hidrofobnih spojeva. Zelatina
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nastaje iz zivotinjskog kolagena primjenom termickih tretmana ili enzimske, kisele te alkalne
hidrolize. Ono $to ju karakterizira je visoka biorazgradivost i biokompatibilnost, dobro je
topljiva u vodi te takoder ima sposobnost stvaranja filma. Cesto se upotrebljava kao omotaé u
procesu inkapsulacije spojeva s izrazenom antioksidativnom aktivno$¢u (Akbarbaglu i sur.,

2021).

Gume. Prirodne polisaharidne gume imaju Siroku primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj
industriji zahvaljujuci svojim izvanrednim svojstvima poput biokompatibilnosti, netoksi¢nosti,
biorazgradivosti 1 svojstvima viskoziranja. Ovo svojstvo molekula guma proizlazi iz njihovog
potencijala u formiranju intermolekularnih zona povezivanja izmedu dva razlicita polimerna
lanca, stvaraju¢i 3D-mreze i §tite¢i bioaktivne tvari tijekom ciljane isporuke. Gume biljnog
podrijetla obi¢no se kategoriziraju u Cetiri glavne skupine ovisno o njthovom izvoru: gume
dobivene iz biljnog eksudata (npr. arapska guma), gume dobivene iz sjemenki (npr. guar guma),
mikrobni eksudati (npr. ksantanska guma) i gume dobivene iz morske trave (npr. karagenan)
(Samborska 1 sur., 2021). Guma arabika je prirodni biopolimer sastavljen od mjeSavine
polisaharida 1 glikoproteina. Izdvaja se iz soka raznih vrsta drveta akacije. Karakterizira ju pH
stabilnost, netoksi¢nost, dobra emulzificiraju¢a svojstva te visoka topljivost (Bucurescu i sur.,
2018). Osim kao material omotac¢ u procesu mikroinkapsulacije, koristi se jos 1 kao emulgator,
stabilizator i sredstvo za zgus$njavanje u prehrambenoj, tekstilnoj, kozmetic¢koj i farmaceutskoj
industriji (Ali 1 sur., 2009). Guma od indijskog oras¢i¢a je takoder prirodni biopolimer
sastavljen od polisaharida galaktoze 1 glukoze, ekstrahiran iz soka stabla Anacardium
occidentale. Svojstva ove gume su jako slicna svojstvima gume arabike, stoga se Cesto koristi
kao jeftinija zamjena za arapsku gumu u procesima mikroinkapsulacije ribljih ulja (Botrel i sur.,
2017). Guma tragakant je visokokvalitetni polisaharid koji se sastoji od dvije frakcije: basarina
koji bubri 1 topljivog dijela tragakantina. Frakcije se osim po ovim svojstvima razlikuju i po
gradivnim jedinicama, basarin se sastoji od ksiloze, galaktoze i galakturonske kiseline, a
tragakantin izgraduje arabinoza. Specifi¢ne karakteristike koje posjeduje ova guma omogucuju
joj primjenu u prehrambenoj industriji kao sredstvo za zeliranje, zamjena za mast, emulgator 1
stabilizator (Saffari i sur., 2013). Karagenan je anionski polisaharid na bazi galaktoze koji se
izdvaja iz crvene alge Rhodophyceae. Zbog sposobnosti formiranja umrezeni
trodimenzionalnih mreZa, svoju primjenu pronalazi kao mikroinkapsuliraju¢i matriks zivih
stanica. Ovisno o broju i1 poloZaju ester sulfatnih grupa, dijeli se u tri glavne skupine jota, gama
1 lambda. U farmaceutskoj industriji se najceS¢e koriste gama i lambda karagenani (Marin-

Pefalver i sur., 2021).
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Zeleni biopolimeri kao materijali omotaci. Porastom ekoloske svijesti potroSaca i trenda
odrzive proizvodnje javila se i Zelja za upotrebom novih “zelenih” omotac¢a nastalih iz
raznoraznih industrijskih otpada (Sanchez-Osorno et al., 2022). Jedan od takvih primjera je
inulin, topivo prehrambeno vlakno koje se pronalazi u raznim biljkama poput psSenice, razi,
je¢ma, ¢esnjaka, cikorije, luka, korijena maslacka, banana i arti¢oka. Osim toga kao alternativni
izvori inulina se navode i brojni agroindustrijski nusproizvodi. Prema razli¢itim istrazivanjima,
dokazano je da osim zdravstvenih dobrobiti, inulin kao omotac u procesu susenja rasprsivanjem
ima povoljan ucinak na ocuvanje prirodnih fitokemikalija. Inulin ima temperaturu staklastog
prijelaza od 105°C, S$to ga cini idealnim omotatem za mikroinkapsulaciju suSenjem
rasprS$ivanjem komponenti bogatih Se¢erom poput voénih sokova (Samborska i sur., 2021). Jo§
jedan takav material je 1 pektin, topivo prehrambeno vlakno kojeg pronalazimo u brojnim
nusproduktima kao S§to su: otpad citrusa, pulpa jabuke, pulpa Secerne repe, komina masline,
pulpa krumpira, sojina ljuska, ljuska luka i otpad od raj¢ice. Iz navedenih nusprodukata se
izdvaja razli¢itim metodama ekstrakcije. Pektin ima potencijal formiranja stabilne pocetne
emulzije prije suSenja rasprSivanjem, a to sve zbog prisustva acetilnih skupina i povezanih
proteina. Zapravo, 2 % pektina ima slicnu u€inkovitost emulgiranja kao 15 % konvencionalne
arapske gume. Najcesc¢e se koristi u kombinaciji sa Skrobnim (Moslemi i sur., 2014; Sansone i
sur., 2011) ili proteinskim (Assadpour 1 sur., 2017; Carra i sur., 2022; Moghbeli i sur., 2019)
materijalima omota¢ima. Jo§ jedno vrijedno topivo dijetetsko vlakno je f-glukan, koji svoju
prisutnost biljeZi u zobi, je€mu, stanicama kvasca, bakterijama, morskim travama, algama
(Kaur i sur., 2020) i gljivama poput Sampinjona (Samborska i sur., 2021). p-glukan posjeduje
sposobnost jacanja imuniteta, antitumorska, antiupalna 1 anti-age svojstava (Zhu 1 sur., 2016).
Prilikom upotrebe f-glukana kao materijala omotaca ne preporucuje se dodatak ve¢i od 0,5 %

(Sobieralska 1 Kurek, 2019).

2.7.3. Utjecaj protoka i koncentracije pojne (inkapsulacijske) smjese na
karakteristike mikrokapsula

Prilikom povecanja koncentracije pulpe raj€ice zabiljeZeno je povecanje adsorpcije vode na
povrsini Cestice te porast veliCine Cestica. Istovremeno su vrijednosti parametara kvalitete MC,
poput uspjesnosti inkapsulacije, vlage te gustole prije potresanja, smanjene (Goula i
Adamopoulos, 2005). U radu autora Nguyen i sur. (2018), povecanje koncentracije pojne
smjese je dovelo do povecanja kompresibilnost, Hausnerovog omjera, poroznosti, indeksa
mocivosti, ali istovremeno 1 do smanjenja gusto¢e MC prije 1 nakon potresanja, brzine punjenja,

kapaciteta zadrzavanja vode i1 sadrzaja vlage u finalnom proizvodu. Previsok protok pojne
22



G. Perkovié¢: Mikroinkapsulacija ekstrakta tropa grozda... Doktorski rad

smjese negativno utjece na svojstva MC, posebice prinos. S druge pak strane nizak protok pojne
smjese rezultira energetski neuc¢inkovitim procesom (Banozi¢ i sur., 2021). Prilikom pronalaska
optimalnih uvjeta susenja rasprSivanjem soka cikle, autori Singh i Hathan (2017), navode da
nije zabiljeZen znacaj utjecaj izmedu protoka pojne smjese i gustoce prije potresanja. Susenjem
rasprSivanjem devinog mlijeka, zabiljezen je statisticki znaCajan utjecaj protoka pojne smjese
na gustocu i rekonstitucijska svojstva praha (Ogolla i sur., 2019). U radu autora Tonon i sur.
(2008), zabiljezen je negativan utjecaj porasta koncentracije dodanog maltodekstrina u pojnu
smjesu na prinos produkta te negativan utjecaj brzine protoka pojne smjese na iskoriStenje

procesa i higroskopnost, a pozitivno na sadrzaj vlage praskastog produkta.

2.7.4. Utjecaj protoka zraka za susenje na karakteristike mikrokapsula

Pokazalo se da je protok zraka jos jedan od parametara procesa susenja rasprSivanjem koji
utjeCe na karakteristike MC. Niski protok zraka tijekom suSenja rasprSivanjem ekstrakta
Rhamnus purshiana povecao je srednji promjer Cestica i uzrokovao bolju tecivost produkta.
Jednako tako je zabiljezeno da su pri ve¢em protoku zraka uspjeSnost inkapsulacije i prinos
produkta bili ve¢i (Gallo i sur., 2011). Osim veceg i manjeg protoka zraka, nacin strujanja zraka
takoder ima utjecaja na svojstva MC. Prema istrazivanjima Keshani 1 sur. (2015), na protok
zraka u su$ioniku s rasprSivanjem, a onda u konacnici i na atribute finalnog proizvoda, utjece 1
sam dizajn komore za susenje. Rezultati njihovog istrazivanja navode da dizajn dna komore za
suSenje utjece na vrtloznost zraka, odnosno da je kod komore za susenje s parabolicnim dnom,
u odnosu na komoru s konusnim dnom, pojava vrtloznosti bila manja, a to je uzrokovalo manje
lijepljenje kapljica za stijenke komore za suSenje $to je imalo direktan utjecaj na prinos procesa

suSenja.

2.7.5. Utjecaj odabira ciklona na karakteristike mikrokapsula

Odabir ciklona takoder ima utjecaj na karakteristike MC. Kako navode Bogelein 1 Lee (2010),
odabir ciklona manjih dimenzija od uobiCajenih ciklona na suSionicima s rasprSivanjem
omogucuje izdvajanje manjih Cestica (engl. Fine particles), samim time prinosi procesa susenja
su veci Sto je izuzetno poZzeljno kada se radi o suSenju tvari poput enzima. U istrazivanju
Poozesh i sur. (2020), ispitivan je utjecaj razlicitih konfiguracija ciklona na karakteristike praha.
Proizveli su ciklone s nekoliko spremnika na razli¢itim poloZajima. Kada se radilo o spremniku

koji se nalazi poviSe ciklona, dobivene su Cestice sfericnog oblika i visoke poroznosti. Za
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razliku od njih, upotrebom nize poloZenih spremnika, nastale su ¢estice manje poroznosti s

izrazenijim naborima na povrsini.

2.8. Bioraspolozivost i bodostupnost fenolnih spojeva In vitro simulirana
probava

Probava hrane u humanom gastrointestinalnom traktu je kontinuiran i dinamican proces. Sve
zapocinje u ustima, sa zZvakanjem i salivacijom. Prilikom probave ¢vrste hrane, ova faza ce
uzrokovati smanjenje veliCine Cestica hrane i nastanak bolusa hrane. Kada se radi o tekucoj
hrani, oralna faza uzrokuje minimalnu promjenu, dolazi do izjednacenja temperature s
tjelesnom temperaturom te do razrjedenja slinom. Rezultiraju¢i bolus hrane prenosi se
peristaltikom jednjaka sve do Zzeluca u kojemu se hrana skladisti, mijesa i melje te potom odlazi
do crijeva. Glavna probava hrane nastavlja se u tankom crijevu nakon zelucane probave. Tanko
crijevo ima dvije glavne uloge u probavi i apsorpciji, a to su razgradnja makromolekula te
apsorpcija vode 1 hranjivih tvari. Brojni modeli in vitro probave u rasponu od jednog stati¢nog
sustava pa sve do slozenih dinamickih sustava s viSe odjeljaka razvijeni su proteklih godina 1
nasiroko se koriste kao alternativni alat za proucavanje probave hrane (Li i sur., 2020). Postoje
razlicite in vivo 1 in vitro metode za odredivanje brzine i1 stupnja probavljanja i apsorpcije
polifenola. U proSlosti su se koristile 1 smatrale najpouzdanijim metode kvantitativne analize
odgovaraju¢ih biomarkera pronadenih u urinu, krvi ili fecesu. Budu¢i da su te metode
dugotrajne i teske zbog niske koncentracije analita, razvijeni su mnogi funkcionalni modeli koji
vjerno simuliraju uvjete razli¢itih dijelova probavnog trakta. Apsorpcija i metabolizam fenolnih
spojeva u gastrointestinalnom traktu odreduju njihova bioloska svojstva. Jedino ¢e polifenolni
spojevi otpusteni u crijevima mo¢i ispoljiti svoja bioloSka svojstva. Priblizno se 48 % fenolnih
spojeva probavlja u tankom crijevu, a neSto manje oko 42 % u debelom crijevu. Oko 10 %
fenolnih spojeva ostaje neprobavljeno i zarobljeno unutar matriksa hrane. Neprobavljeni
polifenoli zatim prelaze u debelo crijevo, gdje su podvrgnuti daljnjoj razgradnji u fenolne
kiseline putem mikroflore debelog crijeva. Na bioraspoloZivost fenolnih spojeva jos utjeu i pH
vrijednost gastrointestinalne okoline te matriks hrane unutar koje se nalaze fenolni spojevi jer
u odredenim slu¢ajevima fenolni spojevi reagiraju s odredenim sastojcima hrane te se time

smanjuje njihova apsorpcija iz probave (Tarko i sur., 2013).
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog doktorskog rada je bio:

1. Ekstrakcijom tropa grozda, zaostalog nakon proizvodnje crnog vina, proizvesti bioloski

aktivan izolat.

2. Odabrati metodu i optimalne uvjete homogenizacije inkapsulacijske smjese ekstrakta tropa

grozda i omotaca (proteina kozje sirutke).

3. Razviti procesa inkapsulacije ekstrakta tropa grozda metodom suSenja rasprSivanjem,
koristec¢i proteine kozje sirutke kao omotac, u svrhu oCuvanja i zastite fenolnih spojeva te

povecanja njihove biodostupnosti.

4. Ispitati utjecaj dodatka drugog omotaca ugljikohidratnog tipa na stabilizaciju primarnog
omotaca (proteina kozje sirutke), odnosno uspjesnost inkapsulacije, fizikalno-kemijske
karakteristike MC, biodostupnost fenolnih spojeva tijekom in vitro simuliranje probave te

stabilnost MC tijekom testa ubrzanog starenja.

5. Karakterizacija proizvedenih MC ekstrakta tropa grozda.

Eksperimentalni dio ovog doktorata bio je podijeljen u nekoliko faza. Najprije je bilo potrebno
pripremiti 1 analizirati trop grozda te potom provesti ekstrakciju. Potom je dobiveni ekstrakt
mijeSan s odabranim omotacem kako bi se priredila inkaspulacijska smjesa za inkapsulaciju
suSenjem rasprSivanjem. U iducoj fazi su odredeni optimalni uvjeti homogenizacije i suSenja
raspr§ivanjem pojne smjese. Zatim je ispitivan utjecaj dodatka ugljikohidratnog ko-omotaca
(ksiloze, trehaloze, maltodekstrina, saharoze) u razli¢itim koncentracijama na karakteristike
MC. U finalnoj fazi istrazivanja provedena in vitro simulirana probava (sa i bez enzima)
odabranih MC te je odreden indeks biodostupnosti pojedninih polifenola i1 antocijana.

Shematski prikaz eksperimentalnog dijela ovog doktorskog rada prikazan je na Slici 8.
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3.2. Materijali

3.2.1. Sirovina

U radu je koriSten uzorak tropa grozda Cabernet Sauvignon 2017, porijeklom iz vinarije Erdut,
koji je zaostao preradom grozda u vino iz vinogradarske regije Slavonija i hrvatsko Podunavlje.
Uzorak je skladisten pri — 20 °C. Neposredno prije provodenja eksperimenta, uzorak je
odmrznut te osusen do udjela suhe tvari veceg od 90 %, te potom samljeven na centrifugalnom

mlinu na veli¢inu ¢estica manju ili jednaku 1 mm.

3.2.2. Omotadii ko-omotaci

Komercijalni proizvod kozje sirutke s udjelom proteina od 78,60 % (Goat Whey Protein,
Carrington Farms, Closter, New Jersey, USA) je koristen kao glavni inkapsulacijski omotac u
procesu susSenja rasprSivanjem, dok su trehaloza, saharoza, ksiloza i maltodekstrin (DE 4-7)

koristeni kao ko-omotadi.

3.2.3. Kemikalije

Tijekom izrade ovog doktorskog rada koriStene su kemikalije: apsolutni etanol (Gram-Mol
d.o.o., Zagreb, Hrvatska), metanol HPLC ¢&istoce (J.T. Baker, Arnhem, Nizozemska), acetonitril
HPLC Cdistoc¢e (Fisher Chemical, Loughborough, UK), mravlja kiselina 98 — 100 % (Supelco
Inc, Bellefonte, Pennsylvania, USA) ledena octena kiselina (Macron Fine Chemicals, Gliwice,
Poljska), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), galokatehin galat, epikatehin galat, (—)-
epikatehin, (+)-katehin hidrat, kafeinska kiselina, elaginska kiselina, galna kiselina, resveratrol,
siringinska kiselina, kaempferol, o-kumarinska kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska
kiselina, rutin hidrat, p-hidroksibenzojeva kiselina (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD),
procijanidin  B1, procijanidin B2 (Extrasynthese, Genay, Francuska), kvercetin, 3,4-
dihidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina (Acros Organics, Geel, Belgija), e-viniferin
(AppliChem, Darmstadt, Njemacka), tirozol, epigalokatehin, klorogenska kisleina, sinapinska
kiselina, p-hidroksifenilacetatna kiselina, miricetin (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD), tween-
80, DL-arabinoza, maltotrioza, L-ramnoza, natrijev sulfit, n-oktanol (Sigma Aldrich, Saint
Louis, SAD), celuloza, D(+)-ksiloza (Kemika, Zagreb, Hrvatska), D(—)-fruktoza, D(—)-riboza,
D(+)-celobioza, D(+)-galaktoza, D(+)-maltoza monohidrat, D(+)-manoza, D(+)-saharoza
(Acros Organics, Geel, Belgija), D(+)-glukoza (Gram Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), trehaloza
(Hayashibara doo, Nagase group, Tokyo, Japan), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin (TPTZ), 2,2'-
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azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS), amonijev
persulfat, natrijev karbonat, kalijev hidrogenftalat, kalijev nitrat, Zeljezo (II) sulfat heptahidrat
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), aluminijev (III) klorid heksahidrat (Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Kandel, Njemacka), Folin-Ciocalteu reagens (CPA chem Bogomilovo, Bugarska), kalijev
klorid, natrijev klorid, kalcij klorid dihidrat (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska), monokalijev
fosfat (Sigma Aldrich, Saint Louis, SAD), natrijev hidrogenkarbonat (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), magnezij klorid heptahidrat (Fisher Chemical, Loughborough, UK), amonij
karbonat (Acros Organics, Geel, Belgija), pepsin iz Zeluane sluznice svinja, pankreatin
aktivnosti ekvivalentne TO, 8X*U SPEC, svinjske zu¢ne soli (Sigma Aldrich, Saint Louis,
SAD).

3.2.4. Uredaji

Tijekom izrade ovog doktorskog rada koriSteni su sljedeci uredaji:
e analiticka vaga (Adam Equipment, Nimbus NBL-2141, Kingston, Engleska)
e analizator vlakana (FIWE 3, VELP Scientifica, Usmate Velate, Italy)
e analizator vlage (Mettler Toledo, HR-73, Ziirich, Svicarska)
e blok za razaranje (Behr Labor-Technik GmbH, Behrotest K12, Diisseldorf, Njemacka)
e centrifuga (Z 326 K, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
e diferencijalni skeniraju¢i kalorimetar (Mettler Toledo 82le DSC; Mettler Inc.,
Schwerzenbach, Switzerland)
e hidraulicka presa Specac (Specac Inc. Orpington, UK)
e klimatska komora (Binder KBF 115, Tuttlingen, Njemaca)
e kolorimetar (Chroma Meter CR-400, Konica Minolta, USA)
e magnetna mjesalica (SMHS-6, Witeg, Germany)
e mikroskop (Leica LABORLUX S, Leitz Wetzlar, Njemacka)
e mufolna pe¢ (MF12-124, Forns Hobersal, Barcelona, Spanjolska)
e pH metar (pH/ORP HI 2211, HANNA Instruments d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)
e rotavapor (Biichi B-210, Flawil, Svicarska)
e skeniraju¢i elektronski mikroskop (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Ltd., Tokyo,
Japan)
e suSionik (UFE 500, Memmert, Njemacka)
e suSionik s raspr§ivanjem (Mini Spray dryer Biichi B-290, Flawil, Svicarska)
e tehnicka vaga (OHAUS PA4102C, OHAUS Europe GmbH, Néanikon, Svicarska)
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termostat (Lovibond TC 135 S/135 L, Tintometer GmbH, Dortmund, Njemacka)

TOC analizator (TOC-LCPH/CPN, SSM 5000A, Shimadzu, Japan)

ultracentrifugalni mlin (Retsch ZM200, Haan, Njemacka)

ultrazvucna kupelj (Elmasonic P 120 H, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka)
univerzalni sustav za ekstrakciju (Biichi B-811 LSV, Flawil, gvicarska)

uredaj za pripremu uzorka za skenirajuci elektronski mikroskop ((Bio-Rad SC 502, VG
Microtech, Uckfield, UK)

uredaj za odredivanje gustoce praha nakon potresanja (Autotap, Anton Paar, Austrija)
uredaj za difrakciju praha sa X-zrakama (BRUKER D8 Advance diffractometer,
Karlsruhe, Njemacka)

uredaj za mjerenje kontaktnog kuta (Contact angle system OCA20, Data physics,
Njemacka)

uredaj za destilaciju (Behr Labor-Technik GmbH, Behrotest Behr S2, Diisseldorf,
Njemacka)

uredaj za analizu veli¢ine Cestica (Malvern Mastersizer Scirocco 2000, Richmond
Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo)

uredaj za tekucinsku kromatografiju ultravisoke ucinkovitosti (UHPLC Nexera XR,
Shimadzu, Kyoto, Japan)

UV/VIS spektrofotometar (UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japan)

vodena kupelj s tresilicom (Julabo, SW-23, Seelbach, Njemacka)

vorteks (DLab MX-S, Los Angeles, SAD)

vertikalni multifunkcionalni rotator (PTR-60, Grant Instruments Ltd, Cambridgeshire,
Ujedinjeno Kraljevstvo)

zamrziva¢ (SMART-Lab SWUF-80, Witeg, Njemacka).

3.3. Metode

3.3.1. Odredivanje kemijskog sastav tropa grozda

3311

Odredivanje udjela suhe tvari i vlage u tropu grozda

Udio suhe tvari 1 vlage u tropu grozda je determiniran termogravimetrijskom metodom na

uredaju za radijacijsko infracrveno susenje (HR73, Mettler Toledo, USA). Na aluminijsku

pliticu je odvagano 3 g uzorka te je susenje provedeno standardnom metodom pri 105 °C uz
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koriStenje kriterija zavrSetka procesa 3 (engl. switch-off criteria) odnosno sve dok gubitak mase

nije bio manji od 1 mg tijekom 50 sekundi.

3.3.1.2 Odredivanje udjela pepela u tropu grozda

U svrhu odredivanja udjela pepela u tropu grozda, koristena je AACC—08-03 metoda (Czaja i
sur., 2020). U prethodno pripremljene loncice (zarene, ohladene i izvagane), izvagano je 2 g
uzorka tropa grozda. Lonci¢i s uzorcima su potom postavljeni u mufolnu pe¢ na 600 °C, 4 h.
Po zavrSetku procesa spaljivanja, lonci¢i su postavljeni u eksikator, ohladeni i izvagani.
KoriStenjem jednadzbe (1) odreden je udio pepela.

m
Udio pepela (%) = m3— 1)

2T My
gdje je:
e m; —masa praznog loncica (g),
e m— masa londié + uzorak (g),

e m3— masa lon¢i¢a nakon zarenja (g).

3.3.1.3 Odredivanje udjela proteina u tropu grozda

PRINCIP

Odredivanje udjela proteina po Kjeldahlu provedeno je standardnom AOAC metodom (Wendt
Thiex and Latimer, 2023) koja se temelji na odredivanju udjela proteina indirektno iz udjela
dusika. Ova metoda se zasniva na zagrijavanju uzorka s koncentriranom sumpornom kiselinom
uz dodatak bakrovog i natrijevog sulfata, pri ¢emu bakrov sulfat sluzi kao katalizator, a natrij
sulfat kao sol za poviSenje vrelista. Prilikom navedenog zagrijavanja dolazi do potpune
oksidacije organske tvari, pri ¢emu nastali dusik koji je osloboden u obliku amonijaka reagira
sa sumpornom kiselinom te nastaje amonijev sulfat. Nakon navedenog se provodi postupak
destilacije djelovanjem luzine na amonijev sulfat pri cemu se oslobada amonijak koji se potom
predestilira u tikvicu s kiselinom poznatog molaliteta dok se viSak kiseline utvrdi postupkom
titracije. Ukoliko se u analiziranim uzorcima nalaze nitrati i nitriti, tijekom postupka razaranja

do¢i ¢e do njihova hlapljenja te ih nece biti moguce odrediti na ovaj nacin.
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POSTUPAK

0,20 g uzorka se izvaze na komadice celofana, koji se potom umotaju i postave u staklene
epruvete. U epruvete se takoder prenese i 10 g natrijevog sulfata te 0,1 g bakrovog sulfata, a
nakon toga se doda 15 mL koncentrirane sumporne kiseline. Potom slijedi postavljanje epruveta
na stalak za spaljivanje te “mirovanje” u trajanju od 30 min, nakon ¢ega su epruvete protresene
laganim pokretima, spojene na sustav za odsisavanje i stavljene u blok za razaranje koji je
zagrijan na 420 °C. Po isteku razaranja u trajanju od 1 h , uzorci su ohladeni te im je dodano
75 mL vode, a nakon toga je uslijedila destilacija. Za potrebe destilacije, u epruvete se dodalo
50 mL 35 % (w/v) natrijevog hidroksida, pokrenuta je destilacija te je skupljeno oko 100 mL
destilata. Na kraju destilacije u svaku se tikvicu s uzorkom dodaje indicator te se provodi
titracija s 0,1 M natrijevim hidroksidom uz pra¢enje volumena natrijevog hidroksida utroSenog
za titraciju. Za potrebe utvrdivanja udjela dusika u slijepoj probi, koriSten je prazan listi¢

celofana. Za izracun udjela dusika je koriStena jednadzba (2).

(a—hb)-f-0,14
c-10

Udio dusika (%) = ()

pri ¢emu je:
e g — volumen 0,01 M otopine natrijevog hidroksida upotrijebljenog za titraciju slijepe
probe (mL),
e )b — volumen 0,01 M otopine natrijevog hidroksida upotrijebljenog za titraciju
ispitivanog uzorka (mL),
e f —faktor upotrijebljenog 0,01 M natrijevog hidroksida,

e ¢ —koli¢ina uzorka (g).

Vrijednost udjela proteina se dobije mnoZzenjem udjela duSika s faktorom 6,25.

3.3.1.4 Odredivanje udjela ukupnog ugljika, anorganskog ugljika, ukupnog
organskog ugljika i ukupnog dusika u uzorcima tropa grozda
Koristenjem TOC-LCPH/CPN analizatora i metode katalitiCke oksidacije izgaranjem pri
visokoj temperaturi, odreden je udio ukupnog organskog ugljika (engl. Total Organic Carbon,
TOC) 1 ukupnog dusika (engl. Total Nitrogen, TN) u tekuCem ekstraktu tropa grozda.
Upotrebom iste metode u kombinaciji sa SSM-5000A modulom odreden je udio ukupnog (TC)
1 anorganskog ugljika (IC) te ukupnog organskog ugljika u ¢vrstom uzorku tropa grozda. Za

odredivanje udjela TC 1 IC u prethodno pripremljene keramicke ladice (zarene pri 550 °C

32



G. Perkovié¢: Mikroinkapsulacija ekstrakta tropa grozda... Doktorski rad

tijekom 60 min, potom ohladene) izvagano je 30 mg uzorka tropa grozda. TC analiza se provodi
pri temperaturi od 900 °C uz prekrivanje uzorka s kerami¢kom vunom neposredno prije
uvodenja u pecénicu. IC analiza se provodi pri 200 °C uz dodatak 300 pL 25 %-tne fosforne
kiseline koja osigurava prelazak svih karbonata i hidrogenkarbonata u CO». Produkti izgaranja
se koristenjem kisika s protokom 500 mL/min odvode do ¢elija nedisperzivnog infracrvenog
detektora koji detektira CO» i Salje detekcijski signal koji se manifestira u obliku pika. Upotreba
softvera TOC-Control L (verzija 1.04) omogucava izraCunavanje povrsine ispod pika na temelju
usporedbe s prethodno izradenim kalibracijskim krivuljama. Za izradu kalibracijskih krivulja
za TC kao standard je koriSten kalijev hidrogenftalat, dok je za izradu IC kalibracijskih krivulja
kao standard koriSten natrijev karbonat. Udio TOC u ¢vrstim uzorcima se izraCunava kao

razlika udjela TC 1 IC. Svi rezultati su izrazeni u % te su preracunati na suhu tvar uzorka.

Kako bi u teku¢im ekstraktima odredili koncentraciju TOC-a u softveru je izabrana izravna
NPOC (engl. Non Purgeable Organic Carbon) metoda prema kojoj se teku¢em ekstraktu
najprije dodala 1,5 % klorovodi¢na kiselina (1 M) kojom je iz uzorka uklonjen anorganski
ugljik. Koristenjem platine kao katalizatora te sintetskog plina kao nosioca, anorganski ugljik
se prevodi u COz. Potom se uzorak uvodi u oksidacijsku komoru gdje se pri 680 °C sav preostali
ugljik, postupkom oksidacije prevodi u CO;. U svrhu uklanjanja halogenih elemenata do ¢elija
NDIR-a, plin nosioc se hladi, odvlazuje i prolazi kroz halogeni procis¢ivac. NDIR Salje
detekcijski signal koji se biljezi u obliku pika, a povrsina ispod pika se automatski izraCunava
pomocu softvera TOC-Control L (verzija 1.04) na temelju usporedbe s prethodno izradenim
kalibracijskim krivuljama. Za izradu kalibracijskih krivulja je koriSten kalijev hidrogenftalat.
Dobivena koncentracija ukupnog organskog ugljika je izrazena u mg/L, a taj je rezultat potom

preracunat na suhu tvar uzorka (mg/gs.v.).

Kako bi u tekué¢im uzorcima izmjerili udio TN upotrijebljena je TNM-L jedinica te metoda
katalitickog izgaranja pri 720 °C pri ¢emu dolazi do pretvorbe dusika iz uzorka u dusikov
monoksid koji u reakciji sa ozonom stvara dusSikove diokside a njih je moguce detektirati s
kemiluminiscentnim detektorom (engl. Chemiluminescence Detector, CLD). Detekcijski signal
se biljezi u obliku pika, a povrSina ispod pika se automatski izratunava pomocu softvera
TOC-Control L (verzija 1.04) na temelju usporedbe s prethodno izradenim kalibracijskim
krivuljama. Za izradu kalibracijske krivulje koristen je kalijev nitrat. Dobivena koncentracija

ukupnog dusSika je izrazena u mg/L, a taj je rezultat potom preracunat na suhu tvar uzorka

(mg/gs.tv.).
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3.3.1.5 Odredivanje udjela neutralnih detergent vlakana, kiselih detergent
vlakana i kiselog detergent lignina

Za odredivanje svih vlakana prisutnih u uzorku tropa grozda koriStena je Van Soest metoda
(Goering 1 Soest, 1970). Najprije je bilo potrebno pripremiti otopine za odredivanje nutralnih
detergent vlakana (NDF otopina) i kiselih detergent vlakana (ADF otopina). Za pripremu NDF
otopine, najprije se uz zagrijavanje otopi 5,72 g natrijevog hidrogen fosfata dihidrata u 100 mL
destilirane vode. Osim toga, 6,81 g natrijeva tetraborata dekahidrata je uz zagrijavanje postupno
dodano u 600 mL destilirane vode. Nakon njegova otapanja smanjena je temperatura pri kojoj
se priprema otopina te je u otopinu dodano 20,6 g etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva
sol dihidrata (EDTA), 30 g natrijevog dodecil sulfata i 10 mL 2-etoksietanola. Nakon pripreme,
obje otopine se pomijeSaju u odmjernu tikvicu od 1 L, te se tikvica nadopuni destiliranom
vodom do oznake. Za pripremu ADF otopine potrebno je uz zagrijavanje otopiti 20 g
heksadeciltrimetilamonij bromida u 200 mL destilirane vode. U 500 mL destilirane vode koja
se nalazila odmjernoj tikvici od 1 L je postupno dodano 26,76 mL 0,5 M sumporne kiseline.
Tako pripremljenoj otopini se dodalo 200 mL prethodno spomenute otopine

heksadeciltrimetilamonij bromide, te je tikvica nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

U prethodno pripremljene guceve (susenje u trajanju 1 h na 105 °C, potom hladenje u
eksikatoru) odvagan je 1 g uzorka tropa grozda te su gucevi postavljeni na uredaj za analizu
vlakana. Pri odredivanju sadrzaja neutralnih detergent vlakana (NDF) u guceve je dodano 0,5
g natrijevog sulfita, 100 mL pripremljene NDF otopine i nekoliko kapi n-oktanola. Uzorci su
zagrijani do kljucanja te uz refluks zagrijavani 60 min. Potom je uslijedilo filtriranje uzoraka i
ispiranje uzoraka — tri puta s 30 mL kipuce vode 1 dva puta s 25 mL hladnog acetona. Potom su
uzorci suSeni 2 h na 130 °C. Odredivanje sadrzaja kiselih detergent vlakana (ADF) se nastavlja
u gucevima s izvaganim ostatkom nakon odredivanja NDF-a. Gucevi su ponovno postavljeni u
uredaj za odredivanje sadrzaja vlakana te im je dodano 100 mL ADF otopine i nekoliko kapi n-
oktanola. Provedeno je zagrijavanje uz refluks u trajanju od 1 h, a potom je provedena filtracija
uzoraka te ispiranje uzoraka - tri puta s 30 mL kipuce vode i dva puta s 50 mL hladnog acetona.
Gucevi su ponovno stavljeni na susenje, po zavrSetku kojeg su ohladeni 1 izvagani. U tim
gucevima je napravljena analiza za odredivanje kiselog detergent lignin (ADL) na nacin da je
dodano 25 mL 72 % sumporne kiseline, ostavljeno pri sobnoj temperature u uredaju za
odredivanje vlakana tijekom 3 sata, uz mijeSanje uzoraka svakih sat vremena, nakon ¢ega su

uzorci isprani kipu¢éom vodom sve do neutralizacije, a potom osuSeni, ohladeni i izvagani. U
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svrhu provodenja korekcije ADL-a gucevi sa ostatkom su zareni u mufolnoj pe¢i pri 550 °C

tijekom 2 h. Koristenjem jedandzbi (3) i (4) su izracunati udjeli vlakana.

m
NDF ili ADF = —;,t -100 A3)
Muz" 00
ADL = | A" M2
= = x 100 )
S.tv.
Muz 00

gdje je:
e mj — ostatak nakon susenja (g),
e mp — ostatak nakon Zarenja (g),
e my, — masa koriStenog uzorka (g)
® wsiw.— udio suhe tvari uzorka (%),
e NDF — udio neutralnih detergent vlakana (%sy.),
e ADF — udio kiselih detergent vlakana (%s..)

e ADL — udio kiselog detergent lignina (%os.t.).

Udio hemiceluloze je izracunat kao razlika izmedu NDF-a i ADF-a, udio celuloze kao razlika

izmedu ADF-a i ADL-a, dok ADL predstavlja udio lignina.

3.3.1.6 Odredivanje udjela masti u uzorcima tropa grozda

Kako je navedeno u radu Selo i sur. (2022), upotrebom univerzalnog sustava za ekstrakciju i
standardne Soxhlet metode AAOC 945.16 odreden je udio masti u uzorku tropa grozda. Za
analizu je najprije izvagano 2 g uzorka u posude koje su potom postavljene u komoru za
ekstrakciju. Izabran je standardni Soxhlet program tijekom kojega se provodi ekstrakcija u
trajanju od 2 h, potom ispiranje u trajanju od 5 min te isparavanje otapala i suSenje uzorka u
trajanju od 15 min. Kao otapalo je koriSten n-heksan. Na kraju ekstrakcije, slobodne masti su
sakupljene u prethodno osuSene i izvagane staklene tikvice, nakon ¢ega je provedeno dodatno
suSenje u susioniku pri 105 °C tijekom 30 min. Nakon dodatnog susenja, tikvice s uzorkom su
ohladene u eksikatoru te potom izvagane. Udio masti izracunat je prema jednadzbi (5). Udio

masti je izrazen u postotku (%) te je preracunat na suhu tvar uzorka.

mg

Udio masti (%) = ( ) -100 5)

uz
gdje je:
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e mg — masa ekstrakta prikupljenog u staklenoj tikvici koji sadrzi slobodne masti (g),

® my, — masa uzorka koriStenog za ekstrakciju (g).

3.3.1.7 Priprema ekstrakta tropa grozda

Provedena je konvencionalna kruto-tekuca ekstrakcija tropa grozda s ciljem odredivanja
kemijskog sastava ekstrakta. Odvagano je 6,25 g osusenog i samljevenog tropa grozda velicine
Cestica < 1 mm te je provedena ekstrakcija s 250 mL vodene otopine 50 % etanola u vodenoj
kupelji s tresilicom. Ekstrakcija je provedena pri uvjetima: 80 °C, 120 min, 200 rpm. Po
zavrSetku ekstrakcije uzorak je centrifugiran 10 min pri 11 000 rcf, supernatant je koristen za
analizu, odnosno odredivanje koncentracije fenolnih spojeva (pojedinacni fenolni spojevi,
ukupni fenolni spojevi, ukupni flavonoidi, ukupni ekstraktibilni proantocijanidini) 1
antioksidacijske aktivnosti ekstrakta tropa grozda pomocu tri metode (DPPH, FRAP i ABTS

metoda).

3.3.1.8 Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima
tropa grozda

Ukupni fenolni spojevi (engl. Total phenolic content, TPC) u ekstraktima tropa grozda odredeni
su spektrofotometrijski Folin-Ciocalteuovom metodom prema Waterhouse (2002) uz manje
modifikacije. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden kiseline.
Fenolne tvari u reakciji sa Folin-Ciocalteuovim reagensom stvaraju plavo obojenje koje se
moze detektirati spektrofotometrom pri vidljivom svjetlosnom spektru. Tijekom reakcije
fenolnih tvari 1 Folin-Ciocalteuova reagensa dolazi do oksidacije fenolnih spojeva i1 redukcije
Folin-Ciocalteuova reagensa u alkalnoj sredini u volfram 1 molibden oksid, nastaje plavo

obojenje €ija se apsorbancija mjeri pri valnoj duljini od 765 nm (Stratil i sur., 2006).
IZRADA KALIBRACIJSKE KRIVULJE

Galna kiselina je otopljena u 50 %-tnoj vodenoj otopini etanola, u rasponu koncentracija
0,05 -1 mg/mL. Nakon reakcije uzoraka galne kiseline s Folin-Ciocalteu reagensom, na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm su izmjerene apsorbancije pripadajucih

koncentracija prema kojima je izradena kalibracijska krivulja (Slika 9).
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1.0 y =1.0188x +0.018
R2=0,9996

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
A (765 nm)

Slika 9 Bazdarna krivulja napravljena s galnom kiselinom kao standardom za odredivanje sadrzaja
ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktu tropa grozda

POSTUPAK

U epruvetu je otpipetirano 40 pL pripremljenog ekstrakta CS17, 3160 pL redestilirane vode 1
200 pL Folin-Ciocalteau reagensa. Nakon 8 min dodano je 600 pL 20 %-tne vodene otopine
Na»COs. Uzorci su pomijesani na vorteks mijesalici te stavljeni na inkubaciju u vodenu kupelj
pri 40 °C tijekom 30 min kako bi se razvilo plavo obojenje Cija je apsorbancija po isteku
vremena inkubacije izmjerena na UV/VIS spektrofotometru pri 765 nm. Sva mjerenja su
provedena u tri paralele. Slijepa proba je pripremljena na isti nafin uz dodatak 40 pL
ekstrakcijskog otapala umjesto uzorka. Konacna vrijednost TPC je izraZzena kao mgGag/gs.v.
(masa ekvivalenta galne kiseline po masi suhe tvari uzorka). Ekvivalent galne kiseline odreduje
se prema kalibracijska krivulji (Slika 9), a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

ponavljanja + SD.

3.3.1.9 Odredivanje koncentracije pojedina¢nih fenolnih spojeva u ekstraktima
tropa grozda
Koriste¢i reverzno-faznu UHPLC metodu pomocu PDA (engl. Photodiode Array Detector)
detektora je odradena kvalitativna 1 kvantitativna analiza pojedina¢nih fenolnih spojeva. PDA
detekcija fenolnih spojeva provedena je snimanjem spektra u podrucju valnih duljina izmedu
2521370 nm, dok je razdvajanje fenolnih spojeva provedeno upotrebom Kinetex® C18 kolone
(100 x 4,6) mm, 2,6 um, Phenomenex, Torrance, CA, SAD). Zarazdvajanje spojeva je koriStena
linearna gradijentalna metoda uz upotrebu otapala A (1 % octena kiselina u vodi, v/v) 1 B (50 %

metanol, 50 % acetonitril, v/v) pri temperaturi od 30 °C i protoku od 1 mL/min od 5 % do 30
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% B 25 minuta, od 30 % do 40 % B 10 minuta, od 40 % do 48 % B 5 minuta, od 48 % do 70 %
B 10 minuta, od 70 % do 100 % B 5 minuta, zatim izokratno 100 % B tijekom 5 minuta. Po
zavrsetku navedenog slijedi povratak na pocetne uvjete (10 minuta) kao i ekvilibracija kolone
(12 minuta). Neposredno prije provedbe analize uzorci su filtrirani kroz membranske filtere
veli¢ine pora od 0,45 pm (Chromafil Xtra PTFE, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren,
Njemacka). Za provedbu analize se injektiralo 20 pL uzorka. Za obradu podataka je koristen
softver LabSolutions 5.87. Za identifikaciju pojedinacnih fenolnih spojeva je koriStena
usporedba retencijskih vremena i UV-Vis spektra pojedinac¢nih fenolnih spojeva analiziranog
uzorka s retencijskim vremenom i UV-VIS spektrom autenti¢nih standarda analiziranih pri
identi¢énim kromatografskim uvjetima. Provedba kvantifikacije je omogucena primjenom
metode vanjskog standarda. Detekcija hidroksibenzojevih kiselina provedena je pri 252 — 280
nm, hidroksicimetnih pri 276 — 277 nm, flavan-3-ola pri 273 — 277 nm, flavonola pri 365 — 370
nm, procijanidini na 278 nm, dok su stilbeni detektirani na 305 — 323 nm. Ova analiza je
provedena u tri paralelna ponavljanja, a vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost = SD.
Masene koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva u ekstraktima (C°, mg/L) preracunate su

na masu suhe tvari tropa grozda (C, mg/gs+.) prema jednadzbi (6).

c C -V-DF
T We (6)
m:700

gdje je:
e ' —ukupni volumen ekstrakta tropa grozda (L),
e DF — faktor razrjedenja,
e m —masa uzorka tropa grozda (g),

e W —udio suhe tvari tropa grozda (%).

3.3.1.10 Odredivanje koncentracije pojedina¢nih antocijana u ekstraktima
tropa grozda

Odredivanje antocijana UHPLC metodom provedeno je prema Buci¢-Koji¢ i sur. (2020) uz
manje  izmjene. Obje mobilne faze sastojale su se od mjeSavine voda: mravlja
kiselina : acetonitril, samo u drugim omjerima. U slu¢aju mobilne faze A omjeri su iznosili
87 :10: 3 (v/v/v), a u sluaju mobilne faze B 40 : 10 : 50 (v/v/v). Za razdvajanje spojeva je
koriStena linearna gradijentna metoda na sljede¢i na¢in: od 10 % do 25 % B (10 min), od 25 %
do 31 % B (5 min), od 31 do 40 % (5 min), od 40 % do 50 % B (10 min), od 50 % do 100 % B

(10 min), i od 100 % do 10 % B (5 min). Volume injektiranja je bio 20 puL, dok je brzina protoka
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iznosila 0,8 mL/min. Detekcija je provedena pri 500 nm. Jednako kao i u potpoglavlju 3.3.9.,
spojevi su identificirani usporedbom njihovog kromatografskog ponaSanja i UV spektra s onima
iz autenticnih standarda i literature, a kvantifikacija je provedena koriStenjem vanjskog
standarda. Masene koncentracije pojedinacnih antocijana u ekstraktima (C, mg/L) preracunate

su na masu suhe tvari tropa grozda (C, mg/gsv.) prema jednadzbi (6).

3.3.1.11 Odredivanje koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina u
ekstraktima tropa grozda

Ukupni ekstraktibilni proantocijanidini (UPA) su odredeni spektrofotometrijskom metodom

koja se bazira na reakciji proantocijanidina s otopinom kiselina-butanol (Avallone i sur., 1997).

Naime, u kiselom mediju proantocijanidini se depolimeriziraju u butanolu pri ¢emu nastaju

crveno obojeni proantocijanidini koji se mogu detektirati spektrofotometrijski (Schofield i sur.,

2001).
POSTUPAK

U 500 pL pripremljenog uzorka dodano je S mL otopine Zeljezo (IT)-sulfatheptahidrata koja je
pripremljena na nacin da je 77 mg FeSO4-7H20 u 500 mL otopine kloridna kiselina: 1-butanol
(2: 3 v/v). Nakon inkubacije u trajanju od 15 minuta pri 95 °C uzorci su naglo ohladeni i odmah
analizirani mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 540 nm. Masena koncentracija ukupnih
ekstraktibilnih proantocijanidina (C’upa, g/L) izracunata je prema jednadzbi (7), koristeci
iznose vrijednosti kako slijedi: DF= 11 (izracunato iz omjera ukupnog volumena reakcijske
smjese i volumena ekstrakta), / =1 em, M =287 g/mol i = 34700 L/mol cm. Slijepa proba je

pripremana na isti nacin, ali se umjesto uzorka dodavao jednak volumen vode.
4 J—
Cypa = ) )

gdje je:
e 4 —aposrbancija,
e DF — faktor razrjedenja,
e /—duljina optickog puta (cm),
e M —molarna masa cijanidina (g/mol),

e & —koeficijent molarne ekstinkcije cijanidina (L/mol cm).

Dobiveni rezultat masene koncentracije ukupnih ekstraktibilnih proantocijanidina (C’upa, g/L)

preracunat je na suhu tvar uzorka (Cupa, mg/gsv.).
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3.3.1.12 Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida u ekstraktima tropa
grozda

Sadrzaj ukupnih flavonoida (TFC) u uzorcima je odreden spektrofotometrijskom metodom

temeljenoj na kemijskoj reakciji stvaranja stabilnih aluminij-flavonoidnih kompleksa s

hidroksidnim skupinama flavona i flavanola pri ¢emu dolazi do pojave obojenja, Cija se

apsorbancija mjeri pri valnoj duljini od 510 nm (Marinova i sur., 2005).
POSTUPAK

U 2 mL destilirane vode dodano je 500 puL ekstrakta, a potom i 150 pL 5 % (w/v) natrijevog
nitrita. Nakon 5 minuta dodano je 150 pL 10 %-tne vodene otopine aluminij (IIT) klorida
heksahidrata, dok je po isteku 6 min od dodatka aluminij (III) klorida heksahidrata 1mL natrij
hidroksida, a potom je reakcijska smjesa nadopunjena vodom do ukupnog volumena od 10 mL.
Svi uzorci su protreseni na vorteks mijesalici te je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od
510 nm. Koncentracije TFC, izrazene u ekvivalentima (+)-katehina (engl. Catechin
Equivalents, CE) koristenog kao standarda, su izracunate iz dobivenih apsorbancija preko
kalibracijske krivulje (Slika 10). Masena koncentracija flavonoida (C’trc, mgce/mL) je
preracunata na suhu tvar uzorka (Crrc, mgce/gs.wv.). Slijepa proba je pripremana na isti nacin, ali

se umjesto uzorka dodavao jednak volumen vode.

0,25
y =0,3267x + 0,0056
0,20 R? =0,9996
-
g 015
o
(o))
E o010
o
0,05
0,00
0,0 01 02 03 0,4 05 06 0,7

A (510 nm)

Slika 10 Bazdarna krivulja napravljena s katehinom kao standardom za odredivanje sadrzaja ukupnih
flavonoida u ekstraktu tropa grozda
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3.3.1.13 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

DPPH metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti temeljena je na redukciji sintetickog
DPPH -radikala koji otopljen u alkoholnoj otopini u prisustvu antioksidansa donira jedan atom
vodika i veze slobodni DPPH -radikal pri ¢emu nastaje neradikalski oblik DPPH-H i stabilizirani
fenoksi radikal. Pri redukciji DPPH- radikala u odredenom vremenu dolazi do smanjenja
apsorbancije (mjerene pri 515 nm) reakcijske otopine zbog smanjenja koncentracije zaostalog
slobodnog DPPH- radikala, $to se ocituje u promjeni ljubicaste boje otopine prema zutoj

(Benvenuti i sur., 2004).
POSTUPAK

Najprije je bilo potrebno pripremiti svjezu DPPH: otopinu na nacin da je otopljeno 0,026 mg
DPPH: po 1 mL upotrijebljenog 96 %-tnog etanola. Tako pripremljenoj otopini je
spektrofotometrijski odredena apsorbancija pri 515 nm. U 100 pL uzorka je dodano 3,9 mL
prethodno pripremljene otopine DDPH:* u 96 %-tnom etanolu. Potom je provedena inkubacija
reakcijske smjese u trajanju od 30 min na tamnom mjestu i sobnoj temperaturi. Po isteku
vremena inkubacije, pri valnoj od 515 nm spektrofotometrijski je odredena apsorbancija u

odnosu na 96 %-tni etanol kao slijepu probu.

0,3

y =0,0036x + 0,0032
R*=0,9979

¢ (9troLox/L)

0 20 40 60 80
% inhibicije DPPH

Slika 11 Bazdarna krivulja napravljena s troloxom kao standardom za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti ekstrakta tropa grozda DPPH metodom

Postotak inhibicije DPPH: izracunat je prema jednadzbi (8) te je uvrSten u jednadZbu pravca
dobivenu iz kalibracijske krivulje (Slika 11) napravljene s Troloxom kao standardom. Radi
bolje usporedbe rezultata antioksidacijske aktivnosti uzorka, rezultati su preracunati na masu
suhe tvari uzorka.
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ADPPH - AUZ

% Inhibicije DPPH = ( ) x 100 8)

ApppH
gdje je:
e Apppu— apsorbancija pripremljene DPPH" otopine spektrofotometrijski oCitana pri 515
nm,

e Ayz — apsorbancija uzorka.

3.3.1.14 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta FRAP metodom

FRAP metoda se temelji na sposobnosti antioksidansa da reducira Fe*" ione u Fe?" ione koji
potom u prisutnosti TPZT (2,4,6-tripiridil-s-triazin) reagensa formiraju intenzivno plavo
obojenje (Elkina i sur., 2022), a koje pokazuje maksimum apsorpcije pri valnoj duljini od 592

nm (Joli¢, 2017).
PRIPREMA REAGENSA

300 mM acetatni pufer (pH 3,6) napravljen je mijeSanjem 3,1 g natrijevog acetata i 16 mL
ledene octene kiseline s destiliranom vodom u odmjerenoj tikvici do ukupnog volumena 1 L.
40 mM klorovodi¢na kiselina je pripremljena pipetiranjem 3,285 mL 37 % (w/v) klorovodi¢ne
kiseline u 250 mL destilirane vode te nadopunjavanjem do oznake u odmjerenoj tikvici od 1 L.
Za pripremu 10 mM TPTZ otopine otopljeno je 159,4 mg TPTZ u 50 mL pripremljene 40 mM
klorovodi¢ne kiseline. 20 mM Zeljezov (III) klorid heksahidrat je pripremljen otapanjem 551,6
mg zeljezo (IIT) klorid heksahidrata u 100 mL destilirane vode. U konac¢nici FRAP reagens je
nastao mijeSanjem 25 mL 300 mM acetatnog pufera zagrijanog na 37 °C s 2,5 ml 10 mM

otopine TPTZ reagensa i1 2,7 mL 20 mM otopine Zeljezo (III) klorid heksahidrata.
POSTUPAK

U epruvete je otpipetirano 2,7 mL FRAP reagensa, 270 pL destilirane vode i 150 pL uzorka.
Sadrzaj epruvete je promijesan te su uzorci ostavljeni na inkubaciji pri 37 °C tijekom 40 min.
Po isteku vremena inkubacije ocitana je apsorbancija pri valnoj duljini od 592 nm. Za pripremu
slijepe probe, umjesto 150 uL. uzorka je otpipetirana ista koli¢ina destilirane vode. Rezultati su
izrazeni u ekvivalentima troloxa koji je koriSten kao standard (C’, grrorox/L) preko
kalibracijske krivulje (Slika 12) te su preracunati na suhu tvar uzorka (C, mgrroLox/gs.v.) prema

jednadzbi (6).
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Slika 12 Bazdarna krivulja napravljena s troloxom kao standardom za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti ekstrakta tropa grozda FRAP metodom

3.3.1.15 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom

ABTS metoda se temelji na sposobnosti antioksidansa da reducira ABTSe+ radikalski kation
pri ¢emu se redukcija manifestira u obliku smanjenja intenzivno zelenog obojenja koje se mjeri
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 734 nm. Brzina 1 stupanj obezbojenja (ABTSe+)
otopine ovise o koncentraciji i antioksidacijskoj sposobnosti uzorka, a racuna se u odnosu na

reaktivnost Troloxa kao standard (Re i sur., 1999).
PRIPREMA REAGENSA

7 mM otopina ABTS-a je pripremljena otapanjem 96,02 mg 2,2'-azino-bis(3- etilbenzotiazolin-
6-sulfonska kiselina) diamonijeve (ABTS) soli u 25 mL destilirane vode. 2,45 mM otopina

amonij persulfata je pripremljena otapanjem 4,9 mg amonijeva persulfate u 25 mL vode.

ABTS<+ radikalski kation nastaje oksidacijom ABTS soli pomocu jakih oksidanasa kao §to je
amonijev persulfat, a to se ocituje u promjeni boje iz bezbojne u intenzivno plavo — zelenu boju
otopine (Shalaby i1 Shanab, 2013). Otopine ABTS-a i amonijevog persulfata pomijeSane su u
jednakim omjerima pri ¢emu trenutno nastaje ABTSe+ radikal te dolazi do nepotpune
oksidacije. Kako bi oksidacija 1 apsorbancija bile maksimalne i stabilne, otopina ABTSe+
radikalskog kationa se ostavlja u mraku pri sobnoj temperaturi 12 do 16 sati neposredno prije
izvodenja analize. Na dan analize otopina se razrjeduje etanolom (1 mL otopine ABTSe+
radikala 1 40 mL etanola) tako da tada apsorbancija te otopine iznosi oko 0,706 pri valnoj duljini

od 734 nm.
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POSTUPAK

950 pL razrijedene otopine ABTSe+ radikala dodano je u 50 pL uzorka. Tako pripremljeni
uzorci se inkubiraju tijekom 10 min na tamnom mjestu, a potom je izmjerena apsorbancija pri
valnoj duljini od 734 nm. Kod kontrolnog uzorka je umjesto uzorka otpipetirano 50 pL etanola,
a upravo se etanol koristio i kao slijepa proba. Za mjerenje % Inhibicije ABTSe+ radikala
koristena je jednadza (9).

Ay —

A
Inhibicija ABTS (%) = (A—“Z) X 100 )
k

gdje je:
e Ay — apsorbancija kontrolnog uzorka,

e Ay, — apsorbancija uzorka.

Radi bolje usporedivosti rezultata % inhibiranog ABTS«+ radikala preraCunat je u ekvivalente
troloxa (C’, grroLox/L) preko kalibracijske krivulje (Slika 13) 1 zatim izrazen u ekvivalentima

troloxa po masi suhe tvari tropa grozda (C, mgrrorLox/gs.vv.) prema jednadzbi (6).
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Slika 13 Bazdarna krivulja napravljena s Troloxom kao standardom za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti ekstrakta tropa grozda ABTS metodom

3.3.1.16 Odredivanje koncentracije Sefera u ekstraktima tropa grozda

Za analize Secera u uzorku tropa grozda najprije je bilo potrebno provesti ekstrakciju. 1 g
osusenog i samljevenog uzorka tropa grozda ekstrahiran je s 25 mL destilirane vode u vodenoj
kupelji s tresilicom. Ekstrakcija je provedena pri uvjetima: T=30 °C,n= 170 rpm, t =30 min.

Po zavrSetku ekstrakcije ekstrakt je centrifugiran 10 min pri 10 000 rcf, supernatanti su
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izdvojeni te su koriSteni za analize pojedinacnih i reduciraju¢ih Secera (Buci¢-Koji¢ 1 sur.,

2023).

Odredivanje koncentracije pojedinacnih Secera u ekstraktima tropa grozda

Za odredivanje koncentracije pojedinacnih Secera koristen je UHPLC i detektor indeksa loma
(engl. Refractive Index Detector, RID), osim toga koristene su dvije kolone — Aminex® HPX
kolona (HPX 87H, (300 x 7,8) mm, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) i Nucleogel®
Sugar Pb kolona (VA, (300 x 7,8) mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Dueren, Njemacka).
Udio pojedinac¢nih Secera odreden je prema uputama dobivenim uz upotrijebljene kolone.
Pomocu Aminex® kolone odreden je udio saharoze. Kao mobilna faza koriStena je 5 mM
sumporna kiselina, uz protok od 0,6 mL/min, pri 40 °C, tijekom 60 min. Udio glukoze, fruktoze
1 arabinoze odreden je pomoc¢u Nucleogel® Sugar Pb kolone. Kao mobilna faza je koriStena
ultradista voda uz protok od 0,4 mL/min, pri 80 °C, tijekom 20 min. U uzorcima su Seceri
identificirani na temelju usporedbe retencijskog vremena i dobivenih spektralnih podataka s

koristenim standardima. Softver LabSolutions (verzija 5.87) je koriSten za obradu podataka.

Odredivanje koncentracije reducirajuéih Se¢era DNS metodom

Upotrebom DNS metode, spektrofotometrijski su odredeni reducirajuci Seceri. Ova metoda se
temelji na reakciji aromatske 3,5-dinitrosalicilne kiseline s karbonilnim krajevima reducirajucih
Secera pri ¢emu nastaje 3-amino-5-nitrosalicilna kiselina tamnonarancaste boje s maksimalnom

apsorbancijom pri 540 nm (Miller, 1959).
PRIPREMA REAGENSA

Za provedbu ove analize najprije je bilo potrebno napraviti DNS reagens. U tikvici od 100 mL,
2,18 g DNS-a je uz zagrijavanje i mijesanje pri 70 °C otapan u 80 mL natrijevog hidroksida, a
nakon otapanja dodano je 30 g natrij kalij taratarata te je nastavljeno s mijeSanjem sve do
potpune disolucije. Tako pripremljena otopina je ohladena na sobnu temperaturu i nadopunjena

destiliranom vodom do oznake.
POSTUPAK

U epruvete je otpipetirano 500 pL pripremljenog uzorka i 500 uL DNS reagensa. Potom je
uslijedila inkubacija pri 100 °C u trajanju od 5 min, nakon koje su uzorci ohladeni na sobnu
temperaturu na nacin da su uronjeni u hladnu vodu tijekom 10 min. Potom je u tako
pripremljenim uzorcima izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 540 nm, u odnosu na

slijepu probu za ¢iju je pripremu koriStena destilirana voda. Koncentracija reducirajucih Secera
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(C’, mggLukoze/mL) izraCunata je preko kalibracijske krivulje napravljene s glukozom kao
standardom (Slika 14) uzimajuci u obzir razrjedenja uzoraka te su rezultati preracunati na masu

suhe tvari uzorka (C, mggLukozg/gs wv.).
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Slika 14 Bazdarna krivulja napravljena s glukozom kao standardom za odredivanje koncentracije
reducirajucih Secera prema DNS metodi

3.3.1.17 Odredivanje koncentracije proteina Bradfordi¢inom metodom

Koncentracija proteina u uzorku ekstrakta tropa grozda je odredena sukladno Bradfordi¢inoj
metodi (Bradford, 1976), koja se temelji na nespecificnom vezanju anionskog oblika boje
Coomassie Briliant Blue G-250 za bazi¢ne i aromatske bo¢ne ogranke proteina, pri ¢emu
nastaje kompleks protein-boja, koji u kiselom mediju pokazuje apsorpcijski maksimum pri

valnoj dulji od 595 nm (Tiwari, 2015).
PRIPREMA REAGENSA

Svjeze pripremljenog Bradfordi¢in reagensa je neposredno prije provedbe analize razrijeden s

destiliranom vodom u omjeru 1 : 4.
POSTUPAK

U kivete je otpipetirano 100 uL uzorka te je potom dodano 2 mL pripremljenog Bradfordi¢inog
reagensa. Uslijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 min, a potom je o€itana
apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm u odnosu na slijepu probu za ¢iju je pripremu umjesto
uzorka koristeno 100 pL destilirane vode. Koncentracija proteina (C', mggsa/mL) odredena je
u odnosu na kalibracijsku krivulju (Slika 15) koja je pripremljena s nizom otopina poznate
koncentracije govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) koji je

koriSten kao standard.
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Slika 15 Bazdarna krivulja napravljena s BSA kao standardom za odredivanje sadrzaja proteina u
ekstraktu tropa grozda

3.3.2. Optimiranje porocesa mikroinkapsulacije ekstrakta tropa grozda uz
primjenu proteina kozje sirutke kao omotaca
Za planiranje pokusa, optimiranje procesnih parametara, te modeliranje procesa primjenom
nelinearne regresijske analize, statistiCku analizu (ANOVA) znacajnosti ispitivanih procesnih
parametara, kao i za numericku optimizaciju proces susenja rasprsivanjem, koristen je Design-
Expert softver, v.13 (Stat-Ease, Minneapolis, USA). Koristenjem metode odzivnih povrSina
(engl. Response Surface Methodology, RSM) procijenjen je utjecaj parametara procesa suSenja
rasprSivanjem na karakteristike MC. Za planiranje eksperimentalnih uvjeta koriSten je Box-

Behnkenov plan pokusa s tri nezavisne varijable na tri nivoa (Tablica 2).

Tablica 2 Nezavisne varijable (faktori) i podrucje eksperimentalnog ispitivanja u tri razine za susenje
raspr$ivanjem pojne otopine

Kodirana varijabla

Nezavisne varijable Oznaka 1 0 1
Temperatura ulaznog zraka (Ti, °C) X1 160 175 190
Udio omotaca (R, -) X2 0,5 2 3,5
Protok pojne smjese (Q, mL/min) X3 6 8 10

Temperaura ulaznog zraka za susenje (X1), udio omotaca u odnosu na suhu tvar ekstrakta (X2) i
brzina pojenja, odnosno protok pojne smjese (X3) odabrani su kao procesni parametri za koje je
procijenjeno da mogu imati utjecaj na svojstva MC (zavisne varijable, odnosno odzive).
Kombinacija navedenih nezavisnih varijabli uz tri ponavljanja u centralnoj tocki rezultiralo je

s ukupno 15 eksperimenata mikroinkapsulacije, kako je prikazano u Tablici 3.
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Tablica 3 Box-Behnken plan pokusa suSenja raspr§ivanjem pojne smjese

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3

Pokus  A: T B:R C:Q
(°C) ) mL/min
1 190 3,5 8
2 190 2 6
3 175 2 8
4 160 2 6
5 190 0,5 8
6 160 2 10
7 175 0,5 10
8 175 0,5 6
9 175 3,5 6
10 175 3,5 10
11 160 3,5 8
12 175 2 8
13 190 2 10
14 175 2 8
15 160 0,5 8

Nakon provedenih eksperimenata mikroinkapsulacije, analizirana su odabrana odzivna svojstva
dobivenih mikrokapsula (zavisne varijable, Y), a za aproksimaciju eksperimentalnih podataka

kori$ten je kvadratni polinom (10):

k k k-1 k
j=1 j=1 j=1i=1

gdje je:

e Y —modelom predvidena odzivna funkcija,

e [fo— konstanta jednadZbe odzivnog polinoma,

e [ —koeficijent linearnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma,

e fii — koeficijent kvadratnog ¢lana jednadzbe odzivnog polinoma,

e fij — koeficijent ¢lana interakcije jednadZbe odzivnog polinoma,

e Xj— ispitivane nezavisne varijable (procesni uvijeti),

e k—broj varijabli.
Na temelju dobivenog matematickog modela konstruirane su odzivne povrsine za sva ispitivana
svojstva dobivenih MC. Navedene 3D odzivne povrSine pruzaju vizualni prikaz utjecaja

ispitivanih parametara na promatrane modele. Provjera uspjesSnosti optimiranja procesa
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homogenizacije i suSenja rasprSivanjem pojne otopine provedena je usporedbom rezultata
dobivenih metodom odzivnih povrSina i eksperimentalno dobivenih rezultata pri utvrdenim

optimalnim uvjetima procesa.

PRIPREMA INKAPSULACIJSKE SMJESE.

HOMOGENIZACIJA POJENE SMJESE

3.3.3. Mikroinkapsulacija ekstraksta grozda uz primjenu proteinskog
omotaca i ugljikohidratnog ko-omotaca

U cilju odredivanja utjecaja dodatka ko-omotaca na svojstva mikrokapsula, provedeni su pokusi
inkapsulacije ekstrakta tropa grozda pri odredenim optimalnim uvjetima susenja rasprsivanjem
pri ¢emu je odredeni udio primarnog proteinskog omotaca (GW) zamijenjen s ko-omotacem
ugljikohidratnog tipa i to u rasponu od 5 % do 30 %, u ovisnosti 0 ko-omotacu. Kao ko-omotaci
koriSteni su: trehaloza (T) s udjelom 5 — 30 %, saharoza (S) s udjelom 5 — 30 %, maltodekstrin
DE 4-7 (MD) s udjelom 2,5 — 15 % te ksiloza (X) s udjelom 5 — 30 %.

3.3.4. Odredivanje svojstava mikrokapsula

3.34.1 Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih tvari u uzorcima
mikrokapsula

PRIPREMA UZORKA PRAHA

Uzorak je pripremljen prema uputama Tolun i sur. (2016), na nacin da je u 15 mg MC dodano

3 mL otopine etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42, v/v/v). Tako pripremljen uzorak

se promijesao na vortex mijeSalici te potom profiltrirao kroz 0,45 pm PTFE filter.

IZRADA KALIBRACIJSKIH KRIVULJA

Galna kiselina je koriStena kao standard za izradu kalibracijske krivulje. Izradena je
kalibracijska krivulje u rasponu koncentracija 0,025 — 1 mg/mL za galnu kiselinu otopljenu u
mjeSavini etanol : ledena octena kiselina : voda (50 : 8 : 42, v/v/v). Nakon reakcije uzoraka
galne kiseline s Folin-Ciocalteu reagensom, na spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm
su izmjerene apsorbancije pripadajucih koncentracija prema kojima su izradene kalibracijske

krivulje (Slika 16).
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Slika 16 Bazdarna krivulja napravljena s galnom kiselinom kao standardom za odredivanje sadrzaja
ukupnih fenolnih spojeva u MC nastalim suSenjem rasprSivanjem

Postupak odredivanja ukupnih fenolnih tvari (TPC) proveden je prema Folin-Ciocalteau metodi

opisanoj u potpoglavlju 3.3.8.

3.3.4.2 Odredivanje koncentracije povrsinskih fenolnih spojeva u uzorcima
mikrokapsula

Za odredivanje povrsinskih fenolnih tvari (engl. Surface phenolic content, SPC) u uzorcima

MC koristena je jednaka Folin-Ciocalteu kolorimetrijska metoda kao i pri odredivanju ukupnih

fenolnih tvari (opisano u potpoglavlju 3.3.8.). Uzorak MC je pripremljen prema Tolun i sur.

(2016), na nacin da je u 24 mg MC dodano 3 mL otopine etanol : metanol (1 : 1, v/v), te je

nakon 5 min uzorak profiltriran na 0,45 pum PTFE filter.

Za izradu kalibracijske krivulje je koriStena galna kiselina otopljena u mjeSavini etanola i
metanola (1 : 1, v/v) pripremljena u rasponu koncentracija 0,025 — 1 mg/mL. Nakon reakcije s
Folin-Ciocalteu reagensom, pri valnoj dulji 765 nm na spektrofotometru (Shimadzu UV-1280,
Japan) izmjerene su apsorbancije pripremljenih koncentracija galne kiseline te je izradena

kalibracijska krivulja (Slika 17).
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Slika 17 Bazdarna krivulja napravljena s galnom kiselinom kao standardom za odredivanje sadrzaja
povrsinskih fenolnih spojeva u MC nastalim susenjem rasprsivanjem

3.3.4.3 Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida i ukupnih ekstaktibilnih
proantocijanidina u uzorcima mikrokapsula

Uzorci MC su pripremljeni na nacin opisan u potpoglavlju 3.3.19., a potom su analize TFC i

UPA odradene kao §to je opisano u potpoglavljima 3.3.11. i 3.3.12.. Umjesto napisane koli¢ine

ekstrakta tropa grozda, dodavana je jednaka koli¢ina pripremljenih uzoraka MC.

3.34.4 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti u uzorcima mikroapsula

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzorci MC su pripremljeni prema Tolun 1 sur. (2016)
uz manje modifikacije. 15 mg MC je izvagano 1 otopljeno u 3 mL mjeSavine etanol : octena
kiselina: voda (50 : 8 : 42 v/v/v). Smjesa je mijeSana 1 min na mijesalici te je potom ostavljena
u vodenoj kupelji 20 min pri 40 °C. Po isteku 20 min smjesa je profiltrirana preko naboranog

filter papira, a dobiveni filtrat je koriSten kao uzorak za odredivanje antioksidacijske aktivnosti.

Protokol odredivanja antioksidacijske aktivnosti je opisan u potpoglavljima 3.3.13., 3.3.14. i

3.3.15.

3.3.45 Odredivanje uspjeSnosti procesa suSenja rasprSivanjem

Uspjesnost inkapsulacije (engl. Encapsulation efficiency, EE) izraCunata je prema Vu i sur.

(2020.) uz koristenje jednadzbe (11).
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(Crpc — Cspc) N

EE (%) = 00 (11)

Ctpc
gdje je:
e Ctpc — maseni udio ukupnih fenolnih tvari u MC (mgcar/gs.wv.),

e (spc — maseni udio povrSinskih fenolnih tvari u MC (mgcar/gs.v.).

3.3.4.6 Odredivanje topivosti mikrokapsula

Za odredivanje topivosti MC koriStene su Petrijeve zdjelice, koje su prethodno pripremljene na
nacin da su oprane, a potom osusene u susioniku (UFE 500, Memmert, Njemacka) na 105 °C
tijekom 1h te su nakon hladenja izvagane zajedno s poklopcem. Jednako tako izvagane su i
prazne Falcon epruvete bez ¢epova. U svaku Falcon epruvetu odvagano je 0,1 g MC te dodano
10 mL redestilirane vode. SadrZaj epruvete je promijeSan na vorteks mijeSalici potom je
epruveta inkubirana u vodenoj kupelji pri 60 °C, 30 min. Po isteku 30 min uslijedilo je hladenje
Falcon epruveta s uzorcima te centrifugiranje 10 min pri 11 000 rcf. Supernatant je dekantiran
u Petrijevu zdjelicu u kojoj se susio 3 h na 105 °C u suSioniku. Nakon zavrSetka suSenja,
Petrijeve zdjelice s uzorcima su stavljene u eksikator na hladenje u trajanju od 1 h. Nakon 1 h
hladenja Petrijeva zdjelica je izvagana radi odredivanja mase otopljenih MC. Osim toga
izvagana je 1 Falkon epruveta s talogom radi odredivanja mase zaostalog (nabubrenog) taloga
(Lee i sur., 2012). Potom su iz o€itanih masa izracunati: indeks topivosti (engl. Water solubility
indeks, WSI) prema jednadzbi (12), indeks adsorpcije vode (engl. Water adsorption indeks,
WAI) prema jednadzbi (13) i sposobnost bubrenja (engl. Swelling power, SP) prema jednadzbi
(14).

masa supernatanta nakon susenja

1(%) = 1 12
WST(%) masa suhe tvari MC 00 (12)
masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja
WAI (<) = & g Tax kel (13)
masa suhe tvari uzorka
SP (=) = masa taloga zaostalog nakon centrifugiranja

WSI9 14
masa suhe tvari uzorka - (1 - WlSOIOA)) (14)

3.3.4.7 Odredivanje prinosa inkapsulacije

Prinos inkapsulacije (Y) je izracunat prema Vu i sur. (2020), uz koristenje jednadzbe (15).
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ukupna masa suhe tvari MC
Y (%) = _ —— - 100 (15)
ukupna masa suhe tvari u pojnoj smjesi

3.3.4.8 Odredivanje udjela suhe tvari/vlage

Udio suhe tvari i vlage je odreden u svim uzorcima MC te u omotacu, termogravimetrijskom
metodom na uredaju za radijacijsko infracrveno susenje (HR73, Mettler Toledo, USA) prema
radu Kelly i sur. (2016). Na aluminijsku pliticu je odvagano 0,15 g uzorka te je susenje
provedeno standardnom metodom pri 105 °C uz koristenje kriterija zavrSetka procesa 5 (engl.
switch-off criteria) odnosno sve dok gubitak mase nije bio manji od 1 mg tijekom 140 sekundi.

Za izracun udjela vlage i1 suhe tvari koristene su jednadzbe (16) i (17).

. my; —m;
Udio vlage (%) = ——-

100 (16)

m
Udio suhe tvari (%) = m_z 100 17)
1

gdje je:
e mj —masa uzorka prije susenja,

e m> — masa uzorka nakon suSenja.

3.34.9 Odredivanje boje mikrokapsula

Parametri boje MC i1 omotaca su mjereni u CIEL *a*b* sustavu pomocu kromametra (Konica
Minolta, Chroma Meter CR-400). U CIEL*a*b* sustavu svaka boja je definirana tocno
odredenim mjestom u trodimenzionalnom prostoru kojeg predstavljaju tri medusobno okomite

osi L* a*1ib* pri cemu je:
e [ *koordinata svjetline s podjelom od 0 (crna) do 100 (bijela),

e a* koordinata obojenja s pozitivnim 1 negativnim smjerom, odnosno vektorom crvene
boje (+a*) 1 vektorom za komplementarnu zelenu boju (-a*),

e bH*koordinata obojenja s pozitivnim 1 negativnim smjerom, pri ¢emu je pozitivni smjer
vektor Zute boje (+)H*), a negativni smjer vektor komplementarne plave boje (-b*)

(Lukinac Cagié, 2012).

Za odredivanje parametara boje koriStena mala staklena Petrijeva zdjelica koja je ravnomjerno

napunjena MC do vrha. Mjerenje je radeno u tri paralele. Prema izmjerenim vrijednostima
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*

parametara boje MC (L*, a* 1 b*) 1 boje omotaca (Ly, ag, bg) racuna se ukupna promjena boje

prema jednadzbi (18).

AEq, = (Lo — L)? + (a5 — a”)? + (bg — b*)? (18)

Usporedba instrumentalnog mjerenja razlike boje u odnosu na percepciju prosjecnog ljudskog

oka prema Tablici 4.

Tablica 4 Usporedba instrumentalnog mjerenja boje 1 ljudskog oka

AE Ljudsko oko
<0,20 nije uocljivo
0,20 - 1,00 wvrlo slabo uocljivo
1,00 - 3,00 slabo uocljivo

3,00 - 6,00 uocljivo
> 6,00 vrlo uocljivo

Osim ukupne promjene boje, izraunata je 1 vrijednost tona boje (engl. hue angle, h*) prema
jednadzbi (19). Vrijednost 4* izrazava se u °, pri ¢emu vrijedi: 0° = +a* (crvena boja), 90° =
+b* (zuta boja), 180° = —a* (zelena boja) te 270° = —b* (plava boja) (Celi¢, 2022).

*

B () = tan-! (Z—) (19)

*

Zasicenost boje izrazava intenzitet boje (engl. chroma, C*), odnosno koliko daleko ona odstupa

od sive (Caliskan i1 Dirim, 2016). Izracunata je prema jednadzbi (20).
C'(=) = (@)*+ (b*)? (20)

3.3.4.10 Gustoc¢a mikrokapusla prije potresanja i nakon potresanja

Gusto¢e MC prije 1 nakon potresanja (engl. Bulk Density, BD) odredene su prema
Boyano-Orozco i sur. (2020) uz manje modifikacije. Izvagan je 1 g MC te prenesen u menzuru
od 25 mL. Ocitan je volumen kojeg su MC zauzele. Gusto¢a MC prije potresanja izracunata je
prema jednadzbi (21).

My (8)

BD (g/cm?) = m (21)

gdje je:

e my,—masa MC (g),
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e Vy;—volumen kojeg su zauzele MC u menzuri (mL).
Za odredivanje gusto¢e MC nakon potresanja (engl. Tapped Density, TD) menzura s MC je
postavljena na postolje uredaja za mjerenje nasipne gustoce te je uredaj namjeSten na 1250
lupkanja, nakon ¢ega se ocita volumen kojeg MC zauzimaju u menzuri te prema jednadzbi (22)

izraunata gustoca MC nakon potresanja:

my (8)

TD(g/cm3) = ———————
8 Viz1250 (mL)

(22)

gdje je:
e my;—masa MC (g),

e V1250 — volumen kojeg su zauzele MC u menzuri nakon 1250 lupkanja (mL).

3.3.4.11 Odredivanje svojstava kompresibilnosti karaktera i tecivosti
mikrokapsula

Prema KalusSevi¢ i sur. (2017), uz primjenu jednadzbi (23) i (24) izraunata su svojstva

kompresibilnosti: Hausner omjer (HR) i Carr indeks (Cl) te je prema Tablici 5 odreden karakter

tecivosti MC.

TD
HR (=) = &5 (23)

TD — BD
Cl (%) = ————"100 (24)

Tablica S Karakter tecivosti MC prema Europskoj Pharmacopoeia-i (European pharmacopoeia, 2010)

Carrindeks (%) Karakter tecivosti  Hausner omjer (—)

<10,00 Izvrstan 1,00 - 1,11
11,00 - 15,00 Dobar 1,12 -1,18
16,00 — 20,00 Osrednji 1,19 -125
21,00 — 25,00 Prolazan 1,26 — 1,34
26,00 — 31,00 Siromasan 1,35 —-1,45
32,00 — 37,00 Vrlo siromasan 1,46 — 1,59

> 38,00 Vrlo, vrlo siromasan > 1,60

3.3.4.12 Analiza rendgenske difrakcije mikrokapsula

Za ispitivanje kristalne strukture uzoraka MC i omotaca koristena je rendgenska difrakcija
praha (engl. X-Ray Powder Diffraction, XRPD), odnosno XRPD sustav (BRUKER D8
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Advance diffractometer, Karlsruhe, Njemacka). Uzorci su bili izlozeni Cu K~ zracenju
(~=1,5406 A) i skenirani su VANTEC-1 detektorom na 40 kV i 40 mA u intervalima od 3-40
2~. DIFFRAC plus EVA softver (Karlsruhe, Njemacka) koriSten je za zagladivanje, K2-

skidanje i uklanjanje pozadine kao dio procesa evaluacije rezultata.

3.3.4.13 Diferencijalna skeniraju¢a kalorimetrijska analiza

Osnovno nacelo diferencijalne skeniraju¢e kalorimetrije (engl. Differential Scanning
Calorimetry, DSC) je da se keramicki senzori visoke osjetljivosti koriste za otkrivanje razlike
u protoku topline izmedu aluminijske posude s uzorkom i referentne (prazne) aluminijske
posude. Koristenjem DSC sustava (Mettler Toledo 821e DSC; Mettler Inc., Schwerzenbach,
Svicarska) ispitano je toplinsko ponasanje uzoraka MC i materijala omotaca. 3-5 mg MC je
izvagano u DSC posude za uzorke, koje su potom hermeticki zatvorene s poklopcem. Prazna
posuda je koriStena kao referenca u inertnoj atmosferi pod stalnim proci§¢avanjem argonom
protoka 150 mL/min. Uzorci su ispitivani u temperaturnom intervalu od 25-300 °C pri brzini

zagrijavanja od 10 °C/min.

3.3.4.14 Mijerenje velifine Cestica optickim mikroskopom

Mikroskopska mjerenja veli¢ine €estica provode se kako bi se odredila veli¢ina ako je dostupna
mala koli¢ina uzorka, kada su Cestice manje od 75 um i u slucaju finog praha. Za statistic¢ki
odgovarajucu veli¢inu uzorka, broj Cestica koje se morfoloski analiziraju krece se od 300 do
1000 po jednom uzorku, stoga su koristeni cijeli sustavi za analizu slike (mikroskop, kamera 1
softver). Evaluacija rezultata ukljuCuje analizu podataka koja sadrzi statisticke izraCune i
analizu slike. Cestice su opisane svojom duljinom, Sirinom, perimetrom, konveksnim
perimetrom i okruglos¢u. Za provedbu ove analize koristen je opticki LEICA mikroskop
(LABORLUX S, Leitz Wetzlar, Njemacka). Mala koli¢ina uzorka MC je pomocu kista nanijeta
u tankom 1 prozirnom sloju na pokrovnicu koja je potom stavljena na stoli¢ mikroskopa.

Upotrebom kamere i softvera QWin evaluirani su dobiveni podatci o veli¢ini Cestica.

3.3.4.15 Analiza morfologije mikrokapsula pretraznim elektronskim
mikroskopom

Kako bi se ispitala morfologija MC upotrijebljen je pretrazni elektronski mikroskop (engl.
Scanning Electron Microscope, SEM) tipa Hitachi S4700 (Hitachi Scientific Ltd., Tokio,
Japan). Upotrebom uredaja za nanoSenje zlato paladij filma (Bio-Rad SC 502, VG Microtech,
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Uckfield, UK), MC su oblozene tankim slojem filma, a potom analizirane na 10 kV pomocu
SEM-a.

3.3.4.16 Odredivanje kuta kvaSenja

Kako bi se odredio kontaktni kut, odnosno kuta kvasenja (kvasljivosti), najprije je bilo potrebno
tebletirati svaki uzorak. Za tu svrhu izvagan je 0,1 g uzorka MC te prenesen u kalup koji je
potom podvrgnut presanju hidraulickom presom Specac (Specac Inc. Orpington, UK) promjera
preSanja 13 mm i sile presanja od 1 t u trajanju od 60 sekundi. Opticki sustav OCA 20 i metoda
sesilne kapi su koriSteni za mjerenje kuta kvasljivosti izmedu uzorka MC i vode, odnosno
uzorka i dijodometana. Za obradu podataka koristen je softver SCA20 pomocu kojeg je

izraCunata i polarnost uzoraka.

3.3.4.17 Analiza raspodjele velicine Cestica difrakcijom laserskog svjetla

Tehnika difrakcije laserskog svjetla jedna je od najceS¢e koriStenih industrijskih metoda za
odredivanje veli¢ina ¢setica sipkog materijala. Za provedbu ove analize bilo je potrebno
odvagati malu koli¢inu uzorka MC (0,5 =5 g) 1 postaviti ga na za to predvideno mjesto u uredaju
Malvern Mastersizer Scirocco 2000 (Malvern Instrument, Malvern, UK). Voda je koriStena kao
disperzijsko sredstvo, a indeks loma je postavljenim na 1,62, a potom su ¢estice uzorka izlagane
snopu monokromatske svjetlosti. Svjetlo rasprSeno ¢esticama pod razli¢itim kutovima mjeri se
detektorom s viSe elemenata. Kut loma difuzne svjetlosti ovisi o veli¢ini Cestice (mala Cestica
lomi svjetlost pod ve¢im kutom, dok velika Cestica lomi svjetlost pod manjim kutom). Broj
detektora i njihovi polozaji u uredaju su optimizirani, kako bi se postigla maksimalna rezolucija.
Dobivene vrijednosti uzorka rasprsenja se zatim transformiraju, koriStenjem optickog modela 1
matematickog postupka kako bi se dobio udio ukupnog volumena u diskretnom broju klasa
velicine, tvoreci volumetrijsku distribuciju veli¢ine ¢estica. Uredaj prikazuje podatke mjerenja
u tabelarnom obliku i grafic¢ki kao sluzbeno izvjesc¢e. Ova izvjesc¢a ukljucuju mjerne parametre

uzorka kao Sto su:

e d(0,1) — promjer koji odgovara promjeru malih Cestica, odnosno promjer koji je veéi ili
jednak promjeru 10 % Cestica uzorka,

e d(0,5) — promjer koji odgovara medijanu, odnosno promjer koji je veéi ili jednak
promjeru 50 % Cestica uzorka,

e d(0,9) — promjer koji odgovara promjeru velikih ¢estica, odnosno promjer koji je veci
ili jednak promjeru 90 % cCestica uzorka.
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Na temelju navedenih mjernih parametara racuna se vrijednost Sirine raspodjele (engl. span) uz
koristenje jednadzbe (25).
d(0,9) — d(0,1)

S . _ 2
Sirina raspodjele 4(0,5) (25)

3.3.5. Test ubrzanog starenja mikrokapsula

Test ubrzanog starenja, odnosno ubrzano ispitivanje stabilnosti MC tijekom skladistenja,
provedena su u komori Binder KBF 240 (Binder GmbH, Tuttlingen, Njemacka). Ova komora
omogucuje stavranje razliCitih abijentalnih uvjeta, koji ukljuc¢uju temperaturni raspod od 10 °C
do 70 °C i relativne vlaznosti (RH) u rasponu od 10 % do 80 %, a temperaturna to¢nost i
ponovljivost rezultata zajamc¢eni su elektronic¢ki kontroliranom APT.lineTM in-line komorom
za predgrijavanje te sustavom hladenja. Ispitivanje stabilnosti mikorkapsula provedeno je na
40+£2°C1i75+2 % RH u skladu s Cassol i Norena (2021). Staklene bocice koriStene su za
¢uvanje uzoraka MC u periodu od tri mjeseca. Uzorkovanje je obavljeno nakon 0 dana, 2 tjedna,
113 mjeseca. Periodicki je napravljena XRPD analiza mikrokapsula te je kod uzoraka u kojima
je XRPD analizom dokazna promjena strukture (iz amorfne u kristalnu/semi-kristalnu)

napravljena i analiza morfologije MC pretraznim elektronskim mikroskopom.

3.3.6. Simulirana probava mikrokapsula

3.3.6.1 Invitro simulirana probava bez enzima

In vitro otpustanje fenolnih spojeva iz MC nastalih suS§enjem rasprsivanjem je provedeno prema
INFOGEST protokolu (Brodkorb i sur., 2019) uklju¢ujuc¢i simuliranu oralnu, gastri¢nu i
intestinalnu fazu uz manje modifikacije. Prema Minekus i sur. (2014), napravljene su otopine
elektrolita koje oponasaju probavne tekuéine u pojedinoj fazi probave. Tijekom ovog
eksperimenta in vitro otpustanja fenolnih spojeva nisu koristeni enzimi. Sve zapoCinje sa
oralnom fazom za koju je najprije izvagano 0,1 g MC u koje je dodano 4 mL simulirane tekucine
sline (SSF) i 25 puLL CaCl2(H20)2, pH vrijednost je podesena na 7 te je dodana voda do ukupnog
volumena od 10 mL. Nakon 3 min mijeSanja na magnetnoj mijesalici pri 37 °C i 200 rpm,
izuzeto je 2 mL uzorka je istovremeno vraceno 2 mL SSF otopine. Nakon 3 min zavrSava oralna
faza te se uzorku dodaje 8 mL simulirane Zelucane tekucéine (SGF), 5 uL CaClz(H20)2, uz
koriStenje 1 M HCI pH vrijednost se podeSava na 3 te se dodaje voda do kona¢nog volumena

od 20 mL. Ova faza traje 120 min, a 2 mL uzorka su izuzimana nakon 3, 5, 10, 20, 45, 601 120
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min te je svaki puta nakon izuzimanja uzorak vraceno po 2 mL SGF-a. Nakon isteka 120 min
zapocinje intestinalna faza s dodatkom 16 mL simulirane crijevne tekucine (SIF) i 40 pL
CaCl2(H20).. pH vrijednost je podeSena na 7 te je dodana redestilirana voda do ukupnog
volumena 40 mL. Ova faza takoder traje 120 min. Uzorkovanje je provedeno na isti na¢in te u
istim vremenskim intervalima kao i u gastri¢noj fazi, samo je umjesto SGF-a, izuzeti volumen
prilikom uzorkovanja nadomjeSten jednakim volumenom SIF-a. Po zavrSetku svih faza, u

iZuzetim uzorcima je odreden udio fenolnih spojeva prema Folin-Ciocalteu metodi.

3.3.6.2 Invitro simulirana probava s enzimima

In vitro simulirana probava s enzimima je takoder provedena prema INFOGEST protokolu
(Brodkorb i sur., 2019) uz manje modifikacije. Naime za provodenje in vitro simulirane probave
koristene su Falcon epruvete postavljene na visenamjenski rotator (PTR-60, Grant-bio
Instruments, UK) koji je smjeSten unutar termostata (TC 135 S, Lovibond, Dortmund,
Njemacka) na temperaturi od 37 °C. Svaka Falkon epruveta predstavlja odredeni vremenski
interval (3, 63, 123, 183, 243 min), odnosno odredenu fazu probave. Najprije se u svaku Falcon
epruvetu izvaze 0,1 g uzorka MC te se u sve falkon epruvete doda 4 mL SSF tekuéine i 25 pL.
CaCl>(H20)2, pH vrijednost se podesi na 7 te se doda voda do ukupnog volumena 10 mL. Po
isteku probave uklanja se prva epruveta koja predstavlja oralnu fazu, a u sve ostale Falkon
epruvete se dodaju kemikalije za nastavak probave, tj. za gastri¢nu fazu (8 mL SGF tekucine,
5 uL CaClx(H20)2), pH vrijednost se podesi na 3 te se potom doda 500 pL pepsina koji je
otopljen u redestiliranoj vodi 1 zatim dodan tako da njegova aktivnost u kona¢noj otopini bude
2000 U/mL. Na kraju se doda voda do ukupnog volumena 20 mL, Falcon epruvete se vracaju
na rotator i krece gastri¢na faza probave. Po isteku 60 i 120 min od pocetka gastri¢ne faze vadi
se po jedna Falcon epruveta koja predstavlja taj vremenski interval. Kako bi zapocela
intestinalna faza u preostale epruvete se dodaje 8,5 mL SIF otopine i 40 uL CaCl2(H20)2, pH
se podesi na 7, a potom se doda 5 mL pripremljenog pankreatina (otopljen u SIF tekucini tako
da je njegova aktivnost u kona¢nom volumenu bila 100 U tripsina/mL) i 2,5 mL Zu¢nih soli
(otopljen u SIF tekucini tako da je koncentracija Zu¢nih soli u kona¢noj otopini iznosila 1 mM).
Po isteku 60 1 120 min od pocetka intestinalne faze iz rotatora se uklanja po jedna Falcon
epruveta koja predstavlja taj vremenski interval. Neposredno nakon uklanjanja Falcon epruvete
sa rotatora u odredenom vremenskom intervalu, uzorci su centrifugirani 30 min pri 16 000 rcf
i 4 °C. lzdvoji se supernatant koji se potom filtrira preko filtera od 0,45 mm (Syringe filters

Spheros Nylon, Agilent Technologies, USA). Budu¢i da u filtratima zaostane odredena koli¢ina
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zu¢nih soli, enzima te soli iz probavnih tekucina, filtrate je potrebno dodatno procistiti
ekstrakcijom ¢vrste faze (SPE) prema metodi Kamiloglu i sur. (2017) uz modifikacije. Kako bi
uklonili zaostale enzime, u izdvojenih 4 mL filtrata se dodaje 80 uL ledene octene Kiseline,
Zakiseljenje filtrate se potom podvrgne centrifugiranju 10 minuta prije 16 000 rcf. Po zavrsetku
centrifugiranja izdvaja se bistra faza koja se potom procis¢ava preko SPE kolonica za
prociscavanje (Superclean LC-18, 100 mg/ mL, Sigma Aldrich/Supelco) koje su prije
propustanja uzorka kondicionirane sa 6 mL metanola zakiseljenog ledenom octenom kiselinom
(1:0,01 v/v)i4 mL destilirane vode koja je takoder zakiseljena ledenom octenom kiselinom
(1 : 0,01 v/v). Na pripremljenu kolonicu se pusta 3 mL uzorka koji se potom ispiru s 15 mL

redestilirane vode te eluiraju s kolonice propustanjem 3 mL metanola kroz kolonicu.

3.3.6.3  Indeks biodostupnosti

Prema Santana Andrade i sur. (2022), indeks biodostupnosti (Bl) je izracunat iz prema
jednadzbi (26), iz omjera sadrzaja fenolnih spojeva u uzorku nakon (Ca) 1 prije probave (Csg) te

je pomnozen sa 100 i izrazen u %.

C
BI (%) = c_A x 100 (26)
B

3.3.6.4 UHPLC analiza pojedinac¢nih polifenola i antocijana u uzorcima
probave mikrokapsula

Uzorci MC za analize sadrzaja pojedina¢nih fenolnih spojeva i antocijana su pripremljeni prema

radu Tolun i sur. (2016) uz male modifikacije. Najprije je 100 mg uzorka MC izvagano u

epruvetu te potom otopljeno u 1,5 mL otapala (voda : methanol : HCL, 89 : 10 : 1 v/v/v). Nakon

toga provedeno je centrifugiranje 3 min pri 14 000 rcf. Supernatant je odvojen i profiltriran kroz

PTFE filter (0.45 um) neposredno prije analize. KoriStene su jednake metode 1 uvjeti analiza

opisani u poglavljima 3.3.9. i 3.3.10.

3.3.6.5 Odredivanje koncentracije fenolnih tvari i antioksidacijske aktivnosti u
uzorcima probave mikrokapsula

U prociS¢enim uzorcima razli€itih faza probave odredeni je sadrzaj TPC prema protokolu

opisanomu potpoglavlju 3.3.8., sadrzaj TFC prema protokolu opisanom u potpoglavlju 3.3.12.,

sadrzaj UPA prema protokolu opisanom u potpoglavlju 3.3.11. te antioksidacijske aktivnosti

kao S§to je opisano u potpoglavljima 3.3.13. — 3.3.15., pri ¢emu je umjesto volumena ekstrakta

tropa grozda, dodavana jednaka koli¢ina uzoraka iz razlic¢itih faza probave.
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3.3.7. Statisticka analiza

Za obradu podataka optimizacije procesa susenja rasprsivanjem, primjenjen je softver Design
Expert v.13 (Stat Ease, Minneapolis, USA) u sklopu kojega je provedena procjena koeficijenata
modela nelinearnom regresijskom analizom, statisticka analiza (ANOVA) znacajnosti
ispitivanih parametara na promatrane parametre kao i numericka optimizacija ispitivanih

procesnih parametara.

Za obradu ostalih eksperimentalnih podataka koristen je softver TIBCO Statistica (TIBCO
Software Inc., Palo Alto, Kalifornija). Jednosmjerna analiza varijance, ANOVA je koristena za
odredivanje znacajnosti razlike izmedu aritmetickih sredina uzoraka koji predstavljaju
populacije. Slijede¢i statisti¢ku znacajnost razlika izmedu aritmetickih sredina promatranih
populacija kako je naznaceno ANOVA-om, provedena je post-hoc analiza pomoc¢u Duncanova
testa viSestrukih raspona kako bi se identificirale populacije izmedu kojih postoji znacajna
razlika (p < 0,05). Isto malo abecedno slovo koristi se na slikama i tablicama za identifikaciju
uzoraka koji pripadaju istoj populaciji. Uzorci oznaceni razli¢itim malim abecednim slovima
reprezentativni su za razlicite populacije, §to znaci da postoji statisticki znacajna razlika izmedu

njih.
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4.1. Kemijski sastav tropa grozda

Kao $to je spomenuto u teorijskom poglavlju 2.1., sastav tropa grozda varira ovisno o sorti,
klimatskim uvjetima, kultivaru, uvjetima uzgoja grozda (Sousa i sur., 2014) te procesu obrade
grozda (Rondeau i sur., 2013). Sjemenke grozda se u prosjeku sastoje od 40 % vlakana, 16 %
ulja, 11 % proteina te 7 % slozenih spojeva poput polifenola, tanina, Se¢era i minerala. KoZica
grozda predstavlja izvor antocijana, a peteljke grozda izvor tanina (de Campos i sur., 2008) i
prehrambenih vlakana (Teixeira i sur., 2014). U Tablici 6 je prikazan kemijski sastav sorte koja

je koristena u ovom doktorskom radu.

Tablica 6 Rezultati analiza kemijskog sastava uzorka tropa grozda

Analit Koncentracija analita

TPC (Mycae/Gstv.) 73,58 + 6,95

TFC (Mgce/gs.v.) 26,12+ 0,42

UPA (mg/gs.) 11,42+ 0,03

ABTS (MmgrroLox/Qsv.) 431,89 £22,44

DPPH (MmgrroLox/Qs1v.) 62,40 + 1,53

FRAP (MmgrroLox/Usv.) 102,37 + 2,03

NDF (%s1.) 4421 + 0,04

ADF (%s..) 43,44 0,76

Vlakna ADL, Lignin (%s.v.) 29,91 +0,29
Hemiceluloza (%s.v.) 0,76 = 0,16

Celuloza (%s.) 13,53+ 0,90

Masti (%0s1v.) 10,48 + 0,19

Vlaga (%) 7,62 £ 0,00
Reducirajuéi Seceri (mgcLukoze/Jsv.) 11,21 40,31
Protein Bradford (mgssa/Qstv.) 0,96 £ 0,10
Proteini Kjeldahl (%s.v.) 6,94 £ 0,26
Pepeo (Yos1v.) 6,10+£0,17
TN (mg/gsw.) 0,94 + 0,02

TOC (Mg/gs..) 41,86 £2,36

TC (Yos1v) 64,52 + 0,67
IC (%s1v.) 0,00 % 0,00

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost replikacije = SD.

Prosjec¢ni kemijski sastava uzorka tropa grozda koristenog u ovom radu (Tablica 6) odgovara
prosjecnom sastavu tropa crvenih sorta grozda (Tablica 1). Osim toga u ovom uzorku je
odreden 1 udio TOC i TN u ekstraktu tropa grozda. Sadrzaji organskog ugljika i duSika ovog

uzorka su sli¢ni sadrzaju ugljika i dusika u dvije razlicite sorte crvenog tropa grozda navede u
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radu autora Korz i sur. (2023). Sadrzaj TC u ¢vrstom uzorku tropa je iznosio 64,52 %siv., a

anorganski ugljik nije detektiran u uzorku.

Medu Sec¢erima koji su detektirani u ovom tropu grozda (Tablica 7), najviSe dominira saharoza
(4 mg/gs1v.), a u nesto manjoj koncentraciji pronalazimo glukozu (3,19 mg/gs..) i fruktozu (1,84
mg/gsw.). Kao sto je vidljivo iz Tablice 7, arabinoza nije detektirana u ovom tropu grozda. U
radu autora Jin i sur. (2019), u Cetiri razli¢ite sorte crvenog tropa grozda dominirali su fruktoza
i galaktoza, dok je saharoza detektirana u najmanjoj koncentraciji. Za razliku od crvenih sorti
tropa grozda, u razli¢itim uzorcima tropa bijelog grozda, detektirane su vecée koli€ine arabinoze

(Canalejo i sur., 2021).

Tablica 7 Rezultati analiza pojedinacnih Secera uzorka tropa grozda

Seéer C, mg/Qsav.
glukoza 3,19 +0,00
arabinoza 0,00+ 0,00
saharoza 4,00 + 0,04
fruktoza 1,84+0,04

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost replikacije + SD.

Poznato je da u tropu grozda zaostane velika koli¢ina fenolnih spojeva zbog nepotpune
ekstrakcije tijekom procesa proizvodnje vina (Fontana i sur., 2013; Rockenbach i sur., 2011), a
upravo zbog toga trop grozda ima izrazena brojna pozitivna djelovanja na ljudsko zdravlje
(Casagrande i sur., 2019). Iz Tablice 8 vidljivo je da unutar skupine pojedina¢nih fenolnih
spojeva, katehin, epikatehin, galokatehin galat i procijanidin B1 se pojavljuju u najve¢im
koncentracijama (838,77 — 3688,01 ug/gs.+.), dok spojeve poput p-hidrokisbenzojeve kiseline,
p-kumarinske, ferulicne i kafeinske kiseline pronalazimo u malim koncentracijama
(3,18 = 5,90 pg/gsv.).

Tablica 8 Rezultati analiza pojedinacnih fenolnih spojeva i pojedinacnih antocijana u uzorku tropa

grozda
Analit C, ng/gsw.
Fenoli
katehin 3688,01 + 456,42
epikatehin 2211,16 £272.33
galokatehin galat 1002,99 + 175,96
epikatehin galat 209,03 £ 17,94
procijanidin B1 838,77 £ 65,56
procijanidin B2 406,55 + 51,90
kaempferol 35,71+ 1,21
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rutin 259,70 + 66,78
kvercetin 515,07 + 7,41
galna kiselina 197,37 +£ 24,28
3,4-dihidroksibenzojeva kiselina 3425 +£1,40
p-hidroksibenzojeva kiselina 5,90 £ 0,52
vanilinska kiselina 11,46 + 1,34
kafeinska kiselina 3,18+ 0,85
klorogenska kiselina 32,71+ 1,09
siringi¢na kiselina 52,22+ 1,31
p-kumarinska kiselina 4,34+ 0,67
feruli¢na kiselina 4,36+ 0,03
o-kumarinska kiselina 11,03 £2,49
elaginska kiselina 79,63 + 7,65
resveratrol 22,02+ 1,27
Antocijani
mirtilin Klorid 29,38 £ 0,21
kuromanin klorid 5,98 £ 0,80
kalistepin klorid 43,65 £ 9,31
peonidin-3-0O-glukozid 18,32+ 0,86
oenin klorid 275,06 + 2,30
petunidin Klorid 3,57+1,07

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost replikacije + SD.

Prilikom analiziranja individualnih antocijana zastupljenih u tropu grozda, odredeno je da je
oenin klorid (275,06 pg/gs+w.) zastupljen u najvecoj mjeri, a petunidin Klorid (3,57 pg/gs«w.) U
najmanjoj mjeri u ovom uzorku. Osim ova dva navedena spoja, detektirano je prisustvo jo$
Cetiri antocijana, I to: kuromanin klorid, peonidin-3-O-glukozid, mirtilin klorid i kalistepin
klorid, u koncentracijama od 5,98 do 43,65 ng/gs«. (Tablica 8).

4.2. Optimalni uvjeti homogenizacije inkapsulacijske smjese

U svrhu optimizacije uvjeta homogenizacije inkapsulacijske smjese, odnosno otopine
pripremljenog ekstrakta tropa grozda i omotaca (proteini kozje sirutke, GW (goat whey protein)
provedena su preliminarna istrazivanja prema kojima su odredeni optimalni uvjeti
homogenizacije na magnetnoj mjesalici te u ultrazvucnoj kupelji, kako je opisano u
podpoglavlju 3.3.2. Neovisno o koriStenoj metodi homogenizacije, u svim eskperimentima
dobiveni su visoki prinosi inkapsulacije te je ostvarena visoka efikasnost inkapsulacije.
Upotrebom numeri¢ke optimizacije uz postavljanje uvjeta maksimalne efikasnosti
inkapsulacije 1 minimalnog sadrzaja vlage u mikrokapsulama, odredeni su optimalni uvjeti
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homogenizacije pojne smjese u vodenoj kupelji, i to: temperatura homogenizacije od 40 °C,
vrijeme homogenizacije pojne smjese u trajanju od 17,5 min uz vrijeme stabilizacije pojne
smjese u trajanju od 30 min (Nedi¢, 2023). Prethodno navedenom upotrebom numericke
optimizacije uz postavljanje jednakih uvjeta (maksimalna uspjesnost inkapsulacijskog procesa
1 minimalni sadrzaj vlage) odredeni su i optimalni uvjeti homogenizacije pojne smjese na
magnetnoj mijesalici — temperatura homogenizacije od 50 °C, vrijeme homogenizacije pojne

smjese u trajanju od 10 min uz brzinu homogenizacije od 600 rpm (Pus, 2023).

Koristenjem optimalnih uvjeta homogenizacije inkapsulacijske smjese na magnetnoj mjesalice,
odnosno primjenom ultrazvucne kupelji, susenjem rasprSivanjem proizvedne su mikrokapsule
kojima je odreden sadrzaj pojedinacnih fenolnih tvari (Tablica 9).

Tablica 9 Koncentracije pojedinacnih fenolnih spojeva u MC dobivenih uz homogenizaciju u
manetnoj mjesalici (M Cragnetna miezatica) 1 tltrazvucnoj kupelji (MCuitrazvuena kupelj)

o C, pg/gs.
Fenolni spoj
(M Cmagnema mjeéalica) (M Cultrazvuéna kupelj)
galna kiselina 926,30 + 115,51 914,52 + 69,84

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina 89,93+ 26,91 90,82 + 14,79
p-hidroksibenzojeva kiselina 29,73 + 10,59 28,59 + 10,25

procijanidin B1 1465,74 +£117,06 1416,10+ 36,50
katehin 6755,06 + 848,15 6618,22 + 493,89
vanilinska kiselina 10,01 +£5,20 9,86 +5,74
kafeinska kiselina 19,72 + 3,69 17,94 + 1,64
klorogenska kiselina 92,42 + 9,36 95,65 + 1,67
siringi¢na kiselina 208,97 + 17,56 210,33+5,81
procijanidin B2 1097,87 + 256,12 1008,20 + 153,26
epikatehin 3422,80 + 385,02 3259,82 + 51,49
p-kumarinska kiselina 7,68 + 0,82 7,79+ 0,55
galokatehin galat 1513,85+ 92,57 1441,19+ 71,51
feruli¢na kiselina 5,53+0,86 5,73+ 0,69
epikatehin galat 245,22 + 23,03 232,59 + 7,86
o-umarinska kiselina 20,55+ 1,76 21,63+ 2,37
elagi¢na kiselina 111,93 +11,30 103,74 + 3,55
rutin 266,14 + 9,96 250,55 + 3,57
resveratrol 26,29 +2,97 2452 + 2,25
kaempferol 16,94 + 0,74 15,09 + 0,32
kvercetin 296,43 + 24,92 271,58 + 4,41

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost replikacije + SD.
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Usporedbom koncentracija pojedinacnih fenolnih tvari u mikrokapsulama (Tablica 9), moze se
zakljuciti da su gotovo sve vrijednosti pojedinacnih polifenolnih spojeva nesto veée u uzorku
MC dobivenom uz homogenizaciju inkapsulacijske smjese na magnetnoj mjesalici. JoS jedna
prednost koju u ovom slucaju ima primjena homogenizacije na magnetnoj mjesalici u odnosu
na primjenu ultrazvuéne kupelji je ukupno potrebno vrijeme za pripremu inkapsulacijske
smjese. Naime vrijeme homogenizacije na magentnoj mjesalici uz dodatno vrijeme stabilizacije
inkapsulacijske smjese nakon mijeSanja iznosi sveukupno 15 min, dok u slucaju
homogenizacije u ultrazvucnoj kupelji ukupno potrebno vrijeme pripreme inkapsulacijse
smjese iznosi 47,5 min, §to je tri puta duze. Iz navedenih razloga odluceno je da ée se uzorci
pojne smjese u ostatku eksperimentalnog dijela rada, homogenizirati na magnetnoj mjesalici

pri navedenim optimalnim uvjetima.

4.3. Optimiranje mikroINKAPSULACIJE

Nakon §to su izabrani uvjeti pri kojima ¢e se homogenizirati inkapsulacijska smjesa prije

mikroinkapsulacije, provedena je optimizacija procesa  suSenja  rasprSivanjem

(mikroinkapsulacije) prema planu pokusa kao $to je opisano u podpoglavlju 3.3.18. Rezultati
mjerenih odzivnih svojstava MC dobivenih u svih 15 pokusa inkapsulacije prikazani su u
Tablici 10.

Tablica 10 Vrijednosti odzivnih svojstava mikrokapsula: udio vlage (wm), prinos (Y), udio ukupnih i
povrsinskih fenolnih tvari (TPC, SPC), inkapsulacijska efikasnost (EE), parametri topivosti (WSI,
WAL SP), gustoc¢a (BD, TD), parametri tecivosti (HR, CI), parametri i svojstva boje (L*, a*, b*, AEq,

C*, h*)
4 W Y TPC SPC EE WSI WAI SP
(%) (%)  (mgeae/gst)  (Mgeae/Qst) (%) (%) ©) ©)
1 6314044 82,77 9458+123  404+027 9573+024 62,10+031 4,02+015 10,61+0,47
2 606+003 7635 141,18+102 867+072 93,86+059 5508+038 4,61+0,11 10,25+0,17
3 492+044 7828 11907+164 645+039  94,58+055 51,14+026 519+002 10,62 +0,02
4 5264005 7700 12639+144 7,86+033 93,78+0,17 52,17+1,15 555+0,01 11,61+026
5 774+044 6603 17834+129 4516+060 74,68+039 44,.82+023 576+0,14 10,43+022
6 584+005 87,08 6058+122 504+038 91,68+030 59,58+143 4,61+0,14 11,42+0,05
7 602+092 6856 15500+096 29,91+0,72 80,71+031 5546+0,19 526+0,04 11,81+0,05
8 459+002 67,63 18474+129 4480+046 7575+044 5509+136 535+022 11,92+0,85
9 565+044 8447 9957+132  466+039 9532+025 6723+075 4,54+0,08 13,87 +0,08
10 6,31+044 8630 10579+084 314+026 97,03+039 5847+139 427+0,09 10,28+0,12
11 586+003 8383 97,81+1,19 256+020 97,38+0,51 6521+0,83 4,78+0,02 13,75+0,26
12 493+042 7827 121,81+1,07 661+061 94,58+042 51,34+0,59 5,06+0,00 10,40+0,12
13 6,64+003 7882 12488+147 717+0,60 9426+040 5321+019 535+032 11,43+0,74
14 493+042 7827 12023+1,69 641+084 9467+030 5121+122 515+1,08 10,59 +2,48
15 5324002 67,11 18938+1,82 3462+0,74 81,72+031 41,56+0,05 5,26+0,08 9,00+0,13
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Tablica 20 — nastavak tablice

4 BD D HR Cl L* a* b*
(g/em?) (g/cm®) ) (%) =) =) -)
1 006+000 008+000 1,38+0,00 27,78+000 62,75+106 6,12+0,05 4,49 +0,09
2 0,07+£0,00 0,08+0,00 125+000 20,00+000 61,56+2,16 8,62+0,15 4,84+0,08
3 0,07+0,00 0,10£0,00 140+0,00 2857+0,00 63,63+1,19 892+0,13 3,61 +1,08
4 0,080,000 0,10+£0,00 137+0,00 2692+0,00 6528+0,97 7.73+0,17 4,34+0,03
5 0,13+0,00 0,20+0,00 1,50£0,00 3333+0,00 5804+221 1354+048 495+0,11
6 0,06+0,00 0,09+0,00 142+000 2941+000 5930+149 816+0,17 7,44+0,26
7 0,15+0,00 0,25+0,00 1,63£0,00 3846+0,00 53,61+2,03 1128027 4,69+0,09
8 0,13£0,00 0,22+000 1,67£0,00 40,00+0,00 4936+092 1432+0,62 4,73+0,06
9 0,08+0,00 0,11+£0,00 139+000 28,00+000 6235+2,07 8084009 4,59+0,16
10 0,08+0,00 0,11+0,00 1,44+0,00 30,77+0,00 62,60+1,65 7,11+0,21 4,19+0,11
11 0,08+£0,00 0,10+£0,00 1,26+0,00 20,83+0,00 61,31+2,51 748+0,08 4,04+0,16
12 0,07+£0,00 0,10+£0,00 1,40+0,00 28,57+0,00 62,72+1,15 9,19+0,55 4,14+0,10
13 0,08+£0,00 0,11£0,00 1,33+0,00 2500+0,00 59,74+3,18 9,39+0,54 4,38+ 0,22
14 0,07+£0,00 0,10+£0,00 1,40+0,00 28,57+0,00 62,79+1,64  896+0,20 4,29+0,10
15 0,11£0,00 020+0,00 1,80+0,00 4444+0,00 51,35%0,70 13,96+0,11 4,03 +0,08

Tablica 30 — nastavak tablice

4 AEuw c* h*

=) -) ©)
1 2260+0,76 7,59+0,04 36,30+0,73
2 2436+1,75 989+011 29,34+0,77
3 2360+£1,09 966+048 21,83+586
4 2148+0,73 8,87+0,16 29,34+0,48
5 2940+142 14,41+0,44 20,09+0,87
6 24,89+1,12 1105+0,12 4235+1/48
7 3192+1,75 1222+0,23 22,61+0,82
8 36,77+0,65 1508+0,61 18,28+0,49
9 2365+1,52 9,29+0,13 29,57+0,77
10 2326+1,18 8,25+0,18 30,53+1,07
11 2448+193 8,51+0,08 28,36+1,06
12 24,08+0,99 10,08+0,54 24,29+0,92
13 26,33+£2,72 10,37+0,45 25,03+2,10
14 2386+1,16 9,93+0,22 25,61+0,02
15 35,18+0,55 1453+0,13 16,11+0,17

Kao §to je ve¢ spomenuto u uvodnom dijelu, parametri suSenja rasprsivanjem iznimno su vazni

za ovu vrstu mikrokapsulacije kako bi se dobili MC sa zadovoljavaju¢im svojstvima uz visoku

EE 1Y. O tome svjedoce 1 brojni drugi autori (Koc i sur, 2010; Pino i sur., 2018; Roccia i sur.,

2014; Ziaee i sur., 2019).
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Rezultati ANOVA analize kvadratnog modela povrSine odziva prikazani su u Tablicama 11, 12
i 13. Vrijednosti navedene u Tablici 10, koriStene su za pronalazenje funkcionalne ovisnoti
odzivnih svojstava o procesnim parametrima, izradu 3D odzivnih povrSina te odredivanje
optimalnih uvjet inkapsulacije. Regresijski koeficijenti u obliku kodiranih faktora i statisticka
znacajnost utjecaja parametara suSenja rasprsivanjem na razli¢ita svojstva MC su prikazani u
Tablici 14. 1z navedenih vrijednosti moze se opcenito zakljuciti da je medu tri ispitana
parametra suSenja rasprsivanjem, najveci utjecaj na inkapsulaciju i svojstva MC imao je udio

omotaca (R).
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Tablica 11 Rezultati ANOVA kvadratnog modela povrsine odziva za EE, wn 1Y

vor EE (%) W (%) Y (%)
df  SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Model 9 84443 9383 18,80  0,0024° 844 09383 501  00454* 689,54 = 76,62 2144 0,0018*
A: T, 1 455 455 09109 03837 2,50 250 1333 0,0147* 1526 1526 4,27 0,0936
B: R 1 658,84 658,84 132,04 <0,0001* 0,0264 00264 01411  0,7226 578,68 578,68 161,95  <0,0001*
Cc:0 1 309 3,00 06188 04671 132 132 7,05 0,0452* 2930 29,30 8,20 0,0353*
AB 1 726 726 1,46 02816  0,9702 0,9702 518 00720 0,0001 0,000l  0,0000 0,9960
AC 1 156 1,56 03131 05999  0,0000 -0,0000 0,0000 1,0000 1448 14,48 4,05 0,1003
BC 1 2,64 264 05292 04996  0,1482 0,1482 07910 ~ 0,4145  0,2025 0,2025  0,0567 0,8213
A? 1 009984 09984 002001  0,6734 2,63 2,63 14,04  0,0133* 0,0652 00652  0,0183 0,8978
B? 1 16637 16637 3334  0,0022* 1,06 1,06 567 00630 3794 37,94 10,62 0,0225*
c 1 1,78 1,78 03574 05760 01185 0,1185 06325 04625 10,32 10,32 2,89 0,1499
Residual 5 2495 4,99 0,9370 0,1874 17,87 3,57
Lackof Fit 3 2494 831  3079,50  0,0003* 009369 03123 9369,25 0,0001* 1787 596  1,787-10° <0,0001*
Pure Error 20,0054  0,0027 0,0001  0,0000 0,0001  0,0000
Cor Total 14 869,38 9,38 707,40
R 0,9713 0,9001 0,9747

df — stupanj slobode; SS — zbroj kvadrata; MS — srednja vrijednost kvadrata; F — Fisherov koeficijent; p — p-vrijednost; R? — koeficijent viSestruke determinacije. ns — neznac¢ajno (p > 0,05); * —
znacajno (p < 0,05).
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Tablica 12 Rezultati ANOVA kvadratnog modela povr$ine odziva za parametre topivosti MC

Lovor WAI (-) WAI (-) SP (-)
df  SS MS F p SS MS F p SS MS F p
Model 9 566,51 62,95 2,89 01277 334 03713 53,71  0,0002* 1833 2,04 1,91  0,2467™
A: T, 1 1,37 137 00628 08120 0,0265 00265 3,83 0,1078 1,17 1,17 1,10 0,3430
B: R 1 393,12 393,12 18,04  0,0081* 2,02 2,02 29220 <0,0001* 3,58 3,58 335 0,1266
C:0 1 1,02 1,02 0,0466 08376 00392 0,0392 5,67 0,0631  0,9180 09180 08601  0,3963
AB 1 10,14 10,14 04654 05254 03969 03969 57,41 . 0,0006* 5,22 5,22 489 00779
AC 1 21,53 21,53 09878 03659 07056 - 0,7056 102,06  0,0002*  0,4692 0,4692 04396  0,5366
BC 1 2084 2084 09561 03731  0,0081 00081 1,17 0,3285 3,03 3,03 2,84 0,1530
A? 1 3,19 3,19 0,1465 07176  0,0000 0,0000 0,0015  0,9708  0,1345 0,1345 0,1260  0,7371
B? 1 3600 36,00 1,65 0,2550  0,1152 0,1152 16,67  0,0095* 1,34 1,34 125 03140
c: 1 8191 8191 3,76 0,1103 0,382 00382 5,52 0,0656 2,55 2,55 239  0,1826
Residual 5 108,98 21,80 0,0346  0,0069 5,34 1,07
Lackof Fit 3 108,96 3632 352624  0,0003* 0,0257 0,008 1,93 0,3589" 5,31 1,77 12431  0,0080*
Pure Error 20,0206 0,0103 0,0089  0,0044 0,0285 0,0142
Cor Total 14 675,49 3,38 23,67
R 0,8387 0,9898 0,7745

df — stupanj slobode; SS — zbroj kvadrata; MS — srednja vrijednost kvadrata; F — Fisherov koeficijent; p — p-vrijednost; R? — koeficijent viSestruke determinacije. ns — neznacajno (p > 0,05); * —

znacajno (p < 0,05).
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Tablica 13 Rezultati ANOVA kvadratnog modela povrSine odziva za HR, CI i AEy

HR (-) CI (%) AEq (-)
Source
df SS MS F P SS MS F P SS MS F p
Model 9 0,3125  0,0347 27,02 0,0010* 603,19 67,02 14,87 0,0042* 275,53 30,61 4,44 0,0576"
A: Ti 1 0,0190  0,0190 14,80 0,0120* 29,99 29,99 6,65 0,0495* 1,39 1,39 0,2024 0,6716
B: R 1 0,1596  0,1596 124,21 0,0001 298,29 298,29 66,18 0,0005%* 192,86 192,86 28,00 0,0032%*
C:0 1 0,0025  0,0025 1,91 0,2259 9,50 9,50 2,11 0,2062 0,0025  0,0025  0,0004 0,9857
AB 1 0,0441  0,0441 34,32 0,0021* 81,54 81,54 18,09 0,0081* 3,80 3,80 0,5520 0,4909
AC 1 0,0002  0,0002 0,1751 0,6930 1,58 1,58 0,3495 0,5801 0,5184 0,5184  0,0753 0,7948
BC 1 0,0020  0,0020 1,58 0,2648 4,64 4,64 1,03 0,3566 4,97 4,97 0,7219 0,4343
A? 1 0,0102  0,0102 7,92 0,0374* 32,68 32,68 7,25 0,0432*  0,2964  0,2964  0,0430 0,8439
B? 1 0,0698  0,0698 54,33 0,0007* 132,92 132,92 29,49 0,0029* 69,92 69,92 10,15 0,0244*
C? 1 0,0001  0,0001  0,0718 0,7994 0,2544  0,2544  0,0565 0,8216 1,82 1,82 0,2639 0,6293
Residual 5 0,0064  0,0013 22,53 4,51 34,44 6,89
Lack of Fit 3 0,0064  0,0021 22,53 7,51 34,33 11,44 198,20  0,0050*
Pure Error 2 0,0000  0,0000 0,0000  0,0000 0,1155  0,0577
Cor Total 14 03189 625,73 309,97
R’ 0,9799 0,9640 0,8889

df — stupanj slobode; SS — zbroj kvadrata; MS — srednja vrijednost kvadrata; F — Fisherov koeficijent; p — p-vrijednost; R? — koeficijent viSestruke determinacije. ns — neznac¢ajno
(p > 0,05); * — znacajno (p < 0,05)
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Tablica 14 Statisticki pokazatelji znacajnosti utjecaja nezavisnih varijabli mikroinkapsulacijskog procesa susenja rasprSivanjem na zavisne varijable: EE, wm,
Y, WSI, WAL, SP, HR, CI, L*, h*, C*, AEa

Zavisna Regresijski koeficijenti matemati¢kih modela za kodirane varijable ¥
varijabla Intercept A B C AB AC BC A? B? C?
TPC 120,37 8,1025  -38,7138**  -13,2038 1,9525 12,3775 8,99 -1,68 21,3375 -5,4325
SPC 6,49 1,87 -17,5113%*  -2,59125%*  -2,265 0,33 3,3425%*%  0,83125  14,2738**  -0,13625
EE 94,61 -0,7538 9,075%* 0,62125 1,3475 0,625 -0,8125 -0,52 -6,7125%* -0,695
Wm 4,9267  0,5588** 0,0575 0,40625**  -0,4925 -2,49-10"7 -0,1925  0,8442%** 0,5367 0,17917
Y 97,137 3,8075 -2,5988 -2,47125 . -0,4975 7,3075 0,16 -5,69083 2,97667 -4,0533
WSI 51,23 -0,41375 7,01%* -0,35625  -1,5925 -2,32 -2,2825 -0,93 3,1225 4,71
WAI 5,1333 -0,0575  -0,5025** -0,07 -0,315%*  0,42%* -0,045 -0,00167  -0,1767**  -0,10167
Sp 10,537 -0,3825 0,66875 -0,33875  -1,1425 0,3425 -0,87 -0,19083  0,601667  0,831667
HR 1,4 -0,0488**  -0,1413** 0,0175 0,105%** 0,0075 0,0225  -0,0525*%*  0,1375** -0,005
CI 28,57  -1,9363**  -6,1063** 1,09 4,515%* 0,6275 1,0775  -2,975%* O** -0,2625
L* 63,0467  0,60625  4,58125%* -0,4125 -1,3125 1,04 -1,00 -0,09708  -4,58708** -1,47958
h* 23,91 -0,675 5,95875%* 1,74875 0,99 -4,33 -0,8425  3,78625 -2,48125  3,81875
Cc* 9,89 -0,0875 -2,825%* -0,155 -0,2 -0,425 0,455 0,1025 1,2675 0,0525
AE.p 23,847 -0,4175 -4.91%* 0,0175 0,975 -0,36 1115 -0,2833  4,35167**  0,70167

¥ Procijanjeni koeficijent predstavlja oéekivanu promjenu odgovora po jedinici promjene vrijednosti faktora kada su svi ostali faktori konstantni. Odsjecak u ortogonalnom
dizajnu je prosje¢ni ukupni odgovor svih proba. Koeficijenti su prilagodbe oko ovog prosjeka na temelju postavki faktora.

**Statisticki znacajan koeficijent za model (p < 0,05)
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Ukoliko promatramo vrijednosti odgovora za zavisne varijable koje su pokazatelji uspjeha
procesa enkapsulacije, tj. TPC, SPC, EE 1 wnm, vidljivo je da: kodirani faktor A (u linearnom 1
kvadratnom obliku) ima statisticki znacajan utjecaj na wm; kodirani faktor B (u linearnom i
kvadratnom obliku) imao je znacajan utjecaj na TPC, SPC i EE; dok je faktor C znacajno
utjecao na SPC 1 wm. Osim toga, zabiljeZena je 1 interakcija utjecaja faktora BC na SPC. Nadalje,
faktor B je imao znacajan utjecaj na WSI 1 WAI uz prisutnost medudjelovanja faktora AB 1 AC.
Na svojstva fluidnosti/stlacivosti MC (HR 1 CI) znacajno su utjecali faktori A i B, kao nezavisni
faktori s linearnom i1 kvadratnom ovisnos¢u, a uocen je i zajednicki utjecaj ova dva faktora. MC
parametri boje (L*, h*, C*) 1 ukupna razlika u boji u usporedbi s Cisitim omotacem bili su
statisticki ovisni o B i B2. Ti su utjecaji takoder jasno vidljivi na 3D odzivnim povr$inama (Slike

18 - 20).

SPC (mgaae/g)

05 160 05 160

(d) O

Slika 18 3D prikaz utjecaja temperature ulaznog zraka i udjela omotaca pri konstantnom protoku
pojne smjese od 8 mL/min na: (a) TPC, (b) SPC, (¢) EE, (d) wmi(e) Y

Opcenito, moze se ocekivati da s povecanjem udjela materijala omotaca (R) u u pojnoj smjesi
raste 1 njezin udio u MC-u, odnosno udio fenolnih tvari (TPC), koji je u ovom slucaju ugradene
u MC u obliku GPE, opada, $to je jasno vidljivo na Slici 18a. To takoder utjece na smanjenje

koli¢ine fenolnih spojeva adsorbiranih na povrSini MC, §to je jo§ izraZenije kada se uzme u

obzir dodatno uoceni utjecaj Q i njihove interakcije (Slika 18b). Posljedicno, povecanje TPC i
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smanjenje SPC dovelo je do povecanja EE (Slika 18c). Vrijednosti TPC, SPC 1 EE kretale su
se od 60,58 - 89,38 mgGar/gs.iv., 2,56 — 45,16 mgGar/gs.«v. odnosno 74,68 - 97,38 %.

Wm je bio u rasponu od 4,59 - 7,74 % (Slika 18d). Nizi sadrzaj vlage u uzorcima MC postignut
je pri nizim temperaturama ulaznog zraka, S§to se moZze objasniti izostankom naglog stvaranja
pokorice na povrsini MC-a u pocetnoj fazi suSenja, §to moze ometati otezano uklanjanje vlage
iz srediSta MC u kasnijim fazama susenja. Iako nije bilo statisticki znacajnog utjecaja faktora
R (Tablica 14), na Slici 18d moze se vidjeti da s povec¢anjem koli¢ine dodanog omotaca u
pojnoj smjesi raste i wm u kona¢nom proizvodu, §to se moze povezati s ¢injenicom da sadrzaj
vlage u Cistom omotacu je 5,25 %;sv. 1 u ovom slucaju sam GW se moze smatrati "spremnikom
vlage" u sastavu MC. Sli¢no ovim rezultatima, u radu autora Moreno 1 sur. (2016), koji su
prijavili sadrzaj vlage izmedu 4,4 % 1 11,7 % u sluc¢aju mikrokapsulacije GPE koriStenjem
izolata proteina sirutke, dok je wm bio nesto visi, izmedu 11,1 % i 14,8 %, u slucaju koristenja
kombinacije maltodextrina, izolata proteina sirutke i izolata proteina graska kao materijala
omotaca. lako nije pronaden statisticki znacajan utjecaj faktora modelana Y (Tablica 14), moZze
se vidjeti na Slici 18e da je vrijednost povrSine odziva Y ve€inom iznad vrijednosti od 90 % 1

lagano raste s pove¢anjem temperature susenja.

Parametri topljivosti WSI, WAI i SP klju¢ni su markeri funkcionalnih kvaliteta proizvoda, kao
1 markeri za koriStenje 1 ocuvanje MC. Sposobnost MC da se otopi u vodi predstavlja WSI.
Namjena MC proizvoda odreduje je li visa vrijednost WSI pozeljna. Visoki WSI je posebno
klju¢an ako ¢e se MC koristiti u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji, tako da se MC moze
lako ugraditi i ravnomjerno rasprSiti kroz konacni proizvod. Vjerojatnost mikrobioloSke
nestabilnosti MC proizvoda raste s viS§im vrijednostima WAI (Siacor et al., 2020.). Vrijednosti
WSI, WALIi SP ovog skupa optimizacije kretale su se od 41,56 - 67,23 %; 4,06 - 5,76; odnosno
9,00 - 13,87 (Slika 19a—c).
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Slika 19 3D prikaz utjecaja temperature ulaznog zraka i udjela omotaca pri konstantnom protoku
pojne smjese od 8 mL/min na:(a) WSI, (b) WAL, (¢) SP, (d) HR i (e) CI

Na temelju specifi¢ne gustoce praha prije i nakon potresanja (Tablica 10), izracunati su HR 1
CI, a 3D povrsine odziva prikazane su na Slici 19d, koja jasno pokazuje neovisni i kombinirani
utjecaj R 1 7ina HR i CI. Kao i tijekom prethodnih optimizacija homogenizacija, tecivost vecine

MC okarakterizirana je kao "vrlo losa" ili "vrlo, vrlo losa".

Kao $to je ranije potvrdeno statisticki (Tablica 14), znacajna ovisnost svojstava boje MC o R
takoder je potvrdena 3D odzivnim povrSinama prikazanim na Slici 20. Svjetlina MC krece se
od 49,36 - 65,25, pri ¢emu su MC svjetlije u odnosu na na ¢isti omotac, tj. imaju vece
vrijednosti L* (Tablica 10, Slika 20a). Svjetlina upotrijebljenog GW praha je 80,17. Vrijednosti
parametra A* krec¢u se u rasponu 16,11° - 42,35° (Slika 20b), $to odgovara I. kvadrantu
CIELab dijagrama boja (0° — 90°), tj. nalaze se u rasponu crvene boje. U isto vrijeme, kako se
udio GW u MC povecava, vrijednost /* raste, tj. nijansa se pomice prema II. kvadrant CIELab
dijagrama (90° — 100°; Zuta boja), gdje se nalazi h* vrijednost za GW prah (97,07°). Zasi¢enost
nijanse (Slika 22c¢) bila je u rasponu od 7,59 — 15,8, s nizim vrijednostima za MC koji su imali
vece udjele GW, tj. boja je bila manje ,,ziva“ i bliza neutralnoj sivoj. S obzirom na gore
navedeno, ocekivalo se da ¢e vrijednosti za AEa biti nize kada je ve¢i udio omotaca (GW) u

MC (Slika 20d). Ove instrumentalno utvrdene vrijednosti kretale su se u rasponu od 21,48 do
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36,77 te su takoder bile subjektivno vidljive, s obzirom da prosjecno ljudsko oko moze uociti

svaku AEqp > 6.
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Slika 22 3D prikaz utjecaja temperature ulaznog zraka i udjela omotaca pri konstantnom protoku
pojne smjese od 8 mL/min na: (a) L*, (b) 2*, (¢) C* i (d) AEan

Usporedujuci parametre boje (Slika 20) sa sadrzajem fenolnih tvari u MC-u (Slika 18), uocava
se jasna korelacija izmedu ovih vrijednosti, Sto potvrduju i visoki koeficijenti korelacije za

odnose TPC : h*, SPC : L* 1 SPC: C* (R = - 0,8805; R = - 0,8361; odnosno R = 0,9347).

Temeljem dobivenih matematickih modela, koriStena je numericka optimizacija procesnih
parametara u ispitivanom podrucju za odredivanje optimalnih parametara susenja s unaprijed
odredenim grani¢nim uvjetima, tj. minimalna vrijednost za wm 1 maksimalna vrijednosti za EE.

Na taj nac¢in su odredene optimalni parametri inkapsulacije, kako slijedi:
T:=173,5°C; R =2,5; O =7 mL/min.

Za verifikaciju numerickog optimiranja provedeni je novi pokus inkapsulacije primjenom
odredenih optimalnih uvjeta. Analizirana su svojstva dobivenih MC te su usporedene dobivene
vrijednosti sa vrijednostima dobivenim numerickim optimiranje, odnosno vrijednostima

procjenjenim prema regresijskim matematickim modelima (Tablica 15).

77



G. Perkovi¢: Mikroinkapsulacija ekstrakta tropa grozda... Doktorski rad

Tablica 15 Prikaz vrijednosti predvidenih modelima i eksperimentalno odredenih vrijednosti pr
optimalnim uvjetima inkapsulacije

Zavisna varijabla Premamodelu Eksperimentalno odredeno Odstupanje (%0)

Wi (%) 4,89 4,98 1,81
Y (%) 96,67 96,10 0,59
EE (%) 96,95 95,47 1,53
WSI (%) 57,94 57,47 0,81
WAI () 4,98 4,37 12,25
SP (-) 11,93 10,28 13,83
AEap (=) 24,48 23,73 3,06
HR (-) 1,35 1,36 0,74
Cl (%) 26,34 26,32 0,08

Usporedbom prema modelu predvidenih i1 eksperimentalno utvrdenih vrijednosti svojstava
praha u optimalnim uvjetima vidljivo je da je ve¢ina odstupanja manja od 10 %. Postoje dvije

iznimke kod kojih je odstupanje vece od 10 %, naime SP i WAI vrijednosti (Tablica 15).

4.4. Svojstva mikrokapusla dobivenih prmjenom proteinskog omotac i ko-
omotac ugljikohidratnog tipa

Pri navedenim optimalnim uyjetima susenja rasprsivanjem napravljeno je ukupno 17 razli¢itih

uzoraka MC ekstrakta tropa grozda koji je inkapsuliran kombinacijom glavnog omotaca (GW)

1 ko-omotaca: trehaloze (T), saharoze (S), ksiloze (X) ili maltodekstrina (MD), kojima je

zamijenjen odredeni dio glavnog omotaca. Ovi uzorci MC oznaceni su s oznakama navedenim

u Tablici 16 s obzirom na udio pojedinog ko-omotaca u odnosu na ukupni omotac.

Tablica 16 Oznake mikrokapsula za ¢iju inkapsulaciju je koriStena kombinacij aomotaca i ko-omotaca

Oznaka Omotaé Udio (%) Ko-omota¢ Udio (%)

GW1 protein kozje sirutke 100 - -
T5 95 5
T10 i . 90 10

——_——— protein kozje sirutke ————— trehaloza —
T20 80 20
T30 70 30
S5 95 5
S10 i . 95 10

———— protein kozje sirutke ———— saharoza —
S20 90 20
S30 80 30
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MD2.5 97,5 2,5
MD5 . L 95 . 5
—————— protein kozje sirutke maltodekstrin (DE 4-7) —————
MD10 90 10
MD15 85 15
X5 95 5
X10 . L 90 . 10
————— protein kozje sirutke ksiloza —_—
X15 85 15
X30 70 30

Za odredivanje efikasnosti inkapsulacije koristenih kombinacija omotaca i ko-omotaca, udio

ukupnih i povrSinskih fenolnih tvari pripremljenim MC, a dobiveni rezultati su prikazani u

Tablici 17.

Tablica 17 TPC i SPC mikrokapsula pripremljenih suSenjem rasprSivanjem uz kombinaciju omotaca i
ko-omotaca

Uzorak TPC (Mmgcae/Osw.) SPC (MQyeae/Gs.tv.)

Gw1 124,09 + 1,63 5,62 + 0,34
T5 102,63+1,19°¢ 9,90+0,61°F
T10 114,37+ 0,68 ¢ 10,89 + 0,54 9
T20 113,15+ 0,66 ¢ 14,21 +0,521
T30 98,84 +0,85 ¢ 22,15+0,15"'

S5 101,47 +1,52°¢ 8,98 +0,63°¢
S10 102,63+0,85°¢ 7,70+0,62 ¢
S20 97,50 + 0,81 10,92 + 0,27 9
S30 86,81+1,542 16,66 + 0,67 “
MD2.5 113,12 +1,18°9 7,12+0,20¢
MD5 97,38+0,82°¢ 4,54 +£0,27°
MD10 96,89+1,33°¢ 5,05+ 0,59 ®
MD15 93,30+ 1,38° 571+0,26 ¢
X5 96,78+ 1,60° 8,93 +0,49°¢
X10 117,34 +£1,28" 9,80+0,39F
X15 104,100,957 12,89+ 0,46 "
X30 94,12+ 1,56° 15,78 + 0,34

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost £ SD. Razlicita slova (a, b, c...) predstavljaju statisticki znacajne

razlike izmedu uzoraka (ANOVA, post-hoc Duncanov test pri p < 0,05)

Najveca koncentracija TPC (124,09 mgcar/gs.«v.) utvrdena je u MC obloZzenim GW (GW1), dok
je u ostalim MC obloZzenim GW 1 ko-omota¢em koncentracija TPC varirala izmedu 94,12 i

117,34 mgcar/gsw.. Moze se uociti da povecanje udjela dodanog ko-omotaca utjeCe na
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smanjenje koli¢ine TPC-a neovisno o kojoj se vrsti ko-omotaca radi. S druge strane, vrijednosti
SPC rasle su s povecanjem udjela pojedina¢nog ko-omotaca 1 varirale su od 4,54 mgGag/gs.v.
(MDS5) do 22,15 mggar/gstv. (T30). Opcenito, MD se pokazao kao ko-omota¢ koji je imao
najnizu koncentraciju neinkapsuliranih, tj. povrSinskih fenolnih spojeva. ZabiljeZzena je
statisticki znacajna razlika u sadrzaju TPC 1 SPC kako unutar pojedine skupine ko-omotaca

tako 1 op¢enito izmedu ve¢ine MC priredenih s razli¢itim ko-omotac¢ima.

EE ekstrakta tropa grozda s GW u kombinaciji s Cetiri razlicita ko-omotaca procijenjena je na
temelju izracunatih vrijednosti TPC i SPC. Kada je samo GW koriSten kao omota¢ za

inkapsulaciju ekstrakta, EE je dosegla vrijednost 95,47 % (Slika 22).

100 95,4 87,45
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Slika 22 EE (%) procesa susenja rasprSivanjem s razli¢itim materijalima ko-omotacima. Razli¢ita
slova (a, b, c...) predstavljaju statisti¢ki znacajne razlike izmedu uzoraka (ANOVA, post-hoc
Duncanov test pri p < 0,05)

Unutar svake skupine ko-omotaca, udio od 10 % ko-omotaca postigao je maksimalnu EE kada
su T, S 1 X koristeni kao ko-omotaci te udio od 5 % kada je MD koristen kao ko-omotac.
Opcéenito, dodavanje MD kao ko-omotaca u kombinaciji s GW rezultira vrlo visokim
vrijednostima EE (77,60 — 95,50 %). Razli¢iti udjeli ko-omotaa T nisu imali statisticki
znacajan utjecaj na vrijednost EE, dok su kod primjene ostalih ko-omotaca uocene manje

promene u EE s obzirom na udio dodanog ko-omotaca.

Osim ukupnih i povrSinskih fenolnih tvari, odredene su i udjeli TFC i1 UPA te antioksidacijske
aktivnosti MC-a za ¢iju inkapsulaciju je koriStena kombinacija omotaca i ko-omotaca (Tablica

18).
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Tablica 18 Izmjerene vrijednosti TFC, UPA te antioksidacijske aktivnosti (DPPH, FRAP i ABTS
metoda) MC proizvedenih uz dodatak ko-omotaca

Uzorak TFC UPA DPPH FRAP ABTS

(Mmgce/gsiv.) (mg/gs.v.) (mgTrRoLOX/Qs1tv.) (mgtroLox/gstv.)  (MYTROLOX/Gs.tv.)
GW1  30,88+0,43%  16,21+0,17" 40,91+040f 164,43 +330" 258,78 + 22,36

T5 24,19+0,76 9 11,36+ 0,24 ¢ 38,49+ 0,86 ¢ 160,79 421" 230,57 +9,57 ¢
T10 30,28+£02170  17,19+0,11" 42,84+ 0,619 181,653,431  268,19+18,189
T20 19,52+£0,35° 11,20+ 0,20 %f 33,04+ 1,20°¢ 138,14 +3,09¢  187,25+10,79°

T30 2544£0,11" 11,660,220 F 33,04+ 1,00° 160,47 +4,78 " 226,58 +7,19 ¢
S5 22,11+£036%  10,46+0,21°¢ 30,93 + 0,69 P 123,07 +4,929 192,93 + 14,42 ¢
S10 29,85+0,45"  1596+0,25" 40,68 £ 0,63 f 152,45+£4,109 239,13 + 14,74 %f

S20 23,32+ 0,66 ¢ 9,64+0,21° 35,63+ 0,959 153,75+4.809  231,44+873¢
S30 2549+040"  11,35+0,15°f 35,98+ 0,57 ¢ 145,92 +2.59F  262,82+18,76 1
MD25 21,57+0,28¢  11,06+0,32 % 32,84+048°¢ 114,14 +£5,35% 179,43+ 11,85°
MD5 31,59+ 0305  1524+0,169 43,02+ 0,67 9 148,55 +3,161 234,56 £ 15,26 %
MD10  22,48+0,409 10,72+0,15% 35,14+ 0,65 ¢ 133,02£3,12¢ 217,37+ 18,87
MD15  24,84+0,769" 10,90 £ 0,44 cd 29,08 +0,972 99,19+3,50% 150,55+ 10,48 2
X5 18,81 +£0,64° 10,84 +0,12 e 28,92 + 0,462 108,45+2,64°  152,67+1022°
X10 34,55+0,48'  16,99+0,131 44,31 £0,57" 209,70 £1,07% 309,31 +22,10"
X15 17,46 + 0,43 2 8,83+0,242 32,39 + 0,46 b° 115,19+£2.83°¢ 182,31 +£14,92°
X30 23,75+034°¢ 11,27 +0,14 %f 35,57+0,75 9 153,98 +3,639" 237,16+ 15,59 %

Svi podaci izrazeni su kao srednja vrijednost = SD. Razli¢ita slova (a, b, c...) predstavljaju statisti¢ki znacajne
razlike izmedu uzoraka (ANOVA, post-hoc Duncanov test pri p < 0,05).

Kao $to je vidljivo iz Tablice 18, uzorak X15 sadrzava najmanji udio TFC (17,46 mgcg/gs.v.) 1
UPA (8,83 mg/gsw.). Opcenito, udio TFC u mikorkapsulama se kretalo u rasponu od
17,46 mgcr/gstw. do 34,55 mgcr/gsw., a koncentracija UPA u rasponu od 8,83 mg/gsw. do
16,99 mg/gs+.. NajniZze vrijednosti antioksidacijske aktivnosti zabiljeZene su kod uzoraka
MD15 i X5. Unutar svih skupina ko-omotaca najveca vrijednost antioksidacijske aktivnosti

izmjerene DPPH metodom ostvarena je dodatkom 10 % T, S ili X te 5 % MD.

Udio vlage u proizvedenim MC (Slika 23) varirao od 4,98 % (GW1) do 5,98 % (MDI10) 1
vizualnim pregeldom praha nije primijeceno stvaranje aglomerata. Smanjenje ukupnog udjela
GW 1 dodavanje ko-omotaca rezultiralo je povecanjem vlage u svim uzorcima MC. Nizak
sadrzaj vlage, u iznosu od 3-4 %, takoder su utvrdili autori Navarro-Flores 1 sur. (2020), koji to
pripisuju visokoj ulaznoj temperaturi susenja koja je pridonijela vecoj stopi prijenosa topline
na Cesticu uzrokujuéi brz proces isparavanja vode. Smatra se da je razina vlage manja od 10 %
dovoljna kako bi se osigurala mikrobioloska stabilnost proizvedenih voénih MC (Wong 1 Lim,

2016).
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Prinos procesa mikroinkapsulacije (Y) se iz pogleda proizvodata moze promatrati kao
ekonomicnosti procesa. U postupcima inkapsulacije, Y se moze okarakterizirati kao krajnji
rezultat fizikalnih i kemijskih svojstava proizvedenih MC. Uz pomoc¢ izracunatih Y vrijednosti,
moguce je usporediti razliite procese inkapsulacije (Baysan i sur., 2021). Prema Tontul i
Topuz, (2017), svako laboratorijsko susSenje rasprSivanjem s Y vecim od 50 % mozZe se
okarakterizirati kao uspjeSno. Y je za sve inkapsulacije u ovom eksperimentu (Slika 24) bio
visok (> 91,18 %). Visoki Y pripisujemo upotrebi proteina GW kao glavnog materijala za
oblaganje, koji je poboljsao svojstva MC i odrzao ljepljivost rasprSenih ¢estica na minimumu.
Unutar skupina MC s ko-omotac¢ima T 1 S, uoceno je da porastom udjela ko-omotaca (T ili S),

raste 1 Y. Uzorci s dodatkom T prosje€no biljeze najniZe vrijednosti Y (91,18 — 92,74 %).
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Slika 24 Y (%) procesa suSenja rasprSivanjem s razli¢itim materijalima ko-omotacima. Razli¢ita slova
(a, b, c...) predstavljaju statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka (ANOVA, post-hoc Duncanov test
pri p <0,05).

Visoka vrijednost BD prahova povoljna je za smanjenje troskova transporta i pakiranja (Tontul
1 Topuz, 2017). NiZe vrijednosti BD su nepoZeljne jer zahtijevaju viSe prostora u spremniku.
Nadalje, kako se BD smanjuje, viSe zraka ostaje zarobljeno unutar sloja MC 1 veca je
vjerojatnost da ¢e proizvod oksidirati, $to ¢e rezultirati smanjenom stabilnoscu pri skladistenju
(Kurozawa i sur., 2009). Na Slici 25 prikazana su svojstva gusto¢e MC prije (BD) i nakon
potresanja (TD). Svi pokusi pokazali su niske vrijednosti gustoce, §to prema Braga i sur. (2018),
moze biti posljedica visoke ulazne temperature zraka za suSenje. Unutar skupina S, X i MD,

vrijednost gustoc¢e BD 1 TD opadaju s povecanjem udjela dodanog ko-omotaca.
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Slika 25 BD i TD (g/cm?) MC nastalih procesom susenja rasprivanjem s razli¢itim ko-omotacima

Prema klasifikaciji Europske Pharmacopoeia-e (European pharmacopoeia, 2010) 1 izracunatim
vrijednostima za Hausnerov omjer (Slika 26) i Carr indeks (Slika 27), tecivost MC se moze
okarakterizirati kao loSa za uzorke MD5, X30 i GW1. Svi ostali uzorci imaju vrlo losu ili vrlo
vrlo slabu tecivost. LoSa tecivost svih proizvedenih MC moZe se pripisati velikom udjelu
proteina sirutke, koji u svom sastavu imaju znacajan udio masti te su zbog toga slabo tecivi.
Veli¢ina MC takoder ima utjecaj na tecivost MC. Kako se veli¢ina Cestica smanjuje, specificna
povrsina se povecava i to dovodi do smanjene tecivosti uzorka. Vec¢a kontaktna povrsina postala
je dostupna posebno za kohezijske sile 1 otporne sile trenja protoka. Osim toga, smanjena
tecivost MC-a mozZe biti uzrokovana 1 pove¢anjem vlaznosti, jer to rezultira pove¢anjem ucinka
kapilarnih sila izmedu ¢estica MC (Kim i sur., 2005). Nadalje, prema Tontul i Topuz (2017),
povrsina Cestica utjee na gustocu MC prije potresanja, tj. $to su Cestice glade povrSine i

jednoli¢nije, to je veca vrijednost izmjerene BD.
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Slika 26 Husnerov indeks (HR) za MC koje su dobivene procesom susenja rasprSivanjem s razlicitim
ko-omotac¢ima
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Slika 27 Carr indeks (CI) za MC koje su dobivene procesom suSenja rasprsivanjem s razli¢itim
ko-omotac¢ima

Veli¢ina, oblik 1 raspodjela Cestica igraju klju¢nu ulogu u obradi, rukovanju i vijeku trajanja
inkapsuliranih Cestica, pri ¢emu mikrostruktura Cestica utjece na razlicite kvalitete MC kao §to
su stabilnost i tecivost. Tehnika 1 parametri suSenja imaju znac¢ajan utjecaj na veli¢inu, oblik i
distribuciju Cestica (Aziz 1 sur., 2018). Na Slici 28 prikazani su dijagrami raspodjele veliCine

(diferencijalne i integralne krivulje) svih Cestica (MC).
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Volumni udio (%)
Kumulativni prolaz (%)

0.01 0.1 1 10 100 1000

100 1000

(e)

Slika 28 Diferencijalne i integralne krivulje raspodjele velic¢ine Cestica: (a) proteini kozje sirutke
(GW0) i MC s GW omotacem (GW1); (b) trehaloza (T0) i MC uz primjenu omotaca (GWO) i ko-
omotaca T (TS5 — T30); (c) saharoza (S0) i MC uz primjenu omotaca (GWO0) i ko-omotaca S (S5 —
S30); (d) maltodekstrin (MDO0) i MC uz primjenu omotaca (GWO0) i ko-omota¢a MD (MD2.5 —
MD15); (e) ksiloza (X) i MC uz primjenu omotaca (GWO0) i ko-omotaca X (X5 — X30)

Tablica 19 pokazuje da je prosjecna veli¢ina Cestica proizvedenog MC varirala od 3,31 um
(S30) do 4,61 um (MD2,5). Medutim, unutar skupine MD uoceno je da se povecanjem

koncentracije dodanog MD-a s 2,5 na 10 % smanjuje veli€ina Cestica.

Tablica 19 Polarnost, prosjecni promjer, specifi¢éna povrsina i Sirina raspodjele uzoraka MC

Uzorak Polarnost  d (0.5) Specifi¢na povrina Sirina raspodjele

(%) (um) (m?/g) (-)

GW1 4647+032 3,76 2,00 2,20
TS 43934271 3,78 2,04 2,09
T10  4599+0,89 3,36 2,22 2,18
T20 44.80+123 361 2,07 2,08
T30 4478+1,17 3,38 2,19 2,03
S5 40,06+1,19 3,76 2,01 1,93
S10 44,01 £036 3,50 2,13 2,12
S20  4839+125 3,51 2,12 1,90
S30  4825+093 331 2,21 1,80
MD2.5 3646+1,74 4,61 1,68 2,05
MD5 4782+1,62 3,38 1,97 2,02
MD10 41,50+1,72 3,37 2,21 1,99
MD15 4124+028 3,45 2,16 2,16
X5  40,65+0,18 3,53 2,11 1,97
X10  43,85+0,51 3,88 1,94 1,84
X15  4342+0,63 3,32 2,21 1,94
X30 4742+236 381 1,93 1,73

Vrijednosti polarnosti su izrazene kao srednja vrijednost = SD
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Prema Medina-Torres i sur. (2013), Cestica se kvalificira kao “fina” (engl. fine particle) ako joj
je prosjecni promjer manji od 5 um. U skladu s tim, svaka kombinacija omotaca koja je
koriStena u eksperimentalnom dijelu ovog doktorata, rezultira finim prahom. Nakon usporedbe
dobivenih rezultata s rezultatima drugih autora, izveden je zakljucak da su Cestice proizvedenih
MC tijekom ovih eksperimenata, ujednacenije 1 manje od Cestica raznih drugih MC nastalih
suSenjem rasprsivanjem ekstrakata voca. Prosjecna velicina Cestica acai MC kretala se od 9,33
um do 13,67 um (Tonon i sur., 2009), dok je veli¢ina Cestica MC zrelog ploda manga bila 88,879
pum (Ong i sur., 2014), dok je veli¢ina ¢estica MC ploda baobaba iznosila 953 um (Adekunle i
sur., 2013). Tijekom proizvodnje Cestica izolata proteina sirutke s T kao stabilizatorom, veli¢ina
Cestica varirala je od 100 do 1000 nm (Haque 1 sur., 2015). Bez obzira na to, mala veli¢ina
Gestica proizvedenih uzoraka u skladu je s tvrdnjama Verruck i sur. (2019) te Cuji¢ Nikoli¢ i
sur. (2018). Sirina raspodjele (engl. span) je parametar koji oznaéava ujednadenost uzorka. Iz
Tablice 19 vidljivo je da je uzorak GW1 imao najvecu vrijednost Sirine raspodjele (2,20), Sto
znali da je najmanje homogen uzorak. Kao rezultat toga, takoder je imao najvecu vrijednost
BD u iznosu od 0,11 g/cm’. Uzorak X30 bio je najhomogeniji uzorak, odnosno uzorak s
najmanjom vrijedno$¢u Sirine raspodjele od 1,73. Opéenito, cijela skupina uzoraka s X ima

najmanje vrijednosti Sirine raspodjele u iznosu od 1,73 - 1,97.

Na temelju vrijednosti kontaktnog kuta vode i1 dijodometana izracunata je polarnost uzoraka
(Tablica 19) koja se kretala od 36,46 % (MD2.5) do 48,39 % (S20). 1z toga se moze zakljuciti
da su sve proizvedene MC hidrofilne, §to ukazuje na njihovu dobru topljivost u vodi. Prema
Chang 1 sur. (2014), brojni biljni ekstrakti osuSeni rasprSivanjem sadrZe znacajnu koli¢inu

hidrofilnih tvari ukljuc¢enih u njihov sastav, $to ih ¢ini higroskopnima.

U Tablici 20 prikazne su prosjecne vrijednosti duljine, Sirine 1 okruglosti ¢estica MC odredene
optickim LEICA mikroskopom. Usporedbom s prosje¢nom veli¢inom ¢estica prikazanom u
Tablici 19, rezultati dobiveni ovom analizom pokazuju vecée vrijednosti veli¢ine Cestica. Zbog
vece subjektivnosti i manjka selektivnosti ove metode moze se zakljuciti da su LEICA
mikroskopom izmjerene prosjecne velic¢ine aglomerata MC. Najveéi aglomerati su zabiljezeni
u uzorcima s dodatkom MD gdje je prosjecna duljina Cestica varirala od 9,87 do 12,14 um. Za
razliku od MC s dodatkom MD, u MC napravljenim s dodatkom X determinirana je najmanja
prosjecna duljina Cestica u iznosu od 7,77 do 11,74 pm. Jednako je primjenjivo i na Sirinu,
okruglost, perimeter i konveksni perimeter proizvedenih MC. Uzorak X15 se moze posebno

izdvojiti jer generalno gledano pokazuje najmanje izmjerene vrijednosti duljine (7,77 pum),
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Sirine (5,47 um), okruglosti (1,95) kao i perimetara (26,40 um) i konveksnog perimetra

(21,17 pm).

Tablica 20 Prosjecne vrijednosti duljine, Sirine i okruglosti MC izmjerene optickim LEICA

mikroskopom
Uzorak Duljina Sirina Okruglost Perimetar };gﬂ\r’sgser:pi
(nm) (nm) ) (nm) (um)

GWwW1 11,40 + 9,00 8,18+ 6,83 2,17+0,81 41,70 += 39,19 31,18 £25,26
T5 9,83 £5,91 6,56 + 3,69 2,23+ 0,86 34,56 + 23,11 26,25 £ 15,25
T10 11,87 + 7,95 8,20+ 5,23 2,10 £ 0,54 41,71+29,28 32,02 +21,08
T20 8,15+5,58 5,64 + 3,60 1,85 +0,63 27,59 £21,07 22,03 £ 14,97
T30 9,05+5,40 6,17 +£3,57 2,02 +1,27 31,05+23,16 24,31+14,32
S5 9,15+ 6,52 6,42 + 4,87 2,26 £0,81 33,53 £ 27,50 24,81 £ 17,94
S10 12,34 + 8,32 8,43+ 5,36 2,49+ 1,24 46,26 £ 36,37 33,21 £ 21,65
S20 10,58 £ 6,00 7,07 + 3,46 2,33+ 0,86 37,47 £22,57 28,28 £ 15,12
S30 11,24 + 6,55 7,38 +£3,53 2,43 +0,97 40,36 £ 25,01 29,87 £ 16,18
MD2.5 12,03 + 8,56 8,68 £5,95 2,24+ 1,01 43,48 + 33,65 33,04 £23,00
MD5 12,10 + 8,30 8,35+5,78 2,59+ 1,10 46,35 + 36,14 32,83 £22,38
MD10 12,14 + 8,24 8,38 £5,12 2,38+ 0,93 44 44 + 32,56 32,78 £21,47
MD15 9,87+ 6,61 6,76 £ 4,59 2,29+ 0,87 36,03 + 28,08 26,67+ 17,86
X5 9,34 + 6,84 6,53 £ 4,54 2,25+0,73 33,94 £27,51 25,24 £ 18,06
X10 11,74 + 8,87 7,85+ 5,58 2,71 +£1,27 45,52 £ 47,12 31,47 £23,28
X15 7,77 + 2,89 5,47+2,01 1,95 + 0,62 26,40 £ 10,85 21,17 £ 7,67
X30 9,99 + 5,31 7,14+ 3,98 2,14 + 0,66 35,18+ 20,17 27,34 +£ 14,80

Vrijednosti rezultata su izrazene kao srednja vrijednost + SD.

Prema podacima iz Tablice 21, ukupne promjene boje u odnosu na GW varirale su od 23,70 do

28,62, sto je ljudskom oku bilo vrlo vidljivo. Sve proizvedene MC su bile svijetlo ruzicaste

boje. U radu autora BelS¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2015), tijekom suSenja rasprSivanjem zelenog

¢aja uz koriStenje razlic¢itih materijala omotaca, pri koristenju proteina sirutke ukupna promjena

boje iznosila je 3,3, odnosno 12,74 uz koriStenje proteina graska.

Tablica 21 Ukupna promjena boje i svojstva topljivosti MC s ko-omotacem

Uzorak AEab (-) WSI (%) WAL (-) SP ()
GW1  23,73+0,13%  5747+0,547 437£0,01% 10,28 + 0,10 fo
TS 2458+ 1,34%  5140+£097% 482+024° 992+ 0,28 ¢f
T1I0  2565+136%  5525+026° 4,68+0,01% 10,45+ 0,03 o
T20  27,60+0,59¢  5646+0,69° 4,67+0,13% 10,74 £ 0,14 "
T30  26,04+122%  5563+£022¢ 424+007% 9,56+ 0,10
S5 2539+046°%0 50,78 +£0,80 ¢ 4,64+0,375%% 944 + (90 bede
S10 2540+ 1,15 50,83+ 1,46%4 4,096+044 %0 10,07+ 0,59 ¢fon
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S20 26,39+£025%  49,55+1,36° 4,62+0,01°% 915+0,23"b
S30 25,99+ 0,41%%€  57,68+2487 4,57+0,13°%  10,80+0,33 "
MD2.5 2594+122°%  4963+221% 441+0,04%° 8,77+046%
MD5 28,620,917 51,17+1,86°¢ 4,70+ 0,04 %" 9,64+ 0,46 cdef
MD10  26,46+0,63% 50,79+0,15°¢ 4,55+0,12°¢% 925,28 b«
MD15  2567+1,13%  4391+0,21% 4,55+£0,04%4  811+0,042
X5 26,16 0,85  51,80+0,199 518+0,63" 10,75+1,27"
X10 2509+ 1,19%%  6262+4209 508+0,009"  13,68+1,52K
X15 23,70+ 1,118 62,59+0,409 4,60+0,13°¢% 1231 +0,49
X30 26,44+080%  63,15+0,079  5,13+022" 13,93 + 0,58 ¥

Svi podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD. Razlicita slova (a, b, c) predstavljaju statisti¢ki znacajne
razlike izmedu uzoraka (ANOVA, post-hoc Duncanov test pri p < 0,05)

Parametri topljivosti - WSI, WAI i SP vazni su pokazatelji funkcionalnih svojstava proizvoda i
pokazatelji u primjeni 1 skladiStenju MC. WSI predstavlja sposobnost MC da se otopi u vodi.
Pozeljnost vece vrijednostt WSI ovisi o kona¢noj primjeni MC. Ako se MC namjeravaju
koristiti u prehrambenoj ili farmaceutskoj industriji, visoki WSI je posebno vazan kako bi se
MC lako ugradile i ravnomjerno rasporedile unutar finalnog proizvoda. Vrijednosti WAI
povezane su sa stupnjem Zelatinizacije i mikrobnom stabilnoéu. Sto su veée vrijednosti WAI,
to je ve¢a mogucnost mikrobioloSke nestabilnosti MC (Siacor i sur., 2020). MC s X kao ko-
omotacem su pokazale najvecu topivost u vodi (WSI). Unutar te skupine vrijednosti WSI su
varirale od 51,80 do 63,15 %. Osim toga, MC iz te skupine pokazuju najvise vrijednosti WAI
(4,60 — 5,18) kao 1 najviSe SP vrijednosti (10,75 — 13,93). Za razliku od X, koristenje MD kao
materijala ko-omotaca je rezultiralo MC s najnizim vrijednostima WSI i SP. Unutar te skupine,
WSI je bio u rasponu od 43,91 do 51,17 %, a SP u rasponu od 8,11 do 9,64. Razlog tome moze
biti umrezavanje MD s drugim spojevima, $to rezultira nizim vrijednostima topljivosti i
sposobnosti bubrenja u usporedbi s drugim uzorcima. Tijekom inkapsuliranja susenjem
rasprSivanjem fenolnog ekstrakta manga dobivene su MC s niZim vrijednostima WSI (8,62 %
do 24,28 %) 1 WAI (2,58 % do 3,91 %) (Siacor i sur., 2020). Za razliku od njih, Sidlagatta i sur.
(2020) izvjestava o WSI vrijednosti od 77,9 do 89,8 % kao 1 WAI vrijednostima od 6,7 do 12,3

% za MC slatke narance nastale suSenjem rasprSivanjem.

Analize rendgenske difrakcije praha (XRPD) i diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC)
su koriStene za ispitivanje kristalnosti i amorfnosti uzoraka MC. XRPD krivulje analiziranih
MC te materijala omotaca i ko-omotaca su prikazani na Slici 29. Kao §to navode brojni autori
(Chiou 1 Langrish, 2007; R. Li 1 sur., 2019; Nezi¢ 1 sur., 2019; Niazi 1 Broekhuis, 2012),

suSenjem rasprsivanjem se proizvode uglavnom amorfne MC. Slika 29 pokazuje da materijali
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ko-omotaci S (S0), T (T0) 1 X (X0) imaju kristalnu strukturu. MC koje sadrze 10 % S (S10),
X(X10), T (T10), 5 % MD (MD5) i MC koje sadrze samo GW (GW1) imaju djelomi¢no
kristalnu strukturu, dok sve ostale MC prema rezultatima XRPD analize imaju amorfnu
strukturu. Susenje vo¢nih sokova rasprsivanjem, prema Cano-Chauca i sur. (2005), rezultira
MC s visokim udjelom Secera prisutnih u amorfnom stanju zbog koristenog procesa susSenja.
Buduc¢i da su ti Seceri iznimno higroskopni, mogu se kristalizirati apsorbiraju¢i samo malu
koli¢inu vode. Budu¢i da uredeni sustav kristalne strukture promice stabilnost proizvoda, ova
vrsta strukture u kona¢nim proizvodima je stalno trazena. Istrazujuc¢i u¢inke razlicitih uvjeta na
vodom induciranu kristalizaciju na razli¢itim amorfnim materijalima dobivenim suSenjem
rasprSivanjem, autori Chiou i Langrish (2007) su dosli do sli¢nih zakljuc¢aka. Potvrdili su da je
proizvodima potrebno dulje vrijeme za kristalizaciju kada su njihova molekularna tezina i
temperatura staklenog prijelaza vece. Bududéi da je ekstrakt tropa grozda takoder bogat brojnim
Se¢erima, moguce je da je upravo adsorpcija vode razlog djelomic¢no kristalne strukture
spomenutih uzoraka MC. Za razliku od ovog istrazivanja, autori Haque i sur. (2015) navode da
dodavanje Secera nije izazvalo pojavu pikova na rendgenskim difraktogramima, pa su strukture
MC tog istrazivanja okarakterizirane kao amorfne. Za razliku od tih uzoraka, dodatak celuloze
ili voskastog Skroba u kombinaciji s MD uzrokovao je djelomicno kristalnu strukturu MC

sojinog umaka (W. Wang i Zhou, 2015).

Rezultati DSC analize su takoder ilustrirani su na Slici 29. Termogrami uzoraka MDS5, S10,
T10, X10 i GW1 pokazuju endotermne pikove na temperaturi od oko 240 °C, §to potvrduje
djelomi¢no kristalnu strukturu dokazanu XRPD analizom. Takoder je iz svih DSC krivulja
vidljivo da se pri temperaturi oko 80 °C pojavljuju endotermni blago Siroki pikovi, koji ukazuje
na gubitak vode. Mimo navedenih pikova, u uzorcima S0, X0 1 TO su vidljivi i drugi endotermni

pikovi koji ukazuju na njihova talista.
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Slika 29 Kristalnost i amorfnost MC uzoraka s razli¢itim omotacima/ko-omotacima: (a) difraktogrami
X-zraka praha i (b) DSC termogrami

Na svim SEM fotografijama prikazanim na Slici 30 vidljivo je da kombinacija GW s ko-
omotacima stvara MC ¢ije su Cestice razli¢itih nepravilnih oblika i veli¢ina, neke od njih su u
aglomeratima. Uoceno je da se veli¢ina 1 izgled povrSine svake skupine MC stvorenih susenjem

rasprSivanjem znacajno razlikuje od materijala omotaca i ko-omotaca.
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MD10

Slika 30 SEM prikazi Cestica: (a) proteini kozje sirutke (GWO0) i MC s GW omotacem (GW1); (b)
trehaloza (T0) i MC uz primjenu omotaca i ko-omotaca T (T5 — T30); (¢) saharoza (S0) i MC uz
primjenu omotaca i ko-omotaca S (S5 — S30); (d) maltodekstrin (MDO0) i MC uz primjenu omotaca i
ko-omotaca MD (MD2.5 — MD15); (e) ksiloza (X) i MC uz primjenu omotaca i ko-omotaca X
(X5 -X30)

Ono §to je takoder iznimno uocljivo u samom GW (Slika 30a) je Suplja struktura, koja nije

vidljiva u uzorcima osuSenim rasprSivanjem. Smezuravanje MC se objasnjava kao posljedica
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brzog isparavanja vode uslijed suSenja rasprSivanjem. U radu autora Navarro-Flores i sur.
(2020), navedeno je da brzo isparavanje vode moze rezultirati stvrdnjavanjem kapsule, Sto
dovodi do zadrzavanja izvornog oblika, ili isparavanjem vode i stvaranjem smezuranih MC.
Prema Haque i sur. (2015), nabori na povrsini MC proteina sirutke rezultat su stvaranja "koze"
koja je karakteristi¢na za sve tvari bogate proteinima. Ova karakteristika, u kombinaciji s brzim
isparavanjem vode tijekom suSenja rasprSivanjem, rezultira ¢esticama koje imaju izbocCine.
Prema Oliveira i sur. (2018), takve izbo¢ine mogu imati negativan utjecaj na karakteristike
tecivosti MC, ali nemaju utjecaja na stabilnost MC. Ono $to se takoder moze primijetiti je da
dodatak Secera kao proteinskog stabilizatora GW ima utjecaj na morfologiju Cestica, tj. MC s
dodatkom T, S 1 X imaju gladu povrSinu u odnosu na MC GW1. Kod MC s dodatkom X
najizrazenije su glatke udubine. Kod MD cestica se na Slici 30 takoder vidi Suplja struktura. U
svom istrazivanju, autori Wijiani i sur. (2020) informiraju o istom ucinku dodatka S na
morfologiju ¢estica. U tom istrazivanju Cestice s dodatkom S imaju gladu povrSinu u odnosu na
Cestice bez S u svom sastavu. Ve¢ je navedeno da SEM fotografije (Slika 30) proizvedenih MC
pokazuju da povrsina nije glatka i da Cestice nisu ujednacene, Sto moze implicirati na to da je

i takva povrsina jedan od uzroka niske BI proizvedenih MC.

Na temelju svih do sada navedenih analiza, uz uzorak bez dodanog ko-omotac¢a (GW1), iz svake
od skupina ko-omotaca odabran je po jedan “najbolji” uzorak (T10, S10, MDS5 1 X10). Na

navedenim uzorcima su provedeni testovi in vitro simulirane probave sa i bez enzima.

4.5. Rezultati simuliranje probave mikrokapsula

4.5.1. Rezultati in vitro simulirane probave mikrokapsula bez enzima

Razli¢itim tehnikama inkapsulacije je omoguéeno matriksu da ostane izoliran od vanjskog
okruZenja, a osim zaStite pruZena je i stabilnost u nepovoljnim okolnostima sve dok se spoj ne
treba osloboditi. Oslobadanje matriksa moZe biti uzrokovano nizom ¢imbenika, od kojih neki
ukljucuju difuziju, razgradnju, otapala, pH, temperaturu i tlak (da Rosa i sur., 2014).
Oslobadanje fenolnih spojeva iz MC nastalih suSenjem rasprSivanjem dogada se u oralnoj,
zelu€anoj i intestinalnoj fazi koristenjem otopina bez enzima koje simuliraju uvjete u odredene
faze gastrointestinalnog trakta. Upotreba materijala omotac¢a omogucuje zastitu fenolnih
spojeva od nepovoljnih uvjeta okoline kao $to su niske pH vrijednosti u Zelu¢anoj fazi te
osigurava siguran transport i otpusStanje fenolnih tvari u intestinalnoj fazi (Martinovi¢ 1 sur.,
2023). Fenolni spojevi adsorbiraju se u intestinalnoj fazi, oko 46 % u tankom crijevu i 42 % u
debelom crijevu (Tarko i sur., 2013). Adsorpcija fenolnih spojeva u intestinalnoj fazi omoguéuje
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ispoljavanje njihovih brojnih bioloskih aktivnosti, poput antioksidativnog, antimikrobnog ili
antiproliferativnog djelovanja (R. Albuquerque 1 sur., 2021). Kumulativna stopa otpustanja u

oralnoj fazi kretala se od 34,13 (MD5) do 40,03 mgcar/gs.«v. (T10) (Slika 31).
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Slika 31 Kumulativno otpustanje TPC (mggag/gs.v.) iz MC nastalih s razli¢itim ko-omotac¢ima

Difuzija fenolnih spojeva se zatim nastavlja u Zelu¢anoj fazi. Tijekom oslobadanja u zelucanoj
fazi zbog promjene pH u kiselo, boja otopine elektrolita koja sadrzi MC promijenila se u crveno
ruzicastu, $to je posljedica prisutnosti antocijana u ekstraktu tropa grozda. Kumulativna stopa
otpusStanja u Zelucanoj fazi kretala se od 48,56 (GW1) do 100,84 mgcag/gsw. (MDS). U
posljednjoj fazi simulirane gastrointestinalne probave vrijednosti kumulativno oslobodenog
TPC kretale su se od 76,10 (GW1) do 111,92 mgcar/gs.w. (S10). Vazno je napomenuti da su
uzorci X10 1 MD5 takoder imali visoke vrijednosti ispustenog kumulativnog TPC u iznosu od
110,42 1 110,75 mgcae/gsw.. Rezultati ovog eksperimenta, koji pokazuju veée otpuStanje
fenolnih spojeva tijekom crijevne faze probave za razliku od zeluc¢ane faze, u skladu su s
rezultatima koje su objavili (Dag 1 sur., 2017), koji su provodili otpustanje fenolnih spojeva iz
liofiliziranih MC soka peruanske jagode. Nedavne studije o inzenjeringu sustava za isporuku
pokazuju da sustavi mjeSavina proteina i polisaharida djeluju obecavajuce za poboljsanje
otpustanja, zadrZavanja i zaStite bioaktivnih spojeva (Hosseini i sur., 2015). Kako navode
Belscak-Cvitanovi€ 1 sur. (2015), hidrofilni karakter koriStenih polisaharidnih i proteinskih
omotaca kao 1 njihova svojstva sorpcije vode uzrokuju visoko 1 brzo otpustanje bioaktivnih
spojeva u probavnim teku¢inama. Snazna rezistencija -laktoglobulina na pepsin (Liao i sur.,
2021) jos je jedan ¢imbenik koji ide u prilog tome. Pri koriStenju ovih kombinacija materijala
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omotaca i ko-omotaca, visoka vrijednost kumulativnog otpustanja TPC-a moze se pripisati svim
gore navedenim Cimbenicima. Vrijednosti TPC-a oslobodenog iz MC u kojem je T koriStena
kao ko-omotac, su nize u usporedbi sa svim drugim ko-omotac¢ima i blize su vrijednostima
TPC-a oslobodenog iz MC u kojima je samo GW koriStena kao omota¢ (GW1). Potencijalni
razlog za smanjeno otpuStanje fenola moze biti to Sto je T manje topljiva u simuliranim
zelucanim 1 crijevnim teku¢inama od ostalih materijala omotaca, sto ¢ini MC s T manje

ucinkovitim u otpustanju fenolnih spojeva.

4.5.2. Rezultati in vitro simulirane probave mikrokapsula s enzimima

In vitro simulirana probava prihvaéen je pristup za procjenu biodostupnosti ciljne molekule.
Moze pruziti daljnje informacije o metabolizmu fenolnih spojeva, njihovoj dostupnosti za
daljnju apsorpciju u tijelu 1 njthovim potencijalnim zdravstvenim prednostima. Fenolni spojevi
moraju se osloboditi iz matrice mikrocestica tijekom gastrointestinalne probave kako bi postali
bioraspolozivi. Kao rezultat navedenoga, ispitano je ponasanje MC sastavljenih od ekstrakta
tropa grozda s razli¢itim ko-omotacima tijekom in vitro simulirane probave s enzimima. Za
procjenu razine TPC, TFC 1 UPA (Slika 35 — 37), uzorci su uzimani 243 minute tijekom 3 faze
— oralne (OP), zelucane (GP) i crijevne (IP). Prije digestije, ukupno 21 pojedinac¢na fenolna
komponenta je kvantificirana u otopljenim MC (Tablica 21). Nakon 243 minute in vitro
simulirane probave s enzimima, 10 prethodno kvantificiranih fenolnih komponenti nije
detektirano u digestatu bilo koje vrste MC, a radi se o: procijanidin B1, kafeinska kiselina,
klogenska kiselina, siringinska kiselina, p-kumarinska kiselina, elagi¢na kiselina, rutin,

resveratrol, kemferol 1 kvercetin.
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16 2% 1339, 13.90 1337
11,48 > 12.31
12.04 ,
14 1116 ’ . ‘}
i +
210
o 772
g 7,44 .
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£ 6 5,10 = 4.82 546l | 472 441
= 456 36 4.40
A .
2 I
0
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Slika 32 Sadrzaj TPC (mgcar/gsw.) tijekom razlicitih faza probave
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In vitro simulirana probava s enzimima pokazala je da S10 MC imaju najvisu razinu TPC-a
tijekom svih faza simulirane probave (Slika 32). Ukupno, najveca vrijednost TPC postignuta
tijekom probave u crijevima nakon 1 h (IP183) bila je 16,28 mggar/gs... Maksimalna TPC
vrijednost dobivena je unutar svake skupine ko-omotaca tijekom intestinalne faze probave.
Sli¢no kao i TPC, pri odredivanju ukupnog sadrzaja flavonoida (TFC) (Slika 33). Unutar svih
skupina uzoraka MC najvece vrijednosti postignute su tijekom intestinalne faze probave. U
uzorku T10 utvrdena je najveca koli¢ina TFC-a u iznosu od 6,51 mgcr/gs.«. tijekom posljednjeg
dijela crijevne faze (IP243). Opcenito tijekom zadnje faze crijevne probave vrijednosti TFC su

se kretale u rasponu 4,74 do 6,51 mgcr/gs.v.

8
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<5 .57, 478
_ b2,
b 3,94 3,87 3.67
. 3,64 % 5368 345 371
g 2,970 % ,01] 261
o 3 2,79 2.76 2,7 2,60 4
(&
F

OP3 GP63 GP123 1P183 1P243
EGW]1 B@TI0 B@SI0 O0X10 BMDS

Slika 33 Sadrzaj TFC (mgce/gs.«v.) tijekom razli¢itih faza probave

Vrijednosti ukupnih proantocijanidina (UPA) (Slika 34) tijekom analiza uzoraka MC digestije
prili€no su niske u usporedbi s vrijednostima TPC (Slika 32) i TFC (Slika 33). Tijekom UPA
analiza, uzorak MDS5 postigao je istu koli¢inu UPA u iznosu od 1,45 mg/gs.v., kako tijekom faze
GP63, tako 1 tijekom faze IP243. Uzorak T10 biljeZi smanjenje koli¢ine proantocijanidina s

0,85 mg/gs.v. tijekom OP3 faze na 0,56 mg/gs . tijekom IP183 faze.
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Slika 34 Sadrzaj UPA (mg/gs..) tijekom razlicitih faza probave

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom su varirale od 4,16 do 17,87
mgTrROLOX/gs.tv. (Slika 35) tijekom cjelokupnog procesa simulirane probave. Najvece vrijednosti
postignute su tijekom crijevnih faza probave (IP183 i IP243), a bitno je i napomenuti da su
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka GW1, T10 i S10 znatno veée u usporedbi sa

vrijednostima antioksidacijske aktivnosti uzoraka X10 i MD5.
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Slika 35 Antioksidacijska aktivnost (mgrroLox/gs.) tijekom razliCitih faza probave odredena DPPH
metodom
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Slika 36 Antioksidacijska aktivnost (mgrrorox/gs«.) tijekom razlicitih faza probave odredena FRAP
metodom

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom su varirale od 8,25 do 25,29
mg TroLOX/gsv (Slika 36) tijekom cjelokupnog procesa simulirane probave. Sli¢no kao 1 kod
antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom, i ovom slu¢aju su najveée vrijednosti
postignute tijekom crijevnih faza probave uz iznimku uzorka X10 koji je najveéu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti ostvario tijekom Zelucane faze (GP63).
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Slika 37 Antioksidacijska aktivnost (mgrrorox/gs.v.) tijekom razlicitih faza probave odredena ABTS
metodom

Prilikom odredivanja antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom postignute su znatno viSe

vrijednosti (Slika 37) u usporedbi s DPPH i FRAP metodom. Ono §to je takoder zamjetno je da

je antioksidacijska aktivnost uzorka GW1 izmjerena ABTS metodom tijekom svih faza probave
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niza u usporedbi sa svim ostalim uzorcima tj. da je dodatak ko-omotaca pozitivno utjecao na

antioksidacijsku aktivnost tijekom svih faza simuliranog probavnog procesa.

Nakon digestije, sadrzaj galne kiseline, procijanidina B1 i B2, katehina i1 epikatehina te
vanilinske i kafeinske kiseline smanjen je u odnosu na koli¢inu pojedina¢nih fenolnih spojeva
u MC prije digestije (Tablica 22). Moguce je da su ovi spojevi hidrolizirani crijevnim enzimima
1 stoga je njihov sadrzaj smanjen nakon probave (Xie i sur., 2021). Elagi¢na kiselina, rutin,
resveratrol 1 kvercetin nisu otkriveni u uzorcima MC nakon probave. Medutim, vazno je
istaknuti da su epikatehin galat, vanilin i ferulinska kiselina, 3,4-dihidrohibenzojeva kiselina
kao 1 katehin otkriveni tijekom faze crijevne probave, a ne pojavljuju tijekom oralne ili Zelucane

faze digestija.

Tablica 22 Udio pojedinacnih fenolnih spojeva prije i tijekom pojedinacnih faza in vitro simulirane
probave mikrokapsula uz primejnu s enzimima

Fenol/ Prije Oralna faza Zelu¢ana faza Crijevna faza

uzorak probave OP; GPg3 GPis 1P1s3 1P243
Galna kiselina (ug/gsu.)

GW1 732,71 £ 0,41 nd nd nd 229,21+39,59 244,16 + 29,77
T10 827,66 + 8,45 528 +0,15 9,19 +0,15 9,72 £0,30 268,69 + 7,17 230,88 + 7,47
S10 754,16 + 4,09 4,93 +£0,22 9,11 +£0,90 8,37+0,15 371,44 +3,90 216,55 + 3,00
MD5 959,15 + 3,04 5,36 £ 0,23 10,41 £0,30 11,15+0,15 288,51 +1,80 161,04 + 2,40
X10 854,20 + 10,44 6,33 +£0,60 7,60 +0,30 7,81 +£0,00 301,31 + 8,06 177,58 +5,08

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina (ng/gsu.)

Gw1 60,22 0,21 nd nd nd 136,60 + 5,66 149,23 £ 9,23
T10 66,10 £ 9,22 nd nd nd 106,89 + 1,79 143,64 + 2,99
S10 71,63 +£0,48 nd nd nd 65,90 + 7,49 51,06 + 0,90
MD5 79,60 + 0,29 nd nd nd 61,82 +3,30 33,99 +3,00
X10 69,38 £2,24 nd nd nd 53,21 +4,18 52,15+3,28

p-hidroksibenzojeva Kiselina (pg/gszv.)

GWwW1 18,39+ 1,23 5,00 + 7,07 6,42 +9,08 3,89 +5,51 10,73 + 15,18 8,84 £ 12,50
T10 27,76 £2,99 18,75 +3,51 25,45 +2,54 20,91 £2,09 31,47 +£3,29 27,67 +0,30
S10 32,50+0,72 18,86 +£ 0,15 24,05 + 1,35 16,32+ 0,90 46,40 + 1,50 37,72 +£5,99
MD5 28,67 £ 1,25 22,15 +2,03 16,68 + 3,46 15,51+ 0,60 55,66 + 3,61 52,05 +3,91
X10 14,80 £ 0,32 19,74 £2,09 27,13 +0,75 22,59 +0,30 61,23 +4,18 58,49 + 4,48

Procijanidin B1 (ug/gs+.)

GW1 1121,04 £4847 271,00 + 15,93 nd nd nd nd
T10 1054,90 + 26,64 173,06 £ 6,20 113,75 £ 25,84 nd nd nd
S10 923,51 £40,55 203,04 £ 10,11 39,52 £8,24 nd nd nd
MD5 1329,88 + 61,03 270,93 £ 7,29 nd nd nd nd
X10 987,87 + 90,96 167,97 + 8,06 163,53 +4,93 nd nd nd

Katehin (ug/gstv.)

Gw1 4675,02 £ 99,35 nd nd nd 601,56 + 35,72 701,54 +£29,47
T10 5928,03 + 65,47 nd nd nd 495,78 + 1,49 591,47 +22,11
S10 4861,45 + 80,73 nd nd nd 593,28 +47,35 630,58 +£47,35
MD5 5325,62 + 14,85 nd nd nd 496,92 + 12,32 249,84 +2,40
X10 4359,75 + 12,53 nd nd nd 459,25 +2,09 488,60 + 37,62

Vanilnska kiselina (ug/gs:w.)

Gw1 41,55 +0,54 nd nd nd 18,94 +2,38 22,73 £ 0,00
T10 45,35 +0,41 nd nd nd 18,80 + 0,30 18,17 £ 0,60
S10 42,66 + 0,66 nd nd nd 15,26 £2,40 16,53 +£ 0,00
MD5 47,55 +£0,24 nd nd nd 16,57+ 0,00 12,53 £ 0,30
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X10 35,28 + 0,66 nd nd nd 17,53 £ 0,30 14,36 +£ 0,00
Kafeinska kiselina (ug/gsw.)

Gwi1 23,97 £0,28 3,16+ 0,15 nd nd nd nd
T10 21,89 +£0,13 3,64 + 0,67 nd nd nd nd
S10 19,78 £0,29 4,45 +£0,75 nd nd nd nd
MD5 21,49 £0,25 3,93 £ 0,00 nd nd nd nd
X10 17,21 £0,50 3,17 +0,75 nd nd nd nd

Klorogenska kiselina (ug/gsw.)

GwWi1 81,32+ 1,73 nd nd nd nd nd
T10 67,99 £ 4,58 nd nd nd nd nd
S10 77,79 £1,30 nd nd nd nd nd
MD5 89,30 £ 2,33 nd nd nd nd nd
X10 70,14 +£1,01 nd nd nd nd nd

Siringi¢na kiselina (ug/gsw.)

GwWi1 122,55+1,83 1,47 £0,45 nd nd nd nd
T10 204,17 £ 4,07 nd nd nd nd nd
S10 182,78 £ 0,80 nd nd nd nd nd
MD5 199,24 £ 1,55 nd nd nd nd nd
X10 158,92 + 1,30 nd nd nd nd nd

Procijanidin B2 (ug/gs:v.)

GW1 1034,65 + 105,81 117,08 + 1,71 nd 2431 £0,74 348,77 +£2,08 466,01 +45,84
T10 1060,26 + 49,77 110,95 + 5,60 135,51 +2,54 30,84 +£1,79 57,03 + 13,74 91,47 + 8,66
S10 1401,46 + 31,99 172,48 + 4,49 130,73 +£7,19 73,84 £ 12,44 83,91 + 8,99 85,39 + 3,90
MD5 1158,63 + 54,88 131,82+ 6,16 55,66 + 12,62 nd 58,85 + 14,12 37,18 +2,70
X10 883,58 + 41,05 186,97 + 13,44 119,72 +£9,26 50,68 + 3,88 82,98 + 10,45 61,87 +11,05

Epikatehin (pg/gs.)

GW1 3284,86 + 10,78 1228,00 + 28,58 335,93 + 5,66 360,35 + 3,57 152,39 + 0,60 97,03 +£4,46
T10 4001,84 +38,51 1122,73+107,10 1074,57 +£44,21 572,88 +16,13 336,92 +£2,09 335,87 +£27,48
S10 3238,02 + 50,81 1361,43 + 23,60 824,03 £27,57 570,72+11,84 263,59+10,19 223,96 + 11,69
MD5 3650,18 + 5,68 1092,79 + 74,44 504,14 + 36,65 334,93 +£9,16 215,42 + 14,42 193,97 £ 2,10
X10 2012,11 +£49,61 1154,77 + 8,96 657,73 + 5,37 467,91 + 0,00 255,70 + 8,06 266,89 + 1,79

p-kumarinska kiselina (ug/gs:w.)

GW1 11,55+0,08 nd nd nd nd nd
T10 10,61 +0,17 nd nd nd nd nd
S10 9,82 +0,09 nd nd nd nd nd
MD5 14,13 £0,11 nd nd nd nd nd
X10 6,61 + 0,59 nd nd nd nd nd

Galokatehin galat (pg/gsiv.)

GW1 1229,93 + 25,65 nd 680,38 + 16,52 659,44 £3,57 2117,66+24,11 2144,18+10,42
T10 1403,32 + 57,59 nd 812,21 +£22,11 nd 2050,27 +1,79  2188,42 + 23,90
S10 1475,91 +9,08 nd 781,33+ 10,04 766,82+26,97 2095,56 +40,15 2137,09 + 14,98

MD5 1393,36 + 7,50 nd 735,29 + 3,00 779,80 +23,28 1951,14 +£20,43 1840,88 + 19,53
X10 1259,73 + 12,22 nd nd 768,79 £24,78 1969,17 £53,15 1893,16 + 38,82

Feruli¢na kiselina (pg/gsx.)

GW1 3,47 + 0,06 nd nd nd 421 +1,79 11,79 +£ 0,00
T10 3,80+ 0,11 nd nd nd 12,04 +£2,09 16,69 +2,09
S10 3,73 +£0,04 nd nd nd 11,23 +£0,30 14,83 £2,40

MD5 4,95+ 0,15 nd nd nd 11,90 + 0,00 7,65 +0,00
X10 4,12 +0,58 nd nd nd 15,84 +£0,30 10,77 £ 0,30

Epikatehin galat (ug/gsw.)

Gw1 168,75 + 3,24 nd nd nd 384,76 £ 4,17 491,69 + 16,07
T10 221,77 £ 16,62 nd nd nd 566,12 +2,99 628,64 + 5,38
S10 184,63 +7,28 nd nd nd 380,97 + 28,77 660,24 + 32,96

MD5 260,80 + 10,43 nd nd nd 217,55+13,82 370,51 £ 12,62
X10 181,83 £0,81 nd nd nd 553,63 + 33,44 572,00+ 19,41

o-kumarinska kiselina (ug/gsw.)

GW1 13,49 +0,17 58,62 + 2,68 15,05 +0,74 2136 +0,15 49,67 £1,19 98,72 + 6,85
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T10 15,19 + 0,89 93,42 +4,85 161,70 £ 2,54 88,61 = 1,05 48,16 + 4,78 71,61 +2,69
S10 12,78 +£0,58 116,91+ 0,22 102,77 £ 0,30 34,54 +£2,70 63,14 + 0,60 50,01 + 4,79
MD5 14,87 +0,39 75,69 4,73 18,91 + 3,00 7,75+ 1,95 42,28 +0,30 38,03 +0,30
X10 12,64 + 1,57 80,82 + 3,06 44,76 + 3,88 36,95 + 0,00 59,12 +2,99 50,46 + 2,09
Elagi¢na kiselina (ug/gs.w.)
Gwi1 84,07 £ 0,86 nd nd nd nd nd
T10 100,32 £2,25 nd nd nd nd nd
S10 90,88 £ 2,30 nd nd nd nd nd
MD5 87,67 +£297 nd nd nd nd nd
X10 83,06 + 1,90 nd nd nd nd nd
Rutin (ug/gstv.)
GwWi1 159,54 £2,11 nd nd nd nd nd
T10 189,07 £ 5,20 nd nd nd nd nd
S10 152,52 £0,73 nd nd nd nd nd
MD5 196,83 £ 0,92 nd nd nd nd nd
X10 218,63 £9,55 nd nd nd nd nd
Resveratrol (ug/gsw.)
Gwi1 19,93 £ 0,03 nd nd nd nd nd
T10 26,89 + 0,49 nd nd nd nd nd
S10 23,54 +0,29 nd nd nd nd nd
MD5 26,02 £0,70 nd nd nd nd nd
X10 20,26 +£1,38 nd nd nd nd nd
Kamperol (ug/gszv.)
GW1 21,13 £ 0,55 nd nd nd nd nd
T10 20,98 + 0,20 nd nd nd nd nd
S10 23,69 +0,42 nd nd nd nd nd
MD5 25,44 +£0,15 nd nd nd nd nd
X10 20,21 +0,38 nd nd nd nd nd
Kvercetin (ug/gsw.)
GW1 317,88 £2,76 nd nd nd nd nd
T10 395,91 +0,58 nd nd nd nd nd
S10 351,92 +4,97 nd nd nd nd nd
MD5 359,10 +0,23 nd nd nd nd nd
X10 303,78 £2,72 nd nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — Zelu€ana faza, IP — intestinalna faza, nd — nije detektirano. Brojevi indeksa povezani sa
kraticama oznacavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet (tj. OP3 — 3. minuta oralne faze). Sadrzaj
fenola izrazen je kao srednja vrijednost (pg/gdb) + SD

Prema provedenim istrazivanjima (Slika 38 i 39), biodostupnost pojedinih fenolnih spojeva

povecana je nakon in vitro simulirane probave. U slu¢aju galne kiseline, BI je varirao od 16,79
% (MDS5) do 33,32 % (GW1). Za razliku od galne kiseline, u sluc¢aju o-Kumarinske kiseline BI
se kretao od 255,67 % (MDS5) do 731,23 % (GW1) 1 to su bile najvece vrijednosti BI dobivene

u ovom pokusu.
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Slika 38 Indeks biodostupnosti (BI < 100 %) pojedina¢nih fenolnih spojeva nakon provedene probave
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Slika 39 Indeks biodostupnosti (BI > 100 %) pojedina¢nih fenolnih spojeva nakon provedene probave

Ovako visoke vrijednosti BI (Slika 38 i 39) sugeriraju kako je koriSteni material omotac

zapravo izuzetno adekvatan za zastitu polifenolnih spojeva tijekom in vitro simulirane probave.

Antocijanini, koji se obi¢no povezuju s bojom crvenog grozda i koriste se kao prirodni
pigmenti, samo su jedna od podskupina flavonoida. U brojnim studijama spominje se njihovo
antikarcinogeno, protuupalno, antioksidativno (Smeriglio 1 sur., 2016), kardioprotektivno
(Liobikas 1 sur., 2016), antitromboticko (Ku 1 sur., 2016), antiateroskleroticko (Mozos 1 sur.,
2021), kao 1 vazoprotektivno djelovanje (Bell i Gochenaur, 2006). Najzastupljeniji antocijanin
u svim proizvedenim MK je bio oenin klorid s udjelom od 4,848 mg/gs.«. (Tablica 23). Kao Sto
je prethodno navedeno, oenin klorid je antocijanin koji se nalazi u najve¢im koncentracijama u

vecini vrsta crvenog grozda, dok ostali spojevi variraju ovisno o sorti grozda, iako se mirtilin
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klorid i peonidin-3-o-glukozid-klorid takoder Cesto otkrivaju u sastavu raznih tropova grozda
(Martinovi¢ 1 sur., 2023a). Tijekom probave opala je razina svih antocijanina. Mirtilin klorid,
kuromarin klorid, kalistepin klorid i petunidin klorid nisu detektirani u uzorcima tijekom
intestinalne faze probave. Svi ispitani antocijanski spojevi bili su prisutni u uzorcima prije

probave, kao i u uzorcima tijekom oralne faze probave.

Tablica 23 Sadrzaj individualnih antocijana prije i tijekom pojedinih faza in vitro simulirane probave s

enzimima
Antocijan/ Prije Oralna faza Zelutana faza Crijevna faza
uzorak probave OPs3 GPe3 GP123 1P1g3 1P243
Mirtilin klorid (ug/gstv.)

GW1 115,71+ 3,21 34,31+ 2,08 6,63 + 1,64 5,89+ 0,60 nd nd
T10 136,99 £ 0,41 16,37 £2,39 7,92 +0,15 5,39 + 0,75 nd nd
X10 104,35 £ 0,57 38,80 = 1,27 9,29 +1,19 8,13+1,64 nd nd
S10 116,24 +£2,37 27,17 +2,32 15,04 £2,40 8,48 +1,20 nd nd
MD5 114,54 + 0,30 35,90 + 0,60 9,88 £ 0,45 9,77 £0,60 nd nd

Kuromanin klorid (ug/gszv.)

GW1 7,86 £ 0,60 1,11 £0,07 nd nd nd nd
T10 8,37 £0,08 1,90 £ 0,75 nd nd nd nd
X10 7,47 £ 0,03 1,16 +£ 0,30 nd nd nd nd
S10 8,76 +£ 0,03 2,38+0,37 nd nd nd nd
MD5 7,86 +0,26 2,18 +0,38 nd nd nd nd

Kalistepin klorid (ng/gs:v.)

GW1 140,75 +£ 16,88 50,67 + 1,41 12,94 £ 0,45 10,52 +1,19 nd nd
T10 152,60 +2,33 43,88 £2,76 25,98 +£2,39 21,76 £ 0,90 nd nd
X10 127,70 = 1,34 43,76 £ 0,07 27,55+1,34 24,07 £ 0,00 nd nd
S10 144,57 + 2,05 49,53 +£1,72 35,17 £3,00 26,06 + 4,49 nd nd
MD5 144,65 + 0,36 67,45+ 6,01 21,46+ 1,20 14,23 + 4,81 nd nd

Peonidin-3-o0-glukozid-klorid (ug/gs.v.)

Gw1 2,78 +£0,31 29,52+ 1,12 10,73 £1,19 11,68 +0,15 10,31 +2,68 5,89 £ 0,60
T10 2,92 +£0,10 27,99 + 1,34 26,93 +0,45 20,38 +£3,44 13,52+ 1,79 9,51 +1,49
X10 2,29 £0,08 29,77 £ 1,94 21,22 +1,05 16,68 + 0,90 7,39 +£2,09 591+1,19
S10 2,86 £0,02 35,65+ 1,57 31,36 +£2,40 23,63 +1,95 15,68 +5,39 15,04 + 3,30
MD5 2,05+ 0,03 30,75 +2,78 13,38 £2,40 12,96 +£ 1,50 12,11 +0,30 7,01 £0,90

Oenin klorid (pg/gs:v.)

Gw1 727,24 +46,84 363,34 +0,97 148,39 +4,17 131,76 £ 1,49 157,02 +£2,98 132,81 £ 6,25
T10 818,92 £ 4,31 374,26 +0,37 366,08 £8,36 302,18 +43,76 203,63 + 0,00 163,92 +2,99
X10 682,28 + 3,53 356,00+ 1,79 262,04 +6,27 244,19 +4,63 167,02 + 3,28 139,57 + 1,49
S10 771,35+ 4,26 441,78 £434  349,40+2,70 327,68 +41,80 23922+150 215,70+10,19
MD5 77482 +124  370,94+1427 27024+8,71 23125+285 186,11 +12,62  131,72+3,00

Petunidin klorid (ug/gstv.)

GW1 6,31 £2,49 3,42 +£0,37 nd nd nd nd
T10 438+0,01 3,01 0,22 1,16 +0,15 nd nd nd
X10 4,29 +£0,11 1,53 £0,52 nd nd nd nd
S10 4,82 +0,18 1,27 £ 0,30 3,18+ 0,60 nd nd nd
MD5 3,73+£0,27 3,51 £0,30 nd nd nd nd

OP — oralna faza, GP — zeluéana faza, IP — intestinalna faza, nd — nije detektirano. Brojevi indeksa povezani sa
kraticama oznacCavaju vremenski interval kada je odredeni uzorak uzet (tj. OP3 — 3. minuta oralne faze). Sadrzaj
fenola izrazen je kao srednja vrijednost (ng/gdb) £ SD
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Probava je pozitivno utjecala na biodostupnost samo dva antocijana, i to oenin klorida 1
petunidin-3-o-glukozid klorida. BI oenin klorida kretao se od 17,00 % (MD5) do 28,05 % (S10),
dok su BI vrijednosti petudnidin-3-o-glukozid klorida bile u rasponu od 212,12 % (GW1) do
527,54 % (S10). Ono sto je vidljivo iz Slike 40 je da je koriStenje materijala omotaca i1 ko-

omotaca pozitivno utjecalo na biodostupnost dva navedena antocijana.
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Slika 40 Ideks biodostupnosti (BI) pojedinacnih spojeva antocijana nakon provedene probave

4.6. Rezultati ispitivanja stabilnosti mikrokapsula

4.6.1. Rezultati ispitivanja stabilnosti mikrokapsula koristenjem testa
ubrzanog starenja

Amorfni materijali su termodinamicki u neravnoteznom stanju, te stoga teze prijeci u kristalnu
(termodinamicki stabilnu) strukturu tijekom skladiStenja. Brzina ove transformacije
prvenstveno ovisi o temperaturi i relativnoj vlaznosti (RH) zraka (Cujié¢ Nikoli¢ i sur., 2018).
Kada su pohranjeni u okolini s visokom RH, apsorbiraju vlagu i naknadno ponovno
kristaliziraju (Shetty 1 sur., 2020). Za provjeru stabilnosti MC uzeti su uzorci proteina GWO 1
uzorci MC ¢iji su rendgenski difraktogrami (Slika 29a) ukazivali na amorfnu strukturu (TS,
T20, T30; S5, S20, S30; MD2.5, MD10, MD15; X5, X15 i X30) podvrgnuti su testu ubrzanog
starenja kako je opisano u poglavlju 3.3.35. Rezultati analize rendgenske difrakcije MC nakon
testa ubrzanog starenja tijekom 2 tjedna, 1 mjeseca 1 3 mjeseca prikazani su na Slici 41. Nakon

dva tjedna samo se struktura uzorka X30 promijenila iz amorfne u djelomic¢no kristalnu
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strukturu. Svi ostali uzorci ostali su amorfni (Slika 41). Ostali uzorci s dodatkom ksiloze (XS5,

X15) takoder su promijenili strukturu iz amorfne u semi-kristalnu nakon mjesec dana ubrzanog

starenja. Nakon tri mjeseca uzorak S30 i dva uzorka s dodatkom MD (MD15 i MD10) su

pokazali promjenu strukture iz amorfnog u polukristalni oblik. Uzorci S5, S20, T5, T20, T30 i

MD2.5 su dokazali svoju stabilnost jer ni tri mjeseca u uvjetima ubrzanog ispitivanja stabilnosti

nisu uocene strukturne promjene. Amorfna struktura i stabilnost GW praha zadrzana je i nakon

tri mjeseca ubrzanog starenja (Slika 41).

x »
2Theta (Goupled TwoThetaTheta) WL=1,84060

GWD

Ty

T30y,

524

n »
2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1,54060

Zihets (Coupled Tywn Iheta/ | hetal Wi =1 54040

S

MD15,,
MDUL,

MD25y,

Zlvels (Couplend TwaThelaLlela) WL - 153060

(@)

)

Relative intansity (%)

Relative intensity (%

3o

2 EY
2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1,54060

GWo

Relative intensity (%
1yn 0

Relative intensity (%)

Relative i

GWo

2 ]
2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1,54060

5am

A

o 553
Lo A

o

2Theta (Coupled TwoTheta/ Theta) WL = 154060

MD

MD25,, .

T ] o
2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL =1,54060

2Theta (Coupled TivoThetaTheta) W= 1,54060

u ) E
2Theta (Coupled TwoThetaTheta) WL = 1,54060

(b)

et

S E]
2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL = 151060

(©)

Slika 45 XRPD difraktogrami MC oblozenih kombinacijom GW i T, S, MD i X nakon ubrzanog
starenja tijekom: (a) 2 tjedna, (b) 1 mjeseca i (c¢) 3 mjeseca.
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Dodatno, SEM analize MC uzoraka napravljene su nakon tri mjeseca pri uvjetima ubrzanog
testa stabilnosti. Za veéinu uzoraka nisu primije¢ene znacajne promjene u izgledu MC. Za
uzorak X15 postoji prividna Supljina (Slika 42 1). Iz navedenog se moze izvu¢i zakljucak da je
dodatak T, ¢ak i u najmanjim koli¢inama, neophodan za stabilizaciju glavnog materijala
omotaca, jer u uzorcima T5, T20, T30 nije primije¢ena promjena u kristalografskoj strukturi
Cestica. Nadalje, isti rezultati su videni u uzorcima koji su imali najmanju koli¢inu dodane MD

(MD2.5).

x5.02k SE(M)

10.0kV 13.4mm x4.98k SE(M)

_ »

Slika 42 SEM slike uzoraka MC tijekom testa ubrzanog starenja a) GO b) MD2.5, ¢) MD10, d) MDI15,
e) S5, ) S20, g) S30, h) TS, 1) T20, j) T30, k) X5, 1) X15, m) X30 nakon 3 mjeseca u uvjetima
ubrzanog starenja
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4.6.2. Rezultati ispitivanja stabilnosti mikrokapsula nakon jedne godine

skladiStenja pri— 80 °C

Nakon proizvodnje MC kako je navedeno u Tablici 16, dio svakog uzorka je odvojen i

skladiSten u zamrzivacu (SMART-Lab SWUF-80, Witeg, Njemacka) pri -80 °C. Nakon godinu

dana uzorci su odmrznuti, te prema Tolun i sur. (2016), pripremljeni za UHPLC analizu.

Tablica 24 Sadrzaj pojedinacnih fenolnih spojeva u uzorcima MC nakon 1 godine skladiStenja

Fenolni spoj Uzorak C, ng/gs.v.
GW1 939,35+ 10,08
T10 904,46 £ 9,38
Galna kiselina S10 935,36 + 10,65
MD5 962,87 + 6,76
X10 1037,09 + 2,86
Gwi 148,65 + 2,80
T10 143,20 £ 0,53
3,4-dihidroksibenzojeva kiselina S10 119,12 + 1,60
MD5 127,96 + 0,82
X10 139,51 + 3,10
GW1 0,90 £ 0,00
T10 5,67 +£0,22
p-hidroksibenzojeva kiselina S10 5,62+ 0,30
MD5 2,81+0,12
X10 8,73+0,73
GW1 275,75+2,01
T10 251,91 + 37,45
Procijanidin B1 S10 286,95 £23 .31
MD5 290,14 + 2,84
X10 619,45 + 59,33
Gw1 735,62 + 10,02
T10 863,23 + 31,55
Katehin S10 997,30 + 36,44
MD5 1057,22 £ 23,71
X10 616,54 + 15,73
GW1 86,22 +1,51
T10 85,77+1,78
Vanilinska kiselina S10 90,54 £ 0,24
MD5 88,90+ 0,19
X10 35,08+ 2,19
Gw1 nd
Kafeinska Kiselina T10 nd
S10 nd
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MD5 nd
X10 nd
Gw1 24,53+ 2,95
T10 25,31+ 0,35
Klorogenska kiselina S10 25,58 +£ 0,60
MD5 24,68 £ 0,81
X10 32,73+0,83
GW1 833 +1,62
T10 8,13+ 0,60
Siringi¢na kiselina S10 10,05 + 0,82
MD5 14,62 £ 0,66
X10 3,63 £ 0,04
GW1 916,02 + 4,59
T10 1090,51 +47,84
Procijanidin B2 S10 663,59 + 39,90
MD5 770,03 + 10,75
X10 1123,85+20,91
GW1 1386,56+ 29,16
T10 1347,04 £42,28
Epikatehin S10 1173,68 + 16,01
MD5 1262,86 +£ 23,07
X10 1504,23 £ 1,66
GW1 2,16+ 0,00
T10 2,47+0,34
p-Kumarinska Kiselina S10 2,14+£0,10
MD5 2,15+0,09
X10 2,93 +0,09
Gw1 738,89 + 23,17
T10 853,56 +£ 2,40
Galoketehin galat S10 790,01 + 2,10
MD5 794,10 + 11,99
X10 487,52 £ 16,00
GW1 3,63+£0,18
T10 2,37+£0,37
Feruli¢na Kiselina S10 3,35+ 0,06
MD5 1,89 + 0,06
X10 5,05+0,09
GW1 29,48 £ 0,12
T10 36,18 + 2,01
Epikatehin galat S10 45,22 +3,00
MD5 43,33 £ 1,07
X10 52,17 + 0,88
o-Kumarinska kiselina GW1 nd
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T10 nd
S10 nd
MD5 nd
X10 nd
Gw1 2,36 +0,12
T10 3,93+0,36
Elagi¢na kiselina S10 3,68 £0,33
MD5 3,52+0,16
X10 2,52+0,27
GW1 29,76 £ 2,36
T10 32,78+ 0,29
Rutin S10 31,73 £ 1,00

MD5 32,53+ 0,01
X10 37,04 + 1,30

GW1 2,97+ 0,31
T10 4,03+ 0,15
Resveratrol S10 5,13+0,03
MD5 4,87 £ 0,03
X10 3,91+0,27
Gw1i 19,28 £ 0,57
T10 19,33 +0,13
Kaempferol S10 15,38 £ 0,83
MD5 18,65 + 0,37
X10 17,23 £0,34

GW1 337,42 +£3,26
T10 318,39 +2,33
Kvercetin S10 287,98 + 0,62
MD5 285,05 = 0,45

X10 312,57 £ 8,81

Sadrzaj fenola izrazen je kao srednja vrijednost (pg/gs..) £ SD.
Oznaka nd—mnije detektirano.

Kao $to je vidljivo iz Tablice 24 sadrZaj vecine polifenolnih spojeva iz uzoraka MC se nakon
1 godine skladistenja pri -80 °C drasti¢no smanjio. Sadrzaj procijanidina B2, feruli¢ne kiseline
1 kvercetina je ostao gotovo nepromijenjen. Jedine iznimke kod kojih je doslo do povecanja
sadrzaja polifenolnih spojeva jesu galna, p-hidroksibenzojeva 1 vanilinska kiselina. U radu
autora Galani 1 sur. (2017), ispitivan je utjecaj temperature skladiStenja od -21 °C tijekom 15
dana na sadrZaj fenolnih spojeva razlicitih uzoraka voca i povréa. Ono §to je kod njih dokazano
je da skladiStenje voca i1 povréa pri toj temperaturi ima pozitivan utjecaj na sastav pojedinacnih
polifenola, to¢nije na sadrzaj fenolnih kiselina. Naime prema rezultatima navedenih autora,

skladiStenje pri temperaturi od -21 °C, kod vecine uzoraka je uzrokovalo rast sadrzaja fenolnih
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kiselina, posebice galne, vanilinske i elagi¢ne kiseline. Takoder jedan od mogucih razloga
porasta koncentracije navedenih fenolnih kiselina bi mogla biti razgradnja razlicitih antocijana
ili razgradnja slozenijih polifenolnih spojeva na jednostavnije. Smatra se da bi porast sadrzaja
galne kiseline mogao biti uzrokovan razgradnjom oenin klorida i mirtilin klorida, dok bi razlog
porasta sadrzaja 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline mogla biti razgradnja oenin i kuromanin

klorida (Martinovi¢ i sur., 2023b).

Analiziranjem sadrzaja pojedinacnih antocijana nakon godine dana skladiStenja uzoraka na
- 80 °C, vidljivo je da se sadrzaj gotovo svih analiziranih antocijana drasti¢no smanjio (Tablica
25) u usporedbi sa sadrzajem antocijana u tek napravljenim uzorcima MC (Tablica 23). Slicno
ovim rezultatima, prema brojnim drugim autorima, sadrzaj antocijana u razli¢itim vocénim
prahovima se smanjuje tijekom skladistenja, neovisno o kojoj temperaturi skladiStenja se radi
(Fracassetti i sur., 2013; Teleszko 1 sur., 2016; Wilkes 1 sur., 2014). Opcenito antocijani se prema
brojnoj literaturi spominju kao izuzetno nestabilni spojevi, osjetljivi na razne vanjske utjecaje
(Giacosa i sur., 2023; Markakis, 2012; Sinopoli i sur., 2019). Jedina iznimka medu analiziranim
antocijanima je bio kuromanin klorid ¢ije se koncentracija u uzorcima S10, MDS5 1 X10 znatno
povecala u usporedbi sa pocetnom vrijednosti. U radu autora Arslan (n.d.), navodi se kako je
stabilnost antocijana pove¢ana dodatkom saharoze u koncentrat visnje. Moguce je da su se i
tijekom ovih eksperimenata saharoza, maltodekstrin i1 ksiloza pokazali kao izvrsni stabilizatori

antocijana te se stoga koncentracija kuromanin klorida povecala tijekom perioda skladistenja.

Tablica 25 Sadrzaj pojedinacnih antocijana u uzorcima MC nakon 1 godine skladistenja

Antocijan Uzorak C, ng/gs.v.
GW1 0,80 + 0,03
T10 0,88 + 0,06
Mirtilin klorid S10 4,12+0,18
MD5 5,07 +0,20
X10 1,65+0,11
Gw1 0,75+ 0,06
T10 4,10+1,11
Kuromanin klorid S10 96,24 + 0,36
MD5 105,50 +0,99
X10 35,24 + 0,75
GW1 4,82+ 0,28
T10 1,73+0,13
Kalistepin klorid S10 8,94+ 0,03
MD5 11,11+ 0,23
X10 3,48 £ 0,04
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Gw1 0,47 £ 0,01

T10 0,15+ 0,06
Peonidin-3-0-glukozid-klorid S10 1,12+ 0,01
MD5 0,25+ 0,06

X10 0,29+ 0,01

GW1 94,34+ 3,66

T10 97,94 + 0,09
Oenin klorid S10 65,64 + 0,84
MD5 69,27 +0,51

X10 42,24 + 1,52

GW1 5,94 + 0,28

T10 6,89 + 0,34

Petunidin klorid S10 15,69+ 0,01
MD5 15,68 + 0,54

X10 7,12+ 0,08

Sadrzaj antocijana izrazen je kao srednja vrijednost (pg/gs.) = SD
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5. ZAKLJUCCI



Nakon provedenog preliminarnog ispitivanja utjecaja parametara homogenizacije u
ultrazvucnoj kupelji na uspjeSnost inkapsulacije ekstrakta tropa grozda s proteinima GW,

koristenjem metode suSenja rasprsivanjem, moguce je donjeti sljedeéi zakljucak:

v Upotrebom numeri¢ke optimizacije uz postavljanje uvjeta maksimalne uspjeSnosti
inkapsulacijskog procesa 1 minimalnog sadrzaja vlage odredeni su optimalni uvjeti
homogenizacije pojne smjese u vodenoj kupelji — temperatura homogenizacije od 40
°C, vrijeme homogenizacije pojne smjese u trajanju od 17,5 min uz vrijeme stabilizacije

pojne smjese u trajanju od 30 min

Nakon provedenog preliminarnog ispitivanja utjecaja parametara homogenizacije na magnetnoj
mijesalici na uspjeSnost inkapsulacije ekstrakta tropa grozda s proteinima GW, koristenjem

metode susenja raspr$ivanjem, moguce je donijeti sljedeéi zakljucak:

v Upotrebom numeri¢ke optimizacije uz postavljanje uvjeta maksimalne uspje$nosti
inkapsulacijskog procesa 1 minimalnog sadrzaja vlage odredeni su optimalni uvjeti
homogenizacije pojne smjese na magnetnoj mijesalici —temperatura homogenizacije od
50 °C, vrijeme homogenizacije pojne smjese u trajanju od 10 min uz brzinu

homogenizacije od 600 rpm

Nakon provedenog ispitivanja utjecaj parametara suSenja rasprSivanjem na uspjesnost

inkapsulacije ekstrakta tropa grozda s proteinima GW moguce je donijeti sljedece zakljucke:

v' Koristenjem metode odzivnih povrsina i Box-Behnkhen plana pokusa dokazano je da
ispitivani parametri (temperature susenja, protoka pojne smjese i dodatka omotaca)
ostvaruju statisticki znacajan utjecaj na WAIL, WSI, w, EE, HR, CI, AEa, karakteristike
MC

v Neovisno o koriStenim uvjetima homogenizacije, postize se izuzetno uspjeSan
inkapsulacijski proces s uspjeSno$c¢u inkapsulacije od 74,68 do 97,38 %. Prinosi gotovo
svih proba su bili ve¢i od 90 %, jedina iznimka je bila proba suSena pri uvjetima: 160
°C, 10 mL/min, te dodatak omotaca 2 puta veci od suhe tvari prisutne u pojnoj smjesi,
njezin prinos je iznosio 65,41 %

v Upotrebom numeri¢ke optimizacije uz postavljanje uvjeta maksimalne uspje$nosti

inkapsulacijskog procesa i minimalnog sadrzaja vlage odredeni su optimalni uvjeti
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suSenja rasprSivanjem pojne smjese — temperatura od 173 °C, protok pojne smjese od 7

mL/min te dodatak omotaca 2,5 puta veci od ukupne suhe tvari prisutne u pojnoj smjesi

Analizom proizvedenih MC mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

v

SuSenjem rasprSivanjem ekstrakta tropa grozda s GW i dodatkom T, X, S ili MD kao
stabilizatora proteina proizvode se MC visokog Y (91,49 — 99,77 %), s malim udjelom
SPC (4,54 — 22,15 mgGar/gs.v.)

XRPD i1 DSC analizama utvrdeno je da se radi o MC uglavnom amorfne strukture.
Jedine iznimke su uzorci GWI1, T10, S10, X10 i MDS5 kojima je determinirana
djelomicno kristalna struktura koja se moze pripisati prirodno prisutnim Secerima u
uzorku ekstrakta tropa grozda i njihovom vodom induciranom kristalizacijom.
Uzorcima ko-omotaca (TO, X0, SO) odredena je kristalna struktura.

Na temelju izmjerenih vrijednosti kontaktnih kuteva izraunata je polarnost MC koja je
varirala od 36,46 do 48,39 %, iz Cega je zaklju€eno da su sve proizvedene MC bile
hidrofilne

Prosjecna velicina ¢estica MC varirala je od 3,31 do 4,61 pum, a zabiljezene vrijednosti
Sirine raspona su bile niske (1,73 — 2,20), $to upuéuje na ujednacenost Cestica
Vrijednosti gusto¢e MC prije 1 nakon potresanja su niZe u usporedbi s rezultatima drugih
autora, a na temelju izracunatih CI i HR tecivost proizvedenih MC je okarakterizirana
kao losa te vrlo, vrlo losa. Razlog tome moze biti upotreba proteina GW koji u svom
sastavu imaju vecu koli¢inu masti ¢ime se narusava tecivost uzoraka

Vlaga MC je varirala u rasponu od 4,98 do 5,98 %

Provodenjem in vitro ispitivanja otpustanja, vrijednosti kumulativno oslobodenog TPC-
arasle su iz faze u fazu, dosegnuvsi vrijednost od cak 111,92 mggag/gs.v. U intestinalnoj
fazi. U usporedbi s MC koje sadrze MD, X i1 S, MC koje sadrze T su postigle nize
vrijednosti (84,54 mgGar/gs.wv.) kumulativno oslobodenog TPC

Provodenje in vitro simulirane probave imalo je pozitivan u¢inak na bioraspolozivost
pojedinih fenolnih spojeva 1 antocijana. Indeks bioraspolozivosti u slucaju o-
kumarinske kiseline varirao je od 255,67 % do 731,23 %, a u slu¢aju peonidin-3-O-
glukozid-klorida iznosio je 525,93 %

Koristenje T kao materijala ko-omotaca dalo je MC izuzetnu stabilnost ¢ak i nakon 3
mjeseca. Suprotno tome, MC s dodatkom X kao ko-omotaca su pokazale manju

stabilnost, neovisno o kojoj se koncentraciji dodanog ko-omotaca radilo
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v' Nakon godine dana skladiStenja koncentracija nekoliko polifenolnih spojeva,
ukljucujuéi 1 jedan antocijan, se povecala Sto je joS jedna potvrda stabilnosti MC

prilikom koristenja ove kombinacije materijala omotaca i ko-omotaca.
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