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SAZETAK
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ABSTRACT

Cultivated blueberry (Vaccinium corymbosum L.) represents one the richest natural sources
of polyphenols. Numerous studies reported a huge range of biological potential of polyphenols.
The aim of this study was to determine the effect of phenolic extracts from cultivated blueberry
obtained from raw plant material as well as from plant material treated by different techniques
(pasteurization, freeze-drying and the use of high intensity ultrasound) on the oxidative stability
of extra virgin olive oil. In order to enhance the biological potential of different phenolic extracts
from blueberry, the application of oil in water emulsion system was used. Prepared emulsions have
been treated by mechanical and ultrasound of high intensity. Results showed that the oxidative
stability of extra virgin olive oil measured by Rancimat apparatus was significantly prolonged after

the use of phenolic extracts with emulsions.
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1. UvOD

Kultivirane visokogrmne, americke borovnice (Vaccinium corymbosum L.) porijeklom su
iz Sjeverne Amerike te se ve¢ godinama proizvode za komercijalnu upotrebu, dok je u posljednje
vrijeme sve viSe podrucja u Europi na kojima se sade borovnice.

Borovnice (Vaccinium corymbosum L.) se smatraju jednim od najbogatijih izvora fenolnih
spojeva, koji imaju visoku biolosku aktivnost. Predominantni flavonoidi koji se nalaze u
bobicastom vocu su antocijani i flavoni, koji su gotovo isklju¢ivo prisutni u glikoliziranim
oblicima. Antocijani mogu takoder postojati kao diglikozidi ili kao acilirani oblici glikozida. Bilo
je mnogo pokusaja da se odredi sastav i bioloska aktivnost fenolnih spojeva u borovnicama, s
obzirom na jasan odnos fenolnih spojeva u biljnoj hrani s prevencijom kroni¢nih bolesti. Uz ostale
antioksidativne komponente, fenolni spojevi kao prirodni sekundarni metaboliti su se pokazali kao
komponente sa potencijalnim u¢inkom u smanjenju broja oboljenja od kardiovaskularnih bolesti.

Nestabilnost 1 biodostupnost polifenola naveliko ograni¢ava njihove potencijalne pozitivne
u¢inke na zdravlje. Upotreba zaStiCene inkapsulacije i1 sustava dostavljanja mogu poboljSati
stabilnost 1 biodostupnost polifenola. Do danas je razvijen Siroki raspon tehnologija za
inkapsulaciju polifenola. Medu njima, inkapsulacija primjenom emulzijskih sustava se smatra
jednom od najobecavajuc¢ih tehnika za zaStitu i dostavljanje polifenola zbog njezine visoke
ucinkovitosti prilikom inkapsulacije, odrzavanja kemijske stabilnosti fenola i njihovog
kontroliranog otpustanja.

U ovom istrazivanju, ispitan je ucinak fenolnih ekstrakata plodova kultivirane borovnice
tretirane razli¢itim tehnikama obrade na produljenje oksidacijske stabilnosti ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja. Nadalje, u ovom istrazivanju ispitana je primjena razli¢itih emulzijskih sustava
u cilju povecanja ucinka fenolnih ekstrakata borovnice na produljenje oksidacijske stabilnosti

ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja.



2. OPCI DIO

2.1. Klasifikacija fenolnih spojeva

Fenolni spojevi ¢ine raznoliku grupu molekula klasificiranu kao sekundarni metaboliti u
biljkama koje imaju Sirok raspon struktura i funkcija. Mogu se klasificirati u spojeve topljive u
vodi (fenolne kisline, fenilpropanoidi, flavonoidi i kioni), te spojeve koji nisu topljivi u vodi
(kondezirani tanini i hidroksicimetna kiselina vezana za stani¢ne stijenke). Fenolni spojevi
smatraju se jednom od najraSirenijih i kemijski najraznolikijih skupina spojeva u kraljevstvu
biljaka.

Voce sadrzava znacajnu razinu bioaktivnih spojeva koji imaju pozitivne ucinke na zdravlje
osim onih osnovnih nutritivnih vrijednosti. Koli¢ina fenolnih spojeva u voc¢u znatno ovisi, izmedu
ostalog, o stupnju dozrelosti plodova, vrsti, klimatskim prilikama, sastavu tla, geografskoj lokaciji
1 uvjetima skladiStenja . Fenoli su uglavnom klasificirani prema broju fenolnih prstenova koje
sadrze (fenolne kiseline, stilbeni, flavonoidi, lignani i tanini). Svi ovi spojevi imaju jednu ili viSe
hidroksilnih skupina direktno povezanih na aromatski prsten $to karakterizira fenolnu strukturu.

U slucaju flavonoidnih skupina, koje su obi¢no povezane na jednu ili vise molekula Secera
poznati su kao flavonoidni glikozidi, dok ukoliko nisu povezani sa molekulom Secera nazivaju se
aglikoni. Stupanj glikolize direktno utje¢e na antioksidativnu sposobnost flavonoida. Obi¢no,

aglikoni miricetina i kvercetina su aktivniji od njihovih glikozidnih oblika.



Flavonoidi su glavni bioaktivni sastojci koji se nalaze u vocu te su rasporedeni u 6

podklasa: flavonoli, flavanoni, izoflavoni, flavan-3-oli, flavoni i antocijani.*

Slika 1. Osnovna kemijska struktura flavonoida
Izvor slike:
https://www.google.hr/search?q=osnovna+kemijska+struktura+tanina&rlz=1C1AWFC_enHR73
4HR735&source=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiBkonOkuvVAhWDuhoKHdXFCRcQ
AUICigB&biw=1536&bih=710

Flavonoidi ¢ine otprilike dvije tre¢ine prehrambenih fenola i uglavnom su prisutni kao
glikozidi i dijelom kao esteri, dok ih uglavhom ne pronalazimo kao slobodne spojeve.

Flavonoidi ili bioflavonoidi su §iroko rasprostranjeni u vocéu te su prepoznati kao prirodni
antioksidansi; dosad je identificirano vise od 5000 flavonoida .Ove tvari imaju vazne uloge u
obrani biljaka od stresa, kao 1 u zastiti od Stete prouzrokovane patogenima, ranama ili pretjeranoj
izloZzenosti UV svjetlu. Termin flavonoid je obi¢no koriSten za opisivanje Sirokog raspona
prirodnih produkata koji uklju¢uju C6-C3-C6 uglji¢ni kostur ili to¢nije fenilbenzonpiran. Oni su
zasluZni za veéinu Zutih, crvenih 1 plavih boja u vocu .Za ove fitokemikalije se utvrdilo da su
veoma udinkoviti ,,¢ista¢i slobodnih radikala kroz in vitro testove te su veoma vazni antioksidansi
zbog njihovog visokog redoks potencijala.

- lzoflavoni, neoflavonoidi i halkoni

Izoflavoni imaju prsten B spojen na C3 poziciju prstena C. Oni se uglavnom mogu pronaci
u biljkama mahunarkama. Budu¢i da su grahorice, a posebno soja, iznimno vazni dio prehrane u
mnogim kulturama, izoflavoni imaju veliki utjecaj na ljudsko zdravlje. Genistein i daidzein su dva
glavna izoflavona koja se nalaze u soji zajedno s glicetinom, biokaninom A i formonetinom. Oni

su takoder pronadeni i u crvenoj djetelini. Svi ovi izoflavoni su naj¢esée pronadeni u obliku 7-O-


https://www.google.hr/search?q=osnovna+kemijska+struktura+tanina&rlz=1C1AWFC_enHR734HR735&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiBkon0kuvVAhWDuhoKHdXFCRcQ_AUICigB&biw=1536&bih=710
https://www.google.hr/search?q=osnovna+kemijska+struktura+tanina&rlz=1C1AWFC_enHR734HR735&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiBkon0kuvVAhWDuhoKHdXFCRcQ_AUICigB&biw=1536&bih=710
https://www.google.hr/search?q=osnovna+kemijska+struktura+tanina&rlz=1C1AWFC_enHR734HR735&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwiBkon0kuvVAhWDuhoKHdXFCRcQ_AUICigB&biw=1536&bih=710

glukozida i 6"-O-malonil-7-O-glukozida. Neoflavonoidi nisu ¢esti u biljnoj hrani, ali dalbergin je
najée$¢i od njih te je relativno Siroko rasprostranjen u kraljevstvu biljaka. Halkoni otvorenog
prstena se mogu pronaci u vocu poput jabuka , hmelja ili pivima.
- Flavoni, flavonoli, flavanoni i flavanonoli

Ovo su najces¢e podgrupe flavonoida koje se mogu pronaci u biljakama. Flavoni 1
flavanoli, njihovi 3-hidroksi derivati, uklju¢ujuci njihove glikozide, metokside, i druge acilirane
aglikoni flavonola, kvercetin i kempferol, sami imaju najmanje 279 i 347 razlicitih glikozidnih
kombinacija. Broj identificiranih flavanona i njihovih 3-hidroksi derivata (flavanonola, poznatih i
pod nazivom dihidroflavonoli) je zadnjih 15 godina znacajno porastao. Neki flavanoni imaju
jedinstven uzorak substitucije, primjerice prenilirani flavanoni, furanoflavaoni, piranoflavanoni,
benzilirani flavanoni, $to rezultira u velikom broju supstituiranih derivata ove podskupine. Dobro
poznati flavanonol je taksifolin iz citrusnog voca.

- Flavanoli i proantocijanidini

Flavanoli ili flavan-3-oli su ¢esto poznati po zajedni¢kom terminu katehini. Razliciti od
veéine flavonoida, nema dvostruke veze izmedu C2 i C3, te nema C4 karbonila u prstenu 4 na
flavanolu. Ova ¢injenica i hidroksilacija na C3 omogucava flavanolu da ima dva kiralna centra na
molekuli (na C2 1 C3), dakle cCetiri moguca diastereoizomera. Katehin je izomer s trans-
konfiguracijom dok je epikatehin izomer s cis- konfiguracijom. Svaka od ove dvije konfiguracije
ima dva stereoizomera, tj. (+)-katehin, (-)-katehin, (+)-epikatehin, (-)-epiketehin. (+)-katehin i (-
)-epikatehin su dva izomera koja se ¢esto mogu naéi u biljkama. Monomeri flavanola (katehin i
epikatehin), njihovi derivati (npr. galokatehini) su vecinski flavanoli u listi¢ima ¢aja i kakao
zrnima (Cokoladi). Katehin i epikatehin mogu formirati polimere, koji se Cesto nazivaju i
proantocijani buduc¢i da je cijepanje polimerskih lanaca Kkatalizirano kiselinom proizvodi
antocijanidine.

Proantocijanidini se tradicionalno smatraju kondeziranim taninima. Flavanoli i oligomeri
(koji sadrzavaju 2-7 monomerske jedinice) su poznati kao snazni antioksidansi, koji se povezuju s
nekoliko vaZznih uc¢inaka na zdravlje. Ovisno o interflavanskoj vezi, oligomerski proantocijanidini
mogu imati strukturu tipa A u kojoj su monomeri povezaniC2-O-C7 ili C2-O-C5 vezom, ili tipa B
u kojoj su uobicajene C4-C6 ili C4-C8 veze. Procijanidin C1 je trimer. Isto tako, flavanoli iz ¢aja

mogu formirati jedinstvene dimere kao $to su teaflavin kad dode do fermentacije.



- Antocijanidini

Antocijanidini su glavne komponente crvenih, plavih i ljubicastih pigmenata kod veéine
latica cvijeca, voca i povrca, te odredenih vrsta zitarica, npr. crne rize. Antocijanidini u biljkama
uglavnom postoje u glikozidnim oblicima za koje se Cesto kaze da su antocijani. Cijanidin,
delfinidin 1 pelargonidin su najrasireniji antocijanidini, uz jos vise od dvanaest drugih monomera
antocijanidina (ukupno 31 antocijanidina). Ustvari, 90% struktura antocijanidina se temelji na
cijanidinu, delfnidinu i pelargonidinu i njihovim metiliranim derivatima. Ukupni broj od vise od
500 poznatih antocijana, ovisno o hidroksilaciji, uzorcima na prstenu B i glikolizaciji s razli¢itim
Se¢ernim jedinicama. Boja antocijana je pH-ovisna, tj. crvena u kiselim uvjetima, a plava u
bazi¢nim uvjetima. Ipak, drugi faktori kao Sto su stupanj hidroksilacije ili uzorak metilacije na
aromatskim prstenovima i uzorak glikolizacije, tj. Secer vs. acilirani Se¢er mogu isto tako utjecati
na boju antocijana. Antocijani su kemijski stabilni u kiselim otopinama.?

Druga najvaznija skupina fitokemikalija obuhvaéa fenolne kiseline koje predstavljaju
gotovo cijelu tre¢inu preostalih prehrambenih polifenola 1 oni su prisutni u vocu u vezanom obliku.
Ove supstance su podijeljene u dvije podgrupe: derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline. Za razliku od drugih fenolnih spojeva, ove dvije kiseline predstavljaju kiselinski karakter
koji ovisi o prisutnosti jedne karboksilne skupine u molekuli. Spojevi hidroksicimetne kiseline su
uglavnom prisutni kao derivati s C6-C3 kosturom. Feruli¢na kiselina, p-kumarinska kiselina i
kafeinska kiselina su samo neki od primjera ove iz ove skupine. Hidroksibenzojeve kiseline (C6-
C1) nalaze se u raznom vocu 1 uglavnom se javljaju kao esteri. Naj¢eS¢e fenolne kiseline nadene

U Vocu u ovoj kategoriji su galna, vanilinska, elaginska 1 siriginska kiselina.

Slika 2. Kemijska struktura hidroksicimetne kiseline

Izvor slike: http://atelim.com/nutricionizam-Kristina-greblo-5276n-antioksidativno-i-

antimikr.html?part=3
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Slika 3.Kemijska struktura hidroksibenzojeve kiseline
Izvor slike:

http://atelim.com/nutricionizam-kristina-greblo-5276n-antioksidativno-i-antimikr.html?part=3

Tanini su treca klasa polifenola koji se nalaze u voc¢u te su najcesc¢e prisutni kao fenolni
polimeri. Tanini su opore i gorke supstance razli¢ite molekularne mase i neke od njih, posebno
hidrolizabilni tanini, su topljivi u vodi. Oni su skupina polihidroksi-flavan-3-ola oligomeri i
polimeri s ugljik-ugljik vezom izmedu flavanolskih podjedinica .Tanini imaju sposobnost
talozenja proteina. Dva glavna tipa tanina su kondenzirani i hidrolizabilni. Galotanin ili taninska
kiselina su vrste hidrolizabilne kiseline pronadene u vocu. Kondezirani tanini (proantocijanidini)
su glavni fenolni spojevi pronadeni u grozdu. Proantocijanidini, kada dodu u kontakt sa salivarnim
proteinima, su odgovorni za oporost kod voca.

Stilbeni su skupina deriviranih fenilpropanoid spojeva koje karakterizira 1,2-
difeniletilenski kostur (C6-C2-C6). U ljudskoj prehrani su prisutne niske koli¢ine stilbena, a njihov
glavni predstavnik je resveratrol, uglavnom u glikoliziranom obliku. Resveratrol je fitoaleksin.
Ova supstance se uglavnom proizvode u grozdu kao odgovor na ozljedu i gljiviénu infekeiju, a
glavni prehrambeni izvor resveratrola je pokoZica crvenog grozda. Nekoliko istrazivanja je
pokazalo da resveratrol ima sposobnost prevencije raka i koronarnih, neuroloskih 1 degeneratvnih
bolesti. Resveratrol prisutan u crvenom vinu je povezan s tzv. Francuskim paradoksom odnosno
zakljuccima studije koja je pokazala da Francuzi pate od relativno niske ucestalosti koronarnih
sr€anih bolesti iako je njihova prehrana relativno bogata zasi¢enim mastima. Nadalje, ucestalost
src¢anih infarkata u Francuskoj je oko 40% niza nego u ostatku Europe za Sto se smatra da je
zasluZzna kontinuirana i umjerena konzumacija proizvoda od grozda, posebice crvenog vina, koja

igra klju¢nu ulogu u prevenciji sr¢anih bolesti.
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Peta skupina polifenola obuhvaca lignane, veliku raznovrsnu grupu individualnih struktura
koji se uglavnom sastoje od dvije fenolpropanoidne jedinice povezane preko njihova bo¢nog lanca
C8ugljika, koji se obi¢no pojavljuju kao glikozidi. Lignani su jedna od ve¢ih skupina fitoestrogena

koji su kemikalije sli¢ne estrogenu.’



2.2. Fenolni spojevi iz kultivirane borovnice ( Vaccinium corymbosum L.)

Borovnice (Vaccinium corymbosum L.) se smatraju jednim od najbogatijih izvora fenolnih
spojeva te one sadrze znacajne koli¢ine antocijana, flavona, klorogenske kiseline i procijanidina,
koji imaju visoku bioloSku aktivnost. Predominantni flavonoidi koji se nalaze u bobi¢astom vocu
su antocijani 1 flavonoli, koji su gotovo iskljucivo prisutni u glikoliziranim oblicima. Antocijani
mogu takoder postojati kao diglikozidi ili kao acilirani oblici glikozida. Uz ostale antioksidativne
komponente, fenolni spojevi kao prirodni sekundarni metaboliti pokazali su se k vrijednima u
smanjenju pojave kardiovaskularnih bolesti. Zastitni u¢inci bi mogli biti posljedica njihovih
svojstava: hvataci slobodnih radikala, spojevi koji imaju sposobnost donirati vodik i uhvatiti
singletni Kisik i/li kelatori metalnih iona.’

Medu sekundarnim biljnim metabolitima pronadenima u borovnicama, flavonoidna
podklasa antocijana je zaokupila najvise paznje; iako su flavanoli (uglavnom derivati kvercetina),
fenolne kiseline (kafeinska, klorogenska, p-kumarinska i feruli¢na kiselina) i proantocijanini

takoder prisutni .

Vocée-kultivirana borovnica, Vagceinium corymbosum L.

Sadrzaj ukupnih polifencla. -~ 223,41 mg /100 g FW
‘Sadrzaj ukupnih antocijana -~ - 164,37 mg /100 g FW

Slika 4. Sadrzaj ukupnih fenola i antocijana u kultiviranoj borovnici(Vaccinium corymbosum L.)

http://phenol-explorer.eu/contents/food/95
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2.3.Stabilnost fenolnih spojeva (¢imbenici okoliSa, uvjeti u probavnom
sustavu)

Postoji mnogo ¢imbenika koji utjeCu na fenolni sastav i antioksidativhu sposobnosti
borovnica. Rezultati dobiveni razli¢itim studijama sugeriraju da na sastav i sadrzaj fenolnih
spojeva u borovnicama utje¢e vrsta, sezona uzgoja i lokacija uzgoja. Varijacija u ukupnom broju
fenolnih spojeva, antocijana, flavonoida i vo¢noj masi medu razli¢itim genotipovima je bila mnogo
veéa nego ona koju se promatralo izmedu dvije sezone uzgoja, Sto ukazuje na to da genetika igra
vazniju ulogu od sezone uzgoja na fenolni sastav borovnica. Kombinirani u¢inak sezone uzgoja i
genetike na antocijane i vo¢nu masu pokazuje da okoliSni uvjeti rasta mogu imati znacajan utjecaj
na razine fenolnih spojeva u borovnicama. Nadalje, genotipovi s manjim plodovima su imali vecu
razinu ukupnih fenolnih spojeva, antocijana i flavonoida nego li genotipovi velikih borovnica.?

U literaturi su takoder dostupne informacije o promjenama fenolnog sastava i
antioksidativnog djelovanja tijekom skladiStenja i rukovanja poslije berbe , kao i tijekom obrade.
Zakljuceno je da na sadrzaj fenola u bobicastom vocu ne utjecu samo genetske razlike, uvjeti u
okolisu prije berbe, ve¢ 1 stupanj zrelosti tijekom berbe. U tom pogledu, pokazalo se da se
akumulacija antocijana nastavlja i nakon perioda optimalne zrelosti (kod prezrelih borovnica), kao
i nakon njihove berbe i tijekom skladistenja.*

Apsorpcija, distribucija, metabolizam 1 izlu¢ivanje flavonoida i povezanih fenola nakon
njihove konzumacije su teme koje su sve vise 1 viSe u fokusu novijih istrazivanja. Nakon
konzumacije, dolazi do apsorpcije nekih, ne svih, komponenata u krvozilni sustav tankog crijeva.
Obic¢no se apsorpcija flavonoid glikozida, povezuje s cijepanjem i otpustanjem aglikona kao
rezultat djelovanja laktaze-florizin hidrolaze (LPH) na tzv. Cetkastoj granici (brush border)
epitelnih stanica tankog crijeva.®

Prije nego Sto prijedu u krvotok, aglikoni prolaze kroz jedan stupanj faze Il metabolizma
formiranja sulfata, glukurondin i/li metilirani metaboliti preko odgovarajueg djelovanja
sulfotransferaze (SULTS), uridin-5'-difosfat glukuronosiltransferaze (UGT) i katehol-O-
metiltransferaze (COMTS). Isto tako, dolazi do isticanja nekih metabolita natrag u lumen tankog
crijeva, 1 smatra se da ovaj proces ukljucuje ¢lanove adenozin trifosfat-vezajuce kazete (ABC)
obitelji prijenosnika, ukljucujuéi i protein zaduzen za otpornost na visestruke lijekove (MRP) i P-

glikoprotein Jednom kada dodu u krvotok, metaboliti brzo dodu do jetre gdje se mogu podvrgnuti



sljedecoj fazi Il metabolizma, te enterohepatska recirkulacija moze rezultirati reciklazom natrag u
tanko crijevo.

Konjugati polifenola sa Se¢ernim polovicama koji su otporni na djelovanje LPH/CBG nisu
apsorbirani u tanko crijevo u nikakvoj koli¢ini ve¢ prelaze direktno u debelo crijevo. Analiza
crijevnih fluida skupljenih iz ileostome nakon konzumacije raznolike hrane je pokazala da ¢ak i
kada su prehrambeni (poli)fenoli apsorbirani u proksimalnom GIT-u, znacajne koli¢ine svejedno
prolaze iz tankog u debelo crijevo, gdje crijevna mikrobiota cijepa konjugirane polovine, a aglikoni
koji su rezultat toga procesa su podvrgnuti cijepanju prstena $to vodi do proizvodnje manjih
molekula, uklju¢ujuéi fenolne kiseline i hidroksicinamate.’

Zdravstveni ucinci polifenola ovise 1 o njihovom unosu 1 o biodostupnosti koje mogu
znacajno varirati. lako su veoma obilni u nasoj ishrani, proantocijani su ili veoma lose apsorbirani
ili nisu uopée apsorbirani te je stoga njihova aktivnost ograni¢ena na crijevni trakt. Pokazalo se da
isto vrijedi i za antocijane, osim ako neki od njihovih metabolita nisu jos$ identificirani, ali su dobro
apsorbirani. Unosi flavonola monomera, flavona i flavanola su relativno niski, a koncentracije u
plazmi rijetko prijedu 1 pmol/L. zbog ogranicene apsorpcije i brze eliminacije. Flavanoli i
izoflavanoli su flavonoidi s najboljim profilima biodostupnosti i koncentracija plazme moze doseci
Sumol/L. Ipak, distribucija ovih spojeva je ograni¢ena na citruse i soju. Konac¢no, hidroksicimetne
kiseline su pronadene u razli¢itim vrstama hrane, Cesto u visokim koncentracijama, ali
esterifikacija smanjuje njihovu intestinalnu apsorpciju. Kao opc¢e pravilo, metaboliti polifenola su
brzo eliminirani iz plazme, $to ukazuje na to da konzumacija biljnih proizvoda na dnevnoj bazi je
potrebna kako bi se zadrzala visoka koncentracija metabolita u Krvi.

Nedavne studije su znacajno povecale znanje o koncentraciji plazme i urinarnom
izlu¢ivanju polifenolnih metabolita kod ljudi. Ipak, vrijednosti za ove varijable se ne ¢ine dobro
povezane s koncentracijama izmjerenima u tkivima. Dostupni podatci, uglavnom oni dobiveni iz
istrazivanja na zivotinjama, ukazuju na cinjenicu da se neki polifenolni metaboliti mogu
akumulirati u odredenim odredi$nim tkivima umjesto da samo balansiraju izmedu krvi i tkiva.
Prisutni metaboliti mogu se razlikovati izmedu tkiva I plazme, a priroda ovih metabolita se mora
podrobnije razjasniti. Potrebno je joS$ istrazivanja na zivotinjama kako bi se istrazio intracelularni
metabolizam 1 akumulacija polifenolskih metabolita u specifiénim organima. Ipak, neke vazne
razlike mogu postojati izmedu zivotinja i ljudi u nekim metaboli¢kim procesima, osobito u

procesu konjugacije.
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Pojam biodostupnosti integrira nekoliko varijabli, kao S§to su intestinalna apsorpcija,
izluGivanje glukoronida prema intestinalnom lumenu, metabolizam mikroflore, instestinalni i
hepatski metabolizam, kinetiku plazme, prirodu cirkuliraju¢ih metabolita, vezanje na albumin,
stani¢ni unos, intracelularni metabolizam, akumulacija u tkivima, te bilijarno i urinarno
izlu¢ivanje. PoteSkoca lezi u integraciji svih informacija i povezivanju varijabli s u¢incima na
zdravlje na razini organa. Ovi zadatci su joS i tezi time Sto relativna masa svake varijable moze
ovisiti o polifenolu koji se promatra. Neki polifenoli se manje u¢inkovito apsorbiraju nego drugi,
ali, ipak, dosegnu ekvivalentne koncentracije plazme zbog nizih lu¢enja prema intestinalnom
lumenu 1 nizih metabolizama i eliminacije.

Bolje znanje o biodostupnosti je esencijalno radi istraZivanja ucinaka polifenola na
zdravlje, neovisno o pristupu koji se koristi. Cinjenica da aglikoni nisu vazni metaboliti u krvi
,zbog ekstenzivnih intestinalnih i hepatskih konjugacija, se dosad naveliko ignorirala, te mnoga
in vitro istraZivanja o mehanizmima djelovanja polifenola se i dalje koncentriraju na aglikone ili
glikozide umjesto na identificirane metabolite, ¢esto u koncentracijama koje se realno ne mogu
dobiti u tijelu. Dakle, od esencijalne je vaznosti potvrditi uc¢inke uocene s aglikonima kroz
istrazivanja koriste¢i fizioloS§ke koncentracije metabolita uistinu pronadenih u tijelu.

IstraZivanja o biodostupnosti polifenola bi nam konacno trebala dopustiti da poveZemo
unos polifenola s jednim ili nekoliko preciznih mjerenja biodostupnosti (kao Sto su koncentracija
kljucnih bioaktivnih metabolita u plazmi 1 tkivu) s potencijalnim ucincima na zdravlje u
epidemioloSkim studijama. Mora se do¢i do znanja o ovim povezanostima usprkos poteSko¢ama
vezanima uz viSu raznolikost polifenola, njihovu razliitu biodostupnost, 1 visoki stupanj
interindividualne varijabilnosti koji je uocen u nekim metabolickim procesima, posebno u onima

u kojima je ukljuéena mikroflora.®
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2.4. Tehnike inkapsulacije u cilju povecanja stabilnosti fenolnih spojeva

Nestabilnost 1 biodostupnost polifenola naveliko ogranicava njihove potencijalne pogodne
ucinke na zdravlje u pogledu prevencije starenja, raka, upala i neurodegenerativnih bolesti.
Upotrebom zasti¢ene inkapsulacije i sustava dostavljanja moze se poboljsati stabilnost i
biodostupnost polifenola. Do danas se razvio Siroki raspon tehnologija za inkapsulaciju polifenola.
Medu njima, inkapsulacija primjenom emulzija se smatra jednom od najobec¢avajucih tehnika za
zaStitu i dostavljanje polifenola zbog njene visoke ucinkovitosti prilikom inkapsulacije, odrzavanja
kemijske stabilnosti spojeva i njihovog kontroliranog otpustanja.

Upotreba inkapsuliranih polifenola umjesto slobodnih molekula poboljSava i stabilnost 1
biodostupnost molekula in vivo te in vitro. Ve¢ su ustanovljeni mnogi sustavi dostavljanja za
polifenole bazirani na emulzijama i oni ukljucuju jedinstvene, viSestruke i nano-emulzije. Ipak,
varijacije u kompoziciji i tehnologijama pripreme rezultiraju formiranjem niza emulzija novih
svojstava s ogromnim potencijalom za dostavljanje polifenola ili drugih bioaktivnih nutrijenata,
primjerice koriste¢i nezasi¢ene masne kiseline kao uljnu fazu §to se moze posti¢i dostavljanjem
viSestrukih nutrijenata u isto vrijeme. Nadalje, vrlo je mali broj istrazivanja provedenih o in vivo
apsorpciji, prijenosu i otpustanju polifenola preko inkorporiranih emulzija, koje su klju¢ne za
dublju i $iru primjenu. Stoga, potrebno je sistemati¢no i intenzivno istrazivanje metabolizma i
fizioloSkih ué¢inaka inkapsuliranih polifenola ili drugih potencijalnih bioaktivnih nutrijenata in
vivo.”

Razvio se Siroki raspon tehnologija kako bi se inkapsulirali polifenoli, ukljucujuéi susenje
sprejom, koacervaciju, emulzije, liposome, micele, nanocestice, ledeno susenje, kokristalizaciju i
inkapsulaciju gljivica. Svaka od ovih tehnologija ima svoje specifi¢ne prednosti i mane u
inkapsulaciji, zastiti, dostavljanju, troskovima, statusu regulacije, lako¢i koristenja,
bioraspadljivosti i biokompatibilnosti. Medu ovima, za emulzije se najvise smatra jednim od
najpopularnijih sustava inkapsulacije i dostavljanja za Siroki raspon lipofilnih, hidrofilnih 1
amfifilnih bioaktivnin molekula zbog njihove izrazito ucinkovite inkapsulacije, odrzavanja
kemijske stabilnosti inkapsuliranih molekula i kontroliranog otpustanja. Nadalje, neki polifenoli,

VR

slobodnim molekulama.’
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UnatoC Cinjenici da su primijeceni znacajni terapeutski ucinci polifenola koji su bili
potvrdeni i u in vitro te u in vivo istrazivanjima, primijetilo se da postoje i odredena ogranic¢enja.
Ukratko, ¢etiri su glavna problema u njihovoj primjeni: slaba topljivost u vodi §to sa sobom povlaci
slabu biodostupnost, npr. kurkumin, resveratrol, kvercetin i elaginska kiselina; nestabilnost kada
su izlozeni svjetlu 1/li odredenim pH uvjetima, npr. resveratrol, kvercetin ili elaginska kiselina;
slaba oralna i gastrointestinalna apsorpcija (zbog degradacije, niske propusnosti ili brzog
metabolizma), npr. Epigalokatehin galat, kurkumin, resveratrol, kvercetin ili elaginska kiselina; i
veoma kratak polu-zivot i brza eliminacija iz tijela, npr.Epigalokatehin galat, resveratrol ili
elaginska kiselina. Svi ovi ¢imbenici mogu voditi ka gubitku u biodostupnosti ovih spojeva i

smanjenim pozitivnim uéincima na zdravlje. ’
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2.4.1.Primjena emulzijskih sustava

Emulzija se sastoji od dvije nemjesljive tekucine, obi¢no ulje i voda, od ¢ega je jedna
tekucina rasprSena u obliku malih sferi¢nih kapljica u drugoj. Emulzije se mogu klasificirati prema
relativnoj prostornoj distribuciji ulja i vodene faze. Sustav koji se sastoji od uljnih kapljica
rasprSenih u vodenoj fazi naziva se emulzija ulje-u-vodi (U/V), npr. mlijeko i juhe; dok se sustav
koji se sastoji od kapljica vode rasprSenih u uljnoj fazi naziva emulzija voda-u-ulju (\VV/U), npr.
maslac. U posljednja dva desetljeca, su se uspjeSno razvile razliCite emulzije s pozeljnim
strukturama 1 svojstvima za zaStienu inkapsulaciju i dostavljanje mnogih vrsta bioaktivnih
nutrijenata sa znacajnim pozitivnim u¢incima na zdravlje. Emulzije su, stoga, esencijalni sustavi
inkapsulacije u mnogim primjenama, posebno u prehrambenoj industriji. Formulacija, odnos
struktura-funkcionalnost i ponasSanje emulzija prilikom dostavljanja su takoder u fokusu
istrazivanja. ’

Konvencionalne ulje-u-vodi emulzije (U/V) se sastoje od kapljica ulja rasprsenih u vodenoj
kontinuiranoj fazi, s tim da su kapljice ulja okruzene tankim grani¢nim slojem koji se sastoji od
molekula emulgatora. Koncentracija i distribucija veliine Cestica kapljica ulja u emulzijama se
moze kontrolirati tehnologijama omjera i pripreme uljne faze. Kapljice ulja obi¢no imaju dijametar
izmedu 0,1 1 100 pum, dok je grani¢ni sloj opcenito debeo izmedu 1 nm 1 10 nm za emulgatore, npr.
povrSinski aktivne tvari, fosfolipidi, proteini ili polisaharidi. Elektri¢ni naboj na kapljicama se
moze kontrolirati tako §to se odabere emulgator s prikladnim nabojem, koji moze biti pozitivan,
bez naboja i negativan.

Niz raznih metoda moze biti koriSten kako bi se pripremili polifenoli inkapsulirani u U/V
emulzijama, a klasi¢ni uredaj dizajniran da provede ovaj proces naziva se homogenizator.
Priprema sustava emulzije direktno iz dvije odvojene tekuéine se moZe smatrati primarnom
homogenizacijom, dok se redukcija veli¢ine kapljica u ve¢ postoje¢im emulzijama definira kao
sekundarna homogenizacija; priprema emulzija uvijek podrazumijeva koriStenje jedan ili oba
procesa homogenizacije. Na svojstva emulzije pripremljene homogenizacijom Cesto uvelike utjecu
uvjeti pod kojima se odvija homogenizacija, ukljucujuéi temperaturu, tlak i cikluse. Ova svojstva
uglavnom ukljucuju veli¢inu kapljice, stabilnost i viskoznost. Dakle, mogu se dobiti emulzije s
poZeljnim svojstvima na nacin da se kontroliraju uvjeti homogenizacije za ciljanu inkapsulaciju 1

dostavljanje polifenola. ’
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U/V emulzije pokazuju mnogo potencijalnih prednosti za inkaspulaciju i sustave
dostavljanja za lipofilne polifenole. Prvo, fizicka i kemijska stabilnost polifenola moZze biti dobro
zaSti¢ena tako da se dizajnira grani¢ni sloj ulje-voda ili da se kontrolira fizicka lokacija polifenola.
Nadalje, moguce je dizajnirati emulzije s razli¢itim reoloskim svojstvima, koja mogu imati neke
specificne primjene u dostavljanju lipofilnih polifenola. Potom, U/V emulzije se mogu koristiti u
mokrom stanju ili se mogu osuSiti u ¢vrsti prah, $to uvelike olakSava njihovu obradu,
transportaciju, skladistenje i, naposljetku, primjenu u inkapsulaciji i dostavljanju polifenola.

Unato¢ tome da su U/V emulzije nasiroko koriStene kao sustavi vezanih raznih bioaktivnih
nutrijenata te pokazuju ogroman potencijal, postoje i neki nedostatci. Primjerice, U/V emulzije su
obi¢no osjetljive na okolisni stres kao Sto je toplina, hladenje, ekstremne pH koncentracije 1
koncentracije soli; sve ovo moze voditi njihovoj fizickoj i kemijskoj nestabilnosti, npr. vrhnjenju,
flokulaciji, koagulaciji, lomljenju i Ostwaldovom zrenju za Ceste fizicke nestabilnosti te oksidaciji
1 hidrolizi za Ceste kemijske nestabilnosti. Postoji moguénost da sve ove nestabilnosti mogu
prouzrokovati Stetu ili ¢ak kvar emulzija, te ¢e zato smanjiti fizicku i kemijsku stabilnost
inkapsuliranih polifenola i njihove pozitivne ucinke na zdravlje. Potrebne su emulzije sa

sofisticiranijim strukturama za neke posebne primjene.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali — uzorci borovnice

U istrazivanju su koristeni uzorci plodova borovnice koji su nabavljeni na trznici u Splitu,
u srpnju 2015. godine. Uzorci su raspodijeljeni u tri grupe: jedna skupina plodova koja se koristila
kao uzorak borovnice u svjezem stanju (koriStena je odmah nakon nabavke na nacin da je
ekstrahirana frakcija fenolnih spojeva koja je do daljnjih analiza pohranjena na temperaturi od —
20 °C). Druga grupa plodova odmah nakon nabavke je liofilizirana u uredaju za liofilizaciju
(Labconco, SAD), na Institutu za jadranske kulture i melioraciju krSa u Splitu, pri temperaturi od
— 55 °C. Treéa grupa plodova je pohranjena na temperaturi od — 20 °C, do trenutka kada je u
Laboratoriju za procesno-prehrambeno inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu obradena ultrazvuénim procesorom visokog intenziteta (model UP 400 S,

proizvodac ,,dr. Hielscher GMBH, Tetlow, Njemacka).

Tablica 1. prikazuje eksperimentalni dizajn tretmana ultrazvukom visokog intenziteta (preuzeto iz

diplomskog rada Zvonimira Mostarca, 2016)

Tablica 1.: Dizajn tretmana uzoraka borovnice ultrazvukom visokog intenziteta

Amplituda Tretman

Uzorak P vrijeme P(W) T1(°C) T2(°C)
(%) (min)

Al 100 6 60 7 72

A2 50 6 37 10 50

A3 50 9 30 10 66
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A4 100 52 12 78
A5 75 45 12 65
A6 50 45 15 45
AT 75 48 15 68
A8 75 57 17 45
A9 100 70 16 35
Al0 75 47 19 50
All 75 42 21 70

Ukupno 11 uzoraka smrvljenih plodova borovnice obradeno je sondom pri ¢emu su koriStene

razliCite temperature tretmana, razlicita snaga te razli¢ito vrijeme trajanja postupka obrade.

P — Snaga (W)

T1 — Pocetna temperatura

T2 — Krajnja temperatura

17



Na slici 5. prikazana je schema raspodjele i obrade uzoraka plodova kultivirane borovnice.

svjeii

liofilizirani

pasterizirani Uzv
visokoga
\ intenjiteta

f

ekstrakcija fenolnih spojeva
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3.2. Postupak ekstrakcije fenolne frakcije iz plodova borovnice

Prije ekstrakcije uzorci borovnice usitne se u mikseru. U Erlenmayerovu tikvicu odvaze se
2 g+0,001 g uzorka, doda se 8 mL 80 % vodene otopine metanola (v/v) koji sadrzi 1 % mravlje
kiseline (v/v), smjesa se propuse inertnim plinom dusikom te se postupak ekstrakcije provodi na
ultrazvucnoj kupelji pri 50 °C tijekom 15 minuta. Po zavrSetku ekstrakcije, ekstrakt se profiltrira
kroz filter papir Whatman br. 40 (Whatman InternationalLtd., Velika Britanija) u odmjernu tikvicu
od 10 mL i nadopuni otapalom za ekstrakciju do oznake. Slika 5 prikazuje uzorke fenolnih frakcija

kultivirane borovnice tretirane razli¢itim tehnikama obrade.

Slika 6. Uzorci fenolnih ekstrakata kultivirane borovnice
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3.3. Priprema emulzijskih sustava

Mikroemulzije su pripremljene koriste¢i ekstra djevicansko maslinovo ulje kao uljnu fazu, vodu,

etanol i tween 80 u razli¢itim omjerima.

Emulzija 1:

- 20 g maslinovog ulja
- 10gvoda
- 63 g TWEEN

- 7getanol

Emulzija 2:

- 10 g maslinovo ulje

- 20gvoda

- 7getanol

- 639 TWEEN

Prvi nacin pripreme emulzijskih sustava ukljucuje homogeniziranje smjese sastojaka u
emulzijama koriste¢i mehanicki homogenizator Ultra-turaxx (IKA Ultra-turrax T25 Digital
Homogenizer) tijekom 10 minuta. Drugi nain pripreme emulzijskih sustava ukljucivao je
primjenu ultrazvuénog homogenizatora (Ultrasonic Lab Homogenizer UP200S (Hielscher,
Germany), frekvencije od 20 kHz, amplitude 70%, tijekom perioda od 5 minuta. Omjer
surfaktant:kosurfaktant,tween 80 i etanol bio je 9:1. Smjese su daljnje karakterizirane kako je

prikazano na slici 7.
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Slika 7. Homogenizirane emulzije

Tween 80 / ethanol (9:1)

0.0

1.0

Sample 2 Sample 1
* *

- - — —— 00
Water 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 OliveOil

Slika 8. Ternarni fazni dijagram dodatka tween 80/etanol (9:1) - u mjeSavini voda — ekstra
djevicansko maslinovo ulje na 25 stupnjeva C. Uzorci 1 i 2 predstavljaju spojeve monofaznih,
Cistih, makroskopski homogenih mjesavina koje tvore mikroemulzije. Vrijednosti su dane u

masenom udjelu.
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3.4. Rancimat metoda

Poznavanje oksidacijske stabilnosti ili odrzivosti biljnih ulja vazno je kako bi se unaprijed
moglo odrediti vrijeme za koje se ulje moze sacuvati od jace izrazene oksidacije, bez bitnih
promjena kvalitete.

Oksidacijska stabilnost ispitivanih biljnih ulja odredena je testom ubrzane oksidacije ulja
Rancimat testom (ISO 6886:1996). Ovaj test temelji se na ubrzanom kvarenju biljnih ulja pri
poviSenim temperaturama uz konstantan dovod zraka odredene brzine protoka u uzorak ulja.
Indukcijski period (IP) oksidacije ulja odreduje se na osnovi koli¢ine izdvojenih kratko lanc¢anih
hlapljivih organskih Kiselina, uvedenih u demineraliziranu vodu te mjerenjem porasta vodljivosti
indirektno se prati tijek oksidacijskog kvarenja ulja.

Dobivena vrijednost indukcijskog perioda (vrijeme u satima) ukazuje na otpornost
ispitivanog ulja prema oksidaciji. Ako je vrijednost indukcijskog perioda veéa tada je veca i
oksidacijska stabilnost ili odrzivost ulja. ®

Koristen je automatski uredaj za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja Rancimat model
743 (Metrohm, Svicarska), kod uvjeta rada: masa uzorka ulja 3,0 g, temperatura 121,6 o C, protok
zraka 9 L/h. Dobiveni rezultat je izraZzen kao indukcijski period (IP) u satima.

Vrijeme indukcije (indukcijski period) predstavlja broj sati potreban da analizirano ulje
dostigne vrijednost peroksidnog broja od 5 mmol O /kg. Odredivanje oksidacijske stabilnosti
svih uzoraka ulja provedeno je s ponavljanjima, a prikazana je srednja vrijednost indukcijskog

perioda koju smo preko dolje navedene formule preracunali u produljenje lag faze.

Formula za raunanje produljenja lag faze:

((1Puzorak - 1Pkontrola) / 1Pkontrote) * 100 (%0)
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4. REZULTATI

Tablica 2. prikazuje utjecaj fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevi¢anskog maslinovog ulja. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

devijacija.

Tablica 2. Utjecaj fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskog

maslinovog ulja

Uzorci Produljenje lag faze
(h) (%)
Kontrola (ulje) 10,28 +0,12
Kontrola (ulje + 9,82+0,14

EtOH)

Svjezi 0,13 +£0,09 1,26 £ 0,04
Pasterizirani 0,77 £ 0,09 7,49+0,10
Liofilizirani 0.00 0.00

uzvi 0,61+£0,24 5,93+£0,13

uzv?2 1,09+0,18 10,60 + 0,07

uzvs 0,90+0,12 8,75+ 0,22

Uuzv4 1,10+ 0,09 10,70+ 0,24

uzvs 0.00 0.00

Uzve6 0.00 0.00




Tablica 3. prikazuje utjecaj sustava emulzija 1 nakon tretmana mehanicke i ultrazvucne

uzvr 0,17£0,10 1,65+0,14
uzvs 0,18 £0,12 1,75+0,12
uzv9 0.00 0.00
uzvio 0.00 0.00
uzv1l 0.00 0.00

homogenizacije i ekstrakata borovnice (400:200 uL) na oksidacijsku stabilnost ekstra

djevicanskog maslinovog ulja. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

devijacija.

Tablica 3. Utjecaj sustava emulzija 1 nakon tretmana mehanicke i ultrazvuéne homogenizacije i

ekstrakata borovnice (400:200 pL) na oksidacijsku stabilnost ekstra djevicanskog maslinovog

ulja.
Homogenizacija Ultrazvuk
Uzorci Produljenje lag faze Produljenje lag faze
(fenolni
ekstrakti V.c.) (h) (%) (h) (%)
Svjezi 3,89 +£0,22 41,33+£0,12 3,22+0,14 40,12 £ 0,02
Pasterizirani 0,78 £ 0,22 577 +0,14 2,54 + 0,09 36,25 +0,15
Liofilizirani 2,87 +£0,04 21,24 +0,19 7,10+ 0,04 75,45+ 0,24
uzvi 3,45 £ 0,05 25,53+ 0,22 9,66 £ 0,15 110,14+ 0,14
uzv?2 4,71+0,22 53,70+ 0,15 10,06 £ 0,11 74,46 £ 0,25
uzv3 3,90+0,19 28,71+ 0,09 3,50 £ 0,08 39,90+£0,19
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uzv4 4,79+0,12 54,61 +0,20 14,92+ 0,13 110,43 +0,14
uzvs 10,21+£0,14 75,57+0,13 10,93 £ 0,08 124,62 £ 0,20
Uzve 1,85+0,22 13,69 £ 0,25 12,48 £ 0,12 142,30 £ 0,19
uzvr 3,94 +£0.27 29,16 £ 0,11 4,98 + 0,04 56,78 + 0,10
uzvs 3,48 £0,25 25,75+0,12 2,57£0,10 29,30+0,13
uzvo 4,05+0,09 46,18 + 0,23 7,82+£0,14 57,88+ 0,14
uzv1o 6,90 +£0,12 78,67 0,24 13,95+ 0,09 103,25+ 0,03
uzv 11 2,68 £0,08 19,83 £ 0,22 4,96 £0,15 56,55 + 0,22

Tablica 4. prikazuje utjecaj sustava emulzija 2 nakon tretmana mehanicke i ultrazvucne

homogenizacije i ekstrakata borovnice (400:200 uL) na oksidacijsku stabilnost ekstra

djevicanskog maslinovog ulja. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna

devijacija.

25



Tablica 4. Utjecaj sustava emulzija 2 nakon tretmana mehanicke i ultrazvu¢ne homogenizacije i

ekstrakata borovnice (400:200 uL) na oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog

ulja
Homogenizacija Ultrazvuk
Uzorci Produljenje lag faze Produljenje lag faze
(fenolni
ekstrakti (h) (%) (h) (%)
V.c.)

Svjezi 1,49+ 0,04 11,02 £0,03 5,55+0,20 58,97 £ 0,04
Pasterizirani 4,61 +0,23 34,12+ 0,12 553+0,12 58,76 + 0,03
Liofilizirani 1,98+0,14 14,65 £ 0,16 5,32+ 0,04 56,53 £ 0,12

uzvi 1,38 £ 0,05 15,73+ 0,25 6,63+ 0,16 49,07 £ 0,06

uzv2 4,34 40,23 32,12+0,22 3,48+0,12 39,68 + 0,26

uzva3 7,41 +£0,22 54,77 £ 0,12 9,45+0,13 107,75+ 0,17

uzv4 4,70 £ 0,05 53,59+ 0,15 10,79+ 0,09 79,86 £ 0,09

Uzvs 4,88 +£0,08 36,12 + 0,09 4,91 +0,24 55,98 + 0,06

UzZve 6,06 = 0,07 69,09 + 0,09 12,04 + 0,24 89,11 £ 0,12

uzvr 3,00+ 0,23 22,20+ 0,23 6,50 £ 0,17 74,11 £ 0,10

uzvs 1,42 £0,23 16,19 + 0,13 3,82+0,22 28,27 £ 0,22

uzv9 2,92+0,21 21,61+0,14 8,03+ 0,25 91,56 £ 0,24

Uzvio0 8,49 £0,10 62,84 + 0,16 8,02+ 0,16 91,44 £ 0,08

uzv 11 4,29 + 0,14 31,75+£0,15 13,03+ 0,09 148,57 + 0,26
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5. RASPRAVA

Medu bobicastim voéem, za borovnice (Vaccinium corymbosum L.) se smatra da su jedan
od najboljih izvora fenolnih spojeva te su hvaljene zbog svog visokog antioksidacijskog djelovanja
1 blagodatnog djelovanja na ljudsko zdravlje, Sto ih ¢ini znaajnom komponentom pravilne
prehrane.

Uloga fenola i drugih bioloski aktivnih spojeva, koji su odgovorni za zastitnic¢ki u¢inak
prehrane bogate vocem i povréem, postaje sve vise veoma vazno podrucje istrazivanja ljudske
prehrane.

Medutim, zdravstveni uéinci fenola ovise i 0 njihovom unosu i 0 biodostupnosti koje mogu
znacajno varirati. lako su veoma obilni u nasoj ishrani, vecina fenola su ili veoma lose apsorbirani
ili nisu uopc¢e apsorbirani te je stoga njihovo djelovanje, ograni¢eno na crijevni trakt.

Upotrebom zaSticene inkapsulacije moze se poboljsati stabilnost 1 biodostupnost
polifenola, ali se 1 moze zna€ajno produljiti rok trajanja namirnica koje su podlozne procesu
oksidacijskog kvarenja.

U ovom radu u svrhu inkapsulacije primijenili smo dvije vrste emulzija , jer se tehnika
inkapsulacije primjenom emulzija smatra jednom od tehnika s najve¢im potencijalom za zastitu 1
dostavljanje polifenola zbog njezine visoke ucinkovitosti prilikom inkapsulacije, odrZavanja
kemijske stabilnosti spojeva i njihovog kontroliranog otpustanja.

Fenolni spojevi ekstrahirani su iz razliito obradenih uzoraka plodova borovnice (svjezi,
liofilizirani, uzorci obradeni ultrazvukom visokog intenziteta (Tablica 1.) ).

Proces lipidne oksidacije moze biti inhibiran razli¢itim procesima koji ukljucuju prevenciju
pristupa kisiku, inaktivaciju enzima katalizatora oksidacije, redukciju pritiska kisika, koriStenje
nize temperature i koriStenje prikladnog pakiranja. Druga metoda zastite od oksidacije je koristenje
specificnih aditiva zvanih antioksidansi.

Medutim, sve viSe se pocelo pokazivati zanimanje za koriStenje prirodnih fenolnih spojeva
kao antioksidansa u svrhu produljenja oksidacijske stabilnosti .

Prema rezultatima koji prikazuju utjecaj fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku
stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja (Tablica 2.) mozemo reci da su pojedini uzorci koji
su obradeni ultrazvukom visokog intenziteta (UZV1-5,93 + 0,13 %, UZV2-10,60 + 0,07%, UZV3-
8,75+ 0,22% , te UZV4-10,70 + 0,24 % (koji ujedno pokazuje i najveci postotak produljenja lag faze
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od svih uzoraka) ) ucinkovitiji u produljenju lag faze od svjezih (1,26 + 0,04 %) i pasteriziranih
(7,49 + 0,10% ) uzoraka, dok se liofilizirani uzorci nisu uopée pokazali u¢inkovitima.

Iz Tablica 3.i 4. koje prikazuju utjecaj sustava emulzija 1 i 2 nakon tretmana mehanicke i
ultrazvuéne homogenizacije i ekstrakata borovnice (400:200 pL) na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevi¢anskog maslinovog ulja vidljivo je da na produljenje lag faze znacajno viSe utje¢u uzorci
tretirani  ultrazvu¢nim homogenizatorom od onih tretiranih postupkom mehanicke
homogenizacije.

Zanimljivo je da su rezultati liofiliziranih uzoraka za razliku od onih iz Tablice 1.gdje je
postotak produljenja lag faze bio 0% dodatkom emulzija 1 i 2 primjenom oba nacina pripreme
emulzija pokazali pozitivan predznak u produljenju lag faze. Isto tako, i kod liofiliziranih uzoraka
dodatkom emulzije 1 (Tablica 3.) i emulzije 2 (Tablica 4.) vidimo da je oksidacijska stabilnost
veca kod ultrazvucno tretiranih uzoraka.

Utjecaj sustava emulzija 1 nakon tretmana mehanicke i ultrazvuéne homogenizacije i
ekstrakata borovnice (400:200 pL) na oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja
(Tablica 3.) se pokazao boljim u vecini uzoraka od utjecaj sustava emulzija 2 nakon tretmana
mehanicke i ultrazvu¢ne homogenizacije i ekstrakata borovnice (400:200 pL) na oksidacijsku
stabilnost ekstra djevicanskog maslinovog ulja (Tablica 4.).

Uzorak UZV10 koji u ispitivanju utjecaja fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku
stabilnost ekstra djeviCanskog maslinovog ulja nije pokazao rezultat, ima najveéi postotak
produljenja lag faze sustava emulzija 1 ( 78,67 + 0,24%) i 2 (62,84 + 0,16) nakon tretmana
mehanicke homogenizacije i ekstrakata borovnice (400:200 uL) na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevicanskog maslinovog ulja.

Sto se tie homogeniziranih uzoraka (Tablica 3), uzorak UZV6 (koji u ispitivanju utjecaja
fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja nije
pokazao rezultat) produljio je lag fazu za 142,30 + 0,19 %. To je ujedno i najveci postotak kad se
govori o utjecaju sustava emulzija 1 na oksidacijsku stabilnost ulja.

U Tablici 4 je vidljiva ista situacija s uzorkom UZV11 (148,57 + 0,26).
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6. ZAKLJUCAK

Metoda inkapsulacije primjenom mehanicki i ultrazvu¢no homogeniziranih emulzija 1 1 2
u kombinaciji s fenolnim ekstraktima borovnice pokazala se obecavaju¢om tehnikom u svrhu
produljenja lag faze, odnosno oksidacijske stabilnosti, u ovom slu¢aju, ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja.

Vezano za utjecaj Cistih fenolnih ekstrakata borovnice na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevicanskog maslinovog ulja , uzorci koji su obradeni ultrazvukom visokog intenziteta
ucinkovitiji su u produljenju lag faze od svjezih i pasteriziranih uzoraka, dok se liofilizirani uzorci
nisu uopce pokazali u¢inkovitima u istu svrhu.

Primjenom razli€ito pripremljenih emulzija 1 i 2 na produljenje lag faze opcenito znacajno
su se pokazali boljim uzorci tretirani ultrazvu¢nim homogenizatorom od onih tretiranih postupkom

mehanicke homogenizacije.
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