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1. UvOD



1.1. Polifenoli

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji predstavljaju Siroku skupinu u prirodi
vrlo rasprostranjenih organskih spojeva. Spadaju u jednu od najbrojnijih 1 najSire
rasprostranjenih fitokemikalija u biljnom carstvu s vise od osam tisuca lako prepoznatljivih i
razli¢itih struktura. S obzirom na kemijsku strukturu, variraju od jednostavnih molekula, kao
Sto su fenolne kiseline, do visoko polimeriziranih struktura kao §to su tanini. Svim
polifenolima je zajednicko prisustvo benzenskih prstenova koji nose jednu ili vise
hidroksilnih (-OH) skupina. U prirodi najées¢e dolaze kao glikozidi u konjugiranoj formi s
jednim ili vise Secernih ostataka povezanih za jednu ili vise hidroksilnih grupa. Temeljem

svoje bazi¢ne kemijske strukture, dijele se na razli¢ite podskupine $to prikazuje Slika 1.2
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Slika 1. Klasifikacija i kemijske strukture glavnih podskupina polifenola.t



U biljnom svijetu polifenoli imaju ulogu u pigmentaciji, rastu, reprodukciji te obrani
od patogena i predatora zahvaljuju¢i svom adstringentnom djelovanju te fitoaleksinskom
ucinku. Adstringentno djelovanje je posljedica reakcije polifenola s proteinima prisutnim u
slini zbog cega dovode do trpkog okusa i osjeCaja stezanja u ustima te time odbijaju
predatore. Ukoliko je biljka napadnuta od strane patogena, najcesce gljivica, producira spektar
polifenolnih spojeva koji se nazivaju fitoaleksini te oni pokazuju antivirusno, antibakterijsko,
te antiinsekticidno djelovanje. Takoder, predstavljaju vrlo znaCajne komponente ljudske
prehrane zahvaljujuéi Sirokom spektru biologkih aktivnosti.'® Usporedujuéi ih s klasi¢nim
nutrijentima kao $to su vitamini i minerali, polifenoli ne predstavljaju tvari potrebne za vitalne
tjelesne funkcije te se stoga Cesto nazivaju nenutrijentima. Polifenoli se prehranom najcesce

unose putem voca, povréa, mahunarki, vina i ¢aja. Jednostavne fenolne kiseline ¢ine tre¢inu

1

ukupnog unosa polifenola dok flavonoidi zauzimaju preostale dvije tre¢ine.

Slika 2. Prikaz namirnica koje su izvor polifenola koji im ujedno daju vrlo privla¢nu boju.?



1.2. Bioloska aktivnost polifenola

Polifenoli pokazuju antioksidacijsko djelovanje kojim neutraliziraju slodobne radikale
koji nastaju u organizmu kao posljedica metabolizma stanice, te time sprjeCavaju nastanak
oste¢enja u organizmu koja mogu dovesti do pojave patoloskih stanja. U nastavku rada je

prikazan pregled poznatih mehanizama djelovanja polifenola.

1.2.1. Mehanizam antioksidacijskog djelovanja polifenola

Polifenoli svoj pozitivni ucinak na zdravlje postizu putem antioksidacijskog
djelovanja, kojeg postizu na nekoliko na¢ina. Najpoznatiji i najbolje istrazen nacin odnosi se
na izravno vezivanje reaktivnih kisikovih oblika kao §to su superoksid radikal, hidroksil
radikal, peroksil radikal, vodikov peroksid te kisikov singletni oblik. Zbog svojih strukturnih
karakteristika polifenoli su u moguénosti donirati vodikov atom. Taj atom potom reagira sa
slobodnim radikalom koji posjeduje jedan nespareni elektron. Zbog tog nesparenog elektrona,
slobodni radikal je izrazito reaktivna Cestica te moZe uzrokovati brojna oste¢enja u organizmu
jer moze potaknuti lan¢anu rekaciju nastanka novih slobodnih radikala. Reakcijom radikala s
vodikovim atomom, on se inaktivira. Nakon §to je polifenolna komponenta donirala vodikov
atom, nastao je polifenolni radikal koji je manje reaktivan od eliminiranog radikala jer
posjeduje mogucnost stabilizacije. Do njegove stabilizacije dolazi putem delokalizacije
nesparenog elektrona preko aromatskog prstena putem rezonancije ili hiperkonjugacijskog
efekta. Za ovaj mehanizam djelovanja vazna je disocijacijska energija veze kisika i vodika u
hidroksilnoj skupini. Sto je ta veza slabija, laksi je prijenos vodika pa je time polifenol

potentniji.t 3

X* + ArOH — XH + ArO*®

x* predstavlja slobodni radikal

Aro* predstavlja polifenolni stabilni slobodni radikal

Slika 3. Mehanizam prijenosa vodikovog atoma*



Polifenoli mogu iskazati svoj antioksidacijski ucinak keliranjem potencijalnih pro-
oksidativnih metalnih iona kao $to su Fe®*, Cu?*, AI**. Polifenoli posjeduju hidroksilnu i/ili
karboksilnu skupinu koje mogu vezivati metalne ione. Njihovim keliranjem se onemogucuje
odvijanje Fentonove reakcije u kojoj sudjeluju, a koja rezultira nastankom slobodnih radikala.
Fentonova reakcija podrazumijeva reakciju vodikovog peroksida s reduciranim Zeljezom ili
bakrom pri ¢emu nastaje hidroksilni radikal. Deprotoniranjem hidroksilnih i/ili karboksilnih
skupina otvara se Kisikov centar koji ima jak naboj, a time i moguénost keliranja metalnih
kationa. Smatra se kako i aromatska jezgra sa svojim visokim nukleofilnim karakterom ima

sposobnost keliranja. 4>

Polifenoli stupaju u interakciju s proteinima na specifican nacin i posljedi¢no
moduliraju njihov ucinak. Tako se polifenoli ponaSaju kao potentni inhibitori enzima koji
sudjeluju u nastanku reaktivnih kisikovih vrsta. Stvaranjem kompleksa sa ksantin oksidazom,

ciklooksigenazom i lipooksigenazom inhibiraju njihovu aktivnost i nastanak Stetnih radikala.*
5,6

1.2.2. Antibakterijsko djelovanje polifenola

Polifenoli pripadaju razli¢itim kemijskim skupinama, a kako se u namirnicama uvijek
nalazi mnos$tvo polifenola, to¢an mehanizam interakcije tesko je odrediti. Na stanici
mikroorganizma nalazi se nekoliko ciljnih mjesta. Kod vegetativnih bakterijskih stanica, tri su
mjesta djelovanja antimikrobnih tvari: stani¢na stijenka, citoplazmatska membrana te
citoplazma. U konacnici, antimikrobno djelovanje polifenola rezultira oSteCenjem stanice
mikroorganizma. OSteCenje se moze manifestirati na razli¢ite nacine pa tako punikalagini
djeluju na transmembranski pH gradijent i integritet stanice te uzrokuju curenje
unutarstani¢nog sadrzaja, ometanje transporta i procesa stvaranja energije te poremecaj
respiratornog lanca. Punikalagini, polifenolni spojevi prisutni u $ipku (Punica granatum L. ),
predstavljaju kompleksne derivate elagitaninske kiseline i spadaju u skupinu hidroliziranih

tanina tako da se nazivaju i elagitaninima. Osim opisanog oSteCenja, zamijeCeno je da



polifenoli mogu koagulirati unutarstani¢ni sadrzaj kao i dovesti do poremecaja replikacije

mikroorganizma.’

1.2.3. Antitumorsko djelovanje polifenola

Posebno je dobro ispitano antitumorsko djelovanje polifenola iz zelenog ¢aja. Zeleni
¢aj sadrzi polifenolnu grupu koja se naziva katehini. Katehine ¢ine epigalokatehin-3-galat
(EGCG), epigalokatehin (EGC), epikatehin-3-galat (ECG), epikatehin (EC), galokatehin i
katehin. EGCG djeluje na vise nacina. Jedan od njih je inhibicija aktivnosti preoteasoma u
tumorskim stanicama. Proteasomi su proteinski kompleksi sa ulogom razgradnje nepotrebnih
ili ostec¢enih proteina koji se ozna¢avaju malim proteinom zvanim ubikvitin. Naime, smatra se
kako je proteasomska aktivnost esencijalna za proliferaciju tumorskih stanica kao i razvoj
tolerancije na antitumorske lijekove. Ubikvitin/proteasomski sustav kontrolira preobrazbu
kriti¢nih regulatornih proteina koji su ukljuceni u nekoliko stani¢nih procesa kao $to su
stani¢ni ciklus i apoptoza. Eukariotski proteasom sadrzi, zasad poznate, tri kataliticke
aktivnosti koje ukljucuju kimotripsinske, tripsinske i kaspazne mehanizme. Istrazivanja su
pokazala kako je inhibicija kimotripsinske proteasomske aktivnosti povezana s indukcijom
apoptoze u tumorskim stanicama. Uoceno je kako EGCG potentno 1 specifi¢no inhibira
spomenuti sustav. Pri tom kriti¢nu ulogu u inhibiciji ima esterska veza unutar EGCG.%*°

Uz spomenuti mehanizam, EGCG S§titi molekulu DNA od metilacije. U procesu
karcinogeneze, karcinogen moze prouzroCiti promjene u genskoj funkciji i/ili genskoj
konstrukciji. Epigenetsko utiSavanje putem hipermetilacije gena zaduzenih za popravak DNA
ili tumorsku supresiju se pojavljuje ucestalije tijekom ranih stadija neoplasticnog procesa te
moze rezultirati karcinogenezom u stanicama. Neka istraZivanja su ukazala kako EGCG moze
inhibirati aktivhost DNA metiltransferaze Sto dovodi do reaktivacije gena utiSanih putem
metilacije u slu¢aju tumora jednjaka kod ljudi.>°

Ljudsko tijelo producira slobodne radikale u prirodnom procesu oksidacije. Te vrlo
agresivne molekule mogu prouzrociti oStecenje lipida, proteina i molekule DNA. Brojne
bolesti imaju jaku povezanost s oksidativnim oSte¢enjima unutar tkiva pa tako ni tumor, uz
dijabetes, sréane bolesti i Alzheimerovu bolest nije iznimka. Dokazano je kako brojna
antiproliferativna djelovanja EGCG nastaju kao posljedica njegovih antioksidativnih

svojstava.l?



1.3.Dodaci prehrani

Dodaci prehrani su koncentrirani izvori hranjivih ili drugih sastojaka s prehrambenim
ili fizioloskim funkcijama, sami ili u kombinacijama, plasirani na trziste u doziranom obliku,
sa svrhom potpomaganja unosa hranjivih sastojaka u uobi¢ajenoj prehrani i nadopunjavanja
prehrane tvarima koje se, putem normalnog unosa hrane u organizam, ne dobivaju u dovoljnoj
koli¢ini, a sve u svrhu povoljnog ucinka na zdravlje potroSaca. Na taj se nafin povecava
otpornost organizma na stresne vanjske utjecaje te pomaze u odrzavanju pravilnih fizioloskih

funkcija organizma i njegovih dijelova.'t 12

Ono $to dodatak prehrani ¢ini drugacijim od uobicajene hrane jesu komponente koje u
odredenoj koli¢ini imaju utjecaj na zdravlje. Taj se utjecaj potvrduje kroz razne navode,
odnosno tvrdnje. Namjena ili tvrdnja je bilo koji prikaz ili poruka koja nije zakonom
propisana, ukljucujuéi slikovni, graficki ili simbolic¢ki prikaz, a koji sugerira ili navodi na
misljenje da proizvod ima posebna svojstva. Ona je istaknuta na deklaraciji i upucuje da
proizvod moze biti prehrambeno 1 zdravstveno koristan u smislu ublazavanja, olakSavanja,
poboljSanja, reguliranja, povecanja 1/ili smanjenja odredenih stanja organizma. Tvrdnje se
dijele na prehrambene i zdravstvene.'! 12 Prehrambena tvrdnja navodi ili sugerira na misljenje
da hrana ima odredena prehrambena svojstva uvjetovana energijom te hranjivom ili nekom
drugom tvari. U smislu energije, hrana ju moze osiguravati, u smanjenoj ili povecanoj
koli¢ini, ili ju ne osiguravati. U pogledu hranjive ili neke druge tvari, hrana ju moZze
sadrzavati, u smanjenoj ili povecanoj koli¢ini, ili ju ne sadrzavati. Prehrambene tvrdnje se
isticu samo temeljem usporedbe s referentnim proizvodom te je usporedba mogucéa samo
izmedu namirnica iste kategorije hrane. U Republici Hrvatskoj prehrambene tvrdnje su
propisane Pravilnikom o hrani za posebne prehrambene potrebe 81/2004 koji je pisan prema
prijedlozima Europske unije. U samom Pravilniku tocno su utvrdene koli¢ine pojedinih
nutritivnih sastojaka namirnice, prema kojima ta hrana moZe nositi odredenu prehrambenu
tvrdnju. Primjerice, ako na namirnici stoji navod “nizak sadrzaj masti”, to zna¢i da masti ima

manje od 3 g/100 g, dok za navod “bez masti” koli¢ina masti ne smije prijeéi 0,5 g/100 g1

Zdravstvene tvrdnje obuhvacaju one tvrdnje kojima se potvrduje, sugerira ili navodi na
misljenje da postoji veza izmedu hrane i zdravlja. NajceS¢e se upotrebljava rije¢ sadrzava uz

koju se navodi vitalna funkcija tijela te sniZava uz navodenje faktora rizika od odredenih
7



bolesti. Ponekad samo ime proizvoda upucuje na funkciju tijela i samim tim se oznacava kao
zdravstvena tvrdnja. Takvi bi bili primjerice probiotici. Ako pak navod istice sadrzava, tada
se mora navesti 1 koli¢ina sastojka koja mora biti dovoljna da bi se postigao zdravstveni
u¢inak.”® S obzirom na propise u Republici Hrvatskoj, proizvodaé ima moguénost dati
prijedlog svoje tvrdnje, a postupkom notifikacije Ministarstvo zdravstva i socijalne skrbi daje
kona¢no odobrenje i to¢ne navode tvrdnje koja se mora citirati i kao takva istaknuti na

deklaraciji.*?

Pravilnik o dodacima prehrani donesen je 12. prosinca 2008. kao podzakonski
dokument Zakona o hrani te je time izdvojen iz Pravilnika o hrani za posebne prehrambene
potrebe. Zakonom o hrani nadleznost nad provedbenim propisima o dodacima prehrani
namijenjena je Ministarstvu zdravstva i socijalne skrbi.!? Prije stavljanja na trziste svaki
proizvod mora proéi kontrolu zdravstvene ispravnosti u Hrvatskom zavodu za javno
zdravstvo te notifikaciju, odnosno registraciju pri Ministarstvu zdravstva i socijalne skrbi.
Kontrola zdravstvene ispravnosti obuhvaca osnovne analize kao $to su mikrobioloska, analiza
teSkih metala, organolepti¢ka analiza, potom specifi¢ne analize kao Sto su analiza pesticida,
mikotoksina, bojila, konzervansa i slicno te ciljane analize za osnovnu nutritivnu vrijednost
Sto obuhvaca udio ugljikohidrata, masti, bjelancevina te energetsku vrijednost i ciljane analize
za specifiénu nutritivnu vrijednost, primjerice vitamina, minerala.’! Nakon pozitivno
ocijenjenog analitickog izvjes¢a proizvoda¢, odnosno uvoznik, skuplja opseznu
dokumentaciju, od sirovina do gotovog proizvoda. Dokumentacija ukljucuje certifikate kao
§to su genetski modificirani organizmi (engl. Genetically Modified Organisms) i goveda
spongioformna encefalopatija (engl. Bovine Spongiform Encephalopathy), specifikacije i
podrijetlo sirovina, potom brojne znanstvene dokaze i miSljenja znanstveno-istrazivackih
ustanova 1 stru¢njaka da taj proizvod, vezano uz aktivne komponente i njihovu koli¢inu,
zasluzuje nositi navedenu zdravstvenu tvrdnju te prilaze molbu Ministarstvu zdravstva i
socijalne skrbi, Povjerenstvu za dodatke prehrani i ostale proizvode. Na osnovi pregleda
dokumentacije i analitickog izvjesc¢a, clanovi Povjerenstva daju misljenje o proizvodu na
temelju kojeg ministar zdravstva donosi rjesenje za stavljanje u promet. Ako se molba
pozitivno rijesi, proizvodu se odobrava samo jedna zdravstvena tvrdnja koja se smije navesti

na deklaraciji te mu se dodjeljuje broj rjesenja, koji se takoder mora navesti na proizvodu.!



1.4. Polifenoli kao dodaci prehrani

Zbog povecanja ucestalosti kroni¢nih bolesti u razvijenim zemljama, sve brzeg
zivotnog tempa i velike uloge medija kontinuirano se povecava konzumacija dodataka
prehrani. U prvom se redu to odnosi na vitaminsko-mineralne pripravke, no sve veéu
popularnost dobivaju i dodaci prehrani biljnog podrijetla, bogati polifenolima. Usprkos
svojim potencijalno korisnim ucincima na organizam, ovi pripravci imaju niz ogranic¢enja
koja predstavljaju izazov u razvoju dodataka prehrani. Bioraspolozivost i biodostupnost
polifenola unesenih hranom niska je jer su ve¢inom slabo topljivi u vodi kao posljedica velike
molekulske mase, slabo se apsorbiraju te podlijezu opseZznom i brzom metabolizmu koji
varira ovisno o kojem spoju je rije¢.l" 2 4 > 13 Posjeduju i druga svojstva koja ograni¢avaju
njihovu primjenu, kao $to su vrlo adstringentno djelovanje, gorak okus, manjak dugoro¢ne
stabilnosti, velika osjetljivost na svjetlost i toplinu. Kako bi se zaobisle ove manjkavosti

polifenola, razvijene su tehnologije za njihovu inkapsulaciju.*

Polifenoli predstavljaju spojeve koji su ucestala meta istrazivanja. Neki od bolje

proucenth su prikazani u nastavku.

B-karoten je najpoznatiji spoj iz skupine karotenoida. Karotenoidi su komponente koje
sadrze 1 do 15 konjugiranih dvostrukih veza te su sintetizirani od strane biljaka, odredenih
gljiva te bakterija. Opisano je oko 600 spojeva od kojih 50 postoji u ljudskoj prehrani, a od
toga je svega njih desetak zastupljeno u znacajnijoj mjeri u ljuskoj plazmi. Smatra se kako ovi
spojevi djeluju kao antioksidansi i filteri plave boje spektra svjetlosti koja potencijalno
ostecuje retinu oka. Najpoznatiji primjer je Zuta pjega u retini oka gdje se karotenoidi, poput
zeaksantina i luteina nakupljaju u velikim koli¢inama. Nazivaju se i makularnim pigmentima
jer mogu smanjiti kromatske aberacije 1 tako zastititi retinu od svjetloS¢u potaknutog
oksidativnog stresa. Karotenoidi su prirodni prekursori vitamina A.}* B-karoten je
najzastupljeniji ¢lan iz skupine karotenoida, sadrzi 40 ugljikovih atoma i 9 konjugiranih
dvostrukih veza te pokazuje maksimum apsorpcije u vidljivom spektru pri ~450 nm sto
rezultira naranCastom do crvenom bojom spoja. Predstavlja najzastupljeniji karotenoid u kozi
te se suplementacijom povecava njegova koncentracija u tom organu. Smatra se kako je
glavna funkcija B-karotena u ljudskom organizmu konverzija u vitamin A.™ Taj vitamin je

vazan za brojne funkcije u ljudskom organizmu, posebice normalan rast i razvoj,
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funkcioniranje imunoloSkog sustava te vid. Dnevni unos B-karotena Siroko varira, vec¢ina ljudi
konzumira 1-2 mg/dan iako u rijetkim slu¢ajevima moze iznositi i 10 mg/dan. Najvisi unos je

postignut u prehrani vegana i vegetarijanaca.’®

Likopen je spoj iz skupine karotenoida koji se ne konvertira u vitamin A te je
zasluzan za crvenu do rozu boju kakva se vidi u rajc¢icama, lubenici, papaji ili grejpu.
Likopen moze reducirati sintezu kolesterola i povecati degradaciju lipoproteina niske gustoce
(LDL).'® Ispitivan je utjecaj likopena na opekotine uzrokovane UV svjetlodéu. Jedna grupa
zdravih dobrovoljaca je konzumirala pastu od rajcice sa maslinovim uljem dok je druga grupa
konzumirala ¢isto maslinovo ulje u periodu od 10 tjedana. Rezultati su pokazali kako je grupa
koja je konzumirala pastu pokazala smanjenje u nastanku opekotina induciranih suncem.’
Provedeno je placebom kontrolirano istrazivanje o uéinku likopena na gingivitis koje je
pokazalo statisticki znacajnu redukciju pojavnosti gingivitisa kao i1 krvarenja povezanog sa
njime.’® Postoji istrazivanje koje ukazuje na potencijalan terapijski u¢inak likopena na astmu,
odnosno sugerira kako unos likopena mozZze poboljSati pluénu funkciju kod
astmati¢ara.®Paznju istrazivanja plijene i likopenoidi, oksidativni produkti likopena koji se
mogu nac¢i u raj¢icama 1 proizvodima od rajCica. Vrlo su ograni¢eni podaci o njthovim

biologkim udincima, stoga predstavljaju komponente koje ée se u buduénosti vise istrazivati.®

Resveratrol je polifenol prisutan u ograni¢enom broju namirnica kao $to su crveno
grozde, crveno vino, kikiriki te neke vrste bobicastog voca, a najpoznatiji izvori su crno vino i
kozica crnog grozda. Predstavlja spoj koji je privukao paznju diljem svijeta u proteklih
dvadeset godina te su provedena brojna in vitro istraZivanja kao i studije na animalnom
modelu. Adekvatne studije na ljudskom modelu jo§ uvijek ne postoje. Velik broj studija na
animalnom modelu Koristi uvjete koje je tesko postici prilikom provodenja studija na ljudima
kao $to su visoke koncentracije sa potencijalno moguéim nuspojavama ili kratkotrajna
izlozenost resveratrolu.?® Francuski paradoks je pojam koji je skovan kako bi se opisalo
Francuze kao populaciju koja unato¢ Zivotnom stilu koji pogoduje nastanku kardiovaskularnih
oboljenja predstavlja naciju koja najmanje obolijeva od istih. Naime, konzumacija crvenog
vina povezana je s niskom smrtno$éu Francuza od kardiovaskularnih bolesti te je resveratrol
kao komponenta crvenog vina stavljena u srediSte pozornosti. Valja skrenutni pozornost kako
je resveratrol fitoaleksin, odnosno komponenta koju biljka producira onda kada je izlozena

napadu patogena ili kao prilagodbu na nepovoljne uvjete. Tipicne razine resveratrola su niske
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i ovisne o okoliSnim uvjetima $to ih ¢ini nepredvidivima. Prema tome, bioloski znacaj
resveratrola kao komponente crvenog vina je radije precijenjen.

Oleuropein je, uz hidroksitirosol koji je njegov derivat, zasigurno najpoznatija
sastavnica maslinovog ulja. Oleuropein je u velikim koli¢inama zastupljen u nepreradenom
lis¢u i plodovima masline, dok se veée koncentracije hidroksitirosola mogu naéi u plodovima
1 u maslinovom ulju, a razlog lezi u enzimatskim reakcijama koje se odvijaju u biljci tijekom
zrenja plodova.?! Mnogi agronomski faktori kao §to su sorta, stupanj zrelosti, navodnjavanje
stabla 1 geografsko podrijetlo ploda utjecu na ove sastavnice. Oleuropein i hidroksitirosol
pokazuju visok stupanj biodostupnosti. Nekoliko studija je stavilo naglasak na redovitu
konzumaciju maslinovog ulja u cilju postizanja pozitivnog ucinka mediteranskog tipa
prehrane na kardiovaskularno zdravlje. Pored antioksidativnog ucinka oleuropeina i
hidroksitirosola, pripisuju im se i vazodilatacijski, antiagregacijski i protuupalni u¢inak na
animalnom modelu.?! Studije na animalnom modelu su ukazale na njihove protektivne uéinke
prema razvoju ateroskleroze u vidu smanjenja njegove razine kao i smanjenja oksidacije LDL
Zestica.?! Uocena je i inhibicija endotelne aktivacije na animalnom modelu koja predstavlja
rani korak u aterogenezi.> Potvrdena je i bliska veza izmedu antioksidacijskog i
hipoglikemijskog u¢inka ekstrakta maslinovog lista na animalnom modelu.?

Katehini predstavljaju glavne polifenolne komponente u zelenom caju. Zeleni ¢aj se
proizvodi inaktivacijom polifenol okidaze u svjeZem liS¢u te se na taj nacin prijeci enzimatska
oksidacija katehina. Glavni katehini u zelenom ¢aju su epikatehin (EC), epikatehin-3-galat
(ECG), epigalokatehin (EGC) i epigalokatehin-3-galat (EGCG) koji je ujedno i
najzastupljeniji (48-55 %).?? Kardioprotektivni ucinak zelenog &aja je demonstriran u
animalnom modelu, zeleni ¢aj 1 EGCG su pokazali u€inak u smanjenju razvoja ateroskleroze.
Oni su pokazali u¢inak u smanjenju razine kolesterola u krvi i prevenciji stvaranja depozita
kolesterola u brojnim tkivima, uklju¢ujuéi jetru i srce na animalnom modelu.?? Postprandijalni
porast triglicerida je jo$ jedan faktor rizika u razvoju kardiovaskularnih oboljenja, a katehini
su se pokazali ucinkoviti 1 u ovom sluc¢aju. Naime, oni inhibiraju aktivnost lipaze 1 time
potiskuju apsorpciju triglicerida.?? Endotelne stanice ne sluze samo kao biologka barijera koja
razdvaja krv 1 periferna tkiva, ve¢ ima 1 centralnu ulogu u odrZavanju vaskularne
homeostaze.?? One normalno proizvode raznolike vazoaktivne supstance, primjerice NO, koje
reguliraju vaskularni tonus, lokalne upalne promjene i angiogenezu. Nije poznat precizan
mehanizam kojim zeleni ¢aj poboljsava endotelnu funkciju.?? In vitro kao i in vivo studije su

ukazale na korisne u¢inke katehina na agregaciju trombocita, ovisno o dozi.??

11



Kvercetin je najzastupljeniji flavonoid, $iroko rasprostranjen u biljnom carstvu. Moze
se naci u jabukama, bobicastom vocu, crvenom luku, ¢aju, raj¢icama kao i biljkama koje se
koriste kao tradicionalni biljni lijekovi, primjerice Ginkgo biloba i Hypericum perforatum.?®
Dnevni unos kvercetina varira u rasponu od 50 do 800 mg/dan pri ¢emu glavni izvor Cine
jabuke. Provedene in vitro studije na animalnom modelu ukazuju kako kvercetin ima
protuupalno i imunostimulativno djelovanje, premda studije provedene na ljudima nisu u
potpunosti poduprle ove rezultate.?® Rezultati upuéuju kako je kvercetin komponenta koja ima
snazno protuupalno djelovanje koje ostvaruje inhibicijom proizvodnje veceg broja citokina,
medu kojima i TNF-o u makrofazima. Uoceno je kako kvercetin umanjuje i upalni odgovor
na prehranu bogatu zasi¢enim mastima na animalnom modelu.?® Svoje imunostimulativno
djelovanje ostvaruje putem ucinka na T limfocite kojim dovodi do smanjene proliferacije i

diferencijacije Th-1 stanica na animalnom modelu.?

1.5. Biodostupnost polifenola

Polifenoli koji su najobilnije prisutni u ljudskoj prehrani nisu nuZno 1 oni koji imaju
najbolji profil biodostupnosti. Valja razlikovati pojam biodostupnost od bioraspoloZivosti.
Biodostupnost predstavlja proces oslobadanja komponente iz matrice hrane. Bioraspolozivost
je definirana kao frakcija komponente raspoloZiva za aspsorpciju. Hrana sadrzi kompleksnu
kombinaciju polifenola te se stoga prilikom razvoja dodataka prehrani koji sadrZe polifenole
preferira izolacija takve mjeSavine polifenola pred sintetskom produkcijom odredenog
polifenola. Brojni su faktori koji utje¢u na biodostupnost polifenola. Vanjski, okoli$ni faktori
mogu utjecati na sadrzaj polifenola u biljkama i posljedi¢nu biodostupnost u organizmu. Tako
izloZzenost suncu kao i koli¢ina oborina predstavljaju neke od vanjskih faktora. Nadalje,
stupanj zrelosti utjece na koncentraciju polifenola. Koncentracija fenolnih kiselina smanjuje
se tijekom zrenja dok se koncentracija antocijana, koji daju boju plodovima, poveéava.
Pokazano je kako koncentracija fenolnih komponenti u ekstra djevicanskom maslinovom ulju
opada sa sazrijevanjem plodova maslina. Razina oleuropeina, glavnog polifenola u plodu
maslina, znacajno se smanjuje sa zrenjem dok se istovremeno uocava porast hidroksitirosola -
njegovog glavnog degradacijskog produkta. Fenolne kiseline su direktno ukljucene u odgovor
biljke na razliite tipove stresa te tako doprinose cijeljenju putem lignifikacije oSte¢enih
podrucja. Pokazuju i antimikrobna svojstva te se njihova koncentracija moze povecati nakon

infekcije. Rijetke su studije koje ispituju sadrzaj polifenola u vocu i1 povréu koji su uzgajani
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organskom ili odrzivom poljoprivredom. One pokazuju kako je sadrzaj polifenola u takvim
plodovima visi od onih koji se uzgajaju konvencionalnom poljoprivredom liSenom stresa. To
je nedavno dokazano na primjeru jagoda, kupina te kukuruza. Pohrana odnosno skladistenje
takoder moze utjecati na sadrzaj polifenola budué¢i su vrlo podlozni oksidaciji. Reakcije
oksidacije rezultiraju formacijom manje ili viSe polimeriziranih supstanci koje rezultiraju
promjenama u kvaliteti hrane, posebice u organoleptickim svojstvima. Takve promjene mogu
biti korisne, primjerice u slucaju proizvodnje crnog caja, ili pak opasne kao Sto je slucaj sa
promjenom boje plodova voé¢a u smedu.?

Cimbenici povezani sa preradom hrane takoder utje¢u na biodostupnost. Jednostavno
guljenje voca i povréa moze eliminirati znac¢ajnu koli¢inu polifenola buduéi da su oni ¢esto
zastupljeni u vecoj koncentraciji u vanjskim nego u unutarnjim dijelovima. Termicka obrada
graha 1 mahunarki rezultira znacajnom redukcijom ukupnog sadrzaja polifenola kao i njihove
antioksidacijske aktivnosti. Luk i rajcica izgube izmedu 75% i 80% inicijalnog sadrzaja
kvercetina nakon kuhanja u trajanju od petnaest minuta, 65% nakon pripreme u mikrovalnoj
peénici te 30% nakon przenja na ulju.?® Za neke polifenole pak vrijedi da im se sadrzaj
povecava nakon termicke obrade. Tako je uo€eno znacajno povecanje sadrzaja polifenola
nakon kuhanja brokule na pari kao i njihove antioksidacijske aktivnosti. Prema tome metoda
kulinarske pripreme ima znac¢ajan utjecaj na sadrzaj polifenola u hrani. Preferira se priprema
povréa na pari uz izbjegavanje njegovog namakanja.?

Interakcija polifenola s drugim komponentama predstavlja jo$ jedan faktor koji utjece
na njihovu biodostupnost. Prilikom odredivanja cjelokupne biodostupnosti polifenola,
potrebno je razmotriti i kapacitet polifenola i njihovih metabolita za vezanjem na proteine.
Zapazeno je kako postoje intramolekularne veze izmedu serumskog albumina i metabolita
kvercetina §to doprinosi njihovoj sporoj eliminaciji iz organizma. Epigalokatehin-3-galat
takoder posjeduje visok afinitet za proteine plazme $to moZze produljiti njegov poluzivot u
organizmu. Tanini koji sadrze preko 12 hidroksilnih grupa se vrlo snazno vezu za proteine pa
tako tvore kompleks sa proteinima prisutnim u slini $to rezultira njthovom smanjenom
apsorpcijom te bioraspolozivosti. Tanini se vezu i za proteinske transportere prisutne u
stijenci tankog crijeva, kao $to je SGLT1 zaduzen za transport glukoze, te time smanjuje i
apsorpciju nekih drugih makronutrijenata, u prvom redu ugljikohidrata. Stoga se u proslosti
nazivao antinutrijentom jer je zapazeno da je kod zivotinja koje su ga u prehrani imale u
velikom obimu rezultirao krzljavim rastom. Polifenoli mogu smanjiti apsorpciju nekih
minerala. Dobro je istrazen negativan uc¢inak nekih polifenola kao $to je EGCG na apsorpciju

zeljeza 1 cinka. Poznato je kako potencijal polifenola za keliranjem minerala ovisi o tipu
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samog minerala. Jedna studija je pokazala utjecaj antocijanina iz crnog ribizla na apsorpciju
minerala ukoliko se konzumira sa i bez fitinske kiseline. Fitinska kiselina predstavlja
normalni sastojak hrane s vrlo velikim potencijalom keliranja dvovalentnih metala koji opada
u nizu Cu>Zn>Mn>Fe>Ca. Dodatkom fitinske kiseline zapazene su vece koncentracije
polifenola u urinu i plazmi. Fitinska kiselina je u ovom slucaju kao jaki kelator onemogucila
nastanak kompleksa polifenol-mineral.?®

Jedan od glavnih ¢imbenka koji utjeCe na biodostupnost je kemijska struktura
polifenolne komponente. U hrani veéina polifenola postoji u glikolizidnoj formi, povezani sa
Se¢ernom grupom. U ovakvoj prirodnoj formi oni se, u pravilu, ne mogu apsorbirati te
moraju podle¢i hidrolizi putem intestinalnih enzima ili crijevne mikroflore. Antocijani

predstavljaju iznimku jer se intaktni glikozidi mogu apsorbirati i detektirati u cirkulaciji.?*%2

1.5.1. Metabolizam polifenola

Buduéi da se veoma mali dio polifenola izluuje nepromijenjen iz organizma, za
ocekivati je da na djelovanje polifenola u organizmu ne utje¢u samo ishodiSne molekule, ve¢ i
njihovi metaboliti. Zbog toga se sve vece znacenje pridaje istraZivanju metabolickih procesa
polifenola u organizmu kao i bioloskih znacajki nastalih metabolita. Dobro je istrazen
metabolizam flavonoida i fenolnih kiselina, kao najzastupljenijih polifenolnih skupina u

ljudskoj prehrani.?*

1.5.1.1. Metabolizam polifenola u gornjem GIT-u

U gornjem dijelu gastrointestinalnog trakta (GIT), promjene nisu intenzivne te
polifenoli u tanko crijevo uglavnom dospijevaju u nepromijenjenom obliku. U usnoj Supljini
dolazi do hidrolize nekih glikozida kao Sto su kvercetin-4-glukozid i genistein-7-glukozid.
Nastankom farmakoloski aktivnih aglikona omogucen je njihov lokalni u¢inak na inhibiciju
proliferacije raka usne Supljine. Hidroliza se uglavnom dogada utjecajem enzima epitelnih
stanica, ali je moguca i uz pomo¢ bakterija. Razlika u mikroflori usne Supljine znacajno

pridonosi varijabilnosti hidrolize glikozidnih flavonoida medu pojedincima tako da ona kod
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nekih moze pokazati znacenje u metabolizmu 1 djelovanju flavonoida. U kiselim uvjetima
Zeluca nema znacajnijih promjena. Flavonoidni glikozidi stabilni su na hidrolizu u kiselim

uvjetima Zeluca te nepromijenjeni dospijevaju u tanko crijevo.?*

1.5.1.2. Metabolizam polifenola u tankom crijevu

Brojni ¢imbenici utjeCu na apsorpciju probavljenih komponenti u tankom crijevu.
Mozemo ih podijeliti u dvije osnovne skupine: fitokemijski poput strukture molekula,
lipofilnosti, pKa i topljivosti te bioloski u koje ubrajamo pH tankog crijeva, permeabilnost
membrane i ucinak prvog prolaska kroz jetru. Pri tome najveéi utjecaj na intestinalnu
apsorpciju pokazuju strukturalni parametri poput molekulske mase, glikozilacije i
esterifikacije. Pove¢anjem molekulske mase, smanjuje se moguénost apsorpcije u tankom
crijevu. 1z tog razloga visokomolekularni proantocijanidini, gradeni od podjedinica flavanola,
gotovo uopce nisu apsorbirani u tankom crijevu. Medutim, slaba apsorpcija proantocijanidina
bi mogla biti znaCajna za postizanje lokalnog ucinka na sluznicu crijeva ili pri djelovanju
fenolnih kiselina koje nastaju razgradnjom enzimima crijevne mikroflore.?*

Vecina flavonoida se u hrani nalazi u obliku glikozida, a tip Secerne jedinice znatno
utjeCe na apsorpciju pojedinih flavonida u tankom crijevu. Tako se kvercetin-3-O-f-glukozid
mnogo bolje apsorbira od rutina, ramnoglukozida kvercetina, pa ¢ak i od pripadajuéeg
aglikona. Dva su mehanizma koji objasnjavaju bolju apsorpciju kvercetin-3-O-B-glukozida u
odnosu na aglikon. Prvi uklju¢uje membranski transporter SGLTI1, glukozni transporter,
kojim se glukozidi transportiraju u lumen enterocita gdje su supstrati za citosolnu [-
glukozidazu. U drugi mehanizam je ukljucena laktaza-florizin hidrolaza smjestena na
membrani enterocita s aktivnim mjestom okrenutim prema lumenu crijeva. Ona svojom
aktivnoscu otpusta aglikone koji potom mogu pasivno difundirati preko membrane.?

Intestinalnu apsorpciju takoder smanjuje esterifikacija. Katehini koji su esterificirani s
galnom kiselinom, kava kiselina s kina kiselinom (klorogenska kiselina) i feruli¢na kiselina
vezana za arabinoksilate iz stani¢ne stijenke biljaka pokazuju znatno manju bioraspolozivost

od pripadaju¢ih slobodnih oblika.?*

15



1.5.1.3. Konjugacija i transport konjugata

Flavonoidi se gotovo u potpunosti konjugiraju tako da su u nepromijenjenom obliku u
krvi opcenito odsutni ili prisutni u vrlo niskim koncentracijama. NajceS¢e su podlozni
rekacijama glukuronidacije, sulfatacije i metilacije. Glavna mjesta konjugacije su tanko
crijevo (osobito ileum) i jetra. Konjugati nastali u tankom crijevu apsorbiraju se ili
transportiraju nazad u lumen putem MRP1, MRP2, BCRP1 ili OAT transportera s tim da se
efluks, odnosno transport glukuronida odvija dominantno prema bazolateralnom, a sulfata
prema luminalnom odjeljku. Ukupna produkcija konjugata ovisna je o koncentraciji aglikona
na apikalnoj strani te njegovom prelasku u lumen koji je obrnuto proporcionalan broju
hidroksilnih grupa. Najvece povecanje produkcije konjugata je kod galangina koji posjeduje 3
hidroksilne skupine, a slijede kempferol s 4 te kvercetin s 5 hidroksilnih skupina.?

Najdominantniji metabolicki proces kojem flavonoidi podlijezu je glukuronidacija.
Glukuronidaciju kataliziraju mikrosomalni enzimi UDP-glukuronozil transferaze. Na primjeru
baikaleina (bioaktivnog flavonoida iz korijena vrste Scutellaria baicalensis, biljke koja se
koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini) je vidljivo zasto je glukuronidacija dominantniji
metabolicki put od sulfatacije. lako se sulfatacija odvija uz ve¢i afinitet enzima prema
supstratu, kinetika sulfatacije ve¢ je pri manjem povecanju koncentracije supstrata
inhibitorna. Glukuronidacija se odvija uz vecu ucinkovitost i kapacitet te je dominantan
metaboli¢ki put u §irokom rasponu koncentracije supstrata i u jetri i u crijevima.?*

Flavanoli su u usporedbi s drugim flavonidima podlozniji metilaciji u jejunumu, $to je
posljedica specifi¢nosti katehol-O-metiltransferaze prema ovim spojevima. Metilacija moze
utjecati na smanjenje toksicnosti flavonoida i opcenito polifenola. Vecina polifenola sadrzi
kateholne grupe koje in vivo mogu biti oksidirane u toksi¢ne kinone. Sli¢ni kinoni nastali iz
endogenih estrogena i kateholamina dovode do nastajanja superoksidnih radikala kroz
reakciju s nukleofilnim molekulama u stanicama. Tako reakcija metilacije kvercetina
objaSnjava izostanak karcinogenog djelovanja in vivo unato¢ dobro definirane mutagenosti in
vitro.2*

Oksidacija citokrom P-450 enzima se odvija u manjoj mjeri u odnosu na reakcije
konjugacije ali moze utjecati na biolosku aktivnost flavonoida. |1 najmanje promjene u
strukturi flavonoida mogu znacajno utjecati na njihovo djelovanje u organizmu. Naj¢eSce se
smanjuje bioloska aktivnost i ubrzava izluc€ivanje, ali postoje dokazi i o nastanku bioloski
aktivnijih spojeva. VaZzna osobina ovog metabolickog puta je varijabilnost medu pojedincima

zbog razlicite ekspresije CYP izoenzima, polimorfizma, kao $to je CYP1A2 koji predstavlja
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jedan od najvaznijih enzima u metabolizmu flavonoida. Ta ¢injenica navodi na moguénost
velike razlike u uspjeSnosti lijeCenja raka medu pojedincima kao i na razlike u sklonosti
obolijevanja od istog. Hidroksilacijom i demetilacijom, reakcijama kataliziranim CYP
enzimima, mogu nastati polihidroksilirani spojevi s ja¢im antioksidacijskim djelovanjem od
ishodisnih molekula. Tako hidroksilacijom kempferola i O-demetilacijom tamariksetina

nastaje kvercetin, koji sadrzi prsten koji je pogodniji za delokalizaciju elektrona.?*

1.5.1.4. Metabolizam polifenola u debelom crijevu pod utjecajem crijevne mikroflore

U debelo crijevo dospijeva najveci dio unesenih polifenola, kako onih neapsorbiranih
tako i onih koji su u enterocitima i/ili jetri metabolizirani i potom transportirani natrag u
lumen crijeva izravno pomoc¢u membranskih transportera ili putem zuc¢i. Debelo crijevo
naseljava oko 10%2 mikroorganizama/cm® s velikim kataliti¢kim i hidrolitickim potencijalom,
tako da enzimatskom razgradnjom polifenola nastaje velik broj novih metabolita. Debelo
crijevo tako ne predstavlja samo mjesto izlu¢ivanja polifenola nego i1 aktivno mjesto njihovog
metabolizma. Na taj nacin nastaje enterohepaticko kruzenje, dekonjugacija metabolita
polifenola te reapsorpcija, kojim se produzuje vrijeme zadrZavanja polifenola u organizmu.
Najcesce metabolicke reakcije u debelom crijevu su hidroliza, dehidroksilacija, demetilacija,
cijepanje prstena i brza dekonjugacija. Velika varijabilnost u opsegu metabolizma u kolonu je
odraz intra- i inter-individulanih razlika u mikroflori na koju utjeCu dob, stres, bolesti i
prehrana. Tako u metabolizmu daidzeina, izoflavonske komponente, crijevnom mikroflorom,
razlike medu pojedincima mogu biti drasticne. Jedni su ekvol-producenti dok kod drugih
nastaje O-demetilan-golensin.?’

FarmakokinetiCke studije apsorpcije i1 eliminacije polifenola indiciraju kako oni
dostizu maksimalnu koncentraciju u krvi otprilike dva sata nakon unosa, a vrijeme poluzivota
krece se u rasponu 4,8 — 6,9 sati. Ove vrijednosti mogu znacajno varirati §to ovisi o kemijskoj

strukturi, veli¢ini i sloZzenosti samog polifenola.*

1.6. Stabilnost polifenola
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Polifenole se smatra vrlo nestabilnim spojevima i visoko podloznima degradaciji.
Stabilnost polifenola pod razli¢itim uvjetima je vrlo vazan aspekt buduci da je teznja ocuvati
njihova Zeljena svojstva, strukturu i djelotvornost. Tako na stabilnost polifenola utjece
svjetlost, visoka temperatura, kisik te prijelazni metali.?®

Jedna studija je pokazala kako djelovanjem UV svjetlosti dolazi do foto-degradacije
katehina, galne kiseline i vanilinske Kiseline. Katehin se pokazao kao najnestabilniji te je
njegova potpuna degradacija nastupila nakon osmosatne izlozenosti djelovanju UV zraka. U
istom periodu izloZenosti, zapazen je gubitak od 85% galne kiseline. Vanilinska kiselina se
pokazala kao najstabilnija sa gubitkom od 50% u istom periodu izlozenosti. Galna i vanilinska
kiselina pokazuju i veéu antioksidativnu aktivnost u sporedbi s katehinom.?®

Studija je proucavala i termicku stabilnost istih polifenola. Podaci pokazuju korelaciju
sa UV stabilnosti. Katehin se tako pokazao kao najnestabilniji sa stopom degradacije od 20%
na temperaturi od 60° C te se ona penje na 32% pri temperaturi od 100 °C. Galna i vanilinska
kiselina pokazuju gotovo istu stopu degradacije pri temperaturi od 60 °C i 80 °C i one iznose
redom 15% 1 25%. Odnosno, ovi polifenoli pokazuju izraZeniju stopu degradacije pri viSim
temperaturama kao §to je 100 °C te se one tada kre¢u u rasponu 32-37%.% Polifenoli su
podlozni oksidaciji. Reakcija oksidacije predstavlja dehidrogenaciju fenolnih spojeva Sto
rezultira nastankom kinona koji su vrlo reaktivni. Oni mogu polimerizirati ili reagirati sa
drugim spojevima. Rezultat je nastanak obojenih spojeva zvanih fitomelanini i gubitak
antioksidacijskog uc¢inka.?®

Razlikuju se autooksidacija polifenola - bez katalizatora koje se odvijaju dosta sporo te
je za uocavanje promjena ponekad potrebno nekoliko dana ili ¢ak tjedana, oksidacija
katalizirana prijelaznim metalima kao §to su Cu®*, Fe?*, Fe3*, Mn?" te oksidacija katalizirana
enzimima pri ¢emu je najznacajnija polifenoloksidaza ili fenolaza. Taj enzim se prirodno
nalazi u vocu te je nakon mehanickog oSte¢enja naruSena stani¢na stuktura ¢ime je omogucen
kontakt polifenoloksidaze, polifenola i kisika. Taj proces je poznat kao enzimsko
posmedivanje i nije uvijek nepozeljan. On doprinosi pozeljnoj boji i okusu grozdica, suhih

$ljiva, kakaa, kave i ¢aja.?
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj istazivanja bio je prouciti dostupnu znanstvenu literaturu o polifenolnim uc¢incima,

utjecaju okoli$nih faktora i faktora procesa probave na stabilnost i stupanj biodostupnosti u
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organizmu pretrazivanjem baze podataka PubMed obuhvacajuéi pregledne radove, klinicke
studije te studije na animalnom modelu. U kontekstu problematike stabilnosti polifenola
poseban osvrt je dan na primjenu tehnika inkapsulacije u cilju ofuvanja i povecanja

stabilnosti polifenola u dodacima prehrani.
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3. INKAPSULACIJA
3.1. Tehnologija inkapsuliranja
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Inkapsulacija se moze definirati kao proces u kojem se jedna tvar, aktivna
komponenta, zatvara unutar druge, oblagajuce tvari. Inkapsulirana tvar se moze nazivati
srediStem, punjenjem ili unutarnjom fazom. Tvar, koja inkapsulira, Cesto se naziva
membranom, ljuskom, kapsulom, vanjskom fazom ili matriksom. Tvari, koje se
upotrebljavaju za inkapsuliranje, moraju biti prehrambene kvalitete, biodegradabilne i u
moguénosti tvoriti barijeru izmedu unutarnje faze i vanjskog okruzenja. Tako se za proces
inkapsuliranja naj¢es¢e upotrebljavaju polisaharidi kao Sto su Skrob i njegovi derivati:
amiloza, amilopektin, dekstran, maltodekstran i drugi. Proteini i lipidi takoder su primjereni
za uporabu u procesu inkapsuliranja. Unutar lipidnih komponenata, primjerenih za uporabu,
su masne kiseline i masni alkoholi, voskovi, gliceridi i fosfolipidi.?®

Procesom inkapsulacije mogu se dobiti mikrocestice koje se krecu u rasponu veli¢ina
od jednog mikrometra do jednog milimetra, kao i nanocestice s rasponom veli¢ina od jednog

nanometra do jednog mikrometra.*
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Slika 4. Prikaz veli¢ina bioloskih materijala i sustava.?

Postoji veliki broj inkapsulacijskih metoda koje se mogu klasificirati na temelju

reakcija koje se odvijaju prilikom procesa. Tako razlikujemo fizikalne, fizikalno-kemijske te
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kemijske metode inkapsuliranja.* U nastavku se navode tipi¢ni predstavnici svake skupine

metoda.

3.1.1. Fizikalne metode inkapsuliranja

Mnoge tehnologije su temeljene na suSenju budué¢i da se komponente, koje se
inkapsuliraju, vrlo ¢esto nalaze u teku¢em stanju. SuSenje rasprsivanjem (,,spray drying “)
jedna je od najstarijih i najSire koriStenih inkapsulacijskih tehnologija u prehrambenoj
industriji.l® Rije¢ je o brzom i relativno jeftinom procesu koji je, ukoliko se izvodi na
odgovaraju¢i nacin, visoko reproducibilan. Relativna lakoc¢a 1 niska cijena procesa glavni su
razlozi za njegovu Siroku primjenu. Produkti su mikro i nanodestice.* ® 2° Temeljna ideja
suSenja rasprSivanjem je produkcija visoko dispergiranih prasaka iz tekuéih pripravaka
isparavanjem otapala. To se postize mijeSanjem zagrijanog plina, najces¢e duSika, S
atomiziranom tekué¢inom koja ima visok omjer povrSine naspram mase Cestica. Zbog toga
dolazi do ravnomjernog i brzog isparavanja otapala preko direktnog kontakta. Atomizacija
predstavlja proces razbijanja tekucine na kapljice. Pri idealnim uvjetima sve bi Cestice trebale
imati jednak promjer. Susenje rasprsivanjem se sastoji od nekoliko faza. Pripreme otopine za
prihranjivanje koja moze biti homogena otopina, suspenzija ili pak pasta. Atomizacija koja
predstavlja proces prevodenja otopine u kapljice, ujedno je i najkriti¢niji korak u procesu.
Stupanj atomizacije kontrolira brzinu suSenja te time i veli¢inu komore za suSenje. Najcesce
se koriste slijede¢e atomizacijske tehnike: a) atomizacija pritiskom kroz mlaznicu (,,pressure
nozzle atomization”) u kojoj se atomizacija dogada potiskivanjem tekucéine kroz otvor
mlaznice. Predstavlja energetski ucinkovitu metodu koja ujedno nudi i najuzu distribuciju
veli¢ine Cestica, b) atomizacija putem potiskivanja dva fluida kroz mlaznicu (,,two-fluid
nozzle atomization) predstavlja drugu tehniku u kojoj se mjeSavina tekucine i
komprimiranog plina potiskuje kroz otvor mlaznice (energetski najmanje u¢inkovita metoda
korisna pri produkciji izrazito finih Cestica), ¢) atomizacija putem centrifuge (,,centrifugal
atomization “) predstavlja trecu najcesce primjenjivanu tehniku u kojoj se rasprsivanje odvija
prelaskom tekucine preko ili kroz rotiraju¢i disk (obi¢no se moze provoditi kroz duzi
vremenski period). Sljede¢i korak u procesu je suSenje. Otapalo vrlo brzo isparava s povrsine
Cestica u pocetku, a potom slijedi pad brzine suSenja jer je ono kontrolirano brzinom difuzije
otapala iz srediSta Cestice ka povrSini. Slijedi odvajanje praskastog proizvoda od vlaznog

plina, pri tom se vodi briga o ekonomicnosti jer se nastoji reciklirati medij kojim se provodi
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suSenje te izbje¢i oneciS¢enje okoliSa. Fine Cestice se u pravilu odvajaju putem ciklona,
vrecastih filtera, taloznika ili detki.*

Putem suSenja rasprSivanjem su uspjesno inkapsulirani, u mjeSavini maltodekstrina 1
arapske gume, procijanidi iz sjemenki grozda kao i epigalokatehin galat sa stopom
inkapulacije od 85%. Inkapsulacija ekstrakta lista masline u hitozanu se pokazala kao manje
ucinkovita sa stopom inkapsulacije od 27%. Uoceno je kako tvari koje se koriste kao

membrana utjeéu na u¢inkovitost, odnosno postotak inkapsulacije.*

Zagrijani zrak
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Slika 5. Shematski prikaz procesa suSenja rasprSivanjem putem atomizacije pritiskom otopine

kroz mlaznicu.*

Atomizacija potpomognuta superkriticnim fluidom (,,supercritical-assisted
atomization “) predstavlja tehniku u kojoj superkriti¢ni fluid ima ulogu otopljene tvari buduci
da se plinovi pod tlakom mogu otopiti u tekuéini.* Superkriti¢ni fluid predstavlja tvar koja
iznad svoje karakteristicne kriticne temperature 1 kriticnog tlaka posjeduje jedinstvena
svojstva koja se razlikuju od plinova i teku¢ina. Tako posjeduje svojstvo plina da penetrira u
svaku poru i svojstvo tekuc¢ine da otapa tvari. NajceSce se kao superkriti¢ni fluid upotrebljava
ugljikov dioksid (CO.) koji je netoksican, nezapaljiv, jeftin te je njegove kritine parametre

lako dosti¢i. Kriti¢na temperatura iznosi 37 °C te je bliska sobnoj temperaturi $to je pogodno
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za termolabilne supstance. Vrijednost njegovog kriti¢nog tlaka iznosi 73,8 bara.3! Postoji vise
tehnika koje se baziraju na mikronizaciji putem superkriti¢nih fluida. NajceS¢e primjenjivana
je brza ekspanzija superkriticnih otopina (,,RESS- rapid expansion of supercritical
solutions ). Otopina koju se Zeli mikronizirati otapa se u superkriticnom fluidu. Otopina koja
sadrzi supstancu koja se zeli inkapsulirati dovodi se u komoru koja je pod visokim tlakom i
koja sadrzi superkriti¢ni fluid pri ¢emu dolazi do otapanja superkriticnog fluida u otopini.
Korak koji je najznacniji u procesu je naglo smanjenje tlaka koje se postize prolaskom ovakve
otopine kroz mlaznicu u atomizator veéih dimenzija zbog ¢ega dolazi do volumne ekspanzije
superkriti¢nog fluida koji pri tom postaje plin $to je popraceno oslobadanjem topline.
Rezultat ekspanzije je talozenje mikrocestica koje se prikupljaju nakon odvajanja od plina.*

Ovom tehnikom je postignuto uspjeSno inkapsuliranje ekstrakta zelenog caja bez
degradacije njegovih aktivnih sastojaka. Dobivene Cestice su sferi¢nog oblika 1 prosjecne
veli¢ine oko 10 pm.*

U farmaceutskom polju se Cesto primjenjuju masne kiseline, posebice stearinska,
palmitinska i miristinska Kiselina te polietilenglikol kao polimerni materijali koji sa¢injavaju

membranu mikrocestica.3?

Otopina sa supstancom od interesa

Sustav za doziranje

Mijesanje i

Stvaranje

//*

Odvajanje

Cestica od Gestica

plina

Praskasti produkt

Slika 6. Shematski prikaz atomizacije potpomognute superkriti¢cnim fluidom putem brze

ekspanzije superkritiénih otopina.*
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3.1.2. Fizikalno-kemijske metode inkapsuliranja

U skupini fizikalno-kemijskih metoda inkapsuliranja posebno je zanimljiva produkcija
liposoma koje valja razlikovati od micela. Liposomi su mali sferi¢ni sustavi koji se
sintetiziraju u tijelu iz kolesterola i fosfolipida. To su prirodni produkti koji se smatraju
atraktivnim i neskodljivim prenosiocima tvari od interesa u organizmu.>® Liposomi se sastoje
od jednog ili vise koncentricnih lipidnih dvosloja koji su razdvojeni vodenim medijem.
Klasificiraju se na temelju veli¢ine, broja lamela i naboja. Prema veliCini se razlikuju mali,
veliki 1 gigantski liposomi. S obzirom na broj lamela, definiraju se unilamelarni liposomi, sa
samo jednim lipidnim dvoslojem, te oligo i mulitilamelarni liposomi. U pravilu se broj lamela
kre¢e u rasponu od 5 do 20 te se liposomi s nizim brojem lamela smatraju oligolamelarnim. S

obzirom na naboj razlikuju se neutralni i nabijeni, pozitivno ili negativno, liposomi.* 34
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Slika 6. Shematski prikaz liposoma i micele®*

Konvencionalna metoda pripreme liposoma ukljucivala je hidrataciju tankih
fosfolipidnih filmova vodenim otopinama. Ta metoda poznata je kao Banghamova metoda
pripreme.>?%% Liposomi se formiraju kada se tanki lipidni filmovi ili lipidni kola¢i
hidratiziraju $to dovodi do toga da dvosloji postaju fluidni i naduti. Dolazi do odvajanja
lipidnih listova tijekom agitacije, a kasnijeg zatvaranja ¢ime nastaju velike multilamelarne

Cestice. Jednom kad ove Cestice nastanu moguce je reducirati njihovu veli¢inu 1 posti¢i
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homogenost Sto zahtijeva primjenu zvuéne energije putem sonifikacije (ultrazvuk) ili
mehanicke energije putem ekstruzije. Priprema liposoma ukljucuje nekoliko generalnih
elemenata a to su priprema lipida za hidrataciju, hidratacija s agitacijom i homogenizacija
distribucije veli¢ina Cestica. Priprema lipida za hidrataciju se najprije vrsi otapanjem lipida u
organskom otapalu. Ovaj proces se odvija primjenom c¢istog kloroforma ili mjeSavinom s
etanolom. Ukoliko je primjena kloroforma upitna, alternativa je primjena tercijarnog butanola
ili cikloheksana. Nakon $to su lipidi otopljeni i izmijeSani u organskom otapalu, uklanja se
otapalo kako bi se formirao lipidni film. Mali volumeni organskog otapala se mogu ukloniti
isparavanjem koristenjem struje dusika ili argona u digestoru. Za uklanjanje ve¢ih volumena
otapala koriste se rotacijski uparivaci. Dobiveni lipidni kola¢ se moze pohraniti za kasniju
uporabu smrzavanjem. Hidratacija lipidnog filma ili kolaca se ostvaruje dodatkom vodenog
medija i agitacijom. Temperatura na kojoj se vrSi hidratacija bi trebala biti veca od
temperature prijelaza gel-tekuce stanje lipida. To se lako mozZe posti¢i primjenom rotacijskog
upariva¢a bez vakuuma. Rotacija lipida u toploj vodi s odgovaraju¢om temperaturom
omogucava hidrataciju lipidnog filma uz odgovarajucu agitaciju. Preporuka je da vrijeme
hidratacije bude 1 h uz snazno mijesanje ili muckanje. Prikladni medij za hidrataciju ukljucuje
destiliranu vodu, puferske otopine, otopine soli i monoelektrolite kao $to su SeCerne otopine.
NajceS¢u primjenu imaju fizioloska otopina (0,9%-tna otopina NaCl), 5%-tna otopina
dekstroze i 10%-tna otopina saharoze. Produkti su velike mulitlamelarne Cestice ¢ija se
veli¢ina moze homogenizirati sonifikacijom ili ekstruzijom. Primjenom sonifikacije dolazi do
razbijanja velikih Cestica djelovanjem ultrazvuka na male unilamelarne ¢estice sa promjerom
15-50 nm.*" Sonifikacija se provodi na malom volumenu od 1 do 40 mL te stoga nije
prikladna za produkciju velikih koli¢ina liposomskih Cestica. Ekstruzijom se lipidne Cestice
potiskuju kroz polikarbonatni filter, najcesce s velicinom pora od 100 nm, ¢ime se dobivaju

velike unilamelarne &estice promjera 120-140 nm.*’

Liposomi se mogu pripremati i na druge nacine. Jedan od njih je evaporacija
reverzne faze (,, reverse-phase evaporation ). Liposomi se otapaju u organskom otapalu koje
se ne mijesa s vodom, naj¢eS¢e dietil-eteru ili izopropil-eteru. Ukoliko lipid ima slabu
topljivost u eteru, dodatak kloroforma ili metanola ¢e povecati njegovu topivost. Potom se
dodaje vodena faza i sustav se kontinuirano nalazi u atmosferi inertnog plina dusika. Nastaje
dvofazni sustav tipa emulzija ulje u vodi koji se kratkotrajno izlaze sonifikaciji (2-5 min).
Emulzija se potom stavlja na rotacijski upariva¢ te se uklanja organsko otapalo pod

smanjenim tlakom. Tijekom isparavanja organskog otapala sustav se pjeni. Kad se ukloni
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vecina otapala, sustav najprije formira viskozni gel, a zatim postaje vodena suspenzija. Ona se
dodatno razrjeduje kako bi se formirale liposomske cCestice. Prednost ove tehnike je vrlo
visoka stopa inkapsuliranja od oko 50 %.%

Inkapsulacijska ucinkovitost polifenola ovisi o morfologiji liposoma, a ona pak ovisi o
metodi primijenjenoj u njihovoj produkciji. Postoje literaturni podaci koji upucuju na to da

liposomi poboljsavaju bioaktivnost i biodostupnost polifenola.*

3.1.3. Kemijske metode inkapsuliranja

Kompleksna koacervacija (,,compleks coacervation*) predstavlja razdvajanje
makromolekularne otopine sastavljene od dva suprotno nabijena makroiona na dvije
nemjesljive tekuée faze pri ¢emu dolazi do udruzivanja suprotno nabijenih makroiona oko
aktivne komponente koja je suspendirana ili emulgirana u istom mediju. Razlikuje se od
jednostavne koacervacije u kojoj sudjeluje samo jedan polimer. Suspenzija koacervata
predstavlja bifazni sustav, dok jasna gusta faza predstavlja koacervat. Ta faza je viskoznija i
koncentriranija od inicijalne otopine i pokazuje brojna jedinstvena svojstva.>® Jedan od
najéeScée koriStenih sustava u kompleksnoj kocervaciji je Zelatina-arapska guma zbog njihove
biorazgradivosti i obilnog resursa. Naboj zelatine je pH ovisan zbog ¢ega proces pripreme
mikrokapsula postaje lakse kontroliran. Bitno je fino podesiti razli¢ite faktore procesa jer vrlo
male varijacije utjeCu drasticno na tijek procesa. Vrlo vazan faktor koji utjeCe na
mikroinkapsulaciju aktivne komponente je inicijalna koli¢ina adsorbirana na kapljicama. Iz
tog razloga se mogu dodavati surfaktanti. Zelatina se najée$¢e primjenjuje kao negativno
nabijena, a arapska guma kao pozitivno nabijena. U procesu kompleksne koacervacije
pripremaju se 1%-tne otopine negativno nabijene Zelatine i pozitivno nabijene arapske gume
te se pH podesava na vrijednost 6,5. U slucaju dodatka surfaktanta, on se dodaje prije
podesavanja pH vrijednosti i to u otopinu arapske gume. Potom se otopine zagrijavaju na
temperaturu 45° C. U otopinu arapske gume se dodaje parafin te se on brzo mijesa otprilike 30
min kako bi se provelo dobro emulgiranje. U ovu emulziju se dodaje otopina zelatine po
principu kap po kap, a pH se podesava na 4,5 kako bi se potakla koacervacija te je pri tome
potrebno mijesati sustav otprilike 1 h. Mjesavina se potom centrifugira te se dobivaju
koacervati i na povrSini i na dnu koji nuzno ne moraju sadrzavati kapsule. Produkti se potom

podvrgavaju suenju.>®

28



Polimerizacija na granici faza (,,interfacial polymerisation ) je klasi¢na tehnologija
uklju¢ena u produkciju sintetickih vlakana kao Sto su poliester, najlon i poliuretan.
Karakterizira ju formiranje membrane putem brze polimerizacije monomera na granici
kapljica ili Cestica otopljenih u vodenoj fazi. Monomer se otapa u odgovaraju¢em otapalu,
potom se dodaje u vodenu fazu koja sadrzi supstancu od interesa. Potrebno je dodati
odgovarajuci reaktant monomeru u vodenoj fazi zbog ¢ega dolazi do brze polimerizacije na
povrsini Zeljenih Cestica te formiranja zida kapsule. Polimerizacija na granici faza se moze
primjenjivati za pripremu veéih mikroc¢estica, no u komercijalne svrhe se najées$ce proizvode
Cestice manjeg promjera. Temelj ove metode je klasicna Schotten-Baumanova reakcija

izmedu acetil klorida i komponente koja sadrzi aktivni vodikov atom kao $to su amin ili

alkohol.*
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4. RASPRAVA
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Zbog brzog zivotnog tempa i ¢injenice da suvremeni ¢ovjek vecinu vremena tijekom
dana provede izvan doma, sve je izraZenija potreba za konzumiranjem dodataka prehrani koja
sadrze bioloski aktivne komponente, poput polifenola. Kako su polifenoli osjetljivi na utjecaj
kisika iz zraka, utjecaj svjetla, te na visoku temperaturu, vazno je pripraviti dodatke u kojima
¢e primjenom odredenih tehnika ovi spojevi biti dodatno stabilizirani. Nadalje, polifenoli u
probavnom traktu ¢ovjeka, prema podacima iz dostupne znanstvene literature, u pravilu imaju
nizak stupanj bioraspolozivosti 1 podlozni su utjecaju crijevne mikroflore.

Inkapsulacija je Sirok pojam i obuhvaca mnoge tehnike poput susSenja rasprSivanjem,
atomizacije potpomognute sukriti¢nim fluidom, pripreme liposoma hidratacijom fosfolipidnih
filmova ili evaporacijom reverzne faze, kompleksna koacervacija, polimerizacija na granici
faza.

Tehnika suSenja rasprSivanjem se pokazala dobrom metodom pripreme mikrosfera koje
sadrze ekstrakt articoke. Analiza elektronskim mikroskopom pokazuje kako Cestice bazirane
na laktozi imaju sferiCan oblik te pokazuju brzo oslobadanje polifenolne komponente u
kiselom 1 neutralnom mediju zbog dobre topljivosti nosaca laktoze, dok one bazirane na
hipromelozi oslobadaju svega 20 % sadrZaja pri pH 1,2 u periodu od 2 sata dok se ukupna
preostala koli¢ina sadrzanog polifenola oslobada nakon 6 sati pri pH 6,8. Cestice pripremljene
kombinacijom laktoze 1 hipromeloze u odnosu 1:1 pokazuju polaganu stopu oslobadanja koja
traje priblizno 24 sata. Autori stoga predlazu da se takva formulacija primjenjuje kao oralni
oblik s kontoliranim oslobadanjem.*® Sjemenke grozda su bogat izvor proantocijanidina no
obi¢no su tretirane kao otpad. Ekstrakt sjemenki grozda je uspjeSno inkapsuliran tehnikom
suSenja rasprSivanjem uz stupanj ucinkovitosti od 88,84%. Analiza je pokazala kako se
proantocijanidini nisu promijenili tijekom procesa te da je membrana mikrokapsula sacuvala
svoj integritet. Time je stabilnost produkta o¢ito poboljsana.*! Lis¢e hrasta se u sjevernom
Meksiku koristi kao osvjezavajuce pi¢e bogato polifenolnim komponentama. LiS¢e pokazuje
astringentno djelovanje te stoga zahtjeva maskiranje okusa kako bi se inkorporiralo u
proizvod koji zadovoljava zahtjeve potroSaca. Takoder, sastojci lis¢a ulaze u interakciju sa
brojnim drugim komponentama hrane. Susenje rasprSivanjem je uspjesno rijesilo taj problem.
Priprema kapsula sacinjenih od laktoze i kazeina omogucuje dobivanje cestica u redu
submikronske veli¢ine uz zadrzavanje dobre antioksidacijske aktivnosti orginalne infuzije.*?

Ekstrakt zelenog ¢aja je uspjeSno inkapsuliran koriStenjem atomizacije potpomognute
superktiriénim fluidom. Dobivene Cestice su imale veli¢inu 44,7 nm. Dobivene Cestice su
iskazale antibakterijsku aktivnost, a antioksidacijska aktivnost je poboljsana. Dobivene

Zestice su pokazale i prebioti¢ku aktivnost.*®
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Ekstrakt sjemenki grejpa bogat polifenolima je inkapsuliran u liposomskim ¢esticama.
Produkti su pokazali dobru stabilnost tijekom 98 dana pohrane. Veéina polifenola je
inkorporirana u ljusci liposoma (85,4%), samo mali postotak (7,6%) je smjeSen u
unutrasnjosti. Kada su liposomske cestice oblozene hitozanom, poboljSana je njihova
okidativna stabilnost. NeobloZene liposomske &estice su vrlo sklone lipidnoj oksidaciji.**

Ekstrakt zelenog caja je inkapsuliran u liposomskim cCesticama te je ispitana
transdermalna doprema. Uoceno je kako liposomska kompozicija ima utjecaj na otustanje
spoja. Ukoliko se inkorporiraju anionski surfaktanti kao §to je dicetil fosfat, transdermalno
otpustanje katehina se sedmerostruko povecava. Epigalokatehin-3-galat je pokazao najvecu
stopu inkapsulacije te in vivo nakupljanje u kozi.*®

Propolis, mjesavina bogata polifenolima koju skupljaju pcele, posjeduje izrazeno
terapijsko djelovanje. Ipak, njegova je primjena ograni¢ena zbog topivosti samo u alkoholu te
zbog njegovog izrazenog okusa. Inkapsulacija propolisa putem kompleksne koacervacije
predstavlja zanimljivu alternativu. Rezultat je prasak, lako topiv u tekuéinama koje nisu
alkohol, koji posjeduje antioksidativna i antimikrobna svojstva te iz kojeg se otpustanje
aktivne komponente moze kontrolirati.*®

Mikrocestice koje sadrze proantocijanidine iz sjemenki grozda su dobivene
polimerizacijom na granici faza. Mikrocestice su imale veli¢inu manju od 10 um i bile su
stabilne vise od 5 mjeseci na temperaturi od 45 °C u vodenom okruzenju. Sporo su se
degradirale u plazmi i pokazale zanimljivu antioksidativnu aktivnost, premda malo manju u

odnosu na inicijalne proantocijanidine.*
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5. ZAKLJUCCI
Prednosti tehnika inkapsulacije
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1. Povecanje stabilnosti i biodostupnosti
2. Maskiraju neugodan okus polifenolnih spojeva i sprjecavaju pojavnost trpkosti

3. Omogucena je ciljana doprema Cestica u tanko crijevo gdje se mogu osloboditi

Mane tehnika inkapsulacije

1. Tendencija nakupljanja u vitalnim organima

2. Povecana koncentracija u organizmu i moguca toksi¢nost

3. Tesko postizanje uniformnosti Cestica
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7. SAZETAK
Polifenoli su Siroko rasprostranjeni sekundarni biljni metaboliti. Pokazuju brojne
pozitivne u¢inke na ljudsko zdravlje zbog ¢ega vlada veliki interes za razvojem polifenolnih

dodataka prehrani.
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Razvoj takvih pripravaka nailazi na odredene probleme. Razlog tomu je velika
osjetljivost polifenola na utjecaje iz okolisa. Osjetljivi su na svjetlost, temperaturu, ione
metala i Kisik. Takoder, uneseni peroralno, pokazuju nisku biodostupnost jer su veéinom
slabo topivi u vodi zbog ¢ega im je smanjena apsorpcija, a neki od njih pokazuju nepozeljna
organolepticka svojstva. Navedeni nedostaci su rijeSeni primjenom tehnika inkapsuliranja.
Postoje brojne metode inkapsulacije koje se dijele na fizikalne, fizikalno-kemijske i kemijske.
Susenje rasprsivanjem (,,Spray drying“) fizikalna je metoda koja je ujedno i najviSe
primjenjivana. Sastoji se od nekoliko koraka od kojih atomizacija predstavlja najkriticniji.
Atomizacija potpomognuta superkriti¢énim fluidom je jo§ jedna fizikalna metoda. Ona koristi
posebna svojstva koja karakteriziraju superkriticni fluid. Najznacajniji korak u procesu je
volumna ekspanzija otopine koja sadrzi superkriti¢ni fluid pri ¢emu dolazi do oslobadanja
topline te nastanka Zeljenih Cestica. Liposomi predstavljaju sferi¢ne sustave koji se i endogeno
sintetiziraju u organizmu, a karakterizirani su fospolipidnim dvoslojem. Industrijski se
pripremaju fizikalno-kemijskim metodama od kojih je hidratacija tankih fosfolipidnih
dvosloja ucestala. Nastali produkti su velike multilamelarne liposomske Cestice. One se dalje
mogu homogenizirati primjenom sonifikacije ili ekstruzije te se time dobiju male i velike
unilamelarne Cestice. Evaporacija reverzne faze predstavlja drugu metodu pripreme liposoma.
Princip ove metode je priprema emulzije tipa ulje u vodi. Kompleksna koacervacija
predstavlja kemijsku metodu inkapsuliranja u kojoj dolazi do udruzivanja suprotno nabijenih
makroinona oko Zeljene supstance $to se karakterizira kao koacervat i pri ¢emu dolazi do
razdvajanja dvije nemjesljive tekuce faze. Kao makroioni se najéeS¢e primjenjuju Zelatina 1
arapska guma. Polimerizacija na granici faza je jo$ jedna kemijska metoda inkapsuliranja.
Ona je inace Siroko primjenjivana u industriji u produkciji sintetickih materijala i karakterizira
ju nastanak polimera na granici kapljica ili Cestica otopljene tvari.

Premda su inkapsuliranjem nadvladani brojni problemi vezani uz primjenu polifenola,
otvorena su nova podrué¢ja za unaprjedenje tehnike. U prvom se redu to odnosi na sigurnost
takvih pripravaka jer se na taj nacin u organizam moze unijeti puno veca koli¢ina polifenola
nego standardnim unosom putem hrane. Zabrinutost izaziva i veli¢ina Cestica budu¢i da se
vece nanocestice mogu se nakupljati u vitalnim organima i tako stvarati problem
nanotoksi¢nosti.

Polifenoli predstavljaju jako vrijedne tvari s pozitivnim u¢inkom na ljudsko zdravlje, a
inkapsulacija vrlo uspjeSan nacin rjeSavanja problema vezanih uz njihovu primjenu.
Inkapsulacija predstavlja polje koje se jos uvijek usavrsava buduéi da postoje potencijalni

problemi vezani uz njenu primjenu u industriji dodataka prehrani.
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8. SUMMARY
Polyphenols are widespread secondary plant metabolites. They show numerous
positive outcomes on human health. Because of mentioned benefits, there is a huge interest

for developing nutritional supplements containing polyphenols.
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Developing such supplements shows particular problems. The reason for that is great
polyphenol instability on influences from environment. They are sensitive to light,
temperature, metal ions and oxygen. Also, peroral consumation results in low bioavailability
because they mostly have poor watersolubility and low apsorption rate. Some of them show
unpleasant organoleptic properties. Those deficiences are overcomed by incapsulation
technologies. There are plenty of incapsulation methods which are grouped into physical,
physico-chemical and chemical. Spray drying is mostly applied physical method. It consists
of several steps from which atomisation is the most critic one. Supercritical-assisted
atomisation is another physical method. It uses special properties characteristic to critical
fluid. Most important step in process is volume expansion of solution containing supercritical
fluid which results in release of heat and formation of desired particles. Liposomes represent
spherical system also endogenously synthesized in organism, characterised by phospholipid
bilayer. Industrially are prepared by physico-chemical methods from which hydration of thin
phospholipid bilayer is frequently used. Resulting products are big multilamellar liposome
particles. They can be homogenised by sonication or extrusion resulting in small and big
unilamellar particles. Reverse phase evaporation represents another method used for liposome
preparation. Principle of this method is prepartion of oil in water type of emulsion. Complex
coacervation is chemical incapsulation method in which joining of opposite charged
macroions occurs around desired substance what is characterised as coacervate and in which
two immiscible liquid phases separate. Mostly used macroinos are gelatin and gum arabic.
Interfacial polymerisation is another chemical incapsulation method. It is widely used in
industry for production of synthetic materials. It is characterised by formation of polymer on
line between droplets or particles of dissolved substance.

Although incapsulation provides solution for problems related with use of polyphenol
supplements there are some new doors opened for improvement of technique. Mostly it refers
on safety aspect of using such supplementation. Consummation of that nutritional
supplements results in significant higher polyphenol levels in human organism compared to
usual intake by food. Particle size also represent reason for worry. Larger nanoparticles can
accumulate in vital organs and cause nanotoxicity problem.

Polyphenols represent very valuable substances with positive outcome on human
health and incapsulation ensures successful way in solving problems related with their
application. Incapsulation represents field that is still been improved due to potencial
problems related with its application in nutritional supplement industry.
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