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1. UvOoD




Jabuke su voce koje se Cesto konzumira te se intenzivno uzgaja (Feng i sur., 2021;
Jakobek i sur., 2020). Preporucuju se u prehrani jer imaju brojne pozitivne ucinke na ljudski
organizam. Bogate su vitaminima medu kojima su vitamini B kompleksa najvise prisutni.
Takoder, sadrZe i velike koli¢ine minerala te vlakana u odnosu na ostalo voce (Feliciano i sur.,
2010). Sadrze visoke koncentracije polifenola koji se tijekom probavnog procesa iz jabuke
otpustaju u organizam (Jakobek i sur., 2023). Polifenolni spojevi su vrlo vazni jer imaju
potencijalno pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Kako se jabuke ¢esto konzumiraju, polifenoli
se sve viSe istrazuju (Jakobek i sur., 2020; Jakobek i sur., 2021). U jabukama se uobicajeno
nalaze antocijanini, flavan-3-oli, fenolne kiseline, dihidrokalkoni i flavonoli (Jakobek i sur.,
2020). Kolic¢ina polifenolnih spojeva u jabukama nije uvijek ista. Naime, ona ovisi 0 mnogim
¢imbenicima kao $to su vrsta jabuke, uvjeti u kojima se skladisti, uvjeti okolisa u kojima se
uzgaja (Fengisur., 2021).

Kemijska kinetika se bavi istraZzivanjem brzine kojom reaktanti nestaju, te kojom
produkti nastaju u nekoj kemijskoj reakciji. Ona proucava nacin na koji odredeni faktori utjecu
na brzinu reakcije te detektira korake odvijanja reakcije. PobliZze objasnjava mehanizam
reakcije, te daje informaciju o vremenu u kojem ¢e kemijska reakcija stupiti u stanje ravnoteze
(Atkins, 2001). U kemijskoj kinetici provodenjem kemijske reakcije dolazi do promjene koli¢ine
reaktanta (ct) tijekom vremena (t) Sto se moze opisati krivuljom koja se definira jednadzbama
brzina reakcije prvog i drugog reda (Jakobek i sur., 2023).

Kemijska kinetika moZe posluziti i za analizu simuliranog probavnog sustava
(Butterworth i sur., 2012). Prilikom simulacije probave moZe do¢i do povecanja ili do
smanjenja koli¢ine reaktanta tj. otpustenih spojeva u razlic¢itim fazama probavnog sustava.
Povecanje koli¢ine reaktanta moze biti opisano krivuljom ¢ija je funkcija rastuéa, odnosno
ovisnost koli¢ine reaktanta (c:) o vremenu (t) pokazuje porast. No, ako dolazi do razgradnje
reaktanata tijekom probave, smanjenje koliCine reaktanata moze biti opisano krivuljom cija je
funkcija padajuca, odnosno ovisnost koli¢ine reaktanta (ct) o vremenu (t) pokazuje smanjenje.
Uobicajene jednadzbe brzine reakcije prvog i drugog reda koje opisuju ove krivulje su
modificirane za otpustanje polifenolnih spojeva u probavi na nacin da odgovaraju u oba
slucaja, povecanju i smanjenju koncentracije otpustenih polifenola (Jakobek i sur., 2023).

Cilj ovog rada bio je ispitati kinetiku otpustanja polifenolnih spojeva iz jabuke tijekom
probave u Zeludcu i tankom crijevu. Provedena je simulirana probava jabuke u ustima, Zeludcu

i tankom crijevu, in vitro, u razli¢itim vremenskim periodima. Svi uzorci analizirani su RP-HPLC
2



metodom (engl. Reversed-Phase High-Performance Liquid Chrmatography) da bi se odredili
ukupni polifenoli, ukupne polifenolne skupine i pojedinacni polifenolni spojevi otpusteni
tijekom probave. Koli¢ine polifenolnih skupina otpustene tijekom vremena analizirane su
nelinearnom regresijom modificiranim jednadZzbama brzina reakcija prvog i drugog reda.
Odredene su konstante brzine reakcija te vrijeme polureakcije za otpustanje polifenolnih

skupina jabuke tijekom probave.



2. TEORUSKI DIO



2.1. JABUKA

Jabuka (Slika 1) je voce porijeklom iz porodice Rosaceae. Intenzivno se uzgaja,
nutritivno je vrlo bogata i jedno je od najkonzumiranijih vrsta voca u svijetu. MozZe se
posluZzivati u svjezem obliku, u obliku sokova, Cipseva te u obliku octa i vina (Feng i sur., 2021;

Feliciano i sur., 2010).

Slika 1 Jabuka (Zovko, 2017)

Razli¢ite sorte jabuka se razlikuju po kemijskom sastavu, a u sastavu je bitan omjer
Secera i kiselina koji daju dobro uravnotezen okus. Jabuka sadrzi veliki udio vode (oko 84 %),
a isto tako sadrzi minerale kao Sto su kalij, magnezij, kalcij i natrij. Prisutni su i cink, mangan,
bakar, Zeljezo, bor, fluor, selenij i molibden. Vitamini koji se nalaze u najvecoj koncentraciji su
vitamini B kompleksa. Isto tako, u jabuci se u velikim koli¢inama nalaze i vlakna kao Sto su
celuloza, hemiceluloza, lignin i pektin, a lipidi i proteini se u njoj nalaze u malim koli¢inama
(Feliciano i sur., 2010).

Topiva i netopiva vlakna imaju razli¢itu ulogu. Topiva vlakna snizavaju koncentraciju
kolesterola u krvi, a netopiva vlakna imaju vaznu funkciju u regulaciji rada crijeva (Feliciano i

sur., 2010).

2.2. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi sekundarni su metaboliti biljaka. Siroko su rasprostranjeni i
kompleksni, a pronadeno je vise od 8000 spojeva. Dijele se na dvije osnovne skupine, a to su

flavonoidi i neflavonoidi. Neke od osnovnih podskupina polifenolnih spojeva prikazane su na



Slici 2. U neflavonoide se ubrajaju lignani, fenolne kiseline i stilbeni uz mnoge druge skupine,
a u flavonoide se ubrajaju skupine kao S$to su antocijanidini, flavanoli, flavonoli, flavoni,
izoflavoni te flavanoni i mnogi drugi (Bouayed i sur., 2011; Bravo, 1998). Tijekom in vitro
simulirane probave, polifenolni spojevi se oslobadaju iz ,matrixa“ hrane te dalje odlaze u iduce
probavne faze. Time njihova djelotvornost, u¢inkovitost i stabilnost uvelike ovise o enzimima,

temperaturi, pH te mnogim drugim ¢imbenicima (Bouayed i sur., 2011; Bravo, 1998).

Lignani

Antocijanidini

Flavanoli
| - Flavonoli

S Polifenolni o
Fenolne kiseline o Flavonoidi
sPojey | " Flavoni
/ Izoflavoni
Stilbeni Flavanoni

Slika 2 Podjela polifenolnih spojeva

2.2.1. Fenolne kiseline
Fenolne kiseline, Cija je osnovna struktura prikazana na Slici 3, predstavljaju vaznu

skupinu neflavonoida ¢ija je molekularna masa mala. Najéesce su prisutne u vezanom obliku i
dijele se u dvije velike skupine. Prva skupina su hidroksicimetne, a druga hidroksibenzojeve
kiseline (Bravo, 1998; Jakobek, 2007). Hidroksibenzojeve kiseline se najcesée nalaze u
vezanom obliku. Hidroksicimetne kiseline ces¢e se pojavljuju u vocu i povréu od

hidroksibenzojevih kiselina (Jakobek, 2007).

COOH

Slika 3 Struktura fenolnih kiselina (Bravo, 1998)



2.2.2. Flavonoidi
Struktura flavonoida prikazana na Slici 4 sastavljena je od dva aromatska prstena (A i

B) te od oksigeniranog heterociklickog prstena (C). Kako su molekule Secera vezane za ovu
osnovnu strukturu, postoji veliki broj razli¢itih spojeva flavonoida. Na molekule flavonoida
obi¢no je vezana molekula Secéera ¢ime raste polarnost molekule. Isto tako vezanje razli¢itih
skupina na glavnu jezgru rezultira nastankom raznih spojeva u velikom broju (Bravo, 1998:

Jakobek, 2007).

Slika 4 Osnovna struktura flavonoida (Bravo, 1998)

2.3. POLIFENOLI U JABUKAMA

Sastav, a isto tako i rasporedenost polifenolnih spojeva u jabukama nije uvijek isti i
ovisi 0 mnogo faktora (zrelosti jabuke, uvjetima okolisa i skladistenja, sorti jabuke).
Koncentracija polifenolnih spojeva u jabuci razlikuje se u kori, mesu i siemenkama. Najvece
kolicine polifenola nalaze se u sjemenkama, a najmanje u mesu jabuke (Feng i sur., 2021).
Polifenoli u biljkama, pa tako i u jabukama, imaju razli¢ite funkcije. Oni Stite biljku od
mikroorganizama, ultraljubi¢astog zracenja, a takoder su zasluzni za boju voéa ili povréa. Daju
okus biljkama. Zastita od bolesti je jedna od najvaznijih karakteristika koju polifenoli u biljkama
mogu imati. Prilikom ostecenja biljke dolazi do stvaranja vece koli¢ine polifenola, odnosno
dolazi do njihovog nakupljanja i samim time se biljka stiti od rizika nastanka bolesti (Berend i
Grabari¢, 2008; Jakobek, 2007). U jabukama se uobicajeno nalaze antocijanini, flavan-3-oli,
dihidrokalkoni, fenolne kiseline i flavonoli. Na Slikama 5 do 9 prikazane kemijske strukture
pojedinacnih polifenolnih spojeva koji se mogu naci u jabukama (Matié, 2021; Feng i sur.,

2021; Gao i sur., 2020; Vongsak i sur., 2013).
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Slika 5 Antocijanin jabuke
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Slika 8 Fenolne kiseline jabuke
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Kvercetin-3-glukozid Kvercetin-3-galaktozid Kvercetin-3-|ramnozid\

Slika 9 Flavonoli jabuke

2.4. POLIFENOLNI SPOJEVI U PROBAVNOM PROCESU

Polifenolni spojevi se oslobadaju iz tzv. ,matriksa” hrane, pa tako i iz jabuka, prilikom
procesa probave. Nakon usitnjavanja i mijeSanja hrane u ustima, uz nizak pH u Zeludcu
polifenolni spojevi oslobode se iz hrane.‘ Dolaskom u tanko crijevo zbog poviSenog pH neki
polifenoli mogu se degradirati na manje spojeve. Polifenoli se apsorbiraju u tankom crijevu u
krv, ali pri tome dolazi do metabolizma i nastanka metabolita polifenola koji se mogu pronaci
u krvi i koji imaju drugaciju kemijsku strukturu od prirodnih polifenolnih spojeva u hrani.
Apsorpcija polifenola u tankom crijevu ovisi o raznim faktorima kao $to su pH ili koli¢ina
enzima. Polifenoli koji se ne apsorbiraju, dolaze u debelo crijevo (Jakobek i Blesso, 2023;
Lorenzo i sur., 2019; Jakobek i sur., 2021). U debelom crijevu polifenolni spojevi mogu imati
pozitivan utjecaj kako ulaze u dodir s mikroflorom. Osim toga, u debelom crijevu djelomi¢no
prelaze u katabolite koji se jednostavnije apsorbiraju i mogu se naéi u krvi (Rodriguez-Daza i
sur., 2021). Ostatak polifenola koji se ne apsorbira, izbacuje se iz organizma.

SloZzene molekule poput prehrambenih vlakana mogu 'zarobiti" polifenolne spojeve
Sto sprecava transformaciju u jednostavnije oblike u probavnom sustavu. Prehrambena vlakna
i polifenolni spojevi vezu se putem nekovalentnih veza, a to su hidrofobne interakcije,
vodikove veze i van der Waalsove sile (Jakobek i Mati¢, 2019). Prehrambena vlakna imaju
potencijal prenosenja polifenolnih spojeva u debelo crijevo ¢ime se koncentracija polifenolnih

spojeva u debelom crijevu mozZe povecati Sto moze imati potencijalno pozitivan ucinak na

zdravlje (Jakobek i Blesso, 2023).

10



2.5. KEMIJSKA KINETIKA

Kemijska kinetika se bavi istrazivanjem brzine nestajanja reaktanata i nastajanja
produkata u nekoj kemijskoj reakciji, te prouc¢avanjem na koji nacin razli¢iti parametri utjecu
na njenu brzinu. Pomocu nje procjenjuje se vrijeme u kojem odredena kemijska reakcija stupa
u ravnotezno stanje, definira se brzina reakcije te se utvrduju koraci odvijanja same reakcije
(Atkins, 2001). Podjela kemijskih reakcije zasniva se na redu reakcije i ve¢inom su to reakcije
nultog, prvog i drugog reda (Atkins, 2001; Herak i sur., 1992). Parametri koji su bitni za
izraCunavanje i koje je moguce odrediti pomocu eksperimentalnih mjerenja su brzina reakcije,
vrijeme polureakcije, konstanta brzine reakcije, red reakcije i jednadzba za brzinu reakcije
(Atkins, 2001).

Brzina kojom se mijenjaju koli¢ine produkata ili reaktanata u jedinici vremena naziva
se brzina reakcije i nuzno je uzeti u obzir i trenutnu brzinu koja oznacava brzinu reakcije u
odredenom trenutku. Nagib krivulje u dijagramu ovisnosti koli¢ine reaktanta u vremenu daje
informacije o brzini reakcije. Strmija krivulja daje podatak da se radi o ve¢im brzinama reakcije.
Vrijeme polureakcije je definirano kao vrijeme koje je potrebno da se koli¢ina reaktanta ili
produkta smanji na polovicu u odnosu na njihovu pocetnu vrijednost. U reakciji prvog reda

ona nije ovisna o pocetnoj koli¢ini reaktanta, dok u reakciji drugog reda je (Atkins, 2001).

2.5.1. Kemijska kinetika otpustenih polifenolnih spojeva u simuliranom
probavnom procesu

Proces nastajanja produkata tj. otpustanja spojeva iz matrixa hrane tijekom probave
moze se analizirati pomocu kemijske kinetike. Nakon razgradnje hrane u ustima, dolazi do
porasta koncentracije opustenih polifenolnih spojeva u zZeludcu. Nakon toga, moze se desiti
da se koncentracija otpustenih polifenolnih spojeva u tankom crijevu smanjuje u usporedbi s
pocetnom koncentracijom. Zbog cinjenice da koncentracija polifenolnih spojeva u razlicitim
fazama probave moZe rasti ili se smanjivati, uobicajene jednadzbe brzine reakcije prvog i
drugog reda mogu se modificirati da odgovaraju i povecanju i snizenju polifenolnih spojeva.
Modifikacija jednadzbi prvog i drugog reda objasnjena je u ranijem radu Jakobek i sur. (2023).
Modificirane jednadzbe prvog (jednadzba 1) i drugog reda (jednadzba 2) su (Jakobe i sur.,
2023):
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Ct = (CO - Coo)e_kt + Coo (1)
Co—Coo

= 1+]co—Coo |kt * Ceo (2)

Ce
Jednadzbe za vrijeme poluZivota za rekacije prvog (jednadzba 3) i drugog reda (jednadzba 4)

Su:

0,693
tip=—— (3

t1/2 = faeal (4)

¢t = koncentracija reaktanta u vremenu t (mg kg)

co = koncentracija reaktanta u vremenu t=0 (mg kg™?)

€= koncentracija reaktanta na kraju reakcije (mg kg?)

k = konstanta brzine reakcije prvog ili drugog reda (za prvi red (min’), za drugi red (kg mg?
min))

t = vrijeme (min)

t1/2= vrijeme polureakcije (min)

Modificirane jednadzbe upotrijebljene su u ovom radu za analiziranje otpustanja polifenolnih

spojeva jabuke u simuliranom probavnom procesu.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je ispitati kinetiku otpustanja polifenolnih spojeva iz jabuke tijekom probave

u Zeludcu te tankom crijevu. Prema tome, u ovom radu bilo je potrebno:

-ekstrahirati polifenole iz jabuke kemijskom i enzimima potpomognutom ekstrakcijom
te analizirati ekstrakte upotrebom RP-HPLC metode kako bi se odredila koli¢ina
ukupnih polifenola, pojedinih polifenolnih spojeva te polifenolnih skupina prije
probave,

-provesti simuliranu probavu jabuke u Zeludcu i tankom crijevu, in vitro, u razli¢itim
vremenskim periodima (Zeludac 5, 10, 15, 20, 30, 60 i 120 minuta; tanko crijevo 5, 10,
15, 20, 30, 60 i 120 minuta), te analizirati sve uzorke RP-HPLC metodom kako bi se
identificirali i kvantificirali ukupni polifenoli, pojedinacni polifenolni spojevi te
polifenolne skupine tijekom otpustanja u fazama probave,

-analizirati koli¢ine polifenolnih skupina nelinearnom regresijom modificiranih
jednadzbi brzina reakcija prvog i drugog reda,

-odrediti konstante brzine reakcije, vrijeme polureakcije te moguci red reakcije za

otpustanje polifenolnih skupina tijekom probave.

3.2. MATERIJAL | METODE

3.2.1. Kemikalije

Kemikalije koje su upotrijebljene u ovom diplomskom radu su:

SSF (otopina za fazu probave u ustima, engl. Simulated Salivary Fluid),
a-amilaza (1000 mg I'%),
kalcijev klorid (0,3 mol I'%),
SGF (otopina za fazu probave u Zeludcu, engl. Simulated Gastric Fluid),
klorovodiéna kiselina (1 mol 1),
pepsin (31660 mg %),
SIF (otopina za fazu probave u tankom crijevu, engl. Simulated Intestinal Fluid),
natrijev hidroksid (1 mol I'),
pankreatin (8 000 mg %),
7uéne soli (25 000 mg I%).
14



o floretin (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e procijanidin B1 (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e cijanidin-3-galaktozid klorid (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e procijanidin B2 (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e kvercetin-3-galaktozid (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e kvercetin-3-ramnozid (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e floretin-2-O-glukozid (Extrasynthese, Genay, Francuska),

e (-)-epikatehin (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave),

e klorogenska kiselina (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave),

e (+)-katehin (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave),

e kvercetin (Sigma - Aldrich, St.Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave),

e kvercetin-3-glukozid (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, Sjedinjene Americke DrZave)
SSF, SGF i SIF napravljene su od otopina elektrolita prema ranije opisanom postupku

(Bergantin i sur., 2017; Minekus i sur., 2014).

3.2.2. Priprema uzorka jabuke
Jabuka je zajedno s mesom i korom narezana na manje komadiée, odstranjena je
sredina zajedno s koSticama. Komadiéi jabuke usitnjeni su Stapnim mikserom. Homogenizirana

jabuka stavljena je u vrecicu i skladistena u zamrzivacu jedan dan, prije analize.

3.2.3. Kemijska ekstrakcija polifenola jabuke

U kivete je izvagano 0,2 g usitnjene jabuke te otpipetirano 1,5 ml 80 % metanola. Kivete
su stavljene u ultrazvuc¢nu kupelj (Bandelin Sonorex RK 100, Berlin, Njemacka) na 15 minuta.
Uzorak je centrifugiran u centrifugi (Eppendorf Minispin, Hamburg, Njemacka) 10 minuta (10
000 rpm). Esktrakt je odvojen od ostatka. Ostatak je ekstrahiran jos$ jednom s 0,5 ml 80 %
metanola. Dva ekstrakta su spojena u jedan ukupnog volumena 2 ml. Ekstrakt je filtriran kroz

PTFE filter (0,2 um) i analiziran na HPLC uredaju.
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3.2.4. Enzimska ekstrakcija polifenola jabuke

U ostatak nakon kemijske ekstrakcije otpipetirano je 1,05 ml vode, 60 pL Zucnih soli,
30 plL pankreatina i 15 pl pepsina te je potom kiveta stavljena u inkubator (IN 30 Memmert,
Schwabach, Njemacka) u vremenu od 2 sata na 37 °C. Nakon provedene inkubacije, uzorak je
ohladen u ledenoj vodi 5 minuta, centrifugiran 5 minuta na 10 000 rpm i zatim ohladen u
ledenoj kupelji. Ekstrakt je odvojen od ostatka i analiziran na HPLC uredaju. Koli¢ina polifenola
prije probave dobivena je zbrajanjem koli¢ina nakon kemijske i enzimima potpomognute

ekstrakcije.

3.2.5. Simulirana probava
Faza u Zeludcu

Simulirana probava pocela je simuliranjem faze u ustima koja je trajala 2 min, nakon
¢ega je odmah nastavljena faza u Zeludcu u razli¢itim vremenskim periodima (5, 10, 15, 20, 30,
60, 120 min).

U 7 kiveta izvagano je 0,2 g jabuke, otpipetirano 175 pL SSF, 49 plL vode, 1,3 uL 0,3 M
kalcijevog klorida. Reakcijske smjese su homogenizirane na vortexu (PV-1, Grant Instruments,
Cambridgeshire, UK) te je dodano 25 pL oa-amilaze. Reakcijske smjese jos jednom su
homogenizirane vortexom te smjestene u termoblok (Bio TDB-100, Biosan, Riga, Latvia) na
inkubaciju na 37°C 2 min. Nakon toga, odmah je u reakcijskim smjesama nastavljena faza
simulirane probave u Zeludcu pipetiranjem 375 pl SGF, 15 pl vode, 0.3 ul 0,3 M kalcijevog
klorida, 10 pl 1 M klorovodicne kiseline te 100 ul pepsina. Nakon inkubacije reakcijskih smjesa
u razli¢itom periodu za svaku kivetu (5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 min) u termobloku na 37 °C,
reakcijske smjese su ohladene u ledenoj kupelji, centrifugirane 5 minuta na 10 000 rpm,

ponovo ohladene, profiltrirane kroz 0,2 PTFE filter i analizirane na HPLC uredaju.

Faza u tankom crijevu

Simulirana probava pocela je simuliranjem faze u ustima 2 min, odmah nastavljena
simuliranjem probave u Zeludcu prema ranije opisanom postupku, ali u periodu 2 h. Nakon
toga, odmah je nastavljena faza simulirane probave u tankom crijevu u razli¢itim vremenskim

periodima (5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 min).
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U 7 kiveta izvagano je 0,2 g jabuke. Prema prije opisanom postupku u 7 kiveta
provedena je faza probave u ustima (2 min), faza probave u Zeludcu (2 h). U kivete je nakon
toga otpipetirano 550 pl SIF, 180.5 ul vode, 2 ul 0,3 M kalcijevog klorida, 7,5 pl NaOH (1 M),
10 ul Zuénih soli te 250 pl pankreatina. Reakcijske smjese stavljene su u vortex da se
homogeniziraju, a zatim u termoblok na 37 °C na odredeni vremenski period (5, 10, 15, 20, 30,
60, 120 min). Nakon odredenih vremenskih perioda, reakcijske smjese su stavljene u ledenu
kupelj, centrifugirane 5 minuta na 10 000 rpm, profiltrirane kroz 0,2 mm PTFE filter i

analizirane na HPLC uredaju.

3.2.6. Visokodjelotvorna tekudinska kromatografija

Za identifikaciju i odredivanje ukupne koli¢ine polifenola, ukupnih polifenolnih skupina
i pojedinacnih polifenolnih spojeva otpustenih prije i tijekom probave primijenjen je HPLC
uredaj (1260 Infinity Il, Agilent Technology, Santa Clara, SAD) opremljen PDA detektorom
(photodiodearray detector), kvarternom pumpom i vialsamplerom. Proces separacije
polifenolaizvrsen je upotrebom kolone Poroshell 120 EC C-18 (unutrasnjeg promjera 4,6 x 100
mm, promjer Cestica 2,7 um) s pretkolonom (Poroshell 120 EC C-18, 4,6 mm) (Agilent, Santa
Clara, SAD) primjenom 0,1 % fosfatne kiseline kao mobilne faze A, te 100 %-tnog metanola
kao mobilne faze B. Protok je bio 0,5 ml min™, a uzorci su injektirani u volumenu 10 pl.
Gradijent je bio kako slijedi: 0 min 5 % B, 5 min 25 % B, 14 min 34 % B, 25 min 37 % B, 30 min
40 % B, 34 min 49 % B, 35 min 50 % B, 58 min 51 % B, 60 min 55 % B, 62 min 80 % B, 65 min
80 % B, 67 min 5% B, 72 min 5 % B. UV/Vis spektri autenti¢nih standarda su upotrijebljeni za

identifikaciju polifenolnih spojeva, a njihove kalibracijske krivulje za kvantifikaciju.

3.2.7. Kinetika procesa simulirane probave

Dobiveni podaci koji daju informacije o kolicini otpustenih polifenolnih spojeva (mg kg
1) tijekom probave u vremenu od 5, 10, 15, 20, 30, 60 i 120 minuta (ct) analizirani su u
programu MS Excel, alat solver (Redmond, Washington, Sjedinjene Americke Drzave). Pomocu
modificirane jednadZbe prvog reda (Jednadzba 1) opisana je ovisnosti c¢;: (koncentracija
otpustenih polifenola u vremenu) o vremenu (t), te su nelinernom regresijom odredeni
parametri k (konstanta brzine reakcije) i ¢, (koncentracija otpustenih polifenola na kraju

reakcije). Prema jednadzbi 3 dobiveno je vrijeme polureakcije t1/2 za prvi red. Podaci o kolicini
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otpustenih polifenola su isto tako analizirani pomocéu modificirane jednadzbe drugog reda
(Jednadzba 2) pri cemu je opisana ovisnost c:o t. Nelinearnom regresijom izracunati su k i Co..

Prema jednadzbi 4 dobiveno vrijeme polureakcije tl/z za drugi red.

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Za kemijsku i enzimsku ekstrakciju pripremljena su dva ekstrakta koja su analizirana
dva puta na HPLC uredaju (n=4), a za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu
pripremljen je po jedan uzorak koji su analizirani dva puta (n=2). Nakon provedenih mjerenja
pomoéu metode RP-HPLC, rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardno

odstupanje.
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4. REZULTATI



4.1. Polifenolni spojevi jabuke
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Slika 10 Kromatogram ekstrakta jabuke prije probave sniman na 280, 320,360i 510 nm s
identificiranim spojevima 1 — procijanidin B1, 3 — (+)-katehin, 4 — procijanidin B2, 5 —
klorogenska kiselina, 7 — cijanidin-3-galaktozid, 8 —(-)-epikatehin, 10 - p-kumaroil-kina
kiselina*, 11 — floretin-2-O-ksiloglukozid*, 12 — kvercetin-3-galaktozid, 13 — kvercetin-3-
glukozid, 14 — derivat kvercetina*, 15 — floretin-2-O-glukozid, 16 — kvercetin-3-ksilozid*, 17 —

kvercetin-3-ramnozid (* djelomi¢no identificirano)
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Slika 11 Kromatogram ekstrakta jabuke nakon probave u Zeludcu sniman na 280, 320, 360 i

510 nm s identificiranim spojevima 3 — (+)-katehin, 4 — procijanidin B2, 5 — klorogenska

kiselina, 6 — kriptoklorogenska kiselina, 7 — cijanidin-3-galaktozid, 8 —(-)-epikatehin, 10 - p-

kumaroilkina kiselina*, 11 — floretin-2-O-ksiloglukozid*, 12 — kvercetin-3-galaktozid, 13 —

kvercetin-3-glukozid, 14 — derivat kvercetina*, 15 — floretin-2-O-glukozid, 16 — kvercetin-3-

ksilozid*, 17 — kvercetin-3-ramnozid (* djelomicno identificirano)
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Slika 12 Kromatogram ekstrakta jabuke nakon probave u tankom crijevu sniman na 280, 320
i 360 nm s identificiranim spojevima 2 — neoklorogenska kiselina, 3 — (+)-katehin, 4 —
procijanidin B2, 5 — klorogenska kiselina, 6 — kriptoklorogenska kiselina, 8 — (-)-epikatehin, 9
— izomer klorogenske kiseline*, 10 - p-kumaroilkina kiselina*, 11 — floretin-2-O-ksiloglukozid,
12 — kvercetin-3-galaktozid, 13 — kvercetin-3-glukozid, 14 — derivat kvercetina*, 15 — floretin-
20-glukozid, 16 — kvercetin-3-ksilozid*, 17 — kvercetin-3-ramnozid (* djelomicno

identificirano)
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*{-}-epikatehin
*procganidin B2

250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Slika 13 UV/Vis spektri flavan-3-ola jabuke
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*floretin-2-ghkazid
*floretin-2-ksiloglukazid

250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Slika 14 UV/Vis spektri dihidrokalkona jabuke

*pkumaroilkina kiselina
“idorogenska kiselina

250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Slika 15 UV/Vis spektri fenolnih kiselina jabuke
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Slika 16 UV/Vis spektri flavonola jabuke

*cijanidin-3-gataktozid

250 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Slika 17 UV/Vis spektri antocijanina jabuke
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Norm.

*p-kumarolking kiselina
*kriptoklorogenska kiselina
*Korogenska kiselina

250 300 350 400 450 500 550
A {(nm)

Slika 18 UV/Vis spektri fenolnih ksielina jabuke nakon probave u Zeludcu

Norm.

*p-kumaroilkina kiselina

20 *izomer korogenske kiseline
*kriptoklorogenska kiselina
1 5 *idoregenska kiselina

*necklorogenska kiselina

290 300 350 400 450 500 550
A (nm)

Slika 19 UV/Vis spektri fenolnih kiselina jabuke nakon probave u tankom crijevu



4.2. Polifenolni spojevi u simuliranom probavnom procesu
Tablica 1 Koligina polifenolnih spojeva u jabuci prije probave i tijekom probave u Zeludcu i stomaku (mg kg™ svjeZze mase)

Prije probave Zeludac Tanko crijevo
5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 60 min 120 min 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min 60 min 120 min
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 17,17 7,28 3,91+0,04 4,24+0,00 0,00 + 4,75 +0,01 3,26 £0,00 7,85 0,00
Flavan-3-oli
procijanidin B1 13,88 +4,59
(+)-katehin 27,47 15,61 2,09 +0,80 1,69 10,10 1,80 10,05 1,87 +0,00 1,61 10,00 1,85 10,04 1,79 0,04 4,08 +0,20 4,08 +0,00 6,05 10,21 4,94 +0,11 4,97 +0,00 5,41 0,00 4,96 10,19
procijanidin B2 69,09 £25,40 10,80 +0,45 11,28 +0,42 12,36 10,13 15,39+0,12 11,14 +0,12 13,48 +0,00 12,07 +0,05 17,99 0,27 17,16 10,14 16,29 £0,00 16,96 +0,15 15,44 +0,00 16,87 £0,16 14,27 0,26
(-)-epikatehin 62,87 +18,49 1,56 0,26 0,00+ 4,17 +0,00 8,45 +0,00 1,610,21 8,27 £0,04 4,28+0,11 13,05 +1,68 5,53 0,20 27,83 +1,57 11,09 40,31 4,16 +0,10 11,38 0,00 7,11 0,00
Dihidrokalkoni
floretin-2-0-ksiloglukozid* 14,30 +0,39 6,51 10,07 6,93 +0,04 6,33 +0,00 6,28 +0,01 6,38 +0,06 6,14 +0,02 7,81 40,02 12,38 0,03 13,08 +0,00 13,23 40,18 13,44 40,23 13,33 0,10 14,16 0,12 12,15 0,25
floretin-2-O-glukozid 35,33 +4,55 6,24 +0,05 7,84 +0,05 7,94 +0,01 8,41 +0,00 6,62 +0,06 8,02 +0,01 7,16 £0,01 14,36 +0,00 14,65 0,02 16,10 £0,05 15,27 +0,04 14,55 0,02 17,77 +0,02 13,64 £0,12
Fenolne kiseline
Neoklorogenska kiselina 3,21 41,09 2,1210,12 7,93 0,20 4,13 +0,19 5,20+0,15 5,75 0,20 5,88 10,33
Klorogenska kiselina 115,51 413,93 9,20 +0,04 12,44 +0,02 13,69 +0,00 16,04 +0,02 10,00 +0,01 16,75 +0,01 13,41 +0,02 41,73 0,35 31,44 10,12 32,09 £0,77 35,44 +0,30 33,8510,45 51,63 £0,22 37,10 £0,32
Kriptoklorogenska kiselina 2,8240,01 3,36 0,03 3,88 10,01 4,25 +0,03 3,18 +0,02 11,08 +0,01 4,16 +0,01 4,56 +0,04 2,82 0,04 4,60 £0,08 3,23 0,02 3,47 +0,00 5,23 +0,04 4,63 +0,00
Izomer klorogenske kiseline* 16,37 0,59 11,3140,11 9,63 +0,00 10,32 0,07 14,18 +0,19
p-kumaroilkina kiselina* 10,01 +0,49 1,68 0,00 2,30 0,06 2,29 0,07 2,38 0,05 1,84 0,00 2,41 10,00 2,07 £0,00 4,16 +0,06 3,79 +0,02 3,5140,03 3,88 0,03 3,79 +0,02 4,61 10,03 3,65 0,02
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 3,75+1,93 0,72 +0,01 0,61 0,00 0,93 0,00 1,27 £0,00 0,76 0,01 4,00 £0,00 2,19 £0,00 2,69 £0,02 1,69 +0,01 2,4140,21 1,26 0,01 1,83 0,01 1,46 £0,01 1,31 £0,00
kvercetin-3-glukozid 22,91 6,36 7,27 +0,05 7,94 +0,01 7,33 +0,08 7,37 £0,00 7,02 +0,01 7,57 +0,01 6,62 +0,01 15,40 0,20 16,32 0,09 16,16 £0,02 16,80 +0,02 16,51 0,00 17,44 £0,04 14,83 £0,02
kvercetin derivat 1 19,91 +1,48 5,08 +0,00 5,45 +0,00 5,26 +0,01 5,70 £0,01 4,96 +0,00 6,49 +0,01 5,22 +0,00 11,18 40,03 11,45 £0,02 11,41 0,02 11,49 0,00 11,56 0,02 11,96 +0,01 10,19 £0,01
Kkvercetin-3-ksilozid* 22,52 +2,51 5,78 +0,02 6,18 +0,02 6,28 $0,04 7,31 £0,00 5,66 +0,03 9,39 +0,00 6,80 £0,00 13,24 30,01 13,10 40,02 13,19+0,01 12,77 40,02 13,02 0,01 13,19 30,03 11,38 0,01
kvercetin -3-ramnozid 12,12 43,22 4,20 +0,01 4,19 +0,02 5,04 +0,00 7,30 0,00 4,41 +0,01 11,47 +0,01 7,67 £0,00 9,22 +0,03 7,92 +0,03 8,22 40,03 6,88 +0,00 7,15 0,03 6,60 0,03 6,37 +0,06

* djelomi¢no identificirani spojevi, za kemijsku i enzimsku ekstrakciju pripremljena su dva ekstrakta koja su analizirana dva puta na HPLC
uredaju (n=4), a za simuliranu probavu u Zeludcu i tankom crijevu pripremljen je po jedan uzorak koji su analizirani dva puta (n=2).
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Slika 20 Koli¢ina pojedinih polifenolnih skupina i ukupnih polifenolnih spojeva u jabuci prije

Koli¢ina (mg/g)

simulirane probave i nakon zavr$ene probave u Zeludcu i tankom crijevu
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Slika 21 Koli¢ina pojedinih polifenolnih skupina i ukupnih polifenolnih spojeva u jabuci prije

simulirane probave i tijekom 120 min probave u Zeludcu
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Slika 22 Koli¢ina pojedinih polifenolnih skupina i ukupnih polifenolnih spojeva u jabuci prije
simulirane probave i tijekom 120 min probave u tankom crijevu (120 do 240 min ukupne

probave)

4.3. Kinetika otpustanja polifenolnih spojeva tijekom probave
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Slika 23 Primjer dijagrama s prikazom ovisnosti c: (ukupni polifenoli u mg kg voéa) o t (min)
za vrijeme 120 min probave u Zeludcu, i modeliranje podataka modificiranim jednadzbama
prvog i drugog reda

(puna crta - prvi red, isprekidana crta drugi red)
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Slika 24 Primjer dijagrama s prikazom ovisnosti ¢t (ukupni polifenoli u mg kg voéa) o t (min)
za vrijeme 120 min probave u tankom crijevu, i modeliranje podataka modificiranim
jednadzbama prvog i drugog reda

(puna crta - prvi red, isprekidana crta drugi red)

Tablica 2 Parametri modificiranih jednadzbi prvog i drugog reda

Prvired Drugi red
k ty2 Coo SE k ti2 Coo SE Cexp
(min) (min)  (mgkg?) (kgmg*min?) (min)  (mgkg?) (mg kg)
Zeludac
antocijanini
flavan-3-oli 0,19 3,61 19,9 4,2 0,018 2,67 21,2 4,2 18,1
dihidrokalkoni 0,46 1,51 14,3 0,7 0,133 0,52 14,6 0,8 15,0
Fenolne kiseline 0,18 3,82 22,0 4,5 0,012 3,52 24,0 4,4 19,6
flavonoli 0,26 2,66 28,8 52 0,013 2,51 31,5 4,7 28,5
ukupno 0,22 3,20 88,1 14,6 0,004 2,67 95,1 14,0 84,5
Tanko crijevo
flavan-3-oli 3,30 0,21 32,8 9,5 0,031 2,00 343 10,0 26,4
dihidrokalkoni 0,38 1,82 28,6 2,0 0,094 0,76 29,0 2,1 25,8
fenolne kiseline 0,12 5,86 66,5 10,7 0,004 5,15 70,6 9,9 65,4
flavonoli 2,45 0,28 49,7 2,8 0,035 1,25 51,2 4,0 44,1
ukupno 0,30 2,31 174,4 21,7 0,009 1,25 177,8 20,8 161,7

SE — standardna greska (engl. standard error)
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Slika 25 Ovisnost cexp (Mg kg) odredenih eksperimentalno i c- (mg kg) odredenih

modelima za otpustene polifenolne skupine i ukupne polifenole tijekom probave u Zeludcu

(cexp predstavlja kolicinu polifenolnih spojeva otpustenih na kraju probave u Zeludcu

odredenu eksperimentalno, dok c- predstavlja koli¢inu otpustenih polifenolnih spojeva na

kraju probave u Zeludcu predvidenu modelima)
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Slika 26 Ovisnost cexp (Mg kgt) odredenih eksperimentalno i c. (mg kg*) odredenih

modelima za otpustene polifenolne skupine i ukupne polifenole tijekom probave u tankom

crijevu (cexp predstavlja koli¢inu polifenolnih spojeva otpustenih na kraju probave u tankom

crijevu odredenu eksperimentalno, dok c- predstavlja koli¢inu otpustenih polifenolnih

spojeva na kraju probave u tankom crijevu predvidenu modelima)
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5. RASPRAVA



Jabuka je jedno od najkonzumiranijih vrsta voéa na svijetu Sto Cini polifenole jabuka
prisutnima u prehrani ljudi. Zbog potencijalno pozitivhog utjecaja polifenola na zdravlje,
ispitivanje otpustanja polifenola u probavnom sustavu, kinetike otpustanja te degradacije
polifenola u probavnom sustavu vazno je za odredivanje utjecaja polifenola jabuke na ljudsko
zdravlje. Cilj rada je bio ispitati kinetiku oslobadanja polifenola jabuke tijekom probave u
Zeludcu i tankom crijevu.

Ekstrahirani su polifenolni spojevi iz jabuke kemijskom i enzimima potpomognutom
ekstrakcijom te su polifenoli identificirani u ekstraktima jabuke prije probave. Slika 10
prikazuje kromatogram ekstrakta jabuke prije probave sniman na 280, 320, 360 i 510 nm s
identificiranim polifenolnim spojevima. Na 280 nm vidljivi su flavan-3-oli (procijanidin B1, (+)-
katehin, procijanidin B2, (-)-epikatehin), te dihidrokalkoni (floretin-2-O-ksiloglukozid i floretin-
2-0-glukozid). Isti spojevi identificirani su pri istoj valnoj duljini u prethodno istrazivanom radu
(Feliciano i sur., 2010). Na 320 nm vidljive su dvije fenolne kiseline (klorogenska kiselina i p-
kumaroil-kina kiselina). Na 360 nm pronadeni su flavonoli (kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-
3-glukozid, derivat kvercetina, kvercetin-3-ksilozid i kvercetin-3-ramnozid). Na 510 nm vidljivi
su antocijanini (cijanidin-3-galaktozid).

Nakon provedene simulirane probave, identificirani su polifenoli koji su otpusteni u
Zeludcu i tankom crijevu (Slika 11 i 12). Slika 11 prikazuje kromatogram ekstrakta jabuke
nakon probave u Zeludcu koji je sniman na 280, 320, 360 i 510 nm. Usporedujuci kromatogram
ekstrakta jabuke prije probave s kromatogramom ekstrakta jabuke nakon probave u Zeludcu,
moze se vidjeti da su nakon probave u Zeludcu prisutni isti spojevi. Jedina razlika je u polifenolu
procijanidinu B1 koji nakon probave u Zeludcu nije identificiran, te u kriptoklorogenskoj kiselini
koja je vidljiva nakon probave u Zeludcu iako prije probave nije bila identificirana u jabuci.
Pronadeni spojevi otpusteni tijekom faze u Zeludcu sli¢ni su identificiranim spojevima u
prethodno istrazenom radu (Liu i sur., 2020).

Slika 12 prikazuje kromatogram ekstrakta jabuke nakon probave u tankom crijevu koji
je sniman na 280, 320 i 360 nm s identificiranim polifenolnim spojevima. U usporedbi s
kromatogramom ekstrakta jabuke prije probave te nakon probave u Zeludcu, pojavila se
neoklorogenska kiselina te izomer klorogenske kiseline. Cijanidin-3-galaktozid nije
identificiran nakon probave u tankom crijevu (510 nm). Identificirani polifenolni spojevi prije i
tijekom probave sli¢ni su polifenolima koji su pronadeni u prethodno istrazenim radovima

(Jakobek i sur., 2021; Feng i sur., 2021; Jakobek i sur., 2023).
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Slike 13, 14, 15, 16 i 17 prikazuju UV/Vis spektre identificiranih polifenolnih spojeva
jabuke koji dogovaraju spektrima autenticnih spojeva. Kod flavan-3-ola vidljiv je maksimum
na 280 nm, kod dihidrokalkona na 280 - 290 nm, kod fenolnih kiselina tipican maksimum na
oko 330-340 nm za klorogensku kiselinu, te oko 310-320 nm za p-kumaroilkina kiselinu. Dva
tipicna maksimuma vidljiva su kod flavonola na oko 270 i 360 nm, te kod antocijanina na oko
280 i 510 nm. Ovi podaci odgovaraju onima dobivenim u ranijem istrazivanju (IStuk, 2022). S
obzirom da su tijekom probave identificirani dodatni spojevi, njihovi UV/Vis spektri prikazani
su naslikama 18 i 19. Slika 18 prikazuje UV/Vis spektre fenolnih kiselina jabuke nakon probave
u Zeludcu. U ovoj fazi identificirana je kriptoklorogenska kiselina s maksimumom na oko 330
nm. Slika 19 prikazuje UV/Vis spektre fenolnih kiselina jabuke nakon probave u tankom crijevu
gdje su se uz kriptoklorogensku kiselinu pojavile neoklorogenska kiselina i izomer klorogenske
kiseline pri maksimumu na oko 330 nm.

Nakon identifikacije, odredena je koli¢ina pojedinih polifenola prije i tijekom probave.
Tablica 1 prikazuje koli¢inu pojedinih polifenolnih spojeva u jabuci prije probave i tijekom
probave u Zeludcu i tankom crijevu. Koli¢ine pojedinih polifenolnih spojeva nakon probave u
Zeludcu (120 min) manje su u usporedbi s koli¢inama koje se nalaze prirodno u jabuci (prije
probave). Isto tako, koli¢ine pojedinih polifenolnih spojeva nakon probave u tankom crijevu
(120 min) manje su od koli¢ina koji se nalaze prirodno u jabuci. Manje koli¢ine polifenolnih
spojeva tijekom procesa probave u usporedbi s koli¢inama prije probave, u skladu su s ranijim
istrazivanjima. Rezultati istraZivanja (Jakobek i sur., 2023; Jakobek i sur., 2021) ukazuju na to
da je koli¢ina polifenolnih spojeva tijekom probavnog procesa u zZeludcu i tankom crijevu niza
od kolic¢ine koja se nalazi prirodno u jabuci.

Vidljive su odredene razlike u pojedinim polifenolnim spojevima koji su identificirani u
Zeludcu i tankom crijevu s obzirom na prirodne polifenole u jabuci. U Zeludcu, procijanidin B1
nije identificiran, a od uobicajeno prisutnih fenolnih kiselina, dodatno je identificirana
kriptoklorogenska kiselina. Razlike u polifenolnim spojevima u Zeludcu moguce su zbog
razli¢itih pH vrijednosti u probavi. Naime, polifenolni spojevi u simuliranoj probavi u ustima
prolaze kroz pH vrijednost 7 te se nakon toga pH vrijednost smanjuje na 3 u simuliranoj probavi
Zeludca. Prema ranijim istraZivanjima pH poti¢e izomerizaciju klorogenske kiseline u
kriptokolorgensku kiselinu koja je ovdje identificirana nakon probave u Zeludcu.

U tankom crijevu, nije identificiran procijanidin B1 i cijanidin-3-galaktozid. U tankom

crijevu pH vrijednost raste na pH 7 $to uzrokuje nestajanje antocijanina zbog prelaska u druge
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strukturne forme. Naime, antocijanini mijenjaju formu s obzirom na pH vrijednost. Pri niskim
pH vrijednostima prisutni su u obliku flavilijevog kationa, dok na viSim pH vrijednostima kao u
tankom crijevu prelaze u bezbojnu karbinol pseudo bazu koja nije identificirana. Flavan-3-oli
se mogu degradirati pri viSim pH vrijednostima $to je dovelo do nestanka procijanidina B1. Uz
uobicajene fenolne kiseline, identificirana je kriptoklorogenska kiselina, neoklorogenska
kiselina te jedan novi izomer klorogenske kiseline. Pojava neoklorogenske kiseline te izomera
klorogenske kiseline u tankom crijevu navodi na pretpostavku da se i ovdje desila izomerizacija
klorogenske kiseline u kriptoklorogensku i neoklorogensku kiselinu te u jedan novi,
neidentificirani izomer. Ovi rezultati sli¢ni su rezultatima istraZivanja Jakobek i sur. (2023).

Nakon identifikacije i ponasanja pojedinih polifenola prije i tijekom probave u Zeludcu
i tankom crijevu, prikazane su i koli¢ine ukupnih polifenolnih skupina i ukupnih polifenola
tijekom probave. Ovi ukupni polifenoli daju jasniji uvid u ponasanje polifenola tijekom
probavnog procesa, a prikazani su na slikama 20, 21 i 22. Slika 20 prikazuje ukupnu koli¢inu
polifenolnih skupina i ukupnih polifenolnih spojeva u jabuci prije simulirane probave i nakon
potpuno zavrSene probave u Zeludcu i tankom crijevu. Vidljivo je da se tijekom probave nisu
oslobodile sve kolic¢ine polifenola. Jedan dio se oslobodio tijekom probave u Zeludcu, a jedan
dio u tankom crijevu, ali je otpustena koli¢ina manja od koli¢ine prije probave.

Slika 21 i 22 prikazuju oslobadanje ukupnih polifenolnih skupina i ukupnih polifenola
tijekom 120 min probave u Zeludcu i 120 min probave u tankom crijevu. Polifenolni spojevi se
u Zeludcu postepeno oslobadaju tijekom 20 min nakon ¢ega se njihova koli¢ina stabilizira.
Slicno, postepeno oslobadanje polifenola u tankom crijevu vidi se tijekom prvih 10 do 20 min
nakon cCega se koli¢ina stabilizira.

Daljnji podaci o polifenolnim spojevima tijekom probave dobiveni istrazivanjem
kinetike ovog procesa, analiziranjem podataka c: vs t nelinearnom regresijom pomodu
modificiranih jednadzbi brzina reakcija prvog i drugog reda (jednadzba 1 i 2). Slika 23 i 24
prikazuju primjere dijagrama s prikazom ovisnosti ¢ (ukupni polifenoli u mg kg™ voca) o t (min)
za vrijeme 120 min probave u Zeludcu i u tankom crijevu s krivuljama prvog i drugog reda
dobivenim nelinearnom regresijom. Krivulje koje prolaze kroz eksperimentalne podatke dale
su parametre jednadzbi: k, i c~. Nakon toga su izracunata vremena polureakcije prema
jednadzbama 3i 4.

Tablica 2 prikazuje parametre jednadzbi te izracunata vremena polureakcije.

Promatrajuéi predvideno vrijeme polureakcije prema jednadzbi prvog reda, vidljivo je da je
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ono u Zeludcu od 1,51 do 3,82 minute, a u tankom crijevu od 0,21 do 5,86 minuta. Vrijeme
polureakcije za drugi red daje sli¢ne vrijednosti oslobadanja polifenola, u Zeludcu od 0,52 do
3,52 minute, a u tankom crijevu od 0,76 do 5,15 minuta. Prema tome, jednadzbe prvog i
drugog reda predvidaju oslobadanje polovice polifenola u prvih nekoliko minuta probave i
predvidaju sli¢cne vrijednosti. Promatrajuci c- koji predvida koli¢inu polifenola oslobodenih na
kraju probave vidljivo je da se prema prvom redu reakcije u Zeludcu moze osloboditi 14,3 do
28,8 mg kg polifenola, a u tankom crijevu od 28,6 do 66,5 mg kg polifenola, ovisno o
polifenolnoj skupini. Predvidene kolicine slicne su prema reakciji drugog reda. Naime, prema
drugom redu u Zeludcu se potencijalno moZe osloboditi 14,6 do 31,5 mg kg™ polifenola, a u
tankom crijevu od 29,0 do 70,6 mg kg™ polifenola, ovisno o polifenolnoj skupini. S obzirom na
ove rezultate vidljivo je da su modificirane jednadibe prvog i drugog reda dale su slicne
vrijednosti parametara C i t1/2.

Da bi se vidjelo slaganje vrijednosti c. predvidenih modelima s eksperimentalno
odredenim vrijednostima (cexp), ove vrijednosti su stavljene u korelaciju. Slika 25 i 26 prikazuju
ovisnost cexp (Mg kg?) i c (Mg kg') za otpustene polifenolne skupine i ukupne polifenole
tijekom probave u Zeludcu i tankom crijevu. Vrijednosti koeficijenta determinacije r? su visoke
za probavu u Zeludcu (prvi red 0,9983, drugi red 0,9977) te probavu u tankom crijevu (prvi red
reakcije 0,9977, drugi red 0,9986). Moze se zakljuciti da su koli¢ine polifenolnih spojeva
otpustenih na kraju probave u Zeludcu i tankom crijevu odredenih eksperimentalno cexp sli¢ne
koli¢inama predvidenim modelima Cw.

U ovom radu ispitana je kinetika otpustanja polifenolnih spojeva iz jabuke tijekom
probave u Zeludcu i tankom crijevu. Analizom je utvrdeno da je koli¢ina polifenolnih spojeva
tijekom probave niza od koli¢ina koja se nalazi prirodno u jabuci. U odredenim fazama su
identificirani novi spojevi, doslo je i do degradacije ili do prelaska u nove strukturne forme
zbog razli¢ite pH vrijednosti tijekom probave. Ova saznanja daju dodatan uvid u ponasanje
polifenola u probavnom traktu, dijelu ljudskog organizma koji je iznimno vazan za pozitivho
djelovanje polifenola. Ispitivanje rezultata oslobadanja polifenola kroz vrijeme pomodu novih,
modificiranih jednadZbi prvog i drugog reda pokazalo je da su ove jednadzbe dobre, daju

vrijednosti koje su vrlo slicne eksperimentalnim vrijednostima.
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6. ZAKLJUCAK



U ovome radu doneseni su iduci zakljucci na temelju rezultata istrazivanja:
1. U jabukama su identificirani flavan-3-oli (procijanidin B1, (+)-katehin, procijanidin
B2, (-)-epikatehin), dihidrokalkoni (floretin-2-O-ksiloglukozid i floretin-2-O-glukozid)
fenolne kiseline (klorogenska kiselina i p-kumaroilkina kiselina), flavonoli (kvercetin-3-
galaktozid, kvercetin-3-glukozid, derivat kvercetina, kvercetin-3-ksilozid i kvercetin-3-
ramnozid), i antocijanini (cijanidin-3-galaktozid), spojevi koji su uobicajeno prisutni u
jabukama prema ranijim istraZivanjima
2. Tijekom probave u Zeludcu identificirani su isti spojevi, uz dodatnu identifikaciju
kriptoklorogenske kiseline. Procijanidin B1 nije identificiran.
3. Tijekom probave u tankom crijevu identificirani su isti spojevi, uz dodatnu
identifikaciju  kriptoklorogenske kiseline, neoklorogenske kiseline, izomera
klorogenske kiseline. Nije identificiran antocijanini cijanidin-3-galaktozid i flavan-3-ol
procijanidin B1.
4. Pojava dodatnih klorogenskih kiselina u Zeludcu i tankom crijevu ukazuje na
izomerizaciju klorogenske kiseline pri razli¢itim pH vrijednostima u Zeludcu i tankom
crijevu. lzostanak procijanidina B1 ukazuje na degradaciju flavan-3-ola. Izostanak
identifikacije cijanidin-3-galaktozida u tankom crijevu ukazuje na prelazak antocijanina
u drugacije strukturne forme.
5. Koli¢ina polifenolnih spojeva tijekom probave u Zeludcu i tankom crijevu manja je
od koli¢ine koja se prirodno nalazi u jabuci.
6. Polifenolni spojevi se postepeno oslobadaju tijekom probave.
7. Analiza podataka ¢t vs t pomoc¢u modificiranih jednadzbi prvog i drugog reda
omogudila je odredivanje parametara jednadzbi: vrijeme polureakcije te koli¢ina
oslobodenih polifenola na kraju procesa probave. Vrijeme polureakcije dalo je uvid u
oslobadanje polifenola tijekom probave koje je najintenzivnije u prvih nekoliko minuta
probave. Predvidene konacne koli¢ine oslobodenih polifenola na kraju probave
odgovaraju eksperimentalno odredenim vrijednostima S$to se vidi po visokom
koeficijentu determinacije.
8. Modificirane jednadzbe prvog i drugog reda mogu se upotrebljavati za analizu

podataka oslobadanja polifenola tijekom simulirane probave.
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