Priprava aktivhog biopolimernog materijala s
polifenolima jabuke

Pancer, Tajana

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, FACULTY OF FOOD TECHNOLOGY / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:109:988100

Rights / Prava: Attribution-ShareAlike 4.0 International/lmenovanje-Dijeli pod istim uvjetima 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2025-01-12

REPOZITORIJ

PI I II ;' Repository / Repozitorij:

PREHRAMBENO-TENRO LSk AKULT I OSTEK Repository of the Faculty of Food Technology Osijek

Jobar

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLII

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:109:988100
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
https://repozitorij.ptfos.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/ptfos:2993
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/ptfos:2993
https://dabar.srce.hr/islandora/object/ptfos:2993

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU
PREHRAMBENO-TEHNOLOSKI FAKULTET OSIJEK

Tajana Pancer

PRIPRAVA AKTIVNOG BIOPOLIMERNOG MATERIJALA S
POLIFENOLIMA JABUKE

DIPLOMSKI RAD

Osijek, rujan 2024.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

DIPLOMSKI RAD
Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku
Prehrambeno-tehnoloski fakultet Osijek
SveudiliSni diplomski studij Prehrambeno inZenjerstvo

Zavod za primijenjenu kemiju i ekologiju
Katedra za primijenjenu kemiju, biokemiju i instrumentalne metode
Franje Kuhaca 18, 31000 Osijek, Hrvatska

Znanstveno podrudje: Biotehnicke znanosti

Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Tema rada je prihvac¢ena na VIII. redovitoj sjednici Fakultetskog vijea Prehrambeno tehnoloskog fakulteta
Osijek u akademskoj godini 2022./2023. odrzanoj 22. svibnja 2023 godine.

Mentor: prof. dr. sc. Lidija Jakobek Barron
Komentor: dr. sc. Petra Mati¢, znanstveni suradnik

PRIPRAVA AKTIVNOG BIOPOLIMERNOG MATERIJALA S POLIFENOLIMA JABUKE
Tajana Pancer, 0113142012

Sazetak: Cilj rada bio je napraviti biopolimernu foliju od Skroba s dodanim polifenolima jabuke, koja aktivnu
funkciju ostvaruje otpustanjem polifenola. Polifenoli su ekstrahirani iz jabuke ultrazvukom, a identificirani i
kvantificirani primjenom visokodjelotvorne tekuc¢inske kromatografije (HPLC). U ekstraktu jabuke identificirano
je 10 spojeva iz skupine flavonola, fenolnih kiselina, flavan-3-ola te dihidrokalkona. Najzastupljeniji polifenoli u
jabuci bili su flavonoli (55 %), te fenolne kiseline (23,5 %). Polifenoli su se adsorbirali na $krob. Polifenolne
skupine koje su bile najzastupljenije u jabuci, adsorbirale su se na §krob u ve¢em postotku (flavonoli 68 %, fenolne
kiseline 20 %). Folije su pripremljene od Skroba s adsorbiranim polifenolima jabuke te od ¢istog Skroba i vodenog
ekstrakta jabuke. Sadrzaj vode u svim filmovima te njihova topljivost u vodi bili su sli¢ni ili su pokazali nesto vise
vrijednosti od filmova pripremljenih u ranijim istrazivanjima. Primjecuje se trend porasta sadrzaja vode i
topljivosti u vodi s povec¢anjem koli¢ine plastifikatora glicerola. Polifenoli su pokazali otpustanje iz folija u 50 %-
tni etanol $to pokazuje potencijal za aktivnom funkcijom folije. S obzirom na nesto bolju moguénost otpustanja
polifenola, izrada folije od Cistog Skroba i vodenog ekstrakta polifenola pokazala se uc¢inkovitijom metodom
pripreme folije. Potrebna su intenzivna istrazivanja osobina folija te poboljSanja stvarne aktivne funkcije.

Kljuéne rije¢i: aktivna ambalaza; polifenolni spojevi; jabuka
Rad sadrzi: 46 stranica

17 slika

9 tablica

0 priloga

31 literaturnu referencu

Jezik izvornika: Hrvatski

Sastav Povjerenstva za ocjenu i obranu rada:

1. prof. dr. sc. Dajana GaSo-Soka¢ predsjednik
2. prof. dr. sc. Lidija Jakobek Barron ¢lan-mentor
3. dr. sc. Petra Mati¢, znan. sur. ¢lan-komentor
4. doc. dr. sc. Ivana Tomac zamjena ¢lana

Datum obrane: 27. rujan 2024.

Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u KnjiZnici Prehrambeno-tehnoloskog
fakulteta Osijek, Franje Kuhaca 18, Osijek



BASIC DOCUMENTATION CARD
GRADUATE THESIS
Josip Juraj Strossmayer University of Osijek
Faculty of Food Technology Osijek
University Graduate Study Food Engineering

Department of Applied Chemistry and Ecology
Subdepartment of Applied Chemistry, Biochemistry and Instrumental Methods
Franje Kuhaca 18, HR-31000 Osijek, Croatia

Graduate program Food Engineering
Scientific area: Biotechnical sciences
Scientific field: Food technology
Course title: Food Packaging

Thesis subject was approved by the Faculty Council of the Faculty of Food Technology at its session no.
VIII held on 22 May 2023.

Mentor: Lidija Jakobek Barron, PhD, Full Professor
Co-mentor: Petra Mati¢, PhD, postdoc.

The Preparation of Active Biopolymer Material with Polyphenols from Apples

Tajana Pancer, 0113142012

Summary: The aim was to make a film based on biopolymer starch with added apple polyphenols, which achieves
its active function by releasing polyphenols. Polyphenols were extracted from apples by using ultrasound, and
identified and quantified with the high-performance liquid chromatography (HPLC). Ten compounds belonging
to flavonols, phenolic acids, flavan-3-ols, and dihydrochalcones were identified in the apple extract. The most
abundant polyphenols in apples were flavonols (55%) and phenolic acids (23.5%). Polyphenols were adsorbed
onto the starch. Polyphenolic groups that were most abundant in apples were adsorbed on starch in a higher
percentage (flavonols 68%, phenolic acids 20%). Foils were prepared from starch with adsorbed apple
polyphenols, and from pure starch and aqueous apple extract. The water content of all films and their solubility in
water were similar or showed slightly higher values than the films prepared in earlier studies. Water content and
water solubility of foils showed the increase with the increase of the amount of glycerol. Polyphenols were released
from the foils into 50 % ethanolic solution, which shows the potential for active function of foils. Given the slightly
better ability to release polyphenols, the production of the film from pure starch and aqueous polyphenol extract
proved to be a more effective method of film preparation. Intensive research into the properties of foils and
improvement of the actual active function is needed.

Key words: active packaging; polyphenolic compounds; apple
Thesis contains: 46 pages

17 figures

9 tables

0 supplementary material

31 references

Original in: Croatian

Review and defence committee:

1. Dajana GaSo Sokac, PhD, Full Professor chair person

2. Lidija Jakobek Barron, PhD, Full Professor member-mentor
3. Petra Mati¢, PhD, postdoc. member

4. Ivana Tomac PhD, Assistant Professor stand-in

Defence date: 27 Septemeber 2024
Printed and electronic (pdf format) version of thesis is deposited in Library of the Faculty of Food
Technology Osijek.



DIPLOMSKI RAD JAVNO JE OBRANJEN DANA

Z27. ruina 2024 godine

TE OCIJENJEN USPJEHOM

1ZVrs)rm ( 5)

Pred Povjerenstvom za obranu diplomskog rada:

1. prof. dr. sc. Dajana GaSo-Soka¢ predsjednik ’%%4/0/ £

/" (potpis)
2. prof. dr. sc. Lidija Jakobek Barron ¢lan (7[,'[()(@»&%‘/@[( 5@/\"’41
\{v (potpis)

3. dr. sc. Petra Mati¢, znan. sur. ¢lan

Tl Mokt

(potpis)



Zelim izraziti svoju zahvalnost svim osobama koje su na bilo koji na¢in doprinijele stvaranju ovog
diplomskog rada.

Posebnu zahvalnost upuéujem svojoj mentorici prof. dr. sc. Lidiji Jakobek Barron, koja mi je svojim
stru¢nim savjetima, smjernicama i podrSkom omogucila da uspjesno zavr$im ovaj rad. Njeno strpljenje
i posveéenost bili su klju¢ni za moj napredak i uspjeh.

Zahvaljujem se i ¢lanovima komisije, prof. dr. sc. Dajani Gaso Soka¢, dr. sc. Petri Mati¢ i doc. dr. sc.
Ivani Tomac na njihovim korisnim komentarima i sugestijama koje su znacajno doprinijele kvaliteti
rada.

Zahvaljujem se i svim kolegama i prijateljima koji su me podrzavali tijekom cijelog procesa, a ponajvise
svojoj obitelji koja je uvijek bila uz mene i pruzala mi potrebnu podrsku i razumijevanje. Hvala vam za
sve!



1.

2.

5.

6.

7.

Sadrzaj

UvoD 1
TEORIJSKI DIO 3
2.1. EKOLOSKI ASPEKTI AMBALAZE.....c..c.cotttettrtitettatetettstesteststeneeststentesesbeseesesbestesesteseesesbeneentsbeneeseebenaesesbenaenene 4
2.2. PLASTICNE FOLIJE OD BIORAZGRADIVIH POLIMERA .......cvveiitieieteeeiteeeeueeeeueeeeseeeeseeeeseeeeseeeeseeeeseseeseseeseesesesanns 6
2.3. gKROB KAO BIORAZGRADIVIPOLIMER ....c..uiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt et taiecaa e e s ean s eaaetaneeanesanesanasens 7
2.4, AKTIVNA AMBALAZA .....ootiieiiiiinieiietentet ettt et ettt e et ettt st sae et et et s a et ete st et ete s s et etesaeseeresaennenens 8
2.5. POLIFENOLNI SPOJEVI ...c.ueiuiiiiiiiiintiitt ettt sttt ettt st sttt s bt s eb s et nnes 9
2.6. POLIFENOLNI SPOJEVIJABUKE ......ouiiuiiiiiiiiiieieite ettt ettt sttt et st s sttt s bt 10
2.7. POLIFENOLNI SPOJEVI KAO AKTIVNE KOMPONENTE U BIORAZGRADIVOM AMBALAZNOM MATERIJALU ...... 11
EKSPERIMENTALNI DIO 13
3.1 ZADATAK RADA ...ttt e e eeeette et e e e e ettt e e e e e e et aaaeaaeeeeeeetaaaeaaeeeeseassatsasaaeeaeaasssaeaeeeeeasstassaeeseeaanssraseeaens 14
3.2. MATERITAL IMETODE .....viiiiiiiieiittiieeeeeeeecttteeeeeeeeeetaaaeeeeeeeeetaaasaaeeeeseasssssasaaeeseaasssaesaaeeeaassssseeaeeeaaansraseeaens 14
3. 2.1 KMUKQIITE ...ttt bttt eneas 14
3.2, 2. JADUKE ...ttt b ettt et et nbeenaeenees 14
3.2.3. Priprema ekstrakta polifenola jabuke...................cc..ccocovivivieiiiiiiiiiiieieeee e 15
3.2.4. Adsorpcija polifenola jabuke na SKrob .................cccccoooiiiiiiiiiiiiiiiieieee e 15
3.2.5. Analiza polifenola visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC).............cccccoeevenene. 15
3.2.6. Racunanje adsorpcijskog kapaciteta SKroba...................ccoccieioiiiiiiiiiiiiie e 16
3.2.7. Priprema biorazgradivog materijala od Skroba s adsorbiranim polifenolima jaburke....................... 16
3.2.8. Odredivanje debljine materijala, sadrzaja vode te topljivosti u VOdi...............ccccccevecvevecieiieannnn. 17
3.2.9. Otpustanje polifenola iz MALETIJAlA.......................ccccuovvviiiiecieiieiieee ettt 17
3.2.10. Folin-Ciocalteu metoda za odredivanje ukupnih polifenola..................c...c.ccoeovevevviniieneecninnnn. 18
3.2.11. Priprema materijala s Cistim Skrobom i ekstraktom jabuke.................c..ccccoevvemvieiiiiiaviniiieanene, 18
3.2.12. StAtISHICKA QIALIZA ...ttt et be e e eeaee e 19
REZULTATI 20
4.1. POLIFENOLNI SPOJEVIJABUKE .....coutitiiitiiiieniteniee st ettt et ettt ettt s s s et eneeaeeseeenaeeneesneesneennens 21
4.2. ADSORPCIJA POLIFENOLNIH SPOJEVA JABUKE NA SKROB......c.ceottriiniiriiriteiteienienieetenieeeeeeeetentensessesieeneeneennes 27
4.3. OSOBINE MATERIJALA DOBIVENIH OD SKROBA S ADSORBIRANIM POLIFENOLIMA JABUKE........cccceeeueeneenen. 31
4.4. OSOBINE MATERIJALA DOBIVENOG OD CISTOG SKROBA S VODENIM EKSTRAKTOM JABUKE ......c..cccovemeenen. 33
RASPRAVA 35
ZAKLJUCAK 40
LITERATURA 42




1. UVOD




1. Uvod

Ambalaza je u danaSnje vrijeme iznimno vazna u Zivotu suvremenog covjeka. Bez
ambalaze i pakiranja namirnica, namirnice ne bi sacuvale svoju kvalitetu i nutritivne vrijednosti.
Pod pojmom ambalaza podrazumijevaju se posude koje mogu biti razlicitih oblika i veliine,
napravljene od razli¢itih ambalaznih materijala poput drva, metala, stakla, plastike, tekstila 1
drugih sirovina (Vujkovi¢ i sur., 2007). Ambalaza ima funkciju lakSeg transporta i skladisStenja
proizvoda. Vaznost ambalaZe je i u njezinoj kvaliteti. Sto je ambalaza kvalitetnija, kvalitetnija
je 1 namirnica koja je upakirana u takvu ambalazu. Kvalitetna ambalaza znacajno ovisi o trzistu
1 potrebama potrosaca. Ambalaza mora ispunjavati dva uvjeta da bi bila prihvacena na trzistu,
mora maksimalno ocuvati kvalitetu proizvoda sa Sto duzim vijekom trajanja i mora imati

idealan dizajn i oblik koji zadovoljava Zelje potrosaca.

Biorazgradivi polimeri smatraju se prikladnom alternativom osnovnoj plastici. Razvoj
razlicitih vrsta ambalaZznih materijala od biorazgradivih polimera biljezi porast u posljednjih
nekoliko godina. Upotrebom biorazgradivih polimera u pakiranju hrane moze se osigurati
fizicka zastita tijekom skladiStenja i transporta te stvoriti odgovarajucéi fizikalno-kemijski uvjeti

za ocuvanje kvalitete 1 sigurnosti te za produljenje roka trajanja hrane (Vujkovi¢ 1 sur., 2007).

Aktivna ambalaza je ambalaza koja otpusta aktivne komponente u hranu ili apsorbira
tvari iz hrane, a cilj je produljiti trajnost te poboljsati uvjete skladiStenja. Postoje dvije vrste
aktivne ambalaze. Prva vrsta je ambalaZa koja u ambalaznoj jedinici sadrzi vrecice s aktivnim
komponentama kao Sto su adsorberi koji uklanjaju kisik, vlagu, miris, ugljikov dioksid. Druga
vrsta je ambalaza koja u osnovnom ambalaZznom materijalu sadrZi inkorporirane aktivne tvari
koje djeluju antioksidativno ili antimikrobno, te time produljuju vijek trajanja namirnice. Takvi

aktivni spojevi mogu biti polifenolni spojevi.

U ovom radu cilj je napraviti biorazgradivu foliju od biopolimera $kroba s dodanim

polifenolima jabuke, koja aktivnu funkciju ostvaruje otpustanjem polifenola.
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2. Teorijski dio

2.1. Ekoloski aspekti ambalaze

Ambalaza za pakiranje postala je klju¢na za zastitu hrane od razli¢itih uvjeta okoline.
Ovisno o vrsti hrane, ambalaza se moze prilagoditi kako bi se sprijecio ili inhibirao rast
mikroorganizama, izbjeglo kvarenje hrane sprjeCavanjem ulaska svjetlosti, kisika i vlage ili ¢ak
kako bi se sprijecilo kvarenje uzrokovano nametnicima. Inovativni nacini pakiranja mogu dati
razne informacije o kvaliteti zapakirane hrane, ¢ime se u konacnici smanjuje bacanje hrane

tijekom distribucije 1 transporta (Coles i sur., 2003).

Ekoloski aspekti ambalaze postaju sve vazniji u kontekstu odrzivog razvoja i smanjenja
ekoloskog otiska. Ambalaza predstavlja znacajan izazov za zivotnu sredinu zbog svojih
materijala, proizvodnje, upotrebe 1 odlaganja. Procjena ekoloskog utjecaja ambalaze ukljucuje
procjenu nekoliko kljuénih aspekata kao §to su procjena utjecaja materijala, biorazgradivosti 1
recikliranja na okolinu, te procjena cijelog zivotnog ciklusa ambalaze (Life Cycle Assessment

— LCA) (Hottle i sur., 2013).

Procjena Zivotnog ciklusa (LCA) je alat koji se koristi za kvantitativnu analizu ekoloskog
utjecaja ambalaze tijekom njezinog cjelokupnog Zivotnog ciklusa - od ekstrakcije sirovina,
preko proizvodnje, upotrebe, do krajnjeg odlaganja. LCA pruza uvid u podrucja gdje se mogu
napraviti pobolj$anja kako bi se smanjio 1o$ utjecaj ambalaze na okolinu. Studije pokazuju da
izbor materijala i proces recikliranja mogu znacajno utjecati na ekoloski otisak ambalaze

(Hottle 1 sur., 2013).

Materijali koji se koriste za ambalazu imaju veliki utjecaj na Zivotnu sredinu. Materijali,
kao $to su plastika, staklo, aluminij 1 papir, imaju razli¢ite ekoloske profile. Plasti¢na ambalaza,
iako lagana i jeftina, predstavlja veliki problem zbog svoje dugotrajne razgradnje 1 potencijala
za oneciS¢enje okoliSa. Biorazgradivi materijali sve viSe se istrazuju kao odrZive alternative, ali
njihova primjena i dalje nosi odredene izazove, ukljucujuci ograni¢enu razgradnju u prirodnim

uvjetima 1 potrebu za posebnim uvjetima kompostiranja.

Uobicajeni materijali koji se koriste za pakiranje hrane su papir, staklo, metal i plastika.
Takvi materijali danas se ¢eS¢e koriste zato S$to su dostupni i imaju dobre karakteristike za
pakiranje hrane, kao §to su mehanicka ¢vrstoca, prozirnost i svojstva barijere (Vujkovi¢ 1 sur.,
2007). Najcesce koriSteni polimeri dobiveni iz petrokemijskih sirovina mogu se podijeliti u

razlicite skupine:
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poliolefini su polipropilen (PP) ili polietilen (PE). Poliolefini se Cesto koriste za izradu casa,
vrecica za viSekratnu upotrebu i samostojecih vreéica, a zamjene za olefine popularno se koriste
u prozirnim folijama;

kopolimeri etilena, kao Sto su etilen/vinil acetat (EVA) i etilen/vinil alkohol (EVOH), koriste se
za izradu folija za poklopce za pladnjeve i zastitne meduslojeve;

poliesteri, kao §to je poli(etilen-tereftalat) (PET) i drugi poliesteri, uglavnom se koriste prilikom
izradivanja boca;

poliamidi (PA) se obicno koriste u filmovima ili pladnjevima za prehrambene proizvode koji

su vrlo osjetljivi na kisik (Coles i sur., 2003).

Procesi proizvodnje ambalaze troSe znaCajne koli¢ine energije i resursa. Proizvodnja
plastike, na primjer, ovisi o fosilnim gorivima, §to doprinosi emisiji staklenickih plinova i
globalnom zatopljenju. Koristenje recikliranih materijala moze smanjiti potrebu za novim
sirovinama 1 energijom. Istrazivanja pokazuju da se recikliranjem plasticne ambalaze moze
znacajno smanjiti njen ekoloski otisak, ukljucujuc¢i ustede u energiji i smanjenje emisija

ugljikovog dioksida (Hottle i sur., 2013).

Jedan od najvecih izazova je odlaganje ambalaze. Biorazgradivi materijali, kao Sto su PLA
(polilaktid), mogu pomo¢i u smanjenju otpada, ali njihova efikasnost ovisi o postojanju
odgovarajuce infrastrukture za kompostiranje. Nadalje, stope reciklaze ambalaze variraju Sirom
svijeta, ovisno o sustavu upravljanja otpadom. Recikliranje papira, stakla i metala je efikasnije

1 ¢eS¢e implementirano nego recikliranje plastike (Moshood 1 sur., 2022).

Dizajn ambalaze igra klju¢nu ulogu u njezinom ekoloskom utjecaju. Ambalaza koja koristi
manje materijala (engl. lightweighting), ambalaza koja je dizajnirana za jednostavno
recikliranje (mono-materijalna ambalaza) 1 ambalaza koja se moZe ponovno koristiti (npr.
staklene boce) su neki od pristupa koji mogu smanjiti ekoloSki otisak. Optimalan dizajn
ambalaze ukljucuje balans izmedu funkcionalnosti, troskova i ekoloskih aspekata (Hottle i sur.,

2013).

Kao alternativa plastici, biorazgradivi polimeri imaju znacajan potencijal za primjenu u
pakiranju hrane. To bi pomoglo u smanjenju utjecaja sintetickog plasti¢nog otpada na okoli§
zbog brze razgradnje plastike na bazi biorazgradivih polimera (Vujkovi¢ 1 sur., 2007).
Biopolimeri se razgraduju enzimskom aktivno$¢u mikroorganizama koji se prirodno nalaze u

okolisu kao Sto su alge, bakterije 1 gljivice te kemijskim procesima kao $to je kemijska hidroliza.
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Biorazgradivi polimeri se sastoje od cijelog niza materijala s razli¢itim svojstvima i primjenama

(Vujkovi¢ i sur., 2007; Athanassiou 2021).

Razumijevanje 1 unapredenje ekoloskih aspekata ambalaze je klju¢no za odrziv razvoj.
Povecanje upotrebe biorazgradivih materijala 1 materijala koji se mogu reciklirati, optimizacija
procesa proizvodnje, poboljSanje sustava reciklaze i dizajn za odrzivost su koraci koji mogu
smanjiti negativan utjecaj ambalaze na zivotnu sredinu. OdrZivi pristupi ambalazi ne samo da
doprinose ocuvanju prirodnih resursa, ve¢ i podrzavaju ekonomske i druStvene aspekte

odrzivog razvoja (Hottle 1 sur., 2013).

2.2. Plasti¢ne folije od biorazgradivih polimera

Biorazgradivi polimeri definirani su kao oni polimerni materijali ¢ija se fizikalna 1
kemijska svojstva narusavaju i dovode do potpune razgradnje kada se polimeri izloze
enzimskom djelovanju mikroorganizama ili utjecaju iz okoline (voda, kisik) (Athanassiou
2021). Razvoj materijala na osnovi ovakvih polimera novo je podrucje. Biorazgradnja je
prirodni proces kojim se organske tvari u okoliSu pretvaraju u jednostavnije spojeve,
mineraliziraju i redistribuiraju kroz elementarne cikluse. Mikroorganizmi igraju sredi$nju ulogu
u procesu biorazgradnje. U odgovaraju¢im uvjetima vlage, temperature 1 dostupnosti kisika,
biorazgradnja je relativno brz proces (Chandra 1 sur., 1998). Biorazgradivi polimeri se koriste
u vre¢ama za smece, omotima, pjenastim materijalima za jastucenje, spremnicima za hranu, u
higijenskim proizvodima (pelene, vateni Stapi¢i) 1 kao poljoprivredni alati (mal¢ folije,
zardinjere) (Malathi 1 sur., 2014). Biorazgradivi polimeri korisni su za razli¢ite primjene u

medicini (Chandra i sur., 1998).

Filmovi na bazi polisaharida i proteina pokazuju slaba svojstva barijere za vlagu zbog svoje
hidrofilne prirode, medutim, imaju dobru sposobnost stvaranja filma zajedno s dobrom
barijerom za plin (O2, CO2) (Rojas-Graii i sur., 2008). S druge strane, lipidi pokazuju bolju
barijeru za vodenu paru od polisaharida i proteina zbog svoje hidrofobne prirode, ali nisu
sposobni stvarati samonosive strukture jer su slabi u stvaranju fleksibilnih filmova (Kupervaser
1 sur., 2023). Dakle, da bi se dobili filmovi sa Zeljenom funkcionalno§¢u, polisaharidi, proteini
1 lipidi obi¢no se kombiniraju kako bi se proizveli kompozitni filmovi (Chen 1 sur., 2019).
Glavna teznja u podrucju razvoja kompozitnih filmova su poboljSanje barijernih svojstava za

plinove, povecanje funkcionalnosti filma i pojacanje mehanickih svojstava. Na ucinkovitost
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takvih filmova utje€u kemijske funkcionalne skupine te hidrofobnost polimera. Stoga treba
uzeti u obzir hidrofilnu/hidrofobnu prirodu osnovnih polimera koji €ini strukturu materijala

(Kupervaser 1 sur., 2023).
2.3. Skrob kao biorazgradivi polimer

Skrob se smatra jednim od najperspektivnijih prirodnih materijala za stvaranje
biorazgradive ambalaze zahvaljuju¢i svojoj dostupnosti, biorazgradivosti 1 niskim cijenama.
Skrob je polimer koji se pojavljuje u biljkama. Glavni usjevi koji se koriste za njegovu
proizvodnju ukljucuju zitarice poput krumpira, kukuruza i rize. U svim ovim biljkama Skrob se
nalazi u obliku granula, koje se razlikuju po veli¢ini i ovise o biljci. Skrob se sastoji od amiloze
1 amilopektina (Slika 1). Amiloza je linearna molekula, a jedinice glukoze povezane su a-1-4
glikozidnom vezom. Amilopektin je visoko razgranati polimer koji sadrzi kratke bo¢ne lance.
Molekule amilopektina mogu sadrzavati do dva milijuna jedinica glukoze povezanih a-1-4
glikozidnom vezom i a-1-6 glikozidnom vezom. Amiloza je kristalna i moze imati prosjecni
broj molekula tezine ¢ak 500 000, ali je topiva u kipucoj vodi. Za primjenu u biorazgradivoj
plastici, Skrob se zadrZava netaknutim, ili se topi i mijesa s drugim polimerima. U bilo kojem

obliku, frakcija skroba moze se razgraditi enzimima (Chandra i sur., 1998).

Skrob i njegovi derivati imaju $iroku primjenu u proizvodnji ambalaznih filmova. S
vremenom su filmovi Skroba postigli znacajna poboljSanja Sto se ti¢e mehanicke ¢vrstoce.
Lomljivost Skrobnih filmova moze se smanjiti upotrebom plastifikatora kao Sto su glicerol i
sorbitol. Omjer amiloze 1 amilopektina snazno utjece na reoloSka svojstva/svojstva istezanja
filmova (Kupervaser i sur., 2023). Materijali koji se temelje na Skrobu smatraju se atraktivnim
alternativama uglavnom zbog svoje ekoloske prirode (Ortega-Toro i sur., 2017). Materijali na
bazi Skroba mogu se i kombinirati s dodacima poput antimikrobnih sredstava, antioksidansa 1
aktivnih nanomaterijala. Dodavanje aktivnog ili antioksidativnhog materijala u polimernu
osnovu moze produziti vijek trajanja proizvoda. Stoga bi dodatak prirodnih polifenolnih
spojeva bio od velike vaznosti za razvoj materijala za pakiranje s antibakterijskim 1

antioksidativnim djelovanjem (Zhang i sur., 2021).
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Slika 1 Kemijska struktura Skroba

2.4. Aktivha ambalaza

Aktivna ambalaza je ambalaZza koja pruza zaStitu hrani 1 postize kontrolu kvalitete
zapakirane hrane. Moze se definirati kao sustav pakiranja koji ima integrirane tvari koje
emitiraju ili apsorbiraju tvari u ili 1z zapakirane hrane, s ciljem poboljSanja kvalitete namirnice
(Singh i sur., 2022). Aktivna ambalaZa predstavlja inovativan pristup u pakiranju hrane i drugih
proizvoda, €iji je cilj produzenje vijeka trajanja, poboljSanje sigurnosti i kvalitete proizvoda te
ocuvanje njihove svjezine. Ova vrsta ambalaZe ukljucuje materijale i tehnologije koje aktivno
djeluju sa sadrzajem ili okolinom ambalaze, pruzajuci dodatne funkcionalnosti u odnosu na ve¢
poznatu ambalazu. Aktivna ambalaza moze ukljucivati aktivne tvari kao $to su antimikrobne

tvari, adsorberi kisika, emiteri ugljikovog dioksida, regulatori vlage i druge komponente koje

direktno utjecu na atmosferu unutar ambalaze (Brody i sur., 2001).

Jedan od klju¢nih aspekata aktivne ambalaze je sposobnost da smanji mikrobioloski rast i

degradaciju proizvoda. Na primjer, antimikrobni filmovi mogu sadrzavati prirodne ili sinteticke
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antimikrobne agense koji inhibiraju rast patogenih mikroorganizama, ¢ime se produljuje vijek

trajanja i poboljSava sigurnost hrane (Rooney, 1995).

Adsorberi kisika predstavljaju joS jednu vaznu komponentu aktivne ambalaze, koja se
koristi za kontrolu oksidacije i smanjenje oksidativnog kvarenja proizvoda. Oksidacija moze
dovesti do promjene boje, okusa i nutritivne vrijednosti hrane. Adsorberi kisika uklanjaju
preostali kisik iz unutra$njosti ambalaze, ¢ime se spreava oksidativni stres i produljuje svjezina

proizvoda (Brody i sur., 2001).

Regulacija vlage je takoder kljucni aspekt aktivne ambalaze. Vlaga unutar ambalaze moze
dovesti do razvoja plijesni i bakterija, te pogorSanja teksture proizvoda. Aktivne ambalaze koje
sadrze adsorbere ili emitere vlage mogu pomoci u odrzavanju optimalnog nivoa vlage, ¢ime se
produljuje rok trajanja i ouvanje kvalitete proizvoda. Na primjer, ambalaza s integriranim
adsorberima vlage moze pomo¢i u o¢uvanju hrskavosti Zitarica i sprje¢avanju kondenzacije u

pakiranjima svjezeg voca i povréa (Brody i sur., 2001) .

Sve ove tehnologije ¢ine aktivnu ambalazu snaznim alatom za pobolj$anje ocuvanja hrane,
smanjenje otpada i povecanje sigurnosti hrane. Medutim, vazno je napomenuti da je razvoj i
implementacija aktivne ambalaZze povezan s izazovima kao S§to su regulacija, troSkovi
proizvodnje i prihvatljivost potrosaca. S obzirom na sve veée zahtjeve za sigurnijom i trajnijom
hranom, aktivna ambalaza predstavlja perspektivno rjeSenje za mnoge izazove u prehrambenoj

industriji (Vujkovi¢ i sur, 2007).

2.5. Polifenolni spojevi

Polifenoli se smatraju prirodnim antioksidansima koji su povezani s potencijalnim
protuupalnim ucincima, antimikrobnim uc¢incima i prevencijom bolesti. Polifenoli kao prirodni
spojevi izrazito su rasprostranjeni u prirodi 1 uvelike prisutni u ljudskoj ishrani. Igraju klju¢nu
ulogu u zastiti biljaka od ultraljubicastog zracenja i patogena (Scalbert i sur., 2005). U ljudsko;j
ishrani, polifenoli su povezani s potencijalnim smanjenim rizika od razli¢itih kroni¢nih bolesti,
ukljucujuéi kardiovaskularne bolesti, dijabetes tipa 2 i odredene vrste raka. Osobito su prisutni
u vocu, povréu, ¢aju, crnom vinu i ¢okoladi. Medutim polifenoli se razlikuju po kemijskoj

strukturi, topljivosti, bioaktivnosti 1 funkcionalnim u€incima kod ljudi (Granato, 2021).

Polifenoli nalaze primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji:
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prehrambena industrija: polifenoli se koriste kao prirodni konzervansi zbog svojih
antimikrobnih 1 antioksidativnih svojstava. Takoder se dodaju funkcionalnim namirnicama i

dodacima ishrani,

farmaceutska industrija: polifenoli se istrazuju kao potencijalne aktivne tvari za razlicite

bolesti

kozmeti¢ka industrija: polifenoli se koriste u proizvodima za njegu koZe zbog svojih
antioksidativnih svojstava, koja pomazu u zastiti koze od oStecenja izazvanih UV zraCenjem i

starenjem (Fernandes de Araujo i sur., 2021).

Polifenoli predstavljaju vaznu grupu prirodnih spojeva sa Sirokim spektrom bioloskih
aktivnosti i znacajnim potencijalom za primjenu u razli¢itim industrijama. Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se potpuno razumjeli mehanizmi djelovanja polifenola i kako bi njihova

primjena u industriji i medicini bila u€inkovitija.

2.6. Polifenolni spojevi jabuke

Polifenoli u jabukama djeluju kao antioksidansi 1 na taj nacin $tite plod od UV zracenja,
insekata, patogena i gljiviénih infekcija (Scalbert i sur., 2005). Polifenolne skupine u jabukama
su flavan-3-oli, dihidrokalkoni, fenolne kiseline, flavonoli i antocijanini. Flavan-3-oli su
pokazali nekoliko zdravstvenih blagotvornih ucinaka djeluju¢i kao antioksidansi,
antikarcinogeni 1 antimikrobni agensi (Aron i Kennedy, 2008). Fenolne kiseline su Siroko
rasprostranjene u cijelom biljnom carstvu. Interes za fenolne kiseline proizlazi iz njihove
potencijalne zastitne uloge, kroz unos voca i povrca, protiv bolesti uzrokovanih oksidativnim

ostecenjima (Robbins, 2003).
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c) floretin-2-ksiloglukozid d) kvercetin-3-ramnozid

Slika 2 Kemijska struktura odredenih polifenola prisutnih u jabukama. a) flavan-3-ol; b)

fenolna kiselina; c) dihidrokalkon; d) flavonol

2.7. Polifenolni spojevi kao aktivne komponente u biorazgradivom

ambalaZznom materijalu

Polifenolni spojevi mogu se koristiti kao aktivne komponente u aktivnoj ambalazi. Vazni
izvori polifenola mogu biti razli€iti biljni materijali ili nusproizvodi ili otpadni proizvodi iz

prehrambene industrije koji su bogati polifenolima.

Polifenoli se mogu ugraditi u biorazgradive 1 jestive materijale za pakiranje izradene od
biopolimera kao $to su polisaharidi (alginati, hitozan, glukomanan ili pektin) S§to tim
materijalima daje poboljSana antioksidativna svojstva i aktivnu ulogu. Ranije studije pokazale
su da se ekstrakti zelenog ¢aja ili ekstrakti sjemenki grozda mogu ugraditi u alginatne filmove
ili u filmove kalcijevog alginata (Biao 1 sur., 2019). Te su studije pokazale da su dodani
polifenolni spojevi poboljsali antioksidacijsku aktivnost filmova (Biao i sur., 2019). U jestive
filmove sastavljene od pektina i konjac glukomanana ugradeni su polifenoli ¢aja (Lei 1 sur.,
2019). U tim je filmovima takoder pojacana antioksidativna aktivnost. Drugi primjer je
ugradnja polifenola kore jabuke (Riaz 1 sur., 2018) ili polifenola mlade jabuke (Sun i sur., 2018)

u jestive filmove od kitozana gdje su pojacali antioksidacijsku aktivnost filma od kitozana.

11
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Ekstrakti polifenola mogu se ugraditi u biorazgradive 1 jestive viSeslojne filmove kao u slucaju
kombinacije zelatine i natrijevog alginata. Polifenoli ¢aja ispitivani su kao aktivna tvar u tim
materijalima (Dai 1 sur., 2022) gdje su poboljsali antioksidativno djelovanje. Osim toga, u
antimikrobnim filmovima na bazi kitozana koriStena je kombinacija inkapsuliranog etericnog
ulja limuna (LEO) i sok od brusnice. Rezultati su pokazali da je ovaj materijal imao poboljSanu

barijeru na UV zracenje, kao 1 antioksidacijsku aktivnost (Odjo 1 sur., 2022).

12
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3.1. Zadatak rada

Zadatak diplomskog rada je bio napraviti biopolimernu foliju od Skroba s dodanim polifenolima

jabuke, koja aktivnu funkciju ostvaruje otpustanjem polifenola. Prema zadatku cilj je bio:
-ekstrahirati polifenolne spojeve iz jabuke pomocu vode ultrazvu¢nom ekstrakcijom,

-identificirati i kvantificirati polifenolne spojeve pomocu visokodjelotvorne tekuc¢inske

kromatografije,
-provesti adsorpciju polifenola na skrob,
-odrediti adsorpcijski kapacitet skroba (g.) za pojedine polifenole i polifenolne skupine,

-pripremiti biopolimernu aktivnu foliju na dva nacina: od Skroba koji ima veé

adsorbirane polifenole te od Cistog Skroba i1 vodenog ekstrakta polifenola,
-ispitati debljinu folije, sadrzaj vode, topljivost u vodi,
-ispitati aktivnu funkciju otpustanjem polifenola u 50 % etanolu te u 75 % etanolu,

-ocijeniti realnu moguénost priprave aktivnog biopolimera na dva ispitana nacina

priprave.

3.2. Materijal i metode

3.2.1. Kemikalije

Zaizradu ovog rada koriStene su orto-fosforna kiselina 85 % (Fluka, Buchs, §Vicarska), metanol
(J.T. Baker, Gliwice, Poljska), floretin, procijanidin B1, cijanidin-3-galaktozid klorid,
procijanidin B2,  kvercetin-3-galaktozid,  kvercetin-3-ramnozid, floretin-2-glukozid
(Extrasynthese, Genay, Francuska), (-)-epikatehin, klorogenska kiselina, (+)-katehin, kvercetin,

kvercetin-3-glukozid (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, Sjedinjene Americke Drzave).

3.2.2. Jabuke

Jabuke (Malus domestica) su kupljene u lokalnoj trgovini. Prije pripreme ekstrakta,

jabuke su izrezane na Cetvrtine, odstranjena im je sredina zajedno s koSticama. Jabuke su zatim

14



3. Eksperimentalni dio

usitnjene 1 homogenizirane Stapnim mikserom. Nakon stavljana u plasti¢nu vrecicu, uzorak je

uskladiSten u zamrzivacu na -18 °C jedan dan.

3.2.3. Priprema ekstrakta polifenola jabuke

U laboratorijsku ¢asu dodano je 50 g homogenizirane jabuke i 250 ml destilirane vode.
Polifenoli su ekstrahirani stavljanjem smjese u ultrazvu¢nu kupelj (Bandelin Sonorex RK 100,
Berlin, Njemacka) 30 min. Nakon ultrazvu¢ne kupelji, dobiveni ekstrakt je profiltriran kroz
filter papir. Cijeli postupak ekstrakcije ultrazvukom ponovljen je s dodatnih 50 g jabuke. Dva
pripremljena ekstrakta su spojena, te je kona¢an volumen ekstrakta bio oko 500 ml. 1 ml je
filtriran kroz PTFE filter (0,2 um) te analiziran na HPLC uredaju (engl. High-Performance
Liquid Chromatography) kako bi se identificirali polifenoli jabuke u ekstraktu te kako bi se
odredila njihova koli¢ina prije adsorpcije na 8$krob (co (mg I7')). Pripremljen ekstrakt

upotrijebljen je za adsorpciju polifenola jabuke na Skrob.

3.2.4. Adsorpcija polifenola jabuke na §krob

Polifenoli jabuke adsorbirani su na Skrob tijekom 24 h, prema sljede¢em postupku. U
laboratorijsku ¢asu stavljeno je 100 g Skroba, 500 ml ekstrakta jabuke, te je mjeSavina stavljena
na tresilicu (IKA KS 130 Basic, Staufen, Njemacka) 24 h. Ekstrakt je odvojen od Skroba, a
Skrob s adsorbiranim polifenolima je susen u inkubatoru (IN 30 Memmert, Schwabach,
Njemacka) na 50° C do konstantne mase. Ekstrakt zaostao nakon adsorpcije filtriran je (PTFE
filter, 0,2 um), te analiziran je na HPLC uredaju da bi se odredila koli¢ina polifenolnih spojeva
nakon adsorpcije (ce (mg 1')). Skrob s adsorbiranim polifenolima jabuke upotrijebljen je za

pripravu biopolimernog, aktivnog materijala.

3.2.5. Analiza polifenola visokodjelotvornom tekué¢inskom kromatografijom

(HPLC)

Ekstrakti polifenola jabuke prije i nakon adsorpcije na Skrob analizirani su na uredaju
1260 Infinity II (Agilent Technology, Santa Clara, Kalifornija, Sjedinjene Ameri¢ke DrZzave).
Uredaj se sastoji od kvarterne pumpe, PDA detektora (engl. photodiodearray detector, PDA) i

vialsamplera, kolone Poroshell 120 EC C-18 (unutrasnjeg promjera 4,6 x 100 mm, promjer

15
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Cestica 2,7 um) koja je zastiCena pretkolonom (Poroshell 120 EC-C18, 4,6 mm) (Agilent
technology, Santa Clara, Kalifornija, Sjedinjene Americke Drzave). Da bi se razdvojili
polifenoli, koriStena je 0,1 % fosfatna kiselina (mobilna faza A) i 100 %-tni metanol (mobilna
faza B), a primijenjen je gradijent koji ukljucuje povecanje postotka mobilne faze B do 80 % te
smanjenje na pocetne uvjete (5 % B 0 min, 25 % B 5 min, 34 % B 14 min, 37 % B 25 min, 40
% B 30min, 49 % B 34 min, 50 % B 35 min, 51 % B 58 min, 55 % B 60 min, 80 % B 62min,
80 % B 65 min, 5% B 67 min i 5 % B 72 min) Protok je uspostavljen s 0,5 ml min™'. Uzorci su
injektirani u volumenu 10 pl. Polifenoli su identificirani prema UV/Vis spektrima (200 do 600
nm) te vremenima zadrZzavanja autenti¢nih standarda. Za kvantifikaciju su koriSten

kalibracijske krivulje autenti¢nih standarda polifenola ranije konstruirane.

3.2.6. Racunanje adsorpcijskog kapaciteta Skroba
Adsorpcijski kapacitet (g. (mg g!) koji predstavlja koli¢inu polifenola adsorbiranih na
Skrob (mg polifenola po g Skroba) izracunat je pomocu formule (1):

(CO - Ce) X Vm
m

qe =

gdje je ¢y masena koncentracija polifenola jabuke u ekstraktu prije adsorpcije na Skrob (mg I’
1, ¢, masena koncentracija polifenola jabuke u ekstraktu nakon adsorpcije na $krob (mg 1),

V,,, j€ ukupan volumen reakcijske smjese (1), m je masa Skroba (g) u reakcijskoj smjesi.

3.2.7. Priprema biorazgradivog materijala od Skroba s adsorbiranim

polifenolima jabuke

Priprema materijala odvijala se u dva seta eksperimenata. U prvom setu eksperimenata
materijal je pripreman od 2,5 g $kroba s adsorbiranim polifenolima. Cetiri reakcijske smjese
sastojale su se od 2,5 g Skroba s adsorbiranim polifenolima jabuke 1 50 ml vode, 1 mijeSane su
na vodenoj kupelji (Grant JB Academy, Shepreth Cambridgeshire, Ujedinjeno Kraljevstvo) na
100 °C 15 min. Nakon 15 minuta, u pojedinu reakcijsku smjesu dodan je plastifikator glicerol
u razlic¢itoj koli¢ini (0,5, 1, 2 1 2,5 glicerola). Smjese su kuhane jo§ 5 minuta te nakon toga
izlivene u staklenu Petrijevu zdjelicu. U drugom setu eksperimenata, materijal je pripreman od

5 g Skroba s adsorbiranim polifenolima. U cetiri reakcijske smjese dodano je 5 g Skroba s

16



3. Eksperimentalni dio

adsorbiranim polifenolima i 50 ml vode. Smjere su mijesane u vodenoj kupelji na 100 °C 15
min. Nakon 15 minuta, u pojedinu reakcijsku smjesu dodan je plastifikator glicerol u razlicitoj
kolic¢ini (0,5, 1, 2 1 2,5 glicerola). Smjese su kuhane jo§ 5 minuta te nakon toga izlivene u
staklenu Petrijevu zdjelicu. Nakon suSenja na zraku, odredena je debljina svih osam folija,

sadrzaj vode te topljivost u vodi.

3.2.8. Odredivanje debljine materijala, sadrzaja vode te topljivosti u vodi

Debljina pripremljenih materijala mjerena je pomoc¢u mjeraca debljine (Mini digital
thickness gauge). Da bi se odredio sadrzaj vode i topljivost u vodi, odrezani su komadi povrSine
1 cm? od svakog pripremljenog materijala te izvagani (mo). Materijali su suSeni na 80 °C 24 h
u inkubatoru 1 izvagani (m1). OsuSeni materijali stavljeni su u 2 ml 50 % etanola na 24 h. Nakon

Sto su izvadeni iz 50 % etanola, suSeni su u inkubatoru (80 °C, 24 h) i izvagani (m>).

Sadrzaj vode odreden je prema formuli (2):

. . mo —my
sadrzaj vode = — x 100
mo

Topljivost u vodi odreden je prema formuli (3):

. - m
topljivost u vodi =

3.2.9. OtpusStanje polifenola iz materijala

Da bi se pratilo otpustanje polifenola u vremenu, odrezan je 1 g jednog odabranog
materijala (materijal pripremljen od 5 g Skroba 1 2,5 g glicerola), izrezan na male komadice te
stavljen u plasti¢nu kivetu. U kivetu je otpipetirano 3 ml 50 % etanola. Smjesa je stavljena na
tresilicu 180 minuta. Iz ekstrakta su uzimani alikvoti od 30 pl nakon odredenih vremenskih
perioda (5, 10, 20, 30, 60, 120 i 180 min). Alikvoti su analizirani Folin-Ciocalteu metodom

kojom se odreduje koli¢ina ukupnih polifenola.

Da bi se odredila ukupna koli¢ina otpustenih polifenola iz materijala, 1 g istog materijala
izrezan je na manje komadice te stavljen u plasti¢nu kivetu. U kivetu je otpipetirano 3 ml 75 %

etanola, nakon ¢ega je kiveta stavljena u ultrazvuc¢nu kupelj na 30 minuta da bi se u¢inkovito
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otpustili polifenoli. Ekstrakt je odekantiran, a alikvot od 30 pl je upotrijebljen za odredivanje

polifenola Folin-Ciocalteu metodom.

3.2.10. Folin-Ciocalteu metoda za odredivanje ukupnih polifenola

U staklenu kivetu otpipetirani su reagenski i uzorak (2370 ul H20, 30 ul uzorka, 150 ul
Folin-Ciocalteu reagensa te 450 pl natrijevog karbonata (200 g 1'!)). Nakon 30 minuta u
inkubatoru (40 °C) 30 min, u smjesi je izmjerena 4 na 765 nm na spektrofotometru (UV 1280,
Shimadzu, Kyoto, Japan) prema slijepoj probi. Pomoc¢u kalibracijske krivulje galne kiseline,

odredena je ukupna koli¢ina polifenola u ekstraktu (mg 171).

3.2.11. Priprema materijala s Cistim Skrobom i ekstraktom jabuke

Ekstrakt jabuke pripremljen je ponovo na isti opisani nacin, ali od ¢istog Skroba u koji
je dodan ekstrakt jabuke. Biorazgradivi materijal pripremljen je u dva seta eksperimenata. Prvi
je uklju¢ivao pripremu materijala s 2,5 g Skroba, a drugi s 5 g Skroba. U prvom setu
eksperimenata, dvije reakcijske smjese sastojale su se od 2,5 g Cistog Skroba i 50 ml ekstrakta
jabuke, i mijeSane su u vodenoj kupelji (Grant JB Academy, Shepreth Cambridgeshire,
Ujedinjeno Kraljevstvo) na 100 °C 15 min. Nakon 15 minuta, u pojedinu reakcijsku smjesu
dodan je plastifikator glicerol u razli¢itoj koli€ini (2,5 1 5 g glicerola). Smjese su kuhane jo§ 5
minuta te nakon toga izlivene u staklenu Petrijevu zdjelicu. U drugom setu eksperimenata, dvije
reakcijske smjese sastojale su se od 5 g Cistog Skroba 1 50 ml ekstrakta jabuke, 1 mijeSane su u
vodenoj kupelji na 100 °C 15 min. Nakon 15 minuta, u pojedinu reakcijsku smjesu dodan je
plastifikator glicerol u razli¢itoj koli€ini (2,5 1 5 g glicerola). Smjese su kuhane jo$ 5 minuta te
nakon toga izlivene u staklenu Petrijevu zdjelicu. Nakon susenja na zraku, odredena je debljina
svih folija, sadrzaj vode te topljivost u vodi prema prije opisanom postupku. Takoder je
proveden eksperiment otpustanja polifenola u 50 % etanol tijekom 240 min te ukupnog
otpustanja polifenola u 75 % etanol, prema prije opisanom postupku, u svakom od cetiri

pripremljena materijala.
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3. Eksperimentalni dio

3.2.12. Statisticka analiza

Identifikacija i kvantifikacija polifenola na HPLC sustavu provedena je za svaki uzorak
dva puta (n=2). Eksperiment otpustanja polifenola iz biorazgradivih materijala pripremljenih
od skroba s adsorbiranim polifenolima i vodom proveden je u dvije paralele, svaka mjerena dva
puta na spektrofotometru (n=4). Eksperiment otpustanja polifenola iz materijala koji su
pripremljeni od Cistog Skroba s ekstraktom jabuke, izveden je za svaki pripremljeni materijal,

dva puta (n=2). Svi rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardno odstupanje.

19



4. REZULTATI




4. Rezultati

4.1. Polifenolni spojevi jabuke

mA

c

oONPEO
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5. 1 O 1 .5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5
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Slika 3 Kromatogram ekstrakta jabuke sniman na 280, 320, 360 i 510 nm s identificiranim
spojevima 1 — procijanidin B1, 2 — (+)-katehin, 3 — procijanidin B2, 4 — klorogenska kiselina,
5 — fenolna kiselina 1, 6 — fenolna kiselina 2, 7 — izomer klorogenske kiseline, 8 — (-)-
epikatehin, 9 — floretin-2-ksiloglukozid, 10 — kvercetin-3-galaktozid, 11 — kvercetin-3-
glukozid + kvercetin-3-rutinozid, 12 — derivat kvercetina, 13 — kvercetin-3-ksilozid, 14 —

kvercetin-3-ramnozid
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4. Rezultati
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Slika 4 Kromatogram ekstrakta jabuke nakon adsorpcije na Skrob sniman na na 280, 320 1
360 nm s identificiranim spojevima 1 — procijanidin B1, 2 — (+)-katehin, 3 — procijanidin B2,
4 — klorogenska kiselina, 5 — fenolna kiselina 1, 6 — fenolna kiselina 2, 7 — izomer
klorogenske kiseline, 8 — (-)-epikatehin, 9 — floretin-2-ksiloglukozid, 10 — kvercetin-3-
galaktozid, 11 — kvercetin-3-glukozid + kvercetin-3-rutinozid, 12 — derivat kvercetina, 13 —

kvercetin-3-ksilozid, 14 — kvercetin-3-ramnozid
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4. Rezultati
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Slika 5 UV/Vis spektri flavan-3-ola jabuke
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Slika 6 UV/Vis spektar dihidrokalkona jabuke
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4. Rezultati

Norm.
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Slika 7 UV/Vis spektri fenolnih kiselina jabuke
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Slika 8 UV/Vis spektri flavonola jabuke
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4. Rezultati

Tablica 1 Koli¢ina polifenolnih spojeva u jabuci

(mg kg™ svjeze mase)

Polifenolni spoj Koli¢ina
mg kg!
Flavan-3-oli
procijanidin B1 1,41 £ 0,40

(+)-katehin 1,04 £ 0,23
procijanidin B2 4,17+0,15
(-)-epikatehin 1,77 £ 0,05
ukupno 8,40 + 0,83
Dihidrokalkoni
floretin-2-ksiloglukozid* 6,71 £0,12
Ukupno 6,71 + 0,12
Fenolne Kiseline
klorogenska kiselina 6,36 + 0,04

fenolna kiselina 1* 1,73 £ 0,00
fenolna kiselina 2* 1,86 0,05
izomer klorogenske kiseline* 6,55+0,14
Ukupno 16,50 + 0,24
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 3,10+ 0,00
kvercetin-3-glukozid + kvercetin-3-rutinozid 9,90 +0,01

derivat kvercetina* 6,82 +0,00
kvercetin-3-ksilozid* 8,17 +£0,01
kvercetin-3-ramnozid 10,69 + 0,00
Ukupno 38,67 + 0,02
UKUPNO 70,27 £ 1,21
* djelomic¢no identificirani spojevi

Jedan ekstrakt, analiziran dva puta na RP-HPLC uredaju (n=2)
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4. Rezultati
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Slika 9 Postotna raspodjela pojedinih polifenolnih spojeva u jabuci
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Slika 10 Postotna raspodjela polifenolnih skupina u jabuci
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4. Rezultati

4.2. Adsorpcija polifenolnih spojeva jabuke na Skrob

Tablica 2 Koncentracija polifenolnih spojeva nakon

adsorpcije na $krob (mg kg™! svjeze mase)

Polifenolni spoj Koli¢ina
mg kg
Flavan-3-oli
procijanidin B1 1,35+0,05
(+)-katehin 1,09 +£0,48
procijanidin B2 6,49 + 0,66
(-)-epikatehin 0,06 = 0,00
ukupno 8,99 +1,19
Dihidrokalkoni
floretin-2-ksiloglukozid* 5,38 £0,02
Ukupno 5,38 +0,02
Fenolne Kiseline
klorogenska kiselina 4,49 + 0,00
fenolna kiselina 1* 1,31+ 0,00
fenolna kiselina 2* 1,43 +0,01
izomer klorogenske kiseline* 4,32 +£0,03
Ukupno 11,55+ 0,03
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 1,04 + 0,00
kvercetin-3-glukozid + kvercetin-3-rutinozid 6,85+ 0,12
derivat kvercetina* 4,75+ 0,00
kvercetin-3-ksilozid* 4,93 + 0,00
kvercetin-3-ramnozid 4,09 + 0,00
Ukupno 21,65+ 0,13
UKUPNO 47,58 +£1,38

* djelomicno identificirani spojevi

Ekstrakt analiziran dva puta na RP-HPLC uredaju (n=2)
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4. Rezultati
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Slika 11 Postotna raspodjela adsorbiranih i neadsorbiranih polifenolnih spojeva na skrob.
Postotak racunat s obzirom na koli¢inu polifenola (mg kg™ svjeze mase voéa) prije i nakon

adsorpcije
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4. Rezultati

Tablica 3 Koli¢ina polifenolnih spojeva prije i nakon adsorpcije te koli¢ina polifenolnih

spojeva adsorbiranih na $krob (adsorpcijski kapacitet) (mg g! $kroba)

Polifenolni spoj Prije adsorpcije Nakon adsorpcije Adsorpcijski kapacitet

mg mg mg g’!
Flavan-3-oli
procijanidin B1 0,141 + 0,040 0,135+ 0,005 0,0001
(+)-katehin 0,104 + 0,023 0,109 + 0,048
procijanidin B2 0,417 +0,015 0,649 + 0,066
(-)-epikatehin 0,177 £ 0,005 0,006 £ 0,000 0,0017
ukupno 0,840 + 0,083 0,899 +0,119 0,002
Dihidrokalkoni
floretin-2-ksiloglukozid* 0,670 £ 0,012 0,538 + 0,002 0,0013
Ukupno 0,670 £ 0,012 0,538 + 0,002 0,001
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 0,636 + 0,004 0,449 + 0,000 0,0019
fenolna kiselina 1* 0,173 + 0,000 0,131 + 0,000 0,0004
fenolna kiselina 2* 0,186 + 0,005 0,143 £ 0,001 0,0004
izomer klorogenske kiseline* 0,655+0,014 0,432 +0,003 0,0022
Ukupno 1,650 £ 0,024 1,155 +0,003 0,005
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 0,310 £+ 0,000 0,104 £+ 0,000 0,0021
kvercetin-3-glukozid + kvercetin-3-rutinozid 0,989 + 0,001 0,685+ 0,012 0,0030
derivat kvercetina* 0,682 + 0,000 0,475 + 0,000 0,0021
kvercetin-3-ksilozid* 0,817 + 0,001 0,493 + 0,000 0,0032
kvercetin-3-ramnozid 1,069 + 0,000 0,409 + 0,000 0,0066
Ukupno 3,867 £ 0,002 2,165+0,013 0,017
UKUPNO 7,027 £0,121 4,757 £ 0,138 0,025

* djelomicno identificirani spojevi

Ekstrakt analiziran dva puta na RP-HPLC uredaju (n=2)
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4. Rezultati
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Slika 12 Postotna raspodjela polifenolnih spojeva iz jabuke u

ukupnom adsorpcijskom kapacitetu
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Slika 13 Postotna raspodjela polifenolnih skupina iz jabuke u ukupnom adsorpcijskom

kapacitetu
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4. Rezultati
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Slika 14 Korelacija izmedu mase pojedinih polifenolnih spojeva, polifenolnih skupina i
ukupnih polifenola prisutnih u otopini prije adsorpcije (mg) i njihove koli¢ine adsorbirane na

Skrob (mg g™! §kroba)

4.3. Osobine materijala dobivenih od Skroba s adsorbiranim polifenolima

jabuke

Tablica 4 Debljina materijala

Debljina
Skrob Glicerol filma
% g mm
5 0,5
5 1 0,42
5 2 0,47
5 2.5 0,57
10 0,5 1,31
10 1 0,67
10 2 0,75
10 2,5 0,87

Materijal dobiven razli¢itim udjelima skroba
s adsorbiranim polifenolima (%) u vodi (50
ml) te razliCitom masom plastifikatora

glicerola (g)
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4. Rezultati

Tablica 5 Sadrzaj vode i topljivost u vodi dobivenih

materijala
Skrob  Glicerol  Sadriaj vode Topljivost u vodi

% g % %
5 0,5

5 1 5,8 44,3
5 2 24,6 59,9
5 2,5 5,4 58,7
10 0,5 6,4 14,4
10 1 8,7 21,8
10 2 5,7 33,3
10 2,5 9,9 45,2

Materijal dobiven razli¢itim udjelima Skroba s adsorbiranim

polifenolima (%) u vodi

plastifikatora glicerola (g)

(50 ml) te razlicitom masom

Tablica 6 . Otpustanje ukupnih polifenola u 50

% etanolu tijekom vremena te ukupno otpusteni

polifenoli u 75 % etanolu

Druga
Vrijeme Prva paralela paralela
Min mg/g mg/g
5 0,044 0,000  -0,017 £0,002
10 0,011 0,001 0,041 +£0,002
20 0,034 +0,001 0,006 +0,000
30 0,047 £0,001 0,082 +0,001
60 0,033 +0,001 0,040 +0,001
120 0,034 +0,000 0,030 +0,000
180 0,044 +0,001 0,032 +0,000
Ukupno
otpusteni 0,03 £0,000

Otpustanje tijekom vremena provedeno je u 50 % etanolu.

Ukupno otpustanje polifenola provedeno je u 75 % etanolu

te uz pomo¢ ultrazvucne kupelji 30 min
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4. Rezultati

Slikal5 Priprava biorazgradivog materijala na bazi Skroba s adsorbiranim polifenolima

jabuke

4.4. Osobine materijala dobivenog od Cistog Skroba s vodenim ekstraktom

jabuke

Tablica 7 Debljina materijala

Skrob glicerol  Debljina filma

% g mm
5 2,5 1,5
5 5 1,3
10 2,5 0,9
10 5 0,2

Materijal dobiven razli¢itim udjelima Skroba (%)
u ekstraktu jabuke (50 ml) te razli¢itom masom

plastifikatora glicerola (g)

Tablica 8 Sadrzaj vode i topljivost u vodi dobivenih

materijala
5 sadrzaj topljivost u
Skrob glicerol vode vodi
% g % %
5 2,5 7,0 7,5
5 5 6,0 62,1
10 2,5 6,1 10,5
10 5 6,8 45,9

Materijali dobiveni razli¢itim udjelima Skroba (%) u ekstraktu

jabuke (50 ml) te razli¢itom masom plastifikatora glicerola (g)
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4. Rezultati
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Slika 16 Otpustanje ukupnih polifenola u 50 % etanolu u vremenskom periodu 240 min iz

materijala. Materijali su dobiveni razli¢itim udjelima Skroba (%) u ekstraktu jabuke (50 ml) te

razli¢itom masom plastifikatora glicerola (g)

Tablica 9 Ukupno otpusteni polifenoli u 75

% etanolu uz pomo¢ ultrazvuka

Skrob  Glicerol Ukupni polifenoli
% g mg g! materijala
5 2,5 0,184 + 0,000
5 5 0,096 + 0,000
10 2,5 0,057 + 0,000
10 5 0,066 + 0,000

Slika 17. Materijal pripremljen od 5 % Skroba s dodatkom vodenog ekstrakta jabuke, te s 2,5

% glicerola, s upotrebom Petrijeve zdjelice ve¢ih dimenzija
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5. Rasprava

Slika 3 prikazuje kromatogram ekstrakta jabuke sniman na 280, 320, 360 i 510 nm s
prikazom identificiranih spojeva. U ekstraktu su identificirani procijanidin B1, (+)-katehin,
procijanidin B2 1 (-)-epikatehin koji pripadaju skupini flavan-3-ola. Sljede¢a skupina spojeva
koja je identificirana je skupina fenolnih kiselina iz koje je identificirana klorogenske kiselina.
Osim toga, u ekstraktu su pronadene neidentificirane fenolne kiseline (fenolna kiselina 1,
fenolna kiselina 2 i izomer klorogenske kiseline). Od flavonola su identificirani , kvercetin-3-
galaktozid, kvercetin-3-glukozid 1 kvercetin-3-rutinozid koji su imali isto vrijeme zadrzavanja
na koloni, kvercetin-3-ksilozid i1 kvercetin-3-ramnozid. UocCen je jedan nepoznati derivat
kvercetina. U ekstraktu je identificiran jedan dihidrokalkon, floretin-2-ksiloglukozid. Slika 4
prikazuje kromatogram ekstrakta jabuke sniman na 280, 320 i 360 nakon adsorpcije. Nakon
adsorpcije identificirani su isti spojevi kao 1 kod prije adsorpcije. UV/VIS spektri identificiranih
polifenola jabuke prikazani su na Slikama 5-8 i prikazuju karakteristicne maksimume
apsorpcije. Za flavan-3-ole karakteristi¢an je jedan maksimum na oko 280 nm, sli¢no kao i za
dihidrokalkone. Identificirana klorogenska kiselina pokazuje tipi¢an maksimum apsorpcije na
oko 320 nm sa ,,shoulderom® na oko 290 nm. Vrlo slican UV/Vis spektar ima i izomer
klorogenske kiseline. Dvije neidentificirane kiseline imaju maksimume apsorpcije na oko 300
nm i 280 nm. Svi flavonoli pokazuju tipi¢ne maksimume apsorpcije na oko 250 do 260 nm te
na oko 350 do 360 nm. Identifikacija polifenolnih spojeva u jabuci i UV/Vis spektri u skladu
su s ranijim istrazivanjima (Jakobek i sur., 2020a; Jakobek i sur., 2020b).

U Tablici 1 prikazana je koli¢ina polifenolnih spojeva u jabuci i koli¢ine ukupnih
polifenola jabuke. Koli¢ina flavan-3-ola u jabuci iznosila je 8,40 mg kg™!, dihidrokalkona 6,71
mg kg™!, fenolnih kiselina 16,50 mg kg™' i flavonola 38,67 mg kg™'. Ukupno se u jabuci nalazilo
70,27 mg kg™! polifenola. Koli¢ine su nesto niZe nego u ranijim istraZivanjima. Razlog tome je
upotreba vode kao ekstrakcijskog otapala, u usporedbi s organskim otapalima koja se
uobicajeno koriste (Jakobek i sur., 2020a; Jakobek i sur., 2020b). U ovom istrazivanju koriStena
je voda kao otapalo zbog toga Sto se vodeni ekstrakt moze direktno upotrijebiti za pripremu
biorazgradivog materijala.

Postotna raspodjela polifenola i polifenolnih skupina u jabuci prikazana je na Slikama
9 i 10. Od pojedinacnih polifenolnih skupina flavonoli su s 55 % najzastupljeniji, a najvise
prisutni pojedinacni flavonoli u jabuci bili su kvercetin-3-glukozid zajedno s kvercetin-3-
rutinozidom, te kvercetin-3-ramnozid. Nakon flavonola preteZito su rasprostranjene fenolne

kiseline — 23,5 % od kojih vec¢inu Cine klorogenske kiseline, pa flavan-3-oli — 11,9 %. Najmanje
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5. Rasprava

zastupljeni polifenoli u jabuci su dihidrokalkoni — 9,5 %. Raspodjela polifenola i polifenolnih
skupina u skladu je s ranijim istrazivanjima (Jakobek 1 sur., 2020c).

Nakon toga je provedena adsorpcija polifenolnih spojeva iz jabuke na skrob. U Tablici 2
prikazana je koli¢ina polifenola nakon adsorpcije na Skrob. Od polifenolnih spojeva nakon
adsorpcije najzastupljeniji su bili flavonoli s 21,65 mg kg™!, zatim fenolne kiseline s 11,55 mg
kg!, flavan-3-oli s 8,99 mg kg™ i dihidrokalkoni s 5,38 mg kg™'. Dobiveni rezultati prikazuju
prisutnost manjih koli¢ina polifenola nakon adsorpcije (47,58 mg kg!) nego prije adsorpcije
(70,27 mg kg'). Slika 11 prikazuje postotnu raspodjelu adsorbiranih i neadsorbiranih
polifenolnih spojeva na Skrob. Postotak adsorpcije pojedinih polifenola iznosio je od 0 do 97
%. Pojedini spojevi adsorbirali su se gotovo u potpunosti kao (-)-epikatehin koji se adsorbirao
97 %. U visokom postotku adsorbirali su se pojedini flavonoli (kvercetin-3-galaktozid 67 %,
kvercetin-3-ramnozid 62 %). Pojedine fenolne kiseline adsorbirale su se od 23 do 34 %.
Adsorpcija procijanidina i (+)-katehina bila je niska. Moze se primijetiti da su se polifenolne
skupine koje su najzastupljenije u jabuci (flavonoli i fenolne kiseline), adsorbirale u ve¢em
postotku.

Koli¢ina polifenolnih spojeva prije 1 nakon adsorpcije te koli¢ina polifenolnih spojeva
adsorbiranih na Skrob prikazani su u Tablici 3. Vidljivo je smanjenje koli¢ine polifenolnih
spojeva nakon adsorpcije $to upucuje na adsorpciju polifenola na skrob. Iznimka su flavan-3-
oli. Ukupni adsorpcijski kapacitet iznosio je 0,025 mg g™! §to je vrlo nisko. Na Slici 12 prikazana
je postotna raspodjela polifenolnih spojeva iz jabuke u ukupnom adsorpcijskom kapacitetu.
Polifenol koji je s najviSim postotkom sudjelovao u ukupnom kapacitetu adsorpcije je
kvarcetin-3-ramnozid (26 %). Ostali flavonoli su u ukupnom kapacitetu sudjelovali od 8 do 13
%. Svi ostali polifenoli manje su zastupljeni. Slika 13 prikazuje postotnu raspodjelu
polifenolnih skupina u ukupnom adsorpcijskom kapacitetu. U ukupnom adsorpcijskom
kapacitetu najviSe su bili zastupljeni flavonoli (68 %), a slijede ih fenolne kiseline s 20 %,
flavan-3-oli sa 7 % te dihidrokalkoni s 5 %.

Iz Slike 13 mozZe se zakljuciti da je postotna raspodjela polifenolnih skupina iz jabuke u
ukupnom adsorpcijskom kapacitetu slicna postotnoj raspodjeli polifenolnih spojeva prije
adsorpcije. Zbog toga je koli¢ina polifenola prije adsorpcije stavljena u korelaciju s
adsorpcijskim kapacitetom. Slika 14 prikazuje korelaciju izmedu mase pojedinih polifenolnih
spojeva, polifenolnih skupina 1 ukupnih prisutnih polifenola u otopini prije adsorpcije s
adsorpcijskim kapacitetom (mg g™!). Korelacija je visoka i iznosi 0,9646 $to znaci da su se vise

adsorbirali polifenoli koji su u ekstraktu bili zastupljeni u vecoj koli¢ini.
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Nakon ispitivanja Skroba s polifenolima jabuke, pripremljeni su materijali od ovih
Skrobova (Slika 15). U tablicama koje slijede prikazani su podaci za osobine materijala
dobivenih od skroba s adsorbiranim polifenolima jabuke. U Tablici 4 prikazana je debljina
materijala dobivenog s razli¢itim udjelima Skroba s apsorbiranim polifenolima i razli¢itom
masom plastifikatora glicerola. Materijal napravljen od 5 g Skroba s 0.5 g glicerola bio je
previse krhak te njegove osobine nisu dalje mjerene. Debljina ostalih filmova varirala je od 0,42
mm (5 % Skroba i1 1 g glicerola) do 1,31 mm (10 % Skroba i 0,5 g glicerola). Debljina je neSto
veca nego debljina materijala iz ranijih istrazivanja (Luo i sur., 2022; Mendes 1 sur., 2020; Miao
isur., 2021). Sadrzaj vode i topljivost u vodi prikazani su u Tablici 5. Sadrzaj vode je iznosio
od 5,4 % (5 % skroba i 2,5 g glicerola) do 24,6 % (5 % Skroba i 2 g glicerola). Ove vrijednosti
su sli¢ne vrijednostima sadrzaja vode u materijalima pripremljenim kroz ranija istrazivanja (20
do 24 %) (Miao 1 sur., 2021). Topljivost u vodi iznosila je od 14,4 % (10 % Skroba i1 0,5 g
glicerola) do 59,9 % (5 % skroba i 2 g glicerola), Sto je sli¢no ili nesto vise od vrijednosti
dobivenih u ranijem istrazivanju (15 do 16 %) (Miao i sur. 2021). Vidljiv je trend porasta
sadrzaja vode 1 topljivosti u vodi s povecanjem koli¢ine plastifikatora glicerola. Glicerol je
higroskopan te moze privlaciti vodu Sto objasnjava ve¢i sadrzaj vode u materijalu s vise
glicerola. Osim toga, zbog svoje higroskopnosti, utjece na vecu topljivost materijala u vodi.

Proveden je eksperiment otpustanja polifenola u 50 % etanolu s ciljem procjene
potencijalne aktivne funkcije materijala. Ukupno otpustanje polifenola provedeno je u 75 %
etanolu te uz pomo¢ ultrazvucne kupelji na 30 min. U Tablici 6 prikazane su koli¢ine
oslobodenih polifenola. Jedan gram ispitivanog materijala otpustao je od 0,011 do 0,047 mg
ukupnih polifenola ili od 0.006 do 0.082 mg polifenola. Te koli¢ine bile su niske, ali treba
ispitati da li su dovoljne da omoguce aktivnu funkciju materijala.

S obzirom na niske koli¢ine oslobodenih polifenola, cilj je bio unaprijediti materijal i
poboljsati njegovu aktivnu funkciju. U tom cilju, izradeni su novi materijali koji su dobiveni od
¢istog Skroba s vodenim ekstraktom jabuke. U Tablicama 7 i 8 prikazani su rezultati debljine,
topljivosti u vodi i sadrzaja vode u dobivenim materijalima. Debljina materijala iznosila je od
0,2 mm (10 % Skroba i 5 g glicerola) do 1,5 mm (5 % Skroba i 2,5 g glicerola), topljivost u vodi
od 7,5 % (5 % Skroba i 2,5 g glicerola) do 62,1 % (5 % skroba i 5 g glicerola), a sadrzaj vode
od 6,0 % (5 % Skroba 1 5 g glicerola) do 7,0 % (5 % Skroba i 2,5 g glicerola). Topljivost u vodi
pokazala je trend porasta s povecanjem sadrzaja glicerola.

Ovi materijali su pokazali znacajno bolju sposobnost oslobadanja polifenola. Slika 16

prikazuje otpuStanje ukupnih polifenola u 50 % etanolu u vremenskom periodu od 240 minuta,
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pri ¢emu se moze uociti da se s produzenjem vremena reakcije povecava koli¢ina oslobodenih
polifenola. Najveéa koli¢ina otpustenih polifenola iznosila je 0,114 mg g $to je vise od
polifenola otpusStenih iz materijala pripremljenih od Skroba s adsorbiranim polifenolima
(Tablica 6). Tablica 9 prikazuje ukupno otpusStene polifenole u 75 % etanolu uz pomo¢
ultrazvuka. Koli¢ina ukupno otpustenih polifenola iz materijala dobivenih od 5 % Skroba i 2,5
i 5 g glicerola iznosila je od 0,096 do 0,184 mg g”'. Kod materijala dobivenih od 10 % $kroba i
2,515 g glicerola koli¢ina ukupno otpustenih polifenola iznosila je od 0,057 do 0,066 mg g™

S obzirom na dobivene rezultate koji su pokazali da se nesto veca koli¢ina polifenola
otpusta od materijala napravljenog od ¢istog Skroba s vodenim ekstraktom jabuke, kao konac¢ni
rezultat napravljen je takav materijal (5 % Ccistog Skroba, vodeni ekstrakt jabuke, 2,5 %
glicerola). Materijal je suSen u Petrijevoj zdjelici ve¢ih dimenzija radi dobivanja tanjeg
materijala, a prikazan je na Slici 17.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da se mogu dobiti materijali od Skroba s
adsorbiranim polifenolima te od ¢istog Skroba s vodenim ekstraktom polifenola jabuke. No, na
Skrob su se adsorbirale male koli¢ine polifenola jabuke. Zbog toga se moze predloziti da se
materijali pripravljaju od €istog Skroba, uz dodatak ekstrakta bogatog polifenolima. Osim toga,
adsorpciju polifenola u ve¢im koli¢inama na skrob potrebno je dodatno istraziti. Glicerol kao
plastifikator pokazao je utjecaj na osobine pripremljenih materijala. Materijali s veom
koli¢inom glicerola, imali su ve¢i sadrzaj vode te veci stupanj topljenja u vodi. Sadrzaj glicerola
treba prilagoditi zahtjevima namirnice za koju se ovakav materijal moZe primijeniti. 1z
pripremljenih materijala otpustali su se polifenolni spojevi. No aktivna funkcija ovakvih
materijala zahtjeva dodatno istraZzivanje koje bi pokazalo antioksidativnu i1 antimikrobnu
aktivnost. Osim toga, buduca istraZivanja trebaju ukljuciti moguénost pakiranja pojedinih

namirnica u ovakve materijale.
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6. Zakljucak

Na temelju provedenog istrazivanja, moze se izvesti nekoliko zakljucaka:

1.

U jabuci su identificirani polifenoli koji pripadaju u skupine flavan-3-ola (procijanidin B1,
(+)-katehin, procijanidin B2, (-)-epikatehin), dihidrokalkona (floretin-2-ksiloglukozid),
fenolnih kiselina (klorogenska kiselina) i flavonola (kvercetin-3-galaktozid, kvercetin-3-
glukozid + kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-ksilozid 1 kvercetin-3-ramnozid). Osim
identificiranih spojeva, u jabuci su bile prisutne fenolne kiseline te derivat kvercetina koji

nisu mogli biti identificirani sa sigurnoscu.

. Najzastupljeniji polifenoli u jabuci bili su flavonoli (55 %), a od njih kvercetin-3-glukozid

zajedno s kvercetin-3-rutinozidom te kvercetin-3-ramnozid. Nakon flavonola,
rasprostranjene su fenolne kiseline — 23,5 %, flavan-3-oli — 11,9 % te dihidrokalkoni — 9,5

%. Rezultati koli¢ine 1 zastupljenosti polifenola u jabuci u skladu su s ranijim istraZivanjima.

. Proveden je postupak adsorpcije polifenola jabuke na Skrob. Isti polifenoli koji su

identificirani u jabuci, identificirani su i nakon adsorpcije na skrob.

. Moze se primijetiti da su se polifenolne skupine koje su najzastupljenije u jabuci (flavonoli

i fenolne kiseline), adsorbirale na Skrob u vecem postotku. U ukupnom adsorpcijskom
kapacitetu najvise su bili zastupljeni flavonoli (68 %), a slijede ih fenolne kiseline s 20 %,

flavan-3-oli sa 7 % te dihidrokalkoni s 5 %. No adsorpcijski kapacitet bio je nizak.

. Materijali su pripremljeni od $kroba s adsorbiranim polifenolima jabuke te od ¢istog Skroba

1 vodenog ekstrakta jabuke. Sadrzaj vode u svim ovim materijalima te njihova topljivost u
vodi bili su sli¢ni ili su pokazali nesto viSe vrijednosti od materijala pripremljenih u ranijim
istrazivanjima. Vidljiv je trend porasta sadrzaja vode i topljivosti u vodi s povecanjem

koli¢ine plastifikatora glicerola.

. Iz materijala su se otpustali polifenolni spojevi u 50 % etanol. Nesto bolju karakteristiku

otpustanja polifenola pokazali su materijali pripremljeni od ¢istog Skroba s vodenim
ekstraktom polifenola jabuke. S obzirom na to, buduca istrazivanja mogla bi biti usmjerena
na istrazivanje materijala pripremljenog od cistog Skroba. Ukoliko se materijali pripremaju
od Skroba s adsorbiranim polifenolima, potrebno je povecati koli¢inu polifenola koja se
adsorbira na Skrob. Aktivnu funkciju ovih materijala potrebno je dodatno istraziti. Potrebno

je istraziti antioksidativnu i antimikrobnu funkciju materijala.

. Daljnja istrazivanja trebala bi biti usmjerena na detaljnije ispitivanje karakteristika

materijala (biorazgradivost, tvrdoc¢a, vlacna Cvrstoca, propusnost svjetlosti u UV 1 Vis

podrucju, barijerne karakteristike) 1 njihove aktivne funkcije.
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