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1. UVOD



Polifenoli su prirodni bioaktivni spojevi prisutni u ljudskoj prehrani. Nastaju kao sekundarni
metaboliti biljaka, u kojima je identificirano preko 8000 polifenolnih spojeva (Lewandowska i sur.,
2013; Abbas i sur., 2017). Prema strukturnim razlikama se op¢éenito mogu podijeliti na fenolne
kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Manach i sur., 2004). Postoji moguc¢nost povezanosti
prehrane bogate polifenolima s potencijalnim smanjenjem rizika od bolesti krvozilnog sustava,
karcinoma i dijabetesa (Hanhineva i sur., 2010; Link i sur., 2010; Stagos i sur., 2012; Mendonga
i sur., 2018), zbog €ega se polifenoli intenzivno istrazuju. Medutim, kako bi pokazali potencijalno
pozitivno djelovanje na ljudski organizam, polifenoli se moraju apsorbirati u odredenoj koli€ini.

Koli¢ina konzumiranog nutrijenta koja je dostupna za apsorpciju u tankom crijevu se
definira kao bioraspoloZivost. Nadalje, koli€ina nutrijenta koja se probavi, apsorbira i iskoristi u
normalnom metabolizmu se definira kao biodostupnost (Palafox-Carlos i sur., 2011), iz Cega je
vidljivo da biodostupnost ovisi o bioraspolozivosti. Stoga je problematika bioraspoloZivosti
polifenola iz raznih prehrambenih izvora ispitana u nizu istraZivackih radova (Kaulmann i sur.,
2016; Bergantin i sur., 2017; Lingua i sur., 2019; Quatrin i sur., 2020). Zajedni€ki zaklju€ak je da
su polifenoli dostupni za apsorpciju nakon probave, ali u znatno manjim koli¢inama u odnosu na
pocetne. Tijekom probave polifenoli mogu stupiti u interakcije s ostalim komponentama hrane
poput ugljikohidrata i proteina (Jakobek, 2015). Posebice zanimljive su interakcije polifenola s
prehrambenim vlaknima (Palafox-Carlos i sur., 2011;Gonzalez-Aguilar i sur., 2017; Jakobek i
Mati¢, 2019). Ove makromolekule su generalno otporne na razgradnju u gornjim dijelovima
probavnog sustava, $to upucuje na moguénost ,noSenja“ polifenola do donjih dijelova probavnog
sustava. Ondje se polifenoli mogu osloboditi i potencijalno pozitivno djelovati, bilo u izvornom
obliku ili kao kataboliti (Oomah, 2011; MacDonald i Wagner, 2012). Navedene interakcije mogu
utjecati na bioraspolozivost polifenola, a posljedi¢no i na biodostupnost. Jedno od prehambenih
vlakana koje moZze stupiti u reakcije s polifenolima je B-glukan, topljivo prehrambeno viakno
prisutno u Zzitaricama, gljivama, kvascima, bakterijama, plijesnima i algama (Ahmad i Kaleem,
2018).

Interakcije izmedu B-glukana i polifenola istrazene su procesima adsorpcije (Jakobek i
sur, 2017; Jakobek i sur. 2020b; Jakobek i sur, 2020c). Moguénost vezanja polifenola na -glukan
ukazuje na moguénost interakcija izmedu ovih spojeva i u probavnom sustavu, te na utjecaj -
glukana na koli¢inu oslobodenih polifenola dostupnih za apsorpciju. Utjecaj B-glukana na
polifenole tijekom probave je moguce istraZiti kroz statiCku in vitro gastrointestinalnu simulaciju
probavnog procesa. U osnovni, proces se sastoji od uzastopnih simulacija probave u ustima,
Zeludcu i tankom crijevu, pri konstantnoj temperaturi te pH vrijednostima i koncentracijama

enzima i elektrolita koje odgovaraju in vivo vrijednostima (Minekus i sur, 2014). Usporedbom



koli¢ine polifenola koja se oslobodi iz matrice hrane nakon simulacije probave s koli¢inom
polifenola prisutnoj u hrani prije probave je moguée doéi do teorijskih informacija o
bioraspolozivosti polifenola. Provodenjem jednakih eksperimenata uz dodatak 3-glukana se moze
istraziti utjecaj B-glukana na bioraspolozivost polifenola. Utjecaj B-glukana na bioraspolozivost
polifenola vo¢a do sada nije detaljno istrazen. Kao izvor polifenola osobito su zanimljivi plodovi
tradicionalnih kultivara jabuke. Plodovi ovog voca postaju vazni zbog vece koli€ine polifenola u
usporedbi s plodovima komercijalnih kultivara, a do sada nisu dovoljno istraZzeni.

Oslobadanije polifenola iz matrice hrane, bez ili uz prisutnost -glukana, ovisi i o vremenu.
Odredivanjem koli¢ina oslobodenih polifenola prilikom simulacije probave nakon razli€itih
vremenskih intervala dobiju se eksperimentalni podatci koji se mogu opisati razli¢itim kineti¢kim
modelima (nultog, prvog, drugog reda). Potencijalno slaganje eksperimentalnih podataka s
modelima mozZe ukazati na red reakcije, i time dati bolji uvid u sam mehanizam procesa, a do
sada to nije istrazeno.

U sklopu ovoga doktorata cilj je bio istraziti bioraspoloZivost polifenola iz plodova
tradicionalnih i komercijalnog kultivara jabuke i plodova crne bazge ispitivanjem in vitro simulacije
probavnog procesa. Osim toga, cilj je bio istraziti utjecaj B-glukana na oslobodene i bioraspolozive
polifenolne spojeve. Istrazena je kinetika oslobadanja polifenola iz navedenog voéa analiziranjem
eksperimentalnih podataka nelinearnom regresijom jednadzbi reakcija nultog, prvog i drugog

reda.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Polifenolni spojevi

Polifenoli su skupina prirodnih spojeva koji sadrze fenolna strukturna obiljezja, tj fenilnu
skupinu (-CeHs) na koju je vezana hidroksilna skupina (-OH). Njihova uloga u biljkama nije u
potpunosti razjaSnjena, no smatra se da Stite bilike od patogena i biljojeda te doprinose boji i
okusu biljaka ¢ime neposredno povecéavaju izglede za rasprostranjivanjem sjemena. Identificiran
je veliki broj polifenolnih spojeva koji se na osnovu razlika u strukturi mogu podijeliti na: fenolne
kiseline, flavonoide, lignane i stilbene (Slika 1). Flavonoidi se nadalje mogu podijeliti na
antocijanidine, dihidrokalkone, flavan-3-ole, flavanone, flavone, flavonole, izoflavone i
proantocijanidine (Manach i sur., 2004.; Lattanzio i sur., 2008; Juadjur i Winterhalter, 2012;

BelS¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018).

Polifenolni spojevi

Fenolne
kisleine

[ Flavonoidi ][Stilbeni][ Lignani

Z AN
Hidroksibenzojeve || Hidroksicimetne
kiseline kiseline

[ Antocijanidini I [ Dihidrokalkoni] [ Flavan-3-oli ] [Flavanoni] [ Flavoni ] [FIavonoIi] [Izoﬂavoni]

Slika 1 Podjela polifenolnih spojeva prema strukturalnim
razlikama

2.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline €ine i do jedne trecine polifenolnih spojeva prisutnih u ljudskoj prehrani
(Yangisur., 2001). Na temelju razlika u kemijskoj strukturi se mogu podijeliti na hidroksibenzojeve
i hidroksicimetne kiseline. Opcenitu strukturu hidroksibenzojevih kiselina ¢ine sedam ugljikovih
atoma (Ce-C4), Sto ih ¢Cini najjednostavnijim fenolnim kiselinama nadenim u prirodi.
Hidroksicimetne kiseline u svojoj strukturi posjeduju 9 ugljikovih atoma (Cs-C3). U biljkama su
uglavnom prisutne u esterificiranom ili glikoliziranom obliku, te se rijetko nalaze u svome
slobodnom obliku (Slika 2) (Manach i sur., 2004).



Hidroksibenzojeve kiseline Hidroksicimetne kiseline

Slika 2 Osnovne strukture hidroksibenzojevih i

hidroksicimetnih kiselina

Predstavnik hidroksibenzojevih kiselina je galna kiselina, dok je najbitnija hidroksicimetna
kiselina klorogenska kiselina koja nastaje kao ester kafeinske i kinske kiseline (Slika 3). Osim
klorogenske kiseline, u podgrupu hidroksicimetnih kiselina spadaju i feruli¢na, p-kumarinska,
sinapi¢na i kafeinska kiselina. Hidroksibenzojeve kiseline su rijetko prisutne u jestivim biljkama.
Nesto vece koli¢ine galne kiseline su prisutne u listovima ¢aja, luku i odredenim crveno obojanim
plodovima voca. Hidroksicimetne kiseline su prisutne u svim dijelovima voca, posebice u vanjskim
dijelovima dozrelih plodova vo¢a. Osim voca, velike koli¢ine klorogenske kiseline su prisutne i u
kavi (Manach i sur., 2004; Bel$¢ak-Cvitanovi¢, 2018).

o o)
HO OH H
HO HO

OH OH

Galna kiselina Kafeinska kiselina
HO CO.H
HO COH f
',,_/ O
@ HO" Y N0~
HO™ ™" “OH OH OH
OH OH
Kinska kiselina Klorogenska kiselina

Slika 3 Kemijske strukture predstavnika
hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina
(Mati¢, 2021)

2.1.2. Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najzastupljeniju skupinu polifenola identificiranih u biljnom svijetu.
Struktura im se sastoji od dva aromati¢na prstena (A i B) medusobno povezana s tro-uglji¢nim

mostom (Ce-C3-Ce) (Slika 4). Identificirano je preko 4000 razli¢itih flavonoida koji se na osnovnu
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zajednickih karakteristika mogu dalje podijeliti u 13 podgrupa. Podgrupe flavonoida koje su
zastupljene u ljudskoj prehrani su antocijanidini, dihidrokalkoni, flavan-3-oli, flavanoni, flavoni,
flavonoli i izoflavoni. U prirodi se mogu pojaviti kao aglikoni, no vec¢ina flavonioda ima Secer vezan
na svoju osnovnu strukturu, odnosno prisutni su u glikozidnom obliku (Crozier i sur., 2009;
Bel§&ak-Cvitanovi¢, 2018).

Slika 4 Osnovna

struktura flavonoida
(Crozier i sur., 2009)

Antocijanidini su podgrupa flavonoida odgovorna za crvenu, ljubiastu i plavu boju plodova
voca i cvjetova. Pronadeno je sedamnaest razli€itih antocijanidina, ali samo Sest ih se uobicajeno
pojavljuje u prirodi, a to su: cijanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin i malvidin. U
bijkama se isklju€ivo nalaze o obliku antocijanina, u kojima je molekula SeCera vezana na
antocijanidin (uglavhom na poziciji C-3) (Crozier i sur., 2009; Kamiloglu i sur., 2015). Preko 600
antocijanina je pronadeno u biljkama. Seceri koji su vezani na antocijanidine su uglavnom
glukoza, galaktoza, arabinoza, rutinoza, ramnoza i ksiloza. NajceS¢i antocijanin je cijanidin-3-
glukozid (Slika 5). Na Secerni ostatak antocijanina ¢esto mogu biti acilirane fenolne kiseline poput

p-kumarinske, kafeinske, feruli¢ne i sinapi¢ne kiseline (Kamiloglu i sur., 2015)

OH OH
Cijanidin-3-glukozid Cijanidin-3-galaktozid

Slika 5 Kemijske strukture glikozida cijanidina

Razli¢iti ¢imbenici mogu utjecati na boju i stabilnost antocijanina, medu kojima i pH

vrijednost. Promjenom pH vrijednosti vodenih otopina koje sadrZe antocijanine dolazi do
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strukturnih promjena antocijanina, te oni mogu postojati u 4 oblika: kinoidni oblik, flavilijev kation,
karbinolna pseudobaza i kalkonska pseudobaza (Kamiloglu i sur., 2015). Na slici 6 su prikazani
razliCiti oblici antocijanina u ovisnosti o pH vrijednosti. Pri pH 1 prevladava falvilijv kation (crvena
boja), pri pH 2-4 kinoidni oblik (plava boja), dok pri viSim pH vrijednostima 5-6 prevladavaju
bezbojni oblici karbinone pseudobaze i kalkonske baze (Da Costa i sur., 1998). Ovako ponaSanje
antocijanina je posebice bitno prilikom promjene pH vrijednosti u probavnom sustavu, bududi da

utjeCe na njihovu biodostupnost, a time i bioaktivnost (Kamiloglu i sur., 2015).

3

OR
(0]
OH 0O, 4
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OR'
OH
pH 2 - kinoidni oblik pH 3 - kinoidni oblik
/‘
\ or® ¥ OR’
. OH OH OH
Q 5 OH 0 2
OR" +—» OR
ZoR' Z0R'
OH OH
pH 4 — kinoidni oblik pH 1 —flavilijev kation pH 5 - karbinolna pseudobaza
P4

pH 6 — kalkonska baza

Slika 6 Oblici antocijanina prisutni na razli€itim pH vrijednostima (Da
Costa i sur., 1998)

Flavan-3-oli su najkompleksnija podgrupa polifenola €ija struktura varira od jednostavnih
monomera (+)-katehina i (-)-epikatehina, do oligomera i polimera- proantocijandina (Crozier i sur.,
2006). Od ostalih flavonoida ih razlikuje to Sto ne stvaraju glikozide, nemaju kisikovu skupinu na
poziciji C-4 i ne posjeduju dvostruku vezu izmedu pozicija C-2 i C-3. (Manch i sur., 2004).
Prehrambeni izvori flavan-3-ola uklju¢uju voée poput jabuke, breskve i jagodastog voca te pica
poput vina i Cajeva (Bel§&ak-Cvitanovi¢, 2018).

Flavonoli su najrasprostranjenija podgrupa flavonoida. U prirodi se uglavnom pojavljuju u
obliku glikozida, gdje je Secer uobicajeno vezan na poziciju C-3, ali supstitucija je moguéa i na
drugim pozicijama (Crozier i sur., 2006). Neki od predstavnika flavonola su mircetin, kvercetin,
izoramnetin i kemferol. Prisutni su u vocu, povréu, zitaricama, zacinima i raznim napitcima
(Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018).



Dihidrokalkoni su podgrupa flavonoida specificna za jabuke. Razlikuju se od ostalih
flavonoida po otvorenoj kemijskoj strukturi i manjem broju ugljikovih atoma u osnovnoj strukturi.
U jabukama su cCesti glikozidi floretina poput floretin-2'-glukozida i floretin-2'-ksiloglukozida
(Jakobek i sur., 2017).

2.2. Vocée kao izvor polifenola

Jedan od glavnih izvora polifenola u ljudskoj prehrani je voce koje doprinosi gotovo petini
ukupnog unosa polifenola (Pérez-Jiménez i sur., 2011). Jabuka, uslijed dostupnosti kroz cijelu
godinu i relativho velikog sadrzaja polifenola, predstavija dobar svakodnevni izvor polifenola
(Fernandez-Jalao i sur., 2020). Jagodasto voce poput crne bazge je takoder dobar izvor polifenola
(Pérez-Jiménez i sur., 2010), iako nije zastupljeno u ljudskoj prehrani kao jabuka. Ovo voce je
veoma bogato antocijaninima, koji su u jabuci prisutni u malim koli¢inama (Mikuli¢-Petkovsek i
sur., 2015). Konzumacija razli¢itog vo¢a doprinosi ukupnom unosu polifenola, kao i unosu

razli€itih polifenolnih skupina.

2.2.1. Jabuka

Jabuka (Malus domestica Borkh.) je viSegodi$nja biljka koja pripada porodici Rosaceae.
Razvijen je veliki broj razliCitih kultivara jabuke, no danas ih se samo nekolicina uzgaja
komercijalno. Stari tradicionalni kultivari jabuke u posljednje vrijeme dobivaju sve veéu paznju
(Preti i sur., 2020; Jakobek i sur., 2021). Plodovi ovih kultivara, osim boljih senzorskih i nutritivnih
svojstava, su pokazali potencijal za bolji utjecaj na ljudsko zdravlje nego plodovi komercijalnih
kultivara jabuka, $to je povezano s ve¢im sadrzajem polifenola (Donno i sur., 2012; Vegro i sur.,
2016; Kschoncek i sur., 2018). Neki od tradicionalnih starih kultivara jabuke s podrucja Republike
Hrvatske se opisni u Banci biljnih genetskih resursa Hrvatske (https://cpgrd.hapih.hr/). UobiCajene
polifenolne skupine u mesu plodova jabuke su flavan-3-oli, fenolne kiseline i dihidrokalkoni, dok
je kozZica plodova jabuke bogata flavonolima, posebice derivatima kvercetina. Plodovi jabuke s

crvenom kozicom sadrze i antocijanine (Jakobek i sur., 2020a).

Polifenoli plodova jabuke su pokazali razne potencijalno pozitivne ucinke na ljudsko
zdravlje kao $to su pozitivan utjecaj na specifi€ne karcinome (Kao i sur., 2017; Wu i sur., 2018),
anti-alergijske aktivnosti (Kojima i sur., 2000), antiviralna svojstva (Suarez i sur., 2010) i
potencijalna terapeutska svojstva za pretilost (Tamura i sur., 2020). Predlozeni pozitivni u&inci

polifenola plodova jabuke jo$ nisu u potpunosti objasnjeni te je potrebno daljnje istrazivanje.



2.2.2. Crna bazga

Crna bazga (Sambucus nigra L.) je listopadni grm ili u rijetkim slucajevima manje stablo
(do 10 m visine) (Atkinson i Atkinson, 2002). Koristi se u medicinske svrhe, kao i zbog svojih
nutritivnih svojstava. Cvjetovi i plodovi crne bazge se koriste za pripremu raznih napitaka,
dzemova, marmelada i likera (Kiprovski i sur., 2021). Posebna paznja je usmjerena prema plodu
crne bazge bududéi da su, zajedno s plodom aronije, voce s najveéim sadrzajem polifenola (Pérez-
Jiménez i sur., 2010). Vecinu polifenola u plodovima crne bazge &ine antocijanini, ali su prisutne
i druge polifenole skupine poput flavan-3-ola, fenolnih kiselina i flavonola (Mikulic-Petkovski i sur.,
2015).

lako sve nije u potpunosti jasno, neka istrazivanja su pokazala da polifenoli u plodovima
crne bazge mogu imati potencijalno pozitivan utjecaj na neurodegenerativne bolesti (Mendes i
sur., 2021) i kardiovaskularne bolesti (Ciocoiu i sur., 2009), kao i pokazati antiupalna (Ho i sur.,
2017a) i antidijabeti¢ka svojstva (Ho i sur., 2017b).

2.3. Prehrambena viakna

Prehrambena vlakna su skupina ugljikohidratnih polimera otpornih na probavu i
apsorpciju u tankom crijevu ljudi, dok se u debelom crijevu mogu djelomi¢no ili potpuno
fermentirati djelovanjem endogene mikroflore (Jakobek i Mati¢, 2019). Ovisno o topljivosti,
prehrambena vlakna se mogu podijeliti na topljiva (pektini, -glukan, oligosaharidi, inulini itd.) i
netopljiva (celuloza, hemiceluloza, hitin, Skrob) (Quirés-Sauceda i sur., 2014). Potencijalni
pozitivan u€inak prehrambenih vlakana na ljudsko zdravlje se sve viSe proucava, a prvenstveno
se ogleda u njihovoj sposobnosti za modulacijom crijevne mikroflore i posljedi€nog poboljSanja

probave (Shen i sur., 2012; Cuervo i sur., 2014).

2.3.1 B-glukan

B-glukani su topljiva prehrambena vlakna Ciju strukturu Cine jedinice glukoze povezane
glikozidnim vezama. Ako su molekule povezane B-(1,3) i -(1,4) glikozidnim vezama molekula 3-
glukana ¢e se nalaziti u nerazgranatom obliku, koji je zastupljen u Zitaricama (Slika 7). Medutim,
vezanje molekula glukoze B-(1,3) i B-(1,6) glikozidnim vezama rezultira razgranatim oblikom (-
glukana, $to je sluc€aj u gljivama (Ahmad i Kaleem, 2018). NajCe&¢i izvori -glukana su Zitarice

kao Sto su jeCam, zob, riza i pSenica u kojima sadrzaj (3-glukana moze biti i do 12 %. Pored
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Zitarica, u skorije vrijeme su otkriveni i novi izvori B-glukana poput gljiva, algi, kvasaca, plijesni i
bakterija (Ahmad i Kaleem, 2018).

O, O--3---—--""
CH,0H OH OH %
)—0 0 OH
T OH
OH OH B-(1—3) glikozidna veza
OH B-(1—4) glikozidna veza

Slika 7 B-glukan izoliran iz zitarica sa karakteristi¢nim B-(1,3) i B-(1,4)
glikozidnim vezama

Neovisno o izvoru, B-glukani mijedanih veza (ij. B-(1,3) i B(1,4) / B-(1,6)) su pokazali
bioloSke aktivnosti zbog Cega se intenzivno proucavaju i inkorporiraju u nutraceutike i dodatke
prehrani. B-glukan porijeklom iz zobi se pokazao djelotvornim u snizavanju razine lipoproteina
niske gustoce (LDL) (Ferguson i sur., 2020), kao i u poboljSavanju glikemicke kontrole pacijenata
koji boluju od dijabetesa melitusa tipa 2 (Pino i sur., 2021). B-glukan izoliran iz jeCma je pokazao
imunomoduliraju¢ne djelovanje na mikrofloru ljudskog probavnog sustava (Wang i sur., 2016). B-
glukani iz drugih izvora poput kvasaca i gljiva su pokazali potencijalna antitumorska svojstva (Zou
i sur, 2019; Bozbulut i sur., 2020). Uzimajuéi u obzir navedeno, Ameri¢ka Uprava za hranu i
ljekove (FDA) je preporucila konzumaciju B-glukana u koli¢ini od 3 g/danu, dok je Europska

agencija za sigurnost hrane savjetovala nesto vecéu koli€inu od 4 g/danu (Ahmad i Kaleem, 2018)

2.4. Bioaktivnosti polifenolnih spojeva

Koncept bioaktivnosti predstavlija sve dogadaje u kojima bioaktivni spoj sudjeluje od
trenutka ulaska u organizam pa sve do krajnjeg fizioloSkog odgovora koji taj spoj uzrokuje
(Fernandez-Garcia et al., 2009). U ljudskom tijelu polifenoli pokazuju niz bioaktivnosti koje su
uglavnom posljedica redukcijskih aktivnosti polifenola, kao i njihove sposobnosti vezivanja.
Upravo zbog toga, polifenoli su jedna od aktualnijih tema istrazivanja u polju ljudske prehrane

(Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018.).

Jedna od mogucih bioaktivnosti zbog kojih se polifenoli istrazuju je mogucénost inhibicije

enzima odgovornih za razgradnju Skroba: a-amilaze i a-glukozidaze. Hidroliza Skroba je jedan od
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glavnih razloga porasta razine glukoze u krvi nakon obroka. U¢estale poviSene razine glukoze u
krvi mogu povecati rizik od pojave dijabetesa tipa 2. a-amilaza, koju luCe Zlijezde slinovnice i
gustera€a, hidrolizira Skrob do maltoze i drugih oligosaharida. a-glukozidaza, locirana na
povrsinskoj membrani tankog crijeva, razgraduje oligosaharide nastale djelovanjem a-amilaze do
glukoze (Nyambe-Silavwe | sur., 2015). Razvijeni su sintetski inhibitori poput akarboze ili miglitola
koji smanjuju razinu glukoze u krvi nakon obroka putem kompetitivne inhibicije a-amilaze i a-
glukozidaze (Krentz i sur., 2018). Medutim, preko 50 % ispitanika je prijavilo probavne smetnje
nakon koriStenja ovih lijekova (Shmeltz i Metzger, 2007) pa se razvila potreba za prirodnim
inhibitorima ovih enzima. Polifenoli mogu inhibirati a-amilazu i a-glukozidazu, $to je prijavljeno u
mnogim istrazivackim i preglednim radovima (Zhang i sur., 2010; Ali Asgar, 2012; Martinez-

Gonazalez i sur., 2017), iako sam mehanizam nije joS u potpunosti razjasnjen.

2.5. Bioraspolozivost polifenolnih spojeva

Oslobadanje polifenola iz matrice hrane prilikom probavnog procesa je preduvjet za
njihovo potencijalno pozitivno djelovanje u ljudskom organizmu. Zvakanje i snizen pH Zeludca
uzrokuju dezintegraciju i omekSavanje matrice hrane te posljedi¢no oslobadanje polifenola. U
zeludcu dolazi i do depolimerizacije kompleksnijih polifenolnih spojeva u jednostavnije spojeve
koji se lakSe apsorbiraju. Apsorpcija jednostavnih polifenolnih spojeva se odvija u tankom crijevu
pasivnom difuzijom ili aktivnim prijenosom (Lorenzo i sur., 2019). Na koli¢inu polifenola dostupnih
za apsorpciju u tankom crijevu (bioraspolozivost) mogu utjecati Cimbenici poput svojstava matrice
hrane, razli¢iti nacini procesiranja hrane, kao i fizioloski &imbenici (npr. pH vrijednost,
koncentracija enzima, djelovanje mikroorganizama i sl.) (Lorenzo i sur., 2019; Jakobek i sur.,
2021). lako je koli¢ina bioraspolozivih polifenola znatno manja od koli€ine polifenola prije probave,
istraZivanja su pokazala da probavni proces ne utjeCe na bioaktivnost polifenola (Lingua i
sur.,2019). Osim koli¢ine polifenola koja se oslobodi u tankom crijevu, bitna je i koliina polifenola
koja dospije u debelo crijevo. Tu polifenoli mogu stupiti u interakcije s mikrobiotom debelog crijeva
i pokazati prebioticki ili antimikrobni uc€inak. S druge strane, korisne bakterije u debelom crijevu
mogu utjecati na bioraspolozivost polifenola transformacijom odredenih polifenolnih spojeve u
katabolite koji se lakSe apsorbiraju (Rodriguez-Daza i sur., 2021). Na bioraspolozivost polifenola
mogu utjecati i njihove interakcije s nutrijetnima koji ih okruzuju u probavnom sustavu. Naime,
kompleksne molekule mogu ,zarobiti“ polifenole u svojoj strukturi te ih zastiti od degradacije
prilikom probavnog procesa. Na taj nacin vecéa koli€ina polifenola mozZe u nepromijenjenom obliku
dospjeti do debelog crijeva i stupiti u prije spomenute pozitivne interakcije s crijevnom mikroflorom

(Jakobek, 2015). Jedni od nutrijenata koji se intenzivno istraZzuju radi mogucnosti interakcija s
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polifenolima su prehrambena vlakna (Saura-Calixto i sur., 2007; Velderrain-Rodriguez i sur.,
2016; Zheng i sur., 2020).

2.5.1. Interakcije polifenola s prehrambenim vlaknima

Mogucénost vezanja polifenola na prehrambena vlakna, kao i opéenita otpornost
prehrambenih vlakana na razgradnju u gornjem dijelu probavnog sustava, mozZe utjecati na
smanjenje bioraspolozivost polifenola u tankom crijevu, te posljedi¢no dospijevanje vece koli€ine
polifenola u debelo crijevo (Quirés-Sauceda i sur., 2014; Jakobek i sur., 2015). Interakcije
polifenola i prehambenih vlakana se uglavnom odvijaju putem nekovalentnih veza. Tri su glavna
naCina nekovalentnog vezanja polifenola i prehrambenih vlakana: vodikove veze, van der
Waalsove sile i hidrofobne interakcije (Jakobek i Mati¢, 2018). Vodikove veze nastaju izmedu
parcijalno pozitivnog vodika jedne molekule i parcijalnog negativhog atoma druge molekule
(uglavnom N, S ili O) (MacLeod i Rosei, 2011). Polifenoli i prehrambena vlakna posjeduju mnogo
hidroksilnih skupina (-OH) §to im omoguéuje vezanje putem vodikovih veza (Quirés-Sauceda i
sur., 2014). Nastajanjem vodikovih veza smanjuje se udaljenost izmedu polifenola i prehrambenih
vlakana, $to stvara povoljne uvjete za interakciju molekula putem van der Waalsovih sila. van der
Waalsove sile su slabe sile kratkog dometa koje nastaju uslijed dipol-dipol interakcija molekula i
atoma (Kuech, 2011), a polifenoli i prehrambena vlakna posjeduju funkcionalne skupine koje
mogu stvoriti polarizirane molekule (Wu i sur., 2011). Pojedini polifenoli i prehrambena viakna su
netopljivi u vodi. Kako bi smanijili dodirnu povrsinu s vodom ove molekule se mogu grupirati i tako
smanijiti povrSinsku energiju. Navedene interakcije se nazivaju hidrofobne interakcije (Jakobek i
Mati¢, 2018).

Polifenoli se mogu otpustiti iz raznih matriksa hrane, izmedu ostalih i prehrambenih
vlakana, te postati raspolozivi za apsorpciju. Vezanjem polifenola na prehrambena vlakna se
potencijalno smanjuje njihova bioraspolozZivost u tankom crijevu (Zheng i sur., 2011; Solari-Godif
i sur., 2017), no to znaCi da se koli¢ina polifenola koja dospijeva u debelo crijevo potencijalno
povecava (Jakobek i Mati¢ 2018). Istrazivanja su pokazala da polifenoli uistinu dospijevaju do
debelog crijeva gdje ih endogena mikroflora oslobada i biotransformira u razne katabolite (Parkar
i sur., 2013; Alquarashi i sur., 2017). NoSenje polifenola u donje dijelove probavnog trakta bi
mogla biti jedna od klju¢nih uloga prehrambenih viakana (Saura-Calixto, 2011), no daljnja

istraZivanja su nuzna.
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2.5.2. In vitro gastrointestinalna simulacija probave

Bioraspolozivost polifenola se uglavnom odreduje pomocu in vitro statiCke metode koja
simulira gastrointestinalnu probavu (Bouayed i sur., 2012; Sousa i sur., 2021; Jakobek i sur.,
2021). Ova metoda je prvenstveno razvijena za bolji uvid u probavu i apsorpciju prehrambenog
Zeljeza (Miller i sur., 1981), no kasnije je prilagodena i za prou€avanje bioraspolozivosti polifenola
(Gil-lzquierdo i sur., 2001). Postignut je medunarodni konsenzus u kojem je provedena
standardizacija ove metode za bilo koju namirnicu (Minekus i sur., 2014). Metoda se u osnovi
sastoji od simualcija probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu. Neki modeli simuliraju i
fermentaciju u deblom crijevu. In vivo uvjeti probave se simuliraju uzimajuéi u obzir omjer ,,obroka“
i probavnih tekuc¢ina, prisutnost i koncentraciju enzima, pH vrijednost, vrijeme trajanja probave te
koncentracije elektrolita i soli, za svaku fazu probave (Minekus i sur., 2014). Dva glavna svojstva
polifenola za odredivanje njihove bioraspoloZivosti nakon simualcije probave su topljivost i
mogucnost dijalize. BioraspoloZivost izrazena preko topljivosti se temelji na odredivanju koli€ine
otopljenih polifenola prisutnih u supernatantu nakon centrifugiranja ili filtracije. Pristup temeljen
na moguénosti dijalize podrazumijeva upotrebu vrecica za dijalizu nakon probave u Zeludcu, koje
simuliraju barijeru tankog crijeva. Frakcija polifenola koja prode kroz polupropusnu membranu
vrecice predstavlja bioraspolozive polifenole (Alegria i sur., 2015). Grafi¢ki prikaz uvjeta simulacije

probave voca je prikazan na slici 8.

Homogenizacija
M —"L (simualcija mastifikacije) ) Q ’

Simulacija probave u ustima
+ pHT
Simulirana tekucina usta
a-amilaza
37 °C, 30 sekundi uz treSnju

|

Simulacija probave u zeludcu
pH 3
Simulirana tekuéina Zeludca
Pepsin
37 °C, 2 sata uz tresnju

Bioraspolozivi polifenoli

Topljiva frakcija
dobivena -
centrifugiranjem

Simulacija probave u tankom crijevu
« PpH7

Simulirana tekucina tankog crijeva
Pankreatin, Zuéne soli

37 °C, 2 sata uz tresnju

Slika 8 Tijek i parametri procesa simulacije probave voca i odredivanja
bioraspoloZivosti polifenola
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Bioraspolozivsot polifenola jabuke i crne bazge je ranije istrazivana (Bouayed i sur., 2012; Tenore
i sur., 2013; Pinto i sur., 2017; Fernandez-Jalao i sur., 2020;), kao i bioraspolozivost polifenola
vezanih za prehrambena vlakna manga (Blancas-Benitez i sur., 2015), Hibiscus sabdariffa L.
(Mercado-Mercado i sur., 2015) i rizinih mekinja (Zhao i sur., 2015). Medutim, interakcije

polifenola i B-glukan tijekom simuliranog probavnog procesa, koliko je poznato, joS$ nisu istrazene.

2.6. Kemijska kinetika

Grana fizikalne kemije koja se bavi brzinama kemijskih reakcija naziva se kemijska
kinetika (Pordevi¢ i Drazi¢, 1987). Njen zadatak je prouCavanje brzine nestanka reaktanata i
nastanka produkata odredenih kemijskih reakcija, pracenje utjecaja raznih ¢imbenika na brzinu
reakcije (temperatura, tlak, prisutnost katalizatora ili inhibitora), kao i identifikacija koraka kojima
se reakcija odvija. Vaznost kemijske kinetike se ogleda u moguénosti odredivanja brzine reakcije,
predvidanju vremena potrebnog da reakcija dode u stanje ravnoteze, kao i boljem razumijevanju
samog mehanizma reakcije. Osim toga, prac¢enjem utjecaja raznih ¢imbenika na brzinu kemijske
reakcije je moguce optimizirati reakciju mijenjanjem uvjeta reakcije. Parametri kemijske reakcije
koje je vazno odrediti su brzina reakcije, jednadzba za brzinu te reakcije, konstanta brzine
reakcije, red reakcije i vrijeme polureakcije. U osnovi, ove parametre je moguce dobiti iz
eksperimentalnih podataka, tj. koncentracije reaktanta i produkata u odredenim vremenskim

intervalima nakon pocetka reakcije (Atkins, 2001).

2.6.1. Brzina reakcije, jednadzba za brzinu reakcije, konstanta brzine reakcije i red reakcije

Brzina reakcije predstavlja brzinu promjene koncentracije reaktanta ili produkata u jedinici
vremena (Henderson i Rettener, 2003). Racuna se iz nagiba krivulje u jednadzbi ovisnosti
koncentracije reaktanta ili produkta o vremenu, gdje strmija krivulja upucuje na vecu brzinu
reakcije. Buduci da se brzina reakcije mijenja s viemenom, potrebno je uzeti u obzir i trenutnu

brzinu reakcije koja predstavlja brzinu reakcije u odredenom trenutku (Slika 9) (Atkins, 2001).
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Potetna brzina reakcije

Brzine reakcije
u kasnijim vremenima

Koncentracija reaktanta (mol/L)

Vrijeme (t)

Slika 9 Dijagram ovisnosti
koncentracije reaktanta i brzine
reakcije o vremenu reakcije
Brzina reakcije je Cesto proporcionalna molarnim koncentracijama reaktanta, kao sto je

prikazano u jednadzbi (1):

v =k *[A] * [B] (1)
gdje je v brzina reakcije, k konstanta brzine reakcije, dok su [A] i [B] koncentracije reaktanata A i
B. Jednadzba (1) naziva se jednadzba za brzinu reakcije. Odreduje se eksperimentalno i izrazava
brzinu reakcije s obzirom na molarne koncentracije tvari u ukupnoj reakciji. Konstanta brzine
reakcije k je karakteristiCna za reakciju koja se proucava, a ovisna je o temperaturi. Odredivanjem
ova dva parametra je moguce predvidjeti brzinu reakcije za bilo koji sastav reakcijske smjese i
koncentraciju bilo kojeg sudionika u reakciji u odredenom vremenu. Osim toga, stvara se jasniji
uvid u mehanizam reakcije, buduc¢i da se mehanizam neke reakcije mora slagati s teorijom koja
stoji iza objasnjena za brzinu reakcije (Brdi¢ka, 1969; Atkins, 2001).

Kemijske reakcije je moguce Kklasificirati prema njihovoj kinetici, gdje reakcije koje
pripadaju jednakoj skupini pokazuju sli¢no kineticko ponasanje. Klasifikacija reakcija se temelji
na redu reakcije, odnosno zbroju eksponenata na koje su podignute koncentracije u jednadzbi za
brzinu reakcije (Atkins, 2001). Uobicajeno, reakcije su nultog, prvog ili drugog reda, iako red
reakcije ne mora biti cijeli broj. Brzina reakcije u reakcijama nultog reda je neovisna o koncentraciji
reaktanata. U reakcijama prvog reda brzina reakcije je ovisna o koncentraciji reaktanta, tj. brzina
promjene koncentracije tvari je u svakom trenutku proporcionalna koncentraciji tvari. Brzina
reakcija drugog reda je proporcionalna koncentraciji dva reaktanta, ili kvadratu koncentracije
jednog reaktanta (tzv. bimolekularne reakcije) (Herak i sur., 1992; Atkins, 2001).
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2.6.2. Integrirane jednadzbe za brzinu reakcije

Integrirane jednadzZbe za brzinu reakcije su izrazi koji daju koncentraciju tvari kao funkciju
vremena i uobicajeno se koriste. Preko ovih jednadzbi je moguce predvidjeti koncentraciju tvari u
bilo kojem vremenu nakon pocetka reakcije, odrediti konstantu reakcije i red reakcije (Atkins,
2001).

Integrirana jednadzba za brzinu reakcije nultog reda dana je izrazom:
CA =_k0*t+CAO (2)
gdje ca predstavlja koncentraciju reaktanta A u vremenu ¢, ko je konstanta brzine reakcije nultog

reda, t je vrijeme, a ¢, koncentracija reaktanta A u vremenu t=0. JednadZzba (2) je u linearnom

obliku (y = ax +b) pa je dijagram odnosa koncentracije reaktanta A (ca) i vremena (i) pravac s
nagibom -k (Slika 10).
Diferencijalni oblik jednadzbe za brzinu reakcije prvog reda glasi:
d
Ak wde 3)
Ca

Integriranje jednadzbe (3) u granicama od ¢ = 0, kada je koncentracija reaktanta A jednaka c, ),

do Zeljenog vremena t, kada je koncentracija reaktanta A jednaka ca dobije se jednadzba:

Cca dCA t
[T @

CAO CA 0

Rjedavanjem integrala se dobije integrirana jednadzba za brzinu reakcije prvog reda:
N0 = o, xt (5)
ca
Linearni i nelinearni oblici jednadzbe (5) su dani izrazima (6) i (7), navedenim redoslijedom:

Incy = —ky xt+1ncy, (6)
Co = Cyp * e fat (7)

gdje ca predstavlja koncentraciju reaktanta A u vremenu t, ks je konstanta brzine reakcije prvog
reda, t je vrijeme, a c,, koncentracija reaktanta A u vremenu t = 0. 1z jednadzbe (6) je vidljivo da
je dijagram ovisnosti Inca vs t pravac, gdje je -ks nagib pravca (Slika 10).
Diferencijalni oblik jednadzbe za brzinu reakcije drugog reda glasi:
dL’; = —k, *dt (8)
Ca
Sliéno kao i kod reakcija prvog reda, integriranjem jednadzbe (8) i rjieSavanjem integrala se dobije
integrirana jednadzba za brzinu reakcije drugog reda:
1 1

——— =ky st 9)
Ca  Cap
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Ciji linearni (10) i nelinearni (11) oblik glasi:
! ky*t+ ! (10)
_— % [—
Ca 2 CAO

— €0
1+ ky *xt*cy,

(11)

Ca

gdje je ca koncentracija reaktanta A u vremenu {, k2 je konstanta brzine reakcije drugog reda, t je

vrijeme, a c,,, koncentracija reaktanta A u vremenu ¢ = 0. Odnos 1/cavs tje linearan (Jednadzba

10), s nagibom pravca jednakim k2 (Slika 10).

CA nagib pravca In CA /nagib pravca 1/ C A

/

Ca=tkit +Cp, InCa, InCp =-k*t + In Cag

nagib pravca

i

1ch_:il_(}t + ”CAO
Drugi red

. 1/
Nulti red Prvi red Cao

t t t

Slika 10 Odredivanje konstante brzine reakcija nultog, prvog i drugog reda pomocu
dijagrama ovisnosti koncentracije reaktanta A i vremena (1)

2.6.3. Vrijeme polureakcije

Vazan parametar koji se moze odrediti kemijskom kinetikom je vrijeme polureakcije. Ono
predstavlja vrijeme potrebno da koncentracija reaktanta ili produkta reakcije dosegne polovicu
svoje pocetne vrijednosti. Vrijeme polureakcije jednadzbi za brzinu reakcije nultog, prvog i drugog

reda je dano jednadzbama (12), (13) i (14), navedenim redoslijedom:

_ S0
B/ = 2k, (12)
_In2
t1/2 = k_l (13)
1

tl/z = kz . CAO (14)

gdje je ti2 vrijeme polureakcije, dok su ostali parametri jednaki kao u prethodnim jednadzbama
Vrijeme polureakcije reakcije prvog reda je neovisno o poc€etnoj koncentraciji reaktanta, dok
vrijeme polureakcije reakcije drugog reda ovisi o pocetnoj koncentraciji i produzava se kako

koncentracija opada (Atkins, 2001).
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2.6.4. Primjena kemijske kinetike za proces simulirane probave

Simulirani probavni proces, odnosno nastajanje produkata prilikom simulacije probave,
moze se proucavati primjenom kemijske kinetike. Jedna od metoda je odredivanje krivulja
probavljivosti (eng. digestibility curves) tijekom relativno dugih vremenskih perioda i opisivanje
dobivenih krivulja kinetickim jednadzbama (Butterwort i sur., 2012). No jednadzbe za kinetiku
nultog, prvog i drugog reda opisane ranije (jednadzba 2, 7 ii 11) su jednadzbe koje opisuju
nestajanje reaktanata tijekom reakcije. U probavnom procesu uobiCajeno se prati nastajanje
produkata, kao primjerice konverzija Skroba u produkte tijekom probave (Butterwort i sur., 2012).
Zbog toga je jednadzbe potrebno prilagoditi podatcima koji se dobiju u probavnom procesu.

Zamjenom c,,, i ca U nelinearnom obliku jednadzbe za brzinu reakcije prvog reda (Jednadzba 7)

S C- i (C--Ca) (Navedenim redoslijedom) (Butterwort i sur., 2012), se dobiju izrazi:

€4 = Coo * (1 — e7Frt) (16)
ca predstavlja koncentraciju produkta u vremenu t, ¢~ je odgovaraju¢a koncentracija na kraju
reakcije, dok je ks konstanta brzine reakcije prvog reda.

Sliéno tome, uvrstavanjem c. i (C--Ca) umjesto cao i cau jednadzbe nultog reda (2) i drugog
reda (10) se dobiju jednadzbe:
ca=ky *t (15)

1
= Co 1——) 17
ca=¢ *< 14+ ce *xkyr *t a7

ca predstavlja koncentraciju produkta u vremenu {, c- je odgovarajuca koncentracija na kraju
reakcije, dok su ko'i k2 konstante brzine reakcija nultog i drugog reda, navedenim redoslijedom.
Konstanta brzine ovih reakcija je funkcija fiksne koncentracije enzima prilikom simulacije probave,
pa se stoga nazivaju reakcije pseudo reda (Butterworth, 2012). Odredivanjem Kkineti¢kih
parametara je moguce dobiti bolji uvid u sam mehanizam procesa, kao i u utjecaj pf-glukana na

bioraspolozivost polifenola.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Zadatak rada

Zadatak ovog rada bio je:

-karakterizirati polifenolne spojeve u plodovima tradicionalnih i komercijalnog kultivara
jabuke te u plodovima crne bazge,

-radi uvida u bioaktivnosti polifenola voca, provesti eksperimente inhibicije enzimske
aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze polifenolima jabuke i bazge, u razli€itim
vremenskim periodima te podatke analizirati nelinearnom regresijom jednadzbi
kinetickih modela,

-provesti in vitro simulirane probavne procese plodova tradicionalnih i komercijalnog
kultivara jabuke i plodova crne bazge u ustima, Zeludcu i tankom crijevu, bez prisutnog
B-glukana ili uz dodatak $-glukana,

-istraZiti bioraspoloZivost pojedinaénih polifenola te polifenolnih skupina,

-istraziti utjecaj B-glukana na bioraspolozivost,

-provesti simulirane probavne procese plodova jabuke i plodova crne bazge u ustima,
zeludcu i tankom crijevu bez prisutnog B-glukana ili uz dodatak B-glukana u razli¢itim
vremenskim periodima te analizirati bioraspoloZivost nelinearnom regresijom

jednadzbi kinetickih modela.
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3.2. Materijali i metode

3.2.1. Plan istrazivanja

IstraZena su dva ekstrakcijska otapala za ekstrakciju polifenola (80 % metanol i 0,1 %
HCI u metanolu). Vrednovane su dvije RP-HPLC metode, jedna za karakterizaciju polifenola
iz jabuke, a druga za karakterizaciju polifenola iz crne bazge. Odabranim otapalom
ekstrahirani su polifenoli mesa i kozice jabuke i boba crne bazge, te su karakterizirani

polifenolni spojevi (Slika 11).

Radi istrazivanja inhibicije enzimske aktivnosti, polifenoli kozice i mesa plodova jabuke
te polifenoli plodova crne bazge su ekstrahirani odabranim otapalom, razdvojeni
kromatografijom na stupcu te je istrazena inhibicija enzima a-amilaze i a-glukozidaze
polifenolnim frakcijama. Inhibicija enzimske aktivnosti praéena je u razli€itim vremenskim
periodima, a podaci su analizirani nelinearnom regresijom jednadzbi nultog, prvog i drugog
reda.

Konacno, in vitro simulirani probavni proces u ustima, Zeludcu i tankom crijevu
proveden je sa ili bez prisutnog B-glukana, na kozici i mesu plodova tradicionalnih kultivara
jabuke (‘Citronka', 'Kolacara', 'Zlatna Zimska Parmenka'), na jednom komercijalnom kultivaru
('ldared') te na plodovima crne bazge. Simulirani probavni proces u zeludcu i tankom crijevu
pracen je u razli€itim vremenskim periodima u ukupnom trajanju od 4 h, a podatci su analizirani
nelinearnom regresijom jednadzbi nultog, prvog i drugog reda. Radi prikladnosti jednadzbe za
reakciju prvog reda eksperimentalnim podatcima, ova jednadzba je dodatno modificirana te

na kraju primijenjena za kona¢nu analizu.
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Ispitivanje uvjeta ekstrakcije‘
« odabir otapala
« odabir broja koraka

h

Razvoj RP-HPLC metoda
za analizu polifenola

Metoda za
bobice crne
bazge

Metoda za
jabuke
Karakterizacija Karak?erizacija
polifenola polifenola
Frakcije bobica Frakcije kozice i
crne bazge mesa jabuka

Inhibicija Inhibicija Kineticko Inhibicija Inhibicija
a-amilaze a-glukozidaze istraZzivanje a-amilaze | | a-glukozidaze

A

Razdvajanje polifenolnih
skupina primjenom

kromatografije na stupcu

In vitro simualcija probave voca
u ustima, zeludcu i tankom crijevu

\ /

Gadicionalne sorte jabuka \ Qadicionalne sorte jabuka \

. ‘Cltropka' koZica . 'Cltro[lka’ koZica

+ ‘'KolaCara’ + + 'Kolacara’ + B-glukan
« ‘Zlatna zimska parmenka’ meso + ‘Zlatna zimska parmenka’ meso EI}I
Komercijalna sorta jabuka Komercijalna sorta jabuka (15 mg/L)
* ‘ldared’ + ‘ldared’

Bobice crne bazge Bobice crne bazge

J J
N i

Kineti¢no istrazivanje simulirane
probave

Jabuke (koZica i meso) .
+ ‘Kolatara’ zeludac
» ‘ldared’ i
. Tanko crijevo
Bobice crne bazge

Slika 11. Grafi¢ki prikaz tijeka istraZivanja




3.2.2. Kemikalije

Kemikalije upotrijebljene u ovom radu prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1 Popis koriStenih kemikalija

Kemikalija Cisto¢a Proizvodaé
Standardi polifenola
cijanidin-3-O-galaktozid klorid 295 % Extrasynthese, Genay, Francuska
cijanidin-3-O-glukozid klorid 296 % Extrasynthese, Genay, Francuska
cijanidin-3-O-sambubiozid-5-O-glukozid klorid 290 % Extrasynthese, Genay, Francuska
cijanidin-3-O-sambubiozid klorid =295% Extrasynthese, Genay, Francuska
(-)-epikatehin 290 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
(+)-katehin hidrat =98 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
procijanidin B1 290 % Extrasynthese, Genay, Francuska
procijanidin B2 290 % Extrasynthese, Genay, Francuska
Floretin 299 % Extrasynthese, Genay, Francuska
floretin-2'-O-glukozid =99 % Extrasynthese, Genay, Francuska
galna kiselina 298 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
klorogenska kiselina 295 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
p-kumarinska kiselina 298 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
kvercetin-3-O-galaktozid 298 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
kvercetin-3-B-D-glukozid 290 % Extrasynthese, Genay, Francuska
kvercetin-3-O-ramnozid 98,5 % Extrasynthese, Genay, Francuska
kvercetin-3-O-rutinozid-hidrat 95 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Ostali reagensi i kemikalije
metanol HPLC J.T. Baker, Nizozemska
klorovodi¢na kiselina 37 % Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
acetonitril HPLC Fisher scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo
orto-fosforna kiselina 85 % Fluka, Busch, Svicarska
folin-ciocalteuov reagens Kemika, Zagreb, Hrvatska
natrijev karbonat, bezvodni Gram-mol, Zagreb. Hrvatska
sephadex LH-20 Pharmacia A.B, Uppsala, Svedska
a-amilaza iz svinjske gusterace Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
a-glukozidaza iz Saccharomyces cerevisiae Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
akarboza 295 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
4-nitrofenil a-D-glukopiranozid (p-NPG) 299 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Skrob
kalijev natrijev tartarat tetrahidrat (KNT) 299 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
3-5-dintriosalicilna kiselina (DNS) =98 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
dinatrijev hidrogenfosfat dodekahidrat Kemika, Zagreb, Hrvatska
natrijev dihidrogenfosfat dihidrat Kemika, Zagreb, Hrvatska
natrijev hidrokisd Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
kalijev klorid Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
kalijev dihidrogen fosfat Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
natrijev hidrogen fosfat Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
kalcijev klorid Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
magnezijev klorid Gram-mol, Zagreb, Hrvatska
amonijev karbonat Kemika, Zagreb, Hrvatska
natrijev klorid Carlo Erba Reagents, Francuska
pepsin (632 U/mg) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
pankreatin (8 x USP) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Zucéne soli Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
B-D-glukan iz je€ma 295 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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3.2.3. Priprema otopina i reagensa

3.2.3.1. Otopine i reagensi za inhibiciju enzimske aktivnosti

Da bi se pripremio reagens 3,5-dintrosalicilne kiseline (DNS reagens) pripremljene su
otopine natrijevog hidroksida (c = 2 mol/L), 3,5-dinitrosalicilne kiseline (¢ = 96 mmol/L) u vodi
Millipore Cistoce te kalijevog natrijevog tartarata tetra-hidrata (¢ = 5,3 mol/L) (KNT) u otopini
NaOH (¢ = 2 mol/L). Otopine KNT-a i DNS-a su grijane i mijeSane na magnetskoj mijesalici
(bez vrenja) kako bi se kruta tvar u potpunosti otopila. DNS reagens je dobiven mijeSanjem
tople vode, toplih otopina KNT-a i DNS-a u omjeru 3:2:5, navedenim redosliiedom te ¢uvan

na sobnoj temperaturi, zasti¢en od svijetlosti.

Za inhibiciju enzimske aktivnosti a-amilaze pripremljen je fosfatni pufer (¢ = 0,02 mol/L,
pH 6,9), otopina Skroba (y = 2,5 mg/mL) u fosfatnom puferu grijanjem na 90 °C 15 minuta i a-
amilaza (3 U/mL) u fosfatnom puferu.

Za inhibiciju enzimske aktivnosti a-glukoidaze pripremljene su koncentrirane otopine
a-glukozidaze (19,3 U/mL), pNPG-a (y = 5 mg/mL) i akarboze (y = 2 mg/mL) u fosfathom
puferu (¢ = 0,1 mol/L, pH 6,8). Radne otopine enzima (0,55 U/mL) i pNPG-a (y = 0,40 mg/mL)

su pravljene od koncentriranih otopina svjeze svaki dan.

3.2.3.2. Otopine i reagensi za simulirani probavni proces

Pripremljene su stock otopine elektrolita: KCI (¢ = 0,5 mol/L), KH2PO4 (¢ = 0,5 mol/L),
NaHCOs (¢ = 1 mol/L), MgCl2 (¢ = 0,15 mol/L), (NH4)2COs (¢ = 0,5 mol/L), NaCl (¢ = 2 mol/L)
i CaCl (¢ = 0,3 mol/L).

Prema preporuci Minekus i sur. (2014), napravljene su otopine simuliranih probavnih
tekucina usta, Zeludca i tankog crijeva koncentriranije 1,25 puta nego $to je predvideno u radu
(Minekus i sur., 2014). Razlog tome je $to se tijekom simulirane probave u takve probavne
tekucine dodaju ostali reagensi te su nakon dodatka reagensa koncentracije soli prilagodene
koncentracijama u probavi in vivo (Minekus i sur., 2014). Ukratko, simulirana tekuéina usta
(STU), simulirana tekucéina Zeludca (STZ) i simulirana tekuéina tankog crijeva (STT) su
napravljene mijeSanjem otopina elektrolita u odmjernim tikvicama, dodatkom vode Millipore
Cistoce te prilagodavanjem pH vrijednosti. Simulirana tekucina usta pripremljena je u ukupnom
volumenu 100 mL s konacnim koncentracijama elektrolita KCI (¢ = 18,875 mmol/L), KH2PO4
(c = 4,625 mmol/L), NaHCOs3 (¢ = 17 mmol/L), MgCl; (¢ = 0,05625 mmol/L), (NH4).COs (¢ =
0,06 mmol/L). Simulirana tekuéina Zeludca pripremljena je u ukupnom volumenu 250 mL s
kona¢nim koncentracijama elektrolita KCI (¢ = 8,625 mmol/L), KH2PO4 (¢ = 1,125 mmol/L),
NaHCOs (¢ = 31,25 mmol/L), MgCl; (¢ = 0,15 mmol/L), (NH4).CO3 (¢ = 0,625 mmol/L), NaCl
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(¢ =59 mmol/L). pH je podeSen na 3 s HCI (¢ = 1 mol/L). Simulirana tekuéina tankog crijeva
pripremljena je u ukupnom volumenu 500 mL, a konaéne koncentracije elektrolita bile su KCI
(c = 8,5 mmol/L), KH2PO4 (¢ = 1 mmol/L), NaHCO3; (¢ = 106,25 mmol/L), MgCl. (¢ = 0,4125
mmol/L), NaCl (¢ = 48 mmol/L). pH je podeSen na 7 s HCI (¢ = 1 mol/L).

Otopine enzima i zucnih soli su pravljene svjeze svakodnevno i predinkubirane
(inkubator Memmert IN 30, Schwabach, Njemacka) na 37 °C prije upotrebe. a-amilaza (y =
1000 mg/L) je pripremliena u STU, pepsin (y = 31 660,1 mg/L) u STZ uz pomoé ultrazvuéne
kupelj (RK 100, Berlin, Njemacka), dok su pankreatin (y = 8 000 mg/L) i Zu€ne soli (y = 25 000
mg/L) pripremljeni u STT. B-glukan (y = 550 mg/L) je otopljen u vodi Millipore Cisto¢e grijanjem

i mijeSanjem na 80 °C.

3.2.4. Priprema uzoraka jabuke i plodova crne bazge

U eksperimentima simulirane probave koristene su tradicionalne sorte jabuke (Malus
domestica Borkh.) 'Citronka’, 'Kola¢ara' i 'Zlatna Zimska Parmenka', koje su opisane u bazi

podataka Nacionalne banke biljnih genetskih izvora Hrvatske (https://cpgrd.hapih.hr/). Jabuke

su ubrane na podrucju Hrvatske (Perenci, 45.396075, 17.568265) u vocnjaku tradicionalnih
sorata gospodina Mladena Kati¢a. Komercijalna sorta jabuke 'ldared' je kupljena u lokalnoj
trgovini. Svim sortama jabuke je kozica pazljivo odvojena od mesa pomocu gulilice te usitnjena
u elektricnom mlincu za kavu. Mesu jabuke je uklonjena sredina sa sjemenkama te je ostatak
izrezan na 4 dijela i homogeniziran pomocéu Stapnog miksera. Usitnjeni ili homogenizirani
uzorci kozice i mesa jabuka su stavljeni u plasti¢ne vrecice i spremljeni u zamrziva¢ na -18 °C
do daljnje uporabe. Plodovi crne bazge (Sambucus nigra L.) su ubrane u Hrvatskoj, regija
Slavonija, homogenizirane pomocu Stapnog miksera i spremljene u zamrziva¢ (-18 °C) do

daljnje uporabe.

3.2.5. Ekstrakcija polifenolnih spojeva

3.2.5.1. Istrazivanje ekstrakcije polifenolnih spojeva iz vo¢a pomocu dva otapala

Oko 0,2 g homogeniziranog uzorka mesa i kozice jabuke te plodova crne bazge je
odvagano u plasti¢ne kivete i dodan je 1 mL 80 %-tnog metanola ili 0,1 %-tne otopine HCl-a
u metanolu. Uzorci su homogenizirani vortexom (Grant Bio, Cambridgeshire, Engleska),
tretirani ultrazvukom 15 minuta u ultrazvuénoj kupelji (RK 100, Berlin, Njemacka) i potom
centrifugirani 10 minuta na 10 000 rpm (Eppendorf MiniSpin, Hamburg, Njemacka). Ekstrakt
je odvojen pipetiranjem od ostatka. Ostatak je ekstrahiran u nekoliko dodatnih koraka istim

postupkom da bi se ekstrahirala vecina polifenolnih spojeva (meso jabuke ukupno je
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ekstrahirano dva puta, kozica jabuke tri puta, a plodovi crne bazge Cetiri puta). U svakom
koraku ekstrakcije u ekstraktima su mjereni ukupni polifenolni spojevi Folin-Ciocalteu

metodom (Singleton i sur., 1999).

3.2.5.2. Ekstrakcija polifenolnih spojeva za istraZivanje inhibicije enzimske aktivnosti

Priblizno 0,5 g homogeniziranog uzorka jabuke (koZica ili meso) je odvagano deset
puta u deset plastiénh kiveta i dodan je 1 mL 80 %-tnog metanola. Reakcijske smjese su
homogenizirane i stavljene u ultrazvu¢nu kupelj 15 minuta. Nakon ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom, uzorci su centrifugirani 10 minuta na 10 000 rpm. Deset ekstrakata je odvojeno
od ostatka pipetiranjem te spojeno u jedan ekstrakt ¢ineéi ukupni volumen = 10 mL. Ovim
postupkom ekstrahirani su polifenoli koZice i mesa dva tradicionalna kultivara jabuke (kultivar
'Kolagara' crvene boje kozZice, kultivar 'Citronka' zeleno-Zute boje koZice) te jednog

komercijalnog kultivara (Idared).

Sest uzoraka plodova crne bazge (oko 0,2 g) je izvagano u plastiéne kivete. Svakom
uzorku je dodan 1,5 mL 80 %-tnog metanola te je provedena ekstrakcija istim postupkom.
Ekstrakti su odvojeni od ostataka i spojeni u jedan ekstrakt ukupnog volumen = 9 mL.

Ekstrakti su podvrgnuti kromatografiji na stupcu radi razdvajanja frakcija s razli€itim
polifenolnim skupinama. Na jednak nacin su pripremljeni ekstrakti za istrazivanje kinetike

inhibicije enzimske aktivnosti.

3.2.5.3. Kemijska i enzimska ekstrakcija polifenola prije simuliranog probavnog procesa

U svrhu odredivanja koli¢ine ukupnih polifenola prije probavnog procesa, polifenoli su
ekstrahirani iz vo¢a kemijskom i enzimskom ekstrakcijom. Ukratko, usitnjena kozica jabuke (3
g) te homogenizirano meso jabuke (5 g) i homogenizirane plodovi crne bazge (3 g) su
odvagani u plasti¢ne epruvete te im je dodano 22,5 mL 80 %-tnog metanola. Uzorci su
homogenizirani i stavljeni u ultrazvuénu kupelj 15 minuta. Otopina je centrifugirana (SL 8R,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) 10 minuta na 9 500 rpm te je ekstrakt odvojen
od ostatka. Ostatak je ekstrahiran ponovo s 10 mL 80 % metanola. Ekstrakti su spojeni
(ukupan volumen 32,5 mL), filtrirani kroz 0,45 yM PTFE filter i injektirani direktno u HPLC

sustav.

Ostatak nakon kemijske ekstrakcije je podvrgnut postupku enzimske ekstrakcije
(Bergantin i sur., 2017). Voda Millipore Cistoée, pepsin, pankreatin i Zu€ne soli su inkubirani
na 37 °C te su dodani ostatcima nakon kemijske ekstrakcije u volumenima od 21, 0,3, 0,6 i

1,2 mL, navedenim redoslijedom. Reakcijske smjese su homogenizirane i inkubirane 2 sata
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na 37 °C u vodenoj kupelji uz treSnju (SW 22, Julabo, Seelbach, Njemacka). Nakon toga,
reakcijska smjesa je centrifugirana na 5 °C i 9 500 rpm 5 minuta. Ekstrakt je odvojen od
ostatka, 1 mL je stavljen u led, filtriran kroz 0,45 um filter i injektiran direktno u HPLC sustav.
Provedena je jo$ jedna enzimska ekstrakcija na istom ostatku s istom procedurom te je

ekstrakt filtriran i analiziran odvojeno pomocéu HPLC sustava.

3.2.6. Razdvajanje polifenolnih skupina jabuka i bobica crne bazge primjenom
kromatografije na stupcu

Ekstrakti polifenola mesa i kozice jabuke te plodova crne bazge pripremljeni za
inhibiciju enzimske aktivnosti, podvrgnuti su kromatografiji na stupcu s ciliem razdvajanja
polifenolnih skupina u razliCite frakcije, prema prije ustanovljenoj metodi (Mati¢, 2021).
Upotrijebljena je staklena kolona za kromatografiju (Lenz Laborglas GmbH & Co. KG,
Wertheim, 200 mm promjer, 15 mL volumen). Kao stacionarna faza koristen je Sephadex LH-
20 gel kaji je pripremljen tako da je 5 g Sephadexa pomijeSano s 30 mL 80 %-tnog metanola
i ostavljeno preko noci kako bi gel nabubrio. Gel je oprezno uliven u kolonu i prilagoden na
pocetni gradijent ispiranjem s 10 mL 60 %-tnog metanola i 20 mL 10 %-tnog metanola. Nakon
toga je na povrsinu Sephadex LH-20 gela dodan ekstrakt koZice jabuke. Nakon $to je gel upio
sav ekstrakt, ekstrakt je eluiran s odredenim volumenima i postotcima metanola (10, 40, 60,
80, 100 %) (Slika 12). Prikupljene su pojedine frakcije polifenola kozZice jabuke. Kolona je
nakon toga isprana s 30 mL 80 %-tnog metanola, 10 mL 60 %-tnog metanola i 20 mL 10 %-
tnog metanola. U kolonu je dodan prethodno pripremljeni ekstrakt mesa jabuke. Nakon
upijanja u kolonu, ekstrakt je eluiran s otopinama metanola odredenih postotaka (10, 40, 60,
80, 100 %) i odredenih volumena (Slika 13) te su hvatane frakcije. Metanol je uklonjen iz
prikupljenih frakcija pomocu rotirajuceg isparivaca pri temperaturi 40 °C (IKA RV 10 Digital D

Distiling Rotary Evaporator, Njemacka).

Ekstrakt kozice jabuke
5 mL 10 %-tnog metanola + 5 mL 40 %-tnog metanola
10 mL 60 %-tnog metanola=—>Frakcija 1
20 mL 80 %-tnog metanola = Frakcija 2
20 mL 100 %-tnog metanola —» Frakcija 3

Slika 12. Uvjeti razdvajanja pojedinih polifenolnih
skupina kozZice jabuke primjenom kromatografije na

stupcu
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Ekstrakt mesa jabuke
5 mL 10 %-tnog metanola + 5 mL 40 %-tnog metanola

10 mL 60 %-tnog metanola + 10 mL 80 %-tnog metanola—>Frakcija 1

10 mL 80 %-tnog metanola + 5 mL 100 % metanola — Frakcija 2

15 mL 80 %-tnog metanola—»Frakcija 3
Slika 13 Uvjeti razdvajanja pojedinih polifenolnih skupina mesa

jabuke primjenom kromatografije na stupcu

Ekstrakt plodova crne bazge je dodan na povrSinu Sephadex-LH 20 gela te je razdvajanje
provedeno kako je prikazano na slici 14. Nakon razdvajanja, metanol je uklonjen iz prikupljenih
frakcija pomocu rotirajuéeg isparivaca pri temperaturi 40 °C. Frakcije sa 100 %-tnim metalnolm
su otopljene u vodi nakon uklanjanja metanola.

Dobivene frakcije kozice i mesa jabuke i plodova crne bazge su analizirane primjenom

odgovaraju¢e RP-HPLC metode i koristene kao inhibitori enzima.

Ekstrakt bobica crne bazge

10 mL 10 %-tnog metanola
10 mL 40 %-tnog metanola + 5 mL 60 %-tnog metanola =+ Frakcija 1
5 mL 60 %-tnog metanola + 5 mL 80 %-thog metanola—» Frakcija 2
12,5 mL 80 %-tnog metanola—» Frakcija 3

17,5 mL 100 %-thog metanola=» Frakcija 4
Slika 14 Uvjeti razdvajanja pojedinih polifenolnih skupina

plodova crne bazge primjenom kromatografije na stupcu

3.2.7. Folin-Ciocalteu metoda za ukupne polifenolne spojeve

Ukupan sadrzaj polifenola je odreden pomocu Folin-Ciocalteau metode (Singleton i
sur., 1999). Ukratko, 20 uL ekstrakta polifenola je pomijeSano sa 1580 pL destilirane vode i
100 L Folin-Ciocalteau reagensa. Smjesa je po dodatku 300 pL natrij karbonata (y = 200
mg/L), homogenizirana te inkubirana 30 minuta na 40 °C. Apsorbancija (A) je oCitana pri 765
nm na UV-Vis spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Kyoto, Japan) te je koncentracija
izraCunata pomoc¢u prethodno konstruirane kalibracijske krivulje galne kiseline (y = 0-500
mg/L).
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3.2.8. Visokodijelotvorna tekuéinska kromatografija obrnutih faza (RP-HPLC)

Polifenolni spojevi analizirani su kromatografijom obrnutih faza (RP-HPLC), na sustavu
1260 Infinity 1l opremljenog kvaternom pumpom i detektorom s nizom dioda (DAD).
Razdvajanje polifenola je provedeno na koloni Poroshell 120 (EC-C18, 4,6x100 mm, 2,7 um)
s pretkolonom Poroshell 120 UHPLC Guard (EC-C 18, 4,6 mm) (Agilent, Santa Clara, SAD).
RazliCite mobilne faze su upotrjebljene za analizu polifenola jabuke i plodova crne bazge (0,1
% HsPO4 i metanol; 0,5 % HsPO4 i acetonitril, navedenim redoslijedom). Analiza je provedena
gradijentnom eluacijom, gdje se udio mobilne faze B (metanol ili acetonitril) povecavao tijekom
trajanja analize, kako je prikazano u tablici 2. U obje metode protok je iznosio 0,8 mL/min, s
volumenom injektiranja 10 uL te su kromatogrami snimani u podrucju valnih duljina od 200 do
600 nm. Razli¢ite polifenole skupine su pracene na razli¢itim valnim duljinama, sukladno
valnoj duljini njihovog apsorpcijskog maksimuma. Flavan-3-oli i dihidrokalkoni su praceni na

280 nm, fenolne kiseline na 320 nm, flavonoli na 360 nm i antocijanini na 510 nm.

Tablica 2 Gradijent RP-HPLC metoda za analizu polifenola jabuka
i bobica crne bazge

Metoda za jabuke Metoda za bobice crne bazge
Vrijeme Mobilna faza B Vrijeme Mobilna faza B
(min) (%) (min) (%)
0 5 0 5
5 25 5 11
14 34 7,5 15
25 37 17,5 17,5
30 40 20 20
34 49 30 30
35 50 32 70
58 51 34 70
60 55 36 5
62 80 38 5
65 80
67 5
72 5

3.2.8.1. Vrednovanje RP-HPLC metode

Vrednovanje metoda je provedeno odredivanjem linearnosti, osjetljivosti, granice
detekcije (eng. Limit of detection; LOD), granice kvantifikacije (eng. Limit of quantification,

LOQ), preciznosti i istinitosti metode.

Linearnost, LOD i LOQ su odredeni pomocu kalibracijskih krivulja polifenolnih

standarda. Koncentrirane otopine standarda su pripremljene kako je prikazano u tablici 3, te
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su napravljena razrjedenja za sve standarde. Razrjedenja su analizirana na HPLC uredaju te
su napravljene kalibracijske krivulje stavljanjem u odnos povrSine pika (odziv uredaja)
odredenog polifenolnog spoja i njegove koncentracije. Linearnom regresijskom analizom je za
svaku kalibracijsku krivulju odreden koeficijent determinacije (r?) i pripadajuca linearna
jednadzba (Jednadzba 18):

y=ax+b (18)
gdje je y odziv uredaja (povrSina pika), x ulazna varijabla (koncentracija u mg/L), a nagib
kalibracijske krivulje (osjetljivost metode) i b odsje€ak na vy osi.

Iz dobivenih kalibracijskih krivulja su izracunate LOD i LOQ. LOD predstavlja najnizu
koli¢inu analita u uzorku koja se moze detektirati. Izmjerena je pomoc¢u standardne devijacije
odsjeCka na y osi (SD) i srednje vrijednosti nagiba kalibracijske krivulje (S), kao $to je
prikazano u jednadzbi 19 (Taverniers i sur., 2004.). LOD je izrazena kao koncentracija analita

u mg/L.
SD

LOD = 3.3? (19)

LOQ predstavlja najniZzu koli¢inu analita koja se moZe kvantitativno odrediti s prihvatljivom
razinom preciznosti, istinitosti i ponovljivosti. 1zmjerena je pomoc¢u standardne devijacije
odsjeCka nay osi (SD) i srednje vrijednosti nagiba kalibracijske krivulje (S) kao $to je prikazano

u jednadzbi 20 (Taverniers i sur., 2004). LOQ je takoder izraZzen kao koncentracija analita u

mg/L.
SD
LOQ = 10? (20)
Tablica 3 Priprema koncentriranih otopina polifenolnih standarda
Polifenol Otapalo K°"(‘::’3;S‘°“a
cijanidin-3-O-galaktozid klorid 0,1 %-tna HCI u metanolu 485
cijanidin-3-O-glukozid klorid 0,1 %-tna HCI u metanolu 1320
cijanidin-3-O-sambubiozid-5-O-glukozid klorid 0,1 %-tna HCI u metanolu 909
cijanidin-3-O-sambubiozid klorid 0,1 %-tna HCI u metanolu 1000
(-)-epikatehin Metanol 414
(+)-katehin Metanol 421
procijanidin B1 Destilirana voda 160
procijanidin B2 Destilirana voda 450
floretin Metanol 1000
floretin-2'-O-glukozid Metanol 1000
galna kiselina Metanol 1000
klorogenska kiselina Metanol 1000
p-kumarinska kiselina Metanol 1000
kvercetin-3-O-galaktozid Metanol 893
kvercetin-3-B-D-glukozid Metanol 1125
kvercetin-3-O-ramnozid Metanol 276
kvercetin-3-O-rutinozid Metanol 900

Preciznost metode procijenjena je analizom standardnog spoja i izrazena kao
koeficijent varijacije (%). Sve otopine standarda izmjerene su u istom laboratoriju od strane

istog analitiCara, koristeéi istu opremu unutar jednog dana (,intra-assay“ preciznost)
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(Thompson i sur., 2002.). Istinitost metode je izrazena preko iskoriStenja, tj. na temelju
odredivanja postotka obnovljene koli€ine standardnih spojeva nakon dodavanja standarda

poznate koncentracije u ekstrakt.

3.2.8.2. Karakterizacija polifenola jabuke i crne bazge RP-HPLC metodama

Usporedbom spektra i vremena zadrzavanja polifenola u ekstraktima voéa sa
spektrima i vremenima zadrzavanja standarda polifenola, provedena je identifikacija
polifenola. Ukoliko nije bio dostupan standard nekog polifenola, provedena je djelomi¢na
identifikacija na temelju UV/Vis spektra i podataka iz literature (izomer klorogenske kiseline,
neoklorogenska kiselina, floretin-2'-ksiloglukozid, p-kumaroilkina kiselina, derivati kvercetina,
kvercetin-3-ksilozid) (Wojdyto i sur., 2008; Giomaro i sur., 2014; Mikulic-Petkovsek i sur.,
2014; Jakobek i sur., 2020a). Koli¢ina polifenola odredena je upotrebom autenti¢nih

kalibracijskih krivulja.

3.2.9. Inhibicija enzima polifenolima plodova jabuke i crne bazge

3.2.9.1. Inhibicija a-amilaze

Metoda za inhibiciju a-amilaze je preuzeta od Nyambe-Silavwe i sur. (2015), uz manje
modifikacije. Kao inhibitori su koriSteni akarboza razli€itih koncentracija (y = 2-100 pg/mL) ili
razliCite koncentracije polifenolnih frakcija kozZice i mesa jabuke te plodova crne bazge.
Inhibicija je provedena u Cetiri kivete prema postupku prikazanom u Tablici 4. Po dodatku
reagensa kivete su predinkubirane 10 minuta na 37 °C. Reakcija je zapoc€ela dodatkom 200
ML a-amilaze u glavne probe. Enzimska reakcije je provodena 15 minuta pri 37 °C, a
zaustvaljena je dodatkom 1 mL DNS reagensa u sve Cetiri kivete i zagrijavanjem na 95 °C (15
minuta) u vodenoj kupelji (JB Academy, Grant instruments, Cambridge, Ujedinjeno

Kraljevstvo). Apsorbancija je mjerena na 540 nm na UV-Vis spektrofotometru.

Tablica 4 Uvijeti inhibicijskog testa a-amilaze

Neihibirana reakcija Inhibirana reakcija
Slijepa proba Glav.na .plzo!c.oa (0% Slijepa proba Glavna
. (uL) inhibicije) (uL) proba
Reagensi (pL) (uL)
Pufer 300 100 250 50
Inhibitor 0 0 50 50
Skrob 200 200 200 200
Predinkubacija 10 minuta na 37 °C
a-amilaza 0 200 0 200
Inkubacija 15 minuta na 37 °C
DNS 1000 1000 1000 1000
reagens

Zagrijavanje 15 minuta na 95 °C
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3.2.9.2. Inhibicija a-glukozidaze

Metoda za inhibiciju a-glukozidaze je preuzeta od Granados-Guzman i sur. (2018), uz
manje modifikacije. Kao inhibitori su koristeni akarboza razli€¢itih koncentracija (y = 303 —
1818,2 ug/mL) ili razliCite koncentracije polifenolnih frakcija kozice i mesa jabuke te bobica
crne bazge. Inhibicija je provedena u Cetiri kivete prema postupku prikazanom u Tablici 5. Po
dodatku reagensa kivete su predinkubirane inkubirane 5 minuta na 37 °C. Reakcija je
zapocela dodatkom 85 L a-glukozidaze u glavne probe. Enzimska reakcija je provodena 17,5
minuta pri 37 °C, a zaustavljena je dodatkom 665 pL natrijevog karbonata te je izmjerena

apsorbancija na 405 nm na UV-VIS spektrofotometru.

Tablica 5 Uvijeti inhibicijskog testa a-glukozidaze

Neihibirana reakcija Inhibirana reakcija
o,
Slijepa proba Glav.na .pr'o!).a (0% Slijepa proba Glavna
(uL) inhibicije) (uL) proba
Reagensi H (uL) H (uL)
Pufer 250 165 85 0
Inhibitor 0 0 165 165
pNPG 85 85 85 85
Predinkubacija 10 minuta na 37 °C
a-glukozidaza 0 85 0 85
Inkubacija 17,5 minuta na 37 °C
Na2COs3 665 665 665 665
3.2.9.3. Odredivanje postotka inhibicije i ICs vrijednosti
Inhibicija enzima je izraCunata prema jednadzbi 21:
% inhibicije _ (AAneihibirana reakcija — AAinhibirana reakcija) % 100 (21)

AApeinibirana reakcija
gdje AAncinivirana reakcija Predstavlja razliku apsorbancije neihibirane reakcije i pripadajuce slijepe
probe, a AAinnibirana reakcija Fazliku apsorbancije inhibirane reakcije i pripadajuée slijepe probe.
Stavljanjem u odnos pocetne koncentracije polifenola i izradunatih postotaka inhibicije
su dobiveni eksperimentalni podatci koji su opisani pomoc¢u logaritamskih krivulja. 1z
pripadajucih logaritamskih krivulja su grafi¢ki izraCunate ICso vrijednosti (koncentracija

inhibitora koja daje 50 %-tnu inhibiciju).

3.2.9.4. Kinetika inhibicije enzimske aktivnosti

Provedena je inhibicija a-amilaze i a-glukozidaze ekstraktima koZice i mesa plodova
tradicionalne jabuke i plodova crne bazge kako je prethodno opisano, uz zaustavljanje reakcije
nakon prve minute te nakon svake 2,5 minute reakcije. Postotak inhibicije je izraCunat prema

formuli (21). Dobiveni eksperimentalni podatci su modelirani nelinearnom regresijom
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jedandzbi nultog, prvog i drugog reda (Jednadzbe 15 do 17). Odredeni su kineticki parametri:
postotak inhibicije na kraju rekacije (/-), konstanta brzine reakcije k (1/min) te vrijeme

polureakcije tiz (min).

3.2.10. Simulirani probavni proces

Postupak simulacije probave proveden je prema prije utvrdenom postupku (Bergantin
i sur., 2017. i Minekus i sur., 2014). Sve enzimske otopine i simulirane tekucine usta, Zeludca
i tankog crijeva su prije analize inkubirane na 37 °C. Odvagano je 3 g (koZica jabuke i plodovi
crne bazge) ili 5 g (meso jabuke) homogeniziranog voénog materijala u plasti¢ne epruvete te

je provedena simulacije probave kako slijedi.

Za simulaciju probave u ustima je u plasti¢ne epruvete s uzorkom vo¢a dodano 0,975
mL vode miliporne Cistoée, 3,5 mL simulirane tekuéine usta, 0,025 mL CaCl. i 0,5 mL a-
amilaze. Otopina je promijeSana 30 sekundi na vortexu, odvojen je alikvot 0,5 mL, filtriran kroz
0,45 uym PTFE filter, stavljen u led i injektiran direktno u HPLC sustav.

Simulacija probave u zeludcu je provedena dodatkom vode (0,295 mL), simulirane
tekuc¢ine zeludca (7,5 mL), pepsina (2 mL), kalcijevog klorida (0,005 mL) i HCI (¢ = 1 mol/L,
0,2 mL) u otopinu nakon simulacije probave u ustima. Otopina je promijeSana na mijesalici i
inkubirana u vodenoj kupelji s tresilicom 2 sata na 37 °C (SW 22, Julabo, Seelbach,
Njemacka). Nakon inkubacije, otopina je centrifugirana na 5 °C i 9,500 rpm 5 minuta. Alikvot
od 500 pL je otpipetiran, filtriran kroz 0,45 ym PTFE filter, stavljen u led i injektiran direktno u
HPLC sustav.

Naposlijetku, probava u tankom crijevu je simulirana dodatkom vode (3,61 mL),
simulirane tekucine tankog crijeva (11 mL), pankreatina (5 mL), Zu¢nih soli (0,2 mL), NaOH (c
= 1 mol/L, 0,15 mL) i kalcijevog klorida (0,040 mL) u otopinu nakon simulacije probave u
ustima i Zeludcu. Nakon inkubacije 2 h na 37 °C, otopina je centrifugirana na 5 °C i 9 500 rpm
5 minuta. Alikvot od 1 mL je otpipetiran, filtriran kroz 0,45 ym PTFE filter, stavljen u led i
injektiran direktno u HPLC sustav.

Svaka faza probave s dodatkom B-glukana je provedena prema istom postupku uz
zamjenu odredenog volumena vode B-glukanom. B-glukan je dodan na pocetku svake faze
kako bi se drzala konstantna koncentracija (¢ = 15 mg/L. Volumeni reagensa su bili slijededi:
3,5 mL simulirane tekucine usta, 0,839 mL H.0, 0,136 mL (-glukana, 0,025 mL CaCl,i 0,5 mL
a-amilaze za probavu u ustima; 7,5 mL simulirane tekucine zeludca, 0,023 mL H20, 0,272 mL
B-glukana, 0,005 mL CaClz, 0,2 mL HCI (¢ = 1 mol/L) i 2 mL pepsina za probavu u Zeludcu;
11 mL simulirane tekuéine tankog crijeva, 3,065 mL H20, 0,545 mL B-glukana 0,04 mL CaCl.,
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0,15 mL NaOH (¢ = 1 mol/L), 5 mL pankreatina i 0,2 pL Zuénih soli za probavu u tankom
crijevu.

Bioraspolozivost polifenola nakon odredene probavne faze je izrazeno kao postotak
otpustene koli¢ine polifenola u odnosu na pocetnu koli€inu polifenola prije probave prema
jednadzbi 22:

Y probavne faze (mg/kg)
Y prije probave (mg/kg)

gdje Yprobavne faze Predstavlja koncentraciju polifenola nakon odredene faze probave (mg/kg),

BioraspoloZivost(%) = (22)

Yorile probave Predstavlja koncentraciju polifenola u vocu prije probave odredenu pomocu

kemijske i enzimske ekstrakcije (mg/kg).

3.2.11. Kinetika procesa simulirane probave

Provedena je simulacije probave mesa i kore odabranih kultivara jabuke (jedan
tradicionalni kultivar 'Kolac¢ara', i jedan komercijalni kultivar 'ldared') i plodova bazge s ili bez
B-glukana prema prije opisanom postupku. Alikvoti su uzimani iz reakcijske smjese u kojoj se
odvijala simulirana probava Zeludca i tankog crijeva nakon 10, 20, 30, 60 i 120 minuta. Alikvoti

su stavljeni u led, filtrirani kroz 0,45 ym PTFE filter i injektirani u HPLC sustav.

Dobiveni podatci za koli€inu otpustenih polifenolnih skupina u vremenu (¢, mg/kg) te
vrijeme (f) su analizirani jednadzbama nultog, prvog i drugog reda (jednadzbe 15 do 17) koje
su vec ranije koriStene za in vitro simulirane probavne procese u kojima je pracena amiloliza
Skroba te nastajanje produkta razgradnje (Butterworth i sur., 2012). No jednadZbe su se
pokazale neprikladnima za analizu otpustenih polifenolnih spojeva, a razlog tome moze biti
drugacije pona3anije polifenola tijekom probave.

Tijekom probave u Zeludcu, koli€ina otpustenih polifenola pokazuje porast u odnosu
na poc€etnu vrijednost koja predstavlja koli€¢inu nakon probave u ustima. Suprotno tome,
tijekom probave u tankom crijevu koli¢ina otpustenih polifenola pokazuje smanjenje u odnosu
na pocetnu vrijednost koja predstavlja koliCinu nakon probave u Zeludcu. Razlog opisanih
procesa su najvjerojatnije dva procesa koji se odvijaju istodobno, otpustanje i degradacija
polifenola. Da bi se kineticke jednadzbe prilagodile ovim procesima, modificirane su bez

utjecaja na odredivanje konstanti brzina reakcije.

3.2.11.1. Modifikacija jednadzZbe prvog reda

Provedena je modifikacija integrirane jednadzbe prvog reda (Jednadzba 7)

dodavanjem faktora C., ¢ime je dobiven modificirani oblik jednadzbe:

35



s = (Cap — Coo)e MM + ¢y (23)
gdje ca (mg/kg voca) predstavlja koncentraciju polifenola u vremenu t, c,, (mg/kg voca)
predstavlja koncentraciju polifenola na pocetku reakcije (za simuliranu probavu Zeludca,
poCetna koncentracija je koncentracija polifenola nakon probave u ustima; za simuliranu
probavu tankog crijeva, po€etna koncentracija je koncentracija polifenola nakon probave u
Zeludcu), ¢~ (mg/kg voca) je odgovarajuca koncentracija na kraju reakcije, dok je ki (1/min)
konstanta brzine reakcije prvog reda. Ukoliko je:

C»> ¢y, krivulja jednadzbe pokazuje porast

C=- < ¢y, krivulja jednadzbe pokazuje pad
Ova modifikacija omogucéava koristenje iste jednadzbe za opis povecéanja koli¢ine polifenola
prilikom simulacije probave u zeludcu i smanjenja koli€ina polifenola prilikom simulacije
probave u tankom crijevu. Prikazana je ovisnost ca vs t te su nelinearnom regresijom odredeni

parametri ¢- i k. IzraCunato je i vrijeme polureakcije ti2 (min) (Jednadzba 13).

3.2.11.2. Modificirana jednadZba drugog reda

Modifikacijom integrirane jednadzbe drugog reda (Jednadzba 11) je dobivena

jednadzba:

_ CAO — Cxo
1+ Bxt
ca (mg/kg voca) predstavlja koncentraciju polifenola u vremenu t, ¢, , (mg/kg voca) predstavija

Cy + Coo (24)

koncentraciju polifenola na pocetku reakcije (za simuliranu probavu Zeludca, pocetna
koncentracija je koncentracija polifenola nakon probave u ustima; za simuliranu probavu
tankog crijeva, poCetna koncentracija je koncentracija polifenola nakon probave u Zeludcu),
c- (mg/kg voca) je odgovarajuca koncentracija na kraju reakcije, dok je B koeficijent dan
jednadZbom:

B = (CAO - coo) * Koy (25)
Prikazana je ovisnost ca vs t, vrijednost c,, je poznata eksperimentalna vrijednost, a
nelinearnom regresijom odredeni su parametri c- i B. 1z parametra B (jednadzba 25) odredena
je konstanta brzine reakcije drugog reda kom (kg/min*mg). Kao i jednadzba za reakciju prvog
reda, krivulja modificirane jednadzbe drugog reda pokazuje porast ili pad u ovisnosti o razlici
izmedu ¢y, i C-. Vrijeme polureakcije je izraCunato prema jednadzbi 14.
Modificirane jednadzbe prvog i drugog reda isto su reakcije pseudo-reda zbog fiksne

koncentracije enzima prilikom simulacije probave.
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3.2.12. Statisticka analiza

Za istrazivanje dva razliCita ekstrakcijska otapala, ekstrakti kozice i mesa jabuke te
plodova crne bazge pripremljeni su u dvije paralele te su svaka mjerenja provedena dva puta
(n=4). Standardi polifenolnih spojeva za vrednovanje HPLC metode pripremljeni su u dvije
paralele te mjereni jednom (n=2). Za inhibiciju enzimske aktivnosti pripremljen je jedan
ekstrakt kozice i mesa jabuke te plodova crne bazge, a frakcije s razli€itim polifenolnim
skupinama dobivene nakon kromatografije na stupcu mjerene su tri puta za inhibiciju enzima
(n=3). Za kinetiCko istrazivanje inhibicije enzima svaki vremenski interval je mjeren 3 puta
(n=3). Kemijska i enzimska ekstrakcija kozice i mesa jabuke te plodova crne bazge provedene
su tri puta te su ekstrakti mjereni jednom da bi se dobila koli€ina prije simulirane probave
(n=3). Simulirana probava na vocu provedena je u tri paralele, a mjerenja tijekom simulirane
probave provedena su jednom (n=3). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardno odstupanje. Statisti¢ka obrada podataka provedena je upotrebom Tukey post-hoc
testa pomocu programa Minitab (Minitab LLC., State College, PA, USA). Analiza glavnih
komponenti (engl. Principal component analysis, PCA) je upotrijebljena za moguca grupiranja
podataka pomoc¢u programa Minitab. Razlike izmedu ICso vrijednosti akarboze i pojedinih
polifenolnih frakcija voc¢a su ispitane t-testom pomoéu programa MS Excel 2016 (Microsoft
Corporation, SAD). Nelinearna regresija jednadzbi u kinetici provedena je pomoéu alata
Solver u programu MS Excel (Redmond, USA), minimizirajuci standardnu greSku (SE modela)

danu jednadzbom:

SE = Z(Cg\l]iip)z (26)

gdje ¢ (mg/kg) predstavlja izmjerenu koncentraciju polifenola u odredenom vremenskom

intervalu, ¢, (mg/kg) koncentraciju polifenola u odredenom vremenskom intervalu procijenjenu

kinetickim modelom, N je ukupan broj mjerenja, a k je broj parametara u modelu.
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4. REZULTATI



4.1. Ekstrakcija polifenola iz plodova jabuke i crne bazge

Tablica 6 Koli¢ina ukupnih polifenola (mg/kg voéa) u ekstraktima voca dobivena u vise
uzastopnih koraka ekstrakcije te uz pomo¢ dva otapala (80 % metanol i 0,1 % HCI u metanolu)

80 % methanol 0,1 % HCI u metanolu
Stupanj ekstrakcije 1 2 3 4 1 2 3 4
Vocée
Kozica jabuke  2054+280 297+12 220+18 2281160 623+18 21046
Meso jabuke 61319 187129 702146 13515

Bobice bazge 132921893 4315114 117157 428160 133421263 4260+4 687+35 O
*ukupni polifenoli mjereni su spektroskopskom Folin-Ciocalteu metodom. Ekstrakti su pripremljeni u dvije paralele i svaka
paralela je mjerena 2 puta (n=4)

|:| 80 %-tni metanol

100 [] 0.1 % HClu metanoly A
80 | —=— 73

60
40

20
il | T
0 i | e R
3

4

Stupanj ekstrakcije

100 B
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80 77—
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23
20 16
0 0 0 0
0 x
2 3
Stupanj ekstrakcije

100 C

80 69 72

60

40
23 24

20
6 4 2 0
0
2 3

4

Stupanj ekstrakcije

Slika 15 Postotak ekstrahiranih polifenola iz (A) koZice
jabuke, (B) mesa jabuke i (C) plodova crne bazge u vise
uzastopnih ekstrakcija te uz pomo¢ dva otapala (80 %
metanol i 0,1 % HCI u metanolu)
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4.2. Vrednovanje metoda visokodjelotvorne tekuéinske kromatografije obrnutih faza
za odredivanje polifenola

4.2.1. RP-HPLC metoda za polifenole jabuke

Tablica 7 Linearnost, granica detekcije (engl. Limit of Detection LOD),
granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantification LOQ) RP-HPLC metode
za odredivanje individualnih polifenola u jabukama'

Jednadzba LOD LOQ
Standard kalibracijskog pravca ’ mg/L mg/L
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid y=97,76x-12,329 0,9988 0,24 0,71
cijanidin-3-glukozid Y=38,723x+14,794 0,9933 0,56 1,71
Flavan-3-oli
(+)-katehin y=5,3923x+1,7429 0,9959 0,38 1,16
(-)-epikatehin y=10,569x-4,7658 0,9984 1,35 4,10
procijanidin B1 y=4,7074x+19,278 0,9927 0,79 2,39
procijanidin B2 y=20,22x-5,9652 0,9985 0,59 1,81
Dihidrokalkoni
floretin-2’-glukozid y=60,157x-2,7218 0,9997 0,21 0,64
floretin y=110,22x-8,0932 0,9998 0,34 1,04
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina y=21,844x+27,441 0,9986 0,01 0,04
p-kumarinska kiselina y=199,57x-416,38 0,9947 1,15 3,47
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid y=33,099x-0,1574 1 0,02 0,07
kvercetin-3-glukozid y=38,233x-15,005 0,9993 0,72 2,17
kvercetin y=116,66x-33,851 0,9989 0,57 1,73
kvercetin-3-ramnozid y=64,537x-39,881 0,9976 0,87 2,64

' svaka koncentracija standarda pripremljena je u dvije paralele i svaka paralela mjerena je jednom (n=2)

Tablica 8 Preciznost' i

istinitost?

odredivanje individualnih polifenola u jabukama

RP-HPLC metode za

Standard “Intra-assay” preciznost Analiticki povrat
% %
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 3,4 99,3
cijanidin-3-glukozid 2,4 99,7
Flavan-3-oli
(+)-katehin 2,6 113,7
(-)-epikatehin 1,7 98,0
procijanidin B1 21 90,3
procijanidin B2 1,4 101,5
Dihidrokalkoni
floretin-2’-glukozid 1,7 102,4
floretin 1,3 102,2
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 1,6 95,0
p-kumarinska kiselina 2,8 98,3
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 1,3 99,3
kvercetin-3-glukozid 0,9 107,2
kvercetin 0,8 98,5
kvercetin-3-ramnozid 0,8 90,2

"izrazena preko “intra-assay” preciznosti (jedan analiti¢ar, isti laboratorij, koncentracija
napravljena u dvije paralele i mjerena jednom (n=2)
2 izrazena preko analitickog povrata
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4.2.2. RP-HPLC metoda za polifenole plodova crne bazge

Tablica 9 Linearnost, granica detekcije, granica kvantifikacije RP-HPLC metode
za odredivanje individualnih polifenola u plodovima crne bazge'

Jednadzba LOD LOQ
Standard kalibracijskog pravca R mg/L mg/L
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid y =97,996x - 354,1 0,9957 0,72 2,18
cijanidin-3-glukozid y=75,011x- 11,81 0,9971 1,25 3,79
cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid y = 27,547x - 99,295 0,9991 0,67 2,02
cijanidin-3-sambubiozid y =41,498x + 7,1488 0,9947 0,27 0,80
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina y=97,431x-719,9 0,9939 0,94 2,84
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid y =223,12x - 749,8 0,9976 0,05 0,15
kvercetin-3-glukozid y =90,514x - 288,17 0,9995 0,87 2,65
kvercetin-3-rutinozid y =29,113x - 116,14 0,9962 0,32 0,97

' svaka koncentracija standarda pripremljena je u dvije paralele i svaka paralela mjerena je jednom (n=2)

Tablica 10 Preciznost' i istinitost? RP-HPLC metode za odredivanje
individualnih polifenola u plodovima crne bazge

Standard “Intra-assay” preciznost Analiticki
povrat
% %
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 2,0 115,7
cijanidin-3-glukozid 1,3 89,9
cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid 1,5 106,2
cijanidin-3-sambubiozid 2,9 95,2
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 2,0 81,8
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 0,2 89,7
kvercetin-3-glukozid 3,0 109,2
kvercetin-3-rutinozid 1,3 104,2

"izrazena preko “intra-assay” preciznosti (jedan analiti¢ar, isti laboratorij, koncentracija napravljena
u dvije paralele i mjerena jednom (n=2))
2 izrazena preko analitickog povrata
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4.3. Identifikacija polifenola u plodovima jabuke | crne bazge

mAU
5oo| 1|4 280 nm

400| 10
300 6 13

200

1 | 12
100 "

4 40 7
100 320 nm

% 510 nm

60 10

20

40
20

1400 ‘ 360 nm
1000 '
600 15

200 1

10 20 30 40 —5p  MIN

Slika 16 RP-HPLC kromatogrami kozice jabuke snimljeni na 280,
320, 360 i 510 nm. Identificirani polifenoli: 1- procijanidin B1; 2- (+)-
katehin; 3- procijanidin B2; 4- klorogenska kiselina; 5- derivat
klorogenske kiseline* 6- (-)-epikatehin; 7- cijanidin-3-galaktozid; 8- p-
kumaroilkina kiselina* ; 10- kvercetin-3-galaktozid; 11- kvercetin-3-
glukozid; 12- derivat kvercetina 1; 13- floretin-2’-glukozid; 14-
kvercetin-3-ksilozid*; 15- kvercetin-3-ramnozid.

* - Djelomi¢no identificirano
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Slika 17 RP-HPLC kromatogrami mesa jabuke snimljeni na
280 i 320 nm. Identificirani polifenoli: 1- procijanidin B1; 2-
(+)-katehin; 3- procijanidin B2; 4- klorogenska kiselina; 5-
derivat klorogenske kiseline* 6- (-)-epikatehin; 8- p-
kumaroilkina kiselina* 9- floretin-2'-ksiloglukozid*; 13-
floretin-2'-glukozid. *-Djelomi¢no identificirano
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Slika 18 RP-HPLC kromatogrami plodova crne
bazge snimljeni na 280, 320, 360 i 510 nm.

Identificirani polifenoli: a-neoklorogenska

kiselina*; b- cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid;

c- (+)-katehin; d-klorogenska kiselina; e-cijanidin-

3-sambubiozid; f- cijanidin-3-glukozid; g-

kvercetin-3-rutinozid; h- kvercetin-3-glukozid; i-

derivat kvercetina. *-Djelomi¢no identificirano
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Tablica 11 Identifikacija polifenola u mesu i kozici jabuke te plodovima crne bazge pomo¢u RP-HPLC
metode koristeci njihovo vrijeme zadrzavanja i UV/Vis maksimum (Amax)

Oznaka za\é:lij:\':;?!ja A Identifikacija ider:‘:;?llgcije
(min) (nm)
Plodovi jabuke
1 7,9 280 procijandin B1 Amax + standard
2 9,9 280 (+)-katehin Ama + standard
3 10,1 280 procijandin B2 Amax + standard
4 12,1 300, 326 klorogenska kiselina Amax + standard
5 13,0 300, 326 izomer klorogenske kiseline Amax *+ literatura
6 14,1 280 (-)-epikatehin Amax + standard
7 15,1 275, 520 cijanidin-3-galaktozid Amax + standard
8 16,2 312 p-kumaroilkina kisina Amax *+ literatura
9 29,9 285 floretin-2’-ksiloglukozid Amax *+ literatura
10 32,9 256, 356 kvercetin-3-galaktozid Amax + standard
11 33,9 256, 356 kvercetin-3-glukozid Amax + standard
12 35,2 256, 356 derivat kvercetin 1 Amax *+ literatura
13 36,4 285 floretin-2’-glukozid Amax + standard
14 38,2 256, 354 kvercetin-3-ksilozid Amax *+ literatura
15 39,3 256, 352 kvercetin-3-ramnozid Amax + standard

Plodovi crne bazge

a 7,7 292, 330 neoklorogenska kiselina Amax + literatura
b 8,9 277,514 cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid Amax +standard
¢ 9,4 280 (+)-katehin Ama + standard
d 10,1 300, 326 klorogenska kiselina Amax + standard
e 10,8 280, 518 cijanidin-3-sambubiozid Amax + standard
f 11,0 280, 516 cijanidin-3-glukozid Amax +standard
g 19,7 254, 354 kvercetin-3-rutinozid Amax +standard
h 21,5 256, 356 kvercetin-3-glukozid Amax + standard
i 24.8 256, 354 derivat kvercetina 2 Amax + literatura
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4.4. Inhibicija enzima polifenolima iz kozice i mesa plodova jabuke i plodova crne bazge

Tablica 12 Koli¢ine polifenola u frakcijama kozice odabranih tradicionalnih kultivara, te komercijalnog kultivara jabuke dobivene
primjenom kromatografije na stupcu (mg/kg svjeZzeg voca)

Polifenol tradicionalni kultivar 1 tradicionalni kultivar 2 komercijalni kultivar
Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 0,7+0,0 0,2+0,0 18,9+ 0,5 2,3+0,0
Ukupno 0,2+0,0 18,9+0,5 2,3+0,0
Flavan-3-oli
(+)-katehin 13,8 £ 0,1 10,8 £ 0,1
(-)-epikatehin 23,9+0,0 775+0,2 127,8+ 0,4
procijanidin B1 21,2 £0,1 118,4+ 3,9 42,3+0,1
procijanidin B2 56,1 £0,1 194,9+0,2 208,304
Ukupno 101,3+0,0 404,7 £3,1 389,2+0,9
Dihidrokalkoni
floretin-2'-ksiloglukozid 9,4+0,2 111,1+£0,0
floretin-2'-glukozid 4,6+0,0 24,3+0,0 34,6 £0,0 173,9+0,1 491+£0,2
Ukupno 14,1£0,2 243+0,0 145,7 0,0 173,9+0,1 50,4 £0,7
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 15,4 + 0,1 85,6 £ 0,7 11,4+0,1  138,3%0,1 25,1+0,4
izomer klorogenske 10,6 +0,4 7,3+0,0 15,8 £ 0,0
p-kumaroilkina kiselina 57 + 0,0 10,6 £ 0,0 59+0,0 14,7+0,0
Ukupno  21,0+0,1 106,8 + 1,1 247 +0,2 168, + 0,1 251+0,4
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 23,5+0,1 543,7 £ 0,4 58,1+ 0,0 354,4 + 3,1 4522 + 5,1
kvercetin-3-glukozid 158,3 + 0,1 151,3+1,8 107,0+7,0
derivat kvercetina 1 95,8+0,0 112,424 109,1 +5,7
kvercetin-3-ksilozid 23,6 +0,1 20,0+ 0,1 226,3+3,9 70,82+020 2579%24
kvercetin-3-ramnozid 31,5+0,0 98,8 +2,4 151,4 £ 3,9
Ukupno 1078,4 +
23,5+0,1 1339,2+0,5 78,1+0,1 9434 + 6,1 70,82 + 0,20 20,6
Ukupni polifenoli 21,0200 1444+12 14648+06 | 247+02 407,9+03 1539,7+4,7 | 252304 89,6+0,7 1517,6 £

*Pojedinacni polifenoli su odredeni pomoc¢u RP-HPLC-a. Frakcije su pripremljene jednom i mjerene tri puta (n=3). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija
Tradicionalni kultivar 1 Zuto-zelene boje kozice 'Citronka', tradicionalni kultivar 2 crvene boje kozice 'Kolac¢ara", komercijalni kultivar crvene boje kozice 'ldared'
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Tablica 13 KoliCine polifenola u frakcijama mesa odabranih tradicionalnih kultivara, te komercijalnog kultivara jabuke dobivene
primjenom kromatografije na stupcu (mg/kg svjeZzeg voca)

Polifenol tradicionalni kultivar 1 tradicionalni kultivar 2 komercijalni kultivar
Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3
Flavan-3-oli
(+)-katehin
(-)-epikatehin 7,1+0,1 5,9+ 0,0 49+0,0
procijanidin B1 10,1+ 0,6 1,7+0,0 1,0+0,0
procijanidin B2 1,6+0,0 1,3%0,0 1,1+0,4
Ukupno 18,9+ 0,6 9,1+0,0 8,5+0,1
Dihidrokalkoni
floretin-2'-ksiloglukozid 2,7+0,0 54+0,0 48+0,0
floretin-2'-glukozid 3,7+0,0 1,7+04 48+0,0 1,9+0,0 43+0,0 0,7+0,2
Ukupni 6,4+0,0 1,7+04 10,2+0,0 1,9+0,0 9,1+0,0 0,7+0,2
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina  27,8+0,7 65,6 +0,0 17,7+0,0 28,704 7602 69+02
izomer klorogenske 9,0 £ 0,2 9,5+0,0 52+0,0 6,1+0,0 9,3+0,0
izomer parakumarinske 20,0+ 0,0 18,9+ 0,0
p-kumaroilkina kiselina 20,6 +0,0 19,9+ 0,0 21,3+00 18,8+0,0 21,9+0,0 192+0,0
Ukupno  54,0+05 105,6 0,1 485+00 71,7104 356+0,3 36,0+0,2
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 1,5+0,0 0,5+0,0 0,3+0,0
kvercetin-3-glukozid 0,7+0,0 0,4+0,0 0,2+0,0
derivat kvercetina 0,6 £0,0 0,3+0,1
kvercetin-3-ksilozid 1,1+0,0 0,4+0,0 0,3+0,1
kvercetin-3-ramnozid 5,1+0,0 25+0,0 1,5+0,0
Ukupni 9,2+0,0 4,0+£0,0 25+0,0
Ukupni polifenoli 54,0+05 1121+01 294+0,7 485+00 820+04 1658+0,3 356+03 452+0,1 10,4 £ 0,7

*Pojedinacni polifenoli su odredeni pomoc¢u RP-HPLC-a. Frakcije su pripremljene jednom i mjerene tri puta (n=3). Podatci su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija

Tradicionalni kultivar 1 Zuto-zelene boje kozice 'Citronka’, tradicionalni kultivar 2 crvene boje kozice 'Kola¢ara", komercijalni kultivar crvene boje koZice 'ldared'
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Kozica jabuka
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Slika 19 Frakcije kozice plodova jabuke dobivene primjenom kromatografije na stupcu: A — Udio pojedinih
polifenolnih skupina; B — Koli¢ina pojedinih polifenolnih skupina
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Meso jabuka
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Slika 20 Frakcije mesa jabuke dobivene primjenom kromatografije na stupcu: A — Udio pojedinih
polifenolnih skupina; B — Koli¢ina pojedinih polifenolnih skupina
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Tablica 14 Koli¢ine polifenola plodova crne bazge u frakcijama dobivenim primjenom
kromatografije na stupcu (mg/kg svjeZeg voca)

Polifenol Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 4
Antocijanini
cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid 13279+ 14,4 460,0 £ 19,9
cijanidin-3-sambubiozid 2501,4 + 147,2 41,3+1,6
cijanidin-3-glukozid 322,8 +32,0 319,3+11,8
Ukupno 13279+ 14,4 3284,3 £ 140,9 360,6 + 13,5
Flavan-3-oli
(+)-katehin 251,3+1,5 138,8 £4,9
Ukupno 251,3+£1,5 138,8 £4,9
Fenolne kiseline
neoklorogenska kiselina 127,0+£ 0,6
klorogenska kiselina 180,4 £2,2
Ukupno 307,4+24
Flavonoli
kvercetin-3-rutinozid 141,1 £ 15,6 334,4 +10,6
Kvercetin-3-glukozid 56,2+1,8 57,1+0,8
derivat kvercetina 3 44,2 +0,3
Ukupno 197,3+9,7 445,96+ 11,7
Ukupni polifenoli 251,3+1,5 1774,26 + 18,41 3481,6 £ 1311 806,6 + 25,2

*Pojedinacni polifenoli su odredeni pomo¢u HPLC-a. Frakcije su pripremljene jednom i mjerene tri puta (n=3). Podatci su izrazeni kao
srednja vrijednost + standardna devijacija.

Plodovi crne bazge

Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 4

100 140
A |

Udio (%)

Kolicina (mglkg)

Slika 21 Frakcije plodova crne bazge dobivene
primjenom kromatografije na stupcu: A — Udio pojedinih
polifenolnih skupina; B — Koli¢ina pojedinih polifenolnih

skupina
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4.4 1. Inhibicija a-amilaze

Postotak inhibcije (%)
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Slika 22 Inhibicije a-amilaze pomoc¢u akarboze koristeci
Skrob kao supstrat (vrijeme reakcije 15 minuta)
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Slika 23 Inhibicija a-amilaze pomocu polifenola prisutnih u frakcijama
tradicionalnih ('Citronka' i ' Kolacara) i komercijalnih ('ldared’) jabuka. (A)
koZica jabuke; (B) meso jabuke (vrijeme reakcije 15 minuta)
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Slika 24 Inhibicija a-amilaze pomocu polifenola prisutnih u
frakcijama plodova crne bazge (vrijeme reakcije 15 minuta)

Tablica 15 1Cso vrijednosti (ug/mL) dobivene za inhibiciju aktivnosti a-amilaze pomocu
polifenolnih frakcija koZice i mesa tradicionalnih i komercijalnih plodova jabuke i crne bazge

ICs0

Inhibitor (ng/mL)

Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 4
Kozica jabuke
Tradicionalni kultivar 1 **0,4 £ 0,2° 3,8+0,2b 39,0 +9,22
Tradicionalni kultivar 2 **0,9 £ 0,3 *1,7£0,4° 24,0 £ 1,92
Komercijalni kultivar **0,5+0,0° 4,0+0,0° 57,3+6,12
Meso jabuke
Tradicionalni kultivar 1 **11+0,3° 12,4 + 1,62 (IC27=5,8)
Tradicionalni kultivar 2 **0,9 £ 0,3° 42+0,82 (IC19=2,9)
Komercijalni kultivar *1,7 £0,6° 19,8 + 1,12 (IC20=2,4)
Bobice crne bazge 2,1+0,6° (IC30 = 15,6) 18,0 £ 4,82 3,6 +0,6°

Tradicionalni kultuvar 1- 'Citronka' Zuto zelene boje kozice, tradicionalni kultivar 2 'Kola€ara' crvene boje kozice, komercijalni
kultivar 'ldared' crvene boje kozice

Vrijeme reakcije 15 min

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3).

Frakcije 3 mesa jabuke i frakcija 2 plodova crne bazge pri najveéim koncentracijama nisu uzrokovale inhibiciju a-amilaze veéu
od 50 %. Prikazane su kao IC vrijednost pri najvecoj koncentraciji frakcije.

Vrijednosti u redu s razli¢itim slovima su statistiCki zna¢ajno razliCite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Vrijednosti sa zvijezdicom su statisti¢ki znacajno razli¢ite od I1Cs, vrijednosti akarboze prema t-testu (*p < 0,05; **p < 0,01)

51



4.4.2. Inhibicija a-glukozidaze
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Slika 25 Inhibicije a-glukozidaze pomocu akarboze
koriste¢i Skrob kao supstrat (vrijeme reakcije 17,5 min)
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Slika 26 Inhibicija a-glukozidaze pomocu polifenola pristunih u
frakcijama tradicionalnih (‘Citronka' i 'Kola€ara’) i komercijalnih
('ldared') jabuka. (A) kozica jabuke; (B) meso jabuke (vrijeme reakcije
17,5 min)
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Slika 27 Inhibicija a-glukozidaze pomocu polifenola pristunih
u frakcijama plodova crne bazge (vrijeme reakcije 17,5 min)

Tablica 16 1Cso vrijednosti (ug/mL) dobivene za inhibiciju aktivnosti a-glukozidaze pomocu
polifenolinh frakcija kozice i mesa tradicionalnih i komercijalnih plodova jabuke i crne bazge

ICs0

Inhibitor (ng/mL)

Frakcija 1 Frakcija 2 Frakcija 3 Frakcija 4
Kozica jabuke
Tradicionalni kultivar 1 3,44 + 0,26° 3,84 +0,14° ™9,56 + 0,152
Tradicionalni kultivar 2 ""11,27 + 0,382 "'2,43 £0,13° 2,31 +£0,11°
Komercijalni kultivar 12,47 £0,31° 21,91 £1,112 "™'24,34 £ 0,772
Meso jabuke
Tradicionalni kultivar 1 "'4,88 + 0,09b 9,05 + 0,032 ™0,44 + 0,03°
Tradicionalni kultivar 2 "'8,02+0,172 1,59 £ 0,11° 0,34 £ 0,03°
Komercijalni kultivar 9,64 + 0,342 6,85 + 0,18 0,50 + 0,02°¢
Bobice crne bazge 1,75+ 0,07° ""15,27 £ 1,87° "'39,32 + 3,86° 12,70 £ 2,56°

Tradicionalni kultuvar 1- 'Citronka' Zuto zelene boje kozice, tradicionalni kultivar 2 'Kolacara' crvene boje kozice, komercijalni kultivar
'ldared' crvene boje koZice

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3).

Vrijeme reakcije 17,5 min

Vrijednosti u redu s razli¢itim slovima su statistiCki znac¢ajno razlicite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Vrijednosti sa zvijezdicom su statisti¢ki znacajno razli€ite od vrijednosti akarboze prema t-testu (*p < 0,05; **p < 0,01; p < 0,001)
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4.4 3. Kinetika inhibicije enzima
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Slika 28 Nelinearna regresija eksperimentalnih podataka (%
inhibicije enzima ukupnim polifenolima kozice jabuke u
ovisnosti o vremenu) jednadzbama nultog, prvog i drugog reda.
A- a-amilaza; B- a- glukozidaza

Tablica 17 Standardne greSke modela dobivene
primjenom kineti¢kih modela nultog, prvog i drugog reda
na primjeru za inhibiciju enzima polifenolima kozice i mesa

plodova jabuke i crne bazge
Standardna greSka modela (SE)

Nulti red Prvi red Drugi red
a-amilaza
Kozica jabuke 39,1 2,6 29
Meso jabuke 43,5 19,4 19,7
Plodovi crne bazge 15,5 4,3 2,8
a-glukozidaza
KoZica jabuke 33,2 53 6,7
Meso jabuke 40,2 9,7 10,5
Plodovi crne bazge 19,6 94 9,9
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Tablica 18 Kineti¢ki parametri modela prvog reda za inhibiciju probavnih
enzima polifenolima plodova jabuke i crne bazge

leksp I~ k ti2 SE
(%) (%) (min™)  (min)
a-amilaza
Kozica jabuke 79,6 77,6 1,760 0,4 2,6
Meso jabuke 87,0 82,2 2,543 0,3 19,4
Plodovi crne bazge 442 38,9 0,971 0,7 4.3
a-glukozidaza
Kozica jabuke 97,2 93,6 0,546 1,3 53
Meso jabuke 96,1 90,9 0,317 2,2 9,7
Plodovi crne bazge 91,8 101,5 0,151 4.6 9,4
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4.5. Simuliran probavni process

4.5.1. Simulirani probavni proces kozice plodova jabuke bez i s dodatkom 3-glukana
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Slika 29 Primjena analize glavnih komponenti na koli¢inu polifenolnih skupina kozice (A) i mesa (B)
plodova tradicionalnih i komercijalnih kultivara jabuke

Tablica 19 Koli¢ina polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici plodova jabuke 'Zlatne Zimske Parmenke' nakon kemijske
i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simulirane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez
ili uz dodatak B-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
Bez B- Bez B- Bez B-
glukana B-glukan glukana B-glukan glukana B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 65,2+6,12 12,1£0,4¢ 10,741,2° 27,0+2,3° 27,142,2°
Ukupno 65,2+6,12 12,1£0,4¢ 10,7+1,2°¢ 27,0+2,3° 27,1+2,2°
Flavan-3-oli
(+)-katehin ~ 228,4+6,92 54,542 1¢ 44,8+4,3¢ 132,1+6,7° 125,1+3,0P
procijanidin B1  158,7+10,12 34,3+0,1¢ 31,8+2,2°¢ 73,8+3,8° 69,5+0,5°
Ukupno  387,1+9,52 88,711,4¢ 76,6+5,2¢ 205,9+10,5° 194,7+1,7°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid  552,8+16,32 168,4+4,9f 156,9+9,2f 351,8+4,9 293,2+1,8¢ 252,2+3,24 188,9+7,5°
floretin-2-ksiloglukozid 164,9+3,3° 52,640,749 57,4+5,9¢ 181,9+11,42 108,8+6,1¢ 57,7+0,8¢ 113,847 ,4¢
Ukupno 717,7+18,62  221,0+4,0° 215,5+1,6° 533,8+16,3° 408,5+12,6° 309,92 44 297,5+14,94
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina  479,6+6,82 199,3+6,4¢ 185,8+9,3%¢ 332,9+5,5P 282,5+22,0°¢ 169,3+4,1¢ 143,713 ,4
Ukupno  479,616,82 199,3+6,4¢ 185,8+9,3%¢ 332,9+5,5P 282,5+22,0¢ 169,3+4,1¢ 143,7+3,4
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid  237,4+£10,52 60,9+0,64 62,4+1,94 138,4+1,1° 131,2+4,2b 109,1£3,0°¢ 97,942 3¢
kvercetin-3-glukozid  262,8+9,02 62,1+1,2° 58,8+1,5¢ 155,2+1,90 123,5+3,8¢ 114,944,0°¢ 77,3+2,94
derivat kvercetina  108,2+4,22 26,5+1,0d 27,9+0,24 63,4+0,1b 59,943 4b.c 53,7+0,8¢ 56,2+4,9b.C
kvercetin-3-ksilozid 194,0+7,72 41,2+1,6° 41,2+0,1° 112+3,80 96,8+1,5¢ 88,1+5,0¢d 85,0+2,74d
kvercetin-3-ramnozid 64,1142 11,1+0,34 10,7+0,54 25,4+2 0P 23,5+1,9¢ 28,1+1,2b 24 7+2 3bc
Ukupno 866,5+25,92  201,8+0,8f 201,1+2,6f 494,5+7,90 434,9+14,8¢ 393,949,649 341,116,9°
Ukupni polifenoli 2516,1+8,92  723,0+0,5 688,448 1f 1603,4+38,6P 1347,6+£23,7° 876,517,594  787,6+19,3¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3).
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Tablica 20 Koli¢ina polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici plodova jabuke 'Citronke' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz

dodatak B-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
gll3ue kZaE-a B-glukan g?l?kza[?l; B-glukan g?L?kZa[ri-a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 70,8+2,12 12,4+0,8° 11,9+0,3° 27,8+0,1° 27,9+0,2°
procijanidin B1 91,04+2,82 22,3+1,9¢ 20,4%1,5¢ 54,5+1,3° 54,5+1,0°
Ukupno 161,8+4,82 34,7+1,9¢ 32,4+1,7° 82,3+0,7° 82,0+1,3°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 52,8+0,22 10,9+1,9¢ 10,7+3,1¢ 23,9+1,2° 24,1+0,5° 8,4+1,04 5,8+1,9¢
Ukupno 52,8+0,22 12,4+1,6° 12,3+3,9¢ 23,9+1,2° 24,1+0,5° 8,4+1,04 5,8+1,9¢
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 276,716,82 78,1+1,0° 70,714 ,6° 122,7+1,9° 122,0+4,0° 69,6+2,7¢ 54,8+5,2¢
Ukupno 276,7+6,82 78,1£1,0° 70,7+4,6° 122,7+1,9° 122,0+4,0° 69,6+2,7¢ 54,8+5,2¢
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid  383,6+17,22 84,5+£10,3° 78,7£12,0° 200,3+1,5° 193,7+3,0° 185,3+3,8° 179,1+5,8°
kvercetin-3-glukozid 185,749,62 41,912 6° 38,5+4,9° 98,2+4,8° 92,6+0,1°° 85,5+1,9¢ 78,9+1,9°
derivat kvercetina 185,5+1,72 35,646,4° 30,3+2,9¢ 96,9+1,6° 92,0+2,1° 94,9+0,9° 93,8+5,8°
kvercetin-3-ksilozid  353,6+14,62 53,6+13,4°¢ 44,4+8,7¢ 156,9+1,6° 154,4+2,1° 158,9+5,5° 153,4+1,4°
kvercetin-3-ramnozid  275,1+11,32 50,6+6,0° 44,8+4,9° 124,2+2,2° 120,3+2,3° 132,60,1° 127,8+3,0°
Ukupno 1383,5%4542  266,3+27,4° 236,7+23,7° 679,5+11,5°  657,9+11,0° 653,6+5,1°  632,9+10,4°
Ukupni polifenoli 1875,0+46,02  391,5+30,1°¢  352,1+28,9¢ 910,3+11,1°  883,2+11,3°®  732,8+16,7° 693,6+26,0°

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3).
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Tablica 21 Koli¢ina polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici plodova jabuke 'Kolacare' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, zeludcu i tankom crijevu bez ili uz

dodatak B-glukana

Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid
Ukupno

Flavan-3-oli
(+)-katehin
(-)epikatehin
procijanidin B1
Ukupno

Dihidrokalkoni

floretin-2-glukozid

floretin-2-ksiloglukozid
Ukupno
Fenolne kiseline

klorogenska kiselina
Ukupno
Flavonoli

kvercetin-3-galaktozid
kvercetin-3-glukotid
Derivat kvercetina
kvercetin-3-ksilozid
Kvercetin-3-ramnozid
Ukupno

Ukupni polifenoli

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
Bez B-glukana  B-glukan g?l?kzaﬁ-a B-glukan g?L?kZa[ri-a B-glukan
13,2+3,62 2,2+0,2° 2,3+0,7° 4,7+0,3° 5,1+0,3°
13,2+3,62 2,2+0,2b 2,3+0,7° 4,7+0,3 5,1+0,3b
281,1+£3,12 54,9+1,1d 52,4+2 09 131,8+8,3P 115,35,3¢
166,8+9,6° 37,8+£7,0¢ 38,246,8¢ 70,0+0,4° 68,5+0,6°
123,615,12 26,0x1,4¢ 22,7+2,7¢ 52,0+1,0° 48,2+1,6°
571,511,428 118,7+9,44 113,3+11,59 253,9+8,9P 232,0+£7,5¢
342,9+13,72 115,4+17,24 123,5+4 54 212,9+8,7° 206,9+3,3 155,015,5¢ 164,5+6,9¢
63,7+10,22 17,1+1,8° 16,9+1,0° 22,8+4,8° 12,5+1,7°
406,6+15,62 132,5+10,94 140,5+3,94 235,8+12,4° 219,4+4 9 155,0+5,5¢ 164,5+6,9°¢
174,1£14,92 84,014 ,1¢ 84,9+6,2¢ 133,0+4,8P 127,7+4,3° 24,0+0,14 12,2+0,14
174,1+£14,92 84,0+4,1¢ 84,946,2¢ 133,0+4,8P 127,7+4,3 24,0+0,1d 12,2+0,14
169,6+10,62 49,0+9,64 58,5+5,5¢d 131,8+15,8P 128,7+3,9 78,6+2,8¢ 66,9+9,2¢d
309,7£17,82 52,948,0¢ 50,3+11,6¢ 129,2+11,9° 125,4+4.8° 73,7+£3,6¢ 70,5+7,2¢
165,6+8,72 21,7+2,3d 21,7+1,64 76,8+7,5P 75,3+4,2b 47,4+1,9¢ 45,2+0,7¢
218,7+8,92 46,2+14,64 46,7+ 5,44 135,5+10,7° 131,6+3,4° 98,0£3,8¢ 93,116,7¢
85,6+3,62 16,4+2,8¢ 16,7+1,8¢ 41,242 2° 39,4+0,9b 36,8+1,7° 35,9+0,9°
949,2+40,72 186,2+36,49  194,0+20,69 514,5+47° 500,5+16,9° 334,4+£11,0¢  311,6£18,6¢
2114,6+69,8?2 523,6+53,7¢ 535,2+36,4° 1142,1+65,8° 1085,0+24,22°> 513,4+13,6° 488,5+22,5°¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razliCite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zzeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3).
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Tablica 22 Koli¢ina polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici plodova jabuke 'ldared' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez ili
uz dodatak B-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
g?l?kzaﬁ-a B-glukan g?l? kzalrg{a B-glukan g?L?kZa[ri-a B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 145,8+0,62 4,0+1,0° 2.2+0.6° 4,8+0,4° 3,8+0,3°
Ukupno 145,8+0,62 4,0+1,0° 2.2+0.6° 4,8+0,4° 3,8+0,3°
Flavan-3-oli
(+)-katehin 69,2+1,92 7,940,8¢ 5,1+0,7¢ 24,8+3,0° 24,3+1,7°
procijanidin B1 87,1+£3,32 9,3+0,8¢ 8,8+0,2°¢ 24,4 0,4° 24,6+0,1°
procijanidin B2 133,943,02 10,7+1,4¢ 10,0+0,2¢ 36,1+0,4° 33,5+3,00
Ukupno 290,246,22 27,9+1,6° 23,8+1,2¢ 85,3+2,5° 82,2+3,5°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 60,2+1,22 12,3+1,7¢¢ 8,6+0,2¢ 19,2+2,0° 10,7+0,4¢ 16,4+4,7°¢ 12,6+0,3¢¢
Ukupno 60,2+1,22 12,3+1,7°d 8,6+0,2¢ 19,2+2,0° 10,7+0,49 16,4+4,7°°¢ 12,6+0,3°9
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 94,645,42 9,7+1,80¢ 6,7+1,2¢°4 12,3+0,9° 9,3+0,65¢ 2,7+0,24 2,6+0,1¢
Ukupno 94,615,42 9,7+1,85¢ 6,7+1,2¢4 12,3+0,9° 9,3+0,65¢ 2,7+0,24 2,6+0,1¢
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid 417,542,432 62,1+11,8%¢ 59,5+1,5° 140,7+5,3° 141,9+0,8° 87,319,0° 74,1+3,3¢%4
kvercetin-3-glukotid 162,046,92 26,8+0,7¢ 33,8+2,6¢ 141,4+8,6° 142,9+3,9° 114,640,7¢ 113,949,1¢
derivat kvercetina 1 79,540,728 13,3+0,9¢ 8,9+0,4¢ 25,9+1,1° 23,240,5° 14,5+1.7¢ 13,2+0.6¢
derivat kvercetina 2 63,5+2,22 15,1+1,3¢ 8,8+ 0,5%¢ 19,9+0,5° 12,1+0,6°9 11,241,79¢ 8,411,4¢
kvercetin-3-ksilozid 379,3+4,22 59,9+7,8¢ 54,8+ 2,8° 146,2+0,2° 135,8+2,1° 103,414,5° 89,9+7,74
kvercetin-3-ramnozid 255,748,62 42,9+3,0¢ 53,8+3,5¢ 144,2+37°  135,6+2,8°°  137,4+4,2b° 129,5+4,1¢
Ukupno 1375,5423,82  220,4+17,1¢ 219,7+¢3,1°® 618,5¢12,7° 591,646,2° 468,4+16,7¢  429,2+2,8¢
Ukupni polifenoli 1948,4+31,12  274,4+18,89 261,1+4,0° 740,1+13,9° 697,6+6,8°  487,4+21,3° 444 ,3+3,0°

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli€itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.

Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3)..
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Slika 30 Postotak polifenola oslobodenih iz kozice plodova jabuke nakon simulirane probave u ustima,

Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz dodatak B-glukana. A- ‘Zlatna Zimska Parmenka’; B- ‘Citronka’; C-

‘Kolacara’; D- “ldared’
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4.5.2. Simulirani probavni proces mesa plodova jabuka bez i s dodatkom B-glukana

Tablica 23 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu plodova jabuke 'Zlathe Zimske Parmenke' nakon
kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, zeludcu i
tankom crijevu bez ili uz dodatak 3-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
gll3ue kZaE-a B-glukan g?l?kza[?l; B-glukan gl?L?kZaE-a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 54,345,223 12,6+0,0° 12,2+1,4° 55,3+7,02 49,3+2,62
(-)-epikatehin 18,1+2,3° 4,9+0,34 5,0+1,44 21,2+0,82 17,2+0,2° 9,340,7°¢ 6,5+1,3¢d
procijanidin B1 56,115,82 7,4+1,2¢ 11,5+0,7¢ 34,3+1,9° 34,0+0,1° 37,5+1,00 37,3+0,4°
procijanidin B2 30,9+1,12 5,4+0,8¢ 6,0+0,14 16,1+0,4° 16,0£0,2° 28,7+0,4° 28,1+0,2°
Ukupno 159,342,223 30,4+2,0¢ 34,3+3,7¢ 126,9+10,0° 116,7+3,3° 75,5+1,0° 72,0+1,6°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 9,9+1,02 4,3+0,0° 4,1+0,5° 8,7+1,22b 7,7+0,8° 3,410,7¢ 2,5+0,2°
floretin-2-ksiloglukozid 29,2+1,52 16,5+0,1°¢ 17,3+1,0° 28,6+1,82 23,9+2,1° 14,8+0,8° 14,5+1,0°
Ukupno 39,14£2,32 20,840,1¢ 21,5+1,5¢ 37,412,62 31,6+2,9° 18,2+1,4°¢ 17,1+1,2°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 298,6+5,12 79,840,0° 83,8134 201,249,7° 171,1+1,0¢ 142,3+3,1¢  135,8+0,9¢
izomer klorogenske kiseline 35,5+0,22 4,8+0,14 3,8+0,2¢ 29,8+2,0° 26,4+0,4°¢ 31,4£0,9° 32,9+0,6°
p-kumaroilkina kiselina 36,913,42 11,1+0,1¢ 10,9+0,5°¢ 19,3+0,6° 17,0£0,2° 12,2+1,6° 11,2+0,4°
Ukupno 371,1£7,92 95,8+0,0° 98,7+3,5° 250,316,0° 214,646,3° 185,841,849  179,9+2,3¢
Ukupni polifenoli 569,6+12,02 147,0+0,3¢  154,548,0° 414,6+17,4> 362,9+11,5° 279,7+0,9¢ 269,1+4,3¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli€ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3)

Tablica 24 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu plodova jabuke 'Citronke' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz

dodatak B-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
g?t?kzag-a B-glukan g?t?kzaﬁ:a B-glukan g?l?kzaﬁ:'a B-glukan
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 7,4+0,82 2,4+0,45¢ 0,7+0,3¢ 4,60,73> 3,7+0,20 6,9+1,32 3,240,8b¢
floretin-2-ksiloglukozid 4,8+0,82 1,4+0,4° 1,60,2° 2,5+0,1° 2,4+0,3° 2,5+0,1° 1,9+0,6°
Ukupno 12,2+1,32 3,8+0,3¢d 2,3+0,5¢ 7,1£0,65¢ 6,1+0,4bc4d 9,4+1,43b> 5,1%1,3¢d
Fenolne kiseline
derivat klorogenske 4,6+0,7° 5,9+0,52
klorogenska kiselina 180,6+7,52 57,6+1,9%¢  40,445,3° 93,2+3,5° 85,6+4,3b¢ 70,4+6,9¢4 67,7+9,5¢4
izomer klorogenske kiseline 23,7+2,82 6,9+0,8¢cde 4,2+0,5¢ 12,242 1 9,9+0,6°¢ 9,1+0,3bcd 9,2+0,20cd
p-kumaroilkina kiselina 5,8+1,22b 4,8+0,13> 2,7+0,1b¢ 6,7+2,02 5,6+1,120 1,7+1,5¢ 1,3+0,1¢
Ukupno 210,1+5,92 69,3+10,89¢ 47,4441  112,148,7°  101,2+4,4°¢  854+54bcd 84, 2+9 5ded
Ukupni polifenoli 222,415,82 73,1£10,89¢ 49,745  119,2+9,3>  107,316,4°°¢ 94,8+2,2¢4 89,3+9,3¢4

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3).
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Tablica 25 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu plodova jabuke 'Kolaare' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz
dodatak p-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
g?uekzaﬁ_a B-glukan g?l?kzal?l; B-glukan gl?L?kZaE-a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 50,946,72 4,7+0,6° 3,1+0,4¢ 11,5%4,1° 10,5+3,8°
(-)-epikatehin 19,1+2,42 1,5+0,4° 0,2+0,2° 0,5+0,7° 0,9+1,4°
procijanidin B1 52,7+1,82 4,3+0,1° 4,1+0,1° 12,4+0,8° 11,9+0,2°
procijanidin B2 29,3+1,72 4,1+0,0° 4,0+0,1° 10,7£0,1° 10,8+0,2°
Ukupno 152+8,22 14,6+1,1° 11,4+0,6° 35,3+3,7° 34,1454
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 11,6+2,22 2,3+0,4b¢ 1,2+0,1°¢ 2,9+0,70¢ 4,3£0,7° 9,1+1,32 11,5+1,22
floretin-2-ksiloglukozid 18,1+3,22 2,2+0,5¢4 1,3+0,44 3,2+0,1¢d 6,2+0,9°¢ 4,3+1,9%4 7,3%0,10
Ukupno 29,615,42 4,6+0,94¢ 2,5+0,5¢ 6,4+0,4%¢ 10,4+1,3b¢ 13,4+2,2b¢  18,8+1,2°
Fenolne kiseline
derivat klorogenske 8,80,7° 15,9+2,22
derivat klorogenske 4,0+1,42 5,5+1,62
klorogenska kiselina 236,2+45,7°2 37,0+£7,8%4  24,6+1,7¢¢  70,9+3,3P¢ 87,7+12,3° 20,8+0,0¢  36,2+2,8°¢
izomer klorogenske kiseline 30,9+3,62 6,6+1,2 5,2+0,59 12,7+1,90¢ 16,8+0,9° 8,5+2,1¢d 18,4+1,7°
p-kumaroilkina kiselina 28,5+7,0@ 4,5+0,8¢ 4,0+0,1°¢ 10,3+2,0°¢ 9,7+0,9¢ 3,3+0,4¢ 4,2+0,4°¢
Ukupno  295,7,64+56,12 48,1+7,6° 33,7+1,9¢ 93,9+1,9°¢  114,1£10,0° 45,4+3,4°  80,2+1,3b°
Ukupni polifenoli 477,3£53,72 67,2+9,5° 47,8+2,4° 135,4+3,1>  158,7+12,8° 58,9+5,3¢ 99,141 4b¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3)

Tablica 26 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu plodova jabuke 'ldared' nakon kemijske i enzimske
ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz
dodatak B-glukana

Prije probave Usta Zeludac Tanko crijevo
gI?ue kza[ri:a B-glukan gB|Ue kza[ri:a B-glukan gl?L? kza[rg{a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 1,5+0,1° 0,3+0,1¢ 0,4+0,1¢ 2,6+0,22 2,5+0,22
procijanidin B1 25,3+0,12 4,0+0,1¢ 4,0+0,1° 11,5£0,1° 11,6+0,1°
procijanidin B2 25,840,12 4,0+0,0¢ 4,0+0,0¢ 13,9+0,4° 13,0+0,4¢
Ukupno 52,6+0,12 8,4+0,0¢ 8,4+0,14 28,1+0,5° 27,140,2¢
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 3,5+0,2° 1,1+0,29 0,9+0,3¢ 2,9+0,5b¢ 2,5+0,3¢ 5,1+0,1° 5,0+0,12
Ukupno 3,5+0,2° 1,1+0,2¢ 0,9+0,3¢ 2,9+0,50¢ 2,5+0,3° 5,1+0,1° 5,0+0,12
Fenolne kiseline
derivat klorogenske kiseline 0,6+0,22 0,6+0,22
klorogenska kiselina 23,0+1,32 7,3+1,3¢ 6,7+0,7¢4 11,4+0,8° 11,1£0,0° 3,4+0,6° 4,5+0,6%¢
izomer klorogenske kiseline 5,7+0,12 1,5+0,1¢ 1,5+0,c 3,5+0,4° 3,70,7° 2,1+0,93¢ 3,0+0,6°
p-kumaroilkina kiselina 3,5+0,6°2 1,4+0,204 1,3+0,5°4 2,3+0,4b¢ 2,9+0,62° 2,0+0,5b¢ 3,3+0,12
Ukupno 32,34+2,02 10,3+2,1¢d 9,8+0,6¢4 17,2+0,3° 17,8+0,8° 8,2+1,1¢ 11,5+0,5¢
Ukupni polifenoli 88,3+2,52 19,8+1,8¢° 18,8+1,8° 48,3+2,8P 47,4+11,50 13,4£1,19  16,6+0,6¢,9

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisti¢ke razliite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
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=3)

Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n
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Slika 31 Postotak polifenola oslobodenih iz mesa plodova jabuke nakon simulirane probave u ustima,

> D- “ldared’

¢ara

Zeludcu i tankom crijevu bez ili uz dodatak B-glukana. A- ‘Zlatna Zimska Parmenka’; B- ‘Citronka’; C-
‘Kola
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4.5.3. Simuliran probavni proces plodova crne bazge bez i s dodatkom B-glukana

Tablica 27 Koli€ine polifenola (mg/kg svjeZze mase) u plodovima crne bazge nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te
oslobodena nakon simularane probave u ustima, zeludcu i tankom crijevu bez ili uz dodatak p-glukana

Prije probave

Usta

Zeludac

Tanko crijevo

Bez 3-glukana B-glukan Bez 3-glukana B-glukan Bez 3-glukana B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-glukozid 1280,7+85,92 254,4+10,4° 236,9+12,0° 407,1+40,1° 364,3+3,7° 8,7+1,9¢ 2,142,0¢
cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid 3055,8+189,72 931,1+56,6°¢ 861,5+22,24 1273,4+74,8° 1083,8+15,6°°¢ 808,1+10,79  544,6+29,7%¢
cijanidin-3-sambubiozd 3962,4+240,32 883,3+44,1¢4 826,6+35,6¢ 1416,7£115,7° 1197,3+5,0°° 93,945,7¢ 45,843,1¢
Ukupno 8299+515,92 2068,8+79,9%4 1925,0+66,0¢ 3097,2+230,6° 2645,5+16,9°°¢ 910,7+16,9¢ 591,84+24,7¢
Flavan-3-oli
(+)-katehin 408,8+26,92 161,5+1,2¢ 165,6+13,3°¢ 242,6+0,5° 223,846,5°
Ukupno 408,8+26,92 161,5+1,2¢ 165,6+13,3°¢ 242,60,5° 223,816,5°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 419,1+0,32 78,414,6°%4 66,2+5,4¢ 74,516,6° 88,5+5,5° 110,7+4,4° 110,2+3,5°
neoklorogenska kiselina 107,5+2,12 30,3+2,3¢ 29,7+1,3¢ 59,7+1,6° 61,245,1°
Ukupno 526,6+2,22 108,7+6,1°¢ 95,946,1°¢ 134,2+6,0° 149,7+£10,1° 110,744 ,4¢ 110,2+3,5°¢
Flavonoli
kverecetin-3-rutinozid 2860,9+26,32 864,3+57,3%¢ 793,0+£15,3¢ 1167,9+138,6° 966,5+21,1¢4 1119,115,4°¢  928,2+18,94¢
kvercetin-3-glukozid 69,3+3,42 20,9+1,04 20,4+0,6¢ 26,1+0,3°¢ 31,33,7¢ 58,4+1,7° 52,7+0,4°
Ukupno 2930,2+28,22 885,2+58,3¢¢ 818,5+7,44 1194,0£138,9° 997,84+22,8¢ 1177,545,4° 980,5+13,2¢
Ukupni polifenoli 11755,8+543,82 3224,8+139,8¢ 3000+63,3° 4604,6+604,6° 4016,9+26,4° 2191,2+35,1¢

1682,9+36,1¢

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisti¢ke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.

Ekstrakti su pripremljeni 3 puta, simulirana probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu je provedena 3 puta, a mjerenje jedan put (n=3).
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Slika 32 Postotak polifenola oslobodenih iz plodova crne

bazge nakon simulirane probave u ustima, Zeludcu i

tankom crijevu bez ili uz dodatak B-glukana
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4.6. Usporedba simuliranog procesa probave sa i bez B-glukana
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Slika 33 Koli¢ine ukupnih polifenola (mg/kg voc¢a) oslobodenih iz
koZice jabuke (A), mesa jabuke (B) i plodova crne bazge (C) nakon
simulirane probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu
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Slika 34 Koli¢ine polifenolih skupina (mg/kg voca) oslobodenih iz kozZice i mesa plodova Cetiri kultivara jabuke
nakon simulirane probave u ustima (A), Zzeludcu (B) i tankom crijevu (C)
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Slika 36 Primjena analize glavnih komponenata na koli¢ine svih
polifenolnih skupina nakon simulirane probave u ustima, Zeludcu |
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4.7. Kinetika simuliranog procesa probave

Tablica 28 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeZe mase) u koZici tradicionalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon
simulirane probave u Zeludcu u razli€¢itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak B-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave  Bez B-glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan Bez 3-glukana B-glukan Bez 3-glukana B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 13,2+3,6° 4,6+1,2° 5,1+1,3° 4,2+0,8° 7,3+1,4° 5,3+0,4° 5,8+0,1° 4,0+0,8° 4,9+0,4° 4,8+0,3° 5,1+0,3°
Ukupno 13,2+3,6° 4,6+1,2° 5,1+1,3° 4,2+0,8° 7,3+1,4° 5,3+0,4° 5,8+0,1° 4,0+0,8° 4,9+0,4° 4,8+0,3° 5,1+0,3°
Flavan-3-oli
(+)-katehin 281,1+3,12 87,3+7,00 126,7+12,9%¢ 108, +8,0° 145,342 ,90° 151,3+4,0° 142,0£0,10°4 146,7+2,9°¢ 141,3+5,3b¢4 131,848,309 115,315,3°f
(-)epikatehin 166,8+9,62 67,0+1,9° 72,3+4,1° 80,0+6,0° 78,1+3,2° 76,2+2,2° 74,0+1,2° 70,7+4,1° 72,9+3,2° 70,0+0,4° 68,5+0,6°
procijanidin B1 123,6+5,12 44,3+2 5° 54,3+2,9° 46,1£0,3%¢ 54,1+0,2°¢ 56,0+1,3° 53,3+0,4"¢ 54,60,8° 51,9+0,9°¢d 52,0+1,0°¢ 48,2+1,6%%¢
Ukupno  571,511,4° 200,6+11,4° 253,3+19,9%¢ 234,6+9,7¢ 277,544 ,4b° 283,5+7,0° 269,3+1,10° 271,9+4,7°° 261,1+2,8°° 253,9+8,9%4 232,0+7,5¢
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid ~ 342,9+13,72 200,2+21,3¢% 196,0+2,3¢ 215,7+36,70° 232,9+9,0°° 239,4+9,4° 230,9+4,4°¢4 212,9+11,50¢4d 214,8+13,8b¢4 212,9+8,7>cd 206,9+3,3¢d
floretin-2-ksiloglukozid 63,7+10,2° 41,7+6,1°¢ 30,7+0,8¢%¢¢ 42,7+1,0° 34,8+1,6¢ 33,0+1,7°¢ 26,9+0,3%° 32,5+0,2¢°¢ 22,0+0,18f 22,8+4,8°%f 12,5+1,7°
Ukupno  406,6423,9°  241,9+10,7°cde 226,7+1,0%¢ 285,4+26,7°° 267,7+7,5°4 272,4+11,1bc4 258,7+1,7°¢4 245,4+7,9Pcde  236,8+13,8>04¢ 235 8+12,4°d¢ 219,4+5,0°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina  174,1+14,9° 132,043,7°°¢ 139,240,8°°¢ 140,2+4,6°° 142,3+3,6° 141,8+0,7°° 143,442 ,4° 136,1+5,10°¢ 137,843,4°°¢ 133,0+4,8°° 127,7+4,3°
Ukupno  174,1£14,92 132,043,7°¢ 139,2+0,8°¢ 140,2 +4,6°° 142,3+3,6°° 141,8+0,7°°¢ 143,4+ 2,4° 136,1+5,10¢ 137,8+3,4°¢ 133,044,8°° 127,7+4,3°
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid  169,6+10,62 117,4+34,8° 131,5+7,2° 115,8+27,3° 140,7+9,4%° 135,4+2,5%P 140,8+1,02° 120,6+13,4° 135,0+3,8% 131,8+15,8° 128,7+3,9°
kvercetin-3-glukotid  309,7+17,82 115,4+28,4° 121,146,5° 128,2+0,7° 127,149,32 126,7+1,82 129,7+1,7° 114,5+13,3° 124,7+0,8? 129,2+11,9° 125,4+4,8°
derivat kvercetina 165,618,72 64,6+1,4° 82,3+6,1° 72,5+18,0°¢ 85,2+7,0° 79,94 ,8P¢ 86,7+2,3° 79,1£3,5¢ 86,9+0,8° 76,8+7,5¢ 75,3+4,2°¢
kvercetin-3-ksilozid 218,7+8,9° 112,9+44,9° 134,1£12,1° 111,5+51,4° 150,1+9,8° 150,3+1,7° 147,2+0,2° 133,3+9,4° 138,5+2,9° 135,5+10,7° 131,6+3,4°
kvercetin-3-ramnozid 85,6+3,62 38,2+7,3° 39,1+4,1° 41,8+11,4° 46,7£0,1° 46,8+1,1° 45,7+0,3° 41,2+3,1° 41,8+0,3° 41,2+2,2° 39,4+0,9°
Ukupno  949,2+40,72 448,6+82,6° 508,1+34,1° 469,9+76,1° 549,8+25,2° 539,1+2,4° 550,1+ 1,4° 488,8+30,2° 526,9+4,4° 514,5+47,8° 500,4+16,9°
Ukupni polifenoli 2114,9+69,82 1027,7+88,8° 1132,6+55,4>¢  1107,4+109,2°¢  1244,6 +30,8° 1242,1+16,9° 1226,8+2,0° 1146,3+44,9°° 1167,9+11,1°¢  1142,1+65,8>°  1084,9+24,2°°

KoZica plodova jabuke 'Kolacare’
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05..
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Tablica 29 Koli€ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici tradicionalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena
nakon simularane probave u tankom crijevu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak 3-glukana

Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid

floretin-2-ksiloglukozid
Ukupno

Fenolne kiseline
klorogenska kiselina
Ukupno

Flavonoli

kvercetin-3-galaktozid
kvercetin-3-glukotid
derivat kvercetina
kvercetin-3-ksilozid
kvercetin-3-ramnozid
Ukupno

Ukupni polifenoli

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave gIIBL?kZaE_a B-glukan g?sza% B-glukan Bez B-glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan g?uekza?]-a B-glukan
342,9+13,78  193,7£16,1°¢ 197,9+0,8° 192,245 4°¢ 190,5+4,9°¢4 168,55,19°f 174,2+10,2¢%¢f 182,242, 0bcde 173,57,7%48f 155,045,5 164,5+6,9°f
63,7+10,2° 6,1+3,8%4 9,9+2,6bcd 7,2+0,9°¢ 6,9+0,5°¢ 17,945,85° 23,2+2,3°
406,6+23,92 199,8+17,9° 207,9+1,2° 199,446,1°¢ 195,6+3,5°¢ 186,416,7°°4 197,4+8,8°¢ 182,241,404 173,545,5048f 155,045,5 164,5+4,9°f
174,1£14,92 26,5+0,8°¢ 17,6x1,75¢ 20,3+1,6°¢ 16,0+8,8°¢ 15,9+0,4%4 14,00,4%¢ 37,4+0,8° 25,1+1,9bcd 24,0+0,10cd 12,2+0,1¢
174,1£14,92 26,5+0,8°¢ 17,6x1,7°4 20,3+1,6°¢ 16,0+8,8°¢ 15,9+0,4°%4 14,0+0,4°%4 37,4+0,8° 25,1+1,90cd 24,0+0,10cd 12,2+0,1¢
169,6+10,62 90,6+5,8°¢ 76,7+6,3% 89,1+6,1°¢ 77,611,094 74,7+0,5% 71,046,1° 114,0+5,0° 96,6+4,5°¢ 78,6+2,8%¢ 66,9+9,2°
309,7+17,8°2 82,4+1,0°¢ 72,316,0° 85,85,2°¢ 74,5+12,2¢ 76,848,8° 64,118,0° 102,445,2° 84,9+5,0°¢ 73,7+3,6° 70,5+7,2°
165,648,72 67,1%4,3%¢ 55,8+2,9%¢f 62,0£3,1°4¢ 55,8+7,4%¢f 54,8+2,24ef 51,6+5,1°f 76,9+1,9° 64,5+3,0°¢ 47,419 45,2+0,7°
218,7+8,9° 112,045,70° 94,418,3%¢ 106,1+4,9°%4¢ 93 9+13,6°%¢ 93,7+1,8%¢ 88,5+8,5° 123,9+0,7° 109,0+4,1°<d 98,0+3,8%¢° 93,16,7¢%°
85,6+3,6° 34,0£2,6° 33,2+4,4° 34,4+0,9° 31,4%2,0° 32,8+4,9° 29,8+2,7° 36,9+0,4° 34,3+1,3° 36,8+1,7° 35,9+0,9°
949,2+¢40,7°  386,1+13,5°  330,5+15,5% 377,4+18,4° 333,3+32,7%¢  332,9+14,0°¢ 304,5+25,9¢ 454,1+9,6° 389,9+17,1¢  334,4+11,0%¢  311,6+18,6¢
2114,9+69,8° 618,2+39,4°¢ 556,1+15,6°%¢ 597,1+17,7°°4  544,9+35,5°4¢ 535 3+19,504¢ 515,9+29,3%¢ 673,7+10,6° 587,9+21,17°4 513,4+13,6%¢  488,3+22,5°

KoZica plodova jabuke 'Kolacare’
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli€itim slovima su statisticke razli€ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05..
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Tablica 30 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu tradicionalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te
oslobodena nakon simularane probave u Zeludcu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak 3-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
pr'cD)tr)igeve gIIBL?kZaE_a B-glukan g?lsza[rglé B-glukan g?l?l(za?\;a B-glukan gllaL?kzaE]_a B-glukan gIIBL?kZaE]_a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 50,946,72 10,4+0,5° 11,8+1,2° 11,2+0,8° 9,8+1,3° 11,941,2° 9,9+2,3° 10,4+0,6° 8,410,9° 9,110,5° 8,4+0,6°
(-)-epikatehin 19,1+2,4° 0,4+0,0° 0,4+0,0° 0,10,0° 0,2+0,0° 0,9+0,0° 0,5+0,7° 0,9+1,4°
procijanidin B1 52,7+1,82 13,5+0,1° 13,3+0,4° 12,8+0,2° 12,5+0,1° 12,5+0,4° 12,8+0,6° 12,8+0,5° 12,5+0,7° 12,4+0,8° 11,9+0,2°
procijanidin B2 29,3+1,72 11,6+0,1° 11,8+0,1° 11,7+0,1° 11,7+0,1° 11,4+0,3° 11,1£0,2° 11,1£0,2° 11,0£0,1° 10,7+0,1° 10,8+0,2°
Ukupno  152,048,22 35,5+0,5° 36,9 £1,2° 35,90,7° 34,2+1,0° 35,8+0,8° 33,929 34,3+1,0° 32,3+1,5° 32,7+1,8° 31,1+0,4°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 11,6+2,22 2,1£0,7bcd 2,3+0,3bcd 3,4+0,7°%¢ 4,2+0,3b¢ 1,4+0,3¢ 1,5+1,3¢ 1,6+1,5% 1,4+0,9¢ 2,9+0,7bcd 4,3+0,7°
floretin-2-ksiloglukozid 18,1£3,2° 1,7 £1,0° 2,6+1,3° 3,9+1,0°¢ 1,2+0,2° 2,0+0,4° 2,9+1,1b¢ 2,0+0,9° 1,9+1,4° 3,2+0,1b¢ 6,2+0,9°
Ukupno 29,745,42 3,8 +1,2° 5,0+1,1b¢ 7,4+1,25¢ 5,4+0,3%¢ 3,4+0,1° 451,7° 3,7¢1,7¢ 3,3+1,8° 6,1+0,6°¢ 11+1,9°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina  238,2+38,42 73,93,9° 70,618,6° 84,6+5,5° 75,514,9° 76,117,1° 53,7+12,8° 67,8+8,2° 48,7+12,6° 70,9+2,3° 87,7£12,3°
izomer klorogenske kiseline 30,9+4,22 13,1+1,0004 15,610,404 16,2+0,75° 15,1+0,4004 15,342,204 13,311,204 12,6+0,2%4 11,7+1,3¢ 12,7+0,9%¢ 16,8+0,9°
p-kumaroilkina kiselina 28,5+7,42 11,2+0,8° 10,1+1,2° 10,72,4° 10,4+1,3° 10,8+0,3° 10,1+0,2° 9,7+1,5° 10,1+1,8° 10,3+1,4° 9,7+0,9°
Ukupno  295,7+56,12 98,2+4,2° 96,4+7,2° 111,545,1° 101,0£2,2° 102,2+3,4° 77,3+9,1° 90,2+7,0° 70,619,6° 93,9+1,9° 114,1£10,0°

Ukupni polifenoli 477,3+£53,7° 137,6%7,2° 138,6+9,4° 154,8+7,0° 140,6+2,8° 141,5+3,9° 115,6+12,5° 128,2+9,7° 106,2+12,6° 132,8+1,1®  155,6+11,6°

Meso plodova jabuke Kolacare'
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli€itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05.
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Tablica 31 Koli€ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu tradicionalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te
oslobodena nakon simularane probave u tankom crijevu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak -glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije Bez (- ~ Bez B- ~ Bez B- ~ Bez B- ~ Bez B- ~
probave glukana B-glukan glukana B-glukan glukana B-glukan glukana B-glukan glukana B-glukan
Dihidrokalkoni

floretin-2-glukozid 11,6+2,2° 7,5+0,80¢¢ 8,411,6°¢ 5,3+0,9%¢ 5,410,3%¢ 5,3+0,3%¢ 5,4+0,3%¢ 5,7+0,3%d¢ 3,3+0,1° 9,1+1,32b 11,5+1,2°

floretin-2-ksiloglukozid 18,1+3,2° 4,7+0,2cd 6,2+0,6"° 1,910,1¢ 2,2+0,6° 2,5+0,2¢ 2,4+0,3¢ 2,3+0,1¢ 3,9+0,8¢°¢ 4,3+1,9bcd 7,3+0,1°
Ukupno 29,745,42 12,241,004 14,7+1,70° 7,2+0,6¢ 7,7+0,7¢ 7,80,34 7,8+0,4¢ 8,1+0,3¢ 7,2+0,7¢ 13,412,2° 18,8+1,2°
Fenolne kiseline
izomer klorogenske kiseline 1 5,7+1,0%° 8,4+0,4%° 6,2+0,8%° 6,4+0,1° 7,0£0,2° 9,2+1,12P 17,0+0,9° 13,5+0,32 8,810,732 15,9+2,22
izomer klorogenske kiseline 2 1,4+0,1°%4 1,7+0,6% 0,2+0,1¢ 0,1+0,0¢ 0,10,1¢ 0,5+0,2¢ 4,1+0,83° 4,7+0,5° 4,0+1,4° 5,5+1,6°
klorogenska kiselina  238,2+38,4° 51,3+0,3° 39,7+3,0°¢ 15,4+3,7°° 13,61,6°° 10,8+0,4¢ 8,7+1,2° 23,4+11,4bc 10,7+0,4°° 20,8+0,0°¢  36,2+2,8°°
izomer klorogenske kiseline 3 30,944,22 13,8+0,4° 13,3+0,9° 7,7+0,9° 7,2+0,9° 6,7+0,7° 7,0+1,1° 16,3+0,6° 10,6+0,7° 8,56+2,1° 18,4+1,7°
p-kumaroilkina kiselina 28,5+7,42 4,8+0,7° 3,8+0,7° 2,0£0,1° 1,8+0,3° 2,7+1,0° 2,7+0,1° 1,940,1° 3,4+0,1° 3,3+0,4° 4,2+0,4°
Ukupno  295,7+56,12  77,0%0,1°° 66,9+3,1°¢ 31,5+1,5°¢ 29,140,1° 27,3+1,0° 28,2+0,1° 62,7+13,5°¢ 42,9+1,5b° 45,5+3,4°°  80,2+1,3°
Ukupni polifenoli 477,3+£53,72 89,2+0,9° 81,6+1,5P° 38,7+2,1¢ 36,840,6° 35,140,7° 36+0,3¢ 70,8+13,2°¢ 50,2+2,1P¢ 58,915,3"¢ 99,1+1,4°
Meso plodova jabuke 'Kolacare'

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05
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Tablica 32 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici komercijalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te
oslobodeni nakon simulirane probave u tankom crijevu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak 3-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave giIBL?I(ZaE:’:l B-glukan Bez B-glukana B-glukan g?l?kza[:\-a B-glukan gllaszaﬁ_a B-glukan gIIBL?kZaE]-a B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-galaktozid 145,8+0,62 16,1+0,8°° 14,3+1,3° 17,9+0,6° 14,041,7°4 11,7+0,3% 10,8+0,9° 11,6+1,4¢ 7,9+1,2f 4,8+0,49 3,8+0,3¢9
Ukupno 145,8+0,62 16,1+0,8°° 14,3+1,3° 17,9+0,6° 14,041,7°4 11,7+0,3% 10,8+0,9° 11,6+1,4¢ 7,9+1,2f 4,8+0,49 3,8+0,3¢9
Flavan-3-oli
(+)-katehin 69,2+2,72 26,0+1,70cde 31,2+0,0°¢ 27,0 2,9b¢d 21,7+1,1¢d 19,1£1,2¢¢ 16,4+0,7° 35,7+4,3° 22,7+0,5%4¢ 24,7+3,004¢ 24,3+1,7°4¢
procijanidin B1 87,3+5,6° 27,0£2,2¢ 26,8+0,20¢ 27,3+0,4b¢ 27,2+0,2¢ 25,7+0,4° 25,1+0,1° 29,6+0,6° 26,0+0,3° 24,4+0,4° 24,6+0,1°
procijanidin B2 133,944,02 36,614,0° 31,0+0,2¢¢ 33,91,70¢ 33,2+0,50¢ 29,0+0,4¢ 30,6+0,9°¢ 37,6+1,9° 35,2+0,3%¢ 36,1+0,4° 33,5+3,0°c¢
Ukupno  290,2+6,22 89,6+3,2° 89,1+0,0° 88,2+2,5° 81,9+1,7¢d 73,7+2,0%¢ 72,2+0,5° 103,046,7° 83,9+0,1° 85,3+2,5° 82,5+3,5°¢
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 60,2+1,22 22,5+1,9° 15,2+0,3% 13,5+0,6"9 17,1£1,9% 19,2+1,6¢ 14,9+1,5°f 27,4+1,9° 13,442,7%9 19,2+2,0¢ 10,7+0,49
Ukupno 60,2+1,22 22,5%+1,9° 15,2+0,3°" 13,5+0,6"9 17,1+1,9% 19,2+1,6¢ 14,9+1,5°f 27,4+1,9° 13,4+2,7%9 19,2+2,0¢ 10,7+0,4¢
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 94,615,42 14,4+1,7°° 11,0+0,6%¢ 15,3+0,1° 14,2+0,8°° 10,9+0,7°¢ 9,5+0,8° 15,6+0,5° 13,3+0,5P¢4 12,3+0,9°<4 9,3+0,6°
Ukupno 94,6+5,4° 14,4+1,7°° 11,0£0,6%¢ 15,3+0,1° 14,2+0,8°° 10,9+0,7°4 9,5+0,8° 15,6+0,5° 13,3+0,50¢4 12,3+0,9°°4 9,3+0,6°
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid ~ 417,316,22 141,0£22,7° 157,3+14,7° 145,9+2,5° 151,9+8,3° 136,6+6,0° 147,8+0,5° 149,3+6,9° 143,244,6° 140,75,3° 141,9+0,9°
kvercetin-3-glukotid ~ 161,9+10,3%7  151,7+7,82b¢  169,4+0,5*°  140,3+25,9°%¢ 106,7+6,6°  113,6+22,0%¢  120,2+12,3%¢ 180,2+2,22 160,4+13,9%0°  141,4+8,6°°¢  142,9+3,6°4
derivat kvercetina 1 79,5+2,12 18,6+3,3%9 17,2+0,3¢ 16,9+0,6¢ 29,6+2,6° 30,7+1,2° 29,5+1,6°¢ 19,0£0,2%¢ 20,8+1,7°f 25,9+1,1¢°d 23,2+0,5%¢
derivat kvercetina 2 63,6+3,12 16,8+3,4° 12,2+2,0%4 16,9+0,9° 10,8+1,6¢ 16,0+0,8°° 10,9+0,6¢ 12,5+2,2¢4 17,5+0,4° 19,9+0,5° 12,1+0,6%4
kvercetin-3-ksilozid ~ 379,3+5,12 128,4+10,5° 147,9+14,2° 139,244,8°° 141,4£0,9°¢  133,1%1,8°¢ 134,416,2°° 147,9+7,3° 138,5+2,9°¢ 146,2+0,7° 135,9+2,10¢
kvercetin-3-ramnozid ~ 254,6+11,82 133,747,6° 143,249,4° 151,4+3,7°¢ 144,1+£11,8>¢  140,1+10,45¢ 144,0+2,9°¢ 158,7+7,5° 138,9+1,50¢ 144,3+3,7°° 135,6+2,8°
Ukupno 1357,5£23,82 589,9+17,4°¢  647,3+40,1°¢ 601,1+26,3>°¢ 584,5+23,1%¢  569,8+29,1¢  586,9+14,6°¢ 667,8+25,2°  625,8+24,8°¢  618,5+12,7°%4  591,5+6,2°¢
Ukupni polifenoli 1948,4+31,1%  732,6420,0°¢ 776,9+42,7°¢  736,2+27,6°¢  711,8+22,8°¢  685,5+29,5¢ 694,3+14,5¢ 825,4+29,8° 743,4+24,9%4  740,1%£13,9%¢ 697,9+6,8¢

KoZica plodova jabuke ‘Idared’

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)

Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05.
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Tablica 33 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u kozici komercijalnog kultivara jabuke nakon kebmijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te
oslobodena nakon simularane probave u tankom crijevu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak 3-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave Bez B- Bez B- Bez B-
glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan glukana B-glukan glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid 60,2+1,22 30,2+3,1° 19,5+0,5%¢ 20,243,5° 15,9+0,8%¢ 14,940,004 12,9+6,3¢% 11,1%1,9¢ 11,1£3,5¢ 16,3+4,8° 12,6+0,3%4
Ukupno 60,2+1,22 30,2+3,1° 19,5+0,5% 20,2+3,5° 15,9+0,8%4 14,9+0,0%4 12,946,3°4 11,1%1,9¢ 11,1+3,5¢ 16,3+4,8°%4 12,6+0,3%4
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 94,615,42 4,7+0,4° 2,3+0,4° 2,3+0,4° 2,3+0,0° 1,8+0,0° 2,5+0,2° 1,910,5° 2,2+0,0° 2,8+0,2° 2,6+0,1°
Ukupno 94,645,42 4,7+0,4° 2,3+0,4° 2,3+0,4° 2,3+0,0° 1,8+0,0° 2,5+0,2° 1,9+0,5° 2,2+0,0° 2,8+0,2° 2,6+0,1°
Flavonoli
kvercetin-3-galaktozid ~ 417,3+6,2? 116,6+7,0° 91,142,3° 83,7+3,1°¢ 59,5+4,1f 91,4+0,0° 54,0+2,6"9 72,241,7° 43,3459 87,349,0° 74,1£3,3%¢
kvercetin-3-glukotid ~ 161,9+10,3? 68,2+0,9¢ 58,4+12,34 111,118,9°° 110,7+14,20° 72,60,0¢ 97,816,6° 70,6+3,24 66,9+0,7¢ 114,6+0,7° 113,949,1°
derivat kvercetina 1 79,542,12 30,4+2,0° 24,5+0,2° 24,4+1,3° 20,8+0,8¢ 13,2+0,0°f 20,6+0,4¢ 10,4+0,7%9 8,62,6° 14,5+1,7° 13,2+0,6°
derivat kvercetina 2 63,6+3,12 19,0£3,20° 17,941,20° 19,9+0,9° 17,9+0,0°° 17,7+0,0°° 13,3£3,40%4¢ 15,4+2,3b0d 10,4+0,5% 11,241,7% 8,4+1,4°
kvercetin-3-ksilozid ~ 379,3+5,12 130,545,5° 121,548,5°¢ 93,9+10,9¢f 85,2+3,8' 112,8+0,0%¢ 103,3+1,6%¢ 56,4+13,69 59,2+0,49 103,444,5%° 89,8+7,7¢
kvercetin-3-ramnozid ~ 254,6+11,82 107,4%3,2° 87,7+0,1¢ 98,1+6,8°¢ 107,148,2° 109,040,0° 60,0+0,2° 48,9+8,5° 54,1+8,8° 137,4+4,2° 129,5+4,1°
Ukupno 1357,5+£23,82  471,1£9,4° 401,3+17,5° 427,1+6,6° 406,015,2° 416,7+0,0° 349,1+5,44 276,9+21,4¢ 242,6+2,1¢ 468,4+16,8° 429,1+2,8°
Ukupni polifenoli 1948,4+31,1%  505,7+6,0° 423,2+17,4¢ 449,6+3,9%4 418,8+4,8¢ 433,4+0,0¢ 364,5+9,7¢ 290,1+19,41 256,2+3,29 487,5+21,3°¢  444,4+3,0¢

Kozica plodova jabuke ‘Idared’
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli€itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05.

74



Tablica 34 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu komercijalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave)
te oslobodena nakon simularane probave u Zeludcu u razli¢itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak B-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
prlcb)gj;’:leve gIIBL?kZaE_a B-glukan g?l?l(za?\;a B-glukan g?l?l(za?\;a B-glukan g?l?kzaﬁ-a B-glukan g?uekza?]-a B-glukan
Flavan-3-oli
(+)-katehin 1,5+0,1¢ 0,8+0,0° 1,5+0,1¢ 2,8+0,1° 2,1+0,1°¢ 2,5+0,4°¢ 2,00,1¢d 2,9+0,6° 6,3+0,5° 2,610,20¢ 2,50,20¢
procijanidin B1 ~ 25,3+0,12 12,4+0,2° 12,7+0,0°° 12,9£0,1b° 13,2+0,1° 12,3£0,2° 12,4+0,1° 13,00,8° 12,240,1° 11,5+0,1¢ 11,6+0,1¢
procijanidin B2~ 25,8+0,1%  13,3%0,2%¢ 13,210,2° 14,6+0,5%¢ 15,1+0,8° 15,0+0,2° 14,8+0,1° 14,8+0,3° 19,4+1,4° 13,9+0,4%%¢  13,0%0,4°
Ukupno  52,6+0,1° 26,6+0,4° 27,4+0,2° 30,2+0,4° 30,4+0,7° 29,9+0,7° 29,3+0,3°¢ 30,8+0,6° 38,0+1,2° 28,1+0,5%  27,1+0,2°
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid ~ 3,5+0,2°¢4  3,2+0,9%°d 3,9+1,20cd 4,2+0,9cd 6,3+0,12 3,5+0,6cd 4,4+1,2b¢ 4,941,180 6,410,0° 2,9+0,5°¢ 2,5+0,3¢
Ukupno  3,5+0,2°¢¢  3,2+0,9°°d 3,9+1,20¢cd 4,2+0,9>cd 6,3+0,12 3,5+0,6c¢ 4,4+1,2b¢ 4,941,130 6,4+0,0° 2,9+0,5¢,¢ 2,5+0,34
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina ~ 23,0+1,32  14,7+0,0°° 12,2+0,0° 18,7+5,72° 20,4%0,22 15,2+1,8°° 13,410,0° 21,414,22 19,5+0,13> 11,410,8° 11,110,0°
izomer klorogenske kiseline 1 5,7+0,12 3,1x0,2° 4,1+0,7° 4,0+1,0° 3,9+0,1° 3,7+0,4° 3,5+0,1° 4,0+0,4° 3,5+0,0° 3,5+0,4° 3,7+0,4°
p-kumaroilkina kiselina ~ 3,5+0,62 2,2+0,3? 2,9+1,12 2,9+0,8? 3,1+0,12 2,8+0,8? 3,4+1,2° 3,7¢1,2° 3,60,4° 2,3+0,4° 2,9+0,6?
Ukupno  31,9#1,52  20,0+0,3%¢ 19,2+1,3¢° 25,7+5,4bcd 27 442 2P 21.8+1,5%4e  20,3+1,0%¢ 28,611,920 26,7+0,32b¢ 17,2+0,3 17,8+0,2°
Ukupni polifenoli 88,0+1,82  49,8+1,3%¢ 50,6+2,0° 59,8+5,8>¢  64,1+3,4%bc 552+ 50de 54 0+1,5%¢  64,3+1,030° 71,121,520 48,3+1,4%  47,4+0,5%¢

Meso plodova jabuke ‘Idared’

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05.
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Tablica 35 Koli¢ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u mesu komercijalnog kultivara jabuke nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije
probave) te oslobodena nakon simularane probave u tankom crijevu u razli€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak $-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
prEerija?/e gIIBL?kZaE_a B-glukan g?l?l(za?\;a B-glukan g?l?l(za?\;a B-glukan g?l?kzaﬁ-a B-glukan gIIBL?kZaE]_a B-glukan
Dihidrokalkoni
floretin-2-glukozid ~ 3,5%0,2¢  6,7+0,0°  5,4%1,4°° 6,5+0,0° 2,3+0,3° 2,6x0,2%¢ 2,5+0,0%¢ 6,2+0,0% 6,610,220 5,1%0,1¢ 5,0£0,1¢
Ukupno  3,5%0,2¢  6,7+0,0°  5,4+1,4¢ 6,5+0,0° 2,3+0,3° 2,60,2¢4¢ 2,5+0,0%¢ 6,2+0,02 6,6+0,22° 5,1%0,1° 5,0£0,1°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina  23,0+1,3%2  2,2+0,4¢ 3,2+0,9¢ 2,3+0,3¢ 3,10,7¢ 0,8+0,1¢ 0,4%0,1° 5,4+0,1° 5,1+0,3° 3,4+0,6°¢ 4,5+0,6°
izomer klorogenske kiseline 1 5,7+0,1%  1,6+0,3°  1,9+0,6%° 1,520,3%F  2,2+0,7%¢¢ 0,6+0,1"9 0,3+0,29 2,5+0,16¢d 3,240,3° 2,1+0,3%¢ 3,0+0,6°°¢
izomer klorogenske kiseline 2 1,2+£0,3"  1,9+1,0%f 1,5+0,3%f 2,3+0,5% 0,4+0,1¢ 0,2+0,2¢ 2,60,23° 3,0£0,1° 0,6x0,2°%¢  0,6+0,2%%¢
p-kumaroilkina kiselina ~ 3,5+0,6°  0,6+0,1¢  1,0£0,1°¢¢  0,9+0,1°c¢ 1,1£0,10¢ 0,8+0,1°¢¢  1,1+0,2>¢ 1,310,3° 0,80, 10 2,0+0,5%¢ 3,30,1¢¢
Ukupno 31,9#1,5° 5,6+0,69  8,0%1,4% 6,4+0,8%4 8,8+1,2° 2,7+0,2° 2,1+0,2° 11,8+0,1° 12,2+0,2° 8,2%1,1° 11,5+0,5°
Ukupni polifenoli 88,0+1,8° 12,4+0,6° 13,4+4,0° 12,9+0,7° 11,1£1,5° 5,30,1¢ 4,6+0,2¢ 18,0£0,1° 18,8+0,1° 13,4+1,1° 16,6+0,6°

Meso plodova jabuke ‘Idared’
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu sa razinom znacajnosti 0,05.
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Tablica 36 Koliine polifenola (mg/kg svjeZze mase) u plodovima crne bazge nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon simularane
probave u zeludcu u razl€itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak $-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave g?t?kzaﬁ-a B-glukan Bez -glukana B-glukan Bez -glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan Bez B-glukana B-glukan
Antocijanini
cijanidin-3-glukozid ~ 3055.8+189.7%  1680.5+34.0°  1634.7+91.0° 1542.1+26.35¢ 1389.5+11.5¢¢ 1316.8£53.9°%¢  1309.7£120.8°%¢  1528.9+669.3>¢  1260.4£53.9%° 1273.4+74.8%¢  1083.8+15.6°
c-3-s-5-glukozid*  3962.4+240.3°  1857.0+9.8°  1817.9£136.8°° 1682.3+91.9°¢de  1481.4+72 50def 1354.0+£93.0%f 1439.0£178.8%¢  1761.9+68.4>%4  1328.0+111.5°  1416.7+115.7%¢f  1197.3+5.0°
cijanidin-3-sambubiozd ~ 1280.7+85.92 517.6+23.0° 496.4+56.1°¢ 460.6+50.4°°¢ 395.8+45.20cd 357.6+46.9%¢ 396.3+73.8cd 504.0+10.3%¢ 344.8+55.9¢ 407.1+40.10cd 364.3+3.7°4
Ukupno  8299.0+515.9°  4055.1+26.9°  3949.0£283.1°  3685.0 155.8%%¢  3266.6+128.1%¢  3028.4+176.5%"  3145.0+370.4%¢" 3794.8+148.0>%¢  2933.2+213.6'  3097.2+230.6%¢"  2645.5+16.9°
Flavan-3-oli
(+)-katehin 408.8+26.9° 327.5+£12.7° 304.0+11.55¢ 298.4+17.3%¢ 262.7+16.9%def 271.5+17.0%4¢ 248.2+24.8%f 292.8+8.00cd 237.9+3.2¢ 242.6+0.5° 223.8+6.5
Ukupno 408.8+26.92 327.5+12.7° 304.0+£11.5b¢ 298.4+17.3°° 262.7+16.9%4ef 271.5+17.0%¢¢ 248.2+24 8% 292.8+8.0bcd 237.9+3.2¢f 242 .6+0.5° 223.8+6.5
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 419.1+0.3a 162.9+4.2b¢ 167.4+8.5b° 170.7+11.4b¢ 168.7+9.50¢ 159.0+13.6°¢ 159.0+11.0°¢ 184.3+4.4° 143.3+20.2° 74.5+6.64 88.5+5.5¢
neoklorogenska kiselina 107.5¢2.12 64.6+0.5° 62.8+1.6° 63.9+2.0° 60.4+1.4° 58.1+1.4° 59.2+2.7° 60.0+3.9° 58.5+1.5° 59.7+1.6° 61.2+5.1°
Ukupno 526.6+2.2° 227.5+4.2b¢ 227.5 10.1b¢ 234.6+12.3°° 229.1 9.3b¢ 217.1£14.8b° 218.2+13.7b¢ 244.3+1.8° 201.8+21.7°¢ 134.2+6.0¢ 149.7+10.1¢
Flavonoli
kverecetin-3-rutinozid ~ 2860.9+26.32  1448.3+32.4°>  1263.7+58.5° 1311.6+70.0°¢ 981.1+30.7¢f 1006.3+162.7¢%F  1184.9+39.6°¢ 1412.4+2.7° 1001.0£68.2%¢"  1167.9+138.6°%¢  966.5+21.1'
kverecetin-3-glukozid 69.3+3.82 35.242.1° 31.242.75¢ 33.2+4.0° 27.3+2.2¢ 27.3+5.0%¢ 29.2+6.6¢ 36.2+1.8° 21.8+3.1° 26.1+0.3%¢ 31.3+3.7b¢
Ukupno  2930.2+28.22  1483.5+33.9°  1294.91+61.0° 1344.8+73.45¢ 1008.1+28.5° 1088.5+£127.74¢ 1214.1+23.0%¢ 1448.7+0.6° 1022.8+49.5¢ 1194.0+138.9¢ 997.8+22.8°
Ukupni polifenoli 11755.8 543.8° 6093.7+12.9° 5778.1+350.0°  5562.8+249.3>¢  4766.8+111.2°¢ 4605.9+156.8¢ 4825.5+381.5%¢ 5780.7+157.5° 4395.7+249.2¢ 4604.6+604.69  4016.9+26.4¢

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisti¢ke razli¢ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
*cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid
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Tablica 37 Koli€ine polifenola (mg/kg svjeze mase) u plodovima crne bazge nakon kemijske i enzimske ekstrakcije (prije probave) te oslobodena nakon
simularane probave u tankom crijevu u razli¢itim vremenskim periodima, bez ili uz dodatak 3-glukana

10 minuta 20 minuta 30 minuta 60 minuta 120 minuta
Prije probave Bez p- B-glukan Bez B- B-glukan Bez B- B-glukan Bez B- B-glukan Bez B-glukana B-glukan
glukana glukana glukana glukana
Antocijanini
c-3-s-5-glukozid*  3055.8+189.7%  481.2+45.5°  411.0+£19.8° 284,7+0,04 231,10,04 172,740,0c 4 146,9+0,0, 201,840,064 612,3+23,7° 808.1+10.7° 544.6+29.7°
cijanidni-3-sambubiozid ~ 3962.4+240.32 52.2+1.5° 57.8+1.0° 30,6+0,0° 13,1+0,0¢ 13,2+0,0¢ 4,0+0,0° 13,2+0,0¢ 85,4+16,2° 93.9+5.7° 45.8+3.1°
cijanidin-3-glukozid 1280.7485.9° 8.7+1.9° 2.1£2.0°
Ukupno  8299.0+515.92  533.8+44.7°  468.8+18.7° 315,4+0,0° 244,2+0,0¢ 185,9+0,0¢ 150,9+0,0%¢ 215,0+0,0%¢ 707,4+21,1° 910.7+16.9° 591.8+24.7°
Fenolne kiseline
klorogenska kiselina 419.1£0.3? 108.6+2.8° 103.71.7° 98,7+0,0° 95,4+0,0° 101,4+0,0° 98,2+0,0° 108,9+0,0° 112,3+14,5° 110.714.4° 110.2+3.5°
Ukupno 419.1£0.32 108.6+2.8° 103.7+1.7° 98,7+0,0° 95,4+0,0° 101,4+0,0° 98,0+0,0° 108,0+0,0° 112,3+14,5° 110.7+4.4° 110.2+3.5°
Flavonoli
kverecetin-3-rutinozid ~ 2860.94+26.32 650.3+43.3°  601.8+38.8¢  390,7+31,3° 512,5+19,9¢  409,5+47,7%° 516,6+31,7¢ 520,9+37,9¢ 866,7+60,0° 1119.1+5.4° 928.2+18.9°
kverecetin-3-glukozid 69.3+3.82 41.8+£2.9° 44.2+4.6° 48,6+2,2° 48,0+9,4° 53,4+17,0° 46,6+2,8°° 46,5+7,2b¢ 52,1+7,3° 58.4+1.7° 52.7+0.4°
Ukupno  2930.2+28.22 677.7422.9°  646.0+41.2¢  439,2+16,4°  560,5+4,8°%¢ 470,5+32,5° 563,2+51,2°¢  558,2+19,5°¢ 918,8+67,3° 1177.545.4° 980.5+13.2°
Ukupni polifenoli 11755.84543.8%  1334.5£23.2° 1218.6+61.5° 957,7+15,9° 900,1+4,8°¢ 716,5+75,2¢ 812,3+75,4¢ 878,1£19,5%¢  1703,3+23,3° 2191.2+35.1°  1682.9+36.1°

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (n=3)
Srednje vrijednosti u jednom redu s razli¢itim slovima su statisticke razli€ite prema post-hoc Tukey testu s razinom znacajnosti 0,05.
*cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid
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Slika 37 Polifenolne skupine oslobodene iz kozice tradicionalne
i komercijalne sorte jabuke tijekom simulirane probave u
zeludcu i tankom crijevu. A — Antocijanini; B — Flavan-3-oli; C -
Dihidrokalkoni; D — Fenolne kiseline; E — Flavonoli
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Slika 38 Polifenolne skupine oslobodeni iz mesa tradicionalne i

komercijalne sorte jabuke tijekom simulirane probave u Zeludcu i tankom
crijevu. A — Flavan-3-oli; B — Dihidrokalkoni; C - Fenolne kiseline
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Slika 39 Polifenolne skupine oslobodene iz plodova crne bazge
tijekom simulirane probave u Zeludcu i tankom crijevu. A —
Antocijanini;

B — Flav-3-oli; C - Fenolne kiseline; D — Flavonli

Tablica 38 Standardne greSke modela dobivene primjenom
osnovnih i modificiranih kineti¢kih modela nultog, prvog i drugog
reda

Standardna greSka modela (SE)

Nulti red Prvi red Drugi red
Pocetne jednadzbe
Zeludac 751,8 133,6 84,3
Tanko crijevo 626,6 305,5 245,8
Modificirane jednadzbe
Zeludac - 75,9 85,1
Tanko crijevo - 63,0 70,0
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Slika 40 Modeliranje eksperimentalnih podataka (koli¢ina ukupnih oslobodenih polifenola

kozice jabuke u Zeludcu i tankom crijevu u ovisnosti o vremenu) (A) jednadzbama nultog,

prvog i drugog reda za simulirani probavni proces (B) i modificiranim jednadZbama prvog i
drugog reda
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Tablica 39 Parametri reakcije prvog reda za simulaciju probave polifenola plodova
jabuke i crne bazge u Zeludcu

Cek C. k ti2 *
B-glukan (mg/kg) (mglkg)  (1/min) _ (min) SE
Ukupni polifenoli
Kozica tradicionalne jabuke ) 1142,1 1170,5 0,148 47 759
+ 1084,9 1181,9 0,252 2,7 67,5
Kozica komercijalne jabuke B 740,1 7504 0,267 26 53,9
+ 697,6 725,3 0,390 1,7 47,1
Meso tradicionalne jabuke B 1328 1396 0,302 2.3 1.1
+ 155,6 131,4 0,381 1,8 21,0
Meso komercijalne jabuke ) 483 57,0 0,178 3.9 6.2
+ 47,1 59,07 0,174 4,0 8,9
Plodovi crne bazge - 4688, 1 53373 0,487 1,4 665,3
+ 4016,9 47511 0,529 1,3 659,2
Antocijanini
KoZica tradicionalne jabuke B 4.8 46 0,305 2.3 0.7
+ 5,1 5,6 0,249 2,8 1,1
KozZica komercijalne jabuke ) 48 12,4 0,489 1.4 4.8
+ 3,8 11,9 0,461 1,5 4,4
Plodovi crne bazge - 3097,2 3529,0 0,487 1,4 4491
+ 2645,5 3183,7 0,532 1,3 500,9
Flavan-3-oli
KoZica tradicionalne jabuke B 2539 269.6 0,087 7.9 16,1
+ 232,0 260,5 0,120 57 27,9
KozZica komercijalne jabuke ) 853 88,3 0,174 4.0 10,6
+ 82,2 81,9 0,208 3,3 8,3
Meso ' tradicionalne jabuke B 32,7 34.9 0,155 4.5 2.9
+ 34,1 34,3 0,199 3,5 3,5
Meso komercijalne jabuke ) 28,1 29,9 0,190 36 1.2
+ 27,1 29,6 0,223 3,1 1,7
Plodovi crne bazge - 248,7 281,4 0,493 1,4 33,9
+ 223,8 255,0 0,523 1,3 31,2
Dihidrokalkoni
Kozica tradicionalne jabuke B 2358 2533 0.234 2.9 18,6
+ 219,4 2447 0,210 3,3 19,4
Kozica komercijalne jabuke B 19,2 204 0,457 1.5 4.9
+ 10,7 14,0 0,446 1,5 2,5
Meso tradicionalne jabuke B 6.1 4.9 0,129 54 1.9
+ 11,0 10,0 0,150 4,6 4,9
Meso komercijalne jabuke B 2.9 3.9 0,159 4.3 1.0
+ 2,5 0,9 0,195 3,5 1,6
Fenolne kiseline
Kozica tradicionalne jabuke B 132,9 137.9 0,222 3.1 4.6
+ 127,7 138,3 0,330 21 6,7
Kozica komercijalne jabuke B 12,2 13,7 0434 1.6 2,0
+ 9,3 11,5 0,271 2,5 2,1
Meso tradicionalne jabuke B 93,9 99,6 0,305 2.3 838
+ 114,1 92,0 0,378 1,8 18,1
Meso komercijalne jabuke B 17,2 232 0,168 41 4.6
+ 17,8 22,8 0,176 3,9 4,1
Plodovi crne bazge - 134,2 211,56 0,423 1,6 42,2
+ 149,7 205,7 0,449 1,5 33,7
Flavonoli
KozZica tradicionalne jabuke B 5145 509,0 0,155 45 52,6
+ 500,4 532,8 0,248 2,8 28,2
Kozica komercijalne jabuke - 618,5 617,3 0,175 3,9 42,6
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Plodovi crne bazge

591,6
1022,9
997,8

607,8
1276,5
1106,7

0,287
0,520
0,537

2,4
1,3
1,3

41,9
205,9
133,3

Tradicionalni kultivar jabuke Kola¢ara', komercijalni kultivar jabuke ‘Idared’’

*SE- standardna greska modela

Tablica 40 Parametri reakcije prvog reda za simulaciju probave polifenola plodova

jabuke i crne bazge u tankom crijevu

Ceksp C- k ti2 SE
(mg/kg) (mg/kg) (1/min) (min)
Ukupni polifenoli
Kozica tradicionalne jabuke 5134 576,8 0,228 3,0 62,3
488,3 530,7 0,262 2,6 449
Kozica komercijalne jabuke 4874 398,6 0,105 6,5 67.5
4443 360,7 0,141 49 65,9
Meso tradicionalne jabuke 58,9 50.2 0,123 56 16,6
99,1 56,7 0,179 3,8 249
Meso komercijalne jabuke 13,4 121 0,300 2.3 45
16,4 12,5 0,291 2,3 55
Plodovi crne bazge 2198,9 1168,6 0,276 2,5 565,1
1682,9 1463,3 0,401 1,7 456,1
Antocijanini
Bobice crne bazge 910,7 391,3 0,263 2,6 2919
591,8 410,9 0,293 24 2334
Dihidrokalkoni
KoZica tradicionalne jabuke 155,0 154,4 0,022 31,1 10,4
1645 158,3 0,023 30,1 57
KoZica komercijalne jabuke 16,3 13,0 0,025 21,7 6.6
12,6 131 0,035 19,8 4,2
Meso tradicionalne jabuke 9,1 8.9 0,594 1.2 1.9
18,9 11,2 0,826 0,8 49
Meso komercijalne jabuke 5.1 6.1 0,431 1.6 0.7
5,0 6,1 0,431 1,6 1,2
Fenolne kiseline
Kozica tradicionalne jabuke 24,0 23,7 0,288 24 8.6
12,2 15,9 0,281 2,5 7,0
Kozica komercijalne jabuke 2,7 2,1 0,152 4,5 0,5
2,6 24 0,327 21 0,4
Meso tradicionalne jabuke 454 434 0,110 6,3 174
80,2 46,4 0,171 4,0 20,5
Meso komercijalne jabuke 8.2 8,0 0,461 1.5 2.7
11,5 10,1 0,467 1,4 21
Plodovi crne bazge 110,7 105,1 0,237 29 5,2
110,2 103,7 0,323 21 9,1
Flavonoli
Kozica tradicionalne jabuke 334,4 374,1 0,105 6,6 51,5
311,6 332,7 0,176 3,9 40,1
Kozica komercijalne jabuke 468,4 381,2 0,088 7.8 65,3
429,1 343,5 0,117 59 64,4
Plodovi crne bazge 1177.,5 653,8 0,306 2,3 287,6
980,9 738,6 0,489 1,4 178,1

Tradicionalni kultivar jabuke Kola€ara’, komercijalni kultivar jabuke ‘Idared’

*SE- standardna greska modela
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5. RASPRAVA



5.1. Ekstrakcija polifenola iz plodova jabuke i crne bazge

Upotrebljena su dva otapala za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz mesa i kozice plodova
jabuke te iz plodova crne bazge - 80 % metanol i metanol zakiseljen s HCI (0,1 %). Polifenoli su
ekstrahirani primjenom ultrazvuka u nekoliko uzastopnih ekstrakcija, a ukupni polifenoli su

odredeni Folin-Ciocalteau metodom (Tablica 6 , Slika 15).

U prve dvije ekstrakcije, pomoc¢u 80 % metanola ekstrahirano je 92 % i 100 % polifenola
koZice i mesa jabuke, a pomoc¢u 0,1 % metanola 93 % i 100 % polifenola kozZice i mesa plodova
jabuke (Slika 15 A i B). Dva koraka ekstrakcije dovoljna su za ekstrakciju polifenola iz koZice i
mesa jabuke. S obzirom na dva upotrijebljena otapala, vidljivo je da su ukupne koli¢ine
ekstrahiranih polifenola nesto vece ukoliko se upotrebljava zakiseljeni metanol, u usporedbi s 80
% metanolom (Tablica 6). No, zakiseljeni metanol moze uzrokovati hidrolizu ponekih polifenola iz
jabuke &to je u skladu veéom koli¢inom ekstrahiranih ukupnih polifenola, ali i s ranijim
istraZivanjima (Jakobek i sur., 2015; Medvidovi¢-Kosanovi¢ i sur, 2017). Da bi se izbjegla
hidroliza, preporudljivo je koristiti 80 % metanol. U ovom istraZivanju za ekstrakcije je koristen 80
% metanol.

Iz plodova crne bazge pomocu 80 % metanola ekstrahirano je 92 % polifenola u prve dvije
ekstrakcije, dok su trecCa i Cetvrta ekstrahirale dodatnih 8 % polifenola (Slika 15 C). Zakiseljeni
metanol rezultirao je sa 96 % ekstrahiranih polifenola u prva dva koraka ekstrakcije, dok su
naredna dva dodatno dala jo$ oko 4 % polifenola. | kod plodova bazge najveca koli€ina polifenola
ekstrahirana je u prva dva koraka ekstrakcije, ali je preporucljivo koristiti viSe koraka ekstrakcije,
barem tri uzastopne ekstrakcije, zbog velike koli€ine polifenola u plodovima crne bazge. Dobivene
vrijednosti ukupnih polifenola (Tablica 6) su u skladu s literaturom ( Wu i sur., 2004; Ferreira i
sur., 2020). Izbor otapala moze biti 0,1 % HCI u metanolu jer bazga sadrzZi velike koli€ine
antocijanina kojima zakiseljena sredina odgovara za ekstrakciju. Naime, pri tim uvjetima
antocijanini se nalaze u stabilnijoj formi flavilijevog kationa. Ali i 80 % metanol moze posluziti kao
dobro ekstrakcijsko otapalo jer umanjuje moguénost hidrolize ostalih polifenola prisutnih u bazgi.

U ovom radu u daljnijm eksperimentima koristen je 80 % metanol.

5.2. Vrednovanje metoda visokodjelotvorne teku¢inske kromatografije obrnutih faza za
odredivanje polifenola
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5.2.1. RP-HPLC metoda za polifenole plodova jabuke

Svi analizirani standardi su pokazali dobru linearnost u ispitanom rasponu s koeficijentima
korelacije u rasponu od 0,9927 do 1 (Tablica 7). Nagib kalibracijskog pravca, koji je u
proporcionalnom odnosu s osjetljivosti metode, ukazuje da je metoda najosjetljivia za p-
kumarinsku kiselinu, dok je najmanje osjetljiva za procijanidin B1 (Tablica 7). 1z dobivenih
kalibracijskih krivulja su procijenjene vrijednosti LOD i LOQ, odnosno minimalne koncentracije
analita koje se mogu detektirati i kvantificirati, navedenim redoslijedom. Vrijednosti LOD i LOQ su
bile u rasponu od 0,01-1,35 i 0,04-4,10 mg/L, navedenim redoslijedom, Sto su prihvatljive

vrijednosti (Tablica 7).

Preciznost metode je izrazena preko ,intra-assay“ preciznosti (Tablica 8). Vrijednosti
koeficijenta varijacije u rasponu od 0,8 do 3,4 % sugeriraju prihvatljivu preciznost (Taverniers i
sur, 2004). Istinitost metode izrazena preko analtiCkog povrata je dobivena usporedbom
koncentracija odredenog polifenolnog spoja u uzorku prije i nakon dodavanja poznate koli¢ine
standarda, te izrazena kao postotak. U svim slu€ajevima je analti¢ki povrat bio veci ili jednak 90,2

%. Vrednovana metoda upotrijebljena je za odredivanje polifenola plodova jabuke.

5.2.2. RP-HPLC metoda za polifenole plodova crne bazge

Svi analizirani standardi su pokazali dobru linearnost u ispitanom rasponu (R? 0,9939 do
0,9995), uz prihvatljivo niske vrijednosti LOD (0,05 do 1,25 mg/L) i LOQ (0,15 do 3,79 mg/L)
(Tablica 9). Metoda se pokazala najosjetljivijom za kvercetin-3-galaktozid, a najmanje osjetljivom
za cijanidin-3-sambubiozid-5-glukozid. Vrijednosti koeficijenta varijacije (0,15 do 3,0 %) (Tablica
10) ukazuju na zadovoljavajucu preciznost metode. AnalitiCki povrat je bio u prihvatljivom rasponu
za sve spojeve (Tablica 10) (Taverniers et al., 2004). Vrednovana metoda upotrijebljena je za

analizu polifenola plodova crne bazge.

5.3. Identifikacija polifenola u plodovima jabuke i crne bazge

U svrhu identifikacije polifenola prisutnih u kozici i mesu plodova jabuke i plodovima crne
bazge, polifenoli su ekstrahirani 80 % metanolom i analizirani odgovaraju¢om RP-HPLC
metodom. Ukupno petnaest polifenola je identificirano u koZici i mesu jabuke (Slika 16 i 17,
Tablica 11). U mesu plodova jabuke su identificirani flavan-3-oli ((+)-katehin i (-)-epikatehin, te

njihovi dimeri — procijanidin B1 i procijanidin B2), fenolne kiseline (klorogenska kiselina, izomer
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klorogenske kiseline i p-kumaroilkina kiselina) i dihidrokalkoni (floretin-2'-glukozid i floretin-2'-
ksiloglukozid). U kozici jabuke su, osim navedenih skupina, identificirani i antocijanini (cijanidin-
3-galakatozid) te flavonoli (kverecetin-3-galaktozid, kvercetin-3-glukozid, derivat kvercetina,
kvercetin-3-ksilozid i kvercetin-3-ramnozid). Polifenoli identificirani u ovome radu su u skladu s
literaturom (Wojdyto i sur., 2008; Giomaro i sur., 2014; Kschonsek i sur., 2018). Prisutnost nekih
dodatnih polifenola poput cijanidin-3-glukozida, procijanidina C1 i procijanidina A2 je pronadena

u ranijim istraZivanjima (Wojdyto i sur., 2008; Kschonsek i sur., 2018).

RP-HPLC analizom plodova crne bazge identificirano je devet polifenola (Slika 18, Tablica
11) koji pripadaju skupinama antocijanina (cijandin-3-sambubiozid-5-glukozid, cijanidin-3-
sambubiozid i cijanidin-3-glukozid), flavan-3-ola ((+)-katehin), fenolnih kiselina (neoklorogenska i
klorogenska kiselina) i flavonola (kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-glukozid i derivat kvercetina).
Veberi¢ i sur. (2009) su pronasli navedene antocijanine kao glavne spojeve u plodovima razli¢itih
kultivara crne bazge, uz manje koli€ine cijanidin-3,5-diglukozida i cijanidin-3-rutinozida (Veberic i
sur., 2009). (+)-katehin je identificiran kao glavni flavan-3-ol (Oancea i sur., 2018),
neoklorogenska i klorogenska kiselina kao glavne fenolne kiseline (Mikuli¢-Petkovsek i sur.,
2015), kvercetin-3-rutinozid kao glavni flavonol uz manje koli¢ine kvercetin-3-glukozida (Mikuli¢-

Petkovsek i sur., 2015) Sto je u skladu s istrazivanjem u ovome radu.

5.4. Inhibicija enzima polifenolima iz plodova jabuke | crne bazge

Da bi se ispitala interakcija polifenolnih spojeva s enzimima, provedeno je istraZivanje
inhibicije enzimske aktivnosti. Odabrani enzimi su a-amilaza i a-glukozidaza. To su enzimi koji se
nalaze u probavnom sustavu, ali su isto tako vazni enzimi u metabolizmu ugljikohidrata. To ih €ini
vaznima u metabolizmu glukoze. Metode za analizu inhibicije aktivnosti a-amilaze i a-glukozidaze
su spektrofotometrijske metode te se pomocéu ovih metoda dobiju rezultati inhibicije enzimske
aktivnosti ukupnih polifenola prisutnih u uzorku. Da bi se ipak dobilo viSe podataka o inhibiciji
enzima, u ovom radu polifenolni spojevi su ekstrahirani pomocu 80 % metanola iz mesa i kozZice
plodova jabuke te iz plodova crne bazge, ali su ujedno ekstrahirani polifenoli razdvojeni u pojedine
frakcije koje sadrzavaju razli€ite polifenolne skupine. Za razdvajanje polifenola u pojedine frakcije
upotrijebliena je kromatografija na stupcu. Frakcije su analizirane pomoc¢u odgovarajuéih RP-

HPLC metoda te su upotrijebljene kao inhibitori enzimske aktivnosti.

Polifenoli ekstrahirani iz kozice plodova tradicionalnih i komercijalnog kultivara jabuke

razdvojeni su u tri frakcije (Tablica 12). Prva frakcija sadrzavala je najmanje koli¢ine polifenola
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(21 do 25 mg/kg). Slijedi ju druga frakcija s veéim koli¢inama polifenola (90 do 408 mg/kg) te tre¢a
frakcija s najvecéim koli¢inama polifenola (1465 do 1540 mg/kg). IzraCunat je postotak polifenolnih
skupina u frakcijama s obzirom na njihovu ukupnu koli¢inu u plodovima jabuke, a prikazane su i
koli¢ine polifenolnih skupina u pojedinim frakcijama (Slika 19). S obzirom na postotke i koli¢ine u
frakcijama, vidljivo je da polifenolne skupine nisu potpuno razdvojene. No ipak se moze uociti da
su frakcije obogaéene pojedinim skupinama polifenola. MoZe se istaknuti da je prva frakcija
sadrzavala malu koli€inu fenolnih kiselina (21 do 25 mg/kg, 13 do 16 % od ukupnih fenolnih
kiselina), druga je bila obogacena fenolnim kiselinama (107 do 169 mg/kg, 84 do 87 % od ukupnih
fenolnih kiselina) i dihidrokalkonima (14 do 146 mg/kg, 37 do 46 % od ukupnih dihidrokalkona), a
treca flavonolima (943 do 1339 mg/kg, 92 do 98 % od ukupnih flavonola) i flavan-3-olima (101 do
389 mg/kg, 100%). Ostali polifenoli su pronadeni u manjim koli¢inama.

Polifenoli ekstrahirani iz mesa plodova jabuke razdvojeni su u 3 frakcije, a koli€ine su
prikazane u Tablici 13. Prva frakcija sadrzavala 36 do 54 mg/kg polifenola. Slijedi ju druga frakcija
s ve¢om koli¢inom polifenola (45 do 112 mg/kg polifenola) dok je u trecoj frakciji izdvojeno manje
polifenola (10 do 29 mg/kg). S obzirom na postotak polifenolnih skupina te koli€inu, moze se
vidjeti da su frakcije obogaéene pojedinim skupinama polifenola. U prvoj frakciji izdvojene su
fenolne kiseline (34 do 50% od ukupnih fenolnih kiselina), u drugoj fenolne kiseline (50 do 66 %
od ukupnih fenolnih kiselina) i dihidrokalkoni (79 do 93% od ukupnih dihidrokalkona) iako su
dihidrokalkoni bili prisutni u maloj koli€ini, a u tre¢oj flavonoli (100 %) i flavan-3-oli (100%), ali opet
treba napomenuti malu koli€inu obje skupine (Slika 20).

Polifenoli ekstrahirani iz plodova crne bazge razdvojeni su u Cetiri frakcije (Tablica 14).
Koli¢ina izdvojenih polifenola rasla je od prve do tre¢e frakcije (252, 1774, 3482 mg/kg,
redoslijedom), te je u Cetvrtoj frakciji izdvojeno manje polifenola (807 mg/kg). S obzirom na
postotak polifenolnih skupina u frakcijama te njihovu koli€inu, moze se vidjeti koje skupine
dominiraju frakcijama. Prva frakcija obogacena je flavan-3-olima (64 % od njihove ukupne
koli¢ine). U drugoj frakciji dominirali su antocijanini (27 % od njihove ukupne koli€ine) te fenolne
kiseline (100%). Treca frakcija sadrzavala je veéi dio antocijanina (66 % od njihove ukupne
koli€ine). U Cetvrtoj frakciji dominirali su flavonoli (69 % od njihove ukupne koli¢ine) (Slika 21). U
istrazivanju koje su proveli Tian i sur. (2018), polifenoli bobi¢astog voca (aronije i crne mahunice
(Empetrum Nigrum L.)) su takoder razdvojeni primjenom kromatografije na stupcu i Sephadex
LH-20 gela. Sli¢no kao i u nadem istrazivanju, fenolne kiseline su bile zastupljene u drugoj frakciji,
antocijanini u drugoj, tre¢oj i Cetvrtoj (s najvec¢im koli€inama u tre¢oj), dok su flavonoli bili

zastupljeni u Cetvrtoj frakciji (Tian i sur., 2018).
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5.4.1. Inhibicija a-amilaze

Za ispitivanje inhibicijskog kapaciteta uzoraka prema a-amilazi nuzno je imati referentni
spoj, tj. pozitivnu kontrolu. Akarboza se u vecini studija koristi kao referentni spoj. Medutim, blage
modifikacije uvjeta eksperimenata odredivanja inhibicijskog u€inka (prvenstveno koncentracije
enzima i supstrata) dovode do velikih razlika u ICsp vrijednostima akarboze (Koh i sur., 2010; Al
i sur., 2013), Sto uvelike otezava usporedbu rezultata izmedu razli€itih istrazivanja (Granados-
Guzman i sur, 2018). Nyambe-Silavwe i sur. (2015) su prepoznali ovaj problem te optimizirali
metodu za ispitivanje inhibicijskog ucinka odredenih spojeva prema a-amilazi. ICsy vrijednosti
akarboze dobivene u navedenom istrazivanju su iznosile 2,3 ug/ml i 6,45 ug/ml, kada su kao
supstrat koristeni amiloza i amilopektin, navedenim redoslijedom (Nyambe-Silavwe i sur., 2015).
ICsp vrijednost akarboze dobivena primjenom optimizirane metode u naSem istrazivanju je iznosila

3,21 pg/ml (Slika 22), sto je usporedivo s prije spomenutim vrijednostima.

Polifenolne frakcije su koriStene kao inhibitori a-amilaze. Inhibicija enzima povecavala se
s povecanjem pocCetne koncentracije polifenola u reakcijskoj smjesi za sve frakcije iz kozZice i
mesa plodova jabuke (Slika 23 ) te iz plodova crne bazge (Slika 24 ). 1z krivulja ovisnosti poCetne
koncentracije polifenola o postotku inhibicije o€itana je ICso vrijednost koja predstavlja
koncentraciju polifenola potrebnu za 50 % inhibiciju enzimske aktivnosti. Veéa ICso vrijednost
predstavlja manju inhibicijsku aktivnost. Vrijednosti su prikazane u Tablici 15. Za frakcije dobivene
iz kozice plodova jabuke, inhibicija enzima se ve¢inom znacajno smanjivala redoslijedom frakcija
1 > frakcija 2 > frakcija 3, a za frakcije iz mesa jabuke znac€ajno redosljedom frakcija 1 > frakcija
2. Frakcija 3 polifenola mesa jabuke slabije je inhibirala enzimsku aktivnost, nije niti dosegla 50
%-tnu inhibiciju te se moze predloziti da je najslabiji inhibitor. Frakcije polifenola su se razlikovale
po polifenolnim skupinama te je moguce da su pojedine polifenolne skupine utjecale na
inhibicijsku aktivnost. Prva frakcija kozZice i mesa jabuke sadrzavala je samo fenolne kiseline, dok
su frakciju 2 Cinile ve¢inom fenolne kiseline i dihidrokalkoni, a tre¢u flavonoli i flavan-3-oli. Moze
se zakljuciti da su fenolne kiseline bolji inhibitori a-amilaze (frakcija 1 i 2), dok su dihidrokalkoni
oslabili inhibiciju (frakcija 2). Flavonoli i flavan-3-oli su se pokazali kao slabiji inhibitori (frakcija 3).
Ovo se slaze s literaturnim podatcima. Naime, fenolne kiseline su pokazale mogucnost inhibicije
a-amilaze (Sun i sur., 2016; Zhao i sur., 2019 Li i sur., 2019) dok je floretin-2'-glukozid
okarakteriziran kao 10Siji inhibitor (Zhao i sur., 2019; Li i sur., 2019). Monomeri flavan-3-ola su
pokazali slabiji inhibicijski u€inak naspram a-amilaze, dok su procijanidini okarakterizirani kao

dobri inhibitor a-amilaze (Grussu i sur., 2011; Yilmazer-Musa i sur., 2012; Zhao i sur., 2019).
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Inhibicijski ucinak frakcija plodova crne bazge znafajno se smanjivao redoslijedom
Frakcija 1 i 4 > Frakcija 3. Frakcija 2 slabije je inhibirala enzimsku aktivnost, nije niti dosegla 50
%-tnu inhibiciju te se moze predloziti da je najslabiji inhibitor. Razlike u polifenolnim skupina
izmedu frakcija su mogle utjecati na inhibicijski u€inak. Flavan-3-oli (frakcije 1) i flavonoli (frakcije
4) pokazali su se kao bolji inhibitori od antocijanina prisutnim u velikim koli¢inama u frakciji 3 te
frakciji 2. Ranija istrazivanja pokazala su da antocijanini i flavonoli (Akkarachiyasit i sur., 2010;
Homoki i sur., 2016; Ho i sur., 2017b; Swilam i sur., 2022) te (+)-katehin (Yilmarez-Musa i sur.,

2012; Zhao i sur., 2019) mogu inhibirati a-amilazu 5to se slaze s rezultatima u ovom radu.

5.4.2. Inhibicija a-glukozidaze

Akarboza je uspjedno inhibirala a-glukozidazu s ICsp vrijedno$¢u 159,31 pg/mL (Slika 25).
Granados-Guzman i sur. (2018) su optimizirali metodu za procjenu inhibicije a-glukozidaze, i u
njihovom istraZivanju 1Cso vrijednost akarboze iznosila je 164,31 pg/mL, Sto je vrlo sli€no

rezultatima u ovome radu.

Polifenolne frakcije su koristene kao inhibitori a-glukozidaze. Rezultati su pokazali da se
s porastom koncentracije polifenola u frakcijama, poveéavala inhibicija a-glukozidaze (Slike 26 i
27). Iz krivulja ovisnosti pocetne koncentracije polifenola o postotku inhibicije (Slika 26 i 27)
dobivene su ICso vrijednosti i prikazane u tablici 16. Polifenoli svih frakcija kozice i mesa plodova
jabuke i crne bazge bili su bolji inhibitori a-glukozidaze u usporedbi s akarbozom (p < 0,001) Sto
se podudara s ranijim istrazivanjima (de Oliveira Raphaellii sur., 2019; Les i sur., 2018; Yilmazer-
Musa i sur., 2012). U vecini istrazenih frakcija dobivenih iz kozZice i mesa jabuke, snazniju
inhibicijsku aktivnost pokazali su polifenoli frakcije 3, a nesto slabiju polifenoli frakcije 2 i 1 (kozica
tradicionalnog kultivara 2, meso tradicionalnih i komercijalnog kultivara). Moze se predloziti da su
dobri inhibitori a-glukozidaze bili flavan-3-oli frakcije 3 (u mesu jabuke) koji su i u ranijim
istrazivanjima pokazali dobru inhibicijsku aktivnost (Yilmazer-Musa i sur., 2012; Gong i sur.,
2020), a moguce je da su flavonoli frakcije 3 (koZica jabuke) usporavali inhibiciju $to je pokazano
ranijim istraZivanjima (Gong i sur., 2020). Dihidrokalkoni te fenolne kiseline frakcija 2 i 1 slabije
su inhibirali a-glukozidazu.

U plodovima bazge znacajno snazniju inhibiciju pokazali su polifenoli frakcije 1 > 4 i 2 >3.
U frakciji 1 nalaze se male koli¢ine flavan-3-ola za koje je ve¢ spomenuto da su dobri inhibitori a-
glukozidaze te je moguce da su i ovdje pridonijeli znac¢ajno boljoj inhibiciji. U frakciji 2 su sve
fenolne kiseline te neSto antocijanina, a u frakciji 4 flavonoli. Ovi polifenoli slabije su inhibirali

enzimsku aktivnost. Antocijanini su pridonijeli slabijoj inhibicijskoj aktivnosti frakcije 3. Ranija
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istrazivanja pokazala su da polifenoli mogu inhibirati aktivhost a-glukozidaze (Akkarachiyasit i
sur., 2010; Gong i sur., 2020; Ho i sur., 2017b; Li i sur., 2019).

5.4.3. Kinetika inhibicije enzima

U svrhu istrazivanja kinetike procesa inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze, inhibicija je
praéena u razli¢itim vremenskim periodima. Eksperimentalni podatci inhibicije enzima ukupnim
polifenolima koZice i mesa jabuke te plodova crne bazge u ovisnosti o vremenu, modelirani su
jednadzbama nultog, prvog i drugog reda (jednadzbe 15 do 17), a primjer se moze vidjeti na Slici
28. Eksperimentalnim podatcima najbolje odgovara jednadZba prvog reda, $to je vidljivo prema
najmanjim standardnim greSkama modela (2,9 do 19,4) (Tablica 17). Zbog najboljeg slaganja
eksperimentalnih podataka s jednadZbom prvog reda, u Tablici 18 prikazani su samo parametri
reakcije prvog reda. To su postotak inhibicije na kraju reakcije (/-), konstanta brzine reakcije (k)

te vrijeme polureakcije (f12).

Vidljiva je dobra uskladenost eksperimentalnih postotaka inhibicije a-amilaze i a-
glukozidaze (leksp) i postotaka inhibicije dobivenih modelom (/.). Prema vremenu polureakcije
mozZze se reci da se polovica inhibicije enzima -amilaze dogada izmedu 0,3 i 0,7 minuta, a polovica
inhibicije a—glukozidaze izmedu 1,3 i 4,6 minuta. Prema tome, reakcija inhibicije a-glukozidaze je
nesto sporija. Moguce je da interakcije polifenola sa skrobom koji se upotrebljava kao supstrat u
reakciji inhibicije a-amilaze sprjeCavaju vezanje enzima na Skrob, a posljedica toga je brza i bolja
inhibicija enzima a-amilaze. Aleixandre i sur. (2022.) su takoder zakljucili da inkubacija polifenola
sa Skrobom prije dodatka enzima dovodi do njihove interakcije, sto moze utjecati na inhibiciju
enzima. Nadalje, prema navedenim rezultatima moze se pretpostaviti da inhibicija ispitivanih

enzima prati zakone prvog reda $to je sukladno ranijim istrazivanjima (Li i sur., 2020).

5.5. Simulirani probavni proces

Polifenoli kozZice i mesa plodova jabuka te crne bazge su ekstrahirani kemijskom
ekstrakcijom te enzimski pomognutom ekstrakcijom da bi se odredila koli¢ina polifenola prije
probave. Nakon toga kozica i meso plodova jabuke i bazge podvrgnuti su simulaciji probave u

ustima, Zeludcu i tankom crijevu te je pra¢eno otpustanje polifenola nakon svake faze.
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5.5.1. Simulirani probavni proces kozice i mesa plodova jabuke bez i s dodatkom B-glukana

Koli¢ine ukupnih polifenola, polifenolnih skupina i pojedinaénih polifenola kozZice i mesa
plodova jabuke prije probave su prikazane u tablicama 19-26. S ciliem utvrdivanja potencijalnih
razlika izmedu kultivara jabuka na temelju sadrzaja polifenolnih skupina kozice i mesa prije
probave provedena je analiza glavnih komponenata (engl. Principal component analysis, PCA).
Doslo je do grupiranja kultivara u Cetiri razliCite grupe (Slika 29), §to sugerira da se kultivari jabuke

razlikuju s obzirom na sadrzaj polifenolnih skupina.

U kozici plodova jabuke su prije probave identificirani flavan-3-oli (162 do 572 mg/kg),
dihidrokalkoni (53 do 718 mg/kg), fenolne kiseline (95 do 480 mg/kg) i flavonoli (867 do 1384
mg/kg) dok su plodovi jabuke s nijansama crvene boje kozice ('Zlatna Zimska Parmenka',
'KolaCara' i 'ldared') sadrzavali i antocijanine (13 do 146 mg/kg) (Tablice 19 do 22). Koli¢ine su u
skladu s literaturom (Jakobek i sur., 2015; Kschonsek i sur., 2018). U mesu plodova jabuke prije
probave su identificirane i kvantificirane tri skupine polifenola: flavan-3-oli (0 do 159 mg/kg),
dihidrokalkoni (4 do 39 mg/kg) i fenolne kiseline (32 do 371 mg/kg) (Tablice 23 do 26). Polifenolne
skupine i njihove koli¢ine su sli¢ne onima iz prijasnjih istraZivanja (Giomaro i sur., 2014; Jakobek
i sur., 2015; Kschonsek i sur., 2018).

Koli¢ina pojedinacnih polifenola, polifenolnih skupina te ukupnih polifenola nakon svake
faze probave sa ili bez B-glukana je bila statistic¢ki zna€ajno manja u usporedbi s koliCinama prije
probave (Tablice 18 do 25) Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima (Lingua i sur., 2019; Dong
i sur., 2021; Jakobek i sur., 2021). Tijekom simulirane probave koZice plodova jabuke u ustima,
otpusteno je od 14 % do 29 % ukupnih polifenola ukoliko je simulirana probava provedena bez 3-
glukana, te od 13 % do 27 % ukoliko je probava provedena s dodatkom 3-glukana (Slika 30). Ovi
postotci ovise o kultivaru jabuke. U Zeludcu se koli¢ina otpustenih ukupnih polifenola povecala te
je otpusteno od 38 % do 63 % ili od 36 % do 53 % ukupnih polifenola, bez ili s B-glukanom
dodanim probavi. Postotak ukupnih polifenola smanijio se tijekom simulirane probave u tankom
crijevu te je pronadeno od 25 % do 39 % ili od 23 % do 37 % polifenola bez ili s B-glukanom
dodanim probavi. Na slici 31 su prikazani postotci oslobodenih ukupnih polifenola iz mesa jabuka.
Nakon probave u ustima oslobodeno je od 13 % do 33 % i od 9 % do 27 % ukupnih polifenola,
bez i s dodatkom B-glukana, navedenim redoslijedom. U Zeludcu je postotak oslobodenih ukupnih
polifenola porastao (od 28 % do 73 % i od 33 % do 64 %, bez i s dodatkom B-glukana), a u tankom
crijevu se smanjio (od 12 % do 49 % i od 19 % do 47 %, bez ili uz prisustvo B-glukana).

Sliéni postotci oslobodenih polifenola su pronadeni i u ranijim istrazivanjima. Sousa i sur.

(2021) su istrazivali bioraspolozivost polifenola crne Sljive (Syzygium cumini (L.) Skeels) te
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ustanovili bioraspoloZivost od 27, 58 i 29 % (probava u ustima, Zeludcu i tankom crijevu,
navedenim redoslijedom). Sli¢no, simulacijom probave mrkve u ustima, zeludcu i tankom crijevu
je oslobodeno 48, 62 i 64 % ukupnih polifenola, navedenim redoslijedom (Dong i sur., 2021).
Takoder, bioraspolozivost polifenola cijelih plodova jabuke (Bouayed i sur., 2012; Fernandez-
Jalao i sur., 2020), kao i kozice i mesa plodova jabuke (Tenore i sur., 2013; Jakobek i sur., 2021)

je bila sli€na kao ona dobivena u ovome istrazivanju.

5.5.1.1. Antocijanini

Antocijanin cijanidin-3-galaktozid je pronadeni u kozici plodova jabuke u malim kolicCinama
(Tablice 19 do 22, Slika 30). Male koli¢ine su se oslobodile tijekom simulirane probave u ustima
(od 3 % do 19 %, od 1 % do 17 % bez ili sa prisutnosti f-glukana), te nesto vece koli¢ine tijekom
probave u Zeludcu (od 3 % do 41 %, od 3 % do 42 % bez ili sa prisutnosti B-glukana). U tankom
crijevu antocijanini nisu pronadeni (Slika 30). Povecéanje koli€ine olsobodenih polifenola nakon
probave u Zeludcu bilo je statistiCki znacajno samo za 'Zlatnu Zimsku Parmenku'. SniZzenje pH
vrijednosti i dulje vrijeme simulacije probave u Zeludcu je rezultiralo porastom koli€ine
antocijanina. Nestanak antocijanina nakon probave u tankom crijevu moZze biti posljedica
povecanja pH vrijednosti u tankom crijevu. Naime, antocijanini u vodenim otopinama mogu
postojati u razli¢itim oblicima, u ovisnosti o pH vrijednosti (Slika 6). Pri niskim pH vrijednostima
(1-3) na kojima se odvija probava u Zeludcu, antocijanini su uglavnom prisutni u obliku flavilijevog
kationa crvene boje. Daljnji porast pH dovodi do prelaska antocijanina u bezbojnu karbinol
pseudo-bazu (pH 4-5), plavo-ljubi€¢asto kvinodalnu bazu (pH 7-8) ili bezbojne kalkone (pH 12). Pri
pH probave u tankom crijevu, antocijanini su uglavnom prisutni kao kvinoidalna baza, $to moze
otezati njihovo odredivanje (Lapidot i sur., 1999; Pérez-Vicente i sur., 2002). Nestanak
antocijanina u tankom crijevu je primijecen i u drugim istraZivanjima (Bouayed i sur., 2011). Pored
pH vrijednosti, niska pocCetna koli¢ina antocijanina moze utjecati na njihov nestanak u tankom
crijevu. Simulacija probave vo¢a bogatog antocijaninima, poput borovnice (Jiao i sur., 2017),
endemske sorte bazge (Pinto i sur., 2017), crne Sljive (Sousa i sur., 2021) i aronije (Bermudez-
Soto i sur., 2007) nije uzrokovala nestanak antocijanina, ali je doslo do znaCajnog smanjenja

koli¢ine nakon probave u tankom crijevu.

5.5.1.2. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli koZice plodova jabuke su oslobodeni tijekom kratke probave u ustima (od 10

% do 23 % te od 8 % do 20 % bez ili sa prisutnim B-glukanom), postotak oslobodenih se povecéao
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u Zeludcu (od 29 % do 53 % te od 28 % do 51 % bez ili sa prisutnim 3-glukanom), a nakon probave
u tankom crijevu nisu pronadeni (Slika 30). Povecéanje koli¢ine oslobodenih pojedinacnih i ukupnih
flavan-3-ola kozice plodova jabuke od probave u ustima do probave u zZeludcu je statisticki
znacajno (Tablice 19 do 22). Sli¢ni rezultati su ostvareni i za meso plodova jabuke, gdje su flavan-
3-oli oslobodeni prilikom kratke simulacije probave u ustima (od 10 % do 19 % i od 7 % do 21 %,
bez ili sa prisutnim B-glukanom), postotak oslobodenih flavan-3-ola je porastao nakon probave u
Zeludcu (od 23 % do 80 %, i od 22 % do 73 %, bez ili uz prisutnost B-glukana), te se smanjio ili
su flavan-3-oli potpuno nestali nakon probave u tankom crijevu (od 0 % do 47 % i od 0 % do 45
%, bez ili uz prisutnost B-glukana) (Slika 31). Ovaj trend je vidljiv i u koli€ini oslobodenih
pojedinacnih i ukupnih flavan-3-ola mesa plodova jabuke i statisticki je znacajan u vecini sluCajeva
(Tablice 23 do 26).

Flavan-3-oli su pronadeni u sli€nim postotcima nakon simulacije probave komercijalne
jabuke 'Golden Delicious' (u ustima 32 %, Zeludcu 17 %, tankom crijevu 2 %) (Fernandez-Jalao i
sur., 2020). Takoder, usporedivi postotci flavan-3-ola su oslobodeni iz mesa jabuka i u prijasnjim
istrazivanjima (35, 40 i 56 % nakon simulacije probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu,
navedenim redoslijedom) (Tenore i sur., 2013). Prijadnja istrazivanja su potvrdila razli¢ita
ponas$anija flavan-3-ola u tankom crijevu. Tarko i sur. (2020) su utvrdili porast koncentracije (+)-
katehina nakon simulirane probave mosta i vina od jabuke od 151 % i 213 % u odnosu na pocetnu
koncentraciju, navedenim redoslijedom. Autori su kao moguce objasSnjenje za navedeni porast
naveli razgradnju flavan-3-ol oligomera u jednostavne monomere flavan-3-ola, poput (+)-katehina
(Tarko i sur., 2020). Medutim, niz autora je primijetio smanjenje ili potpuni nestanak flava-3-ola
nakon simulacije probave u tankom crijevu (Bouayed i sur., 2012; Annunziata i sur., 2018;
Fernandez-Jalao i sur., 2020; Suosa i sur., 2021). Primjerice, u istrazivanju koje su proveli
Bouayed i sur (2012) (-)-epikatehin i procijanidin B2 su bili prisutni u jabuci prije probave i nakon
simulacije probave u Zeludcu, no nestali su nakon simulacije probave u tankom crijevu. Sli¢no,
prilikom inkubacije polifenola prisutnin u jabuci sa simuliranom teku¢inom tankog crijeva,
primije¢ena je potpuna degradacija procijanidina B2, bez porasta (-)-epikatehina (Kahle i sur.,
2010). Potpuni nestanak flavan-3-ola (bez porasta koli¢ine monomera) upucuje na degradaciju
ovih polifenola u nepoznate produkte. Bouayed i sur. (2012) su kao vrlo vjerojatno objasnjenje
nestanka flavan-3-ola u tankom crijevu naveli degradaciju u nepoznate produkte uzrokovan
prelaskom iz kisele sredine Zeludca u blago alkalnu sredinu tankog crijeva, kao i moguceg
djelovanja pankreatina i zu€nih soli. Medutim, Kahle i sur. (2010) su dobili vrlo sli¢ne rezultate

prilikom inkubacije polifenola jabuka u simuliranoj tekucini tankog crijeva i puferu jednake pH
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vrijednosti koji nije sadrzavao zucne soli ili pankreatin, te su autori predlozili da su upravo kemijski
uvjeti eksperimenta (pH vrijednost i temperatura) odgovorni za modifikacije polifenola. Drugi
autori su takoder nisku bioraspolozivost flavan-3-ola pripisali neutralnim uvjetima prilikom
simulacije probave u tankom crijevu koji pogoduju epimerizaciji i autooksidaciji flavan-3-ola

(Annunziata i sur., 2018).

5.5.1.3. Dihidrokalkoni

Dihidrokalkoni koZice plodova jabuke su oslobodeni nakon probave u ustima (od 21 % do
33 % te od 14 % do 35 %, bez ili sa prisutnim B-glukanom), postotak oslobodenih dihidrokalkona
povecao se u Zeludcu (od 32 % do 74 % te od 18 % do 56 %, bez ili sa prisutnim B-glukanom),
te smanjio u tankom crijevu (od 16 % do 43 % te od 11 % do 42 %, bez ili sa prisutnim B-glukanom)
(Slika 30). Povecanje koli€ine tijekom simulirane probave Zeludca, te smanjenje tijekom probave
u tankom crijevu je u vecini sluCajeva statisti¢ki zna¢ajno (Tablice 19 do 22). Dihidrokalkoni mesa
plodova jabuke su pokazali slicno ponasanje. Oslobodeni su nakon probave u ustima (od 15 %
do 53 % i od 8 % do 55 %, bez i uz prisustvo B-glukana), postotak je porastao nakon simulacije
probave u Zeludcu (od 20 % do 95 % i od 37 % do 81 %, bez ili uz prisustvo B-glukan), te u vecini
sluCajeva porastao nakon probave u tankom crijevu (od 45 % do 148 % i od 43 % do 145 %, bez
ili uz prisustvo B-glukana) (Slika 31). Prema koli¢inama oslobodenih dihidrokalkona moze se
vidjeti da je porast oslobodenih polifenola nakon probave u Zeludcu i tankom crijevu statisticki

znacajan samo u nekim slu¢ajevima (Tablica 23 do 26).

Povecanje koli€ine dihidrokalkona u Zeludcu je primijeceno i prilikom simulacije probave
tradicionalne talijanske sorte jabuke 'Annurca’ i Cetiri komercijalne sorte jabuka (Tenore i sur.,
2013). Dihidrokalkoni su pokazali dobru stabilnost u kiselim uvjetima (Bouayed i sur., 2012; Tarko
i sur., 2020; Tenore i sur., 2013), sto bi znaCilo da dospijevaju u tanko crijevo bez formiranja
odgovarajuéeg aglikona (floretina). Manje koli¢ine dihidrokalkona nakon simulacije probave u
tankom crijevu u odnosu na Zeludac su primijecene i u drugim istrazivanjima (Quan i sur., 2017,
Tarko i sur., 2020). Upravo je hidroliza glikozida floretina u floretin u blago alkalnim uvjetima
predlozena kao glavni razlog smanjenja koli¢ine dihidrokalkona u tankom crijevu (Tarko i sur.,
2020). Medutim, neka istrazivanja simulacije probave jabuke u tankom crijevu pokazala su da
dolazi do porasta koli¢ine dihidrokalkona (Bouayed i sur., 2012; Tenore i sur., 2013; Fernandez-
Jalao i sur., 2020). Takav trend je primijecen i u ovome istrazivanju prilikom simulacije probave

mesa plodova jabuke.
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5.5.1.4. Fenolne kiseline

Klorogenska kiselina je bila jedina fenolna kiselina pronadena u kozici plodova jabuke.
Kratkotrajna faza probave u ustima je uzrokovala oslobodenje klorogenske kiseline (10 do 48 %
te 7 do 49 % bez ili sa prisutnim B-glukanom). Vece koli€ine su oslobodene nakon simulacije
probave u Zeludcu (13 do 76 % te 10 do 73 % bez ili sa prisutnim B-glukanom), Sto je praceno
smanjenjem koli¢ine nakon simulacije probave u tankom crijevu (3 do 35 % te 3 do 30 % bez ili
sa prisutnim B-glukanom) (Slika 30). Porast koli¢ine nakon probave u zeludcu i pad nakon
probave u tankom crijevu je uglavnom bio statistic¢ki zna¢ajan (Tablice 19 do 22). Fenolne kiseline
mesa plodova jabuke su otpustene nakon probave u ustima (16 do 33 % i 11 do 30 %, bez i uz
prisustvo 3-glukana), primijecen je porast nakon probave u Zeludcu (31 do 67 i 38 do 58 %, bez i
uz prisustvo B-glukana) te smanjenje nakon probave u tankom crijevu (15 do 50 i 27 do 48 %,
bez i uz prisustvo B-glukana) (Slika 31). Ovaj trend je vidljiv i u koli€ini oslobodenih pojedinaénih

i ukupnih fenolnih kiselina i statisti¢ki je znacajan u vecini slu¢ajeva (Tablice 23 do 26).

Postotci pronadenih fenolnih kiselina jabuke nakon simulirane probave u nadem ranijem
istraZivanju su slicne (do 40, 67 i 10 %, za simulacije probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu)
(Jakobek i sur., 2021). Istrazivanja drugih autora (Bouayed i sur., 2012; Fernandez-Jalao i sur.,
2020) bila su takoder sli¢na istraZivanjima u ovom radu. Bouayed i sur. (2012) su simulirali
probavu C&etiri komercijalne sorte jabuke i primijetili dobru stabilnost klorogenske kiseline u
Zeludcu i njenu degradaciju u tankom crijevu uz porast neoklorogenske i kriptoklorogenske
kiseline, sugerirajuci izomerizaciju klorogenske kiseline. Gubitak klorogenske kiseline uz rast
njenog izomera je vidljiv i u naSem istraZivanju za meso 'Zlatne Zimske Parmenke', ali ne i za
ostale sorte. Nadalje, u tankom crijevu je primije¢en nastanak fenolnih kiseline koje nisu bile
prisutne u ekstraktu mesa (Tablica 24 i 25). Hidroliza klorogenske kiseline, estera kafeinske i kina
kiseline, u slobodne kiseline je predlozena kao glavni metabolicki put klorogenske kiseline (Farah
i sur., 2008). Moguce je da su upravo ove slobodne kiseline detektirane nakon simulacije probave
u tankom crijevu. Nadalje, Farah i sur. (2006) su ispitali probavljivost klorogenske kiseline u
ljudskim probavnim tekuc¢inama te primijetili njenu stabilnost u simulirangj ili prirodnoj tekucini
Zeludca. Medutim, inkubacijom klorogenske kiseline sa simuliranom ili prirodnom tekucinom
tankog crijeva (pH > 6) je doSlo do hidrolize klorogenske kiseline, Sto upuéuje na to da bi poviSena
pH vrijednost prilikom simulacije probave u tankom crijevu mogla uzrokovati gubitak klorogenske

kiseline.
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5.5.1.5. Flavonoli

Flavonoli su bili najzastupljenija polifenolna skupina u kozici svih istrazivanih sorti jabuke.
Oslobodeni su nakon probave u ustima (od 16 % do 23 %, bez ili sa prisutnim 3-glukanom) te u
vecoj koli€ini nakon probave u Zeludcu (od 46 % do 57 % te od 44 % do 56 %, bez ili sa prisutnim
B-glukanom). Postotci otpustenih flavonola u tankom crijevu su bili od 34 % do 47 % te od 32 %
do 46 %, bez ili sa prisutnim B-glukanom (Slika 30). Nakon probave u tankom crijevu koli€ina
pojedinih flavonola se statisti¢ki znacajno smanijila, ili je ostala sli¢na koli€ini u zeludcu $to moze
znaciti bolju stabilnost flavonola tijekom probave (Tablica 19 do 22). Nakon simulacije probave 5
razliCitih sorti jabuka u ustima, Zeludcu i tankom crijevu, postotak oslobodenog kvercetin-3-
rutinozida iznosio 35, 65 i 47 % navedenim redoslijedom (Tenore i sur., 2013) Sto je sli¢no

istrazivanju u ovom radu.

Dobra stabilnost glikozida kvercetina, posebice prilikom probave u Zeludcu, je utvrdena u
drugim istrazivanjima (Bouayed i sur., 2012; Tenore i sur., 2013; Fernandez-Jalao i sur., 2020).
Tenore i sur. (2013) su pratili koli¢ine kvercetin-3-rutinozida u pet razli€itih sorti jabuka nakon
probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu. Utvrdena je otpornost glikozida kvercetina na hidrolizu
u Zeludcu i dospijevanje u tanko crijevo u pocetnom obliku (Tenore i sur., 2013). Bouayed i sur.
(2012), kao i Jakobek i sur. (2021), nisu pronasli aglikon kvercetina nakon simulacije probave u
tankom crijevu, $to upucuje da su glikozidi kvercetina otporni na hidrolizu i pri blago alkalnim
uvjetima tankog crijeva. Rezultati ovog istraZivanja, zajedno s navedenim literaturnim podatcima,
upucuju na to da su flavonoli dostupni za apsorpciju u tankom crijevu u relativno velikim

koli¢Ginama.

5.5.3. Simulirani probavni proces plodova crne bazge bez i s dodatkom B-glukana

U plodovima bazge antocijanini su bili zastupljeni u najvecoj koli€ini (8299 mg/kg), a pratili
su ih flavonoli (2930 mg/kg), fenolne kiseline (527 mg/kg) i flavan-3-oli (409 mg/kg) (Tablica 27).
Ukupna koli¢ina polifenola utvrdena u plodovima bazge (11756 mg/kg) je usporediva s onom iz

prijasnjih istraZivanja (Lee i Finn, 2007).

Prilikom simulirane probave plodova crne bazge oslobodene su zna¢ajno manje koliCine
ukupnih polifenola u odnosu na one prisutne prije probave (Tablica 26). Koli¢ina oslobodenih
ukupnih polifenola je kao i kod jabuke pratila trend usta < Zeludac > tanko crijevo, bez obzira da
li je u probavi bio prisutan B-glukan ili nije (Tablica 27). Ovaj trend vidljiv je i u postotku

oslobodenih polifenola (Slika 32). Nakon probave u ustima oslobodeno je 27 % i 25 % ukupnih
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polifenola s prisutnim ili bez B-glukana, u Zeludcu je postotak porastao (40 % ili 34 % sa ili bez
prisutnog B-glukana), a u tankom crijevu se smanijio (19 % ili 14 % sa ili bez prisutnog b-glukana).
Ovi postotci su sliéni onim ostvarenim prilikom simulacije probave crne Sljive, vo¢a bogatog
antocijaninima (27, 58 i 29 % za simulaciju probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu) (Suosa i
sur., 2021).

5.5.3.1. Antocijanini

Antocijanini u plodovima crne bazge su pripadali glikozidima cijanidina, toCnije cijanidin-
3-sambubiozid-5-glukozid, cijandin-3-sambubiozid i cijanidin-3-glukozid. Ukupni antocijanini
oslobodeni su nakon probave u ustima (25 % ili 23 % sa ili bez prisutnog B-glukana), njihov
postotak se povec¢ao nakon probave u Zeludcu (37 % ili 32 % sa ili bez prisutnog B-glukana) te
smanjio nakon probave u tankom crijevu (11 % ili 7 % sa ili bez prisutnog B-glukana) (Slika 32).
Ovaj trend je vidljiv i u koli€ini oslobodenih pojedinacnih i ukupnih antocijanina i statisticki je
znacajan (Tablica 27). Kao i u koZici jabuke, smanjenje koli€ine antocijanina u tankom crijevu je
vrlo vjerojatno posljedica poviSsenog pH, pri kojem su antocijanini u obliku kvinoidalne baze, $to
otezava njihovu detekciju. Jiao i sur. (2017) su proveli simulaciju probave borovnica i ustanovili
sliéno ponasanje glikozida cijanidina. Cijanidin-3-glukozid je pokazao dobru stabilnost prilikom
simulacije probave u Zeludcu (gubitak od 46 %), i gotovo potpun nestanak nakon simulacije
probave u tankom crijevu (gubitak 97 %), Sto je objasSnjeno poviSenjem pH vrijednosti. Nadalje, iz
tablice 26 je vidljivo da razliCita glikolizacija cijanidina utjeCe na stabilnost antocijanina u tankom
crijevu. Svi antocijanini su bili oslobodeni u ustima u sli¢nom postotku (20, 30 i 22 % za cijandini-
3-glukozid, cijandin-3-sambubiozid-5-glukozid i cijandin-3-sambubiozid, navedenim
redoslijedom) i Zeludcu (32, 42 i 36 % za cijandini-3-glukozid, cijandin-3-sambubiozid-5-gluikozid
i cijandin-3-sambubiozid, navedenim redoslijedom), ali je u tankom crijevu do$lo do velikih razlika.
Dok su cijanidin-3-glukozid i cijanidin-3-sambubiozid gotovo u potpunosti nestali (gubitak od 99 i
98 %, navedenim redoslijedom), cijandini-3-sambubiozid-5-glukozid je pokazao dobru stabilnost
tankom crijevu sa oporavkom od 26 %. Navedene razlike u stabilnosti antocijanina su vrlo
vjerojatno posljedica drugadijin struktura. Opcenito, Cimbenici koji poboljSavaju stabilnost
antocijanina su prisutnost metoksi (OCH3) skupine na aglikonu antocijanina, ali i prisutnost
dodatnog Secéera vezanog na poziciju 5 prstena A osnovne strukture flavonoida (Slika 4) (Liu i
sur., 2014). Buduci da su svi antocijanini prisutni u plodovima crne bazge imali jednak aglikon
(cijanidin), bolja stabilnost cijandin-3-sambubiozid-5-glukozida je vrlo vjerojatno posljedica
dodatne molekule Secera na poziciji C5 prstena A. Olejnik i sur. (2016) su dobili slicne rezultate

prilikom simulacije probave plodova crne bazge, gdje su 3,5-diglukozidi cijanidina pokazali znatno
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bolju stabilnost nakon potpune probave (oslobodeno 56 %) nego 3-monoglukozidi (oslobodeno
12 %).

5.5.3.2. Flavan-3-oli

Flavan-3-oli su u plodovima crne bazge bili prisutni u obliku (+)-katehina (Tablica 27).
Oslobodeni su u ustima (40 % ili 41 % sa ili bez prisutnog B-glukana), nakon ¢ega je doslo do
porasta u Zeludcu (59 % ili 55 % sa ili bez prisutnog B-glukana) (Slika 32) te potpunog gubitka u
tankom crijevu (Slika 31). Sli¢ni postotci oslobodenih flavan-3-ola su prikazani i u naSem ranijem
istraZivanju (do 41, 76 i 0 % za simulaciju probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu, navedenim
redoslijedom) (Jakobek i sur., 2021). Porast koli¢ine u Zeludcu je statisti¢ki znacajan (Tablica 26).
Gubitak flavan-3-ola u tankom crijevu vjerojatno je posljedica povisene pH vrijednosti i
degradacije flavan-3-ola. Potpuni gubitak (+)-katehina je primijecen i prilikom simulacije probave

divljih kupina (Sanchez-Velazquez i sur., 2021).

5.5.3.3. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline pronadene u plodovima crne bazge su klorogenska i neoklorogenska
kiselina (Tablica 27). Oslobodene su u ustima (21 % i 18 %, bez ili uz prisutnost B-glukana),
postotak je porastao u Zeludcu (29 % i 28 %, bez ili uz prisutnost B-glukana) te se smanijio u
tankom crijevu (21 %, bez ili uz B-glukan) (Slika 32). Postotci oslobodenih kiselina podudaraju se
s literaturom (Fernandez-Jalao i sur., 2020). Prema oslobodenim ukupnim fenolnim kiselinama,
vidljiv je isti statisticki znacajan trend (Tablica 26). No ponaSanje pojedinacnih kiselina nesto je
drugacije. Koli¢ina oslobodene neoklorogenske kiseline povecala se u probavi Zeludca, a nakon
toga ona je potpuno nestala. S druge strane, koli¢ina klorogenske kiseline zna¢ajno se povecala

tijekom sve tri faze probave (Tablica 26).

5.5.3.4. Flavonoli

Dva flavonola pronadena su u plodovima crne bazge: kvercetin-3-rutinozid i kvercetin-3-
glukozid. Flavonoli su pokazali dobro stabilnost u svim fazama probave. U ustima je oslobodeno
najmanje flavonola (30 % i 27 %, bez ili uz prisustvo B-glukana), &to je praéeno porastom u
zeludcu (41 % i 34 %, bez ili uz B-glukan). Nakon simulacije probave u tankom crijevu postotak

oslobodenih flavonola ostao je slican (40 % i 33 %, bez ili uz B-glukan). Koli¢ina oslobodenih
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ukupnih flavonola te koli€ina kvercetin-3-rutinozida pokazuje isti statistiCki znacajan trend,
povecanie koli€ine u zeludcu te zatim stalnu koli¢inu u tankom crijevu (Tablica 27). To sve upucuje
na dobru otpornost glikozida kvercetina na hidrolizu u Zeludcu i tankom crijevu (Slika 32). Drugi
autori su dobili slicne rezultate (Pinto i sur., 2017; Fernandez-Jalao i sur., 2020; Jakobek i sur.,
2021).

5.6. Usporedba simuliranog procesa probave sa i bez 3-glukana

Koli¢ine ukupnih polifenola i pojedinih polifenolnih skupina oslobodenih iz voéa nakon
simulacije probave, bez ili uz prisustvo B-glukana su usporedene statistickim testom da bi se
vidjele razlike izmedu polifenola otpustenih iz voéa tijekom probave saili bez prisutnosti B-glukana
(slike 33 do 35). Opcenito, prisutnost B-glukana je smanijila koli¢inu oslobodenih ukupnih
polifenola iz koZice i mesa jabuke te iz plodova bazge tijekom probave u ustima, Zeludcu i tankom
crijevu (Slika 32) kao i polifenolnih skupina (Slika 34 i 35). Ovo smanjenje je u nekim slu€ajevima
bilo statistiCki zna¢ajno. Razlike izmedu koli€ina polifenolnih skupina nakon pojedinih faza
probave s obzirom na prisutnost B-glukana su dalje analizirane analizom glavnih komponenti
(PCA). Doslo je grupiranja podataka (Slika 36), Sto sugerira da B-glukan uistinu utjeCe na
bioraspolozivost polifenola. Moze se predloziti da je B-glukan adsorbirao na svoju povrsinu dio
oslobodenih polifenola tijekom probave sto je utjecalo na njihovu manju koli¢inu u probavi. 3-
glukan moze vezati polifenole na svoju povrSinu procesom adsorpcije, §to je vec istrazeno na
polifenolima €aja (Wu i sur., 2011), jabuke (Jakobek i sur., 2020b) i vina (Mekoue Nguela i sur.,
2016). Takoder, Ahmad i sur. (2018) su pokazali da B-glukan moze enkaspulirati polifenole i na
taj nacCin poboljsati njihovu stabilnost tijekom simulirane probave. Medutim, razni Cimbenici mogu
utjecati na vezanje polifenola na 3-glukan, poput pH vrijednosti i temperature (Gao i sur., 2012)
te koncentracije polifenola (Jakobek i sur., 2020c). Takoder, razli¢ite polifenolne skupine mogu

pokazati drugacije adsorpcijske kapacitete prilikom vezanja na 3-glukan (Krivak i sur., 2016).

5.7. Kinetika simuliranog probavnog procesa

U svrhu boljeg razumijevanja ponasanja polifenola prilikom simuliranog probavnog
procesa, prac¢ene su koli€ine oslobodenih polifenola iz kozice i mesa tradicionalnih i komercijalnih
sorata jabuke te plodova crne bazge nakon razli¢itih vremenskih perioda (10, 20, 30, 60 i 120

minuta probave u zeludcu; 10, 20, 30, 60 i 120 minuta probave u tankom crijevu). Utjecaj B-
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glukana na kinetiku oslobadanja polifenola je istrazen u usporednom eksperimentu u kojem je

simulirana probava voéa uz dodatak B-glukana (Tablice 28 do 37).

5.7.1.0slobadanje polifenola voca prilikom simuliranog probavnog procesa

Na slikama 37 do 39 je prikazano oslobadanje pojedinih polifenolnih skupina iz kozice i
mesa plodova jabuke te plodova crne bazge u ovisnosti o vremenu. Moze se vidjeti da je koli€ina
oslobodenih polifenolnih skupina prilikom probave u Zeludcu rasla u prvih 10 do 30 minuta, ovisno
o skupini spojeva i vo¢u. Nakon tog perioda koli¢ina varira te je u nekim slu€ajevima stalna ili
pokazuje pad. Smanjenje koli¢ine oslobodenih polifenolnih skupina vidljivo je u periodu probave
u tankom crijevu. Veliki gubitak ili potpuni nestanak polifenola u prvih 10 minuta simulacije
probave u tankom crijevu je vidljiv za antocijanine i flavan-3-ole. S druge strane, smanjenje
koli¢ina dihidrokalkona, fenolnih kiselina i flavonola je bilo znatno blaZze, $to upucuje na bolju
stabilnost ovih skupina prilikom prelaska izmedu razlicitih faza probave. Sanchez-Velazquezi sur.
(2021) su utvrdili blago smanjenje koli¢ine ukupnih polifenola oslobodenih iz divljih i komercijalnih
kupina od 30-te do 120-te minute probave u Zeludcu, praceno znacajnim smanjenjem prilikom
probave u tankom crijevu. Navedeni rezultati su usporedivi s rezultatima dobivenim u ovome

istrazivanju.

5.7.2. KinetiC¢ki modeli simuliranog probavnog procesa voca

Istrazivanje koli¢ine oslobodenih polifenola u ovisnosti o vremenu omogucuje procjenu
kineti¢kih parametara probave polifenola vo¢a. Dobivene koli€ine oslobodenih ukupnih polifenola
nakon simulirane probave Zeludca i tankog crijeva (ca) u ovisnosti o vremenu ¢, analizirane su
nelinearnom regresijom jednadzbi nultog, prvog i drugog reda koje su upotrijebljene u ranijim
istrazivanjima za otpustene nutrijente tijekom probavnog procesa (Slika 40). Krivulje ovih
jednadzbi nisu pokazale dobru podudarnost s eksperimentalnim vrijednostima nakon probave u
Zeludcu i tankom crijevu, a posebno veliko neslaganje pokazalo se za modeliranje podataka
tankog crijeva (slika 40 A). Razlog tome je vjerojatno Sto se tijekom simulirane probave
polifenolnih spojeva oni otpustaju iz vo¢a Sto je vidljivo za probavu u Zeludcu gdje koli¢ina
otpustenih polifenola raste, ali se polifenoli isto tako i razgraduju. Razgradnja je osobito vidljiva
tijekom probave u tankom crijevu gdje se tijekom vremena koli¢ina polifenola smanjuje.
Jednadzbe za nulti, prvi i drugi red koje su se vec koristile za modeliranje podataka dobivenih

simuliranom probavom su jednadzbe koje opisuju otpustanje produkata i ne odgovaraju ovakvim
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eksperimentalnim podatcima. Usporedbom jednadzbi nultog, prvog i drugog reda posebno je
vidljivo da jednadzba nultog reda ne odgovara podatcima te pokazuje veliku standardnu gresku
(Slika 40 A, tablica 38).

Zbog toga su jednadzbe prvog i drugog reda modificirane te primijenjene za analizu
eksperimentalnih podataka (jednadzbe 25 i 26) dok jednadzba nultog reda nije primjenjena za
analizu eksperimentalnih podataka zbog velikog neslaganja s eksperimentalnim podatcima.
Nakon nelinearne regresije modificiranih jednadzbi prvog i drugog reda vidljivo je da krivulje
odgovaraju eksperimentalnim podatcima (Slika 40 B), a standardne greSke modela su manje.
Usporedbom standardne greSke modela prvog i drugog reda vidljivo je da su greSke manje za
prvi red te su daljnje analize napravljene samo s jednadzbom za prvi red. Kineti¢ki modeli prvog
reda su i u ranijim istraZivanjima koristeni za opisivanje oslobadanja polifenola (Villanueva-
Carvajal i sur., 2013) ili Skroba (Butterworth i sur., 2012; Zhang i sur., 2021;) prilikom in vitro
simulacije probave.

Procijenjeni su parametri - koncentracija oslobodenih polifenola kada reakcija tezi u
beskonacnost (c-), konstanta brzine reakcije (k) te vrijeme polureakcije (fi,2) (Tablica 39 i 40).
Vrijednosti c.. pojedinih polifenolnih skupina i ukupnih polifenola kozice i mesa plodova jabuke i
plodova crne bazge dobivene za simulaciju probave u Zeludcu i tankom crijevu odgovaraju
eksperimentalnim vrijednostima, uz relativno niske standardne greSke modela (Tablica 39 i 40).
Vrijednosti vremena polureakcije oslobadanja polifenola u Zeludcu (od 1,3 do 7,9 minuta)
sugeriraju da se vecina polifenola oslobodi u prvih 5 do 10 minuta probave, nakon ¢ega dolazi do
znatnog usporavanja reakcije. Niza vremena polureakcije polifenolnih skupina plodova crne
bazge (od 1,3 do 1,6 minuta) upucuju na brze oslobadanje polifenola iz ovoga vo¢a. Moguce je
da su prehrambena vlakna prirodno prisutna u jabukama usporila oslobadanje polifenola. Utjecaj
razli¢itih matrica hrane na oslobadanje polifenola je spomenut i u ranijim istraZivanjima (Mandalari
i sur., 2016). Vremena polureakcije u tankom crijevu (od 0,8 do 31,1 min za dihidrokalkone te od
1,4 do 7,8 min za sve ostale polifenolne skupine i ukupne polifenole) su uglavnom bila sli¢na
onima dobivenim za simulaciju probave u Zeludcu. I1znimka su dihidrokalkoni koZice jabuke koji
su pokazali znatno veéa vremena polureakcije (od 0,8 do 31,1 minuta) $to mozZe ukazivati na
njihovu bolju stabilnost prilikom probave u tankom crijevu. Takoder, vidljiv je trend smanjenja
vremena polureakcije u prisutnosti B-glukana, iako razlike nisu velike.

Navedeni rezultati sugeriraju da se oslobadanje polifenola prilikom simulacije probave
odvija prema reakciji prvog reda, $to odgovora ranijim istrazivanjima (Villanueva-Carvajal i sur.,

2013). U reakcijama prvog reda brzina reakcije je ovisna o koncentraciji reaktanta, tj. brzina
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promjene koncentracije tvari je u svakom trenutku proporcionalna koncentraciji tvari (Atkins,
2001).To nam ukazuje kako je brzina reakcije oslobadanja polifenola iz vo¢a prilikom simulacije
probave ovisna o samoj koli¢ini polifenola u vo¢u. Reakcija je na pocetku brza, a smanjenjem

koli€ine bioraspolozivih polifenola u vo¢u dovodi do usporavanja reakcije.
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6. ZAKLJUCAK



U ovom radu je istrazen utjecaj B-glukana na bioraspolozivost polifenola plodova jabuke i crne

bazge istrazivanjem kineti¢kih modela simuliranih probavnih procesa. Na osnovi rezultata mogu

se izvesti sljedeéi zakljucci:

1. Karakterizacija polifenola u tradicionalnim i komercijalnom kultivaru jabuke i u plodovima crne

bazge

dvije vrednovane RP-HPLC metode su prema istrazivanim parametrima
(linearnost, osjetljivost, granica detekcije, granica kvantifikacije, preciznost i
to€nost) prihvatljive za analizu polifenolnih spojeva iz plodova jabuke i crne bazge
upotrebom vrednovanih RP-HPLC metoda u koZici i mesu plodova jabuke
identificirano je petnaest polifenolnih spojeva koji pripadaju skupinama flavan-3-
ola, fenolnih kiselina, dihidrokalkona, antocijanina te flavonola. U plodovima crne
bazge identificirano je devet spojeva iz skupina antocijanina, flavonola, fenolnih

kiselina i flavan-3-ola.

2. Potencijal polifenolnih spojeva plodova jabuke i crne bazge kao inhibitora enzimske aktivnosti

polifenolni spojevi su pokazali dobar potencijal za inhibiciju enzimske aktivnosti a-
amilaze i a-glukozidaze.

fenolne kiseline su se pokazale kao bolji inhibitori a-amilaze od sintetskog inhibitora
akarboze, dok su se sve polifenolne skupine pokazale kao bolji inhibitori a-glukozidaze
nego akarboza.

eksperimentalni podaci inhibicije oba enzima su pokazali bolje slaganje s modelom
prvog reda. Vrijeme polureakcije inhibicije a-amilaze i a-glukozidaze polifenolima
voca je iznosilo od 0,3 do 0,7 i od 1,3 do 4,6 minuta, navedenim redoslijedom.
Moze se predloziti da je inhibicija a-amilaze neSto brza reakcija u usporedbi s
inhibicijom a-glukozidaze. Moguce je da interakcije polifenola sa Skrobom koji se
upotrebljava kao supstrat u reakciji inhibicije a-amilaze sprjecavaju vezanje enzima

na skrob, a posljedica toga je brza i bolja inhibicija enzima a-amilaze.

3. Bioraspolozivost polifenolnih spojeva plodova jabuke i crne bazge

Prema rezultatima in vitro simulacije probave u ustima, Zeludcu i tankom crijevu
moguce je zakljuCiti da polifenoli postaju raspolozivi za apsorpciju u probavnom
sustavu, iako u znac€ajno manijim koli¢inama u odnosu na pocetnu koli¢inu prije
probave. Generalno, manje koli¢ine polifenola su oslobodene u ustima, njihova
koli¢ina je znac€ajno porasla nakon probave u Zeludcu te se znacajno smanijila

nakon probave u tankom crijevu.
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Pojedine polifenolne skupine su pokazale razli¢ita ponasanja prilikom simulacije
probave.

Antocijanini su oslobodeni tijekom probave u ustima iz kozice jabuke i plodova crne
bazge, njihova koliina je znaCajno porasla tijekom probave u Zeludcu te se
znacajno smanjila tijekom probave u tankom crijevu (plodovi bazge) ili su
antocijanini potpuno nestali (koZica jabuke). Razli¢ita pH vrijednost probavnog
procesa utjeCe na molekularnu formu antocijanina. PoviSeni pH u tankom crijevu
utjecao na njihovu degradaciju i otezao odredivanje. Cijanidni-3-sambubiozid-5-
glukozid, prisutan u plodovima crne bazge je pokazao bolju stabilnost u tankom
crijevu. Moguce je da molekula glukoze na poziciji C5 prstena A poboljSala
stabilnost ovog antocijanina u tankom crijevu.

Flavan-3-oli su pokazali slicno ponasanje kao i antocijanini, oslobodeni su tijekom
simulacije probave u ustima (kozica i meso jabuke, plodovi crne bazge), njihova
koli€ina je znaCajno porasla tijekom probave u Zeludcu te se znacajno smanijila
tijekom probave u tankom crijevu ili su potpuno nestali. Degradacija ovih spojeva
u nepoznate produkte pri pH vrijednosti probave u tankom crijevu je vjerojatno
objasnjenje.

Fenolne kiseline su pokazale nesto bolju stabilnost tijekom probave. U tankom
crijevu je doSlo do moguée izomerizacije klorogenske kiseline, kao i njene hidrolize.
Dihidrokalkoni su oslobodeni tijekom probave u ustima iz koZice i mesa jabuke,
njihova koli€ina je znaCajno porasla tijekom probave u Zeludcu te se znacajno
smanijila tijekom probave u tankom crijevu.

Flavonoli su pokazali najbolju stabilnost tijekom probavnog procesa, buduéi da
tijekom probave u tankom crijevu nije doSlo do zna€ajnog smanjenja koli€ine

oslobodenih flavonola.

4. Utjecaj B-glukana na bioraspolozivost polifenolnih spojeva

Jednak trend oslobadanja polifenola kroz simulaciju probave je primijecen i u
eksperimentu s dodanim 3-glukanom.

Prisutnost B-glukana je smanjila koli¢ine oslobodenih ukupnih polifenola,
polifenolnih skupina i pojedinacnih polifenola, u odnosu na simuliranu probavu bez
dodanog B-glukana. Moze se pretpostaviti da je B-glukan adsorbirao polifenole na
svoju povrSinu i na taj nacin smanijio njihovu bioraspolozivost u gornjim dijelovima
probavnog sustava, ali za posljedicu ima mogucnost povecati koliine polifenola

koje dospijevaju do debelog crijeva.
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5. Kineti¢ko istrazivanje bioraspolozivosti polifenolnih spojeva plodova jabuke i crne bazge

Provedeno kineticko istrazivanje oslobadanja polifenola iz plodova jabuke i crne
bazge tijekom simulirane probave, bez i uz prisutnost B-glukana pokazalo je da se
vecina polifenola voc¢a oslobodi u prvih 10 do 30 minuta simulirane probave Zeludca,
a razgradnja polifenola dogodi se u prvih 10 minuta simulirane probave u tankom
crijevu.

Dihidrokalkoni, fenolne kiseline i flavonoli su pokazali bolju stabilnost tijekom
probave u tankom crijevu, dok se antocijanini i flavan-3-oli potpuno degradiraju ili
dolazi do znatnog smanjenja koli€ine.

Oslobadanje polifenola tijekom probave u Zeludcu i smanjenje njihove koli€ine
tijekom probave u tankom crijevu najbolje slazu s modificiranom jednadzbom prvog
reda. Prema tome, moguce je zakljuciti da je brzina reakcije oslobadanja polifenola
iz istrazivanih plodova prilikom probavnog procesa ovisna o samoj koli¢ini polifenola
prisutnoj u vocu. Vrijeme polureakcije oslobadanja polifenola u zeludcu iznosi od 1,3
do 7,9 min za polifenole kozice i mesa jabuke te 1,3 do 1,6 min za polifenole plodova
crne bazge. Mogucée je da se polifenoli nesto sporije oslobadaju iz plodova jabuke
nego iz plodova crne bazge. Vrijeme polureakcije oslobadanja polifenola u tankom
crijevu iznosi od 1,4 do 7,8 min za sve polifenole kozice i mesa jabuke te plodova
crne bazge, osim za dihidrokalkone (od 0,8 do 31,1 min) §to ukazuje na sporije
otpustanje dihidrokalkona tijekom probave u tankom crijevu.

U ovom radu prvi puta je istrazivan utjecaj B-glukana na bioraspolozivost polifenolnih
spojeva iz plodova tradicionalnih kultivara jabuke te plodova crne bazge. Kineti¢ko
istraZivanje simuliranog procesa probave takoder do sada nije napravljeno, prema
dosadasnjim saznanjima. Doprinos cijelom istraZivanju dalo je i modificiranje
jednadzbi prvog i drugog reda koje se sada mogu primijeniti u daljnjim istrazivanjima.
Rezultati dobiveni u ovom radu su omogudili bolje razumijevanje bioraspolozivosti

polifenola plodova jabuke i crne bazge, kao i utjecaju -glukana na bioraspolozivost.
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