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Popis oznaka, kratica i simbola

Kr konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta (mg g*) (mg I'2)/n
1/n konstanta intenziteta adsorpcije

Ki konstanta slobodne energije adsorpcije ili konstanta afiniteta (I mg?)
qm maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet (mg g!)

Ce ravhoteZna koncentracija adsorbata u otopini (mg 1)

Ge ravnoteZni adsorpcijski kapacitet (mg g),

€ Polany potencijal (J mol?)

B konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol2J?)

E srednja slobodna energija adsorpcije (J mol?)

R2 koeficijent determinacije

DPPH*® 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal

R® Radikal

AH Antioksidans

ARP Ucinkovitost antioksidansa (engl. Anti-radical Power)

ECso Ucinkovita koncentracija (engl. Efficient Concentration)
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1. Uvod

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji se nalaze u vocu, povréu i njihovim proizvodima.
Oni se danas intenzivno istrazuju jer su pokazali brojna pozitivna svojstva u ljudskom
organizmu kao Sto su antioksidativnho djelovanje, smanjenje rizika od pojave karcinoma,
dijabetesa, astme i drugih respiratornih bolesti, starenja i drugih (Pandey i Rizvi, 2009;
Ramassamy, 2006). Jabuke predstavljaju vazan izvor polifenola jer su dostupne tijekom cijele
godine. Pokazalo se da su stare sorte jabuka bogatije polifenolima od danasnjih komercijalnih,
pa je vazno ocuvati ih zbog bioraznolikosti (Jakobek i sur., 2013). Polifenoli iz starih sorti jabuka

pokazali su i antiradikalnu aktivnost (lacopini i sur., 2010).

Jedna od bioaktivnosti polifenola koja nije u potpunosti istrazena je njihova interakcija sa
nutrijentima hrane. Pokazalo se da polifenoli mogu dolaziti u interakcije s ugljikohidratima,
proteinima i lipidima u probavnom traktu (Jakobek, 2015). Oni se mogu “vezati” za neke od
nutrijenata iz hrane koji ih prenose kroz organizam te u svojoj neizmijenjenoj formi imaju
moguénost pokazati potencijalno pozitivna svojstva. Prehrambena vlakna su ugljikohidrati koji
su djelomi¢no otporni na probavu i apsorpciju u tankom crijevu, s djelomi¢nom ili potpunom
fermentacijom u debelom crijevu (Quiros-Sauceda i sur., 2014). Bududi da se razgraduju tek u
debelom crijevu, prehrambena vlakna se mogu smatrati potencijalnim nosiocima polifenola
kroz ljudski organizam ukoliko ulaze u interakcije s polifenolima. U grupu prehrambenih
vlakana ulazi i B-glukan koji se moze naci u gljivama, pekarskom kvascu, zobi, jeému i algama

(Laroche i sur., 2007).

Interakcije izmedu polifenola i prehrambenih vlakana se mogu pratiti preko procesa adsorpcije
u kojima je polifenol adsorbat, a B-glukan adsorbens. Tijekom adsorpcije, molekule iz otopine
(adsorbat) adsorbiraju se na povrsinu adsorbensa (Soto i sur., 2011). Nakon uspostavljanja
adsorpcijske ravnoteZze mogu se odrediti adsorpcijske izoterme kao Sto su Freundlichova,
Langmuirova, Dubinin-Radushkevicheva i druge (Foo i sur., 2010; Soto i sur., 2011). Preko
parametara adsorpcijskih izotermi mogu se dobiti informacije o samom procesu adsorpcije:
radi li se favoriziranoj, fizikalnoj ili kemijskoj, monoslojnoj ili viSeslojnoj adsorpcijii drugo (Foo

i sur., 2010; Soto i sur., 2011).

U ovom radu cilj je bio ekstrahirati polifenole iz kore i mesa starih kultivara jabuka (ljestarka,
ljubenicarka, slavonska sréika, adamova zvijezda i divlja jabuka), odrediti koli¢inu ukupnih
polifenola u kori i mesu spektrotomometrijskom Folin-Ciocalteau metodom, antiradikalnu

aktivnost DPPH metodom, usporediti ove kultivare te odrediti koji su kultivari najbogatiji
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1. Uvod

polifenolima. Osim toga, cilj je bio provesti adsorpciju na B-glukanu s polifenolima iz mesa i
kore jabuka koje su najbogatije polifenolima da bi se objasnile interakcije izmedu polifenola
jabuke i B-glukana. Pri tome je cilj bio odrediti parametre Freundlichove, Langmuirove i

Dubinin-Raduschkevicheve adsorpcijske izoterme pomocu linearnog modela.
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2. Teorijski dio

2.1. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji se mogu naci u voéu, povréu i njihovim
proizvodima. Polifenolni spojevi pripadaju najbrojnijoj i najrasprostranjenijoj skupini spojeva
u biljkama. Do danas je poznato vise od 8000 spojeva. Prema kemijskoj strukturi mogu se
podijeliti na: fenolne kiseline, flavonoide, tanine (kondenzirani i hidrolizirani) te ostale
polifenolne spojeve (lignani, kumarini), a podjela je prikazana na slici 1 (Bravo, 1998; Manach
i sur., 2004; Pandey i Rizvi, 2009). Osnovna karakteristika svih polifenola je prisutnost jednog

ili viSe hidroksiliranih benzenskih prstenova(Berend i Grabari¢, 2008).

POLIFENOLNI SPOJEVI

Flavonoidi Stilbeni

Fenolne kiseline

Flavanoli

Flavoni Antocijanidini

Izoflavoni Flavanoni

Slika 1 Podjela polifenolnih spojeva na temelju njihove kemijske strukture (pripremljeno
prema Manach i sur., 2004; Ramassamy, 2006)

Polifenolni spojevi pokazali su mnoge pozitivne bioaktivnosti, kao Sto su antioksidativno
djelovanje,smanjenje rizika od pojave karcinoma, dijabetesa, starenja, astme i drugo (Pandey

i Rizvi, 2009; Ramassamy, 2006).

Polifenoli u biljkama mogu imati viSe uloga.Mogu biti signalne molekule, sudjelovati u
hormonskoj regulaciji rasta biljaka te ih Sstititi od mikroorganizama(antimikrobno
djelovanje).Takoder, mogu zastititi biljku od UV zradenja te privlaciti oprasivace. U
namirnicama mogu pridonositi gorcini, ostrini, boji, okusu, mirisu i oksidativnoj stabilnosti

(Berend i Grabari¢, 2008).



2. Teorijski dio

2.1.1. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline se mogu podijeliti na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Manach,
2004). To su polifenolne komponente male molekularne mase. Osnovna struktura fenolnih

kiselina prikazana je na slici 2(Bravo, 1998).

COOH

Slika 2 Osnovna struktura fenolnih kiselina (Bravo, 1998)

2.1.2. Flavonoidi

Struktura flavonoida temelji se na flavonoidnoj jezgri. Samu strukturu flavonoida cine dva
aromatska prstena A i B te oksigenirani heterocikli¢ki prsten C. U prirodi se flavonoidi nalaze
najéesc¢e u obliku glikozida, tj. povezani su s molekulama Seéera, Sto doprinosi vecoj
raznolikosti i broju tih spojeva (Bravo, 1998; Jakobek, 2007). Na slici 3 prikazana je osnovna

struktura flavonoida.

Slika 3 Osnovna struktura flavonoida. a) flavan jezgra flavonoida; b) 4 okso flavonoid jezgra

(pripremljeno prema Bravo, 1998; Jakobek, 2007)

U skupinu flavonoida ubrajaju se flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini te
flavanoli (Bravo, 1998). Flavonoli su najviSe zastupljeni od svih flavonoida u hrani. Izoflavonoidi
su flavonoidi Cija je struktura sli¢na strukturi estrogena. lako nisu steroidi, na 7 i 4' poziciji
imaju hidroksilne skupine $to ih Cini fitoestrogenima (Manach i sur., 2004). Antocijanini su

bilini pigmenti topljivi u vodi. Daju plavu, purpurnu i crvenu boju cvije¢u, voc¢u i povréu.
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2. Teorijski dio

Najéesci Seceri koji se vezu na molekulu antocijanidina su glukoza, ramnoza, galaktoza i drugi

(Jakobek, 2007).

2.1.3. Polifenoli u jabukama

Jabuke su voce koje je poznato od davnina, a dostupne su tijekom cijele godine. Postoje mnoge

sorte jabuka s razli¢itim senzorskim i organoleptickim svojstvima.

Polifenolne skupine koje su pronadene u jabukama su: proantocijanidini, flavanoli, fenolne
kiseline, dihidrokalkoni i antocijanini. Najveéi udio polifenola u mesu i kori zauzimaju
proantocijanidini. U mesu jabuka pronadeno je da su najvise zastupljenefenolne kiseline, dok
su u kori jabuka najvise zastupljeni flavonoli i dihidrokalkoni.Budu¢i da su jabuke dostupne
tijekom cijele godinei imaju pozitivne ucinke na zdravlje,one se sve viSe istrazuju (Jakobek i

sur., 2013; Jakobek i Barron, 2016). Na slici 4 prikazani su polifenoli koji se nalaze u jabukama.

OH OH
HO o} _M@OH HO O =
OH " oH

OH OH
Katehin Epikatehin

OH

Floridzin

Slika 4 Struktura nekih polifenola u jabukama. a) flavanoli; b) fenolna kiselina; c) flavonol;

d) dihidrokalkoni (pripremljeno prema Manach i sur., 2004; Shao i sur., 2008)



2. Teorijski dio

2.2. ANTIOKSIDACISKA (ANTIRADIKALNA) AKTIVNOST POLIFENOLA

Polifenoli posjeduju mnoga potencijalno pozitivhasvojstva poput antibakterijskog,
antialergijskog, antimutagenog, protuupalnog te antikancerogenog djelovanja. Antiradikalna

tj. antioksidacijska aktivnost proizlazi iz sposobnosti sparivanja elektrona slobodnih radikala.
Takoder, polifenoli pokazuju sposobnost kelatnog vezanja iona prijelaznih metala (Fe2+, Cu2+,
Zn2+, Mg2+), aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004).

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala kojibi
inace uzrokovali oksidaciju pojedinih spojeva.Oni inhibiraju ili odgadaju oksidaciju supstrata
kada su prisutni u koncentraciji manjoj od njega, neutraliziraju slobodne radikale tako $to im
daju svoj elektron. Antioksidansi djeluju kao reducirajuée sredstvo. Imaju sposobnost
stabiliziratiili deaktivirati slobodne radikale tako Sto doniraju elektron, a zbog svoje stabilnosti
ne mogu postati slobodni radikali. Da bi bili prepoznati kao antioksidansi, polifenolni spojevi

moraju ispunjavati sljedeca dva uvjeta:

e Antioksidans (polifenol) treba biti prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar
podloZnu oksidaciji, ali u dovoljnoj da bitno uspori ili sprijeci reakcijuoksidacije.
e Nastali radikal iz polifenola mora biti dovoljno stabilan da ne potakne lan¢anu

reakciju.

Slobodni radikali sadrze jedan ili vise nesparenih elektrona u elektronskim orbitalama ito ih
¢ini vrlo reaktivnima. Slobodni radikali mogu nastati u reakcijama oksidacije.Oni i druge
reaktivne vrste kisika ubrajaju superoksidni(O2), hidroksilni radikal (OH), hidroperoksidni

radikal (HO;"), vodikov peroksid (H.0.) i lipidni peroksidni radikal(Kazazi¢, 2004).

Oksidativni stres moze nastati ako izostane antioksidacijska zastita protiv slobodnih radikala.
Slobodni radikali, reaktivne vrste kisika te oksidativni stres zajedno uz neke druge faktore,
sudjeluju u razvoju mnogih bolesti kao Sto su kardiovaskularne bolesti, dijabetes te razliciti
upalni procesi. Polifenoli i drugi antioksidansi posjeduju mogucnost da hvatanjem slobodnih
radikala te drugim antioksidacijskim aktivnostima, smanjuju rizik od nastajanja vec

spomenutih bolesti (Kazazi¢, 2004).



2. Teorijski dio

2.2.1. DPPH metoda za odredivanje antiradikalne aktivnosti polifenola

Hvatanje radikala je vazan mehanizam kojeg slijede mnogi antioksidansi u hrani. Za mjerenje
antioksidacijske aktivnosti ¢esto se koriste metode koje se temelje na hvatanju sintetickih
radikala u polarnim organskim otapalima na sobnoj temperaturi. Jedna od tih metoda je DPPH
metoda u kojoj se koristi slobodni radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH*). Redukcija ovog
radikala se prati spektrofotometrijski. U formi radikala DPPH* je tamno obojen, a apsorbira na
515 nm. Za vrijeme reakcije s antioksidansom (AH) apsorpcija se smanjuje zbog smanjenja
koncentracije DPPH* (Jakobek, 2007). Reakcija hvatanja slobodnih DPPH*® radikala je sljedeca
(Brand-Williams i sur., 1995):

DDPH" + AH—>DPPH — H +A’

DPPH' + R—>DPPH -R

Antiradikalna aktivnost se definira kao koli¢ina antioksidansa koja je potrebna za smanjenje
podetne koncentracije DPPH* radikala za 50%. Ta vrijednost se zove uéinkovita koncentracija
ECso (engl. Efficient Concentration). Zbog boljeg razumijevanja se govori o efikasnosti

antioksidansa (engl. Antiradical Power - ARP) koja iznosi 1/ECso. (Brand-Williams i sur., 1995).

2.3. INTERAKCUE POLIFENOLA S MAKROMOLEKULAMA

Polifenoli su pokazali mnoge potencijalno pozitivne bioaktivnosti u koje ulaze i interakcije
polifenola s makromolekulama kao $to su proteini, ugljikohidrati i lipidi (Jakobek, 2015; Le

Bourvellec i Renard, 2012). Bioaktivnost polifenola nije u potpunosti istrazena.

2.3.1. Interakcije s prehrambenim vlaknima

Prehrambena vlakna definiraju se kao ugljikohidrati koji su djelomi¢no otporni na probavu i
apsorpciju u tankom crijevu, s djelomi¢nom ili potpunom fermentacijom u debelom crijevu.

Prehrambena vlakna se mogu podijeliti s obzirom na njihovu topljivost na:

o topljivai

e netopljiva.
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U netopljiva vlakna ubrajaju se: celuloza, hemiceluloza, hitin, a u topljiva B-glukani, inulin,

pektini i oligosaharidi(Quiros-Sauceda i sur., 2014).

Pokazalo se da prehrambena vlakna mogu ulaziti u interakcije s polifenolima (Jakobek, 2015),
a ove interakcije mogu utjecati na bioaktivnost polifenola, funkcionalnu i senzorsku kvalitetu

hrane pa se provode istrazivanja ovih interakcija (Gao i sur., 2012; Wu i sur., 2011).
Takoder, pokazalo se da veze izmedu prehrambenih vlakana i polifenola mogu biti:

e nekovalentne veze (vodikove veze - izmedu OH skupine polifenola i kisikovog atoma
vlakana; elektrostatske interakcije), te

e kovalentna veza (izmedu fenolnih kiselina i vlakana) (Bordenave i sur., 2014; Quiros-
Sauceda i sur., 2014).

NajéesSce su nekovalentne veze.

2.3.2. B-glukan

B-glukan je prirodno vlakno, polisaharid sastavljen od jedinica glukoze. MoZe se nadi u
glijivama, pekarskom kvascu, zobi, jeému i algama (Laroche i sur., 2007). Pokazao je
potencijalno pozitivna svojstva kao Sto su antioksidacijska aktivnost, smanjenje upalnog
odgovora organizma preko stimulacije imunoloskog odgovora, sniZzenje razine kolesterola,
pozitivan utjecaj na respiratorne bolesti i druge (Chen i Raymond, 2008; Kofuji i sur., 2012;

Queenan i sur., 2007).

Struktura B-glukana iz kvasca je B-(1,3)-(1,6)-D-glukan, a iz Zitarica B-(1,3)-(1,4)-D-glukan.
Kemijska struktura B-glukana iz Zitarica prikazana je na slici 5 (Laroche i Michaud, 2007).

CH,OH
) . 5. 0 o--l--
_ _ CH,OH 4 .
CH,OH 5|~ o o OH
5 - z
4 OH 1 & L _
OHN 4
- OH
i OH - -

B-1,3 glikozidna veza  B-1,4 glikozidna veza

Slika 5Kemijska struktura B-(1,3)-(1,4)-D-glukana (pripremljeno prema Laroche i Michaud,
2007)
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B-glukan je pokazao da mozZe ulaziti u interakcije s polifenolima (Simonsen i sur., 2009)
Interakcije polifenola i B-glukana mogu biti interpretirane kroz proces adsorpcije, pri ¢emu su

polifenoli adsorbat, a B-glukan je adsorbens.

2.4. ADSORPCUA

Tijekom procesa adsorpcije, molekule iz otopine adsorbiraju se na povrsinu adsorbensa (B-

glukan) (Soto i sur., 2011). Proces adsorpcije se moze definirati kroz Cetiri koraka:

transport adsorbata iz otopine,
difuzija adsorbata preko tekuéeg filma koji okruzuje ¢esticu adsorbensa,

unutarcesticna difuzija i

P w N

adsorpcija i desorpcija adsorbata s povrsSine adsorbensa (Plazinski i sur., 2009).

Adsorpcija se moze podijeliti s obzirom na privlacne sile koje se stvaraju izmedu adsorbirane

Cestice na:

e FIZIKALNU ADSORPCIU (Van der Waalsove sile, vodikove veze),
e KEMIJSKU ADSORPClJU(kovalentna veza) i
e |ONSKU ADSORPCIU (ionska veza) (Brdicka, 1969).

Na sam proces adsorpcije mogu utjecati razli¢iti uvjeti kao Sto su:

e svojstva adsorbata,
e svojstva adsorbensa i
e pH, temperatura otopine u kojoj je odvija adsorpcija i sl. (Marsal i sur., 2012; Soto i

sur., 2011; Wu i sur., 2011).

Adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu se moze izracunati pomocu formule 1:

Co —Co) 'V,
qe — ( o e) m (1)
Ca Vo
gdje je: ge— ravnotezni adsorpcijski kapacitet adsorbata na adsorbensu (mg g),

co— pocetna koncentracija adsorbata u otopini (mg I%),

ce— ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mg I2),

11
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Vm — volumen otopine u kojoj se odvija adsorpcija (1),
cq — koncentracija adsorbensa u otopini (g 1Y) i

Vo — volumen adsorbensa u otopini (l).

U stanju ravnoteZze mogu se odrediti adsorpcijske izoterme preko kojih se moze dodi do

informacija o samom procesu adsorpcije.

2.4.1. Adsorpcijske izoterme

Adsorpcijska izoterma predstavlja odnos izmedu adsorbirane koli¢ine adsorbata koji je
adsorbirao na adsorbensu i koncentracije adsobrata koja preostaje u otopini (neadsorbirana
koncentracija) pri konstantnoj temperaturi. Koristenjem razli¢itih modela kao S$to su
Freundlichov, Langmirov, Dubinin-Radushkevichev i drugi moZe se preko konstanti ovih
modela dodi do informacija o samom procesu adsorpcije (Foo i Hameed, 2010; Limousin i sur.,

2007; Soto i sur., 2011).

2.4.2. Freundlichova izoterma

Freundlichova adsorpcijska izoterma opisuje neidealnu, reveznu adsorpciju na heterogenu
povrsinu koja nije ograni¢ena na stvaranje monosloja. Ona pretpostavlja da svako mjesto na
povrsini adsorbensa ima svoju energiju pa se mjesta s ve¢om energijom prije popune (Foo and

Hameed, 2010; Soto et al., 2011).

Nelinearni oblik Freundlichove jednadzbe dan je formulom 2, dok je linearni oblik ove

jednadzbe dan formulom 3.
_ 1/n
e = KFCe (2)

1 (3)
logq, = log Ky + glogce

gdje je: ge— ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg g),
Kr — konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta (mg g?) (mg )",

ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mg I) i

12
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1/n- konstanta intenziteta adsorpcije (Babaeivelni et al, 2013; Foo and

Hameed, 2010;Marsal et al., 2012; Soto et al., 2011).

Dijagram ovisnosti (log ge) o (log ce) daje nagib pravca 1/ni odsjecak na y osi log Kr.

2.4.3. Langmuirova izoterma
Langmuirov model predvida adsorpciju u jednom sloju na homogenoj povrsini, a adsorpcija se
mozZe odvijati na ograni¢enim mjestima. Nakon $to se molekule adsorbiraju na povrsinu
adsorbensa, ona predvida da nema daljnjih adsorpcije (Foo and Hameed, 2010; Soto et al.,

2011).

Nelinearni oblik Langmuirove jednadibe dan je formulom 4, dok je linearni oblik ove

jednadzbe dan formulom 5.

CImKLCe
= — 4
Qe 1+K,c, )
C_ 1 < (5)

4% Kidm Gm
gdje je: ge— ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg g),
Ki—konstanta slobodne energije adsorpcije ili konstanta afiniteta (I mg™)
ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mg I?) i

gm— maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet (mg g)(Babaeivelni et al, 2013;

Foo and Hameed, 2010;Marsal et al., 2012; Soto et al., 2011).

Dijagram ovisnosti ce/ge Vs ce daje pravac s nagibom pravca 1/gm i odsje¢kom nay osi 1/Ki.gm.

13
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2.4.4. Dubinin-Radushkevicheva izoterma

Dubinin-Radushkevicheva izoterma se koristi za razlikovanje kemijske od fizikalne adsorpcije

(Foo and Hameed, 2010; Soto et al., 2011).

Nelinearni oblik Dubinin-Radushkevicheve jednadzbe dan je formulom 6, dok je linearni dan

formulom 7.
qe = qme(_ﬁgz) (6)
Ingq, =Ingq,, — Be? (7)
gdje je: ge— ravnotezni adsorpcijski kapacitet (mg g),

gm — maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet (mg g1),
B — konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (molJ2),

€ — Polany potencijal (J mol ).

Polany potencijal se moze izraunati s formulom 8:

& =RTIn (1 + l) (8)

Ce
gdje je: € — Polany potencijal (J mol?).
ce — ravnotezna koncentracija adsorbata u otopini (mg 1),
T —temperatura (K) i

R — op¢a plinska konstanta (8,314 J mol* K1).

S Dubinin-Radushkevichevom izotermom se mozZe odrediti srednja slobodna energija E preko
koje se moze doci do zakljucka da li je adsorpcija kemijska ili fizikalna. Ukoliko E iznosi manje
od 8 k) mol?, tada je adsorpcija fizikalna, a ukoliko je E veéa od 8 kJ/mol adsorpcija je kemijski

proces (Marsal i sur., 2012).

Srednja slobodna energija adsorpcije se moze odrediti preko formule 9:

14
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E=—— 9
ez @
gdje je: E - srednja slobodna energija adsorpcije () mol?) i

B — konstanta povezana s adsorpcijskim kapacitetom (mol2J-2) (Babaeivelni et

al, 2013; Foo and Hameed, 2010;Marsal et al., 2012; Soto et al., 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK RADA

Zadatak rada bio je

-ekstrahirati polifenole iz kore i iz mesa pet razlicitih vrsta jabuka

-ljestarka,

-ljubenicarka,

-slavonska srcika,

-adamova zvijezda i

-divlja jabuka

-odrediti koncentraciju ukupnih polifenola u mesu i kori ovih jabuka pomocu

spektrofotrometrijske Folin-Ciocalteau metode,

-odrediti antiradikalnu aktivnost razlicitih skupina polifenola u kori i mesu ovih jabuka
upotrebom DPPH metode. Antiradikalna aktivnost izraZena je preko ucinkovite koncentracije

(ECsp vrijednosti) i efikasnosti antioksidansa (ARP vrijednost),

-usporediti kultivare jabuka s obzirom na kolic¢inu polifenola

-provesti adsorpciju polifenola iz mesa i kore jabuka koje sadrze najveée koli¢ine polifenola na

B-glukanu. Za istrazivanje adsorpcije koristeni su modeli:

-Freundlichove

- Langmuirove

-Dubinin-Raduschkevicheve adsorpcijske izoterme

- odrediti konstante ovih izotermi kako bi se omogucio uvid u mehanizam adsorpcije.

17
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3.2. MATERUALII METODE

3.2.1. Kemikalije

Kemikalije koje su upotrijebljene u ovom diplomskom radu su:

e metanol,

e klorovodicna kiselina,

e natrijev karbonat (200 g I'%),

e Folin-Ciocalteau reagens,

e DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazilradikal) (1 mmol I%),
e B-glukan (190 mg %),

e galna kiselina (1000 mg I'%),

e fosfatni pufer (0,13 M; pH 5,5).

3.2.2. Priprema ekstrakta

Uzorci kore i mesa jabuka dobiveni su guljenjem kore te rezanjem mesa jabuke na manje
komade (~ 1 kg). Uzorci kore homogenizirani su pomocu miksera za kavu, a uzorci mesa jabuke
pomocu Stapnog miksera. Za pripremu ekstrakta mesa odvagano je ~ 0,2 g jabuka te je dodano
1,5 mL 80%-tnog metanola. Uzorci su ostavljeni 15 min na ultrazvu¢noj kupelji, centrifugirani
na 10 000 rpm 10 minuta, nakon Cega je ekstrakt dekantiran. Ostatak je ponovo ekstrahiran
pomocu 0,5 mL 80%-tnog metanola na ultrazvucnoj kupelj 15 minuta i centrifugiran na 10 000
rom 10 minuta. Dva ekstrakta su spojena. Ukupno je dobiveno 2 ml ekstrakta. Za pripremu
ekstrakta kore postupak je bio isti, osim Sto je koristen 0,1 % HCl u metanolu umjesto 80 % -

tnog metanola. Za svaki kultivar jabuka ekstrakti su pripremljeni u dvije paralele.

3.2.3. Odredivanje ukupnih polifenola spektroskopskom Folin Ciocalteu
metodom

Ukupni polifenoli u mesu i kori jabuka odredeni su Folin-Ciocalteu metodom (Singleton i sur.,
1999). Pripremljenom ekstraktu kore i mesa jabuka (20 pL) dodana je destilirana voda (1580
L) i Folin-Ciocalteau reagens (100 uL). Zatim je u otopinu dodano 300 uL natrijevog karbonata
(200 g I'Y). Uzorci su promijeSani na vortexu (Grant Bio, Cambridgeshire, England) te su
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stavljeni u vodenu kupelj na 40°C u trajanju od 30 min. Apsorbancija (A) je mjerena na 765 nm
prema slijepoj probi (umjesto ekstrakta sadrZi destiliranu vodu) na spektrofotometru (UV
2005, Selecta, Spanjolska). Rezultati su izrazeni u mg galne kiseline po | (mg I'!) te su
preraunati u mg galne kiseline po kg svjeZe mase jabuka (mg kg FW, fresh weight). Mjerenja

su u svakom uzorku izvrSena dva puta.

3.2.4. Odredivanje antiradikalne aktivnosti pomo¢u DPPH metode

Antiradikalna aktivnost je odredena pomoc¢u DPPH metode. U kivetu je dodano 200 uL DPPH
(1 mmol IY) i 2800 pL metanola. Apsorbancija DPPH otopine (Apepx) je ocitana na 517 nm
prema destiliranoj vodi na spektrofotometru (UV 2005, Selecta, Spanjolska). Pripremljeno je
tri reakcijske otopine za svaki ekstrakt jabuke na sljedeéi nacin: dodan je ekstrakt polifenola
(meso: 50, 100 ili 300 pL, osim ekstrakta mesa divlje jabuke za koje su volumeni bili 10, 50 i
100 puL; kora: 10, 50 100 pL osim ekstrakta kore divlje jabuke za koju su volumeni bili 5, 100 i
300 pL), 200 pL DPPH (1 mmol I?%), a ostatak volumena do 3000 pL ¢inio je metanol.
Apsorbancija reakcijskih otopina (Aestrake) OCitavana je na 517 nm prema slijepoj probi (20 uL
ekstrakta mesa ili kore jabuka te od 2980 uL metanola) u razli¢itim vremenskim intervalima u

ukupnom vremenu od 90 minuta. Cilj je bio postici , steady state” stanje.

IzraCunat je % preostalog DPPH radikala za svako mjerenje prema formuli 10:

% preostalog DPPH = % (10)

U ovisnost je stavljen % preostalog DPPH radikala u ,steady state” stanju vs koncentracija
jabuke u reakcijskoj otopini (g jabuke po g DPPH radikala). 1z ovog dijagrama ocitana je
ECspvrijednost (g jabuke po g DPPH radikala potrebni za inhibiranje 50% DPPH radikala).

Izracunata je i ARP vrijednost (antiradical power) prema formuli 11:
ARP = 1/ECs, (11)

Veca EC50 vrijednost predstavlja slabiju antiradikalnu aktivnost, dok ve¢a ARP vrijednost
predstavlja ve¢u antiradikalnu aktivnost te je pomocu ARP vrijednosti lakSe interpretirati

rezultate.
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3.2.5. Adsorpcija polifenola iz jabuka na B-glukanu

Stock otopina B-glukana pripremljena je u koncentraciji od 190 mg I'* u destiliranoj vodi te je

zagrijavana 15 min na 80 °C. Otopina je ¢uvana u hladnjaku na +4 °C.

Adsorpcija polifenola na B-glukanu provedena je kroz 16 h na 25 °C. Reakcijska otopina
sastojala se od ekstrakta jabuka (100, 200, 500 i 700 pL), B-glukana (53 pL) te fosfatnog pufera
(pH 5,5) do ukupnog volumena od 2 mL. Otopine su ostavljene na tresilici (IKA KS 130, Staufen,
Germany) 16 h radi postizanja ravnoteze. Nakon adsorpcije, neadsorbirani polifenoli odvojeni
su od adsorbiranih pomocu celulozno nitratnih filtera (Whatman, 0,1 um, Njemacka) na
uredaju za vakuum filtraciju (Sartorius, Goettingen, Njemacka). Koli¢ina neadsorbiranih
polifenola (ce) odredena je pomoéu Folin-Ciocalteau metode i izraZzena je u mg It galne
kiseline.lzracunat je adsorpcijski kapacitet ge koji predstavlja mg adsorbiranih polifenola po g

B-glukana (mg g!) pomoéu formule 1.

Podaci za ce i ge upotrijebljeni su za prikazivanje adsorpcijskih izotermi u linearnom obliku:
-Freundlichova prema formuli 3 (log ge vs log ce; odredeni su nagib pravca 1/n te odsjecak na
osiy log Kr)

-Langmuirova prema formuli 5 (ce/ge Vs ce; odredeni su nagib pravca 1/qgm te odsje¢ak na osiy

log 1/Kigm)

-Dubinin-Raduskevicheva prema formuli 7 (In ge vs €2;0dredeni su nagib pravca -fte odsjecak

na osiy In gm).

3.2.6. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih podataka koristen je kompjutorski program MS Excel (Microsoft
Corporation, SAD). Za svaki uzorak kore i mesa jabuke, ukupni polifenoli su odredeni u dvije
paralele koja je svaka mjerena dva puta (n=4). Nakon adsorpcije, koncentracija ukupnih
polifenola mjerena je dva puta (n=2). Odredena je standardna devijacija (formula 12),

relativna standardna devijacija (formula 13) te koeficijent varijacije (formula 14).

(12)

gdje je: SD — standardna devijacija,
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n —broj ponavljanja,
x; — rezultat pojedina¢nog mjerenja i
x—srednja vrijednost rezultata mjerenja.

Relativna standardna devijacija:

X

gdje je: RSD — relativno standardno odstupanje (%),
SD — standardna devijacija i
X — srednja vrijednost rezultata mjerenja.

Koeficijent varijacije:
KV 5D 100
=—X
X

gdje je: KV - koeficijent varijacije (%),
SD- standardna devijacija rezultata mjerenja i

x — srednja vrijednost mjerenja.

(13)

(14)

U svakom uzorku antiradikalna aktivnost mjerena je je jedan put u tri razli¢ite koncentracije.

Regresijska analiza upotrijebljena je kod adsorpcijskih izotermi pri dobivanju jednadzbe pravca

te odredivanju nagiba pravca i odsjecka na y osi. Odreden je i pripadajuéi koeficijent

determinacije r2.
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4, Rezultati

4.1. UKUPNI POLIFENOLI U EKSTRAKTIMA JABUKA MIJERENI FOLIN-
CIOCALTEAU METODOM

Tablica 1 Ukupni polifenoli* u ekstraktima kore i mesa jabuka mjereni Folin-Ciocateau
metodom.

Koncentracija Koli¢ina (udio) Standardna Relativna Koeficijent
Kultivar jabuke polifenola devijacija stan(.i.artzl.na varijacije
devijacija
(mgl?) (mg kg FW) (mg kg?) (%)
Meso  LjesStarka 39,05 314,25 64,72 0,21 20,59
Ljubenicarka 80,27 754,01 183,79 0,24 24,38
Slavonska srcika 74,31 662,11 13,95 0,02 2,11
Adamova zvijezda 50,85 464,24 162,97 0,35 35,10
Divlja jabuka 444,16 3959,29 328,34 0,08 8,29
Kora LjesStarka 378,92 3594,99 304,04 0,08 8,46
Ljubenicarka 497,00 4594,21 1248,09 0,27 27,17
Slavonska srcika 740,31 6531,78 960,60 0,15 14,71
Adamova zvijezda 488,73 4713,19 508,42 0,11 10,79
Divlja jabuka 394,88 3737,49 371,15 0,10 9,93

*koncentracija polifenola izraZena kao ekvivalent galne kiseline (n=4)
FW — engl. fresh weight (svjeZze mase)
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4.2. ANTIRADIKALNA AKTIVNOST POLIFENOLA JABUKE
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Slika 6 Prikaz tijeka reakcije nestajanja DPPH radikala kroz vrijeme nakon reakcije s

polifenolima iz mesa jabuka. a) ljestarka; b) ljubenicarka; c) slavonska srcika
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Slika 7 Prikaz tijeka reakcije nestajanja DPPH radikala kroz vrijeme nakon reakcije s
polifenolima iz mesa jabuka. a) divlja jabuka; b) adamova zvijezda
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Slika 8 Prikaz tijeka reakcije nestajanja DPPH radikala kroz vrijeme nakon reakcije s
polifenolima iz kore jabuka. a) ljestarka; b) ljubenicarka; c) slavonska srcika
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Slika 9 Prikaz tijeka reakcije nestajanja DPPH radikala kroz vrijeme nakon reakcije s
polifenolima iz kore jabuka. a) divlja jabuka; b) adamova zvijezda
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Slika 10 Kinetika reakcije polifenola iz mesa jabuka s DPPH radikalima (g jabuke/g DPPH).

a) ljestarka; b) ljubenicarka; c) slavonska srcika

28



4, Rezultati

120
T 100
o
& go -
a g jabuke/g DPPH
(@)
(@)
= 60 A 132,93
Z
© 66,46
o 40 '
o H 13,29
R 20 [
A
O L] L] L] L] L]
0 20 40 60 80 100
Vrijeme (min)
a)
120
[J
+ 100
[a
& 80 _
> g jabuke/g DPPH
= 60 A 136,74
[ ©68,37
S 40 ’
o 13,67
S 20
0 L]
100
Vrijeme (min)

b)

Slika 11 Kinetika reakcije polifenola iz mesa jabuka s DPPH radikalima (g jabuke/g DPPH).

a) divlja jabuka; b) adamova zvijezda
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Slika 12 Kinetika reakcije polifenola iz kore jabuka s DPPH radikalima (g jabuke/g DPPH).
a) ljestarka; b) ljubenicarka; c) slavonska srcika
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Slika 13 Kinetika reakcije polifenola iz kore jabuka s DPPH radikalima (g jabuke/g DPPH).
a) divlja jabuka; b) adamova zvijezda
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Slika 14 Ovisnost % preostalogDPPH radikala u ,steady state” stanju o masi jabuke/masi
DPPH radikala za meso jabuka, nakon 90 minuta reakcije. a) ljestarka; b) ljubenicarka; c)

e)

slavonska srcika; d) divlja jabuka; e) adamova zvijezda
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Slika 15 Ovisnost % preostalogDPPH radikala u ,steady state” stanju o masi jabuke/masi
DPPH radikala za koru jabuka, u vremenu od 90 minuta. a) ljeStarka; b) ljubenicarka; c)

e)

slavonska srcika; d) divlja jabuka; e) adamova zvijezda
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Tablica 2 Antiradikalna aktivnost polifenolnih spojeva iz jabuke izrazena
kao ECsp i ARP vrijednost

Kultivar jabuke g jabulliS;a; DPPH ARP
ljestarka Meso 213,56 0,0047
Kora 39,63 0,0252
ljubenicarka Meso 202,68 0,0049
Kora 41,08 0,0243
slavonska sréika Meso 161,48 0,0062
Kora 30,71 0,0326
divlja jabuka Meso 41,37 0,0242
Kora 35,48 0,0282
adamova zvijezda Meso 143,41 0,0070
Kora 22,38 0,0447

* ECso vrijednost dobivena pomocu dijagrama ovisnosti % preostalog DPPH radikala u
»Steady state” stanju o mase jabuke/masi DPPH u vremenu od 90 minuta.
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4.3. ADSORPCUSKE IZOTERME ZA ADSORPCIU POLIFENOLA JABUKA NA B-

GLUKANU
Freundlich
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Slika 16 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju polifenola iz mesa divlje jabuke na B-
glukanu. a) Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev model
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Slika 17 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju polifenola iz kore divlje jabuke na B-
glukanu. a) Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev model
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Slika 18 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju polifenola iz mesa slavonske sréike na
B-glukanu. a) Freundlichov model; b) Langmuirov model; c¢) Dubinin-Radushkevichev
model
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Slika 19 Linearni adsorpcijski modeli za adsorpciju polifenola iz kore slavonske srcike na
B-glukanu. a) Freundlichov model; b) Langmuirov model; c) Dubinin-Radushkevichev
model
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Tablica 3 Parametri Freundlichove, Langmuirove i Dubinin-Radushkevicheve adsorpcijske
izoterme dobiveni za adsorpciju polifenola iz divlje jabuke i slavonske srcike na B-glukanu

Dubinin-
. * : *
Kultivar Freundlichov model Langmuirov model Radushkevichev model*
jabuke 1/n Kr Ki gm E qm
(mgg?) (mgI?)¥/n (Img?)  (mgg?) (k) mol?) (mgg?)

Divija Meso 0,0593 50,82 0,699 1428571 0,4082 11449,48
jabuka Kora 0,6971 24,63 0,018 50000 0,5773 27337,10
Slavonska Meso 0,2675 39,47 1,120  11111,12 0,0267 11265,50
srcika Kora 0,267 44,44 0,023  33333,34 0,1 23529,26

* Modeli su dobiveni pomoc¢u 100, 200, 500 i 700 pl ekstrakta jabuke, 53 pl B-glukana i fosfatnog pufera (pH=5,5) na volumen od 2 ml.
Mjerenje je izvreno 2 puta (n=2) metodom za ukupne polifenole

1/n (konstanta intenziteta adsorpcije)

Kr (konstanta relativnog adsorpcijskog kapaciteta (mg g*)(mg I)¥");

K. (konstanta slobodne energije ili konstanta afiniteta (I mg™)

gm (maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet (mg g)

E srednja slobodna energija adsorpcije (kJ mol?)
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5. Rasprava

U Tablici 1 prikazan je sadrzaj polifenola u mesu i kori jabuka odreden Folin-Ciocalteau
metodom, a izrazen u mg I i mg kg! svjeze mase jabuka (FW), prema galnoj kiselini. Najvie
polifenola u mesu sadrzavala je divlja jabuka (3959 mg kg' FW), a slijedile su je ljubeniéarka,
slavonska sréika, adamova zvijezda te ljeStarka (314 do 754 mg kg FW). U kori jabuka najvise
polifenola pronadeno je u slavonskoj sréiki (6532 mg kg FW), a slijedile su adamova zvijezda,
ljubenidarka, divlja jabuka i ljedtarka (3595 do 4713 mg kg'FW). Kora je sadriavala vise
ukupnih polifenola nego meso (osim divlje jabuke koja je imala vise polifenola u mesu nego u
kori). Koli¢ine su sli¢ne literaturnim podacima (Jakobek i sur., 2013; Jakobek i Barron, 2016).

Antiradikalna aktivnost polifenola iz kore i mesa ispitivanih jabuka odredena je pomoc¢u DPPH
metode. Slike 6, 7, 8 i 9 prikazuju nestajanje DPPH radikala tijekom 90 minuta reakcije s
polifenolima jabuka. Iz slika je vidljivo da se za ve¢u koncentraciju polifenola (veéi g jabuka /g
DPPH) brze postizalo"steady state" stanje. Reakcija je u prvih 20-tak minuta tekla brze, nakon
Cega se brzina reakcija hvatanja slobodnih radikala usporavala (smanjivala seje i apsorbancija).
Slike 10, 11, 12 i 13 daju prikaz promjene postotka preostalog DPPH radikala nakon reakcije s
polifenolima jabuka tijekom 90 minuta trajanja reakcije. S ve¢om koncentracijom polifenola
(veéi udio g jabuke / g DPPH radikala) brie se postizalo"steady state" stanje. Reakcija

polifenola sa slobodnim DPPH radikalima mozZe se podijeliti u dvije faze:

1. faza u kojoj se inhibicija odvija brze (20-ak minuta reakcije)
2. faza u kojoj se inhibicija odvija sporije, $to je u skladu s ranijim istrazivanjima (Brand-

Williams i sur., 1995).

Slike 14 i 15 predstavljaju ovisnost postotka preostalog DPPH radikala u "steady state" stanju
(nakon 90 minuta reakcije) za tri razli¢ite ispitivane koncentracijske razine o g jabuke/g DPPH.
Iz ovih dijagrama izra¢unata jeECso vrijednost (g jabuka/ g DPPH potrebna da dovede do 50%
inhibicije DPPH radikala). Antiradikalna aktivnost polifenolnih spojeva jabuka prikazana je u
Tablici 2. U usporedbi polifenola iz mesa jabuke, najveéu antiradikalnu aktivnost pokazala je
divlja jabuka (ECsp 41,37; ARP 0,0242), a slijedile su adamova zvijezda, slavonska srcika,
ljubenicarka i ljestarka. Polifenoli iz kore adamove zvijezde pokazali su najvecu antiradikalnu
aktivnost (ECso 22,4; ARP 0,0447), a slijedile su slavonska srcika, divlja jabuka, ljestarka i
ljubenicarka. Polifenoli jabuka pokazali su antiradikalnu aktivnost i ranijim istrazivanjima

(lacopini i sur., 2010). Polifenoli kore jabuke pokazali su vec¢u antiradikalnu aktivnost od mesa
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jabuka. To se slaze s podacima za koli¢inu ukupnih polifenola (Tablica 1)jer se pokazalo da kora

jabuka sadrzi vecu koli¢inu polifenola od mesa.

Dva kultivara jabuke izabrana su za daljnji eksperiment: divlja jabuka zbog velike koli¢ine
polifenola u mesu te slavonska srcika zbog velike koli¢ine polifenola u kori (Tablica 1).
Provedena je adsorpcija polifenola iz mesa i kore divlje jabuke i slavonske sréike na B-glukanu
u vremenu od 16 h i izmjerena je ravnotezna koncentracija polifenola nakon 16 h adsorpcije
(ce u mg I') te je izraCunata i masa adsorbiranih polifenola po masi B-glukana (ge u mg
polifenola po g P-glukana). Ovi rezultati obradeni su jednadZbama Freundlichove,
Langmuirove i Dubinin-Radushkevicheve adsorpcijske izoterme, linearnim modelima (Slike 16,
17, 18 i 19). Adsorpcija polifenola iz mesa jabuka najbolje odgovara Langmuirovom modelu
(R?=0,918 10,8322, slike 16 i 18) te slijedi Freundlichov model (R? = 0,6053 i 0,7852, slike 16
i 18). Podaci se dosta slabije slazu s Dubinin-Radushkevichevim modelom (R?=0,1148i0,0987,
slike 16 i 18). Adsorpcija polifenola iz kore jabuke (slike 17 i 19) moZe se opisati sa sva tri
modela (za Langmuirov R? = 0,825 i 0,9388; za Freundlichov R? = 0,9066 i 0,6577; za Dubinin-
Radushkevichev R? = 0,8902 i 0,4146, slike 17 i 19). No, uzimajuéi u obzir sve parametre,

najbolje odgovaraju Freundlichov i Langmuirov model.

Prema Langmuirovom modelu adsorpcija se odvija u jednom sloju na homogenoj povrsini, a
nakon sto se molekule adsorbiraju na povrsinu adsorbensa nema daljnjih interakcija (Foo and
Hameed, 2010; Soto et al., 2011). Prema Freundlichu, adsorpcija je neidealna, revezna
adsorpcija na heterogenu povrsinu koja nije ograni¢ena na stvaranje monosloja (Foo and
Hameed, 2010; Soto et al., 2011). MoZe se pretpostaviti da se u slucaju polifenola iz mesa
jabuke, adsorpcija na B-glukanu odvija u jednom sloju, prema Langmuiru posto ovaj model
najbolje odgovara podacima. Kod polifenola iz kore, nije potpuno jasno da li se adsorpcija
odvija u jednom ili viSe slojeva. Potrebna su daljnja istrazivanja radi objaSnjenja adsorpcije

polifenola iz kore i mesa jabuka.

U Tablici 3 prikazane su konstante Freundlichovog, Langmuirovog i Dubinin-Radushkevichevog
modela. Ove konstante dobivene su pomocu jednadzbi linearnih modela iz nagiba i odsjecka
na y-osi. Prema Freundlichovoj konstantni 1/n interakcije izmedu polifenola iz mesa i kore
jabuka su favorizirane (1/n manji od 1) (Babaeivelni i sur., 2013). Freundlichova konstantakr
predstavlja vrijednost relativno adsorpcijskog kapaciteta g u mg g?! za ravnoteinu
koncentraciju Ce od 1 mg I'* (Marsal i sur., 2012). Prema Kr najvedi kapacitet adsorpcije na 3-
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glukanu pokazali su polifenoli iz mesa divlje jabuke (50,82 (mg g) (mg I'1)*/") te kore slavonske
sréike (44,44 (mg g) (mg I'Y)/"). Maksimalni teorijski adsorpcijski kapacitet polifenola na B-
glukanugm prema Langmuiru i Dubinin-Radushkevichu pokazali su polifenoli iz kore jabuka
(Langmuir gm 50000 i 33333,34 mg g'%; Dubinin-Radushkevich gm 2733723529 mg g1), dok je
kapacitet za polifenole mesa bio manji. Langmuirova konstanta K, predstavlja ravnoteznu
konstantu adsorpcije koja je povezana s ukupnom slobodnom energijom adsorpcije ili
konstantu afiniteta (Marsal i sur., 2012). Najveci afinitet za adsorpciju pokazali su polifenoli

mesa jabuka (K. 0,699 1,120 | mg).

Prema Dubinin-Radushkevichevom modelu moZe se odrediti slobodna energija adsorpcije E
prema kojoj se moze dodi do zakljucka je li adsorpcija fizikalna ili kemijska. Za sve polifenole iz
kore i mesa, E je bila manja od 8 kJ mol™! pa se mozZe pretpostaviti su se polifenoli vezali na B-
glukan fizikalnim vezama (Marsal i sur., 2012). Prijasnja istraZivanja pokazala su da interakcije
polifenola i polisaharida mogu biti fizikalne (vodikove veze, Van der Waalsove veze), a veza se
odvija izmedu hidroksilne skupine polifenola i hidroksilne skupine u molekuli polisaharida
(Quiros-Sauceda i sur, 2014; Bordenave i sur., 2014). No, rezultate koji proizlaze iz Dubinin-
Radushkevicheve izoterme treba interpretirati oprezno jer je ovaj model najmanje odgovarao

adsorpciji polifenola iz jabuka na B-glukanu.

Iz rezultata je vidljivo da postoje razlike u adsorpciji na [B-glukan izmedu polifenola
ekstrahiranih iz mesa i kore jabuka. Pokazalo se da su interakcije izmedu polifenola kore i mesa
na B-glukanu favorizirane. Polifenoli mesa jabuke pokazuju veliki afinitet za vezanje, dok se
ipak vise polifenola iz kore veze na B-glukan. Adsorpcija ovisi o sastavu polifenola kore i mesa
jabuke te je u daljnjem ispitivanju ovih procesa potrebno utvrditi pojedine polifenolne spojeve

koji se nalaze u kori i mesu te njihovu adsorpciju na B-glukan.
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6. Zakljucci

U ovom radu ukupni polifenoli te antiradikalna aktivnost odredivani su u ekstraktima mesa i

kore pet starih kultivara jabuka. Adsorpcija na B-glukanu provedena je s ekstraktima mesa i

kore jabuka koje su se pokazale najbogatije polifenolima. Izvedeni su sljedeéi zakljucci.

1.

Kora jabuka sadrzavala je vise ukupnih polifenola od mesa jabuke. Iznimka je
divlja jabuka koja je sadrzavala nesto vise polifenola u mesu nego u kori. Ukoliko
se usporeduju polifenoli mesa jabuke, meso divlje jabuke bilo je najbogatije
polifenolima. Ukoliko se usporeduju polifenoli kore, kora slavonske srcike bila je
najbogatija polifenolima.

Polifenoli iz mesa i kore jabuka pokazali su da imaju sposobnost hvatanja
slobodnih DPPH radikala. Pri tome su vecu antiradikalnu aktivnost pokazali
polifenoli kore. Ukoliko se usporeduju polifenoli mesa, najveé¢u antiradikalnu
aktivnost pokazali su polifenoli mesa divlje jabuke. Ukoliko se usporeduju
polifenoli kore, kora adamove zvijezde pokazala je najvecu antiradikalnu
aktivnost.

Polifenoli iz mesa i kore divlje jabuke i slavonske sréike odabrani su za
eksperiment adsorpcije na B-glukanu.

Adsorpcija polifenola iz mesa jabuka najbolje se mozZe opisati Langmuirovom i
Freundlichovom izotermom, dok se adsorpcija polifenola kore moze opisati
Freundlichovom, Langmuirovom i nesSto manje Dubinin-Radushkevichevom
izotermom. Prema parametrima izotermi, adsorpcija svih polifenola je
favorizirana.

Postoje razlike u adsorpciji polifenola iz kore i mesa jabuke na B-glukan.
Maksimalni adsorpcijski kapacitet B-glukan je pokazao prema polifenolima iz
kore jabuka. Najveci afinitet za adsorpciju pokazali su polifenoli mesa jabuke.
Moze se pretpostaviti da se polifenoli iz kore i mesa vezu na B-glukan fizikalnim
vezama.

Daljnja istrazivanja potrebna su da bi se objasnio mehanizam adsorpcije.
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