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Popis oznaka, kratica i simbola
PDA — krumpirov glukozni agar (engl. Potato Dextrose Agar)

HPLC — Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Preformance Liquid
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LC-MS/MS — Tekudinski kromatograf i maseni spektrometar (engl. liquid chromatography-

mass spectrometry)
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1. Uvod

Vodée koje se najviSe uzgaja u Hrvatskoj su jabuke. Dugogodisnjim radom stvoren je veliki broj
razli¢itih vrsta jabuka (preko 10000) koje se razlikuju u odredenim karakteristikama. Osim po

boji, okusu, mirisu, obliku, gradi, razlikuju se i po fizikalno-kemijskim i nutritivnim svojstvima.

Hrvatska ima drugu tradiciju vocarstva zbog svog zemljopisnog poloZaja, klimatskih uvjeta i
visoke kvalitete vocarskih kultura, posebno plodova jabuke. Jabuke se mogu koristiti za
formulaciju funkcionalne hrane bilo u preradenom obliku ili kao nusproizvod. Trenutno raste
potraznja za funkcionalnom hranom dobivenom iz starih tradicionalnih biljnih izvora jer su
prepoznati kao vrijedan izvor bioaktivnih sastojaka koji promicu zdravlje. Gledajuci nutritivne

vrijednosti, plodovi jabuke sadrZe Secere, kiseline, vitamine, minerale, pektine i vodu.

S obzirom na to da je Hrvatska zemlja s dugom tradicijom proizvodnje i prerade voca ona
zauzima vazno mjesto za gospodarstvo, agronomiju i javno zdravstvo. Stare vocne sorte u
Hrvatskoj vrijedna su prirodna bastina, kojoj se u danasnje vrijeme ne pridodaje dovoljno
pozornosti za popularizaciju i preradu. Razlog tomu je $to su se stare sorte jabuka uglavnom

uzgajale lokalno u malim voénjacima i nisu bile uklju¢ene u znanstvene programe uzgoja.

Kvalitetu ploda jabuke odreduju vanjske i unutarnje karakteristike. Vanjska kvaliteta ploda
odredena je bojom, oblikom i veli¢inom, dok unutarnju kvalitetu odreduju okus, tekstura,

aroma, hranjiva vrijednost, slatkoca i kiselost.

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji posjeduju razli¢ita svojstva s dokazanim
pozitivnim ucinkom na zdravlje (anitoksidativna, antifungalna, anikancerogena, protuupalna
svojstvaidr.). Jabuke su bogate polifenolima iz razlicitih skupina (fenolne kiseline, antocijanini,
flavonoli, proantocijanidini) koje su ujedno i razlog proucavanju jabuka kao izvor vrijednih
spojeva. Polifenolni profil tradicionalnih sorti jabuka je oskudno istrazen, a ovaj rad ce

doprinijeti boljem uvidu u identifikaciju i kvantifikaciju pojedinih polifenola.

Cilj diplomskog rada je primjenom znanstvenih metoda te koristenjem dostupne odgovarajuce
literature napraviti pregled dosadasnjih spoznaja o kontaminaciji jabuka s plijesni P. expansum
te slijednoj produkciji patulina tijekom skladistenja jabuka. Nadalje, eksperimentalno je
odredena otpornost tradicionalnih sorti jabuka na kontaminaciju s plijesni P. expansum te

producirana koncentracija patulina nakon 3 mjeseca skladistenja jabuka.
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2.1. TRADICIONALNE SORTE JABUKA

Tradicionalnim voénim vrstama, poput jabuka, ne pridonosi se dovoljno paZznje s aspekta
prerade iako su dragocjeno prirodno bogatstvo (Jemri¢, 2016). One predstavljaju
visokovrijednu sirovinu za prehrambenu industriju od koje se mogu proizvoditi razni proizvodi,
kao Sto su sokovi, rakija, €ips, a moZe se koristiti i kao dodatak za dZemove, marmelade i sl.
Osim prehrambene vrijednosti uzgoj tradicionalnih sorti jabuke moze pozitivno utjecati na
razvoj ruralnih podrucja, predstavljati prepoznatljiv dio kulturne bastine vazne za o€uvanje
bioraznolikosti, ali one mogu posluziti i u svrhu oplemenjivanja kao bogat izvor gena za razna

pozeljna svojstva (Babojeli¢, 2019).

Tradicionalne sorte jabuka se uglavnhom uzgajaju u voénjacima, gdje pokazuju dobru
prilagodljivost lokalnom okruZenju. Mnoge takve sorte jabuka nose gene za otpornost na
Stetnike i bolesti te imaju toleranciju na susu i jedinstvenu kvalitetu ploda (Loncari¢, 2019).
Plod jabuke ima gotovo sve $to je potrebno ljudskom organizmu: voéne Secere, kiseline,

vitamine, minerale, pektine i vodu (Krpina i sur., 2004).

Jabuke su vaZne zbog svoje nutritivne vrijednosti. Bogate su razli¢itim hranjivim tvarima i imaju
znacajnu koli¢inu bioaktivnih spojeva, poput polifenola. Mnogo je toga nepoznato o starim
tradicionalnim autohtonim sortama te u zadnjih nekoliko godina zbog toga postaju aktivno
podrucje istrazivanja. Pokazatelji kvalitete nisu toliko poznati za ove sorte koliko za
komercijalne. Govoreéi o polifenolima, poznato je da autohtone sorte jabuka imaju iste
skupine polifenola kao komercijalne sorte, ali njihove koli¢éine nisu utvrdene. Dostupni
literaturni podatci upucuju kako stare sorte sadrze vise polifenola u usporedbi s komercijalnim
ili su u nekim studijima kolicine bile slicne (Jakobek i sur., 2020). Tradicionalne sorte jabuka su
iz tog razloga potencijal za proizvodnju funkcionalnih proizvoda s veéim iskoriStenjem
bioaktivnih spojeva (Putnik i sur., 2017). Takvi proizvodi ili aditivi na bazi jabuka (npr.
liofilizirane jabuke) povecali bi vrijednost proizvoda, a bili bi zanimljivi za potrosace koji su sve
viSe orijentirani prema hrani koja promovira zdravlje. Sadrzaj polifenola, vlakana, vitamina i

minerala jabuke prikazan je na Slici 1.
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Polifenoli
-Flavonoidi:
-Antocijani 1.6 mg

- Flavanoli 105.0 mg
- Flavoni 0.1 mg

- Flavonoli 4.2 mg

Ukupna viakna 2.2 g
-Netopiva15g

“Topha 7 g Fenolne kiseline:
- Hidorksibenzojeva 1.1 mg*
- Hidroksicimetna 17.9 mg*

Kalij 107. 0 mg Vitamin C 4.6 mg

Vitamin E 0.2 mg

Slika 1. Prikaz sastava jabuke na 100 g ploda (Bondonno i sur., 2017)

2.2. POLIFENOLI

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koje karakterizira velik i raznolik niz jedinstvenih
bioaktivnih svojstava. Zbog njihovih blagotvornih uc¢inaka na biljke i ljude predmet su mnogih
istrazivanja. Ovi spojevi su odgovorni za organolepti¢ka i hranjiva svojstva hrane biljnog
podrijetla (Beld¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2018). Siroko su rasprostranjeni u prirodi i znacajno
prisutni u ljudskoj prehrani, osobito u voéu, povréu, crnom vinu, ¢okoladi i ¢aju (Covi¢ i sur.,

2009).

Polifenoli mogu sudjelovati u interakcijama izmedu biljke i njenog bioloSkog okolisa, ali nisu
bitni za rast, razvoj ili reprodukciju (Khadem i sur., 2010). Pojavljuju se i dokazi o njihovoj ulozi
u prevenciji razli¢itih bolesti poput raka, kardiovaskularnih bolesti te dijabetesa tipa Il. Osim
toga, imaju antioksidativno, antifungalno, protuupalno djelovanje i dr. U¢inci polifenola na
zdravlje ovise o kolic¢ini koja je konzumirana i njihovoj bioraspolozZivosti, odnosno stvarnim
koli¢inama koje su adsorbirane (Manach, 2004). Interakcije koje se dogadaju u hrani kao Sto
je stvaranje nekovalentnih veza izmedu polifenola i prehrambenih vlakana mogu doprinijeti
boljoj biodostupnosti i bioraspolozivosti polifenola. Prehrambena vlakna u ovim slu¢ajevima

sluze kao ,nosaci” visokovrijednih polifenolnih spojeva kroz probavni sustav (Jakobek, 2015).

Ovisno o broju fenolnih prstenova koje sadrze te na temelju strukturnih elemenata koji te
prstenove medusobno vezu polifenoli se dijele u vise skupina (Pandey i sur., 2009). Dvije

osnovne skupine su flavonoidni i ne-flavonoidni polifenoli (Khadem i sur., 2010). Nadalje, na
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osnovu kemijskih struktura oni se dijele na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane

(Pandey i sur., 2009).

Skladistenje namirnica moZe utjecati na sadrzaj polifenola, odnosno moze dodi do razgradnje
tih spojeva jer su podloZni oksidaciji. Reakcijama oksidacije moZe do¢i do nastajanja jedne ili
vise polimernih molekula, sto dovodi do raznih promjena u kvaliteti i organoleptickim
svojstvima koje nekada mogu biti poZeljne (crni ¢aj) ili nepoZeljne (smeda boja narezanog
voca). Priprema hrane takoder moze utjecati na koli¢inu prisutnih polifenola u namirnici. S
obzirom na to da se polifenoli u najve¢im koncentracijama nalaze u vanjskim dijelovima voca
i povrca, iako ih ima i u unutrasnjim dijelovima u manjoj kolicini, guljenjem voca i povrca njihov
udio je znacajno smanjuje u finalnom proizvodu. Termickom pripremom hrane takoder dolazi

do znatnog gubitka polifenola (Manach i sur., 2004).

2.2.1. FLAVONOIDI

Flavonoidi su Siroko rasprostranjena skupina polifenolnih spojeva, a poznati su po
antibakterijskim, sedativnim, antioksidacijskom, antimutagenim, antialergijskim i drugim
sli¢énim svojstvima. Flavonoidi imaju antioksidativno djelovanje na viSe nacina, a najznacajnije

je njihovo djelovanje kao hvataci slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004).

Osnovnu strukturu Cini difenilpropanski kostur, tj. dva benzenska prstena povezana piranskim

prstenom koji sadrzi kisik (Kazazi¢, 2004). Navedena struktura je prikazana na Slici 2.

Slika 2. Osnovna struktura flavonoida (Kumar i sur., 2013)

Ovi spojevi podijeljeni su na nekoliko podgrupa: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanonoli,
izoflavoni, flavani, flavanoli, procijanidini halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i

antocijanini. Rasprostranjeni su u prirodi najéeS¢e u obliku glikozida, a gotovo vecina
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flavonoida biljaka nalazi se u obliku glikozida. Glikozidi su povezani razli¢itim molekulama
Secera. Osim Secera, supstitucijske skupine koje se nalaze na osnovnoj jezgri su metoksi i
hidroksilna skupina. Navedena strukturna varijabilnost, doprinosi velikoj raznolikost tih
spojeva. (Jakobek, 2007). Podjela flavonoida i njihova kemijska struktura prikazana je na Slici

3.

o
o'y

Flavanon

Izoflavon Antocijanin

Slika 3. Kemijske strukture podskupina flavonoida (Bordenave i sur., 2014)

2.2.2. FENOLNE KISELINE

Fenolne kiseline imaju znacdajno prisustvo u hrani narocito u vo¢u. Sekundarni su metaboliti
biljaka, a stvaraju se kao odgovor na okoliSne uvjete kao $to su svijetlo i temperatura (Shaidi i
sur., 2016). Nakon flavonoida, najve¢u vazinost i rasprostranjenost biljnih polifenola ¢ine
upravo fenolne kiseline. Strukturu ovih kiselina ¢ini benzenski prsten koji je povezan
karboksilnom skupinom (Lafay i sur., 2008). Na osnovu njihove strukture fenolne kiseline se
dijele na hidroksibenzojeve kiseline (derivati benzojeve kiseline) i hidroksicimetne kiseline
(derivati cimetne kiseline) (Khadem i sur., 2010). Kemijske strukture ovih kiselina prikazane su

na Slici 4.
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Slika 4. Kemijska struktura hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline (Ignat i sur., 2011)

Hidroksibenzojeve kiseline koje su najzastupljenije u biljkama su: galna, protokatehinska,
vanilinska, gentistinska, siringinska i elaginska kiselina. One mogu nastati izravno iz
meduprodukata puta Sikiminske kiseline, ali u biljkama naj¢eS¢e nastaju degradacijom

derivata cimetne kiseline (Russell i sur., 1999).

Najzastupljenije hidroksicimetne kiseline su: kumarinska, klorogenska, feruli¢na i kafeinska
kiselina. Osim u procesiranoj hrani, rijetko ih se nalazi u slobodnom obliku, a u vezanom obliku

su: esteri Sikiminske, vinske i kafeinske kiseline (Shaidi i sur., 2016; Manach i sur., 2004).

2.2.3. POLIFENOLI U JABUKAMA

Jabuke su vaZzan izvor polifenola u ljudskoj prehrani, te su pokazale mnoge potencijalno
korisne ucinke na ljudsko zdravlje. Stare, tradicionalne sorte jabuka uzgajane u proslosti
takoder bi mogle biti vrijedne sorte, ali za sada se malo zna o njihovim polifenolnim spojevima
(Jakobek i sur., 2020). Najveca koncentracija slobodnih fenola nalazi se u jabukama u
usporedbi s drugim voéem, te se iz tog razloga ovi spojevi mogu asimilirati u veéim koli¢cinama

(Boyer i sur., 2004).

Polifenoli jabuka posebno su proucéavani zbog njihovih blagotvornih ucinaka u ublazavanju
pluéne arterijske hipertenzije inducirane hipoksijom, te zbog njihovog terapijskog potencijala
za pretilost i srodnih metaboli¢kih poremecaja. Tradicionalne, stare sorte jabuka mogu se
istaknuti medu ostalim sortama jabuka koje su dostupne na trzistu. Primjerice, neki ljudi mogu
razvit netoleranciju prema komercijalnim sortama jabukama, te se u tim slucajevima
tradicionalne sorte jabuka primijeniti u prehrani. Ovakve ¢injenice naglasavaju vaznost

oc€uvanja i primjene tradicionalnih sorti jabuka u prehrani (Jakobek i sur.,2020).
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Polifenoli koji se najéesée u veéim koliCinama nalaze u jabukama su: klorogenska kiselina,
katehin, epikatehin, floretin, kvercetin i floridzin. Fenolni spojevi u plodu jabuke nisu
ravnomjerno rasporedeni, tj. odredene komponente fenolnih spojeva prisutne su u
odredenim dijelovima ploda, dok ih je vrlo malo ili ih uopée nema u preostalim dijelovima. Iz
tog razloga mnogi istrazivaci predlazu da se kora jabuke ili jezgra jabuke koristi kao

nusproizvod ili otpad za naknadnu ekstrakciju fenolnih spojeva (Duralija i sur., 2021).

2.3. PLUESNI

Plijesni su velika skupina gljiva kod kojih je tijelo gradeno od gustog sustava cjevastih stanica
bez klorofila, obi¢no bezbojnih (Durakovié i sur., 2001). Nitaste su grade, a niti, odnosno hife

promjera su od 2 do 10 um i rastu kao isprepletena masa - micelij (Durakovi¢ 1996).

Jedna od podjela plijesni bazira se na tome jesu li im hife septirane, odnosno pregradene il
nisu. Septirane hife su poprec¢no pregradene nitima koje nazivamo septa, koje hife pregraduju
u pojedinacne stani¢ne dijelove. Spomenuti septumi sadrze pore koje omoguduju strujanje
citoplazme i brojne stani¢ne organele. Kod neseptiranih hifa nema fizi¢ke granice prema kojoj
bi se unutar hife razlikovale pojedinacne stanice. S obzirom da ne sadrze klorofil same ne mogu

proizvoditi hranu putem svijetlosti (Durakovié¢, 1996).

Micelij se prikazuje kao prasnjava previaka koja moze biti i paucinasta te se rasprostire po
podlozi. Razlikuje se bazalni micelij, koji sluZi za crpljenje hranjivih tvari iz okoline, odnosno
zracni micelij, koji se dize u zrak i koji je reproduktivan. Neke hife zratnog micelija tvore
posebne ogranke na kojima nastaju spore. Micelij tvori tijelo plijesni koje se joS naziva i talus

(Karakasevi¢, 1980). Grada plijesni prikazana je na Slici 5.

Slika 5. Osnovna grada plijesni (Karakasevi¢, 1980)
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Plijesni su ve¢inom mezofili, odnosno rastu pri sobnoj temperaturi. Optimalna temperatura za
rast i razvoj plijesni je izmedu 25 i 30 °C, a nekolicina njih raste i na visSim temperaturama od
35 do 37 °C (Filtenborg i sur., 2004). Cest su uzrok kvarenja raznih prehrambenih proizvoda
koji se skladiste, ali i samih sirovina. Uzrokuju promjene kao $to su razgradnja organskih
spojeva, pigmenata, gubitak klijavosti zrna, zagrijavanje, pljesniv miris, Sto sve zajedno
umanjuje kakvoéu sirovog i gotovog proizvoda. Vecina gljiva, odnosno plijesni, raste pri niskim

pH-vrijednostima, od 5,0 do 6,0 i podnose velike koncentracije Secera (Durakovic i sur., 2003).

S plijesnima se susre¢emo svakodnevno jer one rastu na kruhu, voéu, povréu, siru, itd. Neke
vrste uzrokuju infektivne bolesti kod ljudi i Zivotinja, razgraduju hranu, dok neke pak
sintetiziraju toksi¢ne spojeve - mikotoksine. Pri odredenim koncentracijama mikotoksini
uzrokuju trovanje, a moguce i smrt kod ljudi i Zivotinja. Plijesni prisutne u hrane najcescée
pripadaju rodovima Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Rhizopus i

Eurotium (Filtenborg i sur., 2004).

2.3.1. PLUESNI RODA PENICILLIUM

Penicillium je rod koji ima oko 200 priznatih vrsta, od kojih se oko 50 vrsta uobicajeno
pojavljuje u prirodi, a samo je mali broj prirodno izoliran iz namirnica. Ovaj rod (tri vrste roda
Penicillium: P. candidum, P. exspansum i P. glancum.) je prvi opisao John H. F. Link (1767.-
1851.), mikrobiolog i profesor botanike u Rostocku 1809. godine. Glavno obiljezje roda
Penicillium je proizvodnja metlicastih konidiospora, gustih ¢etkastih nakupina koje proizvode
aseksualne spore, a mogu biti jednostavne ili razgranate. Tijekom rasta na hrani predstavnici
ovoga roda su plave do zeleno-plave boje, a mogu biti i krem, crne, sivoplave. Neke vrste
uzrokuju zeleno pljesnivo truljenje limuna i plavo pljesnivo truljenje jabuka, breskvi krusaka,
ali i agruma te kostunji¢avog vodéa. Pripadnici ovog roda imaju sposobnost prilagodbe i razvoja
u gotovo svim okruzenjima i Sirokom rasponu aktiviteta vode, temperature i pH (Durakovic i

sur., 2001; Pleadin i sur., 2018; Errampalli, 2014).

Unutar roda Penicillium postoji Cetiri podroda: Aspergilloides, Furcatum, Biverticillium i
Penicillium. Najrasirenije i najpoznatije mikotoksikogene vrste koje se najéeS¢e mogu pronaci
u kontaminiranoj hrani potjecu iz podroda Penicillium, a mikotoksini iz ovoga roda osteéuju

jetru i bubrege (Durakovié¢, 2000).
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2.3.2. PENICILLIUM EXPANSUM

Iz roda Penicillium najstarija opisana vrsta naziva se Penicillium expansum, te je u tijeku
prosSlog stoljeca opisivana kao glavni uzro¢nik kvarenja koStunjiéavog voca. P. expansum je
sveprisutan stanovnik tla i pronalazi se na truloj vegetaciji koja se nalazi na tlu. Najéesée, spore
plijesni dospijevaju na hranu putem vode, odnosno sustavom za navodnjavanje, a rjede
zrakom. Ova plijesan jedino preko fizickih oStecenja mozZe uzrokovat kvarenje hrane jer ne
mozZe prodrijeti zdravu i netaknutu epidermu voéa. Pojava kvarenja je najcesca tijekom
skladiStenja vocéa zbog vremena skladiStenja i koli¢ine voéa koja se nalazi u skladiStu (Pitt i

Hocking, 1985 ; Errampalli, 2014).

P. expansum veéinom se izolira iz voca koje je trulo, najcesce su to jabuke, ali moZe se izolirati
i iz drugog voca kao Sto su: kruske jagode, rajcice, mango itd. Konidije su elipsaste, glatkog
ruba, te je tekstura kolonije flukozna sa slabim fascikulama. Glavna svojstva po kojima se
prepoznaje P. expansum su tupe zelene konidije. P. exspansum je psihrofil Sto znaci da je
sposobnost za rast i razmnoZavanje mogucda i na niskim temperaturama. Niske temperature
koje su zabiljezene, a nisu utjecale na rast su od -3 do -6 °C, a raste jako dobro i na 0 °C.
Optimalna temperatura rasta za ovu vrstu iznosi 25 °C (Pitt i Hocking, 2009; Frisvad i Samson,

2004).

S obzirom da su vecina vrsta pripadnika roda Penicillium uzrocnici kvarenja voca i povréa,
dokazano je da pri kvarenju proizvode mikotoksine. Mikotoksini su toksi¢ni spojevi, koji imaju
malu molekuralnu masu, a sintetiziraju ih odredene vrste plijesni (Bennett, 2003).
P. expansum je plijesan koja je odgovorna za ,kvarenje plavom plijesni“, a naziva se jos i
,mekano kvarenje”. Prvi simptomi kvarenja su mekane, vodenaste lezije na hrani koje su u
pocetku svijetlo smede boje, ali s vremenom postaju plave boje. Hrana koja je zarazena ovom
plijesni ve¢éinom ima zemljast i uzegao okus (Errampalli, 2014). Mnogi rodovi plijesni sadrze
vrste koje mogu producirati mikotoksine, ali veéinu njih produciraju rodovi Penicillium,
Aspergillus i Fusarium, a tri najvaznija mikotoksina koja mogu proizvesti plijesni roda

Penicillium su: ohratoksin A, patulin i citrinin (Cabanes i sur., 2010).
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2.3.3. PATULIN

Najpoznatiji producent patulina je plijesan P. expansum (Tannous i sur., 2018). Patulin je jedna
od najmanjih molekula medu mikotoksinima. Nije stabilan spoj, ali mu se stabilnost povecava
pri niskim pH vrijednostima, npr. u voénim sokovima i jabu¢nome octu. Prvotno se
upotrebljavao kao antibiotik, ali nakon saznanja o toksi¢nosti patulina uvrSten je u

mikotoksine (Durakovi¢, 2000). Slika 6. prikazuje strukturnu formulu patulina.

Slika 6. Strukturna formula patulina (HAH, 2014)
Intenzitet biosinteze patulina ovisi o sljede¢im okolisnim i nekim drugim ¢imbenicima:
e aktiviteta vode
e temperatura
e pH
e stanje atmosfere (%-tni udio Oz i CO3).

Iz navedenog se moze zakljuciti da povisena koncentracija ugljik dioksida tijekom skladistenja
moze utjecati na biosintezu patulina, no visoke koncentracije dovode do odredenih promjena
u jabuci kao npr. smanjenje kvalitete, gubitak okusa i organoleptickih promjena. Nizi udio O3
dovodi do odredene promjene koncentracije patulina, ali i fizioloSkim promjenama na plodu
jabuke. Pri temperaturi od 25 °C zabiljezen je optimalan porast i biosinteza patulina. Nize
temperature nece zaustaviti sintezu patulina nego ju zbog sporijeg rasta plijesni odgadaju

(HAH, 2014).

Patulin je molekula koja nije topljiva u vodi i organskim otapalima, ali je u alkoholu, etilacetatu
i kloroformu. Nije stabilan u polarnim otapalima kao $to su voda i metanol, a toksi¢nost gubi
u luZznatim otopinama (Almenar i sur., 2013). Patulin moZe izazvati mutageneticke,
neurotoksi¢ne i teratogene ucinke na Zivotinjama, a konzumiranjem, njegova izloZzenost kod

ljudi mozZe rezultirati ozbiljnim toksi¢nim ucincima. Patulin se nalazi u najveéoj koncentraciji u
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jabukama, vise nego u bilo kojem drugom vodu, $to znaci da jabuke doprinose najveéoj kolicini
patulina u ljudskoj prehrani. Jabuke se obi¢no c¢uvaju u hladnjac¢i u modificiranoj ili
kontroliranoj atmosferi pri temperaturi od -1 do 3 °C. U navedenim uvjetima se smanjuje rast

P.expansum, a samim time i proizvodnja patulina (Barkai-Golan, 2017).
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3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada je bio istrazivanjem dostupnih literaturnih izvora napraviti pregled dosadasnjih
spoznaja o kontaminaciji jabuka s plijesni P. expansum te slijednoj produkciji patulina tijekom
skladistenja jabuka. Nadalje, provesti istrazivanje o otpornosti tradicionalnih sorti jabuka na
kontaminaciju s plijesni P. expansum te utvrditi producirane koncentraciji patulina u ovisnosti
o vremenu skladistenja jabuka (0 i 3 mjeseca) te odrediti potencijalne razlike izmedu

ispitivanih sorti.

3.2. MATERUALII METODE

Analizirane tradicionalne sorte jabuka su 'Petrovnjaca', 'Wagner', 'Kleker', 'Masanka' i
'Adamovka'. Uzorci jabuka prikupljeni su sa kolekcijskog nasada Sveudilista u Zagrebu

Agronomskog fakulteta Zavoda za vocarstvo koji se nalazi na Poku3alistu Sasinovec.

3.2.1.'"Masanka’

Podrijetlo sorte je iz Stajarske, odakle se zatim prosirila u Ce$ku. Imaju dva para kromosoma-
diploidne su, a samim tim i dobar oprasivac. Oprasuje je polen neke druge vrste, a kompatibilni
opradivaci su: 'Zlatna zimska pramenka', 'Jonatan', 'Ontario', 'Sampanjska reneta' i dr.

(Vrbanacisur., 2007).

Steta uzrokovana proljetnim mrazom ne utjece na ovu sortu jer cvate kasno. Otporna je i na
jabuénu plijesan, ali popriliéno osjetljiva na ,krastavost jabuke”, odnosno, fuzikladij, stoga

sorta zahtjeva posebnu njegu (Vrbanac i sur., 2007).

Rodno drvo jabuke dozrijeva u listopadu, rodnost je obilna, postojanost ploda dugotrajna,
najcéesce od sijeCnja do svibnja. Svojstva karakteristicna za ovu sortu je zelenkasto Zuta boja
ploda sa malim brojem svijetlosmedih izraZenih lenticela. PokoZica je glatka i masna, vrlo
kratka zadebljana pri vrhu peteljka, dok je mesnati dio ploda sitno zrnaste strukture, socne
konzistencije sa ugodno kiselkastim okusom. Pripadaju stolnoj sorti jabuka, dakle, najéesce se
konzumiraju sirove, a u sluéaju prerade za proizvodnju voénog octa, soka te suSenog vodéa.

(Vrbanaci sur., 2007).
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3.2.2. 'Petrovnjaca’

Stara sorta jabuke koja je vrlo rijetka. Stablo je niskog rasta, otporno na bolesti. Plodovi sorte
'Petrovnjacda’ su srednje krupni. Popre¢nim presjekom dobijemo veliki promjer, zbog toga Sto
navedena sorta ima spljosten oblik ploda. Plodovi su simetri¢ni, pravilno razvijeni i spljosteni.
Na sorti su slabo izraZena rebra, najces¢e su odsutna. Boja varira od zeleno-Zute do Zute, s
rumenim Sarama svijetlog intenziteta ispod maska, ovisno o fazi zrelosti. U potpunoj fazi
zrelosti sorta je slamasto Zute boje. Uz peteljku je podrucje ploda zahvaceno smede-crvenim
nijansama. Peteljka je kratka do srednje duZine. Mesnati dio sorte Petrovnjaca je bijele boje,

prhko je u fazi potpune zrelosti i kiselkastog okusa. (Ademic i sur., 1963; Zani¢, 2020).

3.2.3. 'Wagner'

Plodovi sorte 'Wagner variraju Sto se tice veli¢ine od male do srednje krupne veli¢ine. Oblik je
konican, sa rijetko izrazenim rebrima i izrazenom ¢askom. Plod djeluje duguljasto. Boje sorte
'Wagner' u ovisnosti o zrelosti variraju od blijedo zelene do blago Zute boje. Dopunska boja
moze prekriti i do treéine ploda u obliku crvenih pruga. Oko peteljke smede crvena povrsina
je malog do srednjeg intenziteta. Na plodu se nalaze i svjetlo smede lenticele u malom broju.
Peteljka je tanka, srednje duga. Mesnati dio ploda sorte Wagner je so¢no, mekano, ugodno

kiselog okusa, blago zZute boje. (Ademic i sur., 1963; Zani¢, 2020).

3.2.4.'Adamovka’

'Adamovka’ je stara sorta jabuke, a osim toga i vrlo rijetko zastupljena, Srednje je krupan plod.
Ovisno o sazrijevanju boja ima raspon od zelene do Zute. Mesnati dio ploda je kiselog okusa,
sa prhkim mesom, a koZica je tvrda. Stablo je otporno na bolesti, Vrijeme dozrijevanja sorte je
tijekom srpnja. (Stare hrvatske vocke, http://www.stare-hrvatske-vocke.com/jabuke/404-

jabuka-petrovaca-bijela.html/, 2021).

3.2.5.'Kleker'

Plodovi sorte 'Kleker' su srednje veli¢ine, srednjeg promjera, spljosteno okruglastog oblika .
Rebra su slabo izrazena kao i ¢aska koja mozZe biti i odsutna. Boja sorte ovisno o zrelosti je

izmedu svijetlozelene do vostano Zute. Oko peteljke je rijetko prisutna smede-crvena
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povrsina, ukoliko je ima, u neznacajnim je koli¢inama. Svijetlo smede lenticele su prisutne u
vrlo malom broju. Udubljenje peteljke je duboko, a sama peteljka do srednje duzine. MoZze biti
i tanka i debela. Baza Caske je plitka i Siroka. Mesnati dio sorte 'Kleker' bijele do blago Zute

boje, srednje ¢vrstoce. (Ademic i sur.1963; Zanic¢, 2020).

3.2.6. Priprema ekstrakta tradicionalnih sorti jabuka

Uzorci tradicionalnih sorti jabuka ekstrahirani su pomocu ultrazvucne kupelji u trajanju od 15
minuta na sobnoj temperaturi. Za potrebe ekstrakcije, odvagan je jedan gram prethodno
usitnjenih jabuka te dodano 10 mL otapala za ekstrakciju (80% MeOH + 1% HCI). Nakon
primjene ultrazvuka, uzorci su centrifugirani (10 000 o/min) kako bi se odvojio supernatant od
taloga, a nakon toga je supernatant profiltriran pomocu PTFE filtera (0,45 um). Uzorci su

¢uvani u hladnjaku na 4°C do analize.

3.2.7. Odredivanje polifenola u uzorcima primjenom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC)

Polifenoli iz ekstrakata su detektirani upotrebom HPLC-a, Jasco LC Net Il, opremljenim
autosamplerom AS-4150, pumpom PU-4180 i PDA detektorom MD-4010. Eksperimenti su
izvedeni na koloni C18 Kinetex (150 mm x 4,6 mm, 2,6 um; Phenomenex, Torrance, CA, SAD).
Mobilna faza se sastojala od A (voda koja sadrzi 1% mravlje kiseline) i B (metanol koji sadrzi 1
% mravlje kiseline). Gradijentni program je bio od 95 % A do 80 % u 10 min, od 80 % do 70 %
u 5 min, od 70% do 50% u 5 min, od 50% do 0% u 5 min, a izokratski 10 minuta i brzinom
protoka od 1ml/min. 5 L uzorka ubrizgano je u duplikatu na kolonu temperiranu na 50 °C.

UV-Vis apsorpcijski spektar standarda, kao i uzoraka, zabiljezeni su u rasponu od 190 do 600
nm, a polifenoli su detektirani na 280, 320i 360 nm. Oni su identificirani usporedbom njihovih
retencijskih vremena i UV-VIS spektra s onim iz ¢istog standarda. Pomocu vanjske standardne

kalibracije izvrsena je kvantifikacija. Koli¢ina polifenola se izrazava u pg/kg.
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3.2.8. Priprema inokuluma plijesni P. expansum

Plijesni P. expansum su nacijepljene na PDA agar (potato dextrose agar) i inkubirane 14 dana
na 29°C. Porasla kultura primijenjena je pri odredivanju otpornosti sorti jabuka na zarazu P.

expansum.

3.2.9. Odredivanje otpornosti odabranih sorti jabuka na P. expansum

Jabuke su rezane na ploske debljine 1 cm te sterilizirane u Petrijevim zdjelicama. Srediste
ploske jabuke nacijepljeno je diskom kulture plijesni starosti 10 dana te je praéen porast do
dostizanja maksimalnog promjera kolonije plijesni od 9 cm pri temperaturi od 29°C. Nakon
isteka vremena inkubacije uzorci su uskladisteni na temperaturi od -80°C. Kontrolni uzorci
pripremljeni su na isti nacin samo bez inokulacije.

LC-MS/MS analiza koristena je za odredivanje producirane koncentracije patulina. Uzorci
jabuka pripremljeni su primjenom MycoSep 228 AlfaPat Push-through format kolona za
procis¢avanje (Romer Labs, Tulln, Austrija) pri ¢emu su postovane upute proizvodaca. Za
potrebe analize, 2,5 g prethodno homogeniziranog uzorka u laboratorijskom mlinu
pomijesano je sa 10 mL smjese 84:16 acetonitril:voda (v/v). Primjenom uredaja Multi RS-60
(Biosan, Riga, Latvia) provedena je 45 minutna ekstrakcija. 4 mL ekstrakata je propusteno kroz
kolonu u staklenoj epruveti, zatim filtrirano kroz najlonski filter promjera pora 0,22 um
(Najlon, Labex Ltd., Madarska) te preneseno u vialu s ¢epom. Kontrolni uzorak obogacen je
otopinom standarda patulina u koncentraciji 10 ng mL™* u svrhu provjere iskori$tenja metode
(engl. recovery). Priprema kontrolnog uzorka odvijala se na isti nacin kako je gore opisano. Sve
koristene kemikalije bile su LC-MS cCistoce. Bez daljnjeg prociséavanja pripremljeni uzorci su
injektirani u UHPLC-MS/MS sustav (20 uL), dok je razdvajanje patulina provedeno na uredaju
Acquity UPLC H-Class sustav (Waters, MA, SAD) uz Acquity BEH C18 kolonu (2,1 x 100 mm, 1,7
um) (Waters, SAD) termostatiranu pri 40 °C, u gradijentu pokretne faze kao Sto je navedeno,
uz protok od 0,45 mL min1 . Detekcija i kvantifikacija je provedena Xevo TQD spektrometrom
masa (Waters, MA, SAD), a ionizacija je pomocu elektrosprejnog izvora u negativnom modu
(ESI-). Odvajanje iona je provedeno uz MRM (engl. multiple reaction monitoring) akviziciju te
su pracene dvije individualne tranzicije iona patulina (kvantifikacijski ion: 153 > 109 (m/z),

potvrdni ion: 153 > 81 (m/z)) Nakon integriranja kvantitativnih kromatograma, valjanost
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3. Eksperimentalni dio

podataka provjerena je usporedbom odnosa s kvalitativnim kromatogramom u odnosu na

patulin iz standarda patulina. Po preracunavanju su sve vrijednosti patulina izrazene u ng kg™*.
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Tablica 1. SadrzZaj polifenola u odabranim sortama jabuka nakon pripreme uzoraka (ug/kg)

Nakon pripreme

'Petrovnjaca’ 'Wagner' 'Kleker' 'Masanka' 'Adamovka’
Flavonoli
Mircetin 35,25+ 0,82 27,78 £ 0,16 26,94 + 0,46 47,32 +1,22 21,47 £ 0,26
Kvercetin-3-B-D-glukozid 19,93 +0,12 26,9+ 0,07 22,29+0,94 35,58 £ 0,09 19,57 £0,52
Kvercetin-3-rutinozid 23,83 +0,57 30,01 +0,85 28,06 + 0,82 46,66 + 0,7 21,67 £1,66
Kvercetin 15,56 £ 0,35 25,16 £ 0,12 31,57+0,54 47,36 £ 14,57 17,95+0,4
Ukupno 94,57 109,85 108,86 176,92 80,66
Flavanoli
Katehin 28,3+0,26 202,84 £5,22 231,37 £ 3,56 268,71+ 2,27 204,07 +£2,51
Epikatehin 170,61 + 2,17 66,71+ 0,59 143,86+ 1,3 163,49 + 1,57 313,54+1,3
Galokatehin galat 180,74 + 1,95 NI 252,64 + 3,82 58,21 +0,88 NI
Ukupno 379,65 269,55 627,87 490,41 517,61
Procijanidini
Procijanidin A2 27,53+0,75 18,3+0,37 117,33 +3,23 45,93 + 13,33 43,53 + 1,39
Procijanidin B1 116,3 £ 2,98 53,23 +0,13 187,12 + 6,05 91,45+2,12 84,76 £ 0,95
Procijanidin B2 156,11 + 2,46 79,57 £ 0,94 257,79 £ 14,59 380,13 £+ 6,77 124,62 +2,4
Derivat procijanidina 1 56,07 £ 1,59 59,09 + 1,15 62,65 + 0,65 59,54 + 2,55 88,88 +2,78
Derivat procijanidina 2 1167,89 +9,45 103,43 +0,98 744,35 + 18,58 880,59 + 15,63 194,63 £ 7,33
Ukupno 1523,9 313,62 1369,24 1457,64 536,42
Dihidrokalkoni
Floridzin 101,58 +1,25 155,11 +1,61 121,58 £ 2,02 311,97 £1,09 49,26 £ 1,07
Floretin 18,22 £ 0,55 30,14 £ 0,09 20,06 + 1,29 40,36 + 1,64 11,93 +£0,29
Ukupno 119,8 185,25 141,64 352,33 61,19
Fenolne kiseline
4-hidroksicimetna kiselina 48,64 + 1,01 7,45+0,14 32,7+0,48 14,97 + 0,61 64,58 +0,4
2,6-dimetoksibenzojeva kiselina 37,38 +0,75 25,69 +0,31 25,36+ 0,77 11,7+0,42 36,83 +0,72
Klorogenska kiselina 1429,22 + 16,03 639+1,71 1131,27 + 16,58 1657,98 + 14,01 900,28 + 7,24
Ukupno 1515,24 672,14 1189,33 1684,65 1001,69

NI — nije identificirano



4. Rezultati

Tablica 2 Sadrzaj polifenola u odabranim sortama jabuka nakon skladistenja od 3 mjeseca (ug/kg)

Nakon skladistenja

'Petrovnjaca’ 'Wagner' 'Kleker' 'Masanka' 'Adamovka’
Flavonoli
Mircetin 28,00+ 0,93 24,57 +0,29 32,37+0,91 47,94 + 1,37 25,95+1,9
Kvercetin-3-B-D-glukozid 23,59+0,3 29,1+0,42 13,96 £ 0,31 33,12+0,15 25,17 £+ 0,96
Kvercetin-3-rutinozid 32,09+0,32 34,52 +0,3 19,37 £ 0,56 40,99 + 1,67 26,16 + 1,58
Kvercetin 16,43+ 0,4 23,88+ 0,3 23,16 £ 0,84 65,89+ 0,8 20,75 +0,15
Ukupno 100,11 112,07 88,86 187,94 98,03
Flavanoli
Katehin 22,94+ 0,48 33,55+2,43 43,62 + 3,44 52,85+ 3,22 33,36+1,19
Epikatehin 159,56 + 3,02 58,7+ 0,59 136,01+ 3,78 154,09 + 1,99 295,29 + 6,62
Galokatehin galat 47,02+0,4 46,54 +0,16 188,2 £ 5,53 47,1+0,02 46,99 + 0,08
Ukupno 229,52 138,79 367,83 254,04 375,64
Procijanidini
Procijanidin A2 27,63 +1,57 20,78 £0,42 87,19+0,52 49,18 £ 0,82 33,21+1,61
Procijanidin B1 128,92 +3,44 69,49+ 0,51 182,34 £ 6,02 95,32 +3,11 85,14 + 0,82
Procijanidin B2 71,07 £1,32 44,23 + 1,66 251,34 +£1,49 235,76 + 3,79 109,2 + 8,26
Derivat procijanidina 1 57,9+ 0,95 63,6 £ 0,33 56,17 £ 0,17 52,96 £ 0,37 51,67 £1,07
Derivat procijanidina 2 498,84 + 259,29 100,07 £ 0,34 447,97 £5,61 839,95 + 4,02 195,26 + 2,68
Ukupno 784,36 298,17 1025,01 1273,17 474,48
Dihidrokalkoni
Floridzin 79,76 £ 3,61 125,33 +1,78 75,15+ 0,39 264,78 £ 5,67 77,27 £ 2,66
Floretin 20,36 £ 0,7 22,15+0,38 13,32+0,32 43,38 +0,77 35,8 +0,42
Ukupno 100,12 147,48 88,47 308,16 113,07
Fenolne kiseline
4-hidroksicimetna kiselina 46,6 £ 2,79 4,39+0,26 23,56 £1,75 21,6 +0,31 53,8+1,02
2,6-dimetoksibenzojeva kiselina 19,22 +1,32 7,23 +0,44 11,85 +0,36 8,64 +0,29 31,12 +0,81
Klorogenska kiselina 1390,91 + 12,48 615,35+1,96 904,34 + 5,53 1210,59 + 27,74 421,94 + 6,86
Ukupno 1456,73 626,97 939,75 1240,83 506,86
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Slika 9. Kolic¢ina polifenola po skupinama u sorti 'Kleker' prije i nakon skladiStenja
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Slika 10. Koli¢ina polifenola po skupinama u sorti 'Masanka' prije i nakon skladistenja
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Slika 11. Kolic¢ina polifenola po skupinama u sorti 'Adamovka' prije i nakon skladistenja

Tablica 3. Sadrzaj patulina u odabranim sortama jabuka nakon branja i nakon skladistenja

tijekom 3 mjeseca (ug/kg)

Petrovnjaca 'Wagner' 'Kleker" 'Masanka' 'Adamovka’

Nakon branja

23,5+0,28 NI NI NI NI

Nakon skladistenja

NI 4,7+0,99 NI 49,9 + 3,39 NI

NI — nije identificiran
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4. Rezultati

Slika 12. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Masanka'
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Slika 13. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Masanka' (nakon skladistenja)
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4. Rezultati
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Slika 15. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Petrovnjaca' (nakon skladistenja)
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4. Rezultati
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Slika 16. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Wagner'

1dan 2 dan 4 dan 6 dan 7 dan 8 dan 11 dan 12 dan

Slika 17. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte '"Wagner' (nakon skladistenja)

29



4. Rezultati

1 dan Z dan 3 dan 4 dan 5 dan 6 dan 7 dan 2 dan 9 dan 10 dan 11 dan

L LE T ALY
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Slika 19. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Adamovka’ (nakon skladistenja)
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Slika 20. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Kleker'
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Slika 21. Razvoj plijesni P.expansum na jabuci sorte 'Kleker' (nakon skladiStenja)
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5. Rasprava

Tradicionalne sorte jabuka predstavljaju visoko vrijednu sirovinu za prehrambenu industriju.
U danasnje vrijeme su sve viSe popularizirane na trzistu, prvenstveno zbog nutritivnog sastava
i organoleptickih svojstava. Analizom nutritivnog sastava potvrdilo se da vecina tradicionalnih
sorata sadrZi visoke kolicine ukupnih fenola, flavonoida, te ostalih spojeva koji pruzaju
pozitivan ucinak za zdravlje ljudskog organizma. S obzirom da ne zahtijevaju posebnu vrstu
njege lako se mogu prilagoditi organskom uzgoju. Potencijal tradicionalnih sorti jabuka u
razvoju funkcionalnih proizvoda je veliki i odlikuje mogu¢om visokom kakvoc¢om proizvoda.
Osim toga, podiZe se svijest potrosaca o visokoj kvaliteti tradicionalnih sorti koje mogu biti
temelj za poticaje ekoloske proizvodnje. Tradicionalne sorte jabuka sadrie vecu koli¢inu
polifenola od komercijalnih. Dokazano je da fenolni spojevi imaju znacajna antioksidativna i
antimikrobna djelovanja te bi konzumacija tradicionalnih sorti zbog toga mogla imati
blagotvoran ucinak na ljudsko zdravlje. Takoder, istrazivanja pokazuju da su te sorte i manji
alergene u odnosu na komercijalne vrste (Jakobek i sur., 2020).

Cilj diplomskog rada bio je provesti istrazivanje te ispitati otpornosti tih sorti (5 odabranih
sorti) na kontaminaciju s plijesni P. expansum te utvrditi produciranu koncentraciju patulina.
Osim toga ispitan je i sadrzaj ukupnih polifenola ispitivanih sorti jabuka (nakon branja i nakon
skladistenja od 3 mjeseca), koji imaju veliki utjecaj na stabilnost kao i na moguénost
dugotrajnijeg o¢uvanja ploda jabuke.

U Tablici 1. prikazan je sadrzaj polifenola u odabranim sortama jabuka nakon pripreme
uzoraka odnosno u svjezim uzorcima. Rezultati su pokazali da se ispitivane sorte jabuka uvelike
razlikuju u sadrzaju i koli¢ini polifenola. Prema skupinama polifenola identificirani i
kvantificirani su: flavonoli, flavanoli, procijandini, dihidrokalkoni i fenolne kiseline.

Od flavonola odredeni su u svim uzocima: kvercetin, kvercetin-3-B-D-glukozid, mircetin i
kvercetin-3-rutinozid. Ukupna koli¢ina flavonola prije skladistenja kretala se u rasponu od
80,66 do 176,92 pg/kg. Najvisu koli¢inu flavonola imala je sorta 'Masanka' (176,92 pg/kg), a
najnizu 'Adamovka' (80,66 ug/kg). Od flavanola identificirani su katehin, epikatehin i
galokatehin galat. Koncentracija flavanola u uzorcima kretala se u rasponu od 269,55 pg/kg do
627,35 pg/kg. Sorta sa najviSom koli¢inom flavanola bila je 'Kleker' (367,83 pg/kg), dok je
'Wagner' sorta (138,79 pg/kg) imala najnizu koli¢inu.

Od procijanidina u navedenim sortama jabuka identificirani su procijanidin A2, procijanidin

B1, procijanidin B2, derivat procijanidina 1 i derivat procijanidina 2. Koli¢ine procijanidina

33



5. Rasprava

kretale su se u rasponu od 313,62 ug/kg do 1523,9 ug/kg. Sorta 'Wagner' imala je najnizu
koli¢inu (313,12 pg/kg) ispitivanih procijanidina, a 'Petrovnjaca’ najvisu (1523,9 ug/kg).

Od dihidrokalkona identificirani su floretin i floridizin. Raspon u uzorcima prije skladiStenja se
kretao od 61,19 pg/kg (‘'Adamovka') do 352,33 ug/kg (‘Masanka'). Identificirane fenolne
kiseline u odabranim sortama su klorogenska kiselina, 4-hidroksicimetna kiselina i 2,6-
dimetoksibenzojeva kiselina. Najniza koli¢ina zabiljeZena je kod sorte '"Wagner' (672,14 ug/kg),
a sorta 'Masanka' ima najvisu koli¢inu ukupnih fenolnih kiselina (1684,65 pug/kg).

Prema polifenolnom profilu, iz rezultata se moze izvesti zaklju¢ak da su dihidroklalkoni
zastupljeni u najmanjoj koli¢ini u odabranim ispitivanim sortama. Najveéi ukupni sadrzaj
polifenola u uzorcima prije skladistenja imala je sorta 'Masanka', a sorta 'Wagner' imala je
najmanju koli¢inu ukupnih polifenola.

U Tablici 2. prikazan je sadrzaj polifenola nakon skladistenja od tri mjeseca, a rezultati
pokazuju da se koli¢ina polifenola ovisno o sorti jabuke i vrsti polifenolnog spoja smanijila ili u
rijetkim slucajevima povecala za malu razliku u vrijednosti od pocetne koli¢ine. Nakon
tromjesecnog skladiStenja najvisa koli¢ina flavonola bila je zastupljena u sorti 'Masanka'
(187,94 pug/kg) , a najmanje u sorti 'Adamovka' (98,03 pg/kg). Najvisa koli¢ina flavanola bila je
u sorti 'Kleker' (367,83 pg/kg), a najmanja u sorti 'Wagner' (138,79 pg/kg). Procijanidini su
takoder i nakon skladiStenja identificirani u svim sortama s najviSim koli¢inama u sorti
'Masanka' (1273,17 ug/kg), dok je najmanja koli¢ina nakon tromjesec¢nog skladistenja bila kod
sorte 'Wagner' (298,17 ug/kg). Najvise koli¢ine ukupnih dihidrokalkona kvantificirane su kod
sorte 'Masanka' (308,16 pg/kg), a u najmanjoj koli¢ini kod sorte 'Kleker' (88,47 ug/kg). Fenolne
kiseline su u najvecoj koncentraciji bile prisutne kod sorte 'Petrovnjaca' (1456,73 pg/kg), a
sorta 'Adamovka' (506,86 pg/kg) imala je najmanju vrijednost ukupnih fenolnih kiselina.
Sadrzaj ukupnih polifenola nakon skladiStenja pratio je trend kao i u uzorcima prije
skladistenja, odnosno sorta 'Masanka' sa najviSom, a 'Wagner' sa najnizom koli¢cinom.

Na osnovu prikazanih grafova (Slika 7.-11.) moZemo vidjeti razliku u koli¢ini polifenola nakon
pripreme uzorka i skladistenja od tri mjeseca. Kod sorti 'Petrovnjaca’ i 'Adamovka’' specifi¢éno
je dasu se flavonoli (kod 'Petrovnjace') i dihidrokalkoni (kod 'Adamovke') povecali u jako maloj
koli¢ini nakon skladistenja sto moZe biti posljedica razli¢itih oksidacijskih procesa. Ostale

ispitivane skupine polifenola, kod ovih sorti biljezile su pad u svojim kolicinama nakon
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5. Rasprava

tromjeseénog skladistenja. Takoder, sve ostale sorte ispitivanih jabuka imaju nakon
tromjesecnog skladistenja blagi pad ukupnih koli¢ina polifenola.

Na osnovu (Slika. 12.-21.) moZemo vidjeti prikaz navedenih tradicionalnih sorti
kontaminiranih s plijesni P. expansum nakon pripreme uzorka i nakon tromjesecnog
skladistenja te kontrolne uzorke (nekontaminirane). Sorte jabuka su promatrane svakodnevno
dok nisu u potpunosti zarazene s plijesni. P. expansum se najsporije razvijao na sorti
'Petrovnjaca’ Sto znaci da je ona najotpornija na zarazu plijesni, ali to ne znaci da ¢e imati

najmanju koli¢inu produciranog patulina.

Fotografskom analizom se ne moze precizno odrediti najotpornija sorta na zarazu s plijesni te
je na istim uzorcima provedena LC-MS/MS analiza sadrZaja patulina.

Tablica 3.pokazuje sadrzaj patulina u odabranim sortama jabuka nakon branja i nakon
skladiStenja tijekom 3 mjeseca. Na sorti 'Petrovnjaca’ patulin je identificiran i kvantificiran prije
skladistenja u koli¢ini od 23,5 pg/kg. Nakon tromjesecnog skladistenja patulin nije identificiran
u 'Petrovnjaci' kao ni u sortama 'Kleker' i '"Adamovka'. U sortama jabuka 'Wagner' i 'Masanka'
detektiran je patulin i to u koli¢inama 4,7 ug/kg (‘Wagner') i 49,9 ug/kg ('Masanka'). Neke
studije su pokazale da koncentracija floridzina ima snazno antifugalno djelovanje protiv
razli¢itih mikotoksina. U naSem slucaju najviSu koncentraciju floridzina ima sorta Masanka koja
nakon skladistenja ima i najviSu koncentraciju patulina. U sorti Wagner u kojoj je takoder
detektiran patulin nakon tromjese¢nog skladiStenja detektirana je i visa koncentracija
floridzina u odnosu na ostale ispitivane sorte. Najniza identificirana koli¢ina dihidrokalkona,
odnosno floridzina bila je u sorti Kleker u kojoj patulin nije identificiran nakon tromjese¢nog

skladistenja.
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

Ispitivane tradicionalne sorte jabuka razlikovale su se u koli¢ini ukupnih polifenola, a
prema skupinama polifenola identificirani i kvantificirani su flavonoli, flavanoli,

procijanidini, dihidrokalkoni te fenolne kiseline.

Analiza polifenola u uzorcima jabuka prije skladiStenja pokazala je kako sorta

'Masanka' ima najveci sadrzaj ukupnih polifenola.

Nakon tromjesecnog skladiStenja trend je ostao isti te je sorta 'Masanka' imala najvedi

sadrzaj ukupnih polifenola.
Patulin je identificiran u sorti 'Petrovnjaca’ prije skladistenja, ali ne i nakon skladistenja.

Najveca koncentracija patulina nakon skladiStenja tijekom 3 mjeseca odredena je u
jabuci sorte 'Masanka' (49,9 ug/kg) dok su niZe vrijednosti bile zastupljene u sorti

'Wagner' (4,7 pg/kg).
Ostale ispitivane sorte jabuka (‘Adamovka' i 'Kleker') nisu pokazale prisutnost patulina.

Dobiveni rezultati doprinose boljem uvidu na otpornost tradicionalnih sorti jabuka na
zarazu s plijesni P. expansum te posljedicno patulinom, a i polifenolnom profilu

odabranih tradicionalnih sorti.
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