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Popis oznaka, kartica i simbola

HPLC - Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid
Chromatography)

LC-MS/MS — Sprega tekucinske kromatografije i tandemske masene spektrometrije (engl.
Liquid Chromatography mass spectrometry)

MA - modificirana atmosfera (engl. Modified Atmosphere)
CA - kontrolirana atmosfera (engl. Controlled Atmosphere)
FDA - Uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration)

EC - Europska komisija (engl. European Commission)



1. UVOD



Povijest jabuke (Malus Domestica) seie u daleku proSlost. Jabuka je oduvijek bila simbol
zdravlja, plodnosti, ali i grijeha pa se tako jabuka spominje i u Bibliji kao zabranjeno voce. Time
je jabuka postala simbol besmrtnosti i znanja, ali i grijeha i seksualnosti (Malum, latinski - zlo).
S druge strane, smatra se kraljicom te simbolom voéa zbog nutritivne vrijednosti, posebice
sadrzaja vitamina. NajceSée kultivirano stablo koje je jos u pretpovijesno doba raslo kao divlje
u Europi je stablo jabuke. Porijeklo domade jabuke su juzni Sibir i Azija, a i Grei i Rimljani su
uzgajali razli¢ite sorte. Srediste raznolikosti roda Malus ¢ine isto€na Turska i Kavkaz gdje je
jabuka prvotno uzgajana i odakle se prosirila po Europi. Jabuka se oko 300 godina pr.n.e.
prosirila na Grcku, a u njemackim zemljama je izmedu 800. i 1600. godine bilo poznato oko
200 vrsta. Nakon toga jabuka se prosirila na Sjevernu i Juznu Ameriku, a danas je nalazimo na
gotovo svim kontinentima. Danas je poznato viSe od 7000 razli¢itih sorti jabuka koje se
razlikuju po okusu, slatkodi, kiselosti, boji, konzistenciji i soc¢nosti (Hrvatski centar za
poljoprivredni marketing, 2008). Plodovi jabuke su okruglog, ali ponekad i nepravilnog oblika.
Ukupna proizvodnja jabuka u 2019. godini u Republici Hrvatskoj je iznosila 69 167 tona, a od
toga 68 352 tone su bile intenzivni uzgoj (za trziste) te 815 tona u ekstenzivnim voénjacima
(pretezno za vlastite potrebe). U 2020. godini ukupna proizvodnja iznosila 66 926 tona, a od
toga 3609 tona za vlastite potrebe, dok je ostatak koli¢ina uzgojena za trziste (DrZavni zavod
za statistiku). Po kemijskom sastavu, vedinu ploda jabuke ¢ini voda, potom ugljikohidrati,
proteini i masti, a bogata je i mnogim vitaminima i mineralima poput kalija, fosfora, magnezija,

natrija, cinka i Zeljeza, vitamina C, vitamina A, E i K kao i vitaminima B skupine (USDA, 2018).

Neke od najéesée uzgajanih komercijalnih sorti jabuka su ‘Idared’, ‘Jonagold’, ‘Golden
Delicious’, ‘Red Delicious’, ‘Granny Smith’ i ‘Mutsu’. Sadnjom samo nekoliko sorti jabuka
moglo bi ugroziti odrzavanje bioloSke raznolikosti, dovesti do svjetskih epidemija odredenih
Stetocina i patogena, te smanjiti samu raznolikost sorti jabuka na europskom trzistu (Loncaric¢
i sur., 2014). U pojedinim voénjacima uzgajaju se i tradicionalne sorte jabuka koje su vrijedan
izvor genetske varijabilnosti usjeva, te pokazuju dobru prilagodljivost okoliSu u kojem se
uzgajaju. Unatoc tome, tradicionalne sorte nisu zastupljene na globalnom trzistu uglavnom
zato jer se po standardima izgleda ne uklapaju u trziSte kao komercijalne sorte (Loncari¢ i sur.,

2019; Ceymann i sur., 2012).

Cilj diplomskog rada je odrediti potencijal tradicionalnih sorti jabuka za proizvodnju soka od

jabuka na temelju odredenog udjela ukupnih polifenola, flavonoida, ukupnih i prirodnih



Secera, topljive suhe tvari, ukupnih kiselina, pH, antioksidacijsku aktivnost primjenom ABTS i

DPPH metode, te koncentracije mikotoksina patulina u soku od tradicionalnih sorti jabuka.



2. TEORISKI DIO



2.1.  VOCE JABUKA (MALUS DOMESTICA)

Jabuka (Malus domestica) je listopadno stablo koje pripada porodici ruza (Rosacaeae). Ima
Siroku i gustu krosnju, a njeno stablo naraste i do 12 metara. Kora debla je ispucana i tamno
siva, a samo deblo je promjera i do 1 metar. Ova vrsta se intenzivno uzgaja i njeguje, a plodovi
konzumiraju zbog svojih razli¢itih nutritivnih vrijednosti pa tako i zdravstvenih prednosti.
Jabuke zauzimaju glavni udio opskrbe trzista vocem tijekom cijele godine zbog velike
sposobnosti prilagodavanja razli¢itim uvjetima, visoke rodnosti, lakog razmnoZavanja,
kvalitete ploda te trajnosti (Loncarici sur., 2019).

Za polozaj uzgoja jabuka u kontinentalnoj Hrvatskoj najpovoljnija se smatra juzna strana, zatim
jugoistoCna, isto€na, te jugozapadna strana. Najprikladniji su tereni s blagim nagibom te ako
Sire podrucje oko voénjaka ima veci nagib. Korijen jabuke je zaduZen za pri¢vrséivanje za tlo,
opskrbljivanje vo¢ke vodom i hranjivim tvarima. Deblo ima zadaéu provoditi i skladistiti
hranjive tvari, a kro$nja se sastoji od kosturnih grana te ogranaka na kojima se nalaze pupovi,
lis¢e, cvjetovi i plodovi (Pokos-Nemec, 2012). Plod vocke, jabuka, sadrzi mesnato usplode,
koru, peteljku, sjemenu loZu, sjemenke i listi¢ ¢aSke. DoseZze masu i do 600 g, ali vecina plodova
je prosje€ne mase od 150 do 160 g. Razlika medu plodovima je u obliku, boji, vremenu
sazrijevanja, veliCini, nutritivnom sastavu itd. (Luby, 2003). Jabuka se smatra ,zdravom
namirnicom*”, a poput ostalog voca, prisutnost polifenola je jedna od glavnih Cinjenica koja se
povezuje sa pozitivnim uc¢inkom na zdravlje. Polifenoli imaju antikancerogena svojstva, a
sudjeluju i u prevenciji kardiovaskularnih bolesti i raka kao i u regulaciji kolesterola u krvi te
ostale pozitivne ucinke poput antivirusnih svojstava i inhibicije patogena poput Helicobacter
pylory i toksi¢nosti stafilokoka enterotoksina A (Loncarié¢ i sur., 2014; Jakobek i Barron, 2015;
Hyson, 2011) zbog ¢ega jabuka i privlaci znanstveni interes. U Republici Hrvatskoj jabuka je
najéesc¢e konzumirano voce, a prosjecna godiSnja potrosnja po ¢lanu kuéanstva u 2019. godini
jeiznosila 11,5 kg, a u 2020. 11,7 kg (Drzavni zavod za statistiku, 2021). Jabuka je komercijalno
vazno voce u Republici Hrvatskoj, a produzetak komercijalnog vijeka i smanjenje gubitaka
nakon berbe uglavhom se temelji na nacinu skladiStenja na niskim temperaturama,
samostalno ili u kombinaciji, s modificiranom atmosferom (MA) i kontroliranom atmosferom
(CA) koje su prvenstveno usmjerene na smanjenje ukupnog metabolizma i time odgadanje
zrenja i starenje (Mditshwa i sur., 2018). Kvaliteta ploda jabuke ukljucuje veliku skupinu
karakteristika. Na kvalitetu ploda jabuke utjece boja, oblik, veli¢ina i odsutnost nedostataka,

kao i okus, tekstura, miris, nutritivna vrijednost, slatkoca, kiselost (pridonosi okusu) te rok



trajanja. Na primjer, nakon berbe i prije transporta na trziste ili skladistenje plodovi se
kalibriraju, ru¢no ili uz pomoc¢ uredaja za sortiranje, na temelju teZine, veli¢ine ploda, kvalitete
i karakteristika boje. Sa nutritivnog aspekta , plodovi jabuke sadrze Secere, kiseline, vitamine,
minerale, pektine i vodu (Krpina i sur., 2004). (Tablica 1.). Osim svoje nutritivne vrijednosti,
takoder su vrijedan i lako dostupan izvor raznih bioloski aktivnih spojeva, posebno vec
spomenutih polifenola kao Sto su klorogenska kiselina, katehin, epikatehin, floretin, kvercetin
i floridzin, kao i antioksidansa, fenolnih spojeva, fenolne kiseline i dr. (Lo Piccolo i sur., 2019).
Jabuke sadrze i vlakna koja su biljna tvar s mnogim dobrobitima za zdravlje ljudi, zasluzni su za
smanjenje apsorpcije masti i kolesterola, normalizaciju probave, odrzavanje zdravlja crijeva i
sudjelovanje u kontroli dijabetesa (Duralija i sur., 2021).

Tablica 1. Nutritivna vrijednost plodova jabuke na 100 g jestivih dijelova (USDA, 2018)

IU- medunarodna jedinica; DFE- ekvivalent prehrambenih folata; Rae- ekvivalenti aktivnosti retinola

Hranjive tvari Mjerna  Koli¢ina  Hranjive tvari Mjerna Kolic¢ina
jedinica jedinica
Voda g 85,56 Vitamin C mg 4,6
! (Askorbinska kiselina) !

Energija kcal 52,0 Tiamin mg 0,017
Bjelancevine g 0,26 Riboflavin mg 0,026
Ugljikohidrati g 13,81 Niacin mg 0,091
Dijetalna vlakna g 2,4 Vitamin B6 mg 0,041
Ukupni Seceri g 10,39 Folat, DEF ug 3,0
Kalcij mg 6,0 Vitamin A RAE ug 3,0
Zeljezo mg 0,12 Vitamin A IU U 54,0
Magnezij mg 5,0 Vitamin E (Alfa Tokoferol) mg 0,18
Fosfor mg 11,0 Vitamin K (filokinon) ug 2,2
Kalij mg 107,0 Ukupni lipidi (Masti) g 0,17
Natrij mg 1,0 Zasic¢ene masne kiseline g 0,028
Cink mg 0,04 Mononezasi¢ene masne kiseline g 0,007

2.1.1. TRADICIONALNE SORTE JABUKA

Zbog svog zemljopisnog polozaja, Republika Hrvatska ima dugu tradiciju uzgoja voca, a tome
pridonose klimatski uvjeti i visoka kvaliteta voénih kultura, posebice plodova jabuke. U
proslosti je uzgoj tradicionalnih sorti jabuka bio vrlo zastupljen, ali je u posljednje vrijeme
doslo do iznimnog propadanja starih autohtonih domacih voéaka i znatan dio nase vodarske
kulture nepovratno nestaje (Loncari¢ i sur., 2014). Stare sorte jabuka doprinose bioloskoj

raznolikosti, iako nemaju veliku komercijalnu vrijednost. Tradicionalne sorte moguce je



ocuvati sadnjom novih sadnica istih sorti ili obnavljanjem postojecih stabala (Skenderovic¢

Babobjeli¢, 2015).

Sve je veca potraznja za funkcionalnom hranom koja potjece iz proslosti i tradicionalnih biljnih
izvora jer su prepoznati kao vrlo vrijedni izvori za promicanje zdravlja. Stare tj. tradicionalne
sorte jabuka (Malus domestica Borkh.) karakteriziraju dobra morfoloska i pomoloska svojstva,
manja potreba za kemijskim tretiranjem tijekom uzgoja i veci udio bioloski aktivnih spojeva s
boljom senzorskom prihvatljivoséu u odnosu na komercijalne sorte. Stare sorte jabuke
prirodna su i kulturna bastina Republike Hrvatske, kao i vrijedan izvor genetske raznolikosti.
Prilagodile su se lokalnim klimatskim i okoliSnim uvjetima uzgoja, a pokazuju dobru otpornost
na bioticke i abioticke faktore stresa te su karakterizirane po razli¢itim morfoloskim i
pomoloskim karakteristikama u odnosu na komercijalne sorte jabuke (Duralija i sur., 2021).
Tradicionalne sorte jabuka su se prilagodile na uvjete u kojima rastu ve¢om otpornosti na
bolesti koju su tradicionalne sorte razvijale kroz godine, a mnoge od ovih sorti bi se trebalo
saCuvati za bududi, a i trenutan uzgoj (PurdeSova i sur., 2017). Takoder, tradicionalne sorte
sadrze veci udio polifenola i antioksidacijske aktivnosti u usporedbi sa komercijalnim sortama
(Loncari¢isur., 2019.). Osim toga, poznato je da kora jabuke kao i nusproizvodi prerade jabuke
sadrze vece koli¢ine polifenola i antioksidativni kapacitet od samog mesa jabuke (Jakobek
Barron, 2015). Jedinstvenu kvalitetu voca, otpornost na susu, gene za otpornost na Stetocine
i bolesti nose mnoge tradicionalne sorte jabuka (Purdesova i sur., 2017). Plod ovih sorti ¢esto
je komercijalno neprivlacan. Medutim, u zapadnim zemljama dolazi do promjene koncepta
prehrane, gdje potrosaci osim izgleda proizvoda zahtijevaju i proizvode s dobrim nutritivnim

svojstvima koja ih ¢ine korisnima za ljudsko zdravlje (Loncari¢ i sur., 2020).

Tradicionalne sorte jabuka koje se uzgajaju u lokalnim podrucjima su u velikoj mjeri
neistrazene, a posebice s obzirom na fizikalno-kemijska, polmoloska svojstva i sastav
bioaktivnih tvari. Vaino je sacuvati ove sorte zbog sadriaja polifenola kao i razlicitih
pomoloskih svojstava kao izvor genetske varijabilnosti, ali i kao faktor bioloske raznolikosti

teritorijalnog podruéja na kojemu rastu.



2.2. BIOAKTIVNI SPOJEVI | ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Bioloski aktivni kemijski spojevi koji se nalaze u biljkama se nazivaju i fitokemikalije. Mnogi od
njih imaju sposobnost mijenjanja enzimskih i kemijskih reakcija pa stoga utjecu i na ljudsko
zdravlje. Vedina bioaktivnih spojeva se moZe svrstati u glavne skupine, a to su polifenoli,

terpenoidi, glukozinolati i drugi (Shahidi i sur., 2019).

Bioaktivni spojevi koje sadrzi jabuka su vlakna, antioksidansi, fenolni spojevi, flavonoidi,
fenolne kiseline itd. koji imaju iznimno pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje. Procjenjuje se da
je identificirano vise od 5000 bioaktivnih komponenata- fitokemikalija, ali i dalje velik postotak
ostaje nepoznat (Duralija i sur., 2021). Velika nutritivna vrijednost jabuke se moZe pripisati
polifenolima koji su sekundarni biljni metaboliti, a u jabukama prevladava Cetiri skupine ovih
spojeva, a to su flavonoli, flavan-3-oli, fenolne kiseline i dihidrohalkoni (Boyer i Liu, 2004;
Kschonsek i sur., 2018). Polifenoli nastaju tijekom normalnog razvoja biljke, ali i kao odgovor
na stresne uvjete poput infekcije parazitima, ranjavanja, onecis¢enja zraka, izloZenosti
ekstremnim temperaturama kao i UV zracenju. Nalaze se u jestivim i nejestivim dijelovima
biljke, a mogu i privladiti oprasivace, doprinose pigmentaciji biljke te mogu doprinijeti i gorcini,
trpkosti, okusu, mirisu i oksidacijskoj stabilnosti hrane. Takoder, pokazuju i Siroki raspon
fizioloskih svojstava kao S$to su antialergijska, protuupalna, antimikrobna i antioksidativna
svojstva (Shahidi i sur., 2019). Opc¢a formula ovih visoko vrijednih spojeva je Ar-OH (Ar- fenil,
supstituirani fenil ili neka druga akrilna skupina) te u svojoj strukturi sadrze jednu ili viSe OH
skupinu koje su vezane na benzenski prsten. Ime ove skupine potjece od predstavnika ove

skupine koji se naziva fenol (Slika 1).

OH

Slika 1 Kemijska struktura fenola (Vermerris i Nicholson, 2008)

Ovi spojevi se mogu pojavljivati kao polimeri visokih molekularnih masa, ali se uglavhom
nalaze u monomernim oblicima. Monomerni polifenoli se mogu apsorbirati direktno iz hrane

koja sadrzi polifenole, dok je za apsorpciju polifenola iz oblika visokomolekularnih polimera



potrebna prethodna razgradnja u probavnom traktu. Flavonoidi su najbitnija i najveca skupina
polifenola, a takoder vazna skupina su i fenolne kiseline (Martens i sur., 2005). Prema
Wollgastu i Anklamu (2000) polifenoli se dijele na temelju broja C atoma i to na jednostavne
fenole i benzokinone (Cs), fenolne kiseline (Cs-C1), acetofenone i feniloctene kiseline (Cs-Cy),
hidroksicimetne kiseline, kumarine, izokumarine i kromone (Ce-C3), naftokinone (Cs-Ca),
ksantone (Cs-Ci- Cg), stilbene i antrakinone (Cs-C2-Cs), flavonoide (Ce-C3-Ce), lignane i
neolignane (Cs-Cs3),, biflavonoide (Cs-C3-Cs)2, lignine (Ce-C3)n, kateholne melanine (Ce)n, i
kondenzirane tanine (Cs-C3-Cs) (Wollgast i Anklam, 2000). Shematski prikaz biosinteze i
povezanosti flavonoida je prikazan na Slici 2, a podjela pronadenih fenolnih spojeva u biljkama

na flavonoid i neflavonoide na Slici 3.
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Slika 2 Shematski prikaz biosinteze i povezanosti flavonoida (Wollgast i Anklam, 2000)

Jabuke su voce koje se Siroko konzumira u cijelom svijetu, a jedno je od najboljih izvora
antioksidansa i fenolnih spojeva, uklju€ujudi kvercetin, katehin, florizdin i klorogensku kiselinu.
Sadrzaj fenolnih spojeva varira izmedu mesa i kore jabuke i pretezno je lokaliziran u kori (54%)

(Shahidi i sur., 2019). U kori jabuke se preteZito nalaze dihidrohalkoni, flavan-3-oli i flavanoli,



a meso jabuke je bogato klorogenskom kiselinom i izomerom klorgenske kiseline (Jakobek i

sur., 2013).
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Slika 3 Primjeri fenolnih spojeva pronadenih u bilijkama i voéu grupirani u neflavonoide i flavonoide
(Crozierisur., 2009)

Tijekom proizvodnje voénih sokova dolazi do gubitka svih polifenolnih spojeva, a do gubitka
fenolnih spojeva u sokovima od vodéa dolazi zbog komercijalnog postupaka proizvodnje. S
druge strane dolazi do poveéanja udjela kvercetin glikozida, a gubitaka dihidrohalkona i
fenolnih kiselina. Do smanjivanja razine polifenola tj. antiokidansa dolazi i prilikom
zamrzavanja, mikrovalnog kuhanja, pasterizacije i vrenja pa tako razliiti nacini kuhanja
razli¢ito utjeCu na polifenole (Markowski i Ptocharski, 2006). Antioksidacijska aktivnost
podrazumijeva rad antioksidansa koji sprjec¢avaju reakcije oksidacije koje mogu katalizirati
odredeni enzimi kao Sto su peroksidaze, katalaze, superoksidi dismutaze i proteini, a poznato
je i da antioksidacijsku aktivnosti posjeduju vitamini (A, C, i E) i polifenoli. Aktivnost
antioksidansa ovisi o mnogim c¢imbenicima kao Sto su temperatura, svjetlost, tip supstrata,
fizikalno stanje sustava, kao i o brojnim mikrokomponentama koje djeluju kao prooksidansi ili
sinergisti, a i o strukturnim svojstvima antioksidanasa (Yanishlieva Maslarova i Heinonen,
2001). Antioksidansi uklanjaju slobodne radikale ili koriste mehanizam koji uklanja slobodne
radikale indirektno. Kod uklanjanja slobodnih radikala sastojak se definira kao primarni
antioksidans, a u slucaju indirektnog uklanjanja slobodnih radikala, sastojak se definira kao

sekundarni antioksidans. Primarni antioksidansi su fenolne tvari, a sekundarni antioksidansi



pokazuju antioksidacijsku aktivnost samo u prisustvu neke druge manje komponente kao $to
npr. askorbinska kiselina postaje aktivna u prisustvu tokoferola ili nekih drugih primarnih
antioksidansa ili limunska kiselina u prisustvo metalnih iona (Gordon, 2001). Oksidativni stres
rezultira oksidativnim ostecenjima, stanicnom smrcu, oste¢enjem tkiva i raznim bolestima
zbog povecane razine slobodnih radikala (Anderson i sur., 2009). Na temelju literaturnih
podataka, a zbog prisutnih antioksidansa poput polifenola, jabuka ima visoku antioksidacijsku

aktivnost, nutritivnu vrijednost kao i benefite na ljudsko zdravlje.

2.3 PLIJESAN PENICILLIUM EXPANSUM

lako svjeZe voce i povrée viSestruko dobiva na vrijednosti nakon $to napusti polja na kojima se
uzgaja, bolesti koje se pojavljuju nakon Zetve i branja uzrokuju gubitke. Unato¢ tome Sto se
koriste moderna skladista i tehnike, gubitci su veci nego $to se opcenito vjeruje i procjenjuje
se da iznose od 20 do 30 % godisnje (Romanazzi i sur., 2016). Jedna od najpoznatijih i najvise
proucavanih plijesni iz roda Penicillium je Penicillium expansum. Rod Penicillium proucéava se
viSe od 200 godina, a njegov prvi opis datira iz 1809. godine. Ova mikroskopska gljiva je Siroko
rasprostranjena u prirodi, posebno u tlu i zatvorenim prostorima. Takoder, P. expansum moze
zaraziti Sirok spektar poljoprivrednih proizvoda u polju, tijekom Zetve, tijekom skladiStenja i
tijekom prerade (Andersen i sur., 2004; Demirel i sur., 2013). Toksikogena plijesan P.
expansum moze rasti na raznim podlogama, uklju¢ujuéi gradevinske materijale koji sadrze
celulozu, poput tapeta i suhozida, te vlaznih drvenih blokova, ali naj¢esce raste na voéu poput
jabuka i krusaka te kostunicavom vocéu (Nguyen, 2007). Plijesan P. expansum proizvodi veliki
niz sekundarnih metabolita s razli¢itih struktura ako se duze razdoblje nalazi u uvjetima
relativno visoke vlage i umjerene temperature tijekom duljeg razdoblja. Na globalnoj razini,
patulin je najistrazeniji i dobro dokumentirani sekundarni metabolit plijesni u hrani i biljkama
(Gutarowska i sur., 2012). Kao posljedica insekata, ptica, ranog mraza, prevelike vrucine,
stresa od suse i nepovoljnih vremenskih uvjeta neposredno prije berbe, zaraze jabuke najcesce
su uzrokovane osteéenjem plodova, ali i mehanickim osSteéenjima tijekom transporta i
rukovanja voéem. Najozbiljniji patogen jabuke nakon berbe, Penicillium expansum, moze
prodrijeti u koZicu ploda dok je jo$ u polju, te nastavlja rasti i proizvoditi patulin tijekom

skladistenja (Frisvad i Samson, 2004). P. expansum proizvodi destruktivnu truleZ koju
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karakteriziraju blijedosmede, suhe, glatke, kruzne mrlje koje su ¢esto kruznog i koncentri¢nog
oblika koje se brzo Sire po povrsini ploda, kao i duboko unutar mesa (Pitt i Hocking, 2009). Na
povrsini stare truleZzi mogu se pojaviti bijele mrlje koje se razvijaju u plavkasto-zelene strukture
(Slika 4). Kada su uvjeti pravi, spore P. expansum prodiru kroz tvrdu ljusku sjemena do mekog
vegetativnog tkiva ploda, klijaju i rastu te mogu proizvesti toksine (Tournas i Memon, 2009).
Virulencija P. expansum ovisi o enzimu poligalakturonazi, koji uzrokuje propadanje tkiva. Kako
se lezija Siri, raspadnuti dio moze se lako odvojiti od okolnog zdravog tkiva, a kako dolazi do
sporulacije, bijeli rast na povrsini lezije postaje blijedoplav. Ova gljiva moZe uzrokovati
"gnijezdenje" u posudi za voce Sirenjem na zdravo voce u blizini, iako se plava plijesan obi¢no
javlja na ranama voca. P. expansum proizvodi konidije (spore) u izobilju, a koje se lako prenose

zrakom (Sommer i sur., 2002).

Slika 4 Penicillium expansum na povrsini jabuke
(lzvor:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Penicillium_expansum.jpg)

Prirodni mikotoksin patulin proizvode razne gljive koje pripadaju rodu Aspergillus putem
poliketidnog puta kao i Byssochlamys, Paecilomyces i Penicillium. Patulin najée$ée proizvodi
plijesan Penicillium expansum. lako je ovaj mikotoksin pronaden u mnogim namirnicama,
jabuke su podloznije infekciji P. expansumom i pruZaju pogodno okruZenje za njegovu
proizvodnju (Tannous i sur., 2018). Proizvodnja patulina Cesto je povezana s trulezima jabuke
u prehrambenoj industriji, ali ne i iskljuéivo. Studije na Zivotinjama daju vecinu informacija o

toksi¢nosti patulina jer do sada nije bilo dokumentiranih slucajeva akutne toksi¢nosti kod ljudi.
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Pokazalo se da patulin ima visoku akutnu toksi¢nost; vrijednosti LD50 kretale su se od 10,4
mg/kg tjelesne teZine u pasa do 30 mg/kg u macaka, 7,60 mg/kg u miseva i 5,80 mg/kg u
Stakora (Hayes i sur.,1979). Ucinci akutnog trovanja, kao sto su hematemeza, proljev, izrazita
slabost, letargija, tahipneja, masivna atelektaza, alveolarna krvarenja i drugi, opisani su kod
mnogih razlicitih vrsta Zivotinja (Tapia i sur., 2006). Genotoksi¢ni u€inci patulina dokazani su u
stanicama hrc¢ka V79 i stani¢noj liniji hepatoma HepG2 kao i u stanicama imunoloskog sustava,
a utvrdeno je da su i embriji Stakora i pilica teratogeni kada je dodan patulin. Dokazano jeida
patulin ima citotoksi¢ne ucinke na nekoliko tipova stanica, ukljucujudi ljudske crijevne epitelne
stanice, ljudske embrionalne stanice bubrega i hepatocelularne stanice jetre (Wu i sur, 2008;

Durakovié¢, 2000).

S obzirom na akutnu i dugotrajnu toksi¢nost patulina, koncentracija od 0,1 mg/kg tjelesne
teZzine se smatra sigurnom, bez uocenih Stetnih ucinaka koja je odredena od strane Uprave za
hranu i lijekove (FDA) i Europske komisije (EC) kako bi se uspostavile maksimalne granice
patulina u proizvodima od jabuka (European, 2003; 2006; U.S. FDA, 2005). Codex Alimentarius
(2003) i U.S. FDA (2005) postavili su regulatorna ogranicenja od 50 dijelova na milijardu za
proizvode na bazi jabuke, a Europska komisija (2006) otiSla je korak dalje nametnuvsi
maksimalnu prihvatljivu koncentraciju od 10 dijelova na milijardu u hrani za dojencad

(Agriopoulu i sur., 2020).

2.3.1 BIOSINTEZA MIKOTOKSINA PATULINA

Patulin je tokom istraZzivanja na Zivotinjama pokazao svoju toksi¢nost i neurotoksi¢nosti, iako
ne postoje jasni dokazi da je patulin kancerogen za ljude. Biosinteza patulina opsezno je
proucavana i opisana u kemijskom i molekularnom smislu. Put biosinteze patulina sastoji se
od oko 10 koraka kako su pokazale neke biokemijske studije kao i identifikacijom nekoliko
mutanta koji su blokirani na razlic¢itim koracima u biosintetskom putu patulina. Poput sinteze
masnih kiselina, sinteza patulina zapocinje sintezom poliketida iz acetata, slicno sintezi masnih
kiselina. 6-metilsalicilna kiselina je prvi stabilni intermedijer, a nakon toga niz oksidacijsko-
redukcijskih reakcija omogucduje stvaranje patulina (Puel i sur., 2010). Patulin je, poput drugih
mikotoksina kao Sto su aflatoksin, ohratoksin, fumonizin, poliketidni metabolit. Struktura

patulina je prikazana na Slici 5, a put biosinteze patulina na Slici 6.
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Slika 5 Struktura patulina (Hrvatska agencija za hranu, 2003)

Trenutno prihvacen put nastanka patulina je: acetil coA-prekursor = 6-metilsalicilna kiselina
- m-krezol = mhidroksibenzil alkohol = gentisil alkohol = gentisaldehid = izoepoksidon
- filostin=> neopatulin = askladiol = patulin. Uoceno je da je put patulina karakteriziran s
nekoliko enzimskih aktivnosti specificnih za pretvorbe prekursora u patulin. Prvi gljivicni gen
prociséen iz stanica Penicillium griseofulvum bila je 6-metilsalicilna sintaza (MSAS), koja je

odgovorna za prvi korak u putu patulina, a in vitro je proucavana od strane Lynen i Tada (1961).

Light (1969) je procistio i karakterizirao 6-metilsalicilnu dekarboksilazu, koja pretvara 6-
metilsalicilnu kiselinu u m-krezol tijekom drugog koraka patulinskog puta. Koristeéi ekstrakte
bez stanica P. griseofulvum, identificirane su dvije aktivnosti hidroksilaze koje pretvaraju m-
krezol u hidroksilirane derivate: 2,5-dihidroksitoluen (tolukinol) ili m-hidroksibenzil alkohol
(Murphy i sur., 1974), a kasnije se pokazalo da navedene dvije aktivnosti hidroksilaze
kataliziraju dva razli¢ita enzima citokroma P450. Jedan citokrom P450 odgovoran je za
pretvaranje m-krezola u m-hidroksibenzil alkohol, a drugi citokrom P450 odgovoran je za
pretvaranje mhidroksibenzil alkohola u gentisil alkohol, prema posljednjim studijama. Drugi
citokrom P450 modificira m-krezol u tolukinol, nakon c¢ega slijedi reakcija hidroksilacije i
nastajanja gentisaldehida. Iz m-krezola i gentisilaldehida nastaju produkti koji su strukturno
sliéni 6-metilsalicilnoj kiselini,a 6MSA se modificira u m-krezol pomoc¢u 6MSA dekarboksilaze,
zatim se metilna skupina m-krezola oksidira u obliku aldehidne skupine. Nakon ovog koraka
slijedi reakcija hidroksilacije koja dovodi do stvaranja gentisaldehida (Puel i sur., 2010).
Otvaranjem prstena, mehanizmom posredovanim monooksigenazom ili dioksigenazom, koju
zahtijeva konverzija gentisaldehida u dvije strukture. Molekularna analiza proizvodnje
patulina iz A. clavatus (Artigot i sur., 2009) i P.expansum, od strane 3 neovisna istraZivacka

tima (Tannous i sur., 2014; Ballester i sur., 2015; Li i sur., 2015), dovela je do identifikacije
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biosintetskog gena DNA od priblizno 40 kb genskih klastera. PatA-patN je 15 koreguliranih

metabolic¢kih gena koji su razli¢ito rasporedeni u obje vrste koje proizvode patulin.

ovog klastera izolirani su iz vrsta koje proizvode patulin prije pojave sekvenciranja cj

Neki geni

elokupnog

genoma gljivica. Idh gen (patN) koji kodira izoepoksidon dehidrogenazu pronaden je i u P.

griseofulvum (Fedeshko, 1992) i u P. expansum (White i sur., 2006). Iz P. griseofulum izolirano

je nekoliko mutanata $to je dovelo do identifikacije Cetiri post-aromatska prekursora, a to su

askladiola, filostin, neopatulin i izoepoksidon. Nakon ove identifikacije, pretpostavilo se da se

nakon sinteze gentisaldehida dogada epoksidacija. Zbog postojanja nesuglasica oko toga Sto

je supstrat reakcije epoksidacije, gentizilolni alkohol ili gentisaldehid, prava priroda

epoksidacije je nepoznata. S biosintezom patulina povezano je nekoliko enzimskih

a izmedu ostalih prstenasta hidroksilacija m-hidroksibenzil alkohola u gentizil-

aktivnosti,

alkohol za

aktivnost treba NADPH i molekulski kisik. Uklju¢enost citokroma P450 sugerira, na reverzibilan

nacin, inhibiranje ugljicnog monoksida. Djelomicno ili potpuno prociséeni enzimi koji su

uklju¢eni u biosintezu patulina su 6-metilsalicilna kiselina sintaza, dekarboksilaza, 6-

metilsalicilna  kiselina, m-hidroksibenzialkohol dehidrogenaza,neopatulin

izoepoksidon dehidrogenaza (Puel i sur., 2010).
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Slika 6 Put biosinteze patulina (White i sur., 2005)
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U prirodi se patulin ¢es¢e nalazi u jabukama i proizvodima od jabuke jer su fizikalno-kemijska
svojstva plodova jabuke pogodna su za rast P. expansum. S aktivno$¢u vode (aw) na 0,98-0,99,
plodovi jabuke zadovoljavaju minimalnu razinu aw za klijanje spora P. expansum i biosintezu
patulina, a koji su u rasponu od 0,83 do 0,85 odnosno 0,99 . Raspon pH jabuke (3,1-4,2)
takoder zadovoljava kolonizaciju P. expansum i proizvodnju patulina (pH 2,5-6). Osim ova dva
¢imbenika, razli¢ita genetska pozadina i uvjeti rasta oblikuju fizicka i kemijska svojstva plodova
jabuke, koji u konacnici odreduju sposobnost zacjeljivanja rana, kao i osjetljivost na
proizvodnju plave plijesni i patulina u divljim ili kultiviranim jabukama (Larous i sur., 2007;

Tannous i sur., 2015).

2.4 PROIZVODNJA SOKA OD JABUKE

,Vocni sok je proizvod koji moze fermentirati, ali je nefermentiran, a proizvodi se od jestivog
dijela voca koje je zdravo, svjeze ili konzervirano hladenjem ili smrzavanjem jedne ili vise vrsta
pomijesanih zajedno, a ima boju, aromu i okus karakteristican za sok od voca od kojega
potjece.” (NN 48/2013). Voce, a u ovom slucaju jabuke za industrijsku preradu moraju biti u
fazi tehnoloske zrelosti, zdrave i svjeze i ne smiju imati strane okuse i mirise, kao ni sadrzavati
ostatke pesticida iznad maksimalno dozvoljenih koli¢ina utvrdenim zakonskim propisima
(Nela-Nedi¢ Tiban, 2012). Sok od jabuke je jedno od najées¢e konzumiranih pic¢a u svijetu, a
proizvodnja ovog piéa svakodnevno raste. Tijekom prijema voéa i povréa vazno je voditi stavku
organizacije, odnosno u svakom trenutku imati uvid u podrijetlo sirovine i kvalitetu, kao i
provoditi obaveznu kontrolu i uzorkovanje sirovina koje dolaze na preradu (Nela-Nedi¢ Tiban,

2012). Proces proizvodnje soka od jabuka zapocinje odredivanjem termina berbe sirovine.

Jabuke mogu biti u fazi fizioloske i tehnoloske zrelosti gdje u fizioloSkoj fazi zrelosti dostizu
najveéu veli¢inu ploda, a sjemenke postaju posve razvijene. Kada govorimo o tehnoloskoj
zrelosti, jabuke u toj fazi zrelosti imaju najbolji okus, miris i boju pokozice (Brzica, 1995). Ovaj
opis proizvodnje soka od jabuka najvise se odnosi na maticni sok koji je definiran kao
poluproizvod dobiven tijeStenjem sirovog ili smrznutoga potom i konzerviran pasterizacijom,
a ima i Siru primjenu nego sirovi voéni sokovi i sluzi za proizvodnju bistrih i mutnih sokova

(Nedi¢ Tiban, 2014).

Primarna prerada obuhvaca nekoliko operacija kao Sto su vaganje, sortiranje, pranje, Cis¢enje,

probiranje itd.. Jabuke nakon dolaska u preradu cesto moraju odredeno vrijeme biti
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skladiStene, pa se pri zaprimanju jabuka vrsi vaganje i sortiranje. Sortiranjem se razvrstava
voce u pojedine kategorije prema fizickim svojstvima, a ona osnovna su veli¢ina, oblik, masa i
boja. Moze se provoditi ruéno i strojno sortiranje. Ciséenje je jedna od osnovnih operacija
kojom se Zele ukloniti nepoZeljne primjese poput lis¢a, granja, zemlje kamenija itd. kako bi se
sirovina pripremila za daljnju preradu, a na taj nac¢in smanjuju se ukupni gubitci na sirovini, a
povecava i ekonomski ucinak prerade. Nakon toga jabuke idu na tijeStenje (usitnjavanje,
ekstrakcija) koje se provodi u mlinu ili preSama, a samo usitnjavanje podrazumijeva djelovanje
mehanickih sila nastalih zbog sraza, tlacenja, istezanja ili trenja ¢ime se dimenzije sirovina vise
ili manje smanjuju (Herceg, 2011). TaloZenje odnosno bistrenje u tankovima sljedecih 24 je
posljednja operacija prije termicke obrade. Termicka obrada podrazumijeva postupak
pasterizacije koji se provodi na temperaturama do 100 °C, ali ne ispod 70 °C. Kod proizvodnje
soka od jabuke, pasterizacija se provodi prije punjenja u ambalazu, a u cilju inhibiranja
odredenih enzima, unistavanja patogenih mikroorganizama i mikroorganizama kvarenja, a
posebice produzenja vijeka trajanja proizvoda. Pasterizacija se kod tekuéih namirnica moze
provoditi u plo¢astim i cijevnim izmjenjiva¢ima topline. Ce$ce se u proizvodnji soka koriste
cijevni izmjenjivaéi topline. Zagrijavanje se provodi vru¢om vodom ili zasi¢enom vodenom
parom na temperaturi izmedu 80 i 98 °C u trajanju od nekoliko sekundi. Nakon pasterizacije
sok se hladi na temperaturu od 40 °C . Nakon hladenja, sok se puni u sterilnu ambalazu

(Horvath-Kerkai, 2006).

Ovakav sok od jabuke se skladisti u hladnom, suhom i tamnom prostoru na sobnoj
temperaturi. Upravo je temperatura glavni ¢cimbenik koji utje¢e na nepozeljne promjene soka
poput promjene, boje, okusa i gubitka sadrzaja vitamina. Visina temperature i nastanak i
progresija ovih promjena su proporcionalne veli¢ine, pa prema tome Sto je niza temperatura
manje su mogucnosti pojava i napredovanja ovih promjena. Osim temperature, utjecaj na
senzorska i nutritivna svojstva tokom skladistenja ima i otopljeni kisik u soku koji je pozeljno

ukloniti prije toplinske obrade (Horvath-Kerkai, 2006).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1 Zadatak

Cilj ovog rada je bio istraZivanjem dostupnih literaturnih izvora napraviti pregled dosadasnjih
spoznaja o kontaminacija jabuka s plijesni Penicillium expansum, te slijed biosinteze patulina.
Eksperimentalno odrediti udio polifenola, patulina, Secera, antioksidacijske aktivnosti, topljive
suhe tvari, suhu tvar, pH te odrediti potencijalne razlike izmedu ispitivanih sorti i u konacnici,

odrediti potencijal tradicionalnih sorti jabuka za proizvodnju soka od jabuka.

3.2 Materijali i metode

Analizirane tradicionalne sorte jabuka su ‘llzer Rosenapfel’, "Winter Banane’ i "Kraljevc¢ica’
(Slika 7). Uzorci jabuka prikupljeni su s kolekcijskog nasada Sveudilista u Zagrebu,

Agronomskog fakulteta Zavoda za vocarstvo, koji se nalazi na Pokusalistu Sasinovec.

3.2.1 llzer Rosenapfel’

Plodovi jabuke 'lizer Rosenapfel' su obi¢no spljostenog, ponekad i pravokutnog ili koni¢nog
oblika, male do srednje veli¢ine. Visina ploda iznosi oko 53 mm, a Sirina 65 mm. Presjek jabuke
je nepravilnog, okruglog oblika. Kora ploda ove sorte je glatka, ruZicasta do tamnocrvena, a
ponekad i s tamnocrvenim prugama. Okus je skladan, slatko-kiseli, dok je miris karakteristican

za sortu.

3.2.2 "Winter Banane’
Sorta Winter Banane daje blijedo Zute, ali djelomi¢no i rumene plodove, nepravilnog oblika i
promjera oko 7 cm. Bijelo meso je poprilicno mekano, iako grube teksture, a okus je umjereno

sladak, soc¢an i aromatican.

3.2.3 'KraljevCica’
Kraljevéica je posebna vrsta jabuke koja ima relativno sitne, s jedne strane Zuto obojene
plodove. Plodovi ove zimske jabuke su profinjenog okusa, a dozrijevaju polovinom rujna u

obilnim kolicinama. U prikladnim uvjetima ¢uvanja, dugo vremena ostaje svjeza.
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“llzer Rosenapfel’ ‘Winter Banane’ "Kraljevéica”

Slika 7 Prikaz izgleda tradicionalnih sorti jabuka (Izvor: autor)

3.2.4 Priprema ekstrakta tradicionalnih sorti jabuka

Izvagano je 0,5 g prethodno usitnjenih liofiliziranog uzoraka jabuke te dodano 2,5 mL otapala
za ekstrakciju (80% MeOH + 1% HCI). Uzorci su ekstrahirani pomocu ultrazvucne kupelji u
trajanju od 15 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon primjene ultrazvuka, uzorci su
centrifugirani (10 000 o/m) kako bi se odvojio supernatant od taloga, nakon cega je
supernatant profiltriran pomocu PTFE filtera (0,45 um). Nakon filtracije uzorci su ¢uvani u

hladnjaku na 4 °C do analize.

3.2.5 Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli odredeni su spektrofotometrijski Folin-Ciocalteovom metodom. U staklenu
epruvetu otpipetirano je redom 0,5 mL ekstrakta, 2,5 mL F.C. reagensa i 2 mL 7,5%-tnog
natrijevog karbonata. Sve se dobro promijesalo i ostavilo 2h na tamnom mjestu. Nakon 2h
mjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Na isti naCin pripremljena je i slijepa
proba, ali umjesto ekstrakta stavljeno je otapalo za ekstrakciju. Rezultati su preracunati iz

kalibracijske krivulje galne kiseline (Slika 8).
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Slika 8 Prikaz kalibracijske krivulje galne kiseline (lzvor: autor)

3.2.6 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH testa

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom temelji se na redukciji slobodnih
DPPH radikala antioksidansom koji sluzi kao donor vodika ili elektrona. Redukcija DPPH*
radikala u molekulu DPPH dovodi do promjene boje otopine od izrazito ljubiaste do Zute, Sto se
detektira spektrofotometrijski smanjenjem apsorbancije pri valnoj duljini A = 517 nm. Do
smanjenja apsorbancije tijekom vremena reakcije, dolazi zbog smanjenja koli¢ine DPPH* radikala
uslijed reakcije s antioksidansima. Otpipetiralo se 0,2 mL ekstrahiranog uzorka te se dodaje 3 mL
otopine DPPH, dobro se promijesalo i ostavilo stajati 15 minuta. Nakon toga izmjerena je
apsorbancija pri 517 nm. Za slijepu probu umjesto uzorka dodan je etanol. Rezultat je preracunat
iz kalibracijske krivulje troloxa (Slika 9). DPPH testom odredena je antioksidacijska aktivnost soka

i kase jabuke.
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Slika 9 Prikaz kalibracijske krivulje troloxa (lzvor: autor)

3.2.7 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom ABTS-a

ABTS metodom prati se raspadanje radikala ABTS* koji nastaje oksidacijom 2,2 -azinobis(3-
etilbenzotiazilin-6-sulfonat) (ABTS) djelovanjem fenolnih tvari. Otpipetirano je 0,2 mL uzorka
te je dodano 3,2 mL otopine ABTS, dobro promijesano, te je smjesa ostavljena stajati 1h i 35
min u mraku da se odvija reakcija. Nakon toga mjerena je apsorbancija pri 734 nm. Rezultati
su preracunati iz kalibracijske krivulje troloxa. ABTS metodom odredena je antioksidacijska

aktivnost soka i kase jabuke.

3.2.8 Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredivani su metodom temeljenoj na reakciji flavona i flavonola s aluminijevim
ionima iz reakcijske smjese pri cemu dolazi do formiranja kelata i obojenja reakcijske smjese u Zuto
obojenje. Otopina je pripremljena mijeSanjem 0,5 mL uzorka, 4 mL deionizirane vode i 0,3 mL 5%
NaNO;. Nakon 5 min dodano je 0,3 mL 10% AICls, nakon 5 min jo$ 2 mL 1 mol/L NaOH i 2,4 mL
deionizirane vode. Apsorbanca je mjerena na A=510 nm, u odnosu na deioniziranu vodu kao
slijepu probu. Rezultati su preracunati iz kalibracijske krivulje katehina (Slika 10). Ukupni flavonoidi

su odredeni u uzorcima soka i kase jabuka.
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Slika 10 Prikaz kalibracijske krivulje katehina (lzvor: autor)

3.2.9 Odredivanje pH vrijednosti

Kiselost jabuka odredili smo mjerenjem pH vrijednost soka i kase jabuka uz pomo¢ pH-metra

(Slika 11).

Slika 11 Odredivanje pH vrijednosti (lzvor: autor)
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3.2.10 Odredivanje topljive suhe tvari refraktometrom

Topljiva suha tvar je odredena refraktometrom (Slika 12). Na prizmu refraktometra naneseno
je nekoliko kapi soka ploda jabuke (sok iz kase jabuke), spusti se poklopac i svjetlost se usmjeri
prema prizmi. Na ljestvici s vrijednostima suhe tvari se ocita vrijednost suhe tvari u % po Brixu.
Refraktometrom se mijeri topljiva suha tvar na osnovi loma zrake svjetlosti na granici dviju
razlicitih tvari (zrak/tekucina), a dana je odnosom izmedu brzine prolaza svjetlosti kroz zrak i

tekucinu (sok jabuke). Lom svjetla se ocitava na skali od 0 do 30% po Brixu.

Slika 12 Odredivanje topljive suhe tvari refraktometrom (lzvor: autor)

3.2.11 Odredivanje ukupnih kiselina titrimetrijski

U Erlenmayerovu tikvicu s brusenim grlom odvagano je 10 g uzorka s to¢nos¢u 0,01 g, doda
100 mL destilirane vode, dobro promijesa i zagrijava na vodenoj kupelji do 80 °C (Slika 13).
Nakon hladenja, sadrzaj iz tikvice je prenesen u odmjernu tikvicu od 250 mL i tikvica se
nadopunila do oznake destiliranom vodom, a zatim se njen sadrzaj filtrirao. Zatim je
otpipetirano 50 mL filtrata i preneseno u Erlenmayerovu tikvicu. Dodano je 3-4 kapi
fenoftaleina i titrirano s 0,1 M natrijevim hidroksidom (NaOH) do promjene boje u trajanju od
najmanje 30 sekundi (Slika 13). Udio ukupnih kiselina odreden je u soku i kasi jabuke.

Ukupne kiseline se racunaju prema formuli (1):

Axkx100

Ukupne kiseline = on 8 /100 g (1);
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A—mL 0,1 M NaOH utrosenih za titraciju, k —0,0067, Ox— koli¢ina uzorka (g).

7 _. —

Slika 13 Postupci odredivanja ukupnih kiselina (Izvor: autor)

3.2.12 Odredivanje ukupnih i prirodnih se¢era po Luff-Schoorl-u

Izvagano je 7 g usitnjenog uzorka u laboratorijsku ¢asu, te postupno dodano 70 mL vruce vode
uz mijeSanje (temperatura ne visa od 70 °C). Sadrzaj u ¢asi zagrijemo na vodenoj kupelji do 70
°C tijekom 15-20 minuta. Nakon hladenja sadrzaj je prenesen kvantitativno u tikvicu od 200
mL. Sadrzaju u tikvici je dodano 1-2 g kalcijeva karbonata (CaCOs ) da bi se postigla slabo kisela
reakcija i potom je promijeSano. Dodano je 5 mL reagensa | i 5 mL reagensa |l, promijesano i
nadopunjeno destiliranom vodom do oznake. Kada se gornji sloj poceo izdvajati profiltrira se
preko suhog, nabranog filtar papira u suhu tikvicu. Dobiveni filtrat je filtrat F1.

U tikvicu od 300 mL pipetom je odmjereno 25 mL Luffove otopine i dodano otopini Seéera koja
treba sadrzavati neSto manje od 100 mg Secera (10 mL F1) te 15 mL destilirane vode tako da
ukupni volumen iznosi 50 mL. Slijepa proba napravljena je sa 25 mL Luffove otopine i 25 mL
destilirane vode. Po dodatku staklenih kuglica sadrzaj se zagrijavao tako da prokuha za dvije
minute i da se umjereno vrenje nastavi 10 minuta. Zagrijavanje je provedeno preko azbestne
mrezice uz povratno hladilo. Kada je zavrSeno zagrijavanje, sadrzaj se naglo hladio pod mlazom
hladne vode, a poslije dvije minute dodano je 3 mL otopine kalijeva jodida (KI). PromijeSano

je brzo, i pazljivo dodano 20 mL 25% sumporne kiseline (H2SO4) i 10 mL otopine kalij
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tijocijanata (KCNS). Tikvica se mucka do prestanka Suma. IstaloZeni jod se titrira otopinom
natrijeva tiosulfata (Slika 14) uz dodatak Skroba (indikator) dok se ne izgubi plava boja.

Za odredivanje ukupnih Secera otpipetirano je 50 mL filtrata F1 u odmjernu tikvicu od 100 mL
i dodano je 5 mL HCl-a te se sve dobro promijesa. Zatim se zagrijavalo 10 minuta u vodenoj
kupelji pri 70 °C, brzo se hladilo uz stalno mijesanje, neutralizirano je s 20% -tnom NaOH (Slika
14) uz metiloranz kao indikator. Ohladeno je na sobnu temperaturu i dopunjeno destiliranom
vodom do oznake. Dobiveni filtrat je F2. Postupak dalje ide kao kod odredivanja reducirajuéih
Secera.

Postotak reducirajucih Seéera izraCunava se prema formuli (2):

ax100
m

%reducirajucih Secera= (2);

a - mg Secera izraCunati iz tablice; m — masa uzorka u mg.

s,

neutralizacija s 20% -tnom NaOH titracija otopinom natrijeva tiosulfata

Slika 14 Postupci odredivanja ukupnih i prirodnih Secera (lzvor: autor)

3.2.13 Odredivanje polifenola u uzorku primjenom tekucinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC)

Pojedinacno polifenolni spojevi odredeni su HPLC analitickim sustavom (Agilent, 1290 Infinity,
Sestar ID: 2475). Odijeljivanje komponenti je izvréeno uz pomoé¢ kolone Inertsil ODS-3V
proizvodaca GL Science, dimenzije 250 x 4,6 cm, punjena Cesticama veli¢ine 5 um. Za pokretnu

fazu su koristeni 1 %-tna mravlja kiselina u vodi, Cistoce 98-100% kao otapalo A, te 1 %-tna mravlja
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kiselina u metanolu kao otapalo B. Volumen injektiranja uzorka iznosio je 10 uL, temperatura
kolone i detektora podesena je na 50 °C, a protok pokretne faze na 0,8 mL/min. Detekcija
pojedinih komponenti izvrSena je na 280, 320, 360 ili 520 nm ovisno i komponenti. Kvantifikacija

polifenolnih spojeva provela se preko kalibracijske krivulje pojedinacnih standarda.

3.2.14 Proizvodnja soka od tradicionalnih sorti jabuka

Tradicionalne sorte jabuka su zasebno izrezane i ubacene u sokovnik (Kuvings, Whole Slow
Juicer B6000 Plus) (Slika 15), dobiveni sok je prenesen u plasti¢ne falkonice od 50 mL i stavljen
na 4 °C u hladnjak na cuvanje do analize. Dok je sok potreban za odredivanje prirodnih i

ukupnih Secera pasteriziran na 80 °C, ohladen i skladisten u hladnjaku na 4 °C.

Y mrViTA PRO

\r’

Slika 15 Postupak proizvodnje soka

3 g =
anands l

3.2.15 Odredivanje kolicine patulina u soku jabuke

LC-MS/MS analiza koristena je za odredivanje producirane koncentracije patulina u soku
tradicionalnih sorti jabuka. lzvagano je 1 g uzorka u epruvete te dodano 4 mL ekstrakcijskog

otapala (acetonitril/ultracista voda/mravlja kiselina : 79/20/1). Provedena je ekstrakcija u
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trajanju od 45 minuta primjenom uredaja Multi RS-60 (Biosan, Riga, Latvia). Nakon ekstrakcije
uzorci su podvrgnuti centrifugiranju u trajanju od 15 minuta. Nakon centrifugiranju izdvojeno
je 500 pL supernatanta u staklenu vijalu, te dodano 500 pL otapala za razrjedivanje
(acetonitril/ultracista voda/mravlja kiselina : 20/79/1). Sve koristene kemikalije bile su LC-MS
Cistoée. Pripremljeni uzorci su injektirani u UHPLC-MS/MS sustav (20 pL) a samo razdvajanje
patulina provedeno je na uredaju Acquity UPLC H-Class sustav (Waters, MA, SAD) uz Acquity
BEH C18 kolonu (2,1 x 100 mm, 1,7 um) termostatiranu pri 40 °C, uz protok od 0,45 mL/min.
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)). Valjanost podataka provjerena je usporedbom odnosa s kvalitativhim

kromatogramom u odnosu na patulin iz standarda patulina.
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4. Rezultati
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Slika 16 Koli¢ina polifenola i flavonoida u kasi i soku odabranih sorti jabuka

“llzer Rosenapfel ‘Winter Banane’ “Kraljevcica’
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Slika 17 Antioksidacijska aktivnost soka i kase odabranih sorti jabuka [mmol trolox/100 mL]
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2
0
“llzer Rosenapfel’ ‘Winter Banane’ “Kraljevcica’
M prirodni Seceri kase [%]  ® ukupni Seceri kase[%] M topljiva suha tvar kase [%]
prirodni Seceri soka[%] B ukupni Seceri soka [%] M topljiva suha tvar soka [%]
Slika 18 Udio Secera i topljive suhe tvari u kasi i soku odabranih sorti jabuka
Tablica 2 Sadrzaj ukupnih kiselina i pH u kasi i soku odabranih sorti jabuka
“llzer Rosenapfel” "Winter Banane’ “Kraljevcica”
ukupne kiseline kase 0,11 0,07 0,15
[g/100 g]
pH kase 3,26 3,31 3,09
ukupne kiseline soka 0,11 0,08 0,17
[s/100¢g]
pH soka 3,26 3,31 3,09

Tablica 3 Sadrzaj patulina u soku odabranih sorti jabuka [ug/kg]

“llzer Rosenapfel” "Winter Banane’ "Kraljevéica”

patulin [pg/kg] NI NI NI

NI- nije identificirano
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Tablica 4 Sadrzaj polifenola u odabranim sortama jabuka (pg/g)

“lizer Rosenapfel”

"Winter Banane’

“Kraljevcica’

Procijanidin B1
Procijanidin B2
Katehin
Procijanidin A2
Epikatehin
Epigalokatehin

Galna kiselina
Klorogena kiselina
Trans- ferulinska kiselina

Floridzin

Rutin

Mirecetin

Kvercetin
Kvercetin-3-8-D- glukozid
Pelargonidin-3-glukozid

NI- nije identificirano

71,67 + 10,36
1588,10 * 63,18
91,92 +2,35
1,39 + 1,01
581,50 + 16,96
143,37 + 15,98
NI
601,23 + 4,66
0,40 + 0,01
217,96 + 1,03
129,26 + 0,90
20,74+ 0,71
0,23 + 0,01
38,46 + 0,25
5,11+0,14

NI

1306,58 £ 48,22

42,58 +0,38
1,38+0,05

440,80 £13,94

18,24 + 3,94
0,62+0,11

2452,22 + 70,76

1,11+ 0,04
126,84 + 3,45

369,66 + 10,13

41,91+1,86
0,86 +£0,01
145,42 + 4,91
NI

32,0 + 8,39
1189,08 + 17,00
78,94 + 2,80
4,59 £ 0,03
480,36 + 25,48
227,17 £19,25
1,06 0,90
1292,53 + 11,88
0,64 + 0,01
106,58 + 1,46
19,16 £ 0,16
6,80 + 0,07
0,16 £ 0,01
13,73 £0,22
NI

Tablica 5 Sadrzaj polifenola u soku odabranih sorti jabuka (ug/g)

“llzer Rosenapfel’

"Winter Banane’

“Kraljevcica’

Procijanidin B1
Procijanidin B2
Katehin
Procijanidin A2
Epikatehin
Epigalokatehin

Galna kiselina
Klorogena kiselina
Trans- ferulinska kiselina

Floridzin

Rutin

Mirecetin

Kvercetin
Kvercetin-3-B-D- glukozid
Pelargonidin-3-glukozid

NI- nije identificirano

135,32 + 1,40
59,39 £ 3,47
5,71+0,93
0,19 + 0,02
6,01 0,22
7,12 +0,73
4,90 + 0,16

123,41 + 0,64
0,03 + 0,00
7,15 + 0,05
0,33+0,01
0,06 + 0,02

NI
0,35+ 0,01
NI

10,18 + 2,49
26,49 + 4,14
9,89 +1,55
0,69 0,24
10,31+ 0,48
8,21+0,61

NI

353,74 +9,93
0,24+ 0,03
10,73+ 0,13
1,07 £ 0,01
0,34+ 0,00
0,03 + 0,03
0,61+0,01

NI

238,05 + 28,49
120,20 + 6,05
14,86 + 1,49
0,56+ 0,11
13,55 + 0,53
34,38 +2,98
2,85 + 0,42
244,54 +2,22
0,04 + 0,01
2,88 +0,02
0,56 + 0,01
0,04 + 0,00
NI
0,25+ 0,01
NI
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5. RASPRAVA



U posljednje vrijeme, organski uzgoj voca i povrca je sve popularniji te se Sto vise pokusava
utjecati na svijest potrosac¢a da kupuju i konzumiraju voce i povrée iz ekoloskog uzgoja.
Tradicionalne sorte se uklapaju u trend ekoloskog uzgoja i zdrave prehrane iz razloga Sto su
otpornije na bolesti i StetoCine od komercijalnih sorti pa ih samim tim nije potrebno pretjerano
prskati. One ne zahtijevaju intenzivnu njegu i vodu koliko zahtijevaju komercijalne sorte, no
unato€ svim prednostima, tradicionalne sorte su rijetko dostupne u trgovinama. Takoder,
prijeti im i opasnost od izumiranja Sto za posljedicu ima gubitak znacajne koli¢ine genetskog

materijala i sve siromasniju raznolikost ponude jabuka na trzistu (Purdesova i sur., 2017).

Cilj ovog diplomskog rada je bio odrediti potencijal tradicionalnih sorti jabuka za proizvodnju
soka sa smanjenim udjelom mikotoksina patulina u soku jabuke prema kolicini polifenola u
soku, a koji utjecu na otpornost i stabilnost ploda jabuke. Nadalje, odrediti udio ukupnih
polifenola, ukupnih i prirodnih Secera, flavonoida, topljive suhe tvari, pH te ukupne kiseline.
Nova saznanja u ovom podruéju mogu pomoci u o€uvanju tradicionalnih sorti i njihovog

genetskog materijala kao i bioloSke raznolikosti jabuka.

Rezultati pokazuju da se sadrzaj polifenola u kasi i soku razlikuje od sorte do sorte kako je
prikazano na Slici 16, pa je tako najviSe polifenola odredeno u kasi, odnosno soku tradicionalne
sorte 'Winter Banane', potom u sorti 'Kraljevéica’, a najmaniji sadrzaj polifenola je odreden u
kasi tj. soku sorte 'llzer Rozenapfel'. Kako je sadrzaj polifenola potencijalno povezan sa
antioksidacijskom aktivnosti i otpornosti jabuke, najveéu antioksidacijsku aktivnost (Slika 17)

je pokazala tradicionalna sorta 'Winter Banane', potom 'Kraljevcica te sorta 'llzer Rozenapfel'.

U Tablici 4. i Tablici 5. prikazan je polifenolni profil tradicionalnih sorti jabuka te polifenolni
profil soka dobivenog od istih sorti. Iz navedenih tablica moZemo zakljuciti da u uzorcima ovih
tradicionalih sorti jabuka prevladavaju sljedeéi polifenoli: procijanidin B2, klorogenska
kiselina, epikatehin, floridzin, rutin, procijanidin B1 te katehin, dok su u soku ovih sorti

najzastupljeniji procijanidin B2, klorogenska kiselina te procijanidin B1.

Za razliku od tradicionalnih sorti, polifenolni profil komercijalnih sorti se najviSe sastoji od
katehina, klorogenske kiseline, kofeinske kiseline te epikatehina. Tradicionalne sorte imaju
visok sadrzaj polifenola i visoku antioksidacijsku aktivnost te u usporedbi sa polifenolnim
profilom komercijalnih sorta jabuka ('ldared’, 'Jonagold', 'Granny Smith'), tradicionalne sorte

imaju vedi sadrzaj polifenola kao i ve¢u antioksidacijsku aktivnost (Akagi¢ i sur., 2019.).
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Antioksidacijska aktivnost polifenolnih spojeva u odredenoj mjeri moze utjecati na reakcije
nastajanja slobodnih radikala te posljedi¢no kroz modulaciju oksidativnog statusa plijesni na
zarazu jabuka s plijesni P. expansum te intenzitet sekundarnog metabolizma. Ovi podaci
upucuju na to da bi navedene tradicionalne sorte u svom sastavu mogle imati odredene
spojeve koji potencijalno utjeCu na otpornost prema plijesni P. expansum i moduliraju
produkciju mikotoksina patulina. Sadrzaj patulina u kasama, odnosno soku jabuke, je
kvantitativno odredivan LC-MS/MS tehnikom, a rezultati pokazuju kako ni kod jedne ispitivane
sorte nije detektirana prisutnost patulina (Tablica 3.). Naime, poznato je kako se koncentracija
patulina u soku jabuke reducira pasterizacijom soka, a Sto je jedan od osnovnih tehnoloskih

procesa pri preradi jabuka u sok od jabuka.

Na temelju istrazivanja i podatka da u soku ovih tradicionalnih sorti nije utvrdena prisutnost
patulina, ali i na temelju visokog sadrzaja polifenola i visoke antioksidacijske aktivnosti mogli
bismo zakljuciti kako tradicionalne sorte 'Winter Banane', 'Kraljevcica' i 'llzer Rozenapfel' imaju
visok potencijal za proizvodnju soka sa smanjenim udjelom patulina, zbog skladisne otpornosti

na zarazu s plijesni P. expansum.

Organske kiseline se u voéu nalaze kao slobodne kiseline i kao sastojci estera. U voéu ih
prosje¢no ima 0,1-2,0 %, a u vo¢nom soku i do 6,0 %. U jabukama prevladava jabuc¢na kiselina.
Seceri se u jabuci nalaze sami ili vezani na druge kemijske strukture i predstavljaju vise od
90 % suhe tvari u jabuci te su energetski najvazniji sastojci. U jabuci ih nalazimo u postotku od
6 do 17 %. Najvedi udio Secera ¢ine monosaharidi glukoza i fruktoza. Povoljan odnos kiselina i
Seéera u soku jabuke iznosi 1:10. Organske kiseline i topljivi Seéeri pridonose organoleptickoj

prihvatljivosti plodova jabuke (Bart i sur, 2006).

Prema sadrzaju ukupnih Secera u kasi i soku (Slika 18) ovih sorti tradicionalne, najvise ukupnih
Seéera sadrzi sorta 'Kraljevéica', potom 'lizer Rozenapfel' te najmanje ukupnih Secera sadrzi
sorta 'Kraljevcica', dok se po sadrzaju kiselina (Tablica 2) istiCe tradicionalna sorta 'Kraljevcica'

koja ih ima najviSe, potom 'lizer Rozenapfel' te najmanje kiselina sadrzi sorta 'Winter Banane'.

Kod sorte 'llzer Rozenapfel' omjer kiselina i Se¢era iznosi 0,11:13,45, kod sorte 'Winter Banane'
0,08:11,87, a kod sorte 'Kraljevcica' 0,17:14,86 te prema navedenom najbolji omjer kiselina i

Secéera za proizvodnju soka ima tradicionalna sorta 'Winter Banane'.
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6. ZAKLUUCAK



Na temelju rezultata istraZivanja koja su provedena tijekom izrade ovog diplomskog rada,

moze se zakljuciti slijedece:

1.

10.

11.

Tradicionalne sorte 'Winter Banane', 'Kraljevéica' i 'llzer Rozenapfel' se medusobno
razlikuju prema sadrzaju ukupnih polifenola i antioksidacijskoj aktivnosti. Najvedi
sadrzaj polifenola sadrZi sorta 'Winter Banane', a najmanji sadrZaj polifenola sadrzi
sorta 'llzer Rozenapfel'.

Po koli¢ini flavonoida istice se sorta 'Winter Banane', dok najmanje flavonoida sadrzi
sorta 'Kraljevcica'.

Najveéu antioksidacijsku aktivnost ima sorta 'Winter Banane', a najmanju ima sorta
'llzer Rozenapfel'.

U soku i kasi tradicionalnih sorti 'Winter Banane', 'Kraljevcica' i 'llzer Rozenapfel' nije
utvrden sadrzaj mikotoksina patulina, Sto upucuje na visoku otpornost ovih
tradicionalnih sorti na produkt plijesni P. expansum.

Prema sadrzaju Secera, najviSe ukupnih Secera sadrzi sorta 'Winter Banane', a
najmanje ukupnih Secera sadrZi sorta 'llzer Rozenapfel'.

Prema sadrzaju ukupnih kiselina, sorta 'Kraljevéica' ih ima najvise, dok najmanje
ukupnih kiselina sadrzi sorta 'Winter Banane'.

NajniZi pH ima sok sorte 'Kraljevcica', dok najvisi pH od ispitivanih sorti ima 'Winter
Banane'.

Najpovoljniji omjer kiselina i Seéera za proizvodnju soka od jabuke ima tradicionalna
sorta 'Winter Banane', a najnepovoljniji sorta 'Kraljevcica'.

U uzorcima ovih tradicionalnih sorti, od polifenolnih grupa, najvise je utvrdeno
procijanidina B1, klorogene kiseline, procijanidina B2, epikatehina, katehina te galne
kiseline.

Tradicionalne sorte imaju vedéi sadrzaj polifenola kao i vecu antioksidacijsku aktivnost
te sadrze najviSe procijanidina B2, klorogenske kiseline, epikatehina, floridzina, rutina,
procijanidina B1 te katehin, dok se polifenolni profil komercijalnih sorti najvise sastoji
od najvise katehina, klorogenske kiseline, kofeinske kiseline te epikatehina.

Na temelju koli¢ine polifenola i visoke antioksidacijske aktivnosti, kao i ¢injenice da u

soku ovih sorti nije pronaden sadrzaj patulina mogli bismo zakljuciti da su ove
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tradicionalne sorte pokazale visok potencijal za proizvodnju soka sa smanjenim

udjelom patulina.
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