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Sazetak

Jabuke su jedna od najkonzumiranijih vrsta voc¢a. Vrlo su popularne u svijetu pa tako i u
Hrvatskoj. Poznat je pozitivan utjecaj jabuka na ljudsko zdravlje u vidu smanjenja oksidativnog
stresa, razine kolesterola i triglicerida te razvitka dijabetesa. Jabuke mogu doprinijeti smanjenju
bakterija u usnoj Supljini. U radu je usporedeno antioksidacijsko djelovanje jabu¢nog soka
dobivenog iz Cetiri sorte: Jonagold, Idared, Zlatni deliSes i Granny Smith. Takoder, analizirano je
1 usporedeno antioksidacijsko djelovanje kore jabuke. KoriStena je elektronska spinska
rezonancija (ESR), spektroskopska tehnika koja omogucuje precizno mjerenje koncentracije
slobodnih radikala u uzorku. Pra¢en je pad intenziteta ESR signala radikala 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) po dodatku male koli¢ine jabu¢nog soka otopini radikala, tijekom 30
minuta. Antioksidacijski ucinak pripisan je ukupnim polifenolima, flavonoidima, vitaminu C,
klorogeni¢noj kiselini te na¢inu ekstrakcije jabu¢nog soka. Najjacu antioksidacijsku aktivnost je
pokazala sorta Granny Smith, pripravljena s korom dok je najslabiji uc¢inak imala sorta Jonagold

¢iji je sok ekstrahiran samo iz pulpe.

Kljuéne rije¢i: jabuka, antioksidacijsko djelovanje, polifenoli, vitamin C, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil(DPPH), elektronska spinska rezonancija (ESR).



Summary

Apples are one of the most consumed fruits. They are very popular among the world and
also in Croatia. It is known that apples a have positive influence on human health in the form of
reducing oxidative stress, cholesterol level and risk of diabetes. Apples can also contribute to
reduce bacteria in the oral cavity. This research compares the antioxidant activity of apple juice
obtained from four different species: Jonagold, Idared, Golden Delicious and Granny Smith.
Antioxidant activity of apple peels was also analyzed and compared. Electron spin resonance
(ESR), the spectroscopic technique that allows precise measurement of a free radical
concentration in the sample, was used. The loss of ESR signal of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) was measured in function of time passed after adding a small amount of apple juice to
radical solution, during 30 minutes. Antioxidant activity is related to the total polyphenols of
juice extraction. The highest antioxidant activity showed Granny Smith with peel, while the
lowest showed Jonagold species whose juice was obtained just from the pulp.

Keywords: apple, antioxidant activity, polyphenols, vitamin  C,2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl(DPPH), electron spin resonance (ESR).



1. Uvod i pregled podrudja istrazivanja

1.1. Uvod

Stablo jabuke (Malus domestica) je bjelogori¢no drvo iz porodice ruzovki (Rosaceae).
Stablo je nastalo u srediSnjoj Aziji gdje se njegov drevni predak, Malus sieversii, jos i dan danas
moze naci. Vrsta Malus domestica (domaca jabuka) dobivena je krizanjem vrsta M.
sylvestris (divlja jabuka), M. fusca (sin. Malus rivularis, Malus roemer), M. orientalis, M.
sieversii i M. baccata[1,2]. Stablo jabuke moze biti do 12 m visoko, s razgranatom kro$njom
koju izgraduju jajoliki listovi. U svibnju cvate blijedo ruzi¢astim do bijelim cvjetovima, a
plodovi sazrijevaju od srpnja do listopada, ovisno o sorti jabuke.
Jabuka je medu najrasprostranjenijim vrstama voca; osvjezavajuéa, kiselo-slatkog okusa i
svojstvene arome. Poznate su brojne sorte (njih oko 10 000), koje se medusobno razlikuju po
okusu, slatko¢i ili kiselosti, konzistenciji i so¢nosti [3].Prema stru¢nim procjenama proizvodnja
jabuka u Hrvatskoj godisnje iznosi oko 40 000 tona. U domacoj proizvodnji najzastupljenija
sorta je ldared, zatim slijede Jonagold, klonovi i Zlatni deliSes. Gledajuéi prema sortama, najvise
se prodaje lIdared, zatim slijede Zlatni deliSes i Jonagold te potom Granny Smith, Gloster i
ostale jesenske sorte. Ljetne sorte jabuka (Gala i Elstar) prodaju se u manjim koli¢inama.
Potro$nja jabuke u Hrvatskoj iznosi oko 15 kilograma po stanovniku godi$nje od ¢ega oko 80%
opada na trziSnu potro$nju. Prodaja jabuka je oko 52 tisuca tona godiSnje odnosno oko 370

milijuna kuna godisnje. Jabuka se najviSe trosi u jesenskim i proljetnim mjesecima [4].
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1.1.1. Idared

Idared je ameriCka sorta nastala 1935. godine krizanjem sorti Jonathan i Wag(e)ner, a u
proizvodnju je uvedena 1942. godine. Viosokoproduktivna je plantazna sorta i neosporno danas
najpopularnija jabuka u Hrvatskoj. Vrlo je cijenjena zbog krupnog i lijepog ploda, dobrog okusa
i neobi¢no dugog skladiStenja plodova. Blago kiselog je okusa i nenametljive arome. Plodovi su

nerijetko vrlo veliki, dozrijevaju pocetkom listopada te su prekriveni crvenilom [5].

1.1.2. Granny Smith

Granny Smith je vjerojatno najprepoznatljivija od svih jabuka i sigurno jedna od
najpoznatijih, a takoder jedan je od najslavnijih izvoznih proizvoda Australije. Otkrivena je u
Australiji Sezdesetih godina 19. stolje¢a kao slucajni sjemenjak na odlagalistu za otpad.
Pretpostavlja se da je slucajni hibrid europske divlje i domace jabuke. Gospoda Maria Ann
Smith, koja ju je pronaSla, otkrila je da je jabuka viSenamjenska, odnosno odli¢na kako za
kuhanje tako i za potro$nju u svjezem stanju. Novu je sortu nazvala Granny Smith te je zasluzna
za Sirenje njezine popularnosti. Do Sezdesetih godina 20. stolje¢a Granny Smith je postala
prakticki sinonim za jabuku. Ova pomalo neobi¢na jabuka privla¢i oko svojom bojom trave,
dugo se cuva te ima svestranost koju potrosaci vole. Kod nas je poznata kao sorta za netipi¢na
jabucarska podruéja poput Dalmacije, Istre i Baranje. Okus je naglaSeno kiseo i ostar. Plodovi su
vrlo veliki (do 250g), dozrijevaju krajem listopada i pocetkom studenog te su zelene boje [6].Ova
jabuka jedna je od nekoliko koje imaju visoku antioksidacijsku aktivnost i sadrze najvisu
koncentraciju fenola medu sortama jabuka [7]. Nekoliko izvora preporu¢aju Granny Smith kao
izvor antioksidansa, flavonoida cijanidina i epikatehina posebice ako se konzumira i kora jabuke
[8]. Granny Smith sadrzi mali postotak kalorija, a veliki postotak dijetalnih vlakana i kalija,

¢ineci ju tako preporucljivom dijetalnom namirnicom [9].



1.1.3. Jonagold

Jonagold je americka sorta nastala Cetrdesetih godina proslog stoljeca, i kao §to ime kaze,
dobivena je krizanjem Zlatnog deliSesa i Jonathana. U proizvodnju je uvedena 1968. godine i od
tada je postala vrlo popularna, posebno u Europi. Jonagold objedinjuje najbolje od dviju sorti u

jednu. Plodovi dozrijevaju sredinom do kraja rujna te su zute boje s pokrovnom crvenom [10].

1.1.4. Zlatni delises

Ovu je sortu otkrio Paul Stark 1914. godine na brezuljcima Zapadne Virginije.Kozica
ploda je njezna i tanka, meso je €vrsto, hrskavo i so¢no. Okus je blag i sladak. Odli¢na je
desertna jabuka. Plodovi su srednje veliki do veliki, sazrijevaju od sredine do kraja mjeseca rujna

i zelenozute su boje [11].

Idared Zlatni Delises

Jonagold Granny Smith

Slika 1. Plodovi Cetiri analizirane sorte jabuka.



1.2. Pregled podrudja istrazivanja
1.2.1. Antioksidacijska aktivnost jabuke

Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti jabuke mogu se koristiti mnoge metode. Neke od
njih su: TRAP (eng. total radical-trapping antioxidant parameter), HORAC (eng. hydroxyl
radical averting capacity), SOD (eng. superoxide radical scavenging activity), FRAP (eng. ferric
reducing-antioxidant power). Jedna od najc¢esc¢ih in vitro koriStenih metoda je metoda pomoéu
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) reagensa. Molekula DPPH je karakterizirana kao stabilni
slobodni radikal temeljem delokalizacije nesparenog elektrona, tako da molekula ne dimerizira,
Sto bi bio slucaj kod vecine drugih slobodnih radikala. Delokalizacija elektrona takoder dovodi
do ljubicaste boje, uzrokovane apsorpcijom u etanolu pri 517 nm. Kada se otopina DPPH
pomijesa sa supstratom koji moze donirati atom vodika dolazi do redukcije DPPH molekula i

gubitka ljubicaste boje. Ova metoda je brza, jednostavna i jeftina u odnosu na druge [12].

N, N, Q
° R-H

N

=
2 O.N N—

Slika 2. Redukcija DPPH radikala.



1.2.2. Utjecaj jabuke na zdravlje

Nekoliko istrazivanja ostavljaju otvorenu moguénost pozitivnog djelovanja jabuke na
ljudsko zdravlje u vidu smanjenja rizika oboljenja od kroni¢nih bolesti kao S$to su
kardiovaskularne bolesti i tumorska oboljenja. Za postizanje ovakvog efekta vjeruje se da su
odgovorne tvari poput fenola, flavonoida i karotenoida [13,14]. Jabuke su Siroko konzumirano
voce 1 bogati izvor fitokemikalija. Stoga razne epidemioloske studije povezuju konzumaciju
jabuka s reduciranim rizikom od raka, kardiovaskularnih bolesti, astme i dijabetesa. U
laboratorijima (in vitro uvjetima) jabuke pokazuju vrlo visoku antioksidacijsku aktivnost,
inhibiraju proliferaciju tumorskih stanica, smanjuju oksidaciju lipida te razinu kolesterola i
triglicerida. Mnoge tvari od fitokemikalija, poput kvercetina, katehina, florizina i klorogenic¢ne
kiseline su vrlo snazni antioksidansi [14]. Provedbom opseZne epidemioloske studije, koja je
pratila vise od 120000 ljudi kroz 14 godina, utvrdeno je da su najmanji rizik od
kardiovaskularnih oboljenja imale osobe koje su ucestalo konzumirale voc¢e koje sadrzi vitamin
C, poput jabuka [15]. Jabuka moze doprinijeti smanjenju bakterija u usnoj Supljini. Zbog svoje

kiselosti potie salivaciju koja pozitivno utjece na inhibiciju razmnozavanja bakterija [16].

2. Cilj istraZivanja

Cilj istrazivanja u ovom radu je medusobno usporediti antioksidacijsko djelovanje Cetiri

vrste jabuka i utvrditi utjecaj korena ukupnu antioksidacijsku aktivnost jabuke.



3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Istrazivanje je provedeno na jabukama kupljenim u supermarketimatrgovackog lanca
Plodine. Koristene su cetiri vrste jabuka: Jonagold, ldared, Zlatni deliSes i Granny Smith.
Prilikom ekstrakcije jabu¢nog soka koristen je centrifugalni sokovnik, model "W-JE392" (slika
3). Kao slobodni radikal za pracenje koristio se DPPH proizvodaca “Sigma” koji je otopljen u
etanolu (Kemika, Zagreb).Koncentracija standardne otopine DPPH u etanolu bila je 0,15

mmol/L. Sorte jabuka koje su koristene u ovom radu i njihove oznakeprikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Sorte ispitivanih jabuka i njihove oznake.

Bez kore S korom + pulpa uz
koru
JABUKA OZNAKA OZNAKA
Idared ID ID(K)
Granny Smith GS GS(K)
Jonagold JG JG(K)
Zlatni Delises ZD ZD(K)

3.2. Metode

3.2.1. Ekstrakcija jabuénog soka

U radu su ispitivana antioksidascijska svojstva svjeze pripremljenih sokova od jabuka.
Ekstrakcija se odvijala na dva nacina: prvi nacin koji je obuhvacao sve cCetiri sorte jabuka bez

kore te drugi nacin s dvije vrste jabukas korom. Ispitivane jabuke su prije postupka procesiranja
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pripremljene na nacin koji se najceSce koristi u svakodnevnoj konzumaciji. Odstranjena im je
kora i kosticete su zatim narezane na kriske, od povrsine do sredine jabuke. Nakon toga su kriske
stavljene u centrifugalni sokovnik, slika 3, pomocu kojega seekstrahirao jabu¢ni sok. Filtracija

nije bila potrebna jer su uzorci bili dovoljno bistri.

Drugim na¢inom ekstrakcije obuhvacéene su dvije sorte jabuka i to one koje su pripremom
na prvi naéin pokazale najslabiji i najja¢i antioksidacijski u¢inak. Kod pripreme soka drugim
nacinom, pazljivo su uzeti dijelovi ploda uz samu povrsinu jabuke, tako da se dobije Sto vise

soka iz kore i pulpe koja se nalazi neposredno ispod kore.

Slika 3. Sokovnik Perfect Housewares Industrial W-JE392 koriSten za pripremu soka.



3.2.2. Elektronska spinska rezonancija

3.2.2.1. Teorijske osnove

Elektronska spinska rezonancija (ESR), poznata jo$ i pod starijim nazivom elektronska
paramagnetska rezonancija (EPR) je spektroskopska metoda kojom se detektira apsorpcija
energije mikrovalnog zraCenja kada se paramagnetski sistem nalazi u vanjskom magnetskom
polju. Ova se spektroskopska tehnika temelji na medudjelovanju spinskog magnetskog momenta
nesparenog elektrona s vanjskim magnetskim poljem. Nespareni elektron posjeduje magnetski
moment koji je povezan s njegovim spinom. RjeSavanjem vremenski neovisne Schrodingerove
jednadzbe dobiva se energija medudjelovanja spina elektrona s vanjskim magnetskim poljem.
Osnovna zamisao ESR spektroskopije jest da se paramagnetskom sistemu dovede energija
promjenjivog magnetskog polja koja je upravo jednaka razlici energijskih razina elektrona koji
su u magnetskom polju, klasi¢no gledano, orijentirani paralelno odnosno antiparalelno. Energija
koja se dovodi paramagnetskom sistemu u ESR spektroskopiji je energija elektromagnetskog
zracenja mikrovalnog podrucja jer je pripradna frekvencija ovoga zraCenja takva da vrijedi uvjet

rezonancije (AE = hv) [17].

3.2.2.2. Priprema uzoraka

Uzorci za ESR mjerenja pripremani su na slijedeé¢i nacin:

1. Pripremljena je otopina DPPH radikala u etanolu koncentracije 0,15 mmol/L.

2. Snimljena je slijepa proba otopine radikala s udjelom vode od 2,0 %.

3. Otopini radikala dodan je odredeni volumen jabuc¢nog soka tako da je udio soka u uzorku
iznosio 2,0 %. Ukupni volumen otopine radikala i soka iznosio je 5,000 mL.

4. Zabiljezeno je vrijeme kad je otopini radikala dodan ekstrakt jabu¢nog soka (t = 0).

5. Otopina radikala s dodanim ekstraktom jabuke je promijesana 3 sekunde na elektri¢noj

vortex mjesalici, a potom je dio otopine stavljen u kapilaru te je kapilara s donje strane



zaCepljena glinom, nakon cega je stavljena u kvarcnu ESR cjevcicu. Cjevcica zajedno s
uzorkom u kapilari smjesStena je u Supljinu ESR spektrometra, tj. u magnetsko polje.

6. ESR spektri su snimani tijekom 30 minuta i to prvih 5 minuta svakih 30 sekundi, u
periodu od 5. do 10. minute svakih 60 sekundi, a u periodu od 10. do 20. minute u svake

dvije minute. Po jedan ESR spektar snimljen je u 25. i 30. minuti.

3.2.2.3. Mjerenja ESR spektara DPPH radikala

Mjerenja su provedena u Institutu ,,Ruder Boskovi¢*“ u Zagrebu u Laboratoriju za
magnetske rezonancije na Varian E-109 ESR spektrometru koji je dodatno opremljen
mikrovalnim mostom Bruker ER 041 XG i osobnim ra¢unalom s EW (EPRWare) programskom
podrskom koja sluzi za akumuliranje i obradu spektara te uredajem za regulaciju i kontrolu
temperature Bruker ER 4111 VT. Obzirom da su sva mjerenja u ovom radu provedena na sobnoj

temperaturi, temperaturna jedinica nije bila koristena.

Vanjsko magnetsko polje jacine 0,3 T postize se pomocu klasi¢nog elektromagneta uz

vodeno hladenje, prikazanog na slici 4.

Slika 4. Magnetsko polje ESR spektrometra u Laboratoriju za magnetske rezonancije.



ESR spektri snimani su pri centralnom polju od 331 mT (3310 G), uz magnetski posmak
od 10 mT (100 G),snagu mikrovalnog polja od 10 mW, amplitudu modulacije 0,1 mT (1 G) i
pojacanjem 2500 te vremenom posmaka magnetskog polja od 20 s. Za akumuliranje i obradu
spektra koristen je EW (EPRWare) Scientific Software Service program, a rezultati su prikazani

pomocu grafova izradenih u programu SigmaPlot.

Pad intenziteta ESR signala pracen je u funkciji vremena proteklog od trenutka dodavanja
ckstrakta jabuc¢nog soka, usporedbom vrijednosti dvostrukih integrala spektara detektiranih u
obliku prve derivacije apsorpcijskih linija. Vrijednosti koje se dobiju dvostrukim integriranjem
proporcionalne su broju DPPH radikala u otopini. Spektar slijepe probe snimljen je neposredno
prije mjerenja svakog uzorka kako bi se osigurala vjerodostojnost rezultata. Kao pocetni
intenzitet ESR signala, lo, uzeta je vrijednost dvostrukog integrala slijepe probe izmjerena
neposredno prije pocetka mjerenja za svaki uzorak. Intenziteti signala dobiveni nakon vremena t
proteklog od kontakta otopine radikala s uzorkom jabu¢nog soka, l;, normirani su na pocetnu

vrijednost signala lg i izrazeni u postocima.

-
Lt

Slika 5. Kapilara s uzorkom neposredno prije stavljanja u ESR cjev¢icu.
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4. Rezultati

4.1.  Antioksidacijska aktivnost jabuka razli¢itih sorti

Na slici 6 prikazan je ESR spektar slijepe probe. Spektar se sastoji od pet dobro
definiranih uskih apsorpcijskih linija detektiranih u obliku prve derivacije signala. Kao §to je ve¢
ranije spomenuto, intenzitet signala koji se dobije dvostrukim integriranjem prve derivacije
apsorpcijske linije proporcionalan je koncentraciji radikala u uzorku. Stoga normirane vrijednosti
intenziteta Iy/lp, mjerene u funkciji vremena proteklog od dodatka ekstrakta jabu¢nog soka
otopini radikala, predstavljaju izravnu mjeru sposobnosti ekstrakta soka u gasenju slobodnih
radikala.

Na slici 7 graficki je prikazan pad intenziteta ESR signala DPPH kroz period od 30
minuta od dodatka ekstrakta jabu¢nog soka za sva Cetiri ispitivana uzorka. Kod sva Cetiri uzorka
uocava se pad signala u funkciji vremena.Kod svih uzoraka uocava se iznimno nagli pad signala
tijekom prve minute (prva tocka mjerenja). To je narocito izraZzeno za uzorak ID sa samo 52,56
% zaostaloga pocetnog signala, dok uzorci GSs 79,36 % i ZD s 67,36 % pokazuju najmanji pad u
prvoj minuti. Taj prvi nagli pad signala moze se prakti¢ki smatrati linearnom vremenskom
funkcijom, dok se nakon toga pad signala u funkciji vremena smanjuje, a njegova se vremenska

ovisnost moZze smatrati eksponencijalnom funkcijom.

Usporedbom antioksidacijske aktivnosti ispitivanih uzoraka za razli¢ita vremena dobivaju
se razli€iti rezultati (krivulje na slici 7 se sijeku). Tako na primjer uzorak Granny Smith, koji u
pocetku pokazuje najslabiju aktivnost, ve¢ nakon pete minuteizrazava najjaca antioksidacijska

svojstva.

Krajnje tocke mjerenja bitno se razlikuju od uzorka do uzorka.Za uzorak JG (Jonagold),
pad signala je najslabije izrazen, tako da nakon vremena od 30 minuta ovaj uzorak pokazuje
priblizno 49 % intenziteta pocetnog signala. Slijedi ga uzorak ZD (Zlatni delises) koji nakon 30
minuta zadrzava priblizno 42 % pocetnog intenziteta, dok uzorak ID zadrzava 27 %signala.

Daleko najvecu antioksidacijsku aktivnost nakon 30 minuta pokazuje uzorak GS sa svega 5 %.
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Slika 6. ESR spektar slijepe probe (otopine DPPH u etanolu).

1,2
1,0 A
0,8
_O
— 0,6 -
0,4
0,2 A
0,0 T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
t/min
—@— |dared
—@— Zlatni deliSes
v— Jonagold
A Granny Smith

Slika 7. Ovisnost relativnog intenziteta ESR signala DPPH,I;/ lp, 0 vremenu t za pojedine
uzorke jabuka.
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Na temelju podataka iz tablice 2, sli¢no kao iz slike 7, moze se takoder zakljuciti da

najjace antioksidacijsko djelovanje u pocetku ima sok iz uzoraka ID (Idared) ¢iji se intenzitet

signala smanjio za 47,44 % nakon prve minute. Slijedi ju uzorak ZD (Zlatni delises) s 32,64 %,

zatim JG (Jonagold) s 22,60 %, te na kraju GS (Granny Smith) ¢iji se intenzitet nakon prve

minute smanjio za 20,64 %. Nakon treCe minute poredak uzoraka s obzirom na gubitak

intenziteta bio je slijede¢i: ID, GS, ZD, JG, a nakon tridesete minute smanjenje intenziteta

signala bilo je najvece za jabuku Granny Smith. Slijedili su ju uzorci Idared i Zlatni delises, dok

je najslabiji antioksidacijski u¢inak imala jabuka Jonagold.

Tablica 2. Relativni udjeli gubitka intenziteta ESR signala DPPH u uzorcima 1D, GS, JG, ZD,
JG(K) i GS(K) u vremenu ty, toi ts.

Jabuka Oznaka ti/ min 1 -1/l t, / min 1 -1/l t3 / min 1 -1/l
Idared ID 1,05 47,44 3,00 53,35 30,00 72,74
Granny GS 0,44 20,64 3,00 46,89 30,00 94,23
Smith

Jonagold JG 1,15 22,60 3,02 31,54 30,00 50,65
Zlatni ZD 1,11 32,64 3,00 40,07 30,00 57,64
Delises

Jonagold JG(K)* 0,50 38,41 3,06 57,96 30,00 84,48
Granny GS(K)* 0,50 38,50 3,00 66,04 30,00 100,00
Smith

*(K)oznacava da je uzorak pripremljen cijedenjem soka iz kore i pulpe koja se nalazi

neposredno ispod kore.

Usporedujuci uzorke s korom i pulpom uz koru i uzorke bez kore, moze se vidjeti

dodatno smanjenje signala od 15,81 % nakon prve minute za jabuku Jonagold. Nakon trece

minute signal se smanjio za dodatnih 26,42 % u odnosu na oguljenu jabuku, a nakon tridesete

minute intenzitet signala smanjio se za ukupnih 84,48 %. Jabuka koja je imala najjaci

antioksidacijski ucinak, Granny Smith takoder je pokazala jau antioksidacijsku moc¢ sa
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korom,smanjivsi intenzitet signala u prvoj minuti za 17,86 % u odnosu na oguljeni uzorak GS, u

tre¢oj minuti za dodatnih 19,15 % da bi se signal nakon Sesnaest minuta potpuno izgubio(slika

12).

Slika 8 prikazuje ESR spektre DPPH radikala svih uzoraka jabuka bez kore snimljenih
nakon 30 minuta. Lako se uocava da su intenziteti signala u pojedinim uzorcima u skladu s

ra¢unskim rezultatima prikazanim u tablici 2.

324 326 328 330 332 334 336 338
B/mT

— JG30
— ZD30
—— ID30

GS30

Slika 8. ESR spektri DPPH radikala snimljeni 30 minuta nakon dodatka ekstrakta jabu¢nog soka
za uzorke JD, ZD, ID i GS.
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Kao $to je ve¢ spomenuto, uzorak JG pokazao je najmanji pad intenziteta signala. Nakon
prve minute od dodatka ekstrakta soka otopini radikala, dvostruki integral signala je iznosio
77,40 % vrijednosti pocetnog signala lo. Gasenje radikala odvijalo se sporije u odnosu na ostale

uzorke te je kroz 30 minuta reakcije ostalo 49,35 % slobodnih radikala (slika 9).

324 326 328 330 332 334 336 338
B/mT

— JGH1
. JG&3
— JG30

Slika 9. ESR spektri DPPH radikala nakon dodatka ekstrakta jabu¢nog soka JG:
JG1 (t1= 1 min), JG3 (t = 3 min) i JG30 (t3= 30 min).

Najjaci pad intenziteta signala pokazuje uzorak GS ¢iji je ekstrakt jabucnog soka
u prvoj minuti zapravo imao najslabiji pad intenziteta na 79,36 %. Medutim, ve¢ u tre¢oj minuti

intenzitet je pao na 53,11 %, a 30 minuta nakon dodatka ekstrakta kave iznosio je svega 5,77 %
(slika 10).
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—— SP

—— GS1

—— GS3
GS30

Slika 10. ESR spektri DPPH radikala nakon dodatka ekstrakta jabu¢nog soka GS:
GS1 (t1 =1 min), GS3 (t, = 3 min) i GS30 (t3 = 30 min). Spektar SP je spektar slijepe
probe.
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4.2.  Antioksidacijska aktivnost jabu¢nog soka pripravljenog s korom

1,2

1,00

0,8 A

0:6%

/1,

0,4 -

0;2:

0,0 1 1 I 1 I 1 1

t/min

—e— JG
—8— JG(K)

Slika 11. Usporedba pada intenziteta signala ESR signala ekstrakta soka Jonagold sorte
pripravljenog s korom i bez kore.

Usporedbom ova dva uzorka moze se jasno vidjeti kako uzorak Jonagold jabuke s korom
ima znatno vecu antioksidacijsku aktivnost nego pulpa istovrsne jabuke. Nakon tri minute od
dodatka jabu¢nog soka otopini radikala, uzorak JG(K) imao je priblizno 42 % intenziteta
pocetnog signala, za razliku od uzorka JG koji biljezi priblizno 68 %. Jasna razlika se vidi i
nakraju reakcije kada intenzitet signala JG(K) uzorka pada na svega 15 %, dok intenzitet uzorka
JG ostaje na49 % .
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Slika 12. Usporedba pada intenziteta signala ESR signala ekstrakta soka Granny Smith sorte
pripravljenog s korom i bez kore.

Pulpa Granny Smith jabuke je sama po sebi ve¢ biljezila znacajnu antioksidacijsku
aktivnost. Iz ove usporedbe moZze se zamijetiti ¢ak joS veca sposobnost gasenja slobodnih
radikala uzorka s korom GS(K). Uzorak Granny Smith jabuke s korom je skratio gotovo na

polovicu vrijeme potrebno za gasSenje istog postotka radikala u otopini.
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5. Rasprava

U diplomskom radu ispitivana je antioksidacijska aktivnost soka pripravljenog od cetiri
sorte jabuka cije su oznake i karakteristike navedene u tablici 1. Posebno je ispitivana razlika
izmedu sokova pripravljenih od pulpe sa sokovima dobivenim cijedenjem kore i pulpe
neposredno uz koru. Prethodnim variranjem koncentracije radikala u otopini i ekstrakta jabu¢nog
soka, pokazalo se da koncentracija ekstrakta u otopini radikala od 2 % daje optimalne, lako
usporedive rezultate u vremenskom intervalu od 30 minuta za koncentraciju DPPH radikala od
0,15 mmol/L.

5.1.  Usporedba antioksidacijske aktivnosti razli¢itih sorti jabuka

Kao sto je vidljivo na slikama u prethodnom poglavlju, dodatkom jabu¢noga soka otopini
radikala dolazi do gubitka ESR signala. Pad intenziteta signala izravno je povezan s

antioksidacijskom aktivnoS¢u uzoraka ekstrakta jabuc¢nog soka.

U prvim trenutcima, odmah po dodatku jabu¢noga soka otopini radikala, opaZen je
izuzetno nagli pad signala, slike 7 i 11. Jednim dijelom, tome zasigurno doprinosi nacin pripreme
uzoraka za ESR mjerenja. Posebno se to odnosi na vrlo kratko mijeSanje uzorka odmah po
dodatku soka, ¢ime se postize znatno veca brzina Cestica, a time 1 njihova kineticka energija, Sto
doprinosi veéem broju uspjesnih sudara, te vecoj brzini kemijske reakcije preko nesparenog
elektrona. Prema neobjavljenim rezultatima, prvi gubitak signala je to veci $to je vrijeme
mijesanja uzorka odmah po dodatku antioksidansa otopini radikala dulje. Treba takoder
napomenuti da su, iako relativno male, koncentracije radikala i soka na poc¢etku reakcije najvece

Sto takoder ime pozitivan utjecaj na brzinu kemijske reakcije.

Nakon prve minute opaza se znacajno usporavanje reakcije preko slobodnoga elektrona,
slike 7 i 11. Molekule DPPH i antioksidansa su relativno velike i trome, a ucinak pocetnoga
mijesanja je sada iSCeznuo. Njihova su gibanja znatno sporija, kineticka energija niZa, a broj

uspjesnih sudara je smanjen. U ovom se podru¢ju moze primijetiti kako ESR signal (izracunate
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vrijednosti dvostrukih integrala spektara normirane na pocetnu vrijednost) kod svih ispitivanih

uzoraka eksponencijalno trne s vremenom [18].

Ovakvi rezultati ukazuju na to da je mehanizam reakcije DPPH radikala i antioksidansa
iz soka jabuke slozen, pri ¢emu se moze pretpostaviti da je prvi dio linearna padajuca funkcija
vremena, dok se drugi dio moze opisati eksponencijalnom funkcijom. Sli¢no ponasanje

primijeceno je i kod antioksidacijskog djelovanja maslinovog ulja [19].

Najjacu antioksidacijsku aktivnost medu uzorcima mjerenim u ovom radu imao je uzorak
GS, slijedili su uzorci ID 1 ZD, a najslabiju sposobnost gasenja slobodnih radikala pokazao je
uzorak JG. Na temelju podataka iz literature, antioksidacijsko djelovanje soka jabuke pripisuje se
uglavnom fenolnim komponentama koje se u njemu nalaze. Nadena je pozitivna korelacija
izmedu ukupnog sadrzaja fenolnih komponenti i antioksidacijske aktivnosti. Stoga su sorte
jabuka s vec¢im udjelom fenola sklone jacoj antioksidacijskoj aktivnosti [20,21,22]. Osim
fenolnih spojeva, jabuke sadrze i epikatehin te procijanidin B2 koji takoder znatno doprinose
antioksidacijskom djelovanju [23]. Uz navedene spojeve, treba jos spomenuti da jabuka sadrzi i
izvjesnu koli¢inu vitamina C, koji je takoder poznat po svojim antioksidacijskim svojstvima [24].
Koliki je doprinos svake od navedenih antioksidacijskih komponenti u ukupnom

antioksidacijskom djelovanju soka od jabuke ovisi prvenstveno o njihovom udjelu.

5.2.  Utjecaj sastojaka jabuke na antioksidacijsku aktivnost

Najjacu aktivnost, kao $to je i prije spomenuto, pokazao je uzorak Granny Smith (GS),
dok je aktivnost uzorka Idared (ID) bila nesto slabija. Moze se pretpostaviti da su ova dva uzorka
pokazala ovakvu aktivnost upravo zbog esencijalnih sastojaka poput polifenola ¢ija je ukupna
koncentracija veca nego u uzorcima ZD i JG [2,23]. Na temelju istrazivanja provedenih u
nekoliko razlic¢itih studija pokazalo se da sorta Granny Smith sadrzi visoki udio ukupnih
polifenola i procijanidina [25,26,27].0d cetiri analizirane sorte jabuka u ovom radu, Granny
Smith sadrzi i najveéu koncentraciju ukupnih flavonoida, koji su takoder poznati kao

antioksidansi.
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Prema literaturnim podacima sorta Zlatni delises (ZD) takoder je posjeduje visok udio
flavonoida, dok sorta Jonagold (JG) ima najmanji udio fenola i flavonoida [2]. Budu¢i da je u
ovom eksperimentu uzorak JG imao najslabiju antioksidacijsku mo¢ moze se pretpostaviti da
jetakvom rezultatu razlog upravo nedostatak ovakvih esencijalnih antioksidansa, za koje se
smatra da su glavni nositelji antioksidacijske aktivnosti [28,25]. Istrazivanja provedena U
Poljskoj i u Sjedinjenim Americkim Drzavama takoder potvrduju veéi udio polifenola u sorti
Zlatni delises nego u Jonagold, sto je u skladu s najslabijim antioksidacijskim u¢inkom JG
uzorka [29].

S druge strane, Van der Sluis i sur. analizirali su Jonagold i Zlatni delises te su utvrdili da
Jonagold ima vecu koncentraciju kvercetina, katehina i klorogeni¢ne kiseline [30], medutim
daljnja istraZivanja isticu kako postoje mnogi faktori koji mogu utjecati na profil fitokemikalija
jabuka. Dozrijevanje jabuka moze utjecati na njihov sastav pa su tako Jonagold jabuke imale
najvecu koncentraciju kvercetina, katehina i klorogeni¢ne kiseline rano u sezoni, dok su se

koncentracije tih istih tvari smanjile tijekom sazrijevanja i dozrijevanja [31].

Bitan faktor je i vitamin C koji je potvrdeni antioksidans [24]. Istrazivanjem na
Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu, od Cetiri sorte koje su analizirane i u ovom
diplomskom radu, uvrden je najveci udio vitamina C u sorti Granny Smith [32]. Sukladno s time,
moze se pretpostaviti da je vitamin C takoder jedan od ¢imbenika koji ovu sortu ¢ini ja¢im

antioksidansom od ostalih analiziranih u ovom radu.
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Slika 13. Strukture glavnih vrsta flavonoida.
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Slika 14. Struktura procijanidina B2.
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5.3.  Utjecaj kore jabuke na antioksidacijsku aktivnost

Vrlo vaznu ulogu u antioksidacijskoj sposobnosti ekstrakta soka jabuke ima sama kora
jabuke. Razna instrazivanja ukazuju na vrlo visoki sadrzaj fenola kao antioksidansa u kori jabuke
[28,33,34]. Poznato je da odstranjivanje kore jabuke dovodi do smanjenja ukupnih fenola i
askorbinske kiseline(vitamina C) za 25 % [35]. Zbog doprinosa polifenola antioksidacijskoj
aktivnosti kore moze se pretpostaviti kako bi uklanjanje kore moglo dovesti do znacajnog

gubitka antioksidansa [36].

Uzoraci soka ekstrahiranoh s korom GS(K) i JG(K) pokazali su znacajan porast
antioksidacijske mo¢i u odnosu na uzorke GS i JGkod kojih je prije ekstrakcje soka kora bila
odstranjena. Drogoundi i sur. u kori jabuke nalaze 1,2 do 3,3 puta vece koncentracije ukupnih
polifenola nego u pulpi $to dovodi do 1,5 do ¢ak 9,2 puta vece antioksidacijske aktivnosti [28].
Nadalje, u studiji provedenoj u 2015.godini koja je uklju¢ivala Jonagold i Granny Smith sortu,
vidljivo je kako su fenolne komponente znatno vise zastupljene u kori nego u pulpi istovrsne
jabuke [37]. MozZe se pretpostaviti da su uzorci s korom u ovom radu pokazali ja¢u sposobnost
gaSenja slobodnih radikala upravo zbog takvih varijacija u koncentraciji esencijalnih tvari u
pojedinim dijelovima jabuke. Takoder, Sto se ti¢e vitamina C, njegov najveci udio medu ove

Cetiri sorte jabuke (GS, ID, ZD i JG) naden je upravo u kori [34].
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6. Zakljucak

Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni koji imaju nespareni elektron §to ih ¢ini vrlo
reaktivnim 1 nepozeljnim cCesticama u nasem organizmu. Eliminacija oksidativnog stresa
pozitivno utjece na ljudsko zdravlje. U ovom istrazivanju precen je utjecaj sorte i nacina priprave
jabucnog soka na njegovu antioksidacijsku aktivnost. Najpogodnijim radikalom za pracenje
pokazao se DPPH, a temeljna metoda u mjerenju antioksidacijske moci jabuka bila je
elektronska spinska rezonancija (ESR) zbog izrazite osjetljivosti i preciznosti te vrlo niskog

praga detekcije.

Sorta i nacin priprave utje¢u na antioksidacijsku mo¢ ponajvise zbog esencijalnih tvari
Ciji sastav oOvisi o sorti. Najjaci antioksidacijski u¢inak imala je sorta Granny Smith ¢iji je
ekstrakt jabu¢nog soka pripravljen s korom. Jaki ucinak neutralizacije slobodnih radikala
pripisuje se ve¢im udjelom polifenola i drugih antioksidansa u sorti Granny Smith ali i u kori
same jabuke. Najslabiji rezultat pokazala je sorta Jonagold ¢iji je ekstrakt soka dobiven
iskljucivo iz pulpe jabuke. Takav ucinak uzrokovan je nedostatkom ukupnih fenola i flavonoida
ali i na¢inom priprave jabu¢nog soka kojim je odstranjivanjem kore uklonjen i velik udio

antioksidansa.

Sastav jabuka ovisi o sorti jabuke, nac¢inu priprave, nadmorskoj visini, geografskom
poloZaju 1 klimi na kojoj se uzgajaju. Vrlo vazan parametar u prac¢enju promjene sastava jabuka
je 1 skladiStenje. Bez tih krucijalnih informacija nemoguce je napraviti vrlo precizno istrazivanje.
Za potpunije razumijevanje dobivenih rezultata bila bi potrebna i neka od preciznih analiti¢kih
analiza sastava jabuka, poput tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC) koja bi
omogucila dobivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava jabuke ali ta istrazivanja nisu mogla

biti provedena u okviru ovoga rada zbog vremenske ograni¢enosti.
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