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1. UVOD

Enzimsko posmedivanje predstavlja gubitak i promjenu boje plodova voéa nakon Sto je na
bilo koji nacin uslijed izloZzenosti zraku naruSena osnovna struktura ploda (guljenje, rezanje,
drobljenje, i dr.). Procjenjuje se da se vise od 50% gubitka voca javlja kao rezultat enzimskog
posmedivanja. Posmedivanje voéa i povréa, osim Sto utjeCe na ekonomske prihode

proizvodaca, uzrokuje gubitak i za potosaca.

Boja hrane je znacajan ¢imbenik za prihvatljivost prehrambenih proizvoda. Tijekom Cuvanja i
prerade dolazi do razli¢itih poZeljnih ili ne poZeljnih promjena boje.

U procesu prerade voca i povrca procesi posmedivanja jedan su od najvecih problema.

lako posmedivanje u vecini slu€ajeva predstavlja negativnu pojavu, ono moZze biti i poZeljno.

Pozeljno je kod prehrambenih proizvoda kod kojih je boja ¢esto najznacajni ¢imbenik za

prihvatljivost od strane potrosaca (grozdice, kava, crne masline...).

Jabuka je plod stabla jabuke, vrste Malus domestica, porodice Rosaceae. Dozrijeva tijekom
lieta do polovice jeseni. Zbog unapredivanja tehnologije skladistenje jabuke te razvitak ULO

hladnjaca, potrosnja svjezih plodova jabuke traje ¢itave godine.

U radu ¢e biti opisan kemizam enzimskog posmedivanja jabuka, ¢imbenici koji dovode do
posmedivanja jabuka, narocito enzim polifenol oksidaza (PPO), te supstrati, odnosno

polifenolni spojevi koji su prisutni i sudjeluju u reakcijama posmedivanja.



2. TEORUSKI DIO

2.1. Jabuka

Jabuka je plod stabla jabuke, vrste Malus domestica, porodice Rosaceae (web 1).

Stablo jabuke naj¢es$ce je kultivirano stablo na svijetu, a kao divlje raslo je u Europi joS u
pretpovijesnog doba. Pitoma jabuka podrijetlom je iz juznog Sibira i Azije, a Grci i Rimljani
uzgajali su razlicite sorte. Stablo jabuke moze biti do 12 m visoko, s razgranatom krosnjom. U
svibnju cvate blijedo ruzi¢astim do bijelim cvjetovima, a plodovi sazrijevaju od srpnja do
listopada ovisno o sorti jabuke. Jabuka je najrasprostranjenija vrsta voca, osvjezavajuca,
kiselo-slatkog okusa i svojstvene arome. Poznate su brojne sorte (njih oko 10 000) a razlikuju

se po okusu, slatkodi ili kiselosti, konzistenciji i so¢nosti (web 1).

Slika 1 Jabuka (web 2).



Plod jabuke bogat je hranjivim sastojcima Cija koliCina ovisi o vrsti, nacinu uzgoja, a gotovo
svi potrebni nutrijenti prisutni su barem u minimalnim koli¢inama. Voda ¢ini oko 82% ploda,
ugljikohidrata ima oko 12%, masti i bjelancevina ima oko 1%, a celuloza se nalazi u plodu u
koli¢ini od oko 1%. Jabuka sadrzi i druge sastojke koji su neophodni za ljudski organizam:
Secer (glukoza, fruktoza i saharoza), netopiva vlakna (pektin), organske kiseline (omjer Secera
i kiselina odreduju slatkocu), sve esencijalne i neesencijalne aminokiseline ali u malim
koli¢inama, aromaticne tvari, boje (klorofil, karotenoidi i antocijani), vitamine i minerale
najviSe kalija ¢ak i masnoce (sjemenke sadrze 24% ulja). Jabuka sadrzi 3,3 g dijetalnih vlakana

(web 1).

Od bioflavonoida jabuka sadrzi najviSe antocijana, koji su koncentrirani u kori i daju jabuci
crvenu boju. Iz tog je razloga preporucljivo jesti jabuku s korom. Antocijani imaju
protuupalno djelovanje, djeluju zastitno na jetru i srce, te djeluju na imunoloski sustav.

Bioflavonoidi pojac¢avaju djelovanje vitamina C (web 1).



2.1.1. Antioksidativna aktivnost jabuka

Antioksidansi su tvari koji djeluju na nacin da Stite stanice od oksidacijskog djelovanja
slobodnih radikala (npr. vitamin E, vitamin C, selen). Ljudski organizam ima upravo dovoljan
antioksidacijski mehanizam obrane u svrhu uravnoteZenja normalnog odnosa
prooksidans/antioksidans. Neravnoteza izmedu njih i razine sistema antioksidacijske obrane
izaziva oksidacijski stres. Upravo kao i u ljudskom organizmu, proces oksidacije nepozeljna je
pojava i u hrani. U tom smislu je izuzetno povecan interes prehrambene industrije za
antioksidansima, posebno onima iz prirodnih izvora. Voce i povrée njihov su primarni izvor

koji imaju najvise karotenoida i vitamina C.

Slobodni radikali nastaju svakodnevno u organizmu kao proizvodi razlaganja kisika u procesu
oksidacije hrane u stanicama, odnosno stvaranja energije neophodne za Zivot. Vezivanjem
slobodnih radikala na lipide, ugljikohidrate, bjelanevine i genetski materijal nastaju nove
lancane reakcije i oSte¢enja. Nagomilavanje slobodnih radikala narusava zdravlje i ubrzava

starenje pa postajemo podlozZni nizu degenerativnih promjena.

Antioksidansi mogu biti enzimske i neenzimske prirode. Organizam moZe vlastitim
obrambenim snagama (prirodnim antioksidansima) svladati odredenu koli¢inu slobodnih
radikala. Kapacitet stvaranja antioksidanasa je uvjetovan ne samo genetski i spolom, ved i
Zivotnom dobi, te navikama, osobito navikama u prehrani. Mnoge fitokemikalije i
fitonutrienti- tvari iz voca, povrca i Zitarica koje blagotvorno djeluju na zdravlje neutraliziraju
slobodne radikale. Fitokemikalije ¢ine zapravo obrambeni sustav biljaka i vrlo su mo¢ni
antioksidansi koji djelotvorno stite od mnogih bolesti, kao Sto su sréana oboljenja, dijabetes,

poviseni krvni tlak, osteoporoza, pluéne bolesti i rak (Kazazi¢, 2004.).



Tipovi antioksidanasa u hrani:

e Primarni: fenolne kiseline, galati, hidrokinoni, BHA (butilirani hidroksianisol), BHT
(butilirani hidroksitoluen), tokoferoli, flavonoidi, askrobati, ekstrati biljaka i zacina,
antioksidansi nastali procesiranjem

e Sekundarni: tiopropionska kiselina, esteri tiopropionske kiseline

e Sinergisti: sulfiti, askrobinska kiselina, eritorbinska kiselina, polifosfati, vinska kiselina,

limunska kiselina, lecitin, nitrati, amniokiseline, cink, selen, flavonoidi, karotenoidi
Djelovanje antioksidanasa

e Usporavanje starenja

e Snizavaju razinu kolesterola

e Smanjuju rizik od ateroskleroze

e Stite od sréanog i mozdanog udara

e Smanijuju rizik nastanka raka

e Pomazu suzbijanju rasta tumora

e Pomazu detoksikaciju kancerogenih tvari

e Usporavaju napredovanje Alzheimerove bolesti

e Stite o¢i od procesa odumiranja makule

e PomaZu u obrani od stetnih posljedica duhanskog dima
e Pruzaju zastitu od kroni¢nih pluénih bolesti kao $to su astma, bronhitis

e Pruzaju zastitu od ekoloskih zagadivaca (Kazazi¢, 2004)

U prirodne antoksidanse ubrajamo karotenoide od kojih su najpoznatiji beta karoten,
likopen i lutein, flavonoide i izoflavone, vitamine A, C i E, mineralne selen i cink, koenzim Q,
povrée iz roda krstasica i ¢eSnjak, borovnicu, glutation, liponsku kiselinu, melatonin. Hranom
bi trebalo unositi Cetiri vazna atioksidansa. To su vitamin C, beta karoten, vitamin E, te selen

(web 3).



2.1.2. Odredivanje pocetka berbe jabuka

Razlikuju se tri stupnja zrelosti. To su fizioloSka zrelost, konzumna i tehnoloska zrelost. U
fizioloskoj zrelosti plodovi dostizu svoju najvecu krupnodu, a sjemenke su posve razvijene i u
povoljnim uvjetima mogu proklijati. Kad plodovi postignu najbolji okus, miris i boju pokoZice
te ostale karakteristike potrebne za daljnu namjenu (prerada, ¢uvanje) moze se govoriti o

tehnoloskoj zrelosti (web 4).
Konzumna zrelost je stadij kada je voce prikladno za konzumiranje (web 4).

Plodovi raznih sorti beru se 6 do 7 dana prije tehnoloske zrelosti, jesenske sorte 7 do 14
dana prije tehnloske zrelosti a zimske sorte se beru u fizioloSkoj zrelosti. Postoji viSe metoda

kojima se odreduje dan pocetka berbe plodova jabuke (web 4).

Boja sjemenke u plodu se mijenja obi¢no u vrijeme fizioloske zrelosti te bijela sjemenka

poprima smedu, tamna crnu boju (web 4).

Sigurniji pokazatelj optimalnog vremena berbe je metoda brojenja dana od pune cvatnje do
zriobe. Radi se za svaku sortu posebno, ovisi o klimatskim uvijetima pa nije potpuno sigurna
metoda. Za sortu Jonathan i njegove mutante iznosi od 140 do 145 dana, za Red Delicious
iznosi od 145 do 155 dana, a za Golden Delicious 150 do 155 dana. Sljedeéa metoda je
zbrajanje srednjih dnevnih temperatura od pune cvatnje do berbe. Za sortu Jonathan taj
zbroj iznosi 2440 °C. Metoda mjerenja &vrstoce ploda se mjeri posebnim aparatom koji se

zove penetrometar (web 4).
Test na Skrob:

Hidroliza skroba u Secer u plodovima voéa pocinje u sredistu ploda, dok se Skrob najdulje
zadrzava u vanjskom dijelu ploda, ispod pokoZice. Plodovi za konzum moraju imati

minimalnu kolicinu Skroba jer vedi sadrzaj utjece, prije svega, na okus (web 4).



Slika 2 Test na Skrob (web 4).

Slika 3 Penetrometar (web 5).



2.1.3. Sorte jabuka

Red Delicious je sorta jabuke koja dozrijeva u rujnu. Plod je krupan, zvonolika oblika, s
karakteristicnim rebrima oko ¢aSice, i dubokom ¢asSicom koja je okruzena rebrima. Meso je

Zuto, so¢no, vise slatko nego kiselkasto, a miris podsjeca na dinju (Brzica, 1995)

Jonagold je ameri¢ka sorta nastala krizanjem sorti Golden delicious i Jonathan.
Visokoproduktivna je plantazna sorta. Sazrijeva krajem rujna. Plodovi su vrlo krupni,
okruglastog konusnog oblika, temeljne Zuckasto-zelenkaste boje, kiselkastog-slatkastog
okusa i fine arome. Spada u sorte koje treba skladistiti u suvremenim hladnjatama jer se u

obi¢nim skladistima kratko odrzava i gubi na kakvodi (Krpina, 2004)

Fuji je japanska sorta nastala krizanjem sorti Red delicious i Ralls janet. Visokoproduktivna je
plantazna sorta. Sazrijeva polovicom ili u drugoj polovici listopada. Plodovi su joj osrednje
krupni, obojeni Zuto-naracastom i prosarano crvenom bojom, fine je teksture i slatkog, ali
nedovoljnog kiselog okusa. Premda je to stara japanska sorta, u Europi se Siri tek posljednih

desetak godina (Krpina, 2004).

Sorte jabuka koje se najviSe uzgajaju u Hrvatskoj su Golden Delicious, Granny Smitih i dr (web

4).



2.1.4. Promjene na plodovima jabuka tijekom cuvanja

Tijekom berbe jabuka nastavljaju se isti procesi koji su se odvijali i dok je plod bio na biljci.

Radi se o razli¢itim biokemijskim procesima koji se svode na razlaganje supstanci koje se
nalaze i u plodu, ali i na potrosnji i oslobadanju energije. Ove procese moZemo nazvati
dozrijevanje plodova. Promjene koje nastaju mogu biti pozitivne i negativne a intenzitet
odvijanja procesa ovisi o stupnju zrelosti u trenutku berbe, nacina izvodenja berbe i
uvijetima c¢uvanja. Pozitivnhe promjene predstaljaju morfoloske i fizioloSke promjene na
plodovima koje poboljSavaju njihovu kvalitetu. Promjene mogu biti: mehanicko — fizicke,

fizioloske i patoloske (web 6).

Mehanic¢ko — fizicke promjene na plodovima mogu biti posljedica neadekvatne berbe, ne
pazljivog rukovanja tijekom punjena ambalaZe, transporta. Udarna mjesta mijenjaju svoja

kvalitativna svojstva i dolazi do smezZuravanja plodova.

PatoloSke promjene na plodovima nastaju kao posljedica razvitka parazitnih gljiva i Stetocina
na plodovima (Botritis cinerea, Monila fructigena, Aspergilus niger). Dolazi do razlicitih

deformacija na plodovima i pojavljuje se razli¢ita vrsta truleza.

FizioloSke promjene su posljedica fizioloSkih poremecaja u samim plodovima a mogu nastati
bilo u vo¢njaku bilo u skladistu. Dolazi do promjena na pokoZzici i mesu ploda u vidu
posmedivanja. Ovakve promjene dovode do velikih finacijskih gubitaka. Najznacajnije

bolesti su gorke pjege, staklavost, skald (web 4).

Skald iako nije gljivicna bolest ¢esto se javlja na sortama prvenstveno zelene boje kozZice,
prekasnog ili preranog termina branja, ¢estih izmjena temperature u skladistima, dugog i
neodgovaraju¢eg cuvanja, toplog i suhog vremena kod berbe. Glavni simptomi su

posmedenje povrsine kozice u nepravilnim oblicima tijekom skladiStenja (web 4).



Slika 6 Posmedivanje jabuka (web 9).
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2.2. Enzimsko posmedivanje jabuka

Enzimsko posmedivanje je proces oksidativne pretvorbe raznih supstrata tipa fenola u
kinone, koji sudjeluju dalje u procesima kondenzacije i zajedno sa visokomolekularnim
spojevima daju smede do crno obojene spojeve, tzv.melanoide. Enzimsko posmedivanje je
funkcija aktivnosti enzima i koncentracije supstrata u vocu i povréu, a o njihovima

koncentracijama ovisi stupanj posmedivanja (web 10).

Posmedivanje ne rezultira samo promjenom boje nego i promjenama drugih senzorskih
svojstava kao $to su okus, miris i tekstura, te promjenama nutritivne vrijednosti (Komthong i

sur, 2006., Jiang, 2004.).

Medu reakcije koje dovode do propadanja, voéa i povréa u preradevinama je i enzimsko
posmedivanje. Enzimsko posmedivanje u vedini slu¢ajeva predstavlja negativnu pojavu koja
je vezana za promjenu boje i sastava voca i povréa kojemu je na bilo koji nacin (guljenjem,
rezanjem...) narusena osnovna struktura. Promjena boje svjezeg voca, povréa je kompleksan
proces, tijekom kojeg se monofenolni spojevi, uz nazocnost polifenol oksidaze i kisika
hidroksiliraju u o-difenole, koji se kasnije oksidiraju do o-kinona. Nastali kinoni su jako
reaktivni. Boja hrane je prvi i najznacajni ¢cimbenik za prihvatljivost prehrambenog proizvoda
od strane potrosaca. Prehrambeni proizvodi sa visokom kvalitetom boje obi¢no imaju veéu
vrijednost na trzisStu. Jabuke predstavljaju voée koje je podlozno enzimskom posmedivaniju,
autohtone sorte su bogatije polifenolima, a time i sklonije posmedivanju.Utvrdene su velike
poteskoce tijekom izolacije PPO iz jabuka sorte Monroe, uslijed nazo¢nosti polifenola, koji
reagiraju s enzimima i pri tome uzrokuju njihovu inaktivaciju i molekularnu modifikaciju. Da

bi se izbjegli ovi problemi koristen je polivinil pirolidon. ( Subari¢, 1999.).
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2.2.1. Cimbenici koji utje¢u na enzimsko posmedivanje

Enzimsko posmedivanje se odvija u prisutnosti enzima, fenolnih spojeva (derivata katehola) i

kisika (Murata i sur., 1992.).

Mehanickim ostecenjem tkiva, enzim (smjesten u citoplazmi), dolazi u kontakt sa supstratom
(fenolni spojevi pretezno smjesteni u vakuolama) i sa kisikom iz zraka, pri ¢emu dolazi do
posmedivanja. Ovi ¢imbenici stupaju u kontakt tek kada je narusena stani¢na struktura. U

tehnologiji prerade voca i povrca to su operacije rezanja, mljevanja, drobljenja i dr (web 3).
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2.2.2. Enzimi posmedivanja

Tirozinaza je Cesto poznata kao katehol oksidaza, o-difenolaza, fenolaza i polifenol-oksidaza
(PPO). Taj enzim sadrzi bakar kao protetsku skupinu koja takoder ima klju¢nu ulogu u

biosintezi melanina i drugih polifenolnih spojeva (Subari¢, 1999.).

Tirozinaza katalizira ortohidroksilaciju monofenola do o-difenola kao i oksidaciju o-difenola
do o-kinona. Reakcija obuhvaéa uvodenje hidroksilne skupine u molekulu monofenola u

orto polozaj u odnosu na postojeéu hidroksilnu skupinu.

| 1l
OH OH _0
PPO +0, PPO +0,
R R OH R X0

monofenol o-dihidroksifenol o-kinon
(bezbojan) (obojen)

20 amino kiseline, proteini,
fenolne tvari

smedi pigmenti

o-kinon

Slika 7 Reakcije hidroksilacije monofenola i dehidrogenacije o-difenola, katalizirane enzimom

polifenol oksidaze (Subari¢, 1999.).

Optimalni pH je izmedu 5 i 7 za djelovanje polifenol-oksidaze. Ne pripada enzimima koji su
jako stabilni kada je u pitanju djelovanje topline. Kratkotrajno izlaganje temperaturi od 70 -
90 °C, u tkivima i otopini, u vedini slu¢ajeva dovoljno je za djelomi¢no ili potpuno

inaktiviranje enzima (Murata i sur., 1992.).
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U mikroorganizmima, biljkama i Zivotinjama je zastupljen enzim polifenol-oksidaza. Biljke su
bogate polifenolima koji sa mikroorganizmima sadrze veliki broj strukturno razli¢itih
monofenola, difenola i polifenola. Polifenol-oksidaza se smatra topljivim proteinom iz
mikroorganizama i biljaka dok je kod sisavaca su vezan za membrane specificnim organelama

(melanozomima) (Subari¢, 1999.).

Molekularna masa varira izmedu 29 000 i 200 000, sa podjedincama od 29 000 do 69 000
ovisno o izvoru enzima. Enzimi iz bakterije Streptomyces glaucescens ima najmanju
funkcionalnu jedinicu sa jednim parom bakra po polipeptidnom lancu od 29 000 (Subari¢,

1999.).

PPO su opcenito nazo¢ne u vrlo malim koncentracijama u svim organizmima u kojima su
ispitivane. Da bi se enzim dobio u ¢vrstom obliku postoje odredene poteskoce koje se
odnose na kontaminaciju pigmentima i postojanje razlicitih oblika. To je jedan od razloga da

je do nedavno samo PPO jedne vrste (Neurospora crassa) detaljno ispitan ( Subari¢, 1999.).
Razlikuju se tri osnovna funkcionala stanja PPO: met, deoksi i oksi.

Met tirozinaza- binuklearno srediste mettirozinaze sastoji se od dva tetragonalna Cu(ll) iona

povezana sa jednim ili dva liganda.

Oksitirozinaza- oksi oblik moze se postiéi tretiranjem mettirozinaze reduciraju¢im sredstvom
u nazocnosti kisika. Pored vodikovog peroksida, brojna druga reduktivna sredstva, kao npr.
hidroksilamin, askorbinska kiselina, natrij ditionat ili o-difenol mogu dovesti do ovoga

procesa (Subari¢, 1999.).
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U kozZici, mesu i jezgri voca otkrivena je aktivnost polifenol-okisdaze, raspored enzima u

samoj stanici ovisi o mnogo ¢imbenika kao $to su vrsta, zrelost, starost i dr (Subari¢, 1999.).

Uzro¢nik posmedivanja u vocu je difenol oksidaza, dok su naprimjer u jabukama cesée

prisutni o-difenol oksidaze a rijede lakaze ili p-difenol oksidaze (web 10).

OH O
OH  Kateholaze &
——
R R
o-kinon T
crno-smedi
melanoidni
- : 11
ol | O / pigmenti
lakaze
_.«..__.—b-
+ 1/2 O,
R R
OH O

p-kinon

Slika 8 Usporedne rekacije katalizirane s 0-PPO i p-PPO (web 10).

Polifenol oksidaza je u zelenoj salati vezan na kloroplast a kod zrelog voca je u topljivom

obliku. Tijekom zrenja dolazi do razgradnje membrana kloroplasta.

U tkivu svjeZeg voca i povréa nazoc€ni su jo$ enzimi peroksidaza (POD) i fenilalanin amonijak
liaze (PAL). POD je vazan oksidacijski enzim u biljnom carstvu. U prisustvu vodikovog
peroksida enzim, koji u strukturi sadrzi hem, vrSi jednoelektronsku oksidaciju fenolne
sastavnice. Proizvodnja vodikovog peroksida oksidacijom nekih fenola ubrzana je PPO-om i

potic¢e djelovanje PPO-a i POD-a u procesu posmedivanja voca i povréa (He i Luo, 2007.).
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PAL je enzim koji zapocinje fenil propanoidni metabolizam, i poveéanje u PAL aktivnosti
izaziva povedéanje koncentracije fenola, koji su supstrati za PPO i POD. Fenolni spojevi u vocu
i povréu su raznoliki i variraju u skladu s vrstom, sortom, zrelosti i drugim fizioloskim
karakteristikama biljke. U strukturi sadrie aromatski prsten koji nosi jednu ili vise

hidroksilnih skupina, zajedno s brojnim drugim supstituentima.

Fenolni spojevi i PPO su odgovorni za enzimske reakcije posmedivanja voéa i povrca tijekom

rezanja, guljenja i sl. Ovisno o izvoru enzima, varirat ¢e i specifi¢nost supstrata PPO-a.

Provedena su istrazivanja fenolnih spojeva i njihove uloge u oksidacijskim procesima, a
dobiveni su rezultati prikazali odnos brzine posmedivanja fenolnih spojeva i PPO-a. Dobiveni
su zakljuc¢ci da posmedivanje breskve i jabuke obi¢no pokazuje pozitivhu korelaciju s
klorogesnkom kiselinom. Medutim nije znacajna korelacija brzine ili stupnja posmedivanja

fenolnih spojeva i PPO-a (He i Luo, 2007.).
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Mehanizam djelovanja PPO:

H
OH 0
1. PPOHRO 10
0]
o] 1) i
2. +H20 -—Em—m—->
H
o-kinon

1.Prema Dawsonu:

hidroksikinon
H
H OH
+ il
HO
0 0
3 X spontano
H smedi
pigment
H X

Slika 9 Mehanizam nastanka enzimskog posmedivanja prema Dawsonu (web 10).

Ova reakcija se sastoji od 3 stupnja. U prvom stupnju o-dihidroksifenol se oksidira pomocu
PPO u o-kinon. U drugom koraku o-kinon prelazi u 3-hidroksifenol koji reakcijom s
benzokinonom daje katehol i kinol. Treéi korak predstavlja spontanu reakciju pretvorbe

hidroksikinona u smedi pigment (Katalini¢, 2006.).
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2. Prema Wogreich-u i Nelson-u:

H

H 0O

PPO +120, + 10
i

Slika 10 Mehanizam nastajanja enzimskog posmedivanja prema Wogreich-u i Nelson-u (web

10).

Prema Wogreich-u i Nelson-u u ovoj reakciji dolazi do nastanje vode (web 10).

2.2.3. Supstrati polifenol-oksidaze

Supstrati PPO u reakcijama enzimskog posmedivanja su monofenoli, odnosno difenoli sa
hidroksilnim skupinama u orto polozZaju, odnosno u para polozZaju. Fenolni spojevi vazni su za
postizanje arome i boje proizvoda od voca i povréa. Polifenolni spojevi imaju znadajnu ulogu
za ljudsko zdravlje zahvaljujuéi svojim antioksidativnim svojstvima, medutim mogu imati i
negativan ucinak kod proizvoda voca i povréa gdje sudjeluju u tvorbi nepozeljnih taloga,
odnosno zutih i smedih pigmenata. Boja, trpkost, gorcina i aroma su svojstva koja ovise o

sadrzaju fenolnih tvari (Subari¢, 1999.).

Fenolne tvari prisutne u soku jabuke, kruske i grozda se mogu podijeliti u fenolne kiseline i
flavonoide. Fenolne kiseline su cimetna i benzojeva kiselina, te njihovi derivati. Najznacajniji
derivati cimetne kiseline su kava kiselina, ferula kiselina i kumarna kiselina i esteri cimetne
kiseline. Klorogenska kiselina je polifenolni spoj koji je zastupljen u mnogim vrstama voca i

povrca (web 10).

18



klorogenska kiselina (R=OH)
p-kumaroilkina kiselina (R=H) H H ==CH—C00

COOH

Slika 11 Klorogenska kiselna i p-kumaroilkina kiselina (web 10).

p-hidroksibenzojeva kiselina (R=R'=

galna kiselina (R= R’=0H)
HO _ OOH

Slika 12 p-hidroksibenzojeva kiselina i galna kiselina (web 10).

Slika 13 Kava kiselina (web 10).
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Slika 14 Katehin i galokatehin (web 10).

Za ove spojeve je karakteristiéno da ne dolaze slobodni nego u vezanom obliku (Subari¢,

1999.).

Polifenoli u biljkama imaju visestruku ulogu. Oni pridonose kvaliteti voca i povréa, polifenolni
sastav i koli¢ina polifenola varira s obzirom na vrstu voéa, sortu, stupanj zrelosti, uvjete rasta
i skladistenja. Lignini sudjeluju u izgradnji integralnog dijela biljne stanicne stijenke te sluze
kao mehanicka potpora i barijera protiv invazije mikroorganizama. Antocijanini, flavoni i
flavanoli kao pigmeti, daju boju cvije¢u i vocu $to je vazno za privlacenje insekata i ptica koje
pomazu kod rasprostranjivanja sjemena i oprasivanja. Neki polifenoli direktno utjecu na rast
biljke. Flavonoidi Stite ranjivije stani¢ne dijelove od Stetnog zracenja jer imaju sposobnost
snazne apsorpcije UV zracenja.

Jagodasto, bobicasto i koStunic¢avo voée su niskoenergetske vrste voca bogate polifenolnim

spojevima (Jakobek, 2007.).

Flavonoidi predstavljaju najvecu skupinu biljnih fenola i nositelji su Zute,crvene i plave boje.
Osnovna podjela flavonoida je sljededa:

1. Antocijanini

2. Flavoni i flavonoli

3. Flavanoni

4. Katehini i leukoantocijani

5.Proantocijanidini
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Antocijanini, flavoni i flavonoli dolaze u prirodi u veznom obliku kao glikozidi. Flavon i

flavonoglikozidi dolaze u svakoj biljnoj vrsti. Flavoni se razlikuju od flavonola u nedostatku

OH skupine na C3 atomu srednjeg prstena. Antocijanini su vrlo nestabilni. Gubitak boje se

primjecuje poslije odmrzavanja smrznutog voca takoder i tijekom prerade. PPO ne utjece

izravno na pigmente nego je promjena boje posljedica reakcije antocijana sa nastalim

kinonima. Katehini su jako zastupljeni u listu ¢aja. Proantocijanidini su vazni u tehnologiji

vrenja. Pozitivno djeluju jer Stite lipide od autooksidacije, ali mogu dovesti i do pojave

nepozeljnog zamuéenja. Polifenoli imaju znacajnu ulogu u formiranju okusa piva, vina i

voénim sokovima ali mogu dovesti do zamucenja odnosno stvaranje taloga. Stupanj

zamucéenja ovisi o koncentraciji (Subari¢, 1999.).

Tablica 1 Fenoli supstrati u vocu i povréu (web 10).

Sirovina Fenoli supstrati
Klorogenska kiselina, kava kiselina
Batata . .
. Klorogenska kiselina, kava kiselina, katehol, DOPA, p-
Krumpir . L
krezol, propionska kiselina
Tirozin, kava kiselina, derivati klorogenske kisleine
Salata
Eai Flavanoli, katehini, tanini, derivati cimetne kiseline
Gljive Tirozin, katehol, DOPA, dopamin, adrenalin, noradrenalin
3,4-dihiroksifeniletilamin ~ (dopamin), leukodefinidin,
Banana e
leukocijanidin
Klorogenska kiselna, pirogalol, 4-metil katehol, kava
Breskva . - . .
kiselina, galna kiselina, katehin, dopamin
. Katehin, klorogenska kiselina, pirogalol, katehol, kava
Grozde . L . . .
kiselina, DOPA, tanini, flavonoli, protokatehinska kiselina,
rezorcinol, hidrokinon, fenoll
Klorogenska kiselna, kateho, katehin, kava kiselina, 3,4-
Jabuka dihidriksi fenilalanin (DOPA), protokatehinska kiselina,
leukocijanidin, p-kumorna kiselina, flavonol-3.glikozidi, 4-
metilkatehol
Y Klotogenska kiselina, katehol, katehin, kava kiselina,
Kruska ) .
DOPA, protokatehinska kiselina, p-krezol
. Izoklorogenska kiselina, katehol, katehin, kava kiselina,
Marelica . -
DOPA, protokatehinska kiselina, p-krezol
Slijva Klorogenska kiselina, katehol, katehin, kava kiselina,
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2.3. Sprjecavanje enzimskog posmedivanja

Sprje¢avanje enzimskog posmedivanja se provodi fizikalnim i kemijskim metodama a
zajedni¢ko im je da se zasnivaju na eliminaciji jednog ili viSe osnovih ¢imbenika koji su
odgovorni za posmedivanje: kisika, enzima ili supstrata.

Jednom kada dode do osStecenja tkiva rezanjem, gnje¢enjem, guljenjem dolazi do nastajanja
smedih pigmenata. PPO oksidiraju o-fenole do o-kinona koji su vrlo reaktivni i brzo ulaze u
procese polimerizacije pri cemu nastaju visokomolekularni spojevi, odnosno smedi pigmenti

(melanini) (Subari¢, 1999.).

2.3.1. Djelovanje na enzim

PPO moze na vise nacina djelovati u cilju sprje¢avanja enzimskog posmedivanja:

1. Termicko tretiranje (inaktivacija).

2. Reakcije s tvarima koje stvaraju komplekse sa bakrom kao aktivnim sredistem: halidi,
cijanidi, CO,, natrij dierilditio-karbamat, azidi, aminokiseline, peptidi, proteini, H,0,, alkoholi.
3. Reakcije sa spojevima strukture sli¢nim supstratima

4. Djelovanje sa spojevima koje snizuju pH (Subari¢, 1999.).

Termicka inaktivacija:

Inaktiviranje enzima je najpoznatiji i najéesc¢i postupak. Djelovanjem topline u sekundarnoj ili
tercijarnoj strukturi molekule enzima utjece na kataliticku aktivnost enzima. Primjena visokih
temperatura povezana je sa negativnim promjenama arome, teksture i boje prehrambenih
proizvoda. Ucinak topline na aktivnost PPO je veoma razlicit s obzirom na izvor PPO. Enzim
izoliran iz jabuke Fuji termostatiranjem pri 30 °C u trajanju od 5 min. gubi oko 25% aktivnosti.
Postupna inaktivacija enzima uslijedila je tretiranjem pri 50 °cu trajanju od 30 min (Subari¢,

1999.).
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BlansSiranje se provodi u rasponu od 70 do 105 °C j vide, dok se pasterizacija opcenito koristi
u temperaturnom rasponu od 60 do 85 oc.

BlanSiranje je termicki postupak koji ima Siroku primjenu u obradi voca i povrca, ali zbog
visoke temperature tijekom blanSiranja dolazi do gubitka vitaminina, boje, arome,
ugljikohidrata i drugih u vodi topljivih tvari. Inaktivacija PPO blansSiranjem ustvari je ucinkovit
nacin kontrole posmedivanja voca i povréa koja se konzervira sterilizacijom ili smrzava.
Temperature blanSiranja ovise o termostabilnosti enzima i o prirodi same namirnice.
BlansSiranjem se takoder sprijecava enzimska degradacija klorofila i karotoneida (Marshall i

sur., 2000.).

Konzerviranje suSenjem (dehidratacijom) osigurava mikrobiolosku i enzimsku stabilnost
proizvoda, ali tijekom procesa dolazi do gubitka vitamina, do pojave oksidacije, gubitka
hlapljivih tvari, itd. Zbog navedenih nedostataka takvi se postupci zamjenjuju manje
invazivnim metodama, kao Sto su suSenje zamrzavanjem (liofilizacija) i osmotska

dehidratacija

Hladenje podrazumijeva privremeno skladiStenje hrane na temperaturama iznad tocke
smrzavanja. Sirovine kao npr. banane, mango, avokado, rajéica, itd. su osjetljivi na niske
temperature, te ih stoga ne moZe pohranjivati na temperaturi nizoj od njihove krticne
temperature.

Hladenje kao proces opcenito se postize uz koristenje zraka, vode, leda ili vakuuma ( vakuum
hladenje).

Cuvanje i skladistenje pri niskim temperaturama tijekom distribucije i maloprodaje su
neophodni za prevenciju posmedivanja u voéu, povréu i morskim plodovima, buduéi da su

temperature hladenja ucinkovite u smanjenju aktivnosti PPO ( Marshall i sur., 2000.).
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Djelovanje sa tvarima koji snizuju pH:

Aktivnost PPO ovisi o izvoru enzima i o supstratu, pH se krec¢e izmedu 6 i 7. Enzimi ne
pokazuju aktivnost pri pH vrijednosti ispod 4, dok je enzim potpuno inaktivan kod pH
vrijednosti ispod 3. Limunska kiselina se korisiti u cilju sprje¢avanja enzimskog posmedivanja
sa snizenom pH vrijednosti. Stvara helata sa bakrom u aktivhom srediStu enzima. Limunska
kiselina se zna korisiti u kombinaciji sa drugim inhibitorima posmedivanja (askorbinskom

kiselinom) (Subari¢, 1999.).

Reakcije sa spojevima koje stvaraju komplekse s bakrom kao aktivnim srediStem u enzimu:

Spojevi koji imaju svojstvo stvaranja helata s bakrom se mogu koristiti u svrhu sprje¢avanja
posmedivanja, bududi da su esencijalani za aktivnost PPO.

Halidi su znacajni inhibitori PPO, vezu se na bakar u aktivnhom mjestu enzima i tako smanjuju
njegovu dostupnost. pH ima znacajan utjecaj na inhibiciju halidima zbog interakcije izmedu
negativnog naboja inhibitora i pozitivnog naboja imidazolne skupine u aktivhom sredistu

PPO. Optimalni pH za inhibiciju je 3,5 do 5,0 (Subari¢, 1999.)

Neka sredstva koja se koriste za heliranje su CaCl,, NaCl, askorbinska kiselina, sorbinska
kiselina, karboksilne kiseline (limunska, jabucna, vinska, oksalna, kojicna kiselina),
makromolekule (porfirini, proteini, polisaharidi), EDTA. Upotreba natrijevog klorida za

inhibiciju PPO ograni¢ena je buduéi da utjece na okus proizvoda (Pilizota i Subari¢, 1998.).

L-cistein je djelotvoran inhibitor enzimskog posmedivanja. Koncentracije cisteina i drugih
tiolnih spojeva potrebnih za postizanje prihvatljive razine inhibicije posmedivanja ipak su
pokazale da imaju negativne ucinke na okus. Inhibicija sa cisteinom smatra se posljedicom
formiranja bezbojnih tiol-konjugiranih o-kinona. Cistein je takoder pokazao sposobnost da

reducira o-kinone u njihove fenolne prekursore (Marshall i sur., 2000.).
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Oms-Oliu i sur. (2006) su usporedivali pojedinacni i kombinirani efekt cisteina, glutationa,
askorbinske kiseline i 4-heksilrezocinola (4-HR) na sprje¢avanje enzimskog posmedivanja
svjeze narezane jabuke. Najbolji rezultati su postignuti kombiniranim djelovanjem N-acetil-L-
cisteina, reduciranog glutationa i 4-HR. Nedostatak primjene cisteina i glutationa u
sprje¢avanju posmedivanja minimalno procesiranih proizvoda jest to $to mogu imati

negativan utjecaj na okus proizvoda (Eissa i sur., 2006).
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2.3.2. Djelovanje na kisik

Da bi doSlo do enzimskog posmedivanja uvjet je prisutnost kisika. Kisik sudjeluje i

kateholaznoj i krezolaznoj aktivnosti PPO gdje se reducira u vodu (Yoruk i Marshall, 2003.).

Nazocnost kisika je jedan od uvjeta da bi dosSlo do enzimskog posmedivanja. Enzimsko
posmedivanje se moZe inhibirati iskljuivanjem kisika iz reakcija. Postize se pakiranjem u
ambalazu nepropusnu za kisik, pakiranjem u atmosferi dusika, potapanjem svjezih narezanih

jabuka u otopine natrijevog klorida, kiselina (Subari¢, 1999.).
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2.3.3. Djelovanje na supstrate i reakcijske produkte

Reducirajuca sredstva su:

1. Askrobinska kiselina

2. Sulfiti

3. Tiolne tvari

4. Aminokiseline, peptidi, proteini

Sprjecavanje enzimske aktivnosti u reakciji moze se posti¢i uklanjanjem jednog ili vise

supstrata (web 10).

Slika 15 Redukcija o-kinona sa L-AK tijekom reakcija enzimskog posmedivanja (web 10).
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Slika 16 Djelovanje 4 — heksilrezorcinola nas sprje¢avanje enzimskog posmedivanja

kateliziranog PPO (web 10).
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Askorbinska kiselina

Askorbinska kiselina je spoj koji ima znadajnu primjenu u razli¢itim granama industrije,
osobitno pri proizvodnji faramaceutskih i prehrambenih proizvoda. Askorbinska kiselina ima
izrazena reduktivna i kiselinska svojstva. Askorbinska kiselina je dobro topljiva u vodi
zahvaljujudi svojim polarnim svojstvima. L-askorbinska kiselina je opéenito ima za L- threo-2-
heksenono-1,4-lakton. L-askorbisnka kiselina ima funkciju u metabolickim aktivnim biljnim i
animalnim stanicama. Glavna biokemijska reakcija L-askorbinske kiseline je razaranje

toksic¢nih slobodnih radikala.

Najvaznije svojstvo askorbinske kiseline je to $to se moZze podvrgnuti oksidaciji i dva stupnja
do dehidroaskorbinske kiseline preko slobodnog radikala nazvanog monodehidroaskorbinska
kiselina. Kemijska razgradnja askorbinske kiseline takoder uklju¢uje oksidaciju do
dehidroaskorbinske kiseline, zatim hidrolizu do 2,3-diketogulonkse kiseline, te potom

oksidaciju, dehidrataciju i polimerizaciju do velikog broja nutritivno inaktivnih spojeva.

Sprje¢avanje enzimskog posmedivanja askorbinskom kiselinom predstavlja kompleksan
proces jer postoje dokazi da askorbinska kiselina sudjeluje u sprjecavanju sinteze izmedu

smedih pigmenata djelovanjem askorbinske kiseline na PPO (Subari¢, 1999.).
Sulfiti

NajéeSce primjenjivana metoda sprje¢avanja enzimskog posmedivanja hrane je primjena
sulfita. Sumporovi spojevi obuhvacaju sumpor dioksid, natrij metabisulfit, natrij bisulfit,
natrij sulfit, kalij metabisulfit i kalij bisulfit. Sulfiti obnavljaju razli¢ite funkcije u hrani. Sulfiti
imaju funkciju sprje¢avanja rasta mikroorganizama u hrani, te djeluju kao sredstvo za
izbjeljivanje, antioksidansi i reducirajuéa sredstva. Sulfiti na nekoliko nadina mogu sprijediti
enzimsko posmedivanje hrane, poznati su kao reducirajuéa sredstva i njihovim djelovanjem
dolazi do redukcije obojenih orto-kinona u bezbojne i manje reaktivne fenole. Mogu reagirati
sa meduproduktima reakcije ¢ime blokiraju daljnje posmedivanje, a postoje indicije da

reagiraju i sa samom PPO.
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Karakteristicno je da oni ne inhibiraju posmedivanje ireverzibilno, troSe se u reakciji te je
primijenjena koncentracija inhibitora ovisna o vremenu za koje bi reakcija morala biti

inhibirana.

SO, ima Siroku primjenu kao sredstvo za sprje¢avanje enzimskog posmedivanja jabuka
tilekom prerade. Moze se koristi kao antioksidans, sredstvo za izbjeljivanje i kao

antimikrobno sredstvo (Subari¢, 1999.).
Aminokiseline, peptidi i proteini

Ovo je jedan od nacina djelovanja aminokiselina, peptida i proteina na sprjecavanje
enzimskog posmedivanja. Izmedu o-kinona i aminokiselina moze doci do razli¢itih kemijskih
reakcija kao $to su kovaletno vezivanje o-kinona sa tiolnom skupinom cisteina i tioeterske

skupine metionina i amino skupine lizinskog ostatka u proteinima (Subari¢, 1999.).
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2.3.4. Inhibitori posmedivanja

Inhibitori posmedivanja su kemijski spojevi koji se koriste za sprje¢avanje posmedivanja

hrane. Njihova uporaba u preradi hrane je ograni¢ena posebnim zahtjevima kao $to su

toksi¢nost, neSkodljivost, utjecaj na okus, miris, sastav i sl ( Lozano, 2006.).

Tradicionalni {,,./”l

™= Inovativni

inhibitori T L—""_ inhibitori
EDTA Clklod/etstrml
Organske kis ' ;
" Helati J ﬂ‘lltosan

SP-N4

» Aromatski
Sulfiti Kemijska {[:-» enzimski
Cistein Reducirajuca inhibicija = inhibitori
Glutation sredstva <§ ]]] enzimskog
Askorbinska kis. posmedivanja ~
analozi » Proteoliticki

oo

Sredstva za zakisel]:avanje
Limunska kis.
Fosforna kis.

<\7 enzimi
-—/Derivati

ugljikohidrata

Peptidi
Med

Heksilrezorcinol
Alifatski alkoholi

Anioni

Ficin
Papain
Bromelain

Slika 17 Inhibitori posmedivanja koji se najceSc¢e primjenjuju u prehrambenoj industriji (web

10).

Inhibitori posmedivanja mogu imati razli¢ite mehanizme djelovanja na sprjecavanje

posmedivanja: direktna inhibicija polifenol oksidaze, neenzimska redukcija o-kinona u

derivate o-difenola, kemijska modifikacija ili uklanjanje fenolnih supstrata (Pilizota i Subari¢,

1998.).

31



Od sredstava za zakiseljavanje, najcesée se primjenjuje limunska kiselina (naj¢esée u
kombinaciji s drugim inhibitorima posmedivanja). Za sprjeCavanje posmedivanja minimalno
procesiranih proizvoda primjenjuje se kao 0,5% do 2%-tna otopina i to najéeSce u

kombinaciji s drugim inhibitorima (Garcia i Barett, 2002.; He i Luo, 2007.).

Limunska kiselina osim Sto inhibira posmedivanje snizavanjem pH, ona djeluje i direktno na
PPO tako Sto stvara helate s bakrom koji se nalazi u aktivnom sredistu enzima. Od inhibitora
koji djeluju po ovom principu i imaju zna€ajnu primjenu u industriji minimalno procesiranog

voca potrebno je spomenutii oksalnu kiselinu i polifosfate.

Rezultati istraZivanja pokazali su da oksalna kiselina vrlo uspjeSno sprjecava posmedivanje

svjeze narezane jabuke (Son i sur., 2001.).

Od ostalih sredstava koji sprje¢avaju posmedivanje minimalno procesiranih proizvoda
znacajni su i kalcijev klorid, natrijev klorid, med, proteaze, aromatske karboksilne kiseline,

EDTA i dr. (Garcia i Barrett, 2002.).
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3. ZAKLJUCAK

Potrosaci sve viSe zahtijevaju hranu koja je u vecoj mjeri zadrzala svojstva i prvobitni sastav
sirovine. Jabuka je izuzetno bogata bioaktivnim spojevima a posebno kozZica koja uglavhom
predstavlja otpadni produkt prerade jabuke. KoZica bi se mogla korisiti u obogacivanju
razli¢itih proizvoda u pogledu nutritivne vrijednosti. Enzimsko je posmedivanje u svezi s
djelovanjem polifenol-oksidaze. Da bi se sprijeilo enzimsko posmedivanje, primjenjuju se

razli¢iti inhibitori tijekom prerade i skladistenja hrane.
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28. web 10 lzvor: Predavanje iz kolegija Tehnologija prerade sirovina biljnog podrijetla Il

http://studenti.ptfos.hr/Preddiplomski studij/Tehnologija prerade sirovina biljnog podrije
tla 11/VO%CA%86E%201%20POVR%CA%S6E/Tehnologijall%20EP%202013.14.pdf
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