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SaZetak

,Jedna jabuka na dan, tjera doktora iz kuc¢e van!“ izreka je koja se ustalila u nase drustvo upravo iz razloga jer je jabuka voce koje
se iz klimatskih razloga kod nas najvise uzgaja i koristi u prehrani. S obzirom na to, za ovo je istraZivanje odabrana upravo jabuka
kao predmet istrazivanja i to tradicionalna sorta ,bobovec”. Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi kako ¢e temperaturna obrada i
prisutnost pesticida utjecati na antioksidacijski kapacitet te koncentraciju ukupnih fenola. Antioksidansi su tvari koje ¢e slobodnom
radikalu, tvari koja se oksidirala, dati jedan elektron kako bi ona bila stabilna, odnosno kako ne bi oStetila molekulu DNA. Obje
zavisne varijable odredivane su spektrofotometrom. Spektrofotometar je uredaj koji odreduje apsorbanciju monokromatske
svjetlosti odredene valne duljine, a mehanizam djelovanja se temelji na Lambert Beerovu zakonu. Apsorbancije su preracunavane
u vrijednosti koncentracija uvrStavanjem u jednadzbe pravaca bazdarnih krivulja. Bazdarna krivulja za fenole radena je pomocu
otopina tocno poznatih koncentracija galne kiseline, dok je bazdarna krivulja za antioksidacijski kapacitet radena pomocu otopina
Troloxa. Dobiveni rezultati upucuju na to da najveci antioksidacijski kapacitet i najviSu koncentraciju ukupnih fenola ima kuhana
jabuka, no postoji mogucnost da je kod kuhanja voda isparila pa su zbog toga vrijednosti nesto vise nego kod svjeze jabuke.
Zamrzavanjem jabuke znadajno se gube antioksidacijska svojstva i koncentracija ukupnih fenola. Spricanjem jabuka pesticidima,
smanjuje se antioksidacijski kapacitet, ali i koncentracija ukupnih fenola. Daljnjim istrazivanjima, trebala bi se ispitati koncentracija
flavonoida i antioksidacijski kapacitet nekim drugim metodama kao $to su ABTS metoda.

Kljuéne rijeéi: jabuka ,,bobovec”, fenoli, antioksidacijski kapacitet, spektrofotometrija
Hipoteza i motivacija

Tema , Utjecaj temperature na antioksidacijski kapacitet kod jabuke , bobovec” odabrana je zato sto
je jabuka voce koje ljudi najéesce koriste u svojoj prehrani na vrlo razli¢ite nacine. Odabrana je tradicionalna
sorta jabuke bobovec zato sSto se takva jabuka ¢esto moze nacdi u vo¢njacima uz domacinstva naseg kraja, ali
i ve¢im vocénjacima za industrijsku proizvodnju. Istrazivat ¢e se utjecaj temperature na antioksidacijski
kapacitet i koncentraciju fenolnih spojeva kod domace neprskane i kupovne prskane jabuke , bobovec”. Bit
¢e mjerena zavisnost od temperature zato Sto ljudi jabuke koje ne pojedu dok su svjeZe, obicno stavljaju u
zamrziva¢ na zamrzavanje kako bi ih mogli jesti tijekom cijele godine. Takoder, jabuke ¢esto budu kuhane za
kompot, sok, dzem i dr. IstraZzivan je antioksidacijski kapacitet zato Sto su antioksidansi tvari koje doniraju
elektron tvarima koje nazivamo slobodni radikali te im na taj nacin daju stabilnost jer bi u protivhnom slobodni
radikali osStetili molekulu DNA u stanici. Na taj nacin antioksidansi usporavaju starenje, djeluju
antikancerogeno te pridonose ocuvanju zdravlja (slika 1). Fenoli su organski spojevi koji pripadaju skupini
antioksidansa. Istrazivacko pitanje kojim se ovo istraZivanje bavi glasi: ,Kako temperatura utjeCe na
antioksidacijski kapacitet i koncentraciju ukupnih fenola kod kupljene prskane i domace neprskane jabuke
,bobovec”?“

Cilj ovog istraZivanja pokazati je koja ¢e jabuka sorte ,bobovec” (prskana ili neprskana) i kako
obradena (zamrznuta, svjeza, kuhana) imati najvece antioksidacijsko djelovanje te time biti najpogodnija za
konzumaciju.

Hipoteze:
1. kupovna jabuka ¢e imati slabije antioksidacijsko djelovanje od domace jabuke,
2. najjace antioksidacijsko djelovanje ¢e imati jabuke koje su svjeze,

3. zamrzavanjem ¢e jabuke izgubiti antioksidacijska svojstva.
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Slika 1 Modeli antioksidansa i slobodnih radikala

Metodologija

Istrazivanje je podijeljeno u 6 eksperimentalnih skupina (tablica 1).

Tablica 1 Prikaz istraZivanja po skupinama

eksperimentalne skupine

VARIUABLE domaca jabuka kupovna jabuka
nezavisne varijable svjeza smrznuta prokuhana svjeza smrznuta prokuhana
oznaka
eksperimentalnih D1 D2 D3 K1 K2 K3
skupina

zavisna varijabla - Fenoli

nezavisne varijable svjeza smrznuta prokuhana svjeza smrznuta prokuhana

zavisna  varijabla -
antioksidacijski
kapacitet

Za ovo istrazivanje koriStene su sljedec¢e metode:
1. Priprema uzoraka jabuke bobovec

Sokovnikom je napravljeno 6 sokova od jabuke (za svaku skupinu jedna). Nakon svake skupine jabuka
sokovnik je potrebno oprati kako ne bi doSlo do kontaminacije izmedu razli¢itih skupina. Sok svake skupine
valja spremiti u posebnu ¢istu bocicu, a sok skupine D3 i K3 prokuhati 5 minuta do 70 °C zbog pasterizacije.

2. Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola koristen je Folin-Ciocalteu reagens. Najprije su koncentrati soka od
jabuke razrijedeni destiliranom vodom u omjeru koncentrat : destilirana voda = 0,015 : 1. Sve to radeno je u
Falcon epruvetama kako bi se dobivena smjesa mogla vorteksirati. Nakon toga bilo je potrebno u uzorke
pipetirati jos 20 %-tnu otopinu natrijeva karbonata (natrijev karbonat : FC reagens =1 : 1). Smjesa se nakon
toga ponovno vorteksirala i stavila u vodenu kupelj na 45 °C u vremenu od 60 minuta. FC reagens se reducira
i promjeni boju iz Zute u plavu (slika 2). Poslije 60 minuta, sadrzaj se prebacio u kivete za spektrofotometriju
te su se ocitale po 3 apsorbancije za svaki uzorak na valnoj duljini od 765 nm. Uredaj se kalibrirao
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destiliranom vodom. BaZzdarna krivulja izradena je pomocu mjerenja apsorbancija otopina galne kiseline
poznatih koncentracija u rasponu od 5 — 1000 mg/L (slika 3).

Slika 2 Reakcija FC reagensa i fenolnih spojeva
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Slika 3 BaZdarna krivulja za fenole (ovisnost apsorbancije pri 765 nm o koncentracijama otopine galne kiseline)
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3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti Brand-Williams metodom pomo¢u stabilnog slobodnog radikala
DPPH

U Falcon epruvetu otpipetirano je redom 150 pL ekstrakta jabuke i 2,85 mL 0,1 mmol/L otopine DPPH.
SadrZaj je vorteksiran i ostavljen stajati 70 minuta u mraku na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je mjerena
apsorbancija na 517 nm uz smjesu otopina 50 %-tnog i 96 %-tnog etanola kao slijepe probe. Slobodni
radikal DPPH se reducira i promjeni boju iz ljubi¢aste u Zutu (slika 4). Kao negativna kontrola koristena je
smjesa 0,1 mmol/L otopine DPPH i otopina 50 %-tnog etanola, a kao pozitivna kontrola koristena je smjesa
0,1 mmol/L otopina DPPH i otopina 30 %-tne askorbinske kiseline. Bazdarna krivulja napravljena je pomocu
otopina Troloxa u 96%-tnom etanolu u rasponu koncentracija 0,25-2,0 mmol/L (slika 5).

Slika 4 Redukcija slobodnog radikala DPPH
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Slika 5 BaZdarna krivulja za DPPH test (ovisnost apsorbancije pri 517 nm o koncentracijama otopine Troloxa)
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4. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda kojom se dobiva vrijednost apsorbirane monokromatske svjetlosti
odredene valne duljine u uzorku. Uredaj za spektrofotometriju naziva se spektrofotometar (slika 6). U
ovome istraZivanju koristen je spektrofotometar tvrtke Vernier (slika 7).

bijela sabirna lom L
Zarulja svjetlost leca svjetlosti / kiveta s uzorkom Detektor koji racuna

apsorbanciju svjetlosti u uzorku

7
@3/03

Slika 6 Shematski prikaz spektrofotometra

Vernier
spektrofotometar

Slika 7 Spektrofotometrija pomocu Vernier spektrofotometra

Spektrofotometar radi na sljede¢em principu:

Zarulja pusta bijelu svjetlost

bijela svjetlost se u sabirnoj le¢i usmjerava k prizmi na kojoj se lomi

svjetlost odredene valne duljine prolazi kroz uzorak

dio pustene svjetlosti apsorbira se u uzorku, a dio prolazi kroz nj

detektor prepozna svjetlost koja je prosla kroz uzorak (transmitacija) te tu vrijednost
preracuna u apsorbanciju

vk wbhe

Cijeli postupak u spektrofotometru vrlo je slozen proces Lambert Beerova zakona koji govori da apsorbancija
ovisi o debljini sloja otopine i eksponencijalno o mnoZinskoj koncentraciji otopine. U praksi, taj proces je vrlo
jednostavan zato Sto se kiveta s otopinom stavi u spektrofotometar, a na ra¢unalu se pojavi brojka koja
oznacava apsorbanciju.
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Prijava teme

Sumirani prikaz metoda (tablica 2):

Tablica 2 Popis varijabli i nacin na koji ¢e se one mjeriti, odnosno kontrolirati

Tip varijable

Ime varijable

Nacin odredivanja, mjerenja i kontroliranja
varijabli te razlozi njihovog odabira

Nezavisne varijable

Jabuke

U istrazivanju su bile koristene domace
neprskane jabuke i kupovne prskane jabuke
tradicionalne sorte bobovec.

Temperatura

1. 3 neprskane i 3 prskane jabuke bile su
smrznute u zamrzivacu na temperaturi od -18 °C
na 48 sati nakon cega su bile iscijedene

2. 3 neprskane i 3 prskane jabuke bile su
ostavljene na sobnoj temperaturi nakon cega su
bile iscijedene

3. 3 neprskane i 3 prskane jabuke najprije su bile
iscijedene kako se iz njih dobio sok koji se kasnije
prokuhao do 70 °C (pasterizacija).

Zavisne varijable

Odredivanje koncentracije
ukupnih fenola

spektrofotometrijski (Folin-Ciocalteu reagens)

Odredivanje
antioksidacijske aktivnosti

spektrofotometrijski (DPPH)

Kontrolne varijable

Plod od interesa

Sve neprskane jabuke koristene u istraZivanju
ubrane su u istome voénjaku, skladistene su na
jednak nacin te su priblizno jednakih masa.

Sve prskane jabuke koriStene u istraZivanju
kupljene su u istome vocnjaku te su tretirane
istim kemikalijama i istim brojem prskanja.

Kupljene jabuke su prskane s:

1. Dithane DG (Indofil industrie)
Syllit 400 SC (Arysta life science)
Chorus 25 WG (Novartis)
Confidor (Byaer Crop Science)
Actara 25 WG (Syngenta
protections)

vk wnN

Crop

Vrijeme

Sve jabuke skupina D2 i K2 su bile u zamrzivacu
48 sati, a D3 i K3 kuhane 5 minuta.

Cistoca laboratorijskog
pribora

Sokovnik je bio ociséen nakon cijedenja svake
skupine jabuka kako ne bi doslo do
kontaminacije izmedu skupina. Isto tako ciséen
je sav laboratorijski pribor zbog moguce
kontaminacije.

Utjecaj temperature na antioksidacijski kapacitet kod jabuke ,,bobovec”




Inanstvenik u meni Prijava teme
Originalni istrazivacki rad

Statisticke metode

U ovome istraZivanju koriStene su sljedece deskriptivne statisticke metode: standardna devijacija Anova i
Tukey test. Standardna devijacija matematicka je metoda koja govori o pouzdanosti rezultata i njihovoj
rasprsenosti oko aritmeticke sredine (preciznost i to¢nost mjerenja). Ona prati Gaussovu krivulju. Ako je
standardna devijacija mala to znaci da su mjerenja jako grupirana jedna oko drugoga — preciznost mjerenja
i metode je velika. Anova test je utvrdio postoji li ili ne znacajna razlika izmedu testiranih grupa (tj. koja je
vjerojatnost da se takav ili bolji rezultat dogodi Cisto slucajno). Ako ima znacajne razlike, provodi se daljnja
analiza (Tukey test) kako bi se utvrdilo izmedu kojih grupa zapravo postoji razlika (uz preduvjete, alfa < 0,05
—> znaci da je vjerojatnost da se takav ili bolji rezultat pojavi manja od 5 %).

Eksperimentalni rezultati

1. Koncentracija ukupnih fenola
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Slika 8 Koncentracija fenola u prskanoj i neprskanoj jabuci "bobovec"

Razli¢ita temperaturna konzerviranja jabuke te prisutnost pesticida pokazali su razlicite vrijednosti
koncentracija ukupnih fenola. Na slici 8 vidljiv je pad koncentracija fenola kupljenih prskanih jabuka s
obzirom na domace neprskane jabuke u svim skupinama. Takoder, vidljiv je pad koncentracija ukupnih fenola
smrznute jabuke s obzirom na kuhanu i svjezu jabuku. Najveca koncentracija ukupnih fenola ucitana je kod
domacde neprskane kuhane jabuke, a slijedi joj kupljena prskana jabuka. Izmedu eksperimentalnih skupina
postoji statisticki znacajna razlika (F vrijednost=3,05; F crit=9,55; p vrijednost=0,019). Dodatnom analizom
(Tukey test) utvrdeno je da postoje znacajne razlike izmedu svjeze domacde i kupljene smrznute jabuke (p
vrijednost = 0).
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2. Antioksidacijski kapacitet
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Slika 9 Antioksidacijski kapacitet kod razli¢ito konzerviranih jabuka "bobovec"

Ukupni antioksidacijski kapacitet oCitan za razlicite skupine pokazuje velike razlike izmedu pojedinih skupina
(slika 9). U ovome su mjerenju napravljene i kontrolne skupine s kojima se mogu usporedivati dobiveni
rezultati eksperimentalnih skupina. Pozitivna kontrolna skupina jest ona Cije tvar ¢e u potpunosti reagirati s
reagensom i dati Zeljenu promjenu, a negativna ona koja nece dati promjenu. Iz istog je razloga za pozitivnu
kontrolnu skupinu koristena 30 %-tna otopina askorbinske kiseline koja je glavni antioksidans u ljudskome
tijelu, a za negativnu kontrolnu skupinu destilirana voda. Ako rezultate usporedujemo s kontrolnim
skupinama, vidimo da su sve skupine ,blize” pozitivhoj kontrolnoj skupini Sto ukazuje na visok udio
antioksidansa u jabuci neovisno o njezinu nacinu konzerviranja i prisutnosti pesticida. NajvisSe koncentracije
ponovno pokazuje kuhana jabuka, a najmanje smrznuta. U svim skupinama vrijednosti koncentracija
kupljene prskane jabuke niZe su, nego kod domace neprskane jabuke. Kuhana i svijeza domaca jabuka imaju
vrijednosti gotovo jednake pozitivhoj kontroli sto ukazuje na to da je jabuka ,bobovec” gotovo isto jaki
antioksidans kao i 30 %-tni vitamin C. Anova testom je pokazano da izmedu eksperimentalnih skupina postoji
statisticki znacajna razlika (F vrijednost=26,93; F crit=9,28; p vrijednost=0,011). Dodatnom analizom (Tukey
test) utvrdeno je da postoje znacajne razlike izmedu svjeZze domace i kupljene smrznute jabuke te izmedu
kuhane domace i smrznute kupljene jabuke (p vrijednost < 0,05).
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Diskusija

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem uglavnom se poklapaju s pocetnim hipotezama. Koncentracija ukupnih
fenola i antioksidacijskog kapaciteta veca je u svim skupinama kod domace jabuke, a manja kod kupovne.
Najmanje vrijednosti kao Sto je i oekivano ima smrznuta jabuka. Kuhana jabuka ima najvise vrijednosti sto
je rezultat nepravilne pripreme uzorka. Prilikom pasterizacije soka dio vode je ispario pa je sok kuhane jabuke
bio koncentriraniji od soka svjeze i smrznute jabuke. Pretpostavlja se da su vrijednosti ukupnih fenola, ali i
antioksidacijskog kapaciteta kod kuhanih jabuka zapravo nize nego kod svjezih, $to bi se mozda i dokazalo
da je priprema uzorka takve jabuke bila pravilna. Za buduca istraZzivanja trebalo bi sok pasterizirati na nacin
da se posuda u kojoj se sok kuha zacepi tako da voda iz njega ne moze ispariti. Takoder, uz provedene
testove, za preciznije rezultate bilo bi dobro napraviti i ABTS test, FRAP metodu odrediti koncentraciju
flavonoida i alkaloida.

Zakljucci

Na temelju dobivenih rezultata donose se sljededi zakljucci:

e najvecu koncentraciju fenolnih spojeva, ali i najveéi antioksidacijski kapacitet ima domaca neprskana
kuhana jabuka, a najmanju koncentraciju fenola i najmanji antioksidacijski kapacitet kupovna prskana
smrznuta jabuka Sto upucuje na to da se smrzavanjem gube antioksidacijska svojstva jabuke
,bobovec”

e vrijednosti fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta u svim su skupinama visi kod domace
neprskane, nego u kupovne prskane jabuke; tretiranje jabuke ,bobovec” pesticidima smanjuje
antioksidacijska svojstva iste

e uzorak svjeze i kuhane domace jabuke ima gotovo jednak antioksidacijski kapacitet kao i 30 %-tni
vitamin C Sto upucuje na to da je pozeljno ukljuciti domacu neprskanu jabuku ,bobovec” u
svakodnevnu prehranu
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Prilozi:

Slika 10 QR kod poveznica na
galeriju fotografija snimljenih
tijekom izvodenja istraZivanja
u Skolskom laboratoriju
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	Sažetak

	Hipoteza i motivacija
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