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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Cilj rada bio je izolirati enzim polifenoloksidazu ekstrakcijom iz uzoraka kultivirane

borovnice (Vaccinium corymbosum L.) te odrediti aktivnost enzima.

Aktivnost enzima polifenoloksidaze odredena je u uzorcima svjezih plodova borovnice u
odnosu na plodove koji su podvrgnuti procesu termicke obrade (pasterizacija), postupku
liofilizacije te tretmanu ultrazvukom visokog intenziteta. Aktivnost enzima

polifenoloksidaze odredena je spektrofotometrijski.



SAZETAK

Fenolni spojevi su kljuéni za prehrambena i organolepticka svojstva hrane poput boje,
okusa, mirisa te njenog ucinka na zdravlje ¢ovjeka. Borovnice se smatraju jednim od
najvaznijih prirodnih izvora polifenolnih spojeva medu kojima dominiraju antocijani. Ovi
visokovrijedni spojevi nalaze se najveéim dijelom u kozici ploda pa je njihova
biodostupnost potrosa¢ima velika. Borovnice, kao voce koje je izrazito bogato fenolnim
spojevima, izuzetno su podlozne procesu enzimskog posmedivanja $to znatno umanjuje

njihovu nutritivnu vrijednost i skracuje period konzumacije.

U ovom radu usporeden je utjecaj razliCitih tehnika obrade uzoraka borovnice na
aktivnost enzima polifenoloksidaze, koji je odgovoran za proces posmedivanja.
Usporedena je aktivnost enzima polifenoloksidaze u uzorcima svjeze borovnice,
uzorcima podvrgnutima termickoj obradi — pasterizacija, liofiliziranim uzorcima te
uzorcima tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta. Aktivnost enzima
polifenoloksidaze odredena je uz pomo¢ brze spektrofotometrijske metode. Aktivnost
enzima polifenoloksidaze pokazala se najnizom u liofiliziranim uzorcima borovnice $to
znaci da je taj proces optimalan za oCuvanje stabilnosti bioloski aktivnih spojeva iz

borovnice.

Kljucne rijeci: borovnica, polifenoloksidaza, fenoli, antocijani



ABSTRACT

Phenolic compunds are crucial for nutritional and organoleptic food traits, such as colour,
taste, odour and due to their impact on human health. Blueberries are considered as one
of the most important natural sources of polyphenolic compounds, amongst which
anthocyanins are found as dominant ones. These valued compounds can mostly be found
in the fruit membrane, which makes them being easily accessible to the consumers. Due
to the fact that they are extremely rich in phenolic compounds , blueberries are susceptible
to becoming brown by enzymatic activity, which leads to decreasing their nutritional
value and shelf-life.

This thesis compares the effect of different techniques of processing blueberry samples
on the activity of polyphenoloxidase enzyme, which is responsible for the process of
enzymatic browing. The activity of polyphenoloxidase enzyme in fresh blueberry
samples which were subjected to thermal treatment such as pasterization, is compared to
lyophilized samples and to ones which were treated with high intensity ultrasound.
Activity of polyphenoloxidase enzyme was determined by quick spectrophotometric
method. It has been shown that the activity of poliphenoloxidase enzyme is the lowest in
lyophilized blueberry samples, which makes that process optimal for preserving stability

of biologically active compounds from blueberry.

Key words: blueberry, polyphenoloxidase, phenolics, anthocyanins
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1. UvVOD

Hrana i prehrana proucavaju se otkad je ¢ovjeka. Puno je odgovorenih pitanja, temeljne
postavke su poznate, no jo$S je veci broj neodgovorenih pitanja. Pogledi na hranu i
prehranu danas dobivaju novu dimenziju pa je posebno zanimljiva nova hrana na trzistu,
oznacena primjerice kao funkcionalna, organska ili ekoloSka hrana. Svi trendovi krecu se
u smjeru otkrivanja veze izmedu sastojaka hrane i njihove uloge u organizmu, odnosno

njihovom utjecaju na zdravlje ili bolest.

Sve je ociglednija veza izmedu prehrane i zdravlja. Suvremena proizvodnja i prerada
hrane nude trziStu brojne namirnice koje s nutritivnog i zdravstvenog stajalista nisu
zadovoljavajuce. Sve viSe se konzumira preradena i tzv. instant hrana iz koje su uklonjeni
vazni sastojci kao $to su vitamini, minerali, biljna vlakna i drugi. Smatra se da su
konzumacija preradene hrane, hrane koja ima nizak sadrzaj biljnih vlakana i sve ¢eSc¢a
upotreba masti jedni od najznacajnijih faktora za nastanak velikog broja bolesti
suvremene civilizacije. 1z tog razloga se sve ¢eSce savjetuje veca konzumacija svjezeg
voca i1 povréa koje obiluje bioloski aktivnim tvarima. Fitokemikalije u svjezem vocu i
povréu znacajne su kao produkti metabolizma biljaka, a vrlo vaznu ulogu imaju u ljudskoj
prehrani jer ostvaruju funkcije zastite organizma i jacanja imuniteta. Danas su prisutna
vrlo opsezna istrazivanja antioksidativnih svojstava vocéa i povréa. Brojni znanstvenici
tvrde da konzumacijom hrane bogate antioksidansima pomazemo organizmu u obrani od

razli¢itih bolesti koje uzrokuju slobodni radikali.?

Bobicasto voce je jedan od neprocjenjivih darova prirode jer obiluje vrlo vaznim
fitokemikalijama koje su neophodne za dobro zdravlje. Sirok je spektar nagina upotrebe
ovih plodova, od konzumacije svjezih, do njihove prerade i priprave sokova, kompota,
dZemova, itd. No, kod bobicastog voca vrijedi pravilo: najvrijednije 1 najiskoristivije za

organizam je svjeze ubrano i u sirovom obliku.

Borovnica je prvak u sadrzaju antioksidansa medu svim vo¢em (druga antioksidansima
najbogatija vrsta hrane prema ORAC testu), a ve¢ina antioksidansa nalazi se u kozici

ploda $to povecava biodostupnost antioksidansa onomu tko je konzumira.



2. OPCI DIO

2.1. Uloga voc¢a u prehrani

Kvaliteta hrane mjeri se nutritivnim atributima kao Sto je energetska vrijednost, sastav
bioloski aktivnih komponenti (fitokemikalija), esencijalnih i neesencijalnih nutrijenata i
dr. U novije vrijeme, voce i povrée postaju predmet brojnih znanstvenih istrazivanja, koja

u velikoj mjeri potvrduju njihovu svestranu prehrambenu vrijednost.

Makro- i mikronutrijenti voéa i povrca su produkti metabolizma biljnih vrsta. Primarne
komponente metabolizma biljaka su makronutrijenti: ugljikohidrati, masti, bjelancevine,
dok sekundarni metaboliti nisu dio glavnog metabolizma, ali imaju znacajne funkcije u
zastiti biljaka od bolesti i stresa izazvanog utjecajima iz okoline. Istovremeno ovi spojevi
igraju vaznu ulogu u ljudskoj prehrani jer ostvaruju funkcije zastite organizma i jacanja

imuniteta.®

Svjeze voce ima relativno malu energetsku vrijednost (izuzev banane i orasastih plodova),
a s druge strane ima visok sadrzaj vode (izuzev orasastog voca). Voce je dobar izvor
tekucine za organizam, a voda pomaze i kod izlu€ivanja probavnih sokova i enzima
tijekom probave hrane. Visok sadrzaj vode (80-95%) i osjetljivo tkivo voca pogoduju
mikrobioloskom kvarenju pa je rok trajnosti svjezeg voca Cesto ograniCen i relativno

kratak.

Voce je bogato razlic¢itim ugljikohidratima (do 20%), po¢evsi od jednostavnih Secera kao
Sto su glukoza i fruktoza pa sve do slozenijih ugljikohidrata: celuloze, hemiceluloze,
inulina i drugih. Ugljikohidrati su zna¢ajan izvor energije u dijetetskoj prehrani jer se
sporije resorbiraju u probavnom traktu, a posebno u odnosu na veéinu slatkih industrijski
dobivenih prehrambenih proizvoda. Zbog toga se svjeze voce preporucuje u dijetama kod
razli¢itih bolesti, kao $to su bolesti krvozilnog sustava, dijabetesa, visokog tlaka itd. U
tom pogledu znacajnu ulogu imaju i sirova biljna vlakna iz voca: celuloza, hemiceluloza,

$krob, pektini, gume, sluzi i dr.

U vocu je prisutan relativno mali sadrZaj proteina i lipida. Zato se svjeze voce i povrée
smatra uglavnom ugljikohidratnom hranom. Orasasti plodovi razlikuju se od drugog voca
zbog toga Sto imaju znacajnu energetsku vrijednost te obiluju mastima i proteinima Sto

im daje visoku kalori¢nost.



Voée je bogato voénim kiselinama (jabucna, vinska, limunska) koje mu daju

osvjezavajuci okus.

Fitokemikalije postaju sve znacajniji nutritivni atribut hrane, §to voce stavlja na vrh
ljestvice pravilne prehrane. Tu se prije svega ubrajaju: minerali, vitamini, enzimi, voéne
kiseline, Klorofili, karotenoidi, polifenoli, betalaini, razli¢iti glikozidi, alkaloidi,
izotiocijanati, kapsaicin, terpeni, fitosteroli i drugi mikronutrijenti, a svi su od izuzetnog
znaCaja za zdravlje. Pozitivna djelovanja navedenih spojeva koja su opisana u
znanstvenim istrazivanjima obuhvacaju: antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno,
diureticko, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, antikoagulirajuce,
spazmoliti¢ko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno, analgetsko, antimalari¢no i
hipoglikemijsko djelovanje. Neke fitokemikalije su dokazano znadajni antioksidansi.?
Antioksidansi su tvari koje mogu odgoditi, zaustaviti ili sprijeciti oksidacijsko kvarenje
hrane na nacin da doniraju slobodan elektron ili vodikove atome slobodnim radikalima.
Zaustavljanje oksidacije je od izuzetnog znacaja za pojedine prehrambene proizvode te
se ono moze sprijeciti uklanjanjem Kisika, upotrebom niskih temperatura, inaktivacijom
enzima Kkoji kataliziraju oksidaciju, upotrebom prikladne ambalaze i inhibitora oksidacije
(aditiva).! Najpoznatiji su vitamin C i E, g-karoten, enzimi, minerali (Se i Zn), polifenolni
spojevi i drugi. Danas se provode vrlo opsezna istrazivanja antioksidativnih svojstava
voca i povrcéa. Antioksidansi u ljudskoj prehrani ostvaruju funkcije zastite organizma i
jaCanja imuniteta, a konzumacija hrane bogate antioksidansima pomaze organizmu u

obrani od razli¢itih bolesti.?
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Klasifikacija fitckemikalija
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Slika 2. Klasifikacija fitokemikalija!




2.2. Nutritivna i zdravstvena vrijednost borovnice

Slika 3. Plodovi borovnice®

Borovnica (Vaccinium corymbosum L.) je grmolika biljka iz porodice vrijesova (lat.
Vacciniaceae) koja daje jestive plodove u obliku tamnoplavih boba. Najveéi proizvodac

borovnice u svijetu su Sjedinjene Americke Drzave odakle ova vrsta i potjece.

Grane biljke su zelene i ostrobridne, a obrasle su ovalnim zasiljenim listovima s kratkim
peteljkama. Pocetkom ljeta se iz kuglastih cvjeti¢a razviju crno-plave bobice veli¢ine
graska. Cvjetovi sadrze i muske i zenske spolne organe, odnosno i tucak i pra$nike.
Borovnica je visegodisnja biljka koja je plodonosna u periodu od Sest do trideset godina
pa je zbog toga i jako ekonomski isplativa. Biljka dolazi na rod tijekom ljetnih mjeseci, a

branje se vrsi 2 do ¢ak 5 puta.®

Kod borovnice su osim plodova ljekoviti i listovi, ali i korijen. lako je borovnicu najbolje
konzumirati u svjeZem stanju, Cesto se preraduje u dzemove, sokove, koncentrate, a

koristi se i u pekarstvu te konditorskoj industriji itd.

Sadrzaj Secera u plodovima borovnice je u prosjeku oko 5%, a kod susenih borovnica
naraste do 30%. Bobice sadrze 85% vode, oko 0,7% proteina, do 0,4% masti i 2,7%
vlakana. Od minerala ima najvise kalija (89 mg/100 g), a od ostalih dosta fosfora,
magnezija i kalcija (do 10 mg/100 g).



U Tablici 1. prikazan je kemijski sastav ploda borovnice.

Tablica 1. Hranjive (nutritivne) vrijednosti ploda borovnice’

Voda (g) 124,63
Vlakna (g) 3,6
Ugljikohidrati (g) 21,45
Proteini (g) 1,1
Masti (g) 0,49
Vitamin C (mg) 124,63
Folat (ng) 9
Vitamin A (ng) 4
Vitamin K (pg) 28,6
Kalcij (mg) 9
Magnezij (mg) 9
Fosfor (mg) 18
Kalij (mg) 114
Natrij (mg) 1

Mnogi nutricionisti smatraju flavonoide najzanimljivijom skupinom bioloski aktivnih
spojeva koja se prirodno pojavljuje u hrani. Hrana koja je ovim spojevima, poput
borovnice, smatra se funkcionalnom hranom, a mnogi dokazi govore o tome kako njezina
konzumacija iznimno pozitivno utje¢e na ljudsko zdravlje. Fenolni spojevi imaju
sposobnost smanjenja oksidativnog o$tecenja nastalog djelovanjem slobodnih radikala

koje se povezuje s nastankom razli¢itih oboljenja.®

Borovnice su jedan od najbogatijih izvora fenola i sadrze znacajne koli¢ine antocijana,
flavanola i fenolnih kiselina odnosno brojnih spojeva koji imaju visoku biolosku
aktivnost. Dominanti fenolni spojevi u bobicama borovnice su flavonoidi, a tipi¢na

modro-plava boja ploda borovnice potjece od prisutne podskupine flavonoida-antocijana.

Antocijani u borovnici:

Malvidin (ljubicasta boja)

Petunidin (plavo-ljubicasta boja)

Delfinidin (ljubicasta boja)

Cijanidin (crvena boja)



Antocijani su biljni pigmenti topljivi u vodi, vrlo nestabilni tijekom prerade i skladistenja.
Na njihovu stabilnost ponajprije utje¢u pH, temperatura, aktivitet vode, kisik, svjetlost,

enzimi, ali i njihova koncentracija te njinova struktura.’®

2.3. Enzim polifenoloksidaza u vo¢u

Tijekom cuvanja i prerade prehrambenih proizvoda dolazi do razli¢itih, pozeljnih ili
nepozeljnih promjena boje namirnica. Ovim promjenama je posebno podlozno voce i
povrcée. Promjena boje (posmedivanje) do koje dolazi za vrijeme prerade i cuvanja voca
i povr¢a ili proizvoda od voca i povréa moze biti enzimska ili neenzimska. U biljnom
tkivu prisutni su tzv. autohtoni enzimi kao sastavni dio stanice. Endogeni (autohtoni)

enzimi mogu imati korisne i $tetne posljedice djelovanja, a oni imaju utjecaj na:

e starenje i kvarenje voca i povrcéa nakon branja
e oksidaciju fenolnih spojeva fenolazom, $to dovodi do tamnjenja-posmedivanja
e razgradnju pektinskih tvari nakon berbe, §to vodi ka omeksavanju za vrijeme

sazrijevanjal®

Vocée i povrée tijekom transporta, skladiStenja i konzerviranja dolaze u dodir sa brojnim
tvarima koje ne ulaze u njihov sastav. Gotovo je neizbjezan kontakt sa kisikom iz zraka
pri ¢emu moze do¢i do oksidacije spojeva koji su podlozni oksidaciji. Kisik moze biti
prisutan i u biljnom tkivu ili moze nastati kao produkt njegovog raspadanja. Oksidacijski
procesi nisu pozeljni jer dovode do smanjenja bioloske i nutritivne vrijednosti voca i

povrcéa.
Opcenito, oksidacije u vocu i povréu mogu se svrstati u:

e autooksidacije (bez katalizatora-enzima)
e oksidacije katalizirane metalnim ionima

e oksidacije katalizirane enzimima.

Oksidacije katalizirane enzimima odvijaju se veoma brzo, a nepoZzeljne promjene boje
mogu se zapaziti u vremenu od nekoliko minuta do nekoliko sati. Nepozeljni oksidacijski
procesi zapocinju nakon ostecenja ili uniStenja zive stanice. Tom prilikom dolazi do
narusavanja normalne ravnoteZe enzima i do njihove dezorganizacije u stanici.’® Kod

enzimskog posmedivanja voca 1 povr¢a, kao 1 njihovih preradevina, najznac¢ajniji je enzim



polifenoloksidaza. Ovaj enzim sadrzi bakar kao prostetsku skupinu, a poznat je pod
drugim imenima kao npr. katehol oksidaza, o-difenolaza, fenolaza i PPO.!

Enzimsko posmedivanje predstavlja negativnu pojavu koja je vezana za promjenu boje i
sastava voca i povréa kojemu je, na bilo koji nain, naruSena osnovna struktura
(primjenom postupaka guljenja, rezanja, drobljenja) ili stanje ravnoteze. Promjena boje
je kompleksan proces tijekom kojeg se monofenolni spojevi, uz prisustvo
polifenoloksidaze i kisika, hidroksiliraju u difenole, koji se kasnije oksidiraju do o-
kinona. Nastali kinoni su jako reaktivni i u neenzimskim reakcijama s fenolnim
spojevima, aminokiselinama, itd. daju smede do crno obojene melanoidne pigmente. Za
ove procese je zajednicko da zapocinju kontaktom izmedu fenolnih spojeva smjestenih u
vakuolama i enzima smjestenih u citoplazmi, do kojeg dolazi tek kada je naruSena

stani¢na struktura.'®

Za odvijanje procesa enzimskog posmedivanja neophodno je prisustvo odredenog
supstrata na kojeg djeluju enzimi. Supstrati PPO u reakcijama enzimskog posmedivanja
su monofenoli, odnosno difenoli s hidroksilnim skupinama u orto, odnosno u para

polozaju.

Fenolni spojevi su vazni za postizanje arome i boje proizvoda od voca i povréa (sokovi,
vina, itd.). Zahvaljujuéi svojim antioksidacijskim svojstvima imaju antikancerogeno
djelovanje, a neki zbog mehanizma zaStite od oksidacije pojedinih lipoproteina,
sprjeCavaju oboljenja srca. Fenolni spojevi, takoder, mogu imati i negativan ucinak,
osobito kod proizvoda od voca i povréa (sokovi, vina, minimalno procesirano voce i
povrée) gdje mogu sudjelovati u tvorbi nepozeljnih taloga, odnosno zutih 1 smedih
pigmenata. Boja, trpkost, gor€ina i aroma su svojstva koja ovise o sadrzaju fenolnih

tvari.1°



2.3.1. Metode inhibicije aktivnosti enzima polifenoloksidaze

Brzina reakcija enzimskog posmedivanja ovisi o sadrZzaju polifenoloksidaze, sadrzaju i
tipu fenolnih tvari, pH, temperaturi i kisiku. Za sprjecavanje tih reakcija uglavnom se
primjenjuju metode koje su usmjerene na inhibiranje i prevenciju djelovanja enzima
polifenoloksidaze, ali i uklanjanje komponenti koje su neophodne za odvijanje reakcija
(kisika, enzima, bakra ili supstrata). Inhibicija enzimskog posmedivanja opéenito nastupa
direktnom inhibicijom polifenoloksidaze, neenzimskom redukcijom o-kinona i

kemijskom modifikacijom ili uklanjanjem fenolnog supstrata polifenoloksidaze.!?

Inhibicija usmjerena prema enzimima

PPO moze na viSe nacina djelovati u cilju sprjecavanja enzimskog posmedivanja:

- Termicko tretiranje (inaktivacija)

- Reakcije s tvarima koje stvaraju komplekse s bakrom kao aktivnim srediStem:
halidi, cijanidi, CO2, natrij dierilditio-karbamat, azidi, aminokiseline, peptidi,
proteini, H202, alkoholi

- Reakcije sa spojevima strukture sli¢nim supstratima

- Djelovanje sa spojevima koje snizuju pH.
Termicka inaktivacija:

Inaktiviranje enzima je najpoznatiji i najée$¢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. U¢inak topline na aktivnost PPO je veoma

razli¢it s obzirom na izvor PPO.

Enzimsko posmedivanje moze biti kontrolirano u nekom vocu 1 povrc¢u blanSiranjem pri
¢emu se inaktivira PPO. Ovo je najpoznatiji i najceSce primjenjivani postupak

inaktiviranja enzima.®

BlanSiranje se provodi u rasponu od 70 do 105 °C i viSe, dok se pasterizacija opcenito
koristi u temperaturnom rasponu od 60 do 85 °C. Blansiranje je termicki postupak koji
ima Siroku primjenu u obradi voca i povrca, ali zbog visoke temperature tijekom

blansiranja dolazi do gubitka vitamina, boje, arome, ugljikohidrata i drugih u vodi
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topljivih tvari. Temperature blansiranja ovise o termostabilnosti enzima i o prirodi same

namirnice.r®

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

dehidratacija.

Hladenje podrazumijeva privremeno skladiStenje hrane na temperaturama iznad tocke
smrzavanja te se kao proces opcenito postize uz koristenje hladnog zraka, vode, leda ili
vakuuma. Cuvanje i skladistenje pri niskim temperaturama tijekom distribucije i
maloprodaje su neophodni za prevenciju posmedivanja u vocéu, povréu i morskim

plodovima, buduéi da su temperature hladenja uc¢inkovite u smanjenju aktivnosti PPO.*

Budu¢i da uslijed termickog tretiranja hrane dolazi do znatnih promjena organoleptickih
svojstava, odnosno njenog sastava, sve vise se radi na pronalasku metoda konzerviranja
gdje bi se reducirala primjena topline. To su metode u kojima se kombinira utjecaj topline,
ultrazvuka 1 poviSenog tlaka na aktivnost polifenoloksidaze. Uc¢inak ultrazvuka na
enzimsku aktivnost znatno raste sa porastom amplitude ultrazvuénih valova: vrijeme
decimalne redukcije, pri konstantnoj temperaturi opada logaritamski sa porastom

amplitude.©

Reakcije sa spojevima koje stvaraju komplekse s bakrom kao aktivnim sredistem u

enzimu:

Spojevi koji imaju svojstvo stvaranja kelata s bakrom se mogu Koristiti u svrhu

sprjeCavanja posmedivanja, budu¢i da su esencijalni za aktivnost PPO.

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

u aktivnom sredistu PPO. Optimalni pH za inhibiciju je 3,5 do 5,0.

Neka sredstva koja se koriste za haliranje su CaClz, NaCl, askorbinska kiselina, sorbinska
kiselina, karboksilne kiseline (limunska, jabucna, vinska, oksalna Kiselina),

makromolekule (porfirini, proteini, polisaharidi), EDTA.
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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 u¢inke 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.®
Djelovanje s tvarima koje snizuju pH:

Aktivnost PPO ovisi 0 izvoru enzima i o supstratu, pH se krece izmedu 6 i 7. Enzimi ne
pokazuju aktivnost pri pH vrijednosti ispod 4, dok je enzim potpuno inaktivan kod pH
vrijednosti ispod 3. Limunska, askorbinska, jabu¢na i vinska kiselina se koriste u cilju

sprje¢avanja enzimskog posmedivanja sa snizenom pH vrijednosti.™®

Djelovanje na supstrate

Inhibicija usmjerena prema supstratima podrazumijeva uklanjanje kisika procesiranjem
(primjena vakuuma, potapanje u vodi ili sirupu) ili primjenom reducirajuéih sredstava
(askorbinske kiseline, eritorbinske kiseline, propil galata, butiliranog hidroksianisola,
butiliranog hidroksitoluena). Inhibicija supstrata uklanjanjem fenola podrazumijeva
stvaranje kompleksa s odgovaraju¢im spojevima (ciklodekstrini, ciklosan, polisaharidi sa
sumporom) ili enzimskom modifikacijom fenola (metiltransferaze, protokatehuat 3,4-

dioksigenaze).

Inhibicija usmjerena prema produktima ostvaruje se primjenom reducirajucih sredstava
(sulfiti, askorbinska kiselina i analozi, cistein i druge tiolne tvari), aminokiselina, peptida,
proteina, citosana. Reduciraju¢a sredstva reagiraju s produktima oksidacije PPO i
sprjeCavaju nastajanje obojenog produkta, odnosno neenzimskog dijela reakcije koji
rezultira nastajanjem melanina. Nazivaju se reduciraju¢im sredstvima budu¢i da drze

supstrat u reduciranom obliku.**

Djelovanje na kisik

Obzirom da je jedan od uvjeta nastanka posmedivanja prisustvo kisika, da bi se sprijecilo
nastajanje smede boje treba ukloniti uzrok koji dovodi do njenog nastanka. To znaci da

treba ukloniti kisik, a to se moze uciniti na vise nacina. Neki od njih su potapanje svjezeg
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voca 1 povréa u vodu ili u otopine kiselina (limunske, askorbinske), otopinu Secera ili

kuhinjske soli, pakiranje u vakuumu, u modificiranoj atmosferi, itd.°
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Kemikalije

Prilikom izrade ovog rada koriStene su slijede¢e kemikalije:

- katehol (1,2-dihidroksi-benzen)
- detergent triton X-100
- poli(vinilpoli-pirolidon) (PVPP)

Navedene kemikalije pribavljene su od tvrtke Sigma — Aldrich, Steinheim, Njemacka.
Ostale koriStene kemikalije:

- natrijev- klorid (NaCl)

- natrijev- hidrogenfosfat (NazHPO.)

- natrijev- dihidrogenfosfat (NaH2PQO4)

- natrijev fosfatni pufer 0,2 M (pH = 6,5)
- natrijev fosfatni pufer 0,05 M (pH = 6,5)

Navedene kemikalije pribavljene su od tvrtke Kemika, Zagreb, Hrvatska ili

-----

3.2. Uredaji
Prilikom izrade ovog rada koristeni su slijede¢i uredaji:

- uredaj za liofilizaciju (Labconco, SAD)

- ultrazvucni procesor visokog intenziteta (model UP 400 S, "dr. Hielscher"
GMBH, Tetlow, Njemacka)

- uredaj za centrifugiranje (model 1200 R, Niive, Turska)

- UV-Vis spektrofotometar (BioTek Synergy HTX, Winooski, VT, USA)
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3.3. Materijali i obrada uzoraka

U istrazivanju su koriSteni uzorci plodova borovnice koji su nabavljeni na trznici u Splitu,
u srpnju 2015. godine. Uzorci su raspodijeljeni u Cetiri grupe: jedna skupina plodova koja
se koristila kao uzorak borovnice u svjezem stanju (mehanicki homogenizirano), druga
grupa plodova pasterizirana je na 80 °C tijekom 5 minuta, treca grupa plodova odmah
nakon nabavke je liofilizirana u uredaju za liofilizaciju na Institutu za jadranske kulture i
melioraciju kra u Splitu, pri temperaturi od -55 °C. Cetvrta grupa plodova je pohranjena
na temperaturi od -20 °C, do trenutka kada je u Laboratoriju za procesno-prehrambeno
inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu obradena

ultrazvucnim procesorom visokog intenziteta.

Tablica 2. prikazuje eksperimentalni dizajn tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

(preuzeto iz diplomskog rada Zvonimira Mostarca, 2016)%°.

Ukupno 11 uzoraka smrvljenih plodova borovnice obradeno je sondom pri ¢emu su
koriStene razliCite temperature tretmana, razliita snaga te razliCito vrijeme trajanja

postupka obrade.
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Tablica 2. Dizajn tretmana uzoraka borovnice ultrazvukom visokog intenziteta®

Amplituda Tretman
Uzorak vrijeme P(W) TI1(°C) T2(°C)

(%) .

(min)

Al 100 6 60 7 72
A2 50 6 37 10 50
A3 50 9 30 10 66
A4 100 9 52 12 78
A5 75 6 45 12 65
A6 50 3 45 15 45
AT 75 6 48 15 68
A8 75 3 57 17 45
A9 100 3 70 16 35
Al0 75 6 47 19 50
All 75 9 42 21 70

P — Snaga (W), T1 — poCetna temperatura (°C), T2 — krajnja temperatura (°C)

3.4. Ekstrakcija (izolacija) polifenoloksidaze

Polifenoloksidaza je izolirana iz 4 razli¢ito obradena uzorka borovnice na dalje opisan
nacin. Ekstrakcijsko otapalo je sadrzavalo 4% (w/v) poli(vinilpoli-pirolidona) (PVPP),
1% (v/v) detergenta triton X-100 i 1 M NaCl, sve otopljeno u 0,2 M fosfatnom puferu
(pH=6,5). Svi uzorci su prethodno homogenizirani u kasu (pire), zatim je od svakog
uzorka uzeto 4,5 mL kaSe te je kaSi dodan jednak volumen ekstrakcijskog otapala.
Otopina je ponovno homogenizirana pri temperaturi od 4 °C u trajanju od 3 minute, a
zatim centrifugirana pri 9000 xg, temperaturi od 4 °C i u trajanju od 30 minuta. Dobiveni
supernatant se koristio kao enzimski ekstrakt te je dalje koriSten prilikom odredivanja

aktivnosti istog enzima.*®
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3.5. Odredivanje aktivnosti enzima polifenoloksidaze

Postupak odredivanja aktivnosti enzima polifenoloksidaze (PPO) proveden je prema
metodi opisanoj u radu Terefe i sur. (2013)°. Za test aktivnosti PPO pripravljena je
smjesa koja je sadrzavala 300 uL ekstrakta enzima i 1.5 mL 0,07 M Kkatehola
pripremljenog u 0,05 M fosfatnom puferu (pH=6,5). Uzorak slijepe probe pripremljen je
na isti na¢in osim §to se umjesto ekstrakta enzima koristio 0,2 M fosfatni pufer (pH=6,5).
Apsorbancija je pracena pri valnoj duljini od 420 nm i sobnoj temperaturi tijekom perioda
od 10 minuta koriste¢i UV-Vis spektrofotometar. Aktivnost enzima PPO izraZena je
graficki (ovisnost promjene apsorbancije o vremenu) i racunski (aktivnost enzima u

obradenim uzorcima u odnosu na aktivnost enzima u svjezim uzorcima).

Slika 4. Mikrotitarska ploc¢ica s uzorcima nakon mjerenja aktivnosti polifenoloksidaze
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4. REZULTATI

U laboratoriju je odradeno 8 mjerenja za svaki uzorak, a rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost.

Na Slici 5. nalazi se graf koji prikazuje ovisnost promjene apsorbancije o vremenu za

svjeze uzorke borovnice.

2,5

1,5

0,5

Apsorbancija pri 420nm
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Vrijeme/min

Slika 5. Graf ovisnosti promjene apsorbancije po minuti za svjeze uzorke borovnice
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Na Slici 6. nalazi se graf koji prikazuje ovisnost promjene apsorbancije o vremenu za

pasterizirane uzorke borovnice.
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Slika 6. Graf ovisnosti promjene apsorbancije 0 vremenu za pasterizirane uzorke

borovnice

Smanjenje aktivnosti PPO u pasteriziranim uzorcima borovnice u odnosu na svjeze

uzorke izracunato je za 2. i 8. minutu mjerenja.

% u 2. min. = [Abs(svj.) — Abs(past.)]/ Abs(svj.)
=(1,03-0,953)/ 1,03 =7,5%

% u 8. min. = [Abs(svj.) — Abs(past.)]/ Abs(svj.)

=(1,826 —1,631)/ 1,826 = 10,7%
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Na Slici 7. nalazi se graf koji prikazuje ovisnost promjene apsorbancije o vremenu za

liofilizirane uzorke borovnice.
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Slika 7. Graf ovisnosti promjene apsorbancije o vremenu za liofilizirane uzorke

borovnice

Smanjenje aktivnosti PPO u liofiliziranim uzorcima borovnice u odnosu na svjeze uzorke

izraCunato je za 2. i 8. minutu mjerenja.

% u 2. min. = [Abs(svj.) — Abs(liof.)]/ Abs(svj.)
= (1,03 -0,148)/ 1,03 = 85,6%

% u 8. min. = [Abs(svj.) — Abs(liof.)]/ Abs(svj.)

=(1,826 - 0,193)/ 1,826 = 89,4%
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Na Slici 8. nalazi se graf koji prikazuje ovisnost promjene apsorbancije o vremenu za

uzorke borovnice tretirane ultrazvukom visokog intenziteta.
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Slika 8. Graf ovisnosti promjene apsorbancije o vremenu za uzorke borovnice tretirane

ultrazvukom visokog intenziteta

Smanjenje aktivnosti PPO u uzorcima borovnice tretiranima ultrazvukom visokog

intenziteta u odnosu na svjeze uzorke izra¢unato je za 2. i 8. minutu mjerenja.
% u 2. min. = [Abs(svj.) — Abs(UZV)]/ Abs(svj.)

=(1,03-1,076)/ 1,03 = -4,5%
% u 8. min. = [Abs(svj.) — Abs(UZV)]/ Abs(svj.)

=(1,826 - 1,938)/ 1,826 = -6,1%
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Tablica 3. prikazuje odnose smanjenja aktivnosti enzima polifenoloksidaze u razlicito

tretiranim uzorcima u odnosu na aktivnost enzima u svjezim uzorcima U 2. i 8. minuti

mjerenja.

Tablica 3. Smanjenje aktivnosti PPO u tretiranim uzorcima u odnosu na aktivnost PPO

u svjezim uzorcima

Uzorak % u 2. min % u 8. min
pasterizirani 7,5 10,7
liofilizirani 85,6 89,4

uzv -4.5 -6,1
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5. RASPRAVA

Borovnice (Vaccinium corymbosum L.) se smatraju jednim od najbogatijih izvora
fenolnih spojeva, koji posjeduju visoku bioloSku aktivnost. Od spomenutih spojeva u
borovnicama dominiraju antocijani koji su odgovorni i za tamno-plavu boju plodova.
Uloga fenola i drugih bioloski aktivnih spojeva postaje sve viSe zanimljiva
znanstvenicima zbog njihovog blagotvornog djelovanja na ljudsko zdravlje i ublazavanja
razli¢itih kroni¢nih oboljenja. Voce 1 povrée obiluje fenolnim spojevima ¢iji ucinak ovisi
0 njihovom unosu i biodostupnosti, a njihovo je djelovanje ¢esto ograni¢eno i zbog lose

apsorpcije.

Boja hrane je prvi i najznacajniji ¢imbenik za prihvatljivost prehrambenog proizvoda od
strane potrosaca, a prehrambeni proizvodi s visokom kvalitetom boje obi¢no imaju vecu
vrijednost na trziStu. Promjena boje je kompleksan proces tijekom kojeg monofenolni
spojevi, uz nazocnost polifenoloksidaze i kisika prelaze u kinone, koji sudjeluju u
procesima kondenzacije 1 zajedno s visokomolekularnim spojevima daju smede do crno
obojene pigmente. Enzimsko posmedivanje je funkcija aktivnosti enzima i koncentracije
supstrata u plodu te o njihovim koncentracijama ovisi stupanj posmedivanja. Borovnice,
kao voce koje je izrazito bogato fenolnim spojevima, izuzetno su podlozne procesima

posmedivanja.

U ovom radu usporeden je utjecaj razliCitih tehnika obrade uzoraka borovnice na
aktivnost enzima polifenoloksidaze. Usporedena je aktivnost enzima polifenoloksidaze u
uzorcima svjeze borovnice, uzorcima podvrgnutima termickoj obradi (pasterizacija na
80 °C/ 5 min), liofiliziranim uzorcima te uzorcima tretiranima ultrazvukom visokog
intenziteta. Aktivnost enzima polifenoloksidaze mjerena je koriste¢i spektrofotometrijsku
metodu. Koriste¢i UV-Vis spektrofotometar mjerena je apsorbancija u kontinuitetu pri
valnoj duljini od 420 nm i sobnoj temperaturi tijekom perioda od 10 minuta. Napravljeno

je osam mjerenja za svaki uzorak, a rezultati su prikazani kao njihova srednja vrijednost.

Iz dijagrama ovisnosti promjene apsorbancije o vremenu za pojedine uzorke izracunato
je smanjenje aktivnosti enzima PPO u odnosu na aktivnost enzima u svjezem uzorku za
2. 1 8. minutu kako bi se lakSe uocile varijacije enzimske aktivnosti. Pretpostavljamo da
u svjezem uzorku enzim ima maksimalnu aktivnost jer struktura enzima nije narusena

djelovanjem izvana.
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Na Slici 4., gdje je prikazana mikrotitarska ploc¢ica s uzorcima nakon mjerenja, jasno se
vidi smede obojenje na mjestima svjezih uzoraka, (Al, B1, C1, D1), sto dokazuje da je
enzim aktivan i da je doslo do enzimskog posmedivanja. Kod pasteriziranih i ultrazvukom
tretiranih uzoraka imamo sli¢nu situaciju, takoder dolazi do posmedivanja (vidljivo na
slici). Ako pogledamo mikrotitarsku plo¢icu s uzorcima nakon mjerenja na mjestu gdje
su se nalazili liofilizirani uzorci, ne uo¢avamo smede obojenje ili je ono jedva vidljivo
(E1, F1, G1, HI1), s§to nam govori da je aktivnost enzima nakon postupka liofilizacije
mnogo manja u odnosu na njegovu aktivnost u svjezim uzorcima. AKo usporedimo
vrijednosti aktivnosti enzima PPO u 2. i 8. minuti za liofilizirane uzorke, vidimo da je
aktivnost smanjena za gotovo 90% u odnosu na aktivnost PPO u svjezem uzorku.
Aktivnost enzima PPO za pasterizirane uzorke u odnosu na aktivnost u svjezim uzorcima,
smanjena je za 7,5% u 2. minuti mjerenja te 10,7% u 8. minuti mjerenja. Kod rac¢unanja
aktivnosti enzima za uzorke tretirane ultrazvukom visokog intenziteta dobili smo
negativne vrijednosti, §to bi upuéivalo na to da je aktivnost enzima PPO (neznatno) veca
u tako tretiranim uzorcima nego u svjezim uzorcima. Poznato je da ultrazvu¢ni tretman
denaturira enzim, $§to dovodi do konformacijskih promjena enzima i smanjenja njegove
aktivnosti pa su dobiveni rezultati iznenadujuci. Ako usporedimo dobivene vrijednosti za
ultrazvukom tretirane uzorke s rezultatima dobivenim u sli¢nim istrazivanjima, a
objavljenima u knjizi "Ultrasound: Advances in Food Processing and Preservation"!’
vidimo da se vrijednosti uvelike razlikuju. U jednom istrazivanju koje se provodilo na
uzorcima jagoda, nakon obrade ultrazvukom dobivena je zaostala aktivnost enzima
polifenolokidaze iznosila 25%. Ucinak ultrazvuka na enzim ovisi o ultrazvu¢nom
intenzitetu, trajanju procesa, temperaturi, tlaku, pH uzorka i drugim faktorima pa
pretpostavljamo da je uzrok neocekivanom rezultatu pogreska u nekom od ovih

parametara.

Zakljucujemo da je kod liofiliziranih uzoraka borovnice aktivnost enzima PPO u odnosu
na aktivnost PPO u svjezim uzorcima najviSe smanjena te je uzorak sacuvan od
enzimskog posmedivanja. Usporeduju¢i rezultate smanjenja aktivnosti enzima
polifenoloksidaze za uzorke podvrgnute razliCitim tretmanima obrade u odnosu na
aktivnost enzima u svjezim uzorcima jasno je da postupak liofilizacije plodova borovnice
predstavlja optimalan izbor u cilju ofuvanja stabilnosti bioloski aktivnih spojeva
borovnice u odnosu na postupak pasterizacije te na tretman obrade plodova ultrazvukom

visokog intenziteta.
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. ZAKLJUCAK

aktivnost enzima polifenoloksidaza skrac¢uje rok trajanja plodova borovnice

u svjezim uzorcima borovnice aktivnost enzima polifenoloksidaze je maksimalna
te dolazi do vidljivog enzimskog posmedivanja

u pasteriziranim i ultrazvukom tretiranim uzorcima takoder dolazi do enzimskog
posmedivanja Sto je vidljivo golim okom na mikrotitarskoj plo€ici s uzorcima
smanjenje aktivnosti enzima PPO u pasteriziranim uzorcima iznosi 7,5% u 2.
minuti, te 10,7% u 8. minuti mjerenja u odnosu na aktivnost enzima u svjezim
uzorcima

aktivnost enzima PPO u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta ima
negativne vrijednosti u odnosu na aktivnost enzima u svjeZim uzorcima
borovnice, te u usporedbi s rezultatima nekih sli¢nih istrazivanja ove vrijednosti
nisu prihvatljive

aktivnost enzima PPO u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta nije
smanjena pa zaklju¢ujemo da se radi 0 eksperimentalnoj pogresci

vrijednost aktivnosti enzima PPO u liofiliziranim uzorcima smanjena je za gotovo
90% u odnosu na aktivnost istog enzima u svjeZim uzorcima u 8. minuti mjerenja
postupak liofilizacije pokazao se optimalnim nafinom inhibicije aktivnosti
enzima polifenoloksidaze u odnosu na aktivnost enzima u svjezim plodovima te
u odnosu na aktivnost u plodovima podvrgnutim postupku pasterizacije i tretmanu
ultrazvukom visokog intenziteta

postupak liofilizacije plodova borovnice predstavlja optimalan izbor u cilju
sprjeCavanja enzimskog posmedivanja plodova, oCuvanja stabilnosti bioloski

aktivnih spojeva te produzetka perioda konzumacije borovnice
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