Milos Micic¢

Odredivanje termiCke stabilnosti
vitamina C u jabukama

Ispitivana je termicka stabilnost U-askorbinske kiseline (vitamina C) u dve vrste
jabuka: Delises — crvene i lliljace — zelenokore. Pracena je promena koncen-
tracije vitamina C u funkciji vremena pri temperaturama od 51°c, 65°C i 80°C
u standardnom rastvoru Q-askorbinske kiseline u kori i srZi jabuka metodom po
J. Tillmans-u. Rezultati pokazuju da je vitamin C najstabilniji u kori crvene
jabuke gde ga ima i najvise. Utvrdeno je da se mehanizam reakcije razgradnje
vitamina menja kod svih uzoraka jabuka izmedu 51°C i 65°C, dok je kod rastvora
Ciste Q-askorbinske kiseline red reakcije na svim temperaturama uvek jedan.

Uvod

Vitamini su slozena organska jedinjenja sa razliCitim funkcionalnim
grupama, koji kataliticki deluju na procese u Celijama. Svaki vitamin igra
specifi¢nu ulogu i ne moZ se zameniti nekom drugom supstancom. Co-
vekov organizam neke vitamine uopSte ne proizvodi, a neke ne proizvodi
u dovoljnim koli¢inama. Askorbinska kiselina je jedno od vaznih jedinjenja
koje Covek mora obezbediti hranom jer je ne moZe sintetisati.

Vitamin C ima vaZznu ulogu u metabolizmu Coveka: pri sintezi nekih
jedinjenja, ubrzava zgruSavanje krvi, poboljSava imunoloski status or
ganizma i tako Stiti od infekcija. Kao biokatalizator i antioksidans javlja
se u gotovo svim plodovima. Nakon branja voca i povréa i posle termicke

Milo§ Micic (1982),
. . B . vy - .. Kragujevac, Josifa
nepovoljnim uslovima vitamin C se moZe ¢ak i potpuno unistiti. Od nacina = §yersona 6/11-19,

obrade namirnica, sadrZaj vitamina C brzo opada, a ako se hrana Cuva u

pripremanja hrane (temperature kojoj je namirnica izloZena i vreme treti ucenik 2. razreda
ranja), takode zavisi sadrZaj vitamina C. g;;za];:?fwevmke
Raznim eksperimentima je potvrdeno da slobodni radikali mogu da

ucestvuju u izazivanju i razvoju preko 100 bolesti ljudi i Zvotinja. Osno- MENTOR:
prof. dr Aleksandar

Teodorovic, profesor
ima upravo tu osobinu. Stoga se sve intenzivnije sprovode ispitivanja PMF-a u Kragujevcu

vno sredstvo borbe protiv slobodnih radikala su antioksidansi, a vitamin C

298 * PETNICKE SVESKE DEO I



razli¢itih faktora koji mogu uticati na stabilnost askorbinske kiseline. Po-
znato je da je vitamin C termolabilan i da njegova stabilnost varira od
sredine u kojoj se nalazi.

Cilj ovog rada je ispitivanje termiCke stabilnosti vitamina C u dve v
ste jabuka (Ililjace i DeliSes) koje su uzete za ispitivanje zbog Ceste upo-
trebe u ishrani. Pradena je promena koncentracije O-askorbinske kiseline u
funkciji vremena na razli¢itim temperaturama (51°C, 65°C i 80°C) u ra-

stvoru O-askorbinske kiseline i delovima ploda jabuke (kora i sr7).

O-askorbinska kiselina

Postoji vise bioloski aktivnih askorbinskih kiselina. Njihovo bioloSko
dejstvo uzrokovano je prisustvom endiolne grupe od koje potice velika re-
dukciona mo¢ i biohemijsko dejstvo askorbinske kiseline, kao i od komn
figuracije na cetvrtom C atomu i broja C atoma. Najvecu biolosku
aktivnost pokazuje Ol-askorbinska kiselina (100%), zatim 6-dezoksi-O-asko-
rbinska kiselina (33%), pa O-ramnoaskorbinska kiselina (20%) itd. Vita-
minsku aktivnost ima i prvi oksidacioni proizvod O-askorbinske kiseline —

O-dehidroaskorbinska kiselina, dok neki oblici askorbinske kiseline, kao na
primer: D-glukoaskorbinska kiselina, D-galaktoaskorbinska kiselina nemaju
biolosko dejstvo (Ribi¢-Zelenovi¢ 1998).

Ustanovljeno je da u normalnim uslovima, u prirodnom biljnom ma
terijalu preovladuje O-askorbinska kiselina (oko 95%), dok se dehidroasko-
rbinska kiselina javlja u malim koli¢inama (oko 5%). Nosilac vitaminske
aktivnosti u prirodnom materijalu je sistem
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L-askorbinska kiselina L-dehidroaskorbinska kiselina

koji moZ ulestvovati kao intermedijerni prenosni sistem vodonikovih ato-
ma i elektrona u oksido-redukcijskim procesima u Zvoj ¢eliji biljnih i ant
malnih tkiva.

Szent-Gyorgyi i Rusznyak su ustanovili 1936. godine da se aktivnost
askorbinske kiseline (oksido-redukcija) odvija uz uceSée nekog pred
stavnika grupe vitamina P (DZami¢ 1973). Pod vitaminom P podrazumeva
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se grupa jedinjenja biljnih pigmenata koji se nalaze u proizvodima ishrane.
To su flavonoidi tipa katehina, flavona i flavonola, koji se nalaze u biljnim
tkivima zajedno sa askorbinskom kiselinom. Njihovi molekuli poseduju vi
§e hidroksilnih i karbonilnih grupa preko kojih mogu da ulestvuju u
enzimskim procesima oksido-redukcije. U biljnom svetu je prisutno vise
stotina raznih tipova flavonoida, koji se nalaze u obliku svojih aglikona, a
koje karakteriSe molekulsko grupisanje tipa Cs-C3-Ce:

Sposobnost ove grupe vitamina da sacuva O-askorbinsku kiselinu od
oksidacije, kao i njihova uzajamna veza dokazana je mnogim istraZivan
jima. Tako na primer, Vitamini C i P zajedno poseduju mnogo visi tera
peutski efekat nego pojedinacno i pri tome obrazuju dvostruku kariku u
odgovarajuéem sistemu u kome ucestvuju u oksido-redukciji. Pokazano je
da askorbigen predstavlja kompleks vitamina C sa polifenolima (Filip-
povich 1985).

Pri razjaS§njavanju uticaja bioflavonoida (Cajnih katehina i rutina) na
stabilnost O-askorbinske kiseline u organizmu Zvotinja, u uslovima de-
lovanja visokih i niskih temperatura, pokazalo se da katehini sprecavaju
sniZzenje koncentracije askorbinske kiseline u jetri i nadbubreznim
Aezdama. Smatra se da flavonoidi spreCavaju ireverzibilno razlaganje O-
dehidroaskorbinske kiseline, kao i1 da su oni sposobni da pri pregrevanju
organizma obrazuju O-askorbinsku kiselinu iz dehidroaskorbinske kiseline
i na taj nacin omoguce ponovno ukljucivanje vitamina C u redoks-sisteme
i redoks-tokove (DZami¢ 1973). Na primeru rutina, jednog od veoma
rasprostranjenih bioflavonoida, pokuSacemo da objasnimo ovu pojavu. Nje-
gova Sematska razgradnja u organizmu izgleda:

~OH Rutin (R=C12H210‘))
Kvarcetin (R=H)

CH:COOH
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U hemijskom pogledu, rutin je glikozid koji se sastoji iz kvarcetina i
glukoramnoze. Pri otcepljenju njegovog saharoznog ostatka, obrazuje se
rutinov aglikon kvarcetin. Udaljavanjem heterociklicnog prstena kvarcetin
prelazi u aromati¢nu kiselinu koja sadrzi dve OH grupe fenolnog tipa (Ha
rborne 1968). Pretpostavlja se da one imaju ulogu da predaju atome vo-
donika dehidroaskorbinskoj kiselini i na taj nacin je prevode u

O -askorbinsku kiselinu..

Prisustvo bioflavonoida u jabukama je dokazao L.I. Vigorov 1968 i
to: leukoantociana 4.5-6.0 mg/mL, katehina 1.0-1.5 mg/mL, a kvarcetina
ima oko 0.6 mg/mL (DZzami¢ 1989). Orto-polozaj hidroksilnih grupa u
bo¢nom aromati¢nom prstenu na C-3 i C-4 pojacava, prema J. Fragneru i
J. Davidenu (1964) antioksidujuée dejstvo flavonoida, dok ista grupa na
polozaju C-5 i C-7 ima za posledicu smanjenje antioksidantnog dejstva:

O 0
CHOH CHOH

Katehin Leukoantocianin Katehin

Materijal 1 metode

Uzorci 5.678 X 10~ M rastvora O-askorbinske kiseline i sokova koji
su pripremani od kora i pulpi svezih plodova jabuka roda 1999. godine, sa
podrugja Sumadije izlagani su konstantnim temperaturama. Kori§cene su

crvene (Delises) 1 zrele zelene (Ililjace) jabuke.

Priprema soka kore i pulpe jabuka

Kora je odvojena metalnim nozem. Sok je pripremljen tako Sto je
uzorak preliven mineralnom vodom dvostruke mase jer je rastvor O-asko-
rbinske kiseline stabilan u odsustvu kiseonika u atmosferi ugljenik-IV-ok-
sida, Ny ili HpS (DZami¢ 1973), a zatim meSan i proceden. Ovako dobijeni
ekstrakti kora 1 pulpi zelenih i crvenih jabuka izlagani su konstantnim tem-
peraturama od 51°C, 65°C i 80°C maksimalno 4.5 Casa, a alikvoti za
analizu su odredivani posle 30, 60, 120 minuta itd. Uporedo, standardni
rastvor O-askorbinske kiseline takode je izlagan dejstvu pomenutih tempe-

ratura.
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Odredivanje O-askorbinske kiseline u vodenom rastvoru —
postupak po J. Tillmans-u (Trajkovié et al. 1983)

Odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline titracijom 2,6-dihlorfeno-
lindofenolom (Tillmans-ov reagens — TR) zasniva se na oksidaciji 0-asko-

rbinske kiseline u O-dehidroaskorbinsku kiselinu, 2,6-dihlorfenolindo-

fenolom:
0=0 0=0
I I _‘
HO-C “ 0=C
I o “ o ¢l
DD — e
H-C H-C
| Cl | Cl
HO-C HO-C
CH,0H (I:HQOH
L-askorbinska 2 6-dihlorfenolindofenol L-dehidroaskorbinska
kiselina kiselina

U alikvot od 1 mL rastvora askorbinske kiseline je dodato 2.5 mL
rastvora smeSe kiselina CH3COOH i HPO3. Titracija se izvodi rastvorom
Tillmans-ovog reagensa odredenog titra u kiseloj sredini, pri ¢emu se mora
voditi racuna o pH vrednosti. Titracija se izvodi na pH 4-6. TR sluz kao
indikator. Pri reakciji nastaje bezbojno jedinjenje, a viSak rastvora TR
(plave boje) u kiseloj sredini prelazi u crvenkastu boju. Uporedo sa
glavnom probom virsi se i slepa proba. UtroSak TR za slepu probu se
oduzima od utroSka TR za glavnu probu. Zbog vece tacnosti, za svaku
vrednost koncentracije vitamina C su izvedena po dva merenja.

Odredivanje O-askorbinske kiseline u sokovima jabuke

Promena boje inikatora nije lako uocljiva pri analizi obojenih
uzoraka. Dodatkom di-etil-etra ovaj problem se prevazilazi posto etarski
sloj (gornji) ekstrahuje TR, a ne ekstrahuje crvenu boju jabuke.

Napomena: Pri ovim merenjima odredivana je samo koncentracija O-
askorbinske kiseline, s obrzirom na pretpostavku da se u biljnom materi-
jalu O-dehidroaskorbinska kiselina nalazi u veoma malim koli¢inama
(0-5%), tj. preovladuje O-askorbinska kiselina (95-100%).

Rezultati 1 diskusija
Dobijene vrednosti za pocetne koncentracije O-askorbinske kiseline i
relativne brzine reakcije razlaganja vitamina na 51°C u odnosu na Cist

uzorak (100%) prikazane su u tabeli 1.
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Tabela 1. Pocetne koncentracije O-askorbinske kiseline u uzorcima
neposredno pre termickog tretiranja i odnos brzina reakcije razlaganja
vitamina na 51°C u odnosu na Cist uzorak (100%)

Masa vitamina u 100 g  Relativna brzina

Uzorak sveZeg uzorka [mg] razlaganja [%)]
Crvena kora 0513 88
Zelena kora 0.486 54
Crvena pulpa 0.363 42
Zelena pulpa 0.174 12

Iz ove tabele se vidi da je koncentracija O-askorbinske kiseline veca
u kori nego u pulpi. Takode se primecuje da kore i pulpe crveno obojenih
jabuka imaju veci sadrzaj vitamina C nego Sto je to slucaj kod zelenih.

Rezultati ispitivanja promene koncentracije vitamina C u odnosu na
vreme pri konstantnim temperaturama od 51°C, 65°C i 80°C prikazani su
na slici 1. Na apscisama se nalazi vreme u minutima, a na ordinatama pro-
cenat O-askorbinske kiseline koji je ostao u uzorku. T je oznaka za rastvor
Cistog vitamina C Ciji je pH 2.85; ZP i ZK su oznake za pulpu i koru zrele
zelene jabuke Ciji je pH 4.6 i 4.2, respektivno, a CP i CK su pulpa i kora
crvene jabuke sa pH vrednostima 6.1 i 6.4, respektivno. Brojevi pored ovih
oznaka na slikama oznacavaju temperature kojima su uzorci izlagani.

Kako je za uzorak Cistog vitamina C na sve tri temperature dobijena
linearna zavisnost izmedu In ¢ i vremena, gde je sa ¢ oznacena koncentracija
O-askorbinske kiseline, moZ se zakljuciti da razgradnja vitamina C u ovim
uzorcima prati kinetiku reakcije prvog reda u odnosu na vitamin C.

Na isti nacin je uoCeno da razgradnja O-askorbinske kiseline u svim
ispitivanim uzorcima na 51°C prati kinetiku reakcije prvog reda u odnosu
na vitamin C. Pokazano je da na temperaturama 65°C i 80°C reakcija
razgradnje O-askorbinske kiseline nije reakcija prvog reda u odnosu na vi
tamin C. Na taj naCin moZe se pretpostaviti da se mehanizam razgradnje
-askorbinske kiseline menja izmedu 51°C i 65°C. Brzina razgradnje vi
tamina C na 51°C se moZ predstaviti na slede¢i nacin:

de _ _
ar - k c

Poredenjem dobijenih vrednosti za k u razli¢itim uzorcima moZe se
zakljuciti da je brzina razgradnje najveca u Cistom rastvoru O-askorbinske
kiseline. U tabeli 1 su prikazane konstante brzina razgradnje vitamina C u
razli¢itim uzorcima u odnosu na konstantu brzine razgradnje vitamina C u
rastvoru Cistog vitamina C sracunato u procentima.
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Slika 1 (naspramna
strana).

Grafici promene
kolic¢ine
A-askorbinske
kiseline u vodenom
rastvoru, pulpi i kori
crvenih i zelenih
jabuka u funkciji
vremena.

Figure 1 (opposite
page).

The change of
Q-ascorbic acid
amount in pure water
(T), in kernel (CP)
and bark (CK) of red
apples, and in kernel
(ZP) and bark (ZK)
of green apples as
the function of time.
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Najmanji gubitak O-askorbinske kiseline je kod crvene kore, dok je
najvise vitamina razoreno u Cistom uzorku vitamina C. Ovi rezultati vaze
za sve posmatrane temperature.

Odatle se vidi da je O-askorbinska kiselina najpostojanija u kori cr-
venih jabuka. MoZe se pretpostaviti da supstance koje su nosioci boje (bio-
flavonoidi) ujedno i Stite vitamin C od raspadanja. Pretpostavlja se da se
u uzorcima jabuke na 51°C odigrava reakcija redukovanja O-dehidroask-
orbinske kiseline u O-askorbinsku kiselinu pomocu bioflavonoida, cije
hidroksilne grupe predaju vodonikove atome i na taj nacin regeneriSu vi
tamin C. Medutim, na vi§im temperaturama je brzina raspadanja O-askor-
binske kiseline veca, pa se bioflavonoidi prevode u oblik pogodniji za brzm
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redukciju O-dehidroaskorbinske kiseline, a to je aromaticna kiselina, koja
je produkt raspadanja kvarcetina na viSim temperaturama. Sa povecanjem
temperature raste broj molekula koji se prevode u aromati¢nu kiselinu, a
samim tim opada broj molekula bioflavonoida koji ucestvuju u regeneraciji
vitamina C. Na temperaturi oko 65°C koncentracija vitamina C u jabuci
opada pribliZno istom brzinom kao u rastvoru ciste O-askorbinske kiseline,
jer nema bioflavonoida koji uCestvuju u obnavljanju O-askorbinske
kiseline. Na neSto vi$oj temperaturi pocinju da se pojavljuju aktivniji oblici
bioflavonoida i oni se obrazuju samo u onoj koliini koja je dovoljna da
bi se regenerisala O-askorbinska kiselina koja je oksidovala neposredno
nakon pojave prvog molekula ove vrste, tj. brzina razgradnje vitamina C
se na svakoj sledecoj temperaturi povecava za istu vrednost za koji se
povecala brzina stvaranja aromati¢ne kiseline iz bioflavonoida. Na ovaj
nacin se moZ naci odgovor na pitanje zaSto koncentracije vitamina C na
65°C i 80°C opadaju priblizno istom brzinom.

Sa grafika se takode vidi da je vitamin C u pulpi crvene jabuke nesta
bilan $to se moZ objasniti visokom pH vrednoscu 6.1, a poznato je da je
vitamin C najstabilniji pri pH vrednostima oko 4 (Trajkovic et al. 1983).

Zakljucak

Pokazano je da je termicka stabilnost O-askorbinske kiseline u
crvenoj kori jabuka znatno veda nego u neobojenim delovima. To se moZze
objasniti zaStitnim dejstvom onih supstanci koje daju boju jabuci, odnosno
koje se nalaze u kori jabuka.

Utvrdeno je da je razgradnja vitamina C u jabukama na temperaturi od
51°C reakcija prvog reda, dok se izmedu 51°C i 65°C menja mehanizam re-
akcije Sto navodi na pretpostavku da supstance koje utiCu na stabilnost vita
mina C kod jabuka imaju znacajnu ulogu u regulaciji koncentracije vitamina
C 1 svojim delovanjem menjaju mehanizam reakcije.

Askorbinska kiselina je takode stabilnija u zelenim jabukama sa pH
vredno$¢u oko 4 nego u srz crvene jabuke (pH = 6.1). Ovo je u saglas-
nosti sa teorijskim tvrdenjem o stabilnosti vitamina C na razli¢itim pH vre-
dnostima. Uz to, crvena pulpa nema pigmente kao kora, a brzina
razgradnje O-askorbinske kiseline je u njoj veca. Odavde se jo§ jednom
moZe zakljuciti da postoji povezanost supstanci koje su nosioci pigmenta
u jabuci, a to su bioflavonoidi, sa stabilnos¢u vitamina C u njima.

Radi dobijanja jasnije slike o uticaju temperature na stabilnost vita
mina C u prisustvu bioflavonoida, bilo bi korisno ponoviti istrazivanja za
uzorke sa slicnim pH vrednostima. Na taj nacin bi uslovi za razgradnju
bioflavonoida do aktivnijeg oblika (fenol-sircetna kiselina) bili identi¢ni.
Pored toga, time bi se mogao dati veéi znacaj prakticnom aspektu istra-
Zivanja.
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Milos Micic
Determination of Thermal Stability of Vitamin C in Apples

Thermal stability of vitamin C was determined in two species of ap-
ples: red DelisSes and green, Ilinjace. Concentration of vitamin C was me-
asured as the function of time at three different temperatures: 51°C, 65°C

and 80°C. There were five samples: water solution of O-ascorbic acid, as

the standard, and bark and kernel of the apples. The concentration of O-
ascorbic acid was determined by the method of J. Tillmans (Trajkovic et
al. 1983).

It is shown that the thermal stability of O-ascorbic acid is appreciably
higher in red bark than in uncolored components. This can be explained
by preserving influence of those substances that give color to the apple on
vitamin C stability like those present in apple bark.

The decomposition of vitamin C in apples on 51°C is a first order
reaction, while the reaction mechanism changes between 51°C and 65°C.
These facts are in accordance with the hypothesis that apple pigments have
an important role in controling vitamin C concentration. They also change
the mechanism of decomposition of vitamin C.
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Ascorbic acid is more stable in the kernel of green apples with pH
value about 4 than in kernels of red apples (pH = 6.1). This is in accord-
ance with a theoretical proposition about the stability of vitamin C on dif-
ferent pH values (the most stable is on pH value 4). Besides, red kernel
doesn’t have pigments as bark, and alpha-ascorbic acid decomposition rate
is higher in red kernel than in bark. From this, it can be once again comn
cluded that there is some coordination between vitamin C stability in ap-
ples, and those substances that are carrying color in apples, i.e.
bioflavonoids.

In order to clarify ideas about the thremal stability of vitamin C in
bioflavonoid enviroment, it could be usefull to repeat the search for sam-
ples with the same pH values. In this way the conditions for bioflavonoid
destruction to more active form (fenol-acetic acid) would be the same.
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