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Rezime. Nakon industrijske prerade jabuka ostaje oko 25% jabuc¢nog tropa, koji sadrzi potencijalno
vredne nusproizvode, kao $to je seme jabuka. U ovom radu ispitivana je oksidativna stabilnost i
antioksidativna aktivnost ulja izdvojenih postupkom hladnog presovanja iz semena tri sorte jabuka
Ajdared, Zlatni deliges i Sumatovka. Kao pokazatelji sadrzaja primarnih produkata oksidacije dobi-
jenih ulja odredivani su peroksidni broj i konjugovani dieni. Kao pokazatelji sadrzaja sekundarnih
produkata oksidacije ulja odredivane su vrednosti anisidinskog broja i konjugovanih triena. Oksi-
dativna stabilnost ulja ispitana je Rancimat testom, a rezultati testa prikazani su kao indukcioni peri-
od. Antioksidativna aktivnost ulja je odredena primenom DPPH i ABTS metoda. Generalno posma-
trano, dobijeni rezultati ukazuju na dobru oksidativnu stabilnost ispitivanih hladno presovanih ulja iz
semena jabuka. Takode, uoceno je da su se proucavani parametri ulja znacajno razlikovali u zavisnosti
od sorte jabuke. Ulje poreklom od semena sorte Ajdared je imalo najnizi peroksidni broj (2,8 mmol
0, kg'1) i najmanje konjugovanih diena i triena (1,95 i 0,39, po redosledu). Ulje dobijeno iz semena
sorte Zlatni delises se odlikovalo najnizim anisidinskim brojem (0,61), najduzim indukcionim peri-
odom (13,97 h) i najve¢om anitioksidativnom aktivnoséu (61,6 pmol TE kg-! i 68,2 pmol TE kg-1).
Medu ispitivanim uzorcima ulja, najslabiji rezultati su zabelezeni kod ulja dobijenog iz semena sorte
Sumatovka.

Kljuéne reéi: seme jabuka, sorta, hladno presovano ulje, indukcioni period, DPPH, ABTS

kako bi se mogao skladistiti, transportovati i dalje pre-
Uvod

radivati. Jedan od nacina za iskori§éenje suvog jabuc-

nog tropa je u izdvajanju semenki koje, u proseku,
Jabuka (Malus x domestica Borkh.), sa ukupnom go-

disnjom proizvodnjom koja prelazi 97 miliona tona,
predstavlja jednu od najviSe gajenih vrsta vocaka u
svetu (FAOSTAT, 2023). U Srbiji se jabuka gaji na
oko 26000 ha, a ukupna godiSnja proizvodnja posled-

¢ine 4-7% mase suvog tropa, iz kojih se postupkom
hladnog presovanja moze dobiti ulje (Kolanowski,
2024). Sadrzaj ulja u semenkama krece se od 15% do
cak 29,4% (Fromm et al., 2012). SuSenjem jabuc¢nog

njih godina varira izmedu 375.690 t (2023. godina) i

513.228 t (2021. godina) (Purovi¢ et al., 2024).
Preradom jabuka dobija se oko 25% mase bioot-

pada, jabucnog tropa. Jabuc¢ni trop se mora osuSiti

tropa i semenki, koje se nalaze u tropu, olakSano je
cedenje ulja, a istovremeno se stabilizuju polifenolne
komponente prisutne u semenkama (Ma et al., 2021).
U semenkama jabuka prisutni su uglavnom polifenoli
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niske molekulske mase (60-90%), a dominantni
polifenol je floridzin, koji ¢ini oko 75% svih polifeno-
la (Xu et al., 2016). Prisustvo polifenolnih komponenti
utice ne samo na ukus i aromu, nego i na antioksida-
tivau aktivnost i oksidativnu stabilnost ulja, jer one
suzbijaju dejstvo slobodnih radikala (Gromadzka &
Wardencki, 2011). Hladno cedena ulja imaju veci
sadrzaj hranljivih materija u odnosu na rafinisana, ali
su manje stabilna (Cirkovi¢ et al., 2023).

Cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita oksidativ-
na stabilnost i utvrdi antioksidativni potencijal hladno
presovanih ulja iz semena tri sorte jabuke, od kojih se
dve sorte dominantno gaje u Srbiji (Ajdared, Zlatni
delises), a jedna je autohtona sorta (Sumatovka).

Materijal i metode

Materijal. Kao polazna sirovina u istrazivanju ko-
riSé¢eno je seme tri sorte jabuke: Ajdared, Zlatni deliSes
i Sumatovka. Seme je vadeno ru¢no iz celih plodova i
suSeno u konvektivnoj susnici (DHG-9140A, EU
instruments, Spanija), 5 h na temperaturi 55+1°C, ka-
ko bi se pripremilo za postupak cedenja. Osuseno se-
me je cuvano u zatvorenim plastiénim kesama, na tam-
nom mestu, pri temperaturi od 4°C.

Metode. Za izdavajanje ulja iz semena jabuka koris¢en
je postupak hladnog presovanja mehanickim dejstvom
kontinualne puzne prese kapaciteta 2 kg h-! snage
650W (OP650W, Gorenje, Slovenija). Dobijeno hlad-
no presovano ulje je nakon 24 h dekantovano, kako bi
se odvojilo bistro ulje od taloga.

Peroksidni broj (Pbr) ulja je odredivan primenom
standardne metode jodometrijske titracije (SRPS EN
ISO 3960:2017), kako bi se dobio podatak o sadrzaju
primarnih proizvoda oksidacije hidroperoksida i per-
oksida (Dimi¢ & Turkulov, 2000). Uzorci ulja su rast-
varani u 50 ml sveze pripremljene smese glacijalne
sir¢etne kiseline i1 hloroforma (3:2), uz dodatak 0,5 ml
zasi¢enog rastvora kalijum-jodida. Glavnom probom
je odredena koli¢ina slobodnog joda titracijom sa 0,01
mol 1! natrijum-tiosulfatom do nestanka poslednje
nijanse plave boje rastvora, uz snazno mesSanje pri
kraju titracije, kako bi se i poslednji tragovi joda oslo-
bodili iz hloroforma. Istovremeno je radena i slepa
proba. Dobijeni rezultati izraZeni su u mmol kiseonika
po kilogramu (mmol O, kg1).
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Anisidinski broj (Abr) kao pokazatelj prisustva
neisparljivih karbonilnih jedinjenja, kao sekundarnih
proizvoda oksidacije ulja (Dimi¢ & Turkulov, 2000),
odreden je standardnom metodom (SRPS EN ISO
6885:2017). Metoda je bazirana na reakciji p-anisidina
sa vis$im nezasi¢enim aldehidima. Koli¢ina prisutnih
karbonilnih jedinjenja meri se kao apsorbanca rastvora
ulja nakon reakcije sa p-anisidinom na talasnoj duzini
od 350 nm. Vrednost apsorbance, pomnozena sa 100,
daje anisidinski broj.

Konjugovani dieni (CD) i konjugovani trieni
(CT), odredivani su po standardnoj metodi I[UPAC
(1987). Uzorci ulja su rastvoreni u n-heksanu, sipani u
kivete i stavljeni u UV/Vis spektrofotometar (UV-
1650 PC, Shimadzu, Japan), radi merenja apsorbance,
ito, na 232 nm za CD i na 270 nm za CT. Na taj nacin
je omogucena detekcija i procenjivanje konjugovanih
proizvoda oksidacije. Ulja u kojima nisu nastupile
oksidativne promene ne pokazuju apsorpcione maksi-
mume na 232, odnosno, 270 nm. Sto su vrednosti
apsorbance vece, posebno na 270 nm, to su ulja, u
vecoj meri, oksidovana (Dimi¢ & Turkulov, 2000).

Rancimat testom, po metodi AOCS Standard
Method Cd 12b (1992), vrSeno je ispitivanje oksida-
tivne stabilnosti uzoraka ulja putem odredivanja
indukcionog perioda (IP) izrazenog u ¢asovima (h). U
kivete za testiranje odmeravano je po 2,5 g ulja, koje
je zatim zagrevano na 100 °C, uz protok vazduha kroz
uzorke 18-20 1 h-! u Rancimat aparatu model 617
(Methrom, Herisau, Switzerland). Uzorci su temperi-
rani 10 minuta.

DPPH metodom je odredena antioksidativna ak-
tivnost polarnih ekstrakata ulja, koji neutrali$u slobod-
ne DPPH radikale, po metodi koju su opisali Brand-
Williams et al. (1995). Po 1,5 ml polarnog ekstrakta
ulja ili standardnog rastvora je pomesano sa 1,5 ml
rastvora DPPH koncentracije 2-104 mol 1-1. Rastvori
su ostavljeni 30 minuta u mraku, nakon cega je vrseno
merenje apsorbance na 516 nm na spektrofotometru
(UV-1650 PC, Shimadzu, Japan). Kalibraciona kriva
je dobijena koriS¢enjem standardnog rastvora Tro-
loksa. Rezultati merenja su izrazeni kao mikromol
ekvivalenti Troloksa na 1 kg ulja (umol kg-!). Merenja
su radena u triplikatu. Bondet et al. (1997) su utvrdili
da vecina polifenola reaguje sporo sa DPPH radikali-
ma. Iz tog razloga, reakcione smese, u identi¢nim od-
nosima kao $to je prethodno navedeno, koris¢ene su i
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za ispitivanje kinetike reakcije ekstrakata ulja sa
DPPH radikalima. Ove smeSe su, 15 sekundi nakon
mesanja, stavljene u UV-Vis spektrofotometar (UV-
1650 PC, Shimadzu, Japan), u cilju kontinuiranog
merenja apsorbance na 516 nm u vremenu od 20 h.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti ABTS
metodom je vrSeno spektrofotometrijski iz polarnih
ekstrakata ulja po metodi opisanoj u Marfil et al.
(2011). Rastvor ABTS®" pripremljen je meSanjem 7
mM rastvora ABTS i 2,45 mM kalijum persulfata u
fosfatnom puferu (5 mM). Smesa je ostavljena da izre-
aguje u mraku, na sobnoj temperaturi, tokom 16 ¢aso-
vaipotom je razblaZzena do postizanja vrednosti apsor-
bance 1 na 730 nm. Rastvori za merenje su dobijeni
meSanjem 1 ml ABTS®* i 0,3 ml polarnog ekstrakta
uzoraka ulja. Apsorbanca je ocitavana na 730 nm ko-
riS¢enjem spektrofotometra (UV-1650 PC, Shimadzu,
Japan). Slepa proba pripremljena je tako $to je, umesto
uzorka, otpipetirana jednaka zapremina destilovane
vode. Kalibraciona kriva je dobijena koris¢enjem stan-
dardnog rastvora Troloksa. Rezultati su izrazeni u
mikromolovima ekvivalenta Troloksa po 1 kg ulja
(umol kg-1). Merenja su radena u triplikatu.
Statisticka obrada podataka. Dobijeni rezultati
statisticki su obradeni metodom jednofaktorijalne
analize varijanse (ANOVA) pomocu statistiCkog pro-
grama STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa , OK,
SAD). Znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti
utvrdena je primenom Tukey-evog HSD testa na nivou
znacajnosti P < 0,05.

Rezultati i diskusija

Oksidacija ulja je jedan od najces¢ih uzroka kvarenja
ulja. U cilju $to boljeg pracenja stepena oksidativnih
promena, obavljeno je istovremeno odredivanje pri-
marnih i sekundarnih proizvoda oksidacije ispitivanih
uzoraka ulja. Dobijeni rezultati pokazuju da se kvalitet
ulja znacajno razlikovao medu proucavanim sortama
jabuke (Tabela 1).

Najnizim peroksidnim brojem se odlikovalo hlad-
no presovano ulje semena sorte Ajdared (2,8 mmol O,
kg!), zatim sledi ulje semena sorte Sumatovka (4,0
mmol O, kg1), dok se najvisim peroksidnim brojem
odlikovalo ulje sorte Zlatni delises (5,2 mmol O, kg-1)
(Tabela 1). Dobijene vrednosti su u skladu sa Pra-

vilnikom (2013), prema kome je maksimalna dozvolje-
na vrednost peroksidnog broja za nerafinisana jestiva
biljna ulja 7,5 mmol O, kg-!. Ovi rezultati, u poredenju
sa vrednostima peroksidnog broja za druga hladno pre-
sovana 1 ekstra devicanska biljna ulja (Bialek et al.,
2017), ukazuju na to da tokom i nakon postupka hlad-
nog presovanja semena jabuka nije doSlo do
znacajnijih oksidativnih promena u dobijenim uljima.

Vrednosti anisidinskog broja proucavanih ulja su
se kretale od 0,61 (Zlatni delises) do 0,65 (Ajdared). U
pogledu ovog parametra, ulje dobijeno iz semena sorte
Sumatovka se nije statisticki znacajno rezlikovalo u
odnosu na dva druga proucavana ulja, dok su razlike
medu njima bile statisti¢ki znacajne. Ispitivana ulja su
se znacajno razlikovala i u pogledu detektovanih kon-
jugovanih proizvoda oksidacije. Najmanje konjugov-
anih diena detektovno je u ulju hladno presovanog
semena jabuke sorte Ajdared (1,95), a najvise u ulju
hladno presovanog semena jabuke sorte Sumatovka
(3,67). Prema navedenim rezulatima, hladno preso-
vano ulje semena jabuke sorte Ajdared je imalo naj-
manji sadrzaj primarnih produkata oksidacije, prema
vrednostima peroksidnog broja i konjugovanih diena
(Tabela 1), a istovremeno, i najmanji sadrzaj konjugo-
vanih proizvoda oksidacije, u odnosu na druga dva
ispitivana ulja, obzirom na to da je, pored najmanje
konjugovanih diena, imalo i najmanje konjugovanih
triena (0,39). Najvece prisustvo konjugovanih triena
detektovano je u ulju sorte Zlatni delises (0,75). Nave-
deni rezultati su u skladu su sa rezultatima koje su
dobili Hashemi et al. (2017), ispitujuci ulja iz semena
jabuka.

Rancimat testom odreden je indukcioni period
(IP) za uzorke ispitivanih ulja. Ovaj parametar ukazuje
na otpornost ulja prema oksidaciji. Sto je indukcioni
period duzi, to znaci da ulje ima bolju odrzivost. Ulja
dobijena iz semena sorti Ajdared i Zlatni delises su se
odlikovala sli¢nim indukcionim periodom (13,96 h i
13,97 h, po redosledu), dok je indukcioni period ulja
dobijenog iz semena sorte Sumatovka bio znaajno
kra¢i (13,24 h) (Tabela 1). Rezultati ovog testa po-
kazali su dobru oksidativnu stabilnost ispitivanih ulja.
Poredenjem rezultata dobijenih u ovom proucavanju
sa rezultatima koje su saopstili Madawala et al.
(2012), moze se zakljuciti da su ulja dobijena iz seme-
na razli¢itih sorti jabuke ispoljila vecu oksidativnu sta-
bilnost u odnosu na ulje dobijeno iz semena grozda (IP
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Tabela 1. Sadrzaj primarnih i sekundarnih proizvoda oksidacije i indukcioni period ispitivanih uzoraka ulja
Table 1. Content of primary and secondary oxidation products and induction period of the tested oil samples

Sorta/Cultivar

Parametar Ajdared Zlatni delises Sumatovka
Parameter ‘Idared’ ‘Golden Delicious’ ‘Sumatovka’
Pbr* (mmol O, kg'h 2,80 £ 0,20 a** 520+0,10 ¢ 4,00 +0,20 b
Abr 0,65+ 0,01 b 0,61 £0,02 a 0,63 £ 0,02 ab
CD (Ay37) 1,95+0,03a 3,09+0,02b 3,67+0,05¢
CT (Ay79) 0,39+0,01 a 0,75+0,01 b 0,40 £ 0,01 a
IP (h) 13,96 £ 0,07 b 13,97 +0,05b 13,24 0,11 a

*Pbr — peroksidni broj; Abr — anisidinski broj; CD — konjugovani dieni; CT — konjugovani trieni; IP — indukcioni period; **Brojne vrednosti
pracene razli¢itim malim slovima u redovima oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti na nivou p < 0,05, na osnovu Tukey-
evog HSD testa / Pbr — peroxide value; Abr — anisidine value; CD — conjugated dienes; CT — conjugated trienes; IP — induction period;
**Values folowed by the different lowercase letters in rows indicate significant differences between means at the p < 0.05 level, based on

Tukey's HSD test.

- 8,9 h), kao 1 u odnosu na orahovo (IP - 4,2 h) i bade-
movo (IP - 10,2 h) ulje, a manju oksidativnu stabilnost
u odnosu na ulje lesnika (IP - 16 h), ulje avokada (IP -
16,9 h) i ulje makadamije (IP - 37 h).

Zbog kompleksnosti reakcionih mehanizama,
smatra se da nijedan test ne kvantifikuje u potpunosti
antioksidativne osobine (Marfil et al., 2011). 1z tog
razloga, za procenu antioksidativne aktivnosti treba
koristiti barem dve razli¢ite metode. Rezultati ispiti-
vanja antioksidativne aktivnosti hladno presovanih
ulja iz semena jabuke metodama DPPH i ABTS pri-
kazani su u Tabeli 2. Bez obzir na primenjenu metodu,
najniza antioksidativna aktivnost utvrdena je kod ulja
dobijenog iz semena sorte Sumatovka (49,0 i 46,9,
umol TE kg1, po redosledu), a najveéa kod ulja dobi-
jenog iz semena sorte Zlatni delises (61,6 1 68,2 pmol
TE kg-!, po redosledu). Primena navedenih metoda u
ispitivanju antioksidativne aktivnosti ulja dobijenog iz
semena sorte Ajdared dala je neusaglasene rezultate.

Tabela 2. Antioksidativna aktivnost ispitivanih uzoraka ulja
Table 2. Antioxidant activity of tested oil samples

Iako se merenje apsorbance u DPPH testu stan-
dardno vrsi posle 30 minuta reakcije, u zavisnosti od
uzorka, za procenu antioksidativne aktivnosti, koris¢e-
njem DPPH testa, nekada je potrebno vise vremena
(Shalaby & Shanab, 2013). Stoga je graficki prikazana
kinetika reakcije ekstrakata ulja semena razlicitih sorti
jabuka sa DPPH radikalima, u vremenskom periodu
od 20 h. Grafikon 1 pokazuje zavisnost promene ap-
sorbance smese ispitivanog ckstrakta odgovarajuceg
uzorka ulja ili standardnog rastvora Troloksa sa ra-
stvorom DPPH (A) prema apsorbanci ¢istog vodenog
rastvora DPPH (A) (y-osa) u funkciji od vremena
reakcije u satima (x-0sa).

Sa grafika se uocava da apsorbanca ekstrakata
sva tri ispitivana ulja nastavlja eksponencijalno da
opada i nakon uobicajenog vremena reakcije za DPPH
test. Posebno je primetan pad apsorbance ekstrakta
ulja iz semena jabuke sorte Zlatni deliSes, $to je u
skladu sa najboljom antioksidativnom aktivnoscu
ekstrakta tog ulja, prema rezultatima DPPH testa
nakon 30 minuta reakcije (Tabela 2).

Sorta/Cultivar
Parametar Ajdared Zlatni delises Sumatovka
Parameter ‘Idared’ ‘Golden Delicious’ ‘Sumatovka’
DPPH (umol TE kg'l) 49,3+0,9 a* 61,6+14b 49,0+0,7 a
ABTS (umol TE kg‘l) 62,8+0,5b 68,2+0,8c¢c 46,9+0,8 a

**Brojne vrednosti pra¢ene razli¢itim malim slovima u redovima oznacavaju statisticki znacajne razlike srednjih vrednosti na nivou p < 0,05,
na osnovu Tukey-evog HSD testa / Values folowed by the different lowercase letters in rows indicate significant differences between means at

the p < 0.05 level, based on Tukey's HSD test.
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Grafikon 1. Pad apsorbance ekstrakata ulja semena jabuka u toku 20 h pra¢en primenom DPPH metode
Graph 1. The decrease in absorbance of apple seed oil extracts during 20 h followed by the application of the DPPH method

Zakljucak

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da su hladno pre-
sovana ulja dobijena iz semena sorti jabuke Ajdared,
Zlatni delies i Sumatovka dobre oksidativne stabil-
nosti i da poseduju dobru antioksidativnu aktivnost.
Rezultati za sadrzaj primarnih i sekundarnih produkata
oksidacije pokazuju da se radi o uljima u kojima nije
doslo do oksidativnog kvarenja. Navedeno potvrduje i
indukcioni period ispitivanih uzoraka ulja, koji ukazu-
je na njihovu bolju oksidativnu stabilnost, u odnosu na
stabilnost ulja koja poti¢u od nekih drugih vrsta voca-
ka. Od proucavanih ulja, po kvalitetu prednjaci ulje
dobijeno iz semena sorte Zlatni deliSes, koje odlikova-
lo dobrom oksidativnom stabilnos¢u i najviSom anti-
oksidativnom aktivnoscu.
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Abstract

After industrial processing of apples, about 25% of the
apple pulp remains, containing potentially valuable
by-products, such as apple seeds. This study investi-
gated the oxidative stability and antioxidant activity of
oils cold-pressed from the seeds of three apple culti-
vars: ‘Idared’, ‘Golden Delicious’, and ‘Sumatovka’.
Peroxide number and conjugated dienes were deter-
mined as indicators of primary oxidation products in
the obtained oils. Anisidine number and conjugated
trienes were used as indicators of secondary oxidation
products. The oxidative stability of the oil was asse-
ssed using the Rancimat method, with results present-
ed as the induction period. Antioxidant activity was
determined using the DPPH and ABTS methods. In
general, the results indicate good oxidative stability in

the examined cold-pressed apple seed oils.
Additionally, the oil parameters differed significantly
depending on the apple cultivar. The oil from ‘Idared’
seeds had the lowest peroxide number (2.8) and the
lowest levels of conjugated dienes and trienes (1.95
and 0.39, respectively). The oil from ‘Golden Deli-
cious’ seeds had the lowest anisidine number (0.61),
the longest induction period (13.97 h), and the highest
antioxidant activity (61.6 umol TE kg-! and 68.2 pmol
TE kg'!). Among the examined oil samples, the oil
from ‘Sumatovka’ seeds showed the least favorable
results.

Keywords: apple seeds, cultivar, cold-pressed oil,
induction period, DPPH, ABTS
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