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Sazetak

Diplomskog rada studentice Nine Bozurié, naslova

NUTRITIVNI POTENCIJAL | SADRZAJ FITOKEMIKALIJA ORGANSKOG
OSTATKA OD JABUKE

Jabuéna komina je organski ostatak nastao preSanjem jabuka u svrhu proizvodnje
jabuénog soka, a koji se nakon prerade klasificira kao biootpad i kao takav adekvatno
zbrinjava. Zbog dobrobiti koje jabucni sok ima na ljudsko zdravlje, iz godine u godinu
raste potraznja, a time i proizvodnja jabu¢nog soka. Posljedi¢no, povec¢ava se i koli€ina
jabuéne komine koju je potrebno zbrinuti na odlagalistu otpada. Osim vec postojecih
metoda zbrinjavanja organskog ostatka poput anaerobne digestije i kompostiranja
namece se i potreba dodatnog iskoristavanja iste, a prvenstveno zbog znacajne
nutritivne vrijednosti jabu¢ne komine. Stoga je i cilj ovog diplomskog rada bio utvrditi
sadrzaj bioaktivnih spojeva i antioksidacijski kapacitet organskog ostatka nakon
prerade jabuke u sok i temeljem dobivenih rezultata procijeniti nutritivnu kvalitetu
jabu¢ne komine i mogucnosti njenog daljnjeg koristenja. U sklopu ovog istrazivanja
analizirane su jabu¢ne komine sakupljene iz dva razli€ita pogona za proizvodnju soka
(Proizvodnja JuriSi¢ d.o.o. i Fragaria d.0.0.), a koje se temeljno razlikuju u sortama
jabuka koristenim za proizvodnju soka. Temeljem dobivenih rezultata osnovnih
fizikalno-kemijskih svojstava, moze se zakljuCiti kako obje analizirane jabu¢ne komine
imaju zadovoljavajuéi nutritivni sastav (visok sadrzaj ukupne suhe i topljive suhe tvari).
Obje komine znacajno se razlikuju i u sastavu pojedinih bioaktivnih spojeva, prilikom
Cega je zabiljeZzeno kako uzorak iz pogona Proizvodnja JuriSi¢ d.o.o. ima veci sadrzaj
ukupnih klorofila i karotenoida (0,042 mg/g; 0,013 mg/g), veci sadrzaj fenola,
flavonoida i neflavonoida (139,36 mg GAE/100 g svjeze tvari; 76,59 mg CTH/100 g
svjeze tvari; 62,77 mg GAE/100 g svjeze tvari), a time i oCekivano veci antioksidacijski
kapacitet (2541 umol TE/L). Uzorak jabu¢ne komine iz pogona Fragaria d.o.0. imao je
pak veéi sadrzaj vitamina C (7,73 mg/100 g svjeze tvari). Temeljem svega navedenog,
moze se zakljuCiti kako su analizirani uzorci jabuc¢ne komine vrijedan izvor nutritivno
znacajnih spojeva te time predstavljaju i potencijalnu sirovinu za daljnju oporabu, bilo
u prehrambene svrhe, farmaceutsku industriju ili kao hrana za zivotinje.

Klju€ne rije€i: jabucna komina, biootpad, oporaba, ukupni fenoli, antioksidacijski
kapacitet
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Of the master’s thesis — student Nina Bozuri¢, entitled

NUTRITIVE POTENTIAL AND PHYTOCHEMICAL CONTENT OF APPLE
ORGANIC RESIDUE

NUTRITIVE POTENTIAL AND PHYTOCHEMICAL CONTENT OF APPLE ORGANIC
RESIDUE

Apple pomace is an organic residue made by pressing apples to make apple juice. It
is classified as bio-waste and must be properly disposed of as such. Every year the
demand increases and so does the production of apple juice due to the benefits that
apple juice has on human health. Consequently, the amount of apple pomace that
needs to be disposed of also increases every year. Considering the nutritional value of
apple pomace, there is a need to re-evaluate other uses than the already known bio-
waste disposal methods such as anaerobic digestion and composting. Therefore, the
aim of this study was to determine the bioactive compound content and antioxidant
capacity of the organic residues after processing the apple into apple juice. In this
study, two apple pomace samples were collected from two different apple juice
production plants (Proizvodnja JurisSi¢ d.o.o0. and Fragaria d.o.0.). The samples differ
fundamentally in apple varieties used for apple juice production. Based on the obtained
results, the main conclusion is that both apple pomace samples have satisfactory
nutrient composition (high content of total solids and soluble solids). The two apple
pomace samples differ significantly in the composition of bioactive compounds. It is
noted that the sample from the production plant Proizvodnja JuriSi¢ d.o.o. has higher
chlorophyll and carotenoid content (0.04 mg/g; 0.01 mg/g), higher content of phenols,
flavonoids and non-flavonoids (139.36 mg GAE /100 g FW; 76.59 mg CTH/100 g FW;
62.77 mg GAE/100 g FW) and higher antioxidant capacity (2541 pumol TE /L). However,
the sample from Fragaria d.0.0. contained more vitamin C (7.73 mg/100 g FW). Based
on the above, it is clear that the analyzed apple pomace samples are a rich source of
nutritionally valuable compounds and as such can be considered as raw material for
further processing in the food industry, pharmaceutical industry or as animal feed..

Keywords: apple pomace, bio-waste, re-usage, total phenolic compounds,
antioxidative capacity



1. Uvod

Jabuka (Malus domestica Borkh.) je jedna od najranije poznatih vocnih vrsta koje
su kultivirane u umjerenom klimatskom pojasu (Musacchi i Serra, 2018.). Prema
FAOSTAT-u, 2019. godine u svijetu je proizvedeno 87.236.221 t jabuka (FAOSTAT,
2021.a). Godinu prije, proizvedeno je 1.391.614 t jabucnog soka i 1.251.833 t
koncentriranog soka od jabuke. Proizvodnja soka od jabuke, u usporedbi s prijasnjim
godinama, ima trend rasta (FAOSTAT, 2021.b). Procjenjuje se da u svijetu godi$nje
kao nusproizvod prerade jabuke nastane oko 4 milijuna t organskog ostatka u vidu
jabu€ne komine (Lyu i sur., 2020.).

Jabuc€na komina izravni je nusproizvod procesa preSanja jabuka i na nju opada 20-
30% mase ploda jabuke. NajceSce se sastoji od koZice ploda, peteljke, pulpe, sjemene
loZe i sjemenki, a bogata je i vaznim hranjivim tvarima poput ugljikohidrata, fenola,
vlakana i vitamina, a zbog €ega je i njezin potencijal daljnjeg koridtenja velik. Naime, u
plodu jabuke upravo su koZica i pokozZica dijelovi koji obiluju sadrzajem polifenolnih
spojeva znacajnog antioksidacijskog djelovanja, a zbog ¢ega se komina mozZe smatrati
i nutritivno vrijednim izvorom (Kalinowska i sur., 2020.). Jabuéna komina je, zbog svog
sastava (visok udio ugljikohidrata), izrazito podloZzna fermentaciji te ukoliko nije
adekvatno zbrinuta predstavlja znacajnu opasnost za zagadenje okolisa (Skinner i
sur., 2018.). Takoder, hrpe jabu¢ne komine, izvan ili u blizini pogona za preradu voca,
ne samo da krSe norme kontrole zagadenja, ve¢ mogu dovesti i do rizika po ljudsko
zdravlje (Bhushan i sur., 2008.). Veliki dio organskog ostatka u svijetu ne bude
iskorisSten vec se zbrinjava na odlagali$tu otpada, odnosno definira kao otpad. Jabu¢na
komina se u Republici Hrvatskoj zbirno klasificira pod Sifrom 02 03 kao oblik biootpada
(NN 90/15), a samo 14% biootpada u RH prosljeduje se na oporabu kompostiranjem
ili anaerobnom digestijom, dok ostatak zavrsi na odlagalistima otpada (Puntari¢ i sur.,
2020.).

Naime, nusproizvodi iz poljoprivredne i prehrambene proizvodnje zbrinjavaju se
Cesto s velikim troSkovima i utjecajem na okolis, a Sto je dovelo do potrebe za
procjenom njihove vrijednosti i pronalaskom potencijalnih nacina njihova ponovnog
koriStenja u proizvodnji (O'Shea i sur., 2012.). Osim u smanjenju negativnog utjecaja
na okoli§, oporaba jabu¢ne komine mogla bi donijeti i financijsku korist proizvodacu
koji se odluci na oporabu stvaranjem proizvoda dodane vrijednosti. Model cirkularne
ekonomije moze se implementirati u poljoprivredni i prehrambeni sektor recikliranjem
nastalih nusproizvoda, ¢ime se stvara dodana vrijednost uz koriStenje manjih koli€ina
resursa i generiranje manijih koli¢ina otpada (Fernandes i sur., 2019a.).

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj istrazivanja bio je utvrditi sadrzaj bioaktivnih spojeva i antioksidacijski kapacitet
organskog ostatka nakon prerade jabuke u sok, te procijeniti nutritivhu kvalitetu
jabu€ne komine i mogucnosti njenog daljnjeg koristenja.



2. Pregled literature

2.1. Kemijski sastav jabuéne komine

Jabuc€na komina dobar je izvor fitokemikalija i sadrZi zna¢ajan udio ugljikohidrata,
kao i manje koliCine proteina, vitamina i minerala (Skinner i sur., 2018.). Industrijska
jabu¢na komina sadrzi veliki udio vode, u prosjeku 81% (Fernandes i sur., 2019a.).
Vrlo Cesto, za potrebe daljnjeg iskoriStenja ili oporabe, jabu¢na komina se susi, a ¢ime
se olakSava skladiStenje i oteZava mikrobioloSka kontaminacija (Perussello i sur.,
2017.). U grafikonu 2.1. prikazan je okvirni sastav svjeze jabucne komine.

Sastav svjeze jabucne komine

1.88% 0.35%
3. 594

3.55%

3. 14‘V

1.69%

= VVoda = Glukoza = Vlakna = Skrob = Fruktoza Sukroza = Triterpenoidi = Drugi elementi

Grafikon 2.1. Sastav svjeze jabu¢ne komine.
Izvor: Waldbauer i sur., 2017.

Ugljikohidrati jabu¢ne komine uglavnom se sastoje od vlakana koja uklju€uju celulozu
(127,9 g/kg suhe tvari), hemicelulozu (7,2-43,6 g/kg suhe tvari) i lignin (15,3-23,5 g/kg
suhe tvari) (Dhillon i sur., 2013.). Jabu¢na komina takoder je bogat izvor pektina koiji
je uglavnom prisutan kao protopektin, polisaharid topljiv u kiselinama. Prema Skinneru
i sur. (2018.), u suhoj tvari jabu€ne komine nalazi se izmedu 10 i 15% pektina. Od
slobodnih Secéera prevladavaju fruktoza i glukoza, s manjim udjelom arabinoze i
galaktoze (Fernandes i sur., 2019b.). U suhoj tvari, jabuéna komina sadrzi svega 1,2
—6,91 g/100 g proteina (Antonic i sur., 2020.) i 1,1-3,6% masti. U sjemenkama jabuke
najzastupljenije su pak masne kiseline i to linolna i oleinska kiselina (Bhushan i sur.,
2008.).

Plod jabuke sadrzi i preko 60 razliCitih fenolnih spojeva. Naime, opéenito Cetiri
glavne skupine fenola zastupljene su u plodu jabuke: hidroksicimetne kiseline (primjer
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klorogenska kiselina), derivati dihidrokalkona (primjerice florizin), flavan-3-oli (katehin
kao monomer ili procijanidin kao oligomer) i flavonoli (kvercetin i kvercetin glikozidi)
(Franquin-Trinquier i sur., 2014.). U jabu¢noj komini najzastupljeniji fenolni spojevi su
flavonoidi, a potom slijede flavanoli, flavononi, dihidrokalkoni i antocijani, a najces¢e
identificirane fenolne kiseline su hidroksicimetna i njeni derivati te hidroksibenzojeva
kiselina (Reis i sur., 2012.). S obzirom na karakteristican i zna€ajan sadrzaj razliCitih
polifenolnih spojeva, jabucna komina ispoljava i vrlo visok antioksidacijski kapacitet.
Prema autorima Candrawinata i sur. (2015.), antioksidacijski kapacitet jabu¢ne komine
odreden prema ABTS metodi iznosio je 2133,79-2282,83 ug TE/g komine. No, osim
polifenola visokom antioksidacijskom kapacitetu jabu¢ne komine doprinose i druge
fitokemikalije, posebice vitamini C i E. Prema Pieszki i sur. (2015.), jabu€na komina
sadrzi 22,4 mg/100 g suhe tvari vitamina E, Sto ukazuje na znacajne vrijednosti
spomenutog vitamina i nakon odvajanja soka. Jabucna komina smatra se dobrim
izvorom minerala, a mineralni sastav jabu¢ne komine prikazan je u tablici 2.1.

Tablica 2.1. Mineralni sastav jabu¢ne komine

Element mg/100 g svjeze tvari

Natrij 185,3
Kalij 639,3
Kalcij 74,1
Fosfor 67,6
Magnezij 176,0
Zeljezo 3,2
Cink 1,4

(Bhushan i sur., 2008.; Skinner i sur., 2018.)



2.2. Zakonski okvir za gospodarenje biootpadom

Jabu¢na komina se smatra biootpadom, a biootpad je, po Zakonu o odrzivom
gospodarenju otpadom (NN 94/13), bioloski razgradiv otpad iz vrtova i parkova, hrana
i kuhinjski otpad iz ku¢anstava, restorana, ugostiteljskih i maloprodajnih objekata te
otpad istih karakteristika iz proizvodnje prehrambenih proizvoda. TroSak gospodarenja
otpadom snosi proizvodaC otpada, odnosno fiziCka ili pravna osoba zbog Cije je
aktivnosti nastao otpad.

Principi gospodarenja otpadom bazirani su na primarnom cilju sprjeCavanja
nastanka otpada, ali kada to nije moguce, primjenjuje se red prvenstva gospodarenja
otpadom (od najpozeljnije opcije do najmanje pozeljne opcije):

1. priprema za ponovnu uporabu,

2. recikliranje,

3. drugi postupci oporabe (primjerice energetska oporaba) i

4. zbrinjavanje.

Svi drugi postupci zbrinjavanja otpada imaju prednost pred odlaganjem. Obavljanje
djelatnosti gospodarenja otpadom mora se provoditi na nacin da se sprijeci rizik po
ljudsko zdravlje te negativan utjecaj na okoli$ i bioraznolikost. Tako je zabranjeno
odlaganje otpada u okoli$, kao i spaljivanje otpada u okoliSu (NN, 94/13).

Prije zbrinjavanja otpada, posjednik ili proizvodac otpada mora kategorizirati otpad
koji je potrebno zbrinuti prema Katalogu otpada (NN 90/15), ali se ova obveza ne
odnosi na mijeSani komunalni otpad. Posjednik tvari ili predmeta koji je nastao kao
rezultat nekog proizvodnog procesa Ciji primarni cilj nije proizvodnja spomenute tvari
ili predmeta (primjerice jabuéna komina), moze s istim postupati kao s nusproizvodom,
a ne kao s otpadom ukoliko dobije potvrdu od ministarstva gospodarstva i odrzivog
razvoja da je nusproizvod upisan u OcZevidnik nusproizvoda (Slika 2.1.). Ministarstvo
na zahtjev posjednika moze izdati potvrdu o upisu nusproizvoda u Ocevidnik ukoliko
se utvrdi:

1. da je osigurana daljnja uporaba tvari ili predmeta,

2. dasetvarili predmet moze upotrijebiti izravno bez dodatne obrade (osim ukoliko

su u pitanju uobi&ajeni industrijski postupci),

3. datvar ili predmet nastaje kao sastavni dio nekog proizvodnog postupka ili

4. da je daljnja uporaba tvari ili predmeta dopustena, tj. da tvar ili predmet

ispunjava sve zahtjeve u pogledu proizvoda, zastite okoliSa i zdravlja ljudi.
Otpad gubi status otpada ukoliko se provede postupak oporabe ili recikliranja te ako
se zadovolji neki od sljedecih uvjeta:

1. tvarili predmet se koristi u posebne svrhe,

2. zatvar ili predmet postoiji trziste ili potraznja,

3. tvar ili predmet ispunjava kriterije za koriStenje u posebne svrhe ili

4. uporaba tvari ili predmeta nece dovesti do Stetnih u€inaka po okolis ili ljudsko

zdravlje.



cija, drustvo s ograniéenom

OLIKOM, turisticka

NUS-42 odgovornoscu, za nu i posredovanije u trgovini Komina masline 30.10.2016.
karska
NUS-43 HE\NEKEFN HRVATSKA drustvo s o;:m\:wen(:zrﬂ Pivski trop
NUS-44 Og(w,J © Duhanska prasina 29.11.2020.
NUS-45 nicenom Termalizirani pivski kvasac
p CARLSBERG CRO. T -
NUS-46 odgovomosé Pivski trop
NUS-47 Marina, poljoprivredna zadruga, Marina Komina masline

Slika 2.1. Izvadak iz Ocevidnika nusproizvoda.
Izvor: http://ogo.mzoip.hr/Ocevidnici/PopisPDF/7 (pristupljeno 15.4.2021.).

ProizvodaC otpada duzan je predati otpad osobi s registriranom djelatnoScu
gospodarenja otpadom, predati joj prateci list te je odgovoran za tonost podataka o
otpadu navedenih u prate¢em listu. Podaci o postupanju otpadom €uvaju se najmanje
5 godina. Proizvodacdu otpada je dopusteno skladistenje vlastitog proizvodnog otpada
u trajanju do 1 godine od njegova nastanka. Otpad se skladisti odvojeno po svojstvu,
vrsti i agregatnom stanju. SkladiSte u kojem se obavlja proces skladiStenja otpada
mora sadrzavati spremnike za skladidtenje koji moraju biti od materijala otpornog na
djelovanje uskladistenog otpada, izradeni na nacin da je omogucéeno punjenje,
praznjenje, odzraCivanje, uzimanje uzoraka i nepropusno zatvaranje, te oznaceni
Citliivom oznakom koja sadrzi podatke o posjedniku otpada, klju¢ni broj i naziv otpada
te oznaku odgovarajuceg opasnog svojstva otpada, ukoliko ga isti i sadrzi. Podna
povrsina mora biti lako periva i otporna na djelovanje otpada, a prostor skladista mora
biti opremljen ventilacijom (NN 117/2017).

Osoba koja je ovlastena gospodariti biootpadom i jedinica lokalne samouprave
duzni su osigurati odvojeno prikupljanje biootpada s ciljem kompostiranja, anaerobne
digestije ili energetske oporabe. Obrada biootpada mora se obavljati na nacin kojim se
zadovoljava visoka razina zastite okoliSa (NN 94/13).

Zaklju¢no, unutar zakonskog okvira jabu¢na komina moze se promatrati kao
biootpad i nad njom se moZze provesti kompostiranje, anaerobna digestija ili energetska
oporaba, ili se moze promatrati kao nusproizvod koji moze postati sirovina za novi
proizvodni proces.



2.3. Sigurnosni standard proizvodnje proizvoda od jabuke

HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point) je sustav koji sluzi kao
pomagalo proizvodaCima prehrambenih proizvoda za prepoznavanje, procjenu i
kontrolu opasnosti koje se mogu javiti kod odredenog prehrambenog proizvodaili cijele
linije (Hrvatska agencija za hranu, 2021a). Primarno, stvoren kao program sigurnosti
hrane za astronaute, ubrzo je postao opcCe prihvacen standard za proizvodace
prehrambenih proizvoda Sirom svijeta te je potvrden od strane komisije Codex
Alimentarius i Nacionalnog savjetodavnog vijeca o mikrobioloskim kriterijima za hranu
SAD-a (NACMCF). HACCP sustav ne obuhvaca u istoj mjeri proizvodace hrane,
trgovce hranom i subjekte koji posluzuju hranu, ve¢ svaki od navedenih mora
posjedovati HACCP standard u onoj mjeri koja se od njih o¢ekuje. HACCP se bazira
na 7 glavnih principa:

Analiza opasnosti (bioloSke opasnosti uzrokovane djelovanjem Stetnih
mikroorganizama, kemijske opasnosti uzrokovane razli¢itim toksinima i fizikalne
opasnosti uzrokovane razliCitim fizikalnim Cesticama koje su nepoZeljne u
prehrambenim proizvodima),

Odredivanje kriticnih kontrolnih tocki (toCke pri kojima se moguca opasnost
kontrolira ili eliminira, npr. pasterizacija),

Uspostavljanje zastitnih mjera s kriti€énim granicama za svaku kontrolnu to¢ku
(npr. minimalna temperatura i trajanje pasterizacije kako bi se uklonila bioloSka
opasnost i osigurala sigurnost prehrambenog proizvoda),

Uspostavljanje postupaka pracenja kriticnih kontrolnih toCaka (odredivanje
metoda nekog procesa i uspostavljanje osobe odgovorne za nadzor tog
procesa),

Uspostavljanje korektivnih radnji koje trebaju biti poduzete kada pracenje
pokaze da kriticne toCke nisu adekvatno osigurane (npr. ponovna pasterizacija
ukoliko se ispostavilo da je prethodna pasterizacija trajala prekratko),
Uspostavljanje postupaka kojima se potvrduje da sustav ispravno funkcionira
(npr. ispitivanje rada nekog uredaja),

Uspostavljanje ucinkovitog vodenja evidencije prema dokumentima HACCP
sustava (uspostava zapisa 0 opasnosti, metode za kontrolu opasnosti, pracenje
sigurnosnih zahtjeva).

Svi navedeni principi utemeljeni su na pouzdanim znanstvenim €injenicama, primjerice
na temelju objavljenih recentnih studija. U tablici 2.2 prikazan je primjer analize
potencijalnih opasnosti u proizvodnji pasteriziranog soka od jabuke.



Tablica 2.2. Analiza potencijalnih opasnosti u proizvodnji pasteriziranog soka od

jabuke.
Jesu li Kontrolne . .
Faza Potencijalr!e potencijaln_e mjere koje Jigfg\éa]
: opasnosti opasnosti se provode e
proizvodnog Koi . ! kriticna
procesa oje se mogu  znacajne za kakc_J_ bvl_se kontrolna
javiti sigurnost sprijecila tocka?
hrane? opasnost QERa
gt‘g'fr'f.ek;.. Zabiljezeni
ge ngl azle ng Da sluc':a_jevi ) Pasterizacija Ne
jabukama kontaminacije
Rijetka pojava
rezidua
- pesticida, zbog
piest ne o Ne
zdravlje nije
znacajno
Prijem jabuke ugrozeno
Pri berbi
iskljuciti
Mogué voce koje je
2. Patulin Da nepovoljan palo natloi Da
(mikotoksin) utjecaj na odrezati sve
zdravlje dijelove
ploda koji su
poceli truliti
Fizikalne —
nema ih
Rast nije
Bioloske — rast vierojatan zbo_g
patogena Ne temp(_e_rature i
pH vrijednosti
Skladistenje jabuka
jabuka pri Koncentracija Izbaciti ili
niskim Kemijske — patulina moze odrezati
temperaturama Patulin Da porasti pri ostecene Ne
hladnom dijelove
skladistenju ploda
Fizikalne —
Nema ih
BioloSke — v'ersclztt)ﬁost
kontaminacija jerojat
patogenima iz Ne zb_og hlguens_ke
Pranje jabuka vode Ispravnost
vode
Kemijske i
fizikalne —
nema ih
Smanjena -
koncentracija |zbaciti '!'
. ) odrezati
Kemijske — Da patulina zbog ostecene Da
Izbacivanje patulin izbacivanja diiclove
ostecenih ostecenih I]o dova
plodova plodova P
Bioloske i
fizikalne —

nema ih



Bioloske i

kemijske —
nema ih
Mijevenje Zamor Provod_’enje
materijala (stare redovitog
plodova - A .
Fizikalne — D i oSteCene servisa nad
e a - . Ne
Cestice metala oStrice mogu uredajem
uzrokovati koji melje
kontaminacije) plodove
Bioloske i
Filtriranje soka kemijske —
. nema ih
kroz metalni — .
: Fizikalne — . Redovita
filter Moguénost -
metalne Da A Zzamjena Da
. ostecenija filtera .
Cestice filtera
Bioloske i
fizikalne —
nema ih
Slaba
vjerojatnost
Pumpanje soka ®ctaniardaza
u tankove za Kemiisk Sigéenie |
priviemeno  [REIEHE SRS, Sl
¢uvanje soka sredstva za Ne ezintexcyu,
dezinfekciju koncentracije
tankova rezidua ne
mogu izazvati
negativan
utjecaj na
ljudsko zdravlje
Bioloske — . C
razliciti Da M|kroblplos[<_a Pasterizacija Da
N . kontaminacija
Pasterizacija i patogeni
hladenje Kemijske i
fizikalne —
nema ih
Punjenjei .
pakiranje Nema ih
Skladistenje Nema ih
Otprema Nema ih

Izvor: FDA (Food and Drug Administration). https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-
guidance-documents/guidance-industry-juice-hazard-analysis-critical-control-point-hazards-and-
controls-guidance-first (pristupljeno 17.4.2021.).



2.4. Pet klju€eva sigurnosti hrane

Bolesti prenosive hranom i danas predstavljaju znacajan zdravstveni problem u
zemljama u razvoju, kao i u razvijenim zemljama. ViSe od 200 poznatih bolesti prenosi
se putem hrane, a vecéinu adekvatna priprema hrane moze sprijeCiti (Mead i sur.,
1999.). Zbog navedenog je svjetska zdravstvena organizacija (WHO) 1989. razvila 10
zlatnih pravila za sigurnu pripremu hrane, iz kojih je 2001. nastalo jednostavnijih 5
kljuCeva sigurnosti hrane. Oba skupa smjernica su imali isti cilj, educirati ljude Sirom
svijeta o pravilnom nacinu pripreme hrane kako bi se sprijecio prijenos bolesti (WHO,
2006.).

Prvi klju€ sigurnosti hrane odnosi se na higijenu. Prije rukovanja hranom, za vrijeme
pripreme i nakon obavljanja nuzde potrebno je temeljito oprati ruke. Potrebno je
odrzavanije higijene svih prostorija i opreme koja se koristi pri pripremi hrane. Takoder
je potrebna zastita prostora i hrane od nametnika i drugih Zivotinja. Drugi klju¢
sigurnosti hrane odnosi se na odvajanje sirovih namirnica od termicki obradene hrane.
To se prvenstveno odnosi na sirovine animalnog podrijetla, posebice meso, ribu i
plodove mora te koriStenje razliitog posuda i razliCitog pribora za razliCite stupnjeve
termiCki obradene hrane kako bi se sprije€ila unakrsna kontaminacija. Treéi kljuc
sigurnosti hrane odnosi se na kuhanje odnosno potpunu termi¢ku obradu hrane.
Smatra se da je za tekuéu hranu poput juha, variva i sokova dovoljna temperatura od
70 °C za inaktivaciju Stetnih organizama, dok je za meso, jaja, ribu i plodove mora
potrebna vida temperatura. Cetvrti klju¢ sigurnosti hrane odnosi se na hladenje
odnosno Cuvanje hrane na sigurnim temperaturama. Ovaj klju¢ baziran je na Cinjenici
da se vecina Stetnih mikroorganizama razvija na temperaturi iznad 5 °C, a naj¢e&¢e
na sobnoj temperaturi, zbog ¢ega hranu treba podgrijati prije konzumacije, a do tada
e Cuvati na temperaturi niZzoj od 5 °C. Posljedniji klju¢ sigurnosti hrane odnosi se na
koristenje higijenski ispravnih sirovina i vode pri pripremi hrane. Pozeljno je koriStenje
namirnica koje su prethodno termicki obradene poput pasteriziranih proizvoda.
Takoder, ne preporuCa se koriStenje proizvoda kojima je istekao rok trajanja. Svim
ovim mjerama postize se sprjeCavanje prijenosa uzro€nika bolesti na prehrambeni
proizvod, §to €ini hranu sigurnom za konzumaciju (Hrvatska agencija za hranu, 2021b).



2.5. Moguénosti iskoriStenja organskog ostatka

Predtretmani su nuzno potrebni za preradu organskog ostatka vocCa i povrca u
potencijalnu sirovinu, a sluze postizanju mikrobioloSke stabilnosti uz minimiziranje
gubitka bioaktivnin komponenti (O'Shea i sur., 2012.). Najzahvalniji predtretmani
uklju€uju razliCite oblike susenja i liofilizacije, nakon €ega naj¢escée slijedi mljevenje i
zamrzavanje na -20 °C (Femenia i sur., 1997.). u grafikonu 2.2. prikazane su
mogucnosti iskoriStenja organskog ostatka od jabuke i tretmani koji se koriste za
dobivanje sirovina.

Jabucna komina

Ugljikohidrati Fitokemikalije

alkoholna
precipitacija, mii : alkalna.al
ekstrakcija IS, ekstrakcija,
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enzimatska 'ZbJeU'Va',nJe' hidroliza
ekstrakcija, kisela SEEES
ekstrakcija,

ultrafiltracija
. hemiceluloza
funkcionalna
hrana, vlakna

prehrambena
industrija,
farmaceutska
industrija, funkcionalna
biogorivo funkcionalna hrana,
hrana, prehrambena
prehrambena industrija,
industrija, farmaceutska
farmaceutska industrija
industrija

kisela
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Grafikon 2.2. Mogucnosti iskoriStenja jabuéne komine, tretmani koji se koriste i

mogucnosti koriStenja novonastalih sirovina.
(Perrusello i sur., 2017.)
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2.6. Jabuéna komina u ljudskoj prehrani

U tablici 2.3. prikazane su glavne bioaktivne komponente jabucne komine i njihov

utjecaj na zdravlje.

Tablica 2.3. Glavne bioaktivhe komponente jabu¢ne komine.

Nije dostupno

523-1542

2153-3734

50-130
688-2535

Nije dostupno

Pektin i  oligosaharidi
pektina

Klorogenska kiselina,
kofeinska kiselina,
ferulinska  kiselina, p-
kumarinska kiselina,
sinapinska kiselina
Isorhamnetin, kempferol,
kvercetin, ramnetin,

glikokonjugati, procijanidin
B2, epikatehin
Cijanidin-3-O-galaktozid
Florizin, floretein

Ursoli¢na kiselina,
oleanoli¢na kiselina

Prehrambena vlakna,
prebiotici, snizavanje
kolesterola

Antioksidacijski, antimikrobni,
protuupalni, antikancerogeni
utjecaj, povoljan utjecaj na
smanjenje rizika od
kardiovaskularnih bolesti

Smanjenje rizika od
dijabetesa, potencijal za
tretiranje pretilosti, pozitivan
utjecaj na kvalitetu kostiju,
pozitivan utjecaj na
blastogenezu
Antimikrobno i
djelovanje

protuupalno

(Barreira i sur., 2019.; Lyu i sur., 2020.; Othman i sur., 2020.)

Unato€ maloj koli€ini amigdalina u sjemenkama, jabucna komina je sigurna za
ljudsku prehranu (Skinner i sur., 2018.). Prednosti koriStenja jabu¢ne komine u
prehrani su brojne. Ona, po Bobeku i sur. (1998.) mozZe smanijiti koncentraciju
kolesterola u jetri. Dobar je izvor vlakana (Slika 2.2.) koja se smatraju izuzetno vaznima
za normalnu funkciju probavnog sustava (Figuerola i sur., 2005.). Prehrana bogata
vlaknima povezana je s prevencijom i smanjenjem simptoma srcanih bolesti, raka
debelog crijeva, pretilosti, dijabetesa, astme i plu¢nih oboljenja (Boyer i Liu, 2004.).
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Slika 2.2. Dodatak prehrani na bazi vlakana ekstrahiranih iz jabuke.
Izvor: https://www.nutriofit.hr/proizvod/jabucna-vlakna-200g/

Takoder je i dobar izvor polifenola koji se mogu koristiti kao funkcionalni dodaci
prehrani i prirodni antioksidansi (Schieber i sur., 2003.). Polifenoli imaju znacajan
utjecaj na senzorske karakteristike jabuke (gor€inu, okus, boju i miris) te na oksidativnu
stabilnost hrane buduéi da se ponaSaju kao reducensi, stiteéi stanice od slobodnih
radikala. Upravo zbog toga, fenoli dokazano Stite od utjecaja starenja, infekcija,
visokog tlaka, reguliraju mozdane procese, osteoporozu i kardiovaskularne bolesti
(Perusselloisur., 2017.). McCan i sur. (2007.) istrazivali su utjecaj fenola ekstrahiranih
iz jabu¢ne komine, te su ustanovili da jabuéni fenoli u€inkovito tite od oStec¢enja DNK
i mutacija, poboljSavaju crijevnu barijeru, Stite od raka debelog crijeva i drugih vrsta
karcinoma. Posebno blagotvoran ucinak na dijabetes ima fenolni spoj florizin koji
dokazano smanjuje udio glukoze u serumu krvi kod miSeva i ljudi (Makarova i sur.,
2015.).

Zbog visokog udjela dijetalnih vlakana, fenola i drugih hranjivih tvari jabu¢na
komina ima veliki potencijal u prehrambenoj industriji. BraSno od jabu¢ne komine
bogato je vlaknima i sadrzi 14,2% vlakana, u odnosu na samo 0,47% vlakana
pSeninog brasna (Carson i sur., 1994.). Dodatak jabu¢ne komine pekarskim
proizvodima u obliku brasna povecao je udio vlakana u finalnom proizvodu i pozitivho
djelovao na zdravlje potro$aca (Gémez i Martinez, 2018.). No s druge strane, autori
Jung i sur. (2015.) navode kako previsoki udio jabuénog brasna moze negativno
utjecati na senzorska svojstva finalnog proizvoda. Provedeno je istrazivanje u kojem
je cilj bio ispitati u kojem udjelu brasno jabuéne komine ne utjeCe negativho na
senzorska svojstva niti na kvalitetu tijesta te je ustanovljeno da je optimalan udio za
kvalitetu tijesta i kakvocu senzorskih svojstava 5% (Masoodi i Chanhan, 1998.). U
izradi sangak kruha, tradicionalnog iranskog kruha, dokazano je kako dodatak jabucne
komine od svega 3% znacajno smanjuje tvrdo¢u kore kruha bez negativnog utjecaja
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na senzorska svojstva (Jannati i sur., 2018.). Isto tako autori Laukova i sur. (2016.)
utvrduju kako se pri supstituciji pSenicnog sa najvise 15% jabuénog brasna moze
oCekivati smanjenje volumena i poroznosti biskvita za 11-25%. Pri izradi kolaca,
dodatak jabu¢ne komine u pravilu poboljSava organolepticka svojstva. Ackar i sur.
(2018.) proveli su istrazivanje u kojem su grickalicama na bazi kukuruza dodali jabu¢nu
kominu u svrhu ispitivanja promjene organoleptickih svojstava (vanjski izgled, okus i
tekstura pri zvakanju). Povecanjem udjela jabuéne komine, a smanjenjem udjela
kukuruza, utvrdene su negativne razlike u okusu i teksturi kona¢nog proizvoda.

Pektin izoliran iz jabuCne komine pokazao se kao dobra alternativa za
zgudnjavanje prehrambenih proizvoda. Wang i sur. (2019.) proveli su istrazivanje
koriStenja jabuéne komine kao prirodnog stabilizatora i sredstva za zgusSnjavanje
jogurta pri ¢emu su razli¢iti udjeli komine kombinirani s obranim mlijekom i fermentirani
i mjeSavinom bakterija mlijeCne kiseline pri 42 °C. Prema dobivenim rezultatima
utvrdeno je kako dodatak od 1% jabucne komine dovodi do poviSenja pH- vrijednosti i
krateg vremena Zeliranja proizvoda. Osim navedenog, jogurti su oCuvali originalnu
konzistenciju tijekom perioda ¢uvanja od 28 dana. Osim jogurta, pektin bi se mogao
koristiti kao sredstvo za zguSnjavanje u proizvodnji dZzemova, Zelea, slatkiSa, ostalih
fermentiranih mlijeénih proizvoda, pi¢a i smrznute hrane (Holst i sur., 2006.). 1zuzev
prehrambene industrije, ekstrahirani pektin ima veliku vrijednost i u kozmetickoj
industriji, takoder kao sredstvo za zguSnjavanje. Takoder se koristi i u farmaceutskoj
industriji kao nosac aktivne tvari u lijekovima (Vityazev i sur., 2017.). Potrebno je
spomenuti i florizin, fenolni spoj prisutan u jabu¢noj komini, a Cija enzimska oksidacija
za posljedicu ima Zuékasto obojenje koje bi se moglo koristiti u prehrambenoj industriji
kao bojilo (Schieber i sur., 2003.).

KoriStenje jabuCne komine u svrhu proizvodnje alkoholnih pi¢a prakticira se
desetlje¢ima zbog udjela Secera u komini i niskih troSkova proizvodnje (Hang i sur.,
1981.), a za efikasnu proizvodnju alkoholnih pi¢a, komina moze fermentirati samaili u
kombinaciji s melasom. Fermentirana jabu¢na komina moze se koristiti i kao prirodna
aroma jabuke u napitcima maceriranjem i vodenom infuzijom (Huc-Mathis i sur.,
2019.).
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2.7. Jabuéna komina u biotehnologiji

Primjena poljoprivredno-industrijskih nusproizvoda u bioloskim procesima pruza
Sirok raspon mogucnosti rieSavanja problema zagadenja okolisa. JabuCna komina
pogodan je mikrobioloSki supstrat, pri Cemu se prednost daje fermentaciji krute tvari
nad fermentacijom natopljenog materijala u vodi (Vendruscollo i sur., 2008.). U tablici
5.2. prikazani su mikroorganizmi koji mogu ucinkovito koristiti jabuénu kominu kao
supstrat.

Tablica 5.2. NajceSc¢i mikroorganizmi koji koriste jabuénu kominu kao supstrat.

Primjena

B-glukozidaza
Lignoceluloliti€ki
enzimi
Pektin metilesteraza
Pektinaze
Pektoliticki enzimi

Mikroorganizam
Sinteza enzima
Aspergillus foetidus
Candida utilis

Aspergillus niger
Polyporus squamosus

Aspergillus niger

Aspergillus niger

Referenca

Hang i Woodams (1994a)
Villas-Bbas i sur. (2002)

Joshi i sur. (2006)
Pericin i sur. (1999)
Berovic i Ostroversnik
(1997)

Hang i Woodams (1994b)

Poligalaktouronaza

Poligalaktouronaza Zheng i Shetty (2000)

Lentinus edodes
Sinteza aromatskih komponenti

Aromatske Rhizopus oryzae Christen i sur. (2000)
komponente
Aromatske Kluyveromyces marxianus Medeiros i sur. (2000)
komponente

Bramorski i sur. (1998)
Zheng i Shetty (2000)

Ceratocystis finebriata
Trichoderma viride, T.
harzianum i T. pseudokonigii
Sinteza heteropolisaharida
Gongronella butleri

Xanthomonas campestris

Sinteza ostalih spojeva

Aspergillus niger

Voéna aroma
Fenolni spojevi

Streit i sur. (2004)
Stredansky i Conti (1999)

Hitozan
Ksantan

Shojaosadati i Babaeipour
(2002)
Stredansky i sur. (2000)

Limunska kiselina

Thamnidium elegans, Mortierella
isabelina, Cunninghamella
elegans i Cunninghamella

echinulata

y-linolenska kiselina

(Vendruscollo i sur., 2008.)

Pet sojeva Aspergillus niger kultivirani su na jabu¢noj komini u svrhu sinteze
enzima poligalakturonaze. Najveca enzimatska aktivnost javila se nakon 72 sata na
temperaturi od 30 °C, dok je optimum sintetizirane poligalakturonaze bio na 40 °C i pH
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4,5 (Hang i Woodams, 1994b). Zheng i Shetty (2000) usporedili su razliCite supstrate
za sintezu poligalakturonaze pomoc¢u mikroorganizmma Lentinus edodes: jabucna
komina, komina brusnice te komina jagode, pri ¢emu se komina jagode pokazala
najboljim supstratom, a nakon nje po koli€ini enzima smijestila se jabu¢na komina.
Optimum, na ovaj nacin sintetiziranog enzima, bio je pri pH 5,0 i 50 °C. Svi autori koji
su se dotakli ove tematike zaklju€ili su da je za proizvodnju pektolitiCkih enzima
potrebna velika koncentracija inokuluma. Takoder, koncentracija CO2 mora biti niska,
a udio vlage manji od 50%. Najbolji rezultati sinteze enzima javljali su se pri udjelu
vlage od 38% i temperaturi oko 35 °C. Hang i Woodams (1995.) istrazili su potencijal
koriStenja jabu€ne komine kao supstrata za proizvodnju beta-fruktofuranozidaze
koristeCi 3 vrste Aspergillus. Najbolje rezultate dala je vrsta Aspergillus foetidus (2700
U/kg jabuc€ne komine), dok su vrste Aspergillus niger i Aspergillus oryzae sintetizirale
1660 i 100 U/kg jabuéne komine. Joshi i sur. (2006.) su ustanovili kako je sinteza pektin
metilesteraze koristeCi Aspergillus niger na supstratu jabu¢ne komine puno veca kada
je udio vlage manji (aktivnost je 2,3 puta veca u fermentaciji krute tvari nego u
fermentaciji vodom natopljenog materijala). Jabu¢na komina takoder moze posluZiti za
sintezu hlapljivih spojeva koji daju aromu, za $to su Christen i sur. (2000.) koristili
sojeve Rhizopus. Detektirani mirisi imaju blagu alkoholnu notu.

Jabuéna komina se moze Koristiti i kao supstrat za sintezu biopolimera. Streit i
sur. (2004.) su ustanovili kako gljivica Gongronella butleri daje najvece prinose u
sintezi hitozana, neprobavljivog polisaharida koji dokazano sniZzava razinu kolesterola
u krvi. Jabu€na komina moze se Koristiti i kao supstrat za sintezu pigmenata koji se u
industriji koriste kao bojila, primjerice sintezu karotenoida uz pomo¢ Chromobacter sp.
koja se pokazala izuzetno ucinkovitom (46,6 mg/100 g medija) (Attri i Joshi, 2006.).

15



2.8. Jabuéna komina u poljoprivredi

Zbog niskog udjela proteina i visokog udjela ugljikohidrata, jabu¢na komina moze
se koristiti i kao dodatak za hranidbu Zivotinja. Jabu¢na komina bi se mogla i
obogacivati dusikom ako se koristi kao supstrat za rast mikroorganizama koji se brzo
razmnozavaju i koriste kao izvor proteina, a Sto bi se onda moglo koristiti i kao
alternativa u ljudskoj i Zivotinjskoj prehrani, posebice u dijelovima svijeta gdje mlijeko i
meso, tradicionalni zZivotinjski izvori proteina, nisu Siroko dostupni (Albuquerque i sur.,
2006.). Osim za povecanje udjela proteina, jabu¢na komina se takoder uz pomo¢
mikroorganizama moze obogatiti i mineralima, Sto su dokazali Joshi i Sandhu (1996.)
fermentacijom 3 tipa kvas€evih gljivica: Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis i
Torula utilis. Uklanjanjem etanola nakon fermentacije, jabuéna komina bila je
obogacéena sirovim proteinom, masnim kiselinama, vitaminom C, ali i kalijem, cinkom,
manganom i zeljezom.

Istrazivanje autora Abdollahzadeh i sur. (2010.) pokazalo je da mjeSavina jabucne
komine i komine rajCice u udjelu do 30% (omjer 1:1) pozitivho utje€e na proizvodnju
mlijeka, unos suhe tvari, uc€inkovitost hranidbe i apsorpciju hranjivih tvari u mlije€nih
krava Holstein pasmine. Alarcon-Rojo i sur. (2019.) su dokazali kako se fermentirana
jabuéna komina u hranidbi ovaca moZze dodati u udjelu od 11% bez negativnog utjecaja
na pH, vodni kapacitet i gubitke tekucine. Dapace, oksidacija lipida u mesu i samog
mesa ovaca hranjenih fermentiranom jabuénom kominom je bila niza nego u ovaca
koje nisu bile hranjene na taj na¢in. Jabuéna komina takoder se moze i silirati, a Ulger
i sur. (2018.) su utvrdili da je nutritivna vrijednost silirane jabuéne komine kao
potencijalnog krmiva za domace Zivotinje usporediva sa nutritivnim vrijednostima
silirane pulpe Secerne repe, pulpe bundeve i silirane biljke kukuruza. Dodatkom samo
5% fermentirane jabu¢ne komine obogacene proteinima koje je sintetizirala gljivica
Phanerochaete chrysosporium u obrok svinja, povecala se ucinkovitost konverzije
hranjivih tvari s naglaskom na proteine u odnosu na kontrolnu skupinu za u prosjeku
5-10% (Ajilai sur., 2015.).

Jabuc€na komina bi se takoder mogla koristiti kao supstrat u proizvodniji gljiva zbog
udjela lignina i drugih ugljikohidrata te duSika i drugih hranjivih tvari koje su nuzne za
rast i razvoj gljiva. U istrazZivanju koje su proveli Worrall i Yang (1992.) su se koristili
supstrati jabucne komine, piljevine te jabu¢ne komine u kombinaciji sa piljevinom za
uzgoj shiitake gljiva te dvije vrste Pleurotus, pri ¢emu je bolji prinos zabiljezen u
koristenju same jabuCne komine kao supstrata od same piljevine, a najbolji prinos
zabiljezen je u kombiniranom supstratu. Bhushan i Joshi (2006.) su koristili jabuénu
kominu kao supstrat za proizvodnju pekarskog kvasca (S. cerevisiae) te su dokazali
kako je sposobnost dizanja tijesta ista kao i kod komercijalnog kvasca koji se najcesc¢e
proizvodi na supstratu od melase.
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2.9. Energetska oporaba jabu¢ne komine

Da bi se izvor goriva smatrao potencijalnim kandidatom za komercijalizaciju, mora
zadovoljavati neke preduvjete. Prije svega, alternativni izvor goriva mora reducirati
stakleniCke plinove, umanijiti potroSnju energije, usporiti globalno zatopljenje
skladistenjem CO: i pruziti uCinkovito iskoristenje energije. Fermentacija celulozne
biomase u bioetanol pokazala se jako perspektivnom, zbog Cega je privukla paznju
posljednjin godina. Zbog svojeg sastava (bogata ugljikohidratima, vlaknima,
mineralima i fermentativnim Secerima), jabu€na komina je izvrstan supstrat za kulture
mikroorganizama. Kulture koje su provodile fermentaciju u istrazivanju koje su proveli
Evcan i Tari (2015.) su Trichoderma harzianum, Aspergillus sojae i Saccharomyces
cerevisiae. Utvrdeno je da je uzorak jabu¢ne komine na pocetku ispitivanja imao 6,25%
Secdera, od kojih je najzastupljenija bila arabinoza. Prisutnost fermentabilnih Secera,
niskog udjela proteina i visokog udjela vode jabu¢nu kominu €ini odli€nim supstratom
za proizvodnju bioproizvoda dodane vrijednosti. Najveci prinos bioetanola postignut je
pri inokulaciji T. harzianum i A. sojae na pocetku, te inokulacijom S. cerevisiae 24 sata
kasnije. Udjeli inokulata od 6% za A. sojae i T. harzianum te 4% za S. cerevisiae dali
su maksimalnu koncentraciju etanola od 8,748 g/L u 5 dana fermentacije (Evcan i Tari,
2015.).

Kako bi se jabu€na komina uspjesno koristila u alkoholnoj ili ABE (aceton-butanol-
etanol) fermentaciji, potrebno je obaviti predtretman hidrolize kojim se postize
oslobadanje Secera zadrzanih u celulozi i hemicelulozi. Medutim, taj predtretman moze
osloboditi i komponente toksiCne za mikroorganizme koji provode fermentaciju. U
istrazivanju koje su proveli Molinuevo-Salces i sur. (2020.) jabu¢na komina prvo je
podvrgnuta fermentaciji s ciliem sinteze etanola, nakon ¢ega se fermentirani ostatak
koristio kao supstrat za anaerobnu digestiju u kombinaciji sa svinjskom gnojovkom, §to
je rezultiralo dobivanjem dva tipa biogoriva iz jabu¢ne komine, etanola i, naknadno,
bioplina. Mikroorganizmi koji su provodili fermentaciju u etanol su Klyveromyces lactis,
Klyveromyces marxianus, Lachancea thermotolerans, Saccharomyces cerevisiae,
Scheffersomyces stipitis i Zymomonas mobilis. Sinteza bioetanola pokazala se
uspjeSnom za vecinu mikroorganizama i kretala se izmedu 25,7 i 51,1 g/L, izuzev S.
stipitis i Z. mobilis koje su sintetizirale 0,00 — 7,8 g/L. Dokazano je da je alkoholna
fermentacija pojaCala produkciju metana, koja je iznosila 596 mL CHa/g hlapljivih
komponenti. Takoder, pH vrijednost krutog supstrata je iznosila izmedu 7,0 i 7,8 zbog
Cega se jabuCna komina smatra kvalitetnim supstratom za proizvodnju bioplina
(Molinuevo-Salces i sur., 2020.). Moguca je fermentacija i jabu¢ne komine koja nije
prosla predtretman hidrolize, $to su dokazali Magyar i sur. (2016.), pri ¢emu je prinos
etanola iznosio 38,8 g/L. Mikroorganizmi koji su fermentirali jabu¢nu kominu su
mikroorganizmi vrste Saccharomyces cerevisiae. Jin i sur. (2019.) ipak su dokazali da
je ucinkovitost ABE fermentacije vec¢a ukoliko se komina podvrgne predtretmanima
hidrolizom. Koriste¢i mikroorganizam Clostridium beijernickii na teku¢im supstratima
SecCera iz jabucne komine ekstrahiranim razli¢itim metodama, ustanovljeno je da je
najveci prinos acetona, butanola i etanola na supstratu kombinacije Secera topljivih u
vodi i Secera hidroliziranih luzinom (262,2 g ABE/kg suhe jabu¢ne komine). Hijosa-

17



Valsero i sur. (2017.) su usporedivali uCinak razliCitih predtretmana na kvalitetu
supstrata jabu¢ne komine pri proizvodnji butanola. Usporedeno je 5 predtretmana:
autohidroliza (predtretman vru¢om vodom ili parom), upotreba kiseline, luzine,
organska otapala te surfaktanta PEG 6000, te je ustanovljeno da je predtretman
surfaktantom PEG 6000 ekstrahirao najviSe SeCera uz najmanje inhibitora
mikroorganizma  Clostridium  beijerinckii. Takoder, koriStenje predtretmana
surfaktantom donijelo je najvece prinose butanola (9,11 g/L).
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3. Materijali i metode

Analizirana su dva uzorka prikupljene jabu¢ne komine s dva razli€ita izvora. Prvi
uzorak jabu¢ne komine prikupljen je u pogonu Proizvodnja JuriSi¢ d.o0.0. (uzorak K1)
koji se nalazi u selu Paukovec u blizini Donje Zeline. Primarno se navedeni pogon bavi
proizvodnjom soka od jabuke uvedenog u kategoriji proizvoda pod nazivom ,Zeleni
Jura® (Slika 3.1.). Spomenuti sok izraduje se od dviju sorti jabuka 'Granny Smith' i
'Golden delicious', a $to je vazno za informaciju koje sorte sadrzi i jabu¢na komina koja
je sakupljena iz navedenog pogona. Iz razgovora s voditellem pogona za preradu
jabuka dobivena je i informacija o randmanu soka iz navedenih sorti prilikom
proizvodnje postupkom preSanja, a koji iznosi oko 70%. Takoder, upravitelj pogona
ukratko je objasnio i postupak proizvodnje soka, a koji uklju€uje prihvat sirovine uz
postivanje svih propisanih higijenskih i zdravstvenih standarda (pranje plodova,
izdvajanje neadekvatnih plodova i sl.); zatim preSanje (Slika 3.2.), prilikom ¢ega u
presu za proizvodnju soka ulaze cijeli plodovi jabuka tako da se organski ostatak (Slika
3.3.) sastoji od peteljke, sjemenki, pulpe i koZice ploda (Slika 3.4.); nakon ¢ega slijedi
pasterizacija soka i punjenje u sterilnu staklenu ambalazu, te hladenje. Organski
ostatak iz pogona zbrinjava tvrtka Zelinske komunalije d.0.0. i to oporabom
kompostiranjem.

Slika 3.1. Ambalaza soka ,Zeleni Jura®“.
Izvor: https://m-living.vecernji.hr/media/img/cb/fc/ab90dd1ed9a4d81d6f69.jpeg (pristupljeno
15.6.2021.).
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Slika 3.3. Odstranjivanje organskog ostatka iz preSe na
Proizvodnja Jurisi¢ d.o.o.
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Slika 3.4. Prlkupljenl uzorak organskog ostatka iz pogona Pr0|zvodnja Jurisi¢ d.o.o.

Drugi uzorak prikupljen je u pogonu tvrtke Fragaria d.o.0. (uzorak K2) koji se
nalazi u Micevcu, nedaleko od Velike Gorice. Primarno se navedeni pogon tvrtke bavi
proizvodnjom soka od jabuke uvedenog u kategoriji proizvoda pod nazivom ,lvkovic¢
100% jabucni sok od svjeZe tijeStenih jabuka“ (Slika 3.5.). Spomenuti sok izraduje se
od mjeSavine nekoliko sorti jabuka, i to: 'Gala’, 'Cripps Pink’, 'Idared’' i u najmanjem
udjelu 'Granny Smith'. Randman dobivenog soka prilikom proizvodnje kre¢e se izmedu
55 i 60%. Takoder, postupak proizvodnje soka sastoji se od prihvata sirovine uz
postivanje svih propisanih higijenskih i zdravstvenih standarda (pranje plodova,
izdvajanje neadekvatnih plodova i sl.); preSanja, prilikom ¢ega u preSu za proizvodnju
soka ulaze cijeli plodovi jabuka tako da se organski ostatak sastoji od peteljke,
sjemenki, pulpe i kozZice ploda (Slika 3.6.). Jabu¢na komina se nakon proizvodnje soka
zbrinjava preko lovackog drustva iz Gorskog kotara koje posjeduje dozvolu za
zbrinjavanje biootpada.
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Slika 3.5. Ambalaza soka ,lvkovi¢ 100% jabucni sok od svjeZe tijeStenih jabuka“.
Izvor:
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fwww.konzum.hr%2Fweb%2Fproducts%2Fivk
ovic-sok-jabuka-5I-bib-
mutni&psig=A0vVaw0OFbghahBleTWg_1Jm2qfiF&ust=1623848154872000&source=images&cd=vfe&
ved=0CAIQjRxqFwoTCICfIP]XmfECFQAAAAAJAAAAABAO (pristupljeno 15.6.2021.).

Slika 3.4. Prikupljeni uzorak organskog ostatka iz pogona Fragaria d.o.o.

Uzorci su netom nakon prikupljanja ¢uvani do analiza na temperaturi od 4°C.
Analize su zapocele sljedeci dan od prikupljanja, a provedene su u laboratoriju Zavoda
za poljoprivrednu tehnologiju, skladiStenje i transport.
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3.1. Odredivanje ukupne suhe tvari susenjem na 105 °C

Kemijski sastav se najjednostavnije odreduje kao ukupni dio suhe tvari. Ukupna
suha tvar pokazatelj je kvalitete namirnice. Namirnice s ve¢om hranjivom vrijedno$c¢u
imaju veliki postotak ukupne suhe tvari (Katalini¢, 2006.). Ovisno o sastavu proizvoda,
za odredivanje ukupne suhe tvari primjenjuju se tri postupka susenja: susenje na 105
°C, susenje u vakuumu i destilacija. U ovom radu koriStena je metoda susenja pri 105
°C (AOAC, 1995.). Ovim se postupkom odreduje ostatak uzorka nakon susenja na 105
°C do konstantne mase.

Aparatura i pribor:
e laboratorijski suSionik
o eksikator
e staklene posudice
e analiticka vaga
¢ stakleni Stapi¢ odgovarajuée duljine ovisno o veli€ini posudice
e kvarcni pijesak

Postupak odredivanja:

U osus$enu i izvaganu staklenu posudicu s poklopcem stavi se oko 5 g kvarcnog
pijeska i stakleni Stapi¢ (Slika 4.1.1.). Ovako pripremljeni pomoc¢ni materijal se potom
osusi u laboratorijskom suSioniku pod odredenim uvjetima sa skinutim poklopcem.
Nakon susenja poklopac se stavi na posudicu, posudica se izvadi iz suSionika i ohladi
u eksikatoru, a zatim se vaze s to¢nosc¢u 0,0002 g.

U ohladenu i izvaganu posudicu s pijeskom stavi se oko 2,5 g pripremljenog
uzorka, koji se dobro izmijeSa staklenim StapiCem i sve zajedno izvaze s toCnoScu
0,0002 g. Staklena posudica u kojoj se nalazi pijesak i ispitivana koli¢ina uzorka stavi
se u laboratorijski suSionik zagrijan na 105 °C£0,5 °C u kojem se zagrijava jedan sat
sa skinutim poklopcem. Nakon hladenja i vaganja, suSenje se nastavlja sve dok razlika
nakon dva uzastopna susSenja u razmaku od pola sata ne bude manja od 0,001 g.
Iznova se vaze s to¢noscu + 0,0002 g.

Formula:
m; —Mmy
suha tvar (%) = ——
m; —mg
Gdje je:
mo (g) - masa posudice i pomoénog materijala (kvarcni pijesak, stakleni Stapic,
poklopac),

mz (g) - masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja,
m; (g) - masa posudice nakon susenja.
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3.2. Odredivanje topljive suhe tvari

Prije mjerenja uzorka, refraktometar je kalibriran destliranom vodom na sobnoj
temperaturi. Nakon toga, uzorak je postavljen na donju prizmu refraktometra koja je
poklopljena prozirnim poklopcem i usmjerena prema izvoru svjetlosti. KoliCina topljive
suhe tvariizrazena se u °Brix i jednostavno je oCitana na refraktometru. SadrzZaj topljive
suhe tvari (%) odreden je digitalnim refraktometrom ,'Refracto 30 PX' PX* (Mettler-
Toledo, Svicarska).

3.3. Odredivanje pH

Mijerenje pH vrijednosti vrSi se na pH-metru uranjanjem kombinirane elektrode
u homogenizirani uzorak i o€itavanjem vrijednosti.

Aparatura i pribor:
- ¢asSa volumena 25 mL,
- magnet za mijeSanje,
- magnetska mijeSalica,
- pH-metar,
- analitiCka vaga

Priprema uzoraka:
Uzorci se najprije profiltriraju kako bi se uklonile balastne tvari, a zatim slijedi
postupak odredivanja pH-vrijednosti.

Postupak odredivanja:.

Prije mjerenja pH-metar je potrebno bazdariti puferskom otopinom poznate pH
vrijednosti kod sobne temperature. pH vrijednost odreduje se uranjanjem elektrode u
ispitivani uzorak.

3.4. Odredivanje ukupne kiselosti

Metoda se temelji na potenciometrijskoj titraciji otopinom natrijevog hidroksida.
Primjenjuje se za odredivanje ukupne kiselosti u vo¢u i povrc¢u i proizvodima od voca i
povréa (AOAC, 1995).

Aparatura i pribor:
- graduirana pipeta, volumena 25 i 100 mL,
- odmjerna tikvica, volumena 250 mL,
- analiticka vaga,
- potenciometar sa staklenom elektrodom,
- automatska bireta,
- filtar papir.
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Reagensi:
- otopina natrijevog hidroskida ¢ = 0,1 mol/L,
- puferna otopina poznatog pH.

Priprema uzoraka:

Uzorak se homogenizira i odvagne se 20 g, te se prenese u odmjernu tikvicu
volumena
200 mL, tikvica se dopuni do oznake destiliranom vodom i njezin se sadrzaj dobro
promucka i profiltrira. pH-metar se bazdari pomoc¢u stadardne puferne otopine. Ovisno
o ocekivanoj kiselosti otpipetira se 20 mL pripremljenog uzorka i prenese u ¢asu u koju
se prethodno stavi magnet koji ¢e pospjesiti mijeSanje sadrzaja. MijeSalica se pusti u
rad, a zatim iz birete dodaje otopina natrijevog hidroksida dok se ne postigne pH
vrijednost u rasponu od 7,90-8,01.

Racun:

Ukupna Kiselost (%)= “XIXC 100

Gdje je:

V (mL) - volumen otopine NaOH utroSene pri titraciji,

F* - faktor otopine NaOH ¢ = 0,1 mol/L,

G (g/mL) - faktor najzastupljenije kiseline u uzorku (prema tablici 3),
D (g) - masa uzorka u 25 mL razrijedenog homogeniziranog uzorka.

* Odredivanje faktora otopine natrijevog hidroksida:
Za pripremu otopine natrijevog hidroksida c= 0,1 mol/L koristi se volumetrijski standard

natrijevog hidroksida 0,1 mol/L &iji je faktor jednako 1 (F=1,0000).

3.5. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta ABTS metodom

Metoda se temelji na gaSenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-
azinobis (3etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS'+ radikal-kationa) koji se
oblikuje bilo kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a Cdiji je
karakteristiCan adsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 734 nm. U prisutnosti
antioksidansa ABTS+ kation se reducira u ABTS, a reakcija se oCituje obezbojenjem
plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS radikala koji ,gase” razli€iti antioksidansi
mjeri se pracenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa
smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur., 1997;
Re i sur., 1999.).
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Priprema reagensa:
1. dan:
* 140 mL otopina kalijeva persulfata, K2S>0g (0,1892 g K>S20g izvaZe se i otopi u
5 mL destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL)
« 7 mL ABTS otopina (Sigma Aldrich, SAD) (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5
mL destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL)
» stabilna ABTS-+ otopina (88 pL 140 mL otopine K>S>Og prenese se u tikvicu u
kojoj se nalazi 5 mL otopine ABTS-a. Sadrzaj tikvice se dobro promijeSa, zatvori,
oblozZi aluminijskom folijom i ostavi stajati 12-16 sati pri sobnoj temperaturi.
Stajanjem, intenzitet plavo-zelene boje se pojacava.)
2. dan:

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1%-tna otopina ABTS'+ (1 mL
ABTS'+ otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-im
etanolom do oznake). Nakon toga mjeri se apsorbanca 1%-ne otopine ABTS"+ pri 734
nm koja mora iznositi 0,70 £ 0,02. Ako apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je
potrebno namjestiti, odnosno ako je apsorbanca premala, u tikvicu od 100 mL
pripremljene 1%-ne otopine ABTS+ treba dodati joS par kapi stabilne ABTS"+ otopine,
a ako je apsorbanca prevelika onda otopinu treba razrijediti, odnosno, u tikvicu (100
mL) dodati joS 96%-tnog etanola. Isti dan kada se pripremi 1%-tna stabilna otopina
ABTS'+ s podeSenom apsorbancom na 0,70 + 0,02 treba napraviti i sve analize
uzoraka (i bazdarni pravac ako je to potrebno) jer je ABTS'+ otopina nestabilna i
nepostojana ve¢ unutar 24 sata.

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski):

160 pL uzorka (ekstrakta) pomijeSa s 2 mL 1%-tne otopine ABTS"+ te se nakon
1 min mjeri apsorbanca pri 734 nm. Za slijepu probu se koristi 96%-tni etanol. Kona¢ne
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka izraCunavaju se iz jednadzbe bazdarnog
pravca otopine Troloxa izrazene kao umolTE L-1. Za izradu bazdarnog pravca u ABTS
metodi koristi se Trolox (Sigma Aldrich, SAD) koji uzrokuje smanjenje boje ABTS'+
otopine. ToCke odredene za izradu bazdarnog pravca su sljedece: 0, 100, 200, 400,
1000, 2000i 2500 umol L-1. Prvo se pripremi ,stock® otopina i to tako da se u odmjernu
tikvicu od 25 mL izvaze 0,0156 Trolox-a, a tikvica se 80%-tnim etanolom nadopuni do
oznake. Iz ,stock” otopine pripremaju se ostala razrjedenja. Nakon pripreme navedenih
koncentracija otpipetira se 160 pL pojedine razrijedene otopine Trolox-a i doda 2 mL
1%-tne ABTS + otopine, te se mjeri apsorbanca pri 734 nm.

3.6. Odredivanje boje CIELAB metodom

Intenzitet boje utvrdivao se pomocéu ColorTec PCM+ kolorimetra, odnosno
CIELAB metodom. Ovom metodom se energija iz uzorka pomocu filtera pretvara u
psihofizikalno funkciju, odnosno boju. Kolorimetar je fotolektricni tristimulusni uredaj
§to znadi da se boje na njemu opisuju pomocu tri brojéane vrijednosti: L*, a"i b".

Vrijednost L™ oznacava intenzitet svjetla ili tame. Ako je vrijednost L™ = 0 tada
nema refleksije $to upucuje na prisutnost crne boje, a ako je L" = 100 tada se radi o

26



bijeloj boji i refleksija je najveca. Vrijednost a* oznacava intenzitet crvene ili zelene
boje, stoga negativne vrijednosti (-a") ukazuju na prisutnost zelene boje, a pozitivne
vrijednosti (+a”) ukazuju na prisutnost crvene boje. Vrijednost b* oznac¢ava intenzitet
Zute ili plave boje, stoga negativne vrijednosti (-b") ukazuju na prisutnost plave boje, a
pozitivne vrijednosti (+b") ukazuju na prisutnost Zute boje.

3.7. Odredivanje vitamina C

Princip odredivanja:

2,6-diklorfenolindofenol oksidira L-askorbinsku kiselinu u dehidroaskorbinsku
kiselinu, dok boja reagensa ne prijede u bezbojnu leukobazu, pa sluzi istovremeno i
kao indikator ove redoks reakcije. Ova se metoda primjenjuje za odredivanje
askorbinske kiseline u proizvodima od voca i povréa (AOAC, 2002.).

Aparatura i pribor:
e tehnic¢ka vaga
e odmjerna tikvica volumena 100 mL
e CaSa volumena 100 mL
e lijevak
e filtar papir
e Erlenmeyerova tikvica
e bireta

Kemikalije:

e oksalna kiselina (2%)
e 2,6-diklorfenolindofenol (svjeze pripremljen)

Postupak odredivanja:

Na odmijernu tikvicu od 100 mL postavlja se obi¢an lijevak te se preko njega u
tikvicu izvaze 10 g uzorka na tehni¢koj vagi (s to¢nos¢u +0,01). Takav uzorak
kvantitativno se prenosi u tikvicu pomoc¢u 2%-tne otopine oksalne kiseline. Tikvica se
zatim dopunjuje do oznake otopinom oksalne kiseline (2%).

Racun:

Sadrzaj iz odmjerne tikvice se profiltrira, a dobiveni filtrat dalje se koristi za
odredivanje askorbinske kiseline. Otpipetira se 10 mL filtrata u Erlenmeyerovu tikvicu
volumena 50 mL i titrira otopinom 2,6-diklorfenolindolfenola do pojave ruziCaste boje
koja mora biti postojana barem pet sekundi. 1z volumena 2,6-136 diklorfenolindofenola
utroSenog za titraciju filtrata, izraCuna se koli€ina L-askorbinske kiseline (vitamina C)
u uzorku, koja se izrazava u mg/100g svjeze mase.

V XF
Vitamin C (mg/100g svjeze tvari) = x 100
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gdje je:

V - mL utroSenog 2,6-diklorindofenola pri titraciji
F* - faktor otopine 2,6-diklorindofenola

D - masa uzorka u filtratu u gramima

Odredivanje faktora otopine 2,6-diklorfenolindolfenola:

Za odredivanje faktora otopine 2,6-diklorfenolindofenola potrebno je napraviti otopinu
askorbinske kiseline koja se titrira otopinom 2,6-diklorfenolindofenola. Prema ocitanom
volumenu potrebnog 2,6-diklorfenolindofenola izraCunava se faktor te otopine. U
odmjernu tikvicu od 50 mL na analitickoj vagi odvagne se +0,0100 g askorbinske
kiseline, a tikvica nadopuni do oznake 2%-tnom otopinom oksalne kiseline. U
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL otpipetira se 5 mL 2%-tne otopine oksalne kiseline i
5 mL pripremljene otopine askorbinske kiseline te se titrira otopinom 2,6-
diklorfenolindofenola do pojave ruZiCaste boje koja mora biti postojana. 1z podatka
utroSenog volumena otopine 2,6-diklorfenolindofenola potrebnog za titraciju odredene
mase askorbinske kiseline izraCuna se faktor (F) otopine 2,6-diklorfenolindofenola.

3.8. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu metoda zasniva se na obojenoj reakciji koju fenoli razvijaju s
Folin-Ciocalteu reagensom (Slika 4.3.1.). Naime, Folin-Ciocalteu reagens je smjesa
fosfowolframove i fosfomolibdene kiseline, koje se pri oksidaciji fenolnih spojeva iz
uzorka reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavog obojenja.
Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektorfotoemtrijski pri valnoj duljini od 750 nm
(Ough i Amerine, 1988.).

Aparatura i pribor:
e tehniCka vaga (s to¢nosc¢u +£0,01)
e konusna tikvica
e odmijerna tikvica (50 i 100 mL)
e obicni lijevak
e filtar papir
e povratno hladilo
e pipete (1, 2,5,10i 25 mL)
e kivete
e spektrofotometar

Kemikalije:
e etanol (80%)
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¢ Folin-Ciocalteu reagens
e zasicena otopina natrijevog karbonata (Na>COs)

Postupak odredivanja:

a) lzrada bazdarnog pravca

Zaizradu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline, otopiti u 80%-om
etanolu i nadopuni se u odmjernoj tikvici od 100 mL do oznake. Od pripremljene
otopine galne kiseline pripreme se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL, tako
da se otpipetira redom 0, 1, 2, 3, 51 10 mL standarda (stock otopina) u svaku tikvicu,
a potom tikvica nadopuni do oznake 80%-im etanolom. Koncetracije galne kiseline u
tikvicama iznose 0, 50,100, 150, 250 i 500 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se 0,5 mL
uzorka u odmijerne tikvice od 50 mL. Potom se u tikvice redom doda: 30 mL destilirane
vode i 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog u omjeru 1:2 destiliranom
vodom), potom se takvu otopinu ostavi stajati 3 min, a potom se doda 7,5 mL otopine
zasicenog natrijeva karbonata. Sadrzaj tikvica se dobro promucéka i nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave stajati 2 h na sobnoj temperaturi.
Nakon $to su uzorci odstajali mjeri se apsorbanca otopina na spektrofotometru pri
valnoj duljini od 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

b) Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzorka voca ili povréa

Na tehni¢koj vagi odvaze se 10 g uzroka s to¢nos¢u +0,01 i homogenizira s 40
mL 80%- tnog etanola. Homogenu smjesu se kuha 10 min uz povratno hladilo te se
dobiveni ekstrakt filtrira u odmjernu tikvicu od 100 mL preko naboranog filtar papira.
Zaostali talog zajedno s filtar papirom ponovno se prebaci u tikvicu sa $lifom, doda se
50 mL 80%-tnog etanola i uz povratno hladilo se kuha jos 10 min. Dobiveni ekstrakt se
spoji s prethodno dobivenim ekstraktom te se odmjerna tikvica nadopuni do oznake
80%-im etanolom. U odmjernu tikvicu od 50 mL se otpipetira 0,5 mL ekstrakta i redom
doda: 30 mL destilirane vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog u omjeru
1:2 destiliranom vodom) i 7,5 mL otopine zasi¢enog natrijeva karbonata. Sadrzaj
tikvice se dobro promucka i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave
stajati 2 h na sobnoj temperaturi. Nakon sto su uzorci odstajali izmjeri se apsorbanca
otopina pri valnoj duljini od 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

3.9. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida i neflavonoida

Za talozenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida.
Formaldehid reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksiflavonoidu stvarajuci
metilol derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na C-6 ili
C-8 poziciji. Pri tome nastaju kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem.
Ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se po metodi za ukupne fenole (Ough i
Amerine, 1988.). Razlika ukupnih fenola i neflavonoida daje koli¢inu flavonoida.
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Aparatura i pribor:
o filtar papir
e stakleni lijevci
e Erlenmeyerova tikvica sa Slifom i Cepom volumena 25 mL
e pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL
e analitiCka vaga
o staklene kivete
e spektrofotometar (Schimadzu UV 1650 PC)

Kemikalije:
e klorovodi¢na kiselina, HCI 1:4 (konc. HCI razrijedi se vodom u omjeru 1:4)
e formaldehid (13 mL 37%-tnog formaldehida u 100 mL vode)
e dusik za propuhivanje uzoraka
e zasicena otopina natrijeva karbonata
e Folin-Ciocalteu reagens
e 80%-tni etanol

Priprema uzoraka: ekstrakt ukupnih fenola koristi se i za odredivanje flavonoida i
neflavonoida.

Postupak odredivanja: otpipetira se 10 mL ekstrakta u tikvicu od 25 mL i doda 5 mL
otopine HCI (1:4) te 5 mL formaldehida. Smjesa se propuse dusikom, zatvori i ostavi
stajati 24 sata na sobnoj temperaturi u mraku. Sljedeéi dan se profiltrira preko filtar
papira i slijedi isti postupak kao za odredivanje ukupnih fenola.

Racun: koncentracija neflavonoida izraCunava se na isti nain kao i koncentracija
ukupnih fenola uzimajuci u obzir i dodatna razriedenja. Iz razlike koli¢ine ukupnih
fenola i neflavonoida odredi se koli¢ina ukupnih flavonoida.

3.10. Odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih klorofila

Osnovna uloga klorofila je apsorpcija svjetlosne energije koja se zatim u
procesu fotosinteze pretvara u kemijsku energiju. Opti¢ke osobine pigmentnih spojeva
zasnivaju se na kemijskoj strukturi njihovih molekula. Apsorpcija vidljivog dijela spektra
ovisi 0 prisustvu sustava konjugiraninh dvostrukih veza u njihovim molekulama.
Modrozeleni klorofil a i zutozeleni klorofil b apsorbiraju vidljivi dio spektra i imaju
maksimume apsorpcije u crvenom (600-700 nm) i plavom (400-500 nm) dijelu spektra.
Poznato je nekoliko validiranih metoda za odredivanje klorofila u biljnim uzorcima.
Klorofilni pigmenti odredeni su spektrofotometrijski metodom po Holmu (1954.) i
Wettsteinu (1957.). Cilj ove metode je odredivanje koncentracije kloroplastnih
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pigmenata (klorofil-a, klorofil-b i ukupnih klorofila a i b) u acetonskom ekstraktu biljnog
materijala te preraCunavanje koncentracije na mg/g svjeze tvari.

Aparatura i pribor:
e vaga
e tarionik i tuCak
e Bichnerov lijevak
e Erlenmeyerova tikvica (300 mL)
e vakum pumpa na vodeni mlaz
e odmjerna tikvica od 25 mL
e spektrofotometar (Shimadzu UV 1650 PC)

Kemikalije:
e aceton (p.a.)
e magnezijev karbonat (MgCOQO:s)

Priprema uzorka:

Uzorak mase 0,2 g svjezih listova odvaze se u staklenu kivetu, doda se malo
praha magnezijeva karbonata zbog neutralizacije kiselosti i ukupni volumen od 10 mL
acetona u tri obroka. Uzorci su homogenizirani te profiltrirani preko obi¢nog filtar
papira. Filtrat koji sadrZi sloj klorofila prebaci se u odmjernu tikvicu od 25 mL i nadopuni
acetonom do oznake.

Postupak odredivanja:
Ocitanje klorofila provodi se na spektrofotometru pri valnim duljinama 662, 644
i 440 nm, a aceton se koristi za slijepu probu.

Racun:
Dobivene vrijednosti apsorbancije se uvrstavaju u Holm — Wettstein-ovu jednadzbu za
izraCunavanje koncentracije pigmenata u mg/dm?:
klorofil a = 9,784 x A662 - 0,990 x A644[mg/dm?],
klorofil b = 21,426 x A644 - 4,65 x A662[mg/dm?] ,
klorofila + b = 5,134 x A662 + 20,436 x A644[mg/dm?3],
karotenoidi = 4,695 x A440 — 0,268 x(klorofil a+b) [mg/dm3].
Formula za izraCunavanje koncentracije pigmenata u mg/g svjeze tvari:
cy XV
m

c(mg/g) =

Gdje je:

¢ — masena koncentracija pigmenata izrazena u mg/g svjeze tvari
cl — masena koncentracija pigmenata izrazena u mg/dm?

V — volumen filtrata

m — masa uzorka izraZzena u mg.
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3.11. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja statistiCki su obradeni u programskom sustavu SAS,
verzija 9.4 (SAS/STAT, 2010). Sve laboratorijske analize odredivanja osnovnih
kemijskih parametara, sadrzaja bioaktivnih spojeva kao i antioksidacijskog kapaciteta
provedene su u tri ponavljanja. Rezultati su podvrgnuti jednosmjernoj analizi varijance
(ANOVA). Srednje su vrijednosti usporedene t-testom (LSD) i smatraju se znacajno
razli¢itim pri p<0,0001. U tablicama uz rezultate prikazani su eksponenti razliCitih slova
koja oznaCavaju grupe uzoraka. Takoder, uz rezultate i eksponente u tablicama
izrazena je i standardna devijacija (£s) kojom je prikazano prosje¢no odstupanje
rezultata od srednje vrijednosti za pojedini kemijski parametar.
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4. Rezultati i rasprava istrazivanja

U Grafikonu 4.1. prikazani su rezultati fizikalno-kemijskih svojstava analiziranih
uzoraka jabu¢ne komine. Prema provedenoj statistickoj analizi, uzorci jabucnih komina
K1 i K2 medusobno se signifikantno razlikuju jedino u sadrZaju ukupnih kiselina, dok
izmedu ostalih analiziranih fizikalno-kemijskih svojstava nisu utvrdene znacajne
razlike. Nesto veci sadrzaj suhe tvari utvrden je u uzorku jabuéne komine K1, odnosno
komine prikupljene iz pogona Proizvodnja JuriSi¢ d.o.0., a iznosio je 21,26%, u
usporedbi s uzorkom komine K2 (iz pogona Fragaria d.0.0.) u kojem je utvrden nesto
nizi sadrzaj ukupne suhe tvari (18,82%). Navedene razlike u sadrZaju ukupne suhe
tvari mogu se povezati s randmanom, odnosno iskoristivosti dobivanja soka prilikom
prerade jabuka, a prilikom ¢ega je utvrdeno kako je u pogonu Proizvodnja Jurisi¢ d.o.o.
randman za dobivanje soka nesto vedi, a time i manji sadrzaj vode, odnosno vedi
sadrzaj ukupne suhe tvari u komini. Takav uzorak s veéim sadrZajem suhe tvari moze
se smatrati i nutritivno kvalitetnijim s obzirom na Cinjenicu kako u suhoj tvari zaostaju i
vrijedne fitokemikalije poput vitamina, minerala, polifenola i ostalih (Katalini¢, 2006.).
Takoder, vazno je naglasiti kako ¢e i jabu¢na komina s manjim sadrzajem vode biti i
povoljnija za daljnje postupke oporabe, iskoriStavanja za dobivanje novih proizvoda, a
prvenstveno zato jer manjim sadrZajem vode sirovina nije tako podlozna kvarenju
(razvoju mikroorganizama), olak8ana je manipulacija njome, a ponajvise ukoliko se
primjenjuju postupci predtretmana komine poput susenja, a prilikom ¢ega ¢e i suSenje
trajati krace.

Takoder, uzorci se po sadrzaju topljive suhe tvari znacajno ne razlikuju, a ona
prosje¢no iznosi 13,48%. Usporedbom rezultata topljive suhe tvari zabiljeZenim u
uzorcima komine s drugim literaturnim navodima, moze se utvrditi kako se dobivene
vrijednosti poklapaju s onima iz drugi istrazivanja, a koja su se primarno odnosila na
odredivanje topljive suhe tvari u pojeidnim sortama jabuka zastupljenim u kominama
istrazivanim u sklopu ovog rada (Sic Zlabur i sur., 2013.; Dan i sur., 2015.; Michailidis
i sur., 2021.).

Uzorak iz pogona Proizvodnja JuriSi¢ d.o.o. imao je nizu pH vrijednost (3,81) od
uzorka iz pogona Fragaria d.o.o. (4,14), a koji su prema provedenoj statistiCkoj analizi
znacajno razliciti. Pregledom ostalih istrazivanja, od svih sorti zastupljenih u uzorcima
komina, najnizu pH vrijednost ima sorta 'Granny Smith' koja u prosjeku iznosi 3,2, a
buduéi da je spomenuta sorta u vecem udjelu zastupljena u uzorku komine K1
razumljivo je da uzorak K1 ima nizu pH vrijednost u usporedbi s uzorkom K2 (Sic
Zlabur i sur., 2013.; Mezey i Serralegri, 2017.).

Uzorak jabu€ne komine K2, iz pogona Fragaria d.0.0., imao je viSu vrijednost
sadrzaja ukupnih kiselina (0,37%) u odnosu na uzorak komine K1 (0,28%) , a
statistiCkom analizom utvrdeno je kako se oni znacajno ne razlikuju. Dobiveni rezultati
su oCekivani s obzirom na to kako sorte zastupljene u komini K2 (za potrebe
proizvodnje soka) sadrzavaju veci udio onih s izrazenim sadrzajem kiselina poput
'Cripps Pink' i ' Granny Smith' (Ghafir i sur., 2009.; Sic Zlabur i sur., 2013;
Eisenstecken i sur., 2015.).
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Osnovna fizikalno-kemijska svojstva
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Razli¢ita slova prikazuju znacajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti pri p<0,0001.
Grafikon 4.1. Osnovna fizikalno-kemijska svojstva uzoraka jabu¢ne komine

Kromatski parametri, odnosno parametri boje analiziranih uzoraka jabuéne
komine prikazani su u tablici 4.1. L* i a* vrijednosti statistiCki se zna€ajno ne razlikuju
izmedu uzoraka komine. Vrijednosti boje b znacajno se statistiki razlikuju, s time da
uzorak komine K1 ima vecéu vrijednost zute boje u odnosu na uzorak K2, §to je
oCekivano s obzirom na to kako je to objenje karakteristicno za sorte 'Granny Smith' i
'Golden Delicious', koje su znacajno zastupljene u uzorku komine K1 (Drogoudi i sur.,
2007.). Vrijednosti C i h® (Chroma i hue) takoder se statistic¢ki zna€ajno razlikuju, $to
se moze objasniti razli¢itoS¢u boja sorti obuhvaéenih u oba uzorka (sorta 'Grany Smith'
je zelena i svjetlija, 'Golden Delicious' je Zu¢kasta, 'Cripps Pink'i 'ldared' su crvenkaste
sorte, a 'Gala' je svjetla, proSarana). Takoder, navedene sorte razlikuju se i u boji pulpe
(Henriquez i sur., 2010.).

Tablica 4.1. Kromatski parametri uzoraka jabu¢ne komine.

UZORAK L* a* b* C he
p<0,3364  p<0,0368  p<0,0017  p<0,0095  p<0,0020

K1 40,73°+3,19 10,77%1,06 26,35%t0,78 28,47°+0,99 67,78%1,78

K2 38,622+0,99 12,67%0,09 21,98b+0,64 25,37°+0,59 60,03P+0,59

Razli¢ita slova prikazuju znacajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti pri p<0,0001.

U grafikonu 4.2. prikazane su vrijednosti sadrzaja vitamina C u istrazivanim
uzorcima komine. Prema provedenoj statistiCkoj analizi, uzorci komine znacajno se
razlikuju (p<0,0001) u sadrzaju vitamina C. Vece vrijednosti vitamina C imao je uzorak
komine K2 (7,72 mg/100 g svjeze tvari) i to ¢ak oko 66% viSe vrijednosti od onih
utvrdenih u uzorku komine K1 (4,64 mg/100 g svjeze tvari). VecCe vrijednosti vitamina
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C u uzorku komine K2 mogu se objasniti ¢injenicom da je vitamin C topljiv u vodi, a
upravo je u uzorku komine K2 utvrden veci udio vode. Izuzev toga, sorte 'Granny Smith'
i 'Golden delicious' opcenito imaju manji sadrzaj vitamina C od sorti 'Idared' i 'Cripps
Pink', a koje su zastupljene u uzorku K2 (Nour i sur., 2010; Sic Zlabur i sur., 2013.).

Vitamin C

7.73b

5 4.64a
K1

m K2

Vitamin C (mg/100 g sv.t.)

Vitamin C

Razli¢ita slova prikazuju znacajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti pri p<0,0001.
Grafikon 4.2. Sadrzaj vitamina C u uzorcima jabu¢ne komine

Sadrzaj ukupnih fenola, neflavonoida i flavonoida analiziranih uzoraka jabu¢ne
komine prikazani su u grafikonu 4.3. Prema provedenoj statisti¢koj analizi, oba uzorka
komine znacajno se razlikuju u sadrzaju ukupnih fenola i neflavonoida, dok u sadrzaju
ukupnih flavonoida nisu utvrdene znacajne razlike. ViSi sadrzaj svih analiziranih
polifenolnih spojeva utvrden je za uzorak komine K1 u usporedbi s uzrokom komine
K2. Primjerice, uzorak K1 ima ¢ak 89% viSe ukupnih fenola, 93% vise neflavonoida i
86% viSe flavonoida u odnosu na uzorak K2. Sortno gledano, dobiveni rezultati
sadrzaja pojedinih polifenolnih spojeva odgovaraju drugim istrazivanjima. Naime, sorte
'Granny Smith' i 'Golden Delicious' istiCu se visokim sadrzajem polifenola (Lata i sur.,
2009.). Takoder, vazno je spomenuti kako oba uzorka jabuc¢ne komine imaju visok
sadrzaj polifenola, a ¢emu je glavni razlog taj $to je vecina polifenolnih spojeva jabuke
zastupljena kori, a koja je sastavni dio oba uzoraka komine (Michailidis i sur., 2021.).
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Sadrzaj ukupnih fenola, neflavonoida i flavonoida
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Razligita slova prikazuju znacajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti pri p<0,0001.
Grafikon 4.3. Sadrzaj fenola, neflavonoida i flavonoida u uzorcima jabu¢ne komine

Analizirani pigmenti spojevi: klorofil a, klorofil b, ukupni klorofili i ukupni
karotenoidi uzoraka jabu¢ne komine prikazani su u grafikonu 4.4. Vece vrijednosti
ukupnih klorofila i karotenoida zabiljeZzeni su u uzorku komine K1, pri ¢emu je najveca
razlika zabiljeZena u vrijednostima karotenoida koje su ¢ak za 55% veée u odnosu na
vrijednosti karotenoida u uzorku komine K2. S obzirom na boju kore ploda jabuka sorti
‘Granny Smith' (zelena) i 'Golden Delicious' (zeleno-Zuckasta), a koje su zastupljenije
u uzorku komine K1 rezultati veCeg sadrzaja ukupnih klorofila u tom uzorku su i
oCekivani. Takoder, prema ostalim literaturnim navodima, sorte 'Cripps Pink' i ‘Gala’
(zastupljene u uzorku K2) isti€¢u se viSim sadrzajem ukupnih karotenoidima u odnosu
na sorte '‘Granny Smith' i ‘Golden Delicious', (Delgado-Pelayo i sur., 2014.).
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Razli¢ita slova prikazuju znacajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti pri p<0,0001.

Grafikon 4.4. Sadrzaj klorofila i karotenoida u uzorcima jabu¢ne komine.

Dobivene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta znaCajno se statisticki razlikuju

izmedu uzoraka jabucne komine (grafikon 4.5.) Naime,

utvrdene vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta u oba uzorka komine iznimno su visoke, a otprilike 10%
veca vrijednost zabiljeZena je u uzorku komine K1 u usporedbi s uzorkom K2. Buduci
da vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta znafajno ovise o sadrzaju bioaktivnih
spojeva, posebice fenola (oCekivano je kako su u uzorku komine K1, a koji je imao i
veci sadrzaj ukupnih fenola, utvrdene i vece vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta.
Uz to, sorte 'Granny Smith' i 'Golden Delicious' prema drugim literaturnim navodima
imaju veci antioksidacijski kapacitet u uspredbi sa sortama 'ldared' i ‘Gala’ (Duda-
Chodak i sur., 2010; Miti¢ i sur., 2013.).
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Grafikon 4.5. Antioksidacijski kapacitet uzoraka jabu¢ne komine

38



5. Zakljucak

Uzorak jabu¢ne komine iz pogona Proizvodnja JuriSi¢ d.o.o. (K1) moze se smatrati
nutritivno kvalitetnijim od uzorka iz pogona Fragaria d.o.o. (K2). Naime, uzorak komine
K1 ima vedi sadrzaj suhe tvari, niZi pH, vece vrijednosti ukupnih klorofila i karotenoida,
veéi sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida kao i veci antioksidacijski
kapacitet u odnosu na uzorak K2. S druge strane, uzorak komine K2 ima veci sadrzaj
ukupnih kiselina, topljive suhe tvari i vitamina C.

Temeljem dobivenih rezultata, odnosno visokih utvrdenih vrijednosti fizikalno-
kemijskih svojstava i sadrzaja pojedinih fitokemikalija, oba uzorka jabune komine
mogu se smatrati vaznom sirovinom, a koja bi lako pronasla ulogu nusproizvoda u
razliitim industrijama. Razli€iti spojevi koji su utvrdeni u analiziranim uzorcima jabuéne
komine, poput vitamina C ili fenolnih spojeva, mogu se ekstrahirati i koristiti u
farmaceutskoj, prehrambenoj ili kozmetic¢koj industriji. Takoder, jabu¢na komina moze
se podlijec¢i predtretmanima poput suSenja i koristiti kao brasno u prehrambenoj
industriji. Ne smije se zanemariti niti Cinjenica da se iz jabuéne komine fermentacijom
mogu dobiti i razliita alkoholna pi¢a, a s obzirom kako su u oba uzorka komine
utvrdene visoke vrijednosti topljive suhe tvari. Takoder, temeljem utvrdenog povoljnog
nutritivnog sastava (visok sadrzaj vitamina i ostalih fitokemikalija) analizirani uzorci
jabuéne komine mogu se smatrati potencijalnim dodatkom u hranidbi Zivotinja.

| na kraju, temeljem svega, moze se zakljuciti kako je jabu¢na komina vrijedan
nusproizvod koji se prije svega moze koristiti u brojne svrhe oporabe, a tek onda
klasificirati kao otpad i takav zbrinjavati.
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