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SAZETAK

Jabuka je jedna od najrasprostranjenijih voénih vrsta u svijetu 1 koristi se za svjezu konzumaciju
1 proizvodnju razliCitih preradevina. Prilikom prerade jabuka nastaje znacajna koli¢ina
nusproizvoda poznatog kao jabuc¢na komina, koja ima potencijalnu nutritivnu vrijednost zbog
prisutnosti mnogih hranjivih tvari, medu kojima su i polifenoli, poznati po svojim
antioksidacijskim svojstvima. Upravo zbog svog nutritivnog sastava, jabu¢na komina nalazi
svoju primjenu u brojnim granama industrije, od prehrambene do farmaceutske. Iz tog razloga,
cilj ovog rada je utvrdivanje primjene korisnih polifenola jabu¢ne komine u svakodnevici te
kvalitativna analiza polifenolnih spojeva u svrhu njezine daljnje oporabe. IstraZivanje se
provodilo na Cetiri razliCite sorte jabuka, a koli¢ine hranjivih tvari u jabu¢noj komini dokazane
su pomoc¢u HPLC analize pojedinacnih fenolnih spojeva, te ukupnih fenolnih, flavonoidnih i
neflavonoidnih spojeva. Navedeni rezultati dodatno su potkrijepljeni antioksidacijskim
testovima metodama ABTS, FRAP i DPPH. Istrazivanje ukazuje na veliki potencijal jabu¢ne
komine kao izvora prirodnih polifenola s primjenom u razli¢itim industrijama. Rad pridonosi
razumijevanju nutritivne vrijednosti jabucne komine i potencijala njenog koriStenja u
proizvodnji dodataka prehrani i drugih proizvoda. Rezultati istrazivanja mogu posluziti kao

temelj za daljnje studije i komercijalne aplikacije polifenola dobivenih iz jabu¢ne komine.

Kljuéne rijeci: jabuka, komina, oporaba, polifenolni spojevi, antioksidacijska aktivnost



ABSTRACT

The apple is one of the most widespread fruit species in the world, used both for fresh
consumption and for the production of various processed products. The processing of apples
produces a significant amount of byproduct known as apple pomace, which has potential
nutritional value due to the presence of many nutrients, including polyphenols, known for their
antioxidant properties. Due to its nutritional composition, apple pomace is used in numerous
industries, from food to pharmaceuticals. For this reason, the aim of this study is to determine
the application of the beneficial polyphenols in apple pomace in daily life and to perform a
qualitative analysis of the polyphenolic compounds for further use. The study was carried out
on four different apple varieties and the amounts of nutrients in apple pomace were determined
by HPLC analysis of the individual phenolic compounds as well as the total phenolic, flavonoid
and non-flavonoid compounds. These results were also confirmed by antioxidant tests using the
ABTS, FRAP and DPPH methods. The study shows the great potential of apple pomace as a
source of natural polyphenols with applications in various industries. The study contributes to
the understanding of the nutritional value of apple pomace and its potential use in the production
of food supplements and other products. The research results can serve as a basis for further

studies and commercial applications of polyphenols from apple pomace.

Keywords: apple, pomace, utilisation, polyphenolic compounds, antioxidant activity



1. UVOD

Jabuka je kao vocka Siroko rasprostranjena diljem svijeta i pronalazi veliku upotrebu za
konzumaciju u svjezem stanju, ali i preradena dostupna u obliku razliitih proizvoda, poput
soka, octa, Cipsa od jabuke, dzema i sli¢no. Kroz povijest jabuka je uvijek bila znacajna biljna
vrsta 1 s gospodarskog 1 sa zdravstvenog aspekta. Njezina ljekovita svojstva prepoznaju se
svakim danom sve viSe te je sve veca potraznja za svjezim plodovima i njezinim proizvodima.
S obzirom na Siroku popularnost i potraznju proizvoda od jabuke, kapaciteti prerade ove vo¢ne
vrste znac¢ajno su povecani, a s ¢ime se potencijalno generiraju i vece koli¢ine otpada koji
zaostaje nakon prerade [ 1]. Organski ostatak jabuke (jabu¢na komina) nakon prerade klasificira
se kao biootpad, a sastoji se najcesce od peteljke, sjemenki, kozice ploda i ostataka pulpe.
Zbrinjavanje takvog otpada donosi sa sobom velike izazove te se prema aktualnim smjernicama
u hijerarhiji gospodarenja otpadom sve viSe pocCinju razvijati i primjenjivati prakse koje ¢e
posljedi¢no doprinijeti smanjenju koli¢ine nastalog biootpada poput mogucénosti oporabe,
ponovne upotrebe kao i proizvodnje novih proizvoda dodane vrijednosti [2]. S obzirom da su
ljekovita svojstva ploda jabuke Siroko poznata, postavlja se 1 znacajan interes oko valorizacije
sastava nastalog biootpada, tj. jabu¢ne komine. Istrazivanja dokazuju kako organski ostatak
jabuke sadrzi brojne fitokemikalije znacajne nutritivne vrijednosti [3,4], a ¢ime se komina kao
potencijalni proizvod dodane vrijednosti moze istaknuti za brojne pogodnosti, prvenstveno iz
zdravstvenog aspekta. Medu spomenutim fitokemikalijama kojima jabu¢na komina obiluje
izdvajaju polifenolni spojevi. Polifenoli se prije svega isticu kao znacajni antioksidacijski
spojevi, korisni su za mnoge zdravstvene primjene, te stoga svoju svrhu pronalaze od
farmaceutske, prehrambene do kozmeticke industrije. U navedenim industrijama sve je veca
potraznja za prirodnim suplementima te se stoga istraZivanja potencijalnih prirodnih izvora
polifenola sve vise potenciraju [5]. Sukladno tome, ovaj rad dotice se vaznosti oporabe jabucne
komine, moguénostima primjene korisnih polifenola jabucne komine u svakodnevnici te
kvalitativnom analizom polifenolnih spojeva u svrhu valorizacije jabu¢ne komine kao

potencijalno znacajnog izvora prirodnih polifenola.



2. OPCI DIO

2.1. Jabuka

Jabuka (Malus domestica Borkh.) je viSegodi$nja biljka koja pripada porodici ruza (Tablica 1)
[6]. Jedna je od najranijih voénih vrsta poznata covjeku i Siroko je uzgajana u razlicitim
klimatskim podnebljima. Zajedno s naranCama, bananama i grozdem, jabuke su najcesce
konzumirana vo¢na vrsta na svijetu [4]. Domaca jabuka Malus domestica Borkh. podrijetlom
je iz centralne Azije te se od tamo prosirila diljem svijeta i prilagodila razli¢itim klimama i

nacinima uzgoja [6].

Tablica 1: Botanicka klasifikacija jabuke [6]

Carstvo Plantae
Divizija Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Rosales
Porodica Rosaceae
Potporodica Maloideae
Rod Malus
Vrsta M. domestica

Plodovi jabuke razvijaju se nakon oplodnje cvijeta i najéesce krecu zrjeti u ranu jesen. Prosje¢na
masa ploda jabuke je oko 160 g, ali pojedini sortimenti mogu doseci masu i do 600 g. Plodovi
se prvenstveno razlikuju ovisno o sortimentu, a prilikom cega se izdvajaju prema obliku,
veli€ini, boji, teksturi, vremenu sazrijevanja, sadrzaju nutritivnih tvari itd. Plod jabuke (Slika

1) graden je od peteljke, kore, mesnatog usploda, sjemene loze, sjemenke 1 listi¢a ¢aske [6].



1. peteljka; 2. ljuska - kora; 2a. meso; 3. unutarnje meso; 4.
sjeme; 5. aska

Slika 1. Grada ploda jabuke [7]

Svake godine potraznja za vocem je sve veca i1 veCa zbog svijesti potroSaa o vaznosti
konzumiranja namirnica bogatih nutrijentima vaznim za zdravlje. Prema preporukama Svjetske
zdravstvene organizacije (WHO) tijekom dana se preporuca konzumaciju barem 400 g svjezeg
jestivog voca ili povréa kako bi se poboljSalo generalno zdravlje, prevenirali nedostaci
nutrijenata, a i s time i1 povezan potencijalan razvoj raznih oboljenja. S obzirom na prosjec¢nu
tezinu ploda jabuke, ali i specifi¢ni sastav nutrijenata, konzumacija 2 do 3 ploda jabuke dnevno

bila bi dovoljna da se ispuni gore navedena preporuka [8].
2.2. Obrada jabuke

Od kontinentalnih vocaka, jabuka zauzima prvo mjestu u svijetu u uzgoju. Inace, u sveukupnoj
svjetskoj proizvodnji vo¢a zauzima tre¢e mjesto, odmah iza agruma i banana. Svjetskom
proizvodnjom trenutno dominira nekoliko sorti jabuka: ,,Delicious®, ,,Golden Delicious®,
»MclIntosh*1,,Jonagold®, ,,Braecburn®, ,,Gala®, ,,Fuji“1i,,Granny Smith* [6]. Kina, Indija, Rusija
1 SAD dominiraju svijetom u uzgoju jabuka, a uz njih se isticu i Europske drzave poput
Njemacke, Francuske, Italije i Poljske. Jabuke koje se plasiraju na trziSte u svjezem stanju ¢ine
70 do 75 % ukupne proizvodnje plodova jabuke, dok se ostatak (25 do 30 %) koristi za preradu
u proizvode poput soka, vina, dZema, susSenih proizvoda. Jabucni sok je najtrazeniji proizvod

jabuke 1 zauzima 65 % od ukupne koli¢ine preradenih proizvoda jabuke [4].
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Slika 2. Koli¢ina proizvodnje ploda jabuke po drzavama u 2022. godini [9]
2.3. Ljekovitost ploda jabuke

Ljekovitost ploda jabuke poznata je jos iz daleke proslosti, a 0 cemu najbolje svjedoCi narodna
uzrecica ,,Jabuka na dan tjera doktora van!*“. U narodnoj medicini koristila se kao lijek, za
prevenciju bolesti, podizanje imuniteta i mnoge druge zdravstvene razloge. Ljekovitost jabuke
moze se pripisati njenim bogatim sadrzajem spojeva sa znaCajnim antioksidacijskim
potencijalom (vitamini, posebice vitamin C), polifenolni spojevi (flavonoidi), dijetalna vlakna
1 polimeri visokih molekularnih masa (Tablica 2). Istrazivanja pokazuju kako su upravo
polifenolni spojevi nutrijenti koji plod jabuke izdvajaju po znacajnim zdravstvenim svojstvima
1 benefitima te uvelike pomazu organizmu kod brojnih stanja i oboljenja [10]. Polifenolni
spojevi jabuke dokazano pomazu u smanjenju rizika od razvijanja karcinoma, sr¢anih bolesti,
astme, dijabetesa tipa II te pomazu plu¢nim funkcijama i gubitku tjelesne tezine. S obzirom na
brojna navedena ljekovita svojstva, sve je vec€i interes za istrazivanja polifenolnih spojeva u

jabuci kao 1 boljem razumijevanju njihovog utjecaja na organizam [6].



Tablica 2: Nutritivni sastav ploda jabuke [10]

Komponenta Kolic¢ina po 100 g : Preporucena dnevna doza
Energija (kcal) 52 2,6
Voda (g) 85,56 /
Ugljikohidrati (g) 13,81 5,31
Dijetalna vlakna (g) 2,21 /
Seceri (g) 10,39 11,54
Fruktoza (g) 5,9 /
Glukoza (g) 2,43 /
Proteini (g) 0,26 0,52
Lipidi (g) 0,17 0,24
Vitamin C (mg) 4,6 5,75
Thiamin (mg) 0,017 1,55
Riboflavin (mg) 0,026 1,86
Niacin (mg) 0,091 0,57
Vitamin B6 (mg) 0,041 2,93
Float (g) 3 1,5
Vitamin A (g) 3 0,38
Vitamin E (mg) 0,18 1,5
Vitamin K (g) 2,2 2,93
Kalcij (mg) 6 0,75
Zeljezo (mg) 0,12 0,86
Magnezij (mg) 5 1,33
Fosfor (mg) 11 2
Kalij (mg) 107 5,35
Natrij (mg) 1 0,04
Cink (mg) 0,04 0,4
Polifenoli (mg) 110,2 /
Flavanoidi (mg) 101,99 /

2.4. Jabu¢na komina

postupkom preSanja te na nju opada 20 do 30 % mase ploda jabuke. Najcesce se sastoji od

kozice ploda, peteljke, pulpe, sjemene loze i1 sjemenki, a bogata je i vaznim hranjivim tvarima



poput ugljikohidrata, polifenola, vlakana i vitamina, a zbog Cega je i njezin potencijal daljnjeg
koriStenja velik. Naime, u plodu jabuke upravo su kozica i pokozica dijelovi koji obiluju
polifenolnim spojevima znacajnog antioksidacijskog djelovanja, a zbog ¢ega se komina moze
smatrati 1 nutritivno vrijednim izvorom [11]. GodiSnje se u svijetu proizvede velika koli¢ina
jabucne komine, dok je istovremeno oporaba ovog nusproizvoda jako niska [4]. Zbog visokog
nutritivnog potencijala postoji sve veca potraznja za oporabom komine kako bi se nadoknadio
udio bioaktivnih komponenata kojima ostali proizvodi manjkaju. Te nutritivno vrijedne
komponente mogu se oporaviti iz jabu¢ne komine ili se izravno koristiti u prehrani, bez ili s
minimalnom obradom. Stoga, jabu¢na komina 1 njezini proizvodi dodane vrijednosti mogu se

dodavati i u prehrambene proizvode kako bi poboljsala njihove nutritivne vrijednosti [4].
2.4.1. Jabu¢na komina kao organski otpad

Obradom voca 1 povréa nastaju velike koli¢ine organskog otpada pod kojeg spada i jabu¢na
komina. Prema Zakonu o odrzivom gospodarenju otpadom (NN 84/21), definira kao bioloski
razgradiv otpad iz vrtova i parkova, hrana i kuhinjski otpad iz kucanstava, restorana,
ugostiteljskih i maloprodajnih objekata i sli¢ni otpad iz prehrambene industrije. Takoder, moze
se svrstati u biorazgradivi otpad kojeg isti zakon definira kao svaki otpad ili dio otpada koji
podlijeze anaerobnoj ili aerobnoj razgradnji, kao $to je otpad iz vrtova, otpad od hrane te papir
1 karton. [12]. Trenutno, jo$ uvijek najc¢es¢i naCin zbrinjavanja jabu¢ne komine je izravno
odlaganje na odlagaliSta. Posto je biootpad podloZzan kvarenju i fermentaciji potrebne su mu
daljnje obrade kako bi se smanjile potencijalne neugodnosti kao S§to su mirisi, najezda
nametnika, Sirenje bolesti i sl. Cesto su troskovi obrade takvog otpada jako visoki jer ukljucuju
1 dodatne troSkove poput transporta, skladiStenja, odlaganja, itd. [4]. Obradom nusproizvoda
moze se povecati sama vrijednost proizvoda i smanjiti troSkovi manipulacije, ali i generirana
kolicina biootpada. S obzirom na velike koli¢ine komine koje se odlazu svakoga dana nuzno je

reagirati 1 predloziti bolje nacine oporabe ili zbrinjavanja [5].

Problem gospodarenja biootpadom lezi u visokoj biorazgradivosti biootpada, koli¢ini sadrzane
vlage 1 organskih spojeva gdje su mnogi postupci za obradu neadekvatni. Kako bi se ovaj
problem rijesio na Sto efikasniji, isplativiji 1 ekoloski prihvatljivi na¢in provode se brojna
istrazivanja. Sve se viSe poti¢u principi kruzne ekonomije kao Siroko koriStenog modela
pravilnog gospodarenja biootpadom s najodrzivijim razvojem baziranim na ekoloskoj

ekonomiji. Implementacija praksi kruzne bioekonomije u razliitim industrijama koje

proizvode velike koli¢ine biootpada donosi znacajne ekonomske i ekoloske benefite kako za



poslovanje same industrije tako i opéenito za gospodarstvo i okolis [13]. Veliki problem javlja
se sa ekonomskog i logistickog stajaliSta. Pokretanje ovakvog tipa zbrinjavanja biootpada
logisticko je i financijsko opterecenje za postrojenja te zahtjeva znacajne stupnjeve organizacije
kako bi se postigla bioodrzivost. Oporaba biootpada moze se obavljati u razli¢itim industrijskim
postrojenjima od kemijskih, prehrambenih, farmaceutskih, i sli¢no [14]. Oporavljeni ostaci isto
tako imaju vrlo Siroku primjenu te su pogodni za koriStenje kao supstrati za fermentacije,
enzime u bioprocesima, u proizvodnji biogoriva te kao kemijski spojevi u kemijskoj industriji.
Takoder, oporavljeni biootpad moze nac¢i velike primjene u farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji kroz proizvodnju prirodnih sastojaka i prirodnih farmaceutika sa specificnim
funkcionalnim karakteristikama [2]. Komina kao obnovljivi materijal, bogatog sastava
razli¢itih spojeva i relativno niske cijene moze se koristiti kao dodatak sa funkcionalnim
karakteristikama, prirodni sastojak s konzerviraju¢im funkcijama, prirodni farmaceutik,
organsko gnojivo, enzim i mnoge druge karakteristike, koje daju dodanu vrijednost proizvodu,

a smanjuju ekoloski utjecaj.
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Slika 3. Moguc¢nosti iskoristenja komponenata kemijskog sastava jabu¢ne komine [11]



2.4.2. Jabu¢na komina kao prirodni farmaceutik

Istrazivanja su pokazala kako su prednosti koriStenja komine za zdravlje brojne [4].
Fitonutrijenti sadrZani u komini jabuke ucinkoviti su u smanjenju razine kolesterola u jetri,
pospjesuju probavu s obzirom da su dobar izvor vlakana, ublazavaju simptome 1 prevenciju
pojavnosti sr¢anih bolesti, raka debelog crijeva, pretilosti, dijabetesa, astme i pluénih oboljenja.
Kako je ve¢ navedeno, komina je bogat izvor polifenola koji se mogu koristi kao funkcionalni
dodaci prehrani s obzirom na znacajan antioksidacijski potencijal, a dokazano Stite od utjecaja
starenja, infekcija, visokog tlaka, reguliraju mozdane procese, osteoporozu i kardiovaskularne
bolesti [15]. Takoder, istrazivanja fenola ekstrahiranih iz komine jabuke pokazuju kako jabucni
polifenoli u¢inkovito stite od oste¢enja DNK 1 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 [3].
Temeljem svega navedenog, jabucna komina je podcijenjen nusprodukt prerade ploda jabuka s
velikim potencijalnim primjenama u farmaceutskoj industriji. Ekstrakti, odnosno izolirani
specifi¢ni fitonutrijenti utje€u na mnoge farmaceutske supstance prilikom ¢ega ispoljavaju ve¢
navedeno znacajno antioksidativno, ali i antiupalna, antibakterijska i antivirusna svojstva [16].
KoriStenje komine u farmaceutskim proizvodima znatno poboljSava digestiju, enzimsko
djelovanje, crijevni mikrobiom te koli¢ine kolesterola i triglicerida u krvi. Novija istraZivanja
pokazuju i pozitivan utjecaj fitonutrijenata komine jabuke na psiholosko i kognitivno zdravlje
covjeka [16]. Zbog mnogih benefita koriStenje komine jabuke u svrhu farmaceutskih proizvoda
treba se dodatno istraziti i naglasiti. Takoder, kao 1 sa svim kemijskim spojevima postoje i rizici
koje dodatno treba istraziti prilikom upotrebe komine jabuke u proizvodnima dodane

vrijednosti [16].
2.4.3. Jabu¢na komina u prehrambenoj industriji

Zbog visokih koli¢ina vlakana, polifenolnih spojeva i drugih nutrijenata jabucna komina
pokazuje dobra svojstva kao potencijalni dodatak mnogim prehrambenim proizvodima.
Naravno, koli¢ina komine dodana u takve proizvode mora se kontrolirati s obzirom na to da
usprkos tome §to je komina bogata nutrijentima, ona i dalje predstavlja ostatak od proizvodnje,
tj. biootpad [4]. Zbog visokog udjela dijetalnih vlakana, polifenola i drugih hranjivih tvari
jabucna komina ima veliki potencijal u prehrambenoj industriji. Posebnu primjenu nalazi u
pekarskoj industriji. Brasno od jabu¢ne komine bogato je vlaknima te dodatak jabu¢ne komine

u pekarske proizvode dokazano pozitivno utje¢e na dodanu vrijednost takvog proizvoda [11].
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Komina se moze koristiti 1 u proizvodima poput kruha, slatkih pekarskih proizvoda (kolaci i
torte) 1 hrskavih proizvoda (krekeri i keksi). Kada se koristi kao dodatak pekarskim
proizvodima, potrebno je kontrolirati dodanu koli¢inu komine jer moze do¢i do nezeljenih
posljedica kao §to su promjena boje, tvrdoca tijesta, miris voca, itd. Komina jabuke se takoder
moze koristiti u mesnoj industriji. NajceS¢e se kombinira s pile¢im mesom te se dobivaju
proizvodi poput ,,nuggetsa, kobasica, ,,burgera“ i sli¢no. Istrazivanja su pokazala pozitivno
djelovanje dodatka komine jabuke u mesne proizvode prvenstveno zato Sto su dobiveni
proizvodi sa smanjenom koli¢inom masti, a pove¢anim udjelom hranjivih i dijetalnih vlakana.
Kao 1 u ostalim proizvodima potrebno je kontrolirati koli¢inu dodatka komine koja se moze
dodati mesu kako ne bi doslo do nezeljenih posljedica, prvenstveno razdvajanja sastojka. Na
ovom podrucju se i dalje provode brojna istrazivanja [4]. Jabu¢na komina se takoder koristi u
mlije¢noj industriji prilikom ¢ega se najcesce koristi u svojstvu zgusnjavala. Takoder ve¢ se
desetlje¢ima prakticira i kao dodatak alkoholnim proizvodima jer je dobar izvor prirodnih

Secera ¢ime 1 adekvatne sposobnosti fermentacije kao i niskih troSkova proizvodnje [11].
2.4.4. Jabu¢na komina u biotehnologiji i poljoprivredi

Primjena poljoprivredno-industrijskih nusproizvoda u bioloskim procesima pruza Sirok raspon
mogucnosti rjeSavanja problema zagadenja okolisa. Komina je pogodan supstrat jer pridonosi
fermentaciji krute tvari tijekom procesa. Provedena su brojna istrazivanja koja su koristila razne
vrste komine kao supstrat u bioprocesima i jabu¢na se komina uz kominu jagode pokazala
najboljom po koli€ini enzima i efikasnosti procesa. Takoder jabu¢na komina dobar je supstrat
za sintezu biopolimera, te pigmenata koji se kasnije mogu koristiti kao bojila za razne svrhe.
Jabu¢na se komina moze koristiti za mnoge poljoprivredne svrhe, a ponajviSe kao dodatak hrani
za zivotinje. Takoder moze se koristiti kao biognojivo za uzgoj biljaka i gljiva prilikom cega
svojim vrijednostima doprinosi boljem razvoju i nakupljanju nutritivnih spojeva u samoj biljci

[11].
2.4.5. Jabuéna komina u kozmetici

Jabu¢na komina, odnosno izolirani karakteristicni spojevi, kao sastojak kozmetickim
proizvodima doprinose antioksidacijskim, antiupalnim 1 antibakterijskim svojstvima.
Popularnija je u koristenju kao dodatak kozmetickim proizvodima od komina drugih voénih
vrsta prvenstveno zbog visokog sadrzaja bioaktivnih komponenti, ali i njene velike dostupnosti

1 iskoristivosti. Istrazivanja pokazuju kako koriStenje prirodnih antioksidansa, kao onih iz
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jabucne komine, brzo vraca ravnotezu izmedu antioksidansa lica te dobro djeluju prilikom
odrzavanja zdravlja koze [17]. Provedena su in vitro testiranja djelovanja fenola jabucne
komine na proizvodnju masnih Cestica sebuma [17], a koja su pokazala kako fenolne Cestice
djeluju inhibicijski na stvaranje masti. Rezultati spomenutog istraZivanja sugeriraju koristenje
fenolnih spojeva iz prirodnih izvora za regulaciju masc¢enja koze iz Cestica sebuma te ¢iS¢enja
koze od akni. Tipi¢ni proizvodi za rjeSavanje ovih problema kao retionoli, antibiotici i
hormonalne masti mogu uzrokovati neugodne osjecaje peckanja i negativne posljedice za kozu.
Suprotno, (in vitro 1 in vivo) studije su pokazale koriStenje prirodnih fenola u kozmetici i
naglasile niz pozitivnih rezultata na oStecenja koze, starenje, psorijazu, alergije, dermatitis pa
¢ak 1 karcinom, a prilikom ¢ega su se polifenoli iz jabucne komine istaknuli kao spojevi od
iznimne vaznosti u inhibiciji spomenutih oboljenja. Biljnom organizmu, polifenolni spojevi
prvenstveno sluze kao mehanizam obrane, kao temeljni spojevi sekundarnog metabolizma, a
Sto se ocituje u snaznom antioksidacijskom, antiupalnom, antivirusnom i antibakterijskom
djelovanju koji se osim na biljke o€ituje i na ljudski organizam. S obzirom na sva navedena
klju¢na svojstva i djelovanja, polifenolni spojevi iz jabucne komine mogu se smatrati prirodnim

sastojcima visokog potencijala za potrebe kozmeticke industrije [18].
2.5. Kemijski sastav jabu¢ne komine

Jabu¢na komina dobar je izvor fitokemikalija i sadrZi znacajan udio ugljikohidrata, vitamina,
minerala kao 1 manje koli¢ine proteina (Slika 4 1 Tablica 3). Jabu¢na komina sadrzi i visok udio
vode, u prosjeku 81 % [11]. Ugljikohidrati zastupljeni u jabu¢noj komini uglavnom sadrze
prirodne Secere, primarno: glukozu, fruktozu i galaktozu, kao i sloZenije poput lignoceluloznih
prehrambenih vlakana kao $to je znacajno zastupljena celuloza, hemiceluloza, lingin i dr.
Jabuc¢na komina takoder je bogat izvor pektina koji je uglavnom prisutan kao protopektin,
polisaharid topljiv u kiselinama [11], a kojeg prehrambena industrija Siroko koristi kao prirodno
sredstvo za uguscivanje. Od mineralnih elemenata najzastupljeniji su fosfor, magnezij, kalcij 1

zeljezo [1].
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Slika 4. Kemijski sastav jabu¢ne komine [11]

Tablica 3. Nutritivne komponente jabu¢ne komine [1]

Komponenta Mjerna jedinica Koli¢ina
Celuloza 127,9
Hemiceluloza g/kg 7,2 -43,

Lingin 15,3-23,5
Pektin 35143
Ugljikohidrati . 48,0 - 83,8
s % (m/m)
Dijetalna vlakna 4,7-51,1
Proteini 29-5,1
Reducirajudi Seéeri % (m/m) 10,8 - 15
Glukoza 22,7
Fruktoza 23,6
Surkoza 1,8
: % (m/m)
Arabinoza 14 - 23
Galaktoza 6
Ksiloza 1,1
Minerali
Natrij 185,3
Kalij 398,4 - 880,2
Kalcija 55,6 -92,7
Fosfor 64,9 - 70,4
Magnezij mg/100 g 18,5 - 333,5
Zeljezo 29-3,5
Cink 1,4
Bakar 0,1
Mangan 0,4-0,8
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2.6. Polifenoli

Spojeve iz skupine fenola definira hidroksilna skupina vezana na ugljikov atom benzenskog
prstena. Fenoli mogu biti u teku¢em stanju s visokim vreliStem ili krutine, a imaju jak
karakteristi¢an miris. Fenoli su se prije pripravljali iz katrana, a mnogi su se upotrebljavali u

ljekovitim napitcima [19]. Njihova opc¢a formula je:
Ar-OH

gdje je Ar fenil, supstituirani fenil ili neka druga arilna skupina. Cijela skupina ima naziv

predstavniku ove vrste, fenolu (Slika 5).

OH

Slika 5. Fenol

Polifenoli su po mnogo¢emu sli¢ni alkoholima, ali kod njih hidroksilna skupina nije vezana na
zasi¢eni atom ugljika, ve¢ izravno na aromatski ugljikovodik. Fenol je slaba kiselina, no znatno
jaca od alkohola, jer se aromatski prsten veze s kisikom te je veza izmedu vodikovog i kisikovog
atoma relativno slaba. Polifenolni spojevi naj¢es¢e i najSire su rasprostranjeni u biljkama u
preko 9000 razli¢itih spojeva. Pojavljuju se u skoro svim dijelovima biljaka, ali su po udjelu
razli¢ito rasprostranjeni u razlicitim dijelovima biljnih organa. Koli¢ina i raznolikost polifenola
ovisi o vrsti, starosti i genetici biljke, ali i o vanjskim ¢imbenicima kao $to su klima, tlo, na¢in
uzgoja, itd. Brojne studije potvrdile su kako se najviSe polifenolnih spojeva nalazi u jabuci,
crvenom luku, Caju i crnom vinu. Polifenoli su najzastupljeniji sekundarni metaboliti
rasprostranjeni u biljnome svijetu. Utvrdeno je da se oko 2 % ukupnog ugljika sintetiziranog u
biljkama (5to je oko 10° t godisnje) konvertira u flavonoide i srodne fenolne spojeve. Iako su u
sustini isti, polifenolni spojevi prirodnog porijekla razlikuju se od onih kemijskog, tj. sintetskog
porijekla. Biljne (prirodne) polifenole bolje definira njihovo metabolicko porijeklo, dok
kemijske polifenole karakterizira njihova kemijska struktura (opisana gore). Prema ovoj
definiciji, biljni polifenoli su spojevi koji u biljkama nastaju kombinacijom puta Sikiminske

kiseline 1 acilpolimalonatnog puta [6].
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2.7. Klasifikacija polifenola

U kemijskom svijetu je poznat velik broj vrsta polifenola. Osnovna podjela je po broju
ugljikovih atoma u molekuli. Polifenoli se ovisno o osnovnoj kemijskoj strukturi, dijele na:
jednostavne fenole i benzokinone, fenolne kiseline, acetofenone i feniloctene kiseline,
hidroksicimetne kiseline, kumarine, izokumarine i kromone, naftokinone, ksantone, stilbene i
antrakinone, flavonoide, lignane i neolignane, biflavonoide, lignine, kateholne melanine i
kondenzirane tanine. Postoji i alternativna podjela na uobicajene 1 manje uobicajene polifenole,

a prema ¢emu postoji klasifikacija u tri grupe [6]:

1. Siroko rasprostranjeni polifenoli, prisutni u svim biljkama ili vazni za specifi¢ne biljke,
2. slabije rasprostranjeni, odredeni broj biljaka u kojima se nalaze,

3. polifenoli kao polimeri

Najvaznije skupine polifenola identificirane u plodu jabuke su hidroksibezoatna kiselina,
flavonoidi i njihove oligo i polimerne strukture, flavanoli i druge (Slika 6).
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Slika 6. Strukture vaznijih fenolnih spojeva pronadenih u jabuci [8]
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Studije pokazuju kako fenolni spojevi mogu varirati u plodovima jabukama ovisno o
pedoklimatskim uvjetima uzgoja (Slika 7). Takoder, na koli¢inu i vrstu fenolnih spojeva uvelike
moze utjecati nacin uzgoja, geneticke predispozicije, sorte i okolisni uvjeti [20]. Provedena su
brojna istrazivanja o koliCini fenola u jabukama Sirom svijeta. Dokazano je kako jabuke
porijeklom iz juzne Europe i balkanskog podrucja imaju visoke hranjive vrijednosti i bogate su
fenolnim spojevima. Od ukupnih fenolnih spojeva izoliranih iz sortimenata s navedenih
podneblja ¢ak 70 % ploda jabuke ¢inili su flavanoli i procijanidi Siroko zastupljeni u pulpi i kori
jabuke. Fenolne kiseline ve¢inom su prisutne u pulpi jabuke (6-25 %), dok su ostatak ¢ine drugi

fenolni spojevi [8].

( A) 44% 24%
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Slika 7. Usporedba koli¢ine fenolnih spojeva u jabukama uzgojenim u Australiji (A) 1

Njemackoj (B) [8]
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Polifenolni spojevi posjeduju razli¢ita funkcionalna svojstva (antimikrobna, antiviralna,
antioksidativna, antiupalna i dr.) i stoga su primjenjivi u brojnim industrijama. Njihovo
ukljucivanje u prehrambenu, farmaceutsku, kozmetic¢ku i sli¢ne industrije (Slika 8) doprinosi
razvoju novih proizvoda kao i poboljSanju kvalitete postojecih proizvoda zamjenjujuéi sintetske
komponente prirodnima. Temeljem svega gore navedenoga i zbog prepoznate vaznosti otpada,

industrija se sve viSe okrece oporabi i iskoriStenju tih sirovina.
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compounds

Flavonoids

Lignans Elavoues LI
~
2 Flavonols O;L‘) Flavanols
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i . ) )
| AT
Pharmaceutical Cosmetic
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Slika 8. Klasifikacija fenolnih spojeva i njihova potencijalna upotreba [2]
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Biljni materijal

U radu analizirane su Cetiri razlicite sorte jabuka: ,,Granny Smith®, ,,Gala*, ,,Idared* i ,,Cripps
Pink* (Slika 9). Jabuke su nabavljene u trgovackom lancu. Prilikom prikupljanja odabrani su
samo potpuno zdravi plodovi, ujednacene kondicije, bez mehani¢kih osSte¢enja (ozljeda,

nagnjecenja i slicno) i1 bez vidljivih znakova kvarenja.

Slika 9. Sorte jabuka koriStene za potrebe istrazivanja

Jabu¢na je komina pripremljena zasebno od svake od navedenih sorati jabuka. Za potrebe
pripreme, plodovi jabuka prvo su oprani, a zatim su narezani na sitnije komade i1 zajedno sa
sjemenkama, korom i peteljkom izdvojen je sok (Slika 10). Sok je izdvojen na centrifugalnom
sokovniku (Bullet Express, Engleska), a ostatak zaostao nakon izdvajanja soka predstavljao je
jabuc¢nu kominu (Slika 11) koja je koriStena za potrebe analize polifenolnih spojeva u ovom

istrazivanju.
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Slika 10. Priprema plodova jabuke za izdvajanje soka i komine

Slika 11 Pripremljene komine po sortama

3.2. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Ukupni fenoli odredeni su spektofotometrijski u etanolnom ekstraktu uzorka mjerenjem
nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini od 750 nm. Folin-Ciocalteu metoda zasniva se
na obojenoj reakciji koju fenoli razvijaju s Folin-Ciocalteu reagensom. 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
[21].
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Aparatura i pribor: tehnicka vaga (s tocnos¢u +0,01), konusna tikvica, odmjerna tikvica (50 1
100 mL), obi¢ni lijevak, filtar papir, povratno hladilo, pipete (1, 2, 5, 10 i 25 mL), kivete,
spektrofotometar (UV 19001 Shimadzu, Japan).

Kemikalije: etanol (80 %, v/v), Folin-Ciocalteu reagens, zasi¢ena otopina natrijevog karbonata

(Na2CO3)

Priprema otopine natrijeva karbonata: 200 g anhidirida natrij-karbonata otopi se u 800 mL
vruée destilirane vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica

natrijeva karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 100 mL i nakon 24 sata filtrira.
Postupak odredivanja:

a) Izrada bazdarnog pravca
Za izradu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline, otopiti u 80%-tnom 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, 5110 mL standarda (,,stock® otopina) u svaku tikvicu, a potom tikvica nadopuni do oznake
80%-tnim etanolom. Koncentracije galne kiseline u tikvicama iznose 0, 50,100, 150, 250 1 500
mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 0,5 mL uzorka u odmjerne tikvice od 50 mL. Potom se u
tikvice redom doda: 30 mL destilirane vode 1 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog u
omjeru 1:2 destiliranom vodom), potom se takvu otopinu ostavi stajati 3 minute, a potom se
doda 7,5 mL otopine zasi¢enog natrijeva karbonata. Sadrzaj tikvica se dobro promucka i
nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave stajati 2 sata 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

Na tehnickoj vagi odvaze se 10 g uzroka s to€nos¢u +0,01 1 homogenizira s 40 mL 80%- tnog
etanola. Homogenu smjesu se kuha 10 minuta 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 Slifom, doda se 50 mL 80%-tnog etanola i uz povratno
hladilo se kuha jo§ 10 minuta. Dobiveni ekstrakt se spoji s prethodno dobivenim ekstraktom te
se odmjerna tikvica nadopuni do oznake 80%-tnim 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
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karbonata. Sadrzaj tikvice se dobro promucka i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Uzorci se ostave stajati 2 sata na sobnoj temperaturi. Nakon $to su uzorci odstajali izmjeri se

apsorbanca otopina pri valnoj duljini od 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.
3.3. 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 stvaraju¢i 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 [21]. Razlika ukupnih fenola i neflavonoida daje koli¢inu

flavonoida.

Aparatura i pribor: filtar papir, stakleni lijevci, Erlenmeyerova tikvica sa Slifom i ¢epom
volumena 25 mL, pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL, analiticka vaga, staklene

kivete, spektrofotometar (UV 19001 Shimadzu, Japan)

Kemikalije: klorovodi¢na kiselina, HCI 1:4 (konc. HCI razrijedi se vodom u omjeru 1:4),
formaldehid (13 mL 37 %-og formaldehida u 100 mL vode), duSik za propuhivanje uzoraka,

zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Folin-Ciocalteu reagens, 80 %-ni etanol

Priprema uzoraka: ekstrakt ukupnih fenola koristi se i1 za odredivanje flavonoida i

neflavonoida.

Postupak odredivanja: otpipetira se 10 mL ekstrakta u tikvicu od 25 mL i1 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. Sljede¢i dan se profiltrira preko filtar papira i slijedi isti postupak

kao za odredivanje ukupnih fenola.

Izracun: koncentracija neflavonoida izracunava se na isti na¢in kao i koncentracija ukupnih
fenola uzimajuci u obzir i dodatna razrjedenja. Iz razlike koli¢ine ukupnih fenola i neflavonoida

odredi se koli¢ina ukupnih flavonoida.
3.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Metoda se temelji na gaSenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2-azinobis(3-

etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS' radikal-kationa) koji se oblikuje bilo
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kemijskom 1ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a ¢iji 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* razliCiti antioksidansi mjeri se pracenjem smanjenja apsorbancije ABTS
radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene kolicine
Troloxa (6-hidroksi 2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima [22,

23].
Priprema reagensa:

1. dan: 140 mL otopina kalijeva persulfata, K»S>Os (0,1892 g K»S>Ogs izvaze se 1 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 puL 140 mL otopine K»S2Os prenese se u tikvicu u kojoj se nalazi
5 mL otopine ABTS-a. Sadrzaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, oblozi aluminijskom folijom
1 ostavi stajati 12 do 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%-tnim etanolom do oznake).
Nakon toga mjeri se apsorbanca 1%-tne 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%-tne otopine ABTS" treba dodati jo§
par kapi stabilne ABTS" otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda otopinu treba razrijediti,
odnosno, u tikvicu (100 mL) dodati jo§ 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.

Priprema uzorka za analizu: Procedura ekstrakcije iz uzorka ista je kao i u protokolu
odredivanja fenola Folin — Ciocalteu metodom. Odnosno, ABTS metodu najbolje je provesti
kada se rade i fenoli te iz pripremljenih fenolnih ekstrakata napraviti i analizu za fenole 1 za
ABTS tako da s poslije rezultati sadrzaja fenola i ABTS-a mogu korelirati. 10 g uzorka izvaze
se direktno u Erlenmeyerovu tikvicu sa $lifom (300 mL) 1 doda se 40 mL 80%-tnog etanola te
se kuha uz povratno hladilo 10 minuta. Nakon kuhanja sadrzaj se profiltrira u istu tikvicu od

100 mL odnosno ekstrakti se spoje, ohlade, nakon ¢ega se odmjerena tikvica od 100 mL
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nadopuni 80%-tnim etanolom do oznake. Ako je potrebno ekstrakte treba razrijediti 80%-tnim
etanolom (u slucaju prevelike apsorbancije).

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. Konac¢ne vrijednosti antioksidacijske aktivnosti uzoraka izraCunavaju se i1z

jednadzbe bazdarnog pravca otopine Troloxa izrazene kao pmolTE / L.

Za izradu bazdarnog pravca u ABTS metodi koristi se Trolox (Sigma Aldrich, SAD) koji
uzrokuje smanjenje boje ABTS" otopine. Toc¢ke odredene za izradu bazdarnog pravca su
sljedece: 0, 100, 200, 400, 1000, 2000 1 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 uL pojedine razrijedene otopine Trolox-a i doda 2

mL 1%-tne ABTS" otopine te se mjeri apsorbanca pri 734 nm.
3.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Priprema reagensa: 0,1 mM DPPH u 80%-tnom etanolu: 0,0039 g DPPH u tikvicu od 100 mL,
nadopuniti sa 80%-tnim etanolom ili 0,00195 g DPPH u 50 mL 80%-tnog etanola.

Postupak odredivanja:

Kontrola: 1900 uL. DPPH + 100 puL. 80%-tnog etanola i mjeriti apsorbanciju za racunanje
postotka inhibicije.

Slijepa proba: Cisti 80%-tni etanol, tj. otapalo u kojem je raden ekstrakt.

Uzorci: 3 uzorka po 300 pL ekstrakta i 5700 pL DPPH u kemijsku ¢aSu

Inkubacija 20 minuta u mraku, mjerenje apsorbancije na 517 nm u odnosu na slijepu probu.
Izrada bazdarnog pravca: Za potrebe izrade bazdarnog pravca kao vanjski standard koristi se
svjeze pripremljeni Trolox. Potrebno je pripremiti 0,1 mM DPPG u 80%-tnom etanolu: 0,0039
g u tikvicu od 100 mL i nadopuniti do oznake 80%-tnim etanolom ili 0,0195 g u tikvicu od 50
mL i nadopuniti do oznake 80%-tnim etanolom. Takoder potrebno je pripremiti 1 mM Trolox
otopine (,,stock*): 0,025 g Troloxa u 100 mL 80%-tne otopine etanola. Iz pripremljene otopine
Troloxa (1 mM) potrebno je pripremiti etanolna razrijedenja od 500 do 800 uM/L (tj. 0,05 do
0,8 mM/L) u tikvicama volumena 25 mL. U odmjerne tikvice id 25 mL redom se pipetira
odredena koli¢ina mati¢ne otopine Troloxa i nadopunjuje 80%-tnim etanolom prema
izraCunima u tablici (tablica 4), kako bi se dobila zeljena razrjedenja.

Co*xVy=CyxV, (1)
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gdje je c1 = 1 mM pocetna koncentracija Trolox stock otopine, a ¢> - konacna koncentracija

Trolox otopine u V2 =25 mL.

Tablica 4. Tablica izracuna priprema otopine

Oznaka Razrjedenja, tj. konac¢ne Trolox V 80%-tni
tikvice koncentracije Troloxa C, (uM/L) (mL) etanol
1 50 1,25 23,75
2 80 2 23
3 100 2,5 22,5
4 200 5 20
5 300 7,5 17,5
6 500 12,5 12,5
7 800 10 5

1z svake tikvice s razrjedenjem u kivete se pipetira razrjedena otopina Troloxa i DPPH reagens.
Izrada bazdarnog pravca: 900 uL. DPPH reagensa i 100 puL Torolox razrijedenja.

Slijepa proba: Cisti 80%-tni etanol, tj. otapalo u koje je raden ekstrakt.

Inkubacija 20 minuta u mraku, mjerenje apsorbancije na 517 nm u odnosu na slijepu probu.

Rezultati se izrazavaju u umolTE/L (ekvivalenti Troloxa).
3.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Priprema reagensa:

a) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) 10 mM: Odvagati 0,0312 g TPZT-a u tikvicu od 10 mL
1 do oznake napuniti 40 mM klorovodicnom kiselinom. 40 mM HCl-a se dobije
pipetiranjem 330 pL 37%-tne HCl u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuniti
destiliranom vodom do oznake.

b) Zeljezo (II) klorid heksahidrat (FeCl; X 6H20) 20 mM: Odvagati 0,541 g Zeljezo (I1I)
klorida heksahidrata u odmjernu tikvicu od 100 mL i napuniti destiliranom vodom do

oznake.
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c) Acetatni pufer 0,3 M: Odvagati 3,1 g natrij — acetata trihidrata u tikvicu od 1 L,
otpipetirati 16 mL glacijalne octene kiseline, nadopuniti destiliranom vodom do oznake
1 provjeriti pH pufera (3,6).

d) FRAP reagens: u tikvicu ili ¢aSu volumena 59 mL pomijesSa se 35 mL acetatnog pufera
(0,3 M), 3,5 mL TPTZ reagensa i 3,5 mL Zeljezo (III) klorida heksahidrata (u omjeru
10:1:1).

Postupak odredivanja: Prvo se napravi slijepa proba. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka
umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran, tj. 80%-tni etanol. Priprema se
sa 720 pL destilirane vode, 240 puL 80%-tnog etanola 1 6240 uL. FRAP reagensa. Termostatira
se 5 minuta u vodenoj kupleji na 37°C.

Priprema uzorka: U epruvetu se dodaje 960 pL destilirane vode, 320 pL uzorka, 8320 pL
FRAP reagensa. Uzorak se termostatira 5 minuta u vodenoj kupelji na 37°C. Zatim se mjeri
apsorbancija pri 593 nm, u odnosu na slijepu probu. Za potrebe izrade bazdarnog pravca koristi
se Trolox kao vanjski standard.

Izrada baZdarnog pravca: Za izradu bazdarnog pravca pripremi se 2 mM otopina Troloxa (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina). Odvaze se 0,0501 g Troloxa u
odmjernu tikvicu od 100 mL koja se nadopuni do oznake 80%-tnim etanolom. Do pripremljene
,»stock® Trolox otopine rade se etanolna razrijedenja konac¢nih koncentracija: 25, 50, 100, 125,
250, 500, 1000 pg/mL. U odmjerne tikvice od 10 mL redom se pipetiraju razrjedenja mati¢ne

otopine Troloxa 1 80%-tnog etanola prema izracunu u tablici (tablica 5)

Tablica 5. Tablica izra¢una priprema otopine

Oznaka Razrjedenja, tj. konac¢ne Trolox V. | 80%-tni
tikvice koncentracije Troloxa C, (unM/L) (mL) etanol

1 25 0,25 9,75

2 50 0,5 9,5

3 100 1 9

4 125 1,25 8,75

5 250 2,5 7,5

6 500 5 5

7 1000 10 0

U epruvete se redom pipetira 960 pL destilirane vode, 320 pL otopine standarda iz prethodno

pripremljenih tikvica i 8320 FRAP reagensa. Reakcije se pomijeSaju na Vorteu i termostatiraju
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5 minuta na 37°C. Slijepa proba sadrzava sve osim standarda, a umjesto standarda je 80%-tni

etanol. Apsorbancija se mjeri pri 593 nm.

3.7. Analiza pojedinacnih polifenolnih spojeva Visoko djelotvornom

tekuc¢inskom kromatografijom (HPLC)

Za separaciju, identifikaciju 1 kvantifikaciju pojedinacnih fenolnih spojeva iz uzoraka jabucne
komine koriStena je HPLC kromatografija. HPLC analiza provodila se na uredaju LC Nexera
(Shimadzu, Japan) opremljenim sa fotopeptidnim spektrom, flourescentnim detektorom (RF —
20 Axs), automatskim injektorom i LabSolution Software-om. Na analiti¢koj vagi izdvojen je
1 g uzoraka jabu¢ne komine koji se homogenizira se u 10 mL 80 % metanola (HPLC ¢istoce),
te se dalje ekstrahira 30 min u ultrazvuc¢noj kupelji pri 50 °C. Nakon toga se ekstrakti dvostruko
filtriraju, prvo se profiltriraju kroz Whatman filter papir, a zatim kroz Chromafil filtere.

Ekstrakti se pune u viale, te se uzorci propustaju kroz HPLC uredaj [24].
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Dobiveni rezultati istrazivanja obradeni su i prikazani u tablicama 6, 71 8 te slikama 12, 13, 14
1 15. Dobivene prosjecne vrijednosti razlikuju se od literaturnih navoda, a razlog tome moze
biti u razli¢itim pedo-klimatskim uvjetima, kao i razli¢itim uvjetima skladiStenja u kojima su
se uzorci nalazili neposredno prije istrazivanja s obzirom da su nabavljeni u trgovackom lancu

1 stoga nije poznato njihovo porijeklo kao ni nacin ni vrijeme skladistenja.

Prosjecne vrijednosti dobivene za ukupne fenole, flavanoide i neflavanoide u uzorcima komine
prikazani su Tablici 6 po sortama. Najvecu prosje¢nu vrijednost svih analiziranih polifenolnih
spojeva sadrzi sorta ,,Idared”, a slijede ju ,,Granny Smith*, ,,Gala* i ,,Cripps Pink". Sorta
,ldared* sadrzi otprilike 50 % viSe ukupnih fenola, flavanoida i neflavanoida od sorte ,,Cripps
Pink*. U ovom istrazivanju dobivene su nesto nize vrijednosti od literaturnih navoda, no i dalje

su to znacajne vrijednosti navedenih spojeva [25, 26, 27].

Tablica 6. Ukupni fenoli, flavanoidi i neflavanoidi po sortama izrazeni u mg GAE/100 g sv.t.

Sorta FEN NFLV FLAV
,»Crips Pink* 57,780 27,330 30,326
,»Qranny smith* 119,978 50,914 69,064
,ldared* 123,140 54,382 68,758
»(Gala® 97,213 41,512 55,669

HPLC kromatografijom provodila se kvalitativna i kvantitativna analiza pojedina¢nih fenolnih
spojeva u uzorcima jabu¢ne komine. Analizirani su najcesSce zastupljeni fenolni spojevi u
jabu¢noj komini: feruli¢na kiselina, 3,4-dihidroksibenzojeva (protokatehinska) kiselina, galna
kiselina, klorogenska kiselina, kvercetin-3-glukozid, naringin, rutin trihidrat, vanilinska,
kafeinska, kumarinska, elaginska, kafeoilmali¢na i cimetna kiselina te kaemferol 1 miricetin. U
istrazivanim sortama nisu detektirani fenolni spojevi: kafeinska, kumarinska, elaginska,
kafeoilmali¢na i cimetna kiselina te kaemferol i miricetin, Sto je razliCito u usporedbi sa
istrazivanjima ostalih istrazivaca koji su u svojim radovima navedene spojeve detektirali [28]
[29]. Feruli¢ne kiseline najviSe ima u sorti ,,Granny Smith*, 3,618 mg/L, a najmanje u sorti
,,Cripps Pink®, 3,471 mg/L. 3,4-dihidroksibenzojeve (protokatehinske) kiseline najviSe ima u
sorti ,,Granny Smith“, 11,500 mg/L, a najmanje u sorti ,,Gala*“, 8,625 mg/L. Galne kiselina ima
najvise u sorti ,,Cripps Pink®, 2,399 mg/L, a najmanje u sorti Gala 2,050 mg/L. Klorogenske

kiseline ima najvise u sorti ,,Cripps Pink*, 5,705 mg/L, a najmanje u sorti ,,Gala*, 4,668 mg/L.
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Kvercetin-3-glukozida najvise ima u sorti ,,Granny Smith®, 7,023 mg/L, a najmanje u sorti
,,Cripps Pink*, 6,896 mg/L. Naringina ima najviSe u sorti ,,Granny Smith®, 22,333 mg/L, a
najmanje u sorti ,,Gala“, 17,952 mg/L. Kod rutin-trihidrata vide se najvece razlike medu
sortama. Najvise ima u sorti ,,Granny Smith®, 7,254 mg/L te neSto manje u sorti ,,Idared*, 7,208
mg/L. U sortama ,,Cripps Pink* 1 ,,Gala* nije detektiran rutin-trihidrat, dok je u istraZzivanju
drugih istrazivac¢a detektiran [30]. Kod vanilinske kiseline takoder su vidljive razlike u
koli¢inama. Najvece prosjecne vrijednosti posjeduje sorta ,,Gala*, 0,147 mg/L, dok je najmanju
imala sorta ,,Idared* 0,035 mg/L. Svi dobiveni podaci prikazani su u tablici 7 te graficki u

slikama 12, 13, 141 15.

Tablica 7. Koli¢ine pojedinih fenolnih spojeva po sortama

Pojedinac¢ni fenolni spojevi (mg/L)
3,4-dihidroksibenzojeva
Sorta Feruli¢na Galna Klorogenska
(protokatehinska)
kiselina kiselina kiselina
kiselina
,,Crips pink* 3,471 10,031 2,399 5,705
,»(Gala“ 3,608 8,625 2,050 4,668
,»Qranny smith* 3,618 11,500 2,091 5,021
,,ldared* 3,598 9,033 2,071 5,444
Kvercetin-3- Rutin Vanilinska
Sorta Naringin
glukozid trihidrat kiselina
,,Crips pink* 6,896 18,176 0,000 0,062
,»(Gala“ 6,970 17,952 0,000 0,147
,,Granny smith* 7,023 22,333 7,208 0,073
,,ldared* 6,976 21,799 7,254 0,035
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Vanilinska kiselina;

T — 0062 (mglL)
Naringin;

\ Feruli¢na kiselina;

3,471 (mg/L)

18,176 e
,176 (mg/L) dihidroksibenzojeva
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10,031 (mg/L)
Kvercetin-3- Galna kiselina;
glukozid,; 2,399 (mg/L)

6,896 (mg/L) \_K.lorogenska

kiselina;
5,705 (mg/L)

Slika 12. Graficki prikaz pojedinacnih fenolnih spojeva komine sorte ,,Cripps Pink*

Rutin trihidrat; Vanilinska

0,000 (mg/L) \______kiselina; 0,147

' (mg/L)

Feruli¢na kiselina;

3,608 (mg/L)
N 3,4-
Naringin; \dihidroksibenzoje
17,952 (mg/L) _—— va
(protokatehinska)
kiselina;
8,625 (mg/L)
\Galna kiselina;
2,050 (mg/L)
Kvercetin-3-
glukozid; Klorogenska
6,970 (mg/L) kiselina;
4,668 (mg/L)

Slika 13. Grafic¢ki prikaz pojedinacnih fenolnih spojeva komine sorte ,,Gala*
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Vanilinska kiselina; i¢na kiseli
Feruli¢na kiselina;
0,073 i
(mgll) T/ 3,618 (mg/l)  ginidroksibenzojeva
(protokatehinska)
kiselina;
11,500 (mg/L)

Rutin trihidrat;
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Naringin;
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Slika 14. Graficki prikaz pojedinacnih fenolnih spojeva komine sorte ,,Granny Smith*
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Klorogenska
kiselina;
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/ 5,444 (mg/L)
Naringin; .
21,799 (mg/L) K;e;;eh{?-
—— glukozid;
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Slika 15. Graficki prikaz pojedinacnih fenolnih spojeva komine sorte ,,Idared*
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Rezultati prosjecnih vrijednosti provedenih antioksidacijskih testova prikazani su u Tablici 8.
Najvecu antioksidacijsku aktivnost u svakom testu imala je sorta jabuke ,Idared”, zatim
,Granny Smith®, ,,Gala® pa sorta ,,Cripps Pink*. Razlike medu sortama ,,Idared”, ,,Granny
Smith* 1 ,,Gala‘ nisu toliko znacajne, dok je znatno veca razlika kod sorte ,,Cripps Pink* koja
je pokazala 53 % manji antioksidacijski kapacitet u usporedbi sa sortom ,,Idared*. Rezultati
antioksidacijskog kapaciteta komina sorti ,,Granny Smith* i ,,Gala* poklapaju se s prijaSnjim
istrazivanjima dok sorta “Idared“ pokazuje vece vrijednosti [25,27,31]. Rezultati
antioksidacijskih testova odgovaraju i potvrduju rezultate dobivene analizom ukupnih fenolnih,

flavanoidnih i1 neflavanoidnih spojeva.

Tablica 8. Antioksidacijski kapacitet razlicitih sorti po metodama u pmol TE/L

Sorta ABTS DPPH FRAP
,»Crips Pink* 1699,643 455,323 464,076
,»Qranny smith* 2522,633 | 512,659  1046,641
,Idared* 2530,335 590,691 1140,464
,»(Gala® 2527,760 = 572,571 799,533
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5. ZAKLJUCAK

Uzorci jabu¢nih komina pokazuju veliki nutritivni potencijal koji je pogodan za oporabu i
ponovno koriStenje. Oksidacijski testovi pokazali su dobre antioksidacijske kapacitete svih
uzoraka jabu¢nih komina, §to ukazuje na veliku koli¢inu antioksidansa koji se nalaze u
jabu¢nim kominama svih analiziranih sorti. Najveci antioksidacijski kapacitet pokazuje sorta
»ldared”, no ni ostale sorte ne zaostaju. Velike koli¢ine fenola, flavanoida i neflavanoida
ukazuju na velike koli¢ine aktivnih i hranjivih tvari. Temeljem dobivenih rezultata, jabuc¢na
komina moze se smatrati vaznom sirovinom te lako moZze pronaci svoju uporabu u razli¢itim
industrijama. Temeljem svih dobivenih podataka moze se zakljuciti kako jabu¢na komina, bilo
koje sorte, posjeduje veliki potencijal te moze pronaci svrhu u brojnim podrucjima industrije

kao 1 svakodnevnoj upotrebi prije nego Sto se moze smatrati otpadom i kao takvim zbrinjavati.
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6. POPIS SIMBOLA

ABTS - 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) acid
DPPH - 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl

FRAP - ferric reducing antioxidant power

C — koncentracija

V — volumen
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8. PRILOZI

Slika 16. Kromatogram sorte ,,Crips pink*

AU

—
=

-
w

—
()

—
o

w

[

o

)

T ST T TG N P U ST

Slika 17. Uvecani pikovi sorte ,,Crips pink*
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Slika 18. Kromatogram sorte ,,Gala*
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Slika 19. Uvecani pikovi sorte ,,Gala*

Slika 20. Kromatogram sorte ,,Granny smith*
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Slika 21. Uvecani pikovi sorte ,,Granny smith*
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Slika 22. Kromatogram sorte ,,Idared
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Slika 23. Uvecani pikovi sorte ,,Idared*
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