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Sazetak

Zbog velike proizvodnje i dostupnosti tijekom cijele sezone, jabuka je voce koje se konzumira
tokom cijele godine. Bogata je vitaminima, mineralima i bioaktivnim spojevima. Polifenolni
spojevi su skupina bioaktivnih komponenti ¢iji su pozitivni uéinci na zdravlje poznati u literaturi.
Polifenoli posjeduju antioksidacijska, antikancerogena, protuupalna i antimikrobna svojstva,
snizavaju razinu glukoze u krvi te smanjuju rizik od kroni¢nih i degenerativnih bolesti. Na trzistu
raste potraznja za ekoloskim proizvodima pa se mnogi proizvodaci jabuka odlucuju i za ekolosSku
proizvodnju. U ovom radu dat je pregled osnovnih zahtjeva za ekolosku proizvodnju jabuka te
opisan nacin proizvodnje jabu¢nog soka i octa na primjeru OPG-a Hunjadi. U eksperimentalnom
djelu rada analiziran je polifenolni sastav proizvoda od jabuke: jabucni sok i jabucni ocat iz
ekoloskog i konvencionalnog uzgoja. Ispitan je sastav ukupnih polifenola, flavonoida i fenolnih
kiselina za 4 uzoraka. Rezultati pokazuju da ekoloski proizvedeni sok (689,09 + 10,39 ug
GAE/mg) 1 ocat (899,70 + 86,28 ng GAE/mg) imaju vecu koncentraciju ukupnih polifenola od
konvencionalnog soka (37,27 £ 3,24 ug GAE/mg) i octa (29,09 + 0,74 ug GAE/mg). Rezultati
ponovnog mjerenja provedenog nakon dva tjedna, prikazuju da se koncentracija ukupnih
polifenola povecala kod svih uzoraka. Kod mjerenja ukupnih flavonoida rezultati takoder pokazuju
da su izmjerene vece koncentracije kod ekoloskih proizvoda nego konvencionalnih. Tako ekoloski
sok sadrzi 341,88 + 15,15 pg CE/mg, konvencionalni sok sadrzi 10,58 + 3,03 pg CE/mg, dok
ekoloski ocat sadrzi 356,96 + 19,90 ng CE/mg i konvencionalni ocat sadrzi 23,62 + 9,53 ng
CE/mg. Pri drugom mjerenju dobiveni su rezultati koji prikazuju da su se koncentracije ukopnih
flavonoida smanjile kod svih uzoraka. Mjerenje fenolnih kiselina takoder prati rezultate navedenih
mjerenja, tako ekoloski sok (98,74 + 3,67 ug CAE/mg) 1 ocat (106,13 + 4,58 pg CAE/mg) imaju
viSe koncentracije fenolnih kiselina nego sok (5,54 + 0,40 ug CAE/mg) i ocat (4,73 + 0,38 ug
CAE/mg) iz konvencionalne proizvodnje. Pri drugom mjerenju koncentracije fenolnih kiselina su
porasle kod ekoloSkog i konvencionalnog soka, dok su se smanjile kod ekoloSkog octa, a kod

konvencionalnog octa se rezultat nije mijenjao.

Kljucne rijeci: jabuka, ekoloska proizvodnja, konvencionalna proizvodnja, ukupni polifenoli,

ukupni flavonoidi, fenolne kiseline



Summary

Due to large production and availability throughout the season, apples are fruits that are
consumed year-round. They are rich in vitamins, minerals, and bioactive compounds.
Polyphenolic compounds are a group of bioactive components whose positive effects on health
are well-documented in the literature. Polyphenols possess antioxidant, anticarcinogenic, anti-
inflammatory, and antimicrobial properties, lower blood glucose levels, and reduce the risk of
chronic and degenerative diseases. Demand for organic products is growing in the market,
prompting many apple producers to opt for organic production. This paper provides an overview
of the basic requirements for organic apple production and describes the methods for producing
apple juice and vinegar using OPG Hunjadi as an example.In the experimental part of the work,
the polyphenolic composition of apple products was analyzed: apple juice and apple vinegar from
organic and conventional cultivation. The composition of total polyphenols, flavonoids, and
phenolic acids in four samples was examined. The results show that organically produced juice
(689.09 = 10.39 pg GAE/mg) and vinegar (899.70 = 86.28 pg GAE/mg) have higher
concentrations of total polyphenols than conventional juice (37.27 £+ 3.24 ug GAE/mg) and vinegar
(29.09 + 0.74 pug GAE/mg). Results from re-measurements carried out after two weeks show that
the concentration of total polyphenols increased in all samples. When measuring total flavonoids,
the results also indicate that higher concentrations were found in organic products than in
conventional ones. Thus, organic juice contains 341.88 + 15.15 ug CE/mg, conventional juice
contains 10.58 + 3.03 pug CE/mg, while organic vinegar contains 356.96 + 19.90 ug CE/mg and
conventional vinegar contains 23.62 £ 9.53 ug CE/mg. During the second measurement, it was
found that the concentrations of flavonoids decreased in all samples. The measurement of phenolic
acids aligns with the results of the aforementioned measurements, showing that organic juice
(98.74 + 3.67 ug CAE/mg) and vinegar (106.13 + 4.58 ug CAE/mg) have higher concentrations
of phenolic acids than juice (5.54 + 0.40 ug CAE/mg) and vinegar (4.73 + 0.38 ug CAE/mg) from
conventional production. During the second measurement, the concentrations of phenolic acids
increased in both organic and conventional juice, while they decreased in organic vinegar, with no
change observed in conventional vinegar.

Key words: apple, organic production, conventional production, total polyphenols, total

flavonoids, phenolic acids



Popis korisStenih kratica

GAE Gallic acid equivalent

CE Catechin equivalent
CAE Caffeic acid equivalent
Tzv. Takozvani

EU Europska unija
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1. Uvod

Jabuka (Malus domestica Borkh.) kontinentalna je biljka ¢ije podrijetlo, prema povijesnim
zapisima potjece 1z podrucja Azije, tocnije zapadnog podrucja Kine. Na tom podrucju nalaze se
Sume jabuka koje slobodno rastu, bez utjecaja covjeka. Za rasirenost ove kulture, zasluzni su stari
putevi svile kojim su prolazila stara plemena, a spajali su zapadnu Kinu s Bliskim istokom i
dolinom Dunava [1]. U hrvatskoj kulturi crvena jabuka ozna¢ava djevojacko rumenilo i ljubav,
takoder krasi bozi¢no drvce i stavlja se U ¢eljust svinjske peCenke. Jabuka je najzastupljenija vocna
kultura koja se uzgaja diljem svijeta. Zbog pogodnih karakteristika i velike rasirenosti nosi naziv
“kraljice voca“, takoder ova voéna kultura ima veliki ekonomski i agrikulturni znacaj [2].

Danas su vrlo cijenjeni ekoloski proizvodi pa se prema tome povecava broj povrSina pod
ekoloskom proizvodnjom. U Hrvatskoj je povrSina zemljista pod ekoloskom proizvodnjom porasla
za 282% izmedu 2012. 1 2021. godine. lako je rast povrSina pod ekoloSkom proizvodnjom veci,
ponuda ekoloskih proizvoda na trziStu nije u tolikom porastu [3]. Zbog pogodnih ekoloskih 1
klimatskih uvjeta Hrvatska ima gotovo idealne uvijete za proizvodnju kvalitetnih jabuka [4].

Jabuka je izvor topivih i netopivih vlakana, fitokemikalija i vitamina C. Fitokemikalije koje
sadrzi jabuka jesu polifenoli ¢iji je antioksidacijski 1 protuupalni ucinak istice kao dobrobit po
zdravlje ¢ovjeka [5]. Plodovi jabuke, kao i proizvodi od ploda takoder sadrze znacajne koli¢ine
polifenola. Poznato je da i druge voéne kulture poput grozda, bobicastog voca, krusaka, sadrze
velik dio polifenolnih spojeva i to 200-300 mg polifenola na 100 g voéa. Polifenoli su zna¢ajno po
zdravlje ¢ovjeka zbog pruzanja zastite od razvoja raka, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa,
osteoporoze i neurodegenerativnih bolesti [6]. Poznajuci benefite koje pruza konzumacija jabuke,
a ponajvise polifenola koje sadrzi, u ovom radu analizira se koli¢ina ukupnih polifenola,
flavonoida i fenolnih kiselina u jabu¢nom octu i jabu¢nom soku iz konvencionalnog i ekoloskog

uzgoja.
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2. Ekoloska poljoprivreda

Svi prehrambeni proizvodi mogu se proizvoditi na tzv. konvencionalni nacin te ekoloski nacin.
Ekoloska proizvodnja je sustav poljoprivredne proizvodnje koji djeluje prema odredenim nacelima
I propisanim smjernicama [7]. Organizacija IFOAM (International Federation of organic
agriculture movements) definira ekolosku proizvodnju na temelju cetiri principa: zdravlje,
ekologija, poStenje 1 briga. Nacelo zdravlja opisuje kako su zdravlje ekosustava i Covjeka
nerazdvojni te istiCe kako zdravlje Covjeka ovisi o stanju ekosustava. Nacelo ekologije govori o
ocuvanju 1 unapredenju zZivih ekoloskih sustava te isti€e vaznost uzgajanja u skladu s prirodnim
ciklusima. Nacelo pravednosti temelji se na uspostavi jednakosti upravljanja zajednickim
svijetom; medusobno izmedu ljudi, tako i u odnosu s drugim zivim bi¢ima. Nacelo brige
ukorjenjuje zastitu i brigu za okoli$ kako bi se saCuvalo zdravlje, prvobitno Covjeka, a zatim 1
okolisa jer organskom poljoprivredom treba upravljati odgovornim ponasanjem [8]. U jednoj
recenici, ekoloSka poljoprivreda je: "- sustav poljoprivrednog gospodarenja koji tezi eticki
prihvatljivoj, ekoloski d¢istoj, socijalno pravednoj i1 gospodarski isplativoj poljoprivrednoj
proizvodnji. [9]”

Temeljni kriteriji 1 postupci u ekoloskoj proizvodnji ukorijenjeni su u Uredbi (EU) 2018/848
Europskog parlamenta i Vijeca od 30. svibnja 2018. o ekoloskoj proizvodnji i oznacivanju
ekoloskih proizvoda. Navedenom su Uredbom propisani sljedeci ciljevi i nacela ekoloske
proizvodnje:

" - doprinosi zastiti okolisa o klime;

- odrzavanje dugoro¢ne plodnosti tla;

- doprinos visokoj razini bioloske raznolikosti;

- znacajno pridonosi netoksi¢énom okoliSu;

- doprinos visokim standardima dobrobiti Zivotinja;

- poticanje kratkih kanala distribucije 1 lokalne proizvodnje u razli¢itim podruc¢jima Unije;

- doprinos razvoju opskrbe biljnim genetskim materijalom prilagodenim specifiénim
potrebama i ciljevima ekoloske poljoprivrede;

- doprinos visokoj razini bioloske raznolikosti;

-poticanje razvoja djelatnosti ekoloskog uzgoja bilja kako bi se pridonijelo povoljnim
gospodarskim perspektivama ekoloskog sektora. [10]”

PotroSa¢ prepoznaje ekoloski proizvod po specificnim oznakama prepoznatljivog izgleda
(Slika 1), a koje su donesene u odrednicama Europske unije. Oznaka eko proizvoda jamci
potrosacu da je proizvod produkt strogog sustava kontrola te da je proizveden prema smjernicama

ekoloske proizvodnje.
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Slika 1:0znaka EKO proizvoda za EU i Republiku Hrvatsku
Izvor: Ministarstvo poljoprivrede [7]

Za provedbu strogih sustava kontrole o pravilno primijenjenoj ekoloSkoj proizvodnji brinu
nadlezna tijela Ministarstva. Oznaka “eko* na proizvodu garantira potrosacu da je proizvod iz
provjerenog ekoloSkog uzgoja i omogucuje pracenje sljedivosti proizvoda. Institucije koje se bave
kontrolom ekoloskih gospodarstava imaju odredenu oznaku: HR-EKO-00. HR oznacava ime
drzave u kojoj se kontrole provode, oznaka EKO predstavlja ekolosku proizvodnju i referentni
broj kontrolnog tijela. Ovlasteno tijelo nakon provedbe kontroli izdaje vaze¢i certifikat kojim se

potvrduje provedba propisanih pravila EU za ekolosku proizvodnju.
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3. Jabuka

Drvo jabuke spada u listopadne, viSegodisnje biljke ¢iji se urod moze dobivati u vremenu od
25 do 30 godina. Pripitomljene sorte narastaju do visine 1,8 do 5 metara, dok neke od divljih sorti
mogu narasti do 12 metara u visinu. Kro$nja jabuke ima tamnozelene, nazubljene listove povijene
prema unutra. Cvijet jabuke ima veli¢ini 3 do 4 cm, blago je ruZiCaste boje i ima do 5 latica. Za
oplodnju cvjetova glavni su oprasivaci pcele, jer jabuka nije samooplodna biljka. Cvate u rano
proljece. Berba plodova odvija se krajem mjeseca kolovoza ili poCetkom rujna. Sorte jabuka
razlikuju se veli¢inom, kakvo¢om 1 bojom plodova. Kod ploda jabuke razlikuje se sjemenke, kora
i mesni dio koji je svjetlo zute do bijele boje [11]. Slika 2 prikazuje dijelove jabuke: cvijet, plod i

listovi.

Slika 2: Cvijet, plod i listovi jabuke
Izvor: S. Doroti¢ [11]

Plod jabuke predstavlja najkompletnije voce u prehrani ¢ovjeka zbog nutrijenata koje sadrzi, a
koji uvelike pridonose ljudskome zdravlju. Plod sadrzi vitamine, minerale, voéne Secere, voéne
kiseline, vlakna, pektine i pro¢is¢enu vodu koja je prosla kroz mnostvo stani¢nih membrana od tla
do ploda. Zbog 10 000 poznatih sorata jabuka, dostupne su u svako godisnje doba. Tako su
najcjenjeniji plodovi zimskih sorata jabuka zbog dosega najbolje kakvoce te zbog manjeg izbora

voca tijekom zimskog perioda [2].
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3.1. Ekoloski uvjeti za uzgoj jabuka

Ekoloski uvjeti za uzgoj jabuka moraju biti povoljni za odabranu sortu, uz primjerenu brigu o
uzgoju iste. Isti¢e se vaznost ekoloskih uvjeta kao najvazniju odrednicu za ekoloski uzgoj jabuka.
Klima, tlo i polozaj nasada odreduju uspjesnost uzgoja vocaka, a kako bi se odredili ti parametri
potrebna su mnogobrojna istrazivanja [2]. Kod ekoloskog uzgoja voc¢aka postoje razne metode
sadnje, rezidbe, upotrebe prirodnih preparata i gnojiva, sa Sto manjom upotrebom kemijski
proizvedenih preparata i umjetnih gnojiva [12].

Klima igra veliku ulogu u uspjesnom uzgoju jabuka. Parametri koje je potrebno analizirati su
sredi$nja godi$nja temperatura, prosjena temperatura zraka, relativna vlaga zraka i vlaga tla. Za
jabuku je optimalna umjerena kontinentalna klima sa srednjim godisnjim temperaturama od 11°C.
Drvo jabuke podnosi minimalnu temperaturu od -35°C, bez tezih posljedica. Vrlo je osjetljiva na
dostupnost vode, pogotovo tijekom ljetnih mjeseci, kada je dobro postaviti rasprSivace vode ili
sustav navodnjavanja kap po kap [2,13].

Vocka jabuke voli duboka tla pjeskovito-ilovastog sastava s puno humusa, hranjiva, te vodnim
kapacitetom. Optimalna pH vrijednost za sadnju jabuka je 5,5-6. Svakako je pogodno prije sadnje
vocaka napraviti zelenu gnojidbu kako bi se tlo obogatilo dusikom. Zato se na pocetku provodi
detaljno ispitivanje tla [2,13].

Najvaznije je da polozaj nasada jabuka pruza uvjete sigurnosti i zastite vo¢aka od nepovoljnih
klimatskih ¢imbenika i ¢imbenika tla. Treba uzeti u obzir nadmorsku visinu, nagib terena,
ekspoziciju, ispresjecenost povrsina 1 blizinu vode [2].

Kod pripreme tla za sadnju vazno je napraviti analizu tla. Time se dobiva cjelokupni sastav tla
te moguca ogranicenja u uzgoju vocaka. Tlo je potrebno izravnati i prorahliti, te ga je moguce
obogatiti raznim gnojivima [2,13].

Kod izbora sorata, prednost imaju sorte koje su otporne na Stetnike i biljne bolesti. Za ekolosku
proizvodnju takoder je bitno da sadni materijal dolazi iz provjerenog ekoloskog uzgoja [14]. Neke
sorte Cije su karakteristike povoljne za ekoloski uzgoj su Stark Earliest, Vista Bella, James Grive,
Prima, Retina, Freedom, Laderica, Pilot, Pingo i druge (Slika 3). Prednost svakako imaju stare,

autohtone sorte [12].
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Slika 3: Sorte pogodne za ekoloski uzgoj: 1-Vista Bella; 2- Stark Earliet; 3- James Grieve
Izvor: I. Krpina i sur. [2]

Za za$titu jabuka koriste se preparati koji su dozvoljeni u ekoloskoj poljoprivredi poput
parafinskih mineralnih ulja protiv Stetnika 1 uzroc¢nika bolesti, otopina sumpora i kalijevog sapuna
protiv pepelnice [14]. U prirodnu zastitu ubraja se gnojidba voc¢aka posebnim prirodnim
preparatima, poput stajskog gnoja, govedeg gnoja te raznim biodinamickim pripravcima. To ¢e
zemlji dati potrebne mikronutrijente koji ¢e osnaziti vocku. Preferira se i sadnja niskog bilja ispod

vocaka koja doprinosi pojacanoj zastiti od insekata [12].
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4. Primjer proizvodnje jabucnog soka i octa - OPG Hunjadi

OPG Hunjadi nalazi se u Svetoj Mariji u Medimurju. Osim nasada jabuka sorti Jonagold, Zlatni
delises, Idared, uzgajaju i ljeSnjake, aroniju 1 grozde. Bave se ekoloskom proizvodnjom jabuka
vise od 5 godina te posjeduju certifikat kao potvrdu za ekolosku proizvodnju. Njihova je
proizvodnja manjeg opsega te orijentirana prema ekoloskoj proizvodnji. Sva se prerada vrsi prema
vazecoj regulativi za ekolosSku proizvodnju Sto podrazumijeva koristenje ekoloskih sredstava za

odrzavanje pogona, ¢is¢enje te strogo odvajanje ekoloske prerade od eventualne konvencionalne.

4.1. Proizvodnja jabucnog soka

OPG Hunjadi ima liniju za proizvodnju sokova i octa. Sve strojeve financirali su sami ili uz
podrsku partnera drugog OPG-a. Nakon Sto se jabuke oberu sa stabla, potrebno ih je strojem
dopremiti do pogona za preradu. Jabuke se dopremaju u kaSetama ili box paletama (Slika 4).
Nakon toga se ru¢no peru pod mlazom vode, kako bi se ocistile od povrsinskih necistoca. Taj je

proces vazan dio kvalitete 1 higijene sirovine zbog pripreme za daljnju preradu.

S MV AR

Slika 4: Kasete za prijenos jabuka
Izvor: vlastita fotografija

Nakon procesa pranja, slijedi proces strojnog mrvljenja i cijedenja jabuka. Taj se proces radi
pomocu posebnog mlina koji je prikazan na Slici 5. U mlin se ubace plodovi jabuke, te ih nozi¢i
koji se nalaze unutra stroja mrve. Nastavci za mlin stavljaju se prije otvora stroja kako bi se plod

dovoljno usitnio. Produkt je kasa koja izlazi iz otvora na stroju, a sakuplja se u plasticnim kantama.
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Slika 5: Mlin za mrvljenje jabuka

Izvor: vlastita fotografija

Kasa naposlijetku ide na hidraulicki stroj za preSanje prikazan na Slici 6. Presa se sastoji od
mjeha i posude koja djeluje kao sito. Princip je u tome da se kasa stavi u presu, zatim se mjeh puni
vodom kako bi mu se poveé¢ao volumen te pri tome pritisée kasu i isti§ée sok. Cvrsti ostaci jabuke
zaostaju u posebnom djelu, dok se sok odvaja u posudu. Iskoristivost ekstrakcije tehnoloski zrelih

jabuka je oko 65 % ukupne mase ploda.

Slika 6. Presa za jabuke

Izvor: vlastita fotografija

Prije pasterizacije, jabu¢ni sok se pretace u bacve od 200 L. Pasterizacija je kljucan korak jer
se deaktiviraju 1 uniStavaju potencijalno patogeni mikroorganizmi u soku. Pasterizator (Slika 7)
radi na principu spojenih posuda, gdje donja posuda, kotao u sebi sadrzi grija¢ koji grije vodu i
spiralnu cijev kroz koju prolazi jabucni sok, a napunjena je vodom ¢ija je temperatura 85°C. Sok
se mora u cijevi zadrzati barem 15 sekundi kako bi se unistili Stetni mikroorganizmi. Naknadno

pasterizirani sok putuje u gornju posudu koja sluzi kao spremnik i zatim se puni u boce.
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Slika 7: Bacva za sok i pasterizator

Izvor: vlastita fotografija

Nakon §$to se sok napuni u boce, ru¢no se stavlja poklopac te se boce stavljaju na hladenje

(Slika 8), a boce se zatvaraju tehnikom vakuumskog zatvaranja.

Slika 8: Hladenje jabucnog soka

Izvor: vlastita fotografija

4.2. Proizvodnja jabucnog octa

OPG Hunjadi koristi stari, tradicionalni na¢in proizvodnje octa. Za proizvodnju octa potreban
je jabuc¢ni sok. Nakon §to se jabuke spreSaju, jabucni se sok stavlja u bacve gdje se ostavlja par
dana kako bi se zapocela fermentacija prirodnim putem (Slika 9). Tu se odvija proces alkoholne
fermentacije koja je anaeroban proces, gdje Secer iz jabucnog soka prelazi u alkohol, uz pomo¢
bakterija i kvasaca. U toj ba¢vi na kraju fermentacije nastaje jabu¢no vino. Na vrh bacve stavlja

se vrenjaca koja sluzi za ispustanje plinova nastalih tijekom fermentacije.
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Slika 9. Bacva za alkoholnu fermentaciju i vrenjaca

Izvor: vlastita fotografija

Jabuc¢no vino dalje se pretace u drugu bacvu gdje se dodaju selekcionirani kvasci kako bi se
dalje odvijao proces octene fermentacije (Slika 10). Bakterije octene kiseline, acetobakterije
prevode alkohol u kiselinu te na taj nacin se dobiva ocat. U ovom slucaju ocat dozrijeva 2 godine
u bacvi prije konzumacije. Kako je octena fermentacija aeroban proces, na bacvu se stavi samo

krpa koja prekriva otvor kako bi kvasci i bakterije imali stalni dovod kisika.

Slika 10: Razvoj gljiva u bacvi za octenu fermentaciju

Izvor: vlastita fotografija

19



5.  Polifenolni spojevi

Polifenoli su spojevi koji se uvelike nalaze u vocu, povréu, ¢aju, vinu, ¢okoladi, maslinovom
ulju. Polifenoli su najistrazivanija skupina biljnih specijaliziranih metabolita, a ima ih u vise od
8000 strukturnih verzija. To su tvari s aromatskim prstenovima koji nosi jedan ili vise hidroksilnih
ostataka. Polifenoli se dijele u skupine prema broju fenolnih prstenova i prema vezivnim
elementima koji spajaju prstenove [15]. Osnovna podijela polifenola je u 4 skupine: fenolne
kiseline, flavonoidi, stilbeni i lignani (Slika 11) [16].

Nalaze se u biljci kao sekundarni ili specijalizirani metaboliti, a u biljci se pojavljuju kao
odgovor biljke za vrijeme stresnih uvjeta, sudjeluju u obrani i zastiti biljaka, privlacenju
oprasivaca, rastu i razvoju biljaka. Jednim dijelom odgovorni su za senzorske karakteristike hrane
poput boje, mirisa i trpkosti [17].

Konzumacija hrane bogate polifenolima ima mnogo pozitivnih, zdravstvenih ucinaka na
covjeka. Dokazano je da polifenolni spojevi smanjuju rizike od kronicnih bolesti te su poznati po
antioksidacijskim svojstvima. U sve vise istrazivanja pojavljuju se dokazi da se takvom prehranom
Stiti stanice od oksidativnog stresa i rizika od bolesti uzrokovane istim. Smanjena je i mogucnost
pojave bolesti srca kao Sto su akutni infarkt ili iznenadna sréana smrt. Polifenoli imaju sposobnost
inhibicije LDL oksidacije te Stite od kardiovaskularnih bolesti. Pokazuju i uc¢inke u razvoju raka
tako $to induciraju smanjenje rasta tumora ili broja tumora. Polifenoli imaju antidijabeticki u¢inak

tako $to utjecu na glikemiju putem odredenih mehanizama [6].

FENOLNE KISELINE

.
5 L {  FLAVONOIDI
Z.
L‘L'l —
L
- - STILBENI
o)
(=l
N LIGNANI

Slika 11: Podjela polifenola

Izvor: D. Samec i sur. [16]

Flavanoidi spadaju u najistrazivaniju skupinu polifenola. Poznato je vise od 6000 flavonoida

ta se prema klasifikaciji dijele na 6 skupina: flavonole, flavone, flavan-3-ole, flavonone, izoflavone
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1 antocijanine (Slika 12). Razlikuju se prema heterociklickom piranskom prstenu u strukturi
flavanoida. Osnovna struktura sastoji se od dva benzenska prstena povezanih sa tri atoma ugljika

1 atomom kisika oblikuju¢i sredisnji piranski prsten [16].

Flavoni

.
; I 8 || [zoflavoni
Flavonoli o ! /

Flavan-3-oh
Antocijani

Flavanom

Slika 12: Podjela flavonoida

Izvor: D. Samec i sur. [16]
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6. Prakti¢ni dio

6.1. Aparatura i pribor

Na pocetku rada izmjerena je pH svih uzoraka uz pomo¢ pH-metra (Mettler Toledo; Njemacka)
(Slika 13) Uzorci su pomocu mikropipeta, razliitih volumena, preneSeni u kivete.
Spektrofotometrijska mjerenja izvrSena su na spektrofotometru (ONDA UV-21;Kina) (Slika 13)
pomocu kojeg je oCitana apsorbancija za razliCite uzorke. Analiticka vaga (Adam Equipment;
Ujedinjeno Kraljavstvo) koriStena je za vaganje natrijevog nitrita (NaNO2) 1 natrij molibdata
(Na2MoO4 x 2H20), za pripremu Arnowog reagensa. Navedeni uredaji prikazani su na Slici 1.
Takoder, na Vorteksu (V1-plus, Biosan; Latvija) je vorteksirana smjesa za Arnow reagens kako bi

se svi sastojci otopili.

Slika 13: pH- metar i spektrofotometar

Izvor: vlastita fotografija

6.2. Kemikalije

Koristene kemikalije:

+ Metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

+ Etanol (GRAM-MOL, Zagreb, Hrvatska)

» galna kiselina (Acros Organics, Kina)

» kavena kiselina (Sigma Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)
» katehin (Sigma Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)

+ natrij karbonat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

+ Folin-Ciocalteau reagens (Sigma-Aldrich, Svicarska)

 natrij nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

+ aluminij klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave)
* natrij hidroksid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
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» klorovodic¢na kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
* natrij molibdat (Sigma Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)

6.3. Materijali i metode

U svim je uzorcima izmjeren sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida te fenolnih kiselina u dvije
tocke mjerenja - odmah nakon otvaranja te nakon dva tjedna skladiStenja u hladnjaku na

temperaturi 4-8 °C.

6.3.1. Proizvodi i uzorci

Ekoloski proizvedeni jabucni sok 1 ocat nabavljeni su kod lokalnog proizvodaca, OPG Hunjadi
iz Svete Marije. Ekoloski jabuc¢ni ocat je proizveden u rujnu 2021. godine, a rok trajanja je
neogranicen. Jabu¢ni sok je proizveden u listopadu 2022. godine te nakon otvaranja ima rok
trajanja od 14 dana, unutar 3 godine.

Konvencionalno proizvedeni sok i ocat kupljeni su u trgovinama. Proizvodac¢ octa je
varazdinska tvrtka ‘“Prehrana®, a puni je naziv proizvoda: jabu¢ni ocat za pripremu salata i
konzerviranje namirnica. Proizvoda¢ konvencionalnog soka od jabuke je “Fis* (Jabuka Fis, 2L).
Na slici 6 su prikazani koriSteni proizvodi.

Proizvodi su,prema preporuci proizvodaca, Cuvani na sobnoj temperaturi, dok su nakon

otvaranja skladisteni u hladnjaku.

JABUCN
Ce-

Slika 14: Proizvodi i uzorci

Izvor: vlastita fotografija
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6.3.2. Mjerenje vrijednosti pH

Prije mjerenja pH, uzorke octa i soka prebaceni su u plasti¢ne laboratorijske posudice tzv.
,falkonice* s poklopcem, od 50 mL. Za mjerenje vrijednosti pH koristen je pH-metar. Mjerenje je

izvr§eno na bazdarnom instrumentu u tri ponavljanja.

Slika 15: Ispitivani uzorci

Izvor: vlastita fotografija

6.3.3. Mjerenje ukupnih polifenola

Za odredivanje ukupnih polifenola u jabu¢nom octu i sokovima koristena je metoda po Folin-
Ciocalteau. To je kolorimetrijska metoda kojom se odreduju ukupni fenoli u voénim sokovima i
drugim biljnim uzorcima. Specifiéni reagens (Folin-Ciocalteu reagens) se sastoji od
fosfomolbidenske i fosfovolframove kiseline te on reagira s fenolnim spojem [18]. Na kraju je
vidljivo plavo obojenje kao posljedica reakcije reagensa s fenolnim spojem te se na temelju
gustoce boje Folinovog reagensa [19]. Mjeri se apsorbanca na spektrofotometru pri 765 nm [18].

Metoda je radena u kivetama te su svi uzorci napravljeni u triplikatu. U slijepoj probi dodana
je destilirana voda, umjesto uzorka octa ili soka. Postupak je zapoceo dodavanjem 158 uL
destilirane vode u svaku kivetu te dodavanjem 20 pL svakog uzorka. Zatim je uslijedio dodatak
Folin-Ciocalteau reagensa u koli¢ini 100 puL, nakon ¢ega je sve zajedno promijesano. Nakon toga
je otpipetirano 300 pL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te je sve promijeSano.Dobivene
otopine ostavljene su dva sata u mraku na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je slijedilo mjerenje
apsorbancije uzoraka na spektrofotometru pri 765 nm [18]. Za izradu bazdarne krivulje koristen je
standard galne kiseline te je bazdarna krivulja izradena u rasponu od 50 do 2000 pg/mL. Mjerenja

ukupnih polifenola napravljena su ukupno dva puta (Slika 16).
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Slika 16: Prikaz promjene boje usred reakcije

Izvor: vlastita fotografija

6.3.4. Mjerenje ukupnih flavonoida

Metoda s AICI3 ¢esta je metoda koja se koristi za odredivanje ukupnih flavonoida u biljnim
ekstraktima, sokovima i dr. Temelji se na stvaranju kompleksa AIClz-flavonol, gdje AICIl3
predstavlja sredstvo za stvaranje kompleksa. Nakon reakcije kompleksa AlCls-flavonol vidljivo je
zuto do narancasto obojenje, a specifi¢na valna duljina na kojoj se mjeri apsorbanca je 510 nm
[20] .

Eksperiment je postavljen u kivetama od 2 mL te je zapoc¢eo dodatkom 800 pL destilirane vode
u svaku Kivetu. Zatim je u svaku kivetu otpipetirano po 200 pL uzorka te 60 pL 5%-tne otopine
natrijeva nitrita, ¢ijim dodatkom zapoc€inje reakcija. Nakon 5 minuta dodano je 60 pL 10%-tne
otopine aluminijeva klorida, a nakon 6 minuta dodano je 400 pL 1M otopine natrijeva hidroksida.
Na samom kraju u svaku kivetu otpipetirano je 480 pL destilirane vode i sve je dobro promijesano.
U slijepoj probi umjesto uzorka dodana je destilirana voda, dok je daljnji postupak isti. Po dodatku
svih potrebnih kemikalija, uslijedilo je mjerenje valne duljine na spektrofotometru na 510 nm
(Slika 17) [21]. Za izradu bazdarne krivulje koriSten je standard katehina te je bazdarna krivulja
izradena u rasponu od 50 do 1000 pg/mL.
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Slika 17: Prikaz promjene boje usred reakcija

Izvor: vlastita fotografija

6.3.5. Mjerenje fenolnih kiselina

Odredivanje fenolnih kiselina napravljeno je prema protokolu European Pharmacopoeia [22]
gdje se koristi svjeze pripremljen Arnow reagens.

Za pripremu Arnowog reagensa potrebno je u 10 mL destilirane vode pomijesati 1 g NaNO> s
1,17 g NazMoO4x2H>0. Zatim se smjesa pomijesa uz pomo¢ vorteksa dok se sastav potpuno ne
otopi. Nakon §to se pripremi svjez Arnow reagens krece se sa protokolom za odredivanje fenolnih
kiselina. Postupak se radi u kivetama te je na pocetku u svaku kivetu otpipetirano 300 pL
destilirane vode i 300 puL uzorka. Uslijedilo je dodavanje 100 puL 0,5 M klorovodic¢ne kiseline 1
100 uL. Arnowog reagensa. Naposlijetku je dodano jo§s 100 pL destilirane vode. Sastav se dobro
promijesao te je izmjerena apsorbancija svih uzoraka na spektrofotometru pri 505 nm [22]. Za
izradu baZdarne krivulje koriSten je standard kavene kiseline te je bazdarna krivulja izradena u

rasponu od 20 do 300 pg/mL.
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Slika 18: Prikaz promjene boje usred reakcije

Izvor: vlastita fotografija
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7. Analiza rezultata

7.1. Vrijednost pH

U Tabeli 1 i Tabeli 2 prikazani su rezultati mjerenja vrijednosti pH.

Uzorci Izmjerena vrijednost pH
1 2 3 Srednja vrijednost
* st.dev.
Ocat ekoloski 3,60 3,58 3,58 3,59+ 0,01
Ocat konvencionalni 2,74 2,74 2,74 2,74 £0,00
Sok ekoloski 3,66 3,65 3,65 3,65+ 0,00
Sok konvencionalni 2,97 2,96 2,96 3,96 + 0,00
Tablica 1: Rezultati mjerenja vrijednosti pH
Uzorci Izmjerena vrijednost pH
1 2 3 Srednja vrijednost
* st.dev.
Ocat ekoloski 3,74 3,75 3,74 3,74 £ 0,00
Ocat konvencionalni 2,98 2,98 2,98 2,98 + 0,00
Sok ekoloski 3,87 3,86 3,86 3,86 = 0,00
Sok konvencionalni 3,15 3,16 3,16 3,16 £ 0,00

Tablica 2: Rezultati mjerenja vrijednosti pH nakon dva tjedna

Slika 19 usporedno prikazuje rezultate mjerenja vrijednosti pH ekoloSkog octa i soka te

konvencionalnog octa i soka u razmaku od 2 tjedna.
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Slika 19: Prikaz vrijednosti pH uzoraka

Iz rezultata je vidljivo da ekoloski ocat (3,59 + 0,01) i ekoloski sok (3,65 + 0,00) imaju nesto
viSe vrijednosti pH od konvencionalnog octa (2,74 + 0,00) 1 soka (2,96 + 0,00). Nakon stajanja
svih uzoraka dva tjedna, vidljiv je porast pH vrijednosti kod svih uzoraka: ekoloski ocat (3,74 +
0,00), ekoloski sok (3,86 + 0,00), konvencionalni ocat (2,98 + 0,00), konvencionalni sok (3,16
0,00).

1z istrazivanja S. Dobri¢evi¢a i sur. [23], na temu ““ Kakvoca prirodnog octa od razlicitih sorti
jabuka“, doznajemo da ukupna kiselost i pH octa ovisi o razli¢itim sortama jabuka koje se koriste
u proizvodnji octa i sastavu vocénih kiselina te o prirodnoj fermentaciji. Kod proizvodnje
konvencionalnog octa fermentacija je kontrolirana pa je i udio jabu¢ne kiseline visi, Sto rezultira

nizim pH [23].

7.2. Ukupni polifenoli

Za odredivanje ukupnih polifenola prvo je kreirana bazdarni pravac galne kiseline (Slika 20)
napravljen prema koncentracijama u rasponu od 50 do 2000 pg/mL galne kiseline. Dobivena
jednadzba bazdarnog pravca, y=0,0011x sluzi za izracun koncentracije ukupnih polifenola iz

uzoraka.
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Slika 20: Bazdarni pravac otopine galne kiseline

U Tabeli 3 i Tabeli 4 nalaze se prikazani rezultati spektrofotometrijskog mjerenja apsorbanci
triplikata uzoraka pri valnoj duljini od 765 nm iz kojih su izra¢unate koliCine galne kiseline prema

baZzdarnom pravcu te su rezultati prikazani na Slici 21.

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 765 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 0,900 0,948 1,121
Ocat konvencionalni 0,032 0,033 0,031
Sok ekoloski 0,764 0,742 0,768
Sok konvencionalni 0,043 0,044 0,036

Tablica 3: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih polifenola

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 765 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 2,917 - 3
Ocat konvencionalni 0,129 0,128 0,126
Sok ekoloski 2,412 2,608 2,606
Sok konvencionalni 0,150 0,157 0,125

Tablica 4: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih polifenola nakon dva tjedna

Udio ukupnih polifenola iskazuje se u mikrogramima galne kiseline po mililitru (ug GAE/mL).
Vrijednosti prikazane na slici odnose se na udio polifenola kod prvog mjerenja i udio polifenola

dva tjedna nakon stajanja u hladnjaku.
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Slika 21: Sadrzaj ukupnih polifenola

Iz rezultata je vidljivo da kod prvog mjerenja ekoloski ocat ima najviSu vrijednost sadrzaja
ukupnih polifenola, (899,70 £ 86,28 ug GAE/mL), dok najmanju vrijednost sadrzaja ukupnih
polifenola ima konvencionalni ocat (29,09 + 0,74 ng GAE/mL ). Zatim, vidljivo je da ekoloski
sok (689,09 + 10,39 ng GAE/mL) sadrZi nesto nizu koncentraciju ukupnih polifenola od ekoloSkog
octa, ali oba ekoloska proizvoda imaju vise vrijednosti ukupnih polifenola u usporedbi s
konvencionalnim octom (29,09 + 0,74 ug GAE/mL) i sokom (37,27 + 3,24 ug GAE/mL). Sto se
ti¢e rezultata nastalih nakon dva tjedna stajanja uzoraka, vidljivo je poveéanje vrijednosti ukupnih
polifenola kod svih uzoraka. Kod ekoloskog octa vidljiva je najveca vrijednost ukupnih polifenola
(2689,55 + 37,73 ug GAE/mL), a najmanju vrijednost ima konvencionalni ocat (116,06 + 1,13 ug
GAE/mL). Ekoloski sok ima ne§to manju vrijednost (2310,91 + 83,57 ug GAE/mL) od ekoloskog
octa, a kod konvencionalnih uzorka sok (130, 91 + 12,49 ug GAE/mL) ima neSto viSu vrijednost
od octa.

Usporedbom izmedu ekoloskih i konvencionalnih uzoraka, ekoloski uzorci soka i octa svakako
imaju vise vrijednosti ukupnih polifenola od konvencionalnih uzoraka, kod oba mjerenja. To je u
skladu s literaturnim podacima gdje je ve¢ prikazano da polifenolni sastav ekoloski uzgojenih
jabuka, u usporedbi s konvencionalnim sadrze vise koncentracije polifenola. Zbog pojacanog
odgovora biljaka na stres u organskom susatvu, imaju viSe koncentracije polifenola nego voce
uzgojeno u konvencionalnom sustavu [24].

Takoder primijecen je porast u sadrzaju ukupnih polifenola u svim uzorcima nakon stajanja.
Takav trend takoder je ve¢ poznat u literaturi [25] za razliCite vrste sokova, a povezuje se s

mogucom hidrolizom nekih spojeva ili njihovim oslobadanjem iz slozenih molekula.
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7.3. Ukupni flavonoidi

Za odredivanje ukupnih flavanoida prvo je kreirana bazdarni pravac katehina (Slika 21)
napravljen prema koncentracijama u rasponu od 50 do 2000 pg/mL katehina. Dobivena
jednadzba bazdarnog pravca, y=0,0023x sluzi za izracun koncentracije ukupnih flavonoida

iz uzorka.
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Slika 22: Bazdarni pravac otopine katehina

U Tabeli 51 Tabeli 6 nalaze se prikazani rezultati spektrofotometrijskog mjerenja apsorbanci

triplikata uzoraka pri valnoj duljini od 510 nm.

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 510 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 0,866 0,838 0,758
Ocat konvencionalni 0,039 0,038 0,045
Sok ekoloski 0,757 0,766 0,835
Sok konnvencionalni 0,025 0,032 0,015

Tablica 5: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih flavonoida

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 510 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 0,663 0,663 0,612
Ocat konvencionalni 0,014 0,014 0,004
Sok ekologki 0,516 0,536 0,581
Sok konvencionalni 0,013 0,009 0,004

Tablica 6: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja ukupnih flavonoida nakon dva tjedna
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Slika 23 prikazuje sadrzaj ukupnih flavonoida iskazanih u vrijednosti ekvivalenta katehina

(ug CE/mL).
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Slika 23: Sadrzaj ukupnih flavonoida

Vidljivo je da kod prvog mjerenja, ekoloski ocat ima najvisi sadrzaj flavonoida (356,96 + 19,90
ng CE/ml), dok je vrijednost ekoloskog soka nesto niza (341,88 + 15,15 pg CE/mL). Najmanju
vrijednost sadrzaja ukupnih flavonoida ima konvencionalni sok (10,58 + 3,03ug CE/mL), dok
nesto vecu vrijednost ima konvencionalni ocat (23,62 + 9,53 ug CE/mL). Usporedujuéi ekoloske
uzorke soka i octa i konvencionalne uzorke, jasno je da ekoloski uzorci sadrze vise koncentracije
ukupnih flavonoida od konvencionalnih uzoraka. Rezultati prikazuju da se sadrzaj ukupnih
flavonoida, nakon dva tjedna stajanja uzoraka, smanjio u svim ispitivanim uzorcima. Prema tome,
najvisu vrijednost sadrzaja ukupnih flavonoida ima ekoloski ocat (281,01 + 10,45 pg CE/mL), kao
i kod prvog mjerenja, dok ekoloski sok (236, 81 £+ 11,82 pg CE/mL) ima nesto nize koncentracije
ukupnih flavonoida. Najmanju vrijednost ima konvencionalni sok (3,91 + 1,60 pug CE/mL), dok
konvencionalni ocat ima nesto vecu vrijednost (4,78 = 2,05 ug CE/mL). Komparacijom ekoloskih
uzoraka 1 konvencionalnih uzoraka, ve¢i sadrzaj ukupnih flavonoida svakako sadrze uzorci
ekoloske proizvodnje.

U provedenom istrazivanju polifenolnog sastava jabuka uzgojenih na ekoloSki nacin i
konvencionalni nacin, navedeno je da organski uzgojene jabuke u usporedbi s konvencionalno

uzgojenim jabukama imaju viSe koncentracije flavonoida (prosjecno 66 % vise) [24].
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7.4. Fenolne kiseline

Za odredivanje fenolnih kiselina prvo je kreirani bazdarni pravac kavene kiseline (Slika 24),
napravljen prema koncentracijama u rasponu od 10 do 250 pg/mL kavene kiseline. Dobivena

jednadzba bazdarnog pravca y= 0,0066x sluzi za izracun fenolnih kiselina iz uzoraka.
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Slika 24: Bazdarni pravac otopine kavene kiseline

Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja triplikata uzoraka, pri 505 nm prikazani su u Tabeli
7 1 Tabeli 8. Potvrdena je reproducibilnost rezultata zbog dobivenih sli¢nih vrijednosti i to¢nosti

istih.

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 505 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 0,827 0,785 0,744
Ocat konvencionalni 0,033 0,039 0,033
Sok ekoloski 0,714 0,709 0,769
Sok konvencionalni 0,044 0,042 0,037

Tablica 7: Rezultati spektorfotometrijskog mjerenja fenolnih kiselina

Uzorci Apsorpcijska vrijednost pri 505 nm
1 2 3
Ocat ekoloski 0,535 0,504 0,535
Ocat konvencionalni 0,034 0,034 0,037
Sok ekologki 1,842 2,168 1,508
Sok konvencionalni 0,048 0,053 0,068

Tablica 8: Rezultati spektrofotometrijskog mjerenja fenolnih kiselina nakon dva tjedna
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Udio fenolnih kiselina izrazava se u mikrogramima kavene kiseline po mililitru uzorka (g

CAE/mL).
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Slika 25: Sadrzaj fenolnih kiselina

Iz grafa je vidljivo da kod prvog mjerenja najvise vrijednosti imaju ekoloski ocat (106,13 +
4,58 ug CAE/mL) i sok (98,74 + 3,67 ug CAE/mL), dok konvencionalni ocat (4,73 £ 0,38 g
CAE/mL) isok (5,54 + 0,40 ug CAE/mL) imaju puno manje vrijednosti. Moze se primijetiti visoki
porast vrijednosti fenolnih kiselina kod ekoloSkog soka (248,56 + 36,41 ug CAE/mL), nakon
stajanja dva tjedna u hladnjaku. Takoder i kod konvencionalnog soka vidi se blagi porast
vrijednosti sadrzaja fenolnih kiselina (7,61 + 1,15 ng CAE/mL). Rezultati ekoloskog octa (70,90
+ 1,97 pg CAE/mL) prikazuju da se koncentracija fenolnih kiselina smanjila, a kod
konvencionalnog octa je rezultat ostao nepromijenjen (4,73 + 0,91 ug CAE/mL).

U provedenom istrazivanju polifenolnog sastava vise vrsta voca, navedeno je da organski
uzgojene jabuke u usporedbi s konvencionalno uzgojenim jabukama imaju viSe koncentracije

fenolnih kiselina (prosjecno 31 %) [24].
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8. Zakljucak

Ekoloska poljoprivreda ili “poljoprivreda sutraSnjice* je sustav koji obuhvaca cjelokupno
upravljanje gospodarstvom prema odredenim smjernicama, za dobrobit Covjeka i prirode. Zasniva
se na koriStenju obnovljivih resursa, potice razvoj proizvoda lokalne zajednice, potice koristenje
prirodnih preparata i doprinosi razvoju odrzivog ekosustava. U Hrvatskoj stalno raste broj
gospodarstava pod ekoloskom proizvodnjom od €ega su najzastupljeniji nasadi kruSaka, Sljiva,
treSanja i jabuka [26].

Jabuka (Malus domestica Borkh.) viSegodi$nje je drvo koje potjece s podrucja Kine. Zbog
odgovarajucih ekoloskih i klimatskih uvijeta, u Hrvatskoj je uzgoj jabuke uvelike zastupljen kako
u konvencionalnoj proizvodnji tako i u ekoloskoj proizvodnji. Jabuka je bogata vitaminima,
mineralima i bioaktivnim komponentama, poput polifenola. Polifenoli su fitokemikalije koje
doprinose zdravlju ¢ovjeka te imaju antioksidacijska svojstva.

U ovom radu napravljeno je ispitivanje polifenolnog sastava 4 uzoraka: ekoloskog jabuc¢nog
octa, ekoloskog jabu¢nog soka, konvencionalnog jabu¢nog octa i konvencionalnog jabu¢nog soka.
Za svaki uzorak ispitan je sastav ukupnih polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina. Najvise
vrijednosti u svim mjerenjima imali su ekoloski proizvodi u usporedbi s konvencionalnim

proizvodima.
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