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1. UvoD

Aronija (Aronia melanocarpa) je vocle izuzetno visokog udjela mikronutrijenata i fitokemikalija
koje posjeduju znacajne bioloske karakteristike. Bobice aronije imaju velik i pozitivan ucinak
na ljudsko zdravlje zahvaljujuéi visokim udjelima prirodnih antioksidansa, poput fenolnih
spojeva. Usprkos svojim pozitivnim karakteristikama, konzumacija svjezih bobica aronije nije
popularna zbog njenog trpkog i specificnog okusa te mirisa po gorkim bademima. 1z tog je
razloga na meti znanstvenika i preradivackih industrija. Znanstvenici ju proucavaju u svrhe
pronalaska veceg broja nacina implementiranja aronije kao funkcionalne hrane s obzirom da
je iznimno iskoristiva te je zbog svog bogatog kemijskog sastava ve¢ sama po sebi
funkcionalni prehrambeni proizvod. Cak i ostatci koji zaostaju pasiranjem puni su fenolnih
spojeva pa se mogu koristiti kao prah, ¢aj ili ekstrakt za nutritivno obogacivanje drugih
proizvoda. S druge strane, u preradivackim industrijama se koristi u proizvodnji vocnih
sirupa, sokova, nektara, namaza, dzemova, pekmeza i alkohola te se poboljSava kvaliteta

njenih senzorskih svojstava, posebice karakteristicnog trpkog okusa.

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj procesa susenja i pojedinih faza u procesu proizvodnje
soka aronije na udio ukupnih fenola i antocijana. Udio ukupnih fenola i antocijana odreden je

spektrofotometrijski.



2. TEORIJSKI DIO

ARONIJA (ARONIA MELANOCARPA)
Aronija (Aronia melanocarpa) je maleno, tamno ljubicasto voce koje pripada porodici ruza

(Jakobek i sur., 2007.). Potjece iz istoCnih dijelova sjeverne Amerike i istocne Kanade.
Njihova migracija u Europu zapocela je oko 1900. godine kroz Njemacku i Rusiju, a u novije
se vrijeme uzgaja u zemljama istocne Europe te u Njemackoj (Kulling i Rawel, 2008.). Sadi
se kao ukrasni grm, ali i kao izvor bobica za sokove, vino i Zelirane proizvode te kao bogat
izvor prirodnih prehrambenih bojila. Proteklih je godina stekla popularnost zahvaljujuci
visokom udjelu polifenola bogatih antioksidativnhom aktivnosc¢u. Sadrzi velike kolicine

flavonoida, uglavhom antocijana i proantocijana (Braunlich i sur., 2013.).

2.1. Morfologija i uzgoj aronije
Bilika aronije (Aronia melanocarpa) predstavlja listopadni grm koji cvijeta u proljece. Moze

narasti do 2-3 metra visine. Proizvodi tamne, purpurne bobice okruglastog oblika. Vrlo su
trpkog okusa zbog ¢ega se ne koriste kao stolno voée, vec za industrijsku preradu.

Listovi su debeli i tamno zeleni, a povrsina im je glatka (Jeppsson i Niklas, 1998.; Plocharski i
sur., 1989.).

Dvije vrste bobica aronije mogu se razlikovati: Aronia melanocarpa (crna aronija) i Aronia
arbutifolia (crvena aronija). Tre¢a kontroverzna vrsta je Aronia prunifolia (ljubiasta aronija)
za koju se smatra da je hibridna vrsta izmedu Aronia melanocarpe i Aronia arbutifolie.
Uzgajati se moze Cista crna aronija, ali i neke druge kultivirane vrste. Postoje brojni genotipi
aronije, a najvazniji u Europi su: Aron (Danska), Nero (Ceska Republika), Viking (Finska),
Hugin (Svedska) te Fertddi (Madarska) (Toli¢ i sur., 2017.).

Aronija je prilagodljiva raznim vrstama neutralnih i blago kiselih tla te nije osjetljiva na mraz
s obzirom na vrijeme cvatnje. Podlozna je StetoCinama, ali zahvaljujuéi snazi bilike, nemaju
velik negativan utjecaj (McKay, 2001.). U¢inak gnojiva na parametre kvalitete voéa kod crne
aronije pokazao je da povecana uporaba gnojiva rezultira povecanim rastom i ve¢im

prinosom dok se sadrzaj pigmenata i ukupne kiselosti smanjuje (Kulling i Rawel, 2008.).



KEMIJSKI SASTAV SVIEZE ARONIJE
Vrsta i udio kemijskih sastojaka aronije ovisi 0 brojnim faktorima poput sorte, uvjeta uzgoja,

stupnja zrelosti, vremena berbe i klimi (Jeppsson i Johansson, 2000). U prosjeku, svjeza
aronija sadrzi 15.6 % suhe tvari dok joj je pH vrijednost u rasponu od 3.3-3.7 (Tanaka i
Tanaka, 2001.) Takoder sadrzi 7-10% ukupnih Secera, 0.7-1.3% organskih kiselina, 0.3%
tanina, 0.63-0.75% pektinskih komponenti, ali i zamjetne koli¢ine vitamina i minerala
(Krawiec, 2008.). Tamno obojenje dolazi od antocijana Ciji sadrzaj moze dose¢i masu od
1600 mg na 100 g mase svjezeg voca (Pool-Zobel i sur., 1999.). Specifican miris badema
dolazi od cijanogen glikozida- amigdalina (20 mg/100 g svjezeg voca). Kawecki i suradnici
(1999.) istiCu da sadrzaj suhe tvari, vitamina C, organskih kiselina i ukupnih Se¢era moze biti
promijenjen uslijed djelovanja organskih ili mineralnih sredstava nanesenih na biljke.
Takoder, u istrazivanju NMR analizom, identificirano je nekoliko karakteristicnih sastojaka
vlakana u svjezim plodovima aronije: mikrokristalicna celuloza, pektin, lignin, tanin i
hemiceluloza (Wawer i sur., 2006.). Aronija je okarakterizirana visokom bioloSkom i
nutritivnom vrijednoscu uslijed bogatog sadrzaja vitamina i minerala koji su prikazani u

tablicama 1 i 2. Cije se vrijednosti odnose na prosjecne vrijednosti razliCitih vrsta aronije.

Tablica 1. Vitaminski sastav bobica aronije (Tanaka i Tanaka, 2001.)

VITAMINI BOBICE ARONIJE
Askorbinska kiselina (C) 137 mg/kg
Tiamin (B1) 180 pg/kg
Riboflavin (B2) 200 pg/kg
Piridoksin (B6) 280 ug/kg
Niacin 3 000 ug/kg
Menakinon (K) 242 ug/kg
Tokoferoli 17.1 mg/kg




Tablica 2. Mineralni sastav bobica aronije (Tanaka i Tanaka, 2001.)

MINERALI BOBICE ARONIJE
Natrij 26 mg/kg
Kalij 2 180 mg/kg
Kalcij 322 mg/kg
Magnezij 162 mg/kg
Zeljezo 9.3mg/kg
Cink 1.47 mg/kg
FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su spojevi u kojima je hidroksilna skupina direktno vezana na benzenski ili

aromatski prsten, uz prisutne druge supstituente. To su sekundarni biljni metaboliti potrebni

za normalan rast i razvoj (Hudec i sur., 2006). Podijeljeni su u grupe prema broju fenolnih

prstenova i po strukturnim elementima koji povezuju te prstenove (Han i sur., 2007.).

Podjela fenolnih spojeva prikazana je na slici 1.

Fenolni spojevi

Diferuloilmetan Stilbeni

Flavonoidi

Fenolne
kiseline

Tanini

f.-'\.

R R Ry Antocijani Antoksantini |
Il_‘%‘;_,l OH I S
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Trans- resveratrol 1 1 kostur
o Flavoni §
M avoni
OH
o~ OH Flavani o o Y
HO_ Oy Aoy Flavanal_iﬁ ‘-fl”“j’\::ﬁ“f“ OH
(AL Flavanoli o R
o CH O

Slika 1. Podjela fenolnih spojeva (Han i sur., 2007.)




2.2. Fenolne kiseline
Fenolne kiseline pojavljuju se kao esteri ili glikozidi konjugirani s ostalim prirodnim spojevima

poput flavonoida, alkohola, hidroksi-masnih kiselina, sterola i glikozida. Vecina fenolnih
kiselina je povezana esterskom, eterskom ili acetalnom vezom sa spojevima biljke, sa veéim
polifenolima ili sa manjim organskim molekulama (Bonfill i sur., 2013.). Dijele se na
hidroksicimetne kiseline (C¢-Cs3) te hidroksibenzojeve kiseline (C¢-C;) te njihove derivate (Han
i sur., 2007.). Razlikuju se po stupnju hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (Macheix
i sur., 1991.).

2.3. Flavonoidi
Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se medusobno razlikuju po strukturi i

karakteristikama, nalaze se u biljkama te su dio ljudske prehrane. Identificirano je preko
4000 razlicitih flavonoida unutar kategorija koje ukljucuju flavonole, flavone, flavanone,
katekine, antocijanine, izoflavone, dihidroflavone i halkone (Cook i Samman, 1996.). Medu
flavonoidima, antocijani su antioksidansi koji igraju vaznu ulogu u smanjenju rizika za brojne

bolesti, a njihova stabilnost ovisi o pH vrijednosti (Hidalgo i Alimajano, 2017.).

2.4. Fenolni spojevi aronije
Najvaznija podjela fenolnih spojeva u aroniji je na flavonoide i fenolne kiseline. Bobice

aronije bogate su sadrzajem procijanidina, antocijana te fenolnih kiselina. Velik dio fenolnih
spojeva iz bobica nalazi se u soku aronije, ali je i meso bobice koje zaostaje u procesu
proizvodnje soka bogato ovim bioaktivnim spojevima (Mayer-Miebach i sur., 2012.). U studiji
gdje su analizirane 143 razlicite biljke na polifenolne spojeve, najvisi udio naden je u aroniji
(Ovaskainen i sur., 2008.). Procijanidini su identificirani kao vecinski u fenolnom sastavu
aronije. Bobice sadrze 460 mg antocijana na 100 g svjezeg voca, pretezno cijanidin-3-
galaktozida i cijanidin-3-arabinozida za koje se tvrdi da cine 64% i 29% ukupne koli¢ine
antocijana nadene u kozi i mesu ploda. Jeppsson i Johansson (2000.) povezuju sadrzaj
antocijana i organskih kiselina s vrstom i zreloS¢u voca. Autori istiCu da se sadrzaj antocijana
moZze povecati za 180% izmedu sredine kolovoza i sredine rujna Sto znaci da na udio
fenolnih spojeva utjecu i klima, vrijeme berbe i vrsta aronije, a kod odredivanja koli¢ine
moze utjecati i odabrana metoda analize (Krenn i sur., 2007.). Povecan udio antocijana je
glavni cilj uzgoja crne aronije.

Aronija je takoder bogat izvor fenolnih kiselina (klorogenske i neoklorogenske, otprilike 96
mg/100 g svjeZzeg voca) (Snebergrova i sur., 2014.), dok je udio flavonola i katekina
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relativno nizak i predstavlja tek 1.3% ukupnih fenola aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005.).

Udio fenolnih spojeva u bobicama svjeze aronije prikazan je u tablici 3.

Tablica 3. Udio fenolnih spojeva u bobicama svjeze aronije

FENOLNI SPOJEVI SVIEZE BOBICE ARONIJE REFERENCE
Procijanidini (ukupni) 664 Wu i sur., 2004.
Antocijani (ukupni) 307-631 Seidemann, 1993.
Cijandin-3-galaktozid 990 Wu i sur., 2004.
Cijanidin-3-glukozid 37.6 Wu i sur., 2004.
Cijanidin-3-arabinozid 399 Wu i sur., 2004.
Klorogenska kiselina 61 Slimestad i sur., 2005.
Neoklorogenska kiselina 123 Slimestad i sur., 2005.

Na slici 2. prikazani su najbrojniji antocijani i fenolne kiseline u svjezoj aroniji.

OH
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R= arabinoza > cijanidin-3- arabinozid
R= ksiloza - cijanidin-3- ksilozid
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Neoklorogenska kiselina > 3-kafeoilkiniéna kiselina
Kriptoklorogenska kiselina = 4-kafeoilkini¢na kiselina
Klorogenska kiselina—=» 5-kafeoilkinitna kiselina

Slika 2. Najbrojniji antocijani i fenolne kiseline svjeze aronije (Kulling i Rawel, 2008.)




2.5.Utjecaj aronije na ljudsko zdravlje
Naglo uvodenje aronije u komercijalnu proizvodnju prekinut je krajem 1980.-ih godina uslijed

katastrofe u Cernobilu 1986. godine te nesretnih televizijskih izjava 1990. godine kojima se
indiciralo na ostatak teskih metala u aroniji, nadilazeci dozvoljene granice. Tek nakon
razdoblja intenzivnih istrazivanja 1990.-ih na temu antioksidacijskih svojstava nekih
komponenti u ljudskom organizmu su znanstvenici postali zainteresirani za svojstva aronije
povezanih s ljudskim zdravljem. Kao rezultat, nastale su brojne objave koje prikazuju jaka
antioksidacijska svojstva, pozitivan ucinak na Zelucane Cireve, detoksikacijski efekt uslijed
trovanja teskim metalima te koristan ucinak na bolesti radijacije (Krawiec, 2008.). Takoder,
navodi se da sok aronije moze biti koristan u prevenciji i kontroli dijabetesa tipa II te svim
komplikacijima povezanih s dijabetesom (Braunlich i sur., 2013.). In Vitro istraZivanja su
pokazala da je imala zastitni ucinak i kod bolesti raka crijeva. Bitno je, takoder, napomenuti
da joS uvijek ne postoiji literatura o nepozeljnim ili toksi¢nim ucincima aronijinih bobica, soka

ili drugih proizvoda (Kulling i Rawel, 2008.).

PRERADA ARONIIJE
Aronija predstavlja voce visokog udjela bioloski aktivnih komponenata koje pruzaju Sirok

raspon pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje. 1z tog je razloga postala sirovina koju se Cesto
preraduje u sokove, kase, pekmeze i zele proizvode, ali ju se takoder koristi i kao
prehrambeno bojilo te nutritivni dodatak prehrani (Jurikova i sur., 2017.).

Na hrvatskom trziStu zasad nalazimo nekolicinu proizvoda od aronije, a to su: maticni

sok, koncentrirani vocni sok, vocni sok, pekmez, vodeni pripravak od listova i bobica (¢aj),
suSena aronija, prah, sirup, vino i liker.

Takoder, upravo se zbog visokog udjela antocijana, fenola, vitamina i minerala smatra
funkcionalnom hranom. Svjeze bobice aronije, ali i njene preradevine te ekstrakti dobar su
izvor esencijalnih metala kao i organskih spojeva zbog Cega je potraznja za preradom i

uporabom aronije postala sve veca (Juranovi¢ Cindri¢ i sur., 2017.).

2.6. Sok aronije
Aronija se najcesce koristi u proizvodnji sokova, koji kao i svi voéni sokovi, predstavlja jednu

od najznacajnijih skupina vocénih preradevina s prehrambenog i gospodarskog gledista
(Lovric i sur., 1994.). Prema Pravilniku o voénim sokovima (Pravilnik, 2013.) vocni sok je
proizvod koji moze fermentirati ali je nefermentiran, a proizvodi se od jestivog dijela voéa

koje je zdravo, svjeze ili konzervirano hladenjem ili smrzavanjem jedne ili viSe vrsta



pomijesanih zajedno, a ima boju, aromu i okus karakteristi¢an za sok od voca od kojega
potjece.

Vocni se sokovi razvrstavaju prema odredenim fizikalnim svojstvima i primjenjenim
tehnologijama u nekoliko osnovnih skupina, a to su: bistri, mutni i kasasti. Plodovi aronije se
nakon berbe obicno presaju i dobiveni sok samo ide na pasterizaciju. Time se dobije maticni
vocni sok koji mali proizvodaci prodaju na trziStu. Mati¢ni voéni sok je prema definiciji (Lovri¢
i sur., 1994.) poluproizvod koji se nakon tijestenja (preSanja) konzervira pasterizacijom tj.
toplinskom obradom u cijevnim ili ploastim izmjenjivacima topline na temperaturama oko 90
°C (Lovri¢ i sur., 1994.).

2.7. Kemijski sastav soka aronije
Kemijski sastav svjeZih sokova razlikuje se medu razlicitim vrstama bobicastog voca, no ono

Sto aroniju razlikuje od ostalih bobica je iznimno visok udio sorbitola i polifenola. Takoder, u
soku aronije nadene su prilicno visoke koli¢ine minerala cinka i kalija, kao i tiamina,
riboflavina, piridoksina, askorbinske kiseline te pantotenske kiseline i niacina (Kulling i Rawel,
2008.). U tablici 3. prikazana su osnovna kemijska svojstva svjezeg i pasteriziranog soka
aronije, dok su vitaminski i mineralni sastavi svjezeg i pasteriziranog soka prikazani u tablici
4.i5.

Tablica 4. Osnovna kemijska svojstva svjezeg i pasteriziranog soka aronije (Ara, 2002.),
(Hollman i Katan, 1998.)

Parametar Svjeze cijedeni sok Pasteriziran sok
Relativna gustoéa 1.081 (g/L) 1.064 (g/L)
pH 3.6 3.3
Suha tvar (% Brix) 19.5 15.5
Glukoza 41 (g/L) 40 (g/L)
Fruktoza 38 (g/L) 37 (g/L)
Sorbitol 80 (g/L) 55.6 (g/L)




Tablica 5. Vitaminski sastav svjezeg soka aronije (Ara, 2002.)

VITAMINI SVJEZI SOK
Askorbinska kiselina (C) 200mg/L
Tiamin (B1) 500 ug/L
Riboflavin (B2) 600 ug/L
Piridoksin (B6) 550 ug/L
Niacin 3400 ug/L
Pantotenska kiselina 2 200 pg/L

Kod pasteriziranog soka primjecena je redukcija u koncentraciji askorbinske kiseline
(vitamina C) dok koncentracije ostalih vitamina nisu bile analizirane (Ara, 2002.)

Tablica 6. Mineralni sastav svjezeg i pasteriziranog soka aronije (Ara, 2002.)

MINERALI SVIEZI SOK PASTERIZIRAN SOK
Na, mg/L 5 5.7
K, mg/L 2850 1969
Ca, mg/L 150 185
Mg, mg/L 140 160
Fe, mg/L 4 0.4
Zn, mg/L 1.3 0.6

2.8. Susenje aronije
SusSenje voca, pa tako i aronije, zasniva se na kseroanabiozi, odnosno osmoanabiozi, koje

djeluju kao dehidratacija do nekog udjela vode u hrani jos dovoljnog za aktivnost
mikroorganizama. Osnovni aspekt procesa susenja vezan je uz utjecaj koli¢ine i stanja vode
na bioloske, kemijske i fizikalne procese koje uvjetuju (Lovri¢ i sur., 2003.). Susenjem aronije
moze se dobiti prah aronije koji kao dodatak ima vrlo Siroku primjenu u razlicitim
prehrambenim proizvodima zbog visokog sadrzaja bioaktivnih komponenti (Toli¢ i sur.,
2015). Uz stare poznate metode susenja, relativno novim postupkom dehidratacije smatra se
liofilizacija koja ima brojne prednosti poput velike trajnosti, odrzane strukture i vanjskog
oblika, dobre rekonstitucije kod ponovnog primanja vode, neznatne promjene boje, arome i
okusa, minimalnog gubitka vitamina, ali i dobre topljivosti proizvoda u prahu.To je postupak

suSenja namirnica u zamrznutom stanju, a princip na kojemu se temelji je naizgled




jednostavan te se obi¢no definira kao uklanjanje vode sublimacijom leda iz prethodno
zamrnutog proizvoda pod vakuumom (Lovri¢ i sur., 2003.).

Susenje bobica jedan je od najbitnijih elemenata tijekom proizvodnje dodataka prehrani,
funkcionalne hrane ili infuzija ¢aja (Vattem i sur., 2005.) s obzirom da treba minimizirati
degradaciju termolabilnih spojeva te se upravo iz tog razloga liofilizacija pokazala najboljom
metodom za susenje aronije (Oszmianski i Lachowicz, 2016.).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

MATERIJALI
Materijal u ovom istrazivanju bili su svjezi plodovi, bobice aronije (Aronia Melanocarpa), sorte

Nero. Ubrana je pocetkom rujna, 2017. godine u Smiljanu kraj Gospica te je dopremljena u
Laboratorij za procese konzerviranja i preradu voca i povr¢a na Prehrambeno-

biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu.

Aronija je podvrgnuta preradi i analizi prije koje je bila potrebna priprema uzoraka.

3.1. Priprema uzoraka — svjeze bobice
Bobice aronije se oCiste od svih prisutnih necistoca te se potom pasiraju. Dobiveni svjeZi sok

te suhi ostatak zaostao nakon pasiranja prva su dva uzorka.
Tredi uzorak dobiven je pasterizacijom svjezeg soka pri 90°C u trajanju od 2 minute. Cetvrti

uzorak je kasa svjezih bobica dobiven gnjecenjem bobica u tarioniku.

3.2. Priprema uzoraka- dehidratirane bobice
Svjeze bobice aronije i suhi ostatak zaostao nakon pasiranja zalede se na temperaturu od -

20°C, a onda se nakon 2 sata zamrznu na temperaturu od -80°C. Nakon 24 sata u
zamrzivacu, podvrgnu se procesu liofilizacije ( koriSten uredaj: Christ Alpha 1-4 LSC Plus).
Proces liofilizacije traje 48 sati. Nakon Sto je liofilizacija zavrsila, dobivena su dva uzorka:

dehidratirane bobice aronije i dehidratiran ostatak nakon pasiranja.

3.3. Uzorci

Tablica 7. Popis uzoraka i njihova numericka oznaka

BROJ UZORKA UZORAK

1 Svjezi sok

Ostatak nakon presanja

Pasterizirani sok

Svjeze bobice

Dehidratirane bobice

| Ui A W N

Dehidratiran ostatak nakon preSanja
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METODE
U ovom radu uzorci su bili podvrgnuti sljede¢im ispitivanjima: pH mjerenju, odredivanju

udjela topljive suhe tvari, spektrofotometrijskom odredivanju ukupnih fenola, odredivanju
ukupnih antocijana pH diferencijalnom metodom te odredivanju suhe tvari susenjem. 1z

uzoraka su bili pripremljeni ekstrakti koji su se potom koristili u navedenim procesima.

3.4 pH mjerenje
Aparatura i pribor:

e pH metar (Mettler Toledo, Seven easy)
o staklena casa

Princip:
Uzorci od 1.-4. stave se u staklenu ¢asu te se pomocu pH elektrode, koja je prethodno

kalibrirana i isprana destiliranom vodom, izmjeri pH vrijednost uzoraka.

3.5. Odredivanje udjela topljive suhe tvari
Aparatura i pribor:

o refraktometar (Atago, Japan)

Princip:
Refraktometar se ispere destiliranom vode, obriSe stanicevinom te se nanese uzorak i izvrsi

ocitanje udjela topljive suhe tvari.

3.6. Odredivanje ukupne suhe tvari susenjem
Aparatura i pribor:

¢ Aluminijske posudice

e Stakleni Stapici

e Analiticka vaga (OHAUS Adventurer AX224)

e Laboratorijski susSionik (ST-01/02, INSTRUMENTARIA)
e Eksikator

Reagensi:

e Kvarcni pijesak
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Postupak:

U osusenu aluminijsku posudicu stavi se kvarcni pijesak i stakleni Stapic te su susi u
susioniku na 105°C u trajanju od 60 minuta sa skinutim poklopcem. Nakon susenja posudica
se hladi u eksikatoru, a zatim se izvaze s poklopljenim poklopcem na analitickoj vagi. U
ovako pripremljenu posudicu se izvaze 2 grama pripremljenog uzorka i pomocu staklenog
Stapica se dobro izmijeSa s kvarcnim pijeskom. Posudica s uzorkom se potom stavi u susionik
zagrijan na 105°C i zagrijava 120 minuta sa skinutim poklopcem. Nakon hladenja u

eksikatoru i vaganja, vrsi se proracun za ukupnu suhu tvar pomocu sljedeée formule:

m; — My
Suha tvar (%) = ———*

m; —mgy

100

gdje je:
mO0= masa posudice i pomo¢nog materijala (kvarcni pijesak, stakleni Stapic)
m1= masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja

m2= masa posudice s ostatkom nakon susenja.

3.7. Odredivanje udjela ukupnih fenola
3.7.1. Priprema ekstrakta
Aparatura i pribor:
e Analiticka vaga (OHAUS Adventurer AX224)
e Staklene pipete
e (Odmijerne tikvice volumena 25 mL
e Plasti¢ne epruvete
o Filtar papir
¢ Stakleni lijevak

Reagensi:

¢ zakiseljeni metanol s 1% mravlje kiseline

Postupak:

Na analitickoj vagi odvaze se 1 gram svakog uzorka koji se prebaci u plasti¢nu epruvetu te se
ulije 20 mL otapala (zakiseljeni metanol). Potom se provodi ekstrahiranje u UV kupelji na
50°C u trajanju od 20 min. Nakon ekstrahiranja provodi se filtracija pomocu lijevka i filtar

papira u odmjernu tikvicu od 25 mL te se ona pipetom nadopunjuje otapalom do oznake.
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3.7.2. Spektrofotometrijsko odredivanje udjela fenola

Princip:

Odredivanje ukupne koncentracije fenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji izmedu Folin-
Ciocalteu reagansa i reducirajuceg reagensa (polifenoli). Nastali plavo obojeni kompleks je
intenzivniji Sto je vedi broja hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim spojevima.
Intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014.)

Aparatura i pribor:
. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)

. Staklene kivete

J Pipete

. Staklene epruvete

Reagensi:

. Folin- Ciocalteu reagens

. Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Postupak:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 L ekstrakta, 200 uL Folin- Ciocalteu reagensa i
2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata.
Sve skupa se promijeSa pomocu vortexa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta pri
temperaturi od 50°C u kupelji od rotavapora. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj
duljini od 765 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima
otapalo za ekstrakciju.
Potom se za izraCunavanje koncentracije ukupnih fenola koristi bazdarni pravac standarda
galne kiseline, a jednadzba pravca glasi:

Y =0,0035*% X
gdje je:
Y= apsorbancija pri 765 nm
X= koncentracija fenola (mg/L).
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3.7.3. Odredivanje udjela ukupnih antocijana pH diferencijalnom metodom

Princip:

Metoda se zasniva na spoznaji da s promjenom pH vrijednosti dolazi do strukturne promjene
antocijana. Pri pH=1,0 antocijani su obojeni, a pri pH=4,5 su neobojeni. Iz razlike
apsorbancija pomocu dolje navedene formule racuna se udio ukupnih antocijana u uzorku
(Giusti i Wrolstad, 2001.)
Aparatura i pribor:

e Staklene epruvete

e Pipete

e Staklene kivete

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)

Reagensi:
e Kalijev kloridni pufer, pH=1,0 (kalijev klorid 0,025 M)
e Natrijev acetatni pufer, pH=4,5 (natrijev acetat 0,4 M)

Postupak:

Za svaki se uzorak pripreme dvije staklene epruvete. U svaku se otpipetira po 1 mL
ekstrakta, a potom se jedna epruveta nadopuni puferom pH=1,0, a druga puferom pH=4,5.
Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama mjeri se apsorbancija pri 520 nm i
700 nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izracunava se kao ekvivalent cijanidin-3-
glukozida (mg/L) prema formuli:

A x MW x DF = 103
exl

gdje je:

A= apsorbancija te se racuna na sljededi nacin:

A=(As20nm= Az00nm)PH=1,0 — (As20nm= Azo0nm)PH=4,5

MW= molekulska masa (za cijanidin-3-glukozid iznosi 449,2 gmol™®)

DF= faktor razrijedenja

10°= faktor za preraunavanje grama u miligrame

€= molarni apsorpcijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid iznosi 26900 Lmol™*cm™)

I= debljina kivete (1cm)
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4. REZULTATI

Tablica 8. Rezultati ocitanja pH vrijednosti i refraktometrijskog mjerenja udjela suhe tvari

UZORAK pH SUHA TVAR
(°Brix)
1 3,93 30,60
2 4,06 11,45
3 3,92 30,30
4 3,89 32,60

3,5

2,5

1,5

0,5

3,09
L,Tl
2,325
r
2,285
0,L7 1,01
T T T T T
1 2 3 4 5 6

Slika 3. Koncentracije ukupnih fenola (mg/g) u uzorcima
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Slika 4. Koncentracije antocijana (mg/g) u uzorcima
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Slika 5. Udjeli suhe tvari (%) u uzorcima
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5. RASPRAVA

Zadatak ovog rada bio je odrediti ukupni udio fenola i antocijana u soku aronije te ih
usporediti sa udjelima u svjezim bobicama aronije, dehidratiranoj aroniji i ostatku nastalom
pasiranjem bobica kako bi bolje razumijeli postupke prerade i maksimalno zadrzali bogatstvo

prirodnih antioksidansa.

Ocitanje pH mjerenja pokazalo je da pH vrijednosti svjezeg i pasteriziranog soka aronije
iznose 3,93 te 3,92 Sto se relativno podudara rezultatima drugih istrazivanja (Ara, 2002.).

U istrazivanju koje su proveli Strigl i sur. (1995.), pH vrijednost svjezih bobica aronije iznosila
je 3.3-3.7, dok je u ovom istraZivanju iznosila 3,89.

Udio topljive suhe tvari bio je najvisi kod pasteriziranog soka aronije te je iznosio 32,6° Brix.
Malo nizi bio je kod svjezeg soka gdje je iznosio 30,60° Brix te kod svjeZih bobica gdje je
iznosio 30,30° Brix. Najnizi udio suhe tvari bio je u ostatku nakon pasiranja gdje je iznosio
11,45° Brix.

Ukupni udio suhe tvari pokazao se najvisSim kod uzoraka koji su prethodno bili podvrgnuti
liofilizaciji. Ostatak nakon pasiranja imao je 94,23% ukupne suhe tvari, a nizu vrijednost
imale su dehidratirane bobice aronije Ciji je ukupni udio suhe tvari iznosio 64,97%. Od ostalih
uzoraka, najveci ukupni udio suhe tvari nalazio se u ostatku nakon pasiranja gdje je iznosio
52,44%. Kod svjeZih bobica iznosio je 40,68%, a kod svjezeg i pasiranog soka udio ukupne
suhe tvari bio je najnizi te je iznosio 33,16% i 33,45%.

U istrazivanju koji su proveli Toli¢ i sur. (2005.), ukupni udio suhe tvari u soku aronije iznosio
je izmedu 13,30- 20,99%, a u dehidratiranim bobicama iznosio je izmedu 82-84,66%.
Ovakva odstupanja mogu se pripisati i klimatskim uvjetima s obzirom da je 2017. godina bila

relativno susna te je i sama aronija bila djelomicno dehidratirana prije same obrade.

Mjerenje udjela ukupnih fenola obavljeno je spektrofotometrijski te rezultati pokazuju da se
najvisi udio ukupnih fenola nalazi u dehidratiranim uzorcima; kod bobica aronije iznosi 3,09
mg/g uzorka, a malo niza vrijednost odredena je kod dehidratiranog ostatka nakon pasiranja
te je iznosila 2,81 mg/g. Kod pasiranog soka udio ukupnih fenola iznosio je 2,525 mg/g, a
kod svjezog soka dobivena je sli¢na vrijednost u iznosu od 2,285 mg/g. NajniZe vrijednosti
udjela ukupnih fenola dobivene su kod ostatka nakon pasiranja i svjezih bobica, a iznosile su

0,97 mg/g te 1,01 mg/g. Rezultati za ukupne fenole u soku su nizi od vrijednosti koje navode
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Toli¢ i sur. (2005.), medutim, oni su analizirali bistre sokove, dok je u ovom radu uzorak bio
kasSasti sok Sto takoder moze utjecati na konacni rezultat. Takoder, u njihovom istrazivanju
analizirane su i susene bobice iz komercijalne proizvodnje te u usporedbi s tim rezultatima,
rezultati dobiveni u ovom radu znantno su visi Sto upucuje na to da je proces liofilizacije bio
uspjesan.

Kod odredivanja udjela antocijana najvisi udio iznosio je 2,368 mg/g i to kod dehidratiranih
bobica aronije. U istrazivanju koje su proveli Toli¢ i sur.(2005.), udio ukupnih antocijana
iznosio je izmedu 1,41-1,47 mg/g dehidratiranih bobica aronije.

Udio ukupnih antocijana bio je relativno visok i kod svjezeg i pasteriziranog soka te je iznosio
1,339 mg/g i 1,394 mg/g. Nesto nizi bio je kod svjezih bobica i iznosio je 1,015 mg/g, a
najnizi je bio kod ostatka nakon pasiranja gdje je iznosio 0,859 mg/g sto je u skladu s
rezultatima Toli¢ i sur., (2005.)

Na udio ukupnih antocijana utjecu faktori poput pH vrijednosti, kemijskog sastava,
temperature, svijetla i kisika, ali i procesi proizvodnje soka, ponajviSe pasiranje, bistrenje i
pasterizacija (Kapci i sur., 2013.; Walkowiak-Tomczak, 2007.). U preradenim uzorcima
aronije tj. u sokovima i susenim proizvodima odredene su vise vrijednosti ukupnih fenola i
antocijana Sto je vjerojatno posljedica bolje ekstrakcije navedenih spojeva iz preradenih
uzoraka u odnosu na svjeze uzorke. Tijekom susenja dolazi i do koncentriranja sastojaka

aronije, ali je povecanje ukupnih fenola i antocijana vece od povecanja udjela suhe tvari.
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6. ZAKLJUCAK
Uslijed obavljenog istrazivanja i obradenih rezultata, ovim radom zakljucujem sljedece:

1. Ukupna suha tvar svjeze aronije iznosila je 40,68%, a topljiva je bila 32,60° Brix dok
su u pasteriziranom soku vrijednosti bile 33,45 % i 30,30° Brix.

2. Proces proizvodnje soka nema utjecaja na pH vrijednost koja se krece od 3,89
(svjeze bobice) do 3,92 (pasterizirani sok).

3. Pasterizacijom soka aronije dolazi do porasta udjela ukupnih fenolnih spojeva i
ukupnih antocijana. Udio ukupnih fenola u svjezoj aroniji iznosio je 1,01 mg/g, dok je
u pasteriziranom soku iznosio 2,525 mg/g. Udio ukupnih antocijana u svjezoj aroniji
iznosio je 1,015 mg/g, dok je u pasteriziranom soku iznosio 1,394 mg/g.

4. Proces susenja bobica rezultirao je viSestrukim povecanjem udjela ukupnih fenola
(3,09 mg/q) i ukupnih antocijana (2,368 mg/g), ve¢im od samog povecanja udjela
suhe tvari (64,97%).

5. Ostatak nakon pasiranja ima ukupnu suha tvar visu od svjezih bobica i iznosi
52,44%, dok ima najnizi udio topljive suhe tvari (11,45° Brix), ukupnih fenola (0,97
mg/g) i antocijana (0,859 mg/g). Proces susenja ostatka nakon pasiranja rezultirao je
povecanjem udjela suhe tvari (94,23%), ukupnih fenola (2,81 mg/g) i ukupnih
antocijana (1,939 mg/qg).
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Izjava o izvornosti

1zjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat r
njegovoyj izradi nisam koristila drugim izvorima,
njemu navedeni.



