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1. UuvOoD

Liker od aronije je jako alkoholno pi¢e s najmanje 15 % v/v alkohola te najmanje 100 g
L Secera. Proizvodi se maceracijom svjezih ili suhih bobica aronije u vodeno-alkoholnoj bazi.
Alkohol i voda apsorbiraju tvari arome, pigmente te ostale bioloski aktivne spojeve biljnog
materijala koji su u njima topivi. Popularnost likera u suvremenom drustvu, posebno medu
Zenskom populacijom, sve vide raste. Konzumiraju se kao aperitivi te digestivi, ali i zbog
zdravstvenih dobrobiti. Proizvodnja likera seZe u daleku proSlost, kada se ljekovito bilje
konzerviralo u alkoholu. Likeri su se smatrali eliksirima dugog zivota, koristilo ih se sa svrhom

liie€enja ili prevencije bolesti, a tek su kasnije postali uzivala.

Aronija je bobicasto voc¢e koje pripada porodici ruza (Rosaceae). Rijetko se konzumira u
svjezem obliku zbog svog trpkog okusa, stoga se naj¢eS¢e preraduje u sokove ili likere. U
njezinom kemijskom sastavu istiCe se visoka koncentracija fenolnih spojeva. Dosadasnjim
istrazivanjima dokazano je da polifenoli u organizmu djeluju kao antioksidansi, stoga aroniju i
sve njezine preradevine &ine pozeljnima za konzumaciju. Od fenolnih spojeva u aroniji, u
najvecoj koncentraciji, prisutni su flavonoidi (antocijani, flavanoli, flavonoli) te fenolne kiseline
(Gao i sur., 2024). Antocijani su odgovorni za karakteristichu tamno crvenu boju plodova
aronije, pa tako i likera od aronije (Veberic i sur., 2015). Na kvalitetu likera od aronije utjecu
brojni Cimbenici, ukljuCujuci sortu, klimatske i okoliSne uvjete uzgoja aronije, uvjeti maceracije

te u konacnici uvjeti Guvanja samog likera.

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj Cuvanja (svjetlost, temperatura te dodatak limunske
kiseline) na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva i kromatske parametre likera od aronije.
Nestabilnost polifenola pri razli€itim uvjetima €uvanja posljedica je njihove sloZzene kemijske
strukture zbog koje vrlo lako stupaju u reakcije s drugim prisutnim spojevima. S vremenom
dolazi do njihove oksidacije $to utjeCe na njihov sadrzaj te kromatske parametre. Cilj ovog
rada je definirati optimalne uvjete Cuvanja likera od aronije, s obzirom na temperaturu, svjetlost
te dodatak limunske kiseline, pri kojima ne dolazi do zna€ajnog smanjenja sadrzaja fenolnih

spojeva i gubitka karakteristicne boje.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. JAKAALKOHOLNA PICA

Prema Uredbi (EU) 2019/787 Europskog parlamenta i Vije¢a jaka alkoholna pic¢a su pi¢a
s posebnim organolepti¢kim svojstvima, namijenjena za ljudsku potro$nju, a sadrze minimalno
15 % v/v alkohola. Mogu se proizvesti izravno ili mijeSanjem jakog alkoholnog pi¢a s jednim
ili vise drugih jakih alkoholnih pi¢a i/ili etilnim alkoholom odnosno destilatima poljoprivrednog
podrijetla i/ili drugih prehrambenih proizvoda. Izravno se jaka alkoholna pi¢a (JAP) mogu
proizvesti destilacijom i/ili maceracijom i/ili dodavanjem aroma, bojila, sladila i/ili drugih
poljoprivrednih odnosno prehrambenih proizvoda etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla
i/ili destilatima poljoprivrednog podrijetla i/ili jakim alkoholnim pi¢ima. Najveca potro3nja jakih
alkoholnih pi¢a je upravo u Europi gdje ostvaruju oko 50 % prihoda od ukupne prodaje
alkoholnih pi¢a. Dakle, unato¢ visokom sadrzaju alkohola, njihova proizvodnja i prodaja je u
porastu. Kroz povijest, kao i danas, pokazali su se kao sastavni dio ljudske prehrane te su ih
mnogi koristili u ljekovite svrhe. Njihova konzumacija u razli€itim prigopdama sastavni je dio
tradicije mnogih zemalja, a u danasnje vrijeme, ujedno i odraz profinjenosti odnosno

drustvenog statusa.

2.1.1. Podjela jakih alkoholnih pic¢a

Ovisno o vrsti i nacinu proizvodnje, jaka alkoholna pi¢a mogu se podijeliti na prirodna
(destilirana) jaka alkoholna pi¢a te na likere i mijeSana jaka alkoholna pi¢a (Mrv¢i¢ i sur., 2012).
Destilirana pi¢a se proizvode destilacijom prevrele Zitne, voc¢ne ili Secerne komine. Pri tome
se kao konacni proizvod, nakon dodatne obrade destilata, dobivaju voéne rakije (npr.
Sljivovica, viljamovka), rakije od grozda (vinjak, lozovaca, komovica), Secerne rakije (rum) te
Zitne rakije (npr. whisky, gin, vodka). Sadrze izmedu 30 i 50 % v/v alkohola. S druge strane,
likeri se proizvode maceracijom voca, aromatskog te ljekovitog bilja ili zaCina u vodeno-
alkoholnoj bazi. Sadrze minimalno 15 % v/v alkohola te minimalno 100 g L invertnog Secera,
uz dvije iznimke. Iznimka su likeri od tresnje ili viSnje kod kojih etilni alkohol proizlazi isklju€ivo
od rakije od tresnje tj. viSnje (minimalno 70 g L Secéera) te liker aromatiziran encijanom ili
sliénom bilikom ili pelinom s minimalnom koli¢inom Secera od 80 g L. Uredba (EU) 2019/787
Europskog parlamenta i Vije¢a definira uvjete koje pojedina jaka alkoholna pi¢a moraju
zadovoljiti prilikom kategorizacije te svrstava jaka alkoholna pi¢a u 44 kategorije. Prvih 14
kategorija €ine jaka alkoholna pi¢a koja su proizvedena destilacijom prevrele voéne, zitne ili

Seéerne komine, primjerice, rum, whiskey, zitna rakija, rakija od vina, itd. Ne sadrze dodan



alkohol, nisu aromatizirana ni zasladena. U njihovoj proizvodnji dozvoljen je dodatak jedino
karamela koji sluzi za korekciju boje. Jaka alkoholna pi¢a koja spadaju u kategorije od 15. do
44. moraju biti proizvedena od poljoprivrednih sirovina, mogu sadrzavati dodani etanol,
aromaticne tvari i pripravke, aromatizirane prehrambene proizvode, bojila te zasladivace. U
ove kategorije spadaju gin, jaka alkoholna pi¢a aromatizirana borovicom, anisom ili kimom,
likeri, itd. Ostala jaka alkoholna pi¢a koja ne ispunjavaju zahtjeve utvrdene navedenim
kategorijama (od 1. do 44.) kao svoj pravni naziv upotrebljavaju naziv ,jako alkoholno piée“.
Moraju biti proizvedena od poljoprivrednih sirovina i/ili prehrambenih proizvoda namijenjenih

za ljudsku potrosnju, uz dozvoljen dodatak etanola, aroma, bojila i zasladivaca.

2.1.2. Likeri

Likeri su alkoholna pi¢a s nizim postotkom alkohola (od 15 do 35 % v/v), a sadrze
najmanje 100 g L' Secera (Grba, 2010). Proizvode se aromatiziranjem i/ili mijeSanjem etilnog
alkohola poljoprivrednog podrijetla i/ili destilata poljoprivrednog podrijetla sa Se¢erom, vodom,
raznim voéem i vo¢nim preradevinama, eteriénim uljima, biljnim maceratima, zacinima te
raznim dodacima poput mlijeka, jaja, kave ili Cokolade (slika 1). Destilat poljoprivrednog
podrijetla, prema Uredbi (EU) 2019/787 Europskog parlamenta i Vije¢a, alkoholna je tekuéina
dobivena nakon alkoholne fermentacije destilacijom poljoprivrednih sirovina koja zadrzava
aromu i okus upotrijebljenih sirovina. Etilni alkohol poljoprivrednog podrijetla prema istoj
Uredbi (EU) 2019/787 sadrzi minimalno 96 % v/v alkohola te nema zamjetljivog okusa, osim
po sirovinama koristenih u proizvodniji. Likeri se s obzirom na sastav, osnovna svojstva i nacin
proizvodnje mogu podijeliti na voc¢ne, biljne, gorke, aromatizirane te emulzijske (krem) likere.
Vocne likere odlikuje karakteristini okus i miris voca od kojeg su proizvedeni. Proizvode se
od voénog soka ili macerata voca, alkohola i Secera. Biljni likeri se proizvode maceracijom
razliCitih aromatskih i ljekovitih bilja i zac€ina. Odabir i koli¢inu aromatskog te ljekovitog bilja
odabire sam proizvodac, a recepture su uglavnom tajne. Gorki likeri se proizvode ekstrakcijom
aromaticnih i gorkih dijelova biljaka u rafiniram alkoholu ili dodatkom prirodnih esencija koji su
svojstveni za pojedinu vrstu likera (Grba, 2010). Aromatizirani likeri sadrze eteri¢na ulja i/ili
umjetne esencije i arome pomijeSane sa Sec¢erom, destiliranom vodom te etilnim alkoholom.
Emulzijski (krem) likeri se proizvode mijeSanjem etilnog alkohola poljoprivrednog podrijetla s

dodacima (jaja, kava, Cokolada, ljeSnjak) koji su emulgirani s mlijekom ili vrhnjem.
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Slika 1. Shematski prikaz proizvodnje likera (ilustrator: D. Stanzer)

Likeri se vrlo ¢esto konzumiraju kao aperitivi kod raznih prigoda, kao digestivi, sastojci su
mnogih koktela, koriste se u kulinarstvu, tradicionalnoj medicini, itd. Osim Sto se Cesto
konzumiraju, vrlo esto se i proizvode u kuéanstvima. Mihaljevié Zulj (2022) u svojem se
Clanku dotaknuo sve CeSce proizvodnje likera iz razloga da se iskoristi ,lo8a“ rakija. Mnogi
tradicionalni proizvodaci prvu frakciju destilacije (prvijenac) ne bacaju jer sadrzi odredenu
koncentraciju etanola, medutim, ona sadrZzi mnoge nepoZeljne spojeve ostrog i neugodnog
mirisa, primjerice acetaldehid i metanol. Istie kako je to pogresno te da je osnova proizvodnje
likera zdrav i kvalitetan destilat. Takoder istice da pritom treba paziti na sljubljivanje aroma

voca koje se macerira i destilata odnosno da arome moraju biti kompatibilne.

2.1.3. Maceracija

Maceracija je jedna od najstarijih i najceS¢e koristenih postupaka u proizvodnji jakih
alkoholnih pi¢a. Rije€ je o tehnoloSkom postupku mocenja odnosno potapanja voéa ili bilja u



vodeno-alkoholnoj bazi prilikom ¢ega dolazi do ekstrakcije i otapanja aromatskih te bioloski
aktivnih spojeva iz tog vo¢a odnosno bilja. Oni su odgovorni za aromu te antioksidacijsko
djelovanije likera. Preciznije, dolazi do njihove difuzije pod utjecajem gradijenta koncentracije
te prelaze iz podrucja vise (voce, bilje) u podrucje nize koncentracije (vodeno-alkoholna baza).
Mnogo je dosadasnijih istrazivanja koja to potvrduju. Primjerice, Ali Shehat i sur. (2020) objavili
su istrazivanje u kojem su ekstrahirali antocijane, bioloSki aktivne spojeve, iz kore jabuka,
borovnica i Sljiva, maceracijom, koristeci etanol i klorovodi¢nu kiselinu kao otapala. Rezultati
su pokazali da se najve¢a koncentracija antocijana nalazi u kori $ljiva, a najmanja u Kori
jabuka. Takoder, odredivali su antioksidacijsku aktivnost dobivenih macerata koja je pokazala
da macerati Sljive te borovnice imaju vec¢u antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s maceratom
jabuke tj. zaklju€ili su da se tijekom maceracije ekstrahiraju antocijani, jedni od spojeva
odgovornih za antioksidacijsku aktivnost. Nadalje, Hanousek Ciga i sur. (2020) proveli su
karakterizaciju macerata roga¢a dobivenog maceracijom mahuna roga¢a u hidroalkoholnoj
bazi pri razli¢itim uvjetima maceracije. Navode da na koncentraciju bioaktivnih spojeva u
maceratu, uz vrstu i kvalitetu bilja, utjeCe temperatura, vrijeme maceracije, postotak alkohola
u vodeno-alkoholnoj bazi te izloZenost svjetlu. Rezultati te studije takoder potvrduju proces
difuzije bioaktivnih spojeva, spojeva arome i Secera iz mahune rogaca u hidroalkoholnu bazu.
U nesto starijem istrazivanju, Cujié i sur. (2016) zakljugili su da je maceracija uginkovita i
jednostavna tehnika za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz ploda aronije. Svrha posljednjih
istrazivanja jest pronacéi metodu koja ¢e $to u€inkovitije ekstrahirati spojeve arome i bioaktivhe
spojeve iz vocnog odnosno biljnog materijala. Istrazivanja se temelje na unapredenju
tradicionalne metode maceracije buduc¢i da se ona smatra ucinkovitom, jednostavhom i
jeftinom konvencionalnom tehnikom ekstrakcije. U istrazivanju Nemetz (2024) cilj je bio
procijeniti utjecaj ultrazvuka tijekom enzimske maceracije (UAEM) na ekstrakciju i stabilnost
spojeva iz bobiCastog voca. Dokazano je da UAEM u kombinaciji s poligalakturonazom
povecava ekstrakciju antocijana te njihovu stabilnost tijekom skladiStenja s obzirom na
konvencionalni postupak maceracije. Sumarno, na kvalitetu macerata, odnosno ekstrakciju
spojeva arome i bioloSki aktivnih spojeva, najveci utjecaj imaju vrsta i koncentracija otapala,
odnos koli¢ine bilja odnosno voca i alkoholne baze, vrsta i trajanje postupka ekstrakcije te

temperatura.

2.2.  FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u vocu, bilju te
zacinima. Imaju klju¢nu ulogu u procesima razvoja, rasta te reprodukciji biljaka (Sharma i sur.,
2019). Osim toga, pridonose njihovoj boji te senzorskim karakteristikama (Tazeddinova i sur.,

2022; Borochov-Neori i sur., 2009). Dokazano je da sudjeluju u obrani biljaka i njihovih plodova



od patogena te abiotskog stresa, primjerice ultraljubi¢astog zracenja, ekstremnih temperatura,
suse te visokog saliniteta (Zagoskina i sur., 2023; Dini i Grumetto, 2022; Shahidi i sur., 2019;
Sharma i sur., 2019). Polifenoli su predmet mnogih istrazivanja zbog njihovih korisnih u€inaka
na metabolizam biljaka, ali su takoder od velike znacajnosti i u ljudskom organizmu. Preciznije,
djeluju kao antioksidansi stoga su nezamijenjivi sastojci u mnogim farmaceutskim,
nutraceutskim i kozmetic¢kim proizvodima (Khan i sur., 2021). Antioksidansi su molekule koje
imaju antiradikalnu aktivnost. Neutraliziraju slobodne radikale predajuéi im svoje elektrone i
na taj nacin ih stabiliziraju ili jednostavno spre€avaju njihovo nastajanje. Slobodni radikali su
vrlo reaktivni i Stetni za organizam buduéi da mogu oSstetiti same stanice, proteine odnosno
aminokiseline te jo$ vaznije, nukleinske kiseline. Prema Quideau i sur. (2011), u skupinu
polifenola ubrajaju se molekule koje sadrze aromatske prstene s hidroksilnim skupinama, ali i
molekule s jednim fenolnim prstenom, kao to su fenolne kiseline. Njihova podjela temelji se
na kemijskoj strukturi odnosno topologiji fenolnog prstena i molekulama vezanih na njega.
Mogu se podijeliti na fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i hidroksicimetne), flavonoide
(flavonoli, flavoni, flavanoli, antocijani itd.), tanine (kondenzirani i hidrolizirani) te ostale
polifenolne spojeve u koje se ubrajaju lignani i kumarini (Mrv¢&i¢,2020). Rudrapal i sur. (2024)
istiCu prisutnost polifenola u raznim namirnicama, kao 3to su bobi¢asto voée (aronija,
borovnica, kupina, itd.), jabuke, agrumi, Spinat, kelj, kava, €aj i crno vino. U konacnici,
konzumacija proizvoda biljnog podrijetla, ovisno o njihovoj koncentraciji antioksidansa,
smanijuje rizik od razvoja kroniénih bolesti te pobolj$ava zdravlje ljudi. Sto se ti¢e polifenola
kao takvih, imaju velik potencijal kao terapijski modaliteti u razliitim zdravstvenim
paradigmama. Navedena saznanja potkrjepljuju i neka prijasnja istrazivanja, primjerice, Khan
i sur. (2021) objavili su istrazivanje kojim su dokazali da flavonoidi, bioloSki aktivne
komponente, iz vo¢a i povréa mogu biti ucinkoviti u prevenciji bolesti poput raka i
kardiovaskularnih bolesti. Nisu ih tada identificirali, ali su donijeli zaklju€ak da njihova aktivnost
ovisi o farmakokinetickom, metaboli¢kom i farmakodinami¢kom profilu u ljudskom tijelu. Na
temelju tog istrazivanja, Rudrapal i sur. (2022), dokazali su antioksidacijsko djelovanje
polifenola u razli€itim in vitro i in vivo modelima te zaklju€ili da na njihovo djelovanje u
organizmu uvelike utjeCe crijevna mikrobiota. Konkretnije, navode da u debelom crijevu
flavonoidi, zajedno s prisutnim mikroorganizmima, sudjeluju u reakcijama biotransformacija
koje dovode do nastanka metabolita snazne fizioloSke aktivnosti. Navode da procesi kao $to
su deglikozilacija, cijepanje fenolnog prstena te demetilacija dovode do stvaranja bioloski
aktivnih spojeva koji imaju u konacnici antioksidacijsko i protuupalno djelovanje. Kemijske

strukture glavnih skupina flavonoida prikazane su na slici 2.
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Slika 2. Kemijska struktura glavnih skupina flavonoida (prema Shahidi i sur., 2019)
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2.3.  ARONIJA

Aronija je listopadni grm porijeklom iz Sjeverne Amerike, a uspjeSno se uzgaja i u drugim
dijelovima svijeta, uklju€ujuéi i Europu. Pripada carstvu bilka (Plantae) te porodici ruza
(Rosaceae). Grmovi aronije mogu narasti do visine od 3 m, a u periodu od travnja do lipnja
(ovisno o klimatskim uvjetima) stvaraju male cvjetove koji krajem ljeta ili poCetkom jeseni
sazrijevaju do crvenih (Aronia arbutifolia), ljubi€astih (Aronia prunifolia) ili crnih bobica (Aronia
melanocarpa). Plodovi aronije (bobice) su jestivi te imaju iznimno visoku nutritivnu i
antioksidacijsku vrijednost (Stipanovi¢, 2017). Osim $to se uzgaja za preradu tj. proizvodnju
sokova, Cajeva, vina, dzemova, likera i sli¢no, ljudi je ¢esto uzgajaju i kao ukrasnu biljku. U
Hrvatskoj najeS¢e raste crna aronija (Aronia melanocarpa) koja je vrlo otporna na niske

temperature i mraz te prilagodena rastu na razli€itim vrstama tla (Stipanovi¢, 2017).



2.3.1. Kemijski sastav bobica aronije

Kemijski sastav aronije, a posljediéno i njezinih preradevina (likeri, sokovi, €ajevi,
dZemovi, itd.) ovisi o sorti, gnojidbi, sazrijevanju bobica odnosno klimatskim i okoliSnim
uvjetima (Skupien i Oszmianski, 2007; Jeppsson i Johansson, 2000). Stoga se i literaturni
podaci o kemijskom sastavu donekle razlikuju, medutim zajedni¢ko im je da crna aronija
(Aronia melanocarpa) sadrzi veliku koli€inu polifenola koji su odgovorni za biolodku aktivnost
aronije (Gao i sur., 2024; Kulling i Rawel, 2008; Jakobek, 2007). lzmedu razliitih vrsta
bobiCastog voca (aronija, borovnica, ribiz, kupina, vidnja, jagoda) upravo se aronija isti€e po
koncentraciji ukupnih fenola i antioksidacijskoj aktivnosti (Jakobek, 2007). Medu prisutnim
fenolnim spojevima u aroniji, najvise je flavanola, antocijana te fenolnih kiselina (Gao i sur.,
2024; Kulling i Rawel, 2008). Gao i sur. (2024) isti¢u kako najvecéi udio fenola u bobicama crne
aronije Cine flavanoli u koje se ubrajaju (+) katehini te (-) epikatehini male molekulske mase
te procijanidini. Procijanidini su glavna skupina polifenolnih spojeva u aroniji, a druga
najzastupljenija skupina su antocijani (Gao i sur., 2024; Kulling i Rawel, 2008). Antocijani su
skupina flavonoida odgovorna za boju bobica aronije. Glavne komponente antocijana su
cijanidin 3-glukozid, cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-ksilozid te cijanidin-3-arabinozid
(Veberic i sur., 2015; Kulling i Rawel, 2008). Medu fenolnim kiselinama posebno se isti¢u
klorogenska i neoklorogenska kiselina koje su obi¢no prisutne u slobodnom obliku te su dobro
topljive u vodi i mogu se apsorbirati u malim koli¢inama u gastrointestinalnom traktu te uci u
krv (Gao i sur., 2024). Jakobek (2007) istiCe kako koli¢ina pojedinih grupa polifenola
(antocijana, flavanola i fenolnih kiselina) nije najveca u aroniji u usporedbi s drugim ispitivanim
bobic¢astim vo¢em, ali pokazuje daleko najvecu antioksidacijsku aktivnost. Kao mogudi razlog
navodi prisutnost nekih drugih antioksidansa u aroniji, primjerice vitamina C. Prema Kulling i
Rawel (2008) svjeze cijedeni sok od aronije sadrzi 200 mg L* vitamina C. Vitamini su
neophodni za normalno funkcioniranje ljudskog organizma i potrebno ih je unositi u organizam
kroz prehranu. Aronija osim Sto sadrzi ve¢ spomenuti vitamin C, bogata je i vitaminima iz B
skupine, mineralima i karotenoidima (Kulling i Rawel, 2008). Medu vitaminima B skupine isticu
se niacin (B3), pantotenska kiselina (B5), riboflavin (B2), piridoksin (B6) te tiamin (B1). Medu
prisutnim mineralima, posebno se po koli¢ini isti¢e kalij, u koncentraciji od 2850 mg L u svjeze
cijedenom soku (Kulling i Rawel, 2008). Sto se ti¢e karotenoida, najzastupljeniji su B-karoten,

B-kriptoksantin te violaksantin, takoder snazni antioksidansi.

2.3.2. Utjecaj na zdravlje

Bobice crne aronije odlikuju se zna€ajnim koli¢inama polifenola, vitamina i minerala za

koje je poznato da imaju pozitivan u€inak na ljudsko zdravlje. Kao $to je veé¢ navedeno,



polifenoli djeluju kao antioksidansi odnosno pomazu kod neutralizacije slobodnih radikala.
Vitamin C je vazan za normalno funkcioniranje imunoloSkog sustava te takoder posjeduje
antioksidacijska svojstva. Mujki¢ i sur., 2021 uo€ili su sinergisti¢ko antioksidativno djelovanje
vitamina C s kurkuminom i kvercetinom (fenolnim spojevima) na inhibiciju stvaranja amiloidnih
fibrila koji su ukljuéeni u neurodegenerativne bolesti. Antioksidativni potencijal bobica crne
aronije posljedi¢no dovodi do razli€itih antikancerogenih i protuupalnih aktivnosti. Primjerice,
fenolni spojevi bobica aronije mogu tvoriti stabilne komplekse s toksi¢nim metalima i na taj se
nacin spre€ava njihova apsorpcija i unoSenje u tkiva (Ren i sur., 2022). Ren i sur. (2022)
takoder navode da bobice aronije pokazuju potencijalnu aktivhost protiv gripe, a klini¢kim
istrazivanjima potvrden je potencijal kvercetina izoliranog iz bobica aronije u lijeCenju i
prevenciji COVID-19 bolesti. Nadalje, navode kako bobice aronije ciljano djeluju na oksidativni
stres i na taj nacin imaju terapijski u€inak na maligne bolesti, kardiovaskularne bolesti,
dijabetes, infekcije te druge bolesti. Oksidativni stres je izazvan neravnotezom izmedu koli¢ine
slobodnih radikala i sposobnosti organizma da ih neutralizira antioksidansima. Nadalje, u
nedavnom istraZivanju, kombinirano lije€enje stani€nih linija raka debelog crijeva s ekstraktom
bobica aronije te oligomernih proantocijanidina pokazalo je velik sinergisti¢ki antikancerogeni

potencijal (Lii sur., 2024).

2.3.3. Upotreba

Bobice aronije vrlo su trpkog okusa, stoga se naj¢escée preraduju u sokove, Cajeve, vina,
dZemove i likere kako bi se iskoristili njihovi potencijalni zdravstveni ucinci. Potrebno je obratiti
paznju na spreCavanje oksidativne degradacije fenolnih spojeva aronije tijekom proizvodnje i
Cuvanja njezinih proizvoda (Gao i sur., 2024). Primjerice, tijekom proizvodnje sokova od
aronije ili dzemova, provodi se pasterizacija kako bi se povecala njihova trajnost, medutim
pojedini termolabilni spojevi se pritom degradiraju i na taj naCin se gube njihova vrijedna
nutraceutska svojstva. Prema Kulling i Rawel (2008), kako je ve¢ spomenuto, u svjeze
cijedenom soku od aronije koncentracija vitamina C iznosi 200 mg L™, a u pasteriziranom 0

mg L' §to pridonosi zna¢ajnom smanjenju antioksidacijske aktivnosti pasteriziranog soka.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Liker od aronije

Liker od aronije proizveden je maceracijom suhih bobica crne aronije s podrucja
sjeverozapadne Hrvatske (slika 3). Alkoholna jakost dobivenog macerata bila je 40 % v/v.
Koncentracija $e¢era nakon maceracije pode$ena je na 240 g L™, a alkoholna jakost na 20 %
vlv, razrjedivanjem s vodom. Osim $ecera, dodan je i glicerol u koncentraciji od 2 mL L.
Glicerol je jedan od dozvoljenih aditiva za korekciju jakih alkoholnih pi¢a. Radi se o slatkastoj,

viskoznoj tekucini koja sluzi za nadopunu gustoce.

Slika 3. Liker od aronije (vlastita fotografija)
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Uzorci likera Cuvani pri razlicitim uvjetima

Liker od aronije raspodijeljen je u 8 prethodno oznacenih bocica za ¢uvanje od 100 mL
pomocu menzure. Uzorci su Cuvani pri razli€itim temperaturama i razli¢itoj izlozenosti svjetlu,
s odnosno bez dodatka limunske kiseline. Radi jednostavnosti, oznaceni su brojevima od 1

do 3, a detaljniji opis uvjeta Cuvanja naveden je u tablici 1.

Tablica 1. Uvjeti Cuvanja likera od aronije s pripadaju¢im oznakama

Oznaka uzorka Uvjeti Guvanja

Temperatura: 20-25 °C
1al/1a Direktna izloZenost dnevnom svjetlu

Svijetla boCica

Temperatura: 20-25 °C
1bL/1b Direktna izlozenost dnevnom svjetlu

Tamna bodica

2L/2 Temperatura: 20 °C
Tama

3L/3 Temperatura: 4 °C
Hladnjak

L- uzorci u koje je dodana limunska kiselina u koncentraciji od 8 g L™
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Uzorci 1a i 1b- ¢uvani na sobnoj
temperaturi, u svijetloj i tamnoj bocici
s/bez dodatka limunske kiseline

Uzorci 2- ¢uvani na sobnoj
temperaturi, u tami, s/bez dodatka
limunske kiseline

Uzorci 3- ¢uvani u hladnjaku, s/bez
dodatka limunske kiseline

Slika 4. Prikaz razli€itih uvjeta Cuvanja likera od aronije (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije i reagensi
Za eksperimentalni dio rada koriStene su sljedece kemikalije i reagensi:
- destilirana voda
- Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Hrvatska)
- galna kiselina, analiticki standard (Sigma-Aldrich, Njemacka)
- natrijev karbonat, Na,COj3 (Gram-mol, Hrvatska)

- limunska kiselina (E330; Safram, Hrvatska)
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3.1.3. Laboratorijska oprema i uredaji
- kivete (staklene i plasti¢ne)
- laboratorijske ¢ase
- menzura
- odmjerne tikvice od 10 mL i pripadni ¢epovi
- pipetmani P1000 i P3000 te pripadni nastavci
- stakleni Stapic
- stalak za odmijerne tikvice
- tehnicka vaga KB 1200-2N (Kern, Njemacka)
- UV/VIS spektrofotometar Specord 50 plus (Analytik Jena, Jena, Njemacka)

- vodena kupelj (Memmert, Njemacka)

3.2. Metode

Uzorci likera od aronije Euvani pri razli€itim uvjetima analizirani su svakih mjesec dana,
tijekom 6 mjeseci. Parametri koji su pritom odredeni su koncentracija ukupnih fenolnih spojeva

te kromatski parametri.

3.2.1. Odredivanje fenolnih spojeva

Princip i opis metode

Ukupni sadrzaj fenola (TPC) odreden je spektrofotometrijski uz pomoc¢ Folin-Ciocalteu
reagensa, modificiranom metodom prema Singleton i Rossi (1965). Folin-Ciocalteu reagens
se sastoji od fosfomolibdene i fosfovolframove kiseline. U reakciji s fenolima dolazi do oksido-
redukcijske reakcije. Naime, fenoli djeluju kao redukcijsko sredstvo odnosno reduciraju ove
kiseline u molibdenov oksid i volframov oksid koji su plavo obojeni. Osnovno nacelo ove
metode je da nastali plavo obojeni spojevi apsorbiraju svjetlost pri specificnoj valnoj duljini od
760 nm. Radi se o valnoj duljini pri kojoj fenoli maksimalno apsorbiraju svjetlost. Intenzitet
obojenja proporcionalan je izmjerenoj apsorbanciji jer to je ve¢a koncentracija obojenih
spojeva, jaci je intenzitet obojenja, a posljedi€no, vise je svjetlosti apsorbirano odnosno
apsorbancija je ve¢a. Koncentracija obojenih spojeva proporcionalna je koncentraciji fenola u
uzorku, jer 8to je njihova koncentracija veca, oksido-redukcijskih reakcija ¢e biti viSe odnosno
nastati ¢e viSe obojenih spojeva. Dakle, moze se zakljuCiti da je izmjerena apsorbancija
direktno proporcionalna koncentraciji fenola u nekom uzorku i to je osnovni princip ove
metode. Vazno je napomenuti da to vrijedi do granice linearnosti. Odnosno, uzorke je zbog

podrucja linearnosti metode potrebno razrijediti, a dobiveni rezultat se onda pomnozi s
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faktorom razrjedenja. Vazno je obratiti pozornost na to da i koriSteni reagensi mogu apsorbirati
svjetlost, stoga se pripremaju slijepe probe Ciju vrijednost apsorbancije spektrofotometar
automatski oduzima od apsorbancije uzorka. Kao takva, ova metoda je vrlo jednostavna, brza
i relativno jeftina u odnosu na druge metode odredivanja fenolnih spojeva, primjerice HPLC-
om. Nedostatak je taj da Folin-Ciocalteu reagens nije specifi€an samo za fenole tj. moze
reagirati i s nekim drugim spojevima prisutnima u uzorku. Osjetljivost metode je vrlo dobra
odnosno moze identificirati i male koli¢ine fenolnih spojeva, a ono $to je takoder bitno, uzorak

pritom ostaje sacuvan.
Priprema uzoraka
Najprije su pripremljeni 10 puta razrijedeni uzorci, tako da je u odmjernu tikvicu od 5 mL

otpipetirano 500 pL uzorka te je zatim tikvica nadopunjena destiliranom vodom do oznake.

Pripremljeni razrijedeni uzorci prikazani su na slici 5.

Slika 5. Prikaz razrijedenih uzoraka (vlastita fotografija)

Zatim se u odmjernu tikvicu od 10 mL odpipetira 300 yL razrijedenog uzorka, 500 uL Folin-
Ciocalteu reagensa te 6 mL destilirane vode. Sastojci se u odmjernoj tikvici promijesaju i
ostave stajati 5 minuta. Nakon toga se dodaje 1,5 mL natrijevog karbonata te se odmjerna
tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake (slika 6). Svaki uzorak se priprema u 2
paralele. Slijepa proba se priprema na isti nacin kao i uzorci, jedina razlika je ta da se umjesto
300 pL uzorka dodaje 300 pL destilirane vode.
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Slika 6. Prikaz uzoraka nakon dodatka Folin-Ciocalteu reagensa (vlastita fotografija)

Kao $to je vidljivo na slici 6, svi uzorci su postali plavo obojeni, kako je i o¢ekivano, buduci da
sadrzZe fenolne spojeve. Iznimka je slijepa proba (krajnji desni uzorak na slici 6), $to je takoder
oCekivano, buduéi da ona ne sadrzi fenole. Uzorci se zatim stave na inkubaciju u vodenu
kupelj zagrijanu na 50 °C, tijekom 30 minuta. Nakon inkubacije, izmjerena je apsorbancija

uzoraka pri 760 nm, na spektrofotometru Specord 50 plus (Analytik Jena, Njemacka).

Izrada bazdarnog pravca

Kao standard za odredivanje fenolnih spojeva koristi se galna kiselina
(hidroksibenzojeva fenolna kiselina). Pripreme se otopine poznatih koncentracija galne
kiseline, dakle standardne otopine od 100, 150, 200, 250 i 300 mg L™ galne kiseline u
odmjernim tikvicama od 50 mL. One se pripreme tako da se najprije u odmjernu tikvicu od 50
mL izvaze 0,5 g galne kiseline te se tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake, a potom
se od te ishodne otopine pripreme gore navedene standardne otopine. Npr., da bi se od
ishodne otopine koja sadrzi 10 g L™ galne kiseline dobila otopina koja sadrzi 100 mg L™, u
odmjernu tikvicu od 50 mL otpipetira se 500 pL ishodne otopine te se zatim nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Postupak pripreme uzoraka je isti, opisan je ve¢ u ovom
poglavlju, kao i postupak inkubacije. Slijepa proba se takoder priprema na isti nacin. Na
temelju izmjerenih apsorbancija na 760 nm konstruira se bazdarni dijagram koji prikazuje

ovisnost koncentracije galne kiseline (mg L") o apsorbanciji (slika 7).
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Bazdarni dijagram
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Slika 7. Bazdarni dijagram za odredivanje fenolnih spojeva

Na temelju jednadzbe bazdarnog pravca izracuna se koncentracija ukupnih fenola u uzorku:

y = 0,0041x + 0,0204 (R?=0,9982) (1)

U navedenoj jednadzbi y predstavlja vrijednost apsorbancije izmjerene pri 760 nm, x je
nepoznata koncentracija fenola koju raCunamo, izrazena u ekvivalentima galne kiseline (mg
GAE L™), a R? je koeficijent determinacije. Na kraju se dobiveni rezultat pomnozi s 10 jer se

metoda provodila s uzorcima koji su prethodno 10 puta razrijedeni.

3.2.2. Odredivanje kromatskih parametara i ukupne razlike obojenosti

Kromatski parametri likera od aronije odredeni su spektrofotometrijski prema CIELab
sustavu (slika 8). KoriSteni spektrofotometar je Specord 50 Plus (Analytik Jena, Njemacka),
sa izvorom svjetlosti D65. Transmitancija uzoraka mjerena je svakih 10 nm u podrucju valnih
duljina od 380 do 780 nm. Za slijepu probu koridtena je destilirana voda. Kao rezultat mjerenja,

pomocu racunalnog softvera, dobivene su L, a, b, C i h vrijednosti.
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Koordinate boje bljela EL ~ 188

T — Q L

zelena crvena

Slika 8. Trodimenzionalni CIELab prostor boja (prema Beetsma, 2024)

Interpretacija rezultata

Vrijednost L (engl. Lightness) predstavlja svjetlo¢u boje, pri ¢emu vide L vrijednosti
ukazuju na slabiju obojenost tj. svjetlije osvjetljenje, a nize L vrijednosti na tamnije obojenje
(OIV, 2014). Vrijednosti za ovaj parametar kre¢u se od 0 do 100 pri ¢emu 0 odgovara potpuno
crnoj, a 100 bijeloj boji. Vrijednost a predstavlja odnos crvene i zelene komponente, a
vrijednost b odnos Zute i plave komponente. Negativha a vrijednost oznadava zelenu, a
pozitivna a vrijednost crvenu boju. Negativha b vrijednost ozna¢ava plavu, a pozitivha b
vrijednost zutu boju. Vrijednost h (engl. Hue angle) predstavlja ton boje ili tonalnost. Radi se
o osjetu koji je izazvan razliCitim dijelovima spektra uz jednaku svjetlo¢u. lzraZzava se kao
omjer crvene, zelene, Zute te plave boje, u stupnjevima (slika 9). Vrijednosti za ovaj parametar
se kre¢u od 0 do 360°. Raspon kuta tona boje pocinje, po definiciji, na pozitivnoj strani osi a i
ide u smjeru suprotnom od kazaljke na satu. To znadi (vidljivo prema slici 9) da crvena boja

ima kut nijanse od 0°.

(@', b’)

C*ab
hab

L] — -l

s +a

L-0s
okomito na a*b*-ravninu

Slika 9. Prikaz tona i zasicenosti boje u ravnini ab (prema Beetsma, 2024)
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Vrijednost C (engl. Chroma) predstavlja intenzitet boje odnosno zasi¢enost boje. Niza C
vrijednost ukazuje na nizu Cisto¢u boje i takve boje su pastelnije, a one s viSom C vrijednosti
su jarkije. Na temelju slike 9 moze se zakljuCiti da zasi¢enost boje u ravnini ab predstavlja
udaljenost tocke (boje) od ishodista koje je u okomitoj osi L. Dakle, visokom se zasicenoScu
odlikuju jarke i Ciste boje, bez primjesa. S druge strane, smanjenjem zasicenosti i

priblizavanjem ishodistu raste udio sive boje (slika 8) stoga te boje djeluju pastelnije i blaze.

Ukupna razlika obojenosti (AE) matemati¢ka je mjera razlike izmedu dviju boja. Koristi
se za kvantifikaciju percepcije razlike u boji izmedu dva uzorka. Dakle, u ovom radu
predstavlja vazan parametar buduci da se prati razlika boje likera od aronije nakon 6 mjeseci
u odnosu na ishodisni, kontrolni uzorak. Ra¢una se iz svih triju dimenzija neke to¢ke (boje) u

odnosu na referentnu to¢ku (boju) prema sljedeéoj formuli:

AE = /(AL)? + (4a)? + (Ab)? (2)

gdje je: AL- razlika u vrijednosti parametra L (svjetlo¢a), Aa- razlika u vrijednosti parametra a

(udio crvene boje), Ab- razlika u vrijednosti parametra b (udio plave boje).

Vrijednost AE predstavlja ustvari najkracu udaljenost koja spaja dvije to¢ke u jednolicnom
prostoru boja, ne uzimajuéi pritom u obzir smjer i vrstu razlika. Ona je dakle isklju¢ivo mjera
odstupanja ukupne razlike obojenosti, a ta razlika moze biti kako u tonalnosti i zasi¢enosti,

tako i u svjetlini. Sto je AE vedi, to je veéa razlika u obojenosti izmedu dva uzorka.

3.2.3. Statisticka obrada podataka

Za statistiCku analizu podataka koriStena je jednofaktorska analiza varijance (ANOVA
test) u programu Microsoft Excel. P-vrijednosti manje od 0,05 uzete su kao statistiCki znacajne.
Na taj naCin su odredeni uvjeti Cuvanja koji imaju statistiCki zna€ajan utjecaj na sadrzaj
fenolnih spojeva te kromatske parametre likera od aronije. Odredivanje koncentracije ukupnih
fenola provedeno je u 2 paralele. Rezultati su prikazani graficki te su im izraCunati sljededi

parametri deskriptivne statistike: srednja vrijednost i standardna devijacija.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva (TPC)

U ovom radu istrazeni su optimalni uvjeti Cuvanja likera od aronije s ciljem o€uvanja
sadrzaja prisutnih fenolnih spojeva i karakteristicne boje. Za istrazivanje je pripremljeno 8
uzoraka koji su Cuvani tijekom 6 mjeseci pri razlicitim temperaturama, razli¢itoj izlozenosti
svjetlu te s i bez dodatka limunske kiseline (0 g L™ te 8 g L"). Utjecaj navedenih uvjeta Cuvanja
na promjenu koncentracije ukupnih fenolnih spojeva (mg GAE L) prikazan je x-y dijagramima

kao srednja vrijednost dvaju odredivanja (slike 10-13).

1400
1350
1300
1250
1200
1150
1100

=0==13L

(mg GAE L)

1050
1000
950
900

sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva

0 1 2 3 4 5

()]

vrijeme Cuvanja (mjeseci)

Slika 10. Promjena sadrzaja fenolnih spojeva u uzorcima ¢uvanima na sobnoj temperaturi,
direktno izlozenima dnevnom svjetlu, u svijetloj bocici (1aL - s dodatkom limunske kiseline,
1a - bez dodatka limunske kiseline)
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Slika 11. Promjena sadrzaja fenolnih spojeva u uzorcima ¢uvanima na sobnoj temperaturi,
direktno izlozenima dnevnom svjetlu, u tamnoj bocici (1bL - s dodatkom limunske kiseline,
1b - bez dodatka limunske kiseline)
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Slika 12. Promjena sadrzZaja fenolnih spojeva u uzorcima ¢uvanima na sobnoj temperaturi, u
tami (2L - s dodatkom limunske kiseline, 2 - bez dodatka limunske kiseline)
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Slika 13. Promjena sadrzaja fenolnih spojeva u uzorcima ¢uvanima u hladnjaku (3L - s
dodatkom limunske kiseline, 3 - bez dodatka limunske kiseline)

Jedan od parametara, Ciji je utjecaj na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva i kromatske
parametre tijekom Cuvanja ispitan, jest dodatak limunske kiseline. U svih 8 uzoraka, tijekom
cuvanja od 5 mjeseci, izmjerena je vec¢a koncentracija fenolnih spojeva u uzorku s dodatkom
limunske kiseline u odnosu na uzorak bez dodatka limunske kiseline pri istim uvjetima Cuvanja.
Posljednji mjesec je takoder izmjereno isto, uz iznimku za liker od aronije ¢uvan u hladnjaku
kod kojeg je kona¢na koncentracija ukupnih fenola manja u uzorku s dodatkom limunske
kiseline (slika 13). Statisticka analiza je pokazala da postoji zna€ajna statisti¢ka razlika izmedu
uzoraka s i bez dodatka limunske kiseline, pri sva 4 uvjeta ¢uvanja (p < 0,05). Limunska
kiselina primjenjuje se kao regulator kiselosti odnosno djeluje tako da snizava pH medija u
kojem se nalazi. U vodenom mediju disocira pri ¢emu se oslobadaju vodikovi ioni koji
povecavaju kiselost medija. Istrazivanja usmjerena na ucinak limunske kiseline odnosno pH
na sadrzaj ukupnih fenola jakih alkoholnih pi¢a tijekom €uvanja su ograniCena. U literaturi je
dostupno istrazivanje €iji su predmet istrazivanja bili polifenoli ekstrahirani iz zelenog Caja te
se pokazalo da su stabilniji tijekom Cuvanja $to je pH nizi (Zeng i sur., 2017). S druge strane,
Khoo i sur. (2017) navode da stabilnost fenolnih spojeva pri odredenim pH vrijednostima ovisi
o njihovoj strukturi. U svojem istrazivanju bazirali su se na antocijane te navode kako je vecina
visoko stabilna u kiselim uvjetima, ali da postoje i iznimke (npr. petanin). Osim antocijana,
kako je navedeno u ovom radu, u plodovima aronije zastupljene su i fenolne kiseline. One su
takoder stabilnije pri nizem pH buduci da su kiseline i mogu reagirati s bazama tj. veca je

tendencija da ¢e promijeniti svoju strukturu u luznatom mediju. Dakle, oCekivano je da je
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stabilnost polifenola u likeru od aronije veca pri nizim vrijednostima pH tj. u uzorcima s
dodatkom limunske kiseline. To je takoder utvrdeno ovim istrazivanjem, iako se treba ograniciti
na vrileme Cuvanja i uzeti u obzir ostale ispitivane parametre koji su usko povezani. Ovim
istraZivanjem je utvrdeno da je limunska kiselina u koncentraciji od 8 g L™ pozitivno utjecala
na stabilnost fenola tijgkom 6 mjeseci pri svim uvjetima ¢uvanja likera od aronije, osim kod
likera ¢uvanog u hladnjaku kod kojeg se posljednji mjesec koncentracija ukupnih fenola
uzoraka, s i bez limunske kiseline, izjednacila. Kao $to pokazuju navedena literaturna
istrazivanja, trebalo bi provesti identifikaciju fenolnih spojeva prisutnih u ispitivanom likeru
aronije kako bi se utvrdilo o kojim se to¢no fenolima radi, kakva je njihova struktura i
posljediéno pri kojem pH su najstabilniji. Tada bi se na temelju tih detaljnih informacija moglo
zakljuciti koji fenolni spojevi se oksidiraju odnosno degradiraju tijekom cuvanja, osobito
tijekom Cuvanja duljeg od 5 mjeseci na temperaturi od 4 °C. Nadalje, trebalo bi provesti i
utvrdivanje koncentracije limunske kiseline koja bi najbolje odrzala stabilnost fenola. Osim
toga, ucinak limunske kiseline na stabilnost polifenola moze ovisiti i 0 samom mediju tj. ovim
istraZivanjem je utvrdeno da limunska kiselina (8 g L") ima pozitivan u¢inak u likeru od aronije

koji je dobiven iz macerata s 40 % v/v alkohola.

Drugi ispitivani parametar jest temperatura. Na temelju dobivenih rezultata prikazanih
na slikama 10-13, vidljivo je da su fenoli bili najstabilniji tijekom ¢uvanja u likerima od aronije
koji su se nalazili na sobnoj temperaturi, u tami (slika 12). Sto se ti¢e koncentracije ukupnih
fenola nakon 6 mjeseci Cuvanja, pri svakom od uvjeta ¢uvanja doslo je do smanjenja njihove
koncentracije. 1znimka je upravo liker od aronije ¢uvan na sobnoj temperaturi, u tami, s
dodatkom limunske kiseline (slika 12, uzorak 2L). Pri tim uvjetima Cuvanja izmjerena
koncentracija ukupnih fenola nakon 6 mjeseci jednaka je koncentraciji u po¢etnom uzorku.
Wang i sur. (2024) ispitali su utjecaj temperature Cuvanja na stabilnost komponenti (polifenola
i drugih bioloSki aktivnih sastojaka) likera dobivenog iz biljke orhideje. Njihovi su rezultati
pokazali najvecu antioksidacijsku aktivnost tijekom Cuvanja na temperaturi od 4 °C, ali i
degradaciju spojeva arome. Nasuprot tome, prilikom ¢uvanja na visokoj temperaturi (37 °C)
smanjenja je koncentracija spojeva arome i funkcionalnih komponenti te antioksidacijska
aktivnost. Zakljucili su da je to jako alkoholno pi¢e najbolje Cuvati na sobnoj temperaturi (20
°C) pri kojoj je koncentracija spojeva arome i antioksidacijska aktivnhost izmedu vrijednosti
izmjerenih na 4 °C i 37 °C. Vrlo sli¢no istrazivanje proveli su Hwang i Yeom (2019), ispitujudi
ucinak temperature tijekom Cuvanja na sadrzaj bioloski aktivnih spojeva i antioksidacijsko
djelovanje ploda crne aronije. Utvrdili su da dugotrajno ¢uvanje bobica aronije na temperaturi
hladnjaka (4 °C) smanjuje antioksidativho djelovanje aronije odnosno da na toj temperaturi

dolazi do degradacije spojeva koji imaju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Rezultati
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dobiveni ovim istrazivanjem pokazali su da je najvec¢a nestabilnost ukupnih fenola primijecena
upravo u uzorcima €uvanih u hladnjaku, pri temperaturi od 4 °C (slika 13). Tijekom 5 mjeseci
Cuvanja je koncentracija fenola bila vec¢a u uzorku s limunskom kiselinom (3L), medutim
posliednji je mjesec doslo do naglog pada i u konacnici, nakon 6 mjeseci, je koncentracija
fenola vec¢a u uzorku bez limunske kiseline (3). U uzorku bez limunske kiseline, nakon 3
mjeseci Cuvanja zabiljezena je najniza koncentracija fenola medu svim uzorcima, dok je
posliednjih 3 mjeseci koncentracija rasla. Potrebno je provesti dodatna istrazivanja, primjerice
odredivanje antioksidacijske aktivnosti te pojedinih fenolnih spojeva odnosno spojeva arome
u Guvanim uzorcima kako bi se mogli izvesti precizniji zakljucci koji spojevi se degradiraju pri

temperaturi od 4 °C.

Treci ispitivani parametar jest izloZzenost svjetlu. Kao 3to je veé navedeno, sadrzaj
fenolnih spojeva najbolje se o€uvao, tijekom 6 mjeseci, u uzorku likera s dodatkom limunske
kiseline, na sobnoj temperaturi, u tami (uzorak 2L). Tijekom ovog istrazivanja takoder je
ispitano kako boja bocice, tamna i svijetla, utjeCu na koncentraciju fenola tijekom Cuvanja.
Prema slikama 10 i 11 vidljiva je varijacija koncentracija ukupnih fenola tijekom ¢uvanja u oba
uzorka, a navedeno je potvrdeno i statistickom analizom. Naime, ANOVA testom je utvrdeno
da u oba sluCaja, s i bez dodatka limunske kiseline, tamna (jantarna) odnosno svijetla
(prozirna) bocica nisu imale statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na koncentraciju fenola u likeru od
aronije (tablica 2). De Souza i sur. (2018) ispitali su ucinak boje boce (zelene, jantarne i
prozirne) na udio fenolnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost crvenog te pjenusavog vina
Cuvanih tijekom 12 mjeseci. Navode kako su vina bila stabilna u odnosu na antioksidacijsku
aktivnost neovisno o boji boce, a da se koncentracija nekih fenolnih spojeva promijenila, ali je
ta promjena bila sli€ha u bocama svih boja. S druge strane, Selli i sur. (2002) prou¢avali su
utjecaj boje boce (prozirne, zelene i tamno smede) na posmedivanje naran€astog vina te se
pokazalo da je ukupna promjena obojenosti, nakon 150 dana, manja u smedim bocama.
Shodno navedenim literaturnim navodima, kako bi se unaprijedilo ovo istrazivanje, moze se
provesti Cuvanje likera u tamnim bocama razli€itih nijansi te bi se tada mogli izvesti precizniji

zaklju€ci o utjecaju dnevnog svjetla na sadrzaj fenolnih spojeva likera.
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Tablica 2. Podaci dobiveni analizom varijance, uz varijabilni faktor izgled bocice (svi-

jetla/tamna bocica).

UZORCI ANOVA
1al/1bL F = 0,035559
p = 0,85358

1a/1b F =0,882611
p = 0,366014

4.2. Kromatski parametri

Kromatski parametri (L, a, b, C, h) odredeni su spektrofotometrijski na spektrofotometru
Specord 50 plus (Analytik Jena, Njemacka), primjenom CIELab sustava, svakih mjesec dana
tijlekom 6 mjeseci ¢uvanja likera od aronije. Dobivene vrijednosti prikazane su u tablicama 3-
10.

Tablica 3. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 1aL

Vrijeme
¢uvanja L a b C h
(mjeseci)

0 17,6514 48,3721 30,3633 57,112 0,5605
1 16,7114 46,8455 28,7516 54,9651 0,5505
2 18,7746 49,3163 32,288 58,9459 0,5797
3 15,8847 44,9159 27,3154 52,5696 0,5464
4 13,7997 38,1116 21,5256 43,7704 0,5141
5 16,93 44,8909 29,1131 53,5049 0,5753
6 12,7403 38,5221 21,9172 44,3206 0,5173
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Tablica 4. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 1a

Vrijeme

cuvanja L a b C h

(mjeseci)
0 16,1293 45,295 27,6373 53,0608 0,5479
1 16,4006 43,091 28,1972 51,4968 0,5794
2 17,0465 43,3777 29,317 52,3556 0,5943
3 17,3486 43,0801 29,8319 52,4007 0,6057
4 17,4502 42,7703 30,0084 52,2475 0,6118
S 17,7874 42,6067 30,5903 52,4509 0,6227
6 19,1292 43,8157 32,8925 54,788 0,644

Tablica 5. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 1bL

Vrijeme

¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 17,6514 48,3721 30,3633 57,112 0,5605
1 16,814 46,9428 28,9268 55,1397 0,5523
2 19,0115 49,5742 32,7024 59,389 0,5831
3 14,8584 43,6814 25,5571 50,6086 0,5294
4 15,2219 43,6141 26,1743 50,8653 0,5405
5 16,3298 44,4951 28,0761 52,6126 0,5629
6 23,3249 52,2496 40,0845 65,8543 0,6544

Tablica 6. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 1b

Vrijeme

c¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 16,1293 45,295 27,6373 53,0608 0,5479
1 16,3099 42,8602 28,0426 51,219 0,5794
2 17,53 44,1006 30,1389 53,4155 0,5995
3 16,3676 42,0855 28,1299 50,621 0,5892
4 16,7853 42,3582 28,8607 51,2558 0,5981
5 16,6712 41,806 28,6891 50,7031 0,6014
6 18,9378 44,203 32,5451 54,8916 0,6347
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Tablica 7. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 2L

Vrijeme

¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 17,6514 48,3721 30,3633 57,112 0,5605
1 16,6941 46,8092 28,7103 54,9125 0,5502
2 17,8964 48,2274 30,783 57,2143 0,5681
3 17,0318 46,5519 29,3184 55,0149 0,562
4 16,2418 45,2034 27,9201 53,1308 0,5533
S 15,3861 43,6387 26,466 51,0371 0,5452
6 17,7061 45,8944 30,4509 55,0777 0,5858

Tablica 8. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 2

Vrijeme

¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 16,1293 45,295 27,6373 53,0608 0,5479
1 16,4365 43,0508 28,265 51,5003 0,581
2 17,9658 44 547 30,9058 54,2181 0,6065
3 17,5495 43,4561 30,1786 52,9073 0,607
4 25,0857 19,2258 4,8024 19,8166 0,2448
S 17,3894 42,7387 29,9197 52,1707 0,6108
6 18,1291 43,2979 31,1804 53,3566 0,6241

Tablica 9. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 3L

Vrijeme

c¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 17,6514 48,3721 30,3633 57,112 0,5605
1 10,3678 38,1752 17,8468 42,1408 0,4373
2 20,5635 51,6324 35,3612 62,5805 0,6005
3 7,9896 34,7052 13,7085 37,3145 0,3762
4 7,3779 33,7197 12,6776 36,0241 0,3596
S 4,6624 26,4634 7,9983 27,6457 0,2935
6 24,1252 55,261 41,4211 69,0615 0,6432
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Tablica 10. Kromatski parametri (L, a, b, C, h) uzorka 3

Vrijeme

¢uvanja L a b C h

(mjeseci)
0 16,1293 45,295 27,6373 53,0608 0,5479
1 12,0027 38,1495 20,6461 43,378 0,4961
2 12,1496 38,1206 20,8864 43,4674 0,5012
3 11,1154 36,7177 19,0903 41,3839 0,4795
4 9,0346 31,1109 14,1688 34,1854 0,4274
5 9,4735 34,696 16,2855 38,3279 0,4389
6 13,0019 38,9357 22,3485 44,8937 0,5211

Radi lakSeg uoCavanja promjene kromatskih parametara u ovim uzorcima, izraCunata je
ukupna razlika obojenosti uzoraka nakon 6 mjeseci €uvanja u odnosu na pocetni uzorak (0.

mjesec u tablicama 3-10). Rezultati su prikazani u tablicama 11i 12.

Za vrijednosti AE vrijedi sliedece: AE < 0,2 razlika boja se ne vidi ; AE = (0,2 — 1) razlika boja
se primjecuje ; AE = (1 — 3) razlika boja se vidi ; AE = (3 — 6) razlika boja se dobro vidi ; AE >
6 ocigledna odstupanja boja (Schlapfer, 1993).

Tablica 11. Ukupna razlika obojenosti (AE) likera od aronije s dodatkom limunske

kiseline, pri razli€itim uvjetima ¢uvanja, nakon 6 mjeseci

Uzorak AE
1aL 13,87
1bL 11,90
2L 2,48
3L 14,55
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Tablica 12. Ukupna razlika obojenosti (AE) likera od aronije bez dodatka limunske

kiseline, pri razli¢itim uvjetima ¢uvanja, nakon 6 mjeseci

Uzorak AE
1a 6,23
1b 5,76
2 4,53
3 8,84

Na temelju izraCunatih vrijednosti AE najmanja promjena obojenosti likera od aronije,
tijekom 6 mjeseci Cuvanja, ocituje se u likerima (s i bez dodatka limunske kiseline) ¢uvanima
na sobnoj temperaturi u tami (uzorci 2L i 2). U istrazivanju Sant'Anna i sur. (2013) odredeni su
parametri boje prema CIELab sustavu i koncentracija bioloski aktivnih spojeva u razli¢itim
namirnicama (crveno vino, sok od narance, ekstrakt borovnice i grozda itd.) te je pritom
statisti¢ki analizirana njihova korelacija. Navodi se da je povecanje ukupne razlike obojenosti
uzrokovano degradacijom pigmenata poput karotenoida i antocijana te da praéenje boje moze
posluziti za neizravno odredivanje koli¢ine tih pigmenata. Antocijani su polifenolni spojevi
prisutni u likeru od aronije te su najzasluzniji za boju plodova aronije (Veberic i sur., 2015).
Predstavljaju dominantne fenolne spojevi, po koli¢ini i po utjecaju na antioksidacijsku aktivnost
(Jakobek, 2007). Njihova molekulska struktura ima ionsku prirodu te je stoga pH parametar
koji utje€e na njihovu stabilnost. Kod niskog pH antocijani su u formi flavilium kationa koji je
crveno obojen (Enaru i sur., 2021). Njihova razgradnja dovodi do neenzimskog posmedivanja
te promjene boje samog likera. Na slici 14 prikazana je dobivena boja likera od aronije nakon
6 mjeseci Cuvanja pri razliitim uvjetima. Jasno je vidljivo tamnije obojenje odnosno
posmedenje uzoraka likera koji ne sadrze limunsku kiselinu (1a, 1b, 2, 3) u usporedbi s
uzorcima koji sadrze limunsku kiselinu (1aL, 1bL, 2L, 3L). U konacnici, intenzitet obojenosti
likera od aronije ovisi 0 koncentraciji antocijana na temelju Cega se moze zakljuciti da likeri
bez dodatka limunske kiseline sadrZze manju koncentraciju antocijana odnosno fenolnih
spojeva. Posljedicno se moze zakljuCiti da limunska kiselina spreCava njihovu degradaciju

odnosno ima pozitivan u€inak na stabilnost fenola u likeru i o€uvanje kvalitete samog likera.
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qaL 1a 1bL 1b

Slika 14. Prikaz boje uzoraka likera od aronije nakon 6 mjeseci Cuvanja pri razli€itim
uvjetima (vlastita fotografija)
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5. ZAKLJUCCI

1. Optimalni uvjeti Cuvanja likera od aronije, pri kojima se postiZze oCuvanje sadrZaja fenolnih
spojeva ekstrahiranih iz bobica aronije tijekom 6 mjeseci, su: sobna temperatura (20 °C),

potpuna tama, dodatak limunske kiseline.

2. U likeru ¢uvanom na sobnoj temperaturi, u tami, uz dodatak limunske kiseline u
koncentraciji 8 g L™, tijiekom ¢uvanja od 6 mjeseci, nije se promijenila koncentracija ukupnih

fenolnih spojeva.

3. Dodatak limunske kiseline, temperatura te izlozenost svjetlu su parametri koji utjeCu na

stabilnost fenolnih spojeva tijekom Cuvanja.

4. Parametar boja boce (svijetla i jantarna) nema znacajan utjecaj na stabilnost fenola tijekom

cuvanja.

5. Kromatski parametri uzoraka odnosno izraCunate ukupne razlike obojenosti potvrdili su
optimalne uvjete Cuvanja koji su prethodno predstavljeni kao optimalni na temelju odredivanja

ukupnih fenolnih spojeva.

6. Dobiveni rezultati i izvedeni zaklju€ci potvrduju hipotezu istrazivanja da su fenolni spojevi,
koji se tijekom maceracije ekstrahiraju u vodeno-alkoholnu bazu, razli¢ito stabilni pri razli€itim
uvjetima Cuvanja. Primjenom, u ovom radu utvrdenih, optimalnih uvjeta ¢uvanja moguce je
zadrzati pocetno prisutnu koncentraciju fenolnih spojeva odnosno oc¢uvati kvalitetu likera od

aronije najmanje 6 mjeseci.
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