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1. Uvod

Aronija (lat. Aronia melanocarpa; eng. Chokeberry) pripada skupini bobicastog voéa.
Njezina domovina je istocna obala Sjeverne Amerike, dok je u Europi kao voc¢na vrsta
najrasirenija u zemljama bivSeg Sovjetskog Saveza i Poljskoj. Zadnje desetljeée
obiljeZzeno je povecanim interesom za sok aronije zbog visokog sadrzaja antocijana i
flavonoida, koji je pet do deset puta veci nego kod drugih vrsta voéa kao Sto su
brusnica, acai, borovnica, crni ribiz i dr. Plodove aronije preradujemo u sokove,
pekmeze i kompote. Moguée ih je koristiti i kao svjeze, ali i suSene, mljevene u &aj ili
prah. Naravno, mozemo ih i zamrznuti radi koristenja u hladnim zimskim danima kada
organizmu nedostaje imuniteta. Upotrebljavaju se za pripremu osvjezavajucih
napitaka, kao dodatak mlijeénim proizvodima - raznim namazima, jogurtima i
sirevima. Iz bobica aronije pripremaju se izuzetno ukusni likeri, kao i rakija i vino.
Izvrsna je kao dodatak cokoladi. Aronija je odlican izvor antioksidanasa i sprjecava
bolesti srca i krvnih Zila, regulira krvni tlak, jaca imunitet, povoljno djeluje na probavni
sustav, pospjesuje izluCivanje teskih metala iz organizma. Nanofiltracija je tehnologija
koja je u usponu proteklih nekoliko godina. To je tlaéni membranski postupak koji se
najviSe upotrebljava za Cis¢enje vode u sustavima grijanja vode, ali se koristi i u
proizvodnji hrane i pic¢a, obradi vode i aplikacijama u visokokapacitetnim rashladnim
tornjevima. Veli¢ina pora membrana za nanofiltraciju (NF) je od 1 nm do 10 nm (1 -
150 um), po tome je ovaj proces dobio naziv nanofiltracija. Membrane za
nanofiltraciju su u nacelu identiéne membranama za reverznu osmozu jer se
proizvode od istih polimera i na isti nacin (uglavhom modul sa spiralnim namotajem)
samo Sto je njihova veli¢ina pora nesto veca. Membrane za nanofiltraciju, za razliku
od RO, propustaju manje anorganske i organske molekule (soli, organske kiseline i
drugo) pa permeat nije Cista voda kao kod RO. Potrebni tlak kod nanofiltracije je od
10 do 40 bara. Cilj provedenih pokusa je istraziti utjecaj nanofiltracije na zadrzavanje
tvari boje i arome soka aronije pri tlakovima od 50 i 55 bara, s i bez primjene
hladenja. Rezultati istraZivanja pokazali su da je protok permeata ovisan o
parametrima procesa. Najvi$a zabiljezena proto¢nost (19,43-9,61 L/m?h) bila je u
procesu pri 5,5 MPa bez hladenja. Najbolje zadrZavanje ukupnih fenola takoder je
zabiljezeno pri istim parametrima, dok su se aromatski spojevi najvise zadrzali pri

tlaku od 5,5 MPa sa hladenjem.
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2. Teorijski dio

2.1. Aronija

Crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa) je visegodi$nja listopadna vocna vrsta podrijetlom
iz Sjeverne Amerike, a pripada porodici ruza (Rosaceae). Postoji nekoliko istoznacnica za
crnoplodnu aroniju koje su u upotrebi, kao $to su npr. Aronia nigra, Aronia arbutifolia var.
nigra, Sorbus melanocarpa, Pyrus melanocarpa, Photinia melanocarpa i Mespilus arbutifolia

var. melanocarpa (The PLANTS Database, database version 5.1.1., 2000.).

Tijekom godina aronija se svrstava u razliCite rodove, uklju¢ujuéi Mespilus, Pyrus,
Adenorachis, Sorbus i Photinia prema razli¢itim taksonomskim podjelama (Robertson i sur.
1991.). Rehder (1949) i Hardin (1973) svrstavaju je u rod Aronia. 1991 Robertson i sur.
svrstavaju je u rod Photinia, navodedi da ne postoji razlika u morfologiji cvijeta i voc¢a izmedu
biljaka u rodovima Aronia i Photinia. Tako, prema Roberson i sur. (1991), crvenoplodna
aronija postaje Photinia pyrifolia, crnoplodna Photinia melanocarpa i ljubicastoplodna
Photinia floribunda. Botanicar Cornelius Kalkman (2004) izrazava sumnju da je morfologija
izmedu navedenih rodova ista, a novija molekularna istrazivanja to i potvrduju (Potter i sur.,
2007.; Cambell i sur., 2007.). Prema njima svrstava je u rod Aronia. U Tablici 1 dana je

znanstvena klasifikacija crnoplodne aronije (The PLANTS Database, 2000.).

Tablica 1 Znanstvena klasifikacija crnoplodne aronije (The PLANTS Database, 2000.)

Carstvo Plantae

Divizija Tracheophyta
Razred Magnoliopsida

Red Rosales

Porodica Rosaceae
Podporodica Amygdaloideae

Rod Aronia

Vrsta Aronia melanocarpa




2. Teorijski dio

Smatra se da postoje Cetiri vrste unutar roda Aronia:

. crvenoplodna aronija (Aronia arbutifolia),

U crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa),

J ljubicastoplodna aronija (Aronia prunifolia) koja je hibrid dvije prethodno
navedene i

J Aronia mitschurinii koja je nastala uzgojem (takoder je poznata i kao Sorbaronia
mitschurinii).

Divlja aronija se razlikuje od kultiviranih sorti koje se danas uzgajaju u komercijalne svrhe.
Komercijalno znacajni kultivari koji se uzgajaju u Europi i SAD-u su Nero, Rubina, Viking,
Hugin, Galicjanka, Hakkija, Ahonnen, Kurkumacki, Serina, Morton i McKenzie (Jeppson,
2000.). Novija istrazivanja ukazuju da su kultivari Nero, Viking i McKenzie, razvijeni u isto¢noj
Europi, hibridi crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa) i jarebike (Sorbus acuparia).
Takoder, vrlo je mala geneticka razliCitost izmedu pojedinih kultivara; Nero, Viking i
Galicjanka su gotovo identi¢ni kada se usporeduju preko genetickih markera (Smolik i sur.,

2011.).
2.1.1. Kemijski sastav aronije

Plod aronije ima niske udjele kalorija i masti, ali je bogat vitaminima, mineralima,
antioksidansima i prehrambenim vlaknima. Kemijski sastav uvelike ovisi o cijelom nizu
¢imbenika kao $to su kultivar, nacin gnojidbe, zrelost bobica, datum berbe, lokacija nasada i
dr. (Jeppsson i sur., 2000.; Skupien i sur., 2007.). Visok sadrzaj sorbitola i polifenola razlikuju

plodove i sok aronije od drugog bobicastog voca (Ara, 2002.).

Cijedenjem svjezeg ploda aronije moze se dobiti oko 75 — 80% soka, $to se moze i povedati za
6%, ako se plodovi prije cijedenja smrznu neko vrijeme na — 5 °C (Mili¢, 2012.). Takoder se
pokazalo dobrim, u smislu povecanja prinosa i ouvanja polifenolnih sastojaka, provodenje
maceracije uz toplinsku obradu (50 °C; 90 minuta) i dodatak enzimskih preparata (razlicite

pektinaze) prije preSanja (Borowska i sur., 2009.).
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2.1.2. Ljekovitost aronije

Aronija spada u voce s najbogatijim sadrzajem biljnih fenola, a taj visok udio, kao i sastav
pojedinih fenolnih sastojaka, zasluzan je za Siroki raspon potencijalnih medicinskih i
terapeutskih ucinaka. Koristi se za regulaciju krvnog tlaka i sprije¢avanje kardiovaskularnih
bolesti (Kulling i Rawel, 2008.; Skoczynska i sur., 2007.), odrzavanje elasti¢nosti krvnih Zila,
ima zastitni u¢inak na jetru (Valcheva-Kuzmanova i sur. 2004.), osnazuje tijelo u borbi protiv
bakterija i virusa, odrZava zdravlje mokraénog sustava. Aronija regulira pravilan rad i
izlu€ivanje hormona Stitne Zlijezde, regulira rad pankreasa pa moze biti korisna u lijecenju
dijabetesa (Valcheva-Kuzmanova i sur., 2007.; Simeonov i sur., 2002.). Plod je bogat i

vitaminom P iz skupine B-B9, $to utjeCe na normalizaciju zgruSavanja krvi (Mili¢, 2012.).
2.2. VOCNI SOKOVI | KONCENTRATI

Vocni sokovi su polidisperzni sustavi koji se medusobno razlikuju po veli¢ini ¢estica voénog
tkiva i njihovoj topljivosti u vodi. Veéinom sadrze oko 11% topljive suhe tvari odredene

refraktometrijski (Levaj, 2013.).

Oni kao proizvodi podlijezu odredenoj zakonskoj regulativi i to “Pravilniku o voénim
sokovima i nektarima te njima srodnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju ” (NN
2009/02). Prema Pravilniku voéni sok je proizvod koji nije fermentirao, ali mozZe fermentirati,
a proizvodi se od jedne ili vise vrsta tehnoloski zrelog, svjezeg ili ohladenog voca. Boja,
aroma i okus voénog soka moraju biti karakteristi¢ni za voée od kojeg je sok proizveden.
Aroma, pulpa i ¢estice voénog tkiva koji su bili izdvojeni tijekom prerade mogu biti vraéeni
tom soku (Pravilnik o voénim sokovima i nektarima te njima srodnim proizvodima

namijenjenim za konzumaciju, NN 2009/02).

Prema veli¢ini i topljivosti Cestica voc¢ni sokovi se dijele na bistre, mutne i kasaste. Ovisno o
vrsti soka primjenjuje se i odgovarajuca tehnologija proizvodnje. Postupak izdvajanja soka iz
Cestica voénog tkiva, takoder, se razlikuje ovisno koji se sok proizvodi. U proizvodniji bistrog
soka, sok se iz voénog tkiva izdvaja presanjem. PreSanjem se pod velikim pritiskom kroz
porozni materijal (sintetski polimerni materijal ili gruba tkanina) finog poroziteta istiskuje sok
iz tkiva. Time u sok ne prelaze vece Cestice i krupne netopljive Cestice. To je vazno kako bi se
olaksao daljnji proces bistrenja u tijeku kojeg se iz soka uklone u potpunosti sve netopljive

Cestice. Zato se bistri sok ne proizvodi iz vo¢a koje sadrzi pigmente netopljive u vodi npr. iz
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breskve ili nekog drugog voca koje sadrzi karotenoidne pigmente netopljive u vodi, dok se

mutni i kasasti sok mogu proizvoditi iz svih vrsta voca (Lovri¢ i Pilizota, 1994.; Levaj, 2013.).

Koncentrirani voéni sok proizvodi se od voénog soka jedne ili viSe vrsta voéa izdvajanjem
odredene koli¢ine vode fizikalnim postupcima. Ako je proizvod namijenjen krajnjem
potrosacu, koli¢ina izdvojene vode treba iznositi najmanje 50% (Pravilnik o voénim sokovima
i nektarima te njima srodnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju, NN 2009/02).
poteskoda pri o€uvanju arome i poteSkoca pri koncentriranju sokova koji sadrze koloide i
netopljive tvari (Cestice mutnoce) (Lovri¢ i Pilizota, 1994.). Osim uparavanja primjenjuju se i
druge metode koncentriranja, poput reverzne osmoze (Couto i sur., 2011.; Ganorkar i

sur.,2012.; Gurak i sur., 2010.) i koncentriranja zamrzavanjem (Sanchez i sur., 2009.).

Voéni sok od koncentriranog voénog soka proizvodi se tako da se koncentriranom voénom
soku ponovno dodaje ona koli¢ina vode koja je izdvojena tijekom koncentriranja i obnavlja
aroma te, ako je to primjenjivo, pulpu i estice voénog tkiva izdvojene tijekom koncentriranja
tog ili vo¢nog soka iste vrste. Dodana voda mora imati odgovarajuée karakteristike, posebice
kemijska, mikrobioloska i senzorska svojstva kako bi se osigurala izvorna kakvoéa soka
(Pravilnik o voé¢nim sokovima i nektarima te njima srodnim proizvodima namijenjenim za

konzumaciju, NN 2009/02).

Zbog visokog udjela polifenola i znanstveno dokazane ljekovitosti (Kulling i Rawel, 2008.)
plodovi aronije se nakon berbe obié¢no presaju i dobiveni sok samo ide na pasterizaciju. Time
se dobije mati¢ni voéni sok koji mali proizvodadi prodaju na trziStu. Maticni voéni sok je
prema definiciji (Lovri¢ i Pilizota, 1994.) poluproizvod koji se nakon tijeStenja (presanja)
konzervira pasterizacijom tj. toplinskom obradom u cijevnim ili plocastim izmjenjivaima
topline na temperaturama oko 90 °C. Pasterizirani se sok nakon toplinske obrade mora
ohladiti, te skladistiti u asepti¢cnim uvjetima u odgovarajuéu ambalazu ili posebno
pripremljenim cisternama. AmbalaZza i cisterne moraju biti sterilne kako ne bi doslo do
degradativnih promjena u mati¢nim soku. Temperatura u skladistima mora biti oko 10 °Cili

niza (Lovri¢ i Pilizota, 1994.).
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2.3. MEMBRANSKI PROCESI

Membranski procesi su medu razli¢itim dostupnim separacijskim procesima jedna od
tehnologija koja se brzo razvija i ima sve veéu primjenu, posebno na podrucjima kemijskog

inZenjerstva, biotehnologije i prehrambenog inZenjerstva.

Membranski procesi temelje se na primjeni polupropusnih (semipermeabilnih) membrana,
odredene fizicke i kemijske strukture, koje imaju selektivnu sposobnost propustanja,
odnosno zadrzavanja pojedinih molekula i iona $to prikazuje Slika 1. Membranskim
procesima zajednicko je postojanje membrane kao tankog sloja koji razdvaja dvije tekuce
faze (fluida) i omogucava selektivni transport tvari kroz membranu djelovanjem pogonske
sile (najcesce tlaka). Medusobno se razlikuju po mehanizmima i principima same separacije,
a karakterizirani su pojavom da se ulazna otopina djelovanjem tlaka potiskuje kroz
membranu i razdvaja u dvije struje: permeat i retentat (koncentrat). Permeat zapravo Cini
skup svih prodifundiranih komponenata odnosno frakcija sastavljena od svih komponenata
faze koje su prosle kroz membranu. Prolaskom kroz membranu u permeatu se smanjuje
koncentracija otopljenih tvari. Retentat je skup svih komponenata neke frakcije koje nisu
prosle kroz membranu, tj. dio ulazne otopine koji zaostaje na membrani i kojemu se

povecava koncentracija tvari tijekom filtracije (Lovri¢, 2003.; Mulder, 1996.; Herceg, 2009.)
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Slika 1 Osnovni princip membranske filtracije (Schmeling i sur., 2010.)
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Prednosti membranskih tehnologija su:

J kontinuirano zadrzavanje,

U manje energetske potrebe ili trosSkovi,

J mogucnost kombiniranja s drugim separacijskim postupcima,
J zadrzavanje pod blagim uvjetima,

. lakoca prenosenja u vece mijerilo,

o varijabilnost membranskih proizvoda,

o podesivost sustava i

J minimalna potreba za aditivima (Dolar, 2009.).

Membranski postupci, kao i svi procesi, imaju i svoje mane. Kao nedostaci izdvajaju se:

U koncentracijska polarizacija,

. membransko blokiranje,

. relativno kratki Zivotni vijek membrana (ispod 10 godina),

. niska selektivnost ili nizak protok i

. faktor prenosenja u vec¢e mjerilo je viSe-manje linearan (Dolar, 2009.).

2.3.1. Podjela membranskih procesa

S obzirom na to koji je cilj separacije, membranski procesi se mogu podijeliti na procese koji

sluze za:
. ¢is¢enje: uklanjanje nepozZeljnih necistoca (npr. uklanjanje soli ili organskih tvari iz
vode),
. koncentriranje: npr. koncentriranje arome vo¢énih sokova,
J razdjeljivanje: smjesa treba biti razdvojena u dva ili vise Zeljenih komponenti (npr.
razdvajanje komponenti sirutke u tehnologiji mlijeka) i
J posredovanje pri reakciji: provodenje kemijske ili biokemijske reakcije s

kontinuiranim odvodenjem produkta kroz membranu, da bi se povecala brzina

reakcije (npr. membranski bioreaktor za obradu otpadnih voda) (Mulder, 1996.).
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Od membranskih separacijskih postupaka najveéu prakticnu primjenu imaju tlacni
membranski postupci: mikrofiltracija (MF), ultrafiltracija (UF), nanofiltracija (NF) i reverzna
osmoza (RO). Osnovna razlika izmedu ovih postupaka je vrsta upotrijebljenih membrana
(odnosno njihova veli¢ina pora) i tlak koji je potrebno primijeniti da bi doslo do uspjeSnog
razdvajanja komponenti u nekom sustavu. Za navedene membranske separacijske postupke
veli¢ina pora pada od mikrofiltracije do reverzne osmoze sto prikazuje Slika 2, a time raste

radni tlak buduci da je hidrodinamicki otpor sve veci.

Tlak  Velicina pora

Reverzna osmoza (RO) Bar membrana um

30-60 <0.001

Nanofiltracija (NF)

:> 2 20-40 0.001 - 0.005

Ultrafiltracija (UF)

@ Bakterie ::> . ’, I e } 0.005 -0.01
@ Proteini
?

@ Ugljikohidrati

¢ Mineralne tvari ;:
* Voda Mikrofitracija (MF)
o
I:> SN > <1 >001
L - . ’
il

Slika 2 Tla¢ni membranski procesi (Web 1)

Nanofiltracija

Nanofiltracija je membranski proces kod kojeg se na membrani zadrzavaju, pored vecih
molekula i manje molekule kao Sto su neke anorganske soli i manje organske molekule kao
Sto su Seceri (monosaharidi i disaharidi). Po svojim svojstvima NF je proces izmedu
ultrafiltracije i reverzne osmoze. Prednost NF u odnosu na RO je manja potroSnja energije u
procesu za 21% (Warczok i sur., 2004.). Princip separacije kod NF i RO je isti, a razlikuju se u

veli¢ini pora membrana i veli¢ini molekula koje se zadrZavaju na membrani. Veli¢ina pora
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membrana za NF krece se oko 1 nm (10 - 10 um). NF membrane imaju veée pore i veéu
propusnost od membrana za RO, pa je potrebno primijeniti manji procesni tlak. Potrebni tlak
kod NF je od 10 do 40 bara, a princip separacije je otapanje i difuzija. NF membrane za
razliku od RO propustaju manje anorganske i organske molekule (soli, organske kiseline i dr.)
pa permeat nije ¢ista voda kao kod RO. NF se najviSe primjenjuje u obradi povrsinskih voda i
bunarskih voda s visokim udjelom otopljenih minerala (CaCOs, Mg**, Na*, K*), pro¢ié¢avanije i
djelomi¢nu demineralizaciju vode (Schaep i sur., 1998.) i za koncentriranje otopina kiselina i

Secera (vocni sokovi, otopine Secera i drugo).

Vrste membrana

U tehnoloskom smislu membrane predstavljaju selektivnu barijeru koja zbog svojih svojstava
omogucuje razdvajanje pojedinih sastojaka bez ikakvih kemijskih promjena na njima.
Opcenito, membrane se mogu podijeliti na bioloske (stanicne membrane) i sinteticke
membrane. Sinteticke membrane se mogu podijeliti u nekoliko skupina s obzirom na
mehanizam separacije, kemijski sastav, fizicku strukturu i geometrijski oblik (Mulder, 1997.;
Osada i Nakagawa, 1992.).
S obzirom na strukturu membrane mogu biti:
e homogene (izgradene od jedne vrste materijala) i
e heterogene (od viSe vrsta materijala).
Prema fizickoj strukturi membrane se dijele na:
e simetri¢ne (homogene) — debljine oko 10 — 200 um (smanjenjem debljine povecava
se permeabilnost membrane), koje se prema strukturi dalje dijele na:
o porozne membrane — imaju dovoljno velike pore u odnosu na molekule
polimera pa se transport kroz membranu odvija kroz pore membrane bez
obzira na pogonsku silu i
o neporozne membrane — ne sadrze pore mikroskopskih dimenzija pa se
transport odvija izmedu lanaca makromolekula tvari membrane.
e asimetri¢ne — po poprecnom presjeku nemaju jednaku strukturu i istu permeabilnost.
Sastoje od tankog gustog sloja na povrsini membrane debljine od 0,1 do 0,5 um koji
se nalazi na znatno poroznijem nosacu. Porozni sloj (nosac) debljine je od 50 do 150

um. Tanki gusti sloj i porozni sloj (nosac) su izradeni od istog materijala (polimera).
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e kompozitne — asimetricne membrane, sastoje se od tankog gustog sloja na povrsini
membrane i poroznog sloja kao nosaca. Debljina slojeva je ista kao kod asimetricnih
membrana, ali su tanki gusti sloj i porozni sloj izradeni od razli¢itih materijala
(polimera).

Prema mehanizmu separacije membrane se dijele na:

e porozne — separacija se temelji na principu razlike u veli¢ini pora i molekula odnosno

Cestica (efekt sita). Primjenjuju se kod MF, UF i NF. Prema veliCini pora dijele se na:
o makroporozne — veli¢ina pora veéa od 50 nm,
o porozne — veli¢ina poraod 2 do 50 nmii
o mikroporozne — veli¢ina pora manja od 2 nm.

e neporozne — mehanizam separacije se temelji na razli¢itoj topljivosti i razli¢itoj brzini
difuzije kroz membranu. Membrane za RO su ovoga tipa membrana (Mulder, 1997.).

e membrane s ionskom izmjenom — specificni tip neporoznih membrana, imaju
fiksirane pozitivne ili negativne grupe. Postoje kationske i anionske membrane.
Kationske membrane imaju fiksirane negativne grupe. Anionske membrane imaju
fiksirane pozitivne grupe. Obi¢no se koriste za elektrodijalizu pri desalinizaciji morske
vode, obradi otpadnih voda iz industrije itd. (Davis, 1990.).

S obzirom na kemijski sastav membrane mogu biti:

e organske membrane — napravljene od organskih polimera i

e anorganske membrane —izradene od keramike, metala i stakla.
Prema geometrijskom obliku membrane se mogu podijeliti na:

e ravne (planarne) membrane — u obliku ravnih, tankih folija s potpornim poroznim
nosa¢em, mogu biti izvedene kao plo¢aste i spiralno namotane,

e cijevne membrane — u obliku cijevi promjera veceg od 3 mm, izraduju se kao
viSekanalne cijevi od polimernih materijala, keramike, metala i stakla,

e kapilarne membrane — u obliku kapilarnih cjevéica, promjera od nekoliko mm do
nekoliko pm i

e membrane u obliku supljih vilakana — u obliku poroznih niti, promjera kao i kapilarne

membrane (Mulder, 1997.; Pabby i sur., 2009.).
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Materijali za membrane

Vecina MF, UF, NF i RO membrana su sinteticki organski polimeri. Razli¢ita kemijska svojstva
membrana uzrokovana su razli¢itim vrstama materijala od kojega su iste nacinjene. U praksi
se Cesto koriste membrane nacinjene od organskih materijala i to od razlicitih polimera,
celuloze i njezinih derivata te aromatskih poliamida, a takve membrane karakteriziraju
hidrofilni karakter, izvrsna permselektivna svojstva, bolja termicka i kemijska svojstva i bolja
hidroliticka stabilnost od celuloznih estera, jaka osjetljivost na klor i oksidativnu degradaciju

(Mulder, 1996.).

Plocasti moduli za filtraciju

Plo¢asti moduli na Slici 3 su prvi dizajnirani moduli za membranske procese i imaju najduzu
primjenu u prehrambenoj industriji (Mulder, 1996.; Baker, 2004.). Njihova osnovna
karakteristika je da se membrane u vidu tankih listova nalaze izmedu sustava paralelnih

plo¢a manjih ili vec¢ih dimenzija razli¢itog geometrijskog oblika (krug ili kvadrat).

Ploce
RO membrane

L

Retentat Ulazna otopina

(koncentrat)

Slika 3 Plocasti modul (Web 2)
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Modul se sastoji od naizmjeni¢no postavljenih razdjelnih ploca, noseéih plo¢a i membrana
smjestenih na jednu vertikalnu ili horizontalnu centralnu osovinu. Membrane se nalaze s
obje strane noseée ploce Cija je povrsina isprepletena Zljebovima koji stvaraju kanale kroz
koje permeat protjeCe u unutrasnjost plo¢e. Promjer kanala je manji od 1 mm, te je
osigurano laminarno tecenje tijekom filtracije. Razdjelna ploca se nalazi izmedu dvije nosece
plo¢e, na njenoj povrsini su rebrasti izvodi i na periferiji otvori za tecenje retentata

(Moslavac, 2003.; Mulder, 1996.).

Ovi moduli ne mogu podnosti jako visoke tlakove i njihova ukupna aktivna povrsina (400 -
800 m*/m®) je znatno manja od kapilarnih ili spiralnih modula (Berk, 2013.). Mogu se koristiti

u procesima mikrofiltracije, ultrafiltracije, reverzne osmoze, dijalize i elektrodijalize.
2.3.2. Primjena u prehrambenoj industriji

Tekuc¢e namirnice, kao Sto su voéni sokovi, su vrlo znacajni zbog svoje visoke nutritivne
vrijednosti jer su prirodno obogaceni vitaminima i mineralima koji su vaZni za zdravlje
Covjeka. Sirovi vocni sok izoliran iz nekog prirodnog izvora ima mali udio suhe tvari i vrlo
visok udio vode. Voda, koja najveé¢im dijelom ulazi u sastav tekucih namirnica, doprinosi
razvoju mikroorganizama. Uklanjanjem vode smanjuje se mikrobioloska aktivnost (njihov
rast i razvoj) i povecava trajnost. Stoga je poZeljno provesti postupak koncentriranja tekucih
namirnica kako bi se povedala trajnost i stabilnost te reducirali troskovi skladiStenja i
transporta. Konzervirajuéi ucinak kod koncentriranja najéesée se zasniva na osmoanabiozi
(Herceg, 2009.). Tekuée namirnice su u vecini slucajeva osjetljive na povisene temperature,
pa koncentriranje klasi¢énim postupkom kao Sto je uparavanje dovodi do njihove degradacije.
Alternativni postupci, koncentriranje zamrzavanjem i membranski procesi ograniéeni su
maksimalno moguéom postignutom koncentracijom. Kod koncentriranja zamrzavanjem od
45 do 55 °Brix (Sanchez i sur., 2009.), a kod membranskih procesa od 28 do 35 °Brix
(Ganorkar i sur., 2012.; Jiao i sur., 2004.). Primjena membranskih procesa je takoder
limitirana zbog pojave polarizacije koncentracije, onecis¢enja membrana, te smiénog
ostecenja proteina (Phillip, 1984.; Petrotos i Lazarides, 2001.).

Tri glavna podrucéja primjene membranskih procesa u proizvodnji voénih sokova su:

e bistrenje (npr. proizvodnja voénih pjenusavih pi¢a — mikrofiltracija i ultrafiltracija),
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e koncentriranje (npr. koncentriranje postupkom RO u proizvodnji voénih koncentrata
do 42 °Brix i vise) i
e deacidifikacija (npr. smanjenje kiselosti sokova citrus vocéa — nanofiltracija i
elektrodijaliza).
Najveca prednost membranskih procesa za koncentriranje voénih sokova i proizvoda od
povréa je manja potroSnja energije u usporedbi s klasiénim postupcima. Ekonomska
prednost ovisi o energetski troskovima, troskovima zamjene membrana i samom trajanju

kampanje prerade.

2.4. POLIFENOLI

Polifenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog
podrijetla. U Sirem smislu nazivaju se polifenolima, a ukljuéju spojeve razli¢ite kemijske
strukture, od jednostavnih molekula, kao $to su fenolne kiseline (hidroksicimetne kiseline) pa
sve do visoko polimeriziranih tvari kao Sto su proantocijanidini (tanini). Polifenoli ¢ine jednu
od najbrojnijih i Siroko rasprostranjenih skupina spojeva u biljkama, kojoj pripada vise od
8000 razli¢itih spojeva (Harbone i sur., 2000.). Oni su produkti sekundarnog metabolizma u

biljkama i nisu esencijalni za ljudski organizam.
2.4.1. Podjela polifenola

lako se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s kemijskog stajaliSta osnovno
obiljezje svih polifenola je prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih prstenova i
mogu se podijeliti na flavonoide i neflavonoide (Del Rio i sur., 2013.). Takoder jedno od
njihovih karakteristicnih svojstava je i povezanost s drugim molekulama, najcesée sa
Secerima i proteinima. Slobodni oblici polifenolnih spojeva su uglavnom toksi¢ni, pa se oni u
biljnim tkivima najcesée javljaju u vezanom obliku (Reis Giada, 2013.). Najvazniji polifenolni
spojevi iz skupine flavonoida su flavonoli i antocijanini, a iz skupine neflavonoida fenolne

kiseline.

Flavonoidi

Flavonoidi (flavoni, flavonoli, katehini, antocijanini, izoflavoni i dr.) su prirodni polifenolni
spojevi svugdje prisutni u biljnom svijetu: voéu, povrcu, cvijecu, biljnim plodovima te ¢aju,

crvenom vinu i dr. Osnovu strukture flavonoida Cini 2-fenilbenzopironski prsten, a razlikuju
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se stupnjem nezasi¢enosti C prstena te po broju i polozaju funkcionalnih skupina
(hidroksilna, metoksi skupina, molekula Seéera). Do sada je izolirano i opisano oko 9000
flavonoida. Njihova uloga u biljkama joS$ nije razjasnjena, ali je poznato da je viSestruka: npr.
Stite biljke od bolesti, priviace kukce, reguliraju rast itd. Flavonoidima se pripisuju pozitivni
ucinci po zdravlje ¢ovjeka. Smatra se da se aktivnost flavonoida temelji na antioksidacijskom
djelovaniju i/ili inhibiciji enzima. Struktura flavonoida temelji se na flavan jezgri koja se sastoji
od tri fenolna prstena (A, B i C prsten). Benzenski prsten A kondenziran je s troclanim
alifatskim nizom koji zajedno s kisikom tvori Sesteroclani prsten C, a na poziciji 2 prstena C
nalazi se benzenski prsten B. U prirodi se flavonoidi nalaze uglavhom u obliku glikozida, tj.
povezani su s molekulama Seéera Sto pridonosi velikoj raznolikosti i velikom broju tih
spojeva. Glikozilacija se najée$c¢e dogada na poziciji C-3, ili rjede na poziciji C-7. Secer koji se
najées¢e nalazi vezan na molekulama flavonoida je glukoza, ali glikozilacija se dogada i s
arabinozom, galaktozom, glukoramnozom, ramnozom i ksilozom. Ovisno o stupnju
nezasi¢enosti i stupnju oksidacije prstena C, nastaju razli¢ite podgrupe flavonoida: flavonoli,
flavanoni, izoflavoni, flavanonoli, flavani, flavanoli, halkoni, dihidrohalkoni, flavan-3,4-dioli i

antocijanidini (Bodis, 2008.).

2.4.2. Antocijanini

Antocijani pripadaju flavonoidnoj grupi polifenola. Imaju C¢CsCg kostur tipi¢an za flavonoide.
Antocijani su glikozilirani polihidroksi i polimetoksi derivati 2-fenilbenzopirilium kationa
odnosno flavilium kationa. Glavni dio antocijana je njegov aglikon, flavilium kation, koji
sadrzi konjugirane dvostruke veze odgovorne za absorpciju svijetla pri valnim duljinama oko
500 nm, Sto omogudéava pigmentu da se ljudskom oku cini crvenim. Aglikoni se nazivaju
antocijanidini, a obi¢no su penta (3,5,7,3°,4°) ili heksa substituirani (3,5,7,3",4°,5°). Danas su
poznata 22 razli¢ita antocijanidina, ali samo njih 6 je znaéajno za hranu. Najznacajniji
antocijanidini su pelargonidin, cijanidin, peonidin, delfinidin, malvidin i petunidin. Ovi se
aglikoni medusobno razlikuju po broju hidroksilnih i metoksilnih grupa na B prstenu flavilium

kationa Sto je vidljivo na Slici 4 (Pichler, 2011.).

16



2. Teorijski dio

Slika 4 Flavilium kation (Web 3)

2.4.3. Antioksidacijska aktivnost polifenolnih spojeva

Polifenolnim spojevima se pripisuju mnoga terapijska djelovanja, npr. antibakterijsko,
antialergijsko, antimutageno, protuupalno i antikancerogeno djelovanje. U samim biljkama
polifenoli djeluju kao antimikrobni spojevi, kao fotoreceptori te kao agensi za zastitu od UV
zracenja. Zastitna uloga polifenola u bioloskim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti
sparivanja elektrona slobodnog radikala Sto se joS naziva i antiradikalna aktivnost. No osim
ove aktivnosti polifenoli pokazuju sposobnost kelatnog vezanja iona prijelaznih kovina,
aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza. To mnogostruko djelovanje
vjerojatno je odgovorno za ukupnu ucinkovitost tih spojeva, a zajedno se naziva
antioksidacijska aktivnost. MoZe se reci da su antioksidansi tvari koje Stite stanice od
oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala, tj. sprjecavaju oksidaciju oksidabilnih spojeva. To
su spojevi koji inhibiraju ili odgadaju oksidaciju supstrata kada su prisutni u koncentraciji
manjoj od supstrata. Oni neutraliziraju slobodne radikale dajuéi im svoj elektron ili inhibiraju
stvaranje slobodnih radikala. Antioksidansi imaju svojstva koja im dozvoljavaju da djeluju kao
reducirajuée sredstvo. Imaju sposobnost stabilizirati ili deaktivirati slobodne radikale tako sto
doniraju elektron, a sami ne postaju slobodni radikali jer su stabilni. Da bi se definirali kao

antioksidansi, polifenolni spojevi moraju ispunjavati dva uvjeta:
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- antioksidans (polifenol) mora biti prisutan u maloj koncentraciji u odnosu na tvar
podloZnu oksidaciji, ali usprkos maloj koncentraciji trebao bi bitno usporiti ili sprijeciti
reakciju oksidacije,

- iz polifenola nastali radikal mora biti stabilan da ne bi poticao lan¢anu reakciju

(Krivak, 2010.).

2.5. AROMA

Aroma je karakteristiéno svojstvo hrane. Ukupna aroma hrane je rezultat interakcije svih
spojeva od kojih je odredena hrana sastavljena. Aromaticni spojevi su spojevi razlicitog
kemijskog sastava: alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni, kiseline, laktoni, eteri¢na ulja, terpeni i

razliciti heterocikli¢ni spojevi (El Hadi i sur., 2013.).

2.5.1. Tvari arome voca

Aroma je takoder jedno od znacajnih karakteristika voca, a aromaticni hlapljivi spojevi imaju
glavnu ulogu u odredivanju percepcije i prihvatljivosti voéa od strane potrosaca. Upravo
stoga je i identifikacija najznacajnijih hlapljivih aromati¢nih spojeva koji su nosioci
karakteristicne arome pojedinog voca vrlo znacajna i daje uvid u tzv. ,senzorski identitet

voca“ (Cheong i sur., 2010.).

2.5.2. Aroma aronije

Plodovi aronije posjeduju tipi¢nu, no ne i vrlo ugodnu aromu. Unato¢ visokom sadrzaju
antioksidanasa zbog gorko-bademastog mirisa i oporog okusa plodovi aronije se rijetko
koriste u svjezem obliku i obi¢no se procesiraju u razli¢ite proizvode kao Sto su sokovi,
dZzemovi, vino i gazirana pi¢a (Kulling i Rawel, 2008.; Balcerek, 2010.). Amigdalin, cijanogeni
glikozid izoliran iz bobica aronije je odgovoran za gorko-bademast miris svjezih bobica.
Njegovom hidrolizom, uz pomoc¢ topline ili endogenih enzima prisutnih u bobicama, moze se
osloboditi cijanovodik koji je vrlo otrovan (Kulling i Rawel, 2008.). Aronija sadrzi manje
kolicine amigdalina, pronadeno je 20,1 mg/100g FW u bobicama i 5,7 mg/100g u soku (Ara,
2002.).
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2.6. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija koristi se za odvajanje, kvantitativnu analizu i izolaciju komponenata
smjese, za utvrdivanje Cistoce tvari te pomo¢ pri identifikaciji. U plinskoj kromatografiji
inertni plin nositelj (mobilna faza) eluira sastojke smjese iz kolone ispunjene stacionarnom
fazom. Za razliku od tekudinske kromatografije u plinskoj kromatografiji analit ne reagira s
mobilnom fazom, zbog toga njegova brzina kretanja kroz kolonu ne ovisi o kemijskoj
strukturi mobilne faze. Pri ulasku smjese komponenti u kolonu, ona se trenutno razdjeljuje
izmedu stacionarne i mobilne faze. Razdvajanje smjese hlapljivih sastojaka odvija se
naizmjeni¢no adsorpcijom i desorpcijom lakSe hlapljivih sastojaka pod djelovanjem plina

nositelja koji odnosi komponente kroz kolonu (Skoog i sur., 1999.).

Plinskom kromatografijom moze se postiéi kvalitativna i kvantitativna analiza smjese uz bolje
razlucivanje i u kraéem vremenu nego veéinom danas uvedenih analitickih postupaka (Skoog

i sur., 1999.; Luterotti, 2014.).

Poznate su tri kromatografske tehnike odjeljivanja: frontalna, istiskivanje i eluiranje
(ispiranje), koje se mogu primijeniti kod oba nacdina odvajanja komponenata smjese.
Eluiranje je glavna tehnika plinske kromatografije zato Sto se kolona kontinuirano regenerira
s inertnim plinom nositeljem. Odredena koli¢ina ispitivane smjese uvodi se strujom inertnog
plina u kromatografsku kolonu. Prolaskom kroz kolonu, smjesa se razdjeljuje izmedu
stacionarne faze i struje plina nositelja (pokretna faza). Plin nositelj ispire iz kolone pojedine
frakcije, sastojci su na taj nacin pomijeSani samo s plinom nositeljem te je stoga olakSano

kvalitativno i kvantitativno odredivanje komponenata (Pichler, 2011.).

Plinsko kromatografski sustavi razlikuju se po tipu plina nosaca, sustavu injektiranja,
kolonama i detektorima. Na Slici 5 dan je shematski prikaz plinskog kromatografa s masenim

detektorom (GCMS).
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Injektiranje uzorka
/

~

/ lonski Maseni Pojacivac

Ulaz plina izvor detektor elektrona
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Slika 5 Shematski prikaz plinskog kromatografa s masenim detektorom (Yusof i sur., 2015.)

Plin nositelj

Kao plin nositelj koriste se kemijski inertni plinovi. Najéesée su to vodik, dusik, helij i argon.
Plin mora biti inertan i ne smije reagirati s uzorkom ili punilom u koloni. Vrlo je vaino da plin
nositelj bude suh i procis¢en od necistoéa koje bi mogle dovesti do loSeg funkcioniranja
uredaja, povedati razinu smetnji i kontaminaciju detektora, stoga se cesto posebno

instaliraju uredaji za prociS¢avanje plina (Higson, 2004; Pichler, 2011.).

Detektori

Sastojci smjese, koji su odjeljeni na kromatografskoj koloni i izneseni plinom nositeljem,
moraju se na neki nacin registrirati odnosno detektirati. Uredaj za detekciju mora pokazati
brz odziv na male promjene koncentracije sastojaka tijekom njihove eluacije iz kolone. Neki

od najvaznijih vrsta detektora u plinskoj kromatografiji su:

J plamenoionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID) — jedan od

najéesce koristenih GC-detektora Ciji je najveéi nedostatak Cinjenica da razara

uzorak,
. maseni spektrometar (engl. Mass Spectrophotometer, MS),
J detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector, TCD),
. plamenofotometrijski detektor (engl. Flame Photometric Detector, FPD),
J fotoionizacijski detektor (engl. Photo-ionization Detector, PID),

20



2. Teorijski dio

o detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Decector, ECD) (Higson,

2004.).

2.6.1. Masena spektrometrija

Spektrometrija masa ili masena spektrometrija (engl. mass spectrometry — MS) je analiticka
metoda kojom se analiziraju molekule na osnovi razlike u omjeru njihove mase i naboja
(m/z). Molekule uzorka se najprije ioniziraju u ionizatoru, potom se ubrzavaju u elektricnom
polju i uvode u odabirac brzine koji se sastoji od elektriénog i magnetnog polja. Analiza iona
na osnovi masene razlike pruza informacije o tipu i rasporedu iona analiziranog uzorka, a za
pretragu je dovoljna vrlo mala koli¢ina uzorka, svega 10 - 12 g. Stoga se ova metoda koristi za
kvantifikaciju atoma ili molekula i za dobivanje kemijske i strukturne informacije o

analiziranim molekulama.

2.6.2. SPME analize

Metoda mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (eng. solid phase microextraction, SPME) je jedna od
novijih metoda izolacije i ekstrakcije koja je razvijena kako bi se uklonili nedostaci ekstrakcije

tekudina-tekucina i ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (Pawliszyn, 2009.).

Rutinski se upotrebljava zajedno s plinskom kromatografijom s masenim detektorom (GC-
MS) za analizu razli¢itih spojeva, posebno za ekstrakciju hlapljivih organskih spojeva iz
razli¢itih bioloskih i prehrambenih uzoraka (Vas i Vekey, 2004.). Primjenom SPME tehnike
kombinira se ekstrakcija i koncentriranje te je omoguéen i direktan prijelaz adsorbiranih
sastojaka u injektor plinskog kromatografa, a na taj nacin se sprjecava ulaz kisika i vlage u
kolonu plinskog kromatografa. Ovom tehnikom omoguéeno je i koncentriranje sastojaka
prisutnih u tragovima unutar sloja punila koje ima mali volumen, ali veliki koeficijent
raspodjele sastojaka izmedu punila i uzorka za velik broj organskih spojeva. Slika 6 prikazuje
SPME aparaturu koja se sastoji od kudéista unutar kojeg se nalazi igla. Adsorpcija sastojaka
odvija se unutar igle na polimernoj stacionarnoj fazi prevuéenoj preko silikatne niti duzine 1
cm. lIgla Stiti punilo tijekom uporabe i ¢uvanja, posebice prilikom prolaza kroz septum

injektora plinskog kromatografa (Pichler, 2011.).
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Slika 6 Shematski prikaz aparature za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Pawliszyn, 2009.)

Punila koja se najceS¢e upotrebljavaju su sa slojem polidimetilsiloksana (PDMS), sa slojem
poliakrilata (PA), kao i razli¢ite kombinacije PDMS/Carboxen, PDMS/DVB, Carbowax/
divinilbenzen i dr. Nepolarna punila s polidimetilsiloksanom (PDMS) vrlo su djelotvorna za
molekule male i srednje molekulske tezZine, neovisno jesu li polarne ili nepolarne te se stoga

najcescée upotrebljavaju (Vas i Vekey, 2004.).

Osjetljivost SPME tehnike znacajno se mijenja poveéanjem koncentracije soli. Sol moze
utjecati na Cetiri razli¢ita na¢ina na promatrane aromati¢ne sastojke: kod vecine sastojaka
adsorpcija se povecava s povecanjem koncentracije soli (etil-butanoat, benzaldehid, linalool,
neral), adsorpcija sastojaka se poveca na pocetku, a potom kod vece koncentracije soli
prestaje (etil-acetat, geranial), na poletku se adsorpcija poveéa, a onda se povecanjem
koncentracije soli smanjuje (etil-kapronat, kapronska kiselina). Adsorpcija se smanjuje

povecéanjem koncentracije soli (limonen) (Pichler, 2011.).
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3.1. ZADATAK

IstraZiti utjecaj koncentriranja nanofiltracijom na zadrZavanje tvari boje i arome u soku
aronije pri tlakovima od 45, 50 i 55 bara, s primjenom i bez primjene hladenja. Pokuse
provesti na uredaju za nanofiltraciju Lab Unit 20 s membranom Alfa Laval-NF. Pocetni

volumen je 4 L.

3.2. MATERUJAL | METODE

3.2.1. Priprema koncentriranog soka aronije

U provedenim istrazivanjima koristen je maticni sok aronije. Sok je pasteriziran na 85 °C kroz
10 minuta i do provedbe pokusa cuvan u staklenim bocama od 1 L u hladnjaku na
temperaturi +4 °C. Pocetna suha tvar soka bila je 13,0%. Nakon provedenog postupka
koncentriranja nanofiltracijom ispitivan je sadrzaj polifenola, antocijana, antioksidacijska

aktivnost te aromati¢ni spojevi u koncentriranom soku aronije.
Pribor

1. Za proces koncentriranja soka aronije nanofiltracijom upotrijebljene su kompozitne
membrane tipa Alfa Laval-NF. Kod NF membrana porozni sloj (nosac) je izraden od

poliestera. Karakteristike membrana navedene su u Tablici 2.

Tablica 2 Karakteristike NF membrana

Tip membrane Alfa Laval-NF
Proizvodac Alfa Laval Danska
Rnaci >0,98
R D
Maksimalni radni tlak bar 55

Dozvoljeni pH 3-10

- Upotrijebljeno je Sest kompozitnih membrana, slozenih u plocasti modul, ukupne

povriine 0,1736 m? (jedna membrana ima povréinu od 0,02893334 m?).
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2. Slika 7 prikazuje laboratorijski uredaj za nanofiltraciju ,Lab Unit M20“ danske tvrtke

Dow Danmark Separation Systems De Danske Sukkerfabrikker, Copenhagen, s

plo¢astim modulom i membrana tipa Alfa Laval-NF.

Slika 7 Prikaz uredaja ,,Lab Unit M20“ (Smiljani¢, 2013.)

Pokusi su provedeni sa sokom aronije pocetnog udjela suhe tvari 13,0%. Pocetna
temperatura soka u tanku kod svih pokusa je bila o. Koli¢ina uzorka u tanku iznosila je
4 L. Koncentriranje je provedeno pri tlakovima od 45, 50 i 55 bara, s primjenom i bez
primjene hladenja. Kod svih pokusa sok aronije koncentriran je do maksimalne
koncentracije koju je bilo moguce postici, a to je 26,9% suhe tvari. Svake 4 minute
biljezili smo volumen permeata, temperaturu uzorka u tanku (ukoliko se radilo o
postupku s primjenom hladenja biljezZili smo i temperaturu rashladnog sredstva) i
udio suhe tvari. U pokusu s hladenjem koriStena je pokretna rashladna jedinica koja
je priklju¢ena na izmjenjivac topline uredaja za membransku filtraciju. Kao rashladno

sredstvo koristili smo propilenglikol pomijesan sa vodom.
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3.2.2. Analiza tvari boje

Za odredivanje antocijana primijenjena je pH-diferencijalna metoda. pH-diferencijalna
metoda se zasniva na strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni
pH. Antocijani podlijezu reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se
manifestira promjenom spektra absorbancije. pH-diferencijalna metoda za odredivanje
antocijana omogucava brzo i to¢no mjerenje ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost
polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih tvari koje bi mogle smetati. Antocijani su
odredivani metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001) s malom modifikacijom (Giusti i
Wrolstad, 2001.). Otpipetirano je 0,2 mL ekstrakta uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 1
mL pufera pH 1, a u drugu 1 mL pufera pH 4,5. Nakon stajanja od 15 minuta,
spektrofotometrijski je mjerena absorbanca uzoraka pri valnim duljinama od 512 nm i 700

nm. SadrZaj antocijana je izra¢unat prema slijede¢oj formuli:

¢ (antocijana) (mg/kg) = (Ax M x FR x 1000) / € x |

gdje je: A - absorbancija uzorka, a izracunava se prema izrazu:

A = (As12- A700)PH 1 - (As1; - A7g0)pH 4,5

M - 449,2

FR - faktor razrjedenja

€ - molarna absorptivnost;

26 900 | - duljina kivete; 1 cm

(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijanina odnosno za cijanidin-3-glukozida).
Odredivanje degradacije antocijana

Degradacija antocijana odnosno smanjenje intenziteta crvene boje (Asy;) i povedanje

posmedivanja (Asz0) se izracunava prema formuli:
Gustoca boje kontrolnog uzorka (tretiranog vodom):

Gustoca boje = [(As20 — A7o0) + (As12 — Asgo)] X FR
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Boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran bisulfitom):

Boja nastala polimerizacijom = [(A420 — A700) + (As12 — A700)] X FR

FR — faktor razrjedenja

% boje nastale polimerizacijom = boja nastala polimerizacijom/gustoca boje x 100

Odredivanje sadrzaja polifenolnih spojeva

Koncentracija ukupnih fenola se odreduje Folin-Ciocalteu metodom. Metoda se temelji na
kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta
obojenja (apsorbance) pri valnoj duljini od 765 nm (Ough i Amerine, 1988.). Folin-Ciocalteu
reagens je smjesa fosfowolframove i fosfomolibden kiseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari
ove kiseline se reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid koji su plavo obojeni.
Otpipetirano je 0,2 mL uzorka soka odredenog razrijedenja, te dodano 1,8 mL destilirane
vode, 10 mL Folin-Ciocalteu reagensa (1:10; pripremljen tako da je otpipetirano 3,3 mL Folin-
Ciocalteu reagensa u odmjernu tikvicu od 100 mL i do oznake dopunjeno s destiliranom
vodom), te nakon stajanja 30 sekundi do 8 minuta dodano 8 mL 7,5% Na,COs; (ukupni
volumen mora biti 20 mL). Za slijepu probu otpipetira se 2 mL destilirane vode u epruvetu, te
doda 10 mL Folin-Ciocalteu reagensa i 8 mL 7,5% Na,COs;. Nakon stajanja u mracnom
prostoru 2-20 sati, pri ¢emu dolazi do razvijanja boje, mjeri se apsorbanca na
spektrofotometru pri valnoj dulji od 765 nm. SadrZaj polifenolnih spojeva je interpoliran

pomocu kalibracijske krivulje galne kiseline i izraZzen u g galne kiseline/L uzorka.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti

Antioksidativna aktivnost je odredivana primjenom 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
reagensa. Uklanjanje radikala je glavni mehanizam djelovanja antioksidansa u hrani.
Nekoliko metoda je razvijeno za odredivanje antioksidativne aktivnosti na osnovi uklanjanja
sintetskih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj temperaturi.
One koje su najcesce, koriste 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) i 2,2'-azinobis (3-
etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS) radikale. Kod DPPH testa, uklanjanje DPPH radikala
je praéeno smanjenjem absorbancije na 515 nm, do koje dolazi zbog smanjenja kolicine

antioksidansa (AH) ili reakcije s radikalima (R’).
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DPPH’ + AH > DPPH-H + A’
DPPH’ +R" - DPPH-R

Prva reakcija na Slici 8 s DPPH radikalima odvija se s nekom od fenolnih tvari, ali spora
sekundarna reakcija mozZe izazvati progresivho smanjenje absorbance te se ravnoteino

stanje ne moZe postici nekoliko sati.

( RH D
N s M
g o o
O=N . k O=N
oN R’ N @
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Slika 8 Prikaz reakcije DPPH radikala s flavonoidima (Brand-Williams i sur.,1995.)

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti primijenjena je metoda po Shimadu i sur. (1992) s
malim modifikacijama (Shimada i sur., 1992.). U kivetu je otpipetirano 0,2 mL uzorka, 2 mL
metanola i 1 mL otopine DPPH. Reakcijska smjesa je ostavljena stajati 15 minuta te je
absorbancija mjerena na spektrofotometru pri valnoj duljini od 517 nm. Za slijepu probu

umjesto uzorka dodan je metanol.

Antioksidativna aktivnost je izracunata prema slijede¢em izrazu:
aa (%) = (1-A1/Ap) x 100

gdje je:

Aq - absorbancija slijepe probe

A, - absorbancija uzorka.
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3.2.3. Analiza tvari arome

Priprema uzorka za analizu:

Prilikom pripreme uzorka koriStena je tehnika mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME) za koju
je neophodna SPME aparatura. Osnova SPME aparature je igla unutar koje se na polimernu
stacionarnu fazu adsorbiraju aromatiéni sastojci. U radu je za pripremu uzoraka koristeno

punilo od polidimetilsiloksana/divinilbenzena (polimerna stacionarna faza) debljine 65 um.
Postupak:

U bocicu od 10 mL doda se 5 mL uzorka razrijedenog koncentrata soka aronije (13,0%
ukupne suhe tvari). Doda se 1 g NaCl radi bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. U bocicu se
ubaci magnet te se hermeticki zatvori teflonskim ¢epom. Bocica se postavi u posudu s
vodom te se uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom mijesalicom, aromaticni sastojci
adsorbiraju na polimernu stacionarnu fazu (unutar igle). Prije samog ispustanja igle u
nadprostor uzorka, uzorak se 5 minuta mijesa na vodenoj kupelji (40 °C) radi zasi¢enja
nadprostora, sa svrhom $to bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. Adsorpcija se provodi na
temperaturi od 40 °C (vodena kupelj) u trajanju od 20 minuta. Po zavrSetku adsorpcije na
Slici 9 igla s adsorbiranim sastojcima odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te

slijedi njihova toplinska desorpcija.

Odredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih sastojaka sora aronije provedeno je
primjenom instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koristen plinski kromatograf

tvrtke Agilent 5890 B s masenim-selektivnim detektorom Agilent 5977A.

Drzac
GC injektor

SPME igla sa polimernom
stastacionarnom fazom

Uzorak

002 ] ([]1s3)

Ploc¢a za paru i toplinu

Plinska kromatografija

Slika 9 KoriStenje SPME holdera za uzorkovanje i analizu
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Uvjeti rada plinskog kromatografa

Parametri ekstrakcije:

Temperatura ekstrakcije: 40 °C,

Vrijeme ekstrakcije: 20 minuta,

Tip mikroekstrakcije igle: 65 um PDMS/DVB (Supelco).

GC — MS analiticki uvjeti:

Kolona: CP — WAX 52 CB; 60 m x 0,25 mm x 0,25 um (Agilent),
Pocetna temperatura: 40 °C (2 minute),

Temperaturni gradijent: 6 °C/minuta,

Plin nosac: helij (Cistoce 5,0) s protokom 1 mL/minuta pri 40 °C,
Konacna temperatura: 230 °C,

Temperatura injektora: 250 °C,

Temperatura detektora: 250 °C,

Desorpcija uzorka u injektor: 5 minuta.

U izradi kromatografske analize koristen je splitless mod.
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4. Rezultati

4.1. TABLICNI | GRAFICKI PRIKAZI ANALIZOM DOBIVENIH REZULTATA

Tablica 3 SadrZaj polifenolnih spojeva u pocetnom soku aronije, koncentriranom soku
aronije dobivenom procesom nanofiltracije pri tlaku 45, 50 i 55 bara, s primjenom i bez
primjene hladenja

Postupak koncentriranja nanofiltracijom

Pocetni sok
4,5 MPa 5,0 MPa 5,5 MPa
H BH H BH H BH
Retentat | 3,38¢0,03° | 3,63t0,03 | 3,59:0,03° | 3,680,03° | 3,59:0,04° | 3,77:0,02°
Polifenoli A
| valne kiseli 4,00,04
g/L galne kiseline Permeat | 0,08+0,01° | 0,08+0,003° | 0,05¢0,004° | 0,070,004 | 0,06+0,003 ¢ | 0,05+0,004 °
Antocijani a ¢ . c c d b
" 369,4740,9° | Retentat | 271,35+7,17 | 290,5621,3° | 315,83+2,9° | 318,95+2,1° | 307,08+1,4° | 330,32%4,1
mg,
Polimerna boja . | | be o b d
o 18,7+1,4 Retentat | 37,24+1,2 36,11+1,4 30,07+1,4 29,742,2 32,8+1,3 27,1%#1,9
(]
Antioksidacijska Retentat | 7,0£0,1° 7,1£0,2° 6,9£0,1° 7,0£0,1° 7,0£0,1° 7,1£0,2°
aktivnost (DPPH) | 8,2:0,01°
mmol Trolox/L
/ Permeat | 0,6¢0,1%° 0,6:0,1° 0,5¢0,1% 0,5¢0,1% 0,5¢0,1 % 0,4:0,1°
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4. Rezultati

Tablica 4 Hlapive komponente identificirane u pocetnom soku aronije te retentatima i

permeatima dobivenim koncentriranjem nanofiltracijom

Hlapive komponente Rt*[min]
alkoholi

izoamil alkohol (3-metil-1butanol) 13,54
3-heksenol 17,79
2-heksenol 18,25
2-etilheksanol 20,04
benzen metanol 27,95
benzen etanol 28,58
kiseline

heksanska kiselina 27,34
oktanska kiselina 30,94
nonanska kiselina 32,62
dekanska kiselina 34,23
dodekanska kiselina 37,97
esteri

n-heksil acetat 15,17
etiloktanoat 18,89
terpenoidi

dl limonen 13,34
1,8-cinol 13,73
p-cimen 15,27
linalol oksid 19,16
geraniol 27,12
karbonilni spojevi

2-heksenal 14,03
6-metil-5-hepten-2-on 16,78
nonanal 18,09
benzaldehid 21,22
vitispiran 21,28
B-damascenon 26,94

* vrijeme zadrZzavanja aromati¢nih sastojaka (retencijsko vrijeme)
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5.5 MPa BH

5.5 MPa H

5 MPa BH

5MPaH

4.5 MPa BH

4.5 MPa H

pocetni sok

2431,8
2988,82
2254,04
2223,93
1473,68
2315,81
3787,21
1000 2000 3000 4000

povrsina pika

Slika 10 Zadrzavanje alkohola u pocetnom soku aronije i koncentratima dobivenim
procesom nanofiltracije pri razli¢itim procesnim uvjetima

5.5 MPa BH
5.5MPaH
5 MPa BH

5MPaH

4.5 MPa BH
4.5MPaH

pocetni sok

457,64

536,16
483,47

785,16
605,14
538,45
2251,94
560 10‘00 15‘00 20‘00 25‘00

povrsina pika

Slika 11 ZadrZavanje kiselina u poc¢etnom soku aronije i koncentratima dobivenim procesom
nanofiltracije pri razli¢itim procesnim uvjetima
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5.5 MPa BH l 110,92
5.5MPaH l49,62
5 MPa BH I 95,02

5MPaH l 45,29

4.5 MPa BH 34,06
4.5 MPa H 7 JI_| 42,71
pocetni sok 7 J 440,3
0 160 260 360 460 560

povrsina pika

Slika 12 ZadrZzavanje estera u pocetnom soku aronije i koncentratima dobivenim procesom
nanofiltracije pri razli¢itim procesnim uvjetima

5.5 MPa BH | 1264,91

5.5 MPa H 7 2951,2

5 MPa BH 7 1389,7

5MPaH | 1476,12

4.5 MPa BH | 1110,88

4.5 MPa H 7 1369,17
pocetni sok | 6841,85

0 2060 4600 6600 8600
povrsina pika

Slika 13 Zadrzavanje karbonilnih spojeva u pocetnom soku aronije i koncentratima
dobivenim procesom nanofiltracije pri razli¢itim procesnim uvjetima
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4. Rezultati

5.5 MPa BH
5.5 MPaH
5 MPa BH

5MPaH

4.5 MPa BH
4.5 MPa H

pocetni sok

241,33
437,43
267,54
291,06
174,69

283,58
715,32
2(30 4(;0 6(30 860

povrsina pika

Slika 14 Zadrzavanje terpenoida u pocetnom soku aronije i koncentratima dobivenim
procesom nanofiltracije pri razliitim procesnim uvjetima
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5. Rasprava

Rezultati istraZivanja utjecaja koncentriranja nanofiltracijom na zadrzavanje tvari boje i

arome u soku aronije prikazani su u Tablicama 3 i 4 te na Slikama 10-14.
Tvari boje

U Tablici 3 prikazana je promjena koncentracije antocijana, polimerne boje, koncentracije
polifenola te antioksidativne aktivnosti u ovisnosti o primijenjenom postupku koncentriranja

nanofiltracijom (s hladenjem - H ili bez hladenja - BH te tlaku od 45, 50 i 55 bara).

Rezultati pokazuju znadajno smanjenje polifenola i antocijana u svim ispitivanim
koncentratima. Povecanje procesnog tlaka od 4,5 MPa do 5,5 MPa dovodi do veceg
zadrZzavanja polifenola i antocijana u koncentratima. Procesi koncentriranja bez primjene

hladenja pokazuju nesto bolje zadrZzavanje navedenih tvari boje.

Najbolji rezultati dobiveni su koncentriranjem pri tlaku 5,5 MPa bez hladenja. Koncentrat
dobiven tim procesom imao je 3,77 g/L polifenola, te 330,32 mg/L antocijana. To znadi da je
94,3% polifenola, te 89,4% antocijana zadrZzano u odnosu na pocetni sok. Iz rezultata se
moze vidjeti da promjena polimerne boje slijedi trend promjene koncentracije antocijana.
Vedéa koncentracija antocijana daje veéu polimernu boju. Polimerna boja predstavlja udio
boje polimeriziranog materijala koji nije nastao raspadom antocijana (Poiana i sur., 2005.). S
obzirom na njihovu veliku reaktivnost, antocijani se lako prevode u bezbojne i nepozeljne
smede obojene spojeve. Tempertura, pH, svjetlo, kisik, enzimi, askorbinska kiselina i vodikov
peroksid imaju znacajan utjecaj na stabilnost antocijana (Moldovan i sur., 2012.). Iz Tablice 1
takoder je vidljivo da nema statisti¢ki znacajne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti medu
ispitivanim koncentratima. Antioksidacijska aktivnost nesto je niza (6,9 — 7,1 mmol/L) u

odnosu na pocetni sok aronije (8,2 mmol/L).

Mala koli¢ina polifenola (0,05 — 0,08 g/L) nadena je i u permeatu. Takoder je zabiljeZzeno
malo antioksidacijsko djelovanje u svim permeatima. Koncentraciju antocijana nije bilo
moguce odrediti uz pomoé¢ pH diferencijalne metode. Najvece zadrzavanje polifenola
zamijeceno je pri tlaku od 4,5 MPa bez hladenja. 1z rezultata mozZe se zakljuéiti da je pri
veéim tlakovima, bez obzira na primjenu hladenja, degradacija polifenola izraZenija u odnosu
na nize primijenjene tlakove. Koncentriranje bez hladenja trajalo je znatno kra¢e u odnosu
na proces sa hladenjem, tako da je degradacija i propusnost pojedinih komponenata bila

manja. Takoder, vece zadrzavanje pojedinih komponenata mozZe se objasniti mehanizmom
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difuzije, gdje povecanjem tlaka dolazi do veée adsorpcije vode, zbog jace interakcije vode i
hidrofilnih membrana u odnosu na otopljene tvari povezane vodikovim vezama (Murthy i

sur., 2005.).
Tvari arome

SPME, metoda mikroekstrakcije na cvrstoj fazi, koriStena je za odredivanje hlapljivih
komponenata u pocetnom soku aronije te retentatima i permeatima dobivenim
koncentriranjem nanofiltracijom. Na aromatski profil, dobiven ovom tehnikom, veliki utjecaj
imalo je odabrano vlakno za ekstrakciju, matriks i brzina adsorpcije tvari arome na vlakno
(Sostaric i sur., 2000.). Nakon ekstrakcije, sadrzaj hlapljivih komponenata odreden je pomocu

GC-MS tehnike.

Kao Sto se moze vidjeti u Tablici 4, tijekom provedenog istrazivanja identificirana su 24
hlapiva sastojka u pocetnom soku aronije i koncentratu dobivenom nanofiltracijom.
Identificirani hlapivi spojevi podijeljeni su u pet skupina: alkoholi, kiseline, esteri, karbonilni

spojevi i terpenoidi. Vecina njih poznata je i karakteristi¢na za aroniju.

Najvedi dio svih aromati¢nih sastojaka prisutan je u pocetnom soku aronije, dok je u
koncentratima dobivenim postupkom nanofiltracije pri razli¢itim tlakovima i temperaturnom

rezimu doslo do vedih ili manjih gubitaka aromati¢nih sastojaka (Slike 10-14).

U poéetnom soku aronije i koncentratima dobivenim procesom nanofiltracije pri razli¢itim
procesnim parametrima zadrzano je 48,6% karbonilnih spojeva, 26,2% alkohola, 16,0%
kiselina, 6,5% terpenoida i 2,6% estera. Analizirani koncentrati sadrzavali su od 42,9-53,9%
alkohola, 28,2-32,7% karbonilnih spojeva, 7,7-17,8% kiselina, 5,1-6,3% terpenoida i 0,7-2,5%
estera. Procesi koncentriranja sa hladenjem zadrzali su viSe hlapivih spojeva od onih bez
hladenja pri istim tlakovima. Takoder, neSto bolje zadrZavanje dobiveno je pri veéim
tlakovima. Najveée zadrZzavanje alkohola, karbonilnih spojeva i terpenoida imao je
koncentrat dobiven primjenom tlaka od 5,5 MPa uz hladenje. Tim procesom zadrzano je
78,9% alkohola, 23,8% kiselina, 11,3% estera, 43,1% karbonilnih spojeva i 61,2% terpenoida
u odnosu na pocetni sok aronije. Na taj nacin zadrzano je 49,6% aromatskih spojeva u

koncentratu soka aronije.
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Alkoholi

Iz skupine alkohola u radu je ispitivano djelovanje na izoamil alkohol, 3-heksenol, 2-heksenol,
2-etilheksanol, benzen metanol te benzen etanol. Navedeni sastojci zadrzani su u svim
koncentratima soka aronije. Na Slici 10 prikazano je zadrzavanje alkohola u po¢etnom soku
aronije te u koncentratima dobivenim nanofiltracijom. Vrijednosti su se kretale u rasponu od
3787,21 (najvise alkohola) u pocetnom soku aronije pa do 1473,68 (najmanje alkohola) u

koncentratu dobivenom promjenom tlaka od 4,5 MPa- BH (izraZzeno u povrsinama pikova).
Kiseline

U Tablici 4 mozZe se vidjeti da su u koncentratima identificirane heksanska, oktanska,
nonanska, dekanska kiselina i dodekanska kiselina. Heksanska kiselina doprinosi nepozeljnoj
aromi voca (Ulrich, 1997.). Odredena je u vrlo maloj koli¢ini u pocetnom soku kao i u

dobivenim koncentratima.

Opcenito, sadrzaj kiselina u svim koncetratima znacajno je manji u odnosu na pocetni sok
aronije (Slika 11). Primjena visokog tlaka, kao i temperaturnog rezima, podjednako utjece na

smanjenje sadrzaja kiselina u odnosu na pocetni sok aronije (Slika 11).

U dobivenim koncentratima, najmanji utjecaj na smanjenje sadrzaja kiselina imala je
primjena tlaka od 50 bara uz hladenje. Primjena tlakova (4,5 MPa - H i BH, 5,0 MPa - BH, 5,5
MPa - H) imaju nesto vedi utjecaj na smanjenje sadrzaja kiselina, dok najveci utjecaj ima tlak

od 5,5 MPa - BH (Slika 11).
Esteri

Iz skupine estera u radu su zadrzani n-heksil acetat i etiloktanoat. Na Slici 12 prikazano je
zadrZavanje estera u po¢etnom soku aronije te u koncentratima dobivenim nanofiltracijom.
Vrijednosti su se kretale u rasponu od 440,3 (najvisSe estera) u po¢etnom soku aronije pa do
34,06 (najmanje estera) u koncentratu dobivenom promjenom tlaka od 4,5 MPa - BH

(izraZzeno u povrSinama pikova).
Karbonilni spojevi

Iz skupine karbonilnih spojeva u radu je ispitivano djelovanje na 2-heksenal, 6-metil-5-
hepten-2-on, nonanal, benzaldehid, vitispiran i B-damascenon. Navedeni sastojci zadrzani su

u svim koncentratima soka aronije. Na Slici 13 prikazano je zadrzavanje karbonilnih spojeva u
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pocetnom soku, te u dobivenim koncentratima. Vrijednosti su se kretale u rasponu od
6841,85 u pocetnom soku aronije pa do 1110,88 (najmanje zadrZavanje) u koncentratu pri
tlaku od 4,5 MPa - BH (izrazeno u povrSinama pikova). U literaturi se Cesto svjeza, zelena
mirisna vo¢na nota vezuje uz prisustvo karbonilnih sastojaka (Fischer i Hammerschmidt,
1992; Mallowicki i sur., 2008a). Toplinskom obradom ili smrzavanjem dolazi do smanjenja
udjela tih sastojaka pa su zamjetne razlike u aromi u odnosu na svjeze voce (Douillard i
Guichard, 1990; Schieberle, 1994.). Karbonilni sastojci su u priblizno istom sadrzaju zadrzani

u svim koncentratima, osim u koncentratu pri tlaku od 5,5 MPa - H (Slika 13).
Terpenoidi

Od terpenoida u radu je odredivano zadrzavanje dl limonena, 1,8-cinola, p-cimena, linalol

oksida i geraniola.

Na Slici 14 prikazani su rezultati sadrzaja odabranih terpenoida u pocetnom soku kao i u
dobivenim koncentratima. Iz rezultata na Slici 14 vidi se da koncentriranjem dolazi do

smanjenja sadrzaja terpenoida u odnosu na pocetni sok aronije.

Najvedi utjecaj na zadrZavanje sadrZaja terpenoida u koncentratu imao je tlak od 5,5 MPa -

H.
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6. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti slijedeci zakljucci:

e koncentriranje voénih sokova uparavanjem uzrokuje veliki gubitak prehrambene
vrijednosti i vrlo vrijednih i osjetljivih spojeva poput antocijana, pa su se membranski
procesi (reverzna osmoza i nanofiltracija) pokazali dobrim izborom kao postupak
predkoncentriranja

e u istraZivanju ispitivana je nanofiltracija soka aronije primjenom razli¢itih procesnih
tlakova i temperaturnih rezima

e odabrani procesni parametri znacajno su utjecali na zadrZavanje aromaticnih i
fenolnih spojeva

e protok permeata bio je najveéi pri tlaku od 5,5 MPa bez hladenja retentata, uz
napomenu da je proces bio znatno kradi od ostalih

e navedenim procesom dobiven je koncentrat sa najvecom zadrzanom koli¢inom
fenolnih spojeva

e gubitak arome dogodio se u svim koncentratima, ali je najmanji bio pri tlaku od 5,5
MPa uz hladenje

e nanofiltracia kao membranska filtracia moZe se uspjeSno primijeniti za
koncentriranje soka aronije do odredenog udjela suhe tvari i na taj nacin djelomiéno
zamijeniti konvencionalan proces uparavanja
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