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1. Uvod

Aronija je bobiCasto voée bogato fitonutrijentima i raznim esencijalnim mikronutrijentima
(Kulling i Rawel, 2008.). Dobar je izvor prirodnih antioksidanasa, mineralnih tvari, vitamina,
flavonoida, antocijana i fenolnih kiselina te je zasluzna za veliki broj potencijalnih medicinskih

i terapeutskih u€inaka (Kokotkiewicz i sur., 2010.; Oszmianski i Lachowicz, 2016.).

Aronija se moze konzumirati u svjezem obliku, ali zbog specificnog okusa i gorko-bademastog
mirisa najceSCe se procesira u razliCite proizvode i poluproizvode kao $to su sokovi,
koncentrati, sirupi, vino i Zelei (Balcerek, 2010.; Bermudez-Soto i Tomas-Barberan, 2004 .;
Kulling i Rawel, 2008.), te kombinira s drugim vo¢em kako bi se dobili proizvodi s veéim

udjelom antioksidanasa (Gonzalez-Molina i sur., 2008.).

Za kvalitetu proizvoda odgovorne su hlapljive i nehlapljive komponente koje su prisutne u
proizvodima, te medusobne interakcije svih sastojaka proizvoda. Boja i aroma su vrlo vazne
senzorske karakteristike proizvoda na bazi vo¢a kao $to su vocéni sokovi i koncentrati, te utjeCu
na percepciju kvalitete proizvoda od strane potroSaca. Naj¢eS¢e potrosaci prvo uocavaju boju
proizvoda te je stoga neophodno ocCuvati prirodno prisutne pigmente odgovorne za boju.
Kemijske, biokemijske, mikrobioloSke i fizikalne promjene koje se odvijaju tijekom rasta,
sazrijevanja, skladistenja i procesiranja voca utjeCu na stabilnost boje (Pathare i sur., 2013.).
Sadrzaj bioaktivnih sastojaka voéa i proizvoda na bazi voéa ovisi 0 uvjetima tijekom
procesiranja. Tijekom termiCke obrade dolazi do degradacije i polimerizacije tvari boje (Sui,
2017.).

Za mnoge prehrambene proizvode, posebno od voca, prisutnost hlapljivih spojeva arome je
jedno od glavnih obiljezja kvalitete. Plodovi aronije posjeduju tipicnu i vrlo specificnu aromu
koja se opisuje kao bademasta, vocna i kisela zbog visokog udjela aldehida, alkohola i
terpenoida (Butorova i sur., 2016.; Kraujalyte i sur., 2013.). Tijekom procesa konzerviranja,
mnogi aromaticni spojevi prisutni u svjezem vocu mogu se djelomi¢no izgubiti ili njihov omjer
promijeniti. Takoder, mozZe do¢i do formiranja sekundarnih spojeva arome zbog razli€itih
reakcija u kojima primarni spojevi arome voc¢a degradiraju (Miller i Silva, 2012.) tvoreci tako

proizvod znatno drugacijeg aromatskog profila.

Voéni sokovi su vrlo zna€ajni zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti jer su prirodno bogati
mikronutrijentima i fitonutrijentima. Svjezi voc¢ni sok izoliran iz nekog prirodnog izvora
uglavnom ima mali udio suhe tvari i vrlo visok udio vode. Voda, koja najve¢im dijelom ulazi u
sastav tekucih namirnica, doprinosi razvoju mikroorganizama (Smith, 2011.). Stoga je poZeljno
provesti postupak koncentriranja tekuéih namirnica kako bi se uklanjanjem vode povecala

trajnost i stabilnost proizvoda.

Koncentrat soka od voca je proizvod dobiven koncentriranjem vo¢nog soka jedne ili viSe vrsta

voca, koji na taj nacin zadrZzava odredena svojstva karakteristi¢na za voce, ali ima znatno vecu
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suhu tvar. U proizvodniji voénih sokova provodi se postupak koncentriranja uparavanjem soka
kako bi se smanjio volumen i stabilizirao konacni proizvod. Medutim, kod vecine vocnih
koncentrata dobivenih uparavanjem primijecen je veliki gubitak aromati¢nih spojeva koji su
izgubljeni ili promijenjeni zbog enzimske aktivnosti, termitkog utjecaja i isparavanja (Varming
i sur., 2004.).

Membranski procesi, reverzna osmoza (Ganorkar i sur., 2012.; Santana i sur., 2014.) i
nandfiltracija (Salehi, 2014.; Warczok i sur., 2004.) mogu se takoder upotrijebiti za
koncentriranje vo¢nih sokova. Reverzna osmoza je membranski proces pri ¢emu se uklanjaju
ioni (94 - 99 %) te tvari organskog porijekla (100 %). Veli¢ina pora membrana za reverznu
osmozu je manja od 1 nm. Proces reverzne osmoze se dogada prilikom prolaska vode kroz
polupropusnu (semipermeabilnu) membranu pri Eemu osmotski tlak uzrokuje zadrzavanje soli
na jednoj a prolaz permeata na drugu stranu. Nanofiltracija je membranski proces gdje se
primjenjuje jednaki princip separacije kao kod reverzne osmoze. Nanofiltracijske membrane
imaju vecée pore i ve€u propusnost od membrana za reverznu osmozu pa je potrebno primijeniti
maniji procesni tlak. To znaci da manji jednovalentni ioni prolaze lakSe kroz membranu, dok je
zadrzavanje dvovalentnih iona sli€éno kao kod membrana za reverznu osmozu. Veli€ina pora
membrana za nanofiltraciju je od 1 nm do 10 nm. Najznacajnija prednost ovih postupaka u
odnosu na koncentriranje uparavanjem je minimalna degradacija osjetljivih komponenata kao
Sto su polifenolne tvari i tvari arome, te smanjenje koli¢ine energije potrebne za uklanjanje
vode (Echavarria i sur., 2011.). S obzirom na potroSnju energije, reverzna osmoza je
najucinkovitiji postupak medu procesima uklanjanja vode iz namirnica. Zbog niskog osmotskog
tlaka najbolja je njegova primjena za otopine s malom koncentracijom otopljenih tvari. Buduci
da ucinak reverzne osmoze opada s povecanjem koncentracije otopljenih tvari, ona se moze
koristi kao predkoncentracijski korak prije procesa uparavanja vo¢nih sokova €ime se postize
znacajna usteda energije i bolje o€uvanje znacajnih osjetljivih nutrijenata (Chui i Muralidhara,
2010.).

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati mogucnosti primjene membranskih procesa (reverzne
osmoze i nanofiltracije) u koncentriranju vocnog soka od aronije i ispitati zadrZzavanje tvari boje
i arome u dobivenim koncentratima s obzirom na pocetni nekoncentrirani sok. Koristila se sorta
aronije Nero uzgojena na podrucju VirovitiCko-podravske Zupanije. Nakon berbe sok se
proizveo u tvornici za preradu voca i povréa i pasterizirao kako bi se koristio u daljnjem
istrazivanju. Na membranskom uredaju LabUnit M20 (De Danske Sukkerfabrikker, Nakskov,
Danska) provelo se koncentriranje membranskim procesima reverzne osmoze i nanofiltracije
pri razli€itim procesnim parametrima (tlak, temperatura), te ispitao njihov utjecaj na protok

permeata.



1. Uvod

Uzorcima koncentrata od aronije odredio se kemijski sastav, antioksidacijska aktivnost, te

ispitalo zadrZzavanje tvari boje i arome karakteristicne za aroniju.
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2.1. ARONIJA

Crnoplodna aronija (Aronia melanocarpa) je visegodisnja listopadna voéna vrsta podrijetlom iz
Sjeverne Amerike, a pripada porodici ruza (Rosaceae). Postoji nekoliko istoznacnica za
crnoplodnu aroniju koje su u upotrebi, kao 5to 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, ukljuCujuéi 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, navodeci da ne postoji razlika u morfologiji cvijeta i voca izmedu
biljaka u rodovima Aronia i Photinia. Tako, prema Roberson i sur. (1991.), crvenoplodna aronija
postaje Photinia pyrifolia, crnoplodna Photinia melanocarpa i ljubi¢astoplodna Photinia
floribunda. Botani¢ar 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 (biljke)
Divizija Tracheophyta (vaskularne biljke)
Razred Magnoliopsida
Red Rosales
Porodica Rosaceae (ruze)
Podporodica Amygdaloideae
Rod Aronia Medik.(aronija)
Vrsta Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott (crnoplodna aronija)

Smatra se da postoje Cetiri vrste unutar roda Aronia:

e crvenoplodna aronija (Aronia arbutifolia),

e crnoplodna (Aronia melanocarpa),

e ljubi¢astoplodna (Aronia prunifolia) koja je hibrid dvije prethodno navedene i

e 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 (Jeppsson,
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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. Podrijetlo aronije

Aronija (Slika 1) je dospjela u Europu iz isto¢nog dijela Sjeverne Amerike. Aroniju kao hranu i
lijek su prvi poceli upotrebljavati sjevernoamericki Indijanci. Kako plodovi aronije dugo
vremena ostaju na grmu i ne kvare se, Indijanci su se hranili njime, plodove su susili i mljeli, te
mijeSali sa zZivotinjskom maséu i osusenim mesom. Osim zrelih plodova, sjevernoamericki
Indijanci su kao lijek upotrebljavali i listove i koru aronije. Ljeti su susili listove i koru, pripremali
su Caj, koji su koristili kao sredstvo za zaustavljanje krvarenja iz rana. U Europi je aronija
privukla paznju zbog svoje ljepote, jer su njeni bijeli cvjetovi jedni od najljepSih cvjetova
grmolikih biljaka. Prvi put se u Europi spominje oko 1816. u Ukrajini, te je sve do pocetka

dvadesetog stolje¢a uzgajana isklju€ivo kao ukrasni grm (Hardin, 1973.).

Slika 1 Plodovi crnoplodne aronije (Aronia
melanocarpa)(https://healthyposts.wordpress.com/2013/03/09/aronia-berry-benefits/)

Prva uzgojna sorta stvorena je od strane ruskog biologa i pomologa lvana Vladimirovi¢a
Micurina poCetkom proslog stolje¢a, a uzgoj poceo Siriti tek nakon njegove smrti 1935. Micurin
je uzgojio vide hibrida aronije i jarebike. Prve uzgojne povrSine bile su posadene 1946. u
Altajskoj oblasti danasnje Rusije. Uzgoj u SAD, zemlji porijekla aronije, zapo&eo je oko 1997.
Uzgoj u Zapadnoj Europi zapocinje nekih 15, 20 godina prije nego u SAD, prije svega u
Danskoj, Finskoj i Svedskoj (Hardin, 1973.; Seidemann, 1993.).

Danas se na europskom kontinentu najvise uzgaja u Rusiji, Poljskoj, Ceskoj i Slovackoj. Prema
podatcima Savjetodavne sluzbe iz 2013. godine u Hrvatskoj se trenutno nalazi 20 ha povrsina
pod nasadima aronije uzgojene za komercijalne svrhe. Zbog svojih je izuzetnih ljekovitih

svojstava trenutno vrlo cijenjena i trazena (Lasi¢ JaSarovi¢ i sur., 2013.).
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U Hrvatskoj, moguce je uzgajati aroniju u svim zonama — od kontinentalnih podruc¢ja do
mediteranskih. No buduéi da je njezino prirodno stanidte Sjeverna Amerika, i to onaj dio
kontinenta na koji utjeCe atlantska klima, idealni uvjeti za uzgoj aronije podrazumijevaju nesto
vecu vlaznost tla odnosno zraka. Najbolje je kada tlo na kojem raste aronija prima 500 mm
oborina godisnje. Buduci da voli vlagu, vazno je izbjegavati suha pjeS¢ana tla. Poznato je da
se aronija ¢esto naziva sibirskom aronijom. U hladnom Sibiru ona opstaje zahvaljujuci svojoj
otpornosti na niske temperature. Proljetni mraz za nju ne predstavlja gotovo nikakvu opasnost,
pa hladno prolje¢e necCe upropastiti njezine bijele cvjetove. Aroniji bi mogle jedino naskoditi

temperature ispod -30 °C (Lasi¢ JaSarovi¢ i sur., 2013.).

U prirodi aronija je listopadni grm, visine 2 - 3 metra i 2,5 metra Sirine. Jedna od glavnih
prepoznatljivosti aronije su prelijepi bijeli cvjetovi. U klimatskim uvjetima kontinentalne
Hrvatske cvate krajem travnja. Listovi su ovalni, nazubljenog ruba, u vegetaciji su tamnozelene
boje, a u jesen dobivaju dekorativhu Zarko-crvenu boju. Tek nakon razvoja listova, krajem
travnja, pokazuju se prvi cvjetovi. Pojedinacéni cvjetovi bijele su boje, Siroki 12 mm i skupljeni
u grozdove. Grozdovi se najceS¢e sastoje od 10 do 15, a na vrhovima mladica i od 30 cvjetova.
Cvatnja traje oko 10 dana, pri ¢emu svaki cvijet pojedinacno cvjeta samo 5 dana. Aronija je
samooplodna biljka. Okrugli, ljubi¢astocrveni plodovi redovito se pojavljuju u velikom broju.
Promjer jednoga ploda iznosi 6 — 13,5 mm, a tezina 1,0 — 1,5 g. Plodovi dozrijevaju u kolovozu.
Meso ploda ima intenzivnu crvenu boju i slatku do kiselkastu, trpku aromu koja podsjec¢a na
borovnice. Aronija ima vrlo male zahtjeve u pogledu mjesta uzgoja i klime, tako da moze
uspijevati u vrlo razli¢itim klimatskim podrucjima. Buduéi da svi plodovi najceS¢e dozrijevaju u
isto vrijeme, potrebna je samo jedna berba (Scott i Skirvin, 2007.; Mili¢, 2012.; Brand 2010;

Andrzejewska i sur., 2015.).

2.1.2. Kemijski sastav

Plod aronije ima niski udio masti, ali je bogat vitaminima, Secerima, mineralima,
antioksidansima i prehrambenim vlaknima. Kemijski sastav uvelike ovisi o cijelom nizu
Cimbenika kao to su kultivar, nacin gnojidbe, zrelost bobica, datum berbe, lokacija nasada i
dr. (Jeppsson i Johansson, 2000.; Skupien i sur., 2007.). Visok sadrzZaj sorbitola i polifenola
razlikuju plodove i sok od aronije od drugog bobiCastog vo¢a (Ara, 2002.). Kemijski sastav

bobica i soka prikazan je u Tablici 2.
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Tablica 2 Kemijski sastav bobica aronije i svjeZe ispreSanog i pasteriziranog soka
(Kulling i Rawel, 2008.).

Relativna gustoc¢a
Suha tvar, %

pH

Glukoza

Fruktoza

Sorbitol

Vlakna

Masti

Proteini
Organske kiseline
Jabucna
Limunska
|Izolimunska
Sikiminska
Sukcininska
Vitamini

Vitamin C

Folna kiselina
Vitamin B1
Vitamin B2
Vitamin B6
Niacin
Pantotenska kiselina
Tokoferoli
Vitamin K
Minerali
Pepeo

Na

K

Ca

Mg

Fe

Zn
Fitokemikalije
Karotenoidi
B-karoten
Ukupni polifenoli
Amigdalin

SOK (g/L)
Svjeze ispresan®

1,081
19,5 °Brix
3,6
41
38
80

U tragovima®

NA
NA

9,0
500 mg/L
65 mg/L
80 mg/L

1,5

200 mg/L

NA
500 ug/L
600 ug/L
550 ug/L
3400 pg/L
2200 ug/L

NA

NA

4,6 —6,4¢
5 mg/L
2850 mg/L
150 mg/L
140 mg/L
4 mg/L
1,3 mg/L

NA

NA

NA
57,5 mg/kg ¢

Pasteriziran®

1,064
15,5
3,3
40
37
55,6
ND
NA
NA

11.1
247 mg/L
NA
NA
0,16

ND

35 pg/L
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

3,6-4,1¢
5,7 mg/L
1969 mg/L
185 mg/L
160 mg/L
0,4 mg/L
0,6 mg/L

70 ug/L
32 ug/L
6,3 - 6,95
NA

Bobice (razliciti kultivari)

15,6¢ - 28,8¢
3,3-3,7°
NA
NA
NA
56 glkg FWe
0,14 % FWe
0,7 % FWe

13,1 glkg FWe
2,1 glkg FWe
NA
NA
ND

137 mg/kg FW¢; 13 - 270
mg/kg FW¢
200 ug/kg FWf
180 pg/kg FWe
200 pg/kg FWe
280 pg/kg Fwe
3000 pg/kg FWe
2790 ug/kg Fwe
17,1 mg/kg FW¢
242 pg/kg Fwe

4400¢°- 5800°¢ mg/kg FW
26 mg/kg FWe
2180 mg/kg FWe¢
322 mg/kg FWe¢
162 mg/kg FWe
9,3 mg/kg FWe
1,47 mg/kg FW¢

48,6 mg/kg FW¢9
7,7°- 16,79 mg/kg FW
2010"-6902' mg/100 g FW
201 mg/kg FWi

*NA-nije analizirano; ND-nije detektirano; FW-koli¢ina izraZzena na masu svjezeg voca; a- Ara,2002.; b- Wiese i
sur., 2008.; c-Tanaka i Tanaka,2001.; d-Lehman, 1990.; e- Strigl i sur., 1995a.; f- Stralsjo i sur., 2003.; g-
Razungles i sur., 1989.; h- Wu i sur., 2004.; i- Benvenuti i sur.,2004.; j- Seidemann, 1993.

Cijedenjem svjeZeg ploda aronije moze se dobiti oko 75 — 80 % soka, Sto se mozZe i povecati

za 6 %, ako se plodovi prije cijedenja smrznu neko vrijeme na — 5 °C (Mili¢, 2012.). Takoder

se pokazalo dobrim, u smislu poveéanja prinosa i o€uvanja polifenolnih sastojaka, provodenje
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maceracije uz toplinsku obradu (50 °C; 90 min) i dodatak enzimskih preparata (razliCite

pektinaze) prije preSanja (Borowska i sur., 2009.).

Sok od aronije je tamno crvene boje, opora okusa i iznimno je cijenjen u prehrambenoj,
farmaceutskoj i preradivackoj industriji. Preradivacka industrija izuzetno cijeni sok od aronije
kao prirodno sredstvo za bojenje, buduéi da je tamnocrvena i crna boja vidljiva i nakon
stostrukog razrjedenja. S druge strane, sokom od aronije moze se popraviti ukus i boja drugih
voénih sokova. Osim Cistoga soka, proizvodi aronije u teku¢em stanju su josS i mijeSani sok,
nektar, koncentrat, sirup i osvjezavajuca pica. Takoder se koristi za dobivanje dzema, Zelea,

vina, likera, te je prisutan u mnogim preradevinama (Mili¢, 2012.).

Udio reducirajucih Secera u svjezim bobicama je oko 16-18 %. U svjeZe ispreSanom soku
najviSe ima sorbitola, glukoze i fruktoze. Sorbitola, koji se Cesto koristi kao zamjena za Secer
u dijetetskim proizvodima, je pronadeno oko 80 g/L. Od organskih kiselina najzastupljenije su
jabucna i limunska kiselina. Manja koli¢ina masti, 0,14 g/100 g FW, i proteina, 0,7 g/100 g FW,
je pronadena u bobicama. Najznacajnija aminokiselina u soku aronije je asparagin. Udio
mineralnih tvari u bobicama se krece oko 440 - 580 mg/100 g, a u soku 300 - 640 mg/100 mL.
U soku su pronadene relativno visoke koli¢ine kalija i cinka. Od vitamina najviSe ima B1, B2,
B6, C, pantotenske kiseline i niacina (Kulling i Rawel, 2008.). Amigdalin, cijanogeni glukozid,
izoliran iz bobica aronije odgovoran je za gorko-bademast miris svjezih bobica. U bobicama
ga ima oko 20,1 mg/100 g FW, a u soku oko 5,7 mg/100 g (Lehmann, 1990.).

2.1.3. Ljekovitost aronije

Aronija pripada u skupinu u voca s najbogatijim sadrzajem biljnih fenola (Jakobek i sur., 2007.),
a taj visok udio, kao i sastav pojedinih fenolnih sastojaka, zasluzan je za Siroki raspon
potencijalnih medicinskih i terapeutskih ug¢inaka (Jurikova i sur., 2017.; Cuiji¢ i sur., 2018.).
Antocijani i proantocijani iz aronije se ubrajaju u najjate antioksidanse protiv djelovanja
slobodnih radikala koji dovode do oStecenja i pojave brojnih degenerativnih promjena u tijelu
koje rezultiraju bolestima (Denev i sur., 2012.; Bermudez-Soto i sur., 2007.). Aronija se koristi
za regulaciju krvnog tlaka i sprje€avanje kardiovaskularnih bolesti (Kulling i Rawel, 2008.;
Skoczynska i sur., 2007.), odrzavanje elasti¢nosti krvnih Zila, ima zastitni uc€inak na jetru
(Valcheva-Kuzmanova i sur. 2004.), te protuupalno, gastroprotektivho i hepatoprotektivno
djelovanje (Jurikova i sur., 2017.). PoboljSanjem imunolosSkog sustava osnazuje tijelo u borbi
protiv bakterija i virusa (Appel i sur., 2015.; Liepina i sur., 2013.; Park i sur., 2013.), odrzava
zdravlje mokraénog sustava (Handeland i sur., 2014.). Aronija regulira pravilan rad i izlu€ivanje
hormona &titne Zlijezde, regulira rad pankreasa pa moZe biti korisna u lijeCenju dijabetesa
(Valcheva-Kuzmanova i sur., 2007.; Simeonov i sur., 2002.). Visoki udio polifenolnih sastojaka
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u plodovima aronije takoder moze povoljno utjecati na normalizaciju zgruSavanja krvi (Bijak i
sur., 2011.).

2.2. VOCNI SOKOVI | KONCENTRATI

Vocéni sokovi su polidisperzni sustavi koji se medusobno razlikuju po veli€ini Cestica voénog
tkiva i njihovoj topljivosti u vodi. Ve¢inom sadrze oko 11 % topljive suhe tvari odredene

refraktometrijski (Lovri¢ i Pilizota, 1994.).

Oni kao proizvodi podlijezu odredenoj zakonskoj regulativi i to “Pravilniku o voénim sokovima
i njima slicnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju” (NN 2013/48). Prema Pravilniku
voéni sok je proizvod koiji nije fermentirao, ali moze fermentirati, a proizvodi se od jedne ili vie
vrsta tehnoloski zrelog, svjezeg ili ohladenog voca. Boja, aroma i okus voénog soka moraju
biti karakteristiCni za vo¢e od kojeg je sok proizveden. Aroma, pulpa i Cestice voénog tkiva koji

su bili izdvojeni tijekom prerade mogu biti vraceni tom soku (Pravilnik, NN 2013/48).

Prema veli€ini i topljivosti Cestica voc¢ni sokovi se dijele na bistre, mutne i kasaste. Ovisno o
vrsti soka primjenjuje se i odgovarajuc¢a tehnologija proizvodnje. Postupak izdvajanja soka iz
Cestica vocnog tkiva, takoder, se razlikuje ovisno koji se sok proizvodi. U proizvodnji bistrog
soka, sok se iz vo¢nog 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 vecée 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
breskve ili nekog drugog voca koje sadrzZi karotenoidne pigmente netopljive u vodi, dok se

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

Koncentrirani vocni sok je proizvod dobiven koncentriranjem voénog soka jedne ili viSe vrsta
voca, koji na taj nacin zadrzava odredena svojstva karakteristi¢na za voce, ali ima znatno vecu
zbog poteskoca pri o€uvanju arome i poteSkoca pri koncentriranju sokova koji sadrze koloide
i netopljive tvari (Cestice mutnoce) (Lovri¢ i Pilizota, 1994.). U proizvodnji vo¢nih sokova
postupak koncentriranja se naj¢eS¢e provodi uparavanjem soka u viSestepenom isparnom
procesu koji se sastoji od 4-6 isparnih stanica kako bi se smanjio volumen i stabilizirao konaéni
proizvod (Figuera i Ibarz, 2014.). Medutim, kod vecine voénih koncentrata dobivenih
uparavanjem primijecen je veliki gubitak aromati¢nih spojeva koji su izgubljeni ili promijenjeni
zbog enzimske aktivnosti, termiCkog utjecaja i isparavanja (Varming i sur., 2004.). Gubitak
arome moZze se jednim dijelom nadoknaditi dodatkom svjeZeg soka u koncentrat. Znacajnije

o€uvanje moze se posti¢i rekuperacijom arome iz vodene pare, rektifikacijom i apsorpcijom te
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vracanjem u koncentrat (Lovri¢, 2003.). Kako bi se uklonili nedostatci procesa uparavanja
primjenjuju se i druge metode koncentriranja, poput koncentriranja membranskim procesima
reverzne osmoze i nanofiltracije (Couto i sur., 2011.; Ganorkar i sur.,2012.; Gurak i sur., 2010.),

te koncentriranja zamrzavanjem (Sanchez i sur., 2009.).

Vocéni 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, pulpa i Cestice vo¢nog tkiva izdvojene tijekom koncentriranja
tog ili voénog soka iste vrste. Dodana voda mora imati odgovarajuce karakteristike, posebice
kemijska, mikrobioloSka i senzorska svojstva kako bi se osigurala izvorna kakvoca soka
(Pravilnik, NN 2013/48).

Zbog visokog udjela polifenola i znanstveno dokazane ljekovitosti (Kulling i Rawel, 2008.)
plodovi aronije se nakon berbe obi¢no preSaju i dobiveni sok samo ide na pasterizaciju. Time
se dobije mati¢ni voéni sok koji mali proizvodaci 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 plo€astim izmjenjivaima topline na
temperaturama oko 90 °C. Pasterizirani se sok nakon toplinske obrade mora ohladiti, te
skladistiti u asepti¢nim uvjetima u odgovarajucu ambalazu ili posebno pripremljenim
cisternama. AmbalaZa i cisterne moraju biti steriine kako ne bi doslo do degradativnih

promjena u mati¢énom soku.

2.3. MEMBRANSKI PROCESI

Membranski procesi su medu razli€itim dostupnim separacijskim procesima jedna od
tehnologija koja se brzo razvija i ima sve ve¢u primjenu, posebno na podrucjima kemijskog
inzenjerstva, biotehnologije i prehrambenog inZenjerstva. Pripravom i razvojem reverzno
osmotskih membrana asimetriCne strukture na bazi celuloznog acetata Loeb i Sourirajan 60-
ih godina 20. stoljeca postavljaju temelje tehnicke primjene membranskih separacijskih
postupaka (Loeb i Sourirajan, 1962.; Sun, 2005.). Daljnja intenzivna ulaganja u razvoj i sintezu
novih membranskih proizvoda rezultirala su boljim, prije svega permeabilnim i selektivnim
karakteristikama membrana, njihovom nizom i dostupnijom cijenom i primjenom u najSirem

mogucéem smislu (Dolar, 2009.).

Membranski procesi se temelje na primjeni polupropusnih (semipermeabilnih) membrana,
odredene fizicke i kemijske strukture, koje imaju selektivnu sposobnost propustanja, odnosno
zadrzavanja pojedinih molekula i iona (Slika 2). Membranskim procesima zajednicko je
postojanje membrane kao tankog sloja koji razdvaja dvije tekuée faze (fluida) i omogucava

selektivni transport tvari kroz membranu djelovanjem pogonske sile (najceS¢e tlaka).
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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 C&ini 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 povecéava koncentracija tvari tijekom filtracije
(Lovri¢, 2003.; Mulder, 1996.; Herceg, 2009.).

. o
3 ﬂqf'.: : J"@"”’ :ﬂf-' ”auo J;;}d; -
@ ,-.h;.f’n o ﬂ“ I 3 ~ ..;;ﬂ“._ <.1--1 1
Ulazna .= e Mnf:'au? gt "> Retentat
otopina . * =3 o s & a0 %0
@ Parmeat

Slika 2 Osnovni princip membranske filtracije (Schmeling i sur., 2010.).

Prednosti membranskih tehnologija su:

e kontinuirano zadrzavanje,

e manje energetske potrebe ili troskovi,

¢ mogucénost kombiniranja s drugim separacijskim postupcima,
e zadrzavanje pod blagim uvjetima,

e lakoc¢a prenosenja u vece mjerilo,

e varijabilnost membranskih proizvoda,

e podesivost sustava i

¢ minimalna potreba za aditivima (Dolar, 2009.).
Membranski postupci, kao i svi procesi, imaju i svoje mane. Kao nedostaci izdvajaju se:

e koncentracijska polarizacija,

e membransko blokiranje,

¢ relativno kratki Zivotni vijek membrana (ispod 10 godina),
e niska selektivnost ili nizak protok i

o faktor prenoSenja u vece mijerilo je viSe—manje linearan (Dolar, 2009.).
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2.3.1.Podjela membranskih procesa

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

sluze za:

o (Ci8Cenje: uklanjanje nepozeljnih necistoca (npr. uklanjanje soli ili organskih tvari iz
vode),

e koncentriranje: npr. koncentriranje arome voc¢nih sokova,

e razdjeljivanje: smjesa treba biti razdvojena u dva ili viSe Zzeljenih dijelova (npr.
razdvajanje komponenti sirutke u tehnologiji mlijeka) i

e 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.).

Osnovna klasifikacija membranskih postupaka (Tablica 3) moZe se postaviti prema sljiedeéim
karakteristikama:

e pokretacko; sili,
e mehanizmu zadrzavanja,
e membranskoj strukturi i

e fazama u kontaktu.

Tablica 3 Osnovna klasifikacija membranskih postupaka (Dolar, 2009.).

Membranski Pokretacka . < . Struktura
. Mehanizam zadrzavanja
postupak sila membrana
Mikrofiltracija Tlak (4p) Zadrzavanje Cestica po veli€ini ~ Makroporozna
Ultrafiltracija Tlak (4p) Zadrzavanje Cestica po veli€ini Mezoporozna
ZadrZavanje Cestica po veli€ini +
Nandfiltracija Tlak (4p) interakcije membrana — otopina  Mikroporozna
(otopljena tvar) + elekt.odbijanje
Reverzna ZadrZavanje Cestica po veli€ini +
Tlak (4p) ) . Guste
osmoza interakcije
Pervaporacija Aktivitet (tlak) Otapanje/difuzija Guste
Membranska Aktivitet _
L Ispravanje Makropore
destilacija (temperatura)
o Aktivitet o
Dijaliza . Difuzija Mezopore
(koncentracija)
Elektricni
Elektrodijaliza . lonska izmjena Izmjena iona
potencijal
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Od membranskih separacijskih postupaka najve¢u prakti¢nu primjenu imaju tlaéni 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 uspje$nog razdvajanja komponenti
u nekom sustavu. Za navedene membranske separacijske postupke veliina pora pada od
mikrofiltracije do reverzne osmoze, a time raste radni tlak buduci da je hidrodinamicki otpor

sve veci (Slika 3).

Tlak Veli¢ina pora

- \
Reverzna osmoza (RO) Bar membrana um

30-60 <0.001

Nanofiltracija (NF)
|:'> 2 20 40  0.001-0.005

Uttrafitracija (UF)

® Bakterie |:> ,” T :%’ 0.005 - 0.01
@ Proteini
f

o Ugljikohidrati
¢ Mineralne tvari ;:
* Voda Mikrofitracija (MF)
e
:> D < >001
209
It

Slika 3 Tla¢ni membranski procesi
(http://www.smartmembranesolutions.co.nz‘ membrane-classifications/).
Kod membranskih procesa razlikuju se dva osnovna postupka membranske filtracije (Slika 4)

ovisno o toku te€enja fluida u odnosu na membranu:

o ,dead-end“ ili staticka filtracija — u ovom postupku filtracije membrana ,pregraduje”
tok, a dobavna tekucina struji okomito na povrSinu membrane te prolazi cjelokupnim
volumenom kroz nju. Cestice mutnoc¢e veée od otvora pora zaostaju na membrani i
tijekom filtracije te izdvojene Cestice stvaraju kontinuirani sloj odnosno filterski kolag ili
talog na povrsini membrane Sto dovodi do zaCepljenja membrane i do povecéanja otpora
protoka permeata kroz membranu. Ukoliko se nastavi filtracija do¢i ¢e do povecanja
debljine sloja na povrsini membrane $to ¢e u konachnici rezultirati potpunom blokadom

membrane te prestankom filtracije (Moslavac, 2003.). Polarizacija koncentracije kod
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ovog postupka je velika. Kapacitet zadrzavanja Cestica kod ove filtracije je mali. Protok
permeata povecanjem polarizacije koncentracije i stvaranjem taloga na membrani se
znacajno smanjuje (Van der Horst i Hanemaaijer, 1990.; Grenier i sur., 2008.) i

»cross-flow“ ili dinamicka filtracija — u ovom postupku filtracije dobavna tekucina
struji uzduzno po povrSini membrane odnosno tangencijalno, a permeat struji
poprecno. To znadi da fluid velikom brzinom struji uzduzno s povrSinom membrane, a
u unakrsnom toku (engl. cross-flow) kroz membranu izlazi permeat. Cestice mutnocée
zaostaju u retentatu u tangencijalnom toku (Moslavac, 2003.). Brzina strujanja fluida
na membrani mora biti takva da se osiguraju turbulentni uvjeti strujanja (Re veci od
3000) kako bi se Cestice vece od otvora pora odrzavale u otopini, a one Cestice koje
bi se ipak izdvojile na povrsini membrane mogle uklanjati i vraéati u retentat. Da bi se
to postiglo brzina strujanja mora biti 4 — 8 m/s. Uzduznim strujanjem dobavne tekucine
ispire se povrSina membrane i na taj nacin se smanjuje polarizacija koncentracije i

sprjeCava taloZenje Cestica na membrani (Haarstrick i sur., 1991.; Pabby i sur., 2009.).

Ulazna
otopina

. .
o .
. " . ® . .
® o @ P Ulazna otopina. 1, ® .
* o 4 i i P [Retentat
L ® .
. °
o o e . “ . %o
° .
Ll L . .
.
4 i | . II.l I.Ill
.
.
! e ! ‘S .2
°
44 il sl
° ° . .

®
Permeat

a)

Permeat
b)

Slika 4 Prikaz dva osnovna postupka membranske filtracije ovisno o toku teCenja
fluida u odnosu na membranu a) ,dead-end” i b) ,cross-flow* (Tsibranska i Tylkowski,

2013.).

2.3.1.1 Reverzna osmoza

Reverzna osmoza (RO) koristi se za uklanjanje mikromolekularnih otopljenih tvari Cije su

molekule istog reda veliCine kao i molekule vode. Takve tvari su anorganski ioni i male

organske molekule koje zadrzane na membrani tijekom filtracije razvijaju znacajan osmotski

tlak. Zbog toga se koriste visoki radni tlakovi 30 - 120 bara $to omogucava da se nadvlada

osmotski tlak nastao zbog zadrzanih Cestica, te proces separacije uspjesSno provede. Veli€ina

pora membrana za reverznu osmozu je 0,1 — 1 nm (10 — 10 ym) (Lovri¢, 2003.).

Protok kroz membranu gotovo je obrnuto proporcionalan debljini membrane, te stoga

membrane za RO moraju imati asimetri¢nu strukturu s tankim gustim gornjim slojem (debljine
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< 1 um) na potpornom poroznom sloju (debljine ~ 50 - 150 ym). U upotrebi su najée3ce
asimetricne i kompozitne membrane. Kod asimetricnih membrana gornji i potporni sloj su
izgradeni od istog materijala, a kod kompozitnih od razli¢itog. Pore na membrani su veli€ine
manje od 2 nm, te omogucavaju da ioni koji imaju naboj imaju i ve¢u moguénost odbijanja od
membrane nego oni ioni koji nemaju naboj (npr. organske molekule). Razdvajaju se

komponente veli¢ine do 1 nm (Moslavac, 2003.).

Reverzna osmoza se u prehrambenoj industriji primjenjuje za koncentriranje sirutke i mlijeka
prije uparavanja, demineralizaciju sirutke (Cheryan, 2000.), u proizvodnji jogurta, za
koncentriranje voc¢nih sokova (jabuka (Aguiar i sur., 2012.), naran¢a (Jesus i sur., 2007.),
grozde (Gurak i sur., 2010.; Ferrarini i sur., 2001.), rajCica (Pepper i sur., 1985.), ananas (Couto
i sur., 2011.), pigmenta (antocijani, betaini), arome (Pozderovi¢ i Moslavac, 1999.) proizvodnji
piva sa smanjenim udjelom alkohola (Catarino i sur., 2007.), kave, €aja (Zhang i sur., 1991.),
koncentriranje mosta od grozda (Mietton-Peuchot i sur., 2002.), vina (Aguera i sur., 2010.),
koncentriranje rijetkog soka u Se¢eranstvu i umjetnih sladila (Madaeni i sur., 2004.), preradu
kukuruza i soje, soka Spinata i luka, desalinizaciju morske i boCate vode, obrada otpadne vode,
proCidcavanje biotehnoloskih proizvoda fermentacije, odvajanje alkohola iz vodenih otopina,
koncentriranje ekstrakta gljiva, ekstrakta i komponenti mirisa i okusa morske hrane,
glutaminske kiseline dobivene fermentacijom juhe od mesa kao i cijeli niz drugih moguénosti
uporabe (Cheryan, 2000.).

2.3.1.2 Nanofiltracija

Nanofiltracija (NF) je membranski proces u kojem se na membrani zadrzavaju, pored vecih
molekula, i manje molekule kao Sto su neke anorganske soli i manje organske molekule kao
Sto su 3eceri (monosaharidi i disaharidi). Po svojim svojstvima NF je proces izmedu
ultrafiltracije i reverzne osmoze. Prednost NF u odnosu na RO je manja potro$nja energije u
procesu za 21 % (Warczok i sur., 2004.). Princip separacije kod NF i RO je isti a razlikuju se
u veliCini pora membrana i veli€ini molekula koje se zadrzavaju na membrani. Veli€ina pora
membrana za NF kre¢e se oko 1 nm (102 - 102 ym). NF membrane imaju vece pore i vec¢u
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 Cista voda kao kod RO. Monovalentni ioni prolaze u permeat, a dvovalentni
zaostaju u retentatu (koncentratu), pri tome soli s dvovalentnim ionima kao $to su sulfati imaju
retenciju (zadrzavanje na membrani) izmedu 90 i 99 %, dok monovalentni kao Sto je NaCl
imaju retenciju izmedu 20 i 80 % (Wang i Zhou, 2013.).
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Membrane su uglavnom kompozitne, sastoje se od dva sloja. Gorniji i potporni sloj su izgradeni
od razliCitog polimernog materijala, a propustaju veéi postotak monovalentnih iona nego dvo-
i trovalentnih iona. Gornji sloj je debljine 1 um (veli¢ina pora 1 nm), a donji sloj 150 ym
(Moslavac, 2003.).

NF se najviSe primjenjuje u obradi povrSinskih voda i bunarskih voda s visokim udjelom
otopljenih minerala (CaCOs;, Mg?*, Na*, K*), procis¢avanje i djelomi¢nu demineralizaciju vode
(Schaepisur., 1998.) i za koncentriranje otopina kiselina i Se¢era (vo¢ni sokovi, otopine Secera
i drugo). Kod prociS¢avanja vode smanjuje se tvrdo¢a vode, uklanjaju se kloridi, uklanja se
obojenost vode organskim tvarima, smanjuje se sadrzaj organskog ugljika i organskih tvari.
Pored toga kroz membranu ne prolaze niti bakterije niti virusi pa se nanofiltracijom dobije
sterilni permeat. Nanofiltracija se koristi za dobivanje pitke vode bez mikroorganizama,

smanjene tvrdoc¢e i bez organskih zagadenja.

NF je proces koji ima potencijala za primjenu u prehrambenoj industriji. Neke od primjena NF
su: koncentriranje mosta (Versari i sur., 2003.), koncentriranje i demineralizacija mlijeka
(Pouliot, 2008.), rekuperacija arome u proizvodnji voénih sokova, obrada otpadne vode u
proizvodnji pi¢a (Warczok, 2004.). Kod koncentriranja otopina kiselina i Se¢era koristi se u
kombinaciji s RO ¢&ime se postize veéa koncentracija suhe tvari u retentatu (Basile i
Charcosset, 2016.). NF ima zna&ajnu primjenu i u konditorskoj industriji. Predkoncentriranjem
otopine Secera iz repe ili trske na NF membranama povecava se kapacitet isparivaca i
smanjuje gubitak Secera u melasi za 10 %. Retentat iz prvog NF stupnja ide na isparivace, a
NF permeat se moze upotrijebiti kao dio difuzijske vode za ekstrakciju SecCera u difuzeru. U
drugom NF stupnju se koncentrira viSak permeata do 20 °Brix, koji se dalje moze koristi za

razrjedenje melase (Heldman, 2007.).

2.3.2.Vrste membrana i materijali za membrane

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, 1996.;
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:

18



2. Teorijski dio

Prema

simetricne (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 sadrZze pore mikroskopskih dimenzija pa se
transport odvija izmedu lanaca makromolekula tvari membrane,
asimetricne — 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 50 do 150 um.
Tanki gusti sloj i porozni sloj (nosac) su izradeni od istog materijala (polimera) i
kompozitne — asimetricne membrane, sastoje se od tankog gustog sloja na povrsini
membrane i poroznog sloja kao nosaca. Debljina slojeva je ista kao kod asimetri¢nih

membrana, ali su tanki gusti sloj i porozni sloj izradeni od razli€itih materijala (polimera).
mehanizmu separacije membrane se dijele na:

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 veli€ini pora dijele se na:

o Makroporozne — veli€ina pora veca od 50 nm,

o Porozne — veliina pora od 2 do 50 nm i

o Mikroporozne — veli¢ina pora manja od 2 nm,
neporozne — mehanizam separacije se temelji na razli€itoj topljivosti i razliCitoj brzini
difuzije kroz membranu. Membrane za RO su ovoga tipa membrana (Mulder, 1996.) i
membrane s ionskom izmjenom — specificni tip neporoznih membrana, imaju fiksirane
pozitivne ili negativne grupe. Postoje kationske i anionske membrane. Kationske
membrane imaju fiksirane negativhe grupe. Anionske membrane imaju fiksirane
pozitivhe 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:

Prema

organske membrane — napravljene od organskih polimera i

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

ravne (planarne) membrane — u obliku ravnih, tankih folija s potpornim poroznim

nosacem, mogu biti izvedene kao plo€aste i spiralno namotane,
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e cijevne membrane — u obliku cijevi promjera veéeg od 3 mm, izraduju se kao
viSekanalne cijevi od polimernih materijala, keramike, metala i stakla,

e kapilarne membrane — u obliku kapilarnih cjev&ica, promjera od nekoliko mm do
nekoliko pm i

e membrane u obliku Supljih vlakana — u obliku poroznih niti, promjera kao i kapilarne
membrane (Mulder, 1996.; Pabby i sur., 2009.).

2.3.2.1 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 (Tablica
4). 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 termi¢ka i kemijska
svojstva i bolja hidroliticka stabilnost od celuloznih estera, jaka osjetljivost na klor i oksidativnu
degradaciju (Mulder, 1996.).

Tablica 4 Tip, struktura i primjena nekih sintetic¢kih organskih i anorganskih
membrana (Scott i Hughes, 1996.).

Tip membrane Struktura Primjena
Asimetricne Homogena ili mikroporozna, tanak slojna  UF, MF, RO, PV,
CA, PA, PS, PAN mikroporoznom nosacu GP
Kompozitne Homogeni sloj polimera na
. . RO, GP, PV
CA, PA, PS, PI mikroporoznom nosacu
Homogene S Homogeni sloj polimera GP

) Homogeni ili mikroporozni sloj
Membrane s ionskom

o kopolimera s pozitivno ili negativho ED
izmjenom DVB, PTFE

nabijenim ionskim grupama

Filtracija (smjesa

Staklo 10 - O ym promjer pora
molekula)
Filtracija
Mikroporozne, sinterirani
0,1 - 20 ym promjer pora (suspenzije,

polimer PTFE, PE, PP
filtracija zraka)

PTFE-politetrafluoretilen, CA-celulozni acetat, PA-poliamid, PE-polietilen, PS-polisulfon, PP-

polipropilen, S-silikonska guma, PAN-poliakrilnitril, Pl-poliimid, DVB-divinilbenzen, GP- plinska
permeacija, ED-elektrodijalitza, PV-pervaporacija.
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Celulozni acetat (CA) je materijal prve generacije membrana za RO. Uvodenjem CA Loeb i
Sourirajan (1960.) su znac¢ajno proSirili podrucje primijene membranskih procesa. Takoder,
znacajan polimerni materijal za izradu RO membrana je aromatski poliamid. U aromatskim
poliamidnim polimerima, aromatski prstenovi su povezani amidnom vezom (-CONH-).
Aromatski prsten vezan na —NH- skupinu je metasubstituiran, dok je prsten vezan na —CO-
smjesa meta i parasubstituenata, Sto daje vecu fleksibilnost polimernom materijalu (Kulbe i
sur., 2008.).

Membrane sastavljene od poliakrilonitrila (PAN) uglavnom se koriste za ultrafiltraciju i
hemodijalizu. Membrane sastavljene od polisulfon (PS) i polietersulfon (PES) polimera su
hidrofobne, sklone adsorpciji, karakterizirane dobrim kemijskim, mehani¢kim i termickim
svojstvima.

Takoder se pri izradi membrana Cesto Kkoriste sljedeéi polimeri: politetraflouretilen (PTFE),
polivinilidenfluorid (PVDF), polietilen (PE), izotaktiCkipolipropilen (PP), polikarbonat (PC) itd.
Postoje i tzv. anorganske membrane, koje su najéeS¢e nacinjene od keramike. Ove membrane
karakterizira visoka termi¢ka i kemijska otpornost te se stoga €esto primjenjuju za separaciju
organskih otapala koje nije moguce separirati polimernim membranama, buduéi da bi doslo do

otapanja polimernog materijala od kojeg je membrana napravljena (Mulder, 1996.).

2.3.3.Vrste modula

Dizajniranje membranskih sustava moze se znacajno razlikovati zbog velikog broja aplikacija
i konfiguracija modula. Modul predstavlja najmanju jedinicu koja sadrzi jednu membranu ili viSe
membrana i prijeko potrebnu prate¢u potpornu strukturu. Broj modula povezanih zajedno bilo
serijski bilo paralelno €ini stupanj nekog membranskog postrojenja, a takoder daje mogucnost
jednostavne promjene kapaciteta uredaja izmjenom nacina povezivanja modula ili mijenjanjem
njihovog broja. Time se omoguc¢ava izrada od laboratorijskih modula manjih kapaciteta sve do

industrijskih postrojenja znatno veceg kapaciteta.

Opcenito, moduli se sastoje od membrane i kuciSta u koje je ugradena membrana. Kuciste
ima dovod dobavne otopine, te odvod retentata i permeata (Moslavac, 2003.; Lovri¢, 2003).

Konstrukcijom modula nastoji se:

e posti¢i velika otpornost na radni tlak i koroziju,

e 5to bolje iskoristiti aktivna membranska povrsina,

e posti¢i da ta povrSina bude Sto ve¢a u relativno malom volumenu (visoka gustoéa
slaganja membrana),

e istovremeno posti¢i Sto vecu turbulenciju, dobre hidraulicke uvjete potrebne za
smanjenje koncentracijske polarizacije (koncentriranje otopljenih tvari na tlacnoj strani

membrane) i smanjenje stvaranja taloga,
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e omoguciti lako CiS¢enje membrana, moguénost kontrole ispravnosti i pravilnog rada
svake membrane te jednostavna i brza zamjena osteéene membrane i
e posti¢i da pad tlaka u modulu ne bude previsok (Krause i Thiemig, 2013.).

Oblik membrane odreduje konstrukciju modula za filtraciju u kojeg se ugraduju membrane.

Ovisno od konstrukcijskih rieSenja razlikuje se nekoliko tipova modula:
e plocasti moduli,
e cCijevni moduli,
e spiralni moduli,
e kapilarni moduli i

e moduli sa Supljim vlaknima.

2.3.3.1 Plocasti moduli

Ploc¢asti moduli (Slika 5) 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
manijih ili vec¢ih dimenzija razliitog geometrijskog oblika (krug ili kvadrat).

Ploce
. RO membrane

Retentat g

Ulazna otopina
(koncentrat)

Permeat -

Slika 5 Ploc¢asti modul (http://www.kobelco-
eco.co.jp/english/product/dt_module/genri.html).

Modul se sastoji od naizmjeni€no postavljenih razdjelnih plo¢a, nosecih plo¢a i membrana
smjestenih na jednu vertikalnu ili horizontalnu centralnu osovinu. Membrane se nalaze s obje

strane nosece ploCe Cija je povrSina isprepletena Zljebovima koji stvaraju kanale kroz koje
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permeat protjeCe u unutrasnjost plo¢e. Promjer kanala je manji od 1 mm, te je osigurano
laminarno te€enje tijekom filtracije. Razdjelna plo¢a se nalazi izmedu dvije nosece ploc¢e, na
njenoj povrsini su rebrasti izvodi i na periferiji otvori za teCenje retentata (Moslavac, 2003.;
Mulder, 1996.).

Ovi moduli ne mogu podnositi jako visoke tlakove i njihova ukupna aktivna povrsina (400 - 800
m?2/m?3) je znatno manja od kapilarnih ili spiralnih modula (Berk, 2013.). Mogu se koristiti u
procesima mikrofiltracije, ultrafiltracije, reverzne osmoze, dijalize i elektrodijalize (Johnson,
2013.).

2.3.3.2 Cijevni moduli

Cijevni modul (Slika 6) sastoji se od cijevnih membrana koje su ugradene u porozni nehrdajudi
materijal kao potporu. NajceSée se izraduju od keramike i plasti¢nih polimernih materijala.
Promjer cijevi unutar modula je 0,64 - 2,54 cm (Kucera, 2013.), a membrane su smjeStene na
vanjskoj ili unutarnjoj strani porozne nosece cijevi. Jedna ili viSe takvih cijevi mogu biti
smijestene u zajednitko kuéiste, a medusobna povezanost cijevi (serijski ili paralelno) utjece
na povecanje te€enja fluida, ostvarenje potrebne membranske povrsine za ucinkovitiju

filtraciju, bolje iskoridtenje prostora, te umanjuje cijenu proizvodnje (Moslavac, 2003.).

Permeat
Cijevne membrane
(u seriji) Retentat

o 0 o oo
o o n‘v o © o o o-o o ;
o © o-o ° o,o ° o«o ° ;\o }h\ {
: T
f Perforirane nosece \
Permeat sakupljen cijevi od nehrdaju¢eg Ulazna otopina
u kuéistu telika

Slika 6 Shematski prikaz cijevnog membranskog modula (Kucera, 2013.).

Keramicke cijevne membrane najCeS¢e imaju heksagonalni oblik i asimetriCnu strukturu.
Keramicke membrane su posebne konstrukcije, sastoje se od 19 cijevi (kanala) koje su
ugradene u porozni keramicki blok od a — Al.Os. Membrane predstavljaju tanki sloj kojim je
obloZena unutarnja povrsina cijevi odnosno kanala, sloj je izraden od aluminija (y — Al203),
titana, silicija ili cirkonija (ZrO.). Moduli se mogu spajati paralelno i serijski, broj modula u
uredaju ovisi o kapacitetu. Prednost keramicke membrane i modula je $to su otporne na visoku

temperaturu, mogu se sterilizirati parom, te su kemijski i mehanicki otporne. Kapacitet modula
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ovisi o povrSini membrane, gusto¢a pakiranja je mala (Sondhi i sur.,2003.). Imaju Siroku
primjenu u raznim industrijama, od biotehnologije i farmacije, industrije mlijeka i mlije€nih
proizvoda, industrije pi¢a i sokova, pa sve do kemijske i petrokemijske industrije. U
prehrambenoj industriji se najCeS¢e koriste za bistrenje voénih sokova (jabuka, naranca,
grozde itd.) i u Seéeranstvu u razli€itim fazama proizvodnje Seéera (Cassano i sur., 2003;
Sondhi i sur.,2003.).

2.3.3.3 Spiralni moduli

Razvijen je kasnih 1960-tih kao alternativa ploCastom i cijevnom modulu (Westmoreland,
1968.; Bray, 1968.). Spiralni modul sastoji se od ravnih membrana koje su spiralno smotane i
medusobno razdvojene poroznim nosacem za prikupljanje permeata tako da zajedno stvaraju

M

tzv. ,sendvic* strukturu (Slika 7). Na povrsSini membrane je zalijepljen mrezasti materijal koji
uzrokuje turbulentno tecenje fluida (Kucera, 2013.). Cijeli taj ,sendvi¢* je spiralno namotan na
centralnu perforiranu cijev za odvod permeata. Krajevi membrana i poroznog nosaca su

spojeni s tri strane, dok je Cetvrta spojena s perforiranom cijevi u srednjem dijelu modula.

Retentat
(koncentrat)
Permeat
Perforirana cijev za
sakupljanje permeata < '
\ Retentat

/ (koncentrat)

Ulazna
otopina

Membrane

Ulazna
otopina
Ulazna otopina i

razmaknica za retentat

Protok permeata prema
perforirangj cijevi

Nositelj permeata Pladti "bypass" razmaknica

Slika 7 Shematski prikaz spiralnog membranskog modula (Kucera, 2010.).

Na jednom kraju spiralnog namotaja dovodi se otopina za filtraciju, ona ulazi u kanale (debljine
1 mm) i ostvaruje se laminarno te€enje, te prolazi paralelno s uzduznom osi ,sendvica“.
Permeat prolazi kroz membrane, te€e spiralnim tokom i ulazi u centralnu perforiranu cijev za
odvodenje permeata, dok se retentat sakuplja na izlaznom kraju modula. Spiralnim namotajem
ravnih membrana postignuta je velika povrsina membrana u odnosu na mali volumen modula,

te je ostvaren dvostruki tok (spiralni i uzduZni). Neki od nedostataka su nemogucnost
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mehanitkog CiS¢enja, CeS¢e treba provoditi kemijsko CiS¢enje, a u slu€aju zaCepljenja
membrana mora se zamijeniti cijeli modul (Moslavac, 2003; Kucera, 2013.). Upotrebljavaju se
u svim tla¢nim membranskim procesima (od mikrofiltracije do reverzne osmoze). Od 1980-tih
polovica postrojenja s reverznom osmozom za desalinizaciju vode Kkoristi spiralne

membranske module, $to ¢ini kapacitet od oko 1,5 milijuna m3/dan’ (Kucera, 2013.).

2.3.3.4 Kapilarni moduli

Modul se sastoji od veceg broja kapilara koje se nalaze u prozirnom polisulfonskom
cilindricnom kuc¢istu. Kapilare su na krajevima povezane epoksi smolama ili silikonskom
gumom s kucistem (Mulder, 1996.). Membrane predstavljaju snop tankih cjevcica, kapilara
promjera 0,2 - 1,7 mm. Aktivna povrsina kod takvih membrana nalazi se s unutarnje ili vanjske
strane. Kod kapilarnih modula permeat se moze sakupljati izvan ili unutar kapilare. Kada se
dobavna tekucina provodi kroz kapilare, prolazi uzduzno preko povrsina membrana i na kraju
cijevnog kucista izlazi retentat. Permeat prolazi popre¢no kroz kapilarnu membranu i sakuplja
se u prostoru izmedu kapilara odakle se izvodi van iz modula. Jedan modul moze imati 45 do
3000 kapilarnih membrana, time se ostvaruje velika kontaktna povrs§ina membrana u odnosu
na mali volumen modula, a brzina fluida je 0,5 - 2,5 m/s s laminarnim protokom. Gustoéa
pakiranja kapilarnih modula je 600 - 1200 m?/m?3 (Mulder, 1996.). Pranje uredaja provodi se
stvaranjem kontra tlaka (s vanjske strane) Sto uspjeSno otklanja natalozene Cestice na

membrani.

2.3.3.5 Moduli sa Supljim viaknima (,,hollow fiber®)

Moduli sadrze membrane u obliku tankih Supljih vlakana (eng. hollow fiber) upakiranih u
snopove C€iji su krajevi povezani epoksi smolama, te usadeni u ploce koje razdvajaju prostore
pod visokim i niskim tlakom, a sve se nalazi u cilindricnom kuc¢idtu modula (Slika 8). Snopovi
obi¢no sadrze 50 - 3000 vlakana. Gustoca pakiranja kod ovih modula je vrlo visoka i moZze biti
do 30 000 m?/m3, a ovisi o promjeru membranskih vlakana i razmaku izmedu njih (Mulder,
1996.). Ovi moduli se koriste za sve vrste membranskih procesa, od mikrofiltracije do reverzne
osmoze (Scott, 1995.; Mat i sur., 2014.).

Promijer Supljih vlakana od 50 - 100 um Koristi se kod modula za prociSéavanje morske vode
s reverznom osmozom, dok se membrane promjera 0,5 - 2 mm koriste za ultrafiltracijske
procese. Suplja vlakna izraduju se od celuloznog acetata, aromatskih poliamida i drugih
polimernih materijala (Scott, 1995.). Medij koji se Zeli filtrirati uvodi se u perforiranu cijev,
smjestenu u sredini snopa membrana, tako da moZze teéi s vanjske ili unutarnje strane vlakana.
Najcesce se dovodi u prostor oko vlakana tako da permeat prolazi kroz stijenke vlakana i odlazi

u unutrasnjost, te izlazi kroz krajeve vlakana membrane, a retentat se sakuplja u omotacu i
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izlazi van na drugoj strani modula (Matsuura, 1994.). Prednost ovih modula je velika povrSina
membrana pri malom volumenu modula, zbog nizih fluksova mali je utjecaj polarizacije
koncentracije. Moduli se mogu distiti samo ispiranjem (Scott,1995.). Zbog laminarnog toka
fluida kroz vlakna dolazi lako do zaCepljenja modula pa se cijeli mora zamijeniti, teSko je
sprijeciti bakterijsku infekciju prostora ispred membrana. Koloidne tvari takoder jako skraéuju
trajnost membrana (Matsuura, 1994.).

Vanjsko kuciste
Gieunio Permeat

kuciste il B
J\ nﬁfﬂﬂﬂ ['_% [ l L1221

Ulazna — | = —:4\
otopina = = Snop viakana = Yy

.
-
o] 11|
pLE

O-prstenovi koji zatvaraju
cljevno kuciste

Slika 8 Shematski prikaz membranskog modula sa Supljim vlaknima (Mat i sur.,
2014.).

2.3.4.Koncentriranje voc¢nih sokova primjenom membranskih
procesa

Tekuce namirnice, kao Sto su vocni sokovi, su vrlo zna€ajni zbog svoje visoke nutritivhe
vrijednosti jer su prirodno obogaceni vitaminima i mineralima koji su vazni za zdravlje Covjeka.
Sirovi voéni sok izoliran iz nekog prirodnog izvora ima mali udio suhe tvari i vrlo visok udio
vode. Voda, koja najveéim dijelom ulazi u sastav teku¢ih namirnica, doprinosi razvoju
mikroorganizama. Uklanjanjem vode smanjuje se mikrobiolo8ka aktivnost (njihov rast i razvoj)
i povecava trajnost. Stoga je pozeljno provesti postupak koncentriranja tekuc¢ih namirnica kako
bi se povecala trajnost i stabilnost, te reducirali troSkovi skladiStenja i transporta. Konzervirajuci
ucinak kod koncentriranja najCeS¢e se zasniva na osmoanabiozi (Herceg, 2009.). Tekuce
namirnice su u vecini sluajeva osjetljive na poviSene temperature, pa koncentriranje klasi¢nim
postupkom kao Sto je uparavanje dovodi do njihove degradacije. Alternativni postupci,
koncentriranje zamrzavanjem i membranski procesi ograni¢eni su maksimalno moguéom
postignutom koncentracijom. Kod koncentriranja zamrzavanjem od 45 — 55 °Brix (Sanchez i

sur., 2009.), a kod membranskih procesa do 28 - 35 °Brix (Ganorkar i sur., 2012.; Jiao i sur.,
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2004.). Primjena membranskih procesa je takoder limitirana zbog pojave polarizacije
koncentracije, oneciS¢enja membrana, te smic¢nog ostecenja proteina (Phillip,1984.; Petrotos
i Lazarides, 2001.).

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

e bistrenje (npr. proizvodnja vocénih pjenusavih pi¢a — mikrofiltracija i ultrafiltracija),
e koncentriranje (npr. koncentriranje postupkom RO u proizvodniji vo¢nih koncentrata do
42 °Brix i vise) i
o deacidifikacija (npr. smanjenje kiselosti sokova citrus voéa - nanofiltracija i
elektrodijaliza).
Najve¢a prednost membranskih procesa za koncentriranje voénih sokova i proizvoda od
povrca je manja potroSnja energije u usporedbi s klasiCnim postupcima. Ekonomska prednost
ovisi 0 energetski troSkovima, troSkovima zamjene membrana i samom trajanju kampanje
prerade. S obzirom na to da su citrus sokovi neNewtonske tekucine, dolazi do odredenih
problema s protokom i zaepljenjem membrana $to povecava investicijske i radne troSkove.
Sok dobiven membranskim postupkom sadrzi manje mikroCestica pa je bistriji (transparentniji),
a ako potrosaci preferiraju mutniji sok vlakna se mogu naknadno dodati (Wang i sur.; 2011.).
Glavni nedostatak RO procesa je nemoguénost postizanja standardnih koncentracija finalnog
proizvoda koje se dobiju uparavanjem zbog limitiranosti procesa visokim osmotskim tlakom
(Cheryan i Alvarez, 1995.).

Koncentriranje voc¢nih sokova postupkom RO je jedno od podrudja najveée primjene
membranskih procesa. Najznacajnija prednost postupka RO u odnosu na koncentriranje
uparavanjem je minimiziranje termic¢kog oste¢enja komponenti arome, te smanjenje koli¢ine
energije potrebne za uklanjanje vode (Cheryan i Alvarez, 1995.). S obzirom na potrosnju
energije, RO je najucinkovitiji postupak medu procesima uklanjanja vode iz namirnica. Zbog
niskog osmotskog tlaka najbolja je njegova primjena za otopine s malom koncentracijom
otopljenih tvari. UCinak sustava RO opada s pove¢anjem koncentracije otopljenih tvari, pa se
stoga RO najceSc¢e koristi kao predkoncentracijski korak (Slika 9) prije procesa uparavanja

¢ime se postize znacajna usteda energije (Chui i Muralidhara, 2010.).
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Slika 9 Shematski prikaz ustede primjenom reverzne osmoze kao
predkoncentracijskog koraka prije koncentriranja uparavanjem (Chui i Muralidhara,
2010.).

Radovi Mersona i Morgana (1968.) sa sokom jabuke su pokazali da celulozno acetatne
membrane pokazuju dobro zadrZzavanje Secera, ali je aroma, odnosno komponente arome su
djelomi¢no proSle kroz membranu dajuéi koncentrat manje kvalitete (Demeczky i sur., 1981.).
Provedena su brojna istrazivanja na razli¢itim vo¢nim sokovima jabuke, kruske, grejpa,
ananasa, kivija i dr., radovi se temelje na ispitivanju utjecaja razliitih tipova membrana i radnih
uvjeta na protok permeata i zadrZzavanje pojedinih komponenti soka. Ustanovljeno je da
poliamidne membrane pokazuju vece zadrZzavanje arome i ostalih komponenti, te veci protok

od celulozno acetatnih membrana (Jiao i sur., 2004.).

Pektini pridonose zalepljivanju membrana i povelavaju viskoznost Sto utjeCe na rad
postrojenja. Stoga se obi¢no prije RO provodi depektinizacija enzimima i bistrenje (najéesc¢e
postupkom UF). Naj¢esc¢e se upotrebljavaju spiralni i rjede cijevni moduli (Cheryan i Alvarez,
1995.).

Kod soka od narance i ostalih citrus sokova, mnogi sastojci arome ostaju u uljnoj fazi koja je
prisutna u soku u obliku emulzije. Kako su ti sastojci djelomi¢no topivi u vodi zadrzavanje
arome membranskim procesima bi trebalo biti bolje nego kod soka od jabuke. Na celuloznim
RO membranama mozZe se koncentrirati centrifugirani sok do 25 °Brix pri 5 -7 °C i 30 — 70
bara. lako je zadrZavanje Secera, kiselina, fenolnih spojeva i spojeva s dusikom visoko,
zadrzavanje komponenti arome je slabije (Peri, 1974.). Reverznom osmozom na poliamidnim
kompozitnim membranama moze se koncentrirati sok od narane bez znacajnijih gubitaka

arome, Secera ili kiselina (Medina i Garcia, 1988.). U permeatu je ustanovljena koli¢ina glukoze
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i fruktoze od 0,02 — 0,4 %, nije bilo gubitaka saharoze. Klasi¢ni postupak RO ogranicen je
osmotskim tlakom i viskozitetom do 30 °Brix, stoga se primjenjuje kao predkoncentracijski

postupak, uz zavrSno koncentriranje uparavanjem do 42 °Brix (Cheryan i Alvarez, 1995.).

Prva komercijalna RO postrojenja upotrebljavala su PClI AFC—99 membrane uz brzinu protoka
od 4200 — 9200 L/h i uklanjanje vode do 2000 L/h. Ulazna otopina je bio pasterizirani sok od
narance s udjelom suhe tvari 10 — 12 °Brix, pH 3,2 — 3,7 i udjelom pulpe 2 — 7,5 %. Svakih 4
— 6 sati se provodilo ispiranje membrana s luzinom kako bi se uklonio hesperidin koji uzrokuje

zacepljenje (Pepper, 1990.).

Za proizvodnju visoko koncentriranog (42 — 60 ° Brix) voénog soka SeparaSystems koriste
kombinaciju visoko (HR) i nisko (LR) retencijskih RO membrana (Cross, 1988.; Walker, 1990.).
To je tzv. FreshNote proces (Slika 10).

Osmotski tlak soka od narance s udjelom suhe tvari 10 — 12 % (10 —12 °Brix) je oko 250 — 300
psi, a pri koncentraciji 42 °Brix povecava se na 1500 psi, te na 60 °Brix 3000 psi. Povecanje
osmotskog tlaka i viskoznosti rezultira ve¢om potroSnjom energije i zahtjeva primjenu mnogo
vecih tlakova, $to nadilazi moguénosti modula koji se danas primjenjuju. Procesom FreshNote
uklonjena su ta ograni¢enja. Proces se sastoji od dva stupnja. Ultrafiltracija je prvi korak u
kojem se pulpa (talog na dnu) odvaja od seruma koji sadrzi Se¢ere i komponente arome. Talog
sadrzi nesto topivih tvari, netopive ¢vrste tvari, pektine, enzime, ulje naran¢e i mikroorganizme
koji mogu narusiti stabilnost koncentrata. Stoga UF retentat (1/10 do 1/20 po¢etnog volumena
ulaznog soka) ide na pasterizaciju kako bi se unistili mikroorganizmi koji mogu uzrokovati
kvarenje i poboljSala stabilnost finalnog proizvoda koji se dobije mijeSanjem pasteriziranog UF
retentata i koncentriranog UF permeata postupkom RO. Serum, odnosno UF permeat (oko 90
— 95 % ulaznog soka) se dalje koncentrira reverznom osmozom na modulima sa Supljim
vlaknima od aromatskih poliamida. Tlak je oko 1000 — 2000 psi. Koristi se viSefazni sustav s
visoko retencijskim membranama na pocetku i nisko retencijskim membranama na kraju.
Kada koncentracija seruma postane toliko velika da utjeCe na smanjenje pogonske sile,
koncentrat se odvodi na nisko retencijske membrane. Na tim membranama prolazi odredeni
dio Secera Sto rezultira smanjenjem osmotskog tlaka na membrani, pa se mogu upotrebljavati
nizi radni tlakovi. Voda koja se ukloni reverznom osmozom moze se vratiti natrag na visoko
retencijske RO module kako bi se izdvojili moguce zaostali tragovi Secera i komponenti arome.
Dobiveni koncentrirani serum se na kraju mijeSa s pasteriziranom pulpom izdvojenom na
pocCetku procesa. Time se dobije koncentrirani sok od naran€e 45 — 60 °Brix (Walker, 1990.;
Cheryan i Alvarez, 1995.).
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Slika 10 Postupak Fresh Note (kombinacija viosko (HR) i nisko (LR) retencijskih RO
membrana) (Cheryan i Alvarez, 1995.).

Watanabe i sur. (1990.) koristili su sli€nu kombinaciju visoko i nisko retencijskih membrana

(NTR-7199 i NTR-7450 Nitto — Denko spiralni modul) za koncentriranje soka od jabuke 11

°Brix do 45 ° Brix uz tlakove 7,5 — 9,5 MPa. Sli¢an koncept koriste i Koseglu i sur. (1990.) za

proizvodnju koncentrata i/ili steriliziranog soka od jabuke na UF modulu sa Supljim vilaknima i

cijevnom RO modulu.

2.4, POLIFENOLI

Polifenolni spojevi u prirodi su prisutni u gotovo svim biljkama i namirnicama biljnog podrijetla.
U Sirem smislu nazivaju se polifenolima, a ukljuCuju spojeve razli€ite kemijske strukture, od
jednostavnih molekula, kao sto su fenolne kiseline (hidroksicimetne kiseline), pa sve do visoko
polimeriziranih tvari kao $to 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
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esencijalni za ljudski organizam. Najvec¢a i najvaznija skupina polifenola su flavonoidi koji se
pojavljuju u gotovo svim dijelovima biljaka, ali su po udjelu razli€ito rasprostranjeni u razli€itim
dijelovima biljnih organa. Tu raznovrsnost uglavnom kontroliraju geni biljke, ali na nju imaju
utjecaj i drugi ¢imbenici kao Sto su stadij zrelosti biljke, klima i nacin uzgoja. Polifenolni spojevi
sudjeluju u biokemijskim promjenama koje se odvijaju tijekom zrenja i dozrijevanja voca i
uklju€eni su u mehanizme formiranja boje, okusa i arome svojstvene svakoj pojedinoj vrsti
voca, no takoder su uklju€eni i u razli€ite nepozeljne procese koji nastaju tijekom prerade

svjezeg voca (Dubrovi¢, 2012.).

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, najceS¢e sa SecCerima i
proteinima. Slobodni oblici polifenolnih spojeva su uglavnom toksi¢ni, pa se oni u biljnim
tkivima naj¢esce javljaju u vezanom obliku (Reis Giada, 2013.).

2.4.1.Flavonoidi

Flavonoidi su spojevi koji imaju osnovnu flavansku strukturu, koja se sastoji od
difenilpropanskog kostura C15 (C6-C3-C6), graden od dva benzenska prstena A i B povezana
piranskim prstenom C koji sadrZi kisik. Do danas je identificirano preko 5000 razli¢itih
flavonoida (Ververidis i sur., 2007.), a mogu se podijeliti na: flavanole, flavanone, antocijane,
flavone, izoflavone, flavan-3-ole, proantocijanidine i dihidrohalkone (Del Rio i sur., 2013.). Na
Slici 11 prikazana je osnovna kemijska struktura glavnih podgrupa flavonoida (Del Rio i sur.,
2013.).

Razlike izmedu pojedinih flavonoidnih podskupina proizlaze iz razlike u broju i rasporedu
hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti i stupnju oksidacije srediSnjeg C-prstena, kao i iz
prirode i stupnja njihove alkilacije i/ili glikozilacije. U prirodi su naj¢eS¢e zastupljeni kao
glikozidi. Seéeri se na flavonoide vezuju B-glikozidnom vezom, pa je tako oblik 3-O-glikozida
najzastupljeniji oblik flavonoida u prirodi (Hammerstone i sur., 2000.). D-glukoza je naj¢eSci
Secer koji se veze u polozaju C3 ili C7 na osnovnu strukturu flavonoida, a potom slijede D-

galaktoza, L-ramnoza, L-arabinoza, D-ksiloza i D-glukuronska kiselina (Heim i sur., 2002.).
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Slika 11 Osnovna kemijska struktura glavnih podgrupa flavonoida (Del Rio i sur.,
2013.).

2.4.1.1 Flavonoli

Najcesci flavonoli: kempferol, kvercetin, izoramnetin i miricetin (Slika 12) se obi¢no pojavljuju
u glikozidnom obliku. Mjesta glikoziliranja su uglavnom na 5, 7, 3’, 4’ i 5'. lako je mogudi broj

aglikona ogranicen, pronadeno je vise od 200 konjugata kampferola (Strack i Wray, 1992.).

OH
OH OH
HO Dr@ HO ol
LI
OH OH
HO O

HO O
Kempferol Kvercetin
OCH, OH
OH OH
HO 0 HQWDH
OH OH
HO © HO O
Isoramentin Miricetin

Slika 12 Kemijska struktura flavonolnih aglikona (kampferol, kvercetin, izoramnetin i
miricetin) i tri naj¢eS¢a kvercetin-O-glikozida (Del Rio i sur., 2013.).
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2.4.1.2 Flavanoli i proantocijanidini

Flavanoli (flavan-3-oli) Cesto se nazivaju i katehinima. Razlikuju se od ostalih flavonoida jer
nemaju dvostruku vezu izmedu C2 i C3 atoma. Na mjestu C4 na heterocikli¢nom prstenu C ne
nalazi se atom kisika, te im je ta strukturna osobina zajedni¢ka s antocijanidinima. Te osobine,
i hidroksilacija na C3 omogucuju im da imaju dva kiralna centra (na C2 i C3), te Cetiri moguca
dijastereoizomera. Katehin je izomer s trans konfiguracijom, a epikatehin s cis konfiguracijom.
Svaka od te dvije konfiguracije ima dva stereoizomera, (+)-katehin, (-)-katehin, (+)-epikatehin
i (-)-epikatehin. (+)-katehin i (-)-epikatehin su izomeri koji se naj¢eS¢e pronalaze u hrani.
Flavanole se moze nac¢i u mnogim vrstama voca, posebno u kozici grozda, jabukama i
borovnicama (Tsao i sur., 2003.; Tsao, 2010.). Monomerni flavanoli (katehin i epikatehin) i
njihovi derivati (galokatehini) su glavni flavonoidi u liS¢u €aja i zrnu kakaovca (Si i sur., 2006.;

Prior i sur., 2001.). Slika 13 prikazuje najCeSce oblike flavanola (Tsao, 2010.).

OH OH
OH OH

Ho 0. . .
OR,

OH

+)-katehin, R1=R2=H,;
+)-katehin galat, R1=galil, R2=H;
+)-galokatehin, R1=H, R2=0H;

+)-galokatehin galat, R1=galil, R2=0H;

— g~ —

OH
ol
HO O._ . R,
“OR;
OH
-ep?kateh?n, R1=R2=H; _ procijanidini, n > 0;
-epikatehin galat, R1=galil, R2=H; oligomerni procijanidini, n=0-7

-epigalokatehin, R1=H, R2=0H

(-
(-
(-
(-)-epigalokatehin galat, R1=galil, R2=0H,;

—

Slika 13 Kemijska struktura flavanola i proantocijanidina (Tsao, 2010.).

Katehin i epikatehin mogu stvarati polimere, koji se nazivaju proantocijanidini (kondenzirani
tanini). Proantocijanidini obi¢no sadrZe dvije do Sezdeset jedinica monomera flavanola (Tsao
i McCallum, 2010.). Flavanoli i njihovi oligomeri (2-7 monomernih jedinica) su poznati kao
snazni antioksidansi. Ovisno o mjestu povezanosti, oligomerni proantocijanidini mogu biti tipa
A (struktura u kojoj su monomeri povezani preko C2-O-C7 ili C2-O-C5 veze) ili tipa B (C4-C6
ili C4-C8). Procijanidin C1 je trimer. Fermetacijom ¢aja prisutni flavanoli mogu stvarati

jedinstvene dimere kao $to je teaflavin.
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2.4.1.3 Antocijani

Antocijani su spojevi topljivi u vodi i stanicnom soku biljaka. Glavni su nositelji prirodne boje
plodova voca i povréa koje ima crvenu, plavu i ljubiastu boju. Antocijani na svom srediSnjem
prstenu imaju pozitivan naboj, a to im daje svojstvo iona (flaviljum kation) koji sadrzi
konjugirane dvostruke veze odgovorne za apsorpciju svijetla pri valnim duljinama oko 500 nm
(Wrolstad i sur., 2005.). Osnovu antocijana €ini aglikon antocijanidin koji se veZze s nekim od
Secera stvarajuci stabilniju glikozidnu strukturu u kojoj se pojavljuju u prirodi (Wicklund i sur.,
2005.). Poznato je viSe od 500 razli¢itih antocijana i 23 antocijanidina (Andrsen i Jordheim,
2006.). Najzastupljeniji antocijanidini u prirodi su: cijanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin,
peonidin i petunidin, a zastupljeni su u udjelima 50 %, 12 %, 12 %, 12 %, 7 % i 7 % (Zhang i
sur., 2005.; Wrolstad, 2000.). Kemijska struktura flavilium kationa i Sest najzastupljenijih

antocijanidina prikazana je na Slici 14 (Yuan i sur., 2012.).

OCHs
OH
s
Os OCH;3
ZoH
cijanidin delfinidin malvidin
oH OCHs OCHz
e . .
HO §
O - " % O Ho 5~ O OH
#SoH O P O -
OH OH OH
i OH OH
pelargonidin peonidin petunidin

Slika 14 Kemijska struktura flavilium kationa i najzastupljenih antocijanidina (Yuan i
sur., 2012.).

Hidroksilne skupine antocijana mogu biti slobodne, metilirane ili glikozilirane. Od Secera

najceS¢e su prisutni oligosaharidi u pirano formi, koji sadrzavaju dvije ili tri jedinice

monosaharida, stvarajuci pri tome 1,2; 1,4 ili 1,6 veze (rutinoza, soforoza, sambubioza i

glukorutinoza). Od monosaharida heksoze (glukoza, galaktoza), metil pentoze (ramnoza) i

pentoze (ksiloza, arabinoza) (Kahkonen i sur., 2003.). Seéeri se mogu vezati na poloZajima 3,
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5,7, 315, anajCeSce se vezu na polozajima 3 i 5 u piranskoj jezgri. Glikozilacija na C3 atomu

smanjuje maksimum apsorpcije, ali povecava stabilnost i topljivost (Macheix i sur., 1990.).

2.4.2.Neflavonoidi

U skupini neflavonoida najznacajnije su fenolne kiseline. One su najéeSce derivati benzojeve
(C6-C1) i cimetne (C6-C3) kiseline. Rijetko se javljaju u slobodnom obliku, uglavhom su
esterificirane s vinskom ili kina kiselinom (Robards i sur., 1999.). U vocu i povréu se mogu naci
i u slobodnom obliku, no u zitaricama i sjemenkama su uglavnom u vezanom obliku i to kao
glikozidi, esteri i eteri (Kim i sur., 2006., Adom i Liu, 2002.). Vezane fenolne kiseline mogu se
osloboditi jedino kiselinskom ili alkalnom hidrolizom ili uz pomoc¢ enzima (Tsao, 2010.). Na
Slici 15 prikazani su najCes¢i derivati benzojeve i cimetne kiseline koji je pojavljuju u hrani
(Tsao, 2010.).

o]
0
H /
H OH HO
OH
R—0 protokatehinska kiselina, R=H; p-kumarinska kiselina Ho kafeinska kiselina, R=H;
vanilinska kiselina, R=0CH3 klorogenska kiselina, R=5-kinoll;
kriptoklorogenska kiselina, R=4-kinoil;
R— neoklorogenska kiselina, R=3-kinoil
(o] H;CO o]
H
OH HO OH
R=0 galna kiselina, R=H;
siringinska kiselina, R=OCHs HicO ferulinska kiselina HiCO sinapinska kiselina
Derivati benzojeve kiseline Derivati cimetne kiseline

Slika 15 Najcesc¢e fenolne kiseline u hrani (Tsao, 2010.).

Hidroksibenzojeve kiseline se riede nalaze u prirodi od hidroksicimetnih kiselina, izuzetak su
neke vrste crveno obojenog voca, crna rotkva i luk (Manach i sur., 2004.). Takoder
hidroksibenzojeve kiseline su sastavni dio sloZzenih struktura kao $to su hidrolizirani tanini
(galotanini u mangu i elagitanini u crveno obojenom voéu kao Sto su jagode, maline i kupine)
(Clifford i Scalbert, 2000.). Naj¢esSce hidroksibenzojeve kiseline su galna, siringinska,

vanilinska i protokatehinska kiselina (Slika 15).

Hidroksicimetne kiseline se ¢e$¢e nalaze u prirodi od hidroksibenzojevih i uglavnom se sastoje
od p-kumarinske, kafeinske i sinapinske kiseline. One se rijetko nalaze u slobodnom obliku,
osim u procesiranoj hrani nakon procesa smrzavanja, sterilizacije ili fermentacije (Manach i
sur., 2004.). Vezani oblici su najcesc¢e glikozilirani derivati ili esteri kina, Sikiminske ili vinske

kiseline. Kombinacijom kafeinske i kina kiseline nastaje klorogenska kiselina koju se moze naci
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u razli¢itim vrstama vocéa (kupine, kivi, Sljive, viSnje, jabuke), a posebno u visokim
koncentracijama u kavi (Clifford, 1999.; Macheix i sur., 1990.). Kafeinska kiselina, slobodni i
esterificirani oblik, je naj¢esca fenolna kiselina i predstavlja 75 % i 100 % od ukupne koli¢ine
hidroksicimetnih kiselina u vecini vo¢a. lako se hidroksicimetne kiseline mogu naci u svim
dijelovima voca, najvece koncentracije su pronadene u vanjskim dijelovima zrelog voca.
Njihova koncentracija u veéini slu€ajeva opada tijekom sazrijevanja, no ukupna koli¢ina se

povecava kako se povecéava i veli€ina ploda vo¢a (Manach i sur., 2004.).

2.4.3.Polifenolni spojevi aronije

Aronija je, po svom kemijskom sastavu, bogat izvor raznih esencijalnih mikronutrijenata kao
$to su vitamini i minerali. U zadnje vrijeme isti€e se vaznost vo¢a kao bogatog izvora spojeva
koji nisu esencijalni za ljudsko zdravlje, ali pokazuju biolosko djelovanje u ljudskom organizmu.
U takve spojeve pripadaju polifenolni spojevi koji su zbog svoje slozene kemijske grade
podijeljeni u brojne skupine od kojih su najvaznije flavonoidi i fenolne kiseline (Kaur i Kapoor,
2001.; Del Rio i sur., 2010.).

Najvaznije skupine polifenola prisutne u aroniji su fenolne kiseline, flavonoli, flavan-3-oli,
antocijani te proantocijanidini (Jakobek i sur., 2011.; Kokotkiewicz i sur., 2010.; Kulling i Rawel,
2008.; Oszmianski i Wojdylo, 2005.). Udio ukupnih i pojedinih polifenolnih spojeva u aroniji
ovisi o sorti, nacinu kultiviranja, stanidtu, vremenu berbe, stupnju zrelosti bobica itd. (Ochmian
i sur., 2012.). Sadrzaj ukupnih polifenola u aroniji odreden u razli€itim istrazivanjima se krec¢e
od 3440 mg/100 g DW (Kolesnikov i Gins, 2001.), 3760 mg/100 g DW (kultivar Nero), (Hudec
i sur., 2006.), 4010 mg/100 g DW (Kahkodnen i sur., 1999.), 4210 mg/100 g DW (kultivar Viking),
(Kahkonen i sur., 2001.), do 7465 mg/100 g DW (Mayer-Miebach i sur., 2008.) i 7849 mg/100
g DW (Oszmianski i Wojdylo, 2005.).

Procijanidini su jedna od znacCajnih polifenolnih skupina prisutni u aroniji (Oszmianski i
Wojdylo, 2005.). oni su uglavhom oligomeri (2-10 monomernih jedinica) i polimeri (vise od 10
monomernih jedinica) (epi)katehina. Aronija sadrZi jedino tip B procijanidina s (-)-epikatehinom
kao glavhom monomernom jedinicom. Udio katehinskih jedinica je oko 1,5 % (Oszmianski i
Wojdylo, 2005.). Wu i sur. (2004.) odredili su sastav procijanidina u aroniji: 0,78 % monomera,
1,88 % dimera, 1,55 % trimera, 6,07 % 4-6-mera, 7,96 % 7-10-mera i 81,72 % viSe od 10-

mera.

Antocijani su odgovorni za tamno crvenu, plavu i ljubi€astu boju bobica aronije. Aronia
melanocarpa je vrsta s do sada najve¢om pronadenom koncentracijom antocijana. Sadrzi vecu
koli€inu od ostalih biljnih vrsta iz porodice Ruza (Rosaceae) kao §to su jagode, maline, viSnje,
kupine i dr. (Jakobek, 2007.). Prisutni antocijani su uglavnom u obliku cijanidin glikozida
(Oszmianski i Wojdylo, 2005.; Jakobek i sur., 2007.; Benvenuti i sur., 2004.; Strigl i sur.,
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1995a.) i €ine oko 25 % od ukupnih polifenola (Oszmianski i Wojdylo, 2005.). U usporedbi s
ostalim bobi¢astim vo¢em koje je izrazito bogato antocijanima, aronija ima jednostavan
antocijanski sastav (Seidemann, 1993.; Wu i sur., 2004.; Strigl i sur., 1995b.). Uglavhom se
sastoji od Cetiri cijanidin glikozida: cijanidin-3-O-galaktozid (68,9 %), cijanidin-3-O-arabinozid
(27,5 %), cijanidin-3-O-ksilozid (2,3 %) i cijanidin-3-O-glukozid (1,3 %) (Jeppsson, 2000.; Strigl
i sur., 1995b.). Pronadeno je da je takav obrazac distribucije i koli¢ine jednak u bobicama, soku
i zaostaloj preSavini (Oszmianski i Wojdylo, 2005.). Takoder su pronadeni u tragovima
pelargonidin-3-O-galaktozid i pelargonidin arabinozid (Wu i sur., 2004.). Slika 16 daje prikaz

kemijske strukture najznacajnijih antocijana pronadenih u aroniji (Taheri, 2013.).

cijanidin cijanidin-3-0O-arabinozid
OH
A _oH OH
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HO o = "
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HO H OH
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HO
cijanidin-3-0-glukozid

Slika 16 Kemijska struktura najznacajnijih antocijana pronadenih u aroniji (Taheri,
2013.).
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Od fenolnih kiselina u aroniji su prisutne klorogenska i neoklorogenska kiselina, esteri
hidroksibenzojevih kiselina s kina kiselinom (Jakobek i sur., 2012.a; Kokotkiewicz i sur., 2010.;
Kulling i Rawel, 2008.; Oszmianski i Wojdylo, 2005.). One predstavljaju oko 7,5 % ukupnih
polifenola (Oszmianski i Wojdylo, 2005.).

Udio flavnonola u aroniji, u usporedbi s gore navedenim polifenolnim skupinama i spojevima,
je malen. Flavonoli ¢ine oko 1,5 % ukupnih polifenola (Oszmianski i Wojdylo, 2005.).
Identificirano je 5 derivata kvercetina: 3-O-(6'-O-B-arabinozil-3-glukozid), 3-O-(6'-a-ramnozil-
B-galaktozid), 3-O-(6'-a-ramnozil-B-glukozid), 3-O-p-galaktozid i 3-O-B-glukozid (Slimestad i
ur., 2005.). Na Slici 17 prikazana je kemijska struktura tri naj¢ed¢a glikozida kvercetina

pronadenih u bobicama, soku i preSavini aronije (Oszmianski i Wojdylo, 2005.; Taheri, 2013.).
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Slika 17 Tri glikozida kvercetina najceSc¢e prisutna u aroniji (Taheri, 2013.).

2.5. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidansi su spojevi koji sprjeCavaju ili usporavaju procese oksidacije u organizmu,
neutraliziraju slobodne radikale i na taj nacin kontroliraju procese starenja i razvoj kroni¢nih
bolesti (Shahidi i Zhong, 2007.). Postoje dva izvora antioksidansa: ljudski organizam, koji je
sposoban sam ih proizvesti uz pomo¢ vitamina i minerala, dok je drugi, vanjski izvor, hrana

koju svakodnevno unosimo (Antolovich i sur., 2002.).

U zadnjim desetljeCima sve viSe se razvija interes za prirodne antioksidanse kako bi se izbjegla

upotreba umjetnih aditiva. Jedno od nepozeljnih svojstava prirodnih antioksidanasa je
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osjetljivost na kisik, posebno prilikom izlaganja svjetlu, visokoj temperaturi i suSenju. Promjene
se takoder nastavljaju i tijekom skladidtenja prehrambenih proizvoda. Aktivnost prirodnih

antioksidansa uvelike ovisi o0 kompleksnosti hrane (Pichler, 2011.).

Antioksidacijska aktivnost je sposobnost odredenih tvari da kroz razliCite mehanizme
stabiliziraju tvari koje dovode do oksidativnih promjena. Antioksidacijska aktivnost ne ovisi
samo o strukturnim svojstvima antioksidanasa ve¢ i o mnogim drugim ¢imbenicima kao $to su
temperatura, svjetlost, tip supstrata, fizikalno stanje sustava, kao i o brojnim
mikrokomponentama koje djeluju kao prooksidansi ili sinergisti (Yanishlieva-Maslarova i
Heinonen, 2001.).

Antioksidansi u hrani se mogu definirati kao bilo koji sastojak koji moze odgoditi, zaustaviti ili
sprijeCiti kvarenje hrane ili stvaranje nepoZeljine arome (miris i/ili okus) kao posljedicu
oksidacije. Dodatak antioksidansa nakon $to je do kvarenja ve¢ doSlo smatra se neucinkovitim
(Kopjar, 2007.).

Vitamini (vitamin A, C i E) i polifenoli su poznati kao sastojci u voéu i povréu koji posjeduju
antioksidacijsku aktivnost (Skupien i Oszmainski, 2004.). Vazna karakteristika polifenola je
njihovo snazno antioksidacijsko djelovanje koje se iskazuje hvatanjem slobodnih radikala te
vezanjem metalnih iona, prekursora pri stvaranju slobodnih radikala (Rice-Evans i sur. 1997.).
Antioksidativho djelovanje polifenola povezano je s njihovom moguénosScu pozitivnog
fizioloSkog djelovanja u ljudskom organizmu. Naime, polifenoli pokazuju antikancerogeno,
antiupalno i antialergijsko djelovanje i zbog takvog pozitivhog djelovanja su, u zadnjih nekoliko
desetljeca, postali predmet brojnih istrazivanja (Del Rio i sur., 2013.; Jakobek i sur., 2008.).

Koli¢inom polifenola se, izmedu razligitih vrsta voca, posebno isti¢e tamno obojeno bobicasto
i jagodasto voce iz porodica Ericaceae (borovnice), Rosaceae (kupina, malina, tresnja, visSnja,
jagoda, aronija) te Caprifoliaceae (bobice bazge) (Maatta-Riihinen i sur., 2004.; Wu i sur.,
2004.). Najvaznije skupine polifenola prisutne u ovom vocu su flavonoli, flavan-3-oli, antocijani
te proantocijanidini. Redovitom konzumacijom tog voc¢a i njihovih proizvoda pozitivno se utjece
na smanjenje rizika od nastanka razli€itih bolesti krvoZilnog sustava i malignih bolesti
(Bermudez-Soto i sur., 2007.; Garcia-Alonso i sur., 2006.), $to se pripisuje upravo visokom

sadrzaju polifenolnih spojeva u vocu.

Opcenito se vjeruje da se antioksidacijsko svojstvo polifenolnih spojeva (flavonoida) temelji na
njihovoj sposobnosti doniranja vodikova atoma i na taj nacin hvatanja slobodnih radikala
generiranih u reakciji peroksidacije lipida. Antioksidacijska aktivnost se danas najceSce mijeri
TEAC-vrijednoS¢u (Trolox equivalent antioxidant activity) koja je definirana kao mmoldm-3
koncentracija otopine, u vodi topljivog analoga vitamina E, Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-

tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina), ekvivalentne antioksidacijske aktivnosti kao i 1
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mmoldm-3 otopina ispitivanog flavonoida (Kazazi¢, 2004.). Antiradikalska aktivnost flavonoida
odreduje se njihovom sposobnoséu reagiranja s odredenim radikalima, npr. mjerenjem
obezbojenja stabilnog 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilnog radikala (DPPH) (Antolovich i sur., 2002;
Sanchez-Moreno, 2002.).

2.5.1. Antioksidacijska aktivnost aronije

Prema mnogim istrazivanjima aronija zbog svojeg kemijskog sastava, a posebno visokog
sadrzaja polifenolnih spojeva, ima potencijalno pozitivno djelovanje na ljudski organizam.
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti je jedan od nacina definiranja moguénosti zastite od
slobodnih radikala. Antioksidansi prisutni u aroniji su uglavnom vitamin C i polifenoli, antocijani,

fenolne kiseline, flavonoli, flavanoli i tanini (Jurikova i sur., 2017).

Zastitna uloga polifenolnih spojeva u bioloSkim sustavima pripisuje se njihovoj sposobnosti
sparivanja elektrona slobodnog radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih metala (Fe?*, Cu?*,
Zn?* i Mg?*), aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja oksidaza (Ferrali i sur., 1997.;
Elliott i sur., 1992.; Cos i sur., 1998.). Antioksidacijska aktivnost vecine polifenolnih
antioksidansa ovisi o rasporedu i ukupnom broju hidroksilnih skupina (Burda i Oleszek, 2001.;
Cao i sur., 1997.). Na sposobnost hvatanja reaktivnih vrsta kisika i dusSika flavonoida najvise
utjeCu hidroksilne skupine prstena B. Hvatanje peroksidnih i hidroksilnih radikala kod
strukturno homolognih flavona i flavanona povecava se linearno za flavone, odnosno tezi
zasicenju za flavanone ovisno o ukupnom broju hidroksilnih skupina (Cao i sur., 1997.).
Povecanju inhibicije peroksidacije lipida pridonosi postojanje hidroksilnih grupa u polozajima
3’- i 4’- (kateholna struktura) u prstenu B (Mora i sur., 1990.; Dugas i sur., 2000.). Takav je
raspored je osobina najjaCih hvatala radikala. Pretpostavka da su flavanoli jaci hvatadi
slobodnih radikala nego flavoni moze se pripisati ve¢em broju hidroksilnih skupina i hidroksilnoj
skupini u polozaju 3- (Van Acker i sur., 1996.; Rice-Evans i sur., 1996.). Premda se u obzir
moraju uzeti i drugi strukturni elementi, sposobnost hvatanja slobodnih radikala flavonoidima

je povecana kada su prisutna oba elementa (Kazazi¢, 2004.).

Medu polifenolima prisutnim u aroniji, kvercetin posjeduje mnoge gore navedene stukturne
karakteristike koje ga Cine jakim antioksidansom, a slijede ga cijanidin glikozidi i klorogenska
kiselina (Denev i sur., 2012.). Zheng i Wang (2003.) su procjenili da antocijani, flavonoli i
hidroksicimetne kiseline doprinose oko 59,4 % od ukupne antioksidacijske aktivnosti aronije,
bez uzimanja u obzir moguce sinergije/antagonizma izmedu pojedinih antioksidanasa. To
znaci da se gotovo 40 % antioksidacijske aktivnosti aronije moze pripisati proantocijanima
(Denev i sur., 2012.).

Antioksidacijska aktivnost aronije moze se odrediti razliitim in vitro metodama kao Sto su
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) i TEAC (Trolox-ekvivalent antioksidacijski kapacitet) metoda,
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te ABTS (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) i FRAP (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power) (Sochor i sur., 2010.). In vitro istrazivanja pokazuju povecanje
antioksidacijske zaStite i smanjenje aktivnosti reaktivnih oksidanasa nakon inkubacije s
bioaktivnim komponentama iz aronije (Rop i sur., 2010.; Malinowska i sur., 2012.). U nekoliko
istraZivanja pronadena je dobra korelacija izmedu ukupnog sadrZaja polifenola i
antioksidacijske aktivnosti uzoraka aronije odredene ORAC, TEAC i TRAP metodama (Wu i
sur., 2004.; Jakobek i sur., 2007.; Denev i sur., 2010.). U svim slu€ajevima ta se korelacija
pokazala boljom od korelacije sadrzaja antocijana i antioksidacijske aktivnosti. Time je
dokazano da na antioksidacijsku aktivnost aronije utje€u svi prisutni polifenolni spojevi, a ne

samo dominantni antocijani.

Oszmianski i Wojdylo (2005.) su odredili antioksidacijsku aktivnost Aronia melanocarpa bobica
i njiihovih proizvoda kao Sto su sok i preSavina ostla nakon cijedenja soka. Rezultati su pokazali
da preSavina ima vecu antioksidacijsku aktivnost od soka i bobica. Dominantni polifenoli u
preSavini su bili polimerni proantocijani i epikatehin. Udio fenolnih kiselina (klorogenske i

neoklorogenske) je bio veci u soku.

Visoka antioksidacijska aktivnost suSenih bobica aronije, s flavonoidima kao dominantnim
polifenolima, zabiljeZena je u istraZivanju Toli¢ i sur. (2015.), slijedi ih €ajna mjeSavina (osuseni
i samljeveni ostatak od proizvodnje soka) i prah. Za sokove su utvrdene nesto nize vrijednosti

vjerojatno kao posljedica utjecaja pasterizacije i temperature skladiStenja (Toli¢ i sur., 2015.).

Antioksidacijska aktivnost, sli¢no kao i sadrzaj polifenola, takoder ovisi o sorti. Pronadeno je
da hibrid Aronia prunifolia ima najvecu antioksidacijsku aktivnost i bogatija je polifenolima
(procijanidinima i antocijanima) u usporedbi s Aronia melanocarpa kultivarima Viking i Aron
(Rugina i sur., 2012.).

In vivo istrazivanja utjecaja bioaktivnih spojeva iz aronije su ograni¢ena. Na modelu s
zivotinjama uoceno je smanjenje lipidne peroksidacije djelovanjem antocijana iz aronije
(Kowalczyk i sur., 2004.). Mehanizam in vivo antioksidacijske aktivnosti polifenola vjerojatno
uklju€uje suzbijanje nastanka reaktivnih spojeva s kislikom i dudikom, inhibiciju prooksidanasa
i obnovu antioksidacijskih enzima (Jurikova i sur., 2017.).

2.6. AROMA

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

razli¢iti heterocikli¢ni spojevi (El Hadi i sur., 2013.).
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2.6.1.Tvari arome voca

Aroma je takoder jedno od znacajnih karakteristika vo¢a, a aromaticni hlapivi spojevi imaju
glavnu ulogu u odredivanju percepcije i prihvatljivosti vo¢a od strane potroSa¢a. Upravo stoga
je i identifikacija najznacajnijih hlapivih aromatiénih spojeva koji su nosioci karakteristi¢ne
arome pojedinog voca vrlo znacajna i daje uvid u tzv. ,senzorski identitet vo¢a“ (Cheong i sur.,
2010.).

Svako voce ima karakteristicnu aromu koja je rezultat jedinstvene kombinacije velikog broja
spojeva kao $to su alkoholi, kiseline, aldehidi, ketoni, esteri i dr., koji se nalaze u razli€itim
koncentracijama i razli¢itim medusobnim odnosima, ukazujuéi na kompleksnost sastava
arome. Kemijski gledano, aroma voca rezultat je prisutnosti hlapljivih spojeva odgovornih za
miris i nehlapljivih spojeva koji vise utje€u na okusni dozivljaj vo¢a pa se stoga pod samim
pojmom arome voca podrazumijeva objedinjeni dozivljaj mirisnih i okusnih sastojaka voéa
(Pozderovi¢, 1984.). Biosinteza arome voca je vrlo kompleksan proces zbog velikog broja
razliCitih spojeva arome. Nekoliko je biokemijskih puteva kojima nastaju hlapivi aromaticni
spojevi u vocu: biosinteza lipida, aminokiselina, terpenoida i karotenoida. Kada su jednom
stvoreni osnovni kosturi preko nekog od tih puteva, oni se daje modificiraju u razli€itim
reakcijama kao $to su aciliranje, metiliranje, oksidacija/redukcija i ciklizacija (El Hadi i sur.,
2013.). Takoder, mnogi €imbenici utjeCu na sam sastav spojeva arome kao 5to su genski
sastav, stupanj zrelosti, okoliSni uvjeti, postupanje s vo¢em tijekom i nakon branja i skladistenja
(Sanz i sur., 1997.; Ochmian i sur., 2012.). Tvorba aromati¢nih spojeva je dinami€an proces
koji zapoc€inje s fazom dozrijevanja, da bi se karakteristicna aroma razvila tek po zavrSetku
faze zrenja. Tijekom tvorbe aromati¢nih spojeva odvijaju se metabolicke promjene katabolizma
te aromatiCni spojevi nastaju iz odredenih biljnih sastojaka i prekursora preko razliCitih
biokemijskih putova pri Eemu pojedini enzimi ili skupine enzima takoder imaju vaznu ulogu
(Perez i sur., 1992.). Mnogi od tih aromati¢nih spojeva su prisutni u vo¢u samo u tragovima,
te se nalaze ispod praga kvantifikacije vecine analitiCkih uredaja, ali su zato znacajni u ljudskoj
olfaktornoj percepciji (Goff i Klee, 2006.). Postoji razlika u sastavu arome prilikom analize
cjelovitog voc¢nog tkiva i tkiva koje je dezintegrirano (Bruckner, 2008.). Neki aromati¢ni spojevi
se oslobadaju tek nakon razaranja stani¢ne strukture voc¢a (Buttery,1993.). Takoder, neki se
nalaze vezani na razliCite Secere u obliku glikozida. Naj¢esce se radi o O-S-D-glukozidima i O-
diglikozidima (Sarry i Gunata, 2004.). Ti aromati¢ni aglikoni se mogu osloboditi tijekom
dozrijevanja, procesiranja i skladistenja, ili pod utjecajem enzima, kiselina i topline (Reineccius,
20086.).
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2.6.2.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, dzemovi, vino
i gazirana pica (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 koli¢ine amigdalina,
pronadeno je 20,1 mg/100 g FW u bobicama i 5,7 mg/100 g u soku (Ara, 2002.).

Do sada je objavljeno vrlo malo radova koji pokrivaju podrucje arome aronije (Hirvi i Honkanen,
1985.; Dolezal i sur., 2003.; Kraujalyte i sur., 2013.; Balcerek, 2010.; Butorova i sur., 2016.).

Hirvi i Honkanen (1985.) su pronasli 48 razli¢itih aromati¢nih spojeva u soku od aronije
dobivenom preSanjem. Hlapive aromaticne spojeve identificirali su pomocu plinske
kromatografije s masenim detektorom (GC-MS). Glavni izolirani spojevi su benzaldehid
cijanohidrin, cijanovodi¢na kiselina i benzaldehid, te serija razli¢itih derivata benzena kao $to
su benzil alkohol, 2-feniletanol, fenilacetaldehid, salicilaldehid, acetofenon, 2-
hidroksiacetofenon, 4-metoksiacetofenon, fenol, 2-metoksifenol i metilbenzoat. Pronadeni
benzaldehidni derivati su najvjerojatnije produkti hidrolize cijanogenih prekursora (amigdalin)
(Hirvi i Honkanen, 1985.).

Dolezal i suradnici (2003.) su identificirali 17 sastojaka arome aronije. Najdominantniji su bili
razgradni produkti cijanogenih prekursora i aromatskih aminokiselina (benzaldehid, benzil

alkohol i benzil esteri).

Kraujalyte i suradnici (2013.) su identificirali 74 razli€itih aromati¢nih spojeva u aroniji koristeci
se dvjema razliCitim tehnikama izolacije (simultana destilacija-ekstrakcija (SDE) i
mikroekstrakcija na ¢vrstoj podlozi (SPME)). Od toga 49 hlapivih spojeva pripadalo je skupini
alkohola, aldehida, ketona, estera, terpenoida i kiselina. Vecina tih izoliranih spojeva su
produkti enzimske degradacije masnih kiselina (ravnolan&ani alkoholi: 1-butanol, 1-penten-3-
ol, 2-pentanol, 1-pentanol, 3-heksanol, 2-heksanol, 1-heksanol, 2-heptanol i 1-okten-3-ol;
aldehidi: heksanal, heptanal, oktanal, nonanal; ketoni: butan-2,3-dion, 2-butanon, 2-pentanon,
acetoin, 3-penten-2-on i 2-heptanon; te esteri: etil acetat, etil propanoat, metil heksanoat, etil
heksanoat, heksil acetat i etil dekanoat). Pretpostavlja se da su vecina ostalih izoliranih
aromati¢nih spojeva produkti razgradnje aminokiselina (benzaldehid, metil benzoat i etil
benzoat, te esteri razgranatih masnih kiselina etil-2-metil butanoat i etil-3-metil butanoat i esteri
razgranatih aldehida 2-metil-1-butanal, 3-metil-1-butanal i razgranatih alkohola 3-metil-1-

butanol). Identificirani terpenoidi su oksidirani monoterpeni (1,8-cineol, mentol, terpinen-4-ol),
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ciklicki monoterpeni (o-felandren, B-felandren, o-terpinen i 3,9-epoksi-p-ment-1-en). Biljni
terpenoidi se sintetiziraju iz dvije poCetne jedinice izoprenoida preko dva puta uz prisutnost
terpen sintetaze. Metileritrol-fosfatni put odgovoran je za nastanak monoterpena, diterpena i
karotenoida. Nepravilni terpeni (6-metil-5-hepten-2-ol i f-damascenon) pronadeni u soku od
aronije su najvjerojatnije nastali kao derivati karotenoida pod utjecajem enzima (Kraujalyte i
sur., 2013.).

U svojoj studiji Kraujalyte i suradnici (2013.) su takoder odredili aromati¢ne spojeve u soku od
aronije koji najvise pridonose senzorskom doZivljaju pomocu plinske kromatografije s plameno
ionizirajuéim detektorom i plinskom kromatografijom-olfaktometrijom. Analiza ucestalosti
detekcije (DFA) je otkrila 22 spoja, od kojih je njih 15 identificirano pomocu retencijskog
indeksa, plinske kromatografije s masenim detektorom i autenti¢nih referentnih spojeva.

Sedam od njih su esteri, Cetiri terpena, dva alkohola i dva aldehida (Slika 18, Tablica 5).

Aromaticni spojevi su najéesce opisivani kao voéni, najvise je identificirano estera (Kraujalyte
i sur., 2013.) koji su tipi¢ni nositelji vocne arome i arome bobica (Forney i sur., 2000.). Na
tipicnu aromu aronije, opisanu kao bademasta, vo¢na, kisela i/ili zelena, najviSe utjeCu prisutni
aldehidi, alkoholi i terpenoidi (Kraujalyte i sur., 2013.).

kiselo vocna

razliCita slatko vacna

zelena kisela

—— Aronia melanocarpa kultivar Aron
- - - - Aronia var. cleata

aroma mente aroma gljiva

aroma kopra

Slika 18 Relativna distribucija arome prema GC-O (plinska kromatografija-
olfaktometrija) opisu sudionika (Kraujalyte i sur., 2013.).
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Tablica 5 Spojevi arome soka od aronije identificirani plinskom kromatografijom s
plameno ioniziraju¢im detektorom i plinskom kromatografijom-olfaktometrijom
pomocu analize uCestalosti detekcije (Kraujalyte i sur., 2013.).

Opis mirisa

Opor

Vocni, bobice
Vocni, bobice

Vocni

Kiseo voc¢ni, jabuka
Vocni

Vocni, bobice
UZegao

Morski plodovi
Gljive

Gljive

Vocni, bobice
Menta

Gljive, plijesan, zaudarajuci
Zeleni, pelargonijum
Zaudarajuci, jako sladak
Voéni, bonbon
Zeleni

Kopar

Vocéni

Kim, kopar

Voéni, bobice, sladak

Spoj

1-penten-3-ol

Etil propanoat
Neidentificiran
Neidentificiran

Etil butanoat
Etil-2-metil butanoat
Etil-3-metil butanoat
Heptanal
Neidentificiran
1-okten-3-ol
6-metil-5-hepten-2-on
Etil heksanoat
1,8-cineol
Neidentificiran
Nonanal
Neidentificiran

Etil benzoat
Neidentificiran
3,9-epoksi-p-ment-1-en
Neidentificiran
Karvon

Etil dekanoat

Butorova i suradnici (2016.) su identificirali 39 hlapivih sastojaka arome aronije kod dva
razliCita kultivara Aronia melanocarpa (Nero i Viking). To su 8 aldehida (benzaldehid, etanal,
19 alkohola (2-

metilbutanol, 2-metilpropanol, 3-metilbutanol, butanol, 2-butanol, cis-3-heksenol, etanol, 2-

heksanal, nonanal, oktanal, pentanal, propanal i trans-2-heksenal),

heptanol, heksanol, metanol, 2-nonanol, oktanol, 2-oktanol, pentanol, 2-pentanol,

fenilmetanol, propanol, 2-propanol i trans-3-heksenol), 6 estera (etil butanoat, etil dekanoat,
etil etanoat, etil heksanoat, etil pentanoat i metil etanoat), 3 ketona (heptan-2-on, pentan-2-on

i propan-2-on), 2 kiseline (octena i heksanska kiselina) i 1 terpen (limonen). Razlika u
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aromatskom profilu izmedu pojedinih istrazivanja moze se pripisati razlikama koje proizlaze od
razli€itih kultivara, klimatskim i geografskim razlikama kod samog uzgoja, kao i postupaka s
plodovima nakon berbe i tijekom skladistenja (Butorova i sur., 2016.). Veci udio alkohola
pronaden u istrazivanju Butorova i sur. (2016.) moze biti rezultat poCetne faze fermentacijskog

procesa u plodovima aronije (Zhao, 2007.).

2.7. KROMATOGRAFSKE TEHNIKE

Kromatografija je skupni naziv za grupu fizikalnih laboratorijskih tehnika za razdvajanje
smjesa. Ona je jedna od vodecih analitickih metoda i omogucava razdvajanje i kvantitativho
odredivanje tvari veoma slicne strukture i kemijskih osobina. Svim kromatografskim
postupcima zajedni¢ko je postojanje stacionarne (nepokretne) faze koja moze biti ¢vrsta tvar
ili tekucina i mobilne (pokretne) faze koja moze biti plin ili tekuc¢ina. Kromatografija se temelji
na pojavama adsorpcije, razdjeljenja, ionske izmjene ili isklju€enja koje omogucuju odjeljivanje
sastojaka iz smjese. Uzorak otopljen u pokretnoj fazi koja je tekucina, plin ili superkriti¢ni fluid
kre¢e se preko nepokretne faze koja moze biti u koloni ili na plohi. Kromatografske metode
koriste se za odjeljivanja u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi, ali i u preparativhe svrhe.
(Skoog, 1999.; Luterotti, 2014.).

2.7.1.Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Mobilna faza kod tekuéinske kromatografije je tekucina i ona nosi sastojke uzorka kroz
stacionarnu fazu koja se nalazi u koloni. Odjeljivanje sastojaka uzorka u koloni temelji se na
njihovim razli¢itim brzinama kretanja kroz stacionarnu fazu. Postoji nekoliko vrsta tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti: razdjelna kromatografija, adsorpcijska kromatografija,
kromatografija ionske izmjene, kromatografija na gelu itd. Razdjelna kromatografija, koja se
od svih postupaka tekucinske kromatografije najviSe primjenjuje, uobiajeno se dijeli na
kromatografiju u sustavu tekucina-tekucina i na kromatografiju u sustavu vezane faze. Te dvije
vrste kromatografija razlikuju se po nacinu na koji je stacionarna faza vezana na punilu. Kod
razdjelne kromatografije, stacionarna faza u koloni je najCeSce silikagel na koji su vezane
razliCite organske grupe. Ovisno o relativnoj polarnosti stacionarne i mobilne faze razlikuju se
dvije vrste razdjelne kromatografije: normalna kromatografija i reverzna kromatografija. Kod
normalne kromatografije stacionarna faza je vrlo polarna (trietilenglikol ili voda), a mobilna
nepolarna (heksan ili propli eter). Kod reverzne kromatografije stacionarna faza je nepolarna
(ugljikovodici), a mobilna faza je polarno otapalo poput vode, metanola, acetonitrila. Polarna
mobilna faza nosi sastojke uzorka preko nepolarne stacionarne faze koja se nalazi u koloni te,
onaj sastojak uzorka koji je najpolarniji, izlazi prvi jer najmanje reagira s nepolarnom

stacionarnom fazom (Jakobek, 2007.; Skoog i sur., 1999.).
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Uredaj za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (Slika 19) sastoji se od jednog ili
viSe spremnika u kojima se nalazi teku¢a mobilna faza, ventila za doziranje uzorka, crpke koja
pumpa mobilnu fazu kroz sustav, detektora, kolone u kojoj se nalazi stacionarna faza i
kompjuterskog sustava koji prikuplja podatke i prikazuje razdvojene komponente iz uzorka u
obliku kromatograma (Jakobek, 2007.).

U tekucinskoj kromatografiji najceS¢e se upotrebljavaju detektori koji se temelje se na
apsorpciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja (UV/Vis detektori), detektori koji snimaju cijeli
spektar apsorpcije neke komponente (PDA detektori), detektori masene spektrometrije (MS),
detektori koji mjere indeks loma komponente (Rl detektori) i elektrokemijski detektori (EC)
(Skoog i sur., 1999.).

| ‘ i uzorak l I ]
HPLC injektor . — detektor :
pumpa :I-I—.
HPLC kolona I

HPLC obrada podataka
otapalo ¥

otpad

Slika 19 Shematski prikaz tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC)
(Giri, 2015.).

2.7.1.1 Odredivanje polifenola tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti

Od svih kromatografskih tehnika tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti ima najSiru
primjenu u analizi polifenola. Za analizu viSe skupina polifenolnih spojeva istodobno najéesce
se upotrebljava reverzno-fazna tekucinska kromatografija (RP-HPLC). Izbor kolone koja ¢e se
upotrijebiti za analizu flavonoida i fenolnih kiselina ovisi o grupi flavonoida koji se Zele razdvojiti
i 0 karakteristikama stacionarne faze koja je sposobna omoguéiti zadovoljavajucu retenciju,
selektivnost i oblik pika (Jakobek, 2007.). Osim odabira kolone, vrlo je vaZan i odabir pokretnih
faza i nacina eluiranja. Nacin eluiranja najceSc¢e je gradijentan uz uporabu dvaju sustava
otapala, jednog polarnog kao $to je vodena otopina octene, perklorne, fosforne ili mravlje
kiseline te drugog manje polarnog otapala, najéeS¢e zakiseljenog metanola ili acetonitrila. U
primjeni su takoder i sustavi s tri i Cetiri otapala koji ponekad mogu sadrzavati soli (Rastija i
Medi¢-Sari¢, 2009.). ldentifikacija razdvojenih flavonoida se najée$ée provodi usporedujudi

retencijska vremena s retencijskim vremenima standarda, te analiziranjem karakteristika
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razdvojenih flavonoida koje je skupio detektor. Detektori koji se naj¢eS¢e upotrebljavaju u
analizi polifenola su UV/Vis ili PDA detektor (Jakobek, 2007.; Rice-Evans i Packer, 2003.).

2.7.2.Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija koristi se za odvajanje, kvantitativhu 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. Pri
ulasku smjese komponenti u kolonu, ona se trenutno razdjeljuje izmedu stacionarne i mobilne
faze. Razdvajanje smjese hlapljivih sastojaka odvija se naizmjenino adsorpcijom i
desorpcijom lak3e hlapivih sastojaka pod djelovanjem plina nositelja koji odnosi komponente
kroz kolonu (Skoog i sur., 1999.).

S obzirom na nepokretnu fazu plinsku kromatografiju dijelimo na plinsko adsorpcijsku (engl.
Gas-Solid Chromatography, GSC) i plinsko-razdjelnu kromatografiju (engl. Gas-Liquide
Chromatography, GLC). Kod plinsko-adsorpcijske kromatografije stacionarna faza je
adsorbens (silikagel, aluminijev oksid, dijatomejske zemlje), koje na sebe specificno veze
komponente smjese. Nepokretna faza kod plinsko-razdjelne kromatografije je tekucina
nanesena na kruti nosac (silikonska ulja, tekuci ugljikovodici velike molekulske mase, esteri i
alkoholi visokog vrelista). Zbog razlike u topljivosti komponente smjese u stacionarnoj fazi,
dolazi do njihova odvajanja. Plinskom kromatografijiom mozZe se posti¢i kvalitativha i
kvantitativha analiza smjese uz bolje razlucivanje i u kracem vremenu nego vec¢inom danas

uvedenih analitiCkih postupaka (Skoog i sur., 1999.; Luterotti, 2014.).

Plinsko kromatografski sustavi razlikuju se po tipu plina nosaca, sustavu injektiranja, kolonama
i detektorima. Na Slici 20 dan je shematski prikaz plinskog kromatografa s masenim
detektorom (GCMS).

Injektiranje uzorka

.'/
-~ ’.‘
/ lonski Maseni Pojativac
Ulaz plina izvar detektor elektrona
nositelja ot 4 4 ’ ¥ -
(He, Nz} 1 1 1 | f {
' L] ] |
| ————— Sustav
H 1 1t +—i7a obradu
GC kolona V e = ‘ {podataka
GC kromatografska pec - "‘ Yy oY

Fokusirajuce lece

Slika 20 Shematski prikaz plinskog kromatografa s masenim detektorom (Yusof i
sur., 2015.).
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2.7.3.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 elektri¢nom polju i
uvode u odabira¢ brzine koji se sastoji od elektri¢nog 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-? g. Stoga se ova metoda koristi za kvantifikaciju
atoma ili molekula i za dobivanje kemijske i strukturne informacije o analiziranim molekulama.
Osnovni dijelovi spektrometra masa su: ionizator, analizator masa i ionski detector (Dass,
2007.).

U spektrometru masa analizirani uzorak se uvodi u izvor iona u teku¢em ili plinskom stanju,
gdje se fragmentira i ionizira. Nastali ioni potom prvo putuju u analizator masa gdje se
razdvajaju prema njihovim omjerima m/z, a potom odlaze u detektor koji registrira broj iona pri
svakoj vrijednosti m/z Sto rezultira stvaranjem spektra masa (Dass, 2007.; Higson, 2004.).
Spektar masa predstavlja dijagram koji prikazuje relativne intenzitete signala za razliCite
vrijednosti odnosa m/z i karakteristiCan je za odredeni spoj. S obzirom na to da svaki kemijski
spoj daje karakteristiCan maseni spektar koji sluzi za njegovu identifikaciju, kod analize smjese
s vise komponenti svaka od njih ¢e dati svoj spektar, a ukupni spektar smjese bit e rezultat

linearnog zbrajanja komponenata (Young i sur., 1996.).

2.7.3.1 Mikroekstrakcija na ¢évrstoj fazi (SPME)

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
tekucina-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 hlapivih organskih spojeva iz razliitih
biolokih i prehrambenih uzoraka (Vas i Vekey, 2004.). Primjenom SPME tehnike kombinira
se ekstrakcija i koncentriranje te je omogucen 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 omoguceno 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. SPME aparatura (Slika 21) sastoji se od kucista
unutar kojeg se nalazi igla. Adsorpcija sastojaka odvija se unutar igle na polimernoj
stacionarnoj fazi prevu€enoj preko silikatne niti duzine 1 cm. Igla stiti punilo tijekom uporabe i
Cuvanja, posebice prilikom prolaza kroz septum injektora plinskog kromatografa (Pichler,
2011.).
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Slika 21 Shematski prikaz aparature za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Pawliszyn,
2009.).

Punila koja se najceSc¢e uppotrebljavaju 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 teZine, neovisno jesu li polarne ili nepolarne te se stoga

naj¢esce upotrebljavaju (Vas i Vekey, 2004.).

Povecanjem koncentracije soli mijenja se osjetljivost SPME tehnike. Kod vecine sastojaka
adsorpcija se povecava s povecanjem koncentracije soli (etil-butanoat, benzaldehid, linalool,

neral), dok se kod nekih (limonen) smanjuje pove¢anjem koncentracije soli (Pichler, 2011.).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Ciljevi istrazivanja ove disertacije bili su:

Utvrditi moguénost primjene membranskih procesa (nanofiltracije i reverzne osmoze)
u svrhu koncentriranja voénog soka od aronije,

Ispitati utjecaj razliCitih procesnih parametara (tlak, temperatura) na protok permeata
tijekom koncentriranja soka od aronije do zadane ukupne topljive suhe tvari odredene
refraktometrijski,

Odredivanje kemijskih svojstava osnovnog soka od aronije i koncentrata dobivenih
membranskim procesima, odnosno utvrdivanje promjena na sastojcima kao $to su
Seceri, kiseline, antocijani, flavonoidi i antioksidansi,

Odredivanje aromatskog profila osnovnog soka od aronije i dobivenih koncentrata i
utvrdivanje zadrZavanja pojedinih skupina aromatskih spojeva u koncentratima u
odnosu na pocetni sok od aronije i

Odredivanje polifenolnog profila osnovnog soka od aronije i dobivenih koncentrata i
utvrdivanje zadrzavanja pojedinih ispitivanih polifenolnih spojeva, karakteristi¢nih za

aroniju, u koncentratima u odnosu na pocetni sok od aronije.

U svrhu uspjesne realizacije postavljenih ciljeva provedene su sljedece aktivnosti:

1.

Priprema sirovine i provedba postupka membranskog koncentriranja
Osnovni sok od aronije dobiven je preSanjem i pasterizacijom i kao takav upotrebljen u
svim pokusima,

Osnovnom soku od aronije je odreden osnovni kemijski sastav, aromatski i polifenolni
profil,

Koncentriranje membranskim procesima (reverzna osmoza i nanofiltracija) je
provedeno na laboratorijskom uredaju za membransku filtraciju LabUnit M20 (De
Danske Sukkerfabrikker, Nakskov, Danska), te su upotrebljene sljede¢e membrane:
Alfa Laval NF (DSS, A Tetra Pak, Silkeborg, Danska) i Alfa Laval RO98pHt (DSS, A
Tetra Pak, Silkeborg, Danska) i

Dobiveni koncentrati su pohranjeni u staklene boce sa zatvaracem i skladiSteni krace
vrijeme na hladnom (4 °C) i tamnom mjestu do provedbe kemijske analize i odredivanja
aromatskog i polifenolnog profila.

Odredivanje kemijskih svojstava

Odredivanje ukupne topljive tvari refraktometrijski (Carl Zeis Jena, Jena, Njemacka),
Odredivanje ukupne suhe tvari suSenjem u vakuumu (Kambi¢ VS 50S, Slovenija),
Odredivanje kiselina (titrimetrijski),

Odredivanje pH vrijednosti (Mettler Toledo MP 225, UK),
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e Odredivanje Secera po Luff-Schoorl-u,

e Odredivanje ukupnih polifenola Folin — Ciocalteuovom metodom (Ough i Amerine,
1988.),

e Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom (Shimada i sur., 1992.),

e Odredivanje sadrzaja antocijana primjenom pH diferencijalne metode (Gusti i
Wrolstad, 2001.) i

e Odredivanje ukupnih flavonoida (Zhishen i sur., 1999.),

3. Odredivanje arome

e Odredivanje spojeva arome tehnikom SPME na plinskom kromatografu s masenim
spektrometrom (Kraujalyte i sur., 2013.) uz odredene izmjene.

4. Odredivanje polifenolnih spojeva

e Odredivanje polifenolnih spojeva karakteristi¢nih za aroniju pomoc¢u HPLC (Jakobek i
sur., 2012.b)

- antocijana (cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-arabinozid,
cijanidin-3-ksilozid),

- fenolnih kiselina (klorogenska i neoklorogenska kiselina) i

- flavonola (kvercetin-3-rutinozid, kvercetin).

Dobiveni rezultati prikazani su grafi¢ki i tabli€no, a odgovarajuca statistiCka obrada podataka

napravljena je uz primjenu programa Statistica 12 (StatSoft) i Microsoft Office Excel 2013.

3.2. MATERIJALI

3.2.1.Sirovina

Sirovina upotrebljena u ovom istrazivanju je mati¢ni voc¢ni sok od aronije dobiven postupkom
preSanja. Plodovi aronije (sorta Nero) uzgojeni su na podrucju VirovitiCko-podravske Zzupanije.
Berba plodova u stanju konzumne zrelosti je provedena tijekom kolovoza 2014. godine.
Odmah nakon berbe plodovi su prevezeni u tvornicu za proizvodnju sokova od voca i povréa
(Eko Vrelo d.o.o., Beli Manastir) gdje je preSanjem dobiven sok od aronije. IspreSani sok je
podvrgnut pasterizaciji (85 °C, 10 minuta) i napunjen u staklene boce koje su potom Cuvane
na hladnom (4 °C) i tamnom mjestu do provedbe pokusa. Tako dobiven osnovni sok od aronije
sadrzavao je 13 % TSSC, dok je pH bio 3,62.

3.2.2.Kemikalije

e Kalijev klorid, klorovodi¢na kiselina, sumporna kiselina, natrijev tiosulfat, natrijev
bisulfit, Folin-Ciocalteu, natrijev hidroksid, natrijev klorid, askorbinska kiselina, natrijev

karbonat, kalcijev karbonat, bakrov sulfat penta hidrat, kalijev tiocijanat, kalijev jodid,
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kalijev ferocijanid, cinkov acetat, natrijev nitrit, natrijev acetat (Kemika, Zagreb,
Croatia),

e (+) katehin, rutin hidrat (kvercetin-3-rutinozid hidrat), kvercetin dihidrat, klorogenska
kiselina (3-O-kafeoil kininska kiselina), Trolox ((+)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-
2-karboksilna kiselina), DPPH" radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal), galna kiselina
(monohidrat), aluminijev klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),

¢ Cijanidin-3-O-galaktozid klorid i cijanidin-3-O-glukozid klorid (kuromanin chloride)
(Extrasynthese, Genay, Francuska) i

¢ Metanol (HPLC cistoce) (Merck, Darmstadt, Njemacka).

3.3. METODE

3.3.1.Koncentriranje membranskim procesima

Koncentriranje soka od aronije membranskim procesima (reverzna osmoza i nandfiltracija)
provedeno je pomocu laboratorijskog uredaja za membransku filtraciju LabUnit M20
(DowDanmark Separation Systemy De Danske Sukkerfabrikker, Copenhagen, Danska) s

plo€astim membranskim modulom.

Uredaj se sastoji od sljedecih dijelova: plo¢asti modul, centralni vijak, gornja i donja prirubnica,
hidrauli¢na pumpa, visokotlacna klipna pumpa (Rannie 16.50), izmjenjivac topline, by-pass
ventil, dva prihvatna rezervoara s pripadajuc¢im ventilima, ventil za regulaciju radnog tlaka, dva

manometra (na ulazu u modul i na izlazu iz modula), filter na ulazu u klipnu pumpu (Slika 22).

1. Prihvatni rezervoar

2. Ventil rezervoara

3. Filter

4. Visokotlaéna klipna pumpa
5. By-pass ventil

6. Izmjenjivac topline

7. Manometri

8. Membranski modul

9. Izlaz permeata

10. Ventil za regulaciju radnog tlaka

Slika 22 Laboratorijski uredaj za membransku filtraciju LabUnit M20.
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Plo¢asti modul se sastoji od razmaknica, nosecih plo¢a i membrana (Slika 23). Razmaknice
omogucéavaju raspodjelu protoka otopine preko cijele povrSine membrane, a svaki kanal
razmaknice je izveden tako da se svede na minimum pojava grani¢nog sloja na povrsini
membrane. Nosece plo€e imaju veliki broj malih Zljebova koji su specijalno izvedeni kako bi se
onemogucilo njihovo zalepljivanje tijekom rada uredaja. Njihova svrha je prikupljanje
permeata s dvije membrane i njegovo odvodenje pomocu silikonske cjevCice do posude za
sakupljanje permeata. Kompresija i dekompresija modula prilikom montiranja modula ili
zamjene oStecenih membrana se ostvaruje pomocu hidraulicne pumpe. Tijekom rada
membranskog uredaja kompresivni tlak bi trebao biti izmedu 100 - 200 kN. Visokotlagna klipna
pumpa Rannie 16.50 s varijatorom za promjenu kapaciteta rada (2 - 10 L/min) sluzi kao
dobavna pumpa. Za hladenje klipova dobavne pumpe postoji priklju¢ak za rashladnu vodu (0,5
L/min). By-pass ventil sluzi za regulaciju protoka na dobavnoj pumpi, on omogucéava dijelu
protoka povratak na usisnu stranu Sto u konacnici rezultira smanjenjem brzine protoka u

modul.

Membrana

Moseca ploca

Slika 23 Shematski prikaz plo¢astog modula (razmaknica, noseca plo¢a s
membranama...).

Ulazni tok otopine koja se filtrira prolazi kroz donji kraj prirubnice i rasporeduje se oko
centralnog vijka plo€astog modula. Iznad prirubnice nalazi se tzv. ,sendvi¢“ (razmaknica,
noseca plo¢a s membranama, razmaknica...). 1zlazni tok retentata se sakuplja u gornjoj
prirubnici i vodi preko manometra na izlazu iz modula do ventila za regulaciju tlaka te natrag u

prihvatni rezervoar ako se radi recirkulacija.

S obzirom na varijabilni broj razmaknica, nosec¢ih plo€a i membrana moguce su razliCite
izvedbe veliCine ploCastog modula. Takoder je izmjenom membrana i primjenom

odgovaraju¢ih manometara moguce provesti bilo koji membranski postupak (reverzna
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osmoza, nandfiltracija ili ultrafiltracija). Modul se moze koristiti pod tlakom do 8 MPa, pH 0 —

14 i podnosi temperature do 100 °C.

3.3.1.1 Reverzna osmoza

Koncentriranje soka od aronije postupkom reverzne osmoze provedeno je na gore opisanom
laboratorijskom uredaju za membransku filtraciju upotrebom kompozitnih membrana Alfa Laval
RO98pHt (DSS, A Tetra Pak, Silkeborg, Danska) na polipropilenskom nosacu. U plocasti
modul uredaja postavljeno je Sest membrana ukupne povrsine 0,1736 m? (povrsina jedne
membrane je 0,0289 m?). Karakteristike upotrebljenih membrana su dane u Tablici 6 (Zhou i
sur., 2013.).

Tablica 6 Karakteristike membrana Alfa Laval RO98pHt.

Maksimalni Temperatura Permeabilnost MgSO, NaCl pH
radni tlak Ciste vode zadrzavanje zadrzavanje* podrucje
55 bara 5-60 °C 3,15 L/m?hbar 99,39 % 97 % 2-11

*mjereno pri 2000 ppm NaCl, 16 bar, 25 °C.

Pocetni volumen soka od aronije (TSSC 13 %) u svim pokusima bio je 4 L, a temperatura 10
°C. Proces koncentriranja je proveden pri tri razliCita procesna tlaka (45, 50 i 55 bara) i dva
razliCita temperaturna rezima (s hladenjem retentata i bez hladenja retentata) uz recirkulaciju
retentata do maksimalnog udjela topljive suhe tvari koju je bilo moguce postic¢i uz postojece
uvjete a koja je prethodno odredena preliminarnim ispitivanjem. Kod reverzne osmoze
maksimalna koncentracija topljive suhe tvari bila je 24,9 %. Na kraju svakog pokusa prikupljeno
je 2,12 L permeata i 1,88 L retentata, $to odgovara volumnom odnosu retentata od 2,12.
Pokusi s hladenjem retentata su provedeni hladenjem retentata preko izmjenjivaca topline.
Kao rashladno sredstvo koristen je propilenglikol i posebna rashladna jedinica koja je
prikljuéena na izmjenjivaC topline. Tijekom procesa koncentriranja mjeren je volumen
prikupljenog permeata i temperatura retentata svakih 4 minute, a udio topljive suhe tvari
odredivan refraktometrijski svakih 12 minuta. Nakon svakog zavrSenog procesa koncentriranja

provedeno je pranje uredaja i modula.

Dobiveni permeati i retentati su Cuvani u staklenim bocama na tamnom i hladnom (4 °C) mjestu
do daljnje analize. Takoder, koncentrati (retentati) dobiveni u pojedinim pokusima su prije
daljnje analize razrijedeni do suhe tvari po¢etnog soka (13 %) kako bi se vidjela dinamika
zadrzavanja pojedinih ispitivanih sastojaka s obzirom na primijenjene procesne parametre i
odabrao pokus kod kojega je zadrzavanje najvece, odnosno gubitci najmanji. Permeati su

analizirani nerazrijedeni.

56



3. Eksperimentalni dio

3.3.1.2 Nanofiltracija

Koncentriranje soka od aronije postupkom nanofiltracije provedeno je na prethodno opisanom
laboratorijskom uredaju za membransku filtraciju upotrebom kompozitnih membrana Alfa Laval
NF (DSS, A Tetra Pak, Silkeborg, Danska) na poliesterskom nosac¢u. U plo€asti modul uredaja
postavljeno je Sest membrana ukupne povrsine 0,1736 m? (povrs$ina jedne membrane je

0,0289 m?). Karakteristike upotrebljenih membrana su dane u Tablici 7 (Zhou i sur., 2013.).

Tablica 7 Karakteristike membrana Alfa Laval NF.

Maksimalni Temperatura Permeabilnost MgSO, NaCl pH
radni tlak Ciste vode zadrzavanje* zadrzavanje podrucje
55 bara 5-60 °C 10,08 L/m? h bar 98 % 42,65 % 3-10

*mijereno pri 2000 ppm MgSOQa, 9 bar, 25 °C.

Sam postupak provedbe pokusa je bio isti kao i kod reverzne osmoze s tim da je maksimalni
udio topljive suhe tvari kojega je bilo moguce posti¢i bio 26,9 %. Na kraju svakog pokusa
prikupljeno je 2,33 L permeata i 1,67 L retentata, Sto odgovara volumnom odnosu retentata od
2,39.

3.3.1.3 Obrada podataka dobivenih membranskim
koncentriranjem

Na osnovi podataka dobivenih mjerenjem volumena permeata i udjela topljive suhe tvari
tijekom koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom i nanofiltracijom, izraCunati su
sljedeci parametri (1-8):

a) Protok permeata

V
=P 1
AXt M

J

gdje je: J — protok permeata (L/m2h"),
V, — volumen permeata (L),
A — povrs$ina membrane (m?),

T — vrijeme istjecanja permeata (h).

b) Volumni udio permeata

Vo
Y =—x100 (2)
Vo
gdje je: Y — volumni udio permeta (%),

V, — volumen permeata (L),

Vo — pocetni volumen soka (L).
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c) Volumen retentata

V=V — Vpu

gdje je: V, — volumen retentata (L),
Vo — pocetni volumen soka (L),

Vpu — ukupni volumen permeata u datom vremenu (L).

d) Volumni odnos retentata

gdje je: F — volumni odnos retentata,
V; — volumen retentata (L),
Vo — pocetni volumen soka (L).

e) Indeks koncentriranja u retentatu

A
I, = A—;tx 100
[

gdje je: I+ — indeks koncentriranja komponente u retentatu (%)
A — udio topljive suhe tvari u retentatu (%),

Ar — udio topljive suhe tvari u po¢etnom soku (13 %).

f) Indeks koncentriranja u permeatu

Ape
I, =-x100
pt Afc
gdje je: It — indeks koncentriranja komponente u permeatu (%),

At — udio topljive suhe tvari u permeatu (%),

As — udio topljive suhe tvari u po¢etnom soku (13 %).

g) Permeabilnost

p
P=—x100
CT
gdje je: P — permeabilnost (%)

Cp — koncentracija u permeatu,
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¢r — koncentracija u retentatu.

h) Retencija

C C C
R=-—" ”x100=<1—c—’”)x100 (8)
r

r

gdje je: R — retencija (%)
Cp — koncentracija u permeatu,

¢r — koncentracija u retentatu.

3.3.2.Mjerenije topljive suhe tvari refraktometrom

Na prizmu refraktometra (Carl Zeiss Jena, Jena, Njemacka) nanese se nekoliko kapi soka ili
koncentrata, spusti se poklopac i svjetlost se usmjeri prema prizmi. Na ljestvici s vrijednostima
suhe tvari se ocita vrijednost suhe tvari u %. Refraktometrom se mijeri topljiva suha tvar na
osnovi loma zrake svjetlosti na granici dviju razlicitih tvari (zrak/tekucina), a dana je odnosom
izmedu brzine prolaza svjetlosti kroz zrak i tekucinu (sok il koncentrat od aronije). Temperatura

uzorka treba odgovarati bazdarnoj temperaturi refraktometra (20 °C).

3.3.3.0dredivanje suhe tvari susenjem u vakuumu

Za proizvode Ciji se sastav mijenja dugim suSenjem, kao i za proizvode u kojima sadrzaj vode
iznosi najmanje 10 % odredivanje ukupne suhe tvari se provodi u vakuumu.

U izvaganu posudu od aluminija odvaze se 20 g kvarcnog pijeska, susi 1 sat, ohladi i izvaze.
OsuSena i izvagana posuda s kvarcnim pijeskom, staklenim Stapi¢em i uzorkom (3 g) stavi se
u vakuum susionik (Kambi¢ VS 50S, Slovenija) (Slika 24) na 70 °C. Susi se pri sniZzenom tlaku
(30 mbar) u struji zraka, protoka 10 L/h, 5 sati, bez poklopca. Nakon toga se poklopac stavi na
posudu, posuda se izvadi iz suSionika, ohladi u eksikatoru (30 minuta) i nakon toga vaze s
to€nos¢u 0,0002 g. Dosusivanije se radi pri istim uvjetima u trajanju od 1 sata.

Ukupna suha tvar izraCunata je prema formuli (9):

M,

, 0
% suhe tvari = —— x 100 9
gdje je: Mo - masa posude s pijeskom, staklenim Stapicem i poklopcem (g),

M1 - masa iste posude s uzorkom prije susenja (g).

Mz - iste posude s uzorkom poslije suSenja (g).
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Slika 24 VVakuum susionik (Kambi¢ VS 50S, Slovenija).

3.3.4.0dredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost odredivana je pH metrom (Mettler Toledo MP 225, UK) tako da je uranjanjem
kombinirane elektrode u homogenizirani uzorak direktno na instrumentu ocitana vrijednost pH.
Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

3.3.5.0dredivanje kiselina (titrimetrijski)

U pokazatelje kakvocée voca ubraja se i ukupan sadrzaj kiselina. Kiselost vo¢nih plodova Cine
organske kiseline kao Sto su limunska, jabu¢na itd. One se nalaze u voénom soku kao
slobodne ili u obliku soli. Ako u ispitivanom materijalu ima viSe kvalitativno razli€itih kiselina,
kao npr. u vo¢nim sokovima i njima sli¢nim proizvodima, rezultat se izrazava kao ukupna
kiselina u koli¢ini samo jedne od njih, a rezultat se u tom slucaju izrazava kao ekvivalent
odabrane kiseline.

U staklenu ¢aSicu od 25 mL odpipetira se 5 mL uzorka (soka) i zagrije do vrenja kako bi izaSao
eventualno prisutan CO,. Nakon hladenja doda se 10 mL destilirane vode i provodi titracija s
0,1 M natrijevim hidroksidom (NaOH) pomoc¢u pH metra (Mettler Toledo MP 225, UK) do pH
8,1. Ukupan sadrzaj kiselina (g/100 mL) izraCunava se prema sljede¢oj formuli (10):

AXx0,067 x 100

kiseline = 5 (10)

gdje je: A - mL 0,1 M NaOH troSenih za titraciju,
0,067 — faktor kojim se mnozi dobiveni rezultat s obzirom da aronija najviSe
sadrZi jabuéne kiseline.
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3.3.6.0dredivanje Secera po Luff-Schoorl-u
Odredivanje reducirajucéih Secera

U odmjernu tikvicu od 20 mL odvaze se 3 g uzorka. Sadrzaju u tikvici se doda 1-2 g kalcijeva
karbonata (CaCO3) da bi se postigla slabo kisela reakcija i potom promijeSa. Doda se 5 mL
reagensal i 5 mL reagensa ll, promijeSa i nadopuni destiliranom vodom do oznake. PromijeSa
se joS jednom da se sadrzaj potpuno homogenizira. Kada se gornji sloj po¢ne izdvajati

profiltrira se preko suhog, nabranog filtar papira u suhu tikvicu. Dobiveni filtrat se zove F1.

U tikvicu od 300 mL pipetom se odmjeri 25 mL Luffove otopine i doda otopina Secera koja
treba sadrzavati nesto manje od 100 mg 3ecera te toliko destilirane vode da volumen iznosi
50 mL. Radi se slijepa proba sa 25 mL Luffove otopine i 25 mL destilirane vode. Po dodatku
staklenih kuglica sadrzaj se zagrijava tako da prokuha za dvije minute i da se umjereno vrenje
nastavi 10 minuta. Zagrijavanje se provodi preko azbestne mreZice uz povratno hladilo. Kada
je zavrseno zagrijavanje, sadrzaj se naglo hladi pod mlazom hladne vode, a poslije dvije
minute dodaje se 3 mL otopine kalijeva jodida (KI). PromijeSa se brzo, i pazljivo dodaje 20 mL
25 % sumporne kiseline (H2SO4) i 10 mL otopine kalij tijocijanata (KCNS). Tikvica se mucka
do prestanka Suma. IstalozZeni jod se titrira otopinom natrijeva tiosulfata (Na»,S>03) uz dodatak
Skroba kao indikatora dok se ne izgubi plava boja. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

Postotak reducirajucih $ecera u uzorku se izraCuna preko sljedeée formule:

L ax 100
% reducirajutih Se¢era = o (11)
gdje je: a = mg Secera izraCunati iz tablice u Prilogu 1,

m — masa uzorka (mg).

Odredivanje ukupnih Sec¢era

Otpipetira se 50 mL filtrata F1 u odmjernu tikvicu od 100 mL i doda 5 mL kloridne kiseline (HCI)
te se sve dobro promijeSa. Zatim se zagrijava 10 minuta u vodenoj kupelji pri 70 °C (fruktoza
se raspada na viSim temperaturama), brzo se hladi uz stalno mijeSanje, neutralizira s 20 % -
tnom otpinom natrijevog hidroksida (NaOH) uz metiloranz kao indikator. Ohladi se na sobnu
temperaturu i dopuni destiliranom vodom do oznake. Dobiveni filtrat je F2. Postupak dalje ide
kao kod odredivanja reducirajuCih 3ecCera. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja a

postotak ukupnih Secera izraCunat preko sljedece formule (12):
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ax 100
% ukupnih Secera = o (12)

3.3.7.0dredivanje ukupnih polifenola

Koncentracija ukupnih fenola je odredena Folin-Ciocalteu metodom (Ough i Amerine, 1988.).
Sadrzaj polifenolnih spojeva je interpoliran pomoc¢u kalibracijske krivulje galne kiseline i

izrazen u g galne kiseline/L uzorka.

U epruvetu se otpipetira se 200 uL uzorka (soka ili koncentrata razrijedenog na suhu tvar
pocetnog soka od aronije (13 %)) i 1,8 mL destilirane vode (kod permeata je pipetirano 1 mL
permeata i 1 mL destilirane vode), te se doda 10 mL Folin-Ciocalteu reagensa (1:10) i 8 mL
otopine natrijevog karbonata (7,5 % otopina). Promucka se i ostavi stajati 2-20 sati na tamnom
mjestu pri sobnoj temperaturi. Apsorbancija otopine se odreduje spektrofotometrijski (Jenway
6300 spektrofotometar, Bibby Scientific, Stone, UK) pri 765 nm. Slijepa proba pripravi se s

destiliranom vodom umjesto uzorka. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

3.3.8.0dredivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom

Uklanjanje ili vezanje slobodnih radikala je glavni mehanizam djelovanja antioksidanasa u
hrani. Nekoliko metoda je razvijeno za odredivanje antioksidacijske aktivnosti na osnovi
uklanjanja sintetskih radikala u polarnom organskom otapalu (npr. metanolu) pri sobnoj
temperaturi. One koje su najeSc¢e koriste 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) i 2,2'-azinobis(3-
etilbenztiazolin-sulfonska kiselina) (ABTS) radikale (Pichler, 2007.).

Metoda DPPH temelji se na redukciji slobodnih DPPH radikala antioksidansom koji sluzi kao

donor atoma vodika ili elektrona (Slika 25).

A RH Ilo
. N . N
Q o 0 o
O=N . k O=N
N—N > .
— NH—N
) @

+

N, R - N,

o o) o \‘O

Slika 25 Mehanizam reakcije DPPH- radikala s antioksidansom (Brand-Williams i
sur., 1995.).

DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra,
dok u prisutnosti elektron donora - RH (antioksidans koji ,gasi“ slobodne radikale) dolazi do

stabilizacije DPPH radikala sparivanjem elektrona te do promjene ljubiCaste boje (oksidirani
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oblik radikala) otopine u zutu (reducirani oblik radikala), Sto se detektira spektrofotometrijski
pri valnoj duljini 517 nm (Brand-Williams i sur., 1995.).

Odredivanje antioksidacijske aktivnhosti DPPH metodom provedeno je prema metodi Shimade
i suradnika (1992.). Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja. Uzme se 200 uL uzorka, 2 mL
metanola i 1 mL otopine DPPH, dobro promijeSa i reakcijska smjesa se ostavi stajati 15 minuta.
Nakon toga mjeri se apsorbancija pri 517 nm. Za slijepu probu umjesto uzorka dodan je

metanol. Rezultat se preraCuna iz kalibracijske krivulje Troloxa.

3.3.9.0dredivanje sadrzaja antocijana

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.
Uzeto je 200 pL uzorka u dvije kivete, u jednu je dodano 1 mL pufera pH 1 (1,86 g KClu 1 |
destilirane vode, pH vrijednost namjestena je na 1,0 s koncentriranom HCI), a u drugu 1 mL
pufera pH 4,5 (54,43 g CH3CO2Nax3H:20 u 1 | destilirane vode, pH vrijednost podeSena je na
4,5 s koncentriranom HCI). Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocu spektrofotometra
(Jenway 6300, Bibby Scientific, Stone, UK) mjerena absorbanca pri valnim duljinama od 512
nm i 700 nm (A512, A700). Apsorbancija uzorka izraCunata je prema sljedecoj formuli (13):

A = (As12 — A700)pr 1,0 — (As12 — A700)pH 4.5 (13)

Koli¢ina antocijana izraCunata je prema sljede¢oj formuli (14):

m A X MW x FR x 1000
ukupni antocijanini ( Lg) = e x1 (14)

gdje je: A - absorbancija uzorka,
MW — relativha molekularna masa cijanidin-3-glukozida (449.2 g/mol),
FR - faktor razrjedenja,

B V(ukupni)

FR = V(uzorka)

(15)
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€ — molarni ekstincijski koeficijent cijanidin-3-glukozida (26 900 L/mol cm),

| - duljina kivete (1 cm).

Rezultati su izrazeni u mg cijanidin-3-glukozida po litri uzorka. Za svaki uzorak provedena su

tri mjerenja.

3.3.10. Odredivanje polimerne boje

Degradacija antocijana moze se pratiti oCitanjem apsorbance u uzorcima koji su tretirani
bisulfitom. Antocijani s bisulfitom tvore bezbojan kompleks (Slika 26). Boja koja nastaje
polimerizacijom antocijana odnosno nastajanjem kompleksa antocijani/tanini, je otporna na
djelovanje bisulfita. Apsorbanca uzorka tretiranog bisulfitom, na 420 nm predstavlja stupan;j
posmedivanja, a gustoéa boje se definira kao suma apsorbanci na 420 nm i Avis-max (512
nm). Omjer izmedu polimerne boje i gustoée boje se koristi kao postotak boje koja je nastala

polimerizacijom.

Fi By
~_OH N OH
I
HO- 0. _~ 3~ HO-_ . 0 2%
@r:\x R:__u HSOj- | & -T Rﬁ
e = = LN
O-glukoza  jaka kiselina | -
OH OH S0:H
Flavilium kation {crvena boja) Antocijanin-bisulfit kompleks

(bezbojan)

Slika 26 Nastajanje bezbojnog kompleksa izmedu antocijana i bisulfita (Wrolstad i
sur., 2005.).
Degradacija antocijana odredena je prema metodi Giusti i Wrolstad (2001.). Otpipetira se 2,8
mL uzorka u dvije kivete. U jednu se doda 0,2 mL vode, a u drugu 0,2 mL otopine bisulfita.
Nakon stajanja od 15 min uzorcima je pomocéu spektrofotometra (Jenway 6300, Bibby
Scientific, Stone, UK) mjerena apsorbanca pri valnim duljinama od 420 nm, 512 nm i 700 nm.
Degradacija antocijana, odnosno smanjenje intenziteta crvene boje (As2) i povecanje
posmedivanja (As20) se izracunava prema formuli (16-18):
boja nastala polimerizacijom

0 , , e
% boje nastale polimerizacijom Justota boje x 100 (16)

gdje je: gustoca boje (kontrolnog uzorka tretiranog vodom),
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gustota boje = |(A420 — A700) + (As12 — A700)] X FR (17)

boja nastala polimerizacijom (uzorak tretiran s bisulfitom)

boja nastala polimerizacijom = [(A429 — A700) + (As12 — A700)] X FR (18)

Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja.

3.3.11. Odredivanje udjela flavonoida

Udio flavonoida odreden je primjenom AICI3 kao reagensa spektrofotometrijskom metodom

prema Zhishen i suradnici (1999.).

Otopina se priprema mijeSanjem odredenog volumena uzorka (200 uL), 4 mL destilirane vode
i 0,3 mL 5 % NaNO,. Nakon 5 min doda se 1,5 mL 2 % AICIs, nakon 5 min jo§ 2 mL 1 mol/L
NaOH i destilirane vode do 10 mL. Apsorbanca se mjeri na 510 nm, u odnosu na destiliranu
vodu kao slijepu probu. Rezultat se preracuna iz kalibracijske krivulje katehina. Za svaki uzorak

provedena su tri mjerenja.

3.3.12. Odredivanje polifenola HPLC metodom
3.3.12.1 HPLC analiti¢ki sustav

Analiza antocijana, flavonola i fenolnih kiselina provedena je na HPLC analitickom sustavu
(Varian, USA) (Slika 27) koji se sastoji od ProStar 230 pumpe, ProStar 330 PDA detektora i
ProStar 310 UV-Vis detektora. Razdvajanje polifenolnih spojeva provedeno je upotrebom
OmniSpher C18 kolone (unutrasnjeg promjera 250 x 4,6 mm, promjer Cestica 5 uym, Agilent,
USA) koja je zasti¢ena pretkolonom (ChromSep 1 cm x 3 mm, Agilent, USA). Dobiveni podaci
su obradeni na IBM kompjuterskom sustavu s instaliranim softwerom Star Chromatography
Workstation (verzija 5,52). Za svaki uzorak provedena su dva mjerenja.

Koncentrati su razrijedeni na udio topljive suhe tvari osnovnog soka (13 %) i profiltrirani kroz
filter Chromafil Xtra (PTFE; 0,45 pm, 25 mm) (Macherey-Nagel, Diren, Njemacka) prije HPLC
analize. Permeati su analizirani nerazrijedeni. Metode za analizu antocijana, flavonola i
fenolnih kiselina su prethodno validirane (Jakobek i sur., 2012.b). Antocijani su identificirani na
valnoj duljini 520 nm, flavonoli na 360 nm, te fenolne kiseline na 320 nm. Kvantifikacija
antocijana provedena je na osnovi kalibracijske krivulje cijanidin-3-glukozida i cijanidin-3-
galaktozida. Dodatni podatci za identifikaciju dobiveni su slaganjem profila antocijana aronije
s profilima antocijana vec objavljenima u literaturi (Jakobek i sur., 2012.b.; Wilkes i sur., 2014.;

Mayer-Miebach i sur., 2012.; Oszmianski i Wojdylo, 2005.). Koli¢ine cijanidin-3-galaktozida
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izrazene u mg ekvivalenta cijanidin-3-galaktozida po L soka ili koncentrata, a koli€ine ostalih
antocijana u mg ekvivalenta cijanidin-3-glukozida po L soka ili koncentrata. Ukupna koli¢ina
antocijana dobivena je zbrajanjem koliCine svakog pojedinog antocijana. Kvantifikacija
flavonola i fenolnih kiselina je provedena na osnovi kalibracijskih krivulja standardnih spojeva
(rutina, kvercetina i klorogenske kiseline). Neki spojevi su odredeni djelomi¢no
(neoklorogenska kiselina). Zbrajanjem koli¢ina pojedinih flavonola i fenolnih kiselina, dobivene
su koli¢ine ukupnih flavonola i fenolnih kiselina, a zbrajanjem ukupnih koli¢ina antocijana,
flavonola i fenolnih kiselina dobivena je koli¢ina ukupnih polifenolnih spojeva odredenih
pomocu HPLC.

Slika 27 HPLC analiticki sustav.

3.3.12.2 HPLC metoda za analizu antocijana, flavonola i
fenolnih kiselina

Antocijani su razdvojeni reverzno-faznom HPLC metodom primjenom 0,5 % fosforne kiseline
kao mobilne faze A te 100 %-nog metanola kao mobilne faze B. Volumen injektiranja uzorka
u svim analizama bio je 20 pL. Na osnovi UV/Vis spektara snimanih unutar valnih duljina 190
- 600 nm odredeni su karakteristi¢ni antocijani. Valna duljina oc€itanja bila je 520 nm. Radni
uvjeti analize prikazani su u Tablici 8. Izmedu pojedinih analiza bio je period re-ekvilibracije

od 10 minuta. Kromatogrami su snimani na sobnoj temperaturi.
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Tablica 8 Radni uvjeti HPLC metode za analizu antocijana.

Vrlj?me % A % B Protczk
(min) (ml/min)
0 97 3 1
38 35 65 1
45 35 65 1

Flavonoli i fenolne kiseline razdvojeni su reverzno-faznom HPLC metodom primjenom 0,1 %
fosforne kiseline kao mobilne faze A i 100 %-nog metanola kao mobilne faze B. Volumen
injektiranja uzorka u svim analizama bio je 20 pL. Radni uvjeti analize prikazani su u Tablici
9. Izmedu pojedinih analiza bio jeperiod re-ekvilibracije od 10 minuta. Na osnovi UV/Vis
spektara snimanih unutar valnih duljina 190 - 600 nm odredeni su flavonoli i fenolne kiseline

karakteristi¢ni za aroniju. Kromatogrami su snimani na sobnoj temperaturi.

Tablica 9 Radni uvjeti HPLC metode za analizu flavonola i fenolnih kiselina.

Vrljt?me % A % B Protc3k
(min) (ml/min)
0 95 5 0,8
30 20 80 0,8
33 20 80 0,8
35 95 5 0,8

3.3.13. Analiza spojeva arome

3.3.13.1 Priprema uzorka za analizu

Prilikom pripreme uzorka upotrebljena je tehnika mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPME).
Osnova SPME aparature (Slika 28) je igla unutar koje se na polimernu stacionarnu fazu
adsorbiraju aromati¢ni sastojci. U radu je koriSteno punilo od polidimetilsiloksana-
divinilbenzena (PDMS/ DVB), kao polimerna stacionarna faza, debljine 65 um (Supelco,
Bellefonte, Pennsylvania, USA).

U staklenu bocicu od 10 mL odvaze se 5 g uzorka (soka od aronije, razrijedenog koncentrata

ili permeata). Doda se 1 g NaCl radi bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. U bocicu se ubaci
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magnet te se hermeticki zatvori teflonskim ¢epom. Bocica se postavi u posudu s vodom te se,
uz stalno mijeSanje uzorka magnetskom mijeSalicom, aromati¢ni 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
Sto bolje adsorpcije aromati¢nih sastojaka. Adsorpcija se provodi na temperaturi od 40 °C
(vodena kupelj) u trajanju od 20 minuta. Po zavrSetku adsorpcije igla s adsorbiranim sastojcima

odmah se stavlja u injektor plinskog kromatografa te slijedi njihova toplinska desorpcija.

l ‘| D-detektor
Dizaé — %_
SPME igla sa T
polimernom I
stacionarmom fazom i
GC

kolona |

Uzorak

T T ] [
toplinu

Plinska kromatografia

Slika 28 Koristenje SPME holdera za uzorkovanje i analizu (Pichler, 2007.).

Odredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih sastojaka provedeno je primjenom
instrumentalne plinske kromatografije. U radu je koriSten plinski kromatograf Agilent 5890 B s
maseno-selektivnim detektorom Agilent 5977 A (Agilent, Santa Clara, California, USA)

prikazan na Slici 29.
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3. Eksperimentalni dio

Slika 29 GC-MS analiticki sustav.

3.3.13.2 Uvjeti rada plinskog kromatografa

Parametri ekstrakcije:

GC — MS analiticki uvjeti:

temperatura ekstrakcije: 40 °C,
vrijeme ekstrakcije: 20 min,
tip mikroekstrakcijske igle: 65 um PDMS/ DVB (Supelco).

kolona: CP-WAX 52CB (60 m x 250 pym x 0.25 um) (Agilent),
pocetna temperatura: 40 °C (2 min),

temperaturni gradijent: 6 °C/min,

plin nosaé¢: helij 5,0 (Cistoce 99,9 %) (Messer Austria,
Gumpoldskirchen, Austria) s protokom 1 mL/min pri 40 °C,
konacéna temperatura: 230 °C,

temperatura injektora: 250 °C,

temperatura detektora: 250 °C,

desorpcija uzorka u injektor: 5 min.

Pojedinacni pikovi na kromatogramu su identificirani usporedbom njihovih spektara masa sa
spektrima masa iz Wiley9 (Wiley,SAD) i NIST08 (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, SAD) baze podataka. Za svaki uzorak provedena su tri

mjerenja.
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3. Eksperimentalni dio

Odredivani su odabrani sastojci arome:

¢ alkoholi (izoamilni alkohol, 3-heksenol, 2-heksenol, 2-etilheksanol, benzen metanol i
benzen etanol),

e kiseline (heksanska, oktanska, nonanska, dekanska i dodekanoinska kiselina), esteri
(n-heksil acetat, etiloktanoat),

e terpeni (limonen, 1,8-cineol, p-cimen, linalool oksid, geraniol) i

e karbonilni spojevi (2-heksenal, 6-metil-5-hepten-2-on, nonanal, benzaldehid,

vitispiran, p-damascenon).

3.3.14. Statisticka obrada podataka

Pri obradi rezultata izracunate su srednje vrijednosti i standardna devijacija izmjerenih,
odnosno izraCunatih parametara u uzorcima. Rezultati su statisti¢ki obradeni pomocu ANOVA,
Fisher's LSD testa (P < 0,05). Za obradu podataka upotrebljeni su programi Statistica 12
(StatSoft) i Microsoft Office Excel 2013.
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4. REZULTATI



4. Rezultati

4.1. UZORAK PRIJE KONCENTRIRANJA

Tablica 10 Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivhost soka od
aronije prije koncentriranja membranskim procesima (pocetni sok).

Parametri®

Topljiva suha tvar (°Brix) 13,00 £ 0,10
Ukupna suha tvar (°Brix) 13,80 £ 0,15

Kiseline (g/100 mL jabuéne kiseline) 0,93 £ 0,01

pH 3,63 £ 0,01

Polifenoli (g GAE/L) ® 4,00 + 0,04
Antocijani (mg CGE/L)¢ 369,47 £ 0,91
Degradacija antocijana (%) 18,71 £ 1,40
Flavonoidi (mg CE/mL)¢ 2,50 £ 0,04

Antioksidacijska aktivhost DPPH

(mmol TE/100 mL)® B9 8
Seéeri-reducirajuéi (g/L) 76,03 £ 0,64
Seéeri-ukupni (g/L) 82,83 + 1,44

asrednje vrijednosti tri mjerenja + standardna devijacija (SD)

bGAE - ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalent)

°CGE - ekvivalent cijanidin-3-glukozida (engl. cyanidine-3-glucoside equivalent)
dCE - ekvivalent katehina (engl. catechin equivalent)

eTE — ekvivalent trolox kiseline (engl. trolox equivalent)
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4. Rezultati

mAlL
520 nm

10 20 30 40 Minutes

Slika 30 Karakteristi¢ni HPLC-PDA kromatogram, soka od aronije, prikazan pri 520
nm. Objasnjenje pikova: (1) cijanidin-3-galaktozid, (2) cijanidin-3-glukozid, (3)
cijanidin-3-arabinozid i (4) cijanidin-3-ksilozid.

mALl
300 5

320 nm 5
250
200

150
100

) I | Y

0
[ 10 15 20 25 30 Minute

Slika 31 Karakteristi¢ni HPLC-PDA kromatogram, soka od aronije, prikazan pri 320
nm. Objasnjenje pikova: (5) neoklorogenska kiselina, (6) klorogenska kiselina i (7)
kvercetin-3-rutinozid.
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4. Rezultati

kvercetin-3-rutinozid kvercetin
8% 0%

cijanidin-3-galaktozid
22%

cijanidin-3-glukozid
1%

klorogenska kiselina
29%

nidin-3-arabinozid
6%

neoklorogenska
kiselina
33%

Slika 32 Raspodjela (% u ukupnoj koli€ini polifenola dobivenih HPLC metodom)
pojedinih polifenolnih spojeva u soku od aronije prije koncentriranja.
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4. Rezultati

Tablica 11 Aromati¢ni sastojci identificirani u soku i koncentratima od aronije.

Sastojak
Alkoholi

izoamilni alkohol (3-metil-1-butanol)

3-heksenol

2-heksenol

2-etilheksanol

benzen metanol

benzen etanol

Kiseline

heksanska (kapronska) kiselina
oktanska (kaprilna) kiselina
nonanska (pelargonska) kiselina
dekanska (kaprinska) kiselina
dodekanoinska (laurinska) kiselina
Esteri

n-heksil acetat

etiloktanoat

Terpenoidi

d/ limonen

1,8-cineol

p-cimen

linalool oksid

geraniol

Karbonilni spojevi

2-heksenal
6-metil-5-hepten-2-on

nonanal

benzaldehid

vitispiran

SP-damascenon

* vrijeme zadrZavanja aromati¢nih sastojaka (retencijsko vrijeme) (min)
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RT

13,54
17,79
18,25
20,04
27,95
28,58

27,34
30,94
32,62
34,23
37,97

15,17
18,89

13,34
13,73
15,27
19,16
27,12

14,03
16,78
18,09
21,22
21,28
26,94



4. Rezultati

4.2. REVERZNA OSMOZA

4.2.1.Utjecaj procesnih parametara na protok permeata

Tablica 12 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 45 bara, s primjenom hladenja.

Volumni Volumni Indeks

Vrijeme Volumen Protok udio odnos konc. Temp. % stv
t (min) psrrzln(:it)a ge(:_r;'n':?rts permeata retentata retentata ret;.zrét)a ta retentata
P Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
140 12,09 3,5 1,04 19
8 270 11,69 6,75 1,07 23
12 410 11,81 10,25 1,11 105,39 25 13,7
16 535 11,56 13,38 1,15 28
20 665 11,50 16,63 1,19 30
24 790 11,38 19,75 1,25 116,15 31 15,1
28 920 11,36 23 1,29 31
32 1030 11,13 25,75 1,35 32
36 1135 10,89 28,38 1,39 137,69 32 17,9
40 1230 10,62 30,75 1,44 33
44 1325 10,41 33,13 1,49 33
48 1415 10,19 35,38 1,55 144,62 33 18,8
52 1500 9,97 37,5 1,6 34
56 1590 9,82 39,75 1,66 34
60 1670 9,62 41,75 1,72 154,62 35 20,1
64 1730 9,34 43,25 1,76 35)
68 1775 9,02 44,38 1,79 36
72 1820 8,74 45,5 1,84 161,54 37 21
76 1860 8,46 46,5 1,87 37
80 1895 8,19 47,38 1,9 37
84 1925 7,92 48,13 1,93 173,08 37 22,5
88 1945 7,64 48,63 1,95 38
92 1965 7,38 49,13 1,97 38
96 1990 7,16 49,75 1,99 180,77 38 23,5
100 2010 6,95 50,25 2,01 39
104 2025 6,73 50,63 2,03 40
108 2040 6,53 51 2,04 183,85 40 23,9
112 2050 6,33 51,25 2,05 41
116 2060 6,14 51,5 2,06 41
120 2070 5,96 51,75 2,07 186,92 42 24,3
124 2080 5,79 52 2,08 41
128 2087 5,64 52,18 2,09 41
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4. Rezultati

Vrijeme
t (min)

132
136
140

Volumen
permeata
Ve (mL)

2095
2103
2110

Protok
permeata
J (L/im2h)

5,49
5,34
5,21

Nastavak Tablice 12

Volumni
udio
permeata
Y (%)
52,38
52,58
52,75
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Volumni
odnos
retentata
F

2,09
2,11
2,12

Indeks
konc.
retentata
Irt

190

191,54

Temp.
retentata
(°C)

40
40
40

% stv
retentata

24,7

249



4. Rezultati

Tablica 13 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 45 bara, bez primjene hladenja.

Vrii Volumen Protok Volu_mni Volumni Indeks Temp. o
rijeme permeata permeata udio odnos konc. retentata o Stv
t (min) Vp (mL) J (Limzh) permeata retentata retentata (°C) retentata
Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
150 12,95 3,75 1,04 21
8 300 12,96 7,5 1,08 26
12 470 13,54 11,75 1,13 107,69 29 14
16 660 14,26 16,5 1,19 33
20 825 14,27 20,63 1,26 36
24 995 14,32 24,88 1,33 121,54 39 15,8
28 1145 14,15 28,63 1,40 42
32 1280 13,83 32 1,47 44
36 1395 13,39 34,88 1,54 143,07 46 18,6
40 1510 13,04 37,75 1,61 49
44 1605 12,61 40,13 1,67 52
48 1670 12,02 41,75 1,72 154,62 53 20,1
52 1730 11,49 43,25 1,76 52
56 1795 11,08 44,88 1,81 52
60 1840 10,59 46 1,85 161,54 52 21
64 1870 10,09 46,75 1,88 54
68 1895 9,63 47,38 1,9 53
72 1915 9,19 47,88 1,92 170,77 54 22,2
76 1945 8,84 48,63 1,95 56
80 1960 8,46 49 1,96 55
84 1980 8,15 49,5 1,98 181,54 56 23,6
88 2005 7,87 50,13 2,01 57
92 2020 7,59 50,5 2,02 56
96 2040 7,34 51 2,04 183,85 56 23,9
100 2055 7,10 51,38 2,06 55
104 2075 6,89 51,88 2,08 56
108 2085 6,67 52,13 2,09 190,77 55 24,8
112 2110 6,51 52,75 2,12 191,54 56 24,9
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4. Rezultati

Tablica 14 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 50 bara, s primjenom hladenja.

Volumni Volumni Indeks

Vrijeme Volumen Protok udio odnos konc. Temp. % stv
t (min) p\t;rTnt:it)a 37’:}‘;2‘:‘? permeata retentata retentata retglz:t)a ta retentata
P Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
170 14,68 4,25 1,04 18
8 340 14,73 8,5 1,09 21
12 505 14,55 12,63 1,14 110 24 14,3
16 660 14,26 16,5 1,19 26
20 805 13,93 20,13 1,25 27
24 945 13,61 23,63 1,31 120 29 15,6
28 1075 13,29 26,88 1,37 30
32 1195 12,92 29,88 1,43 31
36 1300 12,48 32,5 1,48 131,54 31 17,1
40 1400 12,09 35 1,54 31
44 1490 11,71 37,25 1,59 32
48 1575 11,34 39,38 1,65 146,15 31 19
52 1650 10,96 41,25 1,70 32
56 1720 10,62 43 1,75 32
60 1785 10,28 44,63 1,81 154,62 32 20,1
64 1850 9,99 46,25 1,86 33
68 1900 9,66 47,5 1,91 34
72 1940 9,31 48,5 1,94 162,31 33 211
76 1980 9,00 49,5 1,98 34
80 2010 8,69 50,25 2,01 34
84 2034 8,37 50,85 2,04 176,15 35 22,9
88 2035 7,99 50,88 2,04 35)
92 2078 7,81 51,95 2,08 35
96 2097 7,55 52,43 2,10 186,92 35) 24,3
100 2105 7,27 52,63 2,11 35
104 2115 7,03 52,88 2,12 191,54 35) 24,9
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4. Rezultati

Tablica 15 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 50 bara, bez primjene hladenja.

Vrii Volumen Protok Volu_mni Volumni Indeks Temp. o
rijeme permeata permeata udio odnos konc. retentata o Stv
t (min) Vp (mL) J (Limzh) permeata retentata retentata (°C) retentata
Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
165 14,25 4,12 1,04 18

8 335 14,51 8,38 1,09 21

12 520 14,98 13 1,15 110,77 24 14,4

16 720 15,55 18 1,22 29

20 920 15,91 23 1,29 33

24 1120 16,13 28 1,39 127,69 38 16,6

28 1295 16,01 32,38 1,48 41

32 1455 15,73 36,38 1,57 43

36 1605 15,41 40,13 1,67 148,46 44 19,3

40 1710 14,77 42,75 1,75 44

44 1800 14,15 45 1,82 45

48 1870 13,47 46,75 1,88 162,31 46 211

52 1930 12,82 48,25 1,93 49

56 1975 12,19 49,38 1,98 49

60 2008 11,57 50,2 2,01 171,54 51 22,3

64 2037 10,99 50,93 2,04 51

68 2058 10,46 51,45 2,06 51

72 2079 9,98 51,98 2,08 182,31 52 23,7

76 2095 9,53 52,38 2,09 54

80 2110 9,12 52,75 2,12 190,77 55 24,8

84 2115 8,70 52,88 2,12 191,54 56 24,9

80



4. Rezultati

Tablica 16 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 55 bara, s primjenom hladenja.

Vrii Volumen Protok Volu_mni Volumni Indeks Temp. o
rijeme permeata permeata udio odnos konc. retentata o Stv
t (min) Vp (mL) J (Limzh) permeata retentata retentata (°C) retentata
Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
185 15,98 4,63 1,05 18

8 375 16,24 9,38 1,10 22

12 560 16,13 14 1,16 113,85 26 14,8

16 745 16,09 18,63 1,23 29

20 915 15,83 22,88 1,29 30

24 1075 15,48 26,88 1,37 127,69 31 16,6

28 1225 15,12 30,63 1,44 31

32 1365 14,75 34,13 1,52 32

36 1490 14,31 37,25 1,59 148,46 32 19,3

40 1605 13,86 40,13 1,67 33

44 1705 13,39 42,63 1,74 33

48 1800 12,96 45 1,82 160 34 20,8

52 1875 12,46 46,88 1,88 35

56 1950 12,04 48,75 1,95 35)

60 2005 11,55 50,13 2,01 177,69 35 231

64 2045 11,04 51,13 2,05 36

68 2068 10,51 51,7 2,07 36

72 2090 10,03 52,25 2,09 188,46 36 24,5

76 2105 9,57 52,63 2,11 36

80 2115 9,14 52,88 2,12 191,54 36 24,9
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4. Rezultati

Tablica 17 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri tlaku od 55 bara, bez primjene hladenja.

Vrii Volumen Protok Volu_mni Volumni Indeks Temp. o
rijeme permeata permeata udio odnos konc. retentata o Stv
t (min) Vp (mL) J (Limzh) permeata retentata retentata (°C) retentata
Y (%) F Irt
0 0 0 1 100 10 13
245 21,16 6,13 1,07 22

8 460 19,92 11,5 1,13 26

12 665 19,15 16,63 1,19 116,15 31 15,1

16 855 18,47 21,38 1,27 34

20 1045 18,08 26,13 1,53 37

24 1235 17,79 30,88 1,45 132,31 40 17,2

28 1405 17,34 35,13 1,54 42

32 1575 17,02 39,38 1,65 45

36 1710 16,42 42,75 1,75 156,92 45 20,4

40 1825 15,76 45,63 1,84 47

44 1930 15,17 48,25 1,93 50

48 1980 14,26 49,5 1,98 173,85 51 22,6

52 2025 13,45 50,63 2,03 53

56 2065 12,75 51,63 2,07 55

60 2095 12,07 52,38 2,09 187,69 56 24,4

64 2115 11,42 52,88 2,12 191,54 56 24,9
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4. Rezultati
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Volumni odnos retentata F

Slika 33 Linija trenda utjecaja volumnog odnosa retentata na indeks koncentriranja u
retentatu kod koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom pri tlakovima od
45, 50 i 55 bara, s hladenjem (H) i bez primjene hladenja (BH).
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4. Rezultati

4.2.2.Utjecaj procesnih parametara na

kemijski

sastav,

antioksidacijsku aktivnost i zadrzavanje pojedinih polifenolnih

spojeva

Tablica 18 Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivnost
koncentrata od aronije dobivenih postupkom reverzne osmoze pri razli€itim
procesnim uvjetima tlaka(45, 50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem (H) i bez

hladenja (BH)).

Parametar? RO45H RO45BH RO50H RO50BH

Topljiva suha

om 24,9+0,15 24,9+0,10 24,9+0,20 24,9+0,10
tvar (°Brix)

Ukupna suha
tvar (°Brix)

Kiseline (g/100

24,9+0,07 24,9+0,07 24,9+0,03 25,0+0,06

mL jabuéne 0,83+0,01 0,89+0,01 0,87+0,01 0,88+0,01
kiseline)
pH 3,568+ 0,01 3,568+0,01 3,62+0,01 3,65+0,01

sece(:;{_‘;d“c' 66,0+1,27 64,2+1,00 69,0+0,64 68,3+0,64
Secéeri-ukupni
(g/L)
Polifenoli
(g GAE/L)®

Antocijani
(mg CGE/L)® 295,08+5,42 @ 289,89+5,09 327,61+1,87 270,10+2,61

72,2%1,27 71,4127 74,5+1,27 71,6127

3,72+0,01 3,68+0,03 3,75+0,04 3,74+0,03

Degradacija

o o 35,0+£0,95 36,2+2,58 27,81+1,18 37,08+£2,78
antocijana (%)

Flavonoidi
(mg CE/mL)¢

Antiok. akt.
DPPH

(mmoITE/100 0,71+0,02 0,71%0,01 0,79+0,01 0,78+0,01
mL)e

asrednje vrijednosti tri mjerenja * standardna devijacija (SD)

®GAE - ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalent)

°CGE - ekvivalent cijanidin-3-glukozida (engl. cyanidine-3-glucoside equivalent)

9CE — ekvivalent katehina (engl. catechin equivalent)

°TE — ekvivalent trolox kiseline (engl. trolox equivalent)

1,96+0,03 1,91+0,03 2,18+0,04 1,97+0,06
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ROS55H

24,9+0,15

24,9+0,06

0,89+0,01

3,62+0,01

69,0+0,64

73,8+1,27

3,87+0,04

352,3+0,72

22,30+1,31

2,27+0,02

0,79+0,01

RO55BH

24,9+0,10

25,1+0,05

0,89+0,01

3,63+0,01

69,0+0,63

74,5127

3,81+0,02

302,64+3,12

34,35+1,33

2,03+0,04

0,78+0,01



4. Rezultati

Tablica 19 Sadrzaj antocijana, fenolnih kiselina i flavonola u koncentratima od aronije dobivenim pri razli€itim procesnim uvjetima

Antocijani
Cijanidin-3-galaktozid
Cijanidin-3-glukozid
Cijanidin-3-arabinozid
Cijanidin-3-ksilozid
Ukupno
Fenolne kiseline

Neoklorogenska kiselina

Klorogenska kiselina
Flavonoli

Kvercetin-3-rutinozid
Kvercetin

Ukupno

UKUPNO

reverznom osmozom u usporedbi s po¢etnim sokom od aronije.

Pocetni sok

278,43+25,032
9,28+0,96 °
78,47+4,27°
6,88+0,512

373,06£30,77 ®

426,57+0,982
370,06+3,29 @

107,13+5,08°
0,27+0,23

904,03+9,58 @

1277,09+40,35 ®

**<lod: limit detekcije, H-s hladenjem, BH-bez hladenja.

45H

234,03+6,28 @
8,15+0,46 °

67,77+3,55 2P
6,55+0,11 ®

316,5%10,4 20

374,75+4,77 °
335,29+2,28 ©

90,51£0,27 °¢

<lod**

800,55+7,32 b°

1107,05+17,72°

45BH

198,98+4,02 °
6,87+0,15°
50,13+0,74 ¢
4,7+0,04 ¢

260,68+4,95°

334,52+11,72°¢
318,197,19 ¢

89,98+3,81 ¢

<lod

742,69+22,72 ¢

1003,37+27,67 ©

Koli¢ina (mg/L)

50H

227,13+8,55 2P
8+0,44 °

58,73+0,99 bod
5,660 P°

299,52+9,98 be

375,71+14,33"
335,12+3,43 ¢

93,4243,1 b°

<lod

803,71+20,86 ©

1103,23+30,84 b°

Vrijednosti u istom redu s razligitim eksponentima (a-d) su statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite (P < 0,05) ANOVA, Fisher’s.
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50BH

226,68+14,21 &P
6,95+0,37 ©
55,5616,63 °¢
5,43+0,42 ©¢
294,62+21,63 Pe

353,65+19,34 be
326,92+2,33 4

86,93+3,01 ¢

<lod

767,50+24,68 °4

1062,12+46,3 ¢

55H

240,36+17,49 2

7,69+0,58 aP
62,215,54 ab°
6,02+0,29 2b°
316,27+23,9 &0

422,32+2,05°
352,3416,82 °

97,69+1,26 2P
<lod

872,35%10,13°

1188,62+34,03 °

55BH

196,63+21,72°
7,6610,4 a0
49,76+5,81 ¢
4,79+0,58 ¢

258,84+28,51 ¢

353,75+7,68 b°
330,97+3,93 ¢

86,37+1,61¢
<lod

771,09+12,77°¢4

1029,93+41,28%¢



4. Rezultati

55BH
55H

50BH

45BH

45H

sov

osnovni sok

M antocijani W fenolne kiseline  ® flavonoli

Slika 34 Raspodjela (% u ukupnoj koli€ini polifenola dobivenih HPLC metodom)
pojedinih polifenolnih skupina (antocijani, fenolne kiseline i flavonoli) u pocetnom
soku i koncentratima soka od aronije dobivenim razli€itim procesnim uvjetima tlaka
(45,50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja (BH)).

—

osnovni sok

m flavonoli  mfenolne kiseline  ® antocijani

Slika 35 SadrZaj (% u odnosu na pocetni sok od aronije) pojedine skupine
polifenolnih spojeva (antocijani, fenolne kiseline i flavonoli) u koncentratima od
aronije dobivenim reverznom osmozom pri razli¢itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50
i 55 bara) i temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja (BH)).
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4. Rezultati

4.2.3.Utjecaj procesnih parametara na zadrzavanje arome

sser (I 515,32
ssr [ 338,28
sopr R 301,08
son (Y 557,69
gspr R 230,77
g5 I 302,54
pocetnisok [T 575,72

0 50 100 150 200 250 300 350 400

povrsina pika

Slika 36 ZadrZavanje alkohola u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

izoamilni alkohol (3-metil-1-butanol)

300
250

200

ika
H

povrsina pi

150 I I
100 I :|:

50

pocetni sok 45H 45BH 50H 50BH 55H 55BH
Slika 37 Zadrzavanje izoamilnog alkohola u koncentratima od aronije dobivenim

reverznom osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i
temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4. Rezultati

ssor (MY 129,69
ssr (Y =535
sopr (Y 57,54
sor (Y 131,57
sspr Y 4,56
s T 176,49
pocetni sok N 225,19

0 50 100 150 200 250
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Slika 38 ZadrZavanje kiselina u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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Slika 39 Zadrzavanje kaprilne kiseline u koncentratima od aronije dobivenim
reverznom osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i
temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4. Rezultati

S55BH —235,03
ssi (Y 2:5,96
sopr (Y 207,67
so (R 250,27
45BH —187,59
a5 Y 205,17
potetnisok [T 54,18

0 100 200 300 400 500 600 700
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Slika 40 Zadrzavanje karbonilnih spojeva u koncentratima od aronije dobivenim
reverznom osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i
temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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Slika 41 Zadrzavanje -damascenona u koncentratima od aronije dobivenim
reverznom osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i
temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4. Rezultati
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Slika 42 Zadrzavanje benzaldehida u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

sspn I 25,47
ssp T 52,66
sopr I 47,53
son I s6,23
sspn I 39,12
sn T 26,16
pocetnisok N 71,53

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Slika 43 Zadrzavanje terpenoida u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4. Rezultati
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Slika 44 ZadrZavanje terpenoida u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

55BH — 13,15
55H — 7,82
50BH — 11,05
50H - 6,08
sser () 8,74
sy ) s,89
potetnisok N 44,03
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Slika 45 ZadrZavanje estera u koncentratima od aronije dobivenim reverznom
osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s
hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4. Rezultati
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Slika 46 Zadrzavanje n-heksil acetata u koncentratima od aronije dobivenim

reverznom osmozom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i
temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

92



4. Rezultati

4.3. NANOFILTRACIJA

4.3.1. Utjecaj procesnih parametara na protok permeata

Tablica 20 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 45 bara, s primjenom hladenja.

Volumni Indeks Volumni Indeks

Vrijeme Volumen Protok udio konc. odnos konc. Permeabi- Retencija Temp. % stv o
t (min) p\t;rr{lmeit)a 'je('i_TrE?I?)a permeata permeata retentata retentata an);; R (%) ret;irét)a ta retentata to stvt
P Y (%) It F I ° permeata
0 0 0 0 1 100 0 100 10 13 0

135 11,67 3,38 1,04 19
260 11,26 6,5 1,07 22

12 390 11,23 9,75 3,08 1,11 107,69 2,86 97,14 24 14 0,4

16 520 11,23 13 1,15 26

20 650 11,24 16,25 1,19 27

24 790 11,30 19,75 3,08 1,25 115,39 2,67 97,33 28 15 0,4

28 920 11,27 23 1,29 29

32 1040 11,24 26 1,35 30

36 1170 11,23 29,25 4,62 1,41 130 3,55 96,45 32 16,9 0,6

40 1285 11,09 32,13 1,47 33

44 1400 11,00 35 1,54 32

48 1500 10,80 37,5 4,62 1,6 146,15 3,16 96,84 33 19 0,6

52 1590 10,56 39,75 1,66 33

56 1670 10,31 41,75 1,72 33

60 1740 10,02 43,5 4,62 1,77 160,77 2,91 97,09 33 20,9 0,6

64 1815 9,79 45,38 1,83 35

68 1865 9,48 46,63 1,87 35

72 1910 9,17 47,75 6,15 1,91 173,85 3,54 96,46 35 22,6 0,8
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4. Rezultati

Nastavak Tablice 20

Volumni Indeks Volumni Indeks -
Vrijeme CelinE s udio konc. odnos konc. FEIIEL = Retencija VT % stv ®
t (min) p\(;rmeata permez;ta permeata permeata retentata retentata Inc:)st R (%) reteontata retentata e
p (mL) J (L/m?h) Y (%) lot F I P (%) (°C) permeata
76 1950 8,87 48,75 1,95 35
80 1995 8,62 49,88 1,99 36
84 2030 8,35 50,75 7,69 2,03 183,85 4,18 95,82 37 23,9 1
88 2060 8,09 57,5 2,06 37
92 2095 7,87 52,38 2,09 37
96 2130 7,67 53,25 7,69 2,14 194,62 3,95 96,05 38 25,3 1
100 2155 7,45 53,88 2,17 38
104 2190 7,28 54,75 2,21 39
108 2215 7,09 55,38 7,69 2,24 200,77 3,83 96,17 40 26,1 1
112 2235 6,89 55,88 2,27 41
116 2250 6,71 56,25 2,29 41
120 2265 6,52 56,63 7,69 2,31 203,08 3,79 96,21 42 26,4 1
124 2280 6,35 57 2,33 42
128 2295 6,19 57,38 2,35 42
132 2305 6,04 57,63 7,69 2,36 206,15 3,73 96,27 43 26,8 1
136 2315 5,88 57,88 2,37 43
140 2325 5,74 58,13 7,69 2,39 206,92 3,72 96,28 44 26,9 1
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4. Rezultati

Tablica 21 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 45 bara, bez primjene hladenja.

Volumni Indeks Volumni Indeks .
Vrijeme Volumen Protok udio konc. odnos konc. Permeabi- Retencija Temp. % stv o
t (min) p\(;rmeata permez;ta permeata permeata retentata retentata Inc:)st R (%) reteontata retentata o StV
p (ML) J (L/m?h) Y (%) lot F I P (%) (°C) permeata
0 0 0 0 1 100 0 100 10 0 0

4 150 13,95 3,75 1,04 20

330 14,26 8,25 1,09 24
12 470 13,54 11,75 3,077 1,13 110,77 2,78 97,22 27 14,4 0,4
16 630 13,44 15,75 1,19 31
20 790 13,65 19,75 1,25 33
24 950 13,68 23,75 3,077 1,31 116,15 2,65 97,35 34 15,1 04
28 1100 13,57 27,5 1,38 36
32 1200 12,97 30 1,43 40
36 1290 12,39 32,25 3,846 1,48 130,77 2,94 97,06 52 17 0,5
40 1395 12,05 34,88 1,54 46
44 1500 11,79 37,5 1,6 48
48 1600 11,52 40 4,615 1,67 146,15 3,16 96,84 51 19 0,6
52 1690 11,23 42,25 1,73 52
56 1770 10,93 44,25 1,79 53
60 1850 10,59 46,25 5,385 1,86 162,31 3,32 96,68 54 21,1 0,7
64 1910 10,31 47,75 1,91 56
68 1965 9,99 49,13 1,97 58
72 2010 9,65 50,25 6,923 2,01 180,77 3,83 96,17 58 23,5 0,9
76 2050 9,32 51,25 2,05 57
80 2085 9,01 52,13 2,09 57
84 2120 8,72 53 7,692 2,13 193,08 3,98 96,02 57 25,1 1
88 2155 8,46 53,88 2,17 57
92 2190 8,23 54,75 2,21 57
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4. Rezultati

Vrijeme
t (min)

96
100
104
108
112
116
120

Volumen
permeata
Vp (mL)

2225
2250
2270
2290
2305
2320
2330

Protok
permeata
J (L/im2h)

8,01
7,78
7,55
7,33
7,11
6,91
6,71

Volumni
udio
permeata
Y (%)
55,63
56,25
56,75
57,25
57,63
58
58,25

Nastavak Tablice 21

Indeks Volumni Indeks
konc. odnos konc.
permeata retentata retentata
Ipt F Irt
7,69 2,25 196,92

2,29
2,31
7,69 2,34 204,62
2,36
2,38
7,69 2,39 206,92

96

Permeabi-
Inost
P (%)

3,91

3,76

3,72

Retencija

R (%)

96,09

96,24

96,28

Temp.
retentata
(°C)

58
58
57
57
58
57
57

% stv
retentata

25,6

26,6

26,9

% stv
permeata



4. Rezultati

Tablica 22 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 50 bara, s primjenom hladenja.

Volumni Indeks Volumni Indeks .
Vrijeme Volumen Protok udio konc. odnos konc. Permeabi- Retencija Temp. % stv o
t (min) p\t;rmeata permegta permeata permeata retentata retentata Inoost R (%) rettintata retentata o StV
p (mL) J (L/m?h) Y (%) lot F I P (%) (°C) permeata
0 0 0 0 0 1 100 0 10 13 0
170 14,68 4,25 1,04 19
375 16,24 9,38 1,10 22
12 550 15,84 13,75 3,08 1,16 113,85 2,70 97,29 25 14,8 0,4
16 750 16,20 18,75 1,23 27
20 925 16,00 23,13 1,30 28
24 1070 15,41 26,75 3,08 1,37 130 2,37 97,63 30 16,9 04
28 1220 15,08 30,5 1,44 31
32 1370 14,81 34,25 1,52 31
36 1500 14,40 37,5 3,08 1,6 150 2,05 97,95 32 19,5 04
40 1630 14,08 40,75 1,69 33
44 1740 13,67 43,5 1,77 35
48 1835 13,21 45,88 3,85 1,85 166,92 2,30 97,69 34 21,7 0,5
52 1915 12,72 47,88 1,92 35
56 1995 12,32 49,88 1,99 34
60 2060 11,87 51,5 4,62 2,06 183,85 2,51 97,49 35 23,9 0,6
64 2110 11,39 52,75 2,12 36
68 2140 10,88 53,5 2,15 36
72 2180 10,47 54,5 5,39 2,19 196,92 2,73 97,27 36 25,6 0,7
76 2220 10,09 55,5 2,25 36
80 2245 9,70 56,13 2,28 38
84 2270 9,34 56,75 6,15 2,31 203,08 3,03 96,97 38 26,4 0,8
88 2290 8,99 57,25 2,34 38
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4. Rezultati

Nastavak Tablice 22

Volumni Indeks Volumni Indeks .

- Volumen Protok . Permeabi- . Temp. o

Vrijeme udio konc. odnos konc. Retencija % stv o
. permeata permeata Inost 5 retentata % stv
t (min) Vv 2 permeata permeata retentata retentata A R (%) 5 retentata
p (mL) J (L/m?h) a P (%) (°C) permeata
Y (%) Ipt F Irt

92 2310 8,68 57,75 2,37 39

96 2320 8,35 58 6,92 2,38 206,15 3,36 96,64 39 26,8 0,9

100 2330 8,05 58,25 6,92 2,39 206,92 3,35 96,65 39 26,9 0,9
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4. Rezultati

Tablica 23 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 50 bara, bez primjene hladenja.

Vrii Volumen Protok Volu_mni Indeks Volumni Indeks Permeabi . Temp. o o
rijeme permeata  permeata udio konc. odnos konc. “Inost Retencija retentata % stv % stv
t (min) Vp (L) J (L/m2h) peYrmoeata permeata retentata retentata P (%) R (%) C) retentata permeata
(%) Ipt F Irt
0 0 0 0 0 1 100 0 100 10 13 0
130 11,23 3,25 1,03 20
260 11,26 6,5 1,07 24

12 415 11,95 10,38 3,08 1,12 109,23 2,82 97,18 28 14,2 0,4

16 560 12,09 14 1,16 32

20 720 12,45 18 1,22 35

24 880 12,67 22 3,08 1,28 123,85 2,48 97,52 38 16,1 0,4

28 1050 12,98 26,25 1,36 41

32 1210 13,08 30,25 1,43 44

36 1350 12,96 33,75 3,08 1,51 135,39 2,27 97,73 45 17,6 0,4

40 1475 12,74 36,88 1,58 45

44 1600 12,57 40 1,67 48

48 1730 12,46 43,25 3,08 1,76 160 1,92 98,08 50 20,8 0,4

52 1830 12,16 45,75 1,84 50

56 1915 11,82 47,88 1,92 51

60 2010 11,58 50,25 4,62 2,01 183,08 2,52 97,48 53 23,8 0,6

64 2095 11,31 52,38 2,09 53

68 2140 10,88 53,5 2,15 53

72 2185 10,49 54,63 4,62 2,20 200,77 2,29 97,70 54 26,1 0,6

76 2230 10,14 55,75 2,26 56

80 2270 9,81 56,75 2,31 56

84 2290 9,42 57,25 6,15 2,34 206,15 2,99 97,02 55 26,8 0,8

88 2315 9,09 57,88 2,37 54
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4. Rezultati

Vrijeme
t (min)

92

Nastavak Tablice 23

Volumni Indeks Volumni Indeks -
Volumen Protok . Permeabi .. Temp.
udio konc. odnos konc. Retencija
[ECEITTEES | [EEATICEL permeata permeata retentata retentata Ui R (%) elentes
2 o, o
Ve (mL) | J(L/m?h) Y (%) Iot F e P (%) (°C)
2330 8,76 58,25 6,92 2,39 206,92 3,35 96,65 54

100

% stv
retentata

26,9

% stv
permeata

0,9



4. Rezultati

Tablica 24 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 55 bara, s primjenom hladenja.

Vrijeme
t (min)

o

12
16
20
24
28
32
36
40
44
48
52
56
60
64
68
72
76
80
84
88

Volumen
permeata
Vp (mL)

210
420
640
820
990
1190
1350
1490
1630
1760
1870
1980
2065
2140
2180
2200
2230
2260
2280
2305
2315
2325

Protok
permeata
J (L/m2h)

0
18,14
18,15
18,43
17,71
17,13
17,14
16,67
16,10
15,65
15,19
14,69
14,26
13,72
13,21
12,56
11,88
11,34
10,85
10,37
9,96
9,53
9,13

Volumni
udio
permeata
Y (%)

5,25
10,5
16
20,5
24,75
29,75
33,75
37,25
40,75
44
46,75
49,5
51,63
53,5
54,5
55
55,75
56,5
57
57,63
57,88
58,13

Indeks
konc.
permeata
|pt

0

3,08

3,08

3,08

4,62

4,62

6,15

6,92
6,92

Volumni
odnos
retentata
F

4
3,79
3,58
3,36
3,18
3,01
2,81
2,65
2,51
2,37
2,24
2,13
2,02
1,94
1,86
1,82
1,8
1,77
1,74
1,72
1,69
1,69
1,68

Indeks
konc.
retentata
Irt

1
1,06
1,12
1,19
1,26
1,33
1,42
1,51
1,59
1,69
1,79
1,88
1,98
2,07
2,15
2,19
2,22
2,26
2,29
2,33
2,36
2,37
2,39

Permeabi-

101

Inost
P (%)

100

107,69

122,31

140

167,69

189,23

199,23

206,15
206,92

Retencija

R (%)

2,86

2,52

2,19

2,75

2,44

3,09

3,36
3,35

Temp.

retentata

(°C)

100

97,14

97,48

97,80

97,25

97,56

96,91

96,64
96,65

% stv
retentata

10
18
21
23
26
28
31
30
32
32
32
33
33
34
34
34
34
34
35
35
35
36
35

% stv
permeata

Vrijeme

t (min)

13

14

15,9

18,2

21,8

24,6

25,9

26,8
26,9

Volumen
permeata
Vp (ml)

0,4

0.4

0,4

0,6

0,6

0,8

0,9
0,9



4. Rezultati

Tablica 25 Procesni parametri koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlaku od 55 bara, bez primjene hladenja.

Volumni Indeks Volumni Indeks .
Vrijeme Volumen Protok udio konc. odnos konc. Permeabi- Retencija Temp. % stv o
t (min) p\t;rmeata permegta permeata permeata retentata retentata Inoost R (%) rettintata retentata o StV
p (mL) J (L/m?h) Y (%) lot F I P (%) (°C) permeata
0 0 0 0 0 1 100 0 100 10 13 0
225 19,43 5,63 1,06 19
445 19,27 11,13 1,13 23
12 660 19,01 16,5 3,08 1,19 114,62 2,69 97,32 25 14,9 0,4
16 855 18,47 21,38 1,27 29
20 1045 18,08 26,13 1,35 31
24 1230 17,71 30,75 3,08 1,44 135,69 2,27 97,73 35 17,6 04
28 1410 17,41 35,25 1,54 38
32 1585 17,13 39,63 1,66 40
36 1700 16,32 42,5 3,08 1,74 158,46 1,94 98,06 41 20,6 04
40 1805 15,59 45,13 1,82 43
44 1910 15,01 47,75 1,91 46
48 2010 14,47 50,25 3,85 2,01 176,15 2,18 97,82 49 22,9 0,5
52 2090 13,89 52,25 2,09 52
56 2155 13,31 53,88 2,17 53
60 2190 12,62 54,75 5,39 2,21 193,85 2,78 97,22 54 25,2 0,7
64 2210 11,93 55,25 2,27 54
68 2245 11,41 56,13 2,28 54
72 2280 10,95 57 6,15 2,33 197,69 3,11 96,89 54 257 0,8
76 2305 10,48 57,63 2,36 53
80 2325 10,05 58,13 2,39 53
84 2335 9,61 58,38 6,92 2,40 206,92 3,35 96,65 53 26,9 0,9
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4. Rezultati
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Slika 47 Linija trenda utjecaja volumnog odnosa retentata na indeks koncentriranja u
retentatu kod koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom pri tlakovima od 45, 50 i
55 bara, s hladenjem (H) i bez primjene hladenja (BH).
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4. Rezultati

4.3.2.Utjecaj procesnih parametara na kemijski

sastav,

antioksidacijsku aktivnost i zadrzavanje pojedinih polifenolnih

spojeva

Tablica 26 Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivnost
koncentrata (retentata) od aronije dobivenih postupkom nancfiltracije (NF) pri
razliCitim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem(H) i

bez hladenja (BH)).

Parametar? NF45H NF45BH NF50H NF50BH NF55H

Topljiva suha

R 26,9+0,01 26,9+0,06 26,9+0,05 26,9+0,02 26,9+0,04
tvar (°Brix)

Ukupna suha
tvar (°Brix)

Kiseline (g/100

26,9+0,07 27,3+0,05 26,9+0,06 27,3+0,06 27,2+0,07

mL jabuéne 0,70+0,01 0,59+0,01 0,69+0,02 0,71+0,01 0,68+0,01
kiseline)

pH 3,67+0,01 3,73%0,01 3,73+0,01 3,710,01 3,710,01
Polifenoli

(g GAE/L)® 3,69+0,03 3,77+0,03 3,69+0,03 3,59+0,03 3,38+0,04
Antocijani

(mg CGE/L)® 290,56+7,11  271,35+1,26 | 316,44+2,94 316,95+2,08 306,84+1,42

Degradacija

o o 36,1+1,2 37,01+1,4 29,5+1,4 29,75+2,2 35,12+1,3
antocijana (%)

Flavonoidi
(mg CE/mL)¢
Antiok. akt.
DPPH (mmol 0,71+0,01 0,71£0,02 0,69+0,01 0,70+0,01 0,70+0,01
TEI] 00 mL)®

Seceri-
reducirajuci 62,06+1,69 61,42+1,24 60,54+1,24 64,00+4,33 61,35+1,05
(g/L)
Seéeri-ukupni
(g/L)
asrednje vrijednosti tri mjerenja + standardna devijacija (SD)
®GAE — ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalent)
°CGE - ekvivalent cijanidin-3-glukozida (engl. cyanidine-3-glucoside equivalent)
dCE - ekvivalent katehina (engl. catechin equivalent)
°TE — ekvivalent trolox kiseline (engl. trolox equivalent)

2,04+0,02 2,27+0,02 2,35+0,04 2,00+0,03 2,04+0,01

65,88+1,13  66,17+0,04 62,78+1,21 66,62+1,22 | 66,07+2,49
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NF55BH

26,9+0,06

26,9+0,06

0,71+0,01

3,77+0,01

3,63+0,02

325,65+4,06

27,6719

2,27+0,05

0,69+0,02

62,90+0,63

66,73+2,17



4. Rezultati

Tablica 27 Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivhost permeata
dobivenih postupkom nanofiltracije (NF) pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45,
50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem (H) i bez hladenja (BH)).

Parametar? NF45H NF45BH NF50H NF50BH NF55H NF55BH
Topljiva suha tvar 0,8+0,01 1,0+0,01 0,9+0,01 0,9+0,01 0,9+0,01 0,8+0,01
Ukupna suha tvar 0,9+0,02 1,1£0,01 0,9+0,01 1,0£0,02 0,9+0,01 0,9+0,03

Kiseline (g/100 mL

) - L 0,39+0,01 0,49+0,01 0,38+0,01 0,43+0,01 0,3240,01 0,41+0,01
jabucne kiseline)

pH 285:0,01  2,99+0,01  2,85:001 2984001  2,85:0,01  2,93:0,01
(';°c';if£/t')i,, 0,09:0,01  0,09:0,01  005:0,01  007t0,01  0,06+0,01  0,06£0,01
(;':‘g’a‘r":‘l’_') 0,02:0,01 = 0,02:0,01  001£0,01  001£001  0,02:001  0,01£0,01

(;r::'glk'TE',‘:bg':nPL")'d 0,06+0,01  0,06+0,01  005:0,01  005:0,01  0,05:0,01  0,04+0,01

Se°e”'?;‘/’t’)°"aluc' 1,8+0,01 1,9¢0,00  1,0£0,00  1,6+0,01 1,0£0,01 1,90,00

sece(’;'lll‘_')‘“p"' 2,0£0,01 2,6+0,01 1,5+0,00 2,5+0,00 1,4+0,00 2,3+0,01

2srednje vrijednosti tri mjerenja + standardna devijacija (SD)
®GAE - ekvivalent galne kiseline (engl. gallic acid equivalent)
°CE — ekvivalent katehina (engl. catechin equivalent)

9TE — ekvivalent trolox kiseline (engl. trolox equivalent)
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Tablica 28 Sadrzaj antocijana, fenolnih kiselina i flavonola u koncentratima od aronije dobivenim pri

Antocijani
Cijanidin-3-galaktozid
Cijanidin-3-glukozid
Cijanidin-3-arabinozid
Cijanidin-3-ksilozid
Ukupno
Fenolne kiseline

Neoklorogenska kiselina

Klorogenska kiselina
Flavonoli

Kvercetin-3-rutinozid
Kvercetin

Ukupno

UKUPNO

nanofiltracijom u usporedbi s po¢etnim sokom od aronije.

Pocetni sok

278,43+25,032
9,28+0,96 °
78,47+4,27 2
6,88+0,51 °

373,06+30,77 *

426,57+0,982
370,06+3,29 @

107,13+5,08°
0,27+0,23 @

904,03+9,58 *

1277,09+40,35 2

**<lod: limit detekcije, H-s hladenjem, BH-bez hladenja.

45H

182,32+17,07 ¢
6,52+0,44 ¢
45,19+4,67 ©
4,320,411

238,35+22,59 ¢

375,01+11,64 °°
343,53+18,17 &b

91,7348,33 ab°

<lod**

810,27+38,14 bed

1048,62+60,73 ©

45BH

210,89+9,17 ¢

7,05£0,08 b°

52,31+3,66 ¢

5,09+0,08 °¢
275,34+12,99 ©

400,98+10,34 2P
354,0716,07 2°

100,215,712
<lod

855,26122,12 2°

1130,60+35,11 ¢

Koli¢ina (mg/L)

50H

228,14+2,76 P¢
7,2310,4 b¢
56,81+1,1 ¢
5,66+0,07 °°

297,84+4,33 be

355,51+6,40 ¢
310,59+3,25 ¢

79,95+5,08 °©
<lod

746,05£14,73 ¢

1043,89+19,06 °©

Vrijednosti u istom redu s razli¢itim eksponentima (a-d) su statisticki znac¢ajno razlicite (P < 0,05) ANOVA, Fisher’s LSD.
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50BH

238,6911,56 2°
7,42+0,14 be
64,5520,11°
6,3610,11 2P

317,0211,92 20

377,42+27,62 °°
323,95+12,66 "¢

86,01+4,12 b¢

<lod

787,38+44,40 °

1104,40+46,32 °°

55H

217,93+11,59 b
7,5+0,46 20
57,19+3,74 bed
5,7510,51 2b°
288,37+16,3 Pc

377,49+1,42 b¢
348,45+17,58 a0

93,93+4,66 2P
<lod

819,87+23,66 *P°

1108,24+39,96 °°

razlicitim procesnim uvjetima

55BH

237,77+4,91 2P
7,52+0,57 =P
62,67+2,33 b°
6,43%0,37 2°

314,39+8,18 &P

402,08+8,07 2°
351,41+9,01 a0

94,89+4,86 2°
<lod

848,38+21,94 abec

1162,774£30,12 2P
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NF55BH

NF55H

NF50BH

NF50H

NF45BH

NF45H

9

N
[

98 98,5 99 99,5 1
Retencija R (%)

o

0

1 cijanidin-3-ksilozid M cijanidin-3-arabinozid M cijanidin-3-glukozid H cijanidin-3-galaktozid

Slika 48 Retencija karakteristi¢nih antocijana u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 | 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

NF55BH
NF55H
NF50BH

NF50H

NF45BH

NF45H

[Ye]
[e4]

98,2 98,4 98,6 98,8 99 99,2 99,4 99,6 99,8 1
Retencija R (%)

o

0

M kvercetin-3-rutinozid M klorogenska kiselina B neoklorogenska kiselina

Slika 49 Retencija fenolnih kiselina i flavonola u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli¢itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 | 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4.3.3.Utjecaj procesnih parametara na zadrzavanje arome

sser (Y 243,18
ssi (Y 208,58
sopr (T 2254
sor (R 222,39
45BH A 147,37
ssi Y 231,58
potetnisok (M 375,72

0 50 100 150 200 250 300 350 400

povrsina pika

Slika 50 Zadrzavanje alkohola u koncentratima od aronije dobivenim nanofiltracijom
pri razli¢itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem
(H) i bez hladenja(BH)).

izoamilni alkohol (3-metil-1-butanol)

250

200

ika

povrsina pi
—
—

150

50

pocetni sok 45H 45BH 50H 50BH 55H 55BH
Slika 51 Zadrzavanje izoamilnog alkohola u koncentratima od aronije dobivenim

nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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sspr (M 45,76
ssp ) 53,62
sop (DD 25,35
son Y 75,52
45BH —60,51
a5 Y 53,85
pocetnisok I 225,19

0 50 100 150 200 250
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Slika 52 Zadrzavanje kiselina u koncentratima od aronije dobivenim nanofiltracijom
pri razli¢itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem
(H) i bez hladenja(BH)).

oktanska (kaprilna) kiselina

300
250
[

200

ka

150

povrsina pi

100
I

50

pocetni sok 45H 45BH 50H 50BH 55H 55BH
Slika 53 Zadrzavanje kaprilne kiseline u koncentratima od aronije dobivenim

nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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55BH —126,49
ssi Y 295,12
sopr (R 138,57
son D 147,61
aser [ 111,09
45H _136,92
potetnisok Y ssa,18

0 100 200 300 400 500 600 700
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Slika 54 Zadrzavanje karbonilnih spojeva u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

benzaldehid
2500
=L
2000
B
= 1500
O
£
5D
3 1000
Q I
500 = _ - I I
0
pocetni sok 45H 45BH 50H 50BH 55H 55BH

Slika 55 Zadrzavanje benzaldehida u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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B-damascenon
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Slika 56 Zadrzavanje B-damascenona u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

sspr (I 24,13
ssn Y 43,74
sopr (Y 26,75
son Y 20,11
aspr Y 17,47
sy Y 23,36
pocetni sok Ty 71,53

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Slika 57 Zadrzavanje terpenoida u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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Slika 58 Zadrzavanje dI limonena u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

55BH —11,09
ssp N 4,96
S0BH _9,5
son [ 4,53
aspr D 3,41
sy [ 4,27
potetnisok Iy 24,03

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Slika 59 ZadrZzavanje estera u koncentratima od aronije dobivenim nanofiltracijom pri
razliCitim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature (s hladenjem (H) i
bez hladenja(BH)).
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n-heksil acetat
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Slika 60 Zadrzavanje n-heksil acetata u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).

400 -+

350 -

300 -
2 250
S
©
£ 200
2
3
8 150 A

100 -

50

0 A — — — —
45h 45bh 50h 50bh 55h 55bh
malkoholi mkiseline mesteri karbonilni spojevi M terpenoidi

Slika 61 Sadrzaj pojedine skupine aromatskih spojeva (alkoholi, kiseline, terpenoidi,

esteri i karbonilni spojevi) u permeatima dobivenim koncentriranjem soka od aronije

nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara) i temperature
(s hladenjem (H) i bez hladenja(BH)).
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4.4, USPOREDBA PROVEDENIH PROCESA MEMBRANSKE
FILTRACIJE

e e e
O O K N W b U1 O N

prosjecni protok permeata J (L/m?h)

(o]

40 42 44 46 48 50 52 54 56
tlak p (bar)

—8—RO-H RO-BH NF-H NF-BH
Slika 62 Prosjecni protok permeata kod koncentriranja soka od aronije membranskim

procesima, reverznom osmozom (RO) i nanofiltracijom (NF) pri 45, 50 i 55 bara, s
hladenjem(H) i bez hladenja retentata (BH).

50
45
40

35

. \ o

prosjecna temperatura T (°C)

40 42 44 46 48 50 52 54 56
tlak p (bar)
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Slika 63 Temperatura retentata na kraju procesa koncentriranja soka od aronije
membranskim procesima, reverznom osmozom (RO) i nanofiltracijom (NF) pri 45, 50
i 55 bara, s hladenjem(H) i bez hladenja retentata (BH).
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Slika 64 Usporedba vremena trajanja procesa koncentriranja soka od aronije
membranskim procesima, reverznom osmozom (RO) i nanofiltracijom (NF) pri 45, 50
i 55 bara, s hladenjem(H) i bez hladenja retentata (BH).
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Slika 65 Usporedba sadrzaja pojedinih polifenolnih skupina u koncentratima od
aronije dobivenim membranskim procesima, reverznom osmozom (RO) i
nanofiltracijom (NF) pri 45, 50 i 55 bara, s hladenjem(H) i bez hladenja retentata
(BH).
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Slika 66 Usporedba sadrzaja pojedine skupine aromati¢nih spojeva (alkoholi,
kiseline i karbonilni spojevi) u koncentratima od aronije dobivenim membranskim
procesima, reverznom osmozom (RO) i nanofiltracijom (NF) pri 45, 50 i 55 bara, s

hladenjem(H) i bez hladenja retentata (BH).
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Slika 67 Usporedba sadrzaja pojedine skupine aromati¢nih spojeva (terpenoidi i
esteri) u koncentratima od aronije dobivenim membranskim procesima, reverznom
osmozom (RO) i nanofiltracijom (NF) pri 45, 50 i 55 bara, s hladenjem(H) i bez
hladenja retentata (BH).
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5. Rasprava

Koncentriranje voénih sokova uparavanjem je jedan od procesa konzerviranja u prehrambenoj
industriji koji se upotrebljava veé dugi niz godina. Uz mnogobrojne prednosti jedan od najvecih
nedostataka ovog procesa je znacajan gubitak arome i osjetljivih, a nutritivno vrlo znacajnih
sastojaka namirnica kao Sto su antocijani i vitamini. Stoga se provode mnogobrojna
istraZivanja kako bi se primijenili drugi postupci koncentriranja i moguéi gubitci sveli na
minimum. Neki od alternativnih postupaka koncentriranja su koncentriranje zamrzavanjem,

perevaporacija i membranski procesi.

Predmet istraZivanja ove disertacije bio je utvrditi moguénost primjene membranskih procesa,
reverzne osmoze i nandfiltracije, u svrhu koncentriranja soka od aronije do najveéeg udjela
suhe tvari kojega je moguce posti¢i navedenim postupcima uz minimalnu degradaciju
visokokvalitetnih sastojaka samoga soka. Zbog jednostavnijeg praéenja opisa dobivenih
rezultata ovo poglavlje podijeljeno je u potpoglavlja sukladno grafiCkim i tabli¢nim prikazima

rezultata u poglavlju Rezultati.

5.1. UZORAK PRIJE KONCENTRIRANJA

Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivnost pasteriziranog soka od aronije
prije koncentriranja membranskim procesima prikazana je u Tablici 10. Dobivene vrijednosti
su u skladu s podatcima objavljenim u literaturi (Kulling i Rawel, 2008.; Ara, 2002.; Wiese i
sur., 2008.). Udio suhe tvari u soku je neSto manji u odnosu na prosjecne literaturne podatke
(Wiese i sur., 2008.). To se moze pripisati klimatskim uvjetima koji su prevladavali 2014. godine
(iako je bila ekstremno topla istovremeno je prevladavalo i izrazito kiSno vrijeme (DHMZ,
Prikazi br.26, 2015.)).

S obzirom na to da je aronija izrazito bogata polifenolima, odreden je sadrzaj pojedinih
polifenolnih spojeva tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti s PDA detektorom.
Pronadena su 4 antocijana (cijanidin-3-glukozid, cijanidin-3-galaktozid, cijanidin-3-arabinozid i
cijanidin-3-ksilozid), 2 fenolne kiseline (klorogenska i neoklorogenska), te dva flavonoida
(kvercetin i kvercetin-3-rutinozid) karakteristiCnih za aroniju (Braunlich i sur., 2013.; Jakobek,
2012.a; 2012.b; Oszmianski, 2005.). Na Slikama 30 i 31 prikazani su karakteristi¢ni HPLC-
PDA kromatogrami soka od aronije, prikazani pri 320 nm i 520 nm uz objasnjenje pojedinih
pikova. Fenolne kiseline (klorogenska i neoklorogenska) su odredene prema njihovim
poznatim UV/Vis spektrima koji se krecu oko 315 nm. Flavonoli, kvercetin i kvercetin-3-
rutinozid pokazuju tipi¢an maksimum pri 250 i 340-353 nm, a antocijani imaju dva maksimum
spektra (prvi pri 278 nm, a drugi pri 505-512 nm). Dobiveni spektri su sli¢ni onima pronadenim
u literaturi (Jakobek i sur., 2012.b; Slimestad i sur., 2005.) i onima od standarda. Sa Slike 32
je vidljivo da su u ukupnoj koli€ini polifenola u soku od aronije dobivenih HPLC metodom

najzastupljeniji spojevi iz skupine fenolnih kiselina (neoklorogenska 33 % i klorogenska 29 %),
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zatim spojevi iz skupine antocijana (cijanidin-3-galaktozid 22 %, cijanidin-3-arabinozid 6 %,
cijanidin-3-glukozid 1 % i cijanidin-3-ksilozid 1 %), te je najmanje spojeva iz skupine flavonola
(kvercetin-3-rutinozid 8 % i kvercetin 0,02 %). Dobiveni polifenolni profil odgovara podatcima
pronadenim u literaturi (Kulling i Rawel, 2008.; Jakobek i sur., 2012.b; Kokotkiewicz i sur.,
2010.). Aronija je izvrstan prehrambeni izvor antocijana (5,000 - 10,000 mg/kg svjezeg voca)
u usporedbi s drugim bobicastim vo¢em (Neveu i sur., 2010.)

Kao 3to se moze vidjeti u Tablici 11 u pasteriziranom soku od aronije prije postupaka
koncentriranja identificirano je dvadeset Cetiri aromati¢na sastojaka. Radi boljeg prikaza i
uoCavanja razlika u zadrzavanju pojedinih identificiranih aromati¢nih sastojaka, sastojci su
podijeljeni u pet skupina. To su alkoholi, kiseline, esteri, karbonilni spojevi i terpenoidi. Vrlo je
malo objavljenih literaturnih podataka o aromatskom profilu aronije (Hirvi i Honkanen, 1985.;
Dolezal i sur., 2003.; Kraujalyte i sur., 2013.; Balcerek, 2010.; Butorova i sur., 2016.). Aronija
nije izrazito aromati¢na voc¢na vrsta, ve¢ je mnogo znacajnija zbog svog polifenolnog sadrzaja

i sastava.

5.2. REVERZNA OSMOZA

5.2.1.Utjecaj procesnih parametara na protok permeata

Utjecaj procesnih parametara (tlaka i temperature) na protok permeata kod koncentriranja
soka od aronije reverznom osmozom prikazan je u Tablicama 12-17 i na Slici 33.
Koncentriranje je provedeno pri tri razliCita tlaka (45, 50 i 55 bara) i dva temperaturna reZzima
(s hladenjem retentata i bez hladenja retentata preko izmjenjivaca topline). Maksimalni udio
topljive suhe tvari, odreden refraktometrijski (TSSC), koji se primjenom membrane AlfaLaval
RO98pHt mogao postiéi u svim provedenim postupcima bio je 24,9 %. Sli¢ne rezultate dobili
su i drugi autori (Ganorkar i sur., 2012.; Jesus i sur., 2007.; Jiao i sur., 2004.). Pocetni volumen
soka od aronije u svim pokusima bio je 4 L. Nakon koncentriranja dobiveno je 1,89 L
koncentrata (retentata) i 2,11 L permeata u svim provedenim postupcima, Sto odgovara

volumnom odnosu retentata od 2,12.

Iz Tablica 12-17 moZe se vidjeti utjecaj volumnog odnosa retentata i indeksa koncentriranja
retentata na protok permeata kod koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom pri
tlakovima 45, 50 i 55 bara, s hladenjem i bez primjene hladenja. 1z dobivenih i izraCunatih
podataka moZe se vidjeti da se poveanjem volumnog odnosa retentata i indeksa
koncentriranja retentata protok permeata proporcionalno smanjuje. To je u skladu s
istrazivanjem Gurak i sur. (2010.) Spomenuti autori su istrazivali koncentriranje soka od grozda
pomocu istih membrana (AlfaLaval RO98pHt) koje su upotrebljene u ovoj disertaciji, te su

zakljucili da s povec¢anjem udjela suhe tvari u retentatu dolazi do smanjenja protoka permeata.
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Sli¢an zaklju¢ak dobiven je i u drugim istrazivanjima (Jesus i sur., 2007.; Pap i sur., 2009.). To
je klasi€no ponasanje koje se moZe objasniti pomocéu pojave polarizacije koncentracije na
povrSini membrane, fenomena zacepljivanja pora membrana i porasta osmotskog tlaka i
viskoziteta soka zbog povecanja (koncentriranja) udjela suhe tvari u retentatu (Gurak i sur.,
2010.). Polarizacija koncentracije predstavlja omjer izmedu koncentracije otopljene tvari na
povrsini membrane i u dobavnoj struji. Ako vrijednost faktora polarizacije poraste znatno iznad
1, bit ¢e u velikoj mjeri smanjen prolaz otapala kroz membranu, a isto tako i zadrzavanje
otopljene tvari. Faktor polarizacije ovisi o uvjetima toka pored membrane, viskoznosti otopine,
o toku kroz membranu i zadrzavanju otopljene tvari, odnosno raste s porastom viskoznosti i
prolaza kroz membranu, a pada sa smanjenjem zadrzavanja otopljene tvari (Lovri¢, 1994.). S
obzirom na eksperimentalne uvjete u istrazivanju nije se mogla odrediti polarizacija
koncentracije, pa je smatrano da su glavni otpori permeaciji zbog same membrane. Povecanje
osmotskog tlaka i viskoznosti soka tijekom procesa dovodi do smanjenja pokretacke sile i
povecanja otpora prijenosu mase, S$to u konacnici dovodi do smanjenja volumnog protoka

permeata.

Tijekom procesa koncentriranja dolazi do pada volumnog protoka permeata. Pri tlaku 45 bara
s hladenjem protok se kretao od pocetnih 12,07 L/m?h do 5,21 L/m?h, a pri istom tlaku ali bez
hladenja od 12,95 L/m?h do 6,51 L/m2h. Pri tlaku 50 bara s hladenjem protok se kretao od
pocetnih 14,68 L/m?h do 7,03 L/m?h, a pri istom tlaku ali bez hladenja od 14,25 L/m?h do 8,70
L/m2h. Dok se pri tlaku 55 bara s hladenjem kretao od 15,98 L/m?h do 9,14 L/m?h, a pri istom
tlaku ali bez hladenja od 21,16 L/m?h do 11,42 L/m?h. Iz navedenoga se takoder vidi da
povecanjem radnoga tlaka s 45 bara na 55 bara dolazi do zna€ajnog povec¢anja protoka
permeata, osobito u poletku procesa koncentriranja. Takoder u procesu bez hladenja je
zabiljezen veci protok nego u procesima s hladenjem. Najveci prosjeCni protok permeata
zabiljezen je u procesu pri 55 bara bez hladenja i iznosio je 16,26 L/m2h, dok je najmaniji bio
pri 45 bara s hladenjem (8,69 L/m?h).

Pozderovi¢ i sur. (2006.a; 2006.b; 2007.) proveli su istraZivanje utjecaja tipa membrane,
procesnih parametara, tipa i veliCine molekula na protok permeata tijekom koncentriranja
modelnih otopina alkohola, estera i aldehida reverznom osmozom. Istrazivanje je pokazalo da
tip membrane, procesni parametri (tlak i temperatura retentata), te tip i veli€¢ina molekula imaju
znacajan utjecaj na protok permeata tijekom procesa koncentriranja. Santana i sur. (2011.)
koncentrirali su sok od grozda pri tri razli€ita tlaka (40 ,50 i 60 bara) i razli¢itim temperaturama
(20 °C, 30 °C, 40 °Ci 50 °C) i zabiljezili najveci protok permeata pri najve¢em ispitivanom tlaku

(60 bara) i najvecoj temperaturi (50 °C).

Das Gupta i Jayarama (1996.) koncentrirali su sok od lubenice reverznom osmozom pri 50

bara primjenom poliamidnih kompozitnih membrana. Prosje¢ni volumni protok permeata u
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njihovom istrazivanju je iznosio 15,2 L/m?h, a sok su koncentrirali od 6,5 % do 24 % Brixa, $to
odgovara volumnom odnosu retentata od 3,1. Gomes i sur. (2011.) proveli su sli¢no
istraZivanje ali pri veCem procesnom tlaku (60 bara) i koncentrirali sok od lubenice do 30 %
Brixa. Couto i sur. (2011.) su proveli koncentriranje soka od ananasa reverznom osmozom do

31 °Brixa i zabiljezili prosjec¢ni protok od 9,3 L/m?h.

Na Slici 33 prikazan je utjecaj volumnog odnosa retentata na indeks koncentriranja u retentatu
kod koncentriranja soka od aronije pri tlakovima 45, 50 i 55 bara s hladenjem i bez hladenja.
Na skupinu navedenih podataka dodana je linearna linija trenda i dobivena jednadzba pravca
y=80,377x+17,481. Povecanjem volumnog odnosa retentata gotovo linearno se povecava i
indeks koncentriranja u retentatu (r>=0,9857). U ovom slu¢aju primjena hladenja nema

znacajnijeg utjecaja kao kod drugih prethodno ispitivanih odnosa.

U svim provedenim procesima primijecen je sliCan trend smanjenja protoka permeata tijekom
vremena trajanja procesa koncentriranja soka od aronije. Povecanjem procesnog tlaka
smanijuje se vrijeme trajanja procesa koncentriranja jer se povecava volumni protok permeata.
Proces pri 45 bara s hladenjem je trajao najduze (140 min), dok je proces pri 55 bara bez
hladenja bio ¢ak 76 min krac¢i od njega. Kod svih ispitivanih tlakova, pri istom tlaku, procesi s
hladenjem trajali su duZe od procesa bez hladenja (28 min duze kod 45 bara do 16 min kod
55 bara).

Jesus i sur. (2007.) koncentrirali su sok od naranfe reverznom osmozom (membrane
HRO98PP) pri tri razli¢ita tlaka (20, 40 i 60 bara) i zakljucili da poveéanjem radnog tlaka raste
volumni protok permeata, a tijjekom trajanja procesa dolazi do njegovog pada kako se
povecava udio suhe tvari u retentatu. Najveci udio suhe tvari postigli su u procesu pri 60 bara
(36 % Brixa).

Sok od aronije koncentriran je od po€etnih 13 % Brixa do maksimalnih 24,9 % Brixa. Povecéanje
udjela suhe tvari (TSSC) u retentatu tijekom procesa koncentriranja, pri svim ispitivanim

tlakovima i temperaturnim rezimima, takoder utjeCe na smanjenje volumnog protoka permeata.

Pocetna temperatura soka u svim izvedenim pokusima bila je 10 °C. Tijekom procesa
koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom dolazi do zagrijavanja soka. Temperature
na kraju procesa bez hladenja znatno su vise (56 °C) u odnosu na procese s hladenjem (35 -
40 °C) kod svih ispitivanih tlakova. Pri radu s vrlo visokim tlakovima razvija se veca koliina
topline koja se u pokusu s hladenjem retentata odvodila hladenjem preko izmjenjivaca topline,
no unato€ tome nije se uspjelo odvesti svu toplinu koja nastaje u procesu pa je stoga i konacna
temperatura kod pokusa s hladenjem bila visa u odnosu na pocetnu temperaturu soka.
Prosjecni procesni kapacitet se moze povecati primjenom vece temperature ulaznog soka.

Sheu i Wiley (1983.) su ustanovili da se povecanjem temperature za 1 °C procesni kapacitet
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moze povecati za 3 do 4 %. Medutim, pri vecoj temperaturi i koeficijent permeabilnosti
membrane je veci, a sukladno tome koeficijent difuzije u otopini raste a smanjuje se koeficijent
viskoznosti (Alvarez i sur., 1998.). Pri visokim temperaturama moze se ostetiti membrana i
doci do degradacije osjetljivih sastojaka soka kao Sto su antocijani, pa je hladenje neophodno.
U buducim istrazivanjima namjerava se pobolj3ati sustav hladenja kako bi se uspjela odrzati

pocetna temperatura soka konstantnom.

5.2.2.Utjecaj procesnih parametara na kemijski sastav,
antioksidacijsku aktivnost i zadrzavanje pojedinih polifenolnih
spojeva
Kemijski sastav, sadrzaj polifenola i antioksidacijska aktivnost koncentrata od aronije
dobivenih postupkom reverzne osmoze pri razli¢itim procesnim uvjetima tlaka i temperature
prikazan je u Tablici 18. 1z rezultata je vidljivo da je izmedu pojedinih koncentrata vrlo mala
razlika u sadrzaju kiselina, reduciraju¢ih i ukupnih Secera, te pH vrijednosti. Sadrzaj kiselina u
koncentratima je bio neSto maniji (0,83-0,89 g/100 mL jabucne kiseline) u odnosu na pocetni
sok od aronije (0,93 g/100 mL jabucne kiseline). Nesto veca koli€ina kiselina je pronadena u
procesima bez hladenja u odnosu na procese s hladenjem kod istog ispitivanog tlaka. To se
moze objasniti Cinjenicom da su procesi bez hladenja trajali znatno krace od procesa s
hladenjem. Najveci sadrZaj kiselina je pronaden u koncentratu dobivenom pri 45 bara bez
hladenja, stoga se moze zakljuciti da na zadrzavanje kiselina najveci utjecaj imaju primijenjeni
tlak i vrijeme trajanja procesa. Najvece zadrzavanje reducirajucih i ukupnih Sec¢era primije¢eno
je u koncentratima dobivenim u procesima pri veéim tlakovima (50 bara s hladenjem i 55 bara
bez hladenja). Svi ispitivani parametri su u koncentratima nesto nizi u odnosu na pocetni sok

od aronije Sto znaci da je tijekom procesa koncentriranja doslo do odredenih gubitaka.

Jesus i sur. (2007.) istrazivali su koncentriranje soka od naran¢e reverznom osmozom. U
dobivenim koncentratima su primijetili manje gubitke vitamina C i Secera. Vrlo male koliCine
vitamina C i suhe tvari su prona$li i u permeatima. Razlog tome je selektivnost upotrebljene
membrane (95 % NaCl). Povecanjem procesnoga tlaka povecala se i retencija (zadrzavanje)

ispitivanih parametara.

Pocetni sok od aronije s kojim je provedeno istrazivanje je sadrzavao 4 g/L ukupnih polifenola
(Tablica 10). Tijekom procesa koncentriranja dolazi do odredenih gubitaka polifenola. U
procesima s hladenjem je primijeCeno vecCe zadrzavanje ukupnih polifenola (Tablica 18).
Takoder je zamije¢eno da se s povecanjem procesnog tlaka (45 bara do 55 bara), bez obzira
na temperaturni rezim, poveéava i zadrzavanje ukupnih polifenola. U istraZzivanju Gurak i sur.
(2010.) su zakljucili da je koncentrat od grozda s najveéim udjelom polifenola i antocijana

dobiven u procesu reverzne osmoze pri visokom tlaku (60 bara) i niskoj temperaturi (20 °C).
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Sli¢an trend je primije¢en i kod antocijana, flavonoida i degradacije antocijana. Tako je u
procesu 55 bara bez hladenja veCe zadrZzavanje nego u procesima pri nizim tlakovima s
hladenjem. Najboljim postupkom se pokazao proces koncentriranja reverznom osmozom pri
55 bara s hladenjem u kojem je najveée zadrzavanje ukupnih polifenola (3,87 g/L), antocijana
(352,3 mgl/l) i flavonoida (2,27 mg kat/mL) te najmanja degradacija antocijana (22,30 %) u
odnosu na pocetni sok od aronije. To znaci da se zadrzalo 96,75 % ukupnih polifenola, 95,35
% ukupnih antocijana i 90,8 % ukupnih flavonoida. Sadrzaj monomernih antocijana odreden
pH diferencijalnom metodom ovisio je o primijenjenom tlaku, temperaturi tijekom procesa i
vremenu trajanja procesa. Njihov sadrzaj u koncentratima je varirao od 270,10 do 352,3 mg
CGE/L. Glavna razlika izmedu sadrzaja monomernih antocijana i ostalih ispitivanih parametara
(ukupnih polifenola, flavonoida i antioksidacijske vrijednosti) je u €injenici da je najmanja
koli¢ina antocijana pronadena u koncentratu dobivenom pri 50 bara bez hladenja. Najmanja
koli¢ina ukupnih polifenola, flavonoida i najniza antioksidacijska aktivnost je zabiljezena u
koncentratu dobivenom pri 45 bara bez hladenja. 1z navedenoga proizlazi da osim visoke
temperature i visoki procesni tlak utjeCe na degradaciju antocijana. Degradacija antocijana
odnosno sadrzaj polimerne boje predstavlja udio boje koju &ini polimerni materijal. Termicka
degradacija antocijana dovodi do pojave polimernih pigmenata, posebno u prisutnosti kisika
(Rimac-Brn¢€i¢ i sur., 2015., Danisman i sur., 2015.; Poiana i sur., 2013.). Porast sadrzaja
polimerne boje u koncentratima odgovara smanjenju sadrzaja antocijana u istim
koncentratima, a kretao se od 22,3 (55 bara uz hladenje) do 37,08 % (50 bara bez hladenja).
Nize koncentracije antocijana u soku od aronije mogu biti uzrokovane procesima bistrenja ili
pasterizacije (Toli¢ i sur., 2015.). OCuvanje antocijana je bitno zbog odrzavanja boje proizvoda.
Stabilnost antocijana ovisi o kemijskom sastavu proizvoda, pa se tako npr. pove¢anom
metilacijom i glikozilacijom povecava njihova stabilnost (Delgado-Vargas i sur., 2000.).
Pozitivan utjecaj na oCuvanje boje ima i kopigmentacija tj. stvaranje kompleksa antocijana s
proteinima, drugim flavonoidima i polisaharidima koji su u tom obliku manje podlozni
degradaciji uzrokovanoj promjenom pH vrijednosti. PoviSena temperatura, prisutnost kisika
mogu dovesti do razgradnje antocijana i stvaranja smedih produkata (Francis, 1989.; Wrolstad
i sur., 2000.).

Vrijeme berbe bobica aronije takoder utje€e na sadrzaj polifenola, Seéera i antioksidacijsku
aktivnost u soku od aronije, dok stabilnost antocijana pri pH 4,5 ostaje gotovo nepromijenjena
(Bolling i sur., 2015.).

Nekoliko je autora proucavalo stabilnost polifenolnih komponenti (antocijani, proantocijani)
tijekom procesiranja bobicastog voéa, izmedu ostaloga i aronije, u sok u laboratorijskim (White,
2011.; Skrede, 2000.) i tvorni¢kim uvjetima (Mayer-Miebach i sur., 2012.). Razliciti Cimbenici,

uklju€ujuci temperaturu, vrijeme trajanja procesiranja i procesi predobrade voc¢a utjeCu na

123



5. Rasprava

zadrzavanje polifenolnih spojeva u soku. U prethodno navedenim istrazivanjima se pokazalo
da su polifenolne komponente dosta stabilne jer dolazi samo do manjih gubitaka tijekom

procesa prerade bobica u sok.

Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom imala je sli¢an trend kretanja kao i
prethodno komentirane polifenolne komponente. U svim koncentratima dobivenim reverznom
osmozom je odredena manja antioksidacijska aktivnost u usporedbi s pocetnim sokom od
aronije (0,82 mmol(Trolox)/100 mL). U procesima koncentriranja s ve¢im tlakom i s primjenom
hladenja zamije¢eno je ve¢e zadrzavanje antioksidacijske aktivnosti (0,79 mmol (Trolox)/100
mL pri 55 bara s hladenjem). Istrazivanja bazirana na DPPH metodi pokazala su da metanolni
ekstrakti aronije imaju vecu antioksidacijsku aktivnost od borovnice, maline i jagode (Espin i
sur., 2000.; Jakobek i sur., 2007.). Takoder, antioksidacijska aktivhost ekstrakta aronije se
pokazala ve¢om od antioksidacijske aktivnosti sinteti¢kih antioksidanasa (butilhidroksitoluena

i butilhidroksianisola), ali slabijom u odnosu na a-tokoferol (Espin i sur., 2000.).

Aronija je izniman antioksidans, te kao takva sprije€ava stvaranje slobodnih radikala i ,napad*
na zdrave stanice u tijelu i krvnoj plazmi, usporavajuéi time proces starenja organizma i
sprjeCavajuci razvoj kroni¢nih bolesti (Lima i sur., 2014.; Sharif i sur., 2012.; Rice-Evans i sur.,
1997.). Prisutnost velike koli€ine spojeva iz skupine polifenola, aroniju ¢ine najjacim poznatim
antioksidansom danasnjice. Zbog svega gore navedenoga pri procesiranju aronije vrlo je bitno

oCuvati njezin izvorni sastav u $to vecoj mjeri.

U Tablici 19 i na Slikama 34-35 prikazan je sadrzaj pojedinih polifenolnih spojeva (antocijana,
fenolnih kiselina i flavonola) u koncentratima od aronije dobivenim pri razli¢itim procesnim
uvjetima reverzne osmoze u usporedbi s poCetnim sokom od aronije. Iz Slike 34 se moze
vidjeti da su fenolne kiseline najdominantnija polifenolna skupina u po¢etnom soku od aronije
i dobivenim koncentratima. Koncentriranjem soka od aronije reverznom osmozom pri razli€itim
procesnim uvjetima dolazi do odredenih gubitaka unutar pojedinih polifenolnih skupina
(antocijani, fenolne kiseline i flavonoli) u odnosu na pocetni sok (Slika 35). Takoder se vidi da

je vece zadrZavanje (retencija) fenolnih kiselina u odnosu na antocijane i flavonole.

Sadrzaj pojedinih polifenolnih spojeva je prikazan u Tablici 19. Dominantne fenolne kiseline u
soku i koncentratima su klorogenska i neoklorogenska kiselina. Koli¢ina klorogenske kiseline
se kretala izmedu 318,19+7,19 — 352,34+6,82 mg/L u koncentratima i 370,06+3,29 mg/L u
pocetnom soku od aronije. Neoklorogenske kiseline je pronadeno nesto vise 426,57+0,98 u
pocetnom soku i 334,52+11,72 — 422,32+2,05 mg/L u koncentratima. U literaturi se navodi da
je u aroniji i proizvodima od aronije uglavnom veca koli¢ina klorogenske od neoklorogenske
kiseline (Oszmianski i Wojdylo, 2005.; Ochmian i sur., 2009.; Ochmian i sur., 2012.; Jakobek i
sur., 2012.b). U istrazivanju Taheri i sur. (2013.) su pronasli veci udio neoklorogenske od
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klorogenske kiseline u crnoj sorti Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot, te Slimestad i sur. (2005.)
u norveskoj crnoj aroniji, i to 1,23 (neoklorogenska kiselina) i 0,61 mg/g FW (klorogenska
kiselina). Hellstrom i sur. (2013.) takoder navode da je sok od aronije sadrzavao veci udio

neoklorogenske (13,8 mg/100 mL) od klorogenske (9,9 mg/100 mL).

Kvercetin-3-rutinozid je najznacajniji flavonol pronaden u soku i koncentratima od aronije
(107,13+5,08 mg/L u soku i 86,37+1,61 — 97,69+1,26 mg/L u pojedinim koncentratima). Vece
zadrzavanje kvercetin-3-rutinozida je zapazeno u koncentratima dobivenim s hladenjem.
Kvercetin je u koncentratima dobivenim reverznom osmozom pronaden ispod praga

kvantifikacije. Po€etni sok ga je sadrzavao 0,27+0,23 mg/L.

Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid su najznacajniji antocijani pronadeni u soku i
koncentratima. Ukupno gledajuci najveCe zadrzavanje antocijana je postignuto u procesima
pri 45 bara s hladenjem (316,5£10,4 mg/L) i 55 bara s hladenjem (316,27+23,9 mg/L) izmedu
kojih nema statistiCki znaCajne razlike u koli€ini ukupnih antocijana. U svim procesima s
hladenjem je zabiljezena veca koli€ina ispitivanih spojeva u odnosu na procese bez hladenja
pri istom procesnom tlaku. Male koli¢ine cijanidin-3-glukoizida i cijanidin-3-ksilozida su takoder
identificirane u soku i koncentratima. Veée zadrzavanje je takoder primije¢eno u procesima s
hladenjem, te pri nizem procesnom tlaku (45 bara). Antocijani su izrazito nestabilni i podlozni
degradaciji. Na stabilnost boje antocijana utjeCe nekoliko ¢imbenika kao $to su pH, njihova
kemijska struktura i koncentracija, temperatura skladistenja, svjetlost, kisik, prisutnost enzima,
flavonoida, proteina i metalnih iona (Rein, 2005.). Stabilnost se moze povecati uklanjanjem
kisika i inaktivacijom enzima. U proizvodima od bobiCastog voca stabilnost je obi¢no poja¢ana
prisutnos¢u prirodnih fenolnih kopigmenata, kao Sto su fenolne kiseline i flavonoidi (Gonzalez-
Manzano i sur., 2009.; Rein, 2005.). Antocijani su stabilni u kiseloj sredini, medutim prilikom
procesiranja i skladiStenja mogu se pretvoriti u bezbojne spojeve, te postepeno i u netopive
smede pigmente (Arslan, 2015.). Termicko tretiranje i temperatura skladistenja imaju zna¢ajnu

ulogu u stabilnosti antocijana (Zori¢ i sur., 2014.).

Najvece zadrzavanje ukupnih antocijana (316,27+23,9 mg/L), te fenolnih kiselina i flavonoida
(670,03+13,88 mg/L) je postignuto u procesu pri 55 bara s hladenjem u odnosu na poc¢etni sok
od aronije. Najveci gubitak kako pojedinacnih tako i ukupnih polifenolnih komponenti je
zamijecen pri tlaku 55 i 45 bara bez hladenja.

5.2.3.Utjecaj procesnih parametara na zadrzavanje tvari arome

Gubitak aromati¢nih spojeva tijekom procesa koncentriranja voénih sokova procesom
uparavanja na klasi¢nim uparivaima je gotovo 90 %. lako se dio arome moZe rekuperirati
pomocu rektifikacijske kolone (Karlsson i sur., 1995.) gubitci su jo$ uvijek znacajni. Dana3nja

istrazivanja usmjerena su na mogucnosti primijene razliCitih novih tehnika za rekuperaciju

125



5. Rasprava

arome poput: pevaporacije, ekstrakcije superkritiénim tekuc¢inama, adsorpcije (Saffarionpour i
Ottens, 2017.), osmotske destilacije i vakuumske membranske destilacije (Hasanoglu i sur.,

2012., Bagger-Jorgrnsen i sur., 2011.).

Koncentriranjem vocénih sokova reverznom osmozom i nanofiltracijom postignuto je znatno
vece zadrzavanje arome (Alvarez i sur., 1997.; Alvarez i sur., 2001.; Ferrarini i sur., 2001;
Medina i Garcia, 1998.). Vece zadrzavanje aromatiCnih spojeva je primije¢eno pri upotrebi
kompozitnih HR membrana prilikom procesa koncentriranja voénog soka (Chou i sur., 1991.;
Das Gupta i Jayarama, 1996.; Sheu i Wiley, 1983.). Konja i Clauss (1991.) su zabiljezili
zadrzavanje arome od 88 % primjenom kompozitnim membrana HR98. Pozderovi¢ i Moslavac
(1999.) su u radu prikazali moguénost primjene reverzne osmoze u koncentriranju kondenzata

arome jabuke dobivenog tijekom klasi¢nog procesa uparavanja na uparivacima.

Najveéi dio svih aromatiénih sastojaka prisutan je u osnovnom soku od aronije, dok je u
koncentratima dobivenim postupcima reverzne osmoze doSlo do vecih ili manjih gubitaka
(Slika 36-46). U osnovnom soku od aronije medu hlapivim komponentama je najviSe bilo iz
skupine karbonilnih spojeva (48,64 %), zatim alkohola (26,21 %), kiselina (16,01 %), terpena
(6,51 %) i estera (2,63 %). Medu karbonilnim spojevima prema povrsini pikova najzastupljeniji
su bili B-damascenon i benzaldehid. Veéina identificiranih aromati¢nih spojeva u soku od
aronije su najvjerojatnije produkti enzimske degreadacije masnih kiselina (3-heksenol, 2-
heksenol, 2-heksenal, nonanal, n-heksil acetat) i produkti razgradnje aminokiselina
(benzaldehid). Identificirani aromaticni spojevi iz skupine terpena su uglavnom monoterpeni
(dl limonen, geraniol, p-cimen) i oksidirani terpeni (linalool oksid, 1,8-cinol). Nepravilni terpeni,
B-damascenon i 6-metil-5-hepten-2-on su najvjerojatnije derivati karotenoida nastali
enzimskom reakcijom (Kraujayte i sur. 2013.). Koncentriranjem soka od aronije reverznom
osmozom dolazi do njihovog znacajnog smanjenja; benzaldehida za 50,02-58,72 % i B-
damascenona za 65,99 - 87,98 %. Zbog toga u koncentratima ima najviSe alkohola (41,12 -
45,26 %), zatim karbonilnih spojeva (27,86 - 37,07 %), kiselina (11,41 - 23,96 %), terpena
(6,16 - 7,15 %) i najmanje estera (0,73 - 1,78 %). U svim koncentratima je zna€ajno smanjena
koli¢ina prisutnih aromati¢nih spojeva iz skupine karbonilnih spojeva i terpena u odnosu na

pocetni sok od aronije.

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 od aronije. Na Slici 36 prikazano je zadrzavanje alkohola u koncentratima
dobivenim reverznom osmozom u odnosu na pocetni sok od aronije. Najvece zadrzavanje
postignuto je u procesu pri 50 bara uz hladenje. Takoder je prikazano zadrzavanje izoamilnog
alkohola (Slika 37) kao pojedinog, karakteristicnog spoja iz skupine alkohola. Znacajan utjecaj

na njegovo zadrzavanje imali su primijenjeni radni tlak i proces hladenja. U svim procesima s
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hladenjem postignuto je vece zadrzavanje navedenog alkohola u odnosu na procese bez
hladenja. Sli¢an utjecaj imalo je i povecanje radnog tlaka, pa je najvece zadrzavanje postignuto
u procesu pri 55 bara uz hladenje. Miris izoamilnog alkohola opisuje se kao gorak, miris na

viski i alkohol (Carrau i sur., 2008.), te miris koji podsjec¢a na sir (Cheng i sur., 2015.).

U pocetnom soku od aronije i koncentratima identificirane su heksanska, oktanska, nonanska,
dekanska kiselina i dodekanoinska kiselina. To su zasicene monokarboksilne kiseline koje
uglavnom imaju neugodan miris koji pri manjim koncentracijama podsjec¢a na sirni, a pri veéim
na uzegao (Tao i Zhang, 2010.). Sadrzaj kiselina u svim koncentratima znacajno je maniji u
odnosu na pocetni sok od aronije (Slika 38). U procesima s hladenjem (osim pri 55 bara)
primije¢eno je vece zadrzavanje u odnosu na procese bez hladenja. Najboljim se pokazao
proces pri 45 bara s hladenjem. Na Slici 39 prikazano je zadrzavanje oktanske (kaprilne)
kiseline. Kao i kod ukupnih kiselina najboljim u smislu zadrzavanja se pokazao proces pri 45
bara s hladenjem. Tim procesom zadrzano je 88,87 % kaprilne kiseline u odnosu na pocCetni
sok od aronije.

Zadrzavanje karbonilnih spojeva (2-heksenal, 6-metil-5-hepten-2-on, nonanal, benzaldehid,
vitispiran i B-damascenon) u koncentratima od aronije dobivenim reverznom osmozom pri
razli¢itim procesnim uvjetima prikazano je na Slici 40. Koncentriranjem soka od aronije sadrZaj
karbonilnih spojeva u dobivenim koncentratima znac¢ajno je maniji, i kretao se od 27,41 % u
koncentratu dobivenom pri 45 bara bez hladenja do 41,94 % u koncentratu dobivenom pri 55
bara s hladenjem, u odnosu na sadrzaj u po¢etnom soku. Procesi s hladenjem, pri istom
ispitivanom tlaku, pokazali su se boljima u smislu veCeg zadrzavanja karbonilnih spojeva,
takoder povecanjem radnog tlaka od 45 do 55 bara povecCava se i zadrzavanje. Na Slikama
41-42 prikazano je zadrzavanje benzaldehida i B-damascenona, kao karakteristiCnih
aromati¢nih spojeva iz skupine karbonilnih spojeva. Kod -damascenona, koji je odgovoran
za cvjetnu, voénu aromu (Pineau i sur., 2007.), primjec¢en je znacajan gubitak u koncentratima
od aronije. U procesu koji se pokazao kao najbolji u smislu zadrzavanja B-damascenona (55
bara uz hladenje) zadrzano ga je tek 34 %. U slu€aju benzaldehida najboljim se pokazao

proces pri 50 bara uz hladenje (zadrzavanje 56,15 %).

Iz skupine terpenoida ispitivano je zadrzavanje sljedecih spojeva: dl limonena, 1,8-cinola, p-
cimena, linalol oksida i geraniola (Slika 43). Procesi s hladenjem su se pokazali boljima u
smislu ve¢eg zadrzavanja, a najvece zadrzavanje je postignuto pri 50 bara, gdje je zadrzano
61,43 % terpenoida u odnosu na njihov sadrzaj u po€etnom soku od aronije. Sli¢an trend moze
se vidjeti i kod dI limonena (Slika 44).

Na Slici 45 prikazan je sadrZaj estera u poetnom soku od aronije te zadrZzavanje istih u

koncentratima dobivenim reverznom osmozom. |z skupine estera u radu je ispitivano

127



5. Rasprava

zadrzavanje n-heksil acetata i etiloktanoata. Miris navedenih estera se uglavnom opisuje kao
voéni, miris na kruSku, ananas ili cvije¢e (Jiang i Zhang, 2010.). Esteri su lako hlapivi i
procesiranjem soka od aronije doSlo je znacajnih gubitaka u dobivenim koncentratima.
Najmanji gubitak spojeva iz skupine estera je bio u koncentratu dobivenom pri 55 bara bez
hladenja. Vrijednosti su se kretale u rasponu od 37,03 (najviSe estera) u poCetnom soku od
aronije pa do 5,89 (najmanje estera) u koncentratu dobivenom promjenom tlaka od 45 bara s
hladenjem (izrazeno u povrSinama pikova). U procesima bez hladenja, a pri istom procesnom

tlaku, primije¢eno je vece zadrZavanje n-heksil acetata (Slika 46).

Na Slikama 36-46 vidljivo je da tijekom koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom
pri razli€itim procesnim uvjetima dolazi do odredenog gubitka aromati¢nih spojeva. Pri veéem
procesnom tlaku i u postupcima s hladenjem je veée zadrzavanje pojedine skupine
aromati¢nih spojeva (osim kod spojeva iz skupine estera) u odnosu na postupke bez hladenja.
Najveca retencija, s obzirom na ukupnu povrsinu pikova svih analiziranih aromati¢nih spojeva,

je postignuta kod postupka pri 50 bara s hladenjem retentata.

5.3. NANOFILTRACIJA

5.3.1.Utjecaj procesnih parametara na protok permeata

Cimbenici koji utjeéu na selektivnost membrane za nanofiltraciju su: ulazne varijable kao $to
su koncentracija otopljene tvari u otopini, temperatura, pH i razli€iti procesi predobrade; zatim
varijable same membrane kao Sto su tip polimernog materijala, geometrija modula i njegov
razmjestaj; te procesne varijable kao $to su volumni protok permeata, radni tlak i vrijeme

trajanja procesa (Ho i Sirkar, 1992.).

Na temeljnoj razini nanofiltracija je vrlo kompleksan proces. Razvijeno je nekoliko modela koji
se mogu podijeliti na dva glavna tipa, a to su modeli ireverzibilne termodinamike i modeli
transportnog mehanizma. Temeljni modeli proizasli iz ireverzibilne termodinamike su Kedem-
Katchalsky model i Spiegler-Kedem model. Oni se upotrebljavaju za predvidanje transporta
kroz nanofiltracijske membrane za jednostavne i binarne sustave, a u zadnje vrijieme i za

viSekomponentne sustave (Sabbaghi i sur., 2012.).

Utjecaj procesnih parametara (tlaka i temperature) na volumni protok permeata kod
koncentriranja soka od aronije nandfiltracijom prikazan je u Tablicama 20-25 i na Slici 47.
Koncentriranje je provedeno pri tri razliCita tlaka (45, 50 i 55 bara) i dva temperaturna reZzima
(s hladenjem retentata i bez hladenja retentata preko izmjenjivaca topline). Maksimalni udio
topljive suhe tvari, odreden refraktometrijski (TSSC), koji se primjenom membrane AlfaLaval
NF mogao posti¢i u svim provedenim postupcima bio je 26,9 %. PoCetni volumen soka od

aronije u svim pokusima bio je 4 L. Nakon koncentriranja dobiveno je 1,67 L koncentrata
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(retentata) i 2,33 L permeata u svim provedenim postupcima. Volumni odnos retentata, koji se
definira kao odnos izmedu volumena pocetnog soka i volumena koncentrata (retentata) koji se
dobije na kraju procesa koncentriranja, iznosio je 2,39 Sto odgovara udjelu topljive suhe tvari
(TSSC) od 26,9 %.

Iz Tablica 20-25 moze se vidjeti utjecaj volumnog odnosa retentata i indeksa koncentriranja
retentata na protok permeata pri koncentriranju soka od aronije nanofiltracijom pri tlakovima
45, 50 i 55 bara, s hladenjem i bez primjene hladenja. Usporedbom dobivenih | izraCunatih
podataka vidljivo je da se protok permeata smanjuje s pove¢anjem volumnog odnosa retentata
i indeksa koncentriranja retentata. Sli¢an zaklju¢ak navode i drugi autori (Diaz-Reinoso i sur.,
2009.; Aguiar Prudencio i sur., 2012.).

Na Slici 47 prikazan je utjecaj volumnog odnosa retentata na indeks koncentriranja u retentatu
kod koncentriranja soka od aronije pri tlakovima 45, 50 i 55 bara s hladenjem i bez hladenja.
Na skupinu navedenih podataka dodana je linearna linija trenda i dobivena jednadzba pravca
y=79,088x+19,177. Povecanjem volumnog odnosa retentata gotovo linearno se povecava i
indeks koncentriranja u retentatu (r?=0,9906). U ovom slu¢aju primjena hladenja nema

znacajnijeg utjecaja kao kod drugih prethodno ispitivanih odnosa.

Tijekom procesa koncentriranja dolazi do pada volumnog protoka permeata, dok se
povecanjem procesnog tlaka povecava volumni protok permeata (Hodur i sur., 2009.). Pri tlaku
45 bara s hladenjem protok se kretao od pocetnih 11,67 L/m?h do 5,74 L/m?h, a pri istom tlaku
ali bez hladenja od 13,95 L/m?h do 6,71 L/m2h. Pri tlaku 50 bara s hladenjem protok se kretao
od pocetnih 14,68 L/m2h do 8,05 L/m?h, a pri istom tlaku ali bez hladenja od 11,23 L/m?h do
8,76 L/m?h, dok se pri tlaku 55 bara s hladenjem kretao od 18,14 L/m?h do 9,13 L/m?h, a pri
istom tlaku ali bez hladenja od 19,43 L/m2h do 9,61 L/m?h. Iz navedenoga se takoder vidi da
povecanjem radnoga tlaka s 45 bara na 55 bara dolazi do zna€ajnog povec¢anja protoka
permeata, osobito u poletku procesa koncentriranja. Takoder kod procesa bez hladenja je
zabiljezen nesto veci protok nego u procesima s hladenjem. Najveci prosjecni protok permeata
zabiljezen je u procesu pri 55 bara bez hladenja i iznosio je 14,86 L/m?h, dok je najmaniji bio
pri 45 bara s hladenjem (9,02 L/m?h).

Vincze i sur. (2007.) su proveli istrazivanje u kojem su koncentrirali sok od pasjeg trna
(Hippophae rhamnoides L) i zabiljezili protok permeata od 14 L/m?h do 4,6 L/m?h, dok su
Ferrarini i sur. (2001.) pri koncentriranju soka od grozda nanofiltracijom zabiljeZili protok
permeata od 7,41 L/m?h do 5,4 L/m?h.

Smanjenje volumnog protoka permeata do kojega dolazi tijekom procesa koncentriranja soka
od aronije nanofiltracijom se moze objasniti nakupljanjem otopljenih tvari na povrsini

membrane (3to dovodi do zaCepljivanja pora membrane i pojave koncentracije polarizacije), te
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povecanjem osmotskog tlaka i viskoznosti soka zbog povecanja udjela topljive suhe tvari. Pri
istom ispitivanom tlaku, procesi s hladenjem retentata su trajali neSto duZze u donosu na
procese bez hladenja retentata. Povec¢anje radnoga tlaka od 45 bara do 55 bara dovodi do
smanjenja vremena trajanja procesa. Proces pri 55 bara bez hladenja je znacajno kraci (84

minute) od procesa pri 45 bara bez hladenja (120 minuta).

Membrane za nanofiltraciju imaju veci promjer pora (1 - 10 nm) za razliku od pora membrana
za reverznu osmozu (< 1 nm), pa stoga pojedine male molekule i ioni mogu proc¢i kroz njih i
dobiveni permeat nije Cista voda. U Tablicama 20-25 takoder su prikazani podatci o
permeabilnosti i retenciji tijekom svih ispitivanih procesa. Ovi parametri, retencija i
permeabilnost, su obrnuto proporcionalni, $to znali da se povecCanjem permeabilnosti
smanjuje retencija. Najveca permeabilnost (3,7 %) je primijecena pri 45 bara pri oba ispitivana
temperaturna rezima (s hladenjem i bez hladenja). Na kraju svih ostalih ispitivanih procesa
permeabilnost je bila 3,4 % 3$to odgovara retenciji od 96,7 %. To malo povecanje
permeabilnosti pri 45 bara je vjerojatno posljedica duljeg trajanja procesa koncentriranja pri 45
bara. Duze procesiranje pri nizem tlaku je potrebno kako bi se postigao isti udio topljive suhe
tvari (26,9 %) kao u procesima pri visem tlaku. Medutim, duzim procesiranjem se razvija i veca
koli¢ina topline. Pri vecoj temperaturi koeficijent permeabilnosti same membrane je vedi
(Alvarez i sur., 1998.).

Pocetna temperatura soka u svim ispitivanim procesima bila je 10 °C. Tijekom procesa
koncentriranja soka od aronije nanofiltracijom dolazi do zagrijavanja soka. Temperature na
kraju procesa bez hladenja znatno su viSe (53 - 57 °C) u usporedbi s procesima s hladenjem
(35 - 44 °C) kod svih ispitivanih tlakova.

Opcenito, volumni protok vode raste linearno s primijenjenim tlakom. Takoder se povecava s
povecanjem temperature, s obzirom na to da se difuzivnost vode kroz membranu povecava, a
viskoznost vode smanjuje s povecanjem temperature. Poveéanje protoka vode moZe se
opisati Arrheniusovom jednadzbom (temperaturna ovisnost konstante permeabilnosti vode) ili
promjenama viskoznosti vode (Mehdizadeh i Dickson, 1991.). Protok vode je veéi pri vecem
protoku ulazne otopine jer se smanjuje polarizacija koncentracije, a smanjuje se povec¢anjem
koncentracije otopljene tvari u ulaznoj otopini (ve¢a koncentracija rezultira i veéim osmotskim
tlakom, te manjom pokretaCkom snagom kroz membranu). Takvo pona$anje predvida vecina
transportnih modela. Protok vode se takoder postepeno smanjuje tijekom rada membrane
zbog mehanicke kompresije i drugih fizikalnih i kemijskih promjena u strukturi membrane (Ho
i Sirkar, 1992.).
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5.3.2.Utjecaj procesnih parametara na kemijski sastav,
antioksidacijsku aktivnost i zadrzavanje pojedinih polifenolnih
spojeva

U Tablici 26 prikazana je promjena kemijskog sastava, koncentracije antocijana i flavonoida,

polimerne boje, koncentracije polifenola te antioksidacijske aktivnosti u koncentratima od

aronije u ovisnosti o primijenjenom postupku koncentriranja nanofiltracijom (s hladenjem ili bez

hladenja, te pri tlaku od 45, 50 i 55 bara).

Najveca koli¢ina topljive suhe tvari koja je postignuta u svim procesima koncentriranja
nanofiltracijom bila je 26,9 %. SadrZaj kiselina u koncentratima je bio znatno manji u odnosu
na pocetni sok od aronije (Tablica 10) i kretao se od 0,59 do 0,71 g/100 mL jabucne kiseline.
Najmanja koli€ina je pronadena u koncentratu od aronije dobivenom pri 45 bara bez hladenja.
Nesto vece koli€¢ine su pronadene u koncentratima pri 55 bara i 50 bara bez hladenja (0,71
g/100 mL jabulne kiseline). Takav rezultat je vjerojatno posljedica vremena trajanja procesa,
procesi pri ve¢em tlaku traju krace, a posebno u procesima bez hladenja, pa je i manji prolaz
kiselina u permeat. Sli¢an trend je primije¢en i kod kretanja sadrzaja Secera (reducirajucih i

ukupnih) u dobivenim koncentratima.

Rezultati pokazuju zna€ajno smanjenje polifenola, flavonoida i antocijana u svim ispitivanim
koncentratima. Povec¢anje procesnog tlaka od 45 bara do 55 bara dovodi do vecéeg
zadrzavanja polifenola i antocijana u koncentratima. Procesi koncentriranja bez primjene

hladenja pokazuju nesto bolje zadrZzavanje navedenih tvari boje.

Najbolji rezultati dobiveni su koncentriranjem pri tlaku 55 bara bez hladenja. Koncentrat
dobiven tim procesom imao je 3,77 g/L polifenola, 330,32 mg/L antocijana, te 2,27 g/L
flavonoida. To znaci da je 94,3 % polifenola, 89,4 % antocijana i 90,8 % flavonoida zadrZzano
u odnosu na pocetni sok. 1z rezultata se moZe vidjeti da promjena polimerne boje slijedi trend
promjene koncentracije antocijana. Ve¢a koncentracija antocijana daje ve¢u polimernu boju.
Polimerna boja predstavlja udio boje polimeriziranog materijala koji je nastao raspadom
antocijana (Poiana i sur., 2005.). S obzirom na njihovu veliku reaktivnost, antocijani se lako
prevode u bezbojne i nepozeljne smede obojene spojeve. Temperatura, pH, svjetlo, kisik,
enzimi, askorbinska kiselina i vodikov peroksid imaju zna€ajan utjecaj na stabilnost antocijana
(Moldovan i sur., 2012.).

Iz Tablice 26 takoder je vidljivo da nema statistiCki znacCajne razlike u antioksidacijskoj
aktivnosti medu ispitivanim koncentratima. Antioksidacijska aktivnost nesto je niza (0,69 - 0,71

mmol TE/100 mL) u odnosu na pocetni sok od aronije (0,82 mmol TE/100 mL).

Najvecée zadrzavanje polifenola zamijeceno je pri tlaku od 45 bara bez hladenja. |z rezultata

moze se zakljuCiti da je pri veé¢im tlakovima, bez obzira na primjenu hladenja, degradacija
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polifenola izrazenija u odnosu na nize primijenjene tlakove. Koncentriranje bez hladenja trajalo
je znatno kraée u odnosu na proces s hladenjem, tako da je degradacija i propusnost pojedinih

komponenata bila manja.

U Tablici 27 prikazan je kemijski sastav, sadrzaj polifenola i flavonoida, te antioksidativna
aktivnost u permeatima dobivenim pri koncentriranju soka od aronije nanofiltracijom pri
razli¢itim procesnim uvjetima (s hladenjem ili bez hladenja, te pri tlaku od 45, 50 i 55 bara). U
permeatima je odredena mala koli¢ina suhe tvari (oko 1 %). Medu odredivanim sastojcima
pronadene su male koli¢ine kiselina, Secera, polifenola i flavonoida. Veci sadrzaj kiselina je
pronaden u permeatima iz procesa bez hladenja. Sadrzaj kiselina u permeatima se kretao od
0,317 g/100 mL jabuéne kiseline (55 bara s hladenjem) do 0,498 g/100 mL jabuéne kiseline
(45 bara bez hladenja). Mala koli¢ina polifenola (0,05 — 0,08 g GAE/L) i flavonoida (0,01-0,02
mg CE/mL) takoder je nadena u permeatima. Zabiljezeno je i malo antioksidacijsko djelovanje
u svim permeatima. Koncentraciju antocijana nije bilo moguce odrediti uz pomo¢ pH

diferencijalne metode.

Sadrzaj pojedinih polifenolnih spojeva (antocijani, flavonoli i fenolne kiseline) u koncentratima
od aronije dobivenim nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima tlaka (45, 50 i 55 bara i
temperature (s hladenjem i bez hladenja retentata) je prikazan u Tablici 28, a retencija
pojedinih spojeva na Slikama 48-49.

Pocetni sok od aronije i koncentrati dobiveni nanofiltracijom su sadrZavali smjesu 4 razliCita
cijanidin glikozida: 3-galaktozid, 3-arabinozid, 3-ksilozid i 3-glukozid. Takav sastav antocijana
je karakteristiCan za aroniju i u skladu je s drugim autorima (Jakobek i sur., 2012.b; Mayer-
Miebach i sur., 2012.; Oszmianski i Wojdylo, 2005.). Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-
arabinozid su pronadeni u znatno veéim koli€¢inama u odnosu na cijanidin-3-ksilozid i cijanidin-
3-glukozid. Koli¢ine pojedinih antocijana u dobivenim koncentratima su bile manje u odnosu
na pocetni sok od aronije. Tijekom procesiranja soka dolazi do degradacije i gubitka odredene
koli¢ine antocijana. Mala koli¢ina antocijana je prosla kroz membranu i pronadena je u
permeatu. Bolje zadrzavanje (retencija) pojedinih antocijana u koncentratima je zapazeno pri
ve¢em primijenjenom procesnom tlaku (50 i 55 bara) i u procesima bez hladenja retentata.
Najvece koli€ine cijanidin-3-galaktozida (238,69 mg/L) i cijanidin-3-arabinozida (64,55 mg/L)
su pronadene u koncentratu dobivenom pri 50 bara bez hladenja, dok su najvece koliCine
cijanidin-3-glukozida (7,52 mg/L) i cijanidin-3-ksilozida (6,43 mg/L) su pronadene u
koncentratu dobivenom pri 55 bara bez hladenja. Ukupno gledajuci, najveca koli€ina

antocijana (317,02 mg/L) je pronadena u koncentratu pri 50 bara bez hladenja.

Od fenolnih kiselina ispitivan je sadrZaj klorogenske i neoklorogenske kiseline. Najvece

zadrzavanje klorogenske kiseline (354,07 mg/L) je primije¢éeno u koncentratu dobivenom pri
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45 bara bez hladenja, dok je najve¢e zadrzavanje neoklorogenske kiseline (402,08 mg/L) pri
55 bara bez hladenja. Opéenito, veée zadrZavanje fenolnih kiselina je u procesima bez
hladenja pri istom ispitivanom tlaku. Najboljim procesima u smislu zadrzavanja fenolnih
kiselina su se pokazali procesi pri 45 bara bez hladenja i 55 bara bez hladenja izmedu kojih

nema statistiCki znacajne razlike.

U koncentratima i soku od aronije ispitivan je sadrzaj dva flavonola: kvercetina i kvercetin-3-
rutinozida. Koli¢ina kvercetina u koncentratima je bila ispod praga kvantifikacije upotrebljenom
metodom. Najvece zadrzavanje kvercetin-3-rutinozida (100,21 mg/L) je primijeceno u
koncentratu dobivenom pri 45 bara bez hladenja. Kao i kod fenolnih kiselina, pri istom
ispitivanom tlaku veée zadrZavanje je zapaZeno u procesima bez hladenja. To se mozZe
objasniti ¢injenicom da su ti procesi trajali neSto krace za razliku od procesa s hladenjem, pa

je i degradacija i permeabilnost pojedinih sastojaka kroz membranu manja.

Ukupno gledajuci, najve¢a koli¢ina polifenolnih spojeva (1162,77 mg/L) odredena HPLC
metodom je dobivena pri 55 bara bez hladenja. Prema izraCunatoj retenciji (koli€ini pojedinih
polifenolnih spojeva odredenih u koncentratu i permeatu) taj koncentrat je sadrzavao 99,63 %
cijanidin-3-galaktozida, 99,52 % cijanidin-3-glukozida, 99,61 % cijanidin-3-arabinozida, 100 %
cijanidin-3-ksilozida, 99,76 % neoklorogenske kiseline, 99,73 % klorogenske kiseline i 100 %
kvercetin-3-rutinozida (Slika 48-49).

Vecée zadrzavanje pojedinih komponenata moze se objasniti mehanizmom otapanje-difuzija,
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.).

5.3.3.Utjecaj procesnih parametara na zadrzavanje tvari arome

SPME, metoda mikroekstrakcije na Cvrstoj fazi, koriStena je za odredivanje hlapljivih
komponenata u pocetnom soku od 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.

Dio svih aromati¢nih sastojaka prisutan je u po€etnom soku od aronije, dok je u koncentratima
dobivenim postupkom nanofiltracije pri razli¢itim tlakovima i temperaturnom reZzimu doslo do

vecih ili manjih gubitaka aromati¢nih sastojaka (Slike 50-61).

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
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koncentriranja s hladenjem zadrzali su viSe hlapivih spojeva od onih bez hladenja pri istim

tlakovima. Takoder, nesto bolje zadrzavanje dobiveno je pri ve¢im tlakovima.

Na Slici 50 prikazano je zadrzavanje alkohola u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima. Vrijednosti su se kretale u rasponu od 378,72
(najvise alkohola) u pocetnom soku od aronije pa do 147,37 (najmanje alkohola) u koncentratu
dobivenom primjenom tlaka od 45 bara bez hladenja (izrazeno u povrSinama pikova).
Koncentrat dobiven pri 55 bara s hladenjem zadrZao je 78,92 % spojeva iz skupine alkohola u
odnosu na pocetni sok od aronije. Takoder, u tom procesu je zadrzano 82,83 % izoamilnog
alkohola (Slika 51).

Opcenito, sadrzaj kiselina u svim koncentratima znacajno je manji u odnosu na pocetni sok od
aronije (Slika 52). Primjena visokog tlaka, kao i temperaturnog rezima, podjednako utjece na
smanjenje sadrzaja kiselina u odnosu na pocetni sok od aronije. Heksanska kiselina doprinosi
nepozeljnoj aromi voc¢a (Ulrich, 1997.). Odredena je u vrlo maloj koli€ini u po€etnom soku kao
i u dobivenim koncentratima. Na Slici 53 prikazano je zadrzavanje kaprilne kiseline u
dobivenim koncentratima. U smislu zadrZzavanja najboljim se pokazao process pri 50 bara s

hladenjem.

Sadrzaj karbonilnih spojeva u koncentratima od aronije dobivenim nanofiltracijom prikazan je
na Slici 54. U literaturi se Cesto svjeza, zelena mirisna vocna nota vezuje uz prisustvo
karbonilnih sastojaka (Fischer i Hammerschmidt, 1992.; Malowicki i sur., 2008.a; Malowicki i
sur., 2008.b). Toplinskom obradom ili smrzavanjem dolazi do smanjenja udjela tih sastojaka
pa su zamjetne razlike u aromi u odnosu na svjeze voc¢e (Douillard i Guichard, 1990.;
Schieberle, 1994.). Najboljim, u smislu zadrzavanja, se pokazao proces pri 55 bara s
hladenjem (Slike 54-56). Tijekom procesa koncentriranja nanofiltracijom primijecen je veliki

gubitak karbonilnih spojeva (B-damascenona), posebno u procesima bez hladenja (Slika 56).

Na Slici 57 prikazano je zadrzavanje terpenoida u koncentratima od aronije dobivenim
nanofiltracijom pri razli€itim procesnim uvjetima. Kao i kod prethodno komentiranih aromati¢nih
sastojaka, pri istom procesnom tlaku procesi s hladenjem su bolji u smislu ve¢eg zadrzavanja
terpenoida. dl limonen (racemat, smjesa lijevog i desnog enantiomera limonena (Sinko, 2005.)

najvisSe je zadrzan u koncentratu dobivenom pri 55 bara s hladenjem (Slika 58).

SadrZaj estera u koncentratima od aronije dobivenim nanofiltracijom pri razli¢itim procesnim
uvjetima bio je zna€ajno maniji u odnosu na pocetni sok od aronije (Slika 59). Primjenom vecih
procesnih tlakova, i u procesima bez hladenja, postize se i vece zadrzavanje estera. Najvecée
zadrzavanje (25,19 % u odnosu na pocetni sok od aronije) je postignuto u koncentratu
dobivenom pri 55 bara bez hladenja. Sli¢an trend uocen je i kod zadrzavanja n-heksil acetata
(Slika 60).
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Najvece zadrzavanje alkohola, karbonilnih spojeva i terpenoida imao je koncentrat dobiven
primjenom tlaka od 55 bara 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 od aronije. Na taj nacin zadrzano je 49,6 % aromatskih spojeva u koncentratu od aronije

u odnosu na pocetni sok od aronije.

Sadrzaj pojedine skupine aromatskih spojeva (alkoholi, kiseline, terpenoidi, esteri i karbonilni
spojevi) u permeatima dobivenim koncentriranjem soka od aronije nanofiltracijom pri razliCitim
procesnim uvjetima prikazan je na Slici 61. Permeati su sadrzavali ve¢u koli€inu alkohola
(66,71-80,54 %) i kiselina (13,85-21,29 %) , te neSto manje koli€ine estera, karbonilnih spojeva
i terpenoida. U procesima bez hladenja primijeCena je vela permeabilnost aromatiCnih
spojeva. NajviSe aromati¢nih spojeva je pronadeno u permeatu dobivenom u procesu pri 45
bara bez hladenja, $to odgovara najvecem gubitku arome koji je primije¢en u koncentratima

od aronije dobivenim u istom procesu.

5.4. USPOREDBA PROVEDENIH PROCESA MEMBRANSKE
FILTRACIJE

Zbog brojnih nedostataka, koji se prvenstveno odnose na smanjenje kvalitete soka, procesi
koncentriranja na uparivaima se nastoje zamijeniti drugim alternativnim postupcima kao Sto
su membranski procesi, iako i oni imaju svojih nedostataka. Glavni nedostatci procesa
uparavanja voénih sokova su: gubitak arome i hranjivih tvari (vitamina i antioksidansa), gubitak
boje (pojava tamno obojenih pigmenata zbog Mailardovih reakcija), pojava okusa po
.kuhanome* zbog nastanka furfurala, te utroSak velike koli¢ine energije koja je potrebna za
uklanjanje vode (Sotoft i sur., 2012.). Upotrebom procesa reverzne osmoze i nanofiltracije
vecina gore navedenih nedostataka se moZze lako ukloniti, no najveci nedostatak membranski
procesa je nemogucnost postizanja visokog udjela suhe tvari koji je mogué uparavanjem (Jiao
i sur., 2004.). Koncentriranjem voénog soka na nandfiltracijskim membranama moze se dobiti
proizvod koji je senzorski vrlo sli€an svjezem polaznom soku (Salehi, 2014.). Nabetani (1996.)
je razvio integrirani proces koji uklju€uje i reverznu osmozu i nandfiltraciju kako bi dobio sok
Sto vece koncentracije. Sok je uspio koncentrirati od 10 °Brixa do 45 °Brixa, uz ustedu energije

od 1/8 i 1/5 u usporedbi s procesima uparavanja i koncentriranja zamrzavanjem.

U ovom istrazivanju upotrebom membranskih procesa reverzne osmoze i nandfiltracije uspio
se koncentrirati sok od aronije do relativno visokog udjela suhe tvari. OCekivano nesto vedi
udio topljive suhe tvari je postignut kod procesa nandfiltracije (26,9 %) za razliku od reverzne
osmoze (24,9 %). Na Slikama 62-67 prikazana je usporedba tih procesa s obzirom na pojedine
procesne parametre (radni tlak, prosjeCni volumni protok permeta, temperaturu i vrijeme

trajanja procesa). Najveci prosjecni volumni protok permeata (Slika 62) je zabiljezen kod
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reverzne osmoze pri procesima bez hladenja retentata i pri sva tri ispitivana tlaka (45, 50 i 55
bara). 1z navedenog grafiCkog prikaza vidljivo je da su procesi nandfiltracije po prosjeénom
volumnom protoku permeata izmedu procesa reverzne osmoze s hladenjem i bez hladenja.
NeSto veca temperatura retentata na kraju procesa koncentriranja soka od aronije je
postignuta u procesima nandfiltracije (Slika 63) u odnosu na procese reverzne osmoze.
Povecéanje temperature u procesima nanofiltracije je posljedica veCeg osmotskog tlaka i
polarizacije koncentracije zbog veéeg udjela suhe tvari pri kraju procesa za razliku od reverzne

osmoze.

Usporedbom vremena trajanja procesa koncentriranja soka od aronije membranskim
procesima, reverznom osmozom i nandfiltracijom pri 45, 50 i 55 bara, s hladenjem i bez
hladenja retentata (Slika 64) vidljivo je sa su najkraci bili procesi reverzne osmoze bez

hladenja pri sva tri ispitivana tlaka.

Usporedba sadrzaja pojedinih polifenolnih skupina (antocijani, fenolne kiseline i flavonoli) u
koncentratima od aronije dobivenim membranskim procesima, reverznom osmozom i
nanofiltracijom pri 45, 50 i 55 bara, s hladenjem i bez hladenja retentata je prikazana na Slici
65. |z prilozenog dijagrama vidljivo je da je zadrzavanje fenolnih kiselina bilo najveée u
koncentratu dobivenom reverznom osmozom pri 55 bara s hladenjem, dok je sli¢an sadrzaj
antocijana zabiljeZen u koncentratima dobivenim reverznom osmozom pri 45 bara s hladenjem
i 55 bara s hladenjem, te nanofiltracijom pri 50 bara bez hladenja, izmedu kojih nema statisticki
znaCajne razlike. NeSto veCe zadrzavanje kvercetin-3-rutinozida, jedinog predstavnika
flavonola pronadenog u svim koncentratima, je zabiljeZeno u procesu nanofiltracije pri 45 bara
bez hladenja. Opcenito gledajuci kod reverzne osmoze vedi utjecaj na zadrzavanje pojedinih
sastojaka ima hladenje, za razliku od nandfiltracije kod koje su bolji procesi bez hladenja. Kod

oba procesa najboljim se pokazao veci procesni tlak (55 bara).

Bolje zadrzavanje pojedinih aromati¢nih skupina spojeva (Slika 66 i Slika 67) je bilo u
procesima reverzne osmoze. ZadrZavanje vecéine aromati¢nih spojeva (alkoholi, kiseline,
terpenoidi i karboksilni spojevi) je bilo bolje u procesima s hladenjem, pri istom ispitivanom
tlaku, osim estera kod kojih je uo€en suprotan trend zadrzavanja (bolje u procesima bez

hladenja). Takoder su bolji rezultati primijeceni pri viSim procesnim tlakovima.
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Na osnovi dobivenih rezultata i provedene rasprave u ovoj disertaciji, mogu se izvesti sljedeci

zakljuci:

10.

Koncentriranje soka od aronije membranskim procesima, reverznom osmozom i
nanofiltracijom, bilo je moguce provesti do odredenog udjela topljive suhe tvari, ovisno o
primijenjenom postupku i membranama. Reverznom osmozom sok je koncentriran do 24,9
% $to odgovara volumnom odnosu retentata od 2,12. Nanofiltracijom sok je koncentriran
do 26,9 % udjela topljive suhe tvari, $to odgovara volumnom odnosu retentata od 2,39.

U oba provedena postupka na protok permeata i kvalitetu dobivenih koncentrata od aronije
znacajan utjecaj su imali primijenjeni procesni parametri, tlak i temperatura.

Veci protok permeata kod oba provedena postupka koncentriranja zabiljezen je pri veéim
procesnim tlakovima. U procesima bez hladenja retentata preko izmjenjivaca topline protok
je bio veci u odnosu na procese s hladenjem retentata pri istom procesnom tlaku.

Povecanjem volumnog odnosa retentata i indeksa koncentriranja retentata protok
permeata se proporcionalno smanjuje, odnosno pove¢anjem udjela suhe tvari u retentatu
dolazi do smanjenja protoka permeata.

Pri istom procesnom tlaku procesi s hladenjem su trajali nesSto duze u odnosu na procese
bez hladenja, a pove¢anjem radnog tlaka smanjuje se vrijeme trajanja procesa.

Povec¢anjem volumnog odnosa retentata gotovo linearno se poveéava i indeks
koncentriranja u retentatu. U ovom slu€aju primjena hladenja nema znacajnijeg utjecaja
kao kod drugih prethodno ispitivanih odnosa.

Tijekom koncentriranja dolazi do pada protoka permeata zbog povecéanja udjela suhe tvari
i viskoznosti u retentatu koja uzrokuje pojavu polarizacije koncentracije, povecanja
osmotskog tlaka i pove¢anja otpora prijenosu mase, a kao posljedica toga dolazi do
zacCepljenja pora membrana.

Pri radu s visokim tlakovima razvija se vec¢a koli€ina topline koju treba odvoditi kako bi se
oCuvali toplinski osjetljivi sastojci soka kao $to su antocijani. Temperature na kraju procesa
bez hladenja znatno su viSe u odnosu na procese s hladenjem kod svih ispitivanih tlakova.

Sadrzaj Secera i kiselina je manji u rekonstituiranim koncentratima dobivenim reverznom
osmozom i nanofiltracijom, u odnosu na pocetni sok od aronije, 8to znali da tijekom
procesa koncentriranja dolazi do odredenih manijih gubitaka. Izmedu pojedinih koncentrata
je vrlo mala razlika u sadrzaju kiselina, reducirajucih i ukupnih Secera, te pH vrijednosti.

Tijekom procesa koncentriranja reverznom osmozom i nanofiltracijom dolazi do odredenih
gubitaka tvari boje (polifenola, antocijana i flavonoida). U procesima s hladenjem je
primijeCeno je veée zadrzavanje ukupnih polifenola. Povecanjem procesnog tlaka
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20.

povecCava se i njihovo zadrzavanje. Promjena polimerne boje slijedi trend promjene
koncentracije antocijana.

U svim koncentratima dobivenim reverznom osmozom je odredena manja antioksidacijska
aktivnost u usporedbi s pocetnim sokom aronije. U procesima koncentriranja s vecim
tlakom i s primjenom hladenja zamijeceno je vecCe zadrzavanje antioksidacijske aktivnosti.

Koncentriranjem soka od aronije reverznom osmozom pri razlicitim procesnim uvjetima
dolazi do odredenih gubitaka unutar pojedinih polifenolnih skupina (antocijani, fenolne
kiseline i flavonoli) u odnosu na poCetni sok od aronije.

Zadrzavanije fenolnih kiselina (klorogenske i neoklorogenske kiseline) je ve¢e u odnosu na
zadrzavanje antocijana i flavonola. Primjenom veceg procesnog tlaka uz hladenje
postignuto je bolje oCuvanje fenolnih kiselina.

Veée zadrzavanje kvercetin-3-rutinozida, jedinog flavonoida odredenog u dobivenim
koncentratima, je bilo u procesima s hladenjem pri ve¢em procesnom tlaku. Kvercetin u
koncentratima od aronije je pronaden ispod praga kvantifikacije.

Cijanidin-3-galaktozid i cijanidin-3-arabinozid su najznacajniji antocijani pronadeni u soku
od aronije i dobivenim koncentratima. Vece zadrzavanje je primijeceno u procesima s
hladenjem, te pri nizem procesnom tlaku.

Najvece zadrzavanje ukupnih antocijana (84,8 %), te ukupnih fenolnih kiselina i flavonoida
(96,49 %) je postignuto u procesu pri 55 bara s hladenjem retentata u odnosu na pocetni
sok od aronije.

Tijekom koncentriranja soka od aronije reverznom osmozom pri razliCitim procesnim
uvjetima dolazi do odredenog gubitka aromati¢nih spojeva. Pri veCem procesnom tlaku i u
postupcima s hladenjem je vece zadrzavanje pojedine skupine aromati¢nih spojeva (osim
spojeva iz skupine estera) u odnosu na postupke bez hladenja.

U dobivenim koncentratima ima najviSe aromati¢nih spojeva iz skupine alkohola (41,12 -
45,26 %), zatim karbonilnih spojeva (27,86 - 37,07 %), kiselina (11,41 - 23,96 %), terpena
(6,16 - 7,15 %) i najmanje estera (0,73 - 1,78 %).

U svim koncentratima je znacajno smanjena koli€ina prisutnih aromati¢nih spojeva iz
skupine karbonilnih spojeva i terpena u odnosu na pocetni sok od aronije.

Membrane za nanofiltraciju imaju veci promjer pora od membrana za reverznu osmozu, pa
stoga pojedine male molekule i ioni mogu proéi kroz njih i dobiveni permeat nije €ista voda.
Analizirani permeati dobiveni nanofiltraijom sadrzavali su manje koli€ine kiselina, Secera,
polifenola i flavonoida. Ve¢a permeabilnost (3,7 %) je primijeCena pri nizem procesnom
tlaku (45 bara), a ne ovisi o primijenjenom temperaturnom rezimu.
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Procesi pri ve¢em tlaku trajali su krace, a posebno procesi bez hladenja, pa je zabiljezen i
manji prolaz kiselina u permeat. Sli¢an trend je primijecen i kod kretanja sadrzaja Secéera
(reducirajucih i ukupnih) u dobivenim koncentratima.

Procesi koncentriranja nanofiltracijom bez primjene hladenja pokazuju nesto bolje
zadrzavanje polifenola i antocijana. Najbolji rezultati dobiveni su koncentriranjem pri tlaku
55 bara bez hladenja. U dobivenom koncentratu zadrzano je 94,3 % polifenola, 89,4 %
antocijana i 90,8 % flavonoida u odnosu na pocetni sok.

Mala koli¢ina pojedinacnih spojeva antocijana je prosla kroz membranu i pronadena je u
permeatu. Bolje zadrZzavanje antocijana, fenolnih kiselina i flavonola u koncentratima je
zapazeno pri ve¢em primijenjenom procesnom tlaku i u procesima bez hladenja retentata.

Najboljim u smislu zadrzavanja pojedinih polifenolnih spojeva se pokazao proces
nanofiltracije pri 55 bara bez hladenja.

Procesi koncentriranja s hladenjem zadrzali su viSe hlapivih spojeva od onih bez hladenja
pri istim tlakovima. Takoder, nesto bolje zadrzavanje arome dobiveno je primijenom veéih
tlakova. Primije¢en je veliki gubitak karbonilnih spojeva (posebno (-damascenona) u
procesima bez hladenja.

U dobivenim permeatima je odredena manja koli¢ina alkohola i kiselina. U procesima bez
hladenja i pri nizem tlaku primijecena je veca permeabilnost aromati¢nih spojeva.

Koncentriranjem soka od aronije membranskim postupkom reverzne osmoze pri razli€itim
procesnim uvjetima postignuto je bolje zadrzavanje tvari boje i arome nego u procesima
nandfiltracije.
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8.PRILOZI



8. Prilozi

Prilog 1 Tablica za racunanje koli¢ine Secera.

mL Glukoza, fruktoza ili invertni Secer
Na-tiosulfata razlika mg
1 2,4 2,4
2 4,8 2,4
3 7,2 2,5
4 9,7 2,5
5 12,2 2,5
6 14,7 2,5
7 17,2 2,6
8 19,8 2,6
9 22,4 2,6
10 25,0 2,6
11 27,6 2,7
12 30,3 2,7
13 33,0 2,7
14 35,7 2,8
15 38,5 2,8
16 41,3 29
17 442 2,9
18 471 29
19 50,0 3,0
20 53,0 3,0
21 56,0 3,1
22 59,1 3,1
23 62,2 3,1
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