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Sazetak

Diplomskog rada studentice Daniele Patricije Bili¢, naslova UTJECAJ NACINA
EKSTRAKCIJE NA PRINOS BIOAKTIVNIH SPOJEVA 1Z PRAHA ARONIJE (Aronia
melanocarpa L.)

UTJECAJ NACINA EKSTRAKCIJE NA PRINOS BIOAKTIVNIH SPOJEVA 1Z
PRAHA ARONIJE (Aronia melanocarpa L.)

Aronija je svoju veliku popularnost stekla zbog izrazito bogatog nutritivnog sadrzaja.
Pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje posljedica je snazne antioksidacijske aktivnosti
polifenolnih spojeva. Proizvodnja sokova i ostalih preradevina od aronije nalaze Siroku
primjenu u prehrambenoj industriji. Prah aronije bogat je izvor bioaktivnih spojeva te kao
dodatak razli¢itim proizvodima povecava njihov antioksidacijski kapacitet. Cilj istraZivanja
bio je utvrditi razlike izmedu nacina ekstrakcije, klasi¢na i ultrazvukom, praha aronije u
destiliranoj vodi te moguénosti upotrebe ultrazvuka visokog intenziteta u ekstrakciji praha
aronije. Utvrdeno je kako su vodeni ekstrakti praha aronije imali veée vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta neovisno o nacinu ekstrakcije. Uzorci s dodanim prahom aronije
tretirani ultrazvukom visokog intenziteta imali su znacajno ve¢i sadrzaj svih analiziranih
bioaktivnih komponenti. Primjena ultrazvuka visokog intenziteta znacajno je smanjila vrijeme
potrebno za ekstrakciju biljnog materijala. Utvrdena je pozitivna povezanost izmedu sadrzaja
vitamina C, ukupnih fenola i flavonoida te ukupnih antocijana i antioksidacijskog kapaciteta
kod uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta.

Kljuéne rije¢i: prah aronije, antioksidacijski kapacitet, ultrazvuk visokog intenziteta, klasi¢na
ekstrakcija, nutritivni sastav



Summary

Of the master’s thesis - student Daniela Patricia Bili¢, entitled IMPACTS OF
EXTRACTION ON THE PRESS OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM THE ARONIUM
POWDER (Aronia melanocarpa L.)

IMPACTS OF EXTRACTION ON THE PRESS OF BIOACTIVE COMPOUNDS
FROM THE ARONIUM POWDER (Aronia melanocarpa L.)

Aronia gained it’s great popularity because of extremely rich nutritional content. The positive
impact on human health is a result of the strong antioxidant activity of polyphenolic
compounds. Production of juices and other products from chokeberry are widely used in the
food industry. Chokeberry powder is a rich source of bioactive compounds and it’s addition to
a variety of products increases their antioxidant capacity. Also, the aim of the research was to
determine the differences between the extraction techiques, classical and ultrasound, of
chokeberry powder in distilled water. To determine the possibility of using high intensity
ultrasound in extraction of chokeberry powder. The water extracts of chokeberry powder had
higher antioxidant capacity irrespective of the extraction technique. The samples with added
chokeberry powder treated with high intensity ultrasound had significantly higher content of
all analyzed bioactive compounds. The application of high intensity ultrasound significantly
reduced extraction time of the plant material. The positive correlation between vitamin C
content, total phenols and flavonoids content, anthocyanins content and antioxidant capacity
was determined in samples with added chokeberry powder treated with high intensity
ultrasound.

Key words: chokeberry powder, antioxidant capacity, high intensity ultrasound, classic
extraction, nutritional composition



1. Uvod

Listopadni grm crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa L.) spada u porodicu ruza
(Rosaceae), podrijetlom je s istoka Sjeverne Amerike te istoka Kanade, a danas se uzgaja i u
isto¢noj Europi (Jeppsson, 2000; Benvenuti i sur., 2004; Kulling i Rawel, 2008). Aronija je
svoju veliku popularnost stekla prvenstveno zbog izrazito bogatog nutritivnog sadrzaja i ¢esto
nosi naziv ,,super voc¢e“. Svjezi plodovi aronije (Slika 1) bogatog su nutritivnog sadrzaja te
pokazuju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje. Pojam ,,super voée* upotrebljava se za vocne
vrste koje su karakteristicne po vrlo znacajnom sadrzaju bioloski aktivnih komponenti
izrazene antioksidacijske aktivnosti (Huang i sur., 2012). Prema ORAC skali (engl. Oxygen
Radical Scavenging Capacity) crnoplodna aronija posjeduje najvisu vrijednost
antioksidacijske aktivnosti medu jagodastim i drugim voénim vrstama (Kulling i Rawel,
2008; Ciocoiu i sur., 2013; Horszwald i sur., 2013).

Slika 1. Plodovi crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa L.)
(Fotografija: Daniela Patricia Bili¢, 2016)

Od bioaktivnih komponenti aronija posjeduje visoki sadrzaj flavonoida (Slimestad i sur.,
2005) 1 to najviSe antocijana (Kulling i Rawel, 2008) i proantocijanida (Oszmianski i
Wojdyto, 2005), fenolnih kiselina (Slimestad i Solheim, 2002) kao i visok sadrzaj vitamina C
(Benvenuti i sur., 2004). Navedene bioaktivne komponente, osobito polifenolni spojevi,
pokazuju znacajan ucinak na ljudsko zdravlje prvenstveno u prevenciji razvoja karcinoma 1
kardiovaskularnih bolesti (Carocho i Ferreira, 2013). Takav pozitivan ucinak posljedica je
snazne antioksidacijske aktivnosti polifenolnih spojeva koja se ocituje kroz nekoliko
mehanizama: (a) uklanjanje slobodnih radikala (antioksidacijski ucinak); (b) zastita i
regeneracija drugih antioksidansa (npr. vitamina E); (c) kelatna svojstva (Buyukokuroglu i
sur., 2001; Garcia-Salas i sur., 2010).



Tamnocrvena boja plodova aronije posljedica je prisutnosti pigmenata antocijana, a
upravo zbog karakteristicnog obojenja aronija svoju primjenu pronalazi i kao prirodno bojilo.
Najc¢esce se preraduje U prah, sirup, zele, sok, liker, voéno vino ili u dodatak za mjeSavine
vodenih pripravaka. Proizvodnja sokova i ostalih preradevina od aronije ograniena je zbog
njenog jedinstvenog ostrog, kiselog, trpkog okusa i mirisa nedozrelog voca koji je mnogima
vrlo neugodan. Medutim, razblazivanje tog okusa moguce je mijeSanjem s drugim voénim
sokovima poput jabu¢nog soka ili ribiza (Kulling i Rawel, 2008). Trpki okus svjezih plodova
kao i proizvoda od aronije posljedica je prisutnosti spoja amigdalina, za koji je dokazano
pozitivno djelovanje na zaustavljanje rasta zlocudnih tumorskih stanica (Oszmianski i
Wojdyto, 2005; Jakobek i sur., 2007; Kulling i Rawel, 2008; Szajdek i Borowska, 2008;
Snebergrova i sur., 2014).

Nakon procesa cijedenja i odvajanja soka dobiva se pulpa koja se zatim susi i usitnjava u
prah (Slika 2). Takav prah, kao dodatak, svoju primjenu pronalazi u §irokom spektru razli¢itih
prehrambenih proizvoda (Toli¢ i sur., 2015).

Slika 2. Prah aronije
(Fotografija: Daniela Patricia Bili¢, 2016)

Ekstrakcija je definirana kao postupak izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili tekuce smjese
prikladnim otapalom, a u kojem je pojedina tvar topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih
sastojaka neke smjese (Gertenbach, 2001). Klasicne metode ekstrakcije razlicitih kemijskih
spojeva temelje se na pravilnom izboru otapala, najceS¢e alkoholne otopine i ostalih organskih
otapala poput acetona i heksana, koriStenju visokih temperatura i agitaciji (Vinatoru, 2001).
Opisane tehnike zahtijevaju znatno duze vrijeme ekstrakcije, velike koli¢ine uzorka i
organskog otapala Sto izmedu ostalog znacajno poskupljuje cijeli proces (Ramos 1 sur., 2002).
Zbog navedenog, u posljednje vrijeme populariziraju se 1 razliite neinvazivne tehnike
ekstrakcije bioaktivnih spojeva Cija je zajednicka karakteristika smanjena upotreba Stetnih
organskih otapala te krace vrijeme izdvajanja. Jedna od takvih tehnika je upotreba ultrazvuka.
U procesima prehrambene tehnologije i biotehnologije koristi se ultrazvuk visokog intenziteta
kojeg karakterizira upotreba zvucnih valova visokog intenziteta (obi¢no u rasponu od 10-1000
chmz) i frekvencija izmedu 18 1 100 kHz (Knorr i sur., 2004; Brnci¢, 2006; Bosiljkov i sur.,
2010). Glavni mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta je prijelazna kavitacija.
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Kavitacija je proces formiranja mjehuri¢a plina u teku¢em mediju uslijed djelovanja
ultrazvucnog polja (Suslick i sur., 2011).

1.1. Cilj rada

Cilj rada je utvrditi razlike u kemijskom sastavu i sadrzaju bioaktivnih spojeva izmedu
vodenih ekstrakata u kojima je prah aronije ekstrahiran konvencionalno i ultrazvukom
visokog intenziteta.



2. Pregled literature
2.1. Sistematika i morfoloske karakteristike aronije

Poznate su tri vrste aronije, crnoplodna (Aronia melanocarpa), crvenoplodna (Aronia
arbutifolia) i ljubic¢astoplodna aronije (Aronia prunifolia) (Melki¢, 2014).

Listopadni grm aronije (Tablica 1) podrijetlom je s istoka Sjeverne Amerike i Kanade, a
danas se uzgaja i u isto¢noj Europi (Jeppsson, 2000; Benvenuti i sur., 2004; Kulling i Rawel,
2008). Najcesce je visine oko 1,5 — 2 m i Sirine 1 — 1,5 m, a rijetko do 3 m visine i 2,5 m
sirine. Relativno brzo se rasprostire korijenovim izdancima i formira skupina grmova.
Rezidbom se oblikuje kao manje drvo ili kao ukrasni grm bujnog rasta (Melki¢, 2014).

Tablica 1. Sistematika aronije

CARSTVO Plantae

GRANA Eudycotiledonae
RED Rosales
PORODICA Rosaceae
POTPORODICA Maloideae

ROD Aronia

VRSTA Aronia melanocarpa

2.1.1. Listovi

Listovi aronije su elipti¢ni ili duguljasti do duguljasto-izduzeni, zaostrenih ili zaobljenih
vrhova, dugi 2,5 — 7 cm, vise-manje glatki. Rubovi listova su lagano nazubljeni, jednostavni,
naizmjeni¢ni s peteljkama duzine 0,60 cm ili manje. Listovi izbijaju u travnju, sjajne
svijetlozelene su boje. U jesen su dekorativne grimizne do vinsko-crvene i boje marelice
(Melki¢, 2014).

2.1.2. Cvjetovi

Jedna od glavnih prepoznatljivosti aronije su bijeli cvjetovi koji su skupljeni u grozdove.
Prvi cvjetovi pojavljuju se u tre¢oj godini. Cvjetovi su mali, priblizno 12 mm, a sastoje se od
pet latica i pet lapova. Grozdovi se najcesce sastoje od 10 do 30 cvjetova na vrhovima
mladica. U klimatskim podru¢jima kontinentalne Hrvatske cvate krajem travnja, a cvatnja
traje desetak dana. Cvjetove uglavnom oprasuju pcele, ali je moguce i oprasivanje vjetrom.
Aronija spada u samooplodne vo¢ne vrste (Melki¢, 2014).



2.1.3. Plodovi

Plodovi aronije su okrugli, ljubicasto-crveni do plavicasto-crne boje. Plodovi su u
pocetku prekriveni bjelkastom ovojnicom koja nakon nekog vremena otpadne. U vrijeme
kada su sjajno crvene boje plodovi su jos nezreli, u kolovozu kada dozriju, postaju ljubicasto-
crni. Aronija svoje prve plodove daje u tre¢oj godini. Mezokarp plodova je izrazito crvene
boje. U plodu se nalazi nekoliko sitnih sjemenki, ¢ija apsolutna masa (masa 1000 zrna) iznosi
3 g. Promjer jednog ploda iznosi 6 — 15 mm, a tezina 1,0 — 1,5 g. Okus ploda je opor, pomalo
kiselo slatkast, najblize okusu crnog ¢aja ili crvenog vina, zbog ¢ega se uglavnom plodovi

konzumiraju preradeni, a radi trpkog okusa ploda nosi ime ,,The Chokeberry* §to znaci opora,
trpka bobica (Melkic¢, 2014).

2.1.4. Korijenov sustav

Nadzemni dio aronije dobre je bujnosti. Poznato je da biljka stara 13 godina razvija
korijenov sustav u prosjeku od 2 m te od 160 cm dubine. Prema tome, Zile tanje od 1 mm u
promjeru ¢ine 91 — 95 %, od 1 —3 mm, 4 — 3 % i svega 1 — 2 % debljih od 3 mm (Melkic,
2014).

2.1.5. Razmnozavanje

Mogucde ju je razmnoziti na viSe nacina, najceSc¢e je to vegetativnim putem, no moze se
vr§iti 1 generativno. Prilikom vegetativhog razmnoZavanja nastaju biljke jednake maticnoj
biljci, klonovi, dok prilikom generativnog razmnoZzavanja nastaju biljke koje nisu jednake
mati¢noj biljci, odnosno dolazi do odstupanja u slicnosti mati¢ne 1 nastale biljke koji nisu
klonovi. Vegetativno razmnozavanje moze biti putem reznica dijeljenjem (korijenovim
izdancima, mladicama), cijepljenjem, povaljenicama i kloniranjem iz meristema u kulturi
(Melki¢, 2014).



2.2. Ekoloski uvjeti

2.2.1. Klima

Nasadu aronije odgovara klima vise vlaznosti zraka s optimalnim godiSnjim
koli¢inama oborina od 500 — 600 mm. Ostecenja nastala zbog hladnoce i isusivanja povezane
su jednim dijelom s razvojem zimskog kaljenja i razdoblja mirovanja §to omogucéuje drvenim
biljkama da prezive zimu. Od velike vaznosti je koriStenje vjetrobrana u smanjenju ucinka
jakih, trajnih vjetrova koji uzrokuju isuSivanje, guljenje i pucanje grana. Vjetar ima velik
utjecaj na transpiraciju, odnosi vodenu paru s povrSine lista i stanjuje granicni sloj izmedu
lista 1 okolnog zraka ¢ime se povecava transpiracija, medutim, moze i smanjiti transpiraciju
ako je zrak izrazito vlazan. Ozljede kore dogadaju se ljeti i zimi. Ljeti izloZena Suncu, kora
moze izgubiti boju 1 nabubriti, stvaraju¢i rak-rane, a zimi u izloZzena Suncu moZe postati
toplija nego zrak dok nakon zalaska Sunca dolazi do naglog zahladenja $to uzrokuje pucanje i
mogucéi razvoj bolesti. Prevencija je izbor blage sjeveroistoéne padine za podizanje nasada
koja ¢e pomo¢i u smanjenju ozljeda kore nakon niskih zimskih temperatura te prskanje s
razrijedenom bijelom lateks bojom. Mraz gotovo uopée ne moze naskoditi stabljici i cvatu
aronije. Cvijet je otporan na niske proljetne temperature, a proljetni mraz joj ne Steti zbog
njezine kasnije cvatnje. Otpornost tkiva aroniji omogucuje da podnese temperature i do -47
°C. Ozbiljna ostecenja od smrzavanja mogu se ocekivati tek pri temperaturama od -23 °C
pocetkom zime i na -30 °C sredinom zime. Grmovi aronije se obi¢no oporavljaju, a vec¢
sljedece godine daju plod. Kriticna temperaturna granica tla iznosi -11 °C (Melki¢, 2014).

2.2.2.Tlo

Aronija najbolje uspijeva na plodnoj, vlaznoj i dobro dreniranoj zemlji. Takoder,
uspijeva na slaboj 1 suhoj zemlji, pa ¢ak i na pjeS¢anim dinama. Prilagodljiva je svakom tlu,
osim ako je previSe kamenito ili plitko. Treba izbjegavati zemlju s dosta gline bez humusa 1
ekstremno suha pjescana te zbijena vlazna tla. Dobro uspijeva i na tlima s visokom razinom
podzemne vode, gdje druge vrste voca ne uspijevaju. Idealno tlo za uzgoj aronije trebalo bi
imati podjednako gline, pijeska i mulja s dosta humusa (2 — 3 % minimalno). Optimalan
raspon pH iznosi 5,5 — 6,5 (Melkic¢, 2014).

2.2.3. Reljef

Pogodan je osuncan teren s blagim nagibom 1 — 2 % kako bi se omogucilo odvodenje
vode 1 hladnog zraka §to je posebno vazno za vrijeme mraza. Ekspozicija terena ne bi trebala
biti okrenuta prema jugu tako da se zemlja sporije grije na prolje¢e i na taj nacin odgodi
cvjetanje, a teren okrenut na sjever ili istok sprjecavaju oSteCenja kore uslijed smrzavanja zimi
kada je velika razlika izmedu dnevne i no¢ne temperature. MoZe rasti u Sirokom pojasu
nadmorskih visina, a odgovaraju joj vise nadmorske visine, pri ¢emu treba naglasiti da se za
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svakih 100 m povecanja nadmorske visine berba odgada za 3 — 5 dana. Aronija ima srednju
do malu toleranciju na slanost tla pa se moze posaditi i u blizini morske obale, uz prometnice i
sl. Dobro je znati da aronija ne usvaja Stetne sastojke iz tla, vode i zraka te se moze
proizvoditi i u blizini industrijskih zagadivaca i termoelektrana (Melki¢, 2014).

2.3. Sadnja

Osnovni uvjet je odabir pogodnog mjesta za sadnju $to ovisi o plodoredu, predkulturi,
klimi, reljefu, tipu tla, drenazi, nagibu, zastiti od vjetra, dostupnosti vode. Vrijeme sadnje
ovisi o tipu sadnica koje ¢e se koristiti. Pri koriStenju sadnica s grudom supstrata koje su bile
uzgajane na tlu ili sadnice kategorije zrelih izdanaka golih Zila, preSanih ili baliranih sadnica
odvija se u jesen, tijekom zime i u rano prolje¢e. Uz uvjet da zemlja nije smrzla i da je
vegetacija zavrSila, odnosno da jo$ nije pocela. Kontejnerske sadnice mogu se saditi u bilo
koje doba godine jer imaju kompaktan sustav korijena i supstrata te njihovom presadnjom se
ne oStecuje korijenov sustav. Ljeto nije preporucljivo za sadnju bilo kojeg bilja zbog visokih
temperatura i velikih suSa. Sadnice uzgajane u plasteniku zahtijevaju kaljenje prije jesenske ili
zimske sadnje na otvorenom. Prije podizanja nasada vazno je obaviti osnovnu obradu i
gnojidbu tla mineralnim ili organskih gnojivima, te ukloniti trajne korovne vrste. Treba to¢no
odrediti razmak sadnje ovisno o ru¢nom ili strojnom nacinu obrade i berbe kako bi se izvukao
maksimum od plantaze (Melkic, 2014).

2.4. Berba

Prilikom prvog uroda kod trogodiSnjih sadnica, odnosno dvogodi$njih sadnica
dobivenih iz kulture tkiva, formiraju se po dva grozda na grmu s 35 — 40 plodova, odnosno 50
— 100 g prinosa po grmu, $to iznosi oko 100 — 200 kg po hektaru. Pojedina¢ni plodovi imaju
masu od 0,6 — 1,1 g $to znaci da jedan kilogram sadrzi 1000 — 1600 plodova. Kad aronija
dolazi u punu rodnost, nakon sedme godine i kasnije, moze se o¢ekivati prinos od 5 — 10 kg
po grmu, Sto iznosi 11 — 22 tone po hektaru. Sredinom srpnja plodovi mijenjaju boju iz crvene
u tamnoljubiCastu 1 dozrijevaju u vremenu od pocetka do sredine kolovoza. Optimalno
vrijeme berbe ovisi 0 nadmorskoj visini. Uglavnom se kre¢e od kraja srpnja do pocetka rujna,
odnosno, svakih 100 m nadmorske visine odgada sljedecu berbu za tri dana. Vrijeme berbe
odreduje se mjerenjem topljive suhe tvari u plodu pomocu refraktometra. Zanimljivo je
naglasiti kako se s berbom ne moZe zakasniti jer zreli plodovi crnoplodne aronije ostaju na
vocki, ne otpadaju i ne kvare se. 1z tog razloga branje mozemo produZiti i na dva mjeseca od
sazrijevanja. Biljka gubitke vode nadoknaduje opskrbljujuci plod svjezom hranom sve dok je
fotosinteza moguca. Takoder, stajanjem plodovi dobivaju na kvaliteti, sladi su te manje opori.

Berba moze biti ru¢na i strojna. Kod ru¢nog branja plodovi se otkidaju palcem. Moze
se odvijati 1 pomoc¢u vibratora male snage 1 mreZze za skupljanje. Dok su prinosi po grmu
mali, ovisno o veli€ini plantaze i broju sadnica, ekonomicnija je rucna berba, dok je na vecim
plantazama uobicajena strojna berba. PoZeljno je berbu obavljati u ranijim jutarnjim satima
dok su vanjske temperature niske kako bi se na taj nacin ocuvala i temperatura i kvaliteta
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samih plodova. Nakon berbe plodove je potrebno $to prije transportirati i §to je moguce prije
preraditi te skadistiti. Zbog svoje velike ¢vrsto¢e mogu izdrzati dugotrajnije transporte bez
znacajnih gubitaka (Melki¢, 2014).

2.4.1. Stetnici

Osim $tetnika koji su navedeni u daljnjem tekstu, velike Stete uzrokuju ptice i neke
vrste malih sisavaca koji jedu plodove. Steta nastala za vrijeme cvjetanja i zametanja plodova
dovodi do smanjenja moguceg prinosa zbog gubljenja cvijeta i ploda, a u vremenu razvoja
vo¢a moze uzrokovati gubitak mladog voca. Potrebno je provoditi dobre higijenske mjere u
voénjaku i odrzavati vo¢njak urednim $to ukljucujuci uklanjanje otpalog voca i lis¢a. Neki od
nametnika koji ¢ine najvecu $tetu u nasadu aronije su: dlakavi ruziar (Epicometis hirta
Poda), tre$njina osa (Caliroa limacina), lisne usi (Aphididea), jabu¢ni moljac (Hyponomeuta
malinellus), moljac mali mrazovac (Operophtera brumata) (Melki¢, 2014).

2.5. SkladiStenje

Zreli plodovi mogu se odrzati dva tjedna kod obi¢nog uskladistenja od 15 — 25 °C 1 80
% relativne vlaznosti zraka. Svjeze ubrano voce vazno je brzo ohladiti i uskladistiti nakon
berbe ako se odmah ne preraduju. Hladenje usporava kemijske promjene koje dovode do
prezrelosti i propadanja, ¢ime se smanjuje aktivnost mikroorganizama koji uzrokuju truljenje
voca i smanjuje susenje te produzuje vijek ploda. Plodovi se nakon odmrzavanja gotovo ne
razlikuju od svjezih po boji ili tvrdo¢i. Hladnjaca je ¢esto neophodna (Melki¢, 2014).

2.6. Prerada

Neposredno prije pocetka prerade, potrebno je oprati plodove. Nakon pranja, slijedi
hladno presanje i pasterizacija koja se provodi na temperaturi pribliznoj 90 °C. Takoder je
moguée primijeniti dodatne postupke sumporenja. Plodovi aronije najcesce se preraduju u
prah, sirup, zele, sok, liker, voéno vino ili kao dodatak za mjeSavine vodenih pripravaka.
Proizvodnja sokova i ostalih preradevina ograni¢ena je zbog njenog jedinstvenog ostrog,
kiselog, trpkog okusa i mirisa nedozrelog voc¢a koji je mnogima vrlo neugodan. Medutim,
razblaZivanje tog okusa moguce je mijeSanjem s drugim voénim sokovima poput jabu¢nog
soka ili ribiza (Kulling i Rawel, 2008). Jedna od moguénosti proizvodnje soka je da se
homogenizirani sok pasterizira u stroju s funkcijom kontinuiranog zagrijavanja na temperaturi
od 130 °C te kasnije hladi na 90 °C i pakira u za to predvidenu ambalazu prethodno
steriliziranu. Stabilnost soka moze se posti¢i dodavanjem pektina (Dauthy, 1995). Nakon
procesa cijedenja i odvajanja soka preostaje pulpa koja se dalje moze preradivati ili za potrebe
dobivanja praha ili ukuhavanjem u dzem. Za dobivanje praha, pulpa se susi pri 60 °C, do
postizanja sadrzaja vode u suhom proizvodu od 10%. Suha pulpa se zatim usitnjava u prah.



Takav prah, kao dodatak, svoju primjenu pronalazi u Sirokom spektru razli¢itih prehrambenih
proizvoda (Toli¢ i sur., 2015).

2.7. Bioaktivni spojevi

Od bioaktivnih spojeva plodovi aronije posjeduju visok sadrzaj flavonoida (Slimestad i
sur., 2005) i to najvise antocijana (Kulling i Rawel, 2008) i proantocijanida (Oszmianski i
Wojdyto, 2005), fenolnih kiselina (Slimestad i Solheim, 2002) kao i visok sadrzaj vitamina C
(Benvenuti i sur., 2004). Flavonoidi su najzastupljeniji polifenoli u nasoj prehrani. Podijeljeni
su u Sest podskupina: flavonoli, flavanoli, flavoni, flavanoni, izoflavoni i antocijani (Dai i
Mumper, 2010). Antocijani su grupa flavonoidnih spojeva koja cvijecu, lis¢u i1 plodovima
daju karakteristi¢nu crvenu, ljubicastu i plavu boju. U gradi ploda, antocijani prevladavaju u
epidermalnom i hipodermalnom sloju kozice ploda, a topivi su u vodi i stanicnom soku
(Gould i sur., 2009). Temeljna uloga biljnih fenola jest da su izravno ukljuéeni u prirodni
obrambeni biljni mehanizam i stite biljku od razli¢itih biotickih i abiotickih ¢imbenika stresa,
ali i odgovorni za cjelokupno organolepticko svojstvo biljne hrane, odnosno boju i aromu
(Shahidi i Naczk, 2004; Wuyts i sur., 2006; Dai i Mumper, 2010; Diaz Napal i sur., 2010;
Kennedy i Wightman, 2011.

Vitamin C je najvazniji u vodi topljiv vitamin s najznaajnijom funkcijom
antioksidacijske aktivnosti. Antioksidacijska svojstva vitamina C odituju se u nekoliko
funkcija: direktno inaktivira slobodne radikale $to je vazno u prevenciji karcinoma, Stiti
vitamin E od razgradnje, inhibira nastajanje N-nitrozo spojeva i toksi¢nih i kancerogenih
nitrozamina (Sic Zlabur i sur., 2016).

Navedeni bioaktivni spojevi, osobito polifenolni, pokazuju znacajan ucinak na ljudsko
zdravlje prvenstveno u prevenciji razvoja karcinoma i kardiovaskularnih bolesti (Carocho i
Ferreira, 2013). Takav pozitivan ucinak posljedica je snaZne antioksidacijske aktivnosti
polifenolnih spojeva koja se oéituje kroz nekoliko mehanizama: (a) uklanjanje slobodnih
radikala (antioksidacijski ucinak); (b) zaStita i regeneracija drugih antioksidansa (npr.
vitamina E); (c) kelatna svojstva (Sic Zlabur, 2015).

2.8. Ekstrakcija

Ekstrakcija je postupak izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili tekuée smjese prikladnim
otapalom. Razlikujemo dva tipa ekstrakcije: tekuce-tekuce i1 cEvrsto-tekuce (Gertenbach,
2001). Kod ekstrakcije tekuce-tekuce dolazi do prijelaza tvari izmedu dvije tekuce faze koje
se ne mijesaju (Grandison i Lewis, 1996). Kod ekstrakcije ¢vrsto-tekuce tvar se iz ¢vrste faze
izdvaja u tekucu (Gertenbach, 2001). Jedna od najées$¢ih tehnika u pripremi ekstrakta iz
biljnih materijala jest upotreba organskih ili neorganskih otapala (Dai i Mumper, 2010).
Ekstrahiranje klasi¢nim putem temelji se na upotrebi adekvatnog otapala, uglavnom alkoholna
otopina uz koristenje visokih temperatura i agitaciji (Vinatoru, 2001). U posljednje vrijeme
uobicajena §to manja upotreba alkoholnih organskih otapala i njihova zamjena s vodom zbog
stetnih posljedica koje ispoljavaju na ljudsko zdravlje (Xu i sur., 2007; Bimakr i sur., 2011).
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Takoder, u postupcima ekstrakcije biljnih materijala sve vise se populariziraju neinvazivne
tehnike s temeljnim ciljem oc¢uvanja bioaktivnih spojeva. Jedna od takvih tehnika je tehnika
ultrazvuka koja je nasla Siroku primjenu u procesima prehrambene industrije i biotehnologije
(Brn¢i¢ i sur., 2009). Razlikujemo ultrazvuk niskog i visokog intenziteta. Ultrazvuk niskog
intenziteta odnosi se na intenzitete nize od 1 W/cm? pri frekvencijama veé¢im od 2 MHz
(Dujmic¢ i sur., 2013), dok ultrazvuk visokog intenziteta podrazumijeva intenzitete vise od 1
Wicm? i frekvencije izmedu 18 i 100 kHz (Knorr i sur., 2004 ; Brn¢i¢, 2006; Bosiljkov i sur.,
2010). Glavni mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta je prijelazna kavitacija.
Kavitacija je proces formiranja mjehurica plina u tekuéem mediju uslijed djelovanja
ultrazvu¢nog polja (Suslick i sur., 2011). Djelovanje ultrazvuka visokog intenziteta,
frekvencije 20 — 100 KHz te razine snage u rasponu od 10 — 1000 W/cm kroz teku¢i medij,
veli¢ina mjehurica snazno oscilira. Znanstvena istrazivanja pokazuju da u¢inak ultrazvuka pri
procesiranju hrane ovisi o broju mjehuri¢a te o jacini njihove implozije. Broj mjehuri¢a
povecava se povecavanjem amplitude ultrazvu¢nih valova, budu¢i da pri vi§im amplitudama
veci dio volumena tekuceg medija podlijeze kavitaciji. Intenzitet implozije mjehuri¢a ovisi o
omjeru maksimalne i pocetne veli¢ine mjehuri¢a, a taj je omjer u uskoj vezi sa snagom
ultrazvuka. Da bi u¢inkovitost ultrazvuka u procesiranju hrane bila veca, potrebno je odabrati
odgovarajuéu snagu, amplitudu, odnosno frekvenciju ultrazvu¢nih valova, te provesti
tretiranje pri odgovaraju¢em odnosu temperature i tlaka (Herceg, 2009).
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3. Materijali i metode

3.1. Biljni materijal

Plodovi crnoplodne aronije (Aronia melanocarpa L.) ubrani su u optimalnom roku berbe
(krajem kolovoza) na PokusaliStu Zavoda za vocarstvo, Hrvatskog centra za poljoprivredu,
hranu i1 selo (HCPHS), a potom transportirani u laboratorij Zavoda za poljoprivrednu
tehnologiju, skladiStenje i transport Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu gdje su
oprani, a oni s mehani¢kim oste¢enjima i vidljivim znakovima kvarenja uklonjeni.

3.2. Priprema praha od aronije

Iz svjezih plodova aronije izdvojen je sok. Ostatak vocne pulpe osusen je postupkom
konvekcijskog suSenja u laboratorijskom susioniku ,,INKO” ST 40 (Hrvatska) pri temperaturi
od 60 °C do postizanja sadrzaja vode od 10 %. OsuSena pulpa aronije usitnjena je u prah
(veli¢ina Cestica manja od 1 mm) laboratorijskim mlinom ,,IKA*“ MF-10 (Njemacka) te je kao
takva skladistena u staklenu ambalazu u hladnom prostoru.

3.3. Priprema uzoraka za klasi¢nu ekstrakciju

Dizajn eksperimenta klasi¢ne ekstrakcije prikazan je u Tablici 2. U staklenu laboratorijsku
¢asu volumena 250 mL dodan je prethodno izvagan uzorak praha aronije (Slika 3) u koli¢ini
2,5 g (£0,0001). Sve odvage radene su na analitickoj vagi ,,Sartorius” BP221S (Njemacka)
razredne to¢nosti 1 i podjeljka od 0,1 mg. Na prah aronije dodano je 150 mL vode sobne
temperature (prosje¢na temperatura 21,4 °C).
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Tablica 2. Dizajn eksperimenta klasi¢ne i ultrazvucne ekstrakcije

Nadin Otapalo Volumen Vrijeme  Ultrazvu¢na Uzorak
ekstrakcije otapala kupelj
(mL)

Klasi¢na Destilirana voda 150 5 min - Al
Klasi¢na Destilirana voda 150 10 min - A2
Klasi¢na Destilirana voda 150 15 min - A3
Klasi¢na Destilirana voda 150 20 min - Ad
Klasi¢na Destilirana voda 150 25 min - A5
Klasi¢na Destilirana voda 150 30 min - A6
Klasi¢na Destilirana voda 150 24 h - A7

uzv Destilirana voda 150 5 min 35 kHz 140 W Bl

uzv Destilirana voda 150 10 min 35 kHz 140 W B2

uzv Destilirana voda 150 15 min 35 kHz 140 W B3

uzv Destilirana voda 150 20 min 35 kHz 140 W B4

uzv Destilirana voda 150 25 min 35 kHz 140 W B5

uzv Destilirana voda 150 30 min 35 kHz 140 W B6
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Slika 3. Priprema vodenih uzoraka za odredivanje sadrzaja osnovnog kemijskog sastava
(Fotografija: Daniela Patricia Bili¢, 2016)

Pripremljeni uzorci ostavljeni su na sobnoj temperaturi u trajanju od: 5 minuta (Al), 10
minuta (A2), 15 minuta (A3), 20 minuta (A4), 25 minuta (A5), 30 minuta (A6) i 24 sata (A7).
Nakon svakog navedenog perioda uzorci su profiltrirani preko obi¢nog Whatmanovog filter
papira kako bi se uklonio prah aronije i time zaustavila daljnja ekstrakcija istog.
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3.4. Priprema uzorka za ultrazvucnu ekstrakciju

Dizajn eksperimenta ultrazvu¢ne ekstrakcije prikazan je u Tablici 2. Prije ultrazvu¢nog
tretmana, prah aronije mase 2,5 g (+0,0001) odvagan je u staklenu laboratorijsku caSu
volumena 250 mL. Na odvagani prah aronije dodano je 150 mL destilirane vode sobne
temperature (21,4 °C) te je odmah po dodatku vode proveden ultrazvuéni tretman prilikom
Cega su varirani sljede¢i vremenski periodi ekstrakcije praha: 5 minuta (uzorak B1), 10
minuta (uzorak B2), 15 minuta (uzorak B3), 20 minuta (uzorak B4), 25 minuta (uzorak B5) i
30 minuta (uzorak BG6). Nakon svakog navedenog vremenskog perioda uzorci su profiltrirani
preko obi¢nog Whatmanovog filter papira kako bi se zaustavila daljnja ekstrakcija praha.
Ultrazvucna ekstrakcija provedena je u ultrazvu¢noj kupelji ,,Bandelin” RK 103H (Njemacka)
frekvencije 35 kHz i nominalne maksimalne snage uredaja od 140 W (Slika 4). Takoder,
tijekom svakog pojedinog ultrazvuénog tretmana infracrvenim termometrom ,,Uni-trend
technology” UT 300C (Kina) u vremenskim intervalima od 30 sekundi mjerena je
temperatura uzorka. Promjena temperature uzoraka vodenih ekstrakata praha aronije ovisno o
ultrazvuénom tretmanu prikazana je na Grafikonu 1.
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Slika 4. Ultrazvu¢na kupelj ,,Bandelin” RK 103H
(Fotografija: Daniela Patricia Bili¢, 2016)
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3.5.  Metode rada

Osnovni kemijski sastav istrazivanih uzoraka temeljio se na odredivanju sljedecih
parametara: gusto¢e otopine, topljive suhe tvari (TST), ukupne kiselosti, pH-vrijednosti,
sadrzaja vitamina C, ukupnih fenola i flavonoida, ukupnih antocijana, te antioksidacijskog
kapaciteta.

3.5.1. Odredivanje gustoce otopine

Gustoca otopine (g/cm®) istrazivanih ekstrakata odredena je digitalnim denziometrom
,.Mettler—Toledo” Densito 30PX (Svicarska) direktnim o¢itanjem s uredaja.

3.5.2. Odredivanje topljive suhe tvari (TST) vodenih ekstrakata praha aronije

Sadrzaj topljive suhe tvari odreden je refraktometrijski izravno ocitanjem s ljestvice
refraktometra, a izraZena je u postocima (AOAC, 1995).

Aparatura i pribor: stakleni S$tapi¢, refraktometar ,Mettler—Toledo” Refracto 30PX
(Svicarska).

3.5.3. Odredivanje ukupne kiselosti

Metoda odredivanja ukupne kiselosti temelji se na potenciometrijskoj titraciji otopinom
natrijeva hidroksida. Primjenjuje se za odredivanje ukupne kiselosti u vocu i povréu i
proizvodima od voca i povréa (AOAC, 1995).

Aparatura i pribor: graduirana pipeta, volumena 25 i 100 mL, odmjerna tikvica (volumena
250 mL), analiticka vaga (Sartorius), potenciometar sa staklenom elektrodom (Mettler
Toledo, Sevenmulti), bireta volumena 100 mL, filter papir

Reagensi: natrijev hidroksid, otopina ¢ (NaOH) = 0,1 mol/L, puferna otopina poznatog pH

Priprema uzoraka: Uzorak se homogenizira i odvagne se 20 g, te se prenese u odmjernu
tikvicu volumena 200 mL, tikvica se dopuni do oznake destiliranom vodom i njezin se sadrzaj
dobro promucka i profiltrira. pH-metar se bazdari pomocu standardne puferne otopine.
Ovisno o oc¢ekivanoj kiselosti otpipetira se 20 mL pripremljenog uzorka i prenese u c¢asu U
koju se prethodno stavi magnet koji ¢e pospjesiti mijeSanje sadrzaja. Mijesalica se pusti u rad,
a zatim iz birete brzo dodaje otopina natrijevog hidroksida dok se ne postigne pH oko 7. Tada
se dodavanje uspori do pH 8,1£8,2. Uzorak se analizira u najmanje dva ponavljanja.

, VxFXG
Ukupna kiselost (%)=

x 100
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V (mL) - volumen otopine NaOH utrosene pri titraciji

F* - faktor otopine NaOH ¢ = 0,1 mol/L

G (g/mL) - faktor najzastupljenije kiseline u uzorku

D (g) - masa uzorka u 25 mL razrijedenog homogeniziranog uzorka

3.5.4. Odredivanje pH-vrijednosti

Mjerenje pH vrijednosti odreduje se pH-metrom (Slika 4), uranjanjem kombinirane
elektrode u homogenizirani uzorak i o¢itavanjem vrijednosti (AOAC, 1995).

Aparatura i pribor: ¢asa volumena 25 mL, magnet za mijesanje, magnetska mijeSalica
(MM-510), pH-metar (Mettler Toledo, SevenMulti, Svicarska), analiticka vaga (Sartorius)

Priprema uzoraka: Priprema uzorka za odredivanje pH- vrijednosti ista je kao i za ukupne
kiseline.

Postupak odredivanja: Prije mjerenja pH-metar je potrebno bazdariti pufernom otopinom
poznate pH vrijednosti kod sobne temperature. pH vrijednost odreduje se uranjanjem
elektrode u ispitivani uzorak.

Slika 4. Odredivanje pH vrijednosti
(Fotografija: Daniela Patricia Bili¢, 2016)
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3.5.5. Odredivanje vitamina C

2,6-diklorindofenol oksidira L-askorbinsku kiselinu u dehidrosakorbinsku kiselinu, dok
boja reagensa ne prijede u bezbojnu leukobazu, pa sluzi istovremeno i kao indikator ove
redoks reakcije. Ova metoda se primjenjuje za odredivanje askorbinske kiseline u
proizvodima od voca i povréa (AOAC, 2002).

Aparatura i pribor: homogenizator (Zepter international), analiticka vaga (Sartorius),
odmjerna tikvica volumena 100 mL, ¢ase volumena 100 mL, bireta 50 mL

Reagensi: 2,6-p-diklorindofenol, 2 %-tna oksalna kiselina

Priprema uzoraka: Na odmjernu tikvicu od 100 mL postavi se lijevak te se preko njega u
tikvicu odvaze 10 g uzoraka na tehniCkoj vagi. Takav se uzorak kvantitativno prenese u
tikvicu pomoc¢u 2 %-tne otopine oksalne kiseline, a odmjerna se tikvica nadopuni do oznake
otopinom oksalne Kiseline.

Postupak odredivanja: Sadrzaj iz odmjerne tikvice se profiltrira, a filtrat sluzi a
odredivanje askorbinske kiseline. Otpipetira se 10 mL filtrata koji se titrira otopinom 2,6-
diklorindofenolom i to do pojave ruzicaste boje koja mora biti postojana barem pet sekundi. 1z
volumena 2,6- diklorindofenola utroSenog za titraciju filtrata, izratuna se koli¢ina L-
askorbinske kiseline (vitamin C) te se izrazi u mg/100 g svjezeg uzorka.

o V XF
Vitamin C (mg/100g) =

X 1
D 00

V (mL) - volumen utroSenog 2,6-diklorindofenola pri titraciji
F* - faktor normaliteta 2,6-diklorindofenola
D (g) - masa uzorka u filtratu u gramima

*Qdredivanje faktora otopine 2,6-diklorindolfenola:

Za odredivanje faktora otopine 2,6-diklorindofenola potrebno je napraviti otopinu askorbinske
kiseline koja ¢e se titrirati s otopinom 2,6-diklorindofenola. Prema oc¢itanom volumenu 2,6-
diklorindofenola potrebnog za tirtraciju poznate mase standarda vitamina C izracuna se faktor
te otopine. U odmjernu tikvicu od 50 mL na analitickoj vagi odvagne se = 0,0100 g
askorbinske kiseline, a tikvica nadopuni do oznake 2%-tnom otopinom oksalne kiseline. U
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL otpipetira se 5 mL 2%-tne otopine oksalne kiseline i 5 mL
pripremljene otopine askorbinske kiseline te se titrira s otopinom 2,6-diklorfenolindofenola do
pojave ruziCaste boje koja mora biti postojana barem 5 sekundi. Iz podatka utroSenog
volumena otopine 2,6-diklorindofenola potrebnog za titraciju odredene mase askorbinske
kiseline izracuna se faktor (F) otopine 2,6-diklorindofenola.
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3.5.6. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odreduju se spektrofotometrijski u etanolnom ekstraktu uzorka mjerenjem
nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 750 nm. Metoda se bazira na obojenoj reakciji
koju fenoli razvijaju s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa
fosfowolframove i fosfomolibdene Kiseline, koje se pri oksidaciji fenolnih spojeva iz uzorka
reduciraju u wolfram-oksid i molibden oksid koji su plavo obojeni (Ough i Amerine, 1988).

Aparatura i pribor: tehnicka vaga (s to¢no$¢u+0,01), konusna tikvica, odmjerna tikvica
(50 1 100 mL), obi¢ni lijevak, filtar papir, povratno hladilo, pipete, kivete, spektofotometar
(Schimadzu, UV 1650 PC)

Kemikalije: 80 %-tni etanol, Folin-Ciocalteu reagens, zasi¢ena otopina natrijeva karbonata

Izrada bazdarnog pravca: Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline,
otopi u 80 %-om etanolu i nadopuni u odmjernoj tikvici od 100 mL do oznake. Od
pripremljene otopine galne kiseline pripreme se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100
mL, tako da se otpipetira redom 0, 1, 2, 3, 51 10 mL standarda (stock otopina) u svaku tikvicu
I potom se nadopunjavaju do oznake 80 %-im etanolom. Koncentracije galne kiseline u
tikvicama iznose 0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se 0,5 mL uzorka
u odmjerne tikvice od 50 mL. Potom se dodaje redom 30 mL destilirane vode, 2,5 mL Folin-
Ciocalteu reagensa i 7,5 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata. Dobro se izmijeSa i
nadopunjava destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave dva sata na sobnoj temperaturi.
Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu
probu. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac tako da se na apscisi
nanese koncentracija galne kiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije.

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzoraka voca ili povréa: 10 g uzorka se izvaze s tocnoscéu
+ 0,01 g i homogenizira se s 40 mL 80 %-tnog etanola. Homogena smjesa kuha se 10 minuta
uz povratno hladilo. Dobiveni ekstrakt se filtrira u odmjernu tikvicu od 100 mL. Zaostali talog
zajedno s filter papirom se prebaci s 50 mL 80 %-tnog etanola u tikvicu sa $lifom i dodatno
kuha uz povratno hladilo jo§ 10 min. Dobiveni ekstrakt se spoji s prethodno dobivenim
ekstraktom i nadopuni do oznake s 80 %-tnim etanolom. U odmjernu tikvicu od 50 mL
otpipetira se 0,5 mL ekstrakta i redom dodaje 30 mL destilirane vode i 2,5 mL Folin-
Ciocalteu reagensa i 7,5 mL otopine zasi¢enog natrijeva karbonata. Sadrzaj tikvica dobro se
izmijeSa 1 nadopuni destiliranom vodom do oznake te se ostavi dva sata na sobnoj
temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 750
nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

Racun: Bazdarni pravac nacrta se pomocu racunala u programu Microsoft Excel, te se
izraCuna jednadZba pravca prema kojoj se izraCuna koncentracija ukupnih fenola.
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y = 0,001 x + 0,0436

y — apsorbancija na 750 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg/ L)

3.5.7. Odredivanje flavonoida

Za talozenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida.
Formaldehid reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvaraju¢i metilol
derivate koji dalje reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na C-6 ili C-8 poziciji.
Pri tome nastaju kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem. Ostatak neflavonoidnih
fenola odreduje se po metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988). Razlika ukupnih
fenola i neflavonoida daje koli¢inu flavonoida.

Aparatura i pribor: filtar papir, stakleni lijevci, Erlenmeyer-ova tikvica sa $lifom i ¢epom
volumena 25 mL, pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL, analiti¢ka vaga,
staklene kivete, spektrofotometar (Schimadzu, UV 1650 PC)

Kemikalije: Klorovodi¢na kiselina, HCI 1: 4 (konc. HCI razrijedi se vodom u omjeru 1:
4), formaldehid (13 mL 37 %-tnog formaldehida u 100 mL vode), dusik za propuhivanje
uzorka, zasi¢ena otopina natrijeva karbonata, Folin-Ciocalteu reagens, 80 %-tni etanol

Priprema uzoraka: Ekstrakt ukupnih fenola (opisan u poglavlju 3.5.6.) koristi se i za
odredivanje flavonoida i neflavonoida.

Postupak odredivanja: Otpipetira se 10 mL ekstrakta u tikvicu od 25 mL i1 doda 5 mL
otopine HCl ( 1:4) te 5 mL formaldehida. Smjesa se propuSe dusikom, zatvori i ostavi stajati
24 sata na sobnoj temperaturi u mraku. Sljede¢i dan se profiltrira preko filter papira i slijedi
isti postupak kao za odredivanje ukupnih fenola.

Racun: Koncentracija neflavonoida izraCunava se na isti na€in kao 1 koncentracija ukupnih
fenola uzimaju¢i u obzir 1 dodatna razrjedenja. Iz razlike koli¢ine ukupnih fenola 1
neflavonoida odredi se koli¢ina ukupnih flavonoida.

3.5.8. Odredivanje sadrzaja antocijana

Odredivanje sadrzaja antocijana metodom izbjeljivanja disulfitom temelji se na principu
da se HSO3 ion veze na 2' polozaj molekule antocijana te tako prevodi obojeni kation
antocijana u bezbojni leuko oblik. Istovremeno se kontrolni uzorak tretira s destiliranom
vodom, a zatim se kolorimetrijski odreduje razlika apsorbancije u oba uzorka. Dobivena
razlika pokazuje koli¢inu antocijana u nekom uzorku (Ough i Amerine, 1988).
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Aparatura i pribor: analiticka vaga (s to¢nos¢u +0,0001), staklena ¢aSa volumena 50 mL,
pipete (2, 5, 10 i 20 mL), epruvete, kivete, spektrofotometar (Schimadzu, UV 1650 PC),
centrifuga (HETTICH, ROTOFIX 32)

Kemikalije: 0,1 % HCI s 96%-im etanolom (0,1 mL koncentrirane HCI nadopuni se s 96
%-tnim etanolom do 100 mL), 2 %-tna otopina HCI, 15 %-tna otopina natrij-hidrogensulfita
(NaHSO3)

Priprema uzorka: U kivetu se odvaze 2 g uzorka s to¢nos¢u +0,0001, otpipetira se 2 mL
0,1% HCI s 96 %-im etanolom i 40 mL 2 %-ne otopine HCI. Dobro se promijesa i kivete se
stave na centrifugiranje 10 minuta pri 4500 okretaja u minuti. Nakon centrifugiranja bistri dio
otopine se od dekantira i dalje koristi za analizu sadrzaja antocijana.

Postupak odredivanja: Nakon centrifugiranja od bistrog dijela otopine, otpipetira se po 10
mL u dvije epruvete. U jednu epruvetu doda se 4 mL destilirane vode, a u drugu 4 mL 15 %-
og natrijeva hidrogensulfita. Epruvete se ostave 15 minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega
se na spektrofotometru izmjeri apsorbanca pri 520 nm. Slijepa proba je 2 %-na otopina HCl-a.

Ac (mg/L)= 615 x (Al — A2)

Ac - koli¢ina antocijana u ispitivanom uzorku (mg/L)

615 - faktor preracunavanja

Al - apsorbancija uzorka kojem je dodana voda

A2 - apsorbancija uzorka kojem je dodana 15 %-tna otopina natrijeva hidrogensulfita.

3.5.9. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Odredivanje antioksidacijskog kapacitets ABTS metodom temelji se na gasenju stabilnog
plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska  kiselina)
(ABTS+ radikal-kationa) koji se oblikuje bilo kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine
ABTS-a ¢iji je karakteristican adsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 734 nm. U
prisutnosti antioksidansa ABTS-+ kation se reducira u ABTS, a reakcija se ocituje
obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS radikala koji ,,gase” razli¢iti
antioksidansi mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa
smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur., 1993; Re i
sur., 1999).

Priprema reagensa:

1.dan:
*140 mM otopina kalijeva persulfata, K»S,0g (0,1892 g K;S;0g izvaze se i otopi u 5 mL
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL
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*7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5 mL destilirane vode u
odmjernoj tikvici od 10 mL)

sstabilna ABTS-+ otopina (88 puL K,S,0g otopine (140 mM) prenese se u tikvicu u kojoj
se nalazi 5 mL otopine ABTS-a; sadrzaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, oblozi
aluminijskom folijom i ostavi stajati 12-16 sati pri sobnoj temperaturi; stajanjem intenzitet
plavo-zelene boje se pojacava)

2. dan:

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1%-na otopina ABTS + (1 mL ABTS-+ otopine
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-im etanolom do oznake. Nakon
toga mjeri se apsorbanca 1%-ne otopine ABTS"+ pri 734 nm koja mora iznositi 0,70 £ 0,02.
Ako apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je potrebno namijestiti, odnosno ako je
apsorbanca premala u tikvicu od 100 mL pripremljene 1%-ne otopine ABTS+ treba dodati
jos par kapi stabilne ABTS + otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda treba razrijediti
odnosno u tikvicu (100 mL) dodati jo§ 96 %-0g etanola.

NAPOMENA: Isti dan kada se pripremi 1%-na otopina ABTS '+ s podeSenom apsorbancom
na 0,70 £ 0,02 treba napraviti 1 sve analize uzoraka (i bazdarni pravac ako je to potrebno) jer
je ABTS + otopina nestabilna 1 nepostojana ve¢ unutar 24 sata.

Priprema uzoraka za analizu: Procedura ekstrakcije iz uzoraka ista je kao i u protokolu
odredivanja fenola Folin-Ciocalteu metodom. ABTS metodu najbolje je provesti kada se rade
i fenoli te iz pripremljenih fenolnih ekstrakata napraviti analizu i za fenole i za ABTS tako da
se poslije rezultati sadrzaja fenola i ABTS-a mogu korelirati.

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski): 160 puL uzorka (ekstrakta) pomijeSa se s 2
mL 1 %-ne otopine ABTS+ te se nakon 5 min mjeri apsorbanca pri 734 nm. Za slijepu probu
se koristi 96 % etanol.

Izrada bazdarnog pravca: Za izradu bazdarnog pravca u ABTS metodi koristi se Trolox
koji uzrokuje smanjenje boje ABTS'+ otopine. Tocke odredene za izradu bazdarnog pravca
su sljedece: 0, 100, 200, 400, 1000, 2000 i 2500 umol/dm3. Najprije se pripremi stock otopina
i to tako da se u odmjernu tikvicu od 25 mL izvaze 0,0156 Trolox-a, a tikvica se 80 %-im
etanolom nadopuni do oznake. Iz stock otopine uzimaju se sljede¢i volumeni Trolox-a za
pripremu daljnjih razrjedenja koja se pripremaju u odmjernim tikvicama od 25 mL:

« 0 — 0 mL Trolox (samo EtOH)

« 100 —04mL

« 200 —0,8mL

« 400 —16mL

« 1000 —4mL

« 2000 —8mL

e 2500 — 10mL
Nakon pripreme navedenih koncentracija Trolox-a iz svake tikvice u kojoj je navedena
koncentracija Trolox-a uzima se 160 puL otopine Trolox-a i dodaje 2 mL 1%-ne ABTS '+
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otopine podeSene apsorbance (0,70 £ 0,02). Nakon Sto pomijeSamo dodanu koncentraciju
Trolox-a i 1 %-ne ABTS '+ otopine izmjeri se apsorbanca pri 734 nm. I tako za svaku toc¢ku
koncentracije Troloxa. Temeljem izmjerenih vrijednosti apsorbanca za svaku to¢ku napravi se
bazdarni pravac.

3.6. Statisticka obrada podataka

Rezultati istrazivanja statisticki su obradeni u programskom paketu SAS, verzija 9.3
(SAS, 2010). Svaki tretman klasi¢ne i ultrazvuc¢ne ekstrakcije vodenog uzorka s dodanim
prahom aronije proveden je u tri ponavljanja (n=3). Rezultati su podvrgnuti jednosmjernoj
analizi varijance (ANOVA). Srednje vrijednosti usporedene su t-testom (LSD), a smatraju se
znaajno razli¢itim prema p < 0,0001. Uz rezultate u tablicama nalaze se i eksponenti
razli¢itih slova koji oznaavaju znacajne statistiCke razlike izmedu promatranih kemijskih
parametara kod p < 0,0001. Vrijednostima standardne devijacije (s) prikazano je prosjecno
odstupanje rezultata od srednje vrijednosti za pojedini kemijski parametar.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Osnovni kemijski sastav

Rezultati osnovnog kemijskog sastava vodenih uzoraka s dodanim prahom aronije
ekstrahiranih klasi¢éno (Al do A7) i ultrazvukom (B1 do B6) prikazani su u Tablici 3, a
obuhvacaju: gustocu otopine, sadrzaj topljive suhe tvari, sadrzaj ukupnih kiselina i pH-
vrijednost. Analizom varijance dobivenih rezultata utvrdene su vrlo znacajne statistiCke
razlike (p<0,0001) izmedu svih istrazivanih uzoraka (A, B).

Gustoca otopine analiziranih vodenih uzoraka bila je u rasponu od 1,0032 (A7) do 1,0040
glcm3 (B6) te prosjecno za sve vodene uzorke s dodanim prahom aronije ekstrahiranim
klasi¢no iznosi 1,0035 g/em®, a za vodene uzorke u kojima je prah ekstrahiran ultrazvukom
iznosi 1,0037 g/cm®. Najveéa gusto¢a otopine utvrdena je u uzorku B6 (1,0040 g/cm®) u
kojem je prah aronije ekstrahiran ultrazvuéno u vremenskom razdoblju od 30 minuta.
Ultrazvuk visokog intenziteta svoju primjenu pronasao je u mnostvu procesa prehrambene
industrije od kojih je i homogenizacija (Brn¢i¢ i sur., 2009). U€inak ultrazvuka na proces
homogenizacije temelji se na pojavi kavitacije prilikom koje pod djelovanjem zvucnog vala
dolazi do ubrzanog mijeSanja otopine i Cestica praha (Rezek Jambrak i sur., 2009). Jedna od
glavnih posljedica procesa kavitacije je i povecanje temperature sustava $to moze utjecati na
niz fizikalnih svojstava otopine, a izmedu ostalog na njenu gustocu (Bosiljkov i sur., 2012) Sto
je dokazano i u ovom istrazivanju. Uzorci s dodanim prahom aronije tretirani ultrazvukom u
duzim vremenskim periodima (15-30 min) imali su najviSe vrijednosti gustoce. Porast
temperature kao nuzna posljedica primjene ultrazvuka visokog intenziteta utjece na fizikalne
promjene tekuéine i to prvenstveno u sustavima u kojima je primijenjena ultrazvuc¢na snaga
(amplituda) vec¢a (Bosiljkov i sur., 2012). Temeljem navedenog, oéekivano je da uzorci s
dodanim prahom aronije tretirani ultrazvukom (B1 do B6) imaju i vecu gusto¢u s obzirom na
zabiljezen porast temperature sustava (Grafikon 1).

22



Promjena temperature tijekom ultrzvucne

ekstrakcije
50
45 .
40 ‘(I(NI‘("('%
M’M
al #B1
—~ W B2
O
p
- B3
X B4
10 X B5
5 B6
0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

t(s)

Grafikon 1. Promjena temperature (°C) uzoraka vodenih ekstrakata praha aronije tijekom
ultrazvuénog tretmana (B1-B6) u vremenskim intervalima od 30 sekundi

Sadrzaj topljive suhe tvari bio je u rasponu od 1,46 (B1) do 1,63 % (B6). Prosjecni sadrzaj
topljive suhe tvari vodenih uzoraka s dodanim prahom aronije ekstrahiranih klasi¢no iznosi
1,55 %, a za uzorke ultrazvu¢no tretirane prosjec¢ni sadrzaj iznosi 1,57 %. Temeljem
navedenih rezultata niskog sadrzaja topljive suhe tvari (prosje¢ne vrijednosti za sve ekstrakte
od 1,56 %) moze se zakljuciti kako vodeni ekstrakti praha aronije nisu bogat izvor Secera bez
obzira na nacin ekstrakcije. Uzorci s dodanim prahom aronije tretirani ultrazvukom pokazuju
trend rasta topljive suhe tvari ovisno o primijenjenim vremenskim intervalima od 5 do 30
minuta. NajviSa vrijednost topljive suhe tvari (1,63 %) u uzorcima tretiranim ultrazvukom
utvrdena je za uzorak B6 u kojem je prah ekstrahiran 30 minuta. Parametar topljive suhe tvari
ne pokazuje znaCajne razlike ovisno o nacinu ekstrakcije praha (klasi¢no 1 ultrazvukom),
odnosno moze se zakljuciti kako ultrazvuk visokog intenziteta nije znacCajno utjecao na
promjenu njenog sadrzaja u ispitivanim uzorcima. Najvisi sadrzaj ukupnih kiselina (2,24 %)
utvrden je kod vodenog uzorka (B7) kod kojeg je ekstrakcija praha trajala 24 h, dok je najnizi
sadrzaj (2,18 %) utvrden kod uzorka s dodanim prahom aronije ekstrahiranim ultrazvukom u
vremenskom trajanju od 30 minuta (B6). Prosje¢ni sadrzaj ukupnih kiselina za uzroke u
kojima je prah ekstrahiran klasi¢no u vremenskom periodu od 5 min do 24 h iznosi 2,17 %,
dok za uzorke tretirane ultrazvukom u razdoblju od 5-30 min 2,11 %. U skladu s utvrdenim
visokim vrijednostima ukupnih kiselina, pH-vrijednosti bile su relativno niske te prosjecno i
za vodene uzorke s dodanim prahom aronije ekstrahirane klasi¢no (Al do A7) i za uzorke
tretirane ultrazvukom (B1 do B6) iznose 3,6. Bosiljkov i sur. (2012) navode kao jedan od
kljucnih parametara pojave kavitacije porast temperature sustava koji utjeCe na pojedina
fizikalna svojstva otopine kao §to je pH-vrijednost. U ovom istrazivanju nije utvrdena
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znaCajna promjena pH-vrijednosti u uzorcima s dodanim prahom aronije tretiranim
ultrazvukom (B1 do B6) s obzirom da nije zabiljezen znacajan porast temperature sustava
(Grafikon 1).

Tablica 3. Osnovni kemijski sastav vodenih uzoraka s dodanim prahom aronije ekstrahiranih
klasi¢no 1 ultrazvukom

Gustoca TST UK. kis. pH

Uzorak (g/cm®) (%) (%)
* falaled * NS

Klasi¢na ekstrakcija
Al 1,0035abc 1,54cde 2,12abc 3,62
A2 1,0035abc 1,57abcd 2,16abc 3,60
A3 1,0036abc 1,60abc 2,18ab 3,58
Ad 1,0034bc 1,56bcd 2,16abc 3,58
A5 1,0034bc 1,53de 2,18ab 3,59
A6 1,0036abc 1,57abcd 2,13abc 3,64
A7 1,0032¢ 1,49¢f 2,24a 3,59
Ultrazvuéna ekstrakcija

Bl 1,0034bc 1,46f 2,03c 3,61
B2 1,0035abc 1,51def 2,05bc 3,57
B3 1,0037abc 1,57abcd 2,09bc 3,53
B4 1,0035abc 1,62ab 2,16abc 3,63
B5 1,00395ab 1,62ab 2,14abc 3,62
B6 1,0040a 1,63a 2,18ab 3,58

*0,01< p<0,05; *** p<0,0001; NS- nije signifikantno; TST- topljva suha tvar; Uk. Kis.- ukupne kiseline

4.2. Bioaktivhe komponente

Rezultati sadrZaja bioaktivnih komponenti koje obuhvacaju sadrzaj: vitamina C, ukupnih
fenola i flavonoida te ukupnih antocijana vodenih uzoraka s dodanim prahom aronije
ekstrahiranih klasi¢no (Al do A7) i ultrazvukom (B1 do B6) prikazani su u Grafikonima 2—4.
Analizom varijance dobivenih rezultata utvrdene su vrlo znaajne statisticke razlike
(p<0,0001) izmedu svih istrazivanih uzoraka u kojima je prah ekstrahiran klasi¢no (A1-A7) i
ultrazvukom visokog intenziteta (B1-B6) s obzirom na promatran sadrzaj bioaktivnih
komponenti i antioksidacijski kapacitet (Tablica 4, Prilog).
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4.2.1. Sadrzaj vitamina C

Svjezi plod aronije, kao i proizvodi od aronije poput soka i praha, znacajan su izvor
vitamina C (Benvenuti i sur., 2004; Kulling i Rawel, 2008; Szajdek i Borowska, 2008) sto je
dokazano i u ovom istrazivanju. Sadrzaj vitamina C iznosio je od 10,17 mg/100 g otopine u
vodenim uzorcima s prahom aronije ekstrahiranih klasi¢no u vremenskom periodu od 5
minuta (Al) do 21,39 mg/100 g u vodenim uzorcima u kojem je prah aronije ekstrahiran
ultrazvukom tijekom 30 minuta (B6) (Grafikon 2). U uzorcima s dodanim prahom aronije
ekstrahiranim klasi¢no (Al do A7) prosjecni sadrzaj vitamina C iznosio je 14,56 mg/100 g,
dok u onima tretiranim ultrazvukom (B1 do B6) prosjec¢no je iznosio 17,95 mg/100 g. Vrlo
znacajna razlika (p<0,0001) u sadrzaju vitamina C primjetna je izmedu uzoraka u kojem je
prah aronije ekstrahiran klasi¢éno u vremenskom razdoblju od 24 sata (A7) i vodenog uzorka
praha tretiranog ultrazvukom kroz 30 minuta (B6). Moze se zakljuciti kako primjena
ultrazvuka visokog intenziteta u vremenskom periodu od 30 minuta znacajnije doprinosi
izolaciji vitamina C iz praha aronije u usporedbi s klasi¢cnim nac¢inom (Grafikon 2). Ultrazvuk
visokog intenziteta izrazito je u€inkovit u procesu ekstrakcije razli¢itih spojeva (Brnci€ i sur.,
2009; Sic Zlabur i sur., 2015; Sic Zlabur i sur., 2016) i to mehanizmom ubrzavanja procesa
difuzije odnosno prijenosa tvari (Lovri¢, 2003). Vazno je naglasiti kako povisenje temperature
koje se dogada tijekom ultrazvuénog tretmana kao posljedica kavitacije pospjesuje proces
difuzije (Lovri¢, 2003), a istovremeno ne utje¢e na degradaciju sadrzaja vitamina C U
vodenim uzorcima s dodanim prahom aronije tretiranim ultrazvukom.
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Grafikon 2. Sadrzaj vitamina C (mg/100 g svjeze tvari) u vodenim uzorcima s dodanim
prahom aronije ekstrahiranih klasi¢no u vremenskom periodu od 5 minuta do 24 sata i

ultrazvukom visokog intenziteta u vremenskom periodu od 5 do 30 minuta
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4.2.2. Sadrzaj ukupnih fenola

Prirodni, biljni antioksidansi, sve viSe se koriste u komercijalne svrhe kao nutritivni
dodaci u raznim prehrambenim proizvodima (Chu i sur., 2000). U ljudskom organizmu
najznacajniji u€inak fenolnih spojeva je njihovo antioksidacijsko djelovanje prvenstveno kroz
mehanizam uklanjanja slobodnih radikala, odnosno inhibicije oksidacijskih procesa
(Buyukokuroglu i sur., 2001; Garcia-Salas i sur., 2010). Aronija posjeduje vrlo visok sadrzaj
polifenola, antocijana i flavonoida. U istrazivanju na 143 razliCita uzorka voca, najvisi sadrzaj
polifenola kao i antioksidacijska aktivnost utvrdeni su upravo u uzorku aronije (Toli¢ i sur.,
2015).

Sadrzaj ukupnih fenola znacajno se statisticki razlikovao (p<0,0001) izmedu svih
istrazivanih uzoraka (A, B) (Tablica 4, Prilog). Sadrzaj ukupnih fenola u vodenim uzorcima s
dodanim prahom aronije ekstrahiranih klasi¢no bio je u rasponu od 494,85 (Al) do 651,63 mg
GAE/100 g u uzorku u kojem je prah ekstrahiran 24 sata (B7). Kod uzoraka s dodanim
prahom aronije ekstrahiranim ultrazvukom sadrzaj ukupnih fenola bio je u rasponu od 538,03
mg GAE/100 g u vodenom uzorku u kojem je ultrazvuk primijenjen 5 minuta (B1) do 740,62
mg GAE/100 g u kojem je prah ekstrahiran 30 minuta (B6) (Grafikon 3). Prosje¢ni sadrzaj
ukupnih fenola za uzorke koji su ekstrahirani klasi¢no iznosio je 567,86 mg GAE/100 g, dok
je za vodene uzorke ekstrahirane ultrazvukom iznosio 616,05 mg GAE/100 g. Kod vodenih
uzoraka u kojima je prah aronije ekstrahiran klasi¢no utvrden je trend rasta sadrzaja fenolnih
spojeva tijekom svih istrazivanih vremenskih perioda, od 5 minuta do 24 sata (Grafikon 3).
Uzorci s dodanim prahom aronije tretirani ultrazvukom takoder pokazuju trend rasta ukupnih
fenola ovisno o primijenjenim vremenskim intervalima od 5 do 30 minuta (Grafikon 3).
Ultrazvuk visokog intenziteta zna€ajno je utjecao na povecanje sadrzaja ukupnih fenola ve¢
tijekom prvih 5 minuta primjene. U uzorku u kojem je prah ekstrahiran ultrazvukom 30 min
(B6) utvrdeno je povecanje sadrzaja ukupnih fenola za ¢ak 30 % u usporedbi s uzorkom u
kojem je prah ekstrahiran klasi¢no 30 min (A6) i 12 % s uzorkom u kojem je prah ekstrahiran
klasi¢no kroz 24 sata (A7). Navedeni trend pozitivnog ucinka ultrazvuka visokog intenziteta
na ekstrakciju fenolnih spojeva u skladu je s drugim literaturnim navodima koji isticu
znacajnu ucinkovitost ultrazvuka u ekstrakciji spojeva razlicitih kemijskih struktura (Vinatoru
i sur., 2001; Wang i Weller, 2006; Vilkhu i sur., 2008; Alupului i sur., 2009; Pingret i sur.,
2012; Puri i sur., 2012; Sic Zlabur i sur., 2015).
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Grafikon 3. Sadrzaj ukupnih fenola u vodenim uzorcima ekstrahiranih klasi¢no u
vremenskom periodu od 5 minuta do 24 sata i ultrazvukom visokog intenziteta u vremenskom
periodu od 5 do 30 minuta

4.2.3. Sadrzaj ukupnih antocijana

Prema kemijskoj strukturi antocijani su glikozidi koji kiselom hidrolizom oslobadaju
aglikon, nazvan antocijanidin i jedan ili viSe Secera (obi¢no glukozu, ramnozu ili galaktozu, a
od disaharida gentobiozu i rutinozu). U prirodi dolaze u obliku svojih glikozida, tj. vezani uz
molekulu Secera. Antocijani u gradi ploda prevladavaju u epidermalnom i hipodermalnom
sloju kozice ploda, a topljivi su u vodi i staniénom soku (Gould i sur., 2009; Pérez-Gregorio i
sur., 2011). Proizvodi aronije zbog karakteristicnog tamnocrvenog obojenja koriste se izmedu
ostalog u prehrambenoj industriji kao prirodna bojila. Tamnocrvena boja posljedica je
prisutnosti pigmenata antocijana, koji su prvenstveno najpoznatiji po Sv0joj Snaznoj
antioksidacijskoj aktivnosti. U usporedbi s drugim jagodastim voc¢em kao §to su borovnica,
kupina, jagoda, crni ribiz, crveni ribiz, brusnica, jagoda, upravo aronija pokazuje najveci
sadrzaj antocijana (Oszmianski i Wojdylo, 2005; Jakobek i sur., 2007; Szajdek i Borowska,
2008; Snebergrova i sur., 2014).

Izmedu analiziranih uzoraka vodenih ekstrakata s dodanim prahom aronije utvrdene su
vrlo znacajne statisticke razlike (p<0,0001) s obzirom na nacin ekstrakcije. Sadrzaj ukupnih
antocijana (Tablica 4, Prilog) u vodenim uzorcima u kojima je prah ekstrahiran klasi¢no
kretao se u rasponu od 210,75 mg/L u uzorku ekstrahiranom 5 minuta (A1) do 505,33 mg/L u
uzorku u kojem je prah ekstrahiran 24 sata (A7). Sadrzaj ukupnih antocijana kod vodenih
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uzoraka u kojima je prah aronije ekstrahiran ultrazvukom kretao se u rasponu od 292,13 (B1)
do 596,87 mg/L (B6) te takoder pokazuje trend rasta u vremenskom periodu od 5 do 30
minuta (Grafikon 4). NajviSa vrijednost ukupnih antocijana (596,87mg/L) u uzorcima
tretiranih ultrazvukom utvrdena je u soku B6 pri kojem je ultrazvuk visokog intenziteta
primjenjivan 30 minuta. Prema rezultatima iz Tablice 3 utvrdena je gotovo dvostruko veca
vrijednost ukupnih antocijana u uzorku praha ekstrahiranim ultrazvukom 30 min (B6) u
usporedbi s uzorkom ekstrahiranim klasi¢no tijekom istog vremenskog perioda (A6). Ukupni
antocijani pokazuju znacajne razlike ovisno o nainu ekstrakcije praha (klasi¢no i
ultrazvukom) (Grafikon 4). Drugi autori navode suprotne rezultate od prikazanih u ovom
istrazivanju, prilikom ¢ega naglaSavaju degradacijski uc¢inak ultrazvuka visokog intenziteta na
sadrzaj ukupnih antocijana (Tiwari i sur., 2008a; Tiwari i sur., 2008b, Sic Zlabur, 2015).
Literaturni izvori kao glavni razlog negativnog utjecaja ultrazvuka na sadrzaj antocijana
navode ucinak amplitude (snage) i vremenskog perioda. Pri viSim razinama ultrazvucne
amplitude 1 duljim vremenskim periodima utvrden je i ve¢i stupanj degradacije antocijana
(Ciccolini 1 sur., 1997; Tiwari 1 sur., 2008a; Tiwari 1 sur., 2010). Takoder, jo$ jedan od bitnih
¢imbenika koji pokazuju utjecaj na sadrzaj antocijana je i temperatura sustava. Visoke
temperature utjeCu na smanjenje sadrzaja ukupnih antocijana (Sadilova i sur., 2007; Patras 1
sur., 2010). Temeljem gore opisanih parametara ultrazvuka i njihova utjecaja na sadrZaj
ukupnih antocijana moze se zakljuciti kako u ovom istrazivanju nije utvrdena redukcija

sadrzaja istih zbog upotrebe nizZe razine snage i ne tako znacajnog porasta temperature sustava
(Grafikon 1).
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Grafikon 4. Sadrzaj ukupnih antocijana u vodenim uzorcima ekstrahiranih klasi¢no u
vremenskom periodu od 5 minuta do 24 sata i ultrazvukom visokog intenziteta u vremenskom
periodu od 5 do 30 minuta
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4.2.4. Antioksidacijski kapacitet

Antioksidacijski spojevi predstavljaju inhibitore oksidacijskih procesa zbog njihove
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (Devasagayam i sur., 2004). Antioksidacijsko
djelovanje biljnih vrsta u izravnoj je korelaciji sa sastavom vitamina, biljnih pigmenata i
razli¢itih fenolnih fitokemikalija, poput flavonoida, glikozida, alkaloida i drugih. Odnosno,
biljne vrste koje posjeduju veci sadrzaj navedenih spojeva pokazuju i ve¢u antioksidacijsku
aktivnost (Leja i sur., 2007; Sic Zlabur i sur., 2016). Spojevi snazne antioksidacijske
aktivnosti jos se zovu bioloski aktivni spojevi, a njihova najveca karakteristika je da pokazuju
pozitivan uc¢inak na zdravlje ljudi (Heim 1 sur., 2002; Benvenuti i sur., 2004; Oszmianski i
Wojdyto, 2005).

Izmedu svih istrazivanih uzoraka utvrdene su znacajne statisticke razlike (p<0,0001)
(Tablica 4). Antioksidacijski kapacitet u vodenim uzorcima u kojima je prah aronije
ekstrahiran klasi¢no kretao se od najmanje dobivene vrijednosti 2253,15 u uzorku u kojem je
prah ekstrahiran 30 minuta (A6) do 2281,94 umol TE/L u vodenom uzorku s dodanim
prahom ekstrahiranim tijekom 24 sata (A7) te pokazuje trend rasta tijekom svih istrazivanih
vremenskih perioda od 5 minuta do 24 sata.
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5. Zakljucci

Na temelju ostvarenih rezultata provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjena ultrazvuka visokog intenziteta u usporedbi s klasi¢nim nacinom ekstrakcije praha
od aronije utjeCe na povecCanje istrazivanih parametara: vitamina C, ukupnih fenola i
flavonoida te ukupnih antocijana.

2. Primjena ultrazvuka visokog intenziteta znac¢ajno smanjuje vrijeme potrebno za ekstrakciju
biljnog materijala s obzirom da je tijekom 30 minuta postignut znacajno veci sadrzaj svih
analiziranih bioaktivnih komponenti.

Analizirani prah aronije zbog bogatog sadrzaja bioaktivnih komponenti moZze posluziti kao
dobra sirovina u prehrambenoj industriji.
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7. Prilog

Tablica 4. Sadrzaj bioaktivnih komponenti i antioksidacijski kapacitet vodenih uzoraka praha
aronije ekstrahiranih klasi¢no 1 ultrazvukom

% p<0,0001
Vitamin C Ukupni fenoli Ukupni antocijani  Antioksidacijski
Uzorak (mg/1009) (mgGAE/100g) (mg/L) kapacitet
(umolTE/L)
X x *k*k *k* *kx
Klasi¢na ekstrakcija
Al 10,17g+0,85 494,85j+0,50 210,751£0,73 2281,94c¢+1,91
A2 14,37def+0,88 577,67fg+1,10 286,59h+0,43 2285,49¢+0,57
A3 17,67bcd 593,62de+0,60 293,97gh+0,44 2287,09¢+0,29
A4 13,95ef 574,12gh+0,70 319,39g+0,58 2273,39d+0,64
A5 16,96cde+0,88 559,58h 352,611*1,59 2284,19¢£1,27
A6 13,75¢ef 523,56i£1,00 359,581+1,01 2253,15e+0,64
A7 15,07cdef 651,63b+1,81 505,33¢+1,59 2281,94c¢+1,91
Ultrazvuéna ekstrakcija
Bl 12,421g+0,53 538,03i+10,23 292,13gh+1,74 2293,19b+2,54
B2 17,77bc+0,99  592,14efx12,74 381,611+5,66 2293,47b+2,79
B3 18,04bc+1,53 599.,44de+3,01 423,74¢+£10,44 2295,67b+2,86

B4
B5
B6

17,51bcd+2,89
20,58ab+1,04
21,39a+0,71

607,73cd=+0,70
618,37¢+0,70
740,62a+6,32

470,48d+0,87
566,11b+21,31
596,87a+25,67

2297,24a+1,91
2294,59b=+1,19
2292,29b+1,91

Razli¢ita slova prikazuju znadajne statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti
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