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Odpadni rastlinski materiali iz zivilsko predelovalne industrije so lahko poceni
alternativa komercialnim ionskim izmenjevalcem za vezanje kovinskih ionov iz
vodnih raztopin. Iz pSeni¢nih otrobov smo z obdelavo s citronsko kislino in H,SO4
pripravili razli¢ne kationske izmenjevalce. Dva izmenjevalca, ki sta pokazala dobre
rezultate v rahlo kislem obmoc¢ju pH, smo okarakterizirali glede na kinetiko vezanja
Cu”" iz vodnih raztopin, kapaciteto vezave Cu®" na izmenjevalec, vezavo majhnih
koncentracij Cu®" z razliénimi koncentracijami izmenjevalca, vezavo Cu’" na
izmenjevalec v prisotnosti proste citronske kisline ter vezavo Cu®" na izmenjevalec
v prisotnosti Ca®" ionov. Koncentracijo prostega Cu>" v raztopini smo dologali z
atomsko absorpcijsko spektrometrijo. Na osnovi rezultatov vezave Cu®” v modelnih
raztopinah smo izbrali najbolj u¢inkovit izmenjevalec in ga uporabili za vezavo Cu®*
v vzorcu jabol¢nega soka. Hoteli smo ugotoviti, ali lahko izmenjevalec uporabimo
za vezavo Cu”" v Zivilu in kako zmanj$ana vsebnost Cu®" vpliva na barvo, vsebnost
antioksidantov in stabilnost askorbinske kisline, ki smo jo dodali v sok. Ugotovili
smo, da je ucinkovitost izmenjevalca v soku slabsa kot v modelnih raztopinah,
hkrati pa smo tudi opazili, da je zmanjana koncentracija Cu”" prve dni negativno
vplivala na barvo, saj je sok skladis¢en pri 55 °C mocneje porjavel. Med
skladiienjem pa so sokovi, katerim je bil dodan Cu®*, postali temnejsi. Vsebnost
askorbinske kisline se je v prisotnosti Cu®" hitreje zmanjievala, medtem ko ve&jega
vpliva na vsebnost skupnih antioksidantov nismo opazili.
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Waste plant material from food processing industry could be inexpensive alternative
to commercial ion exchangers for binding metal ions from water solutions. Wheat
bran was modified with citric acid and H,SOy4 to prepare various cation exchangers.
Two exchangers that showed good results in slightly acidic pH range were
characterised according to kinetics of Cu”" binding from water solutions, capacity of
Cu”’ binding on exchanger, binding of low concentrations of Cu*" to the varying
concentrations of the exchanger, Cu®" binding on the exchanger in the presence of
free citric acid and Cu** binding on the the exchanger in the presence of Ca" ions.
Atomic absorption spectrometry was used to determine the concentration of free
Cu”’. On the basis of results from the Cu”* binding in model solutions the most
efficient exchanger was chosen for Cu®" binding in a sample of apple juice. The aim
of thesis was to find out, if exchanger from waste plant material can be used in food
matrixes and how reduced Cu®" content influence the colour, antioxidant activity
and stability of ascorbic acid added to the juice. The results showed that the
efficiency of the exchanger in the apple juice was reduced in comparison to model
solutions. It was also observed that in the first days the reduced Cu®* concentration
had negative effect on the colour since the juice stored in 55 °C browned more.
During storage the juices with added Cu®" became darker. The ascorbic acid content
was reduced rapidly in the presence of Cu®". There was no significant influence of
the exchanger on the antioxidant potential.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

AA askorbinska kislina

AAS atomska absorpcijska spektrometrija

CA citronska kislina

JS jabol¢ni sok

JS+AA jabol¢ni z dodatkom askorbinske kisline

JS+Cu*" jaboléni sok z dodatkom Cu®*

JS+Cu® +AA jaboléni sok z dodatkom Cu®" in askorbinske kisline

JS+Cu® ™+ jaboléni sok z dodatkom Cu®" in izmenjevalca

JS+Cu* +I+AA jabol&ni sok z dodatkom Cu®*, izmenjevalca in askorbinske kisline
JS+I jabol¢ni sok z dodatkom izmenjevalca

JSHI+AA jabol&ni z dodatkom Cu®*, izmenjevalca in askorbinske kisline
F-C reagent Folin-Ciocalteaujev reagent

konc. koncentracija

PO+CA pSenic¢ni otrobi, modificirani s citronsko kislino

PO+H,S0O4 pSenicni otrobi, dehidrirani s H,SO4

PO+H,0 pSenicni otrobi, sprani z vodo

PO+H,O+CA pSenicni otrobi, sprani z vodo in modificirani s citronsko kislino
PO+NaOH psSenicni otrobi, obdelani z NaOH

PO+PO+NaOH+CA psSenicni otrobi, obdelani z NaOH in modificirani s citronsko kislino
PP polipropilen
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1 UVOD

Redoks aktivni kovinski ioni v zivilih vplivajo na njihovo prehransko vrednost, saj so
potrebni za normalno delovanje organizma. Najpomembnejsi vir ionov, kot sta baker in
zelezo, so zivila zivalskega izvora. V rastlinskih Zivilih je njihova vsebnost najveckrat
manjSa in ob normalni prehrani prispeva le man;jsi delez k skupni zauziti koli¢ini (Otten in
sod., 2006). Kljub relativno majhni vsebnosti imajo redoks aktivni ioni velik vpliv na
kvaliteto zivil rastlinskega izvora, saj vstopajo v redukcijsko oksidacijske reakcije z
antioksidanti, kot so polifenoli in askorbinska kislina (AA). Cu®", prisotni v razli¢nih
zivilih, pospesijo oksidacijo AA in polifenolov ter tako posredno zmanjsujejo prehransko
vrednost med shranjevanjem (Belitz in Grosch, 1999; Parkin in Damodaran, 2003).

Ena od metod odstranjevanja Cu*" iz vodnih raztopin je uporaba razli¢nih ionskih
izmenjevalcev. Med drugimi bi lahko za odstranjevanje uporabljali tudi rastlinske odpadke
zivilsko predelovalne industrije, ki jih ni mogoce uporabiti v prehrani ljudi in so zato
relativno poceni. Ustrezno obdelane odpadne surovine pri predelavi razli¢nih zivil bi se
lahko uporabilo za vezavo kovinskih ionov iz industrijskih odplak (Ahmedna in sod., 2003;
Marshall in sod., 1998; Ravat in sod., 1999). Prav tako bi jih lahko uporabili v zivilski
industriji za odstranjevanje neZelenih kovinskih ionov iz npr. sadnih sokov in s tem
pozitivno vplivali na kemi¢no stabilnost zivila.

1.1 CILJI DELA

e Pripraviti ustrezne ionske izmenjevalce iz pSeni¢nih otrobov, modificiranih s
citronsko kislino (CA) in H,SO4.

o Testirati, kako vpliva pH na ucinkovitost ionskih izmenjevalcev v modelnih
raztopinah.

e Pri izmenjevalcih, ki so bili najbolj u€inkoviti pri nizjih vrednostih pH, testirati,
kako vpliva koncentracija Cu®", koli¢ina dodanega ionskega izmenjevalca,
prisotnost dodanih Ca*" in prisotnost dodane CA na njihovo uginkovitost.

e Uporabiti najbolj uéinkovit ionski izmenjevalec za zmanjsanje koncentracije Cu**
v jabol¢nem soku.

e Ugotoviti, ali uporaba ionskega izmenjevalca vpliva na barvo ter na skupno
antioksidativno aktivnost jabol¢nega soka med shranjevanjem.

e Ugotoviti, ali uporaba ionskega izmenjevalca vpliva na stabilnost AA v jabol¢nem
soku.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Pri¢akujemo, da bomo z obdelavo pSeni¢nih otrobov s CA in s H,SO4 ter z naknadnim
spiranjem z vodo uspeli pripraviti ionske izmenjevalce, ki bodo imeli veliko afiniteto do
Cu”" ionov. Znano je, da u¢inkovitost izmenjevalcev pada s pH, zato bomo le-te testirali v
obmocju od pH 3 do pH 6 in tako ugotovili, ali so ti primerni tudi za uporabo pri relativno
nizkem pH.
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Predvidevamo, da bomo z uporabo ustreznega ionskega izmenjevalca uspeli odstraniti del

Cu”" iz jabolénega soka.
Pri¢akujemo, da bo uporaba ionskega izmenjevalca vplivala na barvo ter na skupno

antioksidativno aktivnost jabol¢nega soka med shranjevanjem.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BAKER (cuprum)

Latinska beseda cuprum izvira iz imena Cipra, (latinsko Cyprium), kjer so bila v anti¢nih
Casih velika nahajalisca bakrove rude.

Baker spada v 1. (stransko) skupino periodnega sistema (prehodne kovine).
Najpomembne;jsi oksidacijski Stevili sta + 1 in + 2. Ion Cu’" je obstojen le v redkih
koordinacijskih spojinah. Bakrove (II) spojine so obstojne v vodnih raztopinah. Iz vodnih
raztopin se lahko izkristalizirajo modro obarvane soli z razliénimi anioni ali pa
koordinacijske spojine. Bakrove (I) spojine pa v vodnih raztopinah disproporcionirajo v
bakrove (II) spojine in baker. Bakrove (I) spojine oksidira kisik v bakrove (II) spojine.
Bakrov (I) ion tvori $tevilne koordinacijske spojine, ki so obstojnejSe od bakrovih (II)
koordinacijskih spojin (Lazarini in Brencic, 1989).

Preglednica 1: Lastnosti bakra (Lazarini in Brencic¢, 1989).

Cu
vrstno §tevilo 29
relativna atomska masa 63,54
elektronska konfiguracija 4s'3d"
elektronegativnost (Alred- Rochow) 1,75
ionski radij M" (A) 0,77
talisce (°C) 1083
vrelisce (°C) 2350
gostota (g/cm’) 8,92

2.1.1 Baker kot katalizator pri reakcijah nastajanja prostih radikalov

Cu”*" kot prehodne kovine sodelujejo kot katalizatorji pri reakcijah nastajanja prostih
radikalov. Lahko sodelujejo v redoks reakciji pri pretvorbi kisika v tripletnem stanju (CO»)
v singletni kisik (Parkin in Damodaran, 2003):

M" +°0, > M™! + 0,” (1)
(M" reducirana oblika prehodne kovine, M™"! oksidirana oblika prehodne kovine)

Singletni kisik lahko sprozi reakcije oksidacije. Reagira lahko z mnogimi organskimi
molekulami ob nastanku peroksidov in drugih oksidiranih produktov, vendar je dokaj
selektiven in reagira predvsem z molekulami z dvojnimi vezmi (karotenoidi, klorofil,
mascobne kisline) (Cigi¢ in Rudan Tasi¢, 2006).

Prehodne kovine lahko porusijo zgradbo lipidnih hidroperoksidov (LOOH ) (enacba 2).
Nastali aloksi radikali (LO") pa lahko povzro¢ijo nadaljnje oksidacije.

M" + LOOH — M™! + LO" + OH~ (2

Ioni prehodnih kovin lahko sodelujejo pri pretvorbah aktivnih oblik kisika kot v Haber-
Weiss reakeiji:
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0," + H,0, — *0, + OH + ‘OH ..(3)
V tej reakciji lahko ioni prehodnih kovin posredujejo s tremi delnimi reakcijami:

0"+ M -0, + M" (4
20,"+2H" — °0, + H,0, ..(5)
H,0, + M" - M""' + 'OH + OH™ ...(6)

(O," - superoksidni anion)

V zadnji reakciji (Fentonova reakcija) reduciran ion prehodne kovine donira elektron
vodikovemu peroksidu (H,O,) in nastane zelo reaktiven hidroksilni radikal ("OH).
Ponovno oksidiran ion prehodne kovine lahko ponovno sodeluje v ciklu treh delnih reakcij
(Parkin in Damodaran, 2003). Hidroksilni radikali zaradi svoje velike reaktivnosti
neselektivno reagirajo z okolico (sladkorji, aminokislinami, fosfolipidi, npr. lecitin,
nukleotidi, organskimi kislinami) (Cigi¢ in Rudan Tasic, 2006).

2.1.2 Vpliv bakra na oksidacijo askorbinske kisline in polifenolov v Zivilih

AA se v aerobnih razmerah oksidira v dehidroaskorbinsko kislino. Prisotnost Cu** pa to
reakcijo pospesi (Belitz in Grosch, 1999). Na sliki 1 vidimo princip oksidacije AA v
prisotnosti ionov prehodnih kovin kot katalizatorjev. Dehidroaskorbinska kislina je zelo
dovzetna za neencimske reakcije porjavenja, ki vodijo do obarvanja, v nekaterih primerih
pa tudi do motnosti raztopin. Treoza, razpadni produkt AA, sodeluje v reakcijah porjavenja
Maillard-ovega tipa. Reagirala naj bi z dusik vsebujo¢imi molekulami, kot so aspartam,
niacin in pantotenska kislina. Nastali produkti lahko prav tako povzro€ijo obarvanje in
motnost raztopin (Morello in Franz, 2005).

H, OH
0|-|

2 Me® D

H-0-
OH OH
H, OH
; ; 2 A" 0-

Slika 1: Princip oksidacije askorbinske kisline v dehidroaskorbinsko kislino ob prisotnosti ionov prehodnih
kovin, Me (Me" reducirana oblika prehodne kovine, Me™"! oksidirana oblika prehodne kovine), kot
katalizatorjev (Belitz in Grosch, 1999).
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Polifenoli so znani kot antioksidanti in en nacin antioksidativnega delovanja je keliranje
ionov prehodnih kovin. Zelo dober kelator je kvercetin (Murkovi¢, 2003), ki je prisoten
tudi v lupini jabolk ((62,3 = 11,4) mg/100g svezega sadja) (Hagen in sod., 2007). Ko fenoli
vezejo ione prehodnih kovin, se ti reducirajo in v taksni obliki so bolj aktivni pri katalizi
razpada hidroperoksidov v proste radikale, kar poveca oksidativne reakcije (Paiva-Martins
in sod., 2006). Polifenoli v sadnih produktih se s ¢asom spreminjajo v reakcijah oksidacij
in polimerizacij, ki med drugim vodijo tudi do porjavenja. V modelnih raztopinah so
ugotovili (Es-Safi in sod., 2003; Giilsen in sod., 2007), da je nastajanje pigmentov ob
prisotnosti Cu”” potekalo intenzivneje in v druga¢nih obsegih. Giilsen in sod. (2007) so
oksidirali kvercetin v prisotnosti Cu”" in odkrili, da je novonastali produkt derivat
benzofuranona, ki je imel v dveh od treh testov za doloCanje antioksidatvne aktivnosti,
boljse rezultate kot sam kvercetin. Ocenili so, da oksidacija v prisotnosti Cu®" poteka do
dolo¢ene mere v isti smeri kot encimska oksidacija. Es-Safi in sod. (2003) so v modelnih
raztopinah (+)-katehina v 20 % v/v alkohola spremljali oksidacijo ob prisotnosti Cu*".
Ugotovili so, da je prisotnost Cu®” pospesila porjavenje raztopin, nastali pigmenti pa so
imeli absorpcijski maksimum pri 440-460 nm. V kontrolnih raztopinah brez dodatka Cu**
je vecina nastalih pigmentov imela absorpcijski maksimum pri 385 nm. Analize na HPLC
so pokazale, da so kontrolne raztopine poleg produktov, ki so nastajali tudi v prisotnosti
Cu’’, vsebovale druge produkte, kar je nakazovalo, da so v raztopinah brez prisotnosti
Cu”" potekale drugaéne reakcije. Piva in sod. (2008) so spremljali spremembe grozdnega
mosta med kuhanjem pri 95 °C. Most, ki so ga kuhali v bakrenem kotlu, je vseboval vec
Cu”" (1.33 mg/1) kot most, kuhan v nerjavecem jeklenem kotlu (0,91 mg/l). Slednji je po
kuhanju vseboval ve¢ skupnih fenolov kot most, ki je bil kuhan v bakrenem kotlu.

2.1.3 Baker v zivilih

Vsebnost bakra v zivilih je odvisna od samega zivila, od kraja in naCina pridelave ter
predelave hrane. Razlike v vsebnosti so lahko posledica sestave zemlje, tipa gnojila in
drugih agrikulturnih kemikalij, vremena, Casa Zetve in nadaljnjega procesiranja. Najvisje
koncentracije bakra se nahajajo v jetrih, stro¢nicah, orehih in lupinarjih. Odstranitev kal¢ka
V pitni vodi koncentracije bakra kar precej nihajo in so odvisne od vsebnosti mineralov,
pH-ja in od tega, ali so vodovodne cevi bakrene. Voda s kislim pH deluje korozivno in
lahko topi baker iz bakrenih cevi (Barbera in sod., 2003).
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Preglednica 2: Vsebnost bakra v zivilih (Barbera in sod., 2003).

Zivilo vsebnost bakra | Zivilo vsebnost bakra
(mg/kg) (mg/kg)
sir 0,4-0,8 koruza 0,1-0,4
kravje mleko 0,02-0,08 makaroni (kuhani) 0,6-1
jajca 0,4-0,8 fizol (kuhan ali pecen) 1-4
morski rakci 2-3 kikiriki (svez ali prazen) 3-10
jabolka (rdeca, z olupkom, 0,1-0,4 meso misic (kuhano: govedina, 0,7-1,4
surova) svinjina ali perutnina)
jabol¢ni sok (konzerviran) 0,02-0,2 jetra (kuhana: govedina, 20-180
svinjina ali perutnina)
grozdje (¢rno ali zeleno, 0,4-1,4 orehi in semena (mandlji, 8-18
surovo) brazilski ores$cki, leSniki, oreh,
pistacija ali semena son¢nic)
grozdni sok (konzerviran) 0,01-0,13 zelje (sveze ali kuhano) 0,1-0,2
pomaranca (surova, vseh vrst) 0,1-1 korenje (surovo ali kuhano) 0,5-1
pomaranc¢ni sok 0,2-0,3 krompir (pecen z olupkom) 0,6-1,8
suho sadje (rozine, dateljni, 1-5 krompir (kuhan, brez olupka) 0,3-1
fige ali slive)
bel kruh 1-1,2 $pinaca (konzervirana, sveza, 0,6-1,2
zmrznjena ali kuhana)
kruh iz polnozrnate moke 2-3 paradiznik (surov, konzerviran 0,3-1,4
ali v soku)

2.1.3.1 Baker v prehrani in metabolizmu ¢loveka

Baker spada v skupino esencialnih mineralov v sledovih. Je komponenta (kofaktor)
Stevilnih oksidoreduktaznih encimov kot so: citokrom c-oksidaza, ki je pomembna kot
terminalni encim v transportni verigi elektronov pri mitohondrijski respiracji; superoksid
dismutaza z mo¢nim antioksidativnim mehanizmom; tirozianaza, ki je pomembna pri
sintezi melanina; dopamin B-hidroksilaza, ki je potrebna pri sintezi kateholamina; lizil
oksidaza, ki je odgovorna za povezave med kolagenom in elastinom... V krvni plazmi je
vezan na ceruloplazmin, ki katalizira oksidacijo Fe*" v Fe*". To je pomembna reakcija saj
je Fe’™ dostopen proteinu transferinu, ki ga prenese v jetra (Belitz in Grosch, 1999; Xu in
sod., 2005). Pomanjkanje bakra pri ¢loveku je redko (Otten in sod., 2006). Premajhen vnos
bakra lahko povzro¢i hipokromno mikrocitarno anemijo ob enem visokih koncentracija
zeleza v jetrih. Nadaljnji simptomi pomanjkanja so: levkocitopenija, granulocitopenija,
pojavljanje zlomov kosti zaradi osteoporoze, spontane rupture zil in anavrizme zaradi
motene sinteze kolagena in elastina, zmanjSana pigmentacija las in koze in v
napredovalnem stadiju nevroloSke motnje. Izgube krvi so vedno povezane tudi z
izgubljanjem bakra. Ocenjena vrednost za primeren vnos bakra pri mladostnikih in odraslih
je 1,0-1,5 mg bakra/dan (Referenéne vrednosti..., 2004).

2.1.3.2 Toksi¢nost bakra

Previsoki vnosi bakra so lahko toksi¢ni. Akutna toksi¢nost pri ljudeh je redka in je
obi¢ajno posledica slucajnega ali namernega zauzitja bakrovih soli. Simptomi so slinjenje,
slabost, bljuvanje, bole¢ine v poziralniku in diareja. V Indiji so znani primeri kroni¢ne
izpostavljenosti vi§jim vnosom bakra. Izpostavljeni so bili otroci, ki so jim matere
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pogrevale mleko v bakrenih ali bronastih loncih. Simptomi so bili napihovanje trebuha,
neenakomerna telesna temperatura, prekomerno jokanje in motnje v apetitu. Brez
zdravljenja je bolezen v nekaj mesecih hitro napredovala in lahko koncala z odpovedjo
jeter in smrtjo. Vzrok za prekomerno zauZzije bakra je lahko pitna voda, ki, ¢e je kisla,
deluje korozivno na bakrove cevi. Prekomerno uzivanje bakrovih prehranskih dodatkov
lahko tudi deluje toksicno. Za dolocitev varne zgornje meje zauzitja bakra je bilo narejenih
premalo raziskav (Barberd in sod., 2003; Xu in sod., 2005).

2.2 PSENICNI OTROBI

Otrobi so zunanji plas¢ ovojnice semena. Sestavljeni so iz perikarpa, semenskega ovoja in
aleuronske plasti. Otrobi predstavljajo 15 % celega pSeni¢nega zrna (Zitterman, 2003).

Saed cnal iy

Aleurang

(&l

Starehy
endospernm

Slika 2: (a) dolzinski prerez otrobnih plasti (perikarp, semenski ovoj, aleuronska plast); (b) dolzinski prerez
pSeniénega zrna (Zitterman, 2003).

2.2.1 Kemijska sestava

Sestava otrobov je odvisna od razli¢nih faktorjev: vrste in sorte zita, zrna (velikost, oblika,
zrelost, velikost kalCka, debelina zunanjih plasti), casa skladiSCenja zita, sistema
procesiranja v mlinu, tipa moke...V preglednici 3 je kemijska sestava pSeni¢nih otrobov.
Vecina proteinov se nahaja v aleuronski plasti. Celi¢ne stene otrobov vsebujejo celulozo,
necelulozne polisaharide in lignin. Lignoceluloza in netopni arabinoksilani (hemiceluloza)
sestavljajo vecino zrele celi¢ne stene, semenski ovoj pa vsebuje Se kutin (tridimenzionalni
poliester), ki ima podobne lastnosti kot lignin. Na celicne stene je vezana tudi feruli¢na
kislina, ki je glavni predstavnik fenolnih kislin v otrobih. Otrobi lahko vsebujejo Se topne
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arabinoksilane in B-glukane. Slednje najdemo predvsem v aleuronski plasti. Pomembna
sestavina otrobov je fitinska kislina (heksafosfat mio-inozitola), ki predstavlja kar 5 %
mase pri pSeni¢nih otrobih (Zitterman, 2003). Ve&inoma je prisotna v obliki K¥, Mg*" ter
Ca*" soli in se med zorenjem akumulira v semenih (Konietezug in Greiner, 2003). Fitinska
kislina je mocen kelator pozitivno nabitih multivalentnih kovin. Lahko jo hidrolizira encim
fitaza, ki se pri pSeni¢nih otrobih nahaja predvsem v aleuronski plasti (Zitterman, 2003).

Preglednica 3: Kemijska sestava pSeni¢nih otrobov (Zitterman, 2003).

pSeniéni otrobi g/100g suhe teze
proteini 13-18
masCobe 3-6
pepel 6-7
vlaknine 35-58
topne vlaknine 2-5
netopne vlaknine 32-53
celuloza 6-12
hemiceloluza 19-31
lignin 2-8

2.2.2 Uporabnost

Otrobe, kot stranski produkt pri mletju moke, se ve¢inoma uporablja za zivalsko krmo,
nekaj pa tudi za Zzivila kot so Zitni zajtrki (kosmici, mussli) in Zitne izdelke z visoko
vsebnostjo vlaknin (Dexter in Sarkar, 2003). Obstajajo tudi tablete iz pSeni¢nih otrobov za
prehranske namene (Zitterman, 2003).

2.3  KATIONSKI IZMENJEVALCI

Ionski izmenjevalci so netopni materiali, ki imajo kovalentno vezane nabite skupine.
Nabite skupine izmenjujejo mobilne ione z nasprotnim nabojem (counter-ions), pri tem pa
izmenjevalec ne spremeni svoje strukture (DuHamel in Graczxy, 1997; Amersham
Bioscinces, 2008). Kationski izmenjevalec nosi negativno nabite funkcionalne skupine, ki
izmenjujejo katione (Zagorodni, 2007).

Princip ionske izmenjave pri kationskem izmenjevalcu:
R-Na" +K" —» R-K' +Na' ..(7

Crta nad znaki v enacbi 7 in 8 nakazuje izmenjevalec. R v ena¢bah je strukturna enota
izmenjevalca z eno funkcionalno skupino. Kationski izmenjevalec z Na' ioni v raztopini s
K" ioni zamenja Na" s K* (7). Lahko pa se izmenjujejo kationi z drugaénim nabojem:

2RNa” +CaCl, < R,Ca®® +2NaCl ...(8)
Za vezavo Ca”" sta potrebni dve funkcionalni skupini (8) (Zagorodni, 2007).

Funkcionalne skupine so nabite kisle, bazi¢ne ali kelirajoce skupine, ki so vezane na
polimerni matriks izmenjevalca. Naboj vsake skupine je obicajno kompenziran z
izmenljivim ionom. Anorganski ionski izmenjevalci ne vsebujejo funkcionalnih skupin.
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Osnovne celice njihove kristaliCne strukture predstavljajo nabita mesta katerih naboji
nadomesc€ajo izmenljive ione. Funkcionalni predeli so §irsi izraz kot funkcionalne skupine.
Vkljucujejo vezane skupine, nabite atome vkljuene v polimernih verigah, nabita mesta v
kristali¢nih strukturah anorganskih ionskih izmenjevalcev...(Zagorodni, 2007). Primeri
funkcionalnih skupin za kationske izmenjevalce so podani v preglednici 4.

Preglednica 4: Primeri funkcionalnih skupin za kationske izmenjevalce. V oklepajih so navedene vrednosti
pKa (Zagorodni, 2007).

negativno nabite skupine pri kationskih izmenjevalcih
-S0; (£1) —PO;” (2,0-4,5; 6.5-9,5)
—COOH (3,5-8) —HPO,
—C4H4OH (=10) —SH (> 10)
—AsO;. —Se0;.

Glede na razli¢ne lastnosti disociacije skupin poznamo mocne in Sibke izmenjevalce
podobno kot mocne in Sibke elektrolite. Npr. kisline, ki se popolnoma ionizirajo v vodni
raztopini, so mocne. Tako je funkcionalna skupina —SOsH, kot analog Zveplove kisline,
popolnoma ionizirana v raztopini. lonski izmenjevalci, ki nosijo te skupine, so mocni
kationski izmenjevalci. Pod Sibke ionske izmenjevalce pogosto upoStevamo materiale z
obsegi delovnih pH-jev, kar pomeni, da lahko izmenjujejo ione samo v pH obmocjih kjer
se ionizirajo njihove funkcionalne skupine. Sem spadajo tudi izmenjevalci s karboksilnimi
funkcionalnimi skupinami (—COQ") (Zagorodni, 2007).

2.3.1 Tipiizmenjevalcev

Od prve uporabe naravnih in sinteti¢nih anorganskih izmenjevalcev je sledilo konstanto
izboljsanje materialov za ionske izmenjevalce. Zveplan premog, izmenjevalci na bazi
stirenov, fenolni in akrilni tipi izmenjevalcev so nekateri izmed materialov, ki so bili
razviti za kationsko izmenjavo (Ion exchange processes, 1998).

2.3.1.1 Naravni ionski izmenjevalci

Naravni anorganski ionski izmenjevalci

Veliko naravnih mineralov, kot so gline (npr. bentonit) in zeoliti (npr. klinoptilolit), je
sposobnih izmenjave ionov. Kristalni aluminosilikati so najbolj pogosti minerali s
kationsko izmenjevalnimi lastnostmi. Zeoliti imajo odprto tridimenzionalno ogrodje s
porami (kanali) in medsebojno povezane luknje v aluminosilikatni mrezi. Gline imajo bolj
rahlo plastno strukturo (Inglezakis in Poulopoulos, 2006).
Slabosti naravnih anorganskih izmenjevalcev so:

- majhna kapaciteta izmenjave,

- kratka mehanska dolgotrajnost,

- majhna odpornost na razjedanje,

- velikost por se ne more prilagoditi,

- glineni minerali se nagibajo k preoblikovanju v koloidno obliko,

- lahko se delno razgradijo v kisline in baze (Inglezakis in Poulopoulos, 2006).
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Kot dobra kationska izmenjevalca sta se izkazala kalcijev in magnezijev karbonat (CaCOs,
MgCO3). Iz destilirane Zgane pijate iz sladkornega trsa sta udinkovito vezala Cu®*
(Almeida Neves in sod., 2007).

Naravni organski ionski izmenjevalci

e polisaharidi (celuloza, Sota)
e proteini (kazein, keratin, kolagen)
o ogljikovi materiali (oglje, ligniti, premog)

V industrijske namene se uporablja samo oglje, premog, lignit in Soto. Niso tako ucinkoviti
kot sinteti¢ni organski izmenjevalci, so pa cenejsi.
Slabosti naravnih organskih izmenjevalcev:

- majhna kapaciteta izmenjave,

- nagibajo se k nabrekanju in preoblikovanju v koloidno obliko,

- imajo rahlo fizi¢no strukturo,

- njihove fizi¢ne lastnosti niso poenotene,

- niso selektivni,

- so pH-obcutljivi (Inglezakis in Poulopoulos, 2006).

2.3.1.2 Sinteti¢ni ionski izmenjevalci

Sinteti¢ni anorganski ionski izmenjevalci

Zeoliti- Prednost pred naravnimi zeoliti je ta, da se lahko proizvajajo s Siroko
raznovrstnostjo fiziokemicnih lastnosti. Njihove slabosti so:

- visoka cena v primerjavi z naravnimi zeoliti,

- pH-senzibilnost,

- omejena mehanska stabilnost.
Titanati in siliko-titanati- Oksidi in hidroksidi titana so uc¢inkoviti pri odstranjevanju
kovinskih ionov iz vod.
Heksacianoferati prehodnih kovin- Te kovine so zelo ucinkovite v ekstrahiranju
radioaktivnega cezija iz raztopin (Inglezakis in Poulopoulos, 2006).

Sinteti¢ni organski ionski izmenjevalci

Sinteticne organski izmenjevalci so danes najvecja razpolozljiva skupina ionskih
izmenjevalcev. Matriks teh ionskih izmenjevalcev je tridimenzionalna polimerna struktura
iz ogljikovodikov, na katero so obicajno vezane nabite skupine (-COOH, -NH,...). Nabite
skupine so lahko tudi vklju€ene v polimerne verige (npr. -NH-). Najpogosteje so v uporabi
izmenjevalci iz stiren-divinilbenzena zaradi njihove mehanske in kemicne stabilnosti.
Siroko v uporabi so tudi kopolimeri fenola s formaldehidom ter poliakrila ali polimetakrila
z divinilbenzenom (Zagorodni, 2007). Glavne prednosti teh izmenjevalcev so:

- velika kapaciteta izmenjave,

- Siroka uporabnost,

- so cenejSi v primerjavi z nekaterimi sinteticnimi anorganskimi mediji

(Inglezakis in Poulopoulos, 2006).
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2.3.2 Kationski izmenjevalci iz odpadnih rastlinskih materialov

Za odstranjevanje tezkih kovin iz vodnih raztopin je poznanih ve¢ metod: ionska
izmenjava, kemi¢no usedanje, membranska filtracija, adsorpcija... Odstranjevanje tezkih
kovin je predvsem potrebno v industrijskih odplakah in kontaminiranih vodah. Filterni
sistemi z aktivnim ogljem in drugimi ionskimi izmenjevalci so Siroko v uporabi za vezavo
tezkih kovin v sledovih, vendar so neucinkoviti v popolnem odstranjevanju rizi¢nih
kontaminentov in predvsem dragi. Kot poceni alternativo zadnja leta raziskujejo na
izmenjevalcih iz rastlinskih odpadnih materialov, saj je rastlinskih odpadnih materialov v
obilju in so lahko dosegljivi. Sorpcijsko kapaciteto teh materialov se lahko izboljsa s
kemijskimi modifikacijami (Low in sod., 2004; Ahmedna in sod., 2004).

Ahmeda in sod. (2004) so iz orehovih (ameriski oreh, laski oreh in mandelj) lupin,
aktiviranih s fosforno kislino in obdelanih s paro, naredili naravne filtre in jih primerjali s
komercialnimi filtri za ¢iS¢enje vode v vezanju bakrovih, svinCevih in cinkovih ionov iz
vodnih raztopin. Najbolj ucinkoviti so bili filtri iz mandljevih lupin, aktiviranih s fosforno
kislino in orehovih (ameriskih ali laskih) lupin, aktiviranih s paro, ki so v razmerju 1:1
vezali veliko bolje kot posamezno, kar je nakazovalo na sinergisti¢ni ucinek teh
materialov. V razmerju 1:1 so iz vodne raztopine z zacetno koncentracijo kovin 3,0 ppm
(ng/g) Cu*’, 0,150 ppm Pb*" in 10,0 ppm Zn?*,vezali skoraj 100 % svinca, 90-95 % bakra
in 80-90 % cinka. Koncentracija filtra je bila 120 g/l vodne raztopine. Pripravljeni filtri so
bili z manjSo koncentracijo izmenjevalca na vodno raztopino enako ucinkoviti kot
komercialni filtri. Binarna zmes materialov, pripravljenih iz orehovih lupin, se je tako
izkazala kot dober filter za majhne koncentracije tezkih kovin.

Ravat in sod. (2000) so iz pSenic¢ni otrobov pripravili lignocelulozni ekstrakt za vezavo
Cu’’ ionov iz vodnih raztopin. P$eniéne otrobe so pri visoki temperaturi hidrolizirali s
H,SO4, nato pa obdelali s NaOH. Tako pripravljen lignocelulozni substrat je s
koncentracijo 1 g/l iz raztopine z za&etno koncentracijo Cu>" 13,3 mg/l vezal pri pH 5.6 po
18 urah pribliZzno 66 % Cu”". Ugotovili so tudi, da na vezavo Cu®" zelo vpliva pH, saj se z
vedanjem pH veda tudi vezava Cu”™ na substrat. Maksimum absorpcije je bil med pH 5 in
pH 6. Z nizanjem koncentracije substrata se je visal pH najvec¢je absorpcije. Preverili so
tudi, kako prisotnost Ca®" vpliva na vezavo Cu”" na substrat in ugotovili, da imajo Cu*"
joni ve&jo afiniteto do lignoceluloznega substrata kot Ca*". Pri pH 6,5 so vedali
koncentracije Ca®", kar ni imelo ve&jega vpliv na vezanje Cu®" na substrat.

Marshall in sod. (1999) so razvili metodo za izboljSavo vezave kovinskih ionov na sojine
tropine. Sojine tropine so obdelali z NaOH in modificirali pri 120 °C za 90 min z
raztopinami, ki so vsebovale razli¢ne koncentracije CA (0,1-1,2 mol/l) (slika 3). Pri taki
temperaturi se CA spremeni v anhidrid, ki s hidroksilnimi skupinami polisaharidov tvori
estrske vezi. Tako celulozni material dobi karboksilne funkcionalne skupine, kar poveca
kolig¢ino negativnega naboja in izbolja moznost vezanja Cu>" (Low in sod., 2004).
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H,; COOH

HO-C-COOH

CH;—COOH
Slika 3: Citronska kislina (Schréter in sod., 1993).

Pripravljene ionske izmenjevalce iz sojinih tropin so s koncentracijo 10 g/l v raztopini s
300 ali 600 mg/l Cu*" pri pH 4,8 mesali 24 ur. Rezultati so pokazali, da je pri vigji
koncentraciji CA za modifikacijo, izmenjevalec vezal ve¢ Cu®". Kapaciteta vezave pri
tropinah, modificiranih z 1,2 mol/l CA je bila (155,1 + 4,4) mg/g Cu2+, medtem ko so
lui¢ine brez obdelave vezale (20,4 + 1,6) mg/g Cu®".

Z 0,6 mol/l CA so modificirali tudi lanene in bombazne netkane materiale (Marshall in
sod., 2007). Modificirane materiale so pripravili v razliénih razmerjih (100 % lan,
lan/bombaz: 75/25, lan/bombaz: 50/50, 100 % bombaz) in jih s koncentracijo 10 g/l pri 300
ali 600 mg/l Cu™ pri pH 4,8 mesali 24 ur. Najbolje se je izkazala kombinacija
modificiranih materialov lan/bombaz: 75/25, ki je vezala (73,7 + 3,8) mg/g Cu”’,
nemodificirana kombinacija pa je vezala le 8,3 mg/g Cu*". Vegje koli¢ine bombaza v
materialih so zmanj$ale absorpcijo Cu®". Avtorji so predpostavljali, da CA ni uéinkovito
reagirala z bombaZem, ker naj bi vosek na neociS¢enem bombaZu oviral dostop CA do
vlakna in posledi¢no zmanjsal njeno reakcijo s celuloznimi komponentami.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIALI

PSenic¢ni otrobi
PSenicni otrobi: Mlinarstvo Kralj, PreSernova cesta 20, 1235 Radomlje

Jabol¢ni sok

Sok 1. embalaZzne enote: Mercatorjev 100 % jabol¢ni sok, polnjen 3. 10. 2007
Sok 2. embalazne enote: Mercatorjev 100 % jabol¢ni sok, polnjen 3. 10. 2007
Sok 3. embalaZne enote: Mercatorjev 100 % jabol¢ni sok, polnjen 3. 10. 2007

Pribor in oprema
- mini sekljalnik Moulinex Y92
- suSilnik
- analitska tehtnica Mettler Toledo
- magnetni meSalnik
- Vibromix 104 EV
- centrifuga Centric 322B
- centrifugirke (1,5 in 2 ml)
- vodna kopel Julabo SW-21C
- Stoparica
- filtri CA Milipore (0,45 um)
- insulinske injekcije (1 ml)
- vakuumski rotacijski susilnik Univapo 100H
- UV- Vis spektrofotometer Hewlett PaCAard
- atomski absorpcijski spektrometer Perkin Elmer 1100B
- tekocCinski kromatograf z diodno matriko Agilent 1100

Reagenti in raztopine
- NaOH
- citronska kislina
- koncentrirana H>,SOq4
- acetatni pufti
- fosfatni pufri
- Cu(NO)3
- CaCl,
- askorbinska kislina
- HCI
- Folin-Ciocalteaujev reagent
- N32CO3
- metafosforna kislina

13
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3.2 PRIPRAVA IZMENJEVALCEV

Izmenjevalce smo pripravili iz pSeni¢nih otrobov iz Mlinarstva Kralj. Da smo dobili
manjSe delce, smo pSeni¢ne otrobe zmleli v mini sekljalniku za zivila. Ostanke moke in
vecje delce otrobov smo odstranili s presajanjem skozi siti za moko. Vzeli smo frakcijo
med siti s premerom sitnih rez 1000 um in 475 pm.

Slika 4 prikazuje shemo priprave izmenjevalcev iz pSeni¢nih otrobov.

PSENICNI OTROBI
(frakcija med 1000 pm in
475 um)
I I
y v

otrobi, sprani z vodo otrobi, obdelani z NaOH dehidracija s
(H.0) (NaOH) koncentrirano

H,S0,

modificiranje modificiranje modificiranje
s CA s CA s CA
l \ 4 l l \ 4
PO+ PO+ PO+ PO+ PO+ PO+
H,0 H,O0+CA NaOH NaOH+CA CA H,S0,

Slika 4: Shema priprave izmenjevalcev.

Priprava izmenjevalcev:

- PO+H;O: PSenicne otrobe smo veckrat dekantirali z destilirano vodo pri sobni
temperaturi in suSili v susilniku.

- PO+H;0+CA: Psenic¢ne otrobe, sprane z vodo, smo mesali z 1 mol/l CA 40 minut
pri sobni temperaturi (Moobi [€] : Vea [ml] = 1 : 7). Nato smo jih dekantirali in
susili ¢ez no¢ pri 50 °C. PosuSene otrobe smo modificirali v susilniku 90 minut pri
120 °C. Modificirane otrobe smo veckrat dekantirali z destilirano vodo, dokler ni
bil pH dekantirane vode, ki ga smo ga merili s pH listi¢i, med pH 4 in pH 5. Otrobe
smo susili ¢ez no¢.

- PO+CA: Psenicne otrobe smo mesali z 1 mol/l CA 40 min pri sobni temperaturi.
Razmerje in nadaljnji postopki so bili isti kot pri otrobih PO+H,0+CA.
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- PO+NaOH: Pseni¢ne otrobe smo meSali z 1 mol/l NaOH 1 uro pri sobni
temperaturi (Moobi [E] : VNaon [mI] = 1 : 20). Nastalo gosto zmes smo nato redcili z
destilirano vodo in loc¢ili sluz od otrobov skozi en sloj hidrofilne gaze. Zmes smo
veckrat po manjsih delih polozili v en sloj gaze, zavili in stiskali, da se je izlocila
sluz. Otrobe smo nato veckrat dekantirali z destilirano vodo. Sledilo je stiskanje in
spiranje otrobov z destilirano vodo skozi dva sloja hidrofilne gaze, dokler ni bil pH
vode po spiranju, ki smo ga merili s pH listi¢i, blizu 7. Otrobe smo susili ¢ez noc.

- PO+NaOH+CA: Psenic¢ne otrobe, obdelane z NaOH, smo mesali z 1 mol/l CA 40
minut pri sobni temperaturi. Razmerje in nadaljnji postopki so bili isti kot pri
otrobih PO+H,0+CA.

- PO+H,S04: Koncentrirano H;SO4 smo po kapljicah ob meSanju dodajali
pSeni¢nim otrobom spranim z vodo (sobna temperatura, digestorij, zas¢ita) (Motrobi
[g] : Vmsos [ml] = 1 : 1,33). Nastala je ¢rna zmes, ki smo jo pustili ¢ez no¢ v
digestoriju. Zmes smo raztopili v destilirani vodi (po kapljicah, sobna temperatura,
digestorij, zascCita) in spirali z destilirano vodo ¢ez nuco, dokler ni bil pH vode po
spiranju, ki smo ga merili s pH listi¢i, med pH 3 in pH 4. Nato smo S$e enkrat sprali
z MQ vodo. Susili smo ¢ez no¢ v susilniku.

PSenic¢ne otrobe smo stehtali na zacetku in na koncu priprave izmenjevalca ter izracunali
izkoristek (priloga A). Pri dekantiranju je prihajalo do manjSih izgub. Vecina
izmenjevalcev je bila po suSenju prhka, zato je bilo boljSe suSenje v susilnikih brez
ventilacije. Otrobe smo zaradi hitrejSega odparevanja suSili v odprtem susSilniku.
Temperatura je bila konstantna 50 °C. Nekateri izmenjevalci so bili po suSenju zlepljeni v
grudice, ki smo jih strli v terilnici, tako da so bili delci ¢im bolj homogeni. Na sliki 5
vidimo pripravljene izmenjevalce.

o
i

PO+NaOH PO+NaOHCA

PO+H,S0,

Slika 5: Pripravljeni izmenjevalci iz pSenicnih otrobov (pSenicni otrobi sprani z vodo (PO+H,0); pSeni¢ni
otrobi, sprani z vodo in modificirani s citronsko kislino (PO+H,0+CA); pSeni¢ni otrobi, modificirani s
citronsko kislino (PO+CA); pSeni¢ni otrobi, obdelani z NaOH (PO+NaOH); pSeni¢ni otrobi, obdelani z
NaOH in modificirani s citronsko kislino (PO+NaOH+CA); pSeniéni otrobi, dehidrirani s H,SO4
(PO+H,S504))
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3.3 PRIPRAVA VZORCEV

Splo$ni pogoji:

Izmenjevalce smo zatehtali na analitski tehtnici na 0,5 mg natan¢no.

V erlenmajerice (sprane z MQ vodo) smo zatehtali MQ vodo.

S pipeto smo dodali pufer.

S pipeto smo dodali raztopino Cu”". Raztopino smo pripravili iz Cu(NO3),.

Izmenjevalce smo stresli v erlenmajerice, premesali ter zaceli meriti Cas.
Erlenmajerice smo zaprli s parafilmom in jih dali v stresalnik. Temperatura
kopeli je bila 25 °C. Frekvenca stresanja 180 obratov/minuto je omogocala
konstantno meSenje izmenjevalca v raztopini. Potrebno je bilo redno
preverjanje, da otrobi niso obticali v grlu erlenmajerice.

Po stresanju smo izmerili pH raztopin in vzeli vzorec 2x po 1,5 ml v
mikrocentrifugirke in jih zavrteli za 3 minute v centrifugi, da so se morebitni
delci izmenjevalca posedli na dno. Ce se je pojavila usedlina, smo s pipeto
lo¢ili vzorec od usedline v drugo mikrocentrifugirko.

Vzorce smo do analize na ASS shranili v hladilniku.

Ce ni drugaée navedeno, smo vsak eksperiment izvedli dvakrat in iz vsake raztopine vzeli
po en vzorec za meritev. Meritve smo tako delali v dveh paralelkah. Dobljenim podatkom
smo dolocili aritmeti¢no sredino in absolutno napako.

Preglednica 5: Primer priprave 100 ml in 50 ml vodne raztopine z izmenjevalci.

raztopina (ml) 100 50
izmenjevalec (mg) 100 50
10 g/l Cu”" (ul) 200 100
1 mol/l pufer (ml) 5 2,5
MQ voda (g) 94,8 47,4

Za 100 ml vodne raztopine smo uporabljali 300 ml erlenmajerice, za 50 ml vodne
raztopine pa 100 ml erlenmajerice (preglednica 5).
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3.3.1 Vezava Cu’'na pripravljene izmenjevalce iz pSeni¢nih otrobov

3.3.1.1 Vpliv pH na vezavo Cu®" na izmenjevalce

Obmogja pH, v katerih izmenjevalci najbolje vezejo Cu*, smo doloéili:
- pSeni¢nim otrobom, spranim z vodo (PO+H,0),
- pSeni¢nim otrobom, spranim z vodo in modificiranim s CA (PO+H,0+CA),
- pSeni¢nim otrobom, modificiranim s CA (PO+CA),
- pSeni¢nim otrobom, obdelanim z NaOH (PO+NaOH),
- pSeni¢nim otrobom, obdelanim z NaOH in modificiranim s CA (PO+NaOH~+CA),
- pSeni¢nim otrobom, dehidriranim s H,SO4 (PO+H,SOy).

1 g/l izmenjevalec

20 mg/l Cu*

50 mmol/l pufer

skupni volumen raztopin: 50 ml ali 100 ml
¢as stresanja 90 min

dve paralelki

Vsak izmenjevalec smo testirali v naslednjih obmocjih pH:
- pH 3,25 (50 mmol/l fosfatni pufer)
- pH 3,6 (50 mmol/I acetatni pufer)
- pH 4,0 (50 mmol/I acetatni pufer)
- pH 5,0 (50 mmol/I acetatni pufer)
- pH 5,6 (50 mmol/I acetatni pufer)
- pH 6,7 (50 mmol/I fosfatni pufer)

Kot je napisano v splosnih pogojih (glej 3.3) smo raztopine zamesali, stresali in vzor¢ili.

3.3.1.2 Kinetika vezave Cu’" na izmenjevalca

Na podlagi rezultatov vpliva pH na vezavo Cu®” smo za nadaljnje eksperimente izbrali
modificirane pSeni¢ne otrobe PO+NaOH+CA in PO+CA. Kinetiko vezave Cu®" na
izmenjevalca smo spremljali pri:
- pH 5,0, kjer sta izmenjevalca najbolje vezala Cu®",
- pH 3,6, ki je zanimiv iz zivilsko tehnoloskega vidika,
- pH 6,7 pri izmenjevalcu PO+NaOH+CA.
Pogoji:
1 g/l izmenjevalca
20 mg/l Cu**
50 mmol/l pufer
skupni volumen raztopine: 100 ml
¢asi vzorcenja: (5, 10, 20, 40, 90, 180, 360, 1440) min
dve paralelki
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Raztopine smo zamesali in stresali, kot je napisano v splosnih pogojih (glej 3.3). Da je
vzoréenje imelo minimalen vpliv na razmerje otrobi : raztopina, smo delali samo s
skupnim volumnom raztopine 100 ml in ob dolocenih ¢asih jemali le po 1,5 ml vzorca.

3.3.1.3 Kapaciteta vezave Cu”" na izmenjevalca

S konstantno koncentracijo izmenjevalca in visanjem koncentracije Cu*" smo preverjali,
kaksna je kapaciteta vezave Cu”" pri naslednjih izmenjevalcih in pH vrednostih:
- PO+NaOH+CA, pH 3,6, pH 5,0,
- PO+CA, pH 5,0.
Pogoji:
1 g/l izmenjevalec,
(50, 100, 200) mg/l Cu**
50 mmol/l pufer
skupni volumen raztopine: 100 ml
dve paralelki

I[zmenjevalce smo dodali v raztopine s 50, 100 in 200 mg/l Cu*". Na podlagi rezultatov
kinetike vezave Cu’" na izmenjevalca (glej 3.3.1.2) smo pri tem in nadaljnjih
eksperimentih podaljsali Cas stresanja na 180 min.

Kot je napisano v sploSnih pogojih (glej 3.3) smo raztopine zamesali, stresali ter vzorc¢ili.

. . + v e e .. .. .
3.3.1.4 Vezava majhne koncentracije Cu®" z razli¢nimi koncentracijami izmenjevalcev

Pri majhni koncentraciji Cu®" smo preverjali, ali vetanje koncentracij izmenjevalca
dodatno znizuje koncentracijo nevezanih Cu®" v raztopini. Eksperiment smo izvedli z
izmenjevalcema in naslednjimi vrednostmi pH:

- PO+NaOH+CA, pH (3,6; 5,0),

- PO+CA, pH 5.,0.

Pogoji:

(1, 2, 4) g/l izmenjevalec

1 mg/l Cu**

50 mmol/l pufer

skupni volumen raztopine: 100 ml
Cas stresanja 180 min

dve paralelki

Raztopine smo zamesali in stresali kot je navedeno v splosnih pogojih (glej 3.3).
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Koncentriranje

Po konCanem stresanju smo vzeli 5% po 1,2 ml vzorca iz raztopin s koncentracijami
izmenjevalca 1 g/l in 2 g/l, ter 8% po 1,2 ml iz raztopin s koncentracijo izmenjevalca 4 g/I1.
Pri tem eksperimentu je bil koncentracija Cu** v vzorcih manjsa kot je meja detekcije
atomskega absorpcijskega spektrometra (AAS), s katerim smo merili nevezane Cu®" v
vzorcih, zato je bilo potrebno vzorce koncentrirati. Najprej smo vzorce hranjene v
mikrocentrifugirkah posus$ili v vakuumskem rotacijskem suSilniku. Nato smo jih v
mikrocentrifugirkah raztopili z 0,1 mol/l HCI. Posamezno susino vzorcev iz raztopin z 1
g/l in 2 g/l izmenjevalca smo raztopili z 240 pl 0,1 mol/l HCI, kar predstavlja 5-kratno
koncentriranje. Posamezno susino vzorcev iz raztopin s 4 g/l izmenjevalca pa smo raztopili
s 150 ul 0,1 mol/l HCI, kar predstavlja 8-kratno koncentriranje. Nato smo raztopine istega
vzorca zdruzili v eno mikrocentrifugirko in dobili po 1,2 ml posameznega vzorca. Vzorce
smo do analize na ASS hranili v hladilniku.

3.3.1.5 Vezava Cu’" na izmenjevalca v prisotnosti organskih kislin

Preverili smo, ali prisotnost organskih kislin v raztopini vpliva na vezavo Cu’" na
izmenjevalec. Za organsko kislino smo izbrali CA, ki se nahaja v vecini sadja in je dober
kelator. Koncentracija le-te v raztopini je bila visja kot v nekaterem sadju. Eksperimente
smo izvedli z naslednjimi izmenjevalci in pH vrednostmi:

- PO+NaOH+CA, pH (3,6; 5,0),

- PO+CA, pH 5,0.

Pogoji:

(1, 2, 4) g/l izmenjevalec

1 mg/l Cu**

3 g/l CA (pH 3,6 ali pH 5,0)

50 mmol/ pufer

skupni volumen raztopine : 100 ml
Cas stresanja 180 min

dve paralelki

Kot je napisano v splosnih pogojih (glej 3.3) smo raztopine zamesali, stresali in vzor¢ili.

3.3.1.6 Vezava Cu’" na izmenjevalca v prisotnosti Ca*"

Ali prisotnost Ca”* v koncentracijah, ki jih imajo nekatera Zivila, vpliva na vezavo Cu”" na
izmenjevalec smo preverili z:

- PO+NaOH+CA, pH 3,6, pH 5,0,

- PO+CA, pH 5,0.

Pogoji:
e (1,2,4) g/l izmenjevalec
e 1 mg/lCu*
e 500 mg/l Ca®*
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e skupni volumen raztopine: 100 ml
e (Cas stresanja 180 min
e dve paralelki
Raztopino Ca®’, ki smo jo dodajali v vodne raztopine z izmenjevalci, smo pripravili iz
CaCl,. V raztopini z izmenjevalcem se Ca®” veZejo na stranske skupine izmenjevalca, kar
sprosti vodikove ione iz stranskih skupin in zniza pH raztopine. Da bi ugotovili kakSne
koncentracije pufra so potrebne za ohranitev zaCetnih pH, smo pripravili raztopine z
PO+NaOH+CA pri pH 3,6 in pH 5,0 pod danimi pogoji, le ¢as stresanja smo skrajSali na
90 min. Da smo ohranili pH na zacetni ravni, je bilo potrebno zvisati koncentracijo pufra v
raztopinah:
- v raztopini z 1 g/l izmenjevalca: 100 mmol/l pufer (10 ml 1 mol/l pufra v 100 ml
raztopine),
- v raztopini z 2 g/l in 4 g/l izmenjevalca: 200 mmol/l pufer (20 ml 1 mol/l pufra v
100 ml raztopine).

Za izvedbo eksperimenta smo upostevali dane pogoje. Raztopinam s PO+NaOH+CA in
PO+CA smo dodali pufre, kot je navedeno v zgornjih alinejah. Stresali in vzor¢ili smo kot
je opisano v splosnih pogojih (glej 3.3). Koncentriranje ni bilo potrebno.

3.3.1.7 Vezava Cu’" na izmenjevalec, obdelan z NaOH in modificiran s CA, v jabolénem
soku

Za stresanje smo pripravili 4 osnovne raztopine jabolénega soka:
1. brez dodatkov (JS),
2. z dodatkom izmenjevalca (JS+I),
3. z dodatkom Cu*" (JS+Cu*"),
4. z dodatkom Cu*" in izmenjevalca (J S+Cu**+1).

Pogoji:
e 100 ml sok (100% Mercatorjev jabol¢ni sok)
e 4 g/l izmenjevalec
e 1 mg/l Cu*" (dodali smo 1 ml 100 mg/l Cu", ko ni bilo dodatka Cu**, smo
dodali 1 ml MQ vode),
e (as stresanja 180 min

Kot je napisano v splosnih pogojih (glej 3.3) smo raztopine zamesali, stresali in vzor¢ili.
Izmenjevalci v raztopinah jabol¢nega soka znizajo pH, zato smo po eni uri stresanja
umerili pH osnovnih jabol¢nih raztopin z 2 mol/l NaOH na pH jabol¢nega soka.
Eksperiment smo ponovili 3x. Vsaki¢ smo uporabili sveze odprt sok. Skupaj smo uporabili
3 embalazne enote. Vsi sokovi so bili polnjeni na isti dan.

Osnovne 4 raztopine posameznega jabol¢nega soka smo uporabili za nadaljnje raziskave.
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3.3.2 Vplivizmenjevalca, obdelanega z NaOH in modificiranega s citronsko Kkislino,
dodatka Cu”" in askorbinske Kisline na barvo jabol¢nega soka

Z merjenjem barvnega spektra jabolénih raztopin smo spremljali, kako vezanje Cu®" na
izmenjevalec ter dodatek AA v jabol¢nih raztopinah vpliva na neencimsko porjavenje
soka.

4 osnovne raztopine jabol¢nega soka iz eksperimenta 3.3.1.7. smo po odvzemu vzorcev za
merjenje Cu®" natoéili 2x po 25 ml v 45 ml plasti¢ne posodice s pokrovékom. Tako je bila
vsaka raztopina v dveh posodicah, skupaj smo imeli 8 posodic. V eno posodico posamezne
raztopine smo dodali 0,5 ml 5 g/l AA (100 mg/l AA v jabol¢ni raztopini), v drugo pa 0,5
ml MQ vode in dobro premesali. V osmih posodicah smo tako imeli raztopine jabol¢nega
soka:

JS (brez dodatkov),

JS+AA (z dodatkom askorbinske kisline),

JS+I (z dodatkom izmenjevalca),

JS+I+AA (z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline),

JS+Cu** (z dodatkom Cu?"),

JS+Cu?*+AA (z dodatkom Cu?" in askorbinske kisline),

JS+Cu**+I (z dodatkom Cu”" izmenjevalca),

JS+Cu**+I+AA (z dodatkom Cu*", izmenjevalca in askorbinske kisline).

PN R D=

2 ml posamezne raztopine smo prefiltrirali skozi filtre CA Milipore in uporabili 1 ml
filtrata za merjenje barvnega spektra v PP kivetah na UV-VIS spektrofotometru (slika 6).
Dobro zaprte posodice z raztopinami jabolénega soka smo nato hranili pri 55 °C, da
pospesimo procese oksidacije in porjavenja. Eksperiment smo izvedli na jabol¢nem soku iz
1. in 2. embalazne enote. Pri soku iz 1. embalazne enote smo ponovno izmerili barvne
spektre raztopin 3. in 7. dan skladiS¢enja. Pri soku iz 2. embalaZzne enote pa smo meritve
ponovili 3. in 11. dan skladiS¢enja.

1.3ml 2%
2 ml prefiltriramo skoz filtre MFE

CA Milipore 0,05 ml spekirofotometriéno dolocanje

0,63 ml skupnih fenolnih spojin

/_\ /_\‘ / +— 0,08 ml

askorbinzke

0.8 ml —— 0,08 ml kisliu.e na
T 100my; | HPLC
TCEP
rartoping 1ml
v2iml . ] )
plastidni merjenje barvnega spektra
posodici

Slika 6: Priprava raztopin jabol¢nega soka za merjenje barvnega spektra in dolocanje skupnih fenolnih snovi.
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3.3.2.1 Barva jabol¢nega soka po sedmih mesecih skladiScenja

evve

pri 55 °C 1 mesec ter nato pri sobni temperaturi $¢ 6 mesecev. Barve raztopin jabol¢nega
soka po sedmih mesecih smo ocenili s prostim ocesom.

3.3.3 Vpliv izmenjevalca, obdelanega z NaOH in modificiranega s citronsko Kkislino,
dodatka Cu®" in askorbinske kisline na skupno antioksidativno aktivnost v
jabolénem soku

Da bi ugotovili, kako vezanje Cu®" na izmenjevalec ter dodatek AA vpliva na antioksidante
v raztopinah jabol¢nega soka, smo spremljali antioksidativno aktivnost v osmih raztopinah
jabol¢nega soka. Za analizo smo uporabili iste raztopine jabol¢nega soka kot pri merjenju
barvnega spektra (glej 3.3.2). Ko smo 2 ml posamezne raztopine prefiltrirali skozi filtre
CA Milipore, smo vzeli po 0,65 ml posameznega filtrata ter mu dodali 1,3 ml 2 %
metafosforne kisline (MFK) in dobro premesali. MFK je upocasnila nadaljnje procese
oksidacije. 50 pl tako razredcenega vzorca z MFK smo uporabili za doloCanje skupnih
fenolov s spektrofotometricno metodo z uporabo Folin-Ciocalteaujevega (F-C) reagenta
(slika 6). Meritve smo ponovili na skladis¢enih raztopinah (glej 3.3.2) jabol¢nega soka iz
1. embalazne enote 3. in 7. dan, iz druge embalazne enote pa 3. in 11. dan.

3.3.4 Vpliv izmenjevalca, obdelanega z NaOH in modificiranega s citronsko Kkislino,
in dodatka Cu®" na stabilnost askorbinske Kisline v jabolénem soku

Na osnovnih §tirih raztopinah jabolénega soka smo spremljali, ali vezanje Cu®" iz raztopin
na izmenjevalce vpliva na oksidacijo po stresanju dodane AA.
Stiri osnovne raztopine jabolénega soka 3. embalaZne enote, ki so opisane v 3.3.1.7. smo
po odvzemu vzorcev za merjenje Cu’" odpipetirali po 14 ml v plastiéne epruvete s
pokrovckom. Vsaki raztopini smo dodali po 280 ul 5 g/l AA (100 mg/l AA v jabol¢ni
raztopini) in dobro premesali. Dobili smo §tiri raztopine:

1. JS+tAA

2. JS+I+AA

3. JS+Cu’'+AA

4. JS+Cu*'+I+AA

Skozi filtre CA Milipore smo prefiltrirali po 10 ml vsake raztopine z dodano AA. Za vsako
raztopino smo pripravili po 12 vial (4x 12 wvial) in v vsako odpipetirali po 900 pl
prefiltrirane raztopine. Cas smo za¢eli meriti, ko smo raztopini dodali AA. V preglednici 6
vidimo po kaksnem ¢asu od dodatka AA v jabol¢ni sok je bil posamezni vzorec analiziran
na HPLC. Razpad AA smo na HPLC spremljali priblizno 16 ur.
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Preglednica 6: Casi injiciranja raztopin jabol¢énega soka z dodano askorbinsko kislino na HPLC.
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3.4 INSTRUMENTALNE ANALIZE

3.4.1 Merjenje Cu’** z atomsko absorpcijsko spektrometrijo

Vsebnost Cu>™ v raztopinah smo merili s atomsko absorpcijsko spektrometrijo (ASS) na
Katedri za prehrano Oddelka za zootehniko BF.
Naprava za ASS je sestavljena iz 4 glavnih enot:

- votle katodne zarnice, ki emitira svetlobo z valovno dolzino specifi¢no za

analiziran element,

- aspiratorja za vsesavanje in razprsevanje vzorca,

- plamena,

- fotodetektorja.

Votlo katodno zarnico izberemo glede na element, katerega analiziramo. Raztopino z
vzorcem aspirator vsesa in razprsi v plamen, kjer vzorec razpade na atome. Zarek svetlobe
iz Zarnice je usmerjen skozi plamen v monokromator in na detektor, ki meri koli¢ino
absorbirane svetlobe. Absorpcija je odvisna od prisotnosti Cu’" v plamenu in je
proporcionalna koncentraciji Cu*" ionov v vzorcu.

Vsebnost Cu”™ smo dolotali z merjenjem absorpcije monokromatske svetlobe pri
razprievanju vzorca v plamen acetilen zrak pri 327,4 nm. Koncentracije Cu®" v vzorcu smo
odcitali iz umeritvene krivuljo. Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopine z (0,1; 0,3;
0,5; 1,0; 4,0; 5,0) mg/l Cu*".

3.4.2 Merjenje barvnega spektra

Pri jabolénem soku smo spremljali, kako se s ¢asom spreminja barva v osmih raztopinah
(JS, JS+AA, JSHI, JS+I+AA, JS+Cu™", JS+Cu®™+AA, JS+Cu*™+I, JS+Cu®'+I+AA).
Spekter smo merili v polipropilen (PP) kivetah na UV-Vis spektrofotometru. Da bi
pospesili oksidacijo in porjavenje, smo vzorce po prvem merjenju na zacetni dan
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vive

soku iz 2. embalazne enote pa 3. in 11. dan skladiScenja.

3.4.3 Dolocanje skupnih antioksidantov

Skupne antioksidante (fenolne snovi in AA) smo dolocali s spektrofotometricno metodo z
uporabo Folin-Ciocalteaujevega (F-C) reagenta, ki v alkalni raztopini oksidira
antioksidante. Absorbanco reduciranih komponent F-C reagenta smo merili pri 746 nm.
Koncentracija teh komponent je premo sorazmerna s koncentracijo antioksidantov v
vzorcu. Velja Beer-Lamberov zakon. Iz umeritvene krivulje smo odcitali skupno
koncentracijo antioksidantov v vzorcih.

Vzorec:

Vzeli smo 50 pl vzorca, razredéenega z 2 % MFK (1:2). Vzorce v mikrocentrifugirkah smo
razredCili z MQ vodo do skupnega volumna 725 pl in dobro premesali. V vsako
mikrocentrifugirko smo dodali 125 pl razredCenega F-C reagenta (1:2), takoj premesali in
po 5 minutah odpipetirali Se 125 pl 20 % raztopine Na,COs ter ponovno premesali. Po 60
minutah na sobni temperaturi smo izmerili absorbanco pri 746 nm. Za vsako od osmih
raztopin ~ (JS, JS+AA, IS+, JSHI+AA, JS+Cu”, JS+Cu*™+AA, JS+Cu®™I,
JS+Cu®"+I+AA) iz 1. in 2. embalazne enote jabolénega soka smo pripravili in merili
vzorce v dveh paralelkah. Dobljenim meritvam smo izracunali aritmeti¢no sredino.

Umeritvena Krivulja:

S standardnimi raztopinami klorogenske kisline (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35) umol/l smo
pripravili umeritveno krivuljo, iz katere smo odc¢itali skupno koncentracijo antioksidantov
v vzorcih. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo namesto vzorca dodali MQ vodo.

Preglednica 7: Volumni raztopin za pripravo umeritvene krivulje s klorogensko kislino za dolocanje skupnih
antioksidantov.

konéna klorogenska

koncentracija kislina 17 mg/1 20 % raztopina Na,COs
klorogenske (ul) MQ voda (ul) | F-C reagent (ul) | (ul)
kisline (umol/L)

5 100 625 125 125
10 200 525 125 125
15 300 425 125 125
20 400 325 125 125
25 500 225 125 125
30 600 125 125 125
35 700 25 125 125

V preglednici 7 so navedeni volumni raztopin za pripravo umeritvene krivulje s
klorogensko kislino. Ko smo zamesali klorogensko kislino in MQ vodo, smo dodali 125 pl
F-C reagenta in nadaljevali kot pri vzorcu.
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3.4.4 Dolocanje askorbinske kisline s HPLC

Za dolocanje vsebnosti AA v raztopinah jabol¢nega soka smo uporabili HPLC. Vzorec se s
¢rpalko pod visokim tlakom potiska skozi kolono (stacionarna faza) s pomocjo mobilne
faze. Cas, v katerem se snov zadrzuje v koloni, je odvisen od lastnosti snovi, stacionarne in
mobilne faze. Vsaka snov ima karakteristi¢ni retenzijski ¢as, ko se le-ta eluira iz kolone.
PovrSina vrha je premosorazmerna s koncentracijo posamezne snovi.

Pogoji merjenja:

gradientna ¢rpalka Maxi Start, Knauer
kolona SynergieC;s 250 nm % 4 mm
mobilna faza 2,5 mM H,SOy4

pretok mobilne faze 1ml/min
volumen injiciranja 20ul

detektor UV-Vis, 260 nm, Knauer

Vzorec:

Po stresanju smo prefiltrirali 14 ml vsake osnovne raztopine jabol¢nega soka iz 3.
embalazne enote (JS, JS+I, JS+Cu®", JS+Cu®"+]) v plasti¢ne epruvete in v vsako epruveto
dodali po 280 ul 5 g/l sveze pripravljene AA ter dobro premesali. Za vsako raztopino smo
pripravili po 12 vial (4% 12 vial) in v vsako odpipetirali po 900 pl prefiltrirane raztopine.
Razpad AA smo spremljali na HPLC priblizno 16 ur. Prvo injiciranje je bilo 3 minute po
dodatku AA. Sledila so injiciranja po 52, 101, 150, 213, 304, 393, 482, 585, 714, 843 ter
971 minutah

Umeritvena Krivulja:
Za pripravo umeritvene krivulje smo pripravili sveze raztopine AA s koncentracijami (10,
20, 40, 60, 80, 100) mg/l. S pomocjo le-te smo dolocili koncentracije AA v vzorcih.
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4 REZULTATI
4.1 KARAKTERIZACIJA IZMENJEVALCEV

4.1.1 Vpliv pH na vezavo Cu’’ na izmenjevalce iz p$eni¢nih otrobov

Zanimalo nas je, kako je ucinkovit posamezen izmenjevalec v razlicnih obmo¢jih pH.
Izmenjevalce s koncentracijo 1 g/l in pri zagetni koncentraciji Cu®” 20 mg/I smo stresali 90
minut pri naslednjih pH-jih: 3,25; 3,6; 4,0; 5,0; 5,6; 6,7.

Preglednica 8 prikazuje povpregje koncentracij nevezanih Cu®* v raztopinah po stresanju,
slika 7 pa graficni prikaz deleza vezanih Cu*" (enadba 9, priloga B) na posamezen
izmenjevalec pri razli¢nih pH-jih.

(20 mg Cu’"/l)- x
20 mg Cu’*/l

= % vezanih Cu’" .. (9)
x... nevezani Cu’" (mg/l) v raztopinah z izmenjevalci po stresanju
Po koncu stresanja smo izmerili pH (priloga C). Zaradi preglednosti so na sliki 7 in v

preglednici 8 prikazani zacetni pH-ji, ki so se v vecini primerov le malo razlikovali od
konénih vrednosti.
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Slika 7: Vpliv pH vodnih raztopin na vezavo Cu®’ na p$eni¢ne otrobe, sprane z vodo (PO+H,0); peni¢ne
otrobe, obdelane z NaOH (PO+NaOH); pSeni¢ne otrobe sprane z vodo in modificirane s citronsko kislino
(PO+H,0+CA); pSeni¢ne otrobe, obdelane z NaOH in modificirane s citronsko kislino (PO+NaOH+CA);

pSeniéne otrobe, modificirane s citronsko kislino (PO+CA) in pSeni¢ne otrobe, dehidrirane s H,SO, (PO+
H,S0,).



Ban A. Priprava in karakterizacija ionskih izmenjevalcev iz odpadnih rastlinskih materialov za vezavo Cu** iz vodnih raztopin. 27
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2008.

Preglednica 8: Koncentracija nevezanih Cu?" (mg/l) v vodnih raztopinah p3eniénih otrobov, spranih z vodo
(PO+H,0); pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH (PO+NaOH), pSeni¢nih otrobov spranih z vodo in
modificiranih s citronsko kislino (PO+H,0+CA); pSenic¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s
citronsko kislino (PO+NaOH+CA); pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA) in
pSeniénih otrobov, dehidriranih s H,SO4 (PO+ H,SO,).

Cu?' (mg/l)
pH PO+H,0 PO+NaOH | PO+H,O+CA | PO+NaOH+CA PO+CA PO+H,SO,
3,25 20,9+0,5 | 19,5+0,2 141+1,0 12,4+1,0 15,0+0,7 19,9 + 0,6
3,6 20,4 +0,1 16,8+ 0,3 4,8+0,4 32+0,1 5,5+0,5 18,5+1,2
4,0 19,7+0,4 16,0+ 1,0 35+1,7 2,0£0,0 3,6£0,3 149 +0,1
5,0 17,5+2,1 15,8 +0,7 1,6 £0,2 1,7+£0,2 33+0,8 11,9+0,5
5,6 16,4+ 0,5 15,5+0,8 2,6+£0,9 2,0+£0,3 32+04 7,1+04
6,7 4,1+0,7 1,3+0,2 54+0,1 5,8+0,4 7,7+0,6 1,9+0,1

Iz slike 7 je razvidno, da so imeli izmenjevalci, modificirani s CA (PO+H,O+CA,
PO+NaOH+CA, PO+CA), v razlinih obmog&jih pH podobne dele’e vezanih Cu".
Najbolje so vezali ione v obmocju pH od 3,6 do 5,6 in sicer od 73 % do 90 % dodanih
Cu™". Najboljsi v tem obmogju je bil izmenjevalec PO+NaOH+CA, saj je od 20 mg/l Cu*"
v raztopinah ostalo po stresanju pri pH 3,6 (3,2 + 0,1) mg/l Cu*", pri pH 4,0 je ostalo (2,0 +
0,0) mg/l Cu*", pri pH 5,0 pa (1,7 + 0,2) mg/l Cu*" (preglednica 8). Pri pH 3,25 se je dele
vezanih Cu”™" v primerjavi s pH 3,6 zmanjsal za 57 % pri PO+H,0+CA, za 46 % pri
PO+NaOH+CA ter za 48 % pri PO+CA kar nakazuje, da je ucinkovitost izmenjevalcev
modificiranih s CA pri pH 3,25 zelo padla. Pri pH 6,7 so izmenjevalci, modificirani s CA,
tudi slabie vezali Cu®*, vendar ne tako kot pri pH 3,25. DeleZ vezanih Cu®" je bil 61 % za
PO+CA, 71 % za PO+NaOH+CA in 73 % za PO+H,O+CA.

Pri izmenjevalcih PO+H,0, PO+NaOH in PO+H,SO4 je z naras¢anjem pH narasc¢al delez
vezanih Cu®" na posamezen izmenjevalec. Pri pH 3,25 je bil delez vezanih Cu®*" blizu 0.
Izmenjevalca PO+H,0 in PO+NaOH sta do pH 5,6 vezala manj kot 23 % Cu®".
Izmenjevalec PO+ H,SO4 je bil v primerjavi z slednjima boljsi pri pH 5,0 in pH 5,6. Pri pH
5,0 je vezal 41 %, pri pH 5,6 pa 65 % Cu*". Pri pH 6,7 so izmenjevalci PO+H,0,
PO+NaOH in PO+H,SO4 v primerjavi z izmenjevalci, modificiranimi s CA, bolje vezali
Cu*". PO+H,0 je vezal 79 %, PO+NaOH 94 % ter PO+H,SO4 90 % Cu”".

Iz zivilsko-tehnoloskega vidika so nas zanimali predvsem izmenjevalci, ki najbolje vezejo
Cu”" v rahlo kislem obmo¢&ju. Eksperiment je pokazal, da pri pH med 3,6 in 5,6 najbolje
delujejo izmenjevalci, modificirani s CA. Zato smo se pri naslednjih eksperimentih omejili
na izmenjevalca PO+NaOH+CA, ki je v obmoc¢ju med pH 3,6 in 5,6 pokazal najboljse
rezultate in PO+CA, katerega priprava je bila najmanj zahtevna.
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4.1.2 Kinetika vezave Cu** na izmenjevalca

Pri izmenjevalcih PO+NaOH+CA in PO+CA smo preverili, kakSna je kinetika vezave
dodanih Cu*" v raztopini, pri zadetni koncentraciji Cu’" 20 mg/l in koncentraciji
. . s . . o . 2+ .

izmenjevalca 1 g/l. Preglednica 9 prikazuje povprecje nevezanih Cu” v raztopinah po
stresanju, sliki 8 in 9 pa grafi¢ni prikaz deleza vezanih Cu®" na izmenjevalce v odvisnosti
od kontaktnega Casa. Na koncu eksperimenta, po 1440 min, smo izmerili Se pH raztopin

(priloga E).
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Slika 8: Kinetika vezave dodanih Cu®" na p3eni¢ne otrobe, obdelane z NaOH in modificirane s citronsko
kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢ne otrobe, modificirane s citronsko kislino (PO+CA), v vodnih raztopinah

v razli¢nih obmocjih pH.
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Slika 9: Kinetika vezave dodanih Cu®" na p3eni¢ne otrobe, obdelane z NaOH in modificirane s citronsko
kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢ne otrobe, modificirane s citronsko kislino (PO+CA), v vodnih raztopinah
v razli¢nih obmocjih pH pri kontaktnem ¢asu, manjSem od 250 min.
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Iz slike 8 je razvidno, da sta imela izmenjevalca pri razli¢nih pH priblizno enako kinetiko
vezave Cu’’ iz raztopin. Le pri PO+NaOH+CA pri pH 6,7 je bila kinetika vezave
pocasnej$a. Prvih 20 min so deleZi vezanih Cu”" celo padali, potem pa narascali (slika 9).
Po 180 min se je v raztopinah z izmenjevalcema pri pH 3,6 in pH 5,0 vzpostavilo
ravnoteZje saj se je po tem &asu koncentracija Cu®” le malo spreminjala (preglednica 9).
Zato smo pri naslednjih eksperimentih podaljSali ¢as stresanja na 180 min. Ker nas je
zanimalo predvsem delovanje izmenjevalcev v rahlo kislem obmocju, nismo vec izvajali
eksperimentov pri pH 6,7. Pri izmenjevalcu PO+CA pa smo opravili meritve le pri pH 5,0.

Preglednica 9: Koncentracija nevezanih Cu*" (mg/l) v vodnih raztopinah pseni¢nih otrobov, obdelanih z
NaOH in modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko
kislino (PO+CA), ob razli¢nih casih.

Cu?' (mg/l)
Cas PO+NaOH+CA PO+NaOH+CA PO+NaOH+CA PO+CA PO+CA
(min) pH 3,6 pH 5,0 pH 6,7 pH 3,6 pH 5,0
5 14,8 +£0,4 14,6 £ 0,4 9,8 +1,1 17,4+£0,2 16,7+0,3
10 11,9+0,2 12,6 £0,3 11,0£1,2 14,9+0,2 14,4+0,3
20 73+0,3 82+0,3 12,4+0,5 11,4+0,4 10,7+0,2
40 4,7+0,1 4,2+0,1 9,4+0,1 7,6 +0,3 6,3+0,3
90 3,0+0,1 1,9+0,0 54+0,1 48+0,1 2,8+0,2
180 24+0,1 1,0+ 0,0 2,9+0,1 3,8+0,0 1,4+0,1
360 2,1+0,1 0,8+ 0,0 1,3+0,1 34+0,0 1,0+ 0,1
1440 2,1+£0,1 0,6+0,1 0,5+0,2 32+0,1 0,8+0,1

4.1.3 Kapaciteta vezave Cu’" na izmenjevalca

Pri koncentraciji izmenjevalcev PO+NaOH+CA in PO+CA 1 g/l smo z veCanjem
koncentracije Cu®" ugotavljali, kaksna je kapaciteta vezave Cu®" ionov na izmenjevalec. V
prilogi F je prikazano povpredje izmerjenih koncentracij nevezanih Cu®’, na sliki 10 pa so
izradunani delezi vezanih Cu™" na izmenjevalca.

Preglednica 10 prikazuje koliko mg Cu®" se veZe iz raztopine na g izmenjevalca.

Izmerjeni pH-ji po kon€anem stresanju so v prilogi G.
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Slika 10: Delez vezanih Cu** (%) iz vodnih raztopin v odvisnosti od zagetne koncentracije Cu*" (50, 100 in
200 mg/l Cu®") pri koncentraciji pseni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA) 1 g/I.

Iz slike 10 in preglednice 10 vidimo, da je imel izmenjevalec PO+NaOH+CA pri pH 5,0
najboljso kapaciteto vezave Cu”". Pri 200 mg Cu®"/l je vezal 62 % Cu”" iz raztopine, kar je
(123,5 + 2,3) mg Cu”*" na g izmenjevalca. Blizu mu je bil izmenjevalec PO+CA pri pH 5.0,
ki je vezal le do 9 % manj Cu®". Pri pH 3,6 je bila kapaciteta vezave za PO+NaOH+CA
precej niZja. Ve&ja je bila zaGetna koncentracija Cu®*, manjsi je bil deleZ vezanih Cu* in
vedja je bila kapaciteta vezave Cu”™ na testirana izmenjevalca.

Preglednica 10: Kapaciteta vezave Cu®" iz vodnih raztopin na pSeniéne otrobe, obdelane z NaOH in
modificirane s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢ne otrobe, modificirane s citronsko kislino
(PO+CA) (Cu*' (mg)/ izm. (g)).

Cu®’ (mg)/(izm. (g))
zaetna konc. Cu?"| PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
(mg/1) pH 3,6 pH 5,0 pH 5,0
50 39.5+ 0.7 462+ 03 442+ 1.7
100 62,2+2,6 86,5+ 8,3 80,1 £2,6
200 75,0+0,4 123,5+23 106,4+ 1,3

Na sliki 11 vidimo, kako se je po stresanju izmenjevalec PO+NaOH+CA pri koncentraciji
Cu”" 100 mg/1 in 200 mg/1 obarval zeleno. Barva je izrazitejsa pri 200 mg/I Cu®".
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Slika 11: Vodni raztopini pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) po stresanju, pri zaetnih pogojih pH 5,0 s 100 mg/I in 200 mg/l Cu*".

V prilogi G vidimo, da se je z vedanjem zaetne koncentracije Cu®" znizal konéni pH
raztopin. Najve&ji padec pH je bil pri pH 3,6 pri koncentraciji Cu®* 200 mg/l, ko je pH
padel na 3,29 £ 0,04, kar je lahko vplivalo na slab§o vezavo Cu*" na izmenjevalec (glej
sliko 7). Pri pH 5,0 so bili padci manjsi in pH-ji Se vedno v obmocju optimalnega
delovanja izmenjevalcev, zato lahko sklepamo, da to ni vplivalo na ucinkovitost
izmenjevalcev.

4.1.4 Vezava majhnih Kkoncentracij Cu**  z razli¢nimi koncentracijami
izmenjevalcev

Pri majhni koncentraciji Cu®" 1 mg/l smo preverili, ali z vetanjem koncentracije
izmenjevalcev PO+NaOH+CA in PO+CA v raztopinah dodatno znizamo koncentracijo
nevezanih Cu®". Zaradi majhnih koncentracij Cu?*, ki jih ASS ne zazna, je bilo potrebno
vzorce koncentrirati (glej 3.3.1.4).

V preglednici 11 so prikazane koncentracije nevezanih Cu®* po stresanju, na sliki 12 pa
vidimo izratunane deleze vezanih Cu’" na izmenjevalca. Izmerjeni pH-ji raztopin po
stresanju so v prilogi H.
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Slika 12: Vpliv koncentracije pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in pseni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA), v vodnih raztopinah, na
vezavo Cu®" z zaGetno koncentracijo 1 mg/I.

Na sliki 12 vidimo, da vecanje koncentracije izmenjevalca pri majhni zacetni koncentraciji
Cu”" ni imelo velikega vpliva na deleZe vezanih Cu®". Najve&ja razlika je pri izmenjevalcu
PO+NaOH+CA pri pH 3,6, ko se delez vezanih Cu®" zvisa iz 91 % pri koncentraciji
izmenjevalca 1 g/l na 95 % pri koncentraciji izmenjevalca 4 g/1.

Preglednica 11: Koncentracija nevezanih Cu®" v vodnih raztopinah p$eni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in
modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino
(PO+CA), z zagetno koncentracijo Cu*" 1 mg/l.

Cu*" (mg/h)*
izmenjevalec | PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
(g/l) pH 3,6 pH 5,0 pH 5,0
1 0,090 + 0,007 0,050 +0,001 | 0,073 +0,001
2 0,061 + 0,002 0,040 0,001 | 0,063 + 0,001
4 0,047 + 0,001 0,035+0,001 | 0,057 + 0,002

* prikazane so izracunane vrednosti ob upostevanju faktorja koncentriranja
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4.1.5 Vezava majhnih koncentracij Cu’* na izmenjevalca v prisotnosti organskih
kislin

Namen eksperimenta je bil ugotoviti, kako prisotnost organskih kislin v velikih
koncentracijah vpliva na vezavo Cu’" na izmenjevalca PO+NaOH+CA in PO+CA. Za
organsko kislino smo izbrali CA, ker se nahaja v vecini sadja in je dober kelator. Stresali
smo pripravljene raztopine z zaetno majhno koncentracijo Cu®* 1 mg/l ter s 3 g/l CA pri
koncentracijah izmenjevalcev 1 g/l, 2 g/l in 4 g/l. V preglednici 12 so prikazane
koncentracije nevezanih Cu®" po koncu stresanja, slika 13 pa prikazuje izradunane deleze
vezanih Cu”” na izmenjevalca. Izmerjeni pH-ji raztopin po stresanju so v prilogi I. V
preglednici 13 so izraduni uéinkovitosti izmenjevalcev za vezavo Cu’’ v prisotnosti CA v
primerjavi z vezavo Cu®" brez dodane CA. U¢inkovitost smo izradunali (enatba 10):

. 2+ . . .. . . .
% vezanih Cu”" v prisotnosti CA _ ucinkovitost  izmenjevalca v

% vezanih Cu’" brez dodane CA prisotnosti organskih kislin (%) ... (10)

Za rezultate deleZa vezanih Cu®" brez dodane CA smo uporabili rezultate, ki so prikazani v
4.1.4.
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Slika 13: Delez vezanih Cu®" v odvisnosti od koncentracije pieniénih otrobov, obdelanih z NaOH in
modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino
(PO+CA), v vodnih raztopinah v prisotnosti 3 g/l citronske kisline.

V prisotnosti 3 g/l CA v raztopinah je bilo vezanje Cu®*" uginkoviteje pri ve&jih
koncentracijah izmenjevalca (slika 13, preglednica 12). Delez vezanih Cu®* se je pri
koncentraciji izmenjevalca 4 g/l v primerjavi z 1 g/l izmenjevalca zvisal pri
PO+NaOH+CA pri pH 3,6 za 36 %, pri pH 5,0 za 41 % ter pri PO+CA pri pH 5,0 za 37 %.
V prisotnosti CA je najslabe vezal Cu®” izmenjevalec PO+CA pri pH 5,0. Najbolje je
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vezal Cu®" izmenjevalec PO+NaOH+CA, ki je pri pH 5,0 s koncentracijo 4 g/l vezal 68 %
na zadetku dodanih Cu**. Njegova u¢inkovitost je bila v primerjavi brez dodane CA 70,2
% (preglednica 13).

Lahko sklepamo, da bi bilo za vezavo Cu®’ v Zivilih z vi§jo vsebnostjo kelatorskih
organskih kislin, smiselna uporaba vecjih koncentracij izmenjevalca (4 g/1), da dosezemo
zadovoljiv ucinek.

Preglednica 12: Koncentracija nevezanih Cu®" (mg/l) v vodnih raztopinah p$eni¢nih otrobov, obdelanih z
NaOH in modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko
kislino (PO+CA) v prisotnosti 3 g/l citronske kisline (PO+CA) in zaetno koncentracijo Cu*" 1 mg/1.

Cu?' (mg/l)
izmenjevalec | PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
g/ pH 3,6 pH 5,0 pH 5,0
1 0,74 +0,02 0,73+ 0,03 0,84 + 0,01
2 0,55+ 0,02 0,50+ 0,01 0,66 + 0,01
4 0,37 + 0,02 0,32 +0,01 0,48 + 0,02

Preglednica 13: Ucinkovitost pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in psenic¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA) v vodnih raztopinah v
prisotnosti 3 g/l citronske kisline (CA) (delez vezanih Cu*" (%) v raztopinah z izmenjevalcema v prisotnosti
3 g/l CA in zagetno konc. Cu®" 1 mg/l, deljeno z delezem vezanih Cu*" (%) v raztopinah z izmenjevalcema
brez dodane CA in zagetno koncentracijo Cu®" 1 mg/l).

(% vezanih Cu®" v prisotnosti CA)/( % vezanih Cu®"
brez dodane CA)
izmenjevalec | PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
(g/) pH 3,6 pH 5,0 pH 5,0
1 29,0 28,5 16,8
2 48,9 51,9 36,6
4 65,8 70,2 55,6

4.1.6 Vezava majhnih koncentracij Cu®*" na izmenjevalca v prisotnosti Ca®

V eksperimentu Ca®" delujejo kot konkurent Cu®* za vezavo na izmenjevalec. Z dodatkom
Ca®" smo simulirali Zivila, v katerih bi prisotni ioni tekmovali z majhnimi koncentracijami
Cu*" za vezavna mesta na izmenjevalcu. Stresali smo pripravljene raztopine z majhno
za&etno koncentracijo Cu®™ 1 mg/l ter s 500 mg/l Ca®" pri koncentracijah izmenjevalcev
PO+NaOH+CA in PO+CA 1 g/1,2 g/l in 4 g/l.

V preglednici 14 so prikazane koncentracije nevezanih Cu®” po koncu stresanja, slika 14 pa
prikazuje izracunane deleze vezanih Cu*" na izmenjevalca. Izmerjeni pH-ji po stresanju
raztopin so v prilogi J. V preglednici 15 so izra¢uni u¢inkovitosti izmenjevalcev za vezavo
Cu”" v prisotnosti Ca®" v primerjavi z vezavo Cu*" brez dodanih Ca*". Uginkovitost smo
izraCunali (enacba 11):

. 2+ . . 2+ V. . . .
% vezanih Cu™" v prisotnosti Ca ucinkovitost izmenjevalca

% vezanih Cu’" brez dodanih Ca’* Vv prisotnosti Ca’* (%)

)

Za rezultate deleZa vezanih Cu®" brez dodanih Ca*" smo uporabili rezultate, ki so prikazani
v4.14.
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Slika 14: Delez vezanih Cu®" na pSeniéne otrobe, obdelane z NaOH in modificirane s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in p3eniéne otrobe, modificirane s citronsko kislino (PO+CA), v prisotnosti 500 mg/l Ca®".

V prisotnosti 500 mg/l Ca*" se je deleZ vezanih Cu®" pri koncentraciji izmenjevalca 4 g/l v
primerjavi z 1 g/l izmenjevalca zvisal pri PO+NaOH+CA pri pH 3,6 za 21 %, pri pH 5,0 za
11 % ter pri PO+CA pri pH 5,0 za 5 %. Lahko trdimo, da pri izmenjevalcu PO+CA pri pH
5,0, vecanje koncentracije le-tega ni imelo ve&jega vpliva na uginkovitost vezanja Cu®” v
prisotnosti dodanih Ca®**. To vidimo tudi iz preglednice 14. Pri izmenjevalcu
PO+NaOH+CA se je pri koncentraciji izmenjevalca 4 g/l v primerjavi z 1 g/l izmenjevalca
poveéala uginkovitost pri pH 3,6 za 19,0 %, pri pH 5,0 pa za 10,1 %. Ce primerjamo
preglednico 15 s preglednico 13 opazimo, da je bil izmenjevalec PO+CA v prisotnosti Ca*"
precej bolj ucinkovit kot v prisotnosti CA. Pri koncentraciji izmenjevalca 1 g/l je imel
izmenjevalec PO+CA pri pH 5,0 kar 80,7 % ucinkovitost in je vezal 75 % zacetnih

dodanih Cu®". Moramo pa upostevati, da je pri tej meritvi odklon velik in dobljeni izrauni
niso zanesljivi.

Preglednica 14: Koncentracija nevezanih Cu®" (mg/l) v vodnih raztopinah pseni¢nih otrobov, obdelanih z
NaOH in modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko
kislino (PO+CA), v prisotnosti 500 mg/l Ca*" in za¢etno koncentracijo Cu*" 1 mg/I.

Cu*' (mg/l) *
izmenjevalec | PO+NaOH+CA | PO+NaOH-+CA PO+CA
(g/l) pH 3,6 pH 5,0 pH 5,0
1 0,46 + 0,01 0,27 £ 0,02 0,25+ 0,04
2 0,37+ 0,01 0,23 +£0,01 0,25+0,01
4 0,25+ 0,01 0,16 £ 0,01 0,20 £ 0,01
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Preglednica 15: Uc€inkovitost pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA), v vodnih raztopinah, v
prisotnosti 500 mg/l Ca®* (delez vezanih Cu*" (%) v raztopinah z izmenjevalcema v prisotnosti 500 mg/I Ca*
in zacetno koncentracijo Cu*" 1 mg/l, deljeno z delezem vezanih Cu®" (%) v raztopinah z izmenjevalcema
brez dodanih Ca®" in zaGetno koncentracijo Cu®* 1 mg/l).

(% vezanih Cu*" v prisotnosti Ca*")/( % vezanih Cu*"
brez dodanih Ca®")
izmenjevalec | PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
(g/) pH 3.6 pH 5,0 pH 5,0
1 59,6 76,6 80,7
2 67,7 80,0 79,6
4 78,6 86,7 85,2

4.1.7 Vezava Cu’" na izmenjevalec, obdelan z NaOH in modificiran s citronsko
kislino, v jabolénem soku

Preverili smo, kako na§ izmenjevalec deluje v Zivilu. Izbrali smo pakiran 100 % jabol¢ni
sok. Za izvedbo eksperimenta smo uporabili izmenjevalec PO+NaOH+CA, ki je v
prejsnjih eksperimentih pokazal najboljSe rezultate.
Za stresanje smo pripravili Stiri osnovne raztopine jabol¢nega soka:

1. brez dodatkov (JS),

2. z dodatkom izmenjevalca (JS+I),

3. z dodatkom Cu®" (JS+Cu®"),

4. z dodatkom Cu®" in izmenjevalca (JS+Cu®"+1),
katerim smo po vzorcenju izmerili pH-je (priloga I, J, K). Meritve smo izvedli na jabol¢nih
sokovih iz treh embalaznih enot. Vrednost pH jabol¢nih sokov pred stresanjem je bil 3,47.
V preglednici 16 so povpregja nevezanih Cu*v raztopinah po stresanju.
Preglednica 16: Povpreje nevezanih Cu** (mg/l) v raztopinah jabolénih sokov iz treh embalaznih enot brez
dodatkov (JS), z dodatkom izmenjevalca (JS+I); z dodatkom Cu®* (JS+Cu®") in z dodatkom Cu*' in

izmenjevalca (JS+Cu”"+I), po stresanju (180 min) s p§eni¢nimi otrobi, obdelanimi z NaOH in modificiranimi
s citronsko kislino (PO+NaOH+CA).

raztopine jabolénega soka Cu?' (mg/l)
JS 0,10+ 0,01
JS+I 0,09 +£0,01
JS+Cu*" 1,10 + 0,09
JS+Cu*'+1 0,86 +0,11

Jaboléni sokovi so imeli v povpredju (0,10 + 0,01) mg/l Cu*" ionov. Po stresanju z
izmenjevalcem pa so imeli v povpre&ju (0,09 + 0,01) mg/l Cu*” kar nakazuje, da je
izmenjevalec iz sokov vezal 10 % Cu®" (preglednica 16). V raztopinah s dodatkom 1 mg/I
Cu”" je od zacetnih (1,10 £ 0,09) mg/l skupnih Cu*" ostalo (0,86 + 0,11) mg/I skupnih Cu**
kar nakazuje, da je izmenjevalec vezal 22 % Cu®". Koncentracije Cu®” v jabol¢nih
raztopinah so bile na meji detekcije, zato tudi rezultati niso zanesljivi.
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4.2 VPLIV IZMENJEVALCA, OBDELANEGA Z NaOH IN MODIFICIRANEGA S
CITRONSKO KISLINO, DODATKA Cu®*" IN ASKORBINSKE KISLINE NA
BARVO JABOLCNEGA SOKA

Z namenom spremljati potek neencimskega porjavenja smo osmim raztopinam jabol¢nega
soka z razli¢nimi dodatki (JS, JSTAA, JS+I, JS+HI+AA, JS+Cu®", JS+Cu*+AA, JS+Cu* ™1,
JS+Cu*+I+AA) (glej 3.3.2) v PP kivetah na UV-Vis spektrofotometru merili absorbanco.
1. embalazne enote 3. in 7. dan, pri soku iz 2. embalaZne enote pa 3. in 11. dan.

V preglednici 17 vidimo absorbance jabol¢nih raztopin pri 420 nm. Slika 15 prikazuje
absorbance raztopin 0 in Cu?" soka iz 1. embalazne enote med 360 in 480 nm. Pri teh
raztopinah smo absorbance zaletnega dneva odSteli od absorbanc naslednjih dni in
rezultate prikazali v diferenénem grafu (slika 16). Za sok iz 2. embalazne enote so rezultati
prikazani v prilogi L in M.

Preglednica 17: Absorbance pri 420 nm za raztopine jabol¢nih sokov iz 1. in 2. embalazne enote, glede na
razlicne dodatke, po stresanju (180 min) s pSeni¢nimi otrobi, modificiranimi s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA).

raztopine

soka 1.| IS® | IS+AAC | JSHI @ | JS+I+ IS+ IS+Cu*+ | IS+CuF+ | JS+CuF 1+
embalaZne AA® Cu*'® AA®© 17 AA®
enote )

dan 0 0,370 | 0,361 0,376 0,365 0,360 0,350 0,372 0,353

3. dan 0,642 | 0,614 0,680 0,657 0,458 0,455 0,483 0,474

7. dan 0,733 0,732 0,752 0,748 0,512 0,534 0,533 0,555
raztopine

soka 2. IS JS+AA IS+ JS+HI+ IS+ IS+Cu*+ | IS+Cu¥+ | JS+CuP+I+
embalazne AA cu® AA 1 AA
enote )

dan 0 0,366 | 0,355 0,369 0,366 0,367 0,362 0,373 0,365

3. dan 0,584 | 0,520 0,638 0,573 0,441 0,452 0,466 0,454
11. dan 0,712 | 0,709 0,742 0,767 0,571 0,602 0,586 0,594

() raztopina jabolénega soka brez dodatkov

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom askorbinske kisline*

®) raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline

© raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu**

© raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in askorbinske kisline

O raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in izmenjevalca

® raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®’, izmenjevalca in askorbinske kisline

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino, dodana po stresanju

Na zacetni dan so imele raztopine jabol¢nih sokov pri 420 nm priblizno isto absorbanco. 3.
dan so imele raztopine z dodatkom Cu®" pri soku iz 1. in 2. embalaZne enote niZje
absorbance v primerjavi z raztopinami brez dodatka Cu®". Tako je imela raztopina JS+Cu**
pri soku iz 1. embalazne enote absorbanco 0,458, raztopina JS pa 0,642 (preglednica 13).
Po 3. dnevu so se razlike povecale. Pri soku iz 1. embalazne enote je imela raztopina
JS+Cu®" 7. dan aborbanco 0,512, raztopina JS pa absorbanco 0,733. Pri obeh sokovih je
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imela najniZjo absorbanco raztopina JS+Cu”", najvi§ji pa raztopini JS+I in JS+I+AA. V
raztopinah z izmenjevalci so bile absorbance, v primerjavi s pari raztopin brez
izmenjevalcev, vi§je (npr. JS+Cu®" nasproti JS+Cu?™+1).

dan 0, JS
dan 0, JS+Cu2+
— — dan 3, JS
— — dan 3, JS+Cu2+
- ===dan?7,JS
- - - =dan 7,JS+ Cu2+

360 380 400 420 440 460 480

Slika 15: Barvni spekter raztopin jabolénega soka iz 1. embalazne enote z dodatkom Cu®" (JS+Cu*") in brez
dodatkov (JS) (zacetni, 3. in 7. dan).

Na sliki 15 vidimo prikaz barvnih spektrov raztopin JS in JS+Cu®". Na za&etni dan (dan 0)
sta se spektra raztopin prekrivala. 3. dan je imela raztopina JS v primerjavi z raztopino
JS+Cu®" vije absorbance. 7 dan je bila razlika absorbanc med JS+Cu®" in JS $e vegja.
Razlika je bila vidna tudi s prostim otesom na vzorcih. Raztopina JS+Cu®* je bila v
primerjavi z raztopino JS svetlejsa.
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Slika 16: Diferenéni graf raztopin jabolénega iz 1. embalazne enote z dodatkom Cu®* (JS+Cu®") in brez
dodatkov (JS) (razlika absorbanc tretjega in zacetnega dneva ter sedmega in zacetnega dneva).
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Razlike absorbanc so imele za raztopino JS vrhova pri 380 in 440 nm, medtem ko je imela
raztopina JS+Cu”" vrh samo pri 380 nm. 7. dan, so se razlike v absorbancah $e povecale.

V nasprotju s splo§nim prepri¢anjem so rezultati v na§em primeru pokazali, da Cu®*" zavira
neencimsko porjavenje. Iz slike 16 lahko sklepamo, da je Cu*" upodasnjeval nastanek
snovi, ki imajo absorpcijski maksimum pri 380 in 440 nm.

4.2.1 Barva jabol¢nega soka po sedmih mesecih skladis¢enja

Po sedmih mesecih skladis¢enja raztopin jabol¢nega soka (1. mesec pri 55 °C, nato pri
sobni temperaturi) smo s prostim ofesom ocenili spremembo barve. Na sliki 17 so
prikazane raztopine jabol¢nega soka JS, JS+AA, JS+I, JS+I+AA, na sliki 18 pa raztopine
JS, IS+Cu®', JS+Cu* +AA, JS+Cu®'+1, JS+Cu’ +I+AA in JS+I.

Slika 17: Raztopine jabol¢nega soka glede na razlicne dodatke (od leve proti desni: brez dodatkov (JS); z
dodatkom askorbinske kisline* (JS+AA); z dodatkom izmenjevalca (JS+I); z dodatkom izmenjevalca in
askorbinske kisline (JS+I+AA)) po 7 mesecih skladiscenja.

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino, dodana po stresanju
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Slika 18: Raztopine jabolénega soka glede na razliéne dodatke (od leve proti desni: brez dodatkov (JS); z
dodatkom Cu*" (JS+Cu*"); z dodatkom Cu”" in z dodatkom askorbinske kisline* (JS+Cu®*+AA); z dodatkom
Cu*" in izmenjevalca (JS+Cu®'+1); z dodatkom Cu*', izmenjevalca in askorbinske kisline (JS+Cu*+I+AA); z
dodatkom izmenjevalca (JS+I)) po 7 mesecih skladi$cenja.

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino, dodana po stresanju

Iz slike 17 in 18 vidimo, da so po 7 mesecih skladiS¢enja raztopine jabol¢nega soka z
dodatkom Cu®" postale temnejse od raztopin brez dodatka Cu’". Raztopini JS+I in
JS+I+AA sta bili za odtenek svetlejsi kot raztopini JS in JS+AA (slika 17). Raztopine brez
dodatka Cu®" so imele opazno usedlino. Dolgoro¢no je dodatek Cu®" slabo vplival na
barvo. Najmanj pa sta potemneli raztopini z dodatkom izmenjevalca (JS+I in JS+I+AA).

4.3 VPLIV IZMENJEVALCA, OBDELANEGA Z NaOH IN MODIFICIRANEGA S
CITRONSKO KISLINO, DODATKA Cu*" IN ASKORBINSKE KISLINE NA
SKUPNO ANTIOKSIDATIVNO AKTIVNOST JABOLCNEGA SOKA

Kako izmenjevalec z vezanjem Cu’" vpliva na skupno antioksidativno aktivnost v
raztopinah jabol¢nega soka z razlicnimi dodatki (JS, JS+AA, JS+I, JS+I+AA, JS+Cu2+,
JS+Cu>+AA, JS+Cu®™+I, JS+Cu’'+I+AA), smo ugotavljali z merjenjem skupnih
antioksidantov s spektrofotometricno metodo z uporabo Folin-Ciocalteaujevega (F-C)
reagenta.

Slika 19 in preglednica 18 prikazujeta skupne antioksidante za posamezne raztopine
jabolcnega soka iz 1. embalazne enote tekom cCasa izraZzene kot ekvivalent mmol/l
klorogenske kisline. Rezultati za raztopine jabol¢nega soka iz 2. embalazne enote so
prikazani v prilogi M.
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Slika 19: Skupni antioksidanti (ekvivalent klorogenske kisline (mmol/l)) v osmih raztopinah jabol¢nega soka
iz 1. embalazne enote.

(1) raztopina jabol¢nega soka brez dodatkov

(2) raztopina jabol¢nega soka z dodatkom askorbinske kisline*

(3) raztopina jabol¢nega soka z dodatkom izmenjevalca

(4) raztopina jabol¢nega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline

(5) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu?**

(6) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in askorbinske kisline

(7) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu?* in izmenjevalca

(8) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®’, izmenjevalca in askorbinske kisline

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino, dodana po stresanju

Na zacetni dan priprav raztopin jabol¢nega soka iz 1. embalazne enote je opazna razlika v
skupnih antioksidantih med raztopinami z dodano AA po stresanju (od 1,86 do 1,91 mol/l
klorogenske kisline) in raztopinami brez (od 1,45 do 1,50 mmol/l klorogenske kisline). 3.
dan se je koncentracija skupnih antioksidantov znizala na 1,32 do 1,39 mmol/l klorogenske
kisline, le raztopini JS+Cu®+AA in JS+Cu>+I+AA sta izstopali z 1,50 in 1,49 mmol/l
klorogenske kisline. Raztopina JS+Cu®*+I+AA je imela 7. dan tudi vi§je skupne
antioksidante od ostalih raztopin. Ce na sliki 19 primerjamo pare rdecih (z dodatkom Cu”")
in modrih (brez dodatka Cu®") stolpcev na posamezen dan, opazimo, da je v paru vedno
vi§ji rdedi stolpec. Se pravi, da imajo v parih raztopine z dodatkom Cu*" vedno ve&je
koncentracije skupnih antioksidantov, vendar so razlike v koncentracijah zelo majhne
(slika 19, preglednica 18).
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Preglednica 18: Skupni antioksidanti (ekvivalent klorogenske kisline (mmol/l)) raztopin jabol¢nega soka z
razli¢nimi dodatki iz 1. embalazne enote.

lorogenska kislina
mmol/l)
raztopine dan 0** dan3 dan 7
JS+Cu** @ 1,50 1,35+ 0,04 1,32 + 0,06
JIS+Cu® + AA© 1,86 1,50 £ 0,04 1,41 £0,03
IS+Cu? +17 1,49 1,39 £ 0,04 1,39 £ 0,03
IS+Cu* + T+ AA ® 1,91 1,49 + 0,05 1,50 + 0,02
JsW 1,46 1,32 + 0,03 1,30 + 0,02
JS+AA® 1,89 1,38 + 0,04 1,37+ 0,01
IS+ ® 1,45 1,32 £0,01 1,31 £0,01
JSHI + AA® 1,88 1,37 + 0,02 1,37 £ 0,05

U raztopina jabolénega soka brez dodatkov

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom askorbinske kisline*

@) raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline

©) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu*"

© raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in askorbinske kisline

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in izmenjevalca

® raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu*’, izmenjevalca in askorbinske kisline

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino, dodana po stresanju
** na zaCetni dan pri merjenju skupnih antioksidantov v raztopinah jabolCnega soka nismo pripravili dveh
paralelk

4.4 VPLIV IZMENJEVALCA, OBDELANEGA Z NaOH IN MODIFICIRANEGA S
CITRONSKO KISLINO IN DODATKA Cu*" NA STABILNOST ASKORBINSKE
KISLINE V JABOLCNEM SOKU

Namen eksperimenta je bil ugotoviti, kako izmenjevalec z vezavo Ccu* vpliva na
obstojnost AA v jabol¢nem soku. Zato smo osnovnim S§tirim raztopinam jabol¢nega soka
(JS, JS+I, JS+Cu”", JS+Cu**+]) dodali sveZe pripravljeno AA ter spremljali razpad le-te.
Zacetna koncentracija AA v raztopinah je bila 100 mg/l. Slika 20 (priloga O) prikazuje
deleze neoksidirane AA tekom casa.
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Slika 20: Kinetika razpada askorbinske kisline (% glede na zacetno koncentracijo) v raztopinah jabol¢nega
soka (JSTAA O, JS+I+AA @, JS+Cu*+AA @ in JS+Cu*'+I+AA @) iz 3. embalazne enote z dodano
askorbinsko kislino (AA).

() raztopina jabolénega soka z dodatkom askorbinske kisline

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline

®) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®" in askorbinske kisline

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu*", izmenjevalca in askorbinske kisline

Po dodatku AA raztopinam je le-ta razpadla v 16 urah. Pri raztopinah brez dodatka Cu*" je
bil razpad pocasne;jsi (slika 20, priloga O). [zmenjevalec ni imel vecjega vpliva na razpad
AA.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Iz pSenicnih otrobov smo z obdelavo s H,SO4 in NaOH ter z modifikacijo s CA pripravili
razli¢ne ionske izmenjevalce. Izkoristki pri pripravi izmenjevalcev so bili zelo razli¢ni
(priloga A). Pri otrobih, modificiranih s CA, so bili izkoristki nad 100 %. Lahko sklepamo,
da je to posledica vezane CA, ki je poveCala tezo otrobom. Pri izmenjevalcu
PO+NaOH+CA je bil izkoristek najvecji (149 %), verjetno ker je predhodna obdelava z
NaOH dala ve¢ prostih mest za vezavo CA na hidroksilne skupine polisaharidov. Pri
otrobih, obdelanih samo z NaOH, je bil izkoristek samo 26 %, ker je prihajalo do velikih
1zgub pri spiranju, stiskanju in dekantiranju.

Otrobi, modificirani s CA, so imeli optimalno obmod&je vezave Cu®" pri pH 5,0 (slika 7),
kar se ujema tudi z rezultati drugih raziskav (Low in sod., 2004; Sessa in Wing, 1999).
Lahko predpostavljamo, da se je tem izmenjevalcem pri pH pod 3,5 zmoZnost vezave zelo
zmanjgala, ker so vodikovi ioni obdali povrsino izmenjevalcev in otezili dostop Cu®* do
vezavnih mest (Low in sod., 2004). Tudi pK,; za CA je 3,15, zato je pri pH pod 3,5 malo
karboksilnih skupin ioniziranih. pKs CA je 4,77, pKas pa 6,40, zato bi se moralo z
visanjem pH ionizirati vedno ve¢ karboksilnih skupin in izmenjevalec bi moral vezati vec
Cu?". Pri pH 6,7 so izmenjevalci, modificirani s CA, slabSe vezali Cu”", vendar so lahko ti
rezultati nepravilni, saj smo opazili, da je kinetika vezave pri tem pH-ju pocasnejsa in je
bilo zato 90 minut stresanja premalo, da bi dosegli ravnotezno stanje. Pri otrobih, ki niso
bili obdelani s CA, se je deleZ vezanih Cu®" vedal s pH-jem. Izmenjevalec PO+H,SO; je v
primerjavi z izmenjevalcem PO+NaOH pokazal boljSe rezultate pri pH nad 4. Ravat in sod.
(1999) ter Ozer in sod. (2003), ki so karakterizirali dehidrirane p$eni¢ne otrobe s HSOy4, so
prav tako ugotovili, da se vezanje Cu*" na pripravljene materiale veta z visanjem pH.
Dehidrirani otrobi imajo dva vecja tipa funkcionalnih skupin, ki lahko vezejo kovinske
ione: karboksilne in fenolne funkcionalne skupine. Lignin je bogat s fenolnimi spojinami,
vsebuje pa malo karboksilnih skupin (Ravat in sod., 1999). Mogoce se z visanjem pH
fenolne skupine ionizirajo in veZejo Cu®*. Pri pH 6,7 je morda prislo do delnega usedanja
Cu®’ v obliki bakrovega hidroksida, kateremu se z viSanjem pH topnost manj$a (Low in
sod., 2004; Ravat in sod., 1999), zato so lahko podatki pri tem pH artefakti.

Izmenjevalca PO+NaOH+CA in PO+CA sta imela pri razliénih pH priblizno enako
kinetiko vezave Cu®" iz raztopin (slika 8 in 9). Le pri izmenjevalcu PO+NaOH+CA pri pH
6,7 je bila kinetika podasnej$a. V prvih minutah so koncentracije nevezanega Cu”" celo
narascale (preglednica 9). Vzrok za takSno delovanje izmenjevalca je lahko kompleksen in
se naslanja na ve¢ dejavnikov, kot je topnost Cu*" in nihanje pH-ja kot posledica obarjanja
Cu®’ in vezanja Cu®" na izmenjevalec in s tem spro$¢anja vodikovih ionov v raztopino
(Low in sod., 2004; Toles in sod., 1997; Ravat in sod., 1999). Rezultati iz tega
eksperimenta so pokazali, da 90 minut stresanja ni dovolj, zato smo podaljsali Cas stresanja
na 180 min, saj je iz slike razvidno, da so se delezi vezanega Cu®" po tem &asu le malo
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spreminjali. Ker nas je zanimalo predvsem delovanje izmenjevalcev v rahlo kislem
obmocju, nismo vec izvajali eksperimentov pri pH 6,7.

Iz slike 10 in preglednice 10 vidimo, da je imel izmenjevalec PO+NaOH+CA s
koncentracijo 1 g/l (pH 5,0) najboljso kapaciteto vezave Cu”". Pri koncentraciji Cu>” 200
mg/l je vezal 62 % Cu®" iz raztopine, kar je (123,5 + 2,3) mg Cu*’ na g izmenjevalca. Za
primerjavo lahko vidimo, da je kombinacija modificiranih materialov lan/bombaz : 75/25
pri raziskovanju Marshall in sod. (2006) s koncentracijo 10 g/I, pri 300 mg/I ali 600 mg/1
Cu?", pri pH 4,8 vezala (73,7 + 3,8) mg Cu’" na g izmenjevalca. Moramo upostevati, da so
bili v tem raziskovanju materiali modificirani z 0,6 mol/l CA, medtem ko v nasem primeru
pa z 1 mol/l CA. PrejSnje raziskave so pokazale, da pri vec¢ji koncentraciji CA, ki jo
uporabimo za modificiranje materialov, dosezemo ve¢jo kapaciteto vezave na
izmenjevalec. Kapaciteta vezave pri sojinih tropinah modificiranih z 1,2 mol/l CA je bila
(155,1 + 4,4) mg Cu®" na g izmenjevalca (Marshall in sod., 1999), pogoji eksperimenta pa
so bili enaki kot pri raziskovanju Marshall in sod. (2006). Sessa in Wing (1999) sta
pripravila ionski izmenjevalec iz posusenih zrn koruze po destilaciji. Zrna sta modificirala
s CA. Pri koncentraciji izmenjevalca 10 g/l, 100 mg/l Cu*" in pH 4,5 je izmenjevalec vezal
(66,1 £ 9,5) mg Cu”" na g izmenjevalca. Padec kapacitete vezave je bil najbolj opazen pri
pH 3,6, kar je najverjetneje posledica tega, da je pri tem pH-ju najmanj ioniziranih skupin.

Pri majhni koncentraciji Cu”” 1 mg/l sta izmenjevalca PO+NaOH+CA in PO+CA ne glede
na pH uéinkovito vezala Cu®™, in sicer od 91 % do 97 % (slika 12). Ve&anje koncentracije
izmenjevalcev ni imelo velikega vpliva na deleZe vezanih Cu”". Za bolj kvalitetne rezultate
bi potrebovali boljSi instrument z nizjo mejo detekcije, saj smo pri tem eksperimentu
morali vzorce koncentrirati, kar je zagotovo vplivalo na pravilnost meritev.

CA je prisotna v zivilskih matriksih, predvsem sadju. Ker je dober kelator, smo preverili,
ali bi lahko konkurirala izmenjevalcu za vezavo Cu*". v prisotnosti proste CA sta tako
izmenjevalca slabse vezala Cu®" (slika 13, preglednica 12). U&inkovitost izmenjevalca
PO+NaOH+CA je bila pri koncentraciji 1 g/l in pH 5,0 le 28,5 % v primerjavi z
izmenjevalcem brez dodane proste CA (preglednica 13). Vezanje Cu®" je bilo uéinkoviteje
pri vec¢jih koncentracijah izmenjevalca (slika 13, preglednica 12). Iz rezultatov lahko
sklepamo, da imata izmenjevalca ve&jo afiniteto do Cu®" kot prosta CA. To vidimo, ko je
bilo pri koncentraciji izmenjevalca PO+NaOH+CA 2 g/l z dodatkom CA 3 g/l, vezanih
priblizno 50 % Cu”' na izmenjevalec, Geprav je bila koncentracija CA na izmenjevalcu
zagotovo precej manja kot pa koncentracija proste CA. Lahko se Cu®" moéneje veZejo na
CA vezano na izmenjevalcu kot na prosto CA ali pa se je CA kovalentno vezani na
izmenjevalec spremenil pKa in ima pri dolo¢enem pH ve€ ioniziranih karboksilnih skupin
kot prosta CA. Dobro bi bilo dolociti dejanski delez CA, vezane na izmenjevalec npr.
titrimetricno. Znani koncentraciji izmenjevalca v MQ vodi bi dodali doloceno koli¢ino
NaOH. pH ne bi smel presegati 10,5, saj bi lahko prihajalo do deesterifikacije CA na
izmenjevalcu. Po vzpostavljenem ravnoteZju bi titrirali raztopini s HCI do nevtralizacije
(Sessa in Wing , 1999). Kot standard bi vzeli CA. Kot kontrolo bi imeli izmenjevalec
NaOH.

Prisotnost Ca®* v raztopini je na izmenjevalca PO+CA in PO+NaOH+CA drugage vplivala
kot pa prisotnost CA (sliki 13 in 14). Opazno je, da so imeli Ca*" vegji vpliv na vezavo
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Cu’’ pri izmenjevalcu PO+NaOH+CA (pH 3,6) kot pri izmenjevalcu PO+CA (pH 5,0).
Morda ima izmenjevalec PO+CA pri pH 5,0 Se kakSna druga vezavna mesta (npr. proteine)
za vezavo Ca’", tako da je bila koncentracija Ca*" v raztopini manj3a in je ta manj vplival
na vezavo Cu®". Ce bi dologili koncentracijo prostega Ca*" po dodatku izmenjevalcev, bi
morda lahko to hipotezo potrdili.

Izbran izmenjevalec PO+NaOH+CA, ki je pokazal najboljSe rezultate, smo preizkusili na
jabolénem soku. Jaboléni sok je vseboval zelo malo Cu*™ (0,10 + 0,01) mg/l (preglednica
16), kar je na meji detekcije za ASS. Za bolj natan¢ne meritve pri tem eksperimentu bi
potrebovali bolj$o metodo ali bolj§i instrument za merjenje Cu”". Je pa izmerjena vrednost
po dodatku ustrezala dejanskemu dodatku Cu®" 1 mg/l. Z izmenjevalcem smo uspeli vezati
pri sokovih z dodatkom Cu®" 22 % le-tega, pri sokovih brez dodatka Cu®" pa 10 % Cu*".
Vzroki za tako majhne vezave so lahko prisotna CA in ostali kovinski ioni v jabol¢nem
soku, ki vplivajo na vezavo Cu*" na izmenjevalec ter nekoliko nizji pH soka (3,47), kot je
bil tisti, pri katerem smo delali v modelnih raztopinah.

Pri¢akovali smo, da bo Cu’" zaradi pospeSevanja oksidacije pospesil neencimsko
porjavenje jabol¢nega soka. Raziskave so bile Ze narejene na modelnih raztopinah (Es-Safi
in sod., 2002; Giilsen in sod., 2006) in ugotovili so, da so reakcije porjavenja ob prisotnosti
Ccu* potekale intenzivneje. Znano je tudi, da se polifenoli v sadnih produktih med
staranjem spreminjajo v reakcijah oksidacij in polimerizacij, ki med drugim vodijo tudi do
porjavenja. V prvih dneh skladiS¢enja jabol¢nega soka pri 55 °C so rezultati meritev
absorbanc pokazali, da je dodatek Cu’" v veliki meri upoasnjeval porjavenje soka
(preglednica 17, slika 15). Viden je bil tudi ucinek izmenjevalca, ki smo ga dodali v
jabol¢ni sok. Tako je bila v primerih z dodanim izmenjevalcem in posledi¢no najmanjso
koncentracijo Cu®" hitrost porjavenja najve¢ja. Dodatek AA ni znagilno vplival na hitrost
porjavenja. Po ve& mesecih skladis¢enja pa so sokovi, katerim je bil dodan Cu®", postali
temne;jsi (slika 17 in 18). Pri sokovih brez dodatka Cu®" pa se je pojavila oborina. Lahko bi
preverili, kako bi potekalo porjavenje pri nizjih oziroma visjih (pasterizacija) temperaturah
skladis¢enja. Potrebno bi bilo tudi identificirati, katere so barvne komponente, ki so hitreje
nastajale, ko je bilo prisotnega manj Cu>". To bi lahko naredili s pomo&jo HPLC. Iz slike
16 lahko bi lahko sklepali, da so snovi, ki so hitreje nastajale brez prisotnosti dodanih Cu**
imele absorpcijske maksimume pri 380 in 440 nm. Morda je Cu®" inhibiral polimerizacijo
barvnih komponent soka, ki so na za¢etku v sokovih brez dodatka Cu®" temneje obarvale
sok, kasneje pa so se ti polimeri oborili, medtem ko so nastale barvne komponente v
sokovih z dodatkom Cu®*" ostale topne. Za bolj podrobno 3tudijo bi morali spremljati
obarvanost in antioksidante med celotnim skladis§¢enjem.

Dodatek Cu®" ni vplival na zmanj$evanje vsebnosti antioksidantov v jabolénem soku. Med
7- oziroma 11-dnevnim skladis¢enjem pri 55 °C (slika 19, preglednica 18, priloga M) se
vsebnost antioksidantov ni bistveno spremenila. Izjema so raztopine soka, katerim smo
dodali AA. Pri teh raztopinah smo opazili hitro zmanjSevanje antioksidativne aktivnosti.
Pri spremljanju kinetike razpada dodane AA v raztopinah jabol¢nega soka, se je AA
oksidirala v 16 urah, tako v primerih, ko smo dodali Cu2+, ali ko jih nismo (slika 20,
priloga O). To se tudi ujema z raziskovanjem Poredos (2006), kjer se je 528 mg/l AA pri
pH 3 in ob prisotnosti 0,6 mg/l Cu*" oksidiralo v roku 24 ur. V nasem primeru so
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oksidacijo pospesile $e druge prisotne kovine. V primerih, ko smo dodali Cu®" je
oksidacija potekala hitreje. [zmenjevalec ni imel ve¢jega vpliva.

Kljub relativno majhnim razlikam med posameznimi meritvami pa je zanimivo, da smo v
primerljivih parih (z in brez dodatka Cu*") po koncu inkubacije dolo¢ili ve&jo
antioksidativno aktivnost v primerih, ko so bili dodani Cu** (slika 19, preglednica 18,
priloga M). Da bi to zanesljivo potrdili, bi morali pripraviti ve¢ paralelk.
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5.2 SKLEPI

Na osnovi opravljenega dela lahko povzamemo naslednje sklepe:

48

e Otrobi, modificirani s CA, so bili v rahlo kislem obmoc¢ju pH bolj u¢inkoviti kot
ostali izmenjevalci. Lahko sklepamo, da je to posledica karboksilnih funkcionalnih
skupin, ki so jih otrobi pridobili s kovalentnim vezanjem CA. Optimalen pH za

vezavo Cu”" je bil pri pH 5,0, kjer so vezali od 84 % do 92 % Cu®".

e Ucinkovitost otrobov, ki niso bili obdelani s CA, se je vecala s pH. Pri pH 6,7 so
vezali od 79 % do 94 % Cu*". Pri tem pH je morda prislo do delnega usedanja Cu*"

v obliki bakrovega hidroksida, zato so lahko podatki pri tem pH artefakti.

e Izmenjevalca PO+NaOH+CA in PO+CA sta imela pri pH 3,6 in pH 5,0 priblizno
enako kinetiko vezave Cu®" iz raztopin. Pri izmenjevalcu PO+NaOH+CA (pH 6,7)

je bila kinetika pocasnejsa.

e Izmenjevalec PO+NaOH+CA (pH 5,0) je imel najboljio kapaciteto vezave Cu®".
Vedjo kapaciteto vezave smo dosegli pri ve&ji koncentraciji Cu®*. Pri koncentraciji
Cu®" 200 mg/l je vezal (123,5 + 2,3) mg Cu”" na g izmenjevalca. Pri pH 3,6 je bila
kapaciteta vezave precej nizja, kar je najverjetneje posledica tega, da je pri tem pH

manj ioniziranih karboksilnih skupin.

e Pri majhni koncentraciji Cu*” 1 mg/I sta izmenjevalca PO+NaOH+CA in PO+ CA,
ne glede na pH, uinkovito vezala Cu®’. Velanje koncentracije izmenjevalcev ni

imelo vecjega vpliva.

e V prisotnosti proste CA, ki je dober kelator kovinskih ionov, sta izmenjevalca
slabSe vezala. Najbolj ucinkovit je bil izmenjevalec PO+NaOH+CA (pH 5,0).
Vezanje Cu®" je bilo uéinkoviteje pri ve&jih koncentracijah izmenjevalca.

Izmenjevalca sta imela vegjo afiniteto do Cu®* kot prosta CA.

. 24 . o .- . . . . .. . .
e Prisotnost Ca” je zmanjSala u¢inkovitost izmenjevalcev, saj so ti ioni tekmovali z
Cu®" za vezavna mesta. NajboljSe rezultate je pokazal izmenjevalec
PO+NaOH+CA (pH 5,0). Kljub precej vi§ji koncentraciji Ca®" v primerjavi s

koncentracijo Cu”" je uspel pri 4 g/l izmenjevalca vezati 84 % Cu®".

e Izmenjevalec PO+NaOH+CA je iz jabolénega soka s majhno koncentracijo Cu**
(0,10 mg/l) uspel vezati 10 % Cu*". Vzroki za tako majhne vezave so lahko
prisotna CA in ostali kovinski ioni v jabolénem soku, ki vplivajo na vezavo Cu®" na
izmenjevalec in nekoliko nizji pH soka (3,47), kot je bil tisti, pri katerem smo

delali v modelnih raztopinah.

e V prvih dneh skladis¢enja jabolénega soka pri 55 °C , je dodatek Cu®* v jabolénih
raztopinah v veliki meri upocasnjeval porjavenje soka. V primerih z dodanim
izmenjevalcem in poslediéno najmanj$o koncentracijo Cu®" je bila hitrost
porjavenja najvecja. Dodatek AA ni znacilno vplival na hitrost porjavenja. Med
veémeseénim skladidenja pa so sokovi, katerim je bil dodan Cu®", postali temnejsi.
Pri sokovih brez dodatka Cu®" se je pojavila oborina. Za bolj podrobno analizo bi

morali spremljati absorbance in antioksidante med celotnim skladi$¢enjem.



Ban A. Priprava in karakterizacija ionskih izmenjevalcev iz odpadnih rastlinskih materialov za vezavo Cu** iz vodnih raztopin. 49
Diplomsko delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2008.

e Dodatek Cu*™ ni vplival na zmanj$evanje vsebnosti antioksidantov v jabol¢nem
soku. Med 7- oziroma 1l-dnevnim skladiS¢enjem pri 55 °C se vsebnost
antioksidantov ni bistveno spremenila. Le pri raztopinah, katerim smo dodali AA,
smo opazili hitro zmanjSevanje antioksidativne aktivnosti.

e Pri spremljanju kinetike razpada dodane AA v raztopinah jabol¢nega soka smo
ugotovili, da se je le-ta v vseh primerih oksidirala v 16-ih urah.
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6 POVZETEK

Odpadni rastlinski materiali iz Zzivilsko predelovalne industrije so lahko z ustrezno
obdelavo poceni alternativa komercialnim ionskim izmenjevalcem za vezanje kovinskih
ionov iz vodnih raztopin.

Iz pSeni¢nih otrobov smo z obdelavo s CA in H,SO, pripravili razlicne kationske
izmenjevalce in izracunali izkoristke pri pripravi. Pri eksperimentih smo koncentracijo
prostih Cu”* v raztopini dologali z AAS.

Preverili smo, kako na delovanje pripravljenih izmenjevalcev vpliva pH. Iz Zivilsko-
tehnoloSkega vidika so nas zanimali predvsem tisti, ki so dobro delovali v rahlo kislem pH
in tu so dobre rezultate pokazali otrobi, modificirani s CA, saj so pri pH 5,0 vezali od 84 %
do 92 % Cu*". Dobro delovanje v nizjem pH lahko pripi§emo karboksilnim funkcionalnim
skupinam, ki so jih otrobi pridobili s kovalentnim vezanjem CA. Pri naslednjih
eksperimentih smo se omejili na izmenjevalca PO+NaOH+CA, ki je v obmoc¢ju med pH
3,6 in pH 5,6 pokazal najboljSe rezultate in PO+CA, katerega priprava je bila najman;j
zahtevna.

Izmenjevalca sta imela pri pH 3,6 in pH 5,0 priblizno enako kinetiko vezave Cu®" iz
raztopin.

Izmenjevalec PO+NaOH+CA je imel pri pH 5,0 najbolj$o kapaciteto vezave Cu®’. Pri
za&etni koncentraciji Cu®" 200 mg/l je vezal (123,5 + 2,3) mg Cu’" na g izmenjevalca. Pri
pH 3,6 je bila kapaciteta vezave precej niZja, kar je najverjetneje posledica tega, da je pri
tem pH manj ioniziranih skupin.

Pri majhnih zagetnih koncentraciji Cu®* 1 mg/l sta izmenjevalca PO+NaOH+CA in
PO+CA, ne glede na pH, uéinkovito vezala Cu®". Vecanje koncentracije izmenjevalcev ni
imelo vec¢jega vpliva.

V prisotnosti proste CA ali Ca’" je uéinkovitost izmenjevalcev padla, kar smo tudi
pricakovali saj je CA dober kelator in je tekmovala z izmenjevalcem za vezanje Cu®", Ca*"
pa so kot dvovalenti ioni tekmovali z Cu*" za vezavna mesta na izmenjevalcu. Najbolj
ucinkovit je bil izmenjevalec PO+NaOH+CA pri pH 5,0. Rezultati so pokazali, da je imel
izmenjevalec ve&jo afiniteto do Cu®" kot CA. V prisotnosti velike koncentracije Ca®" je
izmenjevalec PO+NaOH+CA pri koncentraciji 4 g/l uspel vezati 84 % Cu®".

Izmenjevalec PO+NaOH+CA, ki se je izkazal kot najbolj ucinkovit, smo preizkusili na
jabolénem soku. Iz jabolénega soka s majhno koncentracijo Cu®" (0,10 mg/l) je uspel
vezati 10 % Cu®", kar je bilo v okviru pri¢akovanj. Vzroki za tako majhne vezave so lahko
prisotna CA in ostali kovinski ioni v jabolénem soku, ki vplivajo na vezavo Cu*" na
izmenjevalec in nekoliko nizji pH soka (3,47), kot je bil tisti, pri katerem smo delali v
modelnih raztopinah.

V prvih dneh skladi$¢enja jabolénega soka pri 55 °C je dodatek Cu®" v jabolénih
raztopinah v veliki meri upocCasnjeval porjavenje soka. Porjavenje soka smo spremljali na
UV-vis spektrofotometru. V primerih z dodanim izmenjevalcem in posledi¢no najmanjSo
koncentracijo Cu®" je bila hitrost porjavenja najve&ja. Dodatek AA ni zna&ilno vplival na
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hitrost porjavenja. Med skladi¢enjem pa so sokovi, katerim je bil dodan Cu®", postali
temnejsi. Pri sokovih brez dodatka Cu®" se je pojavila oborina.

Pri spremljanju antioksidativne aktivnosti jabol¢nega soka s spektrofotometricno metodo z
uporabo Folin-Ciocalteaujevega (F-C) reagenta, smo opazili hitro zmanjSevanje
antoksidativne aktivnosti pri raztopinah, katerim je bila dodana AA. Dodatek Cu®" ni imel
vpliva.

Pri spremljanju kinetike razpada dodane AA v raztopinah jabol¢nega soka smo ugotovili,
da se je le-ta v vseh primerih oksidirala v 16-ih urah.

Z obdelavo pSeni¢nih otrobov s CA smo uspeli pripraviti ionske izmenjevalce, ki so imeli
veliko afiniteto do Cu®" ionov. V relativno nizkem obmo&ju pH so bili ti u¢inkoviti do pH
3,6, pod pH 3,6 pa je u¢inkovitost strmo padla. Ceprav smo uspeli odstraniti 10 % Cu®" iz
jabol¢nega soka, to ni imelo vecjega vpliva na barvo ter na skupno antioksidativno
aktivnost.

Glede na uspesSne rezultate v modelnih raztopinah, bi bil izmenjevalec PO+NaOH+CA
kovinskih ionov. Drug nacin uporabe bi lahko bil pri akutnih zastrupitvah zivali s tezkimi
kovinami. Ker so pSeni¢ni otrobi primerni tudi v €loveski prehrani, bi lahko na tako
pripravljen izmenjevalec vezali ustrezne minerale in otrobe dodali npr. kruhu in tako
pripravili obogateno zivilo. To so samo razmiSljanja, ki lahko odprejo nova poglavja v
raziskovanju uporabnosti ionskih izmenjevalcev iz pSeni¢nih otrobov.
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PRILOGE

Priloga A: Izkoristki pri pripravi izmenjevalcev.

izmenjevalec Myagetna (8) Myoncna (8) izkoristek (%)
PO+H,0 42,1 25,96 61,7
PO+H,0+CA 15,58 17,61 113,0
PO+CA 210,57 216,44 102,8
PO+NaOH 150 38,76 25,8
PO+NaOH+CA 55 82,13 149,3
PO+H,S0O, 91,9 44,96 48,9

Priloga B: Delezi vezanih Cu”" iz vodnih raztopin na p$eniéne otrobe, sprane z vodo
(PO+H,0); pSenicne otrobe, obdelane z NaOH (PO+NaOH); pSeni¢ne otrobe sprane z
vodo in modificirane s citronsko kislino (PO+H,O+CA); pSeni¢ne otrobe, obdelane z
NaOH in modificirane s citronsko kislino (PO+NaOH+CA); pSeni¢ne otrobe, modificirane
s citronsko kislino (PO+CA) in pSeni¢ne otrobe, dehidrirane s H,SO4 (PO+H,SOy), pri
razli¢nih pH.

% vezanih Cu®"
pH PO+H,0 | PO+NaOH PO+H,0+CA | PO+NaOH+CA | PO+CA PO+H,SO,
3,25 0,0 2,6 29.4 38,0 24.8 0,5
3,6 0,0 15,8 76,0 84,0 72,7 7,6
4 1,7 19,8 82,4 89,8 82,1 25,7
5 12,5 21,1 92,1 91,4 83,5 40,7
5,6 18,0 22,6 87,1 90,0 83,8 64,7
6,7 79,4 93,6 72,9 71,2 61,4 90,4

Priloga C: Povpre¢je in standardni odklon izmerjenih pH-jev v vodnih raztopinah
pSenicnih otrobov, spranih z vodo (PO+H,0); pSeni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH
(PO+NaOH); pSeni¢nih otrobov spranih z vodo in modificiranih s citronsko kislino
(PO+H,0+CA); pseni¢nih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA); pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA) in
pSenicnih otrobov, dehidriranih s H,SO4 (PO+H,SOy4), po stresanju.

raztopine z pH

izmenjevalci 3,25 3,6 4,0 5,0 5,6 6,7
PO+H,0 3,33+ 0,01 | 3,68+0,03 | 4,08£0,01 | 502£001 | 558:0,01 | 6,79+0,01
PO-+NaOH 3,35+ 0,01 | 3,69+0,03 | 4,08£0,01 | 503£001 | 559+0,01 | 6,79+0,01
PO+H,0+CA 3,21 0,01 | 3,59+ 0,02 | 4,01£0,01 | 4,94+ 0,01 5,41+ 0,01 6,68+ 0,01
PO+NaOH-+CA 3,17¢ 0,01 | 3,56+ 0,01 | 3,99+ 0,01 | 4,91+ 0,01 5,37+ 0,01 6,65+ 0,01
PO+CA 3,20+ 0,01 | 3,59+ 0,01 | 4,01+ 0,01 | 4,95+ 0,01 5,41+ 0,01 6,68+ 0,01
PO-+H,SO, 3,24+ 0,02 | 3,61£0,01 | 4,03£0,01 | 498£001 | 551+0,01 | 6,76+0,01
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Priloga D: Delezi vezanih Cu®" iz vodnih raztopin na pSeniéne otrobe, obdelane z NaOH in
modificirane s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢ne otrobe, modificirane s
citronsko kislino (PO+CA), pri razli¢nih casih.

% Cu®"
as PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA PO+CA
(min) pH 3.6 pH 5.0 pH 6,7 pH 3.6 pH 5,0
5 26,1 26,8 50,8 13,1 16,4
10 40,4 37,2 45,1 253 27,9
20 63,5 59,0 38,2 42,8 46,4
40 76,5 78,9 53,1 62,0 68,7
90 84,9 90,3 73,0 76,1 86,2
180 88,1 94,8 85,6 81,0 92,9
360 89,4 96,2 934 82,8 95,1
1440 89,7 97,2 97,7 84,1 96,1

Priloga E: Povpreéni pH raztopin po stresanju pri kinetiki vezave Cu”” na p3eni¢ne otrobe,
obdelane z NaOH in modificirane s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in pSeni¢ne otrobe,
modificirane s citronsko kislino (PO+CA).

raztopine z izmenjevalci pH

PO+NaOH+CA pH 3,6 3,60+ 0,02
PO+NaOH+CA pH 5,0 4,93+ 0,04
PO+NaOH+CA pH 6,7 6,66+ 0,01
PO+CA pH 3,6 3,61+ 0,01
PO+CA pH 5,0 4,94+ 0,01

Priloga F: Povpregje nevezanih Cu®" v raztopinah pri kapaciteti vezave Cu®" pri pSeni¢nih
otrobih, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in
pSeni¢nih otrobih, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA).

Cu" (mg/1)
PO+NaOH+CA | PO+NaOH+CA PO+CA
zagetna konc. Cu®" (mg/1) pH 3.6 pH 5,0 pH 5,0
50 10,5+ 0,2 3,8+ 0,0 5,8£0,2
100 37,8+ 1,6 13,5+ 1,3 19,9+ 0,7
200 125,0+ 0,7 76,5+ 1,4 93,6+ 1,1

Priloga G: Povpreéni pH raztopin po stresanju pri kapaciteti vezave Cu”” pri pSeni¢nih
otrobih, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino (PO+NaOH+CA) in
pSeni¢nih otrobih, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA).

H
PO+NaOH+CA POENaOH+CA PO+CA
zagetna konc. Cu®" (mg/1) pH 3.6 pH 5,0 pH 5,0
50 3,52+ 0,01 4,96+ 0,04 4,93+ 0,01
100 3.42+ 0,04 4.89+ 0,03 4.90+ 0,05
200 3,29+ 0,04 4,84+ 0,01 4,83+ 0,03
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Priloga H: pH raztopin po stresanju pri vezavi majhnih koncentracij Cu** z razli¢nimi
koncentracijami pSenicnih otrobov, obdelanih z NaOH in modificiranih s citronsko kislino
(PO+NaOH+CA) in pSeni¢nih otrobov, modificiranih s citronsko kislino (PO+CA).

H
izmenjevalec | PO+NaOH+CA POENaOHJrCA PO+CA
(/) pH 3.6 pH 5.0 pH 5.0
1 3,67 5 4,93
2 3,61 4,94 4,88
4 3,56 485 483

Priloga I: pH raztopin po stresanju jabol¢nega soka iz 1. embalazne enote brez dodatkov
(JS), z dodatkom izmenjevalca (JS+I), z dodatkom Cu*" (JS+Cu”") in z dodatkom Cu*" in
izmenjevalca (J S+Cu?"1).

raztopine jabol¢nega soka pH
JS 3,45
JS+I 3,48
JS+Cu™ 3,46
JS+Cu’'+ 3,49

Priloga J: pH raztopin po stresanju jabolénega soka iz 2. embalazne enote brez dodatkov
(JS), z dodatkom izmenjevalca (JS+I), z dodatkom Cu*" (JS+Cu”") in z dodatkom Cu*" in
izmenjevalca (J S+Cu®"+1).

raztopine jabol¢nega soka pH
JS 3,46
JS+I 3,49
JS+Cu™ 3,49
IS+Cu”'+ 3,50

Priloga K: pH raztopin po stresanju jabol¢nega soka iz 3. embalazne enote brez dodatkov
(JS), z dodatkom izmenjevalca (JS+I), z dodatkom Cu*" (JS+Cu”") in z dodatkom Cu*" in
izmenjevalca (J S+Cu®"+I).

raztopine jabol¢nega soka pH
JS 3.47
JS+HI 3,49
JS+Cu’ 3,48
JS+Cu”'+ 3,50
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Priloga L: Barvni spekter raztopin jabolénega iz 2. embalazne enote z dodatkom Cu®*
(JS+Cu®") in brez dodatkov (JS) (zaetni, 3. in 11. dan).

dan 0, JS
dan 0, JS+Cu2+
— — dan 3, JS
— — dan 3, JS+Cu2+
- - = =dan 11, JS
- - - -dan 11, JS+Cu2+
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Priloga M: Diferencni graf raztopin jabolcnega soka iz 2. embalazne enote z dodatkom
Cu”" (JS+Cu”") in brez dodatkov (JS) (razlika absorbanc tretjega in zaCetnega dneva ter
enajstega in zaCetnega dneva).
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Priloga N: Skupni antioksidanti (ekvivalent klorogenske kisline (mmol/l)) raztopin
jabol¢nega soka iz 2. embalazne enote v preglednici in sliki.

lorogenska kislina
mmol/l)
raztopine dan 0 dan3 dan 11
AR 1,35 1,39 1,36
JS+AA @ 1,75 1,44 1,50
IS+ @ 1,33 1,32 1,35
JSHI+AA @ 1,79 1,44 1,49
JS+Cu** ® 1,39 1,44 1,45
JS+Cu*'+AA © 1,74 1,56 1,58
JS+Cu*'+1 7 1,39 1,43 1,51
IS+Cu* +1+AA @ 1,86 1,54 1,58

M
()]

raztopina jabol¢nega soka brez dodatkov

raztopina jabol¢nega soka z dodatkom askorbinske kisline*

®) raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline

©) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu*"

© raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®” in askorbinske kisline

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu®” in izmenjevalca

® raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu”", izmenjevalca in askorbinske kisline

* askorbinska kislina je bila pri vseh jabol¢nih raztopinah, z dodano askorbinsko kislino,
dodana po stresanju

. JS+Cu2+
H— | @JS+Cu2+ +AA
O JS+Cu2+ +|

B JS+Cu2+ ++AA
| BJS

g JS+AA

O IS+

HH— | @JS+IH+AA

ekvivalent klorogenske kisline (mmol/l)

dan 0 dan 11
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Priloga O: Kinetika razpada askorbinske kisline (% glede na zacetno koncentracijo) v
raztopinah jabol¢nega soka iz 3. embalaZne enote z dodano askorbinsko kislino (AA)
(IS+AA D JSH+AA @, JS+Cu* ™ +AA @ in IS+Cu* +I+AA V).

A (mg/l)
t (min) JSTAA | JSHI+AA |IS+Cu®+AA | JS+Cu’'+ I+AA
3 99 102 98 98
52 90 92 71 73
101 84 85 58 60
150 80 79 47 50
213 78 78 39 52
304 68 69 33 38
393 57 59 22 31
482 48 51 17 24
585 29 30 12 10
714 16 18 5 5
843 8 9 2 2
971 5 4 1 2

() raztopina jabolénega soka z dodatkom askorbinske kisline

@ raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu?*, izmenjevalca in askorbinske kisline
®) raztopina jabolénega soka z dodatkom Cu”” in askorbinske kisline

@ raztopina jabol¢nega soka z dodatkom izmenjevalca in askorbinske kisline
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