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1 UVOD

Temnenje sadnih sokov je naraven proces, ki se odvija med vsakim staranjem, ne glede na
pogoje skladiS¢enja. Temnenje samo ni odloc€ilni faktor, igra pa pomembno vlogo pri
sprejemljivosti izdelka za potrosnika.

Pri sadnih sokovih uporabljamo za ohranjanje kakovosti predvsem termi¢no obdelavo, s
katero preprecujemo mikrobioloSki kvar in denaturiramo encime, ki sodelujejo v
encimskem porjavenju. S termi¢no obdelavo se zmanjsa prehranska vrednost soka (izguba
vitaminov), poslabsajo pa se tudi senzori¢ne lastnosti (izguba aromatskih komponent,
neencimsko porjavenje).

Cloveski organizem je izpostavljen razli¢nim stresom. Ze obiajna presnova povzroéa
tvorbo znatne koli¢ine prostih radikalov, to pa je lahko Se vecje ob izpostavljenosti
stresom, nekaterim kemikalijam, sevanju, vplivu alkohola, cigaretam, tezkim kovinam,
katranastim snovem izpusnih plinov, prekajeni in zapeceni hrani. V naSem organizmu sta
po izvoru dve vrsti antioksidantov: eksogeni in endogeni. Endogene antioksidante tvori na§
organizem, eksogene pa dobimo s hrano. Ugotovljena je povezava med eksogenimi
antioksidanti hrane in med zas¢ito pred boleznimi srca in o0zilja, nastankom raka in drugimi
boleznimi, povezanimi z oksidativnim stresom v organizmu (Kreft in sod., 2000 b).

Zadnja leta poudarjamo pomen zdrave hrane, to je hrane, ki je pripravljena brez
konzervansov in umetnih aditivov. Tako se je tudi na podrocju antioksidantov pricela
vecCati poraba naravnih antioksidantov. Vse vec potrosnikov je pozornih in osveScenih
glede sestave hrane, ki jo zauzijejo. Oznaka antioksidanta na embalazi v obliki veliko ¢rke
E lahko preplasi potrosnika, ki zaradi tega poseze po konkurencnem izdelku. Tega pa si
proizvajalci ne smejo privosciti.

Osnovno nacelo zivilske industrije je proizvodnja hrane, ki je zdrava in ima daljsi Cas
uporabnosti. Industrija je reSitev odkrila ze pred 50 leti, v obliki umetnih aditivov, ki so
postali nepogresljiva sestavina v zivilski industriji. V zadnjem ¢asu pa so mnoge raziskave
pokazale sum, da sinteticni antioksidanti delujejo rakotvorno. Zato je v zadnjem casu vse
ve¢ zamenjav umetnih aditivov z naravnimi, saj so le ti neSkodljivi za ¢loveski organizem.

Kot dodatna prednost uporabe naravnih antioksidantov je tudi preprosta vpeljava v
tehnologijo proizvodnje sadnih sokov, posledi¢no znizanje temperature termi¢ne obdelave
in s tem ohranjanje senzoric¢nih lastnosti.

1.1 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je ugotoviti ali dodatki naravnih ekstraktov rozmarina in
zelenega Caja preprecijo porjavenje soka rdeCe pomarance ter kako ti dodatki vplivajo na
senzoric¢ne lastnosti soka.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 CITRUSI

Citrusi so poleg jabolk najbolj razsirjena skupina sadja, ki je zastopana prakti¢no po vsem
svetu. Pridelujejo jih v Sredozemlju, severni in juZni Ameriki, nekaj pa tudi na Daljnem
vzhodu, Avstraliji in juzni Afriki.
Citrusi se delijo na naslednjih Sest rodov:

-Citrusi

-Fortunella

-Poncirus

-Microcitrus

-Eremocitrus

-Clymenia

Rodova Citrus in Fortunella dajeta kultivarje, ki so komercialno pomembni.
NajpomembnejSe vrste citrusov so pomarance, limone, mandarine in grenivke. Pomarance
izvirajo iz severovzhodne Indije in so v Sredozemlje prisle v 14. ali 15. stoletju.

Pomarance so zelo obcutljive rastline. Njihova rast je mo¢no odvisna od klimatskih
pogojev. Dobro uspevajo v toplejSih krajih, tropskih, subtropskih in sredozemskih
klimatskih podnebnih pasovih. Do poskodb rastlin pride ze pri temperaturah pod -2 °C
(Dobaja, 1991).

Loc¢imo dve vrsti pomaranc:

a.) Kisle ali grenke pomarance. Navadno so neuzitne, ker je meso le teh prekislo in
pregrenko. Uporabljajo se za predelavo v marmelado in eteri¢na olja.
Znacilne sorte so: Sevilla, Chinoto, Castanago, Femminello.

b.) Sladke pomarance. Uporabljajo se za konzum, za predelavo v sok ali zgosceni sok.
Poznanih je 160 vrst.

Delimo jih v tri skupine:

e Navadne ali obicajne pomarance (blond): Glavni kultivar Valencia rodi od poletja
do jeseni, odvisno od klimatskih razmer in je primerna tako za svez konzum kot za
predelavo. Poznani so Stevilni kultivarji (Pera, Hamlin, Pineapple), ki se
uporabljajo izkljuéno za predelavo v sok ali zgosceni sok.

e Navel pomarance: se najve¢ uporabljajo za zimski konzum. Najvaznejsi kultivar je
Washington Navel. Izolirani so Stevilni kloni, ki se razlikujejo po ¢asu zorenja.

e Obarvane ali pigmentirane pomarance: Popularne so v sredozemskih drzavah,
zaradi svojega okusa in rdeCega pigmenta. Glavni kultivarji so Tarocco, Moro,
Sanguinello (Forsyth in Damian, 2003).
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2.1.1 Obarvane ali pigmentirane pomarance

Letna produkcija pomaran¢ je okrog 50 mio. ton/leto. Vodilne drzave v predelavi
pomaran¢ so Brazilija in ZDA, Mehika, Spanija in Kitajska (Caballero, 2003).

Nam najblizja drzava, ki prideluje in predeluje pomarance, je Italija, kjer znasa pridelava
priblizno 2 mio. ton/leto, od tega je 70 % rdefe pomaranfe. RdeCe pomarance ali
krvave - blood pomarance (Citrus sinensis) so na trzis¢u zastopane v majhnih koli¢inah. 20
% rdeCe pomarance se industrijsko predela v sok in koncentrat, 80 % pa je namenjenih za
prodajo svezih plodov (Maccaroni in sod., 1996).

Slika 1: Rdece pomarance (Cortese, 2000)

Rdece pomarance lahko konzumiramo v dveh oblikah:
- kot sveze ali desertno (konzumno) sadje
- kot sok, ki je lahko svez, ohlajen, zmrznjen, konzerviran, koncentriran ali mesSan
z drugimi sokovi

Zrelostni kriteriji in kultivar rdeCe pomarance sta edina faktorja, ki dolocata, kdaj se bo
sadje uporabilo kot sveZe in kdaj za predelavo. Eksterni standardi zajemajo barvo lupine,
obarvanost in teksturo sadnega mesa ter napake v lupini in ¢vrstosti plodov.

Loc¢imo ve¢ razli¢nih kultivarjev obarvanih - rde¢ih pomaranc¢: Tarocco, Moro, Spanish
Sanguinelli, Shamouti Mawardi, Sanguino, Mawardi, Beledi (Trifiro in sod., 1995).
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Lupina ali perikarp je sestavljena iz dveh delov:

e flavedo: ima sorazmerno tanek epikarp in oranZno - rdece meso, ki vsebuje
pigmente, spojine antociane in karotene. Je tudi vir eteri¢nih olj, zunanja plast je
povoscena, kar prepreCuje izgubo vode in varuje sadez pred vdorom
mikroorganizmov.

e albedo: sestavljajo ga dolge prepletene celice z velikimi medcelicnimi prostori.
Meji na notranji uzitni del sadeza in vsebuje veliko pektina.

flavedo

albedo

sok . : '
s Ssemena

membrane

Slika 2: Prerez pomaranc¢nega sadeza (Lanza, 2003)

Sadno meso ali endokarp je sestavljeno iz koznih segmentov ovitih z membrano.
Membrana obdaja Stevilne vrecke s sokom, ki so povezani med seboj. V notranjosti vreck
so semena ali njihove zasnove. Dovodni kanali, ki potekajo skozi pecelj v sadez,
preskrbujejo s hrano uzitni del plodu, lupino, semena in semenske zasnove.

Preglednica 1: Sestavni deli rdece pomarance (Lanza, 2003)

Sestavni deli plodu rdece pomarance (%)
sok 40-50
flavedo 8-10
albedo 15-25
semena, membrane, meso brez soka Ostalo

Sveze pomarance v prodaji so zrele toliko, kolikor zrele so jih pobrali. Spadajo med
neklimakterijsko sadje. Pomarance po obiranju ne dozorevajo vec. Pri nakupu pomaranc¢
moramo biti pozorni na tezo. Velike in lahke pomarance skrivajo debelo lupino in izsuseno
sredico (Cortese, 2000).



Stibilj R. Vpliv antioksidantov v ekstraktih rozmarina in zelenega ¢aja na senzori¢ne lastnosti soka rde¢e pomarance.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 5

2.2 SOK RDECE POMARANCE

Na evropskem trziS€u se nahajajo sokovi rdeCih pomarané, pridobljenih z razli¢nimi
tehnoloSkimi postopki. Od postopka samega je tudi odvisen rok uporabnosti soka.
Kemijska sestava soka rdece pomarance je podobna sestavi soka rumene pomarance.
Razlikuje se le v vecji vsebnosti rdecih barvil — antocianov, ki dajejo pomaranci rdeco
barvo.

SOK RDECE
POMARANCE
v
KONCENTRIRAN GLOBOKO SVEZE STISNJEN SOK
GLOBOKO ZAMRZNIJEN SOK Rok uporabnosti 8 dni pri
ZAMRZNIJEN SOK 4°C
y
ODMRZNIJEN ODMRZNIJEN TOPLOTNO
REKONSTITUIRAN Rok uporabnosti OBDELAN
Rok uporabnosti 60 dni 2 dni pri 4 °C Rok uporabnosti
pri4°C 30 dni pri 4 °C

Slika 3: Vrste soka rdece pomarance zastopanega na evropskem trzis¢u (Macarone in sod.,
1996)
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Preglednica 2: Kemijska sestava soka rde¢e pomarance kultivarja Moro (Maccarone in
sod., 1985)

Kemijski parametri Vrednost 0z. vsebnost
pH 3,23
pepel (g/100 ml) 10,5
skupne kisline izrazene kot citronska 1.43
kislina (g/100 ml) ’
reducirajoci sladkorji (g/100 ml) 3,70
skupni sladkorji (g/100 ml) 7,36
saharoza (g/100 ml) 3,47
askorbinska kislina (mg/100 ml) 43
formolno Stevilo 1,85
antocianin (mg/1) 52,1

Polifenoli so najbolj razSirjeni antioksidanti v na$i prehrani. Delimo jih na dve veliki
skupini:

e flavonoide

¢ neflavonoide

Flavonoidi prispevajo 2/3 in neflavonoidi (predvsem fenolne kisline) 1/3 dnevnega vnosa
polifenolov. Flavonoidi se tako kot vsi drugi polifenoli nahajajo samo v zivilih rastlinskega
izvora. Stevilne epidemologke $tudije kaZejo povezavo med uZzivanjem hrane in pija¢, ki
vsebujejo visoke vsebnosti flavonoidov in zmanjSanjem nastanka mnogih bolezni
modernega zivljenja (Vrhovsek, 2001).

Antociani so ena glavnih skupin flavonoidov, ki se nahajajo v prehrani ljudi. Antociani so
v vodi topni pigmenti, ki dajejo rastlinam rdeCo modro in vijoli¢no barvo. Barva je odvisna
od pH, tako so antociani pri pH 3,5 obarvani rdece, z naras¢ajo¢im pH barva prehaja v
modro. Koli¢ina teh snovi v sadju in zelenjavi je odvisna od agronomskih faktorjev,
svetlobe in toplote. Stabilnost antocianov med tehnoloskim postopkom je odvisna od
ostalih komponent v hrani (npr. encimski sistemi), temperature, svetlobe, prisotnosti
kovinskih ionov in razli¢nih organskih kislin.

Med antociane spadajo delfinidin, cianidin, petunidin, peonidin in malvidin. Ve€ina teh se
v sadju in zelenjavi nahaja v obliki mono- in diglukozidov. V rde¢i pomaranci prevladuje
antocian cianidin-3-glukozid. Vsebnost antocianov v soku se razlikuje. V sveZzem soku je
vsebnost antocianov 52,1 mg/l, v soku pridobljenem iz koncentrata pa 48,4 mg/1.

Antociani so obc¢utljivi na vi§je temperature, zato se priporocajo temperature obdelave soka
pod 80 “C. Antociani, izolirani iz rastlin, se lahko uporabljajo kot barvila raznim Zivilom,
kar je s pravilniki dovoljeno povsod po Evropi (Trost, 2004).
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R
OH o
Petunidin R= R,=H
O+ Cianidin R=0OH R,=H
HO N Ry Delfinidin ~ R,=OH R,=OH

Peonidin R{=Ome R,=H
Malvidin R;=Ome R,=Ome

HO

Slika 4: Struktura nekaterih antocianov (Trost, 2004)

Askorbinska kislina ali vitamin C je naravni antioksidant, ki se nahaja v sveZem sadju
citrusov, ¢rnega ribeza, jagodah, guavi, mangu itd. Nahaja se tudi v zelenjavi (papriki,
brokoliju, brstiénem ohrovtu...) in poljs€¢inah (krompir).

Askorbinska kislina je obcutljiva na visoke temperature, svetlobo in kisik. V hrani se lahko
delno ali pa popolnoma oksidira med dolgotrajnim skladiS¢enjem. V krompirju se med
skladiS¢enem na sobni temperaturi vsak mesec razgradi ca. 15 % vitamina C (Machlin in
sod., 1994).

Askorbinska kislina je naravni antioksidant, ki ga sadje vsebuje za zas¢ito pred oksidacijo.
Vsebnost askorbinske kisline v soku rde¢e pomarance se giblje od 40 do 90 mg/100 ml. in
je odvisna od kultivarja in zrelosti plodov. V soku, pridobljenem s stiskanjem svezega
sadja, je vsebnost askorbinske kisline 75,6 mg/100 ml, v soku iz koncentrata pa 66,4
mg/100 ml. Razlog za manjSo vsebnost askorbinske kisline je v termi¢nem postopku
predelave rdecih pomaranc¢ v koncentrat (Macarone, 1996).

ZmanjSanje vsebnosti askorbinske kisline je v korelaciji z zmanjSanjem vsebnosti
antocianov v staranem soku rde¢e pomarance. To nakazuje na moznost interakcij med
tema dvema komponentama. Oba antioksidanta tako antociani kot askorbinska kislina sta
zelo reaktivna in slabo stabilna (Choi in sod., 2002).

2.3 AVTOOKSIDACIJA

Prosti radikali so atomi, molekule ali ioni z vsaj enim elektronom brez para. So visoko
reaktivne molekule, ki poskodujejo celicne strukture, vkljucno z nukleinskimi kislinami in
geni. Nastajajo pri cepitvi kovalentnih vezi, so rezultat normalne celi¢ne presnove in
posledica dejavnikov okolja (UV in gama zarkov, toplote, kajenja, onesnazenega okolja
itd).
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Najpomembne;jsi kisikovi prosti radikali so superoksidni anion (O,), tripletni kisik (CO,),
singletni kisik (10,), hidroksilni radikal (OH), kisikov peroksid (H,O5), radikal dusikovega
oksida (NO), peroksilni radikal (ROO) (KoroSec, 2000 b).

Avtooksidacija je verizna reakcija prostih radikalov, ki jo povzrocajo svetloba, toplota,
ionizirajoce sevanje in kovinski ioni. Povzrocitelji oksidacije (encimska oksidacija) so tudi
encimi (lipoksigenaze). Avtooksidacija poteka v Stirih stopnjah in obsega:

Iniciacija ali zaCetek - dobimo prosti radikal, odcepi se vodik.
RH > R*+H’

Propagacija ali razvoj - prosti radikal reagira z molekularnim kisikom, dobimo peroksidni
radikal.

R® + 0, > ROO*

Peroksidni radikal reagira z novo molekulo mascobne kisline, dobimo
hidroperoksid in nov prost radikal.

ROO®* +RH - ROOH + R’
Terminacija ali konec - nastanek stabilnih spojin (neradikalski produkti).

R* + R® > RR
ROO* + R®* = ROOR
ROO* + ROO* > ROOR + O,

Avtooksidacijo med skladi§¢enjem zmanjSamo, tako da skladi§¢imo Zivila pri ¢im nizji
temperaturi (hlajenje ali zamrzovanje), zivila pakiramo v temno embalazo in v inertni plin,
saj je za zacCetek oksidacijskih procesov potrebno malo kisika.

Kovinske ione, ki so katalizatorji, inaktiviramo z dodatkom citronske kisline, ki tvori z
njimi kompleksne ione. Dodajamo lahko tudi antioksidante, ki imajo to sposobnost, da
lahko preprecijo ali zavirajo oksidacijske procese in s tem podaljSajo obstojnost zivil, ne
morejo pa izboljSati kakovosti Ze oksidiranega zivila (Trost, 2004).
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2.4 ANTIOKSIDANTI

Antioksidante prisStevamo med inhibitorje oksidacije, ki preprecujejo ali zadrzujejo
oksidacijo posameznih komponent v Zzivilu. Po pravilniku o aditivih za zivila mora biti
deklarirana njihova vrsta in koli¢ina. Antioksidanti so spojine, ki so v zivilih naravno
prisotne, ali pa jih dodajamo, ker se med predelavo izgubijo ali unicijo.

Vloga antioksidantov je prepre¢evanje oksidacije in s tem ohranjanje senzori¢nih lastnosti
(videza, vonja, okusa, barve) ter ohranjanje prehranske vrednosti kot tudi obstojnosti
zivila.

Antioksidante lahko delimo v tri skupine:

e Primarni antioksidanti
Nastajajo v organizmu, ali pa jih tvorijo mikroorganizmi, predvsem encimi.
Njihova vloga je prepreCevanje tvorbe prostih radikalov. Med primarne
antioksidante priStevamo snovi, ki lahko reaktivne radikale spremenijo v bolj
stabilne produkte in s tem prekinejo verizno reakcijo avtooksidacije.

e Sekundarni antioksidanti
Nevtralizirajo novonastale proste radikale in preprecujejo, da bi vstopali v verizne
reakcije in tvorili nove proste radikale. To so snovi, ki zavirajo avtooksidacijo brez
direktnega vklju¢evanja v verizno reakcijo.

Delujejo lahko kot:

- odjemalci kisika: z reakcijo odvzemanja kisika preprecijo nezeleno oksidacijo
zivil. Te spojine reagirajo s prostim kisikom in ga kot takSnega odstranijo iz
reakcije. Prost kisik reagira z odjemalci kisika, ki jih tudi oksidira. Med
najpogostejSe odjemalce kisika spadajo: askorbinska kislina, flavonoidi,
karatenoidi, polifenoli, sulfiti.

- odjemalci radikalov: te snovi preprecujejo prostim radikalom reagiranje pri
veriznih reakcijah s tem, da prepreCijo tvorbo hidroperoksidov. Med
najpogostejSe lovilce radikalov spadajo: flavonoidi, polifenoli, karatenoidi,
tokoferoli.

- sinergisti: so snovi, ki po nacinu delovanja niso antioksidanti, vendar znatno
povecajo njihovo delovanje. Tako je citronska kislina aktivna s primarnimi
antioksidanti in odjemalci kisika. Glavni princip reakcije je v tem, da elektronski
par v strukturi sinergista pospeSuje tvorbo kelatov. S tem se tvorijo stabilne
oblike s kovinskimi ioni, kot sta zelezo in baker. Med najpogostejSe sinergiste
spadajo: estri citronske kisline, citronska kislina, lecitin, polifosfati, vinska
kislina.
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e Terciarni antioksidanti
So snovi, ki popravljajo poSkodbe, ki jih povzrocijo prosti radikali v strukturi
celice. Najveckrat so to encimi, ki popravljajo poSkodbe DNA
(Raspor in sod., 2000).

Smotri uporabe antioksidantov so:
e podaljSanje obstojnosti zivil
e zmanjSanje izgube hranilnih snovi
e znizanje stroSkov

Lastnosti idealnega antioksidanta

e varen za uporabo
ne prizadene Zeljenih okusov in barv
ucinkovit pri nizkih koncentracijah
enostavna vkljucitev v izdelek
odporen na postopke toplotne obdelave
dostopen po nizkih cenah.

Antioksidanti se v zivila lahko dodajajo direktno z vmeSavanjem, s pomocjo razprSevanja
ali pa so vgrajeni v embalazne materiale.

Uporaba antioksidanta v obliki prahu ima dokazano vecjo antioksidativno ucinkovitost kot
raztopina istega antioksidanta (Bernot - Sotensek, 2001).

Loc¢imo dve veliki skupini antioksidantov:
e naravni (askorbinska kislina, vitamin A, ekstrakti nekaterih za¢imb)
e sinteti¢ni (butilhidroksianizol- BHA, butilhidrositoluen- BHT,
propil galat — PG...)

Sinteti¢ni antioksidanti so mnogo cenejsi, vendar je zaradi toksi¢nosti nekaterih pri uporabi
potrebna pazljivost. Butil hidroksi toluen (BHT) in butil hidroksi anizol (BHA) sta mocna
sinteticna antioksidanta, vendar obstaja sum, da vsebujeta doloCene substance ki
povzrocajo raka (Skvarca, 2000).

V dana$njem casu prihajajo v ospredje naravni antioksidanti, predvsem zaradi zdravstvene
oporecnosti in toksi¢nosti nekaterih sinteticnih antioksidantov.

Glavni viri naravnih antioksidantov so: alge, citrusi, razne trave, produkti
mikroorganizmov, ovsena moka, oljna semena, olive, hidrolizati proteinov, razne smole
in soja ter sojini produkti.

Med najbolj znanimi naravnimi antioksidanti so ekstrakti rastlin (rozmarin, zeleni Caj,
zajbelj). Ekstrakti naravnih antioksidantov so lahko topni v mascobah ali vodi.
Vecino naravnih in sinteti¢nih prehranskih antioksidantov spada v fenolno skupino.
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Fenoli so splosno uporabni antioksidanti predvsem takrat, ko zahtevamo da je antioksidant
brezbarven ali slabo obarvan, da ni toksic¢en oziroma je malo toksicen.

Tokoferoli so topni v mascobah, olju in etanolu. Antioksidanti, ki spadajo v skupino
aminov, so mocno obarvani in razmeroma toksi¢ni. Ti antioksidanti imajo amino in
diamino skupino na nenasi¢enem benzenovem obro¢u. Antioksidanti, ki spadajo med
aminofenole imajo —OH in —NH skupini, ki kazeta antioksidativno delovanje.

V telesu so prosti radikali v stalnem ravnotezju z antioksidanti. Kadar se ravnotezje porusi,
kar imenujemo oksidativni stres, pride do poSkodb celi¢nih struktur, ki so najpogoste;jsi
vzrok za staranje, degenerativne bolezni, rakava obolenja in druge bolezni. S
spoznavanjem vloge in delovanja antioksidantov lahko uspeSneje prepreCujemo in
zdravimo te posledice (Bernot — Sotensek, 2001).

Vir prostih radikalov v celici je celicno mitohondrialno dihanje, flavoporteini,
lipooksigenaze, hemoglobin, ciklooksigenaze, ksantinska oksidaza, peroksisomi,

citokromi, dvovalentne kovine, sevanje (Korosec, 2000).

Preglednica 3: Mesta delovanja in ucinki prostih radikalov (KoroSec, 2000)

Mesto Ucinek

delovanja

lipidi peroksidacija mascobnih kislin, spremenjena propustnost membran

proteini oksidacija SH skupin, aktivacija encimov (kolagenaze), inaktivacija
encimov (o, -antitripsina)

DNK ceplenje verige, povecana poraba NAD, motena sinteza ATP

Smatra se, da antioksidant preprecuje oksidacijo na osnovi dveh reakcij.

V prvi reakciji antioksidant odda vodik. Ta se veZe na prosti radikal hidroperoksida ali na
radikal mascobne kisline. Pri drugi reakciji pa se prosti radikal antioksidanta veze na prosti
radikal.

AH + R’ — RH + A®
antioksidant prosti radikal mascobna kislina prosti radikal antioksidanta
A® + R’ — RA

Antioksidant ne veze kisika, temve¢ proste radikale ter tako preprecuje avtooksidacijo.
Prosti radikali izginejo in ponovno se tvori molekula antioksidanta. Antioksidant je
ucinkovit, v kolikor ga dodamo v zacetni fazi oksidacije. Ce je oksidacija Ze v teku, so Ze
prisotni peroksidi, s katerimi se antioksidant veze. Antioksidanti preprecujejo oksidacijo
dokler se ne porabijo. Koliko Casa bo antioksidant deloval, je odvisno od vrste
antioksidanta, dodane koncentracije, komponent zivila in razmer med skladis¢enjem.
(Pipan, 1990).
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2.4.1 RoZzmarin (Rosmarinus officinalis)

Rozmarin je gost, zelen sredozemski grm. Nasprotni listi so sledeci, na robovih zavihani,
zgoraj so temno zeleni, po spodnji strani pa belo dlakavi. Bledo modri ali belkasti cvetovi
so na kratkih pecljih, v zalistjih. Listi rozmarina imajo prijeten vonj, oster ter nekoliko
trpek okus.

Rozmarin cveti od marca do maja, doma pa je v juzni Evropi.

RoZmarin Ze od nekdaj cenijo zaradi krepilnih in vsestransko spodbujevalnih lastnosti.
Sveze ali posusSene liste ponavadi uporabljajo kot zacimbo ali diSavo (Bernot — Sotensek,
2001).

Slika 5: Rozmarin (Rosmarinus officinalis)

Ekstrakt roZzmarina, pridobljen s superkriti¢no tekoc¢insko ekstrakcijo (SFE), pri kateri se
uporabi ogljikov dioksid kot topilo, je zelo u¢inkovit ze pri nizkih koncentracijah in lahko
zlahka nadomesti uporabo sinteti¢nih antioksiantov. S takim postopkom ekstrakcije
uspemo pridobiti ekstrakt, ki ima $ibek vonj in okus po rozmarinu (Quirin, 2003).

V rozmarinu se nahajajo Stevilne komponente, ki imajo antioksidativno delovanje.
Glavne antioksidativne sestavine v roZmarinu so:

e karnozol (fenolni diterpen brez vonja in okusa);
- karnozolna kislina;
- rozmarinska kislina;
e rozmanol, izorozmanol in epirozmanol;
- rozmarin difenol in rozmarin dikinon (Bernot - Sotensek, 2001).



Stibilj R. Vpliv antioksidantov v ekstraktih rozmarina in zelenega ¢aja na senzori¢ne lastnosti soka rde¢e pomarance.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 13

OH

OH

OH

COOH

C .

B O\oc OH

AN
8]
d) HO e)
OH

Slika 6: Kemijska struktura antioksidativnih komponent rozmarina a) karnozolna kislina,
b) karnozol, ¢) rozmanol, d) metil karnozat, e) rozmarinska kislina (Bezjak, 2004)

Z metodo tekocCinske kromatografije visoke locljivosti je bilo ugotovljeno, da se v
rozmarinu nahajajo najvecje koncentracije rozmanola in rozmarinske kisline. Rozmarinska
kislina je depsid kofeinske kisline in o-hidroksihidro kofeinske kisline. Je drugi
najpogoste;jsi ester kofeinske kisline. Cista rozmarinska kislina je v obliki belega prahu in
je topna v vodi, zato deluje antioksidativno predvsem v vodnih medijih in emulzijah.

HQ, o

3

a) b)
Slika 7: Kemijska struktura neantioksidativnih komponent roZmarina: a) ursolna kislina, b)
oleanolna kislina (Rizner, 2000)
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Karnozolna kislina, fenolni diterpen, je glavna antioksidativna komponenta v svezem
rozmarinu, pod vplivom vlage, temperature, svetlobe in kisika se spremeni v karnozol.
Antioksidativni potencial karnozola je znatno nizji od karnozolne kisline (Bezjak, 2004).

Sveze obrani listi rozmarina ne vsebujejo karnozola. Glede na to je mogoce sklepati, da
rozmanol, rozmaridifenol in ostali fenolni diterpeni, ki se nahajajo v roZmarinu, nastanejo
iz karnozolne kisline pod vplivom oksidacijskih razmer (Bernot — Sotensek, 2001).

Karnozolna kislina, karnozol, rozmanol in epirozmanol spadajo v skupino diterpenov in so
bili izolirani iz listov rozmarina. Ti fenolni diterpeni §Citijo bioloSke sisteme pred
oksidativnim stresom. V bioloSkih membranah se nahaja veliko nenasi¢enih mascobnih
kislin, katerih oksidacija vodi v uni¢enje in nepravilno delovanje bioloskih sistemov. Za te
4 diterpene je dokazano, da preprecujejo oksidacijo lipidov v mikrosomih in mitohondrijih.
Karnozolna kislina preprecuje oksidativno hemolizo eritrocitov. Lipidi v eritrocitih so
mocno nenasiceni, zato so le-ti podvrzeni hitri oksidaciji. Rdece krvnicke vsebujejo tudi

hemoglobin, ki pospesuje oksidacijo eritrociov (Bezjak, 2004).
2.4.2 Zeleni ¢aj (Camellia sinensis)

Cajevec raste v obliki grma ali drevesa in je zimzelena rastlina. Ima svetlo do temno zelene
podolgovate, nazobCane, usnjate listi¢e in praviloma bele oziroma roznate diSeCe cvetove.
Plodovi, glavice z enim do Stirimi semeni imajo trdo lupino in so podobni lesnikom, le da
so bolj okrogli. V naravi doseze ¢ajevec od 12 do 20 metrov visine.

Cajevec danes razmnoZujejo predvsem s podtaknjenci in s tem ohranjajo lastnosti mati¢ne
rastline.

Cajevci uspevajo v tropskih in subtropskih razmerah, od morske gladine pa do 2400
metrov nadmorske viSine. Idealno je, Ce imajo 5 ur sonca na dan (skozi vse leto) in vsaj
200 milimetrov dezja na mesec. Torej potrebujejo veliko vlage in toplote, ne marajo pa
blatnih in ilovnatih tal ter direktnega mo¢nega sonca.

Sama aroma, okus in kakovost ¢aja niso odvisni le od rastline ¢ajevca, temve¢ tudi od
obmocja, podnebja, lege, nadmorske viSine, sestave ter obdelave tal in koncne predelave.
Iz listov Cajevca lahko pridobimo 1500 vrst Caja. Pri vsaki vrsti pa so mozna velika
odstopanja kakovosti, ki so odvisna od vseh navedenih pogojev. Poleg tega pa so velike
razlike tudi med letinami. Trenutno najveé¢ &aja pridelujejo v Indiji, Sri Lanki in Kitajski
(Zore, 1996).
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Slika 8: Zeleni ¢aj (Camellia sinensis) (Bezjak, 2004)

Listi vsebujejo 1-5 % kofeina (teina), ter teobromin, teofilin, adenin, ksantin, teanin, 0,5-1
% etericnega olja, 5-30 % creslovin, 3-12 % vode, 14-25 % beljakovin, do 6 % mascob,
4-17 % Skroba, 4-8 % gume in dekstrina, 15-20 % celuloze, 0,4-1,5 % oksalne kisline,
vitamine B1, B2, C in 4-8 % rudninskih snovi.

Ekstrakt zelenega caja vsebuje polifenole z visokim antioksidacijskim potencialom.
Najvecji del polifenolov v zelenem cCaju predstavljajo katehini. Katehini spadajo med
flavonoide, ki imajo C6-C3-C6 ogljikovo strukturo in so sestavljeni iz dveh aromati¢nih
obrocev (Bezjak, 2004).

Preglednica 4: Vsebnost polifenolov v ¢rnem in zelenem ¢aju (Vidrih in Kac, 2000)

Vzorec Vsebnost polifenolov (mg/1)
¢rni ¢aj 801,2
zeleni Caj 953,8
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Antioksidativni u¢inki katehinov v zelenem ¢aju si sledijo: EGCG > EGC > ECG > EC.
EGC in EGCG sta trikrat mocnejSa antioksidanta kakor EC in ECG, zaradi pirogalolne
strukture (prisotna hidroksilna skupina na 5' mestu poveca antioksidativnost).

EGCG deluje sinergistiéno z nekaterimi organskimi kislinami in vitamini, ki imajo
antioksidativno sposobnost in jim poveca antioksidativno ucinkovitost (npr. askorbinska,
citronska, vinska kislina, tokoferol,...).

Fenolni antioksidanti so dobri donorji vodika ali elektronov, poleg tega so njihovi radikali
relativno stabilni zaradi resonancne delokalizacije nesparjenih elektronov okrog
aromatskega obroca.

Slika 10: Shema osnovne strukturne formule flavonov (Abram, 2000)

Zelo velik vpliv na antioksidacijski potencial ima tudi razporeditev —OH skupin v strukturi
antioksidanta. Za dober antioksidant je potrebna —OH skupina na mestu C;, dvojna vez na
C,3, keto skupina na C4, ter 0-poloZaj dveh —OH na B obrocu.

Ce samo —OH skupine na Cs ni, ostale skupine pa so, se antioksidacijska uéinkovitost
spojine zelo zmanj$a. Ce pa ni ne —OH na Cs niti dveh —OH skupin v 0- poloZaju na B
obrocu, se antioksidacijska uc¢inkovitost Se bolj zmanjSa. Pri teh spojinah je pomembna
prisotnost —OH skupine na Cs atomu.

Pomembnost prostth —OH skupin na Cs in C; se je pokazala, ko so primerjali
antioksidacijsko ucinkovitost glikozidov in aglikonov. OH skupina na mestu C; je
zmanj$ala antioksidacijsko ucinkovitost in prispevek proste —OH skupine na Cs v obrocu A
je bil 55-70 % prvotne vrednosti.

Pri antocianidinih pripisujejo antioksidacijsko ucinkovitost 0-dihidroksi razporeditvi —OH
skupin na B obrocu in iz tega izvirajo¢i redukcijski moci. Ce —OH skupine na 3’ mestu ni,
pade antioksidacijska u¢inkovitost, ki se zmanjsa tudi, ¢e je ta skupina metilirana.
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Preglednica 5: Antioksidacijska uc¢inkovitost nekaterih flavonoidov (Abram, 2000)

Spojina Proste —OH skupine Antioksidacijska Polozaj sladkorja
ucinkovitost (mM)

Flavonol

epikatehin galat 3,5,7,3°,4°,3°,4”,5” 4,90+0,02

epigalokatehin galat 3,5,7,3°,4°,5°,3” 47,57 | 4,80+0,06

epigalokatehin 3,5,7,3°.4°,5° 3,80v0,06

epikatehin 3,5,7,3°.4° 2,50+0,02

katehin 3,5,7,3°.4° 2,40+0,05

Flavnol

kvercetin 3,5,7,3°.4° 4,70+0,1

kamferol 35,74 1,34+0,08

rutin 5,734 2,40+0,06 3-rutinozid

Flavon

luteolin 5,1,3°4 2,10+0,05

luteolin-4-glikozid 5,7,3 1,74+0,09 4’-glukozid

Flavanon

naringenin 5,7,4 1,53+0,05

Antocianidin

delfinidin 3,5,7,3°,4’,5° 4,44+0,11

cianidin 3,5,7,3°.4° 4,40+0,12

malvidin 3,574 2,06+0,1

pelargonidin 3,574 1,30+0,1

Izoflavon

genistein 5,7,4 2,90+0,10

genistin 54’ 1,24+0,02 7-glikozid

daidzein 7.4’ 1,254+0,02

daidzin 4’ 1,15+0,01

Ce pogledamo flavonoide, ki imajo nasi¢en C obrog, tako kot flavoni in sorodne spojine,
vidimo, da je za antioksidacijsko ucinkovitost pomembno S$tevilo vseh —OH skupin v
molekuli. Zato estri z galno kislino vezano na C; atomu mocno povecajo antioksidacijsko
uc¢inkovitost takih spojin. Na flavonoidnem skeletu so —OH skupine na mestih C;,Cs, in v
0- poloZaju na B obroc¢u mesta vezave (Abram, 2000).

Katehini zelenega Caja uspesno zavirajo foto-oksidacijo, oksidacijo v oljih (son¢ni¢no,
repicno, ribje olje), odporni so na vi§je temperature, zato v maScobah in oljih obdrzijo
antioksidativno ucinkovitost, uspeSno inhibirajo barvne diskoloracije pri nekaterih
naravnih barvilih (klorofil, riboflavin, B-karoten,...) in naravnih aromah.

Katehini zelenega ¢aja imajo zelo velik potencial za prakti¢no uporabo v zivilski industriji.
Vplivajo na zdravje, saj dodatek katehinov zelenega ¢aja zniza koncentracijo P-COOH
(oksidiran fosfatidil holin v membrani celice) v krvni plazmi, zmanjSa se nevarnost
kardiovaskularnih bolezni, ter inhibira hidroliticne in oksidativne encime (fosfolipaze,
ciklooksigenaze in lipooksigenaze) (Yukihiko, 2001).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI

Pri poskusu smo uporabljali sok rdece pomarance po poreklu iz Italije (Sicilije). Sok je bil
v obliki koncentrata zamrznjen na temperaturo -20 °C, pakiran v plasti¢ni posodi 20 kg.

3.1.1 Naravni antioksidanti

Ekstrakte naravnih antioksidantov pridobiva podjetje Vitiva iz Markovcev. V sok rdece
pomarance smo dodali naslednje ekstrakte:

- ROS.wse — vodotopni ekstrakt roZmarina s 5 % roZmarinske kisline

- ekstrakt zelenega Caja, ki vsebuje 25 % skupnih katehinov

Preglednica 6: Dodatki ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja ter vsebnost rozmarinske
kisline in skupnih katehinov v soku rdece pomarance

Dodatki ekstraktov rozmarina (%) Vsebnost rozmarinske kisline v soku (ppm)
0,025 12,5
0,05 25
0,1 50
0,15 75
Dodatki ekstraktov zelenega ¢aja (%) Vsebnost skupnih katehinov v soku (ppm)
0,01 25
0,02 50
0,03 75
3.1.2 Reagenti

Pri delu smo uporabljali analitsko Ciste kemikalije:
- 96 % etanol (Merck),
- DPPH- 1,1 diphenil-2-picyrl-hydrazil,
- destilirana voda,
- galna kislina (Merck),
- 100 % absolutni etanol (Merck),
- Folin-Ciocalteujev reagent,
- natrijev karbonat,
- deionizirana voda,
- askorbinska kislina (Merck C¢H¢Og Cistost: min. 99,7 %, Nemcija),
- ocetna kislina 5 % (Merck),
- m-fosforna kislina (Merck).
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3.2 METODE

3.2.1 Priprava vzorcev

Koncentratu rdece pomarance smo dodali vodo do 11,4 % Brix-a, nato pa rozmarinov
ekstrakt v treh razli¢nih koncentracijah (0,05 %, 0,1 %, 0,15 %) oziroma ekstrakt zelenega
¢aja v treh razliénih koncentracijah (0,01 %, 0,02 %, 0,03 %). Vzorce z razli¢nimi
koncentracijami ekstraktov smo analizirali v treh paralelkah. Vzporedno smo analizirali
tudi sok brez dodanih ekstraktov. Za senzori¢no ocenjevanje smo pripravili sok z
dodatkom cetrte koncentracije roZmarinovega ekstrakta (0,025 %). Vzorce soka smo
usteklenicili, pasterizirali pri 90 °C in termostatirali pri 37 °C za dobo dvanajstih tednov.
Kemijske analize smo opravljali vsakih Stirinajst dni. Skupno smo opravili Sest analiz.

3.2.2 Dolocanje antioksidacijskega potenciala

Za spremljanje antioksidacijskega potenciala smo uporabili metodo DPPH. Radikal DPPH
absorbira svetlobo pri 517 nm. V reakciji z antioksidantom (redukcija) DPPH razpada in
posledi¢no se zmanjSa absorpcija. ZmanjSevanje absorbance pa je proporcionalno
koncentraciji antioksidantov v vzorcu (Vidrih in Kac, 2000).

DPPH pripravimo vsaki¢ svez, tako da raztopimo 4 mg DPPH-ja v 20 ml etanola, ter
meSamo, dokler se reagent ne raztopi. Pozorni moramo biti, da se ves reagent raztopi, saj
zaradi neraztopljenih delcev reagenta dobimo manj intenzivne barvne reakcije. Sok
razred¢imo z vodo, in sicer 1:10, dobro premesamo, odvzamemo 90 pl razredCenega soka,
kateremu dodamo 500 pl etanola in 250 ul predhodno pripravljene raztopine etanola in
DPPH-ja. Zmes dobro premeSamo, po¢akamo 15 minut, da pride do redukcije DPPH in s
tem zmanjSanje intenzitete barve. Absorbanco vzorca izmerimo v kvaréni kiveti Sirine 10
mm pri valovni dolZini 517 nm proti slepemu vzorcu, ki ga pripravimo po istem postopku,
le da v meSanico namesto soka dodamo destilirano vodo.

Antioksidacijski potencial (AOP) smo izraCunali po sledec¢ih enacbah:

AA= ADPPH - AVZORCA + ASLEPE PROBE

n (mol)=(AA /12000) * V * r
AOP=(n*1*10° * 10°) / Vsoka

AA —razlike v izmerjenih absorbancah

Apppi — absorbanca reagenta DPPH z etanolom brez vzorca soka

Avzorca — absorbanca vzorca soka z dodanimi ekstrakti po reakciji z reagentom DPPH
AsiEpA PROBA — absorbanca etanola

n (mol) — mnozina antioksidanta

V — volumen reagentov in vzorca soka

r (cm) — Sirina kivete

AOP (nmol / 1) — antioksidacijski potencial
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3.2.3 Instrumentalna analiza barve soka

Za merjenje barve smo uporabili kromometer Minolta CR-200b, povezan z DATA DP 100
za obdelavo podatkov. Sistem temelji na CIE (Commission Internationale I'Eclairage) L*,
a*, b* nacinu dolocanja barve.

Kromometer je sestavljen iz dveh delov: merilne glave in mikroprocesorja za obdelavo
podatkov. Merilna glava ima vir svetlobe, ki osvetljuje predmet pod kotom 45°.
Pravokotno na predmet so normirani spektralni filtri X, Y, Z, skozi katere gre odbita
svetloba, ki jo preko fotopomnozevalk ojacamo in pretvorimo v digitalni zapis. Ker je
sistem X, y, z tezko predstavljiv, so kasneje nastali enostavnejsi sistemi (Zabkar, 1998).

L*, a*, b* sistem deluje podobno kot ¢lovesko oko: Vsako barvilo zazna kot kombinacijo
rde¢e, rumene in modre barve. Merjeni predmet osvetli z belo svetlobo konstantne
temperature (v naSem primeru 6740 °K). Odbito barvo vzorca s pomocjo senzorjev razdeli
na tri vrednosti, ki jih predstavi s pomocjo tocke v tridimenzionalnem sistemu.

Rezultat nam poda v L*, a*, b* koordinatah, ki so v neposredni odvisnosti od normnih
barvnih vrednosti X, Y, Z.

L*= 116 (Y/Yn)"— 16
a*= 50 ((X/Xn)"® — (Y/Yn)")
b*=200 ( ( Y/Yn) "~ (Z/Zn)"")

X, Y, Z so vrednosti za normalni beli standard. Ta sistem je enostaven, ker nam vsako
barvo predstavi v tridimenzionalnem koordinatnem sistemu, mozna pa so tudi enostavna
preraunavanja razlik v barvah med vzorcema (Zabkar, 1998).

Slika 11: Tridimenzionalna predstavitev a*, b*, in L* barvnih vrednosti (Zabkar, 1998)



Stibilj R. Vpliv antioksidantov v ekstraktih rozmarina in zelenega ¢aja na senzori¢ne lastnosti soka rde¢e pomarance.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2006 22

Razlike posameznih komponent pomenijo:
+L*= svetlejsi
—L*= temnejsi
+a* = bolj rde¢ (manj zelen)
—a* = bolj zelen (manj rdec)
+b* = bolj rumen (manj moder)
—b* = bolj moder (manj rumen)

Vsak vzorec soka smo prelili v manjSo posodico. To posodico smo uporabljali pri vseh
meritvah. Kromometer smo potopili v posodico s sokom do viSine, ko je prislo do stika
sok - kromometer, zaradi povrSinske napetosti soka. Racunalnik DATA DP 100 nam za
vsak komplet meritev poda povpre¢ne, minimalne in maksimalne vrednosti za L*, a*, b*
ter standardne deviacije. Za vsak vzorec soka z dodatkom ekstrakta smo opravili tri
meritve. Zanimalo nas je, kako se vrednosti L*, a*, b* spreminjajo s staranjem soka.

Pri merjenju barve s kromometrom Minolta smo uporabljali nastavek, namenjen merjenju
barve plodov.

3.2.4 Dolocanje vsebnosti askorbinske kisline (HPLC)

Vsebnost askorbinske kisline smo dolocali s teko¢insko kromatografijo visoke locljivosti
(HPLC po metodi IFJU Nr. 17).

Posamezne komponente vzorca se lo¢ijo med seboj na osnovi razlicnih fizikalno —
kemijskih interakcij med mobilno in stacionarno fazo, kar se na kromatogramu pokaze kot
razli¢ni retencijski Casi.

Sok rdece pomarance smo centrifugirali pri 14000 vrtljaji/minuto, 6 minut. Vzorce smo
filtrirali skozi 0,45 pum filtrom ter jih inicirali v HPLC sistem.

Vzorce smo desetkrat razredCili z 2 % metafosforno kislino, ki stabilizira askorbinsko
kislino. Standarde za umeritveno krivuljo smo pripravljali v paralelkah koncentracij
10 mg/1, 30 mg/1, 50 mg/l. Standarde smo pripravili tako, da smo kristalini¢no askorbinsko
kislino raztopili v 2 % m-fosforno kislino do koncentracije 1 g/l in potem z redcenjem
dosegli ustrezne koncentracije za umeritveno krivuljo. Pred iniciranjem smo jih prefiltrirali
skozi 0,45 pm filter.

Pogoji locitve pri analizi askorbinske kisline:
- mobilna faza: 20 mM NH,PO, (pH: 2,9)
- kolona: C18, 5 um SYNERGI (4 pn HYDRO- RP 80A)
- pretok: 1.0 ml/min
- valovna dolZina UV spektrofotometra: 245 nm
- volumen iniciranega vzorca: 20 ul
- HPLC z UV detektorjem Knauer (Nemcija)
- separacijska kolona Knauer Eurospher 100, C18; 5 um; 25 cm (Nemcija)
- membranski filter (Millipore 0,45 pm) (ZDA)
- avtomatski podajalnik vzorcev
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3.2.5 Dolocanje skupnih fenolnih spojin

Fenolne snovi v soku rde€e pomarance so pomembne, saj prispevajo k barvi, okusu in
oksidacijski stabilnosti soka. V prisotnosti kisika se hitro oksidirajo, kar povzroci
porjavenje soka.

Znano je, da fenolne spojine soka absorbirajo svetlobo v UV in vidnem obmoc¢ju. Zato
lahko odc¢itano vrednost absorbance uporabimo za oceno vsebnosti fenolov, skupnih
antocianov in deleza antocianov v obarvani obliki. Za dolocitev koncentracije skupnih
fenolnih snovi smo dodali Folin — Ciocalteujev reagent, ki v alkalni raztopini reducira
fenolne snovi.

Vzorec soka smo centrifugirali 10 minut pri 300 obratih/minuto. Supernatant smo
razredcili v razmerju 1:10 z deionizirano vodo in dobro premesali. 1 ml tako pripravljenega
vzorca smo odpipetirali v 100 ml merilno bucko in dodali 60 ml deionizirane vode.
Raztopino smo dobro premesali, in dodali 5 ml razredenega Folin — Ciocalteujevega
reagenta v razmerju 1:2 z deionizirano vodo. Ponovno smo jo dobro premesali in po 30
sekundah (najkasneje 8 minutah) dodali 15 ml 20 % raztopine natrijevega karbonata.
Raztopino smo premesali in dopolnili z deionizirano vodo do oznake. Po dveh urah
temperiranja (20 °C) smo raztopino ponovno premesSali, prenesli v 10 mm kivete in
izmerili absorbanco proti slepemu vzorcu pri 765 nm.

Masno koncentracijo skupnih spojin smo izracunali iz umeritvene krivulje, ki smo jo
predhodno pripravili iz standardne referencne raztopine razlicnih koncentracij galne kisline
(Kosmerl, 2000).

3.2.6 Senzori¢no ocenjevanje

Vzorce soka smo senzoricno ocenili dvakrat: prvi¢ na polovici poskusa (po 6 tednih) in
drugi¢ ob koncu (po dvanajstih tednih).

Ker smo Ze v predposkusu ugotovili, da dodatek ekstrakta rozmarina daje mocan priokus
po rozmarinu, smo za senzori¢no ocenjevanje pripravili Cetrti, Se nizji dodatek ekstrakta
rozmarina. Za oba ekstrakta, rozmarina in zelenega ¢aja je namre¢ znacilno, da v vecjih
koncentracijah puscata mocan priokus. Koncentracije dodanih ekstraktov smo dolocili
skupaj s proizvajalcem ekstraktov, podjetjem Vitiva.

S senzori¢no analizo smo ocenjevali okus, vonj, barvo in bistrost soka rdee pomarance.
Senzori¢no ocenjevanje je izvedel panel izkuSenih preizkusevalcev z oddelka za zivilstvo,

Biotehniske fakultete, sprejemljivost soka pri potro$nikih pa ocenjevalci — potroSniki,
zaposleni v tovarni Fructal.
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Ocenjevali smo osem vzorcev soka z razlicnimi dodatki ekstraktov, ki smo jih starali
dvanajst tednov pri temperaturi 37 °C. Stirje vzorci soka so imeli dodan ekstrakt

rozmarina, trije vzorci so bili z dodatkom zelenega Caja, en vzorec soka pa je bil brez
dodatkov.

Ocenjevali so okus s to¢kami od 0 — 8, vonj, barvo in bistrost pa s tockami 0 — 4.
Vzorec soka je tako lahko dosegel najve¢ 20 toc¢k. Vsak ocenjevalec je bil naprosen, da
poda svoje mnenje o soku.
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4 REZULTATI

41 REZULTATI DOLOCANJA ANTIOKSIDACIJSKEGA POTENCIALA

Rezultati v preglednici 6 podajajo vrednosti antioksidacijskega potenciala (AOP),
dolocenih s spektrofotometricno analizo. Rezultati so povprecja treh meritev.

Preglednica 7: Izmerjen antioksidacijski potencial soka rde¢e pomarance z dodanimi
ekstrakti

Soé(ofianimi Antioksidacijski potencial (nmol/l)

ekstrakti kontrola rozmarin zeleni Caj

Cas 1 0,05% | 0,10% | 0,15% | 0,01 % | 0,02 % | 0,03 %

skladiscenja

(teden)
1 0,822 0,812 0,810 0,746 0,829 0,768 0,833
2 0,433 0,448 0,469 0,495 0,515 0,471 0,521
3 0,280 0,442 0,440 0,408 0,427 0,412 0,427
4 0,342 0,365 0,381 0,382 0,359 0,377 0,364
5 0,187 0,254 0,261 0,315 0,218 0,261 0,275
6 / / / / / / /
7 0,248 0,304 0,308 0,305 0,252 0,255 0,258

Vzorec, ki smo ga analizirali ob ¢asu skladiS¢enja 1, je sok, ki so mu bile dodane razli¢ne
koncentracije ekstraktov antioksidantov, vendar sok Se ni bil pasteriziran, zato so tudi
vrednosti antioksidacijskega potenciala visje kot pri pasteriziranem soku. Razlog za visje
vrednosti antioksidacijskega potenciala nepasteriziranega soka je v tem, da termicna
obdelava zmanjSa vsebnost antioksidacijskih snovi soka, saj poviSana temperatura pospesi
oksidacijo nekaterih antioksidantov, kot so npr. askorbinska kislina in polifenoli.

Pri ostalih merjenjih smo iz vzorcev soka previdno odvzeli sok iz vrha steklenice, saj ta ni
vseboval vecjih sadnih delcev, ker so se ti s Casom (staranjem) posedli na dno.

Antioksidacijski potencial soka rdece pomarance z dodatki razli¢nih koncentracij
ekstraktov rozmarina se v pasteriziranem soku giblje pri najve¢jem dodatku ekstrakta od
0,495 nmol/l do 0,254 nmol/l pri najmanjSem dodatku rozmarinovega ekstrakta vzorcu
soka, kar je razvidno iz preglednice 7. Antioksidacijski potenciali z dodatki razli¢énih
koncentracij ekstrakta zelenega ¢aja pasteriziranega soka se gibljejo od 0,521 do 0,218.
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4.1.1. Rezultat dolo¢anja antioksidacijskega potenciala v soku rdefe pomarance z
dodanimi ekstrakti roZmarina
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Slika 12: Spremljanje antioksidacijskega potenciala vzorca soka rdeCe pomarane z
dodanim ekstraktom rozmarina v dvanajst tedenskem poskusu.

Iz slike 12 je razvidno, da je imel kontrolni vzorec soka ob zaCetnem merjenju nizji

ey

antioksidacijski potencial je imel vzorec soka z najve¢jim dodatkom roZzmarina.

Med dvanajst tedenskim poskusom je imel kontrolni vzorec soka brez dodanih ekstraktov

ey e

zmanjsanje antioksidativnih snovi v kontrolnem vzorcu soka rde¢e pomarance po prvih
Stirinajstih dneh staranja pri 37 °C.

V wvzorcih soka z dodanimi ekstrakti je bilo zaznati nekoliko manjSe zmanjSanje
antioksidacijskega potenciala.
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4.1.2. Rezultat dolo¢anja antioksidacijskega potenciala v soku rdefe pomarance z
dodanimi ekstrakti zelenega Caja
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Slika 13: Spremljanje antioksidacijskega potenciala vzorca soka rdeCe pomarane z
dodanim ekstraktom zelenega ¢aja v dvanajst tedenskem poskusu.

Iz slike 13 je razvidno, da ima kontrolni vzorec soka ob prvem merjenju nizji

v

antioksidacijski potencial ima vzorec soka z najve¢jim dodatkom ekstrakta zelenega Caja.

Tudi tukaj je zmanjSanje antioksidativnih snovi v kontrolnem vzorcu soka rdece
pomarance po Stirinajstih dneh staranja pri 37 °C najvecje. V vzorcih soka z dodanimi
ekstrakti je bilo zaznati nekoliko manj$i padec antioksidacijskega potenciala.
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4.1.3. Rezultat dolo¢anja antioksidacijskega potenciala v soku rdefe pomarance z
dodanimi ekstrakti roZmarina in zelenega ¢aja
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Slika 14: Spremljanje antioksidacijskega potenciala vzorca soka rdefe pomarance z
razli¢nimi dodatki ekstraktov v dvanajst tedenskem poskusu.

Na sliki 14 je razvidno, kako se zmanjSuje antioksidacijski potencial sokov rdece
pomarance z dodanimi ekstrakti rozmarina in zelenega Caja.

Iz slike 14 tezko razberemo, kateri od ekstraktov ima mocnejsi antioksidacijski potencial.
Razberemo lahko le stanje, ki je bilo na zacetku in ob koncu poskusa. Pri meritvah, ki so
bile opravljene med staranjem soka se vrednosti spreminjajo.

Ob zacetku poskusa ima sok rdece pomarance z dodanimi ekstrakti zelenega caja visji
antioksidacijski potencial kot sok rde¢e pomarance z dodanimi ekstrakti rozmarina.

ey

pomaran¢e z 0,03 % dodatkom ekstrakta zelenega caja. Najve€je zmanjSanje
antioksidacijskega potenciala v prvih Stirinajstih dneh staranja je dozivel kontrolni vzorec

evee

Vrednosti antioksidacijskega potenciala, so za vzorce soka z dodanimi ekstrakti rozmarina
ob koncu poskusa visje od vrednosti vzorcev soka z dodanimi ekstrakti zelenega Caja.
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4.2 REZULTATI ANALIZE BARVE

Preglednica 8: L, a*, b* vrednosti za vzorce soka rdeCe pomarance z ekstrakti po prvem in
dvanajstem tednu.

L vrednost a* vrednost b* vrednost

Cas(tedni) o o o
Sok 7 Prvi teden D\t,:clll:i st Prvi teden D\t]:geafl st Prvi teden D\t/:clll:i st
ekstrakti
kontrola 21,90 24,22 19,15 15,91 10,17 21,43
roz 0,05 % 22,17 26,34 21,93 17,02 12,70 25,13
roz 0,1 % 20,76 26,62 21,35 17,67 11,26 25,62
roz 0,15 % 21,72 24,09 21,95 14,87 12,35 21,12
z¢ 0,01 % 22,47 23,02 22,89 13,58 12,74 18,43
z¢ 0,02 % 21,06 21,49 21,60 12,70 11,57 16,68
z¢ 0,03 % 20,38 24,59 17,94 15,54 9,21 21,47

Iz podatkov v preglednici 8 in slike 15 je razvidno, da je L vrednost s staranjem soka
narascala. To pomeni, da je sok s staranjem postajal svetlejsi.

Sprememba vrednosti L je ve¢ja pri vzorcih soka rdeCe pomarance z dodatkom
rozmarinovih ekstraktov, kot pri vzorcih soka z dodatki ekstrakta zelenega caja. L
vrednosti so se pri vzorcih soka z 0,01 % in 0,02 % dodatkom ekstrakta zelenega ¢aja manj
povecale kot pri kontrolnem vzorcu. Tako je bil sok rdece pomarance po dvanajstih tednih
pri teh dveh koncentracijah ekstrakta zelenega ¢aja temnejsi kot kontrolni vzorec.

Vrednosti a* so se znizale, kar vidimo na sliki 16. ZniZzevanje a* vrednosti pomeni, da je
sok izgubljal rde¢ odtenek.

Najvecje znizanje vrednosti a* je pri soku rde¢e pomaranée z dodatkom 0,01 % ekstrakta
zelenega Caja ter pri soku z najve¢jim dodatkom ekstrakta rozmarina.

Najnizjo vrednost a* je dosegel sok z dodatkom 0,02 % ekstrakta zelenega Caja, medtem
ko je bila pri soku obeh dodanih ekstraktov rozmarina kon¢na vrednost a* visja.

Vrednost b* je pri vseh vzorcih narascala (preglednica 8 in slika 17). Vecji dvig b*
vrednosti je bil pri soku z dodanimi ekstrakti rozmarina, nekoliko manjSe pa pri soku z
dodanimi ekstrakti zelenega Caja. Narasc¢anje vrednosti b* pomeni, da je bilo v vzorcih vec
rumenega odtenka barve.

Po dvanajstih tednih staranja ima vzorec soka z 0,1 % dodatkom ekstrakta rozmarina
najvi§jo a* vrednost, vzorec soka z 0,02 % dodatkom ekstrakta zelenega ¢aja pa najniZjo
a* vrednost.
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Slika 15: L vrednost za vzorce soka rde¢e pomarance z dodatki ekstraktov po prvem in
dvanajstem tednu.
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Slika 16: a* vrednost za vzorce soka rde¢e pomarance z dodatki ekstraktov po prvem in
dvanajstem tednu.
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Slika 17: b* vrednost za vzorce soka rdece pomarance z dodatkom ekstraktov po prvem in

dvanajstem tednu.

43 REZULTATI DOLOCANJA VSEBNOSTI ASKORBINSKE KISLINE

Preglednica 9: Vsebnost askorbinske kisline v soku rdece pomarance po dvanajstih tednih

staranja

Vsebnost askorbinske

Sok z ekstrakti Kisline (m/l)

VR .. )
© 3 | sveZe pripravljen sok brez
>§ 'fg dodatkov 103,3
N &

kontrola /
o r0z 0,01 % /
é roz 0,1 % /
8 roz 0,15 % 2,2
o 280,01 % /
= 780,02 % /
~4 z¢ 0,03 % /

Analizo askorbinske kisline smo opravili ob koncu poskusa. Samo najvec¢ji dodatek
rozmarina je za$citil askorbinsko kislino v soku rde¢e pomarance. Tudi po veCmese¢nem
staranju soka na 37 °C je bilo v tem vzorcu Se 2,2 mg askorbinske kisline v 11 soka.
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44 REZULTATI ANALIZE SKUPNIH FENOLNIH SNOVI

Preglednica 10: Vsebnost skupnih fenolnih snovi v soku rdece pomarance z dodanimi
ekstrakti dolocenih ob zacetku poskusa

Sok z dodanimi ) .
ckstrakfi Ekvivalent galne kisline (mg/1)
kontrola 940,2
roz 0,05 % 1024,1
roz 0,1 % 1076,5
roz 0,15 % 1107,9
z¢ 0,01 % 950,7
z¢ 0,02 % 1066,7
z¢ 0,03 % 1107,9
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Slika 18: Skupne fenolne snovi izrazene v mg galne kisline/l v soku rde¢e pomarance z
dodanimi ekstrakti dolo¢enih ob zacetku poskusa.

Reducirajo¢i sladkorji, zlasti fruktoza so sposobni redukcije volframata in molibdata
(komponenti Folin — Ciocalteujevega reagenta) v alkalnem. Z ozirom na koncentracijo
reducirajocih sladkorjev je potrebna korekcija izraCunane koncentracije skupnih fenolnih
spojin izrazenih kot miligram galne kisline na liter (Ko$merl, 2000).

Ker je koli¢ina reducirajo¢ih sladkorjev v soku rde€e pomarance 37 g/l, smo pri
izraCunanih vrednostih, zapisanih v preglednici 10, upostevali korekcijski faktor 1,06.
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Fenolne snovi delujejo kot antoksidanti. Za fenolne antioksidante predpostavljajo, da
zaustavljajo oksidacijo lipidov, ker se njihov vodikov atom hitro poveze z lipidnim
radikalom (Trost, 2004).

Vsebnost fenolih snovi se je z ve€anjem dodatka ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja
sorazmerno povecala glede na kontrolni vzorec (slika 18).

45 REZULTATISENZORICNEGA OCENJEVANJA

Rezultate senzori¢nega ocenjevanja soka rde¢e pomarance z dodanimi ekstrakti rozmarina
in zelenega ¢aja podajamo na slikah 19 —22. Sliki 19 in 20 prikazujeta ocene senzori¢nega
panela oziroma ocenjevalcev — potro$nikov po Sestih tednih skladiscenja, sliki 21 in 22 pa
po dvanajstih tednih skladiS¢enja.

Senzori¢ni panel je ocenjeval z analiticno tockovno metodo, in sicer okus s tockami 0 — 8,
vonj, barvo in bistrost pa s toCkami 0 — 4, pri ¢emer je 0 tock pomenilo popolno
neustreznost senzoricne lastnosti, 8 0z. 4 tocke pa optimalno izraZzeno senzoricno lastnost.
Ocenjevalci — potrosniki so ocenjevali stopnjo sprejemljivosti soka s staliS¢a potrosnikov.
Ker so bili le—ti ocenjevalci iz vrst zaposlenih na Fructalu in dobro poznajo znacilnosti
soka rde¢e pomarance, so bili pri svojih ocenah zelo strogi.

Namen senzori¢nega ocenjevanja je bil ugotoviti ali dodani ekstrakti rozmarina in zelenega
¢aja vplivajo na senzori¢ne lastnosti soka rdeCe pomarance, ali dodatke spoznamo v
spremembi barve, vonja, okusa, ali dodatki prispevajo k priokusu, ali povzro¢ajo pookus.
Zato smo prvo preskusno senzori¢no ocenjevanje izvedli takoj po pasterizaciji sokov.
IzkuSeni senzori¢ni ocenjevalci so zaznali rozmarinov ekstrakt Ze pri najmanjSem dodatku.
Z vecanjem dodatka ekstrakta v soku rde¢e pomarance, je bil vpliv na vonj in okus soka
rdeCe pomarancCe vse bolj izrazit. Zato smo za senzoricno analizo dodatno pripravili Se
vzorec soka z manjSim dodatkom ekstrakta rozmarina, in sicer 0,025 %. Ta dodatek na
zacetku poskusa ni vplival na spremembo senzori¢nih lastnosti soka rde¢e pomarance.

Pri vzorcih sokov, ki so jim bili dodani ekstrakti zelenega ¢aja, pa je bilo Cutiti grenak
priokus, vendar le-ta ni bil motec.

Na sliki 19 so grafi¢no prikazane ocene senzori¢nega panela. Rezultati kazejo, da se je pri
kontrolnem vzorcu soka (sok brez dodanih ekstraktov) ze Cutil vonj in okus po starikavosti,
kar je naravna posledica staranja. Pri soku z dodatkom rozmarinovega ekstrakta se je
priokus po rozmarinu z vefanjem dodatka jacal. Soku se je na okusu in vonju poznal
dodatek ekstrakta rozmarina tako pri najmanjSem kot pri najvejem dodatku. Pri
najmanjSem dodatku ekstrakta rozmarina je bil sok Se vedno sprejemljiv, medtem ko sta
bila pri ve¢jih dodatkih okus in vonj po rozmarinu prevec izrazita in zaradi tega tudi
moteca. Pri analizi soka, ki mu je bil dodan manjsi dodatek ekstrakta zelenega caja je bil
okus spremenjen, zaznal se je rahel priokus grenkobe. Nekateri ocenjevalci so to opisali z
okusom po topilih. Za vecéino ocenjevalcev sta bila okus in vonj soka pri vseh treh
koncentracijah ekstrakta Se vedno sprejemljiva.
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Slika 19: Senzori¢ne ocene soka rde¢e pomarance z dodanimi ekstrakti po Sestih tednih
skladis¢enja.

Ocena sprejemljivosti soka, ki so jo podali preizkusevalci (ponazorjena na sliki 20) je bila
podobna. Kontrolnemu vzorcu so pripisali starikav okus. Priokus rozmarina so zaznali ze
pri najmanjSem dodatku ekstrakta, zato so tudi ocene nizke. Pri ekstraktih zelenega ¢aja so
zaznali grenkobo, ki je bila v soku z najve¢jim dodatkom prevec izrazita.

Razlike v ocenah med senzoricnim panelom in ocenjevalci — potrosniki so precejSne.
Ocenjevalci potrosniki so sok ocenili bolj kriti¢no. Vsak priokus, neznacilen vonj ki ga
puscajo ekstrakti so kaznovali z nizanjem ocene. Tako je iz slike 20 razvidno kako vecanje
dodatka ekstraktov vpliva na senzori¢ne lastnosti soka. Najvi§jo oceno sprejemljivosti sta
prejela vzorca soka z najmanj$im dodatkom ekstrakta zelenega Caja in kontrolni vzorec
soka.

Senzori¢ni panel so sestavljali ocenjevalci iz razlicnih kateder oddelka za Zivilstvo. Med
njimi so bili strokovnjaki s podro¢ja vinarstva, sadjarstva, oljarstva in pekarstva. Pri
obdelavi dobljenih rezultatov je bilo razvidno, da so ocenjevalci s podro¢ja vinarstva
pripisali vi§je ocene vzorcem soka z ve¢jim dodatkom ekstraktov, ki so dali soku grenak,
trpek okus, kar je ocenjevalce spominjalo na taninske komponente v vinu.
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Slika 20: Senzori¢na sprejemljivost soka rdeCe pomarance z dodanimi ekstrakti po Sestih
tednih skladis¢enja.

Po dvanajstih tednih je senzori¢ni panel v vseh analiziranih sokovih, zlasti sokovih z
vecjim dodatkom ekstraktov zaznal vonj in okus po starem, postanem. Temu primerne so
tudi nizje ocene, ki so prikazane na sliki 21.

V soku z dodatkom roZmarinovega ekstrakta sta se vonj in okus po roZmarinu Se ojacala in
bila zelo moteca. V soku z dodatkom ekstrakta zelenega Caja je prevladoval mote¢ grenak
priokus, ter vonj po starem prekuhanem pomaran¢nem soku.
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Slika 21: Senzoricne ocene soka rdece pomaranc¢e z dodanimi ekstrakti po dvanajstih
tednih skladisc¢enja
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z€ 0,03 % |

z€ 0,02 % |

z€ 0,01 %

roz 0,15 % ]

roz 0,1 % ]
roz 0,05 % ]

roz 0,025 % ]

kontrola

nesprejemljiv sprejemljiv zelo dober

Slika 22: Senzori¢na sprejemljivost soka rdece pomarance z dodanimi ekstrakti po
dvanajstih tednih skladisc¢enja

Sprejemljivost soka z dodanimi ekstrakti se je po dvanajstih tednih skladiS¢enja Se
poslabsala (slika 22). Ocene sprejemljivosti soka se z veCanjem dodatka ekstraktov
slabsajo.

Ocene vzorcev soka rdece pomarance z dodatki ekstraktov rozmarina so bile niZje, kot pri
soku z dodanimi ekstrakti zelenega ¢aja. Kontrolni vzorec soka, ki bi moral imeti najnizjo
oceno, je imel v naSem primeru najvisjo oceno.
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4.6 STATISTICNA OBDELAVA REZULTATOV ANALIZ PO DVANAJSTIH
TEDNIH SKLADISCENJA

Preglednica 11: StatistiCna analiza rezultatov analiz soka rdee pomarance z dodatki
antioksidantov po dvanajstih tednih skladis¢enja.

Merjeni parametri
AOP L a* b* okus vonj bistrost | barva
(nmnol/l)
kontrola b b b b b ] ) )
= 0,248+0,015° | 24,2243,61 | 15,91£3,26™ | 21,43£526™ | 4,00£0,00° | 1,7£0,3" | 1,020,0" | 4,0+0,0"
=
<
= ~ )
E 1020,05% | 30440019 | 2636196 | 17.02¢1,69% | 25.1342.95° | 3.800.76% | 1,511 | 09£02% | 4.0200°
O > o
S| TZ0.1% 16 30840,021° | 26,621,048 | 17.67£059° | 25.6242.39° | 4304027° | 2.2+08" | 0.7£04% | 4.00,0°
< s 0
S| 015% | 0,305:0,034° | 24,0941,60™ | 14.874049% | 21,1262,20% | 3,902022% | 2,0:0.8" | 0.7204* | 4,020,0°
x 0
ZE0.01% 1 055040,035° | 22265126 | 13,1320,60° | 17,551,90° | 3,30:048° | 2,0202 | 0,6:0,5% | 4,0:0,0°
et 0,
Z8002% 1 0255:0,043° | 24,5041,62% | 155442,03% | 21472323 | 3302057 | 1,804° | 0.6£0,5 | 4,020,0°

a, b, c: vrednosti, ki imajo v stolpcu enako ¢rko se med seboj statisti¢no znacilno ne
razlikujejo (p > 0,05)

Za statisticno obdelavo podatkov smo uporabili programski paket SAS/STAT. Osnovni
statisti¢ni parametri so bili izracunani s postopkom MEANS. Pri obdelavi podatkov s
statisticnim modelom smo uporabili postopek GLM (General Linear Modul).

Predvsem nas je zanimalo, e kateri od dodanih ekstraktov pri vzorcih soka staranih
dvanajst mesecev izstopa po svojem ucinkovanju.

Pri reakciji soka z reagentom DPPH se absorbanca zniza. Ve¢ja kot je redukcija barve
(nizja absorbanca), ve¢ antioksidantov je v vzorcih soka. Z matemati¢nim izraunom lahko
dobljeno absorbanco pretvorimo v antioksidacijski potencial (nmol/l).

Iz statisticno obdelanih rezultatov (preglednica 11) razberemo, da je imel kontrolni vzorec
soka najnizji antioksidacijski potencial, kar pomeni, da je vseboval tudi najmanj
antioksidantov.

Pri vzorcih soka z razlicnimi dodatki ekstraktov rozmarina opazimo, da se vrednosti
antioksidacijskega potenciala bistveno ne razlikujejo med seboj.

Med sokovi z razlicnimi dodatki ekstraktov rozmarina ni bilo statisticno znacilnih razlik.
Vzorci soka z dodatki rozmarinovega ekstrakta imajo vecji antioksidacijski potencial kot
vzorci soka z dodatki ekstrakta zelenega €aja (p > 0,05) tudi po veCmesecnem staranju
soka.

Narascanje L vrednosti pomeni, da je merjen vzorec postajal svetlejSi. NajtemnejsSi vzorec
z najnizjo izmerjeno L vrednostjo je kontrola, brez dodatkov ekstraktov.
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Pri prvih dveh dodatkih ekstraktov rozmarina je L vrednosti visja, kar pomeni, da sta bila
vzorca svetlejSa od kontrole. Pri vzorcu soka z najve¢jim dodatkom rozmarinovega
ekstrakta se je vrednost L znizevala, kar pomeni da je sok postajal temnejsi.

Pri vzorcih soka z dodatki zelenega Caja, L vrednost z naras¢anjem dodatka narasca, kar
pomeni svetlejSi odtenek barve, vendar Se vedno nizji kot je pri kontroli in vzorcih z
kontrole.

Iz preglednice 11 lahko razberemo, da ni statisticno znacilnih razlik med razli¢nimi
dodatki rozmarina in zelenega caja.

Ce primerjamo a* vrednost kontrolnega vzorca soka z izmerjenimi a* vrednostmi vzorca
soka z dodatki ekstraktov rozmarina, so le ti vi§ji, kar pomeni, da je bil sok bolj rdeckaste
barve kot kontrolni vzorec. Odstopa le vzorec z najve¢jim dodatkom rozmarinovega
ekstrakta, ki ima a* vrednost nizjo kot kontrolni vzorec.

Pri vzorcu soka z najmanjSim dodatkom zelenega Caja je bila vrednost a* nizja kot v
kontrolnem vzorcu, pri vzorcu z najve¢jim dodatkom pa je bila vrednost a* visja kot v
kontrolnem vzorcu. Vzorec kontrolnega soka je bil tako bolj rde¢ kot vzorec soka z
najmanjSim dodatkom zelenega ¢aja, ter manj rde¢ kot vzorec soka z najve¢jim dodatkom
zelenega caja.

Najbolj rde¢ odtenek barve sta imela vzorca soka z dodatkom 0,05 % in 0,1 % ekstrakta
rozmarina.

Med razli¢nimi dodatki ekstrakta rozmarina in zelenega €aja ni statisti¢no znacilnih razlik,
izstopa le sok 0,1 % dodatka roZmarina, ki ima statisticno znacilno visjo vrednost a.

Vrednosti b* se je pri vzorcih soka z dodanimi ekstrakti rozmarina 0,05 % in 0,1 %
povecala. Vzorca sta imela bolj rumen odtenek glede na kontrolni vzorec soka. Pri
najve¢jem dodatku ekstrakta, smo izmerili enako vrednost kot v kontrolnem vzorcu soka.
Vzorci soka z dodanimi ekstrakti zelenega ¢aja so imeli enake oz. nizje vrednosti kot
kontrolni vzorec soka. To nakazuje na to, da je imel sok z najve¢jim dodatkom ekstrakta
rozmarina in ekstrakta zelenega ¢aja ob koncu staranja podobne b* vrednosti kot kontrolni
vzorec. Odstopala sta samo vzorca soka z dodanima ekstraktoma rozmarina 0,05 % in 0,1
%, kar pomeni da sta bila vzorca soka bolj rumenkasta glede na kontrolni vzorec soka.
Med sokom z razlicnimi dodatki ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja ni bilo statisticno
znacilnih razlik.
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4.7 ANALIZA POVEZANOSTI SPREMENLJIVK

Vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta za vse analizirane parametre smo
dolocili s statisticnim programom SAS System. Izracunani Pearsonovi korelacijski
koeficienti so podani v preglednici 12 in povedo, kaksne so povezave med posameznimi
neodvisnimi, analiziranimi parametri. Razvidno je, da so med posameznimi parametri

pozitivne in negativne zveze.

Preglednica 12: Korelacijski koeficienti med analiziranimi parametri

AOP L a* b* okus vonj bistrost

AQOP 1 -0,74 -0,63 -0,76 -0,66 -0,06 -0,03
L 1 0,97 0,99 0,64 -0,21 0,25
a* 1 0,97 0,71 -0,20 0,37
b* 1 0,69 -0,20 0,30
okus 1 0,20 0,47
vonj 1 -0,59
bistrost 1

AOP — antioksidacijski potencial; L — merjenje barve; a* - merjenje barve; b* - merjenje
barve; okus, vonj, bistrost — senzoricni parametri; - pred Stevilom pomeni negativho
korelacijo; obarvana polja — med parametri je mo¢na zveza

Iz preglednice 12 je razvidno, da je antioksidacijski potencial v negativni korelaciji s
parametri barve (L, a*, b*), ter senzori¢nimi parametri (okus, vonj, bistrost). V pozitivni
korelaciji so med seboj parametri L, a* in b*. Okus je v pozitivni korelaciji s parametri
barve, kar pa ne velja za vonj, ki je z njimi v negativni korelaciji. Vonj je v pozitivni
korelaciji le z okusom. Bistrost je v negativni korelaciji z antioksidacijskim potencialom in
vonjem, s parametri barve in okusom pa je v pozitivni korelaciji.

Na osnovi Pearsonovega korelacijskega koeficienta R, ki je pri linearni zvezi enak
kvadratnemu korenu determinacijskega koeficienta, smo ovrednotili stopnjo povezanosti
med posameznima, neodvisnima spremenljivkama. Med spremenljivkami smo iskali
zvezo, ki je mocna (vecja od 0,7). Nasli smo Sest mocnih povezav, ki so bile statisti¢no
znacilne pri 0,05 stopnji tveganja. Te povezave so naslednje: antioksidacijski potencial in
L vrednost (0,74), antioksidacijski potencial in a* vrednost (0,76), vrednosti L in a* (0,97),
vrednosti L in b* (0,99), vrednosti a* in b* (0,97) ter vrednosti a* in okus (0,71).

Povezanost spremenljivk je naklju¢na, odvisna od napak pri merjenju. Na spremenljivke
delujejo bioloski in drugi dejavniki (pasterizacija, homogenizacija, deaeracija)
variabilnosti. Nekatere mo¢ne povezave med spremenljivkami so pozitivne, kar pomeni, da
vrednost ene spremenljivke narasca z vrednostjo druge, nekatere povezave pa so negativne.
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Statisticno mocne in odvisne korelacijske povezave so med parametri barve L, a* in b*. Ti
parametri so povezani med seboj (tridimenzionalna povezava). Ce se eden od parametrov
poveca, se povecata tudi druga dva.

Statisti¢cno moc¢ne zveze so Se med antioksidacijskim potencialom od L in b* vrednostjo.
Pri obeh gre za negativno korelacijo. Ce se antioksidacijski potencial poveca, se vrednosti
L in b* znizata. Vec kot je v soku antioksidantov, bolj je sok svetel.

Mocno statistiéno odvisnost kazeta tudi spremenljivki a* in okus. Pri njiju gre za pozitivno
korelacijo.
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5 RAZPRAVA IN SKLEP

5.1 RAZPRAVA

Sok rdeCe pomarance je obcutljiv na spremembe barve. Choi in sod (2002) navajajo, da
vsebuje sok rdece pomarance naravna rdeca barvila antociane, ki so zelo obcutljivi na
oksidacijo in segrevanje.

Naravni antioksidanti iz rozmarina in zelenega cCaja imajo dokazan zasCitni vpliv pred
oksidacijo (Bezjak, 2004).

Postavili smo hipotezo, da antioksidanti upocasnijo razpad antocianov in posledi¢no
spremembo barve soka rdece pomarance.

e Antioksidacijski potencial
V soku med staranjem potekajo oksidacijski procesi. Raspor in sod. (2000) so
antioksidante pristeli med inhibitorje oksidacij, ki preprecujejo ali zadrzujejo oksidacijo
posameznih komponent soka.
Antioksidacijski potencial je zmoznost antioksidanta, da prepreci oksidacijo.

Rezultati analize antioksidacijskega potenciala med staranjem soka jasno kazejo, da ima
sok brez dodanih ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja tudi po ve¢mesecnem staranju nizji
antioksidacijski potencial.

Ekstrakt rozmarina je zelo ucinkovit Ze pri dodatkih v nizkih koncentracijah in lahko
zlahka nadomesti uporabo sinteticnih antioksidantov (Quirin, 2003). Z ve€anjem dodatka
ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja narasc¢a tudi antioksidacijski potencial.

Ob zacetku poskusa sta dodatka ekstrakta zelenega ¢aja 0,03 % in 0,01 % imeli visji
antioksidacijski potencial od ostalih vzorcev soka z dodanimi ekstrakti in kontrole.
Ekstrakt zelenega Caja vsebuje polifenolne snovi z visokim antioksidacijskim potencialom
(Bezjak, 2003).

Vzorci soka, z dodanimi ekstrakti rozmarina so imeli po ve€meseénem staranju soka na
37 °C vi§ji antioksidacijski potencial kot vzorci z dodanimi ekstrakti zelenega Caja.

e Merjenje barve
Rezultati merjenja barve s kromometrom Minolta so zelo variabilni. Predvsem je to
posledica neustreznega nastavka na instrumentu, ki je prilagojen merjenju barve plodov
sadja in ne barve sokov.

L vrednosti so se s staranjem soka zviSevale, kar nam pove, da je sok s staranjem postajal
svetlejSi. ZviSevanje L vrednosti je bilo vecje pri vzorcih soka z dodatki rozmarinovega
ekstrakta. Najvi§jo L vrednost pa je imel sok z 0,1 % dodatkom ekstrakta rozmarina,
vendar razlike niso bile statisti¢no znacilne.
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Znizevanje L vrednosti gre predvsem na raCun neustreznega tehnoloskega postopka
priprave soka, kjer je bila izpus€ena faza homogenizacije in deaeracije. Tako so se vecji
sadni delci posedli na dno merilne posode.

a* vrednost se je za vse vzorce soka s staranjem zniZevala. Ta podatek nam pove, da je sok
izgubljal rde¢ odtenek. Pri vzorcih soka rdece pomarance z dodanimi ekstrakti zelenega
¢aja je prislo do vecjih izgub rdeCega odtenka kot pri vzorcih z dodanimi ekstrakti
rozmarina. Razlike niso statisticno znacilne.

b* vrednost se je pri vseh vzorcih soka, z dodatki in brez vecala. Sok je s staranjem
pridobival rumen odtenek.

Ce primerjamo vzorce soka z dodanimi ekstrakti roZmarina s kontrolo, ugotovimo, da so
pri vzorcu soka z najve¢jim dodatkom ekstrakta rozmarina, vrednosti L, a* in b* nizje kot
pri kontrolnem vzorcu soka rdece pomarance. 1z tega lahko sklepamo, da vecji dodatki
ekstraktov rozmarina ne vplivajo pozitivno na barvo soka rdece pomarance.

Prav tako lahko trdimo, da pri vzorcu soka rde¢e pomarance le najvecji dodatek ekstrakta
zelenega Caja doprinese, da se vrednosti priblizajo oz. presezejo vrednosti kontrolnega
vzorca. Vsi ostali vzorci soka z razlicnimi dodatki ekstraktov imajo vrednosti niZje od
kontrolnega vzorca. To si razlagamo kot negativni odstop v kakovosti barve soka v
primerjavi s kontrolnim vzorcem.

e Askorbinska kislina

Maccarone in sod (1996) navajajo, da je askorbinska kislina naravno prisoten antioksidant
v soku rdec¢e pomarance. Obcutljiva je na visoke temperature, svetlobo in kisik

Najvecji dodatek ekstrakta rozmarina v sok rdece pomarance je zascitil askorbinsko kislino
pred popolnim razpadom. Pri ostalih vzorcih soka rdece pomarance z dodanimi ekstrakti,
askorbinske kisline z analizo nismo zaznali. Machlin in sod. (1994) navajajo, da se lahko
askorbinska kislina v hrani delno ali pa popolnoma oksidira med dolgotrajnim
skladis¢enjem.

Pri soku rdece pomarance, ki mu je bil dodan kot antioksidant askorbinska kislina, so
opazili 50 % znizanje vsebnosti askorbinske kisline v prvih treh tednih pri staranju soka na
4,5 °C. Do popolne izgube askorbinske kisline je prislo po petih tednih staranja. Sok rdece
pomarance, ki se mu je dodalo askorbinsko kislino kot antioksidant, je med staranjem imel
manjSe izgube, kot sok, ki mu nismo dodali askorbinske kisline (Choi in sod., 2002).

e Fenolne snovi
Abram (2000) navaja, da so fenolne spojine sekundarni metaboliti, ki nastanejo iz
primarnih metabolitov. Flavonoidi se smatrajo za antioksidante, ¢eprav rezultati nekaterih
Studij kaZejo tudi na to, da so lahko genotoksicni.

Skupne fenolne snovi smo dolocali spektrofotometricno. Dolocali smo jih v vzorcih soka
rde¢e pomarance brez dodanih ekstraktov, ter v vzorcih z dodanimi ekstrakti
antioksidantov rozmarina in zelenega caja. Vsebnost skupnih fenolnih snovi je bila
najmanjs$a v vzorcu soka, brez dodanega ekstrakta antioksidantov. V vzorcih, kjer so bili
dodani ekstrakti, pa se je povecevala glede na koli¢ino antioksidanta.
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e Senzori¢na ocena

Rezultati senzori¢nega ocenjevanja se ne ujemajo z rezultati analize barve. Sok je s
staranjem postajal temnejSi, rdeca barva pa se je vse bolj spreminjala do rjavkastih
odtenkov. Dodatek ekstraktov antioksidantov je v soku vplival negativno tako na okus kot
na vonj. Dodatki ekstraktov rozmarina so dali soku vonj in okus po roZmarinu. S staranjem
soka sta se okus in vonj po rozmarinu Se ojacala. Dodani ekstrakti zelenega ¢aja so v soku
rde¢e pomarance povzro€ili grenak priokus, ki je bil na zacetku poskusa sprejemljiv, s
staranjem vzorcev pa je postal bolj intenziven in motec.

Is senzori¢nega vidika lahko trdimo, da je staran sok z dodanimi naravnimi antioksidanti
rozmarina in zelenega ¢aja nesprejemljiv.

e Korelacijska analiza
S pomocjo Pearsonovega korelacijskega koeficienta R smo ovrednotili stopnjo povezanosti
med posameznimi neodvisnimi spremenljivkami. NaSli smo Sest moc¢nih povezav
(R > 0,7). To so antioksidacijski potencial in L vrednost, antioksidacijski potencial in a*
vrednost, L in a* vrednost, L in b* vrednost, a* in b* vrednost ter a* vrednost in okus.
L, a* in b* so v pozitivni korelaciji, kar je tudi razumljivo, saj vemo, da so vrednosti
tridimenzionalno povezane (Zabkar, 1998).

Nasa delovna hipoteza je bila, da naravni antioksidanti zaustavijo potemnenje barve soka
rde¢e pomarance, ¢esar pa nam nasi rezultati niso potrdili.

Vzorci soka z dodanimi ekstrakti se po odtenku barve pri vizualni oceni niso razlikovali
med seboj, niti se niso razlikovali od kontrolnega vzorca.
Naravni antioksidanti pus¢ajo soku nesprejemljiv priokus in vonj.

Okus in bistrost sta v pozitivni korelaciji z barvnimi parametri (L, a*, b*), kar pomeni, da
se pri spremembah barve s staranjem soka spreminjata tudi okus in bistrost.

Iz vseh zgornjih podatkov lahko sklepamo, da vecji kot je antioksidacijski potencial vzorca
soka, manjSa je sprememba barve (L, a*. b*).
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5.2 SKLEP

Glede na rezultate opravljenih analiz smo prisli do naslednjih zakljuckov:

e naravni antioksidanti ekstraktov rozmarina in zelenega ¢aja niso zavrli
procesa potemnenja soka rdece pomarance

e antioksidacijski potencial je v vzorcih soka z dodanimi ekstrakti
rozmarina visji kot pri dodanih ekstraktih zelenega ¢aja

e vzorcem soka se je ne glede na dodan ekstrakt spremenila barva

e le najve¢ja koncentracija dodanega ekstrakta rozmarina je delno
preprecila razgradnjo askorbinske kisline

e dodatki vseh ekstraktov antioksidantov rozmarina in zelenega Caja v
soku rde¢e pomarance so puscali priokus in vonj, pri dodatku roZzmarina
bistveno bolj, kot pa pri dodatku zelenega caja

e sprememba okusa in vonja zaradi dodanih ekstraktov se je s staranjem
soka pojacala

e dodatek ekstraktov rozmarina in zelenega caja je povecal vsebnost
skupnih fenolnih snovi v soku

6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali naravni antioksidanti rozmarina in zelenega
¢aja preprecijo temnenje soka rde¢e pomarance.

Koncentratu rde¢e pomaran¢e smo dodali vodo do 11,4 % Brix, ter mu nato dodali tri
razli¢ne koncentracije ekstrakta rozmarina in tri razliéne koncentracije ekstrakta zelenega
¢aja. Sok smo steklenicili in ga pasterizirali pri 90 °C. Vzorce soka smo termostatirali pri
37 °C za dobo dvanajstih tednov.

Analize smo opravljali vsak drugi teden. Opravili smo meritve barve s kromometrom
Minolta in antioksidacijskega potenciala po DPPH metodi. Ob zadnji analizi smo opravili
tudi vsebnost askorbinske kisline s HPLC kromatografijo in skupnih fenolnih snovi.

Rezultati so pokazali da dodani ekstrakti antioksidantov rozmarina in zelenega caja ne
zaustavijo temnenja soka rde¢e pomarance. Po vizualnem pregledu vzorcev soka ni bilo
zaznati razlik v odtenku barve.
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Senzori¢no ocenjevanje je v najvecji meri pokazalo, da okus in vonj po roZzmarinu in
zelenem caju motita v soku rdece pomarance Ze v najmanjsih koncentracijah. S staranjem
vzorcev soka sta se vonj in okus pri dodatkih naravnih antioksidantov okrepila in pustila
nesprejemljiv priokus.

Dodatek naravnih ekstraktov rozmarina in zelenega Caja je povecal vsebnost skupnih
fenolnih snovi. Pri ve¢jem dodatku ekstrakta je bila ve¢ja tudi vsebnost polifenolnih snovi.
Sok z dodatkom 0,15 % ekstrakta roZmarina je imel enako vsebnost polifenolnih snovi kot
sok z dodatkom 0,03% ekstrakta zelenega Caja.

Analiza vsebnosti askorbinske kisline v staranth vzorcih soka z dodanimi ekstrakti ob
koncu poskusa je pokazala, da je le najvi§ja koncentracija ekstrakta rozmarina zascitila
askorbinsko kislino.

Pri testiranih koncentracijah se je pokazalo, da je ekstrakt rozmarina moc¢nej$i antioksidant
kot ekstrakt zelenega Caja.
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