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V sklopu diplomske naloge smo preverjali obstojnost askorbinske kisline ter
skupni antioksidativni potencial sadno-zitne rezine, v odvisnosti od dodatka
luteina in a-tokoferola. Po izdelavi smo sadno-Zitne rezine hranili dva meseca
na temperaturi 37 °C. Ugotovili smo, da je pri teh pogojih askorbinska kislina
dokaj neobstojna, saj je koncentracija v dveh mesecih pri 37 °C padla za vec
kot 90 %, ne glede na prisotnost ostalih antioksidantov (luteina in a-tokoferola).
Pri sadni rezini, ki je bila shranjena pri temperaturi 4 °C, pa je vsebnost

askorbinske kisline po sedmih mesecih padla le za 20 %. Skupni antioksidativni

potencial smo dolocali z metodo DPPH * (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). Izkazalo
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smo dodali vse tri antioksidante. Pri rezinah z dodatkom antioksidantov pride
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In the graduation thesis we examined the subsistence of ascorbic acid and the
total antioxidative potential of a fruit-cereal bar in dependence to the
supplement of lutein and a-tocopherol. After making them, we kept the fruit-
cereal bars at 37 °C for two months. We discovered that at these conditions, the
ascorbic acid is rather unsubsistent because the concentration had fallen by
more than 90 % in two months at 37 °C regardless of the presence of other
antioxidants (lutein and a-tocopherol). With the fruit-cereal bar that was kept at
the temperature 4 °C, the concentration had fallen only by 20 %. The total
antioxidative potential was determined with the DDPH method (1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl). It was proven that the antioxidative potential is most stable in
the fruit-cereal bars with the supplement of all three antioxidants. With bars
with the supplement of antioxidants a fall in the antioxidative potential, but it
rises again after the Sth to 7th week. Our experiment demonstrated that
oxidatively, the fruit-cereal bars with the supplement of lutein, ascorbic acid

and a-tocopherol, is the most stable.
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1 UVOD

Sadno-zitne rezine postajajo vse bolj popularna oblika tako imenovane hitre prehrane.
Glavna surovina za izdelavo sadno-zitnih rezin so zita ter suho sadje, za izboljSanje njihove
prehranske vrednosti pa se dodajajo razni dodatki, kot so minerali, vitamini, itd... V sadno-
Zitne rezine se dodajajo tudi antioksidanti za izboljSanje oksidativne stabilnosti. Obstojnost
nekaterih vitaminov je problemati¢na, saj rezultati nekaterih Studij kazejo, da se zelo hitro
razgradijo. Moznost za povecanje stabilnosti vitaminov je v dodatku sinergisticnih
antioksidativnih vitaminov v razli¢nih kombinacijah.

Askorbinska kislina (vitamin C) in a-tokoferol (vitamin E) delujeta kot mo¢na in morda
najpomembnejSa antioksidanta. Vsak posebej delujeta s svojim lastnim mehanizmom,
medtem ko je njuno skupno delovanje sinergisti¢no. f—karoten (pro-vitamin A) ima manjs$o
antioksidativno aktivnost kot a-tokoferol in v raztopini deluje kot Sibak antioksidant,
vendar ima prav tako sposobnost zmanjSevanja reaktivnosti posameznih molekul v
sistemu, kjer so prisotni prosti radikali. Medtem, ko je reakcija med vitaminom C in
vitaminom E kooperativna (sinergisticna) in ucinkovita, pa naj bi bila interakcija med
vitaminom C in B-karotenom nemogoc¢a, med vitaminom E in (-karotenom pa mogoca
(Niki in sod., 1995).

Antioksidativno aktivnost pa imajo tudi nekateri produkti Maillardove reakcije, ki obicajno
poteka predvsem pri vi§jih temperaturah, vendar pa lahko reakcija med prostimi amino
skupinami in reducirajo¢imi sladkorji poteka tudi pri nizjih temperaturah med dolgotrajnim
skladis¢enjem. Produkti Maillardove reakcije delujejo kot antioksidanti, pod doloenimi
pogoji pa tudi kot prooksidanti, kar je nezazeleno, saj tako pospesujejo oksidacijo v raznih

zitno-sadno-zelenjavnih proizvodih (Nicoli in sod., 1999).
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1.1  NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je bil v moznosti povecanja prehranske vrednosti in oksidativne
stabilnosti sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske kisline, luteina in o-tokoferola.
Preucevali smo stabilnost vitaminov v sadnih rezinah obogatenih z askorbinsko kislino,
luteinom in o-tokoferolom, ter njihov vpliv na skupni antioksidativni potencial. Uporabili
smo razne kombinacije omenjenih vitaminov ter dolocili stabilnost le-teh pri skladiS¢enju v

pogojih pospeSenega staranja pri 37 °C.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- dodatki askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola povecajo antioksidativni potencial,
- dodatki luteina in a-tokoferola povecujejo obstojnost askorbinske kisline,

- produkti Maillardove reakcije povecujejo skupni antioksidativni potencial.
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2  PREGLED OBJAV

2.1 SADNO-ZITNA REZINA

Sadno-zZitne rezine spadajo v skupino proizvodov hitre prehrane in so narejene iz
dehidrirane sadne kaSe in s tehnoloskim postopkom valjanja v plasti (Vijayanand in sod.,
2000). Sadno-Zitne rezine so zdravstveno ustreznejSa alternativa raznim slaS¢icarskim
izdelkom, ker so njihova glavna sestavina zita, sadje in razni orescki. Na zalost pa dobimo
na trgu veliko podobnih izdelkov s povecano vsebnostjo mascobe in sladkorjev, kar jim
kljub Zitu in sadju zmanjSuje prehransko vrednost. Cilji in prizadevanja temeljijo na tem,
da bi podobni izdelki vsebovali ¢im ve¢ minimalno predelanega Zzita, koScke sadja in
oresc¢kov, ter z minimalnim dodatkom raznih aditivov. Namesto sladkorja bi bilo bolje
uporabiti koncentrirane sadne sokove. Higgs in Styles (2006) sta pri raziskavi o Solski
prehrani ugotovila, da je v sadnih rezinah povprecno 40 % sadnega deleza, od tega pa je
veCina v obliki koncentrata sadnih sokov in brez koSckov sadja. Sadna rezina naj bi
izgledala kot slascCica, ker bi bila s tem privla¢nejsa za otroke, obenem pa bi imela bogato
prehransko vrednost (Higgs in Styles, 2006).

Sadno-Zitne rezine so bile razvite zaradi potrebe po pred pripravljenih in hitro dostopnih
sadno-Zzitnih obrokih, ki jih lahko zauZijemo brez predhodne rehidracije. Zaradi zelo nizke
vodne aktivnosti so odporne proti mikrobioloskemu kvaru in ne zahtevajo posebnih
skladis¢nih pogojev. Zaradi vseh pozitivnih lastnosti se sadno-zitne rezine veliko
uporabljajo v vojaski prehrani, na vesoljskih misijah, razni delavci na terenu, popotniki in
drugi, ki zelijo hiter, kakovosten in zdrav sadno-zitni obrok (Rahman in Schafer, 1972).
Ahmad in sod. (2005) so dolocali fizikalno-kemijske lastnosti raznih sadnih rezin in
ugotovili, da vsebujejo povprecno 21 % vlage, 78 °Brix suhe snovi, pH 4,4, 0,80 g skupnih
kislin na 100 g izdelka in 41 mg vitamina C v 100 g izdelka. Po Stiri mese¢nem
skladiS¢enju na sobni temperaturi je pri§lo do povprecno 23 % izgube vitamina C, pH pa se
je znizal v povprecju za 0,3 enote (Ahmad in sod., 2005). Rahman in Schafer (1972) pa
porocata, da lahko pri sadno-zitnih rezinah predstavlja velik problem prevelika izguba
vode, zaradi skladiS¢ne atmosfere s prenizko relativno vlago, kar povzro¢i, da postanejo

rezine presuhe in trde, zato so skoraj neuzitne brez predhodne rehidracije.
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Na trdoto sadnih rezina pa poleg vlage znatno vpliva tudi vrsta sadja iz katerega je rezina

narejena. TrSe so predvsem sadne rezine, ki vsebujejo smokve in hruske (Rahman in

Schafer, 1972).

2.1.1 Sadno-zZitna rezina Frutabela sedem sadezev z vlaknino

Sadno Zitna rezina Frutabela 7 sadeZev z vlakninami je sestavljena iz sedmih razli¢nih vrst
sadja: jabolka, hruske, visnje, kokos, belo grozdje, rdeCe grozdje in aronija. Sadju so
primesani ovseni kosmi¢i in ovsena vlaknina. Oblita je s Cokoladnim prelivom brez
sladkorja. Masa sadne rezine je 35 g.

Sestavine sadne rezine so: jabol¢na kasa (32 %), hruskova kaSa (8 %) ter viSnjeva kasa (2
%), kokosova moka (13 %), koscki suhih jabolk (7 %), rozine (6 %), zgos$¢eni sadni sokovi
iz grozdja (20 %) in aronije (0,3 %), ovseni kosmici (11 %), stabilizator sorbitol, inulin,
robidnice (4 %), ovsena vlaknina in hidrogenirana rastlinska mascoba. Vse skupaj je

prelito z brezsladkornim mle¢nim ¢okoladnim oblivom (18 %).

Preglednica 1: Podatki o povprecni prehranski vrednosti sadno-zitne rezine Frutabela 7 sadezev z vlaknino

(Fructal, 2008a)

Hranilna vrednost v100g v3Sg
Energijska vrednost 1301 kJ (311 kcal) 455KkJ (109 kcal)
Beljakovine 46¢g 1,6 g
Ogljikovi hidrati 333¢ 11,7 g
od teh sladkorji 193 ¢ 6,8 ¢g
Mascoba od te nenasicene 17,7¢g 6,2¢g
MK 129¢ 45¢
Vlaknine 10,7 g 37¢g
Natrij 0,04 g 0,01 ¢g
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2.1.2 Proizvodnja sadne rezine

Postopek se zac¢ne s pripravo sadne mase. Najprej zmeljejo zmrznjene sadne kase (namesto
teh uporabljajo tudi sadne kase v tekoCem stanju), jih v predgrelniku segrejejo in dozirajo v
vakuumski izparilnik ali kotel. Dodajo se sladkor v razsutem stanju in ostale komponente.
Po dodatku vseh surovin pri¢ne odparevati voda, da na koncu ostane sadna masa z visoko
vsebnostjo suhe snovi in s primerno ¢vrsto konsistenco. Sadna masa se nato ohladi in
uporabi na proizvodni liniji kot sadni deleZ rezin. Zitne komponente premesajo skupaj s
toplim vezivnim sredstvom. Dobijo toplo Zitno maso, ki jo spus¢ajo na proizvodno linijo,
kjer se na dveh modelih oblikujeta spodnji in zgornji Zitni sloj. Med njima je lociran sadni
sloj. Ta sadno-zitna masa gre skozi hladilni tunel tako, da se ohladi in pridobi na
kompaktnosti. Na koncu prvega hladilnega tunela so vzdolzni rezalniki, ki sadno-zitno
maso razrezejo na vec trakov, za njimi pa Se precni rezalniki, ki oblikujejo posamezne
rezine. Sledi jogurtov preliv, za Frutabelo sedem sadezev pa cokoladni preliv. Po
prelivanju potujejo rezine skozi drug hladilni tunel, kjer se preliv ohladi in strdi. Suhe in
¢vrste rezine se pakirajo v stroju za posamic¢no pakiranje. Folija za pakiranje je vecslojna z
vmesnim aluminijastim slojem, ki podaljSuje obstojnost. Po pakiranju gredo rezine skozi
detektor kovin, kateri odstrani rezine, ki vsebujejo delce kovin. Sledi pakiranje posameznih
ovitih rezin v prodajne kartoncke s po 24 kosi rezin. Prodajne kartone nato zlozijo v

transportni karton v katerem je 6 prodajnih karton¢kov (Fructal, 2001).
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2.1.2.1 Opis strojev na liniji za proizvodnjo sadno-zitnih rezin

Predgrelec
V predgrelec se avtomatsko dozira bonbonski sirup in ostale sadne surovine. Tu se

predgrejejo in dobro razmeSajo. Ogrevanje poteka indirektno s paro (dvojni plasc).

Vakuum Kkotel
V vakuum kotlu poteka kuhanje in koncentriranje-izparevanje sadne mase, ki je prisla iz

predgrelca. Vakuum v kotlu se doseze z vakuumsko ¢rpalko pod kotlom.

PolZ za polnjenje pladnjev
S pomocjo polza se sadna masa vodi ven iz kotla, kjer jo polnijo v pladnje. Pladnje se

postavlja na vozicke.

Hladilna komora
Ogreta sadna masa iz kotla je tekoca, zato vozic¢ke s pladnji postavijo za doloCen Cas v

hladilno komoro, kjer se ohladi.

Temperirna komora
Iz hladilne komore gredo vozicki Se v temperirno komoro, kjer stojijo 36 ur z namenom

enakomerne porazdelitve temperature po celotni masi v pladnju.

Silosi za zita
V silosih za zita se hranijo in avtomatsko dozirajo zitne komponente (rizevi kosmici,

ovseni kosmici, koruzni kosmici).

Mesalna posoda za Zita

V posodo za zita se s podtlakom izvaja transport Zit iz silosov. Ko je dosezena zahtevana
masa v meSalni posodi, se z ventilatorjem, ki je prej ustvarjal podtlak, izvede vpihovanje
zraka za transport zit. Vpihovanje poteka od spodaj navzgor, da se s tem Zita tudi

premesajo.
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Dozirni lijak

Skozi dozirni lijak poteka doziranje prave koli¢ine Zita v Contimix.

Kotel za vezivno sredstvo
V kotlu za vezivno sredstvo poteka kuhanje bonbonskega sirupa in drugih surovin.

Ogrevanje je indirektno s paro. Vezivno sredstvo se dozira v Zita kot vezivo.

Contimix
Contimix premesa zita in vezivno sredstvo v homogeno maso. MeSanje poteka z dvema
vzporednima polZzema, ki sta postavljena eden ob drugem. Med polze se dozira vezivno

sredstvo ter zita.

Oblikovalni stroj
Ta stroj nam premesSa maso iz Contimixa in oblikuje v obliko tepiha. Oblikovanje poteka s

pomocjo treh valjev.

Poravnalni valj
Poravnalni valj se med premikanjem tepiha po tekofem traku vrti. Zaradi nastavljene

viSine valja se tepih valja na dolo¢eno debelino in obenem poravna.

Hladilni tunel
Skozi hladilni tunel, se masa premika s pomoc¢jo tekocega traku in se medtem ohlaja z

vpihovanjem hladnega zraka.

VzdolZzni rezalec
Stroj ima valj, na katerem so postavljene po Stiri kroZzne zage. Razmak med Zagami je za

Sirino rezine. Med premikanjem mase skozi stroj, se le-ta vzdolZzno reze.

Prec¢ni rezalec

Na stroju je postavljena posebna giljotina, ki prec¢no reZze maso na ustrezno dolZino.
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Cokoladirka

Na tem stroju poteka nanasanje ¢okoladnega preliva na sadne rezine. Nanasanje poteka
tako, da stroj rezine obliva oziroma pri nekaterih skrbi le za namakanje spodnjega dela
rezine. Seveda pa pred izvajanjem tega postopka grelci na stroju topijo in temperirajo

¢okoladni preliv.

Orientator
Tu se rezine obrnejo iz precne lege v vzdolzno. Obracanje poteka tako, da rezine ob

premikanju po teko¢em traku, zadenejo ob oviro, ki jih zavrti.

Sinhronizator

Sinhronizator razporedi rezine na pravilno medsebojno razdaljo.

Pakirni stroj
Pakirni stroj vstavlja rezine v embalaZzo, ki je predhodno vzdolzno varjena. Nato stroj Se

precno vari in reze embalazo v kateri so rezine.

Detektor kovin

Detektor zaznava morebitne kovinske tujke v pakirani rezini.
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2.2 ANTIOKSIDANTI

2.2.1 Definicija in sploSni pomen antioksidantov

Po definiciji zivilcev so antioksidanti tiste sestavine zivil oz. tisti dodatki Zivilom, ki so
bodisi lovilci radikalov, tvorijo kelate s kovinskimi ioni ali pa kot reducenti kako drugace
preprecujejo ali zmanjSujejo pojav zarkosti zivil in druge oksidativne spremembe
senzori¢nih in prehranskih lastnosti zivil.

Po definiciji dietetikov in nutricionistov so antioksidanti vsaj Se (endogene ali eksogene)
snovi, ki $¢itijo telo pred kvarnim vplivom prostih radikalov, kovinskih ionov in raznih
drugih oksidantov (Vidrih in Kag¢, 2000).

Osnovna funkcija antioksidantov je prepreCevanje oksidacije bioloSko in senzori¢no
pomembnih komponent zZivil. Spontane reakcije organskih snovi z atmosferskim kisikom,
vodijo do Stevilnih sprememb, ki so v ve€ini primerov nezazelene (Raspor in sod., 2000).
PoruSeno ravnotezje med prostimi radikali in antioksidanti imenujemo oksidativni stres.
Antioksidanti ga preprecujejo z lovljenjem prostih radikalov, s keliranjem kovinskih ionov,
z odstranjevanjem in/ali popravilom oksidativno poSkodovanih biomolekul. Antioksidanti,
ki telo S¢itijo pred ucinki prostih radikalov so encimi (superoksidna dismutaza, katalaza,
glutationska peroksidaza, metionin sulfoksid reduktaza...), vitamini (A, E, C), karotenoidi,
bioflavonoidi, katehini, itn., ter mikrorudnine selen, cink, baker, mangan. Nekatere
antioksidante sintetizira telo samo (glutation, se¢no kislino, ubikinon), druge pa dobimo s

hrano (antioksidativni vitamini, kovine v sledovih) (Korosec, 2000).
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Antioksidante razvr§¢amo v tri skupine. V prvi skupini so pravi antioksidanti, ki vezejo
proste radikale, v drugi skupini so reducenti, v tretji pa antioksidantni sinergisti, ki

povecujejo uc¢inkovanje antioksidantov prve skupine (Korosec, 2000).
Primarni antioksidanti

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 (Raspor in sod., 2000).
Sekundarni antioksidanti

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 vkljucevanja 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 na¢inu 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 in vinska kislina (Raspor in sod., 2000).
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Terciarni antioksidanti

So snovi, ki popravljajo poskodbe, ki jih povzroc¢ijo prosti radikali v strukturi celice.

Najveckrat so to encimi, ki popravljajo poskodbe DNA (Raspor in sod., 2000).
Smotri uporabe antioksidantov so:

- podaljsanje obstojnosti zivil,
- zmanjsanje izgube hranilnih snovi,

- znizanje stroskov.

Lastnosti idealnega antioksidanta:

- varen za uporabo,

- ne prizadene Zelenih okusov in barv,

- u¢inkovit 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 u¢inkovitost kot

raztopina istega antioksidanta (Bernot - SotenSek, 2001).
Loc¢imo dve veliki skupini antioksidantov:

- naravni (askorbinska kislina, vitamin A, ekstrakti nekaterih za¢imb),

- 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 moc¢na
sinteticna antioksidanta, vendar obstaja sum, da vsebujeta dolo¢ene substance, ki
povzroéajo raka (Skvaréa, 2000).

Po kemijski zgradbi so vodotopni (askorbinska kislina-vitamin C, glutation, flavonoidi) in

v mascobah topni (ubikinon-koencim Q,o, vitamin E, karotenoidi) (Korosec, 2000).
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V vecini primerov industrijske predelave zivil, kakor tudi med domaco pripravo obrokov,
prihaja do bistvenega zmanjSanja vsebnosti in aktivnosti naravnih antioksidantov. Vecina
antioksidantov izgubi v procesu predelave antioksidativne lastnosti zaradi nestabilnosti.
Veliko raziskav obravnava vpliv razli¢nih toplotnih procesov na oksidativno in termicno
razgradnjo askorbinske kisline. Precej je tudi raziskan vpliv svetlobe, kisika in temperature
na razgradnjo tokoferolov in fenolnih snovi ter vpliv izomerizacije B-karotena na aktivnost

vitamina A (Hribar in Sim¢i¢, 2000).

2.2.2 Dolocanje antioksidativnega potenciala z metodo DPPH

Ena najstarej$ih indirektnih metod, za dolocanje antioksidativne u¢inkovitosti, je metoda z
radikalom DPPH"® (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil). Metoda temelji na reakciji med DPPH*
radikalom in donorji vodika. DPPH"® je stabilen radikal s sposobnostjo delokalizacije

prostega elektrona okrog celotne molekule (Molyneux, 2004). DPPH * ima velik molarni

absorbcijski koeficient z maksimumom pri 517 nm, kar lahko izkoristimo za to, da merimo
koncentracijo radikala DPPH ® spektrofotometricno (Roginsky in Lissi, 2005). Ko
alkoholna raztopina DPPH * reagira z antioksidantom, se tvori reducirana oblika DPPH,,
kar povzroéi spremembo barve iz vijoli¢ne v rumeno. Ce molekula DPPH * reagira samo z
eno molekulo antioksidanta, potem je stehiometricno razmerje 1:1. V primeru, da ima
molekula antioksidanta, ki reagira z DPPH * radikalom, dve vezalni mesti (npr. askorbinska
kislina in a-tokoferol), pa je teoreticno razmerje med DPPH® in antioksidantom 2:1.
Koncentracijo DPPH * izberemo v obmo¢ju med 50 in 100 uM, tako da so vrednosti
absorbance referencne raztopine manjSe od 1,0. Reakcijski ¢as metode naj bi bil okrog 30
minut, valovna dolzina pri kateri merimo absorbanco pa med 515 in 520 nm.

Rezultate lahko podajamo z izratunom razmerja med Stevilom molov DPPH * |, ki zreagira
s Stevilom molov dolocenega antioksidanta. V praksi pa se zaradi kompleksnosti in
nepoznavanja dejanske sestave in molarnosti antioksidantov, podaja antioksidativno
ucéinkovitost vzorca kot razmerje med Stevilom molov DPPH ° | ki reagirajo z antioksidanti

v 1 g suhe snovi (Molyneux, 2004).
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2.3 VITAMINI

Vitamini so organske spojine najrazlicnejSih struktur in kemijskih lastnosti. V zivilih se
nahajajo v majhnih koli¢inah, vendar so nujno potrebni za normalno delovanje ¢loveskega

organizma (Medi¢ in sod., 2000).

2.3.1 Vitamin C

2.3.1.1 Splosne znacilnosti

Askorbinska kislina, imenovana tudi vitamin C je najmoc¢nejSi antioksidant med
vodotopnimi vitamini (Medi¢ in sod., 2000). Je zelo pogosto uporabljen antioksidant v
zivilstvu z namenom ohranjanja organolepticne kakovosti zivil (Kitts, 1997). Kot
antioksidant sodeluje v razlicnih reakcijah celicnega metabolizma. Pred oksidativnimi
poskodbami lahko za§¢iti komponente celicne membrane in citosola. Deluje kot primarni
antioksidant v citosolu in pobira proste radikale, ki nastajajo kot produkt celicnega
metabolizma (Chepda in sod., 2001). Askorbinska kislina ima poleg vitamina E tudi veliko

vlogo pri fotozasciti koznih celic pred UV svetlobo (Offord in sod., 2002).

2.3.1.2 Zgodovina

Vitamin C je eden najbolj raziskanih in najveckrat opisanih vitaminov. Zacetek zgodovine
C vitamina je bil povezan z zdravljenjem in preprecevanjem skorbuta. Prvi pisni viri
bolezni sezejo Se v Cas Egipta, Gréije in Rima. Pozneje je bolezen v 16. stoletju zahtevala
mnoge smrtne zrtve, predvsem mornarjev, ker so imeli na razpolago le konzervirano hrano
(Davies, 1991). Jack Cartier je Ze davnega leta 1535 preuceval moznost zdravljenja
skorbuta z limoninim sokom. Od takrat Stevilne Studije raziskujejo povezanost pojavljanja
skorbuta z nepravilno prehrano. Nadaljnje raziskave je leta 1747 nadaljeval zdravnik
britanske mornarice James Lind, ki je preuceval moznost zdravljenja skorbuta pri
britanskih mornarjih. Ugotovil je, da se s plodovi in sokovi citrusov hitro doseZzejo

pozitivni rezultati v zdravljenju. Leta 1907 sta Holst in Frolich ugotovila, da lahko morski
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prasic¢ek dobi skorbut, e se hrani le z otrobi in ovsom brez dodatka sveze zelenjave. S tem
je bilo dokazano, da nekateri sesalci ne morejo sami sintetizirati vitamina C, med njimi so
clovek, opica in morski prasicek (Medi¢ in sod., 2000). Prvi je C vitamin v kristalini¢ni
obliki izoliral madzarski znanstvenik Szent-Gyorgyi. Imenoval ga je heksuronska kislina z
empiricno formulo C¢HgOg. Leta 1932 je bila odkrita prava identiteta heksuronske kisline,
ki je imela enako sestavo kot vitamin C. Heksuronska kislina je bila preimenovana glede
na svojo fiziolosko delovanje v L-askorbinsko kislino, s ¢imer je izraZzena njena
antiskorbutna sposobnost. Za svoje delo je leta 1937 znanstvenik Albert Szent-Gyorgyi
dobil Nobelovo nagrado (Davies in sod., 1991).

2.3.1.3 Kemijske lastnosti

V Zzivilih se nahajata dve obliki vitamina C, askorbinska kislina in dehidroaskorbinska
kislina, obe obliki pa imata vitaminsko aktivnost (Gkdmen in Acar, 1996). L-askorbinska
kislina je moc¢an reducent, v oksidirani obliki je kot L-dehidroaskorbinska kislina, ki se v
encimsko kataliziranih reakcijah oksidacije in redukcije pretvarjata ena v drugo (Basu in
Dickerson, 1996). Kemic¢no je askorbinska kislina lakton 2-keto-l-glukonske kisline
(Rudan-Tasi¢, 2000) oziroma aldono-1,4 lakton heksuronske kisline, ki je po strukturi
podobna heksoznim sladkorjem (Davey in sod., 2000). Zaradi enolnih hidroksilnih skupin
vezanih na C2 in C3 atomu, med katerima je dvojna vez, kaze L-askorbinska kislina
mocno kisle lastnosti (Rudan-Tasi¢, 2000; Davey in sod., 2000). Na cetrtem in petem
mestu ima dva kiralna centra, ki omogocata §tiri razli¢ne izomere: (L-askorbinska kislina,
D-askorbinska kislina, L-araboaskorbinska kislina in D-araboaskorbinska kislina
(eritorbinska kislina). L-izomera askorbinske kisline deluje kot vitamin, D-izomera pa ne
(Davies, 1991). V obmocju fizioloSkega pH (okrog 7) je L-askorbinska kislina v obliki
monovalentnega aniona (L-askorbata) (Davey in sod., 2000). Tocka disociacije hidroksilne

skupine na 3C atomu je pK,;=4,13, na 2C atomu pa pK,,=11,6 (Davey in sod., 2000).
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Slika 2: Strukturna formula L-askorbinske kisline (Davey in sod., 2000).

Preglednica 2: Fizikalne lastnosti L-askorbinske kisline (Davey in sod., 2000).

Izgled

Bela kristalini¢na snov, brez vonja in z ostro

kislim okusom

Formula / Molska masa

CeHgOg / 176,13 g/mol

Tocka talisca 190-192 °C
Gostota 1,65 g/mm’
pH vrednost 3 (5 mg/ml)
2 (50 mg/ml)
pK1 4,13
pK2 11,6
Topnost:
Voda 0,33 g/ml
95 % etanol 0,033 g/ml
Glicerol 0,01 g/ml
Mascobe in olja Netopna
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2.3.1.4 Stabilnost vitamina C

Obe obliki vitamina C, L-askorbinska kislina in L-dehidroaskorbinska kislina, se oksidirata
predvsem pri izpostavljenosti poviSanim temperaturam, prisotnosti nekaterih dvovalentnih
kationov, alkalnem pH, svetlobi in degradacijskim encimom (Odriozola-Serrano in sod.,
2007). Askorbinska kislina je najbolj stabilna v suhi obliki (Davey in sod., 2000).
Oksidacija askorbinske kisline v dehidroaskorbinsko kislino je reverzibilna,
dehidroaskorbinska kislina pa se lahko ireverzibilno hidrolizira do diketoglukonske kisline,

ki pa nima bioloske aktivnosti vitamina C (Odriozola-Serrano in sod., 2007).

HO - CH:OH HOw - CH:OH HOw - CH:OH
o 0
a” Hie
0 0 5 o)
0 OH o\’\ /;o O 0
L-askorbat H
MDHA DHA Hz0
CH.OH
HO OH
COOH
(9] ]

MDHA 2 3-diketo glukonska kislina

Slika 3: Oksidacija L-askorbinske kisline (Davey in sod., 2000).

Oksidacija in izguba vitaminov med predelavo in kuhanjem povzroca veliko skrbi
nutrticionistom, predelovalcem in porabnikom. Zaradi svoje obcutljivosti na razgradnjo
med postopki predelave in staranja, se vitamin C uporablja tudi kot pokazatelj ustrezne
prehrambene kakovosti sadja in sadnih izdelkov ter ocenitev vsebnosti ostalih biolosko
pomembnih sestavin (Odriozola-Serrano in sod., 2007). Med suSenjem sadja, pade

koncentracija vitamina C tudi za 75 % ( Davey in sod., 2000).
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2.3.2 Vitamin E

Vitamin E je v masc¢obah topen vitamin. Poznamo osem razli¢nih oblik vitamina E, ki so
razdeljene v dve skupini, tokoferoli (nasi¢ena C;¢ izopropenoidna veriga) in tokotrienoli
(nenasiCena Ci¢ izopropenoidna veriga) z razli¢no biolosko aktivnostjo (Meydani, 1995).

Vitamin E je esencialni vitamin v humani prehrani in je sintetiziran izklju¢no v
organizmih, ki imajo fotosintezo (Sen in sod., 2006). Vitamin E obstaja v naravi kot zmes
kemijsko med seboj podobnih spojin, ki so metilni derivati tokola. Razlikujejo se le po
polozaju in Stevilu metilnih skupin na benzenovem obrocu (Rudan-Tasi¢, 2000). Najvecjo
bioloSko aktivnost med vsemi oblikami ima o-tokoferol in je najboljsi lipofilen

antioksidant in vivo (Niki in sod., 1995).

V zivilski industriji ima dodajanje a-tokoferola in ostalih tokoferolov razli¢nim zivilom
bolj kot samo poveCanje vsebnosti vitamina E (izboljSava hranilne vrednosti Zzivil),

predvsem namen povecati obstojnost zivil (Rudan-Tasic, 2000).

2.3.2.1 Kemijske lastnosti

Najpomembne;jsi tokoferol je a-tokoferol (5,7,8-trimetiltokol), ki predstavlja 90 % vseh
tokoferolov v zivalskih tkivih. Pojavlja se v dveh opti¢no izomernih oblikah, od katerih je
D-oblika aktivnejsa od L-oblike. a-tokoferol je derivat kromana z izoprenoidno boc¢no
verigo. Ena najpomembnejsih kemijskih lastnosti tokoferola je, da deluje kot antioksidant
v preventivi lipidne peroksidacije polinenasi¢enih mascobnih kislin v celi¢nih membranah.
Antioksidativna aktivnost a-tokoferola je podobna aktivnosti glutation peroksidaze, ki

vsebuje selen (Medi¢-Sari¢ in sod., 2000).
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HO

tokoferol

H2

H.’J

Slika 4: Strukturna formula tokoferola (Sen in sod., 2006).

Preglednica 3: Strukture tokoferolov (Sen in sod., 2006).

Oblike tokoferola Ry R, R;

a-tokoferol CH; CH; CH;

B-tokoferol CH; H CH;

v-tokoferol H CH; CH;

o-tokoferol H H CH;
E R tokotrienol

Slika 5: Strukturna formula tokotrienola (Sen in sod., 2006).

Preglednica 4: Strukture tokotrienolov (Sen in sod., 2006).

Oblike tokotrienola | R R, R;

a-tokotrienol CH; CH; CH;
p-tokotrienol CH; H CH;
v-tokotrienol H CH; CH;
o-tokotrienol H H CH;
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2.3.2.2 Stabilnost vitamina E

Na stabilnost tokoferolov lahko wvplivajo okoliski dejavniki, kot so svetloba, kisik in
temperatura. Vplivajo pa tudi lastnosti Zivila, kot so vsebnost vode, vodna aktivnost,
stopnja oksidacije lipidov, visok pH in Ze majhna koli¢ina prisotnih kovinskih ionov.
Sinteti¢na oblika tokoferola je manj obcutljiva kot naravni tokoferol (Miquel in sod.,
2004). Pri povisani temperaturi se razgrajujejo vse oblike vitamina E, vendar je hitrost
razpada odvisna od izomere. Raziskava na stabilnosti vitamina E je pokazala, da se po 24
urah pri 95 °C v rizevi moki razgradi 27,3 % a-tokoferola, 32 % y-tokotrienola, 46,4 % a-
tokotrienola in 47,4 % y-tokoferola (Park in sod., 2004).

Na razpad vitamina E pa vpliva tudi kisik, kajti pri 95 °C v Stirih urah ni prislo do
nobenega razpada v rizevi moki, kjer ni bilo prisotnega kisika. Pri 21 % kisika, kakrSna je
koncentracija v atmosferi in pri enaki temperaturi ( 95 °C) pa je Stirih urah razpadlo kar 45
% y-tokoferola, 43 % y-tokotrienola, 24 % a-tokoferola in 19 % o-tokotrienola. Ze 2 %
kisika je povzroc€ilo razpad ve¢ kot 20 % gama izomer (Park in sod., 2004). Okogeri in
Tasioula-Margari (2002) porocata, da naj bi se v olj¢nem olju, ki ga hranimo v temi v 12
mesecih razgradilo okrog 62 % tokoferolov, medtem, ko se v olju, ki je podvrzeno
razprseni svetlobi razgradi v dveh mesecih 30 %, v $tirih mesecih pa kar 79 % tokoferola.
To kaze na veliko neobstojnost tokoferola na svetlobi.

Analiza obstojnosti a-tokoferola je pokazala, da naj bi bil a-tokoferol najbolj obstojen pri
pH vrednosti 3 in najmanj pri pH 7. Pri pH 7 se je v osmih dneh pri 60 °C razgradilo kar
90 % o-tokoferola, pri pH 3 pa le 20 %. Ista raziskava je tudi pokazala, visjo
antioksidativno aktivnost pri nizjem pH (Osborn-Barnes in Akoh, 2003).

Piironen in sod. (1987) porocajo, da naj bi se v 12 mesecih v razli¢nih mokah razgradilo 80

% a-tokoferola in a-tokotrienola, ter okrog 60 % B-tokotrienola.
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24 KAROTENOIDI

Karotenoidi so intenzivno obarvani, v mascobah topni naravni pigmenti. Imajo dolge
molekule z velikim Stevilom dvojnih vezi, ki si izmeni¢no sledijo. Karotenoide delimo v
dve podskupini: karotene, ki so sestavljeni le iz atomov ogljika in vodika ter imajo lahko
odprte verige (na primer pri likopenu) ali pa na koncih sklenjene v Sestélenske obroce (na
primer pri B-karotenu). Ksantofili pa vsebujejo tudi atome kisika, pogosto v obliki —OH
skupine na obrocu. Primer je lutein (El-Agamey in sod., 2004). Karotenoide najdemo v
membranah kloroplastov v vseh zelenih delih rastlinskih tkiv ter v stromi kromoplastov v

rumeno, oranzno in rde¢e obarvanih tkivih (Sircelj, 2008).

PR ‘)\/ S el S mwf‘a_]/ ,fx::]/ s xf”“;\l,

Likcopen

SRR e

beta-ltaroten

b O
i‘flﬁﬁf’lﬁf’%fﬂﬁr’%ﬁrﬁ =
HO™ -~ Lutein

Slika 6: Struktura likopena, beta-karotena in luteina (El-Agamey in sod., 2004).
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2.4.1 Karotenoidi kot antioksidanti

Karotenoidi igrajo pomembno vlogo kot antioksidanti v lipidni fazi. Delujejo kot lovilei
prostih radikalov ali kot fizikalni dusilci singletnega kisika (Subagio in Morita, 2003).
Mozno pa je tudi kemijsko dusenje singletnega kisika, pri katerem karotenoidi reagirajo s
kisikom, posledica tega je, da se njihova vsebnost zmanjSa. Zaradi tega je bolje, Ce
fizikalno duSenje poteka v vecji meri kot kemijsko (Edge in sod., 1997).

Karotenoidi se lahko obnaSajo kot antioksidanti, ali pa kot prooksidanti, odvisno od
pogojev (Kiokias in sod., 2008). Antioksidativna aktivnost je odvisna od koncentracije
kisika, kemijske strukture karotenoidov in prisotnosti drugih antioksidantov. Vecjo
antioksidativno aktivnost naj bi imeli kisik vsebujoc¢i karotenoidi, kot na primer lutein, ki
ima vecjo aktivnost kot B-karoten (Haila in sod., 1996). Pri avtooksidaciji imajo lahko
karotenoidi tudi negativno vlogo, zaradi oksidiranih produktov, ki lahko reagirajo z
lipidnim substratom in tako pospeSujejo oksidacijo (Subagio in Morita, 2003). Kot
prooksidanti pa lahko delujejo tako v temi, kot na svetlobi, vendar pa naj bi Zze majhna
koncentracija y-tokoferola, zmanjSala njihovo prooksidativno aktivnost (Haila in sod.,

1996).

2.5 VPLIV PREDELAVE IN SKLADISCENJA NA ANTIOKSIDATIVNI
POTENCIAL

Med postopki predelave in skladiS¢enja prihaja do vrsto kompleksnih reakcij, ki lahko

bistveno spremenijo antioksidativni potencial zivila (Hribar in Sim¢i¢, 2000).

Mozni so razli¢ni u€inki predelave na antioksidativni potencial in sicer:

- predelava nima vpliva na antioksidativni potencial,

- naravno prisotni antioksidanti se med predelavo in skladiS¢enjem izgubijo,
- antioksidativne lastnosti prisotnih antioksidantov se povecajo,

- nastanejo nove spojine z antioksidativno aktivnostjo,

- nastanejo nove spojine z prooksidativnimi lastnostmi.
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Povecanje antioksidativnih lastnosti prisotnih antioksidantov je predvsem posledica
prisotnosti polifenolov v Zivilu. Kljub temu, da oksidacija polifenolov zmanjSuje njihovo
antioksidativno aktivnost, pa med oksidacijo nastajajo novi produkti, ki imajo Se boljse
antioksidativne lastnosti kot neoksidirani polifenoli (Nicoli in sod., 1999; Hribar in Sim¢ic,

2000; Sim¢ic, 1995).

2.5.1 Maillardova reakcija

Maillardova reakcija je ena od reakcij neencimskega porjavenja, ki je rezultat reakcije
kondenzacije med prostimi amino skupinami in karbonilnimi skupinami. Prvi jo je leta
1912 odkril Maillard, kasneje pa jo je leta 1953 podrobno opisal Hodge (1953) (Laroque in
sod., 2008). Maillardova reakcija obicajno poteka med reducirajo¢imi sladkorji in peptidi
ali proteini. Reakcija potece, ko Zivila toplotno obdelujemo, poteka pa tudi pri sobni
temperaturi, vendar pocasneje (Hribar in Sim¢i¢, 2000). Ta kompleksna kemijska reakcija
je odvisna od vrste dejavnikov, kot so: vrsta, koncentracija in lastnosti reaktantov (amino
in karbonilne komponente), vodne aktivnosti, pH, temperature, ¢asa, prisotnosti kisika,
svetlobe in kovinskih ionov, kar ima za posledico razli¢ne produkte reakcije, ki imajo zelo

razli¢ne ucinke na prehranske lastnosti zivila (Laroque in sod., 2008).

Maillardova reakcija lahko pri zivilih povzroci:

- zelene ali neZelene spremembe barve in okusa,

- zmanjsanje prehranske vrednosti (zmanjSanje vsebnosti vitamina C, dostopnih amino
kislin in mineralov),

- nastanek toksi¢nih snovi (mutageni),

- zmanj$anje topnosti zivil.
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Poleg tega, pa imajo produkti Maillardove reakcije tudi naslednje lastnosti:
- antioksidativno delovanje,

- antimutageno delovanje,

- inhibicija encimov polifenol oksidaze,

- zmanjSanje aktivnosti mikroorganizmov.

(Nicoli in sod., 1999; Hribar in Sim¢ic¢, 2000; Sim¢ic, 1995).

Karotenoidi in askorbinska kislina, so zelo u¢inkoviti antioksidanti, vendar pa se pri vi§jih
temperaturah njihova vsebnost precej zmanjsa. Pri poviSanih temperaturah nastajajo

melanoidini in reduktoni, ki lahko povecajo antioksidativno aktivnost Zivila (Samaras in

sod., 2005).

2.5.1.1 Vpliv produktov Maillardove reakcije na antioksidativno stabilnost

Nosilci antioksidativnih lastnosti produktov Maillardove reakcije naj bi bili predvsem
reduktoni z endiolno strukturo, ki naj bi inaktivirali proste hidroperoksidne radikale.
Produkti Maillardove reakcije dajejo lahko zivilu povsem nasprotujoce lastnosti in sicer
lahko so mutageni ali pa antimutageni agensi, ter lahko delujejo kot antioksidanti ali pa
prooksidanti, odvisno od sestave in nac¢ina predelave zivila (Nicoli in sod., 1999; Hribar in
Sim¢i¢, 2000). Antioksidativne lastnosti produktov Maillardove reakcije naj bi bile
predvsem posledica delovanja rjavih spojin z ve¢jo molsko maso, ki nastajajo v zadnji fazi
Maillardove reakcije. Pri tretiranju zivil kratek ¢as na relativno nizkih temperaturah, pa
nastajajo produkti, ki imajo izrazite prooksidativne lastnosti. Ob intenzivnejSem porjavenju
pa je njihova vsebnost manjsa.

V Zzivilih rastlinskega izvora prihaja med toplotno obdelavo pri nizkih temperaturah do
zmanjSanja skupnega antioksidativnega potenciala, kot posledica zmanjSanja aktivnosti
naravno prisotnih antioksidantov ter zaradi nastanka produktov Maillardove reakcije, ki
imajo prooksidativne lastnosti. Pri daljSem postopku toplotne obdelave ali pa pri tretiranju
pri vi§jih temperaturah, nastajajo produkti Maillardove reakcije, ki imajo antioksidativne
lastnosti, zaradi tega se skupni antioksidativni potencial Zivila poveca (Nicoli in sod.,

1999; Hribar in Sim¢i¢, 2000).
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Slika 7: Relativne spremembe skupne antioksidativne aktivnosti med toplotno obdelavo sadno-zelenjavnega

matriksa (Nicoli in sod., 1999).

2.6 MEDSEBOJNI UCINKI VITAMINOV C, E IN KAROTENOIDOV

Kot pravita Young in Lowe (2001), univerzalnega antioksidanta ni. Razli¢ni antioksidanti
delujejo na razliénih podroc¢jih pri zasciti pred prostimi radikali, nobeden pa na vseh
(Young in Lowe, 2001). Malo verjetno je, da vitamini s svojo antioksidativno aktivnostjo
delujejo le samostojno, prej je verjetno, da askorbinska kislina, a-tokoferol in karotenoidi
skupaj pod dolo¢enimi pogoji delujejo bolj optimalno, pri zasciti pred oksidativnim
stresom (Kitts, 1997). Askorbinska kislina (vitamin C) in a-tokoferol (vitamin E) delujeta
kot moc¢na in morda najpomembnej$a vodotopna oziroma v mas¢obah topna antioksidanta.
Vsak posebej delujeta s svojim lastnim mehanizmom, medtem ko je njuno skupno
delovanje sinergisti¢no. B-karoten (pro-vitamin A) ima manjSo antioksidativno aktivnost
kot a-tokoferol in v raztopini deluje kot Sibak antioksidant, vendar ima prav tako
sposobnost zmanjSevanja reaktivnosti posameznih molekul do prostih radikalov. Je v
mascobah bolj topen kot a-tokoferol in predpostavljajo, da naj bi bil prisoten v membranah
ali lipoproteinih, kar mu omogoc¢a, da lovi proste radikale mnogo ucinkoviteje kot a-

tokoferol.
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Medtem ko je reakcija med vitaminom C in vitaminom E kooperativna in ucinkovita, pa
naj bi bila interakcija med vitaminom C in B-karotenom zanemarljiva, med vitaminom E in
B-karotenom pa mogoca (Niki in sod., 1995). Pri sinergisticnem ucinku meSanice
antioksidantov pa je poleg kombinacije le-teh, zelo pomembna tudi koncentracija, kar so
Liu in sod. (2008) dokazali pri raziskavi o sinergisticnem ucinku mesSanice likopena,

vitamina C, vitamina E in f—karotena z DPPH metodo (Liu in sod., 2008).
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Slika 8: Interakcije med lipidnim peroksilnim radikalom (LOO * ), karotenoidi (CAR), karotenoidnim

radikalom (CAR" "), a-tokoferoksilnim radikalom (a-TO *) in askorbinsko kislino (AscH"), v lipidni in vodni
fazi (Krinsky in Yeum, 2003).
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2.6.1 Interakcije med vitaminoma C in E

Askorbinska kislina in a-tokoferol sta pomembna faktorja pri boju proti oksidativnemu
stresu. Interakcija med njima je kljuénega pomena pri nevtralizaciji prostih radikalov
(Chepda in sod., 2001). Vitamin C povecuje antioksidativno zascito tudi hidrofobnih delov
celice, saj z redukcijo a-tokoferilnega radikala, regenerira metabolno aktivno obliko
vitamina E. Pri regeneraciji vitamina E pride do izgube askorbinske kisline, saj le-ta preide
v askorbilni radikal, ki pa nima aktivnosti vitamina C. Askorbilni radikal pa se lahko nazaj
reducira v askorbinsko kislino, ob prisotnosti glutationa, ki s pomocjo glutation reduktaze
regenerira askorbilni radikal v askorbinsko kislino, kar je shematsko prikazano na sliki 9

(Kitts, 1997).
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Slika 9: Shematski diagram oksidacije a-tokoferola in redukcijski cikel z askorbinsko kislino in glutationom

(Kitts, 1997).
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Pri raziskavi o sinergisti¢nih u¢inkih med askorbatom in a-tokoferolom v celici, se Chepda
in sodelavci (2001) ugotovili, da koncentracija a-tokoferola pada pocasneje ob prisotnosti
askorbata. Torej so dokazali, da askorbinska kislina §¢iti a-tokoferol, kar pa ne velja v
obratni smeri, kajti a-tokoferol ni imel vpliva na askorbinsko kislino. Sama kombinacija
vitamina C in E v alkoholni raztopini pa ni pokazala sinergisti¢nega ucinka za ¢iSCenje
prostih radikalov ampak celo antagonistien. Ce pa je bil tej meSanici dodan $e likopen

in/ali B-karoten, pa se je sinergizem pokazal (Liu in sod., 2008).

2.6.2 Interakcije med vitaminom C in karotenoidi

Ceprav nekateri avtorji poroajo, da je med askorbinsko kislino in karotenoidi
zanemarljiva interakcija (Niki in sod., 1995), pa nekatere Studije kazejo, da ¢eprav ima v
vodi topna askorbinska kislina veliko nizjo afiniteto do lipidnih radikalov kot hidrofobni
likopen, pa lahko le-ta reagira z oksidirano obliko likopena in ga tako regenerira (Liu in
sod., 2008). Krinsky in Yeum (2003) predvidevata, da verjetno pride do direktne
interakcije med lipofilnimi karatenoidi in hidrofilno askorbinsko kislino takrat, ko se nabiti
karotenoidi pribliZajo notranji povrSini membrane. Askorbinska kislina naj bi pospesila
razpad kationa karotenoidnega radikala verjetno po spodnji formuli (Krinsky in Yeum,
2003). El-Agamey in sodelavci (2004) pa pravijo, da do interakcije med karotenoidnim
radikalom in askorbinsko kislino lahko pride, ¢e je orientacija karotenoida v membrani
taka, da ogljiko-vodikov karotenoid lahko migrira proti vodni fazi, kot na primer

zeaksanitin.

CAR"* + AscH — CAR + AscH " + H"

Reakcije, pri katerih karotenoidi reagirajo z nekaterimi reaktivnimi radikali in pri tem
nastanejo karotenoidni radikali, lahko povzrocijo razne poskodbe v bioloskih sistemih.

Kation karotenoidnega radikala lahko reagira z aminokislinama tirozin in cistein, kar
povzro¢i spremembo aminokislin in vivo in s tem tudi spremembo strukturnih beljakovin in
njihovo funkcijo (El-Agamey in sod., 2004). Za vecji sinergisticni u¢inek v mesSanici

vitamina C in likopena ali/in B-karotena je potrebna ¢im visja koncentracija vitamina C,
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likopena ter P—karotena. Izmed likopena in P-—karotena pa se je kot boljsi sinergist z

vitaminom C veliko bolj izkazal likopen (Liu in sod., 2008).

2.6.3 Interakcije med vitaminom E in karotenoidi

Interakcija med oa-tokoferolom in karotenoidi ni tako oc€itna, kot med a-tokoferolom in
askorbinsko kislino. Skupni efekt zaScite pred oksidativnimi poSkodbami celicne
membrane a-tokoferola in [-karotena je zanemarljivo vecji kot, Ce delujeta vsak
posamezno (Niki in sod., 1995). Vitamin E, lahko zasciti karotenoide pred oksidacijo
(Kitts, 1997), kar velja tudi v obratni smeri, saj karotenoidi lahko regenerirajo a-tokoferol s
prenosom elektrona na a-tokoferolni radikal, pri ¢emer nastane nazaj a-tokoferol (Krinsky
in Yeum, 2003). Sinergisti¢ni uc¢inek med a-tokoferolom in likopenom naj bi deloval
predvsem na antioksidativno zas¢ito LDL (lipoproteini nizke gostote) pred oksidacijo (Liu

in sod., 2008).

CAR +a-TOH""— o -TOH + CAR""
0-TOH + CAR " " — CAR + a-TOH"* " (Krinsky in Yeum, 2003)

Pri raziskavi o sinergisti¢nih ucinkih likopena, vitamina C in E ter -karotena so Liu in
sodelavcei (2008) prisli do zakljucka, da je najvecji sinergisti¢ni u€inek pri meSanicah, kjer
je likopenu dodan samo Se en antioksidant. Pri raztopini 95 % etanola s koncentacijo 15,63
umol/L likopena ter 5 pmol/L vitamina E je bil sinergisti¢ni u€inek najvecji in sicer 1,82
po 30 minutah in 1,81 po eni uri. Sinergisticni u¢inek se je pojavil samo pri koncentraciji
likopena 15,63 umol/L, pri koncentracijah 5 in 10 umol/L pa ne v nobeni kombinaciji.
vi§jih (10 in 15 pmol/L) pa ne. Ta raziskava je pokazala, da je kombinacija razlicnih
antioksidantov lahko veliko bolj uspesna pri inaktivaciji prostih radikalov, vendar pa je ta
uspesnost zelo odvisna od koncentracij posameznih antioksidantov, ki ne sme biti ne

prenizka in ne previsoka (Liu in sod., 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Sadno-zitna rezina

Kot glavno surovino za izvedbo poskusa smo uporabili Frutabelo sedem sadezev z
vlaknino, proizvajalca Fructal d.d. S strani proizvajalca (Fructal d.d.), smo dobili svezo
maso brez Cokoladnega preliva. V samo maso smo nato dodali razlicne kombinacije

antioksidantov.

3.1.1.1 Energijska plosc¢ica K3

Za primerjavo smo dolocali askorbinsko kislino in a-tokoferol tudi v energijski plosc¢ici
K3, nemskega proizvajalca Simpert Reiter GmbH. PlosCica je sestavljena iz suhih fig in
mandljev, z rokom uporabe do marca 2010.

Na embalazi je deklarirana naslednja sestava: smokve (26 %), mandlji (15 %), sladkor,
med, rastlinske beljakovine, pSeni¢na moka, hidrogenirane rastlinske mascobe, beljakovine
sirotke, kosmici pire, ovseni kosmici, ¢okolada, kakao, sezam, glukozni sirup, citronska
kislina, naravne arome, meSanica vitaminov in mineralov, jedilna sol.

Vsebnost vitaminov: vitamin C (20 mg/100 g), vitamin E (3,3 mg/100 g)

Neto masa je 75 g, rok uporabe pa marec 2010.
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3.2 METODE

Priprava vzorcev

Odlocili smo se, da bomo imeli osem razli¢nih kombinacij treh dodanih antioksidantov. Za
vsako kombinacijo smo vzeli 500 g mase sadno-zitne rezine in ji dodali antioksidante kot
je prikazano v preglednici 5.

Vzorce smo nato homogenizirali 7 minut v gospodinjskem multipraktiku. Nato smo vzorce
dali v inkubator na 37 °C in jih vsak teden vzor¢ili. Vzorc¢ili smo tako, da smo vzeli po 4 g
vsakega vzorca v plasti¢ne centrifugirke in jim dodali 16 g 2 % raztopine metafosforne
kisline ter homogenizirali eno minuto z Ultraturaxom. Vzorce smo nato zamrznili na -25

°C.

Preglednica 5: Prikaz koli¢ine dodatkov askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola v maso Frutabele

Oznaka | Masa Dodatek Dodatek dvo Dodatek petdeset
vzorca | Frutabele [g] | askorbinske kisline | procentnega luteina | procentnega

[g] [g] a-tokoferola [g]
K 500 / / /
C 500 0,5 / /
L 500 / 1,0 /
E 500 / / 0,15
CLE 500 0,5 1,0 0,15
CL 500 0,5 1,0 /
CE 500 0,5 / 0,15
EL 500 / 1,0 0,15
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3.2.1 Dolocanje askorbinske Kkisline

Princip dolodanja L-askorbinske kisline s HPLC metodo

L-askorbinsko kislino (L-AK) stabiliziramo z 2 % metafosforno kislino ter dolo¢imo
vsebnosti L-askorbinske kisline z uporabo tekocinske kromatografije visoke locljivosti

(HPLC).

Potek dela

Zamrznjene vzorce smo odtalili v vodni kopeli in jih nato centrifugirali 20 minut pri 4.000
obratih na minuto. Nato smo vzeli dvakrat po 1,5 ml supernatanta in ga dali v dve

ependorfki in centrifugirali 10 min na 16.000 obratih na minuto.

Priprava reagentov za umeritveno krivuljo

V 250 ml bucko smo zatehtali priblizno 5 g metafosforne kisline proizvajalca Merck in do
oznake napolnili z destilirano vodo, tako smo dobili 2 % vodno raztopino metafosforne
kisline. Metafosforna kislina po dolo¢enem casu hidrolizira v ortofosforno kislino. Nato
smo pripravili izhodno standardno raztopino L-AK tako, da smo v 100 ml bucko zatehtali
50 mg askorbinske kisline proizvajalca Kemika standard in do oznake dopolnili s

pripravljeno 2 % vodno raztopino metafosforne kisline.

Priprava standardnih raztopin L-AK

Iz izhodne standardne raztopine L-AK smo pripravili z ustreznim razred¢evanjem razli¢ne
koncentracije standardnih raztopin L-AK. V pet 25 mL buck smo odpipetirali po 0,25, 0,5,
1,0, 2,0 in 4,0 mL pripravljene izhodne standardne raztopine L-AK in do oznake dopolnili
s pripravljeno 2 % vodno raztopino metafosforne kisline. Tako pripravljene raztopine smo

prenesli v viale in jih injicirali v HPLC kolono.



Zvokelj M. Obstojnost vitaminov in skupni antioksidativni potencial v sadno-Zitni rezini. 33
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

Kromatografski pogoji na HPLC koloni (Knauer HPLC), Bio — Rad Aminex HPX:
e razplinjevalnik:
o <Crpalka:
e kolona: 87 H, 300 x 7,8 mm
e mobilna faza: 0,004 M H,SO4
e pretok mobilne faze: 0,6 ml/min
e temperatura: 20 °C
e volumen injiciranja: 20 pl
e detektor: UV — VIS , valovna dolZina: 245 nm
o avtomatski podajalec vzorcev:

e zapis signala:

Izra¢un za umeritveno krivuljo

cl xvl=c2 xv2 ..(1)
cl (koncentracija izhodne standardne raztopine L-AK)...............coooiiiiniinne, 500 mg/L
v1 (volumni izhodne standardne raztopine L-AK)...................... 0,25, 0,50, 1,0, 2,0, 4,0 mL
v2 (volumen bucke standardnih raztopin)..............ooeiiiiiiiiiiiiiii e 25 mL
c2 = x (koncentracija standardnih raztopin) .............ccooiiiiiiiiiiii e mg/L

S pomoc¢jo enacbe smo izracunali vrednost c2 (koncentracijo standardnih raztopin). Po
kromatografski locbi smo dobili kromatogram. 1z znanih povrSin pikov za standardne
raztopine in njihovih koncentracij (c2) smo narisali umeritveno krivuljo. S pomocjo enacbe
premice (enacba 2) in povrSine pikov naSega vzorca smo izracunali koncentracijo L-

askorbinske kisline v naSem vzorcu.

Izracun za vsebnost l-askorbinske Kisline v vzorcu

y =1,7343x ...(2)
y = povrsina pikov vzorca
x = vsebnost L-AK v vzorcu (mg/L)

Rezultat smo preracunali v mg L-AK/100 g vzorca.
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Slika 10: Umeritvena krivulja za dolocanje koncentracije L-askorbinske kisline

3.3 DOLOCANIJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

Antioksidativno aktivnost sadno-Zitne rezine, smo doloc¢ali z DPPH metodo.

Princip:

Prosti radikal DPPH * je topen v raztopinah organskih topil, kot sta metanol in etanol. Ko
raztopina radikala DPPH * reagira z antioksidativno komponento, ki je donor vodika, pride
do redukcije, kar povzro¢i spremembo barve raztopine. Radikal se reducira po naslednji

reakciji, kjer je AH nek reducent ali antioksidant.

DPPH®+ AH — DPPH," +A*

Ker reducirana oblika radikala ne absorbira pri 517 nm, se absorbanca po dodatku
antioksidanta zmanjSa (Brand-Williams in sod., 1995). Spremembo absorbance

spremljamo spektrofotometri¢no pri 517 nm.

Priprava reagentov:

V 100 ml bucko smo odtehtali 5,2 mg DPPH in ga raztopili v 40 ml etanola.
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Opis dela:

DPPH pripravimo vsaki¢ svez. V 100 ml bucko zatehtamo 5,2 mg DPPH v 40 ml etanola

ter premeSamo, da se popolnoma raztopi.

1. Referenéna vrednost — RF:

v ependorfki zmeSamo 600 pl metanola + 1,5 ml raztopine DPPH

2. vzorec: v ependorfki zmeSamo 600 pl vzorca + 1,5 ml raztopine DPPH

3. slepa proba: v ependortki zmesamo 600 pul vzorca + 1,5 ml etanola

Zmes nato dobro premesamo, prelijemo v kivete ter izmerimo absorbanco pri 517 nm po

15 minutah.

A A = RF — vzorec + slepa proba ...(3)
n (mol) = A A/e * (V reakcijske zmesi (0,00210) * L) ...(4)
€=12000 (1 * cm)/mol ...(5
L=04cm

AOP =M pppy (nmol/l)=n*1*10° *10° /600 ...(6)

Za primerjavo smo askorbinsko kislino v sadno-Zitni rezini Frutabela sedem sadezev, v
masi Frutabele sedem sadezev z dodatkom askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola ter v

energijski plosc¢ici K3, doloc¢ali v komercialnem laboratoriju Neotron Group.
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4 REZULTATI

4.1 OBSTOJNOST ASKORBINSKE KISLINE

Vsebnost askorbinske kisline smo doloc¢ali z HPLC metodo. Na zacetku smo dodali
askorbinsko kislino, tako da je bila zacetna koncentracija 100 mg/100 g Frutabele. To zmes

smo nato dali v inkubator na 37 °C in vsak teden vzeli po 4 g vzorca in ga stabilizirali z 2

% metafosforno kislino.

4.1.1 Spremljanje koncentracije askorbinske Kisline v sadno-Zitni rezini z

dodatkom askorbinske Kisline

Iz preglednice 6 in slike 11 je razvidno, da se je vsebnost askorbinske kisline vsak teden

eksponentno zmanjsala.

Preglednica 6: Koncentracija askorbinske kisline v Frutabeli z dodatkom 100 mg askorbinske kisline na 100

g Frutabele

Oznaka | Cas skladis¢enja | Koncentracija
vzorca | [dan] L-AK [mg/100g]
C 0 99,75
C 7 57,29
C 20 22,11
G 28 13,45
Cy 35 11,62
Cs 42 15,95
Ce 49 6,89
C; 56 8,26

" Indeksi 1-7 oznaGujejo &as skladis¢enja

Koncentracija askorbinske kisline je dokaj hitro in eksponentno padala do 3. tedna

skladis¢enja iz 100 na priblizno 20 mg/100g, nadalje pa se je znizevanje umirilo.
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4.1.2 Spremljanje koncentracije askorbinske kisline v sadno-Zitni rezini z dodatki

askorbinske Kkisline, luteina in a-tokoferola

Iz preglednice 7 je razvidno, kako se je spreminjala vsebnost L-askorbinske kisline v
vzorcu sadne rezine, kateri smo dodali 100 mg askorbinske kisline, 200 mg 2 % luteina in

30 mg 50 % a-tokoferola na 100 g Frutabele.

Preglednica 7: Koncentracija askorbinske kisline v Frutabeli z dodatkom 100 mg askorbinske kisline, 200 mg

2 % luteina in 30 mg 50 % a-tokoferola na 100g Frutabele.

Oznaka | Cas skladis¢enja | Koncentracija
vzorca’ | [dan] L-AK [mg/100g]
CLE 0 108,82

CLE, 7 73,70

CLE; 20 25,62

CLE; 28 15,91

CLE4 35 12,58

CLEs 42 15,83

CLE¢ 49 9,02

CLE, 56 2,72

* Indeksi 1-7 oznacujejo Cas skladiS¢enja

Pri Frutabeli, kjer smo dodali poleg askorbinske kisline tudi lutein in a-tokoferol, je bila
situacija glede padanja koncentracije askorbinske kisline zelo podobna, kot pri Frutabeli,
kjer smo dodali samo askorbinsko kislino. Iz tega rezultata lahko razberemo, da lutein v
koncentraciji 4 mg/100g rezine in o-tokoferol v koncentraciji 25 mg/100g rezine, ne

vplivajo bistveno na stabilnost askorbinske kisline v sadno-zitni rezini.



Zvokelj M. Obstojnost vitaminov in skupni antioksidativni potencial v sadno-Zitni rezini. 38
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

4.1.3 Spremljanje koncentracije askorbinske Kkisline v sadno-Zitni rezini z

dodatkom askorbinske Kisline in luteina

Preglednica 8: Koncentracija askorbinske kisline v Frutabeli z dodatkom 100 mg askorbinske kisline in 200

mg 2 % luteina na 100 g Frutabele.

Oznaka | Cas skladis¢enja | Koncentracija
vzorca | [dan] L-AK [mg/100g]
CL 0 112,22
CL, 7 62,84
CL, 20 20,31
CL; 28 16,94
CL4 35 12,11
CLs 42 6,44

CLs 49 1,80

CL, 56 1,82

* Indeksi 1-7 oznacujejo Cas skladis¢enja

Pri Frutabeli, kjer smo poleg askorbinske kisline dodali tudi lutein, je koncentracija
askorbinske kisline v prvih treh tednih padala podobno hitro, kot v zgornjih dveh primerih,
vendar se je nato padanje nadaljevalo hitreje kot v ostalih primerih (preglednica 8). Iz tega
rezultata lahko sklepamo, da je lutein po petem tednu deloval kot prooksidant in Se

pospesil razgradnjo askorbinske kisline.
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4.1.4 Spremljanje koncentracije askorbinske Kkisline v sadno-Zitni rezini z

dodatkom askorbinske Kisline in a-tokoferola

Preglednica 9: Koncentracija askorbinske kisline v Frutabeli z dodatkom 100 mg askorbinske kisline in 30

mg 50 % o-tokoferola na 100 g Frutabele.

Oznaka | Cas skladi$¢enja | Koncentracija
vzorca | [dan] L-AK [mg/100g]
CE 0 97,71
CE, 7 71,41
CE; 20 23,58
CEs 28 15,12
CE4 35 15,28
CE; 42 14,76
CEg 49 7,65

CE; 56 4,51

* Indeksi 1-7 oznacujejo Cas skladiscenja

V primeru, kje smo Frutabeli poleg askorbinske kisline dodali tudi a-tokoferol, tudi nismo
opazili bistvenih sprememb v hitrosti padanja koncentracije askorbinske kisline v
primerjavi z Frutabelo, ki ji je bila dodana samo askorbinska kislina (preglednica 9). 1z
tega lahko sklepamo, da a-tokoferol v koncentraciji 25 mg/100g rezine nima vpliva na

stabilnost askorbinske kisline v sadno-zitni rezini.
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Slika 11: Spremljanje koncentracije askorbinske kisline v sadno-zitni rezini z dodatkom razlicnih kombinacij
antioksidantov v osem tedenskem poskusu pri 37 °C.

Iz slike 11, je razvidno, da dodatki luteina in vitamina E v danih pogojih, ne vplivajo

bistveno na stabilnost askorbinske kisline.

Preglednica 10: Statisticna primerjava dveh neodvisnih vzorcev (t-test)
Pari dveh neodvisnih vzorcev Razlike med dvema neodvisnima vzorcema

Stand. Stand. t Stopnje Signifikanca
deviacija napaka vrednost prostosti

Koncentracija L-AK-C [mg/100g] - -3,610 6,5665 2,3216 -1,555 7 0,164
Koncentracija L-AK-CLE [mg/100g]

Koncentracija L-AK-C [mg/100g] - 0,105 7,1683 2,5344 0,041 7 0,968
Koncentracija L-AK-CL [mg/100g]

Koncentracija L-AK-C [mg/100g] - -1,837 5,4892 1,9407 -0,947 7 0,375

Koncentracija L-AK-CE [mg/100g]

Statisticna obdelava s t-testom je potrdila, da dodatki luteina in a-tokoferola statisti¢no
znacilno (p<0,01) ne vplivajo na stabilnost askorbinske kisline v sadno-zitni rezini v danih

pogojih.
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V vzorcu Frutabele sedem sadezev iz redne proizvodnje, je bila koncentracija askorbinske
kisline v roku uporabe pod mejo detekcije (3 mg/100 g). V masi Frutabele sedem sadezev z
dodatkom askorbinske kisline v koncentraciji 100 mg/100g Frutabele, luteina in o-
tokoferola je bilo po sedmih mesecih shranjevanja pri 4 °C se 80,3 mg askorbinske kisline.
V energijski ploscici K3 (nemski proizvajalec) z rokom uporabe do marca 2010, je bila

koncentracija askorbinske kisline pod mejo detekcije (3 mg/100 g).

4.2  SKUPNI ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL

4.2.1 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine brez dodatkov
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Slika 12: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine brez dodatkov v osem tedenskem

poskusu pri 37 °C

Iz slike 12 je razvidno, da je antioksidativni potencial (AOP) sadno-zitne rezine brez
dodatkov antioksidantov relativno stabilen do Sestega tedna in sicer okrog 0,025 nmol/L,

nato pa se hitro zniza.



Zvokelj M. Obstojnost vitaminov in skupni antioksidativni potencial v sadno-Zitni rezini. 42
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

4.2.2 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske

kisline
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Slika 13: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske kisline v osem

tedenskem poskusu pri 37 °C

Iz slike 13 je razvidno, da je antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom
askorbinske kisline na zacetku visji kot pri kontrolnem vzorcu in dokaj stabilen do tretjega
tedna in sicer okrog 0,025 nmol/L, nato pa do sedmega tedna pade pod 0,005 nmol/L. Po
sedmem tednu pa za¢ne narascati in sicer do 0,02 nmol/L. Razlago za narasCanje
antioksidativnega potenciala po sedmem tednu najdemo najverjetneje v poteku
Maillardove reakcije in nastanku njenih antioksidativnih produktov. Maillardova reakcija
poteka tudi pri nizjih temperaturah (v nasem primeru 37 °C), vendar pocasneje (Nicoli in

sod., 1999), zato se ti produkti pojavijo Sele po vec tednih skladiScenja.
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4.2.3 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske

kisline, luteina in a-tokoferola
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Slika 14: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom askorbinske kisline,

luteina in a-tokoferola v osem tedenskem poskusu pri 37 °C.

Iz slike 14 je razvidno, da je antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom
askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola visji kot pri dodatku samo askorbinske kisline.
Stabilen je do Cetrtega tedna, nato pa zacne padati do sedmega tedna, nakar zacne

narascati, kar je verjetno posledica tvorbe produktov Maillardove reakcije.
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4.2.4 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom luteina
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Slika 15: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom luteina v osem tedenskem

poskusu pri 37 °C.

Iz slike 15 je razvidno, da je skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z
dodatkom luteina stabilen do Cetrtega tedna, nato pa strmo pade in v petem tednu zopet
mocno naraste, skoraj na prvotni nivo. Podobno kot v ostalih primerih, se je antioksidativni

potencial dvignil verjetno zaradi produktov Maillardove reakcije, ki imajo antioksidativno

aktivnost.
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4.2.5 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom a-tokoferola
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Slika 16: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom a-tokoferola v osem

tedenskem poskusu pri 37 °C.

Iz slike 16 lahko razberemo, da je skupni antioksidativni potencial sadno-zitne rezine z
dodatkom a-tokoferola stabilen do petega tedna, nato pa pade in v sedmem tednu naraste.
Sam dodatek oa-tokoferola, ni imel takega vpliva, kot dodatek vseh treh vitaminov

(askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola).
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4.2.6 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske

Kisline in luteina
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Slika 17: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom askorbinske kisline in

luteina v osem tedenskem poskusu pri 37 °C

Iz slike 17 je razvidno, da je skupni antioksidativni potencial sadno-zitne rezine z
dodatkom askorbinske kisline in luteina v primerjavi z ostalimi dokaj stabilen tekom osmih

tednov in pade za manj kot tretjino zacetne vrednosti.
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4.2.7 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom askorbinske

kisline in a-tokoferola
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Slika 18: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom askorbinske kisline in a-

tokoferola v osem tedenskem poskusu pri 37 °C.

Iz slike 18 je razvidno da ostaja skupni antioksidativni potencial sadno-zitne rezine z

dodatkom askorbinske kisline in a-tokoferola stabilen do Cetrtega tedna, nato pa pade in se

v Sestem tednu zopet dvigne.



48

Zvokelj M. Obstojnost vitaminov in skupni antioksidativni potencial v sadno-Zitni rezini.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Zivilstvo, 2009

4.2.8 Skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom luteina in a-

tokoferola
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Slika 19: Spremljanje antioksidativnega potenciala sadno-zitne rezine z dodatkom luteina in a-tokoferola v

osem tedenskem poskusu pri 37 °C.

Iz slike 19 je razvidno, da skupni antioksidativni potencial sadno-Zitne rezine z dodatkom
luteina in a-tokoferola pada dokaj enakomerno. Izkazalo se je, da je pri 37 °C sadno-zitna
rezina z dodatkom luteina in a-tokoferola relativno oksidativno stabilna, saj je v osmih

tednih skupni antioksidativni potencial padel le za okrog 30 %.
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4.3 REZULTATI VSEBNOSTI L-ASKORBINSKE KISLINE, L-DEHIDRO-
ASKORBINSKE KISLINE IN a-TOKOFEROLA

ODb koncu raziskav smo nekatere vzorce dali na analizo v akreditiran laboratorij

NEOTRON Group (Modena, Italija). Dobili smo sledece rezultate:

Preglednica 11: Rezultati analize vsebnosti L-askorbinske kisline, L-dehidroaskorbinske kisline in o-

tokoferola v treh razli¢nih vzorcih

Vzorec L-askorbinska L-dehidroaskorbinska | a-tokoferol
kislina [mg/100 g] kislina [mg/100 g] [mg/ 100 g]

Frutabela 7 sadeZev <3 <3 <1

(4°0)

Vzorec CLE (4 °C) 80,3 6,0 11,0

Energijska ploscica <3 <3 13,0

K3 (20°C)

V proizvodu Frutabela 7 sadezev z vlaknino, ki je bila hranjena pri temperaturi 4 °C je bila
koncentracija L-askorbinske kisline in L—dehidroaskorbinske kisline pod mejo detekcije
(<3 mg/100 g), a-tokoferola pa manj kot 1 mg/100g. take rezultate smo tudi pri¢akovali,
saj na embalazi ni deklarirana vsebnost vitaminov.

V energijski ploséici K3, ki ima rok uporabe Se ve¢ kot eno leto (marec 2010) in je bila
hranjena pri sobni temperaturi pa so rezultati presenetljivi. Na embalazi je deklarirana
vsebnost vitamina C (20 mg/100 g), rezultati pa so pokazali, da je le-tega manj kot 3
mg/100 g. Deklarirana vsebnost vitamina E pa je 3,3 mg/100 g, dejanska izmerjena
vsebnost a-tokoferola pa je bila 13 mg/100 g.

V vzorcu sadno-zitne rezine Frutabela 7 sadeZe in dodatkom askorbinske kisline, luteina in
a-tokoferola, ki je bila hranjena v PVC vrecki pri temperaturi 4 °C, pa je bila vsebnost
skupnega vitamina C (askorbinska + dehidroaskorbinska kislina) Se 86,3 mg/100 g,
vsebnost a-tokoferola pa 11 mg/100 g.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Sadno-zitne rezine postajajo vse bolj priljubljena oblika sadno-Zitnega obroka. Zaradi
visoke vsebnosti prehranske vlaknine, imajo tudi visoko prehransko vrednost. Prehransko
vrednost sadno-zitne rezine, bi lahko povecali tudi z dodatkom razli¢nih vitaminov.

Poskus smo v tem diplomskem delu zastavili tako, da smo vzorce sadno-zitnih rezin z
dodatki treh razliénih naravnih antioksidantov (askorbinske kisline, a-tokoferola in
luteina), hranili pri temperaturi 37 °C. To so izredno ekstremni skladi§¢ni pogoji, kar se je
izkazalo tudi pri hitrosti izgube askorbinske kisline in skupnega antioksidativnega

potenciala tekom osmih tednov.

5.1.1 Askorbinska Kkislina

Askorbinska kislina je zelo obcutljiva na povisane temperature, alkalni pH, dvovalentne
katione in svetlobo (Odriozola-Serrano in sod., 2007). Bolj kot v raztopljeni je askorbinska
kislina stabilna v suhi, kristalini¢ni obliki (Davey in sod., 2000). Ahmad in sod. (2005), so
ugotovili, da se v sadnih rezinah po Stiri mese¢nem skladiS¢enju na sobni temperaturi v
povprecju izgubi 23 % vitamina C.

V diplomskem delu, smo sadno-zitni rezini dodali askorbinsko kislino v koncentraciji 100
mg/100 g. Poleg askorbinske kisline smo v razli¢nih kombinacijah dodali tudi lutein in o-
tokoferol. Nekateri avtorji trdijo, da naj bi a-tokoferol in karotenoidi povecali obstojnost
askorbinske kisline s tem, da oksidirano obliko, ki nima aktivnosti vitamina C regenerirajo
nazaj v reducirano obliko (Krinsky in Yeum, 2003; El-Agamey in sod., 2004). V nasem
primeru, dodatki a-tokoferola in luteina niso bistveno povecali obstojnosti askorbinske
kisline, kar je lepo vidno na sliki 11. V vseh primerih je koncentracija askorbinske kisline
padala eksponentno in priblizno enako hitro. in sicer v osmih tednih za ve¢ kot 90 %.
Razlog tega je verjetno sama temperatura (37 °C) skladis¢enja. To so izredno ekstremni
pogoji, ki so v praksi le redko dosezeni. Za primerjavo, smo en vzorec sadno-zitne rezine,

ki smo mu dodali askorbinsko kislino, a-tokoferol in lutein hranili v hladilniku pri
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temperaturi (4 °C) in izkazalo se je, da se je koncentracija askorbinske kisline je v sedmih
mesecih zmanjSala le za 20 %. Na trgu najdemo veliko izdelkov, na katerih je navedena
vsebnost askorbinske kisline, ki naj bi bila v izdelkih v roku Casa trajanja. Zato smo
dolocili vsebnost askorbinske kisline tudi v energetski ploscici K3, nemskega proizvajalca
Simpert Reiter GmbH, z rokom uporabe Se ve€ kot 1 leto (marec 2010). Na deklaraciji je
navedena vsebnost askorbinske kisline 20 mg/100g, dejanska koncentracija pa je bila pod
mejo detekcije (3 mg/100g), plosc¢ica pa je bila hranjena na sobni temperaturi.

Na podlagi poskusa v tem diplomskem delu, smo prisli do zakljucka, da na obstojnost
askorbinske kisline najbolj vpliva temperatura. Pri temperaturi hladilnika (4 °C), je bila
izguba askorbinske kisline po sedmih mesecih le 20 %. Dodatka luteina in a-tokoferola, pa
nista pokazala nobenih znacilnih uc¢inkov na stabilnost askorbinske kisline. To trdijo tudi
nekateri avtorji, ki pravijo, da askorbinska kislina regenerira oksidirano obliko vitamina E,
kar pa ne velja v obratni smeri. Pri tej reakciji se askorbinska kislina oksidira in izgubi
aktivnost vitamina C (Kitts, 1997). Niki in sod. (1995) pa porocajo, da naj bi bila

interakcija med karotenoidi in askorbinsko kislino zanemarljiva.

5.1.2 Antioksidativni potencial

Osnovna funkcija antioksidantov je preprecevanje oksidacije bioloSko in senzori¢no
pomembnih komponent zivil (Raspor in sod., 2000). Med postopki predelave in
skladiS¢enja, prihaja do vrste kompleksnih reakcij, ki lahko bistveno spremenijo
antioksidativni potencial zivila (Hribar in Sim¢i¢, 2000). V glavnem se s skladis¢enjem
antioksidativni potencial zmanjsuje. Pri visokih temperaturah, ali pa po daljSem ¢asu tudi
na sobni temperaturi, pa lahko poteka tudi Maillardova reakcija, katere produkti lahko
povecajo ali pa zmanjSajo antioksidativni potencial, odvisno od pogojev (Nicoli in sod.,
1999).

V naSem primeru smo merili skupni antioksidativni potencial v sadno-zitni rezini z
razli¢nimi kombinacijami dodatkov askorbinske kisline, luteina in a-tokoferola. Izkazalo
se je, da je skupni antioksidativni potencial stabilen do enega meseca pri vseh

kombinacijah dodanih vitaminov. Po tridesetem dnevu pa pride do razlik v hitrosti padanja

ey ee
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sadno-zitne rezine, kateri smo dodali vse tri antioksidante (askorbinsko kislino, lutein in a-
tokoferol). Kot relativno oksidativno stabilni sta se izkazali tudi sadno-Zitni rezini z
dodatkom askorbinske kisline in luteina, ter luteina in a-tokoferola. V teh dveh primerih je
skupni antioksidativni potencial enakomerno padal in sicer v osmih tednih le za okrog 30
% zacetne vrednosti. To se verjetno zgodi zato, ker a-tokoferol zas¢iti karotenoide pred
oksidacijo (Kitts, 1997), kar velja tudi v obratni smeri, saj karotenoidi lahko regenerirajo
a-tokoferol s prenosom elektrona na o-tokoferolni radikal, pri ¢emer nastane nazaj o-
tokoferol (Krinsky in Yeum, 2003). Rezultat tega je visja oksidativna stabilnost zivila.

Pri kontrolnem vzorcu, kateremu nismo ni¢ dodali, je bil antioksidativni potencial stabilen
do Stiridesetega dne, potem pa je zelo hitro padel na vrednost 0,005 nmol/L. Pri nekaterih
vzorcih je prislo do pojava, da se je antioksidativni potencial v ¢etrtem ali petem tednu po
padcu dvignil. O tem porocajo tudi Nicoli in sod. (1999), da se tekom toplotne obdelave
naravni antioksidanti izgubljajo, isto¢asno pa nastajajo novi, ki so posledica Maillardove
reakcije (slika 7). To se je zgodilo najbolj izrazito pri vzorcu, kateremu smo dodali le
lutein. Samaras in sod. (2005) pravijo, da so karotenoidi in askorbinska kislina zelo
ucinkoviti antioksidanti, vendar pa se pri vi§jih temperaturah njihova vsebnost precej
zmanjSa. Pri poviSanih temperaturah nastajajo melanoidini in reduktoni, ki so produkti
Maillardove reakcije in lahko povecajo antioksidativno aktivnost zivila. Kot pravijo Nicoli
in sod. (1999), pa lahko Maillardova reakcija poteka tudi pri sobni temperaturi, vendar
bistveno pocasneje kot pri visokih temperaturah. Zato predvidevamo, da pride do povisanja

skupnega antioksidativnega potenciala Sele po mesecu dni skladiS¢enja pri 37 °C.
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5.2 SKLEPI

Glede na rezultate opravljenih analiz smo prisli do zakljuckov:

dodatki luteina in a-tokoferola v danih koncentracijah in pogojih tretiranja niso
vplivali na obstojnost askorbinske kisline

askorbinska kislina je veliko obstojnejSa v sadno-Zitni rezini, ki je bila hranjena pri
temperaturi hladilnika (4 °C)

pri doloc¢anju skupnega antioksidativnega potenciala med posameznimi vzorci,
delno izstopa vzorec CLE (z dodatkom askorbinske kisline, luteina in a-
tokoferola), pri katerem so med skladis¢enjem, nihanja v vrednosti skupnega
antioksidativnega potenciala najmanjSa

domnevamo, da produkti Maillardove reakcije po mesecu dni pri 37 °C v nekaterih
primerih zvisujejo antioksidativni potencial

dodatek askorbinske kisline, a-tokoferola in luteina ni vplival na spremembo okusa

sadno-Zitne rezine, sprememba je le v barvi, v primeru, ko smo dodali lutein
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6 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, ali dodatek nekaterih naravnih antioksidantov
povecuje stabilnost askorbinske kisline, ter kako ti dodatki vplivajo na skupni
antioksidativni potencial v sadno-zitni rezini.

V maso sadno-zZitne rezine smo dodali razlicne kombinacije askorbinske kisline, a-
tokoferola in luteina, ter termostatirali na 37 °C za dobo osmih mesecev. Vsak teden smo
vzor¢ili in vzorce stabilizirali z 2 % raztopino metafosforne kisline. Po dveh mesecih smo
dolocili koncentracijo askorbinske kisline kromatografsko z HPLC in skupni
antioksidativni potencial z DPPH metodo.

Rezultati so pokazali, da dodatek luteina in a-tokoferola v nobeni kombinaciji znacilno ne
povecuje obstojnosti askorbinske kisline. Kitts in sod. (1997) pravijo, da askorbinska
kislina regenerira oksidirano obliko vitamina E, kar pa ne velja v obratni smeri. S tem, ko
reducira oksidirano obliko a-tokoferola, se sama oksidira in izgublja aktivnost vitamina C.
Niki in sod. (1995), pa trdijo, da naj bi bila interakcija med askorbinsko kislino in
karotenoidi zanemarljiva. Askorbinska kislina je bila veliko obstojnejSa v sadno-zitni
rezini, ki je bila shranjena v hladilniku pri 4 °C.

Dodatki naravnih antioksidantov vplivajo na stabilnost skupnega antioksidativnega
antioksidativni potencial je dosegla sadno-zitna rezina, kateri smo dodali vse tri vrste
antioksidantov (askorbinska kislina, lutein in a-tokoferol). Kot relativno oksidacijsko
obstojni pa sta se izkazali tudi sadno-zitni rezini z dodatkom luteina in askorbinske kisline,
ter luteina in o-tokoferola. Pri teh treh kombinacijah antioksidantov je priSlo do izraza
sinergisticno delovanje luteina, askorbinske kisline in a-tokoferola kar opisujejo tudi Liu in
sod. (2008) ter Krinsky in Yeum (2003).

Po osmih tednih je bila najnizja vrednost antioksidativnega potenciala v sadno-zitni rezini

brez dodatka antioksidantov.
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V nekaterih primerih so produkti Maillardove reakcije po mesecu dni povecali
antioksidativni potencial. Najbolj izrazito se je to zgodilo v rezini, ki ji je bil dodan le
lutein. Antioksidativne lastnosti produktov Maillardove reakcije naj bi bile predvsem
posledica delovanja rjavih spojin z vecjo molsko maso, ki nastajajo v zadnji fazi
Maillardove reakcije. Pri tretiranju zivil kratek Cas na relativno nizkih temperaturah, pa
nastajajo produkti, ki imajo izrazite prooksidativne lastnosti. Ob intenzivnejSem porjavenju
pa je njihova vsebnost manjsa. V Zzivilih rastlinskega izvora prihaja med toplotno obdelavo
pri nizkih temperaturah do zmanjSanja skupnega antioksidativnega potenciala, kot
posledica zmanjSanja aktivnosti naravno prisotnih antioksidantov ter zaradi nastanka
produktov Maillardove reakcije, ki imajo prooksidativne lastnosti. Pri daljSem postopku
toplotne obdelave ali pa pri tretiranju pri vi§jih temperaturah, nastajajo produkti
Maillardove reakcije, ki imajo antioksidativne lastnosti, zaradi tega se skupni
antioksidativni potencial zivila poveca (Nicoli in sod., 1999; Hribar in Sim¢i¢, 2000;

Siméi¢, 1995).

V energijski plos¢ici K3, kjer je navedeno, da naj bi imela vsebnost askorbinske kisline v
koncentraciji 20 mg/100g, je bilo le-te, ve¢ kot leto pred iztekom roka uporabe, pod mejo

detekcije, ki je 3 mg/100g.
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