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1. UVOD



Voéni sokovi su osjetljivi proizvodi ¢ija kvaliteta ovisi prvenstveno o kvaliteti svjezeg voca - o
vrsti i zrelosti vo¢a, omjeru kiselina i Se€era, o hlapivim spojevima arome, fenolnim spojevima
i sadrzaju askorbinske kiseline (Robertson, 1993). Kvalitetu voénih sokova nakon proizvodnje
znatno mogu narusiti uvjeti skladiStenja kao $to su temperatura, svjetlost ili ambalaza u koju
su pakirani (Robertson, 1993; Vujkovic i sur., 2007). Da bi voéni sokovi sacuvali kvalitetu kroz
cijeli vijek trajanja, potrebno ih je pakirati u prikladnu ambalazu. NajceSce ih se pakira u
staklenu, plasti¢nu i viSeslojnu, rjede u metalnu ambalazu. Staklena ambalaza ima vrlo dobre
osobine i najbolje stiti askorbinsku kiselinu i ostale nutrijente od oksidativne degradacije.
Takoder, dobra svojstva pokazuju i razne vrste kombiniranih ambalaznih materijala, dok
plasti¢na ambalaZa, ovisno o vrsti, odgovara ukoliko je nepropusna/slabo propusna na kisik
(Robertson, 1993). Prema tome, izbor ambalaznog materijala ima znacajan utjecaj na o¢uvanje
kvalitete.

Na kvalitetu voénih sokova utjecaj moZe imati i kisika otopljen u soku. Otopljeni kisik moze
uzrokovati razgradnju askorbinske kiseline, promjenu boje soka te promjenu arome (Garcia-
Torres i sur., 2009). Ove reakcije su vrlo kompleksne jer produkti reakcija s kisikom mogu
ulaziti i u medusobne interakcije. Stoga je teSko odrediti posljedice direktnih reakcija s kisikom
(Garcia-Torres i sur., 2009). Za odredivanje utjecaja otopljenog kisika najbolje je ispitivati
utjecaj kisika na jedan ili dva parametra kvalitete kao $to su sadrzaj polifenola, askorbinska
kiselina, kiseline i Seceri. Ispitivanja je takoder bolje izvrsiti u realnim sustavima, a ne u model
otopinama (Garcia-Torres i sur., 2009) radi realnijeg proucavanja utjecaja kisika na promjene
u soku.

Cilj ovog rada bio je ispitati da li otopljeni kisik utjece na kvalitetu vo¢nih sokova pakiranih u
staklenu, plasti¢nu i viSeslojnu ambalazu tijekom 90 dana skladiStenja. Isto tako, cilj je bio
ispitati da li kvaliteta ovisi o vrsti ambalaze. Kvaliteta vo¢nih sokova pracena je odredivanjem
polifenolnih  spojeva (ukupni polifenoli, ukupni antocijanini), ukupne kiselosti
potenciometrijskom titracijom i mjerenjem topive suhe tvari (postotka Secera). Otopljeni kisik

mjeren je pomocu oksimetra. Ispitivanje je izvrSeno na komercijalnim sokovima.



2. TEORUSKI DIO



2.1. VOCNI SOKOVI

Voéni sok je nefermentiran proizvod, ali moze fermentirati, a proizvodi se od jestivog dijela
zdravog i svjeZeg voca koje je konzervirano hladenjem ili smrzavanjem jedne ili viSe vrsta
pomijeSanih zajedno, a ima boju, aromu i okus karakteristi¢an za sok od voéa od kojega je
napravljen. Aroma, pulpa i ¢estice voénog tkiva koji su dobiveni odgovarajuéim fizikalnim
postupcima iz iste vrste vo¢a mogu biti vraceni soku (Ministarstvo poljoprivrede, 2013).

U posljednjih nekoliko godina, u razvijenim zemljama, porasla je potrosnja preradenih
proizvoda, medu njima i voénih sokova, koji su postali popularni zbog lake konzumacije i zbog
toga Sto su proizvodi visoke nutritivne kvalitete (Ros-Chumillas i sur., 2007).

Zadovoljavaju¢a proizvodnja voénih sokova ovisi o ispravnoj procjeni sirovog materijala.
Kljuéni korak u preradi voénih sokova, s glediSta pakiranja, je korak deaeracije (odzracivanja).
Ovaj korak je vazan i zbog smanjenja oksidacijskih reakcija, koje se mogu dogoditi u vocnom
soku (npr. oksidacija askorbinske kiseline i spojeva okusa) i zbog smanjenja korozije, ukoliko
je sok naknadno pakiran u metalnu ambalazu. S glediSta pakiranja, postoje tri vrste vo¢nih
sokova: nerazrijedeni sokovi (10-13° Brix-a), koncentrirani sokovi (42 ili 65° Brix-a) i nektari
(20- 35° Brix-a) (Robertson, 1993).

Vocéni sokovi se smatraju osjetljivim proizvodima koji se mogu znacajno promijeniti tijekom
vijeka trajanja. lako se temperatura pokazala kao najvazniji parametar koji utjece na kvalitetu
vocénih sokova, takoder vrlo vaznu ulogu igra i ambalaza u koju su sokovi pakirani (Siegmund i
sur., 2004). Vocéni sokovi pakiraju se u staklenu, plasti¢nu, viSeslojnu i metalnu ambalazu

(Robertson, 1993).

2.2. AMBALAZA ZA VOCNE SOKOVE

Adekvatna ambalaZa je ona koja Stiti proizvod tijekom njegova vijeka trajanja, odrzavajuci ga
svjeZzim i neoStecenim te mu na taj nacin osigurava kvalitetu. Unato¢ tome, ambalaza mora
pruzati i zastitu od kvarenja namirnice. Kvarljivost, kao i narusavanje cjelovitosti ambalaze,

mogu prouzrociti ozbiljne rizike za zdravlje (Ros-Chumillas i sur., 2007).



2.2.1. Staklena ambalaza

Staklo je anorganska tvar amorfne grade, koja se dobiva taljenjem odredenih sastojaka i
hladenjem taline do postizanja vrlo velike viskoznosti, tj. do oévri¢ivanja u uvjetima kada je
izbjegnuta kristalizacija osnovnih gradevnih jedinica. U kemijskom smislu, staklo predstavlja
smjesu silikata te alkalijskih i zemnoalkalijskih oksida (Vujkovi¢ i sur., 2007). Za pakiranje
sokova koristi se alumino-silikatno staklo, koje je otporno na vodu i kiseline, tesko se topiivrlo
je tvrdo. Aluminijsko staklo sadrzi natrijev oksid, kalcijev oksid, silicijev oksid i 10%
aluminijevog oksida (Muhamedbegovic¢ i sur., 2015). Obojeno je svijetlo do tamnosmede ili
svijetlo do tamnozeleno i od njega se prave boce za sokove (Vujkovi¢ i sur., 2007). Staklena
ambalaza ne propusta vodenu paru i plinove te je pogodna za pakiranje namirnica osjetljivih
na kisik, kao i za namirnice koje sadrze lako hlapive komponente. Jo$ neke od izrazenih
prednosti staklene ambalaZe su: transparentnost (varijacije u boji stakla Stite sadrzaje koji su
osjetljivi na svjetlost), nepropusnost (staklo je nepropusno za plinove, paru, arome i
mikroorganizme pa odrzava proizvod svjezim u duzem vremenskom periodu bez pogorsanja
okusa i arome), inertnost (staklo je bez mirisa te proizvodi imaju Cist okus te nema interakcije
izmedu ambalaZe i hrane), kemijska otpornost (staklo je kemijski otporno na sve prehrambene
proizvode u tekuéem i c¢vrstom stanju), dekorativhe mogucnosti (ukljuéuje niz opcija
Stampanja dizajna i deklariranja), tekstura povrsine (vecina staklene ambalaze ima glatku
povrsinu, ali je moguce na povrsini posticii tzv. efekt ledaili gravirati tekst, logo ili grb na boci),
dizajn oblika (moguénost proizvodnje prepoznatljivog specificnog oblika brendiranog
proizvoda), pogodno za blazu termic¢ku obradu proizvoda (staklo je pogodno za vruée punjenje
i pasterizaciju prehrambenih proizvoda), lako¢a otvaranja, ¢vrstoca, higijena (lako pranje i
suSenje), ekoloska prihvatljivost (staklene posude su povratna ambalaza pogodna za
viSekratnu uporabu i reciklazu). Mane staklene ambalaze su: krtost, relativno velika masa
(povedava troskove transporta) i dosta lose iskoristenje skladiSnog i transportnog prostora.
Osim toga, mana stakla je lomljivost i osjetljivost na pucanje djelovanjem unutrasnjeg tlaka,
udara ili termic¢kog Soka (Muhamedbegovic i sur., 2015).

U razvoju staklene ambalaze, posebno se obraca paznja na: smanjenje mase, oplemenjivanje
solima i oblaganje staklenih boca plasti¢cnim masama. Postoje dva nacina kako se masa boce
mozZe smanijiti, a to susmanjenje debljine dna i tijela boce. Danas se sve vecéa paznja posvecuje
i kemijskom sastavu stakla, odnosno proizvodnji stakla s boljim mehanickim svojstvima, jer

takva boca moze biti tanja, a samim time i manje mase. Boce se oplemenjuju solima vanadija,
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titana ili aluminija koje se u prahu nanose u vrlo tankom sloju na vanjsku povrsinu boca odmah
nakon njihovog oblikovanja. Te soli se, zatim, na vru¢em staklu razgraduju, a nastali metalni
oksidi vezu se za staklo te sprje¢avaju nastajanje sitnih nevidljivih pukotina na povrsini stakla

(Muhamedbegovic i sur., 2015).

2.2.2. Plasticna ambalaza

Primarno, plastike su sintetski polimeri dobiveni iz sirove nafte. Sintetski polimeri su izgradeni
ponavljanjem velikog broja tzv. monomera (Muhamedbegovi¢ i sur., 2015). U Tablici 1 su
prikazani neki vazniji polimeri od kojih se proizvodi ambalaza i njihove osnovne strukturne
jedinice (Vujkovi¢isur., 2007). Plasti¢ne mase su inertne, ali ne uvijek i nepropusne na plinove.
Pozitivne karakteristike plasti¢nih masa su sljedece: jeftine su i lagane, transparentne, mogu
biti obojane, imati razli¢itu zavarljivost, ¢vrstocu te razli¢ita barijerna svojstva. Zbog takvih
svojstava, plastika zamjenjuje ostale vrste ambalaznih materijala. U usporedbi s ostalim
vrstama ambalaZnih materijala, plasti¢na ima nisku cijenu, otpornost na atmosferske utjecaje,
moze se oblikovati uz manji utrosak energije i vremena. Neke plasti¢cne mase bubre u dodiru
s nekim otapalima ili vodom. To je loSe svojstvo koje smanjuje mehanicku stabilnost. Veéina
plasti¢nih materijala dobro propusta svjetlo, slabo propusta plinove te loSe provode elektri¢nu
struju i toplinu. Kemijske promjene pod utjecajem klimatskih ¢imbenika nazivaju se starenje.
Starenje ambalaZze je proces oksidacije koji uzrokuje gubitak dobrih mehanickih i fizickih
svojstava. Brzina ovog procesa ovisi o utjecaju temperature i svjetla, a usporava se dodatkom

stabilizatora koji sprje¢avaju oksidaciju vezajuéi kisik (Muhamedbegovic i sur., 2015).

Tablica 1 Vrste polimera i njihove ponavljajuée jedinice (Vujkovic¢ i sur., 2007)

Polimeri Ponavljane jedinice
CH>-CH>-]

Polietilen (PE) [-
Polipropilen (PP) [-CH2-CH(CH3)-]
Polistiren (PS) [-CH,-CH(CgHs)-]
Poli(vinil- klorid) (PVC) [-CHCI-CH,-]
[-
[-
[-

Poli(viniliden- klorid) (PVDC) CHCI-CHCI-]

Poli(etilen- tereftalat) (PET) 0O-CH,-CH,-00C-CgH4-CO-]

poliamidi (PA) OC-(CH,)n-NH-] ili [-OC-(CH,)n-CO-
NH-(CH2)m-NH-]

Polikarbonati (PC) [-O-R1-O-COO-R;-]

Poliuretani [-O-CO-NH-R1-NH-COO-R;-]




2.2.3. Viseslojna ambalaza
Viseslojni ambalazni materijali se mogu na temelju sastava grupirati u dvije grupe i to:

e viSeslojni polimerni materijali i

e kombinirani materijali (slika 1).
Ovu vrstu ambalaZe Cine dva ili vise polimernih slojeva. Kod kombiniranih materijala sacinjenih
od polimernih slojeva spojenih s drugim ambalaznim materijalima, vanjski sloj ambalaze moze
biti napravljen od papira ili kartona, a unutrasnji slojevi od polietilena (PE), poli(vinil-klorida)
(PVC), polistirena (PS), polipropilena (PP) i poli(viniliden-klorida) (PVDC) (Vujkovié i sur., 2007).
Svrha svakog sloja ovakve ambalaze je da prenosi dobre, ali i da prikriva loSe karakteristike
ostalih slojeva. Time se postizu bolja barijerna svojstva prema svjetlosti, vlazi, plinovima i
nekim lakohlapivim komponentama. Naravno, vrlo vazno je da unutrasnji materijal bude

netoksi¢an prema hrani (Vujkovic i sur., 2007; Muhamedbegovi¢ i sur., 2015).

Slika 1 Kombinirani ambalaZzni materijali

2.3. KVALITETA VOCNIH SOKOVA

Kvaliteta voénih sokova ovisi prvenstveno o:
- vrsti i zrelosti svjeZeg voca,

- omjeru kiselina i Secera,



- hlapljivim spojevima arome,

- fenolnim spojevimai

- sadrzaju askorbinske kiseline (Robertson, 1993).

Da bi voéni sokovi bili kvalitetni, njihov sastav trebao bi biti slican sastavu voca te se ne bi

trebao promijeniti tijekom skladistenja. Posebno se to odnosi na sadrzaj polifenolnih spojeva

te vitamina C.

2.3.1. Polifenolni spojevi

Polifenolne tvari ¢ine jednu od najbrojnijih i Siroko rasprostranjenih skupina spojeva u

biljkama. Proizvodi su sekundarnog metabolizma biljaka i tvari su koje nisu esencijalne za

ljudski organizam (Jakobek, 2007).

Najvecu i najvazniju skupinu polifenola cine flavonoidi. Dijele se na nekoliko podgrupa,

prikazanih na slici 2. U biljkama prevladavaju tri podgrupe: flavonoli, antocijanini i flavan-3-oli

(flavanoli). Osim flavonoida, vazna skupina biljnih polifenola su i fenolne kiseline (slika 2)

(Jakobek, 2007).

Flavonoidi

Fenolne kiseline

Flavoni Antocijanini
Flavonoli Flavan-3,4-dioli
Flavanoni Dihidrohalkoni
Izoflavoni Halkoni
Flavanonoli Flavanoli

Flavani

Hidroksicimetn
kiseline

Hidroksibenzojeve
kiseline

Slika 2 Glavne skupine biljnih flavonoida i fenolnih kiselina (Jakobek, 2007)



2.3.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najbrojnija skupina polifenola, a osnovu njihove strukture ¢ini flavonoidna jezgra
(slika 3) koja se sastoji od dva fenolna prstena (A i B prsten) te heterociklickog prstena C

(Jakobek, 2007).

Flavan jezgra 4-okso-flavonoid jezgra

Slika 3 Osnovna kemijska struktura flavonoida (Jakobek, 2007)

2.3.1.1.1. Antocijanini
Antocijanini (slika 4) su biljni pigmenti koji vocu i povréu daju boju. Imaju karakteristicnom

kemijsku strukturu flavonoida Cs-C3-Cs (Jakobek, 2007).

H OH OH
OH OH OH
+ + +
HO (] HO (o] HO o]
o SO Oh SO0
= O-glu 7 O-glu 7

O-glu
OH OH OH
Pelargonidin-3-glukozid Cijanidin-3-glukozid Delfinidin-3-glukozid
OCH, OCH, OCH,
OH OH OH
+ + +
HO (0} HO O HO o}
SO SOOE NGO
Z O-glu Z O-glu Z O-glu
OH OH OH
Peonidin-3-glukozid Petunidin-3-glukozid Malvidin-3-glukozid

Slika 4 Kemijska struktura 6 osnovnih glukozida antocijanina (Jakobek, 2007)



2.3.1.1.2. Flavonoli

Osnovna kemijska struktura flavonola je Cs-Cs-Cs (slika 5). Pojavljuju se gotovo iskljucivo kao

glikozidi u kojima je Secerna jedinica uglavhom vezana na C3 atom (Jakobek, 2007).

Kvercetin Miricetin Kemferol

Slika 5 Kemijska struktura osnovnih flavonola (Jakobek, 2007)

2.3.1.1.3. Flavanoli

Karakterizira ih osnovna Ce-C3-Cs struktura, a poznati su i kao flavan-3 oli ili katehini (slika 6)

(Jakobek, 2007).

OH R,

Flavanoli i proantocijanidini
(+)-katehin (2R,3S) R, =R,=H
(-)-epikatehin (2R, 3R) R, =R,=H
galokatehin R, =OH, R, = H

Dimerni ili polimerni proantocijanidini
R,=OH/H R, = [(galo)katehin]"

Slika 6 Kemijska struktura flavanola i proantocijanidina (Jakobek, 2007)

2.3.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su rijetko prisutne u slobodnom obliku, a najéesce se pojavljuju esterificirane
s vinskom ili kina kiselinom (Jakobek, 2007).

Hidroksibenzojeve kiseline (slika 7) imaju osnovnu Cs-Ci1 strukturu. Razli¢itosti u strukturi u
pojedinim hidroksibenzojevim kiselinama javljaju se zbog hidroksilacije ili metilacije na

aromatskom prstenu (Jakobek, 2007).
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0]
OH OH oH
H H HO OH
jijr oS0 on
COOH COOH HO 5

p-hidroksibenzojeva kiselina galna kiselina elaginska kiselina

Slika 7 Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Jakobek, 2007)

Primjeri hidroksicimetnih kiselina dani su na slici 8 (Jakobek, 2007).

HO HO—f >— HoO—
AQ_\\—COOH \_coon AQ_\\fCOOH
OH OCH

H 3

p-kumarinska kiselina kafeinska kiselina ferulicna kiselina

Slika 8 Kemijska struktura tri naj¢esc¢e hidroksicimetne kiseline (Jakobek, 2007)

2.3.1.3. Znacaj polifenola za zdravlje ljudi

Polifenoli imaju izrazito pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje te se redovita konzumacija voca i
ostalih namirnica bogatih polifenolima povezuje sa smanjenjem rizika od nastanka razlicitih
bolesti krvozZilnog sustava i malignih bolesti (Jakobek, 2007). Polifenoli pokazuju razne
pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, kao npr.: antikarcinogene, antiupalne, antialergene,
imunomodulirajuée, antimikrobne ucinke. Polifenoli ostvaruju navedene ucinke djelujuéi kao
antioksidansi, kelatori dvovalentnih kationa, inhibitori aktivnosti odredenih enzima (DNA
topoizomeraza Il, protein kinaza C, protein tirozin kinaza), kao i modulatori aktivnosti
odredenih enzima (Wollgast i Anklam, 2000).

S obzirom na koli¢inu polifenola, od voca se posebno istice tamno obojeno bobicasto,
jagodasto i kostunicavo voce. Pokazalo se da je redovita konzumacija tog voca i njihovih
proizvoda povezana sa znatno smanjenim rizikom od nastanka razlicitih bolesti krvozilnog

sustava i malignih bolesti. Ovakav pozitivan utjecaj voc¢a na ljudsko zdravlje pripisuje se,
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izmedu ostalog, sadrzaju polifenola prisutnih u voéu (Jakobek, 2007). Polifenolni spojevi
prisutni su i u voénim sokovima te zbog svojih pozitivnih u¢inaka predstavljaju jedan od

parametara kvalitete sokova.

2.3.2. Kiselost

Krivotvorenje voénih sokova je Cesta pojava na trzistu, stoga analiza organskih kiselina ima
glavnu ulogu u ispitivanju autenti¢nosti voénih sokova. Tako npr. visak jabucne kiseline moze
biti pokazatelj dodatka soka od jabuke u neki skuplji voéni sok. Osim jabuéne, ostale vazine
organske kiseline pri utvrdivanju autenti¢nosti voénih sokova su vinska, limunska i izolimunska
(Ehling i Cole, 2011). Kiselost vo¢nih sokova se moze mijenjati zbog oksidacije tijekom vremena

i s obzirom na ambalaZu u koju su upakirani.

2.3.3. Utjecaj kisika na kvalitetu vocnih sokova

Uvjeti skladiStenja, temperatura, otopljeni kisik i izbor ambalaznog materijala voénih sokova,
utjeCu na sadrzaj vitamina C, koji se tijekom vremena skladiStenja oksidira i gubi. lzbor
ambalaznog materijala igra glavnu ulogu u o¢uvanju kvalitete i roka trajanja vo¢nih sokova. Pri
izboru ambalaznog materijala za pojedine vo¢ne sokove, najprikladnije je izabrati onaj
materijal koji odgovara ciljevima kvalitete, roku trajanja, temperaturi skladiStenja i troskovima
proizvoda. Prisutnost kisika utje¢e na kvarenje voénih sokova. Stetan u¢inak otopljenog kisika
na kvalitetu voénih sokova ukljucuje razgradnju askorbinske kiseline, pojacano posmedivanje,
kao i rast aerobnih bakterija i plijesni. Koriste se razne metode pakiranja u svrhu smanjenja
izloZzenosti vo¢nih sokova kisiku. Neke od njih ukljuc¢uju pakiranje sokova u otporne ambalazne
materijale, kao Sto su staklo ili visoko otporne folije u tetrapaku uz ispiranje dusikom,
poboljsanje PET ambalaze mijeSanjem s aromatskim poliamidima, itd. Takoder se koriste tzv.
hvataci kisika koji, uz odgovaraju¢i ambalazni materijal, mogu znatno smanijiti koli¢inu

otopljenog kisika u vo¢nim sokovima (Ros-Chumillas i sur., 2007).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Zadatak u ovom radu bio je utvrditi da li otopljeni kisika ima utjecaj na kvalitetu voénih sokova
pakiranih u plasti¢nu, staklenu i visSeslojnu ambalazu. Isto tako, cilj je bio ispitati da li kvaliteta
ovisi o vrsti ambalaze.
Provedeno istrazivanje odvijalo se u vremenskom periodu od 90 dana, tijekom kojeg su se
pratili sljedeci parametri:
- topiva suha tvar (postotak Secera)
- titracijska kiselost
- ukupni polifenoli
- ukupni antocijanini
Pracenajei
- koncentracija otopljenog kisika
da bi se utvrdilo da li dolazi do promjena u koli¢ini kisika tijekom 90 dana skladiStenja
s obzirom na ambalazu u koju su sokovi bili pakirani te da li je kisik imao utjecaj na
promjenu parametara kvalitete (topivu suhu tvar, ukupnu kiselost, ukupne polifenole
i antocijanine).
IstraZivanje je provedeno na uzorcima komercijalnih voénih sokova od brusnice, crnog ribiza i
jagode koiji su bili pakirani u plasti¢nu, staklenu i viseslojnu ambalazu.
Koncentracija otopljenog kisika mjerena je pomocu oksimetra (mg I'), topiva suha tvar (Seceri)
odredivana je na refraktometru, a ukupna kiselost potenciometrijskom titracijom s NaOH.
Ukupni polifenoli kvantificirani su pomocu Folin-Ciocalteu metode, a ukupni antocijanini pH

diferencijalnom metodom.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Uzorci vocénih sokova

Za ovaj diplomski rad koristeni su uzorci komercijalnih vo¢nih sokova. Detalji ispitivanih

sokova prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2 Vrsta ambalaZe u koju su upakirani vo¢ni sokovi

Vocni sok Oznaka Ambalazni materijal
Plastika
Brusnica PET Poli(etilen-tereftalat)
Crni ribiz PET Poli(etilen-tereftalat)
Staklo
Jagoda GL70 Bezbojno staklo
Brusnica GL70 Bezbojno staklo
Crni ribiz GL71 Zeleno staklo
Viseslojna ambalaza
Brusnica 84 Papir i karton/plastika/aluminij
Crni ribizl 84 Papir i karton/plastika/aluminij
Crni ribiz2 84 Papir i karton/plastika/aluminij

3.2.2. Kemikalije

Koristeni su: natrijev karbonat (p.a), kalijev klorid (p.a), natrijev acetat trihidrat (p.a), Folin-
Ciocalteu reagens (p.a) i natrijev hidroksid (p.a). Sve navedene kemikalije proizvedene su u
firmi Kemika (Zagreb, Hrvatska). Galnu kiselinu (398225, > 98%) proizvela je firma Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, SAD).

3.2.3. Plan istrazivanja

Voéni sokovi pakirani u razli¢itu ambalazu kupljeni su u istoj lokalnoj trgovini. SkladiSteni su
pod istim uvjetima (sobna temperatura) u vremenskom periodu od 90 dana. Ukupni polifenoli,
ukupni antocijanini te topiva suha tvar praéeni su nulti, deseti, trideseti, Sezdeseti i devedeseti
dan istrazivanja, ukupna kiselost nulti, deseti, Sezdeseti i devedeseti dan, a otopljeni kisik
nultog, Sezdesetog i devedesetog dana. Sokovi su uzorkovani iz istih plasti¢nih boca te iz istih
viSeslojnih pakiranja. Nakon svakog uzorkovanja, zrak je istisnut iz ambalaZe te je ambalaza
pailjivo zatvorena, a zatvara¢ dodatno omotan samoljepljivom trakom da ne bi doslo do
naknadne kontaminacije kisikom. Sokovi pakirani u staklenu ambalazu uzorkovani su iz iste
boce unutar 30 dana eksperimenta, a 60-og i 90-og dana otvarane su nove boce za

uzorkovanje. Odmah nakon uzorkovanja, odreden je otopljeni kisik.

3.2.4. Odredivanje otopljenog kisika u voénim sokovima

Za odredivanje otopljenog kisika u voénim sokovima rabljen je oksimetar (AL20oxi, Aqualytic,

Germany) uz pridrzavanje uputstava za uredaj. Sokovi su sipani u laboratorijske ¢ase, a zatim
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stavljeni na magnetsku mijeSalicu. U uzorak soka uronjena je elektroda oksimetra, prethodno
kalibrirana prema udjelu kisika u zraku te je uz mijeSanje izmjerena koli¢ina otopljenog kisika

umg .

3.2.5. Odredivanje ukupnih antocijanina i ukupnih polifenola

Za odredivanje ukupnih antocijanina koristena je pH diferencijalna metoda, u kojoj se

upotrebljavaju dvije puferske otopine, a to su pufer kalijevog klorida (KCI) (pufer 1) i pufer
natrijevog acetata (pufer 2). Pufer 1 napravljen je otapanjem 1,86 g KCl-a u 1 | destilirane vode,
a pH vrijednost je dodavanjem koncentrirane HCI, namjestena na pH 1. Pufer 2 napravljen je
otapanjem 54,43 g CH3CO;Na-3H,0 u 1 | destilirane vode, a dodavanjem koncentrirane HCI,
pH vrijednost je namjeStena na 4,5. Odreden je faktor razrjedenja (DF, engl. dilution factor)
tako da su dodavani razli¢iti volumeni sokova u pufer 1 (ukupan volumen 2 ml) te je mjerena

A na spektrofotometru (UV 2005, Selecta, Spanjolska) na 510 nm (slika 9).

Odredivanje DF

25 ¥ =0,004x+0,0735
! R?=0,9964

0 100 200 300 400 500 600
V (soka) /ml

Slika 9 Odredivanje faktora razrjedenja

Odabrano je mjerenje sa 100 pul soka u ukupnom volumenu 2000 ul (DF= konacni volumen/
volumen soka, DF = 20). Mjerenje je vrSeno tako da je u prvu kivetu otpipetirano 100 pl vo¢nog
soka i 1900 pul pufera 1 (kalijev klorid). U drugu kivetu otpipetirano je 100 pl soka i 1900 pl
pufera 2 (natrijev acetat). Pripremljeni uzorci su ostavljeni 15 min na tamnom mjestu nakon
cega je izmjerena njihova apsorbancija (A) na valnim duljinama od 510 i 700 nm (As10, A700) Na
spektrofotometru. Za slijepu probu koristena je destilirana voda, a apsorbancija uzoraka je
izraCunata prema sljedecoj formuli:
A = (As10 — A700)pH 1,0— (As10 — A700)pH 4,5 (1)

Rezultati su izrazeni u mg cijanidin-3-glukozida po | soka upotrebljavajuéi molarni apsorpcijski
koeficijent (€) cijanidin-3-glukozida (26 900 | mol* cm™) i molekularnu teZzinu (MW) cijanidin-

3-glukozida (449,2 g mol™) prema formuli:
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Ukupni antocijanini (mg IY)= (A x MW x DF x 1000)/(< x /) (2)

Za odredivanje ukupnih polifenola najprije je otpipetirano 1590 pl destilirane vode, 10 pl

uzorka voénog soka, 100 pl Folin-Ciocalteu reagensa i 300 pl natrijevog karbonata (200 g 1),
a za slijepu probu otpipetirano je 1600 pl destilirane vode, 100 pl Folin-Ciocalteu reagensa te
300 ul natrijevog karbonata, nakon cega je sve to stavljeno u vodenu kupelj temperature 40°C
u vremenskom periodu od 30 minuta. Apsorbancija uzoraka izmjerena je na spektrofotometru
(UV 2005, Selecta, Spanjolska) na valnoj duljini od 765 nm (Azss) prema slijepoj probi. Galna
kiselina analizirana je istim postupkom (0 — 500 mg I'?) te je posluZila za pripravu kalibracijskog
pravca. Rezultati su izrazeni u mg I ekvivalenta galne kiseline (GAE, engl. gallic acid

equivalent).

3.2.6. Odredivanje topive suhe tvari (Secera)

Topiva suha tvar (Seceri) u voénim sokovima odredena je na refraktometru (Abbeov
refraktometar, model 2WAJ) koji ima moguénost ocitanja °Bx (udio topive suhe tvari). 1 °Bx
odgovara 1 g SecCera saharoze (topive suhe tvari) na 100 g otopine. Voéni sok sipan je na prizmu

refraktometra te je olitan °Bx.

3.2.7. Odredivanje ukupnih kiselina u voénim sokovima potenciometrijskom
titracijom

U laboratorijsku ¢asu stavljeno je 2 ml voénog soka i 248 ml destilirane vode. U razrijedenu
otopinu soka uronjena je pH elektroda i sok je titriran dodavanjem NaOH (0,1 mol dm3)
pomocu automatskog titratora (TitroLine 96, Schott Instruments, Njemacka). Nakon svakog
dodatka luZzine mjerena je pH vrijednost. Izracunata je vrijednost ApH/AV. Tocka ekvivalencije
ocitana je iz diferencijalne krivulje potenciometrijske titracije, u kojoj je na ordinatu nanesena
vrijednost ApH/AV, a na apscisu volumen dodane luZine (cm?3). Rezultat je izraZzen u g I prema

jabuc¢noj kiselini (1 ml NaOH odgovara 0,0067 g jabucne kiseline).

3.2.8. Statisticka obrada podataka

Ukupni antocijanini i ukupni polifenoli za svaki uzorak voénog soka mjereni su u dva
ponavljanja. IzraCunate su srednje vrijednost i standardna devijacija (Microsoft Office Excel,

Microsoft Corporation, Redmond, WA). Statisticki znacajne razlike u koli¢ini ukupnih
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antocijanina i ukupnih polifenola izmedu nultog i devedesetog dana istrazivanja analizirane su
koriStenjem t- testa (*, **, *** oznacavaju znacajnost za P<0,05, P<0,01, P<0,001). Nadalje,
promjene u koncentraciji ukupnih polifenola, ukupnih antocijanina, topive suhe tvari i kiselosti
do kojih je doslo izmedu 0-tog i 90-og dana usporedene su s promjenama u koncentraciji kisika
(izmedu 0-og i 90-og dana skladistenja) te obradene regresijskom analizom (Microsoft Office

Excel, Microsoft Corporation, Redmond, WA).
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4. REZULTATI
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——crni ribiz

0 20 40 60 80 100
Vrijeme (dani)

Slika 10 Koncentracija ukupnih polifenola (mg I'') u voénim sokovima pakiranim u plasti¢nu

ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja.
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Slika 11 Koncentracija ukupnih polifenola (mg I'!) u voénim sokovima pakiranim u staklenu

ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja.
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Slika 12 Koncentracija ukupnih polifenola (mg I'!) u voénim sokovima pakiranim u viseslojnu

ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja.
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Slika 13 Koncentracija ukupnih antocijanina (mg I!) u voénim sokovima pakiranim u plasti¢nu

ambalaZzu, tijekom 90 dana skladistenja.
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Slika 14 Koncentracija ukupnih antocijanina (mg ') u voénim sokovima pakiranim u staklenu

ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja.
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Slika 15 Koncentracija ukupnih antocijanina (mg I!) u voénim sokovima pakiranim u

viSeslojnu ambalazu, tijekom 90 dana skladiStenja.
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Tablica 3 Statisticki znacajne razlike izmedu vrijednosti dobivenih 0 i 90 dana mjerenja na

temelju p vrijednosti dobivenih t-testom

p vrijednost

Ukupni antocijanini Ukupni polifenoli
Pakiranje Vocni sok
Plastika
Brusnica 0,03893* 0,20258
Crni ribiz 0,06407 0,01037*
Staklo
Jagoda 0,593836 0,00018%***
Brusnica 0,49291 0,09780
Crni ribiz 0,01826* 0,14934
Viseslojno
Brusnica 0,00055*** 0,00851***
Crni ribiz 1 0,00068%*** 0,10508
Crni ribiz 2 0,01228* 0,02605*

*, x* x** oznacavaju znacajnost za P<0,05, P<0,01, P<0,001

Tablica 4 Topiva suha tvar u vo¢nim sokovima zapakiranim u razli¢itu ambalazu, tijekom 90

dana skladistenja

Vrijeme (dani)
O dan 10 dan 30 dan 60 dan 90 dan

Topiva suha tvar %
Pakiranje  Vo¢ni sok
plastika
brusnica 15,5 15,5 15 14,5 14,3
crniribiz 14,0 14,5 14,3 14,3 13,0
staklo
jagoda 15,0 14,5 14,3 13,3 12,8
brusnica 17,0 16,5 14,1 15,3 14,3
crni ribiz 13,8 13,5 12,8 12,8 12,5
viSeslojno
brusnica 13,5 12,5 11,5 11,5 11,5
crni ribiz 1 15,0 13,75 12,0 13 11,5
crni ribiz 2 15,0 13,75 13,3 12,8 12,3
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Tablica 5 Ukupna kiselost voénih sokova zapakiranih u razli¢itu ambalazu, tijekom 90 dana

skladiStenja, odredena potenciometrijskom titracijom

Vrijeme (dani)

0 dan 10 dan 60 dan 90 dan
Kiselost glt*
Pakiranje Vocni sok
Plastika
brusnica 10,2 17,1 12,6 16,9
crni ribiz 13,2 17,6 13,4 13,6
Staklo
jagoda 9,6 13,9 11,4 9,9
brusnica 9,2 13,9 11,4 11,4
crni ribiz 11,2 15,9 15,8 14,1
Viseslojno
brusnica 8,5 8,5 11,7 11,39
crniribiz 1 12,6 15,6 13,9 19,3
crni ribiz 2 11,4 15,2 16,3 23,8

*izrazena kao g jabucne kiseline

Tablica 6 Koncentracija otopljenog kisika u vo¢nim sokovima zapakiranim u razli¢itu

ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja

Vrijeme (dani)
0 dan 60 dan 90 dan

Kisik mg I
Pakiranje Vocni sok
plastika
brusnica 2,7 2,9 1,2
crni ribiz 3,4 1,2 1,4
staklo
jagoda 1,1 1,2 1,2
brusnica 1,4 1,4 1,2
crni ribiz 1,2 1,1 0,9
viSeslojno
brusnica 1,9 1,3 1,0
crni ribiz 1 1,4 2,0 1,0
crni ribiz 2 1,3 2,0 1,0
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5. RASPRAVA



U ovom radu provedeno je istraZivanje o utjecaju kisika na kvalitetu voénih sokova pakiranih
u plasticnu, staklenu i viseslojnu ambalazu u vremenskom periodu od 90 dana. U plasti¢ne
boce bili su pakirani voéni sokovi od brusnice i crnog ribiza (oznaka PET, poli(etilen-tereftalat),
u staklene boce sokovi od jagode i brusnice (oznaka GL70, bezbojno staklo ) te sok od crnog
ribiza (oznaka GL71, zeleno staklo). U viSeslojnu ambalazu sacinjenu od papira i
kartona/plastike/aluminija, bili su upakirani vo¢ni sokovi od brusnice (oznaka 84) i sokovi od
crnog ribiza od dva razlicita proizvodaca (oznake 84). Parametri za pracenje kvalitete vo¢nih
sokova bili su ukupni polifenoli (UP), ukupni antocijanini (UA), ukupna kiselost i udjel topive
suhe tvari. Promjene vezane za koli¢inu ukupnih polifenola pracene su koriStenjem Folin
Ciocalteu spektroskopske metode, a one vezane za koli¢inu ukupnih antocijanina praéene su
pomocu pH diferencijalne spektroskopske metode.

Na slici 10 prikazana je koncentracija UP (mg I"}) u voénim sokovima, pakiranim u plasti¢nu
ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja. Iz grafickog prikaza vidljivo je da su UP stalni do 60-
tog dana, a nakon 60-tog dana skladiStenja doslo je do porasta UP u oba soka. Na slici 11
prikazana je koncentracija UP (mg I'!) u voénim sokovima, pakiranim u staklenu ambalazu,
tijekom 90 dana skladistenja. 1z grafickog prikaza se vidi da UP pokazuju fluktuaciju, a nakon
60-tog dana zabiljeZzen je i njihov blagi porast. Slika 12 prikazuje koncentraciju UP
(mg 1) u voénim sokovima, koji su bili pakirani u videslojnu ambalaZu, tijekom 90 dana
skladistenja te se moze zakljuciti da je koncentracija UP do 60-tog dana neznatno porasla, a
znadajniji porast zabiljezen je nakon 60-tog dana.

Slika 13 prikazuje koncentraciju UA (mg I'!) u voénim sokovima pakiranim u plastiénu ambalaZu
te se iz grafickog prikaza moze zakljuciti da koncentracija UA blago pada tijekom 90 dana
skladistenja. Na slici 14 prikazana je koncentracija UA (mg ') u voénim sokovima pakiranim u
staklenu ambalazu, tijekom 90 dana skladiStenja. Kod soka od crnog ribiza nakon 30-tog dana
zabiljezen je blagi pad koncentracije ukupnih antocijanina, dok kod preostala dva soka
pakirana u staklenu ambalazu nije primije¢ena znadajna promjena u sadriaju ukupnih
antocijanina. Slika 15 prikazuje koncentraciju UA (mg I'!) u sokovima pakiranim u videslojnu
ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja. Kod svih sokova vidljiv je pad UA sve do 60-tog dana
skladistenja, nakon Cega je zabiljezen njihov porast. No, opéenito gledano, u odnosu na
pocetnu analizu, koncentracija UA je u padu (osim kod soka od crnog ribiza 2).

T- test je proveden da bi se utvrdilo jesu li postojale statisti¢ki znacajne razlike izmedu

vrijednosti dobivenih 0-tog i 90-tog dana. U tablici 3 prikazane su p vrijednosti. Koncentracija
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UP se razlikovala 0-tog i 90-tog dana kod soka od crnog ribiza pakiranog u plasti¢nu ambalazu,
soka od jagode u staklenoj ambalaZi te kod dva soka pakiranim u viSeslojnu ambalazu.
Statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji UA zabiljezene su jednom soku pakiranom u
plasticnu ambalazu, u svim sokovima u viSeslojnoj ambalaZi te u soku od crnog ribiza u
staklenoj ambalazi. Kod ostalih sokova nije primijecena statisti¢ki znacajna razlika.

Tablica 4 prikazuje udjel ukupne topive suhe tvari u vo¢nim sokovima zapakiranim u plasti¢nu,
staklenu i viSeslojnu ambalazu, tijekom 90 dana skladistenja. 1z tablice je vidljivo da se ukupna
topiva suha tvar (Seceri) u sokovima pakiranim u plasti¢cnu ambalazu, od 0-tog do 90-tog dana
smanjila za otprilike 1%. U sokovima pakiranim u staklenu ambalaZu vidljivo je smanjenje
topive suhe tvari i preko 2% (jagoda, brusnica) dok je kod sokova pakiranim u viseslojnu
ambalaZu zabiljeZzeno smanjenje i preko 3% (crni ribiz 1).

Ukupna kiselost odredena je potenciometrijskom titracijom i izraZena u g I'* jabuéne kiseline.
Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5. Koli¢ina ukupnih kiselina uglavhom se mijenjala
tijekom 90 dana tj. pokazala se fluktuacija u koli¢ini ukupnih kiselina.

U tablici 6 prikazana je koncentracija otopljenog kisika u voénim sokovima pakiranim u
razli¢itu ambalazu. Najvecu pocetnu koli€inu kisika imali su sokovi u plasti¢noj ambalazi, zatim
slijede sokovi u viSeslojnoj te staklenoj ambalazi. Kod sve tri vrste ambalaze zabiljezeno je vrlo
blago smanjenje sadrzaja otopljenog kisika, tijekom 90 dana skladistenja. Smanjenje je vise
izrazeno u plasti¢noj ambalazi, zatim slijedi viSeslojna, dok se kod staklene vidi samo blago
smanjenje ili stalna koncentracija. Buduéi da se koncentracija kisika tijekom skladistenja ne
povecéava, mozZe se reci da su sve tri vrste nepropusne na kisik, posebice plasti¢na i staklena.
MozZe se napomenuti da se kod viSeslojne ambalaZe vidi blagi porast do 60-og dana te zatim
pad kisika te je viSeslojna pokazala nesto losija svojstva propusnosti u usporedbi sa staklenom

i plastichom ambalazom no niti taj porast nije zabrinjavajuéi.

U ovom radu pokazalo se da se koncentracija polifenolnih spojeva blago mijenjala tijekom
skladistenja. UP su tijekom skladiStenja pokazali fluktuacije te se njihova koli¢ina na kraju
perioda skladistenja povecéava. Ovo istraZivanje slaze se s istrazivanjem koje su proveli Piljac-
Zegarac i sur. (2009) na razli¢itim sokovima tijekom 29 dana skladi$tenja. Oni su takoder
pokazali da se koncentracija UP tijekom skladistenja mijenja te se povecava nakon 29 dana
skladistenja. Na poveéanje UP mogli su utjecati spojevi koji se formiraju tijekom skladistenja
te reagiraju s Folin-Ciocalteu reagensom (Piljac-Zegarac i sur. (2009) te razli¢ite oksidacijske
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reakcije koje uzrokuju promjene na polifenolima. Ukupni antocijanini su se smanijili tijekom
skladiStenja Sto je u skladu s istraZivanjima koje su proveli De Freitas i sur. (2006) te Reque
Rosana i sur. (2014). Na smanjenje koli¢ine UA mogle su utjecati oksidacijske reakcije ili
kondenzacijske reakcije s drugim polifenolnim spojevima (Reque Rosana i sur., 2014). Osim
toga, na smanjenje UA utjecaj moze imatii vodikov peroksid koji se upotrebljava za sterilizaciju
ambalaZe u aseptiénom pakiranju te moZe zaostati na ambalaZi (Ozkan i sur., 2004, Ozkan i
sur., 2005). Budu¢i da je tijekom skladiStenja doSlo do blagog smanjenja koncentracije
otopljenog kisika, oksidacijske reakcije koje dovode do promjena polifenolnih spojeva su
moguce. No, korelacija izmedu povecanja UP i smanjenja koncentracije kisika unutar 90 dana
(r? = 0,0012) te izmedu smanjenja UA i smanjenja koncentracije kisika unutar 90 dana (r? =
0,00002) nije pokazala povezanost. Takoder se nije pokazalo postojanje snazne korelacije
izmedu blagog smanjenja udjela topive suhe tvari te smanjenja kisika (r? = 0,426) niti izmedu
povecanja kiselosti i smanjenja koncentracije kisika (r? = 0,0216) unutar 90 dana.

Prisutnost otopljenog kisika utjece na brojne oksidacijske reakcije te posebice na oksidaciju
vitamina C (Van Bree i sur., 2012), reakcije posmedivanja te rast aerobnih bakterija (Ros-
Chumillas i sur., 2007). Da se koli¢ina otopljenog kisika ne bi mijenjala tijekom skladistenja, za
pakiranje se odabiru ambalazni materijali koji imaju dobra barijerna svojstva. Najéesce je to
staklo, viSeslojni materijali koji u strukturi uklju¢uju aluminijsku foliju te PET materijali s
poboljSanim barijernim karakteristikama ili povezani s poliamidima (Ros-Chumillas i sur.,
2007). U ovom radu pokazalo se da ambalazni materijali nisu propustali kisik, posebice PET i
staklo, dok je do malog povedanja kisika doslo kod viSeslojne ambalaze. Koncentracija kisika
se blago smanjivala sto mozZe biti znak potrosnje kisika tijekom skladistenja zbog reakcija
oksidacije koje dovode do smanjenja antocijanina, a vjerojatno i posredno do povedanja
ukupnih polifenola (zbog kondenzacijskih reakcija) no korelacija nije pokazala ovu povezanost,

a do promjena u parametrima u kvaliteti moglo je dodi i zbog drugih spomenutih uzroka.
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6. ZAKLJUCAK



Utjecaj otopljenog kisika na kvalitetu komercijalnih voénih sokova tijekom 90 dana
skladistenja na sobnoj temperaturi praéen je mjerenjem razli¢itih parametara: ukupna
kiselost, ukupni polifenoli i antocijanini te ukupna topiva suha tvar. Sokovi su bili pakirani u
razli¢itu ambalazu (staklenu, plasti¢nu i viseslojnu). Temeljem svega iznesenog u radu moze se

zakljuciti:

» Tijekom skladistenja koncentracija UP je pokazala fluktuacije te se na kraju perioda
blago povecavala, a UA blago smanjivala.

> Sadriaj topive suhe tvari se blago smanjio dok je ukupna kiselost pokazala fluktuacije.

» Kod sve tri vrste ambalaZe zabiljezeno je blago smanjenje sadrzaja otopljenog kisika
tijekom 90 dana skladistenja Sto moZe biti znak potrosnje kisika u reakcijama
oksidacije.

> Nije se pokazalo postojanje korelacije izmedu promjena u parametrima kvalitete te
promjena u koncentraciji kisika.

> Sve tri vrste ambalaze pokazale su se dobrima za pakiranje sokova jer je doslo tek do
male promjene u koncentraciji kisika. Promjene u UP i UA mogu biti statisticki
znacajne. Koncentracija UP se razlikovala 0-tog i 90-tog dana kod soka od crnog ribiza
pakiranog u plastiénu ambalaZzu, soka od jagode u staklenoj ambalaZi te kod dva soka
pakiranim u viSeslojnu ambalazu. Statisticki znacajne razlike u koncentraciji UA
zabiljezene su jednom soku pakiranom u plastiénu ambalaZzu, u svim sokovima u
viSeslojnoj ambalaZi te u soku od crnog ribiza u staklenoj ambalazi. Kod ostalih sokova
nije primijecena statisticki zna¢ajna razlika.

» Na povecanje UP mogli su utjecati spojevi koji se formiraju tijekom skladistenja te
reagiraju s Folin-Ciocalteu reagensom, ali i razliCite oksidacijske reakcije koje uzrokuju
promjene na polifenolima.

» Na smanjenje koli¢ine UA moguce je da su utjecale kondenzacijske reakcije s drugim
polifenolnim spojevima, vodikov peroksid koji se upotrebljava za sterilizaciju ambalaze

te moZe zaostati na ambalazi, ali i oksidacijske reakcije.
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