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1. UVOD

U novije vrijeme potrosaci sve vise zahtijevaju hranu visoke kvalitete te nutritivnog
sastava gotovo identi¢nog nepreradenoj hrani, a sve s ciljem o¢uvanja zdravlja (Andrés i sur.,
2016). Takoder, sve se viSe obrac¢a paznja i na sastav pojedinih proizvoda pa tako potrosaci
zele visoko kvalitetne namirnice, prirodnog okusa i arome bez dodanih aditiva ili konzervansa,
ali s produljenim rokom trajanja (Rastogi, 2013). U nedostatku vremena za konzumaciju
dovoljnih koli¢ina voca i/ili povréa, potrosaci Cesto posezu za njihovim proizvodima, poput

sokova, napitaka, pi¢a te smoothie-sokova (Bursa¢ Kovacevi¢, 2020).

Smoothie-sokovi se najcesce proizvode mijesanjem razli¢itih plodova svjezeg voca i
povréa uz dodatak neke tekuce komponente poput vode, jogurta ili mlijeka, a mogu se i
obogacivati razli¢itim funkcionalnim dodacima (Gallina i sur., 2019; Zuntar i sur., 2020). U
odnosu na klasi¢ne sokove, posjeduju vecu nutritivnu, biolosku 1 energetsku vrijednost
(Bhardwaj i Pandey, 2011), stoga je neophodno odabrati adekvatan tretman obrade koji ¢e osim
zdravstvene ispravnosti, u najvecoj mjeri ujedno i ocuvati izvornu kvalitetu. Rezultati
dosadasnjih istrazivanja navode kako termalne tehnologije obrade mogu nepovoljno utjecati
na senzorska i nutritivnih svojstva proizvoda uslijed djelovanja poviSenih temperatura (Bursaé¢
Kovacevi¢ i1 sur., 2015; Bursa¢, 2007). U novije se vrijeme sve viSe istrazuje primjena
inovativnih (ne)termalnih tehnologija obrade hrane koje ¢e, osim zdravstvene ispravnosti,
osigurati 1 zadrzanu izvornu kvalitetu proizvoda. Neke od tehnologija koje se najvise istrazuju
u podrucju obrade voca i povrca te njihovih proizvoda su visoki hidrostatski tlak, pulsirajuce
elektri¢no polje, ultrazvuk visoke snage, ultraljubicasto svjetlo te mikrovalovi (Putnik i sur.,
2020; Bursa¢ i sur., 2019; Putnik i sur., 2019). Medu navedenim tehnologijama, VisoKi
hidrostatski tlak (VHT) iznasao je i svoju industrijsku primjenu u proizvodnji i obradi
proizvoda od voca i povréa. |z toga se razloga primjena VHT-a nameée kao mozebitna

alternativa klasi¢noj termalnoj obradi.

Sukladno svemu navedenom, cilj ovog rada je odrediti utjecaj tehnologije VHT-a, kao
netermalne, te pasterizacije, kao termalne na sadrzaj ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola i
ukupnih hidroksicimetnih kiselina u smoothie-sokovima pripremljenim od soka od jabuke,
mrkve i aronije, kaSe indijanske banane te bademovog mlijeka tijekom skladistenja od 21 dan

na temperaturi od 4 °C.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SMOOTHIE-SOKOVI

Voce i povrée je sastavni dio uobicajene prehrane te je znacajan izvor nutrijenata poput
vitamina, minerala i prehrambenih vlakana. Kako bismo zadovoljili dnevne potrebe, Svjetska
zdravstvena organizacija (WHO) preporuca konzumiranje minimalno 400 g voca i povréa na
dan, dok su u nekim zemljama poput Svedske i Finske preporuke i do 500 g na dan (EC, 2020).
Najc¢es¢i nedostaci u prehrani odnose se upravo na nedovoljnu konzumaciju voca i povréa
(Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2020). Neka istrazivanja navode da se konzumiranjem pet ili vise
obroka voca i povréa dnevno smanjuju rizici oboljenja od infarkta miokarda za 15 % te da
opcenito dnevni unos od 600 g voca i povré¢a moze reducirati pojavu koronarnih bolesti srca za
31 %, ishemijskog mozdanog udara za 19 % (Borges i sur., 2010) te umanjiti razinu stresa i
umora (Bhardwaj i Pandey, 2011).

Iako se uglavnom konzumira u svjeZem obliku, veliki je broj proizvoda dobiven
preradom voca i povréa, a jedan od njih je i sve popularniji vo¢ni obrok, tzv. smoothie-Sok.
Smoothie-sok podrazumijeva mjeSavinu razli¢itih plodova svjezeg voca i povréa uz dodatak
neke tekuc¢e komponente poput vode, jogurta ili mlijeka, bilo zivotinjskog ili biljnog podrijetla.
Dobiva se postupkom mehanickog brzog mijesanja i usitnjavanja, stoga u odnosu na klasi¢ne
sokove, smoothie-sokovi imaju vec¢u nutritivnu, bioloSku i energetsku vrijednost (Bhardwaj i
Pandey, 2011). MijeSanjem odabranih vrsta svjezih plodova voca i/ili povréa moze se
dizajnirati idealna kombinacija smoothie-soka, u kojoj su maskirane neke nepozeljne senzorske
karakteristike pojedinog voca, odnosno povrca kao §to su visoka kiselost 1/ili smanjena slatko¢a

(Ribeiro i sur., 2018).

Smoothie-sokovi se na trzistu pojavljuju usporedno s izumom elektriénih miksera koji
su postali pristupaéni za Siroku kuénu upotrebu. Prvi elektri¢ni mikser je osmislio i patentirao
Stephen Poplawski 1922. godine u SAD-u. Prvi smoothie-sok se pojavio 1926. godine, takoder
U SAD-u, a sastojao se od izmiksane cijele naranc¢e i dodatnih tajnih sastojaka, koji su
smanjivali kiselost. Od tada pa do danas, industrija smoothie-sokova sve viSe raste jer se ova
vrsta sokova primarno smatra funkcionalnim proizvodima te postaju zamjena za obroke

(Anonymous 1).

PotroSaci sve viSe zahtijevaju minimalno procesirane proizvode koji zadrZzavaju

svojstva svjezeg voca i povréa kroz $to dulji vremenski period (Putnik 1 sur., 2017). U ovom



kontekstu, konzumacija smoothie-sokova pripravljenih od voéa i povréa je povezana sa
zdravom i prirodnom prehranom (Hurtado i sur., 2019). Smoothie-sokovi su uglavnom dobro
prihvaceni od strane potrosaca i njihova potraznja kontinuirano raste §to se moze pripisati
promjenama potrosa¢a u prehrambenim navikama, stilu zivota kao i njihovim osobnim
preferencijama (Bhardway i Pandey, 2011). Samim time je i proizvodnja smoothie-sokova u
porastu te je u zadnjih nekoliko godina ovaj segment prehrambene industrije imao najveéi rast

diljem svijeta (Morales-de la Pefia i sur., 2016)

Jedan od ciljeva prehrambene industrije je proizvesti proizvode koje ¢e potrosaci
asocirati s proizvodima koji sadrZze prakticki svjeze oblike voca 1/ili povréa, tj. s proizvodima
koji su minimalno preradeni i/ili obradeni. Takvi proizvodi mogu biti zamjena dosad najcesce
konzumiranim konvencionalnim proizvodima od voc¢a 1 povré¢a, kao §to su sokovi, dzemovi 1
dr., obradeni pasterizacijom, sterilizacijom ili blanSiranjem. Ove tehnologije uslijed visokih
temperatura obrade mogu nepovoljno utjecati na senzorska i nutritivnih svojstva proizvoda
(Bursa¢ Kovacevic i sur., 2015; Bursa¢, 2007). Stoga, glavni problem industrijske proizvodnje
smoothie-sokova predstavlja odrZavanje kvalitete i stabilnosti tijekom skladistenja, obzirom su

podlozni mikrobioloskoj i enzimskoj razgradnji te oksidaciji (Hurtado i sur., 2019)

Obzirom da u Republici Hrvatskoj 65,5 % populacije starije od 15 godina konzumira
manje od preporucenih 400 g voca i povréa na dan, veca konzumacija smoothie-sokova bi
mogla pridonijeti 1 ve€oj konzumaciji voca 1 povréa (EC, 2016) te tako pozitivno doprinositi

zdravstvenim udincima.

2.2. KEMIJSKI I NUTRITIVNI SASTAV SMOOTHIE-SOKOVA

Obzirom da smoothie-sokovi predstavljaju mjesavinu razli¢itih plodova voéa i povrca,
kemijski i nutritivni sastav pojedinih smoothie-sokova se moze znacajno razlikovati.
Mijesanjem razlicitih vrsta voca i povréa moze se definirati senzorski privlacan proizvod s vise
pozitivnih u¢inaka na zdravlje potrosaca (Teleszko i Wojdyto, 2014). Primjerice, u proizvodnji
smoothie-soka od mandarine sorte Kinnow, dodaju se sok nara, indijskog ogrozda i dumbira
radi poboljSanja okusa, arome i nutritivne vrijednosti. Preradom mandarine u sok se veliki udio
aromatskih spojeva vrlo brzo degradira (Putnik i sur., 2017), stoga su dodani sokovi, pored
poboljSanja harmonicnosti okusa, doprinijeli i ve¢em udjelu vitamina C i minerala, ¢ime su

izravno poboljsali nutritivnu i senzorsku vrijednost smoothie-soka (Bhardwaj i Pandey, 2011).



Teleszko i Wojdyto (2014) su ispitale mogucnost primjene odabranih voénih vrsta s
uzgojnim podru¢jem u Europskoj Uniji (EU) umjerene klimatske zone za proizvodnju
smoothie-sokova. Voc¢ne vrste su uklju¢ivale: jabuke (Malus domestica Borkh. cv.
,,Champion®), aroniju (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott cv. ,Galicjanka®), brusnicu
(Vaccinium macrocarpon L. cv. ,,Ben Lear®), crni ribizl (Ribes nigrum L. cv. Titania), Sumsku
borovnicu (Vaccinium myrtillus L.), plodove pasje ruze (Rosa canina L.), dunje (Cydonia
oblonga Mill.), pasji trn (Hippophae rhamnoides L. cv. ,,Aromatnaya“) i japansku dunju
(Chaenomeles japonica L.). Od navedenih voénih vrsta pripremljeno je 16 razli¢itih receptura
smoothie-sokova medu kojima se nalaze 4 podgrupe sokova ovisno o sirovini koja prevladava
u sastavu (smoothie-sokovi na bazi jabuke, dunje, aronije i crnog ribizla). Rezultati senzorske
analize su pokazali da su smoothie-sokovi pripremljeni od bobicastog voca (brusnica, crni
i crnog ribizla su imali veéi sadrzaj polifenolnih spojeva u odnosu na ostale uzorke.
Najzastupljeniji polifenolni spojevi su u gotovo svim uzorcima bili procijanidini (B3) izuzev
uzoraka sokova i1z grupacije crnog ribizla, gdje su dominantni bili antocijani. Najvece koli¢ine
vitamina C odredene su u smoothie-soku pripremljenom od soka crnog ribiza, soka pasje ruze
i pirea borovnice (168.98 mg/100 g), a sli¢ne vrijednosti su zamije¢ene i u smoothie-soku
pripremljenom od soka aronije, soka pasje ruze i pirea borovnice. Ovim istraZivanjem je
pokazano kako kemijski i nutritivni sastav smoothie-sokova znacajno varira ovisno o vrsti

prisutnog voca (Teleszko 1 Wojdyto, 2014).

Obzirom da se smoothie-sokovi pripremaju pretezno od voca i povrca, uglavnom su
siromasni proteinima. Mehta i suradnici (2017) su formulirali smoothie-sok od mlijeka, soka
mrkve, kaSe manga i meda uz dodatak crnog slanutka (Cicer arietinum L.), koji je bogat
proteinima. Dodatkom slanutka sadrzaj proteina u smoothie-soku prelazi 11 g Sto se smatra
visokim udjelom proteina po jednoj jedinici serviranja. Prema istrazivanju, dodatkom listova
biljke moringe (Moringa oleifera Lam.) (4,5 % lista) sadrzaj proteina smoothie-soka
sastavljenog od banane (13,5 %), ananasa (38,5 %) 1 jabuke (4,5 %) se povecao za priblizno
3,5 puta, a ustanovljeno je da su se i antioksidacijska svojstva povecala za otprilike 1,7
(odredeno DPPH metodom), odnosno 4,4 puta (odredeno FRAP metodom) u odnosu na uzorak

bez dodatka listova moringe (Aderinola, 2018).

U zadnje vrijeme se sve viSe pribjegava smanjenju generiranja otpada od hrane u vidu
promicanja odrzivog razvoja, a $to je u skladu s Agendom 2030 (UN). Uglavnom se otpadna

hrana ili nusproizvodi prehrambene industrije koriste kao stocna hrana ili gnojivo, ali se tezi
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tome da se oni na neki nacin iskoriste i vrate u lanac proizvodnje prehrane (Zhu i sur., 2020).
Jedan od primjera moguceg koriStenja nusproizvoda prehrambene industrije je lis¢e cikle koje
je bogato fitokemikalijama i vlaknima te ima i visok antioksidacijski kapacitet. Nadalje, listovi
cikle imaju i antimikrobna svojstva ¢ime bi se potencijalno mogla izbjeéi pasterizacija
proizvoda u kojima je dodan njihov ekstrakt. Dodatkom alkoholnog ekstrakta lista cikle u
koli¢ini od 6 % u smoothie-sokove od soka narance (59 %), jabuke (15 %), mrkve (15 %) i
stabljika cikle (5 %) sadrzaj fenola se povecava za 50 % u odnosu na smoothie-sokove bez
dodatka alkoholnog ekstrakta, a dolazi i do povecanja antioksidacijskog kapaciteta. Samim
time ekstrakt liS¢a cikle ima veliki potencijal kao dodatak ljudskoj prehrani, uz istovremeno

osiguravanje odrzive proizvodnje (Fernandez 1 sur., 2020).

2.3. POLIFENOLNI SPOJEVI SMOOTHIE-SOKOVA

Brojni znanstveni radovi potvrduju da povecani unos voca i povr¢a poboljSava zdravlje
te je povezano sa smanjenjem rizika od degenerativnih bolesti (Abountiolas i Nunes, 2017).
Zdravstveni benefiti su povezani sa sadrzajem bioaktivnih spojeva u vocu i1 povréu pa upravo

konzumacija smoothie-sokova poveéava njihov dnevni unos (Casado, 2018).

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji broje vise od 8,000 razlicitih kemijskih
struktura (Bravo, 1998). Vazna karakteristika polifenola je njihovo snazno antioksidacijsko
djelovanje koje se iskazuje hvatanjem slobodnih radikala te vezanjem metalnih iona. Nadalje,
oni pokazuju protuupalno, antialergijsko i antikancerogeno djelovanje te su zbog tih

karakteristika predmetom brojnih istrazivanja (Jakobek 1 sur., 2008).

Osnovnu kemijsku strukturu polifenola ¢ini aromatski prsten povezan s jednom ili vise
hidroksilnih grupa (Hidalgo i Almajano, 2017). Obzirom na strukturne karakteristike,
polifenole moZzemo podijeliti u tri grupe: flavonoide, fenolne kiseline te neflavonoidne
polifenole. Tako flavonoidi imaju opéu strukturu difenilpropana (Cs-C3-Cs) (Slika 1A), a ovu
grupu polifenola ¢ine Sest podgrupa: antocijani, flavanoli, flavonoli, flavoni, flavanoni i
izoflavoni (Pietta 1 sur., 2003). Antocijane, biljne pigmente crvenog, plavog i ljubicastog
obojenja pronalazimo u raznom vocu, pogotovo u bobicastom, flavanole marelicama, zelenom
¢aju i crnom vinu, flavonole u luku, poriluku i borovnicama, flavone u persinu 1 celeru,

flavanone u citrusima, a izoflavone u soji.
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Slika 1. Kemijska struktura flavonoida (A), hidroksicimetnih (B) i hidroksibenzojevih
kiselina (C)

Fenolne kiseline se dijele u dvije skupine obzirom na strukturne karakteristike:
hidroksicimetne 1 hidroksibenzojeve kiseline te njihove derivate. Opca strukturna formula
hidroksicimetnih kiselina (Slika 1B) je trans-fenil-3-propanska kiselina (Ce-C3), a pojedine
kiseline u toj skupini se razlikuju obzirom na supstituente na aromatskom prstenu te su u vocu
i povréu i njihovim proizvodima najzastupljenjije p-kumarinska, kafeinska, ferulinska,
sinapinska 1 klorogenska kiselina. S druge strane, u vocu i povréu skupinu hidroksibenzojevih
kiselina opce strukturne formule Cs-C1 (Slika 1C) najcesce Cine galna, p-hidroksibenzojeva,

vanilinska, siringinska, elaginska i prokatehinska kiselina (Pietta i sur., 2003).

Obzirom da su sveprisutne u namirnicama biljnog porijekla, dnevni unos fenolnih
kiselina iznosi 25 mg do 1 g/dan, ovisno o prehrambenim navikama potroSaca (Shahidi i
Ambigaipalan, 2015). One se u hamirnicama uglavnom pojavljuju kao konjugati ili esteri, osim
u hrani preradenoj zamrzavanjem, sterilizacijom ili fermentacijom (Manach i sur., 2004). Za
pojedine vrste voc¢a i povrca karakteristicna je dominacija odredenih fenolnih spojeva. Mattila
1 suradnici (2006) su u svom istrazivanju odredivali sadrzaj fenolnih kiselina u pojedinom vo¢u
te su dosli do zakljucka da je kafeinska kiselina najzastupljenija u borovnicama, §ljivama,
treS$nji 1 jabuci, siringinska u crnom grozdu, a ferulinska u citrusima. Takoder su dokazali da
su u jabuci, osim kafeinske kiseline, prisutne i p-kumarinska te galna kiselina, ali se njihov
sadrzaj razlikuje obzirom na sorte. Breskva, nektarina, kruska, bijelo grozde, rabarbara, banana

1 kivi su se pokazali siroma$ni na fenolnim kiselinama.

Opcenito, polifenolni sastav smoothie-sokova ¢e varirati ovisno o dodanim vrstama
voca i/ili povréa, a vrlo je bitna i teku¢a komponenta koja moze imati utjecaj na biodostupnost
polifenola. Tako se pokazalo da dodatak sojinog mlijeka smanjuje biodostupnost ukupnih

polifenola iz jabu¢nog soka za 26,3 %, dok je kod sokova od grozda i narance biodostupnost
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uvecana za 26,6 do 31,1 %, odnosno za 13,3 do 43,4 %. Slicno povecanje biodostupnosti
polifenola je zabiljezeno i kod kravljeg mlijeka, dok ono nije promijenilo sadrzaj kod soka od

jabuke (Quan i sur, 2019).

Opéenito, polifenoli su vrlo nestabilni spojevi podlozni degradaciji (Volf'i sur., 2013),
a najveci utjecaj imaju termicka obrada i vrijeme skladistenja (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2019;
Putnik 1 sur., 2019). Primjera radi, sok od kupine pasterizacijom moze izgubiti i do 35 %
ukupnih antocijana u odnosu na netretirani sok (Weber i Larsen, 2017). Nadalje, klasicnom
termalnom obradom poput pasterizacije 1 sterilizacije dolazi do nepoZeljnih promjena u
senzorici, teksturi i nutritivnim vrijednostima samog proizvoda (Keenan i sur., 2011). Stoga je
MNOogo istrazivanja usmjereno na pronalazak alternativnih metoda obrade 1/ili prerade hrane,
koji bi iskljucili negativne utjecaje termalne obrade, uz istovremeno osiguranje izvorne
kvalitete tijekom zadanog roka skladistenja (Kostelac i sur., 2020, Putnik i sur., 2018). U
Tablici 1 dan je pregled znanstvenih istrazivanja u primjeni netermalnih tehnologija obrade
koje se najcesce koriste u obradi smoothie sokova te njihov utjecaj na stabilnost bioaktivnih

spojeva.



Tablica 1. Pregled utjecaja netermalnih tehnologija obrade na bioaktivne spojeve smoothie-

brusnice (90:10)

- energija od 5,3 J cm%; 200-
280 nm, 30s

Pulsirajuée svjetlo visokog
intenziteta (HILP):

- 360 ps, energija 1,213 J cm™
po pulsu, duljina cijevi 40 cm
(2x20 cm), ukupna doza
energije 3,3 J cm uz protok
od 20,8 mL min?
Manotermosonifikacija
(MTS):

- amplituda 23 pum, 20 kHz,
750 W, 4 bar, 58 °C, 8,4 min

te antioksidacijskog
kapaciteta kod
kombinacija UV+HILP,
UV+PEF i UV+MTS.

sokova
.. Bioaktivni R
Uzorak Tehnologija obrade by Zakljucci Referenca
spojevi
Smoothie-sok: Pulsirajuée elektri¢no polje Ukupni - vitamin C je pokazao Carbonell-
sok papaje (PEF): fenoli i bolju stabilnost uslijed US | Capella i
(50,8%) + sok - visoko naponski pulsiraju¢i | antocijani tretmana (gubitak 9-16%) | sur., 2016
manga (19,3%) generator, 40 kV-10 kA, u usporedbi sa PEF
+infuzija stevije | elektrode povriine 95 cm?, tretmanom (gubitak 17-
(29,9%) broj pulseva 50-400 uz At=2 s 20%).
- sadrzaj ukupnih
Ultrazvuk (US): karotenoida bio je
-ultrazvuéni procesor 400 W, znac¢ajno veci u tretiranim
24 kHz, amplituda 20-100%, uzorcima (US i PEF) u
dijametar sonde 14 mm, usporedbi s kontrolnim
vrijeme obrade 20 i 160 s. uzorkom.
- US i PEF tehnologije su
iznimno pozitivno
djelovale na stabilnost
antocijana.
Smoothie-sok: Visoki hidrostatski tlak: Likopen, B- | - poboljsana ekstrakcija Andrés i
Sok naran¢e (50 | - tlakovi od 450 i 600 MPa uz | karoten i likopena, B-karotena i sur., 2016.
%) + sok papaje | vrijeme obrade od 3 minute na | polifenoli polifenola u odnosu na
(13,5 %), sok temperaturi od 20 °C netretirane uzorke
dinje (13,5 %) + - promjene bioaktivnih
kasa mrkve (13 sastojaka tijekom
%) + obrano skladi$tenja (45 dana na
kravlje mlijeko temperaturi od 4 °C su
(10 %) bile manje u odnosu na
uzorke tretirane
termalnim postupcima.
Smoothie sok: Tretiranje ultraljubi¢astim Ukupni - nema znacajne promjene | Caminiti i
Sok jabuke + sok | svjetlom (UV): fenoli u sadrzaju ukupnih fenola | sur., 2011

2.4. ODABRANE VOCNE I POVRTNE VRSTE KAO SASTOJCI SMOOTHIE

SOKOVA

2.4.1. Jabuka (Malus domestica L.) se smatra jednom od najomiljenijih voénih vrsta te

je u veéini zemalja dostupna za konzumaciju tijekom cijele godine (Lata i sur., 2009). U SAD-

u se oko 39 % godiSnje proizvodnje jabuka konzumira u svjezem obliku, dok se preostalih 61



% preraduje (Sinha, 2006). Obzirom na ucestalost u prehrani, jedan su od glavnih izvora
antioksidansa, prvenstveno flavonoida, dok vitamin C doprinosi svega 0,4 % antioksidacijskoj
aktivnosti (Wolfe i sur., 2003). Sadrzaj polifenola u jabukama uglavnom varira od 110 do 357
mg/100 g svjezeg ploda (Wolfe i sur., 2003).

Pet je glavnih grupa polifenolnih podskupina identificirano u jabukama:
hidroksicimetne kiseline (klorogenska kiselina), flavan-3-oli [(+)-katehin, (-)-katehin],
antocijani (cijanidin-3-galaktozid), flavonoli (razli¢iti glikozidi kvercentina) te dihidrohalkoni
(floridzin) (Lata i sur., 2009). Brojna su istrazivanja pokazala da kora jabuke sadrzi vise
antioksidansa nego drugi dijelovi ploda (Henriquez i sur., 2010). Lata i suradnici (2009) isticu
da oko 60 % polifenola u kori jabuke otpada na flavan-3-ole, dok su veéina polifenola u
mezokarpu jabuke, njih 56 %, procijanidini.

Mnoga istrazivanja su pokazala kako prehrana bogata jabukama potencijalno moze
smanjiti rizik od bolesti poput prekomjerne tezine i pretilosti, kardiovaskularnih bolesti te
karcinoma. Iz ovih razloga, jabuka je vrlo pozeljan sastojak smoothie-sokova, narocito ako se

sok od jabuke ne bistri (Teleszko i sur., 2016).

2.4.2. Mrkva (Daucus carota L.) je glavno korjenasto povrée za uzgoj diljem svijeta te
vazan izvor karotenoida u zapadnjackoj prehrani. Vrlo je dobar izvor antioksidansa, a uz to je
B-karoten prekursor za sintezu vitamina A (Sharma 1 sur., 2012). Inace, karotenoidi su jedan
od najucestalijih pigmenata u prirodi s vise od 600 razli¢itih kemijskih struktura (Stahl 1 Sies,
2003). Kemijska struktura u najucestalijih karotenoida u prirodi (Slika 2) sadrzi
poliizoprenoidnu strukturu, odnosno dugacak konjugirani lanac s dvostrukim vezama 1 skoro
bilateralno simetrican u odnosu na sredi$nju dvostruku vezu. Karotenoidi se uglavnom
razlikuju prema modifikaciji osnovne strukture i to najCeSce ciklizacijom krajeva lanca ili

umetanjem kisika (Rao i Rao, 2007).
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Slika 2. Kemijske strukture karotenoida Slika 3. Kemijska struktura acetogenina
(prema Rao i Rao, 2007) (Anonymous 2, 2020)

Konzumacija karotenoida je u Kkorelaciji sa smanjenim rizikom od nekoliko
degenerativnih poremecaja, ukljuujuc¢i neke vrste karcinoma, kardiovaskularne 1 oftalmoloske
bolesti (Stahl i Sies, 2003). Pored najzastupljenijeg B-karotena (60-80 %), mrkva sadrzi jos i
a-karoten (10-40 %) te lutein (1-5 %) (Chen i sur., 1995). Od polifenola, mrkva sadrzi
kafeinsku te izoklorogensku i klorogensku kiselinu te glikozide cijanidina. Nadalje, mrkva je
takoder dobar izvor tiamina, riboflavina, folne kiseline te vitamina C (Leja i sur., 1997, Sharma

i sur., 2012).

2.4.3. Aronija (Aronia melanocarpa L.) je u posljednje vrijeme veoma proucavana
vocna vrsta obzirom je dokazano da sadrzi znacajno vece kolicine polifenolnih spojeva te veci
antioksidacijski kapacitet od borovnice te americke i europske brusnice (Oszmianski i
Wojdylo, 2005; Bursa¢ Kovacevic¢ i sur., 2017). Fenolni spojevi izolirani iz aronije pokazuju
antimutagena svojstva, a izolirani antocijani djeluju hepatoprotektivno jer smanjuju toksi¢nost
1 akumulaciju kadmija u jetri i bubrezima ispitivanih Zivotinja. Takoder, aronija i njezin
ekstrakt djeluju preventivno na rak debelog crijeva u in vitro istrazivanjima, a uz to smanjuje i
rizik od kardiovaskularnih bolesti (Kulling i Rawel, 2008).
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Aronija je bogat izvor polimernih proantocijanidina, antocijana te fenolnih kiselina.
proantocijanidini. Inace, polimerni proantocijanidini se sintetiziraju u biljkama kao polimeri
flavan-3-ola zajedno s antocijanima (He i sur., 2008). U aroniji su monomerne jedinice
proantocijanidina uglavnom sastavljene od jedinica (-)-epikatehina. Nadalje, antocijani
predstavljaju 25 % ukupnih fenola aronije pri ¢emu dominiraju Cetiri glikozida cijanidina od
kojih je -galaktozid odreden u najve¢em udjelu, -3-glukozid, -3-arabinozid i -3-ksilozid
(Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016). Oszmianski 1 Wojdylo (2005) dalje isticu kako 7,5 % ukupnih
fenola ¢ine fenolne kiseline 1 to uglavnom klorogenska 1 neoklorogenska kiselina, a 1,3 %
ukupnih fenola ¢ine flavonoli i to mjesavina razli¢itih glikozida kvercentina poput kvercentin-

3-rutinozida, kvercentin-3-galaktozida i kvercentin-3-glukozida.

2.4.4. Indijanska banana (Asimina triloba L.) je vocka iz porodice Annonaceae,
karakteristi¢na za isto¢ni dio SAD-a. Plodovi su aromati¢nog tropskog okusa, a najcesce se
opisuje kao kombinacija banane, manga i1 ananasa (Nam 1 sur., 2018a). Potvrdeno je da je
indijanska banana bogata polifenolima, vitaminom C, magnezijem, Zeljezom, bakrom i
manganom, kao i kalijem, riboflavinom, esencijalnim aminokiselinama, niacinom, kalcijem,
fosforom i cinkom (Donno 1 sur., 2018). DodusSe, mnoga istrazivanja su pokazala kako kemijski
sastav indijanske banane znaCajno varira ovisno o zrelosti ploda pa se tako najvise
koncentracije pojedinih komponenata uglavnom zamjecuju u nezrelom plodu. Takoder,

zrenjem se mijenjaju i fizikalna i senzorska svojstva ploda (Nam, 2018a).

Sto se ti¢e polifenolnog sastava, Nam i suradnici (2018a) isticu epigalokatehin,
epikatehin i p-kumarinsku kiselinu kao spojeve zastupljene u najveéim udjelima.
Epigalokatehin i epikatehin pokazuju antioksidacijska, protuupalna i antikancerogena svojstva.
S druge strane, indijanska banana sadrzi i acetogenine, derivate dugolan¢anih masnih Kiselina,
koji se nalaze u svim dijelovima biljaka iz porodice Annonaceae. Osnovna gradivna jedinica
acetogenina je alifatski lanac od 30-38 ugljikovih atoma koji sadrzi terminalno vezan y-
laktonski prsten. Takoder sadrze brojne hidroksilne i keto skupine te jedan do dva
tetrahidrofuranska prstena (Slika 3). Ovi spojevi pokazuju antikancerogena svojstva, ponajprije
u istrazivanjima raka prostate, debelog crijeva, jetre, guSterace, dojke i1 Zeluca (Nam 1 sur.,
2018b). Obzirom da je koncentracija acetogenina najveca u nezrelom plodu indijanske banane,
ona kao takva ima najvise potencijala kao funkcionalna hrana i prirodan izvor antikancerogenih

spojeva (Nam i sur., 2018b).
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2.5. TEHNOLOGIA VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA (VHT)

Tijekom obrade visokim hidrostatskim tlakom, hrana je izloZena tlakovima od 100-800
MPa, s ili bez primjene topline, u svrhu inaktivacije razliitih vrsta patogenih bakterija,
bakterija kvarenja, kvasaca, plijesni, virusa te spora kako bi se osigurala mikrobioloska
sigurnost hrane. Kada se postigne Zeljeni tlak, on na namirnicu djeluje u zadanom vremenskom
roku (od nekoliko sekundi do nekoliko minuta) kako bi se osigurao zdravstveno ispravan
proizvod (Balasubramaniam i sur., 2015). Ova metoda je pogodna za obradu tekucih i krutih
namirnica, a najpogodnije su namirnice s nizom pH vrijednosti iz razloga §to VHT pri sobnoj
temperaturi ne unistava u potpunosti sporogene oblike patogena pa kisela sredina dodatno
pruza zastitu od njihove aktivacije (Balasubramaniam i sur., 2015; Rastogi, 2013). U Tablici 2

su prikazane prednosti 1 ograni¢enja primjene tehnologije visokog hidrostatskog tlaka.

Americka agencija za hranu i lijekove (Food and Drug Administration, FDA) je 2009.
godine odobrila upotrebu visokog hidrostatskog tlaka kao metode za komercijalno steriliziranje
prethodno zagrijane hrane s nizim pH vrijednostima, a svega tri godine kasnije, 2012. godine,
se na trzistu pojavljuju sokovi tretirani VHT-om. Obzirom su na VHT tretman najotporniji
sojevi E. coli O157:H7, ucinkovitost VHT tretmana je definirana postignutom stopom
inaktivacije iznad 5-log redukcije. Nadalje, rezultati brojnih istrazivanja su pokazala da sam
tlak nije dovoljno efikasan za uniStavanje sporogenih oblika bakterija, stoga se u novije vrijeme
VHT kombinira s drugim tehnologijama kao jedna od tehnologija ,,preprekama“ (engl. Hurdle
concept) (Putnik i sur., 2020). Ipak, uslijed brojnih prepreka i ogranic¢enja (Tablica 2), ve¢ina
industrije jo$ uvijek nije uvrstila VHT kao jednu od metoda procesiranja hrane iako ona

pokazuje znacajne prednosti u odnosu na konvencionalne metode (Huang 1 sur., 2017).
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Tablica 2. Prednosti i ograni¢enja obrade hrane visokim hidrostatskim tlakom (prema

Balasubramaniam i sur., 2015; Huang i sur., 2017)

Utjecaji

Prednosti

Ogranicenja

Hidrostatski o brz Sarzna ili polukontinuirana operacija
tlak e trenutna ravnomjerna
raspodjela tlaka kroz cijeli
uzorak
Toplinska e minimalno ili smanjeno korak predgrijavanja za proces
raspodjela izlaganje toplini tlakom potpomognutog termalnog
e trenutno povisenje procesiranja (PATP)
temperature i posljedi¢no neravnomjerna raspodjela topline
hladenje prilikom tijekom PATP
dekompresije
Fizikalna e pogodno za namirnice s nije pogodno za proizvode koji
kompresija visokim sadrzajem vode sadrze dijelove s razligitim
stupnjevima kompresibilnosti
Rukovanje e pogodno za tekuée namirnice limitirana manipulacija uslijed
proizvodom Sarznog rada
nije pogodno za praskaste namirnice
s malim udjelom vode kao ni
proizvode s velikom koli¢inom
mjehurica zraka
ambalaza je limitirana na plasti¢ne
materijale
vecina proizvoda tretiranih VHT-om
mora biti skladiStena i distribuirana
pod sniZenim temperaturama jer pri
sobnoj/visoj temperaturi nije
dovoljno efikasan za unistavanje
spora patogena poput Clostridium
botulinum
Vrijeme e neovisno o veli¢ini i obliku

procesiranja

namirnice

Funkcionalnost

e mogucnost formulacije novih
proizvoda uslijed tlakom
potpomognute denaturacije
proteina, Zelatinizacije
ugljikohidrata i kristalizacije
masti

Brzina procesa

e uz neka ograni¢enja tlaka i
temperature tijekom procesa,
primjena vecih tlakova
generalno pospjesuje
inaktivaciju mikroorganizama

promjenjiva uéinkovitost u
inaktivaciji razlic¢itih enzima
primjena samog tlaka nije dovoljna
za inaktivaciju bakterijskih spora

Prihvatljivost
kod potrosaca

e prihvatljivo kao fizikalni
proces

visoki troskovi opreme i Sarzni rad
nedostatak propisa vezanih uz
primjenu VHT-a na pojedine
namirnice kao i nedostatak
mikrobioloskih kriterija
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2.5.1. Princip djelovanja visokog hidrostatskog tlaka

Tretman visokim hidrostatskim tlakom se zasniva na tri fundamentalna principa: Le
Chatelierov princip, izostaticki (Pascalov) princip te princip mikroskopskog uredenja (Elamin
i sur., 2015). Le Chatelierov princip govori da djelovanje povisenog tlaka na zatvoreni sustav
favorizira one reakcije koje dovode do smanjenja volumena, dok se potiskuju one reakcije koje
vode povecanju volumena (Rastogi, 2013). Upravo zato VHT utjeCe na one kemijske
interakcije gdje je energija vezanja ovisna o udaljenosti atoma. 1z tog razloga VHT utjece na
vodikove veze i van der Waalsove interakcije, dok na kovalentne veze nema utjecaja
(Balasubramaniam 1 sur., 2015). Zahvaljuju¢i takvome djelovanju, karakteristike namirnica
poput okusa, arome, boje i nutritivnog sastava ostaju sli¢éne kao u netretiranim proizvodima
(Rastogi, 2013). S druge strane, izostaticki, tj. Pascalov princip govori da je raspodjela tlaka
proporcionalna u svim dijelovima tretirane namirnice, neovisno o njezinom obliku ili veli¢ini
(Rastogi, 2013). S druge strane, hrana koja u sebi sadrzi mjehuri¢e zraka nije pogodna za
ovakav tretman jer moze do¢i do narusavanja oblika uslijed razli¢ite kompresibilnosti vode 1
zraka (Balasubramaniam 1 sur., 2015). Princip mikroskopskog uredenja govori kako pri
konstantnoj temperaturi, povecanje tlaka dovodi do povecanja stupnja uredenosti neke

molekule (Elamin, 2015).

Uslijed djelovanja VHT-a dolazi do adijabatskog zagrijavanja, odnosno poviSenja
temperature unutar tretiranog uzorka. Intenzitet povisenja temperature ovisi o kompresibilnosti
namirnice, njezinim toplinskim svojstvima, pocetnoj temperaturi i ciljanom tlaku. Tako
poviSenje temperature za svakih 100 MPa u namirnicama s visokim udjelom vode iznosi

priblizno 3 °C, za losos 3,2 °C, a sojino ulje 12,01 °C (Balasubramaniam i sur., 2015).

Otpornost mikroorganizama na procesiranje  VHT-om znafajno ovisi o vrsti
mikroorganizama pa tako blazi tretmani (400-600 MPa) pri sobnoj temperaturi ili nizoj su
dostatni za inaktivaciju raznih patogenih bakterija i bakterija kvarenja, kvasaca, plijesni i
virusa, dok su tretmani od 400-600 MPa uz poviSenje temperature iznad 70 °C efikasni i za
inaktivaciju bakterijskih spora. S druge strane, blagi tretman VHT-om (100-400 MPa) uz
temperaturu od 20-50 °C moze potaknuti germinaciju spora, ¢ime ¢e novonastale bakterijske
stanice u vegetativnom obliku bivati manje otporne na tretman visokim tlakom

(Balasubramaniam i sur., 2015).

Nadalje, Gram-pozitivne bakterije su otpornije na VHT tretman od Gram-negativnih

bakterija, isto kao i bakterije u stacionarnoj fazi u odnosu na one u eksponencionalnoj fazi
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rasta. Slicno kao i kod toplinskih tretmana, red redukcije mikroorganizama je uvjetovan
sastavom namirnice, njezinom pH vrijednosc¢u te aktivitetom vode (Balasubramaniam 1i sur.,
2015). Djelovanje VHT-a takoder ima utjecaj i na pH vrijednost namirnica pa tako povisenje
tlaka za svakih 100 MPa snizava pH vrijednost soka od jabuke za 0,2. Povisenje ili snizenje
pH vrijednosti je potrebno utvrditi za svaku namirnicu (Farkas i Hoover, 2000). Obzirom da
pH vrijednost ima vaznu ulogu u Zelatinizaciji, aktivnosti enzima, denaturaciji proteina i
kinetici inaktivacije mikroorganizama, ve¢ina mikroorganizama se nije u stanju oporaviti od

ovakvog pada pH vrijednosti (Balasubramaniam i sur., 2015).

Namirnice koje se obraduju visokim hidrostatskim tlakom se pakiraju u ambalazu prije
tretmana te taj materijal mora imati svojstvo kompresibilnosti od minimalno 15 % pa tako u
obzir dolaze samo plasti¢ni materijali. Vazno je nadodati kako efekt obrade VHT-om ne ovisi
0 volumenu ili veli¢ini pakovina pa se tako istovremeno mogu tretirati proizvodi razli¢itih
volumena. Takoder, primjena ovakve metode omogucuje plasiranje proizvoda na trziste bez
dodanih konzervansa jer sam VHT omogucuje mikrobiolosku sigurnost proizvoda (Huang i

sur., 2017).

2.5.2. Perspektiva primjene tehnologije visokog hidrostatskog tlaka u industriji

U posljednje vrijeme su razni proizvoda¢i opreme u SAD-u, Spanjolskoj, Ujedinjenom
Kraljevstvu, Japanu i Kini razvili prikladnu opremu za obradu namirnica VHT-om za
industrijske potrebe. To su vertikalni ili horizontalni tipovi VHT uredaja, ali zbog
jednostavnijeg procesa punjenja i praznjenja, u industriji se uglavnom koriste horizontalni
tipovi (Slika 4). Vecina industrija koja koriste VHT tehnologiju se nalazi u Sjevernoj Americi
(54 %), Europi (25 %) 1 Aziji (12 %) (Huang 1 sur., 2017). Troskovi industrijskog postrojenja
za VHT obradu priblizno iznose od 0,5 do 2,5 milijuna USD, ovisno o kapacitetu i rasponu
radnih parametara, no smatra se da se kroz 2 do 3 godine proizvodnje ulozeni troSak moze
opravdati. Svjetsko trziSte hrane obradene s VHT dosegnulo je 9,8 milijardi USD u 2015.
godini, a pretpostavlja se da ¢e do 2025. godine doseci 54,77 milijardi USD (Anonymous 3,
2015).

VHT tehnologijom se uglavnom obraduju mesni i mlije¢ni proizvodi, proizvodi od voca
1 povr¢a te razni tekuci proizvodi i napici uz godi$nju proizvodnju od priblizno 500.000 tona.
Trenutno prvo mjesto u proizvodnji zauzimaju ready-to-eat mesni proizvodi, ali veliki

potencijal pokazuju sokovi uslijed sve ucestalije potraznje potroSaca za konzumacijom
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proizvoda sa S§to manje dodanih sastojaka i §to manje procesiranja pa tako upravo u VHT

sokovima proizvodaci vide veliku ekonomsku priliku (Huang i sur., 2017).

1. Utovar kosara s uzorcima
2. Obrada uzoraka s VHT
3. Istovar kosara s uzorcima

4. Povratni transporter za kosare

N

. SuSenje tretiranih uzoraka

6. Oznacavanje pakiranja
(deklaracije)

7. Zavrina obrada

Slika 4. Horizontalni sustav za obradu visokim hidrostatskim tlakom (Multivac Inc.,
Njemacka) (Huang i sur., 2017)

2.5.3. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na nutritivni sastav sokova i smoothie-

sokova

Andreés i sur. (2016) su istrazivali utjecaj VHT-a i pasterizacije na bioaktivne spojeve i
antioksidacijsku aktivnost smoothie-soka pripremljenog od sokova narance, papaje i dinje te
kaSe mrkve 1 sojinog mlijeka. Uzorci su tretirani tlakovima od 550 1 650 MPa na temperaturi
od 20 °C tijekom 3 minute (VHT) te temperaturom od 80 °C kroz 3 minute (pasterizacija).
Zabiljezili su porast koncentracije ukupnih karotenoida u uzorcima tretiranima VHT-om u
odnosu na netretirani uzorak (6 % za tretman pri 550 MPa i 7 % pri 650 MPa) §to je vjerojatno
posljedica djelovanja visokog tlaka na membrane biljnih stanica ¢ime je omogucena veca
ekstrakcija karotenoida. Kod pasteriziranih uzoraka primijecen je pad ukupnih karotenoida za

3 % u odnosu na netretirani uzorak.

Nadalje, polifenolni sastav ovakvog smoothie-soka uglavnom ¢ine kafeinska kiselina,
narirutin, hesperidin, p-kumarinska kiselina, klorogenska kiselina, daidzin te genistein.
Kafeinska kiselina, narirutin i hesperidin nisu znac¢ajno promijenili svoju koncentraciju nakon
tretmana VHT-om, dok je ostatak spojeva ostao stabilan. S druge strane, pasterizacija je

znacajno utjecala na gubitak klorogenske kiseline i to za 18 %.
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Sto se ti¢e sadrzaja vitamina C, pad koncentracije od 6 % je zamijeéen u pasteriziranim
uzorcima, dok gotovo da i nije bilo razlike u koncentraciji netretiranih uzoraka i uzoraka
tretiranih VHT-om, ¢ime se potvrduje pozitivan utjecaj VHT tehnologija na stabilnost ovog
vitamina. Pad koncentracije vitamina C za 44 % u odnosu na nulti dan kod pasteriziranih
uzoraka je zamijecen nakon skladiStenja kroz period od 45 dana na temperaturi od 4 °C, sto je
dobar pokazatelj oksidativne razgradnje. Pad koncentracije vitamina C tijekom perioda
skladistenja kod uzoraka tretiranih VHT-om iznosio je oko 43 % za obje vrijednosti tlaka.

Antioksidacijska aktivnost ovog smoothie-soka mjerena je FRAP i DPPH testom. U
oba slucaja, testovi su pokazali rast antioksidacijske aktivnosti kod uzoraka tretiranim VHT-
om u odnosu na netretirane uzorke (2,9 % VHT-550 i 6,6 % za VHT-650 kod FRAP, 3,8 % za
VHT-550 i 5,4 % za VHT-650 kod DPPH). U oba sluc¢aja je primijecen pad antioksidacijske

aktivnosti kod pasteriziranih uzoraka u odnosu na netretirane uzorke.

Polydera i sur. (2005) su istrazivali utjecaj VHT (600 MPa, 40 °C 4 min) i pasterizacije
(80 °C, 60 s) na antioksidacijsku aktivnost soka od naranCe (grcke sorte Navel).
Antioksidacijska aktivnost uzorka (ABTS) tretirana VHT-om je duplo veca, nego ona u
pasteriziranim uzorcima. Takoder, promatrali su i stabilnost antioksidacijske aktivnosti kroz
period skladiStenja od 1 do 3 mjeseca, ovisno o temperaturi skladistenja, ¢ime su dosli do
zakljucka da je VHT tretman od 600 MPa/40 °C/4 min optimalan za ouvanje antioksidacijske
aktivnosti kroz period skladistenja u odnosu na pasterizaciju pri 80 °C/60 s. Obzirom da je za
antioksidacijsku aktivnost soka od narance najzasluzniji vitamin C, smanjenje antioksidacijske
aktivnosti kroz period skladi$tenja je uzrokovano upravo njegovom degradacijom. U Tablici 3
dan je pregled literaturnih istrazivanja gdje je pracen utjecaj VHT-a na bioaktivne spojeve i

antioksidacijski kapacitet odabranih sokova i smoothie-sokova.
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Tablica 3. Pregled utjecaja VHT-a na bioaktivne spojeve i antioksidacijski kapacitet sokova i
smoothie-sokova

Uzorak VHT Bioaktivni Zakljucak Referenca
tretman spojevi
Sok crnog duda (Morus | 200-600 | Antocijani Identificirana dva nova antocijana, | Engmann i
nigraL.) MPa 20 pelargonidin-3-O- sur., 2013
minuta kumaroilglukozid (0,46 %) i
25°C delfinidin-3-O-kumaroilglukozid

(5,8 %), u uzorcima tretiranima pri
200 MPa. Delfinidin-3-O-
kumaroilglukozid je detektiran i
pri 400 MPa u koli¢ini od 5,38 %
dok pri 600 MPa nema detekcije
novih antocijana

Smoothie-sok: rajéica 100-400 | VitaminC Visoki stupanj zadrzavanja Barba i sur.,
(33 %), zelena paprika | MPa 120- vitamina C u tretiranim uzorcima u | 2010

(17 %), celer (8,5 %), 540 Ukupni fenoli odnosu na netretirane.

krastavac (4 %), mrkva | sekundi Nema znacajne razlike u koli¢ini

(4 %), luk (4 %), limun | <30°C ukupnih fenola izmedu tretiranih i

(1,7 %), sol (1,7 %), netretiranih uzoraka

ekstra djevi¢ansko
malinovo ulje (0,8 %) i

voda
Sok indijske jabuke | 250-400 | Vitamin C Nema promjene vitamina C u | Queiroz i
(Anacardium MPa 3-7 odnosu na netretirane uzorke sur., 2010
occidentale L.) minuta Vodotopljivi
25°C polifenoli Uzorci procesirani 3 i 5 minuta
pokazuju porast hidrofilnih
Antioksidacijski | polifenola.
kapacitet Porast antioksidacijskog kapaciteta
pri 250 MPa/3 min.
Smoothie sok: 400 MPa | Vitamin C Biodostupnost  vitamina C u | Rodriguez-
Kivi (33 %), mango 5 minuta uzorcima tretiranima VHT-om se | Roque i
(13,5 %), naranca (40 40 °C nije  promijenila u odnosu na | sur., 2015
%), ananas (13,5 %). 75 netretirane uzorke

% takvog soka je potom
pomijesano sa Secerom
(7,5 %) i kravljim,
odnosno sojinim
mlijekom (17,5 %).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za provodenje eksperimentalnog dijela pripreme diplomskog rada koristene su sljedece

komercijalno dostupne sirovine:

e jabuka sorte ,,Zlatni Delises (Malus domestica L. cv. Golden Delicious) (Fragaria
d.o.o, Hrvatska);

e mrkva (Daucus carota L.) (iz trgovacke mreze);

e pasterizirani sok od aronije (Aronia melanocarpa L.) OPG-a Obitelj Maleti¢
(Hrvatska);

e kasa indijanske banane (Asimina triloba L.);

e napitak od badema (Alpro, Danone, Belgija) (sastojci: voda, Secer, bademi (2 %),
trikalcijev fosfat, morska sol, stabilizatori (karuba guma, gellan guma), emulgator
(suncokretov lecitin), vitamini (riboflavin (B2), B12, E, D2) (Tablica 4).

Tablica 4. Nutritivni sastav bademovog napitka koriStenog u pripremi smoothie sokova u

100 mL
Energija 102 kJ/24 kcal

Masti 1,19

zasicene 01lg

monozasic¢ene 08¢

polinezasi¢ene 0,29
Ugljikohidrati 30

Seceri 39
Vlakna 0,29
Bjelancevine 059
Sol 0,149
Vitamini

vitamin D 0,75 ng

vitamin B2 0,21 mg

vitamin B12 0,38 ug

vitamin E 18,0 mg
Minerali

kalcij 120 mg
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Do trenutka pripreme smoothie sokova, jabuka, mrkva i napitak od badema su bili
pohranjeni u hladnjaku na temperaturi od 4 °C, dok su se sok od aronije i kasa indijanske
banane skladistili pri -18 °C i odmrzavali po potrebi neposredno prije pripreme uzorka. Od
navedenih sirovina pripremljeni su smoothie sokovi koji su tretirani visokim hidrostatskim
tlakom 1 klasi¢nim postupkom pasterizacije te su isti pohranjeni u hladnjak na 4 °C kroz
sljedec¢ih 7, 14, odnosno 21 dan, dok je netretirani uzorak predstavljao kontrolni uzorak (nulti
dan).

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema smoothie soka

Za proizvodnju soka od jabuke koristen je sokovnik za hladno preSanje TEFAL
Infinity Press Revolution ZC500H38 (300 W, brzine okretaja 80 rpm, promjera filtera 0,3 mm).
Prije samog preSanja, jabuke su oprane, izrezane u Cetvrtine te su im uklonjene peteljke 1
sjemene loZe. Za proizvodnju soka od mrkve koriSten je sokovnik BOSCH MES 4000 snage
1000 W i promjerom filtra 0,5 mm, a mrkve su prije toga oprane, oguljene i narezane na
komade priblizne duljine 3 do 5 cm. Sok od aronije, kao i1 kaSa indijanske banane su neposredno
prije pripreme smoothie sokova odmrznuti, a smoothie sokovi su potom pripremljeni
mijeSanjem osnovnih sastojaka prema prethodno definiranoj recepturi (Tablica 5). Kako bi se
postivali zadani udjeli sastojaka prema recepturi, potrebni volumeni sokova od jabuke, mrkve,
aronije te napitka od badema su izmjereni menzurom, dok je kasa indijanske banane izvagana
na analitickoj vagi KERN ABS. Svi sastojci su potom homogenizirani $tapnim mikserom
SIEMENS MQ 33001, snage 170 W u staklenoj ¢asi volumena 2 L. Pripremljeni smoothie sok
prebacen je u adekvatne plasticne bocCice do vrha koje su potom podvrgnute tretmanu visokog
hidrostatskog tlaka (jedna boc¢ica volumena 500 mL i jedna boc¢ica volumena 50 mL za svaku
Sarzu VHT tretmana), dok je smoothie sok predviden za tretman pasterizacijom prebacen u
staklene boc¢ice volumena 500 mL. Uzorak smoothie soka koji nije podvrgnut niti jednom
tretmanu (kontrolni uzorak), takoder je prebacen u plasti¢nu bo¢icu volumena 500 mL i odmah

podvrgnut analizama.
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Tablica 5. Receptura smoothie soka

Sastojak Udio (%)
Sok od jabuke 50
Sok od mrkve 20
Sok od aronije 5
Indijanska banana 10
Bademovo mlijeko 15

3.2.2. Obrada smoothie sokova visokim hidrostatskim tlakom

Pripremljeni smoothie sok tretiran je visokim hidrostatskim tlakom (VHT) pomoc¢u
uredaja za obradu visokim hidrostatskim tlakom STANSED FLUID POWER (Velika
Britanija) (Slika 5). Uzorci smoothie soka u plasti¢noj boci (Slika 7A) se neposredno prije VHT
tretmana vakumiraju u plasti¢ne vrecice u uredaju za vakuumiranje STATUS SV2000, kako
tijekom VHT obrade ne bi doslo do ulaska tlaéne tekucine u boce s uzorkom. Boce se potom

postavljaju u radni cilindar te se zapocinje s tretmanima prema planu u Tablici 6.

Slika 5. Uredaj za obradu VHT-om STANSED FLUID POWER (Velika Britanija) (Burcar,
2019)
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Tablica 6. Plan pokusa tretiranja smoothie sokova

Sifra Vrsta SkladiStenje Tlak Vrijeme
uzorka tretmana (dani) pri 4 °C (MPa) (min)
1 Kontrola 0 0 0
2 Pasterizacija 0 0 0
3 VHT1 0 350 5
4 VHT2 0 350 15
5 VHT3 0 450 5
6 VHT4 0 450 15
7 Pasterizacija 7 0 0
8 VHT1 7 350 5
9 VHT2 7 350 15
10 VHT3 7 450 5
11 VHT4 7 450 15
12 Pasterizacija 14 0 0
13 VHT1 14 350 5
14 VHT2 14 350 15
15 VHT3 14 450 5
16 VHT4 14 450 15
17 Pasterizacija 21 0 0
18 VHT1 21 350 5
19 VHT2 21 350 15
20 VHT3 21 450 5
21 VHT4 21 450 15

3.2.3. Obrada smoothie sokova pasterizacijom

Pasterizacija smoothie sokova provedena je u Sarznom pasterizatoru (Slika 6) ukupne
snage grijaca 6 kW (2x3 kW) (PS-100, Oprema Ludbreg d.o.o. Hrvatska) prema reZimu
prethodno opisanom u literaturi za smoothie sokove: 85 °C tijekom 7 min (Hurtado i sur.,
2019). Uzorci su obradeni u zatvorenim staklenim bocama volumena 500 mL, koje su
postavljene u vodenu kupelj uredaja (Slika 7B). Pasterizirani smoothie sokovi su prema planu

pokusa (Tablica 6) podvrgnuti zadanim rezimima skladistenja.
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Slika 7. Uzorci smoothie sokova tretirani visokim hidrostatskim tlakom (A) i pasterizacijom

(B)

3.2.4. lzolacija polifenolnih spojeva iz smoothie sokova
Aparatura i pribor:

e Analiti¢ka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)
e Ultrazvuc¢na kupelj (Bandelin Sonorex, Njemacka)

e Plasti¢ne kivete, volumena 50 mL

e TrbusSasta pipeta, volumena 20 mL

e Stakleni lijevak
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e Odmijerna tikvica, volumena 25 mL

e Filter papir
Otapala i reagensi:

e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska) z

Postupak ekstrakcije:

U svim uzorcima smoothie sokova, bilo tretiranim VHT ili pasterizacijom, kao i
kontrolnom uzorku, postupak ekstrakcije proveden je na isti na¢in. Na analiti¢koj vagi se u
plasti¢nu kivetu odvaze priblizno 5 g (£ 0,0001) smoothie soka te se dodaje 20 mL 96 %-tnog
etanola. Uzorak s otapalom u plasticnoj kiveti se potom ekstrahira u ultrazvuc¢noj kupelji
frekvencije 40 kHz pri 50 °C tijekom 10 minuta. Po zavrSetku ekstrakcije smjesa se pomocu
staklenog lijevka i filter papira profiltrira u odmjernu tikvicu volumena 25 mL i nadopuni 96
%-tnim etanolom do oznake. Ekstrakt se potom prebaci u Cistu plasticnu kivetu od 50 mL 1

skladisti na temperaturi od 4 °C do provedbe analiza.

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i1 flavonola
Princip metode:

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola provodi se u etanolnom
ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode pri ¢emu se mjeri intenzitet nastalog

obojenja pri 320 nm, odnosno 360 nm (Howard i sur., 2003).
Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, SAD)
e Kvarcne kivete

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete Eppendorf (1000 pL i 5000 pL)

e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL, 100 mL i 1 L

e Menzura, volumena 100 mL i1 L

e Staklene epruvete i stalak za epruvete
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e Plasti¢na ladica za vaganje
Reagensi:

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, 37 %

e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Metanol, 100 %-tni

e Metanol, 80 %-tni

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g L™t HCI (u 96 %-tnom etanolu)

Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu

tikvicu od 100 mL i nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.
e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g L™t HCI

Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) se otpipetira u odmjernu

tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake
e Standard klorogenske kiseline (100 mg L™)

Priprema: 10 mg standarda klorogenske kiseline se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomoc¢u 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i

otopi u datom volumenu te se potom tikvica nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom.
e Standard kvercetina (100 mg L?)

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 100 mg/L. Odvaze
se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 5 mL 100 %-tnog
metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 250 pL ekstrakta, 250 pL 1 g L™* HCI u 96 %-
tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L'* HCl. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina se
apsorbancija mjeri na 320 nm, a za odredivanje ukupnih flavonola se apsorbancija mjeri na 360
nm. Na isti nacin se pripremi 1 slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima jednaki volumen

ekstrakcijskog otapala (96 %-tni etanol).
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Izrada bazdarnog pravca

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih Kkiselina provodi se pomocu jednadzbe
bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu, dok se kvantifikacija ukupnih flavonola provodi

pomocu jednadzbe bazdarnog pravca za kvercentin.
a) Ukupne hidroksicimetne kiseline

Iz alikvotne otopine standarda klorogenske kiseline (100 mg L) pripremljena su
sliedeéa razrjedenja: 10, 25, 50 1 66,7 mg L™ na na¢in da je iz po&etne alikvotne otopine redom
otpipetirano 1, 2,5, 5 i 6,67 mL u odmjerne tikvice od 10 mL i nadopunjeno je 80%-tnim
metanolom do oznake. U staklenu epruvetu je potom otpipetirano redom 250 pL otopine
standarda, 250 pL 1 g L™* HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L™* HCI. Za odredivanje

ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri na 320 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija se nacrta bazdarni pravac (Slika 8) pomocu
programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije klorogenske kiseline

(mg L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 320 nm.

Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izra¢una se prema dobivenoj

jednadzbi pravca.
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Slika 8. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba bazdarnog pravca glasi:

Y =0,0035-X —0,0082
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gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm
X — koncentracija klorogenske kiseline (mg L™)

R? — koeficijent determinacije

b) Odredivanje ukupnih flavonola

Iz alikvotne otopine standarda kvercentina (100 mg L) pripremljena su sljedeéa
razrjedenja: 2,5, 5, 10, 25 i 50 mg L na nacin da je iz pocetne alikvotne otopine redom
otpipetirano 0,25, 0,5, 1, 2,5 i 5 mL u odmjerne tikvice od 10 mL i nadopunjeno je 100 %-tnim
metanolom do oznake. U staklenu epruvetu je potom otpipetirano redom 250 pL otopine
standarda, 250 pL 1 g L™* HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L™* HCI. Za odredivanje
ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360 nm. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija se
nacrta bazdarni pravac (Slika 9) pomoc¢u programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi
nanesene koncentracije kvercentina (mg L™?), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije

pri 360 nm. Koncentracija ukupnih flavonola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 9. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih flavonola

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba bazdarnog pravca glasi:

Y =0,0031-X
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gdje je:
Y — apsorbancija pri 360 nm
X — koncentracija kvercentina (mg L)

R? — koeficijent determinacije

3.2.6. Odredivanje ukupnih flavonoida
Princip metode

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u etanolnom ekstraktu uzorka primjenom
spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim
kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta pri 415 nm (Chang i sur.,
2002).

Aparatura i pribor

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, SAD)
e Staklene kivete

e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL

e Mikropipete (100 i 1000 pL)

e Odmijerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

e Menzure, volumena 100 mL i1 L

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje
Reagensi

e Etanol, 96 %-tni
e Metanol, 100 %-tni
e Destilirana voda

e Aluminijev klorid, 10 %-tni

Priprema: 1 g aluminijevog klorida se otopi u 5 mL destilirane vode te kvantitativno prenese

u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.
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e Kalijev acetat, 1M

Priprema: 9,845 g kalijevog acetata se otopi u 10 mL destilirane vode i kvantitativno se prenese

u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom
e Standard kvercentina (100 mg L)

Priprema: 10 mg standarda kvercentina se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi u

datom volumenu te se potom tikvica nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom
Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola,
0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane
vode. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 96 %-tni etanol
te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje jednaki volumen destilirane vode.
Reakcijska smjesa stoji 30 minuta nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini

od 415 nm.
Izrada bazdarnog pravca

Iz alikvotne otopine standarda kvercentina (100 mg L™) pripremljena su sljedeéa
razrjedenja: 10, 25, 50 i 75 mg L na nadin da je iz pocetne alikvotne otopine redom
otpipetirano 1, 2,5, 5 i 7,5 mL u odmjerne tikvice od 10 mL i nadopunjeno je 100 %-tnim
metanolom do oznake. U staklenu epruvetu se iz svake tikvice otpipetira 0,5 mL otopine
standarda, zajedno s 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1
mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba,
ali se umjesto otopine standarda uzima 100 %-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog
aluminijevog klorida dodaje jednaki volumen destilirane vode. Reakcijska smjesa stoji 30
minuta nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 415 nm. Iz izmjerenih
vrijednosti apsorbancija se nacrta bazdarni pravac (Slika 10) pomocu programa Microsoft
Excel pri éemu su na apscisi nanesene koncentracije kvercentina (mg L), a na ordinati

izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm.

Koncentracija ukupnih flavonoida izra¢una se prema dobivenoj jednadZbi pravca.
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Slika 10. Bazdarni pravac za odredivanje ukupnih flavonoida

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba bazdarnog pravca glasi:
Y =0,0067-X + 0,0002

gdje je:

Y — apsorbancija pri 415 nm

X — koncentracija kvercentina (mg L)

R? — koeficijent determinacije
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4. RASPRAVA | REZULTATI

Svrha ovog diplomskog rada je ispitati utjecaj tehnologije visokog hidrostatskog tlaka
na stabilnost polifenolnih spojeva u smoothie-sokovima pripremljenim od sokova jabuke,
mrkve i aronije, kase indijanske banane te bademovog mlijeka kroz period skladiStenja od 21
dan pri 4 °C. Obzirom na sastav smoothie-sokova, a koji podrazumijeva kombinaciju razli¢itih
vrsta voca te povrée i bademovo mlijeko, promatrani polifenolni spojevi ukljucivali su
odredivanje ukupnih flavonoida, ukupnih flavonola te ukupnih hidroksicimetnih kiselina, kako
bi se Sto bolje utvrdila efikasnost ove tehnologije na stabilnost razli¢itth podskupina
polifenolnih spojeva. S ciljem procjene ucinkovitosti netermalne tehnologije na nutritivnu
kvalitetu gotovih proizvoda, smoothie sokovi su obradeni klasi¢nim postupkom toplinske
pasterizacije pri 85 °C tijekom 7 minuta, kakav se najceS¢e primjenjuje u industriji te su svi
uzorci obradeni pasterizacijom 1 visokim hidrostatskim tlakom usporedeni s kontrolnim
(netretiranim uzorkom). Svi rezultati prikazani su kao prosjec¢ne vrijednosti dvaju paralelnih
odredivanja + standardna devijacija, dok je porast i/ili gubitak masenih udjela odredenih

polifenolnih spojeva iskazan u postocima.

4.1. UKUPNI FLAVONOIDI

Tablica 7 prikazuje izracunate masene udjele ukupnih flavonoida u netretiranom uzorku
te pasteriziranim uzorcima, kao i uzorcima tretiranim VHT-om tijekom skladistenja. Ako se
usporedi sadrzaj ukupnih flavonoida kontrolnog uzorka sa sadrzajem pasteriziranih 1 uzorka
tretiranih VHT-om kod nultog dana, moze se zamijetiti poveéanje masenog udjela kod
pasteriziranog uzorka (15,9 %) te znac¢ajno smanjenje kod uzoraka tretiranih VHT-om (26,6 %
za VHT 1, 34,8 % za VHT 2, 23,5 % za VHT 3i 11,1 % za VHT 4). Ovi rezultati su u skladu
sa istrazivanjem Ma i sur. (2019) koji su za fermentirani sok od Sipka utvrdili gubitke ukupnih
flavonoida od 12,93 % do 20,21 % uslijed VHT tretmana pri 400, 500 i 600 MPa tijekom 10
min. U odnosu na pasterizirani uzorak, pad masenog udjela uzoraka tretiranih VHT-om iznosi
redom 38,3 % (VHT 1), 45,2 % (VHT 2), 35,64 % (VHT 3) te 25,2 % (VHT 4) §to je u prosjeku
pad od 35,1 %. Povecanje masenog udjela kod pasteriziranog uzorka je u skladu s rezultatima
istrazivanja provedenom na soku od mandarine gdje je pasterizacija (65 °C/15 s, 85 °C/15 s,
92 °C/30 s) pogodovala povecanju koncentracije ukupnih flavonoida u odnosu na netretirani
uzorak, dok tretman s VHT-om (150 MPa/15 s/68 °C) nije pokazao povecanje (Sentandreu i
sur., 2019). Prema Jung i sur. (2013), vece vrijednosti VHT 3 1 VHT 4 u odnosu na vrijednosti

VHT 1 1 VHT 2 su potencijalno posljedica povecanja tlaka ¢ime se povecava propusnost
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stanica $to omogucuje oslobadanje veée koli¢ine ukupnih flavonoida. Nize vrijednosti
masenog udjela ukupnih flavonoida u uzorcima tretiranim VHT-om (100, 200, 300, 400, 500
MPa/10 min) u odnosu na netretirani uzorak zabiljezeni su i kod jagoda gdje je doslo do
smanjenja sadrzaja ukupnih flavonoida za 20-50 %, ovisno o tretmanu (Nufiez-Mancilla i sur.,
2013).

Ipak, u literaturi se mogu iznaci i primjeri koji navode kako VHT tretman moze utjecati
na povecanje bioaktivnih spojeva u tretiranoj namirnici. Primjerice, Sdnchez-Moreno i sur.
(2003) su sok od narance tretirali prema sljede¢em reZzimu: 100 MPa/60 °C/5 min, 350 MPa/30
°C/2,5 min 1 400 MPa/40°C/1 min. Nakon tretmana su uzorci skladiSteni na temperaturi od 4
°C kroz period od 10 dana te su analizirani 1., 3., 6. i 10. dan skladistenja. Uzorci su analizirani
na koncentracije flavanona karakteristicnih za narancu, naringenin 1 hesperidin, prije,
neposredno nakon tretmana te nakon perioda skladistenja tretiranih uzoraka. Takoder, pomocu
DPPH testa su odredivali promjene u antioksidacijskoj aktivnosti uzoraka. ZabiljeZen je rast
koli¢ine naringenina pri 350 MPa, odnosno 400 MPa za 13, odnosno 12 % te koli¢ine
hesperidina za 34, odnosno 22 %. Pretpostavka je da je do povecanja doslo uslijed povecane
permeabilnosti stani¢ne stijenke stanica tkiva naranée i otpustanja fenola iz fenol-protein
strukture kao posljedica djelovanja povienog tlaka. Sto se ti¢e antioksidacijske aktivnosti, nije

zamijecen pad kod tretiranih uzoraka u odnosu na netretirane uzorke.

Tijekom perioda skladistenja sadrzaj ukupnih flavonoida varira za svaki od uzoraka pa
tako kod 7. dana skladiStenja maseni udio pada kod pasteriziranog uzorka (24,6 %) 1 VHT 4
(6,7 %), araste za VHT 1, VHT 2 1 VHT 3 s tim da je najveca razlika kod uzorka VHT 2 gdje
je doslo do povecanja za 47,4 %. 14.-0g dana skladiStenja je doslo do povecanja masenog udjela
kod pasteriziranog uzorka i VHT 1 te pada kod VHT 2, VHT 3 i VHT 4. 21.-og dana
skladiStenja moze se uociti porast masenog udjela ukupnih flavonoida kod svih uzoraka izuzev

uzorka VHT 1, gdje je doSlo do pada masenog udjela za 23,5 % u odnosu na 14. dan.

Shen i sur. (2016) su zabiljezili da je sadrzaj ukupnih flavonoida kod pasteriziranog
uzorka (100 °C/10 min) indijske Zizule (Ziziphus jujuba Mill.) manji nakon skladistenja od 40
dana na temperaturi od 4 °C nego kod uzoraka tretiranih VHT-om (400, 500, 600 MPa/20 min),

Sto je u skladu s rezultatima u Tablici 7.
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Tablica 7. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (mg 100 g*) u kontrolnom, pasteriziranom te

uzorcima tretiranim VHT-om tijekom skladisStenja

SkladiStenje (dani)

Tretman 0 7 14 21

Kontrola 54,38 + 4,06 / / /
Pasterizacija 64,67 £ 0,51 48,76 + 8,14 53,87 £ 0,00 58,40 + 5,59
VHT 1 39,90 £ 11,92 44,93 + 4,59 51,60 £+ 14,23 39,47 £ 4,07
VHT 2 35,44 +£ 4,58 52,27 £5,62 38,49 £ 6,07 48,10 £ 11,61
VHT 3 41,62 £2,48 53,55+ 13,16 36,49 £ 0,00 41,73 + 3,06
VHT 4 48,36 = 0,00 45,11+ 2,52 33,16 £ 0,50 43,76 £ 5,55

*VVHT 1 (350 MPa/5 min); VHT 2 (350 MPa/15 min); VHT 3 (450 MPa/5 min); VHT 4 (450 MPa/15 min)

Picouet i sur. (2016) su smoothie-sok nacinjen od jabu¢nog i naran¢inog soka, kase
jagode, pulpe i soka jabuke te kase banane tretirali VHT-om (350 MPa, 5 min) i blagom
pasterizacijom (80 °C, 7 min) te skladistili u mraku pri 4 °C tijekom 21 dan. Utjecaj VHT-a i
termicCke pasterizacije usporeden je obzirom na sadrzaj vitamina C, flavonoide i ukupne fenole
te mikrobioloSku i enzimsku aktivnost (POD, PPO, PME). Rezultati za fizikalno-kemijske
parametre i instrumentalnu boju upucuju na nizu stabilnost VHT smoothie-sokova u usporedbi
s pasteriziranim uzorcima tijekom skladistenja Sto potvrduje Cinjenicu da VHT ne moze u
potpunosti osigurati enzimsku inaktivaciju te da su po provedbi VHT-a mogu¢i odredeni
oksidacijski procesi. VHT tretman je povoljnije djelovao na stabilnost vitamina C u usporedbi
s pasterizacijom, no tijekom skladiStenja, znacajnije razlike u degradaciji za oba tretmana nisu
uocene (65 % za VHT i 61 % za pasterizaciju). Autori poja$njavaju da nizoj stabilnosti vitamina
C u VHT uzorcima moze doprinijeti zaostala enzimska aktivnost (POD, PPO, PME) (Perera
2007). Nadalje, ukupni sadrzaj fenola i flavonoida nije se znacajno razlikovao u uzorcima obiju
tretmana u 0.-tom danu skladiStenja. Flavonoidi su pokazali dobru stabilnost tijekom 21.-og
dana skladiStenja, neovisno o tipu tretmana. Ipak, sadrzaj ukupnih fenola u VHT uzorcima se
uslijed skladiStenja smanjio za 26 %. Sli¢ne su rezultate potvrdili Keenan i sur. (2010) za voéne
smoothie-sokove tretirane VHT-om i termi¢kom pasterizacijom uslijed 30 skladistenja pri 4
°C.

Sveukupno gledaju¢i, najveca razlika u masenom udjelu nultog i 21. dana skladistenja
je kod pasteriziranog uzorka gdje je doslo do smanjenja masenog udjela od 9,7 % te kod VHT

2 gdje se sadrzaj ukupnih flavonoida povecao za 35,7 %. Kod VHT 11 VHT 3 je sadrzaj gotovo
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jednak i nakon 21 dana, a VHT 4 biljezi blazi pad masenog udjela. Prema tome, mozZe se
zakljuciti da VHT tretmani od 5 min, neovisno o tlaku (350 MPa vs. 450 MPa) bolje pogoduju

stabilnosti ukupnih flavonoida u smoothie uzorcima.

4.2. UKUPNI FLAVONOLI

Tablica 8 prikazuje izraGunate masene udjele ukupnih flavonola u netretiranom uzorku
te pasteriziranim uzorcima i uzorcima tretiranim VHT-om tijekom skladiStenja. Iz tablice je
vidljivo da je doSlo do pada sadrzaja flavonola u svim tretiranim uzorcima u odnosu ha
kontrolni uzorak i to redom 26,0 % za pasterizirani uzorak, 38,4 % za VHT 1, 45,7 % za VHT
2, 34,0 % za VHT 3 1 15,9 % za VHT 4. Pad sadrzaja flavonola pasteriziranih uzoraka
zabiljezen je i kod kaSe od jabuke gdje on iznosi priblizno 36,4 % u odnosu na nepasterizirane
uzorke (Hallmann i Rembiatkowska, 2007). Pad koncentracije flavan-3-ol derivata kod jabuke
sorte ,,Zlatni DeliSes* zabiljezili su 1 Fernandez-Jalao 1 sur. (2018), ali samo kod Spanjolskih
sorti, dok su talijanske pokazale znacajan porast flavan-3-ol derivata pri tlakovima od 500 i
600 MPa pri 5 min/35 °C. Takoder navode kako procesiranje moze dovesti do epimerizacije,
degradacije i depolimerizacije oligomera i polimera flavan-3-ola na sastavhe monomerne
jedinice.

Tablica 8. Maseni udjeli ukupnih flavonola (mg 100 g*) u kontrolnom, pasteriziranom te

uzorcima tretiranim VHT-om tijekom skladisStenja

Skladistenje (dani)
Tretman 0 7 14 21
Kontrola 40,96 + 2,15 / / /
Pasterizacija 30,29 + 3,16 31,70+ 0,45 23,73 +4,31 15,99 + 3,62
VHT 1 25,25 +7,86 30,82 £2,72 28,23+ 0,11 19,48 +1,25
VHT 2 22,24 +4,30 25,99 +1,48 22,77 £0,23 19,95 +0,11
VHT 3 27,02 +£1,99 23,35+0,34 21,56 £ 2,11 22,58 £ 2,16
VHT 4 34,43 £ 4,65 26,88 £0,11 24,27 £0,11 21,45 £ 2,02

*VHT 1 (350 MPa/5 min); VHT 2 (350 MPa/15 min); VHT 3 (450 MPa/5 min); VHT 4 (450 MPa/L5 min)

7.-og dana skladiStenja primijecen je daljnji pad masenih udjela ukupnih flavonola u

uzorcima VHT 3 1 VHT 4, dok je do blaZeg porasta doslo kod uzorka VHT 2 i pasteriziranog
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uzorka, a VHT 1 biljezi porast od 22,1 %. 14.-0g i 21.-og dana skladiStenja vidljiv je pad kod
svih uzoraka u odnosu na rezultate od prethodnog tjedna uz iznimku uzorka VHT 3 koji biljezi
blagi porast od 4,7 % 21.-og dana skladiStenja u odnosu na 14. dan. Pasini i sur. (2019) su u
svojem radu odredivali utjecaj vremena skladiStenja i ambalaznog materijala na sadrzaj
flavonola u soku od grozda tretiranog VHT-om pri 600 MPa/3 min. Neovisno o ambalaznom
materijalu, primijetili su konstantni pad koncentracije flavonola kroz period skladistenja od 2,
4 i 6 mjeseci. Ovaj trend je vidljiv i u Tablici 8, uz iznimku 7.-og dana kod uzorka VHT 2 te
21.-0g dana kod uzorka VHT 3.

Usporedujuc¢i dobivene vrijednosti ukupnih flavonola za pasterizirane i VHT uzorke za
nulti i 21. dan skladiStenja, primje¢uje se pad masenog udjela kod svih rezultata gdje je
najznacajniji pad vrijednosti zabiljezen kod pasteriziranog uzorka i1 on iznosi 47,2 %. Najbolje
ocuvanje ukupnih flavonola kroz 21 dan skladiStenja postignuto je kod uzorka VHT 3 (450

MPa/5 min) gdje je o€uvanje u odnosu na kontrolni uzorak 55,1 %.

4.3. UKUPNE HIDROKSICIMETNE KISELINE

Tablica 9 prikazuje izracunate masene udjele ukupnih hidroksicimetnih kiselina u
netretiranom uzorku te pasteriziranim uzorcima i uzorcima tretiranima VHT-om tijekom
skladistenja. Ukoliko usporedimo masene udjele ukupnih HCK kontrolnog uzorka s tretiranim
uzorcima kod nultog dana skladistenja, mozemo zamijetiti pad masenih udjela ukupnih HCK.
Pad je nesto veci kod uzoraka tretiranih VHT-om nego kod pasteriziranog uzorka (pad udjela
ukupnih HCK. Pad je nesto veci kod uzoraka tretiranih VHT-om nego kod pasteriziranog
uzorka (pad udjela kod VHT 1 u odnosu na pasterizirani uzorak iznosi 22,4 %, 29,7 % za VHT
21 14,7 % za VHT 3 §to je u prosjeku 21,9 %) izuzev uzorka pri tretmanu od 450 MPa kroz 15
minuta. Pad masenog udjela za pasterizirani uzorak iznosi 14 %, dok za uzorke tretirane VHT-
om iznosi redom 32,3 %, 39,6 %, 26,6 % te 11,3 % u odnosu na kontrolni uzorak. Sukladno
tome, najbolje ocuvanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina je evidentirano pri tlaku od 450
MPa kroz tretman od 15 minuta. Sli¢an trend su primijetili Fernandez-Jalao i sur. (2018)
promatrajuci utjecaj VHT-a na HCK u jabuci sorte ,,Zlatni DeliSes®. Zamijetili su znacajan pad
HCK, ali se taj pad smanjuje povecanjem tlakova pa je tako najveci pad kod tlaka od 400 MPa/5
min/35 °C (38 %), a najmanji kod 600 MPa/5 min/35 °C (14 %). Moguce objasnjenje ovakvog

trenda ukljucuje razgradnju kompleksnim polifenolnih struktura uslijed djelovanja enzima
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VHT-a s temperaturom te o karakteristikama samog materijala.

polifenoloksidaze i peroksidaze, a njihova aktivnost ovisi o parametrima VHT-a, kombinaciji

Tablica 9. Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg 100 g%) u

kontrolnom, pasteriziranom te uzorcima tretiranim VHT-om tijekom skladiStenja

SkladiStenje (dani)
Tretman 0 7 14 21
Kontrola 51,51 + 2,60 / / /
Pasterizacija 44,29 + 3,29 44,05 + 3,31 35,38 + 5,62 25,80 £5,21
VHT 1 34,86 £ 6,95 42,76 £ 2,31 37,22 £0,10 28,85+ 2,01
VHT 2 31,14 +551 36,09 £ 0,40 30,92 £ 0,40 30,01 +0,60
VHT 3 37,80 £2,94 33,48 £ 0,60 29,81 £ 3,04 32,34 £2,82
VHT 4 45,70 + 4,80 36,27 £ 0,60 32,92 £ 0,39 30,07 £ 2,49

*VVHT 1 (350 MPa/5 min); VHT 2 (350 MP&/15 min); VHT 3 (450 MPa/5 min); VHT 4 (450 MPa/15 min)

S druge strane, Dereli i sur. (2015) su proucavali utjecaj pasterizacije na bioaktivne
spojeve soka od mrkve te su zamijetili porast koncentracije HCK pri tretmanu 90 °C/10 min.
Isticu da je porast mogu¢ uslijed oslobadanja polifenolnih spojeva te istovremene inhibicije
polifenol oksidaze. Slian trend primje¢uju i Herceg i sur. (2016) prilikom pasterizacije soka
od Sipka gdje se pasterizacijom sadrzaj HCK povecao za 29,55 % u odnosu na netretirani

uzorak.

Skladistenjem pasteriziranog uzroka kroz period od 7 dana gotovo i da nema promjene
u koncentraciji ukupnih HCK u odnosu na nulti dan, sto potvrduje da su ukupne HCK stabilne
u pasteriziranim uzorcima. Sli¢ne rezultate navode Wilkes i sur. (2014), koji su utvrdili
minimalne promjene koncentracije ukupnih HCK prilikom pasterizacije soka od aronije, a
takoder iznose kako je i1 koncentracija stabilna kroz period skladiStenja od mjesec dana na

sobnoj temperaturi.

Kod uzoraka tretiranih tlakom od 350 MPa je doslo do povecanja koncentracije ukupnih
HCK i to za 22,7 % za tretman od 5 minuta te 15,9 % za tretman od 15 minuta u odnosu na
nulti dan. Kod uzoraka tretiranih VHT-om od 450 MPa zabiljezen je pad koncentracije za oba
uzorka. Andreés i sur. (2016) primjecuju porast koncentracije p-kumarinske kiseline tijekom
skladiStenja tretiranog smoothie-soka (550 MPa/3 min) pripravljenog od soka od narance, soka
od papaje, soka od dinje, kase mrkve i sojinog mlijeka u periodu od 45 dana pri temperaturi od

4 °C u odnosu na nulti dan. 14. dan je zabiljezen pad masenih udjela HCK u svim uzorcima u
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odnosu na 7. dan pa je tako najvec¢i pad evidentiran za tretman 450 MPa/15 min (28 %), a
slijedi ga pasterizirani uzorak (20,1 %). 21-0g dana skladistenja doslo je do daljnjeg pada
ukupnih HCK u svim uzorcima s tim da je najveéi pad koncentracije u odnosu na 14. dan
zabiljezen kod pasteriziranog uzorka, dok je pad koncentracije znatno blazi kod uzorka

tretiranih VHT-om.

Keenan i sur. (2011) su istrazivali utjecaj skladistenja smoothie-sokova pripremljenih
od jagode, jabuke, koncentriranog soka jabuke, banane i narance na pojedine polifenolne
spojeve pa tako isticu da su pasterizirani sokovi (70 °C/10 min) imali najve¢e koncentracije
klorogenske kiseline koje su se znacajno razlikovale u odnosu na uzorke tretirane VHT-om
(450 MPa/l, 3, 5 min/ 20 °C), a povecanu koncentraciju pripisuju pospjeSenoj ekstrakciji
uslijed poviSene temperature. Nadalje, klorogenska kiselina je pokazala relativnu stabilnost

tijekom skladiStenja pasteriziranih uzoraka $to djelomi¢no odgovara rezultatima u Tablici 9.

S druge strane, koncentracija p-kumarinske kiseline pasteriziranih uzoraka se zna¢ajno
smanjila u odnosu na netretirani uzorak (72,63 %) u prvih 10 dana skladistenja, ali je
koncentracija 10.-0g dana bila veéa za 18,3 % u odnosu na 1. dan. Sto se ti¢e uzoraka tretiranih
VHT-om, njihova koncentracija je fluktuirala prvih 20 dana skladiStenja, a 30. dan je zamije¢en

pad koncentracije u svim uzorcima u odnosu na nulti dan.

Ako se promotre vrijednosti masenih udjela HCK uzoraka kod nultog i 21.-og dana
skladiStenja, moze se primijetiti pad kod svih uzoraka, ali je taj pad najizrazeniji kod
pasteriziranog smoothie-soka (41,7 %), a slijedi ga uzorak tretiran tretmanom 450 MPa/15 min
(VHT 4) (34,2 %). Najmanja promjena masenih udjela HCK je zabiljeZena kod uzorka pri
tretmanu 350 MPa/15 min (VHT 2) i ona iznosi svega 3,6 %. Kod tretmana 350 MPa/5 minuta
(VHT 1) pad koncentracije iznosi 17,2 %, a kod 450/5 min (VHT 3) 14,5 %. Iz ovih vrijednosti
mozemo zakljuciti kako je najpogodniji tretman za o¢uvanje ukupnih HCK tretman VHT-om
od 350 MPa kroz 15 minuta (VHT 2), no treba imati u vidu da o¢uvanje ukupnih HCK ovisi o
polifenolnom sadrZaju tretiranog uzorka (Herceg i sur., 2016). Sveukupno najvece oCuvanje
ukupnih HCK postignuto je kod uzorka VHT 3 (450 MPa/5 min) gdje je 21. dan skladiStenja

sa¢uvano 62,8 % ukupnih HCK u odnosu na kontrolni uzorak.

Rezultati drugih znanstvenih istraZivanja takoder navode da su u VHT uzorcima
tijekom skladiStenja evidentirani gubici razli¢itih bioaktivnih spojeva, Sto je u skladu s
dobivenim rezultatima u ovom istrazivanju. Smoothie-sokovi od narance, limuna i mrkve

tretirani su VHT-om (500 i 800 MPa, 5 min). U usporedbi s netretiranim uzorcima, uslijed
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VHT tretmana promjene u koli¢ini karotenoida u smoothie-soku nisu zamijecene. Tek je
neznatan pad koncentracije karotenoida zabiljezen nakon skladiStenja od 21 dan na 4 °C.
Vitamin C bio je stabilniji u uzorcima tretiranim nizim tlakom (500 MPa) u usporedbi s
uzorcima tretiranim vi§im tlakom (800 MPa) gdje je evidentiran gubitak od 4,5 %. Ipak, nakon
21-0g dana skladistenja i u uzorcima tretiranima tlakom od 500 MPa doslo je do redukcije
vitamina C za 16,7 %, dok je u uzorcima tretiranima tlakom od 800 MPa gubitak iznosio 19,1
% (Fern&ndez Garcia i sur., 2001).
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata, moze se zakljuciti sljedece:

1.

U smoothie sokovima, neovisno o tipu tretmana, u neznatno su ve¢im udjelima
odredeni ukupni flavonoidi u odnosu na ukupne hidroksicimetne kiseline. Ukupni

flavonoli prosjecno ¢ine 75 % udjela u sastavu ukupnih flavonoida.

Pasterizirani smoothie sokovi sadrzavali su vece udjele ukupnih flavonoida od
kontrolnog uzorka, dok su VHT uzorci sadrzavali manje udjele ukupnih flavonoida u
odnosu na kontrolni uzorak. Ipak, tijekom skladistenja, u pasteriziranim uzorcima doslo
je do znacajnog gubitka ukupnih flavonoida, dok su VHT tretmani od 5 min, neovisno
o tlaku (350 MPa vs. 450 MPa) bolje pogodovali stabilnosti ukupnih flavonoida kroz
period skladistenja od 21 dan.

Opcenito gledajuci, u odnosu na kontrolni uzorak, prosje¢ni gubitak ukupnih flavonola
nakon pasterizacije iznosio je 26,0 %, dok je nakon VHT tretmana prosjecan gubitak
iznosio 33,5 %. Unatoc¢ tome, tijekom skladiStenja su evidentirani veéi gubiti ukupnih
flavonola u pasteriziranim uzorcima pri ¢emu je najbolje zadrzavanje ukupnih
flavonola kroz 21 dan skladistenja u odnosu na kontrolni uzorak (55,1 %) postignuto je
kod uzorka VHT 3 (450 MPa/5 min).

Gubitak ukupnih hidroksicimetnih kiselina bio je veé¢i uslijed VHT tretmana u
usporedbi s pasterizacijom. Nakon 21-og dana skladiStenja, pasterizirani uzorci su
sadrzavali prosje¢no 41,7 % manje ukupnih hidroksicimetnih kiselina u odnosu na
kontrolni uzorak. Najpogodniji tretman za ocuvanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina
nakon 21.-og dana skladistenja bio je VHT tretman pri 450 MPa tijekom 5 minuta pri
¢emu je sacuvano 62,8 % ukupnih hidroksicimetnih kiselina u odnosu na kontrolni

uzorak.
Sveukupno gledajuc¢i, VHT se pokazao kao pogodna metoda netoplinske obrade

smoothie-sokova obzirom da je postignuto zadovoljavajuce ocuvanje pojedinih

podskupina polifenolnih spojeva. Moze se zakljuéiti da je tretman VHT 3 (450 MPa
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kroz 5 minuta) najbolje pogodovao stabilnosti istrazivanih polifenolnih spojeva tijekom

skladiStenja.
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