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1. UVOD

Danas potrosaci sve viSe shvacaju vaznost uvodenja zdravih prehrambenih navika i vrlo
Cesto koriste svoju prehranu kao sredstvo za poboljSanje zdravlja i prevenciju razli¢itih bolesti,
traze¢i hranu ili sastojke hrane Cija se redovita konzumacija povezuje s razli¢itim zdravstvenim
dobrobitima. Zahvaljuju¢i rastucoj svijesti potrosac¢a i povecanom interesu za nutritivno
bogatijom, funkcionalnom hranom, prehrambena industrija sve viSe tezi minimalnom
procesiranju hrane i implementaciji inovativnih tehnika obrade hrane koje omogucavaju
zadrzavanje senzorskih i nutritivnih znacajki hrane uz istovremeno postizanje adekvatne razine
sigurnosti hrane. Novi postupci i tehnologije intenzivno se razvijaju i uspje$no se namec¢u kao
alternativa klasi¢noj toplinskoj obradi u procesima proizvodnje hrane. Osim toga, sve viSe Se
ispituje kombinirana primjena toplinskih i/ili netoplinskih tehnologija u konceptu ,.tehnologije
preprekama‘ (engl. Hurdle concept). Ova tehnologija zasniva se na sinergijskom ucinku
odabranog slijeda tehnologija koje se primjenjuju pri blazim uvjetima obrade s ciljem
produljenja trajnosti i zadrzavanja visokog stupnja kvalitete. Ipak, nove tehnologije jos§ uvijek
nisu u potpunosti zazivjele u industrijskoj primjeni, gdje se i dalje, unato¢ svojim nedostatcima,
kao najisplativiji alat za osiguranje mikrobioloske ispravnosti hrane koristi toplinska obrada.
Tehnoloski problemi, ekonomska neizvjesnost, nepredvidljivo prihvacanje od strane potroSaca
i nedostatak regulatornih aspekata medu najvaznijim su problemima novih tehnologija koji
moraju biti rijeSeni prije njihove opsezne primjene U razliCitim sektorima prehrambene
industrije. Zahvaljuju¢i velikom broju bioaktivnih spojeva, ¢iji su viSestruki zdravstveni u¢inci
znanstveno utvrdeni, jagoda (Fragaria ananassa X Duch.) i proizvodi na bazi jagode smatraju
se funkcionalnom hranom. Budu¢i da uobicajeni postupci prerade jagoda u razlicite proizvode
uzrokuju degradaciju bioaktivnih spojeva te narusavanje senzorskih svojstava proizvoda, novi
tehnoloski postupci namecu se kao vrlo dobra alternativa tradicionalnim postupcima obrade,
koja ima potencijal doprinijeti o¢uvanju izvornih karakteristika sirovine i poboljsati ukupnu
kvalitetu proizvoda na bazi jagode.

Nastavno na navedeno, cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj tehnologije preprekama
odnosno kombinirane primjene pulsirajuceg elektriénog polja i ultrazvuka visoke snage na
stabilnost antocijana i antioksidacijski kapacitet soka od jagode. Uz varijacije u redoslijedu
primijenjenih tretmana, za svaku od tehnologija ispitan je utjecaj varijacije 3 razli¢ita vremena
obrade, a po zavrsenoj obradi, ispitan je i utjecaj skladiStenja tijekom 7 dana pri 4 °C na

promjene stabilnosti antocijana i antioksidacijskog kapaciteta u sokovima od jagode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. JAGODA KAO FUNKCIONALNA HRANA

Vrste iz roda jagoda (Fragaria) su visegodiSnje, grmolike biljke niskog rasta koje
pripadaju porodici Rosaceae i potporodici Rosoideae (Folta i Davis, 2006). Unutar ovog roda
opisan je veliki broj genotipski i fenotipski razlicitih vrsta koje su se tijekom povijesti uzgajale
u raznim dijelovima svijeta. Razlike medu vrstama, ili unutar iste vrste, mogu se vidjeti na
morfoloskoj razini, u razli¢itoj boji i obliku ahena te razli¢itoj morfologiji vrijeza i listova
(Listonisur., 2014). Fragaria vesca predstavljala je dominantnu vrstu u uzgoju jagoda u Europi
sve do kraja 16. stoljeca kada su se pocele uvoditi razli¢ite vrste jagoda iz Novog svijeta, pri
¢emu je uzgoj starijih, tradicionalnih vrsta postao ogranic¢en na kuéne vrtove (Hancock 1 sur,
2008). Trenutni ekonomski znacaj svih ostalih vrsta iz roda Fragaria zajedno beznacajan je u
usporedbi s vrstom Fragaria x ananassa Duch., koja u svjetskim razmjerima predstavlja
najznacajniju vrstu medu jagodastim vo¢em (engl. berries). U prilog tomu govore i FAO podaci
prema kojima ukupna proizvodnja jagode u svijetu u 2021. godini premasuje 9 milijuna tona,
dok ukupna proizvodnja u Republici Hrvatskoj za istu godinu iznosi 1960 tona (FAO, 2022).

Ova oktaploidna vrsta potomak je dviju novouvedenih vrsta porijeklom iz Amerike,
Fragaria virginiana i Fragaria chiloensis. Nastala je kao njihov slu¢ajni hibrid sredinom 18.
stolje¢a, kada su biljke F. chiloensis uvezene iz Cilea posadene u Francuskoj u blizini nasada
vrste F. virginiana (Hummer i Hancock, 2009). Krupni i ukusni plodovi nove hibridne vrste
jagode ubrzo su postale temelj za opsezan uzgoj i daljnju selekciju. Danas predstavljaju
omiljeno voce Sirokom krugu potroSaca te su kao takve trazene u svjeZzem, ali i u preradenom
obliku kao smrznuti i suSeni plodovi ili u obliku sokova, dzemova i Zeliranih proizvoda.
Zahvaljujuci atraktivnoj boji, aromi i okusu, ¢esto se dodaju i razli¢itim mlije¢nim proizvodima
(Cao i sur., 2012). Siroki asortiman proizvoda na bazi jagode uspjesno zadovoljava
prehrambene potrebe potrosaca, a uz nutritivnu vrijednost, zahvaljuju¢i velikom broju
bioaktivnih spojeva s visestrukim zdravstvenim u¢incima, jagode i proizvodi na njihovoj bazi
smatraju se i funkcionalnom hranom (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2023). lako ne postoji
jedinstvena definicija ovog pojma, hrana se moze smatrati funkcionalnom ako uz osnovni
nutritivni u¢inak pokazuje moguce blagotvorne u¢inke na zdravlje ljudi, ukoliko se redovito
konzumira unutar raznolike prehrane (Granato i sur., 2017). Termin funkcionalna hrana moze
se odnositi na industrijski preradenu ili prirodnu hranu u izvornom, sirovom obliku. Trziste

funkcionalne hrane dobiva sve ve¢i znacaj na svjetskoj razini, pri ¢emu znacajan utjecaj na rast



i Sirenje trziSta ima globalna ekonomska situacija. Stope rasta u dijelovima svijeta usporavaju
se uslijed ekonomskih kriza i neizvjesnih gospodarskih vremena. Medutim, klju¢ni ¢imbenik
koji potice cjelokupno trziste funkcionalne hrane u sljede¢im godinama predstavlja rastuca
svijest potroSaca o vaznosti pravilne prehrane u svrhu o¢uvanja zdravlja (Karelakis i sur., 2020).

Ucinak bioaktivnih spojeva na ljudsko zdravlje kontinuirano se istrazuje. Epidemioloski
podaci potvrduju da je visok unos prirodne funkcionalne hrane bogate bioaktivnim spojevima,
poput specificnog vocéa i povréa, povezan sa smanjenim rizikom od razli¢itih kroni¢nih bolesti
(Karasawa i Chakravarthi, 2018 ; Giampieri i sur., 2015). Zahvaljujuci jedinstvenoj kombinaciji
i sinergistickom djelovanju velikog broja razli¢itih bioaktivnih spojeva, jagode su prepoznate
kao funkcionalna hrana. Na zdravstvene dobrobiti i mogucu prevenciju odredenih kroni¢nih
stanja uslijed njihove ucestale konzumacije upucuju dokazi izneseni u brojnim studijama,
prema kojima bioaktivni spojevi jagode pokazuju sirok raspon bioloskih aktivnosti (Afrin i sur.,
2016). Istrazivanjima provedenim na zdravim pojedincima utvrdeno je da konzumacija jagoda
pozitivno utjeCe na endogeni antioksidacijski status koji ima potencijal poboljSati obranu
organizma od kroni¢nih bolesti (Henning i sur., 2010). Redovita konzumacija jagoda bogatih
antioksidansima moZe utjecati na poboljSanje antioksidacijskog statusa plazme i povecati
antihemoliticku obranu eritrocita (Tulipani i sur., 2011). Nadalje, bioaktivni spojevi jagode
potencijalno bi mogli ublaziti upalne promjene povezane s oksidativnim stresom. Prema
istrazivanju koje su proveli Edirisinghe i sur. (2011), konzumacija napitka na bazi jagode
naspram placebo pripravka dovela je do znacajnog smanjenja postprandijalnog® upalnog
odgovora kod ispitanika s prekomjernom tjelesnom tezinom (Edirisinghe i sur., 2011).
Zdravstvene koristi povezane s konzumacijom jagoda proizasle iz brojnih istrazivanja ukljucuju
i njihovu potencijalnu ulogu u prevenciji odredenih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti i
bolesti srca, odredenih vrsta raka, dijabetesa, pretilosti te neurodegenerativnih bolesti
(Giampieri i sur., 2013). Primjeri funkcionalnih proizvoda na bazi jagode, u kojima se jagode
Cesto kombiniraju s ostalim funkcionalnim sastojcima, ukljucuju sokove, fermentirane napitke,
smoothije i jogurte, dzemove i ostale Zelirane proizvode (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022a ;
Aliisur., 2021 ; Cervera-Chiner isur., 2021 ; Zhao i sur., 2021; Kowaleski i sur., 2020 ; Barbosa
i sur., 2017). Budu¢i da potrosaci sve vise biraju prehrambene proizvode iznimne kvalitete s
dodanom vrijednos¢u, zahvaljujuci visokom udjelu bioaktivnih spojeva, jagoda je prepoznata
kao vrijedna sirovina te je kao takva, dobro uskladena s rastu¢om potraznjom za funkcionalnom

hranom na trzistu (Basu i sur, 2014).

! Postprandijalni prid. - koji nastaje nakon obroka hrane, nakon jela



2.2. BIOAKTIVNI POTENCIJAL JAGODE

Funkcionalna svojstva ploda jagode proizlaze iz bogatog sastava bioaktivnih spojeva
¢iji se kumulativni u¢inak djelovanja odrazava na promicanje zdravlja ljudi. Jedan od razloga
zbog kojih se jagode smatraju vrijednim izvorom bioaktivnih spojeva su visoke razine vitamina
C, ¢iji se sadrzaj u svjezim jagodama kreée u Sirokom rasponu od 20 do 90 mg na 100 g, ovisno
0 utjecaju razli¢itih faktora (Tulipani i sur., 2008 ; Skupien i Oszmianski, 2004). Nadalje, jagode
se smatraju jednim od najbogatijih prirodnih izvora folata, sa sadrzajem oko 20 do 25 pg na
100 g svjezeg voca. Uz prethodno navedene, jagode sadrze i druge vitamine, kao $to su tiamin,
riboflavin, niacin, vitamin B6, vitamin K, vitamin A i vitamin E, ali u mnogo manjim udjelima
(Alvarez-Suarez i sur., 2014). Bioaktivnom potencijalu jagoda uvelike doprinosi veliki broj
razli¢itih fenolnih spojeva, od kojih vecina pokazuje znacajnu antioksidacijsku aktivnost
(Giampieri i sur., 2015).

Osnovna kemijska struktura polifenolnih spojeva ukljucuje aromatski prsten s najmanje
jednom hidroksilnom skupinom, a njihova struktura moze varirati od jednostavnih molekula do
slozenih polimera. Prema osnovnoj kemijskoj strukturi, polifenolni spojevi mogu se podijeliti
u dvije glavne skupine: flavonoide i neflavonoidne polifenole (Durazzo isur., 2019). Flavonoidi
su najveca skupina polifenola i dijele se u 6 podrazreda (Forbes-Hernandez i sur., 2014). Veéinu
fenolnih spojeva jagode predstavljaju upravo polifenoli iz skupine flavonoida, koji ukljucuju
flavonole, flavanole i antocijane, koji predstavljaju najznacajnije polifenolne spojeve jagode.
Flavonoli su u jagodama prisutni u malim udjelima, a uklju¢uju kamferol i kvercetin (Newerli-
Guz i sur., 2023). Vecinu flavanola ¢ine flavan-3-oli, koji su nakon antocijana najznacajniji
fenolni spojevi u jagodama, a pronadeni su u monomernim (katehini) i polimernim oblicima
koji se nazivaju kondenzirani tanini ili procijanidini (Alvarez-Suarez i sur., 2014 ; Aaby i sur.,
2012). Uz antocijane i flavan-3-ole, medu najzastupljenijim polifenolnim spojevima u
jagodama su elagitanini, koji spadaju u skupinu hidroliziranih tanina. Jagode takoder sadrze niz
fenolnih kiselina koje su prisutne u manjim udjelima u obliku derivata hidroksicimetnih i
hidroksibenzojevih kiselina. Medu fenolnim kiselinama u plodovima jagoda najzastupljenije su
p-kumarinska kiselina i elaginska kiselina (Aaby i sur., 2012 ; Skupien i Oszmianski, 2004).

Sadrzaj polifenolnih spojeva u jagodama razlikuje se ovisno o razli¢itim faktorima,
medu kojima su najznacajniji genotip, uvjeti uzgoja, stupanj zrelosti te uvjeti skladistenja nakon
berbe (Giampieri i sur., 2012). Kao Sto je prethodno navedeno, Kvantitativno najvazniji
polifenolni spojevi jagoda su antocijani. Antocijani ¢ine najvecu skupinu pigmenata topljivih u

vodi u biljnom svijetu. U prirodi se uglavnom pojavljuju u obliku glikozida, ¢iju osnovu ¢ine



aglikoni koji se nazivaju antocijanidini (Forbes-Hernandez i sur., 2014). Antocijanidini se
rijetko mogu pronaci u prirodi kao slobodni aglikoni zbog svoje nestabilnosti, zbog ¢ega su
najcesce glikozilirani s jednom ili vise molekula Se¢era. Najzastupljeniji antocijanidini u prirodi
su pelargonidin, cijanidin, delfinidin, peonidin, petunidin i malvidin. Razlikuju se prema broju
i polozaju hidroksilnih i metilnih skupina vezanih na osnovnu strukturu antocijanidina koju ¢ine
dva aromatska prstena povezana centralnim piranskim prstenom (Castafieda-Ovando i sur.,
2009). Do danas je identificirano preko 600 strukturno razli¢itih derivata antocijana koji se
razlikuju prema supstituentima na osnovnim strukturama navedenih antocijanidina. Razlike u
strukturi odgovarajuéih antocijana posljedica su prirode i opsega glikozilacije te prisutnosti ili
odsutnosti dodatnih acilnih skupina vezanih za Secere (Silva i sur., 2016 ; Zhang i sur., 2014).
Antocijani jagode potjecu od aglikona pelargonidina i cijanidina. U jagodama razli€itih sorti
opisano je preko 25 razlicitih pigmenata antocijana (da Silva 1 sur., 2007). Prema Goiffon 1 sur.
(1999) najzastupljeniji antocijani u jagodi su pelargonidin-3-glukozid (89-95 % ukupnog
sadrZaja antocijana) i cijanidin-3-glukozid (3,9-10,6 %).

Vazno je naglasiti da su antocijani vrlo nestabilni spojevi, lako podlozni razgradnji. Na
stabilnost antocijana utjecu supstituenti na B prstenu te stupanj glikozilacije i acilacije u
molekuli antocijana. Opcenito, hidroksilacija B prstena antocijanidina smanjuje stabilnost
antocijana, dok metilacija povecava stabilnost (Wallace i Giusti, 2019). Glikozilacija i acilacija
poboljSavaju njihovu strukturnu stabilnost (Zhang i sur., 2014). Uz kemijsku strukturu, na
stabilnost antocijana utje¢u i ¢imbenici kao Sto su pH, temperatura, svjetlost, kisik, prisutnost
enzima, metalnih iona, kopigmenata i sl. (Castafieda-Ovando i sur., 2009). U ovisnosti o0 pH,
antocijani se mogu pojaviti u Cetiri razli¢ita kemijska oblika, koji pokazuju razli¢itu stabilnost
i obojenje: flavilijum kation, karbinol (pseudo)baza, kvinoidalna baza i halkonski oblik. Kationi
flavilijum iona predstavljaju najstabilniju strukturu antocijana, odgovornu za naran¢asto-crvenu
boju antocijana u Kiselim uvjetima (Comandini i sur., 2008).

Ukupni antioksidacijski kapacitet voc¢a pokazatelj je razine korisnih bioaktivnih spojeva
prisutnih u vocu, a samim time veze se uz zdravstvene uc¢inke. Antioksidacijski kapacitet jagoda
uvelike doprinosi njihovu nutritivnom znacaju, a usko je povezan s prisutnos¢u spojeva koji
neutraliziraju $tetno djelovanje slobodnih radikala, poput vitamina C i polifenolnih spojeva
(Giampieri i sur., 2012). Razine antioksidansa i antioksidacijski kapacitet u ekstraktima jagoda
znacajno variraju medu genotipovima (Wang i sur., 2002). U istrazivanju Tulipani i sur. (2008)
ispitivan je doprinos pojedinac¢nih bioaktivnih spojeva antioksidacijskom potencijalu u
razli¢itim kultivarima jagoda. Utvrdeno je da je vitamin C odgovoran za vise od 30 %, dok

antocijani doprinose s 25 do 40 % ukupnog antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata jagode. U
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manjoj mjeri, antioksidacijskom kapacitetu doprinose i derivati elaginske kiseline i flavonoli.
Postoji pozitivna korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti i sadrzaja polifenolnih spojeva,
posebice antocijana (Chaves i sur., 2017). Ukupni sadrzaj antocijana u jagodi moze varirati
ovisno o nekoliko ¢imbenika, ukljucujuci sortu, stupanj zrelosti, razli¢ite uvjete uzgoja,
skladistenja 1 sl. (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2015, Crecente-Campo i sur., 2012). Osim §to su
zasluzni za njihovu atraktivnu crvenu boju, pokazatelj su stupnja zrelosti plodova jagode
(Octavia 1 Choo, 2017). Sadrzaj antocijana povecéava se tijekom dozrijevanja, $to je utvrdeno
analizom brojnih kultivara jagoda (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022b ; Aaby i sur., 2012).

Pregled utjecaja razli¢itih ¢imbenika na sadrzaj antocijana u jagodama prikazan je tablici 1.

Tablica 1. Sadrzaj antocijana u plodovima jagoda (Fragaria ananassa x Duch.) prema
rezultatima znanstvenih istrazivanja

Cimbenici koji utje€u na sadrzaj
antocijana u jagodama

Sadrzaj antocijana

[mg/100g svjezih jagoda] Literatura

14,25 + 2,09 — 23,05 + 2,77

Sorta i uvjeti okolisa

Cervantes i sur., 2020

46+03-385+2 SkladiStenje Octavia i Choo, 2017
31+8-41+11 Sorta i lokalitet uzgoja Zeliou i sur., 2018
16,96 — 18,07 Sorta i uvjeti uzgoja Kobi i sur., 2018
2,09+0,01-2,41+0,01 Sorta Ganhéo i sur., 2019
15,67 £ 0,45 - 27,62 £ 0,94 Sorta Chaves i sur., 2017

2,95+0,29 -16,14 £ 0,59

Sorta i stupanj zrelosti

Hwang i sur., 2019

0,04 — 30,33

Sorta i stupanj zrelosti

Minutti-Lopez Sierra i
sur., 2019

5,03+0,08-16,64+0,1

Sorta i lokalitet uzgoja

Kim i Shin, 2015

0,47 —82,59

Sorta i uvjeti okoliSa

Nowicka i sur., 2019

2.3. PRERADA JAGODE U FUNKCIONALNI SOK

Plodovi jagode najéesce se konzumiraju u svjezem stanju. Medutim, jagode su vocna
vrsta kratkog roka trajanja te ubrzo nakon berbe dolazi do degradacije nutritivne i senzorske
kvalitete plodova, §to pridonosi gubitku trziSne vrijednosti (Arend i sur., 2017). Kako bi se
sprijecili potencijalni gubitci i iskoristila kvalitetna sirovina, zreli plodovi jagode se u vrlo

kratkom roku trebaju adekvatno preraditi. Proizvodi od jagoda, bas kao i svjezi plodovi, sadrze



znacajan bioaktivni potencijal koji pruza viSestruke zdravstvene dobrobiti, na Sto upucuju
opsezni dokazi velikog broja studija o njihovim antioksidacijskim, protuupalnim,
antihipertenzivnim i antiproliferativnim svojstvima (Basu i sur., 2014). Medu Sirokim
asortimanom proizvoda na bazi jagode posebno se istiCu sokovi, Koji se zbog svoje atraktivne
boje, karakteristicne arome i slatko-kiselkastog harmoni¢nog okusa mogu smatrati jednim od
najpopularnijih voénih sokova. Uz istaknute senzorske karakteristike, zahvaljuju¢i relativno
visokom sadrZaju antocijana i vitamina C, sok od jagoda odlikuje se i visokim antioksidacijskim
kapacitetom (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022a ; Cao i sur., 2012).

Prema Pravilniku o vo¢nim sokovima i njima sliénim proizvodima namijenjenim za
konzumaciju (NN 48/2013), vo¢ni sok je proizvod koji moze fermentirati, ali je nefermentiran,
a proizvodi se od jestivog dijela voc¢a koje je zdravo, svjeze ili konzervirano hladenjem ili
smrzavanjem jedne ili viSe vrsta vo¢a pomijesanih zajedno. Voéni sok ima boju, aromu i okus
karakteristican za voce od kojega potjece (Pravilnik, 2013). Proces proizvodnje soka od jagode
zapocdinje sortiranjem i pranjem svjezih jagoda (Weber i Larsen, 2017). Ukoliko se jagode ne
preraduju u kratkom roku iza berbe, ucestala je praksa da se svjezi plodovi zamrzavaju i potom
odmrzavaju prije daljnje prerade (Yildiz i sur., 2021a). Budu¢i da proizvodnja voénih sokova
opcenito zahtijeva dezintegraciju stanica vo¢nog tkiva kako bi se oslobodio stani¢ni SOk,
sljede¢i korak u proizvodnji je pasiranje, uz depektinizaciju enzimima. Enzimska obrada kase
koristi se kao uobicajena metoda za povecanje prinosa soka. Obicno se primjenjuju pripravci
koji sadrze enzime kao S§to su pektinaze ili celulaze, koji razgraduju stani¢ne stijenke
oslobadaju¢i vodu vezanu za stanice i povecavajuci ekstrakciju soka (Radziejewska-Kubzdela,
2023 ; Weber i Larsen, 2017). S ciljem povecanja iskoriStenja procesa proizvodnje soka, kasa
jagoda dobivena pasiranjem moze se tretirati i toplinski, a sve viSe se istraZzuju i moguénosti
primjene ultrazvuka tijekom obrade kase (Radziejewska-Kubzdela, 2023). Nakon obrade,
presanjem dobivene kase tekuca faza odvaja se od krute, a zatim slijede filtracija i pasterizacija
dobivenog soka (Garzon i Wrolstad, 2006).

Prerada jagoda u sok relativno je zahtjevan proces koji ukljucuje nekoliko jedini¢nih
operacija, a neke od njih uzrok su nepozeljnim promjenama koje mogu negativno utjecati na
kvalitetu i funkcionalnost kona¢nog proizvoda. Tijekom obrade soka koriste se razliciti
toplinski tretmani kako bi se, uz inaktivaciju enzima iz voca i enzima dodanih tijekom procesa,
osigurala zdravstvena ispravnost i produzio rok trajnosti proizvoda (Patras i sur., 2010). Buduc¢i
da toplinski tretmani opcéenito uzrokuju degradaciju nutritivnih, senzorskih i fizikalno-
kemijskih svojstava hrane, tijekom procesa proizvodnje soka od jagoda upravo pasterizacija

soka predstavlja najznacajniji korak koji ima kljucan utjecaj na konac¢nu kvalitetu proizvoda.
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Toplinska obrada soka moze uzrokovati promjenu boje te gubitak bioaktivnih spojeva (Sui i
sur., 2016). Osim toga, toplinska obrada moze rezultirati i smanjenjem antioksidacijske
aktivnosti proizvoda (Patras i sur., 2009). Uz utjecaj toplinske obrade, uvjeti skladistenja
takoder su od iznimne vaznosti za senzorsku i nutritivnu kvalitetu soka tijekom skladiStenja
(Sui i sur., 2016). Negativan utjecaj prerade i skladiStenja na sadrzaj bioaktivnih tvari i stupanj
antioksidacijske aktivnosti soka od jagode moze smanjiti potencijalno blagotvorne ucinke soka
na zdravlje ljudi (Oszmianski i Wojdyto, 2009).

U istrazivanju koje su proveli Klopotek i sur. (2005) ispitivane su promjene udjela
bioaktivnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta do kojih dolazi tijekom prerade jagoda u
razlicite proizvode poput soka, nektara, pirea i vina. Sadrzaj bioaktivnih tvari u proizvodima od
jagode smanjivao se povecanjem koraka prerade, a posebice koristenjem toplinske obrade.
Utvrdeno je da pasterizacija soka od jagode dovodi do smanjenja ukupnog sadrzaja fenola,
antocijana i vitamina C, ¢ime se umanjuje nutritivna vrijednost i antioksidacijski kapacitet soka
od jagode (Klopotek i sur., 2005). Gubitci bioaktivnih spojeva jagode veci su §to je vrijeme
termicke obrade proizvoda dulje. Prema istrazivanju Hartmann i sur. (2008), gubitak antocijana
tijekom proizvodnje soka od jagode iznosio je 9 % za kratkotrajnu toplinsku obradu u trajanju
od 5 sekundi pri 85 °C (vru¢e punjenje u boce) i 21 % za dulju obradu u trajanju od 15 min na
85 °C (pasterizacija u staklenim bocama).

Atraktivna crvena boja proizvoda na bazi jagode jedan je od glavnih pokazatelja njihove
kvalitete koji izravno utjece na prihvacanje proizvoda od strane potrosaca (Wang i sur., 2014).
Medutim, boja ovih proizvoda izrazito je podlozna promjenama, posebice tijekom skladiStenja
(Gossinger i sur., 2009). Promjene boje rezultat su kombinacije istovremene razgradnje
pigmenata antocijana i blijedenja crvene boje te stvaranja smedih pigmenata uslijed enzimskih
i/ili neenzimskih reakcija. Buduc¢i da se primjenom termic¢ke obrade inaktiviraju enzimi koji
degradiraju kvalitetu, u pasteriziranom soku od jagode posmedivanje tijekom skladistenja
prvenstveno je povezano s neenzimskim reakcijama koje ukljucuju razgradnju askorbinske
kiseline, Maillardove reakcije i kiselinski kataliziranu razgradnju Secera (Buvé i sur., 2018).
Prema rezultatima istrazivanja koje su proveli Oszmianski i Wojdyto (2009), sokovi od jagoda
skladisteni na tamnom mjestu tijekom 6 mjeseci pri razli¢itim temperaturama pokazali su
znacajne razlike u sadrzaju antocijana u odnosu na svjeze sokove. Sokovi skladisteni pri 4 °C
sadrzavali su polovicu, dok su sokovi skladisteni pri 30 °C sadrzavali tek oko desetine pocetne
koncentracije antocijana. Bistri, mutni i kasasti sokovi proizvedeni od razli¢itih kultivara jagoda
skladisteni pri 4 °C imali su znacajno veci antioksidacijski kapacitet naspram proizvoda
skladistenih pri 30 °C (Oszmianski i Wojdyto, 2009).



2.4. TEHNOLOGIJA PREPREKAMA U KONZERVIRANJU VOCNIH SOKOVA

U prehrambenoj industriji sve S$iru primjenu pri konzerviranju hrane pronalazi
tehnologija preprekama (engl. Hurdle concept) koja podrazumijeva kombiniranu primjenu
razlic¢itih procesnih prepreka u svrhu poboljsanja mikrobne stabilnosti, nutritivnih svojstava i
kvalitete proizvoda (Petruzzi i sur., 2017). Prepreke predstavljaju razlicite antimikrobne
¢imbenike kojima se postize konzerviraju¢i ucinak, a najcéesce Koristene prepreke pri
konzerviranju hrane ukljucuju primjenu niske ili visoke temperature, manipulaciju aktivitetom
vode, kiselost, redoks potencijal, primjenu kemijskih ili prirodnih konzervansa te primjenu
kompetitivnih mikroorganizama (Putnik i sur., 2020 ; Dixit i sur., 2018). Ovaj inovativni pristup
konzerviranju hrane temelji se na sinergistickom djelovanju nekoliko razli¢itih ¢imbenika
kojima se postiZe Zeljena kvaliteta hrane 1 minimiziraju nezeljene promjene. Vazno je naglasiti
kako svaki od njih, primijenjen pojedinacno pri istoj koncentraciji ili intenzitetu djelovanja, ne
bi mogao postiéi isti u¢inak (Herceg i sur., 2009). U¢inak pojedine prepreke na hranu od najvece
je vaznosti za oCuvanje hrane i prvenstveno ovisi o intenzitetu primijenjene prepreke. Intenzitet
primijenjene prepreke u hrani mora biti dovoljno visok kako bi mogao doprinijeti osiguranju
mikrobioloske stabilnosti hrane, a u isto vrijeme i dovoljno nizak kako bi se izbjeglo
narusavanje kvalitete hrane (Putnik i sur., 2020). Drugim rije¢ima, prepreke u hrani trebaju se
primijeniti u optimalnom rasponu intenziteta ili koncentracija kako bi se postigli Zeljeni u¢inci.
Adekvatna kombinacija razli¢itih ¢imbenika obrade primijenjenih u optimalnim dozama moze
biti izrazito dobar pristup za povecanje sigurnosti i kvalitete hrane bez primjene intenzivnih
tretmana obrade hrane, a ¢esto uz nizu potro$nju energije i manji utjecaj na okoli§ u odnosu na
konvencionalne metode obrade (Jolvis Pou i Raghavan, 2020 ; Khan i sur., 2017). Medutim,
primjena konzerviranja tehnologijom preprekama cesto je vremenski zahtjevna i ekonomski
neisplativa, prvenstveno zbog visokih investicijskih troskova i kompleksnosti izvedbe koja
zahtjeva obuceno osoblje. Nadalje, ograni¢avajuéi faktor za primjenu kombiniranih tretmana
tehnologije preprekama u industriji predstavlja i nedostatak potrebnih regulatornih propisa
(Aaliya i sur., 2021). Kod razvoja i primjene tehnologije preprekama, otegotnu okolnost moze
predstavljati i mogucnost razvoja rezistencije mikroorganizama. Naime, mikroorganizmi se
ponekad mogu prilagoditi ¢imbenicima stresa iz okolia razvijajuci sustave prijenosa signala
koji kontroliraju koordiniranu ekspresiju gena ukljucenih u stanicne obrambene mehanizme,
Sto moze rezultirati popravljanjem nastalih ostecenja te stjecanjem rezistencije na odredene

prepreke (GOmez i sur., 2011). Stoga je, za uspjeSnu primjenu tehnologije preprekama u



konzerviranju hrane, od iznimne vaznosti poznavati nacin djelovanja primijenjenih prepreka te
ispitati kakav odgovor izazivaju kod mikroorganizama (Gémez i sur., 2011).

Zahvaljujuéi rastucoj svijesti potrosaca i sve vecoj potraznji za nutritivno vrijednom
hranom, prehrambena industrija sve vise se okre¢e minimalnom procesiranju hrane te razvoju
novih, neinvazivnih tehnologija prerade hrane koje imaju potencijal poboljsati kvalitetu i
sigurnost hrane, bez negativnih u¢inaka na senzorske i nutritivne znacajke hrane (Gomez i sur.,
visoke nutritivne i funkcionalne kvalitete, produljenog roka trajanja i razumne cijene (Yildiz i
sur., 2021b). Kako bi se izbjegle nepozeljne promjene uzrokovane uobicajenim postupcima
prerade i postigla zeljena svojstva proizvoda, moguénosti primjene tehnologije preprekama sve
viSe se istrazuju | U procesu proizvodnje vocnih sokova. Konzerviranje voénog soka
tehnologijom preprekama podrazumijeva istodobnu primjenu razli¢itih pojedina¢nih tretmana
pri nizim intenzitetima, a zasniva se na primjeni novih kombinacija konvencionalnih ¢imbenika
konzerviranja ili na kombiniranoj primjeni inovativnih tehnologija (Dixit i sur., 2018 ; Gomez
isur., 2011). U novije vrijeme sve veéi naglasak stavlja se na kombiniranu primjenu inovativnih
tehnologija obrade sokova u okviru tehnologije preprekama, prvenstveno zbog njihovog
potencijala da uz postizanje mikrobne sigurnosti i stabilnosti proizvoda omogucée oCuvanje
zeljenih svojstava ishodiS$ne sirovine (Putnik i sur., 2020). Neke od novih tehnologija ¢ija se
kombinirana primjena uvelike istrazuje u tehnologiji vo¢nih sokova su tehnologija pulsirajuceg
elektri¢nog polja, visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk, hladna plazma, tehnologije temeljene na
svjetlu jakog intenziteta i sl. Osim $§to se kombiniraju medusobno, pri konzerviranju vo¢nih
sokova inovativne tehnologije Cesto se primjenjuju i u kombinaciji s konvencionalnim
metodama konzerviranja (Putnik i sur., 2020 ; Bevilacqua i sur., 2017). Za $irok raspon vo¢nih
sokova opsezno je istrazivana primjena toplinske obrade u kombinaciji s razli¢itim
netoplinskim tehnologijama ili njihova kombinirana primjena s prirodnim antimikrobnim
sredstvima (Dixit i sur., 2018).

2.4.1. Primjena tehnologije pulsiraju¢eg elektri¢nog polja (engl. Pulsed Electric Field, PEF) u

tehnologiji preprekama

Povecana potraznja za prehrambenim proizvodima visoke kvalitete usmjerila je
istrazivanja u podrucju prehrambene tehnologije prema pronalasku novih alternativa
postoje¢im procesima prerade. Tehnologija pulsiraju¢eg elektricnog polja relativno je nova
tehnologija koja se koristi pri procesiranju hrane, a kojom se u¢inkovito postizu zeljeni utjecaji

na namirnicu, uz minimalne gubitke senzorskih i nutritivnih karakteristika (Pallarés i sur.,
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2020). Glavne komponente uredaja za procesiranje hrane PEF-om c¢ine generator impulsa,
sustav za upravljanje, komora za tretiranje i kontrolni sustav (Khan i sur., 2017). Procesiranje
pulsiraju¢im elektriénim poljem ukljucuje primjenu elektricnog polja napona izmedu 1 i 80
kV/cm u kratkotrajnim pulsevima (od us do ms) na prehrambeni proizvod smjesten u komori
izmedu dviju elektroda. Budu¢i da tijekom procesa dolazi do neznatnog porasta temperature,
PEF tretman se smatra netermalnim procesom. Temperature koje se razvijaju tijekom procesa
obi¢no ne prelaze 40 °C, a ukoliko je potrebno, standardnu opremu PEF uredaja moguce je
nadograditi rashladnim sustavima (Gabric¢ i sur., 2018 ; Koubaa i sur., 2018). Uslijed izloZenosti
bioloskih materijala djelovanju PEF-a, dolazi do promjene barijernih svojstava bioloskih
membrana u stanicama 1 do ubrzavanja transportnih procesa, Sto omogucuje primjenu tretmana
za inaktivaciju prisutnih mikroorganizama 1/ili kao dodatne operacije u odredenim fazama
proizvodnje za poboljSanje prijenosa mase kod procesa kao Sto su ekstrakcija, presanje i susenje
(Pataro i Ferrari, 2020). Osnovni mehanizmi djelovanja PEF-a na stani¢noj razini ukljucuju
dielektri¢ni raspad i elektroporaciju (Bahrami 1 sur., 2020). Elektroporacija ukljucuje stvaranje
novih ili §irenje postojec¢ih pora uslijed niza kratkih, visokonaponskih impulsa (Arshad i sur.,
2021). Tijekom PEF tretmana, elektroporacija membrane nastaje uslijed izlaganja bioloSkih
stanica vanjskom elektricnom polju koje mora biti iznad kriti¢ne vrijednosti transmembranskog
potencijala, ¢ija se vrijednost razlikuje za svaki tip stanice (Arroyo i Lyng, 2016 ; Barba i sur.,
2015). Kada razlika potencijala dosegne kritiénu vrijednost, stvaraju se pore u stani¢noj
membrani. Ovisno 0 uvjetima PEF tretmana, postizu se privremeni ili trajni ucinci na
propusnost membrane bioloskih stanica, 0dnosno moze doci do reverzibilne ili ireverzibilne
elektroporacije, pri kojoj nastaje potpuno ostecenje membrane i posljedi¢no dolazi do
odumiranja stanice (Barba i sur., 2015).

Najznacajniju prednost PEF tehnologije u obradi namirnica predstavlja postizanje
inaktivacije mikroorganizama pri nizim temperaturama u odnosu na konvencionalne metode
pasterizacije, ¢ime se omogucuje ocuvanje bioaktivnih spojeva ishodi$ne sirovine (Zare i Sur.,
2023). Osim toga, PEF koristi manje koli¢ine energije i Smatra se ekoloski prihvatljivom i
energetski visoko ucinkovitom tehnologijom obrade hrane (Chacha i sur., 2021). Primjena PEF
tehnologije opsezno je istrazivana za Citav niz prehrambenih proizvoda. U svrhu osiguravanja
mikrobioloske stabilnosti, PEF tehnologija najcesce se primjenjuje na teku¢im namirnicama,
medu kojima se posebno isti¢e primjena PEF tretmana za postizanje stabilnosti vo¢nih sokova
(Timmermans i sur., 2019). Budu¢i da primjena PEF tretmana moze znacajno poboljsati prinos
ekstrakcije razli¢itih bioaktivnih spojeva iz prehrambenih materijala, PEF tehnologija namece

se kao izvrsna metoda za unaprjedenje postojec¢ih operacija u procesu proizvodnje vocnih
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sokova, uz postizanje kona¢nog proizvoda visoke nutritivne kvalitete (Gabri¢ isur., 2018 ; Elez-
Martinez i sur., 2017). U istrazivanjima Odriozola-Serrano i sur. (2008a, 2008b i 2009)
zabiljeZen je visok stupanj zadrzavanja antocijana u soku od jagode uslijed PEF tretmana. Sli¢ni
rezultati zabiljezeni su i u istrazivanju Bebek Markovinovic i sur. (2022c), gdje je uzevsi u obzir
utjecaj jakosti elektri¢nog polja (40 kV/cm vs. 50 kV/cm) utvrdeno da veca jakost elektriénog
polja rezultira ve¢im sadrzajem antocijana, vjerojatno zbog povecane ekstrakcije antocijana iz
matriksa uslijed PEF tretmana. Prema rezultatima istrazivanja Yildiz i sur. (2021a),
antioksidacijska aktivnost soka od jagode odredivana DPPH metodom bila je znacajno vecéa
kod uzoraka soka tretiranog PEF-om (40,3 + 0,5 %) u odnosu na antioksidacijsku aktivnost
termicki pasteriziranih uzoraka soka od jagode (29,9 + 3,6 %).

Osim laboratorijskih izvedbi uredaja 1 pilot postrojenja, razvijeni su razli¢iti
komercijalni PEF sustavi za industrijsku primjenu (Blahovec i sur., 2017). lako je PEF
tehnologija vrlo dobro istrazena i postoje industrijske izvedbe PEF sustava koji rade diljem
svijeta, vecina istrazivanja provode se u laboratorijskim sustavima (Nowosad i sur., 2021).
Razlog tomu su prvenstveno iznimno visoki investicijski troSkovi koji ujedno predstavljaju i
jednu od glavnih prepreka za opseznu primjenu PEF-a na industrijskoj razini (Chacha i sur.,
2021). Osim toga, regulatorni aspekti koriStenja PEF tehnologije jo$ uvijek nisu adekvatno
definirani. U Europskoj uniji ne postoji zasebna legislativa kojom se regulira hrana procesirana
PEF tehnologijom, ve¢ upotreba navedene tehnologije podlijeze Uredbi (EU) 2015/2283
Europskog parlamenta i Vije¢a o novoj hrani kao hrana koja je rezultat proizvodnog postupka
koji se prije 15. svibnja 1997. nije upotrebljavao za proizvodnju hrane unutar Europske unije.
Medutim, budu¢i da primjena PEF-a u procesu proizvodnje najceS¢e ne uzrokuje znacajne
promjene u sastavu ili strukturi hrane koje utjeCu na njezinu nutritivnu vrijednost, metabolizam
ili razinu nepoZzeljnih tvari, implementacija PEF tehnologije u proizvodni proces ne znac¢i nuzno
da se proizvod moZe smatrati novom hranom (Nowosad i sur., 2021). Kao nedostatak ove
tehnologije moze se navesti da je primjena PEF tehnologije u svrhu postizanja inaktivacije
mikroorganizama ograni¢ena uglavnom na tekuce medije niske vodljivosti koji ne sadrze
mjehuric¢e zraka. Prisutnost mjehuri¢a zraka moze uzrokovati nehomogenu PEF obradu, uz
operativne i sigurnosne poteskoce (Zare i sur., 2023 ; Lasekan i sur., 2017). Koristenje PEF
tretmana za konzerviranje ¢vrstih prehrambenih proizvoda u praksi se ne primjenjuje jer
primjena impulsa elektri¢nog polja obi¢no narusava mikrostrukturu namirnica. Medutim, PEF
tretmani mogu se primijeniti kao dodatne operacije kod obrade ¢vrstih sirovina, najcesce s
ciljem boljeg iskoriStenja sirovina i generiranih nusproizvoda (Martin-Belloso i Soliva-Fortuny,

2011). Nadalje, tijekom PEF obrade neizbjezno se odvijaju i razli¢ite elektrokemijske reakcije
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koje mogu rezultirati kemijskim promjenama u prehrambenim proizvodima, korozijom i
onecis¢enjem elektroda te elektrolizom vode (Pataro i Ferrari, 2020). Osim toga, primjena ove
tehnologije u svrhu pasterizacije ogranicena je visokom otpornoséu pojedinih mikrobnih vrsta
i bakterijskih spora na djelovanje PEF-a (Bahrami i sur., 2020). Kako bi se doskocilo
navedenom nedostatku, PEF tehnologiju je pozeljno kombinirati s drugim procesima
konzerviranja u okviru tehnologije preprekama kako bi se postigli Zeljeni rezultati (Arroyo
i Lyng, 2016). Pri konzerviranju voénih sokova tehnologijom preprekama, PEF tehnologija
primjenjuje se u kombinaciji s toplinskim tretmanima, antimikrobnim agensima ili pak s drugim
inovativnim netermalnim procesima, poput ultrazvuka, visokog hidrostatskog tlaka i
ultraljubicastog zracenja (de Carvalho i sur., 2018 ; Aadil i sur., 2018 ; Siemer i sur., 2014 ;
Mosqueda-Melgar i sur., 2012 ; Noci i sur., 2008).

2.4.2. Primjena tehnologije ultrazvuka visoke snage (engl. High Power Ultrasound, HPU) u
tehnologiji preprekama

U novije vrijeme, primjena ultrazvuka pobuduje sve veci interes prehrambene industrije.
Zahvaljuju¢i Sirokom frekvencijskom rasponu i razli¢itim ucincima akusti¢nih valova koji se
pripisuju odredenim frekvencijama, ova tehnologija uspjesno je pronasla svoju primjenu u
brojnim procesima u prehrambenoj industriji (Singla i Sit, 2021 ; Gallo i sur., 2018). Rasponi
zvuka koji se koriste u prehrambenoj industriji mogu se podijeliti na ultrazvuc¢ne valove niskog
intenziteta, s frekvencijama iznad 100 kHz, te ultrazvuk visoke snage (HPU), s frekvencijama
izmedu 18-100 kHz, koji uzrokuje fizicke, mehanicke i kemijske promjene na hrani (Margean
i sur., 2020). Ultrazvuk niskog intenziteta uglavnom se koristi kao nedestruktivna analiticka
tehnika za kontrolu kvalitete i pracenje procesa, dok se tretiranjem hrane ultrazvukom visokog
intenziteta uspjesno pospjeSuju odredeni procesi te u konacnici postize bolja kvaliteta i
sigurnost preradene hrane. Neke od mogucénosti primjene ultrazvuka u obradi hrane ukljucuju
emulgiranje, homogenizaciju, otplinjavanje, konzerviranje hrane i poboljsanu ekstrakciju
aktivnih sastojaka iz prehrambenih proizvoda (Gallo i sur., 2018). Uredaji za tretiranje hrane
ultrazvukom u osnovi se sastoje od tri dijela, a to su generator, ultrazvuéni pretvarac i sustav za
produkciju ultrazvuka. Generator se koristi za transformaciju standardne elektri¢ne energije u
elektri¢nu energiju na ultrazvucnoj frekvenciji, koju zatim pretvaraci pretvaraju u ultrazvuc¢ne
valove. U industrijskoj primjeni najées¢e se upotrebljavaju dvije vrste pretvaraca,
magnetostrikcijski i piezoelektric¢ni (Yao i sur., 2020 ; Dolas i sur., 2019). Ultrazvuc¢na energija

predaje se procesu pomocu sustava za produkciju koji su najéesce izvedeni u obliku ultrazvucne

13



kupelji ili sonde (Bhargava i sur, 2021). Osnovni mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog
intenziteta predstavlja akusti¢na kavitacija. Kada se ultrazvuk $iri kroz bilo koji medij, on
izaziva niz kompresija i ekspanzija. Takve izmjeni¢ne promjene tlaka uzrokuju stvaranje, rast i
u konacnici implozivni kolaps mjehurica, uslijed ¢ega se oslobada veca koli¢ina energije
(Tiwari, 2015). Uslijed implozije kavitacijskih mjehuri¢a spontano nastaju slobodni radikali i
vodikov peroksid te se stvaraju mikropodrucja visoke temperature i tlaka. Navedene pojave
uzrokuju strukturne i funkcionalne promjene na stanicnim membranama koje mogu dovesti do
inaktivacije mikroorganizama u tretiranim namirnicama (Swamy i sur., 2018). Budu¢i da se
postizanje mikrobioloSke inaktivacije pripisuje i ostalim ¢imbenicima osim razvoja topline,
ultrazvuk se takoder smatra netermalnim procesom obrade hrane (Kentish 1 Feng, 2014).

Ultrazvuk je sigurna i ekoloski prihvatljiva tehnologija ¢ijom se primjenom uspjesno
postizu i1 poboljSavaju razliiti procesi u prehrambenoj industriji (Bhargava i sur., 2021).
Primjena HPU tretmana predstavlja obecavajuéi pristup za konzerviranje hrane bez Stetnih
ucinaka na nutritivna i senzorska svojstva hrane (Khandpur i Goate, 2016). U preradi sokova,
HPU tretman moze se koristiti ne samo za inaktivaciju mikroorganizama koji uzrokuju
kvarenje, ve¢ i kao u¢inkovit i ekoloski prihvatljiv tretman za poboljSanje nutritivne vrijednosti
sokova u smislu bolje ekstrakcije bioaktivnih spojeva (Margean i sur., 2020). Rezultati
istrazivanja Dubrovi¢ 1 sur. (2011) ukazali su da je uslijed HPU tretmana soka od jagode (20
kHz, 40 °C, 3 min) zadrzano 98 % pocetnog sadrzaja ukupnih antocijana. U istrazivanju Tiwari
i sur. (2008) ispitivan je utjecaj HPU tretmana na degradaciju antocijana u soku od jagode pri
razli¢itim amplitudama (40-100 %) i vremenu (2-10 min) pri konstantnoj frekvenciji od 20 kHz.
Autori su ukazali na blago povecanje (<1,0 %) antocijana u soku od pri niskoj amplitudi i
kratem vremenu, dok su viSe amplitude i dulje vrijeme tretmana (>5 min) uzrokovali
degradaciju antocijana. Prema rezultatima istrazivanja Yildiz i sur. (2021a) antioksidacijska
aktivnost soka od jagode odredivana DPPH metodom znacajno se povecala uslijed HPU
tretmana (39,6 £ 1,9 %) u odnosu na antioksidacijsku aktivnost termi¢ki pasteriziranih uzoraka
soka od jagode (29,9 * 3,6 %). Sli¢ni rezultati zabiljeZeni su i u drugim istrazivanjima, a
povecanje antioksidacijske aktivnosti pripisuje se povec¢anoj sposobnosti ekstrakcije spojeva s
antioksidacijskim djelovanjem uslijed HPU tretmana (Wang i sur., 2019).

Kako bi se postigla adekvatna razina mikrobioloske inaktivacije tijekom HPU tretmana,
hranu je potrebno izlagati akusti¢nim valovima visokog intenziteta kroz dulje vrijeme.
Produljeno vrijeme obrade moze dovesti do pove¢anog stvaranja slobodnih radikala koji ¢e
brzo stupiti u interakciju s organskim spojevima S$to potencijalno moze narusiti kvalitetu

kona¢nog proizvoda (Chavan i sur., 2022 ; Bhargava i sur., 2021). Osim toga, otpornost

14



razli¢itih mikroorganizama na HPU tretmane varira, pri ¢emu je rezistencija bakterijskih spora
na djelovanje ultrazvu¢nih valova veca od vegetativnih oblika mikroorganizama (Kentish i
Feng, 2014). U vecini slu¢ajeva, kada se primjenjuje samostalno, HPU ne omogucuje postizanje
adekvatnog stupnja smanjenja broja mikroorganizama (Barba i sur., 2017). Stoga se ova
tehnologija pri obradi vo¢nih sokova Cesto koristi u kombinaciji s toplinskim tretmanima,
antimikrobnim agensima i inovativnim procesima poput visokog hidrostatskog tlaka, PEF-a i
pulsiraju¢eg svjetla, ¢ime se ucinkovitost tretmana povecéava, a istovremeno omogucuju blazi
uvjeti obrade kojima se izbjegava degradacija nutrijenata i kvalitete (Ma i sur., 2020 ; Zhu i
sur., 2017 ; Khandpur i Goate, 2016 ; Ferrario i sur., 2015 ; Ferrante i sur., 2007). Tijekom
posljednjih godina, izvedba HPU tehnologije razvila se od laboratorijskih prototipova do
potpuno operativnih komercijalnih izvedbi uredaja. lako HPU predstavlja obecavajucu
tehnologiju za prehrambeno-procesnu industriju, oprema za HPU tretmane za sada se izraduje
iskljucivo po narudzbi za pojedinanu upotrebu, Sto povecava troSkove implementacije ove
tehnologije u industriji (Chavan i sur., 2022 ; Bates i Patist, 2010). Otezana dostupnost uredaja
industrijskih kapaciteta, investicijski rizik i nedovoljna istrazenost trzista glavni su razlozi zbog
kojih HPU tehnologija jo$ uvijek nije uspjeSno pronasla znacajnije mjesto u industrijskoj
proizvodnji vo¢nih sokova (Dolas i sur., 2019). lako su brojna istrazivanja ukazala na potencijal
primjene HPU tehnologije u svrhu konzerviranja hrane, ne postoji posebna regulativa bilo koje
regulatorne agencije koja bi odobrila primjenu HPU tehnologije u navedenu svrhu, sto dodatno

otezava opseznu primjenu ove tehnologije u industriji (Nunes i sur., 2022).

2.4.3. Utjecaj tehnologije preprekama na stabilnost bioaktivnih spojeva u soku od jagode

Kombinacija inovativnih, netermalnih metoda u okviru tehnologije preprekama
obecavajuci je pristup za ocuvanje kvalitete vo¢nih sokova. Medutim, primjena PEF i HPU kao
kombinirane tehnologije preprekama jo$ uvijek nije dovoljno istrazena kao alternativa
konvencionalnim metodama konzerviranja vo¢nih sokova, unato€ rezultatima istrazivanja koji
impliciraju da ove tehnologije imaju sinergijski potencijal za pobolj$anje kvalitete sokova
(Putnik i sur., 2020). Pojedina¢na primjena PEF i HPU tehnologije u obradi soka od jagode
obuhvacdena je prijasnjim istraZivanjima, pri cemu su obje tehnologije uz optimalne varijacije
parametara pokazale veliki potencijal za ocuvanje kvalitete ishodi$ne sirovine i proizvodnju
funkcionalne hrane na bazi soka od jagoda (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022a ; Bebek
Markovinovic i sur., 2022c). Uslijed nedostatka sustavnih studija, utjecaj kombinirane primjene

ovih tretmana na kvalitetu i sigurnost soka od jagode jos uvijek nije dovoljno istrazen.
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Aadil i sur. (2018) istrazivali su kombinirani u¢inak PEF i HPU tretmana na bioaktivne
spojeve i mikrobnu stabilnost soka od grejpa. Sok je najprije obraden PEF tretmanom (20
kV/cm, 1kHz, 600 us) pri kontinuiranom protoku od 80 mL/min kroz komoru za tretman u PEF
sustavu, a potom HPU tretmanom (600 W, 28 kHz i 30 min) u ultrazvuénoj kupelji. Rezultati
ove studije ukazuju na znacajno povecéanje ukupnih antocijana tijekom HPU (1,47 + 0,05 mg/L)
I PEF tretmana pojedinac¢no (1,58 = 0.03 mg/L) u usporedbi s kontrolom (1,37 £ 0,03 mg/L), a
najveéi sadrzaj antocijana U Soku od grejpa postignut je tijekom njihove kombinirane primjene
(1,68 + 0,09 mg/L). Osim toga, primije¢eno je znacajno povecanje ukupnog antioksidacijskog
kapaciteta i antioksidacijske aktivnosti odredivane DPPH metodom. DPPH aktivnost povecala
se od 32,80 £ 0,04 % (kontrola) na 39,65 + 0,04 % za HPU, 38,74 + 0,05 % za PEF i 48,78 +
0,05 % za kombinirani PEF + HPU tretman. Najvisa razina antioksidacijske aktivnosti
primijecena uslijed PEF + HPU tretmana najvjerojatnije je posljedica sinergisti¢kog djelovanja
ovih tretmana koji su doveli do povecanja razine fenolnih spojeva u soku od grejpa (Aadil i
sur., 2018).

U istrazivanju Hosseinzadeh Samani i sur. (2020) ispitivan je utjecaj kombinacije PEF
(5-10 kV/cm, 5-35 s) i HPU (100-200 W, 3-5 min) tretmana na inaktivaciju mikroorganizama
i kvalitetu soka od viSnje. Sadrzaj antocijana, izrazen u ekvivalentima cijanidin-3-glukozida, u
netretiranom uzorku iznosio 376 mg C3G/L, dok je sadrzaj antocijana nakon kombinirane
primjene PEF i HPU iznosio 368 mg C3G/L. Zbog nepovoljnog utjecaja visoke temperature
uslijed toplinske obrade primijecena je veta degradacija antocijana, pri ¢emu je sadrzaj
antocijana nakon konvencionalne pasterizacije (70 °C, 1 min) iznosio 351 mg C3G/L
(Hosseinzadeh Samani i sur., 2020).

Medina-Meza i sur. (2016) su proveli PEF (25 kV, 600 Hz, 66 us), HPU (24 kHz, 400
W, 20 min) i kombiniranu obradu PEF + HPU (25 kV, 600 Hz, 66 us + 24 kHz, 400 W, 20 min)
pirea od malina i borovnica, proucavajuci ucinke na bioaktivne spojeve i antioksidacijski
kapacitet. Povecanje sadrzaja antocijana opazeno je kod pirea od borovnica podvrgnutom PEF-
u odnosno kombiniranom tretmanu, s povecanjem od 9 odnosno 30 %. Sadrzaj antocijana u
pireu od malina znacajno je porastao samo uslijed primijene PEF tretmana (za 15 %), dok je
HPU tretman pokazao negativan u¢inak, smanjujuci sadrzaj antocijana za 33 %, odnosno za 44
% kada je primijenjen nakon PEF-a. Na temelju dobivenih rezultata autori zakljuc¢uju kako je
elektroporacija vaznija od kavitacije u ekstrakciji antocijana. DPPH metodom utvrdeno je da je
sveukupni utjecaj i PEF-a i HPU-a kao netermalnih tehnologija na antioksidacijsku aktivnost
nizak, Sto ukazuje na visok stupanj ocuvanja bioaktivnih spojeva uslijed tretmana (Medina-
Meza i sur. 2016).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada ispitan je utjecaj tehnologije preprekama na
stabilnost antocijana i antioksidacijski kapacitet u soku od jagoda tijekom nultog i sedmog dana

skladistenja pri 4 °C.
3.1. MATERIJALI

Za pripremu soka od jagode u eksperimentalnom dijelu rada koriStene su jagode
(Fragaria x ananassa Duch.) sorte 'Albion’, nabavljene putem tvrtke Jagodar-HB d.o.0. (Donja
Lomnica, Zagrebacka Zupanija). Svieze jagode dopremljene su u Laboratorij, gdje su im
odstranjene peteljke, nakon c¢ega su jagode oprane 1 posuSene stani¢evinom. Ovako
pripremljene jagode skladistene su u plasti¢nim posudicama u zamrzivacu pri -18 °C.

Dan prije provedbe pokusa, jagode su premjesStene iz zamrzivaca u hladnjak (4 °C) kako bi se

odmrznule i neposredno prije tretmana preradile u sok.

3.2. METODE

3.2.1. Priprema soka od jagode

Za pripremu soka od jagode koristen je sokovnik za hladno preSanje Kuvings B6000
(VerVita d.o.o., Hrvatska) snage 240 W, brzine okretaja 60 o/min i promjera filtera 0,2 mm.
Princip rada sokovnika zasniva se na sporo rotiraju¢éem mehanizmu koji omogucava lagan
pritisak voénog tkiva pomocu vijka izradenog od ULTEM-a® (polieterimid) na sita uredaja.

Na ovaj nacin osigurava se kontinuirano presanje soka koji protjece u prihvatnu posudu.

3.2.2. Obrada sokova od jagode tehnologijom preprekama

Uzorci soka od jagode obradeni su primjenom tehnologije preprekama odnosno
kombiniranom primjenom tehnologija pulsirajuc¢eg elektri¢nog polja (PEF) i ultrazvuka visoke
snage (HPU) uz varijacije redoslijeda primjene tehnologija prema unaprijed definiranom planu
pokusa (tablica 2), a nastavno na optimirane procesne parametre svake od primijenjenih
tehnologija u prijasnjim istraZzivanjima (Bebek Markovinovi¢ 1 sur.,, 2022a; Bebek
Markovinovi¢ i sur., 2022c).

Uredaj za pulsirajuce elektri¢no polje HVG60/1 PEF (Impel d.0.0., Zagreb, Hrvatska)
(slika 1. A) sastoji od tri jedinice: magna control jedinice, visokonaponskog izvora napajanja i

visokonaponskog generatora impulsa. Magna control jedinica kontrolira ispravnost uredaja i
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generira upravljacke impulse za visokonaponski sustav. Visokonaponski izvor napajanja vrsi
pretvorbu ulaznog izmjeni¢nog napona od 230 V u istosmjerni napon u rasponu od 1 do 60 kV.
Visokonaponski generator impulsa propusta ulazni visoki napon na izlaz u obliku impulsa
zadanih parametara. Prije pocetka tretmana, uredaj se podesi prema zadanim parametrima.
Uzorci su tretirani su pri 100 Hz, naponu od 30 kV/cm, $irini pulsa od 1 ps u vremenu od 1,5;
3 14,5 minute. Udaljenost izmedu elektrode uzemljenja i visokonaponske elektrode iznosila je
2,5 cm. Obje elektrode izvedene su od nehrdajuceg celika. Tijekom PEF tretmana temperatura
je mjerena infracrvenim termometrom InfraRed Thermometer PCE-777 (PCE Instruments,
UK).

Slika 1. Uredaj za pulsirajuce elektricno polje HVG60/1 PEF (Impel d.o.o., Zagreb, Hrvatska)
(A) 1ultrazvuéni procesor visoke snage Hielscher UP400St, 400 W, 24 Hz (Hielscher
Ultrasonics GmbH, Njemacka) (B)
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Uredaj za ultrazvuk visoke snage Hielscher UP400St, 400 W, 24 Hz (Hielscher

Ultrasonics GmbH, Njemacka) (slika 1. B) sastoji se od digitalnog ultrazvu¢nog procesora,

sonotrode izradene od titana DN22 (546 mm?) i postolja od nehrdajuceg &elika, a smjesten je

unutar kutije za zastitu od buke izradene od akrilnog stakla. Maksimalna snaga ultrazvu¢nog

procesora UP400St iznosi 400 W, amplituda je podesiva od 20 do 100 %, puls od 10 do 100 %,

a vrijeme tretiranja odreduje se ru¢no u rasponu od 0,1 sekunde do 99 dana. Prije pocetka

tretmana, uredaj se podesi prema zadanim parametrima. Uzorci su tretirani pri amplitudi 25 %

i pulsu 50 % u vremenu od 2,5; 5 17,5 minuta. Uredaj sadrzi i digitalni termometar za mjerenje

temperature uzorka prije, tijekom i nakon tretmana. Uzorci sokova od jagode volumena oko

200 mL tretirani su u staklenoj ¢asi volumena 300 mL koja je tijekom tretmana uronjena u

hladnu vodenu kupelj s ledom kako bi se tijekom HPU tretmana smanjio utjecaj temperature.

Tablica 2. Plan pokusa tretiranja sokova od jagode tehnologijom preprekama

Uzorak Skl?éi;itsnje Tretman Tretman 1 Tretman 2

1 0 Kontrolni uzorak / /

2 0 PEF + HPU 30 kV, 100 Hz, 1,5 min | A25%, puls 50, 2,5 min
3 0 30 kV, 100 Hz, 1,5 min A25%, puls 50, 5 min
4 0 30 kV, 100 Hz, 1,5 min | A25%, puls 50, 7,5 min
5 0 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 2,5 min
6 0 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 5 min
7 0 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 7,5 min
8 0 30 kV, 100 Hz, 4,5 min | A25%, puls 50, 2,5 min
9 0 30 kV, 100 Hz, 4,5 min A25%, puls 50, 5 min
10 0 30 kV, 100 Hz, 4,5 min | A25%, puls 50, 7,5 min
11 0 HPU + PEF A25%, puls 50, 2,5 min | 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
12 0 A25%, puls 50, 2,5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
13 0 A25%, puls 50, 2,5 min | 30 kV, 100 Hz, 4,5 min
14 0 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
15 0 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
16 0 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 4,5 min
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Tablica 2. Plan pokusa tretiranja sokova od jagode tehnologijom preprekama — nastavak

17 0 A25%, puls 50, 7,5 min 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
18 0 A25%, puls 50, 7,5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
19 0 A25%, puls 50, 7,5 min | 30 kV, 100 Hz, 4,5 min
20 7 Kontrolni uzorak / /

21 7 PEF + HPU 30 kV, 100 Hz, 1,5 min A25%, puls 50, 2,5 min
22 7 30 kV, 100 Hz, 1,5 min A25%, puls 50, 5 min
23 7 30 kV, 100 Hz, 1,5 min | A25%, puls 50, 7,5 min
24 7 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 2,5 min
25 7 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 5 min
26 7 30 kV, 100 Hz, 3 min A25%, puls 50, 7,5 min
27 7 30 kV, 100 Hz, 4,5 min A25%, puls 50, 2,5 min
28 7 30 kV, 100 Hz, 4,5 min A25%, puls 50, 5 min
29 7 30 kV, 100 Hz, 4,5 min | A25%, puls 50, 7,5 min
30 7 HPU + PEF A25%, puls 50, 2,5 min 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
31 7 A25%, puls 50, 2,5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
32 7 A25%, puls 50, 2,5 min | 30 kV, 100 Hz, 4,5 min
33 7 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
34 7 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
35 7 A25%, puls 50, 5 min 30 kV, 100 Hz, 4,5 min
36 7 A25%, puls 50, 7,5 min | 30 kV, 100 Hz, 1,5 min
37 7 A25%, puls 50, 7,5 min 30 kV, 100 Hz, 3 min
38 7 A25%, puls 50, 7,5 min | 30 kV, 100 Hz, 4,5 min

Kontrolni uzorak — netretirani uzorak soka; PEF — sok tretiran pulsiraju¢im elektri¢nim poljem; HPU — sok tretiran
ultrazvukom visoke snage; PEF+HPU — redoslijed tretiranja sokova tehnologijom preprekama, prvotno PEF, a
zatim HPU tehnologijom; HPU+PEF — redoslijed tretiranja sokova tehnologijom preprekama, prvotno HPU, a

zatim PEF tehnologijom; A —amplituda ultrazvuka.

3.2.3. Postupak ekstrakcije bioaktivnih spojeva iz uzoraka soka od jagode

Aparatura i pribor:

e Ultrazvucna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5L, 860W, 40 kHz, Bandelin

electronic, Njemacka)
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e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL

e Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL

e Pipeta, volumena 10 mL

e Mikropipeta Eppendorf, volumena 5000 pL

e Erlenmeyerova tikvica sa §lifom, volumena 50 mL

o Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne falkonice, volumena 50 mL

Otapala:

e Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (v/v)

Priprema: 80 %-tni metanol pripremi se tako da se 800 mL metanola prenese u odmjernu tikvicu
od 1 L te nadopuni destiliranom vodom do oznake. U drugu odmjernu tikvicu od 1 L otpipetira
se 10 mL mravlje kiseline i nadopuni do oznake prethodno pripremljenim 80 %-tnim

metanolom.

Postupak ekstrakcije: Odvaze se 5 g uzorka soka od jagode (s to¢nos¢u + 0,01) u

Erlenmeyerovu tikvicu sa Slifom volumena 50 mL te se nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala
(1 % mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu, v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u
ultrazvucnoj kupelji pri temperaturi od 50 °C u trajanju od 15 min. Po provedenoj ekstrakeiji,
uzorci se profiltriraju u odmjerne tikvice volumena 25 mL, nadopune ekstrakcijskim otapalom

do oznake te skladiste pri 4 °C do provedbe analiza (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016).

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje monomernih antocijana

Princip odredivanja: Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu
antocijana da pri promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju kemijsku strukturu, pri
¢emu dolazi do promjene apsorpcijskog spektra. Snizenje pH otopine izaziva povecanje
apsorpcije i obrnuto, a koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u
otopinama kod dva razli¢ita pH pri valnoj duZini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane

(Lee isur., 2005).

Aparatura i pribor:
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e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)
e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)
e Staklena ¢asa
e Staklene kivete
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
e Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 pL i 5000 pL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete
e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)
e Pipeta, volumena 10 mL
e Menzura, volumena 100mL i 1000 mL
e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL
Otapala i reagensi:

e Mravlja kiselina 98 % p.a. (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén™, Francuska)

e 1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu (v/v)
Priprema: 80 %-tni metanol pripremi se tako da se 800 mL metanola prenese u odmjernu tikvicu
od 1 L te nadopuni destiliranom vodom do oznake. U drugu odmjernu tikvicu od 1 L otpipetira
se 10 mL mravlje Kiseline te nadopuni do oznake prethodno pripremljenim 80 %-tnim

metanolom.

e Klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)

e Kalij klorid 99,0 - 100,5 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)

e Kalij kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)
Priprema: U plasticnoj ladici za vaganje odvaze se 1,86 g kalijeva klorida (KCI) koji se
kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere
deioniziranom vodom, te se doda 960 mL deionizirane vode i odvaga se otopi. Pripremljenoj
otopini izmjeri se pH i podesi na vrijednost 1,0 (x 0,05) s klorovodi¢nom kiselinom (37 % HCI),
¢iji utroSak priblizno iznosi 10 mL. Kad je otopina podeSena na pH 1,0 prebaci se u odmjernu
tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te do oznake

nadopuni deioniziranom vodom.

e Natrij acetat anhidrid 99 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)
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e Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0,4 M)
Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 100 mL odvaze se 54,43 g natrijeva acetata trihidrata
(CH3CO2Na x 3H20) koji se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije
upotrebe dobro ispere deioniziranom vodom, te se doda 930 mL deionizirane vode i odvaga se
otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, 1 podesi na vrijednost 4,5 (= 0,05) s klorovodi¢cnom
kiselinom (37 % HCI), ¢iji utrosak priblizno iznosi 35 mL. Kad je otopina podesena na pH 4,5
prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere deioniziranom

vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom vodom.

Priprema uzorka: Odredivanje monomernih antocijana provedeno je iz ekstrakata koji su

pripremljeni na na¢in opisan u potpoglavlju 3.2.3.

Postupak odredivanja: Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama na nacin da se za mjerenje
jednog uzorka pripreme po dvije epruvete i oznacCe se oznakama pufera (npr. za isti uzorak se
na jednu epruvetu napiSe pH 1, a na drugu pH 4,5). U svaku se epruvetu potom otpipetira po 1
mL pripremljenog ekstrakta, a potom se u jednu epruvetu nadoda 4 mL pufera pH 1, a u drugu
4 mL pufera pH 4,5. Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama mijeri se

apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz deioniziranu vodu kao slijepu probu.

Izracunavanje:

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izracunava se kao ekvivalent pelargonidin-3-

glukozida (mg/L) prema formuli:

A XMW XDF x103
exl

X (mg/L) = [1]

gdje je:

A = (As20nm — A700nm)pH=1,0 = (As20nm — A700nm)pH=4,5

MW = molekulska masa (za pelargonidin-3-glukozid C21H21ClO10 = 468,8 g/mol)

DF = faktor razrjedenja

10 = faktor za preraunavanje g u mg

€ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za pelargonidin-3-glukozid = 31600 L/mol
cmu otapalu 1 % HCI/ MeOH)

| = debljina kivete (1 cm)
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3.2.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Princip odredivanja: DPPH metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
(AA) spojeva u hrani uporabom stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal
zbog nesparenog elektrona postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm)
i ljubicaste je boje. Promjena ljubiaste boje u zutu posljedica je sparivanja nesparenog
elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa, stvaraju¢i reducirani oblik DPPH-H.
Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005 ;
Braca i sur., 2001).

Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene kivete
e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 1l mL, 2 mL, 5 mL i 10 mL
e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL
e Odmijerne tikvice, volumena 100 mL i 500 mL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete
e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)
e Staklena ¢aSa, stakleni lijevak, stakleni Stapi¢
e Plasticna ladica za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:
e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)

e Otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) 0,5 mM u 100 %-tnom metanolu
(viv)

Priprema: 0,1 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje te

kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim
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metanolom u odmjernoj tikvici od 500 mL. DPPH je potrebno cuvati na tamnom u zatvorenoj
tikvici.
e Standard Troloxa  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)

(Biosynth s.r.o., Bratislava, Slovacka)
e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) 0,02 M

Priprema: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina Troloxa (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 500 mg Troloxa u plasti¢noj
ladici za vaganje. Odvaga se kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu i nadopuni
metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopinu Troloxa potrebno je ¢uvati na tamnom

(tikvica se zamota u aluminijsku foliju) i koristi se uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u potpoglavlju 3.2.3.

Postupak odredivanja: Postupak odredivanja provodi se prema metodi za odredivanje AA u

ekstraktima gloga (Shortle i sur., 2014). U epruvetu se otpipetira 1,5 mL ekstrakta te 3 mL 0,5
mM otopine DPPH. Za kontrolu je potrebno otpipetirati 1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL
0,5 mM otopine DPPH. Od izmjerene apsorbancije kontrole potrebno je oduzeti apsorbanciju
uzorka. Za slijepu probu u epruvetu se ulije 4,5 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa
sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri
517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0 ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti

na nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.

Izracunavanje:

Izrada bazdarnog pravca za Trolox (0,5 mM DPPH)

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Od 0,02 M otopine Troloxa pripreme se razrjedenja u
koncentracijama 125; 150; 200; 400 1 600 uM na nacin da se redom otpipetira 156; 187,5; 250;
500 i 750 pL u odmjerne tikvice od 25 mL te se iste do oznake nadopune 100 %-tnim
metanolom.

U epruvetu se otpipetira 1,5 mL odgovarajuce otopine Troloxa te 3 mL 0,5 mM otopine DPPH.
Za kontrolu je potrebno otpipetirati 1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL 0,5 mM otopine

DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se otpipetira 4,5 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa
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sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri
517 nm, uz 100 %-tni metanol kao slijepu probu.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu racunala (program
Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (itM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije na oordinati. Iz pripadaju¢e jednadzbe pravca izratuna se antioksidacijski

kapacitet uzoraka odreden DPPH metodom.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:
y =-0,0037x + 2,3781 [2]
gdje je:
y — apsorbancija pri 517 nm,

X — koncentracija Troloxa (LM).

3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Princip odredivanja: FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa
zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks fero-

tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Benzie, 1996).
Aparatura i pribor:

e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)

e Staklene kivete

e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Tehnicka vaga Kern (PCB 2500-2, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Elektri¢na vodena kupelj Grant (JBNS, Cambridge, UK)

e Vortex Grant-bio (PV-1, Cambs, Engleska)

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

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 pL

e Odmjerne tikvice, volumena 10, 25 mL, 100 mL i 1 L
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Menzura, volumena 100 mL i1 L

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Staklena ¢asa

Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:
e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)

e Standard Troloxa  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)

(Biosynth s.r.o0., Bratislava, Slovacka)
e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM

Priprema: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se

otopi u 100 %-tnom metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.
e Klorovodiéna kiselina, 37 %-tna (Lach-Ner, s.r.0., Neratovice, Cegka)
e Klorovodiéna kiselina, 40 mM

Priprema: Otpipetira se 330 pL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom vodom

u odmjernoj tikvici od 100 mL.
e TPTZ-a(2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e TPTZ-a(2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese u

odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM klorovodi¢nom kiselinom.
o Zeljezo (II1)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Zeljezo (IIT)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H,0), 20 mM otopina

Priprema: Odvaze se 0,541 g zeljezo (I1I)-klorida heksahidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do oznake s

destiliranom vodom.

e Glacijalna octena kiselina, > 99,8 % (Honeywell, Fluka ™, Seelze, Njemacka)
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e Natrijev acetat trihidrat otporan prema kalijevu permanganatu (Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

e Acetatni pufer, 0,3 M, pH 3,6

Priprema: Odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno
prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju se potom otpipetira

16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.
e FRAP reagens

Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na na¢in da se pomijesa
25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL zeljezo (l11)-klorida u omjeru
10:1:1.

Napomena: Prije pocCetka rada sve reagense (ukljucujuci i standarde) potrebno je inkubirati na

37 °C.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u potpoglavlju 3.2.3.

Postupak odredivanja: U staklene epruvete redom se otpipetira 600 pL ekstrakta i 4500 pL

FRAP reagensa, dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C (vodena
kupelj od rotavapora). Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim

uzorka, umjesto kojeg se dodaje otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran.

Izracunavanje:

Izrada bazdarnog pravca za Trolox

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u
100 %-tnom metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Od 1 mM otopine
Troloxa pripreme se razrijedenja u koncentracijama 10; 25; 50; 100; 125 1 150 uM na nacin da
se redom otpipetira 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 3,125; 3,75 i 5 mL u odmjerne tikvice od 25 mL, te
se iste do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 uL otopine standarda i 4500 pL FRAP reagensa,
dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C (vodena kupelj od
rotavapora). Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrZava sve osim uzorka,

umjesto kojeg se dodaje 100 %-tni metanol.
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Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu racunala (program
Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (ptM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadajuée jednadzbe pravca izraCuna se

antioksidacijski kapacitet uzoraka odreden FRAP metodom.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y = 0,005x — 0,0081 [3]
gdje je:
y — apsorbancija pri 593 nm,

X — koncentracija Troloxa (LM).

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni statistickim programom IBM SPSS (ver.
24). Kategorijske varijable analizirane su multifaktorskom analizom varijance, a marginalni
prosjeci (npr. usporedbe izmedu razliCitih parametara ekstrakcije) su usporedeni s Tukey HSD
testom. Izvori varijacija su: (i) vrijeme obrade PEF tretmanom (1,5; 3 i 4,5 min), (ii) vrijeme
obrade HPU tretmanom (2,5; 5 1 7,5 min) i (iii) vrijeme skladiStenja (0 i 7 dana). Zavisne
varijable su: (i) monomerni antocijani (mg/100 g), (ii) DPPH vrijednosti (umol/100 g) te (iii)
FRAP vrijednosti (umol/100 g). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju paralelnih

odredivanja + standardna greska prosjeka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U provedenom istrazivanju ispitivan je utjecaj kombinacije PEF i HPU tretmana u
okviru tehnologije preprekama na stabilnost antocijana i antioksidacijski kapacitet u sokovima
od jagode sorte 'Albion’. Sokovi od jagode tretirani su kombiniranom primjenom PEF i HPU
tehnologija, uz varijacije u redoslijedu primijenjenih tretmana (PEF+HPU i HPU+PEF). Svaka
od tehnologija u konceptu preprekama primijenjena je u varijaciji 3 razli¢ita vremena obrade te
su po zavrSenoj obradi svi uzorci sokova skladiSteni tijekom 7 dana pri 4 °C. Dobiveni rezultati
obradeni su multivarijantnom analizom varijance te su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju

paralelnih mjerenja + standardna pogreska prosjeka (tablice 3 do 6).
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4.1. UTIECAJ TEHNOLOGIJE PREPREKAMA NA STABILNOST ANTOCIJANA U
SOKOVIMA OD JAGODE

Rezultati multivarijantne analize o utjecaju tehnologije preprekama i uvjeta skladiStenja
na stabilnost antocijana u sokovima od jagode sorte 'Albion’ prikazani su u tablicama 3 i 4.
Prosjecna vrijednost antocijana dobivena analizom 36 uzoraka soka tretiranih prvotno PEF, a
potom HPU tehnologijom iznosila je 18,26 = 0,03 mg/100 g, dok je prosje¢na vrijednost
antocijana u sokovima tretiranim obrnutim redoslijedom tehnologija (HPU+PEF) iznosila
18,89 + 0,03 mg/100 g. Dobiveni rezultati ukazuju da stabilnosti antocijana bolje pogoduje
ukoliko se najprije primjenjuje HPU, a potom PEF tretman, Sto moZe biti posljedica veceg
oStecenja stanica izazvanog HPU tretmanom (kao prvom preprekom) kroz fenomen kavitacije,
$to moze uzrokovati povecanu osjetljivost na naknadni PEF tretman i pobolj$anu ekstrakciju
antocijana. U istrazivanju Medina-Meza 1 sur. (2016) pire od malina i borovnica obradivan je
kombiniranom primjenom tretmana iskljucivo redoslijedom tretmana najprije PEF, a zatim
HPU. Ovaj redoslijed tretmana odabran je na temelju pretpostavke kako elektroporacija
uzrokuje manja oSteCenja stani¢nih membrana u usporedbi s kavitacijom tijekom HPU
tretmana, tijekom kojeg se membrane viSe ostecuju (Medina-Meza 1 sur., 2016). Budu¢i da,
prema dosada$njim saznanjima, ne postoje prethodno provedene studije u kojima se
usporedivao utjecaj redoslijeda primjene kombiniranih PEF 1 HPU tretmana na stabilnost
antocijana u sokovima od jagode niti drugim sokovima, dobivene rezultate nije moguce
usporediti s rezultatima drugih istrazivanja, Sto ostavlja prostor za daljnje proucavanje utjecaja
redoslijeda primjene navedenih tretmana u tehnologiji preprekama. Dobivene prosjecne
vrijednosti antocijana dobro su uskladene s rezultatima dvaju istrazivanja Bebek Markovinovi¢
i sur. (2022a i 2022b), u kojima je sadrZaj antocijana za svjeze sokove od jagode sorte ‘Albion'
iznosio 17,84 + 0,31 odnosno 22,08 + 0,47 mg/100 mL.

Skladistenjem soka od jagode pri 4 °C tijekom 7 dana doSlo je do povecanja udjela
antocijana u sokovima tretiranim prvo PEF, a zatim HPU tehnologijom, dok je kod sokova
tretiranih obrnutim redoslijedom tehnologija primije¢en suprotan trend odnosno smanjenje
udjela antocijana. Budu¢i da skladiStenje opéenito nepovoljno utjece na stabilnost antocijana,
smanjenje udjela antocijana za vrijeme skladiStenja sokova tretiranih HPU+PEF tehnologijom
u skladu je s ocekivanjima. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja Tiwari 1
sur. (2008), koji su u soku od jagode tretiranim HPU tehnologijom utvrdili gubitak antocijana
od 10 % tijekom 10 dana skladistenja na 4 °C. Nadalje, sli¢ne rezultate potvrduju i istrazivanja

Bebek Markovinovi¢ 1 sur. (2022a) gdje je skladiStenje soka u trajanju od 7 dana imalo
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statisticki znaCajan ucinak na smanjenje sadrzaja antocijana u HPU tretiranim sokovima.
Gubitak antocijana tijekom skladistenja moze se pripisati oksidaciji, kao i reakcijama
kondenzacije antocijana (Castafieda-Ovando i sur., 2009). Iako povecanje udjela antocijana
tijekom skladiStenja predstavlja pomalo neocekivanu pojavu, isti trend uocen je i u istrazivanju
Bebek Markovinovié i sur. (2022¢) gdje su sokovi od jagoda tretirani PEF tehnologijom tijekom
skladiStenja imali povecan sadrzaj antocijana (29,63 mg/100 mL) u odnosu na sadrzaj
antocijana na pocetku skladistenja (27,35 mg/100 mL). Pozitivan utjecaj skladistenja na sadrzaj
bioaktivnih spojeva poput antocijana moguce je objasniti njihovom naknadnom ekstrakcijom
odnosno istjecanjem citoplazme iz oSteCenih stanica tijekom perioda skladiStenja (Bebek
Markovinovi¢ 1 sur., 2022c).

Promatraju¢i utjecaj vremena procesiranja tijekom PEF tretmana na stabilnost
antocijana pri konstantnim vrijednostima jakosti elektricnog polja 1 frekvencije, moze se uociti
postojanje statisticki znacajnih razlika medu razli¢itim vremenima obrade. Kod tretmana u
kombinaciji PEF+HPU, uz PEF tretiranje od 3 min, uo¢ena je najveca stabilnost antocijana,
dok su pri kra¢em 1 duljem vremenu PEF tretmana antocijani ostali oCuvani u manjoj mjeri. S
druge strane, rezultati multifaktorske analize PEF tretmana u kombinaciji HPU+PEF pokazuju
da se produljenjem PEF tretmana smanjuje stabilnost antocijana. U istraZzivanju Odriozola-
Serrano 1 sur. (2008b) sadrzaj antocijana u sokovima od jagode znacajno je ovisio o vremenu
obrade 1 jakosti elektricnog polja primijenjenog tijekom PEF obrade uzoraka, pri cemu su krace
vrijeme tretmana i veca jakost elektricnog polja doveli do vecée retencije antocijana. Prema
rezultatima istrazivanja Bebek Markovinovic i sur. (2022c) vrijeme trajanja PEF tretmana nije
pokazalo znacajan uCinak na sadrzaj antocijana u sokovima od jagode, dok je povecanje
vremena tretmana s 3 min na 6 min negativno utjecalo na sadrzaj flavonola i kondenziranih
tanina, Sto ukazuje na mogucu degradaciju odredenih bioaktivnih spojeva pri duljem tretmanu.
Medutim, utjecaj pojedinacnih faktora poput trajanja tretmana na promjene antocijana tesko se
moze objasniti zbog sloZenosti kemijskih reakcija koje se odvijaju u sloZzenim sustavima poput
vo¢nih sokova tijekom obrade PEF-om (Odriozola-Serrano i sur., 2009).

Promatrajué¢i isklju¢ivo utjecaj trajanja HPU tretmana u tehnologiji preprekama tijekom
PEF+HPU tretmana, tretman od 5 min rezultirao je najve¢om stabilnoS¢u antocijana, dok je
vrijeme trajanja tretmana od 7,5 min rezultiralo najmanjom stabilno$¢u antocijana. Tijekom
obrnutog redoslijeda tretmana, utjecaj vremena HPU procesiranja na stabilnost antocijana
pokazuje da se produljenjem HPU tretmana smanjuje stabilnost antocijana. Tiwari i sur. (2008)
u svom istrazivanju potvrdili su znacajan ucinak vremena tretmana na smanjenje sadrZaja

antocijana u sokovima od jagoda tretiranin HPU-om. Sli¢ni rezultati zabiljeZzeni su i1 u
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istrazivanju koje su proveli Bebek Markovinovié¢ i sur. (2022a), gdje je dulje trajanje HPU
tretmana (10 min u odnosu na 5 min) takoder imalo negativan u¢inak na sadrzaj antocijana u
sokovima od jagode. Povecanje sadrzaja antocijana pri kra¢im vremenima tretmana moze biti
posljedica poboljsane ekstrakcije pigmenata iz suspendirane pulpe, dok bi razgradnja antocijana
tijekom dulje HPU obrade mogla biti povezana s oksidacijskim reakcijama, potaknutim
interakcijom sa slobodnim radikalima nastalim tijekom procesiranja (Tiwari i sur., 2008).

U¢inci tehnologije preprekama u kombinaciji PEF+HPU proucavani su kombiniranjem
razli¢itih vremena izlozenosti uzoraka PEF 1 HPU tehnologiji. Znacajne razlike u utjecaju na
stabilnost antocijana u sokovima od jagode mogu se uociti uslijed najkra¢eg vremena trajanja
PEF tretmana (1,5 min) uz varijacije u trajanju HPU tretmana od 2,5; 5 i 7,5 min. Prema
dobivenim rezultatima, najbolji ucinak ovih dviju tehnologija postignut je tretmanom 1,5 min
PEF + 2,5 min HPU, dok dulje trajanje HPU tretmana kao sekundarne prepreke negativno utjece
na stabilnost antocijana. Medutim, uz vrijeme trajanja prvotnog PEF tretmana od 3 min 1 iste
varijacije u trajanju naknadnog HPU tretmana, stabilnost antocijana prati neSto drugaciji trend.
U ovom slucaju, dulje trajanje HPU tretmana (5 i 7,5 min) pokazuje bolji utjecaj na stabilnost
antocijana u odnosu na kra¢i HPU tretman (2,5 min). Ovi rezultati ukazuju da je bolja sinergija
utjecaja ovih dviju tehnologija na ekstrakciju i stabilnost antocijana postignuta pri duljim HPU
tretmanima. Nadalje, pri trajanju PEF tretmana od 4,5 min uz varijacije u trajanju HPU
tretmana, najbolji utjecaj na stabilnost antocijana pokazala je kombinacija 4,5 min PEF + 5 min
HPU.

Rezultati postignuti tehnologijom preprekama primijenjenom u obrnutoj kombinaciji
(HPU+PEF) pri konstantnom trajanju prvotnog HPU tretmana od 2,5 min, uz varijacije u
trajanju naknadnog PEF tretmana (1,5 — 4,5 min), ukazuju da dulje trajanje PEF tretmana
nepovoljno utjeCe na stabilnost antocijana. Najpovoljniji utjecaj na stabilnost antocijana
pokazuje kombinacija 2,5 min HPU + 1,5 min PEF. Slian trend uocen je i pri najduljem
trajanju prvotnog HPU tretmana od 7,5 min uz jednake varijacije u trajanju naknadnog PEF
tretmana, gdje je stabilnosti antocijana u najve¢oj mjeri pogodovao tretman 7,5 min HPU + 1,5
min PEF. Medutim, pri trajanju prvotnog HPU tretmana od 5 min uz jednake varijacije u
trajanju naknadnog PEF tretmana nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u utjecaju razli¢itih

vremena trajanja naknadnog PEF tretmana na stabilnost antocijana u sokovima od jagode.
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Tablica 3. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama u kombinaciji

PEF + HPU na stabilnost antocijana u sokovima od jagode

Izvori varijacija n Antocijani (mg/100g)
Skladistenje p<0,01"

0 dana 18 17,72+0,04°
7 dana 18 18,81+0,04%
PEF p<0,01°
1,5 min 12 18,49+0,05°
3 min 12 18,930,052
4,5 min 12 17,37+0,05°
HPU p<0,01
2,5 min 12 18,12+0,05°
5 min 12 19,03+0,05%
7,5 min 12 17,64+0,05°
PEF + HPU p<0,01
1,5 min + 2,5 min 12 19,01+0,06%
1,5 min + 5 min 12 18,51+0,06"
1,5 min + 7,5 min 12 17,96+0,06°
PEF + HPU p=0,05'

3 min + 2,5 min 12 18,71+0,10P
3 min +5 min 12 19,17+0,102
3 min + 7,5 min 12 18,90+0,10%°
PEF + HPU p<0,01
4,5 min + 2,5 min 12 16,64+0,08"
4,5 min + 5 min 12 19,42+0,082
4,5 min + 7,5 min 12 16,05+0,08°
Prosje€na vrijednost 36 18,26+0,03

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05
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Tablica 4. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama u kombinaciji

HPU + PEF na stabilnost antocijana u sokovima od jagode

Izvori varijacija n Antocijani (mg/100g)
Skladistenje p<0,01"

0 dana 18 19,61+0,04%
7 dana 18 18,17+0,04°
HPU p<0,01°
2,5 min 12 19,48+0,05%
5 min 12 18,79+0,05°
7,5 min 12 18,40+0,05°
PEF p<0,01’
1,5 min 12 19,28+0,05%
3 min 12 18,91+0,05°
4,5 min 12 18,48+0,05°¢
HPU + PEF p<0,01
2,5 min + 1,5 min 12 19,80+0,05%
2,5 min + 3 min 12 19,63+0,05°
2,5 min + 4,5 min 12 19,02+0,05°
HPU + PEF p=0,18}

5 min + 1,5 min 12 18,91+0,172
5 min + 3 min 12 18,58+0,172
5 min + 4,5 min 12 18,87+0,172
HPU + PEF p<0,01’
7,5 min + 1,5 min 12 19,130,072
7,5 min + 3 min 12 18,51+0,07°
7,5 min + 4,5 min 12 17,54+0,07¢
Prosje€na vrijednost 36 18,89+0,03

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05
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42. UTIJECAJ TEHNOLOGIJE PREPREKAMA NA ANTIOKSIDACIJSKI
KAPACITET U SOKOVIMA OD JAGODE

U ovom radu, uz utjecaj tehnologije preprekama i uvjeta skladiStenja na stabilnost
antocijana u sokovima od jagode, promatran je i njihov utjecaj na antioksidacijski kapacitet.
Antioksidacijski kapaciteti u uzorcima sokova od jagode odredivani su DPPH i FRAP
metodom. Koristenje nekoliko razlicitih metoda za mjerenje antioksidacijske aktivnosti
omogucuje bolji uvid 1 usporedbu antioksidacijskog kapaciteta izmedu uzoraka, prvenstveno
zbog razli¢itih kemijskih mehanizama na kojima se zasnivaju razliCite metode te razliCitih
mehanizama djelovanja antioksidansa (Ozgen i sur., 2006).

Rezultati dobiveni multivarijantnom analizom prikazani su u tablicama 5 1 6. Prosje¢na
vrijednost antioksidacijske aktivnosti mjerena DPPH metodom za uzorke sokova tretirane
prvotno PEF, a potom HPU tehnologijom iznosila je 293,93 + 0,09 umol/100 g, dok je kod
sokova tretiranih obrnutim redoslijedom tehnologija iznosila 290,24 + 0,11 pmol/100 g.
Suprotan trend zabiljezen je kod FRAP metode, gdje je za uzorke sokova tretirane prvotno PEF,
a potom HPU tehnologijom prosje¢na vrijednost iznosila 852,41 + 5,42 umol/100 g, a kod
sokova tretiranih obrnutim redoslijedom tehnologija 926,18 + 5,51 umol/100 g. Rezultati koji
se odnose na antioksidacijsku aktivnost istih uzoraka mjereni razli¢itim metodama za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti mogu se ponekad razlikovati zbog razli¢ite osjetljivosti
ovih metoda na iste bioaktivne spojeve voc¢a (Hartmann i sur., 2008). Rezultati dobiveni FRAP
metodom ukazuju da je antioksidacijskom kapacitetu vjerojatno vise pogodovao slijed tretmana
HPU+PEF, $to je u suglasju s prethodno utvrdenim trendom prema kojemu i stabilnosti
antocijana bolje pogoduje ukoliko se najprije primjenjuje HPU, a potom PEF tretman.

Promatrajuéi utjecaj skladiStenja pri 4 °C, rezultati analize uzoraka sokova tretiranih
tehnologijom preprekama u kombinaciji PEF+HPU ukazuju na smanjenje antioksidacijskog
kapaciteta mjerenog DPPH i FRAP metodom za 4 % odnosno 3 % nakon sedmog dana
skladiStenja. Smanjenje antioksidacijskog kapaciteta primjetno je i u uzorcima sokova
tretiranim obrnutim redoslijedom tehnologija. Smanjenje antioksidacijskog kapaciteta tijekom
skladiStenja povezano je s izrazitom tendencijom polifenola da stupaju u reakcije
polimerizacije, kojima se smanjuje dostupnost hidroksilnih skupina. Kada stupanj
polimerizacije dosegne kriticnu vrijednost, povecana molekularna kompleksnost i stericnost
smanjuju raspoloZivost hidroksilnih skupina DPPH radikalima, $to posljedi¢no dovodi do
opadanja antioksidacijskog kapaciteta (Pinelo i sur., 2004). U istrazivanju Odriozola-Serrano i

sur. (2008a) antioksidacijski kapacitet soka od jagode tretiranog PEF tehnologijom takoder
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pokazuje opadajuci trend tijekom skladiStenja na 4 °C. Nakon skladiStenja 7 dana na 4 °C,
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta mjerene DPPH i ABTS metodom bile su vise u
tretiranim sokovima u usporedbi sa svjezim sokom, iako je svjezi sok od jagode u pocetku imao
najveci antioksidacijski kapacitet. Stoga autori konstatiraju da prerada ne igra vaznu ulogu
samo u dobivanju sigurnih i stabilnih sokova, ve¢ takoder pomaZze u odrzavanju njihovog
antioksidacijskog potencijala tijekom skladistenja (Odriozola-Serrano i sur., 2008a). Nasuprot
utvrdenom opadaju¢em trendu, Yildiz i sur. (2021b) u svojem istrazivanju izvijestili su o
povecanju antioksidacijske aktivnosti u ranim fazama skladistenja za sokove od jagode tretirane
razli¢itim postupcima, ukljucuju¢i sokove obradene ultrazvukom i1 PEF-om. Porast
antioksidacijske aktivnosti popracen je 1 porastom ukupnih fenola u ranim fazama skladiStenja,
dok se antioksidacijska aktivnost obradenih uzoraka soka od jagoda smanjila u kasnijim fazama
skladiStenja u skladu sa smanjenim sadrzajem ukupnih fenola i1 antocijana (Yildiz 1 sur. 2021b).

Promatraju¢i samo PEF tretman u tehnologiji preprekama u kombinaciji PEF+HPU,
moze se uocCiti postojanje statisticki zna€ajnih razlika izmedu antioksidacijskih kapaciteta
uzoraka tretiranih tijekom razliitih vremena. Antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH
metodom kod PEF tretmana u kombinaciji PEF+HPU, ukazuje da je dulje trajanje PEF tretmana
rezultiralo najve¢im antioksidacijskim kapacitetom, dok je antioksidacijska aktivnost mjerena
FRAP metodom najvecéa pri trajanju tretmana od 3 min. S druge strane, prema rezultatima
dobivenim DPPH metodom za obrnutu kombinaciju tretmana, najdulje trajanje PEF tretmana
(5 min) rezultiralo je najve¢im antioksidacijskim kapacitetom. Za antioksidacijsku aktivnost
uzoraka odredivanu FRAP metodom nije utvrden statisticki znaCajan utjecaj vremena trajanja
PEF tretmana. Dobiveni rezultati opre¢ni su rezultatima istrazivanja Odriozola-Serrano i sur.
(2008a) u kojemu su autori primijetili zna¢ajno smanjenje antioksidacijskog kapaciteta soka od
jagode s pove¢anjem vremena trajanja PEF tretmana (100 - 2000 ps) i jakosti elektri¢énog polja
(20 - 35 kV/cm).

Promatrajué¢i isklju€ivo utjecaj vremena procesiranja HPU tehnologijom tijekom
PEF+HPU tretmana, antioksidacijska aktivnost mjerena DPPH metodom najvisa je tijekom
najduljeg vremena tretmana (7,5 min), dok su rezultati dobiveni FRAP metodom suprotni te
ukazuju da je antioksidacijska aktivnost tijekom najduljeg vremena HPU tretmana najmanja.
Pozitivni u€inci produljenog vremena tretmana ultrazvukom uoceni su i u istraZivanju koje su
proveli Zou i Hou (2017) na uzorcima soka borovnice, uz intenzitet ultrazvuka od 0,5 W/cm? i
frekvenciju 40 kHz tijekom 20, 40 i 60 min. Povecanje antioksidacijske aktivnosti tijekom
produljenog vremena ultrazvu¢nog tretmana mogucée je pripisati povecanju sadrzaja

polifenolnih spojeva, uslijed njihovog povecanog otpustanja u sok od borovnice (Zou i Hou,
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2017). Tijekom obrnute kombinacije tretmana, trajanje HPU tretmana od 5 min pokazalo je
najbolji utjecaj na antioksidacijsku aktivnost DPPH metodom, dok je antioksidacijska aktivnost
mjerena FRAP metodom najvisa tijekom najkraéeg vremena tretmana (2,5 min). Gubitak
antioksidacijske aktivnosti uslijed duljeg trajanja HPU tretmana prvenstveno se moze pripisati
smanjenom sadrzaju polifenolnih spojeva nakon tretmana ultrazvukom. Slobodni radikali
generirani akusticnom kavitacijom potencijalno mogu oksidirati polifenolne spojeve, ¢ime bi
se uvelike smanjio njihov doprinos antioksidacijskom kapacitetu sokova (Bursa¢ Kovacevic i
sur., 2019).

Pri trajanju PEF tretmana od 1,5 min uz varijacije u trajanju HPU tretmana od 2,5; 5 i
7,5 min, uocene su znacajne razlike u utjecaju na antioksidacijsku aktivnost u sokovima od
jagode mjerenu DPPH metodom. Prema dobivenim rezultatima, najbolji u€inak ovih dviju
tehnologija postignut je tretmanom 1,5 min PEF + 7,5 min HPU, dok krace trajanje HPU
tretmana odnosno kombinacija tretmana 1,5 min PEF + 2,5 min HPU rezultira najmanjim
antioksidacijskim kapacitetom. Nadalje, uz dulje vrijeme trajanja prvotnog PEF tretmana (3
min) i iste varijacije u trajanju naknadnog HPU tretmana, najbolji utjecaj na antioksidacijski
kapacitet odredivan DPPH metodom pokazale su kombinacije tretmana s najkra¢im i najduljim
trajanjem naknadnog HPU tretmana. Za antioksidacijsku aktivnost odredivanu FRAP metodom
nije utvrden statisticki znacajan utjecaj kod prethodno navedenih uzoraka. Tehnologija
preprekama u kombinaciji najduljeg trajanja PEF tretmana (4,5 min) uz varijacije u trajanju
HPU tretmana, pokazala je bolji utjecaj na antioksidacijsku stabilnost odredivanu FRAP
metodom pri kra¢im vremenima naknadnog HPU tretmana. U ovom slucaju, rezultati dobiveni
DPPH metodom ne pokazuju statisticki znacajan utjecaj varijacija vremena naknadnog HPU
tretmana na antioksidacijsku aktivnost tretiranih uzoraka.

Pri konstantnom trajanju prvotnog HPU tretmana od 2,5 min i varijacije u trajanju
naknadnog PEF tretmana od 1,5; 3 i 4,5 min, najkrace trajanje naknadnog PEF tretmana
pokazalo je nepovoljniji utjecaj na antioksidacijski kapacitet odredivan FRAP metodom u
odnosu na dulje PEF tretmane. Nasuprot tomu, pri trajanju prvotnog HPU tretmana od 5 min
uz jednake varijacije u trajanju naknadnog PEF tretmana, rezultati ukazuju da trajanje PEF
tretmana od 1,5 min bolje utjece na antioksidacijski kapacitet u odnosu na dulje naknadne PEF
tretmane. Pri trajanju prvotnog HPU tretmana od 7,5 min nije uoCena statisticki znacajna razlika
u utjecaju razli¢itih vremena trajanja naknadnog PEF tretmana na antioksidacijski kapacitet
odredivan FRAP metodom. Za redoslijed tretmana HPU+PEF u okviru tehnologije preprekama,
rezultati dobiveni DPPH metodom ne pokazuju statisti¢ki znacajan utjecaj na antioksidacijsku

aktivnost tretiranih uzoraka ni za jednu kombinaciju razli¢itih vremena trajanja tretmana.
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Tablica 5.

Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama u kombinaciji
PEF + HPU na antioksidacijski kapacitet u sokovima od jagode

Izvori varijacija n PP FRAP
(pmol/100g) (nmol/100g)

Skladistenje p=<0,01* p=0,02f

0 dana 18 299,300,132 866,54+7,66°
7 dana 18 288,57+0,13° 838,29+7,66°
PEF p<0,01* p<0,01*
1,5 min 12 292,77+0,15° 830,50+9,38°
3 min 12 294,69+0,15 879,81+9,38°
4,5 min 12 294,34+0,15% 846,92+9,38°
HPU p<0,01° p<0,01*
2,5 min 12 293,54+0,15° 854,81+9,38°
5 min 12 293,62+0,15° 877,46+9,38°
7,5 min 12 294,64+0,15° 824,96+9,38°
PEF + HPU p<0,01° p=0,78*
1,5 min + 2,5 min 12 290,94+0,22° | 840,84+17,48
1,5 min + 5 min 12 293,09+0,22° | 825,53+17,48°
1,5 min + 7,5 min 12 294,30+0,22° | 825,14+17,48
PEF + HPU p<0,01° p=0,09*

3 min + 2,5 min 12 294,94+0,25° | 836,05+19,66
3 min + 5 min 12 293,64+0,25" | 895,61+19,66°
3 min + 7,5 min 12 295,48+0,25° | 907,78+19,66
PEF + HPU p=0,36* p<0,01"
4,5 min + 2,5 min 12 294,750,322 887,54+9,99°
4,5 min + 5 min 12 294,130,322 911,25+9,99°
4,5 min + 7,5 min 12 294,15+0,322 741,97+9,99°
Prosje¢na vrijednost 36 293,93+0,09 852,41+5,42

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05

39



Tablica 6.

Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama u kombinaciji
HPU + PEF na antioksidacijski kapacitet u sokovima od jagode

Izvori varijacija n PP FRAP
(pmol/100g) (nmol/100g)

Skladistenje p=<0,01* p=0,03"

0 dana 18 292,8620,15° 940,18+7,79
7 dana 18 287,62+0,15° 913,44+7,79°
HPU p=<0,01* p<0,01*
2,5 min 12 289,81+0,19° 961,62+9,542
5 min 12 290,96+0,19° 905,76+9,54°
7,5 min 12 289,95+0,19° 913,06+9,54°
PEF p<0,01* p=0,28*
1,5 min 12 290,12+0,19° 931,60+9,54°
3 min 12 289,70+0,19° 934,81+9,542
4,5 min 12 290,91+0,19° 914,039,542
HPU + PEF p=0,82* p=0,05
2,5 min + 1,5 min 12 289,55+0,32° | 918,05+16,33"
2,5 min + 3 min 12 289,79+0,32° | 981,50+16,33°
2,5 min + 4,5 min 12 290,08+0,32° | 985,32+16,33?
HPU + PEF p=0,82* p=0,02"

5 min + 1,5 min 12 290,87+0,32° | 951,30+13,70°
5 min + 3 min 12 289,88+0,32° | 883,21+13,70°
5 min + 4,5 min 12 292,14+0,32° | 882,76+13,70°
HPU + PEF p=0,82* p=0,10*
7,5 min + 1,5 min 12 289,93+0,32° | 925,44+19,10°
7,5 min + 3 min 12 289,42+0,32° | 939,74+19,10°
7,5 min + 4,5 min 12 290,50+0,32° | 874,00+19,10°
Prosje¢na vrijednost 36 290,24+0,11 926,1845,51

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedenog istrazivanja i obrade dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Sok od jagode moze se smatrati funkcionalnom hranom obzirom na visok udio

antocijana i znac¢ajan antioksidacijski kapacitet.

2. Razmotri li se slijed primijenjenih tehnologija, na stabilnost antocijana bolje utjece
redoslijed tretmana HPU+PEF u odnosu na PEF+HPU. Isti trend pokazuju i rezultati
vezani uz antioksidacijsku aktivnost dobiveni FRAP metodom.

3. Skladistenjem sokova od jagode pri 4 °C tijekom 7 dana dosSlo je do povecanja udjela
antocijana u sokovima tretiranim prvo PEF, a zatim HPU tehnologijom, dok je kod
sokova tretiranth obrnutim redoslijedom tehnologija primije¢eno smanjenje udjela
antocijana. Rezultati analize utjecaja skladiStenja na antioksidacijski kapacitet uzoraka
ukazuju na smanjenje antioksidacijskog kapaciteta neovisno o0 primijenjenom

redoslijedu tretmana.

4. Kombinacije PEF+HPU i HPU+PEF tretmana u konceptu tehnologije preprekama
primijenjene u varijaciji 3 razli¢ita vremena obrade generalno pokazuju statisticki
znacajne razlike (p<0,05) i razli¢ite trendove s obzirom na utjecaj razli¢itih vremena
tretmana na stabilnost antocijana i antioksidacijske aktivnosti. Ipak, uo¢eno je da kraci
tretmani obrade povoljnije utjeCu na stabilnost antocijana i antioksidacijski kapacitet u

sokovima od jagode.
5. Tehnologija preprekama, kao inovativni koncept prerade, s odabranim tehnologijama

PEF 1 HPU moZe se smatrati odrZzivom tehnologijom koja ima Siroku perspektivu

primjene u preradi funkcionalnih sokova od jagode.
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