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1. UVOD

Jagode su jedna od omiljenijih voénih vrsta medu potrosa¢ima zbog svojih primamljivih
senzorskih karakteristika, niskokalori¢ne su, te su bogat izvor bioaktivnih spojeva kao $to su polifenoli
koji povoljno utjeCu na zdravlje potroSaca i mogu pomoci u prevenciji razli¢itih tipova oboljenja. Zbog
svog kemijskog sastava i visokog udjela vode, jagode su kratkog roka trajanja te dozrijevaju u svega
nekoliko tjedana u nasem podrucju, a kako bi se mogle konzumirati tijekom cijele godine potrebno ih je
zamrznuti ili preraditi u sokove, pekmeze ili zelirane proizvode.

Vo¢ni sokovi nakon proizvodnje prolaze i proces pasterizacije kako bi se osigurala mikrobioloska
kvaliteta i produljio rok trajanja tijekom skladiStenja. Izlaganjem vo¢nih sokova poviSenim
temperaturama dolazi do naruSavanja senzorskih svojstava, ali i degradacije bioaktivnih spojeva koji
proizvodu osiguravaju ,,funkcionalni* znacaj. Sve je viSe znanstvenih istraZivanja usmjereno na primjenu
netoplinskih tehnologija u obradi voénih sokova s ciljem proizvodnje mikrobioloski sigurnih proizvoda
s produljenim rokom trajanja, koji su minimalno procesirani uz o¢uvana izvorna senzorska i nutritivna
svojstva. Tehnologija preprekama kombinira razlicite prepreke (npr. pH, aktivitet vode (aw), inovativne
tehnologije kao $to su ultrazvuk visoke snage (engl. High Power Ultrasound, HPU) i pulsirajuce
elektri¢no polje (engl. Pulsed Electric Field, PEF) te dr. koje mikroorganizmi ne mogu ,,prijec¢i® te se
primjenom ove tehnologije moze osigurati zdravstvena ispravnost, uz ocuvanje nutritivne i bioloske
vrijednosti. lako ovaj tehnoloski koncept jos nije implementiran u industrijski sektor, rezultati najnovijih
istraZivanja obecavaju Siru primjenu i inovativni pristup u o¢uvanju kvalitete vo¢nih proizvoda u skladu
s kruznim gospodarstvom.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj tehnologije preprekama tj. kombinacije ultrazvuka
visoke snage i pulsirajuceg elektricnog polja u ovisnosti o slijedu primjene (PEF + HPU i HPU + PEF) i
vremenu obrade na stabilnost polifenolnih spojeva u sokovima od jagode. Stabilnost polifenolnih spojeva
ispitana je i u sokovima skladiStenim 7 dana pri 4 °C kako bi se utvrdio potencijal odabrane tehnologije

preprekama u proizvodnji funkcionalnog soka od jagode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. NETOPLINSKE TEHNOLOGIJE U OBRADI VOCNIH SOKOVA

Poznato je da prehrana bogata vo¢em i1 povréem ima pozitivan u¢inak na zdravlje 1 opce stanje
ljudi zbog djelovanja raznih sastojaka od kojih se sastoje, kao sto su polifenoli, karotenoidi, tokoferoli,
vitamini, minerali, dijetalna vlakna i drugi (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2020). Zadnjih je godina
konzumacija voca i povrca u padu te se veca konzumacija sve vise promovira zbog njihove dobrobiti na
zdravlje populacije od strane vlada drzava i ne-vladinih organizacija, a kao primjer moze se navesti
Europska Unija tj. Republika Hrvatska u kojoj Ministarstvo poljoprivrede u suradnji s drugim
ministarstvima i organizacijama donosi Nacionalnu strategiju za provedbu Skolske sheme voéa i povréa
te mlijeka i mlije¢nih proizvoda od Skolske godine 2023./2024. do skolske godine 2028./2029. koja
promice uravnotezenu prehranu i zdrave prehrambene navike djece u vrti¢ima i Skolama (Ministarstvo
poljoprivrede, 2023). Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje dnevnu konzumaciju od 5 porcija
voca i povréa (WHO, 2003). Prema provedenim istrazivanjima koji su objavili Eurostas i Hrvatski zavod
za javno zdravstvo, u Republici Hrvatskoj u 2019. godini 1 od 4 osobe odnosno 28 % ispitanika se
izjasnilo da ne konzumira voée ili povrée svakodnevno, a samo 10 % ih je konzumiralo preporucenih 5
porcija ili vise svakoga dana. U prosjeku je 62 % ispitanika reklo je da je jelo izmedu 1 i 4 porcije voca
i povréa dnevno (HZJZ, 2021).

U svijetu se u zadnjih par godina svjeze vocée i povrée sve vise konzumira u obliku cijedenih
sokova, smoothie napitaka te fermentiranih pi¢a (Skegro i sur., 2021). Kvaliteta voénih sokova ovisi o
fizikalnim, organolepti¢kim, mikrobioloskim aspektima i enzimskoj aktivnosti. Rok trajanja proizvoda
moze biti skracen zbog djelovanja enzima kao $to su peroksidaze, polifenol oksidaze, f-glukozidaze i
drugi, ali i rasta mikroorganizama i/ili oksidacijskih reakcija. Kako bi se inaktivirali enzimi, ali i
osigurala zdravstvena ispravnost, vo¢ni sokovi se tradicionalno konzerviraju toplinskom obradom (Igbal
i sur., 2019). Visoka temperatura ipak negativno djeluje na bioaktivni sastav, ali i na parametere boje te
senzorska obiljezja, stoga zadnjih nekoliko godina raste interes za primjenom netoplinskih nacina
konzerviranja (Putnik i Bursa¢ Kovacevi¢, 2021). U netoplinske postupke ubrajaju se tretmani visokim
tlakom (engl. High Pressure Processing, HPP), hladna atmosferska plazma, obrada inertnim plinom,
membranski procesi, zracenje, PEF, HPU i dr. Iako se netoplinski tretmani ¢ine manje invazivnim od
toplinskih, sam ucinak ovisi o matriksu hrane koja se obraduje (Alves Filho i sur., 2016), te je stoga
potrebno odabrati najprikladniji netoplinski postupak uz validirane uvjete prerade kako bi se zadrzali svi

hranjivi sastojci i izvorna organolepticka svojstva (Koutchma i sur., 2016).



2.2. TEHNOLOGIJA PREPREKAMA (engl. Hurdle concept) — NOVI PRISTUP ZA
POBOLJSANU KVALITETU I SIGURNOST HRANE

Danas su kvaliteta i sigurnost hrane kako za proizvodace, tako i za potroSace, vrlo vazne stavke
u proizvodnji i manipulaciji hranom jer opasnosti koje se mogu prenositi hranom uzrokuju velike
gospodarske gubitke proizvoda¢ima, trgovackim lancima pa i samim kupcima. Prehrambena industrija
ulaze velike napore kako bi sigurnost hrane svela na najve¢u moguéu razinu (Jurica i sur., 2021). Prilikom
rjeSavanja problema povezanih sa sigurno$¢u hrane prehrambena industrija se oslanja na
konvencionalne, ali i novije tehnologije vode¢i pri tom rauna na njihov utjecaj na kvalitetu hrane,
hranjive sastojke te njezina organolepti¢ka svojstva. Opasnosti koje narusavaju sigurnost hrane dijele se
na fizicke, kemijske i bioloske. U bioloske opasnosti se ubrajaju patogene bakterije, virusi, paraziti i
gljivice, a predstavljaju najznacajnije opasnosti jer kod ljudi uzrokuju vecinu bolesti koje se prenose
putem hrane (Khan i sur., 2016). Odredeni mikroorganizmi u hrani izazivaju negativne promjene hrane
tj. uzrokuju kvarenje hrane, a mogu proizvoditi i opasne toksine. Neke od konvencionalnih tehnika
Cuvanja hrane (slika 1) su smrzavanje, hladenje, smanjenje aktiviteta vode poput susenja, pasterizacije,
fermentacije te dodataka antimikrobnih sredstava. Takoder, sve viSe se primjenjuju inovativne
tehnologije procesiranja hrane kao $to su ohmsko zagrijavanje, zraéenje, mikrovalovi i drugo, a utvrdeno
je da mogu poboljsati sigurnost i produljiti rok trajanja uz minimalno naruSavanje izvorne kvalitete.

Potrosaci su danas sve vise zainteresirani za minimalno procesirane proizvode bez aditiva,
poboljsane sigurnosti 1 duzeg roka trajanja, uz zadrzavanje bioloskih i funkcionalnih svojstava (Granato
i sur., 2019). Zbog tih ¢injenica, prehrambena industrija kombinira razli¢ite tehnologije u preradi hrane
odnosno koristi takozvani koncept ,tehnologije preprekama“ primjenjujuci to¢no definirani slijed
procesnih prepreka koje prisutni mikroorganizmi ne mogu ,,prijeé¢i” (Herceg i sur., 2009). Cilj primjene
,tehnologije preprekama® jest istovremeno poboljSanje nutritivne i senzorske kvalitete te poboljSanje
sigurnosti hrane (Rahman, 2015). Glavna prednost uporabe ,tehnologije preprekama® koju ¢ine
kombinacije razli¢itih tehnologija ogleda se u Sinergistickom uéinku razli¢itih mehanizama kojima se
postize konzervirajuci uc¢inak (Rahman, 2015). Neke od uspje$nijih kombinacija razli¢itih tehnologija
protiv patogenih mikroorganizama i mikroorganizama koji uzrokuju kvarenje su: PEF i toplinski procesi,
visoki tlak i toplinski procesi, ozon i toplinski procesi, UV svjetlo i radio frekvencija, mikrovalovi i y-
zracenje itd. (Khan i sur., 2016). Kombinacijom prepreka svaki se pojedinacni proces moze provoditi u
znatno blazim uvjetima nego kada bi se primjenjivao zasebno, a dobiveni proizvod se moze smatrati

mikrobioloski stabilnim jer prisutni mikroorganizmi ne mogu prevladati prepreke (Putnik i sur., 2020).



Slika 1. Konvencionlne i inovativne tehnologije procesiranja hrane (prema Khan i sur., 2016)

2.3. TEHNOLOGIJA PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) U TEHNOLOGIJI
PREPREKAMA

PEF je netoplinska tehnologija obrade hrane kojoj je jedna od znacajki inaktivacija
mikroorganizama i enzima, a moze posluziti kao alternativa toplinskoj pasterizaciji (Garcia-Garcia i sur.,
2015). Takoder, moze se koristiti i za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog i/ili animalnog materijala
(Koubaa i sur., 2018). Uobicajeno se koristi za tretiranje tekucih proizvoda kao §to su voéni sokovi,
mlije¢ni proizvodi, tekuca jaja i alkoholna pi¢a (Dziadek i sur., 2019). Ovisno o primijenjenim procesnim
parametrima, kao Sto su snaga elektricnog polja ili broj pulseva, djelovanje PEF-a moze uzrokovati
razliCite efekte i stoga se Koristiti u razli¢ite svrhe (Gabric i sur., 2017; Yu i sur., 2015). Elektri¢no polje
ovisi o elektricnom potencijalu, razmaku izmedu elektroda i obliku vala, te Sirini pulsa. Takoder, tretman
PEF-om ovisi o parametrima reaktora i medija koji se tretira. Hrana koja se nalazi izmedu dviju elektroda
se izlaze kratkim pulsevima (< 10 ms) elektriénog polja visokog napona (0,1 - 50 kV cm™). lako
mehanizam djelovanja na stani¢noj razini jo$ uvijek nije pouzdano definiran, najucestalije objasnjenje
mehanizma je potkrijepljeno fenomenom elektroporacije i elektropermeabilnosti staniéne membrane pri
¢emu dolazi do pojave oSte¢enja membrane nastajanjem (i)reverziblinih ruptura kao rezultat djelovanja
vanjskog elektri¢nog polja (Salehi, 2020a; Herceg i sur., 2009). PEF inducira elektrokemijske reakcije
bioloskih makromolekula tako $to dolazi do polarizacije i promjene u njihovoj mikrostrukturi i

funkcijskim svojstvima. Dolazi do povecanja propusnosti membrane $to je posljedica destabilizacije
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lipidnog dvosloja i proteinskih kanala nastajanjem nanopora (Kostelac i sur., 2020). Istrazivanja
usmjerena na ispitivanje utjecaja pulsirajuceg elektri¢nog polja visokog intenziteta (engl. High Intesity
Pulsed Electric Field, HIPEF) na redukciju mikroorganizma pokazuju da je utjecaj slican utjecaju
toplinske pasterizacije tj. dolazi do njihovog unistenja, no za razliku od pasterizacije, pri HIPEF tretmanu
degradacija arome, vitamina i drugih nutrijenata je evidentna u znatno nizem stupnju (Espachs-Barroso
i sur., 2003). Provedena su i istrazivanja utjecaja PEF tretmana na stabilnost enzima u vo¢nim sokovima
te su zabiljeZeni rezultati inaktivacije razli¢itih enzima u soku od jagode, jabuke, lubenice i citrusnim
sokovima (Roobab i sur., 2022).

Rezultati nekih studija koje su upotrebljavale PEF tijekom proizvodnje soka ukazuju da njegovo
djelovanje moze rezultirati veéim udjelom vitamina i polifenolnih spojeva u usporedbi s
konvencionalnim postupcima proizvodnje (Nowosad i sur., 2021). Takoder, u usporedbi s drugim
toplinskim tehnologijama obrade, neke od prednosti PEF-a su skrac¢eno vrijeme procesiranja, niza
temperatura procesiranja, poboljsana ekstrakcija polifenola i dr. (Salehi, 2020a). Ipak, ekonomi¢nost PEF
tretmana u industriji sokova jos uvijek je u razmatranju. Prema industrijskim procjenama, ukupni trosak
za pasterizaciju jedne litre soka iznosi oko 0,04 $, dok za obradu PEF-om iznosi oko 0,056 $, no trosak
varira ovisno o proizvodu koji se obraduje i primijenjenim procesnim parametrima (Sampedro i sur.,
2013).

Sok od jagode tretiran HIPEF-om pokazuje zadrzavanje antioksidacijskog kapaciteta od 75 do
100 % u odnosu na netretirani sok ¢iji antioksidacijski kapacitet iznosi 38,5 %, a mjerenje se provodilo
DPPH metodom (Odriozola-Serrano i sur, 2009). Procesiranje PEF-om ne samo da moze osigurati
mikrobiolosku sigurnost i stabilnost sokova u usporedbi s toplinskim tretmanima procesiranja, ve¢ se
mogu osigurati i proizvodi s vis§im udjelom antioksidacijskih spojeva (Narendar i sur., 2018). HIPEF
tretmanom moze se sacuvati prvotna boja soka od jagode te reducirati njezino posmedivanje tijekom
skladistenja u odnosu na sokove tretirane konvencionalnim na¢inom (Aguilé-Aguayo i sur., 2009).

PEF ipak djeluje samo na vegetativne stanice mikroorganizama, dok njegovo djelovanje na spore
nije u¢inkovito (Kempkes, 2017), a kako bi se postigla zadovoljavajuca sigurnost proizvoda PEF se moze
kombinirati s drugim procesima konzerviranja. PEF je moguce kombinirati s manotermosonifikacijom,
toplinom uz dodatak antimikrobnih aditiva, bakteriocinima, UV svjetlom, ultrazvukom itd. (Putnik i sur.,
2020). Zaklju¢no, PEF ima sve ve¢i utjecaj u proizvodnji voénih sokova kao ucinkovita netoplinska,
Cista i zelena tehnologija za proizvodnju sokova s o¢uvanom izvornom bojom, senzorskim i nutritivnim
svojstvima te poboljSanom sigurnosti i stabilnosti (Roobab i sur., 2022). U skladu s HACCP propisima
0 sokovima (21 CFR 120) Americke agencije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration,

FDA) (2021), PEF se moze koristiti za komercijalnu pasterizaciju sokova. Preradivac¢i sokova moraju
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osigurati adekvatne sanitarne uvjete i dobru proizvodacku praksu (engl. Good Manufacturing Practice,
GMP) tijekom proizvodnje sokova tretiranin PEF-om. Tretman treba zadovoljiti standard izvedbe koji
rezultira redukcijom mikrobne populacije od 5 log prema najotpornijem patogenu koji je prisutan u soku.
Smanjenje od 5 log moze se posti¢i isklju¢ivo PEF-om ili kombinacijom s drugim tehnologijama

smjesStenim u istom objektu.

2.4. TEHNOLOGIJA ULTRAZVUKA VISOKE SNAGE (HPU) U TEHNOLOGIJI
PREPREKAMA

U zadnjem desetlje¢u provodi se sve veci broj istrazivanja o primjeni ultrazvuka visoke snage u
obradi hrane. HPU se ubraja u grupu inovativnih netoplinskih tehnologija u obradi hrane, a uvrstava se i
u zelenu tehnologiju jer nema Stetnog utjecaja na okolis. U prehrambenoj industriji koriste se dvije vrste
ultrazvuka: ultrazvuk visoke snage i niske frekvencije, te ultrazvuk niske snage i visoke frekvencije.
Raspon frekvencije HPU je od 16 do 100 kHz. Mehanizam djelovanja HPU temelji se na pojavi kavitacije
koja moze dovesti do fizikalnih i kemijskih promjena materijala.

U teku¢em mediju djelovanjem HPU nastaje longitudinalni val te dolazi do naizmjeni¢ne
promjene tlaka, odnosno faze kompresije i ekspanzije (Herceg i sur., 2009) sto dovodi do pojave
kavitacije. Prilikom kavitacije dolazi do formiranja mjehuric¢a plina u mediju ¢iji volumen iz ciklusa u
ciklus raste do kriti¢ne veli¢ine. U trenutku kada se dosegne kriti¢na veli¢ina dolazi do kondenzacije pare
i implozije mjehurica te se molekule sudaraju velikom brzinom prilikom ¢ega nastaju tzv. sok valovi.
Sok valovi uzrokuju vrlo visoke temperature (do 5500 K) i tlakove (do 100 MPa). Nastajanje kavitacije
ovisi o karakteristikama ultrazvuka (frekvenciji, intenzitetu), svojstvima proizvoda (viskoznosti, gustoci
I povrsinskoj napetosti) i okolnim uvjetima (temperaturi, tlaku i vlaznosti) (Brn¢ic¢ i sur., 2009). HPU se
primjenjuje u eliminaciji mikroorganizama, a njegov ucinak se zasniva na narusavanju strukture stanica,
lokalnom zagrijavanju i stvaranju slobodnih radikala (Dubrovi¢, 2012). Ultrazvuk moze poboljsati
konzistenciju soka (prividnu viskoznost), boju, bolje prihvac¢anje proizvoda sa aspekta senzorike od
strane potrosaca te stabilnost bioaktivnih spojeva (Rojas i sur., 2017).

Procesiranje ultrazvukom ima mnogo potencijala u obradi voénih sokova npr. od jabuke, narance,
jagode i breskve jer njegovom primjenom dolazi do inaktivacije enzima kao $to su poligalakturonaze i
polifenol oksidaze, produljuje se rok trajanja i poboljSava kvaliteta (Salehi, 2020b). Princip enzimske
inaktivacije opisan je s dva mogu¢a mehanizma: (i) degradacija polimera zbog kavitacije (Gronroos i
sur., 2004) i (ii) fenomen nestabilnosti koji se javlja zbog vezanja slobodnih radikala na supstrat enzima

Sto rezultira nestabilno$¢u enzima i gubitkom njegove aktivnosti (Cruz i sur., 2006). Slobodni radikali
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nastali zbog sonolize vode ,,napadaju“ odredena mjesta kao §to su disulfidne veze koje destabiliziraju
konformaciju enzima i mogu oksidirati ostatke aminokiselina kao $to su triptofan, tirozin, histidin i
cistein koji su odgovorni za kataliticku aktivnost i stabilnost enzima (Cheng i sur., 2013.; Terefe i sur.,
2009). Kavitacija uzrokuje promjene temperature, tlaka i povecava smicni stres u enzimskom okruzenju
Sto rezultira razgradnjom vodikovih i van der Waalsovih veza i posljedi¢no gubitkom aktivnosti enzima
(Islam i sur., 2014.; Sala i sur., 1995).

Simunek i sur. (2013) u svom su istrazivanju utvrdili kako ultrazvukom (snaga: 600 W,
frekvencija: 20 kHz, amplituda: 60, 90 i 120 um, temperatura: 20, 40 i 60 °C, vrijeme: 3, 6 i 9 min)
tretirani sok i nektar od jabuke imaju bolju senzorsku prihvatljivost od onih tretiranih pasterizacijom
(temp. 80 °C u vremenu od 2 min). Prema rezultatima istrazivanja Tomadoni i sur. (2017) primjena HPU
nije utjecala na fizikalno-kemijske parametre soka od jagode te njegova primjena nije djelovala
destruktivno na antioksidacijske spojeve u soku od jagode. Provedene studije ukazuju da HPU tretman
(40 kHz, 250 W, 4 °C, 20 min) ne utjece na parametre boje voca i povréa, ve¢ 0n0 moze sprijeciti gubitak
boje tijekom skladistenja (Lafarga i sur, 2019).

Ultrazvuk se pokazao ucinkovitim u postizanju smanjenja mikroorganizama za 10° tj. 5 log
decimalne mikrobne redukcije prema regulativi FDA za vo¢ne sokove, stoga se moze smatrati
alternativom za pasterizaciju (Patil, 2009). Ipak, tretman ultrazvukom moze imati i neke negativne
posljedice po kvalitetu vo¢nih sokova, stoga rezultati novijih istrazivanja upucuju da se moze kombinirati
s nekim drugim tehnologijama (Mahmoud i sur., 2022). Kombinirati se mogu tradicionalne metode
konzerviranja kao $to je djelovanje povisene temperature i/ili tlaka te dodatak antimikrobnih aditiva, ali
je 1 sve ucestalija kombinacija s novijim netoplinskim metodama kao §to su ultraljubicasto svjetlo i

pulsirajuce svjetlo, PEF, HPP i drugi (Granato i sur., 2019)

2.5. JAGODA KAO FUNKCIONALNA HRANA

Jagoda (Fragaria ananassa x Duch.) je poznata kao ,,kraljica voca“ te je njezin uzgoj rasiren po
cijelom svijetu. Njezini plodovi bogat su izvor hranjivih tvari kao §to su Seceri, bioaktivni spojevi,
vitamini i minerali §to ju svrstava u voénu vrstu s funkcionalnim svojstvima. Medu potrosa¢ima omiljena
je vocna vrsta zbog svog privlaénog izgleda (crvene boje), slatkog okusa i bogate arome. Pripada u
porodicu Rosaceae-a. Niskokalori¢na je sa svega 32 kcal 100 g? te sadrzi preko 80 % vode. Prema
nutritivnoj bazi podataka USDA-a (engl. United States Department of Agriculture) 100 g svjezih jagoda
sadrzi 90,8 g vode, 7,96 g ugljikohidrata, 4,86 g Secera i 59,6 mg vitamina C (USDA, 2022). Medu
jagodastim vocem, jagoda je bogat izvor nekoliko nutritivnih 1 nenutritivnih bioaktivnih spojeva, koji su

ukljuceni u razli¢ite ucinke na zdravlje 1 prevenciju bolesti. MnoStvo studija ispitivalo je dobrobiti
.



konzumiranja jagoda, poput prevencije upalnih stanja i oksidacijskog stresa, smanjenja poremecaja
povezanih s pretilo$¢u i rizika od sréanih bolesti, te zastite od raznih vrsta raka (Afrin i sur., 2016).

Osim vitamina C (58 mg 100 g svjezih jagoda), jagoda u svom sastavu sadrzi i vitamine iz
drugih skupina kao §to su vitamin A (12 IU 100 g svjezih jagoda), vitamini B kompleksa i vitamin K
(2,20 pg 100 g svjezih jagoda) (USDA, 2022). Plodovi jagoda su izvor i organskih kiselina kao §to su
oksalna kiselina, sukcinska kiselina (24,27 + 1,81 - 59,53 + 2,92 mg 100 g ' svjezih jagoda), a u najvisem
udjelu su pronadene jabu¢na (159,80 + 2,84 - 266,65 + 0,30 mg 100 g ! svjezih jagoda) i limunska
kiselina (522,40 + 1,5 - 711,45 + 2,11 mg 100 g ! svjezih jagoda) (Uriin i sur., 2017). Organske kiseline
doprinose stabilizaciji boje plodova jagode za koju su odgovorni antocijani. Takoder, rezultati nedavnih
studija pokazuju kako su jagode izvor folata (46 pg 100 g svjezih jagoda) (Miller i sur., 2019).

Polifenolni spojevi (tablica 1) zastupljeni u jagodi su flavonoidi od kojih su najzastupljeniji
antocijani, a prisutni su i flavonoli i flavanoli, zatim hidrolizirani tanini kao §to su elagitanini i
kondenzirani tanini. Od fenolnih kiselina koje jagode sadrzavaju znacajne su su hidroksicimetne i
hidroksibenzojeve kiseline te glukozidi elaginske kiseline koji se prevode u elaginsku kiselinu
(Giampieri i sur., 2012). Na sadrzaj polifenolnih spojeva u jagodi utje¢u genotip, nacin uzgoja, zrelost
plodova, vrijeme berbe, uvjeti skladistenja i drugi ¢imbenici (Skrovankova i sur., 2015), a u tablici 2 su
prikazana neka od provedenih istraZivanja. Jagode su dobar izvor magnezija (13 mg 100 g svjezih
jagoda), fosfora (24 g 100 g svjezih jagoda), kalija (153 mg 100 g* svjezih jagoda), kalcija (16 mg 100
g! svjezih jagoda) (Wang i sur., 2019), bakra i zeljeza (Miller i sur., 2019).



Tablica 1. Polifenolni sastav jagode (prema Skrovankova i sur., 2015)

kempferol-
kumaroil-glukozid

cijanidin-3-
glukozid

kempferol-3-
glukozid

cijanidin-3-
rutinozid

kempferol-
glukoronid

cijanozid-3-
galaktozid

kempferol-3-
malonilglukozid

cijanidin-3-
malonilglukozid

kvercetin-3-
glukoronid

pelargonidin-3-
glukozid

kvercetin-3-
malonilglukozid

perlagonidin-3-
arabinozid

kvercetin-3-
rutinozid-rutin

perlagonidin-3-
malonilglukozid

kvercetin-3-
glukozid

perlagonidin-3-
malilglukozid

perlargonidin-3-
rutinozid

perlagonidin-3-
galatkozid

perlagonidin-3-
arabinozid

peonidin-3-
glukozid

elaginska kiselina i njezini
glikozidi

elagitanini

galna kiselina

galotanini

kafeinska kiselina
p-kumarinska kiselina i
kumaroil glikozidi




Tablica 2. Istrazivanja o utjecaju raznih faktora na udio bioaktivnih spojeva u jagodama

Kratki opis istraZzivanja

Ukupni polifenoli
(mg GAE 100g ™)

Antocijani
(C-3-Gmg100g )

Referenca

Karkterizacija
nutritivnog, fizikalno-
kemijskog i
fitokemijskog sastava te
antioksidacijskog
kapaciteta triju kultivara
jagode iz zapadne regije
Portugala: "Portola’,
‘Primoris’ i "Endurance’

Portola 605,698 + 28,118
Primoris 942 + 96
Endurance 1314 + 89

Portola 2,18 + 0,02
Primoris 2,09 £ 0,01
Endurance 2,411 + 0,009

Ganhdo i sur. (2019)

Istrazivanje polifenolnog
profila u 12 kultivara

Albion 0,71 £ 0,010
Capri 0,69 + 0,05

Albion 6,35 + 0,47
Capri 3,08 £ 0,12

Milosavljevi€ 1 sur.
(2020)

nacina i uvjeta uzgoja (s i
bez cirkulacije hranjivih
tvari) na kemijski sastav
jagode.

Medina 52,6 + 22,4
Ventana 84,4 + 36,3

Ukupni flavonoli (g kg™):
Aromas 24,4+ 7,2
Camarosa 31,0 + 10,4
Diamante 19,3 + 6,1
Medina 22;2 +9,9
Ventana 31,0 + 7,9

Diamante 83,3+ 1,9
Medina 116,2 + 32,3
Ventana 96,7 + 25,1

jagode uzgojenih u Srbiji | Joly 0,88 £ 0,09 Joly 14,48 + 0,30
('Roxana’, 'Arosa’, 'Joly’, | Alba 0,49 + 0,03 Alba 5,28 £ 0,91
'Asia’, 'Alba’) i Italiji Roxana 0,49 + 0,04 Roxana 10,62 + 0,11
('Jeny’, 'Laetitia’, Arosa 0,71 £ 0,04 Arosa 7,30 £ 0,30
'Garda’, 'Primy’, Asia 0,66 £ 0,00 Asia 9,59 £ 0,76
'Albion’, 'Capri’, 'Irma’) | Laetitia 1,07 + 0,03 Laetitia 12,10 £ 0,58
koristeéi razlidite Garda 0,54 +£ 0,04 Garda 4,67 = 0,09
spektrometrijske metode. | Primy 0,54 + 0,01 Primy 4,75 £ 0,08
Irma 0,46 + 0,01 Irma 5,52 + 0,20
IstraZivanje utjecaja Ukupne fenolne kiseline (g | Ukupni antocijani (mg Gonzélez-
kultivara (*Aromas’, kg'): Aromas 48,1 + 11,1 | kg?) Dominguez i sur.
‘Camarosa’, 'Diamante’, | Camarosa 44,6 + 13,5 Aromas-139,4 + 18,3 (2020)
'Medina', "Ventana'), Diamante 59,8 £ 24,5 Camarosa 140,9 + 35,9

GAE- ekvivalent galne kiseline; C-3-G- cijanidin-3-glukozid

Pojam funkcionalne hrane prvi put se pojavio u Japanu osamdesetih godina proslog stoljeca, ali

se njezino znacenje Cesto pogresno tumacilo jer u vecini zemalja ona nije zakonski definirana (Ye i sur.,

2018). Granato i sur. (2019) su funkcionalnu hranu definirali kao hranu koja je industrijski preradena ili

je u svom prirodnom obliku, koja ako se redovito konzumira u raznolikoj prehrani pojedinca ima

potencijalno pozitivne ucinke na zdravlje. Da bi se neka hrana mogla svrstati pod definiciju funkcionalne

hrane potrebno je dokazati njezine zdravstvene ucinke tj. provesti klinicka i druga istrazivanja kako bi
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se dobili eksperimentalni dokazi, na primjer toksikoloski ucinak, kojim bi se utvrdilo njezino
funkcionalno djelovanje i sigurnost (Granato i sur., 2018). Funkcionalna hrana utjece na zdravlje ¢ovjeka
te moze umanjiti rizik od nezaraznih bolesti zbog svojeg nutritivnog sastava. Osim same definicije
funkcionalne hrane, vazni kriteriji za uvodenje odredene tvrdnje o funkcionalnosti pojedinog sastojka ili
hrane kao oznake na hrani su i sigurnost hrane, jednostavna i laka dostupnost bez potrebe za lije¢ni¢kim
receptom, te dokazi o zdravstvenim benefitima ako ju pojedinac redovito konzumira u sklopu svoje
uravnotezene 1 raznolike prehrane.

U novije vrijeme, sve se viSe istrazuje primjena razli¢itih funkcionalnih dodataka hrani, kao $to
su prebiotici, probiotici, sinbiotici, polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated fatty acids,
PUFASs) i antioksidansi (Granato i sur., 2019). Funkcionalna hrana i njezin razvoj, poboljSanje ve¢
postojecih i razvoj novih formulacija i tehnika prerade trenutno predstavljaju kljuéni segment razvoja u
prehrambenoj industriji. Zadnja dva desetljec¢a ulazu se veliki napori u istrazivanju i razvoju inovativnih
tehnologija prerade (npr. HPU, PEF, mikrovalovi, i dr.) kao alternativa konvencionalnim postupcima u
preradi hrane (Granato i sur., 2019; Bursa¢ Kovacevié i sur., 2018) jer primjena visoke temperature moze
imati negativan utjecaj na stabilnost bioaktivnih spojeva i bioraspolozivost hranjivih tvari. Inovativne i
ekoloski prihvatljive tehnologije doprinose boljem ocuvanju izvornih komponenata u biljnom materijalu,
njihovom uporabom zabiljeZen je manji utroSak energije, a svakako se isticu dobrom uc¢inkovito§éu na

mikrobnu redukciju te predstavljaju i veliki potencijal u iskoristavanju nusproizvoda (Putnik i sur., 2017).

2.5.1. Funkcionalni sok od jagode

Potrosaci su sve osvjesteniji o zdravlju i dobrobiti zdrave i raznovrsne prehrane te zadnjih godina sve
vise traze visoko nutritivne i kvalitetne prehrambene proizvode koji su $to vise nalik svjezem vocu i
povréu te hranu bez dodataka kemijskih aditiva ¢ime Se potraznja za nepasteriziranim voénim sokovima
povecava. Popularnost sokova moze se pripisati i stavu da su oni jedan od brzih nacina kojima se moze
zadovoljiti dnevna potreba za voéem zbog njihove jednostavne konzumacije. Shodno tome, sok od
jagoda je postao sve popularniji na trzistu, ne samo zbog senzorskih obiljeZja, ve¢ i zbog nutritivnog
sastava te kao vrijedan izvor bioaktivnih spojeva koji ga svojim sinergistickim i kumulativnim u¢inkom
¢ine vaznim U promicanju zdravlja ljudi i prevenciji bolesti (Cassani i sur., 2018), §to ga svrstava u
skupinu funkcionalnih prehrambenih proizvoda. Takoder, jagode su jedan od popularnijih dodataka
mlije¢nim proizvodima kao $to su jogurti s okusom jagode i1 komadi¢ima jagode, sladoledi od jagode,
smoothie napici od jagode, frape od jagode i drugi. Ekstrakt jagode se moze koristiti kao sastojak
funkcionalne hrane i dodatak prehrani u kombinaciji s drugim ekstraktima (Nile i Park, 2014). U svom

su istrazivanju Cassani i sur. (2018) bili usmjereni na poboljsanje funkcionalnosti soka od jagode te su
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ga obogacivali prebiotickim vlaknima (inulin i oligofruktoza) i konzervirali primjenom ultrazvuka
(frekvencija: 40 kHz, snaga: 180 W, vrijeme: 0, 15 i 30 min) i geraniola (0; 0,15 i 0,30 pL mL™ soka).
Kombinacijom tretmana geraniolom s prebioticima pokazala se kao u¢inkoviti na¢in za kontrolu izvorne
mikroflore pri ¢emu se je produljio rok trajanja soka ¢uvanog u hladnjaku Sto moze posluziti kao
alternativa dosadasnjem nacinu konzerviranja u prehrambenoj industriji, a poboljsala se je i nutritivna
kvaliteta soka. Balthazar i sur. (2019) u svojoj studiji su razvijali novi funkcionalni fermentirani napitak
proizveden od poluobranog ov¢jeg mlijeka i pulpe jagode uz dodatak komercijalnih prebiotika. Rezultati
ovog istrazivanja potic¢u daljnja tehnoloska i senzorska istrazivanja kako bi se proizveli novi, inovativni
i funkcionalni proizvodi. Chen i sur. (2023) istrazivali su utjecaj fermentacije soka od jagode pomocu
bakterija mlije¢ne kiseline (Lactobacillus plantarum i Lactobacillus acidophilus) na boju i fenolne
spojeve tj. na antioksidacijsko djeovanje. Obje vrste bakterija mlijecne kiseline su rasle u soku od jagode
te su imale znacajan utjecaj na promjenu karakteristika soka (povecanje udjela ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti, smanjenje udjela ukupnih antocijana i ukupnih flavonoida, poboljSanje
svojstva boje antocijana ¢ine¢i sok naran¢astim).

Potencijalni zdravstveni ucinci jagoda prema brojnim klini¢kim istrazivanjima ukljucuju razlicita
djelovanja kao §to su: protuupalno, antikancerogeno, antioksidacijsko, antimikrobno, neuropotektivno i
antimetaboli¢ko, te zastitu od kardiovaskularnih bolesti i pomo¢ u borbi protiv pretilosti (Afrin i sur.,
2016). Polifenolni spojevi iz jagode mogu djelovati na slobodne radikale tako §to suzbijaju njihovo
nastajanje. Takoder mogu promijeniti ekspresiju gena ukljuenih u metabolizam, prezivljavanje i
proliferaciju stanica te pruzaju antioksidacijsku obranu i zastititu od mogucih ostecenja DNK (Yildiz i
sur., 2020).

Svjeze jagode imaju kratak rok skladistenja zbog velike brzine disanja te se njihova kvaliteta
moze narusSiti i rukovanjem, transportom te skladiStenjem (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022b). Stoga je
Cesta praksa prije same prerade u sok, plodove jagode zamrznuti ili skladistiti u hladnom lancu do daljnje
prerade (Yildiz i sur., 2020). Tehnologija proizvodnje soka od jagode zapocinje pranjem sirovine, zatim
slijede procesi homogenizacije plodova i depektinizacije, pasiranja, filtracije i deaeracije, a zavr$ni
proces ukljucuje pasterizaciju. Pasterizacijom se osigurava zdravstvena ispravnost i inaktivacija enzima,
odgovornih za degradaciju boje, a to su polifenol oksidaza i oksidoreduktaza (Teribia i sur., 2021a).
Degradacija crvene boje soka od jagode posljedica je degradacije antocijana, koji su termolabilni
pigmenti, te sam proces pasterizacije s tog aspekta ima i negativan utjecaj na boju i nutritivnu kvalitetu
soka (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016a; Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016b), no promjena boje moze biti i
posljedica djelovanja enzima antocijan-fg-glukozidaza prilikom ¢ega nastaju slabije obojani produkti

(Oren-Shamir, 2009). Osim navedenih enzimatskih reakcija posmedivanja, na promjenu boje utjecu i
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reakcije neenzimskog posmedivanja koje se odnose se na degradaciju askorbinske kiseline i Maillardove
reakcije te oksidacija i polimerizacija polifenola, a one se najvise dogadaju nakon pasterizacije i tijekom
skladiStenja (Teribia i sur., 2021). Prema istrazivanju Ubede i sur. (2014) pasterizacija pirea od jagode
negativno je utjecala na sadrzaj etilnih estera, visih alkohola, ketona i terpena $to je rezultiralo gubitkom
voéne arome. Osim prerade, ucinak skladiStenja jednako je vazan u smislu kvalitete te je nedavnim
istrazivanjem procijenjen uc¢inak skladiStenja na hlapljive spojeve sokova od jagoda. Dobiveni rezultati
istiCu da je tijekom skladistenja doslo do razgradnje nekih hlapljivih tvari poput estera, heksanala i
linaloola, dok su nastali spojevi poput dimetil sulfida, benzaldehida, butan-2,3-diona ili octene kiseline
koji negativno utje¢u na aromu skladiStenog proizvoda (Teribia i sur., 2021b). Optimalne sorte jagoda
za industrijsku preradu i proizvodnju soka i pirea su one s ve¢im udjelom suhe tvari, dobre arome, ¢vrstog
mesa i zarko crvene boje (Dubrovié, 2012) jer o njihovoj selekciji, uz proces pasterizacije i skladistenja,

uveliko ovisi i aroma te okus finalnog proizvoda (Teribia i sur., 2021b).

2.5.2. Stabilnost polifenolnih spojeva soka od jagode

Slabiji transfer nutrijenata tijekom mehanickog cijedenja ili preSanja soka te visok stupanj
degradacije bioaktivnih sastojaka tijekom pasterizacije predstavljaju velike izazove proizvoda¢ima
sokova (Wang i sur., 2019). Odriozola i sur. (2008) su u svom istrazivanju zabiljezili znacajan utjecaj
temperature tj. procesa pasterizacije (90 °C, 30 s i 60 s) na smanjenje ukupnih fenola i antocijana. U
pasteriziranom soku vrijednost ukupnih fenola (43,6 mg 100 mL*) manja je od vrijednosti u netretiranom
soka (47,3 mg 100 mlt) te onom podvrgnutog HIPEF tretmanu, a vrijednosti ukupnih antocijana
pasteriziranog (36,2 — 38,0 mg 100 mL1) i HIPEF tretiranog soka su bile priblizno sli¢ne (38,1 mg 100
mL1), ali nize u odnosu na netretirani sok (39,5 mg 100 mL™). Tijekom skladistenja od 56 dana na
temperaturi od 4 °C doslo je do smanjenja koncentracije ukupnih fenola za oko 50 % (HIPEF - 24,1 mg
100 ml, pasterizacija - 21,5 mg 100 ml%) i ukupnih antocijana za oko 60 % kod soka tretiranog HIPEF
tretmanom (16,6 mg 100 ml™?) te oko 65 % kod soka tretiranog pasterizacijom (14,3 - 12,6 mg 100 mI-
). Nakon 14 dana skladistenja do najveéeg smanjenja udjela ukupnih fenola i ukupnih antocijana doslo
je kod netretiranog soka, a najmanje kod soka tretiranog HIPEF tretmanom.

U istrazivanju kojeg su proveli Klopotek i sur. (2005) usporedivana je koncentracija ukupnih
fenola i antocijana tijekom prerade jagode u razliite proizvode. U svjezim jagodama koncentracija
ukupnih fenola iznosila je 257 + 2 mg ekvivalenata galne kiseline (engl. gallic acid equivalents, GAE)
100 g* uzorka. U proizvodnji soka od jagode najveéi utjecaj na koncentraciju ukupnih fenola imao je
proces pasterizacije (85 °C u trajanju od 5 min) te je u pasteriziranom soku doslo do njihovog znacajnog

smanjenja (35,6 = 0,5 mg GAE 100 g2). Ipak, prilikom mehanicke obrade voéa, veé je zabiljezen gubitak
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fenola od 15 %. Koncentracija ukupnih antocijana se za razliku od ukupnih fenola tijekom prerade jagode
povecala te je nakon mehanicke obrade tj. cijedenja soka ona iznosila 101,9 + 4,4 mg 100 g1. Moguéi
razlog tome je kontinuirano otpustanje antocijana iz stani¢nih struktura zbog oSteCenja stanica i
ispustanja stani¢nog sadrzaja tijekom mehanicke obrade. No, udio antocijana u pasteriziranom soku je
smanjen i iznosi 42,2 £ 0,3 mg pelargonidin-3-glukozida na 100 g svjezeg ploda. Osim poviSene
temperature, na stabilnost antocijana utjecu i svjetlost, Kisik, pH vrijednost i enzimska aktivnost (Cortez
i sur, 2017).

Yildiz i sur. (2021) su provodili istrazivanje o produljenju roka trajanja soka od jagode razli¢itim
tehnologijama obrade. Koncentracija ukupnih fenola u svjezem soku od jagode iznosila je 137,8 £ 0,9
mg 100 mL™, a vrijednosti koncentracija izmjerenih odmah nakon pasterizacije, obrade ultrazvukom,
HPP-om i PEF-om iznosile su kako slijedi: 132,2 £1,7; 137,6 £ 1,9; 143,5+ 2,8; 145+ 1,5 mg 100 mL"
! Tijekom skladistenja soka od jagode na tamnom mjestu (4 °C kroz 42 dana) doslo je do smanjenja
koncentracije fenola kod svih uzoraka ve¢ nakon 7 dana skladistenja. Uzorci tretirani PEF-om i HPP-om
pokazuju veée koncentracije ukupnih fenola tijekom skladistenja, a najmanju vrijednost imaju
pasterizirani uzorci. Zaostala enzimska aktivnost polifenol oksidaze predstavlja moguce objasnjenje
kojim se tumaci pad koncentracije fenolnih spojeva tijekom skladistenja. Takoder, u istrazivanju se
pratila i stabilnost antocijana ¢ije koncentracije su iskazane kao ekvivalnet pelargonidin-3-glukozida (Pg-
3-G). U netretiranom soku koncentracija ukupnih antocijana iznosila je 15,3 + 2,6 mg Pg-3-G L. HPP
tretman (176,67 + 1,73 mg Pg-3-G L1) i PEF tretman (179,21 + 8,47 Pg-3-G mg L'?) znagajno su utjecali
na povecanje udjela ukupnih antocijana odmah nakon tretiranja. Ipak, koncentracija antocijana se
smanjivala tijekom skladistenja, a kao moguci razlozi toga su oksidacija i kondenzacija antocijana, dok
kod uzoraka tretiranih ultrazvukom do smanjenja koncentracije antocijana moze do¢i 1 zbog djelovanja

zaostalih enzima.

2.6. UTJECAJ TEHNOLOGIJE PREPREKAMA NA STABILNOST POLIFENOLNIH
SPOJEVA U SOKU OD JAGODE

Konzerviranje hrane i pi¢a tehnologijom preprekama sve se vise istraZzuje kako bi se zaobisli
toplinski postupci konzerviranja koji mogu nepovoljno djelovati po kvalitetu gotovog proizvoda. Na soku
od jagode provedeno je u zadnjih 5 godina svega nekoliko istrazivanja utjecaja tehnologije preprekama.

Utjecaj kombinacije ultrazvuka (frekvencija: 40 kHz, snaga: 180 W, vrijeme: 0, 151 30 min) i
prirodnih antimikrobnih aditiva (geraniol (0; 0,15 i 0,3 uL mL soka od jagode) i ekstrakt nara (0, 180 i
360 puL mL* soka od jagode)) na mikrobnu, senzorsku i nutritivnu kvalitetu soka od jagode proucavali

su Tomadoni i sur. (2019). Nakon tretmana sok od jagode bio je skladiSten 14 dana na temperaturi od
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5 °C. Ovom kombinacijom uspjesno se smanjio broj mikroba (kvasca, plijesni i psihrotrofnih bakterija),
pri ¢emu geraniol predstavlja najznacajniju prepreku za mikrobe. Takoder se je poboljsao i
antioksidacijski kapacitet. Pove¢anje DPPH u uzorcima tretiranim ultrazvukom moze bit uzrokovano
otpustanjem antioksidacijskih spojeva kroz stijenku stanice kao posljedica kavitacije (Cheng i sur.,
2007), ali duljim tretiranjem ultrazvukom dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti. Dodatak
geraniola ima negativan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost, ali on nije toliko znac¢ajan, dok ekstrakt
nara zbog svog sastava [elaginska kiselina (35 %), galna kiselina (19 %), punikalagin A (10 %),
punikalagin B (5 %) i kofeinska kiselina (2 %)] ima znacajan utjecaj na povecanje antioksidacijske
aktivnosti. OpaZen je sinergisticki utjecaj ultrazvuka i ekstrakta nara na povecanje udjela ukupnih fenola
u soku od jagode. Kombinacijom navedenih prepreka i njihovom optimizacijom moguce je posti¢i
produljenje roka trajanja i zdravstvenu sigurnost proizvoda uz minimalan utjecaj na senzorsku kvalitetu.

Jedno od nekoliko istrazivanja tehnologije preprekama na komponente i svojstva soka od jagode
(sorta 'Rania’) proveli su i Mehta i Yadav (2019), koji su u svojem istrazivanju promatrali utjecaj
kombinacije atmosferske hladne plazme (engl. atmospheric cold plasma, ACP) i hidrotermalnog
tretmana na bioaktivne spojeve i mikrobioloSku sigurnost. Sok od jagode bio je podvrgnut tretmanu ACP
(pri izlaznom naponu od 60 kV, ulazni napon 260 V) u vremenskom periodu od 10 i 15 minuta te
hidrotermalnom tretmanu u autoklavnoj komori pri 121 °C i tlaku od 68947,5728 Pa u vremenu od 10
minuta. U kontrolnim uzorcima prosjecan udio ukupnih fenolnih spojeva iznosio je 35 + 0,2 g kg GAE.
Kombinacijom ACP u trajanju od 10 minuta i hidrotermalnog tretmana dosSlo je do povecanja
koncentracije ukupnih polifenolnih spojeva, a uzorci tretirani tim tretmanom ujedno imaju i najveci udio
fenolnih spojeva u odnosu na druga provedena mjerenja (52 + 0,3 g kg* GAE). ACP osteéuje stani¢nu
stijenku biljaka $to moze omoguciti bolje prodiranje radikala 1 otpustanje polifenola (Bursa¢ Kovacevic¢
i sur., 2016a; Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016b). Takoder, poviSena temperatura moze utjecati na poveéanje
ekstrakcije vezanih polifenola (Garofuli¢ i sur., 2015). U uzorcima tretiranim samo hidrotermalnim
tretmanom zabiljeZen je udio ukupnih fenolnih spojeva u iznosu od 47 + 0,2 g kg* GAE te kombinacijom
tretmana ACP u trajanju od 15 min i hidrotermalnog tretmana u iznosu od 47 + 0,1 g kg™t GAE. Uzorci
tretirani samo ACP tretmanom imaju najmanji udjel ukupnih fenola (39 + 0,1 - 42 + 0,1 g kg GAE). U
uzorcima soka od jagode tretiranim kombinacijom ACP i hidrotermalnog tretmana nije zabiljeZen rast
bakterijskih kolonija u odnosu na kontrolne uzorke, ali je potrebna daljnja optimizacija kako bi se ovi
tretmani mogli provoditi i u industriji.

Emamifar i Mohamadizadeh (2020) proucavali su utjecaj ultrazvuka i antimikrobnog nano-ZnO
pakiranja na kvalitetu svjezeg soka od jagode (Fragaria X anannasa Duch., sorte 'Parous’) tijekom

hladnog skladistenja od 35 dana. Uzorci soka od jagode su bili podvrgnuti ultrazvuku (snaga: 400 W,
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frekvencija: 24 kHz, vrijeme: 4 i 12 min, ) te su pakirani u ambalazu od polietilena niske gustocée (engl.
low density polyethylen, LDPE) s nanocesticama ZnO i bez nanocestica, a kontrolni uzorak je bio
netretirani svjezi sok jagode pakiran u ambalazu bez ZnO. Tretman ultrazvukom znacajno je utjecao na
smanjenje mikrobne populacije u soku od jagode u odnosu na netretirani sok. Takoder, djelovanje
ultrazvuka uz antimikrobno pakiranje ima sinergisti¢ki efekt na usporavanje mikrobnog rasta tijekom
skladiStenja. Nadalje, nano pakiranje i ultrazvuk u trajanju od 12 minuta najvise su usporili rast mikroba.
Autori navode kako je tijekom tretmana ultrazvukom doslo do znacajnog povecanja udjela ukupnih
fenolnih spojeva u tretiranim uzorcima soka od jagode (220,56 - 248,23 mg GAE 100 mL™) u odnosu
na netretirane (197,42 mg GAE 100 mL™), te su takoder zabiljezene veée vrijednosti ukupnih fenolnih
spojeva tijekom duzeg vremeskog perioda tretiranja 1 skladiStenja u odnosu na netretirani sok. Nadalje,
pakiranje s nanocCesticama utjecalo je na smanjenje degradacije ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima
podvrgnutima ultrazvuku. No, tijekom skadi$tenja na 4 °C u trajanju od 35 dana doslo je do znacajnog
smanjena udjela ukupnih fenola u svim uzorcima. Autori su naveli kako je uporaba ultrazvuka i pakiranja
s nanoCesticama ZnO pokazala sinergisticki efekt u reduciranju mikrobne populacije i enzimske
aktivnosti, te je poboljsala fizikalno-kemijske parametre kvalitete soka od jagode tijekom hladnog
skladiStenja od 35 dana.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

U ovom radu je ispitan utjecaj PEF i HPU tretmana na biolosku kvalitetu sokova od jagode.
Sokovi su proizvedeni od jagoda (Fragaria x ananassa Duch.), sorte ‘Albion’, proizvodaca Jagodar-HB
d.o.0. (Donja Lomnica, Zagrebacka zupanija). Po dopremanju jagoda u laboratorij, odstranjene su im
peteljke, oprane su, posusene stanicevinom, te su do provedbe eksperimenta skladiStene na -18 °C
hermeticki zatvorene u plasticnim posudama. Dan prije provedbe eksperimenta, jagode su podvrgnute
odmrzavanju na nacin da su premjestene u hladnjak na 4 °C kako bi sutradan bile spremne za preradu u

sok.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema soka od jagode

Za pripremu soka od jagode koristen je sokovnik Kuvings B6000 (VerVita d.o.0., Hrvatska) (slika
2) snage 240 W, brzine okretaja 60 o0 min, kapaciteta 400 mL i promjera filtera 0,2 mm. Sok se proizvodi
tehnologijom hladnog presanja, uz vrSenje laganog pritiska voénog tkiva na sita pomocu Sporo
rotirajuceg Vvijka tako $to izduzeni gornji dio vijka reze voce, a donji dio ga pritis¢e uz stijenke sita,
prilikom ¢ega prostor izmedu sita i vijka postaje sve manji, te se protiskuje sok. Vijak i sita su izradeni
od ULTEM® materijala (polieterimid) koji je siguran, &vrst i ekoloski prihvatljiv. Za potrebe

eksperimenta pripremljeno je priblizno 4,5 L soka od jagode.

Slika 2. Proizvodnja soka hladnim presanjem na sokovniku Kuvings B6000 (vlastita fotografija)
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3.2.2. Obrada sokova od jagoda ,,tehnologijom preprekama“ u kombinaciji pulsirajuceg elektricnog polja
(PEF) i ultrazvuka visoke snage (HPU)

Pripremljeni sok od jagode tretiran je tehnologijom preprekama u kombinaciji tretmana PEF i HPU
prema planu pokusa (tablica 3), u skladu s optimiranim procesnim parametrima svake od primijenjenih
tehnologija u obradi sokova od jagode prema prijaSnjim istrazivanjima (Bebek Markovinovi¢ i sur.,
2022a; Bebek Markovinovié i sur., 2022b). Svakom pojedinom rezimu obrade podvrgnuto je 200 mL
soka. Uzorak broj 1 predstavlja kontrolni uzorak koji nije tretiran, a sluzi za usporedbu u¢inka tehnologije
preprekama. Prema planu pokusa prvih 9 uzoraka najprije se podvrgava PEF obradi, a zatim HPU
tretmanu, dok se u preostalih 9 uzoraka soka od jagode prvo proveo HPU tretman, a zatim PEF tretman,
kako bi se utvrdio moguéi utjecaj redoslijeda tretmana na stabilnost polifenolnih spojeva, obzirom da
ove dvije tehnologije djeluju razli¢itim mehanizmima. Nakon provedenih tretmana, dio sokova koristi se
za provedbu ekstrakcije polifenolnih spojeva, dok se preostali dio tretiranih sokova skladisti 7 dana pri
temperaturi od 4 °C.

Tretman pulsirajuc¢eg elektricnog polja provodi se na uredaju HVG60/1 PEF (Impel d.o.0., Zagreb,
Hrvatska) (slika 3 (A)). Uzorak soka postavlja se u reaktor volumena 200 mL [slika 3 (B)] koji se
postavlja u kuéiste uredaja izmedu dvije elektrode, te se provode tretmani prema planu pokusa (tablica
3). Razmak izmedu elektroda bio je 2,5 cm. Prije i neposredno nakon tretmana provodi se mjerenje
temperature soka od jagode pomocu infracrvenog termometra InfraRed Thermometer PCE-777 (PCE
Instruments, UK).

B

Slika 3. Tretman soka od jagode pulsiraju¢im elektri¢nim poljem (A) i PEF reaktor (B)
(vlastita fotografija)
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Uzorci soka bili su podvrgnuti djelovanju ultrazvuka visoke snage (UP400St, 400 W, 24 Hz, Hielscher
Ultrasonics GmbH, Njemacka) (slika 4) pri sljede¢im parametrima: amplituda 25 % i puls 50 %, dok je
vrijeme tretiranja bio promjenjivi parametar, a sve prema planu pokusa (tablica 3). Uredaj UP400St ¢ine
digitalni ultrazvuéni procesor, sonda (546 mm?), postolje od nehrdajuceg celika te kutija za zastitu od
buke izradene od akrilnog stakla i termometar. Svaki uzorak soka od jagode (volumena 200 mL) tretiran
je u staklenoj ¢asi od 400 mL koja se nalazila u hladnoj vodenoj kupelji s ledom kako bi utjecaj
temperature na rezultate bio minimalan. Prije samog tretmana evidentirana je temperatura uzorka soka
od jagode, dok su tijekom tretmana pracene frekvencija i snaga, a nakon provedenog tretmana,

evidentirane su energija te temperatura u uzorcima soka od jagode.

Slika 4. Tretman soka od jagode ultrazvukom visoke snage (vlastita fotografija)
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Tablica 3. Plan pokusa tretiranja soka od jagode tehnologijom preprekama

Kontrolni uzorak

/

/

PEF + HPU

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm?, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

HPU + PEF

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

Kontrolni uzorak

/

/

PEF + HPU

30 kV cm, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

HPU + PEF

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 2,5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cm™, 100 Hz, 1,5 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

A 25 %, puls 50, 5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 4,5 min

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm, 100 Hz, 1,5 min

NN NANANANAANATANTNANNATATATANTANANANNATOOO|IO|OO|O|O|O|O|O0|O|O|O|O|O|O|O|O

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cmt, 100 Hz, 3 min

7

A 25 %, puls 50, 7,5 min

30 kV cm, 100 Hz, 4,5 min

Kontrolni uzorak - netretirani uzorak soka od jagode; PEF +HPU —rezim tehnologije preprekama pri ¢emu se najprije provodi
tretman pulsiraju¢im elektricnim poljem, a zatim tretman ultrazvukom visoke snage; HPU + PEF — rezim tehnologije
preprekama pri éemu se najprije provodi tretman ultrazvukom visoke snage, a zatim tretman pulsiraju¢im elektri¢nim poljem;

A — amplituda.
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3.2.3. Ekstrakcija polifenolnih spojeva
Izolacija polifenolnih spojeva iz kontrolnog i tretiranih sokova od jagode provodi se pomocu
ultrazvukom potpomognute ekstrakcije (engl. Ultrasound Assisted Extraction, UAE).
Aparatura i pribor:
e Ultrazvu¢na kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5 L, 860 W, 40 kHz, Bandelin
electronic, Njemacka)
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL
e Pipeta, volumena5 mLi 10 mL
e Menzura, volumena 100 mL i 500 mL
e Mikropipeta Eppendorf, od 5000 pL
e Erlenmeyerova tikvica sa §lifom, volumena 50 mL
e Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne epruvete falkon, 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 se pripremi tako da se 800 mL metanola prenese se 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: Ekstrakcija se provodi uz neke preinake prema radu Bursa¢ Kovacevic i sur.

(2016b). Na analiti¢koj vagi odvaze se 5,0 g tretiranog uzorka soka od jagode u Erlenmeyerovu tikvicu
sa §lifom te se pomoc¢u menzure nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala (1 % mravlja kiselina u 80 %-
tnom metanolu, v/v). Zatim se provede ekstrakcija tako pripremljene smjese u ultrazvucnoj kupelji u
vremenu od 15 min i pri temperaturi od 50 °C. Nakon ekstrakcije slijedi filtriranje ekstrahiranog uzorka
pomocu filter papira u odmjerne tikvice volumena 25 mL, nakon ¢ega se nadopune ekstrakcijskim
otapalom do oznake. Ekstrakti se skladiste na temperaturi 4 °C do provedbe analiza. Ultrazvuc¢na
ekstrakcija provedena je na ukupno 38 uzoraka, pri ¢emu se ekstrakcija polifenolnih spojeva u sokovima
od jagode za 19 uzoraka vrsila odmah po zavrsetku obrade tehnologijom preprekama, dok se za preostalih

19 uzoraka tretiranog soka ekstrakcija provodila nakon 7 dana skladistenja.
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3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka primjenom modifikacije

spektrofotometrijske metode koja se temelji na obojanoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te

mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i sur., 2018).

Aparatura i pribor:

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

Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Pipete, volumena 10 mL

Mikropipete Eppendorf, od 200 pL i 1000 pL

Staklene epruvete i stalak za epruvete

Odmjerne tikvice, volumena 100 mL i 1000 mL

Staklena ¢asa volumena 50 mL i 200 mL

Staklena menzura od 100 mL i 500 mL

Tresilica mini Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), 5x razrijeden (Fisher Scientific UK, Loughborough,
Velika Britanija)

Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

Bezvodni natrijev karbonat (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

Otopina natrijevog karbonata, 7,5 % (w/v)

Priprema: 7,5 %-tna otopina natrijeva karbonata pripremi se tako da se 75 g bezvodnog natrijeva

karbonata odvaze u staklenoj ¢asi, kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te destiliranom

vodom nadopuni do oznake.

Standard galne kiseline 97,5 - 102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, Kina)

Otopina standarda galne kiseline 5g L™
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Priprema: Na analitickoj vagi se odvaze 500 mg galne kiseline u plasti¢nu ladicu za vaganje te se
kvantitativno prenese s 10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u zadanom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Priprema ekstrakta tretiranog soka od jagode koji se koristi u dolje opisanoj analizi navedena je u

potpoglavlju 3.2.3.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu se otpipetira redom 400 pL ekstrakta (koji se prije

provedbe odredivanja ukupnih fenola razrijedi s ekstrakcijskim otapalom 2x (200 pL ekstrakta +200 uL
ekstrakcijsko otapalo)), 400 uL F.C. reagensa (koji je prethodno razrijeden s destliranom vodom 5x) i 4
mL 7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata te se sve zajedno promijesa pomocu tresilice Vortex.
Reakcijska smjesa stoji 20 minuta na sobnoj temperaturi te se zatim mjeri apsorbancija pri valnoj duljini
od 725 nm. Slijepa proba se pripremi na isti na¢in, ali se umjesto uzorka koristi ekstrakcijsko otapalo (1

% mravlja Kiselina u 80 %-tnom metanolu). Mjerenja se za sve uzorke provode u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se otopina standarda galne kiseline kao $to je opisano ranije u
tekstu potpoglavlja 3.2.4. Od te otopine galne kiseline (5 g L) naprave se razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 25 mL tako da se otpipetira redom 50, 125, 250, 500, 750 i 1250 pL alikvota standardne
otopine galne kiseline u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150, 250 mg L. 1z svake tikvice
otpipetira se 400 uL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 400 pL F.C. reagensa (Koji
je Sx razrijeden) 14 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata (w/v). Priprema slijepe probe je po istom principu,
ali se umjesto otopine standarda uzima destilirana voda. Uzorci stoje 20 minuta na sobnoj temperaturi, a
zatim se provodi mjernje apsorbancija pri valnoj duljini 725 nm.

Bazdarni dijagram se nacrta iz dobivenih vrijednosti apsorbancija pomocu programa Microsoft Excel
pri emu su na x osi (apcisa) koncentracije galne kiseline (mg L), a na y osi (oordinata) izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 725 nm. Prema dobivenoj jednadzbi pravca moze se odrediti koncentracija
ukupnih fenola.

JednadZba pravca glasi:

y = 0,0078x - 0,0032 [1]
gdje je:
y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L™?)
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3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje kondenziranih tanina

Nacelo odredivanja kondenziranih tanina tj. polimernih proantocijanidina zasniva se na specifi¢nosti
spojeva iz skupine flavan-3-ola da reagiraju s vanilinom pri ¢emu nastaju obojeni spojevi koji se

kvantitativno odreduju mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500 nm (Sun i sur., 1998).

Aparatura i pribor:
e Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Germany)
o Staklene kivete
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
e Pipete, volumena, 5 mL
e Mikropipete Eppendorf, volumena 100 uL, 1000 pL i 5000 pL
e Odmijerne tikvice, volumena 100 mL i 250 mL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete
e Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula
e Staklene ¢aSe volumena 50 mL, 100 mL 1 250 mL

e Tresilica mini Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)

Otapala i reagensi:

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

e Vanilin, 99 % (ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

e 1 %-tna metanolna otopina vanilina

Priprema: 1 %-tne metanolne otopine vanilina odvija se tako §to se 2,5 g vanilina odvaze u odmjernu
tikvicu od 250 ml i nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake.

e Koncentrirana H2SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

e 25 %-tna otopina H2SO4

Priprema: Najprije se u odmjernu tikvicu od 100 mL doda malo 100 %-tnog metanola, a zatim se u
malim obrocima dodaje 26,04 mL 96 %-tne H.SO4 te se tikvica do oznake nadopuni 100 %-tnim

metanolom.

Priprema ekstrakta tretiranog soka od jagode koji se koristi u ovoj analizi navedena je u potpoglavlju
3.2.3.
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Postupak odredivanja kondenziranih tanina vanilin metodom provodi se tako $to se najprije u staklenu

epruvetu otpipetira 2,5 mL 1 %-tnog vanilina, zatim 2,5 mL 25 %-tne otopine H2SO4 i 1 mL ekstrakta.
Uzorci se pripremaju u paraleli. Sve skupa se promijesa pomocu tresilice VVortex te se uzorci ostave stajati
10 minuta pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se vrSi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 500 nm.
Slijepa proba se priprema na isti nacin, pri ¢emu se ne koristi ekstrakt ve¢ otapalo za ekstrakciju (1 %

mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu, v/v).

Izrada bazdarnog pravca: Pripremi se alikvotna otopina standarda katehina (5 g L) tako $to se 500
mg standarda katehina odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te s 10 mL 100 %-tnog metanola
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL, otopi u havedenom volumenu i nadopuni
metanolom do oznake. Od tako napravljene otopine pripreme se razrijedenja od 10, 30, 60, 90 i 120 mg
L na nacin da se otpipetira redom: 50, 150, 300, 450 i 600 uL alikvotne otopine standarda katehina u
odmjerne tikvice od 25 mL i do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom. U staklene epruvete se
otpipetira 1 mL priredenih otopina standarda, 2,5 mL 1 %-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine
H>SO4. Ostavi se stajati 10 minuta pri sobnoj temperaturi te se izmjere apsorbancije pri valnoj duljini
500 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima metanol.

Bazdarni pravac se nacrta pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene
koncentracije katehina (mg L), a na oordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 500 nm. Iz
dobivene jednadzbe pravca izraCuna se koncentracija polimernih proantocijanidina .

Jednadzba pravca glasi:
y =0,0053x - 0,0124 [2]
gdje je:
y- apsorbancija uzorka pri 500 nm
x- koncentracija katehina (mg L)

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola iz ekstrakta
tretiranih uzorka soka od jagode

Metoda odredivanja ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola provodi se prema Howard i sur.
(2003), a provodi se u etalnom/metanolnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode
pri ¢emu se mjeri apsorbancija intenziteta obojenja pri valnim duljinama 320 nm (ukupne

hidroksicimetne kiseline) i 360 nm (ukupni flavonoli).

Aparatura i pribor:
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e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Njemacka)
o Staklene i kvarcne kivete

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

e Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 pL i 5000 pL

e Odmjerne tikvice, volumena 100 mL i 500 mL

e Staklena ¢asa od 50 mL i 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula

e Tresilica mini Vortex PV-1 (Grant Instruments Ltd., Cambs, Engleska)
Otapala i reagensi:

e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)
e Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
Klorovodi¢na otopina 1 g L HCI u 96 % etanolu (v/v)

Priprema: 0,227 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline otpipetira se pomoc¢u mikropipete

volumena 1000 pL u odmjernu tikvicu od 100 mL te do oznake nadopuni 96 %-tnim etanolom.
e Klorovodi¢na otopina 2 g L™* HCI u vodi (v/v)

Priprema: Klorovodi¢na otopina 2 g Lt HCI u vodi pripremi se tako da se u odmjernu tikvicu od 500
mL otpipetira 2,27 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodiéne kiseline te se nadopuni destiliranom vodom

do oznake.

e Standard kvercetin hidrat 95 % (Acros Organics, Kina)
e Otopina standarda kvercetina 600 mg L
e Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

 Standard klorogenske kiseline koncentracije 600 mg L™

Priprema ekstrakta tretiranog soka od jagode koji se koristi u opisanim analizama navedena je u
potpoglavlju 3.2.3.

Postupak odredivanja: Za provedbu reakcije u staklenu epruvetu se otpipetira 250 uL ekstrakta, 250

uL 1 g L™t HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L™ HCL. Slijepa proba se priredi na isti na¢in osim
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Sto se ne Kkoristi ekstrakt, vec isti volumen otapala za ekstrakciju (1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom
metanolu). Najprije se mjeri apsorbancija za odredivanje ukupnih flavonola pri valnoj duljini 360 nm u
staklenim kivetama, a zatim se mjeri apsorbancija pri 320 nm koristec¢i kvarcne kivete za odredivanje

ukupnih hidroksicimetnih kiselina. Svaki uzorak pripremljen je u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca: Za izraCunavanje ukupnih flavonola upotrebljava se jednadzba bazdarnog
pravca za kvercetin, dok se kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi pomoc¢u jednadzbe
bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu.

Za izradu bazdarnog pravca za kvarcetin Se najprije pripremi otopina standarda kvercetina u
koncentraciji 600 mg L™ na na¢in da se odvaze 60 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici te se
pomoc¢u 30 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese i otopi u odmjernoj tikvici volumena 100
mL te se do oznake nadopuni metanolom. Zatim se iz alikvotne otopine standarda kvarcetina (600 mg L
1) prirede razrjedenja: 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg L tako da se iz otopine alikvota
otpipetira u odmjerne tikvice od 25 mL redom: 0,416; 1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5;
16,666 i 20,833 mL te se nadopune 100 %-tnim metanolom do oznake. Na isti na¢in se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL otopine standarda, 250 uLL 1 g L™ HCI u 96 % etanolu i
4,55 mL 2 g L't HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360 nm u staklenim

kivetama.

Jednadzba pravca glasi:
y = 0,0026x + 0,0083 [3]
gdje je:
y — apsorbancija pri 360 nm,

x — koncentracija kverecetina (mg L?).

Izrada bazdarnog pravca klorogenske kiseline se sastoji od pripreme alikvotne standardne otopine
klorogenske kiseline koncentracije 600 mg L™ na nacin da se u plasti¢nu ladicu odvaze 60 mg standarda
klorogenske kiseline te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi s 30 mL 100 %-tnog
metanola te se nadopuni do oznake metanolom. Iz tako pripremljene alikvotne otopine prirede se
razrjedenja: 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg L na na¢in da se otpipetira redom: 0,416; 1,042;
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2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5 i 20,833 mL i nadopuni 80 %-tnim metanolom u odmjernim
tikvicama od 25 mL. Zatim se u staklenu epruvetu otpipetira 250 uL otopine standarda, 250 pL 1 g L™
HCI u 96 % etanolu i 4,55 mL 2 g L™t HCI. Priprema za slijepu probu je ista, ali se umjesto standarda
uzima 100 %-tni metanol. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri na
320 nm u kvarcnim kivetama.
Jednadzba pravca glasi:
y = 0,0025x - 0,0038 [4]

gdje je:

y — apsorbancija pri 320 nm,

x — koncentracija klorogenske kiseline (mg L™).

3.2.7. Obrada podataka

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni statistickim programom IBM SPSS (ver. 24), a
eksperimentalni crteZi izradeni su u Statgraphics Centurion® (StatPoint Technologies, Inc, VA, USA).
Kategorijske varijable analizirane su multifaktorskom analizom varijance, a marginalni prosjeci (npr.
usporedbe izmedu razli¢itih 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; 57,5
min) i (iii) vrijeme skladiStenja (0 i 7 dana). Zavisne varijable su: (i) ukupni fenoli (mg 100 g, (ii)
hidroksicimetne kiseline (mg 100 g2), (iii) flavonoli (mg 100 g?) i (iv) kondenzirani tanini (mg 100 g
1), Rezultati multivarijantne analize prikazani kao srednje vrijednosti dvaju paralelnih odredivanja +
standardna greska prosjeka. Pearsonov koeficijent je koriSten za procjenu korelacije izmedu parova
kontinuiranih varijabli. Ward klaster analiza je koristena za mjerenje standardiziranih sli¢nosti uzoraka.
Kruskal Wallis test je koriSten kao neparametrijska analiza. Razine znacajnosti za odbacivanje nulte

hipoteze u svim testovima bile su a<0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitan je utjecaj tehnologije preprekama u kombinaciji tehnologija PEF i HPU na
stabilnost ukupnih fenola, flavonola, hidroksicimetnih kiselina i kondenziranih tanina u sokovima od
jagode prije i nakon sedmodnevnog skladiStenja na 4 °C. Rezultati i rasprava podijeljeni su prema slijedu
primjene odabranih tehnologija, pri ¢emu se prvotno proveo pokus s tretmanima PEF + HPU, a zatim

pokus sa obrnutim slijedom tehnologija, HPU + PEF.

4.1. UTJECAJ TRETMANA PEF + HPU NA STABILNOST POLIFENOLNIH SPOJEVA U
SOKOVIMA OD JAGODE

S ciljem dobivanja maksimalnog broja informacija iz eksperimentalnih podataka, u obradi i
interpretaciji dobivenih rezultata primjenjena je kemometrija koja koristi relevantne matematicke i
statisticke modele 1 analize (Granato i sur., 2018). Ward klasterova analiza je prema standardiziranim
sliénostima [ukupni fenoli (mg 100 g1), hidroksicimetne kiseline (mg 100 g1), flavonoli (mg 100 g?) i
kondenzirani tanini (mg 100 g1)] provedena na svim uzorcima sokova od jagode te su dobiveni sljede¢i
rezultati: uzorci najsli¢niji kontrolnim uzorcima na 0. dan skladiStenja su uzorci koji su tretirani PEF-om
u trajanju od 1,5 minute i HPU-om u trajanju od 2,5 minute. Prema ranije navedenoj analizi dobiveni
rezultati nakon 7. dana skladiStenja su pokazali kako tretirani uzorci najsli¢nijih udjela polifenolnih
spojeva kontrolnim uzorcima su oni tretirani PEF-om u trajanju od 1,5 minute i HPU-om u vremenskom
trajanju od 2,5 do 7,5 minuta. Dodatno, uzorci sli¢ni kontrolnom uzorku bili su i oni tretirani PEF-om u

vremenskom periodu od 3 minute i HPU-om u trajanju od 2,5 minute (slika 5).
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Slika 5. Rezultati Ward klaster analize prosje¢nih i standardiziranih uzorka (PEF + HPU)

U tablici 4 su prikazane medusobne korelacije ispitivanih polifenolnih spojeva. Dulji vremenski
period skladistenja pokazuje statisticki negativnu korelaciju s udjelom hidroksicimetnih kiselina, dok je
suprotan trend zabiljeZzen za udio kondenziranih tanina. Dulja izlozenost PEF tretmanu u negativnoj je
korelaciji s udjelom kondenziranih tanina, odnosno duzim PEF tretmanom dolazi do smanjenja njihove
stabilnosti. Ovi rezultati u skladu su s istrazivanjem Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022a) koji su u svom
istrazivanju zabiljezili statisticki zna¢ajno smanjenje udjela kondenziranih tanina u soku od jagode
tijekom izlaganja HIPEF u trajanju od 3 do 6 minuta. Nadalje, udio ukupnih fenola pozitivno korelira s
udjelom kondenziranih tanina. Udjeli hidroksicimetnih kiselina pozitivno koreliraju s udjelima flavonola,
a negativno s udjelima kondenziranih tanina. Negativna koleracija izmedu udjela hidroksicimetnih
kiselina i kondenziranih tanina moze se pripisati moguénosti kondenzacije hidroksicimetnih kiselina u

tanine (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2023).
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Tablica 4. Korelacije izmedu polifenolnih spojeva i tretmana u tehnologiji preprekama (PEF + HPU)

Parametar SkladiStenje trePtIEnZn trle;'tlran%n TPC HCA FL CT
Skladistenje 1 0 0 -0,07 | -0,85* | -0,3 0,37*
PEF tretman 1 0 - 0,07 0,13 -0,24 | -0,38*
HPU tretman 1 -0,17 -0,05 | -0,08 | -0,19
TPC 1 0,08 0,14 0,69*
HCA 1 0,38* | -0,40*
FL 1 - 0,05
CT 1

Korelacija je znacajna pri p < 0,05. TPC — ukupni fenolni spojevi (engl. total phenolic compounds) (mg 100 g!); HCA —
hidroksicimetne kiseline (engl. hydroxycinnamic acids) (mg 100 g); FL —flavonoli (engl. flavonols) (mg 100 g*); CT —
kondenzirani tanini (engl. condensed tannins) (mg 100 g); PEF (pulsirajuce elektri¢no polje) (30 kV cm, 100 Hz); HPU
(ultrazvuk visoke snage) (amplituda = 25 %, puls = 50 %)

Rezultati utjecaja skladistenja te kombinacije PEF-a i HPU-a kao koncepta tehnologije preprekama
na udjele polifenolnih spojeva u sokovima od jagode prikazani su u tablici 5. Prosje¢an udio ukupnih
fenola u sokovima od jagode iznosi 117,93 + 0,70 mg 100 g*, te je ta vrijednost unutar vrijednosti
ukupnih fenolnih spojeva (99,02 — 158,37 mg GAE 100 g) za 10 razli¢itih kultivara koje su u svojem
istrazivanju zabiljezili Urin i sur. (2021). Prosjec¢an udio hidroksicimentih kiselina i flavonola iznosi
28,03+ 0,28 mg 100 g* i 13,38 + 0,19 mg 100 g*.

SkladiStenjem sokova od jagode tijekom 7 dana na 4 °C doslo je do smanjenja udjela hidroksicimetnih
kiselina za 29,91 % i flavonola za 12,34 %, dok se udio kondenziranih tanina povec¢ao za 6,3 %, §to se
moze objasniti kondezacijom hidroksicimetnih kiselina i flavonola u ve¢e molekule kondenziranih tanina
(Bebek Markovinovié i sur., 2023). Prema rezultatima istrazivanja, Teleszko i sur. (2016) su utvrdili da
je tijekom skladistenja sokova od jagode razli¢itih kultivara u trajanju od 6 mjeseci pri 4 °C doslo do
znacajnog smanjenja udjela flavonola. Vrijeme skladistenja nije utjecalo na udio ukupnih fenola (tablica
5), §to je u skladu s rezultatima istrazivanja za sokove od nara tijekom skladistenja od 12 tjedana/4 °C
(Guo i sur., 2014).

PEF tretman znacajno ne utjeCe na udio ukupnih fenolnih spojeva (tablica 5), $to su u svojim
rezultatima utjecaja PEF-a (35 i 38 kV cm™, vrijeme: 281 us) na fenolne spojeve u soku od nara zabiljezili
Guo i sur. (2014). Takoder, Dziadek i sur. (2019) su proveli istrazivanje utjecaja PEF-a (30 kV cm™,
puls: 50 %, vrijeme 30 s) na trajnost i nutritivnu vrijednost sokova od jabuke te su utvrdili da tretman

PEF-om nema znacajan utjecaj na sadrzaj bioaktivnih spojeva u soku od jabuke, pri ¢emu je evidentirana
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dobra stabilnosti vitamina C i ukupnih fenola tijekom skladiStenja tretiranih sokova kroz 72 sata/4 °C.
No, Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022b) su zabiljezili drugacije rezultate u istrazivanju kojeg su proveli
na sokovima od jagode tretiranim HIPEF-om pri ¢emu je doslo do povecanja udjela bioaktivnih spojeva
za 8,41 % u odnosu na netretirani sok. Nadalje, u istrazivanju Yildiz i sur. (2021) je takoder zabiljezeno
povecéanje koncentracije ukupnih fenola u sokovima od jagode tretiranim PEF-om. PEF, kao i druge
netoplinske tehnologije, nema znacajan utjecaj na promjenu pH vrijednosti, ukupnih topljivih tvari i
kiselosti soka od jagode (Yildiz i sur., 2020). PEF tretman, osim $to djeluje na inaktivaciju
mikroorganizama i enzima te tako osigurava produzetak roka trajanja, zbog elektroporacije stani¢ne
membrane moze pospjesiti i ekstrakciju bioaktivnih spojeva te tako rezultirati nutritivno i bioloski
vrijedim proizvodima (Koubaa i sur., 2018). Vrijeme trajanja PEF tretmana utje¢e na udio
hidroksicimetnih kiselina u sokovima od jagode te se prema dobivenim rezultatima (tablica 5) moze
vidjeti da uzorci tretirani 3 i 4,5 minute imaju vise udjele (28,86 + 0,49 i 28,46 + 0,49 mg 100 g*) od
onih tretiranih 1,5 min (26,79 + 0,49 mg 100 g?). Prema rezultatima istraZivanja Agcam i sur. (2014)
uzorci soka od narance tretirani PEF-om imaju visi udio hidroksicimetnih kiselina od netretiranih uzoraka
te nije doslo do znacajnijih promjena u njihovim udjelima tijekom skladistenja 180 dana/4 °C. Za razliku
od hidrokiscimetnih kiselina, duze vrijeme tretiranja (4,5 minute) utjeCe na smanjenje udjela flavonola i
kondenziranih tanina (tablica 5). U istraZivanju utjecaja kombinacije PEF-a (18 kV cm™, vrijeme: 500
ps, frekvencija pulsa: 1 kHz) i ultrazvuka (frekvencija: 40 kHz, snaga: 200 W, temperatura: 35 °C,
vrijeme: 20 min) na izolaciju bioaktivnih spojeva iz badema koje su proveli Manzoor i sur. (2019),
zabiljezen je porast udjela kondenziranih tanina u uzorcima tretiranim PEF-om (1,18 + 0,007 mg CE
(ekvivalent katehina, engl. catechin equivalent) g * suhog ekstrakta) u odnosu na netretirane uzorke
(0,853 + 0,006 mg CE g ! suhog ekstrakta). Suptorno tome, Odriozola-Serrano i sur. (2008) nisu
zabiljezili statisticki znac¢ajnu promjenu u udjelu flavonola izmedu netretiranih te uzoraka sokova od
jagode tretiranih PEF-om (35 kV cm, vrijeme: 1,700 ps, puls: 100 Hz).

Vrijeme tretiranja HPU-om ima statisticki znacajan utjecaj na udio kondenziranih tanina, pri ¢emu
uzorci koji su vremenski najduZe tretirani imaju najniZi udio kondenziranih tanina u vrijednosti od 103,57
+ 0,40 mg 100 g, a najveéi udio u vrijednosti od 111,46 + 0,40 mg 100 g* uzorci tretirani 5 minuta.
Takoder, udio ukupnih fenola se povecava s duljinom tretiranja, s vrijednosc¢u od 118,51 + 1,22 mg 100
g (2,5 min) na 120,24 + 1,22 mg 100 g (5 min), a zatim nakon 7,5 minuta slijedi smanjenje udjela na
115,04 + 1,22 mg 100 g?, $to je moguéa posljedica njihove degradacije tijekom duzeg vremenskog
tretmana HPU (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2023). Dobivene vrijednosti udjela ukupnih fenola nakon
tretmana HPU-om od 7,5 minuta sli¢ne su vrijednostima uzoraka tretiranih tretmanom HPU u trajanju

od 2,5 min. Wang i sur. (2019) zabiljezili su sli¢an trend za udjele ukupnih fenolnih spojeva u sokovima
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od jagoda tretiranih ultrazvukom (frekvencija: 20 kHz, snaga: 400 W, vrijeme: 0, 4, 8, 12, 16 min), gdje
je doslo je do znacajnog povecanja koncentracije ukupnih fenola, a to povecéanje je bilo vece $to je duze
vrijeme tretiranja uzorka. Koncentracija ukupnih fenola u kontrolnom uzorku iznosila je 57,60 mg GAE
100 mL™, a nakon tretmana ultrazvukom u vremenu od 12 minuta koncentracija ukupnih fenola iznosila
je 95,76 mg GAE 100 mL™ (Wang i sur., 2019). Djelovanjem ultrazvuka u trajanju od 16 minuta doslo
je pak do smanjenja koncentracije, ali koncentracija ukupnih fenola je i dalje bila veca, nego u
kontrolnom uzorku (Wang i sur., 2019). Visi udio ukupnih fenolnih spojeva u sokovima od jagode nakon
tretmana ultrazvukom (frekvencija: 40 kHz, snaga: 180 W, vrijeme: 10 i 30 min, temperatura: 20 £ 1 °C)
zabiljezili su 1 Tomadoni i1 sur. (2017). Mogu¢i razlozi povecanja koncentracije mogu biti adicija
ultrazvukom proizvedenih hidroksilnih radikala (OH) u aromatske prstene fenolnih spojeva te
ekstrakcija viSe fenolnih komponenata zbog oSteenja stani¢ne stijenke stanica jagode $to ima za
posljedicu povecanje prijenosa mase i brze difuzije. Takoder, zapaZeno je i povecanje koncentracije
flavonoida, askorbinske kiseline te antioksidacijskog kapaciteta u uzorcima tretiranim ultrazvukom
(Wang i sur., 2019). Wang i sur. (2019) takoder navode kako nije doslo do znacajnih promjena u
svojstvima proteina, vrijednosti pH, parametrima boje te ukupnoj topljivoj tvari tretiranih uzorka u
odnosu na netretirane. Slican trend prati i udio flavonola, koji je najvisi pri tretmanu HPU od 5 min, a
duljom vremenskom obradom udio se smanjuje (tablica 5). U svom istrazivanju utjecaja ultrazvuka
(vrijeme: 30, 60 i 90 min, frekvencija: 28 kHz, snaga: 600 W, temperatura: 20 °C) na kvalitetu sokova
od grejpa, Aadil i sur. (2013) su zapazili visi udio flavonola (za 8 %) u tretiranim uzorcima u odnosu na
netretirane uzorke. Tretman HPU-a, bez obzira na vrijeme trajanja tretmana, nemaju znac¢ajan utjecaj na
stabilnost hidroksicimetnih kiselina (tablica 5).

Tehnologija preprekama u kombinaciji PEF + HPU, neovisno o duljini trajanja tretmana, nije znacajno
utjecala na varijacije u udjelima hidroksicimetnih kiselina, kao ni ukupnih fenola, ¢ime se potvrduje
dobra sinergijska ucinovitost odabranih tehnologija na stabilnost bioaktivnih spojeva u sokovima od
jagoda (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2023). Ipak, do znacajnije promjene je doslo pri tretmanima PEF -
4,5 min u kombinaciji s HPU - 2,51 7,5 min, gdje je zabiljezen pad udjela ukupnih fenola od 10,36 -
15,57 %, u odnosu na isti tretman PEF - 4,5 min u kombinaciji s HPU - 5 min. Pretrazivanjem literature
nije pronaden velik broj istrazivanja utjecaja kombinacije PEF i HPU tretmana na stabilnost bioaktivnih
spojeva u vo¢nim sokovima. Aadil i sur. (2017) su istrazivali utjecaj PEF 1 ultrazvu¢nog tretmana na
bioaktivne spojeve i mikrobnu kvalitetu sokova od grejpa. Sokovi od grejpa su najprije podvrgnuti PEF-
u (protok: 80 mL min, frekvencija pulsa: 1 kHz, jakost elektri¢nog polja: 20 kV cm™, temperatura: 40
°C, vrijeme: 600 ps), a zatim ultrazvu¢nom tretmanu u ultrazvuc¢noj kupelji (snaga: 600 W, frekvencija

28 kHz, temperatura: 20 °C, vrijeme: 30 min). Uocen je znacajan porast koncentracije ukupnih fenola
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(za 13,37 %), ukupnih flavonoida (za 12,33 %) i ukupnih flavonola (za 33,63 %), ukupnih karotenoida
(za 33 %) te antioksidacijski kapacitet (za 32,34 %) u usporedbi s kontrolnim netretiranim sokovima.
Takoder, Medina-Meza i sur. (2016) su zabiljezili poboljsanje ekstrakcije ukupnih fenola iz pirea od
maline (Rubus strigosus) za 24 % u uzorcima tretiranih kombinacijom PEF-a i ultrazvuka, dok u pireu
od borovnice (Vaccinium corymbosum) nisu opazene znacajnije statisticke razlike u usporedbi s
netretiranim uzorkom.

Udio flavonola je najvisi pri kombinaciji PEF - 1,5 min i HPU - 5 min (16,36 mg 100 g™) te su kod
vremenski istog tretmana PEF-a s razli¢itim trajanjem HPU - 2,5 i 7,5 min zabiljeZene nize vrijednosti
(tablica 5). Sli¢an trend je vidljiv i kod tretmana PEF - 4,5 min u kombinaciji s HPU. Kod tretmana PEF
- 3 min u kombinaciji s HPU doslo je utjecaja na stabilnost, pri ¢emu je najveci udio flavonola zabiljeZen
pri trajanju HPU od 2,5 minute (15,19 + 0,41 mg 100 g}), a najnizi pri trajanju od 5 minuta (11,95 + 0,41
mg 100 g1). Najvisi udio kondneziranih tanina odreden je pri tretmanu PEF - 1,5 min u kombinaciji s
HPU - 2,5 min (113,62 + 0,52 mg 100 g!), dok je duzim HPU tretiranjem doslo do smanjenja udjela za
vise od 4 %. Nadalje, uzorci tretirani kombinacijom PEF - 3 min i HPU-a postigli su najvise udjele
kondenziranih tanina pri nizim vremenima HPU tretmana (< 5 min). Prosje¢na vrijednost udjela
kondenziranih tanina u 36 uzoraka je 107,66 + 0,23 mg 100 g’. NajniZi udjeli i znacajnije statisti¢ke
razlike u udjelu kondenziranih tanina zabiljeZene su pri kombinaciji PEF + HPU pri PEF tretmanu u
trajanju od 4,5 minute. Manzoor i sur. (2019) su zabiljezili porast udjela kondenziranih tanina od 42 %
u uzorcima suhog ekstrakta badema tretiranih kombinacijom PEF-a (18 kV cm™, vrijeme: 500 ps,
frekvrncija pulsa: 1 kHz) i ultrazvuka (frekvencija: 40 kHz, snaga: 200 W, temperatura: 35 °C, vrijeme:
20 min) u odnosu na netretirane uzorke. Moguci razlog povecanja udjela kondenziranih tanina tijekom
tretmana PEF + HPU su sinergijski ucinci tehnologija PEF-a i HPU-a, koje zahvaljuju¢i razli¢itim
mehanizmima djelovanja mogu utjecati na promjene u kemijskim strukturama makromolekula (Manzoor
i sur., 2019).
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Tablica 5. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama (PEF + HPU) na
stabilnost polifenolnih spojeva

Parametar n TPC HCA FL CT
Skladistenje p=0,39* p<0,01* p<0,01f p<0,01f

0 dana 18 | 118,54+0,99° 3258 +0,40% | 14,26 +0,27% | 104,15+ 0,33°
7 dana 18 | 117,31+0,99% | 2349+0,40° | 1250+0,27° | 111,18 £0,332
PEF p=048+* p = 0,02 p<0,01f p<0,01*
1,5 min 12 | 11819+122% | 26,79+0,49° | 14,15+0,33% | 110,96 + 0,402
3 min 12 | 118,85+1,222 28,86+0,492 | 1357+0,33% | 109,94 + 0,402
4,5 min 12 | 116,75+1,22°2 28,46 +0,49% | 12,44+0,33" | 102,09+ 0,40°
HPU p=0,02f p=0,63* p=0,02"7 p<0,01f
2,5 min 12 | 11851+1,223b | 2842+0,49°% |13,31+0,33%" | 107,96 +0,40°
5 min 12 | 120,24+1,22°2 27,84+0,49% | 14,14+0,33% | 111,46 +0,40°
7,5 min 12 | 11504+1,22° 27,84+0,49% | 12,70+0,33" | 103,57 +0,40°
PEF + HPU (hurdle) p=0,07*% p=0,59* p=0,03" p<0,01f
1,5 min + 2,5 min 12 | 122,79+1,90° 26,14+0,84% | 12,80+0,76° | 113,62+ 0,522
1,5 min + 5 min 12 | 11591+1,90°2 26,81+0,84% | 16,36+0,76% | 110,47 +0,52°
1,5 min + 7,5 min 12 | 11586+1,90° 27,41+0,84% | 13,29+0,76" | 108,78 +0,52°
PEF + HPU (hurdle) p=039% p=0,25% p<001*% p<0,01*%

3 min + 2,5 min 12 | 118,18+2,15°2 29,23+0,822 | 1519+0,41% | 110,25+ 0,902
3 min + 5 min 12 | 116,99+215° 27,63+0,82% | 11,95+0,41° | 113,32+0,90°
3 min + 7,5 min 12 | 12137+215° 29,72+0,82% | 1355+0,41" | 106,25+ 0,90 °
PEF + HPU (hurdle) p=0,02" p=0,08* p=0,02" p<0,01*
4,5 min + 2,5 min 12 114,56 + 2,26 ° 29,89 +0,90% | 11,93+0,51° | 99,99 +0,62°
4,5 min + 5 min 12 | 127,80+2.26° 29,07+0,90% | 1411+051% | 1106+0,622
4,5 min + 7,5 min 12 | 107,90 +2,26° 26,40 +0,90° | 11,27+0,51° | 9569+0,62°
Prosje¢na vrijednost 36 117,93 + 0,70 28,03+0,28 | 13,38+0,19 | 107,66 + 0,23

Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska. Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima su medusobno
statisti¢ki razli¢ite za p < 0,05; T znacajan faktor u viSestrukoj faktorskoj analizi; { nije znacajan faktor u viSestrukoj faktorskoj
analizi. TPC — ukupni fenolni spojevi (mg 100 g*); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g*); FL - flavonoli (mg 100 g
D; CT — kondenzirani tanini (mg 100 g); PEF — pulsirajuée elektri¢no polje (30 kV ¢cm, 100 Hz); HPU — ultrazvuk visoke

snage (amplituda = 25 %, puls = 50 %)

35




Kako bi se u uzorcima sokova od jagode osigurala najvisa stabilnost polifenolnih spojeva uslijed
tretmana tehnologijom preprekama, provedena je optimizacija procesnih parametara primijenjenih
tehnologija (tablica 6). Prema dobivenim rezultatima moze se uociti da su najvise koncentracije svih
ispitivanih polifenolnih spojeva ostvarene u nultom danu skladi$tenja. Ovi rezultati razlikuju se od
rezultata Yildiz i sur. (2021) koji su zabiljezili porast udjela ukupnih fenola u uzorcima tretiranim PEF-
om uslijed skladistenja 7 dana/4 °C, u odnosu na uzorke tretirane ultrazvukom, u kojima nije doslo do
promjena, ali je nakon provedenog skladistenja zapazeno smanjenje udjela ukupnih fenola u svim
uzorcima. Moguci razlog porasta fenolnih spojeva tijekom skladiStenja se krije u reakciji izmedu
oksidiranih polifenola i formiranju novih spojeva koji imaju antioksidacijska svojstva (Yildiz i sur.,
2021). Kako bi se ostvario udio ukupnih fenolnih spojeva od 125,81 mg 100 g u soku od jagode
potrebno je odabrati tehnologiju preprekama u kombinaciji PEF - 1,5 min i HPU - 2,5 min (tablica 6).
Optimalni uvjeti za postizanje najveéeg udjela hidroksicimetnih kiselina (35,56 mg 100 g'1) su pri kraéem
vremenskom tretmanu PEF-om (1,5 min) te duzem vremenskom tretiranjem HPU-om (7,5 min). Udio
flavonola u vrijednosti od 17,36 mg 100 g™ moguce je posti¢i pri sljede¢im uvjetima tretiranja: PEF u
trajanju od 4,5 minute i HPU u trajanju od 5,8 minuta, dok je za najve¢i udio kondenziranih tanina
(116,72 mg 100 g) potrebno uzorke tretirati s kombijancijom PEF - 1,5 min i HPU - 3,2 min.

Tablica 6. Optimalni procesni uvjeti za maksimalni udio polifenolnih spojeva u uzrocima (PEF +

HPU)
Parametar TPC HCA FL CT
Skladistenje (dani) 0 0 0 0
PEF tretman (min) 1,5 1,5 4,5 1,5
HPU tretman (min) 2,5 7,5 5,8 3,2
Optimalne vrijednosti (mg 100 g?) 125,81 35,56 17,36 116,72

TPC — ukupni fenolni spojevi (mg 100 g*); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g*); FL - flavonoli (mg 100 g*); CT —
kondenzirani tanini (mg 100 g'); PEF — pulsirajuce elektricno polje (30 kV cm?, 100 Hz); HPU — ultrazvuk visoke snage
(amplituda = 25 %, puls = 50 %)

Odnos izmedu parametara skladistenja, udjela polifenolnih spojeva te vremena tretiranja tehnologijom
preprekama prikazani su na slici 6. Primije¢eno je da se najviSe vrijednosti udjela ukupnih fenola,
kondenziranih tanina i hidroksicimetnih kiselina u sokovima od jagode primjenom koncepta preprekama
tj. kombinacijom tretmana PEF i HPU postizu odmah po provedenim tretmanima na samom pocetku

skladistenja (nulti dan) i pri kra¢em vremenskom trajanju PEF tretmana, dok se vremena tretiranja s HPU
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razlikuju. Isto tako je primjec¢eno kako ve¢em udjelu flavonola pogoduje duzi vremenski period tretiranja

odabranih tehnologija PEF + HPU.
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Slika 6. Optimalni tretmani tehnologije preprekama (PEF + HPU) za postizanje najvisih udjela
polifenolnih spojeva

4.2. UTJECAJ TRETMANA HPU + PEF NA STABILNOST POLIFENOLNIH SPOJEVA U
SOKOVIMA OD JAGODE

Kad se uzmu svi ispitani uzorci sokova s obzirom na standardizirane sli¢nosti (ukupni fenolni spojevi
(mg 100 g), hidroksicimetne kiseline (mg 100 g), flavonoli (mg 100 g%) i kondenzirani tanini (mg 100

g1)),Ward klaster analizom dobiveni su rezultati koju pokazuju da su uzorci tretirani kombinacijom HPU

.....

.....

trajanju PEF tretmana (PEF + HPU - 1,5 min i HPU + PEF - 3 min).
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Slika 7. Rezultati Ward klaster analize prosjecnih i standardiziranih uzoraka (HPU + PEF)

Vrijeme skladiStenja sokova od jagode po provedenom tretmanu HPU + PEF znacajno negativno
korelira sa svim ispitivanim polifenolnim spojevima tj. duzim skladistenjem dolazi do smanjenje udjela
polifenolnih spojeva, pri ¢emu je najveci utjecaj vidljiv na udio hidroksicimetnih kiselina (tablica 7). Ovi
rezultati se razlikuju od rezultata dobivenih tretmanima obrnutog slijeda (PEF + HPU) (tablica 4), gdje
skladiStenje nema znac¢ajnog utjecaja na ukupne fenolne spojeve i flavonole te ima pozitivan znacaj tj.
utjece na povecanje udjela kondenziranih tanina. Ipak, ovi rezultati se slazu s rezultatima Nadeem i sur.
(2018) koji su zabiljezili kako ultrazvukom (frekvencija: 20 kHz, amplituda: 70 %, vrijeme: 2, 41 6 min)
tretirani mijesani sokovi od mrkve i grozda ostvaruju postupan pad udjela fenola i flavonoida s duzim
vremenskim periodom skladistenja, pri ¢emu je to smanjenje manje, nego kod netretiranog soka. Isto
tako, prema rezultatima navedenim u tablici 7 tretman HPU utjece na smanjenje udjela ukupnih fenolnih
spojeva, flavonola i kondenziranih tanina. I u ovom slucaju, rezultati se razlikuju od rezultata prikazanih
u tablici 4 gdje tretman HPU nema utjecaj na udio bioaktivnih spojeva. No, tijekom tretmana PEF + HPU
duza izlozenost PEF tretmanu dovodi do smanjenja udjela kondenziranih tanina (tablica 4) $to nije slucaj
kod tretmana HPU + PEF (tablica 7). Kao $to je i ocekivano, ukupni fenoli pozitivno koleriraju sa svim
podgrupama ispitivanih polifenola, sto podrazumijeva porast udjela pojedinih podskupina fenola, uz

porast sadrzaja ukupnih fenola. Hidroksicimetne kiseline imaju vecu pozitivnu korelaciju s flavonolima
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u odnosu na kondenzirane tanine. Takoder, flavonoli pozitivno koreliraju s kondenziranim taninima, $to
je 1 o¢ekivano, obzirom da su flavonoli sastavne jedinice kondenziranih tanina. I ovi rezultati (HPU +
PEF) se razlikuju od ranije navedenih rezultata tretmana PEF + HPU, gdje ukupni fenolni spojevi imaju
samo pozitivhu koleraciju na kondenzirane tanine, a koleracija izmedu hidroksicimetnih kiselina i
kondenziranih tanina je negativna. Dobiveni rezultati upu¢uju na razlicite stabilnosti ispitivanih fenolnih

spojeva u ovisnosti i slijedu primijenjenih PEF i HPU tehnologija.

Tablica 7. Korelacije izmedu polifenolnih spojeva i tretmana u tehnologiji preprekama (HPU + PEF)

Parametar SkladiStenje tr?tfnl;n trePtEnFan TPC HCA FL CT
Skladistenje 1 0 0 -0,53* -0,81* | -0,55* | -0,40*
HPU tretman 1 0 -0,50* -0,31 | -0,46* | -0,49*
PEF tretman 1 -0,30 -0,20 | -0,15 | -0,25
TPC 1 0,51* | 0,69* | 0,75*
HCA 1 0,68* | 0,39*
FL 1 0,60*
CT 1

Korelacija je znadajna pri p < 0,05. TPC —ukupni fenolni spojevi (mg 100 g!); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g-
1; FL —flavonoli (mg 100 g'1); CT — kondenzirani tanini (mg 100 g'); PEF (30 kV cm, 100 Hz); HPU (amplituda = 25 %,
puls =50 %)

Prema dobivenim rezultatima, prikazanim u tablici 8, najvisi udjeli svih polifenolnih spojeva odredeni
su u nultom danu skladiStenja. Nakon 7 dana skladiStenja doslo je do znacajnog smanjenja udjela
kondenziranih tanina za 4,56 %, ukupnih fenola za 6,2 %, a najveée smanjenje zabiljeZzeno je za
hidroksicimetne Kiseline i to za 36,32 % te flavonole za 33,26 %. Dobiveni rezultati, osim za ukupne
fenolne spojeve, razlikuju se od rezultata Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022b), koji su U svom istraZivanju
na uzorcima soka od jagode tretiranih HPU zabiljezili povecanje udjela hidrokiscimetnih kiselina (za
5,84 %), flavonola (za 43,44 %), dok se udio kondenziranih tanina nije mijenjao nakon 7 dana
skladistenja pri temperaturi od 4 °C. Teleszko i sur. (2016) su odredili pad udjela flavonola tj. kvercetin-
3-glukoronida u mutnom soku od jagode tijekom 6 mjeseci skladiStenja, pri cemu je primjecen veci pad
kod uzoraka skladiStenih na 20 °C, nego onih skladistenih na 4 °C. Takoder, u istom istrazivanju je
zabiljezen pad derivata hidroksicimetne kiseliene (p-kumaroil-heksoza) kod nekih kultivara, dok je kod
nekih kultivara jagode zabiljezen porast tijekom skladistenja na visoj temperaturi. Smanjenje udjela

ukupnih fenola odmah nakon tretmana HPU za 32,94 %, a tijekom sedmodnevnog skladistenja pri
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temperaturi od 4 °C za 89 %, Bursa¢ Kovacevic i sur. (2019) su detektirali u mutnom sokovim od jabuke
tretiranim s HPU (snaga: 100W, frekvencija: 30 kHz)

Duzim trajanjem HPU tretmana, ba$ kao i duzim skladiStenjem, doslo je do statisticki znacajnog
smanjenja udjela svih polifenolnih spojeva, posebice kondenziranih tanina (7 %) i flavonola (19,72 %)
(tablica 8). U istrazivanju Bebek Markovinovi¢ i sur. (2022b) nije zabiljeZen utjecaj duljeg vremena (10
min vs. 5 min) tretiranja HPU na udio ukupnih fenolnih spojeva i hidroksicimetnih kiselina u sokovima
od jagode. Nadalje, u istom istrazivanju je zabiljeZen pad udjela flavonola i kondenziranih tanina s duzim
vremenom tretiranja, $to je slucaj i u ovom istrazivanju. Margean i sur. (2020) su zabiljezili pad udjela
ukupnih fenola u sokovima od crvenog grozda tretiranim s HPU (snaga: 750 W, amplituda: 50 % i 70 %,
vrijeme: 51 10 min) u odnosu na kontrolni uzorak, ali vrijeme tretiranja nije imalo utjecaja na njihovu
stabilnost. Takoder, vrijeme djelovanja ultrazvuka nije imalo znacajan utjecaj na udio ukupnih fenola
niti u istraZivanju utjecaja ultrazvuka (frekvencija: 20 kHZ, vrijeme: 0 do 105 min) na glavne bioaktivne
spojeve sokova od narance kojeg su proveli Brenes i sur. (2022). Udio hidroksicimetnih kiselina najprije
pokazuje trend porasta (28,35 + 0,82 vs. 29,93 + 0,82 mg 100 g1), a zatim trend pada za 33,91 % (tablica
8). Moguc¢i razlog pada udjela bioaktivnih spojeva je njihova razgradnja tijekom duzeg izlaganja HPU.

Isto tako, duljim vremenskim tretiranjem uzoraka PEF-om dovelo je do statisti¢ki znacajnog
smanjenja udjela polifenolnih spojeva (3,51 - 13,29 %) (tablica 8). U istrazivanju Aguilar-Rosas i sur.
(2007) zabiljezeno je smanjenje ukupnih fenola u sokovima od jabuke tretiranim PEF-om (4 s bipolarni
puls, snaga elektri¢nog polja: 35 kV cm™) za 14,39 %. Takoder, Rybak i sur. (2020) su utvrdili pad
polifenola u crvenoj paprici (Capsicum annuum L.) nakon PEF-obrade (broj pulseva: 6112, 1,07 kV cm’
1'1i3kJkg?) za 6 -7 %. Prema rezultatima prikazanim u tablici 8, nakon 3 minute izlaganja PEF-u
dolazi do stabilizacije gubitka ukupnih fenolnih spojeva, flavonola i kondenziranih tanina, a gubitak
hidroksicimetnih kiselina se nastavlja. Odriozola-Serrano i sur. (2008) nisu zabiljeZili promjene u udjelu
flavonola u PEF-tretiranom soku u odnosu na netretirani sok od jagode.

Tretman HPU - 2,5 min u kombinaciji s PEF - 1,5 - 4,5 min nema statisticki znacajan utjecaj na udio
proucavanih polifenolnih spojeva. Produljenjem tretmana HPU na 5 minuta u kombinaciji s PEF-om (1,5
- 4,5 min) dovodi do smanjenja udjela ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i kondenziranih tanina,
dok isti tretman ne utjece na stabilnost flavonola. Takoder je kod svih ispitivanih polifenolnih spojeva
uoceno da je pri istom tretmanu najveca stabilnost ostvarena pri krecem PEF tretmanu (1,5 min). Do
promjena u udjelima dolazi oko 3. minute izlaganja PEF-u, pri ¢emu udio hidrokiscimetnih kiselina
nakon tog vremena i dalje opada, a fenolnih spojeva raste (s 113,64 + 0,65 na 118,70 + 0,65 mg 100 g
1, sto je vidljivo i kod kondenziranih tanina (s 103,26 + 0,91 na 107,90 + 0,91g™). Produljenjem HPU

tretmana na 7,5 minuta uz naknadni tretman PEF-om dolazi do smanjenja udjela polifenolnih spojeva. U
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istrazivanju Nadeem i sur. (2018), duzim ultrazvu¢nim tretriranjem mijeSanog soka od mrkve i grozda
doslo je do znacajnog povecanja udjela ukupnih fenola i flavonoida. Kao §to je vidljivo iz rezultata
prikazanih u tablici 8 i u ovom tretmanu (HPU - 7,5 min), kao i u prethodnom navedenom (HPU - 5 min),
najvisi udjeli polifenolnih spojeva zabiljeZeni su pri kraéem izlaganju PEF-u (1,5 min). Isto tako, kao i u
prethodnom tretmanu, klju¢ne promjene u stabilnosti polifenolnih spojeva dogadaju se oko 3 minute
izlozenosti PEF-u, prilikom ¢ega se koncentracije ukupnih fenola i hidroksicimetnih kiselina smanjuju
do 3 minute tretmana PEF-om, a zatim njihova vrijednost ostaje nepromijenjena, dok se udio
kondenziranih tanina znacajnije poé¢inje smanjivati tek nakon 3 minute tretmana PEF-om tj. pri 4,5
minute. Udio flavonola se najprije smanjuje s 11,52 + 0,37 mg 100 g (PEF 1,5 min) na 7,27 + 0,37 mg
100 g (PEF 3 min) te zatim ponovno raste na 8,63 + 0,37 mg 100 g (PEF 4,5 min).

Manzoor i sur. (2019) su proveli istrazivanje utjecaja kombinacije HPU i PEF na bioaktivne spojeve
ekstrakta badema. Prema njihovim rezultatima doslo je do povecanja udjela ukupnih fenolnih spojeva u
uzorcima tretiranima zasebno PEF-om i HPU-om te onih tretiranim kombinacijom HPU + PEF u odnosu
na netretirane uzorke. Takoder, u istom istrazivanju naveden je i porast kondenziranih tanina u tretiranim
uzorcima u odnosu na netretirane uzorke. Utjecaj ultrazvuka i PEF-a na kvalitetu sokova od $pinata
istrazivali su Faisal Manzoor i sur. (2021). Najprije je proveden tretman ultrazvukom (frekvencija: 40
kHz, snaga: 200 W, temperatura: 30 °C, vrijeme: 21 min) u ultrazvuénoj kupelji, nakon kojeg je uslijedio
PEF tretman (frekvencija pulsa: 1 kHz, protok: 60 mL min, temperatura: 30 °C, vrijeme: 335 ps, jakost
elektriénog polja: 9 kV cm™). Kao i u prethodnim istraZivanjima, uoéene su veée vrijednosti ukupnih
fenola (12 %), flavonoida (10 %), flavonola (23 %), antioksidacijskog kapaciteta, antocijana (15 %),
karotenoida (18 %), klorofila (~17 %) i vitamina C u odnosu na netretirane uzorke i uzorke tretirane
pojedinaéno PEF-om i ultrazvukom. Takoder, autori navode kako permeabilizacija membrane
uzrokovana PEF tretmanom pospjeSuje ekstrakciju unutarstani¢nog sadrzaja §to rezultira pove¢anjem
ucikovitosti ekstrakcije i prinos unutarstani¢nih metabolita. Nadalje, autori navode i da je povecanje
udjela ukupnih fenola tijekom djelovanja ultrazvuka vjerojatno povezano s oslobadanjem veznanih
fenolnih molekula zbog ostecenja stani¢ne membrane uzrokovne kavitacijom.

Prosje¢ne vrijednosti polifenolnih spojeva u uzorcima tretiranih HPU + PEF su: 120,56 + 0,44
mg 100 g* za ukupne fenole, 27,01 + 0,25 mg 100 g* za hidroksicimetne kiseline, 11,55 + 0,16 mg 100
g za flavonole, te 109,99 + 0,31 mg 100 g za kondenzirane tanine. Yildiz i sur. (2020) su nakon HPU
tretmana odredili nesto visi udio ukupnih fenolnih spojeva (137,59 + 1,93 mg GAE 100 mL ™) u sokovima
od jagode, kao i nakon tretmana PEF-om (144,97 + 1,52 mg GAE 100 mL™?). Prosje¢an udio ukupnih
fenola i kondenziranih tanina je visi u uzorcima tretiranim najprije HPU, a zatim PEF-om. Takoder su

zabiljezene i vise pocetne vrijednost polifenolnih spojeva (osim flavonola) u uzorcima najprije tretiranim
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HPU u odnosu na one prvo tretirane PEF-om. Rybak i sur. (2020) su u rezultatima istrazivanja na crvenoj
paprici zabiljezili blagi pad udjela ukupnih fenola nakon tretmana PEF u kombinaciji s ultrazvukom
(PEF: 30 kV, broj pulseva: 12 i 34, 1,07 kV cm™, 1i 3 k] kg'%; ultrazvuk- ultrazvuéna kupelj, frekvencija:

21 kHz, snaga: 300 W, vrijeme: 30 min) i tretmana ultrazvuk + PEF u odnosu na netretirane uzorke.

Tablica 8. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama (HPU + PEF) na
stabilnost polifenolnih spojeva

Parametar n TPC HCA FL CT
Skladistenje p<0,01f p<0,01f p<0,01f p<0,01f

0 dana 18 | 1245+0,63° [33,01+0,672| 13,860,232 | 113,58+ 0,452
7 dana 18 | 116,78 +0,63° |21,02+0,67° | 9,25+0,23" | 108,40 +0,45"
HPU p<001t p<001*% p<001*% p<001*%
2,5 min 12 | 126,02+0,77% | 28,35+0,822 | 13,83+ 0,282 | 116,30 + 0,552
5,0 min 12 | 118,52+0,77° | 29,93+0,82° | 11,71 +0,28"° | 108,06 + 0,55 °
7,5 min 12 | 117,14+0,77° | 22,76 +0,82°| 9,14 +0,28° | 108,61 +0,55°
PEF p<0,01f p<001f p<0,01f p<0,01f
1,5 min 12 | 124,48 +0,77% | 28,66 +0,822 | 12,64+ 0,282 | 113,12 + 0,552
3,0 min 12 | 118,07 +0,77° | 27,31+0,82° | 10,96 +0,28"° | 110,70 £ 0,55°
4,5 min 12 | 119,14 +0,77° | 25,06+ 0,82°¢ | 11,07 £0,28"° | 109,14 + 0,55 °
HPU + PEF (hurdle) p=0,10% p=010% p=020% p=0,07%
2,5 min + 1,5 min 12 | 12954 +2,042 | 2843+1,422| 13,47 +1,55% | 115,87 +2,09 2
2,5 min + 3,0 min 12 | 123,06 +2,042 | 29,77 +1,422| 14,70+ 1,552 | 118,87 +2,09 2
2,5 min + 4,5 min 12 | 12546+2,042 | 26,85+1,422] 13,30+ 1,552 | 114,15 +2,09 2
HPU + PEF (hurdle) p<001*% p<001*% p=0,081% p<001*%
5,0 min + 1,5 min 12 | 12321+0,65% |32,73+0,83% | 12,94+ 1,552 | 113,01 £0,91 2
5,0 min + 3,0 min 12 | 113,64+0,65° | 30,59+ 0,83%| 10,92+ 1,552 | 103,26 + 0,91 °
5,0 min + 4,5 min 12 | 118,70+0,65° | 26,46 +0,83° | 11,27 £1,55% | 107,90 + 0,91 ¢

Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska. Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima su medusobno
statisti¢ki razli¢ite za p < 0,05; T znacajan faktor u viSestrukoj faktorskoj analizi; { nije znac¢ajan faktor u viSestrukoj faktorskoj
analizi. TPC — ukupni fenolni spojevi (mg 100 g*); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g*); FL - flavonoli (mg 100 g
1; CT — kondenzirani tanini (mg 100 g); PEF — pulsirajuée elektri¢no polje (30 kV ¢cm, 100 Hz); HPU — ultrazvuk visoke
snage (amplituda = 25 %, puls = 50 %).
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Tablica 8. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju tehnologije preprekama (HPU + PEF) na
stabilnost polifenolnih spojeva - nastavak

Parametar n TPC HCA FL CT

HPU + PEF (hurdle) p=0,02" p<001t p<0,01f p<001t
7,5 min + 1,5 min 12 | 120,68 1,332 |24,83+0572| 11,52 +0,372 | 110,49 + 0,70 2
7,5 min + 3,0 min 12 | 117,50+1,33%P | 2157 +0,57° | 7,27+0,37°¢ | 109,97 +0,702
7,5 min + 4,5 min 12 | 113,25+1,33" | 21,86+0,57° | 8,63+0,37° | 105,38 +0,70°"
Prosje¢na vrijednost 36 | 120,56 +0,44 | 27,00+0,25 | 11,55+0,16 | 109,99 + 0,31

Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti + standardna pogreska. Vrijednosti oznaéene razli¢itim slovima su medusobno
statisti¢ki razli¢ite za p < 0,05; T znaCajan faktor u viSestrukoj faktorskoj analizi; { nije znagajan faktor u visestrukoj faktorskoj
analizi. TPC — ukupni fenolni spojevi (mg 100 g*); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g*); FL - flavonoli (mg 100 g
D; CT — kondenzirani tanini (mg 100 g); PEF — pulsirajuée elektri¢no polje (30 kV ¢cm?, 100 Hz); HPU — ultrazvuk visoke
snage (amplituda = 25 %, puls = 50 %).

Optimizacija procesnih parametara u slijedu tehnologije preprekama HPU + PEF provedena je s
ciljem iznalaZenja uvjeta obrade koji ¢e rezultirati s najve¢im prinosima ispitivanih polifenolnih spojeva
(tablica 9). Za sve polifenolne spojeve najveca stabilnost se postize pri kracem vremenskom periodu
skladistenja tj. na samom pocetku. Isti rezultati dobiveni su i za optimalni tretman PEF + HPU (tablica
6). Ukupnim fenolima, flavonolima i kondenziranim taninima pogoduje krace HPU tretiranje od 2,5
minute, dok je za postizanje najvise vrijednosti hidrokiscimetnih kiselina potrebno provesti HPU tretman
u trajanju od 4,7 min. Promotri li se utjecaj PEF tehnologije, vidljivo je da se najvise vrijednosti
polifenolnih spojeva postizu pri kratem vremenu PEF tretiranja, izuzev za flavonole, ¢ija stabilnost je
najveca uz nesto duzi tretman (4,5 min). Isti rezultati dobiveni su i za tretman PEF-om u kombinaciji
PEF + HPU (tablica 6). U kona¢nici, uz provedbu tehnologije preprekama u kombinaciji HPU + PEF
tretmana pri optimalnim uvjetima, ostvareni bi bili najveéi prinosi polifenolnih spojeva kako slijedi:
ukupni fenoli 129,35 mg 100 g, hidroksicimetne kiseline 39,15 mg 100 g, flavonoli 18,04 mg 100 g*
i 117,19 mg 100 g kondenzirani tanini.
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Tablica 9. Optimalni procesni uvjeti za maksimalni udio polifenolnih spojeva u uzrocima (HPU + PEF)

Parametar TPC HCA FL CT
Skladistenje (dani) 0.0 0.0 0.0 0.0
HPU tretman (min) 2.5 4.7 2.5 2.5
PEF tretman (min) 1.5 1.5 4.5 1.5
Optimalne vrijednosti (mg 100 g¥)| 129.35 39.15 18.04 117.19

TPC — ukupni fenolni spojevi (mg 100 g*); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg 100 g); FL - flavonoli (mg 100 g%); CT -
kondenzirani tanini (mg 100 g'); PEF — pulsirajuée elektri¢no polje (30 kV cm, 100 Hz); HPU — ultrazvuk visoke snage
(amplituda = 25 %, puls = 50 %)

Odnosi vremena skladistenja, udjela polifenolnih spojeva te vremena tretiranja PEF-om i HPU-
om u kombinaciji tehnologije preprekama HPU + PEF prikazani su na slici 8. Opcéenito gledajuéi,
dobiveni rezultati ukazuju da boljoj stabilnosti veéine ispitivanih polifenolnih spojeva poguduju
kombinacije PEF i HPU tretmana s odabranim kra¢im vremenima tretiranja. Time se u¢vrscuje teza da
su u kombinaciji ovih tehnologija prema konceptu preprekama potrebni tzv. ,,blazi“ uvjeti obrade za

postizanje optimalnih rezultata (Putnik i sur., 2020).
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5. ZAKLJUCCI

1. Sok od jagode vrijedan je izvor polifenolnih spojeva, medu kojima se u najveéoj koncentraciji

istiu kondenzirani tanini, zatim hidroksicimetne kiseline i flavonoli.

2. Promotri li se slijed primjenjenih tehnologija na stabilnost polifenolnih spojeva, dobiveni rezultati
ukazuju da vecoj stabilnosti hidroksicimetnih kiselina i flavonola pogoduje slijed prepreka PEF
+ HPU, dok je veca stabilnost ukupnih fenola i i kondenziranih tanina odredena za uzorke sokova

obradene slijedom prepreka HPU + PEF.

3. Stabilnost polifenolnih spojeva tijekom skladistenja (0. dan vs. 7. dan) u sokovima od jagode
tretiranim s PEF + HPU slijedom prepreka, veca je u nultom danu za hidroskicimetne kiseline i
flavonole, dok je nakon sedmodnevnog skladiStenja na 4 °C zabiljezena veca stabilnost
kondenziranih tanina. U obrnutom slijedu primijenjenih tehnologija HPU + PEF, veca stabilnost

svih ispitivanih polifenolnih spojeva odredena je u nultom danu u odnosu na 7. dan skladistenja.

4. Tehnologije preprekama u slijedu PEF+HPU i HPU+PEF primijenjene u 3 razli¢ita vremena
tretiranja pokazuju statisticki znacajne razlike (p < 0,05) i razliite trendove s obzirom na
stabilnost ispitivanih polifneolnih spojeva. Ipak, opcenito gledajuci, kra¢a vremena obrade (1,5
min za PEF 1 2,5 min za HPU), neovisno o slijedu primjenjenih tehnologija, povoljno utjecu na
vecu stabilnost ukupnih fenola. Takoder, kako bi se ostvarila veca stabilnost hidroksicimetnih
kiselina, flavonola i kondenziranih tanina, u slijedu tehnologija PEF + HPU potrebna su dulja
vremena obrade za HPU tretman, dok su u slijedu tehnologija HPU + PEF potrebna kraca
vremena HPU obrade.

5. U zakljucku, tehnologija preprekama, kao odrziva tehnologija prerade funkcionalne hrane, uz

primjenu odabranih tehnologija PEF i HPU pri optimalnim uvjetima obrade, predstavlja

inovativan pristup u proizvodnji bioloski vrijednih funkcionalnih sokova od jagode.
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