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1. UVOD

U danasnje vrijeme rastu trendovi zdrave i kvalitetne prehrane. Ljudi sve viSe vode racuna
o tome $to konzumiraju te kojim je procesima neka namirnica bila podvrgnuta, a uz to imaju i
manje vremena za pripremu hrane. Upravo zbog toga raste potroSnja smoothieja, koji su
nutritivno vrijedni zbog velikog udjela bioaktivnih spojeva 1 njihove antioksidacijske
aktivnosti (Barba i1 sur., 2012). Smoothie se jednostavno i brzo priprema od razlicitih
kombinacija voca, rjede povréa, mlijeka i mlijecnih proizvoda ili vode. Osim §to se moze
pripremiti u domacinstvu, nalazi se i na trziStu. Takvi proizvodi moraju biti procesirani kako
bi zadrzali svjeZinu, odnosno imali dulji rok trajanja. Najc¢eSce se vrsi procesiranje toplinskim
tretmanima, kao Sto su pasterizacija i sterilizacija, pri ¢emu dolazi do gubitka nutritivne
vrijednosti i senzorskih znacajki.

Kako bi potrosaci dobili Sto kvalitetnije proizvode s ocuvanim nutritivnim 1 senzorskim
znaCajkama razvijaju se nove metode procesiranja hrane, odnosno netoplinske tehnologije.
Netoplinske tehnologije javljaju se kao alternative toplinskim tretmanima. Uz upotrebu
netoplinskih tehnologija kao §to su, obrada pulsiraju¢im elektricnim poljem, pulsirajué¢im
svjetlom, ultrazvukom, omogucéava se ocuvanje svjezine, nutritivne vrijednosti i dulji rok
trajanja. Jedna od tehnologija kojom se proizvodi minimalno procesirana hrana je i visoki
hidrostatski tlak (Oms-Oilu i sur., 2012).

Visoki hidrostatski tlak je izvrsna nova metoda koja zamjenjuje tradicionalnu pasterizaciju
i osigurava minimalne promjene senzorskih, nutritivnih 1 teksturnih karakteristika. Do
minimalnih promjena u procesiranoj namirnici dolazi upravo zbog neznatnog povisenja
temperature 1 iznimno kratkog vremena obrade, koje moze trajati od nekoliko sekundi do 30
minuta (Bosiljkov, i sur., 2010).

Visoki hidrostatski tlak, osim $to osigurava minimalne gubitke nutritivne vrijednosti i
senzorskih znacajki, produzuje rok trajanja i osigurava mikrobiolosku kvalitetu proizvoda. U
ovom radu analiziran je utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na fizikalna i mikrobioloSka
svojstva smoothieja. Smoothie je napravljen kombinacijom voca (jabuka, aronija), povrcéa
(mrkva) te kokosovog mlijeka i badema. Cilj ovog rada je odredivanje optimalnih fizikalnih 1
mikrobioloskih svojstava pri ¢emu se postize najbolja stabilnost smoothieja (raspodjela
veliCine Cestica). Promatraju¢i dobivene smoothieje sa mikrobioloSkog aspekta cilj je posti¢i
minimalne promijene senzorskih i nutritivnih karakteristika tijekom duljeg vremenskog

perioda.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Visoki hidrostatski tlak

Visoki hidrostatski tlak (High pressure processing — HPP ili High hydrostatic pressure —
HHP) je jedna od alternativnih metoda obrade tekuc¢ih ili krutih namirnica, s ili bez ambalaze,
pri tlaku od 100 do 900 MPa. Tijekom obrade dolazi do neznatnog povecanja temperature, a
vrijeme obrade je od nekoliko sekundi do 30 minuta (Bosiljkov i sur., 2010). Visoki
hidrostatski tlak se sve ¢eS¢e koristi u prehrambenoj industriji zbog Cinjenice da inaktivira
mikroorganizme i denaturira neke enzime, a da pri tome ne utjece na senzorske i nutritivne
znacajke, odnosnu razgradnju hranjivih tvari (Rastogi, 2013). Visoki hidrostatski tlak, koji se
koristi kao alternativa za toplinske tretmane ima brojne prednosti u odnosu na toplinske

tretmane (Thakur i Nelson, 1998):
= Manji utroSak energije
= Djeluje na hranu neovisno o obliku, veli€ini i sastavu
» Vecéa mikrobioloska sigurnost
= Dulji rok trajanja
= Krace vrijeme obrade
= Niska koncentracija otpadnih produkata
* Minimalni gubitci nutritivne vrijednosti i organolepti¢kih znacajki
Ogranicenja u primjeni tehnologije visokim hidrostatskim tlakom (Thakur i Nelson, 1998):
= Namirnice se moraju skladistiti pri niskim temperaturama

= Bakterijske spore i enzimi su otporni na djelovanje poviSenog tlaka, potreban je veci

tlak (1200 MPa), sto poskupljuje obradu

= Visoka pocetna cijena opreme



2.1.1. Povijesni razvoj visokog hidrostatskog tlaka

Visoki hidrostatski tlak, odnosno njegov ucinak, se 1883. godine prvi puta u povijesti
povezuju s organizmima (Knorr, 1995). Ucinak visokog hidrostatskog tlaka na hranu
spominje se krajem 19. stoljeca, a otkrio ga je Bert Hite sa suradnicima na West Virginia
University-u. Hite je tada upotrebljavao visoki hidrostatski tlak (do 600 MPa) kako bi ocuvao
kvalitetu mlijeka, a kasnije i povréa i voca (Hite, 1899; Hite i sur., 1914). Nakon toga, sve
viSe raste interes za visokim hidrostatskim tlakom kao zamjenom za tradicionalne toplinske
metode obrade hrane. U Japanu je 1992. godine doslo do velike revolucije, kada je na trziSte
pusten proizvod obraden visokim hidrostatskim tlakom (Knorr, 1993). Linija revolucionarnih
proizvoda ukljucivala je proizvode poput Zelea, dZemova i voénih umaka, proizvedene bez
primjene povisene temperature (Thakur i Nelson, 1998). U proteklih 30—ak godina industrije
uspjeSno primjenjuju obradu visokim hidrostatskim tlakom na hranu kako bi im ocuvali

senzorska, nutritivna i organolepticka svojstva (Elamin i sur., 2015).
2.1.2. Princip djelovanja visokog hidrostatskog tlaka

Visoki hidrostatski tlak djeluje na namirnicu sa svih strana jednoliko te ne uzrokuje
oSte¢enja na namirnici, osim ako je namirnica koja se obraduje Suplja ili ima praznog
prostora. Tijekom procesiranja namirnice dolazi do znacajnog smanjenja broja
mikroorganizama i denaturacije proteina, pri ¢emu visoki hidrostatski tlak ne utjece na veze
izmedu molekula (Elamin i sur., 2015). Upotrebom visokog hidrostatskog tlaka moze se
produziti trajnost proizvoda, kemijske reakcije koje uzrokuju redukciju vitamina i pojavu
neugodnih okusa mogu biti reducirane, a patogeni mikroorganizmi mogu biti inaktivirani
(Rastogi, 2013). Nacela koja objasnjavaju ponaSanje namirnica pod utjecajem visokog
hidrostatskog tlaka su Le Chatelier-ov princip, princip mikroskopskog uredenja i izostaticki
princip rada (Elamin i sur., 2015).

Prema Le Chatelier-ovom principu, kada se kemijski sustav nalazi u stanju ravnoteze i na
njega se djeluje nekom promjenom, na primjer djelovanje poviSenog tlaka na zatvoreni
sustav, on tu promjenu nastoji umanjiti popratnim reakcijama. Odnosno, pospjeSuju se
reakcije koje vode k smanjenju volumena, dok su reakcije koje vode k povecanju volumena
potisnute. Isto tako, prema Le Chatelier-ovom principu bilo koja promjena, kao §to su
kemijska reakcija, fazni prijelaz ili promjena molekulske konfiguracije, poprac¢ena
smanjenjem volumena, dovest ¢e do povecanja tlaka (Pauling, 1964). Zbog tog fenomena,
odnosno Le Chatelier-ovog principa, su nekovalentne veze, kao Sto su ionske, vodikove i

hidrofobne, izrazito osjetljive na djelovanje visokog hidrostatskog tlaka. Nasuprot tome,
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visoki hidrostatski tlak ima neznatno djelovanje na kovalentne veze sastojaka hrane.
Posljedica toga je to da su komponentne u hrani, koje imaju veliku molekulsku masu
podlozne promjenama funkcionalnih svojstava i konformacije, dok su komponente hrane
manje molekulske mase, koje imaju mali udio sekundarne, tercijarne i kvartarne strukture,
neosjetljive na djelovanje visokog hidrostatskog tlaka. Odnosno komponente koje su
odgovorne za organolepti¢ke znacajke i nutritivnu vrijednost, kao §to su vitamini i bioaktivni
spojevi, su neosjetljive na djelovanje visokog hidrostatskog tlaka (Balci 1 Wilbey, 1999).
Prema principu mikroskopskog uredenja, u sustavu gdje je konstantna temperatura, povecanje
tlaka vodi k povecanju stupnja uredenosti neke molekule (Benet, 2005). Pascal-ov princip,
odnosno izostatski tlak je pojava pri kojoj se tlak jednomjerno rasporeduje u svim
smjerovima, neovisno o sastavu, obliku i veli¢ini hrane koja se tretira (Yordanov i Angelova,
2010).

Tijekom obrade, rad kompresije se odrzava poviSenjem temperature proizvoda
adijabatskim zagrijavanjem. Intenzitet poviSenja temperature ovisi o sastavu uzorka koji se
tretira. Kod vode i namirnica koje sadrze veéi udio vode iznosi 3 °C za svakih 100 MPa, ako
uzorak sadrzi veé¢i udio masti, promjena temperature moze biti i do tri puta veca (8-9 °C za
svakih 100 MPa) (Karlovi¢ i sur., 2014). Kompresija se moze odraziti na promjenu pH
visokog hidrostatskog tlaka, §to uz poviSenu temperaturu povecava ucinkovitost procesa.
Namirnica, to jest uzorak se tijekom dekompresije hladi na svoju pocetnu temperaturu, ako
nije doSlo do nastanka ili gubitka topline od stijenke tlacne kapilare za vrijeme faze
zadrZavanja tlaka (Lovri¢, 2000).

Namirnice, odnosno uzorci koji se obraduju visokim hidrostatskim tlakom, moraju biti
upakirani u fleksibilnu ambalazu, koja ima dovoljnu elasti¢nost za prijenos tlaka na proizvod
te moze osigurati visoku sposobnost brtvljenja. Odnosno, ambalaza u kojoj se obraduju uzorci
mora imati sposobnost prilagodbe na smanjenje volumena od 15 % i vrac¢anje u prvobitan
oblik i veli¢inu (Hogan i sur., 2014). Za primjenu ove tehnologije naj¢es¢e se upotrebljavaju
polimeri i kopolimeri. Odnosno, bocice razli¢itih volumena od poli(vinil-alkohola)-PVAL i

etilen/vinil-alkoholni kopolimer (E/VAL) (Norton i sur., 2008).



2.1.3. Oprema za tretiranje visokim hidrostatskim tlakom

Uredaj za obradu visokim hidrostatskim tlakom sastoji se od ovih dijelova (da Cruz i sur.,

2010):

= tlacna komora

* mehanizam za zatvaranje komore

* mehanizam za brtvljenje komore dok je pod tlakom
= pumpa za generiranje visokog tlaka

* medij za prijenos tlaka

= sustav za kontrolu i pracenje tlaka i temperature

Najvazniji dio opreme je tlacna komora cilindri¢nog oblika, koja moZe podnijeti velika
naprezanja. Debljina stijenke cilindra odreduje maksimalni radni tlak (Elamin i sur., 2015).
Visoki tlak se moZe proizvesti na jedan od tri nacina, ali u prehrambenoj industriji koriste se
dva, a to su direktna i indirektna metoda. U uredajima s direkthom metodom, volumen
komore smanjuje se djelovanjem hidrauli¢kog tlaka na klip, odnosno ulje se pod tlakom od 20
MPa dovodi na povrSinu klipa i preko medija, koji je najéeSée voda, prenosi radni tlak na
uzorak koji se obraduje (Slika 1). Dok se pri posrednoj, odnosno indirektnoj metodi, koristi
pojacivac ili visokotlacna pumpa. Djelomicno stlacena radna tekucina (smjesa vode i glikola
ili voda) transportira se pomocu pumpe iz posude s tlacnom teku¢inom u radni cilindar

(Bosiljkov i sur., 2010).

Brtva Glavni klip Klip za tekuéinu
pod visokim tlakom

Ulaz tekucine I1zlaz tekuéine

Ulje pod Ulje pod Tekucina pod visokim tlakom
visokim tlakom niskim tlakom

Slika 1. Visokotlacna pumpa (Bosiljkov i sur., 2010)



Postrojenja za obradu visokim tlakom mogu biti diskontinuirana, odnosno SarZna,
polukontinuirana i kontinuirana (Slika 2). Pod pojmom visoki hidrostatski tlak podrazumijeva
se diskontinuirana obrada (Bosiljkov i sur., 2010). Sarzni sustav (Slika 3) primjenjuje se za
krute i tekuce namirnice, koje su upakirane u ambalazu. Cjelokupna obrada odvija se kroz
nekoliko faza, a to su punjenje komore medijem za prijenos tlaka i materijalom koji se tretira
(uzorkom), zatvaranje cilindra, kompresija, odnosno generiranje visokog tlaka, zadrzavanje
postignutog tlaka odredeno vrijeme, dekompresija, otvaranje komore i vadenje tretiranog
uzorka iz komore. Kao medij za prijenos tlaka u obradi hrane uobicajeno se upotrebljavaju

voda, smjesa vode i glikola, silikonska ulja ili razrijedeni etanol (Rasanayagam i sur., 2003).
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Slika 2. Shema kontinuiranog procesa obrade visokim tlakom (Bosiljkov i sur., 2010)
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Slika 3. Shema diskontinuiranog procesa obrade visokim tlakom (Lovri¢, 2000)

2.1.4. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na mikroorganizme, enzime i nutritivou
kvalitetu

Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na mikrobnu inaktivaciju ovisi o tipu
mikroorganizama (kvasci, plijesni, bakterije), formi u kojoj se nalaze (vegetativne stanice,
spore, gram pozitivne ili gram negativne), rodu, vrsti, soju i1 fazi rasta (faza prilagodbe,
eksponencijalna, stacionarna, faza odumiranja). Odnosno, razli¢iti mikroorganizmi pokazuju
razli¢itu osjetljivost na stres, koji uzrokuje visoki hidrostatski tlak (Manas i Pagan, 2005;
Daryaei i sur., 2016). Uglavnom su bakterije koje su otporne na toplinu, otporne i na visoki
hidrostatski tlak. Na primjer, gram pozitivne bakterije otpornije su od gram negativnih, spore
su otpornije od vegetativnih stanica, stanice u eksponencijalnoj fazi rasta osjetljivije su nego
na stres koji uzrokuje visoki hidrostatski tlak (Daryaei i sur., 2016). Za inaktivaciju
mikroorganizama odgovorna su oSte¢enja u razli¢itim dijelovima stanice do kojih dolazi
uslijed promjena na proteinima, ribosomima, propusnosti stani¢ne membrane, sintezi proteina
i enzimskoj aktivnosti (McKay i sur., 2011). Tako se uz tlak od 50 MPa moze inhibirati
sinteza proteina u mikroorganizmima i smanjiti broj ribosoma, uz tlak od 100 MPa moze do¢i
do denaturacije proteina, primjenom tlaka od 200 MPa nastaju oSte¢enja na staninoj
membrani 1 uniStava se unutarnja stani¢na struktura, dok primjenom tlakova od 300 MPa i

viSe dolazi do ireverzibilne denaturacije proteina, pucanja stanicne membrane te inaktivacije



vegetativnih bakterija (bakterijske smrti) (Abe, 2007). Opcenito se vegetativne bakterije,
kvasci 1 plijesni inaktiviraju obradom na tlakovima od 200 do 700 MPa, ali bakterijske spore,
koje su otporne na visoki hidrostatski tlak, ostaju neunistene ¢ak do tlakova od 1200 MPa.
Zbog toga se inaktivacija nekih mikroorganizama (vegetativnih bakterija, bakterijskih spora)
postize kombinacijom faktora, koji su karakteristicni za proces, a to su vrijeme tretiranja,
temperatura tretmana i adijabatsko zagrijavanje (McKay i sur., 2011).

Enzimi su kompleksni globularni proteini, koji djeluju kao katalizatori, odnosno ubrzavaju
biokemijske reakcije. Tu funkciju obavljaju zbog prisutnosti aktivnog mjesta, koje ima afinitet
za vezanje odgovaraju¢e molekule supstrata (Tsou, 1896). Vaznost enzima u proizvodima na
bazi voéa je u tome Sto utjeu na strukturu proizvoda (pektinmetilesteraze, celulaze,
hemicelulaze) te promjenu boje, okusa i nutritivne vrijednosti proizvoda (polifenol oksidaza,
peroksidaza, askorbat oksidaza) uzokovane oksidacijom (Augusto i sur., 2018). Struktura
enzima, odnosno njegova stabilnost 1 aktivnost odrzava se disulfidnim vezama (sekundarna
struktura) i nekovalentnim vezama (tercijarna i kvartarna struktura), kao $to su vodikove, van
der Walsove 1 hidrofobne. Neke od tih veza lako pucaju prilikom primijenjene energije, Sto
vodi k promjeni struktura enzima. Odnosno, tlakovi od 100 MPa na dalje uzrokuju promjene
u enzimskoj strukturi. Kako visoki hidrostatski tlak nema utjecaj na kovalentne veze,
promjene na enzimima javljaju se u uslijed promjene tercijarne i kvartarne strukture (Augusto
i sur., 2018). Ako se promjeni konformacijska struktura proteina, moze do¢i do reverzibilnog
ili ireverzibilnog gubitka bioloSke funkcije odredenog proteina, odnosno enzima. To jest,
promjenom konformacijske strukture, moze do¢i do inaktivacije enzima (enzim gubi
kataliticku aktivnost). Osim toga, i promjene u interakcijama izmedu makromolekula i
modificiranih funkcionalnih grupa mogu dovesti do inaktivacije enzima, bez obzira na to je li
doslo do konformacijskih promjena ili ne (Oey, 2016).

Na nutritivnu vrijednost utjeCu spojevi, odnosno hranjive tvari koje se definiraju kao
mikronutrijenti (minerali i vitamini) i makronutrijenti (ugljikohidrati, masti i proteini), dijele
se ovisno o tome u kojoj koli¢ini su nam potrebni iz prehrane (Gibney i sur., 2009). Osim
mikro 1 makronutrijenata, od velike vaznosti postaju i bioaktivni spojevi. Bioaktivni spojevi
(karotenoidi, fitosteroli, polifenoli, masne kiseline, peptidi) su fitokemikalije koje utjecu na
metabolicke procese i pozitivno djeluju na ljudsko zdravlje (Correia i sur., 2012). Voce i
povrée je izrazito bogato polifenolima, kao Sto su fenolne kisline, flavonoli, flavoni,
proantocijanidini, flavanoni, antocijani, katehinski monomeri, koji smanjuju rizik od pojave
razlicitih degenerativnih bolesti, prerane smrti, kardiovaskularnih oboljenja te smanjuju upale

organizma 1 oksidativni stres (Sdnchez—Moreno i sur., 2009). Obrada visokim hidrostatskim
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tlakom ima razli¢iti utjecaj na minerale, vitamine i bioaktivne spojeve u hrani, ali su zbog
minimalnog utjecaja visokog hidrostatskog tlaka na kovalentne veze sigurniji nego ostale
komponente hrane. Medutim, izravna posljedica djelovanja visokog hidrostatskog tlaka na
bioaktivne spojeve je promjena funkcionalnih svojstava tih sastojaka hrane, a to ukljucuje
promjene antioksidacijske aktivnosti, kancerogene aktivnosti i biodostupnosti (Mahadevan i

Karwe, 2016).

2.2. Pasterizacija
2.2.1. Povijesni razvoj

Pasterizacija je obrada koja je dobila ime po francuskom kemicaru Louisu Pasteuru. Louis
Pasteur je 1860—ih provodio istrazivanja letalnog utjecaja poviSenih temperatura na
mikroorganizme u vinu, u svrhu zastitite proizvoda od kvarenja. Tim istraZzivanjem je
potvrdio da su temperature od 50 do 60 °C dovoljne za uniStavanje mikroorganizama koje
djeluju na pretjeranu fermentaciju. Nakon toga, provodio je istraZivanja na pivu, a ubrzo je i
kiselost mlijeka povezao s kvarenjem vina i piva. Zakljucio je da sve proizlazi iz razvoja i

rasta nepozeljnih mikroorganizama (Ryser, 2011).
2.2.2. Princip djelovanja i oprema

Pasterizacija je relativno blagi toplinski tretman (temperatura obrade ispod 100 °C) koji se
provodi u svrhu unistenja patogenih i ostalih Stetnih mikroorganizama te inaktivacije enzima
koji mogu uzrokovati ubrzano kvarenje proizvoda. Provodi se u svrhu produljenja trajnosti
proizvoda te kako bi proizvod bio siguran za potrosaca (Tratnik i Bozani¢, 2012). Toplinska
inaktivacija bilo kojeg mikroorganizma, odnosno postizanje odgovarajueg ucinka
pasterizacije zasniva se na dovoljno dugoj izloZenosti pojedinog mikroorganizma dovoljno
visokoj temperaturi (Ryser, 2011). Zbog toga se koriste razliite kombinacije temperature i
vremena obrade, na primjer niska temperatura, dugotrajno zagrijavanje (LTLT — 60 °C, 30
minuta), visoka temperatura, kratkotrajno zagrijavanje (HTST — 85 °C, 5 minuta) i ultra-
visoka temperatura (UHT — 135 °C, 2 sekunde do 2 minute) (Park i sur., 2014). Rezim
postupka toplinske obrade ovisi o toplinskoj vodljivosti (Sto je veca, proces krace traje), brzini
prodiranja topline u namirnicu (ovisno o na¢inu prijenosa topline, stupnju punjenja ambalaze,
rotacije ambalaze, veli¢ini i obliku ambalaze) te o pH proizvoda. pH proizvoda, odnosno
kiselost je vazan uvjet za odredivanje rezima i izbora postupka toplinske obrade, jer o tome
ovisi koji kontaminanti se pojavljuju u proizvodu (Lovri¢, 2000). Osim toga, mikroorganizmi
imaju razlicitu otpornost pri razli¢itim pH vrijednostima. Toplinska otpornost bakterija veca
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je oko pH 7, dok u kiselim namirnicama (pH<7) dolazi do brze inaktivacije mikroorganizama.
Ako se pH 4,5 uzme kao granica, proizvodi se dijele na kisele (pH<4,5), za njih je dovoljna
toplinska obrada do 100 °C (pasterizacija) i slabo kisele (pH>4,5) za koje je potrebna
toplinska obrada iznad 100 °C (sterilizacija). Toplinska obrada proizvoda u hermetickoj
ambalazi provodi se u uredajima diskontinuiranog (vodena kupelj) ili kontinuiranog tipa

(tunelski pasterizator) (Slika 4), pod povecanim ili atmosferskim tlakom (Lovri¢, 2000).
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Slika 4. Tunelski pasterizator (Lovri¢, 2000)

2.3. Smoothie

Smoothie je osvjezavajuce pice pripremljeno od razli€itih vrsta voca, voénih sokova,
rjede povréa, leda, jogurta ili mlijeka. MoZe se napraviti u domacinstvu ili kupiti kao svjezi ili
pasterizirani proizvodi (Keenan, 2010). U zadnjih 10 godina takvim proizvodima je porasla
popularnost jer raste svjesnost potrosaca o tome $to konzumiraju. U industrijskoj proizvodnji
smoothieja se koriste tlakovi izmedu 300 i 600 MPa s vremenom zadrzavanja od 1 do 5
minuta (Andres i sur., 2016). Obradom smoothieja visokim hidrostatskim tlakom dolazi do
inaktivacije mikrobnih vegetativnih stanica i enzima (Patterson i sur., 2012), dok se senzorska
1 nutritivna svojstva znacajno ne mijenjaju (Rastogi i sur., 2007).

Smoothie sadrzi velike koli¢ine voca i povréa te doprinosi unosu bioaktivnih komponenti
u organizam. Voce je bogato fitokemikalijama, posebice fenolnim spojevima koji imaju vaznu
ulogu u zastiti ploda od oksidativne razgradnje (Rastogi i sur., 2011). Osim toga, imaju i
antioksidativna i protuupalna svojstva koja pozitivno utjecu na zdravlje ljudi (Mertens—

Talcott 1 sur., 2006). U industriji se kao baza za smoothie koristi voée koje je Cesto
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konzumirano (jabuka, banana, naranca), ali dodaje se i crveno voce (jagode, maline, kupine,
aronija, crveno grozde) koje zbog visoke nutritivne i senzorske vrijednosti ¢ine smoothie
privlacniji potroSa¢ima (Hurtado i sur., 2016). U ovom radu se za pripremu smoothieja
koristila jabuka kao baza, aronija, kokosovo mlijeko, mrkva i badem.

Badem (Prunus dulcis) je vrlo nutritivno vrijedan, bogat mononezasi¢enim masnim
kiselinama, posebno oleinskom masnom kiselinom (C19:1), vitaminima (vitamin E) i
mineralima te je dobar izvor proteina Osim §to je dobar izvor nutrijenata, badem je vazan
prirodni izvor antioksidansa koji pozitivno djeluju na zdravlje ljudi, utje¢e na snizavanje
kolesterola, ima antikancerogeno djelovanje i pomaze kod prevencije kardiovaskularnih
oboljenja (Shahidi i sur., 2008).

Kako bi na§ proizvod bio nutritivno vrjedniji koristili smo mrkvu, koja je bogata
karotenoidima. U mrkvi se nalazi najviSe p—karotena (60—80 %), nakon njega a—karotena
(1040 %), luteina (1-5 %), ostalih karotenoida (0,1-1,0 %) (Heinonen, 1990). Karotenoidi
doprinose boji smoothieja, funkcionalnim svojstvima i nutritivnoj vrijednosti, odnosno
pomazu kod ocuvanja zdravlja. Imaju brojne zdravstvene prednosti, kao §to su smanjen rizik
od kardiovaskularnih bolesti, pozitivan utjecaj na vid, smanjenje rizika od pigmentacijske
nepravilnosti (Tang, 2010). Iako imaju brojne prednosti, glavni nedostatak je osjetljivost na
toplinu, svjetlost i kisik, zbog ¢ega mogu biti razgradeni tijekom toplinske obrade (Boon i
sur., 2010). Za razliku od toplinske obrade, koja utje¢e na razgradnju karotenoida, obrada
visokim hidrostatskim tlakom vodi k povecanju koncentracije pojedinih karotenoida (p—
karotena, likopena), to je primijeceno tijekom analize smoothieja s mrkvom te voénih sokova
od mrkve i narance (Andres i sur., 2016). Smatra se da do povecanja koncentracije pojedinih
karotenoida dolazi zbog utjecaja visokog hidrostatskog tlaka na membrane biljnih stanica i
induciranja denaturacije karotenoid vezujuéih proteina, S$to vodi k povecanju njihove
nutritivne vrijednosti. Osim toga, zapazeno je da tijekom skladiStenja dolazi do smanjenja
ukupnog udjela karotenoida, manje vrijednosti zabiljezene su za uzorke obradene toplinskom
obradom. Odnosno, visoki hidrostatski tlak utjeCe na bolje ouvanje ukupne koncentracije
karotenoida nego pasterizacija (Barba i sur., 2012).

Nadalje, kokosovo mlijeko je jedna od zamjena za kravlje mlijeko, dobiva se od plodova
kokosove palme (Cocos nucifera, L.). Odredeni dijelovi, poput kokosovih kostica i kokosove
vode imaju antibakterijska, antifugalna, antivirusna, antiparazitska, antioksidativna i brojna
druga ljekovita svojstva (DebMandal i Mandal, 2011).

Kako bi proizvod bio privla¢niji potroSac¢ima, koristili smo aroniju. Aronija je bogata
antocijaninima, proantocijninima i hidroksicinaminskom kiselinom te u manjem udjelu sadrzi
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kvercetin, glikozide kvercetina i epikatehin. Pozitivni ucinci aronije na zdravlje ljudi
znanstveno su dokazani. ZabiljeZeno je antidijabeticko, antimutageno djelovanje, sprjeavanje
kardiovaskularnih oboljenja te pomaganje aktivnosti jetre (Denev i sur., 2012). U razli¢itim
istrazivanjima dokazano je da visoki hidrostatski tlak ne utjece na stabilnost antocijanina, ali
tijekom skladiStenja se koncentracije antocijanina u smoothiejima i sokovima od jagode i
kupine smanjuju (Zebetakis i sur., 2000).

Kao bazu smo koristili jabuku. Jabuka je voée koje je bogato pektinom, a jedne od glavnih
tvari koje uzrokuju zamudéenje su upravo pektini, zbog svoje netopljivosti u vodi. Pektin je
slozena organska tvar sastavljena od jedinica D—galakturonske kiseline, povezanih a(1->4)
glikozidnom vezom, ¢ije su karboksilne skupine esterificirane metanolom (do 95 %). U
glavnom lancu pojavljuju se i jedinice L-ramnopiranozila povezanih s (1-22)- i (122,4)-
glikozidnom vezom. Na glavni lanac mogu se vezati kra¢i boc¢ni lanci sastavljeni od
neutralnih Secera, kao $to su D—galaktoze, L—-arabinoze, D—ksiloze, D—glukoze i D—manoze,
koji ¢ine 20 % molekule pektina (Van Buren, 1991). Osim §to uzrokuje mutno¢u sokova,
koristi se kao gelirajuce sredstvo i smatra se vaznim prehrambenim vlaknom te je dokazano
da pozitivno djeluje na snizavanje kolesterola u krvi (Sudha i sur., 2007). Pektin se razgraduje
uz pektoliticke enzime, a u jabuci su najzastupljeniji pektin metilesteraza (PME) i
poligalakturonaza (PG). PME katalizira demetilaciju pektina pri ¢emu nastaju deesterificirani
pektin 1 metanol, a PG katalizira hidrolizu glikozidne veze u depolimeriziranom pektinu, te
kao produkt nastaju slobodne jedinice galakturonske kiseline i karboksilne grupe (van der
Broek i sur., 2000; Shook i sur., 2001). PG, kao sastavni enzim stani¢ne stijenke, djeluje
sinergisticki s PME 1 degradira ili demetilira pektin u sokovima §to dovodi do nezeljenog
smanjenja viskoznosti proizvoda, odnosno destabilizacije sustava i taloZenja Cestica mutnoce
(Shook i sur., 2001). Smatra se da se povezivanjem pektina razli¢itog stupnja esterifikacije 1
veliCine u pektinsku mrezu povecava gustoca soka nakon obrade visokim hidrostatskim
tlakom. Osim pektina, potrebno je uzeti u obzir i Skrob koji moZe Zelatinizirati pri tlakovima
ve¢im od 500 MPa i vremenu obrade od oko 30 minuta te uzrokovati ve¢u gusto¢u proizvoda

(Oliveira i sur., 2014).
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2.4. Raspodjela veli¢ina Cestica

Odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica kao fizikalnog svojstva je metoda na temelju koje
se procjenjuje ponasanje disperznih sustava, a definiranje odgovarajuce veliCine Cestica
neophodno je za ucinkovito pracenje tehnoloskog procesa i kontrolu proizvoda (Van der
Meeren 1 sur., 2004). Disperzni sustavi koji opisuju pojedini proizvod utjecu na kvalitetu
okusa 1 njezin karakter, §to se u kona¢nici moze opisati odredivanjem teksturnih karakteristika
pojedinih proizvoda, dok je njezina dugotrajna stabilnost (disperzne faze u disperznom
sredstvu) odredena vrstom i velicinom (promjerom) Cestica. Najve¢i uc¢inak na senzorska i
organolepticka obiljezja imaju Cestice veli¢ine 0,1 um do 1 mm (Robins, 2006).

Cestice su trodimenzionalne strukture za koje je potrebno poznavati tri parametra (irina,
duzina i visina). Pomocu tih parametara moZemo u potpunosti okarakterizirati Cestice.
Mjerenje raspodjele veli¢ine Cestica je metoda koja je uobicajena u kemijskim, mehanic¢kim 1
fizickim procesima, jer je povezana s fizikalnim svojstvima proizvoda i ponasanjem
materijala tijekom naprezanja (Svarovsky, 2000). Cestice u hrani rijetko su istih dimenzija
(veli¢ine) (Robins, 2006). Osim nejednake velic¢ine, mogu biti 1 razli¢itih oblika, na primjer, u
obliku kugle ili nepravilnog oblika. Cestice koje su u obliku kugle mogu se opisati jednom
veli¢inom, odnosno promjerom, zbog toga Sto su sve dimenzije jednake. Dok se Cestice
nepravilnog oblika opisuju s viSe veli¢ina, ovisno o tome koje se svojstvo ili dimenzija mjeri.
Postoje 3 skupine veli€ina: ekvivalentni promjer (Cestica ima ista svojstva kao sfera, isti
volumen, brzinu taloZenja i drugo), ekvivalentan promjer kruga (¢estica ima istu povrsinu kao
i Cestica koja se promatra) i statisticki promjeri (linearna dimenzija mjeri se paralelno s
pravcem fiksiranja). Osim 3 skupine veli¢ina koje se mogu myjeriti, definirane su 4 razlicite
vrste raspodjele veliCine Cestica, a to su raspodjela veliine Cestica prema broju, duZini,

povrsni i masi ili volumenu (Slika 5) (Svarovsky, 2000).
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Slika 5. Cetiri vrste raspodjele veliGine &estica (Svarovsky, 2000)

Numericke vrijednosti dobivene mjerenjem raspodjele veli¢ine CcCestica, mogu biti

prikazane ,,Sauterovim* srednjim promjerom. ,,Sauterov srednji promjer definiran je kao

hipotetski promjer kugle koja ima isti volumni/povrSinski omjer kao i Cestica koja je

nepravilnog oblika (1) (Bosiljkov i sur., 2013):

1
d = —
3,2 f

X M3,
M3 0
gdje je:
d3 , —,Sauterov* srednji promjer
f— Heywood-ov faktor (karakteristiCan za promatrani oblik)

M, , — statisticki moment

Statisticki moment moze se izraziti (2) (Bosiljkov i sur., 2013):

X I M
My - fx:i:xxk X f(x)dx = xF = %

7,0
gdje je:

k — eksponent promjera Cestica d

(1)

)

r — indeks (karakteristika promatrane kategorije — broj, duljina, povrSina, masa)
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Postoji veliki broj razli¢itih veli¢ina (srednjih ili prosjecnih) pomocu kojih se moze
definirati raspodjela veli¢ine Cestica. Svrha tih veli¢ina je prikazivanje populacije Cestica s
jednom vrijednosti. Osim toga, postoje tri najvaznije mjere srediSnje tendencije, a to su mod,
srednji promjer i medijan. Mod je veli¢ina koja se najces¢e pojavljuje, odnosno veli¢ina koja
odgovara vrhu krivulje. Vrh, odnosno pik krivulje moze biti monomodalan ili bimodalan.
Srednji promjer je veli¢ina do koje se dolazi racunskim putem. Postoji veci broj razlicitih
srednjih promjera, a to su aritmeticki, kvadratni, kubni, harmonijski i geometrijski (Tablica 1).
Medijan (50 % —tna veli¢ina) je veli¢ina od koje je 50 % Cestica vece, a 50 % cCestica manje.
Medijan se najlakSe odreduje iz kumulativnih — postotnih krivulja, gdje odgovara vrijednosti

od 50 % (Svarovsky, 2000).
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Tablica 1. Vrste srednjih promjera, njihove funkcije i oznake (Svarovsky, 2000)

Funkcija f(x) Srednji promjer Oznaka
fx)=x Aritmeticki Xa
flx) = x? Kvadratni Xq
f(x) =x3 Kubiéni X,

f(x) =logx Geometrijski X,

flx) =x71 Harmonijski X,

2.5. NIR spektroskopija

Blisko infracrvena spektroskopija, odnosno NIR spektroskopija (eng. Near Infrared
spectroscopy) je metoda koja se koristi za kontrolu kemijskih i fizikalnih procesa te brzu
kvantitativnu i kvalitativou analizu spojeva u procesu. To je metoda koja se odnosi na valne
duljine u podrucju od 750 nm do 2500 nm gdje se pojavljuju preklapanja i kombinacije vrpci
(Jednacak 1 Novak, 2013). U prehrambenoj se industriji pretezito koristi za senzorske i
funkcionalne analize sastojaka hrane, meduprodukte procesa te gotove proizvode (Hernandez
Gomez i sur., 2006). Glavne prednosti NIR spektroskopije su to §to omoguéuje brzu (traje 15
do 90 sekundi) i nedestruktivnu in—situ analizu. Osim toga, tijekom analize se ne koriste
kemijski reagensi te ne postoji opasnost od zagadenja okoliSa kemijskim otpadom (Ozaki,
2016). S druge strane, NIR spektar obuhvaca veliku koli¢inu podataka. Da bi se mogle
utvrditi razlike izmedu uzoraka, podaci NIR spektra moraju se kombinirati s drugim
metodama multivarijantne analize, kao $to je na primjer PCA metoda (Jednacak i Novak,
2013).

Analiza glavnih komponenti (PCA — Principal Components Analysis) je metoda koja se
koristi za identificiranje specificnih uzoraka koji se pojavljuju u eksperimentalnim podacima,
kako bi se izrazile sli¢nosti ili razlike medu tim podacima (Valinger i sur., 2011). PCA
analizira serije podataka te nastoji prikazati bitne informacije iz tablice podataka i te
informacije izraziti kao set novih ortogonalnih varijabli, nazvanih glavne komponente (Abdi 1
Williams, 2010). PCA metoda primjenjuje se i za brzu procjenu strukture podataka prije
detaljne analize kemijskog ili fizi€ckog procesa. Podaci koji se dobiju analizom mogu se

prikazati tockama u n—dimenzijskom prostoru, gdje svaka dimenzija predstavlja jednu
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odredenu varijablu x; (i=1, 2, ...n). Nasuprot tome, ako imamo veliki broj podataka i
promatramo nekoliko varijabli, ne mozemo do¢i do smislenog zaklju¢ka o podacima
prikazanima u koordinatnom sustavu. Zato se uvode glavne komponente. Uvodenjem glavnih
komponenti smanjuje se dimenzioniranost prostora i pojednostavljuje interpretacija podataka.
Prva glavna komponenta (PC1) opisuje najvecu varijaciju u podacima, a preostale varijacije

opisuju glavne komponente (PC2, PC3...) (Jednacak i Novak, 2013).

2.6. Umjetna neuronska mreza

Umjetna neuronska mreza — ANN (eng. Artificial Neural Networks) predstavlja skup
razlic¢itih tehnologija povezanih s umjetnom inteligencijom kojima se nastoji simulirati uloga i
funkcije ljudskog mozga, odnosno, nastoji se imitirati rad covjekova mozga. Umjetne
neuronske mreze danas imaju raznoliku uporabu u razli¢itim tehnickim disciplinama poput
forenzicke analize, kontrole procesa, investicijskih analiza, prognoze vremena i klimatoloskih
promjena (Huang i sur., 2007). U prehrambenoj industriji primjenjuju se za analizu sigurnosti
1 kvalitete hrane te interpretiranje spektara i predvidanje fizikalnih i kemijskih svojstava pri
proizvodnji hrane. Umjetne neuronske mreze primjenjuju se kod rjeSavanja problema
klasifikacije 1 predvidanja velikog broja podataka kod kojih postoji nelinearna veza ulaza i
izlaza. Upotreba umjetne neuronske mreze kod interpretacije podataka iz spektara (NIR
spektroskopija, ultrazvucna spektroskopija 1 masena spektroskopija) ukljucuje kvantitativnu 1
kvalitativnu analizu (Yang i1 Griffiths, 1999). Pritom se kao ulazna informacija koriste
izmjereni podaci cijelog spektra ili sazeti spektralni podaci, a kao izlazna informacija
primjerice trazeno fizikalno ili kemijsko svojstvo. Zahvaljujuéi fleksibilnosti i sposobnosti
umjetne neuronske mreze da kombinira kompleksne skupove podataka i rijeSi brojne
probleme na koje se moze nai¢i tijekom provedbe eksperimenata, ova tehnika se moze

koristiti za povezivanje velikog broja vrlo razli¢itih karakteristika (Basheer i Hajmeer, 2000).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

Pri izradi eksperimentalnog dijela diplomskog rada, kao sirovine za pripremu smoothieja
koristene su jabuke sorte ,,Zlatni deliSes” (50 %), sok od aronije iz OPG—a Obitelj Maleti¢ (20
%), mrkve (20 %), bademi (5 %) 1 kokosovo mlijeko (5 %). Sirovine su skladiStene u
hladnjaku na temperaturi od 4 °C sve do trenutka obrade. Od navedenih sirovina pripremljen
je smoothie, odnosno uzorci koji su tretirani visokim hidrostatskim tlakom i klasi¢nim
postupkom pasterizacije. Smoothieju su prije i nakon obrade odredena slijedeca fizikalna
svojstva: boja, apsorbancija, apsorbancija nakon 2 h i apsorbancija nakon 24 h, gustoca,
prividna viskoznost, pH vrijednost, raspodjela veli¢ine ¢estica unutar sustava smoothieja oba
filtera kao i raspodjela veli¢ine Cestica unutar sustava soka i badema kao i kokosovog mlijeka

1 badema. Provedena je i mikrobioloska analiza smoothieja.

3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema smoothieja

Za pripremu smoothieja koristila su se dva sokovnika zbog razlike u veli¢ini promjera
filtera, kako bi dobili uzorke s manjim i1 ve¢im Cesticama krute faze. Koristen je sokovnik
»TEFAL Infinity Press Revolution ZC500H38 (Slika 6a*) snage 300 W, brzine okretaja 80 o
min’!, promjera filtera 0,5 mm i sokovnik ,, VerVita Hurom HU-100* (Slika 6b*) snage 150
W, brzine okretaja 42 o min’!, promjera filtera 0,3 mm. Sokovnici rade na principu sporo
rotiraju¢eg mehanizma prilikom c¢ega nozevi usitnjavaju voce ili povrée koje zbog
centrifugalne sile odlazi na sito, sok prolazi kroz sito i skuplja se u odgovarajucu posudu.
Nastala pjena tijekom cijedenja uklanja se Zlicom.

Prije samog cijedenja, jabukama je uklonjena sjemena loza i peteljka, mrkve su oguljene,
a bademi samljeveni u laboratorijskom mlinu s nozem ,,RETSCH GM 300 snage 1,5 kW,
brzine okretaja od 500 do 4000 o min™!' u koracima od 100 o min’!. Za mljevenje badema
namjestena je brzina okretaja 4000 o min’!, izmjena smjera noZeva odvijala se svakih 15 s, a

trajanje samog mljevenja bilo je 40 s.
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a* b*
Slika 6. Sokovnik TEFAL Infinity Press Revolution ZC500H38 (a*), Sokovnik VerVita
Hurom HU-100 (b*)

*Slike svih mjernih uredaja koristenih u ovom radu izvorno su nastale u Laboratoriju za

tehnoloske operacije, Prehrambeno biotehnoloskog fakulteta.

3.2.2. Plan provedbe eksperimenta

Nakon obrade visokim hidrostatskim tlakom za svako promatrano fizikalno svojstvo
napravljene su po tri paralelne analize. Uzorci su oznaceni na nacin koji je prikazano u tablici

2.

Tablica 2. Oznaka uzoraka s obzirom na promjer filtera sokovnika

OZNAKA UZORKA d (filtera) [mm]
So,s 0,5
So,3 0,3

= Obrada uzoraka visokim hidrostatskim tlakom 150, 300 i 450 MPa, u trajanju od 3, 9 i
15 minuta,

= QObrada uzoraka pasterizacijom na 85 °C u trajanju od 5 minuta.

Primjer oznake uzoraka: So;s 0 — referentni uzorak dobiven na TEFAL sokovniku;
Sos 0 120 — referentni uzorak raspodjela veliine Cestica (analiza provedena nakon 2
sata); Se,3_0 — referentni uzorak dobiven na VerVita sokovniku; Se3 0_120 — referentni

uzorak raspodjela veli¢ine Cestica (analiza provedena nakon 2 sata); So,s 150 _3 — TEFAL
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sokovnik 150 MPa_3 minute obrade; So,3_150 3 — VerVita sokovnik 150 MPa_3 minute
obrade; So3_85 5 — pasterizirani 85 °C_5 minuta obrade; Sos _badem 0 — referentni
uzorak dobiven na TEFAL sokovniku, bez mlijeka; So3_badem 0 — referentni uzorak
dobiven na VerVita sokovniku, bez mlijeka; M_badem_0 — referentni uzorak kokosovog

mlijeka i badema.
3.2.3. Obrada smoothieja visokim hidrostatskim tlakom

Za obradu smoothieja visokim hidrostatskim tlakom koristen je uredaj (,,Stansted Fluid
Power“, Velika Britanija) (Slika 7) volumena 2 L i maksimalnog tlaka 900 MPa. Uzorci su
tretirani u plasticnim bocicama veli¢ine 200 mL, 50 mL i 20 mL, napunjenim do vrha i
zatvorenim plasticnim zatvaraCem. Ukupni volumen uzorka iznosio je 270 mL, ali se zbog
provodenja mikrobioloSke analize i NIR spektroskopije pakirao u 3 razliCite veli¢ine
plasti¢nih bocica: 200 mL za odredivanje fizikalnih svojstava, 50 mL za mikrobiolosku
anallizu 1 20 mL za NIR spektroskopiju. Podjela je napravljena kako ne bi doslo do
kontaminacije uzoraka. Pripremljene bocice su vakumirane u predvidenu jednokratnu
ambalazu u uredaju za vakuumiranje ,,.STATUS SV2000“. Uzorci se nakon vakuumiranja
postavljaju u radni cilindar ispunjen tlanom tekuéinom (propilen — glikol). Uzorci su

obradeni na 150, 300 1 450 MPa s duljinom obrade od 3, 9 1 15 minuta.

Slika 7. Uredaj za obradu visokim hidrostatskim tlakom "Stansed Fluid Power" (Velika
Britanija)
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3.2.4. Obrada smoothieja pasterizacijom

Za provedbu procesa pasterizacije smoothieja koristen je Sarzni pasterizator ,,PS 100
(Slika 8) volumena 100 L, snage grijaca 6,5 kW. Uzorci su obradeni u zatvorenim staklenim
bocama veli¢ine 500 mL, volumen uzorka iznosio je 450 mL. Pripremljene staklene boce s
uzorcima stavljene su u vodenu kupelj te su osigurane metalnom pregradom kako se ne bi

prevrnule. Uzorci su tretirani na temperaturi od 85 °C, u vremenu od 5 minuta.

Slika 8. Sarzni pasterizator PS 100

3.2.5. Odredivanje boje i apsorbancije

Boja i apsorbancija odredivane su na spektrofotometru (,, Konica Minolta CM3500d ",
Japan), koji je prikazan na slici 9. Prije svakog mjerenja uredaj je kalibriran. Za odredivanje
boje na mjernoj povrsini od 30 mm, uzorci su u koli¢ini od nekoliko mililitara prebaceni u
Petrijeve zdjelice. Dok su za odredivanje apsorbancije upotrijebljene kivete promjera 1 cm
koje su napunjene uzorkom do oznake. Odredivanje boje i apsorbancije vrSilo se prije obrade
visokim hidrostatskim tlakom i pasterizacijom te nakon obrade u intervalima od 15 minuta u
ukupnom trajanju od 120 minuta i 24 h nakon obrade. Za svaki uzorak napravljena su tri
paralelna mjerenja.

Prilikom odredivanja boje uredaj se kalibrirao za izabranu masku otvora 30 mm.

Postavljanjem geometrije na d/30, uzorak se namjesti na povrSinu otvora i mjere se
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reflektancije u vidljivom podru¢ju: L*, a*, b* vrijednosti (Slika 10). Sva mjerenja provedena
su u (Specular Component Excluded) modu. Pomoc¢u programskih paketa ,, Spectra MagicTM
NX Ver. 1.7 1,,Color Data Software CM - S 100 W ocitane su dobivene vrijednosti.

Slika 9. Spektrofotometar CM-3500d

+L

Slika 10. Koordinatni sustav CIE — L*, a*, b*
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gdje su:

L* — koordinata svjetline s vrijednostima u rasponu od 0 do 100

a* — koordinata obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom, tj. vektorom crvene boje, +a* i

vektorom komplementarne zelene boje, -a*

b* — koordinata obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom, tj. vektorom Zute boje, +b* i

vektorom komplementarne plave boje, -b* sistema boje.

Nakon provedene analize, iz dobivenih vrijednosti L*, a* i b*, izracunate su AE.,*

(razlika u boji) vrijednosti za svaki uzorak (3):

AEqp* = {(AL)? + (Aa™)? + (Ab*)?} 3)
gdje je:

AEq, * —razlika u boji

Aa* — razlika izmedu koordinata obojenja s pozitivnim i negativnim smjerom, tj. vektorom

crvene boje, +a* 1 vektorom komplementarne zelene boje, -a*

Ab* — razlika izmedu koordinata obojenja s pozitivnim i negativhim smjerom, tj. vektorom

zute boje, +b* i vektorom komplementarne plave boje, -b* sistema boje.

3.2.6. Odredivanje indeksa stabilnosti smoothieja

Vrijednosti indeksa stabilnosti smoothieja (ISS) odredene su na temelju izmjerenih
vrijednosti apsorbancije neposredno nakon obrade visokim hidrostatskim tlakom ili
pasterizacijom i 24 h nakon obrade. Na osnovu izmjerenih vrijednosti izracuna se opti¢ka

gustoca prema formuli (4):

Tm:2,303><Ax 4)
diiv

gdje je:
Tm — opticka gustoca smoothieja
Ax — apsorbancija pri 360 nm

diiv —promjer kivete [m]
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Na osnovu vrijednosti apsorbancije odredene 24 h nakon obrade visokim hidrostatskim
tlakom ili pasterizacijom, izracunata je stabilnost uzoraka. Indeks stabilnost smoothieja (ISS)
racuna se prema formuli (5):

Ty XAt
AT, Q)

1SS =

gdje je:

ISS — indeks stabilnosti smoothieja

Tm — opticka gusto¢a uzorka odredena neposredno nakon obrade (0 h)
At — vremenski interval (24 h)

ATm — promjena opti¢ke gustoce uzorka neposredno nakon obrade i nakon 24 h

3.2.7. Odredivanje gustoce

Za odredivanje gustoce pripremljenih uzoraka koriSten je mjerac gustoce (,, Mettler Toledo
DE40*, Svicarska) (Slika 11) raspona mjerenja od 0,0000 g cm™ do 3,0000 g cm?. Mjerenja
su provedena pri temperaturi od 20 °C. Prije mjerenja, potrebno je isprati radnu komoru s
destiliranom vodom te pomocu pumpe izbaciti sadrzaj kako bi se uredaj doveo u
odgovarajuce stanje za mjerenje. Gustoca je mjerena injektiranjem priblizno 1 mL uzorka
pomocu plasticne Sprice. Nakon postizanja zadane temperature od 20 °C ocita se vrijednost, s

to¢nos¢u od 0,0001 g cm.

Slika 11. Mjera¢ gusto¢e Mettler Toledo DE40, Svicarska
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3.2.8. Odredivanje raspodjele veli¢ine Cestica

Raspodjele veli¢ine cestica odredena je na uredaju Mastersizer 2000 (, Malvern
Masterseizer 2000, Worcestershire, Velika Britanija) (Slika 12). Uredaj se sastoji od lasera,
koji sluzi kao izvor svjetlosti to¢no definirane valne duljine, detektora, koji mjeri intenzitet
rasprSene svjetlosti pod raznim kutovima te dobavnu jedinicu koja je odgovorna za
rasprSivanje i ravnomjernu raspodjelu Cestica u mjernoj ¢eliji. Mjerenje se vr$i pomocu
optickih jedinica. Osim He — Ne lasera (svjetlost crvene boje), submikronska osjetljivost
povecana je i1 izvorom plave svjetlosti (LED izvor svjetlosti) manje valne duljine, $to
povecava mjerni raspon instrumenta koji iznosi 0,02 — 2000 um. Raspodjela veli¢ine Cestica
odredivana je pasteriziranom uzorku, uzorcima prije obrade visokim hidrostatskim tlakom,
uzorcima neposredno nakon obrade i 2 h nakon obrade. Za odredivanje raspodjele velicine
Cestica, uzorak se uzimao iz sredine kivete. Uzorci koji su mjereni prije obrade i neposredno

nakon obrade su dobro promijesani.

Slika 12. Mastersizer 2000 s vanjskom jedinicom Hydro 2000S

Odredivanje veli¢ine Cestica soka smoothieja zasniva se na principu propustanja uzorka
kroz radnu ¢eliju uz pomo¢ vanjske jedinice Hydro 2000S. 1 do 10 mL uzorka se dodaje u
komoru ispunjenu destiliranom vodom, volumena 150 mL. 2000S ima ugraden ultrazvucni
procesor za otplinjavanje mjehuri¢a zraka unutar komore te sustav ispiranja i CiS¢enja
destiliranom vodom. Analiza odredivanja veli¢ine Cestica tekuceg uzorka je nedestruktivna
metoda s velikom pouzdanos$¢u. Raspodjela veli¢ine globula ocituje se kao graficki prikaz

ovisnosti relativne u€estalosti o promjeru globula izrazenih u um.
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3.2.9. Odredivanje pH

pH vrijednost uzoraka odredena je prije i neposredno nakon obrade uz pH metar (,, WTW
Ph 330i/SET*). Prije mjerenja pH vrijednosti uzoraka potrebno je sondu staviti u destiliranu

vodu, tek nakon toga u tekuéinu ¢iji pH mjerimo.

3.2.10. Odredivanje viskoznosti

Viskoznost uzoraka odredena je na uredaju (,, Fungilab ALPHA *) (Slika 13a*) uz mjerno
vratilo oznake L2 (Slika 13b*). Odredivanje se vrSilo prije obrade visokim hidrostatskim
tlakom ili pasterizacijom te neposredno nakon obrade. Uzorci su stavljeni u ¢ase od 150 mL te
je nakon uranjanja mjernog vratila do oznake zapocelo mjerenje. Mjerenje viskoznosti

provedeno je pri razli¢itim brzinama okretaja mjernog vratila od 100, 60, 50, 30 i 20 o min'.

Slika 13. Viskozimetar Fungilab ALPHA (a*) i L2 mjerno vratilo (b*)
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3.2.11. Pracenje mikrobioloske kvalitete smoothieja tretiranog visokim hidrostatskim

tlakom

Za provodene analize bilo je potrebno pripremiti hranjive podloge. Podloge koje su se

koristile za uzgoj test-mikroorganizama su:

HA (hranjivi agar), sastava (g L'! destilirane vode): pepton 15; mesni ekstrakt 3; NaCl
5; KsPO4 0,3; agar 18. pH vrijednost podloge je 7.3; sterilizacija je provedena u
autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

SA (sladni agar), sastava (g L' destilirane vode): sladni ekstrakt 6; maltoza 1,8;
glukoza 6,0; kvascev ekstrakt 1.2. pH vrijednost podloge je 4.7; sterilizacija je
provedena u autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

LICZA (ljubitasto crveno Zuéni agar), sastava (g L™ destilirane vode): pepton 7;
kvascev ekstrakt 3; natrijev klorid 5; Zu¢ne soli 1.5; glukoza 10; neutralno crveno
0.03; kristal violet 0.002; agar 15. pH vrijednost podloge je 7.4; podloga se sterilizira
na plameniku do vrenja uz povremeno mijesanje

Fraser bujon, sastava (g L' destilirane vode): proteoza pepton 5; tripton 5; govedi
ekstrakt 5; ekstrakt kvasca 5; natrijev klorid 20; di-natrij hidrogenfosfat anhidrid 9.5;
kalijev dihidrogenfosfat 1.35; eskulin 1; litijjev klorid 3; akriflavin HCI 0.025;
nalidiksi¢na kiselina 0.02. pH vrijednost podloge je 7.2; sterilizacija je provedena u
autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

PALCAM agar, sastava (g L' destilirane vode): pepto-kompleks 10; triptoza 10;
pepton 3; ekstrakt kvasca 3; kukuruzni Skrob 1; natrijev klorid 5; glukoza 0.5; manitol
10; eskulin 0.8; Zeljezo amonijev citrat 0.5; litij-klorid 15; fenolno crvenilo 0.08 g/l;
agar 12; polimiksin B 0.01; ceftazidim 0.02; akriflavin HCl 0.005. pH vrijednost
podloge je 7.2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

RVS (rappaport vassiliadis soja) bujon, sastava (g L'! destilirane vode) : sojin pepton
4.5; natrijev klorid 7.2; kalijev dihidrogenfosfat 1.26; di-kalij hidrogen fosfat 0.18;
magnezijev klorid 13.4; malahitno zelenilo oksalat 0.036. pH vrijednost podloge je
5.2; sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

XLD agar (ksiloza-lizin-deoksiholat), sastava (g L' destilirane vode): ksiloza 3.75; L-
lizin 5; lakotoza 7.5; saharoza 7.5; natrijev klorid 5; kvaScev ekstrakt 3; natrijev
deoksikolat 1; natrijev tiosulfat 6.8; amonij zeljezo (III) citrat 0.8; fenol crveno 0.08;
agar 14.5. pH vrijednost podloge je 4.7; Podloga se sterilizira na plameniku do vrenja

uz povremeno mijesanje
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Kako bi uspjesno proveli analize koristili smo ovu opremu i pribor:

= vibracijska mijeSalica (Tehnica, Slovenija)
= Inkubator MEMMERT BE 600 (Memmert GmbH + Co.KG, Njemacka)

= Autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)

= automatske pipete (Eppendorf, SAD)

Mikrobioloske analize provodile su se odmah nakon pripreme smoothieja, te nakon 7 i 14
dana za one mikroorganizme propisane pravilnikom o mikrobioloskim kriterijima za
namirnice (Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu; EC, 2073/2005; EC, 853/2004; EC
854/2004). Ukupan broj mikroorganizama odreden je nakon inkubacije na hranjivom agaru na
37 °C tijekom 48 sati, a Listeria monocytogenes je odredivana metodom dvostrukog
predobogacivanja u Fraser bujonu, nakon ¢ega je uslijedio uzgoj na PALCAM agaru na 37 °C
tijekom 24 sata. Enterobakterije su odredene uzgojem na LICZA agaru na 37 °C tijekom 48
sati a Salmonella sp. predobogacivanjem u RVS bujonu nakon cega je uslijedio uzgoj na
XLD agaru na 37 °C tijekom 72 sata. Kvasci i plijesni odredeni su uzgojem na sladnom agaru
na 28 °C tijekom 48 sati. Mikrobni rast odreden je brojanjem poraslih kolonija, a rezultati su

izraZzeni kao CFU mL"!.

3.2.12. NIR spektroskopija

Za snimanje uzoraka u rasponu valnih duljina od 904 do 1699 nm koristen je NIR-128-
1.7USB/6.25/50pum skeniraju¢i monokromator (Control Development, SAD) s instaliranim
pripadaju¢im softwareom Spec32 (Control Development, SAD). Svaki uzorak je prethodno
dobro homogenziran te je sniman u plasti¢noj kiveti od 3 mL. Pripremljene kivete postavljane
su na postolje s poklopcem u svrhu sprjeCavanja utjecaja vanjskog izvora svjetla. Svaki
uzorak snimljen je po 5 puta. Podaci su pohranjeni kao .xIs datoteke u softwareu Microsoft

Office Excel te kasnije koriSteni za obradu podataka PCA metodom.
3.2.13. Analiza glavnih komponenti- PCA

Za obradu podataka sakupljenih upotrebom NIR spektara koriStena je kemometrijska
metoda analize glavnih komponenti (PCA). Analiza glavnih komponenti koristi se kako bi se
iz velikog skupa varijabli izdvojile specificne informacije, odnosno kako bi se veliki skup
varijabli smanjio na mali skup koji jo$ uvijek sadrzi vecinu informacija velikog skupa. Takvo

izdvajanje olakSava nam uocavanje sli¢nosti i razlike medu podacima na temelju njihovog
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medusobnog razdvajanja i grupiranja. Najznacajnije informacije, koje su dobivene kao
rezultat mjerenja apsorbancije (u raspona valnih duljina 904 — 1699 nm), pretvorene su u skup
novih ortogonalnih varijabli koje zovemo glavne komponente ili faktori (Abdi i Williams,
2010). Za analizu podataka NIR spektra PCA metodom koriSten je software Statistica 10.0
(StatSoft, SAD).

3.2.14. Umjetne neuronske mreze

Umjetne neuronske mreze koriStene su kako bi se na temelju podataka iz NIR spektra
predvidjela fizikalna svojstva smoothieja (izlazne varijable) na bazi jabuke, dobivenog na
filterima razli¢ite veli¢ine. Razvijene su viSeslojne perceptronske mreze u softveru Statistica
v.10.0 (StatSoft, Tulsa, USA) koje su sadrzavale 4 — 11 neurona u skrivenom sloju. Na
temelju PCA analize odabrano je prvih 10 faktora koji su koriSteni kao ulazne varijable i koji
su bili odgovorni za 76,03 % varijabilnosti u podacima. Vjezba umjetne neuronske mreze
(ANN) provedena je s odvajanjem podataka u trening, test i validaciju u 4 razli¢ita omjera
(60:20:20, 50:30:20, 70:20:10 I 70:15:15) od kojih se omjer 70:15:15 pokazao kao
najprikladniji. Izvedba modela ocjenjena je na temelju vrijednosti R? i srednjih kvadratnih

pogresaka (RMSE) za treniranje, testiranje i validaciju.

3.2.15. Statisti¢ka analiza

Rezultati dobiveni u ovom radu obradeni su pomocu programskog paketa “Statistica 12”.
Statisticka znaCajnost utjecaja procesnih parametara na parametre deskriptivne statistike
odredena je analizom varijance (ANOVA) i multivarijantne analize varijance (MANOVA) i
izrazena je preko p — vrijednosti. Svi ¢lanovi koji imaju ANOVA, p — vrijednost nizu od 0,05

(p <0,05; 95 % — tna razina signifikantnosti) uzeti su u obzir i razmatranje.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bila je odrediti utjecaj visokog hidrostatskog tlaka (P),
vremena obrade kao (t), intervalnog vremena nakon 2 h (tA), promjera otvora filtera (d) na
smoothieje ¢ija je baza svjezi sok od jabuke kojeg karakterizira razli¢ita veli¢ina pulpe koja je
presudna u karakterizaciji stabilnosti tako dobivenog proizvoda. Osim definiranja fizikalnih
svojstava provedena je i mikrobioloska analiza s ciljem dobivanja proizvoda s produljenom
trajnosti 1 svjezinom i minimalnih promjena nutritivnih i senzorskih obiljezja. Rezultati su
prikazani 3D — kategorijskim dijagramima s odgovaraju¢im Pareto dijagramima (prikazom f-
koeficijenta utjecaja), kako bi se nakon statisticke obrade dao Sto bolji uvid u znacajnost
razine promjene promatranih fizikalnih svojstava smoothieja (Slike 14 — 26). Preko
vrijednosti B — standardiziranog koeficijenta, izrazena je razina utjecaja ANOVA broj¢anom
vrijednos¢u. Koeficijenti s viSom vrijednosti pokazuju veci utjecaj procesnih parametara na
pojedino fizikalno svojstvo, dok predznak odreduje promjenu promatranog fizikalnog
svojstva u smislu povecanja ili smanjenja izlazne veliine. Raspodjela veliCine Cestica
prikazana je frekvencijskim krivuljama odnosa relativne ucestalosti o promjeru cCestica
smoothieja (Slike 27 — 40), a rezultati indeksa stabilnosti, kolorimetrijske analize,

mikrobioloske analize i NIR spektroskopije prikazani su u tablicama 3 — 10.
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d [mm]: 0,5 d [mm]: 0,3

Slika 14.Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na apsorbanciju (360 nm)
smoothieja So 51 So,3

A[360 nm]
(1)PMPa](L) 4,223012
(2tmin](L) 2,561707
(4)d[mm](L) -1,67744
(3MAImin](L) 0,
p=,05

Standardizirani koeficijent utjecaja

Slika 15. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na

apsorbanciju (360 nm) smoothieja So;s 1 So3 izraZzenog preko standardiziranog koeficijenta

utjecaja (B)
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Slika 16. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na apsorbanciju (360 nm)
nakon 2 h, smoothieja So 51 So3

A[360 nm] 2h

(3)tA[min](L) -2,63218

(4)d[mm](L) -2,44643

(1P[MPa](L) 1,621257

(2)t[min](L) 8604683

p=,05
Standardizirani koeficijent utjecaja

Slika 17. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na
apsorbanciju (360 nm) nakon 2 h, smoothieja So 5 i So3 izrazenog preko standardiziranog

koeficijenta utjecaja ()
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Intervalno vrijeme nakon obrade pokazuje trend vece stabilnosti unutar prvog sata mjerenja
kao 1 nesto stabilniji uzorak smoothieja dobivenog filterom promjera 0,3 mm $to je u skladu s

negativnim vrijednostima koeficijenta utjecaja dobivenih ISS vrijednosti za oba smoothieja.

WSS\
R LT

%

d [mm]: 0,5 d [mm]: 0,3 Il > 700
Il <620
Il <520
[ <420
[ 1<320
I <220
B <120
M <20

Slika 18. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na ISS [h], smoothieja So5 1

So3
ISS[h]
(1)PMPa](L) 7 5,4456
(4)d[mm](L) -4,6123
(2t[min](L) 3,079258
(3)tA[min](L) 0,
p=,05

Standardizirani koeficijent utjecaja

Slika 19. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na ISS [h],
smoothieja So 5 1 So3 izrazenog preko standardiziranog koeficijenta utjecaja (p)
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Tablica 3. Izraunate vrijednosti indeksa stabilnosti smoothieja (ISS) dobivenog na filteru 0,3
10,5 mm.

UZORAK I1SS(h) UZORAK I1SS(h)
Sos_0 106,80 S0 0 84,32
Sos_85 5 84,00 Sos 85 5 192,00
Sos_150 3 179,61 Sos_150 3 168,12
Sos_150 9 142,88 Sos_150 9 422,86
Sos 150 15 52,84 Sos_150 15 538,56
Sos_300_3 78,86 Sos_300 3 108,43
Sos_300 9 220,62 Sos_300 9 152,73
Sos_300 15 139,74 Sos_300 15 129,57
Sos_450 3 80,79 Sos_450 3 364,09
Sos_450 9 507,92 Sos_450 9 685,72
Sos_450 15 432,71 Sos_450 15 757,89

Utjecaj visih vrijednosti hidrostatskog tlaka i vremena obrade rezultirao je poveéanjem
vrijednosti apsorbancije neposredno nakon obrade kod oba smoothieja Sos i So3. Budu¢i da se
mjerila intervalna vrijednost apsorbancije svakih 15 minuta unutar 2 sata znacajniju promjenu
ove vrijednosti moguce je primijetiti kod filtera So3 Sto je u izravnoj korelaciji sa statisticki
znaCajnom promjenom vrijednosti ISS kod smoothieja dobivenog filterom So3. Prave
vrijednosti ISS dobivene su na temelju izmjerene vrijednosti apsorbancije nakon 24 sata koje
su bliske izraCunatim vrijednostima ISS na temelju izmjerenih vrijednosti intervalne
apsorbancije. Iz Pareto dijagrama (Slika 19) intervalne apsorbancije (2h) negativni koeficijent
utjecaja promjera filtera ukazuje na konacnu vecu stabilnost smoothieja dobivenih filterom
0,3 mm, isti trend vidljiv je i iz dijagrama za ISS (Slika 18). Kod smoothieja So5 vrijednosti
ISS krecu se u intervalu od 50 — 450 sati, dok se kod So3 vrijednosti krecu u intervalu od 50 —
750 sati. Usporedujuc¢i dobivene vrijednosti s referentnim vrijednostima Sos 0 = 106,8 h;
Sos_0 = 84,32 h, vidljiva su veca pozitivna odstupanja u maksimalnim vrijednostima ISS kod
smoothieja dobivenog filterom veceg promjera. Usporedujuci vrijednosti ISS pasteriziranog
uzorka Sos 85 5 = 84,00 h i So3 85 5 = 192,00 h vidi se znacajno povecanje indeksa
stabilnosti obradenih uzoraka u odnosu na konvencionalni postupak toplinske obrade. Kod
oba filtera najveca stabilnost smoothieja dobiva se pri tlaku od 450 MPa i vremenu obrade 9

minuta (Tablice 3).
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UZORAK: 1 UZORAK: 2 UZORAK: 3

Il >250 Il <210 <160 [0 <110 Ml <60 WM <10

Slika 20. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na odabrane sustave disperzne
faze u disperznom sredstvu (uzorak 1: So5_badem ; uzorak 2: So3_badem, uzorak 3: M_badem)

Kako bi se dao $to bolji uvid u sloZenost ovakvog visSekomponentnog sustava i utjecaja
pojedinih komponenti na stabilnost (sokovi s razli¢itom raspodjelom cCestica pulpe, kokosovog
mlijeka i usitnjenog badema kao krute faze) napravljena je parcijalna raspodjela veliine
Cestica kako bi se utvrdilo koja je od tekucih faza najbolji nosac krute faze i koja od tih faza
najvise doprinosi stabilnosti ovako pripremljenih smoothieja. Obzirom na razli€itost fizikalnih
svojstava komponenti smoothieja bez obzira na veli¢inu udjela pojedine komponente odabrani
su sustavi disperzne faze u disperznom sredstvu prikazane na Slici 20 (uzorak 1: So5_badem ;
uzorak 2: So3_badem; uzorak 3: M badem). 1z slike 20 vidljivo je da se disperzija Cestica
usitnjenog badema najbolje stabilizira u uzorku 1 dok se kod uzorka 3 stabilnost kre¢e u

intervalu od 0 — 50 sati.
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d [mm]: 0,5 d[mm]: 0,3

Il > 1,0475
Il <1,0475
| <1,045
1 <1,0425
Bl < 1,04
Il < 1,0375

Slika 21. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na gustocu [g cm™] smoothieja

So.5 1 So.3
plg cm-3]
(1)PIMPa](L) -2,266
(2t{min](L) -,658048
(4)d[mm](L) 6566927
(3MtA[min](L) 0,

p=,05
Standardizirani koeficijent utjecaja

Slika 22. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na gustocu
[g cm™], smoothieja Sos 1 So3 izrazenog preko standardiziranog koeficijenta utjecaja (B)
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Iz dobivenih rezultata (Slika 21) moZe se primijetiti da se dobivene vrijednosti gustoce za
So3 1 Sos kre¢u u intervalu od 1,0374 — 1,0475 g cm™. Unato¢ razli¢itoj raspodjeli veli¢ine
Cestica uzoraka utjecaj procesnih parametara pokazao je minimalan utjecaj nizih vrijednosti
visokog hidrostatskog tlaka na poveéanje gustoce. Buduéi da vrijeme obrade kao i promjeri
filtera nemaju znacajan utjecaj na promjenu gustoce, dobivene vrijednosti So s kre¢u se do ili
malo iznad 1,045 g cm™, dok se kod So 3 krecu do ili malo iznad vrijednosti 1,047 g cm™.

Osim toga, nema velike razlike izmedu gustoce referentnih uzoraka i uzoraka obradenih
visokim hidrostatskim tlakom 1 pasterizacijom. Sli¢ne rezultate dobili su i Hurtado i sur.
(2015) kod obrade smoothieja (sok jabuke, sok narance, jagode, cijele jabuke, banane)
tlakovima od 350, 450 i 600 MPa oko 5 minuta i toplinskom obradom na 85 °C tijekom 7

minuta.

TREERT

{sequi 1
A

o
=)
=3

d[mm]: 0,5 d[mm]: 0,3

I > 300
I <280
Bl <230
<180
[ <130
Il <30

Slika 23. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na prividnu viskoznost
[mPas], smoothieja So5 1 So3
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pu[mPas]

(3)d[mm](L) -20,8744
(1)PIMPa)(L) 3,2016
(4)RPM(L) -2,96514
(2)timin](L) 660958
p=,05

Standardizirani koeficijent utjecaja

Slika 24. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na prividnu
viskoznost [mPas], smoothieja So 5 1 So3 izrazenog preko standardiziranog koeficijenta

utjecaja (B)

Izmjerene vrijednosti prividne viskoznosti ukazuju na znafajno smanjenje primjenom
filtera 0,3 mm. Isto tako, primjetan je utjecaj na prividnu viskoznost povec¢anjem vrijednosti
hidrostatskog tlaka dok vrijeme obrade nema znafajan utjecaj. Slicne rezultate dobili su i
Hurtado 1 sur. (2015), osim toga, primije¢eno je i da je prividna viskoznost toplinski
obradenih uzoraka nesto ve¢a od uzoraka obradenih visokim hidrostatskim tlakom. Nasuprot
tome, Keenan 1 sur. (2012) nisu primijetili promjene prividne viskoznosti izmedu smoothieja
obradenih visokim hidrostatskim tlakom i toplinskom obradom. Budu¢i da je prividna
viskoznost odredena pri pet vrijednosti smicnih brzina iz slike 23 moze se primijetiti utjecaj
povecanja viskoznosti pri nizim smi¢nim brzinama kod uzoraka dobivenih filterom 0,5 mm.
Obzirom na definirani sastav 1 fizikalna svojstva ovako pripremljenih smoothieja veca razina

osjetljivosti (prag naprezanja) postize pri smi¢nim brzinama od 20 — 50 s
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Slika 25. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vriemena obrade na pH vrijednost smoothieja

(1)P[MPa](L)

(4)d[mm](L)

(2t[min](L)

(3)Amin](L)

Slika 26. Pareto dijagram — utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na pH
vrijednost, smoothieja So5 1 So3 izrazenog preko standardiziranog koeficijenta utjecaja (B)
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Na promjenu pH vrijednosti znacajan utjecaj ima povecanje vrijednosti tlaka kod oba
smoothieja. Ovaj utjecaj posebno je izrazen kod smoothieja dobivenih filterom 0,5 mm §to se
vidi na slici 26. Vrijeme obrade kao i intervalno vrijeme obrade nemaju znacajan utjecaj na
promjenu pH vrijednosti.

Hurtado 1 sur. (2015) nisu primijetili promjene pH vrijednosti kod obradenih i
neobradenih uzoraka smoothieja, kao ni Bull i sur. (2004) kod analize soka od narance kao 1

Barba i sur. (2013) kod analize soka od kupine.
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Tablica 4. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na L*, a*, b* i AEa*
vrijednosti smoothieja dobivenog filterom 0,5 mm

Uzorak t/h L* a* b* AEap*
0 35,03 | 12,93 1,52 /

Sos_0
e 24 37,00 | 837 | 757 | /

0 40,56 | 9,37 1,93 6,60

Sos 85 5
- T 24 40,72 | 6,57 4,17 5,25
0 38,33 | 11,67 | 1,40 3,54

Sos 150 3
- T 24 41,54 | 8,67 7,31 4,56
0 48,44 | 13,20 | 0,25 3,65

Sos 150 9
- 24 43,88 | 8,99 9,66 7,21
0 38,54 | 12,23 | 1,14 3,60

Sos_150 15
24 42,89 | 8,50 9,51 6,20
0 41,57 | 10,67 | 2,34 6,97

So,5_300_3
- T 24 51,77 | 8,80 | 11,24 | 6,03
0 38,21 | 11,75 | -0,54 | 4,55

So,5_300 9
- T 24 40,81 | 8,53 9,99 4,51
0 36,46 | 11,73 | 0,15 2,31

Sos_300_15
24 39,35 | 8,16 8,46 2,52
0 42,53 | 11,51 1,38 7,63

Sos 450 3
- T 24 42,63 | 8,48 | 10,79 | 6,48
0 40,78 | 12,45 | 1,37 5,78

Sos_ 450 9
- T 24 42,81 | 8,97 | 10,70 | 6,60
0 42,70 | 11,95 | -0,52 | 8,00

Sos_450 15

24 42,64 | 8,69 | 20,81 | 6,51



Tablica 5. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka i vremena obrade na L*, a*, b* i AEa*
vrijednosti smoothieja dobivenog filterom 0,3 mm

Uzorak t/h L* a* b* AEap*
So,3_0 0 31,43 | 11,29 | 3,85 /
24 35,35 | 8,04 7,84 /

So3_85 5 0 39,31 | 9,39 1,94 8,32
24 40,92 | 7,60 8,57 5,64

So3_150_3 0 51,20 | 8,25 3,30 | 10,25
24 43,53 | 6,51 5,23 8,73
So3_150_9 0 40,62 | 8,53 3,88 9,59
24 42,13 | 8,00 9,56 7,00
So3_150_15 0 40,97 | 9,25 2,18 9,90
24 35,72 |1 10,27 | 11,88 | 4,63
So3_300_3 0 39,96 | 9,45 1,99 8,92
24 42,53 | 7,32 3,61 8,37
So,3_300_9 0 40,42 | 9,07 2,13 9,42
24 42,42 | 7,90 8,10 7,08
So,3_300_15 0 40,33 | 8,80 2,42 9,35
24 42,42 | 7,54 7,67 7,10

So3_450_3 0 43,09 | 8,26 3,32 | 12,05
24 4482 | 798 | 10,39 | 9,61
So,3_450_9 0 39,44 | 8,55 1,43 8,80
24 41,33 | 6,85 2,71 7,97
So3_450_15 0 39,66 | 8,22 1,21 9,17
24 40,79 | 6,94 3,50 7,05

U tablicama 4 i1 5 prikazani su rezultati promjene parametara boje uzoraka smoothieja,
odnosno L*, a* i b* vrijednosti, te izraCunate AEa»* vrijednosti. Moze se primijetiti kako u
24 h dolazi do porasta L* (lightness) vrijednosti u oba uzorka te da svi uzorci koji su tretirani
visokim hidrostatskim tlakom i pasterizacijom imaju ve¢e L* vrijednosti od netretiranih
uzoraka. To su dokazali i Andres i sur. (2016) obradom smoothieja visokim tlakom pri 450 i
600 MPa. Nasuprot tome, kod soka od naran¢e pomijeSanog s mlijekom, obradenog visokim
hidrostatskim tlakom, primije¢eno je smanjenje L* vrijednosti (Barba i sur., 2012) zbog
razlaganja molekula kazeina na manje molekule, $to rezultira ve¢oj prozirnosti mlijeka. Cao i
sur. (2012) su dokazali da se tijekom skladiStenja, kroz 2 mjeseca, obradenog mutnog soka od

jagode (600 MPa tijekom 4 min) L* vrijednost postepeno smanjila kao i kod netretiranog

42



uzorka, dok se nije znatno promijenila kod pasteriziranog. Isto tako, tijekom 24 h dolazi do
porasta b* (yellowness) vrijednosti, najveci porast zabiljezen je kod pasteriziranih uzoraka.
Hsu i sur. (2018) su dokazali znacajniju promjenu smede boje kod pasteriziranog soka od
raj¢ice zbog degradacije likopena i odvijanja Maillardovih reakcija kao posljedice visokih
temperatura, Sto nije bio slucaj kod uzoraka obradenih visokim tlakom. Tijekom mjerenja
doslo je do pada a* (redness) vrijednosti, kao i kod Andres i sur. (2016), gdje je pad a*
vrijednosti zabiljeZen kod smoothieja na bazi sojinog mlijeka. Sli¢ni rezultati dobiveni su i
kod Patras i sur. (2009) u pireu od jagode i kupine. Gubitak crvene boje moze biti posljedica
aktivnosti zaostalih enzima uklju¢ujuéi i enzime koji uzrokuju enzimsko posmedivanje
(Huang 1 sur., 2013). Ukupna promjena boje (AEav*) ukazuje na razliku boje izmedu tretiranih
1 netretiranih uzoraka. Moze se primijetiti da su razlike u boji tretiranih i netretiranih uzoraka
ve¢e kod smoothieja dobivenog uz filter 0,3 mm, te da je ukupna promjena boje priblizno
jednaka kod uzoraka koji su toplinski obradeni i onih koji su obradeni visokim hidrostatskim

tlakom.

Prikazom raspodjele veli¢ine Cestica smoothieja cilj je prikazati povezanost utjecaja
procesnih parametara na stabilnost proizvoda. Vazno je istaknuti da se pri svim tlakovima i
vremenima obrade dobija raspodjela Cestica u prihvatljivim intervalima. ,,Prijelazni* tlak od
300 MPa pokazuje stabilnost, ali manje izraZene razlike u intervalima frekvencijskih krivulja

nego kao $to je to slucaj kod tlakova od 150 i osobito 450 MPa.
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Slika 27. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja dobivenog filterom 0,5 mm neposredno
nakon obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 28. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja nakon intervalnog vremena (2h)
dobivenog filterom 0,5 mm nakon obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj
ucestalosti (%)
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Slika 29. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja dobivenog filterom 0,5 mm neposredno
nakon obrade visokim tlakom (450 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 30. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja nakon intervalnog vremena (2h)
dobivenog filterom 0,5 mm nakon obrade visokim tlakom (450 MPa) u ovisnosti o relativnoj

ucestalosti (%)
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Slika 31. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja dobivenog filterom 0,3 mm neposredno
nakon obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 32. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja nakon intervalnog vremena (2h)
dobivenog filterom 0,3 mm nakon obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj

ucestalosti (%)
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Slika 33. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja dobivenog filterom 0,3 mm neposredno

nakon obrade visokim tlakom (450 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 34. Raspodjela veli¢ine Cestica (um) smoothieja nakon intervalnog vremena (2h)
dobivenog filterom 0,3 mm nakon obrade visokim tlakom (450 MPa) u ovisnosti o relativnoj

ucestalosti (%)
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Slika 35. Raspodjela velicine Cestica (um) uzorka 1 neposredno nakon obrade visokim tlakom

(150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 36. Raspodjela veli¢ine ¢estica (um) uzorka I nakon intervalnog vremena (2h), nakon
obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 37. Raspodjela velicine Cestica (um) uzorka 2 neposredno nakon obrade visokim tlakom
(150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 38. Raspodjela veli¢ine ¢estica (um) uzorka 2 nakon intervalnog vremena (2h), nakon
obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 39. Raspodjela velicine Cestica (um) uzorka 3 neposredno nakon obrade visokim tlakom
(150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)
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Slika 40. Raspodjela velicine Cestica (um) uzorka 3 nakon intervalnog vremena (2h), nakon
obrade visokim tlakom (150 MPa) u ovisnosti o relativnoj ucestalosti (%)

Promatraju¢i krivulje raspodjele veliCine Cestica smoothieja pripremljenih filterima
razli¢itih promjera vidi se odnos povezanosti dobivenih frekvencijskih krivulja, odnosno
intervala raspodjele veli¢ine Ccestica s dobivenim indeksima stabilnosti smoothieja.
Referiraju¢i se na razinu utjecaja procesnih parametara nakon same obrade kao i utjecaja
intervalnog vremena na stabilnost viSefaznog sustava, multimodalnost frekvencijske krivulje
kod smoothieja So3 1 So5 je oCekivana i nalazi se u intervalu od 7,58 — 1905,46 um i 0,64 —
1659, 58 pum.

Kod uzoraka dobivenih filterom 0,5 mm (Slike 27 — 30) primje¢uju se znacajnija
odstupanja u frekvenciji raspodjele referentnog, pasteriziranog i uzoraka obradenih visokim
tlakom. Kod uzoraka obradenih tlakom 150 MPa pri vremenu obrade od 9 minuta (Slika 28)
vidljivo je znacajno povecéanje frekvencije ucestalosti Cestica nakon isteka intervalnog
vremena prosjecno u rasponu od 0,64 — 1,44 um. Isti trend primjeéuje se 1 kod utjecaja tlaka
od 450 MPa pri vremenu obrade od 9 i 15 minuta, neposredno nakon i nakon isteka

intervalnog vremena pracenja stabilnosti (Slike 29 i 30).
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Statisticki znacajan interval raspodjele Cestica ostaje isti kao i kod obrade tlakom 150
MPa, ali sa znac¢ajnim povecanjem vrijednosti relativne ucestalosti. Ovo povecanje relativne
ucestalosti u sinergiji je s dobivenim vrijednostima ISS za navedene procesne parametre i
krecu se u intervalu od 432 — 507 sati.

Usporedujuéi statisticki znacajan utjecaj vrijednosti tlaka kod uzoraka dobivenih filterom
0,3 mm od 150 i 450 MPa (Slike 31 — 34) vidljiva je sli¢nost raspodjele veli¢ine ¢estica nakon
obrade i nakon 2 sata §to ukazuje na stabilnost promatranog sustava. Iznimku ¢ini raspodjela
dobivena pri tlaku od 450 MPa gdje je vidljivo prosjecno povecanje relativne ucestalosti
Cestica pri svim vremenima obrade od 0,48 — 1,44 um (Slike 33 i1 34). Prethodna istrazivanja
su pokazala da u dvokomponentnom sustavu (jabuka, mrkva) u kojemu je dominantan sok od
jabuke, povecanje Cestica u navedenom intervalu takoder ima znacajan utjecaj na stabilnost i
povecanje indeksa stabilnosti. Najveca ISS vrijednost dobivena je pri tlaku 450 MPa i
vremenu obrade od 9 minuta i iznosi 685 sati. Promatraju¢i ovakav sustav u cjelini ne vide se
znacajna odstupanja frekvencije raspodjele Cestica kod referentnog, pasteriziranog i obradenih
uzoraka u intervalu od 400 — 1905 pum.

U sustavima dispergiranih Cestica usitnjenog badema u soku od jabuke (0,5 i 0,3 mm) i
kokosovom mlijeku vidljiva je usporedna stabilnost s intervalom raspodjele Cestica uzoraka
smoothieja. Najmanja stabilnost dispergiranih cCestica vidljiva je u sustavu badema u
kokosovom mlijeku (Slike 39 i 40) na Sto ukazuje sli¢nost multimodalne raspodjele Cestica
nakon obrade i nakon intervalnog vremena. Indeks stabilnosti Cestica badema krece se u
intervalu od 0 — 50 sati dok se stabilnost badema u soku od jabuka kre¢e od 100 — 300 sati
(Slike 35 — 38).

49



Tablica 6. Pra¢enje mikrobioloske kvalitete smoothieja dobivenog uz filter promjera 0,5 mm

Uzorak

Sos_150 3

Sos_150 9

Sos_150 15

Sos 300 3

Sos_300 9

Sos_300_15

So,5_450 3

So,s_450 9

Sos_450 15

Sos 85 5

n.d.-nije detektirano

Dan

14

= | O

14

| O

14

| O

14

= | O

14

| O

14

| O

14

= | O

14

| O

14

| O

14

Salmonella
Sp.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

Listeria
monocytogenes

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

* ne zadovoljava kriterije < 10* CFU mL"!
** ne zadovoljava kriterije < 10> CFU mL"!
*#% ne zadovoljava kriterije < 10° CFU mL'!

Aerobne
mezofilne
bakterije

1x10%*
3,7%x10%%*
6x10%*
2,1x10°
8,3x10%*
5,1x10’
6,1x10?
4.4x10%*
5,1x10%%*
1x10°
8,3x10%*
2,8%x107*
1x10°
2,7x10%*
7,1x10%*
43%10'
7,5%10°
4,5%10°
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
1x10"*
8,6%10%*
4x10%*

Enterobakterije

3,1x10%*
8,9% 10%%*
1,3x10'0%*
2,6X10°%*
4,7x107**
3,7x10%%*
5,2 10%%*
6,9%107%*
9x 103**
3,6X10%*
5,5%10%%*
6x10%**
8x 10%**
3,5%10%%*
4,1x108%*
1,2x 10%%*
4,8x100%*
7,3%10%%*
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

Kwvasci

1x 10%*x*
2,2 107
4,4%10%%*x*

4x 104
1,3% 100

6X 108+

2,8x10?
2,7X 10**x*
4,3% 100

9,4%x10%*
1,7x 10%**
3,9 100%**

4,5%10"

7,4%10?

2X 10

2,3, x10!

3,6%10?

S5x 104

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
1,24x10%**

2X 104

7,3%10%%%*

Plijesni
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n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.



Tablica 7. Pra¢enje mikrobioloske kvalitete smoothieja dobivenog uz filter promjera 0,3 mm

Uzorak Dan

So3_150 3 7
14

0

So;3 150 9 7
14

0

Sosz 150 15 7
14

0

So;3_300_ 3 7
14

0

So;3_300 9 7
14

0

So3 300 15 | 7
14

0

So;3_450 3 7
14

0

So;3_450 9 7
14

0

So3 450 15 | 7
14

0

So3 85 5 7
14

n.d.-nije detektirano

Salmonella
Sp.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

Listeria
monocytogenes

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

* ne zadovoljava kriterije < 10* CFU mL"!
** ne zadovoljava kriterije < 10> CFU mL"!
*#% ne zadovoljava kriterije < 10° CFU mL'!

Aerobne
mezofilne
bakterije

3x10%*
9x10%*
3,3%10%*
2x10°
1,5%10%*
3,9%107*
5,7%10?
3x10%*
9,3%x10%
6x10?
1x10°
7,4x10°
1,6x10?
2x10°
7.3%10°*
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
3x10;
4,2%x10,*
1,5%104*

Enterobakterije

1,2x10%*
6Xx10%**
5,9%10%%*
5%107*
2,3x100%*
6,2 108%*
1X10%%*
43%x107**
3,7x10%%*
1,4x10%*
2,1x10°**
4,5%107**
6,5x10%*
2X107%%*
4,7x100%*
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

Kwvasci

3,3x 104
1,7x 105
7,7x10%%*
Tx 103
2,3x 100
1,7x 108
2,2x10?

1,35%100%**

8,7x 103
4,5x10?
3x 10
2,1x 10"k
2x10'
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2% 101**
3,7%103%*
4,5%x105**
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Plijesni

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.



Iz rezultata mikrobioloske analize (Tablica 6 i 7) moze se primijetiti kako u smoothiejima
nisu bile prisutne bakterije Salmonella sp., Listeria monocytogenes te plijesni. Dok su za
inaktivaciju aerobnih mezofilnih bakterija, enterobakterija i kvasaca bili potrebni tlakovi veci
od 150 MPa, kako bi se zadovoljili kriteriji propisani u pravilniku o mikrobioloSkoj kvaliteti
(Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu; EC, 2073/2005; EC, 853/2004; EC 854/2004).
Kod uzorka Sos s tlakom od 450 MPa, 3 minute postize se odgovarajuca kvaliteta kroz 14
dana (postignuta je inaktivacija aecrobnih mezofilnih bakterija, enterobakterija i kvasaca), dok
se kod uzorka So3 odgovarajuca kvaliteta postize i s tlakom od 300 MPa, 15 minuta. Isto
tako, moze se primijetiti kako uzorci podvrgnuti toplinskoj obradi ne zadovoljavaju kriterije
propisane u pravilniku (nije doslo do inaktivacije aerobnih mezofilnih bakterija i kvasaca).
Odnosno, obrada visokim hidrostatskim tlakom imala je bolji ucinak na inaktivaciju
mikroorganizama, nego toplinska obrada (85 °C tijekom 5 minuta). Isto je primije¢eno i kod
Hurtado i sur. (2015) kod mikrobioloSke analize smoothieja na bazi jabuke, narance, jagode i
banane. Osim toga, primijetili su kako je moguée ostvariti mikrobiolosku stabilnost
smoothieja uz tlakove vec¢e od 350 MPa. Scolari i sur. (2015) su dokazali redukciju 2 log CFU
mL-! aerobnih mezofila, kvasaca i plijesni obradom uzoraka smoothieja visokim tlakom od
300 MPa, kao i redukciju 6 log CFU mL! bakterija mlije¢ne kiseline i gram pozitivnih
Listeria monocitogenes. Takoder su Valera—Santos i sur. (2012) i Lavinas i sur. (2008)
dokazali da se razina aerobnih mezofilnih bakterija, plijesni i kvasaca smanjila ispod razine
detekcije, obradom raznih kiselih vo¢nih sokova tlakom od 350 MPa i 400 MPa pri sobnoj
temperaturi te i ostala niska tijekom skladiStenja u hladnom prostoru, dok su McKay i sur.

(2011) iste rezultate postigli kod tlakova od 500 do 600 MPa pri sobnoj temperaturi.

Uzroci koji su se koristili za ispitivanje fizikalnih svojstava i mikrobioloske kvalitete,
takoder su bili snimani i s NIR instrumentom. Na temelju prvih 10 faktora PCA analize
ispitivane su umjetne neuronske mreze kako bi se vidjelo moze li se NIR uspjesno koristiti za
predvidanje vrijednosti promatranih parametara u usporedbi s onima direktno mjerenima
(Slike 14 — 26). Odabrano je po pet neuronskih mreza koje su imale najviSe koeficijente
determinacije za ucenje, testiranje i validaciju s najmanjim pogreSkama za filtrirane 1 pet

neuronskih mreza za nefiltrirane uzorke (Tablica 8).
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Tablica 8. Karakteristike modela odabranih umjetnih neuronskih mreza (ANN) razvijenih za
predvidanje fizikalnih svojstava smoothieja

Struktura | Preciznost | PogreSka | Preciznost | Pogrefka | Preciznost | Pogreika a:t'l‘vr;vc‘l’;i‘m akille/:z::ka
mreze uéenja ufenja | testiranja | testiranja | validacije | validacije fumkeiia fumlein
So,3
10-12-14 0.939 0.088 0.892 0.172 0.850 0.278 Exponential Tanh
10-7-14 0.930 0.103 0.855 0.245 0.843 0.273 Logistic Exponential
10-10-14 0.985 0.028 0.931 0.104 0.892 0.174 Tanh Logistic
10-13-14 0.980 0.042 0.967 0.068 0.930 0.124 Tanh Logistic
10-11-14 0.974 0.040 0.917 0.144 0.880 0.219 Logistic Logistic
So,5
10-12-14 0.953 0.076 0.862 0.222 0.781 0.277 Logistic Logistic
10-7-14 0.893 0.147 0.819 0.305 0.735 0.449 Tanh Tanh
10-11-14 0.992 0.015 0.867 0.222 0.774 0.254 Logistic Logistic
10-11-14 0.864 0.180 0.809 0.345 0.749 0.335 Exponential Exponential
10-9-14 0.966 0.054 0.837 0.280 0.752 0.358 Tanh Logistic

Podaci su bili raspodjeljeni na ucenje, testiranje i validaciju (Tablica 8) prema omjeru
70:15:15 koji se pokazao kao najbolji izmedu 4 isprobana (60:20:20, 50:30:20, 70:20:10 i
70:15:15). Broj neurona u skrivenom sloju bio je postavljen na raspon od 4 do 13. R?
vrijednosti kod So3 za u€enje, testiranje i validaciju iznose izmedu 0,843 i 0,985 dok kod Sos
R? vrijednosti iznose izmedu 0,735 i 0,992. Pogreske su kod So3 bile manje nego kod Sojs.
Kod Sp3 variraju od 0,028 do 0,278, dok kod Sos variraju od 0,015 do 0,449. Najbolja
neuronska mrezZa je izabrana na osnovu R? vrijednosti i najmanje pogreske. Za uzorak So3
odabrana je neuronska mreza 10-13-14 s trinaest neurona u skrivenom sloju koja ima najvece
vrijednosti R? za ucenje, testiranje i validaciju. Za uzorak Sos odabrana je neuronska mreza
10-12-14 s dvanaest neurona u skrivenom sloju koja je za uéenje i validaciju imala najvise R?
vrijednosti od svih pet odabranih neuronskih mreza. Ove dvije odabrane mreze koristili smo

za daljnje analize predvidanja fizikalnih svojstava smoothieja (Tablice 9 i 10).
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Tablica 9. Rezultati predvidanja fizikalnih svojstava So3 na temelju odabranih ANN modela iz

tablice 8

Varijabla Preciznost ucenja Preciznost testiranja | Preciznost validacije
P 0.993 0.939 0.990
t 0.877 0.883 0.787
A[360nm] 2h 0.995 0.977 0.995
Tm 0.995 0.978 0.996
ISS[h] 0.982 0.948 0.847
A[360nm] 0.995 0.992 0.910
gustoca 0.963 0.945 0.939
pH 0.986 0.980 0.932
AL 0.993 0.985 0.973
Aa 0.974 0.984 0.980
Ab 0.994 0.985 0.912
AEab 0.990 0.988 0.970
Cab 0.995 0.962 0.821
AHab 0.989 0.991 0.975

54



Tablica 10. Rezultati predvidanja fizikalnih svojstava So 5 na temelju odabranih ANN modela
iz tablice 8

Varijabla Preciznost ucenja Preciznost testiranja | Preciznost validacije
P 0.998 0.997 0.996
t 0.929 0.904 0.796
A[360nm] 2h 0.941 0.777 0.898
Tm 0.941 0.778 0.903
ISS[h] 0.967 0.927 0.926
A[360nm] 0.959 0.692 0.799
gustoca 0.977 0.847 0.804
pH 0.996 0.996 0.997
AL 0.932 0.835 0.520
Aa 0.957 0.882 0.826
Ab 0.904 0.887 0.316
AEab 0.934 0.857 0.488
Cab 0.965 0.868 0.864
AHab 0.938 0.820 0.801

Iz rezultata predvidanja fizikalnih svojstava (Tablica 9 i 10) moze se primijetiti da
vrijednosti koeficijenta determinacije za tlak kod Sos iznose 0,993 za ucenje, 0,939 za
testiranje 1 0,990 za validaciju, dok su kod uzorka So3 0,998 za ucenje, 0,997 za testiranje i
0,996 za validaciju. Odnosno, vrijednosti koeficijenta determinacije za tlak vece su kod So 3.
Isti trend prate i vrijednosti za A [360 nm] 2h. R? kod uzorka So3 iznosi 0,995 za ucenje,
0,977 za testiranje i 0,995 za validaciju, a kod uzorka Sos R? iznosi 0,941 za uCenje, 0,777 za
testiranje 1 0,898 za validaciju. Do znacanijeg pada koeficijenta determinacije dolazi kod
izmjerenih vrijednosti za vrijeme obrade, pogotovo za vrijeme obrade kod So3 gdje je R? za
ucenje iznosio 0,877, za testiranje 0,883 i za validaciju 0,787 Sto zapravo predstavlja
najmanju uspjeSnost modela. Kod uzorka Sos koeficijenti determinacije za parametre
dobivene kolorimetrijskom analizom generalno su bili nizi nego kod So3. Vrijednosti za
testove ucenja, testiranja i validacije krecu se izmedu 0,316 1 0,938. Najnize vrijednosti
odnose se na parametar Ab, gdje R? za udenje iznosi 0,904, za testiranje 0,887 i validaciju
0,316. Za razliku od vrijednosti kod So;s, kod uzoraka So3 koeficijenti determinacije su dosta

visoki, kre¢u se izmedu 0,821 1 0,995.
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Koeficijenti determinacije za ISS su nesto veci kod So3 (0,982 za ucenje, 0,948 za
testiranje), osim koeficijenta determinacije za validaciju, koji kod So3 iznosi 0,847. R? kod
So,5 iznosi 0,967 za ucenje, 0,927 za testiranje 1 0,926 za validaciju. Koeficijenti determinacije
za opti¢ku gustoéu (Tm) znacajno su veci kod So3, gdje R? za ulenje iznosi 0,995, za
testiranje 0,978 1 za validaciju 0,996, nego kod Sos (0,941 za ucenje, 0,778 za testiranje i
0,898 za validaciju).

Koeficijenti determinacije za pH visi su u slu€aju So;s (0,996 za ucenje, 0,996 za testiranje
1 0,997 za validaciju) nego u slucaju So3 (0,986 za ucenje, 0,980 za testiranje i 0,932 za
validaciju). Kod predvidanja gustoce, situacija je podjeljena. Koeficijenti determinacije za
testiranje i validaciju su znaGajno veéi za So3, nego za Sos. R? kod Sos za testiranje iznosi
0,945, za validaciju 0,939, dok je R? kod Sos za testiranje 0,847, a za validaciju 0,804. Kod
testa ucenja situacija obrnuta, koeficijenti determinacije veci su kod So;5 (0,977), nego kod So3

(0,963).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave, mogu se donjeti ovi zakljucci:

1. Veca stabilnost smoothieja dobije se filterom promjera 0,3 mm te je stabilnost
vecine uzoraka obradenih visokim hidrostatskim tlakom veéa (50 — 750 sati)

nego onih obradenih klasi¢nom toplinskom obradom (192 sata).

2. Utjecaj procesnih parametara pokazuje znacajni utjecaj na promjenu svih
promatranih fizikalnih svojstava, promjena vrijednosti prividne viskoznosti

izraZenija je pri nizim smi¢nim brzinama (20 — 50 s, 0,5 mm).

3. Najveca stabilnost smoothieja postize se pri tlaku od 450 MPa i vremenu
obrade od 9 minuta $to je u skladu s maksimalnim vrijednostima indeksa

stabilnosti od 685 sati (0,3 mm) i 507 sati (0,5 mm).

4. Optimalnim procesnim parametrima mozemo smatrati tlak od 450 MPa i

vrijeme obrade od 9 i 15 minuta.

5. Povecanje stabilnosti smoothieja karakterizira povecanje relativne ucestalosti

Cestica u intervalu raspodjele 0,48 — 1,44 pm.

6. Visoki hidrostatski tlak ima vec¢i utjecaj na inaktivaciju mikroorganizama nego
toplinska obrada (85 °C tijekom 5 minuta). Uz tlakove od 450 MPa postize se

odgovarajuca kvaliteta proizvoda (mikrobioloska odrzivost) tijekom 14 dana.

7. Usporedujuéi koeficijente determinacije dobivene primjenom ANN modela i
onih dobivenih direktnim mjerenjem mozemo zakljuciti da se pomocu NIR
spektroskopije primjenom neuronskih mreza vrlo precizno mogu odrediti

odredena fizikalna svojstva.
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