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1. UvoD

Moderno trziSte danas postavlja zahtjeve za prehrambenim proizvodima koji su svojim
izgledom i okusom Sto slicniji izvornoj, nepreradenoj sirovini, a istovremeno udovoljavaju
visokim kriterijima nutritivne i mikrobioloske kvalitete, Sto pred proizvodace postavlja izazove
ispitivanja mogucnosti primjene novih tehnologija. Uz niz prednosti nad dosad koristenim
konvencionalnim tehnologijama, ove tehnologije mogu imati i nekih nedostataka, stoga se
prije njihove Sire upotrebe trebaju istraziti efekti njihovog utjecaja na nutritivnu i

mikrobiolosku kvalitetu proizvoda.

Jabuka je Siroko rasprostranjena poljoprivredna kultura koja se svakodnevno koristi u
ljudskoj prehrani diljem svijeta. Dobar je izvor vitamina, minerala i vlakana, ali i bioloSkih
aktivnih spojeva (BAS) koji svojim antioksidacijskim djelovanjem stite ljudski organizam od
oksidacijskog stresa. Antioksidacijski kapacitet predstavlja sposobnost antioksidansa da
reducira neki oksidans, pri ¢emu su antioksidansi molekule koje mogu donirati jedan elektron
i/ili vodikov atom nekom reaktivnom, slobodnom radikalu. Na taj nacin neutraliziraju
slobodne radikale Cime preventivno djeluju na zdravlje ljudskog organizma. Brojne tvari u
jabuci posjeduju antioksidacijsko djelovanje, poput vitamina C i E te polifenolnih spojeva.
Treba istaknuti da u usporedbi sa preostalim vo¢nim vrstama, jabuka posjeduje najveéi udio

slobodnih polifenolnih spojeva, ¢ime je biodostupnost ovih antioksidanasa znacajno uvecana.

Jabuka se konzumira bilo svjeza, ili preradena u razli¢ite proizvode, gdje se posebice isticu
bistri i mutni sokovi od jabuke, veoma popularni kod potrosaca. Ipak, na trzistu su vise
zastupljeni bistri sokovi od jabuke, obzirom ga potrosaci smatraju prihvatljivijim u odnosu na
mutne. Postupkom bistrenja soka uklanjaju se visokovrijedni sastojci poput dijetalnih
vlakana, polisaharida pa i nekih BAS-a, ¢ime se izravno smanjuje vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta soka. Stoga, prednost bi ipak trebalo pruziti mutnim sokovima od jabuke, obzirom

je njihov doprinos zdravtsvenim ucincima kudikamo vedi.

Na temelju svega iznesenog, cilj ovog rada bio je pretraZiti znanstvenu literaturu o utjecaju
nove tehnologije poput obrade visokim hidrostatskim tlakom (VHT) na stabilnost
antioksidacijskog kapaciteta u bistrim i mutnim sokovima od jabuke, obzirom je poznato da
ova tehnologija ima odliéan ucinak na mikrobiolosku inakvitaciju i produzetak trajnosti

namirnica te se sve vise primjenjuje u industrijskom sektoru.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Jabuka

Jabuka (lat. Malus domestica) je drvenasta viSegodisnja biljka iz porodice ruza (lat.
Rosaceae) te najrasprostranjenija voc¢na vrsta s vise od 10.000 razlicitih sorata (Janick i sur.,
1996). Plod jabuke je svakodnevno koriSten u raznim kulturama, od Sibira do Kolumbije,
prvenstveno zbog svojstava same biljke koja je izdrzljva i prilagodljiva. U nekim dijelovima
svijeta jabuka rada i dva puta godisnje. Plod jabuke se moze konzumirati u svjezem stanju ili
preraden u razliCite proizvode, pa se tako od jabuke moze raditi Cips, Zelirani proizvodi,
koncentrati, ,fresh-cut® proizvodi, sokovi i dr. Posebno je zanimljiva prerada jabuke u sok,
obzirom se ovisno o primjenjenoj tehnologiji mogu proizvoditi bistri, mutni ili tzv. smoothie
sokovi (Wtodarska i sur, 2017).

Uzgoj jabuke u RH varira ovisno o godini, kao i o brojnim drugim ekonomskim i
okolisSnim uvjetima, a na slici 1 dan je graficki prikaz povrSine zasadenih vocnjaka jabuke
(ha) i koli¢ine proizvedene jabuke (t) od 2010.do 2016. godine. Na prikazu je vidljivo da je
porast/pad povrsSine zasadene jabukom u skladu s prinosom/padom proizvodnje jabuke do
2012. godine. Obrnut trend je zabiljezen od 2012. godine gdje porast povrSina zasadenih
jabukom nije nuzno rezultirao i ve¢im prinosom jabuke. Ipak, opéenito gledajuci, svjetski
trend pada proizvodnje jabuke prisutan je i kod nas, pa je tako proizvodnja jabuke pala s
59,124 tona (2010) na 44,781 tona (2016) (FAOSTAT, 2018).
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Slika 1. Graficki prikaz povrsine zasadenih vocnjaka jabuke (ha) i koli¢ine proizvedene
jabuke (t) od 2010.do 2016. godine (FAOSTAT, 2018)



Jabuka je veoma istrazena vocna vrsta sa preko 58 000 objavljenih znanstvenih
publikacija na Web of Science (WoS) platformi (od 1998 godine), pri ¢emu veliki udio pripada
istrazivanjima vezanim uz znanost o prehrambenoj tehnologiji (Slika 2), Sto se svakako moze
pripisati nutritivnom i bioloSkom znacaju jabuke. Primjerice, Boyer i Hai Liu (2004) navode
kako svjeza jabuka ima znacajno vedi udio slobodnih polifenolnih spojeva u usporedbi s
ostalim vo¢nim vrstama, Cime je biodostupnost ovih spojeva veca, a time i zdravstveni
aspekt jace naglasen. Takoder, jabuka je voée s izrazitom antioksidacijskom aktivhoséu, a
rezultati istrazivanja Kschonsek i sur. (2018) upuéuju da mu najviSe doprinosi sadrzaj
vitamina C. Nadalje, postoje razni epidemioloski dokazi koji ukazuju da polifenoli iz jabuke
pozitivho utjeCu na kardiovaskularna i tumorna oboljenja te djeluju inhibitorno na proces
lipidne oksidacije i snizuju koli¢inu LDL kolesterola (Bondonno i sur., 2018, Tu i sur., 2016,
Thilakarathna i Rupasinghe, 2013).

Primjenjena kemija 2850
Biotehnologija i primjenjena... 2897
Multidisciplinarna agronomija 3357

Etnomologija 3687

Agronomija 6823
Znanost o biljkama 9371
Znanost o prehrambenoj tehnologiji 11218
Hortikultura 12524
0 5000 10000 15000

Slika 2. Prikaz objavljenih znanstvenih publikacija na Web of Science (WoS) platformi sa

pojmom jabuke u klju¢noj rijeci (eng. apple)



2.1.1. Nutritivni i bioloski znacaj jabuke

Prema podacima ,National Nutrient Database" americkog ministarstva poljoprivrede,
100 g jabuke prosjecno sadrzi 85.56 g vode, 13.81 g ugljikohidrata, 0.26 g proteina, 0.17 g
masti, 0.19 g pepela (minerala). Najzastupljeniji Secer je fruktoza (5.90 g), zatim glukoza i
saharoza. Od minerala, jabuka sadrZi kalij, fosfor, kalcij, magnezij, natrij, Zeljezo i cink.
Jabuka je posebno bogata prehrambenim vilaknima (2.4 g/100 g) medu kojima je
najzastupljeniji pektin. Usporavajudi razgradnju Seéera i masti, vlakna djeluju na kontrolu
razine Secera u krvi i tako pogoduju unapredenju ljudskog zdravlja. Prehrambena vlakna
smanjuju rizik od mnogih oboljenja poput kardiovaskularnih bolesti, nekih tipova karcinoma
te gastrointestinalnih bolesti. Takoder, vlakna mogu imati utjecaj na hipertenziju, pretilost i

dijabetes i to smanjujuci koli¢inu LDL kolesterola i triacilglicerola u krvi (Anderson, 1990).

Jabuka sadrzi vitamine topljive u vodi (C, B1, B2, B3, B6 i B9) kao i vitamine topljive
u mastima (A, K i E). Najzastupljeniji je vitamin C kojeg prosjecno ima oko 4 mg/100 g ploda
jabuke. Od vitamina topljivih u mastima, 100 g jabuke sadrZi prosjecno 0,05 mg vitamina E,
0,60 pg vitamina K te 2 pg vitamina A (USDA, 2018).

Nadalje, jabuke se smatraju vrlo dobrim izvorom razliCitih bioloski aktivnih spojeva
(BAS) kojima se pripisuju znacajna antioksidacijska svojstva. U jabuci su od BAS-a
najzastupljeniji polifenoli, od kojih najvise ima flavanola (71-90 %). Prisutne su jos i
hidroksicimetne kiseline (4-18 %), flavonoli (1-11 %), dihidrohalkoni (2-6 %) i antocijanini
isklju¢ivo u jabukama s crvenom korom (1-3 %) (Slika 3) (Vrhovsek i sur., 2004). Iako
jabuka sadrzi visok udio fitokemikalija s antioksidacijskom aktivnos¢u, u nekoliko je
istrazivanja potvrden izrazeni antikancerogeni i antiproliferalni kapacitet floretina. Floretin je
fenolni spoj koji u ljudskom organizmu potiskuje rad glukoznog transportera GLUT2 u nekim
tkivima. Dokazano je djelovanje floretina na rast stanica raka kod oboljelih od leukemije,
melanoma i raka mjehura (Wu i sur., 2009). Dokazano je i njegovo antikancerogeno
djelovanje na stanice raka jetre, kada se kombinira s drugim spojevima. U istrazivanju Yang i
sur. (2008) koristena je dnevna doza floretina od 10 mg/ kilogramu tjelesne mase, a rezultati
studije pokazuju da je uocen povoljan uéinak na organizam. Osim djelovanja na stanice
raka, floretin dokazano ometa rad mnogih intracelularnih signaliziraju¢ih puteva i reducira

produkciju upalnih citokina i kemokina pa tako stiti od upalnih procesa (Tu i sur., 2016).

Koli¢ina BAS-a u plodu jabuke ovisi o mnogim c¢imbenicima poput sorte i uvjeta
uzgoja (Kschonsek i sur., 2018, Vrhovsek i sur., 2004). Kschonsek i sur. (2018) su dosli do

zanimljivih rezultata tijekom istraZivanja koli¢ine polifenola i vitamina C u starim i novim



kultivarima jabuke uzveSi u obzir cijele plodove jabuka. Koristeci Folin-Ciocalteu metodu i
HPLC, dokazali su da stare sorte (Berlepsch, Cox Orange, Dulmer Rosenapfel, Goldparmane,
Gravensteiner, James Grieve, Jonathan, Oldenburger, Ontario i Roter Boskoop) sadrze i do
30% viSe fenolnih spojeva od novih sorti (Braeburn, Elstar, Golden Delicious, Granny Smith,
Jonagold). Istovremeno, koli¢ina polifenolnih spojeva i vitamina C se nije znacajno
razlikovala u korama starih i novih sorti. Razlog tomu pripisan je zastitoj ulozi BAS-a koji se
formiraju uslijed izloZzenosti plodova suncevom zracenju. U zaklju¢ku autori preporucuju
ukljuciti stare sorte jabuka poput Jonathana, Ontaria i Oldenburgera u svakodnevnu

prehranu.

Rezultati nekih istrazivanja navode da postoji znacajna razlika izmedu koliCine
polifenola u mesnatom dijelu i kori jabuke, pri ¢emu kora jabuke sadrZi prosjecno 46 % od
ukupnih polifenola iz cijelog ploda (Shahidi i Ambigiapalan, 2015). Prema istrazivanju Wolfe-a
i suradnika (2003), u kori sorata Idared i Rome Beauty odredene su najveée kolicine fenolnih
spojeva te se smatraju sortama s najviSom antioksidacijskom aktivnosS¢u i najviSim sadrzajem

flavonoida.
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BAS u ljudskom organizmu djeluju kao antioksidansi te tako stite organizam od
visokoreaktivnih slobodnih radikala, kojima doniraju proton i/ili elektron, pa ih na taj nacin
stabiliziraju. U jabuci su zastupljeni predstavnici razlicitih skupina polifenolnih spojeva (Slika
3), a ve¢ je od ranije istrazivanjem odnosa struktura-aktivnost (engl. Structure Activity
Relationship, SAR) dokazana povezanost tocno odredenih strukturnih komponenata s
moguénoséu ,gasenja" radikala i stvaranja kelatnih kompleksa (Shahidi i Ambigiapalan,
2015).

Nastavho na dokazane mehanizme djelovanja polifenola kao antioksidanasa,
provedena su i mnoga istrazivanja o utjecaju polifenola iz jabuke na zdravstvene aspekte u
ljudi i Zivotinja. Istrazivanje provedeno na 25 zdravih pojedinaca pokazalo je da dvotjedna
konzumacija soka od jabuke utjeCe na poviSeni ukupni antioksidacijski kapacitet i snizenu
koncentraciju malondialdehida u plazmi. Takoder, dokazano je da floretin inhibira
proliferaciju stanica raka plu¢a te onemogucuje njihovu migraciju. Pokazao je i pozitivho
djelovanje na stanice kolorektalnog raka i obecavaju¢e pomake u istrazivanju proliferacije
stanica raka dojke, melanoma i leukemije, smanjujuci unos glukoze u stanicu inhibiranjem

transmembranskog prijenosa glukoze (Tu i sur., 2016).

2.1.2. Sok od jabuke

Prema pravilniku o voc¢nima sokovima i njima slicnim proizvodima namjenjenima za
konzumaciju (NN 48/2013), vocni sok se definira kao ,proizvod koji moze fermentirati ali je
nefermentiran, a proizvodi se od jestivog dijela voéa koje je zdravo, svjeze ili konzervirano
hladenjem ili smrzavanjem jedne ili viSe vrsta pomijesanih zajedno, a ima boju, aromu i okus
karakteristican za sok od voca od kojega potjeCe." Ti su propisi u skladu s Codex
Alimentarius-om Europske unije, jednako kao i podjela vocnih sokova i njima slicnim

proizvodima.

Sok od jabuke posebno je popularan vocni sok, Sto pokazuje njegovo visoko rangiranje medu
potrosacima u Europi. Podaci s Eurostat-a pokazuju da je sok od jabuke treéi najpopularniji
proizvod od voc¢a, odmah nakon soka od narance i kecapa od rajcice. U razdoblju od 2008.
do 2016. godine, 28 Clanica Europske unije proizvelo je otprilike 2,1 milijarde litara soka od
jabuke. Statistika EU pokazuje da su najvedi proizvodaci soka od jabuke po godini Njemacka
(854,4 milijuna litara), zatim Poljska (487,4 mlijuna litara) i Ujedinjeno Kraljevstvo (175,5
milijuna litara) (Statista, 2018).



Opcenito, ovisno o tehnologiji proizvodnje, sok od jabuke se moze podijeliti na bistre i
mutne. Pocetak njihove proizvodnje se ne razlikuje, a zavrsni koraci procesa cine razliku kod
konacnog proizvoda. Kod bistrih sokova se na kraju proizvodnje uklanjaju pulpa i pektin, pa
je u konacnom produktu sadrZzana vedinom voda i tvari topljive u vodi. Mutnim se sokovima
uklanja samo pulpa, dok pektin zaostaje pa je tako konacni proizvod neproziran, s fino

dispergiranim koloidnim Cesticama.

U proizvodnji soka od jabuke, prvi koraci su standardizirani bez obzira na konacni produkt.
Sirovina se najprije prihvaca, zatim sortira i pere te melje. Nakon mljevenja slijedi presanje
koje se vrsi u hidraulickim preSama. Hidraulicke presSe istiskuju sok iz sitno izmljevenog tkiva
ploda pod visokim tlakom kroz porozni materijal. Tako je omoguéeno odvajanje soka od
krupnijih, netopljivih ¢estica (Nirmal i sur, 2012). Iskorstenje presanja iznosi 70-85%, ovisno
o sorti jabuke i njezinoj zrelosti te vrsti preSanja (Root i Barrett, 2004). Van Der Sluis i
suradnici (2002) navode da je moguce povecati iskoriStenje procesa ako se tkivo jabuke
bolje usitni (s dimenzija 3 x 3 x 10 mm na 3 x 3 x 3 mm) te ako se masi koja zaostaje nakon

presanja doda voda i ponovno se provede presanje.

Ako se kao Zeli proizvesti bistri sok od jabuke, sok se nakon preSanja tretira pektolitickim
enzimima, a zatim slijedi dekantiranje, centrifugiranje i filtracija, kako bi se uklonio zaostali
hidrolizirani pektin i tako dobio sok visoke bistroce. Kod proizvodnje mutnih sokova nakon
presanja slijedi stabilizacija pulpe kako bi se odrzala mutnoca i onemogudilo talozenje.
Zavrsni koraci kod proizvodnje obje vrste soka su deaeracija, pasterizacija i punjenje u

ambalazu i zatvaranje (Jorge i sur, 2006).

Pektoliticki enzimi se mogu dodavati u proizvodnji soka i kako bi se povecalo iskoriStenje
procesa. Prema Van Der Sluis i sur. (2002) direktnim preSanjem jabuke sorte Jonagold
iskoristenje iznosi otprilike 46 %. Medutim, nakon primjene pektolitickih enzima, prinos soka
je porastao na 80 %. Na slici 4 prikazana je shema proizvodnje sirovog soka i soka

tretiranog enzimima.

Mutnoéi soka od jabuke znacajno doprinose polifenoli, proteini te polisaharidi. Praéenje
sastava mutnog soka provedeno je u istrazivanju Millet i sur. (2017) u kojem je dokazano da
polisaharidi (pektin i hemiceluloza) stupaju u interakcije s proteinima i tako stvaraju
molekularne komplekse koji mogu agregirati i nakon nekog vremena potaknuti talozenje.
Rezultati ovog istraZivanja pokazuju da udio polifenola, polisaharida i proteina u mutnom

soku varira, medutim glavni konstituenti koji su odrzavali mutnocu soka su bili procijanidini.



U soku su pronadeni i metali (Zeljezo i bakar) za koje se smatra da su katalizatori za

stvaranje agregata u mutnom soku.
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Slika 4. Sheme procesa proizvodnje soka od jabuke (sorta Jonagold). Usporedba direktnog

preSanja (a) i enzimske obrade pulpe prije presanja (b) (Van Der Sluis i sur., 2002)

Bududi se bistenjem soka uklanjaju kompleksi polisaharida, polifenola i proteina, u bistrom
soku se dokazano nalazi manja koncentracija BAS-a. Candrawinata i sur. (2012) su dokazali
da bistri sokovi sadrze 3 puta manju koncentraciju BAS-a nego mutni sokovi od jabuke

(160.4 mg/L vs. 462.2 mg/L).



2.1.3. Antioksidansi i antioksidacijski kapacitet

Antioksidansi su kemijske tvari koje spre€avaju oksidaciju spojeva podloznih oksidaciji, a u
bioloSkim sustavima onemogucuju djelovanje slobodnih radikala (oksidansa) kad su oni u
Stetnom suvisku tj. kad je koncentracija slobodnih radikala veéa nego Sto je potrebno za
odvijanje normalnih fizioloskih procesa. Antioksidansi inaktiviraju djelovanje slobodnih
radikala pa tako zaustavljaju lancanu reakciju stvaranja novih radikala i sprjecavaju njihovo
Stetno djelovanje. Osim Sto sprjeCavaju nezeljene procese oksidacije, antioksidansi mogu
doprinjeti smanjenju osSteé¢enja nastalih djelovanjem slobodnih radikala (Sarangarajan i sur.,
2017). Slobodni radikali su molekule koje imaju nespareni elektron i stoga su izuzetno
reaktivni. U Zivom organizmu proizvode se pri normalnim fizioloskim procesima te imaju vrlo
vaznu ulogu u odvijanju brojnih funkcija, osobito u medustani¢noj komunikaciji, gdje uvelike
potpomazu u obrani od bakterija i drugih Stetnih agensa. Kada se nadu u suvisku,
narusavaju stabilnost drugih molekula u okolini da bi postigli vlastitu ravnotezu, pokrecu
nepozeljne lanCane reakcije koje dovode do oksidativnhog stresa, zbog Cega nastaju
oksidativna ostecenja biomolekula, ostecenja tkiva, smrt stanica i razliCite bolesti. Radikali se
obi¢no stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza ili

daljnjom reakcijom s drugim lipidnim radikalom (Shen i Ji, 2017).

Tvari koje imaju sposobnost djelovanja kao antioksidansi su enzimi (superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza, i dr.), velike molekule (albumin, ceruloplazmin,
feritin, te drugi proteini), male molekule (askorbinska kiselina, glutation, uri¢na kiselina,
tokoferol, karotenoidi, polifenoli, i dr.) te hormoni (estrogen, angiotensin, melatonin, i dr.)
(Kurutas, 2016; Sindhi i sur, 2013; Prokai i sur., 2006; ). U Tablici 1. dan je prikaz reaktivnih

spojeva s kisikom i dusikom na koje djeluju antioksidansi.

Tablica 1. Reaktivni spojevi s kisikom i dusikom (Bendary i sur., 2013)

Reaktivni spojevi s kisikom (ROS, eng. Reactive oxygen species)

RADIKALI NE-RADIKALI

Superoksid (02*) Vodikov peroksid (H20;)
Hidroksilni radikal (HO*) Hipokloritna kiselina (HOCI)
Peroksilni radikal (RO:") Singlet kisik (*0,)

Alkoksilni radikal (RO*) Ozon (03)

Hidroperoksilni radikal (HO:*) Hipobromna kiselina (HOBr)




Reaktivni spojevi s dusikom (RNS, eng. Reactive nitrogen species)
Dusikov oksid (NO*) Nitritna kiselina (HNO)
Dusikov dioksid (NO,") Nitrozil kation (NO*)

Nitronijev kation (NO?*)

Dinitrogen tetraoksid (N204)
Dinitrogen trioksid (N2Os)
Peroksinitrit (ONOO")

Nitril klorid (NO.Cl)
Alkil peroksinitrat (ROONO")

Antioksidacijski kapacitet (Total Antioxidant Capacity, TAC) je pojam koji se koristi kako bi se
kvalitativno ocijenila ucinkovitost djelovanja antioksidansa. Prema pregledu clanaka o
nutricionizmu, definicija TAC-a formulirana je kao ,kumulativno djelovanje svih
antioksidansa prisutnih u plazmi i tjelesnim tekuéinama, ¢ime se osigurava integrirani
parametar a ne jednostavna suma mijerljivih antioksidansa." (Ghiselli i sur, 2000).
Istrazivanja antiokidacijskog kapaciteta mogu se provoditi /n vitro i in vivo. Medutim neka
istrazivanja pokazuju da su vrijednosti TAC-a promjenjive, pa je tako moguce izmjeriti niski
antioksidacijski kapacitet plazme /n vivo iako je osoba neposredno prije konzumirala hranu
bogatu flavonoidima, odnosno tvari s visokim antioksidacijskim kapacitetom. To je dokaz da
se flavonoidi metaboliziraju u ljudskom organizmu i da neke druge molekule (primjerice

enzimi, proteini i sli¢cno) utjecu na njihovu aktivnost (Sies, 2007).

Djelovanje antioksidanasa na deaktivaciju molekula slobodnih radikala opisuje se putem dva
razli¢ita mehanizma: (i) prijenosom protona (eng. Hydrogen Atom Transfer, HAT) i (ii)
prijenosom elektrona (eng. Single Electron Tranfer, SET). Oba mehanizma imaju isti krajnji
rezultat, a razlikuju se u kinetici i potrebnom ionizacijskom potencijalu za odvijanje reakcije.
Dva presudna faktora koji odreduju mehanizam djelovanja u reakciji su energija disocijacije
veze i ionizacijski potencijal. U reakciji antioksidansa i slobodnog radikala oba mehanizma se
mogu odvijati paralelno, no koji ¢e dominirati, ovisi o strukturi i svojstvima antioksidansa, te

o topljivosti i pH vrijednosti otapala (Bendary i sur., 2013).

HAT (Hydrogen Atom Transfer) metode se zasnivaju na pracenju kinetike konkurentne
reakcije antioksidansa i supstrata. Prati se brzina reakcije antioksidansa i supstrata s

peroksidima kroz razgradnju azo-spojeva. ET (Single Electron Transfer) metode mijere
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kapacitet antioksidansa da reducira oksidans, koji pri redukciji mijenja boju. Promjena boje je
pri tome izravno ovisna o koncentraciji antioksidansa u rekacijskoj smjesi (Huang i sur.,
2005).

U ovom radu proucavani su rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredeni metodama DPPH i
FRAP, koje se ubrajaju u ET metode mjerenja antioksidacijskog kapaciteta, obzirom su
koriStene u najvecem broju pregledanih radova.DPPH metoda je metoda odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta pomocu radikala 1, 1 — difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH). Taj radikal
je stabilni slobodni radikal, zahvaljujuéi delokaliziranom elektronu koji onemogucuje
dimerizaciju (Sto je karakteristicno za slobodne radikale). Ako se DPPH nade u blizini
molekule koja moZe biti donor vodikovog atoma, dogada se neutralizacija radikala i molekula
viSe nije reaktivna. Istovremeno, neutralizacijom DPPH boja otopine prelazi iz ljubiCaste u
prozirnu ili blago Zutu. Ova metoda odredivanja antiokisadcijskog kapaciteta takoder
sadrzava i parametar ECso ( Efficient Concentration) koji opisuje koncentraciju supstrata koju
je potrebno dodati da se aktivhost DPPH smanji za 50%. Ovdje je potrebno posebno pripaziti
na stehiometrijske odnose molekula jer antiokisacijski kapacitet molekule moze biti
pogodovan strukturom te molekule. Promjene boje koje se dogadaju u ovoj metodi prate se
spektrometrom pri valnoj duljini od 515 nm. (Thaipong i sur, 2006, Molyneux, 2004).

FRAP je metoda kojom se odreduje antioksidacijska sposobnost redukcijom iona zeljeza (iz
Fe3* u Fe?*). Ova metoda je takoder kolorimetrijska metoda kojom se odreduje
antioksidacijski kapacitet promjenom apsorbancije reakcijske smjese. Prati se promjena
apsorbancije, koja raste u linearnoj ovisnosti s antioksidacijskim kapaciteteom. Ova metoda
se provodi u kiselom okruzenju - pH otopine iznosi 3,6. Dolazi do redukcije Fe** iona iz soli
Fe(III)TPTZ,Cls u Fe** ion. Medutim, u ovoj reakciji se mijeri redoks kapacitet a ne
antioksidativna aktivhost molekule. Iako se zbog jednostavnosti te dvije vrijednosti
poistovjecuju, treba razumjeti da redoks potencijal nije isto Sto i antiokisdacijski kapacitet.
FRAP metoda se temelji na korelaciji te dvije vrijednosti (Huang i sur., 2005, Prior i sur.,
2005)

Iako se rezultat obje metode prikazuje ovisnos¢éu apsorbancije o koncentraciji antioksidansa,
postoje neke osnovne razlike. DPPH metoda se temelji na neutralizaciji radikala uz promjenu
boje, dok FRAP metoda ne sadrZi radikal kao oksidans. U FRAP metodi oksidans je ion
Zeljeza. DPPH metoda traje dulje (oko 30 minuta) pa tako omogucuje pracenje koncentracija
antioksidansa s duljim reakcijskim vremenom. FRAP traje 15 sekundi do 4 minute, pri viSim

valnim duljinama (A= 597 nm) (Huang i sur., 2005)
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2.1.4. Antioksidacijski kapacitet soka od jabuke

Bududi da koncentracija BAS-a u jabuci ovisi 0 mnogim faktorima, isto pravilo vrijedi i za sok
od jabuke. Biedrzycka i Amarowitz (2008) navode kako postoji razlika izmedu
antioksidacijskog kapaciteta svjeze jabuke i soka od jabuke. Kod proizvodnje soka od jabuke
preSanjem dolazi do oslobadanja dodatne koli¢ine polifenola iz dijelova jabuke koji se
uobicajeno ne konzumiraju, primjerice kore i sjemenke. Ti se sastojci nakon oslobadanja
tope u vodi i tako postaju sastavnim dijelom soka. Rezultati istrazivanja pokazuju da sok od
jabuke, u odnosu na svjeze plodove, sadrzi vise floridizina (22-36% vs. 11-17%), cinamata
(25-36% vs. 3-27%) i flavonola (2-10% vs. 1-10%) (Pearson i sur., 1999). Isto istraZivanje
je pokazalo da komercijalni sokovi od jabuke imaju potencijal u /n vitro zaustavljaju

oksidaciju LDL kolesterola.

Van der Sluis i suradnici (2002) su u svom istrazivanju graficki usporedili antioksidacijski
kapacitet svjeze jabuke, pulpe, jabucnog tropa i soka od jabuke nakon preSanja. Rezultati su
podijeljeni u 4 skupine i to prema skupinama antioksidansa. Ukupni katehini su Cinili skupinu
s najviSim doprinosom porastu antioksidacijskog kapaciteta u soku; njihova aktivnost u
svjezoj jabuci je iznosila 20 %, a u soku 30 %. Antioksidacijski kapacitet glikozida kvercetina
je porastao sa 6 % u svjezoj jabuci na 12 % u soku od jabuke. U ovom istrazivanju,
koncentracije floridzina nisu pokazale znacajne promjene, dok je koncentracija cijanidin-

glikozida takoder porasla u soku od jabuke. Rezultati ove studije prikazani su na slici 5.
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Slika 5. Promjena antioksidacijskog kapaciteta flavonoida i klorogenske kiseline u svjezoj

jabuci, pulpi, jabu¢nom tropu i soku od jabuke sorte Jonagold (van der Sluis i sur., 2002)
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2.2. Visoki hidrostatski tlak

Moderno trziste danas sve viSe trazi hranu koja je svojim organoleptickim svojstvima Sto
slicnija nepreradenoj tj. svjezoj hrani, a istovremeno sigurna za potrosnju i s duljim rokom
trajanja. Obzirom do sad koriStene konvencionalne metode toplinske obrade ne mogu
susresti gore navedene potrebe suvremenog potrosaca, sve se viSe ispituju i primjenjuju
nove tehnologije obrade. Jedna od tih metoda koja se sve viSe upotrebljava u prehrambenoj
industriji je visoki hidrostatski tlak (eng. High Pressure Processing — HPP, hrv. VHT). Rijec je
o netermickoj metodi koja omogucuje uniStenje vegetativnih stanica mikroorganizama bez
dodatka konzervansa, a istovremeno ne narusava prirodna senzorska obiljezja i nutritivhu
vrijednost namirnice. Ova metoda se sve CeSCe upotrebljava u zemljama zapadnog svijeta
poput SAD-a, Kanade i Europske Unije (Huang i sur., 2017). Prikaz VHT pogona za

industrijski sektor obrade vocéa/povréa u zemljama EU dan je na slici 6.
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Slika 6. Prikaz VHT pogona za industrijski sektor obrade voca/povréa u zemljama EU
(Gattegno, 2017)

VHT tehnologija moze uspjesno zamijeniti termicki postupak pasterizacije primjenom tlakova

od 200 do 800 MPa. Upakirani proizvod se uranja u spremnik s teku¢inom (najéesée voda)
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koja sluzi kao medij za prijenos pritiska. Uredajem se postize visoki tlak koji na proizvode
dijeluje u vremenu od 1 do 15 minuta. Cijeli proces se moze odvijati odvija pri temperaturi
od 20 do 25 °C, odnosno u nekim sluc¢ajevima u Sirem temperaturom intervalu od 2 do 45 °C
(Seifret i Zude-Sasse, 2016).

Obrada namirnica VHT-om temelji se na La Chatelierovom nacelu primjene visokog tlaka na
zatvoreni sustav. Prema tom nacelu, prilikom uporabe visokog tlaka na zatvoreni sustav,
ubrzano Ce se dogadati reakcije koje omogucuju smanjenje volumena (reakcije kidanja
nekovalentnih veza, poput hidrofobnih, vodikovih i ionskih). Istovremeno e se potiskivati
one reakcije koje omogucuju povecanje volumena. Prema tome, kovalentne veze u sustavu

na koji djeluje VHT ¢e biti neosjetljive i stabilne (Balny i sur., 1992).

2.1.1. Primjena visokog hidrostatskog tlaka u industriji vo¢nih sokova

Proizvodi obradeni VHT-om, kao vocni i smoothie-sokovi, danas na trziStu predstavljaju
najbrze rastucu skupinu prehrambenih proizvoda zbog dobrih senzorskih i nutritivnih
svojstava. To dokazuje podatak da je u 2010. godini svega 20 kompanija proizvodilo i
prodavalo VHT sokove, dok je u 2015. zabiljezeno 100 brendova sokova obradenih VHT-om.
Rezultati brojnih istrazivanja upucuju da VHT ili nema ili ima minimalan utjecaj na fizikalna
svojstva te nutritivni i bioloSki sastav obradenih proizvoda. Takoder, dokazano je da je VHT-
om moguce inaktivirati vegetativne stanice nekih kvasaca kao i razliCite sojeve baketerija,

¢ime se moze osigurati dobra mikrobioloska stabilnost (Huang i sur., 2017).

Zbog sve vecée popularnosti sokova tretiranih VHT-om, provedena su razna istrazivanja s
ciliem pracenja fizikalnih svojstava, mikrobioloske kvalitete te nutritivnog i bioloskog sastava
sokova i smoothie-a. Yi i suradnici (2017) su u svom istrazivanju pratili kvalitetu mutnog soka
od jabuke tretiranog VHT-om (600 MPa, 3 minute). Pracene su promjene boje i okusa. Autori
navode da enzimi prirodno prisutni u jabuci (polifenol oksidaza, PPO i peroksidaza, POD)
svojom aktivnoS¢u nakon pakiranja znacajno utjeCu na kvalitetu soka i atraktivnost kod
potrosaca. Rezultati istrazivanja su pokazali da sok tretiran VHT-om nema znacajne razlike u
boji u odnosu na svjeze preSani mutni sok od jabuke. Medutim, boja soka termicki tretiranog
(85 °C/5 min) razlikovala se od boje svjezeg soka. U istrazivanju je navedeno da, iako dolazi
do pocetne promjene boje, zbog termicke inaktivacije enzima PPO i POD, ne ocekuje se
daljnja promjena za vrijeme skladiStenja termicki obradenog soka. S druge strane VHT ne

utjeCe na inaktivaciju ovih enzima, pa je moguce ocekivati promjenu boje kod ovako
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tretiranog soka. U ovom je istrazivanju pracena i promjena spojeva koji su nositelji arome
(Seceri, kiseline, aldehidi, ketoni, alkoholi, organosulfati i dr.). Dokazano je da VHT ne utjece
na koncentraciju Secera i kiselina, oni ostaju stabilni, stoga ne dolazi do promjene okusa.
Druge komponente okusa, poput aldehida, alkohola i organosulfata, dokazane su u viSoj
koncentraciji kod termicki pasteriziranog soka nego kod VHT soka, Sto se pripisuje

Millardovim reakcijama i oksidaciji potaknutoj visokim temperaturama.

Vocni sokovi i smoothie-i zbog velike koli¢ine Secera i drugih nutrijenata te visoke vrijednosti
aktiviteta vode cine idealnu podlogu za rast mikroorganizama. Mikroorganizmi koji posebno
dobro rastu u vocnim sokovima su kvasci, plijesni i bakterije mlijeCne kiseline, odnosno, oni

mikroorganizmi koji su prilagodeni na rast uz nizi pH (Zacconi i sur., 2015).

U nekoliko je istrazivanja potvrden utjecaj VHT-a na mikobioloSku kvlaitetu tretiranih
proizvoda. Juarez-Enriquez i sur. (2014) su testirali rast mikroorganizama u soka od jabuke
nakon 34 dana od tretmana VHT-om (430 MPa, 7 minuta). Svi testovi su pokazali negativan
rezultat, odnosno sok je cijelo vrijeme skladiStenja bio mikrobioloski stabilan. Ovo
istrazivanje je pokazalo da se VHT-om osigurava dobra mikrobioloSka kvaliteta tretirane
namirnice, bududi da su uzorci bili skladiSteni na 4°C i 20°C. Varela-Santos i sur. (2012) su
pratili mikrobiolosku kvalitetu soka od nara, tretiranog VHT-om (350 MPa, 150 sekundi).
Nakon 35 dana skladistenja na 4 ©°C, uzorci nisu pokazali rast mijerljive koliCine
mikroorganizama, iako je sok prije tretiranja bio inokuliran s mikrobioloskim kulturama kako

bi se dokazao pasterizacijski efekt VHT-a.

2.1.2. Utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na antioksidacijski kapacitet vo¢nih

sokova

Rezultati brojnih istrazivanja provedenih na sokovima obradenih VHT-om, pokazali su da se

sastav antioksidansa mijenja nakon tretmana visokim tlakom.

Rezultati istrazivanja u kojem se usporedno pratila antioksidacijska aktivnost i ukupni fenoli u
smoothie-ma tijekom 30 dana skladistenja pokazali su da vrsta tretmana znacajno utjece na
antioksidanse u soku. Uzorci smoothie-a su pripremljeni od jagode, jabuke, soka od jabucnog
koncentrata, banane i narane te homogenizirani u blenderu 3 minute. Uzorci su bili
podijeljeni u dvije skupine: termicki tretirani (70, 80 i 90 °C, 10 minuta) i tretirani VHT-om
(450 MPa u vremenima od 1, 3 i 5 minuta). Antioksidacijski kapacitet je mjeren metodama

FRAP i DPPH, a ukupni fenoli mjereni su Folin-Ciocalteu metodom. Rezultati pokusa upucuju
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da nacin tretiranja znacajno utjeCe na stabilnost fenola i AOK. Termicki obradeni uzroci su
imali vedi antioksidacijski kapacitet, nego svjezi uzorci i uzorci tretirani VHT-om. S druge
strane, uocen je suprotan trend za koncentraciju ukupnih fenola. Uzorci tretirani VHT-om
nakon obrade su imali visSi udio ukupnih fenola nego uzorci koji su bili termicki tretirani. U
prosjeku, razlika u ukupnim fenolima je iznosila 11% izmedu uzoraka tretiranih VHT-om i
pasteriziranih uzoraka. Zaklju¢no, antioksidacijski kapacitet ili ostaje isti ili se smanjuje nakon
tretmanom VHT-om. Autori ovaj trend pojasnjavaju mogucim oste¢enjem stanicnih
membrana i organela tijekom tretmana, ali ukljuuju i moguénost doprinosa drugih faktora
poput vremena skladiStenja (nakon 30 dana na 4 °C AOK je bio znacajno smanjen). Na
stabilnost antioksidanasa tijekom skladiStenja utjece i zaostali otopljeni kisik u smoothijima,
obzirom sokovi nisu bili pakirani pod vakuumom. Kisik stajanjem potice stvaranje reaktivnih
kisikovih spojeva koji reagiraju s antioksidansima i tako smanjuju njihov kapacitet. Takoder,
banana i jabuka iz smoothie-a imaju prirodne enzime (polifenol oksidaza i peroksidaza) koji

se ne inaktiviraju VHT-om, a takoder utjeCu na AOK (Keenan i sur., 2010).

Slicne rezultate su zabiljezili Andres i sur. (2016) tijekom pracenja antioksidacijskog
kapaciteta metodama FRAP i DPPH u smoothieu pripremljenom od soka naracne, papaje,
dinje, kase od mrkve i obranog mlijeka. Radena je usporedba AOK-a na uzorcima tretiranima
VHT-om (450 i 600 MPa, 3 minute, 20 °C) i termicki tretiranim uzorcima (80 °C, 3 minute).
Uzorci su skladisteni 45 dana na 4 °C. Rezultati mjereni naposredno nakon proizvodnje soka
su pokazali da nema znacajnog smanjenja AOK u termicki tretiranim sokovima i sokovima
tretiranim na 450 MPa. Medutim, vrijednosti AOK-a u soku tretiranom na 600 MPa pokazale
su malen porast. Nakon 45 dana, doslo je do znacajnog smanjenja AOK-a. Termicki tretirani
sok i sok tretiran nizim tlakom, pokazali su gubitke od 41-45 %, a sok tretiran tlakom od
600 MPa je pokazao gubitak od 61 %. Rezultati provedenog DPPH testa su pokazali da
nakon skladistenja takoder dolazi do gubitka AOK, i to u slicnom omjeru kao i FRAP test
(pasterizirani sok vs. HPP-450 sok vs. HPP-600 sok gubici iznose 13 % vs. 19 % vs. 34 %).
Autori u svome tekstu navode kako se AOK moZe direktno povezati s koncentracijom ukupnih
fenola i askrobinske kiseline u soku. Stoga se smanjenjem koncentracije ukupnih fenola i
askorbinske kiseline tijekom skladistenja smanjuje i AOK. Ovim usporednim testovima
moguce je zakljuciti da je tlak od 450 MPa zadovoljavaju¢a metoda osiguranja kvalitete

smoothie-a buduci da stvara minimalne promjene na AOK-u u usporebi sa svjezim sokom.

Promjene AOK-a slicne onima u prethodna dva istrazivanja potvrdilo je i istrazivanje Juarez —

Enriquez i sur. (2014). U svom su istrazivanju pratili AOK hladno preSanog soka od jabuke,

16



tretiranog VHT-om (430 MPa, 7 minuta), koji je skladisten 34 dana na temperaturama 4 °C i
20 °C. AOK je praten TEAC metodom, i prema toj metodi je pocetna vrijednost uzoraka
iznosila 3,68 + 0,01 mmol/L. Nakon 34 dana za sok skladisten na 4 °C izmjerena je
vrijednost 3,46 = 0,08 mmol/L, a AOK soka skladistenog na 20 °C 3,42 + 0,07 mmol/L. Iako
je u pripremi soka bila dodana i askorbinska kiselina, tijekom 34 dana vidljivi su gubici ove
kiseline. Askorbinska kiselina je antioksidans koji se prirodno nalazi u soku od jabuke, stoga
ona direktno utjeCe na AOK soka. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se AOK smanjuje
tijekom skladistenja soka od jabuke koji je tretiran VHT-om, medutim ta smanjenja nisu
znacajna. Stoga autori zakljuuju da je ova metoda kvalitetna zamjena za termicku
pasterizaciju soka jer su zadrzana organolepticka i fizikalno-kemijska svojstva, jednako kao i
nutritivna kvaliteta soka.

Zhao i sur. (2016) donose zakljucak kako antioksidacijski kapacitet soka prvenstveno ovisi o
njegovom sastavu. Antioksidacijski kapacitet ¢e primarno ovisiti o degradaciji ili odrzavanju
dominantnog antioksidansa za vrijeme skladiStenja. U svom pregledu znanstvenih ¢lanaka
iznose razliCite rezultate koji pokazuju da tretman VHT-om ne mijenja sastav nekih sokova
poput soka od papaje, buduci da visoki tlak denaturira kompleks karotenoid-protein i tako
omogucuje dodatno oslobadanje karotenoida. S druge trane, VHT ima utjecaj na sokove

poput soka od narance, Ciji antioksdacijski kapacitet veé¢inom cinii aksorbinska kiselina.
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3. ZAKLJUCAK

Obrada prehrambenih proizvoda visokim hidrostatskim tlakom (VHT) je moderna, netermicka
metoda obrade kojom se osigurava dobra mikrobioloska kvaliteta bez narusavanja senzorskih

i nutritivnih karakteristika proizvoda.

Prema pretrazenoj literaturi, moze se zaklju¢iti da je VHT dobra alternativa za termicki
pasterizaciju sa minimalnim utjecajem na kvalitetu soka od jabuke. Istrazivanja upucuju da
VHT ipak moze dovesti do smanjenja AOK, ali da sok od jabuke nakon skladistenja i dalje
zadrzava znacanje koncentracije antioksidansa u usporedbi sa termicki pasteriziranim
sokovima. Smanjenje AOK u najvecoj mjeri pripisuje se djelovanju endogenih enzima jabuke
(polifenol oksidaza i peroksidaza) i prisutnosti kisika, koji stupaju u interakcije s

antioksidansima.

Nadalje, rezultati znanstvenih pubikacija upucuju da stabilnost BASa i AOK znacajno ovise i 0
parametrima obrade VHT-om. Istrazivanja pokazuju da se primjenom nizih vrijednosti tlaka,
primjerice 350 i 450 MPa, omoguduje veca stabilnost AOK uslijed obrade, ali i tijekom
skladistenja, u usporedbi s obradom pri visim tlakovima (600 MPa). Osim procesnih

parametara VHT-a, vrijeme i temperatura skladiStenja takoder mogu utjecati na AOK.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da
se u njegovoj izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih Koji
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