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1. UVOD

Potrosaci postaju sve viSe svjesni vaznosti konzumiranja voc¢a i povréa kao dijela
uravnotezene prehrane (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2020). Rezultati brojnih studija upucuju da se
pomno odabranom prehranom moze pozitivno utjecati na brojne zdravstvene ucinke
(Dorhmann i sur., 2019). Iz tog razloga se sve viSe razvija industrija voca i povréa s ciljem
dizajniranja novih, atraktivnih proizvoda, kompatibilnih s najnovijim trendovima zdrave
prehrane (Granato i sur., 2020). Potrosaci tako imaju stalni pristup proizvodima od voca i
povréa, unato€¢ njihovoj sezonskoj dostupnosti, pa na taj na¢in mogu imati zdravu i
uravnoteZenu prehranu tijekom cijele godine. Preporuka Svjetske zdravstvene organizacije
(WHO, 2020) je da se konzumira najmanje 5 porcija (oko 400 g) voca i povréa dnevno. Kako
bi zadovoljili navedene preporuke, potrosaci ponekad biraju alternativne oblike unosa vocéa i
povréa, odnosno sokove 1 smoothie sokove. Konzumacija smoothie sokova je izvrstan nacin
povecanja unosa hranjivih tvari i bioaktivnih spojeva prisutnih u vocu i povréu. Njihova
senzorska svojstva, ponajvise izgled i okus te ¢injenica da se brzo i lako mogu pripremiti, jedan

su od glavnih razloga velike popularnosti smoothie sokova.

Posljednjih desetlje¢a smoothie sokovi su postali jedan od najpopularnijih izbora pica.
Izmedu 2002. 1 2006. godine trZiSte smoothie sokova u Republici Irskoj poraslo je za 214 % te
je vrijednost trzista 2006. godine iznosila oko 4 milijuna funti. TrZiSte smoothie sokova u
Velikoj Britaniji je 2008. godine procijenjeno na 282 milijuna funti (Safefood, 2009). Mintel
(2016) je u istrazivanju izvijestio da je trziSte smoothieja u Velikoj Britaniji poraslo za 8,7 % u

razdoblju od 2011. — 2016. godine.

Utvrdeno je da tradicionalna toplinska pasterizacija moze produljiti rok trajanja
prehrambenih proizvoda i osigurati njihovu sigurnost (Lewis i Heppell, 2000), ali istovremeno
uzrokuje gubitak bioaktivnih spojeva i antioksidansa (Keenan i sur., 2012). Da bi se ti problemi
prevladali, potrebno je uvesti inovativne tehnologije koje se mogu uspjesno koristiti za
produljenje roka trajanja, osiguranje sigurnosti, poboljsanje kvalitete i percepcije potroSaca bez
Stetnog utjecaja i oStecenja hranjivih tvari (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2019; Putnik i sur., 2020;
Kostelac i sur., 2020). Obrada visokim hidrostatskim tlakom, sama ili u kombinaciji s
umjerenom toplinskom obradom, daje mikrobioloSki stabilne proizvode visoke kvalitete.
Poznato je da tretman visokim hidrostatskim tlakom utje¢e samo na nekovalentne kemijske

veze (ionske, vodikove i hidrofobne veze), ostavljajuci kovalentne veze netaknutima. Time se



omogucava uniStavanje mikrobne aktivnosti bez znac¢ajnog utjecaja na nutritivan sastav i

senzorske karakteristike sokova (Ttiska, 2017).

Stoga, cilj ovog istrazivanja je bio usporediti utjecaj tehnologije visokog hidrostatskog
tlaka i toplinske pasterizacije na sadrzaj ukupnih karotenoida i ukupnih fenola u smoothie soku

nakon prerade te nakon 7., 14. 1 21. dana skladiStenja pri temperaturi od +4 °C.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SMOOTHIE SOKOVI

Smoothie sokovi su mijesani napitci koji se sastoje od sirovog voca ili povréa s vodom,
voénim sokom i pireom, jogurtom ili mlijekom. Sadrze i druge sastojke poput drobljenog leda,
SeCera, meda, zitarica, bilja, mlije¢nih ili biljnih bjelancevina, no u posljednje vrijeme mogu se
i obogadivati razli¢itim funkcionalnim dodacima (Gallina i sur., 2019; Zuntar i sur., 2020).
Smoothie sokovi imaju vecu viskoznost od soka ili mlijeka zbog visokog sadrzaja ¢vrstih tvari
i nekih zgusnjivaca poput pektina (Guneser i sur., 2019). Mijesanje razlicitih vrsta voca i povréa
je vrlo dobar nacin za ukljuéivanje netradicionalnog i nedovoljno iskoristenog, a opet vrlo
hranjivog povrca (Jayachandran i sur., 2015), poput listova i stabljike repe (Fernandez i sur.,

2019), u svakodnevnu prehranu.

Izraz "smoothie™ prvi je predstavio Steve Kuhnau u SAD-u 1973. godine. Kuhnao je
patio od intolerancije na laktozu i hipoglikemije, zbog ¢ega je poCeo eksperimentirati s
hranjivim pi¢ima, mijeSaju¢i razno voce, Vitamine, minerale i proteinske praske. Kuhnau je
1973. otvorio trgovinu zdrave hrane u Kenneru u Louisiani, gdje je poceo prodavati napitke,
koje je nazvao smoothie-ima. Pica su se pokazala popularnima pa je Kuhnau usavrsio recepte i
1989. godine osnovao fransizu Smoothie King (Smith, 2013).

Smoothie sokovi se mogu smatrati tipi¢nim primjerom tzv. super hrane, koja je
definirana kao prirodna hrana koja se smatra posebno korisnom zbog svog nutritivnog sastava,
ali i zdravstvenih prednosti koje stvaraju voéne komponente (Medina, 2011). IstraZivanja su
potvrdila povezanost izmedu konzumiranja voca te prevencije i lijeCenja pretilosti, dijabetesa i
kardiovaskularnih bolesti (Valenzuela i sur., 2003). Voce karakterizira visoki sadrzaj polifenola
i antioksidacijsko djelovanje, pa je tako dokazano da aronija, vi$nja i dunja Stite od oStecenja
stanica slobodnim radikalima (Kujawska i sur., 2010; Wojdyto i sur., 2014; Wojdyto i sur.,
2013). Studije takoder povezuju i zdravstvene koristi s konzumiranjem voca i povréa u obliku
smoothie sokova. Fernandez i Marette (2017) su istrazivali sinergijsko djelovanje probiotika i
prebiotika, kombinacijom unosa jogurta 1 voca. Konzumiranje jogurta povezano je sa
smanjenim povecanjem tjelesne tezine i manjom ucestaloS¢u dijabetesa tipa 2, dok voée ima
utvrdene ucinke na smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti. Medutim, pretjerana
konzumacija smoothie sokova moze imati Stetan utjecaj na zdravlje zuba zbog visokog sadrzaja

Secera i kiselina u takvim pi¢ima (Tahmassebi i sur., 2014).



2.2. FORMULACIJE SMOOTHIE-SOKOVA

Smoothie sokovi se sastoje od voca (ili rjede od povréa) i voénog soka koji moze
sadrzavati i neke druge sastojke. Mnogi komercijalni smoothie sokovi kao glavni sastojak
sadrZe neko Siroko rasprostranjeno voce (npr. naranca, banana ili jabuka), ali isto tako mogu
sadrzavati i neko crveno bobicasto voce poput jagoda, malina, kupina, crnog grozda ili ribiza
koje zbog svojih nutritivnih i senzorskih svojstava ¢ine smoothie sokove vise privlacnim za

potrosace (Hurtado i sur., 2016). U tablici 1. navedeni su primjeri sastava smoothie sokova

koristenih u razli€itim istrazivanjima.

Tablica 1. Primjeri sastava smoothie sokova koristenih u razli¢itim istraZivanjima

Voce Povrée Mlijecna Ostali sastojci Referenca
komponenta
Naranca 20 %
Jagoda 20 %
Jabuka 16 %

Banana 10 %
Crno grozde 10 %
Kupina 10 %
Crveni ribiz 7 %
Bijelo grozde 5 %

Hurtado i sur.,
2016

Limeta 2 %
Naranca 59 % Mrkva 15 % i i Fernandez i sur.,
Jabuka 15 % Repa 11 % 2019
Mrkva 20 % otopina citrusnog pektina
o 0 .
Jabuka 20 % Tikvica 19,90/0 i (1 %- tna) 20 % Hurtado i sur.,
Bundeva 15 % Sol 0.1 % 2019a
Poriluk 5 % -
Banana 40 %
Jagoda 40 % i i i Ribeiro i sur.,
Palma Euterpe 2018
edulis 20 %
Naranca 50 % .. .. ..
Papaja 13,5 % Mrkva 13 % “;’8{:/“0 mlijeko | _ ZA(;‘ngS Isur,
Dinja 13,5 % ’
Rajcica 33 %
Zelena paprika 17 %
. Celer 8,5 % Sol l.’7 % . Barba i sur.
Limun 1,7 % ' - Maslinovo ulje 0,8 % '
Krastavac 4 % da 25.3 9 2010
Luk 4 % Voda 25,3 %
Mrkva 4 %

Sljiva 31 %
Tresnja 26 %

Rajcica 8 %

Aloe vera 10 %

Di Cagno i sur.,

Bijelo grozde 20 % 2011

Kupina 5 %

Kivi 40 % i o : :
Bijelo grozde 209 | SPinat8 % : Aloe vera 10 % Di Cagno i sur.,

Papaja 15 %

Komorac¢ 7 %

2011




2.3.  NUTRITIVNI POTENCIJAL SMOOTHIE-SOKOVA

U proizvodnji smoothie sokova mogu se Koristiti razne kombinacije razlicitih vrsta voca
i povréa, pa ovisno o njihovom nutritivnom sastavu, smoothie sokovi mogu biti izvrstan izvor
vitamina, minerala, bioloski aktivnih spojeva te ostalih spojeva koji imaju blagotvorni utjecaj
na zdravlje. U ovom radu, za pripremu smoothie soka, koriStene su jabuka, mrkva, aronija,
indijanska banana i bademovo mlijeko. Navedene namirnice imaju izvrstan nutritivan sastav i

svaka od njih ima dokazane pozitivne u¢inke na zdravlje.

2.3.1. Jabuka (Malus domestica L.)

Jabuke su najpopularnija voéna vrsta u Europi, a uzgajaju se u cijelom svijetu. Od 2003.
do 2005. godine prosje¢na potro$nja jabuka po glavi stanovnika u Europi je iznosila 61 g
dnevno, $to je dvostruko viSe od potrosnje po glavi stanovnika Sirom svijeta i predstavlja
cetvrtinu ukupne potros$nje voca u Europi. Cijena, prakti¢nost i pozitivan utjecaj na zdravlje su
glavni razlozi za ovu popularnost (Ceymann i sur., 2012). Jabuke i njihovi proizvodi sadrze
znacajne koli¢ine fenolnih spojeva (Putnik i sur., 2017; Khanizadeh i sur., 2008). Fenolni
spojevi se prema kemijskoj strukturi mogu razvrstati u dvije glavne skupine: flavonoidi i
neflavonoidi. Flavonoidi su najzastupljeniji fenolni spojevi u vocu i povréu, a sastoje se od dva
fenolna prstena (A i B) spojena preko centralnog piranskog prstena (C). Najvaznija skupina
neflavonoida u vocu i povréu su fenolne kiseline, koje sadrZze jednu fenilnu skupinu
supstituiranu jednom karboksilnom skupinom i jednom ili vise OH grupa (De la Rosa i sur.,
2019) (Slika 1).

R1 R4

R2 COOH R3

R1

R3 R2

Slika 1. Kemijska struktura flavonoida (A), hidroksibenzojevih (B) i hidroksicimetnih
kiselina (C) (De la Rosa i sur., 2019)



Za jabuke je pokazano da sadrze veci udio slobodnih fenolnih spojeva (91,8 %; 272,1
mg 100 g 1) u odnosu na vezane fenolne spojeve (8,2 %; 24,3 mg 100 g1) (Sun i sur., 2002).
Vecina fenola u jabukama pripada skupini flavonoida, od kojih su najzastupljeniji flavonoli
(kvercetin-3-glikozidi), flavan-3-oli (katehini, epikatehini i procijanidini), dihidrohalkoni
(floridzin) te u kultivarima crvene boje kore antocijani (cijanidin 3-glikozid). Jabuke takoder
sadrze znacajne koli¢ine derivata hidroksicimetne kiseline medu kojima se najvise istice
klorogenska kiselina (Lancaster i Dougall, 1992; Nicolas i sur., 1994). Razli¢ite flavonoidne
skupine pretezno su smjeStene u kori jabuke (Guyot i sur., 1998). Potencijalne zdravstvene
koristi jabuka su brojne. Redovita konzumacija voca i povréa, ukljucujuéi jabuke, moze pomoci
u prevenciji kroni¢nih bolesti i odrzavanju dobrog zdravlja (Boyer i Liu, 2004). Fenolni spojevi
opcenito su prepoznati kao glavne odrednice bioloskih aktivnosti jabuka, poput prevencije
kardiovaskularnih bolesti, astme i drugih pluénih disfunkcija, dijabetesa, pretilosti i raka (Boyer
1 Liu, 2004; Graziani i sur., 2005), kao 1 prevencija starosnih neurodegenerativnih poremecaja
(Spencer, 2010). Istrazivanja in vitro i na zZivotinjama pokazala su da jabuke imaju visoku
antioksidacijsku aktivnost, te mogu inhibirati proliferaciju stanica karcinoma (Sun i sur., 2002),
smanjiti oksidaciju lipida (Mayer i sur., 2001) i snizavati kolesterol (Leontowicz i sur., 2002),

Sto potencijalno objasnjava njihovu ulogu u smanjenju rizika od kroni¢nih bolesti.

2.3.2. Mrkva (Daucus carota L.)

Mrkva je jedno od najvaznijih korijenastih povrtnih kultura koje se uzgaja Sirom svijeta,
a sadrzi visoku razinu karotenoida, posebice B-karotena koji predstavlja glavni izvor
provitamina A u prehrani ljudi (Klein i Rodriguez-Concepcion, 2015). Karotenoidi su po
kemijskom sastavu ugljikovodici sastavljeni od 8 izoprenskih jedinica. Vecina karotenoida
sadrzi lanac od 40 C atoma, koji moZe ili ne mora zavrsSiti ciklickim krajnjim skupinama
(prstenovima), a moze se 1 nadopuniti funkcionalnim skupinama koje sadrze kisik (Namitha 1
Negi, 2010). Karotenoidi se strukturno mogu podijeliti u dvije glavne skupine: karoteni
(ukljucuju B-karoten, a-karoten, likopen), koji su isklju¢ivo ugljikovodici i ksantofili (ukljucuju

lutein, astaksantin i zeaksantin), koji sadrze kisik (Jaswir i sur., 2010) (slika 2).

Brojne epidemioloske studije su potvrdile da je prehrana bogata karotenoidima
povezana sa smanjenim rizikom od degenerativnih poremecaja, ukljucujuci razne vrste raka,
kardiovaskularne i oftalmoloske bolesti (Mayne, 1996), kao $to su o¢na mrena i degradacija

makule (Ribaya-Mercado i Blumberg, 2004). Sok od mrkve smatra se vrlo dobrim izvorom



karotenoida, a prevladavajuci karotenoidi u svjezim sokovima su f-karoten i a-karoten. Ostali

karotenoidi prisutni u manjem omjeru su (-karoten, fitofluen, fitoen i lutein (Stinco i sur., 2019).
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Slika 2. Kemijske strukture karotena i ksantofila (Oliver i Palou, 2000)

2.3.3. Aronija (Aronia melanocarpa L.)

Aronija je biljka podrijetlom iz Sjeverne Amerike, a prenesena je u Europu prije
otprilike jednog stolje¢a. Plodovi aronije su male, tamno plave bobice, koje se zbog svog
adstrigentnog okusa rijetko konzumiraju svjeze, tj. nepreradene. U prehrambenoj industriji se
plodovi aronije najéesc¢e preraduju u sokove, sirupe, dzemove, voéne Cajeve, likere i dodatke
prehrani (Chrubasik i sur., 2010). Brojna su istrazivanja pokazala da aronija pruza Sirok spektar
pozitivnih uc¢inaka na kroni¢ne degenerativne bolesti, kardiovaskularne bolesti, rak debelog
crijeva i upalne procese (Lala i sur., 2006; Wiczkowski i sur., 2010). Ove zdravstvene Koristi
pripisane su njezinom visokom fenolnom sadrzaju, koji uglavnom ukljucuje antocijane,
procijanidine, flavonolne glikozide i fenolne kiseline (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016; Lee i sur.,
2014). Konzumacija soka od aronije tijekom 30 dana u dozi 10 mL soka po kg tjelesne mase
poboljsava sposobnost u¢enja i pamcenja mladih i zdravih Stakora (Valcheva Kuzmanova i sur.,
2013; Valcheva Kuzmanova i sur., 2014). Najnovija istrazivanja bave se antioksidacijskim i
protuupalnim ucincima polifenola aronije (Denev i sur., 2019). Dokazano je da sok od aronije
ima neuroprotektivni u¢inak te da poboljSava kognitivne i lokomotorne funkcije (Daskalova i
sur., 2019), a ima i blagotvorni u¢inak na smanjenje pretilosti (Kim i sur., 2018; Lim i sur.,
2019).



2.3.4. Indijanska banana (Asimina triloba L.)

Indijanska banana je voée duguljasto-cilindri¢nog oblika, duzine 3—15 c¢m, $irine 3—10
cm, tezine ploda od 200 do 400 g. Plodovi se formiraju pojedinacno ili u grozdovima poput
banana i sastoje se od dva reda sjemenki veli¢ine badema okruzenih pulpom (McGrath i
Karahadian, 1994). Nejestiva kora prilikom dozrijevanja prelazi iz zelene u smede-crnu boju.
Boja jestive pulpe krece se od kremasto bijele do svijetlo zute ili narancaste (Archbold i sur.,
2003). Plod indijanske banane ima okus koji podsje¢a na kombinaciju manga, banane i ananasa,
a bogat je hranjivim sastojcima poput vitamina i minerala (Templeton i sur., 2003; Pomper i
Layne, 2005) te sadrzi visoku razinu procijanidina koji imaju antioksidacijsko djelovanje
(Brannan i sur., 2015). Indijanska banana sadrzi znacajne razine fitokemikalija i jedinstvenih
spojeva koji mogu imati pozitivan utjecaj na zdravlje. Plodovi se mogu usporediti s jabukama
1 naranCama, jer su bogati polifenolnim spojevima, vitaminom C, magnezijem, Zeljezom,
bakrom i manganom. Razina antioksidacijskih spojeva vrlo je visoka i usporediva je s ostalim
tropskim vo¢em kao §t0 su guava, papaja, banana i ananas (Kobayashi i sur., 2008). U usporedbi
s mangom (Mangifera indica L.), indijanska banana ima sli¢nu (kafeinska kiselina) ili visu
razinu polifenola (elaginska kiselina, ferulinska kiselina i kvercetin). Za neke alternativne
prehrambene lijekove i proizvode koji sadrze ekstrakte indijanske banane pokazalo se da imaju
antitumorsku djelotvornost na modelima Zivotinja i u ogranicenom broju klini¢kih studija

(Coothankandaswamy i sur., 2010).

2.3.5. Bademovo mlijeko

Bademovo mlijeko je emulzija tipa ulje u vodi (Hasan, 2012), a prisutno je na trzistu
kao alternativni hranjivi napitak za potrosace koji pate od intolerancije na laktozu, preosjetljivi
su na kravlje mlijeko ili pak traze napitke na biljnoj osnovi kao zamjenu za kravlje mlijeko
(Dhakal i sur., 2014). Promovira se kao zdrava hrana zbog svojih jedinstvenih prehrambenih
svojstava poput visokog sadrzaja mononezasi¢enih masnih kiselina, uravnotezenog sastava u
sadrzaju proteina i masti i drugim korisnim biljnim spojevima kao Sto su vlakna, vitamini,
antioksidansi i minerali (Jalali-Khanabadi i sur., 2010). Biljna mlijeka opéenito imaju pozitivne
ucinke zbog bogatog antioksidacijskog djelovanja i masnih kiselina koji smanjuju rizik od
kardiovaskularnih bolesti, raka, ateroskleroze i dijabetesa (Zujko i Witkowska, 2014). Osim
uloge biljne prehrane u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, Pistollato i sur. (2018.) su
primijetiti da prehrana bogata biljnom hranom, ukljucujuéi i orasaste plodove, smanjuje rizik

od neurodegenerativnih poremecaja poput Alzheimerove bolesti.



2.4. TOPLINSKA vs. NETOPLINSKA OBRADA SMOOTHIE SOKOVA

Toplinska pasterizacija je tip toplinske obrade koji se koristi za inaktivaciju toplinski
labilnih mikroorganizama, poput vegetativnih bakterija, kvasaca i plijesni, koji su odgovorni za
kvarenje hrane ili trovanje hranom (Lewis i Heppell, 2000). Uz mikrobiolosku inaktivaciju,
termicka pasterizacija uspjesno se koristi i za inaktivaciju enzima vo¢nog soka poput polifenol
oksidaze (PPO), lipooksigenaze (LOX), peroksidaze (POD), pektin-metil esteraze (PME)
(Aggam i sur., 2018) te poligalakturonaze (PG) (Marszatek i sur., 2017), ¢ije aktivnosti mogu
predstavljati probleme tijekom prerade i skladistenja (Lewis i Heppell, 2000). Stoga se termicki
obradenim vo¢nim sokovima moze produljiti trajnost i do nekoliko mjeseci, bez znacajnih

gubitaka kvalitete pri niskim ili sobnim temperaturama (Agcam i sur., 2018).

lako u novije vrijeme netoplinske tehnologije obrade, kao $to su pulsirajuée elektri¢no polje
(Pulsed Electric Field, PEF), visoki hidrostatski tlak (High Hydristatic Pressure, HHP), obrada
ultrazvukom visoke snage (High Power Ultrasound, HPU) i ultraljubicasto zracenje (Ultra
violet, UV), imaju posebno obecavajuce rezultate u obradi vocnih sokova, toplinska
pasterizacija i dalje se prihvaca kao najpouzdanija tehnika u pogledu dobivanja proizvoda koji
su sigurni za konzumiranje i imaju duZi vijek trajanja (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2019; Putnik i
sur., 2019; Koubba i sur., 2018; Gabri¢ i sur., 2017).

Prema intenzitetu primijenjene toplinske obrade, postoje cCetiri skupine konvencionalne

pasterizacije (Ag¢am i sur., 2018):

 visoka temperatura uz duze vrijeme tretmana (High Temperature - Long Time, HTLT);
« visoka temperatura uz kratko vrijeme tretmana (High Temperature - Short Time, HTST);
» Dblaga temperatura uz duze vrijeme tretmana (Mild Temperature — Long Time, MTLT);

» Dblaga temperatura uz kratko vrijeme tretmana (Mild Temperature — Short Time, MTST).

HTLT tretman (> 80 °C, > 30 s) je naj¢esce koristena toplinska obrada sokova i pi¢a, dok
proizvodi s pH > 4,5 zahtijevaju intenzivniji tretman u cilju osiguranja zdravstvene ispravnosti
(Petruzzi i sur., 2017). Kod proizvodnje voénih sokova, u tradicionalnoj praksi, sokovi se
zagrijavaju na temperaturu od 60 °C do 75 °C u trajanju od 30 minuta, a zatim se pri toj
temperaturi pune, zatvaraju i pasteriziraju pri temperaturi od 84 °C do 88 °C tijekom 15 do 45
minuta, ovisno o veli¢ini samog pakiranja. Nakon ove toplinske obrade, proizvodi se hlade na
sobnu temperaturu. HTST pasterizacija se provodi pri visim temperaturama (> 90 °C) krace
vrijeme. Na taj na¢in mozZe se pasterizirati sok od jabuke, primjenom temperature od 95 °C do

98 °C tijekom 15 do 30 sekundi (Renard i Maingonnat, 2012).



Kao i kod voénih sokova, toplinska obrada smoothie sokova koristi se za uniStavanje
patogenih mikroorganizama i za uklanjanje enzimske aktivnosti, $to u konacnici rezultira
produzenim rokom trajanja. Primjena toplinske obrade u smoothie sokovima moze dovesti do
promjene u senzorskim svojstvima, kao $to su boja, okus ili miris te funkcionalnim svojstvima
proizvoda, pri ¢emu su posebno osjetljivi toplinski labilni bioaktivni spojevi. Keenan i sur.
(pri temperaturi od 70 °C, u trajanju od 10 minuta), tj. prosjecne vrijednosti (361 mg GAE
(ekvivalenti galne kiseline) 100 g %) niZe su od neobradenih smoothieja (401 mg GAE 100 g1).
Medutim, pasterizacija moze imati i pozitivan utjecaj na neke bioaktivne spojeve. Neki od
primjera ukljuuju poboljsanje ukupnog fenolnog sastava, udio ukupnih flavonoida i
monomernih antocijana, kao i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u soku od crne murve
(Tomas i sur., 2015), ukupne koli¢ina fenola i hidroksicimetnih kiselina u soku od mrkve
(Dereli i sur., 2015) te sadrzaj antocijana i fenolnih kiselina u soku vi$nje (Elez Garofuli¢ i sur.,

2015).

Mnoga istrazivanja 0 utjecaju toplinske obrade na karotenoide imaju kontradiktorne
rezultate, ali generalno se moze zakljuciti da su ovi spojevi relativno stabilni na utjecaj povisene
temperature (Vasquez-Caicedo i sur., 2007; Lee i Coates, 1999). Karotenoidi se mogu razvrstati
u dvije skupine s obzirom na toplinsku osjetljivost. Dhuique-Mayer i sur. (2007) su otkrili da
karoteni imaju vecu toplinsku stabilnost, s gubicima u rasponu od 1 do 18 % nakon 15 minuta
tretmana pri temperaturi od 55 °C, dok se ksantofili brze degradiraju, s gubicima izmedu 30 i
60 % nakon 15 min pri istoj temperaturi. Gama i de Sylos (2007) su uocili da pasterizacija pri
temperaturama izmedu 95 °C i 105 °C u trajanju od 10 sekundi znac¢ajno utjece na degradaciju
ksantofila: sadrzaj violaksantina smanjio se za 38 %, a luteina za 20 %. Razlog tome je
prisutnost kisika u kemijskoj strukturi ksantofila, ¢ime su oni podlozniji oksidaciji pri vi§im
temperaturama. U zakljucku, udio karotena (B-karoten, a-karoten) i B- kriptoksantina pri istim

uvjetima pasterizacije nije bio znacajno smanjen (Gama i de Sylos, 2007).

2.5. TEHNOLOGIJA VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA (VHT)

Visoki hidrostatski tlak (VHT) (engl. HPP - High pressure processing ili HHP - High
hydrostatic pressure) ubraja se u alternativne, netoplinske metode procesiranja hrane, te se
koristi kao zamjena toplinskoj obradi jer ucinkovito inaktivira i inhibira mikroorganizme i

denaturira neke enzime (Elamin i sur., 2015), prilikom ¢ega dolazi do minimalnih promjena
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teksturnih, senzorskih, organoleptickih i nutritivnih svojstava (Sanchez-Moreno i De Ancos,
2017). Namirnica se moze tretirati u ¢vrstom ili tekuéem obliku, s ili bez ambalaze, u
temperaturnom rasponu od 5 °C do 90 °C, pri tlakovima od 50 do 1000 MPa, a sam postupak

obrade moze trajati od nekoliko sekundi do 30 minuta (Muntean i sur., 2016).

Primjena visokog hidrostatskog tlaka ima brojne prednosti u usporedbi s tradicionalnom
toplinskom obradom (Muntean i sur., 2016; Houska i Silva, 2017; Abera i sur., 2019):

e minimalne promjene na organoleptickim svojstvima (nisu prisutne note okusa
"po kuhanom” kao kod toplinske pasterizacije),

¢ Dbolja stabilnost izvornih hranjivih svojstava,

¢ nije potrebna upotreba kemijskih konzervansa,

e manji utroSak energije (obrada pri nizim temperaturama),

e manji troSkovi obrade (obraduje se ambalazni materijal),

e veca mikrobioloSka sigurnost (visokoucinkovita selektivna inaktivacija
mikroorganizama),

e mogucnost razvijanja potpuno novih prehrambenih proizvoda.

Opca nacela koja objasnjavaju ponaSanje hrane pod utjecajem visokog hidrostatskog
tlaka su Le Chatelier-ov princip, izostati¢ki princip rada i princip mikroskopskog uredenja
(Elamin i sur., 2015).

Prvi od njih je Le Chatelier-ov princip, koji se primjenjuje na sve fizicke procese i
navodi da, kada je sustav u ravnoteZi poremecen, sustav reagira na nacin koji tezi da se smetnje
minimaliziraju. To znaci da visoki tlak pospjesuje reakcije koje rezultiraju smanjenjem
volumena, ali potiskuje reakcije koje ukljucuju povecanje volumena. Le Chatelier-ov princip
takoder navodi da je svaki fenomen, poput faznog prijelaza, promjene u molekularnoj
konfiguraciji ili kemijska reakcija, koje prati smanjenje volumena, pojacan djelovanjem
visokog tlaka (Norton i Sun, 2007). U¢inci visokog tlaka na stabilizaciju kemijskih veza takoder
su regulirani ovim principom, pa je tako utvrdeno da tretman visokim hidrostatskim tlakom
utjee samo na nekovalentne kemijske veze (ionske, vodikove i hidrofobne veze), ostavljajuéi
kovalentne veze netaknutima (Ttiska, 2017). Stoga su najvise pogodene velike biomolekule,
poput proteina, nukleinskih kiselina i polisaharida, koje za odrzavanje strukture i funkcije ovise
0 nekovalentnoj vezi (Dattaa i Deeth, 2018). Cijepanje nekovalentnih veza i narusavanje

razliitih struktura dovodi do inaktivacije mikroorganizama i enzima te moze izazvati
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teksturalne promjene u hrani (Linton i Patterson, 2000). S druge strane, na manje organske
molekule poput pigmenata, molekula odgovornih za okus i hranjive tvari (npr. vitamini), u
kojima su kovalentne veze dominantne, tretman visokim hidrostatskim tlakom utjece vrlo malo
ili uopée ne utjeCe. Niska temperatura na kojoj se obi¢no rade tretmani visokim tlakom

osiguravaju male ili nikakve promjene u ovim komponentama (Dattaa i Deeth, 2018).

Prema izostatiCkom principu tlak se prenosi ravnomjerno i brzo u svim smjerovima, u
cijelom uzorku, ¢ime postupak postaje neovisan o volumenu i obliku proizvoda. Na ovaj nacin
hrana se tretira ravnomjerno tijekom cijelog procesa, sto je u suprotnosti s toplinskim procesima

kod kojih se razliciti dijelovi hrane mogu zagrijavati razli¢itom brzinom (Dattaa i Deeth, 2018).

Princip mikroskopskog uredenja govori da pri konstantnoj temperaturi, porast tlaka

povecava stupanj uredenosti molekula odredene tvari (Elamin i sur., 2015).

Zbog adijabatskog zagrijavanja, tijekom obrade namirnice VHT-om dolazi do
povecanja temperature od 3 do 5 °C za svakih 100 MPa, a prilikom smanjivanja tlaka dolazi do
odgovaraju¢eg smanjenja temperature. Jacina porasta temperature ovisi o podvrgnutom tlaku i
kemijskim komponentama hrane. Tako namirnice koje sadrze vise kompresibilnih sastojaka
hrane, npr. masti, pokazuju porast od 4 do 5 °C, dok hrana koja sadrzi ve¢i udio vode pokazuje
porast od 3 °C na 100 MPa (Dattaa i Deeth, 2018).

Konzerviranje hrane pomocu visokotlacne obrade moze se provoditi u kontinuiranim,
polukontinuiranim ili $arznim sustavima. Prva dva su prikladna za tekuée proizvode koji se
nakon VHT tretmana pune u ambalazu u aseptickim uvjetima. Medutim, ve¢ina namirnica Se
ipak preraduje u Sarzama, tj. unutar ambalaze. Takva ambalaza treba biti pogodna za tretiranje
VHT-om, tj. mora omoguditi prijenos tlaka iz tekuéine koja prenosi tlak do hrane unutar
pakiranja (Dobias i Vapenka, 2017). Pri odabiru ambalaznog materijala za obradu pod visokim
hidrostatskim tlakom mora se uzeti u obzir i ¢injenica da se ukupni volumen ambalaZe smanjuje
za oko 15 % tijekom tretmana pa sama ambalaza mora imati sposobnost vra¢anja u prvobitan
oblik nakon tretmana, bez utjecaja na svojstva brtvljenja (Hogan i sur., 2014). Kombinacija
razlicitih materijala, dobivenih laminiranjem ili koekstruzijom, omogucuje dobivanje
ambalaznih filmova s optimalnim funkcijskim parametrima (Dobias i Vapenka, 2017). Polimeri
i kopolimeri smatraju se najprikladnijima za obradu VHT-om i najce$¢e se koriste kao

ambalazni materijali (Norton i Sun, 2007).
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Americki FDA i USDA su priznali obradu VHT-om kao jedinu relevantnu netermalnu
tehnologiju konzerviranja te su razvili smjernice i propise za proizvode tretirane ovim
postupkom. U odnosu na Sjevernu Ameriku, gdje obrada VHT-om obuhvaca otprilike 55 %
ukupne komercijalne obrade koja se koristi diljem svijeta, u Europskoj Uniji se VHT jos uvijek
smatra novom tehnologijom i tek treba pronaci Siroku primjenu u komercijalnoj obradi
(Koutchma i Warriner, 2017).

2.5.1. Primjena visokog hidrostatskog tlaka u obradi smoothie-sokova

Obrada visokim hidrostatskim tlakom ¢esto se koristi u proizvodnji proizvoda od voca
i povréa. Uobicajeni tretman VHT-om se provodi pri 500600 MPa u trajanju od 1 do 5 minuta
na sobnoj ili nizoj temperaturi (Matser i Vollebregt, 2017). S obzirom na to da se tijekom
obrade namirnice visokim hidrostatskim tlakom najce$¢e koriste niske temperature, vecina
originalnih nutritivnih i funkcionalnih svojstava zadrzava se nakon prerade. Visoki hidrostatski
tlak ostecuje mikrobnu stani¢nu membranu te denaturira proteine koji su ukljuceni u mikrobnu
replikaciju. Nakon provedenog tretmana proizvodi od voca i povréa mogu sadrzavati
mikroorganizme u nizim koncentracijama (Silva i Evelyn, 2017). Zbog toga je potrebno takve
proizvode ¢uvati u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C, kako bi se izbjegao ili usporio nezeljeni
rast mikroba tijekom skladiStenja. Rok trajanja je ogranicen zbog preostale aktivnosti enzima,
potencijalnog rasta spora i kemijskih promjena, a moze varirati u rasponu od 3 do 8 tjedana

kada se ¢uvaju pri temperaturi od 4 °C (Matser i Vollebregt, 2017).

Obrada smoothie sokova VHT-om moze imati povoljan utjecaj na stabilnost bioaktivnih
spojeva u usporedbi s toplinskom obradom. Pregled promjena ukupnih karotenoida i ukupnih
fenola u razli¢itim smoothie te vo¢nim sokovima dan je u tablici 2. Andrés i sur. (2016a, 2016b)
u svojim istrazivanjima navode da VHT tehnologija uzrokuje povecanje ukupnih karotenoida i
ukupnih fenola u usporedbi s neobradenim smoothie sokom, §to je posljedica lakse ekstrakcije
navedenih spojeva nakon VHT tretmana. De Ancos i sur. (2002) otkrili su da do ove povecane
ekstraktibilnosti karotenoida dolazi zbog ¢injenice da visoki tlak utje¢e na membrane u biljnim
stanicama i izazva denaturaciju proteina koji su povezani s karotenoidima. Nadalje, obrada
namirnice VHT-om stvara promjene u raspodjeli fenolnih spojeva te povecava brzinu prijenosa
mase, to rezultira pojatanim prodiranjem otapala u stanice razbijanjem stani¢nih zidova i
hidrofobnih veza u stani¢noj membrani, §to u konacnici dovodi do velike propusnosti i

oslobadanja nekih antioksidativnih komponenata (Andrés i sur., 2016b). Za razliku od smoothie
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soka tretiranog VHT-om, pasterizirani smoothie sok je u usporedbi s neobradenim smoothie
sokom pokazao suprotan trend, odnosno smanjenje navedenih spojeva (Andrés i sur., 2016a).
Smanjenje ukupnih fenola u pasteriziranom uzorku moze biti posljedica i enzimske i
neenzimske oksidacije. Prilikom termicke obrade i skladiStenja dolazi do neenzimske
autooksidacije fenolnih kiselina u kinone i daljnje produkte razgradnje (De Ancos i sur., 2002).
Tijekom prerade i skladiStenja hrane stvaraju se uvjeti koji uzrokuju oksidaciju i izomerizaciju
karotenoida. Oksidativna razgradnja glavni je uzrok velikih gubitaka karotenoida prilikom
toplinske obrade namirnice, a samu razgradnju stimuliraju toplina, svjetlost, enzimi, metali i
kooksidacija s lipidnim hidroperoksidima (Rodriguez-Amaya, 1999). Neka istrazivanja navode
da VHT tehnologija moze povoljno djelovati na stabilnost ukupnih fenola, dok istovremeno
nepovoljno djeluje na stabilnost karotenoida (Barba i sur., 2010; Carbonell-Capella i sur.,
2013).

Istrazivanje De Ancos i sur. (2020) ukazuje na to da ukupni karotenoidi i fenoli nisu
stabilni prilikom obrade VHT-om (ovisno o sorti narance, uglavnom su rezultati manji od
kontrolnog uzorka). Dokazano je da je smanjenje koncentracije bioaktivnih spojeva nakon
VHT-a u voéu i povréu uglavnom povezano s preostalom aktivnoscu enzima (peroksidaza,
polifenol oksidaza, PB-glukozidaza itd.) te kombinacijom visokog tlaka s povisenom
temperaturom. Takoder, na stabilnost bioaktivnih spojeva mogu utjecati kemijske reakcije do
kojih dolazi pod utjecajem visokog tlaka, npr. kemijske reakcije popra¢ene smanjenjem

volumena, kao $to je trans - cis izomerizacija karotenoida (Mahadevan i Karwe, 2016).
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Tablica 2. Pregled istrazivanja o utjecaju visokog hidrostatskog tlaka na karotenoide i ukupne

fenole u smoothie skovoima razli¢itog sastava

Ukupni

Uzorak Tretman karotenoidi Ukupni fenc_)lll Referenca
1 (mg GAE L™
_ (mg L™)
% neo'brac'i_eni uzorak 2,62 £0,35 746,9 £ 90,5
zelena paprika 17 % pasterizacija 90 °C, 1_5 S 2,71+0,12 848,7 £ 56,0
celer 8.5 % VHT 100 MPa, 2 min 1,95+0,18 684,9 + 28,3
krastava,c 4% VHT 100 MPa, 9 min 1,87 +0,11 735,1+£56,1 _
luk 4 % VHT 200 MPa, 2 min 1,71 +£0,16 768,1 +8,3 Barba i sur.,
mrkva 4 % VHT 200 MPa, 9 min 2,00+0,21 7249 +10,5 2010
limun 1.7 % VHT 300 MPa, 2 min 1,45 + 0,07 750,0 £ 53,2
sol 1 7 % VHT 300 MPa, 9 min 2,21 +0,09 758,4 + 67,6
maslinovo ,ulje 0.8% VHT 400 MPa, 2 min 1,88 £ 0,30 805,1 + 37,0
voda 25.3 % VHT 400 MPa, 9 min 1,65+0,25 726,2 +58,8
Smoothie sok:
naranca 50 % neobradeni uzorak 1274+ 2,3 444 + 10
papaja 13,5 % pasterizacija 80 °C, 3 min 124,1+£3,9 419+ 17 Andrés i
dinja 13,5 % VHT 550 MPa, 3 min 1345+1,9 497 +11 sur., 2016a
mrkva 13 % VHT 650 MPa, 3 min 136,6 +1,6 503+ 12
sojino mlijeko 10 %
Smoothie sok:
naranc¢a 50 % neobradeni uzorak 206,2+2,6 456,2 + 9,8
papaja 13,5 % pasterizacija 80 °C, 3 min 204,3+4,7 4540+7,0 Andrés i
dinja 13,5 % VHT 450 MPa, 3 min 228,2+3,2 485,7+8,4 sur., 2016b
mrkva 13 % VHT 600 MPa, 3 min 225,7+35 4752 +78
obrano mlijeko 10 %
Sok od narance neobradeni uzorak 7,514 + 0,154 250,3+5,6
(sorta Washington VHT 200 MPa, 1 min 7,75 %0,232 208,4+ 125
Navel) VHT 400 MPa, 1 min 4,95 +0,104 205,6 + 8,0
De Ancos i
sur., 2020
Sok od narande neobradeni uzorak_ 25,019 + 0,852 2100+ 7,7
(sorta Cara Cara) VHT 200 MPa, 1 min 19,985+0,548 | 198,0+5,3
VHT 400 MPa, 1 min 21,992 +0,754 | 232,3+5,9
Vocéni sok: neobradeni uzorak 3,293+ 0,141 166,9 + 11,7
papaja 32,5 % VHT 300 MPa, 5 min 2,946 £0,173 | 184,5+10,2 | Carbonell-
mango 10 % VHT 300 MPa, 15 min 2,794 £ 0,153 164,2 + 9,6 Capellai
narancéa 7,5 % VHT 500 MPa, 5 min 2,954 + 0,170 170,7 £ 9,6 sur., 2013
voda 50 % VHT 500 MPa, 15 min 3,643 +0,151 165,7£9,8

*GAE = ekvivalenti galne kiseline
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERNALI

Za provodenje ovog istrazivanja pripremljeni su smoothie sokovi iz navedenih sirovina:

e jabuka sorte ,,Zlatni DeliSes” (Malus domestica L. cv. Golden Delicious) (Fragaria

d.o.o, Hrvatska);

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

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

(Hrvatska);

e kasSa indijanske banane (Asimina triloba L.);

e Alpro napitak od badema Original (Danone, Belgija) (sastojci: voda, Secer, bademi (2

%), trikalcijev fosfat, morska sol, stabilizatori (karuba guma, gellan guma), emulgator
(suncokretov lecitin), vitamini (riboflavin (B2), B12, E, D2) (Tablica 3).

Tablica 3. Nutritivni sastav Alpro napitka od badema na 100 mL

Energija

Masti
zasicene
monozasi¢ene
polinezasi¢ene
Ugljikohidrati
Seceri
Vlakna
Bjelancevine
Sol
Vitamini
vitamin D
vitamin B2
vitamin B12
vitamin E
Minerali
kalcij

102 kJ / 24 kcal

11¢g
0,19
0,89
0,29
39
39
0,29
059
0,14 ¢

0,75 ng
0,21 mg
0,38 pg
180 mg

120 mg

Jabuke, mrkve i napitak od badema su do pripreme smoothie sokova bili skladisteni u hladnjaku

na temperaturi od +4 °C, dok su kasa indijanske banane i sok od aronije bili skladisteni na -18

°C.

16



3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema smoothie soka
Neposredno prije same pripreme smoothie sokova, jabukama je uklonjena sjemena loza

I peteljka, mrkve su oguljene, a sok od aronije i kasa indijanske banane odmrznuti. Sok od
jabuke je proizveden presanjem uz pomo¢ sokovnika na hladno presanje TEFAL Infinity Press
Revolution ZC500H38 (snage 300 W, brzine okretaja 80 rpm, promjera filtera 0,3 mm), dok je
sok od mrkve pripremljen u sokovniku BOSCH MES 4000 (snage 1000 W, promjer filtera 0,5
mm). Smoothie sok se potom pripremao u staklenoj ¢asi volumena 5 L dodavanjem Svake
pojedine sirovine u odgovaraju¢em omjeru (Tablica 4) te se na kraju homogenizirao upotrebom
Stapnog miksera SIEMENS MQ 33001 (snage 170 W) (Slika 3). Pripremljeni smoothie sokovi
prebaceni su u plasti¢ne boc¢ice volumena 500 mL i 20 mL u kojima su podvrgavani tretmanima
visokog hidrostatskog tlaka te u staklene boce volumena 500 mL u kojima se provodila
pasterizacija prema planu pokusa (Tablica 5). Jedan uzorak smoothie soka, prebacen u staklenu

bocu volumena 500 mL, ostao je netretiran i predstavljao je kontrolni uzorak.

Slika 3. Homogenizacija pripremljenog smoothie soka pomocu $tapnog miksera (Vlastita

fotografija)

Tablica 4. Udio pojedine sirovine u smoothie soku

Sirovina Udio ( %)
Sok od jabuke sorte ,,Zlatni delises* 50
Sok od mrkve 20
Sok od aronije 5
Kasa indijanske banane 10
Napitak od badema 15
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3.2.2. Obrada smoothie sokova visokim hidrostatskim tlakom

Za provedbu tretmana visokim hidrostatskim tlakom (VHT) smoothie sok se do vrha
punio u odgovarajuce plasti¢ne bocice i to 1 boc€ica volumena 500 mL i 1 bo¢ica volumena 20
ML po jednoj Sarzi, tj. po jednom tretmanu VHT-a. Tako pripremljene bocice, zbog zastite od
propustanja tlaéne tekucine u uzorak, vakuumirale su se u plasti¢nim vre¢icama u uredaju za
vakuumiranje ,,STATUS SV2000“. Konac¢no, smoothie sok tretiran je VHT-om u uredaju za
obradu visokim hidrostatskim tlakom Stansed Fluid Power (Velika Britanija). Parametri koji su
prema planu varirani su tlak (350 i 450 MPa) i vrijeme tretiranja (5 i 15 min) te su svi uzorci

podvrgnuti skladistenju kroz 7, 14 i 21 dan u hladnjaku na temperaturi od +4 °C (Tablica 5).

Tablica 5. Plan pokusa tretiranja smoothie sokova

Broj Uzorak Skladistenje Tlak Vrijeme
uzorka (dani) (MPa) (min)
1 Kontrola 0 0 0
2 Pasterizacija 85°C/7 min 0 0 0
3 VHT1 0 350 5
4 VHT2 0 350 15
5 VHT3 0 450 5
6 VHT4 0 450 15
7 Pasterizacija 85°C/7 min -7 7 0 0
8 VHT1-7 7 350 5
9 VHT2-7 7 350 15
10 VHT3-7 7 450 5
11 VHTA4-7 7 450 15
12 Pasterizacija 85°C/7 min -14 14 0 0
13 VHT1-14 14 350 5
14 VHT2-14 14 350 15
15 VHT3-14 14 450 5
16 VHT4-14 14 450 15
17 Pasterizacija 85°C/7 min -21 21 0 0
18 VHT1-21 21 350 5
19 VHT2-21 21 350 15
20 VHT3-21 21 450 5
21 VHT4-21 21 450 15

3.2.3. Obrada smoothie sokova pasterizacijom
Za provedbu tretmana pasterizacije smoothie sok se punio u staklene boce volumena

500 mL, a sama pasterizacija provodila se u SarZznom pasterizatoru ukupne snage grijaca 6 kW
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(2x3 kW) (PS-100, Oprema Ludbreg d.o.0. Hrvatska). Prema radu Hurtado i sur. (2019b) rezim
pasterizacije iznosio je 85 °C tijekom 7 minuta (Hurtado i sur., 2019a). S obzirom na to da je
bilo potrebno 24 minute da se u smoothie sokovima postigne zeljena temperatura, ukupno
vrijeme koje su uzorci proveli u pasterizatoru iznosilo je 31 minutu. Pasterizirani smoothie
sokovi (Slika 4) su nakon hladenja na sobnoj temperaturi skladiSteni prema planu pokusa

(Tablica 5) u hladnjaku na temperaturi od +4°C.

Slika 4. Pasterizirani smoothie sok (lijevo); Netretirani kontrolni smoothie sok (desno)

(Vlastita fotografija)

3.2.4. Izolacija polifenola i karotenoida iz smoothie sokova
Izolacija polifenola i karotenoida provodila se neposredno nakon provedenog tretmana,

odnosno prema planu pokusa (Tablica 5) nakon 7., 14. i 21. dana skladistenja.

Aparatura i pribor:

e Ultrazvucna kupelj frekvencije 40 kHz (Bandelin Sonorex, Njemacka)

e Analiti¢ka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)
e Plasti¢ne kivete, volumena 50 mL

e Trbusasta pipeta, volumena 20 mL

e Stakleni lijevak
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e Odmjerna tikvica, volumena 25 mL
Otapala i reagensi:

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

Ekstrakcija je provedena u plasti¢nim kivetama volumena 50 mL, na na¢in da se u njih
najprije na alitickoj vagi odvaze priblizno 5g (+ 0,0001) smoothie soka i zatim se nadoda 20
mL 96 %-tnog etanola, kao ekstrakcijskog otapala. Pripremljeni uzorak ekstrahira se u
ultrazvuénoj kupelji frekvencije 40 kHz (Bandelin Sonorex, Njemacka) (Slika 5) pri
temperaturi od 50 °C u trajanju od 10 min. Nakon zavrSetka ekstrakcije, uzorak se pomocu
staklenog lijevka i filter papira profiltrira u odmjernu tikvicu volumena 25 mL, a tikvica se do
oznake nadopuni ekstrakcijskim otapalom (Slika 5). Pripremljeni ekstrakt se potom prebaci u
plasti¢nu kivetu volumena 50 mL, u kojoj se do provedbe analiza ¢uva u hladnjaku na
temperaturi od +4 °C. U dobivenim ekstraktima smoothie sokova spektrofotometrijski su

odredeni ukupni fenoli i ukupni karotenoidi.

Slika 5. Ultrazvuéna kupelj Bandelin Sonorex (Njemacka) (lijevo) i filtracija ekstrakata

smoothie sokova (desno) (Vlastita fotografija)

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:. Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka

primjenom modifikaciji spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola
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s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i
sur., 2018).

Aparatura i pribor:

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

e Centrifuga (Hettich, Rotofix 32)

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

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Plasti¢ne kivete, volumena 50 mL

e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf, volumena 100 pL i 1000 pL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Odmijerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

e Stakleni lijevak
Otapala i reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens) (5x razrijeden)
e Destilirana voda
e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Otopina natrijevog karbonata (7,5 %-tna otopina)

Priprema: Odvaze se 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj ¢asici te se pomocu
destilirane vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te destiliranom vodom

nadopuni do oznake.
e Standard galne kiseline

Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL
96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Postupak odredivanja: U plasti¢nu kivetu otpipetira se redom 200 uL ekstrakta i 200 uL 96 %-

tnog etanola (razrijedenje ekstrakta 2X), 400 pL F.C. reagensa (koji je prethodno razrijeden s

destliranom vodom 5x) i 4 mL 7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata. Reakcijska smjesa stoji
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1 h na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se centrifugira 10 min na 5000 o/min, kako bi se odvojio
talog i dobio bistri uzorak kojem se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 725 nm.

Odredivanje se provodi u paraleli, a kao slijepa proba koristi se destilirana voda.
Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL
96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Od te otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se
otpipetira redom 20, 50, 100, 200, 300, 500 pL alikvota standardne otopine galne Kkiseline u
svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150, 250 mg L. Iz svake tikvice otpipetira se
400 pL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 400 uL F.C. reagensa (koji je
5x razrijeden) i 4 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata. Na isti nacin se pripremi slijepa proba
ali se umjesto otopine standarda uzima destilirana voda. Uzorci stoje 1 h na sobnoj temperaturi,
a nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 725 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac (Slika 6) pomocu
programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg L
1), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 725 nm. Koncentracija ukupnih fenola

izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 6. Bazdarni pravac za standard galne kiseline
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
y =0,007x + 0,0207

gdje je:

y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L)

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida

Princip odredivanja: Odredivanje klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida provodi se u
etanolnom ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode pri ¢emu se mjeri

intenzitet obojenja pri 470 nm, 649 nm i 664 nm.

Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete
Otapala i reagensi:
e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Postupak odredivanja: Spektrofotometrijsko odredivanje klorofila a, klorofila b 1 ukupnih

karotenoida u smoothie sokovima provodi se direktnim mjerenjem apsorbancije prethodno
pripremljenih alkoholnih ekstrakata na 470 nm i 649 nm za klorofil a i b te na 664 nm za
karotenoide. Kao slijepa proba uzima se 96 %-tni etanol. Udjeli klorofila a i b te karotenoida
raunaju se prema sljede¢im jednadzbama (1, 2, 3) (Lichtenthaler i Buschmann, 2005; Sumanta
i sur., 2014):

Ca (Mg mL™) = 13.36 Asss — 5.19 Agag Q)
Cob (Mg mL™) = 27.43 Asag — 8.12 Asss (2
Cxre) (Mg mL™) = (1000 As7o —2.13Ca — 97.63 Cp)/ 209 3)
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gdje su:

A = apsorbancija
Ca = klorofil a
Cb = klorofil b

Cx+c) = karotenoidi (ksantofili + karoteni)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj visokog hidrostatskog tlaka na stabilnost ukupnih
fenola i ukupnih karotenoida u smoothie-sokovima po provedenim tretmanima te tijekom
skladistenja. Tretmani visokim hidrostatskim tlakom provedeni su variranjem tlakova (350 i
450 MPa) i vremena tretiranja (5 i 15 min) pri sobnoj temperaturi. Za usporedbu ucinkovitosti
netoplinske i toplinske tehnologije na nutritivhu kvalitetu smoothie-sokova, provedena je i
toplinska obrada pasterizacijom pri temperaturi od 85 °C tijekom 7 minuta. Svi uzorci
podvrgnuti su skladistenju bez pristupa svjetla kroz 7, 14 i 21 dan pri temperaturi od +4 °C.

Ekstrakcija ukupnih fenola i ukupnih karotenoida u kontrolnom, kao i tretiranim
smoothie-sokovima provedena je u skladu s nacelima zelene kemije, pri ¢emu se kao otapalo
koristio 96 %-tni etanol koji ima GRAS (Generally Recognized as Safe) status (Pimentel-Moral,
2020). U dobivenim ekstraktima ukupni fenoli i ukupni karotenoidi odredeni su
spektrofotometrijski, a svi dobiveni rezultati obradeni su u MS Excel programu. Svi rezultati
prikazani su kao srednja vrijednost dvaju paralelnih mjerenja + standardna devijacija, dok je

porast i/ili gubitak masenih udjela ukupnih fenola i ukupnih karotenoida iskazan u postocima.
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4.1. UTJECAJ VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA NA STABILNOST UKUPNIH
FENOLA

Obzirom je pokazano da se porastom visokog tlaka (npr. 300 vs. 600 MPa) moze
znacajno produziti rok trajnosti (12 vs. 28 tjedana) (Marszatek i sur., 2016), ideja ovog rada bila
je utvrditi kako porast tlaka utjeCe na stabilnost bioaktivnih spojeva poput polifenola i
karotenoida. U tablici 6 prikazani su rezultati odredivanja ukupnih fenola u svim ispitivanim

uzorcima tijekom skladiStenja.

Analizom kontrolnog (netretiranog) uzorka odreden je maseni udio ukupnih fenola od
782,57 + 20,00 mg GAE 100 g ¢ime se moze zaklju¢iti da je pripremljeni smoothie-sok
visokovrijedan izvor polifenolnih spojeva. Unato¢ tome Sto rezultati dosadasnjih istrazivanja
masovno navode da netoplinske tehnologije, medu kojima se svojom ucinkovito§¢u posebno
izdvaja visoki hidrostatski tlak, povoljno djeluju na stabilnost razli¢itih bioaktivnih spojeva u
usporedbi s tradicionalnim toplinskim tehnologijama (Barba i sur., 2017; Poojary i sur., 2017),
rezultati dobiveni ovim istraZzivanjem upucuju da je najveca kolic¢ina ukupnih fenola utvrdena
u pasteriziranom uzorku, a iznosi 944,25 + 8,98 mg GAE 100 g, sto ¢ini rast od 20,66 % u
odnosu na kontrolni uzorak. Ovi su rezultati u skladu s rezultatima istrazivanja koje su proveli
Kim i sur. (2012), gdje je pasterizirani uzorak soka od jabuke (85° C, 1 min) imao veci prinos
ukupnih fenola od uzorka tretiranog VHT-om, a taj porast je prosje¢no iznosio 38,12 % u
odnosu na kontrolni uzorak. Sli¢ni rezultati pronadeni su i u ranijim istrazivanjima (Gil-
Izquierdo i sur., 2002; Barba i sur., 2010). Gil-1zquierdo i sur. (2002) su uo¢ili porast ukupnih
fenola u soku od naran¢e nakon pasterizacije (751 95° C, 30 s), a Barba i sur. (2010) su takoder
primijetili porast sadrzaja ukupnih fenola od 13,63 % u pasteriziranom uzorku smoothie soka
(90° C, 15 s) u odnosu na netretirani. Stoga, prema dobivenim rezultatima vidljivo je da uzorci
tretirani visokim hidrostatskim tlakom pokazuju negativan trend u vrijednostima ukupnih
fenola, pri ¢emu je najveci pad od 21,90 % zabiljezen kod uzorka tretiranog tlakom od 350 MPa
tijekom 5 minuta, dok je najmanji pad od 4,57 % uocen kod uzorka tretiranog tlakom od 450
MPa tijekom 5 minuta. Sli¢ne rezultate utvrdili su i De Ancos i sur. (2020) u soku od narance
sorte Washington Navel gdje je uocen pad vrijednosti ukupnih fenola za 16,74 % pri tlaku od
200 MPa tijekom obrade u trajanju od 1 minute, odnosno pad od 17,86 % pri tlaku od 400 MPa
tijekom istog vremena obrade. Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2016) pojaSnjavaju da povecanje

bioaktivnih spojeva u soku od aronije uslijed pasterizacije u odnosu na netretirani sok moze biti
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zbog pospjesene ekstrakcije poradi toplinske dezintegracije koloidnih stani¢nih struktura unutar

kojih zaostane dio ciljanih spojeva.

Tablica 6. Sadrzaj ukupnih fenola u smoothie sokovima izrazen u mg GAE 100 g

uzorka
Broj uzorka Uzorak (mléké%l;i ieonoolgi_l)

1 Kontrola 782,57 £ 20,00
2 Pasterizacija 85°C/7 min 944,25 + 8,98

7 Pasterizacija 85°C/7 min -7 786,62 + 17,04
12 Pasterizacija 85°C/7 min -14 931,16 £ 55,22
17 Pasterizacija 85°C/7 min -21 869,92 + 86,12
3 VHT1 611,16 + 68,55
8 VHT1-7 774,64 + 47,26
13 VHT1-14 671,25 +91,16
18 VHT1-21 703,99 + 57,23
4 VHT?2 628,28 + 78,17
9 VHT2-7 671,05 = 57,45
14 VHT2-14 673,93 2,99

19 VHT2-21 659,88 + 62,71
5 VHT3 746,81 + 34,24
10 VHT3-7 689,19 + 39,92
15 VHT3-14 761,39 + 51,06
20 VHT3-21 733,37 £ 34,22
6 VHT4 699,04 + 49,01
11 VHT4-7 583,41 + 33,77
16 VHT4-14 764,72 + 130,96
21 VHT4-21 607,67 =+ 18,91

Nakon sedmodnevnog skladiStenja pasterizirani uzorak sadrzavao je 0,52 % vise

ukupnih fenola u usporedbi s kontrolnim uzorkom., ali je u usporedbi s istim uzorkom
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analiziranim nultog dana doslo do pada od 16,69 %. U svim uzorcima tretiranim tehnologijom
VHT-a uocen je pad masenih udjela ukupnih fenola u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Najznacajnija promjena izazvana tretmanom VHT-a u cjelokupnoj analizi bila je smanjenje
ukupnih fenola od 25,45 %, a zabiljeZena je 7. dana skladiStenja u uzorku tretiranom tlakom
jacine 450 MPa tijekom 15-minutne obrade. Nadalje, veé¢i pad uocen je kod uzoraka s duzim
vremenom obrade, tj. obrada tlakom od 350 MPa u trajanju od 5 minuta evidentirala je pad od
1,01 %, odnosno pad od 14,25 % tijekom obrade od 15 minuta, dok je obrada tlakom od 450
MPa u trajanju od 5 minuta rezultirala padom od 11,93 %, odnosno 25,45 % za 15- minutnu
obradu, $to upucuje da kra¢i VHT tretmani favoriziraju bolju stabilnost ukupnih fenola. S druge
strane, uzorak obraden tlakom 350 MPa tijekom 5 minuta zadrzao je 98,99 % ukupnih fenola,
Sto je ujedno i najmanji pad ukupnih fenola u cjelokupnoj analizi uzoraka obradenih VHT-om.
Ako pak usporedimo 7. dan skladiStenja uzoraka tretiranih VHT-0om sa nultim danom, mozemo
uociti kako je kod uzoraka tretiranih tlakom jacine 350 MPa doslo do povecanja koli¢ine
ukupnih fenola i to za 26,75 % (5 min), tj. 6,81 % (15 min), dok je kod uzoraka tretiranih tlakom
od 450 MPa uoceno smanjenje od 7,72 % (5 min), tj. 16,54 % (15 min).

14.-ti dan skladiStenja pasterizirani uzorak je zadrzao pozitivan trend S porastom od
18,99 % ukupnih fenola u odnosu na kontrolni uzorak. S druge strane, uzorci tretirani VHT-om
zadrzali su negativni trend, odnosno smanjenje navedenih spojeva u usporedbi s kontrolnim
uzorkom. Ve¢i gubitci ukupnih fenola uoceni su pri nizem tlaku od 350 MPa (5 minuta pad
14,23 %, 15 minuta pad 13,88 %), dok su pri visem tlaku od 450 MPa ukupni fenoli ostali
relativno stabilni (5 minuta pad 2,71 %, 15 minuta pad 2,28 %). Usporedujuci 14. dan
skladiStenja s rezultatima analize provedene 7. dana, vidljiv je pad ukupnih fenola za 13,35 %
u uzorku tretiranim tlakom od 350 MPa tijekom 5 minuta. Svi ostali uzorci imali su porast
koli¢ine ukupnih fenola u odnosu na 7.dan analize, a sami porast kretao se od 0,43 % za uzorak
tretiran tlakom od 350 MPa tijekom 15 minuta do 31,08 % za uzorak tretiran tlakom od 450
MPa tijekom 15 minuta.

Konacno, 21.-dana skladistenja analiza je potvrdila stabilnost ukupnih fenola u
pasteriziranom uzorku (11,16 % vise u odnosu na kontrolni uzorak), §to je suprotno rezultatima
koje su dobili Chen i sur. (2013), gdje se navodi smanjenje ukupnih fenola koje se kretalo od
15,67 % za uzorak analiziran 13. dana, odnosno 19,39 % za uzorak analiziran 19. dana
skladiStenja (pri rezimu pasterizacije 110 °C, 8,6 s). Analizom uzoraka tretiranih VHT-om
potvrdeno je smanjenje ukupnih fenola, pri ¢emu je uzorak tretiran tlakom jacine 450 MPa

tijekom 15 minuta imao najveci pad ukupnih fenola od 22,35 %, dok je uzorak tretiran istim

28



tlakom ali kraée vrijeme imao najmanji pad od 6,29 %. 1z navedenog se moze zakljuciti kako
VHT tretman jacine 450 MPa u trajanju od 5 minuta daje proizvod najbolje kvalitete u smislu
najviseg sadrzaja ukupnih fenola. Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja koje
su proveli Chen i sur. (2013) u kojem su proucavali kvalitetu soka od nara tretiranog VHT-om
(400 MPa, 5 min) u usporedbi s HTST pasterizacijom (110 °C, 8,6 s) tijekom skladistenja pri
temperaturi od +4° C. U navedenom istrazivanju utvrdeno je sSmanjenje ukupnih fenola za 2,22
% 13. dana skladiStenja, odnosno 6,81 % 19. dana skladistenja za uzorak tretiran sa VHT-om,
Sto se podudara s nasim vrijednostima za uzorak tretiran tlakom od 450 MPa, 5 min (pad od
2,71 % 14. dana, odnosno pad od 6,29 % 21. dana skladistenja). Do smanjenja ukupnih fenola
prilikom skladistenja je vjerojatno doslo zbog vece rezidualne aktivnosti enzima polifenol
oksidaze i peroksidaze, budu¢i da ti enzimi kataliziraju oksidacijsku razgradnju fenolnih

spojeva i polimerizaciju fenolnih spojeva s proteinima (Cao i sur., 2011).
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4.2. UTJECAJ VISOKOG HIDROSTATSKOG TLAKA NA STABILNOST UKUPNIH

KAROTENOIDA

Rezultati odredivanja ukupnih karotenoida u svim ispitivanim uzorcima tijekom

skladiStenja prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Sadrzaj ukupnih karotenoida u smoothie sokovima izrazen u mg 100 g uzorka

Ukupni

Broj uzorka Uzorak karotenoidi
(mg 100 g?)

1 Kontrola 1,42 +0,01
2 Pasterizacija 85°C/7 min 1,10£0,01
7 Pasterizacija 85°C/7 min -7 1,04 £ 0,00
12 Pasterizacija 85°C/7 min -14 0,45+ 0,00
17 Pasterizacija 85°C/7 min -21 0,95+ 0,00
3 VHT1 0,76 £ 0,01
8 VHT1-7 0,57 £ 0,00
13 VHT1-14 0,38 £ 0,00
18 VHT1-21 0,39+ 0,00
4 VHT2 0,90 £ 0,00
9 VHT2-7 0,60 = 0,02
14 VHT2-14 0,35+0,00
19 VHT2-21 0,42 £ 0,00
5 VHT3 0,69 £ 0,01
10 VHT3-7 0,86 + 0,03
15 VHT3-14 0,40£0,01
20 VHT3-21 0,61 +0,00
6 VHT4 0,76 £ 0,00
11 VHT4-7 0,90 = 0,00
16 VHT4-14 0,37 0,00
21 VHT4-21 0,69 £+ 0,00
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Kontrolni, netretirani uzorak sadrzavao je 1,42 mg 100 g™ ukupnih karotenoida, dok je
za sve ostale uzorke tretirane bilo pasterizacijom, bilo VHT-om vidljivo da se koli¢ina istih
smanjila nakon tretmana. Analiza provedena neposredno nakon tretiranja smoothie sokova
pokazala je da je pasterizacija najmanje utjecala na smanjenje ukupnih karotenoida i to za 22,84
% u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjem koje su
proveli Cortés i sur. (2006) gdje je uo¢eno smanjene ukupnih karotenoida za 12,57 % pri
rezimu pasterizacije 90 °C tijekom 20 s. Cinquanta i sur. (2010) su isto takoder prilikom
pasterizacije svjezeg soka narance odredili gubitak od oko 41 % pri rezimu od 75 °C tijekom 1

min, dok je pri nesto viSoj temperaturi od 85 °C tijekom 1 min gubitak iznosio 52 %.

Tretman VHT-om je utjecao na smanjene ukupnih karotenoida, i to u rasponu od 36,55
% pri tlaku od 350 MPa tijekom 15 minuta, pa sve do 51,56 % pri tlaku od 450 MPa tijekom 5
minuta. Iz rezultata dobivenih u istraZivanju koje su proveli Barba i sur. (2010) takoder je
uoceno smanjenje ukupnih karotenoida, koje se kretalo od 15,65 % za uzorak smoothie soka
tretiran tlakom od 300 MPa tijekom 9 minuta, pa do 44,66 % u uzorku Kkoji je tretiran istim
tlakom, ali u vremenu od 2 minute. Carbonell-Capella i sur. (2013) takoder navode smanjene
karotenoida u vo¢nom soku uslijed djelovanja VHT-a, i to smanjene od 10,54 % pri tlaku od
300 MPa tijekom 5 minuta, te smanjenje od 15,15 % pri istom tlaku tijekom 15 minuta. Pri
tlaku od 500 MPa u trajanju od 5 minuta uocen je pad 0d 10,29 % , no pri duzoj obradi u trajanju

od 15 minuta vidljiv je porast karotenoida za 10,63 %.

Stinco 1 sur. (2019) su utvrdili da VHT tretman ima znacajan utjecaj na stabilnost kako
ukupnih, tako i pojedina¢nih karotenoida u mutnom soku od mrkve. Ispitivani su VHT tretmani
od 300 MPa (1 i 3 ciklusa), 450 MPa (1 ciklus) te 600 MPa (1 ciklus), a dobiveni rezultati
pokazuju da je najveca degradacija ukupnih karotenoida (41 %) ishodovana tretmanom od 300
MPa tijekom 3 ciklusa, dok je tretman od 600 MPa tijekom 1 ciklusa rezultirao najboljom
stabilno$¢u karotenida uz gubitak od svega 26 %. Autori pojasnjavaju da ovakav rezultat moze
biti rezultat kombinacije dva razliCita u¢inka. S jedne strane, uz nizi tlak i1 veci broj ciklusa,
veca degradacija karotenoida posljedica je intenzivnijeg oStecenja stani¢nih struktura ¢ime se
molekule karotenoida bolje ekstrahiraju, ali i vise izlazu negativnom utjecaju enzima, kisika i
drugih spojeva. S druge pak strane, dezintegracijom stani¢ne strukture olakSano je prodiranje
ekstrakcijskog otapala do molekula karotenoida nize molekulske mase ¢ime je olakSano njihovo

oslobadanje, pa tako moze do¢i do povecane koncentracije ovih spojeva uslijed VHT tretmana.
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U prvih 7 dana skladistenja vidljivo je da uzorak tretiran pasterizacijom biljezi pad
koli¢ine ukupnih karotenoida za 27,27 % u odnosu na kontrolni uzorak, odnosno 5,75 % u
odnosu na pasterizirani uzorak analiziran nultog dana. U usporedbi s kontrolnim uzorkom,
uzorci tretirani VHT-om od 350 MPa isto tako biljeze pad koli¢ine ukupnih karotenoida za
59,69 % (5 min tretiranja) i 57,86 % (15 min tretiranja). Kod uzoraka tretiranih tlakom od 450
MPa doslo je do povecanja koli¢ine ukupnih karotenoida za 24,13 % (5 min), tj. 17,73 % (15

min) u odnosu na iste uzorke analizirane nultog dana.

Najmanju vrijednost u cjelokupnoj analizi imao je uzorak tretiran tlakom jacine 350
MPa tijekom 15 minuta i skladiiten 14 dana, a sadrzavao je samo 0,35 mg 100 g™* ukupnih
karotenoida, $to ¢ini pad od 75,59 % u odnosu na kontrolni uzorak. Opéenito je 14. dan
skladiStenja imao najmanje vrijednosti ukupnih karotenoida, a samo smanjenje navedenih
spojeva kretalo se od 68,72 % za pasterizirani uzorak do spomenutih 75,59 % za uzorak tretiran
VHT-om.

lako su 14. dana skladiStenja svi uzorci imali tendenciju smanjenja, nakon 21. dana
biljezi se porast vrijednosti ukupnih karotenoida u svim uzorcima, $to se podudara s rezultatima
istrazivanja koje su proveli Cortés 1 sur. (2006) gdje je isto tako uoceno smanjenje i povecanje
ukupnih karotenoida u pasteriziranom soku tijekom 6 tjedana skladistenja pri temperaturi +2°
C. Do sli¢nih rezultata dosli su i Plaza i sur. (2006) u svojem istrazivanju u kojem su naveli da
je uzorak tretiran tlakom jac¢ine 150 MPa tijekom 15 minuta imao kontinuirano smanjenje
koli¢ine ukupnih karotenoida do 10. dana skladistenja na temperaturi od +4° C, dok je 15. dana

skladiStenja doslo do povec¢anja njihove kolic¢ine.

Pasterizacija se u nasem slu¢aju pokazala najucinkovitijom u smislu o¢uvanja ukupnih
karotenoida, jer je u konacnici taj uzorak imao najvisu koli¢inu navedenih spojeva u usporedbi
sa svim ostalim uzorcima. Usporedujuéi ovaj uzorak s kontrolnim uzorkom, doslo je do pada
od 33,07 %, no u usporedbi sa 14. danom vidljiv je porast od 113,96 %. Uzorci tretirani VHT-
om jac¢ine 350 MPa zadrzali su 27,40 % (5 min), tj. 29,59 % (15 min) ukupnih karotenoida, dok
su uzorci tretirani VHT-om ja¢ine 450 MPa zadrzali 42,94 % (5 min), odnosno 48,77 % (15
min) pocetne vrijednosti. 1z navedenog se moze zakljuciti kako, bez obzira na velike gubitke
ukupnih karotenoida u tretiranim smoothie sokovima, visi tlakovi u konaénici ipak doprinose
njihovoj boljoj ekstrakciji i stabilnosti. Do istog zakljucka dosli su i Stinco i sur. (2019), koji

su u svojem istrazivanju naveli da se najveca razgradnja karotenoida u soku od mrkve dogada
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kod nizih tlakova (300 MPa), dok je pri najvisem ispitivanom tlaku (600 MPa) razgradnja istih

bila najmanja.
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5. ZAKLJUCCI

1. U smoothie sokovima pripremljenim od sokova jabuke, mrkve i aronije uz dodatak kase
indijanske banane i napitka od badema u omjeru 50:20:5:10:15 (%) odredeni su udjeli
ukupnih fenola i karodenoida u vrijednostima od 782,57 + 20,00 mg GAE 100 g™ te
1,42 + 0,01 mg 100 g?, ¢ime se ovi sokovi mogu smatrati nutritivno vrijednim
proizvodima.

2. Rezultati istrazivanja pokazuju da tretiranje smoothie sokova visokim hidrostatskim
tlakom, u usporedbi s kontrolnim netretiranim uzorkom, utjeCe na smanjenje ukupnih
fenola i ukupnih karotenoida u svim uzorcima neovisno o izvorima varijacija (tlak,
vrijeme tretiranja, vrijeme skladistenja), za razliku od pasterizacije, koja je pozitivno
djelovala na stabilnost ukupnih fenola, a negativno na stabilnost ukupnih karotenoida.

3. Tlak nije pokazao veci utjecaj na stabilnost ukupnih fenola za razliku od vremena
tretiranja pri ¢emu je dulje vrijeme tretmana (15 vs. 5 minuta) negativno djelovalo na
stabilnost ukupnih fenola. Nasuprot tome, vise vrijednosti tlaka (450 MPa u usporedbi
s 350 MPa) bolje doprinose stabilnosti ukupnih karotenoida.

4. Uzorak tretiran VHT tretmanom pri 450 MPa u trajanju od 5 minuta nakon 21. dana
skladiStenja zadrzao je 93,71 % pocetne vrijednosti ukupnih fenola, Sto predstavlja
najmanji pad istih u usporedbi s kontrolnim uzorkom, stoga se moze zakljuciti kako
spomenuti tretman moze osigurati proizvod najbolje kvalitete obzirom na sadrzaj
ukupnih fenola.

5. Najveca stabilnost ukupnih karotenoida u smoothie sokovima ostvarena je VHT
tretmanom od 450 MPa tijekom 15 minuta pri ¢emu je nakon 21. dana skladiStenja
gubitak iznosio 51,23 %, u usporedbi s kontrolnim uzorkom.

6. Pasterizirani uzorak je tijekom cijelog perioda skladistenja imao vec¢u koli¢inu ukupnih
fenola od kontrolnog uzorka, s tim da je 21. dana skladistenja taj rast iznosio 11,16 %,
dok je prosjecan gubitak karotenoida uslijed pasterizacije iznosio oko 43 %.

7. U konacnici se moze zakljuciti da je toplinski tretman pasterizacije pogodovao boljoj
stabilnosti ukupnih fenola te vecoj degradaciji ukupnih karotenoida u odnosu na VHT
tretman te da su tijekom skladiStenja ukupni fenoli pokazali bolju stabilnost, neovisno

0 primijenjenom tretmanu.
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