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1. UvOD

U doba pandemije kroni¢nih nezaraznih bolesti od kojih prednjace pretilost i njoj
pridruzeni metabolicki i kardiovaskularni poremecaji, povecanje konzumacije svjezeg voca i
povrca smatra se krucijalnim korakom u prevenciji istih. Uzimajuéi u obzir ubrzani zivotni stil,
ali i prehrambene trendove, sve ve¢u paznju na trziStu dobivaju svjezi voéni sokovi koji se
upravo zbog svoje prakti¢nosti konzumacije nalaze visoko na listi preferencija brojnih
potrosaca. Ipak, nuzna termicka obrada u svrhu odrzavanja trajnosti voénih sokova, nazalost
narusava njihovu biolosku vrijednost §to se ocituje gubitkom bioaktivnih spojeva poput
antioksidansa. Upravo su spojevi s antioksidacijskim svojstvima poput polifenola i vitamina C
pokazali svoje blagotvorno i potencijalno terapijsko djelovanje na gore spomenute morbiditete.
Iz toga razloga, jagoda se namece kao interesantna sirovina za proizvodnju soka obzirom na
iznimno visoke vrijednosti polifenolnih spojeva, posebice antocijana. Kako bi se bioaktivni
spojevi maksimalno oc¢uvali te konacnom proizvodu osigurali ,,funkcionalni® epitet,
predmetom sve veceg broja istrazivanja postaju ne-termalne metode pasterizacije. Neke od njih
jesu metode pulsirajuceg elektri¢nog polja, visokog hidrostatskog tlaka, hladne plazme ili
ultrazvuka. Osnovna premisa aplikacije spomenutih noviteta prehrambene tehnologije jest
osigurati proizvod koji bi osim svojih nutritivnih i senzorskih karakteristika, zadrzao visoku
bioloSku vrijednost i zdravstvenu ispravnost te kao takav postao usporediv svjezem
netretiranom proizvodu. lako veéina doti¢nih tehnologija jo§ uvijek nije zaZivjela Siru
industrijsku primjenu i masovniju komercijalizaciju, veliki se napori ulazu kako bi se u naredno
vrijeme postavili temelji potencijalnoj revoluciji u proizvodnji funkcionalnih voénih sokova. U
tom tonu, cilj ovog rada bio je ispitati masene udjele ukupnih polifenola u soku od jagode ovisno
0 primijenjenim parametrima tretmana pulsiraju¢im elektriénim poljem. Pored navedenog,
provedeno je i ispitivanje udjela topljive suhe tvari i pH vrijednosti kao najznacajnijih fizikalno-

kemijskih faktora soka te kona¢no utjecaj skladiStenja na promjene svih navedenih vrijednosti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Jagoda (Fragaria x ananassa Duch.)

Porijeklom iz Europe (Francuska), ali kultivirana diljem svijeta, vrtna jagoda (lat.
Fragaria x ananassa Duch.) nastala je u 18. stolje¢u hibridizacijom virdZinijanske (Fragaria
virginiana) i Cileanske jagode (Fragaria chiloensis) te je najznacajniji predstavnik skupine
jagodastog voca (engl. ,,berries®). U prilog navedenom govore i podaci FAOSTAT-a prema
kojima je 2019. godine ukupna svjetska proizvodnja ove vocne vrste iznosila preko 8 milijuna
tona $to je neusporedivo vise u odnosu na svo ostalo jagodasto voce zajedno (FAOstat, 2019).

Od 47 poznatih vrsta jagode, a koje se odnose na diploidne, tetraploidne, heksaploidne,
oktaploidne i dekaploidne, s komercijalnog aspekta posebno su znacajne Sumska ili divlja
jagoda (lat. Fragaria vesca L.) (diploidna, 2n=14) te Cileanska jagoda (lat. Fragaria chiloensis
L.) (oktaploidna, 2n=56) (Gambardella i Sanchez, 2016). Neovisno o vrsti, radi se o
visegodisnjim zeljastim biljkama s trolisnim liskama te cvijetom sastavljenim od 5 simetri¢nih
bijelih latica. Otprilike 4 do 5 tjedana nakon cvatnje, plodovi jagode spremni su za berbu, pri
¢emu moraju imati minimalno 7 % topljive suhe tvari i ukupnu kiselost od 0,8 % (Kader, 1999).
Osnovne razlike medu vrstama odnose se na boju 1 oblik ploda $to u konacnici znaci i razlicit
kemijski sastav, a time i mnogobrojne moguénosti komercijalne upotrebe (Fierascu i sur.,
2020).

Plod jagode, osim za konzumaciju u sirovom obliku predstavlja 1 vaznu sirovinu za
proizvodnju zeliranih proizvoda i voénih sokova. Primamljiva aroma, niska kalorijska
vrijednost te bogat nutritivni profil s naglaskom na znac¢ajan udio vitamina C i polifenola, glavni
su faktori koji jagodu pozicioniraju na visoko mjesto po pitanju preferencije potrosaca (Fierascu

i sur., 2020; Milosavljevi¢ i sur., 2020; Giampieri i sur., 2012,).

2.1.1. Kemijski sastav jagode

Visok udio vode (90 %) glavni je razlog niskoj energetskoj vrijednosti jagode koja
iznosi svega 30 kcal na 100 g ploda. Od makronutrijenata prednjace ugljikohidrati (7 %) medu
kojima su najzastupljeniji reducirajuci Seceri fruktoza i glukoza (80-90 %) u omjeru 1:1, dok
ostatak ¢ini saharoza. Konzumacija jagode u znac¢ajnijoj mjeri ne doprinosi unosu bjelancevina

s obzirom da njihov udio iznosi svega 0,67 g na 100 g proizvoda. Ulje sjemenki jagode
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predstavlja izvor esencijalnih masnih kiselina od kojih 72 % otpada na viSestruko nezasicene
masne kiseline. Ipak, zbog jako male mase koja otpada na sjemenke, ukupni udio masti kao i
proteina u plodu jagode je gotovo zanemariv. U tablici 1 sazeto je prikazan kemijski sastav
jagode (Sood i Dogra Bandral, 2019; Giampieri i sur., 2012).

Smjernice americke Agencije za hranu i lijekove FDA (engl. Food and Drug
Administration) navode kako namirnice trebaju sadrzavati 20 % i viSe preporuc¢enog dnevnog
unosa vlakana da bi ih se deklariralo kao ,,odli¢an izvor®, odnosno izmedu 10 i 19 % da bi
zadovoljile uvjet ,,dobrog izvora“ (Anonymus 1). S obzirom na koli¢inu od 2 g vlakana na 100
g proizvoda (Giampieri i sur., 2012), jagoda ne udovoljava niti jedan od prije spomenutih
uvjeta, stoga se ne moze smatrati dobrim izvorom vlakana.

Od organskih kiselina najzastupljenija je limunska kiselina (80 %), ¢iji udio ne ovisi 0
stupnju zrelosti ploda. Ipak, sadrzaj limunske kiseline uvelike utjeCe na pH vrijednost,
stabilnost boje i aktivnost oksidacijskih enzima (Sood i Dogra Bandral, 2019).

Za percepciju arome jagode posebno je vazan omjer Secera i kiselina, pa tako omjer
topljive suhe tvari (engl. Total Soluble Solids, TSS) i kiselina od 8,52/13,79 doprinosi punoj
aromi jagode. Jagode s niskim pH (3,27-3,86) imat ¢e atraktivniju crvenu boju, dok su jagode
s visokom TSS (8.0-11,5 %) najpogodnije za preradu (Sood i Dogra Bandral, 2019). detaljan
prikaz kemijskog sastava jagode prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav jagode (Sood i Dogra Bandral, 2019; Giampieri i sur., 2012)

Komponenta 100 g svjezeg ploda
Voda (g) 90,95
Energija (kcal) 32
Masti (g) 0,3
Ugljikohidrati (g) — ukupni 7,68
Glukoza (g) 1,99
Fruktoza (g) 2,44
Saharoza (Q) 0,47
Vlakna (g) 2,0
Proteini (g) 0,67
Kalij (mg) 153
Kalcija (mg) 14



Tablica 1. Kemijski sastav jagode (Sood i Dogra Bandral, 2019; Giampieri i sur., 2012)-

nastavak
Zeljezo (mg) 0,38
Magnezij (mg) 0,29
Vitamin C (mg) 58,8
Folat (ug) 24
Vitamin A (IU) 27
Vitamin E (mg) 0,14
Niacin (mg) 0,23
Pantotenska kiselina (mg) 0,34

Reputaciju jagodama kao voca sa znakovitim mikronutritivnim sastavom osigurao je
vitamin C ¢ije zabiljezene vrijednosti prelaze 50 mg na 100 g ploda $to je vise od 50 %
preporuc¢enog dnevnog unosa ovog vitamina za odraslu osobu (Giampieri i sur., 2012). Osim
Sto se radi o potentnom antioksidansu s isto tako esencijalnom ulogom odrzavanja optimalnog
imunoloskog odgovora (Carr i sur., 2017), vitamin C se smatra solidnim indikatorom kvalitete
hrane, poglavito tijekom skladiStenja i prerade (Sapei i Hwa, 2014). UvrijeZeno je misljene da
ukoliko je koncentracija vitamina C u namirnici dobro ocuvana, istovremeno ¢e i koncentracije
drugih nutrijenata pratiti slican trend (Sapei 1 Hwa, 2014). Imaju¢i u vidu znacajne koli¢ine
vitamina C u jagodama, ali i Cinjenicu da je isti izuzetno podloZan degradaciji tijekom
skladiStenja, optimalno Cuvanje 1 obrada jagoda od velike su vaznosti za plasiranje kvalitetnog

konacnog proizvoda potroSacima (Sapei i Hwa, 2014).

2.1.2. Bioaktivni spojevi jagode

Uvrijezena klasifikacija polifenola prema osnovnoj kemijskoj strukturi ukljucuje
podjelu na dvije velike podskupine, flavonoidne polifenole i ne-flavonoidne polifenole
(Durazzo i sur., 2019). Svaka od navedenih podskupina podlijeZe daljnjoj podijeli, no za jagodu
su znacajniji polifenoli iz prvotno spomenute skupine (Giampieri i sur., 2012). Pored njih
takoder su prisutni hidrolizirani tanini uz nesto slabiju zastupljenost kondenziranih tanina kao

predstavnika ne flavonoidnih polifenola (Giampieri i sur., 2012).



Flavonoli, flavanoli i antocijani, podskupine su prethodno spomenutih flavonoida
karakteristicnih za vrste roda Fragaria. Potonji antocijani, istiCu se kao kvantitativno
najznacajnije bioaktivne komponente jagode od kojih prednjace pelargonidin 3-glukozid i
cijanidin 3-glukozid te njihovi derivati (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2015). Koncentracija ukupnih
antocijana prema rezultatima dosadasnjih znanstvenih istraZivanja iznosi od 150 mg kg™
sviezeg ploda jagode pa sve do 800 mg kg™ (Fiarescu i sur., 2020; Giampieri i sur., 2012).

Milosavljevié i sur. (2020) ispitivali su fenolni sastav 12 razli¢itih sorti jagoda s ciljem
identificiranja onih najpotentnijih po pitanju antioksidacijskog kapaciteta s obzirom da isti
dijelom ovisi upravo o prisustvu pojedinih polifenolnih spojeva. U istrazivanje su uklju¢ene
sorte 'Roxan’, 'Arosa’, 'Joly', 'Alba’ i 'Asia’ koje dozrijevaju tijekom lipnja, a komercijalno se
uzgajaju na podrucju Srbije. Zatim sorte 'Jenny’, 'Laetitia’, 'Garda’ i 'Primy' Karakteristi¢ne za
Italiju koje takoder prinos daju tijekom lipnja te posljednje 'Albion’, ‘Capri'i 'Irma’, ¢iji je prinos
dostupan kontinuirano tijekom nekoliko mjeseci (Milosavljevi¢ i sur., 2020). Istrazivanje je
ukljucivalo spektrofotometrijsko odredivanje ukupnog udjela polifenola (engl. Total Phenolic
Content, TPC) i antocijana (engl. Total Anthocyanin Content, TACY), ukupni antioksidacijski
kapacitet (engl. Total Antioxidant Capacity, TAC) te udio topljive suhe tvari (engl. Total Soluble
Sugar, TSS). Minimalni standard TSS za prihvatljiv harmonic¢an okus iznosi 7 %, pa su se sorte
'Arosa’, 'Garda’ i 'lIrma’ vrijednostima od 6,67, 6,53 i 6,27 % TSS pokazale suboptimalnima,
dok su se 'Primy', 'Jeny' i 'Joly' s vrijednostima 8,75, 8,33 1 8,13 % TSS pokazale kao najbolje
(Milosavljevi¢ i sur., 2020). Sorta ,,Laetitia®, dominirala je s TAC vrijednosc¢u s iznosom od
3,99 + 0.44 mg AsA equiv (engl. Ascorbic acid equivalents) po gramu svjeze mase §to je
primjerice 63,2 % veca vrijednost od najmanje izmjerene kod sorte ‘Alba’ (1,47 £ 0,78 mg AsA
equiv g ). Sli¢an trend zabiljezen je kod TPC pa su 'Laetitia’ i 'Joly' prednjagile s vrijednostima
od 1,07 +0,03i 0,88 + 0,09 mg GAE (engl. Gallic Acid Equivalents) g svjeze mase, odnosno
¢ak 57 % i 47,7 % vise u odnosu na sortu ,,Irma‘ kao najlosiju obzirom na navedeni parametar
(Milosavljevi¢ i sur., 2020). TACY vrijednosti od 12,10 + 0,58 mg C-3-G equiv (engl.
Cyanidin-3-glucoside equivalents) 100 g svjeze mase za sortu 'Laetitia’ te 14,48 + 0,30 za
sortu 'Joly' su ¢ak 82,2 % i 85,2 % vise u odnosu na najmanje izmjerenu kod sorte ‘Jeny' (2,15
+ 0,22 mg C-3-G equiv 100g™* svjeze mase) (Milosavljevié i sur., 2020).

Razlozi velikom interesu proucavanja antocijana i drugih polifenolnih spojeva jesu
njihovi potencijalno korisni ucinci na ljudsko zdravlje (LOpez-Pedrouso i sur., 2020). Smatra
se kako upravo polifenolni spojevi u vocu i povréu svojim antioksidacijskim, antitromboti¢nim
1 protuupalnim svojstvima imaju znacajan doprinos kardiovaskularnom zdravlju (Krga i

Milenkovi¢, 2019). Medutim, da bi isti mogli ostvariti svoj bioloski u¢inak, njihova dostupnost
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u cirkulaciji i okolnim tkivima je osnovni preduvjet (Krga i Milenkovi¢, 2019). Czank i sur.
(2013) proucavali su apsorpciju, distribuciju, metabolizam i izlu¢ivanje izotopski obiljezenog
cijanidin-3-glukozida. Rezultati istrazivanja sugeriraju bioraspolozivost od ¢ak 12,4 % ovog
antocijana Sto je oprecno do tada zabiljezenim rezultatima drugih istraZzivanja koja su
konstantno ukazivala na bioraspolozivost manju od 1 % (Czank i sur., 2013). Vazno je naglasiti
da se antocijani mogu apsorbirati u intaktnoj formi u zelucu, no u tankom crijevu podlijezu
degradaciji te dospjevsi u cirkulaciju podlijezu konjugacijskim reakcijama metabolizma
posredstvom enzima faze | i I $to je direktan razlog identifikacije njihovih brojnih metiliranih,
sulfo-konjugiranih i glukuronidnih derivata (Krga i Milenkovi¢, 2019). Upravo su metaboliti
antocijana u fokusu mnogih istrazivanja obzirom da isti ispoljavaju specificna bioaktivna
svojstva na ljudski organizam (Krga i Milenkovi¢, 2019; Czank i sur., 2013).

Pored antocijana, elagitanini su znacajni konstituenti polifenola jagode ¢iji metabolizam
nije istovjetan antocijanima (Lorenzo i sur., 2008). Elaginska kiselina koja nastaje hidrolizom
elagitanina loSe se apsorbira te podlijeze bakterijskoj razgradnji u kolonu pri ¢emu nastaju
urolitini (Sandhu i sur., 2018). Urolitini takoder podlijezu konjugacijskim reakcijama, pa se u
krvi mogu detektirati njihovi razli¢iti derivati poput urolitina A i urolitina B glukuronida
(Sandhu i sur., 2018). Za razliku od mnogih polifenolnih spojeva i njihovih metabolita,
navedeni urolitini ne posjeduju znacajnu antioksidacijsku aktivnost, no in vitro studije ukazuju
na potencijalne antikancerogene u¢inke na stanicama raka dojke, prostate i kolona (Truchado i
sur., 2011). Ipak, rezultati Sandhu i sur. (2018) ukazuju na individualne razlike u pojavnosti
urolitina u krvi gdje je kod pojedinih ispitanika identificiran samo jedan od navedena dva, a
kod vecine ispitanika nije bio prisutan niti jedan. Rezultati su u suglasnosti s onima provedenim
od strane Truchada i sur. (2011) koji su takoder analizirali urin ispitanika, a na temelju
detektiranih razina urolitina u urinu, ispitanici su svrstani u kategorije lo$ih, srednjih odnosno
visokih proizvodaca urolitina. Kao potencijalno objasnjenje u oba sluCaja autori navode
prisustvo odredenih bakterijskih vrsta o kojima ovisi proizvodnja urolitina i njihovih derivata,
medutim iste nisu definirane (Sandhu 1 sur., 2018; Truchado 1 sur., 2011). Drugim rijec¢ima,
koncentracija pojedinih urolitina i derivata moZe posluZiti kao svojevrsni indikator crijevne
dishioze koja u konac¢nici moze ograniciti potencijal koji urolitini imaju na zdravlje (Sandhu i
sur., 2018).



2.1.3. Sok od jagode

Pandemija kroni¢nih nezaraznih bolesti povezanih s nepravilnom prehranom rezultirala
je povecanim interesom za evaluacijom razli¢itih prehrambenih strategija njihove prevencije.
Nezaobilazna stavka gotovo svih svjetskih smjernica u tom pravcu jest poveé¢ana konzumacija
voca i povréa. Razlog tome, pored bogatog mikronutritivnog sadrzaja navodi se i prisustvo
velikog broja funkcionalnih sastojaka koji konzumirani u adekvatnim koli¢inama pokazuju
pozitivan utjecaj na zdravlje (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2020). Upravo je to potaklo interes
prehrambene industrije za razvojem funkcionalne hrane odnosno njenog uvrstavanja medu
paletu svojih proizvoda (Granato i sur., 2020).

S obzirom na prisustvo za jagodu karakteristicnih polifenolnih spojeva poput
flavonoida, antocijana i fenolnih kiselina, sok od jagode poceo je privlaciti interese ne samo
zbog nutritivne vrijednosti, ve¢ i potencijalnih zdravstvenih Koristi proizaslih upravo iz doti¢nih
spojeva (Yildiz i sur., 2020). Polifenoli jagode znacajni su zbog mogucnosti blokiranja
djelovanja slobodnih radikala, reguliranja ekspresije gena putem moduliranja metabolizma i
antioksidacijskin mehanizama te prevenciju DNK ostecenja (Yildiz i sur., 2020). Takoder,
konzumacija voénog soka moze imati korist jednaku preporué¢enoj dnevnoj konzumaciji voca
(Benton i Young, 2019).

Voéni sok definiran je kao proizvod jedne ili viSe vrsta zdravog, tehnoloski zrelog,
svjezeg ili ohladenog voca koje nije fermentiralo, ali moZe fermentirati. Pri tome organolepticka
svojstva soka moraju odgovarati vocu od kojeg je isti i proizveden. Kao sirovina za proizvodnju
soka moze posluziti voc¢e ili voéna kaSa, a soku se moze dodati samo aroma, pulpa i Cestice
voc¢nog tkiva izdvojene tijekom procesa proizvodnje. Za razliku od voénog nektara, u voéni sok
nije dozvoljen dodatak Secera, Pravilnik (2013).

Osim $to dodatak Secera u voéni sok nije prihvatljiv zbog stroge zakonske regulative,
isti interferira sa zahtjevima potrosac¢a koji sve vise streme nutritivno kvalitetnijim proizvodima
uz mogucnosti §to vece sli¢nosti s onim ,,svjeze™ pripremljenim (Cassani i sur., 2018). Upravo
su takvi trendovi doveli do razmiSljanja o alternativnim ,,funkcionalnim* dodacima voénim
sokovima odnosno razvoju funkcionalnih sokova koji bi se isticali dodatno modificiranim
nutritivnim sastavom s ciljem potenciranja blagotvornih u¢inaka na zdravlje potrosaca (Cassani
i sur., 2018; Horackova i sur., 2018). Primjerice, inulin i oligofruktoza glase kao jedni od
najistrazivanijih prebiotika te su mogucénosti njihova dodatka u sok od jagode viSe puta
istrazivane od strane Cassanija i sur. (2018). Isto tako, voéni sokovi pa tako i sok od jagode

predstavlja potencijalno dobar supstrat za dodatak probiotika. Horackova i sur. (2018)
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mogucnosti vide u ¢injenici kako vitamin C u soku moze posluziti boljoj odrzivosti probiotika
snizavaju¢i redoks potencijal, dok Seceri i1 organske kiseline predstavljaju izvor ugljika uz
istovremenu zastitnu ulogu celuloze tijekom skladistenja i proizvodnje. Isti autori, prilikom
evaluacije dodatka Bifidobacterium vrsta u sok od jagode i jabuke, isti¢u unos probiotika putem
vo¢nih sokova kao opciju kod laktoza netolerantnih potrosaca, ali i ostalih koji izbjegavaju
mlije¢ne proizvode (Horackova i sur., 2018).

Jagoda predstavlja izvrsnu sirovinu za proizvodnju vo¢nog soka, no isto tako postoje
1 otegotne okolnosti na koje treba obratiti paznju prilikom industrijske prerade. Jednu od
osnovnih zapreka predstavlja visoki udio vode koji u stani¢nim tkivima jagode iznosi oko 90
% (Giampieri i sur., 2012). Kako je voda medij za odvijanje razli¢itih kemijskih i biokemijskih
reakcija, ali 1 predstavlja plodno tlo za razmnozavanje mikroorganizama, zamrzavanje je stoga
nuzno u svrhu ocuvanja kvalitete sirovine i kona¢nog proizvoda (De Ancos i sur., 20006).
Kristalizacijom vode do koje dolazi prilikom zamrzavanja, smanjuje se aktivitet vode u biljnim
stanicama S§to se negativno odrazava na odvijanje biokemijskih reakcija s obzirom da
funkcionalnost mnogih enzima ovisi o temperaturi (De Ancos i sur., 2006). lako zamrzavanje
ne mozemo smatrati biocidnom mjerom, poprilicno uspjesno potiskuje mikrobni rast (De Ancos
i sur., 2006). Problem zamrzavanja, odnosno kristalizacije vode unutar biljnog tkiva za
prehrambenu industriju jest §to ista nerijetko rezultira narusavanjem integriteta stani¢nih stjenki
i kona¢no smeksanjem tkiva (De Ancos i sur., 2006). Rjesenje je brzo zamrzavanje prilikom
kojeg se formiraju manji kristali¢i leda koji u manjoj mjeri naruSavaju stani¢nu strukturu i
kvalitetu proizvoda (De Ancos i sur., 2006).

Avitabile-Leba i sur. (2006) prilikom proucavanja nekoliko sorti jagode navode kako su
za industrijsku preradu idealni plodovi srednje veli¢ine, Zarko crvene boje s nesto tamnijom
pulpom. Isto tako, nuzan je preduvjet optimalna vrijednost topive suhe tvari, a u istom radu svi
su uzorci pokazivali vrijednosti izmedu 7 i 10 °BriX, §to autori smatraju prihvatljivim za daljnju
preradu (Avitabile- Leba i sur., 2006).

Cesta je praksa da se prije same proizvodnje soka svjezi plodovi jagode ili pasirani u
pire, podvrgnu zamrzavanju ili ¢uvaju na temperaturi hladnjaka do daljnje obrade (Yildiz i sur.,
2020; Buve i sur., 2017). Koraci u proizvodnji pirea ukljuc¢uju pranje i sortiranje plodova,
pasiranje, opcionalno dodatno filtriranje, inkubaciju pirea u spremnike prije pasterizacije te
kona¢nu pasterizaciju (Teribia i sur., 2021). Pasiranje se odvija u kontroliranoj atmosferi
dodatkom dusika kao inertnog plina ¢ime se prevenira oksidacija proizvoda (Buve i sur., 2017).
Nakon pasiranja obi¢no slijedi ekstrakcija u ekstraktoru, a potom centrifugiranje i filtracija kako

bi maksimalno izdvojile ¢vrste Cestice od tekuce faze. Od presudne je vaznosti da se punjenje
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proizvoda u za to predvidenu ambalazu provede u asepti¢nim i vakuumskim uvjetima. Ovim
nacinom minimalizira se odvijanje kisikom kataliziranih enzimskih reakcija, kontaminacija
proizvoda te dulja stabilnost prilikom skladistenja (Yildiz i sur., 2020; Buve i sur., 2017).
Korak koji ¢e u konacnici vjerojatno i najviSe odrediti kvalitetu, ali i trajnost
proizvoda jest pasterizacija. U prvom planu ona je nuzna zbog osiguravanja mikrobioloske, a
time i zdravstvene ispravnosti proizvoda. Pored toga, pasterizacijom se osigurava inaktivacija
enzima odgovornih za promjenu boje proizvoda, a to su polifenol oksidaza i oksidoreduktaza
do ¢ijeg oslobadanja i djelovanja najc¢esce dolazi prilikom mehani¢ke obrade plodova (Teribia
i sur., 2021). Razlog promjeni boje jest formiranje smedih pigmenata (melanoidina), u ovom
sluCaju reakcijama kataliziranim gore navedenim enzimima u prisustvu kisika. Doti¢ne reakcije
poznate su kao reakcije enzimskog posmedivanja (Teribia i sur., 2021; Buve i sur., 2017).
Takoder, degradacija crvene boje jagode i njenih proizvoda posljedica je i degradacije
antocijana u slabije obojene produkte. lako je za to dijelom odgovoran enzim antocijan-f-
glukozidaza poznat i pod nazivom antocijanaza (Oren-Shamir, 2009), antocijani su termolabilni
pigmenti, stoga se pasterizacija cesto negativno reflektira na boju soka (Bursa¢ Kovacevic i
sur., 2016a; Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016b). Suprotno reakcijama enzimskog posmedivanja,
reakcije neenzimskog posmedivanja odnose se na degradaciju askorbinske kiseline i
Maillardove reakcije te u odredenoj mjeri i oksidacije i polimerizacije polifenola. Promjene
boje uzrokovane neenzimatskim posmedivanjem dogadaju se u ve¢oj mjeri nakon pasterizacije
1 tijekom skladiStenja te kao takve predstavljaju veliki izazov za prehrambenu industriju pri
dugoro¢nom osiguranju kvalitete proizvoda (Teribia i sur., 2021; Buve i sur., 2017). Iz tog
razloga, sve vecu paznju privlace nove ne-termalne metode pasterizacije proizvoda koje bi osim
zahtjeva mikrobioloske ispravnosti, zadovoljile 1 sve vece zahtjeve potroSaca za kvalitetnim
proizvodima vodeci se pri tome o¢uvanjem senzorskih, ali i nutritivnih karakteristika.
Prema istrazivanju Buve i sur. (2017) promjena boje tijekom skladiStenja soka od jagode
(20 °C tijekom 2 tjedna, 28 °C tijekom 32 tjedna, 35 °C tijekom 12 tjedana i 42 °C tijekom 8
tjedana, sve u odsustvu svjetla), smatra se kriti¢cnim parametrom kvalitete te ¢e upravo ona
odrediti prihvatljivost proizvoda od strane potrosaca. U prilog navedenom govore i drugi autori
isticuci kako je boja prva karakteristika koju ¢e potrosaci primijetiti i shodno tome prihvatiti
odnosno odbiti proizvod (Gabri¢ i sur., 2018; Bursa¢ i sur., 2007).
Aroma, koja je takoder neizostavna stavka senzorske karakterizacije soka od jagode, u
istrazivanju Buve i sur. (2017) nije se pokazala kriti¢cnim ¢imbenikom prihvatljivosti proizvoda
medu ispitanicima. Potonje je u najmanju ruku zanimljivo s obzirom na ¢injenicu kako se

pojedine komponente arome (npr. esteri i aldehidi) znac¢ajno mijenjaju pod utjecajem razlicitih
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parametara skladiStenja (npr. vrijeme i temperatura). Rezultati istrazivanja Siegmunda i sur.
(2001) pokazuju povecanje koncentracije nepozeljnih komponenata arome poput furfurala i
dimetil sulfida tijekom skladistenja pri temperaturi 37 °C kroz Sest mjeseci. Formiranje prvotno
navedenog furfurala u korelaciji je s degradacijom askorbinske kiseline tijekom skladiStenja.
Koncentracija estera koji jagodi daju karakteristi¢nu voénu aromu s vremenom se o¢ekivano
smanjivala. Vrijednosti su mjerene svakih tjedan dana Sto otprilike odgovara uvjetima ¢uvanja
od 2 mjeseca pri temperaturi 20 °C = 2 °C, a ve¢ nakon 3 tjedna zabiljezene su i znacajne
promjene u okusu gdje su ispitanici naveli gubitak svjeze, voéne arome karakteristi¢ne za
jagodu. U konacnici, kao idealnu temperaturu skladiStenja autori su naveli onu izmedu 4-6 °C
(Siegmund i sur., 2001).

Kako bi se gubici uslijed djevovanja temperature tijekom obrade vo¢nih sokova sveli na
najmanju moguéu mjeru, u posljednje se vrijeme sve vise istrazuje primjena inovativnih
tehnologija obrade (npr. visoki hidrostatski tlak, ultrazvuk, pulsirajuce elektricno polje i dr.).
Sto je i o&ekivano, obzirom da ove tehnologije omoguéuju niZe temperature obrade u usporedbi
s pasterizacijom, bez naruSavanja nutritivnih i senzorskih obiljezja, a uz osiguranje zdravstvene

ispravnosti (gkegro i sur., 2021; Kostelac i sur., 2020; Bursa¢ Kovacevic i sur., 2019).

2.1.4. Stabilnost fenolnih spojeva soka od jagode

Uloga polifenola jagode kao bioaktivnih spojeva s pozitivnim ucincima na zdravlje s
naglaskom na njihovu antioksidacijsku aktivnost ve¢ je pojasnjena ranije. S obzirom da se radi
0 izuzetno vrijednim spojevima s aspekta zdravlja potrosaca, ali istovremeno jako nestabilnim,
minimiziranje njihovih gubitaka predstavlja imperativ pri proizvodnji prehrambenih proizvoda,
konkretno soka. Kako sam proces proizvodnje soka ukljucuje nekoliko koraka, a izmedu
ostalog i toplinsku obradu, koncentracija fenolnih spojeva u kona¢nom proizvodu moze se
znacajno smanjiti. Pored uvjeta prerade, pozornost takoder treba obratiti 1 na uvjete skladiStenja
(Giampieri i sur., 2012).

Klopotek i sur. (2005) su usporedivali koncentraciju ukupnih fenola i antocijana prilikom
prerade jagoda u razliite proizvode poput kaSe, soka, nektara i voénog vina. Izmjerena
koncentracija ukupnih fenola u plodu jagode prije obrade iznosila je 257 = 2 mg GAE (GAE,
engl. Gallic acid equivalents) na 100 g svjeze mase. Zanimljivo je kako je ve¢ mehanicka
obrada dovela do 15 % gubitka ukupnih fenola, a filtrirani sok nakon kompletne mehanicke
obrade sadrzavao je svega 50 % ukupnih fenola u odnosu na svjezi plod. Pasterizacija pri

temperaturi od 85 °C tijekom 5 minuta, koja je uslijedila nakon filtracije uzrokovala je daljnji
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gubitak od 27,2 % ukupnog sadrzaja fenola. Suprotan trend zabiljezen je za koncentraciju
antocijana koja se nakon inicijalne mehanicke obrade Cak i poveéala u odnosu na onu
zabiljezenu kod svjezih plodova. Moguée objasnjenje pripisuje se procesu pasiranja tijekom
kojeg dolazi do kontinuiranog otpustanja antocijana iz stani¢nih struktura u usporedbi s cijelim
plodovima koji se ne podvrgavaju znacajnijoj mehanickoj obradi koja bi dovela do oStec¢enja
stanica 1 otpustanja sadrzaja. Ipak, udio antocijana u pasteriziranom soku je smanjen te je
iznosio je 67 % od inicijalne koli¢ine od 42,2 + 0,3 mg pelargonidin-3-glukozida na 100 g
svjezeg ploda (Klopotek 1 sur., 2005).

Piljac-Zegarac i sur. (2009) su ispitivali promjene u fenolnom sastavu razli¢itih voénih
sokova hrvatskog trziSta pohranjenih na 4 °C tijekom 29 dana. Kako bi se postigli
reprezentativni uvjeti sli¢ni onima u kucanstvu, sokovi su otvarani jednom dnevno i ¢uvani na
tamnom mjestu. Bitno je naglasiti da se u ovom istrazivanju koristio nektar od jagode s 40 %
udjela voca u suhoj tvari. Inicijalna koncentracija ukupnih fenola u nektaru jagode iznosila je
1302,1 + 97,4 mg GAE L. Tijekom prvih 48 sati skladistenja pri 4 °C, koncentracija ukupnih
fenola imala je uzlazni trend te je iznosila 1671,2 + 88,3 mg GAE L™ §to je porast od 28,35 %
u odnosu na pocetne vrijednosti. Nakon 48 sati, uslijedilo je smanjenje koncentracije, da bi ista
na posljednji dan mjerenja odnosno 29. dan skladistenja iznosila 1388,7 + 49,3 mg GAE L §to
je za 6,65 % porast u odnosu na inicijalnu koncentraciju. Navedeni rezultati u pravilu sugeriraju
povecanje ukupnog udjela polifenola u nektaru od jagode tijekom skladiStenja, no autori navode
kako je tijekom skladistenja vrlo izgledno doSlo do formiranja odredenih spojeva koji su
reagirali s Folin-Ciocalteu reagensom, koji je koristen u metodi odredivanja, i time utjecali na
konacan rezultat. Kao logic¢an zakljucak navodi se kako skladiStenje pri gore navedenim
uvjetima nije dovelo do smanjenja sadrzaja ukupnih fenola (Piljac-Zegarac i sur., 2009).

Usporedujuéi koncentracije ukupnih antocijana u jagodama i soku od jagode, Verbeyst i
sur. (2012) nisu zamijetili znacajne razlike, a iste su iznosile 270,6 + 15,8 ekvivalenata
pelargonidin-3-glukozida (Eq. Pg-3-G) g u jagodama odnosno 272,8 + 38,9 Eq Pg-3-G gt u
soku. Koncentracije ukupnih fenola u soku od jagode (430,1 + 5,6 pg GAE g) znacajnije su
se smanjile u odnosu na one izmjerene u samim jagodama (593,2 + 7,3 ng GAE g!). Navedeni
rezultati odnose se na sok proizveden pomocu kuénog ekstraktora tj. sokovnika. U radu su
takoder ispitivane i koncentracije soka dobivenog enzimskom ekstrakcijom, no unato¢ visem
prinosu koncentracije antocijana i ukupnih fenola pratile su slican trend kao i u prethodno

navedenom postupku.
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2.2. Tehnologija pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) u konzerviranju voénih sokova

Mogucnosti koje pravilna prehrana nudi u pogledu zdravstvenih beneficija i prevencije
kroni¢nih nezaraznih bolesti, dovele su do povecanog interesiranja potrosaca o nutritivnim
vrijednostima konzumirane hrane pri ¢emu je poseban naglasak stavljen na namirnice biljnog
podrijetla s obzirom da su iste nezaobilazni konstituent pravilne prehrane (Koubaa i sur., 2018;
Elez-Martinez i sur., 2017). Imajuéi u vidu kako prerada i skladi$tenje namirnica moze uvelike
narusiti kvalitetu i prihvatljivost proizvoda, vaznu ulogu prilikom odabira biljnih namirnica,
voca i povréa specificno, igra njihova svjezina (Elez-Martinez i sur., 2017; Odriozola-Serrano
i sur., 2013). Ipak zbog ogranicenja koja se u prvom planu odnose na rok trajanja, ali i
dostupnost svjezih namirnica, konzerviranje je neophodno, a kao najrasirenija metoda koristi
se termalna obrada (Koubaa i sur., 2018). Kako ista moze narusiti senzorska i nutritivna
svojstva proizvoda (Koubaa i sur., 2018; Odriozola-Serrano i sur., 2013), inovativne metode
konzerviranja predlozene su kao mogucéa alternativa koja bi istovremeno omogudila
zdravstveno ispravan proizvod, ali i udovoljila zahtjevima potro$aca za nutritivnom kvalitetom
(Koubaa i sur., 2018).

Tehnologija pulsirajuéeg elektri¢nog polja (eng. Pulsed Electric Field, PEF) namece se
kao potencijalno korisna metoda konzerviranja kojom je moguée ostvariti inaktivaciju
patogenih mikroorganizama i enzima odgovornih za degradaciju kvalitete namirnica, a pri tome
minimalno utjecati na nutritivni sastav proizvoda (Koubaa i sur., 2018). Osnovni princip rada
ove tehnologije jest aplikacija visokog napona (0,5-80 kV cm-1) putem kratkih ,,impulsa“ (ms
do ns) na hranu smjesStenu izmedu dvije elektrode (Elez-Martinez i sur., 2017). Ovim na¢inom
narusava se razlika membranskog potencijala mikroorganizama Sto posljedi¢no dovodi i do
naruSavanja integriteta membrane odnosno formiranja pora (elektroporacija) i porasta
permeabilnosti membrane (Koubaa i sur., 2018; Elez-Martinez i sur., 2017). Takoder, bitno je
napomenuti da uslijed PEF tretmana, stvaranje pora u stani¢noj membrani moZe biti
reverzibilno 1 ireverzibilno. Jednom nastale ireverzibilne promjene, dovest ¢e do konacnog
raspada stanice (Gabri¢ 1 sur., 2018; Koubaa i sur., 2018).

lako tijekom procesa zbog prijenosa energije dolazi do porasta temperature tretiranog
uzorka, ona u pravilu ne prelazi 40 °C, stoga se ova tehnologija ispituje kao alternativa
termickim postupcima obrade hrane (Salehi 2020; Koubaa i sur., 2018). Ipak primjena
tehnologije pulsirajuceg elektricnog polja joS uvijek je ogranicena isklju€ivo na teku¢i medij,
pa je u fokusu mnogih istrazivanja upravo njena primjena u svrhu konzerviranja vo¢nih i

povrtnih sokova (Elez-Martinez i sur., 2017; Odriozola-Serrano i sur., 2013). Osim u svrhu
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osiguravanja mikrobioloSke ispravnosti sokova, gore opisani principi degradacije membrane
mogu posluziti i u svrhu ekstrakcije pojedinih bioaktivnih spojeva iz stani¢nih odjeljaka Sto
ovoj nekonvencionalnoj metodi dodaje jo$ jednu dimenziju unaprijedena nutritivne kvalitete
voc¢nih sokova (Koubaa i sur., 2018; Elez-Martinez i sur., 2017).

Ucinkovitost PEF tehnologije ovisit ¢e o nekoliko faktora poput jakosti elektricnog
polja, duljini impulsa, frekvenciji impulsa, ukupnom vremenu procesiranja, polarnosti medija,
ali i temperaturi procesiranja (Salehi, 2020). Isto tako, karakteristike samog soka poput pH
vrijednosti, aktiviteta vode, ali i udjela topljive suhe tvari utjecat ¢e na ucinkovitost tretiranja i
to u kontekstu mikrobne inaktivacije (Salehi, 2020). Takoder, elektricna konduktivnost
(provodljivost) medija, u ovom slucaju soka, predstavlja jo§S jedan bitan parametar PEF
procesiranja (Salehi, 2020). Sto je razlika u elektriénoj konduktivnosti izmedu soka i mikrobne
membrane veca, povecat ¢e se 1 ,,strujanje iona preko membrane $to za rezultat ima upravo
slabljenje njezine strukture, pa je sam proces puno uspjesniji (Salehi, 2020). Iz tog razloga
tehnologija pulsiraju¢eg elektricnog polja puno je efektivnija u sokova s nizom elektri¢cnom
konduktivnos¢u (Salehi, 2020).

lako PEF tehnologija predstavlja svojevrsnu inovaciju na podrucju prehrambene
industrije, ona ima i svoje nedostatke. Prethodno spomenuta mikrobna inaktivacija limitirana
je na vegetativne stanice, $to bi znacilo da je problem rjeSavanja sporogenih mikroorganizama
i dalje aktualan (Arshad i sur., 2020; Gabri¢ i sur., 2018). Ograni¢enja su takoder zabiljezene
kod sokova s visokim udjelom bjelancevina gdje zbog jakosti apliciranog elektricnog polja
moze do¢i do denaturacije proteina (Salehi, 2020; Kempkes, 2017), dok je slabija ucinkovitost
PEF procesiranja takoder zabiljezena 1 kod sokova s viSim sadrZzajem masti (Salehi, 2020).
Poseban izazov predstavlja formiranje mjehuri¢a zraka unutar tretiranog medija $to nakon
izlaganja visokom naponu dovodi do dielektri¢nog raspada (Arshad i sur., 2020; Gabri¢ i sur.,
2018).

Sama izvedba uredaja za provodenje PEF tehnologije mora sadrzavati izvor energije
(visokog napona), komoru za tretiranje hrane, generator impulsa te sustav za kontrolu i
nadziranje procesa (Arshad i sur., 2020; Kumar i sur., 2015). Otegotna okolnost za primjenu
PEF tehnologije u komercijalne svrhe jest visoka cijena uredaja (Kempes 2017; Kumar i sur.,
2015). Prema nekim procjenama cijena jednog komercijalnog PEF uredaja s kapacitetom
proizvodnje izmedu 1000 1 10000 L h'1 krece se izmedu 500 000 i 1 000 000 americkih dolara
(Kumar 1 sur., 2015). Prvi PEF uredaj s komercijalnim potencijalom proizvela je kompanija
,Diversified Technologies, Inc.” za Sveuciliste Ohio u SAD-u 2000. godine, a kapacitet
proizvodnje mu je iznosio izmedu 1000 i 5000 L h™* (Kumar i sur., 2015).
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Prvi voéni sok proizveden PEF tehnologijom plasiran je na trziSte SAD-a 2005. godine
od strane ,,Genesis Juice Corporation®, a isti je odobrila americka FDA (engl. Food and Drug
Administration) (Kempkes, 2017). Za primjer, u Europskoj uniji ne postoji zasebna legislativa
kojom se regulira hrana procesirana PEF tehnologijom (Nowosad i sur., 2021).

Iako upotreba navedene tehnologije podlijeze ,,Uredbi (EU) 2015/2283 Europskog
parlamenta i vijeca o novoj hrani, hrana proizvedena PEF tehnologijom ne moze se smatrati
,hovom‘ obzirom da proces proizvodnje ne utjece na znacajne promjene njene kompozicije i
strukture, nutritivne vrijednosti, metaboliziranja ili pojavu neZeljenih tvari u istoj (Nowosad i
sur., 2021).

Procjenjuje se da je od 2015. godine otprilike 100 razli¢itih PEF uredaja u pogonu
diljem svijeta od kojih je viSe od polovice namijenjeno za industrijsku upotrebu (Kempkes,

2017).

2.2.1. Primjena tehnologije pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) u obradi soka od jagode

Sok od jagode s obzirom na svoj nutritivni sastav predstavlja odli¢an supstrat za rast
razli¢itih bakterija, kvasaca i plijesni (Yildiz i sur., 2020). Od posebnog su znacaja patogene
bakterije poput Escherichie Coli O157:H7 ili Salmonella spp. ¢ije je suzbijanje rasta poprilican
izazov u svrhu ocuvanja mikrobioloSke stabilnosti soka (Yildiz i sur., 2020). lako se potonje
efektivno postize termalnom pasterizacijom (72 °C, 15 s ili 63 °C, 30 min) istovremeno se
degradira kvaliteta soka koja se ocituje nutritivnim sastavom, organoleptickim svojstvima, ali 1
prisustvom bioaktivnih spojeva (Yildiz i sur., 2020).

Yildiz i sur. (2020) usporedivali su utjecaj tehnologije pulsirajuceg elektriénog polja
(PEF) s konvencionalnom termalnom pasterizacijom (72 °C, 15s) na prisutnu mikrofloru soka
(aerobne bakterije, kvasci, plijesni) i fizikalno-kemijska svojstva (pH, udio suhe tvari, ukupne
kiseline). Pri uvjetima PEF procesiranja (35 kV cm™, 155 Hz, 27 ps) maksimalna temperatura
tijekom trajanja cijelog procesa nije prelazila 46 °C. Nakon primjene PEF tehnologije broj
ukupnih mezofilnih, aerobnih bakterija smanjen je s 3,1 + 0,1 log CFU mL™ kod svjezeg soka
na 1,9+ 0,1 log CFU mL?, dok je broj kvasaca i plijesni isto tako smanjen s inicijalnih 3,4 +
0,0 log CFU mL™ na 1,8 + 0,2 log CFU mL™. Rezultati su usporedivi s rezultatima termalne
pasterizacije gdje je u oba slucaja broj smanjen na vrijednosti ispod 2 CFU mL™. lako autori
rezultate navode kao obecavajuée u pogledu primjene netermalne tehnologije na suzbijanje
mikrobne populacije, iste nisu u skladu s FDA regulativom koja preporuca redukciju od 5 log

(Yildiz i sur., 2020). Sto se ti¢e fizikalno kemijskih svojstava, PEF tehnologija nije zna¢ajno
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utjecala na udio ukupne suhe tvari, pH vrijednost kao ni udio kiselina, a niti se znacajno
razlikovala od termalne pasterizacije obzirom na rezultate.

Aguilo-Aguayo i sur. u seriji radova (2009a, 2009b, 2009¢c) proucavali su razli¢ite
parametre kvalitete odnosno njihove promjene nastale tijekom skladistenja soka od jagode
prethodno obradenog PEF tehnologijom odnosno termalnom pasterizacijom. Od posebnog je
interesa promjena boje, pojava nezeljenih nusprodukta (hidroksimetilfurfural, HMF) i
smanjenje viskoznosti kao posljedica djelovanja specificnih enzima, ali i neoptimalnih uvjeta
procesiranja (Aguilo-Aguayo i sur., 2009a).

Primjerice, prekomjerno formiranje HMF-a indikator je predugog izlaganja proizvoda
termalnoj obradi, dok je smanjenje viskoznosti soka do koje dolazi razgradnjom pektinskih tvari
posredstvom enzima pektinmetilesteraze (PME) i poligalakturonaze (PG) neprihvatljivo jer
dovodi do naruSavanja homogenosti soka i pojave taloga (Aguilo-Aguayo i sur., 2009a).

U usporedbi s termalnom pasterizacijom (90 °C, 30 si 60 s), svjetlina (engl. lightness)
soka obradenog PEF tehnologijom (35 kV cm™, 1700 ps, 100 Hz) pokazala se zna¢ajno ve¢om
te je ista zadrzana tijekom 63 dana skladiStenja na temperaturi od 4 °C takoder iznad vrijednosti
postignutih termalnom pasterizacijom (Aguila-Aguayo i sur., 2009a).

U prilog termalnoj pasterizaciji ne idu ni rezultati indeksa posmedivanja kao ni koli¢ina
nastalog HMF. PEF tehnologija nije znacajno povisila indeks posmedivanja u odnosu na
kontrolni uzorak za razliku od termalne pasterizacije, a iako je koli¢ina nastalog HMF bila nesto
veca od kontrolnog uzorka, njegovo formiranje je i dalje znacajno manje nakon PEF tehnologije
u usporedbi s termalnom pasterizacijom. Objasnjenje koje autori navode jest gubitak pigmenata
antocijana tijekom termalne obrade uz napomenu kako PEF proces malo vjerojatno utjece na
njihovu koncentraciju zbog cega je i1 boja kod doti¢nog nacina obrade bila bolje zadrzana.
Dodatno, pasterizacija pri 90 °C tijekom 60 sekundi u usporedbi s provedenom tijekom 30
sekundi dovela je do povisenja HMF za 17 % (Aguila-Aguayo i sur., 2009a). Rezidualna
aktivnost PME u istom istrazivanju najvise je smanjena posredstvom PEF tehnologije (13 %),
a tijekom prvog tjedna skladiStenja (4 °C) vrijednosti su dodatno pale na 6 % 1 kao takve ostale
do kraja skladiStenja (63 dana). Za usporedbu, vrijednost izmjerena neposredno nakon termalne
pasterizacije pri 90 °C tijekom 30 sekundi iznosila je 48 %, odnosno 22,2 % tijekom 60 sekundi.
Trend opadanja rezidualne aktivnosti enzima najslabije je izrazen kod kraceg trajanja
pasterizacije, a vrijednosti su otprilike izjednacile tek pred sam kraj skladistenja (oko 60. dana)
gdje su postigle vrijednost od oko 10 %. S industrijske tocke gledista, sok se smatra
komercijalno stabilnim ukoliko je rezidualna aktivnost enzima ispod 10 %, a PEF

procesiranjem te vrijednosti su ostvarene i zadrZane tijekom citavog vremena skladiStenja
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(Aguilo-Aguayo i sur., 2009a). Rezidualna aktivnost PG ipak nije u potpunosti reducirana, no
i dalje je bila manja primjenom PEF tehnologije (73.3 %) u usporedbi s pasterizacijom pri 60 s
(76,2 %) 1 30 s (96,8 %) (Aguilo-Aguayo i sur., 2009a).

Sli¢ni rezultati zabiljezeni su od istih autora pri nesto drugacijim uvjetima PEF procesiranja
(35 kV cm™, 1000 ps, 100 -250 Hz) gdje je rezidualna aktivnost PME u soku od jagode takoder
reducirana na 10 % uz i ovoga puta na PEF otporniju PG ¢ija je rezidualna aktivnost smanjena
na svega 75 % (Aguilo-Aguayo i sur., 2009b).

S druge strane, aktivnost enzima lipoksigenaze i beta-glukozidaze smatra se klju¢nom
u formiranju i promjeni koncentracije pojedinih spojeva arome u soku od jagode (Aguilo-
Aguayo i sur., 2009c). Za karakteristi¢ni ,,svjezi“ miris jagode odgovorni su pojedini aldehidi i
alkoholi ¢ije je nastajanje katalizirano lipoksigenazom, dok je beta-glukozidaza odgovorna za
otpustanje estera i furanona iz njihove glukozidne forme u kojoj se nalaze unutar stanice. Ipak
ukoliko koncentracija navedenih nositelja arome dosegne previsoke koncentracije uslijed
djelovanja enzima, formiranje nepozeljne, intenzivne arome je neminovno (Aguilo-Aguayo i
sur., 2009c).

Upravo su Aguilo -Aguayo i sur. (2009c) ispitivali promjenu aktivnosti navedenih
enzima kao i promjenu arome tijekom skladiStenja (56 dana, 4 °C) soka od jagode nakon
primjene PEF tehnologije (35 kV cm™, 1700 ps, 100 Hz) u usporedbi s tradicionalnom
pasterizacijom (90 °C, 60 s i 30 s). Rezidualna aktivnost lipoksigenaze nakon PEF tretmana
(66,7 %) bila je znacajno visa u odnosu na aktivnost (45,3 % ) nakon pasterizacije (90 °C , 30
s ) i 37,7 % nakon pasterizacije (90 °C, 60 s). Navedena aktivnost lipoksigenaze nakon PEF
tretmana odrZana je do 21 dana skladistenja. Nakon toga aktivnost je pala ispod vrijednosti
zabiljezenih nakon pasterizacije od 30 s koje su se primjerice odrzale do kraja skladiStenja. Dva
tjedna nakon pasterizacije od (90 °C, 60 s) , aktivnost lipoksigenaze je pala na svega 13,1 % i
takva ostala do kraja skladiStenja. JoS uvijek su prisutne nedoumice oko toga treba li se postici
kompletna inaktivacija lipoksigenaze obzirom na uklju¢enost u proizvodnju specifi¢nih
aromatskih spojeva pa se namece misljenje kako je upravo iz tih razloga pozZeljna minimalna
aktivnost kod sokova koji ¢e se skladistiti dulje vrijeme (Aguilo-Aguayo i sur., 2009c).

Kod beta-glukozidaze zabiljezen je suprotan trend, pa je neposredno nakon tretiranja
njena aktivnost porasla i to nakon PEF tretmana za 15,6 %, pasterizacije (90 °C, 30s) 4,1 % i
pasterizacije (90 °C, 60 s) 7.9 %. Navedeni fenomen objasnjava se mogucim formiranjem veceg
broja aktivnih mjesta enzima ili povecanjem onih ve¢ postojecih. Ipak, PEF tretman zadrzao je
vecu aktivnost beta-glukozidaze nakon 21 dana skladiStenja u usporedbi s pasterizacijom

(Aguilo-Aguayo i sur., 2009c).
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2.2.2. Utjecaj tehnologije pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) na stabilnost bioaktivnih

spojeva soka od jagode

Prema rezultatima Odriozola-Serrano i sur. (2008a) primjena PEF tehnologije (35 kV
cm™, 1700 ps, 100 Hz) dovela je do porasta koncentracije p-hidroksibenzojeve kiseline u soku
od jagode sa 0,0039 mg mL* na 0,0043 mg mL™? $to je porast od 10 %. Sli¢an trend pratila je
i koncentracija elaginske kiseline Ciji rast (za prosjecno 26-36 %) ipak nije zabiljezen
neposredno nakon primjene PEF tretmana ve¢ unutar prvih tjedana skladiStenja soka (4 °C)
nakon Cega je uslijedio pad do kraja skladiStenja (56 dana, 4 °C). Ipak, izmjerene konacne
koncentracije elaginske kiseline nakon skladistenja 1 dalje su bile prosjecno za 10 % veée u
netretiranom uzorku soka u usporedbi s PEF-tretiranim sokovima (Odriozola-Serrano i sur.,
2008a). lako se sadrzaj p-kumarinske kiseline smanjio tijekom skladistenja u istom radu, autori
zakljuéno navode kako je sadrzaj spomenutih fenolnih kiselina bolje zadrzan tijekom
skladistenja (56 dana, 4 °C) nakon primjene PEF tehnologije u odnosu na klasi¢nu pasterizaciju
(90 °C, 60 s ili 30s ). Udio ukupnih antocijana ipak je statisti¢ki zna¢ajno smanjen nakon PEF
tretmana u odnosu na svjezi sok od jagode (0,00381 mg mL™ vs. 0,00395 mg mL™?). Gledajuéi
pojedina¢ne antocijane, koncentracija cijanidin-3-glukozida znacajno je porasla tijekom prva
tri tjedna skladistenja soka Sto se povezuje s moguc¢om pojacanom aktivnos$éu B-glukozidaze
(Aguilo-Aguayo i sur., 2009c; Odriozola-Serrano i sur., 2008), za razliku od pelargonidin-3-
glukozida i pelargonidin-3-rutinozida, ¢ija je koncentracija imala konstantan padajuéi trend
tijekom skladi$tenja (Odriozola-Serrano i sur., 2008).

Isti autori u jednom od sljedecih radova prikazuju 83-102 % uspjeSnost zadrzavanja
koncentracije ukupnih antocijanna nakon PEF obrade soka od jagode ovisno o primijenjenim
uvjetima (35 kV cm, 1000 ps, 50-250 Hz, monopolarni ili bipolarni impulsi) (Odriozola-
Serrano i sur., 2009a).

Generalno, primjena PEF tretmana nije dovela do ve¢ih promjena u fenolnom sastavu
ostalih sokova poput narance, jabuke, borovnice, raj¢ice, mrkve ili mlije¢no-voénih pic¢a (Elez-

Martinez i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali

U ovom diplomskom radu za izradu eksperimentalnog dijela, odnosno za pripremu soka
od jagode koristene su jagode (Fragaria x ananassa Duch.) sorte Albion nabavljene putem
tvrtke Jagodar-HB d.o.o0. (Donja Lomnica, Zagrebacka Zupanija) ubrane u dva stadija zrelosti:
75 % dozreli plodovi (Zrelost 1, Z1) te 100 % dozreli plodovi (Zrelost 2, Z2) (slika 1). Topljiva
suha tvar (% Brix) za Z1 jagode iznosila je 9,0 %, dok je za Z2 jagode izmjerena vrijednost 9,7
%. Izmjerene pH vrijednosti za Z1 i Z2 jagode iznosile su 3,28 i 3,43. Po dopremanju jagoda u
Laboratorij, plodovima su odstranjenje peteljke, te su oprane, posusene stani¢evinom te

pohranjene u plasticne vrecice i skladiStene pri -18 °C.

Slika 1. Plodovi jagode (Fragaria x ananassa Duch.) sorte Albion u dva stadija
zrelosti: 75 % dozreli plodovi (A) i 100 % dozreli plodovi (B) (vlastita fotografija)

Neposredno prije tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljem (PEF), jagode su odmrznute

te je od njih pripremljen mutni sok.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Priprema soka od jagode

Za pripremu soka od jagode koriSten je sokovnik na hladno presanje Kuvings B6000
(VerVita d.o.o., Hrvatska) prema patentiranoj tehnologiji J.M.C.S. (Juicer Module Comprising
System), snage 240 W, brzine okretaja 60 o/min i promjera filtera 0,2 mm. Princip rada
sokovnika zasniva se na sporo rotiraju¢em mehanizmu koji omogucava lagan pritisak voc¢a na
sita od Ultema® (polieterimid), koji je siguran i ekoloski prihvatljiv materijal, a ¢ime se

osigurava kontinuirano presanje.

3.2.2. Obrada sokova od jagode pulsirajué¢im elektri¢énim poljem (PEF)

Uzorci mutnog soka od jagode (100 mL) tretirani su pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
(HVG60/1 PEF, Impel d.o.0., Zagreb, Hrvatska) prema definiranom planu pokusa (tablica 2).
Uredaj se sastoji od tri jedinice, magna control unit, visokonaponski izvor napajanja i
visokonaponski generator impulsa. Magna control unit dio je uredaja koji generira upravljacke
impulse za visokonaponski sistem i kontrolira ispravnost uredaja. Visokonaponski izvor
napajanja dio je uredaja zaduzen za pretvorbu ulaznog izmjeni¢nog napona napajanja 230 V u
istosmjerni napon u rasponu od 1 do 60 kV. Visokonaponski generator impulsa dobiveni visoki
napon popusta na izlaz u obliku impulsa zadanih parametara. Razmak izmedu elektroda iznosio
je 2 cm, dok je trajanje pulsa iznosilo 0,5 ps. Tijekom PEF tretmana temperatura je mjerena
infracrvenim termometrom (InfraRed Thermometer, PCE-777, PCE Instruments, UK) i nije
prelazila 26,4 °C.
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Tablica 2. Plan pokusa tretiranja sokova od jagode

Jakost Vrijeme
Sifra | Sok od | Skladistenje Tretman elektri¢nog | Frekvencija | tretiranja
uzorka | jagode (dani) polja (kV) (H2) (min)

1 Z1 0 KONTROLA 0 0 0
2 Z1 0 PEF 40 100 3
3 Z1 0 PEF 40 200 3
4 Z1 0 PEF 40 100 6
5 Z1 0 PEF 40 200 6
6 Z1 0 PEF 50 100 3
7 Z1 0 PEF 50 200 3
8 Z1 0 PEF 50 100 6
9 Z1 0 PEF 50 200 6
10 Z2 0 KONTROLA 0 0 0
11 Z2 0 PEF 40 100 3
12 Z2 0 PEF 40 200 3
13 Z2 0 PEF 40 100 6
14 Z2 0 PEF 40 200 6
15 Z2 0 PEF 50 100 3
16 Z2 0 PEF 50 200 3
17 Z2 0 PEF 50 100 6
18 Z2 0 PEF 50 200 6
19 Z1-7 7 KONTROLA 0 0 0
20 Z1-7 7 PEF 40 100 3
21 Z1-7 7 PEF 40 200 3
22 Z1-7 7 PEF 40 100 6
23 Z1-7 7 PEF 40 200 6
24 Z1-7 7 PEF 50 100 3
25 Z1-7 7 PEF 50 200 3
26 Z1-7 7 PEF 50 100 6
27 Z1-7 7 PEF 50 200 6
28 Z2-7 7 KONTROLA 0 0 0
29 Z2-7 7 PEF 40 100 3
30 Z2-7 7 PEF 40 200 3
31 Z2-7 7 PEF 40 100 6
32 Z2-7 7 PEF 40 200 6
33 Z2-7 7 PEF 50 100 3
34 Z2-7 7 PEF 50 200 3
35 Z2-7 7 PEF 50 100 6
36 Z2-7 7 PEF 50 200 6

Z1—sok od jagoda zrelosti 75 %; Z2 — sok od jagoda zrelosti 100 %; Z1-7 — sok od jagoda zrelosti 75 % skladiSten
7 dana; Z2-7 — sok od jagoda zrelosti 75 % skladisten 7 dana; KONTROLA — netretirani uzorak soka: PEF — sok
tretiran pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
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3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti u sokovima od jagode

Odredivanje se temelji na direktnom ocitavanju pH vrijednosti na digitalnom pH-metru

(AOAC, 2000).

Aparatura i pribor
e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee,

Switzerland)

e staniCevina

e pufer otopine pH 4,01 i pH 7,0

Postupak mjerenja

Prije svakog seta mjerenja pH metar je bazdaren puferskim otopinama (pH 4,01 i pH
7,0) pri sobnoj temperaturi. Elektroda se prije pocetka mjerenja, te izmedu svakog mjerenja,
ispire destiliranom vodom 1 posu$i stani¢evinom. Mjerenje pH vrijednosti provodi se
uranjanjem elektrode u ¢asSicu sa sokom od jagode te direktnim ocitavanjem pH vrijednosti na

ekranu uredaja. Mjerenja u svim uzorcima provedena su u paralelnim odredivanjima.

3.2.4. Odredivanje topljive suhe tvari (% Brix) u sokovima od jagode

Odredivanje se temelji na direktnom ocitavanju topljive suhe tvari na digitalnom refraktometru

(AOAC, 2000).

Aparatura i pribor
e digitalni refraktometar (ATAGO PAL-3, Atago Co., LTD, Tokyo, Japan)
e staklene ¢asice volumena 50 mL
e stanievina

e Mikropipeta Eppendorf 1000 puL

Postupak mjerenja
Prije pocetka svakog mjerenja refraktometar je potrebno bazdariti prema destiliranoj

vodi na nultu vrijednost pri 20 °C. Mikropipetom se otpipetira 0,3 mL uzorka koji se izravno

21



nanese na staklenu prizmu uredaja te se pritiskom na tipku ,,start izravno ocita vrijednost

topljive suhe tvari. Mjerenja u svim uzorcima provedena su u paralelnim odredivanjima.

3.2.5. Postupak ekstrakcije ukupnih fenola u sokovima od jagode

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

electronic, Njemacka)
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Centrifuga (Thermo Scientific™, Megafuge™ 16R, Kalkberg, Njemacka)
e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL
e Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL

Otapala:

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

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

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

metanolom.

Postupak ekstrakcije: Ekstrakcija se provodi prema modificiranoj metodi iz literature (Bursac

Kovacevi¢ i sur., 2016a). Otpipetira se 5 mL uzorka soka od jagode u plasti¢nu falkonicu od 50
mL te se nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala (1% mravlja kiselina u 80%-tnom metanolu,
v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u ultrazvu¢noj kupelji pri T=50 °C C i t=15 min.
Po provedenoj ekstrakciji, uzorci se centrifugiraju pri 10 000 rpm/10 min, a potom se
supernatanti profiltriraju u odmjerne tikvice volumena 25 mL i nadopune ekstrakcijskim

otapalom do oznake.
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3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka
primjenom modifikacije spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola
s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i
sur., 2018).

Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete

e Analiti¢ka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf, volumena 200 pL i 1000 pL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL, 1000 mL

e Staklena ¢asa volumena 200 mL

e Staklena menzuraod 100 mL i1 L

e Stakleni lijevak, filter papir

Otapala i reagensi:

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

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

e Natrijev karbonat anhidrid (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)

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

Priprema: Odvaze se 75 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj casi te se pomocu
destilirane vode kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te destiliranom vodom

nadopuni do oznake.

e Standard galne kiseline 97,5-102,5 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, Kina)
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e Otopina standarda galne kiseline 5g L™

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 epruvetu se otpipetira redom 400 pL ekstrakta, koji je razrijeden 2x

(200 pL ekstrakta + 200 pL ekstrakcijskog otapala), 400 puL F.C. reagensa (koji je prethodno
razrijeden s destiliranom vodom 5x) i 4 mL 7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata. Reakcijska
smjesa stoji 20 minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri valnoj
duljini od 725 nm. Odredivanje se provodi u paraleli, a kao slijepa proba koristi se ekstrakcijsko

otapalo.
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 se destiliranom vodom do oznake.
Od te otopine galne kiseline (5 g L™) rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 25 mL tako
da se otpipetira redom 50, 125, 250, 500, 750 i 1250 pL alikvota standardne otopine galne
kiseline u svaku tikvicu i potom se ista nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 100, 150, 250 mg L. 1z svake
tikvice otpipetira se 400 uL otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 400 pL
F.C. reagensa (koji je 5x razrijeden) 14 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata (w/v). Na isti nacin
se pripremi slijepa proba, ali se umjesto otopine standarda uzima destilirana voda. Uzorci stoje

20 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 725 nm.

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

se prema dobivenoj jednadzbi pravca (slika 3).
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Slika 3. Bazdarni pravac za standard galne kiseline

Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:

y =0,0078x - 0,0032

gdje je:
y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L™?)

3.2.7. Obrada podataka

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni statistickim programom SPSS (ver. 21).
Kategorijske varijable analizirane su multifaktorskom analizom varijance, a marginalni prosjeci
(npr. usporedbe izmedu razli¢itih parametara ekstrakcije) su usporedeni s Tukey HSD testom.
Izvori varijacija su zrelost jagode, vrijeme skladiStenja, te PEF procesni parametri (jakost
elektri¢nog polja, frekvencija i vrijeme tretiranja). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
dvaju paralelnih odredivanja + standardna devijacija, dok su rezultati multivarijantne analize

prikazani kao srednje vrijednosti dvaju paralelnih odredivanja + standardna greSka prosjeka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom istrazivanju sokovi od jagode sorte 'Albion' iz dva tipa zrelosti (75 % vs. 100
%) su tretirani PEF tehnologijom te su usporedeni obzirom na tip zrelosti jagode i PEF procesne
parametre tijekom skladistenja od 7 dana pri 4 °C. U svim uzorcima odredena je topljiva suha
tvar (%) i pH vrijednost te je provedeno spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola, a svi
dobiveni rezultati obradeni u MS Excel programu prikazani su graficki kao srednja vrijednost
dvaju paralelnih odredivanja + standardna devijacija (slike 2 do 5). Svi rezultati obradeni su
takoder i multivarijantnom analizom te su prikazani kao srednje vrijednosti dvaju paralelnih

odredivanja + standardna greska (tablice 3 do 5).
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4.1. Utjecaj zrelosti jagoda i rezima skladiStenja na topljivu suhu tvar, pH vrijednost i

masene udjele ukupnih fenola u sokovima od jagode

Rezultati multivarijantne analize o utjecaju zrelosti jagode i skladiStenja na topljivu
suhu tvar (%), pH i masene udjele ukupnih fenolnih spojeva u sokovima od jagode koji nisu
tretirani PEF tehnologijom (kontrolni uzorci) prikazani su u tablici 3. Prema dobivenim
rezultatima udio topljive suhe tvari (% Brix) kontrolnih uzoraka soka dobivenog iz jagode 75
% zrelosti (Z1) iznosi 6,15 £ 0,03 % i znacajno se razlikuje od vrijednosti kontrolnih uzoraka
soka od jagode 100 % zrelosti (Z2) koje iznose 8,03 £ 0,03 %. Potonji rezultati (Z2) iako
usporedivi, nesto su visi od onih Yildiza i sur. (2021) koji pokazuju inicijalnu vrijednost od
7,85 + 0,07 % Brix u soku od jagode komercijalne zrelosti. Odriozola-Serrano i sur. (2008),
iako ne navode stupanj zrelosti jagoda koriStenih u proizvodnji soka, navode vrijednosti od 7,8
+ 0,1 % koji su u suglasju s onima Yildiza i sur. (2021), no i dalje ne$to manje od dobivenih
rezultata u ovom istrazivanju. Doti¢ni radovi evidentiraju i pH vrijednosti netretiranih sokova
od jagode koji iznose 3,45 = 0,22 (Odriozola-Serrano i sur., 2008) i 3,5 + 0,0 (Yildiz i sur.,
2021), a kao takvi bliski su rezultatima dobivenih u ovom istrazivanju koji za Z2 sok iznose
3,53 £ 0,01 % Brix. Sokovi od jagode Z1 imali su zna¢ajno nizu pH vrijednost u usporedbi sa
72 sokovima. Tranziciju od tehnoloske do konzumne zrelosti jasno prati porast topljive suhe
tvari kao 1 pH vrijednosti. Kako je topljiva suha tvar u prvom redu odredena udjelom Secera i
organskih kiselina, njen porast se jednostavno moze objasniti porastom udjela ukupnih Secera
u plodu uz istovremeno smanjenje udjela organskih kiselina odnosno rastom pH vrijednosti
(Sturm i sur., 2003).

Za razliku od stupnja zrelosti koji doprinosi pozitivnom trendu gore navedenih
fizikalno-kemijskih parametara, utjecaj skladistenja na iste evidentno je poprac¢en negativnim
trendom. Ipak, dok rezultati ovog istraZivanja ukazuju na statisti¢ki znacajno smanjenje topljive
suhe tvari i pH tijekom sedmodnevnog skladistenja (tablica 3), isto nije slu¢aj kod Yildiza i sur.
(2021). Vrijednosti od 7,80 + 0,00 % Brix te pH od 3,46 = 0,04 izmjerene na sedmi dan
skladiStenja doti¢nog rada nisu statisticki zna¢ajno manje u odnosu na prije navedene inicijalne
vrijednosti (7,85 + 0,07 % Brix te pH 3,5 £ 0,0) (Yildiz i sur., 2021). Elez-Martinez i sur. (2006)
primijetili su sli¢an trend proucavajuéi iste parametre u soku od narance, a kao potencijalno
objasnjenje namece se razmnozavanje mikroorganizama tijekom skladiStenja ¢ija konzumacija
Secera prisutnih u soku posljedi¢no smanjuje udio topljive suhe tvari, a istovremeno povecava

udio kiselosti tj. smanjuje pH soka §to je posljedica nusproizvoda bakterijskog metabolizma.

27



Maseni udio ukupnih fenolnih spojeva u kontrolnim uzorcima nakon sedam dana

skladistenja (96,02 + 1,7 mg GAE/100 mL soka) predstavlja porast od preko 33 % u odnosu na

inicijalno izmjerene vrijednosti (63,55 + 1,77 mg GAE/100 mL soka). Stabilnost fenolnih

spojeva u pravilu negativno korelira s vremenom skladiStenja, pa je primijeeni porast

neuobicajen, no ne i izniman. Primjerice, Teleszko i sur. (2016) porast koncentracije elaginske

kiseline tijekom skladiStenja argumentiraju hidrolizom elagitanina $to se u konac¢nici moze

odraziti na porast koncentracije ukupnih fenola. Takoder, Yildiz i sur. (2021) navode

mogucnost reakcije oksidiranih fenola i generiranja novih reducirajucih spojeva koji reakcijom

s Folin—Ciocalteu reagensom daju ,,lazno* poviSene vrijednosti ukupnih fenola. Usporedujuci

rezultate ukupnih fenola u ovisnosti o zrelosti jagode primjecuje se razlika od 15% u korist Z1

Sto potvrduje literaturne zapise o vecoj zastupljenosti polifenola u nepotpuno zrelim plodovima

(Giampieri i sur., 2012; Pineli i sur., 2011).

Tablica 3. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju zrelosti jagode i skladiStenja na topljivu

suhu tvar (%), pH i masene udjele ukupnih fenolnih spojeva (mg GAE 100 mL™ oka) U

sokovima od jagode

Izvori varijacija n Topljiva suha tvar pH UF
Zrelost jagode p<0,05° p<0,05" p<0.05%
75% 4 6,15+0,03" 3,38+0,01° 85,18+1,77°
100% 4 8,03+0,03° 3,53+0,01? 74,38+1,77°
Skladistenje p<0.017 p=0,02f p<0,01%

0 dana 4 7,20+0,03° 3,48+0,01° 63,55+1,77°
7 dana 4 6,98+0,03" 3,4310,01° 96,02+1,77°
Prosjec¢na vrijednost 8 7,09+0,02 3,41+0,01 79,7815

*Srednje vrijednosti oznacene razliCitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05

U=-ukupni fenoli
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4.2. Utjecaj zrelosti jagoda, reZima skladiStenja te procesnih parametara tehnologije
pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) na topljivu suhu tvar i pH vrijednost sokova od

jagode

Na slici 2 su prikazane srednje vrijednosti + standardne devijacije za rezultate topljive
suhe tvari (TSS) i pH sokova od jagode tretiranih PEF tehnologijom u nultom danu skladistenja.
Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je prosjecna topljiva suha tvar netretiranih sokova bila
neznatno niza u usporedbi s PEF tretiranim uzorcima. Odriozola-Serrano i sur. (2008) su u
netretiranim sokovima od jagode odredili 7,2 + 0,2 % Brix, §to je niza vrijednost od rezultata
topljive suhe tvari dobivene za sokove niZzeg stupnja zrelosti Z1 1 viSeg stupnja zrelosti Z2.
Mosqueda-Melgar i sur. (2012) su takoder u svom radu potvrdili da se topljiva suha tvar sokova
od jagode (7,0 £ 0,01 % Brix) nije znac¢ajno mijenjala nakon tretmana PEF tehnologijom. Ipak,
neznatni porast topljive suhe tvari utvrden je za toplinski obradene sokove od jagode (7,4 + 0,2
% Brix). Nadalje, sli¢no kao $to su i plodovi jagode zrelosti Z2 imali vece udjele topljive suhe
tvari u odnosu na plodove jagoda nizeg stupnja zrelosti Z1, isti trend je oCekivano zadrzan i u
sokovima od jagode tretiranim PEF tehnologijom.

Yildiz i sur. (2020) su u netretiranim sokovima od jagode izmjerili pH vrijednost 3,50
+ 0,01 dok je pH vrijednost u PEF tretiranim sokovima iznosila od 3,45 do 3,48. Lagani porast
pH vrijednosti u sokovima od jagode viSeg stupnja zrelosti u odnosu na one sa nizim stupnjem
zrelosti, potvrden je i statistickom obradom rezultata (tablica 4). Doti¢ni trend porasta pH
vrijednosti i topljive suhe tvari koji proporcionalno korelira sa stupnjem zrelosti ploda,
istovjetan je onom kod kontrolnih uzoraka. Ipak, valja naglasiti da su apsolutne vrijednosti
tretiranih uzoraka nize od kontrolnih.

Primjerice, udio suhe tvari kontrolnih uzoraka Z1 uzoraka u prosjeku je ¢ak 5,7 % veci
od PEF tretiranih uzoraka Z1 soka. lako literaturni navodi (Yildiz i sur., 2021) sugeriraju
suprotno tj. ne postojanje znacajnog utjecaja PEF tretmana na smanjenje udjela topljive suhe
tvari u soku od jagode, nuZno je istaknuti oprez prilikom takve interpretacije rezultata. Jedna
od prepreka koja stoji na putu usporedbi svjezeg sa tretiranim sokom jest izostanak homogene
distribucije uzoraka u planu pokusa. U tom kontekstu, validnost usporedbe jednog kontrolnog
uzorka (broja) sa ve¢im brojem tretiranih, svakako moze biti potencijalno pristrana.

Na slici 3, koja prikazuje srednje vrijednosti topljive suhe tvari i pH tretiranih sokova
od jagode tretiranih PEF tehnologijom u sedmom danu skladistenja, takoder je razvidno da su
vece vrijednosti topljive suhe tvari odredene u sokovima od jagode Z2 u usporedbi sa sokovima

jagode zrelosti Z1. U istom su odnosu i pH vrijednosti tj. ve¢e vrijednosti primjetne su u Z2
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tretiranim uzorcima u odnosu na Z1 tretirane uzorke, na $to jasno upucuje i statisticka analiza
detaljno ras¢lanjena u tablici 4.

Konkretan graficki prikaz ipak nije reprezentativan za argumentiranje utjecaja vremena,
frekvencije i jakosti elektri¢nog polja na do sada diskutirane fizikalno-kemijske parametre soka.
Ipak, promatrajuéi rezultate za oba termina skladistenja, primjetan je porast topljive suhe tvari
prilikom primjene elektri¢nog polja jakosti 50 kV u odnosu na 40 kV. Ta razlika pokazala se i

statisti¢ki znacajnom, a rezultati se mogu ocitati iz tablice 4.
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pH i TSS

100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz 100Hz 200Hz
40kv 50kv 40kV 50kv
71 72

W TSS (%) mpH

Uzorci od 2 do 18 = prema planu pokusa u tablici 2; 3'i 6' = vrijeme tretiranja (min); 100 i 200 Hz = frekvencija; 40 i 50 kV =
jakost elektricnog polja; Z1 = sok od jagode zrelosti 75 %; Z2 = sok od jagode zrelosti 100 %; TSS = topljiva suha tvar (%)

Slika 2. Rezultati mjerenja topljive suhe tvari (TSS) i pH sokova od jagode tretiranih PEF
tehnologijom u nultom danu skladiStenja
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Uzorci od 20 do 36 = prema planu pokusa u tablici 2; 3'i 6' = vrijeme tretiranja (min); 100 i 200 Hz = frekvencija; 40 i 50 kV
= jakost elektriénog polja; Z1 = sok od jagode zrelosti 75 %; Z2 = sok od jagode zrelosti 100 %; TSS = topljiva suha tvar (%)

Slika 3. Rezultati mjerenja topljive suhe tvari (TSS) i pH sokova od jagode tretiranih

PEF tehnologijom u sedmom skladistenja

Razmotre li se fizikalno-kemijski parametri u PEF-tretiranim sokovima razvidno je da,
kao i u netretiranim sokovima od jagode, topljiva suha tvar i pH vrijednost znacajno visa u
sokovima Z2 u odnosu na sokove Z1 (tablica 4). Tijekom skladiStenja doslo je do znacajnog

smanjenja topljive suhe tvari, dok se pH vrijednost sokova nije znacajno mijenjala.
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Tablica 4. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju zrelosti jagode i skladiStenja te

(%) i pH vrijednost sokova od jagode

procesnih parametara tehnologije pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) na topljivu suhu tvar

Izvori varijacija n Topljiva suha tvar (%) pH
Zrelost jagode p<0,05T p<0,05
75% 32 5,82+0,01° 3,44+0,01°
100% 32 7,92+0,012 3,51+0,01°
Skladistenje p<0,05" p=0,22*
0 dana 32 6,97+0,012 3,48+0,01°
7 dana 32 6,78+0,01° 3,460,012
Jakost elektricnog polja p<0,05" p=0,41*
40 kV 32 6,82+0,01° 3,46+0,01°
50 kV 32 6,92+0,012 3,48+0,01°
Frekvencija p=0,39* p=0,23*
100 Hz 32 6,86+0,012 3,46+0,01°
200 Hz 32 6,89+0,012 3,48+0,01°
Vrijeme tretiranja p=0,31% p=0,21%
3 min 32 6,85+0,012 3,48+0,01°
6 min 32 6,89+0,012 3,46+0,01°
Prosjecna vrijednost 64 6,87+0,01 3,47+0,01

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

Saddoza i sur. (2012) su u sokovima jagoda utvrdili promjene u pH vrijednosti tijekom
skladiStenja. Naime, pocetna pH vrijednost od 3,2 je tijekom sedmodnevnog skladisStenja pri
sobnoj temperaturi porasla do vrijednosti pH 3,6, a nakon 2 tjedna ova vrijednost je iznosila
4,0. Porast pH vrijednosti tijekom skladiStenja u sokovima od jagode autori pojasnjavaju
moguéim porastom udjela alkohola kao posljedice kvarenja (Saddoza i sur., 2012).

Frekvencija, kao ni vrijeme tretiranja, nisu pokazali statisticki znacajne utjecaje na
topljivu suhu tvar 1 pH sokova, no jakost elektricnog polja pokazala se statisticki zna¢ajnom na
udio topljive suhe tvari. Povecanje jakosti elektri¢nog polja, u ovom slucaju za 10 kV, moze
doprinijeti izraZenijoj elektroporaciji stani¢nih membrana, a time i1 vecoj ekstraktibilnosti

pojedinih stani¢nih komponenti ¢ime se moZe objasniti znacajan porast udjela topljive suhe
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tvari nakon PEF tretmana (Salehi, 2016). Ipak, iako heterogeni, literaturni navodi ne idu u prilog
nasim rezultatima obzirom da isti sugeriraju tek minimalan utjecaj razli¢itih parametara PEF
tretiranja na doti¢na fizikalno-kemijska obiljezja soka od jagode (Yildiz i sur., 2021; Gabri¢ i
sur., 2018; Salehi 2016).

4.3. Utjecaj zrelosti jagoda, rezima skladiStenja te procesnih parametara tehnologije
pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) na masene udjele ukupnih fenola u sokovima od

jagode

Slika 4 prikazuje masene udjele ukupnih fenola u uzorcima sokova od jagode zrelosti
Z1 1 Z2 u nultom danu skladiStenja. Raspon masenih udjela u ispitivanim sokovima od jagode
obiju zrelosti iznosio je od 58,81 mg GAE 100 mL ks do 107,40 mg GAE 100 mL Ysoka.
Najveée vrijednosti izmjerene su u uzorcima 8 i 9 te su iznosile 107,4 mg GAE 100 mL soka
odnosno 103,55 mg GAE 100 mL ks, dok su najnize vrijednosti izmjerene za uzorke 12 (58,81
mg GAE 100 mLsoka) i 17 (63,36 mg GAE 100 mL ska). Dobiveni rezultati su visi od rezultata
za sokove od jagode proizvedene od sorte 'Camarosa’ tretirane PEF tehnologijom (100 Hz, 35
kV cm?) u kojim je prosje¢ni maseni udio ukupnih fenola iznosio 47,3 mg 100 mL lska
(Odriozola-Serrano i sur., 2008). Opéenito su u literaturi pronadene nize vrijednosti za udjele
ukupnih fenola u jagodama razli€itih sorti kao $to su'Aromas', 'Camarosa’, 'Diamante’, 'Medina',
i 'Ventana' (od 21,5 do 53 mg 100 mLsks) (Hernaz i sur., 2007), stoga je odabir sortimenta
jagode u proizvodnji soka od jagode iznimno vazan ¢imbenik. Razlike u sadrzaju ukupnih
fenola u sokovima mogu se osim sortnim razlikama pripisati i razlikama u tehnikama uzgoja
(Hakkinen i Torrénen, 2000.), uvjetima obrade te skladistenja (Spanos i Wrolstad, 1992). Yildiz
i sur. (2020) su odredili viSe vrijednosti ukupnih fenola za netretirane sokove od jagoda (137,8
+0,9 mg 100 mL%soka) u usporedbi s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, no nije poznata

sorta jagode od koje su sokovi proizvedeni.
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Uzorci od 2 do 18 = prema planu pokusa u tablici 2; 3'i 6' = vrijeme tretiranja (min); 100 i 200 Hz = frekvencija; 40 i 50 kV =
jakost elektriénog polja; Z1 = sok od jagode zrelosti 75 %; Z2 = sok od jagode zrelosti 100 %; TSS = topljiva suha tvar (%)

Slika 4. Maseni udjeli ukupnih fenola tretiranih PEF tehnologijom uzoraka u nultom danu
skladistenja (mg GAE 100 mL Yska)

Rezultati masenih udjela ukupnih fenola izmjereni nakon sedam dana skladistenja (slika
5) ve¢ na prvi pogled indiciraju porast u odnosu na nulti dan i to za oba tipa uzoraka, Z1 i Z2.
Najvedée vrijednosti izmjerene su u uzorcima 24 (112,50 mg GAE 100 mL%ks) i 25 (108,29
mg GAE 100 mLsks), a najnize vrijednosti odredene su uzorcima sokova 34 (81,69 mg GAE
100 mL"s0ka) i 30 (86,76 mg GAE 100 mLYsoka). Ovdje se moze primijetiti da je u uzorcima
sokova od jagode Z2 tretiranih PEF tehnologijom nakon 7 dana skladiStenja doslo do

znacajnijeg porasta udjela ukupnih fenola u usporedbi sa sokovima od jagode zrelosti Z1.
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Slika 5. Maseni udjeli ukupnih fenola tretiranih PEF tehnologijom uzoraka u sedmom danu
skladistenja (mg GAE 100 mL %oka)

Kako bi se utvrdio statisticki znacajan utjecaj svih izvora varijacija eksperimenta na
sadrzaj ukupnih fenola potrebno je provesti multifaktorsku analizu varijance €iji rezultati o
utjecaju zrelosti jagode i1 skladiStenja te procesnih parametara tehnologije pulsiraju¢eg
elektri¢nog polja (PEF) na masene udjele ukupnih fenolnih spojeva u sokovima od jagode su
prikazani u tablici 5.

Promotri 1i se utjecaj zrelosti, kao 1 u usporedbi svjezih plodova jagode, vidljivo je da
su i PEF tretirani sokovi od jagoda zrelosti 75 % rezultirali ve¢im udjelom ukupnih fenola od
sokova od jagode 100 %-tne zrelosti. Mazur i sur. (2014) su istrazivali utjecaj zrelosti (skoro
zrela = djelomi¢no crvena, zrela = crvena, potpuno zrela = tamno crvena) i sortimenta (‘Blink’,
‘Polka’ 1 ‘Senga Sengana’) na boju 1 kemijski sastav jagoda te njihovu prihvatljivost za preradu
u dZem. Autori su zakljucili da na udio ukupnih fenola nisu utjecali niti stupanj zrelosti, kao
niti tip sortimenta jagode. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ipak su blizi zaklju¢cima
radova Tulipanija i sur. (2018) te Shina i sur. (2008) koji su utvrdili znacajan pad koncentracije
ukupnih fenola tijekom dozrijevanja plodova jagode, no mjerne tocke zrelosti nisu bile iste kao

u istrazivanju Mazura i sur. (2014).
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Iz prikazanih rezultata vidljivo je da su vrijednosti masenih udjela ukupnih fenolnih
spojeva PEF tretiranih uzoraka u usporedbi s kontrolnim, neovisno o uvjetima tretiranja, u
prosjeku za oko 10 % vise. U tom pogledu, rezultati su u suglasju s literaturnim navodima koji
ukazuju na povecanje udjela ukupnih fenolnih spojeva primjenom PEF tehnologije u voénim
sokovima (Gabri¢ i sur., 2018; Barba i sur., 2012). Navedeni fenomen se i u ovom slucaju
objasnjava elektroporacijom i disrupcijom membrana stani¢nih struktura sto potom dovodi do
uspjesnije ekstrakcije fenolnih spojeva (Gabric i sur., 2018).

Porast udjela polifenolnih spojeva za 11 % u sokovima od grejpa tretiranim PEF
tehnologijom (80 mL min, 1 kHz, 20 kVcm®, 600 ps) u odnosu na kontrolni netretirani sok
utvrdio je u svom istrazivanju Aadil i sur. (2007). Interesantno je da su autori ostvarili jo§ bolji
ucinak i povecanje udjela polifenolnih spojeva u soku od grejpa za 15 % kad su PEF tehnologiju
povezali sa tehnologijom ultrazvuka (600 W, 28 KHz, 30 min) te sok obradili tzv. tehnologijom
preprekama (engl. Hurdle concept). U novije se vrijeme sa svrthom produzenja trajnosti i
zadrzavanja kvalitete soka upravo se ispituje kombinacija toplinskih i/ili netoplinskih
tehnologija pri ¢emu se tehnologije primjenjuju odredenim slijedom kako bi svaka pri
neinvazivnim (,,blazim*) uvjetima obrade dala najbolje rezultate u smislu produzenja roka
valjanosti, senzorske i nutritivne kvalitete (Putnik i sur., 2020).

Ipak, u literaturi se pojavljuju i suprotni navodi u radu autora Ortega-Rivas (2007) koji
su utvrdili znacajno smanjenje udjela ukupnih fenola u sokovima od jagode i jabuke po
provedenom PEF tretmanu u usporedbi s kontrolnim netretiranim sokovima. Autori ovaj trend
pojasnjavaju ¢injenicom da uslijed PEF tretmana moze do¢i do nepotpune inaktivacija enzima
poput polifenoloksidaze. Aktivni ostaci ovog enzima mogu tijekom vremena katalizirati
naknadnu oksidaciju fenolnih spojeva te time prouzrociti njihovu znacajnu redukciju.

Promatraju¢i parametre procesiranja koriStene u ovom istraZivanju ocito je kako ni
vrijeme tretiranja, kao ni frekvencija, nemaju statisticki zna€ajan utjecaj na maseni udio
fenolnih spojeva, no statisticki znacajna razlika postoji u ovisnosti o primijenjenoj jakosti
elektricnog polja. U ovom slu¢aju, maseni udio polifenolnih spojeva priblizno je 10 % veéi
nakon primijenjenog napona od 50 kV u odnosu na 40 kV. Pregledom literature, najc¢esce
koriSten napon iznosio je 35 kV, dok je varirani parametar bila frekvencija koja je iznosila od
50 Hz do 250 Hz, stoga se u literaturi tesko iznalazi usporedba PEF tretiranja u ovisnosti o

jakosti elektricnog polja (Odriozola-Serrano i sur., 2009a; Odriozola-Serrano i sur., 2008).
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Tablica 5. Rezultati multifaktorske analize varijance o utjecaju zrelosti jagode i skladistenja
te procesnih parametara tehnologije pulsirajuceg elektricnog polja (PEF) na masene udjele

ukupnih fenolnih spojeva (mg GAE 100 mL%ska) u sokovima od jagode

Izvori varijacija n Ukupni fenoli
Zrelost jagode p<0,05°
75% 32 96,91+0,70°
100% 32 82,08+0,70°
Skladistenje p<0,01"

0 dana 32 83,16+0,70°
7 dana 32 95,88+0,70°
Jakost elektricnog polja p<0,057
40 kV 32 85,89+0,70°
50 kV 32 93,12+0,70°
Frekvencija p=0,27+
100 Hz 32 90,68+0,70?
200 Hz 32 88,31+0,70°
Vrijeme tretiranja p=0,99*

3 min 32 89,49+0,70°
6 min 32 89,51+0,70°
Prosjeéna vrijednost 64 89,50+0,50

*Srednje vrijednosti oznaene razliCitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05

Ipak, polifenolni spojevi se uvelike razlikuju prema molekularnoj masi kao i kemijskoj
strukturi Sto je posljedica sloZzenog biosintetskog metabolizma koji ukljucuje hidroksilaciju,
metoksilaciju i glikolizaciju (Day i Mumper, 2010). Stoga je utjecaj PEF tehnologije na
molekularnu strukturu jedan od glavnih relevantnih ¢imbenika u pogledu njegovog utjecaja na
fenolne spojeve. Obzirom voéni sokovi pretezno sadrze niskomolekularne polifenolne pojeve,
utjecaj PEF tehnologije na njihovu stabilnost uglavnom je manje evidentan (Agcam i sur.,
2014).

Statisticki znacajno ve¢i udio polifenolnih spojeva nakon sedam dana skladiStenja u

skladu je s rezultatima istraZivanja Yildiza i sur. (2021). U doti¢nom radu koriStena je jakost
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elektri¢nog polja od 35 kV i frekvencija od 155 Hz, a maseni udjeli ukupnih fenola na nulti dan
skladistenja iznosili su 145 + 1,5 mg GAE 100 mL%ka $to je u prosjeku 6 % manje u odnosu
na 153,8 *+ 20,5 mg GAE 100 mL %k, zabiljeZzenih nakon sedam dana (Yildiz i sur., 2021).
Autori 1 u ovom slucaju porast ukupnih fenola pripisuju moguénosti formiranja novih spojeva
nastalih degradacijom prisutnih kompleksnih polifenolnih struktura i njihovoj reakciji s Folin-
Ciocalteu reagensom.

Sli¢no, Odriozola-Serrano 1 sur. (2008) su ispitivali utjecaj PEF tretmana (Sirina pulsa 4
us, 100 Hz, 35 kV cm, vrijeme tretiranja 1700 ps) na kvalitetu sokova od jagode skladistenih
56 dana pri 4 °C. Autori su utvrdili u PEF tretiranim sokovima vece udjele antocijana, elaginske
I p-kumarinske kiseline u odnosu na netretirane uzorke.

U konacnici, na temelju obradenih rezultata u ovom istrazivanju, moze se sumirati kako
u kontekstu povecanja masenog udjela ukupnih fenola u soku od jagode, prednost valja dati
sirovini nizeg stupnja zrelosti (75 % zrelosti) zbog industrijske prakti¢nosti. Isto tako, ispitivani
parametri PEF tretmana sugeriraju nadmoc¢nost veceg primijenjenog napona dok su se vrijeme
tretiranja i frekvencija pokazali ¢imbenicima bez znacajnijeg utjecaja. Pored spomenutih
neposrednih tehnoloskih faktora, sedmodnevno skladistenje uzoraka takoder se pokazalo

statisticki znacajnim te je dovelo do povecanja masenih udjela fenolnih spojeva.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i rasprave ovoga istrazivanja mozemo zakljuciti sljedece:

1. Kontrolni uzorci soka od jagode zrelosti Z2 imali su znacajno vec¢i udio topljive suhe
tvari, znac¢ajno vecu pH vrijednost te znacajno nizi udio ukupnih fenola u odnosu na
kontrolne uzorke soka od jagode zrelosti Z1. Sedmodnevno skladiStenje kontrolnih
uzoraka soka od jagode pri temperaturi 4 °C, dovelo je do znacajnog smanjenja udjela

topljive suhe tvari i pH vrijednosti te znacajnog poviSenja udjela ukupnih fenola.

2. Tretirani uzorci soka od jagode zrelosti Z1 imali su znacajno niZi udio topljive suhe
tvari i pH vrijednost u odnosu na tretirane uzorke soka od jagode zrelosti Z2. Tretirani
uzorci sokova obiju zrelosti skladiSteni sedam dana pri temperaturi 4 °C imali su
znacajno niZe udjele topljive suhe tvari dok se pH vrijednosti nisu znacajno razlikovale

u odnosu na nulti dan skladistenja.

3. Jakost elektricnog polja od 50 kV pokazala se jedinim statisti¢ki znacajnim parametrom
tehnologije pulsirajuceg elektri¢nog polja te je utjecala na znacajno poveéanje udjela

ukupnih fenola u odnosu na jakost od 40 kV.

4. Tretirani uzorci soka od jagode zrelosti Z1 imali su znacajno visi udio ukupnih
polifenola u odnosu na sok od jagode zrelosti Z2. Neovisno o stupnju zrelosti,
skladiStenje tretiranih uzoraka sedam dana pri temperaturi 4 °C dovelo je do statisticki

znacajnog povisenja udjela ukupnih fenola.

5. Opcenito se moze zakljuciti da tehnologija pulsirajuceg elektri¢nog polja povoljno
utjeCe na stabilnost ukupnih fenola u sokovima od jagode tijekom sedmodnevnog
skladiStenja pri temperaturi 4 °C, te da su jagode nizeg stupnja zrelosti Z1 takoder
pogodne za proizvodnju funkcionalnih voénih sokova, stoga bi u daljnjim istrazivanjima

trebalo ispitati senzorske znacajke ovih proizvoda.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja LUKA BATUR izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruéni potpis



