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SAZETAK

Svjezi sokovi od vocéa i povréa, te u posljednje vrijeme i Smoothie napitci, mogu se smatrati
funkcionalnim proizvodima s visokim udjelima bioaktivnih spojeva kojima se pripisuju brojni
pozitivni u¢inci na zdravlje, a karakteriziraju ih pozeljna nutritivna i senzorska svojstva. Kako
bi se ocuvali bioaktivni spojevi, senzorska svojstva te mikrobioloska stabilnost proizvoda
tijekom skladiStenja, konzerviranje ovih proizvoda industrijski se provodi primjenom toplinske
obrade, tj. pasterizacije, no u novije vrijeme ispituje se mogucnost primjene inovativnih
netermalnih tehnologija medu kojima visoki hidrostatski tlak zauzima zna¢ajno mjesto. Stoga
je cilj ovog rada ispitati utjecaj tehnologije obrade visokim hidrostatskim tlakom pri razli¢itim
uvjetima obrade, kao i utvrditi utjecaj konvencionalne toplinske obrade (Sarzne pasterizacije)
na parametre kakvoce (fizikalno — kemijska svojstva, mikrobiolosku stabilnost, bioloski aktivne
spojeve i senzorske karakteristike) funkcionalnih napitaka na bazi voca, povrca i bademovog
napitka tijekom skladiStenja kroz 7, 14 i 21 dan pri 4 °C. Ovim istraZivanjem je usporedena
ucinkovitost tehnologije obrade visokim hidrostatskim tlakom i konvencionalne toplinske
obrade tj. pasterizacije u potencijalu proizvodnje stabilnog, zdravstveno ispravnog, nutritivno
vrijednog te senzorski prihvatljivog funkcionalnog napitka. Svi dobiveni rezultati obradeni su
primjenom kemometrijskih metoda s ciljem ispitivanja povezanosti analiziranih parametara
kakvoce i tehnologije obrade funkcionalnih napitaka tijekom skladistenja. Smoothie napici su
poizvedeni mijeSanjem hladno presanih sokova jabuke, mrkve i aronije, kase indijanske banane
i bademovog napitka, te su povrgnuti pasterizaciji (85 °C/7 min) i obradi visokim hidrostatskim
tlakom (350 MPa i 450 MPa), pri sobnoj temperaturi, tijekom 5 i 15 minuta. Za svaku vrstu
tretmana su optimizirani procesni uvjeti obrade pri kojima se ostvaruju najbolji parametri
kakvoce funkcionalih napitaka poput zadrzavanja nutrijenata i bioloski aktivnih spojeva,
zadrzavanja izvornih senzorskih obiljezja te ostvarenje mikrobioloske stabilnosti tijekom
skladiStenja. Provedena istrazivanja predstavljaju dobru bazu za razvoj i dizajn novih
funkcionalnih proizvoda na bazi voc¢a i povréa u kojima bi bili ofuvani visokovrijedni
bioaktivni spojevi razlic¢itih kemijskih struktura, ¢ijim bi se kombiniranim i sinergijskim

djelovanjima osigurala znacajna bioloska te pozeljna senzorska svojstva.

Kljuéne rijeci: visoki hidrostatski tlak, pasterizacija, smoothie napitak, parametri kakvoce,

kemometrija



SUMMARY

Fresh fruit and vegetable juices, and more recently smoothies, can be considered as functional
products with a high content of bioactive compounds, which are considered to have many
beneficial effects on health, and are characterisized by desirable nutritional and sensory
properties. In order to preserve the bioactive compounds, sensory properties and
microbiological stability of the products during storage, these products are industrially
preserved by heat treatment, i.e. pasteurization. Recently, the possibility of using innovative
non-thermal technologies has been investigated. Therefore, the aim of this work is to study the
influence of the technology of processing with high hydrostatic pressure under different
processing conditions, as well as to determine the influence of conventional heat treatment
(batch pasteurization) on the quality parameters (physicochemical properties, microbiological
stability, biologically active compounds and sensory characteristics) of functional beverages
based on fruits, vegetables and almond drink during storage for 7, 14 and 21 days at 4 °C. This
research compares the efficiency of high hydrostatic pressure treatment technology and
conventional heat treatment, i.e. pasteurization, in terms of the potential to produce a stable,
healthy, nutritionally valuable and sensory acceptable functional beverage. All the obtained
results were processed by chemometric methods to study the relationship between the analyzed
quality parameters and the technology of processing functional beverages during storage.
Smoothie drinks were prepared from cold-pressed apple, carrot, and chokeberry juices, Indian
banana puree, and almond drink and pasteurized (85 °C /7 min) and treated with high
hydrostatic pressure (350 MPa and 450 MPa) at room temperature for 5 and 15 min. For each
type of treatment, the processing conditions were optimized, achieving the best quality
parameters of the functional drinks, such as retaining nutrients and biologically active
compounds, maintaining the original sensory characteristics and achieving microbiological
stability during storage. The conducted research provides a good basis for the development and
design of new functional products based on fruits and vegetables, in which high quality
bioactive compounds of different chemical structures are retained, whose combined and

synergistic effects would provide significant biological and desirable sensory properties.

Key words: high hydrostatic pressure, pasteurization, smoothie, quality parameters,

chemometrics
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1. UvOD



Uvod

Za prehrambene proizvode se danas postavljaju sve veci zahtjeva da istovremeno
osiguravaju visok udio bioloski aktivnih spojeva, te zadrzavanje visoke razine senzorskih
svojstava poput mirisa, okusa i teksture (Tomasevi¢ i sur., 2021). Funkcionalna hrana, pa tako
i funkcionalni napici, definirani su kao hrana koja uz svoju osnovnu nutritivnu i kalorijsku
vrijednost pokazuje pozitivan utjecaj na barem jednu, ali obi¢no i viSe funkcija u organizmu
(Granato i sur., 2020). Kao posljedica danasnjeg ubrzanog nacina zivota potroSaci danas sve
viSe potrazuju proizvode visoke kvalitete kojim bi na brz i jednostavan nacin nadomjestili
dnevni unos voca i povrca. Stoga su sSmoothie napitci sve vise popularni medu potroSac¢ima te
se mogu smatrati tipi¢nim primjerom funkcionalnog napitka, obzirom se najc¢es$ce sastojke od
baze voca i povrca uz dodatak neke mlije¢ne komponente (McCartney i sur., 2018). Zbog sve
ces¢e netolerancije na laktozu, alergije ili sklonosti vegetarijanskoj prehrani, mlijecne
komponente se zamjenjuju nemlije¢nim sastojcima (Uzodinma i sur., 2020). Iz svega
navedenoga konzumacija smoothie napitaka povezuje se sa pozitivnim uc¢incima u prevenciji
nekih kroni¢nih bolesti poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti, pretilosti i drugo (Muller i
sur. 2020; Bestwick i sur., 2020; Leppanen i sur., 2017; Medina, 2011). Obi¢no se pripremaju
od svjezih namirnica bez dodatnog konzerviranja i obrade te kao takvi imaju kratak rok
unaprijediti dosad ve¢ postojeée sa ciljem proizvodnje visoko kvalitetnih i zdravstveno
ispravnih proizvoda sa §to ve¢im zadrzavanjem bioloski aktivnih spojeva.

Opcenito, sokovi od voca i povréa najceS€e se konzerviraju konvencionalnim
postupkom toplinske pasterizacije ¢ime se inaktiviraju termolabilni mikroorganizmi odgovorni
za kvarenje hrane, kao §to su kvasci, plijesni i/ili vegetativne bakterije (Holdsworth, 2001;
Petruzzi i sur., 2017). Po provedenoj pasterizaciji dolazi i do inaktivacije enzima ¢ije bi zaostale
aktivnosti mogle izazvati oksidacijske promjene tijekom daljnje obrade i skladistenja. Stoga su
toplinski obradeni sokovi zdravstveno ispravni tijekom duzeg roka trajanja (Agcam i sur.,
2018). Primjena toplinske obrade u smoothie napicima moze vrlo lako dovesti do nepozeljnih
promjena u funkcionalnim i drugim svojstvima njegovih termolabilnih bioaktivnih spojeva, te
ujedno i narusavanja senzorskih svojstava, poput boje, okusa ili mirisa (Petruzzi i sur., 2017,
Ribeiro i sur., 2020). Primjena inovativnih netoplinskih tehnologija, kao §to je obrada visokim
hidrostatskim tlakom, prema rezultatima dosadasnjih spoznaja, mogla bi biti zamjena toplinskoj
obradi u preradi sokova od voéa i povréa (Bevilacqua i sur., 2018).

Tehnologija visokog hidrostatskog tlaka ucinkovito inhibira rast mikroorganizama i
denaturira enzime uz minimalne promjene u nutritivnoj i senzorskoj kakvo¢i (Podolak 1 sur.,

2020). Na ucinkovitost ove tehnologije znatno utjeCu procesni tehnoloski parametri, poput
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vrijednosti tlaka, temperature i vremena obrade, a od posebnog se znacaja istice 1 aktivitet vode
u namirnici, kao i mikroorganizmi specifi¢ni za pojedinu namirnicu (Roobab i sur., 2021; Petrus
i sur., 2019; Yuan i sur., 2018). Smoothie napici su viSekomponentni sustavi koji osim osnovnih
makronutrijenata, obiluju i raznim bioaktivnim spojevima koji mogu dodatno utjecati na rast
mikroorganizama tijekom skladiStenja, stoga je obrada primjenom tehnologije visokog
hidrostatskog tlaka veliki izazov za prehrambenu industriju.

Za razliku od toplinske obrade, obrada visokim hidrostatskim tlakom povoljno utjece na
zadrzavanje senzorskih svojstava u smoothie napicima (Andres i sur., 2016a). Toplinska
pasterizacija moze negativno utjecati na stabilnost bioaktivnih spojeva u smoothie napicima (de
Oliveira Ribeiro i sur., 2018), dok obrada visokim hidrostatskim tlakom moze ¢ak i povecati
podetnu razinu nutritivne kvalitete (Fernandez i sur., 2019b). Stovise, utvrdeno je da je obrada
visokim hidrostatskim tlakom manje destruktivan tretman u smislu stabilnosti vitamina C i
polifenolnih spojeva u usporedbi s toplinskom obradom (Keenan i sur., 2012). U istom
istrazivanju je utvrdeno da takoder i procesni parametri obrade takoder znacajno doprinose
stabilnosti bioaktivnih spojeva, stoga ih je nuzno paZzljivo razmotriti i ispitati kako bi se iznasli
optimalni uvjeti obrade s ciljem dobivanja proizvoda visoke kvalitete uz produljeni rok
trajnosti.

Slijedom svega navedenoga, ciljevi ovog istrazivanja su: (i) ispitati utjecaje
konvencionalne toplinske obrade (pasterizacije) i tehnologije obrade visokim hidrostatskim
tlakom na parametre kakvoce funkcionalnih napitaka tipa smoothie, (ii) usporediti u¢inkovitost
primijenjenih tehnologija obrade u svrhu oCuvanja njihove kakvoce tijekom skladiStenja te (iii)
primijeniti kemometrijske metode za ispitivanje povezanosti analiziranih parametara kakvoce
(fizikalno—kemijske analize, mikrobioloska stabilnost, stabilnost bioloski aktivnih spojeva i

senzorska analiza) i tehnologija obrade funkcionalnih napitaka tijekom skladistenja.
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2.1. Razvoj funkcionalnih proizvoda i perspektiva

Trendovi u prehrambenoj tehnologiji prate potrebe potrosaca koji su sve osvjesteniji o
utjecaju hrane na zdravlje, te je u porastu potraznja za prehrambenim proizvodima visoke
kakvoce koji su po svojim nutritivnim i senzorskim obiljezjima sli¢ni sirovoj nepreradenoj
hrani. To je posebno slu¢aj za voce i povrce, gdje je glavni zahtjev uz organolepticka svojstva
da hranom povoljno djeluju na zdravlje. Tako se potraznja za funkcionalnom hranom takoder
povecala. Japanska vlada je 1980. godine prva uvela pojam ,,funkcionalna hrana* i definirala je
kao ,hranu koja osim tradicionalnih hranjivih nutrijenata (ugljikohidrata, proteina, lipida,
minerala i vitamina), takoder osigurava hranjive i fizioloske koristi za potroSaca“ (Chonan,
2011). Funkcionalna hrana je hrana koja moze biti ili svjeza nepreradena ili industrijski
preradena. Primarno svojstvo funkcionalne hrane he da sadrzi odredene aktivne tvari, koje ako
se konzumiraju u odgovaraju¢im koli¢inama, pozitivno djeluju na na opée zdravlje i pri tome
takoder mogu doprinijeti smanjenju rizika od bolesti krvozilnog sustava, karcinoma i dr.
(Granato i sur., 2017). To je ujedno i jedan od razloga zasto je funkcionalna hrana danas sve
trazenija od strane potro$aca te je ocigledan trend u prehrambenoj industriji vezan uz intenzivno
ulaganje u razvoj ovog segmenta proizvodnje, a sve sa ciljem osiguranja proizvodnje hrane koja
ne¢e imati negativan ili neutralan utjecaj na zdravlje potroSaca, ve¢ ¢e osigurati pozitivan
utjecaj na dugoro¢no zdravlje potrosaca.

Kako bi se utvrdili pozitivni u€inci funkcionalne hrane na zdravlje, provode se klinicka
ispitivanja vezana uz pojedine potencijalno funkcionalne sastojke namirnice, ili Citave
namirnice (randomizirana, dvostruko slijepa placebom kontrolirana klinicka studija i dr.)
(Assmann i sur., 2014). Nadalje, kako bi se hrana mogla proglasiti funkcionalnom, potrebno je
da bude potvrdena znanstvenim ispitivanjima te da je u skladu sa svim propisima i zakonima
drzave u kojoj se pusta na trziste (Cassidy i sur., 2018). Primjerice, neki od zakonskih propisa
kojima se regulira status funkcionalne hrane moraju biti usuglaSena s Europskom agencijom za
sigurnost hrane u Europskoj uniji, Hrvatskom Agencijom za Hranu, Upravom za hranu i
lijekove (FDA) u SAD-u i drugim agencijama koje su zaduzZene za pojedinu zemlju u kojoj se
proizvodi ili uvozi proizvod (Brown i sur., 2018; Mak i sur., 2018).

Povrh svega navedenoga, valja istaknuti da funkcionalna hrana takoder mora udovoljiti
zahtjevima da bude zdravstveno sigurna te da bude dostupna potrosacima bez lijecnickog
recepta (Lenssen i sur., 2018). Prema Rao i sur., 2019. obzirom na veliki broj unutrasnjih (npr.

genetika) ili vanjskih (npr. zagadenost okolisa) faktora koji mogu utjecati na pojavu bolesti,
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funkcionalna hrana nije lijek, ali je izvrsna preventiva za neke bolesti i pomo¢ u lije¢enju
(Chibisov i sur., 2019).

Danas u vremenu klimatskih promjena i sve vecih izazova poput pandemije bolesti
covid-19 (Lange, 2021; Murphy i sur., 2021; Agrimonti i sur., 2021) potroSaci su ti koji
znacajno doprinose kreiranju novih trendova u prehrambenoj industriji, pogotovo ako se uzme
u obzir sve veéa edukacija i osvjestenost. Time dolazi do sve veée sklonosti za konzumacijom
sigurne, svjeze i prirodne hrane koja sadrzi pozeljne u¢inke na zdravlje. 1z tog razloga nuzno je
potrebna prilagodba prehrambene industrije, te ulaganja u razvoj proizvodnje funkcionalne
hrane.

U buducénosti se o¢ekuje znacajan porast proizvodnje funkcionalne hrane Sirom svijeta,
dok su danas od funkcionalne hrane na svjetskim trziStima najviSe prisutni fermentirani mlijecni
proizvodi (povoljno utjecu na probavni sustav), zitarice i proizvodi od Zitarica (povoljno utjecu
na kardiovaskularna oboljenja), mlije¢ni proizvodi poput maslaca koji prema istrazivanjima
imaju blagotvoran utjecaj na metabolizam kolesterola (Bogue i sur., 2016). Od bioaktivnih
sastojaka za osiguranje funkcionalnosti hrane dodaju se, ili su prisutni probiotici i prebiotici,
razliCiti antioksidansi, izolirani bioaktivni spojevi, polinezasi¢ene masne kiseline, fitosteroli,
biljni ekstrakti, ekstrakti agro-prehrambene industrije i drugo (Gémez i sur., 2019; Radivojac i
sur., 2021). U svrhu integracije funkcionalnih dodataka u funkcionalnu hranu razvijaju se
tehnolonije nanoinkapsulacije (Zhu i sur., 2020; Pateiro i sur., 2021, Pateiro i sur., 2020) i
mikroinkapsulacije (Gomez i sur., 2018).

Na slici 1. prikazana je shema svih relevantnih ¢imbenika koje je potrebno razmotriti u

proizvodnji funkcionalne hrane (Otunola i Martiryosan, 2021).
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Slika 1. Shematski prikaz svih relevantnih ¢imbenika vaznih u proizvodnji funkcionalne
hrane (Otunola i Martiryosan, 2021)

Cimbenici koji utje¢u na odabir sastojaka ili namirnica u proizvodnji

funkcionalne hrane

Prehrambene Etnicka Religija Alergija
navike pripadnost i
kultura

l IS | S—|

Ciljana populacija 1/ili ciljano kroni¢no oboljenje

I

Bioakivni I:> Odgovarajuca baza za proizvodnju funkcionalne hrane

spojevi

Proizvodnja funkcionalne hrane

Svjezi plodovi voca i povréa imaju relativno nisku energetsku te visoku biolosku
vrijednost, stoga se mogu uvrstiti u dijetetske proizvode i funkcionalnu hranu. Danas se i neki
voéni sokovi, primjerice proizvedeni od tzv. ,supervoca“, mogu smatrati funkcionalnom
hranom zbog svog izvornog kemijskog sastava. Pojam "supervoéa™ u posljednje je vrijeme
dobio sve vecu upotrebu 1 pozornost s marketinSkom strategijom za promicanje zdravstvenih
prednosti odabranih voénih vrsta, koje mozda ne uZzivaju status svjetske popularnosti u vidu
konzumacije i/ili prerade (Chang i sur., 2018). To je dovelo do provedbe mnogih znanstvenih
studija ovih vrijednih sirovina s ciljem identifikacije 1 kvantifikacije razli¢itih skupina
fitokemikalija. Liu i sur. (2021) isticu da voéne vrste koje se mogu ubrojiti u kategoriju
"supervoca", u svom kemijskom sastavu uglavnom imaju povecanu koli¢inu bioloski aktivnih
spojeva. Njima se pripisuje velik broj pozitivnih u¢inaka na zdravlje, stoga se pomnim
odabirom polaznih sirovina, mogu ciljano formulirati novi funkcionalni proizvodi.

Prema vazecem Pravilniku (NN 46/07, 84/08, 55/11, 48/2013) vo¢ni sok se definira kao
proizvod koji se proizvodi od jedne ili viSe vrsta tehnoloski zrelog, svjeZeg ili ohladenog voca
pri ¢emu boja, aroma i okus moraju biti karakteristi¢ni za sirovinu od kojeg je sok proizveden.
U novije vrijeme, s nedostatkom vremena i ubrzanim stilom Zivota, potrosaci sve viSe

preferiraju svjeZe pripremljene, hladno presane sokove od voca 1 povréa, kaSaste teksture tj.
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,ready—to drink* proizvode ili smoothie napitke, koji zahvaljuju¢i svom nutritivnom sastavu
zamjenjuju obrok/e svjezeg voca i povréa (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022). Ruxton i sur.
(2006) u svom radu navode da svakodnevna konzumacija ovakvih proizvoda znacajno
doprinosi unosu vrijednih nutrijenata i bioloski aktivnih komponenata, stoga ovi proizvodi
imaju svoj doprinos u ocuvanju vitalnosti i zdravlja. Osim sokova na bazi voc¢a i1 povréa, sve
viSe se konzumiraju i smoothie napitci, koji se mogu pripremati od cijelih plodova vocéa i

povréa, baze voénog soka (npr. soka od jabuke), jogurta, mlijeka, meda i drugih sastojaka.

2.2. Smoothie kao funkcionalni napitak

Pojam ,,funkcionalni napitak* se moze definirati kao napitak koji uz svoju nutritivnu i
kalorijsku vrijednost ima i znanstveno dokazan pozitivan utjecaj na najmanje jednu (ali Cesto i
vise) ciljanih funkcija u organizmu. Time se smanjuju rizici razvoja pojedinih bolesti. Najbitnije
znacajke funkcionalnih napitaka su da ima pozitivan utjecaj na fiziolosSke funkcije, da se moze
konzumirati kao dio uobic¢ajene prehrane, te da se konzumacijom bioaktivnih tvari koje napitak
sadrzi moze dokazano popraviti zdravstveno stanje organizma ili barem umanjiti potencijalni
rizik za neke kronic¢ne ili akutne bolesti. Bitna stavka je da je sadrzaj potpuno prirodan, te da su
sve pojedine komponente sastava one koje se i ina¢e prirodno mogu nac¢i u tom napitku. Sve
stavke moraju imati znastveno potvrdene i utemeljene tvrdnje (Roberfroid, 2000).

Vocée i povrée su nuzni dio uravnotezene zdrave prehrane s obzirom da su
visokovrijedan izvor nutrijenata poput ugljikohidrata, minerala, te bioaktivnih tvari. Prema
preporukama i smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) dnevno je potrebno
konzumirati minimalno 400 g voca i povréa, §to podrazumijeva 5 porcija ovih namirnica u danu
(EC, 2020). Ipak, u svjetskoj populaciji zabiljeZen je deficit dnevnog unosa voca i povréa, $to
se povezuje s incidencijama rizika za razli¢ita oboljenja poput bolesti krvozilnog sustava |
mozdanog udara (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2020, Borges i sur., 2010). Voce 1 povrée se najcesce
konzumira u svjezem obliku, no u ubrzanom Zivotnom tempu, potrosaci sve vise posezu za
proizvodima od voca i povréa koji bi osim nutritivnih i bioloskih funkcija zadovoljili i relativno
brzu i prakticnu konzumaciju, stoga je u ovoj kategoriji posebno popularan tzv. smoothie
napitak. Smoothie napitak se najéesée prireduje postupcima brzog mehanickog usitnjavanja i
homogenizacije od kombinacije svjezih plodova voca i povréa. U smootjie se dodatno dodaju
tekuci sastojci kao $to su voda, sok i mlijeko. Podrijetlo mlijeka moze biti zivotinjsko, ali danas
je najcesce biljno (orasasti plodovi, riza i dr.), a karakterizirani su poluteku¢om konzistencijom

i homogenoscu teksture (Teleszko i sur., 2014). Zbog sve ucestalije netolerancije na laktozu,
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pojavu alergija ili novih trendova u vegetarijanskoj prehrani, sve vise se istrazuje upotreba
nemlije¢nih nadomjestaka u smoothie napicima (Uzodinma i Ochulor., 2020).

Smatra se da zbog tehnologije proizvodnje, koja svu sirovinu preraduje bez generiranja
nusproizvoda, smoothie napici imaju vecu nutritivnu, bioloSku i energetsku vrijednost u
usporedbi sa klasicnim sokovima od voca i povréa (Bhardwaj i Pandey, 2011). Nadalje,
utvrdeno je da smoothie napici imaju pozitivnu ulogu u prehrani zbog potencijalnog
zdravstvenog benefita te da redovnom konzumacijom mogu osigurati povecani unos voca i
povréa, posebice u mladim dobnim skupinama (Sun-Waterhouse, 2011). Ciljanim
kombiniranjem Zeljenih vrsta voca i povrca definira se Zeljena receptura Smoothie napitka. Time
se primjerice, neki mozda manje pozeljni okusi i/ili mirisi mogu prikriti te tako kreirati proizvod

prihvatljive senzorske kakvoce (Ribeiro i sur., 2018). U
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Tablica 1. su prikazane neke formulacije smoothie napitaka koriStenih u razlic¢itim
znanstvenim ispitivanjima.

Interes za smoothie napitke pojavio se neposredno po izumu elektri¢nih blendera koji
su zbog izvedbe 1 cijene ubrzo postali pristupacni Sirem krugu potroSaca. Prvi takav uredaj
izumio je i patentirao u SAD-u 1922. godine S. Poplawski, s time da su se smoothie napici na
trziStu u Americi pojavili Cetiri godine kasnije, pri ¢emu su sadrzavali blendane cijele plodove
naranée i drugih tajnih sastojaka koji su umanjili kiselost samog napitka. Sezdesetih godina
proslog stolje¢a u SAD-u su se smoothie napitci mogli konzumirati i kupiti u Juice-barovima i
trgovinama ,,zdravom hranom®, a od 1990. godine njihova proizvodnja 1 potroSnja Siri se na
cijeli svijet. Posebnu popularnost od 2004. godine uzivaju tzv. ,,zeleni® smoothie napitci ¢iju
vrijednost su na trziStu ponajprije prepoznali vegetarijanci i vegani.

lako smoothie napitci jo$ nisu postali dio sluzbene vazece legislative koja se u Europskoj
Uniji odnosi na sokove i/ili proizvode od voca, danas je smoothie napitak postao standard
zdravih prehrambenih navika §irokih skupina potrosaca, koji odabirom odgovarajucih receptura
ciljano odabiru napitak za svoje individualne potrebe (Annonymus 1). 1z tog razloga je i
proizvodnja smoothie napitaka u svijetu u stalnom porastu. Unazad nekoliko godina to je
segment industrije koji pokazuje najvecéu stopu rasta na globalnoj razini (Morales-de la Pefia i
sur., 2016).
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Tablica 1. Pregled formulacija smoothie napitaka na bazi voéa i povréa u znanstvenim

istraZivanjima

Voée i povrée % sadrzaja Mlijeéna komponenta i ostali sastojci Referenca
Sok od narance 59

Jabuka 5 Nieva i sur
Mrkva 15 - (2022) ’
List repe 6

Stabljika repe 5

Banana 40 Ribeiro i sur
Jagoda 40 - 2020 N
Palma Euterpe edulis 20

Naranca 59

Jabuka 15 Fernandez i sur.,
Mrkva 15 i 2019a

Repa 11

Jabuka 20

I\/!rk\_/a 20 Citrusni pektin - 20 % Hurtado i sur.,
Tikvica 20 Sol - 0,1 % 2019

Bundeva 15 !

Poriluk 5

Naranca i jagoda 40

Jabuka Zlatni deliSes 16

Banana, crno grozde i kupina 10 - Hurtado i sur.,
Ribiz, crveni 7 2016

Grozde, bijelo 5

Limun 2

Naranca 50

PD?EE& igg Obrano mlijeko - 10 % ,zbgldergs tsur,
Mrkva 13

Naranca 50

PD?EEa igg Sojino mlijeko 10 % 'g‘é‘fggs Isur,
Mrkva 13

Limun 1,7

Rajcica 33

Zelena paprika 17 Morska sol - 1,7 %

Celer 8,5 Maslinovo ulje - 0,8 % Barba i sur., 2010
Krastavac 4 Voda — ostatak do 100 %

Luk 4

Mrkva 4

Sljiva 31

Tresnja 26 Di Cagno i sur
Bijelo grozde 20 Aloe vera 10 % 2011 N
Kupina 5

Rajéica 8

Kivi 40

Bijelo grozde 20 . .
Papaja 15 Aloe vera 10 % g)(;lclagno v sur.,
Spinat 8

Komorac¢ 7
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Sukladno trendovima trzista, izmedu ostalih cilj prehrambene industrije je staviti na
trziSte proizvode koje ¢e potrosaci asocirati s minimalno obradenim ili neobradenim, tj. svjezim
oblicima voca ili povréa. Tako dobiveni proizvodi su daleko bolja alternativa u usporedbi sa
dosad najc¢esce konzumiranim na trzi$tu dostupnim konvencionalno obradenim proizvodima na
bazi povrca ili vo¢a poput sokova i zeliranih proizvoda koji su konzervirani toplinskim
postupkom pasterizacije ili sterilizacije. Posljedice visokih temperatura (>70 °C) tijekom
obrade najces$¢e su negativan utjecaj na senzorska obiljezja te nutritivnu kvalitetu dobivenih
sokova ili smoothieja (Bursa¢ Kovacevic¢ i sur., 2015; Bursaé, 2007). 1z tog razloga najveci
industrijski problem u proizvodnji smoothie napitaka odnosi se na zadrzavanje originalne
kvalitete nakon same obrade, te kvalitete i stabilnosti tijekom skladistenja, iz razloga jer su ovi
proizvodi zbog svog kemijskog sastava vrlo lako podlozni zagadenju i Sirenju
mikroorganizama, te potencijalnoj enzimskoj aktivaciji koja moze uzrokovati oksidaciju i
kvarenje (Hurtado i sur., 2019).

2.3. Bioaktivni potencijal smoothie napitaka

Smoothie napici su izvor Sirokog spektra bioaktivnih spojeva, bilo da su prirodno
prisutni u sirovinama od kojih su pripremljeni ili da su dodani kao funkcionalne zamjene.
Bioaktivni spojevi predstavljaju produkt sekundarnog biljnog metabolizma te imaju jasan
terapeutski potencijal. Polifenolni spojevi i karotenoidi su glavne fitokemikalije prisutne u vocu
i povréu, koje se odnose na ljudsko zdravlje (Singh i sur., 2015). Polifenoli su glavni sudionici
biokemijskih promjena do kojih dolazi za vrijeme zrenja ili dozrijevanja voca (Lorenzo i sur.,
2020). Biljke polifenole sintetiziraju za vrijeme svojeg prirodnog razvoja kao primarni odgovor
na negativne ili nepovoljne uvjete poput infekcija, razli¢itih oStecenja i ultraljubiCastog
zracenja. Takoder su klju¢ni u mehanizmima stvaranja boje, arome te okusa koji su svojstveni
za pojedinu biljnu vrstu. Zbog svojih karakteristika polifenolni spojevi posljedi¢no su ukljuceni
u sve prirodne procese (bilo pozeljne ili nepozeljne) koji se odvijaju tijekom obrade svjezeg
povréa i voca. Polifenolni spojevi Siroko su rasprostranjeni u biljnom carstvu sa vise od 8000
razli¢itih kemijskih struktura (slika 2.), a mogu se nalaziti u obliku jednostavnih molekula poput
fenolnih kiselina, sve do razli¢itih kompleksnih polimeriziranih spojeva. Najvec¢u skupinu

polifenola ¢ine flavonoidi koji su ujedno i najzastupljeniji u prehrani ljudi.
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Hidroksibenzojeve kiseline
Fenolne kiseline <

Hidroksicimetne kiseline

Antocijani
Polifenoli
Flavonoli
Flavonoidi
Flavanoli
Flavanoni
Flavoni
Neflavonoidni _
polifenoli Izoflavoni

Slika 2. Podjela polifenolnih spojeva (preradeno prema De la Rosa i sur., 2019)

Fenolni spojevi su prema svojoj osnovoj strukturi sastavljeni od aromatskog prstena na
kojeg su najcesce direktno vezane jedna ili vise hidroksilnih skupina (Panche i sur, 2016). S
obzirom na njihovu relativno kompleksnu kemijsku gradu, dijele se na flavonoide i fenolne
kiseline (neflavonoide). Od neflavonoida su najzastupljenije  hidroksicimetna i

hidroksibenzojeva kiseline te njihovi derivati (slika 3.).

Flavonoidi su polifenolni spojevi s najve¢im udjelom u vocu i povréu. sastoje se od dva,
oznaka A i B benzenskih prstenov koji su spojeni putem C prstena (centralni piranski prsten)
koji u sebi sadrzi kisik. Fenolne kiseline sastoje se od fenilne skupine koja je zamijenjena
karboksilnom skupinom, te barem jednom ili vise hidroksilnih grupa. Razlike do kojih dolazi

kod pojedinih flavonoidnih podgrupa nastaju zbog razlike u rasporedu i broju hidroksilnih (OH)
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grupa. Prema De la Rosi i sur., 2019. vazne razlike su i stupanj nezasi¢enosti, te stupanj

oksidacije centralnog prstena, kao i priroda te stupanj alkilacije ili glikozidacije.

T COOH
@— COOH —Q cC=

A B C

Slika 3. Struktura (A) flavonoida, (B) hidroksibenzojevih i (C) hidroksicimetnih kiselina
(prema De la Rosa i sur., 2019).

Polifenolni spojevi su najvazniji antioksidansi u ljudskoj prehrani pri ¢emu se dnevno
kroz konumaciju hrame konzumira priblizno 1 gram raznih polifenola. To predstavlja znatno
veci unos u usporedbi s drugim antioksidansima prisutnim u svakodnevnoj prehrani (Scalbert i
sur., 2005). Pored antioksidacijskog, do danas su dokazana i brojna druga pozitivna djelovanja
polifenola  poput antiinflamatornog, antimikrobnog, antifungalnog, diuretickog,
antihipertenzivnog, antiaritmi¢nog, spazmolitickog, antikoaguliraju¢eg, kardiotoni¢nog,
antialergijskog, analgetskog, antihepatotoksi¢nog, antimalari¢nog i hipoglikemijskog (Cori i

ur., 2018; Grosso, 2018; Stevenson i Hurst, 2007). Antioksidacijsko djelovanje polifenola
direktno je povezano i posljedica je njihove aromatske strukture. Zahvaljujuci takvoj strukturi
zbog delokalizacije elektrona istovremeno je prisutan veéi broj oblika koji su u rezonanciji, dok
OH (hidroksilne) skupine mogu lako donirati vodikove atome ili elektrone. Tim mehanizmom
posljedi¢no dolazi do inaktivacije Stetnih tvari u organizmu poput slobodnih radikala (Gebicki
i Nauser, 2021).

Karotenoidi su druga najbrojnija skupina bioaktivnih spojeva u vocu i povréu te su
nosioci zutih, narancastih i crvenih obojenja. Ubrajaju se u tetraterpene, derivate izoprena koji
su sastavljeni od osam simetriéno smjestenih izoprenskih jedinica u odnosu na srediste
molekule te svi karotenoidi sadrze 40 ugljikovih atoma. Postoji preko 1100 poznatih

karotenoida koji se mogu dalje kategorizirati u dvije klase:

(1) ksantofili (koji sadrze kisik), kao $to su astaksantin, lutein, zeaksantin
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(2) karoteni (koji su iskljucivo ugljikovodici i ne sadrze kisik), poput likopena,
a-karotena i B-karotena (Slika 4.).

Svojstva karotenoidnih pigmenata in vitro mogu se razlikovati od onih in vivo zbog
interakcije s okolnim supstituentima koji okruzuju pigmente (npr. lipidima i proteinima)

(Pererai Yen, 2007).

AV S\ NIRRT TR

B-karoten

o-karoten

Likopen

OH

AV e VO 20 Y " S

B-kriptoksantin

Lutein

Slika 4. Prikaz struktura karotena i ksantofila.

Pokazano je da kuhanje 1 mehanicka homogenizacija mogu povecati bioraspolozivost
karotenoida, a mehanizam kojim se to odvija najvjerojatnije je posljedica oslobadanja

karotenoida iz matrice hrane i iz proteinskih kompleksa (Hof i sur., 1999; Rock i sur., 1998).

Karotenoidi su poput polifenola antioksidansi, no za razliku od polifenola, oni su hvataci
singletnog kisika te naj¢esce djeluju sinergijski sa drugim prisutnim antioksidansima, $to je i
pokazano da znacajno doprinosi njihovoj ucinkovitosti (Stahl i Sies, 2003). Rezultati brojnih

epidemioloskih istrazivanja su potvrdila povezanost prehrane bogate karotenoidima sa
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umanjenjem rizika od raznih degenerativnih poremecaja, ukljucujuéi bolesti krvozilnog
sustava, oftalmoloskih problema poput o¢ne mrene i degradacije makule, te takoder i nekih
kancerogenih stanja (Perera i Yen, 2007; Zare i sur., 2021).

Askorbinska kiselina, kao vitamin C u reduciranom obliku vrlo lako predaje dva atoma
vodika s elektronima, pri ¢emu prelazi u dehidroaskorbinsku kiselinu (oksidirani oblik) koja
nema antioksidacijsko svojstvo vitamina, stoga se pod pojmom vitamina C podrazumijevaju i
askorbinska i dehidroaskorbinska kiselina. Prema Martiju i sur., 2001 zbog antioksidacijskih
svojstava Cesto se dodaje u prehrambene proizvode kao konzervans E300, jer sprjecava
enzimske promjene poput promjene boje u smedu, a dodatno jo§ doprinosi preporu¢enom

dnevnom unosu vitamina C u namirnici.

HO

HO O

HO OH

Slika 5. Struktura askorbinske Kiseline.

S obzirom da ljudsko tijelo nije sposobno samostalno sintetizirati vitamin C, kako bi se
odrzala optimalna razina u organizmu potreban je gotovo svakodnevni unos. Preporucen dnevni
unos je oko 80 do 110 mg, ovisno o dobi, spolu i drugim varijablama. S obzirom da se najveci
udio vitamina C moze na¢i u vocu i povréu, smoothie napici mogu biti znacajan izvor 0vog
vitamina, no njegova stabilnost znacajno ovisi o na¢inu obrade (Mieszczakovska — Frac i sur.,
2021). Uredbom omisije Europske Unije utvrden je popis svih trenutno dokazanih zdravstvenih
tvrdnji koje se smiju navesti uz hranu, pri ¢emu je za vitamin C dopusteno koristiti 15
znanstveno potvrdenih zdravstvenih tvrdnji. To je viSe nego za bilo koji drugi vitamin, te
primjerice obuhvaca tvrdnje da doprinosi odrzavanju normalne funkcije imunoloskog sustava,
doprinosi stvaranju kolagena za normalnu funkciju hrskavice, koze, desni, kostiju, krvnih Zila,
te zubiju. Vitamin C takoder doprinosi normalnom metabolizmu, funkcioniranju zivéanog
sustava, psiholoskoj funkciji I imunoloskom sustavu. Takoder doprinosi zastiti stanica od
oksidativnog stresa, smanjenju umora, te poboljsava apsorpciju zeljeza i regeneraciju vitamina
E (Anonymus, EU 432/2012). Prosje¢no najveca koli¢ina vitamina C u vocu moze se naci u

crnom ribizlu (oko 180 mg /100 g), zatim Kiviju i dr. Jabuke kao sastojak smoothie napitaka
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nisu izrazito znacajan izvor vitamina C s prosjekom od 4,5 mg/100 g, dok indijanske banane
(paw-paw) sadrze oko 18 mg/100 g, te aronija oko 21 mg/100 g. Povrce je takoder bogato L-
askorbinskom kiselinom, pri ¢emu prednjace zelene Cili paprike s 242 mg/100 g, a mrkva kao
sastojak ispitivanih smoothie napitaka prosje¢no oko 5,9 mg/100 g. Istrazivanja vezana uz
biodostupnost vitamina C pokazala su da se koristenjem netoplinskih tehnologija koje se
intenzivno razvijaju zadnjih godina, u usporedbi s konvencionalnom toplinskom
pasterizacijom, dobivaju znacajno kvalitetniji proizvodi na bazi voca i povréa, poput sokova i
smoothie napitaka, u vidu bolje o¢uvanosti vitamina C u usporedbi s konvecionalnim
toplinskim potupcima. Tehnologije poput obrade visokog hidrostatskog tlaka, ultrazvuka
visokog intenziteta, te pulsirajuceg elektricnog polja pokazale su dobre rezultate u oCuvanju
bioaktivnih tvari, pa tako i vitamina C, u razli¢itim proizvodima od voca i povréa, pri ¢emu je
osigurana zdravstvena, tj. mikrobioloska ispravnost gotovih proizvoda uz produzen rok trajanja
(Mili¢ i sur., 2022; Pavli¢ i sur., 2021).

2.4. Nutritivni potencijal smoothie napitaka

U industrijskoj proizvodnji smoothieja koristi se kombinacija razli¢itih vrste voca i
povréa. Na temelju nutritivnog sastava i bioloskog potencijala pojedinog voca ili povréa, vrlo
lako se mogu dizajnirati funkcionalni napici koji ¢e biti odli¢an izvor vise vrsta vitamina,
minerala, te raznih bioaktivnih i ostalih kemijskih spojeva koji posjeduju potencijalno efektivan
u¢inak na zdravstveno stanje ljudskog organizma. U istrazivanju su za pripremu smoothie
napitaka na temelju preliminarnih istrazivanja i anketa senzorske analize odabrane jabuka,
aronija i indijanska banana od voc¢a i mrkva od povréa, te bademov napitak. Stoga je u ovom

radu razmatran njihov nutritivni potencijal kao sastojaka smoothie napitaka.

2.4.1. Jabuka (Malus domestica L.) u prehrani

Jabuka je prema trzisnom udjelu najpopularnija vo¢na vrsta u Europi, a zbog svoje
otpornosti 1 prilagodljivosti na uvjete, uzgaja se u Citavom svijetu. Prosje¢na konzumacija
jabuka po glavi stanovnika u Europi, od 2003. do 2005. godine, je iznosila 61 g dnevno, §to
predstavlja ¢etvrtinu ukupne potrosnje voc¢a u Europi. Kemijski sastav ploda jabuke promjenjiv
je 1 najviSe ovisi o faktorima kao §to su na primjer vrsta sorte, klimatske prilike, podneblje u
kojem se uzgaja, te uvjeti skladiStenja, pri ¢emu je izravno povezan s prehrambenom
vrijedno$c¢u jabuke. Za jabuke je su kvantitativne i kvalitativne analize utvrdile da imaju
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znacajno visi udio slobodnih fenolnih spojeva (272,1 mg na 100 g, oko 92 %) u odnosu na
vezane fenolne spojeve (24,3 mg na 100 g, oko 8 %) $to znacajno doprinosi njihovoj bioloskoj
vrijednosti (Sun i sur., 2002). Plodovi jabuke sadrze velike koli¢ine derivata hidroksicimetnih
kiselina (Nicolas i sur., 1994). Medu njima se nalazi i klorogenska kiselina koja se isti¢e kao
komponenta s najve¢im udjelom prema kvantitativnim analizama (Lancaster i Dougall, 1992),
dok su u kori pretezno zastupljene razlicite flavonoidne skupine od kojih su najzastupljeniji
flavan-3-oli  (katehini, epikatehini i procijanidini), flavonoli (kvercetin-3-glikozidi),
dihidrohalkoni (floridzin) te u kori crvenih jabuka antocijani (cijanidin 3-glikozid) (Guyot i
sur., 1998).

Rezultati brojnih istrazivanja su utvrdili da redovna konzumacija jabuka pozitivno
djeluje u prevenciji kroni¢nih bolesti (Boyer i Liu, 2004). Fenolni spojevi se smatraju glavnim
odrednicama pozitivnog utjecaja jabuka na zdravlje, poput prevencije astme i drugih plu¢nih
bolesti, kardiovaskularnih oboljenja, dijabetesa tipa 2, prekomjerne tjelesne tezine i karcinoma
(Graziani i sur., 2005). Sluze i kao prevencija neuroloskih degenerativnih poremecaja (Spencer,
2010). Istrazivanja in vitro na Zivotinjama utvrdila su kako odredeni sastojci jabuka mogu
inhibirati proliferaciju stanica karcinoma te da imaju visoku antioksidacijsku aktivnost (Sun i
sur., 2002; Loépez-Pedrouso i sur., 2020), mogu sniziti razinu kolesterola u organizmu
(Leontowicz i sur., 2002) i pokazalo se je da smanjuju oksidaciju lipida (Mayer i sur., 2001) i

imaju potencijal i ulogu u snizavanju razine rizika od bolesti.

2.4.2. Svojstva mrkve (Daucus carota L.)

Kao jedna od vaznijih kultura koja se uzgaja prakti¢ki u ¢itavom svijetu, mrkva sadrzi
relativno visoku koncentraciju karotenoida, posebno [3-karotena. S obzirom na unos p-karotena
u organizam, prema Kileinu i Rodriguez - Concepcionu, 2015. mrkva predstavlja osnovni izvor
(pro)vitamina A u ljudskoj prehrani. Utvrdeno je da su pravilna prehrana i zadovoljavajuéi udio
karotenoida izravno povezani sa manjim rizikom od vise vrsta poremecaja, Sto ukljucuje i
pojedine grupe karcinoma, oftalmoloska oboljenja i probleme s krvozilnim sustavom (Stahl i
Sies, 2003). U mrkvi je sa 60 % do 80 % najzastupljeniji karotenoid -karoten. Slijedi a-karoten
sa udjelom od 10 % do 40 % te na kraju lutein sa udjelom do 5 % (Chen i sur., 1995). U mrkvi
su od polifenola pronadeni derivati hidroksicimetnih kiselina poput kafeinske te izoklorogenske
I klorogenske kiseline, kao i glikozidi cijanidina. Takoder prema Sharma i sur., 2012 izvrstan

izvor vitamina poput tiamina, riboflavina, folne kiseline, vitamina C te minerala kalija, kalcija,
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zeljeza, fosfora i joda (Leja 1 sur., 1997). Promotri li se kemijski sastav mrkve, moze se
zakljuciti da je najzastupljeniji sastojak voda (86—89 %), zatim ugljikohidrati (6.0-10.6 %),
proteini (0.7-1.1 %), lipidi (0.2-0.5 %), i vlakna (1.2—2.8 %) (Nguyen i Nguyen, 2015).

Sok na bazi mrkve smatra se izvrsnim izvorom karotenoida, ve¢inom a-karotena i f3-
karotena, a u manjim koncentracijama (-karoten, fitofluena, fitoena i luteina (Stinco i sur.,
2019). Prema Sharma i sur., 2012. sadrzi i polifenole poput kafeinske, izoklorogenske i
klorogenske kiseline, te glikozide cijanidina. Mrkva u svom kemijskom sastavu takoder sadrzi

riboflavine, folnu kiselinu, vitamin C i tiamin.

2.4.3. Svojstva aronije (Aronia melanocarpa L.)

Biljka podrijetlom iz Sjeverne Amerike, aronija se kao takva tek zadnjih stotinjak
godina uzgaja i na tlu Europe. Aronija ima male bobice tamno plave boje. Zbog svog suhog,
zemljanog i trpkog okusa koji su posljedica tanina i drugih tvari, rijetko se konzumiraju u
nepreradenom obliku. 1z plodova aronije se iz tog razloga najc¢esce proizvode sokovi, vocni

¢ajevi, sirupi, namazi, likeri, te dodaci prehrani (Chrubasik i sur., 2010).

U posljednje vrijeme aronija je privukla veliku pozornost potrosaca i znanstvenih
krugova kao namirnica sa iznimno visokim udjelom razliitih fitokemikalija, ¢ime ju mnogi
svrstavaju u funkcionalnu hranu. Aroniji je bogat izvor fenolnih spojeva koji ukljucuju
antocijane, fenolne kiseline, procijanidine i flavonolne glikozide (Lee i sur., 2014; Bursac
Kovacevi¢ i sur., 2016.) te kao takva pokazuje antimutagena svojstva i moze djelovati kao
zastitni faktor za jetru, s obzirom da prema istrazivanjima smanjuju akumulaciju nekih teskih
metala poput kadmija (prema nekim istrazivanjima i olova) u jetri i bubrezima. Aronija kao i
ekstrakt aronihe takoder su se pokazali kao izvrsna preventiva karcinoma debelog crijeva u in
vitro istraZivanjima. Istovremeno smanjuju rizik od bolesti krvozilnog sustava (Kulling i Rawel,
2008). Istrazivanja Valcheve — Kuzmanove i sur., 2013. i 2014. pokazala su da konzumiranje
10 mL po kg tjelesne mase soka od aronije tijekom 30 dana statisticki znac¢ajno poboljsava
sposobnost pamcéenja i ucenja kod Stakora. Novija istrazivanja poput Deneva i sur., 2019. su
krenula u smjeru ispitivanja protuupalnih i antioksidacijskih uc¢inaka polifenola koji se nalaze
u aroniji. Istovremeno je dokazano da sok na bazi aronije dovodi do poboljsanja kognitivnih i
lokomotornih funkcija u organizmu s obzirom na njegove neuroprotektivne karakteristike
(Daskalova i sur., 2019). Konzumacija soka pozitivno korelira sa smanjenjem prekomjerne
tjelesne tezine (Kim i sur., 2018. i 2019.).
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2.4.4. Svojstva indijanske banane (Asimina triloba L.)

Indijanska banana spada u tropsko voce izduzenog, cilindri¢nog oblika. Maksimalne je
duzine do 15 cm, te Sirine od 3 do 10 cm. Plod indijanske banane tezak je izmedu 200 do 400
g. Plodovi su u pravilu aromati¢nog okusa, koji se najcesce dozivljava kao tropska kombinacija
okusa banane, manga i ananasa (Nam i sur., 2018a). Voce je bilo karakteristi¢no za jugoisto¢ni
dio SAD-a. Boja pulpe koja predstavlja jestivi dio voca varira od bijele preko svijetlo Zute sve
do tamno narancaste. Kora, koja je nejestiva, u nezrelom obliku je zelene boje, dok prolaskom
kroz sve faze dozrijevanja prelazi do smedu ili ¢ak crnu boje. Indijanska banana prema
kemijskom sastavu sastoji se i od znacajnih razina raznih fitokemikalija i spojeva
karakteristi¢nih za to voce. Pojedini sastojci kao i njthova kombinacija povezani su s pozitivnim
zdravstvenim uc¢incima. Istrazivanja su potvrdila da je uz to bogata i polifenolima, vitaminom
C, mineralnim tvarima poput kalija, kalcija i magnezija, zatim fosforom, bakrom i nizom drugih
tvari poput zeljeza, cinka, mangana. Sadrzi i riboflavin, niacin, esencijalne aminokiseline i
druge tvari (Donno i sur., 2018). Razina antioksidanasa izuzetno je velika, pri ¢emu je
usporediva s klasi¢nim tropskim vo¢em kao $to su ananas ili banana (Kobayashi i sur., 2008).
Istrazivanja koja su proveli Nam i suradnici (2018a) otkrila su kvalitativni i kvantitativni sastav
polifenola, pri ¢emu se najvise istiCu epikatehin, epigalokatehin, te p-kumarinska kiselina.
Pokazalo se da ti spojevi mogu djelovati protuupalno i antikancerogeno, te da imaju
antioksidacijska svojstva. Istovremeno u banani se nalaze i acetogenini, koji su derivati
dugolancanih masnih kiselina. Pozitivna posljedica toga je istrazivana i dokazana in vitro
antimutagena i antikancerogena svojstva, i to u istrazivanjima koja su obuhvacala karcinome
prostate, jetre, dojke, Zeluca i dr. (Nam i sur., 2018b) (Slika 6.). Istrazivani su alternativni
prehrambeni lijekovi i dijetetski proizvodi na bazi ekstrakta indijanske banane, te je utvrdeno
da imaju antikancerogenu djelotvornost dokazanu na zivotinjskim modelima i u za sada malom

broju klinickih studija (Coothankandaswamy 1 sur., 2010).
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Slika 6. Kemijske stukture 10-hidroksiglaukanetina (1), anonacina (2) i anonacina A (3)
u indijanskoj banani (Coothankandaswamy i sur., 2010)

2.4.5. Bademov napitak u prehrani

Bademov napitak je emulzija tipa ulje u vodi. Na trziStu se pojavljuje kao alternativni
napitak za potrosace koji su preosjetljivi na sastojke kravljeg mlijeka, netolerantni na laktozu
ili jednostavno zbog stila prehrane konzumiraju isklju¢ivo napitke na biljnoj osnovi (Dhakal i
sur., 2014). Zbog svojih jedinstvenih prehrambenih svojstava, poput uravnoteZenog sastava u
sadrzaju proteina i masti, visokog sadrZzaja mononezasi¢enih masnih kiselina 1 drugih korisnih
biljnih spojeva poput vlakana, vitamina, antioksidansa i minerala, bademov napitak se
promovira kao funkcionalna hrana. Biljni napitci opéenito imaju pozitivne u¢inke na zdravlje
zbog antioksidacijskog djelovanja i sastava masnih kiselina koje preventivno djeluju na
smanjuje rizika od kardiovaskularnih bolesti, karcinoma i dijabetesa (§to je pokazalo
istrazivanje od Zujko i Witkowska, 2014.) te je takoder utvrdeno da umanjuju rizik od
neurodegenerativnih poremecaja poput Alzheimerove bolesti (Jalali-Khanabadi i sur., 2010;

Pistollato i sur., 2018).
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2.5. Senzorska svojstva smoothie napitaka

Zbog brzog odgovora prehrambene industrije na sve veée zahtjeve trzista, kontinuirano
se dizajniraju 1 pojavljuju novi prehrambeni proizvodi, ili se uvode ve¢ poznati proizvodi sa
nekim novim dodacima i/ili izmijenjenim svojstvima. Iz tog razloga potrebne su precizne i
fleksibilne metode procjene, koje se mogu primijeniti ne samo u kontroli kvalitete proizvoda,
ve¢ i u svrhu nekih drugih ispitivanja kao $to su npr. razvoj novih proizvoda, utvrdivanje razlika
izmedu Sarzi te provedba analize trzista kako bi se dobio odgovor kako ¢e trziste odgovoriti na
novi proizvod. Potreba objektivnih preciznih metoda za analizu hrane i potreba da se ispita i
utvrdi kako ¢e potrosaci prihvatiti neki novi proizvod utjecale su na razvoj senzorskih testova i
senzorike kao discipline opcenito (Dijksterhuis i Piggott. 2001).

Senzorska procjena je prvi puta definirana 1975. godine, kada je u Institutu za
prehrambenu tehnologiju objavljena kao znanstvena disciplina koja prema definiciji od
Filajdica, 1988. potice, mjeri, analizira i interpretira reakcije onih karakteristika hrane i tvari
koje se zapazaju osjetilima vida, mirisa, okusa, dodira i sluha. Takva vrsta analize je iz tog
razloga relativno novija znanstvena disciplina koja ima za cilj procijeniti one karakteristike
nekon proizvoda koji dolazi u doticaj s ljudskim osjetilima. Uz to je za svaku ispitivanu
karakteristiku bilo potrebno utvrditi izraze koji ju mogu identificirati i kvantificirati. U
senzorska svojstva se ubrajaju izgled, miris, konzistencija, tekstura, okus i zvuk, a ispitati se
tada mogli jedino ljudskim senzorskim organima. Danas je sva navedena svojstva moguce
objektivno ispitati koriStenjem instrumentalnih metoda poput analizatora teksture, zvuka,
umjetnog nosa i dr. S obzirom da je kao i kod svake analize i u senzorskoj analizi nuzno otkloniti
svaku subjektivnost, minimalni uvjeti definiraju se preko 1SO standarda. Uvjeti moraju
osigurati ozbiljan, precizan i pouzdan rad prema ICS 67.240, u sklopu komiteta ISO/TC - 34
za poljoprivredno - prehrambene proizvode), te dodatno znanstvenog podkomiteta (Science
committee SC12) za senzorsku analizu (Annonymus 2).

Postoji vise razli¢itih senzorskih testova za senzorsku procjenu proizvoda koji se u
osnovi dijele na tri skupine prema vrsti informacija koje se mjere:

(1) Testovi razlika - u praksi svaki test dobiva karakteristiCan naziv (op¢i testovi razlika,
testovi razlika u obiljezjima), ali mogu se postaviti na razlic¢ite nacine

(2) Deskriptivni testovi - ukljuc¢uju obucene paneliste (6-30 ljudi) koji procjenjuju

proizvode po ocjeni intenziteta razlic¢itih karakteristika na ljestvici;
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(3) Testovi sklonosti - testovi preferenci, i testovi prihvac¢anja. Neovisno o vrsti testa
koji se koristi za ispitivanje, pitanja koja se postavljaju ocjenjivaéima moraju biti
nedvosmislena, jasna i precizna. Potrebne su i dodatne informacije kako bi se omogudéilo
potpuno popunjavanje testa (Stefokovi¢, 2000).

U senzorskoj procjeni funkcionalne hrane naj¢esce se primjenjuje metoda kvantitativne
deskriptivne analize (eng. Quantitative Descriptive Analysis, QDA) (Pilli i Lopriore, 2018;
Baiano i sur., 2012). Takva deskriptivna analiza nuzno ukljucuje detektiranje i potpun opis svih
kvalitativnih i kvantitativnih aspekata proizvoda. Analiza se provodi od strane panelista koji su
utrenirani za specificnu grupu prehrambenog proizvoda. Panelisti moraju biti uvjezbani i
educirani kako bi prepoznali i opisali ocjenjivano svojstvo nekog proizvoda, pri ¢emu takoder
moraju nauciti razlikovati i ocijeniti intenzitet Svakog pojedinog ispitivanog kvantitativnog
svojstva. Kvalitativna glediSta su predstavljena vanjskim izgledom proizvoda, specifi¢énim
svojstvima arome i okusa, teksturom koja se osjeca u ustima (mouthfeel) i specifi¢na svojstva
koja se osjete dodirom. Kvantitativna gledista predstavljena su preko intenziteta svih prethodno
navedenih parametara. Intenzitet nekog svojstva mjeri se raznim vrstama ljestvica. Neke od
najceSc¢e koriStenih su hedonisticka ljestvica, linijska ljestvica i1 ljestvica procjene jacine
proizvoda (Lawless i Heyman, 1999). Pri zavrSetku analize rezultati se prikupljaju od ¢lanova
panela i statisticki obraduju, nakon ¢ega se najcesce prikazuju u obliku radar dijagrama, cesto
nazvanog i "paukovom mrezom" (eng. spider web). Panelisti ne smiju diskutirati o rezultatima,

terminologiji ili samim uzorcima nakon zavrsene analize (Rewell, 2008).

2.6. Reoloska svojstva smoothie napitaka

Prema definiciji reologija je grana fizike koja se bavi proucavanjem deformacija i te¢enja
krutih 1 tekuc¢ih materijala podvrgnutih djelovanju sile. Reoloska svojstva materijala koji se
ispituju odreduju se na temelju svojstva teenja, tj. nastalih deformacija. (Lelas, 2006).
Reologija u svim granama industrije, a posebno u prehrambenoj ima veliki znacaj jer se pomoc¢u
nje definiraju i opisuju mehanicka, tj. teksturna svojstva prehrambenih i drugih materijala. Ta
svojstva izravno utjecu na kakvocu sirovina, poluproizvoda i gotovih proizvoda u proizvodnji
i kao takva podrazumijevaju slozenu analizu veéeg broja svojstava. 1z tog razloga ispituju se
mehaniCka svojstva poput tvrdoce, Cvrstoce, elasti¢nosti, rada, naprezanja, stabilnosti,
dinamicke i1 kinemati¢ke viskoznosti, te brojna druga (Stijepic i sur., 2011). Reoloska svojstva

proizvoda znacajan su aspekt koji ukazuje na kvalitetu samog proizvoda i mogu se koristiti za
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utvrdivanje stabilnosti. U vodenju procesa u prehrambenoj industriji vrlo vazna je i mogucénost
pracenja reoloskih svojstava od samog ulaza, tj. sirovina, preko poluproizvoda do gotovih
proizvoda. Takvim pra¢enjem je vrlo lako moguce prilagoditi pojedine tehnoloske parametre i
time utjecati na dobivanje proizvoda optimalne kvalitete uz minimalnu utroSenu energiju i
minimalnu koli¢inu otpada (Ergovi¢, 2007). Reoloska svojstva materijala koja se smatraju
idealnim su plasti¢nost i elasti¢nost za krute i viskoznost za tekuce tvari. Plasti¢nost predstavlja
svojstvo materijala da uslijed djelovanja neke vanjske sile mijenja oblik (dolazi do deformacije)
i zadrzava ga nakon prestanka djelovanja sile. 1z tog razloga nakon prestanka elasti¢ne i pocetka
plasti¢ne deformacije dolazi do trajne deformacije materijala. Elasti¢nost je svojstvo ¢vrstih
materijala da pod utjecajem neke vanjske sile mijenjaju oblik bez promjena u strukturi, sve do
granice elasti¢nosti. Nakon prestanka djelovanja sile materijali koji su prosli samo elasti¢nu
deformaciju vracaju se u svoj pocetni oblik. Viskoznost pak predstavlja unutrasnje trenje u
fluidnom materijalu (tekucine, plinovi i npr. neki amorfni materijali) koje je posljedica otpora
tecenja fluida. Medutim, vrlo ¢esto namirnice ne pokazuju samo jedno od navedenih svojstava
i ne ponasaju se idealno u skladu s matematickom interpretacijom tih svojstava. Razlog tome
je njihova kompleksna struktura i sastav te Cinjenica da na reoloska svojstva utjecu i brojni
vanjski ¢imbenici kao §to su pH, temperatura, brzina smicanja, tlak, primijenjena tehnoloska

metoda i dr. (McPherson i Gaonkar, 2005).

2.6.1. Utjecaj na reoloska svojstva

Najvazniji faktori koji imaju utjecaj na reoloSka svojstva nekog materijala su osnovni
kemijski sastav materijala, tehnoloska operacija ili proces kojim je materijal dobiven, te
temperatura na kojoj se materijal nalazi. Najznacajniji fizikalni faktor s najve¢im utjecajem na
reoloska svojstva proizvoda jest temperatura. Naime, povisenje temperature kod vecine plinova
uzrokuje povecanje, dok kod tekucina uzrokuje smanjenje viskoznosti. Osim utjecaja na
viskoznost, promjena temperature moze dovesti do promjene reoloskog karaktera. Primjeri su
koncentrirani sok od limuna koji pri temperaturi od 7°C pokazuje plasti¢na svojstva, a u rasponu
od 22 °C do 50 °C pseudoplasti¢na svojstva. Drugi primjer je 60 % - tna otopina Secera i
zelatine, koja pri sobnoj temperaturi od 20 °C pokazuje dilatantna svojstva. SpusStanjem
temperature prema na 0 °C otopina pocinje iskazivati pseudoplasticna svojstva. Daljnjim
spustanjem temperatura do — 10 °C otopina pokazuje tiksotropna svojstva (Lelas, 2006). Brojne
operacije u prehrambenoj tehnologiji ukljuc¢uju postupke termicke obrade kao §to su primjerice

sterilizacija 1 pasterizacija. lako je ve¢ naglaseno kako promjena temperature ima utjecaj na
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konacan proizvod 1 njegova svojstva, valja napomenuti kako termicka sterilizacija pojedinih
pocetnih sirovina utje¢e na konacan proizvod. Tako primjerice pri sterilizaciji mlijeka, ukoliko
su primijenjene viSe temperature njegova se viskoznost poveéava kao posljedica denaturacije
proteina, dok s druge strane, viskoznost jogurta kao kona¢nog proizvoda takvog mlijeka se

smanjuje (Dutta i sur., 2006).

Reoloska svojstva prehrambenih materijala izrazito ovise medu ostalim i o tehnoloSkim
operacijama koje se provode kod pripreme, na¢inu na kojem je provedeno konzerviranje i na
kraju ovisi 0 uvjetima ¢uvanja poput temperature, tlaka i dr. Svojstva se mijenjaju takoder
uslijed jedini¢nih operacija poput mijesanja i homogenizacije, konvencionalne toplinske obrade
(pasterizacija, sterilizacija), koncentriranja ili ugus¢ivanja, ekstrudiranja, zamrzavanja i dr.
Prilikom mijeSanja, parametri poput brzine, trajanja ili temperature utjeCu na promjenu veza
medu molekulama te mogu utjecati na promjenu viskoznosti. Homogenizacija predstavlja
tehnolosku operaciju ¢iji je cilj povecanje stabilnosti razli¢itih emulzija, tj. sprijeciti izdvajanje
masti iz razli¢itih proizvoda na nacin da se usitne i ujednace globule mlije¢ne masti. Prilikom
proizvodnje majoneze ili mlijeka, homogenizacija uzrokuje povecanje viskoznosti, dok kod
visokokoncentriranih sokova na bazi citrusa smanjuje viskoznost (Crandall i sur., 1988).
Istrazivanjima je utvrdeno da reoloska svojstva ovise istovremeno o udjelu suhe tvari te o
samom sastavu. Viskoznost fluida raste porastom koli¢ine Krute tvari u istom proizvodu, npr.
koncentriranjem ili ugus$¢ivanjem. Medutim, pokazalo se da daleko najveéi utjecaj na
viskoznost prehrambenih materijala ima njihov kemijski sastav. Unutarnje trenje koje je
posljedica djelovanja medumolekulskih sila poput vodikovih veza, van der Waalsovih sila i dr.
izravno ovisi 0 jakosti privlacnih sila, te posljedicno o obliku molekula i njihovoj veli¢ini. S
obzirom da su ulja gradena od dugackih nepolarnih lanaca ugljikovodika, ulje je iz tog razlog
nuzno viskoznije od npr. vode ¢ije molekule su vrlo male i relativno kuglastog oblika. 1z istog
razloga su razne otopine SeCera Sa manjom molarnom masom imaju proporcionalno manju

viskoznost u usporedbi s Se¢erima koji imaju veéu molarnu masu (Herceg, 2009).

2.6.2. Viskoznost

Viskoznost ili unutarnje trenje u fluidu je osobina karakteristicna za tekuéine i plinove
da pruzaju otpor kretanju izmedu njihovih pojedinih slojeva. Prema njutnovom zakonu
tekucine kod kojih je odnos izmedu smi¢nog naprezanja i smi¢ne brzine konstantan nazivaju su

njutnovske tekucine, pri ¢emu se viskoznost takvih idealnih teku¢ina odreduje izrazom:

=wu D Q)
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Pri ¢emu je je t smicno naprezanje (Pa), n koeficijent viskoznosti (Pa-s) a D brzina smicanja
(s%).

Kod konstantnih uvjeta tlaka i temperature viskoznost je takoder konstantna veli¢ina. Pri tome
viskoznost nije ovisna o brzini smicanja niti o vremenu smicanja. Viskoznost njutnovskih
tekucina ovisna je i mijenja se isklju¢ivo s promjenom temperature. Naj¢es¢i primjeri takvih
fluida su voda, mlijeko i sl. Tekué¢ine kod kojih se viskoznost mijenja sa promjenom brzine
smicanja nazivaju se nenjutnovske tekucine. Viskoznost nenjutnovskih tekucina naziva se jos i
prividna viskoznost zbog toga $to je kod svake smi¢ne brzine razli¢ita. Svojstva nenjutnovskih
tekuéina izrazavaju se drugim pojmovima iz reologije koji preciznije i relativno jednostavnije
odreduju njihova reoloska svojstva. To su koeficijent konzistencije i indeks tecenja. Primjeri

takvih fluida su kecap, maslac, majoneza, jogurt i dr. (Hardi i sur., 2001).

Pseudoplasti¢ne
VremensKi _
nezavisne Binghamovske
Dilatantne
Nenewtonovske
tekucine
Viskoelasti¢ne
Tiksotropne
Vremenski
zavisne .
Reopekticke

Slika 7. Podjela nenewtonovskih tekuéina

Utjecaj termicke obrade na viskoznost smoothie napitaka na bazi jabuka uocena je u
istrazivanju pasteriziranih Smoothie napitaka u mikrovalnoj peénici. Uzorci su bili
okarakterizirani znatno vecom viskozno$¢u od onih obradenih klasi¢cnom Sarznom

pasterizacijom. To moZe biti pokazatelj ozbiljne termicke promjene tijekom primjene
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mikrovalova (Osorio, Martinez-Navarette, Moraga i Carbonell, 2008.), §to bi moglo biti
potvrdeno najvecom razgradnjom askorbinske kiseline (Markowski i sur., 2016).

Obrada visokim hidrostatskim tlakom pokazala je odredene ucinke na viskoznost voénih
sokova. Vise vrijednosti prividne viskoznosti odredene su za sokove od narance obradene
visokim tlakom u usporedbi s termicki obradenim, neposredno nakon obrade. Suspenzija
narancine pulpe se znac¢ajno smanjila nakon primjene temperature i bila je izrazenija nakon
VHT obrade. Poznato je da VHT tretman smanjuje veli¢inu Cestica, pretvarajuc¢i dio
sedimentirajuc¢e pulpe u koloidnu pulpu (Polydera i sur., 2003.). Medutim, drugi su autori otkrili
da viskoznost mutnih i bistrih sokova nije pokazala znafajnu promjenu u rasponu brzine
smicanja izmedu 4 i 63 s™1, §to sugerira da sokovi imaju karakteristike newtonovskih tekuéina,
odnosno da im se viskoznost mijenja samo promjenom temperature. Viskoznost mutnih sokova
smanjena je za 32 — 67 %, u vremenu skladistenja od 1 do 6 mjeseci, na 4 °C. Rezultat je bio u
skladu s prethodnim istrazivanjima koje su proveli Hsu i sur. (2008.) u kojima je utvrdeno da
da se viskoznost soka od rajcice tretiranog HHP tehnologijom pri 400 MPa tijekom 15 ili 30
min na 20 °C postupno smanjivala produljenjem vremena skladiStenja na 4 °C. Smanjenje
viskoznosti u zamuc¢enim sokovima vjerojatno se pripisuje taloZzenju pulpe i razgradnji pektina.
IstraZeno je da se pektin moze razgraditi enzimskom i neenzimskom razgradnjom (Sila 1 sur.,
2009.). Isto tako, od strane Tomlin i sur., 2014. istrazivan je u¢inak umjerene temperature
izmedu 42 °C — 62 °C pri tlakovima od 200 do 300 MPa na brzinu smanjenja viskoznosti
otopine pektina. Utvrdeno je da se poveéava s temperaturom maksimalno 0,096 Pa's2 na 62
°C i maksimalno primijenjenih 300 MPa $to predstavlja je oko 2,5 puta povecanje brzine

smanjenja viskoznosti u odnosu na blaze uvjete obrade pri 45 °C i 0,1 MPa.

2.7. Netoplinske tehnologije u obradi proizvoda od voéa i povréa

Zbog velike kompetitivnosti na trziStu i sve vecih zahtjeva potrosaca, ukazala se potreba
za kontinuiranim razvojem i ispitivanjem novih tehnologija obrade hrane. Takve tehnologije bi
kao i konvencionalne morale osigurati sigurnost proizvoda i visoku nutritivnu vrijednost, te je
pozeljno da produze trajnost. Razvoj tehnologije i znanosti (pogotovo fizike) doveo je do
ispitivanja potencijala primjene novih odrzivih netoplinskih tehnologija obrade (Putnik i Bursaé
Kovacevi¢, 2021; Oms-Oliu 1 sur., 2012). U prehrambenoj industriji danas se najvise koriste
klasi¢ne metode konzerviranja hrane od kojih su najzastupljenije metode toplinske pasterizacije

1 sterilizacije, metode konzerviranja hladenjem, smrzavanjem, koncentriranjem 1 suSenjem.
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Poznate su 1 metode konzerviranja bioloSkim putem (fermentacijom), kao i konzerviranje
ioniziraju¢im zracenjem i mikrovalovima. S obzirom na sve vecu potrebu za ekonomskim
vrijeme sve su viSe prisutne nove tehnologije obrade namirnica u prehrambenoj industriji.
Popularno su nazvane netoplinske metode obrade jer se tijekom obrade primjenjuju relativno
niske temperature koje ne utjecu na promjenu fizikalno—kemijskih svojstava tako obradenih
proizvoda (Putnik i sur., 2019). Od spomenutih netoplinskih tehnologija kao prema Bursaé
Kovacevi¢ i sur., 2016 najperspektivnije su se pokazale i sve su zastupljenije tehnologija
visokog hidrostatskog tlaka (eng. High Pressure Processing, HPP) koji je danas uz ultrazvuk
visoke snage (High Power Ultrasound, HPU) najzastupljenija od novih tehnologija koje se
koriste u prehrambenoj industriji. Medu ostale netoplinske tehnologije koje se rijede koriste u
industriji ili su jo$ u fazi laboratorijskog ispitivanja spadaju pulsirajuce elektri¢no polje (eng.
Pulsed Electric Field, PEF), hladna plazma (eng. Cold Plasma, CP), te visokonaponsko
elektri¢no praznjenj (eng. High Voltage Electrical Discharge, HVED), i dr. (Jezek i sur., 2017;
Barba i sur., 2017; Kostelac i sur., 2020).

Primjena PEF tehnologije kao alternative pasterizaciji u obradi sokova na bazi voca i
povréa pokazala se kao vrlo dobrom, te su prema Koubaa i sur., 2018 dobiveni iznimni rezultati
u zadrzavanju nutritivnih svojstava i organoleptic¢kih svojstava u povrtnim i vo¢nim sokovima
tretiranim pulsnim elektricnim poljima (Gabri¢ i sur., 2018). Osnova tehnologije pulsnih
elektri¢nih polja je koriStenje brzih elektri¢nih pulseva (us do ms) uz primjenu visokog napona
(naponi od 20 do 50 kvVcem™) na prehrambeni materijal koji se nalazi izmedu elektroda. Kod
PEF procesa osnovni parametri obrade su jakost elektri¢nog polja E koja se obi¢no izrazava u
kV m?, zatim specifi¢ni unos energije (kJ kg?), frekvencija (Hz) i kona¢no oblik pulseva
(pravokutni, kvadratni, sinusoidalni i dr.). Vrijeme tretiranja se ra¢una kao broj primijenjenih
pulseva na prehrambeni materijal umnozen s §irinom odnosno trajanjem pojedinog pulsa).
Primarna namjena PEF obrade je inaktivacija mikroogranizama do koje dolazi kao zbog razlike
elektricnog potencijala unutar i izvan stanice, odnosno razlike u elektri¢cnom potencijalu kroz
membranu stanice. Svaki mikroorganizam ima odredenu toleranciju prema razlici elektricnog
potencijala, no kad se prijede odredena kriticna vrijednost dolazi do elektroporacije, tj.
ireverzibilne promjene u strukturi stanicne membrane ¢ime se mikrobna stanica inaktivira
(Barbosa-Canovas, 1998). Ipak, za slucaj da intenzitet PEF obrade ne uspije narusiti integritet
vecéeg broja stanicnih membrana prisutnih mikroorganizama, do¢i ¢e do reverzibilne

elektroporacije. Istrazivanja su pokazala rekuperacijski potencijal mikroorganizma koji se u
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praksi mogu oporaviti od takve polovi¢ne inaktivacije i da sama tehnologija pulsnih elektri¢nih
polja Cesto sama za sebe nije dovoljna za osiguravanje mikrobioloske ispravnosti prehrambenog
materijala. 1z tog razloga se PEF tehnologija najces¢e kombinira s drugim netoplinskim
tehnologijama u tzv. ,,tehnologiji preprekama‘ (eng. Hurdle Concept), ¢ime se sinergijom dvaju
ili viSe razli¢itih faktora djelovanja osigura zdravstvena ispravnost i produljuje rok trajanja

prehrambenog materijala (Putnik i sur., 2020).

Ultrazvuk visoke snage moze se koristiti kao alternativa pasterizaciji ali ima veliki
potencijal kao zamjena i za druge jedini¢ne operacije u prehrambenoj industriji, pogotovo U
obradi tekucih i polutekuéih prehrambenih materijala poput voénih i povrtnih sokova te
smoothieja. Akusti¢na energija koju stvara ultrazvucni uredaj velikom brzinom propagira kroz
medij, te se gotovo istovremeno $iri kroz cijeli volumen soka. Time se istovremeno obraduje
cijeli volumen materijala, a istovremeno se i znacajno skra¢uje potrebno vrijeme obrade. Pored
toga, u usporedbi s konvencionalnim metodama poput toplinske pasterizacije, daleko niza
potros$nja energije i iskljuCivanje potrebe za zagrijavanjem materijala ¢ini ovu metodu
pogodnom za primjenu u prehrambenoj industriji, pogotovo u svijetlu odrzivosti i drugih
postulata Industrije 4.0 (Tiwari, 2015). Pri obradi sokova ultrazvuk visoke snage proizvodi
ultrazvuéne valove visokog intenziteta (u okvirima 10 do 1000 Wcm™2) pri relativno
frekvencijama za ultrazvuk (20 do 100 kHz), sto je optimalno podréje za stvaranje kavitacije.
Velika snaga ultrazvuénih valova utjece na fizikalno-kemijske promjene u soku te ujedno
dovodi do inaktivacije mikroorganizama i enzima (Swamy i sur., 2018). Prolaskom
ultrazvucnih valova kroz tekudi ili poluteku¢i medij dolazi do naglog opadanja i porasta tlaka
u korelaciji s frekvencijom ultrazvuka, te do formiranja ekspanzijskih vrtloga u kojima dolazi
do nastanka i rasta mikroskopski sitnih mjehurica. Nakon postizanja kriti¢nih vrijednosti dolazi
do implozije mjehuri¢a, $to je poznato kao fenomen ili pojava kavitacije (Mason, 2003).
Tijekom raspada tako nastalog velikog broja kavitacijskih mjehuri¢a lokalno se oslobadaju
visoki tlakovi i temperature, te ako se taj raspad dogodi unutar ili oko stanice mikroba stvoriti
¢e se gradijent tlaka koji ¢e mehanicki ostetiti stanicu. Tijekom HPU obrade dolazi i do
stvaranja velike koli¢ine slobodnih radikala koji takoder utjecu na dezintegraciju mikrobne
stani¢ne stijenke (Swamy i sur., 2018). Ipak, ultrazvucni valovi ¢esto ne mogu inaktivirati
bakterijske spore, stoga se i ova tehnologija obi¢no kombinira s drugim toplinskim ili ¢eSce
netoplinskom tehnologijama kako bi se ostvario sinergijski ucinak inaktivacije
mikroorganizama (Condon-Abanto i sur., 2016). Proces se Cesto odvija tako da koristenjem

blage topline (40-ak °C) dolazi do razvoja spora u bakterijski oblik u kojem ih je daleko lakse
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inaktivirati ultrazvukom. Glavni nedostaci zamije¢eni po provedenoj HPU obradi voénih
sokova odnose se na degradaciju kvalitete proizvoda bilo u nutritivnom ili bioloskom smislu.
Neka istrazivanja poput Ordonez-Santosa i sur., 2017. sugeriraju da se primjenom ove
tehnologije mogu proizvesti mikrobioloski stabilni voéni sokovi sa zadrzanim bioaktivnim
spojevima i poboljsanom bioraspolozivo§¢u (Margean i sur., 2020). Najvazniji procesni
parametri koji se u industrijskim ili laboratorijskim istrazivanjima optimiraju kod obrade voénih
sokova ultrazvukom su snaga (P, W) ultrazvuka (ili intenzitet, 1, Wm), frekvencija (f, Hz),
promjer ultrazvu¢ne sonde (d, mm), amplituda (A, 0 — 100 %), vrijeme obrade (t, S) i

temperatura (T, °C) (Swamy i sur., 2018).

Plazma se uz Cvrsto, tekuce i plinovito smatra ¢etvrtim stanjem tvari. Poput plina, nema
strogo definiran oblik i posljedi¢no volumen, osim u slucaju ograni¢avanja volumena
koristenjem neke vrste zatvorene posude (Chu i Lu, 2014). Kao stanje tvari prema
istrazivanjima Schlitera 2013. sastavljeno je od nabijenih ¢estica poput slobodnih elektrona i
pozitivnih iona, te nenabijenih neutralnih Cestica. 1z tog razloga opisuje se prema vise faktora
poput temperature, stupnja ionizacije, termodinamicke ravnoteze i drugim faktorima (Chu i Lu,
2014). Ako gledamo faktor temperature, plazma se moze podijeliti na hladnu i vruéu. Vruéa
plazma se nalazi u stanju termodinamicke ravnoteze, pri ¢emu je temperatura svih Cestica koje
se nalaze u njoj (iona, elektrona i neutralnih Cestica) jednaka. Za razliku od vruce, hladna plama
nije u ravnotezi, te je za nju karakteristicno da je temperatura elektrona daleko visa od

temperatura iona i neutralnih Cestica (iz tog razloga je prozvana hladnom).

U prehrambenoj industriji tehnologija je u zavrSnim fazama ispitivanja, a 0 njenim
moguénostima koriStenja u prehrambenoj industriji, posebice u primjeni u obradi voénih
sokova provode se mnoga istrazivanja. Do sada je u istrazivanjima dokazana njezina visoka i
brza u¢inkovitost u inhibiciji ili poptunoj inaktivaciji raznih sojeva mikroorganizama, naro¢ito
kao postupak suhe dezinfekcije povrSine hrane poput svjezeg voca ili za povrSinsku sterilizaciju
ambalaznih materijala, gdje toplinske metode nisu neprimjenjive (Schliiter, 2013). Rezultati
nekih istrazivanja poput Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016a, navode da je u voénim i povrtnim
proizvodima doslo do porasta koncentracije nekih bioaktivnih spojeva nakon obrade hladnom
plazmom u usporedbi s kontrolnim netretiranim uzorcima, $to su autori pojasnili utjecajem
hladne plazme na dezintegraciju stani¢nih stijenki vo¢nog tkiva i pospjeSenom ekstrakcijom

bioaktivnih spojeva (Bursa¢ Kovacevic¢ i sur., 2016b).
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Obrada visokim hidrostatskim tlakom trenutno je najefikasnija netoplinska tehnologija
koja se uz ustale procese u prehrambenoj industriji koristi i za pasterizaciju odnosno
konzerviranje hrane. S obzirom da prehrambeni materijali koji se obraduju koristenjem VHT
tehnologije mogu imati razli¢ite konzistencije (npr. polucvrsti, ¢vrsti, tekuéi i dr.) sve dok
sadrze odreden minimalni udio vode (obi¢no iznad 10 %) mogu se uspjeSno obradivati.
Materijali koji obraduju prije tretmana se pakiraju, vakuumiraju i potom postavljaju u uredaj te
obraduju visokim hidrostatskim tlakovima od obi¢no 300 do 600 MPa u industriji, ali je
provedba trenutno moguc¢a do tlakova od 1200 MPa. Ucinkovitost ove tehnologije ovisi o
vrijednostima tlaka, temperature, vremena i pH vrijednosti materijala koji se obraduje (Roobab
i sur., 2018). Uz znacajni godisnji rast HPP tehnologije i sve vec¢i udio na globalnom trzistu,
vocni sokovi i napitci imaju najbrzi rast ako se gleda HPP proizvodnja. Trenutno najveca
prepreka Sirenju tehnologije su neka tehnoloska ograni¢enja obrade visokim tlakom i relativno

veliki investicijski troskovi za opremu (Putnik i sur., 2020).

2.8. Toplinske metode obrade proizvoda od voéa i povréa
2.8.1. Pasterizacija

Najcesc¢a operacija koja koristi toplinsku obradu za inaktivaciju mikroorganizama
osjetljivih na toplinu i odgovornih za kvarenje i/ili trovanje hranom, poput kvasaca, plijesni i
vegetativnih bakterija je konvencionalna toplinska pasterizacija (Petruzzi i sur., 2017). Uz
koristenje za inaktivaciju mikroorganizama, pasterizacija se trenutno uspjesno primjenjuje i za
inaktivaciju enzima poput polifenol oksidaze i peroksidaze. Istrazivanja i trenutna primjena
pasterizacije primjenjuje se i na enzime poput pektinmetil esteraze te lipooksigenaze. Enzimi
prisutni u voc¢u i povréu obi¢no nisu pozeljni nakon obrade, s obzirom da njihove aktivnosti
mogu izazvati oksidacijske promjene tijekom same obrade i skladistenja (Marszalek i sur.,
2017). Stoga se inaktivacijom enzima toplinskom obradom sokovima moze produziti rok
trajanja do nekoliko mjeseci, pri adekvatnim temperaturama skladi$tenja. Komercijalno se
danas primjenjuju cCetiri razlicita tipa konvencionalne pasterizacije, koje se prema intenzitetu

primijenjene toplinske obrade (Ag¢am i sur., 2018) dijele na tretmane:
(i) HTLT; visoka temperatura - duze vrijeme (High Temperature — Long Time),

(if) HTST,; visoka temperature - kratko vrijeme (High Temperature — Short Time),
(iii) MTLT; blaga temperatura - duze vrijeme (Mild Temperature — Long Time) i
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(iv) MTST; blaga temperatura - kratko vrijeme (Mild Temperature — Short Time).

Najcesc¢e koristena toplinska obrada sokova i napitaka na bazi voca i povréa je HTLT
tretman (T > 80 °C pri t > 30 s) (Petruzzi i sur., 2017). Sokovi se tijekom ovog postupka griju
na zeljenu temperaturu koja je u rasponu izmedu 60 °C i 75 °C, uz vrijeme obrade od minimalno
30 min. Nakon zavrSetka postupka bez promjena u temperaturi se ambalaziraju i zatvaraju
¢epom. U slijede¢em koraku pasteriziraju se pri temperaturama u podrucju od 84 °C do 88 °C
u vremenu izmedu 15 do maksimalno 45 minuta, da bi se u zavrSnom koraku hladili na sobnu
temperaturu. Primjenom HTST pasterizacije se u industriji pasterizira sok od jabuke,
koriStenjem relativno visokih temperatura u temperaturnom podrué¢ju izmedu 95 °C do 98 °C
kroz svega 15 do maksimalno 30 s (Renard i Maingonnat, 2012). Toplinska pasterizacija je
danas prihvacena kao tehnologija s najvisim stupnjem pouzdanosti kako bi se dobili
zdravstveno ispravni proizvodi s znatno produljenim rokom trajanja (Bursa¢ Kovacevic i sur.,
2019). Bez obzira na sve veci upliv novih netoplinskih tehnologija obrade, koje daju
obecavajuce rezultate u obradi voénih sokova i napitaka na bazi voca i povrca, kao §to su
ultraljubiCasto zracenje, pulsno elektricno polje, ultrazvuk visokog intenziteta i visoki
hidrostatski tlak toplinska obrada i dalje ima vodeée mjesto na trzistu, usprkos njezinim
nedostacima po pitanju odrzivosti u potrosnji energije, stvaranju otpada i potrosnji vode, te

posebno utjecaju na neke bioaktivne tvari (Putnik i sur., 2019; Gabri¢ i sur., 2017).

Pozitivan utjecaj pasterizacije na bioaktivne spojeve se moze primijetiti kod poboljSanja
ukupnog fenolnog sastava, ukupnih monomernih antocijana i flavonoida, sadrZaja antocijana 1
fenolnih kiselina u soku od aronije (Bursa¢ Kovacevic i sur., 2016), kao i kod ukupne koli¢ine
fenolnih spojeva i hidroksicimetnih kiselina u ispitivanom soku na bazi mrkve (Dereli i sur.,
2015). Ispitan je dokazan pozitivan utjecaj pasterizacije i na porast TOA (Total Antioxidant
Capacity, Ukupni antioksidacijski kapacitet) soka od murve (Tomas i sur., 2015) Ovaj trend se
tumaci poboljsanom ekstrakcijom bioaktivnih spojeva iz vo¢nog tkiva koje je dezintegrirano

uslijed toplinskog postupka (Bursa¢ Kovacevi¢ 1 sur., 2016).

Rezultati brojnih istrazivanja poput VVasquez-Caicedo i sur., 2007. o direktnom utjecaju
termicke obrade na karotenoide pokazali su ponekad i suprotstavljene rezultate, no opcenito se
istice da ovi spojevi ostaju stabilni tijekom toplinskog tretmana (Lee i Coates, 1999). U
istrazivcanju Dhuique — Mayer 1 sur. (2007) je utvrdeno da karoteni, sa gubitcima do 18 %
nakon 15 minuta tretmana pri 55 °C, imaju vecu toplinsku stabilnost od ksantofila koji pri istoj
temperaturi, ve¢ nakon 15 min, osjetno brze degradiraju, s takoder znacajnim gubitcima u

rasponu izmedu 30 % do ¢ak 60 %. Takoder, pasterizacija koristenjem visokih temperatura do
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105 °C u vrlo kratkom trajanju od 10 s smanjuje sadrzaj luteina za do 20 % i violaksantina za
do 38 % zbog prisutnosti kisika u kemijskoj strukturi ksantofila, ¢ime lakSe oksidiraju pri vi§im
temperaturama (Gama i de Sylos, 2007). Medutim, pasterizacija moze imati i negativni utjeca;.
Primjenom pasterizacije, odnosno toplinske obrade smoothie napitaka moze do¢i do znac¢ajnih
promjena u funkcionalnim svojstvima nekih termolabilnih bioaktivnih spojeva, a istovremeno
i do promjena u organolepti¢kim Svojstvima, kao $to su okus, miris i boja (Ribeiro i sur., 2020).
Stoga se primjena inovativnih netoplinskih tehnologija, poput visokog hidrostatskog tlaka
(VHT), sve vise istrazuje kao zamjena za toplinsku obradu u preradi sokova (Bevilacqua i sur.,
2018).

Kao i za voc¢ne sokove, obrada smoothie napitaka koriStenjem povisene temperature, tj.
toplinska obrade koristi se medu ostalim i za inaktivaciju mikroorganizama, najcesce patogenih.
Koristi se za istovremenu inaktivaciju enzima ili barem smanjenje njihove aktivnosti, ¢ime se
dobivaju zdravstveno ispravni proizvodi produljenog roka trajanja. Primjena toplinske obrade
u smoothie napicima moze, osim utjecaja na nutritivnu i biolosku kvalitetu te narusavanja
funkcionalnih svojstava proizvoda, takoder rezultirati i promjenama u senzorskim svojstvima
poput boje i okusa. Keenan i sur. (2010), te druga istrazivanja utvrdili su da su fenolni i drugi
od 70 °C, tijekom tretmana do 10 minuta pri ¢emu su prosjecne koncentracije ukupnih fenola
za tretirane uzorke bile nize (361 mg GAE (ekvivalenti galne kiseline) na 100 g) u usporedbi

sa netretiranim tj. kontrolnim uzorcima (401 mg GAE na 100 g).

2.9. Tehnologija visokog hidrostatskog tlaka (VHT)

VHT primjenjuje tlakove izmedu 100 MPa 1 1000 MPa tijekom nekoliko sekundi ili
minuta, naj¢esce pri sobnoj temperaturi, pri ¢emu ucinkovito inaktivira mikrobnu aktivnost te
osigurava denaturaciju enzima uz minimalne promjene u nutritivnoj i senzorskoj kakvoci
(Elamin i sur., 2015). Obrada VHT-0om se opcenito gledano zasniva na vise osnovnih fizikalnih
principa, medu kojima su izostatsko djelovanje (istovremena pojava iste razine tlaka u ¢itavom
volumenu sustava), Le Chatelierovo nacelo (promjena tlaka dovesti ¢e do promjene u volumenu
i/ili temperaturi sustava) i princip mikroskopskog uredenja. Osnovni princip izostatskog
tlaCenja se zasniva na svojstvu da primijenjeni tlak na neki sustav djeluje jednakom veli¢inom,
istovremeno u svim elementarnim to¢kama, tj. u cijelom volumenu sustava koji se tlaci. To je
osnovni razlog zasto ne dolazi do drobljenja, lomljenja ili drugacijeg ostecenja materijala koji

ne sadrzi zrak tijekom tretmana. Djelovanje iz tog razloga ne ovisi o veli¢ini i obliku, te time
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ni o volumenu materijala koji se obraduje, $to je velika prednost prema konvencionalnoj
toplinskoj obradi u procesu pasterizacije, gdje se toplina ne $iri kroz ¢itav prehrambeni materijal

istovremeno, ve¢ su u namirnici najvise izlozeni povrsinski slojevi (Dattaa i Deeth, 2018).

Slika 8. lzostatsko i kvazitrenutno djelovanje VHT-a na tretirani volumen

Djelovanje visokog tlaka na tla¢nu tekucinu a time posredno i na uronjenu namirnicu
koja se obraduje uzrokuje promjenu volumena tekuéine i same namirnice, $to je posljedica Le
Chatelierovog nacela ili zakona. Zako govori da ako na sustav u termodinamickoj ravnotezi
djelujemo promjenom jedne od intenzivnih veli¢ina, sustav ¢e teZiti prema minimiziranju te
promjene. 1z tog razloga povecanjem tlaka u nekom sustavu, pospjesuje se brzina isklju¢ivo
odredenih kemijskih reakcija i doprinosi se odvijanju fizikalnih promjena poput promjena faze
koje nuzno dovode do smanjenja volumena u sustavu. Te promjene se mogu odnositi na
promjenu konformacije molekula, prelazak u drugu fazu (npr. plinovito u tekuce) ili kemijsku
reakciju. Izuzev navedenih reakcija koje teZze uravnotezenju sustava, sve ostale reakcije
posljedi¢no su inhibirane. Za razliku od obrade pri povisenoj temperaturi, visoki tlakovi koji se
koriste u prehrambenoj industriji utjecu samo na vodikove, ionske i hidrofobne veze, odnosno
na nekovalentne veze. 1z tog razloga visoki tlak ima neznatni utjecaj na sastojke hrane koji su

povezani sa pozeljnim senzorskim i nutritivnim karakteristikama. Prema istrazivanjima okus,
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aroma, boja i nutritivni sadrzaj ovisno o procesnim parametrima uglavnom se ne mijenjaju, pa
su stoga obradeni proizvodi vrlo sli¢ni ili ¢ak identi¢ni svjezim ili Svjeze pripremljenim
namirnicama ili ¢ak neobradenim proizvodima (Triska, 2017). Povisenjem tlaka ima najveci
utjecaj na na odredene biomolekule u hrani, moedu kojima su proteini i nukleinske kiseline, te
polisaharidi. Kako bi odrzali vlastitu strukturu i funkciju, navedeni spojevi ovise 0 vodikovoj
vezi i drugim nekovalentnim vezama. Za razliku od njih, relativno manje molekule, poput
organiskih molekula odgovornih za osjet okusa, pigmenata odgovornih za boju, te hranjivih
tvari u kojima su dominantne kovalentne veze, nisu pod utjecajem tlaka tijekom obrade VHT —
om. Niza temperatura obrade takoder osigurava da dode do minimalnih ili da obrada omoguci

potpuno o¢uvanje ovih komponenti (Dattaa i Deeth, 2018).

Povecéanjem tlaka uz primjenu konstantne temperature dolazi do povecavanja stupnja
uredenja tvari na molekularnoj razini. Posljedi¢no dolazi do restrikcije svih vrsta gibanja,
ukljucuju¢i time rotacijsko, vibracijsko i translacijsko, koje ¢ine temeljni princip
mikroskopskog uredenja (Balasubramaniam i sur., 2015). Jedno od nezanemarivih svojstava
obrade hrane povisenim tlakom jest svojstvo izotermne stlacivosti. To je fizikalna pojava koja
koja je definirana kao relativna promjena volumena pod utjecajem promjene u tlaku. Prema
Karlovi¢ i sur., 2014. volumen sustava se smanjuje ili povecava u ovisnosti o tlaku, u iznosu
koji je ovisan o svojstvimasamog volumena, tj. sastavu materijala koji se podvrgava visokom
tlaku i to od minimalnih 0,1 % pri 10 MPa (prakticki bez promjena u volumenu) pa sve do 20
% za tekuc¢ine pri 600 MPa. Dolazi i do privremene samoionizacije vode, dok se takoder
iskljucivo tijekom primjene tlakova mijenja pH do maksimalno utvrdenih 0,5 jedinica za svakih
100 MPa povecanja tlaka (Bosiljkov i sur., 2010).

Osnovne komponente uredaja za tretman materijala koristenjem visokog hidrostatskog
tlaka koji se koristi u prehrambenoj industriji su obi¢no kontrolna jedinica koja koristenjem
SCADA ili drugog programa za vodenje procesa preko PLC i drugih regulatora vodi citav
proces, zatim jedinice sa spremnikom za tretiranje, te pomo¢nih mehanickih i elektri¢nih
sustava poput sustava za regulaciju tlaka te regulaciju temperature. U sustavu za obradu nalazi
se spremnik za tretiranje koji je u osnovi ¢eli¢ni cilindar sa zicanim namotajima sa jednim ili
dva seta brtvi i ¢epova, te ujedno sadrzi setove mjernih sondi za mjerenje tlaka, temperature
unutar cilindra, van cilindra, te u plastu za grijanje ili hladenje, razine tekuéine i ostalih
procesnih parametara potrebnih za vodenje procesa. Sustav za generiranje i regulaciju tlaka
sastoji se od jedne ili vise visokotlaénih pumpi, ventila, hidrauli¢ckog i pneumatskog sustavi za
otvaranje cilindra, praznjenje i druge operacije. Takoder se sastoji od intenzifikatora,
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mehanickih uredaja koji vrse konverziju hidraulicke snage (tlaka vode kojeg proizvodi pumpa)
pri niskom tlaku u smanjeni volumen vode uz povecéanje tlaka u nekom omjeru. Cilindar u
kojem se odvija obrada priklju¢en je na proto¢ni uredaj, tj. plast koji sluzi kao izmjenjivaé
topline za grijanje ili hladenje, ovisno o0 procesnim parametrima odnosno potrebama
tehnoloskog procesa koji se provodi (npr. kod ekstrakcije je potrebno dodatno zagrijavati
cilindar kako bi se ubrzao proces i povecao prinos). Time se omogucuje djelovanje tlaka pri
Zeljenoj temperaturi, obi¢no od -40 °C za operaciju zamrzavanja do +130 °C za ekstrakciju,
steriliaciju ili kombinirane tehnike toplinske i netoplinske obrade (npr. za inaktivaciju spora)
(Caner i sur., 2004). Laboratorijski uredaji za obradu visokim tlakom su najéeSce
diskontinuirani (Sarzni), volumena do 50 L. Industrijski uredaji mogu uz diskontinuirane koji
su zbog cijene 1 jednostavnosti koriStenja najce$¢i biti i polukontinuirani, te potpuno
kontinuirani sustavi. U osnhovi polukontinuirani sustavi prikladni su samo za obradu tekuc¢ina
ili poluteku¢ih namirnica koje se mogu pumpati. To su primjerice voéni sokovi, smoothieji,
pirei i sliéni prehrambeni materijali (Martinez-Monteagudo i sur., 2016). Zatvaranjem tlacnih
cilindara, te daljnjim postupnim pumpanjem tekuéine u cilindar s obzirom na konstantan
volumen sustava dolazi do komprimiranja fluida i materijala koji se obraduje do sve do zeljenog
tlaka. Plutaju¢i cilindar u tom trenutku odvaja vodu, odnosno tla¢ni fluid od namirnice koja se
obraduje te se namirnica nakon dekompresije prebacuje u drugi spremnik. Sli¢no tome, u
sustavima za kontinuiranu obradu se pomo¢u pumpe odrzava konstantna razlika u tlaka izmedu
ulazaiizlaza, te se namirnica u stalnom protoku podvrgava visokom tlaku kroz cjevovod duzine
do 100 metara (van den Berg, 2001). Na 9. je prikazan klasi¢ni diskontinuirani proces obrade

namirnica visokim hidrostatskim tlakom.
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Slika 9. Obrada namirnica VHT tehnologijom (prilagodeno od Hiperbaric, Spanjolska)
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Pozitivna stvar kod Sarznih sustava je ta da su pogodni za sve vrste prehrambenih
materijala sve dok sadrze odredenu koli¢inu vode, a uz to minimalan je rizik kontaminacije
namirnice s obzirom da u sustav ulazi u ambalazi. Takvi sustavi se istovremeno lakse prazne i
Ciste, te pripremaju za ponovno punjenje, tj. sljedec¢u Sarzu koja se obraduje. Najveci nedostatak
ponesto je slozenija priprema Same namirnice ili grupe namirnica prije obrade, te obi¢no postoji
relativno velika pauza izmedu dvije Sarze kao posljedica pripreme uredaja i ne moze se izbjeci.
Problem nastaje i u specifi¢nosti ambalaze koja se smije Koristiti. S obzirom da bi doslo do
deformacije ili pucanja metalne i staklene ambalaze, prvenstveno se koriste neke vrste plastike,
ali i tu moze do¢i do problema zbog potencijalne delaminacije slojeva ambalaze ili propustanja
vara. S druge strane prednost sustava koji kontinuirano obraduju teku¢e namirnice jest znatno
jednostavnija priprema same namirnice. U samom procesu ne dolazi do gubitka vremena na
popratne operacije poput otvaranja i zatvaranja cilindra izmedu svake obrade. VazZna
ekonomska prednost je i sama ispunjenost cilindra za obradu koja je znacajno vec¢a od okvirno
maksimalnih 80 % kod diskontinuiranih sustava. Nedostatak takvih sustava je $to se mogu
obradivati samo namirnice koje se mogu pumpati kroz cjevovod, te nije prikladna za mesne,
pekarske i mnoge druge poizvode koji se danas u industriji sve vise obraduju koristenjem
visokih hidrostatskih tlakova. Ambalaza za prihvat namirnice mora biti asepti¢na s obzirom da
Se sama ambalaza ne ulazi u sustav za obradu, te se punjenje odvija nakon zavrSetka obrade, pri
¢emu je nuzno sprijeciti naknadni prodor mikroorganizama u gotov proizvod. To prema Rao i
sur., 2014. dovodi do nove kriti¢ne kontrolne tocke u kojoj moze doc¢i do kontaminacije vec¢
netoplinski obradene namirnice. Svi dijelovi tako koncipiranog uredaja moraju zadovoljiti
standarde sa posebnim naglaskom na CIP (,,Cleaning in place®, ¢i§¢enje u mjestu) moguénosti

(Martinez-Monteagudo i sur., 2016).

Na ucinkovitost ove tehnologije uvelike utjecu uvjeti rada, kao Sto su vrijednosti tlaka,
vremena tretiranja i temperature pa se za svaki proizvod, parametri obrade VHT — om trebaju
optimirati s ciljem dobivanja proizvoda Zeljene kakvoce i trajnosti (Petrus i sur., 2019; Yuan i
sur., 2018). Vrijednosti iznosa tlaka ovise o fizikalnim svojstvima prehrambenog ili drugog
materijala koji se obraduje. 1z tog razloga tlakovi koji se primijenjuju tijekom obrade visokim
hidrostatskim tlakom za prehrambene materijale odvijaju se pri tlakovima od 50 MPa sve do
1200 MPa. Mogu¢i su i visi tlakovi, ali porastom tlaka dolazi do izrazitog opterecenja na sve
dijelove sustava i znatnog skracenja Zivotnog vijeka brtvi, cilindara i svih ostalih komponenata
u sustavu. Iz tog razloga je u industriji za pasterizaciju standard postao tlak od 600 MPa.

Devijacije u iznosu tlaka tijekom faze postizanja tlaka i tijekom samog tlacenja su ocekivane,
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pogotovo ako u proizvodu koji se tretira ima zraka, te je maksimalno dopusteno odstupanje
tlaka do oko 5 MPa. Kako bi se sprijecila potreba za ponavljanjem procesa potrebno je provijeriti
sva spojna mjesta i druge potencijalne izvore curenja. S obzirom da u slucaju pada tlaka tijekom
obrade nema mogucnosti potvrde da je doslo do Zeljene razine inaktivacije mikroorganizama,

postupak se ponavlja (Chung-Yi i sur., 2016).

Ukupno vrijeme obrade visokim tlakom ukljucuje proces punjenja uredaja, zatim
zatvaranja brtvi i cilindra, vrijeme u kojem se vrs$i kompresija i vrijeme odrzavanja tlaka u
sustavu, te na kraju dekompresijsko vrijeme i vrijeme potrebno za mehanicku operaciju vadenja
obradenog proizvoda iz uredaja. Osnovno vrijeme potrebno za kompresiju je vrijeme koje je
potrebno da bi tlak porastao od okolisnih 1 atm do podesSene Zeljene vrijednosti. Suprotno tome
je vrijeme dekompresije, tj. vrijeme potrebno za otpustanje zadanog tlaka natrag na atmosferski
tlak. Kompresija se u industrijskim sustavima obi¢no odvija brzinom do 10 MPa po sekundi,
dok se brzina, tj. vrijeme dekompresije moze prilagoditi koristenjem ventila i kapilara od
gotovo trenutne npr. za zamrzavanje namirnica do neke veée vrijednosti kako bi se manje
opteretio sustav. Vrijeme obrade ili vrijeme odrzavanja tlaka, prikazano na slici 10., te se racuna
od postizanja zadanog procesnog tlaka do kraja procesa tlacenja i pocetka otpustanja tlaka na
atmosferski. Ovisno koji se prehrambeni materijal obraduje te 0 samoj operaciji koja se provodi
(pasterizacija, sterilizacija, zamrzavanje, ekstrakcija, i dr.) moze biti u trajanju od svega par
sekundi. Ali obi¢no se vrijeme zadrzavanja izrazava u minutama. Neke specijalne vrste obrade

tlakom imaju vrijeme obrade u trajanju ¢ak i do par dana (Rao i sur., 2014; Rastogi, 2013).

Tlak, MPa

Grijanje

Vrijeme, min

Slika 10. Ovisnost procesa obrade visokim hidrostatskim tlakom o vremenu,
temperaturi i tlaku
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S obzirom na utjecaj temperature na bioaktivne sastojke u hrani, temperatura je izuzetno
bitan parametar koji se kontrolira tijekom obrade visokim tlakom. Mjeri se po¢etna temperatura
samog proizvoda koja u biti ukazuje na temperaturu namirnice prije obrade i prema potrebi
temperiranja na Zeljenu povisenu temperaturu (npr. za proces ekstrakcije). Zatim se mjeri
zavrSna temperatura namirnice, tj. temperatura nakon procesa obrade i vracanja tlaka na
atmosferski, te na kraju prati se procesna temperatura. Procesna temperatura je temperatura
vode, odnosno tla¢ne tekucine u tlaénom cilindru, te se kre¢e u rasponu od -40 °C za
zamrzavanje proizvoda do iznad 130 °C za sterilizaciju ili inaktivaciju mikroorganizama, u
kojem slucaju se proces vise ne smatra netoplinskim, ve¢ kombiniranim. Temperature iznad 40
°C nemaju prakti¢nu primjenu u prehrambenoj industriji, s obzirom da se na njih jo$ dodaje
temperatura porasla zbog adijabatskog zagrijavanja, te bi takva kombinacija imala prevelike

negativne posljedice po sadrzaj bioaktivnih tvari.

Voda, zrak, ulje i svi ostali fluidi uz svojstvo stlacivosti pri konstantnoj temperaturi
imaju i spomenuto svojstvo zagrijavanja zbog adijabatskih promjena tijekom procesa povisenja
tlaka, odnosno hladenja tijekom procesa dekompresije sustava. To je neizbjezna posljedica koja
se bazira na 2. zakonu termodinamike, prema kojemu se ucinak temperature ne moze odvojiti
od ucinka tlaka tijekom kompresije, kao $to je prikazano na Slici 11. 1z tog razloga dolazi do
pojave adijabatske topline koja je u principu trenutna i privremena volumetrijska promjena u
temperaturi materijala tijekom kompresije ili dekompresije (Bosiljkov i sur., 2010).
Adijabatsko zagrijavanje javlja se kao posljedica naglog povecanja i ekvivalentno adiajabatsko
hladenje kao posljedica smanjenja unutrasnje energije sustava. PoviSenje temperature kao
posljedica adijabatskog zagrijavanja ovisi 0 samoj pocetnoj temperaturi prehrambenog
materijala i tlaéne tekucine, te 0 takoder o kemijskom sastavu materijala koja se obraduje
(Karlovi¢ i sur., 2014.). Prema istrazivanjima koja su proveli Ting i sur. (2002); Knoerzer i sur.,
(2010); te Knoerzer i Chapman (2011) vezanim uz hidrostatsko tlacenje razli¢itih sustava hrane
I posljedice adijabatskog zagrijavanja, zakljucak je da je porast koli¢ine topline u namirnicama,
sa velikim udjelom vode gotovo ekvivalentan porastu temperature same vode. Porast
temperature za destiliranu vodu iznosi oko 3 °C za svakih 100 MPa. Drugi prehrambeni
materijali poput masti i ulja, dozivljavaju porast temperature izmedu 4 °C i 5 °C zbog njihove
fizikalne strukture i kemijskog sastava. Goveda mast imala je porast temperature od oko 6 °C
dok je najveci ispitani porast pokazalo sojino ulje, sa maksimalnih 12 °C za svakih 100 MPa. S
obzirom da takav porast temperature moze kratkotrajno ali znaCajno povisiti temperaturu
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namirnica (recimo za 20 °C na 600 MPa), vrlo vazno je pratiti i predvidjeti utjecaj temperature.
Porast obi¢no nije toliko znaCajan da bi utjecao na tvari u namirnici poput toplinske
pasterizacije, ali prema potrebi materijal koji se obraduje kao i tlatna tekuc¢ina mogu biti

ohladeni na dovoljno nisku temperaturu kako bi se osigurala netoplinska obrada.
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Temperatura, T

Slika 11. Fazni dijagram vode — odnos tlaka i temperature

VHT je jedina netermalna tehnologija s industrijskom primjenom u obradi proizvoda od
voca koja je trenutno odobrena od strane americke Food and Drug Administration (FDA,
Agencije za hranu i lijekove) i Americkog Ministarstva poljoprivrede (United States
Department of Agriculture, USDA) za obradu namirnica niske pH vrijednosti. Ovim je
tehnologija VHT — om prihvacéena kao alternativa toplinskoj pasterizaciji koja moze osigurati

mikrobiolosku sigurnost i znatno produziti trajnost obradene hrane (Wang 1 sur., 2016).
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2.10. Primjena visokoga hidrostatskog tlaka u obradi plodova voca i povréa te njihovih

proizvoda

Obrada VHT—om rezultira dobrom o¢uvanosti teksture voc¢a i povréa. Fizikalna i kemijska
svojstva uzoraka mogu umanjiti djelovanje visokog tlaka, iz kojeg se razloga prije same obrade
mora obratiti paznja na propusnost membrane, elasti¢nost i plasticnost voc¢a i povrca pri
kompresiji, te promjene u polimerima koji se nalaze u stijenkama same stanice. Tijekom obrade
namirnica visokim tlakom nuzno dolazi do kompresije zraka unutar namirnice, pri ¢emu zrak
prelazi iz plinovitog u tekuce stanje. Takve znacajne promjene u volumenu nuzno rezultiraju u
stvaranju podtlaka, te dolazi do uruSavanja strukture. Time dolazi do izgnjeCenog izgleda
Mmaterijala, te promjena u mehanickim svojstvima, tj. teksturi. Istovremeno dolazi do promjena
u i permeabilnosti stanica, $to dodatno povecava difuzivnost, odnosno kretanje vode i drugih
tvari poput enzima i metabolita iz stanice u okolnu stani¢nu strukturu. Stupanj loma stanice
direktno ovisi o primijenjenoj vrijednosti tlaka, vremenu obrade i vrsti stanice (Matser i sur.,
2000). S obzirom da obrada visokim hidrostatskim tlakom ima minimalni utjecaj na boju i okus
vo¢nih 1 povrtnih proizvoda, moze se pretpostaviti da ¢e tako obradena namirnica zadrzati svoju
originalnu svjezinu uz istovremeno povecanje zdrastvene ispravnosti i produljenje roka trajanja.
Do promjene u teksturnim svojstvima samog voca i povréa uglavnhom dolazi zbog
transformacija polimera unutar stijenki stanice kao posljedice enzimskih i neenzimskih reakcija
(Bolumar i sur., 2016; Sila i sur., 2008).

Danas uobicajen proizvod na trzistu koji je ujedno i primjer pozitivne primjene visokog
hidrostatskog tlaka na proizvode na bazi voca i povr¢a jest primjer guakamolija i avokado pirea.
Svjeze pripremljeni pire avokada jest svijetlo zelene boje 1 svjezeg okusa, ali zbog prisutnosti
enzima polifenol-oksidaze, boja mu se ve¢ nakon par sati mijenja u tamno zelenu. Obrada
VHT-om inaktivira ve¢inu enzima i sve mikroorganizme tijekom obrade na temperaturama
izmedu 20 °C do 22 °C, te osigurava da ne dolazi do promjene boje. Istovremeno se zadrzava
svjezi okus, a rok trajanja proizvoda povecéava se na do 6 tjedana pri hladnom skladiStenju. Za
razliku od VHT obrade, toplinska obrada rezultira stvaranjem oporog osjeta i gorkog zaostalog

okusa u ustima (Matser i Timmermans, 2016).

Analizirajuéi sadrzaj vitamina u vocu i povréu moze Se zakljuciti da obrada VHT—om pri
sobnoj temperaturi nema znacajan utjecaj na njihovu stabilnost. Askorbinska kiselina pri vi§im
temperaturama znacajno degradira, dok je pri sobnoj temperaturi u formi relativno stabilnog

vitamina. Na stabilnost ovog vitamina utjece i sadrzaj O u samom proizvodu, pa se njegovom
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eliminacijom tijekom obrade mozZe znacajno smanjiti stupanj degradacije. Uz to vitamini topivi
u vodi, kao $to su vitamin C ili B kompleks vitamina, znacajno su stabilniji prilikom
visokotla¢nog tretmana, nego nakon obrade konvencionalnom toplinskom pasterizacijom (Oey
i sur., 2008). S obzirom na relativno sli¢nu veli¢inu i strukturu, vitamini topivi u mastima isto
tako bolje podnose netoplinsku obradu visokim tlakom nego konvencionalnu pasterizaciju (van
der Plancken i sur., 2012). Pozitivna posljedica (i obi¢no glavni razlog) obrade VHT—om je
inaktivacija mikroorganizama. Glavni cilj je inaktivacija patogenih organizama koji mogu
uzorkovati zdravstvene probleme nakon konzumacije zarazene hrane. To ukljucuje i bakterije
raznih sojeva iz roda E. coli, Salmonella i L. Monocytogenes koje su ¢esto prisutne kod
neobradenih sirovina i proizvoda na bazi voca i povréa. Pri kontroliranoj temperaturi i pH
vrijednosti, prilikom obrade i skladiStenja, ne dolazi do znacajnije promjene boje i smanjenja
svjezine takvih proizvoda. Ispitivanja u pokazala da obrada visokim tlakom izmedu 400 i 600
MPa uz vrijeme obrade izmedu 1 min do 10 min smanjuje koncentraciju nezeljenih
mikroorganizama i patogena kao $to su E. coli, Salmonella, Listeria i Cryptosporidium do
najmanje 5 log redukcije. Ta razina redukcije broja mikroorganizama nuzna je kako bi se
zadovoljili propisani uvjeti za zdravstvenu ispravnost hrane od strane americke Agencije za
lijekove (Koutchma, 2014). Hao i sur. (2016) su us svojim istrazivanjima utvrdili zna¢ajno
smanjenje koncentracije kemijskog spoja patulina u VHT obradenim sokovima na bazi povrca
1 voca. Istrazivanje su provodili u viSe uzoraka komercijalnih sokova na bazi jabuke pri cemu
se koncentracija patulina u soku smanjila za 62 ppb odmah nakon zavrSetka obrade visokim
tlakom pri 600 MPa tijekom 5 min sekundi pri snizenoj temperaturi od 11 °C. Zaklju¢ili su da
na stupanj razgradnje patulina utjecu vrsta i sastav soka, te od procesnih parametara tlak i

vrijeme obrade.

Nedavno istrazivanje od Juarez-Enriquez i sur., 2015. ispitivalo je rok trajanja soka od
jabuke obradenog VHT—om na 430 MPa pri sobnoj temperaturi u trajanju od 7 min. Tijekom
skladiStenja su praceni razliciti parametri kvalitete soka poput parametara boje, pH,
antioksidacijskog kapaciteta, sadrzaja askorbinske kiseline i ukupnih fenola, aktivnosti
polifenol oksidaze i pektinmetil esteraze te senzorske analize. Sok je nakon obrade skladiSten
do maksimalnih 34 dana na temperaturi okoline i paralelno u hladnjaku na standardnih 4 °C.
Kod oba tipa skladistenja nije doslo do statisticki znacajnih vec¢ih promjena u nutritivnim i
senzorskim vrijednostima kao ni u fizikalno-kemijskim znacajkama soka. Doslo je do porasta
aktivnosti polifenol oksidaze tijekom ispitivanog vremena skladiStenja, ali bez znacajnog

utjecaja na ispitanu razliku u boji izmedu skladiStenog i kontrolnog uzorka. Pektinmetil esteraza
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se je potpunosti inaktivirala visokotlatnom obradom, isto kao i prirodne mikrobiote koje su
utvrdene u sirovom, tj. neprepradenom soku. Zadrzana su u potpunosti sva fizikalna i kemijska
svojstva soka od jabuke, kao i njegova organolepti¢ka svojstva. Istovremeno je u potpunosti

zadrzan sadrzaj ispitivanih antioksidansa i polifenola.

Buckow i sur. (2009) su dokazali da pri tlakovima vecem od 300 MPa dolazi do
inaktivacije polifenol oksidaze u gustom soku od jabuke. S druge strane, Perera i sur. (2010)
tretirali su visokim tlakom kockice jabuka sorte ‘Granny Smith' i 'Pink Lady' uronjene u sok od
ananasa, pri ¢emu su ih za potrebe ispitivanja roka trajanja skladistili u hladnjaku tijekom 30
dana. Nakon obrade, aktivnost polifenol oksidaze se znacajno smanjila, dok do promjene
aktivnosti pektinmetil esteraze nije doslo, kao ni do vizualne promjene boje. Nadalje, obrada
visokim tlakom u podruc¢ju oko 400 MPa do 600 MPa poboljsava dostupnost antioksidansa i
minerala u soku od jabuke (Briones-Labarca i sur., 2011). Kim i sur. (2012) su pri VHT obradi
istim tlakom od 500 MPa, tijekom 3 minute pri 25 °C pokazali da ne dolazi do promjena u
sastavu vitamina C kod ispitivanog jabu¢nog soka. Sadrzaj polifenola povecao se nakon obrade
istim parametrima. SkladiSteni proizvod je kroz ¢itavo ispitivano vrijeme skladiStenja bio
potpuno mikrobioloski ispravan i bez znacajnih fizikalnih ili kemijskih promjena. Landl i sur.
(2010) ispitivali su utjecaj VHT obrade na jabu¢ni pire, te su ustanovili da pri obradi
maksimalnim ispitivanim tlakom od 400 MPa nije doslo do promjena u koncentraciji vitamina
C i ukupnih fenola. Ispitivanje su proveli kroz 21 dan skladistenja na temperaturi od 4 °C, te su
utvrdili da je doslo do smanjenja koncentracije fenolnih tvari prilikom obrade na maksimalno
ispitivanim tlakovima. Isti proces se je pokazao i kod toplinske pasterizacije na 75 °C u
vremenu od 10 min). Medu ostalim dokazali su da je broj ispitivanih mikroorganizama pao
ispod razine detekcije te je ostao ispod razine tijekom cCitavog vremena skladiStenja.
Vercammen i sur. (2012) su ispitivali utjecaj VHT obrade na kockice jabuka u zakiseljenoj
glukoznoj otopini, sto je rezultiralo 6 log redukcijom mikroorganizama Candida lipolytica i E.
coli pri tlakovima ve¢ od 400 MPa. Posljedi¢no je rok trajanja bio produzen sa uobicajenih dva
tjedna na 3 mjeseca kod materijala skladistenih u hladnjaku. Istrazivanje provedeno od
Porebska i sur. (2017) utvrdilo je da se VHT obrada koriStenjem parametara tlaka u iznosu od
300 MPa pri povisenoj temperaturi od 50 °C tijekom 15 min dovoljna za pasterizaciju soka od
jabuke inokuliranog s Alicyclobacillus acidoterrestris. Nakon obrade doslo je do skoro 4 log
redukcije u broju mikroorganizama, te je time dodatno potvrdeno da je tretman visokim tlakom
u kombinaciji s blago povisenom temperaturom, dakle koristen kao tehnologija s preprekama,

uspjesna tehnologija za inaktivaciju A. Acidoterrestris spora.
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Terefe i sur. (2010) su istrazivanjem utvrdili da jagode obradene poviSenim hidrostatskim
tlakom od 600 MPa tijekom 600 s nisu pokazivale zna¢ajniju redukciju u koncentraciji polifenol
oksidaze. Takoder nije bilo promjena u ukupnim koncentracijama polifenola i ispitivanih
antocijana. Ipak je utvrdeno da je doslo do inaktivacije enzima peroksidaza. Nije doslo do
promjena u koncentraciji vitamina C, kemijskog sastava antocijana te TOA u proizvodima od
jagoda obradenim do maksimalnih 600 MPa pri sniZenim i sobnim temperaturama tijekom 15
min (Patras i sur., 2009a). Istrazivanje utjecaja obrade na mutni i bistri sok od jagode tlakom
od 600 MPa pokazalo je da se je nakon proteka vremena skladiStenja u trajanju od 6 mjeseci,

koncentracija vitamina C i antocijana smanjila za maksimalno 30 % (Cao i sur., 2012).

Istrazivanja provedena od Velazquez-Estrada i sur., 2012. pokazala su da je obradom
visokim tlakom moguce produljiti rok trajanja soka od naranée, te da dolazi do znacajno duljeg
zadrzavanja aromatkih komponenti, $to ukljucuje i prirodni voéni okus, te svjezinu soka.
Mikrobioloska ispravnost i ispitivana aktivnost pektinmetilesteraze vrlo su sli¢ni usporedujuéi
termalnu i obradu relativno niskim iznosom visokog tlaka od 200 MPa (Velazquez-Estrada i
sur., 2012). Teo i sur. (2001) su dokazali da obrada soka od narance visokim tlakom (600 MPa,
2 min) smanjuje mikrobiolosku koncentraciju E. coli za 5,4 log CFU/mL dok koncentraciju S.
Enteritidis nisu niti detektirali nakon obrade. Bull i sur. (2004) su dokazali da se obradom
visokim hidrostatskim tlakom reducira broj mikroorganizama na minimalnu dopustenu razinu
odmah nakon procesiranja sokova od narance sorte 'Navel' i 'Valencia'. Skladistenje sokova od
narance na 4 °C (pH 3,55) zadrZalo je mikrobiolosku redukciju ispod 2 log CFU po mililitru do
12 tjedana nakon obrade. Ukupna populacija aerobnih mikroorganizama obradenog soka od
naran¢e (600 MPa, 60 sekundi) se nije mijenjala kroz 30 dana skladiStenja. Istrazivanje je
pokazalo da je obrada visokim hidrostatskim tlakom dobra tehnologija ocuvanja
mikrobioloSkog vijeka trajanja soka od narance, od 9 dana pa sve do dva mjeseca, pri 4 °C,
odrzavajuc¢i pri tom senzorska obiljeZja svjezeg okusa i arome (Timmermans i sur., 2011).
Sanchez—Moreno i sur. (2005) su obradivali pire od raj¢ice visokim hidrostatskim tlakom (400
MPa, 15 min, 25 °C) i zakljucili da dolazi do smanjenja koncentracije askorbinske kiseline, dok
su Patras 1 sur. (2009b) dokazali da se obradom pirea od raj¢ice pri 600 MPa, 15 min kod 25 °C
zadrzava 93 % askorbinske kiseline u uzorku, kao i kod toplinske obrade od 2 minute pri 70
°C. Takoder, obrada visokim tlakom (100 — 400 MPa, 120 — 540 s) rezultirala je boljim
zadrzavanjem askorbinske kiseline kod povrtnih napitaka od raj€ice, zelenih paprika, celera,
luka, mrkve i maslinovog ulja, nego kod toplinskih obrada (90 — 98 °C, 151 21 s) (Barbai sur.,
2010). Obradom zelene i crvene paprike babure (100 i 200 MPa, 10 i 20 min) detektirano je
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15-20 % povecanje koncentracije askorbinske kiseline u povréu (Castro i sur., 2008), dok su
istrazivanja na pireu od mrkve (400/500/600 MPa, 20 °C, 15 min) i kupusu (600 MPa, 20/40
°C) dokazala da su proizvodi zadrzali bolje nutritivne znacajke u odnosu na toplinsku obradu
(Patras i sur., 2009b; Alvarez — Jubete i sur., 2014). Teo i sur. (2001) su dokazali da obrada
soka od mrkve visokim tlakom (600 MPa, 2 min) smanjuje mikrobiolos$ku koncentraciju S.
Enteritidis sa 8,4 log CFU/mL na 0,81 log CFU/mL, dok koncentraciju E. coli nisu detektirali
nakon obrade.

2.11. Primjena visokog hidrostatskog tlaka u obradi smoothie napitaka

Smoothie napici su iznimno popularan na¢in konzumiranja ¢esto cjelovitog voca i povréa
I kao takvi mogu zanacajno doprinijeti unosu bioaktivnih tvari tijekom konzumacije. Dodatak
biljnih mlije¢nih napitka osigurava solidan izvor proteina ¢ime se dodatno povecéava v nutritivni
znacaj i funkcionalnost napitka. S obzirom da se obrada namirnice povisenim tlakom najcesce
provodi pri sobnoj temperaturi, vecina pozeljnih nutritivnih i drugih svojstava ostaje i nakon
obrade i skladiStenja. 1z tog razloga se takvi proizvode obi¢no ¢uvaju u hladnjaku, kako bi se

izbjegao ili usporio rast mikroorganizama tijekom skladistenja.

Trajnost prehrambenih proizvoda ograni¢ena je i zbog potencijala za rast i razvoj
bakterijskih spora, te moguce preostale aktivnosti enzima. Takoder se za vrijeme skladiStenja
moze do¢i do promjena u fizikalno-kemijskim svojstvima. Rok trajanja iz tih razloga jako
varira, obi¢no u podru¢ju izmedu 3 do 8 tjedana ako se proizvod ¢uva u haldnjaku na
temperaturi od maksimalno 4 °C (Matser i Vollebregt, 2017). Obrada smoothie napitaka
visokim hidrostatkim tlakom isto tako moze imati povoljniji utjecaj na stabilnost bioaktivnih
spojeva u usporedbi s konvencionalnom pasterizacijom. Za HHP tehnologiju dokazano je
istrazivanjima da pozitivno korelira s povecanjem koncentracije bioaktivnih spojeva ako se
usporeduje s netretiranim kontrolnim uzorkom. To se uglavnom pojasnjava poboljSanom
masenom difuzijom i ekstrakcijom tih spojeva (Fernandez i sur., 2019). Neka istrazivanja
utvrdial su da boja ispitivanih prehrambenih materijala degradira protekom roka trajanja, tj.
vremena skladiStenja. Ta promjena je primjetna kod neobradenog proizvoda, ali i uzoraka
obradenih visokim hidrostatskim tlakom i toplinskom pasterizacijom. Pri tome se udio
karotenoida nije znacajno smanjio nakon toplinske pasterizacije usporedbi sa kontrolnim
smoothie napitkom, dok je kod smoothie napitaka obradenim koristenjem povisenih tlakova od
550 MPa doslo do porasta koncentracije karotenoida. Koncentracija polifenola nije se mijenjalu

neovisno o vrsti obrade. Dobiveni rezultati istrazivanja dovode do zakljuc¢ka da su smoothie
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napici obradeni visokim hidrostatskim tlakom osigurali ve¢u funkcionalnost proizvoda, te su
zadrzali bioaktivna svojstva u usporedbi sa neobradenim i toplinski pasteriziranim smoothie

napicima (Andrés i sur., 2016).

Pregledom istrazivanja od Barba i sur., 2010 i drugih moze se do¢i do zakljucka da
tehnologija obrade visokim tlakom povoljno djeluje na stabilnost ukupnih fenola. Na zalost
pokazalo se u nekim slu¢ajevima da istovremeno negativno djeluje na stabilnost karotenoida u
ispitivanim prehrambenim materijalima, naj¢es$¢e povréu (Carbonell-Capella i sur., 2013).
Istrazivanje koje su proveli De Ancos i sur. (2020) pokazalo je da su koncentracije ukupnih
fenola i karotenoida u ispitivanim uzorcima obradenim visokim hidrostatskim tlakom manje od
nego kod kontrolnih uzoraka. Pretpostavlja se da je smanjenje koncentracije nekih spojeva
nakon visokotla¢ne obrade voc¢a i povréa izravno povezano s aktivno$¢u preostalih aktivnih
enzima polifenol oksidaze. Istovremeno dolazi i do povecane aktivnosti peroksidaze i [-

glukozidaze zbog utjecaja povisenih tlakova i temperatura. (Mahadevan i Karwe, 2016).

45



3. MATERIJALI | METODE



Materijali i metode

3.1. MATERIJALI
Sirovine za pripremu smoothie napitaka za provodenje ovog istrazivanja su:

o jabuka sorte ,,Zlatni DeliSes” (Malus domestica L. cv. Golden Delicious) (Fragaria
d.o.o, Hrvatska);

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

o pasterizirani sok od aronije (Aronia melanocarpa L.) OPG-a Obitelj Maleti¢
(Hrvatska);

o kasa indijanske banane (Asimina triloba L.);

o napitak od badema (Alpro, 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 2.)

Tablica 2. Nutritivni sastav napitka koriStenog u pripremi smoothie napitka u 100 mL

Energija 102 kJ/24 kcal
Masti 1,19
zasicene 0,19
monozasicene 0,89
polinezasic¢ene 0,29
Ugljikohidrati 30
Seceri 39
Vlakna 0,29
Bjelancevine 0,59
Sol 0,149
Vitamini
vitamin D 0,75 ng
vitamin B2 0,21 mg
vitamin B12 0,38 ug
vitamin E 18,0 mg
Minerali
kalcij 120 mg
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U prvom dijelu istrazivanja je definirano i pripremljeno ukupno 20 uzoraka smoothie
napitaka razliCitog sastava, te je provedeno senzorsko ispitivanje kako bi se ispitala
prihvatljivost pripremljenih formulacija. Prema organolepti¢kim svojstvima najbolji uzorak je
bio uzorak sastava prikazanog u Tablici 3., te su prema ovoj recepturi pripremljeni uzorci za
sva daljnja istrazivanja. Do pripreme smoothie napitka, jabuke, mrkve i bademov napitak su
bili skladisteni na 4 °C u hladnjaku, dok su sok od aronije i kaSa indijanske banane bili
zamrznuti na -18 °C i odmrzavani neposredno prije pripreme uzoraka. Smoothie napitci

pripremljeni mijeSanjem sastojaka prikazanih u Tablici 3.

Tablica 3. Sastav ispitivanih uzoraka smoothie napitaka

Sastojak Udio % (v/v ili w/v)
Sok od jabuke 50
Mrkva 20
Aronija 5
Indijanska banana — kasa 10
Napitak od badema 15

Smoothie napitci su pripremljeni od navedenih sirovina te tretirani postupkom pasterizacije
(Hurtado 1 sur. 2019) 1 visokim hidrostatskim tlakom, nakon ¢ega su skladiSteni na 4 °C tijekom
7, 14 i 21 dan, dok je kontrolni uzorak predstavljao netretirani uzorak smoothie napitka

pripremljen nulti dan eksperimenta.

3.2. METODE RADA
3.2.1. Priprema smoothie napitaka

Za proizvodnju smoothie napitaka, od sirovina jabuke i mrkve prvotno su pripremlijeni
sokovi, koji su se u potom mijesali prema definiranoj recepturi sa preostalim sastojcima. Za
proizvodnju soka od jabuke koristen je sokovnik za hladno preSanje TEFAL Infinity Press

Revolution ZC500H38 (300 W, brzina okretaja 80 min™t, promijer filtera 0,3 mm). Prije samog
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preSanja jabuke su oprane, izrezane u Cetvrtine te su im uklonjene peteljke i sjemene loze. Za
proizvodnju soka od mrkve koristen je sokovnik BOSCH MES 4000 snage 1000 W i promjera
filtra 0,5 mm. Mrkve su prije obrade oprane, oguljene i narezane na komade. Sok od aronije i
ka$a indijanske banane su neposredno prije pripreme smoothie napitka odmrznuti, te se svaka
pojedina komponenta smoothie napitka dodala u staklenu ¢asu volumena 5 L u definiranom
omjeru. Kako bi se postivali zadani udjeli sastojaka prema recepturi, potrebni volumeni sokova
od jabuke, mrkve, aronije i bademovog napitka su izmjereni menzurom, dok je kasa indijanske
banane izvagana na analitickoj vagi KERN ABS. Svi sastojci su potom homogenizirani Stapnim
mikserom SIEMENS MQ 33001, snage 170 W. Pripremljeni smoothie napitak je prebacen u
adekvatne sterilne plasticne (PP) boce (punjenje do vrha). Napunjene bocice s uzorcima su
potom podvrgnute VHT tretmanu (jedna boca volumena 500 mL i jedna bocica volumena 50
mL za svaku Sarzu VHT tretmana). Smoothie napitak predviden za tretman toplinskom
pasterizacijom prebacen je u sterilne staklene boce volumena 500 mL. Uzorak smoothie napitka
koji nije podvrgnut niti jednom tretmanu (kontrolni uzorak), takoder je prebacen u plasticnu

bocu volumena 500 mL i odmah analiziran.

3.2.2. Obrada smoothie napitaka visokim hidrostatskim tlakom

Za potrebe obrade tehnologijom VHT-a, smoothie napici su se punili u odgovarajucu
polipropilensku ambalazu koja mora biti dovoljno elasti¢na (viSe od 15 %). Kao dodatna zaStita
od popustanja Cepa ili ambalaze, te propustanja tlacne tekuc¢ine u uzorak, napunjene boce su se
vakuumirale u plasticnim vre¢icama u uredaju za vakuumiranje ,,STATUS SV2000%.
Pripremljeni smoothie napitci su se tretirali VHT—om pomocu poluindustrijskog uredaja za
obradu visokim hidrostatskim tlakom Stansted Fluid Power (Velika Britanija) (Slika 12.),
prema punom faktorskom planu pokusa prikazanom u Tablici 4. koji ukljucuje varijaciju
tlakova 350 MPa i 450 MPa i vrijeme tretiranja od 5 i 15 minuta pri sobnoj temperaturi (=~ 20
°C) te su skladiSteni kroz 7, 14 1 21 dan, u hladnjaku pri 4 °C.
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Slika 12. Uredaj za obradu visokim hidrostatskim tlakom Stansted Fluid Power (Velika
Britanija)

Tablica 4. Plan pokusa tretiranja smoothie napitaka

Sifra Vrsta Skladistenje (dani) Tlak Vrijeme
uzorka tretmana pri4°C (MPa) (min)
1 Kontrola 0 0 0
2 Pasterizacija 0 0 0
3 VHT1 0 350 5
4 VHT?2 0 350 15
5 VHT3 0 450 5)
6 VHT4 0 450 15
7 Pasterizacija 7 0 0
8 VHT1 7 350 5)
9 VHT?2 7 350 15
10 VHT3 7 450 5
11 VHT4 7 450 15
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12 Pasterizacija 14 0 0
13 VHT1 14 350 5
14 VHT2 14 350 15
15 VHT3 14 450 )
16 VHT4 14 450 15
17 Pasterizacija 21 0 0
18 VHT1 21 350 5
19 VHT2 21 350 15
20 VHT3 21 450 5)
21 VHT4 21 450 15

3.2.3. Obrada smoothie napitaka pasterizacijom

Smoothie napici za obradu pasterizacijom su se punili u staklene boce volumena 500 mL, a
rezim same pasterizacije izabran je na temelju provedenih istrazivanja za smoothie napitke
sli¢nog sastava i iznosio je 7 minuta pri 85 °C (Hurtado i sur., 2019). Pasterizacija je provedena
na Sarznom pasterizatoru ukupne snage grijaca 6 kW (2x3 kW) (PS-100, Oprema Ludbreg
d.o.o. Hrvatska) (Slika 13.). Budu¢i da je koriStenjem termometar u obliku Pt-100 sonde
utvrdeno da su potrebne 24 minute kako bi se u ¢itavom volumenu smoothie napitka postigla
Zeljena temperatura, te je ukupno vrijeme koje su uzorci proveli u pasterizatoru iznosilo 31
minutu. Pasterizirani smoothie napitci su nakon hladenja do sobne temperature skladisteni

prema planu pokusa (Tablica 4) u hladnjaku pri temperaturi od 4 °C.
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Slika 13. Sarzni pasterizator PS-100 (Oprema Ludbreg d.o0.0. Hrvatska)

3.3. Ispitivanje parametara kakvoce smoothie napitaka

U kontrolnom uzorku, kao i u svim uzorcima smoothie napitaka neposredno nakon
provedenog tretmana visokim tlakom i pasterizacijom (Slika 14.), te tijekom skladistenja nakon
7., 14.121. dana, odredivani su parametri kakvoc¢e podijeljeni prema planiranim analizama u
Cetiri podskupine: (I) Fizikalno kemijske analize, (II) Mikrobioloska stabilnost, (111) Stabilnost

bioloski aktivnih spojeva i (IV) Senzorska analiza.
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Slika 14. Uzorci smoothie napitaka tretirani visokim hidrostatskim tlakom (A) i
pasterizacijom (B)

3.3.1. Fizikalno kemijske analize

Fizikalno kemijske analize obuhvacdaju instrumentalno mjerenje boje, pH vrijednosti,

topljive suhe tvari u % Brixa, gustoce, viskoznosti i raspodjele veli¢ine Cestica.

Mjerenje boje provedeno je pomocu difuzne reflektirajuce spektrofotometrije na kolorimetru
(CM - 3500d, Konica — Minolta, Japan) (Slika 15.) prema CIELab sustavu boja. Za standardno
osvjetljenje je koriStena pulsna ksenonska lampa dok su sve potrebne postavke mjerenja
napravljene pomocu programa Spectramagic NX (Konica — Minolta, Japan). Odabrana je
geometrija d/8 gdje se povrsina uzorka gleda pod kutom od 8 ° u odnosu na svoju normalu. Po
provedenim mjerenjima dobiveni su rezultati za svjetlinu boje L* (svjetlo/tama), vrijednost
parametra a* (crveno/zeleno) i1 b* (Zuto/plavo), na temelju kojih se izracunaju vrijednosti

zasi¢enosti boje C, tona boje H i ukupnu razliku obojenosti AEap, prema jednadzbama 2, 3 i 4.

N @

b* (3)

*

H™ = arctan

AE,, = (L, ~L)* +(a, ~a)* + (b, b))’ (4)

L1, a1 i by su parametri boje kontrolnih uzoraka dok su Lo, a2 i b2 parametri boje tretiranih

uzoraka.

AE odnosi se na najkracu udaljenost koja spaja dvije tocke boja u jednolicnom prostoru boja i

mjera je odstupanja tj. ukupne razlike obojenosti izmedu dvije mjerene tocke.
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Slika 15. Spektrofotometar CM-3500d, Konica-Minolta (Japan)

Analize pH vrijednosti i topive suhe tvari (%) provedene su sukladno vazec¢em Pravilniku o
metodama uzimanja uzoraka te obavljanja kemijskih i fizikalnih analiza radi kontrole kvalitete
proizvoda od voca 1 povréa (1983) Sluzbeni list SFRJ br. 29, (preuzeto u NN 53/91).

Gustoéa uzoraka mjerena je na denzitometru (Mettler Toledo Density Meter DE40), raspona
mjerenja od 0,0000 gcm™ do 3,0000 gcm’3, pri referentnoj temperaturi od 20 °C. Radna komora
uredaja se je prije svakog mjerenja isprala destiliranom vodom, te se je pomoc¢u pumpe izbacio
sadrzaj kako bi se uredaj doveo u stanje za mjerenje. Gustoéa je mjerena injektiranjem cca 1
mL uzorka pomocu plasticne Sprice. Nakon postizanja zadane temperature ocitava se

vrijednost, s toénoséu od 0,0001 gem™,

Raspodjela veli¢ine estica mjerena je na uredaju Malvern Mastersizer 2000 (Worchestershire,
Velika Britanija) (prikazan na Slici 14.) Prije same analize uzorak se dobro promijesa, te ulijeva
u vanjsku jedinicu Hydro 2000S. Ulijevanje se provodi sve do zadovoljavajuce razine zasicenja
koja se uZivo prati na popratnom softveru. Nakon postizanja zasi¢enja, uredaj dodatno rasprsuje
potencijalne aglomerate koriStenjem ugradenog ultrazvu¢nog procesora sa sondom, podesenog
na 100 % snage. Istovremeno sonda uronjena u uzorak sluzi i za otplinjavanje mjehurica zraka.
Nakon zavrSetka svakog pojedinog mjerenja ukljucuje se sustav ispiranja i ciS¢enja

destiliranom vodom, te provodi softversko poravnanje.
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Slika 16. Uredaj za raspodjelu veli¢ine ¢estica Malvern Mastersizer 2000 (Velika
Britanija)

Princip rada zasniva se na prolasku laserske zrake tocno definirane valne duljine kroz
otvor s uzorkom, te odbijanju ili rasprSivanju zrake od pojedine Cestice u ispitivanom uzorku.
Pri tomu Cestice rasprSuju svjetlost pod kutom koji je obrnuto proporcionalan njihovoj veli¢ini.
Smanjenjem velicine Cestica logaritamski se povec¢ava promatrani kut rasprsenja svjetlosti dok
se intenzitet rasprSenja smanjuje s volumenom Cestice. Veée Cestice rasprsuju svjetlost pod
ostrim kutovima s vi§im intenzitetom, dok manje Cestice rasprsuju svjetlost pod Sirim kutom,
ali s niskim intenzitetom (Jillavenkatesa i sur., 2001). Zbog izvora plave svjetlosti manje valne
duljine, uz He — Ne laser (svjetlost crvene boje), submikronska osjetljivost je povecana, §to
povecava i mjerni raspon instrumenta koji iznosi 0,02 — 2000 pum. Analiza odredivanja veli¢ine
Cestica tekuceg uzorka je nedestruktivna metoda koja ima veliku pouzdanost analize

disperziranih ¢estica u prikladnom otapalu (destilirana voda ili etanol).

Viskoznost uzoraka odredena je na viskozimetru (Fungilab ALPHA) uz mjerno vratilo oznake
L2. Uzoreci su uliveni u staklene ¢ase od 150 mL. Nakon uranjanja mjernog vratila u uzorak do
oznake na vratilu, pokree se mjerenje. Mjerenje viskoznosti provedeno je pri razli¢itim

brzinama okretaja mjernog vratila od 100, 60, 50, 30 i 20 0 min,

3.3.2. Mikrobioloska stabilnost

MikrobioloSka stabilnost odredena je klasi¢nim mikrobioloSkim metodama pri ¢emu su
testirani mikroorganizmi odabrani prema propisanom Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima
za namirnice (Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu; EC, 2073/2005; EC, 853/2004; EC,
854/2004). Prije samog provodenja analize, bilo je potrebno pripremiti hranjive podloge za

uzgoj mikroorganizama:
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0 HA (hranjivi agar), sastava (g L-1 destilirane vode): pepton 15; mesni ekstrakt 3; NaCl
5; K3PO4 0,3; agar 18. pH vrijednost podloge je 7.3; sterilizacija je provedena u autoklavu pri
121 °C tijekom 15min

0 SA (sladni agar), sastava (g L-1 destilirane vode): sladni ekstrakt 6; maltoza 1,8; glukoza
6,0; kvascev ekstrakt 1.2. pH vrijednost podloge je 4.7; sterilizacija je provedena u autoklavu

pri 121 °C tijekom 15min

0 LICZA (ljubitasto crveno Zuc¢ni agar), sastava (g L-1 destilirane vode): pepton 7;
kvaséev ekstrakt 3; natrijev klorid 5; zu¢ne soli 1.5; glukoza 10; neutralno crveno 0.03; kristal
violet 0.002; agar 15. pH vrijednost podloge je 7.4; podloga se sterilizira na plameniku do vrenja

uz povremeno mijesanje

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

15min

0 PALCAM agar, sastava (g L-1 destilirane vode): pepto-kompleks 10; triptoza 10;
pepton 3; ekstrakt kvasca 3; kukuruzni $krob 1; natrijev klorid 5; glukoza 0.5; manitol 10;
eskulin 0.8; Zeljezo amonijev citrat 0.5; litij-klorid 15; fenolno crvenilo 0.08 g/l; agar 12;
polimiksin B 0.01; ceftazidim 0.02; akriflavin HCI 0.005. pH vrijednost podloge je 7.2;

sterilizacija je provedena u autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

0 RVS (rappaport vassiliadis soja) bujon, sastava (g L-1 destilirane vode) : sojin pepton
4.5; natrijev klorid 7.2; kalijev dihidrogenfosfat 1.26; di-kalij hidrogen fosfat 0.18; magnezijev
klorid 13.4; malahitno zelenilo oksalat 0.036. pH vrijednost podloge je 5.2; sterilizacija je

provedena u autoklavu pri 121 °C tijekom 15min

0 XLD agar (ksiloza-lizin-deoksiholat), sastava (g L-1 destilirane vode): ksiloza 3.75; L-
lizin 5; lakotoza 7.5; saharoza 7.5; natrijev klorid 5; kvas¢ev ekstrakt 3; natrijev deoksikolat 1;
natrijev tiosulfat 6.8; amonij zeljezo (II1) citrat 0.8; fenol crveno 0.08; agar 14.5. pH vrijednost

podloge je 4.7; Podloga se sterilizira na plameniku do vrenja uz povremeno mijeSanje

Aerobne mezofilne bakterije su odredene nakon inkubacije na hranjivom agaru na 37 °C
tijekom 48 sati, a enterobakterije uzgojem na LICZA agaru na 37 °C tijekom 48 sati. Listeria

monocytogenes je odredivana metodom dvostrukog predobogaéivanja u Fraser bujonu, nakon

56



Materijali i metode

Cega je uslijedio uzgoj na PALCAM agaru na 37 °C tijekom 24 sata, a Salmonella sp.
predobogacivanjem u RVS bujonu nakon ¢ega je uslijedio uzgoj na XLD agaru na 37 °C
tijekom 72 sata. Kvasci i plijesni odredeni su uzgojem na sladnom agaru na 28 °C tijekom 48
sati. Mikrobni rast odreden je tradicionalnom metodom brojanjem poraslih kolonija, a rezultati

su izrazeni kao ,,colony forming units* (CFU) po mL uzorka.

3.3.3. Stabilnost bioloski aktivnih spojeva (BAS)

Analize bioloski-aktivnih spojeva provedene su na svim ispitivanim uzorcima smoothie
napitaka (kontrolni uzorak, uzorci obradeni VHT tretmanom te uzorci obradeni pasterizacijom)
tijekom 0., 7., 14. 1 21. dana skladiStenja. Obzirom na sastav sSmoothie napitaka, obuhvacena je
analiza najzastupljenijih BAS u pojedinim zastupljenim sirovinama, u koje se ubrajaju fenoli,

flavonoidi, hidroksicimetne kiseline, karotenoidi i vitamin C.

U kontrolnom uzorku, kao i neposredno nakon provedbe svakog provedenog tretmana (0. dan),
odnosno prema planu pokusa nakon 7., 14. i 21. dana skladistenja, provedena je ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija BAS-a iz uzoraka smoothie napitaka pomocu ultrazvuéne kupelji
frekvencije 40 kHz (Bandelin Sonorex, Njemacka) pri temperaturi 50 °C tijekom 10 minuta uz
96 % - tni etanol kao ekstrakcijsko otapalo (Slika 17.). U pripremljenim ekstraktima provedena
su spektrofotometrijska odredivanja (VWR UV-1600PC Spektrofotometar, VWR
International, USA) svih navedenih BAS—a, izuzec vitamina C, koji je odreden HPLC-DAD
metodom (Thermo Scientific Accela) na koloni Nucleosil C18, 5 pm (250 x 4,6 mm ID)
(Phenomenex, Los Angeles, CA).

Slika 17. Ultrazvuéna kupelj Bandelin Sonorex (Njemacka) (lijevo) i filtracija
ekstrakata smoothie napitaka (desno)
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Postupak ekstrakcije: Na analiti¢koj vagi se plasti¢noj kiveti volumena 50 mL odvaze priblizno
5¢g (x 0,0001) smoothie soka te se nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala (9 6%-tnog etanola).
Ekstrakcija se provodi primjenom ultrazvucne kupelji frekvencije 40 kHz (Bandelin Sonorex,
Njemacka) pri temperaturi 50 °C tijekom 10 min. Po zavrSetku ekstrakcije, uzorak se uz pomoc¢
staklenog lijevka i filter papira profiltrira u odmjernu tikvicu volumena 25 mL, a tikvica se
potom do oznake nadopuni ekstrakcijskim otapalom. Pripremljeni ekstrakt se prebaci u
plasti¢nu kivetu volumena 50 mL, te se skladisti pri 4 °C do provedbe analiza. U pripremljenim
ekstraktima smoothie napitaka spektrofotometrijski su odredeni ukupni fenoli, ukupni

flavonoidi te ukupne hidroksicimetne kiseline.

3.3.3.1.Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih fenola provodi se primjenom modificirane
spektrofotometrijske metode prema literaturi (Yuan i sur., 2018), a koja se temelji na kolornoj
reakciji polifenolnih spojeva s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta
plavog obojenja pri 725 nm, koji je proporcionalan koncentraciji polifenolnih spojeva. Folin-
Ciocalteu reagens je smjesa fosforwolframove i fosfomolbidenske kiseline, a pri oksidaciji
fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u wolframov oksid i

molbidenov oksid koji su plavo obojeni.
Aparatura i pribor

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

e Centrifuga (Hettich, Rotofix 32)

e Analiti¢ka 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 Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

e Stakleni lijevak
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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, w/v)
Priprema: Odvaze se 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj ¢aSici te se pomocu
destilirane vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 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 mjerenja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 400 pL ekstrakta, koji je prethodno dvostruko
razrijeden ekstrakcijskim otapalom, 400 pL F.C. reagensa, koji je prethodno razrijeden s
destliranom vodom pet puta, 4 mL 7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata. Slijepa proba se
priprema na isti nacin, ali se umjesto ekstrakta dodaje 400 pL destilirane vode. Reakcijska
smjesa se ostavi da stoji 1 h pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se centrifugira 10 min na 5000
rpm. Supernatant se koristi za mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 725 nm. Provedena su

dva paralelna odredivanja za svaki ekstrakt.
Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti koncentracijski niz standarda galne
kiseline. Najprije se pripremi otopina standarda koncentracije 5 g L™! na na¢in da se u staklenoj
Casici odvaze 500 mg galne kiseline, koja se otopi u 10 mL 96 %-tnog etanola. Otopina
standarda se kvantitativno prebaci u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Od te otopine galne kiseline pripreme se razrjedenja u
odmjernim tikvicama volumena 10 mL tako da se otpipetira redom 20, 50, 100, 200, 300, 500
ML alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i potom nadopuni do oznake
destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose redom 10, 25, 50,
100, 150, 250 mg L. Iz svake se tikvice potom otpipetira 400 L otopine standarda u staklene
epruvete te se redom dodaje 400 uL F.C. reagensa, koji je prethodno razrijeden s destliranom

59



Materijali i metode

vodom pet puta te 4 mL 7,5 %-tne otopine natrijevog karbonata. Slijepa proba se priprema na
isti nacin, ali se umjesto ekstrakta dodaje 400 pL destilirane vode. Reakcijska smjesa se ostavi
da stoji 1 h pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se centrifugira 10 min na 5000 rpm. Supernatant
se koristi za mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 725 nm. Provedena su dva paralelna

odredivanja za svaku koncentracijsku otopinu standarda.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija izradi 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. Na temelju dobivene jednadzbe pravca

moze se izracunati koncentracija ukupnih fenola izrazena u ekvivalentima galne kiseline.
Na temelju dobivenih rezultata, jednadZzba pravca glasi:
y =0,007x + 0,0207
R%=0,9948
gdje je:
y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

x- koncentracija galne kiseline (mg L)

3.3.3.2.Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Princip metode: Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka
primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida s
aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem intenziteta plavog obojenja nastalog
kompleksa pri 415 nm, koji je proporcionalan koncentraciji prisutnih flavonoida (Chang i sur.,
2002).

Aparatura i pribor
e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, SAD)
o Staklene kivete
e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL
e Mikropipete (100 i 1000 pL)
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e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL
e Menzure, volumena 100 mL i1 L
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

Otapala i reagensi

e Etanol, 96 %-tni

e Metanol, 100 %-tni

e Destilirana voda

e Aluminijev klorid, 10 %-tni
Priprema: 1 g aluminijevog klorida se otopi u 5 mL destilirane vode te kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e Kalijev acetat, 1M
Priprema: 9,845 g kalijevog acetata se otopi u 10 mL destilirane vode i kvantitativno se prenese
u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom

e Standard kvercetina (100 mg L ™)
Priprema: 10 mg standarda kvercentina se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 5
mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi u datom

volumenu te se potom tikvica nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom

Postupak mjerenja

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96 %-tnog etanola,
0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M Kkalijevog acetata i 2,8 mL destilirane
vode. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 96 %-tni etanol te
se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje jednaki volumen destilirane vode.
Reakcijska smjesa stoji 30 minuta pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se reakcijskoj smjesi
mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm. Provedena su dva paralelna odredivanja za svaki
ekstrakt.

Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti koncentracijski niz standarda
kvercetina. Iz alikvotne otopine standarda kvercentina (100 mg L) pripremljena su sljede¢a
razrjedenja: 10, 25, 50 i 75 mg L na nadin da je iz pocetne alikvotne otopine redom

otpipetirano 1, 2,5, 51 7,5 mL u odmjerne tikvice volumena 10 mL te nadopunjeno 100%-tnim
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metanolom do oznake. U staklenu epruvetu se iz svake tikvice otpipetira 0,5 mL otopine
standarda, zajedno s 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1
mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba,
ali se umjesto otopine standarda uzima 100 %-tni metanol te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog
klorida dodaje jednaki volumen destilirane vode. Reakcijska smjesa stoji 30 minuta nakon ¢ega
slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija
se izradi bazdarni pravac (Slika 19) pomocéu programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi
nanesene koncentracije otopine standarda kvercentina (mg L), a na ordinati izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 415 nm. Provedena su dva paralelna odredivanja za svaku
koncentracijsku otopinu standarda. Koncentracija ukupnih flavonoida izraCuna se prema
dobivenoj jednadzbi pravca:
y = 0,0069x + 0,0002
R?=0,9997

gdje je:
y — apsorbancija pri 415 nm
X — koncentracija kvercentina (mg L)

R? — koeficijent determinacije

3.3.3.3.Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina

Princip metode: Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se u alkoholnom
ekstraktu uzorka primjenom spektrofotometrijske metode pri ¢emu se po dodatku reagensa

mjeri intenzitet nastalog obojenja pri 320 nm (Howard i sur., 2003).

Aparatura i pribor
e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer, VWR International, SAD)
e Kuvarcne kivete
e Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern&SohnGmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 1l mL, 2 mL, 5mL, 10 mL i 25 mL
e Mikropipete Eppendorf (1000 pL i 5000 pL)
e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL, 100 mL i1 L

e Menzura, volumena 100 mLilL
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e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

e Koncentrirana klorovodic¢na kiselina, 37 %

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

e Metanol, 100 %-tni

e Metanol, 80 %-tni (v/v)

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g L HCI (u 96 %-tnom etanolu)
Priprema: 0,227 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %, v/v) se otpipetira u odmjernu
tikvicu volumena 100 mL i nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g L't HCI
Priprema: 0,454 mL koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %, v/v) se otpipetira u odmjernu
tikvicu volumena 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard klorogenske kiseline (100 mg L™?)

Priprema: 10 mg standarda klorogenske kiseline se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100

mL i otopi u datom volumenu te se tikvica nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu se redom otpipetira 250 pL ekstrakta, 250 uL 1 g Lt HCI u 96 %-
tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L HCI. Reakcijskoj smjesi se potom mijeri apsorbancija na 320
nm. Slijepa proba se pripremi na isti nacin, izuzev §to se namjesto ekstrakta uzima isti volumen
ekstrakcijskog otapala (96 %-tni etanol). Provedena su dva paralelna odredivanja za svaki
ekstrakt.

Izrada bazdarnog pravca

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se pomocéu jednadzbe
bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu. Iz alikvotne otopine standarda klorogenske kiseline
(100 mg L) pripreme se slijedeca razrjedenja: 10, 25, 50 i 66,7 mg L™! na na¢in da se iz podetne
alikvotne otopine redom otpipetira 1, 2,5, 51 6,67 mL u odmjerne tikvice volumena 10 mL te
potom nadopuni 100 %-tnim metanolom do oznake. U staklene epruvete se potom otpipetira
250 pL otopine standarda, 250 pL 1 g L't HCI u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L* HCI.
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Pripremljenim reakcijskim smjesama se zatim mjeri apsorbancija na 320 nm. Slijepa proba se
pripremi na isti nacin, izuzev §to se namjesto otopine standarda uzima isti volumen 100 %-tnog
metanola.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija se nacrta bazdarni pravac pomoc¢u programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije klorogenske kiseline (mg L1),
a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 320 nm. Provedena su dva paralelna
odredivanja za svaku koncentracijsku otopinu standarda.

Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izracuna se prema dobivenoj
jednadzbi pravca:

y =0,0035x + 0,0082
R?=0,9992

gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm
X — koncentracija klorogenske kiseline (mg L™)

R? — koeficijent determinacije

3.3.3.4.0dredivanje ukupnih karotenoida

Princip odredivanja:

Kvantitativno odredivanje karotenoida u biljnom ekstraktu temelji se na absorbanciji
karotenoida na 470 nm, medutim za precizno odredivanje karotenoida potrebno je uzeti u obzir
i koli¢inu klorofila b koji takoder znatno apsorbira na ovoj valnoj duljini, kao i ostale parametre,

primjerice poput izbora otapala (Lichtenthaler i Buschmann, 2001).
Aparatura i pribor:

e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
e Ultrazvucna kupelj DT 514 H SONOREX DIGITEC (13,5L, 860W, 40 kHz) (Bandelin

electronic, Berlin, Germany)
e Staklena €aSa, stakleni lijevak, filter papir
e Staklene kivete
e Analiticka vaga (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Germany)
e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL

e Celulozna vata
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Otapala i reagensi:

e Aceton Cistoca (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 80 %-tni aceton

Priprema uzorka: Otpipetira se 3 mL uzorka u Erlenmayerovu tikvicu od 50 mL te se nadoda
20 mL ekstrakcijskog otapala (80%-tni aceton, v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u
ultrazvucnoj kupelji pri T=50 °C C i t=30 min. Po provedenoj ekstrakciji, uzorci se po potrebi
centrifugiraju pri 10 000 rpm/10 min, a potom se supernatanti profiltriraju u odmjerne tikvice
volumena 25 mL i nadopune ekstrakcijskim otapalom do oznake.

Postupak odredivanja: Pripremljenim ekstraktima mjeri se apsorbancija pri 440 nm, 644 nm i

662 nm. Na isti na¢in pripremi se i slijepa proba, gdje se umjesto ekstrakta uzima 80 %-tni

aceton.

Izracunavanje

Izracun:

Klorofil a (mg/L) = (9.784 x A662) — (0.99 x A664)

Klorofil b (mg/L) = (21.426 x A664) — (4.65 x A662)

Ukupni karotenoidi (mg/L) = (4.695 x A440) — 0.369 (Klorofil a + Klorofil b)
X (mg g™1) = X (Mg L) X Vekstrakta (L) % razrjedenje /m (g)

X (ug g*)= X (mg g*)/1000

3.3.3.5. Odredivanje vitamina C

Analiza vitamina C je provedena HPLC-DAD metodom, a izolacija i kvantifikacija prema
standardnoj metodi (HRN EN 14130:2005 — Odredivanje vitamina C pomoc¢u HPLC) na
teku¢inskom kromatografu Thermo Scientific Accela HPLC system (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Koristena je kolona Nucleosil 100-5C18, 5 um (250 mm x 4.6 mm 1.D.)
(Phenomenex, Los Angeles, CA, USA). Vrijednosti granica detekcije i granica kvantifikacije

iznosile su 0,2 mg 100 mL?i 1,6 mg 100 mL™. Sadrzaj vitamina C je izrazen u mg askorbinske
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kiseline odnosno kao zbroj askorbinske Kkiseline i njenog oksidativnog oblika,

dehidroaskorbinske kiseline, na 100 mL uzorka.

3.3.4. Senzorska analiza

Senzorska analiza provedena je metodom Kvantitativne Deskriptivne Analize
(,,Quantitative Descriptive Analysiy“, QDA) koja se ubraja u opisne senzorske testove putem
kojih panelisti slucajnim redoslijedom identificiraju 1 kvantitativno odreduju osjetilna
zapazanja proizvoda, ¢ime panelisti ne odreduju samo kvalitativni nego i1 kvantitativni aspekt

ocjenjivanog svojstva (Lawless i Heymann, 1999; Mandic¢ i Perl, 2016).

Skala intenziteta pojedinog svojstva ocjenjivana je bodovima od 0 do 7 (0 — neizrazeno
SVOjstvo; 7-najjaCe izrazen intenzitet ocjenjivanog svojstva). Ukupno je definirano 14
senzorskih deskriptora koji su ukljucivali svojstva izgleda (tamnoca, heterogenost), arome
(intenzitet, aroma na svjeze voce, aroma na kuhano voce), okusa (intenzitet, okus na svjeze
voce, okus na kuhano voce, kiselost, slatko¢a, harmoni¢nost) i teksture (viskoznost, zrnatost,

ukupni senzorski dojam).

Prije provedbe QDA analize, svi uzorci smoothie napitaka temperirani su na sobnu
temperaturu. Po svakom uzorku, u male prozirne plasti¢ne ¢asice od 50 mL koje su prethodno
oznacene Sifrom, servirano je priblizno 30 mL smoothie soka. U svakom setu ocjenjivanja
sudjelovalo je 14 senzorskih ocjenjivaca (panelista). Svi prikupljeni rezultati senzorskog
ocjenjivanja obradeni su prvotno u programu Microsoft Excel, kako bi se izraCunale prosjecne
vrijednosti za svako senzorsko svojstvo svakog uzorka, a zatim se prikazuju graficki u formi
tzv. "paukove mreze " (eng. spider-web). Prosjeci ocjena za svako senzorsko svojstvo nanose
se na polarne koordinate, koje predstavljaju svaki pojedini senzorski deskriptor. Intenzitet
(kvantifikacija) odredenog senzorskog obiljeZja je najniZi u centru, a povecava se prema obodu
polarnog dijagrama. Dobiveni dijagrami imaju 14 koorkoordinata odnose se na intenzitet

promjena odnosno ocjenu (Vahcic i sur., 2000).

3.3.5. Statisti¢ka analiza

Za karakterizaciju uzorka koriStena je deskriptivna statistika. MANOVA - om

(,,Multivariate analysis of variance®) su testirane diskretne varijable i faktorski rezultati. Za
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mjerenje standardiziranih slicnosti u uzorcima koristena je Wardova istrazivacka hijerarhijska
klaster analiza. Neparametarska analiza je koristena pomocu Kruskal Wallisovog testa. Kako
bi se provjerila struktura specificnih varijabli i procijenila ukupna promjena nutritivne
vrijednosti uzoraka za razlicite kombinacije neovisnih varijabli, provedena je faktorska analiza
(,,Principal Component Analysis®, PCA). Prikladnost faktorske analize ispitana je Kaiser —
Mayer — Olkin testom (KMO) i Bartlettovim testom sfericnosti. Rezultat faktorske analize
izracunat je metodom linearne regresije te je razina znacajnosti za sve testove bila je a < 0,05,

a rezultati su analizirani pomocu SPSS (v.22) i Statistica (v12) programa.
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Rezultati

4.1. Eksperimentalni dizajn

Na temelju ulaznih parametara (rok trajanja, tlak, vrijeme obrade i vrsta obrade) proveden
je eksperimentalni dizajn kako bi se objektivno i kontrolirano provelo istrazivanje, te dobili
specifi¢ni zakljuéci na temelju hipoteza istrazivanja. Provedena je optimizacija kako bi se
maksimizirala koli¢ina korisnih informacija kroz minimalan broj provedenih eksperimenata.
Eksperimenti su takoder provedeni varijacijom samo jednog faktora (parametra) istovremeno.
Na temelju Tablice 4 provedena su istrazivanja, te su ispitane interakcije izmedu faktora.
Provedeni eksperimentalni dizajn takoder omogucuje bolje shvacanje i evaluaciju faktora koji

utjeCu na sustav.
Na temelju varijabli i mogucih vrijednosti

e \/rsta obrade — Pasterizacija; VHT, kontrola (bez obrade)
e Rok trajanja—od 0 do 28 dana (prirast po 1 dan)
e Tlak —od 0 do 600 MPa (prirast po 50 MPa)

e Vrijeme obrade —od 1 do 15 min (prirast po 1 min)

Na temelju rezultata dosadasnjih vlastitih i drugih istrazivanja, optimiziran je dizajn i broj
eksperimenata smanjen sa preko 6000 na 21 eksperiment koji u potpunosti zadovoljava sve

kriterije za provjeru hipoteza i postizanje ciljeva istrazivanja.

4.2. Senzorska analiza smoothie napitaka

S obzirom na $iroki raspon varijabli koje su ispitivane, poput intenziteta okusa i arome,
svjezine, teksture, boje 1 dr., senzorska analiza integrira viSe razliitih znanosti kako bi se
shvatila korelacija izmedu kvalitete i senzorskih svojstava ispitanog proizvoda. Prije samog
pocetka istrazivanja ispitan je 21 smoothie napitak razli¢itih sastava, te je provedena senzorska
analiza kako bi se prema pozeljnim organoleptickim svojstvima izdvojili uzorci s najboljim
karakteristikama. S najbolje ocijenjenim uzorcima provedena su sva daljnja istrazivanja. Zbog
relativno velikog pocetnog broja uzoraka i kategorija, ispitivanje je provedeno u dva dijela
(uzorci 1do 111 12 do 21). Pri izabiru najboljih smoothie napitaka cilj je bio pronaci poveznicu

izmedu preferencije potrosaca i fizikalno — kemijskih svojstava proizvoda.
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Rezultati

0 1 2 3 - 5 6
[ ukupna senzorska kvaliteta B harmonija B slatkoca B kiselost
B luhano voce (miris) B intenzitet (miris) B kuhano voce (olus) B svjeze vole
intenzitet (okus) ¥ heterogenost B tamnoca

Slikal9. Kriteriji za odabir sastava uzorka za provedbu ispitivanja, uzorci 1-11
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Rezultati

0 1 2 3 - 5
" ukupna senzorska kvaliteta M harmonija B slatkoca W kiselost
B kuhano voce (miris) B intenzitet (miris) B kuhano voce (okus) B svjeze voce
intenzitet (okus) ¥ heterogenost B tamnoca

Slika 20. Kriteriji za odabir sastava uzorka za provedbu ispitivanja, uzorci 12-21
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Rezultati

4.3. Hijerarhijska klasterska analiza Wardovom metodom klasteriranja

Wardova metoda klasteriranja uz minimalnu varijancu Kkoristi n klastera, svaki sa pojedinim
objektom. Kombiniranjem svih n klastera u jedan koji sadrzi sve objekte i dijeljenjem tog
klastera korak po korak ¢ime se minimizira varijanca koja se mjeri indeksom E (suma kvadrata).
U prvom koraku racuna se srednja vrijednost svakog klastera, te se ra¢una udaljenost objekata
unutar klastera. Razlike u udaljenosti se kvadriraju i zbrajaju. Pri tome se proces provodi za
svaku moguéu kombinaciju klastera (Romesburg, 2004.). Na Slici 21. prikazan je rezultat

klasterske analize za ispitivane uzorke.

0 5 10 15 20 25

N ab— ] 1 I | |
VHT3-14 11—
VHT4-14 15—
VHT3-21 12
VHT4-7 17
VHT2-14 bl
VHT4-21 16—
WHT1-21 41—
VHT1-14 3
VHT3-7 13
VHT2-7 9fF—

P-0 18

p-7 21

VHTI-7 5
VHT4-0 14

VHT3-0 10
VHT1-0 2

|
|
VHT2-0 6 —|
u

EONTROLA 1
P14 19
P-21

(-

Slika 21. Rezultati hijerarhijske klasterske analize standardiziranih uzoraka
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Rezultati

U Tablicama 6., 7. i 9. prikazani su rezultati analiza kolorimetrijskog ispitivanja uzoraka.
Ispitani su standardni L*, a* i b* parametri boje uzoraka, te su odredeni kroma i ton boje. Na
temelju klasterske analize povezani su elementi grupe u klaster, te je odredena sli¢nost boje
ispitivanih uzoraka TP i VHT sa referentnim uzorkom K. Prema istom principu kori$tenjem
neparametarske analize odredena je slicnost koli¢ine analiziranih bioaktivnih tvari nakon
toplinske (TP) i visokotlaéne (VHT) obrade sa referentnim uzorkom (Tablice 8., 9. i 11.).
Provedena je i neparametarska analiza kako bi se medusobno usporedili TP i VHT uzorci, kao

Sto je prikazano u Tablici 12.

Tablica 5. Prosjecne vrijednosti za kontrolni uzorak K

Svjetlina boje L* (0-100) 45,06 + 0,01
Crveno — zeleno a* (0-100) 16,70 £ 0,02
Zuto - plavo b* (0-100) 17,82 + 0,01
Zasic¢enost boje (kroma) C* (0-100) 24,42 + 0,01
Ton boje H* (0-100) 46,87 £ 0,05

Tablica 6. Prosje¢ne vrijednosti za toplinski obradene uzorke TP

Svijetlina boje L* (0-100) 36,88 + 11,02
Crveno — zeleno a* (0-100) 17,67 £ 3,99
Zuto - plavo b* (0-100) 24,47 + 6,74
Zasicenost boje (kroma) C* (0-100) 30,19 +7,79
Ton boje H* (0-100) 26,78 + 2,75

73



Rezultati

Tablica 7. Prosjecne vrijednosti bioaktivnih tvari za kontrolni uzorak K

Ukupan sadrzaj fenola TPC, mg 100 mL? 782,57 + 20,00
Ukupan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina HCA, mg 100 mL™* 51,51 +2,60
Ukupan sadrzaj flavonoida TFL, mg 100 mL?t 58,58 + 0,64
Sadrzaj vitamina C Vitamin C, mg 100 mL?* | 27,48 +0,13
Ukupan sadrzaj karotenoida CAR, mg 100 mL?t 14,97 + 0,85

Tablica 8. Prosjecne vrijednosti bioaktivnih spojeva za toplinski obradene uzorke TP

Ukupan sadrzaj fenola TPC, mg 100 mL™! 857,99 + 65,34
Ukupan sadrzaj hidroksicimetnih kiselina HCA, mg 100 mL™? 36,76 £ 9,03
Ukupan sadrzaj flavonoida TFL, mg 100 mL* 58,18 + 5,29
Sadrzaj vitamina C Vitamin C, mg 100 mL™* 2,00 £ 245
Ukupan sadrzaj karotenoida CAR, mg 100 mL™ 12,49 + 1,94

Tablica 9. Kruskal Wallis statistika za usporedbu parametara boje VHT i K uzoraka.

L* a* b* C* H*
hi-kvadrat 0,000 5,487 0,000 3,086 3,086
Stupnjevi slobode 1 1 1 1 1
asimptotska znacajnost 1,000 0,019 1,000 0,079 0,079
(p — vrijednost)

Tablica 10. Kruskal Wallis statistika za usporedbu kemijskih parametara VHT i K

uzoraka.
TPC HCA TFL Vit. C CAR
hi-kvadrat 4,200 5,486 2,594 5,486 1,206
Stupnjevi slobode 1 1 1 1
asimptotska znacajnost 0,040 0,019 0,107 0,019 0,272
(p — vrijednost)
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Rezultati

Tablica 11. Kruskal Wallis statistika za usporedbu parametara boje TP i VHT uzoraka

L* a* b* c* H*
hi-kvadrat 0,371 0,929 8,070 5,603 0,659
Stupnjevi slobode 1 1 1 1 1
asimptotska znacajnost 0,543 0,335 0,005 0,018 0,417
(p — vrijednost)

Tablica 12. Kruskal Wallis statistika za usporedbu kemijskih parametara VHT i K

uzoraka
TPC HCA TFL Vit. C CAR
hi-kvadrat 17,864 0,370 8,458 17,033 1,245
Stupnjevi slobode 1 1 1 1 1
asimptotska znacajnost 0,000 0,543 0,004 0,000 0,264
(p — vrijednost)
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Rezultati

4.4.0dredivanje nutritivnog indeksa (NI)

Koristenjem klasterske analize odreden je faktor nutritivnog indeksa, te promjene u NI u

ovisnosti 0 primijenjenim procesnim parametrima i vrsti obrade. Analiza NI i korelacije

pojedinih ispitivanih bioaktivnih tvari s NI prikazani su u Tablicama 14. i 15. Utjecaj tlaka,

vremena obrade i vremena skladiStenja kod VHT uzoraka prikazan je u Tablici 16. te su

utvrdene korelacije izmedu pojedinih faktora i promjena u NI. Analiza TP uzoraka prikazana

je u Tablici 17, te je takoder utvrdeno postojanje korelacije izmedu obrade, vremena

skladiStenja i nutritivnog indeksa.

Tablica 13. Analiza provedena za NI faktor

Komponente
1
Vitamin C 0,75
CAR 0,81
HCA 0,70
Varijanca 5%
Svojstvena vrijednost (Eigenvrijednost) 2,26

Tablica 14. Pearsonove korelacije s NI

NI HCA Vitamin C CAR
NI 1 0,80** 0,89** 0,95**
HCA 1 0,54** 0,65**
Vitamin C 1 0,82**
CAR 1

** Korelacija je znacajna na razini 0,01 (dvosmjerno)
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Rezultati

Tablica 15. Promjene u nutritivnom indeksu (NI) uzoraka obradenim VHT tijekom

skladiStenja
Varijabla NI
Tlak p<0,017
350 MPa 0,21 +0,03?
450 MPa -0,23 +£ 0,03
Vrijeme p<0,017
5 min 0,08 + 0,03%
15 min -0,09 + 0,03
Skladistenje p<0,01°
0 dana 1,18 + 0,052
7 dana 0,13 + 0,05
14 dana -0,47 £ 0,05°
21 dan -0,87 + 0,05
Srednja vrijednost -0,01 £ 0,02

Tablica 16. Promjene u Nutritivnom indeksu (NI) u uzorcima obradenim toplinskom

pasterizacijom tijekom skladiStenja

Varijabla NI
Skladistenje p<0,017
0 dana 0,6 +0,1°
7 dana 0,0+0,1°
14 dana -1,0+£0,1°
21 dan -1,7+0,1¢
Srednja vrijednost -05+£0,1
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Rezultati

4.5.Klasterska analiza bioaktivnih spojeva

U Tablicama 18. i 19. prikazan je sadrzaj ispitanih bioaktivnih spoejva u uzorcima obradenim
visokim hidrostatskim tlakom i toplinskom pasterizacijom. Kod VHT uzoraka provedena je
viSefaktorska ANOVA analiza ukazala je na znacajne faktore, te se utvrdio utjecaj parametara
tlaka, vremena obrade 1 vremena skladiStenja na sadrzaj bioaktivnih tvari (TPC, HCA, TFL,

CAR i vitamin C) u smoothie napicima.

Tablica 17. Promjene u bioaktivnim tvarima u uzorcima obradenim VHT tijekom

skladiStenja
Varijabla n | TPC HCA TFL CAR Vit C
Tlak p=0,48" p=0,42f |[p<0,01" |p<001" |[p=<0,01T
350 MPa 16 |688,0+4,1% | 357+0,5% | 49,3+0,66° | 13,8+0,1*° |11,72+0,1
450 MPa 16 | 683,8+4,1° | 351+0,5% | 459+0,66° | 128+0,1° |7,81+0,1°
Vrijeme p<0,017 p=0,94* |p=026' |p=<0,01" [p=<0,01T
5 min 16 | 697,7+4,1% | 354+0,5% | 48,2+0,66° | 135+0,1* | 10,41 +0,1
15 min 16 | 674,1+4,1° | 354+05% | 47,1+0,66% | 13,1+0,1° |9,12+0,1°
Skladistenje p<0,01f p<0,01"7 | p<0,01f p<0,017 p<0,01°
0 dana 8 |7088+5,8 [39,9+0,7%|443+0,93" [163+0,1* |16,37 0,12
7 dana 8 |684,6+58" |37,1+0,7°|542+0,93% | 13,8+0,1° |8,84+0,1°
14 dana 8 |6741+58"|336+0,7°|449+093" [11,8+0,1° |8,26+0,1°
21 dan 8 [6762+58|21,1+0,79|47,0+0,93" | 11,3+0,1¢ |5,60+0,1¢
Srednja
srijednost 32 |6859+29 (3542404 |476+046 [133+0,1 |980%01

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska u mg 100 mL. Vrijednosti
izrazene s razli¢itim slovima u stupcu su statisticki razli¢ite uz p < 0,05. T znacajni faktor u

visefaktorskoj analizi. * neznacajni faktor u visefaktorskoj analizi.



Rezultati

Tablica 18. Promjene u biokativnim tvarima u uzorcima obradenim toplinskom
pasterizacijom tijekom skladiStenja

Varijabla n | TPC HCA TFL Vit C CAR
SkladiStenje p<0,01Ff p<0,01" [p<001" [p=<0,01T |p<001f
0 dana 8 [9442+10,3% [443+25%°(66,7+07% [56+00° |[150+0,5
7 dana 8 |881,2+10,3" |441+25%|553+07° [24+0,0° |[13,1+0,5"
14 dana 8 [819,9+10,3° [339+25°(556+0,7° [0,0+0,0° |11,3+05°
21 dan 8 |786,6+10,3° |[248+25°(552+0,7° [0,0 £0,0° |10,5+0,5°
Srednja

rijednost 32|8580+51 [368+12 |582+03 |20 +00 |[126%0,2

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska u mg 100 mL™. Vrijednosti

izrazene s razli¢itim slovima u stupcu su statisticki razli¢ite uz p < 0,05. T znacajni faktor u

visefaktorskoj analizi.



Rezultati

4.6.Analiza kolorimetrijskih rezultata

Kolorimetrijski podaci, tj. boja uzoraka vrlo su vazan parametar prihvatljivosti napitaka od
strane potrosaca. Promjene u boji u usporedbi s neobradenim, kontrolnim uzorkom pokazuju
koliko sama obrada utje¢e na enzimsku aktivnost, antioksidante i druge tvari koje mogu dovesti
do promjene ili zastiti boju napitka tijekom skladiStenja. Mjeren je standardni niz parametara
(L*, a* i b*) koji definiraju boju, kao i parametri C* i H*. Rezultati analize boje za uzorke
obradene visokim tlakom prikazani su u Tablici 20. Kolorimetrijska analiza toplinski obradenih
uzoraka prikazana je u Tablici 21. Na temelju rezultata prikazanih u Tablicama 20. i 21.
analizirano je odstupanje u boji u odnosu na kontrolni uzorak, te su kona¢ni rezultati analize

prikazani u Tablici 22.

Tablica 19. Promjene u kolorimetrijskim vrijednostima tijekom skladiStenja za uzroke

smoothie napitaka obradene VHT — om

Varijabla n |L* a* b* C* H*

Tlak p<0,01" [p<001" [p<0,01" [p<001" |p<o001f
350 MPa 16 | 46,4+0,0° |150£0,0%[19,1+0,0° |24,3+0,0° |51,8+0,0°
450 MPa 16 | 435+0,0° |14,2+0,0°|16,1+0,0° |215+0,0° |48,6+0,0°
Vrijeme p<0,017 p<0,01"7 | p<0,01f p<0,017 p<0,01°
5 min 16 | 454+0,0° |146+0,0°[17,9+0,0*° [231+0,0° |50,50,0°
15 min 16 | 44,6+0,0° |14,6+0,0°|17,3+0,0° |227+0,0° |49,9+0,0°
Skladistenje p<0,017 p<0,01"7 | p<0,01f p<0,017 p<0,01f
0 dana 8 |44,7+0,0° |154+0,0°|175+0,0° |233+0,0° |48,60,0°
7 dana 8 |457+0,0° |149+0,0°|18,0+0,0° |234+0,0° |50,3=0,0°
14 dana 8 [448+00° |141+0,0°|17,4+0,09 |224+0,0° |509+0,0°
21 dan 8 [449+00° |141+0,0°|17,4+0,09 |224+0,0° |51,0+0,0°
Srednja

srijednost 32 [450+00 |[146+00 |176+00 [229+00 |50,2+0,0




Rezultati

Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska u mg 100 mL. Vrijednosti
izrazene s razli¢itim slovima u stupcu su statisticki razli¢ite uz p < 0,05. ' znadajni faktor u

viSefaktorskoj analizi.

Tablica 20. Promjene u kolorimetrijskim vrijednostima tijekom skladiStenja za uzroke

smoothie napitaka obradene toplinskom pasterizacijom

Varijabla n | L* a* b* C* H*

Skladistenje p<0,017 p<0,017 p<0,01T |p<0,017 p<0,017

0 dana 8 |47,3+0,02¢2 |13,95+0,0°|19,03 +|23,59+0,0° 53,76+ 0,0
0,0°

7 dana 8 [47,1+0,02° [1393+0,0° 17,37 +[22,26+0,09 |51,28+0,0°
0,0¢

14 dana 8 [26,7+0,02° [2151+0,0° 30,83 +|37,59+0,0% | 21,05+ 0,0°
0,02

21 dan 8 [2647+0,09 [21,29+0,0° 30,67 +|37,34+0,0°|21,05+0,0°
0,0°

Srednja 24,47 %

- 32136,88+0,0 17,67 £0,0 30,19+ 0,0 |36,78+0,0
vrijednost 0,0

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska u mg 100 mL™. Vrijednosti
izrazene s razli¢itim slovima u stupcu su statisticki razli¢ite uz p < 0,05. T znacajni faktor u

viSefaktorskoj analizi.



Rezultati

Tablica 21. Promjene u AE tijekom skladistenja za uzroke smoothie napitaka obradene

VHT i TP
Varijabla AE (VHT) AE (TP)
Tlak p<0,017 -
350 MPa 2,8+0,0° -
450 MPa 3,4 +0,0° -
Vrijeme p<0,01° -
5 min 3,6 +0,0? -
15 min 2,7+0,0° -
Skladistenje p<0,017 p<0,017
0 dana 2,7+0,0 3,77 +£0,0°
7 dana 3,36 + 0,02 3,45+ 0,0°
14 dana 3,12 £0,0° 23,04 £ 0,02
21 dan 3,31+ 0,0° 23,07 £0,02
Srednja vrijednost 3,12+0,0 13,33+0,0




Rezultati

4.7.MikrobioloSka analiza

Za potrebe istrazivanja provedena je mikrobioloska analiza, €iji su rezultati prikazani u Tablici
23. Ispitani su najceS¢i mikroorganizmi koji uzrokuju kvarenje napitaka, te je analizirana
kvaliteta toplinske i visokotla¢ne pasterizacije. Utvrdena je mikrobioloska ispravnost obradenih
sokova kroz ¢itavo ispitivano vrijeme skladiStenja.

Tablica 22. Analiza broja mikroorganizama (CFU / mL) kod VHT, TP i neobradenih
uzoraka skladistenih na 4 °C

Skladistenje /dan
Mikroorganizam Obrada
0 7 14 21
Kontrola 5,3-10*" n.d. n.d. n.d.
Aerobne mezofilne
- VHT n.d. n.d. n.d. n.d.
bakterije
TP n.d. n.d. n.d. n.d.
Kontrola 1,6-102™ n.d. n.d. n.d.
Enterobacteriaceae | VHT n.d. n.d. n.d. n.d.
TP n.d. n.d. n.d. n.d.
Kontrola n.d. n.d. n.d. n.d.
L. monocytogenes | VHT n.d. n.d. n.d. n.d.
TP n.d. n.d. n.d. n.d.
Kontrola n.d. n.d. n.d. n.d.
Salmonella sp. VHT n.d. n.d. n.d. n.d.
TP n.d. n.d. n.d. n.d.
Kontrola 4,0-10°"" | n.d. n.d. n.d.
Kvasci i plijesan VHT n.d. n.d. n.d. n.d.
TP n.d. n.d. n.d. n.d.




Rezultati

Simboli: n.d. — nije detektirano. * - nije zadovoljen uvjet mikrobioloske ispravnosti (< 10*
CFU/mL). ** - nije zadovoljen uvjet mikrobioloske ispravnosti (< 10> CFU/mL). *** - nije

zadovoljen uvjet mikrobioloske ispravnosti (< 10° CFU/mL).

4.8.Analiza senzorskih svojstava ispitivanih smoothie napitaka

U svrhu ispitivanja organolepticke kvalitete dobivenih napitaka provedena je analiza senzorskih
svojstava. Dobivene vrijednosti obradene su ANOVA metodom, te su dobiveni rezultati
prikazani u Tablici 24. Od strane senzorskog panela ispitani su kontrolni uzorak (pod Sifrom
385), VHT obradeni uzorak (pod Sifrom 916) i TP obradeni uzorak (Sifra 463). Rezultati
ispitivanja za pojedine parametre senzorskog ispitivanja prikazani su u Slikama 22. do 26., pri
¢emu je sveukupno dopadanje uzorka prikazano u Slici 27. Rezultati senzorske analize
pokazani su i u slikama 28. i 29., pri ¢emu su vrijednosti za svaku od 14 ispitanih kategorija
unesene u polarni (radar) dijagram kako bi se vizualno utvrdila odstupanja pojedinih ispitivanih

uzoraka od zZeljenog standarda.

Tablica 23. ANOVA analiza organoleptic¢kog ispitivanja izabranih smoothie napitaka

SUMA
NIZA 104 118 138

PO PREFERENCUI

Anova: Jednofaktorska

SUMMARY

Srednja
Grupe Broj Suma vrijednost | Varijanca
Kolonal |60 104 1,733333 | 0,537853
Kolona2 |60 118 1,966667 | 0,744633
Kolona3 |60 138 2,3 0,586441
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Slika 18. Potrosacka reakcija na boju ispitivanih smoothie napitaka



Rezultati
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Slika 19. Potrosacka reakcija na miris istraZivanih smoothie napitaka
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Slika 20. Potrosacka reakcija na aromu istrazivanih smoothie napitaka



Rezultati
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Slika 21. Potrosacka reakcija na Kiselost istrazivanih smoothie napitaka
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Slika 22. Potrosacka reakcija na slatkocu istrazivanih smoothie napitaka



Rezultati

8,000 7500
000 7,017 6,883 6,900 6,833
’ 6,517 6,550
6,317 6.167 6,338,300 6456 283 6,217

6,000 5500
rc;:
S 5,000
o
2
2 4,000
c
©
®
2 3,000
[s)
©

2,000

1,000

,000
boja miris okus aroma sveukupno

senzorska svojstva

m385 m9l6 m463

Slika 23. Sveukupno dopadanje i dopadanje pojedinih senzorskih svojstava istrazivanih
smoothie napitaka

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6
Uzorak 7 Uzorak 8 Uzorak 9 Uzorak 10 Uzorak 11
Tamnoda
7
Ukupna senzorska kvaliteta Heterogenost
6
Zrnastost Intenzitet (okus)
Shizavost Svjeze voce (okus)
Harmonija Kuhano vode (okus)
Slatkoca Intenzitet (miris)

Kiselost Svijeze voce (miris)
Kuhano voce (miris)

ove

Slika 24 Polarni dijagram organolepti¢ke analize uzoraka smoothie napitaka razli¢itog
sastava 1-11



Rezultati

Uzorak 12 Uzorak 13 Uzorak 14 Uzorak 15 Uzorak 16
Uzorak 17 Uzorak 18 e Jzorak 19 Uzorak 20 Uzorak 21
Tamnoda
Ukupna senzorska kvaliteta 6 Heterogenost

Zrnatost Intenzitet (okus)
Shizavost Svjeze voce (okus)
Harmonija Kuhano voce (okus)
Slatkoéa Intenzitet (miris)

Kiselost Svjeze voce (miris)

Kuhano voce (miris)

Slika 25 Polarni dijagram organolepticke analize uzoraka smoothie napitaka razlic¢itog
sastava 12-21

4.9.Utjecaj TP i VHT obrade, te vremena skladiStenja na reoloska svojstva i pH

smoothie napitaka

Ispitan je utjecaj toplinske pasterizacije i obrade visokim hidrostatskim tlakom na gustocu,
viskoznost i pH vrijednost smoothie napitaka. Utjecaj na gusto¢u odmah nakon TP i VHT
tretmana, kao 1 tijekom vremena skladistenja u trajanju od 21 dan prikazan je na Slici 30. Nakon
provedenih statistickih analiza (jednofaktorska ANOVA i post-hoc analiza), utvrdeno je da je
odstupanje vrijednosti u usporedbi s kontrolnim uzorkom statisticki bilo zna¢ajno. Provedena
mjerenja prividne viskoznosti uzoraka takoder su pokazala statisti¢ki znacajne razlike u
viskoznosti TP, VHT i kontrolnih uzoraka, kao S§to je prikazano na Slici 31. Na temelju
dobivenih rezultata utvrdeno je postojanje korelacije izmedu gustoce, viskoznosti i vrste
obrade. Dodatna analiza mjerenja viskoznosti na punom rasponu broja okretaja potvrdila je

rezultate analize viskoznosti, te je prikazana na Slici 32.



Rezultati

Analiza dobivenih pH vrijednosti prikazana je na slici 33. Rezultati analize pokazuju jasnu

statisticki znacajnu korelaciju izmedu vrste obrade i promjene u pH vrijednosti kroz 21 dan

skladistenja.
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Slika 31. Utjecaj obrade i vremena skladiStenja na viskoznost



Rezultati
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Slika 26. Ovisnost dinamicke viskoznosti ispitivanih uzoraka o brzini okretaja
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Slika 27. Utjecaj vremena skladiStenja na pH vrijednost smoothie napitaka za sve
ispitivane uzorke



Rezultati

4.10. Utjecaj vremena skladi$tenja na sadrzaj bioaktivnih spojeva

Kao nastavak na poglavlje Klasterska analiza bioaktivnih tvari, dodatno je analiziran utjecaj
vrste obrade i procesnih parametara na sadrzaj bioaktivnih tvari, ali s posebnim naglaskom na
utjecaj faktora vremena skladiStenja. Rezultati analize odmah nakon obrade prikazani su u
tablici 25., te konsekutivno za 7., 14. i 21. dan u Tablicama 26. do 28. Na slikama 34. do 39.
grafi¢ki je prikazana ovisnost pojedine ispitane bioaktivne tvari (TPC, HCA, TFL, CAR i
vitamin C) o vremenu skladiStenja za TP 1 VHT uzorke, te je ANOVA analizom utvrdena
ovisnost sadrzaja bioaktivnih tvari o vremenu skladiStenja. ANOVA metodom i Tukey HSD
post-hoc testom analiziran je utjecaj parametara obrade i tezina pojedinog parametra na sadrzaj
bioaktivnih tvari, te su rezultati prikazani u Tablicama 29. do 32., te graficki na Slikama 40. do

44,

Tablica 24. Rezultati analize bioaktivnih tvari - 0. dan

TPC HCA TFL Vitamin C CAR
Uzorak /mg 100 mL* | /mg 100 mL* | /mg 100 mL* | /mg 100 mL™? | /mg 100 mL™
K 7812A:i742 * 51],?;.;. * 58(,)’5169 * 27,480 + 0,09 146’9665 *
TP-0 944(;,,%4;9 + 442,?32 * 666’6;;3 * 5,587 + 0,02 156(’)4328 *
VHT1-0 662;._,11525 t 396?(?88 * 46é2,l.é385 t 23.526 + 0,60 16(,)?3.;1 t
VHT?2-0 6785,122§5 t 36f.f§ * 38i(,)8735 t 16,353 + 0,18 1762].23? t
wra | TESZT | TS BEIS g,y | 60
oo | TS | TSR | g g | S0




Rezultati

Tablica 25. Rezultati analize bioaktivnih tvari - 7. dan

TPC HCA TFL Vitamin C CAR
Uzorak /mg 100 mL? | /mg 100 mL? | /mg 100 mL | /mg 100 mL? | /mg 100 mL™*
TP-7 78124’151742 t 51i?él.§. * 58(,),5;(? t 27480 + 0,09 146?55 t
VHT1-7 944613,’%4;9 t 445‘??20 * 66(,)(’537;3 t 5,587 + 0,02 15(,)(’);328 t
VHT2-7 662;._,;25 t 39(’)?85 * 46:;,:’[5?85 + 23.526 + 0,60 16(,)(’)3.3 +
VHT3-7 6785,1222;5 t 36f.f(2)3 * 38i(,)8735 t 16,353 + 0,18 1762].23? t
VHT4-7 74264?1122 + 37;3; * 42i?§g 114712 + 1,28 166%3 *

Tablica 26. Rezultati analize bioaktivnih tvari - 14. dan

TPC HCA TFL Vitamin C CAR

Hzorelc | Jmg 100 mL? /mg 100 mL | /mg 100 mLt | /mg 100 mLt |/ mnng_E)o
s | s | mE | mE | gy | 520
wnas | ST | TR | @ | | R
VHT?2-14 67?5,'?-3;2 * 332,’971:? t 44(,)?51;35 t 9,575 + 0,03 126(,33;-1 +
s | RIS | RIS gy |
VHT4-14 664;,,1%)9 + 326?2272 x 346?323 £ | 24334006 10(,)4,1235 £




Rezultati

Tablica 27. Rezultati analize bioaktivnih tvari - 21. dan

TPC HCA TFL Vitamin C CAR
Uzorak -1
/mg 100 mL /mg 100 mL? | /mg 100 mL? | /mg 100 mL* /mrr?Ll_?O
24,802 + 55,216 £ 10,509 +
TP-21 25+ 12 ’ : + :
625 ,05 268 296 0,000 £ 0,00 0.11
VHT1-21 653,991 + 29,853 £ 40,722 + 6.811 + 0,02 11,612 £
9,53 0,41 1,95 0,14
699,882 + 30,010 + 56,060 + 10,670 £
VHT2-21 ' ’ 5,693 + 0,02 ’
4,34 0,42 2,23 0,09
743,371 + + + +
VHT3-21 32,335 43,046 + 5,559 + 0.10 11,649 +
14,20 1,99 1,04 0,09
607,669 + + + +
VHT4-21 32,074 48,138 + 4,345 + 0,04 11,243 +
13,36 0,24 1,15 0,10




Rezultati

4.11. Analiza utjecaja vremena skladiStenja na bioaktivne spojeve
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Slika 28. Utjecaj vremena skladiStenja na TPC toplinski obradenih uzoraka
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Slika 29. Utjecaj vremena skladiStenja na HCA toplinski obradenih uzoraka



Rezultati
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Slika 30. Utjecaj vremena skladiStenja na TFL toplinski obradenih uzoraka
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Slika 31. Utjecaj vremena skladiStenja na vitamin C toplinski obradenih uzoraka



Rezultati
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Slika 32. Utjecaj vremena skladiStenja na CAR toplinski obradenih uzoraka
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Slika 33. Utjecaj vremena skladiStenja na TPC uzoraka obradenih visokim

hidrostatskim tlakom



Rezultati

4.12. Analiza utjecaja procesnih parametara VHT na bioaktivne spojeve
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Slika 40. ANOVA - Analiza utjecaja tlaka na sadrzaj TPC u smoothie napicima

Tablica 28. ANOVA - Ovisnost TPC o tlaku

Zavisna | Test SS ¢itavog modela vs. SS ostatka
varijabla | Vigestruk | ViSestruk | Prilagoden | SS SS M F p
i i R? i Model o K Ostatak
R R2 stata
TPC 0,992956 | 0,985962 | 0,971923 10466,8 | 149,0292 | 74,5146 | 70,2337 | 0,01403
8 0 5 8




Rezultati

Tablica 29. Tukey HSD test za ovisnost TPC o tlaku

Tukey HSD test; variable TPC /mg 100 mL™
Priblizne vrijednosti za pogresku post hoc testova: Izmedu MS = 55.455, df = 1.0000
{1} {2} {3}
Cell No. Tlak Mpa 782,57 669.72  |747.92
1 0 0.077088 0.243839
2 350 0.077088 0.090692
3 450 0.243839 0.090692
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Slika 41. ANOVA - analiza utjecaja tlaka na sadrzaj HCA u smoothie napicima



Rezultati

Tablica 30. ANOVA — ovisnost sadrzaja HCA o tlaku

Test SS cijelog modela vs. SS ostatka

Ovisna |Visestruk|Vigestruk [PrilagodeSS df  |[MS SS MS
variabla |R R2 R2 Model Model|Model |Zaostao |Zaostao P

HCA 0,983963(0,968183(0,936366 (312220,4| 2 [156110,2(10260,42{5130,211{30,42959(0,031817

Tablica 31. Tukey HSD test za ovisnost TPC o tlaku

Tukey HSD test; variable TPC /mg 100 mL™*

Priblizne vrijednosti za pogreSku post hoc testova: Izmedu MS = 19.080, df = 2.0000

1 2 3
Cell No. Tlal/MPa 5f.5};0 3;9}9;8 41{.7};19
1 0 0.222492 0.353926
2 350 0.222492 0.711508
3 450 0.353926 0.711508




Rezultati
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Slika 34. ANOVA - analiza utjecaja tlaka na sadrzaj TFL u smoothie napicima
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Slika 35. ANOVA - analiza utjecaja tlaka na sadrzaj vitamina C u smoothie napicima



Rezultati
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Slika 36. Analiza utjecaja tlaka na sadrzaj CAR u smoothie napicima

4.13. Analiza raspodjele velic¢ine ¢estica

Provedena raspodjela veli¢ine Cestica prikazana je frekvencijskim krivuljama. Utvrden je odnos
izmedu relativne ucestalosti, te volumena i1 promjera Cestica za kontrolni napitak, te VHT 1 TP
obradene napitke. Odreden je 1 utjecaj vremena skladiStenja na raspodjelu veli¢ine Cestica.
Utjecaj vremena skladistenja na veli¢inu ¢estica VHT i TP obradenih uzoraka prikazan je na
Slikama 45.146. Utjecaj TP 1 VHT obrade na raspodjelu veli¢ine Cestica utvrden je usporedbom
s kontrolnim uzorkom, te je rezultat prikazan na Slici 49. Ispitani utjecaj procesnih parametara

visokog tlaka prikazan je na Slici 50.



Rezultati
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Slika 37. Ovisnost raspodjele veli¢ine ¢estica VHT uzoraka o vremenu skladiStenja
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Slika 38. Analiza utjecaja vremena skladiStenja na srednju vrijednost veli¢ine ¢estica
VHT uzoraka



Rezultati

Tablica 32. ANOVA analiza utjecaja vremena skladiStenja na veli¢inu ¢estica VHT

Stupnjevi
Efekt 53 slobode MS F p
Konstantni ¢lan 721012.0 1| 721012.0f 3419326/ 0.000000
Vrijeme skladistenja /dan 102.0 3 34.0 161| 0.000126
Greska 0.8 4 0.2
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Slika 39. Ovisnost raspodjele veli¢ine ¢estica TP uzoraka o vremenu skladiStenja



Rezultati
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Slika 40. Analiza utjecaja vremena skladiStenja na srednju vrijednost veli¢ine ¢estica TP
uzoraka

Tablica 33. ANOVA analiza utjecaja vremena skladi$tenja na veli¢inu ¢estica TP

Stupnjevi

Efekt SS slobode MS F P
Konstantni ¢lan 644176.1 1f 644176.1) 3137253 0.000000
Vrijeme skladiStenja /dan 490.4 3 163.5 796 0.000005
Greska 0.8 4 0.2




Rezultati
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Slika 41. Raspodjela veli¢ine ¢estica kontrolnog, te TP i VHT obradenih uzoraka
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Slika 43. Utjecaj procesnih parametara visokotla¢ne obrade na raspodjelu veli¢ine
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Rasprava

5.1. Odabir smoothie napitaka

Na temelju 20 polaznih uzoraka smoothie napitaka razli¢itih sastava i omjera voca, povréa i
bademovog napitka provedena je senzorska analiza. 1zabrano je 12 senzorskih karakteristika
(slatkoca, kiselost, harmonicnost, sluzavost, zrnatost, svjetlina, homogenost, intenzitet, svjezina
voc¢a, kuhanost voca i ukupna senzorska kvaliteta). Pomoc¢u klasterske analize uzorci s
nepozeljnim senzorskim Kkarakteristikama nisu dalje razmatrani, te su uzorci sa sli¢énim
senzorskim svojstvima grupirani. S obzirom na broj uzoraka, kako bi se pojednostavilo
utvrdivanje odnosa razli¢itih ispitivanih faktora (senzorskih karakteristika), izradena je analiza
prikazana u Slikama 19. i 20. Utvrdilo se da boja uzoraka 4, 6 i 11 ne odgovara zeljenim
vrijednostima (svjetlina je bila premala). Analizom rezultata ukupne senzorske kvalitete
eliminirani su uzorci 2, 12 i 17 (kvaliteta ispod 3). Uzorci 4, 8, 9, 14, 18, 19, 20 i 21 su imali
zadovoljavajucu kiselost, ali manju od optimalne, te su i oni odbaceni za nastavak istrazivanja.
Daljnjom analizom kombinacija ispitanih senzorskih svojstava uklonjeni su i svi ostali uzorci
kako bi preostao jedan s najboljim svojstvima. Rezultati analize prikazani na Slikama 28. i 29.
upucuju na to da je uzorak s oznakom 1 imao najbolja senzorska svojstva. Sva daljnja

istrazivanja provedena su S tim uzorkom.

109



Rasprava

5.2 Klasterska analiza — boja i bioaktivni spojevi

Za utvrdivanje odnosa unutar dobivenog skupa podataka prema Error! Reference source not
found.Error! Reference source not found.. provedena je analiza hijerarhijskom Wardovom
metodom klasteriranja, koja povezuje dva elementa iz grupe u klaster pri ¢emu se minimizira
varijanca unutar klastera. Analizom su ispitane kolorimetrijske (na L*, a*, b*, C*, H*) i
kemijske (na ukupan sadrzaj fenola (TPC, mg 100 mL™), ukupan sadrzaj hidroksicimetne
kiseline (HCA mg 100 mL™), ukupan sadrzaj flavonoida (TFL, mg 100 mL™), vitamin C (mg
100 mL?) i ukupan sadrzaj karotenoida (CAR, mg 100 mL™)) standardizirane sli¢nosti.
Usporedbom svih uzoraka prema standardnim sli¢nostima, pokazalo se da su uzorci koji prema
svojim svojstvima najviSe odgovaraju kontrolnom uzorku bili VHT1-0, VHT2-0, VHT3-0,
VHT4-0 i VHT1-7. To je ocekivano s obzirom na dosadasnje rezultate ispitivanja utjecaja
visokog hidrostatskog tlaka na voéne i povrtne sokove poput soka od nara (Ferrari i sur., 2010),
soka od krastavaca (Liang i sur., 2013) i grozda (Mert i sur., 2013) koji su pokazali minimalan
utjecaj obrade na organoleptic¢ka, fizikalna i kemijska svojstva, te su ustanovili da je VHT
metoda obrade vrlo uc¢inkovita u inaktivaciji enzima poput polifenol oksidaze, peroksidaze i dr.
U voénim i povrtnim napitcima.

Na temelju dobivenog dendrograma moze se i$¢itati da su za ¢itav ispitivani rok trajanja, tj.
kontrolnom uzorku u usporedbi s toplinski obradenim uzorcima. Slicnost postaje sve
ociglednija s protekom vremena skladiStenja s obzirom da TP-7 i TP-21 zasnivaju zasebne
klastere odvojene od K, kao $to je prikazano na Slici 21. Na temelju dobivenih rezultata moze
se utvrditi pozitivan utjecaj netoplinske obrade visokim hidrostatskim tlakom na kvalitativne
parametre smoothie napitaka u usporedbi s konvencionalnom toplinskom pasterizacijom. To je
u skladu s istrazivanjem od Chang i sur. (2016), te Garcia-Palazon i sur. (2004) koji su utvrdili

korelaciju izmedu vrijednosti parametra tlaka i inaktivacije enzima u malinama i jabukama.

Provedbom neparametarske analize utvrdeno je da su uzorci VHT sli¢nih svojstava kao uzorak
K za ispitivane vrijednosti boje L*, b*, C* 1 H*, te sadrzaj TFL 1 CAR. Pri tome je ustanovljeno
da su TPC, HCA i vitamin C imali manje vrijednosti u usporedbi s kontrolom, pri ¢emu su
prosjecne vrijednosti prikazane u Tablicama 8. i 9. Sli¢ni rezultati vidljivi su i u Tablici 10. za

TP uzorke.

Neparametarske analize prikazane u Tablicama 4 i 5 ukazuju da su uzorci VHT sli¢nih svojstava

kao i toplinski pasterizirani uzorci TP za kolorimetrijske parametre L*, a*, H*. Kod kemijskih
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svojstava sli¢nost se ocituje samo za HCA 1 CAR vrijednosti. TPC, TFL, b* i C* imaju vise

vrijednosti kod TP uzoraka, dok VHT uzorci sadrze vecu koli¢inu vitamina C.

Prema rezultatima prikazanim u Tablicama 11. i 13. kontrolni uzorci imaju sli¢ne vrijednosti
ispitivanih parametara vezanih uz bioaktivne tvari u usporedbi s TP uzorcima, izuzev sadrzaja

vitamina C i HCA koji je znacajno snizen kod toplinski pasteriziranih uzoraka.

Uzorci obradeni toplinskom pasterizacijom imali su manju koli¢inu ukupnih fenola (TPC)
(685,93 + 2,89 mg 100 mL™) u odnosu na uzorke obradene visokim hidrostatskim tlakom
(857,99 + 5,15 mg 100 mL™). Prema Laslu i sur. (2017) toplinska obrada uzorkuje otpustanje
fenolnih tvari iz matrice voca i1 povréa, Sto doprinosi ve¢em sadrzaju TPC u usporedbi s K 1
VHT uzorcima. Toplinski obradeni uzorci takoder pokazuju veci sadrzaj TFL (58,18 + 0,34 mg
100 mL1) u usporedbi sa VHT uzorcima (47,62 + 0,46 mg 100 mL™). Jedan od razloga veée
stabilnosti TFL u TP uzorcima je otpusStanje monomera i dimera tijekom toplinski pokrenute
hidrolize termolabilnih fenolnih tvari (Alongi i sur., 2019). Stabilnost HCA bila je niZza nakon
toplinske obrade u usporedbi s kontrolnim uzorcima, ali nije bilo statisticki znacajne razlike u

koncentraciji HCA izmedu VHT i TP uzoraka.

Sadrzaj vitamina C smanjio se nakon pasterizacije, $to je prema dosada$njim istraZivanjima
uobicajena posljedica toplinske obrade voc¢nih sokova i smoothie napitaka (Petruzzi i sur.,
2017). Istrazivanja provedena od strane Keenana 1 sur. (2012) pokazala su da za razliku od
toplinske pasterizacije obrada visokim hidrostatskim tlakom omogucuje znacajno bolje
zadrzavanje vitamina C, §to je u skladu s dobivenim rezultatima. Usporedbom rezultata
pasterizacije na 90 °C tijekom 15 min i VHT obrade na 300 MPa i 500 MPa tijekom 15 min
pokazalo se je da je sadrzaj vitamina C znacajno nizi kod toplinske obrade (Marszalek 1 sur.,
2015). Zadrzavanje askorbinske kiseline je bilo ve¢e kod VHT obrade na 400 MPa tijekom 5
min nego kod uzoraka obradenih zagrijavanjem na 90 °C tijekom svega 15 s (Zulueta 1 sur.,
2012). Gubici vitamina C u pasteriziranim uzorcima posljedica su toplinske degradacije koja bi
se mogla izbje¢i adekvatnim izborom pulpe (Uzodinma i sur., 2020). Do sada je dokazano da
je vitamin C termolabilna tvar, te prolazi enzimsku i kemijsku oksidaciju tijekom toplinske
obrade. Oksidativni enzimi i vitamin C mogu do¢i u kontakt zbog narusavanja matrice hrane
kao posljedice utjecaja toplinske energije na stani¢nu strukturu. Za razliku od toplinske obrade,
VHT obrada se najceSce odvija pri sobnim temperaturama, a sama primjena povisSenog tlaka
obi¢no ne dovodi do trajnih posljedica po strukturu matrice hrane koja se obraduje (Hotz i

Gibson, 2007; Sanchez — Moreno i sur., 2005; Martinez — Hernandez i sur., 2013).
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Kada se uzima u obzir toplinska stabilnost karotenoida, iz rezultata za CAR vidljivo je da
toplinska pasterizacija nema znaCajnog utjecaja na njihovu stabilnost i ne dovodi do
degradacije. Vidljivo je da su TP i K vrijednosti za CAR minimalno i statisticki neznacajno
razlicite, Sto je u skladu s istrazivanjem koje je pokazalo da su blagi (90 °C, 20 s) i intenzivni
(120 °C, 20 s) procesi toplinske obrade dodatno poboljsali stabilnost karotenoida. Klju¢ni
faktori koji su tome pridonijeli na ispitivanom soku od manga-papaje-mrkve su otpustanje i
micelarizacija karotenoida (Buniowska i sur., 2019). Stoga se moze zakljuciti da su karotenoidi
stabilni pigmenti i njihova koncentracija ne¢e se znacajno mijenjati neovisno o vrsti obrade

koja je provedena.

Prema rezultatima klasterske analize VHT obrada pokazala se u gotovo svim ispitivanim
segmentima znacajno boljom u usporedbi s toplinskom obradom. Uz produZeni rok trajanja,
sva svojstva su imala veliku slicnost s referentnim, neobradenim uzorkom. Dodatno
ras¢lanjivanje utjecaja pojedinih parametara obrade pokazuje da je nizi tlak uz kraée vrijeme
tretiranja dovoljan za postizanje svih zadanih uvjeta. O obzirom da je potrebno i minimizirati
utroSak vremena i energije kako bi se zadovoljili standardi odrzivosti, na temelju klasterske

analize moze se zakljuditi da su optimalne vrijednosti obrade 350 MPa i 5 min.
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5.3. Nutritivni indeks

Nutritivni indeks (NI) kao mjera nutritivne kvalitete smoothie napitaka dobiven je kao
jedinstveni faktor koriStenjem analize glavne komponente (PCA) faktorske analize pri ¢emu se
glavne komponente izracunavaju dekompozicijom pojedinacne vrijednosti. Za potrebe analize
NI se testirao nasuprot VHT procesnim parametrima. Ukupna varijanca dobivena analizom
iznosila je 75 %, Sto je vidljivo u Tablici 14. U NI su uklju€eni sadrzaj hidroksicimetne kiseline,
vitamin C i ukupni karotenoidi. KMO (Kaiser — Meyer — Olkin) test kao statisti¢ka mjera kojom
se utvrduje prikladnost podataka za faktorsku analizu iznosio je 0,71. Time su se dobiveni
podaci pokazali dovoljno dobrim (>0,6) za provedbu faktorske analize. Za adekvatnost
faktorske analize proveden je i Bartlettov test sfericiteta koji mjeri da li je matrica korelacija
jednaka matrici identiteta (u kojem slucaju je test neznacajan) i preko hi? testa odreduje njeno
odstupanje koje govori o znacajnosti razlike. Rezultat analize iznosio je 48,15 pri p <0,01. Pri
tome veca vrijednost NI implicira vece vrijednosti parametara HCA, CAR 1 vitamina C, kao §to

je prikazano u Tablici 15.

Usporedbom promjena NI nakon TP i VHT obrade, te tijekom skladistenja prikazanih u
Tablicama 16. i 17., utvrdeno je da su najve¢i NI imali VHT obradeni uzorci. Najmanji utjecaj
na NI je imalo najkrace vrijeme obrade, dok sam tlak nije imao statisticki znacajan utjecaj.
Promjene u NI kod toplinski obradenih uzoraka izrazenije su, te se toplinska obrada pokazala
manje poZeljnom tehnologijom u usporedbi s VHT. Sam proces skladiStenja je i kod TP 1 VHT
uzoraka imao utjecaj na smanjenje NI s protekom vremena skladistenja, pri ¢emu su se VHT

uzorci pokazali otpornijim na pad NI.
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5.4. Utjecaj obrade i skladiStenja na bioaktivne spojeve

S obzirom da su smoothie napici izradeni od razli¢itog biljnog materijala poput voca, povréa i
bademovog napitka, ispitan je utjecaj VHT i TP na razli¢ite bioaktivne spojeve, kako bi se
utvrdila njihova stabilnost u takvim heterogenim sustavima. Ispitane su promjene u ukupnom
sadrzaju fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavonoida, vitamina C i karotenoida koje su
prikazane u Tablici 18 za VHT obradu i Tablici 19 za TP obradu. Takoder je odredena i ukupna
nutritivna kvaliteta VHT 1 TP obradenih smoothie napitaka, te su rezultati za smoothije

obradene visokim tlakom prikazani u Tablici 16, a toplinski obradene u Tablici 17.

U usporedbi s neobradenim uzorcima, ukupan sadrzaj fenola smanjio se za 12 %, neovisno o
primijenjenom tlaku. Za razliku od obrade VHT-om, toplinska pasterizacija je povecala sadrzaj
fenola sa 768,428 mg 100 mL™ na 950,602 mg 100 mL. Utjecaj toplinske pasterizacije u
skladu je s istrazivanjem od Kim i sur. (2012) u kojemu su dobili veéi sadrzaj TPC nakon
pasterizacije soka od jabuke. Efekt povecanja sadrzaja fenola moZe se pripisati ubrzanju
ekstrakcije iz stanica kao posljedice utjecaja toplinske energije na koloidnu stani¢nu strukturu
unutar koje je dio zaostalih fenolnih i drugih bioaktivnih spojeva (Bursa¢ Kovacevi¢ i dur.,
2016). Pad TPC vrijednosti nakon VHT obrade mozZe se objasniti visokom rezidualnom
aktivnosti enzima poput peroksidaze i polifenol oksidaze, koji su odgovorni za kataliziranje
oksidacije fenola (Queiroz i sur., 2010). Dodatni potencijalni uzrok moze biti polimerizacija
fenolnih tvari s proteinima (Barba i sur., 2011). S druge strane, neka istrazivanja pokazala su
vecu razinu TPC u VHT obradenim sokovima od kombinacije narance i mlijeka u usporedbi s
kontrolnim uzorcima, isto neovisno o ispitivanim tlakovima od 300 MPa i 400 MPa (Alongi i
sur., 2019). Druga ispitivana receptura za smoothie napitak sastojala od 59 % soka od narance,
15 % soka od mrkve, 15 % soka od jabuke i ostatak od cikle. Tretirana je tlakom od 630 MPa
tijekom 6 min, te nisu uocene nikakve promjene u TPC vrijednostima u usporedbi s kontrolnim
uzorcima (Fernandez i sur., 2019). S obzirom na kompleksnost sastava i matrice smoothie
napitaka, moguce je da je utjecaj VHT obrade drugaciji za razliCite ispitivane prehrambene
matrice (Diez — Sanchez i sur., 2020). Stoga je u industrijskom okruZenju uvijek potrebno
ispitati svaku novu formulaciju prije same proizvodnje. Vrijeme obrade VHT-om takoder je u
korelaciji sa smanjenjem razine TPC, §to je u skladu s dosadasnjim istraZivanjima (Barba i sur.,
2011). Prema rezultatima prikazanima na Slici 12. iz provedene ANOVA vidljiv je utjecaj tlaka
na sadrzaj TPC u smoothie napicima uz p = 0,014. Provedbom Tukey HSD testa moze se uociti
da je veéi utjecaj imao nizi tlak (350 MPa), neovisno o vremenu tretiranja 1 vremenu

skladiStenja. Vrijeme obrade VHT-om ne igra znacajnu ulogu u promjeni sadrzaja TPC, uz p >
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0,05. S obzirom na dosadasnja istrazivanja poput Baroneovog i sur. (2019) kod kojih se vidi
utjecaj vremena, postoje dva moguéa razloga za takav rezultat. S obzirom na kvazitrenutno
Sirenje tlaka kroz ¢itav volumen i istovremeno djelovanje na sav sadrzaj, ukljucujuéi i stanice,
ve¢ se 1 nakon najkraceg ispitanog vremena obrade postigla maksimalna moguca ekstrakcija
bioaktivnih spojeva u tim uvjetima tlaka i temperature. Istovremeno s obzirom na potencijalan
utjecaj tlaka na strukturu bioaktivnih spojeva moguce je da je doslo do djelomi¢nog raspada.
Drugi vjerojatniji uzrok je nedovoljna razlika izmedu najkraceg i najduzeg vremena obrade da

bi se vidjeli znaCajniji utjecaji vremena na sadrzaj TPC.

Kada se uzmu u obzir i drugi fenolni spojevi, vrijeme obrade VHT-om nema znac¢ajan utjecaj
na sadrzaj HCA. S druge strane, u istrazivanju od Baronea i sur. (2019) rezultati su pokazali
znacajno povecanje u HCA u soku od jabuke tretiranom s VHT od 200 MPa do 600 MPa
tijekom 2 min do 9 min. To je objasnjeno otpusStanjem fenolnih tvari iz matrice uzrokovano
utjecajem tlaka na strukturu stanicne membrane. Usporedbom sadrzaja ukupnih flavonoida u
netretiranom uzorku sa toplinski obradenim i VHT obradenim uzorcima vidljiv je porast TFA
izmedu 15 1 16 % kod pasteriziranog uzorka. U istom istraZivanju povecanje tlaka dovelo je do
smanjenja TFL. Kasikci 1 Bagdatholglu (2017.) u svom istrazivanju pokazali su da se TFL u
sokovima povecava nakon obrade tlakom pri 400 MPa tijekom 5 min na 40 °C. Nasuprot tom
rezultatu, novo istrazivanje potvrdilo je da VHT obrada pri 600 MPa smanjuje koncentraciju
flavanola u jabukama do 53 % (koji su predominantna klasa flavonoida u jabukama), te su
ujedno uocili da je smanjenje vece za flavanole s ve¢om molekularnom masom i ve¢im brojem

hidroksilnih grupa (Fernandez — Jalao i sur., 2019.).

Koristenje VHT na nizim temperaturama i tlakovima tijekom kraceg vremena obrade moze biti
efektivna tehnologija za poboljSanje stabilnosti vitamina C u vo¢nim i povrtnim proizvodima
(Tewari 1 sur., 2017.). Iako se mogu izmjeriti znacajne koli¢ine vitamina C 1 ukupnih
karotenoida, dobiveni rezultati pokazuju da se poveanjem tlaka 1 duZim trajanjem obrade
smanjuju razine vitamina C i ukupnih karotenoida u ispitanim uzorcima. Sli¢no tome, sokovi
tretirani pri 550 MPa tijekom vremena duZeg od 2 min pokazuju gubitak od 3 do 15 % vitamina
C (Jimenez — Aguilar i sur., 2015.). Znacajniji gubitak vitamina C nakon VHT obrade moguce
je zbog oksidacije za vrijeme adijabatskog zagrijavanja kao posljedice povecanja tlaka ili zbog

rezidualne enzimske aktivnosti (Tewari i sur., 2017.).
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5.5. Utjecaj skladiStenja na nutritivne vrijednosti smoothie napitaka.

Istrazivan je utjecaj skladiStenja u trajanju od 21 dan na 4 °C, na bioaktivne tvari u smoothie
napicima obradenim VHT i TP procesima. TPC kod toplinski pasteriziranih i VHT obradenih
smoothie napitaka znac¢ajno opada protekom vremena skladiStenja, $to je prikazano u tablici 10
za VHT i 12 za TP obradu). Rezultati su pokazali da je pad TPC znacajniji nakon toplinske
pasterizacije, pri ¢emu se tijekom skladiStenja od pocetnih 9,83 % smanjuje do 19,51 % nakon
21 dan, u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Kod VHT obrade gubitak TPC je bio nesto nizi, te
je sa pocetnih 3,42 % povecan na 4,59 % nakon 21 dana obrade. Ti rezultati pokazuju da su
ukupni fenoli tijekom skladiStenja bili znatno stabilniji nakon VHT obrade nego kod TP
uzoraka. Do sli¢nog zakljuc¢ka dosli su i (Vierira i sur., 2018.) koji su istrazivali ponaSanje

tijekom skladistenja sokova od narance tretiranih sa VHT i TP pohranjene u hladnjak.

Za vrijeme skladiStenja VHT uzoraka sadrzaj ukupnih flavonoida (TFL) poveéavao se do 7.
dana skladiStenja, nakon ¢ega se smanjio na pocetne vrijednosti i ostao konstantan sve do
ispitivanog 21. dana. Povecanje TFL moze se objasniti prisutnoS¢u rezidualne polifenol
oksidaze i peroksidaze, koje mogu raskinuti veze fenolnih tvari velike molekularne mase poput

procijanidina i time otpustati monomerne flavanole (Hotz i Gibson, 2007.).

Poznato je da VHT obrada moze utjecati na promjenu kvartarne, tercijarne i sekundarne
strukture proteina 1 enzima, te time modificirati aktivnost samih enzima. To ukljucuje 1
aktivaciju enzima pri nizim, te inaktivaciju pri vi§im tlakovima (Leite Junior i sur., 2017.). TFL
u toplinski pasteriziranim uzorcima ostaju stabilni tijekom ¢itavog vremena skladistenja, iako
ih je sama obrada smanjila za 5,49 % u usporedbi s kontrolom. Sli¢no tome, HCA je pokazala
manju stabilnost nakon 21 dana skladiStenja u TP uzorcima u usporedbi s VHT uzorcima (51,85

% smanjenje) i kontrolom (39,68 % smanjenje).

Prema ocekivanjima, vitamin C je najosjetljivija bioaktivna tvar za vrijeme skladiStenja. U TP
uzorcima sadrzaj vitamina C se konstantno smanjivao protekom vremena skladistenja, te je ve¢
nakon 14 dana doslo do potpunog gubitka vitamina C. Kod VHT uzoraka nakon 7 dana

skladistenja doslo je do 50 % gubitka vitamina C.

Skladistenje smanjuje sadrzaj CAR u VHT uzorcima za 30,65 % i TP uzorcima za 30,11 %.
Povecanje temperature za vrijeme toplinske obrade moze dovesti do otapanja karotenoida i
naknadno njihovog ulaska u otopinu nakon toplinske degradacije stani¢ne strukture. To je

glavni razlog za znacajno povecanje sadrzaja CAR u TP uzorcima (Koley 1 sur., 2020.).
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Dobiveni rezultati pokazuju da je veci sadrzaj CAR uo¢en u VHT uzorcima (13,30 mg 100 mL"
1Y u usporedbi sa TP uzorcima (12,59 mg 100 mL™).

Sude¢i prema Nutritivnom indeksu (NI), nizi tlakovi su povecali prinos i osigurali vecu
nutritivnu vrijednost ispitivanih uzoraka. VHT uzorci koji su prosli krace vrijeme obrade imali
su vecu nutritivnu vrijednost. Konstantan gubitak nutritivne vrijednost ocit je kada se promatra
vrijeme skladiStenja. Unato¢ degradaciji uzrokovanoj VHT obradom, obradeni uzorci smoothie
napitaka mogu se smatrati bogatim izvorom raznih bioaktivnih tvari, ¢ak i po isteku

maksimalnog istrazivanog vremena skladistenja.

5.6. Utjeca]j skladistenja na boju smoothie napitaka

Boja kao organolepti¢ko svojstvo je jo$ jedan vazan parametar kvalitete toplinski ili netoplinski
obradenih i skladistenih smoothie napitaka. Pretrazivanjem dostupne literature nije moguce
jednoznacno utvrditi je li se nakon TP ili VHT obrade zadrzava boja neobradenih smoothie
napitaka i kako se sama boja odrzava tijekom skladiStenja. Promjene u CIE L*a*b*
parametrima neobradenih i VHT obradenih smoothie napitaka prikazane su u Tablici 20. dok
se utjecaj toplinske pasterizacije na vrijednosti boje tijekom skladiStenja prikazan u Tablici 21.
Relativna promjena boje prema referentnom, kontrolnom uzorku dana je u obliku AE u Tablici
22.

Kao $to je vidljivo u Tablicama 20 i 21, povecéanje tlaka kojim se obraduju smoothie napici i
produZivanjem vremena obrade kod ispitivanih uzoraka dolazi do smanjenja L* vrijednosti, $to
znac€i da uzorci postaju tamniji. To je u skladu s dosadasnjim istraZzivanjima (Andres 1 sur.,
2016.). Slican nelinearan odnos vidljiv je 1 usporedbom boje tijekom skladiStenja. Znacajno
tamnjenje je uoceno za TP uzorke tijekom 7. dana skladiStenja, sve do 21. dana. Usporedbom
rezultata uocava se sli¢an trend i kod sli¢nih smoothie napitaka baziranih na mlijeku obradenih

na 450 MPa koji takoder gube oko 6 % svjetline tijekom skladiStenja (Andres 1 sur., 2016.).

Usporedbom parametra a* s neobradenim smoothie napitkom, rezultati su pokazali smanjenje
od 10,18 % za VHT smoothie napitke tretirane na 350 MPa i 14,80 % za 450 MPa. Uz povecani
tlak, vrijeme obrade je takoder imalo utjecaj na smanjenje a* vrijednosti, kao $to je vidljivo u
Tablici 14. Gubitak crvene boje u VHT uzorcima moze se objasniti rezidualnom enzimskoj
aktivnosti koja ukljuCuje enzimsko posmedivanje fenolnih tvari (Huang i sur.,, 2013.).

Vrijednosti za b* takoder su pokazale znac¢ajne promjene u ovisnosti o tlaku 1 vremenu obrade,
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kao i vremenu skladiStenja. Povecani tlak 1 duzina obrade smanjili su b* parametar, koji jo$
dodatno opada nakon 7. dana skladiStenja. Primije¢ena promjena, tj. pozucivanje boje
posljedica je enzimske aktivnosti PPO i POD povezane s enzimskim posmedivanjem (Stinco i

sur., 2019.).

Poviseni tlak i produzeno vrijeme obrade dovode do smanjenje kroma vrijednosti (C*), dok
skladiStenje povecava C* vrijednost do 7. dana. Nakon 7. dana skladiStenja C* vrijednost opada
1 postaje konstantna prema 21. danu skladiStenja. Povecanje tlaka i produzenje vremena takoder
smanjuje u H* vrijednost, dok je skladistenje dodatno povecava. Udio TFL za vrijeme
skladiStenja pokazuje iste karakteristike kao i1 kolorimetrijske vrijednosti, te se moze
pretpostaviti da je udio ukupnih fenola odgovoran za promjene u boji uzoraka tijekom

skladistenja.

Ukupna razlika u boji izmedu neobradenog, tj. referentnog uzorka i ispitivanih VHT uzoraka
mjerena je u obliku parametra AE i prikazana je u Tablici 16.. Razlike u videnju boje mogu se
analiticki klasificirati kao neprimjetne (0 — 0,5), lagano primjetne (0,5 — 1,5), primjetne (1,5 —
3,0), vrlo vidljive (3,0 — 6,0) i velike (6,0 — 12,0) (Barba i sur., 2012). U prosjeku, svi uzorci
bili su u podrucju primjetne razlike (do 3,0), Sto znaci da razlika u boji izmedu ispitivanih 1
referentnog uzorka nije zanemariva. Povecéani tlak povecao je promjenu boje, dok se duze
vrijeme obrade imalo manji utjecaj na boju uzoraka. Duzina skladiStenja je pozitivno korelirana
s promjenom boje do 7. dana, nakon ¢ega je doslo do skoka u razlici u boji, te naknadno opet

do pada u razlici kako je skladiStenje odmicalo prema 21. danu.

U usporedbi s neobradenim uzorkom, L* i b* vrijednosti Smoothie napitaka su povecane kod
TP. Ipak, za vrijeme skladiStenja L* vrijednost je opadala protekom vremena, dok su a* i b*
vrijednosti rasle. To indicira da su TP smoothie napici postali tamniji, intenzivnije crveni i zuti.
Uocene promjene u boji mogu biti posljedica povecanja neenzimskog posmedivanja kao
posljedice Maillardovih reakcija i unistenja pigmenata (Leneveu — Jenvrin i sur., 2020.; Ahmed
i sur. 2005.).

Analizom H* vrijednosti vidljiv je utjecaj toplinske obrade 1 vremena skladiStenja, pri cemu su
viSe H* vrijednosti u TP uzorcima u usporedbi s K. Uzrok tome su oksidacijske reakcije
katalizirane temperaturom koje su dovele do degradacije sastojaka (de Oliveira Ribeiro i sur.,
2018.). Nize H* vrijednosti su takoder uocene protekom vremena skladiStenja TP uzoraka.
Sli¢no kao crvena i zuta boja, kroma vrijednosti, tj. intenzitet boje su takoder znacajno vise kod

duzeg vremena skladiStenja.
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Vrijednosti za AE za sve TP uzorke se znacajno povecavaju protekom vremena skladiStenja.
Vidljivo je da su VHT uzorci znacajno bolje zadrzali boju nakon same obrade i prolazili kroz
manje promjene boje tijekom skladistenja u usporedbi sa TP uzorcima. Dobiveni rezultati su u
skladu s istrazivanjima na smoothie napicima od manga tijekom skladistenja, kod kojih su
toplinski obradeni uzorci pokazali vece razlike u boji u odnosu na svjezi smoothie napitak (Bi

i sur., 2020.).

5.7. Mikrobiolos$ka stabilnost smoothie napitaka tijekom skladistenja za TP i VHT uzorke

Vrijednosti mikrobioloskih parametara za VHT, TP 1 K uzorke skladisStenje na 4 °C kroz 21 dan
prikazane su u Tablici 23. Veliki broj aerobnih mezofilnih bakterija, enterobakterija, kvasaca i
plijesni zabiljezen je odmah nakon pripreme kontrolnog uzorka. S obzirom da je zbog razvoja
kvasaca doSlo do napuhavanja boce u kojoj je bio pohranjen kontrolni uzorak i posljedi¢ne
evakuacije sadrzaja, mikrobioloSko ispitivanje je prekinuto nakon 3. dana skladiStenja. U
uzorcima tretiranim sa VHT i toplinski pasteriziranim uzorcima nisu odmah nakon tretmana
nije naden niti jedan od ispitivanih mikroorganizama. Ispitivanje provedeno nakon 21 dan
skladistenja takoder nije pronaslo tragove niti jednog ispitivanog mikroorganizma. Ti rezultati
su u skladu s istrazivanjima provedenim od Andresa i sur. (Andres i sur., 2016), koji su uocili
pad broja mikroorganizama i produzenje roka trajanja na 45 dana nakon VHT i TP obrade. Uz
to, istrazivanje provedeno na vo¢nim i povrtnim smoothie napicima od strane Fernandeza i sur.
(2019.) pokazalo je znacajnu redukciju broja mikroorganizama, te stabilnost proizvoda nakon
21 dana skladiStenja. Inaktivacija mikroorganizama je dobro istrazena i potvrdena prednost
VHT i TP obrada, potkrijepljena mnogobrojnim istrazivanjima na voénim i povrtnim sokovima.
Utjecaji tih metoda obrade nastaju zbog raspada stani¢ne stijenke, denaturacije proteina i

degradacije DNA (Woldermariam i sur., 2019.).
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5.8. Senzorska analiza smoothie napitaka

Za potrebe utvrdivanja prihvatljivosti kombinacije sastojaka smoothie napitaka provedeno je
ispitivanje trzista, kao i senzorske analize za tri kombinacije sastava. Provedena je i QDA
analiza. Kako bi se zadrzala objektivnost, uzorci su nasumic¢no $ifrirani oznakama 385 (TP),
916 (K) i 463 (VHT). Na temelju dobivenih rezultata provedena je ANOVA prikazana u Tablici
18., te je utvrdena statisticki znacajna razlika u organoleptickim svojstvima izmedu uzoraka uz
p = 0,0006. Ispitanici smatraju da boja VHT tretiranog uzorka minimalno odstupa od
oc¢ekivanja, $to je u skladu s prethodno obradenim rezultatima kolorimetrije. Uzorci koriSteni u
istrazivanju odstupali su bojom od ocekivane za taj tip proizvoda. Reakcija potrosaca na boju
triju istrazivanih uzoraka prikazana je na Slici 22. gdje je vidljivo da je VHT obraden uzorak
dobio nesto nizi ,,Just about right* broj ocjena u usporedbi s kontrolnim uzorkom, te kao i za
TP uzorak potrebno je minimalno doraditi recepturu kako bi se uzorak uklopio u oc¢ekivanja

potroSaca.

Istrazivanje mirisa smoothie napitaka, prikazano na Slici 23, pokazalo je da je miris kontrolnog
uzorka odli¢an, dok su kod TP i VHT uzoraka mirisi malo preblagi od oc¢ekivanog za taj tip
proizvoda. S obzirom da toplinska obrada moze utjecati na aromatske komponente, to je
ocekivani rezultat. To je u skladu s istrazivanjem od Inada 1 sur. (2017) koji su utvrdili
smanjenje arome za 10 %, ali zadrzavanje potpune senzorske prihvatljivosti jabuticaba soka S
druge strane, kod istrazivanja provedenih na soku od cikle izostao je problem sa smanjenjem
arome, te nisu ustanovljene znacajne promjene u organoleptickim svojstvima. Panel nije
uspjeSno identificirao VHT obradeni sok nasumi¢no ubaden medu neobradene (Ubeira —
Iglesias i sur., 2019). Liu i sur. (2019) potvrdili su da su razlike izmedu VHT i neobradenog
soka od krastavaca minimalne, ali da postoje znacajne razlike izmedu toplinski obradenih 1
neobradenih. Takoder su ustanovili da i nakon 20 dana skladiStenja VHT obradeni sokovi imaju
najbolja organolepticka svojstva. Rezultati pokazuju da je VHT obradeni sok nije doveo do
promjena u senzorskim svojstvima soka kroz ¢itavo vrijeme trajanja, neovisno o primijenjenom
tlaku 1 vremenu obrade. Za razliku od VHT, toplinski obradeni sok je ve¢ odmah nakon obrade
promijenio senzorska svojstva, ali se ona nisu dalje znacajnije mijenjala tijekom vremena

skladistenja.
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5.9. Analiza utjecaja na fizikalna svojstva smoothie napitaka

5.9.1. Gustocéa

Analiza gusto¢e smoothie napitaka prije i nakon VHT i TP obrade prikazana je na slici 30.
Utvrdeno je da se gusto¢a uzoraka minimalno mijenja sa proteckom vremena skladiStenja,
neovisno o primijenjenom tretmanu. Toplinski obradeni uzorci su odmah nakon tretmana
pokazivali ve¢u gustoc¢u u usporedbi s neobradenim uzorkom, te su usprkos blagom padu
tijekom ispitanog vremena skladistenja zadrzali povecanu razinu gustoce. Za razliku od TP
uzoraka, VHT uzorci su odmah nakon obrade pokazivali znafajno nizu razinu gustoce u
usporedbi s neobradenim uzorkom, $to je posljedica brze aglomeracije i sedimentacije
komponenata smoothie napitaka. Gustoca kod VHT uzoraka raste tijekom vremena
skladiStenja, te se stabilizira izmedu 7. i 14. dana skladiStenja. Zavr$na gusto¢a nakon 21. dana
skladistenja potpuno odgovara gusto¢i kontrolnog uzorka u 1. danu skladiStenja. Smoothie
napitak oznake VHT1 obraden pri najblazim uvjetima pokazao se najblizim (1,054 gcm)
prema kontrolnom uzorku (1,052 gcm™). lako su razlike u gusto¢i kod TP i K uzoraka, te VHT
i K uzoraka vidljive analizom, s obzirom da je maksimalno odstupanje iznosilo 0,005 gcm
razliku je organolepti¢ki nemoguce osjetiti, te svi ispitani naini obrade daju zadovoljavajuci

rezultat.
5.9.2. Viskoznost

Viskoznost ispitivanih uzoraka jako je ovisila o na¢inu i parametrima obrade. Referentni uzorak
imao je viskoznost od 90 mPas pri 100 min™, pri ¢emu su iz Slike 31. vidljive razlike u
viskoznosti TP i VHT uzoraka. Nakon TP obrade utvrden je nagli porast viskoznosti (do skoro
120 mPas), te naknadni pad na 81 mPas koji se odvio do 7. dana skladistenja. TP obrada je
dovela do znacajne aglomeracije Cestica u ispitivanim uzorcima, te posljedi¢no do pocetnog
povecéanja viskoznosti. Taj rezultat korelira sa rezultatima prikazanim na Slici 30. koji ukazuju
na statisticki znacajan porast gustoCe uzoraka nakon VHT obrade. Nakon sedimentacije
aglomerata i pada viskoznosti vidljiv je ponovni blagi porast sve do stabilizacije izmedu 14. i
21. dana. Zavrsne vrijednosti viskoznosti TP obradenih uzoraka i dalje su izmedu 35 % 1 40 %
vece od referentne vrijednosti. Ponasanje toka direktno ovisi o raspodjeli malih i velikih Cestica,
te je toplinska obrada vrlo vjerojatno utjecala na Cestice i njihove funkcionalne grupe (Hulle i
sur., 2015.). Analiza ovisnosti prividne viskoznosti o vrsti obrade prikazana na Slici 32.
pokazuije isti trend kroz ¢itavo ispitano podruéje od 10 do 100 min™, pri ¢emu je vidljivo da TP

uzorak ima najveca odstupanja od referentnog.
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Isti trend porasta, naknadnog pada, te porasta i kona¢no stabilizacije vrijednosti za viskoznost
pokazao se i kod nekih VHT obradenih uzoraka. Uzorci VHT2 i VHT4 imali su sli¢ni skok u
viskoznosti kao i TP uzorak (do maksimalnih 128 mPas). VHT1 i VHT3 nisu pokazali
znaCajnije promjene u viskoznosti u usporedbi s referentnim. Pokazalo se je da iznos
primijenjenog tlaka pri obradi nema znacajan utjecaj na viskoznost uzoraka, ali da je porast
viskoznosti u direktnoj korelaciji s porastom vremena obrade. Rezultati su u okvirima rezultata
istrazivanja od Hulle i sur. (2015.) kod kojih nije utvrdena znacajna promjena u pH nakon

obrade sokova od Aloe.

Prema dobivenim rezultatima, za optimalnu viskoznost najboljom se je pokazala VHT obrada
S najkra¢im vremenom tretiranja, pri ¢emu se viskoznost u usporedbi s referentnom nije
znacajnije promijenila. TP uzorci su se s obzirom na znacajnu razliku u viskoznosti iz

organolepticke perspektive pokazali najlosijim.
5.9.3. pH vrijednost

Inaktivacija enzima koji utjeCu na destabilizaciju sokova i smoothie napitaka, te gubitak
konzistencije je vrlo pozeljna mogucnost obrade, pri ¢emu najveci utjecaj imaju temperatura
kod toplinske obrade, te porast tlaka i sniZzenje pH vrijednosti kod VHT obrade. S obzirom da
se tijekom same VHT obrade pH smanjuje od 0,3 do 0,5 jedinica za svakih 100 MPa,
posljedicno je da ¢e se duzom obradom pri viSim tlakovima utjecaj pektin metil esteraze (PME)
ili drugih prisutnih enzima znacajno smanjiti, te se time popraviti kvaliteta i produziti rok
trajanja. S obzirom da je PME vezan in situ za stani¢nu stijenku, utvrdeno je da je esteraza
znacajno otpornija na toplinske i tla¢ne utjecaje u krutom nego u teku¢em (sok, smoothie
napitak) obliku, te pri pH 6 (Sto je ujedno i okvirna vrijednost kontrolnog smoothie napitka)
(Balogh i sur., 2004.). Ispitivanjem na sokovima od grejpa je takoder pokazalo da uz snizeni
pH, blago povisena temperatura i tlakovi od 300 MPa dovode do znacajne (>80 %) eliminacije

PME (Guiavarc’h i sur., 2005.).

Analiza pH vrijednosti TP obradenog smoothie napitka pokazala je znacajan pad od 0.4 jedinice
tijekom 21 dan skladistenja. Prema rezultatima prikazanim na Slici 33. pad u kiselo podrucje je
prevelik, te se je osjetio i tijekom provedbe organolepticke analize. Za razliku od TP uzoraka,
svi VHT uzorci zadrzali su se u okvirima po¢etnog pH (21. dan izmedu 6,25 i 6,31), $to u
potpunosti odgovara referentnoj pH vrijednosti dobivenoj za kontrolni uzorak. Odstupanje od

zeljene vrijednosti je manje od 0,5 jedinica. Analizom utjecaja parametara tlaka i vremena
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obrade, istrazivanje je pokazalo da su nizi tlakovi imali manji utjecaj na pH, neovisno o

vremenu obrade. Utjecaj je uz p<0,05 ipak statisti¢ki znacajan.

lako postoje razlike u pH vrijednostima kod VHT obrade, te se optimalnom pokazala obrada
pri najnizem tlaku i najkra¢em vremenu, iz organoleptic¢ke perspektive svi VHT uzorci u

potpunosti zadovoljavaju kriterij kvalitete.

5.10. Raspodjela velicine Cestica

Analiza raspodjele veli¢ine Cestica za kontrolni uzorak, prikazana na Slici 47. pokazuje da se
srednja vrijednost veli¢ine ¢estica 299,108 mm, te da je povecana ucestalost Cestica u rasponu
od 101,927 do 731,076 mm. S obzirom da se stabilnost vo¢nih i povrtnih napitaka, pa tako i
smoothieja, povecava smanjenjem prosjecne veliCine Cestica, pozeljno je da obrada napitka
zadrzi vrijednosti veli¢ine Cestica u tim okvirima, ako ne i smanji srednju vrijednost. Rezultati
za toplinski obradene uzorke pokazali su da je srednja vrijednost veliCine Cestica 288,945 mm,
uz raspon od 82,672 do 759,810 mm, ¢ime se pokazalo da pasterizacija nema znacajnog utjecaja
na raspodjelu veli¢ine Cestica. Isti zakljuCak se moze donijeti i za uzorke obradene visokim
hidrostatskim tlakom, s obzirom da pri najintenzivnijem tretmanu srednja vrijednost veli¢ine
Cestica iznosi 294,292 mm, §to je statisticki neznacajna razlika u usporedbi s kontrolnim
uzorkom. Kubo i sur. (2012) pokazali su da VHT obrada utje¢e na poboljsanje stabilnosti
sokova od rajcice razaranjem suspendirane pulpe. Do sli¢nih rezultata dosli sui Liu i sur. (2019)
gdje su utvrdili da je doSlo do promjena u pulpi 1 smanjenja prosjecne veli¢ine Cestica, te
posljedi¢no i povecane stabilnosti pulpe ve¢ na tlakovima iznad 60 MPa. Hurtado 1 sur. (2016)
utvrdili su da je obrada visokim hidrostatskim tlakom minimalno povecala stabilnost smoothie
napitaka na bazi jagoda. lako visoki hidrostatski tlak u ovisnosti o primijenjenom tlaku i
vremenu obrade moZe djelovanjem na stani¢nu strukturu dovesti do promjene u
viSekomponentnim sustavima poput smoothie napitaka, taj utjecaj nije se pokazao znacajnim u
ovom istrazivanju. To je u skladu s istrazivanjem kojeg su proveli Al-Bandak i sur. (2011) gdje

se pokazalo da nije nuzno da VHT obrada utjece na smanjenje veli¢ine ¢estica u emulzijama.

Vrijeme skladiStenja je statisti¢ki znacajno ali minimalno utjecalo na raspodjelu veli¢ine ¢estica
koja je prikazana na slici 45. Provedena ANOVA analiza prikazana na slici 46. i u Tablici 33.
uz p < 0,05 pokazala je da srednja veliCina Cestica blago raste protekom vremena skladistenja,

te dosiZe svoj maksimum na 306 mm, $to je zanemarivo viSe u usporedbi s pocetnih 297 mm.
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Usporedbom s kontrolnim uzorkom, raspodjela veli¢ine Cestica nakon obrade VHT-om u

potpunosti zadovoljava kriterij kvalitete kroz ¢itavo vrijeme skladiStenja od 21 dan.

Sli¢an rezultat dobiven je i za TP uzorke, pri ¢emu je ovisnost raspodjele o vremenu skladiStenja
prikazana na slici 47. Analiza dobivenih vrijednosti za TP tijekom 21 dan prikazana na Slici
48. 1 u Tablici 34. pokazuje smanjenje veli¢ine Cestica tijekom proteka prvih 7 dana, te kasniji
porast 1 stabilizaciju veliCine Cestica na pocCetnim vrijednostima. PoCetno smanjenje veliine
Cestica moZze se pripisati toplinskom utjecaju na stani¢nu strukturu, te sporijoj sedimentaciji.
Rezultati koreliraju s rezultatima dobivenim za gustocu i viskoznost, te su vjerojatno posljedica
istih mehanickih i toplinskih utjecaja na strukturu pulpe u napicima. Nakon 7. dana dolazi do

pojave aglomeracije Cestica kao posljedice homogenizacije uzorka prije ispitivanja.

Analiza utjecaja obrade VHT-om i TP-om prikazana na Slikama 49. i 50. pokazuje da nema
znacajnije promjene u prosjecnoj veliini Cestica neovisno o primijenjenom postupku i
parametrima. Ipak, iako se sama prosjecna veli¢ina Cestica ne mijenja, kod TP obrade utvrdeno
je smanjenje d(0,1) i povecanje d(0,9) parametra, §to upucuje na povecanje broja najvecih
Cestica 1 smanjenje broja najmanjih Cestica. Prilikom obrade dolazi do raspada Cestica zbog
utjecaja toplinske energije na stani¢nu strukturu, ali istovremeno i do aglomeracije Cestica zbog
istog utjecaja. S obzirom da ne dolazi do povecanja prosjecne veliine Cestica, srednja
vrijednost se znacajnije ne mijenja, ali se sama struktura toplinski obradenih napitaka znacajno

promijenila, kao Sto se vidi na slici 49.

U usporedbi s TP uzorcima, d(0,1) kod HP uzoraka zna¢ajno manje opada, dok dolazi do
manjeg porasta d(0,9) vrijednosti. Odvijaju se isti procesi kao i kod toplinske pasterizacije, ali
u ovom slucaju pod tlacnim a ne toplinskim utjecajem. Utjecaj je znaajno manji nego kod TP
uzoraka, te se je HP obrada pokazala kao kvalitetnijom za postizanje ujednacene raspodjele
veli¢ine Cestica. Na raspodjelu veli¢ine ¢estica kod HP uzoraka ispitan je i utjecaj procesnih
parametara, te je prikazan na Slikama 50. 1 51. Najveci utjecaj na raspodjelu veli¢ine Cestica
ima vrijeme obrade, s time da duze vrijeme obrade stvara veci broj aglomerata i povecava
vrijednost d(0,9). Vidljiva je pozitivna korelacija izmedu vremena obrade 1 srednje vrijednosti
veli¢ine Cestica. Sam iznos tlaka od 350 ili 450 MPa nije imao statisti¢ki znacajan utjecaj na

raspodijelu.

S obzirom na pokazane rezultate, visoki hidrostatski tlak je viSe smanjio veli¢inu Cestica u

usporedbi s toplinskom obradom, te je imao manji udio velikih Cestica, Sto doprinosi vecoj
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stabilnosti napitaka kroz ¢itavo vrijeme skladistenja. Iz tog razloga VHT obrada preporucljivija

je za postizanje optimalnog gotovog proizvoda.
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Zakljuéci

Na temelju prikazanih rezultata i provedene rasprave, izvedeni su sljedeci zakljucci:

e Povecanje tlaka nije imalo utjecaj na TPC niti na HCA dok se razina TFL, karotenoida
I vitamina C smanjila. Time se obrada visokim hidrostatskim tlakom pokazala zna¢ajno
boljom u usporedbi s toplinskom pasterizacijom, neovisno o primijenjenom iznosu
tlaka.

e Dulje vrijeme obrade negativno je utjecalo na koncentraciju TPC, karotenoida i
vitamina C. Istrazivanje je pokazalo da krace vrijeme obrade i dalje udovoljava
zahtjevima za produzenje roka trajanja, mikrobiolosku ispravnost i stabilnost Smoothie
napitaka tijekom skladistenja.

e U uzorcima obradenim visokim hidrostatskim tlakom, vitamin C je najnestabilniji
bioaktivni spoj tijekom skladistenja, dok je TFL najstabilniji. Svi istrazivani fenolni
spojevi su bili u ve¢im koncentracijama u pasteriziranim uzorcima u odnosu na uzorke
obradene VHT — om, dok su vitamin C i karotenoidi bili u manjim koncentracijama.
Toplinska obrada time se pokazala boljom opcijom za zadrzavanje fenolnih spojeva
nakon obrade, ali smanjenje fenolnih spojeva nakon obrade VHT-om nije toliko
znacajno U odnosu na ostale prednosti VHT — a pred toplinskom pasterizacijom.

e Vrijeme skladiStenja pasteriziranih uzoraka utjecalo je na pad koncentracije
istrazivanih bioaktivnih spojeva tijekom skladiStenja, s obzirom na uzorke obradene
VHT — om. Temeljem toga moze se zakljuéiti da se veca stabilnost bioaktivnih tvari
tijekom skladistenja postize u uzorcima obradenim VHT — om. Obrada visokim
hidrostatskim tlakom je dobar nacin OCuvanja kakvoce smoothie napitaka tijekom
skladiStenja $to se moze zakljuciti iz podataka koji pokazuju da je VHT u stanju
nadmasiti ili postiéi iste rezultate kao i konvencionalna toplinska pasterizacija.

e Kemometrijski pristup istrazivanju i analizi, koristan je za budu¢u primjenu u
prehrambenoj industriji, za diferencijaciju uzoraka i usporedbu njihove Klasifikacije
prema primijenjenoj tehnologiji, kao i za sposobnost predvidanja kakvoce, kako bi se
osigurala brza i1 tocna karakterizacija uzoraka.

e Obrade visokim hidrostatskim tlakom 1 toplinskom pasterizacijom nisu imale znacajan
utjecaj na raspodjelu veli¢ine Cestica, kao ni na stabilnost napitaka tijekom citavog

vremena skladiStenja
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