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1. UVOD

Ribe i riblji proizvodi predstavljaju veliki i vaZzan izvor hrane za ljude diljem svijeta.
Dobar su izvor visokovrijednih hranjivih sastojaka poput esencijalnih dugolan¢anih omega-3
masnih Kiselina, koje imaju blagotvoran utjecaj na ljudsko zdravlje. Lososi (lat.
Salmoniformes) su red riba iz razreda zrakoperki, izrazito bogati proteinima, omega-3 masnim
kiselinama te vitaminima i mineralima. Lososi se danas uzgaju u velikim koli¢inama te su

izrazito vazni s nutritivnog i ekonomskog aspekta.

Unato¢ mnogim pozitivnim aspektima vezanim uz proizvode ribarstva, postoje i
nedostatci. Svjeza riba lako je kvarljiva namirnica. Promjene kvalitete i nutritivnog sastava
kod svjeze ribe odvijaju se izrazito brzo i posljedica su aktivnosti mikroorganizama,
endogenih enzima te kemijskih reakcija. Hladenje 1 zamrzavanje najvaZznije su metode
produljenja trajnosti ribe te su prvenstveno usmjerene na usporavanje ili eliminaciju
mikrobioloske aktivnosti koja je najvazniji uzrok kvarenja. Iako se pravilnim rukovanjem i
skladistenjem mikrobioloska aktivnost znacajno usporava, enzimske i kemijske reakcije poput
procesa osidacije u tkivu ribe i dalje se odvijaju te dovode do gubitka kvalitete. Oksidacija
dovodi do gubitka omega-3 masnih Kiselina, samim time i nutritivne vrijednosti. Uz to,
produkti oksidacije nosioci su nepozeljnih mirisa i aroma te dovode do naruSavanja

senzorskih karakteristika proizvoda.

Cilj ovog rada je ispitati kako ¢e mediteranski ekstrakti zacinskog bilja (prirodni
antioksidansi) i skladiStenje utjecati na oksidaciju lipida atlantskog lososa, koji je prethodno
obraden sous-vide metodom i vakuumiran. Osim utjecaja na oksidaciju, proucavat ¢e se i

utjecaj na boju fileta lososa, udio lipida i gubitak mase.

Prirodni antioksidansi koji ¢e se koristiti prilikom eksperimentalnog izvodenja rada su

ekstrakt ruzmarina, kadulje, mente i lavande.

Poznavanje oksidacijske stabilnosti lipida lososa, tijekom razliitog vremena
skladiStenja te tretiranje ekstraktima zainskog bilja moglo bi, jednog dana, biti od velike

koristi za industriju.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. OPCENITO O RIBI

Ribe (Pisces) se opéenito mogu definirati kao vodeni kraljeznjaci koji imaju $krge za
disanje i peraje kojima se kre¢u. Kemijski sastav ribljeg mesa varira ovisno o vrsti ribe, dobi,
nacinu ishrane, veli¢ini, spolu, geografskom podruc¢ju ulova i godisnjem dobu (Silva i sur.,
2000). S nutritivnog stajalista riba je jedan od najznacajnijih izvora bjelancevina zivotinjskog
podrijetla, a odlikuje se i bogatim sastavom masnih kiselina koje su prijeko potrebne

organizmu za odvijanje razlicitih metabolic¢kih procesa.

Osnovni kemijski sastav ribe je vrlo varijabilan i ¢ini 16-21% proteina, 0,2-25% masti,
1,2-1,5% minerala, 0-0,5% ugljikohidrata i 66-81% vode (Love, 1970).

Morska riba je bogata jodom, kalijem, natrijem i bakrom, dok slatkovodna sadrzi nesto
manje natrija i joda. Sve vrste ribe sadrze vitamine B1, B2, B6 i B12, koji su vazni za pravilan

rad ziv€anog sustava. Riba je bogata i kalcijem, no on je uglavnom koncentriran u ljuskama.

U usporedbi s mesom sisavaca, meso ribe ima manju energetsku vrijednost, sadrzi
manje vezivnog tkiva, ne sadrZi elastin, a bjelancevine su lakse probavljive, bolje iskoristive
te pogodnijeg aminokiselinskog sastava. Masti ribe su sastavljene od dugolanc¢anih masnih

kiselina (14-22 C atoma) i pretezito nezasi¢enih masnih kiselina (Cvrtila i sur., 2006).
2.1.1. Atlantski losos (Salmo salar)

Atlantski losos je anadromna riba koja se mrijesti i izlezava u slatkoj vodi. To je riba
izduZenog tijela koje se zadeblja s godinama. Prosjec¢na duljina lososa je 71 do 76 cm, tezina
3,6 do 5,4 kg nakon dvije godine provedene u moru, iako neki mogu teziti i do 13 kg. Kada
postigne duljinu od oko 15 cm, losos migrira u ocean (obi¢no u svibnju ili lipnju), nakon ¢ega
se odraslejedinke vracaju u slatku vodu radi razmnozavanja. Ucinkovitost lososa ovisi 0
mnogim ¢imbenicima, ukljucujuéi genetske osobine, okoli$, zdravlje ribe, koli¢inu i kvalitetu

konzumirane hrane te zivotnu dob (Stead i sur., 2001).

Buduc¢i da je losos hladnokrvna Zivotinja, temperatura ima vaznu ulogu za brzinu rasta
ribe tijekom zivotnog ciklusa. Optimalni temperaturni raspon je 8-14°C. Rast, zdravlje i
razmnoZzavanje riba kao i ostalih vodenih Zivotinja prvenstveno ovise o prehrani, odnosno

adekvatnoj opskrbi hranjivim tvarima, kako koli¢inski, tako i kvalitetom, bez obzira na sustav



u kojem se uzgajaju. Tijekom razvoja lososa od embrija do zrelosti, nekoliko je faza rasta koje
su regulirane prehranom i hormonima (Johnston, 2001). Dobivanje na masi, koli¢ina unesene
hrane, ucinkovitost razgradnje hrane i probavljivost masnoca veci su kod selekcioniranih

linija nego kod divljih linija lososa (Helland i sur., 1998).

Sto se sastava mesa lososa tie, svjezi losos sadrzi (u 100 g): 76 g vode, 20 g proteina i
3,5 g masti. Energetska vrijednost iznosi 116 kcal. Osim $to je izvor visokokvalitetnih
bjelancevina, losos sadrzi znacajne koli¢ine vaznih nutrijenata, primjerice fosfor, selen, kalij,
tiamin, niacin, pantotensku kiselinu, vitamin B6 i B12 i riboflavin; dok su ostali zastupljeni u
manjim koli¢inama. Takoder, jedan je od najboljih izvora omega-3 masnih kiselina koje

smanjuju rizik od nastanka bolesti kardiovaskularnog sustava.

2.2. POTROSNJA RIBE

Ribe i morski plodovi predstavljaju veliki i vazan izvor hrane visokenutritivne
vrijednosti za ljude diljem svijeta. Ribarstvo i akvakultura ¢ine veliki dio gospodarstva koji
osigurava radna mjesta i prihode za milijune. U 2014. godini zemlje u razvoju od izvoza ribe
ostvarile su prihod od 80 milijardi $ (USD), sto je viSe nego u drugim sektorima gospodarstva
zajedno (duhan, riza, secer) (FAO, 2016).

2014. godine svjetska opskrba ribom dosegla je najvisu razinu od oko 20 kg ribe po
stanovniku, a 2013. godine u industrijaliziranim zemljama potro$nja ribe po stanovniku
iznosila je 26,8 kg (FAO, 2016). Trgovina morskim plodovima u mnogim zemljama jo$
uvijek raste 1 viSe od 50% izvoza ribe dolazi iz zemalja u razvoju. Ukupna proizvodnja ribe u
2014. godini iznosila je 93,4 milijuna tona (FAO, 2016). U 2016. godini vise od 146 milijuna
tona, Sto je oko 87% svjetske proizvodnje ribe, bilo je namijenjeno izravnoj prehrani ljudi.
Ribe se ne moraju konzumirati samo kao svjezi ili ohladeni/smrznuti proizvod. Na trzistu
postoji mnogo preradenih proizvoda kao $to su suSeni, dimljeni ili soljeni (Eymard i sur.,
2009). Preostalih 21 milijun tona upotrijebljeno je za neprehrambene proizvode kao Sto su

riblje ulje, riblje brasno ili kao sirovina za hranjenje u akvakulturi (FAO, 2016).

Svake godine ulovi se viSe od 100 milijuna tona ribe i Skoljkasa, a oko 25% tog ulova

pretvara se u otpad zbog mikrobne aktivnosti i kvarenja, Sto iznosi oko 25% ukupnog gubitka



poljoprivrednih i ribljih proizvoda godisnje (Kaale i sur., 2011). Ribe su najveca skupina
zivotinja koje se koriste za proizvodnju hrane. Postoji vise od 30000 ve¢ poznatih vrsta riba,
ali samo oko 700 se komercijalno lovi i koristi za proizvodnju hrane u velikoj mjeri
(Alasalvar i sur., 2010).

Unato¢ mnogim pozitivnim aspektima vezanim uz morske proizvode postoji jedan,
veliki nedostatak. Svjeza riba, Skoljke i drugi vodeni proizvodi lako su kvarljive namirnice.
Promjene kvalitete i nutritivnog sastava kod svjeze ribe odvijaju se izrazito brzo i posljedica
su aktivnosti mikroorganizama, endogenih enzima te kemijskih reakcija. Hladenje i
zamrzavanje najvaznije su metode produljenja trajnosti ribe te su prvenstveno usmjerene na
usporavanje ili eliminaciju mikrobioloske aktivnosti koja je najvazniji uzrok kvarenja. Iako se
pravilnim rukovanjem i skladiStenjem mikrobioloska aktivnost znac¢ajno usporava, enzimske i
kemijske reakcije poput procesa osidacije u tkivu ribe i dalje se odvijaju te dovode do gubitka
kvalitete. Ribe sadrze endogene enzime koji kataliziraju proteolizu proteina u misi¢éima i
vezivnom tkivu. Oni takoder poti€u hidrolizu masti, Sto rezultira slobodnim masnim
kiselinama i potice oksidaciju lipida (Wu i sur., 2014). Svi gore navedeni aspekti ukazuju na

vaznost skladistenja i prerade ribe, radi oCuvanja prehrambene vrijednosti i kvalitete.

Postoji velika potreba za razvojem ucinkovitih metoda 1 tehnologija kako bi se
produzio rok trajanja svih svojstava svjezeg proizvoda kao $to su prehrambene vrijednosti,
okusi, teksture i kvaliteta. Jedan od najveéih izazova je odrzavanje stabilne i niske
temperature tijekom distribucije, koja ¢e oCuvati kvalitetu 1 sprijeciti kvarenje (Wasowicz 1
sur., 2004). Kontrola temperature i skladiStenje na niskim temperaturama ili zamrzavanje su

ucinkovite metode za odrZavanje hranjivih tvari, kvalitete i produljenje roka trajanja ribe.
2.2.1. Prednosti konzumacije ribe

Povecana potros$nja ribe 1 ribljih proizvoda poboljSava prehranu zbog velike koli¢ine 1
raznolikosti hranjivih tvari. Riba i riblji proizvodi dobar su izvor visokovrijednih hranjivih
sastojaka 1 lako probavljivih Zivotinjskih bjelancevina, koje sadrZze sve esencijalne
aminokiseline. Dobar su izvor esencijalnih masti, kao $to su dugolan¢ane omega-3 masne
kiseline, koje imaju blagotvoran utjecaj na ljudsko zdravlje. Postoje mnoge zdravstvene
koristi od konzumacije nezasi¢enih masti, uklju¢ujuéi smanjenje rizika od kardiovaskularnih
bolesti, pozitivno djelovanje na Ziv€ani sustav te na razvoj mozga fetusa i djece. Ovisno 0
sadrzaju masti, ribe imaju nisku koncentraciju kolesterola i nisku kalorijsku vrijednost (Wu i

sur., 2014). Ribe takoder osiguravaju vitamine (A, B i D) i mnoge minerale, potrebne za razne
4



tjelesne funkcije (kalcij, jod, cink, Zeljezo i selen) (FAO, 2016). Povecani unos ribe moze

pomoci u rjesavanju problema s neuravnotezenom prehranom i suzbijanju pretilosti (FAO
2016).

lako konzumacija ribe imablagotvoran uc¢inak na ljudski organizam, u mnogim

zemljama potro$nja je jo$ uvijek preniska, posebno u zapadnom svijetu (Eymard i sur., 2009).

2.3. LIPIDI RIBE

Riba i riblji proizvodi donose brojne zdravstvene prednosti zbog visoke razine omega-
3 masnih kiselina, koje su esencijalni spojevi i uklju¢ene su u mnoge fizioloske procese
(Pedrosa i sur., 2014). 1z tog razloga preporuCuje se povecana potros$nja ribe i ribljih
proizvoda. Masne vrste riba obiluju dugolananim omega-3 polinezasi¢enim masnim
kiselinama (PUFA): EPA (eikozapentaenska kiselina, C20: 5 omega-3) (slika 1) i DHA
(dokozaheksaenska kiselina, C22: 6 omega-3) (slika 2) (Eymard i sur., 2009) i upravo njihova

konzumacijadonosi najkorisnije ucinke.

O

)JW L . Lt e

ETA

Slika 1. Kemijska struktura eikozapentaenske kiseline (EPA) (D'Antona i sur., 2014)

HO

Slika 2. Kemijska struktura dokozaheksaeske kiseline (DHA) (D'Antona i sur., 2014)

Koliko su vazne polinezasi¢ene masne kiseline govori i ¢injenica da je oko 50% suhe
tvari mozga sastavljeno od masnoc¢a, od kojih je gotovo 50% PUFA (arahidonska i

dokozaheksaenska). Dugotrajnim deficitom polinezasi¢enih masnih kiselina dolazi do
5



metaboli¢kih promjena na nivou stanicne membrane, $to za posljedicu ima niz negativnih
promjena u organizmu. Polinezasi¢ene masne kiseline snizavaju ,,lo§ kolesterol“ (LDL
kolesterol) i dobar su izvor esencijalnin masnih kiselina tipa omega-3. Ribe sadrze
dugolanc¢ane PUFA (C18, C20 i C22) ukljucujuéi linolnu kiselinu [18: 2 (omega-6)] i
linolensku kiselinu [18: 3 (omega-3)] — dvije esencijalne masne kiseline. Esencijalne masne
kiseline uklju¢ene su u proizvodnju duljeg lanca polinezasi¢enih masnih kiselina —
prostaglandina, koji kontroliraju mnoge tjelesne funkcije, npr. dilataciju perifernih krvnih Zzila

Sto rezultira nizim arterijskim tlakom (Gogus i sur., 2010).

PUFA, a posebno omega-3 i omega-6 masne kiseline, imaju vaznu gradivnu funkciju u
organizmu. Esencijalna su komponenta membrana stanica srediSnjeg ziv€anog sustava gdje
sudjeluju u odrzavanju dinamicke strukture, odnosno fluidnosti membrane. Ta je uloga
posebno izrazena u novorodencadi i1 djece, kada je brzina rasta ziv€anog tkiva najveca.Svoje

bioloske efekte omega-3 i omega-6 ispoljavaju preko eikosanoida u ¢ijoj su sintezi supstrati.

Eikosanoidi su ,,glasnici koji se vezu na receptore svih stanica u organizmu i
sudjeluju uglavnom u upalnim procesima i imunoloskom odgovoru. Eikosanoidi koji potjecu
iz omega-6 PUFA, poput arahidonske kiseline, pokazuju imunoloski ucinak i pro-upalna
svojstva. Eikosanoidi koji potjecu od omega-3 PUFA (EPA i DHA) imaju protuupalno
djelovanje (Pedrosa i sur., 2014) i smanjuju rizik od trombogeneze te upala koje mogu biti

uzrokovane omega-6PUFA (Gogus i sur., 2010).

Omega-3 PUFA mogu se koristiti u lije¢enju mnogih bolesti, npr. ekcema, psorijaze,
bolesti crijeva ili reumatoidnog artritisa (Gogus i sur., 2010). Povec¢an unos omega-3 PUFA iz
morskih proizvoda, kao §to je primjerice meso masne ribe i jetra bijele ribe mogu smanjiti
razni triglicerida u krvi, agregaciju trombocita i fibrinogena te smanjiti rizik od ishemijske
sr¢ane bolesti (Turner i sur., 2006). Niska potro$nja ribe moZe biti povezana s mentalnim
bolestima, na primjer s depresijom (Turner i sur., 2006), a fosfolipidi mogu imati blagotvoran

ucinak na lije€enje shizofrenije (Gogus 1 sur., 2010).
2.3.1. Oksidacija lipida

Kao §to je ve¢ navedeno, riba je odavno poznata kao vrijedan izvor kvalitetnih, lako
probavljivih proteina, dugolan¢anih omega-3 masnih kiselina, u masti topljivih vitamina (E i
D), kao i esencijalnih vitamina i minerala (Tacon i sur., 2013). Medutim, lipidi miSica ribe su,

zbog visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina, vrlo osjetljivi na oksidaciju. Bez
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odgovarajuceg rukovanja i obrade oksidacija dovodi do gubitka omega-3 masnih kiselina,
samim time i nutritivne vrijednosti. Uz to, produkti oksidacije nosioci su nepozeljnih mirisa i

aroma te dovode do narusavanja senzorskih karakteristika proizvoda.

Oksidacija ribljih lipida pocinje zbog stresa, dok je riba jos ziva (Turner i sur., 2006).
Na oksidaciju lipida ribe mogu utjecati vanjski ¢cimbenici kao Sto su skladistenje, temperatura,
vrijeme, kuhanje, prerada ili pakiranje, kao i unutarnji ¢imbenici, poput sastava miSica
(Maestre i sur., 2011). Gubitak kvalitete, razvoj neugodnog okusa i mirisa, smanjivanje roka
trajanja, gubici hranjivih vrijednosti (npr. gubitak PUFA) i moguca proizvodnja Stetnih

molekula su samo neke od posljedica oksidacije lipida u hrani.

Proizvodi nastali tijekom oksidacije lipida mogu reagirati s duSikovim spojevima kao
Sto su proteini, fosfolipidi, aminokiseline i DNA, §to rezultira stvaranjem smedih pigmenata i
fluorescentnih spojeva, koji mogu imati negativne ucinke na ljudsko zdravlje (Turner i sur.,
2006).

Riblji lipidi razlikuju se od lipida sisavaca. Glavna razlika je u tome S$to riblji lipidi
ukljucuju do 40% masnih kiselina dugih lanaca (14-22 ugljikova atoma) koje su visoko
nezasi¢ene. Masti sisavaca rijetko ¢e sadrzavati vise od dvije dvostruke veze po molekuli
masne kiseline dok depo masti ribe sadrZze nekoliko masnih kiselina s pet ili Sest dvostrukih

veza.

Oksidacija visoko nezasi¢enih masnih kiselina moze biti uzrokovana fotooksidacijom,
autoksidacijom ili enzimski posredovanom oksidacijom, a moze se aktivirati slobodnim
radikalima (hidroksil radikal i peroksil radikal) ili oksidansima koji nisu slobodni radikali, na
primjer singletni Kisik (Pedrosa i sur., 2014). Svaka vrsta oksidacije daje specificne produkte
kao $to su hidroperoksidi, aldehidi ili polimerni spojevikoji mogu imati citotoksi¢ne ili
genotoksicne ucinke (Niki i sur., 2005). Primarni produkt koji nastaje tijekom oksidacije

lipida je hidroperoksid bez mirisa (Guillén-Sans i sur., 1998).

Hidroperoksid je vrlo nestabilan i reagira dalje stvarajuci sekundarne produkte, kao $to
su aldehidi, ketoni i1 ugljikovodici, $to dovodi do promjene boje, stvaranja neugodnog okusa i
utjeCe na vitamine (Pedrosa i sur., 2014). Primarni produkti oksidacije nastaju u ranoj fazi

oksidacije, dok se produkti sekundarne oksidacije akumuliraju u naprednijoj fazi procesa.



Tri faze oksidacije lipida su: inicijacija, propagacija i terminacija. Faze inicijacije
(jednadzbe 1.1 1 1.2) mogu biti potaknute toplinom, svjetlom, djelovanjem lipolitickih enzima

i metalnim ionima (Pedrosa, 2014).
RH+ 0, R +H0O - (1.1)
RH->R-+H- (1.2)

Slobodni radikal (R) nastaje iz slobodne molekule masne kiseline ili triglicerida.
Radikal reagira s kisikom i formira peroksidni radikal koji je potreban za proizvodnju
hidroperoksida — faza propagacije (jednadzba 1.3 i 1.4) i novih slobodnih radikala koji su

zasluzni za reinicijaciju (Guillén-Sans i sur., 1998).
R-+0, = ROO - (1.3)
ROO - +RH — ROOH +R - (1.4)

Proces se zaustavlja kada dva radikala formiraju inaktivnu tvar — faza terminacije
(jednadzbe 1.5 i 1.6) (Guillén-Sans i sur., 1998).

R-+R->R—R (1.5)
ROO - +R -— ROOR (1.6)

Reaktivni oblici kisika (ROS) ukljucuju radikale kisika i ne-radikalne derivate Kisika,
primjerice: superoksid (O2-), hidroksil (OH"), peroksil (RO), alkoksil (RO), peroksi (ROO),
hidroperoksi (HOO), vodikov peroksid (H,0,), ozon (Os) i singletni kisik (Choe i sur., 2006).

Zivi organizmi posjeduju mehanizme antioksidativnog djelovanja, koji brane
organizme od ROS-a, no ne i nakon smrti, $to rezultira nakupljanjem ROS-a u misi¢nom
tkivu (Tokur i sur., 2007). Akumulacija ROS-a u misi¢ima dovodi do oksidacije lipida $to
predstavlja glavni problem u skladistenju i preradi masne ribe. Osobito se akumulira u
tamnim miSi¢ima pelagi¢nih vrsta riba zbog prisutnosti pro-oksidanata poput hema proteina
(Hb), mioglobina, kompleksa prijelaznih metala s niskim molekulskim masama, itd. (Tokur i
sur., 2007).

Hemoglobin i mioglobin distribuiraju kisik razli¢itim tkivima u tijelu. Hemoglobin je
glavni pigment u crvenim krvnim stanicama, dok je mioglobin glavni pigment miSi¢nih

stanica (Baron i sur., 2002). Smatra se da su hemoglobin i mioglobin jedni od najvaznijih
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promotora oksidacije lipida u misi¢ima riba (Magsood i sur., 2012). ROS mogu reagirati s
bioloskim molekulama kao §to su lipidi, proteini, Seceri i vitamini te mogu Kkatalizirati
reakcije oksidacije koje ubrzavaju naruSavanje kvalitete ribe i ribljih proizvoda (Baron i sur.,
2007).ROSmogu sesmatrati opasnima za ljudsko zdravlje, mogu proizvoditiniskomolekularne
hlapive aldehide, alkohole, ugljikovodike, promijeniti funkcionalnost lipida, proteina i

ugljikohidrata te unistiti esencijalne hranjive tvari (Choe i sur., 2006).

2.4. TOPLINSKA OBRADA NAMIRNICA

Zbog kontinuiranog rasta broja zdravstveno osvijeStenih potrosaca, posebna paznja
pridaje se upotrebi minimalno preradene hrane i blage toplinske obrade ¢iji je cilj oCuvanje
hranjivih sastojaka ¢ime se osigurava njihova visoka kvaliteta i stabilnost (Iborra-Bernad i
sur., 2014). Od otkri¢a vatre, kuhanje se koristilo kao glavna metoda toplinske obrade hrane, a
cilj je produziti rok trajanja namirnice uniStavanjem mikroorganizama i inaktivacijom
odredenih enzima. Zagrijavanje takoder pomaZe u poboljSanju probavljivosti i1 osjetilnih
karakteristika krajnjeg proizvoda kao $to su izgled, boja, okus i tekstura (Iborra-Bernad i sur.,

2014).

NajceS¢e koriStene metode toplinske obrade mesa i ribe u danaSnje vrijeme su:
kuhanje, obrada pomocu mikrovalne pecnice, peCenje 1 peCenje na roStilju. Nazalost,
nabrojene metode donose niz negativnih uéinaka, kao §to su razgradnja termolabilnih
vitamina i bioaktivnih spojeva, uniStavanje stani¢nih membrana, denaturacija proteina, kao i
curenje minerala i vitamina u vodu za kuhanje (Rodriguez-Estrada i sur., 1997). Uz to, zbog
prisutnosti kisika i koristenja relativno visokih temperatura prilikom toplinske obrade, veéina
ovih metoda moze znacajno izmijeniti sastav masnih kiselina te smanjiti razinu PUFA u hrani
bogatoj lipidima. Stvaraju se nepozeljni produkti oksidacije lipida, osobito tijekom pecenja ili
przenja mesa i ribe (Gerber i sur., 2009). Stoga je izbor toplinske obrade vrlo vazan, kako bi

se osigurala dobra kvaliteta i sigurnost prehrambenih proizvoda.
2.4.1. Sous-vide metoda

Zbog navedenih razloga, sous-vide kuhanje dobiva sve vecu paznju kako kod

potrosaca, tako i u ugostiteljstvu Sirom svijeta. Francuski izraz ,,sous vide* definira se kao



termicka obrada hrane u vakuumu, u kontroliranim uvjetima temperature i vremena (Baldwin,
2012). Ova metoda podrazumijeva uporabu nizih temperatura (ispod 100°C) i dulje vrijeme
kuhanja u usporedbi s tradicionalnim metodama kuhanja (Schellekens, 1996), nakon ¢ega

slijedi brzo hladenje na 0-4°C 1 kasnije skladiStenje u rashladenom prostoru.

Sous-vide kuhanje predstavlja jednostavan postupak obrade kojim se potrosac¢ima nude
prehrambeni proizvodi spremni za jelo. Ova nova metoda moze osigurati visoku kvalitetu
proizvoda zbog smanjene koncentracije kisika unutar vakuum pakiranja (Oz i sur., 2016).
Smanjenjem gubitka vode i hlapljivih spojeva ocuvana je senzorska i nutritivna kvaliteta
hrane (Oz i sur., 2016). Takoder je otkriveno, kako sous-vide kuhanje poboljsava teksturne
karakteristike, poveéavajuéi njeznost i socnost, §to je vazno za malu djecu i starije potroSace
(Botinestean i sur., 2016). Stovie, kombinacija primjene nizih temperatura i vakuum
pakiranja u sous-vide tehnologiji moze znacajno produziti rok trajanja prehrambenih
proizvoda u usporedbi s hranom pripremljenom tradicionalnim metodama kuhanja (Diaz i
sur., 2009).

Kvaliteta ribe koja se skladisti na hladnom, smanjuje se kao rezultat nekoliko slozenih
biokemijskih 1 mikrobioloskih procesa, kao §to su endogena enzimska aktivnost, rast
anaerobne mikroflore, te oksidativni procesi u proteinima i lipidnim komponentama
(Rodriguez i sur., 2006). Riblji proizvodi su izrazito skloni oksidaciji lipida tijekom
skladistenja, zbog visokog sadrzaja PUFA, $to zna¢ajno smanjuje njihovu kvalitetu (Nguyen i
sur., 2013). Promjene senzorskih svojstava u ohladenoj ribi ukljucuju nepozeljne promjene u
okusu, boji i teksturi, te pojavu neugodnih mirisa uslijed uzeglosti i stvaranja trimetilamina
(Richards i sur., 2002). Kombinacijom niskih temperatura kuhanja sa vakuum pakiranjem,
sous-vide metoda moze odgoditi kvarenje ribe inaktiviranjem endogene proteaze i lipaze, uz

ocuvanje senzorne i hranjive kvalitete proizvoda (Baldwin, 2012).
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2.5. MEDITERANSKO ZACINSKO BILJE
2.5.1. Kadulja

Kadulja (lat. Salvia officinalis) je samonikla biljka koja raste na podrucju
Sredozemnog mora kao grm s visSegodiSnjom drvenastom stabljikom. Listovi su uski, elipti¢ni
i na dugoj peteljci. Cetverobridna stabljika je slabo razgranata ili uop¢e nije razgranata. Donji
dijelovi stabljike su drvenasti, a gornji zeljasti. Cijela biljka je prekrivena gustim dlakama te
je sivozelene do srebrnaste boje. Plod je dvoplodnicki kalavac koji se raspada na 4 oras$ci¢a
(Kustrak, 2005). Citava biljka ugodnog je i vrlo jakog mirisa. Raste u kr$kom kraju, na
kamenjaru, te ju smatraju ,,Cuvaricom tla®“. Rasprostranjena je u primorskom dijelu Hrvatske,

a cvate od svibnja do kolovoza (Kusan, 1956).

Kadulja se jo$ od povijesti koristi kao ljekovita biljka; djeluje kao antiseptik, kao
sredstvo za grgljanje kod katara grla 1 Zdrijela, koristi se za ¢iS¢enje krvi, lijeci upale crijeva,
zeluca, jetre, zuci i mokraénih puteva. Takoder djeluje kao jedno od najboljih sredstava protiv
no¢nog znojenja bolesnika s tuberkulozom. Svjezim listovima kadulje trljaju se zubi i zubno

meso da o¢vrsnu (Willfort, 1978).

Kadulja je jedna od najznacajnijih izvora prirodnih antioksidanasa koja sadrzi fenolne
spojeve i fenolne kiseline. Fenolne kiseline ¢ine 55-60% od ukupnih fenolnih spojeva u
uzorku kadulje (Jasicka-Misiak i sur., 2018). Glavni antioksidacijski u¢inak u kadulji imaju
derivati kafeinske kiseline (ruzmarinska kiselina) te flavoni (luteolin-3-glikozid). Osim
antioksidacijskog svojstva, znacajan je i antimikrobni, antialergijski i antibioticki ucinak

(Dent i sur., 2017; Aruoma i sur., 1992).
2.5.2. Lavanda

Lavanda (lat. Lavandula angustifolia) je mediteranska biljna vrsta. Preferira toplu
klimu i1 ve¢u nadmorsku visinu, iako se neke vrste uzgajaju i u kontinentalnim dijelovima.
Raste kao razgranati grm visine 30-80 cm s mnogo uspravnih izdanaka. Izdanci su gusto
prekrivenih duguljastim i uskim sivozelenim listovima (Tomasevi¢, 1982). Cvjetne stabljike
lavande dugacke su od 20-40 cm, a na vrhovima tih dugackih stabljika javljaju se sitni,
mirisni usnati cvjetovi. Lavanda ima jak, aromati¢an miris i okus, a odlikuje ga slatkasti,

cvjetni okus s osvjezavajuc¢om citrusnom notom (Siljes i sur., 1992).
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Lavanda igra veliku ulogu u lijecenju i preventivi razli€itih bolesti i tegoba kod ljudi.
Vazna je njezina ljekovitost kod probavnih smetnji (Galle, 2016). U narodnoj medicini
lavanda se cijeni zbog umirujuc¢eg djelovanja. Obi¢na lavanda koja se uzgaja tako dugo da
danas ima velik broj hibrida, bila je prvo ulje za aromaterapiju, a i dalje je odli¢na prva pomo¢
za kozne probleme, glavobolje i probavne smetnje. U obliku ¢aja ublazava glavobolju i potice

san (Airey i sur., 2007).

Lavanda je bogat izvor razliCitih skupina fenolnih spojeva (fenolnih kiselina i
flavonoida) kojima se pripisuju antioksidativna, antimikrobna, antisepticka, protuupalna i
druga svojstva. Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama,
koncentrirani u sjemenkama, kozi ili kori voca, kori drveca, lis¢u i1 cvijeéu. Velik broj
ljekovitih biljaka sadrzi flavonoide koji imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalsku
aktivnost (Rice-Evans i sur.,1995). Fenolni spojevi su zbog hidroksilnih skupina i zbog
nezasi¢enih dvostrukih veza osjetljivi na oksidaciju, $to ih ¢ini dobrim antioksidansima (Rice-

Evans i sur., 1997).
2.5.3. Menta

Metvica spada u porodicu Lamiaceae tj. usnace. NajraSirenija i najpoznatija sorta roda
Mentha je Mentha piperita L. poznata pod nazivom pepermint ili paprena metvica i Mentha
spicata L. poznata pod nazivom spearmint ili klasasta metvica. Ljekovita je i aromati¢na
biljka, ali se koristi 1 kao zacin. Ljekovite tvari nastaju izmjenom tvari u biljci tijekom njenog
Zivota tj. rasta i razvoja i one se pohranjuju u biljci. List metvice i nadzemni dio tj. stabljika sa
lis¢em najvise se koriste u ljekovite svrhe, ali takoder 1 za razne proizvode koji se dobivaju od
eteri¢nog ulja metvice. Nadzemni dio sadrzi 1-2 % eteri¢nog ulja, a list sadrzi 2-4 % eteri¢nog

ulja (Stepanovi¢ i sur., 2001).

Glavni sastojak paprene metvice je mentol koji sprjeCava stezanje glatkog crijevnog
miSica, doprinosi lijeCenju probavnih smetnji i gréeva u crijevima te pojacava osjecaj
prisutnosti zraka u bronhiolama i sinusima. Drugi glavni sastojak je menton, koji daje snazan
miris paprenoj metvici. Gorke tvari koje se nalaze u metvici poti¢u lu¢enje zuéi te pojacavaju

rad gusterace i jetre (Bowles, 2012).

Metvica je izvor antioksidativnih spojeva, koji uklju¢uju fenolne kiseline (ruzmarinska
I kavena), flavone (derivati luteolina), flavanone (derivate eriocitrina), vitamine (karotenoide i

askorbinsku kiselinu) te terpene (terpinen, timol, linalol, mentol i menton) (Riachi i sur.,
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2015). Flavonoidi su snazni antioksidansi koji oslobadaju tijelo od S$tetnih tvari, podizu

imunitet te ubrzavaju oporavak ostecenih stanica organizma.
2.5.4. Ruzmarin

Ruzmarin (lat. Rosmarinus officinalis) je trajni, razgranjeni, zeleni grm s bezbroj
Siljastih ogranaka koji samoniklo raste na podruc¢ju Mediterana. Listovi su sjedeci, tvrdi,
kozasti, vrlo uski i1 dugi 2-3cm, vrlo intenzivno i ugodno miriSu i imaju gorak i aromati¢an
okus. Vrlo je poznat u suncanim i kamenitim krajevima naseg obalnog podrucja i otocja.
Cvate od ozujka do svibnja. Cvjetovi, izdanci u cvatu i listovi koriste se u ljekovite svrhe.

Moze sluziti kao aromatik, karminativ i stimulans.

Ruzmarin moze sluziti u rjeSavanju probavnih poteskoca, za poboljsanje cirkulacije,
kao sredstvo za masazu, za ¢iS¢enje krvi i1 kao zacin. Destilacijom listova i gran¢ica dobiva se
ruzmarinovo ulje koji je sastavni dio ruzmarinove masti i koristi se takoder kao sastojak

mnogih parfema (Willfort, 1978).

Ekstrakt ruzmarina najbolji je izvor prirodnih antioksidanasa. Ima veliku koncentraciju
aktivnih tvari kao $to su ruzmarinska kiselina, karnosol, karnosolna kiselina i metil karnosol

(Skevin, 2003).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci

Za ispitivanje parametara Koristeni su uzorci lososa — 2 fileta lososa (svaki po 2,5 kg)
(slika 3), kupljeni dan prije pocetka eksperimenta, u maloprodajnom lancu ,,Ravnkloa*

(Trodnheim, Norveska). Fileti su podijeljeni na 40 djelova, podjednake mase.

Slika 3. Filet lososa, odstranjene koze, mase 2,5 kg (vlastita fotografija)
3.1.2. Reagensi

Koristeni reagensi: 2% otopine ekstrakata za¢inskog bilja kadulje, ruzmarina, mente i
lavande. Reagensi su pripremljeni na nacin da je 3 g zaCinskog bilja ekstrahirano sa 40 mL
etanola i vode (1:1), od ¢ega je napravljena 2% otopina (2 mL ekstrakta preneseno je u

odmjernutikvicu od 100 mL koja je nadopunjena vodom do oznake).
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3.1.3. Kemikalije

Koristene kemikalije navedene su u sljedecoj tablici.

Tablica 1. Kemikalije koristene u analizama (naziv, metode za koje su koriStene i nazivi

proizvodaca).
Kemikalije Metode Proizvodac
Kloroform (CHCls) TBA, lipidna ekstrakcija Merck
Metanol (CH3OH) lipidna ekstrakcija Merck
2-tiobarbiturna Kiselina (TBA) | TBA Sigma-Aldrich
Octena kiselina (CH;COOH) | PV, TBA Merck
Butilirani hidroksitoluen . .
(BHT) TBA Sigma-Aldrich
Trikloroctena kiselina (TCA) | TBA Merck
Kalijev jodid (KI) PV Merck
Destilirana voda Lipidna ekstrakcija, PV, NTNU

TBA
Natrijev tiosufat (Na;S,053) PV Merck
Natrijev sulfat (Na,SOs;) TBA Merck
1,1,3,3-tetraetoksipropan
(TEP) TBA SINTEF
Dusik (N,) (plin) Odredivanje udjela lipida

3.1.4. Oprema

Koristena oprema navedena je u sljedecoj tablici.

Tablica 2. Oprema koriStena u analizama (naziv, metode u kojima je koristena i nazivi

proizvodaca).

Oprema Metode Proizvodacé

Vorteks-mikser TBA M.SZ I\/mehaker IKA,
Njemacka

Vodena kupelj Sous-vide, TBA Grant, UK

Spektrofotometar TBA

TECAN, Infinite M200 PRO,
Austrija

Magnetna

oy e TBA
mijeSalica

Heidolph MR 3001K, Njemacka
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Analiticka vaga

Odredivanje udjela lipida, TBA,
PV

AG204 Delta Range, Mettler
Toledo, SAD

Tehnicka vaga

Odredivanje gubitka mase

Nerliens, Norveska

Homogenizator

Lipidna ekstrakcija

Ultra turex, IKA, Njemacka

Centrifuga Lipidna ekstrakcija Sorvall RC5B plus, SAD
. Universal 16A — Hettich

Centrifuga TBA Zentrifugen, Njemacka

Evaporator Odredivanje udjela lipida Pierce, Reacti-Vap, SAD

TitroLine 7800, Xylem

Automatski titrator | PV Analytics, Njemacka
Kolorimetar Odredivanje boje Konica-Minolta, Osaka, Japan
Uredaj za Sous-vide Webomatic, Njemacka

vakumiranje

Stapni mikser

Lipidna ekstrakcija

3.2. METODE

3.2.1. Priprema uzoraka

Pri dopremanju u laboratorij, ukupno 5 kg lososa, uklonjene koze, podijeljeno je na 40

podjednakih uzoraka (5 skupina po 8 uzoraka). Prva skupina sluZila je kao kontrolna te nije

tretirana ekstraktima zacinskog bilja. Ostale skupine proporcionalno su poprskane otopinama

zacinskog bilja, po svim dijelovima uzorka.

8 uzoraka tretirano je otopinom dobivenom od ekstrakta lavande, 8 otopinom

dobivenom od ekstrakta ruzmarina, 8 ih je poSpricano otopinom dobivenom od ekstrakta

kadulje te preostalin 8 otopinom dobivenom od ekstrakta mente. Tako tretirani uzorci

ostavljeni su da odstoje 5 min, sa svake strane.

Nakon toga, uzorci su upakirani u vrecice od poliamid-polipropilena te vakuumski

zatvorene na uredaju za vakuumiranje, Webomatic, Njemacka (slika 4).
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Slika 4. Uredaj za vakuumiranje, Webomatic, Njemacka (vlastita fotografija)
3.2.1. Termicka obrada
Nakon vakuumiranja, uzorci su termicki obradeni sous-vide metodom.

Svi uzorci ribe (40 komada) kuhani su u vodenoj kupelji (Grant, UK), 10 min, na 70°C
(slika 5), nakon ¢ega su polegnuti u kutiju, prekriveni ledom te postavljeni u hladnu sobu na
temperaturu od +4°C, na 15 dana. Svih 15 dana led se mijenjao 2 puta dnevno, kako bi se

odrzala temperatura.

Kroz 15 dana, svaki drugi dan (1., 3., 5., 7., 9., 11, 13. i 15. dan) na 5 razli¢itih
uzoraka (po 1 uzorak iz svake skupine) provedeno je mjerenje gubitka mase te boja. Nakon
odredivanja gubitka mase 1 boje uzorci su izmiksani pomoc¢u miksera te premjeSteni u
plasti¢ne vrecice, kako bi na tim uzorcima bili provedeni lipidna ekstrakcija, odredivanje

peroksidnog broja (PV metoda) te test tiobarbiturnom kiselinom (TBA test).
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Slika 5. Vodena kupelj, Grant, UK (vlastita fotografija)
3.2.2. Analiza gubitka mase

Kalo je odreden kao razlika u masi prije i nakon termic¢ke obrade uzorka. Izmjerena je
masa vakuumiranog uzorka prije termicke obrade (uzorak+vrecica) te je nakon termicke
obrade vre€ica otvorena, tekudina otpustena tijekom termicke obrade uklonjena je pomocu

papira te je odredena masa suhe vreéice i uzorka.
3.2.3. Odredivanje boje

Odredivanje boje provedeno je na povrsini uzorka odmah nakon otvaranja ambalaze
kako bi se sprijecila degradacija boje uzrokovana utjecajem svjetla i Kisika iz zraka (Honikel,
1998). Referentna metoda mjerenja boje ribe je ona koja koristi L*, a* i b* spektar boja. L* je
parametar svjetline mesa ribe iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 = crno, 100 = bijelo).
Vrijednost parametra a* je mjera crvenila mesa ribe iskazana vrijednostima od -60 do 60, a
iskazuje spektar od crvene do zelene boje pri cemu veca vrijednost a* parametra karakterizira
crvenije meso ribe. Vrijednost b* parametra ukazuje na spektar nijansi izmedu plave i Zute

boje, a njegova veca vrijednost oznacava izrazenost zutog dijela spektra.

Za odredivanje boje lososa koriSten je kolorimetar Konica Minolta (slika 6).
Vrijednosti za L*, a* i b* izraCunate su kao srednja vrijednost 3 mjerenja uz napomenu da su
se kod mjerenja izbjegavala podrucja s veom koli¢inom masnoce zbog Sto tocnijih i

ujednacenijih mjerenja.
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Slika 6. Kolorimetar, Konica-Minolta, Japan (vlastita fotografija)
3.2.4. Odredivanje udjela lipida
Udio lipida odreden je metodom prema Bligh 1 sur. 1959.

Oko 10 g prethodno usitnjenog uzorka lososa stavljeno je u plastiéne bocice za
centrifugu, koje su otporne na kloroform. Dodano je 10 mL destilirane vode, 20 mL
kloroforma i 40 mL hladnog metanola te homogenizirano 2 minute laboratorijskim
homogenizatorom. Nakon toga dodano je 20 mL kloroforma, homogenizirano 30 sekundi, 20

mL destilirane vode te ponovno homogenzirano 30 sekundi.

Zatim su bocice sa uzorcima postavljene u uredaj za centrifugiranje, Sorvall RC5B
plus te su centrifugirane 10 minuta na 9000 rpm. Nakon centrifugiranja dobivene su odjeljene
3 faze (slika 7): 1. Vodeno/metanolna faza (prozirna), 2. Protein faza (bijela), 3.
Lipidno/kloroformna faza (roza-zbog pigmenta ribe). Pipetmanom se lipidno-kloroformna

faza izdvaja u plasti¢ne bocice te se koristi za daljnje analize.
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Slika 7. Prikaz odjeljenih faza uzorka nakon miksanja i lipidne ekstrakcije
(vodeno/metanolna, protein i lipidno/kloroformna faza) (vlastita fotografija)

Nakon toga, precizno je izvagana masa prazne staklene epruvete (s to¢nos¢u od
0,0001g). U izvaganu epruvetu je zatim preneseno 1 mL lipidno/kloroformne faze te su
epruvete postavljene u evaporator (Pierce, Reacti-Vap, SAD). Koristenjem suhe topline
(40°C) i dusika koji se upuhuje prema dolje, direktno u staklene epruvete, evaporator ubrzava
isparavanje kloroforma (slika 8). Nakon 30 minuta epruvete su radi hladenja prebacene u

eksikator te su nakon 2 h ponovno vagane (s to¢nosc¢u 0,0001g).

Slika 8. Evaporator, Pierce, Reacti-Vap, SAD (vlastita fotografija)

Za izraCun mase lipida u 100 g uzorka koriStena je formula:
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(m, — my) * volumen kloroforma * 100

pida/1 ka =
g lipida/100 g uzorka masa uzorka (g) = isparen kloroform (ml)

gdje su:

m; — masa prazne epruvete i

m, — masa epruvete sa uzorkom, nakon isparavanja kloroforma.
3.2.6. Odredivanje peroksidnog broja

Peroksidna vrijednost lipida odredena je metodom AOCS Cd 8b-90, koja odreduje
vrijednosti peroksida u mastima i uljima. Ova metoda odreduje sve supstance u smislu
miliekvivalenta peroksida na 1000 grama uzorka koji oksidiraju Kkalijev jodid u uvjetima

ispitivanja. Dakle, ova metoda mjera je opsega primarne oksidacije lipida u uzorku.

Kako oksidacija lipida uzrokuje uzeglostili pogorSanje kvalitete masti i ulja, PV
metodom kvantitativno se odreduje jesu li, i u kojem opsegu, masti i ulja oksidirali. Metoda se
provodi u digestoru, a =zapocCinje pipetiranjem 12 mL lipidno/kloroformne faze u
Erlenmeyerovu tikvicu. Dodano je 18 mL octene kiseline te 0.5 mL otopine kalijevog jodida
(10 g kalijeva jodida razrijedeno sa 13 g destilirane vode). Zacepljena tikvica postavljena je
na titrator, TitroLine 7800, Xylem Analytics (slika 9), sadrzaj unutar tikvice je zatim
promijesan uz pomo¢ magneta 60 sekundi. Nakon toga dodano je 30 mL destilirane vode, a
elektroda i vrh titratora postavljeni su unutar otopine uzorka. Zapocinje titracija, tijekom koje
je sadrzaj tikvice neprekidno mijesan. Koristeni reagens je 0,01 M otopina natrijevog

tiosulfata. Za izracun peroksidne vrijednosti lipida koriStena je formula:

Ey
(w = F)

PV=(V-B)*T xM x
gdje su:
V — volumen koriStenog reagensa tjekom titracije uzorka, ml,
B — volumen koriStenog reagensa tijekom titracije slijepe probe, ml,
T-0.01 M,

M — molarnost (1000),

F, — faktor 1 (1,0000),
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F, — faktor 2 (1,0000),

w — masa lipida u uzorku, g.

-

Slika 9. Automatski titrator, TitroLine 7800, Xylem Analytics, Njemacka (vlastita fotografija)
3.2.7. TBA test

TBA test proveden je TBA metodom za odredivanje slobodnog malondialdehida
(MDA) i hidroperoksida, prema Schmedesu i Holmeru (1989).

Najprije su pripremljene potrebne otopine. TBA temeljna otopina pripremljenaje
otapanjem 1,44 g 2-tiobarbiturne kiseline u 50 mL destilirane vode u volumetrijskoj boci
volumena 250 mL. Boca je do oznake nadopunjena octenom kiselinom. Pripremljena otopina
je pomocu magneta promijesana 30 minuta. Otopina natrijevog sulfata (Na,SOs)
pripremljenaje u volumetrijskoj boci volumena 250 mL. Koli¢ina od 9,46 g natrijevog sulfata
razrijedena je sa destiliranom vodom do oznake. Na isti na¢in TCA otopina dobivena je
razrijedivanjem 11,43 g trikloroctene kiseline u volumetrijskoj boci (250 mL), sa nadopunom

destilirane vode do oznake.

TEP temeljna otopina dobivena je otapanjem 0,22 g 1,1,3,3-tetraetoksipropana u 100
mL destilirane vode, uz mijeSanje pomo¢u magneta. TBA radna otopina pripremljena je
mijeSanjem 180 mL TBA temeljne otopine, 120 mL kloroforma, 15 mL otopine natijevog
sulfata i 9,45 mL butiliranog hidroksitoluena (3% BHT u etanolu). Metoda je provedena u

digestoru, a zapoceta je prenosenjem 200 pL uzorka u staklene epruvete i dodavanjem 5 mL
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TBA temeljne otopine. Zatim je provedeno mijeSanje na vortexu 15 sekundi. Epruvete su
potom 55 minuta inkubirane u vruéoj vodenoj kupelji (80°C) te su poslije toga ohladene u

hladnoj vodi.

Kada su epruvete ohladene dodaje se 2,5 mL TCA otopine, nakon ¢ega se postavljaju
u centrifugu (Universal 16A-Hettich Zentrifugen) (slika 10), 10 minuta na 900 G. Standardna
krivulja dobivena je primjenom iste procedure kao i za pripremu uzoraka, osim §to je 200 pL
uzorka zamjenjeno TEP otopinom, razli¢itih koncentracija (0, 25, 50, 100, 150 i 200 pL).
Mijerena je apsorbancija (Spektofotometar TECAN, Infinite M200 PRO) (slika 11) na 238

nm, sa destiliranom vodom kao slijepom probom. Rezultati su dobiveni pomoc¢u formule:

(apsorbancija uzorka — presjek standardne krivulje)

MolTBA/glipida =
nMol /glipida (nagib standardne krivulje * ukupni udio lipida uzorka * 1000)

Slika 10. Centrifuga, Universal 16 A-Hettich, Njemacka (vlastita fotografija)
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Slika 11. Spektofotometar, TECAN, Infinite M200 PRO, Austrija (vlastita fotografija)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je proucavanje utjecaja ekstrakata zacinskog bilja na boju, gubitak
mase, koli¢inu te oksidaciju lipida sous-vide skuhanog, te razli¢ito vrijeme skladiStenog
lososa. Poznavanje oksidacijske stabilnosti lipida lososa, tijekom razliCitog vremena

skladiStenja te tretiranje ekstraktima zacinskog bilja moze biti od velike koristi za industriju.

Rezultati su prikazani graficki 1 ukljucuju standardnu devijaciju kao izracun za
odstupanja. Statisticka znacajnost razlika izmedu uzoraka provjerena je provedbom

jednosmjerne analize varijance (ANOVA).

4.1. GUBITAK MASE

Na slici 12 prikazana je ovisnost gubitka mase (%) o trajanju skladistenja.

Gubitak mase, %
25
20
15 = Kontrolni
m Kadulja
= Menta
10 B ® Ruzmarin
Lavanda
5 -
0
danl dan3 dan5 dan7 dan9 danll danl13 dan15

Slika 12. Gubitak mase (%) u sous-vide skuhanim i vakuumiranim uzorcima lososa, tretiranim

otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 i 15 dana skladistenja fileta
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Gubitak na masi kod ispitivanih uzoraka krece se od 8,22% (kod kontrolnog
uzorka,sous-vide skuhanog i vakuumiranog, skladiStenog 1 dan na +4°C) do 20,52% (kod
uzorka lososa, tretiranog otopinom ekstrakta mente, sous-vide skuhanog i vakuumiranog, te
skladiStenog 15 dana na +4°C).

Visoki postotci gubitka mase mogu se povezati S termi¢kim tretmanom, Kkoji je
primijenjen na uzorke. Termickom obradom dolazi do promjene u gradi i konformaciji
bjelanCevina u misi¢ima. Zbog tih promjena misi¢ viSe nije u mogucnosti zadrzati vodu te

dolazi do njenog otpustanja, a samim time i do gubitka mase (Toldra i sur., 2010).

Gubitak mase izmedu pojedinih uzoraka, Koji su tretirani otopinama ekstrakata te
sous-vide skuhani, zna¢ajno se ne razlikuju u odnosu na kontrolne uzorke. To pokazuje da

otopine ekstrakata mente, kadulje, ruzmarina i lavande nemaju utjecaja na gubitak mase.

Uzrok za veéi gubitak na masi u pojedinim uzorcima [uzorak tretiran kaduljom,
skladisten 1 dan (18,27%), uzorak tretiran lavandom, skladisten 15 dana (18,24%) i uzorak
tretiran mentom, skladisten 15 dana (20,52%)] moze biti mali kapacitet misi¢a (smanjeno

zadrzavanje vode), §to ovisi o dijelu fileta od kojeg je izrezan uzorak.
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4.2. ODREDIVANJE BOJE

Slike13,14 i 15 prikazuju ovisnosti parametara boje (a*, b* i L*) o danima skladi$tenja

kod ispitivanih uzoraka.

14

12 —f

10 T

dan 1 dan 3 dan 5 dan 7 dan 9 dan 11 dan 13 dan 15

u Kontrolni
m Kadulja
= Menta

® RuwZmarin

® Lavanda

Slika 13. Parametar boje a* izmjeren u sous-vide skuhanim i vakuumiranim uzorcima

lososa, tretiranim otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 i 15 dana skladiStenja

fileta. (Razlic¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite vrijednosti)
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b*
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Slika 14. Parametar boje b* izmjeren u sous-vide skuhanim i vakuumiranim uzorcima lososa,

tretiranim otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 i 15 dana skladiStenja fileta.

(Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite vrijednosti)
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Slika 15. Parametar boje L* izmjeren u sous-vide skuhanim i vakuumiranim uzorcima lososa,

tretiranim otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 i 15 dana skladiStenja fileta.

(Razlicita slova u stupcima oznacavaju statistic¢ki razlicite vrijednosti)
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Parametar a* je mjera crvenila mesa ribe iskazana vrijednostima od -60 do 60, a
iskazuje spektar od crvene do zelene boje pri ¢emu veca vrijednost a* parametra karakterizira
crvenije meso ribe. Iz prikazanih rezultata moze se uociti kako vrijednost a* parametra opada,
u usporedbi s kontrolnim uzorkom 1. dan skladiStenja, koji ima najve¢u vrijednost a*
parametra (10,62). Smanjenje navedenih vrijednosti kod uzoraka lososa povezano je sa
razgradnjom karotenoida astaksantina. Astaksantin je zasluzan za boju mesa lososa.
Astaksantin je zbog svoje nezasiCene strukture izrazito osjetljiv na oksidaciju, a kao

posljedica toga, dolazi do razgradnje astaksantina tjekom skladistenja (Ribeiro i sur., 2005).

Vrijednost b* parametra ukazuje na spektar nijansi izmedu plave i zute boje, a njegova
veca vrijednost oznacava izrazenost zutog dijela spektra. Parametar L* predstavlja mjeru
svjetlosti iskazanu u vrijednostima od 0 do 100 (O=crno a 100=bijelo). Iz dobivenih rezultata
vidljivoje kako izmedu uzoraka, kod nijednog dana skladiStenja, nema statisticki znacajne
razlike za parametar b*. Iz toga se moze zakljuciti kako termicka obrada, skladiStenje te
obrada fileta otopinama ekstrakata zadinskog bilja, nema znacajnog utjecaja na promjenu

izrazenosti zutog dijela spektra.

Visoke vrijednosti L* parametra kod uzoraka lososa mogu se povezati sa
denaturacijom 1 agregacijom sarkoplazmatskih 1 miofibrilarnih proteina, koji povecavaju
rasipanje svjetlosti (Christensen i sur., 2011). Zbog termicke obrade uzoraka lososa, 0dnosno
temperature zagrijavanja, raste L* vrijednost fileta jer dolazi do degradacije termo-labilnih
proteinskih spojeva, kao i1 gubitak vode koja utjece na lom svjetlosti (Oz i sur., 2016). Izmedu
uzoraka koji su sous-vide skuhani i tretirani otopinama ekstrakata postoje male varijacije u
vrijednosti parametara L*, no bez znacajne razlike prvih 5 dana skladiStenja. Najvecu
vrijednost L* parametra pokazuje uzorak tretiran otopinom ekstrakta mente, skladisten 11
dana (77,51), no vrijednost tog uzorka znacajno se razlikuje samo od kontrolnog uzorka, koji

nije tretiran otopinom ekstrakta zacinskog bilja.
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4.3. UKUPNI UDIO LIPIDA

Slika 16 prikazuje ovisnost udjela lipida o danima skladistenja. Udio lipida krece se od
8,46% (uzorak tretiran otopinom ekstrakta lavande, skladisten 13 dana) do 23,85% (kontrolni
uzorak, sous-vide skuhan, skladiSten 9 dana). Ovakve varijacije u rezultatima mogu se
pripisati dobivanju, odnosno rezanju uzoraka iz razlicitih dijelova fileta. 2 fileta lososa (mase
2,5 kg) rezani su na manje komade. Buduci da lipidi nisu homogeno distribuirani u filetu
lososa, udio lipida u pojedinom uzorku ovisi o lokaciji uzimanja uzorka te se moze zakljuciti
da navedene varijacije nisu posljedica tretmana ekstraktima zacinskog bilja niti ovise o

trajanju skladiStenja.

Udio lipida, %
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Slika 16. Udio lipida (%) izmjeren u sous-vide skuhanim i vakuumiranim uzorcima lososa,

tretiranim otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3, 5, 6, 7, 9, 11, 13 i 15 dana skladiStenja fileta
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4.4. ODREDIVANJE PEROKSIDNE VRIJEDNOSTI LIPIDA

Slika 17 prikazuje primarne produkte oksidacije izmjerene kao peroksidna vrijednost
(PV).

= kontrolni

Ementa

=kadulja
N ruzmarin

m lavanda

DAN1 DAN3 DANS DAN7 DANS DAN 11 DAN 13 DAN 15

Slika 17. Peroksidna vrijednost lipida (meq Ozkg™ ulja) izmjerena u sous-vide skuhanim i
vakuumiranim uzorcima lososa, tretiranim otopinama zacinskog bilja, nakon 1, 3,5, 7, 9, 11,
13 1 15 dana skladiStenja fileta. (Razli¢ita slova u stupcima oznacavaju statisticki razlicite

vrijednosti)

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da nakon 1. i 3. dana skladi$tenja uzoraka nije doslo
do znacajnog porasta peroksidnog broja uzoraka lipida lososa. Nakon 1. dana skladiStenja
vrijednosti su se kretale od 0,23 meq O.kg™ ulja (uzorak tretiran otopinom ekstrakta
ruzmarina) do 0,41 meq O.kg™ ulja (uzorak tretiran otopinom ekstrakta mente). Vidljivo je
kako nema znacajne razlike medu uzorcima. Nakon 3. dana skladistenja od 0,29 meq Ookg™
ulja (uzorak tretiran otopinom ekstrakta lavande) do 0,52 meq O,kg™ ulja (uzorak tretiran
otopinom ekstrakta ruzmarina), takoder bez znacajne razlike medu pojedinim uzorcima.

Nakon 5. dana skladiStenja uzoraka, peroksidna vrijednost pocela se povecavati.

Sli¢ne vrijednosti PV-a dobivene su i u istrazivanju Timm-Heinrich i sur. (2013) koji

su proucavali oksidativne promjene kalifornijske pastrve tijekom skladiStenja (12 dana na
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2°C). Peroksidne vrijednosti bile su ispod 0,5 meq O.kglulja tijekom prva 3 dana
skladistenja. Nakon 5 dana vrijednost se pocela lagano poveéavati do 0,56 meq O.kg™ ulja.

Na 12. dan skladiStenja vrijednosti su se povecale i do 6 meq Ookg™ ulja.

Pokazalo se da je 7. dan skladiStenja kriti¢an u viSe radova. Hernandez i sur. (2009)
proucavali su oksidaciju lipida hame tijekom 18 dana skladistenja na 4°C, i pronasli velike

razlike u peroksidnoj vrijednosti lipida od 7. dana nadalje.

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju kako su kod uzoraka lososa vrijednosti najvise
porasle tek nakon 9 dana skladiStenja (za uzorak tretiran otopinom ekstrakta mente (1,20 meq
O,kg™ ulja), otopinom ekstrakta ruzmarina (1,60 meq Ookg™ ulja) te otopinom ekstrakta
lavande (1,24 meq O2kg™ ulja), kao i kontrolni uzorak (0,52 meq O.kg™ ulja)). Moguée je da
su antioksidansi imali utjecaj na odgodu nastanka hidroperoksida, pa se tek 9. dan pokazao

kao kriti¢an.

Vidljivo je, kako ekstrakt kadulje ima najvecu efikasnost zastite uzoraka lososa od
stvaranja primarnih produkta oksidacije (9. Dan skladiStenja vrijednost uzorka tretiranog
otopinom ekstrakta kadulje znacajno se razlikuje od uzorka tretiranog ekstraktom ruZzmarina),
u odnosu na druge primijenjene antioksidanse. Ekstrakti mente, ruzmarina i lavande pokazuju

se efektivni prvih tjedan dana skladiStenja.

Mora se uzeti u obzir, da u nekim slu¢ajevima povecavana koncentracija antioksidansa

u prehrani nije uvijek povezana s poveé¢anjem stabilnosti lipida (Secci i sur., 2016).
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4.5. TEST TIOBARBITURNOM KISELINOM
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Slika 18. Stupanj oksidacije lipida (umol TBARg™ lipida) izmjeren u sous-vide skuhanim i
vakuumiranim uzorcima lososa, tretiranim otopinama zac¢inskog bilja, nakon 1, 3,5, 7, 9, 11,
13 i 15 dana skladiStenja fileta. (Razli¢ita slova po stupcima oznaavaju statisticki razlicite

vrijednosti)

TBA vrijednost nakon 1. dana skladistenja kretala se od 3,38 umol TBARg™ lipida
kod uzorka lososa koji je tretiran otopinom ekstrakta ruzmarina do 9,61umol TBARg™ lipida
koji je tretiran otopinom ektrakta mente. NajniZze vrijednosti stupnja oksidacije izraCunate su
nakon 7 dana skladistenja, a kretale su se od 1,21 pmol TBARg™ lipida (uzorak tretiran
otopinom ekstrakta kadulje) do 2,01 pmol TBARg™ lipida (uzorak tretiran otopinom ektrakta
ruzmarina). Najvece vrijednosti dobivene su nakon 13 dana skladistenja lososa, a iznosile su
od 9,34 pmol TBARg™ lipida (uzorak tretiran otopinom ekstrakta mente) do 27,20 wmol
TBARg™ lipida (uzorak tretiran otopinom ekstrakta kadulje). Na brzinu oksidacije lipida
mogu utjecati razliCiti ¢imbenici kao Sto su uvjeti obrade i skladiStenja, sadrzaj masti i
koli¢ina nezasi¢enih masnih kiselina te raspodjela PUFA u molekuli triacilglicerola,
prisutnost antioksidansa (koji su inhibitori oksidacije) i prisutnost prooksidansa (koji su
katalizatori) (Wasowicz, 2004).
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Rezultati pokazuju kako svi koristeni ekstrakti zacinskih bilja prvih 7 dana djeluju
antioksidativno. Stvaranje aktivnih oksidansa enzima moze biti sprijeCeno djelovanjem
antioksidansa. Antioksidansi uklanjaju slobodne radikale u cilju sprjecavanja autooksidacije
ili kao inhibitori Kisika u procesu foto-oksidacije. Takoder sudjeluju u reakcijama adaptacije
(Niki i sur., 2005).

Vrijednosti za uzorke koji su tretirani otopinom ekstrakata ruzmarina, lavande i
kadulje, bile su niske sve do 13. dana skladistenja. To potkrepljuje tvrdnju kako je ekstrakt
ruzmarina najbolji izvor prirodnih antioksidanasa. Ima visokukoncentraciju aktivnih tvari kao

§to su ruzmarinska kiselina, karnosol, karnosolna kiselina i metil karnosol (Skevin, 2003).

Takoder moze se uociti, kako nakon 9 dana skladiStenja TBA vrijednost za uzorak
tretiran otopinom ekstrakta mente raste na 17,89 pumol TBARg™ lipida i znacajno se razlikuje
od uzoraka tretiranih ostalim otopinama ekstrakata za¢inskog bilja. Moguce objasnjenje ovog
odstupanja je Cinjenica da i odredeni antioksidansi mogu imati prooksidativno djelovanje.
Prooksidans moze biti bilo koja tvar, ksenobiotik ili endobiotik, koja inducira oksidativni stres
poticuéi proizvodnju slobodnih radikala ili koja sprije¢ava rad antioksidanasa. Prooksidansi
mogu biti radikali sadrzani u tkivima ili molekule, ali neka istraZzivanja pokazuju da to takoder

mogu biti i antioksidansi (Palece i sur., 2010).
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5. ZAKLJUCCI

Sous-vide termicka obrada, skladistenje i tretiranje otopinama zac¢inskih ekstrakata dovode
do promjena senzorskih i1 tehnoloskih karakteristika lososa. Provedenim istrazivanjem

utvrdene su sljede¢e promjene:

o Otopine ekstrakata mente, kadulje, ruzmarina i lavande nemaju utjecaja na gubitak

mase tijekom hladnog skladistenja sous-vide pripremljenih uzoraka lososa.

o Vrijednost a* parametra, odnosno mjera crvenila mesa ribe, smanjuje se
tijekomskladistenja, u usporedbi s kontrolnim uzorkom 1. dan skladiStenja, zbog

razgradnje karotenoida astaksantina.
o Visoke vrijednosti L* parametra posljedica su termicke obrade uzoraka

o Razlike u udjelu lipida izmedu pojedinih uzoraka posljedica su nehomogene
distribucije lipida u filetu lososa te su uzrokovane razli¢itim lokacijama uzrokovanja i
ne mogu se dovesti u vezu s tretmanom ekstraktima zadinskog bilja ili trajanjem

skladiStenja.

o Peroksidne vrijednosti najvise su porasle tek nakon 9 dana skladistenja za sve uzorke,

0sim za uzorak tretiran otopinom ekstrakta kadulje.

o Ekstrakti mente, ruzmarina i lavande pokazuju se efektivni prvih tjedan dana
skladiStenja, dok ekstrakt kadulje ima najvecu efikasnost zaStite uzoraka lososa od

stvaranja primarnih produkta oksidacije.
o Svi koristeni ekstrakti zacinskih bilja prvih 7 dana skladistenja djeluju antioksidativno.

o TBA vrijednosti za uzorke koji su tretirani otopinom ekstrakata ruzmarina, lavande i
kadulje, bile su niske sve do 13. dana skladiStenja, Sto dokazuje njihovo

antioksidativno djelovanje.

o Nakon 9 dana skladistenja TBA vrijednost za uzorak tretiran otopinom ekstrakta
mente raste na 17,89 pmol TBARg® lipida — menta pocinje dijelovati kao

prooksidans.
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