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1. UVOD

U posljednje vrijeme sve je veéa potraznja za funkcionalnim proizvodima te minimalno
procesiranom hranom kojoj je oc¢uvana nutritivna vrijednost i kvaliteta. Nutrijenti prisutni u
rajcici pogodni su za ljudsko zdravlje te pomazu ocuvanju kardiovaskularnog te koStanog
sustava. RajCica obiluje 1 vitaminima, mineralima, esencijalnim aminokiselinama,
antioksidansima te fenolima (Ali i sur., 2021). Nadalje, u posljednje vrijeme uvelike se istrazuju
povoljni ucinci kanabinoida na ljudsko zdravlje, od kojih se posebno isti¢e kanabidiol (CBD).
Smatra se kako CBD ima neuroprotektivno djelovanje, ublazava posljedice kemoterapije,
inhibira rast stanica odredenih tipova karcinoma, poboljSava spavanje, ublazava mucnine te se
istiCe se kao jak antioksidans. (Mechoulam, 2007).

S obzirom na prednosti konzumacije rajcice te povoljnih karakteristika CBD-a, istrazuju se
metode koje ¢e u Sto vecoj mjeri sacuvati ranije navedene nutrijente. Jedna od takvih metoda je
i ultrazvuk Kkoji predstavlja tehnologiju obrade hrane koja inaktivira mikroorganizme pri nizim
temperaturama prilikom ¢ega ne utjee zna¢ajno na nutritivni sastav hrane te njena senzorska
svojstva (Salehi, 2020). Cesto se istrazuju uéinci ultrazvuka u odnosu na tradicionalne toplinske
tretmane.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj ultrazvuka na fizikalna svojstva te stabilnost
bioaktivnih spojeva soka i sosa rajéice s dodatkom CBD-a u odnosu na tradicionalne tretmane
(toplinski tretman te hot break tretman). Istrazivanje je ukljucivalo analizu fizikalnih
parametara (°Brix-a, pH i elektri¢cnu vodljivost) i kemijskih parametara (ukupni polifenoli,
biljni pigmenti likopen, klorofila a i klorofila b) te antioksidacijska aktivnost). Takoder je
provedena i mikrobioloSka analiza nultog i sedmog dana skladiStenja.

Konacan cilj istrazivanja bio je dobiti zdravstveno ispravan funkcionalan proizvod od

rajcice s dodatkom CBD-a u kojem su maksimalno sa¢uvani nutrijenti.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RAJCICA

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) pripada jednogodisnjim biljkama te je prepoznatljiva po
crvenoj boji ploda. Svrstava se u porodicu pomoc¢nica (Solanaceae). Vrlo se ¢esto konzumira u
svjezem ili procesiranom obliku te u se svijetu po konzumaciji i proizvodnji nalazi odmah
nakon krumpira (Pérez-Marin i sur., 2021). Najpoznatiji proizvodi od raj¢ice su sos, sok, kecap,

pelati, pasta 1 sli¢no (Kakabouki i sur., 2021).
2.1.1. Uvjeti uzgoja rajcice

Prilikom uzgoja raj€ice potrebno je obratiti paznju na uvjete kojima se ista izlaZe.
Rajcica se uzgaja u plastenicima, staklenicima i na poljima. Minimalna temperatura za klijanje
iznosi 10 °C, dok je optimalna temperatura izmedu 22 °C 1 25 °C. Rastu i razvoju pogoduje
temperatura izmedu 18 °C 122 °C. Preporuc¢ena vlaznost iznosi 55 % do 65 % uz puno svjetlosti.
Zbog razvoja korijena glineno tlo nije pogodno za uzgoj, a pH tla optimalan za rast krece se od
6 pa do 6,5. Biljka moze narasti do 3 m visine te raste razgranato. Zeleni dijelovi obrasli su
dladicama, dok su cvjetovi Zuti te se sakupljaju u grozdove (Paradikovi¢, 2002). Plodovi su u
pocetku zeleni, a sazrijevanjem poprimaju karakteristi¢nu boju sorte. Obi¢no su plodovi crvene
ili Zute boje (Lagundzija, 2021). Sadnja raj¢ice pocCinje u veljaci ili ozujku, a berba zapocinje
90 do 120 dana od sadnje (Paradikovi¢, 2002). Vrlo vazna stavka prilikom uzgoja jest i ta da je
potrebno u §to vecoj mjeri sprijeciti Stetu od patogena prisutnih u tlu. Osim temperature bitno
je voditi racuna 1 o salinitetu, utjecaju teSkih metala te se pobrinuti da biljka dobiva dovoljno

vode i nutrijenata. U svrhu povecanja rezistencije ¢esto se uvodi cijepljenje biljke (Singh i sur.,
2017).

2.1.2. Kemijski sastav

Rajcica u najve¢em udjelu sadrzi vodu, tocnije 94,52 %. Ugljikohidrati ¢ine 3,89 %
ploda, od ¢ega se 2,63 % odnosi na Secere, a 1,2 % na vlakna. Proteini ¢ine 0,88 %, lipidi 0,2
%, a pepela ima 0,5 % (Chaudhary i sur., 2018). Plod raj¢ice obiluje nutrijentima poput
vitamina, minerala, vlakana, esencijalnih aminokiselina i sli¢no. Nutrijenti prisutni u rajcici
pogodni su za ljudsko zdravlje te djeluju na nacin da preveniraju konstipaciju, smanjuju visoki
krvni tlak, pobolj$avaju cirkulaciju, odrzavaju razinu masnoc¢a u ravnotezi te strukturu i zdravlje

kostiju. Unutar ploda nalaze se topljiva i netopljiva vlakna koja pomazu kod problema s



probavom. Od vlakana najprisutniji su celuloza, hemiceluloza i pektin. Od minerala, u najve¢im
koncentracijama zastupljeni su Kkalcij, kalij, natrij, magnezij i fosfor. Najzastupljenije
esencijalne aminokiseline su glutaminska i asparaginska kiselina. Vazno je i prisutstvo vitamina
E i C te fenolnih spojeva poput kvercetina, naringenina, kafeinske kiseline, luteina. Uz 3 —
karoten, najvazniji karotenoid unutar ploda rajcice jest likopen (Ali i sur., 2021).

Likopen je prirodan crveni pigment kojeg sintetiziraju biljke i mikroorganizmi za
apsorpciju svjetla tijekom fotosinteze i zaStite uslijed fotosenzibilizacije. Neciklicki je
karotenoid molekulske formule CsoHss , te kao i ostali karotenoidi nije topljiv u vodi. (Rao i
sur., 2006). Likopen je prepoznatljiv po svojim izrazitim antioksidacijskim svojstvima te
istrazivanja dokazuju kako likopen doista ima vaznu ulogu u prevenciji kroni¢nih bolesti.
Ocituje se 1 antikancerogenim svojstvima, protuupalnim, kardioprotektivnim te pokazuje
benefit u borbi s dijabetesom (Ali i sur., 2021; Rao i sur., 2006). Procesiranje raj¢ica, poput
kuhanja ili pe€enja, ne utjeCe znatno na gubitak likopena. Osim toga, likopen se u izvornom
obliku pojavljuje u trans konfiguraciji, dok se prilikom zagrijavanja, te uz prisutstvo lipida,
likopen oslobada iz stanica ¢ime dolazi do izomerizacije u cis konfiguraciju, a time i do

povecanja biodostupnosti (Gorecka i sur., 2020).

2.1.3. Sok od rajcice

Kako bi se sacuvali od kvarenja, proizvodi se podvrgavaju tehnoloskim procesima.
Primjer takvog proizvoda je sok od raj¢ice ¢ime se nastoje sacuvati prisutni nutrijenti. Prema
Pravilniku o voénim sokovima i njima slicnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju,
Narodne novine 48 iz 2013. godine, sok od rajéice svrstava se medu voéne sokove jer se u
okviru Pravilnika raj¢ica smatra vo¢em. Propisana vrijednost suhe tvari iznosi 5,0, a dopusteno
je dodavanje soli, zacina i aromatskog bilja.

Sok od raj¢ica proizvodi se od cijelih raj¢ica. Zapocinje prihvatom, sortiranjem i
pranjem, nakon cega slijedi guljenje uz pomo¢ luZine ili pare. Potom se sirovina usitnjava te
odlazi na postupak zagrijavanja odnosno breaking postupak. Razlikuje se hot breaking (topli) i
cold breaking (hladni) postupak. Hot breaking karakterizira temperatura izmedu 93 °C 1 99 °C,
dok je cold breaking-a temperatura manja od 70 °C. Visoka temperatura prisutna kod hot
breaking postupka omogucuje inaktivaciju enzima te poveéanje viskoznosti proizvoda. Pri
tome su posebno vazni enzimi pektinmetilesteraza i poligalakturonaza pri ¢emu dolazi do
degradacije molekula pektina. Ipak, u ovom postupku dolazi do gubitka arome proizvoda. U

cold break postupku dolazi do povecanja aktivnosti enzima pri ¢emu dolazi do smanjenja



viskoznosti, a osim toga u proizvodu ne dolazi do remecenja prirodne boje i okusa. Upravo je
cold break postupak pogodniji pri proizvodnji soka od rajc¢ice (Goodman i sur., 2002). Nakon
breaking postupka slijede postupci ekstrakcije, deaeracije, homogenizacije te na kraju punjenje
u sterilnim uvjetima (Wu i sur., 2022). Sok karakteriziraju suspendirane ¢estice vece od 150
um u promjeru, a struktura soka rajéice sacinjena je od dugackih lanaca polimera celuloze,
lignina, hemiceluloze te pektina. Viskoznost soka ovisi 0 udjelu topljivog pektina i njegovom
stupnju esterifikacije. Svojstvo soka, ali i pirea ili koncentrata da ostane stabilan, ovisi 0
ukupnoj koli¢ini prisutnog pektina i strukturi molekula u sastavu istog (Wu i sur., 2008).
Prilikom procesiranja vrlo je vazno voditi ratuna o sprjecavanju mikrobne kontaminacije
uzrokovane bakterijama i plijesnima koje mogu prezivjeti u navedenim proizvodima. Prisutstvo
mikroorganizama moze uzrokovati degradaciju ugljikohidrata, proteina i1 vitamina te pojavu
neugodnog mirisa i okusa, gubitak boje te promjene u pH i teksturi. Poseban problem
predstavljaju bakterije roda Bacillus i Clostridium. Navedene sporogene bakterije prezivljavaju
tretman unato¢ visokim temperaturama. Vrlo ¢esto se u proizvodima od raj¢ice javlja i bakterija

Bacillus cereus koja prezivljava uvjete kuhanja (Sibomana i sur., 2020).

2.1.4. Sos od rajcice

Sos od rajcice proizvodi se na sli¢an nacin kao i sok. Proizvodnja zapocinje prihvatom
nakon Cega slijedi skladiStenje 1 sortiranje, zatim pranje i mehanicko guljenje. Sljedeci korak je
ve¢ spomenuti hot break postupak koji je pogodan za sos zbog inaktivacije enzima, veéeg
iskoriStenja, olakSanog pasiranja, postizanja odgovarajuce viskoznosti, postizanja homogenosti
koncentrata, ali i djelomi¢no unistenja mikroorganizama. Slijedi pasiranje, a provodi se i
deaeracija i homogenizacija. Kako bi se postigla zeljena konzistencija sosa provodi se
koncentriranje, prvo na visoj temperaturi od oko 80 °C, a zatim na niZoj temperaturi od 40 °C
do potrebnog udjela suhe tvari. Nakon koncentriranja dobiveni sos se puni u ambalazu gdje se
provodi toplinski tretman naj¢e$¢e u obliku pasterizacije, sterilizacije ili obrade visokim
tlakom. Proizvod se zatim hladi i pakira. Kontrola proizvoda podrazumijeva kontrolu curenja

sadrzaja iz ambalaze i mikrobiolosku kontrolu (Montanari i sur., 2018).

2.2. KONOPLJA

Konoplja (Cannabis sativa L.) je jednogodis$nja biljka, kritosjemenjaca, koja pripada
porodici Cannabinaceae (Jakubek, 2020). Prema nekim klasifikacijama rod Cannabis sastoji se
od samo jedne vrste, a to je Cannabis sativa. Drugi smatraju kako uz vrstu Cannabis sativa



postoje jos dvije vrste — Cannabis indica i Cannabis ruderalis. Te vrste se ponekad tretiraju i
kao podvrste Cannabis sativae (Schreiber, 2023). Danas je najzastupljenija podjela definirana
prema morfologiji biljke i kemijskom sastavu uzimajuci u obzir koli¢inu prisutnih kanabinoida.

Podjelu ¢ine Cetiri podvrste jedne vrste Cannabis sativa L. (Pollio, 2016) :

e Cannabis sativa L. subsp. sativa var. sativa
e Cannabis sativa L. subsp. sativa var. spontanea
e Cannabis sativa L. subsp. indica var. indica

e Cannabis sativa L. subsp. indica var. kafiristanica

Takoder, prema prijasnjim taksonomskim podjelama predloZena je i podjela na grupe koje
opisuju rasprostranjenost biljaka, ali i razinu kanabinoida. Navedenim grupama pripadaju
(Pollio, 2016) :

e Biljke koje nisu narkoti¢ne, uzgojene zbog vlakana za proizvodnju tkanine, ulja i1
sjemenki; Zapadna Azija i Europa; nizak udio THC-a i visok udio CBD-a

¢ Biljke koje nisu narkoti¢ne; Isto¢na Azija i Kina; nizak do srednji udio THC-a, visok
udio CBD-a

e Narkoti¢ne biljke; Juzna Azija (srediSnja); visok udio THC-a

e Narkoti¢ne biljke; Juzna Azija; visok udio THC-a, visok udio CBD-a

Narkoti¢ne biljke su one koje u svojem sastavu sadrzavaju drogu, odnosno spojeve koji

izazivaju podrazaje zivéanog sustava (Pollio, 2016).
2.2.1. Uvjeti uzgoja

Za pravilan uzgoj konoplje minimalna temperatura klijanja mora se kretati izmedu 112
°C, dok optimalna temperatura iznosi 20 °C. Problem koji se ¢esto javlja prilikom uzgoja je
preuranjeno cvjetanje gdje biljke ostaju niske odnosno dolazi do pojave nanizma. Takva pojava
javlja se Cesto u podruc¢jima visokih temperatura, gdje je sjetva obavljena prekasno te biljka
ulazi u fazu sporog rasta. Nadalje, optimalan udio vlage iznosi oko 70 %, a posebnu pozornost
treba obratiti na koli¢inu vode koju biljka dobiva. Naime, ukoliko se staja¢a voda ne ukloni oko
biljke, dolazi do potpunog unistenja iste. Sjetva se vrsi u travnju gdje je optimalna temperatura
izmedu 12 °C 1 16 °C. Berba se vrsi nakon cvatnje viSe od 50 % muskih biljaka i pojave Zenskih

cvjetova (Butorac, 2009).



2.2.2. Morfologija konoplje te njena primjena

Korijenov sustav konoplje je vretenast te prodire u tlo i do 2 m dubine. Stabljika je
uspravna te je u pocetku zeljasta, a kasnije oCvrsne odnosno odrveni. Zelene je boje te
prekrivena dlacicama koje kasnije otpadnu. Raspon u kojem moze narasti krec¢e se od 50 cm pa
sve do 6 m, ovisno o podrucju u kojem se uzgaja. Konoplja je dvodomna biljka Sto znaci da
postoje 1 muske i zenske biljke. Muske biljke karakterizira manji broj listova te rahliji cvijet
koji se sastoji od perigona 1 pet praSnika. Muske biljke nazivaju se jos i bjelojke. Kod Zenskih
biljaka stabljika je intenzivnije zelene boje, cvjetovi su smjesSteni u pazuscima listova te se
sastoje od ovojnog listi¢a, perigona i1 tucka s dvije njuSke. Takoder je kod Zenskih biljaka
korijen bolje razvijen.

Konoplja se primjenjuje za izradu obuce, odjece, tkanine, uzadi, konopa te platna zbog
vlakana prisutnih u istoj, dok se drvenasti dio koristi za izradu papira. Od sjemenki konoplje
proizvodi se ulje, a od listova ¢ajevi. Iz cvijeta konoplje mogu se izolirati kanabinoidi koji se

mogu primjenjivati u medicinske svrhe (Butorac, 2009).

2.2.3. Kanabinoidi

Kanabinoidi pripadaju skupini prirodnih tvari koji su karakteristi¢ni za biljku konoplju
te ih se moze pronaci na stotine (NIH, 2019). Kanabinoidi se svrstavaju u tri glavne skupine —
prirodne molekule u biljci, sintetizirane molekule i endokanabinoidi koji su nadeni u
centralnom zivéanom sustavu vecine zivotinja. Kao glavni kanabinoidi te ujedno najpoznatiji
isticu se tetrahidrokanabinol (THC) 1 kanabidiol (CBD). IstraZivanja su pokazala kako primjena
kanabinoida pomaze u borbi s epilepsijom, ublazava muc¢ninu i povracanje, posebice nakon
primanja kemoterapije. Takoder pomaze kod smanjenja utjecaja gubitka apetita i redukcije
tjelesne mase uzrokovane HIV-om, te u borbi s kroni¢nim bolovima i multiplom sklerozom
(Strouse, 2016).

2.2.3.1. Tetrahidrokanabinol (THC)

Tetrahidrokanabinol (THC) pripada skupini kanabinoidnih alkaloida te dolazi u obliku
viskozne smole, netopljive u vodi, no topljive u organskim otapalima poput etanola (Bujas,
2020). THC se smatra glavnom psihoaktivnom komponentom konoplje te tako izoliran THC
pripada skupini fitokanabinoida odnosno delta-9 skupini. Takoder postoji i sinteticki THC koji

se naziva dronabinol te je dostupan u pilulama kao lijek na recept. Delta-9-THC odgovoran je



za razne promjene u organizmu kao $to su katalepsija, arefleksija, euforija, neraspoloZenje,
motoricki poremecaji i slicno. Promjene koje ¢e se dogoditi ovise o organizmu. Mehanizam
djelovanja delta-9 tipa jest takav da dolazi do vezanja na G-protein dvaju kanabinoidnih
receptora poznatih pod nazivom CB1 i CB2 koji su otkriveni u tkivu sisavaca. CB1 nalazi se i
izvan i unutar centralnog zivcanog sustava, dok se CB2 nalazi iskljucivo u perifernom ziv€anom

sustavu (Tomasi¢ Paié, 2012).

2.2.3.2. Kanabidiol (CBD)

Za razliku od THC-a, CBD predstavlja nepsihotropnu komponentu unutar biljke
konoplje. Mehanizam kojim CBD djeluje nije jednak onome kod delta-9-THC-a te ima nizak
afinitet prema kanabinoidnim receptorima CB1 1 CB2. Istrazivanja pokazuju kako CBD izaziva
razli¢ite povoljne ucinke na organizam. Medu njima se istiCu poboljSano spavanje,
neuroprotektivno, antioksidativno i protuupalno djelovanje. Takoder pomaze kod
reumatoidnog artritisa, smanjuje mucninu i1 povracanje, pomaze u borbi s anksioznoscu, a
posebno se isti¢e kao potencijalni lijek kod oboljelih od karcinoma. Istrazivanja su pokazala
kako CBD u odredenim koncentracijama inhibira rast dva tipa glioma, u in vitro i in vivo
uvjetima. Odredene koncentracije uzrokovale su apoptozu stanica akutne mijeloi¢ne leukemije
bez ucinka na zdrave stanice (Mechoulam i sur., 2007).

CBD se moze primjenjivati u obliku ulja, ekstrakata, kapsula, flastera, kozmetickih
pripravaka i sli¢no. U nekim drzavama dopustena je upotreba lijeka Sativex u kojem je aktivan
sastojak CBD te je takav lijek odobren pri lijecenju multiple skleroze i bolova povezanih s
razli¢itim tipovima karcinoma. U SAD-u lijek je odobren i za odredene tipove epilepsije

(Grinspoon, 2021).

2.3. VISOKOTLACNA HOMOGENIZACIJA

Visokotlacna homogenizacija predstavlja novu netoplinsku tehnologiju koja se
primjenjuje u procesiranju hrane, kozmetici i farmaceutici. Koristi se u svrhu fragmentacije
Cestica u disperzije ili emulzije, za stvaranje stabilnih emulzija, za modifikaciju viskoznosti
teku¢ina zbog smanjenja veliCine Cestica, za olakSanu ekstrakciju metabolita te takoder za
inaktivaciju mikroorganizama, enzima i nekih virusa. Visokotlaénom homogenizacijom naziva
se proces koji upotrebljava tlakove izmedu 150 1 200 MPa, dok se upotreba tlakova izmedu 350
i 400 MPa naziva ultra visokom homogenizacijom. Standardna homogenizacija upotrebljava
tlakove od 20 do 60 MPa. Smatra se kako ultra visoka homogenizacija moZe znacajno reducirati

broj mikroorganizama te se ¢ak u tom pogledu izjednaciti s pasterizacijom (Dumay i sur., 2013).



Princip rada visokotlaénih homogenizatora jest taj da dolazi do prolaska tekuéine kroz
ventil uskog raspora uz pomo¢ pojaCivaca visokog tlaka Cime se povecava brzina, S$to
posljedi¢no rezultira smanjenjem tlaka, kavitacijom i velikim smi¢nim naprezanjem. Time su
Cestice odnosno stanice i makromolekule prisutne u suspenziji, izloZzene velikom mehanickom
stresu te postaju deformirane. Proucavane su posljedice djelovanja visokotlacne
homogenizacije na razliCita svojstva hrane, poput utjecaja na boju soka banane, strukturu pulpe
ananasa 1 mrkve, a izmedu ostalog i posljedice djelovanja na sok raj¢ice. Visokotlacna
homogenizacija uzrokovala je smanjenje viskoznosti, povecanje konzistencije, preraspodjelu
Cestica, promjenu boje i mikrostrukture soka rajCice. Takoder, tretiranjem se smanjuje potreba
za dodatkom hidrokoloida (Kubo i sur., 2013). Hidrokoloidi pripadaju skupini dugolan¢anih
polimera (polisaharidi i proteini) koji mogu stvarati viskozne disperzije ili gelove, nakon
disperzije u vodi. Razlog zbog kojeg se koriste u prehrambenoj industriji jest zbog njihove
sposobnosti modifikacije reologije, ponajprije viskoznosti i teksture, u hrani. Cesto koristeni
hidrokloidi u hrani su guar guma, alginat, pektin, Zelatina, agar, karagenan i sli¢no (Saha i

Bhattacharya, 2010).

2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuk predstavlja tehnologiju koja se temelji na mehani¢kim zvu¢nim valovima Koji
stvaraju vibracije u mediju. Dijeli se na ultrazvuk visokog te niskog intenziteta. Ultrazvuk
visokog intenziteta posebno je bitan jer se upravo taj tip koristi u prehrambenoj industriji.
Frekvencije se protezu izmedu 20 kHz 1 100 kHz te taj zvuk ljudsko uho ne moze ¢uti (Gallo i
sur., 2018). Fenomen koji nastaje uslijed ultrazvu¢nog tretmana jest kavitacija gdje dolazi do
implozije sitnih mjehuri¢a u mediju pri ¢emu dolazi do lokalne pojave visoke temperature i
tlaka. Temperature mogu doseéi i 5000°C, a tlak do 1000 bara (Skof, 2020). Kavitacije mogu
biti stabilne gdje ne dolazi do implozije ve¢ samo do sudaranja kavitacijskih mjehurica i one
koje uzrokuju imploziju (prijelazne) te dolazi do prijenosa energije u okolni medij. Ultrazvuk
se danas Cesto koristi u prehrambenoj industriji, naj¢esc¢e kako bi doslo do destrukcije stanica
te ekstrakcije intracelularnog materijala. Takoder se koristi i za deaktivaciju enzima,
homogenizaciju, emulgiranje, disperziju, stabilizaciju, kristalizaciju, sazrijevanje sirovina (Li i
sur., 2021a).

Primjena koja je posebno zanimljiva kod ultrazvuka jest ta da moze dovesti do
inaktivacije mikroorganizama pri nizim temperaturama nego kod tradicionalnih toplinskih
tretmana poput pasterizacije. Nacin na koji ultrazvuk djeluje na mikroorganizme povezan je s

ranije spomenutom kavitacijom zbog koje dolazi do pucanja stani¢nih membrana



mikroorganizama te do stvaranja slobodnih radikala, istjecanja stani¢nog materijala te kona¢no
inaktivacije i smrti mikroorganizama. Inaktivacija uvelike ovisi o primijenjenoj amplitudi,
snazi, temperaturi, volumenu uzorka, svojstvima hrane, ali i o karakteristikama
mikroorganizma (Starek i sur., 2021). Istrazivanja su pokazala kako ultrazvu¢ni tretman moze
djelovati inhibiraju¢e na mikroorganizme u soku rajcice bez znacajnog utjecaja na nutritivna i

senzorska svojstva proizvoda (Salehi, 2020).

2.5. ANALITICKE METODE

2.5.1. Metoda odredivanja ukupnih polifenola Folin — Ciocalteu reagensom

Metoda odredivanja ukupnih polifenola Folin — Ciocalteu reagensom temelji se na
kolorimetrijskoj reakciji. Folin — Ciocalteu reagens sastoji se od fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline pri ¢emu se navedene kiseline reduciraju do pripadajuc¢ih oksida
uslijed oksidacije fenolnih spojeva. Time je vidljivo kako Folin — Ciocalteu reagira s
reduciraju¢im spojevima odnosno polifenolima. Redukcijom do oksida dolazi do pojave plave
boje koja je proporcionalna koncentraciji polifenola u uzorku. Mjerenje ukupnih fenola provodi
se na UV- Vis spektrofotometru mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 765 nm. Rezultati

mjerenja najéesce se izrazavaju kao ekvivalenti galne kiseline (Lamuela-Raventos, 2018).

2.5.2. Metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

DPPH odnosno 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil metoda hvatanja slobodnih radikala ¢esto je
prvi korak u odredivanju antioksidacijske aktivnosti uzorka. Slobodni radikali se stvaraju u
bioloskim sustavima te ih je nemoguée izbjeéi. Dokazano je kako dovode do karcinogeneze,
mutageneze, kardiovaskularnih bolesti i slicno (Kedare i Singh, 2011). Antioksidansi su tvari
koji hvataju prethodno spomenute slobodne radikale, te su prirodno prisutni u bioloSkim
sustavima. DPPH je ljubicasto obojen dusikov radikal koji zbog nesparenog elektrona pokazuje
jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra. Kako bi doslo do stabilizacije DPPH potreban je
elektron donor, odnosno antioksidans. Time dolazi do reakcije koja dovodi do promjene boje

iz tamno ljubicaste u zutu (Pisoschi i Negulsecu, 2011).



2.5.3. Metoda odredivanja pigmenata

Biljni pigmenti imaju veliku ulogu u prirodi, ali i u prehrambenoj industriji gdje se
koriste kao suplementi, bojila i sl. Pigmenti daju Zeljeno obojenje, a jedni od najpoznatijih su
klorofili koji daju zelenu boju, karoteni koji daju naran¢astu boju, ksantofili 1 lutein koji su
zasluzni za zutu boju i sl. Za odredivanje pigmenata prvo se isti trebaju ekstrahirati iz, ponekad,
kompleksnog matriksa. Svi biljni pigmenti apsorbiraju svjetlo pri odredenoj valnoj duljini, dok
drugo reflektiraju. Shodno tome, Kkoncentracija pigmenata moze se odrediti
spektrofotometrijskom metodom, klasicnom 1 vrlo jednostavnom metodom. Nakon S§to su
pigmenti identificirani, koriste se razli¢ite prikladne jednadZbe kojima je moguée odrediti

njihovu koncentraciju u uzorku (Dudek i sur., 2014).

2.6. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Povrtni i voéni sokovi, isto kao i sama raj¢ica, skloni su mikrobioloskom kvarenju zbog
visokog udjela vode i hranjivih tvari. Kvarenje se javlja u obliku promjene okusa, teksture,
mirisa. Mikroorganizmi cCesto prisutni u rajéici su Escherichia coli, Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus ,Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Saccharomyces cerevisae,
Aspergillus spp.(Foram i Rukhsar, 2022).

Prema Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu, Narodne novine 74 iz 2008.
godine, prisutnost Escherichiae coli u grani¢nim je vrijednostima u rasponu od 100 do 1000
CFU/g odnosno broj kolonija formiranih po g uzorka (eng. Colony Forming Unit, CFU). Ono
vrijedi za voéne sokove, nepasterizirane, te rezano voce i povrée u gotovoj hrani. Ukoliko se
bakterija nalazi u broju ispod grani¢nih vrijednosti, hrana se oznac¢ava kao zadovoljavajuc¢a. U
navedenom pravilniku, grani¢ne vrijednosti su navedene i za Salmonellu, no ne i za ostale

mikroorganizme prisutne u povrtnim i voénim sokovima.

2.7. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA FUNKCIONALNIH PROIZVODA
NA BAZI RAJCICE

Podizanje svijesti o zdravoj prehrani potaknulo je istrazivanja vezana uz funkcionalne
proizvode. Ferro 1 sur. (2021) istrazivali su utjecaj funkcionalnog sosa rajcice na
hiperkolesterolemiju. Istrazivanje je provedeno na 108 ispitanika oboljelih od

hiperkolesterolemije koji su tijekom 6 tjedana konzumirali 150 mL sosa raj¢ice dnevno te je
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istrazivanje pokazalo znacajno smanjenje razine kolesterola. Pulpa rajcice fermentirana
bakterijama mlijecne kiseline, Lactobacillus sakei KTUO05-6, Pediococcus acidilactici KTUO5-
7 i Pediococcus pentosaceus KTUQ5-8 uzrokuje vecu biodostupnost karotenoida, S posebnim
naglaskom na likopen gdje dolazi do izomerizacije u cis formu (Bartkiene i sur., 2013). Borycka
(2017) istrazuje prehrambena vlakna dobivena iz otpada iz proizvodnje soka i sosa rajéice te ga
istice kao potencijalni dodatak prehrani. Ekstrakti nusproizvoda articoke, cvjetace, mrkve,
celera i luka dodani u sok rajéice u udjelu od 10 %, povecavaju antioksidacijsku aktivnost istog
(Larrosa i sur., 2002)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. RajcCica

Sorta raj€ice koja je koriStena za pripremu soka odnosno sosa od raj¢ice naziva se Volovsko

srce te je ista dobivena od tvrtke Ekoprom d.o.o. iz Beslinca u Hrvatskoj.

3.1.2.CBD

U svrhu istrazivanja u sok 1 sos raj¢ice dodan je CBD u obliku smole. Sorta konoplje

koriStena za dobivanje smole naziva se Futura 75. Uzorak smole dobiven je od tvrtke Bio uljara

j.d.o.o0. iz Krapine u Hrvatskoj. Smola je dobivena etanolnom ekstrakcijom te je u istu dodan

izolat CBD-a. Prema podacima Bio uljare j.d.o.o. konac¢an udio CBD-a iznosio je 60 %.

3.1.3. Laboratorijski uredaji i pribor
Uredaji:

Sokovnik Ultra Juice Meca ZC600 (Tefal, Rumilly, Francuska)

Homogenizator GEA PandaPLUS 2000 (Gea Group, Dusseldorf, Njemacka)
pH-metar HI5521 — 02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska)

Refraktometar DHR 95 (SCHMIDT + HAENSCH, Berlin, Njemacka)

Tehnicka vaga HCB 1002 (Adam Equipment, Milton Keynes, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Magnetska mijesalica s grijanjem MS-H-S (Dlab, Peking, Kina)

Analiticka vaga NBL-254i Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)

Vorteks MX-S (Dlab, Peking, Kina)

Ruéni homogenizator Tissue Master 125 (OMNI International, Kennesaw, SAD)
Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Ultrazvuéni uredaj Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

UV — VIS Spektrofotometar UV-2600i s programskom podrskom LabSolutions UV —
Vis (Shimadzu, Kyoto, Japan)

Stakleno posude:

Laboratorijska ¢asa (200 mL, 500 mL, 1000 mL)
Menzura (25 mL, 100 mL)
Odmjerna tikvica (25 mL, 100 mL, 200 mL)
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Lijevak

Kiveta od kvarcnog stakla
Termometar

Kapaljka

Stakleni Stapic¢

Ostalo posude:

Plasti¢ne posude

Sterilne caSe

Laboratorijske Zlice i Spatule
Laboratorijske ladice za vaganje

Stalak za epruvete

Falcon epruvete (15 mL, 50 mL)
Eppendorf epruvete

Pipetman Gilson (200 pL, 1000 uL, 5 mL)

Plasti¢na kiveta

3.1.4. Kemikalije

Destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

Bijeli kristal Secer (Viro tvornica Secera d.d., Virovitica, Hrvatska)
Limunska kiselina ( Podravka d.d., Koprivnica, Hrvatska)

96 % - tni etanol (Gram-mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

70 % - tni etanol

- dobiven razrjedivanjem 96 %-tnog etanola u destiliranoj vodi

Heksan (Honeywell Riedel — de Haén, Seelze, Njemacka)

Aceton P.A. (Lach — Ner, Neratovice, Ceska)

Trolox®, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina, 97 % (Acros
Organics, Geel, Belgija)

2,2-difenil-1-pikril-hidrazil —- DPPH (abcr GmbH, Karlsruhe, Njemacka)
Folin — Ciocalteu reagens (Sigma — Aldrich, Burlington, SAD)

Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema soka i sosa rajcice

Priprema soka 1 sosa raj¢ice zapocinje pripremom sirovine. Raj¢ice se najprije kratko
potope u vrucoj vodi, a zatim prebace u hladnu vodu radi lakSeg uklanjanja kozice. Nakon
uklanjanja kozice slijedi priprema soka i sosa. Za pripremu soka 1 sosa koriSten je sokovnik
Ultra Juice Meca ZC600 na kojem je potrebno bilo regulirati udio pulpe to¢nije povecati udio
pulpe u sosu, a smanjiti udio pulpe u soku. Nakon pripreme soka i sosa provedena je
homogenizacija istih, a u tu svrhu koristen je uredaj GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000.
Prije homogenizacije sok od raj¢ice je razrijeden s vodom u omjeru 4:3 pri ¢emu je u 400 mL

soka dodano 300 mL destilirane vode.

3.2.2. Podesavanje fizikalnih parametara

Nakon homogenizacije soka i sosa od rajéice uslijedilo je podesavanje fizikalnih
parametara. Mjereni su stupnjevi °Brix-a, elektri¢na vodljivost i pH. Stupnjevi Brix-a su
mjereni uz pomo¢ refraktometra. Prema uputama projektnih partnera, vrijednost °Brix-a za
netretirani sok trebao je biti 6, a za sos 14. Odskakanje od navedenih vrijednosti nadomjesteno
je dodavanjem bijelog kristal Secera. Isto tako je provedeno i mjerenje pH i elektricne
vodljivosti uz pomo¢ pH —EC metra. Takoder prema uputama, pH vrijednosti soka i sosa trebale
su iznositi 4. Odstupanje od istog prilagodava se dodavanjem limunske kiseline u obliku 50 %-
tne otopine. Otopina je pripremljena na nacin da je limunska kiselina otopljena u destiliranoj
vodi u omjeru 1:2. Navedena mjerenja provedena su netom nakon homogenizacije odnosno
nultog dana skladiStenja, ali isto tako i1 sedmog dana skladiStenja. Mjerenja fizikalnih
parametara provedena su i nakon tretiranja uzoraka. Regulacija fizikalnih parametara
dodavanjem Secera i otopine limunske kiseline obavlja se isklju¢ivo netom nakon
homogenizacije, dok se u svim kasnijim slu¢ajevima fizikalni parametri ne namjestaju odnosno

provodi se samo mjerenje.

3.2.3. Dodavanje CBD-a

Nakon podesavanja fizikalnih parametara slijedi dodavanje smole odredenog postotka
CBD-a. Dogovoreno je kako ¢e udio CBD-a u soku odnosno sosu od rajcice iznositi 1 %. Time
je bilo potrebno izracunati masu smole za odvagu u volumenu od 500 mL. Masa CBD-a koja

se mora naci u volumenu jest 5 g s obzirom da 1 % od 500 mL ¢ini upravo 5 g. Sljede¢i korak
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je racunanje ukupne mase smole koju je potrebno odvagati kako bi se osigurao zeljeni postotak

CBD-a u uzorku.
[zra¢un mase vrsi se pomocu sljedeée formule:

) m(sastojak)
m(smjesa) =

[1]

w(sastojak)

Pri ¢emu m (smjesa) predstavlja masu smole koju je potrebno odvagati, m (sastojak)
predstavlja masu CBD-a, dok o predstavlja maseni udio CBD-a. Izra¢unom je dobiveno kako
je potrebno odvagati 8,33 g smole.

3.2.4. Tretmani i uzorci

Volumen soka odnosno sosa od raj¢ice s dodatkom CBD-a koji je odvojen za analize
iznosi 500 mL. Pri tome se 100 mL uzima za tretman ultrazvukom pri amplitudi od 75%, 100
mL za tretman ultrazvukom pri amplitudi od 100%, 100 mL za hot break tretman te 100 mL za
toplinski tretman. Preostalih 100 mL se ne tretira te sluzi kao kontrolni uzorak. Od 100 mL
netretiranog odnosno tretiranog soka ili sosa odvaja se po 10 mL te prenosi u dvije Falcon
epruvete. Prva epruveta sluzi za analize koje se provode nultog dana skladistenja, dok druga
sluzi za provodenje analize nakon 7 dana skladiStenja na temperaturi od + 4°C. Nadalje, u dvije
sterilne ¢ase odvaja se po 40 mL tretiranog/netretiranog uzorka za provedbu mikrobioloske

analize nultog i sedmog dana skladistenja na temperaturi od + 4°C.

Uslijedili su tretmani ultrazvukom visokog intenziteta, hot break tretman te toplinski tretman.

3.2.4.1. Hot break tretman

Uzorci su nakon podeSavanja parametara podvrgnuti hot break tretmanu. Kako bi se tretman
proveo, potrebno je odvojiti 100 mL uzorka soka odnosno sosa od raj¢ice s dodanim CBD-om
te prenijeti u laboratorijsku ¢aSu pomoc¢u menzure. Preporucena temperatura pocetnog uzorka
1znosi 20 °C. U laboratorijsku ¢asu volumena 1000 mL preneseno je izmedu 200 1 300 mL vode
te postavljeno na magnetsku mijesalicu s grijanjem. Na magnetskoj mijesalici s grijanjem
podesena je temperatura od 90 °C te je termometrom potrebno mjeriti temperaturu vode do

postizanja spomenute temperature. Za to vrijeme priprema se posuda u kojoj se nalazi voda i
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led (ledena kupelj) koja ¢e se koristiti nakon tretmana. Nakon S$to je postignuta temperatura od
90 °C, u ¢asu s vodom uranja se ¢asa s uzorkom te neprestano mijesa uz kontrolu temperature.
Uzorak treba posti¢i temperaturu od 85 °C §to traje u prosjeku 11 minuta. Nakon postizanja
temperature od 85 °C, zapocinje mijeSanje staklenim Stapi¢em u trajanju od 3 minute, nakon
cega se ¢asa s uzorkom prebaci u ledenu kupelj te neprestano mijesa 9 minuta. Uzorci se potom
odvajaju u sterilne ¢aSe za mikrobiolosku analizu te Falcon epruvete za odredivanje parametara,
ukupnih polifenola, antioksidacijske aktivnost te pigmenata. Navedene analize provode se za

sve tretirane uzorke, kao i za kontrolni uzorak, nultog dana te sedmog dana skladistenja (+4°C).

3.2.4.2. Toplinski tretman

Za provodenje toplinskog tretmana potrebno je odvojiti 100 mL uzorka soka odnosno
sosa s dodatkom CBD-a. Na magnetsku mijeSalicu s grijanjem postavljena je laboratorijska
¢asa od 1000 mL s 200 do 300 mL vode. U ¢asu s vodom uronjena je ¢aSa s uzorkom te je
mjerena temperatura. U trenutku postizanja temperature od 60 °C zapocinje mijeSanje u trajanju

od 3 minute ¢ime taj proces zavrsava.

3.2.4.3. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta

Tretman ultrazvukom odnosno termosonifikacija takoder zapocinje odvajanjem 100 mL
uzorka u laboratorijsku agu. Casa se potom postavlja unutar kuéista uredaja te se u uzorak
uranja sonda promjera 12 mm te termo¢lanak. Casa se postavlja paZljivo na na¢in da sonda ne
dodiruje rubove case te da je dovoljno uronjena za pravilno izvodenje tretmana. Na zaslonu
kudiSta ultrazvucnog uredaja podeSavaju se parametri amplitude te vrijeme tretiranja.
Amplituda kori$tena u tretmanu iznosila je 75 % za prvi uzorak te 100 % za drugi uzorak.
Temperatura je iznosila 60 °C za oba uzorka, dok je vrijeme tretiranja iznosilo 3 minute. Kako
bi se sprijeCilo dodatno povecanje temperature te pregrijavanje uzorka, tijekom tretmana
pazljivo je pracena temperatura te je po potrebi tretman prekinut, a ¢asa s uzorkom uronjena u

ledenu kupelj. Potom je ¢asa ponovno vra¢ena na tretiranje do zavrsetka tretmana.

3.2.4.4. Oznacavanje uzoraka
Svi uzorci su homogenizirani pri tlaku od 1000 bara. Ukupno je dobiveno 5 uzoraka
soka s dodatkom CBD-a te 5 uzoraka sosa od raj¢ice s dodatkom CBD-a. U Tablici 1 navedeni

su uzorci zajedno s pojasSnjenjima njihova znacenja.
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Tablica 1. Oznake uzoraka te njihova znacenja
Sos od rajcice s dodatkom CBD-a
Oznaka Znacenje
Kontrolni uzorak —
CSCBD netretirani uzorak
sosa
Uzorak sosa
TSCBD tretiran hot break
tretmanom
Uzorak sosa
HBSCBD tretiran toplinskim
tretmanom
Uzorak sosa
tretiran
USIGEE ultrazvukom
visokog intenziteta
pri amplitudi od 75
%

Uzorak sosa
tretiran
ultrazvukom
UsS2CBD ) ) )
visokog intenziteta
pri amplitudi od

100%

CBD - kanabidiol

Sok od rajcice s dodatkom CBD-a
Oznaka Znacenje
Kontrolni uzorak
CJCBD — netretirani
uzorak soka
Uzorak soka
TJCBD tretiran hot break
tretmanom
Uzorak soka
HBJCBD tretiran toplinskim
tretmanom
Uzorak soka
tretiran
S ultrazvukom
visokog
intenziteta pri
amplitudi od 75 %
Uzorak soka
tretiran
ultrazvukom
UJ2CBD visokog
intenziteta pri
amplitudi od
100%

U Tablici 2 navedene u dopunske oznake uzoraka te njihova zna¢enja. Svi su uzorci

skladiSteni na temperaturi od 4 °C.
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Tablica 2. Dopunske oznake uzoraka te njihova znacenja

Dopunska oznaka Znacenje
0. dan Uzorak analiziran nultog dana skladiStenja
7.dan Uzorak analiziran sedmog dana skladistenja (+ 4°C)

3.2.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti provodilo se spektrofotometrijski koristeci
DPPH metodu prema Brand — Williams i sur. (1995) uz modifikacije partnera projekta. Prvi
korak u odredivanju antioksidacijske aktivnosti jest pripremiti otopinu DPPH. Za pripremu
otopine potrebno je izvagati 2,4505 mg DPPH na analitickoj vagi te navedenu masu prenijeti u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuniti 96 %-tnim etanolom. Slijedi priprema otopina za
izradu bazdarnog dijagrama.

Bazdarni dijagram prikazuje ovisnost apsorbancije o koncentraciji Troloxa, pri ¢emu su
koncentracije poznate te navedene u uputama partnera projekta. Za pripremu otopina standarda
koriste se koncentracije od 25, 50, 100, 200 i 250 uM Troloxa koje se otapaju u 96 %-tnom
etanolu. Reakcija se postavlja na nacin da se odpipetira 1850 pL otopine DPPH te 150 uL
Troloxa. Za slijepu probu, koja se radi u 3 paralele, umjesto 150 pL Troloxa koristi se 70 %-tni

etanol. Za pripremu 70 %-tnog etanola potrebno je razrijediti 96 %-tni etanol.

Volumen potrebnog etanola racuna se prema sljede¢oj formuli:
C1*V1=C2*V2 [2]

Pri ¢emu V1 predstavlja volumen 96 %-tnog etanola koji je potrebno dodati te nadopuniti

destiliranom vodom kako bi se dobio 70 %-tni etanol.

Nakon dodavanja otopine DPPH te otopine Troloxa, odnosno etanola za slijepu probu,
potrebno je provesti reakciju u tami tijekom 30 minuta. Nakon isteka vremena slijedi
odredivanje apsorbancije na 515 nm pomocu spektrofotometra gdje se za svaki uzorak
postavljaju 3 mjerenja te na kraju uzima srednja vrijednost.

Kako bi se izra¢unao postotak inhibicije DPPH koristi se sljedec¢a formula:

IR _ (Ao — 44
% inhibicije DPPH = — )" 100 [3]
0

Ao odnosi se na apsorbanciju slijepe probe, dok A: predstavlja apsorbanciju uzorka.
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Sljede¢i korak jest izrada bazdarnog dijagrama u programu Microsoft Excel 365 gdje y-0s
predstavlja izracunati % inhibicije DPPH, dok se na x-0si nalaze poznate koncentracije

standarda Troloxa u uM. Bazdarni dijagram prikazan je na slici 1.

80

60

50
y=0,2841x-1,3067
R?=0,9975 .
40

%-tak inhibicije DPPH

20

10

0 50 100 150 200 250 300

Koncentracija Trolox-a (pmol/L)

Slika 1. Ovisnost % -tka inhibicije DPPH o koncentraciji Troloxa®
Jednadzba pravca:

y = 0,2841x — 1,3067  R% = 0,9975 [4]

Uz % inhibicije te koncentraciju Troloxa®, jednadzba bazdarnog dijagrama prikazuje i
koeficijent determinacije §to je oznadeno kao R2.

Kako bi se odredila antioksidacijska aktivnost uzoraka soka odnosno sosa rajice s
dodatkom CBD-a, potrebno je najprije pripremiti uzorke kako bi bili pogodni za reakciju.
Uzorci se pripremaju na nacin da se na tehnickoj vagi u Falcon epruveti izvaze 2 g uzorka
raj¢ice s dodatkom CBD-a te doda 15 mL 70 %-tnog etanola. Uzorci se zatim homogeniziraju
30 sekundi do 1 minute koriste¢i ru¢ni homogenizator pri 14000 rpm. Nakon toga, uzorke je
potrebno centrifugirati kroz 5 minuta na 5000 rpm koriste¢i Eppendorf 5430 centrifugu. Nakon
centrifugiranja jasno se vidi izdvojeni supernatant ¢iji se volumen odvaja za reakciju. Tako
pripremljen uzorak moze se po potrebi i skladistiti na -20 °C. Slijedi postavljanje reakcije na
jednak nacin kao i za pripremu bazdarnog dijagrama gdje se umjesto Troloxa®, u Eppendorf
epruvetu s DPPH otopinom, dodaje dobiveni uzorak. Pri tome treba obratiti paznju na otopinu
DPPH koju je potrebno svjeze pripremiti i ¢uvati u hladnjaku bez prisustva svijetla. Nakon
reakcije slijedi mjerenje na spektrofotometru na valnoj duljini od 515 nm. Izra¢un % inhibicije
vrsi se uz pomo¢ formule [3], dok se izracunati postotak koristi u jednadzbi [4]. Iz jednadzbe

[4] dobiva se informacija o antioksidacijskoj aktivnosti izrazenoj kao UM ET, odnosno
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ekvivalent Troloxa®. S obzirom da se vrijednosti apsorbancije krecu izmedu 0 i 1, mjerenja
koja pokazuju vece vrijednosti od 1 potrebno je ponoviti te po potrebi razrijediti te kasnije

pomnoziti faktorom razrjedenja prilikom racunanja.

3.2.6. Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanju koncentracije ukupnih polifenola takoder prethodi izrada baZzdarnog
dijagrama. U ovom se slucaju ne koristi Trolox®, ve¢ standard galne kiseline to¢no odredene
koncentracije. Reakcije su postavljene prema uputama partnera projekta pri ¢emu su koristena
modificirana metoda Singletona i Rossija (1965). Na pocetku je potrebno pripremiti otopine
standarda galne kiseline otapaju¢i galnu kiselinu u 70 %-tnom etanolu do postizanja
koncentracije od 0,1 mg/mL. Iz polazne otopine galne kiseline pripremljeni su standardi u
koncentracijama od 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,003125 i 0,0015625 mg/mL. Potom slijedi
priprema otopine A 1 otopine B. Otopina A priprema se na nacin da se otpipetira 10 mL Folin
— Ciocalteu reagensa u Falcon epruvetu te nadopuni s 90 mL destilirane vode te vorteksira.
Otopina B priprema se kvantitativnim prenosenjem 7,5 g bezvodnog natrijeva karbonata u
odmjernu tikvicu od 100 mL pri ¢emu je tikvicu potrebno nadopuniti destiliranom vodom do
oznake. Slijedi postavljanje reakcije.

Za postavljanje reakcije potrebno je u Eppendorf epruvete redom otpipetirati 200 pL
otopine galne kiseline, 800 uL otopine A i 1000 pL otopine B. Sadrzaj se vorteksira, a reakcija
se odvija u tami 30 minuta. Za pripremus slijepe probe umjesto galne kiseline dodaje se 70 %-
tni etanol. Nakon odvijanja reakcije slijedi centrifugiranje pri 5000 rpm tijekom 5 minuta u
Eppendorf 5430 centirifugi. Apsorbancija se mjeri na 765 nm koriste¢i UV-Vis
spektrofotometar. Koriste¢i program Microsoft Excel 365 dobiven je bazdarni dijagram pri
¢emu y-0S predstavlja izmjerenu apsorbanciju, a x-0s poznate koncentracije standarda galne

kiseline izrazene u mg/mL (Slika 2).
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Slika 2. Ovisnost apsorbancije o koncentraciji galne kiseline

Jednadzba bazdarnog dijagrama glasi:

y = 10,263x + 0,0855 R? = 10,9885 [5]

Koeficijent determinacije oznaden je kao R2.

Priprema uzoraka proizvoda na bazi rajéice s dodatkom CBD-a za reakciju provodi se
na jednak nacin kao 1 za ispitivanje antioksidacijske aktivnosti $to je opisano u potpoglavlju
3.2.6, a reakcija se provodi na isti nacin kao i kod izrade bazdarnog dijagrama. Umjesto
dodavanja galne kiseline, dodaje se supernatant dobiven centrifugiranjem uzorka. Na kraju,
mjeri se apsorbancija uzoraka u dvije paralele ¢ija se vrijednost upisuje u jednadzbu [5].

Konacan rezultat izrazava se kao mg EGK/mL odnosno ekvivalenti galne kiseline.

3.2.7. Odredivanje koncentracije pigmenata

Za odredivanje koncentracije pigmenata koristi se metoda Nagatae i Yamashitae (1992)
pri ¢emu se koncentracije razliCitih pigmenata odreduju istovremeno. Na pocetku je potrebno
izvagati 1 g uzorka proizvoda na bazi rajc¢ice s dodatkom CBD-a u Falcon epruveti. Nakon toga
se dodaje mjeSavina acetona i heksana u omjeru 2:3 u volumen od 10 mL. Sadrzaj se
homogenizira ru¢nim homogenizatorom pri 14000 rpm 30 sekundi do 1 minute pri ¢emu dolazi
do automatskog razdvajanja faza te se supernatant uzima za provodenje reakcije. Supernatant
se izravno pipetira u plasti¢nu kivetu te podvrgava mjerenju na spektrofotometru pri valnim

duljinama od 663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm. Slijepa proba umjesto uzorka sadrzi
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spomenutu smjesu acetona i heksana (2:3). Mjerenje se provodilo 5 puta te je na kraju

izraCunata srednja vrijednost istih.

Rezultat se uvrStava u sljedece jednadzbe:
Likopen = —0,0458 x Agg3 + 0,204 * Agys + 0,372 * Agps — 0,0806 * Ay [6]
Klorofil a = 0,999 * Aggs — 0,0989 * Agys [7]
Klorofil b = —0,328 x Aggz + 1,77 * Agys [8]

Slovo ,,A* oznacava apsorbanciju, a indeks pored pripadaju¢u valnu duljinu. Koncentracija

pigmenata izrazava se kao mg/100 mL.

3.2.8. Mikrobioloska analiza

Mikrobioloska analiza provedena je od strane Centra za kontrolu namirnica (CKN)
Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta. CKN navodi kako je za potrebe ispitivanja koristena
standardna oprema 1 materijal laboratorija Sto ukljucuje autoklav i hladnjak za pripremu 1
Cuvanje podloga, vage za pripremu podloga i uzoraka, prikladne termostate za inkubaciju te
adekvatno posude. Metode koje su se koristile spadaju pod standardne ISO metode te su
navedene u Tablici 3. Za pripremu osnovnog razrjedenja koristila se puferirana peptonska voda
u omjeru 1:10. Osnovno razrjedenje od 107 inokulirano je na povr$inu hranjivih podloga, a
nakon inkubacije su izbrojene porasle specificne kolonije. Rezultati su izrazeni kao CFU/g
uzorka.
Kako bi se izrazila redukcija ili povecanje mikroorganizama u odnosu na kontrolni uzorak,
koristi se sljedec¢a formula:

cfu kontrolnog uzorka

[9]

ogredukcije =logo( cfu tretiranog uzorka

Tablica 3. Mikrobioloske analize za odredene mikroorganizme prema standardnim metodama

) _ Inkubacija i N
Mikroorganizam Metoda N Hranjiva podloga
vrijeme
HRN ISO 16649-
Escherichia coli 44 °Cl/ 24 h TBX agar

2:2001
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Tablica 3. Mikrobioloske analize za odredene mikroorganizme prema standardnim metodama

- nastavak
Aerobne
HRN EN I1SO
mezofilne 30°C/72h PCA agar
N 4833-1:2013
bakterije
o HRN ISO 21527-
Plijesni 25 °C/ 5 dana DRBC agar
1:2012
Prema Americkom
) MRS agar + TSA
Bacillus coagulans drustvu za 30 °C/ 3-5 dana
agar

mikrobologiju

3.2.8.1 Escherichia coli i TBX agar

TBX (eng. Tryptone-Bile-X-Glucuronate) agar predstavlja podlogu selektivnu za
mikroorganizam Escherichia coli. Za pripremu 1 L medija koristi se 20 g triptona, 1,5 g zu¢nih
soli, 75 mg 5-bromo-4-kloro-3-indolil B-D-glukuronata (BCIG) i 9 g agara. Prema podacima
tehnickog lista dostavljenog od strane CKN-a, reakcija se temelji na posjedovanju B-D-
glukoronidaze u bakteriji Escherichia coli, pri ¢emu ona cijepa spomenuti BCIG te uzrokuje
pojavu plave boje kolonija. Pripremljeni medij je potrebno zagrijati do vrenja uz mijeSanje, a
nakon toga prenijeti u ve¢ odabrano posude te sterilizirati u autoklavu na 121 °C, 15 minuta.
Medij se kasnije ¢uva na temperaturi od 47 do 50 °C.

Inokulacija se vr$i na na¢in da se 1 mL uzorka prenese na Petrijevu zdjelicu, a potom
doda 15 mL TBX-a. Takva tehnika naziva se eng. Pour plate inoculation. Inkubacija se vrsi u

uvjetima navedenih u Tablici 3, nakon Cega slijedi brojanje plavih do zeleno-plavih kolonija.

3.2.8.2. Aerobne mezofilne bakterije i PCA agar

PCA (eng. Plate Count Agar) agar koristi se u mikrobiologiji za brojanje aerobnih
mezofilnih bakterija u mlijeku, mesu, kozmetici, farmaceutici i slicno. Za pripremu 1 L medija
koristi se 5 g triptona, 2,5 g kvascevog ekstrakta, 1 g glukoze i 12 g agara. Slijede jednaki
postupci pripreme prethodno opisani u potpoglavlju 3.2.9.1. uz PCA agar te jednaka Pour plate
metoda osim $to se u ovom sluc¢aju moze dodati jo§ 4 mL sterilnog agara po potrebi te je vrijeme

inkubacije drugacije te navedeno u Tablici 3.
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3.2.8.3. Bacillus coagulans i MRS i TSA agar

Za pripremu MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agara koristi se 10 g/L univerzalnog
peptona, 20 g/L D-glukoze, 5 g/ mesnog ekstrakta te jednaku koncentraciju kvaScevog
ekstrakta. Potom 2 g/L dikalijevog fosfata te toliko i diamonijevog hidrogen citrata. Zatim 5
g/L natrijevog acetata, 0,1 g/L magnezijevog sulfata 0,05 g/L manganovog sulfata te 12 g/L
agara. Smjesa se otapa u destiliranoj vodi te se dodaje Tween 80 u volumenu od 1 mL te
nadopunjava do 1 L. Slijedi ve¢ spomenut proces kuhanja te autoklaviranja.

Zapripremu 1 L TSA (eng. Tryptic Soy Agar) agara koristi se 15 g tripton peptona, 5 g
Phyton peptona, 5 g natrijevog klorida te 15 g agara. Slijedi postupak kuhanja i autoklaviranja.

Za provodenje inkubacije potrebno je nanijeti 0,1 mL uzorka na podlogu. Uzorak se
nanosi na oba navedena agara, na MRS za brojanje, a na TSA kako bi se potvrdilo da se zaista

radi o toj bakteriji.

3.2.8.4. Plijesni i DRBC agar

DRBC (eng. Dichloran-Rose Bengal Chloramphenicol) agar specifiCan je agar za
kvasce i plijesni. Sastoji se od 10 g/L D-glukoze, 5 g/L peptona, 1 g/L monokalijeva fosfata, 1
g/L magnezijeva sulfata, 0,002 g¢/L diklorana, 0,025 g/L rose bengal boje, 0,1 g¢/L
kloramfenikola te 12 do 15 g/L agara. Ponovno slijedi kuhanje te autoklaviranje, a nakon toga

inokulacija 1 mL uzorka na povrSini agara te inkubacije i brojanje poraslih kolonija.

3.3. OBRADA REZULTATA

Dobiveni rezultati obradeni su u programu Microsoft Excel 365.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu provedena su 2 toplinska tretmana te 2 ultrazvu¢na tretmana, na uzorcima
soka 1 sosa od raj¢ice s dodatkom CBD-a. CBD je u ovom radu dodan zbog ranije opisanih
svojstava povoljnih na ljudsko zdravlje. Tretman koji je odabran jest ultrazvuk jer predstavlja
zelenu tehniku obrade hrane. Metode koje su usporedene s ultrazvukom jesu toplinski tretman
i hot break tretman.

Ispitivan je utjecaj navedenih tretmana i vremena skladistenja na fizikalne parametre poput
pH, stupnjeva Brix-a te elektricne vodljivosti. Nadalje, ispitivan je i utjecaj na koncentraciju
ukupnih polifenola i pigmenata te na antioksidacijsku aktivnost. Provedena je usporedba
izmedu tretmana te usporedba ovisna o vremenu skladi$tenja uzoraka. Svi su rezultati prikazani

tabli¢no.

4.1. UTJECAJ 1 USPOREDBA TRETMANA I VREMENA SKLADISTENJA NA
FIZIKALNO-KEMIJSKE PARAMETRE

4.1.1. Utjecaj tretmana na fizikalne parametre

4.1.1.1. Utjecaj tretmana na fizikalne parametre sosa od rajcice s dodatkom CBD-a

Rezultati mjerenja fizikalnih parametara sosa od rajéice s dodatkom CBD-a prikazani
su graficki na slici 3. Rezultati prikazuju pH vrijednosti, elektri¢cnu vodljivost (G) te °Brix-a
netretiranih uzoraka te uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta, hot break-om te
toplinskim tretmanom. Mjerenja su izvrSena na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja pri

temperaturi od 4 °C.
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Slika 3. Graficki prikaz rezultata mjerenja fizikalnih parametara uzoraka sosa od rajcice s
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dodatkom CBD-a nultog i sedmog dana skladiStenja

*G — elektri¢na vodljivost

CBD - kanabidiol; CSCBD - netretirani uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a; TSCBD — uzorak sosa rajéice s
dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBSCBD — uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran hot
break tretmanom; US1CBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri
amplitudi od 75 %; US2CBD - uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta
pri amplitudi od 100 %

Iz grafickog prikaza je vidljivo kako u svim tretiranim uzorcima dolazi do povecanja
vrijednosti °Brix-a. Najvee poveéanje zabiljezeno je u uzorku podvrgnutom toplinskom
tretmanu te ono iznosi 100 %. Sli¢nu pojavu biljeze Mukhtar i sur. (2022) provodeci toplinski
tretman pri 70 °C tijekom 10 minuta te 85 °C tijekom 30 sekundi, na uzorku soka Secerne trske.
Takoder, poveéanje temperature uzrokuje isparavanje vode pri ¢emu dolazi do koncentriranja
uzorka te posljedi¢no povecanje °Brix-a (Baltacioglu, 2022). Usporeduju¢i amplitude pri
kojima je proveden ultrazvuk, vidljivo je kako medu njima nema znacajne razlike u
vrijednostima stupnjeva Brix-a. Povecanje stupnjeva Brix-a nakon tretmana ultrazvukom
zabiljezeno je i na uzocima soka od mrkve u radu Zoua i Jianga (2016). Autori tretman provode
u ultrazvuénoj kupelji pri snazi od 0,5 W/cm? te frekvenciji od 40 kHz. Poveéanje °Brix-a
pripisuju povecanoj efikasnosti ekstrakcije uslijed djelovanja ultrazvuka. Rezultati mjerenja
pokazuju kako se stupnjevi Brix-a poveéavaju nakon hot break tretmana. Istrazivanjem
svojstava sosa od rajc¢ice Koh i sur. (2011) primjeéuju istu pojavu nakon provodenja hot break
tretmana. Tretman je proveden pri temperaturi od 93 °C tijekom 5 minuta. Nakon 7 dana

skladiStenja dolazi do smanjenja °Brix-a u svim uzorcima. Jha i sur. (2012) zabiljezili su
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smanjenje stupnjeva Brix-a na uzorku pirea jabuke tijekom vremena skladistenja. Razlog tome
je potencijalna konverzija Secera u Skrob ¢ime pire postaje manje sladak.

pH vrijednosti se u tretiranim uzorcima povecavaju, osim kod uzorka tretiranog hot
breakom gdje se ista smanjuje. Povecanje pH vrijednosti moze se pripisati hidrolizi nekih
polisaharida u disaharide pri ¢emu dolazi do povecanja slatkoce te smanjenja kiselosti Sto u
svojem radu dokazuju Rehman i sur. (2014) proucavaju¢i voéne koncentrate. Najvece
povecanje javlja se u uzorku tretiranim ultrazvukom te ono iznosi 12 %. Usporeduju¢i pH
vrijednosti medu amplitudama ultrazvucnog tretmana, vidljivo je kako je pH veéi u uzorku
tretiranom pri amplitudi od 75 % te to povecanje, u odnosu na amplitudu od 100 %, iznosi 0,93
%. Kako bi se umanjila mogucnost kvarenja, pH proizvoda od rajcice ne bi smio biti visi od
4,4, stoga 1 minimalna povecanja iznad te razine utjecu na mikrobiolosku stabilnost (Aykas i
sur., 2020). Podaci iz literature takoder pokazuju povecanje pH vrijednosti nakon toplinskog
tretmana pri 5, 10 i 15 minuta, na temperaturama od 50 °C i 70 °C. Istrazivanja su se provodila
na soku biljke noni. Razlog tome je $to pri visokim temperaturama dolazi do gubitka organskih
kiselina $to smanjuje ukupnu kiselost medija te shodno dolazi i do povecanja pH vrijednosti
(Maskat i Tan, 2011).Tijekom skladiStenja uzoraka uocavaju se neznatne promjene u pH. Sli¢no
opisuju Dhansu i sur. (2023) u soku Secerne trske.

Usporedujuci elektri¢nu vodljivost uzoraka, vidljivo je kako je vodljivost ve¢a nakon
provodenja tretmana. Najvece povecanje javlja se u uzorku tretiranim hot break-om te iznosi
254 %. Povecanjem temperature dolazi do povecanja pokretljivosti iona pri ¢emu dolazi do
povecanja vodljivosti u mediju (Icier i Ilicali, 2005). Povecanje elektricne vodljivosti
ultrazvuénog tretmana pripisuje se otpusStanju minerala i vitamina iz stanica gdje tretman
potpomaze oslobadanju istih (Zou i Jiang, 2016). Povecanje vrijednosti elektricne vodljivosti
toplinskog tretmana javlja se nakon izlaganja medija visokim temperaturama §to uzrokuje
promjene u strukturi makromolekula te olakSava otpuStanje minerala. Takva je pojava
zamijecena u toplinskom tretmanu pirea jagode (Cheng i sur., 2014). Tretman je proveden na
temperaturi od 90 °C tijekom 60 sekundi. Nakon 7 dana skladiStenja dolazi do smanjenja
vodljivosti u tretiranim uzorcima te do povecanja u kontrolnom uzorku. Najvece smanjenje

zabiljezeno je u uzroku tretiranim hot break — om te iznosi 65 %.

4.1.1.2. Utjecaj tretmana na fizikalne parametre soka od rajcice s dodatkom CBD-a

Rezultati mjerenja fizikalnih parametara soka od rajéice s dodatkom CBD-a prikazani
su graficki na slici 4. Rezultati prikazuju pH vrijednosti, elektricnu vodljivost (G) te °Brix-a

netretiranih uzoraka te uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta, hot break-om te
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toplinskim tretmanom. Mjerenja su izvrSena na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja pri

temperaturi od 4 °C.
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Slika 4. Grafi¢ki prikaz rezultata mjerenja fizikalnih parametara uzoraka soka od rajcice s
dodatkom CBD-a nultog i sedmog dana skladistenja

*G - elektri¢na vodljivost

CBD - kanabidiol; CIJCBD - netretirani uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a; TICBD — uzorak soka rajéice s
dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBJCBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran hot
break tretmanom; UJ1CBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri
amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta
pri amplitudi od 100 %

Iz grafickog prikaza je vidljivo kako se °Brix-a neznatno povecavaju nakon tretiranja u
svim uzorcima osim u slu¢aju uzorka HBJCBD. Ovdje dolazi do smanjenja vrijednosti, a isto
se javlja i u svim skladiStenim uzorcima. Najve¢e smanjenje zabiljeZzeno je kod uzorka
tretiranim toplinskim tretmanom te ono iznosi 94 %. Smanjenje °Brixa nakon procesiranja i
tijekom skladistenja javlja se u sokovima zbog Maillardovih reakcija te oksidacijskih reakcija
(Silva i sur., 2020).

pH uzoraka povecava se nakon tretiranja, no ta povecanja nisu znac¢ajna. Neznacajne
promjene pH biljeze Silva i sur. (2020) tretiraju¢i sok narance ultrazvukom visokog inteziteta
pri frekvenciji od 20 kHz tijekom 10 minuta na maksimalnoj temperaturi od 51 °C. Tijekom
skladiStenja dolazi do smanjenja pH vrijednosti kod svih uzoraka. Smanjenje pH oprecno je

rezultatima studija Singha i Sharmae (2017) gdje skladiStenjem dolazi do povecanja pH. Naime,
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u sastavu vo¢nih i povrtnih sokova prisutne su organske kiseline koje se tijekom skladiStenja
degradiraju u Seéere i soli, Sto rezultira povecanjem pH. Takoder, visoka temperatura
procesiranja moze dodatno ubrzati spomenutu degradaciju. Time se navedeni rezultati ne
poklapaju s rezultatima prikazanim na slici 4.

Elektri¢éna vodljivost se tretiranjem povecava u svim uzorcima. Najveée povecanje
zabiljezeno je u uzorku HBJCBD te iznosi 13,5 %. Proucavaju¢i fizikalna svojstva soka jabuke
nakon pasterizacije 1 hladnog presanja, uoceno je kako veca temperatura pridonosi povecanju
elektri¢ne vodljivosti. Pasterizacija se provodila pri temperaturi od 90 °C tijekom 10 minuta
(Ghinea i sur., 2022). Nakon 7 dana skladistenja dolazi do smanjenja vodljivosti u svim
uzorcima, osim u kontrolnom uzorku gdje dolazi do povecanja. Povecanje tijekom skladistenja
se moze pripisati lipofilnom CBD-u prisutnom u soku raj¢ice. Naime, Tarko 1 Tuszynski (2007)
navode kako zbog lipofilnih spojeva prisutnih u mediju, tijekom skladistenja, dolazi do

aglomeracije kapljica lipida u ve¢e skupine. Time dolazi do lakseg kretanja iona u mediju.

4.1.2. Utjecaj tretmana na koncentraciju ukupnih polifenola

4.1.2.1. Utjecaj tretmana na koncentraciju ukupnih polifenola u sosu rajcice s dodatkom CBD-
a

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih polifenola prikazani su u Tablici 4. Mjerenja
su izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja.

Tablica 4. Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih polifenola u sosu raj¢ice s dodatkom CBD-
a nultog i sedmog dana skladiStenja

Ukupni polifenoli (mg EGK/mL)

Uzorak 0. dan 7.dan
CSCBD 0,164 + 0,001 0,101 + 0,002
TSCBD 0,146 + 0,002 0,097 + 0,001
HBSCBD 0,111 + 0,003 0,052 + 0,000
US1CBD 0,347 £ 0,002 0,323 £ 0,001
uUS2CBD 0,322 + 0,002 0,298 + 0,001

CBD — kanabidiol; EGK- ekvivalenti galne kiseline; CSCBD - netretirani uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-g;
TSCBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBSCBD — uzorak sosa raj¢ice

s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom;
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Tablica 4. Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih polifenola u sosu raj¢ice s dodatkom CBD-

a nultog i sedmog dana skladiStenja — nastavak

US1CBD - uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75
%; US2CBD - uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od
100 %

Iz rezultata prikazanih u Tablici 4 vidljivo je kako u uzorcima tretiranim toplinskim
tretmanom te hot break-om dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih polifenola, dok kod
uzoraka tretiranih ultrazvukom dolazi do povecanja. Ma 1 sur. (2008) u radu dokazuju kako
ultrazvucni tretman moze izazvati takve efekte te djelovati povoljno na koncentraciju ukupnih
polifenola, sto je primijeceno na ekstraktima kore citrusa. Ultrazvucna ekstrakcija je provedena
pri temperaturi od 30 °C, snazi od 4 W i vremenu od 10 minuta. Povecanje koncentracije
ukupnih polifenola povezano je s kavitacijom odnosno nastankom kavitacijskih mjehuri¢a gdje
dolazi do lokalnog oslobadanja velike koli¢ine mehanicke i toplinske energije, stvarajuci
lokalne turbulencije i porast temperature. Takva pojava omogucuje da se otpustaju polifenoli
koji su ¢vrsto vezani u matriksu (Alcantara i sur., 2020). Usporedbom amplituda ultrazvué¢nog
tretmana vidljivo je kako je koncentracija ukupnih polifenola ve¢a u uzorku tretiranom pri
amplitudi od 75 %. Zapazanje istog ne podudara se s podacima iz literature. Oroian i sur. (2020)
provode ultrazvucni tretman na propolisu u svrhu ekstrakcije bioaktivnih komponenti.
Ekstrakcija se provodila pri amplitudama od 20, 60 i 100 % te na temperaturama od 35 °C, 50
°C i 65 °C. Pri svakom povecanju amplitude zabiljezeno je poveéanje koncentracije ukupnih
polifenola na svakoj ispitivanoj temperaturi. Autori objaS$njavaju kako s porastom amplitude
dolazi do nastanka veceg broja kavitacijskih mjehuriéa $to rezultira ve¢im prinosom ekstrakcije,
a time 1 ve¢om koncentracijom ukupnih polifenola u uzorku.

Hot break tretman takoder utjeCe na koncentraciju ukupnih polifenola, toc¢nije
koncentracija se provodenjem tretmana smanjuje. Provodenjem tretmana pri visokoj
temperaturi dolazi do oksidativne degradacije polifenola koji dovode do formiranja reaktivnog
O-kinona te autokataliticke reakcije odnosno fenolne oksidacije proizvoda. Druga pojava koja
je takoder moguca jest hidroliza konjugiranih struktura. Smanjenje ukupnih polifenola javlja se
i nakon provodenja hot break tretmana na temperaturi od 97 °C do 102 °C pri proizvodnji
koncentrata od raj¢ice (Vallverdu-Queralt i sur., 2012).

Iz Tablice 4 vidljivo je kako se koncentracija ukupnih polifenola smanjuje nakon

toplinskog tretmana u odnosu na kontrolni uzorak. Visoka temperatura moze negativho
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djelovati na sadrzaj ukupnih polifenola, no postotak redukcije ovisi o temperaturi i vremenu
tretiranja. Visoka temperatura tijekom vremena moze uzrokovati cijepanje esterske veze §to
negativno utjece na sastav polifenola (Xu i sur., 2007).

Tijekom skladiStenja dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih polifenola u svim
uzorcima. Skladistenjem na 4 °C, odnosno jednakoj temperaturi skladiStenja svih uzoraka
navedenih u ovom radu, uoc¢eno je smanjenje koncentracije ukupnih polifenola na uzorku svjeze
azijske tresnje djelovanjem enzima polifenol oksidaze koja reagira s fenolnim spojevima te
uzrokuje kataliticki proces gdje kao produkti nastaju kinoni (Deng i sur., 2018). Polifenol
oksidaza ¢esto se javlja u proizvodima od voca i povr¢a te je njezino djelovanje zabiljezeno i u
sosu rajcice gdje uzrokuje promjene u okusu, teksturi, boji i1 nutrijentima (Mantovani i

Clemente, 2010).

4.1.2.2. Utjecaj tretmana na koncentraciju ukupnih polifenola u soku rajcice s dodatkom CBD-
a

Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih polifenola prikazani su u Tablici 5. Mjerenja
su izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja.

Tablica 5. Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih polifenola u soku raj¢ice s dodatkom
CBD-a nultog i sedmog dana skladiStenja
Ukupni polifenoli (mg EGK/mL)

Uzorak 0. dan 7.dan
CJCBD 0,294 + 0,000 0,157 £ 0,000
TJCBD 0,391 + 0,001 0,407 £ 0,001
HBJCBD 0,417 £ 0,001 0,405 + 0,001
uJicBD 0,317 £ 0,001 0,321 +£ 0,001
uJ2CBD 0,354 + 0,000 0,327 £ 0,001

CBD - kanabidiol; EGK — ekvivalenti galne kiseline; CJCBD - netretirani uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-
a; TICBD —uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBJCBD —uzorak soka raj¢ice
s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; UJICBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran
ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a tretiran

ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %

Iz Tablice 5 je vidljivo kako u svim tretiranim uzorcima dolazi do povecanja

koncentracije ukupnih polifenola. Najvec¢e povecanje zabiljezeno je u uzorku tretiranim hot
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break-om te iznosi 41, 8 %. Rezultati pokazuju drugaciji trend u odnosu na sos rajcice gdje
dolazi do suprotne pojave. Ghafoor i sur. (2019) u radu proucavaju utjecaj visoke temperature
na ekstraktu §ljive. Sljiva je osusena na temperaturi od 60 °C, 80 °C, 90 °C, 110 °C te 130 °C,
a za odredivanje ukupnih polifenola provedena je metanolna ekstrakcija. Autori dolaze do
zakljucka kako visa temperatura uglavnhom smanjuje koncentraciju ukupnih polifenola, no
moguce je i povecanje koncentracije $to ovisi o temperaturi, procesnim uvjetima te samoj
strukturi vo¢a. Na spomenutom uzorku §ljive dolazi do pove¢anja koncentracije, no samo pri
temperaturi od 80 °C.

Povecanje koncentracije ukupnih polifenola javlja se i u uzorcima tretiranim
ultrazvukom. Proucavajuéi svojstva soka crnog ribizla, zabiljezena je ista pojava prilikom
provodenja ultrazvu¢nog tretmana tijekom 5 minuta. Razlog tome, uz ve¢ spomenutu
kavitaciju, jest i stvaranje hidroksilnih radikala koji se mogu vezati na aromatski prsten
polifenolnog spoja Sto rezultira pojavom drugacije kemijske strukture spoja. Folin — Ciocalteau
reagens nije specifi¢an za odredene polifenole te rezultati analize mogu pokazivati razliite
vrijednosti, odnosno i povecanje i smanjenje koncentracije (Kidon i Narasimhan, 2022).

Nakon 7 dana skladistenja dolazi do smanjenja koncentracije ukupnih polifenola u
kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim hot break-om i ultrazvukom pri amplitudi od 100 %.

U preostala 2 uzorka dolazi do povecanja.

4.1.3. Utjecaj tretmana na antioksidacijsku aktivnost

4.1.3.1. Utjecaj tretmana na antioksidacijsku aktivnost sosa rajcice s dodatkom CBD-a

Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti prikazani su u Tablici 6. Mjerenja su
izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja.
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Tablica 6. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a nultog
i sedmog dana skladistenja.

Antioksidacijska aktivnost (umol ET/L)

Uzorak 0. dan 7. dan
CSCBD 236,14 + 2,21 131,35+ 6,46
TSCBD 197,30 £ 9,46 109,69 + 2,54
HBSCBD 164,63 £ 2,65 44,62 + 13,78
US1CBD 462,13 + 28,81 446,14 + 12,57
US2CBD 658,35 + 22,68 367,92 + 34,65

CBD — kanabidiol; ET — ekvivalent Troloxa; CSCBD - netretirani uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a; TSCBD
— uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBSCBD - uzorak sosa rajéice s
dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; US1CBD — uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran
ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; US2CBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran

ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %

Antioksidacijska aktivnost ne slijedi jednak trend u svim uzorcima. Povecéanje aktivnosti

javlja se u uzorcima tretiranim ultrazvukom, dok se u ostalim smanjuje. Najveca
antioksidacijska aktivnost zabiljezena je uzorku tretiranim ultrazvukom pri amplitudi od 100 %
te povecanje istog u odnosu na kontrolni uzorak iznosi 178,9 %. Lafarga i sur. (2019) su
istrazivali utjecaj tretmana ultrazvukom na razli¢itom povrcéu, takoder i na uzorku svjeze
rajCice. Svjeza rajCica tretirana je u ultrazvuc¢noj kupelji pri temperaturi od 4 °C, frekvenciji od
40 kHz tijekom 20 minuta. Nakon toga je uzorak usitnjen te je uslijedila metanolna ekstrakcija,
a zatim 1 odredivanje antioksidacijske aktivnosti. Rezultati mjerenja pokazali su povecanje
antioksidacijske aktivnosti nakon tretmana ultrazvukom za uzorak rajcice, tikvice te crvene
paprike. Ipak, napominju kako se jednak trend ne moze primijeniti za svako povrée, veé
antioksidacijska aktivnost nakon tretmana uvelike ovisi o vrsti povréa te postavljenim
parametrima.
Ovom radu prethodi istrazivanje gdje je provedena optimizacija parametara (Gavran, 2022) te
je primije¢eno kako amplituda ima znacajan ucinak na antioksidacijsku aktivnost sosa od
raj¢ice te je ona najveca pri amplitudi od 100 %, Sto je u skladu s rezultatima navedenim u
Tablici 6. Takoder, dodatak CBD-a koji je snazan antioksidans (Atalay i sur., 2020) takoder
moze imati utjecaj na znacajno povecanje antioksidacijske aktivnosti.

Antioksidacijska aktivnost uzoraka tretiranih hot break-om opada u odnosu na kontrolni

uzorak. Ranije je spomenuto kako su Vallverdd-Queralt i sur. (2012) odredivali koncentraciju
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ukupnih polifenola na uzorku koncentrata rajcice, no odredivali su i1 antioksidacijsku aktivnost
pri istim procesnim uvjetima. Istrazivanje je pokazalo kako nakon tretmana dolazi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti ¢ime se rezultati navedenog istrazivanja poklapaju s rezultatima iz
Tablice 6.

Rezultati mjerenja pokazuju kako nakon provodenja toplinskog tretmana dolazi do
redukcije antioksidacijske aktivnosti. Anese 1 sur. (2002) su odredivali antioksidacijsku
aktivnost sosa raj¢ice nakon toplinskog tretmana pri 90 °C tijekom 11 minuta. Istrazivanja su
pokazala kako visoka temperatura utjece na smanjenje antioksidacijske aktivnosti.

Skladistenjem uzoraka dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti u svim uzorcima.
Bursa¢ Kovacevi¢ 1 sur. (2019) prate antioksidacijsku aktivnost soka jabuke tretiranim
ultrazvukom nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C te takoder primjecuju redukciju u
antioksidacijskoj aktivnosti. Navode kako tijekom akusti¢ne kavitacije dolazi do stvaranja
slobodnih radikala koji mogu oksidirati polifenolne spojeve te posljedi¢no djelovati na

smanjenje antioksidacijske aktivnosti.

4.1.3.2. Utjecaj tretmana na antioksidacijsku aktivnost soka rajcice s dodatkom CBD-a

Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti prikazani su u Tablici 7. Mjerenja su
izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja.

Tablica 7. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti soka raj¢ice s dodatkom CBD-a
nultog 1 sedmog dana skladistenja

Antioksidacijska aktivnost (umol ET/L)

Uzorak 0. dan 7. dan
CJCBD 475, 58 *+ 35,98 534, 37 + 3,46
TJCBD 624, 27 + 25,60 657,18 £ 21,04
HBJCBD 555,08 + 9,70 404, 80 + 145,25
UJ1CBD 543, 68 + 25,76 972, 43 + 8,39
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Tablica 7. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti soka raj¢ice s dodatkom CBD-a
nultog i sedmog dana skladistenja — nastavak

uJ2CBD 555,26 £ 57,51 588,84 + 28,70
CBD — kanabidiol; ET-ekvivalent Troloxa; CJCBD - netretirani uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a; TICBD

— uzorak soka rajCice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBJCBD - uzorak soka rajCice s
dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; UJ1ICBD - uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran
ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran

ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %

1z rezultata mjerenja vidljivo je kako tretiranjem dolazi do povecanja antioksidacijske
aktivnosti u svim uzorcima. Najvece povecanje u odnosu na kontrolni uzorak primije¢eno je u
uzorku tretiranim toplinskim tretmanom te ono iznosi 31,3 %. Povecanje antioksidacijske
aktivnosti je zabiljezeno i u radu Jeonga i sur. (2004) pri temperaturi od 50 °C tijekom 10 minuta
na ekstraktu kore limuna. Autori navode kako visoka temperatura moze osloboditi polifenole
koji se nalaze u stanicama te posljedi¢no povecati antioksidacijsku aktivnost.

Povecana antioksidacijska aktivnost zabiljezena je i u uzorcima tretiranim ultrazvukom.
Oladunjoye i sur. (2021) su odredivali antioksidacijsku aktivnost soka mombinske §ljive
tretiranog ultrazvukom. Parametri procesa ukljucivali su tretman pri temperaturi od 40 °C u
vremenu od 20 minuta te ultrazvucne frekvencije od 40 kHz. Rezultati su pokazali kako
tretmanom dolazi do povecanja aktivnosti §to se pripisuje ve¢oj biodostupnosti polifenola.

Iako rezultati pokazuju povecanje antioksidacijske aktivnosti soka rajcice s dodatkom
CBD-a, podaci iz literature navode suprotno. U radu Hsu (2008) navodi kako tretiranjem soka
rajéice pri 60 °C tijekom 2 minute dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti.
SkladiStenjem dolazi do povecanja antioksidacijske aktivnosti u svim uzorcima osim u onom
tretiranim hot break-om gdje se smanjuje. Lin i sur. (2020) u istrazivanju antioksidacijske
aktivnosti soka gorke dinje, tijekom 24 dana skladiStenja na temperaturi od 4 °C, dokazuju kako
se s vremenom skladisStenja antioksidacijska aktivnost smanjuje, a razlog tome javlja se zbog
gubitka nutrijenata. Najvece povecanje zabiljezeno je u uzroku tretiranim ultrazvukom pri
amplitudi od 75 % te ono iznosi 78,8 %. Slicna pojava zabiljezena je i kod pirea maline
tretiranim ultrazvukom pri frekvenciji od 20 kHz tijekom 30 minuta, u radu Golmohamadija i
sur. (2013). Takoder, CBD smola posjeduje iznimnu stabilnost tijekom skladiStenja , ¢ak 1 do 2

godine na sobnoj temperaturi (Fairbairn i sur., 1976), §to moze omoguciti ovakvu pojavu.
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4.1.4. Utjecaj tretmana na koncentraciju biljnih pigmenata
4.1.4.1. Utjecaj tretmana na koncentraciju biljnih pigmenata sosa rajcice s dodatkom CBD-a
Rezultati mjerenja koncentracije biljnih pigmenata prikazani su u Tablici 8. Mjerenja su

izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja.
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Tablica 8. Rezultati mjerenja koncentracije biljnih pigmenata sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a nultog i sedmog dana skladistenja.

Uzorak

CSCBD

TSCBD

HBSCBD

usSiCBD

US2CBD

Likopen (mg/100 mL)

0. dan

0,113 + 0,000

0,081 + 0,000

0,084 + 0,000

0,192 + 0,000

0,160 + 0,000

7. dan

0,081 + 0,000

0,080 + 0,000

0,067 + 0,000

0,171 + 0,000

0,189 + 0,000

Klorofil a (mg/100 mL)

0. dan

0,131 + 0,000

0,132 + 0,000

0,139 + 0,000

0,136 + 0,000

0,132 + 0,000

7. dan

0,074 + 0,000

0,073 £ 0,001

0,067 + 0,000

0,100 + 0,000

0,100 + 0,000

Klorofil b (mg/100 mL)

0. dan

0,198 + 0,000

0,209 + 0,000

0,209 + 0,000

0,205 + 0,000

0,199 + 0,001

7. dan

0,103 + 0,000

0,102 + 0,001

0,092 + 0,000

0,148 + 0,001

0,149 + 0,001

CBD - kanabidiol; CSCBD - netretirani uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a; TSCBD — uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBSCBD -

uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; US1CBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi

od 75 %; US2CBD — uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %
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Iz rezultata mjerenja je vidljivo kako u uzorcima tretiranim ultrazvukom dolazi do
povecanja koncentracije likopena, dok se u ostalim uzorcima smanjuje. Kumcuoglu i sur.
(2014) navode kako ultrazvuk moze znacajno utjecati na koncentraciju likopena, odnosno
povecati ju, medutim potrebno je oprezno i adekvatno postaviti ultrazvu¢ne parametre. S
obzirom da rezultati mjerenja nakon tretmana u ovom slu¢aju nisu znacajno veci u 0dnosu na
netretirani uzorak, potrebno je istraZivanje provesti i pri drugacije postavljenim parametrima
ultrazvucnog tretmana.

Koncentracija likopena se smanjuje nakon hot break tretmana. Sli¢nu pojavu biljezi Hsu
(2008) na uzorku soka rajéice gdje hot break tretmanom tijekom 2 minute na 92 °C takoder
dolazi do smanjenja koncentracije.

Toplinskim tretmanom takoder dolazi do smanjenja koncentracije likopena. Podaci iz
literature navode kako povecanjem temperature moze do¢i do smanjenja koncentracije likopena
tijekom procesa evaporacije te sterilizacije sosa rajcice (Koh i sur.,2011). Likopen je osjetljiv
kocentraciju (Anarjan, 2020).

Skladistenjem dolazi do smanjenja koncentracije likopena u svim uzorcima osim u
onom tretiranim ultrazvukom pri amplitudi od 100 %. L.i i sur. (2018) navode kako s vremenom
skladistenja dolazi do smanjenja koncentracije likopena sosa raj¢ice, no pravilnim pakiranjem
proizvoda moze se znacajno smanjiti brzina opadanja koncentracije istog.

Koncentracije klorofila a i b ne mijenjaju se nakon provodenja tretmana.

Skladistenjem dolazi do smanjenja koncentracije klorofila a i b u svim uzorcima. Juri¢
i sur. (2020) navode kako se klorofil a lako degradira djelovanjem enzima, kisika i kiselina pri

¢emu moze do¢i do smanjenja njegove koncentracije.

4.1.4.2. Utjecaj tretmana na koncentraciju biljnih pigmenata soka rajcice s dodatkom CBD-a
Rezultati mjerenja koncentracije biljnih pigmenata prikazani su u Tablici 9. Mjerenja su

izvrSena na kontrolnom uzorku te uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot

break-om te toplinskim tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja.
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Tablica 9. Rezultati mjerenja koncentracije biljnih pigmenata soka rajcice s dodatkom CBD-a nultog i sedmog dana skladistenja

Uzorak

CJCBD

TJCBD

HBJCBD

UJ1CBD

uJ2CBD

Likopen (mg/100 mL)

0. dan

0,068 + 0,000

0,125 + 0,000

0,109 + 0,000

0,227 + 0,000

0,183 + 0,000

7. dan

0,007 + 0,000

0,119 + 0,000

0,108 + 0,002

0,151 + 0,000

0,213 + 0,000

Klorofil a (mg/100 mL)

0. dan

0,101 + 0,000

0,146 + 0,000

0,139 + 0,000

0,185 + 0,000

0,152 + 0,000

7. dan

0,103 + 0,001

0,133 + 0,000

0,145 + 0,004

0,183 + 0,000

0,158 + 0,000

Klorofil b (mg/100 mL)

0. dan

0,147 + 0,003

0,218 + 0,000

0,206 + 0,000

0,289 + 0,001

0,233 + 0,000

7. dan

0,153 + 0,002

0,202 + 0,000

0,221 + 0,007

0,269 + 0,000

0,242 + 0,000

CBD - kanabidiol; CJICBD - netretirani uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a; TICBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBJCBD —

uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; UJ1CBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi

od 75 %; UJ2CBD - uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %
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Iz rezultata mjerenja vidljivo je kako tretiranjem dolazi do povecanja koncentracije
likopena u svim uzorcima. Najveée povecanje zabiljeZzeno je u uzorku tretiranim ultrazvukom
pri amplitudi od 75 % te ono iznosi 233,8 %. Nowak i sur. (2021) provode ultrazvuéni tretman
snage 200, 400 1 600 W na etanolnim ekstraktima visnje te navode kako ultrazvuc¢ni tretman
povecava koncentraciju likopena u uzorku. Razlog tome je povoljnija ekstrakcija likopena te
dopiranje do karotenoida koji su zarobljeni u stanicama te kromoplastima. Anarjan i sur. (2020)
ispituju utjecaj ultrazvucnih parametara na likopen iz otpada procesirane raj¢ice. Amplitude
ultrazvuka ispitivane su u rasponu od 70 % do 90 % te je utvrdeno kako amplituda od 70 %
tijekom vremena tretiranja od 20 minuta, daje najvece povecanje koncentracije likopena, $to se
moze povezati s rezultatima mjerenja iz Tablice 9.

Nakon toplinskih tretmana takoder dolazi do povecanja koncentracije likopena.
Procesiranje visokom temperaturom povecava biodostupnost istog (Shi i sur., 2008). Takoder,
podaci iz literature navode kako je likopen stabilan na temperaturama ispod 100 °C (Oliveira i
sur., 2015).

Tijekom skladiStenja dolazi do pada koncentracije u kontrolnom uzorku te uzorku
tretiranim ultrazvukom pri amplitudi od 75 %, povecanja u uzorku tretiranim ultrazvukom pri
amplitudi od 100 %, a do stagnacije u uzorku tretiranim toplinskim tretmanima. Stagnacija
likopena prilikom skladiStenja u uzorcima tretiranim na 91 °C javlja se i u radu Gupte i sur.
(2010) koji su provodili istrazivanje na soku raj¢ice. Pravilnom optimizacijom parametara
postize se stagnacija koncentracije likopena tijekom duljeg vremena skladistenja.

Koncentracija klorofila a povecava se kod tretiranih uzoraka, te se ista pojava uocava u
slucaju klorofila b. Porast koncentracije klorofila a manje je znacajan u odnosu na klorofil b.
Najvece povecanje zabiljeZzeno je klorofila a i klorofila b javlja se u uzrocima tretiranim
ultrazvukom. Istu pojavu dokazuju i Seong i sur. (2023) gdje se potvrduje hipoteza kako je
tretman ultrazvukom abioticki ¢imbenik koji omogucéuje nakupljanje funkcionalnih
komponenti poput pigmenata, vitamina i flavonoida u raznim biljkama te povecéanje istih.

Nakon 7 dana skladiStenja nema znacajnih promjena u koncentracijama klorofila aib.
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4.2. REZULTATI MIKROBIOLOSKE ANALIZE

4.2.1. Rezultati mikrobioloske analize sosa rajcice s dodatkom CBD-a

U Tablici 10 prikazani su rezultati mikrobioloske analize uzoraka tretiranih ultrazvukom

visokog intenziteta, hot break-om te toplinskim tretmanom nultog i sedmog dana skladiStenja.

Tablica 10. Rezultati mikrobioloske analize sosa rajcice s dodatkom CBD-a nultog i sedmog

dana skladiStenja

Aerobne Bacillus
Escherichia coli mezofilne Plijesni coaqulans
(CFUIq) bakterije (CFUIq) (cgu i
(CFU/g) g
Uzorak 0.dan 7.dan 0. dan 7.dan 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan
CSCBD <10 <10 50 4,0x102 <10 10 <10 <10
TSCBD <10 <10  4,010° 4,0x102 <10 <10 <10 <10
HBSCBD <10 <10 <10 <10 <10 10 <10 <10
US1CBD <10 <10 <10 7,0%102 <10 <10 <10 <10
US2CBD <10 <10 <10 1,0%10* <10 <10 <10 <10

CBD - kanabidiol; CFU — broj formiranih kolonija (eng. Colony Forming Unit); CSCBD - netretirani uzorak sosa
rajéice s dodatkom CBD-a; TSCBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom;
HBSCBD - uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; US1CBD — uzorak sosa raj¢ice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; US2CBD — uzorak sosa raj¢ice

s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %

Bakterije Escherichia coli i Bacillus coagulans. nisu zamijecene niti u jednom uzorku u
broju ve¢em od 10 CFU/g istog dana pripreme, kao ni nakon 7 dana skladiStenja.

S druge strane, aerobne mezofilne bakterije pojavljuju se u kontrolnom uzorku, medutim
njihov se broj reducira provodenjem ultrazvu¢nog tretmana te je njihov broj tada manji od 10
CFU/g. Starek i sur. (2021) biljeze redukciju aecrobnih mezofilnih bakterija nakon ultrazvu¢nog
tretmana (pri 20 kHz tijekom 5 minuta) provedenom na soku od rajCice. Ipak, napominju kako
redukcija mikroorganizama uvelike ovisi 0 postavljenim parametrima.

Nakon tretmana hot break-om dolazi do redukcije broja aerobnih mezofilnih bakterija u

odnosu na kontrolni uzorak. Russell (2003) navodi kako visoke temperature mogu dovesti do
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redukcije broja bakterija. Temperature od 90 °C uglavnom su letalne, osim ako se radi o
sporogenim bakterijama.

Broj aerobnih mezofilnih bakterija se nakon toplinskog tretmana povecava. Ta pojava
uocena je u radu Li i sur. (2021b) gdje zbog stresa uzrokovanog toplinom dolazi do redukcije
nekih vrsta, dok druge prezivljavaju zbog smanjenja kompetencije ¢ime su im potrebni izvori
rasta i razvoja dostupniji.

Tijekom skladiStenja dolazi do povecanja broja aerobnih mezofilnih bakterija u kontrolnom
uzorku, ali i u uzorcima tretiranim ultrazvukom. Broj aerobnih mezofilnih bakterija ve¢i je
nakon 7 dana skladiStenja u uzorku tretiranim ultrazvukom pri amplitudi od 100 %. Broj
bakterija stagnira u uzorku tretiranim hot break-om te toplinskim tretmanom.

Plijesni nisu zabiljeZene niti u jednom uzorku u broju ve¢em od 10 CFU/g nultog dana
skladiStenja. Nakon 7 dana broj plijesni se povecava u kontrolnom uzorku te uzorku tretiranim

hot break-om.

U Tablici 11 prikazani su rezultati redukcije broja mikroorganizama.

Tablica 11. Rezultati redukcije broja mikroorganizama u sosu raj¢ice s dodatkom CBD-a

nultog dana skladistenja

Aerobne mezofilne

Uzorak bakterije
(log CFU/qg)

US1CBD

0.dan Uil
uSs2CBD

0.dan B
HBSCBD

0.dan Gl

CBD - kanabidiol; CFU — broj formiranih kolonija (eng. Colony Forming Unit); US1CBD — uzorak sosa raj¢ice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; US2CBD — uzorak sosa rajéice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %; HBSCBD — uzorak sosa

rajéice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom

Logaritam redukcije racuna se za one uzorke u kojima je doSlo do redukcije broja
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mikroorganizama. Smanjenje broja bakterija se javlja se u uzorcima tretiranim ultrazvukom pri

obje navedene amplitude te pri uzorku tretiranim hot break tretmanom.

Na slici 5 prikazani su kontrolni uzorci te uzorci nakon tretmana ultrazvukom (US1CBD,
US2CBD), hot break-om (HBSCBD) te toplinskim tretmanom (TSCBD), sedmog dana

skladistenja.

CSCBD 7.DAN US1CBD 7.DAN US2CBD 7.DAN TSCBD 7.DAN HBSCBD 7.DAN

Slika 5. Kontrolni uzorak sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a te tretirani uzorci sedmog

dana skladi$tenja (vlastita fotografija)
CBD - kanabidiol; CSCBD - netretirani uzorak sosa rajéice s dodatkom CBD-a; US1CBD — uzorak sosa rajéice

s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; US2CBD — uzorak sosa
rajéice s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %; TSCBD — uzorak
sosa rajéice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; ; HBSCBD — uzorak sosa rajéice s dodatkom

CBD-a tretiran hot break tretmanom

4.2.2. Rezultati mikrobioloske analize soka rajcice s dodatkom CBD-a

U Tablici 12 prikazani su rezultati mikrobioloske analize uzoraka tretiranih ultrazvukom

visokog intenziteta, hot break-om te toplinskim tretmanom nultog i sedmog dana skladistenja.
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Tablica 12. Rezultati mikrobioloske analize soka raj¢ice s dodatkom CBD-a nultog i sedmog

dana skladistenja

Aerobne

Escherichia coli mezofil_r_le Plijesni CS:;S:;ES
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFUIg)
(CFU/g)

Uzorak 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan
CJCBD <10 <10  6,0¥10° 1,010* 1,010?> 1,0*10° <10 <10
TJCBD <10 <10 <10 1,0*10* <10 2,4*10° <10 <10
HBJCBD <10 <10 1,0¥10%  1,0*10? <10 20 <10 <10
uJicBD <10 <10 90 1,9 *10? <10 <10 <10 <10
UJ2CBD <10 <10  3,0*10° 3,010° <10 <10 <10 <10

CBD - kanabidiol; CFU — broj formiranih kolonija (eng. Colony Forming Unit); CJCBD - netretirani uzorak soka
rajéice s dodatkom CBD-a; TICBD — uzorak soka rajcice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom;
HBJCBD - uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; UJLCBD — uzorak soka raj¢ice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka raj¢ice

s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %

Bakterije Escherichia coli i Bacillus coagulans. nisu zamijecene niti u jednom uzorku u
broju ve¢em od 10 CFU/g istog dana pripreme, kao ni nakon 7 dana skladiStenja.

Aerobne mezofilne bakterije su ponovno prisutne u kontrolnom uzorku, no u veéem broju
u odnosu na sos raj¢ice. U odnosu na kontrolni uzorak, u svim tretiranim uzorcima dolazi do
redukcije broja mikroorganizama. Ultrazvuénim tretmanom dolazi do redukcije broja bakterija,
a vidljivo je kako je redukcija veca u slucaju nize amplitude. Kao §to je ve¢ i spomenuto,
tretman ultrazvukom uzrokuje pucanje stani¢nih membrana mikroorganizama, stvaranje
slobodnih radikala te istjecanje stani¢nog materijala $to dovodi do smrti mikroorganizama
(Starek i sur, 2021).

Smanjenje broja mikroorganizama nakon tretmana hot break-om te toplinskim tretmanom
pripisuje se visokoj temperaturi. Visoka temperatura utjeCe na permeabilnost membrane
mikroorganizama te denaturira proteine i1 nukleinske kiseline ¢ime dolazi do smrti
mikroorganizma (Cebrian i sur., 2017).

Nakon 7 dana skladiStenja dolazi do povecanja broja bakterija ili stagnacije u svim

uzorcima. Stagnacija mikroorganizama moze se povezati s dodatkom CBD-a. CBD smola je
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lipofilna te sadrzava vrlo mali udio vode te je kao takva nepogodna za rast i prezivljavanje
mikroorganizama. Dokazano je kako CBD ima negativan utjecaj na rast pojedenih bakterija te
se promatraju njegova antimikrobna svojstva (Martinenghi i sur., 2020).

U Tablici 13 prikazani su rezultati redukcije broja mikroorganizama.

Tablica 13. Rezultati redukcije broja mikroorganizama soka raj¢ice s dodatkom CBD-a nultog

dana skladistenja

Aerobne mezofilne

Uzorak bakterije
(log CFU/qg)

Upicen

upzcen

Yot 08

o dan. 18

CBD — kanabidiol; CFU — broj formiranih kolonija (eng. Colony Forming Unit); UJLCBD — uzorak soka raj¢ice s
dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka rajéice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %; HBJCBD — uzorak soka
rajéice s dodatkom CBD-a tretiran hot break tretmanom; TICBD — uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a tretiran

toplinskim tretmanom

Iz rezultata je vidljivo kako je najveca redukcija broja bakterija zabiljeZena u uzorku

tretiranim toplinskim tretmanom, dok je najmanja ultrazvukom pri amplitudi od 100 %.

Na slici 6 prikazani su kontrolni uzorci te uzorci nakon tretmana ultrazvukom (UJ1CBD,
UJ2CBD), hot break-om (HBJCBD) te toplinskim tretmanom (TJCBD), sedmog dana

skladiStenja.
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CJCBD 7.DAN UJICBD 7.DAN UJ2CBD 7.DAN

Slika 6. Kontrolni uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a te tretirani uzorci sedmog dana

skladistenja (vlastita fotografija)

CBD - kanabidiol; CJCBD - netretirani uzorak soka rajéice s dodatkom CBD-a; UJ1CBD — uzorak soka raj¢ice s
dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %; UJ2CBD — uzorak soka raj¢ice
s dodatkom CBD-a tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %; TICBD — uzorak soka
rajéice s dodatkom CBD-a tretiran toplinskim tretmanom; HBJCBD — uzorak soka raj¢ice s dodatkom CBD-a

tretiran hot break tretmanom

S obzirom na ve¢ spomenuti Pravilnik iz 2008. godine, vidljivo je kako su proizvodi
zdravstveno ispravni s obzirom da su vrijednosti mikroorganizama navedenih u Pravilniku

manji od grani¢nih vrijednosti.
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5. ZAKLJUCCI

1. Dodatak CBD-a u sok i sos rajéice utjecao je na poveéanje nutritivne vrijednosti, a

dobiveni proizvodi se mogu svrstati u kategoriju funkcionalnih proizvoda.

2. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta sosa raj¢ice s dodatkom CBD-a pokazuje
najvece povecanje ukupnih polifenola (111,5 %), antioksidacijske aktivnosti (179
%) te koncentracije likopena (70 %). Tretman ultrazvukom visokog intenziteta soka
raj¢ice s dodatkom CBD-a pokazuje najvece povecanje koncentracije svih biljnih

pigmenata (likopen 233,8 %, klorofil a 83,1 %, klorofil b 96,5 %).

3. Ultrazvu¢na amplituda od 75 % prikladnija je za oCuvanje polifenola te pigmenata,
dok je amplituda od 100 % prikladnija za o¢uvanje antioksidacijske aktivnosti te

redukciju mikroorganizama.

4. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta ne utjeCe znacajno na fizikalne parametre

uzoraka u odnosu na ostale tretmane.

5. U funkcionalnim proizvodima na bazi rajcice s dodatkom kanabidiola, tretman
ultrazvukom visokog intenziteta utjeCe na redukciju broja aerobnih mezofilnih

bakterija.
6. Mikrobioloskom analizom svih uzoraka (sok i sos), utvrdena je prisutnost patogenih

bakterija Escherichia coli i Bacillus coagulans u koncentracijama nizim od

grani¢nih vrijednosti te su u tom pogledu svi uzorci zdravstveno ispravni.
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