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1. UvOD

Potrosaci 1 prehrambena industrija su posljednjih godina pokazali povecani interes za
proizvodnju nutritivno bogatije, minimalno procesirane hrane visoke kvalitete odnosno
funkcionalne hrane. Svjeza rajéica i proizvodi od raj¢ice posjeduju znacajnu koli¢inu nutritivno
vrijednih komponenti kao $to su antioksidansi i opce je poznat njihov pozitivan utjecaj na
ljudsko zdravlje u obliku prevencije raznih bolesti kao $to su bolesti kardiovaskularnog sustava
i razli¢ite vrste raka (Sandeep Kumar i sur., 2020). Medutim, potrebno je istraziti mogucnost
poboljsanja uvjeta proizvodnje navedenih namirnica s naglaskom na adekvatnije o¢uvanje
prisutnih bioaktivnih spojeva i odrzivije upravljanje sustavom proizvodnje. Kao jedna od
prikladnih tehnologija proizvodnje, navodi se ultrazvuk visokog intenziteta (Starek i sur.,
2021).

Dosadasnja istrazivanja su uglavnom bila usmjerena na utjecaj tretiranja soka od rajcice
ultrazvukom visokog intenziteta, dok za ultrazvukom tretirani sos od raj¢ice postoji vrlo malo
podataka. Rezultati ué¢inka ultrazvuka visokog intenziteta na sadrzaj fenolnih spojeva, likopena
I antioksidacijske aktivnosti te mikrobiolosku inaktivaciju u soku od rajéice su opre¢ni
(Oladunjoye i sur., 2021; Zhang i sur., 2019; Zou i Jiang, 2016). Nadalje, vrlo je slabo istrazen
utjecaj ultrazvuka na koncentraciju klorofila u proizvodima od raj¢ice, kao 1 sinergisticki
ucinak homogenizacije, ultrazvuka visokog intenziteta i vremena skladiStenja na spomenute

namirnice.

Cilj ovog diplomskog rada je bio pridonijeti unaprjedivanju tradicionalnih
prehrambenih proizvoda s podru¢ja Mediterana, sosa i soka od rajéice, istraZivanjem utjecaja
ultrazvuka visokog intenziteta na iste 1 mogucénosti razvijanja funkcionalnih proizvoda.
Eksperimentalni dio rada je za cilj imao (1) usporediti utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta s
utjecajem toplinskog tretmana (pri 60 °C, 3 minute) i hot break tretmana (pri 85 °C, 3 minute)
na fizikalne parametre (°Brix-a, pH vrijednost, elektri¢na vodljivost), koncentraciju ukupnih
fenola i pigmenata (likopen, B-karoten, klorofil a, klorofil b), antioksidacijsku aktivnost i
mikrobiolosku inaktivaciju u uzorcima sosa i soka od raj€ice, (2) provesti optimizaciju uvjeta
tretmana ultrazvukom visokog intenziteta i homogenizacije, (3) odrediti utjecaj

homogenizacije i skladistenja na gore navedene izlazne parametre.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RAJCICA

Rajéica (Solanum lycopersicum, L.) je jednogodiS$nja biljka koja pripada porodici
Solanaceae i smatra se u drugim najvaznijim povréem uz krumpir (Quinet i sur., 2019).
Stabljika rajcice je zeljasta i razgranata te obrasla dla¢icama. Plod raj¢ice je boba najceSce
crvene ili narancaste boje te razli¢itog oblika i velic¢ine. Plodovi su povezani u grozd. U
botani¢kom smislu, rajéica se smatra vocem jer se plod razvija iz oplodenog cvijeta i sadrzi
sjemenke. Medutim, rajCica se generalno smatra povréem s obzirom na njen okus, udjel Secera
i upotrebu u kulinarstvu (Rupp, 2015). Za uzgoj rajéice potrebna je optimalna dnevna (18-25
°C) i no¢na temperatura (10-20 °C) te niska do umjerena relativna vlaznost. Raj¢ica dobro
podnosi veéinu vrsta tla pri ¢emu optimalni pH tla iznosi od 5-7, a osjetljiva je na povecani
salinitet tla i jaki vjetar (FAOSTAT, 2001). S obzirom na navedeno, rajéica se moze uzgajati
u veéini dijelova svijeta. Najvec¢i proizvodac rajcice u svijetu u 2020. godini bila je Kina s
proizvedenih 64,8 milijuna tona, a na podruéju Europske Unije se isti¢u Italija i Spanjolska
(FAOSTAT, 2022).

2.1.1. Kemijski sastav

Kemijski sastav ploda rajCice ovisi o sorti, zrelosti, na¢inu uzgoja, utjecaju okolisa i
uvjetima skladiStenja (Sandeep Kumar i sur., 2021). Veéinu kemijskog sastava ploda rajcice
¢ini voda (oko 95 %), dok preostali dio mase otpada na suhu tvar. Prema Ministarstvu
poljoprivrede Sjedinjenih Drzava (engl. United States Department of Agriculture, USDA)
(2019), najzastupljeniji makronutrijenti u plodu raj¢ice su ugljikohidrati u udjelu od 3,89 % pri
gemu Seceri &ine 2,63 %. Sto se tie sastava $ecera, plod rajéice sadrzi glukozu i fruktozu.
Preostali dio ugljikohidrata ¢ine vlakna ¢iji udjel iznosi 1,2 %. Neznatan dio suhe tvari ¢ine
proteini (0,88 %) i lipidi (0,2 %). Od minerala, istice se kalij s koncentracijom od 237 mg/100
g ploda (USDA, 2019). Plod raj¢ice smatra se dobrim izvorom vitamina C, vitamina B9,
vitamina K i antioksidanasa kao §to su likopen, B-karoten i fenolni spojevi (Sandeep Kumar i
sur., 2021; Ademosun i sur., 2021). Nadalje, raj¢ica posjeduje znacajnu antioksidacijsku

aktivnost.

2.1.1.1. Fenolni sastav ploda rajcice
Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji imaju vaznu ulogu u rastu i
reprodukciji biljaka. Oni odreduju morfoloske i senzoricke karakteristike biljaka, kao i njihov

okus te boju. Ovi spojevi se sastoje od jedne ili vise hidroksilnih grupa koje su vezane na



aromatski prsten. Fenolne spojeve karakterizira osjetljivost na visoku temperaturu i svjetlost.
Ovi spojevi se dijele na flavonoide, fenolne kiseline, fenolne alkohole, stilbene i lignane
(Medina-Torres i sur., 2017). Fenolni spojevi pruzaju brojne zdravstvene benefite odnosno
posjeduju protuupalna, antialergena, antioksidativna i antimikrobna svojstva, Sstite
kardiovaskularni sustav, smanjuju moguénost pojave raka, dijabetesa i neuroloskih bolesti
(Kumar i sur., 2021; Urbonaviciene i sur., 2021; Pattnaik i sur., 2021). Vrste i koncentracije
fenolnih spojeva u raj¢ici ovise o sorti, zrelosti, utjecaju okolisa i uvjetima uzgoja. Flavonoidi
koji se po svojoj koncentraciji isti¢u u plodu raj¢ice su rutin, kvercetin i naringenin kalkon. U
manjoj koncentraciji su pronadeni naringenin, miricetin, kaempferol i njihovi glikozidi. Sto se
ti¢e fenolnih kiselina, najzastupljenije su hidroksicimetne kiseline odnosno kafeinska kiselina,

klorogenska kiselina i njeni derivati (Wu i sur., 2022).

2.1.1.2. Pigmenti u plodu rajcice

U zrelom plodu rajéice prevladavaju pigmenti koji pripadaju skupini karotenoida, a
osim njih prisutni su i klorofili. Karotenoidi su biljni pigmenti topljivi u lipidima i ve¢inom su
tetraterpeni. Oni se dijele na dvije skupine, karotene i ksantofile. Karoteni su linearni (likopen)
ili cikli¢ni (a-karoten, B-karoten) ugljikovodici koje karakterizira narancasta i crvena boja, dok
ksantofili (lutein, zeaksantin, B-kriptoksantin) sadrze i atome Kisika te ih karakterizira zuta boja
(Madiaisur., 2021; Pattnaik i sur., 2021). Karotenoidi su vaZzan dio ljudske prehrane jer pruzaju
brojne benefite odnosno posjeduju antioksidacijska i antikancerogena svojstva, djeluju kao
regulatori imunoloskog sustava, preveniraju pojavu kardiovaskularnih bolesti i djeluju
sinergisticki s drugim antioksidansima (Trombino i sur., 2021; Ademosun i sur., 2021;
Urbonaviciene i sur., 2021; Pattnaik i sur., 2021). Raj¢ica sadrzi najvise likopena, linearne
molekule koja sadrzi jedanaest konjugiranih dvostrukih veza iz kojih proizlazi njegova
antioksidacijska aktivnost. Likopen raj¢ici daje karakteristi¢nu crvenu boju. U svjeZoj rajéici i
odredenim proizvodima od rajcice, likopen se ve¢inom nalazi u trans obliku (Ademosun i sur.,
2021). Trans oblik likopena je najstabilniji pri visokim temperaturama, medutim, moze doc¢i
do izomerizacije dvostrukih veza pri ¢emu nastaje nestabilniji, ali dostupniji, cis oblik.
Biodostupnost likopena ovisi i o gradi i strukturi matriksa hrane, primjerice, biodostupnost se
moze povecati kuhanjem. Likopen, kao i B-karoten, osjetljiv je na visoku temperaturu, svjetlost
i prisutnost kisika (Madia i sur., 2021). Uz likopen, raj¢ica sadrzi znacajnu koli¢inu p-karotena
i luteina. B-karoten, narancasti pigment, prekursor je vitamina A u ljudskom organizmu. On
posjeduje manju antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s likopenom, ali takoder povoljno

utjece na ljudsko zdravlje (Chaudary i sur., 2018).



Klorofili, zeleni biljni pigmenti topljivi u lipidima, velike su molekule koje sadrze
cikli¢ki prsten vezan na ion magnezija (Sousa, 2022). Klorofili su amfipatski spojevi odnosno
sadrze hidrofilnu glavu i lipofilni rep. Klorofili se dijele u dvije grupe, klorofil a i klorofil b. U
molekuli klorofila a je na sedmom ugljikovom atomu prisutna metilna grupa §to uzrokuje
plavozelenu boju pigmenta, dok je u Klorofilu b na sedmom ugljikovom atomu prisutna
aldehidna grupa $to rezultira zutozelenom bojom (Sharma i sur., 2021). Klorofile karakterizira
antioksidacijska, protuupalna, antikancerogena i antimutagena aktivnost (Shi i sur., 2022; Kang
I sur., 2018). Za klorofile je specifi¢no da provode fotosintezu i karakterizira ih osjetljivost
prilikom izlozenosti svjetlu, visokoj temperaturi, enzimima, niskoj pH vrijednosti i Kisiku
(Nowacka i sur., 2021).

2.1.2. Sos 1 sok od rajcice

Plod rajcice moze se konzumirati svjez ili preraden u obliku soka, sosa, pelata,
ketchupa, koncentrata i drugih proizvoda $to doprinosi popularnosti raj¢ice. Prerada rajcice u
razliCite proizvode rezultira nastankom otpada odnosno komine koja ¢ini 5-30 % ploda i sastoji
se od sjemenki, kozice i pulpe (Abbassi i sur., 2021). Prema Pravilniku (2013), raj¢ica se smatra
vocem odnosno od rajCice se proizvodi voéni sok. Voéni sok je nefermentirani proizvod koji
moze fermentirati, a proizveden je od jestivog dijela zdravog voca koje je svjeze ili
konzervirano smrzavanjem ili hladenjem jedne ili viSe vrsta voca te ima karakteristiCan okus,
boju 1 aromu za voce od kojeg potjece. U soku od rajcice, vrijednost stupnjeva Brix-a mora
iznositi minimalno 5,0 (Pravilnik, 2013). Tehnoloski proces proizvodnje sosa i soka od rajcice
zapocinje na jednak nacin odnosno zapoc€inje prihvatom, sortiranjem i pranjem plodova raj¢ice.
Sljedeci korak je usitnjavanje i zagrijavanje ploda rajc¢ice odnosno provodenje hot break (93-
99 °C) ili cold break postupka (65-75 °C). Hot break postupak se ¢e$¢e koristi prilikom
proizvodnje sosa i koncentrata od rajCice jer rezultira ve¢om viskozno$¢u 1 potpuno inaktivira
pektinaze. Upotreba cold break-a je karakteristi¢nija za proizvodnju soka od raj¢ice s obzirom
na to da rezultira manjom retencijom pektinaza i manjom viskoznos¢u (Goodman i sur., 2006).
Slijedi proces ekstrakcije pri ¢emu se uklanja koZica 1 sjemenke. Potrebno je provesti
deaeraciju kako bi se uklonio zrak i smanjila oksidacija sastojaka te sprijecilo pjenjenje tijekom
koncentriranja. Nakon toga se provodi homogenizacija sa svrhom povecanja viskoznosti
proizvoda 1 smanjenja separacije seruma. U slucaju da se proizvodi sok od rajcice,
homogenizacija je posljednji korak proizvodnje. Kako bi se proizveo sos od rajéice, potrebno
je provesti koncentriranje nakon homogenizacije. Naposljetku, sos i sok od rajcice se

pasteriziraju, hlade 1 pakiraju u asepti¢nim uvjetima (Wu i sur., 2022).



2.1.2.1. Visokotlacna homogenizacija

Homogenizacija se ubraja u jednu od osnovnih operacija u proizvodnji razlicitih
vrsta prehrambenih proizvoda, kao $to su mlije¢ni proizvodi i vo¢ni sokovi. Homogenizacije
se provodi s ciljem smanjenja veli¢ine Cestica, mijeSanja, dispergiranja 1 emulgiranja.
Visokotla¢na homogenizacija (engl. High-pressure homogenization, HPH) je postala moguca
s pojavom novih homogenizatora. HPH karakterizira provodenje procesa pri povisSenom tlaku,
do 3000 bara. PoviSeni tlak je omoguéio inaktivaciju enzima, pasterizaciju, ekstrakciju,
mikroenkapsulaciju i stabilizaciju bioaktivnih komponenti tijekom provodenja homogenizacije
(Osorio-Arias i sur., 2021). Mehanizam usitnjavanja stanica tijekom visokotla¢ne
homogenizacije nije jos§ to¢no definiran. Odredeni autori su predlozili razli¢ite mehanizme kao
Sto su fluktuacija tlaka, kavitacija, sudaranje i uzduzno rezanje. Mehanizam visokotlacne
homogenizacije prilikom usitnjavanja stanica, razlikuje se ovisno o vrsti i veli€ini stanice
(Innings i sur., 2020). Medutim, visokotlaéna homogenizacija se upotrebljava tijekom
homogenizacije soka od rajCice kako bi se poboljsala ekstrakcija nutrijenata kao Sto je likopen
(Zhang i sur., 2019). Nadalje, visokotlaéna homogenizacije utje¢e na mikrostrukturu soka od

raj¢ice te mijenja njegova reoloska i fizicka svojstva (Huang i sur., 2020).

2.2. ULTRAZVUK

Ultrazvuk je zvucni val ¢ija frekvencija je veca od frekvencija koje ljudsko uho moze
registrirati. Prema frekvenciji, ultrazvuéni valovi se dijele na one niske (20-100 kHz) i visoke
frekvencije (iznad 1 MHz). Ultrazvuk niske frekvencije je ujedno i ultrazvuk visokog
intenziteta ili visoke snage i obratno. Ultrazvuk niskog intenziteta ne uzrokuje fizi¢ke i
kemijske promjene u tretiranom materijalu, stoga se naj¢esce koristi u medicinskoj dijagnostici,
za CiS¢enje ili prilikom nedestruktivne kontrole uzorka odnosno mjerenja koncentracije,
viskoznosti i sli¢no. Ultrazvuk visokog intenziteta uzrokuje promjene u tretiranom materijalu
te se koristi u procesima kao Sto su ekstrakcija bioaktivnih komponenti, inaktivacija
mikroorganizama, inaktivacija enzima, emulgiranje, sinteza, otplinjavanje, smrzavanje,
susenje, kristalizacija, filtracija 1 homogenizacija. Ultrazvuk pripada netoplinskim
tehnologijama i ima veliki potencijal primjene na podrucju prehrambene tehnologije. Nadalje,
hrana tretirana ultrazvukom je u skladu sa zahtjevima potrosaca za minimalno procesiranom,

nutritivno bogatom hranom visoke kvalitete (Nowacka i sur., 2021; Jadhav i sur., 2021).



2.2.1. Mikrobioloska inaktivacija ultrazvukom visokog intenziteta

Ultrazvuk visokog intenziteta se pokazao kao uspjeSan u inaktivaciji razlicitih vrsta
mikroorganizama ukljucujuéi patogene mikroorganizme pri ¢emu se moze koristiti samostalno
ili u kombinaciji s drugim tehnologijama (Adekunte i sur., 2010). Ultrazvuk visokog
intenziteta, kao netoplinska tehnologija, pruza brojne prednosti u konzervaciji vo¢nih i povrtnih
sokova te drugih proizvoda u usporedbi s konvencionalnim toplinskim tehnologijama. To¢nije,
tretmanom ultrazvukom visokog intenziteta ne dolazi do nepozeljnih efekata na senzorna
svojstva, nutritivnu vrijednost i kvalitetu proizvoda (Suo i sur., 2022; Sattar i sur., 2020).
Nadalje, zabiljezeno je povecanje antioksidacijske aktivnosti, askorbinske Kkiseline,
koncentracije fenolnih spojeva i karotenoida u razli¢itim vrstama voc¢nih sokova i sosova
(Oladunjoye i sur., 2021; Zhang i sur., 2019; Etzbach i sur., 2019; Golmohamadi i sur., 2013).
Glavna prednost inaktivacije mikroorganizama pomocu ultrazvuka visokog intenziteta je
provodenje mikrobioloske redukcije pri nizim temperaturama u usporedbi s konvencionalnim
toplinskim tretmanima kao §to je pasterizacija. Isto tako, tretman ima krace vrijeme trajanja i
manji utrosak energije u odnosu na pasterizaciju (Zou i Jiang, 2016). Tretman ultrazvukom
visokog intenziteta moze uzrokovati odredene nedostatke u voénim sokovima odnosno moze
negativno utjecati na boju, okus i viskoznost, uzrokovati nastajanje slobodnih radikala i

degradaciju lipida (Starek i sur., 2021).

Temeljni mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta je akusti¢na kavitacija
koja nastaje pri niskim frekvencijama zbog naglog pada tlak do kojeg dolazi djelovanjem
ultrazvuénih valova (Zupanc i sur., 2019). Za ultrazvuk visokog intenziteta karakteristi¢na je
prijelazna akusti¢na kavitacija. Kada ultrazvucni val ostvari kontakt s teku¢im medijem, dolazi
do nastanka longitudinalnih valova koji uzrokuju podru¢ja kompresije i ekspanzije. U podrucju
ekspanzije, dolazi do nastanka i rasta mjehuri¢a plina. Mjehuriéi plina rastu jer je njihova
povrsina veca tijekom ekspanzije odnosno dolazi do smanjenja difuzije plina sto za posljedicu
ima rast mjehuri¢a. Veli¢ina mjehurica plina postize kriticnu to¢ku kada energija ultrazvuka
nije dovoljna za odrZavanje plinovite faze mjehurica. Navedeno rezultira kondenzacijom i
implozijom mjehuri¢a. Implozijom mjehuric¢a se oslobada velika koli¢ina energije 1 ostvaruje
se mehanicki u€inak ultrazvuka putem Sok valova koji stvaraju podrucja visokog tlaka do 50
000 MPa (Juraga i sur., 2011). Mehanicki uéinak se odnosi na sile koje nastaju implozijom
mjehuri¢a i njihovo razarajuce djelovanje na stani¢énu membranu stanice. Tada dolazi do
pucanja odnosno stanjivanja stani¢ne membrane pri ¢emu sadrZaj stanice izlazi iz matriksa.

Osim mehanickog ucinka, kavitacija uzrokuje kemijski i termicki ucinak. Kemijski u¢inak



podrazumijeva nastajanje slobodnih radikala (H* i OH") iz vode koja je prisutna u mjehuri¢ima,
a termicki uéinak se odnosi na generaciju lokaliziranih podrucja visokih temperatura do 5500
°C. Kombinacijom opisana tri u¢inka dolazi do inaktivacije mikroorganizama pri ¢emu se
veéina inaktivacije ostvaruje mehanickim u¢inkom (Starek i sur., 2021; Salehi, 2020; Juraga i
sur., 2011). Prema Starek i sur. (2021), inaktivacija mikroorganizama ultrazvukom visokog
intenziteta ovisi 0 snazi i amplitudi ultrazvuka, temperaturi, volumenu uzorka, sastavu i
fizikalnim svojstvima uzorka, vrsti i karakteristikama (oblik, faza rasta, vrsta stani¢ne stijenke)
mikroorganizama. Isti autori naglasavaju da je tretman ultrazvukom visokog intenziteta manje
efikasan u inaktivaciji spora i kvasaca te da moZe uzrokovati promjene na tretiranom

materijalu.

2.2.2. Izvedba uredaja

Ultrazvuéni valovi su najc¢eS¢e generirani od strane piezoelektricnog pretvornika koji
pretvara elektri¢nu energiju visoke frekvencije u mehanicke vibracije. Dio uredaja koji prenosi
mehanicke vibracije moze biti ultrazvucna sonda, ultrazvucna kupelj i drugi oblici kao §to su
Barrel sonda i radijalna sonda. Ultrazvuéna sonda se koristi tako da se uroni u tretirani tekuci
medij. Kavitacija se ostvaruje direktno ispod vrha sonde i s obzirom na to da se sva akusti¢na
energija usmjerava na malo podrucje, ultrazvucna sonda uzrokuje kavitaciju visokog
intenziteta. Sonde se medusobno razlikuju u promjeru. Ultrazvucna kupelj se sastoji od
spremnika tekuceg medija na koji se montira piezoelektricni pretvornik. U ovom slucaju,
kavitacija se ostvaruje duz cijelog volumena kupelji. Ova kavitacija je niskog intenziteta zato
Sto je povrsina djelovanja velika i naziva se stabilnom kavitacijom. Nadalje, ponekad ne dolazi
do implozije mjehurica, nego mjehurici stalno osciliraju i proizvode vrtloge male veliine

(Zupanc i sur., 2019).

2.3. FIZIKALNI PARAMETRI

Stupnjevi Brix-a predstavljaju sadrzaj Secera odnosno saharoze u 100 grama uzorka i
odreduju se refraktometrom. U vocu, stupnjevi Brix-a predstavljaju koli¢inu otopljenih tvari s
obzirom nato da u voéu prevladavaju $eéeri. Sto je izmjerena vrijednost stupnjeva Brix-a veéa,
to je analizirani uzorak sladi. Veca vrijednost stupnjeva Brix-a pridonosi puno¢i okusa
proizvoda, ali ne mora nuzno znaciti da ¢e okus proizvoda biti bolji jer je sadrZaj kiselina
takoder vazan za percepciju okusa. Nadalje, stupnjevi Brix-a se koriste za objektivno
odredivanje kvalitete i pomazu prilikom odredivanja zrelosti vo¢a kao $to je raj¢ica, Spremnosti

voca za konzumaciju i preradu u prehrambene proizvode (Kleinhenz i Bumgarner, 2013).



Vecina hrane ima pH vrijednost nizu od 7,0 odnosno vecina hrane je prirodno kisela.
Rajéica i proizvodi od raj¢ice imaju pH vrijednost izmedu 4,0 i 4,6 zbog ¢ega pripadaju Vvisoko
do srednje kiselim namirnicama. Razli¢iti mikroorganizmi (bakterije, kvasci, plijesni) su
osjetljivi na pH vrijednost hrane. Rastu bakterija uglavnom pogoduje pH vrijednost iznad 7,0,
dok plijesni i kvascima pogoduje pH ispod 7,0. Vrlo visoka i vrlo niska pH vrijednost sprjecava
rast mikroorganizama. Medutim, hrana ne posjeduje tako ekstremnu pH vrijednost, stoga je
potrebno primijeniti neku vrstu konzerviranja hrane (susSenje, tretiranje pri visokim
temperaturama, hladenje, smrzavanje) kako bi se osigurala zdravstvena ispravnost i produzio
rok trajanja. Visoko kisela hrana, hrana ¢ija pH vrijednost iznosi manje od 4,6, omogucava
primjenu nize temperature prilikom toplinske obrade u usporedbi s hranom niske kiselosti.
Razlog tomu je §to se spore patogene bakterije Clostridium botulinum ne mogu aktivirati ako
je pH vrijednost manja od 4,6. Preporu¢ena temperatura pasterizacije za hranu ¢iji pH iznosi
izmedu 4,0 i 4,6, naprimjer raj¢ica i proizvodi od raj¢ice, iznosi izmedu 90,5 i 99 °C. Dakle,

pH vrijednost je vazna za mikrobiolosku ispravnost hrane (McGlynn, 2016).

Elektri¢na vodljivost oznac¢ava sposobnost materijala da provodi elektri¢nu struju kroz
svoju strukturu i definira se omjerom gustoCe materijala i snage elektricnog polja. U
analiziranom slu¢aju, materijal je hrana pri ¢emu elektri¢nu struju provode ioni, a ne elektroni
(Zhang, 2007). Na elektri¢nu vodljivost hrane utjeCu temperatura, sadrzaj iona, vode i lipida te
poroznost. Elektricna vodljivost hrane se povecava s povecanjem temperature, snage
elektri¢nog polja i vremena skladiStenja, dok ne dode do prezrelosti u slucaju voca i povr¢éa.
Povecéanje sadrzaja Secera negativno utjeCe na elektriénu vodljivost hrane, dok smanjenje

tvrdoce hrane utjece pozitivno (Banti, 2020).

2.4. ANALITICKE METODE ANALIZE UKUPNIH FENOLA, ANTIOKSIDACIJSKE
AKTIVNOSTI I BILINIH PIGMENATA

2.4.1. Kvantitativno odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Jedna od najpopularnijih metoda za kvantitativno odredivanje koncentracije ukupnih
fenola je kolorimetrijska metoda, Folin-Ciocalteu metoda (Singleton i Rossi, 1965). Koncept
na kojem se temelji ova metoda je redukcija Folin-Ciocalteu reagensa u prisutnosti fenolnih
spojeva u luznatom mediju pri ¢emu nastaje kompleks karakteristicnog plavog obojenja. Plavo
obojenje se mjeri pri valnoj duljini od 760 nm pomocu spektrofotometra. Intenzitet plavog
obojenja je proporcionalan koncentraciji fenolnih spojeva u analiziranom uzorku. Folin-
Ciocalteu reagens je zute boje i sastoji se od fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline koje

reduciraju u reakciji s fenolnim spojevima (Schendel, 2019). Folin-Ciocalteu reagens



predstavlja poboljSanje u odnosu na Folin-Denis reagens zbog dodatka litijevog sulfata koji

smanjuje koli¢inu taloga koja moze nastati tijekom provodenja metode (Malta i Liu, 2014).

2.4.2. Kvantitativno odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost se moze odrediti jednom od brojnih kemijskih metoda u
kojima se mjerenje provodi spektrofotometrijski (DPPH, ORAC, ABTS, HORAC, CUPRAC,
FRAP, TRAP, PFRAP), elektrokemijskih metoda ili kromatografskim metodama kao §to su
plinska kromatografija i tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC). Prednost kemijskih metoda je brzo i
jednostavno provodenje (Munteanu i Apetrei, 2021). Medutim, one ne uzimaju u obzir klju¢ne
bioloske parametre (apsorpcija i metabolizam antioksidanasa) koji su potrebni za odredivanje
in vivo u¢inka antioksidanasa odnosno mjere se posljedice njihovog djelovanja, a ne fizioloska
aktivnost (Bender i Graziano, 2015). Prema mehanizmu djelovanja, metode odredivanja
antioksidacijske aktivnosti dijele se na metode koje ispituju prijenos atoma vodika (engl.
Hydrogen atom transfer, HAT) i na one koje ispituju prijenos elektrona (engl. Electron transfer,
ET) (Munteanu i Apetrei, 2021).

DPPH metoda (engl. 2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl, DPPH), temelji se na
prijenosu elektrona s antioksidansa na DPPH radikal pri ¢emu dolazi do redukcije DPPH
radikala. Navedeni radikal karakterizira ljubicasta boja, niska reaktivnost i topljivost u
organskim otapalima. Tijekom DPPH metode dolazi do promjene boje iz ljubicaste u svijetlo
zutu zbog troSenja DPPH radikala. Antioksidacijska aktivnost je obrnuto proporcionalna
stupnju obezbojenja odnosno §to je veca antioksidacijska aktivnost to je izraZenija promjena
boje uzorka. Pracenjem promjene apsorbancije spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 517

nm, odreduje se antioksidacijska aktivnost analiziranog spoja (Munteanu i Apetrei, 2021).

2.4.3. Kvantitativno odredivanje biljnih pigmenata

Mjerenje koncentracije biljnih pigmenata se najcesce provodi spektrofotometrijski ili
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti. ldentifikacija i kvantifikacija biljnih
pigmenata ovisi o na¢inu pripremanja uzorka, metodi odredivanja i upotrijebljenom reagensu
za ekstrakciju (Branisa i sur., 2014). Odredivanje biljnih pigmenata HPLC-om omogucava
detekciju razli€itih klorofila i njihovih derivata te karotenoida. Medutim, nedostatak ove
metode je visoka cijena uredaja i provodenja analize te dugo vrijeme provodenja analize.
Nasuprot tomu, spektrofotometrijsko odredivanje biljnih pigmenata je ekonomski

prihvatljivije. Ova metoda obuhvaca ekstrakciju pigmenata i mjerenje njihove apsorbancije pri



odredenoj valnoj duljini te racunanje koncentracije biljnih pigmenata pomocu jednadZzbi.
Koncentracije nepoznatih pigmenata u tim jednadZzbama su modelirane kao funkcija izmjerene
apsorbancije pri valnim duljinama pikova koji su karakteristiéni za odredeni pigment.
Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije biljnih pigmenata se jednostavno provodi, ali
rezultati znacajno ovise o koriStenoj empirijskoj jednadzbi (Thrane i sur., 2015; Picazo i sur.,
2013).

2.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Rajcicu karakterizira visok udjel vode zbog Cega je sklona kvarenju kojeg uzrokuju
razli¢iti mikroorganizmi. Do zaraze raj¢ice mikroorganizmima najéesée dolazi tijekom berbe,
skladiStenja i transporta (Obeng i sur., 2018). U Zakonu o higijeni hrane i mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 83/2022), navedeni su mikrobioloski kriteriji za hranu. Dopusteni
broj bakterija Escherichia coli i Salmonella u nepasteriziranim sokovima od voca i povr¢a,
definiran je u navedenom zakonu. Ne postoje definirani kriteriji za dopusteni broj navedenih
mikroorganizama u pasteriziranom sosu i soku od voca ili povréa. Grani¢ne vrijednosti broja
E. coli u nepasteriziranom soku od voéa i povrca, prema navedenom zakonu, iznose 100 i 1000
CFUlqg, a ovaj kriterij se primjenjuje tijekom proizvodnog procesa. Ispitna referentna metoda
za odredivanje broja E. coli je HRN ISO 16649-1 ili HRN 1SO 16649-2. Broj elementarnih
jedinica koje Cine uzorak iznosi 5, dok dvije elementarne jedinice smiju imati vrijednost
izmedu grani¢nih vrijednosti. U rezanom vocu i povréu te u (nepasteriziranim) sokovima od
voca ili povrca, Salmonella mora biti odsutna u 25 grama uzorka, a ovaj kriterij se primjenjuje
za proizvode koji su stavljeni na trziSte tijekom roka trajanja. Metoda HRN EN ISO 6579 je
ispitna referentna metoda za odredivanje broja bakterije Salmonella. Broj elementarnih

jedinica koje ¢ine uzorak je 5.

S obzirom na pH vrijednost (4,0-4,6), raj¢ica i proizvoda od rajéice su kiseli i k tome
skloni kvarenju kojeg najces¢e uzrokuju nesporogene bakterije mlijecne kiseline, plijesni
(Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium), kvasci (Saccharomyces
spp., Candida spp.) i bakterije roda Bacillus. 1z roda Bacillus, isti¢e se nepatogena bakterija
Bacillus coagulans koja uzrokuje kvarenje proizvoda od rajcice odnosno soka od rajcice u
kojem je evidentna nekarakteristi¢na kiselost. Iako je nepatogena bakterija, Bacillus coagulans
moze predstavljati opasnost za zdravlje zbog svoje mogucénosti da poveca kiselost hrane 1
omoguci germinaciju potencijalno prisutnih spora bakterija iz roda Clostridium (Starek i sur.,
2021). Najveci problem za ljudsko zdravlje predstavljaju patogene bakterije koje su zaostale u

gotovim proizvodima zbog neadekvatnog procesiranja. Patogene bakterije koje se najcesce
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pronalaze u rajéici i proizvodima od rajcice su Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Klebsiella sp., Bacillus cereus, Enterobacter sp. (Obeng i sur., 2018; Van Dyk
i sur., 2016).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Rajcica

Za pripremu soka i sosa od rajéice u istrazivanju, upotrijebljena je rajcica sorte
Volovsko srce. Rajcica je dobivena od tvrtke Ekoprom d.o.0. iz Beslinca u Hrvatskoj. Sok i
sos od raj¢ice su pripremljeni pomocu sokovnika Ultra Juice Meca ZC600. Prilikom
proizvodnje soka udio pulpe je sveden na minimum, a tijekom proizvodnje sosa na maksimum.
To je postignuto regulacijom rucice za udio pulpe koja se nalazi na uredaju. Uzorci soka i sosa
su homogenizirani pomoc¢u uredaja GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 prije tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskog tretmana i hot break tretmana. Sok od rajcice je

razrijeden prije homogenizacije tako da je na 400 mL soka dodano 300 mL destilirane vode.

3.1.1.1. Oznacavanje uzoraka

Pripremljeno je 10 uzoraka sosa od rajéice pri ¢emu je 5 uzoraka homogenizirano pri
500 bara te 5 uzoraka pri 1000 bara. Isto tako, pripremljeno je 10 uzoraka soka od raj¢ice. Od
toga je 5 uzoraka soka homogenizirano pri 500 bara, a preostalih 5 uzoraka pri 1000 bara.
Oznake uzoraka, kao i njihova znacenja, navedene su u Tablici 1. Dopunske oznake uzoraka,

koje se odnose na vrijeme skladiStenja i dodaju se osnovnoj oznaci, navedene su u Tablici 2.

Tablica 1. Oznaka kontrolnih i tretiranih uzoraka te njeno znacéenje

Oznaka uzorka Znacenje oznake Oznaka uzorka Znacenje oznake
Netretirani uzorak sosa Netretirani uzorak soka
od rajcice, od rajcice,

Cs1 o ) CJ1 o _
homogeniziran pri 500 homogeniziran pri 500
bar bar
Uzorak sosa od raj€ice Uzorak soka od rajéice
tretiran ultrazvukom tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri visokog intenziteta pri

Us1 o uJl o
amplitudi od 75 %, amplitudi od 75 %,
homogeniziran pri 500 homogeniziran pri 500
bar bar
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Tablica 1. Oznaka kontrolnih i tretiranih uzoraka te njeno znacenje - nastavak

URY

TS1

HBS1

CS2

US3

Uzorak sosa od rajcice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 100 %,
homogeniziran pri 500
bar

Uzorak sosa od rajcice
tretiran toplinskim
tretmanom pri 60 °C,
homogeniziran pri 500
bar

Uzorak sosa od rajcice
tretiran hot break
tretmanom prema
protokolu,
homogeniziran pri 500
bar

Netretirani uzorak sosa
od rajcice,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak sosa od rajcice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 75 %,
homogeniziran pri
1000 bar

(UNp

TJ1

HBJ1

CJ2

(UNK!

Uzorak soka od raj¢ice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 100 %,
homogeniziran pri 500
bar

Uzorak soka od rajCice
tretiran toplinskim
tretmanom pri 60 °C,
homogeniziran pri 500
bar

Uzorak soka od raj¢ice
tretiran hot break
tretmanom prema
protokolu,
homogeniziran pri 500
bar

Netretirani uzorak soka
od rajcice,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak soka od rajc¢ice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 75 %,
homogeniziran pri
1000 bar
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Tablica 1. Oznaka kontrolnih i tretiranih uzoraka te njeno znacenje - nastavak

Tablica 2. Dopunska oznaka uzorka i njeno znacenje

3.1.2. Kemikalije
1. Destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)
2.

3.

RV

TS2

HBS?2

Uzorak sosa od rajcice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 100 %,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak sosa od rajcice
tretiran toplinskim
tretmanom pri 60 °C,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak sosa od rajcice
tretiran hot break
tretmanom prema
protokolu,
homogeniziran pri
1000 bar

Dopunska oznaka
0. dan
7. dan

50 %-tna otopina limunske Kiseline

(UNZ

TJ2

HBJ2

Limunska kiselina (Podravka d.d., Koprivnica, Hrvatska)

Uzorak soka od raj¢ice
tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta pri
amplitudi od 100 %,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak soka od rajCice
tretiran toplinskim
tretmanom pri 60 °C,
homogeniziran pri
1000 bar

Uzorak soka od raj¢ice
tretiran hot break
tretmanom prema
protokolu,
homogeniziran pri
1000 bar

Znacenje dopunske oznake
Uzorak analiziran nultog dana skladistenja

Uzorak analiziran sedmog dana skladiStenja

Priprema: Potrebno je otopiti limunsku kiselinu u destiliranoj vodi u omjeru 1:2.

Bijeli kristal Secer (Viro tvornica Secera d.d., Virovitica, Hrvatska)

5. 96 %-tni etanol (Gram-mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

70 %-tni etanol
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10.
11.
12.

13.

14.

15.
16.

Priprema: Prema jednadzbi C1*V1=C,*V>, pri ¢emu je oznaka V1 volumen 96 %-tnog
etanola, izraunati potrebni volumen 96 %-tnog etanola. Dodati izra¢unati volumen 96
%-tnog etanola u tikvicu te dopuniti destiliranom vodom do oznake.

Aceton P.A. (Lach-Ner, Neratovice, Ceéka)

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

Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD)

Folin-Ciocalteu reagens (Sigma-Aldrich, Burlington, SAD)

Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Otopina A — 10 %-tna otopina Folin-Ciocalteu reagensa

Priprema: Otpipetirati 10 mL Folin-Ciocalteu reagensa u Falcon epruvetu i dodati 90
mL destilirane vode te promijesati na vorteksu.

Otopina B — 7,5 %-tna otopina natrijevog karbonata

Priprema: Odvagati 7,5 g natrijevog karbonata na analitickoj vagi i kvantitativno
prenijeti, uz pomo¢ lijevka, u odmjernu tikvicu od 100 mL. Nadopuniti odmjernu
tikvicu do oznake destiliranom vodom i promijesati.

Trolox®, 97 %, 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)

Otopina 2,2-difenil-1-pikril-hidrazila

Priprema: Potrebno je odvagati 2,4505 mg DPPH-a na analitickoj vagi i prenijeti
kvantitativno, uz pomo¢ lijevka, u odmjernu tikvicu od 100 mL. Nadopuniti odmjernu

tikvicu do oznake 96 %-tnim etanolom i promijesati.

3.1.3. Uredaji

1.
2.

N o g &

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

Homogenizator GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 (Gea Group, Diisseldorf,
Njemacka)

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

pH metar HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska)

Ultrazvucni aparat Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

Grijaca plo¢a MS-H-S (Dlab, Peking, Kina)

Tehnicka vaga Highland® Portable Precision Balances: HCB 1002 (Adam Equipment,

Milton Keynes, Ujedinjeno Kraljevstvo)
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8. Analiticka vaga NBL-254i Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)

9. Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

10. Ru¢ni homogenizator Tissue Master 125 Homogenizer with 10 mm Probe (OMNI
International, Kennesaw, SAD)

11. Vorteks uredaj MX-S (Dlab, Peking, Kina)

12. UV-VIS Spektrofotometar UV-2600i s programskom podr§kom LabSolutions UV-Vis
(Shimadzu, Kyoto, Japan)

3.1.4. Laboratorijsko posude
1. Pipetman Gilson (200 pL, 1000 pL, 5 mL)
2. Laboratorijska ¢asa (200 mL, 1000 mL)
Laboratorijska Spatula
Menzura (25 mL, 100 mL)
Odmjerna tikvica (25 mL, 100 mL, 200 mL)
Plasti¢ne ladice za vaganje
Plasti¢ne epruvete (Falcon) (15 mL, 50 mL)

Stakleni lijevci

© © N o g bk~ w

Stalak za epruvete
10. Termometar

11. Kapaljka

12. Kvarcna kiveta

13. Plasti¢na kiveta

14. Eppendorf epruveta
15. Sterilne CaSe

16. Plasti¢ne posude

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje fizikalnih parametara

Nakon $to je pomoc¢u uredaja GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 provedena
homogenizacija soka i sosa od rajéice pri 500 bara odnosno 1000 bara, izmjereni su fizikalni
parametri. [zmjerena je vrijednost °Brix-a, pH vrijednost i elektri¢na vodljivost za uzorke soka
I sosa prije tretmana. Odvojeno je po 10 mL netretiranog soka odnosno sosa u dvije Falcon
epruvete kako bi se pripremili uzorci za odredivanje ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti
i koncentracije pigmenata te kako bi se provelo mjerenje fizikalnih parametara nakon sedam

dana. Pri tome je jedna epruveta oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. Isto
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tako, odvojeno je po 40 mL netretiranog soka odnosno sosa u dvije sterilne ¢ase za
mikrobioloSku analizu. Pri tome je jedna sterilna ¢aSa oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao
uzorak 7.dan. Navedeni fizikalni parametri su izmjereni i za uzorke soka i sosa nakon $to je

proveden jedan od tretmana.

3.2.1.1. Odredivanje stupnjeva Brix-a

Vrijednost °Brix-a za homogenizirani, netretirani sos od raj¢ice trebao je iznositi 14, a
za homogenizirani, netretirani sok od raj¢ice trebao je iznositi 6 prema uputama partnera
projekta. Ukoliko sok odnosno sos nije zadovoljio navedenu vrijednost °Brix-a, ona je
prilagodena dodavanjem Secera. Stupnjevi Brix-a su odredeni i za tretirane uzorke soka
odnosno sosa od raj€ice, ali tada se njihova vrijednost nije prilagodavala. Stupnjevi Brix-a su

odredeni pomocu refraktometra DHR 95 Handheld Refractometer.

3.2.1.2. Odredivanje pH vrijednosti

Prema uputama partnera projekta, pH vrijednost homogeniziranog, netretiranog sosa
odnosno soka od rajéice trebao je iznositi 4. U slucaju da sos odnosno sok nije zadovoljio
preporu¢enu pH vrijednost, ona je prilagodena dodavanjem 50 %-tne otopine limunske
kiseline. pH vrijednost je odredena i za tretirane uzorke soka odnosno sosa od rajéice, ali tada

se vrijednost nije prilagodavala. pH vrijednost je odredena pomocu pH metra H15521-02.

3.2.1.3. Odredivanje elektricne vodljivosti
Odredivanje elektricne vodljivosti provedeno je za homogenizirane netretirane i
tretirane uzorke soka odnosno sosa od raj¢ice. Mjerenje je provedeno pomocu pH metra

H15521-02.

3.2.2. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta

Homogenizirani sok i sos od raj¢ice podvrgnuti su tretmanu ultrazvukom visokog
intenziteta nakon $to su im izmjereni fizikalni parametri. Tretman ultrazvukom visokog
intenziteta je proveden kako bi se inaktivirali prisutni mikroorganizmi i da se utvrdi njegov
utjecaj na fizikalne parametre, sadrzaj ukupnih fenola i pigmenata te na antioksidacijsku
aktivnost soka odnosno sosa od rajcice. Za ovaj postupak upotrijebljen je ultrazvuc¢ni aparat
Q700CA Sonicator s promjerom sonde od 12 mm. Uzorci su tretirani pri temperaturi od 60 °C
u trajanju od 3 minute pri vrijednostima amplitude od 75 % i 100 %. U Tablici 3. prikazan je

dizajn eksperimenta napravljen u programu STATGRAPHICS.
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Tablica 3. Uzorci homogeniziranog soka i sosa od raj¢ice podvrgnuti tretmanu ultrazvukom

visokog intenziteta pri razli¢itim amplitudama

Uzorak Tlak
Amplituda (%) homogenizacije
Sos Sok
(bar)
Us1 uJl 75 500
us2 uJ2 100 500
uUS3 uJ3 75 1000
us4 uJ4 100 1000

3.2.2.1. Postupak provedbe tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

U menzuru je bilo potrebno usipati 100 mL homogeniziranog, netretiranog uzorka i
prenijeti taj volumen u laboratorijsku ¢asu. Laboratorijska ¢asa s uzorkom je zatim stavljena u
kuciSte ultrazvuénog aparata i uronjena je ultrazvucna sonda te termoclanak. Ultrazvu¢na
sonda je postavljena u srediste ¢ase pri cemu je morala biti dovoljno odmaknuta od dna case.
Termoclanak je postavljen tako da ne dodiruje stijenke ¢ase niti ultrazvuénu sondu, ali morao
je biti postavljen §to blize sondi kako bi mjerio temperaturu §to to¢nije. Zatim je zatvoreno
kuciste ultrazvu¢nog aparata i na LCD ekranu je unesena zeljena amplituda, 75 % ili 100 %, te
vrijeme tretiranja koje je iznosilo 3 minute. Nakon toga je pokrenut tretman ultrazvukom
visokog intenziteta i pracena je izmjerena temperatura na ekranu. Kada je vrijednost
temperature dosegnula 60 °C, proces je zaustavljen. Tada je otvoreno kuéiste ultrazvucnog
aparata 1 laboratorijska ¢asa s uzorkom je postavljena u posudu s ledom i vodom. Posuda s
ledom i vodom onemogucava dodatni porast temperature uzorka tijekom tretmana odnosno
zadrzava izmjerenu temperaturu na 60 °C. Casa s posudom je vraéena u kuéiste, uronjena je
sonda u uzorak i nastavljena je provedba tretmana. Tretiranje ultrazvukom visokog intenziteta
je trajalo 3 minute. Na kraju se po 10 mL tretiranog uzorka odvojilo u dvije Falcon epruvete
kako bi se mogli pripremiti uzorci za kemijske analize i provesti mjerenje fizikalnih
parametara. Pri tome je jedna Falcon epruveta ozna¢ena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak
7.dan. Isto tako, odvojeno je po 40 mL tretiranog uzorka u dvije sterilne case za mikrobioloske

analize. Pri tome je jedna sterilna ¢aSa oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan.
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3.2.3. Toplinski tretman

Uz tretman ultrazvukom visokog intenziteta, proveden je i toplinski tretman pri 60 °C.
Toplinski tretman je proveden za homogenizirane, netretirane uzorke soka odnosno sosa od
rajCice kojima su utvrdeni fizikalni parametri. Ovaj tretman je proveden kako bi se odredio
njegov utjecaj na prisutne mikroorganizme, ukupne fenole, antioksidacijsku aktivnost,
koncentraciju pigmenata i fizikalne parametre. Toplinski tretman je proveden pri 60 °C u
trajanju od 3 minute pri ¢emu je koristena grijaca ploca MS-H-S. Tretirani uzorci su oznaceni
kao TS1 i TS2 u slu€aju tretiranja sosa te kao TJ1 i TJ2 u slucaju tretiranja soka od rajcice. Pri
¢emu broj 1 oznacava uzorak koji je prethodno homogeniziran pri 500 bara, a broj 2 oznacava

uzorak koji je prethodno homogeniziran pri 1000 bara.

3.2.3.1. Postupak provedbe toplinskog tretmana

Pomoc¢u menzure je bilo potrebno odmjeriti 100 mL homogeniziranog, netretiranog
uzorka koji je zatim prenesen u laboratorijsku ¢asu. U laboratorijsku ¢asu od 1 L je usipano
otprilike 200 mL vode i zagrijano na grijacoj ploci. Laboratorijska ¢aSa s uzorkom je stavljena
u ¢aSu s vodom te je uronjen termometar u ¢asu s uzorkom. Pracen je porast temperature i kada
je ona dosegnula 60 °C, zapoceto je mijeSanje uzorka u trajanju od 3 minute. Nakon
provedenog toplinskog tretmana bilo je potrebno odvojiti po 10 mL tretiranog uzorka u dvije
Falcon epruvete, pri ¢emu je jedna oznacena kao uzorak 0.dan i jedna oznacena kao uzorak
7.dan, za daljnje kemijske analize i mjerenje fizikalnih parametara. Bilo je potrebno odvojiti i

po 40 mL tretiranog uzorka u dvije sterilne ¢aSe za mikrobioloske analize.

3.2.4. Hot break tretman

Osim dva prethodno spomenuta tretmana, proveden je i hot break tretman za
homogenizirane, netretirane uzorke soka i sosa od raj¢ice. Ovaj tretman je proveden u svrhu
ispitivanja njegovog utjecaja na mikroorganizme, vrijednosti fizikalnih parametara,
antioksidacijsku aktivnost te sadrzaj ukupnih fenola i pigmenata. Tretman je proveden pri 85
°C prema protokolu partnera projekta. Za realizaciju hot break tretmana koriStena je grijaca
plo¢a MS-H-S. Tretirani uzorci sosa su oznaceni kao HBS1 1 HBS2 , a tretirani uzorci soka su
oznaceni kao HBJ1 i HBJ2. Brojevi 1 i 2 u oznakama se odnose na tlak prilikom

homogenizacije koji je iznosio 500 bara odnosno 1000 bara.

3.2.4.1. Postupak provedbe hot break tretmana
U menzuri je odmjereno 100 mL homogeniziranog, netretiranog uzorka i taj volumen

je prenesen u laboratorijsku ¢asu. Pomoc¢u termometra je bilo potrebno izmjeriti po¢etnu
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temperaturu uzorka koja je trebala iznositi oko 20 °C. Pripremljena je laboratorijska ¢asa
volumenaod 1 L i u nju je usipano otprilike 200 mL vode te je sadrzaj ¢ase zagrijan na grijacoj
plo¢i na kojoj je temperatura bila postavljena na 90 °C. Nakon $to je postignuta temperatura
vode od 90 °C, u ¢asu je uronjena ¢asa s uzorkom i zapoceto je mijeSanje u trajanju od otprilike
11 minuta. Vrijednost temperature uzorka je pracena pomocu termometra. Kada je temperatura
uzorka dosegnula 85 °C, zapoceto je mijeSanje uzorka u trajanju od 3 minute. Zatim je
laboratorijska ¢aSa s uzorkom prebacena u posudu s ledom i vodom gdje se uzorak mijesao 9
minuta. Nakon provedenog tretmana, slijedi ve¢ opisano presipavanje tretiranog uzorka u

Falcon epruvete i sterilne CaSe.

3.2.5. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Odredivanje koncentracije ukupnih fenola provedeno je prema Singleton i Rossi (1965)
uz modifikacije, prema uputama partnera projekta. Koncentracija ukupnih fenola odredena je
pomoc¢u Folin-Ciocalteu metode. UV-VIS spektrofotometar UV-2600i s programskom
podrskom LabSolutions UV-Vis je koristen za provedbu analize. Mjerenje apsorbancije
uzoraka provedeno je pri valnoj duljini od 765 nm. Vrijednost izmjerene apsorbancije se kretala

izmedu 01 1 te je u tom podrucju apsorbancija proporcionalna koncentraciji ukupnih fenola.

3.2.5.1. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Nakon $to je proveden jedan od tri tretmana i izmjereni su °Brix-a, pH vrijednost i
vodljivost, tretirani uzorak je pripremljen za odredivanje koncentracije ukupnih fenola. Na
tehnickoj vagi Highland® Portable Precision Balances: HCB 1002 odvagano je 2 g tretiranog
uzorka u Falcon epruveti. Zatim je dodano 15 mL 70 %-tnog etanola i uz pomo¢ ru¢nog
homogenizatora Tissue Master 125 Homogenizer with 10 mm Probe realizirana je
homogenizacija pri 14 000 rpm u trajanju od 30 do 60 sekundi. Nakon toga, uzorci su
centrifugirani pri 5000 rpm u trajanju od 5 minuta u centrifugi 5430. Pomoc¢u pipetmana Gilson
prenijet je volumen dobivenog supernatanta u novu Falcon epruvetu. Pripremljeni uzorak se
moze odmah Koristiti za analizu ukupnih fenola ili skladistiti pri -20 °C. Jednak postupak

pripreme je proveden za uzorke soka i sosa od rajc€ice.

3.2.5.2. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih fenola

Reakcijske smjese su pripremljene u paraleli na sljede¢i nac¢in. U Eppendorf epruvetu
je prvo pipetirano 1000 pL otopine A, slijedi 200 uL uzorka i na kraju 800 puL otopine B.
Naposljetku se sadrzaj epruvete promijeSao na vorteks uredaju MX-S i uzorci su se zastitili od

svjetla u trajanju od 30 min kako bi se provela reakcija. Uzorak se morao promijesati prije

20


https://www.adamequipment.co.uk/highland-portable-precision-balances

dodavanja u reakcijsku smjesu. Na jednak nacin je bila pripremljena i slijepa proba koja je
umjesto uzorka sadrzavala 200 uL 70 %-tnog etanola. Otopina A i otopina B su pripremljene
na nacin koji je opisan u potpoglavlju 3.1.2. Nakon §to je provedena reakcija, slijedilo je
centrifugiranje uzoraka pomocu centrifuge 5430 pri 5000 rpm u trajanju od 5 minuta. Mjerenje
apsorbancije je provedeno pri 765 nm na UV-Vis spektrofotometru UV-2600i uz software
LabSolutions UV-Vis. Za mjerenje apsorbancije su koristene kvarcne kivete. Kvarcna kiveta
sa slijepom probom i kvarcna kiveta s uzorkom su postavljene u predvidena mjesta u
spektrofotometru. lzmjerena koncentracija ukupnih fenola, kao srednja vrijednost dvije

paralele, izrazena je u mg EGK/mL.

3.2.5.3. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Prije nego Sto se zapocne odredivanje koncentracije ukupnih fenola pripremljenih
uzoraka, nuzno je napraviti bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost izmjerene apsorbancije
0 poznatoj koncentraciji galne kiseline. Prvo je pripremljena standardna otopina galne kiseline
koncentracije 0,1 mg/mL pri ¢emu je galna kiselina otopljena u 70 %-tnom etanolu. 1z
standardne otopine galne Kkiseline, pripremljene su otopine galne Kkiseline poznatih
koncentracija u odmjerne tikvice. Koncentracije otopina su iznosile 0,05; 0,025; 0,0125;
000625; 0,003125 i 0.0015625 mg/mL. Nakon toga, postavljene su reakcije uz dodatak otopine
A i otopine B na nacin koji je opisan u potpoglavlju 3.2.5.2. s time da se umjesto uzorka dodalo
200 pL otopine galne kiseline. Slijepa proba je pripremljena na jednak nacin kao i u
potpoglavlju 3.2.5.2. Reakcija se provodila 30 minuta u tami, a zatim su uzorci centrifugirani
5 minuta na 5000 rpm. Slijedilo je mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 765 nm na UV-
Vis spektrofotometru. Pomocu programa Microsoft Excel konstruiran je bazdarni dijagram koji
na y-osi sadrzi vrijednosti apsorbancije, a na X-osi poznate koncentracije otopina galne kiseline

(mg/mL) (Prilog 13.). Dobivena je jednadzba pravca bazdarnog dijagrama:
y =10,263x + 0,0855 R? = 0,9885 [1]

Pri ¢emu y predstavlja izmjerenu vrijednost apsorbancije pri 765 nm, x predstavlja
koncentraciju galne kiseline izrazenu u mg/mL, a R? predstavlja koeficijent determinacije. Ova
jednadzba omogucava izra¢un nepoznate koncentracije ukupnih fenola u uzorku ukoliko se

uvrsti vrijednost izmjerene apsorbancije uzorka..

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Odredivanje antioksidacijske aktivnosti je izvrSeno prema Brand-Williams i sur. (1995)

uz modifikacije, prema uputama partnera projekta. Antioksidacijska aktivnost je odredena

21



putem DPPH metode. Za provedbu ove analize, upotrijebljen je UV-VIS spektrofotometar UV-
2600i s programskom podrskom LabSolutions UV-Vis. Apsorbancija uzoraka je izmjerena pri
valnoj duljini od 515 nm pri ¢emu se vrijednosti izmjerene apsorbancije kre¢u izmedu 01 1. U

tom podrucju je izmjerena apsorbancija proporcionalna koncentraciji.

3.2.6.1. Priprema uzoraka za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Uzorci za odredivanje antioksidacijske aktivnosti su pripremljeni na identi¢an nacin

kao 1 uzorci za odredivanje koncentracije ukupnih fenola, $to je opisano u potpoglavlju 3.2.5.1.

3.2.6.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Reakcijske smjese su pripremljene u paraleli tako da se u Eppendorf epruvetu
otpipetiralo 1850 uL otopine DPPH i zatim 150 pL uzorka. Reakcijska smjesa je obvezno
promijesana na vorteks uredaju MX-S. Reakcija se provodila u tami u trajanju od 30 minuta.
Uzorak se morao promijesati prije dodavanja u reakcijsku smjesu. Isto tako, bilo je potrebno
pripremiti slijepu probu u tri paralele na jednak nacin, ali umjesto uzorka se pipetiralo 150 uL
70 %-tnog etanola. Otopina DPPH je pripremljena na naéin koji je opisan u potpoglavlju 3.1.2.
pri ¢emu se priprema nova otopina DPPH za svaki radni dan. Nakon $to je provedena reakcija,
slijedilo je mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 515 nm. U tu svrhu, koristen je UV-Vis
spektrofotometar UV-2600i uz software LabSolutions UV-Vis. Za mjerenje apsorbancije su
koriStene plasticne kivete. Prvo su izmjerene apsorbancije slijepih proba, a zatim apsorbancije
uzoraka tako da je postavljana jedna po jedna plasti¢na kiveta u spektrofotometar. Za svaki
uzorak je provedeno 3 mjerenja, a kona¢na apsorbancija je izraZzena kao srednja vrijednost tih
mjerenja. Konacna vrijednost apsorbancije slijepe probe je izrazena kao srednja vrijednost

izraCunatih srednjih vrijednosti za 3 paralele pri ¢emu je svaka imala 3 mjerenja.

Izracun postotka inhibicije DPPH je ostvaren pomoc¢u formule:

% inhibicije DPPH = (2=} 100 [2]

0

Pri ¢emu se Ao odnosi na apsorbanciju slijepe probe, a A1 na apsorbanciju uzorka. Konacno,
antioksidacijska aktivnost je izrazena u umol ET/L §to je izraCunato pomocu jednadzbe pravca

bazdarnog dijagrama za odredivanje antioksidacijske aktivnosti.

Odredeni uzorci su prilikom mjerenja apsorbancije pokazivali vrijednosti ve¢e od 1. U
tom slucaju, bilo je potrebno razrijediti te uzorke i ponoviti postupak odredivanja

antioksidacijske aktivnosti kako bi vrijednost apsorbancija bila u linearnom podrucju. Prilikom
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odredivanja antioksidacijske aktivnosti za spomenute uzorke, bilo je nuzno pomnoziti kona¢ni

rezultat s faktorom razrjedenja.

3.2.6.3. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Prije odredivanja antioksidacijske aktivnosti pripremljenih uzoraka, bilo je nuzno
konstruirati bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost antioksidacijske aktivnosti o poznatoj
koncentraciji Troloxa. U odmjerne tikvice su pripremljene otopine Troloxa koncentracije 25,
50, 100, 200 i 250 umol/L pri ¢emu se Trolox otapao u 96 %-tnom etanolu. Zatim je postavljena
reakcija na isti nacin kao $to je opisano u potpoglavlju 3.2.6.2., s time da se umjesto uzorka
dodalo 150 pL otopine Troloxa odredene koncentracije. Slijepa proba je pripremljena na
jednak nacin kao 1 u potpoglavlju 3.2.6.2. Odvijanje reakcije se provodilo u tami u trajanju od
30 minuta. Slijedilo je mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 515 nm na UV-Vis
spektrofotometru te se antioksidacijska aktivnost racunala istim postupkom koji je opisan u
potpoglavlju 3.2.6.2. U programu Microsoft Excel, konstruiran je bazdarni dijagram koji na y-
osi sadrzi izraCunati postotak inhibicije DPPH, a na x-osi sadrzi poznate koncentracije otopina
Troloxa (umol/L) (Prilog 14.).

Dobivena je jednadzba pravca bazdarnog dijagrama:
y = 0,2841x - 1,3067 R? = 0,9975 [3]

Pri ¢emu Yy predstavlja postotak inhibicije DPPH-a, x predstavlja koncentraciju Troloxa®
izrazenu u pumol/L, a R? predstavlja koeficijent determinacije. Ova jednadzba omogudéava
izraCun nepoznate antioksidacijske aktivnosti uzorka ukoliko se prvo uvrsti vrijednost
izmjerene apsorbancije uzorka u jednadzbu [2], a zatim se dobivena vrijednost uvrsti kao y u
jednadzbu [3].

3.2.7. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije pigmenata

Koncentracija karotenoida 1 klorofila je istodobno odredivana u uzorcima soka i sosa
od raj¢ice prema Nagata i Yamashita (1992), prema uputama partnera projekta. U svrhu
provedbe ove analize, upotrijebljen je UV-VIS spektrofotometar UV-2600i s programskom
podrskom LabSolutions UV-Vis. Mjerenje apsorbancije je provedeno pri valnim duljinama od
663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm. Koncentracija likopena, -karotena, klorofila a i klorofila

b je izraCunata prema zadanim formulama.
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3.2.7.1. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije pigmenata

Nakon $to su tretiranim uzorcima soka i sosa od rajCice izmjereni fizikalni parametri,
slijedila je priprema uzoraka za odredivanje koncentracije pigmenata. Na tehnickoj vagi
Highland® Portable Precision Balances: HCB 1002 je odvagan 1 g tretiranog uzorka u Falcon
epruveti. Pripremljena je smjesa acetona i heksana u omjeru 2:3 i dodano je 10 mL pripremljene
smjese otapala u Falcon epruvetu s uzorkom. Slijedila je homogenizacija ru¢nim
homogenizatorom Tissue Master 125 Homogenizer with 10 mm Probe pri 14 000 rpm u
trajanju od 30 do 60 sekundi. Doslo je do automatskog razdvajanja faza pri cemu su nastale

dvije faze. Gornja faza je organska faza koja sadrzi pigmente.

3.2.7.2. Postupak odredivanja koncentracije pigmenata

Tijekom pripreme uzoraka je provedena ekstrakcija pigmenata smjesom acetona i
heksana. lzdvojena gornja faza odnosno supernatant je otpipetirana u plasti¢énu kivetu.
Mijerenje apsorbancije se za svaki uzorak provodilo istodobno pri valnim duljinama od 663,
645, 505 1 453 nm na UV-Vis spektrofotometru. Pomoc¢u software-a LabSolutions UV-Vis,
analizirane su izmjerene vrijednosti apsorbancije. Za svaki uzorak je provedeno 5 mjerenja, a
konac¢na vrijednost apsorbancije je iskazana kao srednja vrijednost tih 5 mjerenja. Slijepa proba

sadrzavala je smjesu acetona i heksana u omjeru 2:3.

Izmjerene apsorbancije su uvrstene u odgovarajucu jednadzbu za svaki pigment i

izraCunata je koncentracija pigmenta. Koncentracija pigmenta se izrazavala u mg/100 mL.
JednadZbe za izracun koncentracije pigmenata:

Likopen = —0,0458 * Agg3 + 0,204 * Agys + 0,372 * Aggs — 0,0806 * Ays3  [4]
B — karoten = 0,216 * Aggz — 1,22 * Agas — 0,304 * Agys + 0,452 * Ayes [5]
Klorofil a = 0,999 * Aggz — 0,0989 * Agys [6]

Klorofil b = —0,328 * Aggz + 1,77 * Agys [7]

Pri ¢emu se oznake Aee3, Asss, Asos | Assz 0dnose na izmjerene apsorbancije pri valnim
duljinama od 663, 645, 505 i 453 nm.

3.2.8. Mikrobioloska analiza

Analizu je izvrSio akreditirani laboratorij, Centar za kontrolu namirnica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta. Za mikrobiolosku analizu je pripremljeno po 40 mL netretiranih i
tretiranih uzoraka soka i sosa od raj¢ice. Uzorci su dostavljeni u sterilnim plasti¢énim ¢asama s

¢epom na navoj. Svaki uzorak je pripremljen u dvije paralele. Prvi uzorak je oznacen kao 0.
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dan i dostavljen je u laboratorij te analiziran istog dana kada je provedena njegova priprema.
Drugi uzorak je ozna¢en kao 7.dan. On je bio skladiSten u hladnjaku na +4 °C i dostavljen je u

laboratorij te analiziran sedam dana nakon njegove pripreme.

MikrobioloSke analize provedene su prema standardnim ISO metodama koje su
navedene u Tablici 4. Mikrobioloska ispitivanja uklju¢uju pripremu osnovnih razrjedenja
uzoraka, inokulaciju i inkubaciju te ocitanje poraslih kolonija. Puferirana peptonska voda,
pripremljena u omjeru 1:10, koriStena je za pripremu osnovnih razrjedenja (10) uzoraka. U
provedbi mikrobioloskih analiza su upotrijebljeni autoklav i hladnjak, precizna vaga, termostati
na 25, 30 i 44 °C, stakleno posude i jednokratan sterilni plasticni pribor te posude. Za
mikrobiolosko ispitivanje je koriSten 1 g uzorka te su dobiveni rezultati izrazeni u CFU/g

uzorka.

Tablica 4. Provedene mikrobioloske analize za odredene mikroorganizme u netretiranim i

tretiranim uzorcima soka i sosa od rajéice

Parametri inkubacije

) ] Metoda Hranjiva
Mikroorganizam o ) Temperatura
ispitivanja Vrijeme (h) podloga
((®)
o ) HRN ISO
Escherichia coli 44 24 TBX agar
16649-2:2001
Aerobne
) HRN EN ISO
mezofilne 30 72 PCA agar
N 4833-1:2013
bakterije
o HRN ISO
Plijesni 25 105 DRBC agar
21527-1:2012
Prema uputama
Bacillus Americkog MRS agar i
30 72-105
coagulans drustva za TSA agar

mikrobiologiju

3.2.8.1. Escherichia coli
Broj bakterije Escherichia coli u uzorcima je ispitivan prema metodi HRN 1SO 16649-
2:2001. Inkubacija je provedena prema parametrima temperature i vremena koji su navedeni u

Tablici 4. Za uzgoj E.coli upotrijebljen je TBX agar kao hranjiva podloga. Za pripremu 1 L

25



TBX agara, bilo je potrebno otopiti 20 g triptona, 1,5 g zuénih soli, 75 mg BCIG-a (5-bromo-
4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronat) i 9 g agara u 1 L destilirane vode. Dobivena smjesa je
kuhana i konstantno mijesana kako bi doslo do potpunog otapanja tvari. Medij je presipan u
epruvete ili bocice te je steriliziran u autoklavu pri 121 °C u trajanju od 15 minuta. Hranjivi

medij se zatim ohladio i odrzavao pri temperaturi od 47-50 °C.

Za odredivanje broja E.coli, koristena je metoda mijeSanja uzorka s teku¢im agarom
(engl. Pour plate). Metoda je provedena tako da je 1 mL uzorka prenesen na Petrijevu zdjelicu
i dodano je 15 mL TBX agara. Sadrzaj je promijeSan i ostavljen da se ohladi, a zatim je slijedila

inkubacija i brojanje kolonija.

3.2.8.2. Aerobne mezofilne bakterije

Broj aerobnih mezofilnih bakterija (engl. Total plate count, TPC) u uzorcima je
ispitivan prema metodi HRN EN ISO 4833-1:2013. Inkubacija je provedena prema
parametrima temperature i vremena koji su navedeni u Tablici 4. Za uzgoj aerobnih mezofilnih
bakterija, upotrijebljen je PCA agar kao hranjiva podloga. Za pripremu 1 L PCA agara, bilo je
potrebno otopiti 5 g triptona, 2,5 g kvas¢evog ekstrakta, 1 g glukoze i 12 g agarau 1 L
destilirane vode. Zatim je smjesa kuhana uz mijesanje kako bi se tvari u potpunosti otopile.
Smjesa je presipana u epruvete ili bocice i sterilizirana u autoklavu na 121 °C u trajanju od 15

minuta. Temperatura hranjive podloge je odrzavana na 44-47 °C.

Za odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija, koristena je metoda mijeSanja
uzorka s teku¢im agarom (engl. Pour plate). Metoda je provedena na jednak nacin kao §to je
opisano u potpoglavlju 3.2.8.1., s time da je dodan PCA agar. Ukoliko je potrebno, dodan je

sloj sterilnog agara preko inokuliranog uzorka. Slijedila je inkubacija i brojanje kolonija.

3.2.8.3. Plijesni

Broj plijesni (engl. Total mold count, TMC) u uzorcima je ispitivan prema metodi HRN
ISO 21527-1:2012. Inkubacija je provedena prema parametrima temperature i vremena koji su
navedeni u Tablici 4. Za uzgoj plijesni, upotrijebljen je DRBC agar kao hranjiva podloga.
Sastav DRBC agara je naveden u Prilogu 15. Navedene tvari su otopljene u 1 L destilirane
vode i smjesa je kuhana dok se tvari u potpunosti nisu otopile. Slijedilo je autoklaviranje pri
121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga je hranjiva podloga izlivena u Petrijeve zdjelice i

ohladena.

Za odredivanje broja plijesni, koristena je metoda razmazivanja 1 mL uzorka po

povrsini skrutnutog agara (engl. Spread plate). Slijedila je inkubacija i brojanje kolonija.
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3.2.8.4. Bacillus coagulans

Broj bakterije Bacillus coagulans u uzorcima je ispitivan prema metodi koju je opisalo
Americ¢ko drustvo za mikrobiologiju. Inkubacija je provedena prema parametrima temperature
I vremena koji su navedeni u Tablici 4. Za uzgoj bakterije Bacillus coagulans upotrijebljen je
MRS i TSA agar kao hranjiva podloga. Tvari za pripravu MRS agara su pripremljene prema
podacima u Prilogu 16. i otopljene u destiliranoj vodi uz dodatak 1 mL Tween 80 te je volumen
dopunjen do 1 L. Smjesa se kuhala dok se tvari nisu otopile u potpunosti. Slijedilo je
autoklaviranje pri 121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga je hranjiva podloga izlivena u

Petrijeve zdjelice i ohladena.

Za pripremu 1 L TSA agara, bilo je potrebno otopiti 15 g triptonskog peptona, 5 g Phytone™
peptona, 5 g natrijevog klorida i 15 g agara u 1 L destilirane vode. Slijedilo je kuhanje i
mijesanje dok se tvari u potpunosti nisu otopile. Autoklaviranje je provedeno pri 121 °C u

trajanju od 15 minuta.

Za odredivanje broja bakterije Bacillus coagulans, koristena je metoda razmazivanja
0,1 mL uzorka po povrsini skrutnutog agara (engl. Spread plate). Slijedila je inkubacija i
brojanje kolonija. Uzorak je nanesen na MRS agar i TSA agar. Uzorak se nanosi na MRS agar
kako bi se mogao odrediti broj bakterija. Bacillus coagulans slabo raste na TSA agaru, ali se
uzorak nanosi kako bi se potvrdilo da je ova bakterija uistinu prisutna s obzirom na to da na

MRS agaru formira nespecifi¢ne kolonije.

3.3. OBRADA PODATAKA

3.3.1. Statisticka obrada podataka dobivenih nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

Program STATGRAPHICS Centurion XV (Statgraphics Technologies Inc., Virginia,
SAD) je upotrijebljen za postavljanje dizajna eksperimenta i optimizaciju parametara tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta. Analiziran je utjecaj ulaznih varijabli na izlazne varijable.
Ulazne varijable bile suamplituda (75 i 100 %), tlak homogenizacije (500 i 1000 bara) i vrijeme
skladiStenja (0 i 7 dana). Izlazne varijable ukljucivale su pH vrijednost, °Brix-a, elektri¢nu
vodljivost (mS/cm), koncentraciju ukupnih fenola (mg EGK/mL), antioksidacijsku aktivnost
(umol ET/L), koncentraciju aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni (CFU/mL), koncentraciju
likopena (mg/100 mL), B-karotena (mg/100 mL), klorofila a (mg/100 mL) i klorofila b (mg/100
mL).

Multifaktorijalna analiza varijanci (engl. Multivariate analysis of variance,

MANOVA) je koristena prilikom obrade podataka. Podaci su analizirani za uzorke soka i sosa

27



od rajéice. Cilj ove metode je utvrditi imaju li ulazne varijable utjecaj na izlazne varijable
ukoliko se uzimaju u obzir samostalno ili u kombinaciji s drugim ulaznim varijablama.
Odredena ulazna varijabla ima statistiCki znacaj ukoliko je p-vrijednost manja od 0,05.
Optimizacija parametara tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, izvrSena je metodom
odzivne povrsine (engl. Response Surface Methodology, RSM). Tom metodom su utvrdene
optimalne vrijednosti ulaznih varijabli pomoc¢u kojih se mogu posti¢i optimalne vrijednosti

izlaznih varijabli.

3.3.2. Statisti¢ka obrada podataka dobivenih nakon toplinskog tretmana i hot break tretmana
Izlazni podaci (°Brix-a, pH vrijednost, elektri¢cna vodljivost, koncentracija ukupnih
fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracije pigmenata i broj aerobnih mezofilnih bakterija
te plijesni) su statisticki obradeni nakon toplinskog tretmana odnosno nakon hot break
tretmana. Za statisticku obradu podataka koristena je dvosmjerna analiza varijance (engl.
Analysis of variance, ANOVA) bez replikacije u programu Microsoft Excel 365. Pomoc¢u
ANOVA-¢ je odreden znacaj utjecaja tlaka homogenizacije (500 i 1000 bar) i vremena
skladiStenja (0 i 7 dana) na izlazne podatke pri ¢emu se neSto smatra statisticki znacajnim

ukoliko je p-vrijednost manja od 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitivan je utjecaj tri razlicita tretmana na fizikalne parametre (°Brix-a,
pH vrijednost, elektri¢na vodljivost), prinos ukupnih fenola i pigmenata (likopen, -karoten,
klorofil a i b), antioksidacijsku aktivnost te mikrobiolosku ispravnost (E.coli, TPC, TMC,
Bacillus coagulans) uzoraka sosa i soka od raj¢ice. Optimiranje parametara (amplituda 75 ili
100 %, tlak homogenizacije 500 ili 1000 bara) tretmana ultrazvukom visokog intenziteta je
takoder bio jedan od ciljeva istrazivanja kako bi se osigurala zdravstvena ispravnost, adekvatna
pH vrijednost, vrijednost °Brix-a i elektricna vodljivost te maksimizirao prinos ukupnih fenola
I pigmenata te antioksidacijska aktivnost. Ultrazvuk visokog intenziteta odabran je kao tretman
jer se ubraja u netoplinske, odrzive tehnologije pri ¢emu je tijekom provodenja istrazivanja
maksimalna postignuta temperatura iznosila 60 °C. Tretiranje uzoraka provedeno je pri
amplitudama od 75 i 100 %. Toplinski tretman pri 60 °C i hot break tretman provedeni su kako
bi se usporedio njihov utjecaj na fizikalne parametre, prinos ukupnih fenola i pigmenata,
antioksidacijsku aktivnost te mikrobiolosku ispravnost uzoraka s utjecajem ultrazvuka visokog
intenziteta. Uz navedeno, proucavan je utjecaj razlic¢itih parametara homogenizacije i utjecaj

skladiStenja na uzorke sosa i soka od rajcice.

Koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost i koncentracija pigmenata
odredene su spektrofotometrijskim metodama. Za odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu
metodom, apsorbancija je mjerena pri 765 nm, a za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
DPPH metodom mjerena je pri 515 nm. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva
paralelna mjerenja (ukupni fenoli) odnosno Sest paralelnih mjerenja (antioksidacijska
aktivnost) + standardna devijacija. Odredivanje koncentracije likopena, $-karotena, klorofila a
i klorofila b provedeno je istodobno pri ¢emu je apsorbancija mjerena pri 663 nm, 645 nm, 505
nm i 453 nm. Koncentracije su izracunate prema formulama [4], [5], [6] i [7], a rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost pet paralelnih mjerenja + standardna devijacija. Svi rezultati su

prikazani tabli¢no.

Mikrobioloska ispitivanja provedena su od strane Centra za kontrolu namirnica
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta prema standardnim 1SO metodama koje su navedene u

Tablici 4., a dobiveni rezultati su prikazani tabli¢no.

Statisticka obrada podataka tretmana ultrazvukom visokog intenziteta izradena je
pomocu software-a STATGRAPHICS Centurion XV pri ¢emu su ulazne varijable amplituda
(75 1 100 %), tlak homogenizacije (500 1 1000 bara) i vrijeme skladiStenja (0 1 7 dana).
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Rezultati MANOVA-e izraZzeni su za sve izlazne parametre uzoraka soka odnosno sosa od
raj¢ice. Rezultati su izrazeni pomocu p-vrijednosti, Paretovog dijagrama, tablice s optimalnim
vrijednostima, jednadzbe regresije i dijagrama odzivne povrsine. Obrada rezultata toplinskog i
hot break tretmana, izvedena je pomocu programa Microsoft Excel 365 odnosno pomocéu
ANOVA-e. Pomo¢u ANOVA-e utvrdeno je imaju li tlak homogenizacije (500 1 1000 bara) i
vrijeme skladiStenja (0 i 7 dana) statisticki znacajan (p<0,05) utjecaj na vrijednosti izmjerenih

parametara.

4.1. UTJECAJ PROVEDENIH TRETMANA I VREMENA SKLADISTENJA NA
REZULTATE PARAMETARA

4.1.1. Utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na rezultate parametara

4.1.1.1. Utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na uzorke sosa od rajcice

U Tablici 5. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne
vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,
B-karotena, klorofila a te klorofila b za uzorke sosa od rajéice koji su tretirani ultrazvukom
visokog intenziteta u odnosu na pripadajuée netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni

na dan pripreme i nakon 7 dana skladistenja.

Tablica 5. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke sosa od rajéice
tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta (US1, US2, US3, US4) u odnosu na netretirane
uzorke (CS1, CS2)

Uzorak °Brix-a pH (m§cm) Eléismi) Aé_l(f/lf;()l I(_rln:gcggg ﬁ(-rl:ln?];ga%n P?rlr?ng:?if)(i)loa P?rlr?ng:{ci{(i)lob
CS1 0.dan 14 4,023 12,33 o(,)%goi 3%’,7152? Oa?égf _06?07;oi Oé?ggzi Oé?ggsi
USLOdan | 136 4,011 2506 000 o1 500s G000 oo booo
US20.dan | 125 3,962 2465 0o o ho0 0000 oeoo oboo
CS20.dan | 142 4,009 188 ool ross . 5000 o000 oo booo
US30dan | 15,6 4,046 3,767 o(,)(’)ggoi 551’,163? 05?335 _06,007000i Oé?ggoi Oé?ggoi
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US4 0.dan

CS1 7.dan

US1 7.dan

US2 7.dan

CS2 7.dan

US3 7.dan

US4 7.dan

Tablica 5. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke sosa od rajcice
tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta (US1, US2, US3, US4) u odnosu na netretirane
uzorke (CS1, CS2) - nastavak

155 4,081 3,788 06(,)33; 4656,52 : Oé?ggoi -06?07000i Oé?ggoi
14,8 4,069 2,55 Oé?égf 241’,17285; Oé?égoi _06?07080+ Oé?ggoi
141 4,038 2,507 Oé?égf 9(39;; Oé?égoi -06?07091i Oé?ggoi
143 4,013 256 oo oom 0000 600 0000
156 40u  aem O BT 000 000s 0060
16 s oazs e 3MLMe 00ie 0076w 0067
15,3 3,993 3,741 060,331* 352257587i Oa?égoi _06,007050i Oéo,ggli

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Troloxa

Nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, odredeni uzorci (US1 0.dan, US2 0.dan)
pokazuju smanjenje vrijednosti °Brix-a u odnosu na njihov kontrolni uzorak (CS1 0.dan), dok
ostali uzorci (US3 0.dan, US4 0.dan) pokazuju povecanje vrijednosti °Brix-a u odnosu na
kontrolni uzorak (CS2 0.dan). Medutim, navedeni rezultati nisu statisticki zna¢ajni. lzmjerena
pH vrijednost tretiranih uzoraka je ostala gotovo nepromijenjena u odnosu na pripadajuci
kontrolni uzorak neovisno o amplitudi ultrazvuka ili tlaku homogenizacije. Dobiveni rezultati
nisu statisticki znacajni (p>0,05) $to je u skladu s rezultatima autora Etzbach i sur. (2019) i
Cheng i sur. (2014) koji su ispitivali utjecaj ultrazvuka na °Brix-a i pH vrijednost sosa
peruanske jagode odnosno sosa od jagode. Isto tako, utjecaj vremena skladistenja pri 4 °C na
°Brix-a i pH vrijednost pokazao se kao statisticki neznacajan za tretirane uzorke sosa. Medutim,
vidljiv je porast °Brix-a nakon 7 dana skladiStenja za sve tretirane uzorke s iznimkom uzorka
US4. Razlog tomu, moze biti konverzija netopljivih tvari staniéne membrane u topljive tvari
ili konverzija organskih kiselina u Secere (Ruiz-Nieto i sur., 1997). Takoder je vidljiv blagi
porast pH vrijednosti u tretiranim uzorcima nakon 7 dana skladiStenja (osim uzoraka US3 1

US4) s§to se moze objasniti spomenutom konverzijom organskih kiselina u Secere. Sli¢ne

31

0,086 +
0,000

0,090 =
0,000

0,093 +
0,001

0,093 +
0,001

0,087 £
0,000

0,091 £
0,000

0,093 +
0,000



rezultate su zabiljezili Bishnoi i sur. (2015) u uzorcima pulpe od jagode. Obradom podataka je
utvrdeno da optimalna pH vrijednost za uzorke sosa tretirane ultrazvukom iznosi 4,074, a
postize se nultog dana skladistenja pri amplitudi ultrazvuka od 100 % i tlaku homogenizacije
od 1000 bara. Optimalna vrijednost °Brix-a iznosi 15,84 i postize se pri amplitudi ultrazvuka

od 75 %, tlaku homogenizacije od 1000 bara i pri nultom danu skladiStenja.

Elektricna vodljivost tretiranih uzoraka ima negativan trend odnosno svi uzorci
pokazuju smanjenje u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak. Rezultati izmjerene elektricne
vodljivosti nakon provedenog tretmana ultrazvukom u uzorcima sosa, pokazuju da ukoliko je
jednak tlak homogenizacije, a razli¢ita amplituda ultrazvuka (uzorci US1 0.dan i US2 0.dan;
US3 0.dan i US4 0.dan), rezultati se ne razlikuju zna¢ajno (p>0,05). Dobiveni rezultati se
razlikuju od rezultata prijasnjeg rada gdje je u sosu od jagode zabiljeZeno zna¢ajno povecanje
elektri¢ne vodljivosti u odnosu na kontrolni uzorak $to je objaSnjeno promjenom strukture
makromolekula i oslobadanjem elektrolita djelovanjem ultrazvuka (Cheng i sur., 2014).
Nadalje, utjecaj vremena skladiStenja se pokazao kao statisticki neznac¢ajan. Obrada rezultata
MANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije ima statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na
elektri¢nu vodljivost uzoraka sosa. Iz rezultata je vidljivo da povecanjem tlaka homogenizacije
dolazi i do povecanja elektriéne vodljivosti u sosu od rajéice. Razlog tomu, moze biti da veci
tlak (1000 bar) uzrokuje povecanje temperature, a time i povecanje elektri¢ne vodljivosti §to
su autori Icier i Ilicali (2005) zabiljezili u sosu od marelice i breskve tretiranom Ohmskim
zagrijavanjem. Obradom podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost elektricne vodljivosti
za uzorke sosa tretirane ultrazvukom iznosi 3,79 mS/cm, a postiZe se nultog dana skladistenja

pri amplitudi ultrazvuka od 75 % i tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Koncentracija ukupnih fenola tretiranih uzoraka sosa od rajéice se nije znacajno
promijenila u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak kao $to je vidljivo u Tablici 5. Dobiveni
rezultati se podudaraju s rezultatima Golmohamadi i sur. (2013) koji su ispitivali utjecaj
ultrazvuka visokog intenziteta na sos od maline. Obrada podataka MANOVA-om je pokazala
da amplituda ultrazvuka, tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan
utjecaj (p>0,05) na koncentraciju ukupnih fenola u tretiranim uzorcima sosa od rajcice. Vidljiv
je blagi porast koncentracije ukupnih fenola nakon 7 dana skladiStenja za sve tretirane uzorke
(s iznimkom uzorka US4 koji pokazuje blago smanjenje). Nasuprot tomu, Sattar i sur. (2020)
su zabiljezili smanjenje ukupnih fenola tijekom skladistenja (pri 4 °C u hladnjaku tijekom
perioda od 10-30 dana) u uzorcima soka od breskve tretiranim ultrazvukom. Isti autori su naveli

da stabilnost ukupnih fenola ovisi o vrsti voca, nacinu tretiranja i skladiStenja. Obradom
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podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost ukupnih fenola za uzorke sosa tretirane
ultrazvukom iznosi 0,026 mg EGK/mL, a postize se sedmog dana skladistenja pri amplitudi

ultrazvuka od 100 % i tlaku homogenizacije od 1000 bara.

MANOVA-om je utvrdeno da tlak homogenizacije, amplituda, vrijeme skladi$tenja kao
i interakcija tlaka i amplitude imaju statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na antioksidacijsku
aktivnost tretiranih uzoraka sosa. Uzorci CS2 0.dan, US3 0.dan i US4 0.dan imaju znatno vecu
antioksidacijsku aktivnost u odnosu na CS1 0.dan, US1 0.dan i US2 0.dan. Razlog tomu, moze
biti §to su potonji uzorci homogenizirani pri nizem tlaku (500 bar) u odnosu na prvo navedene
uzorke. Prema Prilogu 1. vidljivo je da tlak homogenizacije ima pozitivan utjecaj na
antioksidacijsku aktivnost. Sto se ti¢e utjecaja amplitude ultrazvuka, kada se usporede uzorci
tretirani pri jednakom tlaku, a razli¢itoj amplitudi, vidljivo je povecanje antioksidacijske
aktivnosti s povecanjem amplitude (US1 0.dan i US2 0.dan). Povecanje antioksidacijske
aktivnosti nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta je zabiljezeno 1 u uzorcima sosa od
jagode (Cheng i sur., 2014). Uzorci US1 0O.dan i US4 0.dan pokazuju smanjenje
antioksidacijske aktivnosti u odnosu na pripadajucu kontrolu §to se moze objasniti interakcijom
tlaka i amplitude koja ima negativan utjecaj na antioksidacijsku aktivnosti (Prilog 1.).
Antioksidacijska aktivnost kontrolnih i tretiranih uzoraka se znac¢ajno smanjila nakon 7 dana
skladiStenja pri ¢emu je najvece smanjenje zabiljezeno za uzorak US1 (67,29 %), a najmanje
za US4 (24,34 %). Galani i sur. (2017) su takoder zabiljezili znacajno smanjenje
antioksidacijske aktivnosti nakon 15 dana skladiStenja raj¢ice pri 4 °C. Isto tako, Aadil i sur.
(2014) su uocili smanjenje antioksidacijske aktivnosti u uzorcima soka od grejpfruta
tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta tijekom 7 dana skladistenja pri 4 °C. Navedena
pojava se objaSnjava antagonistiCkim efektom antioksidanasa (Castro-Lopez i sur., 2016).
Obradom podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti za uzorke
sosa tretirane ultrazvukom iznosi 55,063 umol ET/L, a postize se nultog dana skladiStenja pri

amplitudi ultrazvuka od 75 % i tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Rezultati koncentracije likopena tretiranih uzoraka pokazuju blagi porast u odnosu na
pripadajuc¢u kontrolu §to je u skladu s rezultatima Zhang i sur. (2019) koji su ispitivali utjecaj
ultrazvuka na koncentraciju likopena u soku od raj¢ice. Povecanje likopena se moze objasniti
puknucéem stani¢ne membrane djelovanjem ultrazvuka zbog cega likopen dospijeva u matriks
hrane (Suo i sur., 2022). Nadalje, svi tretirani uzorci pokazuju smanjenje likopena nakon 7
dana skladistenja. Sli¢ne rezultate su dobili Suo i sur. (2022) u uzorcima soka od bundeve koji

su tretirani ultrazvukom. Medutim, obrada podataka je pokazala da tlak homogenizacije,
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amplituda i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacCajan utjecaj na sadrzaj likopena u
tretiranim uzorcima sosa od rajCice. Izmjerena koncentracija f-karotena negativna je za sve
uzorke. Brani$a i sur. (2014) su dobili negativne vrijednosti koncentracije [-karotena u
uzorcima jagode, marelice i maline tretiranima ultrazvukom pri ¢emu su koncentraciju takoder
odredivali prema Nagata i Yamashita (1992) odnosno prema jednadzbi [5]. Isti autori su kao
uzrok toga naveli preklapanje valnih duljina karotenoida s valnim duljinama klorofila u
uzorcima koji sadrze sli¢ne koncentracije karotenoida i klorofila te su zakljucili da postoje
ograni¢enja u upotrebi jednadzbi [4]-[7]. Koncentracija klorofila a i klorofila b tretiranih
uzoraka je gotovo nepromijenjena u odnosu na pripadajuc¢i kontrolni uzorak pri ¢emu je
koncentracija klorofila b ve¢a u svim uzorcima u odnosu na klorofil a. MANOVA-om je
utvrdeno da tlak homogenizacije, amplituda ultrazvuka, vrijeme skladistenja, interakcija
amplitude i vremena skladistenja te interakcija tlaka i vremena skladiStenja imaju statistic¢ki
znacajan utjecaj na koncentraciju klorofila a. Isto tako, utvrdeno je da vrijeme skladiStenja ima
statisticki znacajan utjecaj na koncentraciju klorofila b. Nakon 7 dana skladistenja, tretirani
uzorci pokazuju porast klorofila a i klorofila b. Porast klorofila a iznosio je najvise 6,25 %
(US1, US2, US4), a najmanje 4,69 % (US3). Za klorofil b, porast je iznosio najvise 8,14 %
(US4), a najmanje 5,81 % (US3). Nasuprot tomu, rezultati prijaSnjih znanstvenih radova
pokazuju da se koncentracija klorofila u rajéici smanjuje tijekom skladistenja pri 4 °C (Park i
sur, 2018; Tadesse i sur., 2015). Obradom podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost
likopena za uzorke sosa tretirane ultrazvukom iznosi 0,034 mg/100 mL, a postize se nultog
dana skladiStenja pri amplitudi ultrazvuka od 100 % 1 tlaku homogenizacije od 1000 bara.
Nadalje, utvrdeno je da optimalna vrijednost klorofila a za uzorke sosa tretirane ultrazvukom
iznosi 0,068 mg/100 mL, a optimalna vrijednost Klorofila b iznosi 0,093 mg/100 mL. Obje
optimalne vrijednosti se postizu sedmog dana skladiStenja pri amplitudi ultrazvuka od 100 % 1

tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Uzorak US3 0.dan pokazuju najvec¢u vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,027 +
0,000), antioksidacijske aktivnosti (55,183 + 1,641), koncentracije klorofila a (0,064 = 0,000)
i klorofila b (0,086 + 0,000). Najvecu koncentraciju likopena (0,035 + 0,000) ima uzorak US4
0.dan.

4.1.1.2. Utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta na uzorke soka od rajcice
U Tablici 6. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne
vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,

B-karotena, klorofila a te klorofila b za uzorke soka od raj¢ice koji su tretirani ultrazvukom
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visokog intenziteta u odnosu na pripadajuée netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni

na dan pripreme i nakon 7 dana skladiStenja.

Tablica 6. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske

aktivnosti 1 koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke soka od rajcice

tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta (UJ1, UJ2, UJ3, UJ4) u odnosu na netretirane
uzorke (CJ1, CJ2)

Uzorak °Brix-a pH (ms /Sm) El(JSIT(smgL) Aé.l(.';‘ f)l ol I(_rk:gq;?ggg B(-rﬁnicll;g(t)%n l?rlr? né?_f)goa l<(Ir(r)1r:g’3({)_{)itl)Ob
CJ10.dan 5,9 3,048 15,62 0(’)0,38; 3911?2? Oé?géoi _Od,loloooi Oé?ggoi Oél,ggli
UJ1 0.dan 57 3,994 3,158 Oa?ééf 352’,331336i Oé?ggoi _Od}oléoi Oé?ggoi Oél,ggoi
UJ2 0.dan 5,2 3,998 3,066 Oé?égoi 320’,%912; Oé?ggoi _06,100060i Oé?ggoi Oél,ggoi
CI2 0.dan 5.9 3,049 14,56 0@%& 250521)3; Oé?ggoi _06,101051+ Oé?ggoi Oél,ggli
UJ3 0.dan 5,6 3,986 3,183 Oé?ééoi 2%;345; Oé?ggoi _06,101050i Oél,ggoi Oél,ggoi
UJ4 0.dan 57 3,937 3,17 Oé?ggoi > 12’,86416; 05?335 _Od}ozoooi 0(’)1,8(;0i Oél,ggoi
CJ1 7.dan 6,2 3,983 2,925 Og)%goi 250’,3411?; Oé?ggoi _Od,oogogoi Oé?ggoi Oél,géli
e w0 sw WM owme ame e o
CI2 7.dan 6,9 3,009 2,92 oo 1me oo oo0  bgoo 60
sorem | e e W B ems o ome s
s | w s sw M A W wme ome oms

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Troloxa

Prema rezultatima u Tablici 6., vidljivo je smanjenje °Brix-a u svim tretiranim uzorcima soka

od raj¢ice u odnosu na pripadajucu kontrolu. Nadalje, jednako kao i uzorcima sosa, vidljivo je
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povecéanje °Brix-a nakon 7 dana skladiStenja za sve tretirane uzorke soka. Aadil i sur. (2014)
su zabiljezili jednak trend povecanja °Brix-a tijekom skladiStenja soka od grejpfruta koji je
prethodno tretiran ultrazvukom. Kao S§to je ranije spomenuto, ta pojava se moze objasniti
konverzijom organskih kiselina u Secere ili konverzijom netopljivih tvari stanicne membrane
u topljive tvari (Ruiz-Nieto i sur., 1997). Nakon tretmana ultrazvukom i 7 dana skladiStenja,
pH vrijednost tretiranih uzoraka je ostala gotovo nepromijenjena u odnosu na pripadajuci
kontrolni uzorak. Medutim, tlak homogenizacije, amplituda ultrazvuka i vrijeme skladistenja
nemaju statisticki zna¢ajan utjecaj na °Brix-a i pH vrijednost $to je utvrdeno MANOVA-om.
Adekunte i sur. (2010) su takoder zabiljezili da amplituda ultrazvuka nema statisti¢ki znac¢ajan
utjecaj na pH vrijednost i °Brix-a u soku od raj¢ice. Obradom podataka je utvrdeno da
optimalna vrijednost °Brix-a za uzorke soka tretirane ultrazvukom iznosi 6,788, a postize se
sedmog dana skladiStenja pri amplitudi ultrazvuka od 100 % i tlaku homogenizacije od 1000
bara. Optimalna pH vrijednost iznosi 3,999 i postiZze se amplitudom ultrazvuka od 75 %, tlakom

homogenizacije od 500 bara tijekom nultog dana skladistenja.

Elektri¢na vodljivost u svim uzorcima soka od rajéice znatno opada nakon tretiranja
ultrazvukom pri ¢emu uzorci tretirani amplitudom od 100 % (US2, US4) pokazuju veci pad.
Isto tako, pad elektri¢ne vodljivosti se nastavlja tijekom skladiStenja (osim u uzorku UJ2).
Aadil i sur. (2014) su u soku od grejpfruta, koji je tretiran ultrazvukom visokog intenziteta,
uocili porast elektricne vodljivosti, a tijekom skladiStenja je doSlo do pada vrijednosti. Pad
elektri¢ne vrijednosti su objasnili gubitkom nutrijenata koji su kljucni za elektri¢nu vodljivost.
Statisti¢ka obrada podataka MANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije, amplituda i
vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj na elektri¢énu vodljivost.
Obradom podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost elektricne vodljivosti za uzorke soka
tretirane ultrazvukom iznosi 3,198 mS/cm, a postiZe se nultog dana skladiStenja pri amplitudi

ultrazvuka od 75 % i tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Kao i u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice, koncentracija ukupnih fenola u uzorcima
UJ1 0.dan, UJ2 0.dan, UJ3 0.dan i UJ4 0.dan nije se znacajno promijenila u odnosu na
pripadajuci kontrolni uzorak. Nakon 7 dana skladistenja, vidljiv je blagi porast koncentracije
ukupnih fenola u svim tretiranim uzorcima. Castro-Lopez i sur. (2016) zabiljezili su povecanje
koncentracije ukupnih fenola od 12. dana skladiStenja voc¢nih napitaka pri 8-11 °C. Kao uzrok
ovog porasta, naveli su rast mikroorganizama, reakcije oksidiranih polifenola i nastajanje novih
spojeva koji imaju antioksidacijsku sposobnost te mogu reagirati s Folin-Ciocalteu reagensom.

Nasuprot tomu, drugi autori su prijavili porast ukupnih fenola nakon tretmana ultrazvukom te
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pad koncentracije ukupnih fenola tijekom skladiStenja pri 4 °C u soku od breskve odnosno
soku od grejpfruta (Sattar i sur., 2020; Aadil i sur., 2014). Obrada podataka MANOVA-om
pokazala je da amplituda ultrazvuka, tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju
statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na koncentraciju ukupnih fenola u tretiranim uzorcima
soka od raj¢ice. Obradom podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost ukupnih fenola za
uzorke soka tretirane ultrazvukom iznosi 0,018 mg EGK/mL, a postize se sedmog dana

skladistenja pri amplitudi ultrazvuka od 75 % i tlaku homogenizacije od 500 bara.

Rezultati izmjerene antioksidacijske aktivnosti tretiranih uzoraka soka od rajcice ne
pokazuju odredeni trend. Uzorci UJ1 0.dan 1 UJ2 0.dan imaju manju antioksidacijsku aktivnost
U odnosu na pripadajuc¢i kontrolni uzorak, dok uzorci UJ3 0.dan i UJ4 0.dan imaju vecu
antioksidacijsku vrijednost. Zhang i sur. (2019) su takoder utvrdili smanjenje antioksidacijske
aktivnosti u soku od raj¢ice tretiranom ultrazvukom. Kao $to je ranije navedeno, smanjenje
antioksidacijske aktivnosti se objasnjava antagonistickim efektom antioksidanasa (Castro-
Lopez i sur., 2016). Nasuprot tomu, Oladunjoye i sur. (2021) su utvrdili poveéanje
antioksidacijske aktivnosti u soku od mombinske $ljive koji je tretiran ultrazvukom. Isti autori
su kao razlog za navedeno povecanje naveli vecu biodostupnost fenolnih spojeva ili smanjeno
formiranje slobodnih hidroksil radikala djelovanjem kavitacije. Nakon 7. dana skladistenja,
antioksidacijska aktivnost tretiranih uzoraka soka ostala je nepromijenjena ili je doslo do
njenog smanjena. Sli¢ne rezultate su zabiljezili i drugi autori (Aadil i sur, 2014). Obrada
podataka MANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije, amplituda ultrazvuka i vrijeme
skladiStenja nemaju statisticki znaajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost. Obradom
podataka je utvrdeno da optimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti za uzorke soka
tretirane ultrazvukom iznosi 49,793 pumol ET/L, a postize se nultog dana skladistenja pri

amplitudi ultrazvuka od 100 % i tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Kao i u ultrazvukom tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice, koncentracija likopena u
tretiranim uzorcima soka pokazuje blagi porast u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak (s
iznimkom uzorka UJ1). Porast likopena nakon tretmana ultrazvukom su zabiljezili Zhang i sur.
(2019) u soku od raj¢ice te Oladunjoye i sur. (2021) u soku od mombinske §ljive. Nakon 7 dana
skladiStenja, doslo je do pada koncentracije likopena u uzorcima UJ2, UJ3 i UJ4, dok je u
uzorku UJ1 ostala nepromijenjena. Negativan trend koncentracije likopena tijekom 8 dana
skladiStenja pri 4 °C, zabiljeZen je u soku od bundeve tretiranom ultrazvukom te soku od nara
(Suo i sur., 2022; Castro-Lopez i sur., 2016). Kao §to je ranije navedeno, Suo i sur. (2022)

povecanje likopena nakon tretmana ultrazvukom objasnjavaju djelovanjem kavitacije na
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stani¢énu membranu, njenim oSte¢enjem i oslobadanjem likopena u matriks. Castro-Lopez i sur.
(2016) kao uzrok smanjenja likopena tijekom skladiStenja, navode oksidaciju i polimerizaciju
dvostrukih veza. Obrada podataka je pokazala da tlak homogenizacije, amplituda i vrijeme
skladiStenja nemaju statisticki znaCajan utjecaj na sadrzaj likopena u tretiranim uzorcima soka
od raj¢ice. Kao i u ultrazvukom tretiranim uzorcima sosa od rajéice, koncentracija f-karotena
negativna je za sve analizirane uzorke. Objasnjenje dobivenih rezultata navedeno je u
potpoglavlju 4.1.1.1. Koncentracija klorofila a i klorofila b u tretiranim uzorcima soka je za
odredene uzorke ostala jednaka u odnosu na pripadajuéi kontrolni uzorak, dok se u nekim
uzorcima smanjila odnosno povecéala. Opcenito, koncentracija klorofila b je u svim uzorcima
veca od koncentracije klorofilaa. MANOVA je pokazala da vrijeme skladiStenja ima statisticki
znacajan utjecaj na koncentracije klorofila a i klorofila b. Koncentracije klorofila u tretiranim
uzorcima se nakon 7 dana skladi$tenja znatno smanjuju. Dobiveni rezultati su u skladu s
radovima prijasnjih autora koji su utvrdili smanjenje klorofila u raj¢ici tijekom skladiStenja pri
4 °C (Park 1 sur, 2018; Tadesse i sur., 2015). Najvece smanjenje klorofila a zabiljeZeno je za
uzorak UJ4 (30,70 %), a najmanje za UJ1 (12,5 %). Za klorofil b, najve¢e smanjenje
zabiljezeno je za uzorak UJ4 (33,56 %), a najmanje za UJ1 (13,77 %). Obradom podataka je
utvrdeno da optimalna vrijednost likopena za uzorke soka tretirane ultrazvukom iznosi 0,061
mg/100 mL, a postiZze se nultog dana skladiStenja pri amplitudi ultrazvuka od 100 % 1 tlaku
homogenizacije od 500 bara. Optimalna vrijednost za klorofil a iznosi 0,101 mg/100 mL, a za
klorofil b iznosi 0,146 mg/100 mL. Ona se postize nultog dana skladiStenja pri amplitudi

ultrazvuka od 100 % te tlaku homogenizacije od 1000 bara.

Uzorak UJ4 0.dan pokazuju najvecu vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,015 +
0,000), antioksidacijske aktivnosti (51,846 + 2,612), koncentracije klorofila a (0,101 = 0,000)
i klorofila b (0,146 + 0,000). Najvecu koncentraciju likopena (0,065 = 0,000) ima uzorak UJ2
0.dan.

4.1.2. Utjecaj toplinskog tretmana na rezultate parametara
4.1.2.1. Utjecaj toplinskog tretmana na uzorke sosa od rajcice

U Tablici 7. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne
vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,
B-karotena, klorofila a te klorofila b za uzorke sosa od rajcice koji su tretirani toplinskim
tretmanom pri 60 °C u odnosu na pripadajuce netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni

na dan pripreme 1 nakon 7 dana skladiStenja.
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Tablica 7. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke sosa od rajcice

tretiranima toplinskim tretmanom (TS1, TS2) u odnosu na netretirane uzorke (CS1, CS2)

o G UF (mg AA (umol Likopen p-karoten  Klorofila  Klorofil b
Uzorak Brix-a pH (msfcm)  EGK/mL) ET/L) (mngf_l)oo (mngf_l)oo (mrgf)oo (mrgf)oo
CS10.dan 14 4,023 12,33 Oéo,égoi 37()’,71524; Oc’)%gli _06?07(f0i Oé?ggzi oé?gg;
o | me ame ae WS PR s ame s o
cuzan | ws ams  as e MIEe e oo oms oo
coran| s am  sem  OW: SMe ogme aome omss oo

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Trolox

Prema Tablici 7., rezultati °Brix-a tretiranih uzoraka se smanjuju (TS1 0.dan) u odnosu na
pripadajuéi kontrolni uzorak odnosno povecavaju se (TS2 0.dan). Nakon 7 dana skladistenja,
doslo je do povecanja °Brix-a za uzorak TS1, dok su se °Brix-a blago smanjili za uzorak TS2.
Statisticka obrada podataka pomo¢u ANOVA-e, pokazala je da tlak homogenizacije i vrijeme
skladi$tenja nemaju statisti¢ki zna¢ajan (p>0,05) utjecaj na vrijednost °Brix-a. Sto se ti¢e pH
vrijednosti tretiranih uzoraka, ona prati jednak trend kao i °Brix-a. Uzorak TS1 0.dan pokazuje
smanjenje pH vrijednosti u odnosu na pripadaju¢i kontrolni uzorak, a TS2 0.dan pokazuje
porast. Nakon 7 dana skladiStenja, uzorak TS1 karakterizira porast pH vrijednosti, a uzorak
TS2 blago smanjenje. Medutim, tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki
znacajan (p>0,05) utjecaj na pH vrijednost. Sli¢ne rezultate su dobili Cheng i sur. (2014) za

toplinski tretiran (pri 90 °C, 1 minuta) sos od jagode.
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Elektricna vodljivost tretiranih uzoraka ima negativan trend odnosno svi uzorci
pokazuju smanjenje u odnosu na pripadaju¢i kontrolni uzorak, kao i kod uzoraka tretiranih
ultrazvukom visokog intenziteta. Uzorak TS1 0.dan pokazuje smanjenje od 80,05 %, a uzorak
TS2 0.dan 79,22 %. Nasuprot tomu, sos od jagode tretiran pri 90 °C u trajanju od 1 minute
pokazao je statisti¢ki znacajno povecéanje elektri¢ne vodljivosti (Cheng i sur., 2014). Navedeno
povecanje autori su objasnili promjenom strukture makromolekula djelovanjem topline i
oslobadanjem mineralnih tvari koje povecavaju elektricnu vodljivost. Nakon 7.dana
skladistenja, doslo je do blagog porasta elektricne vodljivosti u oba tretirana uzorka. Statisticka
obrada podataka je pokazala da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja imaju statisticki

znacajan (p<0,05) utjecaj na vrijednost elektri¢ne vodljivosti tretiranih uzoraka.

Rezultati koncentracije ukupnih fenola ne prate odredeni trend odnosno vrijednost
ukupnih fenola za uzorak TS1 0.dan se povecala u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak, dok
se vrijednost za uzorak TS2 0.dan smanjila u odnosu na pripadajuc¢i kontrolni uzorak. Da
rezultati koncentracije ukupnih fenola u toplinski tretiranim uzorcima mogu biti opre¢ni,
pokazuju i radovi drugih autora. Rivero i sur. (2022) zabiljezili su povecanje ukupnih fenola u
toplinski tretiranom sosu od raj¢ice (pri 90-100 °C, 15 minuta) te su utvrdili da se udjel ukupnih
fenola povecava duzom toplinskom obradom rajéice zbog koncentriranja. Nasuprot tomu,
Cheng i sur. (2014) utvrdili su pad vrijednosti ukupnih fenola u toplinski tretiranom sosu od
jagode (pri 90 °C, 1 minuta). Isto tako, nakon 7 dana skladiStenja doSlo je do smanjenja
koncentracije ukupnih fenola za uzorak TS1 i povecanja za uzorak TS2. Medutim, statisticka
obrada podataka pokazala je da tlak homogenizacije i vrijeme skladistenja nemaju statisticki

znacajan (p>0,05) utjecaj na pH vrijednost.

Antioksidacijska aktivnost tretiranih uzoraka pri 60 °C razlikuje se ovisno o uzorku
odnosno zabiljeZeno je njeno smanjenje za uzorak TS1 0.dan te porast za uzorak TS2 0.dan.
Smanjenje antioksidacijske aktivnosti u toplinski tretiranom sosu od jagode zabiljezili su
Cheng i sur. (2014), dok su Rivero 1 sur. (2022) u toplinski tretiranom sosu od raj¢ice zabiljezili
znaCajan porast antioksidacijske aktivnosti. Nakon 7 dana skladiStenja, izmjerene
antioksidacijske aktivnosti oba tretirana uzorka pokazuju osjetni pad. ANOVA-om je utvrdeno
da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj na

pH vrijednost.

Koncentracija likopena pokazuje porast vrijednosti za uzorak TS1 0.dan, dok se za

uzorak TS2 0.dan smanjuje. Porast koncentracije likopena u sosu od rajéice koji je toplinski
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tretiran pri 90-100 °C u trajanju od 15 minuta, zabiljezili su Rivero i sur. (2022). Isti autori kao
uzrok povecanja likopena navode efekt zagrijavanja i homogenizacije. Takoder su naveli da do
povecanja biodostupnosti likopena moze do¢i zbog unistavanja stani¢ne membrane pri cemu
slabe veze izmedu likopena i matriksa te dolazi do pojacanja cis-izomerizacije likopena.
Nadalje, nakon skladiStenja doslo je do smanjenja koncentracije likopena u TS1. Nasuprot
tomu, koncentracija likopena se nakon 7 dana skladistenja povecala u uzorku TS2. Kao i kod
uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta, vrijednost B-karotena je negativna za sve
uzorke. Objasnjenje dobivenih rezultata navedeno je u potpoglavlju 4.1.1.1. Koncentracija
klorofila a ostala je jednaka za TS1 0.dan u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak, dok za
TS2 0.dan pokazuje blago smanjenje. Oba uzorka karakterizira porast koncentracije klorofila
a nakon 7 dana skladistenja. Sto se ti¢e koncentracije klorofila b, oba tretirana uzorka pokazuju
smanjenje u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak te povecanje vrijednosti nakon 7 dana
skladiStenja. Medutim, statisticka obrada podataka pokazala je da tlak homogenizacije i

vrijeme skladistenja nemaju statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj na pH vrijednost.

Uzorak TS2 0.dan pokazuju najveéu vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,022 +
0,001) i antioksidacijske aktivnosti (69,392 + 3,308) Najvecu koncentraciju likopena (0,028 +

0,000) ima uzorak TS1 0.dan, a koncentracije klorofila a i klorofila b su jednake.

4.1.2.2. Utjecaj toplinskog tretmana na uzorke soka od rajcice

U Tablici 8. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne
vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,
B-karotena, klorofila a te klorofila b za uzorke soka od rajéice koji su tretirani toplinskim
tretmanom pri 60 °C u odnosu na pripadajuce netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni

na dan pripreme i nakon 7 dana skladistenja.

Tablica 8. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti 1 koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke soka od rajcice

tretiranima toplinskim tretmanom (TJ1, TJ2) u odnosu na netretirane uzorke (CJ1, CJ2)

UF (m AA (umol Likopen p-karoten  Klorofila  Klorofil b
Uzorak °Brix-a pH G (mS/cm) EGK /mgL) ETl/LL) (mg/100 (mg/100 (mg/100 (mg/100
mL) mL) mL) mL)
0,012 £ 39,478 + 0,051 + -0,110 £ 0,096 + 0,137 +
CJ10.dan 59 3,948 15,62 0,001 1627 0,000 0,000 0,000 0,001
0,015 + 28,629 + 0,039 + -0,117 £ 0,100 + 0,145 +
TJ10.dan 53 3,97 3,119 0,001 0,578 0,001 0,000 0,001 0,002
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CJ2 0.dan

TJ2 0.dan

CJ1 7.dan

TJ1 7.dan

CJ2 7.dan

TJ2 7.dan

Tablica 8. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke soka od rajcice

tretiranima toplinskim tretmanom (TJ1, TJ2) u odnosu na netretirane uzorke (CJ1, CJ2) -

nastavak

5,9 3,949 14,56 05?535 250’,52%336i Oé?ggoi -06,101051+ Oé?ggoi
sedser  soy  (hde s Qo G Gl
6.2 3,983 2,925 Oa?égoi 2%’,34119; 05?335 -%?0908; Oé?ggoi
6,5 3,972 3,052 Oé?égoi 76?(?2; Oé?ggoi _ %’,%%% : Oé?ggoi
6,9 3,999 2,92 Oé?égf 181’%1225 Oé?géoi _%,Oogosoi Oé?ggoi
67 agm  ages QU R2T4Le 00 007s 0071

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Trolox

Prema Tablici 8., °Brix-a se smanjuju u uzorcima soka od raj¢ice nakon toplinskog tretmana
pri 60 °C u trajanju od 3 minute. Rezultati pokazuju da je smanjenje °Brix-a vece za uzorak
TJ2 0.dan i iznosi 5,10 %. Statisticka obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak
homogenizacije nema statisticki znacajan utjecaj na vrijednosti °Brix-a, dok vrijeme
skladiStenja ima (p<0,05). Nakon 7 dana skladiStenja, vrijednosti °Brix-a znacajno se
povecavaju pri éemu uzorak TJ1 pokazuje veée poveéanje (22,64 %) u odnosu na TJ2. Sto se
tice pH vrijednosti, nakon toplinskog tretmana doslo je do blagog povecanja. Nakon 7 dana
skladiStenja, pH vrijednost je ostala jednaka za uzorak TJ1, dok je za uzorak TJ2 zabiljezeno
blago povecanje. Nasuprot tomu, Sattar i sur. (2020) utvrdili su zna¢ajno smanjenje pH
vrijednosti u toplinski tretiranom soku od breskve (90 °C, 1 minuta) tijekom skladiStenja pri 4
°C. Medutim, ANOVA je pokazala da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju
statisticki znacajan utjecaj na pH vrijednost. U pasteriziranom soku od mombinske §ljive (90
°C, 10 minuta) takoder nije zabiljezena znacajna promjena °Brix-a i pH vrijednosti nakon

toplinskog tretmana (Oladunjoye i sur., 2021).

Kao 1 uranije opisanim uzorcima sosa i soka od rajcice, vrijednost elektri¢ne vodljivosti

se osjetno smanjila nakon toplinskog tretmana u svim uzorcima soka od raj¢ice. Medutim, tlak
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homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statistiCki znaCajan utjecaj na elektricnu
vodljivost. Isto tako, elektri¢na vodljivost nastavlja opadati tijekom skladiStenja za uzorak TJ1,

dok uzorak TJ2 pokazuje blagi porast elektricne vodljivosti.

Koncentracija ukupnih fenola u toplinski tretiranim uzorcima soka od raj¢ice ne prati
odreden trend. U uzorku TJ1 0.dan doslo je do porasta koncentracije ukupnih fenola u odnosu
na pripadajuci kontrolni uzorak, dok je pad koncentracije zabiljezen u uzorku TJ2 0.dan.
Toplinski tretirani sok od breskve takoder pokazuje blagi porast ukupnih fenola nakon tretmana
(Sattar i sur., 2020), a u pasteriziranom soku od mombinske $ljive autori su utvrdili pad
vrijednosti (Oladunjoye i sur., 2021). Isti autori su prijavili kontinuirani pad koncentracije
ukupnih fenola tijekom 30 dana skladiStenja pri 4 °C, dok je u ovom istrazivanju nakon 7 dana
skladistenja u oba uzorka izmjeren porast koncentracije ukupnih fenola. Statisticka obrada
podataka je pokazala da tlak homogenizacije i vrijeme skladistenja nemaju statisticki znacajan

utjecaj na sadrzaj ukupnih fenola.

Doslo je do smanjenja antioksidacijske aktivnosti u uzorku TJ1 0.dan nakon toplinskog
tretmana u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak, a u uzorku TJ2 0.dan izmjeren je porast.
Rezultati uzorka TJ1 0.dan podudaraju se s rezultatima autora Oladunjoye i sur. (2021) koji su
zabiljezili pad antioksidacijske vrijednosti za pasterizirani sok od mombinske Sljive.
Skladi$tenje u trajanju od 7 dana rezultiralo je smanjenjem antioksidacijske aktivnosti za oba
uzorka. Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjima antioksidacijske aktivnosti tijekom
skladiStenja toplinski tretiranog soka od breskve (Sattar 1 sur., 2020), soka od baobaba (Tembo
i sur., 2017) i soka od Roselle-manga (Mgaya-Kilima i sur., 2015). ANOVA-om je utvrdeno
da tlak homogenizacije 1 vrijeme skladiStenja imaju statisti¢ki neznacajan utjecaj na

antioksidacijsku aktivnost.

Koncentracija likopena pokazuje pad vrijednosti za toplinski tretiran TJ1 0.dan odnosno
porast za toplinski tretiran TJ2 0.dan. Nakon 7 dana skladistenja, vrijednosti koncentracije
likopena opadaju za oba tretirana uzorka. Sto se ti¢e koncentracije B-karotena, ona je negativna
za sve uzorke. ObjaSnjenje dobivenih rezultata navedeno je u potpoglavlju 4.1.1.1.
Koncentracije klorofila a i klorofila b prate jednak trend nakon toplinskog tretmana pri 60 °C
u trajanju od 3 minute i nakon sedmodnevnog skladistenja. Vrijednosti klorofila a i b rastu
nakon toplinskog tretmana za oba uzorka te ih karakterizira pad vrijednosti nakon 7 dana
skladiStenja. Tlak homogenizacije i1 vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan utjecaj na

koncentracije pigmenata.
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Uzorak TJ1 0.dan pokazuju najvecu vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,015 +
0,001), dok najvecu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (30,348 + 2,127) pokazuje uzorak
TJ2 0.dan. Najvecu koncentraciju likopena (0,044 + 0,000), klorofila a (0,104 £+ 0,000) i
klorofila b (0,151 + 0,000) ima uzorak TJ2 0.dan.

4.1.3. Utjecaj hot break tretmana na rezultate parametara

4.1.3.1. Utjecaj hot break tretmana na uzorke sosa od rajcice

U Tablici 9. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne
vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,
B-karotena, klorofila a te Kklorofila b za uzorke sosa od rajéice koji su tretirani hot break
tretmanom u odnosu na pripadajuce netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni na dan

pripreme 1 nakon 7 dana skladiStenja.

Tablica 9. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladiStenja za uzorke sosa od rajcice

tretiranima hot break tretmanom (HBS1, HBS2) u odnosu na netretirane uzorke (CS1, CS2)

o G UF (mg AA (umol Likopen p-karoten  Klorofila  Kilorofil b
Uzorak Brix-a pH (ms/cm) EGK/mL) ET/L) (mni;{_l)oo (mngf_l)oo (mrgf)oo (mrgf)oo
coam | e ms O URme e G ome o
oan | 120 se 2z G NET T Gow oo 0000
odn | 103 o s GOE SR T Gow oo 0000
cazan| s ams  as O WIS e gome oms oo
Ten 127 o s G TG G Goo oo 0001
coran| s aow amr  WES Oy Gone G oses o
Ten 1w aew GOl Tt Toe oo o0 oo

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Trolox
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uzorak HBS1 0.dan, koji je homogeniziran pri 500 bara, pokazuje smanjenje °Brix-a u
odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak, dok HBS2 0.dan, koji je homogeniziran pri 1000 bara,
pokazuje porast °Brix-a u odnosu na kontrolni uzorak. Isti trend je zabiljezen kod uzoraka sosa
od raj¢ice koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta i toplinskim tretmanom. Hassen i
sur. (2019) su prijavili izraZzeni porast stupnjeva Brix-a nakon hot break tretmana pri ¢emu je
tretman imao statisti¢ki znacajan utjecaj na vrijednost stupnjeva Brix-a. Koh i sur. (2011) su
takoder zabiljezili porast stupnjeva Brix-a u pasti od raj¢ice nakon hot break (93 °C, 5-10
minuta) tretmana. Nakon 7 dana skladiStenja, vrijednost °Brix-a povecala se za uzorak HBS1,
a za uzorak HBS2 se smanjila. StatistiCka obrada podataka ANOVA pokazala je da tlak
homogenizacije i vrijeme skladi$tenja imaju statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na vrijednost
°Brix-a. Sto se ti¢e pH vrijednosti, nakon tretmana doslo je do njenog smanjenja u uzorku
HBS1 0.dan, dok je povecanje zabiljezeno u uzorku HBS2 0.dan. U uzorku HBS1 doslo je do
povecanja pH vrijednosti tijekom 7 dana skladiStenja, a u uzorku HBS2 doslo je do smanjenja.
ANOVA je pokazala da tlak homogenizacije 1 vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znac¢ajan
utjecaj (p>0,05) na pH vrijednost. Hassen i sur. (2019) su takoder zabiljezili smanjenje pH
vrijednosti u uzorku paste od rajéice koji je tretiran hot break-om (90 °C, 7 minuta) pri ¢emu

tretman nije imao statisti¢ki znacajan utjecaj na pH vrijednost.

Nakon hot break tretmana, elektricna vodljivost uzoraka HBS1 0.dan i HBS2 0.dan
znacajno se smanjila u odnosu na pripadaju¢i kontrolni uzorak pri ¢emu vece smanjenje
pokazuje HBS1 0.dan i ono iznosi 81,37 %. Nakon 7 dana skladistenja, zabiljezen je blagi
porast vrijednosti elektriéne vodljivosti za HBS1 i HBS2. Obrada podataka ANOVA-om
pokazala je da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan (p>0,05)

utjecaj na rezultat elektri¢ne vodljivosti u uzorcima sosa od rajcice tretiranim hot break-om.

Koncentraciju ukupnih fenola karakterizira blagi pad vrijednosti za uzorak HBS1 0.dan,
dok je koncentracija ostala nepromijenjena za uzorak HBS2 0.dan. Pad vrijednosti ukupnih
fenola se moZze objasniti degradacijom fenolnih spojeva uslijed djelovanja topline i oksidacije
(Toydemir i sur., 2022). Nasuprot tomu, Gao i sur. (2021) zakljucili su prema rezultatima paste
od rajcice tretirane hot break-om (pri 90 °C, 10 minuta) da porastom temperature dolazi do
pojacanog oslobadanja fenolnih spojeva iz matriksa stanice. Njihov zakljucak je u skladu s
rezultatima istraZivanja utjecaja hot break tretmana na pastu od rajéice (Kelebek i sur., 2017).
Nadalje, oba tretirana uzorka pokazuju porast koncentracije ukupnih fenola nakon 7 dana

skladiStenja. Medutim, obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije i
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vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan (p>0,05) utjecaj na rezultat ukupnih fenola u

uzorcima HBS.

Antioksidacijska aktivnost tretiranih uzoraka veca je u odnosu na antioksidacijsku
aktivnosti pripadajucih kontrolnih uzoraka. Nasuprot tomu, Koh i sur. (2011) zabiljezili su pad
antioksidacijske aktivnosti u uzorcima paste od raj¢ice nakon hot break tretmana (93 °C, 5-10
minuta). Oba tretirana uzorka karakterizira pad antioksidacijske aktivnosti nakon 7 dana
skladistenja pri ¢emu je pad izraZeniji za uzorak HBS|1 i iznosi 70,32 %. Gore spomenuti autori
prijavili su jednaka zapazanja za tretiranu pastu od rajcice tijekom 12 mjeseci skladiStenja pri
sobnoj temperaturi u mraku. Obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije
nema statisticki znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost uzoraka sosa od raj¢ice koji su

tretirani hot break tretmanom, dok vrijeme skladiStenja ima (p<0,05).

Koncentraciju likopena karakterizira porast nakon hot break tretmana za oba tretirana
uzorka. Rezultati rada se ne podudaraju s rezultatima drugih autora (Gao i sur., 2021; Koh i
sur., 2011) koji su zabiljezili pad koncentracije likopena nakon tretmana hot break-om sto je
objasnjeno oksidacijom ili izomerizacijom likopena. Nadalje, oba tretirana uzorka pokazuju
pad koncentracije likopena nakon 7 dana skladiStenja $to je suprotno od rezultata koji su dobili
Koh i sur. (2011) tijekom skladitenja pri sobnoj temperaturi u mraku tijekom 3 mjeseca. Sto
se tice koncentracije P-karotena, ona je negativna za sve uzorke. Objasnjenje dobivenih
rezultata navedeno je u potpoglavlju 4.1.1.1. Koncentracije klorofila a i klorofila b prate jednak
trend za oba tretirana uzorka. Uzorak HBS1 0.dan karakterizira povecanje koncentracija
klorofila u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak, dok uzorak HBS2 0.dan pokazuje pad
vrijednosti. Nakon 7 dana skladiStenja, zabiljezen je porast vrijednosti klorofila za HBSI te
pad vrijednosti klorofila za HBS2. Obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak
homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na

koncentracije pigmenata u uzorcima sosa od rajéice tretiranim hot break tretmanom.

Uzorak HBS2 0.dan pokazuju najvecu vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,023
+ 0,001) 1 najvecu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (68,424 + 2,166). Najvecu
koncentraciju likopena (0,041 + 0,000), klorofila a (0,065 + 0,000) i klorofila b (0,088 +0,000)
ima uzorak HBS1 0.dan.

4.1.3.2. Utjecaj hot break tretmana na uzorke soka od rajcice
U Tablici 10. prikazani su rezultati mjerenja pH vrijednosti, stupnjeva Brix-a, elektri¢ne

vodljivosti, koncentracije ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije likopena,
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B-karotena, klorofila a te klorofila b za uzorke soka od rajCice koji su tretirani hot break
tretmanom u odnosu na pripadajuce netretirane uzorke. Prikazani rezultati su mjereni na dan

pripreme i nakon 7 dana skladistenja.

Tablica 10. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara, ukupnih fenola, antioksidacijske
aktivnosti i koncentracije pigmenata na nulti i sedmi dan skladistenja za uzorke soka od rajéice

tretiranima hot break tretmanom (HBJ1, HBJ2) u odnosu na netretirane uzorke (CJ1, CJ2)

Likopen p-karoten  Klorofila  Klorofil b
. G UF (mg AA (umol
Uzorak °Brix-a pH (mg/100 (mg/100 (mg/100 (mg/100
(mS/cm)  EGK/mL) ET/L) mL) mL) mL) mL)
0012+ 39478+ 0051+  -0.1104 0096+ 0137+
Gl B = e ez 0,001 1,627 0,000 0,000 0,000 0,001
HBJL cs 403 > 0012+ 27188+ 0052+  -0.113+ 0102+ 0,147+
0.dan ! ! : 0,000 0,092 0,000 0,000 0,000 0,001
0015+ 25513+ 0043+  -0115+ 0099+ 0,143+
Gz = e = 0,001 0.206 0,000 0,001 0,000 0,001
HBJ2 ‘ “ol 25 0012+ 47749+ 0039+  -0.115+ 0097+ 0,139+
0.dan ! ! : 0,000 1,586 0,000 0,000 0,000 0,000
0017+ 25319+ 0034+  -0,098+ 0085+ 0122+
Gl gy = ekl = 0,000 0,412 0,000 0,000 0,000 0,001
HBJL 00164 12954+ 0028+ 0073+ 0067+ 0,090+
7.dan 6.6 3,994 3121 0,001 1127 0,000 0,001 0,000 0,001
0017+ 18912+ 0041+  -0085+ 0076+ 0,106
CIE g o ekt 22 0,001 1526 0,000 0,000 0,000 0,000
HBJ2 0017+ 14545+ 0034+ 0069+ 0066+ 0,089+
7.dan 1.2 4,015 3,317 0,000 1191 0,000 0,000 0,000 0,000

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-

ekvivalent Trolox

Prema rezultatima u Tablici 10., vrijednosti °Brix-a smanjuju se nakon tretmana hot break-om
Sto je zabiljezeno u oba tretirana uzorka. Vecée smanjenje °Brix-a zabiljezeno je za uzorak HBJ1
0.dan. Statisticka obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije nema
statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na vrijednost °Brix-a, dok vrijeme skladiStenja ima
(p<0,05). Nakon 7 dana skladistenja pri temperaturi od 4 °C, doslo je do povecanja vrijednosti
°Brix-a u oba tretirana uzorka. Veci porast vrijednosti °Brix-a zabiljeZen je u uzorku HBJ1 i
iznosi 24,53 %. Oba tretirana uzorka karakterizira poveéanje pH vrijednosti u odnosu na
pripadajuci kontrolni uzorak. Nakon 7 dana skladistenja pri 4 °C, u uzorku HBJ1 zabiljeZeno

je smanjenje pH vrijednosti, dok je u uzorku HBJ2 zabiljeZzeno blago povecanje. Medutim,
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obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja
nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na pH vrijednost. Kaur i sur. (2007) prijavili su da
nije doslo do znacajne promjene vrijednosti °Brix-a i pH vrijednosti nakon hot break tretmana
(pri 90 °C, 2 minute).

Elektri¢na vodljivost se osjetno smanjila u uzorcima soka od raj¢ice nakon hot break
tretmana, kao Sto je zabiljeZeno i u ranije komentiranim uzorcima. Vrijednost elektricne
vodljivosti nastavlja opadati nakon 7 dana skladistenja pri temperaturi od 4 °C za oba tretirana
uzorka. ANOVA-om je utvrdeno da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju

statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na rezultate elektricne vodljivosti.

Koncentracija ukupnih fenola u uzorku HBJ1 0.dan je ostala jednaka u odnosu na
pripadajuci kontrolni uzorak, dok je u uzorku HBJ2 0.dan zabiljeZeno smanjenje koncentracije.
Kaur i sur. (2007) su takoder zabiljezili da je koncentracija ukupnih fenola u soku od rajcice
ostala gotovo jednaka nakon hot break tretmana (pri 90 °C, 2 minute). Isti autori su prijavili da
je koncentracija ukupnih fenola ostala jednaka tijekom skladiStenja od 6 mjeseci pri 7-10 °C
Sto se razlikuje od rezultata dobivenih u ovom istrazivanju. Oba tretirana uzorka pokazuju
porast koncentracije ukupnih fenola nakon 7 dana skladiStenja pri temperaturi od 4 °C.
Medutim, statisticki obrada podataka ANOVA-om pokazala je da tlak homogenizacije i

vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na vrijednosti ukupnih fenola.

Uzorak HBJ1 0.dan karakterizira pad antioksidacijske aktivnosti u odnosu na
pripadajuéi kontrolni uzorak nakon hot break tretmana. Za razliku od toga, uzorak HBJ2 0.dan
pokazuje poveéanje antioksidacijske aktivnosti u odnosu na pripadaju¢i kontrolni uzorak.
Nakon 7 dana skladiStenja, doSlo je do osjetnog pada antioksidacijske aktivnosti u oba tretirana
uzorka. Dobiveni rezultati se razlikuju od rezultata Kaur i sur. (2007) koji su zabiljezili da je
antioksidacijska aktivnost soka od rajCice ostala stabilna nakon hot break tretmana i
skladiStenja od 6 mjeseci pri 7-10 °C. ANOVA-om je utvrdeno da tlak homogenizacije i
vrijeme skladiStenja nemaju statisticki znacajan utjecaj na vrijednost antioksidacijske

aktivnosti.

Izmjerena koncentracija likopena u uzorku HBJ1 0.dan pokazuje blagi porast u odnosu
na CJ1 0.dan, a u uzorku HBJ2 0.dan je zabiljezen pad koncentracije likopena u odnosu na
pripadajuc¢i kontrolni uzorak. Makroo 1 sur. (2017) zabiljezili su porast koncentracije likopena
u uzorcima soka od raj¢ice koji su tretirani hot break-om (pri 90 °C, 5 minuta). Nasuprot tomu,

Hsu (2008) je utvrdio blagi, statisti¢ki neznacajan pad koncentracije likopena u uzorcima soka
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od rajcice tretiranih hot break-om (pri 92 °C, 2 minute). Nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C, u
oba tretirana uzorka je utvrden pad koncentracije likopena. Obrada podataka ANOVA-om
pokazala je da nijedna od dvije ulazne varijable (tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja)
nema statisticki znadajan utjecaj na koncentraciju likopena. Sto se ti¢e koncentracije B-
karotena, ona je negativna za sve uzorke. ObjaSnjenje dobivenih rezultata navedeno je u
potpoglavlju 4.1.1.1. Koncentracija klorofila a i klorofila b prati jednak trend za tretirane
uzorke odnosno HBJ1 0.dan karakterizira poveéanje koncentracije klorofila a i klorofila b u
odnosu na pripadaju¢i kontrolni uzorak, dok uzorak HBJ2 0.dan karakterizira pad
koncentracija. U oba tretirana uzorka je izmjereno smanjenje koncentracije klorofila a i
klorofila b nakon 7 dana skladistenja pri 4 °C. ANOVA-om je utvrdeno da tlak homogenizacije
nema statistiCki znacajan utjecaj na koncentraciju klorofila a ili Klorofila b, a vrijeme

skladiStenja ima statisti¢ki znacajan utjecaj (p<0,05) na koncentracije oba klorofila.

Tretirani uzorci imaju jednaku vrijednost koncentracije ukupnih fenola (0,012 + 0,000).
Najvecu vrijednost antioksidacijske aktivnosti (47,749 + 1,586) ima uzorak HBJ2 0.dan.
Najvecu koncentraciju likopena (0,052 = 0,000), klorofilaa (0,102 + 0,000) i klorofila b (0,147
+0,001) ima uzorak HBJ1 0.dan.

4.1.4. Usporedba utjecaja provedenih tretmana na rezultate parametara

Na Slici 1. grafi¢ki su prikazani rezultati ispitivanih parametara (°Brix, pH vrijednost,
elektri¢na vodljivost, koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracija
likopena, klorofila a i klorofila b) u uzorcima sosa od raj¢ice (homogenizirani pri 500 ili 1000
bara) koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom ili hot break

tretmanom pri ¢emu su parametri izmjereni na nulti dan skladistenja.

Vrijednost °Brix-a u kontrolnim uzorcima sosa od raj¢ice iznosila je 14,0 odnosno 14,2.
Usporedbom izmjerenih vrijednosti °Brix-a u tretiranim uzorcima (Slika 1.) moze se zakljuditi
da uzorci koji su homogenizirani pri 500 bara (US1, US2, TS1, HBS1) pokazuju smanjenje
vrijednosti °Brix-a nakon provedenog tretmana, dok uzorci homogenizirani pri 1000 bara
(US3, US4, TS2, HBS2) pokazuju povecanje vrijednosti °Brix-a u odnosu na pripadajuci
kontrolni uzorak. Najveée poveéanje °Brix-a zabiljezeno je za uzorak homogeniziran pri tlaku
od 1000 bara i tretiran hot break-om, a najmanje smanjenje zabiljezeno je u uzorku koji je
homogeniziran pri tlaku od 500 bara i tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi
od 75 %.
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U kontrolnim uzorcima sosa od raj¢ice pH vrijednost iznosi 4,023 odnosno 4,009.
Izmjerena pH vrijednost tretiranih uzoraka prati jednak trend kao i izmjerene vrijednosti
stupnjeva Brix-a. U uzorcima koji su homogenizirani pri 500 bara (US1, US2, TS1, HBS1),
zabiljezen je pad pH vrijednosti u odnosu na netretirani uzorak, a u uzorcima koji su
homogenizirani pri 1000 bara (US3, US4, TS2, HBS2) doslo je do porasta pH vrijednosti (Slika
1.). Uzorak homogeniziran pri tlaku od 1000 bara i tretiran hot break-om karakterizira najvece
povecanje pH vrijednosti, a najmanje smanjenje pH vrijednosti je zabiljeZzeno u uzorku koji je
homogeniziran pri tlaku od 500 bara i tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi

od 75 %. Opcenito, niti jedan tretman nije pokazao znacajan utjecaj na pH vrijednost.

Elektri¢na vodljivost se smanjila u svim tretiranim uzorcima u odnosu na pripadajuci
kontrolni uzorak, neovisno o vrsti tretmana i tlaku homogenizacije (Slika 1.). Smanjenje
elektri¢ne vodljivosti za tretirane uzorke iznosi izmedu 79 i 81 %. Ukoliko se usporede uzorci
homogenizirani pri 500 bara, vidljivo je da uzorak tretiran ultrazvukom visokog intenziteta pri
amplitudi od 75 % pokazuje najmanje smanjenje elektriéne vodljivosti u odnosu na netretirani
uzorak. Nadalje, usporedbom uzoraka koji su homogenizirani pri 1000 bara, vidljivo je da
uzorak tretiran toplinskim tretmanom pokazuje najmanje smanjenje elektri¢ne vodljivosti u
odnosu na netretirani uzorak. Vrijednosti elektricne vodljivosti netretiranih uzoraka sosa od

rajCice nalaze se u Tablici 5., 7.1 9.

Na Slici 1. vidljivo je da uzorci sosa od raj¢ice koji su tretirani ultrazvukom visokog
intenziteta (amplituda 75 i 100 %) i homogenizirani pri 500 bara pokazuju gotovo
nepromijenjenu vrijednost koncentracije ukupnih fenola u odnosu na netretirani uzorak Za
razliku od toga, uzorci homogenizirani pri 500 bara i tretirani toplinskim tretmanom odnosno
hot break tretmanom, pokazuju porast koncentracije ukupnih fenola. U svim tretiranim
uzorcima koji su homogenizirani pri 1000 bara, zabiljezen je porast koncentracije ukupnih
fenola pri ¢emu je najveci porast zabiljezen u uzorku koji je tretiran hot break-om. Porast
koncentracije ukupnih fenola se moze objasniti termi¢kim efektom odnosno povecanje
temperature dovodi do pojacanog oslobadanja fenolnih spojeva iz matriksa stanice, kao §to je
ranije objaSnjeno. Vrijednosti koncentracije ukupnih fenola netretiranih uzoraka sosa od raj¢ice

nalaze se u Tablici 5., 7.1 9.

Antioksidacijska aktivnost prati jednak trend kao i dosad opisani parametri odnosno
antioksidacijska aktivnost je generalno veca u uzorcima sosa od raj€ice koji su homogenizirani

pri 1000 bara u odnosu na one homogenizirane pri 500 bara (Slika 1.). Vrijednosti
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antioksidacijske aktivnosti netretiranih uzoraka sosa od raj¢ice nalaze se u Tablici 5., 7.1 9.
Kada se medusobno usporede tretirani uzorci koji su homogenizirani pri 500 bara, uocljivo je
da je doslo do pada antioksidacijske aktivnosti u uzorcima US1 i TS1, dok uzorci US2 i HBS1
pokazuju porast. Od uzoraka homogeniziranih pri 1000 bara, jedino uzorak US4 pokazuje
smanjenje antioksidacijske aktivnosti. Najveci porast antioksidacijske vrijednosti (31,41 %) i
najveca vrijednost opcenito, zabiljezena je u uzorku Kkoji je homogeniziran pri 1000 bara i

tretiran toplinskim tretmanom.

Doslo je do porasta koncentracije likopena u svim tretiranim uzorcima (Slika 1.).
Najvece povecanje likopena zabiljezeno je u uzorku homogeniziranom pri 500 bara i
tretiranom hot break tretmanom. Povecanje likopena se moze objasniti puknu¢em stani¢ne
membrane i slabljenjem veza izmedu likopena i matriksa te cis-izomerizacijom likopena, kao
Sto je ranije navedeno. Koncentracija likopena tretiranih uzoraka koriStena je kao referent
prilikom optimizacije parametara ultrazvuka visokog intenziteta. Prema tomu, najveéu
koncentraciju likopena od uzoraka sosa od rajéice koji su tretirani ultrazvukom, ima uzorak
homogeniziran pri 1000 bara i tretiran pri amplitudi od 100 %. Statisti¢ka obrada podataka
MANOVA-om potvrdila je da se optimalna vrijednost likopena postize pri opisanim
parametrima. Vrijednosti koncentracije likopena netretiranih uzoraka sosa od raj¢ice nalaze se

u Tablici 5., 7.1 9.

Koncentracija klorofilaa u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice ostala je nepromijenjena
u odnosu na netretirane uzorke odnosno tlak homogenizacije i parametri te vrsta tretmana nisu
osjetno smanyjili ili poveéali njenu vrijednost (Slika 1.). Sto se ti¢e koncentracije klorofila b,
vidljivo je da je ostala gotovo nepromijenjena u svim tretiranim uzorcima osim u uzorcima Koji
su tretirani toplinskim tretmanom. U uzorcima TS1 i TS2 zabiljezen je pad koncentracije
klorofila b. Vrijednosti koncentracije klorofila a i klorofila b netretiranih uzoraka sosa od

rajCice nalaze se u Tablici 5., 7.1 9.

Na Slici 2. graficki su prikazani rezultati ispitivanih parametara (°Brix, pH vrijednost,
elektricna vodljivost, koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracija
likopena, klorofila a i klorofila b) u uzorcima soka od raj¢ice (homogenizirani pri 500 ili 1000
bara) koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom ili hot break

tretmanom pri ¢emu su parametri izmjereni na nulti dan skladistenja.

Svi tretirani uzorci soka od rajéice pokazuju smanjenje vrijednosti °Brix-a u odnosu na

netretirane uzorke (Slika 2.). Najmanje smanjenje zabiljezeno je u uzorku homogeniziranom
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pri 500 bara i tretiranom ultrazvukom pri amplitudi od 75% te u uzorcima Kkoji su
homogenizirani pri 1000 bara pri ¢emu je jedan tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 100 %
odnosno tretiran je hot break-om. Vrijednosti °Brix-a netretiranih uzoraka soka od rajéice

nalaze se u Tablici 6., 8. i 10.

U svim tretiranim uzorcima zabiljezen je porast pH vrijednosti u odnosu na pripadajuci
kontrolni uzorak s iznimkom uzorka koji je homogeniziran pri 1000 bara i tretiran ultrazvukom
pri amplitudi od 100 % (Slika 2.). U Tablici 6., 8. i 10., nalaze se pH vrijednosti netretiranih
uzoraka soka od rajcice. Najveci porast pH vrijednosti utvrden je u uzorcima koji su tretirani

hot break tretmanom.

Kao 1 u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice, u svim tretiranim uzorcima soka od rajcice
zabiljeZen je pad vrijednosti elektricne vodljivosti u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak
(Slika 2.). Vrijednosti elektricne vodljivosti netretiranih uzoraka soka od raj¢ice nalaze se u
Tablici 6., 8. i 10. Najmanje smanjenje elektri¢ne vodljivost izmjereno je u uzorcima koji su

tretirani hot break-om.

Prema Slici 2., koncentracija ukupnih fenola u uzorcima soka od rajéice koji su
homogenizirani pri 500 bara ostala je gotovo nepromijenjena osim u uzorku koji je tretiran
toplinskim tretmanom. U uzorku TJ1 doslo je do blagog porasta koncentracije ukupnih fenola
u odnosu na pripadajuéi kontrolni uzorak. Sto se ti¢e uzoraka koji su homogenizirani pri 1000
bara, u svima je zabiljeZzen pad koncentracije ukupnih fenola osim u uzorku koji je tretiran
ultrazvukom pri amplitudi od 100 %. U tom uzorku je koncentracija ukupnih fenola ostala
nepromijenjena. Koncentracije ukupnih fenola netretiranih uzoraka soka od raj¢ice nalaze se
u Tablici 6., 8. i 10.

Antioksidacijsku aktivnost karakterizira pad vrijednosti u svim tretiranim uzorcima koji
su homogenizirani pri 500 bara pri ¢emu je najveci pad zabiljezen u uzorku Koji je tretiran hot
break-om (Slika 2.). Nasuprot tomu, svi tretirani uzorci koji su homogenizirani pri 1000 bara
pokazuju porast antioksidacijske aktivnosti. Najvec¢i porast 1 opcenito najveca vrijednost,
izmjerena je u uzorku koji je tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 100 % i iznosi 103,21 %.

Antioksidacijska aktivnost netretiranih uzoraka soka od raj¢ice nalaze se u Tablici 6., 8. 1 10.

Koncentracija likopena u tretiranim uzorcima ne slijedi odredeni trend $to je vidljivo
na Slici 2. U tretiranim uzorcima koji su homogenizirani pri 500 bara, doslo je do porasta
koncentracije likopena u uzorcima UJ2 i HBJ1 te do pada u uzorcima UJ1 i TJ1. Porast

vrijednosti je ve¢i u uzorku koji je tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 100 % 1 iznosi 27,45
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%. Sto se ti¢e uzoraka koji su homogenizirani pri 1000 bara, porast koncentracije likopena
zabiljezen je u svim tretiranim uzorcima osim uzorka koji je tretiran hot break-om. Najveci
porast likopena je zabiljezen u uzorku koji je tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 75 %. Kao
Sto je ve¢ spomenuto, koncentracija likopena tretiranih uzoraka koriStena je kao referent
prilikom optimizacije parametara ultrazvuka visokog intenziteta. Najve¢a koncentracija
likopena u uzorcima soka od rajéice koji su tretirani ultrazvukom, postignuta je u uzorku koji
je homogeniziran pri 500 bara i tretiran pri amplitudi od 100 % $to je potvrdeno i MANOVA-

om. Koncentracija likopena netretiranih uzoraka soka od raj¢ice nalaze se u Tablici 6., 8. i 10.

Koncentracija klorofila a se smanjila ili ostala jednaka u uzorcima koji su tretirani
ultrazvukom, a homogenizirani su pri 500 bara (Slika 2.). Nasuprot tomu, uzorci
homogenizirani pri 500 bara i tretirani toplinskim tretmanom odnosno hot break-om pokazali
su povecanje koncentracije klorofila a pri ¢emu je porast veci za uzorak HBJ1. U svim
uzorcima koji su homogenizirani pri 1000 bara, doslo je do povecanja koncentracije klorofila
a s iznimkom uzorka HBJ2. Najveci porast zabiljezen je u uzorku koji je tretiran toplinskim
tretmanom. DoSlo je do povecanja koncentracije klorofila b u svim uzorcima Kkoji su
homogenizirani pri 500 bara osim u uzorku UJ2. Najvece povecanje zabiljeZeno je u uzorku
koji je tretiran hot break tretmanom. Sto se ti¢e uzoraka homogeniziranih pri 1000 bara, porast
koncentracije klorofila b zabiljezen je u svim uzorcima osim u uzorku HBJ2. Najve¢i porast je
izmjeren za uzorak koji je tretiran toplinskim tretmanom. Koncentracija klorofila a i klorofila

b netretiranih uzoraka soka od raj¢ice nalaze se u Tablici 6., 8. i 10.
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz rezultata ispitivanih parametara (°Brix-a, pH vrijednost, G-elektri¢na vodljivost, UF-koncentracija ukupnih fenola,
AA-antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, klorofila a i klorofila b) na nulti dan skladistenja u uzorcima sosa od raj¢ice tretiranim
ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom i hot break tretmanom koji su homogenizirani pri 500 i 1000 bara
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Slika 2. Grafi¢ki prikaz rezultata ispitivanih parametara (°Brix-a, pH vrijednost, G-elektri¢na vodljivost, UF-koncentracija ukupnih fenola,

AA-antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, klorofila a i klorofila b) na nulti dan skladiStenja u uzorcima soka od raj¢ice tretiranim

ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom i hot break tretmanom koji su homogenizirani pri 500 i 1000 bara
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4.2. REZULTATI MIKROBIOLOSKE ANALIZE

4.2.1. Rezultati mikrobioloske analize nakon ultrazvuka visokog intenziteta

Tablica 11. Rezultati mikrobiolo$ke analize na nulti i sedmi dan skladiStenja za netretirane
uzorke (CS1, CS2) i uzorke sosa od raj¢ice tretirane ultrazvukom visokog intenziteta (USL1,
US2, US3, US4)

Aerobne Bacillus
Uzorak Escherichia coli mezofilne Plijesni coaaulans
(CFUIq) bakterije (CFUIq) g

(CFUIqg) (CFUI)
CS10.dan <10 1,0%10* 1,0%102 <10
US1 0.dan <10 6,0*102 20 <10
US2 0.dan <10 4,0%10? <10 <10
CS2 0.dan <10 3,0*10* 1,6*102 <10
US3 0.dan <10 1,0*10* <10 <10
US4 0.dan <10 30 <10 <10
CS1 7.dan <10 1,0*10* <10 <10
US1 7.dan <10 2,0*10* 5,0*102 <10
US2 7.dan <10 1,7*10° <10 <10
CS2 7.dan <10 2,0%103 2,0%102 <10
US3 7.dan <10 3,0%103 1,0%102 <10
US4 7.dan <10 1,0*10? 30 <10

U Tablici 11. prikazan je broj bakterije Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim odnosno kontrolnim uzorcima i uzorcima
sosa od rajcice koji su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta. Broj bakterija Escherichia coli
i Bacillus coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za sve analizirane uzorke. S obzirom na
navedeno, zakljuceno je da uzorci nisu bili kontaminirani tim bakterijama prije tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta. Uzorci US1, US2, US4 pokazuju porast aerobnih mezofilnih
bakterija nakon 7 dana sto je u skladu s oc¢ekivanjima jer rast bakterija nije bio ogranicen.
Odredeni uzorci (CS2, US3) pokazuju smanjenje broja aerobnih mezofilnih bakterija nakon 7
dana (Tablica 11.). MANOVA je pokazala da vrijeme skladiStenja nema statisticki znacajan
utjecaj (p>0,05) na broj aerobnih mezofilnih bakterija u sosu od raj¢ice. Uzorci US1, CS2, US3

I US4 pokazuju porast plijesni nakon 7 dana $to je u skladu s o¢ekivanjima jer rast plijesni nije
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bio ograni¢en (Tablica 11.). Uzorak CS1 pokazuje smanjenje broja plijesni nakon 7 dana
skladiStenja (Tablica 11.). MANOVA je pokazala da vrijeme skladiStenja nema statisticki

znacajan utjecaj (p>0,05) na broj plijesni u sosu od raj€ice.

Tablica 12. Rezultati mikrobiolo$ke analize na nulti i sedmi dan skladiStenja za netretirane

uzorke (CJ1, CJ2) i uzorke soka od rajcice tretirane ultrazvukom visokog intenziteta (UJ1, UJ2,

UJ3, UJ4)

Aerobne
Uzorak Escherichia coli mezofil'r_1e Plijesni Bacillus coagulans
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFU/g)

(CFU/g)
CJ10.dan <10 5,0*10* 2,0%102 <10
UJ1 0.dan <10 6,0%10° 40 <10
UJ2 0.dan <10 30 <10 <10
CJ2 0.dan <10 <10 1,0%10° <10
UJ3 0.dan <10 90 50 <10
UJ4 0.dan <10 <10 <10 <10
CJ1 7.dan <10 1,0*10* 7,0%10? <10
UJ1 7.dan <10 1,0*10* <10 <10
UJ2 7.dan <10 <10 <10 <10
CJ2 7.dan <10 1,0*10* 2,7*102 <10
UJ3 7.dan <10 1,0*10° 1,4*102 <10
UJ4 7.dan <10 <10 <10 <10

U Tablici 12. prikazan je broj bakterija Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim uzorcima i uzorcima soka od raj¢ice koji
su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta. Broj bakterija Escherichia coli i Bacillus
coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za analizirane uzorke. Zakljuceno je da uzorci nisu bili
kontaminirani tim bakterijama prije tretmana ultrazvukom visokog intenziteta. Nakon 7 dana
skladiStenja, uzorci UJ1, CJ2 i UJ3 pokazuju porast aerobnih mezofilnih bakterija §to je u
skladu s ocekivanjima jer rast bakterija nije bio ograni¢en, a uzorci CJ1 i UJ2 pokazuju
smanjenje broja bakterija (Tablica 12.). MANOVA je pokazala da vrijeme skladiStenja nema

statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj acrobnih mezofilnih bakterija u soku od rajéice.
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Nakon 7 dana skladiStenja, uzorci CJ1 i UJ3 pokazuju porast broja plijesni u skladu s
oc¢ekivanjima. Uzorci UJ1 i CJ2 pokazuju smanjenje broja plijesni nakon 7 dana. MANOVA
je pokazala da vrijeme skladiStenja nema statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj plijesni

u soku od rajcice.

Tablica 13. Redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni na nulti dan skladiStenja u
uzorcima sosa (US1, US2, US3, US4) i soka od rajcice (UJ1, UJ2, UJ3, UJ4) tretiranim

ultrazvukom visokog intenziteta

Redukcija Redukcija Redukcija Redukcija
Uzorak AMB-a (log  plijesni (log Uzorak AMB-a (log  plijesni (log
CFUI/g) CFUI/g) CFUI/g) CFU/g)
US1 0.dan 1,22 0,69 UJ1 0.dan 1,92 0,70
US2 0.dan 1,40 1,00 UJ2 0.dan 3,22 1,30
US3 0.dan 0,48 1,00 UJ3 0.dan * 1,30
US4 0.dan 3,00 1,00 UJ4 0.dan * 2,00

*AMB-aerobne mezofilne bakterije; * -redukciju nije bilo moguce izracunati

U Tablici 13. prikazane su vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni
u uzorcima sosa 1 soka od raj¢ice tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta. Uzorak US4
0.dan pokazuje najveéu redukciju aerobnih mezofilnih bakterija (3 log CFU/g) u odnosu na
njemu pripadajuci kontrolni uzorak CS2 0.dan, dok uzorak US3 0.dan pokazuje najmanju
redukciju (0,48 log CFU/g). Rezultati u Tablici 13. pokazali su da povecanje amplitude
ultrazvuka, za uzorke koji su homogenizirani pri istom tlaku, uzrokuje vecu redukciju aerobnih
mezofilnih bakterija u sosu od raj¢ice. Navedeno se moZze objasniti ¢injenicom da amplituda
utjeCe na intenzitet kavitacije pri ¢emu direktno utjece na broj nastalih mjehuri¢a (Hosseini 1
sur., 2015). Nadalje, intenzitet kavitacije znatno utje¢e na mikroorganizme. Mehanicki i
termicki utjecaj kavitacije su izraZeniji pri tretmanu ultrazvukom visokog intenziteta.
Djelovanjem ultrazvuka visokog intenziteta nastaju ve¢i mjehurici ¢ija implozija je agresivnija
1 oslobada se viSe energije odnosno veci je prijenos mase. Isto tako, na podru¢jima implozije
mjehuri¢a dolazi do stvaranja visokih temperatura. Oslobadanje znacajne koli¢ine energije 1
generacija podru¢ja visokih temperatura, dovodi do oSte¢enja staniéne membrane
mikroorganizama i njihove inaktivacije (Zupanc i sur., 2019). Oladunjoye i sur. (2021) su
naveli da niska pH vrijednost soka pojacava ucinak kavitacije tijekom tretmana ultrazvukom

tako da potice oslobadanje razli¢itih unutarstani¢nih komponenti. Medutim, statisti¢ka obrada
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podataka MANOVA pokazala je da utjecaj vrijednosti amplitude (75 ili 100 %) i tlak
homogenizacije nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj aerobnih mezofilnih

bakterija u sosu od rajcice.

Rezultati u Tablici 13. pokazuju da uzorak US1 0.dan ima najmanju redukciju plijesni
(0,69 log CFU/g), dok za ostale uzorke redukcija iznosi minimalno 1 log CFU/g. Kao i kod
rezultata za aerobne mezofilne bakterije, povecanjem amplitude dolazi do poveéanja redukcije
plijesni u uzorcima sosa od raj¢ice (uzorak US2 0.dan u odnosu na US1 0.dan). Medutim,
statistiCka obrada podataka MANOVA pokazala je da utjecaj vrijednosti amplitude (75 ili 100
%) 1 tlak homogenizacije nemaju statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj plijesni u sosu od

rajcice.

Rezultati u Tablici 13. pokazuju da najveéu redukciju acrobnih mezofilnih bakterija, za
uzorke soka od rajcice, ima UJ2 0.dan (3,22 log CFU/g). Uzorak UJ1 0.dan ima najmanju
redukciju (1,92 log CFU/g). Kao i kod uzoraka sosa od rajcice, s poveéanjem amplitude
ultrazvuka doslo je do povecanja redukcije acrobnih mezofilnih bakterija. Statisticka obrada
podataka MANOVA, pokazala je da vrijednost amplitude i tlak homogenizacije nemaju
statistiCki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj acrobnih mezofilnih bakterija u soku od rajéice.
Uzorak UJ3 0.dan pokazuje porast bakterija u odnosu na kontrolni uzorak CJ2 0.dan S§to je
suprotno oc¢ekivanjima i moZe se objasniti predugom manipulacijom uzorka nakon tretmana.
Uzorak UJ4 0.dan ima manje od 10 CFU/g kao i1 kontrolni uzorak zbog ¢ega se ne mozZe
izraCunati to¢na vrijednost redukcije odnosno ne moze se utvrditi je li doSlo do redukcije
(Tablica 12.). Prema dobivenim rezultatima, ne moze se zakljuciti toan utjecaj ultrazvuka

visokog intenziteta na aerobne mezofilne bakterije u uzorcima soka od rajéice.

Rezultati u Tablici 13. pokazuju da uzorak UJ1 0.dan ima najmanju redukciju plijesni
(0,70 log CFU/g), dok je najveca redukcija zabiljezena za uzorak UJ4 0.dan (2,00 log CFU/g).
Moze se zakljuciti da poveéanjem amplitude dolazi do povecéanja redukcije plijesni u uzorcima
soka od rajc¢ice. Statisticka obrada podataka MANOVA, pokazala je da vrijednost amplitude i
tlak homogenizacije nemaju statisti¢ki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj plijesni u soku od
rajéice. Zou i Jiang (2016) utvrdili su da je tretmanom ultrazvukom visokog intenziteta
(ultrazvuéna kupelj, frekvencija 40 kHz, snaga 0,5 W/cm?) postignuta statisticki znacajna
(p<0,05) redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni u uzorcima soka od mrkve. Isti
autori su zakljucili da se inaktivacija mikroorganizama povecava s povecanjem trajanja

tretmana ultrazvukom. Navedeno je u skladu s Yamamoto i sur. (2015). Isto tako, Starek i sur.
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(2021) zakljuéili su da je tretman ultrazvukom (28 i 40 W/cm?) u trajanju od 2 minute
nedovoljan za efektivnu redukciju mikroorganizama u soku od rajCice te da se povecanjem
vremena trajanja tretmana povecava redukcija mikroorganizama. Isti autori navode da uc¢inak
tretmana ultrazvukom ovisi o vrsti soka koji se tretira te da se inaktivacija mikroorganizama
ultrazvukom ostvaruje kombiniranim u¢inkom mehanickih (kavitacija) i kemijskih (nastanak

slobodnih radikala i vodikovog peroksida) mehanizama.

4.2.2. Rezultati mikrobioloske analize nakon toplinskog tretmana

U Tablici 14. prikazan je broj bakterija Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim odnosno kontrolnim uzorcima (CS1, CS2)
i uzorcima sosa od rajcice koji su tretirani toplinskim tretmanom. Broj bakterija Escherichia
coli i Bacillus coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za sve analizirane uzorke. S obzirom na
navedeno, zakljuceno je da uzorci nisu bili kontaminirani tim bakterijama prije toplinskog

tretmana.

Tablica 14. Rezultati mikrobioloske analize na nulti i sedmi dan skladiStenja za netretirane

uzorke (CS1, CS2) i uzorke sosa od rajcice tretirane toplinskim tretmanom (TS1, TS2)

Aerobne
Uzorak Escherichia coli mezofilne Plijesni Bacillus coagulans
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFU/g)
(CFU/g)
CS1 0.dan <10 1,0*10% 1,0*10? <10
TS1 0.dan <10 40 <10 <10
CS2 0.dan <10 3,0*10* 1,6*10? <10
TS2 0.dan <10 <10 <10 <10
CS1 7.dan <10 1,0*10* <10 <10
TS1 7.dan <10 8,0*10? <10 <10
CS2 7.dan <10 2,0*10° 2,0*10? <10
TS2 7.dan <10 <10 <10 <10

Uzorak TS1 pokazuje porast broja aerobnih mezofilnih bakterija nakon 7 dana
skladistenja pri 4 °C §to je u skladu s o¢ekivanjima. Uzorci CS1i TS2 nakon 7 dana skladiStenja
pokazuju jednaku vrijednost aerobnih mezofilnih bakterija. U uzorku CS2 zabiljezen je pad
broja aerobnih mezofilnih bakterija (Tablica 14.). Obrada podataka ANOVA-om pokazala je

da vrijeme skladiStenja nema statisti¢ki znacajan utjecaj na broj aerobnih mezofilnih bakterija.
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Nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C, u tretiranim uzorcima je izmjeren broj plijesni opet iznosio
manje od 10 (Tablica 14.). Uzorak CS1 karakterizira smanjenje broja plijesni nakon
skladistenja. U uzorku CS2 doslo je do povecanja broja plijesni §to je ocekivano s obzirom na
to da rast plijesni nije bio ograni¢en. Utjecaj tlaka homogenizacije i vremena skladiStenja na
broj plijesni u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice nije mogao biti utvrden s obzirom na to da

su vrijednosti za sve tretirane uzorke bile jednake odnosno iznosile su manje od 10.

U Tablici 15. prikazan je broj bakterija Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim odnosno kontrolnim uzorcima i uzorcima
soka od raj¢ice koji su tretirani toplinskim tretmanom. Broj bakterija Escherichia coli i Bacillus
coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za sve analizirane uzorke. S obzirom na navedeno,

zakljuceno je da uzorci nisu bili kontaminirani tim bakterijama prije toplinskog tretmana.

Tablica 15. Rezultati mikrobioloske analize na nulti i sedmi dan skladi$tenja za netretirane

uzorke (CJ1, CJ2) i uzorke soka od rajcice tretirane toplinskim tretmanom (TJ1, TJ2)

Aerobne
Uzorak Escherichia coli mezofilne Plijesni Bacillus coagulans
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFU/g)
(CFU/g)
CJ1 0.dan <10 5,0%10% 2,0*10? <10
TJ1 0.dan <10 40 <10 <10
CJ2 0.dan <10 <10 1,0*10° <10
TJ2 0.dan <10 6,0*102 20 <10
CJ1 7.dan <10 1,0*10* 7,0*10? <10
TJ1 7.dan <10 <10 <10 <10
CJ2 7.dan <10 1,0*104 2,7*102 <10
TJ2 7.dan <10 <10 <10 <10

Uzorci CJ1, TJ1 1 TJ2 pokazuju smanjenje broja aerobnih mezofilnih bakterija nakon 7
dana skladistenja (Tablica 15.). Uzorak CJ2 pokazuje povecanje broja aerobnih mezofilnih
bakterija nakon 7 dana skladistenja Sto je u skladu s o¢ekivanjima. Obrada podataka ANOVA -
om pokazala je da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja nemaju statisti¢ki znacajan utjecaj
(p>0,05) na broj aerobnih mezofilnih bakterija. U Tablici 15. vidljivo je da je doslo do porasta
broja plijesni nakon 7 dana skladiStenja u uzorku CJ1. U uzorku TJ1 je opet zabiljeZzen broj

plijesni manji od 10, dok je u uzorcima CJ2 i TJ2 utvrdeno smanjenje broja plijesni.
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Tablica 16. Redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni na nulti dan skladistenja u

uzorcima sosa (TS1, TS2) i soka od rajCice (TJ1, TJ2) tretiranim toplinskim tretmanom

Redukcija Redukcija Redukcija Redukcija
Uzorak ~ AMB-a (log plijesni (log ~ Uzorak  AMB-a(log plijesni (log
CFU/g) CFU/qg) CFU/g) CFU/g)
TS1 0.dan 2,40 1,00 TJ1 0.dan 3,10 1,30
TS2 0.dan 3,48 1,20 TJ2 0.dan * 1,70

*AMB-aerobne mezofilne bakterije; *-redukciju nije bilo moguée izracunati

Vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni u uzorcima sosa i soka od
rajCice tretiranim toplinskim tretmanom prikazane su u Tablici 16. Uzorak TS2 0.dan pokazuje
najvecu redukciju aerobnih mezofilnih bakterija (3,48 log CFU/g) u odnosu na netretirani
uzorak CS2 0.dan. Dobiveni rezultati ukazuju na to da povecanje tlaka homogenizacije dovodi
do vece redukcije aerobnih mezofilnih bakterija s obzirom na to da su uzorci tretirani pri
jednakim uvjetima. Medutim, statisticka obrada podataka ANOVA pokazala je da tlak
homogenizacije nema statisticki znacajan utjecaj (p>0,05) na broj aerobnih mezofilnih

bakterija u sosu od rajcice.

U uzorku TS2 0.dan utvrdena je najveca redukcija plijesni (1,20 log CFU/g) u odnosu
na netretirani uzorak (Tablica 16.). Kao i kod rezultata aerobnih mezofilnih bakterija,
povecanje tlaka homogenizacije dovodi do vece redukcije plijesni s obzirom na to da su uzorci

tretirani pri jednakim uvjetima.

Nije moguce odrediti koji od toplinski tretiranih uzoraka soka od raj¢ice pokazuje vecu
redukciju aerobnih mezofilnih bakterija u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak (Tablica 16.).
Razlog tomu je §to je broj aerobnih mezofilnih bakterija u tretiranom uzorku TJ2 0.dan veci
nego u netretiranom uzorku CJ2 0.dan. Uzrok navedenog porasta bakterija se moze objasniti

predugom manipulacijom uzorka nakon tretmana.

U Tablici 16. vidljivo je da je u uzorku TJ2 0.dan zabiljeZena najveca redukcija plijesni
(1,70 log CFU/g) u odnosu na kontrolni uzorak CJ2 0.dan. Kao i kod toplinskih tretiranih
uzoraka sosa od rajcice, povecanjem tlaka homogenizacije doSlo je do povecane redukcije
plijesni. Medutim, ANOVA-om je utvrdeno da tlak homogenizacije i vrijeme skladiStenja

nema statisticki znacajan utjecaj na broj plijesni u uzorcima soka od rajcice.
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4.2.3. Rezultati mikrobioloSke analize nakon hot break tretmana

U Tablici 17. prikazan je broj bakterija Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim odnosno kontrolnim uzorcima i uzorcima
sosa od rajcice koji su tretirani hot break tretmanom. Broj bakterija Escherichia coli i Bacillus
coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za sve analizirane uzorke. S obzirom na navedeno,

zakljuceno je da uzorci nisu bili kontaminirani tim bakterijama prije hot break tretmana.

Tablica 17. Rezultati mikrobioloske analize na nulti i sedmi dan skladiStenja za netretirane

uzorke (CS1, CS2) i uzorke sosa od raj¢ice tretirane hot break tretmanom (HBS1, HBS2)

Aerobne
Uzorak Escherichia coli mezofilne Plijesni Bacillus coagulans
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFU/g)
(CFU/g)

CS10.dan <10 1,0*10* 1,0*102 <10
HBS1 <10 <10 <10 <10
0.dan

CS2 0.dan <10 3,0*10* 1,6*10° <10
HBS2 <10 <10 <10 <10
0.dan

CS17.dan <10 1,0*10* <10 <10
HBSL <10 <10 <10 <10
7.dan

CS2 7.dan <10 2,0%103 2,0*102 <10
HBS2 <10 <10 <10 <10
7.dan

Vidljivo je da je nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C broj aerobnih mezofilnih bakterija
u uzorcima CS1, HBS1 i HBS2 ostao jednak (Tablica 17.). U uzorku CS2 je zabiljezeno
smanjenje aerobnih mezofilnih bakterija. Utjecaj tlaka homogenizacije i vremena skladiStenja
na broj aerobnih mezofilnih bakterija u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice nije mogao biti
utvrden s obzirom na to da su vrijednosti bile jednake za sve tretirane uzorke odnosno izrazene
su kao manje od 10. Nakon 7 dana skladiStenja, broj plijesni u tretiranim uzorcima je i dalje
iznosio manje od 10 (Tablica 17.). U uzorku CS2 zabiljezeno je povecanje broja plijesni, u

skladu s o¢ekivanjima. U uzorku CS1 utvrdeno je smanjenje broja plijesni.
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U Tablici 18. prikazan je broj bakterija Escherichia coli, aerobnih mezofilnih bakterija,
plijesni i bakterije Bacillus coagulans u netretiranim odnosno kontrolnim uzorcima i uzorcima
soka od rajcice koji su tretirani hot break tretmanom. Broj bakterija Escherichia coli i Bacillus
coagulans iznosi manje od 10 CFU/g za sve analizirane uzorke. S obzirom na navedeno,

zakljuceno je da uzorci nisu bili kontaminirani tim bakterijama prije hot break tretmana.

Tablica 18. Rezultati mikrobioloske analize na nulti 1 sedmi dan skladi$tenja za netretirane

uzorke (CJ1, CJ2) i uzorke soka od raj€ice tretirane hot break tretmanom (HBJ1, HBJ2)

Aerobne
Uzorak Escherichia coli mezofilne Plijesni Bacillus coagulans
(CFU/g) bakterije (CFU/g) (CFU/g)
(CFU/g)

CJ10.dan <10 5,0*10* 2,0%10? <10
HBJ1 <10 1,0%10° 1,010 <10
0.dan

CJ2 0.dan <10 <10 1,0*10° <10
HBJ2 <10 1,0*10* 1,0%102 <10
0.dan

CJ17.dan <10 1,0*10* 7,0%102 <10
HBJ1 <10 <10 <10 <10
7.dan

CJ2 7.dan <10 1,0*10* 2,7*102 <10
HBJ2 <10 <10 <10 <10
7.dan

Nakon 7 dana skladiStenja, u uzorcima CJ1, HBJ1 1 HBJ2 zabiljeZeno je smanjenje
aerobnih mezofilnih bakterija (Tablica 18.). Obrada podataka ANOVA-om nije bila moguca
jer su rezultati bili jednaki odnosno ne postoji varijanca koju je moguce analizirati. Nakon 7
dana skladiStenja, uzorci HBJ1, HBJ2 i CJ2 pokazuju smanjenje broja plijesni (Tablica 18.).
Ni u ovom slucaju obrada podataka ANOVA-om nije bila izvediva jer su rezultati bili jednaki.
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Tablica 19. Redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni na nulti dan skladistenja u
uzorcima sosa (HBS1, HBS2) i soka od rajé¢ice (HBJ1, HBJ2) tretiranim hot break tretmanom

Redukcija Redukcija Redukcija Redukcija
Uzorak AMB-a (log plijesni (log Uzorak AMB-a (log plijesni (log
CFU/g) CFU/qg) CFU/g) CFU/g)
HBS1 0.dan 3,00 1,00 HBJ1 0.dan 0,70 0,30
HBS2 0.dan 3,48 1,20 HBJ2 0.dan * 1,00

*AMB-aerobne mezofilne bakterije; *-redukciju nije bilo moguée izracunati

Vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni u uzorcima sosa i soka od
rajéice tretiranim hot break tretmanom prikazane su u Tablici 19. Najveca redukcija aerobnih
mezofilnih bakterija u uzorku sosa od raj¢ice tretiranom hot break-om, postignuta je u uzorku
HBS2 0.dan i iznosi 3,48 log CFU/g. Moze se pretpostaviti da je primjena veceg tlaka

homogenizacije (1000 bara) rezultirala ve¢om redukcijom.

Najveca redukcija plijesni u uzorcima sosa od rajcice tretiranim hot break-om,
postignuta je u uzorku HBS2 0.dan i iznosi 1,20 log CFU/g (Tablica 19.). Kao uzrok vece
redukcije plijesni u navedenom uzorku, moze se navesti veci tlak homogenizacije (1000 bara)
u odnosu na uzorak HBSI 0.dan. Utjecaj tlaka homogenizacije 1 vremena skladi$tenja na
plijesni nije mogao biti utvrden jer je broj plijesni za sve tretirane uzorke bio jednak odnosno

iznosio je manje od 10.

Prema rezultatima navedenima u Tablici 19., ne moZe se zakljuciti koji od dva tretirana
uzorka soka od rajcice pokazuje vecu redukciju aerobnih mezofilnih bakterija. Uzorak HBJ2
0.dan ima veci broj aerobnih mezofilnih bakterija u odnosu na netretirani uzorak CJ2 0.dan
zbog Cega bi vrijednost redukcije bila negativna, §to je vidljivo u Tablici 18. Razlog tomu moZe

biti preduga manipulacija uzorkom HBJ2 0.dan nakon tretmana.

Sto se tie redukcije plijesni, zabiljeZen je jednak trend kao i kod prethodno analiziranih

uzoraka. Uzorak HBJ2 0.dan pokazuje vecu redukciju u odnosu na uzorak HBJ1 0.dan i ona
iznosi 1,00 log CFU/g (Tablica 19.).

4.2.4. Usporedba utjecaja provedenih tretmana na rezultate mikrobioloskih analiza
U Prilogu 9. i 10. prikazani su kontrolni uzorci i tretirani uzorci sosa od raj¢ice koji su
homogenizirani pri 500 odnosno 1000 bara, a tretirani su ultrazvukom visokog intenziteta,

toplinskim tretmanom pri 60 °C ili hot break tretmanom.
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Usporedbom vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija koje su dane u Tablici
13., 16. i 19., vidljivo je da je najveca redukcija (3,48 log CFU/mL) postignuta u uzorku sosa
koji je homogeniziran pri 1000 bara i tretiran hot break tretmanom i u uzorku koji je
homogeniziran pri 1000 bara i tretiran toplinskim tretmanom pri 60 °C. Najmanja redukcija
aerobnih mezofilnih bakterija ostvarena je u uzorku koji je homogeniziran pri 1000 bara i
tretiran je ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 75 %. Sto se ti¢e uzoraka koji su
tretirani ultrazvukom, najveéa redukcija postignuta je u uzorku koji je homogeniziran pri 1000
bara i tretiran pri amplitudi od 100 %, a ona iznosi 3,00 log CFU/mL. Vrijednosti redukcije
plijesni u uzorcima sosa od raj¢ice zadane su u Tablici 15., 18. i 21. Prema zadanim podacima,
vidljivo je da je najveca redukcija plijesni (1,20 log CFU/mL) postignuta u uzorcima sosa koji
su homogenizirani pri 1000 bara i tretirani toplinskim tretmanom pri 60 °C odnosno hot break
tretmanom. Najmanja redukcija plijesni (0,69 log CFU/mL) je postignuta u uzorku
homogeniziranom pri 500 bara i tretiranom ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od
75 %.

U Prilogu 11. i 12. prikazani su kontrolni uzorci i tretirani uzorci soka od rajéice koji
su homogenizirani pri 500 odnosno 1000 bara, a tretirani su ultrazvukom visokog intenziteta,

toplinskim tretmanom pri 60 °C ili hot break tretmanom.

U Tablici 13., 16. i 19. navedene su vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija
u tretiranim uzorcima soka od raj¢ice tijekom nultog dana skladiStenja. U uzorku koji je
homogeniziran pri 500 bara i tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 100 %, postignuta je
najveca redukcija (3,22 log CFU/mL). Najmanja redukcija postignuta je u uzorku koji je
homogeniziran pri 500 bara i tretiran hot break-om (0,70 log CFU/mL). Vrijednosti redukcije
plijesni u uzorcima soka od rajéice zadane su u Tablici 13., 16. i 19. Najveca redukcija (2,00
log CFU/mL) ostvarena je u uzorku koji je homogeniziran pri 1000 bara i tretiran ultrazvukom
pri amplitudi od 100 %. U uzorku homogeniziranom pri 500 bara i tretiranom hot break-om,
ostvarena je najmanja redukcija plijesni (0,30 log CFU/mL).

Mikrobioloski kriteriji za hranu navedeni su u Zakonu o higijeni hrane 1 mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 83/2022). U navedenom zakonu definiran je dozvoljeni broj bakterija
Escherichia coli i Salmonella u nepasteriziranim sokovima od voca i povréa. Ne postoje
definirani kriteriji za dozvoljeni broj aerobnih mezofilnih bakterija, plijesni i bakterije Bacillus
coagulans. Isto tako, ne postoje definirani kriteriji vezani za broj spomenutih mikroorganizama

u pasteriziranom sosu i soku od voca i povréa. Grani¢ne vrijednosti broja E. coli u
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nepasteriziranom soku od voca 1 povréa, prema navedenom zakonu, iznose 100 1 1000 CFU/g.
S obzirom na to da je u svim netretiranim i tretiranim uzorcima sosa i soka od rajéice utvrdeno
da je broj E. coli iznosio manje od 10 CFU/g, zakljuceno je da se ova bakterija u uzorcima

nalazila u koli¢ini koja je ispod granica propisanih zakonom.

4.3. REZULTATI STATISTICKE OBRADE PODATAKA
4.3.1. Rezultati statisticke obrade podataka za uzorke tretirane ultrazvukom visokog intenziteta

4.3.1.1. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorke sosa od rajcice

U Tablici 20. prikazane su p-vrijednosti za uzorke sosa od rajcice koji su
homogenizirani pri 500 i 1000 bara te tretirani ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi
751 100 %. P-vrijednost pokazuje utjecaj ulazne varijable (amplituda, tlak homogenizacije,
vrijeme skladiStenja) i interakcije ulaznih varijabli na izlazne varijable (stupnjevi Brix-a, pH
vrijednost, elektricna vodljivost, koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost,
koncentracija likopena, klorofila a i b te broja aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni). Utjecaj
ulazne varijable ili interakcije istih, smatra se statistiCcki znac¢ajnim ukoliko je p-vrijednost
manja od 0,05 odnosno ako se varijable zna¢ajno razlikuju od 0 u intervalu pouzdanosti od 95
%. U Prilogu 1. — 4. nalazi se prikaz Pareto dijagrama, jednadzbe regresije, dijagrama odzivne
povrsine i rezultati optimizacije za izlazne parametre uzoraka sosa od rajcice koji su tretirani

ultrazvukom.
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Tablica 20. Prikaz p — vrijednosti za uzorke sosa od rajcice koji su tretirani ultrazvukom

visokog intenziteta

Ulazna
- °Brix-
varijabla
a

A:Amplituda  0,5353
B:Tlak

~_0,1503
homogenizacije
C:Vrijeme

0,4137

skladistenja
AB 0,9665
AC 0,7753
BC 0,4682

pH

0,6363

0,3675

0,4479

0,2952
0,9097
0,1573

0,9795

0,0196

0,7542

0,8743
0,8201
0,5301

UF

0,7469

0,1077

0,4091

0,7226
0,5000
0,4857

Izlazna varijabla

AA

0,0341

0,0094

0,0095

0,0143
0,0722
0,0617

Likopen

0,7868

0,3336

0,2150

0,5721
0,4607
0,9888

Klorofil

a

0,0209

0,0157

0,0015

0,0512
0,0407
0,0186

Klorofil
b

0,4482

0,2932

0,0415

0,4102
0,3722
0,6102

0,4305

0,7687

0,6813

0,8599
0,7371
0,4704

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajne vrijednosti su ozna¢ene crveno

4.3.1.2. Rezultati statisticke obrade i optimiranja parametara za uzorke soka od rajcice

U Tablici 21. prikazane su p-vrijednosti za uzorke soka od raj¢ice koji Su

homogenizirani pri 500 i 1000 bara te tretirani ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi

751 100 %. Kao i kod rezultata statisticke obrade podataka za uzorke sosa od rajcice, p-

vrijednost pokazuje utjecaj ulazne varijable i interakcije ulaznih varijabli na izlazne varijable.

U Prilogu 5. — 8. nalazi se prikaz Pareto dijagrama, jednadzbe regresije, dijagrama odzivne

povrsine i rezultati optimizacije za izlazne parametre uzoraka soka od raj¢ice koji su tretirani

ultrazvukom.
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Tablica 21. Prikaz p — vrijednosti za uzorke soka od rajcice koji su tretirani ultrazvukom

visokog intenziteta

Izlazna varijabla

Ulazna _ _
.. °Brix- ] Klorofil Klorofil
varijabla pH G UF AA  Likopen .
a a

A:Amplituda  0,9097 0,3173 0,5562 1,0000 0,6541 0,9106 0,2030 0,1767 0,1481

B:Tlak
~_ 0,3145 0,2810 0,6365 0,6976 0,6431 0,3811 0,3312 0,2816 0,1778
homogenizacije

C:Vrijeme
0,1257 0,5310 0,2180 0,1243 0,2989 0,3232 0,0253 0,0226 0,5159

skladistenja
AB 0,6051 0,3813 0,8235 0,3716 0,2776 0,6637 0,3210 0,3107 0,1826
AC 0,5000 0,8406 0,2384 0,4278 0,3014 0,7915 0,3595 0,3054 0,4848
BC 0,6051 0,4717 0,2228 0,7578 0,5542 0,7236  0,0648 0,0571 0,5326

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajne vrijednosti su ozna¢ene crveno

4.3.2. Rezultati statistiCke obrade podataka za uzorke tretirane toplinskim tretmanom

U Tablici 22. prikazane su p-vrijednosti, dobivene dvosmjernom analizom varijance
bez replikacije, za uzorke sosa od raj¢ice koji su homogenizirani pri 500 odnosno 1000 bara i
tretirani toplinskim tretmanom pri 60 °C u trajanju od 3 minute. P-vrijednost pokazuje ima li
tlak homogenizacije ili vrijeme skladiStenja statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na izlazne
varijable (stupnjevi Brix-a, pH vrijednost, elektri¢na vodljivost, koncentracija ukupnih fenola,
antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, klorofila a i b te broj aerobnih mezofilnih

bakterija i plijesni).
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Tablica 22. Prikaz p-vrijednosti za uzorke sosa od rajcice koji su tretirani toplinskim

tretmanom pri 60 °C

Izlazna varijabla

Ulazna _ _
. °Brix- ] Klorofil Klorofil
varijabla pH G UF AA  Likopen . TPC TMC
a a
Tlak

.. 00577 0,8157 0,0004 0,2578 0,4654 05972 05000 0,5000 0,4758 X
homogenizacije

Vrijeme
: 0,6257 0,6994 0,0212 0,6257 0,2837 0,8743 0,4097 0,4097 0,5000 X
skladiStenja

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni;X-nije moguce odrediti zbog jednakih
vrijednosti za sve uzorke

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti su oznacene crveno
P-vrijednosti, dobivene dvosmjernom analizom varijance bez replikacije, za uzorke

soka od rajcice koji su homogenizirani pri 500 1 1000 bara te su tretirani toplinskim tretmanom

pri 60 °C u trajanju od 3 minute prikazane su u Tablici 23. Smatra se da ulazna varijabla ima

statistiCki znacajan utjecaj ukoliko je p-vrijednost manja od 0,05.

Tablica 23. Prikaz p-vrijednosti za uzorke soka od raj¢ice koji su tretirani toplinskim

tretmanom pri 60 °C

Izlazna varijabla

Ulazna
.. °Brix- ) Klorofil Klorofil
varijabla pH G UF AA  Likopen . TPC TMC
a a
Tlak

... 02257 0,7048 0,8075 0,7048 0,4261 0,1051 0,9097 0,9423 0,5000 0,5000
homogenizacije

Vrijeme
) 0,0277 0,3743 0,9542 0,3743 0,2752 0,1051 0,0752 0,0734 0,4677 0,5000
skladiStenja

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti su oznacene crveno
4.3.3. Rezultati statisticke obrade podataka za uzorke tretirane hot break tretmanom
U Tablici 24. i 25. prikazane su p-vrijednosti, dobivene dvosmjernom analizom

varijance bez replikacije, za uzorke sosa odnosno soka od rajcice koji su homogenizirani pri
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500 i 1000 bara te su tretirani hot break tretmanom. P-vrijednost pokazuje ima li tlak
homogenizacije ili vrijeme skladiStenja statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) naizlazne varijable
(stupnjevi Brix-a, pH vrijednost, elektricna vodljivost, koncentracija ukupnih fenola,
antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, klorofila a i b te broj aerobnih mezofilnih

bakterija i plijesni).
Tablica 24. Prikaz p-vrijednosti za uzorke sosa od raj¢ice koji su tretirani hot break tretmanom

Izlazna varijabla

Ulazna
.. ] Klorofil = Klorofil
varijabla °Brix-a pH G UF AA  Likopen . TPC TMC
a
Tlak

~__0,000000007891622678 0,6761 0,0521 0,0577 0,0648 0,5704 0,4208 @ 0,3949 X X
homogenizacije

Vrijeme
: 0,0000001342 0,5189 0,3997 0,1560 0,0390 0,2338 0,7422  0,6560 X X
skladistenja

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni; X-nije moguce odrediti zbog jednakih
vrijednosti za sve uzorke

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisti¢ki znacajne vrijednosti su ozna¢ene crveno

Tablica 25. Prikaz p-vrijednosti za uzorke soka od rajcice koji su tretirani hot break tretmanom

Izlazna varijabla

Ulazna
N °Brix- ) Klorofil Klorofil
varijabla pH G UF AA  Likopen . TPC TMC
a a
Tlak 0,1257 0,9845 0,4033 0,5000 0,4508 0,7753 0,3743 0,4208 X
homogenizacije
Vrijeme 0,0454 0,5879 0,2336 0,0704 0,2422 0,3692 0,0385 0,0416 X

skladiStenja

*G-elektri¢na vodljivost; UF-ukupni fenoli; EGK-ekvivalent galne kiseline; AA-antioksidacijska aktivnost; ET-
ekvivalent Trolox; TPC- aerobne mezofilne bakterije; TMC-plijesni; X-nije mogucée odrediti zbog jednakih
vrijednosti za sve uzorke

**utjecaj parametra je statisticki znacajan ako je p<0,05; statisticki znacajne vrijednosti su oznacene crveno
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3.
1.

ZAKLJUCCI

Uzorci sosa od rajcice tretirani ultrazvukom, prate jednak trend za sve izlazne parametre,
osim za koncentraciju ukupnih fenola koja je ostala gotovo nepromijenjena, kao i uzorci
sosa tretirani toplinskim ili hot break tretmanom.

Ultrazvukom visokog intenziteta ostvareno je najveée povecanje antioksidacijske
aktivnosti (103,21 % - tlak homogenizacije 1000 bara, amplituda 100 %) i koncentracije
likopena (27,45 % - tlak homogenizacije 500 bara, amplituda 100 %; 23,26 % - tlak
homogenizacije 1000 bara, amplituda 75 %) u uzorcima soka u usporedbi s uzorcima
tretiranima toplinskim i hot break tretmanom. Uzorci soka tretirani ultrazvukom generalno
prate jednak trend vrijednosti kao i uzorci tretirani toplinskim i hot break tretmanom.
Mikrobiolo§kom analizom je utvrdeno da su bakterije Escherichia coli i Bacillus coagulans
bile prisutne u dozvoljenoj koli¢ini. Najveéa redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i
plijesni u uzorcima sosa postignuta je toplinskim i hot break tretmanom, dok je u uzorcima
soka najveca redukcija ostvarena ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudi od 100 %.
Statisti¢ka analiza rezultata dobivenih nakon tretmana ultrazvukom, pokazala je da su tlak
homogenizacije od 1000 bara i amplituda ultrazvuka od 100 % optimalni parametri za
obradu sosa od rajéice, dok su se za sok od raj¢ice kao optimalni parametri pokazali tlak
homogenizacije od 500 bara i amplituda ultrazvuka od 100 % s obzirom na cilj
maksimiziranja koncentracije likopena.

Za uzorke sosa od rajCice tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta, statistiCkom
analizom rezultata utvrdeno je da amplituda ima statisticki znacajan utjecaj (p<0,05) na
antioksidacijsku aktivnost i koncentraciju klorofila a. U uzorcima soka nije zabiljezen
statisti¢ki znacajan utjecaj amplitude.

Utjecaj tlaka homogenizacije pokazao se statisticki znacajan (p<0,05) na izlazne vrijednosti
elektri¢ne vodljivosti, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije klorofila a sosa od raj¢ice
tretiranog ultrazvukom, elektri¢ne vodljivosti sosa od rajcice tretiranog toplinskim
tretmanom i stupnjeva Brix-a sosa od rajcice tretiranog hot break tretmanom.

Statistickom analizom rezultata, utvrdeno je da vrijeme skladiStenja ima statisticki znacajan
utjecaj (p<0,05) na izlazne vrijednosti stupnjeva Brix-a sosa tretiranog toplinskim
tretmanom te soka tretiranog toplinskim i hot break tretmanom; elektri¢ne vodljivosti sosa
tretiranog toplinskim tretmanom; antioksidacijske aktivnosti sosa tretiranog ultrazvukom i
hot break tretmanom; koncentracije klorofila a i b sosa i soka tretiranog ultrazvukom te

soka tretiranog hot break tretmanom.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Graficki prikaz utjecaja ulaznih varijabli (amplituda, tlak homogenizacije, vrijeme
skladiStenja) i njihovih interakcija na izlazne varijable (stupnjevi Brix-a, pH vrijednost,
elektri¢na vodljivost, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost, likopen, klorofil a, klorofil b,
TPC-aerobne mezofilne bakterije, TMC-plijesni) u uzorcima sosa od rajCice tretiranima

ultrazvukom visokog intenziteta

Standardizirani Pareto dijagram za “Brixa
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Prilog 2. Jednadzbe regresije za stupnjeve Brix-a, pH vrijednost, G (elektri¢na vodljivost), UF
(ukupni fenoli), AA (antioksidacijska aktivnost), likopen, klorofil a, klorofil b, TPC (aerobne
mezofilne bakterije) i TMC (plijesni) u uzorcima sosa od rajCice tretiranima ultrazvukom

visokog intenziteta. A- amplituda ultrazvuka, B — tlak homogenizacije, C — vrijeme skladistenja

°Brix -a= 12,9125 - 0,027*4 + 0,00465*5 + 0,139286*C+ 0,000004*4*B + 0,002*4*C-
0,0003*B*C

pH = 4,228 - 0,00364*4- 0,000238*5+ 0,0234286*C + 0,00000448*4*B -
0,0000228571*4*C- 0,0000317143*B*C

G = 1,14713 + 0,00053*4 + 0,0026925*8 + 0,00610714*C - 0,00000124*4*B +
0,000128571*4*C- 0,0000201429*B*C

UF=-0,00245625 + 0,0000535*4 + 0,000033275*5- 0,000591071*C- 1,22E-7*4*B +
0,0000187143*A4*C-9,78571E-7*B*C

AA = -97,2623 + 1,37896*4 + 0,177279*B - 5,48112*C - 0,00171169*4*B +
0,0241209*4*C+ 0,00141378*B*C

Likopen = 0,0604792 - 0,000446704*4 - 0,0000271695*F5 - 0,00544539*C + 4,48399E-
7*A*B+ 0,0000455533*4*C+ 3,53699E-8*B*C

Klorofil a = 0,0656804 - 0,00000747038*4 - 0,00000270485*8 + 0,000264876*C +
1,65938E-8*4*B+ 0,00000149405*4*C+ 1,63671E-7*B*C

Klorofil b = 0,0939579 - 0,0000667356*4 - 0,00000928167*B + 0,000144994*C +
8,21232E-8*4*F+ 0,00000665815*4*C+ 1,54766E-7*B*C

TPC = 28561,3 - 372,3*4 - 10,675*B + 6209,64*(+ 0,2252*A*B - 31,5143*A4*C -
3,94714*B*C

TMC = 1166,25 - 13,1*4 - 1,515*8 + 198,214*C + 0,0172*A4*F - 1,57143*A*C -
0,0528571*B*C



Prilog 3. Dijagrami odzivne povrSine za stupnjeve Brix-a, pH vrijednost, G (elektri¢na
vodljivost), UF (ukupni fenoli), AA (antioksidacijska aktivnost), likopen, klorofil a, klorofil b,
TPC (aerobne mezofilne bakterije) i TMC (plijesni) u uzorcima sosa od rajCice tretiranima
ultrazvukom visokog intenziteta. A- amplituda ultrazvuka, B — tlak homogenizacije, C —

vrijeme skladiStenja
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Prilog 4. Rezultati optimizacije ulaznih varijabli (amplituda ultrazvuka, tlak homogenizacije,
vrijeme skladi$tenja) za optimalne vrijednosti izlaznih varijabli (stupnjevi Brix-a, pH
vrijednost, elektri¢na vodljivost, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost, likopen, klorofil a,

klorofil b, aerobne mezofilne bakterije i plijesni) u uzorcima sosa od rajéice tretiranima

ultrazvukom visokog intenziteta

°Brix-a
N Minimalna Maksimalna ) y
Ulazna varijabla - ~ Optimalna vrijednost
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0 75,0
ultrazvuka
Tlak
L 500,0 1000,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0 0,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 15,8375

pH vrijednost

N Minimalna Maksimalna ) N
Ulazna varijabla - - Optimalna vrijednost
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
L 500,0 1000,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0 0,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 4,074



Elektri¢na vodljivost

. Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla y 3
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja
Optimalna vrijednost: 3,78637 mS/cm
Ukupni fenoli
3 Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla y 3
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 0,0260813 mg EGK/mL

Antioksidacijska aktivnost

N Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla - -
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 55,0625 pmol ET/L

Optimalna vrijednost

75,0

1000,0

0,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

7,0

Optimalna vrijednost

75,0

1000,0

0,0



Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Likopen

Optimalna vrijednost: 0,0334791 mg/100 mL

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Optimalna vrijednost: 0,0679335 mg/100 mL

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Klorofil a
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Klorofil b
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0

Optimalna vrijednost: 0,092974 mg/100 mL

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

0,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

7,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

7,0



Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Aerobne mezofilne bakterije

Optimalna vrijednost: 16853,8 CFU/g

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Plijesni
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0

Optimalna vrijednost: 448,75 CFU/g

Optimalna vrijednost

75,0

500,0

7,0

Optimalna vrijednost

75,0

500,0

7,0



Prilog 5. Grafi¢ki prikaz utjecaja ulaznih varijabli (amplituda, tlak homogenizacije, vrijeme
skladiStenja) i njihovih interakcija na izlazne varijable (stupnjevi Brix-a, pH vrijednost,
elektri¢na vodljivost, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost, likopen, klorofil a, klorofil b,
TPC-aerobne mezofilne bakterije, TMC-plijesni) u uzorcima soka od rajéice tretiranima

ultrazvukom visokog intenziteta
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Prilog 6. Jednadzbe regresije za stupnjeve Brix-a, pH vrijednost, G (elektri¢na vodljivost), UF
(ukupni fenoli), AA (antioksidacijska aktivnost), likopen, klorofil a, klorofil b, TPC (aerobne
mezofilne bakterije) i TMC (plijesni) u uzorcima soka od rajéice tretiranima ultrazvukom

visokog intenziteta. A- amplituda ultrazvuka, B — tlak homogenizacije, C — vrijeme skladiStenja

°Brix-a = 7,2625 - 0,023*4 - 0,00135*5 - 0,103571*C + 0,00002*4*B + 0,002*4*C +
0,0000714286*B*C

pH = 394388 + 0,00099*4 + 0,0001515*8 - 0,00639286*C - 0,00000252*4*B +
0,0000314286*4*C+ 0,00000671429*B*C

G = 3,32313 - 0,00315*4 + 0,0000065*F - 0,0544643*C + 0,0000014*4*F +
0,000894286*4*C- 0,0000481429*B*C

UF = 0,0227125 - 0,000115*4 - 0,00001835*8 + 0,00158214*C + 2,12E-7*A*B -
0,0000125714*4*C+ 2,E-7*B*C

AA= 83,8447 - 0,637488*4-0,111273*B+ 8,3415*C+ 0,0014097*4*B- 0,091594*4*C
-0,00197726*B*C

Likopen = 0,000800208 + 0,000730381*4 + 0,0000504423*8 + 0,00230415*C -
7,63944E-7*A*B-0,0000317591*4*C- 0,00000216807*B*C

Klorofil a = 0,107064 - 0,000225969*4 - 0,00000762351*8 + 0,00178703*C +
2,37841E-7*4A*EB-0,000014797*A4*C- 0,00000458617*B*C

Klorofil b = 0,153862 - 0,000337116*4 - 0,00000971876*8 + 0,00309906*C +
3,50871E-7*4*B- 0,0000255733*4*C- 0,00000739931*B*C

TPC = 5366,25 - 54,74 - 5,395*F + 161,071*C + 0,0556*4*B - 1,22857*A*C -
0,0528571*B*C

TMC = -225,0 + 2,8*4 + 0,5*B + 4,28571*C - 0,0056*4*B - 0,171429*4*C +
0,0171429*B*C



Prilog 7. Dijagrami odzivne povrSine za stupnjeve Brix-a, pH vrijednost, G (elektri¢na
vodljivost), UF (ukupni fenoli), AA (antioksidacijska aktivnost), likopen, klorofil a, klorofil b,
TPC (aerobne mezofilne bakterije) i TMC (plijesni) u uzorcima soka od rajcice tretiranima

ultrazvukom visokog intenziteta. A- amplituda ultrazvuka, B — tlak homogenizacije, C —

vrijeme skladiStenja
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Prilog 8. Rezultati optimizacije ulaznih varijabli (amplituda ultrazvuka, tlak homogenizacije,

vrijeme skladi$tenja) za optimalne vrijednosti izlaznih varijabli (stupnjevi Brix-a, pH

vrijednost, elektri¢na vodljivost, ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost, likopen, klorofil a,

klorofil b, aerobne mezofilne bakterije i plijesni) u uzorcima soka od rajéice tretiranima

ultrazvukom visokog intenziteta

°Brix-a
N Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla - ~
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 6,7875

pH vrijednost

N Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla y 3
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 3,99938

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

7,0

Optimalna vrijednost

75,0

500,0

0,0



Elektri¢na vodljivost

. Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla y 3
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja
Optimalna vrijednost: 3,19837 mS/cm
Ukupni fenoli
3 Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla y 3
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 0,0180375 mg EGK/mL

Antioksidacijska aktivnost

N Minimalna Maksimalna
Ulazna varijabla - -
vrijednost vrijednost
Amplituda
75,0 100,0
ultrazvuka
Tlak
o 500,0 1000,0
homogenizacije
Vrijeme
0,0 7,0
skladiStenja

Optimalna vrijednost: 49,7931 umol ET/L

Optimalna vrijednost

75,0

1000,0

0,0

Optimalna vrijednost

75,0

500,0

7,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

0,0



Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Likopen

Optimalna vrijednost: 0,0608622 mg/100 mL

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Optimalna vrijednost: 0,100628 mg/100 mL

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Klorofil a
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Klorofil b
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0

Optimalna vrijednost: 0,145519 mg/100 mL

Optimalna vrijednost

100,0

500,0

0,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

0,0

Optimalna vrijednost

100,0

1000,0

0,0



Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Aerobne mezofilne bakterije

Optimalna vrijednost: 948,75 CFU/g

Ulazna varijabla

Amplituda
ultrazvuka
Tlak
homogenizacije
Vrijeme

skladiStenja

Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0
Plijesni
Minimalna Maksimalna
vrijednost vrijednost
75,0 100,0
500,0 1000,0
0,0 7,0

Optimalna vrijednost: 125,0 CFU/g

Optimalna vrijednost

75,0

500,0

7,0

Optimalna vrijednost

75,0

1000,0

7,0



Prilog 9. Prikaz kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka sosa od raj¢ice nakon 7 dana

skladiStenja pri 4 °C, homogenizirani pri 500

Prilog 10. Prikaz kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka sosa od rajéice nakon 7 dana

skladistenja pri 4 °C, homogenizirani pri 1000 bara




Prilog 11. Prikaz kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka soka od raj¢ice nakon 7 dana

skladistenja pri 4 °C, homogenizirani pri 500 bara

Prilog 12. Prikaz kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka soka od raj¢ice nakon 7 dana

skladiStenja pri 4 °C, homogenizirani pri 1000 bara




Prilog 13. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline

07
0,6 ..
0,5

0,4

0,3 . y =10,263x + 0,0855
R?=0,9885
0,2

01 P

Apsorbancija (765 nm)

0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

Koncentracija galne kiseline (mg/mL)

Prilog 14. Bazdarni dijagram ovisnosti postotka inhibicije DPPH-a o koncentraciji Troloxa®

w r U O N ®
©O © © © o o
®

&7 y=0,2841x-1,3067
: R? =0,9975

% inhibicije DPPH-a
N
o

=
o O

0 50 100 150 200 250 300
Koncentracija Troloxa® (umol/L)



Prilog 15. Sastav DRBC agara prema ISO 21527-1

Tvar

Enzim iz mesa ili biljnog tkiva (pepton)

D-glukoza
Monokalijev fosfat
Magnezijev sulfat
Dikloran
Rose bengal boja
Kloramfenikol
Agar

Dikloran

Prilog 16. Sastav MRS agara

Tvar
Univerzalni pepton
Mesni ekstrakt
Kvascev ekstrakt
D-glukoza
Dikalijev fosfat
Diamonijev hidrogen citrat
Natrijev acetat
Magnezijev sulfat
Manganov sulfat
Agar

Diamonijev hidrogen citrat

Koncentracija (g/L)
5
10
1
0,5
0,002
0,025
0,1
12-15
0,002

Koncentracija (g/L)
10
5
5
20
2
2
5
0,1
0,05
12
2



IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Maristela Gavran, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Vlastoruc¢ni potpis



