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1. UVOD

Ribe od davnina pripadaju u vrlo znafajne namirnice animalnog podrijetla u prehrani
Govieka. Za veéi dio pucanstva osnovni su izvor hrane. Spanjolska, zajedno s Portugalom i
Norveskom, predstavlja glavne potrosace ribe u svijetu (71 g po osobi dnevno; oko 26 kg
godisnje) (Varela i sur., 1991), $to je mnogo veéa brojka od one koja je relevantna za ostatak
europskih zemalja. U prehrani stanovnistva Republike Hrvatske jo$§ uvijek je nedovoljno
zastupljena, o ¢emu govori 1 podatak da se prosjecno pojede oko 7,76 kg svjeze morske i
slatkovodne ribe godiSnje, Sto je oko 3 puta manje od prosjecne potrosnje u svijetu (Katavi€ i
sur., 2001). U posljednjih nekoliko godina primije¢eno je povecanje potroSnje ribe zahvaljujuci
saznanjima o blagotvornim u¢incima konzumiranja ribe na zdravlje.

U nutritivnom pogledu, riba je vazan izvor sastojaka prijeko potrebnih za Zivot Covjeka,
posebno bjelancevina. Najvrijedniji sastojci ribljeg mesa su bjelancevine, koje uz masti i
ugljikohidrate ¢ine osnovu pravilne prehrane. Medutim, riba 1 riblji proizvodi podloZni su
raznim biokemijskim, fizikalnim i mikrobnim oblicima propadanja tijekom prolaska kroz
proizvodni lanac. Zna¢ajan dio kvalitete svjeze ili preradene ribe Cesto se gubi i na razini
potrosaca ili maloprodaje. Da bi se povecala prosjecna koli¢ina ribe koja se konzumira kod
kuce, treba imati na raspolaganju kvalitetne morske plodove, koji su pravilno pripremljeni i
prikladno pakirani (Schellekens, 1996). Danas, zbog rastuc¢eg broja zdravstveno osvijeStenih
potroSaca, poseban interes posvecuje se uporabi minimalno procesirane hrane 1 blagim
toplinskim tretmanima s ciljem oCuvanja nutritivne vrijednosti prehrambenih proizvoda uz
istodobno osiguranje njihove visoke kvalitete i stabilnosti (Li i sur., 2016).

Metoda sous-vide (franc. pod vakuumom) podrazumijeva minimalnu termi¢ku obradu
namirnica pri kontroliranim uvjetima. Riba obradena sous-vide metodom zadrzava svojstvene
osobine (prirodni i svjezi izgled morske hrane te duzi rok trajanja). Medutim, primjena visokih
termiCkih tretmana na ribi naruSava njene senzorske karakteristike, stoga je pozeljna termicka
obrada u rasponu od 60°C do 80°C u vremenu do maksimalno 40 min. Zbog niskih temperatura
tretiranja, kod sous-vide termicki obradenih riba vazno pitanje sigurnosti predstavlja kontrola
prezivjelih mikroorganizama (NACMCF, 1990).

Do unazad 5 godina, glavna istrazivanja sous-vide kuhane ribe temeljila su se na mikrobioloskoj
kontroli kuhanih uzoraka (Bem i sur., 1993; Bergslien, 1996; Gittleson i sur., 1992), u malo
kojem radu mogao se vidjeti utjecaj sous-vide termicke obrade ribe na promjeni kvalitete njenih

fizikalnih i kemijskih svojstava. Cropotova i sur. (2016) te Oz i sur. (2016) proveli su
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istrazivanja utjecaja parametra sous-vide kuhanja na kvalitetu kemijskih i fizikalnih svojstava
atlantske skuse i pastrve, a Skipens i sur. (2014) utjecaj parametara sous-vide metode na uzorke
bakalara.

Upravo iz gore navedenih razloga, u ovom radu proucavat ¢e se utjecaj razliitih parametra
sous-vide metode kuhanja te hladnog skladistenja na nemasnu, demerzalnu ribu — atlantski
bakalar (Gadus morhua). Promatrat ¢e se kalo termiCke obrade te promjena boje razli¢ito
tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolne. Takoder, Bradfordovom metodom odredivat ¢e se
udio proteina topljivih u vodi te u otopini soli, dok ¢e se isto tako relativno novo i nedovoljno
istrazeno podrucje - oksidacija proteina, odredivati uz pomo¢ udjela proteinskih karbonila,
ELISA testom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ATLANTSKI BAKALAR

Atlantski bakalar (Gadus morhua) (Slika 1) grabezljiva je morska riba koStunjaca iz
porodice bakalara (Gadidae). Dominantna je vrsta u mnogim svjetskim ekosustavima i ve¢
stolje¢ima znaCajna za mnoga ribarska podrué¢ja (Kurlansky, 1997). RaSiren je u sjevernom
Atlantiku od plitkih do dubokih voda te obitava u pridnenom sloju. Bakalar je najplodnija riba:
zenka tijekom mrijeS¢enja izbaci i do 9 milijuna jaja. Tipi¢no, bakalar sazrijeva u dobi od 2-4
a zatim se spusta na morsko dno, kada mlade ribe pocinju svoj zivot u demerzalnoj zoni. Hrani
se drugim ribama i razli¢itim beskraljeznjacima. Srednja lovna masa mu je oko 11,5 kg, ali
moze dosegnuti duljinu od 1,8 m i masu od 91 kg. Prekomjerni ribolov 1950-ih godina, pritom
naglaSavajuéi ribolov nezrelih bakalara, doveo je do dramati¢nog pada populacije bakalara i
trenutno je atlantski bakalar klasificiran kao ugroZen (FAO, 2007). Kao posljedica smanjene
dostupnosti ove vrste i posljedi¢no visoke cijene (Tilseth, 1990), dosSlo je do povecanog interesa
za akvakulturni uzgoj ove vrste te sada$nje farme bakalara postoje u Norveskoj, Skotskoj,
Kanadi i SAD-u (Brown i sur., 2003). Ocekuje se da ¢e se proizvodnja bakalara u svijetu
povecati s 8000 tona (FAO, 2007) na 400.000,00 tona godisnje u 2020.

Jedna je od najvaznijih riba u svjetskoj prehrani. Na trziste dolazi svjez, zaleden, suSen na zraku,
soljen i susen u susnici te u obliku duboko smrznutih odrezaka. Iz jetre bakalara vadi se ulje

koje je poznato kao najbogatiji izvor vitamina D.

Slika 1. Atlantski bakalar (Anonymous, 2017)



2.2. SASTAV | STRUKTURA RIBLJEG MISICJA

Skeletno misi¢je riba moze se opcenito podijeliti na miSi¢je trupa, miSi¢je peraja,
misi¢je glave 1 misi¢je Skrznih lukova. MiSiéje trupa ¢ini najve¢u miSi¢nu masu tijela. Sastoji
se od misi¢nih segmenata (miomera) koje su medusobno odvojene vezivno-tkivnim septama
(Slika 2). Unutar pojedine miomere misi¢na vlakna teku paralelno s uzduznom osi tijela. Kod
visih riba, oblik miomera ovisi o polozaju na tijelu. Miosepte koje odjeljuju pojedine miomere
nisu okomito poloZene na osovinski skelet ve¢ su na njega poloZene pod ostrim kutom, zbog

¢ega je kod poprecnog presjeka ribe zahvaceno vise miomera.

Slika 2. Oblik miomera koStunjaca (Kozari¢, 2001)

Proteini miSi¢a mogu se podijeliti u tri skupine, na temelju svojstava topljivosti (Haard, 1992).
Oni koji su topljivi u vodi ili sarkoplazmatski proteini (uglavnom enzimi), proteini toplivi u
otopini soli ili miofibrilarni proteini (kontraktilna vlakna) i netopljivi proteini (prvenstveno
kolagen). MiSi¢je ribe sadrzi relativno visoku koncentraciju miofibrilarnih proteina i nisku

koncentraciju netopljivih proteina u usporedbi s misi¢ima kopnenih Zivotinja (Tablica 1).

Tablica 1. Raspodjela proteinskih frakcija u misi¢ju ribe (Haard, 1992)

izvor sarkoplazmatski miofibrilarni proteini Vezivog
proteini (%) proteini (%) tkiva (%)

riba, opcenito 10-25 70-90 3-10

bakalar, atlantski 21 76 3

Saran 24 71 5

iverak 21 76 3

govedina 16-28 39-68 16-28




To podrazumijeva da su miofibrilarni proteini vrlo vazni za teksturu i svojstva zadrzavanja vode

u mis$i¢ima ribe.

Ovaj je rad usredotocen na bakalar, vrstu koja je ekonomski vazna za Norvesku, a dostupna je
kao divlja i uzgojena riba. Spada u prave kostunjace, demerzalne nemasne ribe koje akumuliraju
mast u jetri, a lijevi i desni fileti smatraju im se jednakima. Prosje¢ni sastav misi¢a bakalara
podrazumijeva oko 81 % vode, 18 % proteina, 0.5 % lipida i 1 % pepela (Foegeding i sur.,
1996). Treba naglasiti da se sastav znatno razlikuje ¢ak i unutar vrste, zbog veliCine i starosti
riba, godi$njih doba, nutritivnog statusa i spolnog sazrijevanja ribe. Osim toga, kod iste jedinke

sastav varira izmedu razli¢itih dijelova fileta (Katikou i sur., 2001; Rasmussen, 2001).

2.3. SOUS-VIDE METODA

Tehnologija sous-vide definirana je kao hrana kuhana u kontroliranim uvjetima
temperature 1 vremena unutar termicki stabilnih vakuumskih vre¢ica (Schellekens 1 Martens,
1992). Obrada sous-vide metodom ukljucuje razli¢ite temperature termicke obrade /

pasterizacije.

Termicka obrada sous-vide razlikuje se od tradicionalnih metoda kuhanja na dva nacina: sirova
hrana vakuumski je zatvorena u termicki stabilnim, plasticnim vre¢icama za hranu i hrana se
kuha pomocu precizno kontroliranog zagrijavanja. Vakuumsko pakiranje ima nekoliko
prednosti: dopusta prijenos topline iz vode (ili pare) u hranu, povecava vijek trajanja hrane
uklanjanjem opasnosti od ponovne kontaminacije tijekom skladiStenja, inhibira neugodne
okuse, sprjeCava gubitke isparavanja aromatskih spojeva i vlage tijekom kuhanja (Church i
Parsons, 2000) i smanjuje rast aerobnih bakterija, Sto rezultira posebno aromati¢nom i
nutritivno bogatom hranom (Church, 1998; Creed, 1998).

Za kuhare vecu vaznost predstavlja kontrolirana termperatura obrade, nego vakuumirana
ambalaza, jer ona omogucava gotovo savrSenu reproducibilnost, vecu kontrolu u usporedbi s
tradicionalnim metodama kuhanja te hrana mozZe biti pasterizirana i sigurna pri temperaturnoj
obradi na nizim temperaturama, tako da se ne mora dugo kuhati, a svejedno pruza zdravstvenu

sigurnost.



2.3.1. UTJECAJ SOUS-VIDE METODE NA MIOFIBRILARNE PROTEINE

Iako postoji oko 20 razli¢itih miofibrilarnih proteina, 65-70 % od ukupnih ¢ine miozin
i aktin. Miozinske molekule tvore debele, a aktinske molekule tanke filamente unutar misi¢nih
vlakana. MiSi¢na vlakna pocinju se skupljati na temperaturama od 35°C do 40°C, a skupljanje
se povecava gotovo linearno do 80°C. Sposobnost vezanja vode cjelokupnog miSi¢nog tkiva
ovisi o skupljanju i bubrenju miofibrila. Oko 80 % vode u misi¢nom tkivu drzi se unutar tih
miofibrila izmedu debelih (miozin) i tankih (aktinskih) vlakana. Izmedu 40°C i 60°C, vlakna
misic¢a poprecno se skupljaju i proSiruje se razmak izmedu vlakana. Zatim, iznad 60°C-65°C,
misi¢na vlakna se skupljaju uzduzno i uzrokuju znatan gubitak vode pri ¢emu intenzitet ove

kontrakcije raste s temperaturom (Baldwin, 2011).

2.3.2. UTJECAJ SOUS-VIDE METODE NA SARKOPLAZMATSKE PROTEINE

Sarkoplazmatski proteini sastavljeni su od oko 50 komponenti, ali uglavnom od enzima
i mioglobina. Za razliku od miofibrilarnih proteina i vezivnog tkiva, sarkoplazmatski proteini
bubre pri zagrijavanju. Agregacija i geliranje sarkoplazmatskih proteina poc¢inje oko 40°C, a
zavrsava oko 60°C. Prije nego $to su ti enzimi denaturirani, mogu znac¢ajno povecati mekocu
misi¢ja. Odnos mioglobina (Mb), oksimioglobina (MbO2) i metmioglobina (MMDb) odreduje
boju mesa (Baldwin, 2011).

2.3.3. UTJECAJ SOUS-VIDE METODE NA PROTEINE VEZIVNOG TKIVA

Proteini vezivnog tkiva (ili netopljivi proteini) drze na mjestu misi¢na vlakna, kosti i
masnocu te okruzuju pojedina¢na misi¢na vlakna (endomizij), njihove snopove (perimizij) te
snopove tih snopova (epimizij). Vezivno tkivo sastoji se od kolagena i elastinskih vlakana
ugradenih u amorfnu strukturu stani¢nih tvari (uglavnom mukopolisaharida). Kolagenska
vlakna dugacki su lanci tropokolagena, koji se sastoje od tri polipeptida namotanih jedan o
drugoga poput troslojne niti. Vlakna kolagena pocinju se skupljati oko 60°C, dok je njihovo
intenzivnije skupljanje prisutno na temperaturama preko 65°C. Skupljanje uglavnom unistava
njihovu trostruku spiralnu strukturu, pretvaraju¢i je u zavojnice topljive u vodi, zelatinu. S
druge strane, elastinska vlakna ne denaturiraju pri termic¢koj obradi te imaju svojstva nalik

gumama. Brzina denaturacije kolagena raste eksponencijalno s vi§im temperaturama pa se iz
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sigurnosnih razloga obi¢no koristi temperatura od 55°C kao najniza prakti¢na temperatura

denaturacije kolagena (Baldwin, 2011).

2.4. KALO TERMICKE OBRADE

U temperaturnom intervalu od 50°C do 100°C dogadaju se znacajne promjene na razli¢itim
proteinima (miozin, sarkoplazmatski proteini, aktin, proteini vezivnog tkiva). Kao posljedica
navedenih promjena (denaturacija, koagulacija, hidroliza) dolazi do promjene odnosa izmedu
proteina i vode koja se nalazi u mesu ribe, §to uzrokuje razaranje veza izmedu proteina i
molekula vode te otpustanja vode iz uzorka. Sto su promjene na proteinima veée, veéi broj
molekula vode ¢e biti otpusten te je intenzivniji gubitak vode tijekom termicke obrade. Zajedno
s vodom, tijekom termicke obrade, gube se i druge tvari topljive u vodi (topljivi proteini,
mineralne tvari i vitamini) (Kazemi i sur., 2011). Meinert i sur. (2007) navode da gubitak vode
iz mesa ribe uzrokuje povecanje sadrzaja suhe tvari i sastojaka koji ¢ine suhe tvari (proteini,
masti, mineralne tvari). Na razliCitim temperaturama termiCke obrade odvijaju se razne
promjene na razli¢itim proteinima, $to uvjetuje koliCinu otpustene vode, a time i sadrzaj ostalih
tvari. Tijekom peCenja, promjene na proteinima odvijaju se znatno brze, uslijed viSeg gradijenta
temperature izmedu peci i1 uzorka, pri cemu temperatura u uzorku brze doseze odredenu
vrijednost. Ovako visoka temperaturna razlika, s obzirom na ¢injenicu da misi¢je ima nizak
koeficijent provodenja topline, izaziva pojavu neravnomjerne raspodjele temperature po
aksijalnom pravcu promatrano od povrSine k centru uzorka miSi¢ja, tako da dolazi do pojave
veceg broja slojeva s visim temperaturama od one koja se Zzeli posti¢i u centru uzorka. Kod
kuhanih uzoraka temperaturni gradijent je manji, pa je manji i broj spomenutih intervala. Sve
to rezultira ve¢im gubitkom vode kod uzoraka obradenih pe¢enjem, nego kod onih obradenih
kuhanjem (Amézquita, 2004). Boles i Swan, (2002) navode da u toku termi¢ke obrade misi¢ja
dolazi do denaturacije i1 hidrolize proteina, $to u krajnjem slucaju daje blago povecanje pH
vrijednosti, s tim da je ono intenzivnije kod uzoraka obradenih kuhanjem. Prema Thornbergu
(2005) i Toldri (2010) s povecanjem temperature tijekom termic¢ke obrade dolazi do povec¢anog
otpustanja tekucina kako u vidu tekuée faze, tako i isparavanjem. To za krajnji rezultat ima
smanjenje udjela vode u uzorku s pove¢anjem temperature termicke obrade. Smanjenje udjela
vode u uzorku ima za direktnu posljedicu i smanjenje aktiviteta vode s povecanjem temperature

tokom termicke obrade uzorka. Barbieri i Rivaldi (2008) navode da sposobnost vezivanja vode



(SVV) direktno ovisi o promjenama na proteinima tijekom termicke obrade. Izmedu 60°C i

80°C dolazi do raspadanja miofibrilarne strukture i pove¢anog otpustanja tekuce faze.

2.5. PROMJENE BOJE UZROKOVANE TERMICKOM OBRADOM

Termicka obrada ribe ima znatan utjecaj na promjenu boje svjezeg mesa zbog denaturacije
1 promjena na mioglobinu. Poveanjem temperature dolazi do promjena i denaturacije
mioglobina. Kao rezultat tih promjena mijenja se boja, u ovisnosti 0 rezimu termicke obrade,
brzini obrade i visini temperature. Gotovo svi proteini se denaturiraju tijekom termic¢ke obrade
ribe, sto za posljedicu ima izrazite promjene u boji. Mioglobin se denaturira na temperaturama
oko 60°C (Godsell, 2000). Promjena boje ribe tijekom termicke obrade ovisi 0 stupnju
denaturacije tri forme mioglobina. Metmioglobin je smedi globin hemikromogen, dok su
oksimioglobin i deoksimioglobin forme crvenog globin kromogena, koji lako moze oksidisati
do hemikromogena. Veliki broj faktora, kao $to su (rezim termicke obrade, brzina zagrijavanja,
nacin pakiranja i skladiStenja mesa, pH) utjecu na postojanost svjeze ili intenziviranje boje

termic¢ki obradene ribe.

2.6. HLADENJE RIBE

Svjeza riba u prometu moze biti cijela, eviscerirana, filetirana ili obradena na drugi
slican nacin, nepakirana ili pakirana, no svakako hladena. Hladenje odmah nakon ulova je
kljuéan korak kod proizvoda ribarstva. Cilj hladenja je produljenje roka trajanja ribe
usporavanjem djelovanja enzima i bakterija, te fizikalnih i kemijskih promjena koje mogu
utjecati na kvalitetu. Snizavanjem temperature kemijske i biokemijske reakcije usporavaju, ali
se i dalje odvijaju. Ohladena hrana obi¢no se ¢uva na temperaturi koja je blizu njihove tocke
smrzavanja, u rasponu od + 8 °C do - 1 °C (Drummond i sur., 2010). Naj¢es¢a metoda hladenja
za ribu je upotreba leda. Ostale metode su uporaba ohladene vode, ledene kaSe, rashladene
morske vode i skladiStenje uz pomo¢ hladnog zraka.

Budu¢i da je u ovom istraZivanju kao metoda hladenja ribe koriSten led, samo ta metoda bit ¢e
opisana u daljnjem tekstu.
Hladenje ledom najekonomicniji i naj¢e$¢i je nacin hladenja ribe. Takvu ribu nazivamo

"poledena" ili "Sokirana" riba. Omjer ribe i leda varira ovisno o temperaturi okoline, no i o vrsti



ribe, odnosno kemijskom sastavu, ali i geografskom podrucju izlova. Koli¢ina leda koji se
obi¢no koristi se odreduje na osnovu prakse, a krece se u omjeru od 1:1. Za hladenje proizvoda
ribarstva korite se sljedeée vrste leda: ljuskasti, plocasti, cjevasti i suhi led. Vrlo je vazno
naglasiti da se led radi od vode koja kakvo¢om odgovara vodi za pice, ili od ¢iste morske vode.
Kod njegove proizvodnje, izuzetno je vazna higijena, $to podrazumijeva higijensku

konstrukciju uredaja i precizne procedure ¢is¢enja i dezinfekcije (Vidacek, 2013).

2.7. SKLADISTENJE RIBE U ZAMRZNUTOM STANJU

Zamrzavanje oStecuje tkivo ribe 1 na molekularnom i na stani¢cnom nivou, §to moZze
uzrokovati promjene strukture, sastava, udjela vode, masti te koli¢ine soli u tkivu. Proces

zamrzavanja djeluje na sljedece nacine na biolosko tkivo:

1. uniStava stanicnu membranu tako da ona ne djeluje kao barijera izmedu unutarstanicnog
1 izvanstani¢nog prostora, te ne kontrolira interakcije koje odreduju strukturu proteina,
strukturu citoskeleta i interakcije enzim-ligand

2. dovodi do parcijalne dehidratacije stanica i poviSenja koncentracije soli u njima

3. uzrokuje mehanicka oStecenja stanica formiranjem unutarstanicnog leda

Kako uniStenje membrana, parcijalna dehidratacija 1 poviSenje koncentracije soli te formiranje
kristala leda ubrzavaju denaturaciju i agregaciju proteina, posljedi¢no je glavni negativni aspekt
zamrzavanja smanjenje funkcionalnih svojstava proteina. Miofibrilarni proteini posebno su
podlozni denaturaciji uslijed zamrzavanja, Sto dovodi do smanjenja njihove sposobnosti
vezanja vode. TehnoloSki aspekt snizenja sposobnosti vezanja vode ocituje se kroz smanjenje
topljivosti, sposobnosti geliranja i stvaranja emulzija proteina, a organoleptic¢ki kroz promjene
na teksturi. Od sarkoplazmatskih proteina koji se takoder denaturiraju uslijed zamrzavanja
vazni su mioglobin (kod pelagi¢kih vrsta) te enzimi. Tijekom zamrzavanja dolazi do
diskoloracije uslijed denaturacije mioglobina, no ta promjena je manje vazna kod vecine
proizvoda ribarstva (za razliku od zamrzavanja crvenog mesa). Zamrzavanje ima znacajniji
utjecaj na enzime, i to posebno na lipaze i lipoksigenaze ¢ija aktivnost dovodi do vjerojatno
najznacajnije negativne promjene tijekom zamrzavanja proizvoda ribarstva — promjena na
okusu. No, iako se aktivnost enzima ne inhibira uslijed niskih temperatura tijekom zamrzavanja,
njihova aktivnost je niza nego u svjeZem stanju jer se i oni denaturiraju uslijed ve¢ navedenih
promjena na tkivu uslijed zamrzavanja. Ipak, promjene u okusu nisu posljedica samo

enzimatskih aktivnosti, nego i onih ne-enzimatskih te se i one smatraju uzro¢nicima negativnih
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promjena u okusu tijekom zamrzavanja. Razvitak negativnih promjena u okusu, odnosno
uzeglosti, je vrlo slozen. Kontrola reakcija koje dovode do navedenih promjena nije jednostavna
uslijed velikog broja razli¢itih vrsta riba s razli¢itom strukturom i kemijskim sastavom, uslijed
toga §to u potpunosti nisu razjas$njeni niti mehanizmi koji dovode do ovih reakcija, ni odnos

izmedu oksidacije masti i denaturacije proteina (Vidacek, 2013).

2.8. OKSIDACIJA PROTEINA

Oksidacija proteina jedan je od uzroka za naruSavanje kvalitete tijekom prerade i
skladiStenja prehrambenog proizvoda. Ona rezultira nastankom raznih oksidacijskih derivata.
Glavne oksidacijske modifikacije dogadaju se na bo¢nim lancima aminokiselina koje ukljucuju

tiolnu oksidaciju, aromatsku hidroksilaciju i formiranje karbonilnih skupina (Stadman, 1990).

sadrZe reaktivne atome sumpora. Sumporni anion najmo¢niji je nukleofil i bogat je elektronima.
Reaktivne oksidacijske vrste ukljuc¢uju slobodne radikale (OH i O3), neradikle (H.O2 i ROOH)
i reaktivne aldehide. Oksidansi mogu direktno reagirati s molekulama proteina i na taj nacin
uzrokovati fragmentaciju te konformacijske promjene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi

proteina.

Promjene koje se dogadaju kao posljedica oksidacije proteina utjecu na fizikalna i kemijska
svojstva proteina kao $to su topljivost, hidrofobnost te sposobnost vezanja vode. Druge
promjene, takoder izazivane oksidacijom mogu smanjiti biolosku vrijednost proteina
modifikacijom aminokiselinskih ostataka probavljivosti proteina, $to negativno utjee na

nutritivnu vrijednost proteina misicja.

2.9. OKSIDACIJA PROTEINA U MORSKIM NAMIRNICAMA

Reaktivni spojevi Kisika, poput vodikovog peroksida, superoksida, hidroksil radikala,
peroksinitrata i peroksilnih radikala, nastaju u Zivim stanicama putem metabolickih procesa,
poput onih u sustavima za prijenos elektrona, a mogu se ponasati kao signalne molekule.
Takoder, mogu nastati kao odgovor na vanjske podrazaje, na primjer: zracenje, stres, zagadenje

(Davies 1 Dean, 1997). Opcenito, zive stanice sposobne su se braniti od reaktivnih spojeva
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kisika koristeci kompleksne enzimske i antioksidativne molekule te njihov sustav oporavljanja,
koji rezultira kontrolom reaktivnih spojeva kisika u organizmu. Antioksidativni sustav,
ukljucujuéi reduciraju¢e enzime i nisku molekulsku masu antioksidativnih komponenata,
osigurava minimalnu Stetu stani¢nih komponenata te odrzava optimalnu stani¢nu funkciju.
Doista, reaktivni spojevi kisika su jaki oksidansi koji su sposobni inducirati oksidaciju stani¢nih
sastojaka, ali pod normalnim uvjetima oksidirane stani¢ne komponente, poput lipida i proteina
se ne nakupljaju. Produkti oksidacije uklanjaju se pomoc¢u enzimskih sustava, poput katepsina
u lizosomima. Tijekom starenja, metabolizam i enzimski sustavi su oSteéeni, §to rezultira
nakupljanjem reaktivnih spojeva Kkisika, s posljedicom nakupljanja oksidiranih lipida
(lipofuscin) i proteina (amiloidni plak), §to rezultira patologijom nekoliko bolesti (Dean i sur.,
1997; Grimm i sur., 2012). U post mortem periodu, nedostatak ATP-a i kofaktora u misi¢ima,
kao 1 anaerobni uvjeti vode do prekida kontroliranih enzimskih reakcija, Sto rezultira
potroSnjom antioksidansa, a to dovodi do prekida ravnoteze sustava 1 oksidacije komponenata
misi¢ne stanice. Oksidacija proteina u proizvodima ribarstva nije izazvala toliku paznju poput
oksidacije masti, jer oni rezultiraju suptilnim promjenama koje ljudska osjetila ne opazaju
odmah. Nadalje, proteini su jako velike i kompleksne molekule organizirane u razlicite
strukture, i njihova organizacija moze dovesti do velikog broja modifikacija ili proteinskih
boc¢nih lanaca ili proteinske osovine. Te modifikacije uklju¢uju modifikacije aminokiselina te
razgradnju 1 umrezavanje proteina. Proteini su sastavni dio stanica i tkiva, u miSi¢nom tkivu
prisutni u postotku od 20 % od ukupne mase, $to moze biti viSe nego udio lipida. U miSi¢ju
riba, udio lipida varira od 1 % do 30 %, ovisno o vrsti ribe i fizioloskom statusu. IstraZivanja
su pokazala da reaktivni hidroksil radikal ¢esto brze reagira s proteinima, nego lipidima, pri
¢emu konstante reakcije iznose 9x10° za linoleinsku kislinu i 4x10*! za kolagen (Davies i Dean,
1997). U hrani, mehanizam oksidacije proteina vrlo malo je istrazen, vjerojatno zbog
kompleksnih produkata reakcija i limitiranosti metoda dostupnih za istraZivanje oksidacije
proteina i proteinskih modifikacija. Ipak, sve viSe paZznje posvecuje se istrazivanju oksidacije
proteina u namirnicama i njihovim posljedicama za kvalitetu proizvoda. Sada je prihvac¢eno da
ne samo lipidi, ve¢ i proteini oksidiraju te da to moze utjecati na kvalitetu proizvoda,

modifikaciju funkcije proteina i nutritivne implikacije.
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2.10. UTJECAJ OKSIDACIJE PROTEINA NA KVALITETU RIBE

Proteini su glavne komponente miSi¢nog tkiva i upravo zbog toga modifikacija prirodne
strukture proteina moze utjecati na kvalitetu hrane, pri tome misle¢i na teksturu, aromu,

sposobnost vezanja vode, boju i funkcionalnost (Estevez i sur., 2009).

Oksidacija proteina uzrokuje brojne fizikalno kemijske promjene u proteinima, ukljucujuci
modifikacije aminokiselina, promjene u topljivosti proteina i funkcionalnosti, gubitak enzimske
aktivnosti i smanjenu probavljivost proteina (Xiong, 2000). Uzimajuéi u obzir te modifikacije,
moze se re¢i da promjene inducirane oksidacijom proteina u ribi, takoder utjeCu na kvalitetu

ribe.

Promjene u intermolekularnim i intramolekularnim interakcijama unutar proteina uzrokovane
oksidacijom proteina dovode do konformacijskih promjena proteina. Te promjene mogu
povecati povrSinsku hidrofobnost, zbog promjena u tercijarnoj strukturi. Nadalje, formiranje
dimera, trimera i polimera te drugih inter i intra molekulskih veza moze dovesti do agregacije
proteina. Takoder, moze do¢i i do denaturacije te talozenja proteina, koje za posljedicu imaju

smanjenje topljivosti proteina (Zhang i sur., 2013).

Gubitak funkcionalnosti proteina najcesce se povezuje sa smrzavanjem i procesiranjem ribe.
Na primjer, gubitak funkcionalnosti ima negativan utjecaj na geliranje proteina ribe, $to je bitan
korak pri preradi nemasnih riba u surimi proizvode (Park, 2000). U proizvodnji surimija,
dokazano je da oksidacija, tijekom faze pranja, rezultira slabijim sposobnostima stvaranja gela,
Sto je izravno povezano s oksidacijom proteina (Tunhun i sur., 2001). Oksidirani aktomiozin iz
ribe ne reagira dobro na enzimsko umreZavanje putem transglutaminaze, dodatno potvrdujuci
da oksidacija proteina moZze narusiti enzimske reakcije i geliranje (Visessanguan i sur., 2003).
Smanjenje funkcionalnosti i topljivosti proteina povezana je i sa smanjenjem slobodnih tiolnih
skupina (Maforimbo i sur., 2007).

2.11. ODREDIVANJE STUPNJA OKSIDACIJE PROTEINA

Proteinska karbonilacija glavni oblik je oksidacije proteina i Siroko se koristi kao
pokazatelj oksidativnog stresa. Karbonilne skupine ne absorbiraju UV ili vidljivi dio spektra,
te nemaju ni fluorescentne karakteristike, a njihovu detekciju i kvantifikaciju mozemo provesti

samo pomocu specificnih kemijskih proba. Kvantifikacija karbonil proteina moze se mjeriti
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pomocu imunoenzimskog testa (ELISA). Test ukljucuje upotrebu biotin povezanih anti-DNP
antitijela koja ne samo da se vezu na oblozene DNP-derivatizirane proteine, ve¢ olakSavaju
detekciju sa streptavidinom. Prednost ELISA metode je da test treba samo mikrogramske

koli¢ine proteina te se moze mjeriti viSe uzoraka istovremeno (Yan i Forster, 2011).

Imunoanaliticka tehnika ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) omogucéava
detekciju specifi¢nog analita ili tvari koja se zeli kvalitativno ili kvantitativno odrediti u nekom
uzorku. Temelji se na interakciji izmedu liganda 1 odgovarajuceg antitijela koja se detektira
obiljezavanjem antitijela s enzimom (peroksidaza iz hrena, alkalna fosfataza, -galaktozidaza)
i pojavom fluorescencije ili promjene boje uslijed reakcije (Dalle-Donnea i sur., 2003). U ovom
slucaju reaktivne aldehidne i ketonske skupine bo¢nih ogranaka proteina (najcesce se radi o
aminokiselinama prolinu, argininu, lizinu i treoninu) derivatizirane su s 2,4-
dinitrofenolhidrazinom (DNPH) nakon c¢ega primarno antitijelo anti-DNPH prepoznaje
proteine s derivatiziranim skupinama, a slijedi vezanje sekundarnog antitijela konjugiranog s

enzimom na primarno.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Uzorci bakalara: bakalar visoke kvalitete, s oznakom "Skrei", dobiven je iz Vengseya, blizu
Tromsa (Norveska), na dan ulova. Riba je eviscerirana, zaledena i transportirana u laboratorij
Nofima (Tromse, Norveska) istog dana. Sutradan, riba je filetirana, a za daljnja istrazivanja,
koristeni su dorzalni misi¢i bakalara. 54 uzoraka podijeljeno je u 3 skupine: jedna za referentnu
skupinu (6 vakuumiranih uzoraka koriStenih za ispitivanje utjecaja vremena skladiStenja, bez
termicke obrade), druga serija koriStena je za uzorke obradene na 50°C 1 60°C, a treca serija za
uzorke obradene na 70°C i 80°C. Uzorci su termicki obradeni sous-vide metodom pri razli¢itim
temperaturama i trajanju termi¢ke obrade. Nadalje, termicki obradeni i referentni uzorci
skladisteni su u hladnjaku na +4°C te je 1., 4. i 8. dan skladistenja iz svake grupe uzeto po 2
uzorka na kojima su provodene analize. Do provodenja analiza, uzorci su zamrznuti i ¢uvani na

-40°C kako bi se sto bolje sacuvala njihova svojstva.

14



KONTROLNI UZORCI- BEZ
TERMICKE OBRADE

UZORAK OBRADEN NA
50°C/5min

UZORAK OBRADEN NA
50°C/10min

UZORAK OBRADEN NA
60°C/5min

j \ IS = PROVODENIJE ANALIZA
VAKUUMIRANI UZORCI I} UZORAK OBRADEN NA SKLADISTENJE UZORAKA NAKON 1., 4. | 8. DANA

BAKALARA -. 60°C/10min NA 4°C SKLADISTENJA

UZORAK OBRADEN NA
70°C/5min

UZORAK OBRADEN NA
70°C/10min

UZORAK OBRADEN NA
80°C/5min

UZORAK OBRADEN NA
80°C/10min

Slika 3. Slijed sous-vide termicke obrade uzoraka te skladistenje (vlastita shema)

Na slici 3 razjaSnjena je termiCka obrada uzoraka. Na kraju svake termicke obrade pri pojedinoj
temperaturi, uzorci se skladiste u hladnom 1, 4 ili 8 dana te se dobije po 6 uzoraka od kojih

svaki ima 2 paralele (ukupno 12) iz svake grupe uzoraka.

Prilikom izvodenja eksperimenta koristene su sljede¢e kemikalije:

- anti-DNP antitijelo, Cell Biolabs, USA

- blokirajuéi reagens, Cell Biolabs, USA

- destilirana voda

- DNPH (2,4-dinitrofenilhidrazin), Cell Biolabs, USA
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- DNPH razrjedivac, Cell Biolabs, USA

- 0,05 M fosfatni pufer s 0,6 M KCI (1 L pufera sadrzi: 6,8045 g KH2POj4, 0,582 g NaOH,
44,736 g KCl te destiliranu vodu)

- 0,05 M fosfatni pufer (1 L pufera sadrzi: 6,8045 g KH2POg4, 1,164 NaOH te destiliranu
vodu)

- 0,01 M fosfatni pufer pripremljen mijeSanjem 80 mL otopine I, 100 mL otopine Il i
destilirane vode do kona¢nog volumena od 1 L. Vrijednost pH ovako pripremljenog

PBS pufera iznosi izmedu 7,1 17,3.

OTOPINA I: NaCl-100 g, KCI-2,5g, Na2HPO4 — 14,35 g, KH2PO4 — 2,5 g, nadopuniti

destiliranom vodom do 1L

OTOPINA II: CaClz — 100 g, MgCl. x 6H20 — 2,5 g, nadopuniti destiliranom vodom do
1L

- govedi gama globulin, Cell Biolabs, USA

- kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4), Merck, Danmstadt, Germany

- kalij klorid (KCI), VWR Chemicals, Norway

- komercijalni Bio-Rad reagens, Bio-Rad Laboratories, USA

- natrijev hidroksid (NaOH), VWR Chemicals, Norway

- oksidiraju¢i BSA standard (BSA- albumin iz govedeg seruma), Cell Biolabs, USA
- 96 % etanol

- otopina za zaustavljanje reakcije, Cell Biolabs, USA

- reduciraju¢i BSA standard (BSA- albumin iz govedeg seruma), Cell Biolabs, USA
- sekundarno antitijelo, HRP konjugat, Cell Biolabs, USA

Prilikom izvodenja eksperimenta koristeni su sljede¢i uredaji:

analiti¢ka vaga (Kern scales ALS-A/ALJ-A Series, Balingen, Germany)

- centrifuga (Sorvall RC 5B plus, Thermo Fisher Scientific, USA)

- kolorimetar (CR410 Chroma Meter, Konica Minolta, Tokio, Japan)

- orbitalna tresilica (PSU-10i, Grant-bio, Keison products, UK)

- plate reader (Tekan plate reader, Spark 20 M, Bergman diagnostika, Norway)
- spektrofotometar (Ultrospec 2000, Pharmacia biotech, USA)

- Stapni mikser (Bosch, Njemacka)
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Prilikom izvodenja eksperimenta koristeno je sljedeée laboratorijsko posude i pribor:

- automatske pipete od 20 puL, 200 uL, 1 mL, 5 mL te 10 mL
- bocice za centrifugu

- c¢ase od 250 mL

- epruvete

- kivete

- lijevak

- menzura od 300 mL

- mikrotitratske ploce od 96 jaZica (12 traka s 8 jaZica)
- mikser

- nastavci za pipetu

- odmjerne tivice od 100 mL, 500 mL, 1 Li2 L

- staklena vuna

- stalak za epruvete

- Ultra Turrax (T 25 basic, IKA — WERKE)

- vortex mjesalica (VWR international)

- zli¢ice

3.2. METODE

3.2.1. ODREDIVANIJE BOJE

Odredivanje boje provedeno je u 3 paralelna mjerenja za svaki analizirani uzorak na
njegovoj povrsini, odmah nakon vadenja iz vakumske vrece kako bi se sprijecila degradacija
boje uzrokovana utjecajem svijetla i kisika iz zraka. Referentna metoda mjerenja boje mesa
(Honikel, 1998) je ona koja koristi L*, a* i b* spektar boja. Parametar L* je mjera svjetlosti
misicja iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 = crno; 100 = bijelo). Vrijednost parametra a* je
mjera inteziteta crvenog dijela spektra misic¢ja iskazana vrijednostima od -60 do 60, a iskazuje
spektar od crvene do zelene boje pri ¢emu veca a* vrijednost parametra karakterizira crvenije
misSi¢je. Vrijednost b* parametra ukazuje na spektar nijansi izmedu plave i Zute boje, a njegova

veca vrijednost oznacava izraZzenost zutog dijela spektra.

Za odredivanje boje fileta bakalara koristen je spektrofotometar Konica Minolta (Slika 4).

Vrijednosti za L*, a* i b* izraCunate su kao srednja vrijednost 3 mjerenja po uzorku uz

17



napomenu da su se kod mjerenja izbjegavala podrucja s veCom koli¢inom masnoce zbog Sto

to¢nijih 1 ujednacenijih mjerenja.

Slika 4. Komica Minolta (vlastita fotografija)

3.2.2. KALO TERMICKE OBRADE

Kalo termicke obrade odreden je na osnovi razlike u masi uzorka prije 1 nakon termicke
obrade te proveden za svaki analizirani uzorak. Masa prije termi¢ke obrade odredena je
vaganjem vakuumiranog uzorka i vre¢ice (mz). Nakon termicke obrade, vrecica je otvorena te
je iz nje otpustena tekucina uklonjena cijedenjem 1 uz pomo¢ papira. Tako osuSena vrecica
potom je izvagana (mz), a nakon toga izvagani su osu$eni uzorak i vrecica zajedno (ms) te je

kalo termiCke obrade izracunat prema formuli:

g ml(uzorak + vretica) — m2(prazna, osuSena vrecica)
KALO TERMICKE OBRADE =

m3(osuSeni uzorak + vrecica)
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Slika 5. Odredivanje kala termi¢ke obrade: a) vaganje uzorka vakuumiranog u vreéicu, b)

vaganje osuSene vrecice, ¢) suSenje uzorka uz pomo¢ papira (vlastite fotografije)

3.2.3. TOPLJIVOST PROTEINA

Topljivost proteina odredena je uz pomo¢ ekstrakcije proteina topljivih u vodi i u otopini
soli (Anderson i Ravesi, 1968). Odredivanje topljivosti proteina provedeno je u 2 paralelna
mjerenja za svaki analizirani uzorak. lzvagano je otprilike 4 grama uzorka usitnjenog misicja
ribe te transportirano u bocu za centrifugu. Potom je dodano oko 80 mL 0,05 M prethodno
pripremljenog fosfatnog pufera (pH=7). Sve skupa, homogenizirano je uz pomo¢ Ultra Turraxa
otprilike 30 sekundi ili sve dok viSe nije bila vidljiva prisutnost komadi¢a uzorka. Nakon
homogenizacije, centrifugirano je na 8000 g, 4°C, 20 minuta. Potom je filtriran supernatant uz
pomo¢ staklene vune u odmjerne tikvice od 100 mL te je tikvica napunjena do oznake s 0,05
M fosfatnim puferom. Tako je dobivena frakcija proteina topljivih u vodi. Kako bi se dobila
frakcija proteina topljivih u otopini soli, koristen je isti postupak, no umjesto 0,05 M fosfatnog

pufera, koristen je prethodno pripremljeni 0,05 M fosfatni pufer s 0,6 M KCI.

Slika 6. Filtracija te dobivanje frakcije proteina topljivih u soli (vlastita fotografija)
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3.2.4. BIORAD METODA ZA ODREDIVANIJE PROTEINA

Metoda (Bradford, 1976) temeljena je na obojenju otopljenih proteina s reagensom Coomasie
Brilliant Blue G-250 (CBB) pri ¢emu dolazi do vezanja anionske boje za NHz skupine proteina,
§to je pra¢eno promjenom boje reagensa (smeda u plavu) i pojavom apsorpcijskog maksimuma
kod 595 nm. Mjerenja su provedena uz koristenje komercijalnog Bio-Rad reagensa (Slika 7).

Prije uporabe, reagens je razrjeden u omjeru 1:5 uz pomo¢ destilirane vode. Rezultati su o¢itani

L=\
gt

uz pomo¢ bazdarnog pravca.

Slika 7. Komercijalni Bio-Rad reagens (vlastita fotografija)

Kako bi se konstruirao bazdarni pravac koriStena je otopina albumina iz govedeg seruma (y
(BSA)=1,5mg mL?). Ona je nanesena u volumenima od 0, 20, 40, 60, 80 i 100 uL u epruvete
i doda joj je po 100, 80, 60, 40, 20, 0 mL destilirane vode te 5 mL Bio-Rad reagensa (sastav
otopine je naveden na stranici 15). Uzorci proteina naneseni su u volumenima od 100 pL i
svakom uzorku takoder je dodano po 5 mL Bio-Rad reagensa. Uzorci su inkubirani 15 minuta
na sobnoj temperaturi uz potresanje i zatim im je ocitana apsorbancija pri 595 nm na

spektrofotometru.

U epruvete je dodano 100 pL frakcije proteina topljivih u vodi ili u otopini soli te 5 mL
razrijedenog Bio-Rad reagensa. Kao slijepa proba, umjesto frakcije proteina, koriStena je
destilirana voda u koju se takoder dodaje Bio-Rad reagens. Sadrzaj u epruvetama dobro je
promijesan uz pomo¢ Whirl miksera te inkubiran 20-30 min na sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 595 nm u plastiénim kivetama.

Koli¢ina izoliranih proteina izracunata je uz pomo¢ dobivenog bazdarnog dijagrama (Slika 8).
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Slika 8. Otopine pripremljene za analizu za dobivanje bazdarnog dijagrama (vlastita

fotografija)

3.2.5. ODREDIVANIJE OKSIDACIJE PROTEINA

Kako bi ELISA tehnikom bilo moguce iz ekstrakta odrediti stupanj karbonilacije proteina
bilo je potrebno prethodno provesti ekstrakciju proteina prema Andersonu i Ravesi (1968),
nakon cega je slijedilo odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu
(Bradford, 1976). Odredivanje oksidacije proteina provedeno je u 2 paralelna mjerenja za svaki
analizirani uzorak. Proteinski ekstrakti su razrijedeni u otopini PBS-a do kona¢ne masene
koncentracije y = 0.01 pg pL*. Po 100 uL uzorka naneseno je na mikrotitarsku plocicu u
triplikatima 1 uzorci su inkubirani na 4°C preko noci. Sljede¢i dan je otopina iz jazica
mikrotitarske ploCice uklonjena i plocica isprana tri puta s 200 puL otopine PBS. Visak otopine
uklonjen je pipetom. U jazice s uzorcima dodano je 200 uL svjeZe pripravljene otopine DNPH
(otapanjem 0,02 g 2,4- dinitrofenilhidrazina u 1 mL 3-fluoroctene kiseline) i plocica je
inkubirana 45 minuta u mraku. Otpina DNPH je zatim uklonjena, a mikrotitarska plocica
ispirana ¢etiri puta s 200 uL pufera za ispiranje 1l (otopina PBS s dodatkom w(etanol) = 96 %
u omjeru 1:1). Nakon toga plocica je isprana jos tri puta s 200 pL otopine PBS. Visak otopine
uklonjen je pipetom. Nespecificna proteinska mjesta su blokirana dodatkom 250 pL pufera za
blokiranje. Izvagano je 5 g blokirajuceg reagensa i razrijedeno u 100 mL 0,01 M fosfatnog
pufera, kako bi se dobio pufer za blokiranje. Plo¢ica s uzorcima je inkubira 90 minuta na sobnoj
temperaturi uz potreskivanje. Pufer za blokiranje je uklonjen i jazice isprane tri puta s 300 uL
pufera za ispiranje. Zatim je u svaku jazicu dodano 100 uL primarnog antitijela (anti-DNPH
rabbit) i inkubira se 120 minuta na sobnoj temperaturi uz potreskivanje. Otopina primarnog

antitijela je uklonjena i ploCica isprana pet puta sa 200 uL pufera za ispiranje. Visak otopine
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uklonjen je pipetom. U svaku jazicu dodano je 100 uL otopine sekundarnog antitijela (anti-
rabbit HRP Goat IgG) i uzorci su inkubirani 60 minuta na sobnoj temperaturi uz potreskivanje.
Otopina sekundarnog antitijela je uklonjena i plocCica isprana pet puta s 200 uL pufera za
ispiranje, a visak pufera uklonjen pipetom. 100 uL otopine tetrametilbenzidina (TMB) dodano
je u jazice i plocica inkubirana nekoliko minuta do razvijanja plave boje. Plava boja se razvija
uslijed oksidacije TMB-a, odnosno vezanjem HRP-a na TMB. Rekacija je zaustavljena
dodatkom 100 pL otopine sumporne Kiseline (¢ = 0,3 mol dm™) §to uzrokuje promjenu boje iz
plave u zutu te je o€itana apsorbancija pri 450 nm na spektrofotometru (Tecan Sunrise). Podaci

su prikupljani pomocu softwarea XFLUOR4 version 4.51.

3.2.6. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Rezultati su statisticki obradeni u programu IBM SPSS Statistics uz grani¢nu P — vrijednost
podesenu na 5 %, odnosno usporedbe razlika koje rezultiraju s P < 0,05 smatrane su statisticki
znacajnima. Statisti€ki znacajna razlika izmedu uzoraka provjerena je provedbom jednosmjerne
analize varijance (ANOVA), a u slucajevima gdje je potvrdena, proveden je post hoc Turkeyev

test koji pokazuje koji su uzorci razli¢iti od drugih.

22



4. REZULTATI | RASPRAVA

Na 54 vakuumiranih uzoraka fileta bakalara, od kojih svaki ima svoj par, jednako termicki
obraden i skladisten u hladnom, istrazivao se utjecaj sous-vide termiCke obrade. Riba je
odledivana na naéin da su duboko zamrznuti uzorci premjesteni na +4°C, kako bi do iduceg
dana bili pripremljeni za istrazivanje.

Na svakom uzorku prvo je odreden kalo, na osnovi razlike u masi prije i nakon termicke obrade.
Potom je odredena boja na nacin da je na svakom uzorku mjerena vrijednost L*, a* i b*
parametra. Uzorci su nakon odredivanja kala 1 boje usitnjeni uz pomo¢ Stapnog miksera te
skladiSteni u male vrecice, kako bi se preciznije mogle dobiti odvage za koriStenje slijedecih
metoda.

Za odredivanje topljivosti proteina, prvo je blo potrebno ekstrahirati proteine topljive u vodi i
otopini soli (Anderson i Ravesi, 1968). Nakon dobivenih frakcija, Bradfordovom metodom
odredivan je udio proteina u svakoj paraleli. Frakcije proteina su sa¢uvane te koristene prilikom
odredivanja karbonila u sarkoplazmatskim 1 miofibrilanim frakijama uz pomo¢ ELISA testa,
¢ime je izrazena oksidacija proteina.

Svi rezultati statisti¢ki su obradeni i graficki prikazani, prilikom ¢ega su rasporedeni ovisno o
danima hladnog skladiStenja. U grafickom prikazu rezultata naznacena je srednja vrijednost
ispitivanog parametra u uzorku, standardna devijacija te statisti¢ki znacajna razlika izmedu

uzoraka.
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4.1.GUBITAK MASE TIJEKOM KUHANJA

Rezultati kala termicke obrade prikazani su na slikama 9, 10 i 11 kao srednja vrijednost
mjerenja + standardna devijacija 2 uzorka bakalara, jednako termicki obradena i skladistena,

ovisno o broju dana skladistenja u hladnom.

0°C  50°C/5 50°C/10 60°C/5 60°C/10 70°C/s 70°C/10 80°C/5 80°C/10
min min min min min min min min

— () (V]
Ln (=] Ln

Kalo termicke obrade, %
=

Sous-vide parametri termicke obrade

Slika 9. Graficki prikaz ovisnosti kala o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladiStenih 1 dan na +4°C (razliCita slova u stupcima prikazuju razlicite statisticki

znacajne vrijednosti)

Iil'il'll

0°C  50°C/5 50°C/10 60°C/5 60°C/10 70°C/5 70°C/10 80°C/5 80°C/10
min min min min min min min min

— () (V]
Ln (=] Ln

Kalo termicke obrade. %
=

Sous-vide parametri termicke obrade

Slika 10. Graficki prikaz ovisnosti kala 0 parametrima sous-vide metode termicke obrade
ispitivanih uzoraka skladistenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razli¢ite

statisticki znac¢ajne vrijednosti)
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Kalo termicke obrade, %

iililllli

50°C/5 50°C/10 60°C/5 60°C/10 70°C/5 70°C/10 80°C/5 80°C/10
min min min min min min min min

Sous-vide parametri termicke obrade

Slika 11. Grafi¢ki prikaz ovisnosti kala o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladistenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razli¢ite statisticki

znacajne vrijednosti)

Gubitak na masi kod ispitivanih uzoraka varira od 4,01 % (kod uzorka koji nije termicki
obraden, skladiSten u hladnom 4 dana) do 21,56 % (kod uzorka koji je termicki obraden na
80°C, 5 minuta te skladiSten u hladnom 1 dan). Povecanjem temperature termicke obrade

povecava se i gubitak na masi.

Iz prikazanih rezultata vidimo da nema statisticki zna¢ajnih razlika (P > 0,05) u kalu termicke
obrade izmedu kontrolnih uzoraka te uzoraka termicki obradenim na temperaturama od 50°C i
60°C. No, ve¢ na uzorcima kuhanim na 70°C vidi se znacajniji gubitak na masi, pogotovo na
onima dulje termicki tretiranima (npr. gubitak od 14,06 % u uzorku tretiranom 10 min na 70°C,
u odnosu na gubitak od 8,36 % kod uzorka kuhanog na 70°C, ali 5 minuta). To se moZze objasniti
na nacin da pri temperaturama od 40°C do 60°C dolazi do skupljanja popreénih vlakana na osi,
Sto prosiruje ve¢ prisutnu prazninu izmedu vlakana i endomizija, koji ih okruzuju. No, na
temperaturama od 60°C do 70°C mreza vezivnog tkiva i miSi¢na vlakna se skupljaju uzduzno,
proporcionalno s porastom temperature, $to uzrokuje veliki gubitak vode tijekom termicke
obrade. Voda je izbacena pritiskom koji djeluje na skupljanje vezivnog tkiva u izvanstani¢noj
praznini (Offer, 1984). Offer i sur. (1989) potvrdili su da se taj gubitak tekucine javlja pretezno
iz uzduznih kanala mreze snopova vlakana. Veéina vode u Zivom miSi¢ju vezana je u
miofibrilima (80 %), u prostorima izmedu debelih i tankih filamenata (Offer i sur., 1989). Bilo

kakve velike promjene u distribuciji vode unutar strukture misi¢ja, nuzno proizlaze iz promjena
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u tom razmaku. Lateralno skupljanje reSetke filamenta uzrokovano je padom pH blize

izoelektri¢noj tocki, rigornoj kontrakciji i denaturaciji miozina (Offer i Knight, 1988).

Iz do sad recenog, jasno se vidi da poviSena temperatura termic¢ke obrade dovodi do poveéanja
kala u uzorcima bakalara, $to negativno utjeCe na kvalitetu proizvoda. Medutim, trajanje
skladistenja u hladnom ima pozitivan doprinos zadrzavanju vode u ribi. Najveéi gubitak na masi
u svim ispitivanim uzorcima prisutan je kod uzoraka skladistenih 1 dan u hladnom te Sto se
povecéavaju dani hladnog skladistenja, gubitak na masi tijekom termic¢ke obrade je manji. To se
poklapa s rezultatima koje su dobili Cropotova i sur., 2019. ispitujuéi utjecaj skladiStenja i sous-
vide termicke obrade na uzorcima fileta skuSe. Smanjuje gubitka mase tijekom kuhanja u
uzorcima skuse, dogada se vjerojatno zbog strukturnih promjena koje se javljaju u misi¢ima i
vezivnom tkivu ribe nakon kuhanja (Ofstad 1 sur., 1993), ukljucujuéi reapsorpciju vode
oslobodene rastvorenim miofibrilarnim proteinima i njezinom raspodjelom izmedu intra- i
izvanstanic¢nih prostora (Belitz i sur., 2009). Prema izvedenom modelu gubitak vlage u filetima
skuSe termicki obradenim sous-vide metodom rezultat je toplinske denaturacije i skupljanja
misi¢nih proteina, koji djelomi¢no reapsorbiraju ispustenu vodu tijekom hladnog skladistenja

(Cropotova i sur., 2019).
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4.2. PROMJENA BOJE

Rezultati promjene boje prikazni su na slikama 12-20 kao srednja vrijednost + standardna
devijacija rezultata dobivenih mjerenjem L*, a* i b* parametara na 2 uzoraka bakalara jednako
termicki obradena i skladiStena, ovisno o broju dana skladiStenih u hladnom. Za svaki uzorak

provedena su po 3 mjerenja na razli¢itim dijelovima ribe.
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0°C  50°C/5 50°C/10 60°C/5 60°C/10 70°C/5 70°C/10 80°C/5 80°C/10
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vrijednost L* parametra

sous-vide parametri termicke obrade

Slika 12. Ovisnost L* vrijednosti o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladiStenih 1 dan na +4°C (razlicita slova u stupcima prikazuju razli¢ite statisticki

znacajne vrijednosti)
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Slika 13. Ovisnost L* vrijednosti o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladiStenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razlicite statisticki

znacajne vrijednosti)
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Slika 14. Ovisnost L* vrijednosti o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladistenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razliCite statisticki

znacajne vrijednosti)
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Slika 15. Ovisnost a* vrijednosti 0 parametrima sous-vide termi¢ke obrade ispitivanih uzoraka
skladiStenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razlicite statisticki znacajne

vrijednosti)
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sous-vide parametri termicke obrade
Slika 16. Ovisnost a* vrijednosti o parametrima sous-vide termic¢ke obrade ispitivanih uzoraka

skladistenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne

vrijednosti)
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Slika 17. Ovisnost a* vrijednosti 0 parametrima sous-vide termi¢ke obrade ispitivanih uzoraka
skladiStenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razli¢ite statisti¢ki znacajne

vrijednosti)
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Slika 18. Ovisnost b* vrijednosti 0 parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih

uzoraka skladistenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razliCite statisticki

znacajne vrijednosti)
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Slika 19. Ovisnost b* vrijednosti o parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih

uzoraka skladistenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razli¢ite statisticki

znacajne vrijednosti)
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Slika 20. Ovisnost b* vrijednosti 0 parametrima sous-vide termicke obrade ispitivanih
uzoraka skladiStenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju razliCite statisticki

znacajne vrijednosti)

Parametar L*, predstavlja mjeru svjetline iskazanu u vrijednostima od 0 do 100 (0 =
crno; 100 = bijelo), pri éemu najvisu vrijednost od 70,57 ima ispitivani uzorak skladisten 8 dana
u ledu te tretiran na 80°C, 10 minuta, a najnizu 47,57 kontrolni uzorak, skladisten 1 dan u
hladnom. Vrijednosti uzoraka obradenih na razli¢itim temperaturama statisti¢ki se znacajno
razlikuju (P < 0,05) te povecavaju sukladno s povecanjem temperature termicke obrade.
Moguce objasnjenje za vecu svjetlinu fileta bakalara tretiranog viSom temperaturom povezano
je s vecom denaturacijom i agregacijom sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina, koji
povecavaju rasipanje svjetlosti (Christensen 1 sur., 2011). Temperatura zagrijavanja, pove¢ava
L* vrijednost fileta bakalara zbog degradacije termo-labilnih proteinskih spojeva, kao i gubitak
vode koja utjeCe na lom svjetlosti u filetu bakalara (Oz i Seyar, 2016). Misi¢ne stanice
nabubrene zadrzanom vodom i ¢vrsto medusobno povezane absorbiraju vise svjetla (Sto boju
misi¢ja ¢ini tamnijom), Sto se moZe povezati s ¢injenicom da su pri niZim temperaturama
tretiranja (50°C 1 60°C) proteini manje denaturirani i vezu viSe vode, stoga je boja miSi¢ja
tamnija, nego na vi$im temperaturama tretiranja (70°C i 80°C). Takoder, iz grafova na slikama
12., 13. i 14. moze se vidjeti da L* vrijednost ovisi i o duljini termi¢ke obrade te tako uzorci

koji su tretirani duze — 10 minuta imaju ve¢u L* vrijednost od krace tretiranih uzoraka.
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Osim parametra L*, vrijednosti parametra a* takoder su povezani s denaturacijom proteina.
Prisutna je statisticki znacajna razlika (P < 0,05) izmedu vrijednosti parametra a* kontrolnih
uzoraka i termicki obradenih uzoraka, $to je povezano s denaturacijom i agregacijom proteina,
te se tako ogranicava dubina prodora kisika u misi¢no tkivo i oksigenacija mioglobina u svijetlo

crveni oksimioglobin (Christensen i sur., 2011).

Vrijednost parametra b* ukazuje na spektar nijansi izmedu plave i zute boje, a njegova veéa
vrijednost ozna¢ava izrazenost zutog dijela spektra. Doslo je do poveéanja b* vrijednosti kao
posljedice skladiStenja te duljeg trajanja i vise temperature termicke obrade. Povecanje b*
vrijednosti sous-vide kuhanih uzoraka, u svojim rezultatima dobili su i Cropotova i sur., (2018),
kao posljedicu duljeg trajanja termicke obrade i skladistenja. Povecanje inteziteta Zutog dijela
spektra sous-vide kuhanih uzoraka tijekom vremena skladiStenja najvjerojatnije je posljedica
nakupljanja spojeva zuckaste boje nastalih raspadom primarnih i sekundarnih proizvoda
oksidacije, Sto daje pozitivne koleracijske vrijednosti (Nguyen i sur., 2013). Pove¢anjem udjela
ukupnih karbonila, dolazi i do povecanja vrijednosti b* parametra, odnosno do povecanog
inteziteta zutog dijela spektra. Iz grafova na slikama 21 i 22 vidljiva je umjereno jaka
povezanost (|r| = 0,687; slika 22) i jaka povezanost (|r| =0,801; slika 21) (Udovi¢i¢ i sur., 2007)
ukupnih karbonila i b* parametra, iz kojih se moze zakljuciti da sukladno porastu udjela

ukupnih karbonila, raste i b* vrijednost.
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Slika 21. Odnos ukupnih karbonila (nmol mg™) u frakciji sarkoplazmatskih proteina i b*

parametra — intenziteta Zutog dijela spektra
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Slika 22. Odnos izmedu ukupnih karbonila (nmol mg™) u frakciji miofibrilarnih proteina i b*

parametra — inteziteta zutog dijela spektra
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4.3.TOPLJIVOST PROTEINA

Rezultati udjela sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina prikazani su na slikama 23-28
kao srednja vrijednost + standardna devijacija rezultata mjerenih na 2 jednako termicki
obradena i skladistena uzorka bakalara ovisno o broju dana hladnog skladistenja. Za svaki

uzorak provedena su po 2 paralelna mjerenja.

mgmL-1
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sous-vide parametri termicke obrade

Udio sarkoplazmatskih proteina,

Slika 23. Ovisnost udjela sarkoplazmatskih proteina (mg mL™?) o parametrima sous-vide
termiCke obrade ispitivanih uzoraka skladiStenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u stupcima

prikazuju razli¢ite statisti¢ki znacajne vrijednosti)
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sous-vide parametri termicke obrade

0

Udio sarkoplazmatskih proteina,

Slika 24. Ovisnost udjela sarkoplazmatskih proteina (mg mL™) o parametrima sous-vide
termiCke obrade ispitivanih uzoraka skladiStenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima
prikazuju razliite statisticki zna€ajne vrijednosti)
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Slika 25. Ovisnost udjela sarkoplazmatskih proteina (mg mL™) o parametrima sous-vide
termiCke obrade ispitivanih uzoraka skladiStenih 8 dana na +4°C (razliCita slova u stupcima

prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 26. Ovisnost udjela miofibrilarnih proteina (mg mL™) o parametrima sous-vide
termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u stupcima

prikazuju razliite statisti¢ki zna€ajne vrijednosti)
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Slika 27. Ovisnost udjela miofibrilarnih proteina (mg mL™) o parametrima sous-vide termicke
obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima prikazuju

razlicite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 28. Ovisnost udjela miofibrilarnih proteina (mg mL™) o parametrima sous-vide
termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u stupcima

prikazuju razliite statisti¢ki zna€ajne vrijednosti)

Prema rezultatima prikazanim na slikama 23-28 , ukupna koli¢ina ekstrahiranih proteina

uglavnom je povecana za sous-vide kuhanog bakalara skladistenog u hladnom, $to je sukladno
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rezultatima dobivenim u istrazivanju (Kaale i sur., 2016) kod kojeg je pronaden znatan utjecaj
hladnog skladiStenja na proteine topljive u vodi ili u otopini soli. U kontrolnim uzorcima
najbolje se vidi utjecaj hladnog skladistenja, buduci da oni nisu termicki obradeni. Razlika u
vrijednostima izmedu uzoraka skladiStenih u hladnom 1, 4 i 8 dana vidljiva je u frakcijama i
sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina, gdje je u oba slucaja vidljiva pozitivna koleracija

povecanja udjela proteina s duljim skladiStenjem.

Odstupanja, vidljiva u ispitivanim uzorcima frakcije miofibrilarnih proteina, skladistenog 8
dana u hladnom te termicki obradenom na 60°C, 10 minuta te uzorka skladistenog 4 dana u
hladnom te termicki obradenom na 70°C, 5 minuta, moguca su zbog razli¢itih omjera proteina

u miSicu te U razli¢itom trajanju i brzini mijeSanja (Kaale 1 sur., 2016).

Smanjenje udjela u vodi topljivih - sarkoplazmatskih i u otopini soli topljivih — miofibrilarnih
proteina, ukazuje na denaturaciju proteina djelovanjem topline. Denaturacija je povecana s
duljim trajanjem toplinske obrade i povecanjem temperature. Takoder, moze se uociti da
kuhanje sous-vide ima glavni negativni u¢inak na topljivost sarkoplazmatskih i miofibrilarnih
proteina u filetu bakalara. Medutim, uzimaju¢i u obzir da je miofibrilarna mreza uglavnom
odgovorna za zadrzavanje vode u ribljem mesu (Hultmann i Rustad, 2002), pretpostavljamo da
je smanjenje topljivosti bjelancevina topljivih u soli doprinijelo reapsorpciji slobodne vode
nabubrenim i solubiliziranim miofibrilarnim proteinima koji formiraju gel nakon kuhanja.
Stoga je gubitak kuhanja smanjen uslijed strukturnih promjena kod proteina topljivim u otopini
soli, kao $to su bubrenje fibrila, geliranje i reapsorpcija tekuc¢ine pomoc¢u denaturiranih proteina
(Cropotova i sur., 2018; Schnepf, 1989). Ova pretpostavka je potvrdena pozitivnom znac¢ajnom
povezano$¢u izmedu gubitka mase tijekom kuhanja te udjela miofibrilarnih proteina u sous-
vide termicki obradenim uzorcima skuse tijekom hladnog skladiStenja (Cropotova, 2018).
Dakle, sous-vide termicka obrada znaajno je smanjila toplivost miofibrilarnih proteina u
ispitivanim uzorcima bakalara, u usporedbi sa sarkoplazmatskim, povecavajuci tako gubitak na

masi zbog narusavanja strukture miofibrilarnoj mrezi misica ribe.
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4.4.OKSIDACIJA PROTEINA

Rezultati oksidacije sarkoplazmatskih i miofibrilarnih proteina prikazani su na slikama 29-
34 kao srednja vrijednost + standardna devijacija udjela kabonila, mjerenih na 2 jednako
termicki obradena i skladiStena uzorka bakalara ovisno o broju dana hladnog skladiStenja. Za

svaki uzorak provedena su po 2 paralelna mjerenja.

[l L. T T B~ B - =
[T R R =¥, T

% 'i.iﬁﬁﬁi

0°C  50°C/5 50°C/10 60°C/5 60°C/10 70°C/5 70°C/10 80°C/5 80°C/10
min min min min min min min min

Udio karbonila, nmol mg-1

sous-vide parametri termicke obrade

Slika 29. Ovisnost udjela oksidacije sarkoplazmatskih proteina (nmol mg™) o parametrima
sous-vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladi$tenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 30. Ovisnost udjela oksidacije sarkoplazmatskih proteina (nmol mg™) o parametrima
sous-vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 4 dana na +4°C (razli¢ita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 31. Ovisnost udjela oksidacije sarkoplazmatskih proteina (nmol mg™) o parametrima
sous-vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 32. Ovisnost udjela oksidacije miofibrilarnih proteina (nmol mg™) o parametrima sous-
vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 1 dan na +4°C (razli¢ita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 33. Ovisnost udjela oksidacije miofibrilarnih proteina (nmol mg™) o parametrima sous-
vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 4 dana na +4°C (razlicita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)
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Slika 34. Ovisnost udjela oksidacije miofibrilarnih proteina (nmol mg™) o parametrima sous-
vide termicke obrade ispitivanih uzoraka skladistenih 8 dana na +4°C (razli¢ita slova u

stupcima prikazuju razliCite statisticki znacajne vrijednosti)

Tijekom sous-vide termicke obrade fileta bakalara i skladiStenja u hladnom, oksidacija
proteina izrazena je kao udio ukupnih karbonila. U kontrolnim uzorcima oksidacija proteina
gotovo je neznatna, dok se prilikom termicke obrade vrijednost znatno povecala. 1z grafi¢kih

prikaza rezultata vidljiva je znacajna statisticka razlika (P < 0,05) izmedu kontrolnih uzoraka

40



te uzoraka termicki obradenih na 70°C i 80°C, u odnosu na uzorke obradene pri temperaturama
od 50°C 1 60°C. Pri temperaturama od 50°C 1 60°C ve¢i udio karbonila prisutan je u frakcijama
sarkoplazmatskih proteina. To je vjerojatno posljedica toga sto su uzorci nakon kuhanja bili
skladisSteni u zamrznutom stanju te je doslo do jace agregacije sarkoplazmatskih proteina. No,
pritemperaturama od 70°C i 80°C, veci udio karbonila pronaden je u frakciji proteina topljivim
u solima. Znac¢ajan porast karbonila proteina tijekom skladistenja u zamrznutom stanju nakon
kuhanja bakalara moze se objasniti uniStavanjem stani¢nih struktura kristalima leda tijekom
zamrzavanja te oslobadanjem razli¢itih pro-oksidansa (H202, zeljezo, mioglobin, itd.) koji
dodatno povecéavaju oksidativni status ribe u zamrznutom stanju (Standal i sur., 2018.). Ovaj se
fenomen pripisuje krio-koncentraciji prooksidativnih otapala oko proteinskih molekula u ne
zamrznutom dijelu vode u uzorku, sto dovodi do povecane oksidacije (Standal i sur., 2018).
Vec¢i udio karbonila proteina u miofibrilarnim proteinima, u odnosu na sarkoplazmatske moze
vrijeme skladiStenja zbog Cega dolazi do denaturacije (Duun i Rustad, 2007). Tijekom
skladisStenja, najmanje vrijednosti udjela karbonila pronadene su kod uzoraka skladistenih samo
1 dan u hladnom, u odnosu na uzorke bakalara skladiStene 4 1 8 dana, §to ukazuje na ¢injenicu

da se duljim skladiStenjem oksidacija proteina povecava.

U ovom radu ispitan je utjecaj razli¢itih parametara sous-vide metode i hladnog skladistenja
na uzorke bakalara, kao nemasne ribe. Sous-vide metoda mocan je alat moderne kuhinje, jer
pruza gotovo savrSenu reproducibilnost, bolju kontrolu zavrSteka termic¢ke obrade namirnice te
redukciju Stetnih mikroorganizama na prihvatljive vrijednosti, pri ne tako visokim
temperaturama obrade. Buduci da su se dosada$nji radovi ve¢inom oslanjali na zdrastvenu
sigurnost namirnica obradenih sous-vide metodom, novija istraZivanja proucavaju utjecaj
metode na promjenu tehnoloskih i senzorskih karakteristika obradene namirnice. Upravo zato
sam u ovom radu htjela spojiti 2 znanstveno aktualne teme: sous-vide, kao jednu vrlo blagu
metodu termiCke obrade, kojom se nastoje u Sto vecoj mjeri zadrzati nutritivna svojstva
namirnice te oksidaciju proteina, podrucje €iji utjecaj na kvalitetu proizvoda jo$§ uvijek nije
dovoljno razjasnjen. Dobivena saznanja iz ovog rada mogu doprinjeti boljem razumijevanju
promjena na proteinima, koje se dogadaju tijekom sous-vide obrade te dovode do promjena
tehnoloskih i senzorskih karakteristika te kvalitete proizvoda. Ove promjene u prehrambenim
namirnicama su od velike vaznosti, budu¢i da odreduju njihov vijek trajanja pri hladnom

skladistenju.
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5. ZAKLJUCCI

Temperatura i trajanje sous-vide termicke obrade te skladistenje u hladnom dovode do
promjena senzorskih i tehnoloskih karakteristika bakalara. Provedenim istrazivanjem

utvrdene su sljedeée promjene:

1. Gubitak mase tijekom kuhanja sous-vide metodom povecavao se sukladno
povecanjem temperature. Hladno skladiStenje djeluje pozitivno na gubitak mase
tijekom termicke obrade na nacin da je duljim skladiStenjem u hladnom gubitak na
masi tijekom termicke obrade maniji.

2. Duljina i temperatura termicke obrade odrazila se na boju uzoraka te se tako
vrijednost L* parametra povecavala se s poveCanjem temperature. Dulje vrijeme
kuhanja — 10 minuta u svim uzorcima rezultiralo je ve¢om vrijednos¢u L* parametra
od kra¢eg vremena kuhanja — 5 min. Vrijednost b* parametra povecavala se
sukladno s povecanjem temperature kuhanja. Pronadena je povezanost izmedu
parametra b* i oksidacije proteina izrazene kao udio ukupnih karbonila, te se
povecanjem udjela ukupnih karbonila povecala i vrijednost b* parametra, odnosno
intezitet Zutog dijela spektra fileta bakalara.

3. Udio proteina topljivih u vodi smanjio se povetanjem temperature, zbog
denaturacije proteina.

4. Udio proteina topljivih u otopini soli smanjio se povecanjem temperature, zbog
denaturacije proteina.

5. Pri temperaturama od 50°C i1 60°C veci udio karbonila prisutan je u frakcijama
sarkoplazmatskih proteina, dok je pri viS§im temperaturama, od 70°C te 80°C veci
udio karbonila prisutan u frakcijama miofibrilarnih proteina.

6. Oksidacija proteina kod termicki neobradenih uzoraka gotovo je neznatna, dok se
udio karbonila znacajno povecao u termicki obradenim uzorcima.

7. Hladno skladistenje djeluje negativnho na oksidaciju proteina tijekom termicke
obrade na nacin da je duljim skladiStenjem u hladnom udio karbonila u svim

uzorcima bio veéi.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

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. m ]
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