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1. UVOD

Europska srdela (Sardina pilchardus) je pelagi¢na riba te je najvise konzumirani riblji
proizvod Jadranskog mora (Simat i sur., 2020; Cardenia i sur., 2013). Bogati je izvor raznih
biomolekula poput proteina, minerala i polinezasi¢enih masnih kiselina, a pogotovo omega-3
masnih Kiselina. Njihova konzumacija doprinosi balansiranoj prehrani i prevenciji raznih
poremecaja zdravlja.

Limitirajuc¢i faktor komercijalne upotrebe srdele je otezano ocuvanje kvalitete pri
niskim temperaturama. Posljedi¢éno je rok trajanja vremenski ograni¢en djelovanjem
mikroorganizama, autolizom 1 lipidnom oksidacijom, uzrokujué¢i pojavu nepozeljnih
organolepti¢kih svojstava (Carmen i sur., 2005). Prema navedenom, produljenje trajnosti ribe
je sve veca potreba drustva. Dostupno je nekoliko metoda za produljenje roka trajanja svjeze
srdele, a prednjace brzo hladenje, skladiStenje na niskim temperaturama, tretman ionizirajué¢im
zraCenjem te primjena konzervansa. Medutim, povecana svjesnost drustva o nepozeljnim
posljedicama kemijskih aditiva u hrani dovela je do sve veéeg interesa za razvitak nove metode
koja ¢e biti efikasna u suzbijanju specificnih mikroorganizama kvarenja te patogenih
mikroorganizama, a da je sigurna za upotrebu u prehrambenoj industriji (Gelman i sur., 2005).

Ozon je djelotvorna antimikrobna tvar koja ne ostavlja toksi¢ne ostatke u okoliSu nakon
upotrebe. Danas ima najvecu primjenu u obradi pitke i otpadne vode te kao dezinficijens
povrSina, a sve vise se istrazuje njegov utjecaj u direktnom kontaktu s hranom. Ozon je jak
oksidans zbog ¢ega moze uzrokovati oksidaciju makromolekula iz hrane Sto je negativno
svojstvo. S druge strane, pozitivno djeluje na redukciju broja mikroorganizama koji se nalaze
na ribi te tako usporava njeno kvarenje (Gelman i sur., 2005). Vrijeme kontakta ozona i ribe te
koncentracija ozona koja se primjenjuje utjeCu na promjenu broja mikroorganizama i na
aktivnost proteolitickih enzima koji takoder uzrokuju kvarenje ribe (Silva i Goncalves, 2016).

Cilj ovog istrazivanja bio je procijeniti utjecaj razli¢itih koncentracija ozona i duljine
vremena kontakta ozona i srdele na parametre kvalitete ribe, a posebno na produljenje roka
trajnosti. Provedene metode su senzorska ocjena svjezine srdele, mjerenje pH-vrijednosti,
odredivanje indeksa proteolize, mjerenje ukupnih hlapivih baza dusika (engl. Total Volatile
Basic Nitrogen, TVBN) i odredivanje stupnja oksidacije masti (engl. Thiobarbituric acid

reactive substance test, TBARS test).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. OPCENITO O RIBI | SRDELI

Ribe su hladnokrvni vodeni kraljeZnjaci kojima je tijelo pokriveno ljuskama, disu
Skrgama, a krecu se pomocu peraja te obitavaju u slatkoj ili slanoj vodi. Morske ribe se dijele
na pelagi¢ne, litoralne i abisalne. Pelagi¢ne vrste obitavaju u vodenom sloju do same povrsine,
litoralne Zive uz obalu, dok abisalne ili dubinske obitavaju u dubinama (od 6000 m). Morske
ribe se prema hrv. puckoj terminologiji dijele na plavu i bijelu ili pridnenu. Kao plava riba se
karakteriziraju pelagi¢ne vrste selice te krupna plava riba, dok je bijela riba raznovrsnija te ¢ini
90 % morskih vrsta u Jadranskom moru.

Prema suvremenoj sistematici ribe (Pisces) su neformalna skupina koja obuhvaca Sest
razreda: Myxini (sljepulje), Pteraspidomorphi (samo izumrli oblici), Cephalaspidomorphi (niz
fosilnih oblika 1 recentne paklare), Chondrichthyes (hrskavi¢njace), Actinopterygii
(zrakoperke) i Sarcopterygii (mesoperke). U uzem smislu ribe obuhvacaju razrede
Chondrichthyes, Actinopterygii i Sarcopterygii, odnosno kostunjace i hrskavi¢njace.

Srdela (Sardina pilchardus) je morska pelagi¢na riba koja pripada porodici haringa
(Clupeide). Rasprostranjena je duz obale Europe, u istoénom dijelu Atlantskog oceana
(prvenstveno od Islanda do Sjevernog mora) te Sredozemnom, Crnom i Azovskom moru (slika
1) (Silva i sur., 2015). Budu¢i da je pelagicna vrsta, srdela se zadrzava u epikontinentalnom
pojasu na dubinama 25-55 m danju ili 15-35 m nocu te se krece u velikim plovama (Tratnik i
sur., 2007).



Slika 1. Rasprostranjenost srdele (prema Silva i sur., 2015)

IzduZeno tijelo srdele je boéno spljosteno s modro-zelenim dorzalnim dijelom. Na
bo¢nim stranama se nalaze crne mrlje, dok Skrge karakterizira zvjezdoliki urez. Uobicajena
duzina srdele je od 15 do 20 cm. Hrani se Zivotinjskim planktonom, ali 1 drugim vecéim

organizmima poput rakova (Zorica i sur., 2021).

2.1.1. Nutritivni i kemijski sastav

Plava riba bogata je bjelanCevinama S$to ju ¢ini vaZnim izvorom proteina za prehranu
ljudi (Nosi¢ 1 Kresi¢, 2015). Lako je probavljiva te sadrzi lipidnu frakciju esencijalnih omega-
3 masnih kiselina. Omega-3 polinezasi¢ene masne kiseline (engl. omega-3 polyunsaturated
fatty acids, n-3 PUFA) su funkcionalne hranjive tvari s viSestrukim ucincima u prevenciji i
upravljanju protuupalnim kardiometaboli¢kim bolestima, poput dijabetesa tipa 2, hipertenzije,
bolesti maste jetre i hipertrigliceridemije (Santos i sur., 2023). Uz to, prekursori su za sintezu
eikosanoida, a to su supstance slicne hormonima koje imaju vaznu ulogu u upalnim procesima.
Nadalje, srdela sadrzi niske koncentracije kolesterola, a na njegovo ukupno snizenje u krvi
dodatno utje¢u visestruko nezasicene masne kiselina iz ribe. U srdeli prevladavaju
dokozaheksaenska (engl. docosahexaenoic acid, DHA) i eikozapentaenska kiselina (engl.
eicosapentaenoic acid, EPA). Skulas-Ray i sur. (2019) zakljucili su da osobe bez koronarnih

bolesti trebaju konzumirati 2 jedinice serviranja plave ribe tjedno, $to korespondira 0,3-0,5
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g/dan EPA i DHA, a osobe s poremecajima kardiovaskularnog sustava ¢ak 1 g/dan EPA i DHA.

Osim n-3 PUFA, usporedno s drugim ribama, srdele imaju vecu koli¢inu kalcija. Buduci
da se uobicajeno konzumira s kostima, 100 g srdele sadrzi koli¢inu kalcija ekvivalentnu kolicini
u 400 mL mlijeka $to srdelu €ini alternativom izvora kalcija kod ljudi intolerantnih na mlije¢ne
proizvode (Misselwiz i sur., 2013). EPA potpomaze apsorpciji i pohrani kalcija zbog ¢ega
dolazi do oc¢vrs¢ivanja kostiju. Uz kalcij, srdele su bogate magnezijem, cinkom i kalijem koji
pozitivno utjeCu na krvni tlak. Nutrijent koji srdele sadrze vise od drugih ¢esto konzumiranih
riba je Zeljezo. Njegova kolic¢ina usporediva je s onom u mesu (Czerwonka i Tokarz, 2017).

Nutritivni sastav srdele prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Nutritivna vrijednost srdele (prema Czerwonka i Tokarz, 2017)

Nutritivna vrijednost Srdela, kuhana
Energija, kcal 208
Proteini, ¢ 24,6
Ukupni lipidi, ¢ 11,5
Kalcij, mg 382
Zeljezo, mg 2,9
Magnezij, mg 39
Fosfor, mg 490
Kalij, mg 397
Natrij, mg 307
Cink, mg 1,3
Bakar, mg 0,186
Selen, mg 52,7
Vitamini B-12, pug 8,9
Vitamin A, ug 32
Vitamin E, pg 0
Vitamin D, pg 4.8
Zasi¢ene masti, g 15
PUFA 2:5n-3 (EPA), g 0,473
PUFA 22:5n-3 (DPA), ¢ 0
PUFA 22:6 n-3 (DHA), g 0,509
Kolesterol, mg 142



Caponio i sur.(2004) proveli su istrazivanje o udjelu masti u jedinkama srdele ovisno o
duzini 1 spolu. Zakljuceno je kako spol ne utjeCe na navedeno, no da se povecanjem duZzine
jedinke povecava i udio masti. Razlike u muskim i zenskim srdelama vidljive su na vrstama
masnih kiselina. Tako zenke imaju veci udio zasi¢enih masnih kiselina i mononezasi¢enih
masnih kiselina, a muske jedinke veci udio polinezasi¢enih. U tablici 2 prikazani su neki od
rezultata ovog istrazivanja. Vidljivo je da je kod Zenki primjeéen visi udio omega-6
polinezasi¢ene linolne i linolenske masne kiseline, a kod muskih jedinki visi udio

dokozaheksaenske i arahidonske kiseline.

Tablica 2. Razlike u sastavu masnih kiselina muskih i zenskih jedinki srdele (prema Caponio
i sur., 2004)

Masna kiselina Muske jedinke Zenske jedinke

Zasicene masne Kiseline (SFA)

Ci4:0 miristinska 9,2-10,4 16,2-21,8
Cie:0 palmitinska 148,4-196,1 156,4-223,6
Ciso stearinska 34,0-49,3 34,4-58,0
Ukupno SFA 217,0-285,8 231,5-340,0
Mononezasi¢ene masne kiseline (MUFA)
Ukupno MUFA 70,0-71,3 85,4-111,5
Polinezasicene masne kiseline (PUFA, omega-6)
Cug 5,1-8,1 6,2-9,4
Cig: 1,6-2,8 2,9-41
Co04 9,3-17,1 8,3-14,9
Cas 8,4-11,8 6,2-10,2
Ukupno PUFA omega-6 26,9-44.5 23,3-43,0

Polinezasicene masne Kkiseline (PUFA, omega-3)
Ukupno PUFA omega-3 198,8-308,3 194,2-307,0




2.2. KVARENJE RIBE

2.2.1. Mehanizmi kvarenja

Neposredno nakon uginuéa u tkivu ribe pocinju se odvijati kemijski i biokemijski
procesi koji dovode do gubitka svjezine tj. promjena kvalitete ribe tijekom skladiStenja.
Najocitija promjena u pocetnim fazama je pojava rigor mortisa koja se javlja nekoliko sati
nakon uginuca, 0visno o vrsti, fizioloSkom stanju te uvjetima prije uginuca (Ghaly i sur., 2010).
Mikrobne, enzimske i kemijske reakcije uzrok su kvarenja ribe i dekompozicije ribljeg mesa
nakon ugibanja (Gokoglu i Yerlikaya, 2015). One su uzrok gubitku svjezine i kvalitete ribe.
Kako bi se to sprijecilo, ili barem usporilo, potrebno je poznavati 3 glavna mehanizma
odgovorna za kvarenje ribe. Ti mehanizmi su autoliza, oksidacija i mikrobioloSka aktivnost.

Autoliza (raspad proteina, lipida i ugljikohidrata) uzrokovana enzimskom aktivnoscu
uzrokuje prvotni gubitak kvalitete ribe. Razlog je §to enzimi ostaju aktivni i nakon uginuéa, a
najvise utjecaja vidljivo je u promjeni okusa. lako u nekim enzimskim reakcijama nastaju
spojevi pozeljni za aromu, njihovom daljnjom razgradnjom opet nastaju oni koji uzrokuju
gubitak kvalitete ribe te su stoga navedene promjene nepozeljne od strane potrosaca. (Gokoglu
i Yerlikaya, 2015). Ubrzo nakon ulova dolazi do kemijskih i bioloskih promjena uzrokovanih
enzimatskom autolizom makromolekula, a prednjace glikoliza, raspad ATP-a, proteoliza,
lipidna hidroliza i oksidacija (Murthy i Jeyakumari, 2019). U tablici 3 prikazane su enzimske
promjene koje se javljaju u ribi.

Hansen 1 sur. (1996) proveli su istraZivanje o autolitickim enzimima i promjenama koje
uzrokuju na ribi neposredno nakon uginuca. Njihova aktivnost imala je veliki utjecaj na
smanjenje kvalitete teksture, no u tom periodu nije doslo do pojave karakteristiénih neugodnih
okusa 1 mirisa kvarenja. Rezultati upucuju na ¢injenicu da kvaliteta ribe moze biti naruSena, a
time i rok trajanja, ¢ak pri relativno niskom broju mikroorganizama kvarenja. Osim uslijed
aktivnosti enzima prisutnih u stanicama, promjene teksture mogu biti posljedica djelovanja

probavnih enzima koji uzrokuju meksanje i rupturu trbuSnog zida (Ghaly i sur., 2010).



Tablica 3. Sazetak post mortem promjena u ribi uzrokovanih enzimim (prema Ghaly i sur.,
2010)

Enzim Supstrat Efekt

Sinteza mlijecne kiseline-

Glikoliticki enzimi Glikogen pad pH vrijednosti

Autoliticki enzimi odgovorni

i ATO, ADP, AMP, IMP Proizvodnja hipoksantina
za raspad nukleotida
Katepsini Proteini, peptidi Omeksavanje tkiva
Kimotripsin, tripsin, - - y .

. . Protein Puknucde t tijenk
karboksi-peptidaze oteini, peptidi uknuce trbusne stijenke
Kalpain Miofibrilarni proteini Omeksavanje

_ _ S 1 gianlien
Kolagenaze Vezivno tkivo Ome Savame 1 zjapJene
tkiva
TMAO demetilaza TMAO Tvorba formaldehida

Proteoliticki enzimi iz miSi¢ja 1 viscere doprinose post mortem degradaciji tijekom
skladistenja i1 prerade ribe. Ukoliko se riba ne skladisti primjereno, proteolizom dolazi do
degradacije proteina te slijedi solubilizacija. Uz to, peptidi i slobodne aminokiseline nastali
autolizom proteina ribljeg misi¢ja dovode do kvarenja ribe jer se pospjeSuje mikrobni rast.
Aktivnost proteolitickih enzima se moze usporiti hladenjem ribe nakon ulova, odnosno
skladiStenjem na temperaturi 0 °C (Ghaly i sur., 2010). Endogeni enzimi svojim reakcijama
omogucuju supstrate potrebne za rast bakterija, koje su pak glavni uzrocnik smanjenja kvalitete
ribe i neprikladnosti za konzumaciju (Shawyer i Pizzali, 2003).

Kao $to je ve¢ navedeno, pojavom rigor mortisa pocinje kvarenje ribe. Nakon uginuca
riblje stanice prelaze na anaerobni put proizvodnje ATP-a. U takvim uvjetima glikolizom se
dobiva mlijecna kiselina koja uzrokuje sniZavanje pH vrijednosti u misi¢ima zbog akumulacije
navedenog produkta. Navedeno uzrokuje pojavu rigor mortisa (Simat i sur., 2019). Koli¢ina
proizvedene mlijecne kiseline ovisi o koli¢ini glikogena, odnosno ugljikohidrata, pohranjenog
u ribljim tkivima. Visa koncentracija glikogena dovodi do sinteze vece koli¢ine mlije¢ne
kiseline. Posljedi¢no snizavanje pH-vrijednosti pak utjece na denaturaciju proteina i smanjuje
se sposobnost vezanja vode, Sto pak znaci da prilikom termicke obrade dolazi do gubitka na
vlaznosti 1 kao rezultat dobivamo tvrdu teksturu ribljeg mesa (Huss, 1995).

Drugi mehanizam kvarenja koji je potrebno razumjeti je oksidacija. Kod riba je
najznacajnija lipidna oksidacija, a uzrokuju je lipaze iz koze, krvi i tkiva ribe. Oksidacija lipida
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dovodi do gubitka esencijalnih masnih kiselina i posljedi¢no do smanjenja nutritivne vrijednosti
ribe, a produkti uzrokuju negativne organolepticke promjene poput neugodnog mirisa
(Aubourg, 2001). Kompleksna reakcija oksidacije lipida zapocinje primarnom oksidacijom s
nestabilnim lipidnim hidroperoksidima kao produktima. Sekundarnom oksidacijom dobivaju se
sekundarni produkti oksidacije (aldehidi, ketoni, epoksidi, alkoholi, kiseline, ugljikovodik) koji
uzrokuju promjenu kvalitete ribe mijenjajuéi okus, miris, teksturu i boju (Simat i sur, 2009).
Lipidnu oksidaciju moguce je usporiti smrzavanjem ribe, no nije ju moguée u potpunosti
zaustaviti (Secci i Parisi, 2016).

Mikroorganizmi su prirodno prisutni na kozi i u unutarnjim organima ribe, no ne utjecu
na njezinu kvalitetu zbog obrambenog mehanizma zivuéih jedinki. Medutim, mikroorganizmi
napadaju riblja tkiva nakon njezina uginuc¢a pri ¢emu najveéi utjecaj imaju bakterije. Na
bakterijsku mikrofloru utjece nekolicina faktora, a prednjaci mikrobna populacija vode u kojoj
je riba Zivjela. Prema tome, na kvarenje ribe nakon uginu¢a ne utjeCu samo mikroorganizmi
prirodno prisutni na/u njoj, ve¢ i mikroflora vodenog okoli$a koja dospijeva u nju preko skrga,
krvnih zila, trbusne stjenke i koze, a pogotovo ostecenog tkiva.

Kvarenje uzrokuju psihrofilni i mezofilni mikroorganizmi, a ocitava se kao pojava
nepozeljnog okusa 1 mirisa mesa ribe te dolazi do vizualno uoc€ljivih promjena i do promjene
fizikalnih karakteristika. Dolazi do raspada neproteinskih spojeva s duSikom, proteini se
degradiraju do peptida, aminokiselina, amonijaka 1 drugih nisko molekularnih duSikovih
spojeva. Uz to, nastaju organske kiseline, sulfidi, alkoholi, aldehidi i ketoni. Ovi se spojevi
kvarenjem ribe postepeno akumuliraju u organizmu S$to uzrokuje navedene organolepticke
promjene. Riblja mikroflora ukljucuje vrste Pseudomonas, Alcaligenes, Vibrio, Serratia,i
Micrococcus (Ikape i Cheikyula, 2017). Gram i Huss (2000) utvrdili su da kvarenje svjeze ribe
najéesc¢e uzrokuju Gram negativne fermentativne bakterije (npr. Vibrionaceae), dok su
psihrotolerantne Gram negativne bakterije (npr. Pseudomonas spp., Shewanella spp.)
odgovorne za isto kod hladene ribe. Zbog navedenog je bitno odrediti specificne
mikroorganizme odgovorne za kvarenje jer jedan dio prisutne mikroflore nema utjecaja na
sintezu spojeva koji su indikatori kvarenja.

Razina trimetilamina (TMA) govori o mikrobnom propadanju koje dovodi do kvarenja
ribe. TMA ima neugodan miris (slicno amonijaku), a nastaje mikrobioloSkom razgradnjom
trimetilamin oksida (TMAO) koji se nalazi u tkivu ribe i ima funkciju osmoregulatora za
sprecavanje dehidracije. Ovom reakcijom, bakterije Shewanella putrifaciens, Aeromonas spp.,
psihrotolerantan Enterobacteriacceae, Photobacterium phosphoreum i Vibrio spp. dobivaju

energiju (Ikape i Cheikyula, 2017). Tijek procesa kvarenja ribe prikazan je naslici 2.
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Slika 2. Tijek procesa kvarenja ohladene ribe (prema Shawyer i Pizzali, 2003)

2.2.2. Gubitak svjeZzine i kvalitete tijekom skladiStenja

Gubitak svjezine i kvalitete ribe tijekom skladistenja usko je povezano s gore navedenim
mehanizmima kvarenja. Svaki od njih podrazumijeva razli¢ite kemijske i biokemijske reakcije
kojima nastaje velik broj razlic¢itih spojeva od kojih neki mogu biti Stetni za zdravlje potroSaca,
kao $to je to slucaj sa nastankom biogenih amina. Ako se radi o navedenom, zakonski je
odredena maksimalna dopustena koncentracija u proizvodu. Erkan i Ozden (2008) proveli su
istrazivanje o promjeni svjezine i kvalitete ribe skladiStene na +4 °C. Senzorskom ocjenom
svjezine utvrden je rok trajanja od 7 dana nakon uginu¢a u navedenim uvjetima. Nakon tog
perioda riba postaje neprikladna za prehranu ljudi zbog spojeva koji se formiraju zahvaljujuci
¢imbenicima kvarenja.

Nakon ulova dolazi do smanjenja pH-vrijednosti zbog nastanka mlije¢ne kiseline, no
kako nestaje glikogena u tkivu tako se i pH povecava. Uz to, dolazi do akumulacije luznatih
tvari, poput amonijaka, djelovanjem mikroorganizma koji poveéavaju pH. lako pH-vrijednost
upucuje da je doslo do nastanka tvari koje negativno utjecu na organolepti¢ka svojstva, ona nije
pokazatelj kvarenja ribe te se zato moraju testirati nastale supstance kako bi se utvrdilo da je
riba nezadovoljavajuce kvalitete (Erkan i Ozden, 2008). Jedna od metoda je utvrdivanje
ukupnih hlapivih baza dusika (TVBN) kojom se analizira prisustvo dusikovih spojeva

(amonijak, dimetilamin i trimetilamin). Kod nekih vrsta ribe, poput srdele, vrijedi



proporcionalni odnos vrijednosti TVBN 1 svjezine. (Castro i sur., 2012). NajviSa dopustena
koli¢ina TVBN kod nepreradenih proizvoda ribarstva, ukljucujuci srdelu, iznosi izmedu 25 i 35
mg na 100 g proizvoda (Gauta, 2020).

Druga metoda koja se koristi kao pokazatelj gubitka svjezine je metoda reaktivne tvari
tiobarbiturne kiseline (TBARS). Mjeri se malondialdehid (MDA) kao produkt oksidacije
lipidnih supstrata. Znaci, TBARS test pokazuje stupanj lipidne oksidacije u ribi. Postoji
nekolicina drugih metoda za provjeru kvalitete ribe, a sve se temelje na mjerenju koncentracije
tvari nastalih pomo¢u mehanizama kvarenja.

Senzorsko odredivanje svjezine ribe moze se provesti pomocu nekoliko metoda, no
najvaznije su EU shema i metoda indeksa kvalitete (engl. Quality Indeks Method, QIM) pomocu
kojih se utvrduje rok, odnosno istek roka trajanja ribe. Prema EU shemi, riba se svrstava u
kategorije svjezine E, A ili B. Ekstra kategorija oznacava svjezu ribu, dok riba ispod kategorije
B nije za ljudsku upotrebu. Metodom se ocjenjuje izgled, miris i tekstura. Odredivanje indeksa
kakvoce ribe je deskriptivna metoda razvijena za gotovo sve komercijalno vazne ribe te
obuhvaca senzorske osobine znacajne za odredenu vrstu. Ova metoda je osobito korisna jer
postoji linearna ovisnost izmedu ocjena i dana skladiStenja na ledu pa se moze utvrditi rok

trajanja ribe.

2.3. PRODULJENJE TRAJNOSTI I PROMJENA SVJEZINE

Adekvatno skladiStenje ribe nakon ulova je kritino za zadrzavanje kvalitete, a time i
roka trajanja. Najbitniji parametar je brzo hladenje ribe na temperature bliske tocki smrzavanja
vode, no potrebno je 1 zadrzati ih u hladnom lancu do njihove prerade ili konzumacije. Osim
navedenog, na trajnost ribe utjeCu 1 metoda koriStena za hladenje, vrijeme izmedu ulova i
prerade, postojanje fizickih oStecenja na tkivima, oprema koristena pri ulovu te pre-mortem
stres koji utjeCe na biokemijske procese i parametre kvalitete u post-mortem periodu. Svi
navedeni faktori su ireverzibilni i medusobno povezani §to znaci da, ukoliko samo jedan od njih
nije ispunjen, smanjuje se trajnost, kvaliteta, svjezina te sigurnost konzumacije ribe.

Rok trajanja ribe smanjuje se ukoliko se ona ne ohladi adekvatno nakon ulova. Hladenje
je postupak snizavanja temperature do 0 °C kako bi se produljila trajnost ribe. Nakon ulova se
treba ohladi §to prije, a ne kasnije od 9 sati (FDA, 2020). Simat i sur. (2019) navode kako riba
izgubi cijeli jedan dan roka trajanja za svaki sat koji nije ohladena nakon uginu¢a. Ukoliko se
riba ohladi odmah nakon ulova, rigor mortis javlja se kasnije. Ovo je izuzetno bitno jer

njegovom pojavom pocinje kvarenje ribe §to zna¢i da momentalno hladenje nakon uginuca
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produzuje rok trajanja (Prout i Misson, 2004). Isto se dogada i ukoliko dode do porasta
temperature za 4 °C. U ovom slucaju se rok trajanja ¢ak prepolovi. Na ovaj na¢in se smanjuje
aktivnost enzima i mikroorganizama te se usporavaju kemijski procesi odgovorni za kvarenje
ribe. Produljenje roka trajanja mozemo posti¢i i vrstom leda koriStenom za hladenje.
Najprikladnije rjesenje hladenja pokazao se tekuci rashladni medij, odnosno mjeSavina morske
vode i leda ili pahuljasti led (Jan¢i i Vidacek Filipec, 2019; Prout i Misson, 2004). Tekuéi medij
ima jos§ jednu prednost, a to je da ne uzrokuje ostecenja na tkivima riba i tako ne ubrzava njihovo
kvarenje. Ovakav rashladni medij je takoder optimalan pri transportu i skladiStenju ribe.
Umanjuje mogucnost fizickih ostecenja te dolazi do minimalnih fluktuacija temperature.
Najprikladnije sredstvo u kojemu se riba hladi, transportira i skladisti su izotermicki sanduci

koji potpomazu navedenim svojstvima opreme (Losada i sur., 2005).

2.4. OZON | NJEGOVA PRIMJENA U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

2.4.1. Op¢enito

Ozon je alotropska modifikacija kisika koja sadrzi tri atoma kisika (O3). Do -111,9 °C
je plavo-ljubicasta kapljevina, a iznad plin karakteristicnog mirisa. Na sobnoj i viSim
temperaturama se raspada pri ¢emu se oslobada jedan kisikov atom (O3 = Oz + O) $to ga Cini
najja¢im poznatim oksidacijskim sredstvom. Reagira sa svim metalima osim iridija, platine i
zlata tako $to ih oksidira, zatim ubija bakterije, oksidira mnoge organske tvari te uniStava
organske boje. Iz tog razloga najvecu primjenu ima kao izbjeljivac tkanina, papira, ulja i drugih
materijala, koristi se kao dezinfekcijsko sredstvo pitke vode i zraka, a ima i primjenu u
prehrambenoj industriji.

2.4.2. Dobivanje ozona

Ozon se dobiva koristenjem energije koja uzrokuje raspad molekule kisika na dva atoma
kisika. Takav atom se ubrzo spaja s dostupnom molekulom kisika i tvori Os. lzvori visoke
energije su najcesce elektrokemijski, ultraljubicasto zracenje ili elektri¢no praznjenje (Miller i
sur., 2013). Energija dobivena elektrokemijski se rijetko koristi zbog svoje visoke cijene. Ozon
se dobiva stvaranjem elektri¢ne struje izmedu anode i katode u otopini vode i elektronegativnih
aniona pri ¢emu se dobiva mjeSavina kisika i ozona na anodi (Mahapatra i sur., 2005). Metoda

koja koristi ultraljubicasto zracenje se bazira na tvorbi ozona tako $to se molekula kisika izlozi
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djelovanju UV zraka valnih duljina 140-190 nm. Njena primjena takoder nije visoko
rasprostranjena jer su prinosi ozona mali (Miller i sur., 2013). Elektri¢no praznjenje je najcesce
koriStena metoda koja, unato¢ velikim koli¢inama struje koja je potrebna, generira dovoljnu
koli¢inu ozona za komercijalnu upotrebu. Koristi se plin (kisik ili sintetski zrak) izmedu dvije
elektrode odvojene dielektricnim materijalom kako bi se dobio ozon. Za veci prinos ozona

potrebno je koristiti Kisik umjesto zraka.

2.4.3. Zakonska regulativa

Institut za istrazivanje elektricne energije (engl., Electric Power Research Institute,
EPRI) je 1997. godine sazvao Struc¢no vije¢e znanstvenika za hranu koji su klasificirali ozon
generalno prepoznat kao siguran (GRAS status) kada se koristi kao dezinfekcijsko sredstvo za
hranu prema metodama primjene u skladu s dobrom proizvodnom praksom. EPRI je 2001
zatrazio Administraciju za hranu i lijekove (engl., Food and Drug Administration, FDA) da
odobri i direktan kontakt ozona s hranom pri njenoj obradi i skladistenju u plinovitom i teku¢em
stanju (Miller i sur., 2013). FDA je odobrila mogu¢u primjenu 0zona u dva oblika:

(1) ozon u plinovitom stanju se dodaje u atmosferu u kojoj se hrana skladisti

(2) ozon u plinovitom stanju se otapa u vodi u koju se uranja hrana ili se hrana pomoc¢u

ozonirane vode ¢isti (FDA, 2001a).

Europska Unija nema specificnu zakonsku regulativu vezanu uz koriStenje ozona u
prehrambenoj industriji, no potrebno je poStivati sljedece direktive koje se, uz druge metode 1
vrste prehrambenih proizvoda, odnose i na ozon:

(1) Direktiva 2000/13/EZ Europskog parlamenta i Vije¢a od 20. ozujka 2000. o
uskladivanju zakonodavstava drzava c¢lanica o oznacivanju, prezentiranju i
oglasavanju hrane- potrebno je oznaciti na deklaraciji kojom metodom je proizvod
obradivan ukoliko bi nedostatak ove informacije zavaralo potroSaca (Direktiva
2000/13, 2013)

(2) Uredba (EZ) br. 258/97 Europskog parlamenta i Vijeca od 27. sije¢nja 1997. 0 novoj
hrani i sastojcima nove hrane- potrebno je autorizirati proizvod prije izlaska na

trziSte ukoliko je koriStena nova proizvodna operacija (Uredba 258/97, 1997).
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2.4.4. Svojstva

Ozon je izrazito topljiv u vodi, a tocna koli¢ina koja se moze otopiti ovisi o tlaku,
temperaturi, pH-vrijednosti, radijusu mjehuri¢a ozona, protoku ozona, kontaktnom vremenu
vodene faze i ozona te &istoéi vode (Khadre i sur., 2001). Sto su vrijednosti temperature i pH
vece, to je ozon manje stabilan u vodenom okruzenju, odnosno kra¢e mu je vrijeme
poluraspada. Prisustvo minerala i organskih tvari u vodi katalizira raspad ozona pa se prema
tome topljivost poveéava kako se poveéava Gistoéa vode. Sto je radijus mjehuri¢a ozona manji,
to je veca i njegova topljivost zbog vece kontaktne povrSine izmedu dviju faza. Ukoliko se
takva otopina mijeSa takoder se ostvaruje bolji kontakt, a time i topljivost ozona u vodenoj fazi
(Schulz i Bellamy, 2000). Zbog svojih fizikalnih svojstva (tablica 4), ozon je jedan od najja¢ih
I najreaktivnijih dezinficijensa. Njegovo djelovanje moguce je na tri nacina:

(1) Atom kisika potice direktnu reakciju oksidacije ozona

(2) Indirektna oksidacija ozona kod koje dolazi do raspada molekule do slobodnih

radikala koji onda oksidiraju organski i anorganski materijal

(3) Reakcija ozonoliza- organska reakcija u kojoj ozon oksidacijski cijepa nezasi¢ene

ugljik-ugljik veze u alkenima i alkinima (Goncalves, 2009).

Tablica 4. Fizikalna svojstva ozona (prema Miller i sur., 2013)

Fizikalno svojstvo Tekucéa faza Plinovita faza
Molekularna masa 47,98 g/mol
Gustoca 1,352 kg/m? (na-1120C) | 214 K9/ m; Eg 1,013 bari
Vreliste -111,3 °C (1,1013 bar) -
Taliste -192,5 °C -
Kriti¢na temperatura -12,2°C
Kriti¢éni tlak 55,73 bar
Kriti¢na gustoca 540 kg/m?®
Boja Tamno plava Svijetlo plava
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2.4.5. Primjena u prehrambenoj industriji

Postoje validirane metode za koriStenje ozona za dezinfekciju i ¢iS¢enje povrSina u
pogonima prehrambene industrije. Uz to, i ¢injenicu da nema rezidualnog traga ozona, idealan
je za korisStenje kao alternativni agent pri sanitaciji. O'Donnell i sur. (2012) navode kako je ozon
efikasan kod fizikalnog, kemijskog i bioloskog ¢is¢enja prehrambenih pogona, a najizrazenije
djelovanje ima na organske tvari. Ozon reagira sa stanicnim membranama mikroorganizama i
denaturira njihove enzime pri ¢emu veliki utjecaj na djelotvornost imaju koncentracija 0zona,
pH-vrijednost, temperatura, relativna vlaznost te koli¢ina organske tvari oko stanica
mikroorganizama. Direktan kontakt ozona 1 hrane mogu¢ je u nekoliko operacija: pranje u
ozoniranoj vodi, skladi$tenje u atmosferi obogaéenoj ozonom te direktnim dodatkom ozona u
tekuce proizvode. Na ovakav je nacin moguce tretirati razliCite vrste namirnica (voée i povrce,
zitarice, hidrokoloidi, mesni proizvodi, riba).

Kod voc¢a i1 povréa je primarno minimizirati patogene bakterije 1 mikroorganizme
kvarenja jer oni predstavljaju glavni problem za zdravstvenu ispravnost. Ozon je djelotvoran
protiv bakterija, gljivica, virusa 1 bakterijskih spora §to zna¢i da ima veliki spektar
mikrobioloske inaktivacije, a uz to degradira mikotoksine i moze ubiti §teto¢ine koje se nalaze
u skladistima. FDA (2001b) je zbog navedenih svojstava odobrila njegovo koristenje kao
antimikrobnog aditiva hrani. Kod obrade voca i povréa nakon branja glavna mu je uloga
inaktivacija patogenih bakterija, mikroorganizama krivih za kvarenje te uniStenje ostataka
pesticida 1 kemijskih rezidua. NajceSce se koristi otopljen u vodi prilikom pranja. Achen 1
Yousef, (2001) navode da je jabukama i naran¢ama pranima takvom otopinom produzen rok
trajanja kao posljedica oksidacije etilena. Nadalje, zelenoj salati su se poboljsale vizualne
karakteristike te se produZio rok trajanja (Gil 1 su., 2006), korijanderu sveukupna kvaliteta
(Wang i sur., 2004) te krumpiru trajnost (Beltran i sur., 2005). Osim kao otopina, ozon se kod
obrade voca i1 povrca koristi 1 kod skladiStenja gdje obogacuje atmosferu, a ucinci su takoder
pozitivni (Hildebrand i sur., 2008).

Kod obrade Zitarica ozon ima ulogu dezinficirati brasno i1 degradirati potencijalno
toksi¢ne molekule. Graham (1997) je demonstrirao da je ozon u¢inkovit minimalno onoliko
koliko 1 klor, no ne ostavlja rezidualne tragove jer brzo reagira dajuci kisik. Zbog gljivicnih
infekcija Zitarica gubitci prinosa iznose 3-10 %, a u manje razvijenim drzavama ¢ak do 50 %.
Primjena ozona ima moguénost smanjiti navedene postotke, a zbog novih regulacija o upotrebi

fungicida, ozon predstavlja odli¢nu alternativu (Fleurat-Lessard, 2004).
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U prehrambenoj industriji ozon se moze koristiti kod prerade hidrokoloida. Njihova
svrha je povecavanje viskoznosti 1 gustoce te kontrola teksture u prisustvu vode. Najcesce
koristeni hidrokoloidi jesu Skrob, Zelatina, alginati i pektin. Njihova moguénost poveéanja
gusto¢e usko je povezana sa strukturnim svojstvima koja su zasluzna za mehanizme tvorbe
gelova 1 povecanje gustoce. Ukoliko se kod modificiranja Skroba koriste kemikalije, one
ostavljaju tragove te postoje sumnje o zdravstvenoj sigurnosti proizvoda (O'Donnell i sur.,
2012). Svojstva je moguce modificirati upotrebom ozona i dobiti Skrob koji zahtijeva krace
vrijeme kuhanja, ima vecu stabilnost, bolju bistrinu i reduciranu retrogradaciju, a koristi se kod
proizvodnje pudinga, umaka i marmelada. Huang i Draget (2009) navode da ozoniranje

povecava prinos zelatine ujedno modificirajuci njenu strukturu ¢ineéi ju boljim emulgatorom.

2.5. PRIMJENA OZONA ZA PRODULJENJE TRAJNOSTI RIBE

Industrija prerade ribe istie prednosti ozona, koje osim sigurnosti hrane, obuhvacéaju
poboljsani uzgoj 1 skladiStenje, kontrolu mirisa tijekom procesa prerade te koristenje
ozoniranog leda. Do nedavno se u industriji koristio isklju¢ivo klor, no zbog moguceg razvitka
nepozeljnih organoleptickih svojstava 1 sumnji o zdravstvenim efektima uzrokovanih
nusproizvodima klora, potrebno je bilo istraziti nove metode sanitacije i zadrzavanja kvalitete
(Okpala, 2017). Pakiranje u modificiranoj atmosferi (koriStenje plinova u ambalazi s hranom),
zraCenje (upotreba ioniziraju¢e energije zraCenja slobodnih elektrona), ozon (upotreba
generiranog ozona otopljenog u vodi ili u smjesi plinova) i mikrovalovi (KoriStenje
elektromagnetskih valova pretvorenih u toplinu) su prema Okpali (2017) neke od metoda koje
Su dobile ogroman istraZivacki interes diljem svijeta zbog moguceg doprinosa u razvoju ribljih
proizvoda.

Upotreba ozona u preradi ribe smanjuje potrebu za vodom, odnosno voda se reciklira
unutar pogona te je potro$nja manja ¢ineci proces vise odrzivim.

Gelman i sur. (2005) navode da koriStenje ozonirane vode za pranje ribe rezultira
smanjenjem mikrobioloske flore, a da pri tome nema utjecaja na promjenu sastava ribe.
Mikrobiocidni efekt ozona odvija se u prvih 5 sekundi od pocetka tretmana (Yamayoshi i
Tatsumi, 1993).

Gelman i sur. (2005) proveli su istrazivanje s ciljem utvrdivanja posljedica tretmana
zive ribe ozonom na rok trajanja i promjene tijekom skladistenja na 0 i 5 °C. Koristili su
koncentraciju ozona od 6 mg/L otopljenog u vodi u kojoj su se nalazile ribe. Rezultati senzorske

analize ne pokazuju promjene tijekom prvih 4 dana, dok nakon toga ozonirana riba pokazuje
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bolja organolepticka svojstva usporedno kontrolnoj skupini. Kontrolna skupina je imala bodove
iznad limita prihvatljivosti 18 dana, a ozonirana riba 30. Prema tome, tretman ozonom produljio
je rok trajanja ribe za 40 % kod 0 °C. Ista senzorska metoda pri 5 °C pokazuje produljenje
trajnosti za 3 dana. TVBN vrijednosti kontrolne i ozonirane skupine nisu se medusobno
znacajno razlikovale ni pri 0 °C ni pri 5 °C. Broj bakterija rastao je sporije kod ozonirane ribe s
5 puta manjom vrijednosti na kraju skladistenja. Zakljueno je da na ucinkovitost tretmana
0zonom utjecaj ima temperatura skladistenja.

Silva 1 Goncalves (2016) testirali su utjecaj razli¢itih koncentracija ozona te vremena
kontakta na ribu. Najdjelotvornijom koncentracijom pokazala se ona od 1,5 mg/L pri 15 minuta
kontakta ribe sa ozonom. Pri toj koncentraciji smanjio se broj mikroorganizama za 79,49 % u
usporedbi s kontrolnom skupinom te nije doslo do promjena u boji ili pH-vrijednosti tretirane
ribe. TBARS test pokazao je vece vrijednosti nego kod kontrolne skupine $to upucuje da je
doslo do oksidacije lipida ozonom. Zakljuceno je da ovakav tretman zadrZava kvalitetu ribe
potrebnu za konzumaciju s prihvatljivim stupnjem oksidacije.

Okpala (2018) je proveo istrazivanje o utjecaju ozona na rac¢ice tretirane prije i tijekom
skladiStenja na ledu. TBARS vrijednosti tijekom skladiStenja bila je najveca kod raci¢a
tretiranih ozonom s vremenom kontakta od 5 minuta prije skladiStenja. Sli¢no istraZivanje
(Campos i sur., 2006) pokazalo je drugacije rezultate, no provedeno na ribi romb. Analizom
sastava masnih kiselina zakljuceno je da stupanj lipidne oksidacije moze varirati pri istim
uvjetima procesa ovisno o karakteristikama masnih kiselina u uzorku.

Tretiranje ribe ozonom pokazalo je potencijal pri zadrZavanju kvalitete i produZenju
roka trajanja. Budu¢i da je ozon izrazito jak oksidans, potrebno je na¢i optimalan omjer njegove
koncentracije 1 vremena kontakta s ribom. U tom slucaju ozon ¢e djelovati na mikrobnu

populaciju pri ¢emu ¢e oksidacija masnih kiselina biti minimalna.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Istrazivanje je provedeno na uzorcima srdele ulovljenima u sjevernom Jadranu (zapadna
obala Istre). Uzorci su poledeni neposredno nakon ulova na ribarskom plovilu te su pokriveni
ljuskastim ledom u prijenosnom hladnjaku preneseni do laboratorija. U laboratoriju su uzorci
podijeljeni u 10 skupina koje su tretirane vodenom otopinom ozona u koncentracijama 1, 315
mg/L u vremenu od 5, 10 i 15 minuta (broj tretiranih skupina, n = 9). Kontrolna skupina uzoraka
tretirana je vodom bez ozona u trajanju 10 min.

Nakon tretmana, uzorci su pakirani u sterilne vrecice, poledeni te skladisteni u hladnjaku
na temperaturi +4 °C do isteka roka trajanja koji je odreden senzorskom ocjenom svjezine tj.
metodom indeksa kvalitete (QIM). Svakog dana tijekom skladiStenja iz svake skupine
izdvojeni su uzorci kojima je odreden indeks kvalitete, nakon ¢ega su uklonjene ljuske, glava,
unutarnji organi i kraljeSnica te su dobiveni fileti s kozom usitnjeni pomocu rucnog sjekaca.

Neposredno nakon usitnjavanja uzorcima je analiziran stupanj oksidacije masti TBARS
metodom te je ostatak uzoraka zamrznut na temperaturi -18 °C do provodenja ostalih analiza.

Sve fizikalno kemijske analize provedene su u 2 paralelna mjerenja.

3.1.2. Uredaji

e Analiticka vaga, ABT 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

e Centrifuga, Rotina 380 R (Hettich LabTechnology, Tuttlingen, Njemacka)

e Digitalni pH metar, 7110 (WTW, Xylem Analytics, Weilheim, Njemacka)

e Elektri¢ni grija¢, EKA- 10LS (Koncar, Zagreb, Hrvatska)

e Hladnjak sa zamrziva¢em, GTS 42120 (Liebherr, Bischofshofen, Austrija)

e Homogenizator, Ultra Turrax T18 basic (IKA Werke GmbH & Co. KG, Baden
Wiirttenberg, Njemacka)

e Kjeltec System 1002 (Foss, Hoganis, Svedska)

e Ozone generator "S-10G Industrial Ozone Generator” (A2Z Ozone, Inc. Louisville,
Kentucky, SAD)

e Spektrofotometar, Specord 50 Plus (AnalytikJena, Jena, Germany)

e Tehnicka vaga, PFB (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
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Termoblok, Stuart SBH130D (Cole-Parmer Ltd., Stone, Engleska)

Vibromjesac (,,vorteks*), Hula Dancer Digital (IKA Werke GmbH & Co. KG, Baden
Wiirttenberg, Njemacka)

Vodena kupelj, Rotavapor R-250 (Biichi Labortechnik, Flawil, Svicarska)

3.1.3. Pribor

Automatske pipete Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Eppendorf tube (od 1,5 ml i 2 ml) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Filter papir, Whatman (n°® 54) (Whatman Ltd, Madstone, Engleska)

Kjeldahl kivete (Duran Life Sciences, Milville, NJ, SAD)

Kvarcne kivete za spektrofotometrijsko mjerenje (Hellma Analytics, Njemacka)
Laboratorijske $patule za vaganje od nehrdajuéeg celika

Laboratorijski stakleni pribor (¢ase, Stapiéi, lijevei, Erlenmeyerove tikvice, odmjerne
tikvice) (TLOS, Zagreb, Hrvatska)

Plasti¢ne epruvete (10 mL) (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Staklene kivete za spektrofotometrijsko mjerenje (Yixing Zhicheng Material, Yixing,
Kina)

Tikvice s okruglim dnom (TLOS, Zagreb, Hrvatska)

Tube za centrifugu (50 mL) Falcon (ThermoFisher, Waltham, MA, SAD)

3.1.4. Kemikalije

1,1,3,3-tetrametoxipropanol (TMP), 99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
2-tiobarbiturna kiselina (TBA), > 98 % (Acros Organics, Geel, Belgija)

Borna kiselina p.a. (H3BO3) (Kemika, Zagreb)

Butilirani hidroksitoluen (BHT), 99,8 % (Acros Organics, Geel, Belgija
Demineralizirana voda (¢ <10 uS/cm), PBF

Etanol 96 % (EtOH) (Gram-Mol, Zagreb, Croatia)

Kadmij diklorid hemipentahidrat (CdCI2-21/2 H20) (Acros Organics, Geel, Belgija)
Kisik, Messer 2.6, Hrvatska

Klorovodic¢na kiselina (HCI) 37 % (Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska)
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e L-Leucin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
e Sintetski zrak, Messer 2.6, Hrvatska

e Trikloroctena kiselina p.a. (TCA) (Acros Organics, Geel, Belgija)

3.2. METODE

3.2.1. Priprema ozonirane vode

Generator ozona je koriSten prilikom metode ozoniranja s ciljem dobivanja ozona
pretvorbom sintetskog zraka ili Kisika. Za doze od 1 i 3 mg/L rezidualnog ozona u vodi je
koristen sintetski zrak, dok je za koncentraciju od 5 mg/L kori$ten kisik. Kontinuiran protok
plinova kroz generator ozona bio je 4 L/min. Budu¢i da je bila potrebna odredena koncentracija
rezidualnog ozona (1, 3 i 5 mg/L), na crijevo kojim se upuhivao ozon u vodu je bio spojen
mjera¢ protoka plina. Kontrolom njegovog protoka, kao i kontrolom intenziteta proizvodnje
ozona na generatoru, dobivena je Zeljena koncentracija rezidualnog ozona. Na ovaj je nacin
pripremljeno 3 L ozonirane vode za svaku od navedenih koncentracija rezidualnog ozona, §to
znaci ukupno 9 L ozonirane vodovodne vode. Tijekom ovog dijela eksperimenta je temperatura
vode odrzavana izmedu 4 i 8 °C tako $to se dodavao usitnjeni led u kolonu u kojoj se nalazila
voda za ozoniranje.

U ovako pripremljenu vodu uronjeni su uzorci srdele u trajanju od 5, 10 i 15 minuta pri
svakoj koncentraciji rezidualnog ozona. Prema tome, u tablici 5 su prikazane razlike medu
uzorcima obzirom na koncentraciju rezidualnog ozona u vodi u koju je uzorak uronjen i
vremenu kojem je uzorak bio uronjen u vodu s rezidualnim ozonom.

Na ovaj je nacin dobiveno 9 grupa uzoraka koji su prosli razli¢iti tretman 0zonom koji
su, zajedno s kontrolnim uzorkom, korisSteni za daljnje analize opisanim eksperimentalnim

metodama.
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Tablica 5. Razlike u pripremljenim uzorcima ovisno o koncentraciji rezidualnog ozona u vodi

I vremenu kojem su srdele bile uronjene u pripremljenu ozoniranu vodu

Oznaka Koncentracija rezidualnog ozona u Vrijeme uranjanja (min)
uzorka vodi (mg/L)
kontrola 0 10

1*5 1 °

1*10 1 1

1*15 1 o

3*5 3 >

3*10 3 10

3*15 8 o

5*5 5 °

5%10 5 1

5%15 5 o

3.2.2. Senzorska ocjena svjezine

Tasmanian Food Research centar je osmislio i opisao deskriptivnu metodu za senzorsku

ocjenu svjezine ribe, a ona se naziva odredivanje indeksa kvalitete ribe. Metoda je razvijena za

svaku vrstu ribe zasebno, a medu koje spada i srdela. QIM, prema tome, ukljucuje jedinstvene

senzorske pokazatelje svjezine ribe odredene vrste koji se procjenjuju bodovima od 0 do 3. Pri

tome je bodom 0 ocijenjena najsvjeZija riba (ili jedan od pokazatelja), a porast bodova je

proporcionalan opadanju kvalitete (Kozacinski i sur., 2006).

Za senzorsku ocjenu svjezine svakoga dana je iz svake skupine uzoraka izuzeto 5 jedinki

srdele. Svaka od 5 jedinki ocjenjivana je zasebno, prema Kriterijima prikazanima u tablici 6

(Garcia i Careche, 2002), te je za odredivanje teoretskog roka trajanja metodom linearne

regresije koristena aritmeticka sredina zbroja bodova jedinki iz iste skupine.
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Tablica 6. Bodovni sustav odredivanja indeksa kakvoce ribe za srdelu

Parametri

Kriterij

Bodovi

Povrsinski izgled (koza)

Vrlo svijetla, iridescentna

0

Svijetla

Manije svijetla

Pomalo mutna, slabe boje

Opc¢e karakteristike Ukodenost tijela

Fleksibilno (pre rigor)

Kruto (rigor)

Manje kruto

Mekano

Cvrstoéa mesa

Cvrsto, elasti¢no

Cvrsto, tvrdo

Elasti¢no

Mekano

Prozirnost (roZnica)

Prozirna, ¢ista

Pomalo opalescentna

Opalescentna ili krvava

Zjenica

Kruznog oblika, pravilna, crna

Nepravilnog oblika, crna

Nepravilnog oblika, siva ili krvava

Oblik

Pomalo konveksne

Ravne

Konkavne, utonule

Skrge

Poklopac (krv)

Srebrno sivi

Pomalo kvavi < 10%

Vise krvavi < 50%

Krvavi

Boja

Crvene / tamno crvene

Smede crvene

Blijede

Miris

Svjez, po morskoj travi

Neutralan

Pomalo kiselkast ili uzegao

Kiseo, uzegao, po amonijaku

Abdomen

Ostecenja

Cvrst, neoStecen

Mekan, lagano ostecen

Ostecen, rastrgan

KraljeZnica

Otpornost na lom

Lomi se, a ne razdvaja

Savitljiva, drzi se u komadu

Savitljiva, slabije se drzi

Razdvaja se

Meso

Izgled i boja

Svjez, pomalo prozirno

Neprozirno, pomalo mutno

Spljosteno, krvavo

NP O W N P O N PO W NP OIN PO W N PO N PO N PO N PO W N PO W N PO w N -
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3.2.3. TBARS test

Stupanj oksidacije masnih kiselina u uzorcima misic¢a odreden je metodom prema Bruni
i sur. (2001). Metoda se temelji na reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) sa malondialdehidom
(MDA) koji je sekundarni produkt oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Ovom reakcijom
nastaje ruzicasto-crveno obojenje ¢iji intenzitet se zatim mjeri spektrofotometrijski pri valnoj
duljini 532 nm. Kao rezultat se dobiva stupanj oksidacije masti te se definira kao TBA
vrijednost izrazena kao mg MDA/kg uzorka.

Izvagano je 5 g uzorka u Falcon tubama za centrifugu te dodano 10 mg butiliranog
hidroksitoluena (BHT) i 20 mL 5 %-tne otopine trikloroctene kiseline (TCA). Svaki uzorak je
homogeniziran 3 puta po 20 sekundi i odmah stavljen u led. Slijedila je ekvilibracija tubi za
centrifugu tako da imaju jednaku teZinu te zatim centrifugiranje 10 minuta na 12000 o/min na
4 °C u centrifugi. Uzorci su filtrirani preko filter papira Watman (n°® 54) u zasebne epruvete. 4
mL filtrata je pipetirano u nove epruvete te je dodano 4 mL 0,02 M TBA i ostavljeno da tece
reakcija 1 h na 100 °C u termobloku. Reakcija je prekinuta vadenjem uzoraka iz suSionika te
im je ocitana absorbancija na valnoj duljini od 532 nm na spektrofotometru.

Pripremljena je kalibracijska krivulja u koncentracijskom podru¢ju od 0.75-12.5 uM
1,1,3,3-tetrametoxipropanola (TMP) u 5 %-tnoj otopini TCA kako bi se izrac¢unala
koncentracija malondialdehida (MDA). Rezultati su izrazeni kao mg MDA/kg uzorka srdele.

Racun je izraden prema formuli:

mg MDA

m = |.1M MDA * M (MDA) * VE [1]
g MDA _ /M MDA * 0.2888 [2]
kg uzorka

gdje je:

uM MDA - pmol MDA dobivenog mjerenjem apsorbancije u uzorku

M (MDA) — faktor konverzije pmol MDA/g u mg MDA/kg = 72 (prema molarnoj masi MDA
(72 g/mol))

Ve — volumen ekstrakta za kolorimetrijsku reakciju (u L) (4 mL = 0,004 L)
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3.2.4. pH-vrijednost

Elektroda pH metra je kalibrirana standardnim puferima pH 4,01 i 7,00 temperature 25
°C nakon c¢ega je pH-vrijednost odredena metodom prema Vyncke (1981). 3 g uzorka
homogenizirano je s 30 mL destilirane vode u homogenizatoru Ultra Turrax tijekom 60 s kako
bi se dobila suspenzija za odredivanje pH vrijednosti. KoriSten je digitalni pH metar pa je
rezultat ocitan direktno s ekrana pH metra. Svakom uzorku pH-vrijednost mjerena je dva puta

u razmaku od 5 minuta te je srednja vrijednost tih mjerenja uzeta kao konac¢an rezultat.

3.2.5. Ukupne hlapive baze dusika (TVBN)

Ukupne hlapive baze dusika odredivane su metodom direktne destilacije vodenom
parom iz uzorka ribljeg mesa na aparaturi za destilaciju vodem parom Kjeltec 2100 metodom
prema Antonacopoulosu i Vyncku (1989). Uzorak bez veéih komada koZe i kostiju usitnjen je
na homogenizatoru. 10 g tako pripremljenog uzorka je izvagano na aluminijskoj foliji i
preneseno u tubu za destilaciju. Dodano je 50 mL destilirane vode, 1 g MgO i 1 kap sredstva
protiv stvaranja pjene te je tuba umetnuta u aparat za destilaciju. Destilat je sakupljan u
Erlenmayerovu tikvicu u koju je prethodno odmjereno 25 mL 4 % otopine borne kiseline sa
indikatorima metil-crveno i bromkrezol-zeleno koja je takoder bila postavljena u aparat za
destilaciju. Uzorak je destiliran 4 minute do volumena destilata od 200 mL. Dobiveni destilat
je titriran 0,1 M otopinom HCI do promjene boje. Prije destilacije uzoraka potrebno je
destilirati slijepu probu (pripremljena na isti na¢in samo bez dodatka uzorka).

Sadrzaj ukupnih hlapivih baza dusika izracunat je prema formuli:

(T-B)*N%14,007%100
m(uzorak)

mg TVBN/100 g = [3]

gdje je:

T = volumen 0,1 M HCI utroSen za titraciju uzorka

B = volumen 0,1 M HCI utro$en za titraciju slijepe probe
N = normalitet titranta (N(HCI)=0,1)
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3.2.6. Stupanj proteolize

Metoda odredivanja indeksa proteolize temelji se na reakciji derivatizacije sa Cd-
ninhidrinom (Doi i sur., 1981). Ovom metodom kvantificira se ukupan broj aminokiselina
izrazenih na bazi leucina prisutnih u uzorcima srdele. Izvagano je 2 g uzorka u tube za
centrifugu i dodano 20 mL hladnog 0,01 M HCI-a. Smjesa je homogenizirana 3 puta po 20
sekundi na Ultraturraxu u ledu te potom centrifugirana 20 min na 4 °C pri 7500 o/min.
Supernatant je filtriran preko staklene vune. 400 uL dobivene otopine pipetirano je u
Eppendorff tube od 1,5 mL te je dodano 800 uL 96 % etanola. Nakon mijeSanja na vortexu,
uzorci su ostavljeni 30 min na sobnoj temperaturi da proteini precipitiraju. Zatim je ponovno
centrifugirano 5 min pri 4 °C na 12000 o/min. 400 pL supernatanta je promijeSano sa 800 pL
Cd-ninhidrin reagensa na vortexu. Uzorci su stavljeni u termoblok na 84 °C tijekom 5 min i
potom u led tijekom 15 min. Uzorci su ponovno centrifugirani 5 min pri 4 °C na 12000 o/min
te je nakon toga izmjerena absorbancija na valnoj duljini 490 nm.

Kalibracijska krivulja izradena je pomocu otopina leucina razli¢itih koncentracija
pripremljenih iz 1 mM otopine leucina pripremljene otapanjem 13,3 mg Leu u 100 mL
destilirane vode te naknadnim mijeSanjem s razli¢itim koli¢inama otopine etanola u vodi (2:1)

kako je prikazano u tablici 7.

Tablica 7. Koncentracije za pripremu kalibracijske krivulje

Leu 1 mM EtOH:voda
Kalibracija mL mL mM pg/mL
Leu 06 0,6 0,4 0,60 79,80
Leu 04 0,4 0,6 0,40 53,20
Leu 02 0,2 0,8 0,20 26,60
Leu 01 0,1 0,9 0,10 13,30
Slijepa proba 0 1 0,00 0,00
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Ukupna koli¢ina slobodnih aminokiselina u uzorcima izraunata je iz vrijednosti
oitanih iz pripremljenog bazdarnog pravca te preracunatih u skladu s razrjedenjima
pripremljenih otopina uzorka za analizu:

Pomnoziti: X 10 (ekstrakcija)

X 3 (deprotenizacija)
x specifi¢na otopina svakog uzorka (3, 5, 10, 20, 50, 100)
te podijeliti sa 1 000 da se dobije mg aminokiselina u 1 g uzorka.

3.2.7. Obrada podataka

Rezultati dobiveni u istrazivanju pripremljeni su u programu Microsoft Office Excel
365 1 izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska. Statisticka znacajnost razlika
izmedu pojedinih skupina uzoraka utvrdena je metodom jednosmjerne analize varijanci (one-
way ANOVA) u kombinaciji s post-hoc Tukey testom pomocu programa SPSS Statistica 17.0
(StatSoft Inc, Tulsa, Oklahoma, SAD) pri razini statisticke znacajnosti od 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eksperimentalni dio istrazivanja je proveden s ciljem utvrdivanja kako tretman ozonom
utjeCe na parametre kvalitete srdele. Tocnije, istrazen je utjecaj koncentracije ozona i vremena
trajanja kontakta ozona i srdele na rok trajanja svjeze ribe.

Istrazivanje je obuhvatilo 10 vrsta uzoraka. Jedna vrsta je bila kontrolni uzorak, dok su
ostale bile kombinacija koncentracije od 1, 3 ili 5 mg/L ozona i vremena trajanja kontakta od
5, 10 ili 15 minuta.

Eksperiment je zapoCeo generiranjem ozona i njegovim otapanjem u vodi u koju su
zatim uronjeni uzorci. Nakon isteka vremena kontakta ozona i srdele, riba je pohranjena u
hladnjak u kojem se skladistila do kraja roka trajanja. Trajnost je odredena senzorskom ocjenom
kvalitete. Po zavrSetku svakog dana skladiStenja uzorci su homogenizirani kako bi bili
pripremljeni za analize drugih parametara kvalitete te skladiSteni u zamrzivacu kako bi se
minimizirale promjene sastava srdele.

Uslijedilo je mjerenje pH-vrijednosti, udio hlapivih baza dusika, indeksa proteolize te
je proveden TBARS test. Za svaku metodu radile su se 2 paralele jednakog uzorka.

Dobiveni rezultati svih provedenih metoda (senzorska ocjena kvalitete, mjerenje pH-
vrijednosti, udio hlapivih baza dusika, indeks proteolize i TBARS test) su statisticki obradeni i
prikazani na slikama 3 i 4 te u tablicama 8-12 kao srednja vrijednost ispitivanog parametra sa

standardnom devijacijom i statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu uzoraka.
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4.1. SENZORSKA OCJENA SVJEZINE

Senzorska ocjena svjezine provedena je kako bi se utvrdio teoretski rok trajanja razli¢ito
tretiranih uzoraka te kako bi se utvrdio utjecaj tretmana ozonom na svjezinu srdele. Uzorci su
skladiSteni sve dok senzorska analiza nije pokazala da je jedna skupina, u ovom slucaju
kontrolna, neprikladna za konzumaciju. Potom su metodom linearne regresije konstruirani QIM
modeli za svaku skupinu uzoraka te je teoretski rok trajanja izraCunat iz jednadzbe modela kao
vrijeme potrebno da uzorci postignu maksimalan broj bodova. Slike 3 i 4 prikazuju linearni
QIM model za kontrolni uzorak koji je imao najkraéi rok trajanja (6,60 dana) te uzorak tretiran
s 1 mg/L ozona s vremenom kontakta od 5 minuta koji je imao najdulji teoretski rok trajanja od
8,15 dana.
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Slika 3. Prikaz linearnog QIM modela za kontrolni uzorak
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Slika 4. Prikaz QIM modela za uzorak tretiran s 1 mg/L ozona s vremenom kontakta ozona i
srdele od 5 minuta

Tablica 8. Nagib (a), koeficijent determinacije (R?) i teoretski rok trajanja prema linearnom

QIM modelu za svaku vrstu uzorka

Uzorak a R t-ll’—aejc;rr? Jt;l?d;?:)

Kontrola 4,2429 0,9643 6,60
1%5 3,4357 0,9963 8,15
1*10 3,7071 0,9702 7,55
1*15 3,5143 0,9822 7,97
3%5 3,9714 0,9899 7,05
3*10 4,1500 0,9920 6,75
315 3,8929 0,9788 7.19
55 3,7429 0,9750 7.48
510 3,9214 0,9811 7.14
515 35143 0,9890 7,97
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Parametri svih modela (nagib i koeficijent determinacije) i teoretski rok trajanja,
izracunat kao vrijeme potrebno svakom uzorku da dosegne maksimalnih 29 bodova prema QIM
metodi prikazani su u tablici 8.

Gelman i sur. (2005), Silva i Goncalves (2016), Rice i Wrenn (2007) te Okpala (2018)
u svojim istrazivanjima navode rezultate koji se slazu s navedenim. Uzorak tretiran ozonom
koncentracije 1 mg/L i vremenom kontakta srdele i ozona od 5 minuta pokazuje najduzi
teoretski rok trajanja, ¢ak 37, 2 sata duzi nego kod kontrolnog uzorka. Silva i Goncalves (2016)
navode da povecanjem kontaktnog vremena ozona i ribe dolazi do smanjenja efektivnosti
ozona, odnosno da slabi mo¢ oksidacije. Do toga dovodi nestabilnost molekule ozona i njegov
raspad pri cemu se kisik otpusta u vodu. Prema tome, u¢inak smanjenja broja bakterija je najjaci
tijekom prvih 5 minuta kontakta ozona i ribe. Kako je broj mikroorganizama usko povezan s
trajnosti ribe (manji broj mikroorganizama, duzi rok trajanja), dobiveni podaci sugeriraju

sli¢nost s rezultatima ovog istrazivanja.

4.2. pH-VRIJEDNOST

pH-vrijednosti svih skupina uzoraka na 0. dan skladi$tenja variraju izmedu 5,872 +
0,023% i 6,061 = 0,001". Ovdje valja istaknuti da su razlike izmedu inicijalnih pH-vrijednosti
razli¢itih uzoraka, iako statisticki znacajne, vrlo male te bez osobitog prakti¢nog znacaja. Kako
pH-vrijednost misi¢ja prvenstveno ovisi o stresu 1 fizi¢koj aktivnosti neposredno prije uginuca,
razlike u inicijalnim vrijednostima vjerojatno su posljedica razli¢itog intenziteta stresa kojem
su bile izloZene jedinke ukljucene u pojedini skupni uzorak.

Ne moze se iskljuciti niti mogucnost da je utjecaj na inicijalne razlike u pH vrijednosti
imao i tretman ozonom, budu¢i da se u dostupnoj literaturi mogu naci podaci da dekompozicija
molekula ozona u vodenoj otopini moze dovesti do promjene tj. smanjenja pH-vrijednosti u
ribljim proizvodima (Naito, 2012; Okpala, 2014a; Okpala, 2014b). Kod sedam razli¢itih
uzoraka neposredno nakon tretmana ozonom zabiljeZene su nize pH-vrijednosti u odnosu na
kontrolni uzorak sto korespondira s navedenim istrazivanjima, dok uzorci tretirani s 1 mg/L
ozona i vremenom kontakta od 5 minuta te 5 mg/L ozona i vremenom kontakta od 5 minuta
pokazuju suprotan trend. Kod uzorka 1*5 razlog moze biti inicijalno veca mikrobioloska
aktivnost kojom dolazi do akumulacije luznatih tvari (degradacijom aminokiselina i nukleotida)
i posljedi¢no do povecanja pH-vrijednosti. U prilog ovoj pretpostavci govore i rezultati analize
ukupnih hlapivih baza dusika pri ¢emu je najvisa inicijalna TVBN vrijednost izmjerena upravo

kod uzorka 1*5. Okpala (2018) je zabiljezio korespondirajuce rezultate. Kod uzorka 5*5
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izmjerena je najniza inicijalna TVBN vrijednost te se moze zakljuciti da je visa inicijalna pH-
vrijednost posljedica razli¢itog ante mortem stresa kod jedinki iz kojih je formiran skupni
uzorak.

Obzirom na minimalne razlike u pH-vrijednosti izmedu svih skupina uzoraka
neposredno nakon tretmana ozonom, nepostojanje jasnog trenda i ¢injenicu da tretman ozonom
djeluje samo na povrsinu ribe izlozenu vodenoj otopini ozona, nije moguce sa sigurnoscéu
utvrditi da su opisane razlike u pH-vrijednosti posljedica djelovanja ozona ili drugih opisanih
faktora.

Promjene pH-vrijednosti tijekom 6 dana skladiStenja pokazuju varijacije kod svih
uzoraka bez ocitog trenda, no usporedbom 0. i 6. dana skladistenja vidljivo je kako je kod svih
uzoraka doslo do povecanja pH-vrijednosti, iako povecanje nije proporcionalno vremenu
skladistenja. Najve¢i pH zabiljeZen je kod uzorka tretiranim s 3 mg/L ozona i vremenom
kontakta od 15 minuta, a iznosio je 6,253 + 0,001, Razlika u vrijednostima je dovoljno bliska
pa je vrlo vjerojatno da je pH-vrijednost stabilna nakon tretmana ozonom. Isto sugeriraju Zhao
i sur. (2017) te Silva i Goncalves (2016). Vece pH-vrijednosti mogu biti povezane s procesom
kvarenja ribe, odnosno razgradnjom proteinskih tvari ¢ime nastaju luznate supstance koje,
neovisno o ozonu, povecavaju pH ribe. Na ovakav proces autolize ozon ima vrlo mali utjecaj.

pH-vrijednosti svih uzoraka kroz 6 dana skladistenja prikazane su u tablici 9.
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Tablica 9. pH vrijednosti uzoraka tretiranih ozonom tijekom skladistenja

Uzorak 0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5.dan | 6.dan
Kontrola 5999+ | 6,018+ | 6,128+ | 6,071+ | 6,256+ | 6,142+ | 6,202+
0,017%¢ | 0,011%¢ | 0,013 | 0,006% | 0,007 | 0,006 | 0,017

1%5 6,011+ | 6,110+ | 6,091+ | 6,193+ | 6,044+ | 6,184+ | 6,169+
0,006¢ 0,001 | 0,004¢ | 0,011%¢ | 0,003F | 0,002¢ | 0,012°¢

1%10 5970+ | 6,019+ | 6,021+ | 6,176+ | 6,162+ | 6,181+ | 6,226+
0,001¢¢ | 0,001%¢ | 0,006%° | 0,006° | 0,004%° | 0,000¢ | 0,008%f

%15 5,942+ | 6,048+ | 6,023+ | 6,198+ | 6,175+ | 6,150+ | 6,207+
0,004>¢ | 0,004¢ | 0,009% | 0,002¢ | 0,004°¢ | 0,0112° | 0,010%¢

gus 5,942+ | 5087+ | 6,066+ | 6,144+ | 6,200+ | 6,217+ | 6,177+
0,006°¢ | 0,001° | 0,004% | 0,001° | 0,001¢ | 0,002%¢ | 0,006

310 5083+ | 5,964+ | 6,153+ | 6,198+ | 6,201+ | 6,202+ | 6,219+
0,006%¢ | 0,006® | 0,001 | 0,006% | 0,001¢ | 0,001¢ | 0,008

315 5,872+ | 50956+ | 6,049+ | 6,139+ | 6,182+ | 6,185+ | 6,253+
0,023? 0,001% | 0,004%¢4 | 0,000° | 0,004° | 0,002¢ | 0,001f

- 6,061+ | 50983+ | 6,031+ | 6,128+ | 6,216+ | 6,163+ | 6,142+
0,001f 0,003 | 0,001°¢ | 0,004° | 0,003¢ | 0,001° | 0,005°

£x10 5979+ | 6,032+ | 5,999+ | 6,179+ | 6,048+ | 6,221+ | 6,101+
0,003%4¢ | 0,005%¢ | 0,013% | 0,004%¢ | 0,004 | 0,001¢ | 0,0022

—_ 5918+ | 6,014+ | 6,052+ | 6,195+ | 6,156+ | 6,215+ | 6,173+
0,005° 0,001¢ | 0,003%¢ | 0,002°¢ | 0,0022 | 0,002%¢ | 0,001°¢

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka srdele i standardnu
devijaciju. " Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu tipova uzoraka (p<0,05; Tukey HSD

test).

4.3. UKUPNE HLAPIVE BAZE DUSIKA (TVBN)

Ukupne hlapive baze dusika indikator Su svjezine i kvalitete ribe. Veca koncentracija
oznaCava da u ribi ima viSe duSikovih spojeva poput amonijaka koji negativno utjeCu na

organolepticka svojstva i kvalitetu. Udio TVBN povecao se tijekom skladiStenja uzoraka s
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pocetne vrijednosti 15,99- 18,17 mg TVBN/100 g do 22,43-32,31 mg TVBN/100 g zadnjeg
dana skladistenja (tablica 10) pri ¢emu je najmanji rezultat zabiljezen kod uzorka tretiranim s 1
mg/L ozona i vremenom zadrzavanja od 15 minuta, a najveci kod uzorka tretiranim s 3 mg/L
ozona i vremenom kontakta od 5 minuta.

Izmedu svih skupina uzoraka nema statisticki znacajnih razlika u sadrzaju TVBN
tijekom prva 3 dana skladitenja. Cetvrtog dana skladistenja pojavljuju se statisticki znacajne
razlike pri ¢emu su kontrolni uzorak i uzorci 1*5 1 3*5 imali najvise koncentracije TVBN, a
uzorci 5*5, 5%10 1 5*15 najmanje. Peti dan su uzorci 3*5, 3*15 1 3*10 imali najvise, a kontrola,
5*10 1 1*15 najmanje koncentracije TVBN pri ¢emu ima statisti¢ki znacajnih razlika u sadrzaju
TVBN. Zadnji dan skladiStenja takoder ima statisticki znacajnih razlika u sadrzaju TVBN s tim
da su najvecu koncentraciju TVBN imali uzorci 3*5, 3*10 1 3*15, a najmanju 1*15, 5*51 5*15.
Uzorak 1*5 takoder pokazuje relativno nisku koncentraciju TVBN, a nema statisticki znacajne
razlike izmedu skupina uzoraka tretiranih s koncentracijom ozona od 11 5 mg/L.

Udio ukupnih hlapivih baza dusika je uglavnom posljedica djelovanja mikroorganizama
te se moze pretpostaviti da je ozon utjecao na njihovu aktivnost $to za posljedicu ima sporije
nastajanje produkata njihovog metabolizma. Tretman ozonom nije imao utjecaj na trend
proporcionalnog povecanja koncentracije TVBN s vremenom skladiStenja $to je u skladu s
postojeé¢im istrazivanjima (Garcia i Careche, 2002; Gokodlu i sur., 1998; Marrakchi i sur.,
1990), a eventualne razlike ovise o kemijskom sastavu (Aponte i sur., 2018) i ukupnom broju
mikroorganizama koji se nazale na jedinki srdele.

Ucinkovitost ozona ovisi 0 vrsti mikroorganizma, koncentraciji ozona te vremenu
tretiranja. Prema mojem saznanju, ne postoje rezultati istrazivanja provedena na srdeli koja
ispituju utjecaj navedenih koncentracija ozona te nije moguce literaturno potkrijepiti najmanju
efikasnu koncentraciju ozona. Kim i sur. (1999) navode da koncentracija ozona od 1 do 1,5
mg/L i vrijeme kontakta od 15 s rezultira inaktivacijom mikroorganizama od 1,5 do 5 log u
vodi. U slu¢aju vodenog medija ozon djeluje samo na mikroorganizme, dok kod tretmana ribe
ozon djeluje drugacije zbog prisustva organske tvari. Rezultati TVBN su donekle u skladu s
rezultatima senzorske ocjene svjezine. Kod QIM je uzorak tretiran s 1 mg/L ozona i viemenom
kontakta od 5 minuta pokazao najbolja svojstva. Budu¢i da nema statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na uzorke 1*15, 5*5 i 5*15 koji su pokazali najbolje rezultate TVBN metode, uzorak

1*5 je pokazao dobre rezultate kod odredivanja TVBN.
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Tablica 10. Udio ukupnih hlapivih baza dusika u uzorcima srdele tretiranima ozonom tijekom
skladistenja (mg TVBN/ 100 g uzorka)

Uzorak 0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan 6. dan

Kontrola 16,01+ | 15,99+ | 18,22+ | 19,54+ | 2529+ | 21,67+ | 27,35+
0,942 0,957 0,09? 0,102 2,02° 1,112 0,93b¢

155 18,17+ | 16,82+ | 18,25+ | 19,52+ | 23,73+ | 2529+ | 24,49+
0,102 0,082 0,212 1,812 0,18 | 2,22abc | ( g5ab

1%10 16,07+ | 16,19+ | 16,72+ | 18,83+ | 21,63+ | 23,92+ | 24,70+
0,032 0,032 0,082 0,858 | 0,94&b¢ | 0,193 | 1 052P

1*15 16,10+ | 15,43+ | 18,14+ | 18,77+ | 19,68+ | 2242+ | 2243+
1,052 2,152 0,057 0,942 0,132 0,022 0,002

gu5 16,10+ | 16,75+ | 19,00+ | 20,98+ | 23,09+ | 29,53+ | 32,31+
0,852 1,902 0,912 0,042 0,89b¢ 1,82°¢ 1,89¢

3%10 16,16+ | 16,75+ | 18,19+ | 20,36+ | 22,97+ | 26,68+ | 32,28+
0,957 0,132 0,182 1,222 0,92°¢ | 2 213bc | 379

e 16,16+ | 16,80+ | 18,22+ | 19,53+ | 22,28+ | 28,04+ | 30,79+
0,972 0,202 0,092 0,142 | 0,03%P¢ | 0,20°¢ | 0,26%d

s 15,99+ | 16,13+ | 16,83+ | 19,47+ | 19,00+ | 23,20+ | 23,75+
2,928 0,842 0,122 2,012 0,972 0,8320 | 2182b

5410 16,56+ | 17,60+ | 18,23+ | 18,98+ | 18,92+ | 21,69+ | 25,30+
1,582 0,96? 2,232 1,092 0,95? 0,962 0,092b

- 16,89+ | 16,11+ | 17,46+ | 18,96+ | 19,00+ | 23,20+ | 24,44+
0,072 1,142 1,042 0,832 1,142 0,932b | 1.132b

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka srdele i standardnu
devijaciju. f Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu tipova uzoraka (p<0,05; Tukey HSD

test).

4.4. INDEKS PROTEOLIZE

Odredivanje indeksa proteolize nije pokazalo znacajnu statisticku razliku izmedu
razli¢itih uzoraka ribe na 0. dan skladiStenja, a vrijednosti se kre¢u izmedu 3,94 - 4,76 mg Leu/g
kao §to je prikazano u tablici 11. Proteoliza se odvija u post mortem fazi djelovanjem endogenih
enzima (Roth i Skara, 2021; Sone i sur., 2019; Sato i sur., 2002; Ando i sur., 2001) i

proteoliti¢kih mikroorganizama (Campos i sur., 2005) koji djeluju odredenom brzinom na tkivo

33



ribe od uginuca pa do kraja roka trajanja. Rezultati odredivanja indeksa proteolize na nulti dan
skladiStenja su u skladu s onima iz istrazivanja Janc¢ija i suradnika (2022), s time da su
vrijednosti u ovom eksperimentu nesto vise.

Nultog dana skladiStenja 8 uzoraka imalo je manji udio slobodnih aminokiselina od
kontrolnog uzorka, dok je uzorak tretiran s 3 mg/L ozona i vremenom kontakta od 15 minuta
imao nesto veci. Opisane razlike izmedu razlicitih grupa uzoraka minimalne su te nemaju
statistickog znacaja. Iako u dostupnoj literaturi postoje dokazi da tretman ozonom ima
baktericidno djelovanje te moze inhibirati enzimsku aktivnost (Silva i Goncalves, 2016), ovakvi
rezultati su o¢ekivani buduci da proces proteolize pod utjecajem navedenih faktora napreduje
tijekom skladiStenja te tretman ozonom ne bi trebao imati utjecaj na inicijalne vrijednosti
stupnja proteolize.

Tijekom skladiStenja kod svih grupa uzoraka dolazi do povecanja vrijednosti indeksa
proteolize Sto je o€ekivano te u skladu s prethodno provedenim istrazivanjima (Janci i sur.,
2022). Povecanje vrijednosti indeksa proteolize posljedica je djelovanja endogenih i mikrobnih
proteaza prisutnih u uzorcima tijekom skladiStenja. Tijekom prva tri dana skladiStenja nisu
detektirane statisticki znac¢ajne razlike izmedu analiziranih grupa uzoraka, dok su cetvrtog dana
skladiStenja detektirane statisticki znacajne razlike u vrijednostima kod uzoraka 1*15 (5,50 mg
Leu/g) i 3*5 (7,85 mg Leu/g). Vrijednosti indeksa proteolize kod ostalih uzoraka nisu pokazale
statistiCki znacajne razlike ¢etvrtog dana skladistenja. Od Cetvrtog dana skladiStenja do isteka
roka trajanja viSe nisu detektirane statisti¢ki znacajne razlike izmedu analiziranih skupina
uzoraka te se unatoc statisti¢ki znac¢ajnim razlikama cetvrtog dana skladiStenja moze zakljuciti
da tretman ozonom nije imao znac¢ajan utjecaj na brzinu procesa proteolize kod razli€itih grupa
uzoraka.

Ovakvi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je u ovom pokusu tretirana cijela riba
te je tretman mogao imati utjecaja jedino na mikroorganizme na povrsini koZe 1 Skrga koji su
bili u direktnom doticaju s vodenom otopinom ozona. Obzirom na velik broj mikroorganizama
u probavnom traktu ribe koji nisu bili izloZeni djelovanju ozona te ¢injenici da su miSi¢no tkivo
i endogeni enzimi u njegovom sastavu bili kozom zasti¢eni od djelovanja ozona, ne mogu se
ocekivati znacajne razlike u brzini procesa proteolize kod razli€itih tretmana ozonom. Znacajne
razlike mogle bi se o€ekivati kod o€iS¢ene ribe ili ribljih fileta, gdje se vecina mikroorganizama

nalazi na otvorenim povrSinama proizvoda te su izlozeni djelovanju ozona.
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Tablica 11. Indeks proteolize (mg Leu/g) uzoraka tretiranih ozonom tijekom skladistenja

Uzorak 0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan 6. dan

Kontrola 4,72 4,82 5,52 5,29 6,82 7,07 8,62
+0,032 | +0,152 | +0,06% | 0,152 | £0,29%" | +0,652 | +0,182

1%5 4,54 4,36 4,92 5,43 6,18 7,68 7,48
+0,16% | 0,662 | +0,492% | +0,022 | £0,54%" | +0,102 | +0,922

1%10 3,98 4,66 5,22 5,87 6,61 8,00 8,55
+0,302 | +£0,022 | +0,04% | +0,002 | £0,05%" | +0,232 | +0,432

1*15 4,47 4,45 5,64 5,59 5,50 6,93 7,68
+0,012 | £0,65% | +£0,29?% | +0,322 | £0,922 | +0,05% | +0,65%

35 4,48 5,08 5,23 6,52 7,85 7,18 8,03
+0,602 | +£0,152 | +0,352% | 40,342 | +0,56° | +0,512 | +0,12°?

3%10 3,94 5,03 5,79 6,71 6,99 7,02 8,15
+0,152 | +£0,042 +0,182 +1,022 | £0,33 ab +0,892 +0,512

3%15 4,76 4,78 5,27 5,91 5,73 7,52 8,17
+0,172 | +£0,052 +0,322 +0,542 | £0,36 ab +1,092 +0,272

s 3,95 474 5,10 5,79 6,05 6,86 8,29
+0,232 | 0,092 +0,452 +0,102 | +0,81 ab +0,372 +0,352

E%10 4,24 4,59 472 5,16 5,37 6,31 7,30
+0,492 | +0,332 +0,282 +0,372 +0,392 +0,102 +0,902

E*15 4,29 4,55 5,60 5,34 5,75 6,94 7,39
+0,112 | +0,152 +0,362 +0,412 | £0,66 ab +1,022 +0,022

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka srdele i standardnu
devijaciju. ° Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu tipova uzoraka (p<0,05; Tukey HSD

test).

45. TBARS TEST

Udio sekundarnih produkata oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina znacajno se
povecao tijekom skladiStenja uzoraka kao $to je prikazano u tablici 12. Ovo je za oCekivati jer
srdela ima veliku koncentraciju PUFA. Pocetne TBARS vrijednosti varirale su izmedu 0,33 1
1,42 mg MDAJ/Kg pri ¢emu je najniza vrijednost zabiljezena kod kontrolnog uzorka, no nisu

utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu kontrolnog uzorka i uzoraka 1*5, 3*5, 5*5,
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tretiranih razli¢itim koncentracijama ozona u trajanju 5 min. Statisticki zna¢ajno viSe inicijalne
vrijednosti TBARS izmjerene su kod uzoraka 1*10, 1*15, 3*15, 5*15, koje su tretirane ozonom
u trajanju 10 1 15 minuta. Iz navedenog se moze zakljuciti da trajanje tretmana ozonom ima
znacajniji utjecaj na stupanj oksidacije masti od upotrijebljene koncentracije ozona. Rezultati
se slazu s onima iz dostupne literature (Okpala, 2018; Silva i Goncalves, 2016).

TBARS vrijednosti idu¢ih dana skladiStenja pokazale su neregularno smanjenje s
poveéanjem koncentracije ozona. Ovakvi nelinearni rezultati TBARS testa primijeceni su i u
drugim istrazivanjima (Aponte, 2018; Okpala, 2018; Bono i sur., 2016). Razlog ovome je
nastanak hlapivih spojeva koji mogu hlapiti iz uzorka, ali i reagirati s brojnim drugim
komponentama u uzorku pa nakon nekog vremena dolazi do smanjenja njihove koncentracije.
S druge strane, Silva i Goncalves (2016) su primijetili proporcionalan rast koncentracije MDA
s vremenom skladiStenja. 6. dan skladiStenja doslo je do smanjenja koncentracije MDA kod
uzoraka tretiranih s 3 mg/L ozona. Ovakvo smanjenje stupnja lipidne oksidacije u ribi sugerira
mogucu upotrebu ozona kao antioksidansa, $to je u skladu sa zakljuccima prethodnih studija
(Naito, 2012; Okpala, 2016; Okpala, 2017).

Na temelju dobivenih rezultata, a suprotno oc¢ekivanjima, moze se zakljuciti da tretman
0zonom nije imao znacajan utjecaj na stupanj oksidaciju masti tijekom skladistenja ispitivanih
uzoraka. I ovi rezultati mogu se objasniti ¢injenicom da je u ovom istrazivanju koristena cijela
riba, ukljucujuéi kozu koja sluzi kao barijera i stiti potkozno i intramuskularno masno tkivo od
oksidacije (Janci i sur., 2022). Po zavrSetku tretmana, ozon ne zaostaje na ribi, ve¢ reagira sa
drugim komponentama ili se raspada zbog ¢ega ne utjece na daljnju oksidaciju masti tijekom
skladistenja.

Na brzinu oksidacije masti utjeCe sastav tj. stupanj nezasi¢enosti masnih kiselina u
uzorku, prisutnost prooksidansa i tvari koje mogu katalizirati reakcije oksidacije (metalni ioni)
te izloZenost razli¢itim vanjskim faktorima (svjetlost, temperature itd.). Obzirom na ¢injenicu
da su sve analize provodene na skupnim uzorcima, opisane razlike 1 izostanak jasnog trenda
moze biti posljedica razli¢itog udjela masti, sastava masnih kiselina i drugih parametara koji
medu ostalim ovise o fizioloSkom stanju, spolu, veli¢ini i drugim individualnim

karakteristikama svake jedinke.
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Tablica 12. Rezultati TBARS testa provedenog na uzorcima srdele tretiranim ozonom
tijekom skladistenja (mg MDA/kg)

Uzorak 0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan 6. dan
Kontrola 0,33+ 365+ | 594+ | 10,36+ | 7,99+ | 14,83+ | 13,77+
0,042 0,10° | 0,46%P 0,20 | 0,492b¢ | 509 3,00¢d
155 0,37+ 3,26+ | 7,72+ 5,85+ 6,84+ 6,53+ 8,890+
0,032 0,15° 0,116 | 0,14%P | 0,012P 0,122 0,202P
1%10 0,81+ 4,02+ | 5,96+ 6,19+ 853+ | 12,18+ | 16,77+
0,05° 0,04° | 0,45%bc | 0,09° 0,21b¢ 0,54°¢ 0,43¢
1*15 1,42+ 3,72+ | 6,95+ 9,37+ 8,93+ 8,87+ | 10,35+
0,06¢ 0,11¢ 0,02¢¢ 0,39¢ 0,33¢ 0,272b | Q,752b¢
gus 0,39+ 467+ | 9,00+ | 10,91+ | 13,73+ | 11,84+ | 10,62+
0,062 0,10¢ 0,069 0,229 1,01 0,10° | 0,418bc
3%10 0,41+ 584+ | 510+ | 11,35+ | 11,25+ | 11,73+ | 6,56+
0,012 0,05¢ 0,102 0,099 0,564¢ 0,54¢ 0,242
e 1,15+ 3,97+ | 7,93+ 8,43+ 8,17+ | 10,93+ | 8,29+
0,05¢ 0,10¢ 0,01 0,134 | 0,18*0¢ | 0,47>¢ | 1,273b
- 0,37+ 571+ | 6,69+ 8,90+ 9,83+ | 12,09+ | 14,33+
0,032 0,02¢ | 0,14bcd | (,34%¢ | Q,23¢d 1,36° 0,28¢d
£x10 0,36+ 1,70+ | 5,41+ 5,06+ 6,53+ | 11,79+ | 17,98+
0,012 0,16% 0,317 0,062 0,052 0,48¢ 0,144
- 0,69+ 3,79+ | 6,88+ 776+ | 12,20+ | 10,27+ | 12,19+
0,09° 0,01¢ | 0,06%%¢ | 0,02° 0,56f | 0,95¢ | 0,02b¢

Prikazane vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti rezultata svih analiziranih uzoraka srdele i standardnu

devijaciju. T Razli¢ita slova oznadavaju statisti¢ki znadajnu razliku izmedu tipova uzoraka (p<0,05; Tukey HSD

test).
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. ZAKLJUCCI

Linearni QIM modeli analiziranih uzoraka pokazuju najduzi rok trajanja kod uzorka
srdele tretirane s 1 mg/L ozona i vremenom kontakta od 5 minuta (37,2 sata duze u

usporedbi s kontrolnim uzorkom).

Tretman ozonom nije znacajno utjecao na inicijalnu pH-vrijednost, udio hlapivih baza

dusika (TVBN) te indeks proteolize ispitivanih uzoraka.

pH-vrijednost svih uzoraka rasla je tijekom skladisStenja zbog akumulacije produkata
mikrobioloske aktivnosti, a razlike izmedu pojedinih uzoraka vrlo su male i ne pokazuju

jasan trend.

TVBN vrijednosti svih uzoraka povecavale su se tijekom skladiStenja, a na kraju
skladiStenja znaCajno viSe vrijednosti izmjerene su kod wuzoraka tretiranih s

koncentracijom ozona od 3 mg/L koji su ujedno imali i najkraci teoretski rok trajanja.

Tretman ozonom nije imao statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na stupanj proteolize tijekom
skladiStenja te, uz iznimku minimalnih razlika ¢etvrtog dana skladiStenja, nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa uzoraka.

Trajanje tretmana ozonom imalo je znaCajan utjecaj na inicijalni stupanj oksidacije
masti pri ¢emu su viSe TBARS vrijednosti utvrdene kod uzoraka tretiranih u vremenu

10 i 15 minuta, neovisno o primijenjenoj koncentraciji ozona.

Tretman ozonom nije imao znacajan utjecaj na daljnje promjene TBARS vrijednosti
uzoraka tijekom skladiStenja Sto se moze pripisati ¢injenici da nakon tretmana u uzorku
ne zaostaje rezidualni ozon koji bi mogao utjecati na procese oksidacije kroz dulji

vremenski period.
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