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1. UVOD

Prehrambena industrija je posljednjih godina pokazala povecani interes za razvoj novih
funkcionalnih proizvoda iz poljoprivredno-prehrambenih nusproizvoda i to ne samo kao
pokuSaj postizanja odrzivijih lanaca proizvodnje hrane ve¢ i za zadovoljavanje sve vece
potraznje potrosaca za zdravom 1 visoko kvalitethom hranom. Nusproizvod koji se do sad
odbacivao, a moze se iskoristiti u razvoju novih proizvoda, je komina masline koja nastaje
prilikom proizvodnje maslinovog ulja. Komina masline je bogata bioaktivnim spojevima
(dijetalna vlakna, nezasi¢ene masne kiseline, polifenoli), a u obliku praha se moze koristiti za
obogacivanje hrane ¢ime se takoder rjeSava problem njenog zbrinjavanja (Ribeiro i sur., 2020).
Takoder je dokazano da konzumacija svjezeg voca i povréa, posebice rajice, te njihovih
proizvoda smanjuje rizik od pojave raka i kardiovaskularnih bolesti (Lu 1 sur.,2020). Plodovi
rajcice su bogat izvor bioaktivnih spojeva poput minerala, vitamina, fenolnih spojeva i
karotenoida koji imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje. Kako bi se ocuvali navedeni
bioaktivni spojevi i poboljsala kvaliteta proizvoda, sve viSe se istrazuje primjena netoplinskih
metoda, poput ultrazvuka visokog intenziteta, za obradu plodova i proizvoda od raj¢ice (Zhang
i sur. 2019). Dosadasnja istrazivanja su uglavnom bila usmjerena na utjecaj tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta na sok od raj¢ice dok za utjecaj primjene ultrazvuka visokog
intenziteta za obradu sosa od rajcice postoji vrlo malo podataka. Vrlo slabo je istraZzen utjeca]
ultrazvuka visokog intenziteta na koncentraciju klorofila a 1 b u proizvodima od rajcice te

utjecaj ultrazvuka i vremena skladiStenja na spomenute namirnice.

Cilj ovog diplomskog rada je bio pridonijeti razvoju novih funkcionalnih proizvoda na bazi
raj¢ice s povecanim bioaktivnim sadrzajem primjenom netoplinske tehnike obrade kako bi se
povecao rok trajanja proizvoda s minimalnim ucinkom na nutritivhu vrijednost.
Eksperimentalni dio rada je za cilj imao (1) usporediti utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta s
utjecajem hot break tretmana (pri 85 °C, 3 minute) i toplinskog tretmana (pri 60°C, 3 minute)
na fizikalne parametre ( °Brix-a, pH vrijednost, elektricna vodljivost), koncentraciju ukupnih
fenola, antioksidacijsku aktivnost, koncentraciju pigmenata (likopen, B-karoten, klorofil a,
klorofil b) i mikrobiolosku inaktivaciju u uzorcima soka i sosa od raj¢ice s dodatkom praha
komine masline te (2) odrediti utjecaj skladiStenja u trajanju od 7 dana na gore navedene izlazne

parametre.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RAJCICA

RajcCica (Solanum lycopersicum, L.) je jednogodi$nja biljka koja pripada porodici
pomocnica (Solanaceae) (Quinet i1 sur., 2019). Stabljika rajéice je razgranata i obrasla
dlacicama dok je plod najcesce crvene boje, a ovisno o sorti moze biti razlicite velic¢ine, oblika
iboje. U botani¢kom smislu, raj¢ica se smatra vocem jer je nastala iz oplodenog cvijeta te sadrzi
sjemenke. Raj¢ica dobro raste na glinenim ili muljevitim tlima koja su duboka i dobro
drenirana, no rast je ogranicen na tlima natopljenim vodom jer je prozracivanje tla u zoni
korijena ograni¢eno, a ispiranje hranjivih tvari poja¢ano. UspjeSan uzgoj najbolje se postize pri
temperaturama od 20 °C do 27 °C i pri pH tla u rasponu od 6,0 do 7,5, no osjetljiva je na
povecani salinitet tla i jaki vjetar (Wambugu, 2020). Raj¢ica se smatra drugim najvaznijim
povréem uz krumpir, a to potvrduje Cinjenica da je 2021. godine na priblizno 5,2 milijuna
hektara uzgojeno 189,1 milijuna tona plodova raj¢ice. Najveci proizvodac rajCice u svijetu
2021.godine bila je Kina s proizvedenih 67,5 milijuna tona, a na podru¢ju Europske unije se

isti¢u Italija (6,6 milijuna tona) i Spanjolska (4,7 milijuna tona) (FAOSTAT,2023).

2.1.1. Kemijski sastav

Na kemijski sastav raj¢ice moze utjecati nekoliko medusobno ovisnih ¢imbenika kao
Sto su sorta, utjecaj okoliSa, zrelost, uvjeti uzgoja i uvjeti skladisStenja (Sandeep Kumar i sur.,
2021). Voda ¢ini vecinski dio kemijskog sastava ploda rajcice s udjelom od 95 % dok ostali
dio mase otpada na suhu tvar. Najzastupljeniji makronutrijenti su ugljikohidrati s udjelom od
3,89 % pri ¢emu 2,63 % c¢ine Seceri. Od Secera najzastupljeniji su glukoza i fruktoza koje se
nalaze u priblizno jednakom omjeru. Ostatak ugljikohidrata ¢ine vlakna u udjelu od 1,2 %, a
proteini (0,88 %) i lipidi (0,2 %) c¢ine neznatan dio suhe tvari. Od mineralnih tvari,
najzastupljeniji je kalij s koncentracijom od 237 mg/ 100 g ploda (Chaudhary i sur., 2018). Plod
raj¢ice je bogat bioaktivnim spojevima poput vitamina, karotenoida i fenolnih spojeva koji
imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje. Ovi bioaktivni spojevi mogu djelovati protuupalno,
antimikrobno, antitromboticko, antialergijsko, kardioprotektivno i antioksidativno (Quinet 1
sur., 2019). Plod rajcCice je bogat karotenoidima te predstavlja glavni izvor likopena u ljudskoj
prehrani. Karotenoidi i polifenolni spojevi osim $to pridonose nutritivnoj vrijednosti rajcice,
takoder poboljSavaju senzorska svojstva (okus, tekstura, aroma). Plod raj¢ice bogat je
prirodnim antioksidansima poput vitamina C i1 E, §to ga ¢ini dobrim antioksidacijskim

sredstvom (Quinet 1 sur., 2019).



2.1.1.1. Fenolni sastav ploda rajcice

Fenolni spojevi su najveca skupina sekundarnih biljnih metabolita koji pokazuju veliku
raznolikost struktura, od jednostavnih spojeva poput fenolnih kiselina do polifenola poput
flavonoida. Ovi spojevi se sastoje od jednog ili viSe aromatskih prstenova koji posjeduju jednu
ili viSe hidroksilnih grupa (Dai i Mumper, 2010). Prema kemijskoj strukturi dijele se na
flavonoide (flavonoli, flavoni, flavanoli, flavanoni, antocijani i izoflavoni) i neflavonoide
(fenolne kiseline, tanini,, stilbeni i lignani) (Shirahigue 1 Ceccato-Antonini, 2020). Fenolni
spojevi igraju vaznu ulogu u prevenciji bolesti kod ljudi, odnosno imaju antialergena,
antimikrobna, protuupalna, i antioksidativna svojstva te Stite organizam od kardiovaskularnih i
neuroloskih bolesti, dijabetesa i moguénosti pojave raka (Kumar i sur., 2021; Pattnaik i sur.,
2021). Udio 1 vrsta fenolnih spojeva u plodu rajcice ovisi o zrelosti, sorti, uvjetima uzgoja i
utjecaju okolisa. U plodu raj¢ice od flavonoida najzastupljeniji su kvercetin, kemferol, rutin i
narinfenin, a do njihovog nakupljanja dolazi tijekom sazrijevanja rajéice. Sto se ti¢e fenolnih
kiselina, najzastupljenije su hidroksicimetne kiseline odnosno kafeinska kiselina, klorogenska

kiselina 1 njeni derivati (Chaudhary 1 sur., 2018).

2.1.1.2. Pigmenti u plodu rajcice

Pigmenti su prirodni kemijski spojevi koji daju boju i obavljaju razli¢ite funkcije u
organizmima u kojima se nalaze. Sudjeluju u procesima fotosinteze prilikom ¢ega pigmenti
apsorbiraju suncevu svjetlosnu energiju i pretvaraju ju u kemijsku te takoder Stite od
fotooksidativnih oSteCenja. Pigmente mozemo podijeliti u 4 glavne skupine: antocijani,
betalaini, karotenoidi i klorofil. Svaka skupina ima jedinstvenu osnovnu kemijsku strukturu te
se sastoji od podskupine derivata koji imaju zamjenske modifikacije osnovne strukture za
razli¢ite boje i1 bioloSke funkcije. Ve¢ina pigmenata su esencijalne hranjive tvari, a neke su ¢ak
i provitamini za ljude i Zzivotinje (Solovchenko i sur., 2019). U zrelom plodu rajcice
prevladavaju pigmenti koji pripadaju skupini karotenoida, a osim njih prisutni su i klorofili.
Karotenoidi s fenolnim spojevima pridonose nutritivnoj vrijednosti raj¢ice, utje€u na njenu
aromu, okus, teksturu 1 izgled te imaju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju. Karakteristi¢na crvena
boja rajcice potjeCe od karotenoidnog pigmenta likopena koji ¢ini ¢ak do 90% ukupnih
karotenoida. Likopen je linearna molekula koja sadrzi jedanaest konjugiranih dvostrukih veza
iz kojih proizlazi antioksidacijska aktivnost (Urbonaviciené i sur., 2021). Najces¢e se nalazi u
trans obliku. Medutim kuhanjem 1 obradom ploda rajcice, prelazi u cis oblik koji se lakse
apsorbira u organizmu. Prilikom toplinske obrade potrebno je paziti da temperatura ne bude

previsoka jer moze do¢i do degradacije likopena (rezultat oksidacije) koja se o€ituje gubitkom
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boje i njegovom smanjenom bioloskom vrijednos¢u (Wambugu,2020). Uz likopen, rajcica
sadrzi znacajnu koli¢inu B-karotena i luteina. B-karoten, narancasti pigment, prekursor je
vitamina A u ljudskom organizmu. Iako posjeduje manju oksidacijsku aktivnost u usporedbi s
likopenom, svejedno povoljno djeluje na ljudsko zdravlje (Chaudary i sur., 2018). Klorofili a i
b, zeleni biljni pigmenti topivi u lipidima, velike su molekule koje sadrze ciklic¢ki prsten vezan
na ion magnezija. To su amfipatski spojevi koji sadrze hidrofilnu glavu i lipofilni rep. U
molekuli klorofila a, na sedmom ugljikovom atomu nalazi se metilna grupa koja uzrokuje
plavozelenu boju pigmenta, dok se u klorofilu » na sedmom ugljikovom atomu nalazi aldehidna
grupa koja uzrokuje zutozelenu boju (Sharma i sur., 2021). Studije su pokazale kako klorofil i
njihovi derivati imaju veliko antioksidativno i antimutageno djelovanje te pomazu u prevenciji

raka (Kang i sur.,2018).

2.1.2. Sok 1 sos od rajcice

Popularnost raj¢ice u prehrambenoj industriji se moze objasniti ¢injenicom da se plod
raj¢ice moze konzumirati svjez ili preraden u obliku pelata, soka, sosa, keCapa, koncentrata i
drugih proizvoda. U Sjevernoj Americi 1 zapadnim europskim drzavama, sok od rajcice je
uobicajen proizvod, a popularnost mu raste i u Republici Hrvatskoj. Prema Pravilniku o voénim
sokovima 1 njima sli¢nim proizvodima namijenjenim za konzumaciju (2013), raj¢ica se smatra
voc¢em te se od ploda rajcice proizvodi voéni sok. Voéni sok je proizvod koji moze fermentirati,
ali je nefermentiran, a proizvodi se od jestivog dijela voc¢a koje je zdravo, svjeze ili konzervirano
hladenjem ili smrzavanjem jedne ili viSe vrsta pomijeSanih zajedno, a ima boju, aromu i okus
karakteristiCan za sok od voc¢a od kojega potjece. U soku od rajCice, vrijednost stupnjeva Brix-
a mora biti najmanje 5,0 (Pravilnik, 2013). Tehnoloski proces proizvodnje soka i sosa rajcice
zapocinje na jednak nacin odnosno zapocinje zaprimanjem, sortiranjem pranjem i guljenjem
plodova rajcice. Sljede¢i korak je usitnjavanje i provodenje hot break (93-99 °C) ili cold break
(65-75 °C) postupka. Kod proizvodnje soka od raj¢ice mogu se upotrijebiti oba postupka, ali
karakteristi¢nija je upotreba cold break postupka jer se njime ocuva boja i okus te je manja
viskoznost proizvoda zbog djelovanja enzima. Hot break postupak se koristi prilikom
proizvodnje koncentrata i sosa od rajcice $to rezultira ve¢om viskozno$¢u, a upotreba visokih
temperatura u potpunosti inaktivira pektinaze. Slijedi proces ekstrakcije kako bi se uklonile
sjemenke 1 ostatak koZice. Potrebno je provesti postupak dearacije kako bi se uklonio zrak te
time smanjila oksidacija 1 sprijecilo pjenjenje tijekom procesa koncentriranja. Zatim se provodi
homogenizacija, koja je ujedno posljednji korak proizvodnje soka od rajcice. Svrha
homogenizacije je povecanje viskoznosti proizvoda 1 smanjenje separacije seruma. Nakon
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homogenizacije, kod proizvodnje sosa od raj¢ice, provodi se koncentriranje. Proizvodni proces
soka i sosa od raj¢ice zavrSava pasterizacijom, hladenjem i punjenjem u odgovaraju¢u ambalazu

pri aseptickim uvjetima (Wu i sur., 2021).

2.2. PRAH KOMINE MASLINE

Maslina (Olea europea L.) je jedno od najstarijih kultiviranih stabala u svijetu, a u
prehrambenoj industriji plodovi masline se koriste za proizvodnju ulja 1 stolnih maslina.
Preradom maslina u ulje dobiva se velika koli¢ina otpada i to u obliku komine masline (¢vrsti
otpad) 1 vegetabilne ili biljne vode (tekuca faza) (Brlek 1 sur.,2009). Velike koli¢ine
nusproizvoda i otpada nastalih u prehrambenoj i1 poljoprivrednoj industriji odgovorne su za
znacajno iscrpljivanje resursa i nastanak ekoloskih problema, a zbog toga industrije su
usmjerene na podizanje ,,sustava hrane bez otpada®. Kominu masline je teSko obraditi zbog
visokog sadrzaja vode i organskih spojeva S§to ju ¢ini jednim od najvecéih zagadivaca okolisa i
time predstavlja najveéi izazov gospodarenja otpadom. Medutim, komina masline je bogata
visokovrijednim spojevima poput prehrambenih vlakana, nezasi¢enih masnih kiselina, minerala
i fenolnih spojeva koja bi se u obliku praha mogla iskoristiti za formulaciju novih proizvoda.
Ribeiro i1 suradnici (2020.) su u svom istrazivanju proucavali 2 praha komine masline, prah
komine masline tekuce i krute faze te su dokazali kako oba imaju veliki potencijal kao
viSenamjenski sastojak u prehrambenoj industriji. Prah komine masline tekuée faze (LOPP,
engl. liquid-enriched olive pomace powder) se moze koristiti kao izvor manitola, kalija i
hidroksitirozola, a prah komine masline krute faze (POPP, engl. pulp-enriched olive pomace
powder) kao izvor antioksidativnih prehrambenih vlakana te oleinske i linolne kiseline. Zbog
visokog antioksidativnog i antimikrobnog uc¢inka, LOPP mozZe imati primjenu u proizvodnji
funkcionalnih proizvoda za poboljSanje ljudskog zdravlja i kao konzervans u proizvodnji hrane.
S druge strane, bogatstvo POPP-a vlaknima i1 nezasi¢enim masnim kiselinama moze dovesti do
poZeljnog sinergijskih u¢inaka na zdravlje crijeva, a 1 smanjiti peroksidaciju lipida. Bioloska
sigurnost oba praha komine masline je potvrdena te su pokazali odgovaraju¢a funkcionalna

svojstva za primjenu u hrani.

2.3. VISOKOTLACNA HOMOGENIZACIJA
Homogenizacija je jedna od osnovnih procesnih operacija u proizvodnji razli¢itih
prehrambenih proizvoda pa tako i u proizvodnji kecapa, soka, sosa i drugi proizvoda od rajcice.

To je tehnoloski proces u kojem je rasprSeni sustav, suspenzija ili emulzija, prisiljena teci
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velikom brzinom kroz uski prolaz (ventil), pri ¢emu nastaju Cestice manjih veli¢ina. Klasi¢na
homogenizacija se Siroko koristi u prehrambenoj industriji za emulgiranje, stabiliziranje,
mijesanje i smanjenje velic¢ina Cestica. Visokotla¢na homogenizacija (HPH, engl. High-pressure
homogenization) je nova tehnologija procesa kontinuiranog protoka koja osim homogenizacije
omogucuje pasterizaciju i/ili sterilizaciju tekuc¢ina u jednom koraku, dok se tekuc¢ina podvrgava
visokom tlaku (50-200 MPa) manje od jedne sekunde. Glavni utjecaj HPP opaZen je na
polisaharidima, proteinima i njihovim kombinacija, no opseg tih ucinaka ovisi o nizu
kontroliranih parametara obrade kao $to su tlak, dizajn ventila, ulazna temperatura i pH
namirnice (Levy 1 sur., 2020). Visokotlatna homogenizacija se moze primijeniti na soku od
raj¢ice kako bi se povecala stabilnost soka, povecala ekstrakcija likopena, povecala
konzistencija, smanjila potreba za dodavanjem hidroklorida te smanjilo odvajanja seruma i
sedimentacije Cestica. HPP utjece na mikrostrukturu soka od raj¢ice te mijenja njena fizikalna

svojstva (Salehi, 2020)

2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuk je zvucni val ¢ija je frekvencija ve¢a od frekvencije ljudskog sluha (>20 kHz),
a prema frekvenciji ultrazvucni valovi dijele se na one niske (20-100 kHz) i visoke (iznad 1
MHz) frekvencije. Ultrazvuk visoke frekvencije se primjenjuje u medicinskoj dijagnostici ili
ne destruktivnoj kontroli materijala jer ne utjeCe na medij Sirenja i ne uzrokuje fizikalne i
kemijske promjene u materijalu. Ultrazvuk niske frekvencije moze uzrokovati promjene u
materijalu te se koristi u procesima kao Sto su ¢is¢enje, emulgiranje, ekstrakcija, sterilizacija,
otplinjavanje, kristalizacija, suSenje, homogenizacija, inaktivacija enzima, inaktivacija

mikroorganizama i sterilizacija (Nowacka i sur., 2021).

Temeljni mehanizam djelovanja ultrazvuka visokog intenziteta je akusti¢na kavitacija
koja nastaje pri niskim frekvencijama zbog naglog pada tlaka do kojeg dolazi djelovanjem
ultrazvuénih valova (Zupanc 1 sur., 2019). Djelovanjem ultrazvuka visokog intenziteta na
tekuc¢inu dolazi do nastanka naizmjeni¢nih ciklusa kompresije i ekspanzije molekula $to utjece
na njihovu udaljenost. U podrucju ekspanzije, dolazi do nastanka i rasta mjehuri¢a plina.
Mjehuri¢i plina konstantno rastu sve dok ne dostignu kriti¢énu veli¢inu koja se postize kada
energija ultrazvuka nije dovoljna za odrZavanje plinovite faze mjehuri¢a. Navedeno rezultira
kondenzacijom i implozijom mjehuri¢a uz pojavu mikropodrucja s ekstremnom visokim
temperaturama (4200 - 4700 “C) i tlakovima (veéim od 100 MPa) koji su posljedica prijelazne
kavitacije. Nasuprot navedenom, primjenom ultrazvuka niskog intenziteta dolazi do pojave

stabilne kavitacije (Bermudez-Aguirre i Niemira, 2022).



2.4.1. I1zvedba uredaja

Ultrazvuéni uredaji pretvaraju elektri¢nu energiju u mehanicku te se u osnovi sastoje od
generatora, pretvornika 1 emitera. Generator pretvara elektricnu energiju u signal s
frekvencijom od 20 kHz koji aktivira pretvornik. Pretvornik je elektromehanicka komponenta
koja pretvara elektricnu energiju visoke frekvencije u mehani¢ke vibracije, a najcesce
upotrebljavani su piezoelektriéni pretvornici. Uz generator energije i pretvarac, klasicni
ultrazvucni uredaj sadrzi emiter koji je odgovoran za prijenos zvucnih valova. Prilikom obrade
prehrambenih proizvoda, tretman ultrazvukom se moze izvesti pomocu ultrazvuéne kupelji
(indirektan proces) ili sustava sondi (direktan proces). Kod provodenja ultrazvuka indirektnom
metodom, ultrazvucni valovi se prenose kroz mediji (vodu) kako bi dosli do ciljanog materijala
koji se nalazi u ultrazvuc¢noj kupelji. Zbog velike povrsine 1 volumena tekucine kroz koji zvucni
valovi prolaze, dolazi do rasprSenja njihove energije te na ciljani materijal djeluju manjim
intenzitetom. Nasuprot tome, izravnim djelovanjem ultrazvuka na ciljani materijal, jaka
kavitacija u blizini vrha sonde moze dati intenzitet do 100 puta veéi od intenziteta u

ultrazvuc¢noj kupelji (Nunes 1 sur.,2022).

2.4.2. Mikrobioloska inaktivacija ultrazvukom visokog intenziteta

Najces¢a metoda inaktivacije mikroorganizama u hrani je toplinska obrada, no zbog
povecane potraznje potrosaca za hranom koja je minimalno preradena sve vise industrija se
okrec¢e primjeni netoplinskih metoda. Ultrazvuk visokog intenziteta je jedna od netoplinskih
metoda koja se pokazala uspjeSnom u inaktivaciji razli¢itih vrsta mikroorganizama ukljucujuci
patogene organizme pri ¢emu se moze koristiti samostalno ili u kombinaciji s drugim
tehnologijama (Adekunte i sur., 2010). Glavni mehanizmi predlozeni u literaturi za objasnjenje
mikrobne inaktivacije primjenom ultrazvuka visoke frekvencije ukljuc¢uje fenomene prijelazne
i stabilne kavitacije. Prijelazna kavitacija stvara pore, pri ¢emu dolazi do raspada stani¢ne
stijenke 1 oslobadanja citoplazmatskog sadrZaja, a stabilna kavitacija uzrokuje eroziju stanicne
stijenke. Sve to dovodi do letalnog ucinka ultrazvuka, odnosno do stanicne smrti
mikroorganizama (Bermudez-Aguirre 1 Niemira, 2022). Takoder djelovanjem kavitacijskih
mjehuri¢a u prisutnosti visokog tlaka, temperature i smicanja, plinovi smjeSteni unutar
mjehuri¢a se pretvaraju u slobodne radikale 1 druge reaktivne vrste koje inaktiviraju
mikroorganizme uniStavajuéi njihove stani¢ne strukture. Medutim, nastali slobodni radikali
mogu negativno djelovati na tretirani uzorka na nacin da interakcijom s prehrambenim
spojevima uzrokuju Stetne u¢inke na mikronutrijente i makrounutrijente prilikom ¢ega moze

do¢i do razgradnje askorbinske kiseline te smanjenja koncentracije fenolnih spojeva, nutritivne
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vrijednosti i sigurnosti hrane (Nunes,2022). Prednost ultrazvuka u odnosu na druge metode
inaktivacije mikroorganizama je to Sto se ultrazvukom oSteCene stanice ne mogu oporaviti
(Bermudez-Aguirre i Niemira, 2022). Postupak inaktivacije mikroorganizama ultrazvukom
visokih frekvencija ovisi o snazi i amplitudi ultrazvuka, volumenu uzroka, temperaturi, vrsti i
karakteristikama (faza rasta, oblik, vrsta stani¢ne stjenke) mikroorganizama te sastavu i

fizikalnim svojstvima uzorka (Starek, 2021).

2.5. ANALITICKE METODE ODREDIVANJA  UKUPNIH FENOLA,
ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI I BILJNIH PIGMENATA

2.5.1. Kvantitativno odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Jedna od najpopularnijih metoda za kvantitativno odredivanje koncentracije ukupnih
fenola je Folin-Ciocalteu metoda. Princip na kojem se temelji ova metoda je redukcija Folin-
Ciocalteu reagensa u prisutnosti fenolnih spojeva pri ¢emu nastaje kompleks karakteristicnog
plavog obojenja koji se mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 760 nm (Marta i Liu,
2014). Intenzitet plavog obojenja je proporcionalan s koncentracijom fenolnih spojeva u
reakcijskom mediju (Gao i sur.,2019). Folin-Ciocalteu metoda ima svoja ogranicenja, a to je da
Folin-Ciocalteu reagens pokazuje nisku specifi¢nost jer osim reakcije s fenolnim spojevima,
reagira i s proteinima i drugim spojevima kao $to su redukcijski polisaharidi i askorbinska
kiselina. Medutim bez obzira na navedene nedostatke, ova metoda je validirana metoda koje je
ocijenjena i odobrena zbog svoje linearnosti, granica otkrivanja i kvantifikacije, preciznosti,

selektivnosti, to¢nosti i robusnosti (Martins 1 sur.,2021).

2.5.2. Kvantitativno odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidativna aktivnost se moze odrediti razli¢itim kemijskim metodama u kojima se
mjerenje provodi spekrofotometrijskim (ORAC, TRAP, HORAC, CUPRAC, PFRAP, FRAP,
ABTS, DPPH), elektrokemijskim ili kromatografskim (plinska kromatografija i tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotovornosti) metodama. Metode odredivanja antioksidacijske
aktivnosti se prema mehanizmu djelovanja dijele na metode koje ispituju prijenos elektrona
(ET, engl. Electron transfer) i na one koje ispituju prijenos atoma vodika a (HAT, engl.
Hydrogen atom transfer). Prednosti spektrofotometrijskih metoda je njihova dostupnost,

automatiziranost i brzina provodenja (Munteanu i Apetrei, 2021).

DPPH metoda (DPPH, engl. 2,2-di(4-tert-octylphenyl)-1-picrylhydrazyl), temelji se na
redukciji ljubicasto obojenog DPPH radikala pomoc¢u antioksidansa putem mehanizama

prijenosa vodikovog atoma prilikom ¢ega dolazi do nastanka stabilne svijetlo zute. Kako bi se
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odredila antioksidacijska aktivnost, koncentracija preostalog ljubi¢astog DPPH radikala mjeri
se UV-Vis spektrofotometrijom pri valnoj duljini od 515 do 520 nm (Sirivibulkovit i sur., 2018).
Antioksidacijska aktivnost je obrnuto proporcionalna stupnju obezbojenja, odnosno §to je veca

antioksidacijska aktivnost to je izrazenija promjena boje uzorka (Munteanu i Apetrei, 2021).

2.5.3. Kvantitativno odredivanje biljnih pigmenata

Najpouzdanija metoda za odredivanje koncentracije biljnih pigmenata je teku¢inskom
kromatografijom visoke djelotovornosti (HPLC, engl. High Performance Liquid
Chromatography) jer ona omogucava detekciju razli¢itih klorofila, karotenoida i njihovih
derivata. Medutim, nedostatak ove metode je visoka cijena uredaja i cjelokupne analize te dugo
vrijeme provodenja analize. Zbog navedenih nedostataka HPLC-a, za kvantitativno odredivanje
pigmenta najceSce se koriste spektrofotometrijske metode (Thrane i sur., 2015). Ova metoda
obuhvaca ekstrakciju pigmenta pomocu organskih otapala (etanol, aceton, metanol) te mjerenje
njihove apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini. Osim prikladnog otapala,
spektrofotometrijska  analiza  uklju¢uje 1 koriStenje seta jednadzbi.  Prednost
spektrofotometrijskog odredivanja koncentracija biljnih pigmenata je jednostavnost i niza
cijena u odnosu na HPLC, ali nedostatak je $to rezultati znacajno ovise o koristenoj jednadzbi

stoga je potrebno obratiti pozornost na njihov izbor (Picazo i sur., 2013).

2.6. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

Sokovi od voca i povréa bogat su izvor hranjivih tvari koje su pogodne za rast i aktivnost
mikroorganizama, a kako bi se osigurala zdravstvena ispravnost i duzi rok trajanja proizvoda
kljuéni korak u preradi voca i povréa je inaktivacija mikroorganizama (Roobab i sur., 2018). U
vecini razvijenih drZava, do kontaminacije raj¢ice mikroorganizama najceS¢e dolazi tijekom

berbe, rukovanja, skladiStenja, prijevoza i prerade (Obeng i sur., 2018).

U proizvodima niske pH vrijednosti, poput rajice i proizvoda od raj¢ice, najcesci
uzrocnici kvarenja su nesporogene bakterije mlije¢ne kiseline, kvasci (Saccharomyces spp.,
Candida spp.), plijesni (Penicillium, Cladosporium, Aspergillus, Trichoderma, Fusarium) i
bakterije roda Bacillus. 1z roda Bacillus, isti¢e se bakterija Bacillus coagulans koja je
odgovorna za kvarenje soka od rajCice. lako je Bacillus coagulans nepatogena bakterija, moze
predstavljati opasnosti za sigurnost hrane i zdravlje potro$aca zbog sposobnosti povecanja pH
vrijednosti kisele hrane ¢ime omogucuje klijanje prisutnih spora iz roda Clostridium. Najveci
rizik za zdravlje potrosaca predstavljaju patogeni mikroorganizmi koji su zaostali u

proizvodima zbog neadekvatne obrade. Patogene bakterije koje se najceS¢e mogu pronaci u
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sokovima od voca i povréa su su Escherichia coli, Salmonella spp., Bacillus cereus, Listeria

monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus (Starek i sur.,2021).

Mikrobioloski kriteriji za hranu navedeni su u Zakonu o higijeni hrane i mikrobioloskim
kriterijima za hranu (NN 83/2022). Dopusteni broj bakterija bakterija Escherichia coli i
Salmonella u nepasteriziranim sokovima od voca i povréa, definiran je u navedenom zakonu.
U nepasteriziranom soku od voca ili povréa, Salmonella ne smije biti prisutna u 25 grama
uzorka, a navedeni kriterij se primjenjuje na proizvode koji su stavljeni na trziste tijekom roka
trajanja. Ispitna referentna metoda za odredivanje broja bakterije Sa/monella je metoda HRN
EN ISO 6579, a broj elementarnih jedinica koje ¢ine uzorak je 5. Prema navedenom zakonu,
granicne vrijednosti broja E. coli u nepasteriziranom soku od voca i1 povréa iznose 100 1 1000
CFU/g. Navedeni kriterij se primjenjuje u proizvodnom procesu, a u slu¢aju nezadovoljavajucih
rezultata potrebno je poraditi na higijeni proizvodnje 1 izboru sirovine. Ispitne referentne
metode za odredivanje broja bakterije E. coli su HRN ISO 16649-1 ili HRN ISO 16649-2, pri
¢emu broj elementarnih jedinica koje ¢ine uzorak iznosi 5, a dozvoljeni broj elementarnih

jedinica koje smiju imati vrijednost izmedu grani¢nih vrijednosti je 2.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sok i sos od rajCice s dodatkom praha komine masline

U provedenom istrazivanju, za pripremu soka i sosa od rajcice, upotrijebljena je rajéica

sorte Volovsko srce koja je dobivena od tvrtke Ekoprom d.o.o. iz Beslinca u Hrvatskoj. Sok 1

sos od rajcice pripremljeni su pomocu sokovnika Ultra Juice Meca ZC600. Nakon provedbe

homogenizacije uzoraka pomocu homogenizatora GEA PandaPLUS 2000, funkcionalan

dodatak (prah komine masline) dobiven od projektnih partnera iz Turske je dodan u udjelu od

2 % u sok 1 sos od rajCice. Naposljetku, uzorci su tretirani ultrazvukom visokog intenziteta,

toplinskim tretmanom i hot break tretmanom.

3.1.1.1. Oznacavanje uzoraka

Pripremljeno je 4 uzorka soka od rajcice te 4 uzorka sosa od raj¢ice. Oznake uzoraka i

njihova znacenja navedene su u Tablici 1. Dopunske oznake uzoraka, koje se dodaju osnovnoj

oznaci, a odnose se na vrijeme skladiStenja, navedene su u Tablici 2.

Tablica 1. Oznaka kontrolnih i tretiranih uzoraka te njeno znacenje

Oznaka uzorka Znacenje oznake Oznaka uzorka Znacenje oznake
Netretirani uzorak Netretirani uzorak
sosa od rajcice s soka od rajcice s
CealF dodatkom praha e dodatkom praha
komine masline komine masline
Uzorak sosa od Uzorak soka od
rajCice s dodatkom raj¢ice s dodatkom
TSOP praha komi_ne TIOP praha komi_ne
masline tretiran masline tretiran
toplinskim toplinskim
tretmanom pri 60 °C tretmanom pri 60 °C
Uzorak sosa od Uzorak soka od
raj¢ice s dodatkom raj¢ice s dodatkom
HBSOP pr_aha komine HBJOP pr_aha komine
masline tretiran hot masline tretiran hot
break tretmanom break tretmanom
prema protokolu prema protokolu
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Tablica 1. Oznaka kontrolnih i tretiranih uzoraka te njeno znaenje - nastavak

Uzorak sosa od Uzorak soka od
raj¢ice s dodatkom raj¢ice s dodatkom
praha komine praha komine
USOP masline UJOP masline
tretiran ultrazvukom tretiran ultrazvukom
visokog intenziteta visokog intenziteta

Tablica 2. Dopunska oznaka uzorka i njeno znacenje

Dopunska oznaka Znacenje dopunske oznake
0.dan Uzorak analiziran nultog dana skladiStenja
7. dan Uzorak analiziran sedmog dana skladistenja

3.1.2. Kemikalije i standardi

1
2
3.
4

8.
9.
10.
11.
12.
13.

. Destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska)

. Prah komine masline

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

50 % -tna limunska kiselina

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

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

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

70 %-tni etanol

Priprema: Prema jednadzbi c1*V| = c;*V> izraCunati potrebni volumen 96 %-tnog
etanol (V1). U tikvicu dodati izracunati volumen 96 %-tnog etanola te tikvicu dopuniti

destiliranom vodom do oznake.

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

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

Galna kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD)

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

Natrijev karbonat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

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

Priprema: 10 mL Folin-Ciocalteu reagensa otpipetirati u Falcon epruvetu i dodati 90 mL

destilirane vode te promijeSati na vorteksu
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3.1.

3.1

14. Otopina B - 7,5 %-tna otopina natrijevog karbonata
Priprema: Na analiti¢koj vagi odvagati 7,5 g natrijevog karbonata te kvantitativno
prenijeti u odmjernu tikvicu od 100 mL. Odmjernu tikvicu nadopuniti destiliranom
vodom do oznake.

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

16. DPPH - 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil (abcr GmbH, Karlsruhe, Njemacka)

17. Otopina DPPH
Priprema: Na analitickoj vagi, odvagati 2,4505 mg DPPH-a te kvantitativno prenijeti u
odmjernu tikvicu od 100 mL. Odmjernu tikvicu nadopuniti destiliranom vodom do

oznake. Uvijek pripremati svjeze 1 Cuvati u hladnjaku zasticeno od svjetlosti.

. Uredaji
Sokovnik Ultra Juice Meca ZC600 (Tefal, Rumilly, Francuska)
. Homogenizator GEA PandaPLUS 2000 (Gea Group, Diisseldorf, Njemacka)
. Refraktometar DHR 95 (SCHMIDT + HAENSCH, Berlin, Njemacka)
. pH-EC metar HI5521-02 (Hanna Instruments Inc., Zagreb, Hrvatska)

3
1
2
3
4
5. Tehnicka vaga HCB 1002 (Adam Equipment, Milton Keynes, Ujedinjeno Kraljevstvo)
6. Analiticka vaga NBL-2541 Nimbus (Adam Equipment Inc., Oxford, SAD)

7. Ultrazvucéni uredaj Q700CA Sonicator (Qsonica, Newtown, SAD)

8. Magnetska mijesalica s grijanjem MS-H-S (Dlab, Peking, Kina)

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

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

11. Centrifuga 5430 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

12. UV-VIS Spektrofotometar UV-2600i s programskom podrskom LabSolutions UV-Vis

(Shimadzu, Kyoto, Japan)

4. Laboratorijsko posude

1. Laboratorijska ¢asa (200 mL, 1000 mL)
Kapaljka

Sterilne ¢aSe

Plasti¢ne posude

Laboratorijska Spatula

Pipetman Gilson (200 pL, 1000 pL, 5 mL)
Menzura (25 mL, 100 mL)

A L R
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8. Plasticne ladice za vaganje

9. Odmjerna tikvica (25 mL, 100 mL, 200 mL)
10. Stakleni lijevci

11. Termometar

12. Plasti¢ne epruvete (Falcon) (15 mL, 50 mL)
13. Stalak za epruvete

14. Eppendorf epruveta

15. Kvarcna kiveta

16. Plasti¢na kiveta

3.2. METODE

3.2.1. Priprema funkcionalnog soka 1 sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline
Priprema funkcionalnih proizvoda na bazi rajcice zapoceta je pripremom plodova
raj¢ice. Kako bi se olaksalo uklanjanje kozice s plodova rajCice, plodovi raj¢ice su stavljeni u
plasti¢nu posudu s vru¢om vodom na nekoliko sekundi, a zatim su prebaceni u plasti¢nu posudu
s hladnom vodom. Nakon uklanjanja kozice, pomocu sokovnika Ultra Juice Meca ZC600 su
pripremljeni sok i sos od raj¢ice. Zeljena gustoca soka i sosa od rajéice je postignuta
regulacijom rucice na sokovniku na nacin da je udio pulpe u soku sveden na minimum, a u sosu
na maksimum. Sok od raj¢ice je dodatno razrijeden dodatkom 300 mL destilirane vode u 400
mL soka. Prije dodavanja praha komine masline, uzorci soka i sosa od raj¢ice su homogenizirani
pomocu uredaja GEA Lab Homogenizer PandaPLUS 2000 na 1000 bara. Prema istrazivanju
Gavran (2022), optimalni parametri za obradu soka i sosa od raj€ice, s obzirom na cilj
maksimiziranja antioksidacijske aktivnosti i koncnetracije likopena, su tlak homogenizacije od
1000 bara 1 amplituda ultrazvuka od 100 % . Prah komine masline je dodan u uzorke soka i sosa
od raj¢ice u udjelu od 2 % nakon cega su uzorci homogenizirani pomocu rucnog

homogenizatora Tissue Master 125 s 10 mm sondom pri 10000 rpm u trajanju od 30 sekundi.

Pripremljeni sok 1 sos od raj¢ice s dodatkom praha komine masline je raspodijeljen u
laboratorijske ¢ase po 100 mL nakon ¢ega su bili podvrgnuti tretmanu ultrazvukom visokog
intenziteta, hot break tretmanu ili toplinskom tretmanu. Takoder, dio uzoraka soka i sosa od
raj¢ice s dodatkom praha komine masline je ostao netretiran (kontrolni uzorci). Tretirani i
netretirani uzorci funkcionalnog soka i sosa od rajcice su raspodijeljeni u Falcon epruvete tako

da je u svaku epruvetu odmjereno po 10 mL uzorka. Budu¢i da je odredivanje fizikalnih i

14



kemijskih parametara provedeno nultog i sedmog dana, jedan dio uzoraka je analiziran istog
dana, dok je drugi skladisten u trajanju od 7 dana u hladnjaku na temperaturi od +4 °C. Takoder,
sa svthom provodenja mikrobioloske analize, odvojeno je po 40 mL tretiranih i netretiranih

uzoraka u sterilne ¢ase koji su analizirani nultog i sedmog dana skladiStenja na +4 °C.
3.2.2. Odredivanje fizikalnih parametara

Nakon provedbe homogenizacije pri 1000 bara, uzorcima soka i sosa od rajice s
dodatkom praha komine masline, izmjereni su fizikalni parametri. Izmjerena je vrijednost
°Brix-a, pH vrijednost i elektri¢na vodljivost za netretirane uzorke soka i sosa s dodatkom praha

komine masline.

3.2.2.1. Odredivanje pH vrijednosti

Odredivanje pH vrijednost je provedeno pomocu pH-EC metra HIS521-02. Prema
uputama partnera projekta, pH vrijednost netretiranog, homogeniziranog soka i sosa od rajcice
trebala je iznositi 4. U slucaju da uzorci nisu zadovoljili preporu¢enu pH vrijednost, ona je
prilagodena dodavanjem 50 %-tne otopine limunske kiseline. pH vrijednost se odredivala i
nakon provedbe tretmana ultrazvukom, toplinskog tretmana i1 hot break tretmana, no tada se

izmjerena vrijednost nije prilagodavala.

3.2.2.2. Odredivanje vrijednosti °Brix-a

Odredivanje vrijednosti °Brix-a je provedeno pomocu refraktometra DHR 95. Prema
uputama partnera projekta, vrijednost °Brix-a za netretirani, homogenizirani sok od rajcice
trebao je iznositi 6, a za netretirani, homogenizirani sos od raj¢ice 14. Ukoliko uzorci nisu
zadovolji preporucenu vrijednost °Brix-a, ona je prilagodena dodavanjem Secera. Vrijednost
°Brix-a je odredena i za tretirane uzorke soka i sosa od rajcice, no tad se izmjerena vrijednost

nije prilagodavala.

3.2.2.3. Odredivanje elektricne vodljivosti
Odredivanje elektri¢ne vodljivosti je provedeno pomoc¢u pH-EC metra HI5522-02 te je

provedeno za netretirane 1 tretirane uzorke soka 1 sosa od rajcice.

3.2.3. Tretman ultrazvukom visokog intenziteta

Nakon odredivanja fizikalnih parametara, uzorci homogeniziranog soka i sosa od raj¢ice
s dodatkom praha komine masline podvrgnuti su tretmanu ultrazvukom visokog intenziteta. Cilj
provedbe tretmana ultrazvukom visokog intenziteta je inaktivacija prisutnih mikroorganizama

1 utvrdivanje njegovog utjecaja na fizikalne parametre, sadrzaj ukupnih fenola i pigmenata te
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na antioksidacijsku aktivnost tretiranih uzoraka. Za provedbu ovog postupka upotrijebljen je
ultrazvucni uredaj Q700CA s promjerom sonde od 12 mm pri ¢emu su uzorci tretirani na

temperaturi od 60 °C u trajanju od tri minute pri vrijednosti amplitude od 100 %.

3.2.3.1. Postupak provedbe tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

U menzuri je bilo potrebno izmjeriti 100 mL netretiranog, homogeniziranog uzorka te
ga prenijeti u laboratorijsku ¢asu. Laboratorijska ¢asa s uzorkom je zatim stavljena u kuciste
ultrazvucnog uredaja te su u nju uronjeni ultrazvucna sonda i termoclanak. Ultrazvucna sonda
je postavljena u srediSte ¢aSe, a termoclanak je postavljen tako da ne dodiruje sondu i stjenke
laboratorijske ¢ase. Zatim je zatvoreno kucdiste ultrazvucnog aparata i na LCD ekranu uredaja
unesena je Zeljena amplituda (100%) 1 vrijeme tretiranja (3 minute). Nakon postavljanja uvjeta,
tretman ultrazvukom visokog intenziteta je pokrenut te je pracena promjena temperatura. Kada
je vrijednost temperature dosegla 60 °C, tretman je na kratko zaustavljen. Tada je otvoreno
ku¢iste ultrazvucnog uredaja 1 laboratorijska casa s uzorkom je postavljena u plasti¢nu posudu
s vodom 1 ledom (ledena kupelj) koja onemogucava dodatni porast temperature uzorka tijekom
tretmana. Vodena kupelj s laboratorijskom ¢aSom ponovno je postavljena u kuciste
ultrazvucnog uredaja, uronjena je sonda u uzorak te je nastavljena provedba tretmana. Nakon
zavrSetka tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, 10 mL tretiranog uzorka se odvojilo u dvije
Falcon epruvete kako bi se mogli pripremiti uzorci za provodenje odredivanja sadrzaja ukupnih
fenola i pigmenata, antioksidacijske aktivnosti i mjerenje fizikalnih parametara. Pri tome je
jedna Falcon epruveta oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. U dvije sterilne
caSe za mikrobioloSku analizu odvojeno je po 40 mL tretiranog uzorka. Pri tome je jedna sterilna
Casa oznaCena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. Uzorci oznaceni kao 0.dan su
analizirani isti dan, dok uzorci oznacCeni kao 7.dan su skladiSteni u trajanju od 7 dana u

hladnjaku na temperaturi od +4 °C.

3.2.4. Hot break tretman

Uz tretman ultrazvukom visokog intenziteta, proveden je 1 hot break tretman na
netretiranim, homogeniziranim uzorcima soka i sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine
masline. Ovaj tretman je proveden u svrhu ispitivanja njegovog utjecaja na mikroorganizme,
antioksidacijsku aktivnost, sadrzaj ukupnih fenola i pigmenata te na vrijednosti fizikalnih
parametara. Prema protokolu partnera projekta, tretman je proveden pri 85 °C, a za provedbu

tretmana koriStena je magnetska mijeSalica s grijanjem MS-H-S.
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3.2.4.1. Provedba hot break tretmana

100 mL netretiranog, homogeniziranog uzorka je odmjereno u menzuri te je taj volumen
prenesen u laboratorijsku ¢aSu. Pomoc¢u termometra izmjerena je pocetna temperatura uzorka,
koja prema protokolu partnera projekta treba iznositi 20 °C. Za provodenje hot break tretmana
pripremljena je laboratorijska ¢aSa od 1 L u koju je usuto otprilike 200 mL vode te je sadrZaj
laboratorijske ¢ase zagrijan na magnetskoj mijesalici s grijanjem MS-H-S na 90 °C. Nakon $to
je postignuta temperatura vode od 90 °C, u ¢asu je uronjena ¢asa sa uzorkom i zapoceto je
mijeSanje u trajanju u otprilike 11 minuta. Kada je temperatura uzorka dosegnula 85 °C,
nastavljeno je mijeSanje uzorka u trajanju od 3 minute. Zatim je laboratorijska ¢asa s uzorkom
prebacena u posudu s vodom i ledom gdje se uzorak mijesao 9 minuta. Nakon provedenog /ot
break tretmana, 10 mL tretiranog uzorka se odvojilo u dvije Falcon epruvete kako bi se mogli
pripremiti uzorci za provodenje odredivanja sadrzaja ukupnih fenola 1 pigmenata,
antioksidacijske aktivnosti i mjerenje fizikalnih parametara. Pri tome je jedna Falcon epruveta
oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. U dvije sterilne ¢aSe za mikrobiolosku
analizu odvojeno je po 40 mL tretiranog uzorka. Pri tome je jedna sterilna ¢aSa oznacena kao
uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. Uzorci oznaceni kao 0.dan su analizirani isti dan, dok
uzorci oznaceni kao 7.dan su skladiSteni u trajanju od 7 dana u hladnjaku na temperaturi od +4

°C.

3.2.5. Toplinski tretman

Osim dva prethodno spomenuta tretmana, proveden je i toplinski tretman pri 60 °C u
trajanju od 3 minute, a za njegovo provodenje koriStena je magnetska mijesalica s grijanjem
MS-H-S. Toplinski tretman je proveden na netretiranim, homogeniziranim uzorcima soka i sosa
od rajcice s dodatkom praha komine masline. Tretman je proveden kako bi se odredio njegov
utjecaj na prisutne mikroorganizme, sadrzaj ukupnih fenola i pigmenata, fizikalne parametre i

antioksidacijsku aktivnost.

3.2.5.1. Provedba toplinskog tretmana

100 mL netretiranog, homogeniziranog uzorka je odmjereno u menzuri te je taj volumen
prenesen u laboratorijsku ¢aSu. U laboratorijsku ¢aSu od 1 L je usuto otprilike 200 mL vode 1
zagrijano na magnetskoj mijesalici s grijanjem. U laboratorijsku ¢asu s vodom stavljena je
laboratorijska ¢aSa s uzorkom u koju je uronjen termometar za pracenje temperature. Kada je
dosegnuta temperatura od 60 °C, zapoceto je mijeSanje uzorka u trajanju od 3 minute. Nakon
provedenog toplinskog tretmana, 10 mL tretiranog uzorka je odvojeno u dvije Falcon epruvete.

Pri tome je jedna Falcon epruveta oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. U
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dvije sterilne ¢aSe za mikrobioloSku analizu odvojeno je po 40 mL tretiranog uzorka. Pri tome
je jedna sterilna ¢asa oznacena kao uzorak 0. dan, a druga kao uzorak 7.dan. Uzorci oznaceni
kao 0.dan su analizirani isti dan, dok uzorci oznaceni kao 7.dan su skladisteni u trajanju od 7

dana u hladnjaku na temperaturi od +4 °C.

3.2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Prema uputama partnera projekta, odredivanje koncentracije ukupnih fenola provedeno
je prema Singleton i Rossi (1965) uz modifikacije. Koncentracija ukupnih fenola odredena je
pomoc¢u Folin-Ciocalteu metode, uz koriStenje UV-Vis spektrofotometra UV-26001 s

programskom podr§kom LabSolutions UV-Vis-a.

3.2.6.1. Priprema uzorka za odredivanje koncentracije ukupnih fenola Folin-Ciocalteu
metodom

Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije ukupnih fenola je jednaka za uzorke
soka i sosa rajCice. Na tehnic¢koj vagi HCB 1002 odvagano je 2 + 0,01 g tretiranog uzorka u
Falcon epruveti. Zatim je dodano 15 mL 70%-tnog etanola 1 uz pomo¢ ru¢nog homogenizatora
Tissue Master 125 provedena homogenizacija pri 14 000 rpm u trajanju od 30 do 60 sekundi.
Nakon toga su uzorci centrifugirani pri 5000 rpm u trajanju od 5 minuta u centrifugi 5430 te je
pomocu pipetmana Gilson prenijet volumen dobivenog supernatanta u novu Falcon epruvetu.
Tako pripremljeni uzorak je moguc¢e odmah koristiti za odredivanje koncentracije ukupnih

fenola ili ga je moguce sigurno skladistiti na -20 °C.

3.2.6.2. Postupak odredivanja koncentracije ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom
Reakcijska smjesa je pripremljena u paraleli na nacin da je u Eppendorf epruvetu prvo
otpipetirano 1000 pL otopine A, zatim 200 pL uzorka i na kraju 800 pL otopine B. Sadrzaj
epruvete se promijesao na vorteks uredaju MX-S te su uzorci pohranjeni na tamno mjesto na
30 minuta kako bi se odvila reakcija. Na jednak nacin je pripremljena i slijepa proba u kojoj se
umjesto 200 pL uzorka, dodalo 200 pL 70 %-tnog etanola. Nakon provedene reakcije, uzorci
se centrifugiraju pomocu centrifuge 5430 pri 5000 rpm u trajanju od 5 minuta te se mjeri
apsorbancija na 765 nm na UV-Vis spektrofotometru UV-2600i s programskom podrskom
LabSolutions UV-Vis-a. Mjerenje apsorbancije je provedeno na nacin da su kvarcna kiveta sa
slijepom probom i kvarcna kiveta s uzorkom postavljene na predvidena mjesta u
spektrofotometru, a izmjerena koncentracija ukupnih fenola je izrazena kao mg ekvivalent

galne kiseline/mL te predstavlja srednju vrijednost dvije paralele.
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3.2.6.3. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Prije postupka odredivanja koncentracije ukupnih fenola pripremljenih uzoraka,
potrebno je napraviti bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost apsorbancije o poznatoj
koncentraciji galne kiseline. Prvo je pripremljena standardna otopina galne kiseline
koncentracije 0,1 mg/mL na nacin da je 10 mg galne kiseline otopljeno u 100 mL 70 %-tnog
etanola. Zatim su iz standardne otopine galne kiseline pripremljene razrijedene otopine galne
kiseline tocno odredenih koncentracija. Koncentracije razrijedenih otopina standarda su
iznosile 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625; 0,003125 1 0,0015625 mg/mL. Nakon toga, slijedilo je
postavljanje reakcija na nacin koji je opisan u potpoglavlju 3.2.5.2. s time da je umjesto 200 uL
uzorka u reakcijsku smjesu dodano 200 pL otopine galne kiseline. Nakon provedbe reakcije u
tami u trajanju od 30 minuta provedeno je centrifugiranje uzoraka na 5000 rpm, a zatim je
uslijedilo mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 765 nm na UV-Vis spektrofotometru. 1z
dobivenih podataka, pomocu programa Microsoft Excel, konstruiran je bazdarni dijagram koji
na x-osi sadrzi poznate koncentracije otopina galne kiseline (mg/mL), a na y-osi vrijednost

(Slika 1).

0,7
0,6 __.-.
0,5

0,4

0.3 ' y = 10,263x + 0,0855

R? = 0,9885
0,2
01 @8

Apsorbancija (765 nm)

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Koncentracija galne kiseline (mg/mL)

Slika 1. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline
Dobivena jednadzba pravca bazdarnog dijagrama je:
y =10,263 + 0,0855 R? = 0,9885 [1]

gdje Y predstavlja izmjerenu vrijednost apsorbancije pri 765 nm, x koncentraciju galne kiseline

izrazenu u mg/mL, a R? koeficijent determinacije. Uvritavanje vrijednosti izmjerene
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apsorbancije uzorka u prikazanu jednadzbu omogucava izraun nepoznate koncentracije

ukupnih fenola u uzorku.

3.2.7. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije pigmenata

Prema uputama partnera projekta, koncentracija karotenoida i klorofila je istodobno
odredivana u uzorcima soka i sosa od raj¢ice prema Nagata i Yamashita (1992). Mjerenje
apsorbancije je provedeno pri valnim duljinama od 663 nm, 645 nm, 505 nm 1 453 nm
koriStenjem UV-Vis spektrofotometra s programskom podrskom LabSolutions UV-Vis-a, a
koncentracija likopena, B-karotena, klorofila @ 1 klorofila b je izraCunata prema zadanim

formulama.

3.2.7.1. Priprema uzoraka za odredivanje koncentracije pigmenata

Na tehnic¢koj vagi HCB 1002 je odvagan 1 g uzorka u Falcon epruveti. Pripremljena je
smjesa acetona i heksana u omjeru 2:3 te je 10 mL pripremljene smjese otapala dodano u Falcon
epruvetu s uzorkom. Zatim se smjesa uzorka i otapala homogenizirana rucnim
homogenizatorom Tissue Master 125 pri 14 000 rpm u trajanju od 30 do 60 sekundi. Nakon
homogenizacije doslo je do razdvajanja faza, pri ¢emu je gornja faza organska koja sadrzi

pigmente.

3.2.7.2. Postupak odredivanja koncentracije pigmenata

Koncentracija pigmenata u uzorcima soka i sosa od raj¢ice se odreduje iz izdvojene
gornje faze (supernatant) koja se otpipetira u plasti¢nu kivetu. Mjerenje apsorbancije za svaki
uzorak se provodi istodobno pri valnim duljinama od 663 nm, 645 nm, 505 nm i 453 nm na
UV-Vis spektrofotometru uz programsku podrsku LabSolutions UV-Vis-a. Za svaki uzorak je
provedeno 5 mjerenja, a konacna vrijednost apsorbancije je iskazana kao srednja vrijednost tih
5 mjerenja. Za slijepu probu uzeta je smjesa acetona 1 heksana u omjeru 2:3. Koncentracija
pigmenata u uzorcima soka i sosa od raj¢ice se izraCunata je uvrStavanjem izmjerene
apsorbancije u odgovarajucu jednadzbu za svaki pigment, a izrazavala se u mg/100 mL.

Jednadzbe za izracun koncentracije pigmenata:

Klorofil a = 0,999 Aggz — 0,0989 Ag,s [2]

KlOTOfil b = _0,328 A663 + 1177A64-5 [3]

ﬁ - kaT'OteTl = 0,216 A663 - 1’22A645 - 0,304‘14505 + 0,452A453 [4‘]
leOpeTl = _0,0458 A663 + 0'204A645 + O,372A505 - 0,080144_53 [5]



Oznake Ass3, Asss, Asos 1 Ags3 se odnose na izmjerene apsorbancije pri valnim duljinama od 663

nm, 645 nm, 505 nm 1 453 nm.

3.2.8. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Prema uputama partnera projekta, odredivanje antioksidacijske aktivnost je izvrSeno
prema Brand-Williams i sur. (1995) uz modifikacije. Antioksidacijska aktivnost odredena je
DPPH metodom, a za provedbu se koristio UV-VIS spektrofotometar UV-2600i1 s programskom
podrskom LabSolutions UV-Vis-a.

3.2.8.1. Priprema uzoraka za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Uzorci za odredivanje antioksidacijske aktivnosti su pripremljeni na identi¢an na¢in kao

1 uzorci za odredivanje koncentracije ukupnih fenola, $to je opisano u potpoglavlju 3.2.6.1.

3.2.8.2. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti zapocinje pripremom otopine DPPH,
Sto je opisano u potpoglavlju 3.1.2.. Reakcijske smjese su pripremljene u paraleli tako da je u
Eppendorf epruvetu otpipetirano 1850 pL pripremljene otopine DPPH i 150 pL uzorka.
Reakcijska smjesa je promijeSana na vorteks uredaju MX-S te je pohranjena na tamno mjesto
na 30 minuta kako bi se provela reakcija. Na isti nacin je pripremljena slijepa proba u 3 paralele
no umjesto 150 uL uzorka, dodalo se 150 puL 70 %-tnog etanola. Po zavrSetku reakcije, izmjerila
se apsorbancija pri valnoj duljini od 515 nm. Za mjerenje apsorbancije koriStene su plasticne
kivete 1 UV-Vis spektrofotometar UV-26001 s programskom podr§kom LabSolutions UV-Vis-
a. Prvo su izmjerene apsorbancije slijepih proba, a zatim apsrobancije uzoraka na nacin da je u
spektrofotometar postavljana jedna po jedna plasti¢na kiveta. Za svaki uzorak su provedena 3
mjerenja, a konacna apsorbancija je izraZzena kao srednja vrijednost tih mjerenja. Izracun

postotka inhibicije DPPH je ostvaren pomoc¢u formule:

Ay — A
% inhibicije DPPH = (%) * 100 [6]
0

Ay se odnosi na apsorbanciju slijepe probe (srednja vrijednost 3 mjerenja), a Aj na apsorbanciju
uzorka (srednja vrijednost 2 mejrenja). Antioksidacijska aktivnost se izraCunava iz jednadzbe

pravca bazdarnog dijagrama te je izraZzena u pmol ET/L.

3.2.8.3. Izrada bazdarnog dijagrama za odredivanje antioksidacijske aktivnosti
Kako bi se mogla izracunati antioksidacijska aktivnost uzoraka soka i1 sosa od rajCice,

nuzno je bilo konstruirati bazdarni dijagram.
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U odmyjerne tikvice su pripremljene otopine Troloxa koncentracija 25, 50, 100, 200 i
250 umol/L pri ¢emu se Trolox otapao u 96 %-tnom etanolu. Zatim je postavljena reakcija na
isti nacin kao 1 u potpoglavlju 3.2.8.2. s tim da je u reakcijsku smjesu umjesto 150 pL uzorka
dodano 150 pL otopine Troloxa to¢no odredene koncentracije. Slijepa proba je pripremljena na
isti na¢in kao i u potpoglavlju 3.2.8.2. Nakon provedbe reakcije u tami u trajanju od 30 minuta
uslijedilo je mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini od 515 nm na UV-Vis spektrofotometru uz
programsku podrSku LabSolutions UV-Vis-a. Iz dobivenih podataka, pomoc¢u programa
Microsoft Excel, konstruiran je bazdarni dijagram koji na x-osi sadrzi poznate koncentracije

otopina Troloxa (umol/L), a na y-osi vrijednost izracunat postotak inhibicije DPPH (Slika 2).

80

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

40

30

%-tak inhibicije DPPH

100 150 200 250 300

Koncentracija Trolox-a (umol/L)

Slika 2. Bazdarni dijagram ovisnosti postotka inhibicije DPPH-a o koncentraciji Troloxa®
Dobivena je jednadZba pravca bazdarnog dijagrama:
y = 0,2841x — 1,3067 R% = 0,9975 [7]

Pri ¢emu y predstavlja postotak inhibicije DPPH-a, x predstavlja koncentraciju Trolox-a

izrazenog u umol/L, a R? predstavlja koeficijent determinacije.

3.2.9. MikrobioloSka analiza

MikrobioloSku analizu uzoraka soka 1 sosa od raj€ice s dodatkom praha komine masline
je izvrSio akreditirani laboratorij Centar za kontrolu namirnica Prehrambeno-biotehnoloSkog
fakulteta. Za mikrobiolosku analizu pripremljeno je, u sterilnu ¢asu s cepom na navoj, po 40
mL netretiranih i tretiranih uzoraka soka i sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline.

Tretirani 1 netretirnai uzorci su razdijeljeni u dvije sterilne ¢ase s tim da je prvi uzorak oznacen
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kao 0.dan te je dostavljen u laboratorij istog dana kada je provedena njegova priprema kako bi
se analiza mogla provesti istog dana, a drugi uzorak je oznacen kao 7.dan te je skladiSten u

hladnjaku na +4 °C i dostavljen u laboratorij 1 analiziran sedam dana nakon njegove pripreme.

MikrobioloSke analize provedene su koriStenjem standardnih mikrobioloskih ISO
metoda koje su navedene u Tablici 3. Mikrobioloske analize su ukljucivale pripremu osnovnih
razrjedenja uzoraka, inokulaciju hranjive podloge, inkubaciju i o¢itavanje poraslih kolonija. Za
pripremu osnovnog razrjedenja (10?) uzoraka koristena je puferirana peptonska voda u omjeru
1:10, a rezultati su izrazeni u CFU/g uzorka. U provedbi mikrobioloSkih analiza koriSteni su
autoklav 1 hladnjak za pripremu i ¢uvanje podloge, precizne vage za pripremu podloga i
uzoraka, termostat na 25 °C, 30 °C 1 44 °C za provedbu inkubacije te sterilno posude,

jednokratan sterilan plasti¢an pribor i posude.

Tablica 3. Provedene mikrobioloSke analize za odredene mikroorganizme u netretiranim i

tretiranim uzorcima soka i sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline

Mikroorganizam Metoda Parametri mkubac_:pe Hranjiva
Temperatura Vrijeme podloga
- . HRN ISO 0
Escherichia coli 16649-2:2001 44 °C 24 h TBX agar
Aerobne
mezofilne H4§?|,\\L,Ell\lz(l)§g 30°C 72 h PCA agar
bakterije )
. HRN ISO 0
Plijesni 91597-1-2012 25°C 5 dana DRBC agar
Prema uputama
Bacillus Ameri¢kog o MRS agar i
coagulans drustva za 30°C 3-5 dana TSA agar
mikrobiologiju

3.2.9.1. Escherichia coli

Mikrobioloska analiza odredivanja bakterije Escherichia coli provedena je prema
metodi HRN ISO 16649-2:2001. Za uzgoj E. coli upotrijebljen je Tripton zuc¢ni X-glukuronid
(TBX) agar kao hranjiva podloga. Za pripremu 1 L TBX agara bilo je potrebno otopiti 20 g
triptona, 1,5 g zu¢nih soli, 75 mg BCIG-a (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-glukuronat) 1 9 g
agarau 1 L destilirane vode. Dobivena smjesa je kuhana i mijeSana dok nije doslo do potpunog
otapanja tvari. Tako pripremljeni medij je presipan u epruvete ili boCice te steriliziran u
autoklavu na temperaturi od 121 °C u trajanju od 15 minuta. Pripremljen TBX agar se ohladio

1 drZzao na temperaturi od 47 do 50 °C do upotrebe.
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Za odredivanje broja bakterije E. coli, koriStena je metoda mijeSanja uzorka s teku¢im
agrom (engl. Pour plate inoculation). Metoda je provedena tako da se 1 mL uzorka prenese u
Petrijevu zdjelicu te se doda 15 mL hranjivog medija u teku¢em stanju. Sadrzaj Petrijeve
zdjelice je promijeSan i ostavljen da se ohladi. Zatim je slijedila inkubacija na temperaturi od

44 °C u trajanju do 24 sata i brojanje kolonija.

3.2.9.2. Aerobne mezofilne bakterija

Mikrobioloska analiza odredivanja aerobnih mezofilnih bakterija provedena je prema
metodi HRN EN ISO 4833-1:2013. Za uzgoj aecrobnih mezofilnih bakterija upotrebljen je Plate
count agar (PCA) kao hranjiva podloga. Za pripremu 1 L PCA agara bilo je potrebno otopiti i
5 g triptona, 2,5 g kvasc¢evog ekstrakta, 1 g glukoze 1 12 gagarau 1 L destilirane vode. Dobivena
smjesa je kuhana uz konstantno mijeSanje sve dok nije doslo do potpunog otapanja tvari. Zatim
je pripremljeni medij presipan u epruvete ili boCice te steriliziran u autoklavu na temperaturi od

121 °C u trajanju od 15 minuta.

Za odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija, koriStena je metoda mijeSanja
uzorka s teku¢im agarom (engl. Pour plate inoculation). Metoda je provedena tako da se 1 mL
uzorka prenese u Petrijevu zdjelicu te se doda 10 do 15 mL hranjivog medija u teku¢em stanju.
Sadrzaj Petrijeve zdjelice je promijeSan i ostavljen da se ohladi. Zatim je slijedila inkubacija na

temperaturi od 30 °C u trajanju do 72 sata 1 brojanje kolonija.

3.2.9.3. Plijesni

MikrobioloSka analiza odredivanja plijesni provedena je prema metodi HRN ISO
21527-1:2012. Za uzgoj plijesni upotrijebljen je Dikloran-Rose Bengal-kloramfenikolni
(DRBC) agar kao hranjiva podloga. Sastav DRBC agara naveden je u Tablici 4. Navedene tvari
su otopljene u 1 L destilirane vode te je smjesa kuhana uz konstantno mijeSanje sve dok nije
doslo do potpunog otapanja tvari. Zatim je slijedila sterilizacija u autoklavu na temperaturi od
121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga je hranjiva podloga izlivena u Petrijeve zdjelice i

ohladena.

Za odredivanja broja plijesni, koriStena je metoda razmazivanja uzorka po povrSini
skrutnutog agara (engl. Spread plate). Metoda je provedena tako da se 1 mL uzorka razmazao
po povrsini DRBC agara. Zatim je slijedila aerobna inkubacija na temperaturi od 25 °C u

trajanju od 5 dana i brojanje kolonija.
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Tablica 4. Sastav DRBC agara prema HRN ISO 21527-1:2012

Tvar Koncentracija (g/L)
Enzim iz mesa ili biljnog tkiva (pepton) 5
D-glukoza 10
Monokalijev fosfat 1
Magnezijev sulfat 0,5
Dikloran 0,002
Rose bengal boja 0,025
Kloramfenikol 0,1
Agar 12-15

3.2.9.4. Bacillus coagulans

Mikrobioloska analiza odredivanja broja bakterija Bacillus coagulans provedena je
prema metodi koju je opisalo Ameri¢ko drustvo za mikrobiologiju. Za uzgoj bakterije Bacillus
coagulans upotrjebljen je Man, Rogosa i Sharpe (MRS) agar i Triptikaza-sojin agar (TSA) kao
hranjiva podloga. Sastav MRS agara naveden je u Tablici 5. Navedene tvari su otopljene u
destiliranoj vodi uz dodatak 1 mL Tween 80 te je volumen dopunjen do 1 L. Smjesa je kuhana
sve dok se sve tvari nisu u potpunosti otopile. Zatim je slijedila sterilizacija u autoklavu na
temperaturi od 121 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon toga hranjiva podloga je izlivena u

Petrijeve zdjelice i ohladena.

Tablica 5. Sastav MRS agara

Tvar Koncentracija (g/L)

Univerzalni pepton 10
Mesni ekstrakt 5
Kvasc¢ev ekstrakt 5
D-glukoza 20
Dikalijev fosfat 2
Diamonijev hidrogen citrat 2
Natrijev acetat 5
Magnezijev sulfat 0,1

Manganov sulfat 0,05
Agar 12

Za pripremu 1 L TSA agara bilo je potrebno otopiti 15 g triptonskog peptona, 5 g
Phytone peptona, 5 g natrijevog kloridai 15 g agara u 1 L destilirane vode. Dobivena smjesa je
kuhana uz konstantno mijeSanje sve dok nije doslo do potpunog otapanja tvari. Zatim je slijedila

sterilizacija u autoklavu na temperaturi od 121 °C u trajanju od 15 minuta.
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Za odredivanje broja bakterije Bacillus coagulans, koriStena je metoda razmazivanja
uzroka po povrsini skrutnutog agara (engl. Spread plate). Metoda je provedena tako da se po
0,1 mL uzorka razmazalo po povr§ini MRS 1 TSA agara. Na MRS agar se uzorak nanosi kako
bi se odredio broj bakterija, a TSA agar sluzi kao potvrda da je Bacillus coagulans ustinu
prisutna s obzirom na to da na MRS agaru formira nespecificne kolonije. Zatim je slijedila

inkubacija na temperaturi od 30 °C u trajanju od 3 do 5 dana i brojanje kolonija.

3.3. OBRADA REZULTATA

Rezultati mjerenja izlaznih parametara (vrijednost °Brix-a, pH vrijednost, elektricna
vodljivost, koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracija pigmenata
likopena, B-karotena, klorofila a 1 » 1 mikrobioloSka ispravnost) u tretiranim 1 netretiranim
uzorcima soka 1 sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline su obradeni pomocu

Microsoft Excel 365 programa.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu je ispitivan utjecaj tretmana i vremena skladiStenja na fizikalne (vrijednost
°Brix-a, pH vrijednost, elektri¢na vodljivost) i kemijske parametre (koncentraciju ukupnih
fenola, antioksidacijsku aktivnost, koncentraciju pigmenata likopena, B-karotena, klorofila a i
b) te na mikrobiolosku ispravnost i stabilnost (Escherichia coli, acrobne mefozilne bakterije,

plijesni 1 Bacilus coagulans) uzoraka soka i sosa od rajCice s dodatkom praha komine masline.

U ovom istrazivanju, ultrazvuk visokog intenziteta odabran je kao alternativan tretman
toplinskim tretmanima jer je dokazano da, bilo da se koristi sam ili u kombinaciji s drugim
metodama, pozitivno utjeCe na kvalitetu hrane. Ubraja se u odrzive tehnologije te se moze
koristiti za inaktivaciju mikroorganizama i enzima bez utjecaja na kvalitetu hrane (Chavan i
sur., 2022). Tijekom provodenja istrazivanja maksimalna postignuta temperatura u uzorcima je
iznosila 60 °C, a tretiranje je provedeno pri amplitudi od 100 %. Utjecaj tretmana ultrazvukom
visokog intenziteta na fizikalne i kemijske parametre, te mikrobiolosku ispravnost i stabilnost
uzoraka je usporeden s primjenom hot break tretmana i toplinskog tretmana pri 60 °C. Uz
navedeno, proucavan je i utjecaj vremena skladiStenja na uzorke soka i sosa od rajcice s

dodatkom praha komine masline.

Ispitivanje mikrobioloske ispravnosti uzoraka je provedeno od strane Centra za kontrolu
namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta prema standardnim ISO metodama koje su

navedene u Tablici 3.

4.1. UTJECAJ PROVEDENIH TRETMANA I VREMENA SKLADISTENJA NA
FIZIKALNE PARAMETRE

4.1.1. Utjecaj provedenih tretmana na rezultate fizikalnih parametara uzoraka soka od rajc¢ice s
dodatkom praha komine masline

U Tablici 6. su prikazani rezultati mjerenja fizikalnih parametara za uzorke soka od
raj¢ice s dodatkom praha komine masline nakon provedbe tretmana. Prikazani rezultati su

mjereni nulti dan 1 sedmi dan skladiStenja.
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praha komine masline nakon 0. i 7.dana skladiStenja

Tablica 6. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara u uzorcima soka od raj¢ice s dodatkom

o H G
Uzorci oo i i Sichn)
Vrijeme skladiStenja

0.dan 7.dan 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan
CJOP 4,0 57 4,154 4,128 5,210 4,843
UJOP 2,7 8,5 4,051 4,089 4,995 4,834
HBJOP 4,0 5,6 4,176 4,111 5,694 5,266
TJOP 3,4 8,7 4,116 4,130 5,145 4,983

CJOP-netretirani uzorak soka od rajc¢ice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od rajcice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom; G-elektri¢na vodljivost

U odnosu na kontrolni uzorak, vrijednost °Brix-a uzorka 0.dana ostala je
nepromijenjena nakon provedbe kot break tretmana §to odgovara istrazivanju Kaur i sur. (2007)
koji su istrazivali utjecaj razli¢itih tretmana na raj¢icu te su prijavili da nije doslo do znacajne
promjene vrijednosti °Brix-a nakon provedbe Kot break tretmana (90 °C, 2 minute). Medutim,
nakon tretiranja toplinskim tretmanom i ultrazvukom visokog intenziteta je doslo do smanjenja
pH vrijednosti §to je suprotno istrazivanju Oladunjoye i sur. (2021) koji nisu zabiljezili znacajne
promjene pH vrijednosti nakon toplinskog tretmana (90 °C, 10 minuta) u pasteriziranom soku
od mombinske §ljive. Nakon 7 dana skladiStenja, vrijednost °Brix-a tretiranih 1 netretiranih
uzoraka se povecava S§to odgovara istrazivanju Lagnika i sur. (2017) koji su zapazili da u
toplinski tretiranim (65 °C, 15 min) uzorcima soka od ananasa nakon 15 dana skladisStenja pri
sobnoj temperaturi dolazi do povecanja vrijednosti °Brix-a. Razlog povecanja vrijednosti

°Brix-a s vremenom skladiStenja moze biti konverzija netopljivih tvari stanicne membrane u

topljive tvari ili konverzija organskih kiselina u Se¢ere (Ruiz-Nieto i sur., 1997).

Doslo je do smanjenja pH vrijednosti u uzorcima tretiranima ultrazvukom visokog
intenziteta nultog i sedmog dana skladistenja. Sli¢ne rezultate su zabiljezili Nadeem i sur.
(2018) u uzorcima mjeSavine soka od mrkve i grozda nakon provedbe tretmana ultrazvukom
pri amplitudi 70 % u trajanju od 5 minuta. pH vrijednost nakon provedbe hot break tretmana
ostala je gotovo nepromijenjena u odnosu na kontrolni uzorak, a takoder vrijeme skladiStenja
nije utjecalo na njenu vrijednost. Kaur i sur. (2007) su istrazivali utjecaj razliCitih tretmana na
raj¢icu te su prijavili da nije doSlo do znacajne promjene pH vrijednosti nakon provedbe Aot

break tretmana pri 90 °C u trajanju od 2 minute. Nakon toplinskog tretmana doslo je do
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smanjenja pH vrijednosti , a nakon 7 dana skladiStenja pri temperaturi od 4 °C, doslo je do
neznacajnog povecanja pH vrijednosti §to odgovara istrazivanju Oladunjoye i sur. (2021) koji
nisu zabiljezili znacajne promjene pH vrijednosti nakon toplinskog tretmana u pasteriziranom

soku od mombinske $ljive tretiranom na 90 °C u trajanju od 10 minuta.

Primjetno povecanje elektricne vodljivosti nakon tretiranja uzoraka soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline zabiljezeno je samo kod uzorka tretiranog hot break
tretmanom, dok se kod UJOP i TJOP uzoraka primjeéuje znacajan pad. Kumar i sur. (2018) su
istrazivali utjecaj temperature na sok od grozda te su primijetili da s porastom temperature
tretmana, raste i vrijednost elektri¢ne vodljivosti. Razlog tome moze biti povecanje ionske
pokretljivosti kao posljedica strukturnih promjena u tkivu poput razgradnje stani¢ne stjenke i
smanjenja viskoznosti. Nakon 7 dana skladiStenja pri temperaturi od 4 °C, dolazi do opadanja
vrijednosti elektri¢ne vodljivosti kod netretiranog 1 tretiranih uzoraka soka od raj¢ice, a razlog
tome bi mogla biti niska temperatura koja smanjuje ionsku pokretljivost te time smanjuje 1
vrijednost elektricne vodljivosti (Kumar 1 sur.,, 2018). Dobivene rezultate potvrduje i
istraZivanje koje su proveli Aadil 1 sur. (2014) na ultrazvukom (amplituda od 70%, 30 minuta)
tretiranom soku od grejpa prilikom ¢ega su uocili da je tijekom skladiStenja u trajanju od 7 dana
pri temperaturi od 4+1 °C doSlo do pada vrijednosti elektri¢ne vodljivosti, a tu pojavu su

objasnili gubitkom nutrijenata koji su odgovorni za elektri¢nu vodljivost.

4.1.2. Utjecaj provedenih tretmana na rezultate fizikalnih parametara uzoraka sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline

U Tablici 7. su prikazani rezultati mjerenja fizikalnih parametara za uzorke sosa od
rajéice s dodatkom praha komine masline nakon provedbe tretmana. Prikazani rezultati su

mjereni nulti dan i sedmi dan skladiStenja.

Tablica 7. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara u uzorcima sosa od raj¢ice s dodatkom

praha komine masline nakon 0. i 7.dana skladiStenja

oRyi G
Uzorci oo i (=)
Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan 0.dan 7.dan 0.dan 7.dan
CSOP 14,1 14,8 4,009 3,991 22,520 4,400
USOP 12,0 15,1 3,898 3,981 4,431 4,353

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajcice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s

dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; G-elektricna vodljivost
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Tablica 7. Rezultati mjerenja fizikalnih parametara u uzorcima sosa od rajcice s dodatkom

praha komine masline nakon 0. i 7.dana skladiStenja - nastavak

HBSOP 16,0 18,9 4,016 3,979 4,630 4,518
TSOP 12,6 15,3 4,040 3,979 4,745 4,392

HBSOP-uzorak sosa od rajcice s dodatkom praha komine masline tretiran Aot break tretmanom; TSOP-uzorak

sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline tretiran toplinskim tretmanom

Primjetno povecanje vrijednost °Brix-a primijeceno je samo nakon provedbe hot break
tretmana (16,0), dok se kod uzoraka tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta i toplinskim
tretmanom primjec¢uje znacajan pad vrijednosti °Brix-a. Hassen i sur. (2019) su takoder dobili
povecane vrijednosti °Brix-a nakon provedbe /ot break tretmana (90 °C, 7 minuta) na uzorcima
polukoncentrirane paste od rajcice. Smanjenje vrijednosti °Brix-a nakon tretmana ultrazvukom
moze se pripisati moguc¢em padu u razgradnji organskih kiselina 1 sadrzaja stani¢ne stijenke kao
rezultat smanjenog metabolizma voca i inaktivacije enzima (Kalsi i sur., 2022). Takoder, razlog
smanjenja moze biti 1 odvijanje kemijskih reakcija kao $to su oksidacija, hidroliza 1 Maillard-
ove reakcije koje dovode do degradacije Secera (Silva i sur., 2020). Nakon 7 dana skladiStenja,
vidljivo je povecanje vrijednosti °Brix-a u svim netretiranim 1 tretiranim uzorcima sosa od
raj¢ice s dodatkom praha komine masline. Dobivene rezultate potvrduje istrazivanje Aadil 1 sur.
(2014) koje pratilo utjecaj vremena skladiStenja na ultrazvukom (amplituda od 70%, 30 minuta)
tretiranom soku od grejpa. Kao §to je ranije spomenuto, povecanje vrijednosti °Brix-a s
vremenom skladiStenja, moZe se objasniti konverzijom organskih kiselina u Secere ili
konverzijom netopljivih tvari stani¢éne membrane u topive tvari (Ruiz-Nieto i sur., 1997). Nakon
7 dana skladiStenja, u svim netretiranim 1 tretiranim uzorcima sosa od rajéice je doslo do
povecanja vrijednosti °Brix-a. Lagnika i sur. (2017) su istrazivali utjecaj vremena skladiStenja
(26 °C) na sok od ananasa tretiran s ultrazvukom (500 W, 15 minuta) ili toplinskim tretmanom
(65 °C 1 85 °C, 15 minuta) pri ¢emu su zakljucili da s vremenom skladiStenja dolazi do
povecanja vrijednosti “Brix-a. Do istog zakljucka su dosli Aaby i sur. (2018) koji su pratili
utjecaj primjene hot break tretmana (85 °C, 3 minute) i vremena skladiStenja na sok 1 kaSu od
jagode. Nakon 14 dana skladistenja kase od jagode, doslo je do manjeg povecanja °Brix-a
vrijednosti. Kao S§to je ranije spomenuto, povecanje vrijednosti °Brix-a moze se objasniti
konverzijom organskih kiselina u Secere ili konverzijom netopljivih tvari stanicne membrane u

topive tvari (Ruiz-Nieto 1 sur., 1997).

Iz podataka je vidljivo da je najniza pH vrijednost dobivena u uzorku tretiranom

ultrazvukom visokog intenziteta (3,898), a sli¢ne rezultate zabiljezili su Jambrak i sur. (2007)
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koji su pad pH vrijednosti objasnili pojavom kavitacije prilikom tretmana ultrazvukom.
Kavitacija je stvaranje mjehuri¢a u tekucini koji se mogu eksplozivno urusiti i time stvoriti
lokalizirani pritisak ¢ime uzrokuju ispiranje stani¢nih tvari. Zabiljezen je neznacajan porast pH
vrijednosti u HBSOP i TSOP uzorcima. Izmjerena pH vrijednost ultrazvukom visokog
intenziteta tretiranog uzorka nakon 7 dana skladiStenja pri temperaturi od 4 °C je ostala gotovo
nepromijenjena u odnosu na pripadaju¢e kontrolne uzorke, $to ne odgovara rezultatima
istrazivanja Saeeduddin i sur. (2017) ultrazvukom (amplituda od 70 %, 10 minuta) tretiranog
soka od kruske i Cruz-Cansino i sur. (2016) na ultrazvukom (90 %, 5 minuta) tretiranom soku
od indijske smokve koji su primijetili smanjenje pH vrijednosti s viemenom skladiStenja. Kod
USOP i HBSOP uzoraka primijecen je znacajni pad pH vrijednosti nakon skladiStenja u trajanju
od 7 dana. Hassen 1 sur. (2019) su takoder zabiljezili smanjenje pH vrijednosti u uzorku paste
od raj¢ice nakon provedbe hot break tretmana na temperaturi od 90 °C i trajanju od 7 minuta.
Takoder, Sattar 1 sur. (2020) su istrazivali utjecaj toplinskog tretmana (90 °C, 10 min) na sok
od breskve te su zakljuCili da toplinski tretman povecava pH vrijednost uzoraka, dok
skladiStenje uzrokuje blago smanjenje pH vrijednosti u kontrolnim uzorcima i toplinski

tretiranim uzorcima.

Elektri¢na vodljivost uzoraka sosa od rajéice s dodatkom praha komine masline znatno
opada nakon provedbe tretmana i s vremenom skladiStenja. Dobiveni rezultati odgovaraju
rezultatima istrazivanja Khandpur i Gogate (2016) o utjecaj ultrazvuka (100 W, 15 minuta) na
povrtne 1 voéne sokove gdje su zapazili znacajno smanjenje vrijednosti elektri¢ne vodljivosti
nakon tretmana i skladiStenja uzoraka. ZakljucCili su da smanjenje elektricne vodljivosti
netretiranih uzoraka moze biti povezano s povecanjem kiselost uzorka kao rezultat
mikrobioloSkog kvarenja. Medutim, rezultati dobiveni u istrazivanju ne odgovaraju rezultatima
Debbarma i sur. (2021) na soku od mrkve koji su zakljucili da s elektri¢na vodljivost linearno

raste s porastom temperature.

4.2. UTJECAJ PROVEDENIH TRETMANA I VREMENA SKLADISTENJA NA
KEMIJSKE PARAMETRE
4.2.1. Promjene kemijskih parametara soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline
4.2.1.1. Promjene koncentracije ukupnih fenola soka od rajcice s dodatkom praha komine
masline

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnih fenola uzoraka soka od raj¢ice s dodatkom

praha komine od masline prikazani su u Tablici 8. Koncentracija ukupnih fenola izmjerena je u
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kontrolom uzorku i u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim

tretmanom i hot break tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja pri +4 °C.

Tablica 8. Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih fenola u uzorcima soka od rajcice s

dodatkom praha komine masline nakon 0. 1 7. dana skladiStenja

Ukupni fenoli
. (mg EKG/mL)
AL Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan

CJOP 0,065 + 0,003 0,069 + 0,006
UJOP 0,072 £ 0,005 0,070 + 0,004
HBJOP 0,065 + 0,002 0,073 £ 0,002
TJOP 0,063 + 0,004 0,070 + 0,004

CJOP-netretirani uzorak soka od rajéice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran hot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od rajéice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom; EGK- ekvivalent galne kiseline

Koncentracija ukupnih fenola ultrazvukom visokog intenziteta tretiranih uzoraka soka
rajcice s dodatkom praha komine masline minimalno se promijenila u odnosu na pripadajuci
kontroli uzorak kao §to je vidljivo u Tablici 8. Yildiz i sur. (2020) u svom istraZivanju utjecaja
ultrazvuka (120 um amplitude, 3 minute) na sok od jagode takoder nisu zabiljezili znacajnu
promjenu ukupnih fenola nakon provedbe tretmana. Pregledom literature, tretman ultrazvukom
visokog intenziteta moze pozitivno (povecavajuci) i negativno (smanjujuci) utjecati na
koncentraciju ukupnih fenola. Tomadoni i sur. (2017) koji su istrazivali utjecaj ultrazvuka (40
kHz, 10 minuta) na sok od jagode, su zabiljezili pove¢anu koncentraciju ukupnih fenola u
odnosu na netretirani uzorak dok Rodriguez-Rico 1 sur. (2022) su u ultrazvukom (75 %
amplituda, 15 minuta) tretiranom soku od dinje zapazili znacajno smanjenje koncentracije
ukupnih fenola. Razlika utjecaja tretmana ultrazvukom na koncentraciju ukupnih fenola moze
se objasniti s time da stabilnost ukupnih fenola ovisi o vrsti voéa, nacinu tretiranja i skladiStenja
(Sattar i sur.,2020). Koncentracija ukupnih fenola ostala je gotovo jednaka nakon provedbe Aot
break tretmana i toplinskog tretmana §to odgovara rezultatima istrazivanja Kaur i sur. (2007)
koji su takoder zabiljezili da, nakon kot break tretmana pri 90 °C u trajanju od 2 minute, ne

dolazi do znacajne promjene koncentracije ukupnih fenola.

Nakon skladiStenja u trajanju od 7 dana, koncentracija ukupnih fenola uzoraka
podvrgnutih toplinskom 1 Aot break tretmanu se minimalno povecala, dok je koncentraciju

ukupnih fenola ultrazvukom tretiranog uzorka ostala gotovo nepromijenjena. Kaur i sur, (2007)
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su primijetili da je kod uzorka podvrgnog hot break tretmanu koncentracija ukupnih fenola
ostala jednaka tijekom skladiStenja u trajanju od 6 mjeseci pri temperaturi od 7-10 °C Sto
odgovara rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju. Nasuprot tome, Adulvitayakorn 1 sur.
(2019) su zapazili blago smanjenje koncentracije ukupnih fenola u uzorcima soka secerne trske
nakon toplinskog tretmana (60 °C, 30 min), a Mtaoua i sur. (2016) su zabiljezili povecanje
koncentracije ukupnih fenola u toplinski tretiranim uzorcima (90 °C, 60 s) soka od datulja
nakon 2 tjedna skladiStenja pri temperaturi od 4 °C. Isti autori su kao moguci razlog povecanja
koncentracije ukupnih fenola naveli biokemijske reakcije koje nastaju kao posljedica prerade i
skladiStenja hrane mogu dovesti do stvaranja novih spojeva, do oslobadanja fenolnih spojeva
iz pektina ili celuloze i/ili djelomi¢ne razgradnje kombiniranih oblika te time dovesti do

povecanja koncentracije ukupnih fenola tijekom skladistenja (Mtaoua i sur., 2016).

4.2.1.2. Promjene antioksidacijske aktivnosti soka od rajcice s dodatkom praha komine masline

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka soka od rajcice s dodatkom
praha komine od masline prikazani su u Tablici 9. Antioksidacijska aktivnost izmjerena je u
kontrolom uzorku i u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim

tretmanom i hot break tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja pri +4 °C.

Tablica 9. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti u uzorcima soka od raj¢ice s dodatkom

praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladistenja

Antioksidacijska aktivnost
. (umol ET/L)
Jzorci Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan

CJOP 182,578 + 8,781 149,735 + 7,299

UJOP 180,082 + 15,696 147,883 £ 10,436
HBJOP 156,176 £ 0,116 48,502 + 4,372

TJOP 168,270 + 5,969 36,586 + 2,140

CJOP-netretirani uzorak soka od rajéice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta, HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran Aot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha
komine masline tretiran toplinskim tretmanom; ET- ekvivalen Troloxa

Prema rezultatima iz Tablice 9., najveca vrijednost antioksidacijske aktivnosti dobivena
je u netretiranom uzorku (182,578 + 8,781 umol ET/L), a mogu¢i razlog tome je $to na njega
nije primijenjen proces zagrijavanja koji uslijed primjene poviSene temperature moZze
uzorkovati gubitak nutritivnih svojstava i antioksidacijske aktivnosti (Vigneshwaran i sur.,

2022). U svim tretiranim uzorcima je primijecen pad antioksidacijske aktivnosti, no najvise kod
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uzorka soka tretiranog hot break tretmanom. Ghafoor i sur. (2019) su istrazivali utjecaj
temperature (60 °C; 80 °C; 90 °C; 110 °C; 130 °C, 60 minuta) na antioksidacijsku aktivnost
Sljive 1 plodova raSeljke prilikom ¢ega su zakljucili da primjena viSe temperature za tretiranje
proizvoda, dovodi do smanjenja vrijednosti antioksidacijske aktivnosti. Takoder, smanjenje
antioksidacijske aktivnosti primijeceno je u uzorcima ultrazvukom tretiranog (40 kHz, 60 °C,
30 minuta) soka od mombinske §ljive (Oladunjoye i sur., 2021) i u uzorcima pulpe rajcice
tretirane cold break tretmanom pri 60-75 °C 1 hot break tretmanom pri 85-95°C (Kelebek i sur.,
2017).

Skladistenje u trajanju od 7 dana je rezultiralo smanjenjem antioksidacijske aktivnosti
u tretiranim 1 netretiranom uzorku soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline. Dobiveni
rezultati su u skladu s istrazivanjem antioksidacijske aktivnosti tijekom skladiStenja
ultrazvukom tretiranog mutnog soka od jabuke (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. ,2019) pri ¢emu su
uzorci bili tretirani amplitudom od 40 % 1 80% u trajanju od 3, 6 1 9 minuta. Mogu¢ razlog
smanjene antioksidativne aktivnosti mogla bi biti jaka tendencija polifenola polimerizaciji.
Kada stupanj polimerizacije dosegne kriticnu vrijednost, pove¢avana molekularna slozenost
smanjuje dostupnost hidroksilnih skupina za DPPH radikale §to dovodi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti (Sattar i sur., 2020). Medutim, u istraZivanju koje su proveli Kaur 1
sur. (2007) zapazeno je da je antioksidacijska aktivnost soka od rajCice ostala stabilna nakon

hot break tretmana (90 °C, 2 minute) i skladiStenja u trajanju od 6 mjeseci pri temperaturi od 7

do 10 °C.

4.2.1.3. Promjene koncentracije biljnih pigmenata soka od rajcice s dodatkom praha komine
masline

Rezultati odredivanja koncentracije biljnih pigmenata uzoraka soka od rajcice s
dodatkom praha komine od masline prikazani su u Tablici 10 1 11. Koncentracije likopena, -
karotena, klorofila a i klorofila b izmjerene su u kontrolom uzorku i u uzorcima tretiranim
ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom 1 /ot break tretmanom na dan pripreme

te nakon 7 dana skladiStenja pri +4 °C.
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Tablica 10. Rezultati mjerenja koncentracije likopena i B-karotena u uzorcima soka od raj¢ice

s dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Likopen B-karoten
. (mg/100 mL) (mg/100 mL)
e Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan 0.dan 7.dan

CJOP 0,059 £ 0,001 | 0,060+ 0,001 | -0,077 +£0,001 | -0,080 + 0,001
UJOP 0,119+ 0,000 | 0,112 +0,000 | -0,227 +0,000 | -0,088 + 0,001
HBJOP 0,058 + 0,000 | 0,059 +0,000 | -0,075+0,001 | -0,079 + 0,000
TJOP 0,066 + 0,000 | 0,056 + 0,000 | -0,071 +0,000 | -0,085+ 0,001

CJOP-netretirani uzorak soka od rajéice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom

Koncentracija likopena u ultrazvukom visokog intenziteta tretiranom uzorku pokazuje
znacajan porast u odnosu na kontrolni uzorak . Porast likopena nakon tretmana ultrazvukom
zabiljezili su Ordofiez-Santos 1 sur. (2017) u soku od ogrozda (42 kHz, 40 minuta) i Zhang i
sur. (2019) u soku od rajcice (amplituda od 50 pm, 20 minuta). Poveéanje koncentracije
karotenoida u ultrazvukom tretiranima uzorcima soka se moZze objasniti mehanickim pucanjem
stani¢ne stijenke, ¢ime je omoguéeno istjecanje karotenoida, i inaktivacijom enzima
lipoksigenaze uzrokovano procesima kavitacije (Ordofiez-Santos i1 sur., 2017). Primjetno
povecanje koncentracije likopena zabiljezeno je i kod toplinski tretiranog uzorka, a sli¢an
utjecaj toplinskog tretmana na koncentraciju likopena je opazen tijekom analize toplinski (100
°C, 5 minuta) obradenog soka od raj¢ice kojem je izmjerena znacajno veca koncentracija
likopena u odnosnu na netretiranu raj¢icu (Miljkovi¢ 1 sur., 2022). Petruzzi 1 sur. (2017) su
objavili pregledni rad na temu utjecaja toplinskih tretmana na parametre voca i povréa te su
zapazili da dolazi do povecanja koncentracije likopena u uzorcima fermentiranog soka od
rajcice koji je toplinski tretiran pri temperaturi od 100 °C u trajanju od 5 do 120 minuta.
Nasuprot tome, koncentracija likopena u uzorcima soka od raj¢ice s dodatkom praha komine
masline je ostala gotovo ne promijenjena nakon provedbe hot break tretmana. Dobiveni
rezultati se razlikuju od Makroo i sur. (2017) koji su zabiljezili porast koncentracije likopena u
uzorcima soka od rajCice na kojima je proveden hot break tretman na temperaturi od 90 °C i u
trajanju od 5 minuta. Nakon skladiStenja u trajanju od 7 dana, koncentracija likopena
netretiranog i hot break tretmanom tretiranog uzorka je ostala gotovo nepromijenjena, a kod

preostalih tretiranih uzoraka (TJOP i1 UJOP), uoceno je smanjenje koncentracije likopena.
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Razlog tome moze biti degradacija likopena uzrokovana aktivno$¢u enzima, svjetloS¢u ili

kisikom (Lepaus i sur., 2023).

Izmjerene koncentracije p-karotena negativne su za tretirane i netretirane uzorke te
upucuju na ogranic¢enja predlozenih setova jednadzbi za izracun koncentracije proucavanih
biljnih pigmenata. BraniSa i sur. (2014) u svom istrazivanju nisu detektirali prisutnost [3-
karotena u uzorcima jagode, marelice 1 masline tretiranima ultrazvukom u trajanju od 3 minute.
Kao uzrok dobivene negativne vrijednosti koncentracije B-karotena naveli su preklapanje
valnih duljina karotenoida s valnim duljinama klorofila u uzorcima koji sadrze sli¢ne

koncentracije klorofila i karotenoida.

Tablica 11. Rezultati mjerenja koncentracije klorofila a i klorofila » u uzorcima soka od rajcice

s dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Klorofil a Klorofil b
. (mg/100 mL) (mg/100 mL)
e Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan 0.dan 7.dan

CJOP 0,013+ 0,000 | 0,013 +0,001 | 0,098 + 0,002 | 0,102 + 0,002
UJOP 0,010+ 0,000 | 0,012 +0,000 | 0,177 +£0,001 | 0,112 £ 0,001
HBJOP 0,013+ 0,000 | 0,013 +0,000 | 0,088 + 0,001 | 0,099 + 0,000
TJOP 0,013+ 0,000 | 0,012 + 0,000 | 0,090 + 0,001 | 0,103 £ 0,001

CJOP-netretirani uzorak soa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran Aot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom

Koncentracija klorofila @ ostala je nepromijenjena kod uzoraka tretiranih toplinskim
tretmanom 1 hot break tretmanom, dok je primije¢en slab pad nakon provedbe tretmana
ultrazvukom visokog intenziteta. Smanjenje koncentracije klorofila a neodgovara rezultatima
istrazivanja koje su proveli Manzoor 1 sur. (2021) na ultrazvukom (30 kHz, 60 °C, 20 min)
tretiranom uzorku soka od Spinata. SkladiStenje u trajanju od 7 dana nije rezultiralo nikakvim

znacajnim promjenama koncentracije klorofila a u tretiranim i netretiranim uzorcima.

U ultrazvukom visokog intenziteta tretiranom uzorku primijecen je rast koncentracije
klorofila » (80,6 %) Sto je u skladu s rezultatima istrazivanja Manzoor 1 sur. (2021) na
ultrazvukom (30 kHz, 600 W, 60 °C, 20 min) tretiranom soku od $pinata gdje je postotak
uvecanja koncentracije klorofila b 1znosi 25,0 %. Autori istog istrazivanja kao razlog povecanju
koncentracije klorofila b primjenom ultrazvuka navode ultrazvu¢no potaknutu hidrataciju,

bubrenje te proSirenje pora na stani¢noj stijenci ¢ime se poboljSava ekstrakcija tvari pa tako 1
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klorofila . Koncentracija klorofila b nakon toplinskog i /ot break tretmana ostala je gotovo
ne promijenjena. Usporedbom rezultata dobivenih nultog i sedmog dana skladiStenja pri 4 °C,
primijecen je razliciti utjecaj skladiStenja na koncentraciju klorofila . Kod uzorka tretiranog
ultrazvukom visokog intenziteta doSlo je do smanjenja koncentracije klorofila b, a kod
netretiranog uzorka 1 ostalih tretiranih uzoraka, doslo je do njenog povecanja. Grace 1 sur.
(2022) su kao razlog smanjenja koncentracije skladiStenja naveli njegovu kemijsku nestabilnost

1 time osjetljivost na oksidaciju.

4.2.2. Promjene kemijskih parametara sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline

4.2.2.1. Promjene koncentracije ukupnih fenola sosa od rajcice s dodatkom praha komine
masline

Rezultati odredivanja koncentracije ukupnih fenola uzoraka sosa od rajcice s dodatkom
praha komine od masline prikazani su u Tablici 12. Koncentracija ukupnih fenola izmjerena je
u kontrolom uzorku i u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim

tretmanom 1 kot break tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja pri +4 °C.

Tablica 12. Rezultati mjerenja koncentracije ukupnih fenola u uzorcima sosa od rajcice s

dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Ukupni fenoli
. (mg EKG/mL)
Jzore Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan

CSOP 0,058 + 0,000 0,069 + 0,000
USOP 0,058 + 0,003 0,070 £ 0,001
HBSOP 0,067 0,030 0,076 + 0,008
TSOP 0,060 + 0,002 0,065 + 0,000

CSOP-netretirani uzorak sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran hot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od rajéice s dodatkom praha
komine masline tretiran toplinskim tretmanom; EKG- ekvivalent galne kiseline

Koncentracija ukupnih fenola karakterizira blagi rast (15,5 %) vrijednosti za uzorak
tretiranim hot break tretmanom u odnosu na kontrolni uzorak §to je u skladu s rezultatima
istrazivanja Gao 1 sur. (2021) koji su zakljucili da porastom temperature tretmana dolazi do
njihovog pojacanog oslobadanja. Kao 1 u tretiranim uzorcima soka od raj¢ice, koncentracija
ukupnih fenola u toplinski 1 ultrazvukom tretiranim uzorcima sosa od rajcice s dodatkom praha
komine masline nije se znafajno promijenila u odnosu na pripadajuci kontrolni uzorak.

Dobiveni podaci odgovaraju istrazivanju koje su proveli Yildiz i sur. (2020) o utjecaju
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ultrazvuka (120 um amplitude, 3 minute) na sok od jagode koji takoder nisu zabiljeZili znacajnu

promjenu ukupnih fenola nakon provedbe tretmana.

Nadalje, tretirani i netretirani uzorci pokazuju porast koncentracije ukupnih fenola
nakon skladiStenja u trajanju od 7 dana $to odgovara rezultatima istrazivanja Mtaoua i sur.
(2016) su zabiljezili povecanje koncentracije ukupnih fenola u toplinski tretiranim uzorcima
(90 °C, 60 s) soka od datulja nakon 2 tjedna skladistenja pri temperaturi od 4 °C. Biokemijske
reakcije koje nastaju kao posljedica prerade i skladiStenja hrane mogu dovesti do stvaranja
novih spojeva, do oslobadanja fenolnih spojeva iz pektina ili celuloze i/ili djelomic¢ne
razgradnje kombiniranih oblika te time dovesti do povecanja koncentracije ukupnih fenola
tijekom skladiStenja (Mtaoua i sur., 2016). Castro-Lopez i sur. (2016) su istrazivali utjecaj
vremena skladiStenja na sok od nara prilikom ¢ega je zabiljezeno povecanje koncentracije
ukupnih fenola u uzorcima koji su skladisteni najmanje 12 dana pri 8-11 °C, a kao uzrok ovog
porasta naveli su reakcije oksidiranih polifenola, nastajanje novih spojeva koji imaju
antioksidacijsku sposobnost zbog koje imaju mogucénost reagiranja s Folin-Ciocalteu

reagensom te rast mikroorganizama.

4.2.2.2. Promjene antioksidacijske aktivnosti sosa od rajcice s dodatkom praha komine masline

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka sosa od raj¢ice s dodatkom
praha komine od masline prikazani su u Tablici 13. Vrijednost antioksidacijske aktivnosti
izmjerena je u kontrolom uzorku i u uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta,
toplinskim tretmanom i hot break tretmanom na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja pri

+4 °C.

Tablica 13. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti u uzorcima sosa od rajcice s

dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Antioksidacijska aktivnost
. (umol ET/L)
S Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan

CSOP 144,770 £ 6,790 117,866 + 1,945
USOP 135,987 £ 5,439 127,241 £ 4,070
HBSOP 140,632 £ 0,593 139,040 + 2,651
TSOP 80,030 £+ 0,020 117,782 £ 7,738

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajc¢ice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran Aot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom; ET-ekvivalen Troloxa
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U svim tretiranim uzorcima sosa od rajéice s dodatkom praha komine masline
primijecen je pad antioksidacijske aktivnosti. Oladunjoye i sur. (2021) su potvrdili smanjenje
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti na uzorcima od mombinske §ljive koje su tretirane
ultrazvukom pri 60 °C. Navedena pojava se moze objasniti antagonistickim efektom
antioksidanasa (Castro-Lopez i sur., 2016). Takoder, Koh 1 sur. (2011) su zabiljezili pad
antioksidacijske aktivnosti u uzorcima paste od raj¢ice nakon provedbe hot break tretmana pri

temperaturi od 93 °C u trajanju od 5 do 10 minuta.

Nakon skladistenja uzoraka u trajanju od 7 dana, jedino kod toplinski tretiranog uzorka
sosa od rajcice s dodatkom praha komine masline je doSlo do porasta vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti $to ne odgovara rezultatima istrazivanja koje su proveli Sattar i sur.
(2020). Prilikom istrazivanja utjecaja toplinskog tretmana (90 °C, 10 min) na sok od breskve
primijeceno je da nakon tretiranja dolazi do smanjena vrijednosti antioksidacijske aktivnosti te
da tijekom skladiStena u trajanju od 10 dana, vrijednost antioksidacijske aktivnosti se smanjuje
u tretiranom 1 netretiranom uzorku. Smanjenje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti nakon
provedbe tretmana ultrazvukom visokog intenziteta je u skladu s istrazivanjem antioksidacijske
aktivnosti tijekom skladiStenja ultrazvukom tretiranog mutnog soka od jabuke (Bursaé
Kovacdevi¢ i sur. ,2019) pri ¢emu su uzorci bili tretirani amplitudom od 40 % 1 80% u trajanju
od 3, 6 1 9 minuta. Kao $to je ranije navedeno, smanjenje antioksidacijske aktivnosti se moze

objasniti jakom tendencijom polifenola prema polimerizaciji.

4.2.2.3. Promjene koncentracije biljnih pigmenata sosa od rajcice s dodatkom praha komine
masline

Rezultati odredivanja koncentracije biljnih pigmenata uzoraka sosa od rajCice s
dodatkom praha komine od masline prikazani su u Tablici 14 i 15. Koncentracije likopena, [3-
karotena, klorofila a 1 klorofila » izmjerene su u kontrolom uzorku 1 u uzorcima tretiranim
ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskim tretmanom 1 sot break tretmanom na dan pripreme

te nakon 7 dana skladiStenja pri +4 °C.
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Tablica 14. Rezultati mjerenja koncentracije likopena i f-karotena u uzorcima sosa od raj€ice

s dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Likopen B-karoten
. (mg/100 mL) (mg/100 mL)
SIS Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan 0.dan 7.dan

CSOP 0,037 £ 0,000 | 0,023 +0,000 | -0,116 + 0,000 | -0,081 + 0,000
USOP 0,029 £ 0,000 | 0,032 +0,000 | -0,116 +£ 0,000 | -0,075 £ 0,001
HBSOP 0,044 £ 0,000 | 0,024 + 0,000 | 0,066 + 0,000 | -0,070 0,000
TSOP 0,041 £ 0,000 | 0,036 +0,000 | -0,116 + 0,000 | -0,074 £ 0,001

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajc¢ice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od rajéice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom

Najveca koncentracija likopena kod uzoraka sosa od raj¢ice zabiljeZena je nakon
provedbe hot break tretmana prilikom cega je doSlo do njenog porasta od 18,9 %. Dobiveni
rezultati se podudaraju s rezultatima istraZivanja koje su proveli Hassen i sur. (2019) na
uzorcima paste od rajCice tretiranima hot break tretmanom (90 °C, 7 minuta). Isti autori su
zakljucili da koncentracija likopena raste s pove¢anjem temperature jer temperatura olakSava
ispustanje likopena iz matrice stanice rajéice. Takoder je primije¢en porast koncentracije
likopena u toplinski tretiranom uzorku sosa od rajcice (10,8 %) Sto odgovara rezultatima
istrazivanja koje su proveli Rivero i sur. (2022) na toplinski tretiranom (90-100 °C, 15 minuta)
sosu od rajice. Povecanje koncentracije likopena se moze objasniti efektom zagrijavanja i
homogenizacije koji rezultira koncentriranjem uzoraka, a samim time i likopena. Toplinskom
obradom hrane se razara stanicna membrana uzoraka Sto rezultira slabljenjem veznih sila
izmedu likopena 1 matrice tkiva ¢ine¢i likopen dostupnijim (Rivero i sur., 2022). U uzroku
tretiranom ultrazvukom visokog intenziteta doslo je do smanjenja koncentracije likopena §to
moze biti posljedica pojacanog otpuStanja enzima poput lipoksigenaze kao posljedica
poremecaja stijenke stanice zbog djelovanja ultrazvuka. Dokazano je da je ultrazvucna
degradacija stani¢nog tkiva izuzetno brza te da se dogada unutar prvih 30 sekundi djelovanja
tretmana, a znatno ovisi o intenzitetu/snazi i vremenu izlaganja uzorak ultrazvuku (Amiri-Rigi,
Abasi 1 Scanlon, 2016). Smanjenje koncentracije likopena je zabiljeZeno i u istrazivanju
Oliveira 1 sur. (2015) u ultrazvukom (1000-3000 W/L, 60 °C) tretiranom uzorku pireu od
raj¢ice. Glavni razlozi smanjenja koncentracije likopena nakon provedbe termosonifikacije su

stres biljke zbog kojeg dolazi do nastanka visokih koncentracija vodikovog peroksida koji se
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neutralizira likopenom, oksidacija likopena askorbinskom kiselinom i reakcije likopena s

nusproduktima nastalim djelovanjem peroksidaze.

Nakon sedmodnevnog skladiStenja uzoraka sosa, primijeéen je pad koncentracije
likopena u uzorcima nakon provedbe toplinskog i kot break tretmana. Tarazona-Diaz i sur.
(2017) su istrazivali utjecaj toplinskog tretmana na uzorcima soka od lubenice te su primijetili
da s vremenom skladiStenja koncentracija likopena se smanjuje u toplinski tretiranim (80 °C,
40 sekundi) 1 netretiranim uzorcima. Medutim, u istrazivanju Koh i sur. (2011) zapaZeno je da
je doslo do povecanja koncentracije likopena tijekom skladistenja na sobnoj temperaturi u tami
tijekom 3 mjeseca na uzorcima paste od raj€ice tretiranima hot break (93 °C, 5-10 minuta)
tretmanom. U uzorcima sosa od rajCice tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta je doSlo do
povecanja koncentracije likopena §to odgovara istrazivanju Martinez-Hernandez 1 sur. (2015)
koji su primijetili da proizvodi od rajCice tretirani netermalnim postupcima pokazuju veéu

stabilnost likopena tijekom skladiStenja na temperaturi od 4 °C.

Kao i kod uzoraka soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline, sve vrijednosti
koncentracije B-karotena u uzorcima netretiranog i tretiranog funkcionalnog sosa su negativne,
a objasnjenje dobivenih rezultata navedeno je u potpoglavlju 4.2.1.3. Dakle, dobivene
vrijednosti posljedica su interferencije B-karotena s drugim spojevima koji apsorbiraju svijetlost
na istoj valnoj duljini §to dovodi do nedostataka koriStenja seta jednadzbi za izracun

usporedivih koli¢ina biljnih pigmenata u uzorcima funkcionalnog sosa na bazi rajcice.

Tablica 15. Rezultati mjerenja koncentracije klorofila a i klorofila » u uzorcima sosa od raj¢ice

s dodatkom praha komine masline nakon 0. i 7. dana skladiStenja

Klorofil a Klorofil b
. (mg/100 mL) (mg/100 mL)
SHATE Vrijeme skladiStenja
0.dan 7.dan 0.dan 7.dan
CSOP 0,010 £ 0,000 | 0,010+ 0,000 | 0,138 + 0,000 | 0,086 + 0,000
USOP 0,010 + 0,000 | 0,011 + 0,000 | 0,148 + 0,000 | 0,088 + 0,001
HBSOP 0,016 £ 0,000 | 0,012 + 0,000 | 0,084 + 0,000 | 0,088 + 0,001
TSOP 0,010 £ 0,000 | 0,011 +0,000 | 0,140 + 0,000 | 0,088 + 0,001

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajc¢ice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajéice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta, HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od rajéice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom
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Koncentracija klorofila @ kod uzoraka sosa tretiranih toplinskim tretmanom i
ultrazvukom visokog intenziteta je ostala gotovo nepromijenjena u odnosu na kontrolni uzorak
pri ¢emu je koncentracija klorofila b ve¢a. U odnosu na kontrolni uzorak, jedino je nakon
provedbe hot break tretmana primijeCen porast koncentracije klorofila a §to je u skladu s
istrazivanjem Tomas 1 sur. (2019) u kojem je zapazeno da poviSena temperatura i dodatak
maslinovog ulja u sos od raj¢ice pozitivno utjece na koncentraciju navedenog pigmenta. Nakon
skladiStenja u trajanju od 7 dana na temperaturi od 4 °C, koncentracija klorofila a u tretiranim

1 netretiranim uzorcima sosa od raj¢ice ostaje gotovo nepromijenjena.

Nakon provedbe toplinskog tretmana i tretmana ultrazvukom visokog intenziteta na
uzorcima sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline, primijeeno je povecanje
koncentracije klorofila b u odnosu na kontrolni uzorak. Smanjenje koncentracije klorofila b
opazeno je nakon provedbe hot break tretmana i to za 60,9 %. Dugotrajno izlaganje klorofila
poviSenoj temperaturi rezultira njihovim pretvaranjem u feofitin, maslinasto-smedi spoj koji se
raspada na pirofeofitin u procesu dekarboksilacije ili na feoforbide spojeve koji se mogu
raspasti na bezbojne molekule te utjecati na boju proizvoda (Juri¢ i sur., 2020). Prilikom
provodenja hot break tretmana, koriStena je najvisa temperatura i najduze vrijeme tretiranja te
je to mogu¢i razlog padu koncentracije klorofila . Nakon skladiStenja u trajanju od 7 dana,
koncentracija klorofila » u uzorcima sosa od raj¢ice tretiranima ultrazvukom visokog intenziteta
i toplinskog tretmana znacajno se smanjuje. Dobiveni rezultati mogu se obrazloziti kemijskom
nestabilnoscu klorofila koji se lako raspada djelovanjem kisika, enzima, topline 1 kiselina (Juri¢
i sur.,, 2020). Nasuprot tome, nakon sedmodnevnog skladiStenja uzorka sosa od rajcice

tretiranog hot break tretmanom ne dolazi do znacajne promjene koncentracije klorofila .

4.3. USPOREDBA UTJECAJA PROVEDENIH TRETMANA NA REZULTATE
PARAMETARA

Pregledom rezultata u priloZenim tablicama (Tablica 6., 8., 9., 10. I 11.) moZemo
usporediti utjecaj provedenih tretmana (ultrazvuk visokog intenziteta, hot break tretman i1
toplinski tretman) na ispitivane parametre (°Brix, pH vrijednost, elektricna vodljivost,
koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, f3-karotena,
klorofila a i klorofila b) u uzorcima soka od rajcice u odnosu na kontrolni uzorak pri cemu je

mjerenje provedeno nultog dana.

Vrijednost °Brix-a u kontrolnom (netretiranom) uzorku soka od raj¢ice iznosila je 4,0,

a ista vrijednost je izmjerena nakon provedbe hot break tretmana i1 to je ujedno najveca
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vrijednost. Najmanja vrijednost °Brix izmjerena je kod uzorka tretiranog ultrazvukom visokog

intenziteta te ona iznosi 2,7.

pH vrijednost u kontrolnom uzorku soka od rajcice je iznosila 4,154. Najveci porast pH
vrijednosti utvrden je u uzorku koji je tretiran hot break tretmanom te on iznosi 4,176, dok u
ostalim tretiranim uzorcima je zabiljeZen pad pH vrijednosti pri ¢emu je najniza izmjerena kod
uzorka tretiranog ultrazvukom visokog intenziteta te iznosi 4,051. Vrijednost elektricne
vodljivosti uzorka soka od rajcice prati trend ostalih fizikalnih parametara. U usporedbi s
kontrolnim uzorkom (5,210 mS/cm), porast vrijednosti elektri¢ne vodljivosti izmjereno je u
uzorku koji je tretiran hot break tretmanom (5,694 mS/cm), a najniza vrijednost je izmjerena u

uzorcima tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta (4,995 mS/cm).

Koncentracija ukupnih fenola u kontrolnom uzorku iznosi 0,065 £+ 0,003 mg EKG/mL.
Zabiljezeno je povecanje koncentracije ukupnih fenola kod uzorka tretiranog ultrazvukom
visokog intenziteta (0,072 + 0,005 mg EKG/mL) dok je kod ostalih uzoraka ostala gotovo
nepromijenjena. Antioksidacijsku aktivnost karakterizira pad vrijednosti u svim tretiranim
uzorcima u odnosu na kontrolni uzorak (182,578 + 8,781 pumol ET/L), pri ¢emu je najveéi pad
zabiljezen u uzorku koji je tretiran hot break tretmanom (156,176 + 0,116 umol ET/L), a
najmanje smanjenje u uzorku tretiranom ultrazvukom visokog intenziteta (180,082 + 15,696
umol ET/L). U usporedbi s kontrolnim uzorkom (0,059 + 0,001 mg/100 mL), primijecen je rast
koncentracije likopena u uzorcima tretiranima toplinskim tretmanom i ultrazvukom visokog
intenziteta s tim da je najveca vrijednost zabiljezena nakon tretmana ultrazvukom (0,199 =+
0,000 mg/100 mL) dok je nakon tretmana hot break-a zabiljezen lagani pad koncentracije

likopena (0,058 + 0,000 mg/100 mL).

Vrijednost [3-karotena je negativna za sve tretirane 1 netretirane uzorke s tim da je
najmanja vrijednost dobivena nakon tretmana ultrazvukom (-0,127 £ 0,000 mg/100 mL).
Koncentracija klorofila a je ostala gotovo nepromijenjena u svim uzorcima u odnosu na kontroli
uzorak (0,013 + 0,000 mg/100 mL) s tim da je najmanja vrijednost zabiljeZzena kod uzorka
tretiranog ultrazvukom visokog intenziteta (0,010 + 0,000 mg/100 mL). Koncentracija klorofila
b u svim uzorcima je veca od koncentracije klorofila a s tim da u kontrolnom uzorku iznosi
0,098 £+ 0,002 mg/100 mL. Uzorci tretirani hot break tretmanom i toplinskim tretmanom
pokazali su pad koncentracije klorofila b pri cemu je veci pad za hot break-om tretirani uzorak
(0,088 + 0,001 mg/100 mL). Povecanje koncentracije klorofila b zabiljezeno je za uzorak

tretiran ultrazvukom visokog intenziteta te iznosi 0,177 £ 0,001 mg/100 mL.
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Pregledom rezultata u priloZzenim tablicama (Tablica 7., 12., 13., 14. 1 15.) mozemo
usporediti utjecaj provedenih tretmana (ultrazvuk visokog intenziteta, hot break tretman i
toplinski tretman) na ispitivane parametre (°Brix, pH vrijednost, elektricna vodljivost,
koncentracija ukupnih fenola, antioksidacijska aktivnost, koncentracija likopena, 3-karotena,
klorofila a 1 klorofila b) u uzorcima sosa od raj¢ice u odnosu na kontrolni uzorak pri ¢emu je

mjerenje provedeno nultog dana.

Vrijednost °Brix-a u kontrolnim uzorcima sosa od rajc¢ice iznosila je 14,1. Kod uzoraka
tretiranih toplinskim tretmanom i ultrazvukom visokog intenziteta primijecen je pad vrijednosti
°Brix-a s tim da je najmanja vrijednost izmjerena kod uzorka tretiranog ultrazvukom, a iznosi
12,0. Povecanje vrijednosti °Brix-a u odnosu na kontrolni uzorak je primijeceno kod uzorka

tretiranog hot break tretmanom (16,0).

U kontrolnom uzorku sosa od raj¢ice pH vrijednosti iznosi 4,009. Izmjerena pH
vrijednost tretiranih uzoraka prati jednaki trend kao i izmjerene vrijednosti °Brix-a odnosno
doslo je do smanjenja pH vrijednosti u uzorcima tretiranim toplinskim tretmanom i ultrazvukom
visokog intenziteta pri ¢emu je najmanja vrijednost izmjerena kod uzorka tretiranog
ultrazvukom (3,898). Jedino povecanje pH vrijednosti u odnosu na kontrolni uzorak je
primije¢eno kod uzorka sosa tretiranog hot break tretmanom, a iznosi 4,016. Elektri¢na
vodljivost se znacajno smanjila u svim tretiranim uzorcima u odnosu na kontrolni uzorak
(22,520 mS/cm) s tim da je najveée smanjenje vrijednosti zabiljeZeno kod uzorka tretiranog
toplinskim tretmanom (4,745 mS/cm), a najvece smanjenje kod uzorka tretiranog ultrazvukom

visokog intenziteta (4,431 mS/cm).

Kod svih uzoraka sosa od raj¢ice nakon provede tretmana je doSlo do blagog porasta
vrijednosti koncentracije ukupnih fenola u odnosu na kontrolni uzorak (0,058 + 0,000 mg
EKG/mL) s tim da je najve¢i porast zabiljeZen kod tretmana Aot break-om (0,067 + 0,030 mg
EKG/mL), a najmanje kod tretmanom ultrazvukom visokog intenziteta (0,058 + 0,003 mg
EKG/mL). Kao §to je ranije objaSnjeno, porast koncentracije fenola je moguce objasniti
termic¢kim efektom koji dovodi do pojacanog oslobadanja fenolnih spojeva iz matriksa stanice.
Vrijednost antioksidacijske aktivnosti je smanjena u tretiranim uzorcima u odnosu na kontrolni
uzorak (144,770 £ 6,790 umol ET/L). Najve¢i pad antioksidacijske aktivnosti zabiljezen je kod
uzorka koji je podvrgnut toplinskom tretmanu (80,030 = 0,020 umol ET/L), a najmanji kod
uzorka podvrgnutom Aot break tretmanu (140,632 + 0,593 pmol ET/L).
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U usporedbi s kontrolnim uzorkom sosa od rajcice (0,037 £ 0,000 mg/100 mL),
primijecen je rast koncentracije likopena u uzorcima podvrgnutima toplinskom i hot break
tretmanu s tim da je najveca vrijednost zabiljezena nakon provedbe Kot break tretmana (0,044
+ 0,000 mg/100 mL) dok je nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta zabiljezen pad

koncentracije likopena (0,029 + 0,000 mg/100 mL).

Kao 1 kod uzoraka soka od rajCice, vrijednost (3-karotena je negativna za sve tretirane 1
netretirane uzorke s tim da je najveca vrijednost dobivena nakon tretmana Aot break-om(-0,066
+ 0,000 mg/100 mL). Koncentracija klorofila a u uzorcima sosa od raj¢ice podvrgnutima
tretmanu ultrazvukom visokim intenzitetom i toplinskim tretmanom je ostala gotovo ne
promijenjena u odnosu na kontrolni uzorak (0,010 + 0,000 mg/100 mL), a najveca vrijednost je
dobivena nakon provedbe hot break tretmana (0,016 + 0,000 mg/100 mL). Sto se tide
koncentracije klorofila b, najmanja dobivena vrijednost u odnosu na kontrolni uzorak (0,138 +
0,000 mg/100 mL) je dobivena nakon provedbe hot break tretmana (0,084 + 0,000 mg/100 mL)
dok kod ostalih tretiranih uzoraka je primijeCen porast koncentracije klorofila b s tim da je
najveca vrijednost dobivena u uzroku tretiranom ultrazvukom visokog intenziteta (0,148 +
0,000 mg/100 mL). Koncentracija klorofila b u svim uzorcima je veca od koncentracije

klorofila a.

4.4. REZULTATI MIKROBIOLOSKE ANALIZE

4.4.1. Rezultati mikrobioloSke analize soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline

Rezultati mikrobioloSke analize soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline
nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskog tretmana i1 sot break tretmana, kao
1 netretiranog uzorka, nalaze se u Tablici 16. Netretiranom uzorku i tretiranim uzorcima
odredene su koncentracije bakterija E. coli, Bacillus coagulans, aerobnih mezofilnih bakterija
1 plijesni. Navedene koncentracije odredene su na dan pripreme te nakon 7 dana skladiStenja

pri +4 °C.
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Tablica 16. Rezultati mikrobioloske analize uzoraka soka od raj¢ice s dodatkom praha komine

masline nakon 0. i 7. dana skladistenja

Aerobne

Escherichia X e Bacillus
coli rgleli;)fllpe (T:IEESP') coagulans
akterije g
Uzorak (CFU/g) (CEU/Q) (CFU/g)

Vrijeme skladiStenja

O0.dan | 7.dan | 0.dan | 7.dan | O.dan | 7.dan | O.dan | 7.dan
CJOP <10 <10 <10 |1,010*| <10 |1,4*10%°| <10 <10
UJOP <10 <10 20 <10 <10 10 <10 <10
HBJOP <10 <10 |1,0*10%| <10 <10 <10 <10 <10
TJOP <10 <10 20 <10 <10 20 <10 <10

CJOP-netretirani uzorak soka od rajéice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom; CFU-broj izraslih kolonija (engl. Colony-Forming Unit)

U kontrolnom uzorku soka od rajc¢ice, svi analizirani mikroorganizmi su imali vrijednost
manju od 10 CFU/g iz Cega bi se moglo zakljuciti da uzorci prije tretmana ultrazvukom visokog
intenziteta, hot break tretmana ili toplinskog tretmana nisu bili kontaminirani. U svim tretiranim
uzorcima je doslo do povecanja broja aerobnih mezofilnih bakterija. Starek i sur. (2021) su
istrazivali utjecaj tretmana ultrazvukom na mikroorganizme u svjezem soku od raj€ice te su
zakljucili da u¢inak ultrazvuka ovisi o intenzitetu i trajanju tretmana. Dobro podeSeni parametri
ultrazvuka mogu izazvati ireverzibilno oSte¢enje stanica no u suprotnom moze izazvati kontra
efekt odnosno povecanu metabolicku aktivnost mikroorganizama. Medutim, najveéi broj
aerobnih mezofilnih bakterija (1,0%¥10?> CFU/g) je dobiven nakon tretiranja uzorka soka hot
break tretmanom. Ova pojava bi se mogla objasniti kontaminacijom uzorka bakterijama u
zadnjem koraku provedbe tretmana ili duzom manipulacijom uzorka. Obzirom da je isti uzorak
nakon 7 dana skladiStenja imao vrijednost aecrobnih mezofilnih bakterija manju od 10 CFU/g,

moguce je da je do neocekivanih rezultata doslo zbog greske analitiCara.

Nakon skladistenja u trajanju od 7 dana, u kontrolnom uzorku soka od raj¢ice se poveca
broj aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni, dok je broj bakterija Escherichia coli i Bacillus
coagulans ostao isti odnosno ispod 10 CFU/g. Povecanje broja mikroorganizama u kontrolnom
uzorku je bilo oc€ekivano jer nikakva radnja nije poduzeta kako bi se uzorak zastitio. U
ultrazvukom visokog intenziteta i toplinski tretiranim uzorcima soka od rajcice je doslo do
smanjenja aerobnih mezofilnih bakterija i do blagog povecanja broja plijesni. Petruzzi i sur.

(2017) su napravili pregledni rad o utjecaju toplinskog tretmana na sokove od voca i povr¢a te
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su primijetili da toplinskim tretiranjem soka od rajcice pri 74 °C u trajanju od 30 sekundi broj
bakterije E.coli ostaje ispod limita detekcije barem 21 dan od dana tretiranja. SkladiStenje od 7
dana je djelovalo pozitivno na smanjenje broja mikroorganizama u uzorku tretiranom /4ot break

tretmanom jer je doslo do smanjenja broja aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni.

4.4.2. Rezultati mikrobioloSke analize sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline

Rezultati mikrobioloske analize sosa od rajCice s dodatkom praha komine masline nakon
tretmana ultrazvukom visokog intenziteta, toplinskog tretmana i hot break tretmana, kao i
netretiranog uzorka, nalaze se u Tablici 17. Netretiranom uzorku 1 tretiranim uzorcima odredene
su koncentracije bakterija E. coli, Bacillus coagulans, aerobnih mezofilnih bakterija 1 plijesni.

Navedene koncentracije odredene su na dan pripreme te nakon 7 dana skladistenja pri +4 °C.

Tablica 17. Rezultati mikrobioloske analize uzoraka sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine

masline nakon 0. 1 7. dana skladiStenja

Escherichia Aeropne . Bacillus

coli mezofll_r_1e Plijesni coagulans

Uzorak (CFU/g) ?g‘gﬁ';gf (Erbi (CFU/g)

Vrijeme skladiStenja

O0.dan | 7.dan | 0.dan | 7.dan | O0.dan | 7.dan | 0.dan | 7.dan

CSOP <10 <10 |1,0*10%| 1,0%10* | 9,0*10% | 4,010% | <10 <10
USOP <10 <10 80 |1,0710°| 80 70 <10 <10
HBSOP <10 <10 <10 10 <10 <10 <10 <10
TSOP <10 <10 <10 ]1,0%10%| <10 <10 <10 <10

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajcice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od rajcice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom; CFU-broj izraslih kolonija (engl. Colony-Forming Unit)

U kontrolnom uzorku sosa od rajCice broj bakterija Escherichia coli 1 Bacillus
coagulans 1iznosi manje od 10 CFU/g dok je poviSeni broj aerobnih mezofilnih bakterija 1
plijesni. Nakon provedbe tretmana ultrazvukom, broj bakterija Escherichia coli 1 Bacillus
coagulans ostaje nepromijenjen, a broj aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni se smanjuje.
Smanjenje broja aerobnih mezofilnih bakterija moze biti posljedica termosonifikacije tijekom
koje se stvaraju nepovoljni uvjeti visoke temperature 1 tlaka uslijed kolapsa mjehuri¢a mikro
veli¢ine uz pojavu turbulencije, visoke energije i sila smicanja (Vigneshwaran i sur., 2022).
Nakon provedbe hot break tretmana sve analizirane vrijednosti su ispod 10 CFU/g §to odgovara

istrazivanju Jayathunge i sur. (2019) koji je zakljucio da provedba hot break tretmana (80—
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100°C, 5-10 minuta) je ucinkovita u ocuvanju mikrobioloske sigurnosti proizvoda od rajcice.
Provedba toplinskog tretmana (60 °C, 3 minute) na sosu od rajéice dovodi do smanjenja broja
aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni §to odgovara rezultatima istraZivanja Santhirasegaram 1
sur. (2013) na toplinski (90 + 1 °C,30 sekundi) tretiranom uzorku soka od Chokanan manga.
Toplina narusava cjelovitost stanicne membrane 1 oSte¢uje nukleinske kiseline uzrokujuéi tako

citoliticke u¢inke $to dovodi do smanjena vrijednosti navedenih mikroorganizama.

Tijekom skladiStenja sosa od rajcice, kao i u uzorku soka od rajcice s dodatkom praha
komine masline, doslo je do povecanja vrijednosti aecrobnih mezofilnih bakterija i plijesni u
kontrolnom uzorku §to je u skladu s ocekivanjima jer rast bakterija nije bio ogranicen, no broj
plijesni se smanjio. Svi tretirani uzorci pokazuju povecani broj aerobnih mezofilnih bakterija.
Kao §to je ve¢ ranije navedeno, ultrazvuk visokog intenziteta moZze uzrokovati ireverzibilno
oStecenje stanica bakterija (Starek i sur., 2021). Oporavak stanica ovisi o fazi rasta u kojoj su
se bakterija nalazile tijekom provedbe tretmana. Bakterije imaju ukupno cetri faze rasta: lag
faza, eksponencijalna faza, stacionarna faza i faza odumiranja. U eksponencionalnoj fazi rasta
stanice bakterija su najaktivnije te je to faza u kojoj se pocinju dijeliti, no takoder su i vise
osjetljive na nepovoljne uvijete iz okoline u usporedbi s bakterijama u ostalim fazama rasta
(Gao i sur., 2014). To potvrduje istrazivanje Starek i sur. (2021) u kojem se aerobne mezofilne
bakterije nisu razvile u uzorku soka od rajéice tretiranog ultrazvukom (40 W cm™, 37-52 °C,
10 min) ni nakon 10 dana skladiStenja pri 4 °C. Prema tome, mozemo zakljuciti da su u
ultrazvukom visokog intenziteta tretiranom uzorku sosa od rajcice s dodatkom praha komine
masline aerobne mezofilne bakterije bile u manje osjetljivoj fazi rasta Sto im je omogucilo

oporavljanje tijekom skladiStenja.

4.4.3. Usporedba utjecaja provedenih tretmana na rezultate mikrobioloskih analiza
Na Slici 3. prikazani su kontrolni uzorci 1 tretirani uzorci soka od raj¢ice s dodatkom
praha komine masline nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C, a tretirani su ultrazvukom visokog

intenziteta (UJOP), hot break tretmanom (HBJOP) ili toplinskim tretmanom (TJOP).
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UJOP 7.dan

CJOP 7.dan TJOP 7.dan  HRIOP 7.d

Slika 3. Prikaz kontrolnog uzorka 1 tretiranih uzoraka soka od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline nakon 7 dana skladiStenja (viastita fotografija)

CJOP-netretirani uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline; UJOP-uzorak soka od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta, HBJOP-uzorak soka od rajice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom

U Tablici 18. navedene su vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni

u tretiranim uzorcima soka od rajCice tijekom nultog 1 sedmog dana skladiStenja.

Tablica 18. Redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni na nulti i sedmi dan
skladiStenja u uzorcima soka od raj€ice tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot break

tretmanom i toplinskim tretmanom

Aerobne Aerobne
X . mezofilne Plijesni
Uzorak T I_r_1e #ilesns Uzorak bakterije (log
bakterije (log CFU/g) (log CFU/g)
(log CFU/g) CFU/g)
TJOP * TJOP
0.dan 0 7.dan 3,00 0.85
HBJOP HBJOP
0.dan - 0 7.dan 3,00 115
UJOP - UJOP
0.dan 0 7.dan 3,00 LIS

UJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta;

HBJOP-uzorak soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline tretiran hot break tretmanom; TJOP-uzorak

soka od raj¢ice s dodatkom praha komine masline tretiran toplinskim tretmanom; CFU-broj izraslih kolonija

(engl. Colony-Forming Unit); *-porast vrijednosti u odnosu na kontra uzorak

U svim tretiranim uzorcima nultog dana, nije postignuta redukcija aerobnih mezofilnih

bakterija to jest u odnosu na kontrolni uzorak, provedbom tretmana je doslo do porasta
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vrijednosti aerobnih mezofilnih bakterija. Sto se ti¢e plijesni, njihova vrijednost je ostala ne
promijenjena u svim tretiranim uzorcima u odnosu na netretirani. Nakon 7 dana skladistenja,
svi tretirani uzorci pokazuju jednako smanjenje broja aerobnih mezofilnih bakterija (3,00 log
CFU/g). Medutim, najmanja redukcija plijesni, nakon 7 dana skladiStenja, ostvarena je u

toplinski tretiranom uzorku soka (0,85 log CFU/g).

Na Slici 4. prikazani su kontrolni uzorci 1 tretirani uzorci sosa od raj¢ice s dodatkom
praha komine masline nakon 7 dana skladiStenja pri 4 °C, a tretirani su ultrazvukom visokog

intenziteta (USOP), hot break tretmanom (HBSOP) ili toplinskim tretmanom (TSOP).

CSOP7.dan  USOP7.dan TSOP7.dan  HBSOP 7.dan

Slika 4. Prikaz kontrolnog uzorka i tretiranih uzoraka sosa od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline nakon 7 dana skladiStenja (viastita fotografija)

CSOP-netretirani uzorak sosa od rajéice s dodatkom praha komine masline; USOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline tretiran /ot break tretmanom; TSOP-uzorak sosa od raj¢ice s dodatkom praha

komine masline tretiran toplinskim tretmanom

U Tablici 19. navedene su vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni

u tretiranim uzorcima sosa od raj¢ice tijekom nultog i sedmog dana skladiStenja.
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Tablica 19. Redukcija aerobnih mezofilnih bakterija i plijesni na nulti i sedmi dan
skladistenja u uzorcima sosa od raj€ice tretiranim ultrazvukom visokog intenziteta, hot break

tretmanom 1 toplinskim tretmanom

Aerobne
Aerobne _ o
mezofilne Plijesni T meliofll_r]e P“{esnl
Uzorak bakterije (log CFU/g) Uzora bakterije (log
(log CFU/g) (log CFU/qg)
CFUl/g)
TSOP TSOP
0.dan 1,00 1,95 2 dan 2,00 1,60
HBSOP HBSOP
0.dan 1,00 1,95 7 dan 3,00 1,60
USOP USOP
0.dan 0.10 1,05 - dan 2,00 0,76

TSOP-uzorak sosa od rajéice s dodatkom praha komine masline tretiran toplinskim tretmanom; USOP-uzorak
sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline tretiran ultrazvukom visokog intenziteta; HBSOP-uzorak sosa
od rajcice s dodatkom praha komine masline tretiran hot break tretmanom; CFU-broj izraslih kolonija (engl.
Colony-Forming Unit)

Usporedbom vrijednosti redukcije aerobnih mezofilnih bakterija mjerene nultog dana
koje su dane u Tablici 19. vidljivo je da je najmanja redukcija (0,10 log CFU/g) postignuta u
uzorku sosa koji je tretiran ultrazvukom visokog intenziteta. Takoder, najmanja redukcija
plijesni (1,05) je postignuta u uzorku sosa nultog dana koji je tretiran ultrazvukom visokog
intenziteta. Za uzroke sosa nultog dana, toplinski tretman i kot break tretman imaju jedan
utjecaj na redukciju aerobnih mezofilnih bakterija (1,00 log CFU/g) i plijesni (1,95 log
CFU/g). Nakon skladistenja u trajanju od 7 dana, najveca redukcija aerobnih mezofilnih
bakterija (3,00 log CFU/g) je zabiljezena kod uzoraka sosa tretiranih hot break tretmanom.
Medutim najmanja redukcija plijesni (0,76 log CFU/g) u uzorcima soka nakon 7 dana

skladiStenja je zabiljezena nakon provedbe tretmana ultrazvukom visokog intenziteta.

Kao $to je vec ranije navedeno, mikrobioloski kriteriji za hranu u Republici Hrvatskoj
navedeni su u Zakonu o higijeni hrane i mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 83/2022). U
navedenom zakonu definiran je dozvoljeni broj bakterije Escherichia coli u nepasteriziranim
sokovima od voca i povréa no ne postoje definirani kriteriji za dozvoljeni broj aerobnih
mezofilnih bakterija, plijesni 1 bakterija Bacillus coagulans. Takoder, ne postoje definirani
kriteriji za dozvoljeni broj navedenih mikroorganizama u pasteriziranim sokovima voca i
povréa. U navedenom zakonu, granicne vrijednosti broja bakterija Escherichia coli u

nepasteriziranom soku od voca i povréa iznose 100 1 1000 CFU/g. S obzirom da je u naSem
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istraZivanju, u svim tretiranim 1 netretiranim uzorcima soka i sosa od raj¢ice, utvrdeno da je
broj bakterij Escherichia coli iznosio manje od 10 CFU/g, mozemo zakljuditi da ova bakterija

u uzorcima nalazila u koli¢ini koja je ispod granica propisanih zakonom te da je proizvod

zdravstveno ispravan.

52



5. ZAKLJUCAK

1.

Tretmanom ultrazvuka visokog intenziteta postignuto je najvece povecanje
koncentracije ukupnih fenola (10,8 %), likopena (101,7 %) i klorofila b (80,6 %) u
uzorku funkcionalnog soka od rajice te najvece povecanje koncentracije klorofila
(7,2 %) u uzorku funkcionalnog sosa od rajice, u usporedbi s uzorcima tretiranim
toplinskim 1 Aot break tretmanom.

Tretman ultrazvukom visokog intenziteta negativno je utjecao na rezultate fizikalnih
parametara (°Brix-a, pH 1 elektricna vodljivost) uzoraka soka i sosa od rajcice s
dodatkom praha komine masline gdje su dobivene najnize vrijednosti tih parametara u
odnosu na uzorke tretirane toplinskim i kot break tretmanom.

Najveca vrijednost koncentracije ukupnih fenola i1 antioksidacijske aktivnosti u
uzorcima sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine masline, uoc¢ena je nakon provedbe
hot break tretmana.

SkladiStenje u trajanju od 7 dana pokazalo se znacajnim za sve fizikalne i kemijske
parametre, a posebno u uzorcima fukcionalnog soka od raj¢ice gdje je rezultiralo
znacajnim smanjenjem antioksidacijske aktivnosti te u uzorcima fukcionalnog sosa od
raj¢ice u kojim je utvdeno znacajno smanjenje koncentracije klorofila b.
MikrobioloSkom analizom je utvrdeno da bakterije Escherichia coli i Bacillus coagulans
nisu bile u nedozvoljenim koli¢inama (<10 CFU/g). Najve¢i log redukcije aerobnih
mezofilnih bakterija i plijesni u uzorcima sosa od raj¢ice s dodatkom praha komine
masline je postignuta ot break (1,001 1,95 log CFU/g) i toplinskim tretmanom (1,00 1
1,95 log CFU/g), dok je u uzorcima soka vrijednost plijesni ostala nepromijenjena u
svim tretiranim uzorcima, a vrijednost aerobnih mezofilnih bakterija je porasla nakon
svih tretmana.

Nakon sedmodnevnog skladiStenja, zapazeno je povecanje koncentracije aerobnih
mezofilnih bakterija u kontrolnim uzorcima soka i sosa te je uocen ,,oporavak® istih

bakterija tijekom skladiStenja u uzorku soka tretiranog ultrazvukom.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Ivona Marin¢i¢ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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