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SAZETAK

Riba je izuzetno vrijedan izvor visokokvalitetnih bjelancevina i polinezasi¢enih
masnih kiselina koje imaju blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje. Upravo zbog svoje
grade 1 kemijskog sastava, riba se ubraja u lako pokvarljive namirnice. Da bi se sprijecilo
kvarenje 1 poboljsala kvaliteta ribe i ribljih proizvoda upotrebljavaju se razni dodatci ili
aditivi tijekom rukovanja, obrade i skladiStenja. Za poboljSanje okusa proizvoda od ribe
Cesto se koristi zacinsko bilje koje, osim $to poboljSava okus proizvoda, oplemenjuje ga
bioaktivnim spojevima koji mogu doprinijeti i poboljSanju njegovih kvalitativnih
karakteristika.

U ovom radu ispitivan je utjecaj dodataka biljnih ekstrakata (CeSnjak+ruzmarin,
ceSnjak+klin¢i¢) na kemijske, fizicke i mikrobioloske parametre kakvoce ribljih burgera
tijekom pohrane na 442 °C. U svim ribljim burgerima zabiljezen je porast hlapivih amina,
pokazatelja oksidacije masti i broja ukupnih aerobnih bakterija, a svi parametri bili su nizi
u proizvodima s dodatkom ekstrakata. Grupe proizvoda s ekstraktima imali su bolje
parametre od kontrolnog uzorka (bez dodataka), a smjesa ¢esnjaka i klincica pokazala se

boljom za oCuvanja parametara kakvoce od smjese ¢esnjaka i ruzmarina.

Kljuéne rijeci: parametri kakvoce, TVB, TMA, TBA, biljni ekstrakti



SUMMARY

Fish is an extremely valuable source of high quality protein and polyunsaturated
fatty acids that have a beneficial effect on human health. Due to its structure and chemical
composition, fish is considered easily perishable food. Additives are used to delay spoilage
and improve the quality of fish and fish products during handling, processing and storage.
Spice herbs are often used to improve the taste of fish products, in addition they enriching
the product with bioactive compounds that can contribute and improve quality
characteristics.

In this thesis, the effect of plant extracts (garlictrosemary, garlict+clove) on the
chemical, physical and microbiological quality parameters of fish burgers during storage at
4+2 °C was investigated. Volatile amines, indicators of fat oxidation and the number of
total aerobic bacteria increased in all fish burgers, wiht lower parameters in products with
added extracts. Product groups with extracts had better quality parameters than the control
sample (no additives), and the mixture of garlic and clove showed better preservative

effecte from the mixture of garlic and rosemary.
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UvOD

U mnogim dijelovima svijeta ribe imaju znacajan udio u prehrani ljudi
osiguravaju¢i 16% bjelancevina zivotinjskog porijekla. Usprkos tome, na globalnoj razini
godisnje se ulovi oko 100 milijuna tona ribe od cega se samo 70 milijuna tona koristi za
ljudsku prehranu. Od te koli¢ine 27% se tro$i u svjeZem obliku dok se ostatak preraduje
koriStenjem razli¢itih tehnika konzerviranja hrane (npr. zamrzavanje, soljenje, suSenje,
pusenje).!
tijekom rukovanja i skladiStenja, brzo dolazi do promjene u njenoj kvaliteti Sto znacajno
ogranicava rok trajanja proizvoda. Rok trajanja se definira kao vremensko razdoblje u
kojem prehrambeni proizvod pod odredenim uvjetima skladiStenja ostaje siguran i
prikladan za uporabu. Drugim rije¢ima, u tom razdoblju treba zadrzati specificna
senzorska, kemijska, fizikalna, funkcionalna i mikrobioloska svojstva.? Kvaliteta ribe se
smanjuje uslijed slozenih procesa koji se u njoj javljaju pri cemu dolazi do fizikalnih,
kemijskih i mikrobioloSkih oblika kvarenja. Enzimske i kemijske reakcije su obicno
odgovorne za pocetni gubitak svjezine ribe, dok je mikrobna aktivnost odgovorna za
oc¢igledno kvarenje na osnovu ¢ega se uspostavlja rok trajanja proizvoda.’

Potraznja potroSaca za svjezim namirnicama i namirnicama s produzenim vijekom
trajanja je sve veca Sto potice brojna istraZivanja koja su usmjerena na pronalazak novih i
unaprjedenje postojecih tehnologija prerade. Zahvaljujuci tehnoloskom napretku povecava
se promet svjeze ribe kao i ribljih proizvoda na svjetskom trzistu.’

Svrha ovog rada bila je ispitati parametre kakvoce ribljeg burgera tijekom pohrane

na 4+2 °C te ih pokusSati poboljsati dodatkom prirodnih ekstrakata.



1. OPCI DIO

1.1. Riba kao namirnica

Riba predstavlja vrijedan izvor proteina i drugih hranjivih tvari za ljudsku prehranu.
Uz viSestruko nezasi¢ene masnoce koje se smatraju najvrjednijim sastojcima ribljeg mesa,
morska riba je bogat izvor minerala (kalcija, zeljeza, kalija, fosfora, selena) i1 vitamina (B3,
B12 i D). Rezultati studija pokazuju da prisutnost dugolancanih polinezasi¢enih masnih
kiselina, osobito omega-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), moze sprijeciti pojavu
kardiovaskularnih bolesti. Prema Americkoj udruzi za srce (AHA — engl. American Heart
Association) ribu bi trebalo konzumirati najmanje dva puta tjedno kako bi se ocuvalo
zdravlje i uocilo poboljsanje zdravlja srca.*
Kakvoca ribljeg mesa vrjednuje se prema koli€ini masti 1 sastavu masnih kiselina,
pa tako razlikujemo:’
e nemasne — do 3% masti, kao npr. osli¢ 1 bakalar;
e srednje masne — do 8% masti, poput trlje 1 in¢una;

e masne s koli¢inom masti ve¢om od 8% kao $to su tuna, haringa 1 skusa.

Koli¢ina masti u mesu riba varira od 0,1 - 20% ili viSe. Takoder, masti u tijelu riba
nisu ravnomjerno rasporedene pa se riba na osnovi raspodjele masti dijeli na plavu 1
bijelu. Udio masti u bijeloj ribi je nizak i mast je pohranjena uglavnom u jetri te
djelomi¢no u trbusnoj Supljini, dok plava riba pohranjuje masti u masnim stanicama po
cijelom tijelu.>¢

lako je meso ribe male energetske vrijednosti usporedno s mesom sisavaca koje se
ucestalije koristi u prehrani, njegovo nutritivno znacenje je veliko i najve¢im dijelom
povezano s profilom masnih kiselina. Riblja se mast ve¢im dijelom sastoji od PUFA,
tekuce je konzistencije zbog ¢ega se naziva ribljim uljem. Jedan od znacajnih sastojaka
ribljeg ulja su omega-3 PUFA (n-3). Posebno zanimanje za njih pocelo je 1970. godine,
nakon otkri¢a danskih lije¢nika da Eskimi na Grenlandu, unato¢ relativno masnoj prehrani,
rjede obolijevaju od kardiovaskularnih bolesti upravo zbog prehrane koja se temelji na

hrani iz mora.>’
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Slika 1. Prosjecni sastav najzastupljenijih masnih kiselina u mesu morskih riba

Mediterana.’

Riblja mast je uglavnom sastavljena od dugolancanih (14-22 C atoma) te
nezasi¢enih masnih kiselina (60-84%). To su uglavnom visoko nezasi¢ene masne kiseline s
5 ili 6 dvostrukih veza (88%) Sto ih Cini posebice podloznim oksidacijskim procesima i
kvarenju.>® Naravno, usporedbom razli¢itih studija o¢ekivane su varijacije, budu¢i da i
sastav masti i sadrzaj lipida u mesu ribe ovise o sezoni ulova, veli¢ini jedinki, spolnoj
zrelosti i geografskoj lokaciji.>’ Od zasi¢enih masnih kiselina u mastima riba zastupljene
su palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), miristinska (C14:0), a samo kod nekih vrsta
riba u maloj koncentraciji i laurinska (C12:0).°

Mononezasi¢ene masne kiseline koje su zastupljene u najve¢em postotku u ribi su
oleinska (C18:1) i palmitoleinska (C16:1). Osim njih, od mononezasi¢enih masnih kiselina
prisutne su jo§ i miristoleinska (C14:1), eikozaenska (C20:1) te erucna (C22:1n-9).
Posljednje dvije masne kiseline se u najvecoj koncentraciji nalaze u mastima morskih riba.
Od omega-6 masnih kiselina u lipidima riba, uz najznacajnije linolnu (C18:2n-6) te
arahidonsku (C20:4n-6), analizom se mogu utvrditi i eikozadienska (C20:2n-6),
eikozatrienska (C20:3n-6), dokozatetraenska (C22:4n-6) 1 dokozapentaenska (C22:5n-6).
Najvazniji Clanovi omega-3 skupine su wuz a-linolensku kiselinu (C18:3n-3),
eikosapentaenoicna (EPA, C20:5n-3) i dokozaheksaenoinska (DHA, C22:6n-3) masna
kiselina. Osim njih, u lipidima riba od omega-3 masnih kiselina utvrdene su jo$

stearidonska (C18:4n-3), eikosatrienoi¢na (C20:3n-3) i eikosatetraenoi¢na (C20:4n-3).



1.2. Postmortalne promjene u ribi

Nakon smrti ribe, zaustavlja se opskrba tkiva kisikom 1 stvaraju se anaerobni uvjeti
koji remete ravnotezu anabolickih i katabolickih procesa, bez obzira na to da li se odvijaju
pod utjecajem tkivnih enzima, mikroorganizama ili kemijskih procesa. Karakter i
dinamika, kao i1 brzina te priroda postmortalnih promjena u misi¢ima riba tijekom hladnog
skladistenja razlikuju se izmedu razli¢itih vrsta pa ¢ak i izmedu jedinki iste vrste.

Postmortalne promjene ovise o kemijskom sastavu, pocetnoj mikroflori, stresu pri
rukovanju, temperaturi skladiStenja kao i nacinu prerade i pakiranja ribe. Smatra se da
postmortalne promjene u ribi zapo€inju odmah nakon ulova izlu¢ivanjem znacajnih
koliCina sluzi. Sluz na zivim ribama je bistra 1 specificnog mirisa, dok je postmortalna sluz
neprozirna 1 sadrzi albumine, lipide 1 fosfatide zbog cega je prikladan medij za rast
mikroorganizama. Ipak, taj se proces odvija na povrSini riblje koze, a ne u dubljim
slojevima ribljeg tkiva.®’

Endogeni enzimi u misi¢ima ribe odgovorni su za pocetni gubitak svjezine. Unutar
ribe aktiviraju se mnogi anaerobni procesi, od kojih je najvaznija glikoliza (Slika 2).
Glikoliza se nastavlja sve dok je glikogen prisutan u miSicu ili dok pH ne padne toliko
nisko da smanjuje aktivnost glikolitickih enzima. To je fermentacijski proces razgradnje
glikogena (pohranjenih ugljikohidrata) pri kojem dolazi do nastanka mlijecne kiseline koja
rezultira smanjenje pH misi¢a.® Smanjenje pH vrijednosti moZe utjecati na strukturna
svojstva bjelan¢evina i djelovanje enzima u miSi¢ima ribe. Kao rezultat, javlja se nizi
kapacitet zadrzavanja proteina u vodi, dolazi do omeksSavanja ribljeg mesa, promjene boje 1
poveéana ucestalost stvaranja pukotina u filetima.!® Nadalje, smanjenje pH vrijednosti
miSica ribe aktivira enzime koji hidroliziraju fosfate. Najprije se razgraduje kreatin fosfat,
a potom 1 adenozintrifosfat (ATP). Razgradnja ATP-a nakon postmortalne smrti povezana
je s nastankom spojeva vezanih s ATP-om i pojavom mrtvacke ukocenosti ili tzv. rigor
mortis u misi¢ima riba. Odredeni nukleotidni kataboliti kao $to su inozin monofosfat (IMP)
1 hipoksantin (Hx) koriste se kao pokazatelji svjezine 1 smatraju se odgovornima za

pozeljan okus svjeZe ribe i percipirani gorkasti okus pokvarene ribe (Slika 2).}
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Slika 2. Postmortalne promjene u mi§i¢ima riba uslijed autoliti¢ke razgradnje.®

Razgradnja ATP-a nakon smrti ribe katalizira se enzimima i to je temperaturno
povezani proces, tako da napredak reakcije govori o povijesti skladiStenja ribe s obzirom
na vrijeme i temperaturu, ukazujuci na stupanj njene svjezine. Jedna od novijih studija
provedena na filetima plosnatica pokazala je da se razgradnja moze odgoditi skladiStenjem
ribe na niskim temperaturama, tako da se razgradnja na 5 °C dogodila nakon 6 dana; nakon

12 dana na 0 °C te na temperaturi od -2 °C bila je potisnuta (Slika 3).3
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Slika 3. Razgradnja IMP-a i stvaranje Hx-a u filetu ribe list (Solea vulgaris)

pohranjenom na tri temperature skladistenja.®

U zivim bi¢ima ATP je izvor energije koja je potrebna za miSi¢ne kontrakcije i
omogucuje elementarnim kontraktilnim proteinima miSi¢a, aktinu i miozinu, ostati u
disociranom (odvojenom) stanju. Kako se koncentracija ATP-a u mi$i¢u smanjuje ispod 1-
2 umol/g, energija potrebna za razbijanje veza izmedu niti aktina 1 miozina je nedovoljna
pa ostaju ukrsteni, formiraju¢i kompleks aktin-miozin pri cemu misi¢ postaje sve kruéi i
ulazi u mrtvacku ukocenost. Napredak i stopa mrtvacke ukocenosti varira izmedu vrsta te
na nju utjeu mnogi ¢imbenici kao Sto su temperatura, rukovanje, veli¢ina, fizicko i
biolosko stanje ribe.!® Kod hladnovodnih riba visoke temperature skladistenja ubrzavaju
pocetak mrtvacke ukocenosti, dok kod riba koje zive u toplijim morima isti u¢inak
potaknut je razlikom izmedu temperature okoline i temperature skladistenja.® Opéenitije
pravilo treba biti da §to je ve¢a navedena temperaturna razlika, jaca je kontrakcija miSica 1
krade vrijeme prije pocetka ukodenosti.!!

S mikrobioloskog stajalista, riba u ovoj postmortalnoj fazi ima neutralnu do blago
kiselu pH reakciju koja ne pogoduje bakterijskoj i enzimskoj aktivnosti pa bi se ova faza
trebala produljiti primjenom niskih temperatura. Medutim, tehnoloski znacaj mrtvacke
ukocenosti je od velike vaznosti obzirom da obrada takve ribe rezultira niskim prinosom
fileta, grubo rukovanje moze uzrokovat nastanak pukotina i ukoliko se uklone s kosti prije
smrti fileti imaju tendenciju skraéivanja.®!°

Povecanjem stupnja ukocenosti povecava se i pH ribljeg mesa, misi¢ se omeksava,
a autoliticke promjene koje ukljuc¢uju aktivnost proteolitickih, lipolitickih 1 amilolitickih
enzima se intenziviraju. Tijekom ove faze nastaju najjednostavnije komponente kao Sto su

aminokiseline, slobodne masne kiseline, glicerin itd.?



Do odredene tocke, produkti razgradnje bjelancevina i lipida nisu Stetni, medutim,
autoliticka aktivnost i produkti nastali u ovoj fazi omekSavaju misi¢ i stvaraju povoljne
uvjete za rast mikroorganizama. U novoj okolini, posebno ako je bogata ne-proteinskim
spojevima koji sadrze dusik (amonijak, trimetilamin oksid), specificne bakterije kvarenja
(SSO) razvijaju se u mesu ribe i proizvode neugodne mirise, neugodne okuse i kemijske
reakcije povezane s kvarenjem. Tijekom tih promjena nastaju spojevi koji mogu biti
toksi¢ni za ljude kao $to su biogeni amini (histamin, putrescin, kadaverin, trimetilamin),
hipoksantin, hlapivi amini (TVB, TMA), malondialdehid, itd.®

Kada se SSO povecaju na odredenu razinu, njihovi proizvodi metabolizma mogu se
otkriti 1 kvarenje se moze kemijski identificirati. Kvarenje ribe takoder moze biti
nebakterijske prirode. Dvije glavne reakcije pogorSavanja kvalitete povezane su s
oksidacijom lipida i hidrolizom, a obje rezultiraju proizvodnjom tvari koje imaju neugodne
organolepticke karakteristike.® Detekcijom metabolita koji nastaju zbog bakterijske ili

enzimatske aktivnosti mozemo ocijeniti stanje ribe.

1.3. Kvarenje ribe i promjene u ribi tijekom skladiStenja

Kvarljiva namirnica, poput ribe, zahtijeva temperaturno reguliranje lanaca
distribucije, konkretno na temperaturama priblizno temperaturi otapajuceg leda (hladni
lanac), radi osiguranja prehrambene kvalitete, svjezine i sigurnosti ribe za potrosace.?
Neprekinuti hladni lanac se postize kada se hrana transportira, obraduje, skladisti i prodaje
na temperaturi hladnog skladistenja unutar minimalne fluktuacije.'

Visoki sadrzaj vode i slobodnih aminokiselina te nizak sadrzaj vezivnog tkiva ¢ine
ribu kvarljivom robom i njena je kvaliteta ugrozena ukoliko temperatura pohrane, higijena
tijekom rukovanja, skladiStenja i prijevoza nije pod stalnim nadzorom. Gotovo 30%
ulovljene ribe baca se zbog kvarenja. Kao najce$¢i nacin inhibicije biokemijskog 1
mikrobnog kvarenja primjenjuje se smanjenje temperature ribe ledom i1 mehanicko
hladenje. Ove tehnike primjenjuju se na svjeze ulovljene proizvode ribarstva tijekom
distribucije 1 plasmana na trziSte kako bi se produljio njihov relativno kratak rok trajanja.
Temperaturni rezim je od primarne vaznosti za vijek trajanja svjeze ribe, ali metode
pakiranja kao $to su pakiranje u modificiranoj atmosferi (MAP) 1 vakuumsko pakiranje
(VP) postaju sve popularnije tehnike cuvanja u distribuciji 1 plasmanu na trziste proizvoda

ribarstva. U kombinaciji s hladenjem, MAP i VP mogu produljiti rok trajanja ribe.®



SniZzavanje temperature jedna je od mjera kontrole sigurnosti proizvoda. Ipak s
vremenom, nutritivna kvaliteta ribe 1 njena svjezina opadaju ¢ak i na niskim
temperaturama. Enzimi (odgovorni za gubitak svjezine) i bakterije (odgovorne za
kvarenje) su "Sokirani" niskim temperaturama te ¢e im trebati neko vrijeme da
ponovno zapocnu svoju aktivnost. Tijekom tog razdoblja njihove ,,uspavanosti* riba je
iznimne nutritivne kvalitete, mozemo reéi ekstra kvalitete te ima ocjenu 10 (Slika 4).
Takva kvaliteta ribe zadrzava se do 48 h od ulova. Ukoliko se riba u tom razdoblju
konzumira ili preradi moze se sa sigurnosc¢u utvrditi da se radi o visoko kvalitetnoj

namirnici.'?
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Slika 4. Promjene u nutritivnoj kvaliteti ribe za vrijeme skladi$tenja na 0 °C.'?

Nakon 48 h riba pocinje gubiti na svjezini, nije pokvarena, ali nije ni ekstra
kvalitetna i tada govorimo o ribi dobre kvalitete (faza 2). Nakon ove faze slijedi faza 3
u kojoj imamo odstajalu ribu u kojoj su prisutni rani pokazatelji kvarenja. Na kraju,
imamo fazu 4 kojoj pripada neispravna (pokvarena) riba. Rok trajanja ribe na niskim
temperaturama razlikuje se od vrste do vrste, ali moze se re¢i da je njegov raspon 8 -
14 dana.'® Za procjenu kvalitete ribe tijekom skladistenja koriste se mnogi parametri koji
obuhvacaju promjene u mikrobnoj populaciji, kemijske promjene, uklju¢ujuéi produkte
razgradnje ATP-a (kao $to je INO, Hx), ukupni hlapivi dusik (TVB) i sadrzaj trimetilamina

(TMA) kao i promjene senzorskih svojstava.>!4



1.3.1. Hlapivi amini kao parametar za procjenu kemijske kvalitete

Hlapivi amini su karakteristicne molekule odgovorne za riblji miris 1 aromu.
Prisutne su u ribi nekoliko dana nakon ulova i zajedno sa senzorskim parametrima najces¢i
su kriterij za ocjenjivanje ribe. Brojni autori naglasavaju znacaj i uporabu ovih kriterija kao
pokazatelja svjeZzine/ kvarenja morskih plodova.!%!3

Skupina hlapivih amina obuhvaca: amonijak (NH3), dimetilamin (DMA) i
trimetilamin (TMA). DMA 1 TMA rezultat su degradacije trimetilamin oksida (TMAO).
DMA uglavnom proizvode endogeni enzimi, a TMA bakterijski enzimi.'

Ukupni hlapivi bazni dusik (TVB) se sastoje uglavnom od mjeSavine amonijaka,
DMA, TMA, amina iz dekarboksilacije aminokiselina i drugih duSi¢nih spojeva koji

postaju hlapivi nakon §to postanu alkalni.'

1.3.1.1. TMA

TMA nastaje iz bakterijske redukcije TMAO. To je oStri hlapivi amin koji daje
tipican "riblji" miris pokvarenih plodova mora. Kod vrlo svjezZe ribe koli¢ina TMA je mala:
blizu nule za tunu, oko 2 mg/100 g za svjezi bakalar 1 prosje¢no 2 mg/100 g za neke vrste
riba iz sjeveroisto¢nog Atlantika.'?

Na slici 6 je prikazana promjena TMA tijekom skladiStenja bakalara u ledu. TMA
ostaje na pocetnoj razini, nizoj od 3 mg/100 g tijekom otprilike 10 dana do pocetka
djelovanja mikroba. Nakon ove prve faze prividne stabilnosti, TMA se brzo povecava sve
dok se riba ne pokvari. TMA se dobije od malog broja SSO koje nisu uvijek veliki udio

ukupne bakterijske flore.!®



U odnosu na metodu odredivanja ukupnog broja bakterija, TMA analizama moze se
brze i preciznije odrediti stupanj pokvarenosti.!> Glavni nedostatak TMA analize je $to ne
odrazava ranije faze kvarenja i pouzdana je samo za odredene vrste riba.'%!> TMA je
izvrstan pokazatelj kvarenja gadoidnih riba, koristan je kao brzi nacin objektivnog
mjerenja kvalitete mnogih pridnenih riba posebno kod kasnije faze kvarenja, ali ne moze se
koristiti kao pokazatelj svjezine (konstantna razina tijekom prvih dana skladiStenja u

ledu).!s

TMA-N (mg/100g wet weight)

Days in ice

Slika 5. Razvoj TMA u miSi¢ima bakalara tijekom skladistenja u ledu."

1.3.1.2. TVB

Ribe su poznate po brzom kvarenju Cak i kada se ¢uvaju u hladnim uvjetima. Vijek
trajanja za tipi¢nu pridnenu, bijelu obradenu vrstu ribe je oko 7 dana u led, a nakon 14
dana riba je neupotrebljiva za konzumaciju. Ekvivalentni vijek trajanja plavih riba je jo$
manji. Mjerenje svjezine stoga je vazan dio osiguranja kvalitete hladno skladiStene ribe i
iako se opcenito smatra da su osjetilne metode najprikladnije, ulogu u mjerenju svjezine
mogu imati i ne-senzorske metode.'®

TVB je jedan od najc¢eS¢e koriStenih parametara za ocjenu kvalitete ribe.
Predstavlja zbroj amonijaka, DMA, TMA i drugih osnovnih hlapivih du$i¢nih spojeva. U
svjeze ulovljenoj ribi sadrzaj TVB-a opcenito je ve¢i od 10 mg/100 g i ne prelazi 15
mg/100 g, osim za plavu ribu u kojoj ga moze biti 1 do 30 mg/100 g (16 - 18 mg/100 g u
sardini, 18 - 20 mg/100 g u skusi, oko 30 mg/100 g u tuni albacore).'
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Tijekom prvih dana skladiStenja sadrzaj TVB-a lagano se povecava §to se moze
odraziti na proizvodnju amina autolitiCkim procesima (Slika 7). Ipak, u nekim
eksperimentima na malim ribama, poput morske trave ili mola, tijekom prvog tjedna
skladiStenja u ledu, doslo je do smanjenja sadrzaja TVB-a Sto moze biti uslijed ispustanja
amonijaka ledom koji se topi. Nakon ranijih dana skladistenja u ledu, TVB sadrzaj koje
uglavnom proizvode bakterije kvarenja, se poveéava.'

Analize TVB-a odrazavaju samo faze naprednijeg kvarenja ribe i smatraju se
nepouzdanima za procjenu svjezine ribe u ranoj fazi skladiStenja, budu¢i se ovim
analizama ne mozZe odrediti nacin kvarenja (bakterijski ili autoliticki).!

TMA 1 TVB ne mogu zamijeniti organonolepticki pregled jer je za vecinu ribljih
vrsta, njihov sadrzaj u mesu relativno nizak tijekom skladistenja nakon ¢ega populacija
bakterija raste. U kasnijoj fazi kvarenja, kada je riba blizu odbacivanja, pronalaze se sve
vece kolicine TMA 1 TVB. lako se ova dva parametra ne mogu upotrijebiti kao univerzalni
pokazatelji kvalitete za sve riblje vrste, jo§ uvijek su najbolji kemijski pokazatelji koji se
relativno jednostavno analiziraju i mogu pomoc¢i pri odredivanju kvarenja nekih vrsta

riba."?
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Slika 6. Razvoj TVB-a u misiéima bakalara tijekom skladistenja u ledu.'
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1.4. Utjecaj dodataka na produljenje roka trajnosti

Proizvodi ribarstva, za razliku od druge hrane, vrlo su osjetljivi na mikrobiolosko 1
kemijsko kvarenje zbog visoke razine vlage, hranjivih sastojaka i pH. Kvaliteta i rok
trajanja ribe 1 ribljih proizvoda se ¢esto poboljsava koriStenjem raznih dodataka ili aditiva
tijekom rukovanja, prerade i skladistenja. Nekoliko antimikrobnih spojeva kao npr. nitriti,
sulfiti, organske kiseline 1 antioksidansi kao S§to su butilirani hidroksianisol (BHA),
butilirani hidroksitoluen (BHT) 1 tert-butil hidroksikinon (TBHQ) koriste se od davnina
kako bi se odgodilo mikrobno kvarenje i oksidativne promjene u ribama. Obzirom da
metaboliti ovih sintetskih konzervansa imaju potencijalne toksikoloske ucinke na ljudsko
zdravlje, u posljednjem desetljecu istrazivaci su se usredotocCili na pronalazak sigurnih,
u¢inkovitih i prihvatljivih prirodnih konzervansa.?

Jedni od takvih su 1 biljni ekstrakti koji sadrZe brojne bioaktivne spojeve. Prirodni
proizvodi, bilo kao disti spojevi ili kao biljni ekstrakti, zahvaljujué¢i svojoj kemijskoj
raznolikosti, osiguravaju neograni¢ene moguénosti za kontrolu mikrobnog rasta.?? Biljni
ekstrakti bogati polifenolima i flavonoidima lako se dobivaju iz prirodnih izvora poput
zacina, ljekovitog bilja, voc¢a i povrca. Ekstrakti iz biljnih izvora uglavnom se smatraju
sigurnim (GRAS) zbog tradicionalne uporabe te brojnih toksikoloSkih studija koje su
potvrdile njihovu sigurnost.?

Antioksidativno i antimikrobno djelovanje biljnih ekstrakata je davno prepoznato,
stoga ne ¢udi njihova primjena u prehrambenoj industriji. U industriji prerade ribe zamjena

sintetskih antioksidansa biljnim ekstraktima postaje izazov i za istraZivace i preradivace.?’

1.4.1. Bioaktivni fenolni spojevi

Fenoli se uglavnom izoliraju iz svjezih ili osuSenih dijelova biljaka poput lis¢a,
korijena, stabljike, sjemenke i kore, a ekstrakcija otapalom je najcesce koriSten postupak za
pripremu ekstrakata iz biljnih materijala zbog jednostavne upotrebe, u€inkovitosti i Siroke
primjenjivosti. Za ekstrakcije fenola iz biljnih materijala koriste se razna otapala,
ukljucujuci metanol, etanol, aceton, etil acetat i njihove kombinacije te se obi¢no isti nakon
same ekstrakcije uklanjaju iz ekstrakta. Bioaktivnost dobivenog ekstrakata prepisuje se
fitokemikalijama, posebno polifenolima c¢ija koncentracija i raznolikosti ovisi o vrsti

biljnog materijala i postupku ekstrakcije.?
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Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji sadrze jedan ili viSe aromati¢nih

prstenova s nekoliko hidroksilnih skupina, a najéesée ih dijelimo u &etiri kategorije:*
e flavonoidi,
e fenolne kiseline 1
e lignani.

Polifenolni spojevi prisutni u biljnim ekstraktima pokazuju potencijalna
antioksidacijska svojstva zbog svoga redoks potencijala koji im omogucuje da djeluju kao
donori vodika, reduciraju¢e tvari, kelatori metalnih iona i hvata¢i radikala. Aktivne
hidroksilne skupine prisutne u molekularnoj strukturi polifenola su komponente koje mogu
stupiti u interakciju sa slobodnim radikalima i inhibirati lipidnu oksidaciju. Takoder,
polifenoli mogu pokazati jace djelovanje protiv superoksid radikala, peroksinitrita, kelata
bakra 1 Zeljeza te sprijeciti nastajanje slobodnih radikala u reakcijama kataliziranim
metalima. Prisutnost funkcionalne skupine "-OH" u strukturi i njen polozaj u prstenu
fenolne ili flavonoidne molekule odreduje antioksidacijski kapacitet molekule.?*2!

Osim antioksidacijskog potencijala, fenoli u biljkama pokazuju i antimikrobnu
aktivnost, pa tako mogu biti smrtonosni za mikrobne stanice ili mogu inhibirati
proizvodnju sekundarnih metabolita. Glavno mjesto interakcije fenolnih molekula s
bakterijom je vanjska stanicna membrana ili citoplazmatska membrana pri ¢emu nastaju
oste¢enja koja mogu rezultirati smréu bakterije.*°

Na osnovu toga razlikujemo nekoliko mehanizama djelovanja fenolnih molekula na
bakterijske stanice. Tako npr. do smrti bakterija moze do¢i uslijed fizickog poremecaja
membrane koje za posljedicu ima gubitak makromolekula iz unutrasnjosti ili pak uslijed
interakcije fenolnih molekula s proteinima pri ¢emu dolazi do deformacije u strukturi i
funkcionalnosti membrane. Tre¢i predlozeni mehanizam djelovanja fenola na bakterijsku
stanicu je ometanje funkcija membrane kao Sto su: transport elektrona, unos hranjivih tvari,
sinteza proteina 1 nukleinskih kiselina te aktivnost enzima. Ucinak fenolnih spojeva ovisi 1
o koncentraciji, pa tako kod malih koncentracija fenoli utjeCu na enzimsku aktivnost, dok

kod visokih koncentracija uzrokuju denaturaciju proteina.?°
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1.4.2. Ruzmarin

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis) je biljna vrsta koja pripada obitelji Lamiaceae.
Glavne komponente zastupljene u ekstraktima ruzmarina su karnonska kiseline, karnozol 1
ruzmarinska kiselina koja inhibira rast mikroorganizama. Uz antimikrobnu aktivnost,
ekstrakt ruzmarina pokazuje antioksidacijsku aktivnost i usporava oksidaciju lipida.?°

Ruzmarin u ljekovite svrhe se koristi jo§S od davnina, najc¢eS¢e za ublazavanje
bolova u miSi¢ima, poboljSavanje memorije, jacanje imunoloskog sustava pa cak 1 za
poticanje rasta kose. Svjezi ruzmarin sadrzi veliku koli¢inu vitamina (A, B6, C) te tiamin,
folat, magnezij, kalcij, bakar, Zeljezo i mangan. Obiluje antioksidansima i dijetalnim

vlaknima.?¢

Slika 7. Ruzmarin.®

1.4.3. Cesnjak

Cesnjak (Allium sativum) je biljka koja pripada porodici Alliaceae, a ime je dobio
po spoju alicinu. Pripada medu najstarije povréarske kulture, a podrijetlom je s podrucja
srednje Azije. Lukovice ¢eSnjaka sadrze: vodu, bjelancevine, masti, ugljikohidrate, vlakna,
minerale (natrij, kalij, magnezij, kalcij, fosfor, sumpor, Zeljezo) i velik broj vitamina
(karoten, vitamin E, Bl, B2, B3 i C). Cesnjaku zdravstvenu vrijednost daje
organosumporni spoj alicin koji nastaje iz alina djelovanjem enzima alinaze. Osim
sumpornih spojeva ¢eSnjak sadrzi i bioloski aktivne fenole. Antioksidacijska aktivnost ovih
spojeva pridonosi snizavanju krvnog tlaka i kolesterola u krvi, te sprjeCavanju kroni¢nih

bolesti i raznih vrsta karcinoma.?’
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Cesnjak se moZe naé¢i u obliku kapsula i praha, kao dodatak prehrani i tako se
razlikuje od konvencionalne hrane ili sastojaka hrane. Louis Pasteur bio je prvi koji je
opisao antibakterijski u¢inak sokova od luka i ¢eSnjaka. Povrée iz porodice Allium-a, a
posebno cesnjak, pokazuje Siroku antibiotsku aktivnost protiv Gram-pozitivnih i Gram-
negativnih bakterija. Terapeutski u€inak ceSnjaka mogu¢ je zbog organskih sumpornih
spojeva topljivih u ulju i vodi koji su ujedno odgovorni za tipi¢an miris 1 okus ¢eSnjaka.

Tiosulfinati igraju vaznu ulogu u antibiotskoj aktivnosti ¢esnjaka.?®

Slika 8. Ce$njak.”’

1.4.4. Klin¢i¢

Klin¢i¢ (Syzygium aromaticum) je drvo iz porodice Myrtaceae i jedan je od
najcjenjenijih zacina koji se stolje¢ima koristi kao konzervans te u mnoge ljekovite svrhe.
Porijeklom je iz Indonezije, ali danas se uzgaja u svim dijelovima svijeta. Ova biljka
predstavlja jedan od najbogatijih izvora fenolnih spojeva kao Sto su eugenol, eugenol
acetat 1 galna kiselina te ima veliki potencijal primjene u farmaceutskoj, kozmetickoj,
prehrambenoj 1 poljoprivrednoj industriji. Uz eugenol, kojem se pripisuje protuupalno
djelovanje, klinCi¢ sadrzi velik broj minerala (kalcij, zeljezo, magnezij, fosfor, cink, bakar,
mangan, selen), a bogat je izvor vitaminima (C, B6, E, K, folnom kiselinom, tiaminom,

riboflavinom i niacinom). 23
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Antioksidativno i1 antimikrobno djelovanje klin¢i¢a vece je od brojnog voca, povréa
i drugih zacina te stoga zasluzuje posebnu paznju.?’ Konzumiranje klin¢iéa moze pomoéi
kod niza bolesti, kao Sto su zubobolja i loSe zadah, ubija jajasca parazita i loSe bakterije,
prirodni je afrodizijak, rastvara opasne krvne ugruske te inhibira razvoj raka dojke. Klin¢i¢
se takoder koristi 1 kao dodatak prehrani cijeli, mljeven ili u koncentriranom obliku kao

ulje.’

Slika 9. Klin¢i¢.*
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijal

U eksperimentalnom dijelu diplomskog rada kao biljni materijal koriSteni su
liofilizirani vodeni ekstrakti zacinskog bilja ruzmarina, klin¢i¢a i1 ceSnjaka. Vodeni
ekstrakti (15 g/100 mL) su pripravljeni koriStenjem ultrazvu¢ne kupelji (2 h, 60 °C). Po
zavrSetku ekstrakcije uzorci su filtrirani preko grubog filter papira te potom liofilizirani.

Za pripremu ribljeg burgera koriSteni su fileti svjezeg lubina iz uzgoja
(Dicentrarchus labrax) 1 piSmolja (Merlangius merlangus) u omjeru 60:40. Filetirana riba
(4 kg) je nakon ru¢nog filetiranja oprana u mjesavini vode s ledom. Fileti su samljeveni
pomocu uredaja za mljevenje mesa (Tritacarne 32/TN, Fimar, Rimini, Italija) i u smjesu je
dodano 1% soli (NaCl-a). Smjesa je podijeljena na tri dijela od kojih se prvi koristio kao
kontrola (€isto meso + sol), u drugi dio smjese je dodano 1,5% ceSnjaka i 0,5% ruzmarina
(smjesa A), dok je u treci dio smjese dodano 1,5% ceSnjaka 1 0,5% klinci¢a (smjesa B). Od
dobivenih smjesa pripravljeni su riblji burgeri koriStenjem preSe za pravljenje burgera
(SAP, Italija) tezine cca 170 g (promjer svakog burgera je 130 mm) koji su potom
vakumirani (MultiVAC C500, Kansas City, SAD) i skladisteni u hladnoj sobi na

temperaturi od 4+2 °C do analize.

2.2. Reagensi

e srebrov nitrat (AgNO3), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e 2% kalijev bikromat (K2Cr207), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e 2-tiobarbiturna kiselina (TBK>), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

o 7,5% trikloroctena kiselina (TCA), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e natrijev hidroksid (NaOH), Kemika, Zagreb, Hrvatska

e borna kiselina (H3BO3), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka

e Kkloridna kiselina (HCI), Kemika, Zagreb, Hrvatska

o 35% formaldehid (CH20), Kemika, Zagreb, Hrvatska

o fosfatni pufer (Phosphate Buffered Saline, PBS), Biolife, Italija

o 98% trimetilamin-hidroklorid (TEP), Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka
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2.3. Metode

2.3.1. Odredivanje pH vrijednosti ribljih burgera

Mjerenje pH vrijednosti vrlo je vazno za pracenje kvalitete ribljeg mesa. Postupak
se provodi tako da se dio mesa (10 g) odvaze i homogenizira s 100 mL destilirane vode.
Potom se smjesa stavi na mijeSanje 30 min na sobnoj temperature i nakon toga se oc¢ita pH

vrijednost pomoc¢u pH-metra.

2.3.2. Metoda odredivanja udjela soli (NaCl)

Udio soli u uzorcima ribljih burgera odreden je metodom po Mohru. Ova metoda se
koristi za odredivanje koncentracije kloridnih iona u razli¢itim uzorcima vode (npr. slatka
voda, morska voda, voda na uscu, itd.). Koncentracija kloridnih iona u otopini odreduje se
titracijom sa srebrovim nitratom (AgNO3).

U odmjernoj tikvici od 100 mL odvaze se 2 g ribljeg uzorka i doda 75 mL
destilirane vode te kuha u kupelji na 90 °C 15-20 minuta. Uzorci se potom ohlade,
nadopune do oznake 1 filtiraju. Ako je uzorak kiseo, neutralizira se sa NaOH. U 25 mL
alikvota doda se 4-5 kapi 5%-tnog kalijeva bikromata i titrira sa 0,1 M otopinom srebrova

nitrata do prijelaza iz Zute boje u narancastu boju.

Slika 10. Filtracija uzoraka.
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Udio soli u uzorcima ribljih burgera racunaju se prema izrazu:

Udio NaCl (%)=V (AgNOs) x f (AgNO3) x 0,00585 x 4 x 100/m

Gdje je:
V - utrosak otopine AgNOs koriStene za titraciju (mL)
f - faktor otopine AgNOs koriStene za titraciju (1)

m - odvaga uzorka (g)

2.3.3. Metode odredivanja biokemijskih parametara kvalitete

2.3.3.1. Odredivanje sekundarnog parametra oksidacije

U svrhu odredivanja stupnja razvoja oksidacijskih procesa u hrani najcesce se
koristi tiobarbiturni test (TBA) kojim se odreduju sekundarni produkti lipidne oksidacije,
od kojih je najvazniji malonaldehid (MDA), produkt oksidacije nezasi¢enih masnih
kiselina. Ovaj test se zasniva na reakciji MDA s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBK3>) pri
¢emu nastaje ruzicasto obojeni kompleks MDA-TBK: koji ima apsorpcijski maksimum pri
532-535 nm.

Sekundarni produkti oksidacije u mesu ribljih burgera odredeni su sva tri uzorka na
nacin da su se parametri TBA pratili svakih 2 dana tijekom desetodnevnog perioda
skladiStenjana 4 +2 °C.

Postupak se sastoji od homogenizacije 20 g uzorka mesa s 7,5%-tnom otopinom
trikloroctene kiseline (40 mL TCA) uz pomo¢ Stapnog miksera. Uzorak se ostavi stajati 30
min, nakon Cega se filtrira. Po 5 mL filtrata se pipetira u falkon epruvete, u svaku se doda
po 5 mL 0,02 M otopine TBK, epruvete se zatvore i urone u vodenu kupelj na 100 °C
tijekom 40 min. Nakon toga se uzorci ohlade i alikvoti prenesu u kivete te im se ocita
absorbancija pri 538 nm. Za slijepu probu umjesto filtrata koristila se destilirana voda.

Rezultati se izrazavaju preko bazdarnog pravca za standardne otopine TEP-a u uM

MDA/100 g.
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Slika 11. Pripremljeni uzorci (a) TEP standarda; (b) kontrole; (c) smjese A i (d) smjese B

za odredivanje TBA vrijednosti.

2.3.3.2. Metode odredivanja sadrzaja TVB i TMA

TVB i TMA odredivani su iz ribljeg burgera, dobivenog homogenizacijom 100 g
uzorka s 200 mL 7,5% TCA. Nakon homogenizacije uzorci su centrifugirani na 3700 okr/
min tijekom 7 minuta, a supernatant je potom profiltriran kroz Whatman No.1 filter papir
kako bi se uklonili svi dijelovi tkiva ili prisutne masti. 25 mL filtrata destilirano je uz
dodatak 5 mL NaOH otopine (10 g/L) u automatskoj jedinici za destilaciju (Kjeldahl
Distillation Unit model B-324, Biichi, Svicarska). Destilat je hvatan u otopinu borne
kiseline (4 g/L) s 0,04 mL indikatora (metilcrveno i bromkrezol zelena) do volumena od 50
mL 1 titriran standardiziranom otopinom kloridne kiseline (0,01 mol//L) do krajnje tocke
titracije pri pH 5,00+£0,1 koriste¢i automatski titrator opremljen mijesalicom i pH
elektrodom (Methrom 702 SET/MET titrino). Analize su radene u triplikatu, a rezultati su
izraCunati iz volumena utroSene standardne kiseline, te izrazeni kao srednja vrijednost mg

TVB/100g mesa ribe. Slijepa proba provedena je koriStenjem 25 mL trikloroctene kiseline.
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Kako bi se istim postupkom odredio sadrzaj TMA u uzorcima, u tubu destilatora
prije destilacije dodano je 20 mL 35% otopine formaldehida kako bi se blokirali primarni i
sekundarni amini.?! Kalibracijska krivulja radena je na temelju 5 to¢aka dobivenih analizom

standardne otopine trimetilamin-hidroklorida.

Slika 12. Automatska jedinica za destilaciju. Slika 13. Automatski titrator.

2.3.4. Metode odredivanja ukupnog broja bakterija

Ukupan broj mezofilnih i psihrofilnih bakterija odreden je metodom razlijevanja.
Odvaganih 25 g uzorka ribljeg burgera prebaci se u Stomacher vrec¢ice u koje se doda 225
mL peptona pri sterilnim uvjetima i sadrZaj se homogenizira (D). Nakon homogenizacije
dio filtrata se prebaci u sterilnu ¢aSicu i koristi za pripremu decimalnih razrijedenja (D 10!
—10%). Na ovaj nadin odredivan je broj aerobnih mezofilnih bakterija (AMB) i aerobnih
psihrofilnih bakterija (APB) na plate count agaru (PCA). Prethodno pripravljen i
sterilizirani agar ohladen na temperaturu od 45-55 °C prelijeva se preko 1 mL odredenog
decimalnog razrijedenja (107'~10"*) uzorka u sterilnoj Petrijevoj zdjelici. Laganim kruznim
pokretima sadrzaj se u Petrijevoj zdjelici promijesa i ostavi na sobnoj temperaturi da se
skruti. Za odredivanje AMB Petrijeve zdjelice se inkubiraju 24-48 h pri 30 °C, dok se za
odredivanje APB stavljaju u hladnjak na +7 °C tijekom 10 dana. APB 1 AMB prepoznaju

se kao kolonije bijele boje koje se prebrojavaju pomocu brojaca kolonija.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati odredivanja pH vrijednosti
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Slika 14. Usporedni graficki prikaz promjene pH vrijednosti kontrolnog uzorka i smjese A

tijekom skladistenja.
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Slika 15. Usporedni graficki prikaz promjene pH vrijednosti kontrolnog uzorka i smjese B

tijekom skladiStenja.
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3.2. Rezultati odredivanja udjela soli
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Slika 16. Usporedni prikaz promjene udjela soli kontrolnog uzorka i smjese A tijekom

skladistenja.
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Slika 17. Usporedni prikaz promjene udjela soli kontrolnog uzorka i smjese B tijekom

skladistenja.



3.3. Rezultati odredivanja biokemijskih parametara kvalitete

3.3.1. Rezultati odredivanja TVB
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Slika 18. Prikaz promjene koli¢ine TVB u kontrolnom uzorku i smjesi A tijekom

skladiStenja.
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Slika 19. Prikaz promjene koli¢ine TVB u kontrolnom uzorku i smjesi B tijekom

skladistenja.
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Slika 20. Usporedni prikaz promjene koli¢ine TVB u analiziranim uzorcima ribljih

burgera.

3.3.2. Rezultati odredivanja TMA
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Slika 21. Prikaz promjene koli¢ine TMA u kontrolnom uzorku i smjesi A tijekom

skladistenja.
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Slika 22. Prikaz promjene koli¢ine TMA u kontrolnom uzorku i smjesi B tijekom

skladistenja.
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Slika 23. Usporedni prikaz promjene koli¢ine TMA u analiziranim uzorcima ribljih

burgera.



3.3.3. Rezultati odredivanja TBA
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Slika 24. Oksidacijska stabilnost u kontrolnom uzorku i smjesi A tijekom skladiStenja.
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Slika 25. Oksidacijska stabilnost u kontrolnom uzorku i smjesi B tijekom skladiStenja.
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Slika 26. Usporedni prikaz oksidacijske stabilnosti u analiziranim uzorcima ribljih burgera.

3.4. Rezultati odredivanja ukupnog broja bakterija

3.4.1. Rezultati odredivanja ukupnog broja mezofila
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Slika 27. Graficki prikaz promjene ukupnog broja mezofila u kontrolnom uzorku tijekom

skladistenja.
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Slika 28. Graficki prikaz promjene ukupnog broja mezofila u smjesi A tijekom

skladiStenja.
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Slika 29. Graficki prikaz promjene ukupnog broja mezofila u smjesi B tijekom

skladiStenja.

29



3.4.2. Rezultati odredivanja ukupnog broja psihrofila
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Slika 30. Graficki prikaz promjene ukupnog broja psihrofila u kontrolnom uzorku tijekom

skladiStenja.
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Slika 31. Graficki prikaz promjene ukupnog broja psihrofila u smjesi A tijekom

skladiStenja.
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Slika 32. Graficki prikaz promjene ukupnog broja psihrofila u smjesi B tijekom

skladiStenja.




4. RASPRAVA

Interes potrosaa za svjezom i nepreradenom ribom 1i/ili ribljim proizvodima
svakim danom sve vise raste. Obzirom da je riba lako kvarljiva namirnica, jedan od nacina
"prirodnog" poboljSanja kvalitete 1 produljenja roka trajnosti je koriStenje prirodnih
dodataka odnosno biljnih ekstrakata.

U svrhu ispitivanja utjecaja biljnih ekstrakata na parametre kakvoce ribljih burgera
u ovom radu su koriStena tri razli¢ita biljna ekstrakta, ekstrakti ruzmarina, klinCi¢a 1
¢esSnjaka. Preliminarna ispitivanja antioksidacijske aktivnosti i antimikrobnog potencijala
navedenih zacinskih biljaka pokazala su izuzetno dobra bioloska svojstva ovih ekstrakata.
Kako bi pojacali njihovu aktivnost dodali smo ih u riblje burgere u vidu smjesa: smjesa A
— CeSnjak+ruzmarin i1 smjesa B — ¢eSnjak+klin¢i¢. Utjecaj ekstrakata na parametre kakvoce
ispitao se koriStenjem razli¢itih kemijskih, fizickih 1 mikrobioloskih metoda, a dobiveni
rezultati su prikazani na slikama 14-32.

Promjene pH vrijednosti ribljih burgera tijekom ¢uvanja (10 dana) prikazani su na
slikama 14 1 15 na kojima se moze uociti da je kontrolni uzorak imao nesto vece pH
vrijednosti u odnosu na riblje burgere s dodanim ekstraktima. Kod sve tri testirane smjese
ribljih burgera pocetna pH vrijednost je iznosila 6,6, dok je nakon 10 dana pH vrijednost
porasla kod kontrolnog uzorka na 7,0, a kod smjesa A i B iznosila je 6,7.

Jako male promijene uocavaju se i u sadrzaju soli (Slika 16 1 17). Udio soli u
kontrolnom uzorku tijekom skladiStenja pokazuje lagani pad od 0,2% (sa 2,01% na
1,78%), dok je kod burgera koji sadrze smjese A i smjese B taj pad neSto manje uocljiv.
Pocetna vrijednost udjela soli za smjesu B je iznosila 1,75%, a nakon 10-tog dana 1,65%.
U odnosu na kontrolni uzorak i smjesu A, u smjesi B je bio najnizi udio soli od 1,75% na
pocetku skladiStenja, a nakon 10 dana iznosio je 1,56%.

Za ocjenu kakvoce ribe ili ribljih proizvoda vrlo vazni su biokemijski parametri
kvalitete. Kao najces¢i parametri odreduju se TVB 1 TMA. Rezultati odredivanja TVB i
TMA vrijednosti u ispitivanim ribljim burgerima (Slika 20 i 23) ukazuju na visoki udio
hlapivih amina. No vazno je istaknuti da su dodaci smjesa biljnih ekstrakata u riblje

burgere imale manji nastanak ovih spojeva u odnosu na kontrolni uzorak.

32



Grafickim prikazom usporedbe promjene koli¢ine TVB kontrolnog uzorka i smjese
A tijekom skladiStenja (S/ika 21) vidljivo je da je kontrolni uzorak na pocetku imao 16,18
mg TVB/100 g, te da njegov sadrzaj s vremenom eksponencijalno raste sve dok ne
dosegne vrijednost od 68,32 mg TVB/100 g nakon 10-tog dana. Udio TVB-a u smjesama
A 1 B takoder eksponencijalno raste no u nesto manjoj mjeri, odnosno u smjesi A i B taj je
udio bio nakon 10 dana 0,7-0,6 puta nizi u odnosu na kontrolni uzorak. Na slikama 21-23
takoder uoCavamo eksponencijalnu promjenu u sadrzaju TMA. Vazno je istaknuti da u
prvim danima skladiStenja biljezimo nagli rast sadrzaja TMA (sli¢cno kao i kod TVB) koji
nakon 4 dana minimalno raste tijekom daljnjeg skladiStenja. Pocetne TMA vrijednosti svih
uzoraka su se kretale oko 8-9 mg TMA/100 g dok su te vrijednosti nakon 10 dana
skladiStenja dosegle vrijednosti od 36,76 mg TMA/100 g kontrolni uzorak, 29,81 mg
TMA/100 g smjesa A 125,24 mg TMA/100 g smjesa B.

Parametar oksidativne stabilnosti ili sadrzaj MDA (Slike 24-26) pokazuje utjecaj
dodataka biljnih ekstrakata na stabilnost ribljih burgera. Na osnovu prezentiranih rezultata
moze se uociti da tijekom svih 10 dana skladistenja vrijednosti TBA testa nisu rasle u
odnosu na kontrolni uzorak u kojem je vidljiv eksponencijalni rast. Takoder pocetne TBA
vrijednosti za smjese A i B su bile 2,5 puta nize u odnosu na kontrolni uzorak a nakon 10
dana skladiStenja razlika u koncentraciji MDA u smjesama su bile gotovo 10 puta nize od
kontrolnog uzorka.

Ozogul 1 sur. (2011) takoder su uocili pozitivan u¢inak ekstrakata cajeva ruzmarina
i kadulje na filete sardine pakirane u vakuumu i skladistene pri 3+1 °C u vidu smanjenog
stvaranja amonijaka i BA.?*** Sardina kojoj je dodan ekstrakt ¢aja od ruzmarina ili kadulje
pokazala je nize kemijske znacajke zbog antioksidativnih svojstava ekstrakata. Pracenjem
senzornih svojstava autori su zakljucili da je rok trajanja sardine 13 dana za kontrolne
skupine 1 20 dana za skupine tretirane ekstraktima. Obzirom na dobivene rezultate dali su
zaklju¢ak o moguc¢oj primjeni prirodnih ekstrakata ¢aja od ruzmarina ili kadulje u
prehrambenoj industriji u svrhu produljenja roka trajanja.> Nedavno je studija koju su
proveli Gao 1 sur. (2014) pokazala da sinergijski u€inak ekstrakta ruzmarina zajedno sa
nisinom inhibira raspad proteina, lipidnu oksidaciju, raspad nukleotida 1 mikrobni rast kod

fileta strijele modrulje (Trachinotus ovatus) tijekom skladistenja pri 4 °C.2%2
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Rezultati odredivanje ukupnog broja (log CFU/g) mezofilnih i psihrofilnih bakterija
tijekom skladiStenja prikazani su na slikama 27-32. Tijekom skladiStenja uocava se
kontinuirani porast ukupnog broja bakterija, kao 1 razlike izmedu kontrolnog uzorka 1
testiranih smjesa. Kod kontrolnog uzorka dolazi do porasta ukupnog broja kolonija
mezofilnih bakterija s 1,62 na 3,05, kod smjese A s 1,76 na 2,42 i kod smjese B s 1,98 na
2,56. Slican odnos se uoc€ava i u sadrzaju psihrofilnih bakterija. Kontrolni uzorak pokazuje
rast s 1,67 na 3,08, smjesa A s 1,83 na 2,99, a smjesa B s 2,12 na 2,98. 1z ovih podataka
moze se uociti da se kod kontrolnog uzorka razvio najveéi broj ukupnih mezofila 1
psihrofila, a kod smjese B najmanji ukupni broj bakterija. Slabiji rast mikroorganizama u
ribljim proizvodima u odnosu na kontrolni uzorak dokazali su i Kenar i sur (2010)
koridtenjem ekstrakta ruzmarina i ¢aja od kamilice.® Istaknute studije u ovom radu
pokazale su 1 u€inkovitost ekstrakta ruzmarina u koncentracijama od 0,4 1 0,8% u kontroli
rasta bakterija u uzorcima burgera atlantske skuSe skladiStenih u vakuumu tijekom
hladenja. Kenar i sur. (2010) dokazali su da uranjanje fileta sardine u etanolni ekstrakt
ruzmarina i ¢aj od kadulje (Salvia officinalis) produzuje rok trajanja vakuum pakiranja do

7 dana u uvjetima ¢uvana pri 3+1 °C.202?
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5. ZAKLJUCCI

Zakljucci ovog rada su:

e Male promjene u sadrzaju soli i pH vrijednosti ribljih burgera.

e Visok sadrzaj TVB i TMA u svim ispitanim uzorcima.

e Dodatak smjese ekstrakata poboljSava oksidativnu stabilnost ribljih burgera.

e Dodatak ekstrakata smanjuje ukupan broj mezofilnih bakterija.

e Smjesa cCeSnjaka 1 klin¢i¢a najbolje je ocuvala analizirane parametre kakvoce

burgera.
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