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1. UVOD



Jaja zbog svoje visoke nutritivne vrijednosti, niske trziSne cijene i Siroke dostupnosti ¢ine
idealnu namirnicu u ljudskoj prehrani. Obzirom da su bogata proteinima, lipidima, vitaminima
(osim vitamina C) i mineralima postoje brojne nutritivne prednosti njihovog konzumiranja (EC,
2008). Tako je kroz dugi niz godina uz jaja vezan negativan publicitet, prvenstveno zbog udjela
kolesterola, brojna istrazivanja opovrgnula su direktnu povezanost konzumacije jaja s raznim

bolestima (Herron i sur., 2003).

Uzurbano$¢u, zZeljom za jednostavnijom primjenom i mikrobioloski ispravnim proizvodom
nastaju proizvodi od jaja. Razlikujemo tekuca, smrznuta i jaja u prahu. Zbog smanjenja

skladi$nog prostora 1 duze trajnosti, njihova primjena je sve veca.

Uslijed razvoja tehnologije postoje razli¢ite nove metode procesiranja ulazne sirovine — jaja
u ljusci kako bi se u konacnici dobio bolji 1 stabilniji proizvod. Neke od tih novih metoda
podrazumijevaju primjenu visokog hidrostatskog tlaka, mikrovalova, pakiranja u modificiranoj
atmosferi 1 sl. Uz to, postoje brojni dodaci poput Secera, soli, kiselina kojima se pokuSavaju
dobiti odredene karakteristike krajnjeg proizvoda. Pri tome je izuzetno vazno paziti da
funkcionalna svojstva (emulgiranje, pjenjenje, Zeliranje, topljivost proteina i sl.) proizvoda

ostanu minimalno promijenjena (Stadelman 1 Cotterill, 1977; Lomakina i Mikova, 2006).

Limunska kiselina (CsHgO?7) je slaba organska kiselina 1 prirodni konzervans koji se ¢esto
dodaje u tekuca pasterizirana jaja i oCit je pad pH vrijednosti nakon njenog dodatka. Takoder,
pokazalo se kako pomaze u ocuvanju boje jaja, ne dopustaju¢i da ona poprime sivu ili zelenu

boju (Kretzschmar — McCluskey, 2007).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka razli¢itih koncentracija limunske kiseline (0,
300, 400 i 500 mg L) na funkcionalna svojstva tekuéih pasteriziranih jaja tijekom 4 tjedna.

Ispitivana je topljivost proteina, svojstva pjenjenja i emulgiranja te ukupan broj bakterija.



2. TEORIJSKI DIO



2.1.NUTRITIVINA VRIJEDNOST JAJA

Jaja su zbog svog visokog udjela proteina i drugih esencijalnih nutrijenata jako vazna
namirnica u ljudskoj prehrani ve¢ stolje¢ima. Konzumacija jaja u Europskoj uniji je u zadnjih
20 godina konstantno visoka te biljezi mali porast bez obzira na loSu reputaciju i negativne
reportaze u medijima (Elmadfa, 2009). Negativni publicitet najviSe se odnosi na to da su jaja
izvor kolesterola te da postoji rizik od kontaminacije jaja patogenim mikroorganizmima i

toksi¢nim ostacima.

Upravo zbog visoke koncentracije kolesterola, jaja su pozicionirana na sam vrh
piramide pravilne prehrane koja pomaze u stjecanju percepcije raznolikosti namirnica te
veli¢ine porcija potrebnih za odrzavanje uravnotezene prehrane. Gledajuci iz ove perspektive,
jaja nisu namirnica koju se preporucuje ¢esto konzumirati. Bez obzira na mnoge eksperimente
1 epidemioloske studije, kolesterol u jajima (oko 250 mg po jajetu) i dalje predstavlja veliki
problem za mnoge potroSace. Medutim, utvrdeno je kako isti nema znafajan ucinak na
kolesterolemiju. Mnoge studije su pokazale kako dnevna konzumacija jednog do dva jajeta ne
povecava razinu kolesterola u krvi ili rizik od kardiovaskularnih bolesti. Provedena su i
istrazivanja na ljudima s dijagnosticiranom hiperkolesteremijom, hipertrigliceridemijom 1i
dijabetesom te je dokazano da nema povecanja koncentracije LDL kolesterola nakon

konzumacije jaja (Herron i sur., 2003).

Nutritivna vrijednost hrane moze se prikazati na nekoliko razli¢itih nac¢ina. Najces¢i 1
najuobicajeniji prikaz su koli¢ine razli¢itih vaznih nutrijenata u 100 grama ili u jednoj porciji
namirnice. Ona ovisi o mnogim faktorima kao §to su starost jaja, postupci prerade i metode

kulinarske pripreme, ali i o vrsti preradi, pasmini i starosti kokosi nesilica (Kniewald, 1993).

Generalni problem kod ovakvog nacina prikaza je velik broj razli¢itih izvora i tablica za
razli¢ite drzave Europske unije. One se mogu pronaéi na web stranicama European Food
Information Resources od Excellence Network (Anonymous, 2005). Unutar tih tablica mogu
se vidjeti podaci za velik broj razli¢itih nutrijenata koji su uzeti iz jedne Europske baze podataka
koja je podrzana od strane Ministarstva poljoprivrede SAD-a (USDA). Moze se vidjeti kako
pojedine komponente variraju od drzave do drzave §to se moze pripisati razli¢itim analitickim

metodama odredivanja ili kao normalan raspon vrijednosti u bioloSkom materijalu.

PokuSavajué¢i poboljsati nutritivnu vrijednost jaja manipulira se udjelom pojedinih

komponenti. Povecanje pojedine komponente je popriliéno jednostavno i odnosi se na
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modifikaciju ishrane nesilica. S druge strane, reduciranje, koje su uglavnom odnosi na

smanjenje udjela kolesterola, je puno teze ili mozda ¢ak i nemoguce.

U pogledu nutritivne vrijednosti jedno kokosje jaje ekvivalent je 160 g mlijeka, 82,5 g
govedeg mesa ili 87,5 g tele¢eg mesa (Kniewald, 1993).

Kada se govori o nutritivnoj vrijednosti hrane, mora se uzeti u obzir bioiskoristivost.
Rije¢ je o procesu koji moze biti definiran na nac¢in da je to udio nekog nutrijenta koji je
probavljen, apsorbiran 1 metaboliziran, odnosno udio nutrijenta koji je zavrSio u krvotoku.
Biodostupnost je vazna zato $to, na primjer, jaja sadrZe visok udio Zeljeza i1 kroz neko vrijeme
se smatralo da su odli¢an izvor ovog minerala. Medutim, obzirom na njegovu interakciju s
fosvitinom, biodostupnost je niska (Hallberg i Hulthen, 2000). S druge strane, iako jaja nisu
toliko bogata zeaksantinom 1 luteinom, za razliku od mnogobrojnog povréa, njihova
iskoristivost je jako visoka ako se unose konzumacijom jaja. Veliki je problem $to je jako malo
istrazivanja koji se bavi ovom problematikom, a da im je fokus na jajima. Sve je viSe
istrazivanja koji se bave obogacivanjem jaja razliitim vitaminima i1 mineralima dok se

bioiskoristivost istih jo$ uvijek ne analizira (Chung i sur., 2004).



2.1.1. Proteini

Proteini u jajima su jako vazni obzirom na prisutne esencijalne aminokiseline.
Konzumacijom 100 g jaja moZze se unijeti znacajna koli¢ina lizina te aminokiselina koje u svojoj
strukturi sadrze sumpor (Nys i Sauveur, 2004). Mnoge bioloske aktivnosti proteina jaja, poput
antihipertenzivnih, antiupalnih i1 antioksidativnih znacajki te poboljSanje u bioiskoristivosti
pojedinih minerala pokazala su se kao nutritivna prednost konzumacije jaja (Rehault 1 sur.,
2007).

2.1.2. Lipidi

Sadrzaj lipida u Zumanjku ne varira znac¢ajno, medutim sastav masnih kiselina ovisi u
ishrani kokoSi nesilica. Poznato je kako omega 6 masne kiseline mogu smanjiti udio kolesterola,
a omega 3 masne kiseline mogu prevenirati kardiovaskularne bolesti. Postoje brojna
istrazivanja kojima se pokuSalo utjecati na udio omega 6 i omega 3 masnih kiselina te
manipulirati njihovim omjerom. Recimo, Lewis i sur. (2000) u svojem istrazivanju uspjeli su
povecati udio omega 3 masnih kiselina za osam puta, dok su Bean i Leeson (2003) uspjeli
smanjiti omjer omega 6 i omega 3 na 1,8 ili 1,9. Iako je udio polinezasi¢enih masnih kiselina
visok, postoji sve vise studija u kojim se taj udio povecava modificiranjem ishrane. Takoder,
sve je vise istrazivanja koja se bave obogacivanjem jaja specijalnim nezasi¢enim masnim
kiselinama, poput konjugirane linolenske kiselina (CLA) koja ima antikancerogena,

antidijabetska, imunostimulirajuca i hipokolesterolemi¢na svojstva (Pariza, 2004).

Danas je moguce proizvesti jaja s dvostruko viSe omega 3 masnih kiselina, 25% manje

masti te povecati udio luteina (35%) (Davis 1 Reeves, 2002).

2.1.3. Ugljikohidrati

Jaja ne sadrZe dijetalna vlakna i mala koli¢ina prisutnih ugljikohidrata (manja od 1%)

nije znac¢ajna u ljudskoj prehrani.



2.1.4. Vitamini

Jaja su odli¢an izvor razli¢itih vitamina. Konzumacijom jednog jajeta srednje veli¢ine
(oko 50 g) zadovoljava se 15% preporucenog dnevnog unosa vitamina A, D, K, B2, folne
kiseline 1 biotina. Ukoliko se konzumira 100 g jaja (ekvivalentno dva srednja jaja), vitamin E,
B>, niacin i pantotenska kiselina premasuju zadani postotak ¢ime se moze re¢i kako jaja sadrze
znacajan udio istih. Jaja su siromasna vitaminom C zato §to tijekom razvoja embrija nema

potrebe za njim (EC, 2008).

Mnogi znanstvenici su zakljuc€ili kako genetika, odnosno razliCite pasmine igraju veliku

ulogu u vitaminskom sastavu jaja (Nemani€ i Beri¢, 1995).

Kao $to je 1 slucaj s masnim kiselinama, udio vitamina u jajima varira ovisno u ishrani
nesilica, ¢ime se moZe manipulirati udio pojedinog vitamina i utjecati na nutritivnu vrijednost.
Postoje brojna istrazivanja u kojim je opisan dodatak razli¢itih vitamina poput vitamina E,
vitamina D, folata i1 vitamina Bi2. Brojni dodaci se koriste 1 danas u komercijalnoj prodaji

(Mattila 1 sur., 2003; Bunchasak i Kachana, 2009; Jeroch 1 sur., 2002).

2.1.5. Minerali

Jaja su, takoder, jako dobar izvor minerala. Gledaju¢i konzumaciju jednog jajeta srednje
veli¢ine, zna€ajnu udio zadovoljavaju fosfor (16,4%) 1 selen (23,6%), dok konzumacijom dva

jajeta znacajni su zeljezo (15%) 1 cink (14%) (EC, 2008).



2.2.PROIZVODI OD JAJA

Kada se govori o proizvodima od jaja, podrazumijevaju se jaja kojima je tijekom prerade

uklonjena ljuska. Razlikujemo tekuéa jaja, smrznuta jaja te jaja u prahu.

2.2.1. Tekuéa jaja

Tekuca pasterizirana jaja predstavljaju homogenu tekuc¢inu blijedo Zute do narancaste
boje (ovisno o boji Zumanjka kao ulazne sirovine), tekuce teksture, mirisa 1 okusa tipicnog za
miris 1 okus jajeta. Tehnoloskim procesima moguce je proizvesti tekuce pasterizirano cijelo
jaje, ali takoder, moguca je i1 separacija ¢ime nastaje tekuci pasterizirani bjelanjak odnosno
zumanjak. Organolepticka te svojstva peCenja 1 emulgiranja ista su kao i kod jaja u ljusci.
Primjena im je pojednostavljena obzirom da nema razbijanja ljuske Sto je vaZzno kod
industrijske proizvodnje gdje se olakSava proces kuhanja i pecenja, a kao dodatnu prednost
vazno je naglasiti mikrobioloSku 1 higijensku ispravnost. Mogucnost prisutnosti bakterije
Salmonella spp. u jajima 1 proizvodima od jaja je neprihvatljiva 1 izuzetno opasna ¢ime se

naglaSava vaznost primjene visoke temperature, odnosno procesa pasterizacije.

Nusproizvod kod proizvodnje tekucih jaja je ljuska i ¢ini 12% mase jajeta. Bogata je
kalcijem te, nakon Sto se toplinski obradi, moze imati brojne primjene, poput obogacivanja

poljoprivrednih povrSina.

Tekuca jaja mogu se pakirati u tetrapak, bag-in-box vrecice, u plasticne bacve ili inox
tankove te se moraju skladistiti od 0 do +4 °C kako bi se ostvarila $to bolja odrzivost. Trajnost
proizvoda je ogranicena te je oznacena na samoj deklaraciji. Fizikalno - kemijska svojstva

razlikuju se kod cijelog jajeta, bjelanjka 1 Zumanjka (Lukac d.o.o., 2010).



2.2.1.1. Cijelo jaje

Cijelom jajetu (slika 1) udio suhe tvari se krece oko 23 %, a pH se krece izmedu 7.2 i
7.8. Jedna litra cijelog jajeta ima 1.06 kg, odnosno jedan kilogram cijelog jajeta sadrzi 0.938 L.

Za jedan kilogram jajeta potrebno je oko 20 jaja (prosjecne veli¢ine) u ljusci.

Slika 1. Tekuce pasterizirano cijelo jaje (Lukac d.o.o., 2010)

Primjena cijelog tekuceg pasteriziranog jajeta je mnogobrojna — zbog jednostavnosti
rukovanja 1 smanjenog zauzimanja skladiSnog prostora, koristi se u restoranima, hotelima,

bolnickim, Skolskim te industrijskim kuhinjama, prilikom proizvodnje tjestenina, slastica itd.

(Lukac d.o.o., 2010).



2.2.1.2. Bjelanjak

Tekuci pasterizirani bjelanjak (slika 2) je homogena tekucina, blijedo Zute boje.
Karakterizira ga specifican sastav obzirom da sadrzi izuzetno mali udio masti te ne sadrzi
kolesterol (Nys i Sauveur, 2004). U odnosu na cijelo jaje, udio suhe tvari je znacajno manji i
iznosi oko 11%. pH vrijednost je blago luznata i kreée se od 8.5 do 9.5. (USDA, 2009). Kao $to
se moze vidjeti u tablici 1, nutritivna vrijednost 100 g proizvoda iznosi 47 kcal. Tekuci bjelanjak

ima 10.6 g proteina te manje od 1 g masti i ugljikohidrata.

Tablica 1. Sastav bjelanjka u 100 g (Nys i Sauveur, 2004)

Nutrijenti Bjelanjak (100 g)
ENERGETSKA VRIJEDNOST (kecal) 47
PROTEINI (g) 10.6
UGLJIKOHIDRATI (g) 0.8
MASTI (g) 0.1

Kako bi se proizvela jedna litra bjelanjka potrebno je oko 30 bjelanjaka iz jaja s ljuskom

te ona tezi 1.05 kg, dok jedan kilogram bjelanjka ima 0.948 L.

Slika 2. Tekuc¢i pasterizirani bjelanjak (Luka¢ d.o.0.,2010)

Primjenu bjelanjka pronalazimo u slastiarstvu, ali 1 zdravoj prehrani sportasa (zbog

visokog udjela proteina i niskog udjela masti) (Luka¢ d.o.o., 2010).
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2.2.1.3. Zumanjak

Tekuc¢i zumanjak (slika 3) homogena je tekuc¢ina zuto - narancaste boje. Kao sto se moze
vidjeti na slici 3, boja je znatno intenzivnija u odnosu na cijelo jaje. Obzirom da je udio suhe
tvari oko 42%, ne ¢udi ¢injenica da je rije¢ o proizvodu velike viskoznosti. pH vrijednost se

kre¢e od 6.1 do 6.8 §to znaci da je Zumanjak blago kiseo (USDA, 2009).

Kao $to se moze vidjeti u tablici 2, nutritivna vrijednost Zumanjka na 100 grama iznosi
364 kcal. Zumanjak sadrzi visok udio masti (34.5 g), od &ega je kolesterol prisutan s ¢ak 1.2 g,

dok je udio proteina 16.1 g, a ugljikohidrata 0.5 g.
Tablica 2. Sastav zumanjka u 100 grama (Nys i Sauveur, 2004)

Nutrijenti Zumanjak (100 g)
ENERGETSKA VRIJEDNOST (kecal) 364
PROTEINI (g) 16.1
UGLJIKOHIDRATI (g) 0.5
MASTI (g) 34.5

Da bi se dobila jedna litra zumanjka potrebno je oko 50 jaja u ljusci i ona kao takva tezi

1.08 kg. S druge strane, jedan kilogram zumanjka iznosi 0.925 L.

Slika 3. Tekuc¢i pasterizirani Zumanjak (Lukac¢ d.o.o., 2010)

Teku¢i Zumanjak koristi se u proizvodnji tjestenine, majoneze, slastica 1 sl. (Lukac

d.o.o., 2010).
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2.3.TEHNOLOSKI PROCES PROIZVODNJE TEKUCIH PASTERIZIRANIH
JAJA
Na slici 4 prikazana je blok shema proizvodnje tekucih pasteriziranih jaja.

Bl
\/

VIZUALNA SELEKCIJA
o
\/
l PRANJE JAJA
o
\/
RAZBIJANJE LJUSKE
gl
N
l FILTRACIJA
ol
N

PASTERIZACIA |
HOMOGENIZACIJA

i
A
l HLADENJE
o
\/
l PAKIRANIJE
o
\/

SKLADISTENJE

Tekuca
pasterizirana jaja

Slika 4. Blok shema proizvodnje tekucih jaja (EEPA, 2011)
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U dana$nje vrijeme, pogoni za proizvodnju hrane preferiraju tekuca jaja u odnosu na

jaja u ljusci obzirom da su jednostavnija za uporabu (Yadav i Vadehra, 1977).

Korak koji prethodi samoj proizvodnji je dolazak sirovine, odnosno jaja u ljusci, u
pogon. Ona se moraju adekvatno skladistiti na odgovarajucoj temperaturi ili se mogu odmah

koristiti u proizvodnji, ovisno o potrebi.

Po pocetku proizvodnje jaja prolaze kroz mlaz vode kako bi isprale sve necistoce i kako
bi se kontaminacija svela na minimum. To je vazno zato $to necistoce sa ljuske mogu dospjeti
u kontakt s unutrasnjim dijelom, tj. teku¢im dijelom jajeta te na taj nac¢in negativno utjecati na

mikrobioloska i nutritivna svojstva. Nakon pranja slijedi susenje u struji zraka.

Osusena jaja idu na stroj za razbijanje jaja. Kod takvih posebnih strojeva dolazi do
razbijanja ljuske 1 izdvajanja bjelanjka 1 Zumanjka. Ukoliko se proizvodi tekuce cijelo
pasterizirano jaje, naknadno dolazi do spajanja bjelanjka 1 Zumanjka. Upravo zbog ovog dijela,

u kojem dolazi do kontakta vanjskog dijela ljuske i tekuceg dijela, vazno je ispiranje necistoca.

Nusproizvod koji nastaje — ljuska, odvaja se sa strane i naknadno nosi u susionik gdje
se suS$i na odredenoj temperaturi kroz odredeno vrijeme. Ljuska je vrlo vazna zato S§to
predstavlja najbolji prirodni izvor kalcija 1 nakon suSenja se moze prodavati i/ili koristiti u

prehrani Zivotinja te koristiti za obogacivanja tla poljoprivrednih povrsina.

Nakon razbijanja jaja slijedi filtriranje. Ono je vazno kako bi se eventualni dio ljuske
koji je zaostao u teku¢em dijelu otklonio. Ovaj dio proizvodnje je bitan zato Sto se na kraju zeli

dobiti proizvod tekuce konzistencije bez krutih dijelova.
Ukoliko se u proizvode dodaju aditivi, oni se dodaju u tankove nakon filtracije.

Slijedi najvazniji dio, a to je pasterizacija popra¢ena homgenizacijom. Pasterizacija
predstavlja toplinski tretman proizvoda koji za cilj ima uniStiti patogene bakterije. Kod
proizvodnje tekucih jaja ona je izuzetna bitna zato S$to se njome eliminira svaka mogucnost

prisutnosti bakterije Salmonella spp.

Proizvodi se najprije podvrgavaju procesu homogenizacije kako bi se dobio S§to
kompaktniji proizvod jednoli¢ne strukture. Zatim slijedi pasterizacija Cije temperature se
razlikuju ovisno o proizvodu; kod bjelanjka, koji ima visok udio proteina, temperature moraju

biti puno nize u odnosu na cijelo jaje i zumanjak kako ne bi doSlo do koagulacije tih istih
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proteina. One se kre¢u od 50 i 70 °C. Nakon pasterizacije ponovno slijedi homogenizacija koja

omogucuje da konacan proizvod bude jednoli¢ne teksture, bez moguénosti odvajanja faza.

Prije pakiranja potrebno je ohladiti proizvod na temperaturu + 4 °C kako bi se prekinuo
toplinski tretman. Hladenje se odvija u zasebnom rashladnom tanku. Nakon §to se proizvod
adekvatno ohladio, jaja se dovode do punilice te pune u odgovarajuéu ambalazu. Postoje
punilice za punjenje u aspeti¢nim uvjetima pri ¢emu je izuzetno bitno da je ambalaza sterilna

kako bi se otklonila svaka moguénost kontaminacije.

Tekuca jaja se skladiste u skladiStima pri temperaturnom rezimu od 0 do + 4 °C (Lukac

d.o.o., 2010).

Razlike u proizvodnom procesu smrznutih i tekucih jaja su minimalne i odnose se samo
na temperature skladiStenja gotovog proizvoda; tekuca jaja, kako je ve¢ napisano, skladiSte se
na temperaturi do +4 °C dok se smrznuta jaja moraju skladistiti na nizim temperaturama,

najcesce na -18 °C.

Kod jaja u prahu, tehnoloski proces koji prethodi susenju je isti. Iznimka je kod bjelanjka
— proces pasterizacije se moze odvijati prije ili poslije suSenja. Najcesce se koristi metoda spre;j
suSenja gdje je tekucéina atomizirana u pari vru¢eg zraka i zbog velike povrSine omogucene
atomizacijom, gubitak vode je izuzetno brz. Jaja se naj¢esce suse na temperaturi izmedu 121 1
123 °C. Prilikom suSenja je vazno konstantno filtrirati zrak kako bi se uklonile Cestice praSine
1 drugi moguci kontaminanti. Neki sistemi za susenje koriste i sekundarno susenje kako bi se
udio vode sveo na minimum. Vazno je napomenuti da prije suSenja cijelog jajeta i zumanjka
potrebno ukloniti D — (+) — glukozu (dodatkom enzimskog sustava glukoza oksidaza — katalaze)
kako ne bi doslo do Maillardovih reakcija 1 narusavanja stabilnosti te stvaranja neugodnih

mirisa kasnije tijekom skladiStenja (Stadelman 1 Cotterill, 1977).

Nakon svake proizvodnje potrebno je oprati i dezinficirati sve podove, vanjske dijelove
cijevi 1 opremu koja je koriStena te unutrasnjost svih cijevi i tankova. To se ¢ini adekvatnim

sredstvima.
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2.4. ADITIVI U TEKUCIM PASTERIZIRANIM JAJIMA

Prehrambeni aditivi su u Republici Hrvatskoj oznaceni E brojevima i kao takvi svrstani
su u nekoliko razli¢itih kategorija, ovisno o svojim tehnoloskim i funkcionalnim svojstvima.
Za svaki aditivi postoji maksimalna dopustena koli¢ina koja se moze dodavati, a ukoliko ona
nije propisana, slijedi se nacelo quantum satis, odnosno da se smije dodavati ona koli¢ina
aditiva koja je u skladu s proizvodackom praksom i sve s ciljem postizanja zeljenog ucinka

(Anonymous, 2011).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (Codex Alimentarius Commission)
prehrambeni aditivi se definiraju kao: ,, tvari poznate kemijske strukture, koji se uobicajeno ne
konzumiraju, niti su tipican sastojak hrane. Dodaju se hrani tijekom tehnoloskog postupka
proizvodnje, prerade i obrade, pakiranja, transporta i cuvanja. Sluze za poboljsavanje
organoleptickih svojstava hrane (boja, okus, miris i konzistencija), njezino konzerviranje i
cuvanje. U pravilu su bez prehrambene vrijednosti (uz izuzetak modificiranog Skroba i nekih
emulgatora) i u uvjetima prakticne primjene potpuno bezopasni po ljudsko zdravlje. Pojedini
aditivi mogu imati i vise tehnoloskih djelovanja, ali osnovno svojstvo ovisi o kolicini koja je

dodana u hranu“ (HAH, 2009).

Prema Regulativi Europske komisije 1333/2008 u jaja i proizvode od jaje moze se
dodavati niz aditiva. U tekuca pasterizirana jaja dodaju su konzervansi koji djeluju tako da
produljuju trajnost jaja usporavajucéi ili sprjecavajuci rast mikroorganizama. Konzervansi koji
se najvise koriste su sorbinska kiselina i njezine soli (E200 — E203) te benzojeva kiselina i
njezine soli (E210 — E213) te njihova maksimalna dopustena koli¢ina je 5000 mg konzervansa
na kilogram proizvoda. Nizin (E234) ima sve vecu primjenu; rije¢ je o aditivu s antibiotskim
djelovanjem. Nadalje, askorbinska kiselina (E300 — E304) je najces¢i antioksidans koji se
dodaje u jaja. Oni se dodaju kako bi se produljila trajnost proizvoda. Emulgatori i emulgatorske
soli se dodaju kako bi se dobila homogena teku¢ina. Najces¢i emulgatori koji se dodaju su
monogliceridi i digliceridi masnih kiselina (E471). Bojila su zabranjena za jaja i sve oblike
proizvoda od jaja i ne smiju se dodavati. Jedina iznimka za uporabu bojila je ona za ukraSavanje

1 Zigosanje ljuski jajeta.

Limunska kiselina (E330) je prirodni antioksidans i sredstvo za reguliranje kiselosti 1
kao takvo potpomazZe djelovanju antioksidansa i emulgatora te djeluje 1 kao konzervans i
stabilizator. Soli limunske kiseline (E331 — E333) sluze kao stabilizatori i antioksidansi

(Anonymous, 2016).
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2.5. MIKROBIOLOGIJA TEKUCIH PASTERIZIRANIH JAJA

U Vodi¢u za mikrobioloske kriterije u hrani (2011) izdanog od strane Ministarstva
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja, zadani su kriteriji za najvaznije mikroorganizme
koje je potrebno kontrolirati i stalno ispitivati. U tablici 3 prikazani su mikroorganizmi i kriteriji

unutar kojih se moraju nalaziti proizvodi od jaja.

Tablica 3. Mikroorganizmi u proizvodima od jaja (Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i

ruralnog razvoja, 2011)

MIKROOGANIZMI / NJIHOVI TOKSINI I PLAN UZORKOVANIJA
METABOLITI

Salmonella spp. nn.us50g

KRITERIJI

m=10*cfu g’

Aerobne mezofilne bakterije 5 1
M =10’ cfu g!
m=10 cfu g

Enterobacteriaceae 5 2
M= 10° cfu g

Koagulaza pozitivni stafilokoki /
5 0 M <10 cfu g
Staphylococcus aureus

m=10 cfu g

Kvasci i plijesni 5 1
M = 10% cfu g'!

n — broj elementarnih jedinica uzorka koji ¢ine uzorak
¢ — broj jedinica uzorka, u kojima se dobivene vrijednosti ispitivanja mogu nalaziti izmedu 'm'i'M', pri ¢emu se
uzorak smatra prihvatljivim, ukoliko je dobivena vrijednost ispitivanja u ostalim jedinicama uzorka jednaka 'm'
ili manja od 'm'
m — grani¢na vrijednost ispod koje se svi rezultati smatraju zadovoljavaju¢im
M - grani¢na dopustena vrijednost iznad koje se rezultati smatraju ne zadovoljavajué¢im; ukoliko sam jedan
rezultat nadilazi tu vrijednost, uzorak je nezadovoljavajuci
n.n. —nije nadeno

Kao $to se moze vidjeti u tablici 3, Salmonella spp. mora biti odsutna u 50 grama

ispitivanog uzorka, dok Listeria monocytogenes ne smije biti prisutna u 25 g uzorka.

Ukoliko se radi analiza 5 uzoraka, broj aerobnih mezofilnih bakterija mora biti manji od
10* cfu g!, uz moguénost iznimke jednog uzorka koji moze biti do 103 cfu g'. Pod istim
uvjetima analize (ispitivanjem 5 uzoraka), Enterobacteriaceae, koagulaza pozitivni stafilokoki

/ Staphylococcus aureus te kvasci 1 plijesni u ispitivanom uzorku moraju biti prisutni manje od
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10 cfu g'!. Iznimka su Enterobacteriaceae i kvasci i plijesni gdje jedan uzorak moze sadrzavati

10%cfu g

2.6. FUNKCIONALNE KARAKTERISTIKE JAJA

Jaja se smatraju multifunkcionalnom namirnicom i ¢ine vazne i poZeljne sastojke u
prehrambenoj industriji obzirom na njihova funkcionalna svojstva koja uklju¢uju koaguliranje,
zeliranje, formiranje pjene, emulgiranje, zatim daju boju, okus te odredene nutritivne

karakteristike (Yang 1 Baldwin, 1995).

Siroka primjena jaja zasnovana je na ¢injenicama da tekuca jaja kaoguliraju ili se zgusnu
tijekom zagrijavanja; zatim sposobnosti stvaranja pjene bjelanjka Sto omogucuje proizvodnju
laksih 1 prozraénijih proizvoda i emulgirajuc¢a sposobnost Zumanjka (fosfolipida i lipoproteina)
pri ¢emu dolazi do proizvodnje niza proizvoda (majoneze, razli€itih umaka i sl.) (Davis 1

Reeves, 2002).

Medutim, jaja prije svega moraju biti mikrobioloski ispravna. Kod velikog broja
proizvoda gdje se proizvodi od jaja koriste kao sirovina, oni se termicki ne obraduju i stoga je

izuzetno vazno primijeniti adekvatan nacin tretiranja poc¢etne sirovine — jaja u ljusci.
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2.6.1. Topljivost proteina

Topljivost proteina predstavlja jedno od najvaznijih funkcionalnih svojstava obzirom da
proteini moraju biti topivi kako bi bili primjenjivi u hrani (Vaclavik i Christian, 2003). Ona
ovisi 0 jako puno faktora, poput sastava aminokiselina, stanja proteina, pH, temperature, tlaka,
koncentracije soli, koncentracije proteina i nekih drugih komponenti poput polimera, lipida i sl.
(Vojdani, 1996).

Topljivost proteina povezana je s pH 1 minimalna je kod izoelektri¢ne tocke (pl),
(Bolontrade i sur., 2003). Kod proteina bjelanjka prosjecna pl iznosi izmedu 5,3 1 5,4 te u ovom

intervalu proteinu su manje topivi (Gaonkar 1 sur., 2010).

Vaznost topljivost proteina moZze se vidjeti u ¢injenici da utjeCu na sposobnost stvaranja
pjene, emulgiraju¢a svojstva, povecanja viskoznosti, svojstva zZeliranja i sl. Dakle, ta druga

funkcionalna svojstva ovise o topljivosti proteina (Assis i sur., 2010).

Topljivost je jedna od najboljih mjera proteinske denaturacije 1 agregacije, ali isto tako
1 dobar pokazatelj proteinske funkcionalnosti. Opcenito, proteini koji pocetno opstaju u
denaturiranom, djelomicno agregiranom stanju, obi¢no pokazuju nedovoljnu sposobnost

sudjelovanja u zeliranju, emulgiranju i pjenjenju (Rezek Jambrak, 2008).
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2.6.2. Pjenjenje

Pjenjenje se definira kao stvaranje i stabilizacija mjehuri¢a zraka u tekucini (Rezek
Jambrak, 2008). Pjena je koloidna disperzija zraka u tekuéoj fazi. Dobri povrSinski aktivni
proteini moraju brzo migrirati prema granici, lako odmotavati i imati relativno visoku
viskoznosti i elasti¢nost kako bi &inili stabilni film (Clarkson i sur., 1999) Ciste tekuéine ne
stvaraju pjene, ali tekucine koje sadrze povrsinski aktivne komponente koje sudjeluju u

formiranju pjene, poput proteina, savrSeno odgovaraju svrsi (Yang 1 Baldwin, 1995).

lako velik broj razli¢ite vrste hrane ima sposobnost stvaranja pjene, jaja ipak prednjace
obzirom na njihovu visoku efikasnost. Jaja u odgovaraju¢im uvjetima stvaraju pjenu velikog

volumena, koja je stabilna 1 koja koagulira tijekom zagrijavanja (Yang i Baldwin, 1995).

Vise od 24 razli¢ita proteina identificirana su 1 izolirana u bjelanjku (Mine 1 Shahidi,
2006) od kojih su najznacajniji ovalbumin (54 %), ovotransferin (12 %), ovomukoid (11 %),
ovomucin (3,5 %) i lizozim (3,4 %) (Stadelman 1 Cotterill, 1995; Mine, 1995). Upravo zbog
¢injenice da ti proteini imaju razli¢ite uloge kod pjenjena, odnosno kod stabilizacije pjene,
bjelanjak ima odli¢ne karakteristike pjenjenja (Alleoni, 2006). Ovalbumin je najzastupljeniji i
najvazniji protein i ima centralnu ulogu kod pjenjenja bjelanjaka. Tijekom tucenja, molekule
ovalbumina su adsorbirane na medupovrSinu zrak — voda; hidrofobni krajevi proteina su
usmjereni prema plinovitoj fazi, dok su hidrofilni krajevi usmjereni prema tekucoj fazi (Yang i
sur., 2009). Obzirom da ovalbumin je jedini protein bjelanjka koji sadrzi slobodnu sulfhidrilnu
grupu, pjena koja je proizvedena s ovalbuminom je stabilnija u odnosu na one s disulfidnim

vezama (Lechevalier i sur., 2003).

Formiranje pjene ovisi o sposobnosti proteinskih lanaca da se otvore i usmjere na
medupovrsine tekucéina zrak (Rezek Jambrak, 2008). Jedan od glavnih faktora koji utjecu na
formiranje pjene je sposobnost proteina da bude adsorbirana na zrak — voda granici te da se
moze podvrgnuti brzim konformacijskim promjenama. Ovalbumin i ovotrnasferin prolaze kroz
promjene sekundarne strukture tijekom pjenjenja tako $to o — uzvojnice prelazi u B — naborane
ploce. Takoder, pokazalo se kako ovotransferin pove¢ava povrsinu hidrofobnosti, $to je vazno
za stabilnost pjene. Lizozimi ne podlijeZzu konformacijskim promjenama na granici zrak — voda,
ali pridonose sinergiji proteina tijekom pjenjenja tako Sto su ukljuceni u elektrostatske

interakcije s drugim proteinima (Lechevalier i sur., 2003).
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Ranija istrazivanja su pokazala kako je dodatak jednog Zumanjka u 30 mL bjelanjka

dovoljan da se reducira volumen pjene s 135 mL na 40 mL (Kobayashi i sur., 1980).

Neke statisticke analize pokazale su kako industrijski procesi proizvodnje utjeCu na
funkcionalne karakteristike tekuéih pasteriziranih jaja. Lechevalier i suradnici (2005) pokazali

su redukciju od 8 % u stabilnosti pjene ako se gleda uzorak prije i poslije procesiranja.

Mnoge karakteristike utje¢u na karakteristike pjenjenja ukljucujuci dodatak soli, Secera,
pH 1 uvjete procesiranja. Pokazala se kako je bjelanjak najstabilniji kod svoje prirodne pH

vrijednosti (8,6).

Vrijeme tucenja povecava sposobnost stvaranja pjene, medutim prekomjerno tucenje
moze smanjiti stabilnost pjene tako §to se po¢nu stvarati manji mjehurici. Pasterizacija smanjuje
sposobnost pjenjenja obzirom da nastaje ovomucin — lizozim kompleks i1 ovotransferin se

denaturira pri temperaturi od 54 °C (Lomakina i Mikova, 20006).
Pad pjene se moze se opisati pomocu tri osnovna principa:

1. izdvajanje tekucine, gdje tekucina istjece iz pjene kao posljedica gravitacije i pjena se
susi.

2. spajanje mjehuri¢a, gdje dolazi do rupture izmedu filma dva mjehuri¢a, nakon cega se
oni spajaju u jedan ve¢i mjehurié.

3. disproporcionalnost pjene, gdje plin difundira iz manjeg mjehuric¢a u veci zbog veceg
pritiska u ve¢em mjehuricu; rezultat je povecanje ve¢ih mjehurica (Bisperink 1 sur.,

1992).
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2.6.3. Emulgiranje

Emulzije u hrani su sustavi s dvije faze izmedu dvije tekuéine koje se ne mijesaju, Cija
stabilnost varira. Jedna faza je u obliku sitno podijeljenih kapljica ¢iji je dijametar obi¢no veci
od 0,1 um. Ta disperzirana, unutrasnja ili diskontinuirana faza je suspendirana u kontinuiranoj

ili vanjskoj fazi.
Emulzije mogu biti podijeljene u dvije kategorije:

1. one kod kojih su kapljice ulja disperzirane u vodenoj fazi, tzv. emulzije ulje u vodi

(UIV)

2. one kod kojih su kapljice vode disperzirane u uljnom mediju; poznate kao emulzije voda

u ulju (V/U).

Veéina emulzija kod hrane su ulje u vodi. Zumanjak je sam po sebi emulzija, disperzija
kapljica ulja u kontinuiranoj fazi vodenih komponenti. Upravo zbog toga je Zumanjak

uc¢inkovito emulgirajuce sredstvo (Yang i Baldwin, 1995).

Obzirom da kapacitet emulgiranja proteina direktno ovisi o topljivosti, svi uzroci koji
smanjuju topljivost utjecat ¢e na snizavanje kapaciteta emulgiranja. Kod nativnih proteina

emulgirajuca sposobnost je veca §to je manji stupanj denaturacije.

Prema Pearce i1 Kinsella (1978), indeks aktiviteta emulzije predstavlja povrSinu medufaze
koju moZe stabilizirati jedan gram proteina. U emulzijama koje su stabilizirane proteinima,
upravo proteini osiguravaju nastanak medufazne membrane oko masne globule ¢ime se

sprjecava flokulacija, koalescencija 1 izdvajanje ulja (Rezek Jambrak, 2008).

Kada se voda 1 ulje homogeniziraju, oni se brzo razdvajaju u dva sloja, jedan sloj je ulje
koje ima veliku gustocu, a drugi ¢ini voda koja ima nisku gustocu. Dolazi do razdvajanja faza
zbog teznje za spajanjem kapljica sa sli€énim kapljicama koje se nalaze u blizini. Da bi se dobila
stabilna emulzija, gledajucu kratkorocno ili dugoro¢no, vazno je dodati emulgator — povrsinski

aktivne molekule koje omogucuju homogenizaciju dvije faze (Soderberg, 2013).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1.MATERIJAL

3.1.1. Uzorci tekuéih pasteriziranih jaja

U istrazivanju su koristeni uzorci tekucih pasteriziranih jaja dobiveni od hrvatskog
proizvodaca iz Zagreba (Lukac d.o.0.). Jaja u ljusci koja su sluzila kao sirovina za proizvodnju
tekucih pasteriziranih jaja su od istog proizvodaca. Temperatura na kojoj je provedena

pasterizacija je 66 °C, a protok 1000 L h™! .

Uzoreci su pakirani u sterilne vre¢ice polimernog materijala (Optopack Ltd.) od 1 kg koje
su bile zasticene unutar peteroslojne kutije (DS Smith Belis¢e Croatia d.o.0.), tzv. bag in box
pakiranje. Od pogona do laboratorija odrZzavao se odgovarajuci temperaturni reZim od 0 °C do

+4 °C.

U svrhu istrazivanja pripremljeni su uzorci tekucih cijelih pasteriziranih jaja s tri razlicite

koncentracije limunske kiseline:

1. kontrola — bez dodatka limunske kiseline - OZNAKA "K”
2. 300 mg L' — OZNAKA 300"
3. 400 mg L' — OZNAKA "400”
4. 500 mg L' - OZNAKA "500”

U sva Cetiri uzorka bio je konstantan dodatak konzervansa kalijevog sorbata (CsH7KO3), u

koli¢iniod 2,7 g L.
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3.2.METODE

3.2.1. Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama

Aerobne mezofilne bakterije odredene su prema standardu HRN EN ISO 4833:2008.
Prije pocetka mikrobioloskog ispitivanje pripremljena je podloga i fizioloska otopina. Podloga
je pripremljena tako $to je dehidrirana hranjiva podloga PCA (Plate — Count — Agar) otopljena
u destiliranoj vodi prema uputi proizvodaca. To se zatim kuhalo do pojave mjehuri¢a, a nakon
hladenja steriliziralo u autoklavu 1 ostavilo na hladenje na temperaturi hladnjaka. Fizioloska
otopina je takoder sterilizirana 1 zatim ostavljena na temperaturu okoline. Na slici 5 su prikazane

oznacene sterilne Petrijeve zdjelice.

Slika 5. Pripreme Petrijevih zdjelica za rad (vlastita fotografija)

Odredivanje aerobnih mezofilnih bakterija provedeno je metodom brojanja poraslih
kolonija nakon inkubacije nacijepljenih odgovaraju¢ih decimalnih razrjedenja na odgovarajuce
hranjive podloge. Sva povrSina je prethodno sterilizirana alkoholom 1 radilo se uz prisustvo
upaljenog plamenika. 10 g uzoraka pomijeSano je s 90 mL fizioloSke otopine 1 homogenizirano
u homogenizatoru (Stomacher) pri ¢emu je dobiveno razrjedenje 107'. Razrjedenje 102
dobiveno je tako da je 1 mL dobro homogeniziranog razrjedenja 10! preneseno u epruvetu s 9
mL sterilne fizioloske otopine sterilnom tehnikom rada. Nakon homegenizacije, na isti nacin

uradeno je i razrjedenje 107, Istovremeno je 1 mL uzorka prenesen u sterilnu Petrijevu zdjelicu,
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kao i sljedeéa razrjedenja. Postupak je ponavljan do razrjedenja 10*. Epruvete su

homogenizirane elektri¢nim vibratorom.

U toku rada PCA je otopljen i ohladen na 45 °C — 50 °C. Nakon §to su u Petrijeve
zdjelice prenesena odgovarajuca razrjedenja, ohladena hranjiva podloga sterilno je izlivena u
njih. Kruznim pokretima Petrijevih zdjelica , u obliku broja 8, uzorci su dobro homogenizirani
i ostavljeni na temperaturi okoline da podloga o¢vrsne. Nakon toga su Petrijeve zdjelice s

¢vrstom podlogom prenesena u termostat na inkubaciju pri 30 °C kroz 72 sata.

Pomocu brojaca kolonije odredivan je broj poraslih bakterija na PCA nakon 24 — 48
sati. Najprije se broje sitne sivkasto — bijele, okrugle ili elipsoidne kolonije (promjera 0.5 — 2
mm), zatim Zute, crvene ili narancaste kolonije raznih oblika 1 veli¢ina. Mogu narasti 1 plijesni

pa se one broje zasebno 1 uz njihov broj se naznaci da se radi o plijesnima.
Racun:

Nakon $to se izbroje porasle kolonije na odabranom decimalnom razrjedenju, izraCunata

je CFU vrijednost (Colony — Forming Units) pomocu slijede¢e formule:

CFU = (broj poraslih kolonija / volumen upotrebljenog uzorka) x reciprocna vrijednost

decimalnog razrijedena (1)
gdje je:
CFU - jedinice koje tvore kolonije

CFU vrijednost je izrazena u st g\,
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3.2.2. Odredivanje topljivosti proteina

Za odredivanje topljivosti proteina koriStena je metoda po Lowry-ju i sur. (1951).

Najprije su uzorci tekucih pasteriziranih jaja centrifugirani 10 minuta na 10 000 g pri

temperaturi od 18 °C. Dobiveni supernatant koristen je dalje u metodi.

U epruvete od 10 mL dodano je 100 pnL supernatanta, 500 uL reaktanta A (Dc Protein Assay
Reagent A) 14 mL reaktana B (Dc Protein Assay Reagent B). Zatim je epruveta mijeSana na
tresilici 30 sekundi. Nakon §to je 15 — 20 minuta stajalo na temperaturi okoline, izmjerena je

apsorbancija na 750 nm.

Kako bi se mogla izracunati koncentracija iz dobivene apsorbancije, izraden je bazdarni

dijagram (slika 6).

25 *
.
2 /
. y =0.0081x + 1.7697
1.5 R2=0.8118

0 20 40 60 80 100 120
BSA (mg mL")
Slika 6. Bazdarni dijagram
Gdje je:
y — apsorbancija pri 765 nm
x — koncentracija BSA (bovin serum albumin) (mg mL™)
R? — koeficijent determinacije

Koncentracija topljivih proteina izrazava se u mg mL™.
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3.2.3. Odredivanje znacajki pjenjenja

Od znacajki pjenjenja, u ovom istrazivanju odredivalo se povecanje volumena pjene i
stabilnost pjene. Najprije je bilo potrebno napraviti 15 %-tnu otopinu jaja (30 mL jaja otopljeno
u 200 mL destilirane vode).

Povecanje volumena pjene odredeno je metodom po Phillips i sur. (1987). 100 mL
pripremljene 15 %-tne otopine jaja se mijeSalo u ¢asi od 1000 mL mikserom pri najvecoj brzini
kroz 2 minute (slika 7). Nakon §to je 2 minute stajalo na temperaturi okoline, ocitalo se

povecanje volumena.

Slika 7. MijeSanje jaja mikserom (vlastita fotografija)
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Racun:

Kapacitet pjenjenja izraCunat je kao postotak povecanja volumena pomocu slijedece

jednadzbe:
% povecanje = ((V2—V1)/Vi)x 100 (2)
gdje je:
V2 — volumen pjene (mL)
V1 — pocetan volumen uzorka (mL).

Stabilnost pjene odredena je tako Sto se izmjerio volumen izdvojene tekucine nakon 10

minuta. [zraZzena je formulom:
% 1zdvojene tekucine = Vq/ Vo x 100 (3)
gdje je:
V4 — volumen izdvojene tekuc¢ine (mL)

Vo — pocetni volumen uzorka (mL).
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3.2.4. Odredivanje emulgiraju¢ih svojstava

Mutnoca emulzije odredena je prema metodi Webb i sur. (2002). Odreduje se mjerenjem
apsorbancije emulzije na spektrofotometru. Na osnovu dobivene vrijednosti racuna se

vrijednost mutnoce.

Za odredivanje mutnoce potrebno je pripremiti 3 % - tnu suspenziju (3 mL otopljeno u 100
mL destilirane vode). Pripremljena suspenzija se pomijesala s komercijalnim suncokretovim
uljem (Zvijezda d.d.) u omjeru 2:1 (20 mL 3% suspenzije jaja i 10 mL ulja) u plastiénim Falcon
epruvetama. Nakon toga slijedilo je mijeSanje mikserom kroz 90 sekundi. Dobivenoj emulziji

izmjerena je apsorbancija pri 500 nm u kiveti debljine 1 cm.

Racun:

Mutnoca se racuna prema slijedecoj formuli:
T=2303x(A/1) (4)

gdje je:

T — mutnoca

A — apsorbancija kod 500 nm

I — debljina kivete (m)

Indeks aktiviteta emulzije takoder je izraCunat prema metodi Webb 1 sur. (2002) 1 racuna se iz

izraza:
IAE=2xTx(Axr/Cx0©x1000) (5)
gdje je:
IAE — indeks aktiviteta emulzije
O — volumni udio uljne faze (mL)
R — faktor razrjedenja

C — masa proteina u jedinici volumena vodene faze prije pripreme emulzije (g)
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Stabilnost emulzije odredena je tako da se prethodno pripremljena emulzija ostavi na
+4 °C kroz 24 sata te se ponovno izmjeri apsorbancija na 500 nm te ra¢una mutnoca prema gore
ve¢ napisanoj formuli. Na slici 8 prikazani su uzorci nakon 24 sata hladenja neposredno prije

nego S§to je izmjerena apsorbancija.

Slika 8. Uzorci nakon hladenja prije odredivanja apsorbancije (vlastita fotografija)

Prema metodi Zhao 1 sur. (2007) odredena su emulgiraju¢a svojstva na 20 °C. Prvo je
pripremljena 5 % - tna otopina (5 mL jaja u 100 mL destilirane vode). 50 mL pripremljene
otopine 1 50 mL komercijalnog suncokretovog ulja homogenizirani su pomoc¢u Ultraturaxa u
¢aSama od 250 mL kroz 2 minute s ciljem dobivanja emulzije ulja u vodi. Po 30 mL dobivene
emulzije prebacene su u tri Falcon epruvete od 50 mL te ostavljene na temperaturi okoline kroz

90 minuta nakon ¢ega je mjeren volumen emulzificirajuceg sloja.
Racun:
Kapacitet emulzije (KE) je izraCunat prema formuli:

% KE = (Ve/ V1) x 100 (6)
gdje je:
Ve — volumen emulzificirajuceg sloja (mL)

V1 — pocetan volumen uzorka pasteriziranih jaja (mL).
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Stabilnost emulzije odredena je tako Sto su prethodno pripremljene Falcon epruvete,
nakon mjerenja volumena emulzificirajuceg sloja, stavljene u vodenu kupelj na 80 °C kroz 30

minuta. Nakon toga su ohladene pod mlazom vode na 20 °C.
Racun:

Volumen emulzificirajuéeg sloja (SE) je o€itan, a stabilnost emulzije izra¢unata prema

formuli:
% SE = (VE2/ VE1) x 100 (7)
gdje je:
VEi2 — volumen emulzificirajuceg sloja koji ostaje nakon zagrijavanja (mL)

VE1 — pocCetan volumen emulzificirajuceg sloja (mL).

3.2.5. Statisti¢ka analiza

U cilju da se utvrdi statisticki utjecaj vremena skladistenja te udjela limunske kiseline na
izlazne parametre kvalitete jaja za planiranje, dizajn i obranu podataka koristen je racunalni
program STATGRAPHICS Centurion (StatPoint tehnologija, Inc). Napravljen je dizajn
eksperimenta prema Multifactor Categorial Design. Rezultati su obradeni prema

multifaktorijalnoj analizi varijance (MANOVA) sa razinom znac¢ajnosti od 95 %.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



U ovom radu je ispitan utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline (300, 400 1 500
mg L) u tekuéim pasteriziranim jajima tijekom skladiStenja kroz 4 tjedna na topljivost

proteina, znaCajke pjenjenja, emulgirajuca svojstva te mikrobioloSku ispravnost.

Dobiveni rezultati prikazani su tabli¢no i graficki, a prikazane vrijednosti predstavljaju
srednju vrijednost dvije ili tri repeticije uz standardnu devijaciju. U tablici 4 prikazan je broj
bakterija kroz tjedne skladistenja ovisno o koncentraciji limunske kiseline. Na slikama 9 - 21
graficki su prikazani rezultati odredivanih funkcionalnih svojstava pasterziranih tekucih jaja uz

dodatak razli¢itih koncentracija limunske kiseline kroz 4 tjedna skladistenja.
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4.1.0DREDIVANJE UKUPNOG BROJA MIKROORGANIZAMA

Utjecaj dodataka razli¢itih koncentracija limunske kiseline na broj poraslih aerobnih

mezofilnih bakterija prikazan je u tablici 4.

Tablica 4. Utjecaj razliCitih koncentracija limunske kiseline na broj bakterija tijekom

skladistenja
1.tjedan 2.tjedan 3.tjedan 4.tjedan
broj bakterija
! ! - 3x10° 3x10° 3x10°
CFUg'K
broj bakterija
! ! - 8x 10° 1,8 x 10* 9x 10
CFU g! 300
broj bakterija
! ! - 3 x 10? 46x10° 5x 10*
CFU g 400
broj bakterija
! ! - 2 x 10? 2,5x 103 3 x 10*

CFU g 500

Prema Vodi¢u za mikrobioloske kriterije u hrani (2011) maksimalan broj aerobnih

mezofilnih bakterija koji se smije naéi u proizvodima od jaja iznosi 10° CFU g,

Broj bakterija kontrolnog uzorka u koji nije dodana limunska kiselina pokazao je najbrzi
rast pa je broj bakterija poraslih nakon 2 tjedna skladistenja uzorka bio 3 x 10°, nakon 3 tjedna
3 x 10°, a nakon 4 tjedna skladistenja ¢ak 3 x 10°. MozZe se zaklju¢iti da je kontrolni uzorak bio

mikrobioloski ispravan0 samo u prva dva tjedna.

S druge strane, pokazalo se kako dodatak kiseline ima inhibitorno djelovanje na rast
bakterija. Uzorci s 300 mg L™ limunske kiseline pokazuju redukciju rasta bakterija za jednu log
jedinicu u uzorcima skladiStenim 3 tjedna te za ¢ak dvije log jedinice u uzorcima skladiStenim
4 tjedna u odnosu na kontrolni uzorak. Isti trend s jo$ boljom redukcijom rasta pokazuje daljnje
zakiseljavanje uzoraka pasteriziranih cijelih jaja. Najznacajniji rezultati redukcije broja

bakterija stoga je dobiven upotrebom 500 mg L™ limunske kiseline.
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Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako dodatak limunske kiseline (odnosno snizavanje
pH vrijednosti) u kombinaciji s procesom pasterizacije ima pozitivan utjecaj na konzerviranje
pasteriziranih cijelih jaja, tj. na redukciju broja bakterija, a samim tim i na produljenja roka
trajnosti. Takoder, zakljuceno je kako dodatak limunske kiseline ima najznacajnije rezultate u
usporedbi sa drugim kiselinama ili na¢inima zakiseljavanja (Kretzschmar — McCluskey, 2007).
Sukladno tome, ideja je bila ispitati utjecaj dodatka razli¢itih koncentracija limunske kiseline

na funkcionalna svojstva i mikrobiologiju tekucih pasteriziranih jaja.

4.2.O0DREDIVANIJE TOPLJIVOSTI PROTEINA

Na slici 9 prikazani su rezultati utjecaja dodataka razli¢itih koncentracija limunske

kiseline na topljivost proteina pasteriziranog uzorka jaja.
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Slika 9. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na topljivost proteina tijekom

skladiStenja

Iz rezultata se vidi kako se topljivost proteina uzorka u koji nije dodana limunska
kiselina, tj. kontrolnog uzorka smanjuje povec¢anjem duljine skladiStenja uzorka i to za 17,13

% vec tijekom prva dva tjedna skladistenja (sa 113.2 % na 93,4%) nakon Cega ostaje gotovo

35



konstantna do zavrSetka skladiStenja. Takav efekt smanjenja topljivosti proteina jaja prisutnih
u uzorku moze se objasniti denaturacijom proteina odnosno uniStavanjem njihove tercijarne i
kvarterne strukture ¢ime se intenziviraju reakcije agregacije izmedu njih, a posljedicno

smanjuje njihova topljivost (Yang i sur., 2009; Wang i Tu, 2008).

Blaga promjena pH vrijednosti, odnosno dodatak limunske kiseline u koli¢ini od 300
mg L' u uzorku pokazala je izrazito pozitivan utjecaj na svojstva topljivosti proteina.
Koncentracija topljivih proteina nakon tjedan dana skladistenja iznosila je 113,2 mg mL™ jaja

te se daljnjim skladiStenjem promijenila za oko tek 0,24 %.

S druge strane, dodatak limunske kiseline u ispitivane uzorke u koli¢ini od 400 1 500 mg
L nije se pokazao dobrim na o¢uvanje topljivosti proteina. Dodatkom 400 mg L kiseline
topljivost se smanjuje za 3,40 % nakon dva tjedna skladistenja (sa 110,5 mg mL™"! na 106,77
mg mL™) te za 12,68 % u preostalom periodu skladistenja (sa 110,5 mg mL™! na 96,5 mg mL"
1. Nesto bolji rezultati topljivosti ostvareni su dodatkom 500 mg L™ limunske kiseline gdje se
podetna topljivost, odredena nakon tjedan dana skladistenja (108,7 mg mL™"') do zavrsetka

vremena skladistenja (106,5 mg mL™") smanjila za 2,04 %.

Iz ovih rezultata vidljivo je kako dodatak limunske kiseline u koli¢ini od 300 mg L™,
odnosno blaga promjena pH, tijekom 4 tjedna skladiStenja imao pozitivan utjecaj na oCuvanje
topljivosti proteina tijekom cijelog perioda skladiStenja, Sto se ne moze zakljuciti za veci

dodatak limunske kiseline 1 ekstremnije promjene pH vrijednosti.

U tablici 5 1 6 prikazani su statisticki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem
topljivosti proteina.

Tablica 5. Analiza varijance za topljivost proteina

Suma Stupnjevi Srednje o ..
[zvor kvadrata slobode odstupanje G ke
A:udio
limunske 615,04 3 205,01 97,59 0,000
kiseline
Bijedni 455 5 3 144,62 68,84 0,000
skladiStenja
Interakcija
AB 699,24 9 77,69 36,98 0,000
Ukupna 33,61 16 2,10
pogreska
Ukupna
lomketn 1781,73 31
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Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio limunske kiseline (mg L"
1) i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova interakcija, statisticki

signifikantni (p < 0,05) (tablica 5).

Tablica 6. Prikaz metode najmanjih kvadrata za topljivost proteina s 95 % znacajnosti

Srednja Standardna

Nivo Broj .. . Minimum Maksimum
vrijednost  pogreska
UkupPa srednja 37 104,14
vrijednost
udio limunske kiseline
0 8 98,87 0,51 97,78 99,95
300 8 110,98 0,51 109,89 112,07
400 8 102,63 0,51 101,54 103,72
500 8 104,07 0,51 102,98 105,15
tjedni skladiStenja
1 8 110,44 0,51 109,35 111,53
2 8 101,27 0,51 100,19 102,36
3 8 101,98 0,51 100,90 103,07
4 8 102,85 0,51 101,76 103,93
udio limunske kiseline /
tjedni skladiStenja
0,1 2 113,19 1,02 111,01 115,36
0,2 2 93,81 1,02 91,63 95,98
0,3 2 93,43 1,02 91,26 95,60
0,4 2 95,04 1,02 92,87 97,21
300,1 2 113,13 1,02 110,95 115,30
300,2 2 102,82 1,02 100,64 104,99
300,3 2 114,61 1,02 112,43 116,78
300,4 2 113,37 1,02 111,20 115,54
400,1 2 106,77 1,02 104,59 108,94
400,2 2 110,10 1,02 107,93 112,27
400,3 2 97,14 1,02 94,96 99,31
400,4 2 96,52 1,02 94,35 98,69
500,1 2 108,68 1,02 106,51 110,85
500,2 2 98,37 1,02 96,20 100,54
500,3 2 102,76 1,02 100,58 104,93
500,4 2 106,46 1,02 104,28 108,63
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Na slici 10 prikazana je interakcija udjela limunske kiseline na topljivost proteina kroz

tjedne skladistenja.

117 F — tjedni skladistenja
L ] -
113 4 2
—-=— 3

109 | .

1 — 4
105 | 3
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topljivost proteina
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93 F _'
0 300 400 500
udio limunske kiseline

Slika 10. Prikaz interakcije udjelu limunske kiseline na topljivost proteina kroz tjedne

skladiStenja

Kao $to se moze vidjeti na slici 10, topljivost proteina je bila najveca u 3. tjednu
skladistenja kod uzorka s 300 mg L' limunske kiseline, dok je najmanja topljivost odredena u

2. tjednu skladistenja na kontrolnom uzorku.
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4.3. ODREPIVANJE ZNACAJKI PJENJENJA

Svojstvo pjenjenja smatra se jednim od najvaznijih povrSinskih karakteristika molekula
proteina. Dokazano je da globulin i albumin bjelanjka imaju vaznu ulogu u formiranju pjene,
dok su ovomucin i lizosomi jajeta odgovorni za stabilnost pjene (Li i Zang, 2009). Pjena koja
nastane tucenjem je izrazito termodinamicki nestabilna, a na njenu stabilnost veliki utjecaj
imaju starost koriStenih jaja odnosno vrijeme skladiStenja, vrijeme i intenzitet tucenja,
predtretmani poput homogenizacije i pasterizacije, tretiranje ultrazvukom ili gama zrakama,
centrifugiranje, zatim temperatura uzoraka, pH vrijednost, dodatak ostalih aditiva poput soli ili
Secera, stabilizatora, zasladivaca, mijeSanje bjelanjka sa Zumanjkom, prisutnost metalnih

kationa i proteolitiCkih enzima (Lomakina i Mikova, 2006).

Kao §to je 1 prije spomenuto, stabilnost pjene dobivena od proteina bjelanjaka moze se

okarakterizirati mjerenjem kapaciteta pjenjenja i drenazom uzorka (Yuceer i Caner, 2013).

Karasteristike pjenjenja ovise o koriStenoj opremi i metodi tucenja i zato je poprilicno tesko
komentirati 1 usporedivati rezultate dobivene u razliCitim laboratorijima (Stadelman i Cotterill,

1995).

Utjecaj dodataka razli¢itih koncentracija limunske kiseline na kapacitet pjenjenja cijelog

pasteriziranog jajeta tijekom skladiStenja od 4 tjedna prikazan je na slici 11.
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Slika 11. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na kapacitet pjenjenja tijekom

skladiStenja
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Kapacitet pjenjenja kontrolnog uzorka pasteriziranog cijelog jajeta nakon tjedan dana
skladiStenja iznosio je 445 % dok se tijekom daljnjeg skladiStenja rezultati kapaciteta smanjuju
za 5,62 % pri vremenu skladiStenja od 3 tjedna pa ¢ak do 12,36 % pri duzini skladiStenja od 4
tjedna.

Vrijednosti kapaciteta pjenjenja uzorka cijelog jaja u koji je dodano 300 mg L
limunske kiseline ostao je konstantan tokom cijelog perioda skladiStenja i kreée se od 400 —
410 %.

Nadalje, dodatak 400 mg L' limunske kiseline u uzorak cijelog pasteriziranog jajeta
tijekom prva dva tjedna skladiStenja pokazao se najboljim gledaju¢i dobivene vrijednosti
kapacitete pjenjenja. Medutim, nakon 3 tjedna skladiStenja, kapacitet pjenjenja iznosi 410 %
Sto je pad za 9,89 % od vrijednosti kapaciteta odredene unutar prvog tjedna. Nakon 4 tjedna

skladiStenja, kapacitet pjenjenja smanjuje se za ¢ak 27,47 %, odnosno iznosi 330 %.

Isti trend kao i kod dodatka 400 mg L' limunske kiseline pokazao se i dodatkom 500
mg L' limunske kiseline gdje se sposobnost pjenjenja proteina jaja smanjuje obzirom na
povecanje vremena skladiStenja uzoraka. Tako se nakon 2 tjedna vrijednosti kapaciteta uzorka
pasteriziranog cijelog jaja s dodatkom 500 mg L' limunske kiseline iznosi 375 % S§to
predstavlja smanjenje za 14,77 %, a zadnjeg dana skladiStenja iznosi 280 % S§to je ¢ak 36,36 %

manje u odnosu na vrijednost dobivenu nakon jednog dana skladistenja.

Prema dobivenim rezultatima moze se vidjeti znaCajna promjena u sposobnosti
pjenjenja proteina izmedu kontrolnog uzorka i uzorka u koje su dodane odredene koncentracije
limunske kiseline nakon skladistenja od 4 tjedna, gdje se kao najefikasniji pokazao dodatak

limunske kiseline u koli¢ini od 300 mg L.

Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio limunske kiseline (mg L~
1) i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova integracija, statisticki

signifikantni (p < 0,05) (tablica 7).
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U tablici 7 i 8 prikazani su statisticki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem

kapaciteta pjenjenja.

Tablica 7. Analiza varijance za kapacitet pjenjenja
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Tablica 8. Prikaz metode najmanjih kvadrata za kapacitet pjenjenja s 95 % znacajnosti
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Na slici 12 prikazana je interakcija udjela limunske kiseline na kapacitet pjenjenja kroz

tjedne skladistenja.

pjenjenje % povecanja

Slika 12. Prikaz

skladiStenja

480 — tiedni skadistenja
[ — 1

440 4 =2
B T o 3

400 [ ] —+*

360 |- 3

320 |- ]

280 | .

0 300 400 500
udio limunske kiseline

interakcije udjelu limunske kiseline na kapacitet pjenjenja kroz tjedne

Na slici 12 moze se vidjeti kako je kapacitet pjenjenja bio najvisi u 3. tjednu skladistenja

kod uzorka s 300 mg L', a najniZi je bio kod uzorka s 500 mg L' limunske kiseline u 4. tjednu

skladiStenja.
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Na slici 13 prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na postotak

izdvojene tekucine.
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Slika 13. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na % izdvojene tekucine tijekom

skladiStenja

Kontrolni uzorak cijelog jajeta pokazao je konstantni postotak izdvojene tekucine tijekom
4 tjedna skladistenja koji je iznosio 14,86 do 15,88 %. Isto tako, uzorci u koje je dodano 300 1
400 mg L' limunske kiseline nisu bitno utjecala na odrZavanje stabilnosti pjene tijekom prva 3
tjedna skladiStenja obzirom da su dobivene vrijednosti relativno konstantne. U zadnjih tjedan

dana postotak izdvojene tekuc¢ine povecao za 6,61 — 8,84 % u odnosu na kontrolni uzorak.

Yuceer i Caner (2014) su u svojem istrazivanju takoder potvrdili korelaciju izmedu
postotka izdvojene tekucine 1 vremena skladisStenja uzoraka na stabilnost pjene koja se dogada
prvenstveno zbog smanjivanja debljine vanjskog proteinskog filma mjehurica pjene koji ruptira
1 dovodi do njenog kolapsa (Kinsella 1 Phillips, 1989; Liang i Kristinsoon, 2007). Do istog
zakljucka dosli su 1 brojni drugi znanstvenici koji su usmjerili vaZznost na povezanost smanjenja
koli¢ine proteina bjelanjaka koji formiraju tanki film mjehuric¢a pjene sa starosti jaja (Lomakina

1 Mikova, 2006; Silversides 1 Budgell, 2004; Hammershoj i Qvisit, 2001; Roculli i sur, 2011).

Uzorak cijelog jajeta u koji je dodano 500 mg L' limunske kiseline pokazao je najveéu
drenazu u odnosu na sve ispitivane uzorke i tijekom skladiStenja se njene vrijednosti povecavaju

za Cak 22,89 % Sto indicira najslabiju stabilnost pjene.
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Ovakav trend poveéanja postotka izdvojene tekucine s povecanjem kiselosti uzorka
potvrdili su i Hammershoj i Larsen (1999) koji su ustanovili da je postotak izdvojene tekucine
obrnuto proporcionalan stabilnosti pjene i da je ve¢i kod pH 4,8 nego kod pH 10,7. Takoder,
Chang 1 Chen (2000) su u svojim radovima proucavali utjecaj razli¢itih pH na promjenu

stabilnosti pjene.

Kontrolni uzorak cijelog jajeta nakon 4 tjedna pokazao je najmanji postotak izdvojene
tekucine Sto ukazuje na to da uzorak bez dodatka limunske kiseline 1 bez promjene pH ima

najvecu stabilnost pjene.

U tablici 9 1 10 prikazani su statisticki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem
postotka izdvojene tekucine. Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio
limunske kiseline (mg L) i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova

interakcija, statisticki signifikantni (p < 0,05) (tablica 9).

Tablica 9. Analiza varijance za postotak izdvojene tekucine

Suma Stupnjevi Srednje Do p-
[zvor kvadrata slobode  odstupanje e vrijednost
A:udio
limunske 12212,50 3,00 4070,83 10,34 0,001
kiseline
B:tjedni
er 34312,50 3,00 11437,50 29,05 0,000
skladistenja
Interakcija
AB 24462,50 9,00 2718,06 6,90 0,000
Ukupna = 630000 16,00 393,75
pogreska
Ukupna = 2778750 31,00
korekcija
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Tablica 10. Prikaz metode najmanjih kvadrata za postotak izdvojene tekucine s 95 %

znacajnosti

Nivo

Ukupna srednja
vrijednost
udio limunske
kiseline
0
300
400
500
tjedni skladistenja
1
2
3
4
udio limunske
kiseline / tjedni
skladiStenja
0,1
0,2
0,3
0,4
300,1
300,2
300,3
300,4
400,1
400,2
400,3
400,4
500,1
500,2
500,3
500,4

Broj

32

o0 OO0 OO0 OO

o0 OO0 OO o0

(NS NS NS 2 (ORI \O I3 S RN S R (O I \O i (O 2l \O I O BN Ol (O I \O 1 )

Srednja
vrijednost

406,88

417,50
423,75
412,50
373,75

437,50
411,25
426,25
352,50

445,00
415,00
420,00
390,00
410,00
400,00
475,00
410,00
455,00
455,00
410,00
330,00
440,00
375,00
400,00
280,00

Standardna

pogreSka

7,02
7,02
7,02
7,02

7,02
7,02
7,02
7,02

14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03
14,03

Minimum  Maksimum

402,63 432,37
408,88 438,62
397,63 427,37
358,88 388,62
422,63 452,37
396,38 426,12
411,38 441,12
337,63 367,37
415,26 474,75
385,26 444,75
390,26 449,75
360,26 419,75
380,26 439,75
370,26 429,75
44526 504,75
380,26 439,75
425,26 484,75
425,26 484,75
380,26 439,75
300,26 359,75
410,26 469,75
345,26 404,75
370,26 429,75
250,26 309,75
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Na slici 14 prikazana je interakcija udjela limunske kiselina na postotak izdvojene

tekuéine.
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Slika 14. Prikaz interakcije udjela limunske kiseline na postotak izdvojene tekucine kroz tjedne

skladiStenja

Na slici 12 se moze vidjeti kako je postotak izdvojene tekucine bio najmanji u 3. tjednu
skladistenja kod uzorka s 300 mg L™ limunske kiseline, dok je najvisi bio kod teku¢ih

pasteriziranih jaja s 500 mg L' limunske kiseline u 4. tjednu skladistenja.
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4.4. ODREPIVANJE EMULGIRAJUCIH SVOJSTAVA

Prema Pearce i Kinsella (1978) kapacitet emulgiranja, odnosno indeks aktiviteta emulzije
zapravo predstavlja povrSinu medufaze koju moze stabilizirati jedan gram proteina. Stoga u
proteinima stabiliziranim emulzijama, upravo proteini osiguravaju nastanak medufazne
membrane oko masne globule ¢ime se sprjecava flokulacija, koalescencija i izdvajanje ulja
odnosno doprinose poveéanju stabilnosti emulzija. Smatra se da su upravo proteini velike
molekulske mase ili oni djelomi¢no denaturirani pa spojeni u agregate odgovorni za
stabilizaciju masnih globula odnosno same emulzije (Jayaprakasha i Brueckner, 1999).
Stabilnost emulzije uvelike ovisi i o pH vrijednost i ionskoj jakosti pripravljene emulzije

(Hermansson, 1979).

Na slici 15 prikazan je utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na kapacitet

emulgiranja tijekom 4 tjedna skladiStenja.
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Slika 15. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na kapacitet emulgiranja tijekom

skladiStenja

Ovisnost kapaciteta emulgiranja o pH vrijednosti potvrdili su rezultati istrazivanja
Mizutani i Nakamura (1984) koji ukazuju na najvecu stabilnost emulzija pri pH vrijednostima

od 6 do 8,5, dok se one smanjuju daljnjim zakiseljavanjem ili obrnuto. Isto su zakljucili i Anton
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i Gandemer (1999) ¢ije je istrazivanje pokazalo kako proteini jaja bolje apsorbiraju u membranu

masne globule pri pH vrijednostima bliskim neutralnom pH.

Statist¢ki najznacajniji kapacitet emulgiranja pokazao je uzorak skladisten 4 tjedna u
kojeg je dodano 400 mg L' limunske kiseline, a vrijednost kapaciteta emulgiranja iznosi 24,44
%. U usporedbi sa rezultatima kapaciteta dobivenim nakon tjedan dana skladiStenja, kapacitet
takvog uzorka veci je za 7,77 %. Isti trend porasta kapaciteta emulgiranja sa 13,33 % na 21,11

% biljezi uzorak pasteriziranog jaja u koji nije dodana kiselina.

S druge strane, uzorci u koje su dodane 300 i 400 mg L' limunske kiseline nisu pokazali
znacajni utjecaj na poboljSanje kapaciteta emulgiranja tokom bilo koje starosti, odnosno
neovisno o duljini skladiStenja jer su se rezultati kapaciteta uzoraka u koje je dodano 300 mg
L limunske kiseline nakon tjedan dana sposobnost emulgiranja s 13, 89 % promijeni na tek

16,11 % .

U tablici 11 1 12 prikazani su statisticki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem
postotka izdvojene tekucine. Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio
limunske kiseline (mg L) i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova

interakcija, statisticki signifikantni (p < 0,05) (tablica 11).

Tablica 11. Analiza varijance za kapacitet emulgiranja

Suma Stupnjevi Srednje o p-
[zvor kvadrata  slobode  odstupanje Fvelicina vrijednost
A:udio
limunske 48,91 3 16,30 11,75 0,000
kiseline
Bitledni 56 39 3 132,80 95,66 0,000
skladiStenja
Interakcija
AB 77,39 9 8,60 6,19 0,001
Ukupna 22,21 16 1,39
pogreska
Ukupna
korekcija 546,91 31
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Tablica 12. Prikaz metode najmanjih kvadrata za kapacitet emulgiranja s 95 % znacajnosti
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Na slici 16 prikazana je interakcija udjela limunske kiselina na kapacitet emulgiranja

kroz 4 tjedna skladistenja.
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Slika 16. Prikaz interakcije udjelu limunske kiseline na kapacitet emulgiranja kroz tjedne
skladiStenja

Na slici 17 se vidi kako je kapacitet emulgiranja bio najveéi kod uzorka s 400 mg L™
limunske kiseline tijekom 4. tjedna skladiStenja, a najmanji u 3. tjednu skladistenja kod uzoraka

s 300, 400 i 500 mg L' limunske kiseline.
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Na slici 17 prikazan je utjecaj razliCitih koncentracija limunske kiseline na indeks

aktiviteta emulzije tijekom 4 tjedna skladistenja.

0.60
% 0.50
= 0.40 -
IS
=] mK
5
= 030 =300
3
= =400
§ 0.20 500
-~
Q
o
£ 0.10

0.00

1 2 3 4

tjedni skladiStenja
Slika 17. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na indeks aktiviteta emulzije
tijekom skladiStenja

Metodom po Webb 1 sur. (2002) odreden je indeks aktiviteta emulzije. Usporedbom tih

rezultata s onima dobivenim za kapacitet emulgiranja moze se potvrditi korelacija izmedu istih.

Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio limunske kiseline (mg L~

1 i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova interakcija, statisticki

signifikantni (p < 0,05) (tablica 13).
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U tablici 13 i1 14 prikazani su statistiCki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem

postotka izdvojene tekucine.

Tablica 13. Analiza varijance za indeks aktiviteta emulzije
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Tablica 14. Prikaz metode najmanjih kvadrata za indeks aktiviteta emulzije s 95 %
znacajnosti
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Na slici 18 prikazana je interakcija udjela limunske kiselina na indeks aktiviteta
emulzije kroz 4 tjedna skladiStenja.
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Slika 18. Prikaz interakcije udjelu limunske kiseline na indeks aktiviteta emulzije kroz tjedne

skladiStenja

Na slici 18 vidi se kako je indeks aktiviteta emulzije bio najvec¢i kod uzorka s 300 mg
L limunske kiseline u 2. tjednu skladi$tenja, a najmanji u 4. tjednu skladistenja kod uzorka s

400 mg L' limunske kiseline.
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Na slici 19 prikazan je utjecaj razlicitih koncentracija limunske kiseline na stabilnost

emulzije.
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Slika 19. Utjecaj razli¢itih koncentracija limunske kiseline na stabilnost emulzije tijekom

skladiStenja

Ako se promatra kontrolni uzorak i uzorak s 500 mg L limunske kiseline, moZe se
primijetiti kako je razlika u stabilnosti emulzije minimalna. Konkretno, stabilnost emulzije
kontrolnog uzorka nakon 4 tjedna skladiStenja porasla je za 21,25 %, dok je kod uzorka s 500

mg L' limunske kiseline taj porast iznosio svega 17,39 %.

Nesto veci porast vrijednosti za stabilnost emulzije biljeZi uzorak u koji je dodano 400
mg L' limunske kiseline i to za 29,35 %. Najznacajniji rezultat ostvaruje uzorak s 300 mg L'
limunske kiseline gdje stabilnost nakon 4 tjedna skladiStenja je veci za 41,96 % u odnosu na

isti uzorak nakon tjedan dana skladistenja.

Statistickom obradom podataka, gdje su kao faktori uzeti udio limunske kiseline (mg L~
1 i tjedni skladistenja, pokazalo se kako su oba faktora, kao i njihova interakcija, statisticki

signifikantni (p < 0,05) (tablica 15).
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U tablici 15 1 16 prikazani su statistiCki obradeni rezultati dobiveni odredivanjem

stabilnosti emulzije.

Tablica 15. Analiza varijance za stabilnost emulzije
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Tablica 16. Prikaz metode najmanjih kvadrata za stabilnost emulzije s 95 % znacajnosti
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Na slici 20 prikazana je interakcija udjela limunske kiselina na stabilnost emulzije kroz

4 tjedna skladiStenja
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Slika 20. Prikaz interakcije udjelu limunske kiseline na stabilnost emulzije kroz tjedne
skladiStenja

Na slici 20 moze se vidjeti kako je emulzija bila najstabilnija u 4. tjednu kod uzorka s
300 mg L' limunske kiseline, dok je najmanja vrijednost emulzije zabiljezena u prvom tjednu

u uzorku s 500 mg L' limunske kiseline.
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Utjecaj dodatak razli¢itih koncentracija limunske kiseline prikazan je na slici 21.
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Slika 21. Prikaz mutnoce pri 0 h 1 nakon 24 h za kontrolni uzorak (A) te za uzorke u koje je
dodano 300 mg L' (B), 400 mg L' (C) i 50