Utjecaj temperature i vremena pasterizacije na
parametre kvalitete dagnji (Mytilus galloprovincialis)

Zalovié, Patricia

Master's thesis / Diplomski rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split / SveuciliSte u Splitu

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:226:598529

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/Imenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-11

Repository / Repozitorij:

Repository of University Department of Marine
Studies

)& é UNIVERSITY OF SPLIT i i O i ;O r
zir.nsk.hr NN

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:226:598529
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.more.unist.hr
https://repozitorij.more.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/morest:490
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/morest:490
https://dabar.srce.hr/islandora/object/morest:490

SVEUCILISTE U SPLITU
SVEUCILISNI ODJEL ZA STUDIJE MORA

DIPLOMSKI STUDIJ MORSKO RIBARSTVO

Patricia Zalovicé

UTJECAJ TEMPERATURE | VREMENA
PASTERIZACIJE NA PARAMETRE KVALITETE
DAGNJI (MYTILUS GALLOPROVINCIALLIS)

Diplomski rad

Split, rujan 2023.



SVEUCILISTE U SPLITU

SVEUCILISNI ODJEL ZA STUDIJE MORA
DIPLOMSKI STUDIJ MORSKO RIBARSTVO

UTJECAJ TEMPERATURE | VREMENA
PASTERIZACIJE NA PARAMETRE KVALITETE
DAGNJI (MYTILUS GALLOPROVINCIALIS)

Diplomski rad

Predmet: Ocuvanje i prerada proizvoda mora I

Mentor: Student:

Prof. dr. sc. Vida Simat Patricia Zalovi¢

Split, rujan 2023,



Zahvaljujem se mentorici prof. dr. sc. Vidi Simat na ukazanom povjerenju, pruzenim savjetima,
uputama i pomoci kojima je olaksala izradu ovoga diplomskog rada.

Veliko hvala dr. sc. Martini Cagalj na strucnoj pomodi, svim savjetima i uputama prilikom
provedbe laboratorijskog dijela diplomskog rada te na strpljenju i podrsci tijekom samog
pisanja rada.

Najvecu zahvalu Zelim iskazati svojoj obitelji i prijateljima na pruzenoj ljubavi, potpori i
razumijevanju tijekom mog cjelokupnog obrazovanja.

Diplomski rad je izraden u sklopu projekta "INNODAGNJA - Inovativni, ekoloski pristup uzgoju
dagnje na konopima od recikliranih materijala uz eDNA barkodiranje i pasterizaciju konzumnih
Skoljki s ciljem podizanja kvalitete i vrijednosti finalnog proizvoda te zastita okolisa"
financiranog od strane Ministarstva poljoprivrede RH (Uprava za ribarstvo - potpora u
akvakulturi u okviru mjere 11.1. Inovacije (NN17/21)) te Europskog fonda za pomorstvo i
ribarstvo — EFPR pod vodstvom mentorice prof. dr. sc. Vide Simat.



TEMELIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveuciliste u Splitu Diplomski rad
Sveucilisni odjel za studije mora
Diplomski studij Morsko ribarstvo

UTJECAJ TEMPERATURE | VREMENA PASTERIZACIJE NA PARAMETRE
KVALITETE DAGNJI (MYTILUS GALLOPROVINCIALIS)

Patricia Zalovi¢

Sazetak
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1. UVOD

Uzimajuéi u obzir geografski polozaj Republike Hrvatske, kulinarsku tradiciju Hrvata te
blizinu Jadranskog mora nije iznenaduju¢e da gastronomska ponuda obuhvaca razliite vrste
skoljkasa. Skoljkasi su beskraljeznjaci iz razreda mekugaca, &ije se tijelo nalazi izmedu dviju
vapnenastih ljustura (Skoljki). Njihovo meso je izrazito bogato nutrijentima i mineralima, medutim
njihov rok trajanja, ako nisu propisno tretirani (odrzavanje hladnog lanca pri transportu i za vrijeme
skladistenja), relativno je kratak (Bongiorno, 2018). S obzirom da potraznja kupaca za svjezim
Skoljkasima iz dana u dan sve viSe raste javlja se potreba za osmis$ljanjem novog nacina
konzerviranja i pakiranja kojim bi se ocuvala njihova svjezina i kvaliteta te produzila dostupnost

na trzistu.

1.1.  Opcenito o dagnji

Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincaialis) (Slika 1) vrsta je $koljkasa koja pripada
porodici Mytilidae. Rasprostranjena je duz atlantske obale Francuske, Portugala i Britanskog
oto¢ja te u Mediteranu i Crnom moru. Obitava na svim obalama s tvrdim supstratima, od
mediolitorala do dubine od 40 m, a za rast joj najviSe odgovaraju podruéja boc¢atih voda sa stalnim
blagim strujanjem. Unutra$nji dio ljusture joj je sedefast dok je vanjski dio tamno plave do crne
boje te vrlo Cesto prekriven obrastajem. Uobicajena veli¢ina dagnje je od 5 do 8 cm, no moze
narasti i do 15 cm (Krstulovi¢ Sifner, 2020). Prema Naredbi 0 zastiti riba i drugih morskih
organizama, dagnje koje su manje od 5 cm ne smiju se loviti, sakupljati niti stavljati u promet (NN
63/10). Rastu u grozdovima, a osim $to mogu biti samonikle, mogu se 1 uzgajati. Sam proces
uzgoja zapocinje prihva¢anjem mladi na kolektore gdje rastu i razvijaju se sljedecih Sest mjeseci.
Nakon toga dolazi do njihovog presadivanja na pergolare, plasticne mreZaste cijevi, gdje ostaju
dok ne dosegnu konzumnu veli¢inu (Anonimus, 2010). Mrijeste se dva puta godisnje, u ozujku i
u listopadu, a svaka dagnja tijekom mrijesta ispusti od 5 do 25 milijuna jajasaca (Masi¢, 2004).
Najveca uzgajaliSta dagnji u Hrvatskoj nalaze se u Novigradskom moru, Malostonskom,

Sibenskom i Pulskom zaljevu, a ima ih i u okolici Zadra, Splita te u Limskom zaljevu (Zeli¢, 2015).



Slika 1. Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis) (izvor: https://fish-commercial-

names.ec.europa.eu/fish-names/species_hr?sn=23930).

1.2.  Pasterizacija

Pasterizacija je proces konzerviranja hrane upotrebom temperatura do 100 °C, kojima se u
srediStu proizvoda postizu temperature od 60 do 80 °C. Koristi se za konzerviranje kiselih
proizvoda (pH < 4,5) ¢ije kvarenje izazivaju kvasci, plijesni i nesporogene bakterije te kojima je
dovoljno termicko tretiranje nizim temperaturama (do 100 °C). Procesom pasterizacije unistavaju
se vegetativni oblici mikroorganizama i povecava se bioloska stabilnost proizvoda ne mijenjajuci
pritom njegov kemijski sastav i senzorska svojstva. Koristi se u kombinaciji s hladenjem
(Sokiranjem) te pakiranjem u hermeticku ambalazu (Lovri¢, 2003). Pasterizacija sous vide
metodom (Slika 2) je oblik pasterizacije kojim se proizvod, koji je zatvoren u vakuum vreéici,
kuha na kontroliranoj temperaturi odredeno vrijeme (Schellekens i Martens, 1992). Takav nacin
obrade omogucuje ocuvanje izvornih okusa, nutritivnih vrijednosti i teksture proizvoda, a osim
toga sprjeCava njegovu kontaminaciju za vrijeme i nakon tretiranja (Ghazala i sur., 1995).
Medutim, zbog niske temperature tretiranja, prije plasmana proizvoda na trziSte, treba provoditi
kontrolu mikroorganizama koji su prezivjeli pasterizaciju (NACMCEF, 1990). Kontrola se vrsi
standardnim mikrobioloskim metodama gdje se pripremljeni uzorci nasaduju na unaprijed

pripremljene mikrobioloske podloge u triplikatima nakon cega se inkubiraju na odredenoj



temperaturi. Nakon inkubacije broji se ukupan broj poraslih kolonija. Osim mikrobioloske
kontrole vrs$i se i kontrola stupnja oksidacije proizvoda upotrebom tiobarbiturnog testa.
Tiobarbiturni test temelji se na odredivanju sekundarnih produkata lipidne oksidacije, odnosno
sluzi kako bi se odredio stupanj uzeglosti proizvoda. Najc¢es¢i sekundarni produkt lipidne
oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina je malondialdehid (MDA) koji je ujedno i pokazatelj
stupnja peroksidacije. Kod tiobarbiturnog testa, u uvjetima niskog pH i visoke temperature, MDA
reagira s 2-tiobarbiturnom kiselinom te nastaje ruzicasto obojeni kompleks TBK-MDA ¢ija se
koncentracija odreduje spektrofotometrom. Fluorescentno obojenje ima apsorpcijski maksimum
kod 532 — 535 nm, a sama koncentracija MDA (intenzitet boje) proporcionalna je stupnju uzeglosti
uzorka. Kako bi se za vrijeme homogenizacije i filtracije uzoraka sprijecila reakcija TBK s drugim
spojevima, potrebno je dodati antioksidans, odnosno inhibitor oksidacije. Najcesce koriSteni
antioksidansi su butil hidroksianizol (BHA), butil hidroksitoluen (BHT), propil-gelat (PG) i
etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Simat i sur., 2009).

Slika 2. Aparatura za sous vide pasterizaciju (izvor: vlastita fotografija).



1.3. Dosadasnja istraZivanja

Vecina dosada$njih istrazivanja sous vide metode provedena su na kuhanim uzorcima riba
te su tim uzorcima praé¢ena kemijska i fizikalna svojstva (Croptova i sur., 2016; Oz i Seyar, 2016)
ili je istraZivan utjecaj tehnike na mikrobiolosku ispravnost proizvoda (Bem Embarek i Huss,
1993; Berglisen, 1996). Znatno manji broj istrazivanja sous vide metode proveden je na kuhanim
uzorcima Skoljkasa te se njihovi rezultati medusobno znacajno razlikuju. Skipnes i sur. (2002)
proveli su istrazivanje na plavoj dagnji (Mytilus edulis) tretirajuci ju sous vide metodom na 100
°C tijekom 17, 25, 30 i 35 minuta. Tako tretirani uzorci skladi$teni su na 5,5 °C tijekom 4 tjedna.
Najboljom metodom ocuvanja kvalitete proizvoda, pokazala se pasterizacija na 100 °C tijekom
viSe od 25 minuta. Teoretski, takav nacin tretiranja daje siguran i stabilan proizvod, medutim,
njihovo istrazivanje pokazalo je kako uzorci, iako su tretirani relativno visokim temperaturama,
nakon 21 dan skladistenja imaju izrazito visok broj aerobnih bakterija te kako takav proizvod nije
prikladan za ljudsku konzumaciju. Medutim, Bongiorno i sur. (2018) u svome su istrazivanju na
dagnji proveli Cetiri eksperimentalna tretmana. Prva metoda je sous vide metoda (SVCC) gdje su
uzorci pasterizirani na 85 °C tijekom 10 minuta i odmah potom Sokirani na temperaturi od 3 °C,
druga je sous vide metoda s dodatkom slane otopine (BSVCC) (3 % NaCl otopina) u omjeru 1:2 s
obzirom na ukupnu masu dagnji te nakon toga Sokiranje na 3 °C. Tre¢a metoda je metoda kuhanja
i Sokiranja, ali bez pakiranja u vakuumu (CC), a Cetvrta je metoda tradicionalnog kuhanja i
hladenja (CMC) gdje su dagnje kuhane u posudi na 90 °C tijekom 10 minuta nakon cega su
stavljene u vakuum vrecice te Sokirane. Kontrolni uzorak u ovom istrazivanju su sirove jedinke
koje su kao i tretirani uzorci ¢uvane na 3 °C. Analiza je provodena 1., 7., 14., 21., 30. i 50. dan
skladiStenja. U istrazivanju je pracen rast mezofilnih bakterija, bakterija mlije¢ne kiseline,
enterobakterija, Clostridia i Pseudomonas. Ukupan broj mezofila u kontrolnim (sirovim) uzorcima
iznosio je 2,2 + 0,33 log CFU/g. Eksperimentalni tretmani nisu znatno utjecali na rast mezofila sve
do 21 dana skladistenja (p>0,05) i njihova srednja vrijednost ostala je ispod brojive razine tijekom
prvih 7 dana. Prihvatljiva razina mezofila za ljudsku upotrebu je 5 log CFU/g (Huss, 1995). SVCC
i BSVCC tretirani uzorci cijeli eksperiment su zadovoljavali taj kriterij, dok su se CMC i CC za
50 dana skladiStenja jako priblizili toj brojci (4,2 log i 4,5 log CFU/g). Ukupan broj bakterija
mlijeéne kiseline u kontrolnim uzorcima iznosio je 2,00 + 0,09 log CFU/g. Sto se tige tretiranih

uzoraka kod svih uzoraka tijekom cijelog eksperimenta njihov ukupni broj je ispod razine



brojivosti osim kod CMC uzoraka gdje se nakon 21 dan povecava njihov broj (2,4 = 0,00 log
CFU/qg). Navedeni rezultati ukazuju kako je kuhanje pri temperaturi 85 °C reduciralo ovu grupu
bakterija. Bakterija roda Pseudomonas u kontrolnim uzorcima bilo je 5,32 + 0,21 log CFU/g, no
nakon tretmana uvijek ih je bilo ispod razine brojivosti. Pojavljuju se samo kod CMC nakon 30
dana (4,36 0,1 log CFU/g). Sto se ti¢e enterobakterija i Clostridia, njihova prisutnost zabiljezena
je u kontrolnim uzorcima (2,00 + 0,23 log CFU/g i 2,00 £ 0,17 log CFU/g), no nakon tretmana u
svim uzorcima njihov ukupan broj je ispod razine brojivosti. Ovo istrazivanje pokazalo je da je
sous vide metoda uspjela ocuvati kvalitetu proizvoda te mu produljiti rok trajanja na 21 dan. Tosun
i sur. (2018) su u svome istrazivanju meso dagnje vakuumirano sa sokom limuna, jabu¢nim octom,
fino sjeckanim lukom i crnim paprom pasterizirali na 70 °C tijekom 8 minuta. Tako tretirane
uzorke skladistili su na 4 + 1 °C. Eksperiment je trajao 21 dan, a analize su provedene 0., 6., 9.,
12., 15., 18. i 21. dan. Tijekom istrazivanja pracen je rast mezofilnih i psihrofilnih bakterija,
ukupnih koliformnih bakterija te bakterije Escherichia coli. Ukupan broj mezofila u kontrolnim
uzorcima iznosio je 5,59 + 0,02 log CFU/g, a nakon pasterizacije taj broj se smanjio na 3,15 £ 0,10
log CFU/g. Svoj maksimum mezofili su postigli 9 dan skladiStenja kada je njihov ukupan broj
iznosio 3,66 + 0,05 log CFU/g. Ukupan broj psihrofilnih bakterija u kontrolnim uzorcima iznosio
je 6,18 £ 0,11 log CFU/g. On se takoder nakon pasterizacije smanjio i to na4,11 + 0,01 log CFU/g.
Sto se ti¢e ukupnih koliformnih bakterija i E. coli njihova razina kod kontrolnih uzoraka iznosila
je 5,28 £ 0,07 log i 2,23 + 0,33 log CFU/g. Pasterizacijom su one eliminirane te tijekom cijelog
eksperimenta njihov ukupan broj je bio ispod razine brojivosti. S obzirom na dobivene rezultate,
Tosun i sur. (2018) smatraju kako pasterizirane dagnje ¢uvane na rashladnoj temperaturi od 4 °C
mogu trajati samo 9 dana, nakon ¢ega nastupa proces kvarenja.

Nakon pregleda literature ostaje nejasno je li ova metoda prikladna za pasterizaciju dagnji

te koliki je stvarni rok trajanja Skoljkasa pasteriziranih sous vide metodom.

1.4. Svrhai ciljevi rada

Kako bi se pristupacnost skoljkasa omogucila $iroj populaciji diljem Republike Hrvatske i
unutar kontinenta, a ne samo obalnim i priobalnim podrucjima potrebno je istraZiti nove metode

konzerviranja koje daju siguran proizvod, ali u isto vrijeme ¢uvaju prehrambenu vrijednost istog.



Svrha ovog diplomskog rada bila je istraziti utjecaj temperature i vremena pasterizacije na
parametre kakvoce cijelih dagnji pakiranih u vakuumu tijekom pohrane na 4 °C.

Ciljevi rada bili su utvrditi mikrobiolosku ispravnost proizvoda, prehrambenu vrijednost,
oksidacijsku stabilnost i pH vrijednost nakon pasterizacije proizvoda i tijekom pohrane na
temperaturu od 4 °C. S obzirom da dosada$nja istrazivanja nisu dala konkretan odgovor moze li
se sous vide metodom produljiti rok trajanja $koljkasa, cilj ovog rada bio je dati odgovor na to

pitanje.



2. MATERIJALI | METODE
2.1. Odredivanje parametara pasterizacije

Svjeze dagnje, nakon $to su prikupljene na uzgajalistu, o¢iS¢ene su od vanjskog obrastaja,
oprane i dobro posusene. Zive dagnje o¢is¢ene od obrastaja rasporedene su u vakuum vreéice.
Svaka vrecica predstavlja jedan uzorak, a u svakom uzorku nalazilo se Sest dagnji. Pasterizacija
dagnji provedena je sous vide metodom u kojoj se proizvod zatvoren u vakuum vrecici, kuha u
sous vide uredaju pri kontroliranoj temperaturi i vremenu (Schellekens i Martens, 1992). Pokus je
odraden u dva ponavljanja. U prvom pokusu preliminarno su testirane razli¢ite temperature i
vrijeme pasterizacije:

Svjeze cijele dagnje u vakuum pakiranju (kontrolni uzorak bez termicke obrade),
Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 80 °C tijekom 15 minuta,
Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 80 °C tijekom 10 minuta,

Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 90 °C tijekom 10 minuta,

o &~ w0 DN e

Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta.

Uzorcima su preliminarno odredeni parametri kakvoée te su za drugo ponavljanje

eksperimenta odabrani uvjeti pasterizacije kako slijedi:

1. Svjeze cijele dagnje u vakuum pakiranju (kontrolni uzorak bez termicke obrade),
2. Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta,

3. Cijela dagnja pasterizirana sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (Slika
3).



Slika 3. Pasterizacija sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).

Nakon pasterizacije, uzorci su Sokirani u hladnoj kupelji (Slika 4) te su skladisteni na

temperaturi od 4 °C, zajedno s kontrolnim uzorkom.



Slika 4. Sokiranje pasteriziranih uzoraka u hladnoj kupelji (izvor: vlastita fotografija).

2.2. Odredivanje parametara kakvoce dagnje

Nultog dana i u odredenim vremenskim intervalima tijekom pohrane, proizvodima su
odredeni broj mezofilnih i psihrofilnih bakterija, broj enterobakterija 1 bakterija roda
Pseudomonas, tiobarbiturni test, pH vrijednost te prehrambena vrijednost.

2.2.1. Odredivanje ukupnih mezofilnih i psihofilnih bakterija, enterobakterija i

bakterija roda Pseudomonas

Broj ukupnih mezofilnih i psihrofilnih bakterija, enterobakterija i bakterija roda
Pseudomonas se odredivao standardnim mikrobioloskim metodama. Za pripremu decimalnih

razrjedenja uzoraka u sterilnim uvjetima je odvagano 9 grama mesa dagnji u vrecicu za
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homogenizaciju (Slike 5 i 6). Uzorku je dodano 90 mL sterilnog peptona i svaki uzorak je

homogeniziran pomocu uredaja za homogenizaciju tijekom 60 sekundi.

Slika 5. Vaganje uzoraka (izvor: vlastita fotografija).
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Slika 6. Homogenzacija uzorka u homogenizatoru (izvor: vlastita fotografija).

Prikupljen je filtrat iz vre¢ice za homogenizaciju. Pripremljena su decimalna razrjedenja
homogeniziranog uzorka te se 100 uL uzorka nasadivalo na unaprijed pripremljene mikrobioloske
podloge u triplikatima (Slika 7). Za nasadivanje mezofilnih i psihrofilnih bakterija koristila se
hranjiva podloga PCA (engl. plate count agar), enterobakterija VRBG (engl. violet red bile
glucose agar), a bakterija roda Pseudomonas PAB (engl. pseudomonas agar base) hranjiva
podloga. Nakon nasadivanja podloge su inkubirane kako slijedi: 3 dana na 30 °C za mezofilne
bakterije, 2 dana na 30 °C za enterobakterije, 2 dana na 25 °C za bakterije roda Pseudomonas i 7
dana na 7 °C za psihrofilne bakterije. Sve porasle ljubicasto do crvene i ruziCaste kolonije na
VRBG agru definiraju se kao enterobakterije, dok se sve porasle zuto zelene (fluorescentne)
kolonije na PAB agru definiraju kao bakterije roda Pseudomonas. Broj poraslih kolonija je
odreden broja¢em za kolonije (Slika 8). Rezultati su izrazeni kao log CFU (engl. colony forming
unit)/g uzorka. Nativni preparat s pokrovnicom je pripremljen kako bi se ispitala morfologija

stanica poraslih sumnjivih kolonija optickim mikroskopom Olympus BX50 pri x1000 povecanju.
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Slika 7. Mikrobioloske podloge u triplikatima (izvor: vlastita fotografija).

Slika 8. Uredaj za brojanje kolonija (izvor: vlastita fotografija).
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2.2.2. Tiobarbiturni test

Tiobarbiturni test, odnosno test reaktivne tvari tiobarbiturne kiseline, koristi se za mjerenje
sekundarnih produkata u ekstraktima stanica i tkiva te bioloskim teku¢inama. Njime se odreduje
stupanj oksidacije masti odredenog proizvoda te se koristi kao pokazatelj kvalitete u ribljoj
industriji (Novina, 2017). Tiobarbiturni test se provodio tako $to se od svakog uzorka odvagalo
deset grama mesa dagnji koje se zatim, zajedno s 20 mL 7,5% otopine trikloroctene kiseline (TCA)
homogeniziralo i ostavilo da odstoji 30 minuta. Dobro homogeniziran uzorak filtriran je pomoc¢u

Whatman No. 1 filter papira (Slika 9).

Slika 9. Filtriranje homogeniziranih uzoraka za tiobarbiturni test (izvor: vlastita fotografija).

Filtrati su dodatno centrifugirani kako bi se uklonile suspendirane cestice (Slika 10). U
epruvete je pipetirano 5 mL svakog uzorka te je dodano 5 mL 0,02 M otopine tiobarbiturne
kiseline. Uz uzorke napravljeni su i standardi (razli¢ite koncentracije otopine 1,1,3,3-
tetratoksipropana (TEP)) te slijepa proba. Sve pripremljene epruvete kuhale su se u vodenoj kupelji
40 minuta na 100 °C (Slika 11.). Nakon kuhanja, epruvete su se ohladile u hladnoj vodi (Slika 12)
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te se absorbanca uzoraka mjerila u triplikatu pomocu spektrofotometra na valnoj duljini od 538

nm (Slika 13).

Slika 10. Centrifugiranje uzoraka (izvor: vlastita fotografija).

Slika 11. Kuhanje uzoraka (izvor: vlastita fotografija).
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Slika 13. Spektrofotometar (izvor: vlastita fotografija).
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2.2.3. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost se odredivala digitalnim pH metrom (Slika 14). Za njeno odredivanje
odvagano je 10 g mesa dagnji i homogenizirano sa 100 mL destilirane vode. Svako mjerenje

ponovljeno je tri puta.

Slika 14. Mjerenje pH vrijednosti (izvor: vlastita fotografija).

2.2.4. Analiza prehrambene vrijednosti

Analiza prehrambene vrijednosti uzoraka odradena je prema standardnim AOAC
metodama (AOAC, 2000) u Laboratoriju za analiticku kemiju i rezidue, Veterinarskog zavoda
Split, Hrvatskog veterinarskog instituta, a provodila se nultog i desetog dana pokusa. Uzorcima su
odredeni udio vlage, bjelancevina, pepela, soli te masti. Meso dagnji se odistilo, opralo od svih
necisto¢a, dobro posusilo te homogeniziralo. Odredivanje udjela soli, odnosno natrijevog klorida

(NaCl) u uzorcima odradeno je volumetrijskom metodom (AOAC, Official Method 937.09), udio
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masti je odreden AOAC 938.09 metodom, udio vode AOAC 984.25 metodom, udio pepela AOAC
945.46, a udio bjelancevina metodom AOAC 920.152.

17



3. REZULTATI

3.1. Utjecaj temperature i vremena pasterizacije na mikrobiolo$ku ispravnost dagnji

U kontrolnom uzorku (nepasterizirane vakuumirane dagnje) tijekom skladiStenja
zabiljezen je rast mezofila, psihrofila, enterobakterija te bakterija kvarenja (bakterije roda
Pseudomonas). Na slici 15. prikazan je rast ukupnog broja svih testiranih skupina bakterija u
kontrolom uzorku. Ukupan broj mezofilnih bakterija u pocetku je opadao, dok je u razdoblju od
Sestog do osmog dana skladiStenja poceo rasti. Ponovni blagi pad zabiljezen je izmedu osmog i
desetog dana. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i za rast enterobakterija. U razdoblju od nultog do
Sestog dana ukupan broj enterobakterija opada, ali osmi dan skladistenja zabiljeZen je njihov rast.
Nakon toga ponovno je zabiljezen blagi pad. Za razliku od ukupnih mezofilnih bakterija i
enterobakterija, ukupan broj psihrofilnih bakterija u pocetku biljezi ubrzan rast, dok je Sesti dan
zabiljezen pad broja bakterija. Ponovni rast zabiljezen je nakon $estog dana i nastavlja se sve do
kraja testnog razdoblja. Ukupan broj bakterija roda Pseudomonas konstantno je oscilirao. U
pocetku je lagano rastao, u razdoblju od treceg do Sestog dana zabiljezen je blagi pad, osmi dan

ponovno se biljezi rast nakon kojega dolazi do novog pada deseti dan.
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Slika 15. Graficki prikaz rasta ukupnog broja mezofilnih i psihrofilnih bakterija, enterobakterija
te bakterija roda Pseudomonas u kontrolnom uzorku.
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S druge strane, pasterizacija je djelovala baktericidno na enterobakterije i bakterije roda
Pseudomonas te tijekom cijelog eksperimentalnog razdoblja nije zabiljeZen rast ovih bakterija u
kuhanim uzorcima. Tablica 1 prikazuje ukupan broj bakterija u uzorcima koji su pasterizirani sous
vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta, dok Tablica 2 prikazuje ukupan broj bakterija u
uzorcima pasteriziranim sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta. Oznaka nb oznacava

uzorke koji nisu bili brojivi.

Tablica 1. Ukupan broj mezofilnih i psihrofilnih bakterija, enterobakterija i bakterija roda
Pseudomonas u uzorcima pasteriziranim sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta (nb —
nije brojivo).

Dan skladiStenja na 4 °C

0 3 6 8 10
Mezofili 0 0 nb nb 2,25
Psihrofili 0 0 0 nb 2,15
Enterobakterije 0 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0

Tablica 2. Ukupan broj mezofilnih i psihrofilnih bakterija, enterobakterija i bakterija roda
Pseudomonas u uzorcima pasteriziranim sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (nb —
nije brojivo).

Dan skladiStenja na 4 °C

0 3 6 8 10
Mezofili 0 nb nb nb 3,88
Psihrofili 0 0 0 nb 3,55
Enterobakterije 0 0 0 0 0
Pseudomonas 0 0 0 0 0

Medutim, osim bakterija roda Pseudomonas nakon Sestog dana zabiljeZen je rast kolonija

nalik bakterijama roda Bacillus koje su tipi¢ne bakterije kvarenja dagnji.
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Slika 16. Vjerojatna kolonija bakterije roda Bacillus (A i B) u uzorku osmog dana

pasteriziranom sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).
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Slika 17. Vjerojatna kolonija bakterije roda Bacillus u uzorku osmog dana pasteriziranom sous

vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).
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Slika 18. Vjerojatna kolonija bakterije roda Bacillus u uzorku desetog dana pasteriziranom sous

vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).

Slika 19. Vjerojatna kolonija bakterije roda Bacillus u uzorku osmog dana pasteriziranom sous

vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).
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Slika 20. Vjerojatna kolonija bakterije roda Bacillu. u uzorku desetog dana pasteriziranom sous
vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta (izvor: vlastita fotografija).

3.2. Utjecaj temperature i vremena pasterizacije na biokemijsku ispravnost i nutritivni profil

dagnji

Biokemijska ispravnost uzoraka kontrolirana je prate¢i vrijednosti pH. Na slici 21
prikazani su rezultati pH vrijednosti uzoraka tijekom vremena skladistenja. Uzorci pasterizirani na
80 °C tijekom 5 minuta oznaceni su oznakom A, uzorci pasterizirani na 90 °C tijekom 5 minuta
oznakom B, dok su kontrolni uzorci oznaceni oznakom K. Kod svih analiziranih uzoraka pH
vrijednost u pocetku postupno raste sve do osmog dana kada dolazi do naglog pada vrijednosti.
Nakon pada, pH vrijednosti svih uzoraka ponovno nastavljaju uzlazno rasti. Svi uzorci pokazuju
blagu kiselost koja varira izmedu 6 i 6,5. Jedino vece i znacajnije odstupanje zabiljezeno je osmi
dan kod uzoraka pasteriziranih sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta, kada pH vrijednost
pada malo ispod 6.
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Slika 21. Graficki prikaz pH vrijednosti uzoraka tijekom vremena skladistenja (kontrolni
uzorak - K, uzorak pasteriziran sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta - A,

uzorak pasteriziran sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta - B).

Tiobarbiturnim testom odredeni su sekundarni produkti oksidacije masti u mesu dagnji.
Slika 22 prikazuje dobivene rezultate koji su izrazeni u UM malondialdehida (MA)/100 g uzorka.
Rezultati se jako razlikuju izmedu kontrolnih i pasteriziranih uzoraka. Vrijednosti kontrolnih
uzoraka (na slici oznafeno kao K) su vise i rastu tijekom pohrane. Vrijednosti uzoraka
pasteriziranih sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta (na slici oznaeno oznakom A)
konstantno osciliraju. U pocetku vrijednost blago raste, da bi u razdoblju od Sestog do osmog dana
blago pala, a zatim ponovno narasla. S druge strane, vrijednosti uzoraka pasteriziranih sous vide
metodom na 90 °C tijekom 5 minuta (na slici oznaceno oznakom B) pokazuju upravo suprotno.
Vrijednosti prvo opadaju, zatim izmedu Sestog i osmog dana blago rastu, a zatim opet padaju. Sve
vrijednosti su niske u pogledu ispravnosti proizvoda te ispod granice od 7 uM malondialdehida
(MA)/g uzorka $to ukazuje da tijekom termickog tretiranja u vakuumu lipidna oksidacija nije

izrazena.
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz rezultata tiobarbiturnog testa za uzorke dagnji (kontrolni uzorak
- K, uzorak pasteriziran sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta - A, uzorak

pasteriziran sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta - B).

Analiza prehrambene vrijednosti dagnji provedena je na uzorcima nultog i posljednjeg
dana skladistenja. Parametri koji su praceni su udio vlage, bjelancevina, pepela, soli (NaCl) te
masti. Na slici 23 prikazani su udjeli analiziranih parametara te usporedba nultog (oznaka 0) i
posljednjeg dana (oznaka 10) pohrane. Uzorci pasterizirani sous vide metodom na 80 °C tijekom
5 minuta oznaceni su oznakom A, uzorci pasterizirani sous vide metodom na 90 °C oznakom B,
dok su kontrolni uzorci ozna¢eni oznakom K. Udio vlage u svim uzorcima bio je visi od 84 %, no
definitvno najveéi udio utvrden je u kontrolnom uzorku desetog dana (87,78 %). Udio bjelancevina
varirao je od 7 do 11 %, a najveci je u uzorku nultog dana pasteriziranom sous vide metodom na
90 °C tijekom 5 minuta, gdje iznosi 10,82 %. Udio pepela sli¢an je za sve uzorke i njihova
medusobna razlika je neznatna, no najveci udio zabiljeZen je u uzorku desetog dana pasteriziranom
sous vide metodom na 80°C tijekom 5 minuta i iznosi 2,83%. Udio soli je takoder sli¢an za sve
uzorke, a najvecéi je kod uzorka nultog dana pasteriziranog sous vide metodom na 80 °C tijekom 5
minuta gdje iznosi 3,37% $to je samo 0,01% vise od oba kontrolna uzorka te uzorka desetog dana

pasteriziranog sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta. Posljednji parametar koji je
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analiziran je udio masti u uzorcima. Njihov udio je definitivno najneznatniji, a maksimalna

vrijednost im iznosi svega 1,1% i to u kontrolnom uzorku nultog dana. Sve ostale vrijednosti su

nize.
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Slika 23. Grafic¢ki prikaz udjela vlage, proteina, pepela, soli (NaCl) i masti u uzorcima nultog i
posljednjeg dana skladistenja (kontrolni uzorak - K, uzorak pasteriziran sous vide metodom na
80 °C tijekom 5 minuta - A, uzorak pasteriziran sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta -
B).
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je odrediti najucinkovitiju temperaturu i vrijeme pasterizacije koji ¢e
produljiti rok trajanja svjeze dagnje i saCuvati nutritivnu vrijednost proizvoda. Pri tome je
najbitnije bilo eliminirati prisustvo bakterija kvarenja i svih onih bakterija Stetnih za ljudsko
zdravlje. Toc¢nije, ovaj rad se fokusirao na inaktivaciju mezofilni i psihrofilnih bakterija,
enterobakterija i bakterija roda Pseudomonas, odnosno bakterija kvarenja.

Rezultati dobiveni za kontrolne uzorke pokazuju pozitivan rast mezofilnih i psihrofilnih
bakterija, enterobakterija te bakterija kvarenja (bakterije roda Pseudomonas). Za sve cetiri
promatrane skupine bakterija je tijekom vremena skladiStenja zabiljeZen sli¢an rast njihovog
ukupnog broja te je za sve zabiljezen blagi pad ukupnog broja Sestog dana promatranja. Rezultati
kontrolnog uzorka su oc¢ekivani obzirom da se radi o uzorcima koji nisu pasterizirani, vec su svjeze
vakumirani. S druge strane, rezultati uzoraka pasteriziranih sous vide metodom na 80 °C tijekom
5 minuta i onih pasteriziranih sous vide metodom na 90 °C tijekom 5 minuta pokazuju kako je
pasterizacija djelovala baktericidno na enterobakterije i Pseudomonas te tijekom cijelog vremena
skladitenja nije zabiljezen njihov rast u pasteriziranim uzorcima. Sto se tie mezofilnih i
psihrofilnih bakterija, procesom pasterizacije njihov ukupan broj se smanjio, no nisu u potpunosti
eliminirane. Dobiveni rezultati su u skladu s istrazivanjima drugih autora te potvrduju ¢injenicu
da se pasterizacijom smanjuje ukupan broj bakterija te da ona djeluje baktericidno na odredene
vrste bakterija (Tosun, 2018; Skipnes i sur., 2002; Bongiorno, 2018.; Gonzales-Fandos i sur., 2004;
Mol i sur., 2012). Medutim, Sesti dan skladiStenja zabiljezen je rast kolonija nalik na tipi¢ne
kolonije koje stvaraju bakterije roda Bacillus spp. Pregledom nativnog preparata potvrden je oblik
bakterija nalik vrstama roda Bacillus. Inac¢e su odredene bakterije roda Bacillus poznate kao
tipi¢nih sporogene bakterije koje sudjeluju u kvarenju hrane (Lorenzo i sur., 2018). Zahvaljujuéi
svojim sporama one uspjesno prezivljavaju pasterizaciju, a s obzirom da im nije bilo drugih
kompetitora (enterobakterije i Pseudomonas) imale su veéi prostor za rast zbog Cega je
mikrobiolosko kvarenje kuhanih dagnji nastupilo ranije u odnosu na svjeze. No kako bi se to sa
sigurnoS¢u moglo potvrditi potrebno je bakteriju dodatno odrediti adekvatnim genetskim ili
biokemijskim metodama (Goodwin i sur., 1994). Zbog prisutnosti ovih bakterije, mikrobioloski
proces kvarenja pasteriziranih dagnji zapoceo je ranije nego kod svjezeg kontrolnog uzorka. Prema

dobivenim rezultatima, pretpostavlja se kako je pasterizacijom rok trajanja svjezih dagnji produzen
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na maksimalno 9 do 10 dana. Dobiveni rezultati podudaraju se s ve¢inom prethodno provedenih
istrazivanja, no ima i onih koji tvrde drugacije. Prema istrazivanju Bongiorno i sur. (2018),
pasterizacija dagnji sous vide metodom na 85 °C tijekom 10 minuta moze ocuvati kvalitetu
proizvoda i produljiti rok trajanja i do 21 dan. Ukupan broj mezofila u kontrolnim (sirovim)
uzorcima u njihovom istrazivanju iznosio je 2,2 = 0,33 log CFU/g. Eksperimentalni tretmani nisu
znatno utjecali na rast mezofila sve do 21 dana skladiStenja (p>0,05) i njihova srednja vrijednost
ostala je ispod brojive razine tijekom prvih 7 dana. SVCC i BSVCC tretirani uzorci cijeli
eksperiment su bili ispod 5 log CFU/g, dok su se CMC i CC za 50 dana skladistenja jako priblizili
toj brojci (4,2 log i 4,5 log CFU/g). Ukupan broj bakterija mlije¢ne kiseline u kontrolnim uzorcima
iznosio je 2,00 £ 0,09 log CFU/g dok je kod tretiranih uzoraka tijekom cijelog eksperimenta njihov
ukupni broj ispod razine brojivosti osim kod CMC uzoraka gdje se nakon 21 dan povecava njihov
broj (2,4 £ 0,00 log CFU/g). Pseudomonas u kontrolnim uzorcima imao je koncentraciju 5,32 +
0,21 log CFU/g, no nakon tretmana uvijek je ispod razine brojivosti. Pojavljuje se samo kod CMC
nakon 30 dana (4,36 % 0,1 log CFU/g). Sto se ti¢e enterobakterija i Clostridia, njihova prisutnost
zabiljezena je u kontrolnim uzorcima (2,00 £ 0,23 log CFU/g i 2,00 + 0,17 log CFU/g), no nakon
tretmana u svim uzorcima njihov ukupan broj je ispod razine brojivosti. U ovom istrazivanju nisu
dobiveni sli¢ni rezultati s obzirom da pasterizacijom nije sprijeCen rast svih bakterija ve¢ su se
sporogene bakterije nakon odredenog perioda pocele umnazati. U istrazivanju koje su proveli
Skipnes i sur. (2002), dagnje su podvrgnute relativno visokim temperaturama tijekom pasterizacije
s ciljem produljenja roka trajanja. Dagnju su pasterizirali sous vide metodom na 100 °C tijekom
25 minuta te tako tretirane uzorke skladistili na 5,5 °C. Zakljucili su kako duze vrijeme
pasterizacije smanjuje rast bakterija s vremenom skladiStenja. Medutim, unato¢ visokim
temperaturama, zabiljezili su kako je razina ukupnog broja bakterija 21. dan jako visoka te kako
takav proizvod nije siguran za ljudsku konzumaciju. Tosun i sur. (2018) su u istrazivanju
promatrali promjene u kvaliteti pasteriziranih dagnji cuvanih na 4 °C. Autori su meso dagnje
vakuumirano sa sokom limuna, jabu¢nim octom, fino sjeckanim lukom i crnim paprom
pasterizirali na 70 °C tijekom 8 minuta. Tako tretirane uzorke skladistili su na 4 + 1 °C. Ukupan
broj mezofila u kontrolnim uzorcima iznosio je 5,59 = 0,02 log CFU/g, a nakon pasterizacije taj
broj se smanjio na 3,15 £ 0,10 log CFU/g. Svoj maksimum mezofili su postigli 9. dan skladistenja
kada je njihov ukupan broj iznosio 3,66 + 0,05 log CFU/g. Ukupan broj psihrofilnih bakterija u

kontrolnim uzorcima iznosio je 6,18 £ 0,11 log CFU/g. On se takoder nakon pasterizacije smanjio
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i to na 4,11 + 0,01 log CFU/g. Sto se ti¢e broja ukupnih koliformnih bakterija i E. coli njihova
razina kod kontrolnih uzoraka iznosila je 5,28 + 0,07 log i 2,23 + 0,33 log CFU/g. Pasterizacijom
su one eliminirane te tijekom cijelog eksperimenta njihov ukupan broj je bio ispod razine
brojivosti. Ovim istrazivanjem utvrdili su kako dagnje pasterizirane na 70 °C mogu trajati
maksimalno do 9 dana, sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.

Rezultati pH vrijednosti pokazuju kako su svi testirani uzorci blago kiseli te pH vrijednost
pasteriziranih uzoraka nije razli¢ita od pH vrijednosti svjezih dagnji. Jedino vece odstupanje
zabiljezeno je osmi dan kod uzoraka pasteriziranih sous vide metodom na 80 °C tijekom 5 minuta,
kada pH vrijednost pada blago ispod 6. Unato¢ tome, prema dobivenim pH vrijednostima uzorci
su sigurni za konzumaciju. Dobiveni rezultati slazu se i s rezultatima drugih istrazivanja. U
istrazivanju Bongiorno i sur. (2018) pH kontrolnih uzoraka iznosio je 6,2 + 0,04 te se nakon
tretiranja nije znatno promijenio. Do povecanja pH dolazi 7 dan (7,05 £+ 0,16) i takav ostaje do
kraja istrazivanja. Najvjerojatniji uzrok tome je nastanak amonijaka i trimetilamina uzrokovan
bakterijama kvarenja. U istrazivanju Tosun i sur. (2018), razina pH vrijednosti kontrolnih uzoraka
iznosila je 6,20 £ 0,00, no nakon tretiranja limunom i octom njena razina opada. Tiobarbiturnim
testom utvrdeno je kako su vrijednosti kontrolnih uzoraka vrlo visoke te su u stalnom porastu dok
kod pasteriziranih uzoraka to nije bio slucaj. Za pasterizirane uzorke je zabiljezeno medusobno
suprotno ponasanje. Naime, vrijednosti uzoraka pasteriziranih sous vide metodom na 80 °C prvo
rastu, da bi izmedu Sestog 1 osmog dana pocele padati, a kasnije ponovno narasle. Kod uzoraka
pasteriziranih sous vide metodom na 90 °C zabiljeZeno je kako njihove vrijednosti prvo padaju,
zatim izmedu Sestog i osmog dana blagu rastu, a zatim opet padaju. S obzirom na dobivene
rezultate, zakljucuje se kako tretiranje uzoraka visokim temperaturama i pod vakuumom nije
izazvalo oksidaciju.

Rezultati dobiveni za analizu prehrambene vrijednosti pokazuju usporednu sliku nultog i
desetog dana istrazivanja. Razlika u rezultatima izmedu ta dva dana nije znacajna. Pri zavrSetku
skladistenja nikakva znaCajna promjena nije zabiljezena za nutritivne vrijednosti. Prema
dobivenim rezultatima moze se re¢i kako pasterizacija ne utjeCe negativno na nutritivni sastav
dagnji. Sto se ti¢e drugih istrazivanja rezultati su relativno sli¢ni. Tosun i sur. (2018) pratili su
udjele vlage, bjelancevina, masti i pepela te su njihove vrijednosti nesto vece kod pasteriziranih

uzoraka (73,46, 20,00, 3,82 i 2,18 %) od onih u kontrolnim uzorcima (p<0,05). U istrazivanju
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Ulusoy i Ozden (2011) udio bjelan¢evina, masti i pepela dagnji takoder se povecao nakon

pasterizacije, no udio vlage se smanjio (p<0,05).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Pasterizacija djeluje baktericidno na mezofilne i psihrofilne bakterije, enterobakterije i
bakterije roda Pseudomonas te u kombinaciji s hladenjem smanjuje njihov rast u tretiranim
uzorcima.

Tiobarbiturni test ukazuje da lipidna oksidacija dagnji nije izrazena tijekom pasterizacije
sous vide metodom unato¢ upotrebi visokih temperatura.

Pasterizacija sous vide metodom uspjesno ¢uva prehrambenu vrijednost proizvoda.
Pasterizacija dagnji sous vide metodom nije primjerena za ocCuvanje mikrobioloske
kvalitete dagnji zbog prezivljavanja sporogenih bakterija koje su specifiéni
mikroorganizmi kvarenja ovog proizvoda.

Pasterizacija sous vide metodom moze biti uspje$na za konzerviranje ukoliko se kombinira

s drugim metodama poput smrzavanja.
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