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1. Uvod

Borovnica je grmolika biljka koja pripada rodu Vaccinium- 1 prepoznatljivo je bobicasto
vo¢e s velikim udjelom folne kiseline, antocijana, flavonoida, kalija, kalcija, Zeljeza i
vitamina C. Zbog svog visokog sadrzaja vode, male energetske vrijednosti te ugodne arome
1 okusa, te zbog vrijednog kemijskog sastava borovnica je pronasla Siroku primjenu u
ljudskoj prehrani s brojnim pozitivnim ucincima na zdravlje. Borovnice su bogate
antioksidansima tvarima koje su sposobne stabilizirati ili inaktivirati slobodne radikale prije

nego napadnu i oStete stanice.

Zbog kratkog vremena dospijeca i brzog propadanja borovnica se konzervira 1 preaduje
u brojne proizvode. Jedan od najucinkovitijih procesa konzerviranja koji najmanje mijenja

izvornu sirovinu je zamrzavanje.

Zamrzavanje je jedna od naj¢eSc¢e primjenjivanih metoda konzerviranja raznih namirnica.
Tijekom zamrzavanja i skladiStenja na -18 °C kemijske reakcije se ne zaustavljaju nego samo
jako usporavaju stoga se javlja potreba tretiranja pirea neposredno prije zamrzavanja u svrhu
smanjenja ukupnog broj mikroorganizama 1 inaktivacije enzima. Uobicajeno se u tu svrhu
koristi blanSiranje, no poviSena temperatura moze imati za posljedicu promjenu parametara
kvalitete. Iz tog se razloga pokuSava prona¢i metoda koja se ne provodi pri visokim
temperaturama, a djelotvorna je za mikroorganizme 1 inaktivaciju enzima. Kao takva metoda

istaknuo se ultrazvuk visokog intenziteta.
Cilj rada bio je istraZiti utjecaj nacina pripreme i zamrzavanja te skladiStenja, 4 mjeseca

na temperaturi od -18 °C, na parametre kvalitete, senzorska svojstva, ukupne fenole i

antioksidacijski kapacitet pirea borovnice.



2. Teorijski dio

2.1. Borovnica

Borovnica (Vaccinium myrtillus) je malena viSegodi$nja biljka koja pripada skupini
bobicastog voca (Slika 1). Rod Vaccinium obuhvacda relativano velik broj vrsta no u
Hrvatskoj su nativne samo tri (V. myrtillus L., V. uliginosum L., V. vitis-idaea L.) (Dujmovi¢
Purgar i sur., 2007). Kao §to je to slucaj i s drugim samoniklim vrstama voca, tako se ni u

slu¢aju roda Vaccinium nije provelo detaljnije istrazivanje rasprostranjenosti vrsta.

Paprstein i sur (2006) navode kako rod Vaccinium obuhvaca oko 450 kultivara koji su
rasporedeni preko sjeverne hemisfere. Flora Europe vrlo je siromasna borovnicama — sadrzi
8 vrsta, pri ¢emu je jedna vrsta endemska na Azorima. U Sjevernoj Europi borovnica je jedna
od najvaznijih divljih bobica. Postoji veliki interes Sirom svijeta za plodom borovnice zbog

vrlo visokog sadrzaja antioksidansa (Riihinen i sur., 2008).

Botanicka klasifikacija borovnice (USDA, 2016.) :

Carstvo: Plantae

Odjeljak: Spermatophyta (sjemene)
Divizija: Magnoliophyta (cvjetnice)
Razred: Magnoliopsida (dikotiledoni)
Red: Ericales

Porodica: Ericaceae

Potporodica: Vacciniaceae

Rod: Vaccinium

Vrsta: Vaccinium L. —borovnica



Slika 1 Borovnica (Anonymus, 2016)

2.1.1. Botanicke karakteristike
Borovnica je grmolika biljka, koja ovisno o vrsti, moZe narasti i do nekoliko metara.
Prekriva tlo bjelogori¢nih i1 crnogori¢nih Suma. Pretezno raste u nizinskim krajevima, ali

moze se pronaéi i u planinskim podru¢jima do 2000 m nadmorske visine (Sindrak i sur.,

2007).

Vrlo razgranat grm moZe narasti do visine 20-50 cm. Listovi su ovalno-jajoliki na rubu
jedva vidljivo pilasti s kratkom peteljkom. Cvjetovi su svijetloruziCasti i smjesteni su u
pazuhu lista. Borovnica cvate od lipnja do kolovoza ovisno o poloZaju stanista. Plod je so¢na
boba tamnoplave boje, prosjecne veli¢ine 6-8 mm. Vrh ploda zavrSava kruznom udubinom

(Sindrak i sur., 2007).

2.1.2. Kemijska i fizikalna svojstva

Kemijski sastav je uvelike definiran okoliSnim ¢imbenicima, stupnjem zrelosti kao 1
uvjetima skladistenja. Veliki utjecaj na okus, miris 1 boju ima kemijski sastav u kojem
prevladava voda s 84,61 % te ugljikohidrati sa svega 13,02 % (USDA, 2016.). Stoga je
energetska vrijednost niska — 55 kcal/100 g, no zbog velikog udjela prehrambenih vlakana
(5,3 g/100 g) g koji smanjuju razinu kolesterola 1 glukoze u krvi bitno utjecuci tako na
ljudsko zdravlje (Bauer, 2005). Nadalje, zahvaljujuéi prisutnim vlaknima unosom borovnica
se izaziva efekt sitosti 1 pozitivho se utjeCe na probavu smanjujuci tako rizik od crijevnih

bolesti. U Tablici 1. prikazan je kemijski sastav i nutritivna vrijednost svjeze borovnice.



Tablica 1 Kemijski sastav u 100 g svjeze borovnice (USDA, 2016)

Sastav Jedinica Vrijednost
Voda g 84,61
Energija kcal 55
Proteini g 1,52
Ukupni lipidi g 0,31
Ugljikohidrati g 13,02
Vlakna g 5,3

Secéeri g 7,7

U Tablici 2. dani su rezultati sastava vitamina ploda borovnice (USDA, 2016). U plodu

borovnice dominira askorbinska kiselina.

Tablica 2 Sastav vitamina ploda borovnice (USDA, 2016)

Sastav Jedinica Vrijednost
Vitamin C mg 15,3
Riboflavin mg 0,05
Niacin mg 0,034
Vitamin B-12 ug 0

Vitamin A ng 2

Vitamin E mg 0,87
Vitamin D ng 0

Vitamin K ug 7,8

U ljudskoj prehrani vrlo je vazna odgovarajuc¢a koli¢ina minerala. Odredeni minerali su
gradevni elementi, buduci da se nalaze u tkivu 1 stanicama (makroelementi). Drugi, ¢ija je
razina vrlo mala znacajni su za fizioloSku ravnotezu organizma (mikroelementi). U Tablici
3. prikazani su rezultati (USDA. 2016) prema kojem su vidljive velike razlike u koncentraciji
biogenih elemenata u plodu borovnice. Zn, Fe i Na nalaze se u koncentracijama od 0,34 do

1 mg/100 g, a K je naden u koncentraciji od 145 mg/100 g suhe tvari.



Tablica 3 Sastav minerala ploda borovnice (USDA, 2016)

Sastav Jedinica Vrijednost
Kalcij, Ca mg 26
Zeljezo, Fe mg 0,64
Magnezij, Mg mg 21

Fosfor, P mg 26

Kalijj, K mg 145
Natrij, Na mg 1

Cink, Zn mg 0,34

Uz spomenut vitamin C, kao 1 kalij, zeljezo te kalcij, borovnice su izvrstan izvor folne

kiseline, antocijana i drugih flavonoida (Prior i sur., 1998.).

Prior i sur. (1998.) su ustanovili u svom istrazivanju da plod borovnice u usporedbi s
ostalim bobicastim vocem sadrzi visoku koli¢inu antocijana, spojeva jake anioksidacijske

aktivnosti, te se ta koli¢ina povecava u procesu dozrijevanja (Jaakola i sur. 2002.).

Zbog velike koli¢ine prisutnih vitamina, minerala, vlakana i antioksidansa, plod

borovnice znacajno utjece na oCuvanje zdravlja.



2.1.2.1. Flavonoidi

Antocijani kojima se po koliCini prisutnih u plodu razlicite vrste i sorte borovnica
(Vaccinium sp.) isti¢u se od ostalog bobicastog voca, kao $to je ve¢ receno, pripadaju skupini
fenolnih spojeva (Prior i sur., 1998). Polifenolni spojevi kojima borovnica obiluje najvaznija
su grupa sekundarnih biljnih metabolita i znaCajno doprinose njihovom ukupnom
antioksidacijskom kapacitetu koji doprinosi antialergijskom te antikancerogenom djelovanju
(Jakobek 1 sur, 2008). Do danas je poznato viSe od 8000 razli¢itih struktura, a prema
osnovnoj se strukturi dijele na flavonoide i fenolne kiseline (Pandey i Rizvi, 2009).

Antocijani po svojoj strukturi pripadaju flavonoidima.

Flavonoidi su biljni pigmenti koji posjeduju difenilpropanski (C¢C3Cs) prsten koji se
sastoji od dva benzenska prstena povezana trikarbonskim mostom koji je preko kisika
kondenziran u intermedijalni prsten. Obuhvacaju viSe grupa spojeva, a to su npr. flavanoli,
flavoni, monomerni flavanoli, flavonoli, antocijani i dr. (Belitz i sur., 2004). Antocijani su
odgovorni za ljubicastu, crvenu i plavu boju voéa, povréa i zitarica i poznato je vise od 500
razli¢itih spojeva antocijana. Glavni prisutni flavonoidi u borovnici su antocijani, flavan-3-
oli i njihovi polimerni produkti kondenzacije, flavanoni, flavonoli i flavoni. U razli¢itim
stupnjevima ovi spojevi su snazni antioksidansi in vitro, sposobni inhibirati peroksidaciju

lipida 1 za§tititi lipoproteine od oksidacije (Borges, 2009).

2.1.2.2. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje sprjecavaju oksidaciju drugih tvari, a u bioloSkim sustavima
sluze za neutralizaciju slobodnih radikala. Imaju sposobnost neutraliziranja potencijalno
Stetnog djelovanja slobodnih radikala, a da istodobno ne postanu oni sami nestabilni

(Reuben, 1998).

Slobodni radikali su reaktivne molekule koje imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona.
Oduzimanjem elektrona od prve susjedne molekule oni postaju stabilni no pri tome ta
susjedna molekula postaje slobodni radikal i1 tako se stvara lancana reakcija. Mogu
uzrokovati oksidacijska oSte¢enja molekula DNA, masti 1 proteina ¢ime uzrokuju
oksidacijski stres koji je povezan sa starenjem i bolestima kao $to su kancerogene bolesti,

kardiovaskularne bolesti, neurodegenerativni poremecaji, dijabetes i dr. (Lu 1 Finkel, 2008).



Istrazivanja su dokazala da povezanost prehrane bogatom voéem i povréem bitno utjece
na smanjenje rizika oboljenja od bolesti. Ovaj je odnos potaknuo daljnja istrazivanja

antioksidacijskog kapaciteta voca i povréa (Yang i sur., 2001).

Medu spojevima s antioksidacijskim svojstvima koji su pronadeni u vocu i povréu, fenolni
se spojevi najvise istiCu. Sastavni su dio ljudske prehrane, a takoder su dodani i u neke
lijekove (Wu i sur., 2004). Svi dijelovi borovnice potencijalan su izvor fenolnih spojeva za

uporabu ili kao prehrambeni proizvod ili u farmaceutskoj industriji (Riihinen 1 sur., 2008).

2.2. Zamrzavanje

Konzerviranje zamrzavanjem se temelji na ¢injenici da izdvajanjem vode u obliku kristala
dolazi do zaustavljanja kemijskih, biokemijskih i mikrobioloskih procesa. Zamrzavanje
uvjetuje odredene promjene u namirnici te je to vrlo bitno ako je cilju odrzavanje izvorne
teksture i strukture (Lovri¢, 2013). Sto je zamrzavanje brze to zona maksimalne kristalizacije
brze prolazi namirnicom §to se smatra pozeljnim za kvalitetu proizvoda (Lund, 2000).
Kvaliteta smrznute hrane usko je povezana s koli¢inom i veli¢inom kristala leda koji nastaju
za vrijeme zamrzavanja. Stvaranje velikih kristala pokazalo se da rezultira degradacijom
teksture 1 organoleptiC¢kih svojstava te gubitkom kvalitete smrznutih proizvoda (Zhu 1 sur.,
2003). Opcenito je prihvaceno da se smanjenjem brzine smrzavanja formiraju veliki stanicni
kristali leda, dok su rezultat brzog smrzavanja mali kristali leda (Fennema, 1973). Kvaliteta

smrznute hrane usko je povezana i s procesima otapanja.

SniZzavanjem temperature usporavaju se kemijske promjene u namirnicama koje su
posljedica aktivnosti autohtonih enzima ili drugih kemijski agensa. Vecina kemijski 1
biokemijskih reakcija se usporava 2 do 3 puta pri snizavanju temperature za 10 °C. Usporava
se 1 metabolizam zivih tkiva. VaZno je provesti zamrzavanje namirnica S$to brZze na
odgovarajucu temperaturu 1 odrzavati ju tijekom transporta, skladiStenja do krajnje uporabe

(Lovri¢, 2013).
Promjene koje se dogadaju za vrijeme zamrzavanja se nastavljaju 1 za vrijeme
skladistenja. One se mogu podijeliti u tri grupe:

1. Dehidratacija
2. Rekristalizacija leda ( variranje temperature od -7 °C do -15 °C)

3. Promjene kemijske i biokemijske prirode



Promjene koje nastaju viSe su izrazene u organoleptickim svojstvima nego u
prehrambenoj vrijednosti no potrebno je obratiti paznju i na gubitke prehrambene
vrijednosti. Prilikom izlaska sokova gube se lako topljive tvari, vitamini i minerali.

Istrazivanja su pokazala da promjene koje se dogadaju ovise o temperaturi.

Cimbenik koji je bitan s ekonomskog i tehni¢kog aspekta je dehidratacija uskladistenih
prehrambenih proizvoda. Gubitak na proizvodu je pra¢en smanjenjem kvalitete namirnice
(promjena boje, pH, povrsina postaje zilavija itd.). Dehidratacija je rezultat razlike tlaka para

izmedu proizvoda i rashladnih povrSina (Lovri¢, 2013)

2.2.1. Zamrzavanje pod visokim tlakom

Primjenom visokog tlaka za zamrzavanje pomaZze se ujednacenoj i brzoj nukleaciji leda
kroz cijeli proizvod (Li i Sun, 2002). Kad se voda zamrzava pri atmosferskom tlaku nastajat
¢e led tipa I $to rezultira povec¢anjem volumena od oko 9 % s obzirom da je gustoca leda
manja od vode. Uz primjenu visokog tlaka formirat ce se nekoliko tipova leda (led II-IX)
¢ija je gustoca veca od gustoce vode te zbog toga nece dolaziti do oStecenja tkiva (Li i Sun,

2002).

Nadalje, u svom radu Torres-Ossandon 1 sur. (2015) navode da dolazi do porasta fenolnih
spojeva 1 antioksidacijskog kapaciteta raznog voca tretiranog visokim tlakom. Takoder,
zamrzavanje visokim tlakom pokazalo se kao metoda koja je djelotvorna na smanjenje broja

mikroorganizma, a da ne utjece znacajno na degradiranje kvalitete smrznutih namirnica.
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Slika 2 Zamrzavanje visokim tlakom (Otero, 2006)

2.2.2. Zamrzavanje uz pred-tretiranje blanSiranjem i ultrazvukom

Tijekom zamrzavanja i skladiStenja biokemijske se reakcije ne zaustavljaju nego samo
usporavaju, S§to onda za posljedicu moze imati promjenu parametara kvalitete, stoga postoji
potreba za pred-tretmanom pirea neposredno prije zamrzavanja na -18 °C radi inaktivacije

enzima i smanjena broja mikroorganizama odnosno zadrzavanja pocetne kvalitete.

U cilju postizanja vece kvalitete zamrznutog proizvoda jedan od redovitih postupaka je
blanSiranje odnosno zagrijavanje na temperaturu od 75 do 95 °C kroz 1-10 minuta (Arthey,
1995). Pred-tretiranjem inaktivirali su se enzimi 1 smanjio inicijali broj mikroorganizama
(Lund, 2000). U svom radu Brambilla i sur. (2011) isti¢u kako su u blanSiranom zamrznutom

pireu borovnice dobro o€uvani fenolni bioaktivni spojevi.

S obzirom da povisene temperature kojima je voce izlozeno tijekom blanSiranja mogu
negativno utjecati na kvalitetu, posljednjih nekoliko godina vrlo je zapaZen tretman
ultrazvukom visokog inzenziteta koji se koristi kao netermalna metoda za smanjenje
mikrobioloSke kontaminacije i produljenja trajnosti svjezeg voca i povréa (Aday i sur.,

organoleptickim svojstvima promovirali su konstantnu evoluciju tehnologije u preradi hrane.

Primjena ultrazvuka doprinosi pove¢anju mikrobne sigurnosti i produljenju roka trajnosti
posebno na hrani koja je temperaturno osjetljiva. Ultrazvuk su zvuéni valovi frekvencije od

20 kHz do 10 MHz. Veca snaga ultrazvuka pri nizim frekvencijama (20 do 100 kHz) ima



sposobnost uzrokovanja kavitacije koja ima prednost pri procesiranju hrane u kojoj je bitno
inaktivirati mikroorganizme (Piyasena i sur., 2003). Glavna prednost ultrazvuka u odnosu
na druge tehnike u prehrambenoj industriji je da se zvucni valovi opcenito smatraju

netoksi¢nim i sigurnim za okoli§ (Kentish and Ashokkumar, 2011).

Kombinacijom ultrazvuka s nekim ne-toplinskim metodama moguce je poboljSati
inaktivaciju mikroorganizama (Guerrero 1 sur., 2001). Sa stajalista potroSaca, primjena

ultrazvuka u prehrambenoj industriji ima potencijala te zapoceta istrazivanja treba nastaviti.
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijal

Istrazivanje je provedeno s pireom borovnica sorte Jersey uzgojenih u okolici Zagreba.
Plodovi borovnice su nabavljeni neposredno prije istrazivanja, direktno od proizvodaca u
srpnju 2015. godine, te je od njih u laboratorijskim uvjetima prireden pire te je na ralicite
nacine tretiran i zamrznut te je skladiSten. Nakon tretmana i zamrzavanja te nakon

skladiStenja je analiziran kako bi se utvrdio utjecaj razli¢itih postupaka.

Priprema pirea
Priprema pirea obuhvacala je sljedeée operacije:
* Homogenizacija
» Pred-tretiranje (blanSiranjem ili ultrazvukom)
» Zamrzavanje
= Pakiranje

= Cuvanje uzorka

Borovnice nisu prane prije pripreme za zamrzavanje.
Homogenizacija cca 500g borovnica u svrhu pripreme pirea je provedena pomocu Stapnog

miksera (Philips) u posudi od 1L.

Blansiranje pirea je provedeno u hermeticki zatvorenoj staklenoj bocici od 300 mL
(pocetne temperature priblizno 20 °C) uranjanjem u vru¢u vodenu kupelj u vremenu trajanja
od 10 minuta. Tijekom 8 minuta pire se zagrijao na 85 °C 1 na toj se temperaturi odrzavao 2
minute. Nakon isteka vremena bocice su postepeno hladene uranjanjem u vodene kupelji

prvo oko 50 °C, pa 40 °C te 30 °C i niZe.

Tretiranje pirea ultrazvukom je provedeno na laboratorijskom uredaju Dr. Hielscher
Ultrasonic Processor UP 400 S uz pomo¢ sonde promjera 22 mm, pri amplitudi 100 % u

trajanju od 5 minuta (Slika 4).

Pire borovnice cca 200 mL tretiran je u staklenoj ¢asi od 400 mL uz povremeno mijesanje

staklenim Stapi¢em (Slika 4).
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Slika 4 Ultrazvucni tretman pirea

Nakon blansiranja te ultrazvuc¢nog tretmana pire je prenesen u plasticne boc¢ice od 100

mL u kojima je provedeno zamrzavanje.
Zamrzavanje se provodilo na dva nacina:

= Kao kontrola zamrzavanje je provedeno u komorama za zamrzavanje pri — 18 °C
(Everlasting S.R.L., Italija). Zamrzavanje je trajalo 120 minuta.

= Zamrzavanje pod visokim tlakom je provedeno u uredaju za tretiranje visokim
tlakom (Slika 3). Sest bocica je stavljeno u posudu s glikolom te izloZeno
hidrostatskom pritisku od 300 MPa 30 minuta prije odnosno 30 minuta nakon

zamrzavanja.
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Zamrznuti zapakirani uzorci su stavljeni u zamrzivac te skladiSteni pri -18 °C 4 mjeseca,
nakon c¢ega su provedene analize. U ovom radu su prikazani rezultati prije i nakon

skladiStenja pirea borovnice.

Tablica 4 Plan pokusa zamrzavanja

Skladistenje pri -18°C

Uzorak Zamrzavanje Sifra uzorka . . .
analize nakon (mjeseci)
komora (ZK) SVJ/ZK 0 4
Pire borovnica | Primjena
visokog tlaka SVIJ/ZVT 0 4
(ZNT)
komora (ZK) BL/ZK 0 4

BlanSirani pire
borovnice primjena

(BL) visokog tlaka BL/ZVT 0 4
(ZNT)
Pire borovnice | komora (ZK) UZ/ZK 0 4
tretiran primjena
ultrazvukom | vigokoo tlaka UZz/ZVT 0 4
(UZ) (ZVT)

3.2. Metoda rada

Odredivana su senzorska svojstva pirea te parametri fizikalno-kemijskih svojstava:
e Boja
e pH
e Ukupna kiselost (%)
e Topljiva suha tvar (%)
e Ukupni fenoli (mg GAE/100 g)
e Antioksidacijski kapacitet (uM/100 g)

3.2.1. Odredivanje boje

Princip:  Objektivno odredivanje boje provodi se kolorimetrom s moguénoséu
odredivanja ¢itavog vidljivog spektra, a takvo mjerenje se izrazava u L*a*b* vrijednostima.
Pozitivne a* vrijednosti govore u udjelu crvene boje, b* vrijednosti o udjelu plave dok L*
vrijednost predstavlja svjetlinu uzorka. Uredaj radi na principu mjerenja stupnja reflektirane

svjetlosti od mjerne povrsine (Konica-Minolta, 1998).
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Aparatura i pribor: Kolorimetar CM-3500d (Konica-Minolta, Japan)

Staklene kivete

Postupak odredivanja

Uzorak se prenese u staklene kivete i stavlja u kolorimetar na mjerenje. Kolorimetar je
povezan sa racunalom koje obraduje i prikazuje dobivene rezultate u digitalnom obliku

pomocu softwarea prilagodenog za ureda;.

-a* i : EoH
Zelena Crvena

_hl-
Flava

Slika 5 CIE LAB (Anonymus, 2016)
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3.2.2. Odredivanje ukupne Kkiselosti, topljive suhe tvari i pH

Odredivanje ukupne kiselosti

Aparatura i pribor: Erlenmeyerova tikvica

Staklena ¢asa

pH-metar

Reagens: NaOH (0,1 M)

Postupak odredivanja

U Erlenmeyerovu tikvicu dodano je 12,5+ 0,01 g kase 1 25 mL destilirane vode. Sadrzaj
je prenijet u odmjernu tikvicu od 50 mL koja je nadopunjena do oznake s prokuhanom
destiliranom vodom. 10 mL filtrata otpipetirano je u ¢asu, uronjena je elektroda pH metra i
titrirano je s 0,1 M NaOH do pH 7, a zatim polako do 8,1 = 0,2. Za svaki je uzorak potrebno

mjerenje izvrSiti dva puta 1 rezultat prikazati kao srednju vrijednost i standardnu devijaciju.

IzraCunavanje
Na temelju dobivenih rezultata, ukupna kiselost se izratunava uvrS§tenjem u jednadzbu
(1):

UK (%) =50/m x Vi x ¢ x 100/Vo x f (1)
gdje je:

m = odvaga (g)

Vi = volumen NaOH (mL)

¢ = koncentracija NaOH (0,1 M)
Vo= volumen uzorka (10 mL)

f = faktor preraCunavanja
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Odredivanje topljive suhe tvari

Aparatura i pribor:; Refraktometar

Postupak odredivanja

Refraktometar je opticki uredaj koji pokazuje postotak suhe tvari u odredenom uzorku na
principu mjerenja indeksa loma svjetlosti. Na pocetku rada refraktometar (Slika 6) se bazdari
pomocu destilirane vode pri sobnoj temperaturi. Mala koli¢ina uzorka stavlja se na prizmu 1
prolaskom svjetlosti kroz razlicite tvari, svjetlost mijenja smjer te se pomocu izmjerenog
kuta upadne i reflektirane svjetlosti moze odrediti indeks loma, odnosno postotak suhe tvari
uzorka. Odredivanje topljive suhe tvari temelji se na oCitavanju topljive suhe tvari izravno
na zaslonu refraktometra. Za svaki uzorak mjerenje je izvrSeno tri puta te je rezultat prikazan

kao srednja vrijednost i standardna devijacija.

Odredivanje pH

Aparatura i pribor: pH-metar

Staklena ¢asa

Postupak odredivanja

pH se odreduje uranjanjem elektrode u ¢asu s uzorkom i direktnim ocitavanjem dobivene
vrijednosti na pH-metru. Bitno je da se prije obavi bazdarenje pH-metra za koje se

upotrebljava puferna otopina poznatog pH na odredenoj temperaturi.

REFRACTOMETER

Slika 6 Refraktometar (Anonymus, 2016.)
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3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja:

Princip odredivanja temelji se na kolornoj reakciji koja je posljedica reakcije fenola s
Folin-Ciocalteu-ovim reagensom te je primjenom spektrofotometrijske metode mjeren
intenzitet nastalog obojenja pri 765 nm (Ough i Amerine, 1988). Rezultati su izrazeni kao

mg ekvivalenta galne kiseline na mL soka (mg GAE mL-1).

Aparatura i pribor: Spektrofotometar

Staklene kivete

Tehnicka vaga Mettler (tocnost 0,01)
Povratno hladilo

Tronozac

Plamenik

Azbestna mrezica

Erlenmeyerova tikvica 250 mL
Filter papir

Stakleni lijevak

Pipete volumena 1, 2, 5, 101 25 mL
Odmjerne tikvice 100 mL 1 1L

Menzura

Reagensi:
1. Etanol, 96 % - tni

2. Etanol, 80 % - tni
3. Folin — Ciocalteu reagens
4. Zasicena otopina natrijeva karbonata

5. Standard galne kiseline

Priprema uzorka:

5 g uzorka izvaganog s to¢noséu + 0,1 g homogenizira se s 20 mL 80 %- tnog etanola u
Erlenmeyerovoj tikvici sa Sifrom volumena 100 mL. Homogena smjesa se ekstrahira uz

povratno hladilo tijekom 10 minuta (10 minuta od trenutka kad ekstrakt provri). Dobiveni
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ekstrakt se profiltrira kroz filter papir u odmjernu tikvicu od 50 mL. Zaostali talog s filer
papirom ponovno se ekstrahira s 20 ml 80 %- tnog etanola u Erlenmeyerovoj tikvici 1
ekstrahira uz povratno hladilo jo§ 10 minuta. Dobiveni ekstrakti se spoje u tikvicu od 50 mL

i nadopune do oznake s 80 %- tnim etanolom (Coseteng i Lee, 1987).

Postupak odredivanja

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetira se redom 0,125 mL ekstrakta, 7,5 mL destilirane
vode 1 0,625 mL F.C. reagensa. Sve skupa se promijesa. Pripremljenoj smjesi doda se 1,875
mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata, a potom se uzorci termostatiraju 20 minuta pri T=
50°C. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm.
Na isti se nacin priprema i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80 %- tni etanol

(Ough i Amerine, 1998).

Izracunavanje

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10 mL

96 %- tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL 1 nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Od te otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako
da se otpipetiraredom 0, 1,2, 3 51 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
tikvicu 1 potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne

kiseline u tim tikvicama iznose 0, 50, 100, 150, 250 1 500 mg/L.

Iz svake tikvice se otpipetira 0,25 mL otopine standarda u odmjerne tikvice od 25 mL.
Potom se dodaje redom 15 mL destilirane vode, 1,25 mL F.C. reagensa i 3,75 mL zasicene
otopine natrijeva karbonata. Sve se izmijesSa i uzorci se potom termostatiraju 20 minuta pri
T= 50 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoc¢a otopine) pri valnoj duljini 765
nm. Na isti se na¢in priprema i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 80 %- tni etanol

(Ough i Amerine, 1998).

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri cemu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765nm. Koncentracija ukupnih fenola

izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba (2) pravca glasi:

Y=0,001 x X (2)
gdjejeu (2):
Y — apsorbancija pri 765 nm

X — koncentracija galne kiseline (mg/L)

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Princip odredivanja:

Ova metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva u hrani
uporabom stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal zbog nesparenog
elektrona postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i ljubicaste je
boje. Promjena ljubicaste boje u Zutu posljedica je sparivanja nesparenog elektrona DPPH
radikala s vodikom antioksidansa, stvarajuci reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u

stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001)

Aparatura i pribor: Spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS B)

Staklene kivete

Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

Stakleni lijevak

Pipeta volumena 25 mL i 100 mL

Mikropipeta volumena 1000 pl 1 500 pl
Odmjerna tikvica volumena 100 mL
Laboratorijske ¢aSe volumena 100 mL 1 250 mL
Epruvete

Stalak za epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

Laboratorijska zli¢ica
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Reagensi:

1. 0,5 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)
2. 100 % -tni metanol

3. Mravlja kiselina

Priprema reagensa:

0,01 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH) odvaze se u plasticnoj ladici za
vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100
%-tnim metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Svaki dan se mora pripremiti svjeza

otopina.

Priprema ekstrakta

Od 2 g uzorka pripremi se 10 ml ekstrakta. Ekstrakcija se provodi u ultrazvuénoj kupelji
koja je prethodno zagrijana na 50 °C. Otapalo za ekstrakciju je 1 % otopina mravlje kiseline
u 80 % metanolu. Dobiveni ekstrakt se centrifugira 10 minuta pri 5500 okretaja/min,
dekantira 1 nadopuni do 10 ml otapalom za ekstrakciju. Dobiveni ekstrakt se skladisti do

analize na -18 °C u atmosferi inertnog plina.

Postupak odredivanja

U epruvetu se otpipetira 1 mL ekstrakata, I mL metanola te 0,5 mL 0,5 mM otopine
DPPH. Epruvete sa sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega

se mjeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.
Za svaki pojedini uzorak napravljene su dvije paralele.

Izmjerene apsorbancije nisu prelazile vrijednost 1,0 pa ekstrakte uzoraka nije bilo
potrebno razrjedivati. Vrijednosti apsorbancije moraju biti u granicama od 0,1 do 0,9 koje

su optimalne za raspon osjetljivosti spektrofotometra.
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Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 100 mL 0,02 M otopine Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) iz koje se pripreme razrijedenja u
koncentracijama 0, 25, 50, 100, 200 i 300 uM na nacin da se u odmjerne tikvice volumena
50 mL redom otpipetira 0; 6,25; 125; 250; 500 1 750 pL alikvot otopine Troloxa te do oznake

nadopuni 100 %-tnim metanolom.

U epruvetu se otpipetira redom 200 uL odgovarajuce otopine Troloxa, 3,8 mL metanola
i 1 mL 0,5 mM otopine DPPH. Sadrzaj se promijesa i ostavi stajati 20 minuta u mraku na
sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na 517 nm uz metanol kao slijepu

probu.

Izracunavanje

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije otopina Troloxa nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u
racunala (program Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (uUM) na
apscisi 1 vrijednostima apsorbancije nanesenim na ordinati. Na temelju dobivenih rezultata,
jednadzba (3) pravca glasi:

Y =-0,00123814 x X + 1,2031 3)
R?=0,9965

Iz pripadajuce jednadzbe pravca izracuna se antioksidacijski kapacitet (X) ekstrakta na
temelju izmjerenih apsorbancija odredenih DPPH metodom. Dobivena vrijednost preracuna

se na 100 g uzorka uzevsi u obzir odvagu uzorka i volumen ekstrakta.
gdje je:
Y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
X = ekvivalent Troloxa (umol/L)

1,2031 = odsjecak pravca na osi Y
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3.2.5. Senzorska svojstva

Princip odredivanja:

Ocjenjivanjem senzorskih svojstava 10 je ispitivaca skalom od 1 do 7 ocijenilo izgled,

okus i op¢u prihvatljivost danih uzoraka. Ocjena 1 predstavljala je jako visoko nepozeljno

svojstvo dok je opisna ocjena 7 bila jako visoko poZzeljno svojstvo (Aguayo i sur., 2010).

Tablica 5 Obrazac za ocjenjivanje senzorskih svojstava

Opisna ocjena | Jako Visoko | Osrednje | Neutralno | Osrednje | Visoko Jako
visoko pozeljno | pozeljno nepozeljno | nepozeljno | visoko
pozeljno nepozeljno

Izgled

Okus

Opca

prihvatljivost
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4. Rezultati

e Odredivanje pH, topljive suhe tvari i ukupne Kkiselosti

Tablica 6 Udio pH, topljive suhe tvari i ukupne kiselosti u pireu borovnice

. ) ) Suha Ukupna
Uzorak Zamrzavanje | SkladiStenje tvar pH kiselost
(%)
Komora 0 15,3+0,0 3,59 0,38+0,00
4 15,4+0,2 3,51 0,38+0,02
Pire borovnica | primjena 0 16,1202 3,62 0,30+0,04
o kog 4 13,8£04 | 3,46 | 0,330,04
aka
Komora 0 15,2+0,1 3,61 0,41+0,00
Blangirani bire 4 15,6+0,1 3,74 0,35+0,02
p —
borovnica (BL) | Primjena 0 15,2+0,0 3,62 0,46+0,21
o kog 4 16,550,5 | 3,6 | 0,35+0,02
aka
Pire borovnice | komora 0 14,120,2 3,72 0,39+0,02
) 4 16,4+0,1 3,71 0,38+0,02
tretiran —
ultrazvukom | Primjena 0 13,4+0,0 3,38 0,38+0,02
(UZV) tvlflfi‘og 4 12,7402 | 3,17 | 0,31+0,00

e Odredivanje boje
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Tablica 7 Parametri boje uzorka smrznutog pirea borovnice

Uzorak Zamrzavanje | SkladiStenje L* a* b*
komora 0 6,76+0,04 | 12,9340,02 | 2,70+0,05
Pire borovmica 4 7,73+£0,07 | 7,44+0,03 | 0,90+0,12
primjena 0 9,42+0,01 | 13,5340,08 | 3,33+0,11
visokog tlaka 4 5,7240,05 | 8,49+0,06 | 2,23+0,10
e | tomora 0 7,73+0,03 | 7,83+0,02 | 0,46+0,06
iiligigjﬁilca 4 3,28+0,03 | 6,86+0,03 | 0,27+0,03
P (BL) primjena 0 4,14+0,02 | 8,08+0,08 | 0,44+0,05
visokog tlaka 4 3,95+£0,07 | 6,96+0,08 | 0,44+0,09
Pire borovaice | 1 omora 0 3,86+0,02 | 7,68+0,04 | 0,63+0,04
tretiran 4 3,75¢0,11 | 7,42+0,02 | 0,84+0,04
ultrazvukom primjena 0 8,01+0,07 11,57+0,13 | 2,65+0,03
(UZV) visokog tlaka 4 12,86+0,038 | 5,68+0,10 | -0,78+0,08
¢ Odredivanje ukupnih fenola
600
500 -i-
400 w T
g |
g
%300
o
o
; | |
200 —
100 - w —
0 SVJ/ZK SVJ/ZVT BL/ZK BL/ZVT Uz/zZK uz/zvT
B0 mjeseci 146,12 41,53 119,85 68,51 139,4 121,19
4 mjeseca 433,71 477,38 242,05 401,27 112,59 238,12

Slika 7 Prikaz ukupnih fenola u uzorcima prije i nakon skladistenja

e Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
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1000

500

0

SVI/ZK

SVI/ZvT

BL/ZK

BL/ZVT

Uz/zK

uz/zvt

B 0 mjeseci

1023,97

1520,31

1384,28

1315,75

1178,31

1398,44

B 4 mjeseca

1195,73

1932,68

2121,98

1671,36

1712

1550,03

Slika 8 Antioksidacijski kapacitet prije 1 nakon skladiStenja

e Senzorska svojstva

SVI/ZK

SVI/ZVT

BL/ZK

BL/ZVT

Uz/zK

uz/zvt

M zgled

3,3

3,3

5

4,3

4,8

4,7

H Okus

2,2

2

4,2

4,7

53

[ Op¢a prihvatljivost

2,3

1,8

4,5

4,3

5

Slika 8 Ocjena senzorskih svojstava u uzorcima prije skladiStenja

25




5

4

3

2

1

0

SVJ/ZK SVI/ZVT BL/ZK BL/ZVT Uz/zK uz/zvTt

M Izgled 2,8 3,7 4,3 4,3 4,7 3,7
B Okus 4,7 4,8 5,2 4,8 4,7 4,6
i Opca prihvatljivost 3,9 4,2 4,8 4,6 4,8 41

Slika 9 Ocjena senzorskih svojstava u uzorcima nakon skladistenja
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5. Rasprava

e Odredivanje pH, topljive suhe tvari i ukupne kiselosti

Utjecaj predtretmana i na¢ina zamrzavanja na suhu tvar razlic¢it je ovisno o predtretmanu
1 nadinu zamrzavanja pri ¢emu nije uocena jasna pravilnost promjena. Primjerice,
predtretman UZ utjecao je na smanjenje suhe tvari dok blansiranjem nije doslo do promjena.
U uzorku UZV/ZVT izmjerena je najmanja suha tvar (12,7 %) 1 prije 1 poslije skladiStenja.
Tijekom skladistenja u uzorcima ZVT se ve¢inom minimalno smanjila dok se u pireima ZK

povecala i to najvise kod uzorka UZV/ZK sa 14,1 + 0,2 na 16,4 + 0,1.

Utjecaj predtretmana i nac¢ina zamrzavanja na pH bio je neznatan. To je u skladu s
podacima ranijih istrazivanja npr. Kuldiloke (2002) je u svom radu proucavao utjecaj
ultrazvuka, temperature 1 visokog tlaka na parametre kvalitete voca i1 povréa te zakljucio
kako nije bilo razlike u pH izmedu razlicitih tretmana. Tijekom skladiStenja od Cetiri mjeseca
pH vrijednost je ve¢inom ostala priblizno podjednaka kao i prije skladiStenja s blago

izrazenim trendom smanjenja (iznimke su SVJ/ZVT 1 BL/ZK).

Ukupna kiselost se gotovo nije promijenila uslijed predtretmana i tijekom skladistenja.

Najmanje su promjene vidljive kod pirea koji nije imao pred-tretman.

Istrazujudi utjecaj temperature zamrzavanja na kvalitetu borovnica, Jo 1 sur. (2014) su
spoznali kako nema znacajnijih promjena suhe tvari 1 ukupne kiselosti usporedujuci ih sa

svjezim bobicastim vocem.
e QOdredivanje boje

U pireu UZV/ZVT su izmjereni parametri boje L*, a* 1 b* koji se najmanje razlikuju od
pocetnog uzorka. Nakon skladiStenja do najmanjih promjena dolazi u pireu bez predtretmana
zamrznutom u komori i uz visoki tlak §to nam mozZe dati naslutiti kako zamrzavanje visokim

tlakom stabiliziraju¢e djeluje na boju pirea.

Patras 1 sur. (2009) su ustanovili svojim istrazivanjem kako je promjena boje bila manja
za piree tretrane visokim tlakom, ali razlike su bile neznatno vece za termicki tretirane

uzorke.

Stoga, zamrzavanje visokim tlakom moze biti u¢inkovit nacin da se o€uva boja proizvoda.

e QOdredivanje ukupnih fenola
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Svi tretmani rezultirali su smanjenjem udjela ukupnih fenola u pireu borovnice. Najmanje
smanjenje odredeno je za uzorak UZV/ZK, a najvece za SVJ/ZVT. Tijekom skladiStenja
ukupna koli¢ina fenola povecala se u svim uzorcima, osim u uzorku UZV/ZK u kojem je
uocen blagi pad ukupnih fenola sa 139,40 + 6,19 na 112,59 + 34,83 mg GAE/100 g.
Najznacajniji rast bio je u upravo u uzorku SVJ/ZVT gdje su ukupni fenoli porasli vise od 9
puta tj. sa 41,53 na 477,38 mg GAE/100 g. Najsli¢nija toj vrijednost odredena je u uzorku
SVJ/ZK (433,71 mg GAE/100 g).

Brambilla i sur. (2011) isti¢u kako su u blanSiranom zamrznutom pireu borovnice dobro
ocuvani fenolni bioaktivni spojevi, a Torres-Ossandon i sur. (2015) navode da dolazi do
porasta fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta raznog voca tretiranog visokim
tlakom. U naSem istraZivanju to povecanje je uslijedilo tek nakon skladiStenja, ali ne samo

za uzorke zamrznute uz primjenu visokog tlaka.

e QOdredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Vrijednosti za antioksidacijski kapacitet povecale su se u svim uzorcima neovisno o
predtretmanu i1 na¢inu zamrzavanja, a najveca vrijednost odredena je u uzorku SVJ/ZVT.
Tijekom skladiStenja uoceno je kako u svim uzorcima dolazi do daljnjeg porasta
antioksidacijskog kapaciteta. Usporedujucu sa ostalim uzorcima, BL/ZK se isti¢e znacajnim

porastom s 1384,28 na 2121,98 uM/100 g.

Prema istraZzivanjima koje su proveli Patras i sur. (2009) antioksidacijski kapacitet
tretiranih pirea visokim tlakom dao je rezultate znacajno viSe u odnosnu na termicki
obradene uzorke. Takoder, u svim skladiStenim uzrocima borovnica porastao je ukupni

antioksidacijski kapacitet (Reque 1 sur., 2014).

¢ QOdredivanje senzorskih svojstava

Primjenjeni postupci predtretmana pozitivno su utjecali na senzorska svojstva pirea
borovnice. Uzorci SVJ/ZK 1 SVIJ/ZVT prije skladiStenja su znatno loSije ocjenjeni
usporedujuci ih s ostalim uzorcima. Interesantno je primjetiti da je i1 skladiStenje uglavnom
pozitivno utjecalo na senzorska svojstva. Tako su nakon skladiStenja spomenuta dva uzorka
bitno bolje ocjenjena nego prije skladiStenja, iako loSije od ostalih. Nakon skladistenja
najbolje su ocjenjeni uzorci zamrzavani u komori i to BL/ZK za okus, UZ/ZK za izgled te

opc¢u prihvatljivost.
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Pozitivan utjecaj predtretmana moze se objasniti na sljedec¢i nacin. Formiranje leda unutar
stanice moze uzrokovati oSte¢enja na osjetljivim organelima i membranskim strukturama u
stanici. Kao jedna od posljedica je nekontrolirano enzimsko djelovanje koje uzrokuje razne
efekte ukljucujuci i promjene izgleda, okusa i opce prihvatljivosti proizvoda. Djelovanje na
takve enzime postize se pomocu pred-tretmana blanSiranja ¢ime se enzimi denaturiraju, a
time posljedi¢no gube svoju kataliticku aktivnost (Brown, 1977; Mohr, 1971). Istu ulogu

ima i ultrazvu¢ni tretman (Piyasena i sur., 2003).
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6. Zakljucak

1. Najmanje promjene topljive suhe tvari, pH vrijednosti i ukupne kiselosti prije
skladiStenja u odnosu na netreretirani pire zamrznut u komori (pocetni uzorak)
odredene su u uzorku zamrzavanom u komori s pred-tretmanom blanSiranja. Dok su
nakon skladistenja pri -18 °C tijekom 4 mjeseca upravo u netreretiranom pireu
zamrznutom u komori odredene najmanje promjene.

2. Parametri boje koji se prije skladiStenja najmanje razlikuju od pocetnog uzorka
izmjereni su u pireu zamrzavanom izlaganjem visokim tlakom bez predtretmana i s
pred-tretmanom ultrazvukom. Nakon skladiStenja do najmanjih promjena dolazi u
pireu bez predtretmana zamrznutom u komori i uz visoki tlak $to govori u prilog
tome da zamrzavanje visokim tlakom ne utje¢e negativno na boju pirea.

3. Pred-tretman ultrazvukom najmanje utje¢e na promjenu vrijednosti ukupnih fenola
u odnosu na pocetni uzorak, a najvece vrijednosti nakon skladiStenja odredene su u
uzorku bez pred-tretmana koji je zamrznut izlaganjem visokim tlakom. Opcenito,
tijekom skladiStenja u svim uzorcima dolazi do visSestrukog povecanja udjela
ukupnih fenola.

4. Vrijednosti za antioksidacijski kapacitet povecale su se u svim uzorcima tijekom
skladiStenja, a najveci je odreden u uzroku zamrzavanom u komori s pred-tretmanom
blanSiranja.

5. Senzorskim ocjenjivanjem prije skladiSenja najbolje su ocjenjeni uzorci s pred-
tretmanom ultrazvukom 1 zamrzavani uz visoki tlak, a nakon skladiStenja zamrzavani
u komori i to s pred-tretmanom blanSiranja za okus te pred-tretmanom ultrazvukom
za izgled.

6. Nema jedinstvenog zakljucka koji je pred-tretman odnosno nain zamrzavanja bio
najucinkovitiji jer za svaki od njih su odredeni i pozitivni i negativni utjecaji na

ispitivane parametre.
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