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1. Uvod

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) je jedno od najrasirenijih povréa na svijetu, a proizvodi se
na viSe od tri milijuna hektara (BoroSi¢, 2016). Jedan je od najbogatijih prirodnih izvora
vitamina C, a sadrzi 1 velike koli¢ine vitamina B, E 1 K. Nadalje, raj¢ica je bogata kalijem,
natrijem, magnezijem, kalcijem, zeljezom i elementima u tragovima (Benko, 2019.) Iako se
veliki kultivari ve¢inom uzgajaju za daljnju preradu, cherry raj¢ica najcesce na trziste dolazi u
svjezem stanju. Zbog toga, svjeza rajCica je podlozna kontaminaciji 1 kvarenju razli¢itim
mikroorganizmima. Upravo se zbog te ¢injenice u ovome radu htjela ispitati primjena jestivog
omotaca s dodatkom etericnog ulja u produZenju vremena ¢uvanja cherry raj¢ice u svjezem
stanju. Osnovna premisa je da se primjenom jestivog omotaca s dodatkom eteri¢nog ulja moze
smanjiti problem mikrobioloske kontaminacije raj¢ice, uz ocCuvanje ili Cak i poboljSanje
senzorskih svojstava, produzenje trajnosti cherry rajfice te smanjenje zagadenja okolisSa
zamjenom koriStenja plastike u pakiranju prirodnim materijalima. U eksperimentalnom radu je
istrazen u¢inak dodatak natamicina te eteri¢nog ulja bosiljka na dvije vrste plijesni, uzro¢nike

kvarenja rajCice, Botrytis cinerea 1 Cladosporium cladosporioides.
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2. Teorijski dio

2.1. RAJCICA

Rajcica (Solanum lycopersicum L.) je jednogodiSnje povrée razgranate, zeljaste stabljike.
Podrijetlom je iz suptropskih predjela SrediSnje 1 Juzne Amerike. Starosjedioci su ju
upotrebljavali za hranu i prije otkrica Amerike. Nakon otkriéa Amerike, rajcica je donesena u
Europu. U pocetku se uzgajala samo kao ukrasno bilje, a nakon polovine 18. stoljeca je zapoceo
uzgoj za konzumaciju. Za konzumaciju se prvotno po&ela uzgajati u Spanjolskoj i Portugalu, a
nedugo zatim i u Francuskoj i Italiji. Fizioloski zreli plodovi su so¢ne i mesnate bobe, razliitog
oblika i veli¢ine, s dvije ili viSe komora, koje mogu biti glatke ili rebraste. Plodovi su najcesc¢e
crvene boje, skupljeni u grozdove, iako postoje sorte i drugih boja, ve¢inom narancaste i Zute.

Masa ploda varira od 10 do 500 g. Raznolikost plodova raj¢ice vidljiva je na Slici 1.

Slika 1 Plodovi rajcice (Web 1)

Suha tvar ploda (4,5 — 8,1%) sadrzi ugljikohidrate (1,9 — 4,9%), bjelancevine (0,5 — 1,6%),
organske kiseline (0,3 — 0,8%), vlakna (0,2 — 0,3%), minerale (0,5 — 0,6%) te vitamine A1 Cu
najvecoj koli€ini 1 vitamin B. Najzastupljenije organske kiseline u zrelom plodu raj¢ice su
jabuc¢na 1 limunska, a udio vitamina (izrazen u mg/100 g sirovog ploda) iznosi: vitamin A (0,5
—2,0 mg/100 g), vitamin C (20 — 43 mg/100 g), vitamin B1 (0,05 — 0,07 mg/100 g) te vitamin
B2 (0,04 — 0,08 mg/100 g) (Josifovi¢, 1973a). Rajcica i proizvodi od rajice su najpoznatiji
izvor karotenoida u svakodnevnoj prehrani. U rajCici se posebno isticu a — karoten, 3 — karoten,

lutein, zeaksantin i likopen, kao jedan od najpoznatijih predstavnika. Likopen je biljni pigment
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2. Teorijski dio

koji rajéici daje crvenu boju. Takoder, prepoznat je kao jaki antioksidans zbog Cega ima
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u ljudskom organizmu (Benko, 2019). Plodovi
rajice se rabe u prehrani svjezi, npr. prilikom pripreme salata, za kuhanje itd. 1 za daljnju
preradu za proizvodnju sokova, koncentrata, pelata, keCapa itd. RajCica je jedno od
najraSirenijih povréa na svijetu, a uzgaja se na vise od tri milijuna hektara na svim kontinentima
(Borosi¢, 2016). Proizvodnja je 2022. godine iznosila 186 milijuna tona, a u proizvodnji su

prednjacile Kina, Indija, Turska i Sjedinjene Americke Drzave (FAOSTAT, 2022).

CHERRY RAJCICA

Cherry rajcica je autohtona biljka u Peruu 1 Ekvadoru, a smatra se pretkom modernih sorti
raj¢ice. Danasnji status je dostigla dugom povijesti pripitomljavanja, koja je vrlo vjerojatno
zapocela u srediSnjem Meksiku (Gonzalez, Cid i Lobo, 2011). Uz kultivare velikih plodova,
cherry rajcica je sve popularnija zbog svojih kvalitativnih svojstava. Hrvatski naziv za cherry
rajéicu je tresnjasta ili tresnjolika rajcica. Kultivari cherry rajice mogu razviti plodove koji
mogu varirati od 10 do 30 g. Broj plodova u grozdu ve¢inom se krec¢e u rasponu od 15 do 20,
ali postoje i kultivari s viSe od 30 plodova u grozdu. Zreli plodovi mogu biti crvene, zute ili

crveno — narancaste boje kao $to je vidljivo na Slici 2.

Slika 2 Plodovi cherry rajcice (Web 2)



2. Teorijski dio

Plodovi cherry raj¢ice sadrze vise suhe tvari, odnosno topljive suhe tvari, askorbinske kiseline
1 drugih nutrijenata, pa prema tome i1 vecu nutritivnu vrijednost nego kultivari ve¢ih plodova.
Takoder, plodovi su aromati¢nijeg okusa i sladi zbog povoljnijeg odnosa Secera i kiselina. lako
se zbog sitnih plodova cherry rajica Cesto ne koristi za daljnju preradu i na trziSte dolazi u
svjezem stanju, brojni su proizvodi, u prvom redu minimalno procesirani (salate npr.), umaci
od cherry raj€ice, cijele cherry raj¢ice konzervirane u soku rajcice, pasterizirane cherry rajcice
u limenkama i staklenkama, pirei od cherry rajcice, djelomi¢no osuSena cherry rajCica
marinirana u ulju, itd. Jedan je od najbogatijih prirodnih izvora vitamina C, a sadrZzi i velike
koli¢ine vitamina B, E i K. Nadalje, cherry raj¢ica, kao i1 plodovi raj¢ice velikih kultivara,
bogata je kalijem, natrijem, magnezijem, kalcijem, zeljezom i elementima u tragovima (Benko,

2019).

2.2. JESTIVI OMOTACI

Jestivi omotac je tanak sloj napravljen od jestivih materijala, a koristi se za produzenje trajnosti
prehrambenih proizvoda. Jestivi omotaci se najéesce proizvode od biorazgradivih polimera kao
alternativa nerazgradivim materijalima koji se danas koriste i koji posljedi¢no uzrokuju pojavu
1 nakupljanje velikih koli¢ina otpada. Prirodni polimeri kao Sto su polisaharidi, proteini, te
lipidi, kao 1 njihove kombinacije, koriste se u proizvodnji jestivih omotaca. Primjena jestivih
omotaca je relativno nova tehnologija koja ima mogucénost oCuvanja kvalitete i sigurnosti
prehrambenih proizvoda. Da bi u tome uspjeli, moraju zadovoljiti mnoge zahtjeve. Moraju biti
organolepticki prikladni, imati dobra barijerna svojstva i dobru mehanic¢ku ¢vrsto¢u. Takoder,

moraju biti biokemijski, fizikalno — kemijski 1 mikrobioloski stabilni te sigurni za ljudsku



2. Teorijski dio

upotrebu. Dodatno, moraju biti cjenovno dostupni i ne smiju zagadivati okolis.

_ Materijali | Pozeljni uéinci
Polisaharidi, Smanjena izmjena plinova,
proteini, smanjen gubitak vlage,
lipidi ‘ smanjena mikrobioloska
i njihove kombinacije kontaminacija, oCuvanje

nutritivnih svojstava

Jestivost,
biorazgradivost,
pristupacnost,
antimikrobnost,
antioksidativnost

Zeljena svojstva €

Pozeljni rezultati

Produzenje trajnosti,
bolja senzorska svojstva,
smanjeno mikrobiolosko kvarenje

Slika 3 Princip jestivih omotaca (Duguma, 2022.)

Jestivi omotaci imaju sposobnost smanjivanja gubitka vlage iz proizvoda, kao i smanjenja
izmjene plinova izmedu proizvoda i okolisa. Isto tako, mogu smanjiti oksidaciju lipida,
enzimsku aktivnost proizvoda kao 1 mikrobiolosko kvarenje. Funkcionalnost omotaca se moze
poboljsati dodatkom antioksidanasa, sladila 1 aroma koji za svrhu imaju produZenje trajnosti
proizvoda te poboljSanje senzorskih i1 nutritivnih svojstava. Jestivi omotaci pridonose
produzenju trajnosti i organoleptic¢kih svojstava svjezih proizvoda, kao §to su voce i povrée, na
nacin da modificiraju atmosferu oko proizvoda, smanjuju stupanj respiracije 1 nastanak etilena,
pri ¢emu usporavaju fizioloSku aktivnost proizvoda. Nadalje, mogu usporiti enzimsku
aktivnost, usporiti reakcije posmedivanja i omekSanja ploda te sauvati prirodne hlapljive
komponente. Dodatkom antimikrobnih agenasa, kao $to su organske kiseline i eteri¢na ulja iz
biljaka, moze se usporiti ili u potpunosti zaustaviti rast mikroorganizama. Usprkos mnogim
prednostima primjene jestivih omotaca, postoje i1 izazovi koji sprje€avaju njihovu primjenu na
Siroj razini. Na primjer, zbog svoje jake i karakteristicne arome i1 okusa, primjena jestivih
omotaca s dodatkom propolisa je ograni¢ena. Nadalje, u nekim istrazivanjima (Peralta — Ruiz i
sur., 2020; Tahir 1 sur., 2019) zakljuceno je kako je primjenom jestivih omotaca doslo do
smanjenja senzorske kvalitete rajcice. Dodatno, smanjena propusnost za vlagu moze imati 1

negativne posljedice kondenzacije vlage gdje se to zeli izbjeci; cijena samoga materijala za
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proizvodnju jestivih omotaca predstavlja prepreku kao i manjak standardiziranih receptura

proizvodnje jestivih omotaca (Duguma, 2022).

PULULAN

Pululan je ekstracelularni, u vodi topljiv, neutralni polisaharid koji proizvod Aureobasidium
pullulans. Bijele je boje, bez okusa 1 mirisa (Rensink i sur., 2024). O pululanu je prvi izvijestio
Bauer 1938. godine. Elementarna analiza je otkrila kemijsku formulu pululana: (CeH1205)n
(Cheng, Demirci i Catchmark, 2011). Pululan se sastoji od ponavljaju¢ih jedinica maltotrioze
povezanih a — 1,6 vezama (Sutherland, 1998; Catley, Ramsay i Servis, 1986), dok su unutarnje
glukozne jedinice povezane o — 1,4 — glikozidnom vezom, $to je vidljivo na Slici 4. Proizvodnja
pululana pomocu Aureobasidium pullulans krece se oko priblizno 125,7 g/L prilikom koriStenja
nusprodukata poljoprivredne proizvodnje (melasa, kokos, Skrob iz krumpira, soja), dok je
najveci prinos (162,3 g/L) dobiven koriStenjem glukoze kao izvora ugljika (Rensink 1 sur.,
2024). Molekulska masa pululana znacajno se razlikuje, varirajuéi od 4,5 x 10* do 6 x 10°, a
ovisna je o parametrima uzgoja (Lee i Yoo, 1993). Prosjecna molekulska masa i distribucija
molekulske mase klju¢ni su za biolosku aktivnost pululana. Zbog svojih veza, pululan pokazuje
svojstva poput ljepljivosti, sposobnosti stvaranja vlakana i tankih biorazgradivih filmova koji
su prozirni i nepropusni za zrak (Yuen, 1974).

CH, CHOH CHLOH

CH. CHJWO CH.JOl
H HO [ H HO H HO H: e N

0 —0 0

H H H H H H
a-1,4
H H \ H
OH H OH H OH H
HO 0 ‘/ 0 0
i HO I

i HO (C6H1008)n _

Slika 4 Kemijska struktura pululana (Web 3)

Zbog gore navedenog se pululan ve¢ dugo koristi u razli¢ite svrhe kao Sto je dodatak hrani,
zgusnjivac, stabilizator, punilo, sredstvo za zeliranje, zamjena za krvnu plazmu, u kozmetici te

8
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kao ljepilo i flokulant (Leathers, 2003; Ramesan i Sharma, 2007; Rensink i sur., 2024). Iako je
relativno visoka cijena u proSlosti ograni¢avala njegovu upotrebu, zbog povoljnog ucinka za
ljudsko zdravlje, primjena pululana je u porastu (Leathers, 2003). U prehrambenoj industriji,
pululan se moze koristiti u proizvodnji niskokalori¢ne hrane i dodataka hrani zbog ¢injenice da
je ugljikohidrat s malom kalorijskom vrijednoscu. . Takoder, moze se koristiti kao zamjena za
Skrob pri pripremi hrane kao Sto su kolaci, biskviti 1 krafne zbog navedene nisko kalorijske
vrijednosti. Poznato je da je pululan otporan na enzime amilaze u sisavaca pri ¢emu se moze
koristiti kao prebiotik. Nadalje, pululan se moZze koristiti kao antifungalni agens pri ¢emu
zaustavlja kvarenje hrane plijesnima. Takoder, zbog svojstva da ne mijenja svoju viskoznost u
prisustvu natrijeva klorida, moze se koristiti za ouvanje viskoznosti i sjaja umaka s visokim

udjelom soli (Singh, Kaur i Kennedy, 2019).

NATAMICIN

Natamicin (poznat i pod imenom pimaricin) je prirodni antimikrobni peptid koji proizvode
Streptomyces natalensis 1 Streptomyces gilvosporeus. Koristi se kao antifungalni agens u
razli¢itim prehrambenim proizvodima kao $to su jogurt, sirevi, fermentirane kobasice, sokovi,
vino itd. Natamicin je prah bijele boje, molekularne tezine 665,75 g/mol, a empirijska formula

je C33H47NO13, struktura molekule natamicina je vidljiva na Slici 5.

Slika 5 Kemijska struktura natamicina (Web 4)

Natamicin je slabo topiv u vodi, ali se dobro otapa u organskim otapalima. Stabilnost mu je
ovisna o puno faktora kao $to su temperatura, otapalo koje se koristi, tlak, pH, svjetlost,
prisutnost oksidanasa, teskih metala itd. Zbog svoje slabe topljivosti u vodi, natamicin se
zadrzava na povrsini proizvoda pri ¢emu njegov konzervirajuéi u¢inak ne opada. Komercijalno,
natamicin se proizvodi fermentacijom pomocu navedenih kultura u mediju koji sadrzi izvor

ugljika 1 fermentabilni izvor dusika. Kao izvor ugljika mogu se koristiti Skrob ili melasa dok se
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soja i kazein mogu koristiti kao izvor dusika. Fermentacija se odvija na pH 6 — 8 i temperaturi
26 —30°C. Zbog svoje slabe topljivosti, nakuplja se u obliku kristala (0,5 — 20 pm) pri ¢emu se
moze lako odvojiti od biomase. Natamicin dokazano djeluje protiv kvasaca i plijesni dok nema
nikakav ucinak na bakterije i viruse. Nacin na koji natamicin djeluje na kvasce i plijesni se
bazira na njegovom afinitetu prema ergosterolu u stani¢noj membrani. Naime, natamicin se
veze ireverzibilno s ergosterolom pri ¢emu nastaje kompleks polien-sterol. Nastali kompleks
utjece na permeabilnost membrane pri ¢emu omogucuje izlazak iona 1 malih peptida iz stanice
Sto uzrokuje prestanak rasta plijesni (Mahima i sur., 2021). Navedeni proces je moguce vidjeti

na Slici 6.

Sterol =™ OO "a‘. 5'1'0'."0" ':.'a":'
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Slika 6 Princip utjecaja natamicina na stanice (Mahima i sur., 2021)

S druge strane, u istrazivanju Welschera i sur. (2007), zakljuceno je kako natamicin zapravo ne
djeluje na stani¢nu membranu povecavajuc¢i permeabilnost membrane. Nadalje, zakljuceno je
kako se nacin djelovanja natamicina na membranu plijesni mora dodatno istraziti (Welscher i
sur., 2007). Zbog navedenog antifungalnog svojstva i svoje slabe topljivosti u vodi, natamicin
je pronasao Siroku primjenu unutar prehrambene industrije. Koristi se za ocuvanje mlijecnih

10



2. Teorijski dio

proizvoda kao $to je sir, koristi se i na povrSini fermentiranih kobasica, vo¢a i povréa te
pekarskih proizvoda. Zbog navedenog svojstva se, u posljednje vrijeme, istrazuje moguénost
primjene natamicina prilikom proizvodnje pakiranja za prehrambene proizvode. Obzirom da ne
utjece na senzoriku proizvoda, postoji moguénost primjene u jestivoj ambalazi kao 1 ambalazi
koja bi zbog antifungalnog djelovanja natamicina produzila trajnost prehrambenih proizvoda

(Mahima 1 sur., 2021).

2.3. ETERICNO ULJE BOSILJKA

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) ili pitomi bosiljak jednogodisnja je zeljasta biljka porijeklom
iz Azije 1 Afrike. Osim za koriStenje u kulturnim i tradicijskim obredima u proslosti, bosiljak je
postao i jedna od najpopularnijih zacinskih biljaka u ku¢anstvima Sirom svijeta, a pronaSao je i
Siroku primjenu u prehrambenoj industriji. Naziv bosiljka potjece od grcke rijeci basileus, §to
znaci kraljevski. Taksonomija bosiljka je vrlo komplicirana zbog interspecifi¢ne hibridizacije 1
poliplodije te zbog velike morfoloSke raznolikosti 1 varijacija kemotipa unutar vrste bosiljka.
Bosiljak se uzgaja Sirom svijeta kao popularna vrtna biljka zbog toga $to zahtjeva jako malo
odrzavanja. Biljka obi¢no cvjeta u rano ljeto i moze se brati njegovom sredinom. Komercijalno
se uzgaja u mnogim zemljama kao Sto su Egipat, Indija, Indonezija, Meksiko 1 Sjedinjene
Americke Drzave (Li i Chang, 2016). Etericno ulje je biljno ulje koje sadrzi hlapljive
aromati¢ne spojeve. Drugim rijeima, eteri¢no je ulje biljaka smjesa lako hlapljivih, bioloski
aktivnih kemijskih spojeva dobivenih iz razlicitih dijelova biljaka. Eteri¢no ulje u svome
sastavu sadrzi alkaloide, flavonoide, izoflavone, monoterpene, karotenoide, aldehide itd.
(Sundararajan 1 sur., 2018). Etericno se ulje moze ekstrahirati iz biljaka putem destilacije
vodenom parom, tijeStenjem ili ekstrakcijom razli¢itim otapalima. Ekstrakcijom eteri¢nog ulja
se dobije otprilike 0,1 — 0,7% produkta. Iako etericno ulje bosiljka sadrzi preko 200 kemijskih
spojeva, najveéi udio zauzimaju tri najzastupljenije komponente, a to su linalool (7 — 59%),
metil kavikol (5 — 29%) te eugenol (2 — 12%). Eteri¢no ulje bosiljka djeluje antimikrobno te
insekticidno, posjeduje veliku antioksidativnu aktivnost, dobar je antiprotozoik te ima i
antikancerogeni ucinak (Li 1 Chang, 2016). Zbog navedenih svojstava, eteri¢no je ulje bosiljka
vrlo popularno u kulinarstvu te proizvodnji i preradi hrane. Eteri¢no ulje bosiljka se zbog svog
ugodnog mirisa koristi kao aditiv u kobasicama, sirevima te alkoholnim 1 bezalkoholnim
pi¢ima. Takoder, etericno ulje bosiljka se, u kombinaciji s drugim zacinima i biljkama, koristi
u razli¢itim prehrambenim proizvodima kao Sto su pekarski proizvodi, slastice, pudinzi,
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sladoledi, senf i ukiseljeno povrée. Pored toga, upotreba eteri¢nog ulja bosiljka kao prirodne
alternative konzervansima je u porastu. Koristi se kao prirodni antioksidativni aditiv u mesu,
pri ¢emu poboljSava boju proizvoda i smanjuje oksidaciju lipida unutar njega. Takoder, koristi
se kao antibakterijski agens u kobasicama pri ¢emu smanjuje broj bakterije Staphylococcus
aureus. Nadalje, etericno ulje bosiljka se dodaje u mlije¢ne proizvode zbog svojih
antioksidativnih 1 antimikrobnih svojstava kako bi pobolj$ao okus proizvoda i produzio njihovu

trajnost (Da Silva i sur., 2022).

METIL KAVIKOL

Metil kavikol, odnosno spoj poznatiji pod imenom estragol, ima slatki, biljni miris s aromom
anisa 1 komoraca. Sastoji se od benzenskog prstena koji je supstituiran alilnom i metoksi
skupinom (Slika 7). Metil kavikol je izomer anetola od kojega se razlikuje po polozaju

dvostruke veze.

O

7~

X

Slika 7 Metil kavikol (Web 5)

Metil kavikol je bezbojna tekucina, 1ako necisti uzorci mogu biti zuto obojeni (Fahlbusch i sur.,
2003). Postoji misljenje kako je metil kavikol kancerogen i genotoksi¢an (EMA, 2023).
Nekoliko je istrazivanja (Drinkwater i sur., 1976; Miller i sur., 1983; Wiseman i sur., 1985)
jasno utvrdilo da je toksi¢nost metil kavikola ovisna o dozi te da se Stetno djelovanje znatno
smanjuje pri niskim koncentracijama izlozZenosti. Istrazivanja na glodavcima pokazuju da je
Stetni u¢inak malo vjerojatan u rasponu doza 1 — 10 mg/kg tjelesne tezine, Sto iznosi 100 do
1000 puta vecu izloZenost nego su ljudi zaista izloZeni toj tvari. Zbog navedenih se razloga
moze zakljuciti kako trenutacna izlozenost odraslih osoba ne predstavlja znacajan rizik od
nastajanja raka. Medutim, izlozenost metil kavikolu osjetljivim skupinama, kao §to su djeca,

trudnice i1 dojilje, trebala bi se svesti na minimum (EMA, 2023). Znanstveni odbor za hranu
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zauzeo je konzervativniju poziciju i zakljucio da se prag djelovanja ne moze pretpostaviti zbog
¢injenice da je metil kavikol genotoksican i kancerogen (SCF, 2001). Kao i druga eteri¢na ulja,
metil kavikol ima svoju primjenu u prehrambenoj industriji. Metil kavikol se u prehrambenoj
industriji koristi kao antimikrobni agens. Istrazivanje Friedman i sur. (2002) je dokazalo
antimikrobno djelovanje metil kavikola na Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes 1 Salmonella enterica koji su poznati patogeni koji se mogu pronaci u hrani
(Jugreet i sur., 2020). Kao i eteri¢no ulje bosiljka, metil kavikol se u prehrambenoj industriji
koristi u industriji mesa, bezalkoholnih pic¢a, za konzerviranje voca i povréa itd. U industriji
mesa, metil kavikol, koristi se kao antimikrobni agens pri ¢emu produzuje trajnost svjezih
mesnih proizvoda. Metil kavikol se, uz antimikrobna svojstva, koristi i kao pojaciva¢ okusa u
industriji sokova. Takoder, koristi se kao konzervans prilikom pripreme proizvoda od voca i

povréa (Smith i sur., 2002).

2.4. PLIJESNI

Plijesni su gljive ¢ije se tijelo sastoji od razvijenog micelija koji prekriva povrsinu podloge.
Plijesni obuhvacaju vrlo veliki broj vrsta iz razli¢itih skupina. Uglavnom Zzive kao saprofiti na
razli¢itim organskim tvarima. Neke vrste plijesni su korisne kao §to je npr. Penicillium notatum,
iz koje je izoliran penicilin, P. roqueforti koja se koristi prilikom proizvodnje sira Roqueforta,
dok su druge vrste iznimno Stetne za biljke i zivotinje kao npr. Aspergillus flavus koji proizvodi
aflatoksine, Botrytis cinerea, poznat i kao siva plijesan koja napada vise od 200 biljnih vrsta
itd. (Web 6) Bolesti koje uzrokuju plijesni se nazivaju mikozama. Medu biljnim bolestima one
su najbrojnije, najopasnije i ekonomski najstetnije. Gotovo sve bolesti koje za posljedicu imaju
velike gubitke, kako u prinosu, tako i u kvaliteti biljaka su uzrokovane plijesnima. ProSirenost
plijesni medu biljkama kao i velika patogena sposobnost ovih mikroorganizama moze se
objasniti visokim stupnjem prilagodenosti parazitskom nacdinu zivota u i na biljkama. Ova
prilagodenost se moZe objasniti dugim periodom evolucije te kratkim vremenom
razmnozavanja. Plijesni su se, zahvaljuju¢i svojim osobinama, mogle vrlo lako prilagoditi i
prijeci sa saprofitnog na parazitski oblik ishrane. Mnoge od njih su u svojoj prilagodbi ¢ak 1
postale obligatni paraziti. Kao posebne osobine parazitnih plijesni, koje im omogucavaju da
izazovu bolesti Sirokih razmjera, isti¢e se njihova velika sposobnost Sirenja, infektivnost i brza
kolonizacija biljnih tkiva kao 1 vrlo izrazena brzina razmnoZavanja (Josifovi¢, 1973b). Plijesni

se mogu pronaci u gotovo svim stanistima, kako u zatvorenom prostoru, tako i na otvorenome.
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Najvise im pogoduju topli i vlazni uvjeti, iako zbog svoje prilagodljivosti mogu rasti u
razli¢itim uvjetima. Sire se i razmnoZavaju sporama koje mogu preZivjeti razli¢ite pa dak i
ekstremne okoliSne uvjete. Plijesni kontaminiraju biljke i proizvode na puno razli¢itih nacina.
Do kontaminacije moze do¢i putem zraka, izravnim kontaktom, zaostajanjem u zemlji,

zaostajanjem na zarazenim dijelovima biljaka, itd.

Botrytis cinerea

Botrytis cinerea (siva plijesan) je biljni patogen koji se javlja u umjerenom pojasu i koja se
prenosi zrakom pri ¢emu napada preko 200 biljnih vrsta. Na CYA 1 MEA Botrytis cinerea
prekriva cijelu Petrijevu zdjelicu, rast je ponekada tockast ili nepravilan, micelij je bijel, a
postaje siv do tamnosiv sporulacijom. Na G25N kolonije su promjera 10 — 18 mm, nepravilnog
oblika i sive boje. Pri 5°C stvara niske i prorijedene kolonije promjera do 5 mm. Pri 37°C nema
rasta. Konidiofore rastu iz zra¢nih hifa, stru¢aka neodredene duljine, svake na kraju nose
nepravilnu skupinu kratkih ogranaka, dugih 10 — 30 um, s nabreklim okruglim vrhovima
promjera 8 — 10 um. Konidije koje pojedinacno nastaju iz ovih vrhova na kratkim dijelovima
su elipsoidne i duge 8 — 12 um, glatkih stjenki i ne oslobadaju se u zrelosti. Za B. cinerea
karakteristi¢ne su pojedinacne konidije koje se nalaze na zupcima krajnjih, nabreklih, ogranaka
konidiofora. Raste pri aw = 0,93 1 aw = 0,9. Takoder, rast nije uocen pri aw = 0,93 u prisutnosti
natrijeva klorida te pri aw = 0,89 u prisutnosti neionske otopljene tvari. Raste u Sirokom
temperaturnom rasponu s minimumom od -2°C do 5°C, maksimumom 28 — 35°C te
optimumom 22 — 25°C. Raste pri pH 2 — 8 te moZe rasti 1 pri niskim koncentracijama kisika od
1%. Konidije B. cinerea se inaktiviraju pri temperaturi od 48°C za 1,4 min bilo u umjetnoj

podlozi ili pireu od jagoda. B. cinerea ne proizvodi mikotoksine (Pitt i Hocking, 2022).
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Slika 8 Kolonija Botrytis cinerea (a) na CYA, 7 dana pri 25°C; (b) konidiofori i konidije, crta = 25um (Pitt i
Hocking, 2022)

Iako postoje fungicidi za kontrolu ovog patogena, mnogi od njih nisu efikasni zbog njegove
genetske prilagodljivosti, zbog ¢ega je ova vrsta postala vazan model za proucavanje patogenih
plijesni. Najdestruktivnija je na zrelim ili starim tkivima domacina, ali u njih obi¢no ulazi u
puno ranijoj fazi razvoja usjeva i ostaje u stanju mirovanja dok okolina ne postane pogodna ili
se fiziologija domacina ne krene mijenjati. To znaci da ozbiljna Steta nastaje tek nakon branja
naizgled zdravih plodova i otpreme na trziste, gdje se onda tek zapravo vidi nastala Steta i
gubitci. B. cinerea je teSko kontrolirati zbog toga Sto napada domacina na vise nacina 1 vise
dijelova biljke te moze dugo vremena prezivjeti kao micelij i/ili konidija ili sklerocij na
ostacima poljoprivrednih kultura. Zbog navedenih razloga, teSko je posti¢i da ijedna metoda
sama uspije zaustaviti rast, razvoj i Sirenje B. cinerea. Navedena plijesan napada razlicite biljne
organe kao Sto su cvjetovi, plodovi, liS¢e, izdanci pa cak i korijenje. Voce (grozde, jagode,
maline, borovnica) i povrée (kupus, zelena salata, rajcica, grah, brokula) najviSe su zahvaceni.
Porastom medunarodne trgovine proizvodima koji se ¢uvaju na hladnom, ovoj plijesni se
pridaje velika paznja zbog Cinjenice kako moze rasti pri vrlo niskim temperaturama. Simptomi
kontaminacije s B. cinerea su raznovrsni, a uklju¢uju meksanje korijena, mekSanje i propadanje

plodova te pojava sive plijesni na plodovima i listovima (Williamson i sur., 2007).
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Cladosporium cladosporioides

Cladosporium je vrlo Cesta vrsta plijesni, dominantna u istrazivanjima mikroorganizama u
zraku. Vrsta se pojavljuje i kao saprofit i kao patogen na biljkama. Konidije Cladosporium su
vrlo dobro prilagodene prijenosu zrakom, male su, suhe te izrazito otporne na sun¢evu svjetlost.
Kolonije na CYA 1 MEA su promjera 25 — 40 mm, niske 1 guste, plosnate ili slabo naborane;
povrSina im je lagano barSunasta ili pahuljasta; micelij je teSko vidljiv, konidije su obilne,

maslinaste boje, a nali¢je je plavkasto sivo. Kolonije na G25N su promjera 5 — 12 mm, plosnate,

a nekada centralno uzdignute, barSunaste; boje kao na CYA, a nali¢je plavkasto crno.

Slika 9 Kolonije Cladosporium cladosporioides (a) na CYA i MEA, 7 dana, pri 25°C; (b) plodne strukture in
situ, crta = 50 um; (c) konidiofori, crta = 5 um; (d) konidije, crta = 5 um (Pitt i Hocking, 2022)
Pri 5°C promjer kolonija je uobi¢ajeno 1 —2 mm, a pri 37°C nema rasta. Konidiofori in sifu (na
supstratu; na podlozi ili biljci) su nalik stablu, lako lomljivi, tijesno zbijeni sa stru¢cima koji
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nose razgranate strukture na kojima nastaju konidije koje se u zrelosti odvajaju u velikim
brojevima. Konidije su debelih stjenki, maslinasto smede boje; promjer vec¢ih se krece 10 — 30
x 2 — 5 um, glatkih stjenki; manje konidije su elipsoidne do Siljaste, promjera 3 — 7 x 2 — 4 um
s glatkim do fino hrapavim stjenkama. Minimalna temperatura rasta je -5°C, a maksimalna je
blizu 32°C. Moze rasti pri aw = 0,86 ili aw = 0,87 pri 25°C. Relativno je otporna na mikrovalno
zagrijavanje, a minimalna inhibitorna koncentracija (MIK) sorbinske kiseline je 160 mg/kg pri
pH 5 (Pitt i Hocking, 2022). Cladosporium cladosporioides je plijesan koja je rasirena diljem
svijeta. Pojavljuje se kako na otvorenom, tako i u zatvorenom prostoru. lako ova vrsta rijetko
uzrokuje bolesti kod Zivotinja, vazan je uzro¢nik bolesti biljaka, pri ¢emu napada lis¢e i
plodove. Pronadena je u brojnim usjevima poput pSenice te u grozdu, jagodama, graSku,
Spinatu, raj¢icama itd. (Bensch i sur., 2010). Kako je spomenuto, ova vrsta takoder raste u
zatvorenim prostorima, a moZze ju se pronaci na vlaznim gradevinskim materijalima, bojama,
tapetama, tekstilu, kao i na papiru itd. Zahvaljujuci svojoj toleranciji na niske temperature, C.
cladosporioides moze rasti na ohladenoj hrani, kao i kolonizirati vlazne povrsine u hladnjacima
(Bensch i sur., 2018). Simptomi zaraze obicno se opazaju na zrelim plodovima, a karakterizira
ih dehidratacija ploda, mala povrSina trulezi koja je Cvrsta i maslinastozelene boje. Iako
uklanjanje zarazenog liS¢a smanjuje pojavnost zaraze mnogim drugim vrstama plijesni, ono
dovodi do povecana populacije C. cladosporioides na plodovima 1 povecanja broja pljesnivih
plodova tijekom berbe. Uklanjanje zarazenog liS¢a stoga je kontraindicirano u kontroli ove
plijesni stoga $to biljni sok iz oStecenih dijelova sluzi kao hranjivo plijesni, a tamno obojene

spore su otporne na sunc¢evu svjetlost (Latorre, Bricefo i Torres, 2011).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada je istraziti u€inak eteri¢nog ulja bosiljka i natamicina na cherry rajCice tretirane
pululanom i kontaminirane plijesnima Botrytis cinerea 1 Cladosporium cladosporioides $to
podrazumijeva sljedece: istraziti mikrobiolosku sliku svjeze, neobradene rajCice; odrediti
parametre boje i ¢vrstoce rajcice; odrediti fizikalno-kemijska svojstva raj¢ice (topljivu suhu
tvar, ukupne kiseline i pH vrijednost); provesti obradu i pakiranje uzoraka rajCice te pratiti
promjenu atmosfere (sadrzaj kisika, ugljicnog dioksida i dusika) u pakiranjima tijekom 3., 6. 1
9. dana skladiStenja: pratiti promjenu boje, ¢vrstoce, topljive suhe tvari, ukupnih kiselina i pH
vrijednosti nakon obrade i tijekom 9 dana Cuvanja pri 25°C; odrediti mikrobiolosku kvalitetu

uzoraka nakon obrade te 3., 6., 1 9. dan skladiStenja neobradenog i obradenih uzoraka.

3.2. MATERIJAL I METODE

3.2.1. MATERIJAL

RAJCICE

Istrazivanja su provedena s cherry raj¢icom (Solanum lycopersicum L.), ubranom u okolici
Vukovara. Obrada je obavljena nekoliko sati nakon branja. Rajc¢ice su, isti dan nakon nabavke,

u laboratoriju probrane kako bi se uklonile nedovoljno zreli ili o$te¢eni plodovi.

Sve kemikalije koriStene za fizikalno-kemijske analize su od proizvodaca Kemika (Hrvatska).

PRIPREMA RAJCICA

Nakon odvajanja otpada (peteljke) plodovi raj€ice su oprani i posuSeni ubrusima. Mase plodova

kretale su se izmedu 13,761 19,27 g.

Prije obrade sve su povrsine koje bi mogle do¢i u dodir s rajéicama dezinficirane 3%-tnom
otopinom vodikovog peroksida (H20z2). KoriSteni su neoSteceni i zdravi plodovi priblizno iste
veli¢ine. Plodovi su prije obrade potopljeni 3 minute u otopinu natrijevog hipoklorita (1000
mg/L) podeSenog na pH 6,5 1 isprani sterilnom demineraliziranom vodom. . Poslije ispiranja
raj¢ice su ocijedene i osuSene u laminaru pod strujom sterilnog zraka tijekom 1 sata. Kontrolni

uzorci (neobradeni) pakirani su pojedinacno u sterilne PP posudice (30 mL), a potom su po tri
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pakiranja stavljena u oznacene PP posudice volumena 200 mL. Rubovi poklopaca su zatim

zatvoreni 1 uzorci skladiSteni tijekom 9 dana..
U prvoj seriji su pripravljeni:

- neobradeni kontrolni uzorak
- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana
- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 6,25 ppm natamicina
- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 12,5 ppm natamicina
Druga serija je obuhvatila:
- neobradeni kontrolni uzorak
- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana
- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 6,25 ppm eteri¢nog ulja bosiljka

- uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 12,5 ppm eteri¢nog ulja bosiljka

3.2.1. METODE

e Mjerenje koncentracije plinova u pakiranjima

Analize uzoraka (3., 6. 1 9. dan) zapocinjale su mjerenjem atmosfere plinova, s tri ponavljanja.
Sadrzaj plinova u PP posudama mjeren je pomocu je uredaja Oxybaby 6.0 (Gasetechnik GmbH
& Co, Njemacka), koji mjeri koncentracije N2, CO2 1 O2. Minimalni zahtjev za plin je 2 mL.
Nakon apliciranja igle preko spuzvice izravno u posudu automatski se ocitava koncentracija

plinova na display-u, u volumnim postotcima.

Slika 10 Rucni analizator plinova
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e Mjerenje boje pomocu kolorimetra
Mjerenje boje povrsine plodova neobradene rajcice i obradenih uzoraka provedeno je pomocu
kolorimetra Minolta CR-300 (Chroma Meter, Japan). Na svakom od 6 plodova mjerenje je
obavljeno na dvije suprotne strane ploda. Mjerna glava ovog kromametra koristi difuzno
osvjetljenje pri 0°. Pulsirajuéa ksenonska lampa PXA unutar prostora, promjera § mm,
omogucuje ujednaceno difuzno osvjetljenje uzorka. Svjetlost koja se odbija okomito od
povrsine uzorka se skuplja u Sest silikonskih fotocelija. Racunalo zapisuje podatke u pet

sustava: X,Y,Z; Yxy; Lab; Hunter Lab i LCh. U radu su koriSteni sustavi L*a*b* i L*C*h*.

Slika 11 Prikaz nacina ocitavanja boje u L*a*b* sustavu

L vrijednost odreduje je li neSto svijetlo ili tamno. Ako iznosi 0, tada je predmet koji se
promatra crne boje, a ako L vrijednost iznosi 100 onda je bijele boje. ,,a* vrijednost moze biti
pozitivna ili negativna. Ako je pozitivna, tada je rezultat mjerenja crvena boja, a ako je
negativna onda je rezultat zelena boja. ,,b* vrijednost takoder moze biti pozitivna ili negativna.
U prvom slucaju rezultat mjerenja je zZuta boja, a u drugom je plava boja. L*C*h* sustav ima
isti ,, L parametar ,,/ightness* kao 1 ,,L* u L*a*b* sustavu. ,,C* parametar ili ,,chroma*
predstavlja intenzitet boje, pri cemu pozitivna vrijednost parametra ,,C* oznacava neutralnu
boju, a negativna vrijednost parametra ,,C** oznacava potpuno zasi¢enu boju. ,,h°*“ parametar
oznacava nijansu boje ,hue”, odnosno kut ,hue angle* promjene boje u odnosu na ,a“
parametar, sa vrijednostima od 0 do 360°. Kada je vrijednost parametra ,,h°*“ 0°, boja je crveno-

purpurna, 90° je Zuta nijansa, 180° je zelena, a 270° plava.

Na temelju izmjerenih ,,L“, ,,a* 1 ,,b* vrijednosti obavljen je izra¢un ucinka obrade, izrazen kao

ukupna promjene boje (AE), prema izrazu [1]:

AE = AL + Ad® + AD’ "
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Tablica 1 Veza izmedu izracunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

AE Vidljivost razlike ljudskim okom
<0,2 Nije vidljiva razlika
0,2-1 Vrlo mala vidljivost razlike
1-3 Mala vidljivost razlike
3-6 Prosje¢na vidljivost razlike
>6 Velika vidljivost razlike

e Mjerenje ¢vrstocée uzoraka pomocu teksturometra

Za odredivanje teksture plodova, u cilju mjerenja ¢vrstoce plodova koristen je teksturometar
TA.XT plus (Stable Micro System, Velika Britanija). Za svaki uzorak mjerenje je provedeno

na 6 plodova.

Teksturometar mjeri silu penetracije mjernog tijela u uzorak. Uzorak se stavlja na podlogu
instrumenta, a kao mjerno tijelo koristio se cilindri¢ni nastavak promjera 2 mm, izraden od

nehrdajuceg celika.

Parametri testa kompresije:

Brzina prije mjerenja: 1,5 mm/s

Brzina tijekom mjerenja: 1,5 mm/s

Brzina nakon mjerenja: 10 mm/s

Sila reagiranja: 25 g

Dubina mjerenja: 10 mm

Na svakom uzorku napravljeno je jedno mjerenje na donjem dijelu ploda (D), zatim na mjestu
oziljka od caSke (O) i dva mjerenja u sredini ploda, sa dvije suprotne strane (S). Rezultati

mjerenja ¢vrstoce obradeni su na racunalu u programima Texture Expert Version 1.22 Software

(Stable Micro System, Velika Britanija) i MS Excel.
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Slika 12 Teksturometar

Metode koje su koristene za odredivanje fizikalno-kemijskog sastava su:

e Odredivanje topljive suhe tvari (refraktometrijski)
e (QOdredivanje ukupnih kiselina (titrimetrijski, izrazene kao limunska kiselina)

e Mjerenje pH vrijednosti pomoc¢u pH metra (Mettler-Toledo)

PLIJESNI

Odabrane kulture plijesni (B. cinerea i C. cladosporioides) su nabavljene iz Ceske kolekcije
kultura mikroorganizama (The Czech Collection of Microorganisms — CCM) Instituta za
eksperimentalnu biologiju Prirodoslovnog fakulteta SveuciliSta Masaryk. Kulture su ¢uvane,
nakon ozivljavanja na Malt Extract agaru (MEA, Liofilchem, Roseto degli Abruzzi, Italija) pri
4°C u hladnjaku. Neposredno prije eksperimentalnog rada, precijepljene su na novi MEA 1

inkubirane pri 25°C tijekom 7 dana do dobre sporulacije.

PULULAN

Polisahard pululan je nabavljen od Avena Lab — Farmadria d.o.o0., Vrsac, Srbija

o Priprema suspenzija spora i odredivanje minimalne inhibitorne (MIK) i

minimalne fungicidne (MFK) koncentracije macrobroth metodom

Suspenzije spora plijesni su pripremljene prelijevanjem porasta plijesni nakon 7 dana

inkubacije s 5 mL otopine za pripremu spora (2% Tween 80 Liofilchem, Italija u
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demineraliziranoj vodi). Nakon povladenja usicom, radna suspenzija spora koncentracije 1x10°
spora/mL je pripremljena prenosenjem odredenog volumena suspenzije s kosine agara u
otopinu za suspenziju spora s dodatkom agara (1,5% agar Liofilchem, Italija 1 2% Tween 80) 1

prebrojavanjem u Biirker - Tiirkovoj komorici.

e Odredivanje MIK i MFK

Odredivanje MIK i MFK eteri¢nog ulja bosiljka je prikazano na Slici 13. U sterilne epruvete s
1 mL krumpirovog glukoznog bujona (Potato dextrose broth, Lipfilchem, Italija) prenesena je
stock otopina etericnog ulja bosilja pripremljena otapanjem u 10% DMSO (dimetilsulfoksid,
Kemika, Zagreb, Hrvatska) i 10% Tween 80. U svaku epruvetu je preneseno po 100 puL
suspenzije spora. Dvije epruvete su postavljene kao kontrolne: kontrola konzervansa — nije
nacijepljena suspenzijom spora; sluzi za provjeru kontaminacije stock otopine etericnog ulja) i
kontrola rasta (epruveta bez dodatka ulja, samo s podlogom i sporama koja sluzi za kontrolu

rasta plijesni).

2. u svaku epruvetu prenijeti Zeljeni volumen konzervansa

25 ul25 ul 6,25 uL
100 pLFofiFlL SD#LSF ul + + 12,5‘F1L flrf’ L + GFS uL 5,%5 uL B
STOCK
8800ppn
A AN oW oW oW oW A W

800 ppm 400 ppm 200 ppm 100 ppm 50 ppm  kontrola kontrola
konzervansa rasta

1. u svaku epruvetu prenijeti po 1 mL PDB, sterilizirati dodati 100 uL
suspenzije spora

3. u svaku epruvetu prenijeti po 100 puL suspenzije spora

Slika 13 Odredivanje MIK i MFK koncentracije etericnog ulja bosiljka

Nakon inkubacije na orbitalnoj tresilici pri 120 o/min (IKA, Lab Logistics Group GmbH, LLG,
Meckenheim, Njemacka) od 48 sati pri 25°C, zabiljezene su epruvete u kojima nema porasta
plijesni. Iz njih je preneseno po 100 pL uzgoja u epruvete s 1 mL sterilnog krumpirovog
glukoznog bujona i1 inkubirano 48 h pri 25°C u orbitalnoj tresilici. Koncentracija eteri¢nog ulja
koja je inhibitorna (MIK) zabiljeZzena je uoCavanjem porasta plijesni u epruveti nakon

inkubacije, dok je fungicidna koncentracija zabiljezena u epruveti u kojoj i nakon prenosenja u
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sterilnu podlogu bez eteri¢nog ulja nije doslo do pojave micelija plijesni. Svi eksperimenti su

provedeni u paralelama.

e Priprema pululana za uranjanje rajcice

Otopina pululana je pripremljena otapanjem 10 g pululana u 88 g demineralizirane vode, s
dodatkom 1 g glicerola (Kemika, Zagreb). Nakon zagrijavanja u vodenoj kupelji pri 80°C
tijekom 15 minuta, uzorci otopljenog pululana su ohladeni u vodenoj kupelji pri 40°C, nakon

¢ega je u uzorak dodano 1 g Tween 80 1 otopina etericnog ulja u MIK koncentraciji.

e Tretiranje rajcica

Rajcice, nakon dezinfekcije povrsine, pranja i suSenja su sterilnom lancetom ubodom ozlijedene
na mjestu peteljke (dubina uboda 2 mm) i kontaminirane suspenzijom spora koncentracije
1x10* spora/mL. Nakon suSenja na sterilnoj stani¢evini u laminaru 1 h, uronjene su u pululan
tijekom 3 minute, ocijedene i osusene pri sobnoj temperaturi. Pojedinac¢no su stavljane u
plasti¢ne posudice. Tri posudice s rajé¢icama su kombinirane u vecu plasticnu posudu, zatvorene
1 Cuvane pri sobnoj temperaturi. U 0., 3., 6. 1 9. danu je odreden postotak pljesnivih plodova,

boja, tekstura, sadrzaj kiselina, pH, i mikrobioloski parametri.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. KONCENTRACIJA PLINOVA UNUTAR PAKIRANJA TIJEKOM 9 DANA
CUVANJA UZORAKA PRI SOBNOJ TEMPERATURI

Koncentracije plinova unutar pakiranja mjerena su za seriju uzoraka obradenih s etericnim
uljem bosiljka.

W kont.neobr. Mpullulan mB1 B2

I= .I '=

3.dan 6. dan 9. dan

20
18
16
14
12
10

koncentracija O ,[%]

o N B O

Slika 14 Koncentracija kisika u pakiranjima tijekom 9 dana cuvanja rajcice pri sobnoj temperaturi

W kont.neobr. M pullulan mB1 B2

60

50

40 I I
3

2

1

p—

3.dan 6. dan 9. dan

o

o

koncentracija CO, [%]

o

Slika 15 Koncentracija ugljicnog dioksida u pakiranjima tijekom 9 dana cuvanja rajcice pri sobnoj temperaturi
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B kont.neobr. M pullulan B1 B2
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koncentracija N, [%]
o o
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Slika 16 Koncentracija dusSika u pakiranjima tijekom 9 dana cuvanja rajcice pri sobnoj temperaturi

Jedan od zadataka rada bio je pratiti koncentracije plinova u pakiranjima tijekom 9 dana
skladiStenja rajcice pri sobnoj temperaturi. Buduéi je kisik potreban biljnim tkivima za
respiraciju, a taj proces ubrzava potrosnju Secera i drugih spojeva, povecavajuéi produkciju
etilena 1 uzrokujuéi senescenciju, vrlo je vazno pratiti prisutnost kisika tijekom skladistenja
plodova. Osim toga, kisik je odgovoran za mnoge degradativne procese koji limitiraju rok

trajanja proizvoda.

Koncentracije plinova unutar pakiranja izmjerene su za drugu seriju uzoraka, koja je obuhvatila
kontrolni (neobradeni) uzorak, uzorak obraden pululanom i uzorke obradene kombinacijom
pululana i etericnog ulja bosiljka (Slike 14, 15 i 16). Kao Sto je i za ocekivati, zbog potrosnje
kisika smanjivale su se njegove koncentracije skladistenjem, dok su koncentracije ugljicnog
dioksida rasle, s najviSom vrijednosti 46,05%, zabiljezenom 9. dan u pakiranju kod
neobradenog uzorka. NajviSe koncentracije kisika 9. dan cuvanja imali su uzorci obradeni
kombinacijom pululana i eteri¢nog ulja bosiljka (6,25 ppm i 12,5 ppm), a iznosile su 15,89% i
15,87%.

28



4. Rezultati i rasprava

4.2. BOJA POKOZICE PLODA TIJEKOM 9 DANA CUVANJA

UZORAKA PRI SOBNOJ TEMPERATURI

Tablica 2 Parametri boje i ukupna promjena boje (AE**) neobradenog i uzoraka obradenih s pululanom sa/bez

natamicina

uzorak/dan
neobradeni

0%
3.
6.
9.

10% P
,’064

3.
6.

9.
P+6,25 ppm N1
0
3.

6.

9.

P+ 12,5 ppm N2
0
3.

6.

9.

L*
35,71 £0,62
35,44 + 0,30
34,59+ 0,43
33,71 £ 0,51
L*
34,86 + 0,60
34,82 £0,59
33,97 £2,02
34,39 £ 1,25
L*
35,93+ 0,30
34,69 £ 0,92
34,37 £ 0,90
34,31 £0,44
L*
34,97 £0,37
34,22 £ 0,75
33,88 £ 0,46

34,84 £ 1,25

a*
16,68 = 1,10
14,34 £ 0,56
12,91 £1,97
13,30+ 1,19
a%®
14,00 + 1,54
14,96 + 1,81
13,32 +£2,01
13,37 +£1,12
a%
15,69 + 1,10
14,26 £2,01
13,79 £ 1,76
12,79 £ 0,74
a%®
15,31 +£1,27
13,54 £ 0,88
12,57 £ 0,61

15,03 £1,31

parametri boje

b
13,40 £ 0,89
11,84 +0,18
11,07 + 0,70
11,86 + 1,02
b
12,72 + 0,96
12,39 + 0,95
11,88 + 1,62
11,58 + 1,24
b
12,61 0,55
11,32+ 0,78
12,09 + 0,89
10,80 % 0,60
b
12,93 + 0,97
11,51 +0,74
10,99 0,51

12,14 £1,18

C*
21,24 £ 1,69
19,33 = 1,49
17,55 + 1,54
16,81 + 0,41
C*
21,32 2,58
19,09 + 2,27
17,19 + 1,41
17,13+ 0,73
C*
19,86 + 1,42
18,90 + 1,89
18,16 + 2,49
16,90 + 0,40
C*
21,04 £ 1,77
16,81 + 0,74
17,01 £ 1,40

18,86 + 2,96

he
39,37 +£2,44
38,70 £ 0,77
39,17+ 2,15
42,38 + 1,49
h°
41,13 £2,64
38,42 + 3,04
42,00 £ 1,01
41,40 £ 1,65
h°
38,62 £ 1,94
38,22+ 1,94
41,43 £3,05
41,33 £ 1,62
h°
39,32 £ 1,66
40,03 £ 1,60
41,15+2,36

39,28 £2,01

**ukupna promjena boje izraunata je u odnosu na nulte vrijednosti kontrolnog, neobradenog

uzorka

29

AE

2,83
4,57
422

AE
2,89

2,18
4,08
4,00
AE
1,29
3,35
3,44
4,88
AE
1,63
3,96
5,10

2,25



4. Rezultati i rasprava

Tablica 3 Parametri boje i ukupna promjena boje (AE**) neobradenog i uzoraka obradenih s pululanom sa/bez

etericnog ulja bosiljka

uzorak/dan
neobradeni
0
3.
6.
9.
10% P
50
3.
6.
9.
P+ 6,25 ppm Bl
50
3.
6.
9.
P+ 12,5 ppm B2
50
3.
6.

9.

**ukupna promjena boje izracunata je u odnosu na nulte vrijednosti kontrolnog, neobradenog

uzorka

L*
37,38 £0,23
37,53 +£1,07

37,48 £ 0,32
37,99 £0,79

L*
37,06 £ 0,69
37,36 £0,71

37,81 +£0,91

37,85 £ 0,64
L*
37,23 £0,88
37,58 £0,83

38,15+ 0,93

37,59 £0,67
L*
37,23 £ 0,66
37,75 £ 0,64
37,19 + 1,08

36,90 £ 1,39

o
21,42 + 1,49
21,33 +0,88
20,61 £ 0,53
21,69 + 1,68
o
21,05 £ 1,01
21,63+ 1,51
22,33 + 1,63
21,82 + 1,28
o
22,09 + 1,02
22,11 +0,78
22,62 £2,10
22,56 £ 1,15
o
21,39 + 1,60
21,47+ 1,71
21,12+ 2,64

22,81 +£1,93

parametri boje
b
16,75 £ 0,33
17,15+ 0,88
17,16 + 1,10
17,99 + 0,64
b*
17,22 £ 0,51
17,35+ 0,38
18,66 + 1,04
18,06 + 0,41
b*
17,41 + 0,99
17,87 £ 1,15
18,78 + 0,79
1928 1,11
b*
17,33+ 1,42
17,41 +£0,99
17,22 + 0,92

18,58 £ 1,39

30

C*
28,15+ 1,85
27,37+ 1,79

27,22 +0,98

28,49 2,07

C*
28,12 + 1,40
28,19+2,72

28,99 + 0,77

28,78 +2.55

C*
29,06 + 1,05
29,05 + 1,85

28,53+ 1,71

29,44 + 1,36

C*
28,49 + 1,09
28,71 + 1,33

28,65 +221

28,21 £1,59

he
37,90 + 2,16
39,02 £ 0,68
38,70 £ 1,73
39,63 £ 1,00
he
37,11 £1,29
37,65 +2,19
37,72 £ 0,48
39,00 £ 0,95
h°
37,21 £0,55
37,43 £1,49
38,35+ 1,16
38,95 +£0,95
he
39,09 £ 1,09
38,45 +£1,02
40,05 £ 0,90

38,50 £ 0,61

AE

0,44
0,91
1,41
AE
0,68
0,64
2,16
1,45
AE
0,95
1,33
2,48
2,78
AE
0,60
0,76
0,59

2,35
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Rezultati mjerenja boje pokozice plodova kolorimetrom prikazani su u Tablicama 2 1 3. Jedan
od osnovnih zahtjeva u pogledu primjene jestivih omotaca je da ne utjee na organolepticka
svojstva namirnice. S obzirom na boju koja je vrlo vazan parametar kvalitete rajcice, dobiveni
rezultati opravdavaju primjenu pululana. Usporedujuci izracunate vrijednosti ukupne promjene
boje 1 ljudsku percepciju boje (Tablica 1) to znaci da rezultati prve serije uzoraka (Tablica 2)
pokazuju malu (AE <3), odnosno prosjec¢nu vidljivost razlike boje (AE 3-6), dok svi uzorci iz
druge serije pokazuju malu vidljivost razlike boje (Tablica 3). Razlike su zabiljeZene s obzirom
na polaznu kvalitetu rajcice (neravnomjerno dozrijevanje), tako da je prva serija uzoraka
(Tablica 2) opcenito imala viSe vrijednosti ukupne promjene boje u odnosu na drugu seriju
obradenu s eteri¢nim uljem bosiljka (Tablica 3). Najve¢u promjenu boje tijekom skladiStenja

imao je neobradeni uzorak, a zatim uzorci obradeni kombinacijom pululana i natamicina.

Usporedujuci izracunate vrijednosti ukupne promjene boje nulti dan, odnosno neposredno
nakon obrade (u odnosu na neobradeni uzorak), promjena boje kretala se u granicama od 1,29
do 2,89 (Tablica 2), odnosno u drugoj seriji od 0,6 do 0,95 (Tablica 3). Promjena boje
povecavala se tijekom Cuvanja, ali 9. dan skladiStenja nije bilo razlike izmedu kontrolnog 1
uzorka obradenog pululanom. Parametar a*, odgovoran za crvenu boju, razlikovao se izmedu
dvije serije uzoraka. U prvoj seriji a* parametar za neobradeni uzorak nulti dan je imao
vrijednost viSu nego ijedan obradeni uzorak nakon obrade, ali i tijekom skladistenja (16,68).
Ganduri (2020) je zabiljezio isti trend za neobradenu rajcicu, a to je pripisao Cinjenici kako je
atmosfera s raj¢icom oblozenom formulacijama pululana utjecala na brzinu disanja i produljila
razvoj boje tijekom skladistenja. Vrijednosti drugih parametara koji ulaze u izra¢un AE: L*
parametra odgovornog za svjetlinu i b* parametra koji oznacava zutu boju, nisu se znacajnije
mijenjale. C* parametar odgovoran za intenzitet boje biljezio je snizenje vrijednosti tijekom
skladiStenja, ali samo kod prve serije uzoraka, dok su vrijednosti u drugoj seriji ostale
nepromijenjene, kao i vrijednosti h® parametra. Vise vrijednosti C* parametra (chroma) u
drugoj u odnosu na prvu seriju ukazuju na vecu zasi¢enost boje u kasnije ubranim uzorcima. h°®
(hue angle) vrijednosti su iznosile oko 40°, §to odgovara kutu promjene boje u odnosu na a*

parametar (prijelaz od crvene 0°, prema Zutoj nijansi, 90°).
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4. Rezultati i rasprava

4.3. CVRSTOCA RAJCICA NA RAZLICITIM DIJELOVIMA PLODA

Cvrstoéa je jedan od najvaznijih parametara u ocjeni kvalitete plodova od strane potrosaca.
Omeksavanje 1 dozrijevanje rajice rezultat je degradativnih promjena u sastavu stani¢ne
stienke, a to je biokemijski proces koji ukljuuje i1 enzimsku hidrolizu polisaharida,
hemiceluloze, pektina i Skroba (Das, 2013; Ganduri, 2020). Razgradnja pektina tijekom
dozrijevanja 1 ¢uvanja raj¢ice moZze rezultirati drasticnim promjenama teksture s evidentnim
omekSavanjem tkiva, a najodgovorniji za to su enzimi pektinesteraza i poligalakturonaza.
Medutim, ovi degradativni enzimi osjetljivi su na kisik, stoga povisene razine CO2 smanjuju
njihovu aktivnost i odrzavaju u odredenoj mjeri ¢vrstocu mezokarpa tijekom skladiStenja

(Mekonnen, 2017).

Tablica 4 Cvrstoca neobradenog i uzoraka obradenih 10%-tnom otopinom pululana (P) i kombinacijom s 6,25

ppm i 12,5 ppm natamicina tijekom 9 dana ¢uvanja pri sobnoj temperaturi

uzorak dan FF ()
D (0) S
L0 11179,77429,01 | 399,12+31,17 | 199,00+22,93
3. | 156,25+22,18 | 353,65+43,81 | 155,33+£27,77
neobradeni
6. | 100,39+10,82 | 336,86+41,72 | 155,50+29,81
9. 91,66+25,31 | 324,72+88,39 | 109,96+23,52
L0 | 128,23+28,96 | 405,45+47,60 | 178,00+22,31
3. 83,81+10,14 | 358,844+2,04 | 147,31+40,03
10% P
6. 87,431+26,95 | 334,06+29,14 | 133,47+£16,89
9. 72,30+24,91 | 262,38+62,23 | 122,59+11,41
0 | 139,35+34,76 | 400,09+39,83 | 185,25+12,43
3. | 113,70£10,08 | 351,27458,53 | 165,44+24,97
P + 6,25 ppm N1
6. 80,37£16,26 | 317,05+£54,69 | 141,54+£13,17
9. 78,04428,25 | 234,34+12,30 | 128,04+22,92
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4. Rezultati i rasprava

uzorak dan FF ()
D (0) S
,0¢ | 181,56+£52,31 | 392,204+33,99 | 188,96+30,54
3. | 113,43+23,06 | 389,66+35,64 | 145,85+27,69
P +12,5 ppm N2
6. | 102,06£1,14 |299,23+29,11 | 129,72+23,88
9. |109,16£35,81 | 284,98+22,82 | 121,32+19,07

x+SD srednja vrijednost + standardna devijacija

FF - flesh firmness - ¢vrsto¢a mezokarpa
O - oziljak od stabljike
D - donji dio ploda

S - sredina ploda
Tablica 5 Cvrstoéa neobradenog i uzoraka obradenih 10%-tnom otopinom pululana (P) i kombinacijom s 6,25

ppm i 12,5 ppm etericnog ulja bosiljka tijekom 9 dana cuvanja pri sobnoj temperaturi

FF
uzorak dan (8)
D (0) S
»0“ | 162,81+20,67 351,1948,34 183,56+22,40
3. 155,56+34,50 | 352,34+17,69 | 178,88%+12,29
neobradeni
6. 155,50+25,92 | 347,81+£54,08 | 180,54+21,65
9. 152,68+13,24 | 346,94+36,30 | 172,97+15,89
»0¢ | 170,23430,96 | 335,45+22,69 | 198,04+20,33
3. 156,63+15,67 | 315,79+11,70 | 187,95+17,94
10% P
6. 153,93427,91 | 298,98+46,72 | 183,69+13,91
9. 151,234£25,41 | 218,60+17,07 | 162,35+26,97
»0“ | 179,99434,79 | 341,05+39,83 | 195,25+32,99
P + 6,25 ppm B1 3. 169,86+18,04 | 333,23+14,39 | 183,23+23,42
6. 162,11+40,86 | 279,23+11,18 | 185,62+15,77
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uzorak dan FF ()
D (0) S
9. 165,30+7,68 276,49+64,05 | 185,14428,12
,0% | 180,55+40,01 | 322,20+34,07 | 198,99+29,50
3. [ 161,58435,67 | 299,99+39,18 | 190,24+22,69
P+ 12,5 ppm B2
6. | 160,28+21,18 | 289,83+42.,67 | 184,65+14,49
9. |161,79+25,55 | 283,66+56,03 | 182,92+28,23

x+SD srednja vrijednost + standardna devijacija

FF - flesh firmness - ¢vrsto¢a mezokarpa

O - oziljak od stabljike

D - donji dio ploda

S - sredina ploda
Kako bi se §to cjelovitije obradilo mjerenje ¢vrstoce cijelog ploda, mjerenja su provedena na tri
razli¢ita mjesta na plodu: u sredis$njoj toc¢ki donjeg dijela ploda, na mjestu oziljka od ¢aske i na
boc¢nim suprotnim stranama srediSnjeg dijela ploda (Tablice 4 1 5). Vrijednosti Cvrstoce,
neovisno o dijelu ploda koji je mjeren kontinuirano su se smanjivale s vremenom skladistenja
u neobradenom i obradenim plodovima, Sto je u skladu s rezultatima drugih istrazivanja
(Adjouman i sur., 2018; Kondle i sur., 2019; Ganduri, 2020). Zabiljezene su znacajne razlike
izmedu serija uzoraka, s tim da je druga serija imala manje razlike u ¢vrsto¢i, kako tijekom
skladistenja neobradenog, tako i obradenih uzoraka. Cvrsto¢a mezokarpa (flesh firmness) kod
svih uzoraka bila je najviSa na mjestu oziljka od ¢aske, medutim na tom dijelu zabiljeZen je 1
najveéi pad Cvrstoce, s obzirom da je to mjesto mikrobioloske kontaminacije u obradenim
uzorcima. Stoga ti podaci nisu usporedivani. Vise vrijednosti ¢vrstoce zabiljezene su na bo¢nim
suprotnim stranama ploda (sredis$nji dio) u odnosu na donji dio ploda kod svih ispitanih uzoraka.
Nadalje, tijekom 9 dana Cuvanja uzoraka, na donjem dijelu ploda omekSavanje (gubitak
¢vrstoce) bilo je vise izraZzeno u odnosu na sredisSnji dio ploda. Najmanji gubitak ¢vrstoc¢e u
prvoj seriji zabiljezen je kod uzorka obradenog pululanom (oko 56 g), kod svih pozicija
mjerenja, a najveci kod neobradenog uzorka (oko 89 g), $to je u skladu sa rezultatima Gandurija

(2020). U drugoj seriji razlike u ¢vrstoci bile su priblizne, a najveci gubitak ¢vrstoce zabiljeZen
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4. Rezultati i rasprava

je kod uzorka obradenog pululanom, mjereno na stranama ploda (sredisnjem dijelu), i to 36 g,

Sto je zanemarivo s obzirom na sli¢ne rezultate ostalih obrada (10-19 g).

4.4. FIZIKALNO-KEMIJSKI PARAMETARI U ISPITIVANIM
UZORCIMA

Rezultati fizikalno-kemijskih parametara kao $to su topljiva suha tvar, ukupna kiseline 1 pH
vrijednost prikazani su u Tablicama 6 i 7. Vrijednosti topljive suhe tvari nisu se mijenjale
tijekom skladiStenja u neobradenom uzorku. U uzorcima obradenim pululanom i1 natamicinom
vrijednosti su bile izmedu 7,4 1 7,5%. Medutim, kod druge serije uzoraka, obradenim sa
kombinacijom pululana i etericnog ulja bosiljka tijekom ¢uvanja doslo je do neznatnog sniZenja
vrijednosti topljive suhe tvari. Taj trend zabiljezili su i1 drugi autori (Adjouman i sur., 2018.,
Kondle i sur., 2019; Ganduri, 2020). Pretpostavka je da je smanjenje brzine disanja u oblozenim
plodovima usporilo metaboli¢ke aktivnosti, izmedu ostalog, i hidrolizu polisaharida u Secere.
U prvoj seriji uzoraka, vjerojatno zbog neravnomjerne zrelosti, sadrzaj ukupnih kiselina bio je
visi, a osim toga, s vremenom ¢uvanja vrijednosti su se povecavale, od 0,46 do 0,53%. pH
vrijednosti uzoraka su se kretale izmedu 4,3 14,4. U drugoj seriji pH rajCice se povecao tijekom
skladiStenja od 4,4 do 4,6 za kontrolni, neobradeni, odnosno od 4,5 do 4,7 za obradene uzorke,
dok se kiselost smanjila. Smanjenje kiselosti tijekom vremena pokazalo se neSto izraZenijim
kod neobradenih rajcica u usporedbi s obradenim, odnosno obloZenim raj¢icama i moze biti
povezano s visokom proizvodnjom etilena 1 intenzitetom disanja (Das 1 sur., 2013). Manje
izrazeno smanjenje kiselosti u obloZenim raj¢icama ukazuje na ucinkovitost jestivih filmova u
smanjenju proizvodnje etilena. Neki autori takve suprotne promjene pripisuju i gubitku
limunske kiseline u rajcici (Das i sur., 2013; Adjouman i sur., 2018).

Tablica 6 Topljiva suha tvar (TST), sadrzaj ukupnih kiselina (UK) i pH vrijednost rajcice i uzoraka obradenih

pululanom u kombinaciji s natamicinom tijekom 9 dana cuvanja pri sobnoj temperaturi

uzorak dan parametri
TST (%) | UK (%) | pH
5,0 7,5 0,46 43
neobradeni 3. 7,5 0,52 4.4
6. 7,5 0,53 4.4
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uzorak dan parametri
TST (%) | UK (%) | pH
9. 7,4 0,53 4,3
L0 7,5 0,50 4.4
3. 7,5 0,52 4,4
10% P
6. 7,5 0,53 44
9. 7,4 0,53 43
L0 7,5 0,50 4.4
3. 7,5 0,52 4,4
P + 6,25 ppm N1
6. 7,4 0,52 4.4
9. 7,4 0,52 4.4
L0 7,5 0,50 4.4
3. 7,5 0,52 44
P +12,5 ppm N2
6. 7.4 0,52 4.4
9. 7,4 0,52 4.4

10% P - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana

P+ 6,25 ppm N1 - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 6,25 ppm natamicina

P+ 12,5 ppm N2 - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 12,5 ppm natamicina
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Tablica 7 Topljiva suha tvar (TST), sadrzaj ukupnih kiselina (UK) i pH vrijednost rajcice i uzoraka obradenih

pululanom u kombinaciji s etericnim uljem bosiljka tijekom 9 dana ¢uvanja pri sobnoj temperaturi

uzorak dan parametri

TST (%) | UK (%) | pH

,,0¢ 6,0 0,37 4.4

3. 5,6 035 |44

neobradeni

6. 5,7 035 |44

9. 59 0,32 4.6

5,0 5,7 0,35 4,5

3. 5.6 0,35 4,5

10% P

6. 59 0,32 4.5

9. 6,1 0,30 4.7

,»0% 5,9 0,33 4,5

3. 5.9 0,33 4,5

P + 6,25 ppm B1

6. 5,9 032 |46

9. 5,3 0,30 4.7

5,0 5,9 0,33 4,5

3. 5.8 0,32 4,5

P+ 12,5 ppm B2

6. 5,4 0,30 4.5

9. 5,3 0,30 4.6

10% P - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana

P + 6,25 ppm B1 - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 6,25 ppm eteri¢nog ulja
bosiljka

P + 12,5 ppm B2 - uzorak obraden 10%-tnom otopinom pululana s 12,5 ppm eteri¢nog ulja
bosiljka
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4.5. UCINAK ETERICNOG ULJA BOSILJKA I NATAMICINA NA

ODABRANE PLIJESNI

Tablica 8 Minimalna inhibitorna i fungicidna koncentracija (MIK i MFK) etericnog ulja bosiljka i natamicina na

plijesni Botrytis cinerea i Cladosporium cladosporioides

Eteri¢no ulje Natamicin
Vrsta plijesni bosiljka
MIK MFK MIK MFK
Botrytis cinerea 400 >800 12,5 25
Cladosporium cladosporioides 400 >800 6,25 12,5

Iz Tablice 8 vidljivo je kako je natamicin ucinkovitiji antifungalni spoj od etericnog ulja

bosiljka stoga Sto su vrijednosti za MIK za 32 nize za B. cinerea (1 64 puta nize za C.

cladosporioides). Nadalje, za eteri¢no ulje bosiljka nije (u ovom eksperimentalnom planu)

odredena minimalna fungicidna koncentracija, ali buduci je veca od 800 ppm, takva visoka

koncentracija izrazito djeluje na promjenu senzorskih svojstava rajcice sto je i najveéi problem

primjene eteri¢nih ulja u praksi. Svakako se eteri¢na ulja mogu primijeniti u slucajevima kada

su kompatibilna s tretiranom namirnicom ili sirovinom, ali ukoliko je njihova koncentracija

prevelika, nepovoljno utje¢u na potroSace. Od istraZivanih vrsta plijesni, C. cladosporioides je

osjetljivija plijesan na natamicin, ali se prema etericnom ulju bosiljka osjetljivost ne razlikuje

u usporedbi s B. cinerea.
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Tablica 9 Mikrobioloski parametri* uzoraka tretiranih pululanom i etericnim uljem bosiljka

0. dan

3. dan

6. dan

9. dan

AMB

PiK

AMB

PiK

AMB

PiK

AMB

PiK

Kontrola

20**

65

90

20

580

37000

Kontrola

+ 10 20 10 3200 0 20 0 81500

pululan

Eteri¢no
ulje
bosiljka 10 35 0 0 0 10 0 0
12,5
ppm

Eteri¢no
ulje
bosiljka 10 35

6,25

4000 0 0 10 0 0

ppm

* koliformne bakterije, sulfitoreducirajuce klostridije 1 bakterije roda Salmonella nisu dokazane

niti u jednom uzorku
** vrijednosti izrazene kao broj zivih stanica/g (CFU/g)
AMB = aerobne, mezofilne bakterije; PiK = plijesni i1 kvasci

Od svakog uzorka cherry raj¢ice (kontrole — tj. bez posebnog tretiranja, samo pranje i ispiranje
te kontrole tretirane s pululanom ili natamicinom) odreden je broj ili prisutnost vaznih
mikrobioloskih skupina za ¢uvanje/skladiStenje, ali i zdravstvenu ispravnost uzoraka. Niti u
jednom uzorku nije utvrdena prisutnost koliformnih bakterija, sulfitoreducirajucih klostridija 1
bakterija roda Salmonella, kako u trenutku nakon obrade, tako i tijekom ¢uvanja u 3., 6.1 9.

danu; mijenjao se samo broj aerobnih mezofilnih bakterija (AMB) i plijesni i kvasaca (PiK) $to
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je prikazano Tablicom 9. Kao §to se moze uociti, broj mikroorganizama se znacajno razlikuje
izmedu pojedinih uzoraka. Naime, pululan koji je upotrijebljen kako jestivi omotac, uzrokovao
je povecanje broja PiK u uzorku bez dodatka eteri¢nog ulja bosiljka/natamicina. Taj broj se s
20 PiK/g uzorka u trenutku tretiranja povecao na 3200 u 3. danu, a u 9. danu je porastao do
81500 plijesni/g. Iznimka je 6. dan inkubacije gdje je utvrdena prisutnost od samo 20 PiK/g
uzorka. Kada se radi o uzorkovanju i mikrobiolo§kim analizama ovakvog tipa, odstupanja, kao
u ovom radu, mogu biti velika. Bez obzira §to su svi plodovi rajéice prosli jednak tretman
pranja, tretiranja aktivnim klorom 1 ispiranja, ne znaci da su svi mikroorganizmi na njima
jednako unisteni. U ovisnosti o tome koliko su pricvrséeni ili koliko su duboko prodrli u samo
tkivo ploda rajcice i koliko su zasti¢eni od djelovanja klora, prezivjeli mikroorganizmi se
umnozavaju tijekom cuvanja. Nadalje, od 9 tretiranih raj¢ica, samo je jedna (nasumicna)
odabrana za mikrobiolosku analizu, stoga su razlike u rezultatima izmedu odabranih tocaka

(dana) inkubacije vrlo moguce.

Tablica 10 Postotak vidljivo pljesnivih plodova rajcica tretiranih natamicinom i plijesni Botrytis cinerea

Tretiranje 3. dan 6. dan 9. dan
Kontrola 0 % 33,33 % 100 %

Kontrola +
0% 66,67 % 100 %

pululan

Natamicin
0% 50 % 50 %

6,25 ppm

Natamicin

16,67 % 100 % 66,67 %
12,5 ppm
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Tablica 11 Postotak vidljivo pljesnivih plodova rajcéica tretiranih etericnim uljem bosiljka i plijesni Botrytis

cinerea

ppm

Tretiranje 3. dan 6. dan 9. dan
Kontrola 0% 0% 11,11 %
Kontrola +
55,55 % 100 % 100 %
pululan
Eteri¢no ulje
bosiljka 6,25 77,77 % 88,89 % 77,78 %
ppm
Eteri¢no ulje
bosiljka 12,5 55,55 % 100 % 33,33 %

Postotak vidljivo pljesnivih plodova raj€ice tretiranih s natamicinom i etericnim uljem bosiljka

i plijesni B. cinerea moze se uociti iz Tablica 10 i 11. I ovdje su vidljivi veliki rasipi rezultata,

kao npr, Tablica 10 i 11 u 6. danu gdje je uocena plijesan B. cinerea na svim tretiranim

plodovima, dok je taj broj smanjen u 9. danu inkubacije. U svim slu¢ajevima tretiranja

plijesnima, napravljene su dvije paralele sa po tri ploda (tj. ukupno 6 plodova). Ovakav

eksperimentalni protokol je trebao omoguciti ravnomjerniju raspodjelu rezultata, medutim, bez

obzira Sto se radi o 6 plodova, rezultati se i ovdje prili¢no razlikuju. Bioloski uzorci ovakve

vrste su prilicno slozeni za analizu (i interpretaciju), Sto se moZe rijeSiti povecanjem broja

uzoraka (tj. paralela), no to istovremeno znacajno poskupljuje 1 ¢ini eksperimentalni rad daleko

sloZenijim.
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Tablica 12 Postotak vidljivo pljesnivih plodova rajcica tretiranih natamicinom i plijesni Cladosporium

cladosporioides

Tretiranje 3. dan 6. dan 9. dan
Kontrola 0% 33,33 % 100 %
Kontrola +
0% 16,67 % 33,33 %
pululan
Natamicin
0% 0% 33,33 %
6,25 ppm
Natamicin
0% 0% 0%
12,5 ppm

Tablica 13 Postotak vidljivo pljesnivih plodova rajcica tretiranih etericnim uljem bosiljka i plijesni Cladosporium

cladosporioides

Tretiranje 3. dan 6. dan 9. dan
Kontrola 0% 33,33% 100 %
Kontrola +
0% 33,33 % 66,67 %
pululan

Eteri¢no ulje

bosiljka 6,25 16,67 % 16,67 % 77,78 %
ppm

Eteri¢no ulje
bosiljka 12,5 0% 0% 33,33 %
ppm
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Bolji mikrobioloski rezultati djelovanja natamicina i eteri¢nog ulja bosiljka na plijesan C.
cladosporioides mogu se uociti iz Tablica 12 1 13 gdje se moze primijetiti kako se povecanjem
koncentracije natamicina ili eterinog ulja bosiljka smanjuje postotak vidljivo pljesnivih
plodova. Cak je i u kontroli s pululanom postotak pljesnivih plodova manji u usporedbi s
kontrolom, dok je samo 1/3 istrazenih uzoraka tretiranih s etericnim uljem bosiljka u 9. danu
bila pozitivna na pojavu plijesni. Pri viSoj primijenjenoj koncentraciji od 12,5 ppm, natamicin
je u potpunosti inhibirao rast C. cladosporioides. U usporedni s eteri¢nim uljem bosiljka, C.
cladosporioides je daleko osjetljivija na natamicin, $to je, sigurno, jedan od razloga potpunog

izostanka rasta.

Slican pozitivni u¢inak pululana na kvalitetu 1 odrZivost rajCice su istrazivali Pobiega 1 sur.,
(2020) koji isticu kako uporaba pululana moze produziti kvalitetu rajCice, a dodatak
antimikrobnih tvari (u njthovom slu¢aju propolisa) pojacava antimikrobni uc¢inak i smanjuje
pojavnost i umnozavanje uzro¢nika kvarenja i patogenih mikroorganizama (ukljucujuéi i

Botrytis cinerea).

Produzenje roka trajanja i1 sprjeCavanje kvarenja ili inhibicija patogenih mikroorganizama
predstavljaju veliki izazov za prehrambenu industriju i potroSace. Prirodni spojevi, poput
jestivih omotaca (pululana) 1 prirodnih sastojaka mogu doprinijeti smanjenju ekonomskih
gubitaka, sprjeCavanju infekcija ili trovanja potrosaca, ali i smanjiti ovisnost o plasti¢noj

ambalazi te doprinijeti pozitivnom ekoloSkom ucinku.
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5. Zakljucci

Na osnovi rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

1.

Koncentracije kisika i dusika u pakiranim raj¢icama tretiranih pululanom se smanjuju
tijekom skladistenja (ispod 16% za kisik, do 42% za dusSik u 9. danu), dok se

koncentracije ugljicnog dioksida povecavaju

Najveca promjena boje tijekom skladiStenja utvrdena je u kontrolnom uzorku, potom
slijede rajCice tretirane pululanom i natamicinom. Promjena boje rajcice se povecavala
tijekom Cuvanja, ali u 9. danu skladiStenja nije bilo razlike izmedu kontrolnog i uzorka

tretiranog pululanom.

. Najmanji gubitak ¢vrstoce raj¢ice utvrden je u uzorku tretiranom pululanom dok je

najveci ustanovljen kod neobradenog uzorka (kontrole).

Topljiva suha tvar se neznatno smanjila u uzorcima tretiranim pululanom i eteri¢nim

uljem bosiljka.

pH vrijednost cherry raj¢ice se povecala za 0,2 jedinice s 4,4 na 4,6 za kontrolni, a za

uzorke tretirane pululanom s 4,5 na 4,7.

Natamicin je snaznije inhibirao vrstu Cladosporium cladosporioides (6,25 ppm MIK;
12,5 ppm MFK), od vrste Botrytis cinerea 12,5 ppm MIK; 25 ppm MFK). Eteri¢no ulje
bosiljka je djelovalo jednako na obje vrste plijesni (400 ppm MIK; >800 ppm MFK).

MikrobioloSkom analizom netretiranih 1 tretiranith uzoraka rajCice nije utvrdena
prisutnost koliformnih bakterija, bakterija roda Salmonella 1 sulfitoreducirajuéih
klostridija. Uzorak tretiran pululanom i neobradeni uzorak su sadrZavali najveci broj
plijesni i kvasaca (81500 1 37000 CFU/g u 9. danu skladiStenja) dok je broj aerobnih
mezofilnih bakterija i plijesni i kvasaca uzoraka tretiranih pululanom i eteri¢nim uljem
bosiljka bio < 10 CFU/g.

Natamicin je, u obje koncentracije od 12,5 1 6,25 ppm smanjio postotak pljesnivih
plodova tretiranih pululanom i kontaminiranih s B. cinerea. Eteri¢no ulje bosiljka je u

9. danu smanjilo postotak pljesnivih plodova na 33,33% pri koncentraciji od 12,5 ppm.

Natamicin je, pri koncentraciji od 6,25 ppm smanjio postotak pljesnivih plodova
tretiranih pululanom i kontaminiranih s C. cladosporioides na 33 % dok je pri 12,5 ppm
plijesan potpuno inhibirana. Etericno ulje bosiljka je u 9. danu smanjilo postotak

pljesnivih plodova na 33,33% pri koncentraciji od 12,5 ppm.
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7. Prilozi

Prilog 2 Dezinfekcija cherry rajcice
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e

3 Ocjedivanje cherry rajcica nakon tretiranja pululanom

Prilog 4 Pakiranje cherry rajcice
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Prilog 5 Pakirani uzorci cherry rajcice

Prilog 6 Uzorci nakon odredivanja koncentracije plinova u 9. danu cuvanja

55



DIPLOMSKI RAD JAVNO JE OBRANJEN DANA

TE OCIJENJEN USPJEHOM

Pred Povjerenstvom za obranu diplomskog rada:

1. prof. dr. sc., Lidija Jakobek Barron predsjednik

(potpis)

2. prof. dr. sc., Nela Nedi¢ Tiban ¢lan

(potpis)

3. prof. dr. sc., Mirela Kopjar ¢lan

(potpis)



