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Naslov doktorske disertacije: ISPITIVANJE MOGUCNOSTI PRIMENE NOVIH
METODA ZA  KONTROLU UPOTREBE
PRIRODNIH 1 VESTACKIH BOJA KOD
PROIZVODA OD MESA

Rezime:

Kontrola upotrebe boja koje se kao aditivi danas Siroko koriste u proizvodnji
hrane ima veliki znacaj za bezbednost i kvalitet proizvoda od mesa. Pored zakonskih
regulativa vaznu ulogu imaju i analiticke metode za utvrdivanje prisustva i odredivanje
koli¢ine boja. Cilj ove doktorske disertacije je bio da se razviju metode za istovremeno,
rutinsko odredivanje vise boja kod razli¢itih proizvoda od mesa.

Analiza podataka iz literature pokazala je da ima malo analiti¢kih metoda za
odredivanje boja u proizvodima od mesa, da referentna metoda obuhvata samo vestacke
boje, priprema uzoraka je, Cesto, komplikovana i nepodesna za rutinski rad i da su
savremene analiticke metode teCne hromatografije primenjene za odredivanje boja u
bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima, konditirskim proizvodima, zeleu, dZzemovima itd.,
ali ne i kod proizvoda od mesa.

Za ispitivanja su izradivani eksperimentalni proizvodi od mesa (finousitnjena
barena kobasica - ,pariska kobasica“ i konzerva od mesa u komadima - ,kuvana
Sunka®), i proizvodi od mesa sa trzisSta iz navedenih grupa. Eksperimentalni proizvodi su
izradivani u industrijskoj klanici i radionici Instituta za higijenu i tehnologiju mesa,
Beograd. Izradeni su kontrolni proizvodi bez dodatih boja i proizvodi u koje su u toku
postupka izrade posebno dodavane boje Kosenila, Ponso 4R i Alura crvena AC.

U toku ispitivanja proizvoda od mesa koriS¢ene su hemijske i fizicko-hemijske
metode: (odredivanje sadrzaja azota (proteina): SRPS ISO 937:192, odredivanje
sadrzaja slobodne masti: SRPS ISO 1444:1998, odredivanje sadrzaja vlage: SRPS ISO
1442:1998, odredivanje sadrzaja ukupnog pepela: SRPS ISO 936:1999 i odredivanje
pH vrednosti: SRPS ISO 2917:2004), senzorna ispitivanja boje preseka proizvoda,
ujednacenosti boje preseka i postojanost boje 10 minuta nakon narezivanja
(kvantitativna deskriptivna analiza, zasnovana na metodi SRPS ISO 6564:2001 i SRPS
ISO 6658:2001), originalna metoda visokoefikasne tecne hromatografije sa

fotodiodnom detekcijom (HPLC — PDA) sa prethodnim izolovanjem boja iz uzorka



ubrzanom ekstrakcijom na visokom pritisku i temperaturi i merenje boje preseka
proizvoda CIE L*a*b kolorimetrijom.

Za statistiCku obradu rezultata primenjene su deskriptivna statistika, #-testovi za
poredenje rezultata, analiza varijanse (ANOV A), metoda najmanjih kvadrata, viSestruka
linearna regresija i eksperimentalni dizajn za razvoj 1 optimizaciju metoda ekstrakcije i
hromatografskog odredivanja ispitivanih boja u proizvodima od mesa.

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava 1 pH vrednosti eksperimentalnih
proizvoda su pokazali da su proizvodi relativno ujednacenog hemijskog sastva i u
skladu da kriterijumima kvaliteta za te proizvode. Senzornim ocenjivanjima proizvoda
je utvrdeno da postoji znacajna razlika u prihvatljivosti boje proizvoda u zavisnosti od
vrste 1 koli¢ine dodate boje i da se dodavanjem boje dobijaju bolje karakteristike boje
preseka nego kod proizvoda bez dodate boje. Rezultati #-testa ocena prihvatljivosti boje
preseka su pokazali da je boja preseka proizvoda postojana. CIE L*a*b* kolorimetrijom
je utvrdena linearna zavisnost promene a* vrednosti od povecanja koli¢ine boja i da b*
vrednost opada sa povecanjem koli¢ine KoSenile, a kod proizvoda sa dodatim
sintetiCkim bojama vrednost b* blago raste.

Hromatografsko razdvajanje boja je postignuto gradijentom sastava mobilne
faze (50 mmol/dm’ amonijum acetatni pufer i acetonitril), na reversno-faznoj C18
koloni sa cesticama sa Cvrstim jezgrom uz fotodiodnu UV/VIS detekciju.
Optimizacijom ubrzane ekstrakcije eksperimentalnim dizajnom, najefikasnije izolovanje
boja iz proizvoda od mesa je postignuto metanolom na temperaturi od 120 °C u Eetiri
ekstrakciona ciklusa od po 11 minuta. Kalibracijom metode omoguceno je odredivanje
sadrzaja boja u proizvodima od mesa u intervalu od 1,0 do 100,0 mg/kg uzorka.
Dobijeni povratni prinosi boja su bili ve¢i od literaturnih podataka povratnog prinosa
Ponsa 4R (76,9 % — 83,6 %) i Alura crvene AC (80,9 % — 84,6 %)

Rezultati viSestruke linearne regresije CIE L*a*b* kolorimetrije 1
te¢nohromatografskog odredivanja pokazuju da je moguce primeniti CIE L*a*b*
kolorimetriju za brzo odredivanje dodate boje kod fino usitnjenih barenih kobasica.
Dobijeni rezultati su provereni dvosmernim #¢-testom za bliske vrednosti standardih
devijacija.

Utvrdeno je da viSe od 2/3 ispitanih proizvoda sa trziSta sadrzi boje koje se

mogu odrediti metodom te¢ne hromatografije i brzom metodom zasnovanom na CIE



L*a*b* kolorimetriji. Preko polovine je sadrzavalo KoSenilu, u 12 % je potvrden
sadrzaj boje Alura crvena AC, a Ponso 4R nije otkriven ni u jednom uzorku. U vise od
polovine proizvoda je potvrdeno prisustvo dodate boje koja nije deklarisana, a samo u
15 % ispitanih proizvoda je bila deklarisana dodata boja KosSenila (E 120). Navedeni
rezultati nedvosmisleno pokazuju da vecina ispitanih proizvoda koji se nalaze na
domacdem trziStu u pogledu upotrebe boja nisu u skladu sa zakonskim propisima.
Analiza primene CIE L*a*b* kolorimetrijskih modela kod ispitivanih proizvoda od

mesa pokazuje da se modelima dobijaju prihvatljivi rezultati.

Kljucne reci: prehrambene boje, L*a*b* kolorimetrija, te¢na hromatografija,
proizvodi od mesa.

Naucna oblast: biotehnicke nauke.

Uza naucna oblast:  veterinarstvo.

UDK: 637.5:667.2



Title of the Doctoral dissertation: INVESTIGATION OF APPLICATION
POSSIBILITIES OF NOVEL ANALYTICAL
METHODS FOR CONTROLLING THE
ADDITION OF NATURAL AND ARTIFICIAL
DYES IN MEAT PRODUCTS

Abstract:

Proper control of dyes that are widely used as food additives in production of
foodstuffs is of considerable significance for safety and quality of meat products.
Besides the adoption of legislative regulating this area, analytical methods for
qualitative and quantitative determination of dyes also play an important role. The aim
of this Doctoral dissertation was to develop routine analytical methods for simultaneous
determination of multiple dyes in various meat products.

Review of available literature showed that the number of analytical methods for
determination of dyes in meat products is scarce, while the current reference method is
intended for artificial dyes only. Furthermore, sample preparation techniques are often
tedious and time-consuming, while available modern liquid chromatographic methods
are mainly focused on dyes determination in alcoholic and non-alcoholic beverages,
confectionary products, jellies, marmalades, etc., as opposed to availability of such
methods applicable to meat products.

For the purposes of investigations, experimental meat products were
manufactured (finely grinded cooked sausage — “Parisian sausage” and chopped meat
products — “cooked ham”), and a number of products of the same type were obtained
from the retail as well. Manufacturing took place in industrial slaughterhouse and within
the facilities of the Institute of meat hygiene and technology, Belgrade. Two types of
products were made — control batches without addition of dyes and experimental
batches — products with addition of the following dyes: Cochineal, Ponceau 4R and
Allura red AC.

The following chemical and physico-chemical methods were used during the
experiments: (determination of nitrogen (protein) content SRPS ISO 937:192,
determination of free fats content: SRPS ISO 1444:1998, determination of moisture



content: SRPS ISO 1442:1998, determination of total ash content: SRPS ISO 936:1999
and determination of pH: SRPS ISO 2917:2004), sensory investigations of cut-surface
color, consistency of cut-surface color and color stability ten minutes after slicing
(quantitative descriptive test based on the methods SRPS ISO 6564:2001 and SRPS ISO
6658:2001), original liquid chromatographic method with photodiode array detection
(HPLC — PDA) with dyes isolation from the sample using accelerated solvent extraction
under high pressure and high temperature and color measuring of products’ cut-surface
using CIE L*a*b colorimetry.

Statistical analysis was carried-out using descriptive statistics, #-tests for results
comparison, variance analysis (ANOVA), least squares method, multiple linear
regression and experimental design for development and optimization of extraction and
chromatographic determination of investigated dyes in meat products.

The results of chemical composition and pH values of experimental products
demonstrated that the products are of relatively uniform composition and are in
accordance with regulatory quality criteria that are set for these product types. Sensory
analysis showed significant differences in products acceptability in respect to color
depending on type and quantity of added dye. Dye addition resulted in better properties
of cut-surface compared to products without added dye. The results of #-test (evaluation
of acceptability of cut-surface color) demonstrated color stability of the products. CIE
L*a*b* colorimetry showed linear dependence of a* value change when quantity of
dyes is increased, as well as decrease of b* value resulting from increase of added
Cochineal. On the other side, b* value slightly increased in products containing
synthetic dyes.

Chromatographic separation of dyes was achieved using gradient elution on
reverse phase C18 column with solid core particles and mobile phase consisting of 50
mmol/dm’ ammonia acetate buffer and acetonitrile. Detection of dyes was achieved
using photodiode array UV/VIS detector. Based on the results of optimization of
accelerated solvent extraction by experimental design, the highest extraction efficiency
was achieved using methanol at the temperature of 120°C in four 11-minutes extraction
cycles. Method calibration enabled determination of dyes content in the concentration

range from 1.0 too 100.0 mg/kg of sample. Obtained recovery values were higher



compared to literature data for Ponceau 4R (76,9 % — 83,6 %) and Allura red AC (80,9
% — 84,6 %).

Results of multiple linear regression of CIE L*a*b* colorimetry and liquid
chromatographic determination show that it is possible to apply CIE L*a*b*
colorimetry for rapid determination of added dyes in finely grinded cooked sausages.
Obtained results were re-validated using two-way ¢-test for close values of standard
deviations.

It has been established that more than 2/3 of tested products from retail contain
dyes that can be determined by liquid chromatographic method, as well as by rapid
method based on CIE L*a*b* colorimetry. More than 50% of these samples contained
Cochineal, 12% of the samples contained Allura red AC, while Ponceau 4R was not
determined in any of analyzed samples. Also, more than half of the samples from the
market contained dyes that were not labeled on the product, while only 15% of the
samples were properly labeled to contain Cochineal dye (E 120). Obtained result
unambiguously demonstrate that majority of tested samples are not in accordance with
national legislative in respect to addition of dyes. Analysis of application of CIE L*a*b*

colorimetric models in meat products shows acceptable results using such modeling.

Key words: food dyes, L*a*b* colorimetry, liquid chromatography, meat
products.
Scientific area: biotechnical sciences.

Narrow scientific area: veterinary medicine.

UDK: 637.5:667.2
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1. UVOD

Meso je jedna od najznacajnijih namirnica u ishrani ljudi. Meso obezbeduje potrebne
hranljive 1 gradivne materije za sve uzraste. PoSto je sveZe meso osetljiva namirnica,
koja je podloZzna brzom kvarenju, ljudi su oduvek obradivali meso prave¢i mnogobrojne
proizvode koje su mogli da koriste kao hranu duze vreme. Usoljavanjem, dodavanjem
zacina 1 drugih dodataka, tzv. aditiva, suSenjem i pakovanjem u omotace i na brojne
druge nacine, produzavala se odrzivost mesu i proizvodima od mesa.

Danas je industrija mesa, prema proizvedenim koli¢inama, jedna od najznacajnijih
proizvodnih grana svetske privrede. Tehnologija obrade mesa je kompleksan postupak
koji se neprestano usavrsava, Sto, najcesce, vodi ka povecavanju cene proizvoda od
mesa. Da bi se zadrzala postoje¢a cena ili proizveli jeftini proizvodi od mesa, u toku
procesa proizvodnje se tezi manjoj koli¢ini otpada, odnosno efikasnijem iskoris¢enju
sirovine. To podrazumeva koris¢enje delova tela Zzivotinje koji se, ranije, nisu
upotrebljavali kao sirovine za proizvode od mesa ili su se koristili samo u nekim,
specificnim proizvodima.

Posto je izgled proizvoda od mesa jedna od najvaznijih karakteristika za potrosaca, a
moze bitno da se menja u toku proizvodnje u zavisnosti od sirovina i tehnoloskog
postupka izrade, jedan od nacina poboljSavanja izgleda je upotreba prehrambenih boja.
U tu svrhu se naj¢esce koriste crvene boje, bilo da su vestacke ili prirodne.

Sastav i kvalitet proizvoda od mesa i upotreba prehrambenih boja su, u svetu i u
nasoj zemlji, zakonski regulisani. I pored toga, menjanje sastava i kvaliteta proizvoda,
kao 1 upotreba dozvoljenih i nedozvoljenih boja radi prikrivanja ,.falsifikovanja*
proizvoda, u cilju povecéanja profita proizvodaca su, nazalost, relativno ¢esta pojava. Na
ovaj nacin se, ne samo finansijski, ve¢ i zdravstveno obmanjuje potrosac, jer takav
proizvod ne obezbeduje propisane i o¢ekivane nutritivne potrebe konzumenta. Sa druge
strane, otkri¢e da neke od upotrebljenih boja za ,,maskiranje* losijeg kvaliteta proizvoda
od mesa mogu imati negativne zdravstvene posledice kod osetljivih osoba i dece, stavlja
upotrebu prehrambenih boja u sam centar istrazivanja poslednjih decenija. Dokazano je

kancerogeno dejstvo Eritrozina, crvene boje ¢ija je upotreba dozvoljena u alkoholnim



1. Uvod

pi¢ima i kandiranim viSnjama, kao i uticaj Tartrazina na pojavu ekcema i urtikarije kod
osetljivih osoba. Postoji sumnja da KosSenila i neke dozvoljene vesStacke crvene boje
(Ponso 4R, crvena AG 1 Alura crvena AC) izazivaju pojavu hiperaktivnosti kod dece,
koznih bolesti kod osetljivih osoba i probleme kod osoba sa astmom. Ne postoje
pouzdani dokazi da su ove boje pojedinacno izazivac¢i pomenutih zdravstvenih
problema, ali postoji opravdana indicija da mogu nepovoljno uticati u smesi,
medusobno ili sa drugim prehrambenim bojama i aditivima.

Kontrola kvaliteta i zdravstvene ispravnosti proizvoda od mesa zahteva odgovarajuca
,oruda® da bi bila adekvatno sprovedena. Pored zakonskih regulativa, potrebna je i
odgovarajuca podrska koja podrazumeva adekvatne, brze i pouzdane analiticke metode
za odredivanje vrste i koli¢ine upotrebljenih boja u proizvodima od mesa.

Referentna metoda za odredivanje boja u mesu i1 proizvodima od mesa (ISO
13496:2000) se zasniva na odredivanju boja tankoslojnom hromatografijom. Bez
adekvatne opreme na ovaj nacin se samo moze identifikovati prisustvo boja koje su
obuhvacene ovom metodom. Nove metode za odredivanje boja u proizvodima od mesa
moraju ispuniti nekoliko bitnih zahteva; da su fleksibilne u smislu proSirivanja broja
ispitivanih boja; da se mogu primeniti na razli¢ite proizvode od mesa i da su pogodne za
brzu implementaciju i rutinsku upotrebu. Cilj ovog doktorskog rada je da odgovori na
ove zahteve razvojem, validacijom i primenom novih metoda za odredivanje boja u

proizvodima od mesa.
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U pregledu dostupnih literaturnih podataka i objavljenih nau¢nih radova koji se
odnose na predmet ispitivanja ove disertacije, dat je osvrt na najvaznije hemijske i
fizicke karakteristike ispitivanih boja, istorijat upotrebe boja za bojenje hrane, zakonsku
regulativu upotrebe prehrambenih boja, upotrebu boja u proizvodnji hrane danas,
zdravstvenu bezbednost upotrebe boja u hrani i analiticke metode za odredivanje
sadrzaja boja. Na kraju ovog poglavlja dat je kratak rezime, iz dostupnih literaturnih

podataka o odredivanju boja u proizvodima od mesa razli¢itim analitiCkim postupcima.

2.1. Fizicka 1 hemijska svojstva boja

Poznavanje fizickih i hemijskih svojstava ispitivanih prehrambenih boja je od
sustinskog znaCaja za izbor odgovaraju¢ih tehnika analitickog odredivanja njihove
koli¢ine u proizvodima od mesa. Pored toga, na osnovu poznavanja ovih svojstava
moze se, u odredenoj meri, pretpostaviti njthovo metabolicko ponaSanje i postojanje

rizika po zdravlje potrosaca.

2.1.1. KoSenila

Kosenila ili karminska kiselina (E 120) je prirodna boja (Saenz i dr, 2004) koja se
dobija iz tela zenki KoSenila insekata (lat. Dactilopiidae). Ovi insekti Zive na kaktusima
(Opuntia sp.) u polusu$nim oblastima Perua, Bolivije, Cilea, Kanarskih ostrva (Spanija)
1 Meksika.

Proces dobijanja boje iz insekata je kompleksan i1 skup. Pre izolovanja insekti se
ubijaju toplotom, na primer, potapanjem u toplu vodu, izlaganjem suncevoj svetlosti ili
u vreloj vodenoj pari. Tela insekata se suSe, drobe i prosejavaju. Industrijska rafinacija
podrazumeva uklanjanje masti i voska organskim rastvara¢ima, mlevenje, alkalnu

ekstrakciju, flokulaciju i filtriranje, gradenje nerastvornih lakova sa solima aluminijuma
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i kalcijuma, odvajanje taloga centrifugiranjem, rastvaranje taloga, koncentrovanje boje i
proveru Cistoce. Raznovrsnost u izgledu komercijalne boje potice od razli¢itih metoda
tretiranja insekata, postupka izolovanja i rafinacije boje. Pigment sadrzi nekoliko
srodnih jedinjenja od kojih je karminska kiselina najzastupljenija u ekstraktu.

Kosenila je organska kiselina, glikozid antrahinona i sadrzi nekoliko kiselinskih
centara. Konstanta disocijacije karboksilne grupe u polozaju 2 antrahinona je pKy = 2,9.
Sledeca kiselinsko-bazna ravnoteza (pK; = 5,4) ukljucuje 6-hidroksilnu grupu. Kiselost,
odnosno sposobnost otpustanja protona, H', hidroksilnih grupa u polozajima 5 i 8 (pKa
= 8,7 1 pKs = 12,2) je smanjena zbog njihovog polozaja u odnosu na karbonilnu grupu
(C=0), odnosno zbog gradenja unutarmolekulskih vodoni¢nih veza ¢ime se otezava
otpustanje protona sa ovih grupa (Favaro i sar., 2002). Po ITUPAC nomenklaturi
(International Union of Pure and Applied Chemistry; Medunarodna unija za cCistu i
primenjenu  hemiju), KoSenila je 7-a-D-glukopiranozil-9,10-dihidro-3,5,6,8-
tetrahidroksi-1-metil-9,10-diokso-2-antracen-karboksilna kiselina (slika 1). Zbirna
(kondenzovana) hemijska formula je CH00O;3. Ima molekulsku masu 492,39. U
registru Hemijskog apstrakta (Chemical Abstract Service, CAS) obeleZena je brojem
1260-17-9 iu Indeksu boja (Colour Index, CI) brojem 75470.

Kosenila se dobro rastvara u vodi i etanolu, a slabo u organskim rastvara¢ima. Boja
se menja sa promenom pH vrednosti rastvora, od Zute na pH = 3, preko crvene (pH = 5)
do ljubicaste u neutralnim rastvorima. Maksimum apsorpcije elektromagnetnog zracenja

je na 494 nm (Amax) u razblazenim kiselim rastvorima (0,02 mol/dm® HCI).

Slika 1. — Strukturna formula karminske kiseline
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2.1.2.Ponso 4R

Ponso 4R (E 124) je sinteticka azo-boja sa formulom C,H;;N,Naz0,0S;. Po svom
hemijskom sastavu, ova boja je natrijumova so sulfonske kiseline. Derivat je naftalena.
Hemijski naziv je trinatrijum 2-hidroksi-1-(4-sulfonato-1-naftilazo)-naftalen-6,8-
disulfonat. Ima molekulsku masu 604,48, CAS registarski broj 2611-82-7 i, u Indeksu
boja, CI broj 16255. Strukturna formula je data na slici 2.

OO
HO

Ny, SO; Na*
N

303- Na*

Slika 2. — Strukturna hemijska formula boje Ponso 4R

Danas je u upotrebi najmanje 115 komercijalnih naziva za ovo jedinjenje
(ChemIDplus Advanced, 2007). Najces¢e koris¢eni nazivi u literaturi su Ponceau 4R,
New Coccine Food Red 102 i Coccine Red.

Ponso 4R je rastvorljiv u vodi i slabo rastvoran u etanolu (Merck Index, 2006).

Maksimum apsorpcije elektromagnetnog zracenja je na 507 nm u vodenim rastvorima.

2.1.3. Alura crvena AC

Alura crvena AC (E 129) je sinteticka azo-boja hemijske formule
CisH14N2Na,05S,. Kao 1 Ponso 4R, Alura crvena AC je natrijumova so sulfonske
kiseline i, takode, je derivat naftalena. Molekulska masa ove boje iznosi 496,43 i CAS
registarski broj je 25956-17-6. Hemijski naziv je dinatrijum-2-hidroksi-1-(2-metoksi-5-
metil-4-sulfonatofenilazo)-naftalen-6-sulfonat.

Strukturna formula je prikazana na Slici 3.
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N

OH S‘O‘ Na*

050 Nat

Slika 3. — Strukturna hemijska formula boje Alura crvena AC

Najmanje 17 sinonima je u upotrebi za ovu boju (ChemIDplus Advanced, 2007) od
kojih su najées¢i Alura crveno AC, Food Red No 40 1 FD & C Red No 40. U proslosti je
koriS¢en naziv Crvena Z-4576.

Od fizickih svojstava treba napomenuti da je Alura crvena AC rastvorna u vodi i
slabo rastvorna u 50% etanolu (Merck Index, 2006). Maksimum apsorpcije

elektromagnetnog zracenja je na 504 nm u vodenim rastvorima.

2.2. Istorijski pregled upotrebe boja u hrani

Upotreba prehrambenih boja Siroko je rasprostranjena. Supstance koje se koriste
kao boje nemaju hranljivu vrednost, ve¢ sluze za poboljSanje izgleda hrane i pic¢a
(Hersey, Heltzel, 2007; Gilman, 2003; Mebane, Rybolt, 1987). Posto je izgled hrane
podjednako vazan kao i njen ukus, proizvodaci obracaju veliku paznju ocuvanju
izgleda, jer se prirodna boja hrane mozZe izgubiti tokom obrade. Dodavanjem
prehrambenih boja odrzava se prihvatljiv izgled proizvoda.

Upotreba boja za bojenje hrane i pic¢a je bila uobicajena i u davnim vremenima.
Plinije Stariji, u prvom veku nove ere, navodi da se, pri proizvodnji galskih vina, koriste
dim 1 ekstrakt aloje za poboljSanje boje i ukusa vina (Sharma 1 sar., 2011). Istorijski je
dokumentovano da su se razli¢ite boje, pa ¢ak i otrovne neorganske soli, na primer,
bakar(Il) sulfat, olovo(I) hromat i ziva(Il) sulfid, koristile za poboljSanje izgleda
velikog broja prehrambenih proizvoda, kao Sto su puter, dzemovi, kiseli krastavei i
bombone (McKone, Bull, 1991). U 17. 1 18. veku, kako se Sirila trgovina izmedu Azije i

Evrope, povecavao se broj supstanci za bojenje kojima se falsifikovala boja zacina i
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hrane (Caj, kafa, Cokolada, itd). Kao $to je ranije receno, najéesce su se dodavale
toksiéne neorganske soli. Caj je, na primer, bojen bakar(I) karbonatom, u hleb je
dodavana kreda da se poveca ,,belina“, a boje mlevene ljute paprike i karija u prahu su
bile falsifikovane olovo(IV) oksidom i sulfidom zive (Hutt i sar., 1984).

Oko 1800. je poceo brz razvoj nauke i koriS¢enje mernih instrumenata, kao $to su
vaga 1 mikroskop, ¢ime je bio omogucen razvoj tehnika za utvrdivanje prisustva
supstanci dodatih hrani. U knjigama i broSurama pocinju da se pojavljuju kritike
upotrebe potencijalno toksi¢nih jedinjenja za bojenje hrane. Frederik Akum, 1820.
godine, objavljuje prvu raspravu o rokovima upotrebe hrane (Sharma i sar., 2011).
Sredinom 19. veka u SAD je bilo skoro nemoguce naci hranu ili pi¢e koje nije
falsifikovano. Cak je i mleko bojeno u Zuto olovo hromatom da bi se prikrilo
razblazivanje vodom, pri ¢emu mleko dobija plavu nijansu.

Materijali za bojenje hrane se dramaticno menjaju posle sredine osamnaestog veka.
Engleski hemicar Vilijam Perkin (1838-1907) pravi od katrana kamenog uglja prvu
sinteticku organsku boju 1856. godine, nazvanu ,anilin ljubicasto® ili ,,purpur®,
(Garfield, Mauve, 2000). Nedugo potom, organske sinteticke boje i pigmenti pocinju da
zamenjuju toksicne mineralne soli za bojenje hrane. Medutim, ova promena nije
uklonila potencijalne zdravstvene probleme upotrebe boja, jer bezbednost organskih

boja dobijenih iz katrana kamenog uglja dugo nije ispitivana.

2.3. Razvoj zakonske regulative o upotrebi boja

Sinteticke azo-boje ¢ine oko 70% svih boja koje se koriste u prehrambenoj
proizvodnji. Od toga, zute i crvene boje se koriste mnogo cesce nego druge sinteticke
boje. Sve crvene boje razmatrane u ovom radu su odobrene za upotrebu kao dodaci
hrani.

Istorijski gledano, krajem 19. veka, sa pojavom vestackih, organskih boja, potreba
za utvrdivanjem bezbednosti upotrebe supstanci za bojenje hrane postaje nacionalni
problem u Sjedinjenim Drzavama. Godine 1883, Harvi V. Vajli (1844-1930), glavni

hemicar u vladinom telu koje je danas Americko Odeljenje za poljoprivredu, pocinje
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40-godisnju borbu sa ciljem poboljSanja bezbednosti hrane. Poznat kao ,,otac Zakona o
Cistoj hrani i lekovima®, Vajli je primarni autor ovog akta, koji je postao zakon 1906.
Jedan od aspekata ovog Zakona je dizajniran da spreci koriS¢enje medudrzavne trgovine
1 izvoza mesa 1 mesnih preradevina koje sadrze boje, hemikalije, ili druge sastojke koji
mogu uciniti meso neupotrebljivim ili rizicnim za ljudsku ishranu. Pored toga, Zakon
navodi sedam organskih boja kao bezbedne za koriS¢enje u hrani — Ponso 3R (FD&C
Red No. 1), Amarant (FD&C Red No. 2, E 123), Eritrozin (FD&C Red No. 3, E 127),
Indigotin (FD&C Blue No. 2, E 132), jarko zelenu SF (FD&C Green No. 2), naftol zutu
(FD&C Yellow No. 1) i narandzastu 1 (FD&C Orange No. 1). Nazivi u zagradi su FDA
imena 1, ako postoje, evropske oznake (E brojevi).

Izmedu 1916. 1 1929. godine, 10 boja je dodato listi odobrenih prehrambenih boja.
To su Tartrazin (FD&C Yellow No. 5, E 102), Sudan I, puter zuta, zuta AB (FD&C
Yellow No. 3), zuta OB (FD&C Yellow No. 4), Gvineja zelena (FD&C Green No. 1),
zelena FCF (FD&C Green No. 3), Brilijant plava FCF (FD&C Blue No. 1, E 133),
Ponso SX (FD&C Red No. 4) i Sanset zuta FCF (FD&C Yellow No. 6, E 110). Savezni
zakon o bojama kao aditivima u hrani i prehrambenim proizvodima (Federal Color
Additives Law), koji je stupio na snagu u julu 1960., dozvoljava nastavak upotrebe
nekih od ovih boja kroz ,,privremeno* odobrenje. Godine 1969., sovjetski naucnici su
zakljucili da dugotrajna upotreba Amaranta uzrokuje rak kod laboratorijskih Zivotinja.
FDA je nalozila ponavljanje testova u laboratorijama u Americi, a dobijeni rezultati nisu
doneli nikakav konacan zakljucak. Ipak, FDA je zabranila upotrebu Amarant i Ponso
SX 1976. godine (Corwin, Pines, 1976, Hopkins, 1976). FDA je predlozila zamenu
zabranjenih crvenih boja drugom sintetickom organskom bojom, Alura crvenom AC
(FD&C Red No. 40, E 129).

Bezbednost upotrebe prehrambenih boja ostaje problem i posle mnogo godina.
Protivrecnosti su stalno prisutne, npr., zanimljivo je da SAD smatra upotrebu Eritrozina
u prahu bezbednom, ali je zabranila upotrebu boje u obliku laka ili za povrSinsko
oblaganje zbog toga $to izaziva pojavu kancera kod pacova (FDA, 1990). FDA je
zabranila Amarant 1976. godine dok je, iste godine, u Kanadi receno da ne postoji
dovoljno dokaza u to vreme da opravda uklanjanje ove boje iz hrane. Amarant je jo$

uvek u $irokoj upotrebi Sirom sveta. Bezbednost Sudana I (zabranjen u SAD 1918.
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godine) je bila pod lupom u Evropi tokom 1990-ih, a sada je zabranjen u Evropskoj
Uniji 1 Kini. Nekoliko studija, sprovedenih 70-tih godina proslog veka, dovelo je do
zakljucka da Tartrazin i Sanset zuta izazivaju alergijske reakcije i da mogu dovesti do
hiperaktivnost kod dece (Feingold, 1968, Feingold, 1975).

Evropska organizacija za bezbednost hrane (European Food Safety Authority,
EFSA) trenutno ocenjuje nova istrazivanja koja pokazuju da odredene prehrambene
boje izazivaju porast hiperaktivnosti kod dece (McCann i sar., 2007). Posledica ove
evaluacije bi mogla da bude da proizvodaci hrane i pi¢a u Velikoj Britaniji uklone
Sanset zutu, Tartrazin, Alura crvenu, Karmoizin (E 122), Ponso 4R (E 124) i hinolin
zuto (E 104) iz svojih proizvoda u narednim godinama. Ovo moze dovesti do toga da i
FDA ponovo proceni bezbednost sedam sertifikovanih FD & C boja koje su trenutno

dozvoljene u hrani u Sjedinjenim Drzavama.

Tabela 1 — Nazivi i oznake 14 sintetickih prehrambenih boja ¢ija je upotreba regulisana

zakonskim uredbama SAD i EU.

Redni  FDA oznaka boje Komercijalni naziv boje Molekulska  E CAS broj Color
broj masa broj” Index broj

1 FD&C Blue 1V Brilliant Blue FCFfood blue 2 792,86 E 133 3844-45-9 42090

2 FD&C Blue 2” Indigo Carmine food blue 1 466,36 E 132 860-22-0 73015

3 FD&C Green 3" Fast Green FCF food green 3 808,86 - 2353-45-9 42053

4 FD&C Red 3" Erythrosine food red 14 879,86  E 127 16423-68-0 45430

5 FD&C Red 407 Allura Red AC food red 17 496,43 E 129 25956-17-6 16035

6 FD&C Yellow 5” Tartrazine food yellow 4 534,37 E102  1934-21-0 19140

7 FD&C Yellow 6 Sunset Yellow FCF food yellow 3 452,37 E 110  2783-94-0 15985

8 FD&C Red 29 Amaranth food red 9 604,47 E 123 915-67-3 16185

9 FD&C Red 49 Ponceau SX food red 1 480,43 - 4548-53-2 14700

10 Ponceau 4R food red 7° 604,47 E 124  2611-82-7 16255

11 Carmoisine food red 3° 502,43 E 122  3567-69-9 14720

12 FD&C Yellow 10”  Quinoline Yellow food yellow 13 579,42 E 104  8004-92-0 47005

13 Green S food green 4° 576,62 E 142  3087-16-9 44090

14 Patent Blue V (violet) food blue 5° 582,66 E 131 20262-76-4 42051

a)

Identifikacioni broj boja ¢ija je upotreba dozvoljena u hrani u EU. ® Odobrena upotreba od strane U.S.

FDA a koriste se u svetu. © U.S. FDA zabranjuje upotrebu, ali se koriste u drugim zemljama.

U tabeli 1 je dat spisak 14 sintetickih prehrambenih boja koje su prisutne u

regulativama upotrebe prehrambenih boja u Sjedinjenim Drzavama, Kanadi, Engleskoj,
Irskoj, Francuskoj, Spaniji, Nemackoj, Kini, Japanu, Singapuru, Novom Zelandu i
Australiji. Iako Ponso SX nije identifikovan u bilo kojoj od analiziranih prehrambenih

boja, ukljucen je u listu zato sto je i dalje dozvoljen u Kanadi. Treba napomenuti da
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boje koje nemaju FD & C oznaku nisu dozvoljene za upotrebu u hrani u SAD. Takode,
boje navedene u tabeli 1 pod brojevima 3 i 9 nemaju E broj i zabranjene su za upotrebu
u hrani u Evropskoj Uniji (EU). Uobi¢ajena imena, E, CAS i Color Index (CI) brojevi

su dati radi jasnoce i identifikacije ovih prehrambenih boja.

2.4. Zakonski propisi o upotrebi boja u hrani

Vazec¢im zakonskim uredbama su regulisani vrsta, koli¢ina i kvalitet boja koje se

mogu koristiti u hrani, kao 1 pri izradi proizvoda od mesa.

2.4.1.KoS$enila

Karminska kiselina se ranije uglavnom upotrebljavala za bojenje tekstila i kao boja
za slikanje, dok se danas mnogo viSe upotrebljava u proizvodnji kozmetike, hrane i
lekova. Boja rastvorna u vodi se koristi u alkoholnim pi¢ima, €esto sa kalcijumovim
karminom, dok se nerastvorljivi oblik ove boje mnogo ¢esce koristi za bojenje hrane.
Zajedno sa amonijum-karminom moze se na¢i u alkoholnim pi¢ima, pekarskim
proizvodima i prelivima, keksu, kolacima, pi¢ima, smrznutim proizvodima, pitama,
nekim vrstama sira, sosovima i slatkiS§ima.

U industriji mesa se, od svih boja koje su dostupne i dozvoljene, KoSenila najvise
koristi za poboljSavanje boje proizvoda od mesa. Neki od uzroka ovakve dominacije
Kosenile u proizvodima od mesa u odnosu na druge crvene boje su, recimo, Sto je za
postizanje prihvatljive boje proizvoda dovoljna vrlo mala koli¢ina KoSenile i $to je
ve¢ina drugih crvenih boja zabranjena za upotrebu u ovim proizvodima. Sa druge
strane, cena ove boje je daleko visa nego cena sintetickih boja.

Zakonske regulative Evropske Unije i Republike Srbije specificiraju da je
dozvoljena koli¢ina KoSenile, racunato kao karminska kiselina, u proizvodima od mesa
(kobasice, pastete, terine, breakfast sausages sa najmanje 6% zita burger meat sa
najmanje 4% povréa i/ili zita) 100 mg/kg, dok je u kobasicama kao Sto su Chorizo

kobasica i1 Salchicon dozvoljena u koli¢ini od 200 mg/kg (SG RS, 2013; 94/36/EC).

10
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Posto se KoSenila dobija izolovanjem iz insekata, hrana koja sadrzi ovu boju se ne

smatra koS$er niti halal hranom.

2.4.2.Ponso 4R

Ponso 4R je azo-boja dozvoljena kao dodatak hrani u EU. Zdravstvena bezbednost
upotrebe ove boje je proucavana od strane Zajednicke strucne komisije za dodatke hrani
Organizacije za hranu i poljoprivredu 1 Svetske zdravstvene organizacije (Joint
FAO/WHO Expert Comittee on Food Additives, JECFA, 1983) i Nau¢nog komiteta za
hranu (SCF 1984).

Specifikacija komercijalne boje za upotrebu u prehrambenoj industriji je definisana
u propisima Evropske Unije (2008/128/EC, 2008) i Zajedni¢ke strucne komisije za
dodatke hrani Organizacije za hranu i poljoprivredu i Svetske zdravstvene organizacije
(JECFA, 2006).

Komercijalna boja za upotrebu u prehrambenoj industriji se sastoji od trinatrijum 2-
hidroksi-1-(4-sulfo-1-naftilazo)-2-naftol-6,8-disulfonata i srodnih obojenih materija,
zajedno sa natrijum hloridom i/ili natrijum sulfatom kao glavnim nebojenim
komponentama. Ponso 4R je, naj¢esce, u obliku natrijumove soli, ali su soli kalcijuma i
kalijuma takode dozvoljene (2008/128/EC, 2008).

Zakonska regulativa specificira da navedeni sadrzaj boje ne sme biti manji od 80%
od ukupnog broja obojenih jedinjenja, ra¢unato kao natrijumova so. Preostalih 20%
moze biti natrijum hlorid ili natrijum-sulfat i <1% srodnih obojenih jedinjenja i 4-
aminonaftalen-1-sulfonske kiseline, 7-hidroksinaftalen-1,3-disulfonske kiseline, 3-
hidroksinaftalen-2,7-disulfonske kiseline, 6-hidroksinaftalen-2-sulfonske kiseline i 7-
hidroksinaftalen-1,3,6-trisulfonske kiseline, poreklom iz proizvodnog procesa, zajedno
<0,5%.

Maksimalno dozvoljene koli¢ine Ponsa 4R za bojenje hrane, prema zakonskim
regulativama EU i naSe zemlje, su od 50 do 500 mg/kg za razli¢ite namirnice. Ponso 4R

je takode dozvoljen u pi¢ima na nivou do 200 mg/l. U proizvodima od mesa nije
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dozvoljena upotreba ove boje osim u kobasicama Salchichon, Chorizo 1 Sobrasada, koje
se proizvode u Spaniji (SG RS, 2013; 94/36/EC).

Pravilnikom o prehrambenim aditivima iz 2013. godine u Republici Srbiji i
Regulativom EU br. 1333 iz 2008. godine, u svim zemljama ¢lanicama, obavezno je na
proizvodima koji sadrze Ponso 4R, pored oznake boje (E 124) navesti da ,,moZe
nepovoljno da uti¢e na aktivnost i paznju kod dece® (SG RS, 2013; Reg. EC 1333,
2008).

2.4.3. Alura crvena AC

Alura crvena AC je azo-boja dozvoljena kao dodatak hrani u Evropskoj uniji i
njena zdravstvena ispravnost upotrebe je proucavana od strane Zajednicke strucne
komisije za dodatke hrani (JECFA 1980 i 1981), i Nau¢nog komiteta za hranu (SCF
1984 1 1989).

Specifikacija komercijalne boje za upotrebu u prehrambenoj industriji je definisana
u propisima EU (2008/128/EC, 2008) i Zajednicke strucne komisije za dodatke hrani
Organizacije za hranu i poljoprivredu i Svetske zdravstvene organizacije (JECFA,
2006).

Alura crvena AC se sastoji od dinatrijum-2-hidroksi-1-(2-metoksi-5-metil-4-
sulfonatofenilazo) naftalen-6-sulfonata i srodnih obojenih materija, zajedno sa natrijum
hloridom 1/ili natrijum sulfatom kao glavnim nebojenim komponentama. Alura crvena
AC je natrijumova so; soli kalcijuma 1 kalijuma su takode dozvoljene (2008/128/EC,
2008).

Sadrzaj boje ne sme biti manji od 85% od ukupnih obojenih jedinjenja, racunato
kao natrijumova so. Preostalih 15% mozZe biti natrijum hlorid ili natrijum sulfat, < 3%
srodnih obojenih materija i < 0,3% 6-hidroksi-2-naftalen sulfonske kiselina i njene
natrijumove soli, < 0,2% 4 -amino-5-metoksi-2-metilbenzen sulfonske kiseline, i < 1%
6,6-0ksi-bis(2-naftalen sulfonske kiseline) dinatrijumove soli, poreklom iz proizvodnog

procesa.
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Alura crvena AC je dozvoljena sinteticka boja za bojenje hrane u EU sa
maksimalno dozvoljenim nivoom upotrebe od 25 do 500 mg/kg hrane za razliCite
namirnice. Alura crvena AC je takode dozvoljena u alkoholnim pi¢ima na nivou do 200
mg/l i bezalkoholnim pi¢ima do 100 mg/l. Dozvoljeni nivo u Luncheon meat i Breakfast
sausages je 25 mg/kg. U ostalim proizvodima od mesa nije dozvoljena upotreba ove
boje (SG RS, 2013; 94/36/EC).

Pravilnikom o prehrambenim aditivima iz 2013. godine u Republici Srbiji i
Regulativom EU br. 1333 iz 2008. godine, u svim zemljama ¢lanicama, obavezno je na
proizvodima koji sadrze boju Alura crvena AC, pored oznake boje (E 129) navesti da
,MozZe imati negativan uticaj na aktivnost i paznju kod dece* (SG RS 2013; Reg. EC
1333, 2008).

2.5. Uticaj boja na zdravlje ljudi

Od kada je utvrdeno da sinteticka prehrambena boja Tartrazin (E 102) moze
prouzrokovati nezeljene reakcije, objavljeni su brojni slucajevi koji opisuju reakcije
netolerancije na hranu koja sadrzi ovu i druge sintetiCke boje pojedina¢no ili u smesi
(TemaNord, 2002). Medutim, ve¢ina objavljenih istraZivanja su neadekvatno izvodena,
bez kontrolnog uzorka i izvrSena u nedovoljno dugom periodu da bi se ispoljili i
procenili efekti ishrane, pa je neizvesno da li su prijavljene nezeljene reakcije zaista
nastale zbog oralne izloZenosti Tartrazinu i drugim bojama. Opsti zakljucak dosadasnjih
ispitivanja je da je neophodno sprovesti Siroku, dobro kontrolisanu studiju sa
definisanim kriterijjumima kojom bi se procenili Stetni efekti oralnog konzumiranja
pojedinih vrsta prehrambenih azo-boja kod ljudi. Pored toga, ve¢ina studija za procenu
ucCestalosti netolerancije na Tartrazin i druge boje su sprovedene na odabranim
pacijentima sa ve¢ postojecom reakcijom netolerancije u bolnickim uslovima.
Pouzdanih podataka o netoleranciji na individualne azo-boje u uslovima opste
populacije nema (Elhkim 1 sar., 2007).

Krajem 80-tih godina proslog veka je sprovedeno ispitivanje reakcije na hranu koje

je sadrzavala smesSu azo-boja kod astmatiCara osetljivih na acetilsalicilnu kiselinu
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(ASA) (Weber i sar., 1979). Od 43 ispitanika koji su testirani meSavinom azo-boja (Mix
No 1, Amarant, Sanset zuta FCF i1 Ponso 4R), Cetiri su bila pozitivna. Kada su sva Cetiri
subjekta ponovo testirana, na isti nacin tretmanom individualnim bojama, jedan pacijent
je reagovao na Ponso 4R pojavom bronhokonstrikcije. Ovaj pacijent je podvrgnut
kontrolisanom ispitivanju sa 20 mg Ponso 4R dva puta i u oba navrata je reagovao na
isti nacin. Treba naglasiti da su koriS¢ene doze Ponsa 4R kojima se vrsilo izazivanje u
ovim studijama od 4 do 10 puta vece od prihvatljivog dnevnog unosa (Acceptable Daily
Intake, ADI — 0,7 mg / kg tm / dan).

Objavljen je veci broj studija u kojima su ispitanici bili izlagani uticaju dve ili viSe
pojedinacnih azo-boja.

U klinickim uslovima, ispitana je grupa od 43 dece sa angioedemom i/ili hronicnom
urtikarijom. Oni su bili izlagani pojedinacnim prehrambenim bojama ,,skrivenim“ u
neprozirnim kapsulama (Supramaniam 1 sar., 1986). Desetoro od 36 dece je reagovalo
na Sanset zutu FCF u dozi od 0,1 mg, 11 od 43 na Tartrazin u dozama od 0,1, 0,5 i 1
mg, Cetiri od ukupno 37 na Amarant u dozama od 0,1 mg, nijedno od 12 na karmoizin, a
jedan od 43 na placebo. Reakcije su ukljucivale pojavu angioedema i urtikarije (n = 13),
samo urtikariju (n = 11) i teSko disanje (n = 4).

Ispitivanje osetljivosti na Tartrazin, Sanset zutu FCF, Ponso 4R i Eritrozin 1982.
godine, ukljucivalo je 25 pacijenata starosti izmedu 1,5 1 12,5 godina, sa postoje¢im
alergijskim reakcijama na odredene vrste hrane. Pacijentima je davana hrana sa
pojedina¢nim bojama 48 sati posle uzdrzavanja od unoSenja hrane koja sadrzi vestacke
boje (Ibero i sar., 1982). Petoro je reagovalo na Tartrazin, osmoro na Sanset zutu FCF 1
cetvoro je reagovalo pozitivno na Ponso 4R, sve u dozama od 1 i 10 mg (5 mg za
ispitanike <15 kg telesne tezine za Ponso 4R). Laktoza je koriS¢ena kao placebo.
Kriterijumi za bodovanje izazivanja pozitivne reakcije bili su reprodukcija simptoma
koji su doveli dete na kliniku (ponavljanje pojave urtikarije i/ili angioedema, dermo-
respiratorni sindrom) ili objektivno pogorsanje ve¢ postojeceg stanja.

Rezultati ispitivanja iz 1978. godine preosetljivosti na Alura crvenu AC, Amarant,
Sanset zutu FCF, Ponso 4R i Tartrazin, izmedu ostalih boja, kod obolelih od urtikarije

ili angioedema su dovedeni u pitanje jer nije bilo moguce utvrditi da li je do reakcije
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netolerancije doslo zbog prehrambenih boja ili usled reakcije sa nosa¢em (sojino ulje)
(Mikkelsen., 1978).

Poslednjih godina sve viSe se ispituju Stetne reakcije prehrambenih boja u smesi. U
ispitivanju sa ,kros-over” dizajnom sprovedenom u Koreji na 54 pacijenta sa
alergijskim bolestima slucajno odabranih u pet univerzitetskih bolnica nisu uocene
statisti¢ki znacajne razlike izmedu broja pacijenata koji su reagovali pozitivno na smesu
aditiva u hrani i broja pacijenata koji su reagovali pozitivno na placebo (Park i sar.,
2008). Posle sedam dana ishrane sa niskim sadrzajem aditiva, pacijentima je davana
hrana sa meSavina sedam boja ili placebom. Koli¢ina svake boje u smesi je bila 1/10 od
ADI vrednosti. Kod 5 pacijenata se pojavila pozitivna reakcija na meSavinu aditiva, ali
ne ireakcija na placebo, dva pacijenta su reagovali kako na aditive, tako i na placebo, tri
pacijenta su reagovala samo na placebo, a kod preostala 44 pacijenta je izostala reakcija.
Urtikarija, periorbitalni edem i crvenilo lica uz svrab su bili glavni simptomi.

Rezultati ispitivanja 153 dece starosti tri godine i 144 dece starosti osam i devet
godina (McCann i sar., 2007) ukazuju da izlaganje meSavinama sintetickih boja 1 aditiva
(ukljuCuju¢i Karmoizin, Alura crveno, Tartrazin, Ponso 4R, Sanset zuta) uz natrijum
benzoat kao konzervans povecava ukupnu hiperaktivnost (Global Hyperactivity
Aggregate, GHA) u poredenju sa placebom (EFSA, 2009a,b,c,d,e).

Samo nekoliko slucajeva reakcija netolerancije na meSavine boja oralno unetih,
ukljucujuéi azo-boje, je prijavljeno kod osetljivih osoba nakon ispitivanja posle
ekskluzione dijete. Reakcije su urtikarija, periorbitalni edem, crvenilo lica, kao i
povecanje hiperaktivnosti kod dece.

Pod pokroviteljstvom EFSA su ispitivani zdravstveni aspekti upotrebe dozvoljenih
sintetiCkih crvenih boja u prehrambenim proizvodima. Ova istrazivanja su obuhvatala
rezultate naucnih istrazivanja oralnog unosa i izlaganja koli¢inama koje odgovaraju
realnom dnevnom unosu ovih boja putem hrane ili preko kozmetickih proizvoda i
sredstava za li¢nu higijenu. U ovim studijama proucavani su apsorpcija, distribucija,
metabolizam, izlu¢ivanje iz organizma, kao i razni toksikoloSki parametri (akutna oralna
toksi¢nost, kratkotrajna i subhroni¢na toksi¢nost, genotoksi¢nost, hroni¢na toksi¢nost i
karcinogenost, reproduktivna i razvojna toksi¢nost) i pojave hipersenzitivnosti na

prisustvo ovih boja i hrani (EFSA, 2007, 2010, 2011).
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EFSA (2010) donosi misSljenje koje se odnosi na sposobnost pojedinih
prehrambenih azo-boja ili njihovih kombinacija da izazovu netoleranciju i/ili alergijske
reakcije kod ljudi posle oralne izlozenosti, ukljucujuci i prirodu prijavljenih simptoma i
rasprostranjenost takvih pojava. Uticaj azo-boja na pojavu preosetljivosti posle
ekspozicije na kozi se ne pominje u ovom misljenju.

Zakljuceno je da se prihvatljivi dnevni unos (ADI) nekih od ispitivanih crvenih
boja mora revidirati u skladu sa novim podacima (Amarant sa 0,08 na 0,15 mgkg
tm/dan, Ponso 4R sa 0,4 na 0,7 mg/kg tm/dan, 0,1 mg/kg tm/d za crvenu 2G), dok za
azorubin (ADI 4 mg/kg tm/d), Eritrozin (ADI 0,1 mg/kg tm/d) i Alura crvenu AC (ADI
7 mg/kg tm/d) nije potrebna revizija. Pored toga, zakljueno je da su maksimalni dnevni
unosi ovih boja ispod ADI vrednosti, osim u nekim slucajevima (azorubin, Ponso 4R,
Alura crvena AC) kod dece uzrasta od jedne do 10 godina kada moZe biti malo iznad
gornje granice ADI. U slucaju Amaranta (boja za Amerikano i aperitivna vina) kod
odraslih gornja granica ADI moze biti premasSena i do 6 puta. Takode, iako je
prijavljeno nekoliko slucajeva reakcija netolerancije i hipersenzitivnosti indukovanih
unosenjem per os pojedinacnih boja u hrani, nije bilo moguée izvuéi pouzdan zakljucak
usled nedovoljnog broja jasnih dokaza. Zakljuceno je da su, mnogo ¢esce, ove pojave
posledica koriS¢enja smeSe boja u hrani, kao i da osetljive osobe mogu reagovati pri
koli¢inama boja u hrani u okviru ADI vrednosti.

Sa druge strane, zaklju¢eno je da bi trebalo da se azuriraju specifikacije boja u
odnosu na procentualni udeo neobojenih glavnih komponenti (najées¢e natrijum hlorid
ili natrijum sulfat). PoSto se ve¢ina komercijalnih boja prodaje kao kompleksi
aluminijuma (lakovi), koji mogu povecavati tolerisani nedeljni unos aluminijuma
(Tolerable Weekly Intake, TWI 1 mg Alkg tm nedeljno), bilo bi korisno da se u

specifikaciji navede maksimalni dozvoljeni nivo aluminijuma u lakovima.

2.6. Analiticke metode za odredivanje boja

Za odredivanje koli¢ine prirodnih i veStackih boja u hrani razvijen je veliki broj

razli¢itih analitickih metoda. U literaturi se za ove svrhe navode spektrofotometrijske,

16



2. Pregled literature

elektrohemijske i razli€iti vidovi hromatografskih metoda (tankoslojna hromatografija,
TLC; tecna hromatografija, LC i dr.). U novijim radovima se najviSe navode metode
teCne hromatografije, narocito visokoefikasna te¢na hromatografija, HPLC, sa razli¢itim
vrstama detektora (spektrofotometrijski, UV/VIS; sa fotodiodnim slojem, PDA; maseni
detektori MS), kapilarne elektroforeze, CE i jonske hromatografije, IC (Yoshioka i
Ichihashi, 2008). Ovim metodama je, navodno, mogucée odredivanje, dozvoljenih
prirodnih 1 sintetickih crvenih boja u prehrambenim proizvodima, pojedinacno ili u
smeSi. U najve¢em broju slucajeva, navedene metode se odnose na odredivanje
sinteti¢kih boja u hrani.

Sa druge strane, ve¢ina navedenih metoda se bavi odredivanjem koli¢ine boja u
sokovima, bezalkoholnim i osveZavaju¢im napicima, alkoholnim pi¢ima, bombonama i
konditorskim proizvodima, filovima, sosovima, pecivima. Mali broj radova navodi
primenu razvijenih metoda kod proizvoda od mesa. Pregledom dostupne literature,
utvrdeno je da se samo tri metode konkretno odnose na odredivanje boja u mesu i
proizvodima od mesa (Andrzejewska, 1981.; ISO 13496:2000; Luo i sar., 2012).

U radu iz 1981. godine (Andrzejewska, 1981) se navodi da je razvijena metoda za
detekciju KoSenile u fino usitnjenim kobasicama tankoslojnom hromatografijom.
Metoda se zasniva na izolovanju boje iz odmasS¢enog i homogenizovanog uzorka,
adsorpciji na poliamidnoj koloni, preciS¢avanju, eluiranja adsorbovane boje i
odredivanju metodom tankoslojne hromatografije. Ispitivana je upotreba tri razliCita
adsorbenta (celuloza, silika gel i1 silika gel 60 PFyss sa dodatim fluorescentnim
indikatorom) i1 dve mobilne faze (kisela i bazna). Navedena granica detekcije na silika
gelu 60 PFs4 je 6 ng, a na celulozi i silika gelu bez indikatora je 15 pg. Povratni prinos
je oko 90 %.

ISO Standard 13496:2000 specificira metodu za detekciju sintetickih, u vodi
rastvornih, boja u proizvodima od mesa tankoslojnom hromatografijom. Ovom
metodom se mogu detektovati sledece boje: Tartrazin, hinolin zuto, Sanset zuto FCF,
Amarant, Ponso 4R, Eritrozin, Patent plavo V, Indigotin, Brilijant crna PN, crna 7984,
Fast zeleno FCF i plavo VRS. Izolovanje se vr$i vrelom vodom iz 5 g uzorka posle
odmas¢ivanja petrol etrom. Po izolovanju, boje se adsorbuju na poliamidnom prahu.

Boje se preciséavaju kolonskom hromatografijom, eluiraju sa kolone smeSom metanol
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25 % rastvor amonijum hidroksida u odnosu 95:5 (v/v). Hromatografisanje se izvodi na
tankom sloju celuloze debljine 0,10 mm. Standardom su preporucene tri mobilne faze
za razvijanje hromatograma slede¢ih sastava: a) 80 zapreminskih delova trinatrijum
citratnog rastvora (2,5 g trinatrijum citrata u 1000 cm’ vode) se pomesa sa 20
zapremonskih delova 25 % rastvora amonijum hidroksida i 12 delova metanola (rastvor
I); b) pomesati 6 zapreminskih delova propan-1-ola sa 1 zapreminskim delom etil
acetata 1 3 zapreminska dela vode (rastvor II) i ¢) pomesati 50 zapreminskih delova 2-
metil-2-propanola sa 12 zapreminskih delova propionske kiseline i 38 zapreminskih
delova vode (rastvor III). Navedeno je da neke prirodne boje, kao Sto su kurkumin ili
Safran, mogu ometati odredivanje.

Yamada i sar. (1993) koriste metilovanje KoSenile diazometanom u
tetrahidrofuranu za te¢nohromatografsko odredivanje ove boje u mle¢nim proizvodima,
aromama, zeleima, sladoledima, kuvanoj Sunci i vir§Slama. Razvijanje hromatograma se
vr$i smeSom hloroform/metanol/voda na silikagelu. PreciS¢avanje ekstrakta boje je
vrSeno na reversno-faznoj koloni za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (Solid Phase Extraction,
SPE). Tankoslojna hromatografija je upotrebljena za detekciju boje, dok je za
kvantitativno odredivanje kori§¢ena HPLC metoda.

Voltametrija sa kapljuéom zivinom elektrodom je koriS¢ena za odredivanje
Kosenile u sladoledima i osvezavaju¢im, gaziranim napicima (Alghamdi i sar., 2009).
Odredivanje je vrSeno u acetatnom puferu pH = 3, pra¢enjem promene potencijala
redukcije boje. Pri uslovima navedenim u radu, postignuta je linearna zavisnost
maksimuma elektri¢nog signala i koncentracije boje u opsegu od 5%10® do 1,25x107
mol/l boje sa korelacionim koeficijentom od 0,99 i prose¢nim povratnim prinosom od
97,9%. Druge sinteticke boje mogu ometati odredivanje, narocito Sanset zuta i1 Eritrozin
B.

Za odredivanje KosSenile u voénim napicima, voénom jogurtu i slatkiSima je
koriS¢ena tecnohromatografska metoda sa spektrofotometrijskom detekcijom
(Lancaster, Lawrence, 1996). Metoda je izokratska (bez promene sastava mobilne faze u
toku odredivanja), eluiranje je vrSeno smeSom metanol-6% siréetna kiselina 40:60 (v/v),
pH oko 2,8. Izolovanje i precis¢avanje je vrSeno na C18 SPE kolonama. Za

hromatografsko razdvajanje je koriS¢ena C18 kolona sa Sum sfernim cesticama,
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dimenzija 250x4,6 mm. Navedeno je da je granica detekcije za odredivanje KoSenile
oko 100 ng/g (0,1 mg/kg) za razlicite vrste proizvoda.

Carvalho 1 Collins (1997) porede PDA (Photodiode Array, fotodiodni sloj) i
fluorescentnu detekciju za brzo, tecnohromatografsko odredivanje KoSenile u voénom
jogurtu, bezalkoholnim pi¢ima i slatkiSima. Analizirani uzorci hrane koji su sadrzavali
vece koli¢ine proteina su tretirani rastovrom amonijum hidroksida koncentracije 8
mol/dn’, pre hromatografisanja. Hromatografski sistem je bio smesa acetonitril/1,19
mol/dm’ mravlja kiselina 19:81 (v/v) i C18 kolona. Kvantitativno odredivanje pri
detekciji na fotodiodnom sloju je vrSeno na 480 nm, a pri fluorescentnom odredivanju
za ekscitaciju je koriS¢ena svetlost talasne duzine 470 nm, dok je emisija merena na 600
nm. Rezultati hromatografisanja sa PDA detekcijom su imali bolju preciznost, tatnost i
nize granice detekcije pri ispitivanju navedenih proizvoda. Autori navode da je moguce
odrediti KoSenilu pored drugih prirodnih i vestackih boja.

Za odredivanje sintetickih azo-boja, Ponsa 4R i Alura crvene AC, navedeno je vise
metoda za direktno odredivanje u smesi ili posle razdvajanja od drugih ispitivanih
supstanci. Za direktno odredivanje su koriS¢ene elektrohemijske i, mnogo cesce,
spektrofotometrijske metode, a od separacionih tehnika odredivanja su navedene
kapilarna elektroforeza, jonska hromatografija i visokoefikasna te¢na hromatografija.

Diferencijalna pulsna polarografija je koriS¢ena za analiticko odredivanje tri
sintetiCke boje, pojedinacno ili u smesi (Azorubin, Alura crvena AC i Ponso 4R) u
bezalkoholnim pi¢ima, (Combeau i sar., 2002). Pokazano je da potencijali ispitivanih
boja zavise od pH vrednosti elektrolita u kojem se vrsi odredivanje, kao i1 od njegovog
sastava. Za ispitivanje su koris¢eni sledeci elektroliti: fosfatni pufer (pH = 9,1), 0,1
mol/dm’ rastvor KC1 i 0,01M rastvor natrijum citrata. Posle optimizacije i kalibracije,
metoda je primenjena za odredivanje sadrzaja ispitivanih boja u sirupima, gaziranim i
osvezavaju¢im bezalkoholnim pi¢ima. Autori navode da je mogucée da dode do promena
pH vrednosti unutar elektrohemijske ¢elije kod analize napitaka sa pH nizim od 2,5, $to
dovodi do greSaka pri odredivanju.

Tri spektrofotometrijske metode su poredene radi pronalaZzenja optimalnih uslova
za istovremeno spektrofotometrijsko odredivanje Indigotina i Ponsa 4R u instant

napicima, slatkiSima i Zeleima (Altindz i Toptan, 2003). Za ispitivanja su koris¢eni
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UV/VIS spektri u opsegu talasnih duzina od 300 do 700 nm. Dobijeni opsezi linearnosti
su bili od 1 do 50 pg/ml za Indigotin i od 1 do 52 pg/ml za Ponso 4R. Po autorima,
navedene spektrofotometrijske metode se mogu direktno primeniti za odredivanje ovih
boja u ispitivanim uzorcima, a poredenjem sa HPLC metodom nije bilo statisticki
znacajnih razlika medu rezultatima.

Derivativna spektrofotometrija sa kalibracijom multivarijantnom metodom
delimi¢nih najmanjih kvadrata (PLS) je ispitivana u cilju razvoja brze, jeftine i
pouzdane metode za istovremeno odredivanje Ponsa 4R i1 Sanset zute FCF u Zelatinu u
prahu (Bozdogan i sar., 2000). Razvijene su dve metode: spektrofotometrijska metoda
prvog izvoda spektra i sa PLS kalibracijom. Kako navode autori, nije potrebno bilo
kakvo razdvajanje boja pre odredivanja. Metode su primenjene za odredivanje obe boje
u komercijalnom Zelatinu u prahu. Rezultati razvijenih metoda su poredeni i dobijeno je
dobro statisti¢ko slaganje medu njima.

U smesSama sa Tartrazinom i Sanset zutom FCF, u zelatinu 1 krem desertima, moze
se odrediti koli¢ina prisutnog Ponsa 4R spektrofotometrijskom metodom presecne tacke
prvog izvoda spektra (Berzas Nevado i sar. 1998). Prema navodu autora, dobijena je
linearnost do 20 mg/1 za Tartrazin, do 40 mg/l za Sanset zutu i do 32 mg/l za Ponso 4R.
Rezultati dobijeni ovom metodom su poredeni sa HPLC metodom koju navode autori i
slaganja su bili dobra.

Za odredivanje smese tri boje je navedena spektroskopska metoda u kombinaciji sa
statistickim metodama inverznih najmanjih kvadrata i regresijom analizom glavnih
komponenti za hemometrijsko odredivanje Tartrazina, Sanset zute i Alura crvene AC u
bezalkoholnim pi¢ima u prahu (Dinc i sar., 2002).

Analiticka metoda visokoefikasne kapilarne elektroforeze je razvijena i koriS¢ena
za odredivanje osam boja u mle¢nim napicima (Huang i sar., 2002). Medu ispitivanim
bojama su KoSenila, Ponso 4R i Alura crvena AC. Razdvajanje je postignuto puferom
pH 10,0 sa 7,0 mM p-ciklodekstrinom za 9 min. Pre¢iS§¢avanje uzoraka za odredivanje
je vrSeno na odgovaraju¢im poliamidnim kolonama za ekstrakciju na ¢vrstoj fazi, SPE.
Kombinovanjem preci§¢avanja na poliamidnim kolonama i brzog razdvajanja uspesno
su odredivane koli¢ine boja u mle¢nim napicima. Povratni prinos osam ispitivanih boja

je veci od 85%, a granica detekcije je 0,5 pg/ml.
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Metoda kapilarne elektroforeze sa laserom indukovanom fluorescentnom
detekcijom (Capillary Electrophoresis with Laser-Induced Fluorescence Detection, CE-
LIF) je primenjena za odredivanje sintetickih crvenih prehrambenih boja u sirupu i
kompotu od visnje (Ryvolova i sar., 2007). Za ekscitaciju fluorescencije ispitivanih boja
je koris¢en Nd:YAG (Neodymium-doped Yttrium Aluminum Garnet; Itrijum
Aluminatni Granat sa dodatkom Neodijuma) diodni laser u laboratorijski napravljenom
CE-LIF sistemu. Za Eritrozin B, koji ima jaku fluorescenciju, izraunata granica
detekcije (odnos signal/Sum, S/N = 3) je 0,4 ng/ml. Za ostale ispitivane boje kao §to su
karmoizin, Amarant, Ponso 4R i crvena 2G, dobijene su granice detekcije od 0,2 do 0,5
pg/ml za koje autori tvrde da su za red veliCine nize nego kod kapilarne elektroforeze sa
UV/VIS detekcijom. Pored toga, autori dodaju da koriS¢eni sistem omogucava visoku
selektivnost 1 minimalizuje uticaj matriksa na odredivanje ispitivanih boja.

Osam sintetickih boja (Amarant, Brilijant plava, Indigo karmin, Eritrozin, Ponso
4R, Sanset zuta, Tartrazin 1 Alura crvena AC) je odredivano visokoefikasnom jonskom
hromatografijom na analiti¢koj koloni sa anjonskom izmenom i sa UV/VIS detekcijom
(Chen 1 sar., 1998). Eluiranje boja je izvrSeno gradijentom mobilne faze koja se
sastojala od 2 mol/dm” rastvora hlorovodoni¢ne kiseline, acetonitrila i vode u potetnom
odnosu 10:50:40 (v/v). Od 9,5 do 20 minuta hromatografisanja koli¢ine rastvora
hlorovodoni¢ne kiseline i vode u mobilnoj fazi su smanjene na 2,5 zapreminskih delova,
a udeo acetonitrila je povecan na 95 zapreminskih delova. Od 20,1 do 35 minuta
mobilna faza se sastojala od rastvora hlorovodoni¢ne kiseline i acetonitrila u odnosu
10:90 (v/v), a od 35 minuta je uspostavljen pocetni sastav mobilne faze. Ovakav nacin
hromatografisanja omogucava istovremeno razdvajanje boja i regeneraciju i ciS¢enje
analiticke kolone, $to je prednost kod rutinskih analiza. Metoda je primenjena za
odredivanje boja u osvezavajuim bezalkoholnim, gaziranim i instant napicima. Po
autorima, odredivanje boja bez prethodne pripreme uzorka je glavna prednost ove
metode nad visokoefikasnom te¢nom hromatografijom.

Dve tecnohromatografske metode sa UV/VIS detekcijom su primenjene za
pojedinacno odredivanje KoSenile i Ponsa 4R u finousitnjenim i1 grubousitnjenim
barenim kobasicama (Petronijevi¢ i sar., 2009). Za izolovanje KoSenile iz proizvoda je

v s « . 3 .y . .
koris¢ena smesa 96 % rastvora etanola i 0,1 mol/dm” hlorovodoni¢ne kiseline u odnosu
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10:1 (v/v), a za ekstrakciju Ponsa 4R smeSa 96 % rastvora etanola i 25 % amonijaka u
istom zapreminskom odnosu. Ekstrakti su preci§¢avani propusStanjem kroz poliamidne
kolone. KosSenila je eluirana sa kolone smesom metanola i 0,1 % trifluorsir¢etne kiseline
1:1 (v/v), a Ponso 4R smeSom metanola i 0,5 % amonijaka 1:1 (v/v). Koli¢ina KoSenile
u proizvodima je odredivana metodom tecne hromatografije sa gradijentnom promenom
mobilne faze u toku 15 minuta sa merenjem apsorpcije svetlosti na 494 nm. Za
odredivanje Ponsa 4R je primenjena izokratska tecnohromatografska metoda sa
detekcijom na talasnoj duzini od 510 nm. Navedene vrednosti povratnog prinosa
Kosenile su od 86,48 do 107,49 %, ispitivani opseg linearnosti od 1 do 100 mg/kg sa
koeficijentom determinacije od R* = 0,995. Povratni prinos Ponsa 4R je bio u intervalu
od 45,62 do 102,55 % za ispitivani opseg linearnosti od 5 do 100 mg/kg (R* = 0,994).
Metode su verifikovane na eksperimentalnim proizvodima fino- i grubousitnjenih
barenih kobasica sa dodatim bojama.

Vrlo detaljan opis razrade i validacije metode za odredivanje 14 sintetickih boja,
medu kojima i Ponso 4R i Alura crvena, visokoefikasnom te¢cnom hromatografijom sa
detekcijom na fotodiodnom sloju dat je u radu Kirschbaum-a i sar. (2003).
Hromatografsko razdvajanje boja je postignuto na reversno-faznoj C18 koloni
dimenzija 125%4 mm, sa velicinom cCestica od 5 um, koriste¢i gradijentno eluiranje
smeSom acetonitril/100 mmol/dm’ natrijum acetatni pufer pH 7. Hromatografsko
odredivanje traje oko 70 minuta. Autori u radu ne navode konkretnu primenu metode.

Tri godine kasnije, primenjena je pomenuta metoda za odredivanje boja u ribljoj
ikri 1 kavijaru (Kirschbaum i sar., 2006) Ispitivani su postupci preciS¢avanja ekstrakta
boja na razli¢itim materijalima kao Sto su aluminijum oksid, anjonske jonoizmenjivacke
smole i1 poliamidni prah. Autori daju slede¢i opis postupka izolovanja i preciS¢avanja
ekstrakta boja posle optimizovanja: ekstrakcija boja iz ikre i kavijara 1 mol/dm’
amonijacnim rastvorom, odmas¢ivanje n-heksanom, zakiSeljavanje, adsorpcija boja na
poliamidu, desorpcija smeSom vodenog rastvora amonijaka 1 metanola i
hromatografisanje po ranije opisanoj metodi (Kirschbaum i sar., 2003).

Za istovremeno odredivanje u vodi rastvornih veStackih boja — Tartrazina,
Amaranta, Ponsa 4R, Sanset zute FCF 1 u mastima rastvornih azo boja - Sudan I, Sudan

II, Sudan III i Sudan IV, razvijena je HPLC metoda sa detekcijom na fotodiodnom sloju
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1 masenom detekcijom sa elektrosprej jonizacijom (Ma i sar., 2006). Za izolovanje boja
iz matriksa koriS¢en je dimetilsulfoksid (DMSO) u toku pripreme za hromatografiju. Pri
masenoj detekciji, za dobijanje spektara snimani su intenziteti signala odabranih
masenih jona naizmeni¢no u pozitivnom i negativnom rezimu. Na ovaj nacin je
dobijena linearnost u opsegu od oko tri reda veli€ine i granice detekcije (S/N = 3) od
0,01-4 ng za u vodi rastvorne boje i od 0,03-11,2 ng za u mastima rastvorne vestacke
boje. Povratni prinos ispitivanih boja se kretao od 93,2 do 108,3 %. Prema navodima
metoda je uspesSno primenjena za odredivanje u vodi rastvornih boja u bezalkoholnim
napicima, a sudanskih azo-boja u mlevenoj ljutoj paprici i meSavini zacina sa ljutom
paprikom.

Ponso 4R 1 Alura crvena AC su odredivani visokoefikasnom te¢nom
hromatografijom sa fotodiodnom detekcijom (HPLC-PDA) zajedno sa jos 11 vestackih
prehrambenih boja (Minioti i sar., 2007). Za eluiranje boja je koriS¢ena smesa
acetonitril/metanol 20:80 (v/v) 1 1% (m/v) rastvor amonijum acetatnog pufera pH 7,5.
Boje su razdvajane i odredivane na reversno-faznoj C18 koloni gradijentom mobilne
faze za 29 min. Za detekciju je koriS¢en opseg talasnih duzina od 350 do 800 nm.
IzvrSena je potpuna validacija metode. Granice detekcija svih boja su u intervalu od
1,59 do 22,1 pg/l. Ponovljivost izraZzena kao preciznost odredivanja unutar jednog dana
se kretala izmedu 0,37 % 1 4,8 %, a preciznost rezultata odredivanja u toku nekoliko
dana se kretala od 0,86 % do 10 %. Dobijeni su rezultati povratnog prinosa od 94 % za
E 142 u dZemu, do 102 % za E 131 u slatkiSima. Metoda je primenjena za odredivanje
boja u proizvodima rastvornim u vodi, kao Sto su pi¢a sa voénim aromama, alkoholna
pi¢a, dzemovi, konditorski proizvodi i slatkiSi, uz jednostavnu pripremu kao §to je
razblazivanje ili rastvaranje u vodi.

Jo§ jedna upotreba HPLC metode sa detekcijom na fotodiodnom sloju za
odredivanje 40 veStackih boja u napicima i slatkiSima je navedena u novije vreme
(Yoshioka i Ichihashi, 2008). Medu ispitivanim bojama su Ponso 4R i Alura crvena AC.
Relativno brzo odredivanje, kada se ima u vidu broj ispitivanih boja, za 19 minuta, je
postignuto gradijentom mobilne faze na vrlo kratkoj C18 koloni dimenzija 50%4,6 mm,
sa veli¢inom cestica od 1,8 um. Mobilna faza se sastojala od vodenog rastvora

amonijum acetata 0, 1 mol/dm’, pH 6,7, (rastvor A) i smese acetonitril metanol u odnosu
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50:50, v/v (rastvor B). Pocetni udeo rastvora B je bio 3 % i do 18 minuta je postepeno
rastao do 60 %, a zatim odrzavan na 60 % u toku 2 minuta. PocCetni sastav mobilne faze
je uspostavljen u toku 10 minuta nakon toga. Temperatura kolone u toku odredivanja je
50 °C, a protok 1,5 ml/min. Autori navode povratni prinos od 76,6 % do 115 % za
koli¢inu boje od 5 pg/g matriksa, uz standardne devijacije rezultata do 6 %. Granice
detekcije 1 granice odredivanja su 0,03 10,1 pg/g.

Tecna hromatografija na monolitnoj C18 koloni je upotrebljena za odredivanje
sedam vestackih boja, medu njima i Ponso 4R, u bezalkoholnim napicima, smrznutom
graSku, smrznutom povréu i bombonama (Vachirapatma i sar., 2008). Za gradijentno
hromatografsko odredivanje je koriS¢ena smes$a metanol/voda/acetatni pufer. Autori
navode granicu detekcije za Ponso 4R, pri odnosu signala i Suma S/N = 3, od 2,89 ng/L
Takode navode da je metoda uspeSno primenjena za odredivanje ispitivanih boja u
sedam proizvoda i Cetiri bezalkoholna napitka.

Ubrzana  ekstrakcija  rastvaraCima  sa  ultravisoko-efikasnom  te¢nom
hromatografijom (UHPLC) je primenjena za odredivanje 7 sintetickih azo-boja u
proizvodima od mesa (Luo i sar., 2012). Ispitivane su slede¢e boje Tartrazin, E 102,
Sanset zuta FCF, E 110, Amarant, E 123, Ponso 4R, E 124, brilijant plava FCF, E 133,
Eritrozin, E 127 i Alura crvena, E 129. Ekstrakcija je vrSena smeSom etanol-voda-
amonijak 75:24:1 (v/v/v) na ekstraktoru ASE 350, Dionex, USA, na 85 °C. Ispitivane
boje su razdvajane gradijentom mobilne faze u toku 3,5 minuta. U ovom radu su
navedene granice detekcije od 0,01-0,02 mg/kg i granice kvantifikacije oko 0,05 mg/kg.
Metoda je validovana i dobijena je unutar-laboratorijska reproduktivnost odredivanja od
1,7 % (E 123) do 5,2 % (E 124), a unutar-laboratorijska ponovljivost od 3,2 % (E 124)
do 6,0 % (E 129). Vrednosti povratnog prinosa unutar jednog dana su bile u intervalu od
76,9 % (E 124) do 84,9 % (E 102), a u medudnevnim odredivanjima od 76,3 % (E 124)
do 84,3 % (E 127).

Pored metoda za odredivanje sintetickih boja, naveden je rad koji se bavio
optimizacijom metode za izolovanje KoSenile, odnosno karminske kiseline kao glavne
komponente, ekstrakcijom rastvara¢ima na povisenom pritisku i temperaturi. Gonzalez i
sar. (2002) koriste eksperimentalni dizajn sa metodom odzivne povrSine za optimizaciju

procesa ubrzane ekstrakcije KoSenile iz insekata. Za optimizaciju parametara ekstrakcije
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je koriS¢en faktorijalni dizajn eksperimenta na dva nivoa. Ispitivani su slede¢i parametri

ekstrakcije: temperatura, vreme trajanja ekstrakcionog ciklusa, broj ekstrakcionih

ciklusa i koncentracija metanola u smesi za ekstrakciju. Dobijeni rezultati pokazuju da

je broj ekstrakcija statisticki najznacajniji faktor. Optimizovani sastav smeSe za

ekstrakciju je metanol/voda 65:35 (v/v). Razdvajanje i odredivanje pigmenata u

ekstraktu je vrSeno visokoefikasnom hromatografijom sa UV/VIS detekcijom.

Na osnovu pregleda podataka iz literature o metodama za odredivanje boja moZe se

sumirati;

da ima vrlo malo analitickih metoda koje se bave odredivanjem boja u
proizvodima od mesa, a da su postoje¢e metode zasnovane na tankoslojnoj

hromatografiji;

aktuelna metoda u standardu ISO 13496:2000(E) odnosi se na odredivanje
vestackih boja, dok se metodom iz 1981. godine odreduje samo KoSenila u

proizvodima od mesa;

postupak pripreme i preciS¢avanja uzoraka je komplikovan i nepodesan za brze,
rutinske analize, a za pouzdano kvantitativno odredivanje boja navedenim
metodama neophodna je upotreba aplikatora, denzitometra i racunarske obrade
hromatograma pogodnim softverom S$to priblizava cenu opreme za tankoslojnu

hromatografiju, TLC, ceni savremenih HPLC sistema;

elektrohemijske metode omogucavaju odredivanje boja direktno iz ekstrakta,
posle preciS¢avanja, bez prethodnog medusobnog odvajanja ispitivanih boja.
Osetljivost na promene pH i moguée ometanje odredivanja ispitivanih boja
drugim prisutnim bojama ili srodnim jedinjenjima ograni¢ava njihovu Siru

upotrebu;

spektrofotometrijske metode su brze i jednostavne za rutinski rad, ne zahtevaju
skupu i kompleksnu opremu i njima je moguce istovremeno odredivanje dve ili
tri boje sa apsorpcionim maksimumima na razlicitim talasnim duZinama u smesi.

Odredivanje tri crvene boje u smesi ovim metodama je diskutabilno;
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metode kapilarne elektroforeze su uspesno primenjene za odredivanje boja u
smeSi, ali mogu¢i problemi deformacije analitickih pikova dovode u pitanje
pouzdanost odredivanja. Takode, prisustvo proteina u supstratu predstavlja
veliku smetnju. Elektroforetske metode se mogu primeniti na supstrate sa
relativno niskim sadrzajem proteina kao Sto su mleko, mle¢ni napici, voéni
jogurt ili sladoled, ali ne postoje dokazi da je moguca njihova primena kod

proizvoda od mesa;

najve¢i broj metoda za odredivanje boja naveden u literaturi su metode tecne
hromatografije, medu njima najve¢i broj ¢ine metode sa detekcijom na
fotodiodnom sloju. Navedene tecnohromatografske metode se bave
odredivanjem boja u bezalkoholnim i alkoholnim pi¢ima, konditorskom
proizvodima, slatkiSima, Zeleu, dZzemovima i dr., ali se ne navodi njihova

primena kod proizvoda od mesa;

kod vecine te€nohromatografskih metoda vreme trajanja instrumentalnog dela

analize je nepogodno za brzo i rutinsko odredivanje (oko 30 minuta i vise);

za hromatografsko razdvajanje i odredivanje ispitivanih boja u vecini navedenih

metoda je koriSéen gradijent smeSe rastvaraca uz upotrebu pufera u smesi;

priprema uzoraka za hromatografiju je ili veoma kompleksna i nepogodna za
rutinska odredivanja ili suvise pojednostavljena (razblazivanje ili rastvaranje) da

bi mogla da bude primenjena kod proizvoda od mesa;

iako se ekstrakcija rastvaraCima pri poviSenom pritisku 1 temperaturi
prvenstveno koristi za izolovanje masti i kod odredivanja pesticida, ona se moze
primeniti za ekstrakciju boja iz supstrata koji sadrzi proteine i masti posle

adekvatne optimizacije postupka;

ne postoji pouzdana, savremena metoda za odredivanje prirodnih i vestackih
dodatih boja u proizvodima od mesa pogodna za redovan, rutinski rad u

laboratorijama za kontrolu prisustva i sadrzaja boja u ovim proizvodima.
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3. CILJEVIISTRAZIVANJA I ZADACI RADA

3.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je da se u okviru savremenih analitickih
tehnika razviju i validuju nove metode za utvrdivanje prisustva i odredivanje sadrzaja
prirodne boje KoSenile i1 vesStackih boja Ponsa 4R i Alura crvene AC kod proizvoda od
mesa. Istrazivanje, takode, ima za cilj da se utvrdi da li postoji medusobna zavisnost
izmedu sadrzaja navedenih aditiva u proizvodima od mesa i drugih pokazatelja kvaliteta
proizvoda (sastav, senzorne osobine, boja po CIE L * a * b sistemu).

Pretpostavka je da se u okviru savremene analiticke tehnike visokoefikasne tecne
hromatografije (HPLC), koja se, inace, Siroko primenjuje u razli¢itim granama nauke i
prakse, uz odgovarajuée inovacije mogu razviti nove metode za utvrdivanje prisustva i
odredivanje sadrzaja crvenih prehrambenih boja. Za kvantitativno i1 kvalitativno
odredivanje ovih boja primenila bi se tehnika visokoefikasne te¢ne hromatografije sa
spektrofotometrijskom detekcijom. Nacin ekstrahovanja boja iz proizvoda od mesa bio
bi zasnovan na originalnom reSenju, koje po€iva na primeni automatskog postupka

ubrzane ekstrakcije boja rastvaracima.

3.2. Zadacirada

Zadaci doktorske disertacije su:

- da se u okviru visokoefikasne te¢ne hromatografije sa spektrofotometrijskom
detekcijom, primenom novog postupka za ekstrakciju boja, razvije i validuje
nova metoda za kvantitativno i kvalitativno odredivanje prirodne boje Kosenile i
vestackih boja Ponsa 4R i1 Alura crvene AC kod proizvoda od mesa,

- da se u cilju validacije nove metode za odredivanje boja izrade odgovarajuc¢i
proizvodi od mesa: finousitnjena barena kobasica - ,,pariska kobasica“ i konzerva

od mesa u komadima - ,kuvana Sunka®, sa kolic¢inama boja od 4,0 do 25,0
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mg/kg,

da se pomocu nove metode izvrSi kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje
KosSenile, Ponsa 4R i1 Alura crvene AC kod eksperimentalnih proizvoda i
odgovarajuc¢ih proizvoda od mesa sa trzista,

da se izvrSi ispitivanje hemijskog sastava, fizicko-hemijskih parametara,
senzorna anlaiza i instrumentalno ispitivanje boje CIE L*a*b kolorimetrijom
eksperimentalnih proizvoda od mesa,

da se iz rezultata CIE L*a*b kolorimetrijskih merenja i visokoefikasne te¢ne
hromatografije, primenom viSestruke linearne regresije, razviju matematicki
modeli (formule) koji bi omogucili upotrebu CIE L*a*b kolorimetrije za brzo
odredivanje koli¢ine boja kod proizvoda od mesa, i

da se dobijeni rezultati obrade odgovarajuc¢im statisti¢im metodama.
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4. MATERIJAL I METODE ISPITIVANJA

Materijal koriS¢en za izradu eksperimentalnog dela doktorskog rada je nabavljan od
vode¢ih proizvodaca i dobavljata hemikalija i Cistih supstanci. Eksperimentalni
proizvodi od mesa su izradeni u industrijskim i u laboratorijskim uslovima na nacin

opisan u daljem tekstu.

4.1. Rastvaraci za ekstrakciju i pripremu mobilne faze za tecnu hromatografiju

Kori$¢eni organski rastvarac¢i, metanol i acetonitril, su bili HPLC Cdistoce,
CHROMASOLYV, Sigma, (EU). Voda koris¢ena za izradu rastvora boja i puferskog
rastvora je bila HPLC cistoce, JT Baker, (SAD).

4.2. Priprema rastvora amonijum acetatnog pufera

Amonijum acetat i sir¢etna kiselina za pripremu rastvora pufera su bili ,,pro analisi‘
(p.a.) cCisto¢e, MERCK, (Nemacka). Na analitickoj vagi je odmeravano 3,8541 g
amonijum acetata, rastvarano u 800 ml HPLC vode, pH vrednost podeSavana sir¢etnom
kiselinom uz pomo¢ pH-metra. Rastvor pufera je, posle podeSavanja pH vrednosti,

prenosen u normalni sud od 1000 ml i razblazen vodom do oznake na sudu.

4.3. Priprema zbirnog standardnog rastvora boja

Na analiti¢koj vagi je odmereno po 10 mg KosSenile, 10 mg Ponsa 4R i 12,5 mg
Alura crvene AC (sadrzaj boje 80 %) u ¢asu od 100 ml, rastvoreno u 50 ml vode,
preneseno u normalni sud od 100 ml i razblazeno vodom do oznake suda. Koncentracija
svake boje u rastvoru je iznosila 100 pg/ml. Ovaj rastvor je koriS¢en za pripremu radnih

rastvora boja.
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4.4. Izrada eksperimentalnih proizvoda od mesa

Za realizaciju ove teze izradeni su sledeci eksperimentalni proizvodi od mesa: fino
usitnjena barena kobasica, nazvana ,,pariska kobasica* i konzerva od mesa u komadima,

nazvana ,.kuvana Sunka®.

4.4.1.1zrada eksperimentalne ,,pariske kobasice”

Eksperimentalna fino usitnjena barena kobasica izradivana je u industrijskom
pogonu, prema recepturi za ,,parisku kobasicu® (tabela 2). Za izradu eksperimentalnih
kobasica koriS¢eno je svinjsko meso II i III kategorije, june¢e meso III kategorije,
emulzija kozica, sojino braSno, hidrirane sojine ljuspice, led, zacini i aditivi. Ukupna

koli¢ina nadeva iznosila je 20 kg po svakom eksperimentalnom proizvodu.

Tabela 2 — Sirovinski sastav eksperimentalne ,,pariske kobasice*

Oznaka Sirovina Koli¢ina (kg)
1 Juneée meso III kategorije 2,63
2 Svinjsko meso II kategorije 2,26
3 Emulzija kozica 2,26
4 Hidrirane sojine ljuspice 1,88
5 Svinjsko meso III kategorije 5,64
6 Led 4,14
7 Nitritna so 0,19
8 Kuhinjska so 0,04
9 Kalijum polifosfat 0,08
10 Frisko 0,06
11 Dekstroza 0,01
12 Natrijum askorbat 0,008
13 Skrob 0,19
14 Sojino brasno 0,56
15 Zalin 0,06
16 Karagenan 0,40
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Proizvodne partije eksperimentalne

,pariske

kobasice®“ su se medusobno

razlikovale po vrsti i1 koli€ini upotrebljenih boja. Izradeno je 10 proizvodnih partija

,pariske kobasice®, a svaka partija je posebno pripremana.

Nadev eksperimentalne ,pariske kobasice” izradivan je u kuteru (uredaj za

usitnjavanje i meSanje mesa), a zatim, dodatno, u mikrokuteru radi finog usitnjavanja i

bolje homogenizacije nadeva. U toku proizvodnje eksperimentalnih fino usitnjenih

barenih kobasica posebno se vodilo racuna da temperatura nadeva ne prede vrednost od

12 °C. Temperatura je kontrolisana kontaktnim bimetalnim termometrom. Nadev

eksperimentalnih kobasica je punjen u poliamidne omotace precnika 60 mm pomocu

masine za punjenje (punilica). Eksperimentalna ,pariska kobasica® je termicki

obradivana pri 80 °C, do postizanja temperature od 72 °C u termalnom centru.

Eksperimentalnoj ,,pariskoj kobasici* su dodavane sledece boje:

- E 120, Kosenila, karminska kiselina (Cocchineal, Carminic acid);

- E 124, Ponso 4R (Ponceau 4R);

- E 129, Alura crvena AC (Allura Red AC).

Vrsta i koli¢ina boja dodatih eksperimentalnim kobasicama prikazani su u tabeli 3.

Tabela 3 — Koli¢ina boje u eksperimentalnoj ,,pariskoj kobasici‘.

PP” Boja Koli¢ina (mg/kg)
1 Bez boje (kontrola) 0,00
2 E 120, Kosenila 3,39
3 E 120, Kosenila 7,50
4 E 120, Kosenila 12,50
5 E 124, Ponso 4R 5,00
6 E 124, Ponso 4R 15,00
7 E 124, Ponso 4R 25,00
8 E 129, Alura crveno AC 5,00
9 E 129, Alura crveno AC 15,00
10 E 129, Alura crveno AC 25,00

PP - prozvodna partija
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Eksperimentalna ,,pariska kobasica®, oznacena brojem 1, je kontrolni proizvod bez
dodatih boja. U kobasice broj 2 do 4 dodavana je Kosenila (E 120) u navedenim
koli¢inama. U proizvode sa oznakom 5, 6, i 7 dodavana je boja Ponso 4R (E 124), au

proizvode pod brojem 8, 9 1 10 Alura crvena AC (E 129), kako je navedeno u tabeli 3.

4.4.2.1zrada eksperimentalne ,,kuvane Sunke*

Eksperimentalne konzerve od mesa u komadima izradivane su u laboratorijskim
uslovima prema recepturi za ,kuvanu Sunku‘ (tabela 4). Za izradu eksperimentalnih
konzervi od mesa kori$¢eno je svinjsko meso I kategorije (svinjski but). Za salamurenje
mesa je pripremana salamura od vode, nitritne soli, polifosfata, natrijum eritorbata
(izoaskorbata) i1 karagenana. Ukupna koli¢ina svakog pojedinacnog eksperimentalnog
proizvoda je iznosila oko 750 g. Kao i eksperimentalna ,pariska kobasica®, i
eksperimentalna ,kuvana Sunka“ se, u svakoj proizvodnoj partiji, medusobno
razlikovala po wvrsti i koli¢ini upotrebljenih boja. Izradeno je 10 proizvodnih patija

,kuvane Sunke®, a svaka partija je pripremana posebno.

Tabela 4 — Sirovinski sastav eksperimentalne konzerve ,,kuvana Sunka“

Oznaka Sirovina Kolic¢ina (g)
1 Svinjsko meso I kategorije 500
2 Voda 192
3 Nitritna so 15,71
4 Kalijum polifosfat 3,57
5 Natrijum eritorbat 2,14
6 Karagenan 1,07

Meso za pripremu eksperimentalne ,kuvane Sunke“ je seCeno noZzem na komade
veli¢ine oko 15 mm. Pre toga odvojeni su masni delovi i opne oko pojedinacnih misi¢a
buta. Za svaku proizvodnu partiju odmeravano je po 500 g mesa. Salamura je
pripremana rastvaranjem odmerenih koliina sastojaka u vodi (tabela 4). Odnos mesa i
salamure je bio 70 % prema 30 %. Meso i salamura su meSani nekoliko sati da meso

potpuno ,,veze“ salamuru. Za meSenje je koris¢en Kenwood kuhinjski robot KM 010.
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Mesenje je vrSeno pri najnizoj brzini. Metalne posude su ru¢no punjene pripremljenim
sadrzajem 1 zatvarane hermeticki. Eksperimentalna ,kuvana Sunka® je termicki
obradivana pri 80 °C, do postizanja temperature od 72 °C u termalnom centru
proizvoda.

Eksperimentalnoj ,.kuvanoj Sunki““ dodavane su, takode, boje:

- E 120, Kosenila, karminska kiselina (Cocchineal, Carminic acid);
- E 124, Ponso 4R (Ponceau 4R);
- E 129, Alura crveno AC (Allura Red AC).

Vrsta 1 koli¢ina boja dodatih u ,kuvanu Sunku®“ prikazani su u tabeli 5.
Eksperimentalna ,.kuvana Sunka®, oznacena brojem 1, je kontrolni proizvod bez dodatih
boja. U proizvode oznacene brojevima 2, 3 i 4 dodavana je Kosenila (E 120) u
navedenim koli¢inama. U proizvode sa oznakom 5, 6 i 7 dodavana je boja Ponso 4R (E
124), a u proizvode pod brojem 8, 9 i1 10 Alura crvena AC (E 129), kako je navedeno u
tabeli 5.

Tabela 5 — Koli¢ina boje u eksperimentalnoj , kuvanoj Sunki*

PP’ Boja Koli¢ina (mg/kg)
1 Bez boje (kontrola) 0,0
2 E 120, Kosenila 2,5
3 E 120, Kosenila 5,0
4 E 120, Kosenila 15,0
5 E 124, Ponso 4R 2,5
6 E 124, Ponso 4R 5,0
7 E 124, Ponso 4R 15,0
8 E 129, Alura crveno AC 2,5
9 E 129, Alura crveno AC 5,0
10 E 129, Alura crveno AC 15,0

PP - prozvodna partija
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4.5. Metode ispitivanja

Za ispitivanje karakteristika dobijenih eksperimentalnih proizvoda koriS¢ene su

hemijske 1 fizicko-hemijske metode zajedno sa ispitivanjem senzornih svojstava

proizvoda. Sva ispitivanja su obavljena na Institutu za higijenu i tehnologiju mesa u

Beogradu.

4.5.1. Hemijske metode ispitivanja

Od hemijskih parametara, u eksperimentalnim proizvodima od mesa izradenim na

opisani nacin, odredivani su:

4.5.1.1.

4.5.1.2.

4.5.1.3.

4.5.1.4.

sadrzaj proteina, referentnom metodom za odredivanje sadrzaja azota u mesu i
proizvodima od mesa, SRPS ISO 937/1992, koja se zasniva na digestiji uzorka
koncentrovanom sumpornom kiselinom uz koriS¢enje bakar sulfata kao
katalizatora. Prilikom digestije organski azot se prevodi u amonijumove jone,
zatim se vrsi alkalizacija i destilacija oslobodenog amonijaka. Titrovanjem se
odreduje koli¢ina amonijaka i na kraju izraCunava sadrzaj azota u uzorku iz

koli¢ine dobijenog amonijaka.

sadrzaj slobodne masti, referentnom metodom za odredivanje sadrzaja
slobodne masti u mesu i1 proizvodima od mesa, SRPS ISO 1443/1992,

ekstrakcijom masti petroletrom, kori§¢enjem aparature po Soxhlet-u.

sadrzaj vlage, referentnom metodom za odredivanje sadrzaja vlage u mesu i
proizvodima od mesa, SRPS ISO 1442/1998, potpunim meSanjem dela uzorka

za ispitivanje sa peskom i suSenjem do konstantne mase na 103 + 2 °C.
sadrzaj ukupnog pepela, metodom za odredivanje ukupnog pepela u svim

vrstama mesa i proizvodima od mesa, ukljucuju¢i meso zivine, SRPS ISO

936/1999; deo uzorka za ispitivanje se susi, ugljenise, a zatim Zari na 550 + 25
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°C. Posle hladenja se odredi masa ostatka.

4.5.2.Fizicko-hemijske metode

Od fizi¢ko-hemijskih osobina odredivana je:

4.5.2.1. pH vrednost, referentnom metodom za merenje pH svih vrsta mesa i proizvoda
od mesa, ukljucujuci meso zivine, SRPS ISO 2917/2004. Metoda se
primenjuje na proizvode koji se mogu homogenizovati i takode za merenja bez
razaranja na mesu u trupovima, ¢etvrtinama i misi¢ima. Metoda se zasniva na
merenju razlike potencijala, a merenje se izvodi stavljanjem kombinovane
elektrode instrumenta u uzorak mesa ili potapanjem u ekstrakt mesa ili
proizvoda od mesa.

Sva ispitivanja su radena u 6 ponavljanja.

4.5.3.Senzorsko ispitivanje boje

Kvantitativno-deskriptivnom analizom u skladu sa uputstvom o metodologiji
senzorske analize, SRPS ISO 6658/2001; na skali intenziteta od 1 do 5 ocenjivana su
odabrana senzorska svojstva eksperimentalnih proizvoda od mesa, i to prihvatljivost,
ujednacenost boje preseka i postojanost boje 10 minuta nakon narezivanja. Ispitivanja je
izvrsilo Sest obucenih ocenjivaca. U tabeli 6 je prikazana kvantitativno deskriptivna

skala koja je kori§¢ena za ocenu senzorskih ispitivanja boje eksperimentalnih proizvoda.

Tabela 6 — Kvantitativno-deskriptivna skala za ocenu senzorskih ispitivanja boje

Brojcana ocena Opisna ocena
5 izuzetno prihvatljiva
4 veoma prihvatljiva
3 prihvatljiva
2 na granici prihvatljivosti
1 neprihvatljiva
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Za utvrdivanje postojanja statisticki znacajnih razlika medu rezultatima na nivou
pouzdanosti od 95% (p < 0,05) koriS¢eni su analiza varijanse (ANOVA) i Taki-Kramer

test poredenja srednjih vrednosti svih parova.

4.5.4.Odredivanje boje (CIE L*a*b*) kolorimetrijom

Merenja L*, a* i b* vrednosti boje preseka eksperimentalnih proizvoda po CIE
L*a*b* sistemu, izvrSeno je aparatom Chromameter CR-400, Konica Minolta Co. Ltd.
Proizvodi su snimani posle kalibracije uredaja pri slede¢im uslovima: pre¢nik otvora
objektiva 8 mm, standardno CIE D65 difuzno osvetljenje, izvor svetlosti pulsna
ksenonska lampa, ugao vidljivosti 0 stepeni. Vrednosti su merene na poprecnim
presecima odmah posle narezivanja i 10 minuta nakon narezivanja, na istim presecima.
Proizvodi su narezivani poprecno u odnosu na uzduznu osu, na rastojanju od 1-2 cm

tako da se dobije Sest paralelnih preseka duz proizvoda.

4.5.5.Razvoj te¢no-hromatografske metode za odredivanje boja u proizvodima od mesa

(HPLC analiza)

Vrsta 1 koli¢ina boja u proizvodima od mesa, odredeni su reverzno-faznom visoko
efikasnom tecnom hromatografijom sa ultraljubicastom (UV) detekcijom na
fotodiodnom sloju. Ova analiticka tehnika omogucava istovremeno razdvajanje polarnih
ispitivanih supstanci (analita) od drugih prisutnih supstanci, njihovu identifikaciju na
osnovu vremena zadrzavanja na koloni (retencionog vremena), odredivanje koli¢ine
integraljenjem analitickog signala (kvantifikaciju) i potvrdu (konfirmaciju) pomocu UV-
spektra ispitivane supstance. Identifikacija, kvantifikacija i1 konfirmacija su moguce
samo poredenjem podataka iz dobijenih hromatograma i UV-spektara sa retencionim
vremenom, povrSinom analitickog signala 1 UV-spektrom rastvora analita poznate
koncentracije (standardni rastvor). Standardni rastvor moze biti smesa vise ispitivanih
supstanci, koje se, pod uslovom da imaju razliita retenciona vremena, mogu
istovremeno odredivati.

Metoda za odredivanje boja u proizvodima od mesa je razvijana u nekoliko faza:
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a) odredivanje uslova za visokoefikasnu te¢nu hromatografiju;

b) ispitivanje relevantnih Cinilaca za ekstrakciju boja iz proizvoda od
mesa instrumentalnom tehnikom ubrzane ekstrakcije rastvaracima
(Accelerated Solvent Extraction, ASE) na poviSenoj temperaturi i
povisenom pritisku, i

c) optimizacija uslova ekstrakcije primenom eksperimentalnog dizajna.

4.5.5.1. Odredivanje uslova za te¢nu hromatografiju

Sistem za tecCnohromatografsko odredivanje boja u proizvodima od mesa se
sastojao od HPLC pumpe sa autosemplerom, injektorom i grejaem kolone WATERS
Aliance 2695 Separation Module i UV-detektora sa fotodiodnim slojem WATERS 2996
Photodiode Array Detector. Ispitivan je uticaj sastava mobilne faze (smese rastvaraca za
hromatografsko razdvajanje) na efikasnost razdvajanja analita. U toku ispitivanja su
koriS¢ene smese vode i acetonitrila, vode i metanola, amonijum acetatnog pufera (pH 4)
1 acetonitrila, amonijum acetatnog pufera (pH 7) i acetonitrila u razli¢itim zapreminskim
odnosima komponenata za izokratsko razdvajanje. Takode, ispitivana je efikasnost
razdvajanja boja pri gradijentnom eluiranju.

Hromatografisanje je izvodeno na ambijentalnoj temperaturi, a injekciona
zapremina standardnih rastvora je 10 pl.

Detekcija je vrSena u Sirokoj spektralnoj oblasti (od 210 do 800 nm), a zatim je
koriS¢ena automatska racunska funkcija softvera za snimanje i obradu hromatograma
Empower Pro (WATERS) za pronalazenje maksimuma apsorpcije iz UV spektra i
integraljenje povrSine pika na maksimumu apsorpcije za svaku boju (MaxPlot funkcija).

Za hromatografsko razdvajanje su koriS¢ene dve kolone istog proizvodaca
(Phenomenex) Luna C18(2) i1 Kinetex C18 sa oktadecil sulfonatnim punjenjem. Kolone
se medusobno razlikuju u materijalu kojim su napunjene (stacionarna faza). Stacionarna
faza Luna kolone se sastoji od sfernih cestica od poroznog materijala, dok je kod

Kinetex kolone stacionarna faza od sfernih Cestica sa ¢vrstim jezgrom.
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Cilj ove faze ispitivanja je dobijanje boljeg razdvajanja pikova analita, kao i jasno
definisanih, uskih i simetri¢nih pikova. Dobijanjem uskih, oStrih pikova povecavaju se

osetljivost, tanost i selektivnost odredivanja.

4.5.5.2. Ubrzana ekstrakcija boja na poviSenoj temperaturi i poviSenom pritisku

Ubrzana ekstrakcija boja iz proizvoda od mesa rastvaraCima na poviSenoj
temperaturi i poviSenom pritisku je ispitivana na uredaju DIONEX Accelerated Solvent
Extractor ASE 100. Za ekstrakciju su koris¢ene CeliCne ¢elije zapremine 34 ml u koje je
odmeravano po 1,00 g homogenizovanog uzorka. Ekstrakt je sakupljan u bocice za
prihvatanje ekstrakta od 250 ml.

Ispitivani su slede¢i faktori uticaja na efikasnost ekstrakcije:

a) temperatura na kojoj se vrsi ekstrakcija,
b) vreme trajanja jednog ekstrakcionog ciklusa,
c) broj ekstrakcionih ciklusa i

d) koncentracija, u procentima, amonijum acetatnog pufera u metanolu.

Za ispitivanje uticaja ovih faktora na efikasnost izolovanja boja iz proizvoda od
mesa upotrebljen je potpuni faktorski 2k eksperimentalni dizajn (full factorial 2k Design
of Experiment, DoE), gde je k broj ispitivanih faktora. Izvedeno je 16 eksperimenata u
dva ponavljanja, Sto ¢ini ukupno 32 eksperimenta. Svaki faktor je pra¢en na dva nivoa

(2 u izrazu 2%):

a) temperatura (T), pri vrednostima od 40 °C i 100 °C;

b) vreme (t), 31 10 min;

c) broj ciklusa (NoCy), 11 3;

d) koncentracija pufera u metanolu (Cbuf), 0% (¢ist metanol) 1 20%

amonijum acetatnog pufera pH 7 u metanolu.
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Na osnovu ovih vrednosti uz pomo¢ statistickog softverskog paketa UnscramlerX
firme CamoSoft, izradena je tabela eksperimenata (tabela 7).

Po svakoj zavrSenoj ekstrakciji, ekstrakt iz bocCice je prenet u balon sa $lifom od
100 ml, uparavan do suva na vakuum uparivacu, suvi ostatak je rastvaran u 2 ml smese
metanol/amonijum acetatni pufer pH 7 1:1 (v/v), filtriran kroz membranski filter
veli¢ine pora 0,45 um u bocicu autosemplera i hromatografski analiziran. Injekciona

zapremina ekstrakta je 20 pl.

Tabela 7 —Potpuni faktorski 2" eksperimentalni dizajn za odredivanje relevantnih faktora

ekstrakcije na povisenoj temperaturi i poviSenom pritisku

T(°C) t(min) NoCy Cpu(%)
1 40 3 1 0
2 100 3 1 0
3 40 10 1 0
4 100 10 1 0
5 40 3 3 0
6 100 3 3 0
7 40 10 3 0
8 100 10 3 0
9 40 3 1 20
10 100 3 1 20
11 40 10 1 20
12 100 10 1 20
13 40 3 3 20
14 100 3 3 20
15 40 10 3 20
16 100 10 3 20

U toku ispitivanja koriS¢en je uzorak ,pariske kobasice* bez boje kojem je dodavan
standardni rastvor smeSe ispitivanih crvenih prehrambenih boja tako da je koli¢ina
svake boje pojedinacno iznosila 10 mg/kg. Za procenu efikasnosti izolovanja boja iz
proizvoda od mesa izraunavan je povratni prinos (recovery) za svaku boju posle

svakog izvedenog eksperimenta.

4.5.5.3. Optimizacija uslova ekstrakcije

Posle odredivanja najbitnijih faktora uticaja na efikasnost ekstrakcije izvrSena je

optimizacija uslova ekstrakcije boja. Optimizacija je izvrSena koriS¢enjem Boks-
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Vilsonovog centralnog kompozitnog dizajna (skrac¢eno ,.centralni kompozitni dizajn®,
CCD) za dva faktora: vreme trajanja ekstrakcionog ciklusa i broj ekstrakcionih ciklusa.

Centralni kompozitni dizajn sadrzi u sebi faktorski dizajn sa centralnom tackom
koji je proSiren tako da omogucava dobijanje zavisnosti drugog reda (kvadratna
zavisnost) izlaznih podataka od ispitivanih faktora. Rezultat centralnog kompozitnog
dizajna je dvodimenzionalna funkcija (povrSina odziva, eng. response surface, RS) iz
koje se, nalazenjem prvog izvoda, dobijaju krive zavisnosti ispitivanih podataka u
funkciji ulaznih faktora. NalaZenjem maksimuma (ili minimuma) dobijenih krivih
odreduju se optimalne vrednosti faktora.

Centralni kompozitni dizajn za optimizaciju uslova ekstrakcije boja iz proizvoda od
mesa je prikazan u tabeli 8. Prilikom dizajniranja eksperimenata za optimizaciju
izabrane su minimalne i maksimalne vrednosti za vreme trajanja ekstrakcionog ciklusa
od 51 15 minuta, a za broj ekstrakcionih ciklusa od 2 i 4 (Cube od 1 do 4 u tabeli 7).
Centralne vrednosti ispitivanih faktora su 10 minuta i 3 ciklusa (cp01 i ¢cp02). Vrednosti
za dizajn u obliku zvezde su zaokrugljene (umesto 17,0711 12,9289 koliko su iznosile u
originalnom dizajnu, zaokruzene su na 17 1 3 minuta za vreme, a 4,4142 11,5858 na 4 i
2 za broj ciklusa) iz tehnickih razloga, jer se na uredaju ne mogu podesiti decimalne
vrednosti vremena i broja ciklusa (Axial A i B). Eksperimenti su izvodeni bez
ponavljanja osim za eksperimente centralnih vrednosti, tako da je ukupno uradeno 10
eksparimenata (4 za faktorski dizajn, 4 za dizajn u obliku zvezde i 2 za centralne
vrednosti). Ponavljanje centralnih vrednosti je potrebno radi provere zakrivljenosti
povr§ine zavisnosti, odnosno provere dobijenog modela. Pri izvodenju eksperimenata za
optimizaciju uslova ekstrakcije temperatura se nije menjala i iznosila je 100 °C, a, za
ekstrakciju je koriS¢en samo metanol bez dodatog pufera.

Posle svakog izolovanja ekstrakt je pripreman za hromatografsko ispitivanje na
prethodno opisan nacin. Injekciona zapremina ekstrakta je, takode, 20 pl.

Kao 1 u odeljku 4.5.5.2., u toku ispitivanja koriS¢en je uzorak ,,pariske kobasice*
bez boje, kojem je dodavan standardni rastvor smese ispitivanih crvenih prehrambenih
boja. Takode, za procenu efikasnosti izolovanja boja iz proizvoda od mesa, izratunavan

je povratni prinos (recovery) za svaku boju posle svakog pojedinacnog eksperimenta.
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Tabela 8 — Centralni kompozitni dizajn za optimizaciju ASE ekstrakcije

Vreme trajanja ekstrakcionog Broj ekstrakcionih
ciklusa (min) ciklusa
1 Axial A(high) 17 3
2 Axial A(low) 3 3
3 Axial B(high) 10 5
4 Axial B(low) 10 2
5 Cubel 5 2
6 Cube2 15 2
7 Cube3 5 4
8 Cube4 15 4
9 cp01 10 3
10 cp02 10 3

Pri ekstrakciji boja iz eksperimentalne ,,pariske kobasice* pod uslovima dobijenim

optimizacijom sa uzorcima kojima je dodata smeSa standardnih rastvora boja

(,,spajkovani® uzorci) prime¢eno je da su rezultati povratnog prinosa odredivanja

sadrzaja Kosenile, E 120, bili nizi za 30 — 40%. Radi povecanja efikasnosti ekstrakcije

KoSenile koriS¢eni su eksperimentalni proizvodi za optimizaciju uslova ubrzane

ekstrakcije rastvara¢ima. Boks-Benkenov (Box-Behnken) dizajn sa 13 ekstrakcija (12

ekstrakcija sa razliitim kombinacijama ispitivanih faktora i jedna ekstrakcija sa

srednjim vrednostima svih faktora za proveru zakrivljenosti funkcije) je koriS¢en za

optimizaciju ekstrakcionih uslova. U dizajniranju procesa optimizacije ekstrakcije boje

iz eksperimentalnih kobasica su proucavani sledeci faktori:

a) uticaj temperature ekstrahovanja u tri nivoa — 90 °C, 105°C i 120 °C;

b) uticaj vremena trajanja jednog ekstrakcionog ciklusa — 5, 8 i 11 minuta;

c) uticaj broja ekstrakcionih ciklusa — 2, 3 i 4 ciklusa.

Efikasnost ekstrakcije je pracena tecnohromatografskim odredivanjem kolicine

ekstrahovane boje izrazene u pg/g uzorka i izraCunavanjem povratnog prinosa. Ekstrakti

su pripremani na ranije opisani nacin.

Faktori optimizacije 1 njthove vrednosti pri pojedina¢nim ekstrakcijama su

prikazani u tabeli 9.
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Rezultati dizajna optimizacije ekstrakcije su analizirani programima za statisticku

obradu CAMOSOFT UnscramblerX 1 SAS Institute Inc. JMP 10.

Tabela 9. — Boks-Benken dizajn optimizacije ekstrakcije boje E 120 iz eksperimentalnih

proizvoda
Redni broj odredivanja Temperatura (°C) Vreme trajanja Broj ekstrakcionih ciklusa
ekstrakcionog ciklusa (min)
1 90 5 3
2 90 8 2
3 90 8 4
4 90 11 3
5 105 5 2
6 105 5 4
7 105 8 3
8 105 11 2
9 105 11 4
10 120 5 3
11 120 8 2
12 120 8 4
13 120 11 3

4.5.6. Metode statisticke obrade rezultata

Za tabelarno predstavljanje podataka, pripremu za dalju obradu i osnovna
statisticka izraCunavanja je koriS¢en program Excell, Microsoft Office 2007,
softverskog paketa sa Data Analysis dodatkom. Za kompleksnija izraCunavanja,
istovremenu obradu velikog broja podataka i primenu sloZenijih statistickih metoda su
koriS¢eni programi za statisticku obradu CAMOSOFT UnscramblerX i SAS Institute
Inc. JMP 10.

Primenjene su sledece statisticke metode za obradu podataka:

a) deskriptivna statistika za prikazivanje srednjih vrednosti rezultata,
standardnih devijacija i drugih parametara u vezi sa ponovljenim
odredivanjima;

b) t-testoviza poredenje dva seta rezultata i utvrdivanje statisticki znacajnih

razlika medu njima;
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d)

analiza varijanse, ANOVA, za ispitivanje postojanja statisticki znacajne
razlike izmedu viSe setova rezultata, za analizu dizajna eksperimenta, analizu
rezultata viSestruke linearne regresije, odnosno proveru matemati¢kih modela
dobijenih drugim metodama statisticke obrade podataka;

metoda najmanjih kvadrata za izradu matemati¢kih modela linearne regresije,
viSestruke linearne regresije i pri analizi dizajna eksperimenta;

viSestruka linearna regresija za utvrdivanje znacajnosti uticaja ispitivanih
faktora na osobine eksperimentalnih proizvoda, procesa ekstrakcije boja iz
proizvoda od mesa, analizu rezultata dobijenih statistickim dizajnom
eksperimenta, kao i dobijanje matematickih modela (jednacina) za
izraCunavanje koli¢ine boje u proizvodima na osnovu merenja boje preseka
proizvoda po CIE L*a*b* sistemu;

eksperimentalni dizajn za prikupljanje eksperimentalnih podataka pri razvoju
1 optimizaciji metoda ekstrakcije 1 hromatografskog odredivanja ispitivanih

boja u proizvodima od mesa.
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U ovom poglavlju su prikazani rezultati hemijskog ispitivanja eksperimentalnih
proizvoda, merenja pH vrednosti, senzornog ocenjivanja, CIE L*a*b* kolorimetrije,
hromatografskih ispitivanja i statisticke obrade dobijeni primenom metoda navedenih u

prethodnom poglavlju.

5.1. Hemijski sastav eksperimentalnih proizvoda

Rezultati hemijskog ispitivanja eksperimentalnih proizvoda od mesa su prikazani u
tabelama 10 i 12. U tabeli 10 su prikazani rezultati ispitivanja hemijskog sastava
,pariske kobasice®, a u tabeli 12 rezultati ispitivanja ,.kuvane Sunke*. Kao $to je ranije
receno, ispitivani su sadrzaj proteina u proizvodima, sadrzaj slobodne masti, vode i
pepela. Vrednosti u tabelama su prikazane kao prosek 6 ponovljenih odredivanja sa
odgovaraju¢im standardnim devijacijama. Za izraCunavanje srednjih vrednosti i
odstupanja dobijenih rezultata je koriS¢ena deskriptivna statistika. Poredenje dobijenih
vrednosti za ispitivani parametar (sadrzaj proteina, slobodne masti, vode i1 pepela) je
izvrSeno analizom varijanse. Postojanje, odnosno odsustvo statisticki znacajne razlike
medu dobijenim rezultatima unutar serije eksperimentalnih kobasica za ispitivane
komponente hemijskog sastava je obelezeno slovnim oznakama pored svakog rezultata.
Izmedu vrednosti koje su obelezene istim slovom ne postoji statisti¢ki znacajna razlika

pri 95 % intervalu pouzdanosti, dok razlicita slova znace da razlika postoji (p < 0,05).

5.1.1.Eksperimentalna ,,pariska kobasica“

Sadrzaj proteina u ispitivanim eksperimentalnoj ,,pariskoj kobasici* je bio u intervalu
od 11,84% do 12,77% sa vrednostima standardnih devijacija od 0,10% do 0,20%.
Sadrzaj masti je bio u intervalu od 12,60% do 16,80% sa vrednostima devijacija od
0,22% do 1,07%, dok je sadrzaj vode u ispitivanim eksperimentalnim kobasicama bio u

intervalu od 65,61% do 68,89% sa vrednostima standardnih devijacija od 0,13% do
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0,58%. Interval vrednosti sadrzaja pepela u eksperimentalnim kobasicama je od 2,59%

do 2,75% sa vrednostima standardnih devijacija od 0,02% do 0,10%.

Tabela 10 — Hemijski sastav eksperimentalne ,,pariske kobasice*

pp") Sadria(j (;(;:)roteina Sadrrjzjs tsilz)oz())dne Sadrzaj vode (%) Pepeo (%)

PKO1 11,91 +0,12° 16,50 + 0,27% 65,61 + 0,28° 2,59 +0,10°
PKO02 12,62 + 0,18 12,69 + 0,22° 67,95+0,48" | 2,69 +0,03"
PKO03 12,77+ 0,16 13,09 + 0,24° 67,72+0,18" | 2,71 £0,06™
PK04 12,58 + 0,10 13,06 + 0,49° 67,66 +0,20" | 2,66 +0,05™
PKO5 11,93 £0,14° 16,36 + 0,44 66,18 £0,58% | 2,67 +0,04™
PKO06 12,07 £0,16° 16,23 +0,71%° 66,58 +0,51¢ 2,75 +0,02°
PK07 12,03 +0,12° 15,52 +0,89° 67,35+0,31° 2,73 £0,02%
PKO08 12,75+ 0,10° 12,60 + 0,35° 68,89 +0,18" 2,61+0,03°
PK09 12,10 + 0,20 15,68 +1,07° 68,05 +0,13° 2,65+ 0,07
PK10 11,84+ 0,16 16,80 + 0,28" 66,35+021% | 2,68+0,05"

Srednja vrednost 12,26 14,85 67,23 2,67

PP - prozvodna partija

Medusobna povezanost, izrazena kao stepen korelacije, hemijskih svojstava

eksperimentalne ,pariske kobasice odredivana je multivarijantnim ispitivanjem
rezultata. U tabeli 11 su prikazani koeficijenti korelacije ispitivanih hemijskih

parametara.

Tabela 11 — Korelacija rezultata hemijskih ispitivanja eksperimentalne ,,pariske

kobasice*
Proteini Mast Voda Pepeo
Proteini 1,0000 -0,8670 0,7251 0,0609
Mast -0,8670 1,0000 -0,7432 0,0377
Voda 0,7251 -0,7432 1,0000 0,0061
Pepeo 0,0609 0,0377 0,0061 1,0000

Relativno visoke vrednosti stepena korelacije, preko 50 %, su utvrdene izmedu
sadrzaja proteina i slobodne masti (-86,70 %), sadrzaja masti i vode (-74,32 %) i
sadrzaja proteina 1 vode (72,51 %). Pri poredenju sadrzaja pepela prema sadrzaju ostala

tri parametra dobijene su vrlo niske vrednosti stepena korelacije od 6,09 %, 3,77 % i
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0,61 %, redom.

5.1.2. Eksperimentalna ,kuvana Sunka*

Rezultati hemijskih ispitivanja konzerve ,kuvana Sunka“ (tabela 12) pokazuju da je

sadrzaj proteina u ovim proizvodima u rasponu od 15,16 % do 21,17 % sa standardnim

odstupanjima od 0,10 % do 0,36 %, sadrzaj masti od 0,58 % do 12,71 % sa devijacijama
od 0,12 % do 0,38 % 1 sadrzaj vode od 72,37 % do 76,60 % sa odstupanjima od 0,13 %

do 0,29 %. Sadrzaj pepela u ispitivanim uzorcima konzervi od mesa je bio ujednacen i

kretao se u opsegu od 3,28 % do 3,51 %, dok su standardna odstupanja odredivanja

pepela bila od 0,20 % do 0,60 %. Varijacije u koli¢ini masti u konzervama od mesa u

komadima su posledica nehomogenog sastava upotrebljenog komada mesa za izradu.

Ove razlike su direktno uticale na razlike u sadrzaju proteina i vode, a bile su bez uticaja

na rezultate odredivanja pepela.

Tabela 12 — Hemijski sastav eksperimentalne ,.kuvane Sunke*

pp" Sadrza(J (;(;:)rotema Sadrrizjs tsilz)oz())dne Sadrzaj vode (%) | Pepeo (%)
KS01 15,95+0,10%¢ 5,09+0,32¢ 75,60+0,18" 3,40+0,29"
KS02 16,36+0,19° 2,69+0,12° 76,60+0,29* 3,4120,30°
KS03 16,34+0,27° 2,07+0,138 76,58+0,22° 3,50+0,20°
KS04 15,86+0,36° 4,86+0,19° 75,4620,22° 3,4240,21°
KS05 15,16+0,31° 12,71+0,19° 72,3740,22° 3,37+0,24°
KS06 18,47+0,13° 3,94+0,22¢ 75,00:0,13° 3,51+0,60°
KS07 16,44+0,25° 3,42+0,20° 76,47+0,19° 3,38+0,22°
KS08 18,73+0,32° 0,85+0,21" 76,26%0,14° 3,30+0,23°
KS09 15,7540,20° 5,85+0,38° 73,58+0,19¢ 3,28+0,42°
KS10 21,1740,13" 0,58+0,31" 74,64+0,14° 3,30+0,17°
Srednja vrednost 16,82 4,21 75,25 3,39

PP - prozvodna partija

Stepen korelacije hemijskih svojstava eksperimentalne ,kuvane Sunke“ je, kao i u

slu¢aju ,,pariske kobasice®, odredivan multivarijantnim ispitivanjem rezultata. U tabeli

13 su prikazani koeficijenti korelacije ispitivanih hemijskih parametara.

46



5. Rezultati ispitivanja

Pri ovom ispitivanju, relativno visoke vrednosti stepena korelacije su utvrdene
izmedu sadrzaja proteina i slobodne masti (-56,04 %) i sadrzaja masti i vode (-76,28 %),
a vrlo niske vrednosti su dobijene izmedu sadrzaja proteina i vode (5,66 %) i sadrzaja

pepela prema sadrzaju ostala tri parametra (-2,59 %, 1,04 % 19,86 %).

Tabela 13 — Korelacija rezultata hemijskih ispitivanja eksperimentalne ,.kuvane Sunke*

Proteini Mast Voda Pepeo
Proteini 1,0000 -0,5604 0,0566 -0,0259
Mast -0,5604 1,0000 -0,7628 0,0104
Voda 0,0566 -0,7628 1,0000 0,0986
Pepeo -0,0259 0,0104 0,0986 1,0000

5.2. Merenje pH vrednosti

U tabeli 14 su prikazane srednje pH vrednosti eksperimentalnih proizvoda od mesa,

sa odredenim standardnim devijacijama. Vrednosti pH ,pariske kobasice® su bile od
6,15 do 6,39, sa standardnim devijacijama od 0,01 do 0,05, a konzerve ,.kuvana Sunka“

od 6,24 do 6,84 sa devijacijom svih rezultata od 0,01.

Tabela 14 — pH vrednost eksperimentalnih proizvoda

ppY pH vrednost
Pariska kobasica Kuvana Sunka
1. 6,38 £0,01% 6,74+0,01°
2. 6,37 +0,01% 6,84+0,01°
3. 6,31+0,01° 6,43+0,01"
4. 6,39+ 0,01° 6,54+0,01"
5. 6,25 + 0,05 6,77+0,01°
6. 6,36+ 0,01 6,61+0,01
7. 6,22 +0,01° 6,500,018
8. 6,22 +0,01° 6,240,017
9. 6,15+ 0,01° 6,57+0,01°
10. 6,23 +0,01% 6,26+0,01'

PP - prozvodna partija
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5.3. Senzorne ocene boje eksperimentalnih proizvoda

Senzorne ocene boje eksperimentalne ,,pariske kobasice su prikazane u tabeli 15, a

ocene boje preseka eksperimentalne ,.kuvane Sunke* date su u tabeli 17. Rezultati u

tabelama su grupisani na osnovu dodatih boja. Prikazane ocene predstavljaju srednje

vrednosti 6 ocena istog proizvoda za ispitivano svojstvo sa odgovaraju¢om standardnom

devijacijom.

5.3.1. Eksperimentalna ,,pariska kobasica*

Prihvatljivost boje preseka, ujednacenost boje preseka i postojanost boje 10 minuta

po narezivanju eksperimentalne barene kobasice bez dodate boje su ocenjene kao

prihvatljive. Ocene su 3,00, 2,58 i 2,67 u sledu kako su navedene ispitivane

karakteristike proizvoda.

Tabela 15 — Ocene senzornog ispitivanja boje eksperimentalne ,,pariske kobasice*

pp’ Boja Prihvatljivost boje Ujednacenost boje Postojanost boje preseka 10
prescka prescka min nakon narezivanja

PKO1 Bez boje 3,00+0,32 2,58 £0,49 2,67+0,26
PKO02 E120 4,50 + 0,45° 4,17 +0,52° 4,33 +£0,52°
PKO03 E120 3,83 £ 0,26b 4,08 £ 0,66° 3,78 +£0,57°
PKO04 E120 2,77+ 041° 4,00+ 0,77 2,75+ 0,42b
PKO05 E124 3,67+ 0,41b 4,00 £ 0,55° 3,63+ 0,3’8b
PKO06 E124 4,42 +0,20° 4,17 +0,52° 4,33+ 026"
PKO07 E124 3,80+ 0,45 4,08 £ 0,20 3,75+0,52%
PK08 E129 3,50+ 0,45 4,00 + 0,45 3,42+0,38°
PKO09 E129 4,40 +0,32° 4,05 +0,56° 4,28+0,51°
PK10 E129 3,50+ 0,32b 4,00 £+ 0,45° 3,33+ 0,26b

PP - prozvodna partija

Srednje vrednosti ocena prihvatljivosti boje preseka ,,pariske kobasice* sa KoSenilom
su bile u intervalu od 2,77 do 3,83, sa standardnom devijacijom od 0,26 do 0,66, dok su
prosecne vrednosti ocena ujednacenosti boje 1 postojanosti boje preseka 10 minuta

nakon narezivanja iznosile od 3,83 do 4,08 za ujednacenost i od 2,75 do 3,75 za
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postojanost boje preseka. Standardne devijacije ocena dobijenih pri senzorskim
ispitivanjima ujednacenosti boje preseka su bile u intervalu od 0,66 do 0,82, a devijacije
postojanosti boje preseka nakon 10 minuta po narezivanju su se kretale od 0,27 do 0,75.

,Pariska kobasica“ sa dodatom bojom Ponso 4R je ocenjena slede¢im ocenama:
prihvatljivost boje preseka od 3,25 do 3,90 sa devijacijama od 0,51 do 0,70;
ujednacenost boje preseka od 2,73 do 4,17, devijacije od 0,52 do 0,95 i postojanost boje
preseka 10 minuta po narezivanju od 3,17 do 3,73 sa devijacijama od 0,29 do 0,68.
,Pariska kobasica® sa dodatom Alura crvenom je, u senzorskom ispitivanju, dobila
sledece ocene: prihvatljivost boje preseka od 3,40 do 3,75 sa standardnom devijacijom
od 0,16 do 0,36, ujednacenost boje od 2,97 do 3,72 sa standardnom devijacijom od 0,25
do 0,86 i postojanost boje preseka od 3,33 do 3,62, sa standardnom devijacijom od 0,26
do 0,38.

Ocene postojanosti boje preseka senzornih svojstava ,pariske kobasice po
narezivanju i deset minuta po narezivanju su poredene dvosmernim statistickim z-
testom. Rezultati provere postojanja statisticke znacajnosti razlike ocena dobijenih za
prihvatljivost boje preseka odmah po narezivanju i 10 minuta nakon narezivanja su

prikazani u tabeli 16.

Tabela 16 — Uporedni prikaz senzornih ocena boje preseka eksperimentalne ,,pariske
kobasice* neposredno i 10 minuta posle narezivanja

Prihvatlji- Postojanost boje .
%) . ! . Verovatnoca

PP Boja vost boje preseka 10 min

R Prob>|t|

prescka nakon narezivanja

PKO1 Bez boje 3,00 2,67 0,074
PKO02 E 120 4,50 4,33 0,564
PKO03 E 120 3,83 3,78 0,850
PK04 E 120 2,77 2,75 0,946
PKO5 E 124 3,67 3,63 0,887
PKO06 E 124 4,42 4,33 0,550
PKO07 E 124 3,80 3,75 0,863
PKO08 E 129 3,50 3,42 0,734
PK09 E 129 4,40 4,28 0,662
PK10 E 129 3,50 3,33 0,342

PP - prozvodna partija

Sve vrednosti verovatno¢e (Prob>|t]), kao merilo statistiCke znaajnosti razlike

poredenih rezultata, su ve¢e od kriti¢ne vrednosti (p>0,05) za ispitivane senzorne ocene
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eksperimentalnih proizvoda.

5.3.2. Eksperimentalne konzerve ,.kuvana Sunka“

Rezultati ocenjivanja eksperimentalne ,.kuvane Sunke* bez boje i sa dodatim bojama
su prikazani u tabeli 17.

Kod konzerve , kuvana Sunka“ je ocenjivana prihvatljivost boje preseka i postojanost
boje 10 minuta po narezivanju. Boja preseka konzerve od mesa bez dodate boje koja je
proizvedena u laboratorijskim uslovima je ocenjena kao veoma prihvatljiva, brojéana
ocena 4,42. Posle 10 minuta ocena boje je bila nesto niza, 4,33. Odmah po narezivanju,
senzorske ocene proizvoda sa dodatom KoSenilom su bile od 2,83 za proizvod sa
koli¢inom boje od 15 mg/kg do 4,92 za proizvod sa koli¢inom boje od 2,5 mg/kg, a 10
minuta kasnije su se kretale od 2,83 do 4,75. Standardne devijacije ocenjivanja ovih
proizvoda su bile od 0,20 do 0,26, za sveze preseke, odnosno od 0,27 do 0,41 posle

stajanja.

Tabela 17 — Ocene senzornog ispitivanja boje eksperimentalne konzerve ,.kuvana

Sunka“
PP’ Boja Prihvatljivost boje | Postojanost boje preseka 10 min
preseka nakon narezivanja
KS01 | Bez boje 4,42+0,20 4,33+0,26
KS02 E120 4,92+0,20° 4,75+0,27
KS03 E120 4,83+0,26" 4,67+0,41°
KS04 E120 2,83+0,26° 2,83+0,41°
KS05 E124 4,67+0,26" 4,67+0,26"
KS06 E124 4,67+0,26" 4,67+0,26"
KS07 El124 3,33+0,26" 3,25+0,52°
KS08 E129 1,92+0,20¢ 1,83+0,26°
KS09 E129 4,33+0,26 4,25+0,27°
KS10 E129 3,25+0,27° 3,25+0,27°

PP - prozvodna partija

Konzerva ,kuvana Sunka“ sa dodatom bojom Ponso 4R je dobila ocene od 3,33 do
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4,67. Proizvodi sa dodatom bojom od 2,5 mg/kg 1 5 mg/kg su dobili iste ocene (4,67),
dok je proizvod od 15 mg/kg ponsa 4R ocenjen kao prihvatljiv (3,33). Devijacije ocena
za sva tri eksperimentalna proizvoda su bile iste i iznosile su 0,26. Ocene boje preseka
proizvodnih partija KS05 i KS06 su ostale nepromenjene nakon stajanja, a proizvodna
partija KS07 je ocenjena brojéano 3,25 sa standardnom devijacijom ocenjivanja od 0,52
nakon 10 minuta.

Senzorne ocene konzerve ,kuvana Sunka“ sa dodatom bojom Alura crvena AC su
iznosile od 1,92 do 4,33. NajviSom ocenom je ocenjen proizvod sa 5 mg/kg dodate boje
(4,33), dok je proizvod sa 2,5 mg/kg ocenjen ,na granici prihvatljivosti“ (1,92).
Standardne devijacije ocena ovih eksperimentalnih proizvoda su bile u intervalu od 0,20
do 0,27. Ocene tih proizvoda 10 minuta posle narezivanja su bile u rasponu od 1,83 do

4,25, sa standardnom devijacijom od 0,26 do 0,27.

Tabela 18 — Uporedni prikaz senzornih ocena boje preseka eksperimentalne konzerve
,.,kuvana Sunka“

Prihvatlji- Postojanost boje .
%) . ! . Verovatnoca

PP Boja vost boje preseka 10 min

R Prob>|t|

preseka nakon narezivanja

KS01 Bez boje 4,42 433 0,550
KS02 E 120 4,92 4,75 0,262
KS03 E 120 4,83 4,67 0,421
KS04 E 120 2,83 2,83 1,000
KS05 E 124 4,67 4,67 1,000
KS06 E 124 4,67 4,67 1,000
KS07 E 124 3,33 3,25 0,737
KS08 E 129 1,92 1,83 0,550
KS09 E 129 4,33 4,25 0,600
KS10 E 129 3,25 3,25 1,000

PP - prozvodna partija

Rezultati ocenjivanja prihvatljivosti boje preseka odmah po narezivanju i 10 minuta
nakon narezivanja su provereni dvosmernim ¢-testom radi utvrdivanja postojanja
statisticke znacajnosti razlike ocena. Rezultati s-testa su prikazani u tabeli 18. Sve
vrednosti verovatnoée (Prob>|t]) prikazane u tabeli su veée od kritiCne vrednosti
(p>0,05) za ispitivane senzorne ocene eksperimentalnih proizvoda, odnosno razlike nisu

statisticki znacajne.
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5.4. Rezultati kolorimetrijskih ispitivanja

CIE L*a*b* kolorimetrija, odnosno merenje boje preseka je uradeno na 6 posebnih

preseka svakog eksperimentalnog proizvoda.

5.4.1. Eksperimentalna ,,pariska kobasica*

Rezultati merenja boje eksperimentalne ,,pariske kobasice® bez dodate boje i1 sa
dodatim bojama su prikazani u tabeli 19.

Srednje L*, a* i b* vrednosti eksperimentalnog proizvoda bez dodate boje su bile L*
= 73,07, a* = 11,04 i b* = 13,89 odmah po narezivanju, odnosno 73,04, 11,08 i 14,07
posle 10 minuta nakon narezivanja. Za proizvode sa KoSenilom iste vrednosti su bile u
slede¢im intervalima: L* od 69,52 do 70,81, a* od 13,60 do 17,53 i b* od 11,66 do
13,49 sa odgovaraju¢im standardnim devijacijama ispitivanja: od 0,32 do 0,48 za L*, od
0,26 do 0,27 za a* 10,17 do 0,25 za b*. Za iste proizvode, ove vrednosti 10 minuta po
narezivanju su bile: L* od 69,10 do 70,57, a* od 13,71 do 17,58 i b* od 11,92 do 13,70.
Njihove devijacije su bile u slede¢im intervalima: od 0,27 do 0,80 za L*, od 0,13 do

0,37 zaa*10d 0,15 do 0,28 za b*.

Tabela 19 — L*a*b* vrednosti merenja boje preseka eksperimentalne ,,pariske kobasice*

PP’ Po narezivanju 10 minuta posle narezivanja

L*

a*

b*

L*

a*

b*

PKO1

73,07+0,34

11,04+0,23

13,89+0,18

73,04+0,16

11,08+0,28

14,07+0,16

PKO02

70,81+0,48"

13,60+0,27¢

13,4940,23°

70,57+0,80"

13,71+0,37¢

13,70+0,16"

PKO03

70,80+0,39*

15,50+0,27°

12,96+0,25"

70,47+0,31*

15,38+0,18°

13,17+0,15"

PKO04

69,52+0,32°

17,53+0,26"

11,66+0,17°

69,10+0,27°

17,58+0,13"

11,92+0,28°

PKO5

71,33+0,41°

13,19+0,99¢

14,26+0,24°

72,47+1,03*

11,53+0,94¢

14,44+0,20"

PKO06

70,82+0,43"

14,78+0,92°

14,29+0,43"

70,59+0,40°

13,42+0,47°

14,73+0,17°

PKO7

70,14+0,09°

16,27+0,15*

14,55+0,11°

70,39+0,47*

15,83+0,62°

14,84+0,26"

PKO8

72,1440,26"

12,43+0,17°

14,15+0,40"

72,02+0,13"

12,37+0,54¢

14,17+0,42°

PKO09

70,90+0,21°

14,90+0,22°

14,36+0,45"

70,91+0,26°

14,75+0,26°

14,42+0,27"

PK10

69,78+0,20°

17,50+0,20"

14,56+0,51°

69,66+0,31¢

17,4540,32°

14,67+0,12°

PP - prozvodna partija
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Kod eksperimentalnih proizvoda sa dodatim Ponsom 4R vrednosti L*, a* i b* su
bile: L* u opsegu od 70,14 do 71,33, a* od 13,19 do 16,27 i b* od 14,26 do 14,55 sa
standardnim devijacijama od 0,09 do 0,43 za L*, od 0,15 do 0,99 za a* 10,11 do 0,43 za
b*. Posle stajanja od 10 minuta nakon narezivanja izmerene vrednosti su bile u slede¢im
intervalima: L* od 70,39 do 72,47, a* od 11,53 dol15,83 1 b* od 14,44 do 14,84, a
devijacije njithovog merenja su bile od 0,40 do 1,03 za L*, od 0,47 do 0,94 za a* 10,17
do 0,26 za b*.

Srednje vrednosti L* eksperimentalnih proizvoda sa dodatom bojom Alura crvena
AC su bile u intervalu od 69,78 do 72,14 sa standardnim odstupanjima merenja od 0,20
do 0,26, vrednosti a* su bile od 12,43 do 17,50, odstupanja merenja su bila od 0,17 do
0,22 i vrednosti b* su bile od 14,15 do 14,56 sa odgovaraju¢im odstupanjima od 0,40 do
0,51. Posle narezivanja i stajanja od 10 minuta, vrednosti su bile od 69,66 do 72,02 za
L* komponentu sa standardnom devijacijom merenja od 0,13 do 0,31, vrednosti a* su se
kretale u intervalu od 12,37 do 17,45 sa devijacijama od 0,26 do 0,54 i vrednosti b* su
bile od 14,17 do 14,67 sa standardnim devijacijama merenja ove komponente boje

preseka od 0,12 do 0,42.

Tabela 20 —Poredenje L*, a* i b* vrednosti preseka eksperimentalne ,,pariske kobasice
neposredno po narezivanju i 10 minuta posle narezivanja

L* 10 min a* 10 min b* 10 min
PP” Boja | L* nakon | Prob>[t|[ a* nakon |Prob>[t|| b* nakon | Prob>[t|
narezivanja narezivanja narezivanja
PKO1 t])3()ejze 73,07 73,04 0,841 |11,04 11,08 0,803 | 13,89 14,07 0,093

PKO02 | E 120 170,81] 70,57 0,541 [13,60 13,71 0,574 | 13,49 13,70 0,106

PKO3 | E 120 170,80{ 70,47 0,139 [15,50 15,38 0,401 | 12,96 13,17 0,105

PKO4 | E 120 169,52| 69,10 0,035* | 17,53 17,58 0,717 | 11,66 11,92 0,092

PKO5 | E 124 171,33] 7247 0,052 [13,19 11,53 0,630 [ 14,26 14,44 0,815

PKO6 | E 124 170,82 70,59 0,851 [14,78 13,42 0,541 | 14,29 14,73 0,589

PKO7 | E 124 170,14] 70,39 0,513 [16,27 15,83 0,141 | 14,55 14,84 0,949

PKOS | E 129 |72,14] 72,02 | 0,075 |12,43| 12,37 | 0,453 | 14,15 14,17 | 0,916

PKO09 | E129170,90{ 70,91 0,967 (14,90 14,75 0,356 | 14,36 14,42 0,658

PK10 | E 129 169,78] 69,66 0,200 [17,50 17,45 0,143 | 14,56 14,67 0,090

PP - prozvodna partija

Ispitivano je postojanje statisticki znaCajnog odstupanja izmedu rezultata

kolorimetrijskog merenja boje preseka odmah i 10 minuta po narezivanju. Vrednosti L*,
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a* 1 b* su medusobno poredene za svaki uzorak. Za poredenje je koris¢en dvosmerni z-
test nejednakih varijansi srednjih vrednosti. Rezultati #-testa su prikazani u tabeli 20.
Vrednosti verovatno¢e  (Prob>|t|) poredenja rezultata kolorimetrijskih merenja
eksperimentalne ,,pariske kobasice ne pokazuju statisticku znacajnost osim kod

proizvodne partije PK04 za vrednost L*.

5.4.2.Eksperimentalna ,kuvana Sunka*

Srednje vrednosti L*, a* i b* komponenata 6 odredivanja boje preseka konzerve

,kuvana Sunka“ bez boje i sa dodatom KoSenilom su prikazane u tabeli 21.

Tabela 21 — L*a*b* vrednosti merenja boje preseka eksperimentalne konzerve , kuvana

Sunka“
PP’ Po narezivanju 10 minuta posle narezivanja
L* a* b* L* a* b*

KSO01 | 59,74+7,48 | 14,14+3,76 | 8,44+0,80 | 58,98+5,16 | 15,44+4,42 | 8,19+0,36
KS02 | 60,01+3,43*" | 14,41+1,78° | 6,67+0,30" | 58,05+4,95*" | 14,78+2,00° | 6,79+0,20°
KS03 | 64,23+2,08" | 16,82+0,84" | 7,82+1,39" | 64,40+5,78" | 16,16+0,64° | 7,38+1,89*
KS04 | 56,73+3,48" | 21,70+1,44* | 6,59+2,22% | 56,33+2,32° | 21,07+1,03" | 8,09+2,61°
KS05 | 58,15+3,60* | 15,05+£3,42° | 8,35+0,53* | 58,63+4,63" | 15,64+3,53" | 8,51+0,64"
KS06 | 60,65+4,09° | 16,63+2,57*° | 7,44+0,89° | 62,33+3,81° | 17,51+1,78" | 7,87+0,79°
KS07 | 58,43+1,10° | 19,06+0,84" | 7,90+0,76* | 58,79+1,03" | 19,08+0,64° | 8,62+0,85"
KS08 | 68,47+2,56" | 10,89+1,94° | 13,58+0,31° | 65,85+3,01° | 11,08+1,34° | 13,76+0,28"
KS09 | 61,94+4,42° | 15,83+2,68" | 8,24+0,76° | 60,60+4,37" | 15,17+2,74° | 8,69+0,80°
KS10 | 59,79+1,40° | 19,3420,54" | 11,74+0,25° | 58,83+1,45" | 19,30£0,36" | 12,09+0,26"

PP - prozvodna partija

,Kuvana Sunka“ bez boje je imla slede¢e karakteristike boje preseka: svetlo¢a, L*,
59,74, udeo crvene boje, a*, 14,14 i udeo zute boje, b*, 8,44. Standardno odstupanje
odredivanja svetlo¢e konzerve bez boje je iznosilo 7,48, udela crvene boje 3,76 i udela
zute boje 0,80. Deset minuta po narezivanju ove vrednosti su iznosile: L* 59,98, a*
15,44 i b* 8,19 sa pripadaju¢im devijacijama merenja 5,16 za L*, 4,42 za a* 1 0,36 za
b*.

Konzerva ,.kuvana Sunka“ sa dodatom KoSenilom je imala vrednosti L* od 56,73 do
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64,23 sa odstupanjima merenja od 2,08 do 3,48, a* od 14,41 do 21,70 sa standardnim
devijacijama rezultata od 0,84 do 1,78 i b* u opsegu od 6,59 do 7,82 sa devijacijama od
0,30 do 2,22. Posle 10 minuta, komponente boje preseka su bile u intervalu: L* od
56,33 do 64,40 sa odstupanjima merenja od 2,32 do 5,78; a* od 14,78 do 21,07 sa
odstupanjima od 0,64 do 2,00 i b* od 6,79 do 8,09 sa odstupanjima od 0,20 do 2,61.

L* vrednost ,kuvane Sunke“ sa dodatom bojom Ponso 4R se kretala od 58,15 do
60,65 sa odgovaraju¢im devijacijama od 1,10 do 4,09, a* vrednost od 15,05 do 19,06,
devijacije od 0,84 do 3,42 i vrednost b* od 7,44 do 8,35 sa devijacijama 0,53 do 0,89.
Merenje boje preseka 10 minuta po narezivanju je dalo sledece rezultate: L* od 58,63
do 62,33 sa devijacijama od 1,03 do 4,63, a* od 15,64 do 19,08 sa devijacijama merenja
boje preseka od 0,64 do 3,53 i b* od 7,87 do 8,62 sa standardnim devijacijama od 0,64
do 0,85.

Srednje L* vrednosti (svetlo¢a) konzerve ,.kuvana Sunka“ sa dodatom bojom Alura
crvena AC su bile u intervalu od 59,79 do 68,47 sa standardnim odstupanjima merenja
od 1,40 do 4,42, vrednosti za udeo crvene boje su bile od 10,89 do 19,34, odstupanja
merenja a* su bila od 0,54 do 2,68 i vrednosti udela zute boje su bile od 8,24 do 13,58
sa pripadaju¢im odstupanjima od 0,25 do 0,76. Posle narezivanja i stajanja od 10
minuta, vrednosti merenih komponenti boje preseka su imale vrednosti od 58,83 do
65,85 za L* komponentu sa standardnom devijacijom merenja od 1,45 do 4,37,
vrednosti a* su se kretale u intervalu od 11,08 do 19,30 sa devijacijama od 0,36 do 2,74
1 vrednosti b* su bile od 8,69 do 13,76 sa relativno niskim standardnim devijacijama
merenja ove komponente boje preseka od 0,26 do 0,80.

Rezultati kolorimetrijskog merenja boje preseka odmah i 10 minuta po narezivanju
su statisticki ispitivani da bi se utvrdilo da li postoji statisticki znacajna razlika medu
njima. Vrednosti L*, a* i b* su, kao i1 kod eksperimentalne ,,pariske kobasice*, poredene
za svaki uzorak. Za poredenje je koriS¢en dvosmerni #-test nejednakih varijansi srednjih
vrednosti. Rezultati #-testa su prikazani u tabeli 22. Vrednosti verovatnoce (Prob>|t|)
poredenja rezultata kolorimetrijskih merenja konzerve ,kuvana Sunka“ ne pokazuju

statisti¢ku znagajnost osim kod proizvodne partije KS10 za vrednost b*.
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Tabela 22 —Poredenje L*, a* i b* vrednosti preseka eksperimentalne ,.kuvane Sunke*
neposredno po narezivanju i 10 minuta posle narezivanja

L* 10 min a* 10 min b* 10 min
PP” | Boja| L* nakon | Prob>|t| | a* nakon Prob>|t| | b* nakon Prob>|t|
narezivanja narezivanja narezivanja

KS01 t])g(sze 59,74 58,98 0,843 | 14,14 15,44 0,596 | 8,44 8,19 0,522

KS02 |E 120{60,01 58,05 0,447 | 14,41 14,78 0,744 | 6,67 6,79 0,437

KS03 |E 120] 64,23 64,40 0,947 16,82 16,16 0,162 | 7,82 7,38 0,659

KS04 |E 120|56,73| 56,33 0,821 |21,70 21,07 0,407 | 6,59 8,09 0,309

KS05 |E 124]58,15] 58,63 0,847 |15,05 15,64 0,774 | 8,35 8,51 0,648

KS06 |E 124]60,65] 62,33 0,447 16,63 17,51 0,508 [ 7,44 7,87 0,401

KS07 |E 124]58,43] 58,79 0,571 |19,06 19,08 0,963 | 7,90 8,62 0,151

KS08 |E 129/68,47] 65,85 0,136 |10,89 11,08 0,850 | 13,58 13,76 0,317

KS09 |E 129(61,94| 60,60 0,610 | 15,83 15,17 0,683 | 8,24 8,69 0,338

KS10 |E 129159,79] 58,83 0,268 | 19,34 19,30 0,871 | 11,74 12,09 0,039*

PP - prozvodna partija

5.5. Razvoj te€no-hromatografske metode za odredivanje boja u proizvodima od mesa

(HPLC analiza)

Razvoj metode te€ne hromatografije za odredivanje ispitivanih boja u proizvodima
od mesa je izvoden u nekoliko koraka koji su opisani u prethodnom poglavlju. Posle
podesavanja metode za te€nu hromatografiju, optimizovani su uslovi izolovanja boja iz
proizvoda od mesa. Dodatna podeSavanja ekstrakcije boja je izvrSena pomocu

eksperimentalnih proizvoda.

5.5.1.Odredivanje uslova za visokoefikasnu te¢nu hromatografiju

Ispitivanjem sastava mobilne faze, brzine protoka i tehnike hromatografisanja,
postavljeni su slede¢i uslovi hromatografskog razdvajanja i odredivanja koli¢ine boja:

Mobilna faza: acetonitril (komponenta A), amonijum acetatni pufer 50 mM pH 7
(komponenta B).

Hromatografsko razdvajanje boja je postignuto gradijentom mobilne faze. Sastav
gradijenta je prikazan u tabeli 23. U prvih 12 minuta od trenutka injektovanja postepeno
se povecava koli¢ina acetonitrila u mobilnoj fazi do udela od 60%. Potom se mobilna

faza naglo vraca na pocetni sastav.
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Tabela 23 — Gradijent mobilne faze pri te€nohromatografskom odredivanju boja

Vreme (min) A (%) B (%)
0,0 0 100
12,0 60 40
12,1 0 100

Optimizovana je detekcija i podeSen opseg talasnih duzina od 480 do 520 nm za
kvalitativno i kvantitativno odredivanje boja u ispitivanim proizvodima. Za izdvajanje
hromatograma i UV spektara boja iz podataka dobijenih detektorom sa fotodiodnim
slojem koriS¢ena je MaxPlot funkcija softvera za akviziciju i obradu hromatograma.
Utvrdeno je da su maksimumi apsorpcije ispitivnih boja u mobilnoj fazi na slede¢im
talasnim duzinama: 494 nm za Kosenilu, 508 nm za Ponso 4R i za Alura crvenu AC na
504 nm.

Ispitivanjem uticaja karakteristika materijala kojim je napunjena hromatografska
kolona na razdvajanje i oblik pikova boja u hromatogramu standardnog rastvora,
utvrdeno je da je pik karminske kiseline prilikom razdvajanja na Kinetex koloni bolje
definisan, tj. da je uzi i potpuno odvojen od ostalih pikova. Pikovi azo boja, Ponsa 4R i
Alura crvene AC, se nisu znacajno razlikovali pri hromatografisanju na Luna C18(2) i
Kinetex C18 koloni. Takode, utvrdeno je da razlika u retencionim vremenima pri

hromatografisanju na ovim kolonama nije znacajna.

5.5.2.Ubrzana ekstrakcija boja na povisenoj temperaturi i poviSenom pritisku

U tabeli 24 su prikazani rezultati ispitivanja uticaja temperature, vremena trajanja i
broja ponavljanja ekstrakcionih ciklusa, kao i koncentracije amonijum acetatnog pufera
u metanolu na efikasnost ekstrakcije boja. Efikasnost je izrazena kao povratni prinos
svake boje. Vrednosti povratnog prinosa, prikazane u tabeli 24, su srednje vrednosti 2
ponavljanja i kretale su se u intervalu od 12,05% do 103,05% za KoSenilu, od 37,83%
do 148,72% za Ponso 4R 1 0d 82,04% do 104,18% za Alura crvenu AC.
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Tabela 24 — Povratni prinos pri ispitivanju faktora uticaja na efikasnost ekstrakcije boja
za pojedinacne eksperimente

R.Br. T(OC) t(min) NOCy Cbuf(%) RE120 (%) RE124 (%) RE129 (%)
Probe

1 40 3 1 0 13,77 48,40 91,86
2 100 3 1 0 40,11 73,89 99,15
3 40 10 1 0 12,05 37,83 88,41
4 100 10 1 0 51,52 86,16 99,91
5 40 3 3 0 14,37 45,19 93,74
6 100 3 3 0 30,61 57,42 92,69
7 40 10 3 0 19,70 68,12 103,03
8 100 10 3 0 101,98 148,72 102,10
9 40 3 1 20 44,41 53,25 82,04
10 100 3 1 20 19,65 72,03 82,64
11 40 10 1 20 17,22 66,85 87,40
12 100 10 1 20 43,70 73,96 83,29
13 40 3 3 20 31,67 77,94 94,88
14 100 3 3 20 36,56 83,09 85,48
15 40 10 3 20 65,72 116,37 104,18
16 100 10 3 20 103,05 89,92 89,31

Analizom prikazanih rezultata utvrdeni su faktori koji imaju znacajan uticaj na

ekstrakciju boja. Rezultati analize su prikazani u tabeli 25.

Tabela 25 — Znacajnost faktora ekstrakcije ispitivanih boja i njihove eksperimentalno

odredene vrednosti

Faktor E 120 ZHEC?JZZOSt E 129 Vrednost faktora za R,
Temperatura (°C) *oHk *oEk N.Z 99,83
Vreme trajanja ciklusa (min) oAk oAk * 10
Broj ponavljanja ciklusa ok oAk ok 3
Koncentracija pufera u metanolu (%) N.Z. N.Z. ok 1,02:10™"

* statisticka znaCajnost na nivou p<0,05; ** statisticka znaCajnost na nivou p<0,01; *** statisticka

znacajnost na nivou p<0,001; N.Z. nema statisticki znacajnog uticaja.

Posmatrajuci rezultate prema znacajnosti za svaki ispitivani faktor pojedina¢no moze

se zakljuciti da je:

- uticaj temperature bio znacajan za ekstrakciju KoSenile i Ponsa 4R, dok za Alura

crvenu AC nije znacajno uticao na efikasnost ekstrakcije;

- vreme trajanja jednog ekstrakcionog ciklusa (static time) je znacajno uticalo na
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efikasnost ekstrakcije sve tri boje;

- situacija kod broja ponavljanja ekstrakcionih ciklusa je, sa stanoviSta znacajnosti
uticaja na ekstrakciju ispitivanih boja, identicna kao za vreme trajanja
ekstrakcionog ciklusa;

- promena koncentracije amonijum acetatnog pufera pH 7 u metanolu je imala
znacajan uticaj kod Alura crvene AC. Uticaj ovog faktora nije znacajan za

ekstrakciju na poviSenom pritisku KoSenile i Ponsa 4R.
5.5.3.Optimizacija ekstrakcije i kalibracija metode
U tabeli 26 su prikazani rezultati povratnog prinosa ispitivanih boja pri optimizaciji
ekstrakcije iz proizvoda od mesa, sa dodatim zbirnim standardnim rastvorom Kosenile,

Ponsa 4R i Alura crvene AC.

Tabela 26 — Povratni prinos ispitivanih boja pri optimizaciji ekstrakcije

R.Br. Vreme trajanja ekstracionog Broj ekstrakcionih Rgi20 Rgio4 Rgi29

Probe ciklusa (min) ciklusa (%) (%) (%)

1 Axial_A(high) 17 3 95,73 | 76,35 | 91,57
2 Axial A(low) 3 3 99,80 | 76,10 | 89,54
3 Axial B(high) 10 5 106,87 | 104,67 | 109,79
4 Axial B(low) 10 2 111,91 | 90,46 | 91,73
5 Cubel 5 2 120,86 | 84,74 | 97,50
6 Cube2 15 2 104,44 | 87,40 | 102,60
7 Cube3 5 4 97,42 | 99,29 | 95,18
8 Cube4 15 4 117,36 | 99,08 | 107,39
9 cp01 10 3 109,93 | 87,10 | 96,34
10 cp02 10 3 123,35 | 80,92 | 92,51

Ispitivani su samo faktori od znacaja za efikasnost ekstrakcije sve tri boje Cija je
znacajnost odredena analizom potpunog faktorskog dizajna eksperimenta prikazanom u
prethodnom odeljku, a to su vreme trajanja i broj ponavljanja ekstrakcionih ciklusa.
Povratni prinos KoSenile pri ovim ispitivanjima je bio u intervalu od 95,73% do
123,35%, Ponsa 4R od 76,10% do 104,67% i Alura crvene od 89,54% do 109,79%.

Obradom rezultata centralnog kompozitnog dizajna odredene su optimalne vrednosti
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vremena trajanja i broja ponavljanja ekstrakcionih ciklusa, koje su iznosile 15 minuta i 5
ponavljanja.

Podesavanje hromatografskog sistema (kalibracija) za odredivanje sadrzaja
ispitivanih boja u proizvodima od mesa je izvrSeno ispitivanjem serije uzoraka
proizvoda od mesa sa dodatim standardnim rastvorom smese boja. Razvijene su metode
obrade hromatograma radi pouzdane identifikacije boja i odredivanja njihovih koli¢ina
u uzorcima proizvoda od mesa. Za ova ispitivanja je koris¢en proizvod od mesa koji je
bio bez dodatih boja. Standarni rastvor smese boja je dodavan u koli¢inama od 10
pg/ml, 25 pg/ml, 50 pug/ml, 75 pg/ml i 100 pg/ml u odmerenu koli¢inu uzorka tako da
opseg merenja koncentracija boja, racunato na masu uzorka, bude od 10 mg/kg, do 100
mg/kg. Na taj naCin su dobijeni radni opsezi kalibracione prave zavisnosti integrisane
povrsine pika od dodate koli¢ine svake od ispitivanih boja. JednaCine kalibracionih

pravih i koeficijenti determinacije su prikazani u tabeli 27.

Tabela 27 — Jednacine kalibracionih pravih i koeficijenti determinacije hromatografskog
odredivanja boja u proizvodima od mesa

Boja Jednacina prave Koeficijent determinacije, R’
E 120, Kosenila Y =3667,141x-19775,5 0,990
E 124, Ponso 4R Y = 14883,59x-94351,9 0,999
E 129, Alura crvena AC Y =34036,33x-64199,8 0,999

Granice detekcije (LOD) 1 granice kvantifikacije (LOQ) ispitivanih boja su
izraCunate iz rezultata validacionog postupka. Dobijene su slede¢e vrednosti: LODgj29 =
1,05 mg/kg, LOQgi20 = 3,10 mg/kg; LODgj24 = 1,03 mg/kg, LOQgi24 = 3,25 mg/kg;
LODg129 = 0,38 mg/kg, LOQEg129 = 1,50 mg/kg.

Rezultati dobijeni optimizacijom ekstrakcije KoSenile iz eksperimentalne “pariske
kobasice” zajedno sa vrednostima faktora su prikazani u tabeli 28. Za ispitivanje je
koriS¢ena “pariska kobasica” sa 7,5 mg/kg KoSenile (proizvodna partija br. 3).

Analizom dizajna procenjena je znacajnost faktora ekstrakcije i odredene su njihove
optimalne vrednosti. Rezultati su prikazani u tabeli 29.

Od proucavanih faktora na efikasnost ekstrakcije KoSenile iz eksperimentalnih

barenih kobasica, statisticki znacajan uticaj ima promena temperature (p<0,05), dok broj
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ekstrakcionih ciklusa i duzina trajanja jednog ekstrakcionog ciklusa nisu statisticki

znacajni faktori za ekstrakciju. Optimalne vrednosti ispitivanih faktora ne mogu biti

decimalni brojevi, poSto je nemoguce programirati decimalne vrednosti vremena 1 broja

ciklusa u softveru ekstraktora, pa su dobijene vrednosti od 10,70 minuta i 3,82 ciklusa

zaokrugljene na 11 minuta i 4 ciklusa.

Tabela 28 — Boks-Benken dizajn optimizacije ekstrakcije boje E 120 iz
eksperimentalnih proizvoda i eksperimentalno odredene kolicine boje pri svakom

eksperimentu
Redni broj | Temperatura Vreme trajanja Broj ekstrakcionih | Eksperimentalno odredena
odredivanja °C) ekstrakcionog ciklusa ciklusa koli¢ina E120 (ng/g)
(min)

1 90 5 3 2,566

2 90 8 2 4,060

3 90 8 4 3,721

4 90 11 3 4,976

5 105 5 2 5,020

6 105 5 4 6,285

7 105 8 3 6,564

8 105 11 2 3,574

9 105 11 4 6,665

10 120 5 3 7,019

11 120 8 2 5,898

12 120 8 4 7,100

13 120 11 3 8,587

Tabela 29 — Znacajnost faktora ekstrakcije ispitivanih boja i optimalne vrednosti.

Faktor Znacajnost Vrednost faktora
Temperatura (°C) * 120
Vreme trajanja ciklusa (min) N.Z. 10,70
Broj ekstrakcionih ciklusa N.Z. 3,82

*#% StatistiCka znaCajnost na nivou p<0,001; ** statisticka znacajnost na nivou p<0,01; * statisticka

znacajnost na nivou p<0,05; N.Z. nema statisticki znacajnog uticaja.

5.5.4.Odredivanje sadrzaja boja u eksperimentalnim proizvodima od mesa

Posle utvrdivanja optimalnih instrumentalnih uslova za hromatografsko odredivanje

sadrzaja 1 optimizacije uslova ekstrakcije boja u ,pariskoj kobasici“ definisan je

laboratorijski postupak pripreme uzoraka za tecnohromatografsku analizu:
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a) 1 ghomogenizovanog uzorka se koristi za odredivanje;
b) parametri ekstrakcije uredaja: temperatura 120°C, vreme trajanja jednog
ekstrakcionog ciklusa 11 min i broj ciklusa 4;
c) za ekstrakciju se koristi ¢elija od 34 ml;
d) ekstrakt upariti do suva na vakuum uparivacu.
e) Rastvoriti suvi ostatak u 2 ml smeSe metanol/50 mM amonijum acetatni pufer
pH 7, 1:1 (v/v) i procediti kroz membranski filter precnika pora 0,45 pmu
bocice za hromatografiju od 2 ml
Odredivanje vrste i sadrzaja boja u eksperimentalnim proizvodima visokoefikasnom
te¢nom hromatografijom je uradeno u 6 ponavljanja. Izracunate su standardne devijacije
odredivanja, koeficijenti varijacije 1 povratni prinos (recovery). Rezultati odredivanja
boje tecnom hromatografijom kod eksperimentalnih proizvoda su prikazani u tabelama

30131.

Tabela 30 — Rezultati te€nohromatografskog odredivanja koli¢ine dodatih boja u
eksperimentalnoj ,,pariskoj kobasici‘

Procenjena Odredena Standardna . Povratni

PP" Boja dodata .. koncentracija devijacija K(.).e ﬁf:.uent prinos

koncentracija varijacije (%) o

(me/ke) (mg/kg) (mg/kg) (%)

PKOIl | Bez boje - - - - -
PKO02 | EI120 3,39 3,63 0,22 6,15 107,04
PKO03 | EI120 7,5 7,10 0,04 0,51 94,62
PKO04 | E120 12,5 9,52 0,23 2,37 76,15
PKO5 | El24 5 5,05 0,54 10,75 101,03
PK0O6 | E124 15 14,64 0,31 2,13 97,61
PKO7 | E124 25 24,74 0,41 1,68 98,95
PKO8 | EI129 5 5,08 0,21 4,11 101,67
PK09 | EI129 15 15,01 0,18 1,17 100,04
PK10 | EI129 25 24,98 0,26 1,03 99,91

") PP — Proizvodna partija

Vrednosti povratnog prinosa KoSenile u ,,pariskoj kobasici“ su od 76,15% do

107,04%, Ponsa 4R od 97,61% do 101,03% i Alura crvene AC od 99,91% do 101,67%.

Standardne devijacije odredivanja koli¢ine boja u ,,pariskoj kobasici® su u intervalu od

0,04 mg/kg do 0,23 mg/kg za Kosenilu, od 0,31 mg/kg do 0,54 mg/kg za Ponso 4R i od
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0,18 mg/kg do 0,26 mg/kg za Alura crvenu AC.

Tabela 31— Rezultati tecnohromatografskog odredivanja koli¢ine dodatih boja u

eksperimentalnoj konzervi , kuvana Sunka“

Procenjena Odredena Standardna . Povratni
PP” Boja K dodata .. koncentracija devijacija K(.).e ﬁf:.1_|er;t prinos
oncentracija varijacije (%) o
(me/ke) (mg/kg) (mg/kg) (%)
KS01 | Bez boje - - - - -
KS02 | E120 2,5 2,34 0,16 7,02 93,53
KS03 [ EI120 5 4,82 0,18 3,73 96,43
KS04 | E120 15 14,50 0,46 3,20 96,68
KS05 | E124 2,5 2,45 0,20 8,08 98,13
KS06 | E124 5 5,06 0,29 5,70 101,20
KS07 | E124 15 14,98 0,60 4,01 99,83
KS08 | E129 2,5 2,63 0,29 10,96 105,20
KS09 | E129 5 5,03 0,26 5,13 100,63
KS10 | E129 15 14,88 0,43 2,91 99,20

") PP — Proizvodna partija

Povratni prinos hromatografskog odredivanja koli¢ine ispitivanih boja u ,kuvanoj
Sunki“ je bio u rasponu od 93,53 % do 96,68 % sa standardnim devijacijama
odredivanja koli¢ine od 0,16 do 0,46 mg/kg za KosSenilu, od 98,13 % do 101,20 % sa
devijacijama od 0,20 mg/kg do 0,60 mg/kg za Ponso 4R i od 99,20 % do 105,20 % sa
devijacijama od 0,26 mg/kg do 0,43 mg/kg za Alura crvenu AC.

5.5.5.ViSestruka linearna regresija rezultata CIE L*a*b* 1 te¢nohromatografskog

ispitivanja eksperimentalnih barenih kobasica

Rezultati merenja boje preseka eksperimentalnih proizvoda i te¢nohromatografskog
odredivanja sadrzaja boje u njima su obradeni viSestrukom linearnom regresijom.
Sumirani rezultati su prikazani u tabeli 32.

Za obradu su upotrebljeni rezultati merenja boje i hromatografskog odredivanja 4
eksperimentalna proizvoda, 3 sa razli¢itim koli¢inama boje i proizvod bez dodate boje,
u Sest ponavljanja, $to ¢ini ukupno 24 odredivanja. Vrednosti koeficijenta determinacije
linearnih modela kod ,,pariske kobasice* (Rz) su relativno visoke, od 0,954 za Ponso 4R

do 0,993 za Alura crvenu. Kod ,kuvane Sunke* vrednosti koeficijenata determinacije
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linearnih modela su nize, od 0,578 do 0,796. Nizi koeficijenti determinacije znace da su
modeli kod ,kuvane Sunke“ manje pouzdani u odnosu linarne modele kod ,pariske

kobasice*.

Tabela 32. —Vrednosti parametara dobijenih viSestrukom regresijom rezultata CIE L* a*
b* kolorimetrije i tecnohromatografskog odredivanja koli¢ine boje

Pariska kobasica Kuvana Sunka
E 120 E 124 E 129 E 120 E 124 E 129
R’ 0,987 0,954 0,993 0,762 0,578 0,796
Broj odredivanja 24 24 24 24 24 24
Prob>|t| Prob>|t|
L* 0,0491* 0,9930 0,0702 0,2009 0,0227* 0,0002*
a* <0,0001*| <0,0001* <0,0001*| <0,0001* 0,0001*[  <0,0001*
b* 0,3148 0,2980 0,4894 0,0803 0,5416 0,1482
Dobijene su sledece regresione jednacine:
- za barene kobasice
YE120 = 0,39L* + 1,7721* + 0,28b* - 51,78,
Y124 = 0,0095L* + 4,90a* - 1,99b* - 28,25 1
YE129 = -1,19L* + 3,23&* + O,SIb* + 43,92,
- za konzerve od mesa u komadima
YE120 = 0,21L* + 1,3721* - O,80b* - 24,18,
YE124 = 0,82L* + 1,86&* - 0,79b* - 66,96 i
YE129 = 0,92L* + 2,1121* + 0,41b* - 88,13
gde su Y, koli¢ine ispitivanih boja izrazene u mg/kg.
Rezultati koli¢ine boje u eksperimentalnoj ,pariskoj kobasici“ dobijeni

hromatografskim odredivanjem 1 odgovaraju¢e vrednosti izracunate dobijenim
jednacinama su prikazani u tabeli 33.
Posmatrajuc¢i rezultate #-testa prikazane u tabeli 33 vidi se da, za KoSenilu i Alura

crvenu, nema znacajnih odstupanja izmedu hromatografski odredene koli¢ine boje u
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eksperimentalnim  proizvodima i koli¢ine izraCunate dobijenom jednacinom
(matematickim modelom). U sluc¢aju Ponsa 4R, postoji statistiCki znacajna razlika
izmedu vrednosti eksperimentalno odredenih koli¢ina i izraCunatih po matematickom
modelu za koli¢inu boje od 25 mg/kg. Vrednost verovatnoce koja oznacava postojanje

statisti¢ki znacajne razlike za interval pouzdanosti od 95 % je obelezena zvezdicom (*).
] p J

Tabela 33 — Koli¢ina boje u eksperimentalnim barenim kobasicama odredena te¢nom
hromatografijom, odgovarajuce izra¢unate vrednosti i rezultati t-testa

e | e | e e | ot
PKO1 Bez boje - 0,11 +0,51 0,634
PKO02 E120 3,63+0,22 3,65+0,42 0,897
PKO03 E 120 7,10 £ 0,04 6,88 0,38 0,204
PK04 E 120 9,52+0,23 9,61 +0,34 0,572
PKO5 E 124 5,05+0,54 6,89 + 1,85 0,059
PKO06 E 124 14,64+ 0,31 15,41 +£2,52 0,493
PKO7 E 124 24,74+ 0,41 23,24 +£0,67 0,002*
PKO8 E 129 5,08+0,21 5,66 0,77 0,131
PKO09 E 129 15,01 £0,18 14,62+ 1,24 0,487
PK10 E 129 2498 £0,26 24,99 +£0,33 0,955

") PP — Proizvodna partija

5.5.6.Ispitivanja proizvoda sa trziSta

Razvijena tecnohromatografska metoda za odredivanje boja i CIE L*a*b*
kolorimetrija su primenjene za ispitivanje fino usitnjenih barenih kobasica i konzervi od
mesa u komadima sa domaceg trzista.

Ispitana su 34 proizvoda, od toga 21 (61,76 %) su bile fino usitnjene barene kobasice
(BK), a 13 (38,24 %) konzerve od mesa u komadima (KK). Od navedenih, 31 (91,18 %)
su proizvodi domacih proizvodaca, a 3 (8,82 %) su iz uvoza. Ispitivani su sledeéi
parametri: vrsta i koli¢ina dodate boje, L*a*b* kolorimetrija i boja preseka. Rezultati
ispitivanja su prikazani u tabeli 34.

Pored toga, rezultati merenja boje proizvoda sa trziSta su obradeni matematickim

modelima opisanim u poglavlju 5.5.5. Izra¢unate vrednosti koli¢ine boje u proizvodima
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zajedno sa eksperimentalno odredenim vrednostima te¢nohromatografskom metodom

su, takode, prikazane u tabeli 34.

Tabela 34. — Rezultati ispitivanja uzoraka sa trziSta

R. Vrsta CIE kolorimetrija Prihvatljivost Sadr7a) boje (mf/l;gl Utvrdena | Dekl.
Br. | proizvoda® L* a* b* boje preseka HPLC L*a* boja boja
model
1 BK 67,60+0,33 | 15,63+0,23 | 16,12+,019 | 3,08+0,20° | 3,35+0,16 | 6,76+0,34 | E120 NE
2 | BK 74,71+0,26 | 14,30+£0,07 | 13,78+0,14 | 4,92+0,20 2,82+0,14 | 6,50+0,08 | E120 NE
3 BK 75,7942,69 | 13,08+1,85 | 11,73+0,38 | 4,67+0,26 3,27+£0,15 | 4,17£2,31 | E120 NE
4 | BK 66,25+0,55 | 16,21+0,18 | 20,73+0,18 | 2,83+0,26" | 74,95+0,63 | 73,32+3,81 | E129 NE
5 BK 68,11+0,38 | 15,14+0,26 | 17,63+0,24 | 3,00+£0,00” | 42,45+0,14 | 41,83+3,08 | E129 NE
6 |BK 72,7840,64 | 8,83+0,20 | 13,67+0,11 | 3,25+0,27° ND? -3,99+0,20 | Bez boje | NE
7 | BK 63,97+0,46 | 19,29+0,13 | 14,92+0,09 | 3,25+0,272 | 3,72+0,11 | 11,49+0,17 | E120 NE
8 | BK 69,01+0,35 | 15,61+0,17 | 12,88+0,09 | 4,83+0,26 3,39+0,14 | 6,35+0,22 | E120 NE
9 | BK 72,2440,30 | 14,77+0,14 | 11,96+0,06 | 4,92+0,20 3,07+0,14 | 5,86+0,16 | E120 NE
10 | BK 68,63+0,53 | 16,57+0,05 | 11,98+0,18 3,58+0,49 3,98+0,15 | 7,65+0,21 | E120 NE
11 | BK 66,96+0,44 | 15,7120,18 | 13,65+0,36 | 3,00+£0,32” | 3,34+0,14 | 5,95+0,35 | E120 E120
12 | BK 68,41+0,26 | 14,31+0,18 | 13,90+0,21 | 2,50+0,32” | 2,44+0,16 | 4,10+0,29 | E120 NE
13 | BK 69,48+0,44 | 15,26+0,23 | 14,97+0,12 | 3,25+0,65” | 19,94+0,23 | 18,76+2,13 | E129 NE
14 | BK 68,02+0,62 | 15,14+0,21 | 15,57+0,13 | 2,25+0,50° | 2,87+0,13 | 5,89+0,76 | E120 NE
15 | BK 66,83+0,19 | 17,01+£0,08 | 12,56+0,15 | 4,63+0,25 3,55+0,09 | 7,90+0,18 | E120 E120
16 | BK 71,35+0,19 | 14,87+0,09 | 13,04+0,07 | 4,75+0,29 2,92+0,22 | 5,99+0,22 | E120 NE
17 | BK 68,92+1,00 | 14,78+0,13 | 17,12+0,47 | 3,38+0,48” | 40,38+0,52 | 37,33+8,17 | E129 NE
18 | BK 62,53+0,35 | 19,83+0,24 | 14,50+0,10 | 3,38+0,25” | 4,69+0,21 | 11,78+0,42 | E120 E120
19 | BK 63,60+0,46 | 19,16+0,19 | 15,68+0,21 | 3,00£0,41” | 4,32+0,15 | 11,33+0,21 | E120 E120
20 | BK 67,84+0,19 | 15,86+0,15 | 14,32+0,09 | 4,00+0,00 3,39+0,21 | 6,75+0,26 | E120 NE
21 | BK 68,82+0,21 | 15,45+0,07 | 14,74+£0,07 | 4,13+0,25 3,58+0,27 | 6,52+0,09 | E120 NE
22 | KK 63,48+2.45 | 14,83+1,11 | 9,02+0,63 3,83+0,26 2,61+0,17 NP E120 NE
23 | KK 69,69+1,68 | 10,91£1,16 | 10,51£1,26 | 4,25+0,27 ND NP Bez boje | NE
24 | KK 61,524+4,89 | 13,84+2,48 | 8,09+0,77 3,75+0,61 ND -1,0442,62 | Bez boje | NE
25 | KK 66,51+0,48 | 12,88+0,42 | 8,60+0,17 4,17+0,26 ND NP Bez boje | NE
26 | KK 65,26+1,41 | 12,40+£0,96 | 8,53%0,30 4,00+0,41 ND NP Bez boje | NE
27 | KK 61,58+0,29 | 19,05+0,09 | 13,42+0,13 | 3,63+0,25 4,38+0,19 | 9,71+0,15 | E120 NE
28 | KK 74,78+0,97 | 4,31+0,89 | 11,40+0,66 | 2,88+0,25° ND NP Bez boje | NE
29 | KK 76,85+0,77 | 2,35+0,07 | 10,04+0,37 | 3,75+0,29 ND NP Bez boje | NE
30 | KK 79,29+1,34 | 3,03£0,90 | 9,07+0,67 3,63+0,48 ND NP Bez boje | NE
31 | KK 66,21+1,07 | 10,02+0,19 | 7,83+0,71 3,75+0,29 ND NP Bez boje | NE
32 | KK 64,97+1,84 | 11,88+1,20 | 8,71+0,41 3,38+0,487 ND NP Bez boje | NE
33 | KK 64,23+2.61 | 10,35+1,54 | 6,52+0,67 3,75+0,29 ND NP Bez boje | NE
34 | KK 64,84+2,37 | 12,60+0,96 | 7,02+0,54 3,88+0,25 2,91+0,30 NP E120 E120

Y BK — barena kobasica; KK — konzerva od mesa u komadima; * boja preseka intenzivna; © boja preseka
slabo izrazena; ¥ ND — nije detektovano prisustvo boje; © NP — dobijeni model nije primenljiv.

Od 34 ispitana proizvoda, u 23 (67,65 %) je utvrdeno prisustvo boje, a u 11

proizvoda (32,35 %) nije potvrdeno prisustvo ovih boja. Od proizvoda sa bojom, u 19

proizvoda (82,61 %) je potvrdena KoSenila, a u 4 (17,39 %) Alura crvena AC. Prisustvo
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boje Ponso 4R nije utvrdeno ni u jednom od ispitivanih proizvoda.

Za 5 (14,71 %) ispitivanih proizvoda bilo je deklarisano prisustvo boje E 120 i to kod
4 fino usitnjene barene kobasice i 1 konzerve od mesa u komadima. U 18 (52,94 %)
proizvoda na kojima nije deklarisana boja potvrdeno je njeno prisustvo.

Od ukupnog broja ispitanih proizvoda, za 14 (41,18 %) proizvoda je prihvatljivost
boje preseka je ocenjena nizom ocenom od 3,50. Od tih proizvoda 6 (17,65 %) je imalo

slabo izrazenu boju preseka, a 8 (23,53 %) suvise intenzivnu boju.
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6. DISKUSIJA

U ovom poglavlju doktorske disertacije bic¢e diskutovani rezultati dobijeni primenom
hemijskih, fizicko-hemijskih, senzornih metoda, metode te¢ne hromatografije i
statisticke obrade rezultata. Takode, na osnovu prikazanih rezultata i podataka iz

literature, biCe izneSena zapazanja i izvedeni zakljucci u vezi sa izvrSenim ispitivanjima.

6.1. Hemijski sastav eksperimentalnih proizvoda

Ispitivanja hemijskog sastava eksperimentalnih proizvoda su vrSena iz tri osnovna
razloga:
a) da se utvrdi ujednacenost sastava, odnosno kvalitet izrade,
b) da se ispita da li varijacije hemijskog sastava uticu na hromatografsko
odredivanje boja u proizvodima, i

c) dalioviproizvodi odgovaraju proizvodima koji se nalaze u prodaji.

6.1.1. Eksperimentalna ,,pariska kobasica*

Rezultati hemijskih ispitivanja eksperimentalne “pariske kobasice”, proizvedene u
industrijskim uslovima (tabela 10) grafi¢ki su prikazani na slici 4. Iz ovih rezultata se
moze zakljuciti da je sastav proizvodnih partija ,,pariske kobasice ujednacen. Razlika u
sadrzaju proteina u eksperimentalnim barenim kobasicama je oko jednog procenta (0,93
%), dok je sadrzaj pepela u barenim kobasicama skoro identican, odnosno razlika
najvece (2,75 %) 1 najmanje vrednosti (2,59 %) sadrzaja pepela je 0,16 %, Sto ukazuje
na ujednacenost hemijskog sastava kobasica. Razlike u vrednostima sadrzaja masti i
vode u eksperimentalnim kobasicama su nesto vece i iznose 4,20 % za mast i 3,28 % za
sadrzaj vode.

Multivarijantnom analizom je ispitivano postojanje korelacije izmedu sadrzaja
proteina, masti, vode i pepela u eksperimentalnim kobasicama. Promena koli¢ine jednog

parametra hemijskog sastava proizvoda moZe uticati, pozitivno ili negativno, na jedan
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ili viSe drugih parametara. Stoga je bilo neophodno utvrditi na koji nacin i u kojoj meri
su ispitivani hemijski parametri medusobno povezani. Rezultati multivarijantne analize

su graficki prikazani na slici 5.
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Slika 4 — Rezultati ispitivanja hemijskih svojstava eksperimentalne ,,pariske kobasice*

Elipse opisane oko tacaka u grafickom prikazu rezultata multivarijantnog ispitivanja
hemijskih svojstava eksperimentalnih barenih kobasica predstavljaju intervale
pouzdanosti odgovaraju¢ih parametara na nivou od 95 %. Oblik elipse ukazuje na
postojanje ili nepostojanje korelacije izmedu ispitivanih podataka. Ako se elipsa
priblizava kruznom obliku, stepen korelacije je vrlo nizak, a ako je elipsa izduZenija, to
je zavisnost medu ispitivanim podacima vecéa. Sa druge strane, ako duza osa elipse ima
uzlaznu putanju (od levog donjeg ugla grafika ka desnom gornjem uglu), podaci koji se
porede su direktno proporcionalni, odnosno sa porastom vrednosti jedne veliine rastu
vrednosti druge ispitivane veli¢ine. U slucaju da uzduzna osa elipse ima smer od levog

gornjeg ugla ka desnom donjem uglu grafika, re¢ je o obrnutoj proporcionalnosti, kada
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vrednosti jedne veliCine rastu vrednosti druge uporedne veli¢ine opadaju. Nagib ovih
osa je, zapravo, stepen korelacije ispitivanih veliCina i, u slucaju direktne
proporcionalnosti ima pozitivan, a u slucaju obrnute proporcionalnosti ima negativan

predznak.
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Slika 5 — Korelacija rezultata hemijskih svojstava eksperimentalne ,,pariske kobasice*

Na osnovu izlozenog, posmatrajuéi rezultate multivarijantne analize hemijskih

arametara eksperimentalne ,,pariske kobasice*, proizilazi da:
t k talne , ke kob “ lazi d

- sadrzaj proteina je direktno proporcionalan sadrzaju vode i stepen korelacije je
relativno visok, 72,51 %;

- obrnuta proporcionalnost postoji izmedu sadrzaja proteina i sadrzaja slobodne
masti u kobasicama. Stepen korelacije je negativan i vrlo visok 1 iznosi -86,70 %;

- stepen korelacije sadrzaja vode i sadrZaja masti je relativno visok i sa negativnim
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predznakom (obrnuta proporcionalnost) i iznosi -74,32 %;
- vrednosti stepena korelacije sadrzaja pepela prema sadrzaju proteina, masti i
vode su vrlo niske (6,1 %, 3,8 % 1 0,6 %), pa se moze rec¢i da sadrzaj pepela nije

u korelaciji ni sa jednim od prethodno navedenih hemijskih parametara.

Sadrzaj vode u ,,pariskoj kobasici“ je relativno visok, od 65,61 % do 68,89 %, dok su
vrednosti za sadrzaj slobodne masti nize od o€ekivanih za ovu vrstu proizvoda od mesa,
od 12,60 % do 16,80 %. Sadrzaj proteina u svim proizvodnim partijama
eksperimentalne “pariske kobasice” je ve¢i od 10 %, $to je u skladu sa Pravilnikom o
kvalitetu usitnjenog mesa, poluproizvoda od mesa i proizvoda od mesa, “Sl. glasnik

RS”, br. 31/2012).

6.1.2. Eksperimentalna ,kuvana Sunka*

Kao i kod eksperimentalne ,,pariske kobasice”, tako i kod eksperimentalne ,.kuvane
Sunke®, ispitivani su hemijski pokazatelji kvaliteta (sadrzaj proteina, slobodne masti,
vode i pepela) radi provere ujednacenosti sastava proizvoda. Za ispitivanja su koriséene
iste referentne metode.

Rezultati prikazani u prethodnom poglavlju u tabeli 12 su graficki predstavljeni na
slici 6.

Poredenje rezultata hemijskih svojstava eksperimentalne ,kuvane Sunke* pokazuje
da je sastav proizvoda relativno ujednaen, uz slede¢a odstupanja: sadrzaj masti u
proizvodu broj 5 je veéi nego kod ostalih proizvoda (12,71 %), sadrzaj proteina u
proizvodu broj 10 je povecan u odnosu na ostale proizvode (21,17 %), dok je sadrzaj
masti u proizvodnim partijama broj 8 i 10 veoma nizak (manji od jednog procenta).
Navedene razlike su statisticki znacajne, $to je utvrdeno analizom varijanse, a posledica
su nedovoljno ujednacenog sastava upotrebljenog mesa za izradu eksperimentalnih
konzervi od mesa u laboratorijskim uslovima. Imaju¢i u vidu koli¢ine, prirodu sirovine
za izradu 1 recepturu, kao 1 da su eksperimentalni proizvodi pripremani u

laboratorijskim uslovima, jasno je da su ovakva odstupanja u sastavu uobicajena pojava.
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Slika 6 — Rezultati ispitivanja hemijskih svojstava eksperimentalne ,.kuvane Sunke*

Rezultati hemijskog ispitivanja sadrzaja pepela u eksperimentalnoj ,.kuvanoj sunki‘,
slicno kao kod barenih kobasica, vrlo su ujednaceni, razlika najviSe i najnize vrednosti
je 0,23 % 1 priblizna je prosecnoj standardnoj devijaciji odredivanja sadrzaja pepela kod
ove serije proizvoda.

Multivarijantno ispitivanje rezultata hemijskog sastava eksperimentalne ,.kuvane
Sunke* pokazuje nesto drukciju sliku nego kod eksperimentalne ,,pariske kobasice*
(slika 7). Na razlike u sastavu eksperimentalne ,kuvane Sunke* najviSe su uticali
medusobni odnosi sadrzaja proteina i slobodne masti (stepen korelacije -56,04 %) i
sadrzaja slobodne masti i vode (-76,28 %). Sadrzaj proteina i vode, kao i odnos sadrzaja
pepela prema sadrzaju proteina, masti i vode ne pokazuju postojanje znacajne
korelacije, pa samim tim nisu uticali na razlike hemijskog sastava eksperimentalnih

konzervi od mesa u komadima.

72



6. Diskusija

214 - ]

Proteini

(9]
1
e

5 Mast

i

Voda

~
()]
1
o

Pepeo

T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 711 T L
131415161718192021 -250 25 5 7510 7273 7475 76 7778 25 3 35 4

Slika 7 —Multivarijantno ispitivanje rezultata hemijskih svojstava eksperimentalne
,.kuvane Sunke*

Na osnovu prikazanih rezultata hemijskih ispitivanja, moze se zakljuciti da
eksperimentalni proizvodi imaju zadovoljavajuéu ujednacenost sastava, da po
hemijskim karakteristikama odgovaraju proizvodima koji se nalaze na trziStu i da
razlike u sadrzaju proteina, masti vode i pepela, kao Sto ¢e biti pokazano kasnije, ne

ometaju odredivanje koli¢ine boja u eksperimentalnim proizvodima.

6.2. pH vrednost eksperimentalnih proizvoda

Merenje pH vrednosti je jedan od vaznijih pokazatelja kvaliteta mesa i proizvoda od

mesa. Promene pH vrednosti su posledica promena u misi¢ima koje nastaju posle klanja
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zivotinje. UobicCajene pH vrednosti barenih kobasica i kuvane Sunke u konzervi se
nalaze u opsegu od 6,0 do 6,5 (Puolanne i sar., 2001).

Srednje vrednosti pH, na osnovu rezultata prikazanih u tabeli 14 su 6,29 kod
eksperimentalne ,,pariske kobasice* i 6,55 kod ,kuvane Sunke“. Na pH vrednost
konzerve ,.kuvana Sunka“ u znatnoj meri utice i salamura koja je koriS¢ena za pripremu
ovih proizvoda. U sastavu salamure, kao §to je navedeno u recepturi, nalaze se
polifosfati i eritorbat koji, u vodenim rastvorima, imaju pH vrednost ve¢u od 7,0,
odnosno daju slabo bazne rastvore. Kada se ima u vidu da salamura ¢ini 30 % gotovog
proizvoda, jasno je da pH vrednost ovih proizvoda mora biti visa od pH vrednosti
,pariske kobasice*.

Rezultati pH vrednosti potvrduju da su eksperimentalni proizvodi na
zadovoljavaju¢em nivou kvaliteta i da se mogu koristiti kao reprezentativni uzorci za
dalja ispitivanja koja su sprovedena pri izradi ove teze. Izmerene pH vrednosti su

okvirima prihvatljivosti za obe grupe proizvoda od mesa.

6.3. Senzorna ocena boje eksperimentalnih proizvoda

Sledec¢a grupa ispitivanja u okviru provere kvaliteta eksperimentalnih proizvoda od
mesa 1 njihove prihvatljivosti za primenu u razvoju i validaciji instrumentalnih metoda

za odredivanje boja su bila senzorna ispitivanja.

6.3.1. Eksperimentalna ,,pariska kobasica“

U okviru senzornih ispitivanja odredivani su prihvatljivost boje preseka,
ujednacenost boje preseka i postojanost boje 10 minuta po narezivanju. Graficki prikaz
ocena senzornih svojstava eksperimentalne ,,pariske kobasice* je dat na slici 8.

Senzorne ocene boje eksperimentalne ,pariske kobasice* statisticki su ispitivane
metodom analize varijanse i Taki-Kramer-testom poredenja srednjih vrednosti. Ocene
ujednacenosti boje preseka su bile bliske za sve ispitivane uzorke i statistickim
testiranjem nije utvrdena znacajnost razlika srednjih vrednosti ovih ocena. Sve ocene su

bile ujednacene i nesto vece od 4,00, osim za kontrolni proizvod bez dodate boje ¢ija je
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ocena ujednacenosti boje preseka iznosila 3,92. Dodavanjem boje postize se
ujednaceniji izgled preseka, ali taj uticaj nije jedini faktor od posebnog znacaja. Na
ujednacenost boje, takode, uticu stepen usitnjavanja sirovina pri izradi barenih kobasica

1 visok stepen homogenosti nadeva.
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Slika 8 — Senzorne ocene ispitivanih senzornih svojstava eksperimentalne ,,pariske
kobasice*

Kada se posmatraju rezultati statisticke analize ocena prihvatljivosti boje preseka i
postojanosti boje 10 minuta po narezivanju, dobijaju se sli¢ni rezultati. Proizvodne
partije ,pariske kobasice” 2, 6 1 9 su najprihvatljivije u pogledu boje preseka i
postojanosti boje. Njihove ocene su izmedu 4,00 1 4,50. Najprihvatljiviju boju preseka je
imala ,,pariska kobasica® sa najnizim sadrzajem Kosenile (3,4 mg/kg, proizvodna partija
2), a zatim ,,pariske kobasice* sa sadrzajem Ponsa 4R i Alura crvene AC u koli¢ini od

15 mg/kg (proizvodne partije 6 1 9).
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Senzorne ocene ,,pariske kobasice* proizvodnih partija 3, 5, 7, 8 1 10 su bile izmedu
3,50 1 4,00 za prihvatljivost boje preseka, a za postojanost boje u proseku oko 3,50.
Proizvodne partije eksperimentalne ,,pariske kobasice™ 1 i 4 su dobile ocene nize od
3,00 u ovim kategorijama. Boja preseka proizvodne partije 1 je previse svetla, a partije
4 previSe intenzivna.

Rezultati #-testa ocena prihvatljivosti boje preseka odmah po narezivanju i 10 nakon
minuta za svaku proizvodnu partiju eksperimentalne ,,pariske kobasice™ su pokazali da
nema statistiCki znacajnih razlika, odnosno da je boja preseka proizvoda postojana.
Najveca razlika senzornih ocena boje preseka neposredno po narezivanju i 10 minuta
nakon narezivanja je zapazena kod proizvodne partije 1, odnosno kontrolnog proizvoda
bez dodate boje, Sto ukazuje da dodatak prehrambenih boja pozitivno utie na

postojanost boje preseka.

6.3.2. Eksperimentalna konzerva , kuvana Sunka“

Kod eksperimentalne konzerve ,kuvana Sunka“ ocenjivana je takode prihvatljivost
boje preseka i postojanost boje 10 minuta nakon narezivanja. Ujednacenost boje preseka
,kuvane Sunke‘ nije ocenjivana zbog nehomogenosti boje.

Senzorne ocene boje eksperimentalne ,kuvane Sunke* prikazane su graficki na slici

NajviSe ocene ispitivanih senzornih svojstava su imale proizvodne partije ,.kuvane
Sunke® 2 i 3, sa 2 i 5 mg/kg KoSenile i ,kuvane Sunke“ sa istim koli¢inom Ponsa 4R
(proizvodne partije 5 i 6), preko 4,50. Prihvatljivost boje ,kuvane Sunke“ bez dodate
boje i sa dodatom Alura crvenom AC u koli¢ini od 5 mg/kg takode je visoko ocenjena,
preko 4,00. Kod ovih proizvoda, misi¢i su imali karakteristi¢nu boju mesa, dok su Zele i
masni delovi preseka ocuvali prirodnu, karakteristi¢nu Zu¢kastu boju. Proizvodne partije
,kuvane Sunke* sa najve¢im koli¢inama sve tri boje (15 mg/kg) su nize ocenjene zbog
previSe intenzivne boje mesnatih delova i ruziCaste, nekarakteristicne boje Zelea i
masnih delova preseka. Najnizu ocenu ispitivanih senzornih svojstava, ispod 2, je dobila

proizvodne partije ,.kuvane Sunke* 8, sa sadrzajem Alura crvene AC od 2 mg/kg. Boja
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ovog proizvoda je bila Zuta, a ne crvena, jer se boja dodata u niskoj koncentraciji

verovatno razgradila u toku termicke obrade.
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Slika 9 — Senzorne ocene ispitivanih senzornih osobina konzerve ,.kuvana Sunka“

Poredenjem prihvatljivosti boje preseka odmah i 10 minuta po narezivanju z-testom
nije utvrdena statisticka znacajnost rezultata promene boje preseka u toku stajanja.
Promene boje ,.kuvane Sunke* su bile manje izrazene nego kod ,,pariske kobasice*. Boja
preseka ,kuvane Sunke* sa dodatim bojom Ponso 4R je bila izuzetno postojana.

Senzorna ocenjivanja ispitivanih svojstava proizvoda pokazuju da postoji znacajna
razlika prihvatljivosti boje proizvoda u zavisnosti od vrste i koli¢ine dodate boje. Kod
obe vrste eksperimentalnih proizvoda od mesa dodavanjem boje dobijani su proizvodi

sa boljim karakteristikama boje preseka nego proizvodi bez dodate boje.

ook
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Na osnovu rezultata hemijskih, fizicko-hemijskih i senzornih ispitivanja moze se

zakljuciti:

- da su eksperimentalni proizvodi od mesa ujedna¢enog hemijskog sastava;

- da ispunjavaju zahteve kvaliteta za odgovarajuce proizvode od mesa;

- da su adekvatni predstavnici svoje klase proizvoda od mesa, odnosno da
eksperimentalo izradeni proizvodi po svojim karakteristikama odgovaraju
proizvodima koji se nalaze u prodaji;

- da prihvatljivost karakteristicne boje preseka eksperimentalnih proizvoda zavisi
od vrste 1 koli¢ine dodate boje i

- da se dodavanjem boje mogu dobiti eksperimentalni proizvodi koji imaju bolje

karakteristike od proizvoda bez dodate boje koji su izradeni pod istim uslovima.

6.4. Kolorimetrijsko ispitivanje (CIE L*a*b*) eksperimentalnih proizvoda

CIE L*a*b* kolorimetrija se koristi za izraCunavanje koordinata L*, a* i b*
instrumentalnim merenjem karakteristika boje povrSine predmeta ukljucujuci
medusobni odnos svetlosti, boje i tona.

Kolorimetrijsko ispitivanje boje preseka proizvoda od mesa po CIE L*a*b* sistemu
primenjeno je da bi se omogucilo brzo instrumentalno odredivanje karakteristika boje
proizvoda sa dodatim bojama kao i bez boja u proizvodu. Za razliku od senzornih
ispitivanja, kolorimetrijska merenja ne zavise od subjektivnih razlika ispitivaca, te
podaci dobijeni kolorimetrijskim odredivanima mogu da se ocene kao pouzdaniji.
Drugo, kolorimetrijskim ispitivanjima se dobijaju podaci o promenama boje preseka u
zavisnosti od vrste i1 koli¢ine dodate boje, a ne o prihvatljivosti boje. Ipak, poredenjem
senzornih ocena sa kolorimetriskim karakteristikama boje preseka proizvoda mogu se
dobiti znacajne informacije u kojim intervalima vrednosti L*, a* i b* parametara je boja
proizvoda prihvatljiva, kao i da se pouzdanije odredi da li dolazi do zna¢ajnih promena
boje preseka stajanjem. Iz navedenog se moZze zakljuciti da senzorna ispitivanja i
kolorimetrijska odredivanja boje preseka predstavljaju komplementarna ispitivanja koja

daju potpuniju sliku o boji proizvoda i njegovoj prihvatljivosti potrosacu.
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Sama kolorimetrija ne moze dati podatke o vrsti dodate boje, jer na dobijene
vrednosti uticu sve obojene materije prisutne na povrsini preseka proizvoda. Pouzdanost
merenja zavisi od homogenosti boje preseka proizvoda, tako da ¢e podaci o merenju
boje kod proizvoda koji su fino usitnjeni i homogeni, kao u sluc¢aju fino usitnjenih
barenih kobasica, biti pouzdaniji i tacniji, nego kod proizvoda koji su nehomogenog
izgleda preseka.

Jedan od ciljeva ove disertacije je pokuSaj da se kolorimetrijska merenja, u
kombinaciji sa rezultatima te¢nohromatografskog odredivanja, iskoriste za brza,
preliminarna odredivanja prisustva dodatih boja u proizvodima od mesa, direktno, bez

dodatne pripreme uzoraka za ispitivanje.

6.4.1. Eksperimentalna ,,pariska kobasica*

Fino usitnjene barene kobasice su, zbog homogenog izgleda preseka, pogodne za
kolorimetrijska ispitivanja boje preseka. Kolorimetrijsko merenje boje preseka fino
usitnjenih barenih kobasica ne daje samo informacije o kvalitetu proizvoda ve¢ i o
kvalitetu procesa proizvodnje. Proverom ujednacenosti boje na viSe preseka istog
proizvoda moze se dobiti uvid u homogenost mesanja sirovina u toku procesa izrade
barenih kobasica i na taj nacin vrSiti provera tehnoloskog procesa proizvodnje ovih
proizvoda.

Kolorimetrijskim merenjem boje preseka eksperimentalne ,,pariske kobasice*
dobijeni su podaci o svetlo¢i boje preseka, L*, udelu crvene boje, a* i udelu zute boje,
b*. Isti parametri su odredivani, na istim presecima, posle 10 minuta radi poredenja sa
rezultatima senzornih ocenjivanja.

Rezultati kolorimetrijskih merenja preseka eksperimentalne ,,pariske kobasice™ su
graficki prikazani na slici 10.

Eksperimentalna ,,pariska kobasica® sa dodatim bojama ima nize vrednosti za
svetlo¢u u odnosu na proizvod bez dodate boje (kontrolni proizvod). Takode, primecuje
se da sa porastom kolicine dodate boje opada vrednost L* kod sve tri serije

eksperimentalne ,,pariske kobasice*.
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Slika 10 — Kolorimetrijska merenja boje preseka eksperimentalne ,,pariske kobasice*
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Kod proizvoda sa dodatim bojama Ponso 4R i Alura crvena AC smanjivanje
vrednosti L* je kontinualno i postoji linearna zavisnost, dok kod ,,pariske kobasice* sa
Kosenilom vrednosti L* opadaju nelinearno sa poveéanjem koli¢ine boje u
proizvodima. Stajanjem svetlo¢a proizvoda sa dodatom KoSenilom opada, kod
proizvoda sa dodatom bojom Alura crvena AC slabo opada, a kod ,,pariske kobasice* sa
bojom Ponso 4R se ne moze izvesti pouzdan zakljucak.

Kada se posmatraju rezultati kolorimetrijskog odredivanja udela crvene boje u
eksperimentalnoj ,,pariskoj kobasici®, na prvi pogled se primecuje linearna zavisnost
promene vrednosti a* sa povecanjem koli¢ine sve tri boje. Najveéi porast vrednosti a*
sa povecanjem koli¢ine dodate boje je kod ,,pariske kobasice* sa dodatom Kosenilom
(nagib prave je 0,50), zatim kod proizvoda sa dodatom Alura crvenom AC (nagib 0,26),
a najmanji je kod proizvoda sa dodatom bojom Ponso 4R (nagib 0,20). Uzevsi u obzir
da su koli¢ine KoSenile koje su koriS¢ene pri izradi ,,pariske kobasice™ bile nize od
koli¢ina druge dve boje (tabela 3), moze se zakljuciti da je ova boja intenzivnije boji
proizvode od mesa. Poredeci rezultate merenja vrednosti a* odmah po narezivanju i
posle 10 minuta moze se zakljuciti da kod eksperimentalne ,pariske kobasice™ sa
dodatom KoSenilom nema promene udela crvene boje, kod ,pariske kobasice* sa
dodatom bojom Ponso 4R vrednost a* opada stajanjem, Sto je izraZenije pri manjim
koli¢inama boje, a kod kobasice sa dodatom bojom Alura crvena AC vrednost a* opada
neznatno.

Kolorimetrijsko merenje udela Zute boje je pokazalo da eksperimentalna ,,pariska
kobasica® sa dodatim veStackim bojama, Ponso 4R i Alura crvena AC, imaju vise
vrednosti b* u odnosu na kontrolni proizvod. Eksperimentalna ,,pariska kobasica“ sa
dodatom bojom KoSenila ima nizu vrednost b* u odnosu na proizvode sa sintetiCkim
bojama i kontrolni proizvod. Primec¢uje se da vrednost b* opada sa povecanjem koli¢ine
boje kod proizvodnih partija ,pariske kobasice sa dodatom KosSenilom. Kod
eksperimentalne ,,pariske kobasice* sa dodatim sintetickim bojama sa porastom koli¢ine
dodate boje vrednost b* blago raste. U toku stajanja vrednost b* boje preseka svih

eksperimentalnih kobasica se povecavala.
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Rezultati #-testa poredenja kolorimetrijskih parametara odmah po narezivanju i 10
minuta nakon narezivanja su potvrdili zaklju€ak senzorne analize da nema znacajnih

promena u boji preseka proizvoda stajanjem.

6.4.2. Eksperimentalna konzerva , kuvana Sunka“

Uporedivost rezultata kolorimetrijskih ispitivanja boje preseka eksperimentalne
konzerve ,kuvana Sunka“ usled nehomogenosti izgleda preseka je daleko manje
pouzdana nego kod ,,pariske kobasice®. Na preseku proizvoda su jasno uocljivi komadi
mesa, masnog i vezivnog tkiva, Zele itd. koji su razlicite boje i veli¢ine polja koja
zauzimaju na povrSini preseka. Komadi mesa koji se koriste za izradu kuvane Sunke
potiCu od razli¢itih miSi¢a svinjskog buta, koji imaju razli¢itu boju, $to doprinosi
neujednacenosti rezultata kolorimetrijskog ispitivanja. Kada se tome doda jos i prisutno
masno i vezivno tkivo, koji su belicaste boje, Zele koji ima zuckastu boju 1 providan je,
kao 1 druge komponente koje su vidljive na povrsini preseka, a ¢ije boje se kre¢u od
zuckaste do ruziCaste, postaje jasnije zasto se rezultati kolorimetrijskog ispitivanja boje
preseka konzervi od mesa u komadima moraju uzeti sa rezervom i pazljivo tumaciti.

Rezultati kolorimetrijskih merenja preseka eksperimentalne konzerve ,kuvana
Sunka“ su graficki prikazani na slici 11.

Vrednosti L* eksperimentane ,kuvane Sunke“ ne pokazuju znacajnija odstupanja
unutar cele serije proizvoda i iznose u proseku oko 60, osim proizvodne partije ,.kuvane
Sunke* 8 kod koje je vrednost L* veca. Vrednosti standardnih devijacija odredivanja
svetlo¢e u celoj seriji proizvoda se krec¢u od 1,1 do 7,48 jedinica i te vrednosti su vece u
odnosu na standardne devijacije odredivanja vrednosti L* kod ,,pariske kobasice* koje
su se kretale, u proseku, od 0,20 % do 0,50 %.

Rezultati kolorimetrijskog merenja udela crvene boje i kod ,.kuvane Sunke* pokazuju
porast vrednosti a* u zavisnosti od povecavanja koli¢ine dodate boje. Na slici 12
graficki su prikazane zavisnosti rezultati merenja vrednosti a* od koli¢ine dodatih boja

u eksperimentalnoj ,.kuvanoj Sunki‘.
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Kao i kod eksperimentalne ,,pariske kobasice®, tako se i kod ,kuvane Sunke*
primecuje da proizvodi sa dodatom bojom KosSenila pokazuju najvec¢i porast vrednosti
a* za isti interval koli¢ine dodate boje (nagib 0,53), zatim proizvodi sa dodatom bojom
Alura crvena AC (0,45) 1 proizvodi sa dodatom bojom Ponso 4R (0,32). Dobijeni
koeficijenti determinacije (R*) od 0,98 i 0,96 kod eksperimentalne , kuvane $unke“ sa
dodatim bojama KoSenila i Ponso 4R ukazuju na postojanje linearne zavisnosti promene
vrednosti a* pri porastu koli¢ine dodatih boja. Kod ,.kuvane Sunke* sa dodatom bojom
Alura crvena AC koeficijent determinacije je iznosio 0,69 i, na osnovu ovog podatka, ne
bi moglo da se tvrdi da postoji linearna zavisnost vrednosti a* od koli¢ine ove dodate
boje. Medutim, kao Sto je prikazano na slici 12, kada se ukloni podatak za proizvodnu
partiju “kuvane Sunke* 8, koja ocCigledno grubo odstupa od serije (tzv. ,,outlier*) dobija
se sasvim druga situacija (E 129' na slici 12). Koeficijent determinacije je sada skoro 1
Sto je idealna linearna zavisnost. Na osnovu analize rezultata kolorimetrijskog merenja
vrednosti a* moze se zakljuciti da postoji linearna zavisnost udela crvene boje od vrste i
koli¢ine dodate boje kod eksperimentalnih konzervi od mesa u komadima.

Vrednosti udela zute boje, b*, su bile neSto nize kod eksperimentalne ,kuvane
Sunke* sa dodatim bojama KosSenila i Ponso 4R, nego kod kontrolnog proizvoda bez
dodate boje. Na osnovu izmerenih vrednosti nije moguce utvrditi da li postoji zavisnost
kod vrednosti b* od promene koli¢ine dodate boje u eksperimentalnim proizvodima.
Vrednost b* kod ,,kuvane Sune* sa dodatom bojom Alura crvena AC je, u proseku veca
nego kod kontrolnog proizvoda. Kao i kod ,.kuvane sunke* sa Kosenilom i Ponsom 4R,
tako ni kod proizvoda sa Alura crvenom AC nije bilo moguce utvrditi postojanje
zavisnosti vrednosti b* od koli¢ine dodate boje.

Kao 1 kod eksperimentalne ,,pariske kobasice®, tako 1 kod ,.kuvane Sunke* rezultati ¢-
testa poredenja kolorimetrijskih parametara odmah po narezivanju i 10 minuta nakon
narezivanja potvrduju zaklju€ak senzorne analize da nema znaajnih promena u boji

preseka proizvoda stajanjem.
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6.5. Te¢no-hromatografsko odredivanje boja (HPLC analiza)

Razvoj metode za te¢nohromatografsko odredivanje boja u proizvodima od mesa je
izveden u nekoliko faza koje su navedene u prethodnim poglavljima. Posle odredivanja
uslova za hromatografsko razdvajanje boja i optimizacije ekstrakcije boja iz proizvoda
od mesa, razvijena metoda je proverena na eksperimentalnim proizvodima od mesa.
Dobijeni rezultati razvoja i provere tecnohromatografske metode ¢e biti predmet

diskusije u narednim poglavljima.

6.5.1. Odredivanje uslova za te¢nu hromatografiju

U preliminarnim ispitivanjima je utvrdeno da se hromatografisanjem pri stalnom
protoku i sastavu mobilne faze (izokratski) ne dobija dobro razdvajanje ispitivanih boja
i da se Kosenila sporo eluira sa kolone, tj. hromatografski pik ove boje je ,,razvucen®.
Posto je planirano da metoda, izmedu ostalih postavljenih uslova, bude razvijena za
rutinsku upotrebu u kontroli prisustva boja u proizvodima od mesa, vreme izvodenja
te¢nohromatografskog odredivanja ne bi trebalo da bude duze od 15 do 20 minuta.
Izokratskim razdvajanjem, odnosno hromatografisanjem mobilnom fazom stalnog
sastava se nije mogao ispuniti ovaj uslov. Pregledom literature je utvrdeno da je za
reSavanje ovih problema i dobro razdvajanje boja najbolje koristiti gradijentno
razdvajanje, kada se sastav mobilne faze menja u toku hromatografisanja, na reversno-
faznoj koloni sa oktadecil-modifikovanim silikagelom, C18 (Carvalho i Collins, 1997,
Minioti i sar., 2007, Yoshioka i Ichihashi, 2008).

U okviru pripremnih istrazivanja ispitivani su razliciti sastavi mobilne faze, od smeSe
Cistih rastvaraca sa vodom kao S§to su, najéeS¢e koriS¢eni, acetonitril i metanol, do
upotrebe amonijum acetatnog pufera. Zbog moguce kristalizacije soli upotrebljenih za
pravljenje pufera, izbegavani su fosfatni i drugi puferi koji sa, eventualno prisutnim
jonima metala, mogu da grade precipitate. Kristalizacija i precipitacija su najc¢esc¢i
uzroci kvara te¢nohromatografskih sistema. Takode, izbegavani su rastvori isparljivih
kiselina kao Sto su mravlja i hlorovodoni¢na, koji su navedeni u literaturi da su

koriS¢eni u sastavu mobilne faze za hromatografsko odredivanje boja (Carvalho i
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Collins, 1997, Chen i sar., 1998). Za sastav mobilne faze izabrani su vodeni rastvor
amonijum acetatnog pufera koncentracije 50 mM (mmol/dm’) i acetonitril. Amonijum
acetat je pogodan jer je dobro rastvoran u rastvaraima koriS¢enim u toku razvoja
hromatografske metode, zatim jer acetati tesko daju precipitate sa metalnim jonima i
koncentracija je dovoljno niska da se izbegne kristalizacija u sistemu.

IzvrSena je optimizacija detekcije. Detektor sa fotodiodnim slojem moze da prati
istovremeno viSe talasnih duzina svetlosti i da snima apsorpcione spektre u
ultraljubicastoj i1 vidljivoj oblasti (UV/VIS spektre) sastava mobilne faze koja protice
kroz ¢eliju detektora u Sirokom opsegu talasnih duzina. Moguce je izdvojiti delove
spektra 1 istovremeno odrediti intenzitete apsorpcije propustene svetlosti od strane
ispitivanih supstanci sa razli¢itim maksimumima apsorpcije. Takode, moguce je
izdvajanje UV/VIS spektra supstance iz hromatograma na retencionom vremenu vrha
analitickog signala ispitivane supstance. Na ovaj nacin su, u toku razvoja
te¢nohromatografske metode za odredivanje KosSenile, Ponsa 4R i Alura crvene AC,
izdvojeni njihovi UV/VIS spektri koji su, u toku hromatografskih ispitivanja
eksperimentalnih i proizvoda od mesa iz prodaje, koriS¢eni kao potvrda prisustva
ispitivanih boja (Carvalho 1 Collins, 1997, Kirschbaum i sar., 2003, Minioti i sar., 2007.,
Luo isar, 2012).

Posto su UV/VIS spektri karakteristicni za svako jedinjenje, moguca je vrlo
pouzdana potvrda (konfirmacija) prisustva ispitivanih supstanci, kao i eliminacija lazno
pozitivnih rezultata. To je jo$ jedna od prednosti ove hromatografske metode za
odredivanje boja u proizvodima od mesa. Za razliku od masenog detektora koji takode
ima mogu¢énost konfirmacije 1 koristi se u te¢noj hromatografiji, detektor sa fotodiodnim
slojem je daleko jeftiniji, jednostavniji za rukovanje i ne zahteva posebne dodatke i
prostor.

Posle niza ispitivanja, postavljen je gradijent rastvarata za hromatografisanje
ispitivanih boja (tabela 23). Na pocetku kroz hromatografski sistem prolazi samo 50
mM amonijum acetatni pufer. Odmah po injektovanju, do 12. minuta, postepeno raste
udeo acetonitrila do udela od 60 %. Sest sekundi kasnije (12,1 minut po injektovanju)
udeo acetonitrila u mobilnoj fazi naglo pada na 0 %, odnosno kroz sistem proti¢e samo

amonijum acetatni pufer.
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Ispitivan je uticaj pH pufera na razdvajanje i izgled analitickih signala boja u
hromatogramu. Za ova ispitivanja su koriS¢eni amonijum acetatni puferi istih
koncentracija, 50 mM, dve pH vrednosti, 4 1 7. Za ova ispitivanja su koriS¢eni
standardni rastvori smeSe boja KoSenile, Ponsa 4R i Alura crvene AC koncentracije 10

pg/ml. Dobijeni hromatogrami su prikazani na slici 13.
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Slika 13 — Hromatogrami gradijentnog te¢nohromatografskog ispitivanja boja amonijum
acetatnim puferom pH = 4 (levo) i pH = 7 (desno)

Promena pH vrednosti pufera nije uticala na retenciona vremena eluiranja boja sa
kolone (C18) ali je uticala na izgled pika KosSenile. U prvom slucaju pik ove boje je

razvucen sa nejasno definisanim maksimumom. Razvlacenje pika (tzv. ,tailing®) je
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uocljivo i pri pH 7, ali je pik bolje definisan i maksimum je jasno izraZen. Za dalji rad je
koris¢en 50 mM vodeni rastvor amonijum acetatnog pufera pH = 7.

Kao $to je ranije navedeno ispitivano je hromatografsko odredivanje boja na dve
razlic¢ite reversno-fazne kolone. U tu svrhu su koriS¢ene kolona sa uobicajenom C18
¢vrstom stacionarnom fazom i C18 kolona sa Cesticama sa ¢vrstim jezgrom. Dobijeni

hromatogrami su prikazani na slici 14.
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Slika 14 — Hromatogrami ispitivanja odredivanja boja u zavisnosti od upotrebljene
kolone

Na prvi pogled je primetno da je pik KoSenile mnogo bolje definisan, maksimum je

jasno izrazen, a razvlac¢enje pika smanjeno. Pikovi Ponsa 4R i Alura crvene AC su,
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takode, uzi, a zadrzavanje boja na koloni (retenciono vreme) je smanjeno. Sve tri boje
se eluiraju za manje od 8 minuta.

Najvece poboljSanje upotrebom kolone sa cesticama sa Cvrstim jezgrom je u
osetljivosti odredivanja KoSenile. U pregledanoj literaturi nije navedena upotreba
hromatografskih kolona sa Cesticama sa ¢vrstim jezgrom za hromatografsko odredivanje
boja u hrani.

Apsorpcioni spektri ispitivanih boja zavise od sastava rastvora u kojem se snimaju.
Mobilna faza ima razli¢it sastav u trenutku eluiranja svake od ispitivanih boja. Posto su,
u meduvremenu izabrani sastav mobilne faze i nacin eluiranja boja sa kolone, kao i
vrsta kolone na kojoj ¢e se vrsiti dalja ispitivanja, preostalo je da se izdvoje UV/VIS
spektri boja na maksimumu hromatografskih signala koji ¢e sluziti za pouzdanu potvrdu
prisustva boja u ispitivanim proizvodima od mesa. Na slici 15 su prikazani apsorpcioni

spektri ispitivanih boja odredeni u toku hromatografskog razdvajanja.
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Slika 15 — Apsorpcioni spektri ispitivanih boja odredeni na maksimumu
hromatografskih signala
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6.5.2. Ubrzana ekstrakcija boja na povisenoj temperaturi i poviSenom pritisku

Za izolovanje ispitivanih boja iz proizvoda od mesa je primenjena ubrzana
ekstrakcija rastvaraCima na poviSenoj temperaturi i pritisku (Accelerated Solvent
Extraction, ASE). Prednosti ubrzane ekstrakcije rastvaraCima su vec izloZzene u
prethodnim poglavljima, ali treba naglasiti da je ovaj nacin izolovanja boja
automatizovan, da pojednostavljuje manipulaciju uzorkom i skracuje proces pripreme
(Dean i Gouhua, 2000).

U pocetnim ispitivanjima postupka ekstrakcije izabrani su faktori koji mogu uticati
na ubrzanu ekstrakciju rastvara¢ima. Temperatura na kojoj se vrsi ekstrakcija boja iz
proizvoda od mesa, duzina trajanja ekstrakcije (ekstrakcioni ciklus), broj ponovljenih
ekstrakcija (ciklusa) i sastav rastvaraca kojim se vrsi ekstrakcija su smatrani najvaznijim
faktorima koji mogu povecati efikasnost ekstrakcije, odnosno povecati kolicine
izolovanih boja iz proizvoda od mesa (Gonzalez i sar., 2002, Luo i sar., 2012). Pritisak
na kojem se vrsi proces ekstrahovanja je bio konstantan (1500 psi, 10,3 MPa) jer uredaj
koji je koriS¢en za razvoj i optimizaciju izolovanja nema moguénost podeSavanja
pritiska.

Za pocetna ispitivanja je izabran potpuni faktorski eksperimentalni dizajn za Cetiri
faktora na dva nivoa sa vrednostima ispitivanih faktora koji je prikazan u tabelama 7 i
24. Svaki eksperiment naveden u tabeli je izveden u dva ponavljanja. Rezultati ovako
osmiSljenih eksperimenata su analizirani i graficki prikazani na slici 16.

Sli¢an pristup je koriS¢en pri izolovanju pigmenata iz KoSenila insekata, Dactylopius
coccus Costa, ubrzanom ekstrakcijom na povisenoj temperaturi i poviSenom pritisku
(Gonzélez i sar., 2002). Odredivane su optimalne vrednosti relevantnih faktora koji
utiCu na ubrzanu ekstrakciju pigmenata. Ispitivani su temperatura ekstrakcije, vreme
ekstrakcije, broj ponovljenih ekstrakcija i koncentracija metanola u ekstrakcionoj smesi.
Za ispitivanje je koriS¢en faktorski Draper-Lin centralni kompozitni dizajn
eksperimenta. Na osnovu podataka dobijenih analizom primenjenog eksperimentalnog
dizajna utvrdeno je da su najznacajniji uticaj na ekstrakciju pigmenata imali vreme

ekstrakcionog ciklusa i broj ponavljanja ekstrakcionih ciklusa (ekstrakcija).
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Slika 16 — Rezultati analize faktorskog dizajna za odredivanje uslova ekstrakcije

Pri ovim ispitivanjima kori§¢eni su proizvodi od mesa bez dodate boje. Pre svakog
ispitivanja u 1 g uzorka proizvoda od mesa je dodavan standardni rastvor smese boja,
tako da je koli¢ina svake boje u uzorku iznosila 10 mg/kg.

Posmatraju¢i uticaj promene ispitivanih faktora na ekstrakciju pojedinacnih boja,
primetno je da porast temperature znacajno povecava efikasnost ekstrakcije KoSenile i
Ponsa 4R, a gotovo da nije imalo uticaj na ekstrakciju Alura crvene AC. Produzavanje
vremena ekstrakcionog ciklusa i veéi broj ciklusa su povecavali stepen ekstrakcije svih
ispitivanih boja. Porast koncentracije amonijum acetatnog pufera pH 7 nije uticao na
ekstrakciju KoSenile, a smanjivao je efikasnost izolovanja ostalih boja. U donjem redu
na slici 16 (,,Desirability) su prikazane vrednosti ispitivanih faktora pod uslovima
maksimalne ekstrakcije. Primecuje se da kriva funkcije temperature ima maksimum na
99,83 °C, dok za vreme trajanja i broj ponavljanja ciklusa maksimumi nisu dostignuti.
Analizom krive funkcije za koli¢inu pufera u metanolu, efikasnost ekstrakcije boja

opada sa poveCanjem koncentracije pufera. Na osnovu analize primenjenog
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eksperimentalnog dizajna dobijene su sledeée vrednosti ispitivanih parametara:
temperatura 99,83 °C, vreme 10 min, 3 ciklusa i 1,02-10'14 % amonijum acetatnog
pufera u metanolu. Dobijena vrednost za koli¢inu pufera u metanolu je zanemarljiva i u
daljim ispitivanjima je koriS¢en €ist metanol.

Posto je podeSavanje temperature ekstrakcije na ekstraktoru moguée samo u celim

vrednostima stepena, optimalna temperatura je pode$ena na 100 °C.

6.5.3. Optimizacija ekstrakcije i kalibracija metode

Za optimizaciju ubrzane ekstrakcije boja na poviSenom pritisku i temperaturi izabran
je centralni kompozitni eksperimentalni dizajn jer je najpogodniji za ovu vrstu
ispitivanja (Ferreira 1 sar., 2007). Od faktora koji su kori§¢eni pri ispitivanju procesa
ekstrakcije u prethodnoj fazi, za optimizaciju su izabrani vreme trajanja ekstrakcionog
ciklusa i broj ekstrakcionih ciklusa (Gonzalez 1 sar., 2002). Optimalna vrednost
temperature je dostignuta u prvoj fazi, a koli¢inu pufera nije moguce dalje smanjivati.
Izabrani faktori za optimizaciju ocigledno nisu dostigli maksimalne vrednosti, a
analizom faktorskog dizajna je utvrdeno da su znacajni za izolovanje sve tri boje iz
proizvoda od mesa.

Vrednosti ispitivanih faktora za optimizaciju izolovanja boja ubrzanom ekstrakcijom
rastvara¢ima na poviSenoj temperaturi i pritisku su izabrane tako da obuhvate Siri
interval nego onaj koji je koriS¢en u prvoj fazi ispitivanja ekstrakcije. Pri izboru ovih
faktora uzeto je u obzir da preterano dug proces ekstrakcije (nekoliko ¢asova po uzorku)
¢ini besmislenim ovaj nac¢in pripreme uzoraka za te¢nohromatografsko odredivanje.

Pri ovim ispitivanjima, kao i u prvoj fazi ispitivanja ubrzane ekstrakcije, koris¢eni su
proizvodi od mesa bez dodate boje kojima je dodavan standardni rastvor smese boja,
istim sadrzajem boja (10 pg/ml, odnosno 10 mg/kg preraunato na masu uzorka).

Rezultati optimizacije procesa ekstrakcije boja iz proizvoda od mesa, prikazani u

tabeli 26, su obradeni i graficki prikazani na slici 17.
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Slika 17 — Rezultati analize centralnog kompozitnog dizajna za odredivanje optimalnih
uslova ekstrakcije

Na osnovu analize prikazanih rezultata optimizacije procesa ekstrakcije za najveci

stepen izolovanja sve tri ispitivane boje potrebno je da vreme trajanja jednog ciklusa
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bude 15 minuta uz 5 ponavljanja ciklusa. Ra¢unajuéi sve operacije i medukorake koje
ekstraktor obavlja (punjenje Celije za ekstrakciju rastvaraCem, zagrevanje, izbacivanje
ekstrakta 1 ubacivanje svezeg rastvaraca u celiju, ispiranje itd.) ukupno vreme
ekstrahovanja po jednom uzorku je oko 85 minuta.

Sumiraju¢i navedene rezultate prve i druge faze ispitivanja ubrzane ekstrakcije
rastvaraCima moze se zakljuciti da su za optimalno izolovanje boja iz proizvoda od
mesa potrebna 4 ekstrakciona ponavljanja u trajanju od 13 minuta, metanolom, pri
temperaturi od 100 °C.

Posle odredivanja vrednosti ispitivanih faktora optimizacijom ubrzane ekstrakcije
dizajniranjem eksperimenta, izvrSeno je podeSavanje hromatografskog sistema
(kalibracija) i postavljene su metode obrade hromatograma radi pouzdane identifikacije
boja i odredivanja njihovih koli¢ina u uzorcima proizvoda od mesa ispitivanim u daljem
istrazivanju. Kalibrisanje je izvrSeno ispitivanjem serije uzoraka proizvoda od mesa sa
dodatim standardnim rastvorom smese boja. Proizvod od mesa koji je koriS¢en za ova
ispitivanja je bio bez dodatih boja. Standarni rastvor smese boja je dodavan u odmerenu
koli¢inu uzorka tako da koncentracija boja, racunato na masu uzorka, bude 10 pg/ml, 25
pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml i 100 pg/ml. Na taj nacin su dobijene radne kalibracione
prave zavisnosti integrisane povrsine pika od dodate koli¢ine svake od ispitivanih boja.
Kalibracione prave su prikazane na slici 18.

Kalibracione prave su preuzete direktno iz programa za akviziciju i obradu
hromatograma ,,Empower®. Koeficijenti determinacije kalibracionih pravih odredivanja
ispitivanih boja razvijenom metodom te¢ne hromatografije su R’g120 = 0,990, R%gj54 =
0,999 i R%120 = 0,999. Iz rezultata se jasno vidi da je zavisnost prikazana kalibracionim
pravama linearna u celom ispitivanom opsegu. Kalibracijom metode omoguceno je
odredivanje sadrzaja boja u proizvodima od mesa u opsegu od 1 mg/kg do 100 mg/kg

proizvoda.
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Kada je primenjen postupak ekstrakcije pod navedenim uslovima za izolovanje boja
iz eksperimentalnih  proizvoda u kombinaciji sa opisanim  postupkom
te¢nohromatografskog odredivanja, primeceno je da se KoSenila ne ekstrahuje potpuno,
odnosno da su vrednosti koje su odredene nize od ocekivanih. Povratni prinosi boja
Ponso 4R i Alura crvene AC, pri istim uslovima, su bili oko 100 %. Ova pojava je
moguca posledica koriS¢enja uzoraka kojima je dodavan standardni rastvor boja za
optimizaciju ekstrakcije (,,spajk®). Radi povecanja stepena ekstrakcije KoSenile iz
eksperimentalnih proizvoda izvrSena je nova optimizacija procesa ekstrakcije za koju je
primenjen Box-Benkenov eksperimentalni dizajn za optimizaciju tri faktora —
temperature, vremena trajanja ekstrakcije i broja ponavljanja ekstrakcija rastvara¢ima.
Centralni kompozitni dizajn nije pogodan za optimizaciju kada ima viSe od dva faktora
koji se ispituju.

Rezultati optimizacije Box-Benkenovim dizajnom su prikazani u tabeli 28. Analiza
rezultata je graficki prikazana na slici 19.

Prema podacima prikazanim u tabeli 29, samo temperatura pokazuje znacajan uticaj
pri optimizaciji uslova ekstrakcije KoSenile iz eksperimentalnih proizvoda od mesa. To,
prakti¢no, znac¢i da u prethodnim ispitivanjima i optimizaciji procesa ekstrakcije nije

postignuta optimalna vrednost temperature.

8,233515
[3,80884,
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0,875422

Desirability
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Slika 19 — Rezultati analize Box-Benkenovog dizajna za odredivanje optimalnih uslova
ekstrakcije KoSenile iz eksperimentalne ,,pariske kobasice*
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Vrednosti temperature i ekstrakcionog vremena su korigovane, tako da je ekstrakcija
vr$ena metanolom na temperaturi od 120 °C u Eetiri ekstrakciona ciklusa od po 11
minuta. Na ovaj nain je ukupno vreme potrebno za ekstrakciju jednog uzorka
proizvoda od mesa smanjeno ispod jednog Casa. Kada je opisani postupak ekstrakcije
primenjen za odredivanje boje u eksperimentalnim proizvodima od mesa povratni

prinosi su bili zadovoljavajuéi za sve tri boje kao Sto je prikazano u slede¢em poglavlju.

6.5.4. Odredivanje sadrzaja boja u eksperimentalnim proizvodima od mesa

Visokoefikasnom tecnom hromatografijom su izvrSena kvalitativna i kvantitativna
odredivanja boja, u skladu sa laboratorijskim postupkom opisanim u poglavlju 5.5.4.
Rezultati prikazani u tabelama 30 i 31 pokazuju da su povratni prinosi boja racunato na
dodate vrednosti svake boje pri izradi eksperimentalnih proizvoda od mesa prili€no
visoki, osim u slucaju eksperimentalne ,,pariske kobasice* iz proizvodne partije PK04,
kod koje je vrednost povratnog prinosa ispod 80 %. Imajuéi u vidu da je
eksperimentalna ,pariska kobasica® proizvedena u industrijskom pogonu gde uslovi
proizvodnje eksperimentalnih proizvoda ,,na malo* nisu optimalni, ovakav rezultat
povratnog prinosa je prihvatljiv.

Kod eksperimentalne ,kuvane Sunke“, koje su proizvedene u laboratorijskim
uslovima, situacija je drugacija. Vrednosti dobijenih rezultata prikazane u tabeli 31 su
ujednacenije, povratni prinosi ispitivanih boja se krecu u rasponu od 93,53 % koliko je
odredeneo za sadrzaj KoSenile od 2,5 mg/kg do 105,20 % za sadrzaj boje Alura crvene
AC u eksperimentalnim konzervama od mesa. Povratni prinosi odredivanja KoSenile
te¢nom hromatografijom su i dalje nesto nizi nego pri odredivanju Ponsa 4R i Alura
crvene AC, ali su svi preko 90 %, §to se moze smatrati vrlo dobrim rezultatom.

Dobijeni rezultati povratnog prinosa su veéi u poredenju sa literaturnim podacima
povratnog prinosa Ponsa 4R (76,9 % — 83,6 %) 1 Alura crvene AC (80,9 % — 84,6 %)
koji su dobijeni ubrzanom ekstrakcijom boja iz proizvoda od mesa odredivanjem
metodom ultra visokoefikasne teéne hromatografije bez optimizacije ekstrakcije
dizajniranjem eksperimenta (Luo i sar., 2012). Validacija literaturne metode je vrSena

uzorcima proizvoda od mesa kojima je dodavan standardni rastvor smese boja.
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Uocljivo je da postoje razlike izmedu KosSenile, sa jedne strane, i Ponsa 4R i1 Alura
crvene AC, sa druge strane, prilikom ekstrakcije 1 odredivanja metodom tecne
hromatografije. Razlike postaju razumljive kada se imaju u vidu hemijska svojstva i
poreklo ispitivanih boja. KoSenila je prirodna boja, karboksilna kiselina, derivat
antrahinona za koji je vezan jedan molekul glukoze. Ponso 4R i Alura crvena AC su
vestacke, azo boje derivati naftalena. Obe ove boje su sulfonske kiseline. Posto su u
pitanju potpuno razliCite klase organskih jedinjenja, razli¢ito je i njihovo hemijsko
ponasanje prilikom ekstrakcije 1 odredivanja metodom te¢ne hromatografije.

Slika 20 prikazuje hromatograme standardnog rastvora boja i ekstrakta nekih od
eksperimentalnih proizvoda.

Prikazani rezultati pokazuju da se razvijena metoda teCne hromatografije za
odredivanje ispitivanih boja sa ubrzanom ekstrakcijom rastvara¢ima na poviSenom
pritisku 1 temperaturi moze uspe$no primeniti kod proizvoda od mesa. Metoda
omogucava istovremeno odredivanje viSe boja iz istog uzorka, te bi se mogla primeniti
za odredivanje ispitivanih boja i kod drugih prehrambenih proizvoda posle

odgovarajuce kalibracije.

6.5.5. ViSestruka linearna regresija rezultata CIE L*a*b* 1 te¢nohromatografskog

ispitivanja eksperimentalnih barenih kobasica

Visestruka linearna regresija rezultata merenja boje preseka eksperimentalnih
proizvoda i te¢nohromatografskog odredivanja sadrzaja boje u njima je primenjena radi
ispitivanja mogucnosti primene CIE L*a*b* kolorimetrije za brzo odredivanje dodate
boje u proizvodima od mesa. Umesto navedenih koli¢ina boje koje su dodate u
eksperimentalne proizvode (tabele 3 i 5) koriS¢eni su rezultati odredivanja sadrzaja boje
metodom te¢ne hromatografije za dobijanje kalibracionih pravih i linearnih jednacina
zavisnosti vrednosti kolorimetrijskih faktora od sadrzaja boje. Pretpostavljeno je da su
vrednosti koli¢ina boja u eksperimentalnim proizvodima odredene metodom tecne
hromatografije realnije nego navedene vrednosti pogotovo kod eksperimentalnih

barenih kobasica koje su proizvedene u indstrijskim uslovima.

99



6. Diskusija

0.124

0.104

20

0.084

2 0.06

E 124

0.04

E 120

0.024

0.00 W\

T ——r—Tr—r—r— T T T T T T T
200 4,00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

0.018+

0.016+

0.014

0.012

0.010

0.008-)

E 120-4.648

0.006-]

0.004-)

0.0024

0.000~

T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

0.015

0.010+

E 124 - 6.466

3 0.005+

0.000-

-0.005

T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00
Minutes

0.025-

0.020-

0.015

E129 - 7.427

0.010

2 OADBS—WJ

0.000-

-0.005-

-0.010+

Slika 20 — Hromatogrami standarda crvenih boja koncentracije 10 pg/ml svake boje
(a); ekstrakta eksperimentalnog proizvoda sa KoSenilom (b); ekstrakta
eksperimentalnog proizvoda sa Ponsom 4R (c) i ekstrakta eksperimentalnog
proizvoda sa dodatom bojom Alura crvena AC (d)
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Iz rezultata viSestruke linearne regresije, prikazanih u tabeli 32, moze se zakljuciti,
na osnovu vrednosti koeficijenata determinacije, da se kolorimetrijska ispitivanja mogu
primeniti samo kod fino usitnjenih barenih kobasica, odnosno proizvoda od mesa sa
homogenom bojom preseka. Najuticajniji kolorimetrijski faktor za odredivanje sadrzaja
boje kod svih eksperimentalnih proizvoda je udeo crvene boje, odnosno vrednost a*.
Ovakav zakljucak je logiCan, jer su dodavane crvene prehrambene boje u proizvode od
mesa §to je najvise uticalo na promenu vrednosti a*.

PoSto je utvrdeno da se rezultati kolorimetrijskih ispitivanja eksperimentalnih
konzervi od mesa u komadima ne mogu pouzdano primeniti za odredivanje sadrzaja
boje u njima, dalja ispitivanja su se zasnivala na rezultatima kolorimetrijskih ispitivanja
eksperimentalnih fino usitnjenih barenih kobasica.

Graficki prikaz provere modela je dat na slici 21.

JednaCine (modeli) zavisnosti koncentracije boje u eksperimentalnim barenim
kobasicama odredene metodom te¢ne hromatografije od vrednosti L*, a* 1 b* preseka
proizvoda, dobijene viSestrukom regresijom, u polinomskom obliku su navedene u
poglavlju 5.5.5. Dobijeni modeli su proveravani unosenjem izmerenih vrednosti L*, a* i
b* za svaki proizvod u odgovarajuéu jednacinu, izraCunavanjem koli¢ine boje na
osnovu tih vrednosti i poredenjem izracunate koliine sa vrednostima sadrzaja boje koje
su koriS¢ene za dobijanje modela (tabela 33).

Radi pouzdanog poredenja dobijenih rezultata koriS¢en je dvosmerni #-test za bliske
vrednosti standardih devijacija. Rezultati #-testa prikazani u tabeli 33 pokazuju da, u
slucaju boja KoSenile i Alura crvene AC, nema znacajnih razlika izmedu rezultata
hromatografski odredene koli¢ine boje u eksperimentalnim proizvodima i koli¢ine
izraCunate dobijenom jednac¢inom (matematiCkim modelom). Kod boje Ponso 4R,
postoji statisticki znacajna razlika izmedu vrednosti rezultata za koli¢inu boje od 25
mg/kg. Odstupanje moze biti posledica nelinearne zavisnosti koncentracije boje od
kolorimetrijskih vrednosti u tom opsegu. Ova ispitivanja su u skladu sa dobijenim
vrednostima koeficijenata determinacije jer i1 #-test i koeficijent daterminacije su

pokazatelji valjanosti dobijenog modela.

101



6. Diskusija

12 -
E120
10 A y=0,987x+ 0,064 of
R2=0,087
¥ A //
=0 Pl
Ej /‘,
W ¢ -~
£ g
M ~
% 4 to';/
o P
@] e
2 //
i
4] T T T T |
2 4 b 8 10 12
-2
Chrom (mg/kg)
30 -
E124
25 | y=0953x+ 0,512
RZ=(,053
- 200 A ///
o
o b
E 15 .
e // ¢
W 10 - TS //
- o,
v ¥
5 =
//
4] T T T T ]
5 10 15 20 25 30
E
Chrom (mg/kg)
30 -
E 129 0,993x+ 0,079
. v=u, K+ U
- R?=10,993 //*
-~
20 e
3 o
—~ e
& 15 b 4
E - ‘
10 ///
e ~
-
° s 4
///
4] T T T T 1
5 10 15 20 25 30
-
Chrom (mg/kg)

Slika 21 — Provera L*a*b* modela za odredivanje sadrzaja boja u eksperimentalnim
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6.5.6.Ispitivanje proizvoda sa trziSta

Metoda visokoefikasne te¢ne hromatografije sa ubrzanom ekstrakcijom rastvara¢ima
je primenjena za kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje boja u uzorcima prisutnim u
prodajnim objektima u naSoj zemlji. Na slici 22 su graficki prikazani rezultati
ispitivanja proizvoda od mesa sa domaceg trzista.

Kao Sto je navedeno u poglavlju 5.5.6., ispitano je 34 proizvoda, od kojih 21
proizvod su bile fino usitnjene barene kobasice, a 13 konzerve od mesa u komadima
(slika 22a). Ispitivani su proizvodi raznih proizvodaca, iz razli¢itih prodajnih objekata i
razli¢itih robnih distributera. Vecina proizvoda od mesa je domacih proizvodaca (31
proizvod), a 3 su bila iz uvoza (slika 22b).

Ispitivanjem uzoraka proizvoda od mesa, odnosno fino usitnjenih barenih kobasica i
konzervi od mesa u komadima, na prisustvo boja pokazalo je da neSto manje od jedne
tre¢ine proizvoda ne sadrzi ni jednu od ispitivanih boja u koli¢inama koje se mogu
odrediti razvijenom metodom. Od ukupnog broja ispitanih uzoraka, preko polovine je
sadrzavalo KoSenilu, u 12 % je potvrden sadrzaj boje Alura crvene AC, a Ponso 4R nije
otkriven ni u jednom proizvodu (slika 22¢). Kada se posmatra raspodela uzoraka sa
aspekta deklarisanog sadrzaja boja u ispitivanim proizvodima, u viSe od polovine
proizvoda je potvrdeno prisustvo dodate boje koja nije deklarisana, a samo u 15 %
ispitanih proizvoda je bila deklarisana dodata boja KoSenila, E 120. Kao $to je ve¢
re¢eno, nesto manje od jedne tre¢ine ispitanih uzoraka nije sadrzavalo dodate boje, te
nije bilo potrebe za deklarisanjem (slika 22d).

Navedeni rezultati nedvosmisleno govore da je, u trenutku kada je vrSeno ovo
ispitivanje, kod vecine proizvoda koji se nalaze u prometu na domacéem trzistu postojala
zakonska nepravilnost, bilo da je u pitanju pogresno deklarisanje, dodavanje boje u
proizvode u kojima nije dozvoljena upotreba bilo koje dodate boje, do upotrebe boja
koje su apsolutno nedozvoljene u ispitivanim proizvodima od mesa. Zabelezen je i
slucaj da je proizvodac deklarisao prisustvo KosSenile u konzervi od mesa u komadima u
kojima nije dozvoljeno dodavanje boja. Nedozvoljena upotreba boje Alura crvene AC je
potvrdena u 4 ispitana proizvoda. Rezultati ove delimicne studije stanja trzista, sa jedne

strane, govore u prilog tome da se u nasSoj zemlji ne sprovodi dovoljna kontrola
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upotrebe boja u proizvodima od mesa. Sa druge strane, upravo ovakva situacija
pokazuje koliko je opravdana potreba za poostravanjem kontrole i za sveobuhvatnijom
studijom stanja trzista kada je u pitanju upotreba boja u proizvodima od mesa. Jedan od
glavnih doprinosa kontroli upotrebe boja za bojenje proizvoda od mesa je u razvoju
pouzdanih metoda za odredivanje dodatih prirodnih i vestackih prehrambenih boja u
proizvodima od mesa, §to je tema ove disertacije.

Rezultati primene razvijenih L*a*b* modela na ispitivanim proizvodima od mesa
pokazuju da se L*a*b* modelom dobijaju nesto vise vrednosti za sadrzaj KoSenile nego
primenom metode te¢ne hromatografije. Vrednosti sadrzaja KoSenile u barenim
kobasicama dobijene hromatografskim ispitivanjem su bile u intervalu od 2,44 do 4,69
mg/kg, dok su koli¢ine izraCunate po modelu posle kolorimetrijkih odredivanja
vrednosti L*, a* 1 b* boje preseka bile u intervalu od 4,10 do 11,78. Ovakve razlike
mogu poticati od brojnih ¢inilaca, na primer, od koli¢ine crvene paprike u ekstraktu
paprike u proizvodima i dr. Kolorimetrija meri ukupan zbir svih obojenih konstituenata
povrsine preseka, a dodata boja je samo jedan deo tog zbira. Ipak, imajuéi u vidu da je
cilj bio da se proveri da li kolorimetrija moze da se primeni za procenu prisustva boje, a
ne za precizna odredivanja, ovi rezultati su prihvatljivi.

L*a*b* model za odredivanje koli¢ine boje Alura crvene AC u fino usitnjenim
barenim kobasicama pokazuje mnogo bolje slaganje, ali je ispitan vrlo mali broj
uzoraka, samo 4, tako da se ne moze izvuéi pouzdan zakljucak.

Posto nije ispitan nijedan uzorak sa dodatom bojom Ponso 4R, model nije bilo
moguce proveriti na proizvodima iz prometa. Takode, L*a*b* model nije primenjen na
konzerve od mesa u komadima jer matematicki modeli kod eksperimentalnih kuvanih

Sunki nisu bili validni.

104



6. Diskusija

Konzerve
38%

b)

Uvoz

Barene
kobasice A
62% DE:maca_
proizvodnja
91%
Deklarisano
d) 15%

Nije
deklarisano
nema boje

32%

Nije
deklarisano
prisutna boja

53%

Slika 22 — Graficki prikaz raspodele ispitivanih uzoraka prema vrsti i prisustvu boje u
njima
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu izvrSenih istraZzivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci

zakljucei:

1. eksperimentalni proizvodi od mesa: ,,pariska kobasica®, kao finousitnjena barena
kobasica, 1 ,,kuvana Sunka®, kao konzerva od mesa u komadima, kojima su u toku
izrade dodavane razlicite koli¢ine boja KosSenila, Alura crvena AC i Ponso 4R, na
osnovu ispitivanih svojstva kvaliteta, reprezentovale su odgovarajuée grupe
proizvoda i kao takve bile pogodan supstrat za validaciju novih metoda za

odredivanje prisustva i koli¢ine boja kod proizvoda od mesa;

2. merenjem boje preseka eksperimentalnih proizvoda od mesa sa razliCitom
koli¢inom ispitivanih boja metodom CIE L*a*b* kolorimetrije utvrdene su
odredene promene L*a*b* vrednosti u odnosu na proizvode bez dodatih boja:

o L* vrednost (intezitet svetlosti) se smanjuje,

o a* vrednost (udeo crvene boje) se povecava, 1

o b* vrednost (udeo zute boje) kod proizvoda sa KoSenilom se smanjuje, a
kod proizvoda sa vestackim azo bojama (Alura crvena AC, Ponso 4R) se

povecava;

3. ispitivanjem originalnog postupka ubrzane ekstrakcije boja utvrdeno je da se boje
efikasno 1 potpuno ekstrahuju iz proizvoda, §to je omogucilo da se razvije nova
metoda za kvalitativno i1 kvantitativno odredivanje boja kod proizvoda od mesa,
zasnovana na visokefikasnoj te¢noj hromatografiji, kojom se koli¢ina boja moze

odrediti u intervalu od 1,00 do 100,00 mg/kg uzorka;
4. primena eksperimentalnog dizajna u toku ispitivanja optimalnih uslova pri

kojima je ubrzana ekstrakcija boja najefikasnija, dala je sledece rezultate:

o odredena je vrednost temperature (120 °C), sastav rastvarata za
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7. Zakljucak

5.

ekstrakciju i njihov uticaj na ekstrakciju,
o izveden je optimalan broj proba koji je neophodan za ekstrakciju 1
o pripremanje uzoraka je skra¢eno u odnosu na referentnu metodu za oko 3

puta, a postupak znacajno pojednostavljen i prilagoden rutinskom radu;

ispitivanjima su odredeni i definisani vazniji parametri od znacaja za odredivanje
boja novom metodom te¢ne hromatografije (sastav i gradijent mobilne faze i
optimalne talasne duZine za detekciju boja od 480 do 520 nm), a za razdvajanje i
odredivanje boja prvi put je koriS¢ena kolona sa stacionarnom fazom od cestica
sa Cvrstim jezgrom, Cijom primenom je postignuto bolje odvajanje
hromatografskih pikova boja 1 znacajno povecana osetljivost odredivanja

KoSenile;

uporednim merenjem boje preseka proizvoda CIE L*a*b* kolorimetrijom i
odredivanjem koli¢ine boja u proizvodima novom metodom tecne
hromatografije, uz primenu viSestruke linearne regresije, razvijeni su
matemati¢ki modeli (formule) koji omogucavaju brzo odredivanje prisustva i

koli¢ine boja CIE L*a*b* kolorimetrijom kod finousitnjenih proizvoda od mesa;

primenom novih metoda boje su utvrdene kod 67,65 % ispitanih proizvoda od
mesa sa trzista, i to kod 95 % finousitnjenih barenih kobasica, kod kojih je
dozvoljena upotreba prirodnih boja, i kod 23 % konzervi od mesa u komadima,
kod kojih je upotreba boja zabranjena; 80 % pozitivnih uzoraka barenih kobasica
sadrzalo je prirodnu boju Kosenilu (2,44 - 4,69 mg/kg), a 20 % uzoraka vestacku
boju Alura crvenu AC (19,94 - 74,95 mg/kg); kod konzervi od mesa u komadima
utvrdena je KoSenila (2,61 - 4,38 mg/kg); Ponso 4R nije utvrden u ispitivanim

uzorcima proizvoda od mesa.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NoTtnncaHu-a PagmBoj [NeTpoHunjesuh

6poj ynuca KaHamaat uma marmctpaTypy

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa avcepTaumja nos HacroBoMm

JcnutuBane MoryhHocTu NnpuMeHe HOBUX MeToda 3a KOHTpony ynotpebe
NpUPOaHUX U BeliTavykux boja koa npomnssoaa ogq meca“

e pe3yntat CONnCTeBeHOr NCTpaxxmBa4kor pana,

e [a npeanioXeHa guceprauuja y LenuHU H1 Yy AenoBrMa Huje 6una
npeanoxeHa 3a gobuvjare 61no koje gunnomMe npema CTyaujCkum
nporpamMmumMa Opyrmx BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntat KOPpEeKTHO HaBedeHU n

e [la HMCaM KpLuMo/Nna ayTopcka npasa U KOPUCTMO UHTENEKTYarnHy CBOjUHY
Apyrux nuiua.

Motnuc AOKTOpaHAa

Y beorpaay, 01.11.2013. i 0 )




Mpunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNfIeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paga

Mme n npeanme aytopa Pagueoj MNeTpoHujesuh

bpoj ynuca KaHaugat nma marucrTpartypy

CTy,EI,I/IjCKVI nporpam KaHgnoart nma marmcrtpaTypy

Hacnos paga _AcnutMBawe MOryhHOCTU NpUMEHE HOBUX MeToda 3a KOHTPONy
yrnoTpede npupoaHux U BelTavykux 6oja koa npoussoga og meca’

MeHTop npod. ap. Ununja Bykosuh, peaoBHu npodecop (Y neH3ujn)

MNotnncaHn Pagusoj [MeTpoHujeBuh

u3jaerbyjeM fa je WiTaMnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHa eNEKTPOHCKO]
BEp3vju Kojy caMm npegao/na 3a o6jaBrbMBakbe Ha noprtany AurutanHor
peno3nTtopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMUYHKM Nogaum Be3aHu 3a fobujare akagemMcKor
3Batba AOKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 Npe3ume, roguHa n mecTo pohera 1 gaTym
onbpaHe paga.

OBM nn4HM nogaum Mory ce o06jaBUTM Ha MpEXHUM CcTpaHuuama aurutarnHe
OnbnnoTeke, y enekTpoHCKOM kKaTanory u y nybnukauvjama YHuBep3auteta y
Beorpagy.

Momnuc pokropaHaa
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y Ourntanyu
penosutopunjym YHusepauteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTauujy nog
HaCcrnoBoM:

JcnutuBawse MoOryhHOCTM MpuMeHe HOBUX MeToda 33  KOoHTpony ynorpebe
NpUPOAHUX 1 BeliTavykux boja ko4 npounssoaa ogq meca”“

Koja je Moje ayTopcko aero.

OucepTaunjy ca cBuM npurno3vmMa npenao/na caMm y enekTpoHCKoM hopmaTy
MorogHoOM 3a TpajHO apXMBUPaH-E.

Mojy [pokTopcky AucepTauujy noxpaweHy Yy [OurutanHu  penosvutopujym
YHuBep3auteta y beorpagy mory ga kopucte CBuW Koju NowwTyjy ogpenbe cagpxaHe y
ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce ogny4uo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo

@AVTODCTBO — HekoMmepLujanHo — 6e3 npepaae

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn No4 UCTUM ycroBuMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCTBO — OenuUTn Nog UCTUM yCroBuMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe caMoO jefHy of LWecCT NoHyheHux nuueHuM, KpaTak onuc
nvueHumM aaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa
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