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1. UVOD



Kvaliteta i zdravstvena ispravnost oduvijek su kljuéni ¢imbenici u prehrambenoj industriji. Kroz
povijest, zahvaljujuéi povec¢anju potreba za hranom, razvijene su razliCite termicke metode
konzerviranja kojima se postizu Zeljeni u€inci u proizvodima. U suvremenoj preradi voéa i povréa
tendencija je minimizirati degradativnhe promjene tijekom procesiranja, uz istovremeno

zadrzavanje nutritivne vrijednosti hrane.

Zadnjih desetlje¢a zahtjevi potroSaca za minimalno procesiranom hranom, sto sli¢nijoj prirodnim
sirovinama doveli su do razvoja koncepta ,novih* tehnologija. Najpoznatiji je primjer tehnologija
“preprekama®, koja ukljuCuje sinergijsko djelovanje pojedinih ¢imbenika, kao $to je kombinacija
termic¢kih i netermickih tehnika. NetermiCke tehnike podrazumijevaju postizanje inaktivacije
mikroorganizama bez izlaganja Stetnih ucinaka topline, istodobno produljujuéi rok trajanja

proizvoda i zadrzavajuci njihove fizikalne, nutritivne i senzorske parametre kvalitete.

Mnoga istrazivanja usmjerena su na razvoj blazih tehnika procesiranja koje bi mogle zamijeniti
tradicionalne procese, a za pojedine ve¢ postoji primjena u komercijalne svrhe. Medutim, neke
tehnologije su zbog odredenih ograni¢enja, kao na primjer visokih troSkova opreme, jo$ uvijek
bez komercijalne primjene. Istrazen je njihov utjecaj na degradaciju parametara kvalitete,
funkcionalnosti i mikrobiolo$ku stabilnost razli€itih sokova, ali po nasim saznanjima, ne postoje

istrazivanja sa sokom od Sipka (Rosa canina laxa).

Visokonaponsko elektriCno praznjenje je netermicka tehnika kojom se generira plazma, a zadnijih
godina biljezi potencijalnu primjenu u viSe podrucja. Metoda se pokazala vrlo udinkovitom u
inaktivaciji brojnih mikroorganizama i enzima, uz minimalne u€inke na nutritivni sastav i senzorska

svojstava hrane.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj visokonaponskog elektricnog praznjenja na fizikalno-kemijska

svojstva i mikrobioloSku kvalitetu i stabilnost kaSastog soka Sipka.

Ispitao se utjecaj procesnih parametara, frekvencije (50 i 100 Hz) i vremena obrade (10, 151 20
minuta) na boju soka, elektrinu vodljivost, pH vrijednost, suhu tvar, zatim sadrzaj fenolnih tvari i
udio askorbinske kiseline. Ispitivanje mikrobioloSke kvalitete ne/obradenih uzoraka soka provelo

se neposredno nakon pripreme/obrade, te tijekom 6. i 12. dana skladistenja pri 4 °C.

MikrobioloSke analize kojima se utvrdila sukladnost uzoraka s vazec¢im mikrobioloskim kriterijima
obuhvaca: aerobne mezofilne bakterije, Enterobacteriaceae, Salmonella spp., Escherichia coli,

Listeriamonocytogenes, te kvasce i plijesni.



2. TEORIJSKI DIO



Danasnji potrodaci teZze minimalno procesiranoj hrani visoke kvalitete, bez obzira da li se radi o
proizvodima od voéa, povréa, pi¢ima, mesu, ribi, mlijeCnim ili drugim proizvodima. Potraznja za
svjezim voéem i povréem od strane potrosaca u stalnom je porastu (Perni i sur., 2008), PotroS$adi
sve viSe zahtijevaju hranu koja ima osobine sli¢ne sirovoj nepreradenoj hrani, a prema tome i u
vecoj mjeri zadrzana svojstva i sastav sirovine, odnosno hranu koja je spremna za neposrednu

upotrebu (engl. ,ready-to-use®) i za konzumiranje (engl. ,ready-to-prepare®) (WEB 1).

Minimalno procesiranje hrane ukljuuje termi¢ke i netermicke tehnike procesiranja hrane. Pojam
minimalno procesiranje moze se definirati na viSe nacina, na primjer kao najblazi mogucdi tretman
kojim se postize svrha procesiranja namirnice. Druga, konkretnija definicija kaze da se
minimalnim procesiranjem hrane istovremeno odrZava kvaliteta hrane i postize produljene roka
trajanja (Bengtsson i Ohlsson, 2002). Tradicionalne termiCke metode procesiranja hrane
omogucavaju inaktivaciju mikroorganizama, smanjuju rizik kvarenja hrane osiguravajuci
zdravstveno ispravnu hranu. Negativna €injenica je da zagrijavanje uzrokuje zna€ajne promjene

u prehrambenom proizvodu i umanjuje kvalitetu i senzorska svojstva proizvoda (Amidi, 2011).

Termi¢ko procesiranje je tradicionalni nacin konzerviranja voc¢nih sokova, ali toplina mozZe
uzrokovati smanjenje kvalitete soka, u prvom redu okusa, arome, boje, odnosno narusiti i njegovu

nutritivnu vrijednost.

Razvoj netermickih procesa ide u pravcu o€uvanja nutritivnih i senzorskih svojstava, a tamo gdje

je moguce i teksture proizvoda, uz odrZanje trajnosti i sigurnosti proizvoda.



2.1. Netermicke tehnike procesiranja hrane

Danas se mnoge funkcionalne komponente iz biljnih materijala mogu uspjeSno ekstrahirati
netermi¢kim tehnikama procesiranja (Umair i sur., 2019). U netermicke tehnike procesiranja
hrane ubrajaju se: obrada visokim tlakom, ionizirajuée zraCenje, pulsirajuée elektricno polje,
pulsirajuce svjetlo, ultrazvuk, pakiranje u modificiranoj atmosferi, aktivno i inteligentno pakiranje
te kao novija metoda hladna plazma. Cilj netermickih tehnika procesiranja hrane su: oCuvanje
senzorskih (okus, miris, aroma), nutritivnih svojstava i teksture, produljenje trajnosti i sigurnosti te
modifikacija fizikalnih svojstava (WEB 1). Navedene netermi¢ke metode mogu se koristiti
zasebno ili se mogu kombinirati, ¢ime se povecava sigurnost i kvaliteta proizvoda uz minimalan

gubitak nutrijenata (Umair i sur., 2019).

Tehnika procesiranja hrane visokim tlakom (HP) prvi put je predstavljena u Japanu ranih 1990-ih
godina. Koristena je kao tehnika za pasterizaciju kiselih namirnica koje se ¢uvaju u hladnja¢ama
(Bengtsson i Ohlsson, 2002). Danas se HP primjenjuje kako bi se sprijecilo mikrobiolo$ko
kvarenje hrane te za poboljSanje reoloskih i funkcionalnih svojstava namirnica (Slika 1; WEB 1).
Konzerviranje hrane visokim tlakom preporu¢a se za namirnice s niskim pH (na primjer jogurt,
vocni sokovi, dresinzi za salate), a ne preporuca za namirnice s niskim udjelom vlage (na primjer

zacini, Skrob), ekspandirane i ekstrudirane proizvode.

w

B Proizvodi od povréa B Mesni proizvodi B Sokovi i pi¢a ® Riba i morski plodovi B Drugi proizvodi

Slika 1 Primjena visokog tlaka u prehrambenoj industriji (WEB 1)



HP tehnika je u industrijskoj primjeni, ali se i dalje unapreduje i istraZuje, posebice u obradi voénih
sokova. Obradom visokog tlaka od 500 MPa i skladistenjem pri 4°C i nakon 10 dana ouvana je
zdravstvena ispravnost, prisutnost flavanona, te antioksidativna aktivnost svjeze cijedenog soka
od narance (Sanches-Moreno i sur., 2002). Na temelju rezultata istrazivanja, Garcia i sur. (2001)
zakljucili su da je nakon obrade visokim tlakom (pri 500 i 800 MPa) u soku od narance i koktel
soku (naranca-limun-mrkva), doSlo do neznatne promjene u koli€ini vitamina C nakon 3 tjedna
Cuvanja pri 4°C. Takoder, nije bilo zna¢ajne promjene u udjelima karotena, fruktoze, glukoze i
saharoze, te antioksidativnom kapacitetu sokova. Koktel sok, tretiran pri visem tlaku (800 MPa)
pokazao je, nakon skladiStenja, znacajne promjene samo u mirisu i ukusu, to jest intenzivniju

aromu mrkve.

Primjena ioniziraju¢eg zradenja u prehrambenoj industriji napredovala je sporo, ponajprije zbog
nepovjerenja potro$aca, medutim, danas je, pored apliciranja na hranu, u zna¢ajnoj mjeri prisutna
kod sterilizacije ambalaze (Bengtsson i Ohlsson, 2002). Zemlje u kojima se danas zralenje
komercijalno koristi su: Nizozemska, Engleska, Belgija, Poljska, Ceska, Italija i Francuska. Neke
zemlje, uklju€ujuéi i Njemacku, nisu prihvatile metodu zra€enja u potpunosti (samo za sterilizaciju

zacinskog bilja).
Hrana se u Hrvatskoj smije podvrgavati ioniziraju¢em zracenju u sljedece svrhe:

e zbog uniStavanja patogenih organizama u svrhu smanjivanja pojavljivanja bolesti koje se
prenose hranom

e zbog uniStavanja organizama koji kvare hranu, a zbog smanjivanja kvarenja hrane
usporavanjem ili zaustavljanjem procesa kvarenja,

e zbog smanjivanja gubitka hrane zbog prijevremenog zrenja, klijanja i proklijavanja,

e zbog uklanjanja iz hrane organizama opasnih za biljke ili biljne proizvode.

Sigurna doza zracenja, odnosno najveéa dopustena doza za prehrambenu industriju iznosi 10
kGy (NN 38/2008).

Primjenom ioniziraju¢eg zraCenja, u odredenim slu€ajevima, moZemo dobiti potpuno sterilnu
hranu. Pored pozitivnih ucinaka zraCenje mozZe izazvati i nezeljene promjene u kemijskom
sastavu i senzornim osobinama. Stoga postoji moguénost kombiniranja s drugim metodama

konzerviranja, pri Cemu se aplicirane doze zraCenja mogu smanjiti.

lonizirajuce zraCenje predmetom je brojnih istraZivanja (Calado i sur., 2014; Kalawate i Mehetre,
2015; Choi i Lim, 2016). Kalagatur i sur. (2018) u svom istrazivanju opisuju ucinak ioniziraju¢eg

zraCenja na kvalitetu i sastav, te detoksikaciju mikotoksina zearalenona u sokovima od narance,

6



ananasa i rajCice. Pri dozama od 2,5, 5 i 7,5 kGy nije bilo znaajne promjene u kvaliteti sokova,
ali pri dozi od 10 kGy zra€enje je prouzrocilo znaajne promjene u senzorskoj kvaliteti sokova.
Koli¢ina ukupnih fenola i flavonoida, kao i antioksidativha aktivnost u vo¢nim sokovima, smanjila
se nakon provedene metode, a najznacajnije promjene primijecene su pri dozi zraenja od 10
kGy.

Pulsirajuce elektricno polje (PEP), odnosno pulsiraju¢e elektricno polje visokog intenziteta
(HIPEF) patentirano je 80-ih godina proSlog stolje¢a u svrhu inaktivacije mikroorganizama u hrani
(Bengtsson i Ohlsson, 2002.). Metoda je prvi put upotrijebliena za pasterizaciju mlijeka
istosmjernom strujom (WEB 1). Primjena pulsirajuéeg elektricnog polja, kao alternativa
pasterizaciji voénih sokova, daje dobre rezultate bez narusavanja senzorske kvalitete. Moze se
koristiti kao zasebna metoda ili u kombinaciji s drugim postupcima. Pri obradi vo¢nih sokova, PEP
se primjenjuje u tehnologiji preprekama u kombinaciji s brojnim drugim moguénostima, na primjer
antimikrobnim aditivima, termi¢kom obradom, ultraljubi¢astim svjetlom i manotermosonifikacijom
(Putnik i sur., 2020).

Inaktivacija mikroorganizama PEP tehnikom bazira se na uniStavanju stanica mikroorganizama
zbog razlike u potencijalu unutar i van stanica (Barba i sur., 2015). Dziadek i sur. (2019) u svom
istraZivanju potvrduju da primjenom PEP metode u soku od jabuke nije primijeéena znacajna
promjena u koli€ini vitamina C i sadrzaju polifenola. Apliciranje 400 impulsa (jacine elektricnog
polja 30 kV/cm) omogudilo je stabilnost soka 72 sata nakon obrade i uvanja pri 4 °C, dok je
obrada s 300 impulsa osigurala mikrobioloSku stabilnost 48 sati nakon PEP obrade. PEP metoda
bila je uCinkovita za inaktivaciju Sirokog spektra najc¢es¢ih mikroorganizama koji kvare hranu,

poput mezofilnih bakterija, plijesni i kvasca.

Pulsirajuce svjetlo (PS) kao netermi¢ka metoda intenzivnije se koristi od 1996. godine, kada je
FDA odobrila kao metodu za inaktivaciju, odnosno redukciju mikroorganizama u hrani,
materijalima za pakiranje, kao i obradu povrsina, prostora, uredaja te medija koji su ukljuceni u
proces proizvodnje hrane (Barbosa-Canovas i sur., 2005). To je metoda kojom se u svrhu
konzerviranja hrane koristi spektar "bijelog svjetla" od ultra-ljubi¢aste svjetlosti (UV) do blize infra-
crvene (IR), koje se dozira u pulsevima visokog intenziteta, a traje nekoliko stotina mikrosekundi.
Destruktivho djeluje na mikroorganizme uslijed istovremenog fotokemijskog i fototermickog
ucinka. Medutim, mnogi mikroorganizmi su otporni na djelovanje PS, pa se metoda viSe bazira

na povrsinsku primjenu i kombinira s drugim metodama.



Mufoz i sur. (2012) su u svojim istrazivanjima pracenjem ucinaka PS i termosonifikacije, posebno
i u kombinaciji zaklju€ili da je u€inak kombinirane obrade u cilju inaktivacije Escherichia coli u

soku od jabuke uspjesniji. Sve obrade su znacajno utjecale na boju soka od jabuke.

Zajedno s visokim tlakom i pulsirajuéim elektriénim poljem i ultrazvuk (UZ) ili sonifikacija je zadnijih
godina Cesto istrazivana ,mehani¢ka“ tehnika procesiranja hrane. Ultrazvuk niskog intenziteta
fiziCki ne oSteéuje materijal kroz koji prolazi i koristi se za analizu sastava, strukture i viskoznosti

namirnica, dok se intenzivni ultrazvucni valovi koriste u preradi namirnica.

Tijekom obrade hrane UZ-om nastaje toplina zbog nastanka kavitacija koje su uzrok brze
promjene temperature i tlaka (WEB 1). Prilikom implozije mjehuri¢a, uslijed visokog tlaka i
temperature dolazi do naruSavanja stani¢ne strukture i inaktivacije mikroorganizama (Bengtsson
i Ohlsson, 2002).

Osim antimikrobnog djelovanja, ultrazvuéni ucinci se mogu primijeniti i za poboljSanje mnogih
tehnolo3kih operacija i procesa, kao 8to su ekstrakcija, homogenizacija, filtracija i emulgiranje,

kao i ubrzavanje kristalizacije, zamrzavanja i suSenja (Valero i sur., 2007; WEB 1).

Nakon primjene ultrazvuka (40 kHz) i/ili UV-C zraCenja (30 W) tijekom 15, 30 i 60 minuta,
Santhirasegaram i sur. (2015) u svom istrazivanju na temelju rezultata zakljuCuju kako je nakon
5 tjedana Cuvanja pri 4 °C produzena trajnost soka u odnosu na kontrolni uzorak. Zabiljezena je
znacajnija ekstrakcija fenolnih komponenti. U usporedbi s kontrolnim uzorkom, u sokovima

tretiranim ultrazvukom primije¢eno je poveéanje antioksidativne aktivnosti.



2.2. Visokonaponsko elektricno praznjenje i hladna plazma

Visokonaponsko elektricno praznjenje (High Voltage Electrical Discharge - HVED) je tehnika s
primjenom usmjerenom, najéesc¢e, na praznjenje u teku¢inama, tijekom kojeg se generira plazma.
Plazma moze biti djelomicno ili potpuno ionizirani plin, koji se sastoji od elektrona, slobodnih
radikala, pozitivno i negativno nabijenih iona, atoma i molekula u osnovnom ili pobudenom stanju,
te fotona UV zracenja (Misra i sur., 2016). Pojam ,ionizirani“ zna&i kako najmanje jedan elektron
koji nije vezan za atom ili molekulu, prevodi atome ili molekule u pozitivho nabijene ione (Fridman,
2008). Bilo kaoji izvor energije koji moze ionizirati plin moze biti zasluzan za generiranje plazme
(Misra i sur., 2016).

Kako raste temperatura, tako i molekule sadrze sve vise energije u odredenom sustavu i prelaze
iz ¢vrstog u tekuce, plinovito stanje i na kraju plazmu $to opravdava titulu ,Cetvrtog stanja tvari®
(Fridman, 2008). Prvi znanstvenik koji je radio sa plazmom te ju prvi 1928. godine nazvao tim
imenom je Irving Langmuir (Thirumdas i sur., 2014). Rije¢ plazma potjeCe od grcke rijeCi plasma
$to znadi oblikovati (WEB 2).

Hladna plazma kao jedna od netermickih metoda osigurava minimalnu promjenu nutrijenata, kao
i senzorskih svojstava (Umair i sur., 2019; Won i sur., 2016). Metoda ima odredene prednosti u
odnosu na tradicionalne metode konzerviranja i druge netermi¢ke metode (Umair i sur., 2019).
Jednostavna je za izvedbu, ne zahtijeva upotrebu vode i moze imati znacajnu primjenu u
prehrambenoj industriji. Koristi se za inaktivaciju enzima, dekontaminaciju hrane, kao i povrsina
koje dolaze u kontakt s hranom, kao na primjer staklo, metali, agar i dr. (Amidi, 2011; Shi i sur.,
2011). Dekontaminacija plazmom je brza, efikasna, sigurna metoda i sprieCava moguée
posliedice koje bi nastale zagrijavanjem, kemijskim sredstvima ili zratenjem (Amidi, 2011).
Takoder ima primjenu za prociS¢avanje otpadnih voda. U prehrambenoj industriji se dokazala
ucinkovitost hladne plazme protiv patogenih mikroorganizama koji se prenose hranom kao $to su
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus i Listeria monocytogenes
(Pankaj i sur., 2018).

Tijekom dekontaminacije hrane plazma bi trebala imati temperaturu to blizoj temperaturi prostora
u kojem se provodi obrada (Perni i sur., 2008). Slobodni elektroni u hladnoj plazmi mogu
dosegnuti temperaturu od 10000°C, a temperatura iona i neutralnih Cestica je otprilike sobne
temperature (Yu, 2020). Reaktivni radikali i druge aktivhe komponente u hladnoj plazmi imaju
glavnu ulogu u inaktivacijskim procesima (Wang i sur,, 2012). Niemira i Sites (2008) primijenili su

hladnu plazmu (,gliding arc reactor“-sustav praznjenja lukom) tijekom 1, 2 i 3 minute nakon



inokulacije patogena Escherichia coli O157:H7 i Salmonella Stanley na povrSine jabuka sorte
Golden Delicious. Brzina inaktivacije rasla je paralelno s dotokom radnog plina (suhi zrak, 10-40
L min™') tijekom obrade. Van de Veen i sur. (2014) ustanovili su kako je utjecaj hladne plazme na
spore bakterija veéi nego utjecaji uobiCajenih metoda kao Sto su zagrijavanje, primjena

dezinfekcijskih sredstava (hidrogen peroksid, hipoklorit) i UV zradenje.

2.2.1. Stvaranje (generiranje) hladne plazme i fizikalno — kemijska

svojstva

Glavni doprinos kinetici plazme je vibracijsko pobudivanje molekula zato 3to elektroni plazme

prenose vecinu energije u plinove kao 5to su N2, CO, CO3, Hy, te dalje u pobudeno stanje.

Glavni proces u ionizaciji plazme je pretvorba neutralnih atoma ili molekula u elektrone i pozitivhe
ione (Fridman, 2008). Plinovita plazma nastaje kada se molekule plina ioniziraju, $to se inaCe
postize vanjskim dovodom elektrichog polja. Kada primijenjeno elektricno polje dosegne
vrijednost ve¢u od praga za proboj plina, elektroni se vezu za molekule plina kako bi na sebe
preuzele energiju koja im je potrebna za odvajanje od tih istih molekula plina. Kao rezultat nastaje
ionizirani plin koji se naziva plazma (Perni i sur., 2008). Prema temperaturi i gustoéi elektrona,
plazma moze biti nisko-temperaturna i visoko-temperaturna. Preciznije, prema termodinamickoj
ravnotezi nisko-temperaturna plazma moze biti termicka i netermicka (hladna) plazma (Pan i sur.,
2019). Osim toga, plazma se moze klasificirati kao atmosferska ili nisko tlacna plazma, $to ovisi
o uvjetima tlaka. Atmosferska plazma generira se pri standardnim atmosferskim uvjetima bez

potrebe za komorom i pumpom za postizanje tlaka (Ozen i Singh, 2020).

Tijekom obrade hladnom plazmom moZe doc¢i do sudara elektrona Cime se onda elektronima
mijenjaju smjer i energija koju posjeduju. Ali, zbog nejednakosti u masi izmedu elektrona i tezih
Cestica prilikom sudara ne dolazi do prijenosa impulsa. Neke od primarnih reakcija do kojih moze

doci tijekom sudara su:

e ionizacija: e + M — M* + 2e,

e disocijativna ionizacija: e + AB — A" + B + 2e,

e vezanje elektrona:e + M — M,

¢ disocijativno vezanje elektrona: e + AB — A" + B,

e cekscitacija:e + M — M* + g,

e disocijacija: e + AB — A + B (Whitehead i sur., 2016).
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Mogucénost jedne od navedenih reakcija ovisi o energiji elektrona i podrucju krizanja s ostalim
Cesticama. Produkti primarnih reakcija postaju reaktanti u sekundarnim reakcijama plazme
(Whitehead i sur., 2016).

Hidroksilni radikal (OH-) je vrlo reaktivan i moze nastati u primarnim i sekundarnim reakcijama
tijekom sudara u plazmi. OH- radikal ima izrazitu sposobnost oksidacije - na primjer moze izdvojiti

atom vodika iz organskog spoja (RH) kako bi nastao radikal R- [1].
OH- +RH — R- + H.0 [1]

U primarnim reakcijama, disocijacijom vode nastaje OH- radikal [2], odnosno u sekundarnim
reakcijama neutralizacije iona [3], pri ¢emu mogu nastati i vodikovi radikali (H-). Osim navedenog,
nastaje i u reakcijama u pobudenom stanju atoma kisika [4] i molekularnog duSika [5], nastalih u

primarnim reakcijama (Whitehead i sur., 2016).

H,O +e — H-+ OH- + e 2]
H,O* +e — H-+ OH- + e 3]
H,0 + O('D) — OH- + OH [4]
HoO + N2(A) — H- + OH- + Ny 5]

Radikali koji su nastali u prethodnim reakcijama mogu medusobno reagirati, te pritom tvoriti
stabilne molekule H: [6], H202 [7] i H20 [8].

H-+H-— H; [6]
OH: + OH- — H20; [7]
H- + OH- — H,0 [8]

Kao primjer drugih sekundarnih reakcija nakon pobude elektrona u plazmi mogu nastati dusikovi
oksidi (NO, NO2, N2O i N2Os). Prvi korak je rekombinacija atoma duSika i kisika nastalih u
primarnim reakcijama sudara elektrona gdje je M u reakciji bilo koja molekula plina, pri c¢emu
nastaje dusikov (Il) oksid (NO) [9]. Nadalje, NO se moZze stvarati u reakcijama pobudenih atoma

kisika [10] i duSika sa molekularnim dusikom ili kisikom [11].

N+O+M-—->NO+M [9]
O*+N2—NO+N [10]
N*+02,—-NO+0O [11]
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Uz pomoé¢ atoma kisika [12] ili ozona [13], nastali NO moze oksidirati do dusikovog (IV) oksida
(NO2).

O +NO + M — NO; + M [12]
O3 + NO — NO2 + Oz [13]

Obrnuto, iz NO2 u reakciji s kisikovim atomom moze nastati NO [14]. U reakciji NO; s kisikovim
atomom nastaje NOs [15] koji sudjeluje u reakciji s NO» te nastaje dusikov (V) oksid (N2Os) [16].
Osim toga, NO, moze reagirati i sa duSikovim atomom tvoreci pritom dusikov () oksid (N20) [17]
(Whitehead i sur., 2016).

O +NO, — NO + O, [14]
NO; + O + M — NOs + M [15]
NOs + NO, + M — N,Os + M [16]
NO + N — N,O [17]

Iz ovih slozenih konkurentskih istodobnih i uzastopnih reakcija izraéun je pokazao kako se N2Os
pojavljuje tek oko 0,1 s. Da bi se opisala kemija plazme, ¢ak i za sustav tako jednostavan kao to
je zrak, potreban je reakcijski mehanizam koji uklju¢uje mnoge produkte, neke stvorene
praznjenjem elektrona koji puno kasnije generiraju kratkotrajne meduprodukte, ¢ineci dio

slozenog skupa reakcija koje na kraju daju niz reakcijskih produkata.

2.2.2. Primjena plazme u procesiranju tekuéih proizvoda

Vocéni sokovi imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje zahvaljujuéi bioaktivnim komponentama i
fitokemikalijama. Konzumacija vo¢nih sokova $§titi od kroniénih bolesti kao $to su karcinomi i
kardiovaskularne bolesti (Ozen i Singh, 2020). Globalna potraznja za voénim sokovima biljezi
porast, pogotovo za onima konzerviranim jednostavnim metodama hladenja (Jordao, 2018). Zbog
naruSavanja organoleptiCkih svojstava sokova primjenom termicke obrade potroSaci su sve viSe
zainteresirani za minimalno procesirane proizvode (Ozen i Singh, 2020). Primjenom topline gubi
se svjezina i kvalitativna svojstva koja doprinose zdravlju (Bradzik i sur., 2016). PotroSaci su stoga

spremni platiti viSu cijenu za kvalitetnije sokove tretirane netermi¢kim metodama.

TermiCke metode procesiranja teku¢e hrane kao $to su pasterizacija i sterilizacija najceSce su
metode konzerviranja, ali djelovanje topline istovremeno ima za posljedicu gubitak spojeva

odgovornih za senzorska i nutritivna svojstva, kako tijekom procesiranja, tako i skladistenja

12



proizvoda (Barba i sur., 2012; Petruzzi i sur., 2017). U sokovima od vo¢a moZe doc¢i do promjene
boje uslijed reakcija posmedivanja, kao $to su na primjer Maillardove reakcije i degradacija
prirodnih pigmenata (Yu, 2020). Primjenom alternativnih termi¢kih metoda konzerviranja, kao §to
su mikrovalno i omsko zagrijavanje voénih sokova, uo€eno je poboljSanje kvalitete proizvoda.
Nadalje, istrazivanja su usmjerena i na kombinaciju termi¢kih (Slika 2) i netermickih tehnika
primjenom tehnologije preprekama (,hurdle technology®). Za razliku od tradicionalnih metoda
obrade sokova, ovim se nacinom osigurava mikrobioloSka stabilnost sokova uz minimalnu

nutritivnu degradaciju.

Termicke metode kKonzernviranja |
prerade voca | povréa u sokove |

pica
Samaostalne metode kombinirane metode
. HTLT
L . Konvencionalne - HTST Konzerviranje hrane |
1 preprekama
MTLT
|—
Antimikrobna "
sredstva
Ly MTST
. Mikrovalno
Fagrijavanje

MNekonvencionaine

—» Omsko zagrijavanje

Slika 2 Prikaz termi¢kih metoda konzerviranja i prerade voca i povréa u sokove i pi¢a; HTLT-high
temperature-long time, HTST-high temperature-short time, MTLT-mild temperature-long

time, MTST-mild temperature-short time (Petruzzi i sur., 2017)
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AmeriCka agencija za hranu i lijekove (FDA — Food and Drug Administation) potiCe istrazivanja
kako bi se pronasle nove i sigurne netermi¢ke metode za konzerviranja sokova. Sukladno tome,
nekoliko netermickih tehnologija konzerviranja je razvijeno, a to su: pulsiraju¢e elektricno polje,
obrada visokim tlakom, ultrazvuéno procesiranje, membranski procesi i dr. (Ozen i Singh, 2020).
U vecini navedenih metoda temperaturni porast je beznacajan. Svrha netermi¢kih metoda je
inaktivacija prisutnih mikroorganizama i enzima bez naru$avanja nutritivne vrijednosti i senzorskih

svojstava, koje bi inaCe degradirali tijekom termi¢ke obrade (Barba i sur., 2012).

Elektri¢no praznjenje u teku¢inama razlikuje se u odnosu na plinove. Zbog vece gustoc¢e u odnosu
na plinove, kretanje elektrona je puno krace i nemoguce je posti¢i ubrzanje elektrona kao kod
plinova. Takoder, u tekuéinama je ionizacijski potencijal molekula puno veci i potrebno je vise

energije za uklanjanje elektrona.

Hladna plazma je jedna od novijih netermic¢kih metoda konzerviranja voénih sokova. Broj
istrazivanja u podrucju njezine primjene se dvostruko povecao u samo nekoliko godina.
IstraZivanja su pokazala da aktivhe molekule pobudene hladnom plazmom u vodenim otopinama
mogu ucinkovito inaktivirati mikroorganizme (Starek i sur., 2019). Primjenom hladne plazme
mogu se osigurati bolja kvalitativha svojstva i nutritivna vrijednost sokova (Yu, 2020). Shi i sur.
(2011) svoje su istrazivanje temeljili na primjeni nisko-temperaturne plazme na svjeze cijedenom
soku od narance, te na temelju rezultata potvrdili kako se obradom pomocéu plazme moze
produziti trajnost soka. Zaklju€ili su kako kombinacija vremena i doze utjeCe na ucinkovitost

plazme u inaktivaciji mikroorganizama.

Dostupna istrazivanja pokazuju antibakterijski i antifungalni utjecaj hladne plazme na
pasterizirane sokove prethodno kontaminirane patogenim mikroorganizmima. Neki autori
analizirali su utjecaj plazme na fizikalno-kemijska svojstva sokova (Starek i sur., 2020). Na
primjer, Xu i sur. (2017) zakljuCili su kako obrada hladnom plazmom moze biti ucinkovita
netermicka metoda za kontrolu ili potencijalnu eliminaciju Salmonella u pasteriziranom soku
narance s minimalnom promjenom kvalitete soka. Dasan i Boyaci (2018) uocili su smanjenje broja
bakterija primjenom plazme u soku od narance, jabuke i rajice. Xiang i sur. (2018) inaktivirali su
Zygosaccharomyces rouxii, a Surowsky i sur. (2014) Citrobacter freundii u soku od jabuke

primjenom hladne plazme.
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2.3. Sipak

Botanicka pripadnost

Sipak ili divlja ruza je vrsta ruze koja se ubraja u rod Rosa canina L. U narodu se poznaje pod
razli€itim imenima: Sipak, obi¢ni Sipak, divlji Sipak, Sepurina, Sip&anica, pasja ruza, pasja roza,
Sibek, bela ruza, Sipurika, Sip i jo§ mnogim drugim. Pasjom ruzom naziva se zato $to su stari
Rimljani vjerovali kako Sipak moze izlijeCiti i bjesnocu pasa (latinski naziv vrste canina je canis =
pas). Pasja ruza je najra$irenija divlja ruza u Hrvatskoj, a ujedno i glavni predstavnik divljih ruza.
Opcenito se ruze (Rosa spp.) ubrajaju u red Rosales, porodicu Rosaceae, podporodicu Rosaidae

i rod Rosa L (Sindrak i sur., 2013). Detaljnija klasifikacija roda Rosa prikazana je u Tablici 1.

Tablica 1 Klasifikacija roda Rosa (Sindrak i sur., 2013)

Regnum (carstvo) Plantae (biljke)

Subregnum (podcarstvo) Tracheobionta (vaskularne
biljke)

Phylum (odjeljak) Magnoliophyta

(Spermatophyta- sjemenjace)

Subphylum (pododijeljak) Magnoliophytina
(Angiospermae-
kritosjemenjace)

Classis (razred) Magnoliopsida

(Dicotyledonae-dvosupnice)

Subclassis (podrazred) Rosidae

Ordo (red) Rosales (ruzovke)

Familia (porodica) Rosaceae (ruze, ruzicnjace)
Subfamilia (potporodica) Rosoideae

Genus (rod) Rosa (ruza)
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Rasprostranjenost i staniSte

U Hrvatskoj Sipak je rasprostranjen gotovo u svim krajevima (Slika 3). RaSiren je i u Europi,

sjeverozapadnoj Aziji i sjevernoj Africi (Sindrak i sur., 2013).

Sipak obiéno raste kraj $uma, u Zivicama te na suhim i pliéim tlima u obliku razgranatog grma od
jednog do tri metra visine (Komes i sur., 1996; Sindrak i sur., 2013). Moze se pronadi i u Sikarama,
na pasnjacima i livadama, uz cestu, u nizinama, na brdskim i planinskim predjelima, na Sumskim

proplancima i u razli¢itim zajednicama hrastovih i grabovih Suma. Voli glineno do kamenito tlo,

svjetlo i polusjenu (Sindrak i sur., 2013).

Slika 3 Rasprostranjenost R. canina u Hrvatskoj (Stani¢, 2017)

MorfoloSke karakteristike

Listovi, cvjetovi (Slika 4) i plod Sipka (Slika 5) ve¢ se tisu¢ama godina koriste u medicinske svrhe.
Listovi imaju antioksidacijska i antiupalna svojstva, a cvjetovi imaju antibakterijski i antioksidacijski
efekt kada se koriste u preparatima namijenjenim za kozu ili kao oblog (Koczka i sur., 2018).
Izbojci pasje ruze, savijeni u oblik lukova su goli i vitki sa slabo izrazenim nodijima i kukasto
savinutim trnovima dugih do deset milimetara. Zbog oblika trnova, toCnije njegovog proSirenja pri
dnu, podsjecaju na psece zube. Cvjetovi pasje ruze su bijeli ili ruzi¢asti, veliki, te imaju ugodan i
njezan miris. Vrijeme cvatnje je u razdoblju od svibnja do srpnja, a nakon cvjetanja slijedi

otpadanije latica, a ostaje plod, Sipak. U poCetku, plod je zelen i mesnat, pun sitnih, blijedozutih,
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uglatih i tvrdih sjemenki pokrivenih svilenkastim dlagicama. Sipak se mozZe brati od rujna pa
nadalje (Sindrak i sur., 2013).

Slika 5 Plod Sipka (WEB 4)
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Upotreba

Sipak se koristi u medicinske, farmaceutske i prehrambene svrhe (Leahu i sur., 2014). Od njega
se pripremaju Cajevi, kompoti, sokovi i zelirani proizvodi. Mladi listovi i sjemenke takoder se mogu
koristiti za izradu €aja. Osim tog, od Sipka se mogu napraviti i jogurti, osvjezavajuéa pi¢a i
sladoled. Svjezi plodovi $ipka se ne preporuduju za konzumaciju (Sindrak i sur., 2013). Sipak se,
zbog antiupalnih svojstava, koristi u lijecenju dijabetesa i raka, reume i gihta, a pulpa ploda koristi
se kao diuretik u lijecenju osteoartritisa (Marmol i sur., 2017; Paradikovi¢, 2014; Leahu i sur.,
2014). Harrison (2012) je istrazivao prednosti vitamina C iz Sipka u lije€enju kognitivnih poteskoc¢a
i Alzhajmerove bolesti. Osim navedenog, Sipak se koristi i za CiS¢enje krvi i detoksikaciju
organizma, kod bolesti bubrega (u svrhu izbacivanja bubreznih kamenaca) i mjehura, kod
problema s probavom (dijareja i sliéno). Sipak je koristan i za jetru jer pojadava stvaranje i

izlu€ivanje zu€i (Paradikovic, 2014).

Kemijski sastav ploda Sipka

Najveéi dio ploda, 65-70% obuhvaéa mesnati dio ploda, a 30-35% sjeme. Mesnati dio Sipka
prosje¢no sadrzi: vodu (oko 50%), a u suhoj tvari su prisutni ugljikohidrati (oko 22%), odnosno
pektinske tvari, invertni Secer (10,0-13,7%) saharoza (0,6-2,4%), zatim proteini (manje od 4%),
tanini (2,0-2,7%), kiseline, pepeo (2,4%) i dr. Od pigmenata prisutni su karotenoidi i flavonoidi.

Takoder, sadrZi brojne minerale (Tablica 2) i vitamine (Tablica 3).

Tablica 2 Prosje¢ni sadrzaj minerala u plodu Rosa canina laxa (WEB 5)

Mineral u 100 g ploda
Fosfor 61 mg

Kalij 429 mg

Kalcij 169 mg
Magnezij 69 mg
Zeljezo 1,06 mg
Bakar 0,113 mg
Cink 0,25 mg
Mangan 1,02 mg
Natrij 4 mg
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Askorbinska kiselina

Plodovi Sipka popularni su zbog visokog sadrzaja vitamina C koji u ljudskom organizmu sudjeluje
u raznim fizioloSkim procesima, te omogucava normalnu funkciju endokrinih Zlijezda i mozga
(Sindrak i sur., 2013; Leahu i sur.,2014).

Vitamin C pripada esencijalnim vitaminima koje ljudski organizam ne moze samostalno
sintetizirati. Pored antioksidacijskog djelovanja, pokazuje jo$ niz razli€itih biokemijskih funkcija u
nasem organizmu. Sadrzaj vitamina C u namirnicama biljnog podrijetla ovisan je o uvjetima
uzgoja i Cuvanja sirovina. Voce ima prednost u odnosu na mnoge vrste povrca, jer je zbog kisele
sredine u vocéu sadrzaj stabilniji, za razliku od povrca, u vecini kojeg je neutralan pH. Pripada
skupini vitamina topljivih u vodi, te lako degradira ovisno o temperaturi, svjetlosti, prisutnosti
kisika, enzima, metala, primijenjenim tehnolodkim postupcima, uvjetima i vr.emenu skladistenja, i
dr. (Sindrak i sur., 2013).

Vitamin C pojavijuie se u dvije bioloski aktivne forme: L-askorbinsku kiselinu i L-
dehidroaskorbinsku kiselinu (oksidirani oblik). L-askorbinska kiselina ima viSestruku funkciju u
metaboli¢ki aktivnim biljnim i animalnim stanicama. Jedna od glavnih biokemijskih reakcija je
razaranje toksi¢nih slobodnih radikala (hidroksilnih i perhidroksilnih), stvaranje helata s ionima
metalima i kompleksa s proteinima. Proces degradacije askorbinske kiseline vrlo je kompleksan
i sastoji se od brojnih reakcija oksidacije/redukcije, kao i reakcija intermolekularnog premjestanja.
Osim &to pri razgradnji dolazi do pada nutritivhe vrijednosti hrane, postoji moguénost da produkti
razgradnje sudjeluju u tvorbi nepozeljne arome i reakcijama neenzimskog posmedivanja (WEB
3).

Askorbinska kiselina naj¢eS¢e se u hrani odreduje oksidometrijskom titracijom s 2,6-diklorfenol

indofenolom i kromatografijom, te kolorimetrijskim metodama.

Tablica 3 Prosje¢ne koli€ine vitamina u plodu Rosa canina laxa (WEB 5)

Vitamin u 100 g svjezeg ploda
Vitamin C 426 mg
Vitamin B1 0,016 mg
Vitamin B2 5,84 mg
Vitamin K 25,9 ug
Vitamin E 5,84 mg
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Sjemenke sadrze proteine (6,9-8,6 %), ulje (6,9-8,6 %) i askorbinsku kiselinu. Zbog prethodno

navedenog bogatog sastava, Sipak je Cesto predmet istrazivanja (Degirmenci i sur., 2018).

2.3.1.Proizvodi od Sipka

Pored pulpe i kase kao poluproizvoda, od Sipka se mogu proizvoditi Zelirani proizvodi (proizvodi
na bazi pektinskog gela), sokovi, sirupi, €aj, vina i liker koji su vazni izvori limunske kiseline,
jabucne kiseline, pektina i SecCera, vitamina i minerala (Leahu i sur., 2014). Glavna karakteristika
Zeliranih proizvoda je njihova ,&vrsta“ gel konzistencija koja ne bi bila uspjeSna bez tri &imbenika:
pektina, kiselina i Se¢era (Lovri¢ i Pilizota, 1994). SvjeZe voce je osnovna sirovina za proizvodnju
proizvoda na bazi pektinskog gela (Levaj, 2013). Osim Sto se kao sirovina koristi svjeze voce,
ona moze biti smrznuta ili polupreradena (na primjer kasa ili pulpa koja je kemijski konzervirana
ili pasterizirana). Kod proizvodnje finalnog proizvoda iz poluproizvoda velika je prednost Sto se
moze odvijati tijekom cijele godine, kao na primjer proizvodnja dzema ili pekmeza od Sipka (Brkic,
2020).

U proizvodniji poluproizvoda od Sipka, to jest pulpe i kase, najCeSce se sirovina prvo pulpira, a
pasiranje se provodi neposredno prije daljnje uporabe. Isto tako, mozZe se i odmah preraditi u
kasu (Brki¢, 2020).

Voéna pulpa su jestivi dijelovi cijelih plodova voéa, po potrebi bez kore, sjemenki, kostica i slichog,
koji mogu biti narezani, sje€eni ili preSani, ali ne pasirani u kasu (NN 84/2019). Sirovina se pulpira
u ambalazu koja mora biti oprana i sterilna. Kvalitetu pulpe mogu umanijiti neodgovarajuci plodovi
ili dijelovi plodova, koji se uklanjaju inspekcijom. Nakon $to se oprani plodovi stave u ambalaZu,
dodaje se odredena koli¢ina sumporaste kiseline koja je maksimalne koncentracije 0,20 do
0,25%. Proizvod u skladidtu ne smije biti izlozen direktnoj suncevoj svjetlosti i djelovanju
atmosferilija (Niketi¢-Aleksic¢, 1988).

Vocna ka$a su jestivi dijelovi cijelih plodova voéa, po potrebi bez kore, sjemenki, koStica i slicnog
koji su preradeni u kasu pasiranjem ili slicnim postupkom (NN 84/2019). Prerada Sipka u kasu
zapocdinje blanSiranjem parom ili kombinacijom pare i vode. Grubim pasiranjem uklanjaju se
neupotrebljivi dijelovi, a poslije toga slijedi fino pasiranje. SO: &ija je koncentracija naj¢eS¢e oko
0,20% koristi se za konzerviranje. KaSa se moZe i pasterizirati zagrijavanjem proizvoda na
temperaturu iznad 80°C i puni u prethodno opranu i steriliziranu ambalazu. Pasterizacija se

najcesSce provodi u protocnom pasterizatoru. Drugi naCin konzerviranja je zamrzavanje, a sluzi
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uglavnom za preradu u kasaste sokove. Kasa pripremljena za kasaste sokove se nakon pasiranja
hladi, zamrzava, pakira i skladisti pri -18°C (Niketi¢-Aleksi¢, 1988).

Prema Pravilniku o vo¢nim dZzemovima, zeleima, marmeladama, pekmezu te zasladenom kesten
pireu dzem je proizvod odgovarajuce zelirane konzistencije koji sadrzi vo¢nu pulpu i/ili vo¢nu kasu
jedne ili vise vrsta voca, Secer i vodu. Za proizvodnju 1000 g dzema od Sipka, upotrijebljena

koli¢ina vo¢ne pulpe i/ili vo¢ne kase ne smije biti manja od 250 g (NN 84/2019).

Pekmez je proizvod odgovarajuce uguscéene konzistencije proizveden ukuhavanjem voc¢ne pulpe
i/ili vocne kaSe jedne ili viSe vrsta voca, sa ili bez dodatka Secera. Koli€¢ina Sec¢era koju je

dozvoljeno dodati u pekmez iznosi najvie 25% u odnosu na ukupnu koli€inu vo¢a (NN 84/2019).

Postoji razlika u tehnologiji prerade dzema i pekmeza, ovisno o tome koristi li se svjezi Sipak ili
poluproizvodi. Proizvodnja dZzema od kemijski konzervirane pulpe nakon odstranjivanja sjemenki
podrazumijeva desulfitaciju. Desulfitacija se izvodi uz mije$anje sa zagrijavanjem, i obavlja se u
vakuum aparatima. Ka8a od Sipka i pulpa vrlo se teSko desulfitiraju. Ako sadrzaj suhe tvari ne
prelazi 10%, desulfitacija je uspjesnija. Nakon &to se SO, ukloni, dodaje se Secer, a kasnije pred
kraj kuhanja pektin i kiselina. Koli¢ina Seéera koja se dodaje ovisi o vrsti proizvoda i recepturi.
Kuhanjem se postiZze odgovaraju¢a suha tvar, Ciji udio ovisi o tome proizvode li se standardni ili

proizvodi snizene energetske vrijednosti (Brkic, 2020).

Za proizvodnju €aja od plodova Sipka, plodove je nakon berbe potrebno odistiti od dlacica,
uzduzno prerezati, odstraniti koStice, oprati i osusiti. Pozeljno je da Sipak tijekom suSenja zadrZi
crvenu boju, tako da se susi na temperaturi od oko 40°C (WEB 6). Tako osu$eni Sipak ¢uva se
rinfuzno u lanenim ili platnenim vre¢icama na hladnom i prozranom mjestu. Za pripremu ¢aja od
Sipka uobi€ajeno je jednu jusnu Zlicu usitnjenog Sipka preliti s 2 dL vrué¢e vode. Nakon pet minuta

¢aj je potrebno procijediti (Brki¢, 2020),

Ranija istrazivanja pokazala su mogucénost koriStenja Sipka u prahu u pekarskoj industriji jer
predstavlja bogat izvor prirodnih vlakana, minerala, vitamina i enzima. MijeSajuci klasi¢no brasno
sa Sipkom u prahu poboljSava se nutritivna vrijednost brasna i bolja su reoloSka svojstva tijesta
zato 8to ono postaje elasti¢nije, a gluten Evrs¢i. Osim u pekarskoj industriji, Sipak u prahu koristi
se i u mlijeCnoj industriji u proizvodniji jogurta, pogotovo onih namijenjenih djeci zato Sto njegova
prisutnost uvelike mijenja senzorske karakteristike proizvoda (Leahu i sur., 2014). Ganh&o i sur.
(2010) istrazivali su utjecaj ekstrakta Sipka u odresku za hamburgere. Zaklju€ili su da ekstrakt
poboljSava oksidativhu stabilnost, boju i teksturu odreska za hamburgere bez negativnih

posljedica.
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Osim u prehrambene svrhe, ulje iz koStica Sipka koristi se u kozmetici zbog njegovog djelotvornog
ucinka kod raznih oboljenja na kozi (Marmol i sur., 2017). Ulje je najkoriStenije za uklanjanje bora
i protiv starenja koze, kod starackih pjega, oziljaka i ekcema te kod strija. Takoder, preporuca se

u svakodnevici zato §to hidratizira i revitalizira kozu te povecava elasti¢nost (Paradikovi¢, 2014).
2.3.2. Kasasti sok

Prema Pravilniku o voénim sokovima i njima slicnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju
(NN 48/2013), vocni sok je proizvod koji moze fermentirati ali je nefermentiran, a proizvodi se od
jestivog dijela voca koje je zdravo, svjeze ili konzervirano hladenjem ili smrzavanjem jedne ili viSe
vrsta pomijeSanih zajedno, a ima boju, aromu i okus karakteristiCan za sok od vo¢a od kojeg
potje€e. Vocni sokovi mogu se podijeliti na bistre, mutne i kasaste (WEB 3). KaSasti sok ili voéni

nektar sadrzi stanicni sok i tkivo jestivog dijela ploda.

U svim fazama proizvodnje voénih sokova, postupci su kontinuirani, od ulaska sirovine u pogon
do otpreme na skladistenje ili distribuciju. Postupci proizvodnje vo¢nih sokova razlikuju se ovisno
o tome koja se vrsta soka proizvodi. Prilikom prerade u sok, bitno je da je voc¢e tehnoloski zrelo i
zdravo, bogato pektinskim tvarima, intenzivne boje i arome, te sa sto veéim udjelom suhe tvari.
Za proizvodnju bistrih sokova koristi se voce Eiji su pigmenti (antocijani, flavonoidi) topljivi u vodi,
to jest u stanicnom soku. Mutni sok sadrzi manji udio netopljivin ¢estica koje se ne smiju taloziti.

Za proizvodnju kaSastog soka se koristi voce koje sadrzi pigmente netopljive u vodi (WEB 3).

Ka$astim sokovima dopusteno je: vracanje arome, pulpe i Cestica vo¢nog tkiva, dodavanje Seéera
i/ili meda do 20% ukupne mase finalnog proizvoda i/ili dodavanje sladila. Minimalna koli€ina soka
i/ili kaSe za proizvodnju kadastog soka od Sipka iznosi 40% (NN 48/2013). Suha tvar voca, Secer

koji se dodaje voénoj kasi ili kaSastom soku te kiseline, €ine suhu tvar kaSastog soka.

U proizvodniji kaSastog soka potrebno je zadrzati Sto ravnomjerniju raspodjelu €estica ,mutnoée*
u soku i sprijeciti njihovo talozenje. Grada ploda odredene vrste vo¢a ima vaznu ulogu kod odabira
postupka proizvodnje i pojedinih tehnoloskih operacija. Proizvodnja kaSastog soka zapod€inje
prihvatom sirovine, njenim pranjem, inspekcijom i mljevenjem (WEB 3). Dalje slijedi toplinska
obrada, to jest blanS$iranje, koja pomaze u omekSavanju tkiva i inaktiviranju enzima. BlanS$iranje
je proces kratkotrajne termiCke obrade hrane, predlozeni mehanizmi inaktivacije mikrorganizama

mikrovalovima su:

= djelovanje topline
= netermicki ucinci (elektropolacija, razaranje stani¢nih stijenki i izlaZzenje stani¢nog soka,

unistenje stanica djelovanjem magnetskog polja na bitne stani€éne molekule)
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Prednost se daje mikrovalnom blanSiranju u odnosu na termicko, jer omogucava bolje oCuvanje
termolabilnih hranjivih tvari i aromati¢nih sastojaka (WEB 1). Zatim slijedi operacija pasiranja, u
kojoj se kao rezultat dobije voéna kaSa kao poluproizvod. Nakon pasiranja slijedi hladenje,
priprema Secernog sirupa i filtriranje, mijeSanje, deaeracija, homogenizacija i pasterizacija.
Operacija mijeSanja odnosi se na ,korekciju“ kasastog soka, odnosno mijeSanje kase sa Se¢ernim
sirupom, kiselinom, i ako je potrebno, nekim stabilizatorom. Deaeracija ili odzraCivanje je
postupak koji se odnosi na uklanjanje zraka iz soka. Pod homogenizacijom podrazumijeva se
stabilizacija sustava i sprieCavanje talozenja. Ako se sok ne proizvodi odmah, kasa se moze
skladistiti kao polupreradevina, konzerviranjem pasterizacijom i Cuvanjem u asepti¢nim uvjetima
u spremnicima ili zamrzavanjem i ¢uvanjem u hladnjaci pri temperaturi ispod -18°C. Zavr$ni
postupak u proizvodnji kaSastog soka je punjenje u ambalaZzu. Danas se uglavnhom primjenjuje

tehnika asepti¢kog pakiranja, koja zahtijeva relativno skupu opremu (WEB 3).
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2.4. Utjecaj hladne plazme na kvalitetu voénih sokova

Pojam kvaliteta potjeCe od latinske rijeCi ,qualitas®, a znaci odliku, vrijednost, svojstvo i znacajku.
Postoji viSe definicija kvalitete, na primjer ,Kvaliteta je zadovoljstvo kupca“. Prema normi 1ISO
9000 definicija kvalitete glasi: ,Kvaliteta je stupanj do kojeg skup svojstvenih karakteristika

ispunjava zahtjeve“ (WEB 7).

Kvaliteta hrane je vazna u prodaiji iste, zbog toga to, izmedu ostalog, senzorska svojstva i osjeca;j
u ustima nakon &to se hrana proguta utjecu na prihvaéanje proizvoda od strane potroSaca. Osim
Sto je boja indikator nutritivnih i organoleptiCkih promjena u hrani tijekom procesiranja, ona se
koristi i kao kontrolni parametar kvalitete zato $to su pigmenti (prirodni ili sintetski) i kemijske
reakcije (enzimske ili ne enzimske) zasluzni za nastajanje boje proizvoda. Takoder, promjena
boje hrane daje informaciju o uspjesnosti procesiranja (Ozen i Singh, 2020). Bilo koja drasti¢na
promjena na proizvodu vodi do nepozeljnog utjecaja na prihvacanje proizvoda od strane

potro$aca, i u nekim uvjetima, na vijek trajanja proizvoda.

Pankaj i sur. (2018) sumirali su utjecaj plazme na kvalitetu vo¢nih sokova, pri Eemu je u nekim
sokovima utjecaj na boju bio neznatan (sok od bijelog grozda, sok od narance) ili nije bio statisticki

znacajan (sok od nara, sok od mandarine).

Kvaliteta procesirane hrane uvelike ovisi o pH vrijednosti i kiselosti. lllera i sur. (2019) potvrduju
smanjenje pH vrijednosti svih uzoraka soka od jabuke tretiranih plazmom. Nakon Cetiri i pet
minuta tretmana pH se smanijio s 3,73 na 3,59. Nakon 28 dana skladiStenja, pH vrijednost soka
ostala je ista kao i kod mjerenja neposredno nakon tretmana plazmom. Thirumdas i sur. (2018)
objasnili su kako taj efekt nastaje tijekom tretmana plazmom uslijed formiranja kemijskih spojeva,
kao Sto je vodikov peroksid, koji doprinosi kiselosti tekucina. Do promjene u kiselosti sokova moze
doci zbog topljenja hidroksilnog radikala koji nastaje tijekom obrade hladnom plazmom. Takoder,
do promjene vrijednosti pH moZe dodéi uslijed formiranja nitratne i nitritne kiseline, kao i, veé

spomenutog vodikovog peroksida (Ozen i Singh, 2020).

Povecanjem vremena obrade hladnom plazmom dolazi do promjene boje zbog, u nekim

slu€ajevima, degradacije askorbinske kiseline u voénim sokovima.

Okus je takoder vazan Cimbenik kvalitete sokova, te se vrlo lako promijeni tijekom procesiranja i

skladistenja.

Ugljikohidrati su vazni u definiranju i odrzavanju kvalitete razli€itih proizvoda. Rodriguez i sur.
(2017) u svom istrazivanju potvrduju da u kaSastom soku jabuke tijekom obrade hladnom
plazmom dolazi do degradacije svih reducirajucih Secera, kao §to su fruktoza i glukoza. Zabiljezen
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je i porast udjela saharoze nakon duzeg izlaganja plazmi, 8to se pripisuje degradaciji
oligosaharida s viSim stupnjem polimerizacije. Smanjenje udjela fruktoze, povecéanje udjela
saharoze i degradacija oligosaharida s viSim stupnjem polimerizacije zabiljezeno je u

probiotiCkom soku od naran¢e nakon obrade hladnom plazmom (Almeida i sur., 2015).

Koli¢ina fenola u proizvodima podlijeze promjeni tijekom obrade hladnom plazmom. Smanjenje
ukupnih fenola zabiljezeno je kod primjene plazme u soku od narance i soku od bijelog grozda
(Almeida i sur., 2015; Pankaj i sur., 2017).

Vise studija potvrduju smanjenje antioksidativne aktivnosti nakon obrade hladnom plazmom u
minimalno procesiranim jabukama, kao i nekim vrstama sokova (Rodriguez i sur., 2017; Pankaj i
sur., 2017; Ramazzina i sur., 2016). Na temelju rezultata istrazivanja moze se zakljuciti kako vrsta
proizvoda, izvor plazme, nacin provodenja i uvjeti obrade predstavljaju kljuéne Eimbenike kada je

u pitanju utjecaj na antioksidativnu aktivnost proizvoda (Pankaj i sur., 2018).

Postoje oprecna istrazivanja koja se odnose na gubitak bioaktivnih komponenti u sokovima nakon
obrade hladnom plazmom. Sto se ti¢e vitamina u procesiranim sokovima, najvise je istrazen
utjecaj hladne plazme na sadrzaj vitamina C. Xu i sur. (2017) i Rodrigues i sur. (2017) utvrdili su
shizenje sadrzaja askorbinske kiseline u sokovima narance, odnosno cashew jabuke nakon
obrade plazmom (Pankaj i sur., 2018). Gubitak vitamina C je promjenjiv, ovisno o uvjetima
procesiranja. Opcenito, koli€ina vitamina C u soku koristi se kao indikator kvalitete, kao kriterij za

druge nutritivne komponente (Barba i sur., 2012; Pankaj i sur., 2018).
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2.5. Utjecaj hladne plazme na mikroorganizme

Netermi¢ko procesiranje je alternativa termickom procesiranju kako bi se minimizirao gubitak
nutritivne i senzorske kvalitete hrane, pri ¢emu se postize minimalna 5 logo redukcija ukupnog
broja bakterija (Yu, 2020.). Mnogobrojnim istrazivanjima (Shi i sur., 2011; Liao i sur., 2017; Ma i
Lan, 2015) dokazana je u€inkovitost hladne plazme u suzbijanju mikroorganizama kako u krutoj,
tako i u tekucoj hrani. Hladna plazma se moZe generirati na razliite nacine, a primjena je
usmjerena na inaktivaciju bakterija, spora, parazita, faga, virusa i stanica raka. NajviSe se koristi
u povrSinskoj sterilizaciji ambalaze i proizvoda, dekontaminaciji hrane, dermatologiji i

stomatologiji (Mai-Prochnow, 2014).

Reaktivni dijelovi plazme su povezani s direktnim oksidativnim uc¢inkom na vanjskom dijelu
stanice mikroorganizama. Primjena plazme u inaktivaciji mikroorganizama bazirana se na
djelovanju reaktivnih dijelova, kao $to su reaktivni kisik, reaktivni dusik, UV zra€enje, nabijene
Cestice i elektroni, koji u plazmi osteéuju stanicnu stjenku i membranu deoksiribonukleinske
kiseline (DNK) u kromosomima i ribonukleinske kiseline (RNK), te dolazi do oslobadanja
citoplazme (Thirumdas i sur., 2014; Yu, 2020). Takoder, reaktivhe &estice mogu uzrokovati
denaturaciju proteina i peroksidaciju lipida (Yu, 2020). Oksidacija amino kiselina i nukleinskih
kiselina moze takoder uzrokovati promjene koje djeluju mikrobicidno (Misra i sur., 2011).
Reaktivni kisik je vrlo ucinkovit u uniStavanju Bacillus subtilis i deaktivaciji spora Bacillus vrsta
(Yu, 2020).

Nabijene Cestice su zasluzne za uniStavanje vanjske membrane bakterijskih stanica uslijed
akumulacije njihovog naboja na vanjskoj povrsini staniéne membrane. Kada elektrostatska sila
preraste vlaénu ¢vrstocu membrane, dolazi do puknuéa membrane. Gram negativne bakterije
imaju tanju stani€énu membranu, pa su nabijene Cestice ucinkovitije u inaktivaciji gram negativnih

bakterija nego gram pozitivnih bakterija (Yu, 2020).

Salmonella enterica i Escherichia coli O157:H7 su bakterije koje se mogu prenositi hranom te
kontaminirati razli¢ite proizvode kao &to su jaja, povrée, vocée, perad, mlije¢ne proizvode i drugu

procesiranu hranu.

Nekoliko je razloga zasto voc¢ni sokovi mogu biti kontaminirani Salmonellama i E. coli. Vo¢e moze
biti Spricano kontaminiranom vodom i na neodgovarajuci nacin oprano prije proizvodnje soka.
Osim toga, voce ili vo¢ni sokovi mogu biti nepropisno skladiSteni. Montenegro i sur. (2002)
upotrijebili su pulsirajuce korona praznjenje za stvaranje hladne plazme kojom su obradili sok od

jabuke. U samo 40 s postignuta je redukcija E. coli O157: H7 u iznosu viSsem od 5 logo (CFU)/mL.
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Kvasci su eukarioti koji mogu vrlo lako rasti i razmnozavati se u termi¢ki neobradenim voénim
sokovima. Osjetljivost eukariotskih stanica na obradu plazmom opéenito je niza u usporedbi s
bakterijama. U sokovima uzrokuju promjenu boje, mirisa i izgleda proizvoda, te mogu uzrokovati
bolesti. Mogu¢nost inaktivacije kvasaca hladnom plazmom je od velike vaznosti za voéne sokove
(Yu, 2020).

Obrada hladnom plazmom uzrokuje razlidite ,stresove® u stanicama kvasaca, koji su u biti
posljedica prisutnosti reaktivnih Cestica (reaktivni kisik i dusik). Posljedice nastale nakon obrade
plazmom doprinose unistenju stanica kvasaca. U&inkovitost odumiranja stanica ovisi o nacinu
primjene plazme na stanice. Jedan nacin podrazumijeva direktnu primjenu plazme na stanice,
odnosno stanice kvasca su direktno izloZene istjecanju plazme. Drugi nacin je indirektan, a
uklju€uje inkubaciju stanica kvasca u tekuéi medij koji je bio tretiran plazmom. Kao $to je i za
oCekivati, ucinkovitije je uniStavanje stanica kvasca direktnim nacinom. Velike su Sanse za

ostec¢enjem unutarstani¢ne membrane kvasca tijekom obrade plazmom.

Drugi aspekt obrade plazmom koji jo$ nije u potpunosti objadnjen je doprinos reaktivnih ¢estica u
nastanku Stete na stanicama. U istrazivanjima se koriste ,sakupljaCi“ reaktivnih Cestica i sojevi
kvasaca s deficitarnim udjelom enzima. Primjena navedenih ili sli¢nih pristupa mogli bi dati
kompleksniju sliku o tome kako kemijske komponente plazme ostete stanice, te koji se dijelovi

stanice aktiviraju kao odgovor na $tetu (PolCic i Machala, 2021).

Kvasci i plijesni €ine zna€ajan udio mikroflore borovnica. U istrazivanju Lacombe i sur. (2015)
borovnice su obradene hladnom plazmom 15, 30, 45, 90 ili 120 sekundi, a mikrobna populacija
je pratena na dan obrade, te nakon jednog, dva i sedam dana skladiStenja. U spomenutom
istraZivanju, za razliku od bakterija, tretman plazmom nije se pokazao uspjeSnim u smanjenju
ukupnog broja kvasaca i plijesni. Ve¢ dan nakon obrade uocen je porast plijesni i kvasaca, dok je

drugi dan nakon obrade porast jo$ znacajniji.

Shi i sur. (2011) istrazivali su utjecaj hladne plazme sa sumporovim heksafluoridom na fungalnu
populaciju prisutnu na povrsini ljeSnjaka, kikirikija i pistacija. U vremenskom razdoblju obrade od

10 minuta uoc€eno je 5 logio smanjenje populacije.

27



3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1.

3.2

Zadatak rada

Odrediti pomoloska i fizikalno-kemijska svojstva Sipka

Definirati recepturu za pripremu kasastog soka Sipka

Istraziti utjecaj obrade visokonaponskim praznjenjem (HVED) pri frekvencijama od 50 Hz
i 100 Hz kroz razli¢ito vrijeme (10, 15, 20 minuta) na fizikalno-kemijska svojstva soka Sipka
Provesti preliminarnu mikrobiolosku analizu obradenog soka

Odabrati uvjete procesiranja (uz kombinaciju s prethodnom termi¢kom predobradom
mikrovalovima u cilju eventualnog poveéanja mikrobioloSke stabilnosti soka Sipka)
Ispitati fizikalno-kemijska svojstva soka i usporediti rezultate s neobradenim i
pasteriziranim sokom Sipka. Ispitivanje mikrobioloSke kvalitete neobradenog i obradenih
uzoraka soka provesti neposredno nakon obrade, te tijekom 6 i 12 dana skladiStenja pri 4
°C

Materijali

Ispitivanja su provedena sa Sipkom (Rosa canina laxa) ubranim u okolici Nove GradiSke. Uzorci

su neposredno nakon branja smrznuti i do analiza skladisteni pri -18°C.

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

2,6-diklorfenol indofenola (Riedel-de Haén) i metafosforne kiseline (Sigma - Aldrich Njemacka).

Za pojedine mikrobioloSke analize su koriSteni:

aerobne mezofilne bakterije (Tryptic glucose yeast agar, Biolife) - hranjivi agar ili PCA
Enterobactericeae - VRBG (Violet red bile glucose agar, Biolife)

Salmonella spp. (Buffered peptone water, Biolife); Rappaport Vassiliadis (RV) broth
(Biolife); MKTTn (Muller-Kauffman Tetrathionate Novobiocin broth, Merck); XLD (Xylose
Lysine Deoxycholate) agar ISO Form (Biolife); CSA (Chromogenic Salmonella Agar Base
(Biolife)

Escherichia coli - TBX (Tryptone Bile X-Glucoronide Agar, Biolife)

Listeria monocytogenes FR 'z (Listeria Fraser Broth Base Half Concentration, Biolife);
FR cijeli (Listeria fraser broth base, Biolife); ALOA (Agar Listeria Ottaviani Agosti, Biolife,
Italija)

kvasci i plijesni - DRBC (Dichloran-Rose Bengal Chlotramphenicol Agar, Merck,

Njemacka)
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3.3. Priprema uzoraka

Plodovi Sipka su oprani i posudeni ubrusima. Nakon odvajanja otpada (dijelovi stapke, ostaci

Caske), plodovi su uzduzno prerezani i izvadene su sjemenke (Slika 6).

— Hypanthium
(hipantij)

Achenes (sjemenke)

Slika 6 Uzduzni presjek ploda Sipka (hipantij i siemenke s dladicama)

Sjemenkama je izmjerena boja nakon €iS¢enja od ostataka mesnatog dijela. Mesnato usplode
Sipka je, prije fizikalno-kemijske analize, usitnjeno Stapnim mikserom. Pasiranje je provedeno

strojno, uz dodatak vode (1:1).

Svi sokovi pripravljeni su od svjeze pasirane kase Sipka i sadrzavali su min. 40% kaSe (u skladu
s Pravilnikom o voénim sokovima i njima srodnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju, NN
48/2013). Neobradeni uzorak soka pripravljen je sa saharozom (7,5%), uz dodatak pasirane kase
Sipka i limunske kiseline (0,15%). Destilirana voda koriStena za pripravu sokova i SeCer su
mikrobiolo3ki ispitani prije koriStenja. Nakon priprave sokova, refraktometrijskim mjerenjem je
provjerena topljiva suha tvar (12,5-13% suhe tvari). Uzorak NP je obraden plazmom neposredno
nakon pripravljanja soka. Uzorak NPA je neposredno nakon pripreme pasteriziran 20 minuta pri
85 °C.

S obzirom da su preliminarne mikrobioloSke analize u soku obradenom HVED pokazale
nesukladnost s preporu¢enim kriterijima Vodi€a za mikrobioloSke kriterije za hranu (MP, 3.

izmijenjeno izdanje, ozujak 2011.), odabrani su uvjeti procesiranja koji podrazumijevaju
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kombinaciju s prethodnom termi¢kom predobradom (blan3iranjem) u cilju eventualnog povecanja

mikrobioloSke stabilnosti soka Sipka.

Dio kase (u ciklusima po 100g) je blanSiran mikrovalovima u trajanju od 45 sekundi pri 700W
(Daewoo, KOR-63A5) prije (za pripremu uzorka NBP 1) i poslije pasiranja (za pripremu uzorka
NBP 2).

3.4. Metode

U radu su determinirana sljede¢a pomolo8ka svojstva ploda Sipka: duljina, Sirina, promjer, masa,

te broj sjemenki u plodu.
Metode koje su koriStene za odredivanje fizikalno-kemijskog sastava su:

e Odredivanje ukupne suhe tvari (susenjem u vakuum susioniku pri 60 °C) i topljive suhe
tvari (refraktometrijski)

e Odredivanje $ecera (prirodnih i ukupnih) metodom po Luff-Schoorlu

e Odredivanje askorbinske kiseline (titracijom s 2,6-diklorfenolindofenolom)

e Mjerenje elektricne vodljivosti konduktometrom (Hanna Edge, Hanna Instruments)

¢ Mijerenje pH vrijednosti pomoc¢u pH metra (Mettler-Toledo)

e Odredivanje ukupnih fenola spektrofotometrijski (modificiranom Folin-Ciocalteu-ovom

metodom)

Ekstrakcija uzoraka provedena je u smjesi vode i etanola (80:20) pri 20 °C tijekom 15 minuta, u
ultrazvuénoj kupelji (DT 52 H, Bandelin, Njemacka). Nakon filtracije dobiveni ekstrakti su koristeni

za odredivanje ukupnih fenola (standard-galna kiselina).

HVED obrada

Svaki uzorak soka podvrgnut obradom u uredaju za generiranje plazme sadrzavao je 300 mL.
Obrada je provedena visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem (30 kV), pri dvije razliCite
frekvencije praznjenja - 50 Hz i 100 Hz i tri vremenska intervala obrade (10, 15 i 20 minuta), uz
mijeSanje na magnetskoj mijeSalici. U komori za obradu (Slika 7) smjeStena je igla od
nehrdajuceg Celika (promjera 2,5 mm) i elektroda za uzemljenje u obliku okrugle ploCe (promjera

45 mm). Tijekom obrade razmak izmedu elektroda iznosio je 20 mm.
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Slika 7 Uredaj za generiranje plazme (SFE Systems Ltd.)

Mjerenje boje pomocu kolorimetra

Mjerenje boje uzoraka soka provedeno je u staklenoj kiveti smjestenoj u nastavku za mjerenje
tekucina (CR-A70), pomoc¢u kromametra Minolta CR-300 (Chroma Meter, Japan). Mjerna glava
ovog kromametra koristi difuzno osvjetljenje pri 0°. Pulsiraju¢a ksenonska lampa PXA unutar
prostora, promjera 8 mm, omogucuje ujednaceno difuzno osvjetljenje uzorka. Svjetlost koja se
odbija okomito od povrdine uzorka se skuplja u Sest silikonskih fotoéelija. Racunalo zapisuje
podatke u pet sustava: X,Y,Z; Yxy; Lab; Hunter Lab i LCh. U radu su koriSteni sustavi L*a*b*
(Slika 8) i L*C*h*.

Le@

Slika 8 Prikaz nacina ocitavanja boje u L*a*b* sustavu (WEB 1)
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,L“ vrijednost odreduje je li nesSto svijetlo ili tamno. Ako iznosi 0, tada je predmet koji se

promatra crne boje, a ako L vrijednost iznosi 100 onda je bijele boje.

»,a“ vrijednost moze biti pozitivna ili negativna. Ako je pozitivha, tada je rezultat mjerenja

crvena boja, a ako je negativna onda je rezultat zelena boja.

,b* vrijednost takoder moze biti pozitivna ili negativna. U prvom slu€aju rezultat mjerenja je

Zuta boja, a u drugom je plava boja.

LCh sustav ima isti ,L* parametar ,lightness* kao i ,L“ u Lab sustavu. ,C* parametar ili ,chroma“
predstavlja intenzitet boje, pri ¢emu pozitivha vrijednost parametra ,,C* ozna¢ava neutralnu boju,
a negativna vrijednost parametra ,,C* ozna€ava potpuno zasi¢enu boju. ,h°* parametar ozna¢ava
nijansu boje ,hue“, odnosno kut ,hue angle® promjene boje u odnosu na ,a“ parametar, sa
vrijednostima od 0 do 360°. Kada je vrijednost parametra ,h°“ 0°, boja je crveno-purpurna, 90° je

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

Na temelju izmjerenih L% ,a“ i ,b“ vrijednosti obavljen je izraun uinka obrade plazmom,

izraZenih kao ukupna promjene boje (AE), prema izrazu [18]:

AE = \/AL2 +Aa® + Ab* [18]

Tablica 4 Veza izmedu izraCunate promjene boje (AE) i ljudske percepcije boje

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

Utjecaj uvjeta (frekvencija praznjenja) i vremena obrade na parametre boje (L* i a*) obraden je

statistiCki u dvosmjernoj analizi varijance (p < 0,05; ANOVA, Excel).
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MikrobioloS§ke metode

MikrobioloSke analize kojima se utvrduje sukladnost uzoraka prema vazec¢im mikrobioloSkim
kriterijima obuhvatile su: aerobne mezofilne bakterije, Enterobacteriaceae, Salmonella spp.,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, te kvasce i plijesni (Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za
hranu, 2011.).

U radu su koristene sljede¢e metode:

o Aerobne mezofilne bakterije *HRN EN 1SO 4833-1:2013
e Enterobacteriaceae *HRN EN ISO 21528-2:2017

e Escherichia coli *HRN 1SO 16649-2:2001

e Salmonella spp. *HRN EN ISO 6579-1:2017/A1:2020

e Listeria monocytogenes *HRN EN ISO 11290-1:2017

e Kuvascii plijesni *HRN ISO 21527-2:2012

Sve analize su provedene u dvije paralele, osim mjerenja boje i odredivanja ukupnih fenola (tri
paralele).
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Horizontalna metoda za brojenje mikroorganizama — Tehnika brojenja kolonija na 30°C

Dijagram postupka

10 mL test uzorak + 90 mL
PFO

stomaheru 1-2 min

mL uzorka i/ili decimalnog
razriedenja

[ Homogenizacija u

Naliti HA pri 44 — 47°C

Prenijeti u 2 petrijevke po 1 }

( N\
Inkubacija pri 30 + 1°C, 72 +
3 sata
\_ J/
4 N\
Brojenje kolonija

d

Izraunavanije broja
mikroorganizama po mL
uzorka

d

IzraCunavanje rezultata:
CFU/mL uzorka
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Horizontalna metoda za dokazivanje prisutnosti i brojenje Enterobacteriaceae — Metoda

odredivanja broja kolonija

Dijagram postupka

10 mL test uzorak + 90mL
PFO

Homogenizacija u
stomaheru 1-2 min

Inokulacija na VRBG agar

24 + 2 sata

Izracunavanje broja
Enterobacteriaceae

Izrazavanje rezultata:
CFU/mL uzorka

[ |
[ |
| |
[ |
[ |
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Metoda brojenja R-glucuronidasa pozitivhe Escherichia coli

Brojenje kolonija pri 44°C uporabom 5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta -D-glucuronide

Dijagram postupka

10 mL test uzorak + 90mL
PFO

Homogenizacija u
stomaheru 1-2 min

Inokulacija na TBX agar

Brojenje plavih kolonija

Izraunavanje broja E. coli
po ml uzorka

Izraunavanje rezultata:
CFU/mL uzorka

[ |
[ |
[ |
[ .nkubfscuaﬂ.sﬁaﬂoc ]
[ |
[ |
[ ]
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Metoda za dokazivanje prisutnosti Salmonella spp.

U sterilnu vrecicu sa sterilnom pipetom u asepti¢nim uvjetima izmjereno je 25 mL uzorka soka od
Sipka i dodano 225 mL puferirane peptonske vode (PPV) prethodno zagrijane na sobnu

temperaturu.

Bujon i uzorak inkubiran je 18 (x 2) sata na 37 °C. Nakon inkubacije bujon s uzorkom precijepljen
je u selektivne bujone i to na nacin da je 0,1 mL bujona dodano u 10 mL RVS bujona i 1 mL
bujona u 10 mL MKTT bujona.

Selektivni bujon MKTT inkubiran je 24 (x 3) sata na 37 °C, a selektivni bujon RVS na 41,5 °C (u
istom vremenu). Nakon inkubacije selektivni bujoni su precijepljeni na krute selektivne podloge
uz pomoc¢ mikrobioloSke uSice i to na nacin da su oba bujona (MKTT i RVS) nacijepljena i na XLD

i CSA (krute selektivne podloge).

Krute selektivne podloge su inkubirane 24 (+ 3) sata na 37 °C. Nakon inkubacije pregledane su

ploCe da li je prisutan porast.
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Horizontalna metoda za dokazivanje Listeria monocytogenes

Dijagram postupka

25 mL test uzorak + 225 ml
Y2 FR bujon

3

[ Inkubacija 24 + 3h na 30°C ]

4

0,1 ml kulture + 10 ml FR ‘
bujona; inkubacija 24-48 £

3hna35°C

4 )
Nacjepljivanje na ALOA agar i
OXFORD agar (ili PALCAM
agar). Inkubacija ALOA 24-48 +
3h, na 37°C. Inkubacija
OXFORD-a ili PALCAM-a na

35°C, 24-48 £ 3h

- J
4 )

Nacjepljivanje na ALOA agar i
OXFORD agar (ili PALCAM
agar). Inkubacija ALOA 24-48 +
3h, na 37°C. Inkubacija
OXFORD-a ili PALCAM-a na
\_ 35°C. 24-48 + 3h J

Izrazavanje rezultata:
odsutnost/prisutnost
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Horizontalna metoda za brojenje kvasaca i plijesni

aktivitetom vode veéim od 0,95

Dijagram postupka

10 mL test uzorak + 90mL
PFO/PO

Homogenizacija u
stomaheru 1-2 min

Nacjepljivanje: tehnika
mazanja ili nalijevanja

Inkubacija pri 25 + 1°C,
2 -5dana

mikroskopiranje

IzraCunavanje broja
kvasaca i/ili plijesni po mL
uzorka

Izrazavanje rezultata:
CFU/mL uzorka

\_/\_/\_/;/;/;/

[ Brojenje kolonija i po potrebi

— Tehnika brojenja kolonija u proizvodima s
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4. REZULTATI | RASPRAVA



41.

Rezultati fizikalno-kemijskih analiza u sokovima Sipka

Cilj rada je ispitati utjecaj visokonaponskog elektricnog praznjenja (HVED obrade) na fizikalno-

kemijska svojstva i mikrobioloSku kvalitetu kadastog soka Sipka (Rosa canina laxa).

U radu su najprije ispitana pomoloska svojstva Sipka, te je provedeno mjerenje boje pokozice

(ljuske), mesnatog dijela ploda i sjemenki ploda.

Plod Sipka (Rosa canina laxa) je jajolik, $to ga razlikuje od ostalih vrsta (Rosa dumalis, Rosa

rubiginosa) koje imaju okrugle plodove.

Tablica 5 PomoloSka svojstva ploda Sipka i neki parametri kemijskog sastava pulpe

Parametar Srednja vrijednost * SD
Plod
Duzina ploda (mm) 21,7+ 1,44
Sirina ploda (mm) 10,4 + 1,16
Masa ploda (g) 1,7 £ 0,62
Broj sjemenki u plodu 19+1,22
Pulpa
Ukupna suha tvar (%) 31,48 £ 0,35
Topljiva suha tvar (%) 28,17 £ 0,40
pH 3,5+0,02
Ukupne kiseline-izrazene kao limunska (%) 3,14 £ 0,04
Askorbinska kiselina (mg/100g) 500,74 + 13,60
Pektinske tvari (%) 11,79+ 2,13
Ukupni i (reducirajuci) Seceri (%) 6,36 £ 0,27 (6,25 + 0,00)
Fenolne tvari (g/100g) 1,242 + 0,006

Tablica 6 Parametri boje Sipka mjereni pomocu kolorimetra

Uzorak L a b C h°

Sjemenke 42,41+0,70 10,32+0,17 2556+050 27,70+0,36 68,10+ 0,10
Ljuska 28,79+0,06 2097+0,15 17,52+0,11 27,21+0,20 39,60+ 0,30
Pulpa 30,02+£0,11 23,70+x0,20 24,72+0,51 34,17+0,17 46,50+ 0,50
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Rezultati prikazani u Tablici 5 i 6 su pokazali sli€nost s literaturnim podacima za Sipak, kao i
ranijim rezultatima (Stani¢, 2017; Brki¢, 2020).

Vrijednost h oznacava nijansu boje ,hue”, odnosno kut ,hue angle®, h° promjene boje u odnosu
na ,a“ parametar. lzmjerene vrijednosti h° parametra za ljusku (pokozicu) ploda iznosile su oko
40 °, a za pulpu (koja je pripravljena od mesnatog dijela ploda) 46,50, $to predstavlja prijelaz od

crvene (0°) prema zutoj nijansi (90°).

Vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara prikazanih u Tablici 5 nalaze se u granicama
literaturnih podataka. I1znimka je sadrzaj $ecera koji se odnosi na reduciraju¢e Secere (u nekim
referencama sadrzZaj reducirajucih Sec¢era se moze kretati i do 14%), sa sadrzajem saharoze i do
2% (Niketi¢-Aleksi¢ i sur., 1988, Yoruk i sur., 2008). Sadrza;j kiselina u literaturi kre¢e se od 1 do
3,2% (Yildiz i Alpaslan, 2012), pa je prema tome rezultat za sadrzaj kiselina u pulpi Sipka izrazen

kao limunska kiselina bio dosta visok (3,14%).

Rezultati Stani¢a (2017) pokazuju kako je u plodovima Sipka iz razli¢itog nacina uzgoja koli€ina
vitamina C u rasponu od 79,26 (plodovi samoniklih genotipova) do 341,92 mg/100 g svjezeg Sipka
(plodovi iz konvencionalnog uzgoja). Prema Demir i Ozcan (2001) plod Sipka moze imati sadrzaj
vitamina C i do 1700 mg/100 g svjezeg Sipka, dok je prema istrazivanja Kazankaya i sur. (2005)
raspon iznosio od 301 do 1183 mg/100 g Sipka. U istrazivanju Jablanska-Rys i sur. (2009) udio
askorbinske kiseline, koja je sastavni dio vitamina C, iznosio je 1252 mg/100 g svjeze pulpe, a
rezultat Rosu i sur. (2011) iznosio je 643 mg/100g svjezeg Sipka (Stani¢, 2017).

Razlike u sadrZaju askorbinske kiseline, odnosno vitamina C u ovim proizlaze iz razli€itih uvjeta
uzgoja, nadmorske visine, sorte, ekoloskih ¢imbenika i vremena berbe Sipka. Smanjenje udjela
takoder moze biti rezultat razine kisika u okoliSu, koli¢ine svjetla koja dopire do biljaka, ali i
promjena endogenih regulatora rasta biljaka i temperature.

U ovom istrazivanju, sadrzaj askorbinske kiseline u pulpi Sipka iznosio je 500,74 mg/100 g, sto

svakako odgovara literaturnim vrijednostima.

Polifenoli su vazni biljni sastojci s pozitivnim bioloSkim djelovanjem, medu kojima je
antioksidativna aktivnost najistaknutija. Koncentracija fenolnih tvari u pulpi Sipka iznosila je 1242
mg/100 g. Po rezultatima Stani¢a (2017), najve¢a koncentracija ukupnih fenola utvrdena je kod
ekoloski uzgojenih plodova (1310,79 mg GAE/100 g), neSto niza kod plodova samoniklih
genotipova (1210,19 mg GAE/100 g), a najniza koncentracija utvrdena je kod plodova iz
konvencionalnog uzgoja (1109,62 mg GAE/100 g). Yoo i sur. (2008) su zabiljeZili ukupne fenole
u koli¢ini od 818 mg GAE/100g svjezeg Sipka (Roman i sur., 2013).
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Sadrzaj polifenolnih spojeva u istrazivanju Roman i sur. (2013) kretao se od 575 mg/100 g (var.

transitoria f. ramosissima) do 326 mg/100 g smrznute pulpe Sipka (var. lutetiana f. fallens).

U Tablicama 7 i 8 prikazani su rezultati fizikalno-kemijskih parametara i promjene boje u uzorcima

soka Sipka obradenog plazmom.

Tablica 7 Fizikalno-kemijski parametri u uzorcima soka od Sipka nakon obrade plazmom (50 Hz

i 100 Hz) u trajanju od 10, 15i 20 minuta

Askorbinska Elektricna
Uzorak/ Fenolne tvari
pH kiselina vodljivost
obrada (g 100g™)
(mg 100g™) (S cm™)
Neobradeni
3,7+0,02 97,60+0,75 0,212+0,006 2223 +2,33
uzorak
P 50 (10) 3,6+0,02 104,11 +0,78 0,234 +0,002 2256 + 22,56
P 50 (15) 3,6+0,01 100,41+1,83 0,187 £0,001 2427 +6,36
P 50 (20) 3,6+0,01 106,51 +2,09 0,278+ 0,005 2506 +4,95
P 100 (10) 3,5+0,02 105,03+2,09 0,237 +£0,002 2513 +14,85
P 100 (15) 35+0,02 99,48+262 0,217 £0,005 2550+ 2,83
P 100 (20) 3,5+0,01 113,72+1,83 0,236 +0,002 2605 + 26,87

Obrada visokonaponskim praznjenjem kojom je generirana plazma uzrokovao je mali pad pH
vrijednosti (s 3,7 na 3,6, odnosno 3,5 kod obrada provedenih pri 100 Hz) i rast elektriCne
vodljivosti u svim uzorcima soka (Tablica 7). Visokonaponsko praznjenje uzrokuje porast
elektritne vodljivosti zbog nastanka brojnih nabijenih Cestica (pozitivho i negativno nabijeni ioni).
Grymonpré i sur. (2001) pojasnjavaju kako viSe vrijednosti elektriCne vodljivosti rezultiraju manjim
nastankom reaktivnih kemijskih vrsta, Sto u konacnici, ima za posljedicu slabiji utjecaj na kvalitetu
soka. Dasan i Boyaci (2018) nisu zabiljezili, znacajnije promjene pH vrijednosti u sokovima
jabuke, narance, viSnje i rajCice nakon obrade plazmom. U istrazivanjima provedenim u soku
bijelog grejpa Pankaj i sur. (2017) nisu zabiljezili znacajne promjene u pH vrijednosti i elektrinoj

vodljivosti nakon obrade visokonaponskim praznjenjem, kao niti nakon obrade soka jabuke.

Obrada plazmom pozitivno je utjecala na stabilnost fenolnih spojeva, pri ¢emu su vrijednosti
ukupnih fenola porasle do 13% (Tablica 7). Dasan i Boyaci (2018) su u spomenutom istrazivanju

s razli¢itim vrstama sokova takoder zabiljeZili porast koncentracije fenolnih spojeva od 10 do 15%,
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u odnosu na neobradeni sok. Porast koncentracije moze se objasniti time da plazma pospjeSuje
prijenos mase i oslobadanje fenolnih spojeva (Landbo i Meyer, 2001), jer uzrokuje djelomicno ili
potpuno pucanije biljne stani€éne membrane, §to rezultira otpustanjem unutarstaniénih komponenti
u medustani¢ni prostor (Kobzev i sur., 2013), te dolazi do brzeg ulaska tekuéine u stanicni
materijal (Seremet, 2018). Herceg i sur. (2016) istrazivali su utjecaj plinske plazme na stabilnost
fenolnih spojeva u soku od nara, te su zabiljezili porast koncentracije elaginske, klorogenske i

ferulinske kiseline, te katehina i punicijagina nakon obrade.

Sipak, kao i njegov sok bogat je izvor vitamina C, odnosno askorbinske i dehidroaskorbinske
kiseline, $to ga Ccini izvrsnim antioksidansom. Obrada visokonaponskim praznjenjem nije
uzrokovala degradaciju askorbinske kiseline, iako je najdulja obrada trajala 20 minuta. Pri tom
nije doSlo do znacajnijeg povecanja temperature soka, $to moze biti razlogom stabilnosti i nakon
obrade. Shi i sur. (2011) takoder nisu zabiljezili znaajnu degradaciju vitamina C u svjeze
iscijedenom soku naran¢e nakon obrade plazmom. Medutim, u vecini istraZivanja sa sokovima
voca doslo je do znacajne degradacije askorbinske kiseline tijekom obrade plazmom (Wu i sur.,
2020).

Tablica 8 Parametri boje i izraCun ukupne promjene boje (AE) u uzorcima nakon obrade plazmom
(50 Hz i 100 HZz) u trajanju od 10, 15 i 20 minuta

Uzorak/obrada L a b C h°® AE

Neobradeni uzorak 37,43 10,93 + 16,00 + 19,22 + 55,50 + -
0,32 0,71 0,64 0,28 0,40

P 50 (10) 34,02 + 8,16 £ 11,95 + 14,08 + 55,30+ 5,98
0,08 0,03 0,02 0,12 0,20

P 50 (15) 33,73 8,00 + 11,55 + 14,45 + 55,20+ 6,49
0,12 0,13 0,29 0,25 0,10

P 50 (20) 34,13 + 8,13 ¢ 12,06 + 14,66 + 56,00+ 5,85
0,07 0,16 0,02 0,04 0,40

P 100 (10) 34,19 + 8,21+ 12,34 + 14,74 + 55,60+ 5,59
0,08 0,06 0,03 0,24 0,10

P 100 (15) 34,21 + 8,29 + 12,27 + 14,60 + 56,30+ 5,59
0,06 0,06 0,08 0,06 0,70

P 100 (20) 34,19 + 8,25+ 12,06 + 14,85 + 55,70+ 5,76
0,05 0,23 0,26 0,08 0,20
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U Tablici 8 prikazani su izmjereni i izraCunati parametri boje u neobradenom i uzorcima
obradenim plazmom pri dvije frekvencije praznjenja (50 Hz i 100 Hz) u trajanju od 10, 15 20
minuta.

Najsvjetliju boju soka Sipka imao je neobradeni uzorak (L vrijednost 37,43), a smanjenje
vrijednosti L*, a*, b* i C* parametara uoceno je kod svih obradenih uzoraka soka (u usporedbi s
neobradenim uzorkom). S obzirom na vezu izmedu izraCunate promjene boje (AE) i ljudske
percepcije boje, izraCunata ukupna promjena boje velika je kod uzorka obradenog pri frekvenciji
od 50 Hz tijekom 15 minuta, dok je prosjecna vidljivost razlike (vrijednosti 3-6) zabiljezena za
ostale uzorke. Rezultati statisticke analize (ANOVA) pokazuju da na promjenu parametra L*
znacajan utjecaj imaju uvjeti obrade (frekvencija praznjenja) i vrijeme obrade, a na promjenu

parametra a* samo uvjeti obrade (p < 0,05; Tablice 9i 10).

Tablica 9 Analiza varijance za parametar boje L*

Izvor Suma Broj Srednja F - P -

varijacije kvadrata stupnjeva vrijednost vrijednost  vrijednost
slobode odstupanja

Obrada (O) 0,254422 1 0,254422 4,747225 5,8E-05

Vrijeme (V) 0,121878 2 0,060939 3,885294 0,004523

ov 0,140544 2 0,070272 3,885294 0,002684

Ukupna 0,083533 12 0,006961

pogreska

Ukupna 0,600378 17

korekcija

Tablica 10 Analiza varijance za parametar boje a*

lzvor Suma Broj Srednja F - P -

varijacije kvadrata stupnjeva vrijednost vrijednost  vrijednost
slobode odstupanja

Obrada (O) 0,102756 1 0,102756 4,747225 0,03441

Vrijeme (V) 0,008011 2 0,004006 3,885294 0,804252

ov 0,047811 2 0,023906 3,885294 0,302286

Ukupna 0,216667 12 0,018056

pogreska

Ukupna 0,375244 17

korekcija
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S obzirom da su preliminarne mikrobioloSke analize pokazale neucinkovitost HVED obrade - u

smislu da je broj kvasaca i plijesni bio iznad preporu€ene grani¢ne vrijednosti, primijenjena je

mikrovalna obrada ka$e prije, odnosno poslije pasiranja. Za HVED obradu odabrani su uvijeti

frekvencije praznjenja od 100 Hz i vrijeme obrade 20 minuta. Takoder je u cilju usporedbe

pripravljen pasterizirani sok, kako bi se komparirali rezultati fizikalno-kemijskih parametara i

mikrobioloSka stabilnost sokova.
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Slika 9 Sadrzaj askorbinske kiseline (mg/100g) u ispitivanim sokovima
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Slika 10 Udio fenolnih tvari (g/100g) u ispitivanim sokovima
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Slika 11 Elektri¢éna vodljivost (uS/cm) u ispitivanim sokovima

N - neobradeni uzorak

NP - obradeni uzorak (HVED)

NBP 1 - obradeni uzorak (blansiranje prije pasiranja + HVED)

NBP 2 - obradeni uzorak (blansiranje kase poslije pasiranja +HVED)
NPA - pasterizirani uzorak

Iz rezultata analize fizikalno-kemijskih parametara u odabranim uzorcima soka Sipka (Slike 9 -
11) vidljiv je gubitak askorbinske kiseline u pasteriziranom soku od koli€ini od 55%, kao i u soku
pripravlienom od kaSe blanSirane poslije pasiranja (20%). Pasterizacija, blanSiranje
mikrovalovima i HVED obrada nisu uzrokovali znacajne promjene u pH vrijednosti analiziranih
uzoraka soka, izmjerena pH vrijednost svih sokova bila je 3,6, a neobradenog soka 3,7. Sadrzaj
fenolnih tvari neznatno je smanjen u obradenim uzorcima, a najve¢e smanjenje ukupnih fenola
zabiljeZzeno je u pasteriziranom soku (0,106 g 100g™"). Razlog tomu vjerojatno je toplinska
degradacija fenolnih spojeva. Primjena toplinske obrade moZe dovesti do disocijacije konjugiranih
oblika fenolnih kiselina, kao Sto su galna, ferulinska i p-kumarna kiselina u slobodne fenolne

kiseline, $to se ocituje smanjenjem sadrzaja nakon zagrijavanja.

U Tablici 11 prikazani su rezultati mjerenja boje sokova i izracun ukupne promjene boje u odnosu
na neobradeni sok. Velika promjena boje (vrijednosti veCe od 6) zabiljeZena je kod pasteriziranog
soka (NPA), prosjecna vidljivost razlike (vrijednosti 3-6) zabiljeZena za uzorke NBP 1 i NP, dok

je najmanja promjena boje zabiljezena kod NBP 2, izrazena kao vrlo mala vidljivost razlike boje.
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Tablica 11 Parametri boje i izraun ukupne promjene boje (AE) sokova

Uzorak/obrada L a b Cc h°® AE
N 36,23 + 6,76 + 14,67 + 16,40 + 65,30 + -
0,06 0,16 0,05 0,61 0,70
NP 33,85+ 8,08 + 12,24 + 14,66 + 56,40 + 3,65
0,13 0,05 0,21 0,19 0,30
NBP 1 34,33 8,11+ 12,95 + 15,14 + 57,80 + 2,90
0,03 0,15 0,29 0,10 0,10
NBP 2 36,33 + 6,94 + 14,64 + 16,32 + 64,20 + 0,21
0,11 0,23 0,17 0,13 0,40
NPA 30,45 + 2,77 £ 6,90 + 7,52+0,01 67,90+ 10,47
0,01 0,04 0,07 0,60

N - neobradeni uzorak

NP - obradeni uzorak (HVED)

NBP 1 - obradeni uzorak (blansiranje prije pasiranja + HVED)

NBP 2 - obradeni uzorak (blansiranje kase poslije pasiranja +HVED)
NPA - pasterizirani uzorak



4.2. Rezultati mikrobioloSke analize sokova Sipka

U Tablicama 12-14 prikazani su rezultati mikrobioloSke analize sokova Sipka.

Tablica 12 Utjecaj obrade na mikrobioloSku stabilnost (aerobne mezofilne bakterije - AMB i

Enterobacteriaceae - EB) u uzorcima soka od Sipka tijekom 12 dana skladistenja pri

4 °C (CFU/mL uzorka)

AMB EB
Uzorak/dan Dopustena  Rezultat Uzorak/dan Dopustena Rezultat
vrijednost (CFU/mL) vrijednost (CFU/mL)
(CFU/mL) (CFU/mL)
Dan ,,0¢ Dan ,,0¢
N 103 <10 N 10 <10
NP 103 <10 NP 10 <10
NBP 1 103 <10 NBP 1 10 <10
NBP 2 103 <10 NBP 2 10 <10
NPA 103 <10 NPA 10 <10
Dan 6 Dan 6
N 103 <10 N 10 <10
NP 103 <10 NP 10 <10
NBP 1 103 <10 NBP 1 10 <10
NBP 2 103 <10 NBP 2 10 <10
NPA 103 <10 NPA 10 <10
Dan 12 Dan 12
N 103 <10 N 10 <10
NP 103 <10 NP 10 <10
NBP 1 103 <10 NBP 1 10 <10
NBP 2 103 <10 NBP 2 10 <10
NPA 103 <10 NPA 10 <10

N - neobradeni uzorak

NP - obradeni uzorak (HVED)

NBP 1 - obradeni uzorak (blansiranje prije pasiranja + HVED)

NBP 2 - obradeni uzorak (blansiranje kase poslije pasiranja +HVED)
NPA - pasterizirani uzorak
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Tablica 13 Utjecaj obrade na mikrobiolodku stabilnost (Salmonella spp. - S), Listeria

monocytogenes - LM) i (Escherichia coli - EC) u uzorcima soka od Sipka tijekom 12

dana skladistenja pri 4 °C (CFU/mL uzorka)

S LM EC
Uzorak/ Dopustena Rezultat Dopustena Rezultat Uzorak/ Dopustena Rezultat
dan vrijednost (CFU/mL vrijednost (CFU/mL) dan vrijednost (CFU/m
(CFU/mL) ) (CFU/mL) (CFU/mL) L)
Dan ,,0¢ Dan ,,0¢
N odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost N 102 <10
u25ml u25ml
NP odsutnost  odsutnost odsutnost odsutnost NP 102 <10
u25 mi u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 1 102 <10
1 u25ml u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 2 102 <10
2 u25 mi u25ml
NPA odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NPA 102 <10
u25ml u25ml
Dan 6 Dan 6
N odsutnost  odsutnost odsutnost odsutnost N 102 <10
u25 mi u25ml
NP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NP 102 <10
u25ml u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 1 102 <10
1 u 25 mi u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 2 102 <10
2 u25ml u25ml
NPA odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NPA 102 <10
u 25 mi u25ml
Dan 12 Dan 12
N odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost N 102 <10
u25ml u25ml
NP odsutnost  odsutnost odsutnost odsutnost NP 102 <10
u 25 mi u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 1 102 <10
1 u25ml u25ml
NBP odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NBP 2 102 <10
2 u25 mi u25ml
NPA odsutnost odsutnost odsutnost odsutnost NPA 102 <10
u25ml u25ml

N - neobradeni uzorak
NP - obradeni uzorak (HVED)

NBP 1 - obradeni uzorak (blansiranje prije pasiranja + HVED)
NBP 2 - obradeni uzorak (blansiranje kase poslije pasiranja +HVED)
NPA - pasterizirani uzorak

Istrazivanja o primjeni plazme danas su uglavnom usmjerena na uniStavanje mikroorganizama

na povrsini hrane i materijalima za pakiranje, ali sve viSe i na inaktivaciju mikroorganizama u
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sokovima. Metoda se pokazala vrlo uspjeSnom, jer se postiZze redukcija visa od 5 logioc CFU/mL
(Pankaj, 2018).

Jedan od ciljeva ovog rada bio je ispitati mikrobioloSku kvalitetu sokova Sipka obradenih plazmom,

koja predstavlja noviju tehniku u obradi vo¢nih sokova.

U tu svrhu ispitana je sukladnost pripravljenih uzoraka soka s preporu¢enim mikrobioloSkim
kriterijima. ,Sukladnost s mikrobioloSkim kriterijima” znaci dobivanje zadovoljavaju¢ih ili
prihvatljivih rezultata utvrdenih u Prilogu 1. kod ispitivanja u odnosu na vrijednosti postavljene za
kriterije uzimanjem uzoraka, provodenjem ispitivanja te provedbom korektivnih radnji u skladu s
propisima o hrani i uputama nadleznog tijela (Uredba Komisije EZ br. 2073/2005. o

mikrobioloSkim kriterijima za hranu - od 15. studenoga 2005).

»Mikrobiolo3ki kriterij“ znadi kriterij kojim se utvrduje prihvatljivost nekog proizvoda, serije hrane ili
procesa, na temelju odsutnosti, prisutnosti ili broja mikroorganizama i/ili koli¢ine njihovih

toksina/metabolita po jedinici mase, volumena, povrsine ili serije.

Uzorci soka analizirani su u skladu s Uredbom (2073/2005) i Vodi¢em za mikrobioloSke kriterije
za hranu (2011), a analize su obuhvatile: aerobne mezofilne bakterije, Enterobacteriaceae,

Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes, te kvasce i plijesni.

Rezultati ispitivanja za isti uzorak se mogu razlikovati ovisno o koridtenoj metodi analize i zbog

toga je propisana referentna metoda za svaki mikrobiolo$ki kriterij.

Analize su provedene neposredno nakon pripreme soka - nulti dan (,0), te 6. i 12. dan

skladistenja uzoraka pri 4 °C.

Broj aerobnih mezofilnih bakterija (AMB) i bakterija roda Enterobacteriaceae (EB) u ispitivanim
uzorcima soka bio je sukladan s preporu€enim kriterijima (Tablica 12). Rezultati iz Tablice 13
pokazuju da niti u jednom uzorku soka tijekom 12 dana skladiStenja nije zabiljeZzena prisutnost
Salmonella spp. (S) i Listeria monocytogenes (LM). Svi uzorci zadovoljavaju preporucene kriterije
i u pogledu bakterije vrste Escherichia coli (EC), m=10? CFU/mL, Tablica 13). Najbolju
mikrobioloSku stabilnost (< 10 CFU/mL) u pogledu broja kvasaca i plijesni pokazali su
pasterizirani sok (NPA) i sok NBP 2, pripravljen od kaSe blanSirane nakon pasiranja, koji je nakon
pripreme obraden plazmom (Tablica 14). Rezultati mikrobioloSkih ispitivanja za ostale uzorke
pokazali su da je broj kvasaca i plijesni iznad preporu¢ene granine vrijednosti za nepasterizirane
vocne sokove (m=10? CFU/mL soka). To znaci da rezultati nisu sukladni s preporucenim
kriterijima Vodi¢a za mikrobioloSke kriterije za hranu (2011), Cija je provedba osigurana Zakonom

o higijeni hrane i mikrobioloSkim kriterijima za hranu (NN 81/13 i 115/18).
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Tablica 14 Utjecaj obrade na mikrobioloSku stabilnost (kvasci i plijesni) u uzorcima soka od Sipka
tijekom 12 dana skladistenja pri 4 °C (CFU/mL uzorka)

Uzorak/dan Dopustena Kvasci i
vrijednost plijesni
(CFU/mL) (CFU/mL)
Dan ,,0“
N 102 9,1x103
NP 10? 4,8x102
NBP 1 102 1,6x103
NBP 2 102 <10
NPA 102 <10
Dan 6
N 102 1,6x103
NP 102 7x102
NBP 1 102 9,7%10?
NBP 2 10? <10
NPA 10? <10
Dan 12
N 102 1,0x10°
NP 102 1,6x10*
NBP 1 10? 2,6x10*
NBP 2 10? <10
NPA 10? <10

N - neobradeni uzorak

NP - obradeni uzorak (HVED)

NBP 1 - obradeni uzorak (blans$iranje prije pasiranja + HVED)

NBP 2 - obradeni uzorak (blansiranje kase poslije pasiranja +HVED)
NPA - pasterizirani uzorak

Kvasci i plijesni ¢ine zna€ajan udio mikroflore voc¢a. U istrazivanju Lacombe i sur. (2015.), za
razliku od bakterija, obrada plazmom, takoder, se nije pokazala uspjeSnom u smanjenju ukupnog

broja kvasaca i plijesni na borovnicama.

Obrada plazmom izaziva nekoliko vrsta stresa u stanicama mikroorganizama, pa tako i kvasaca.
lako su neki ucinci plazme neovisni, npr. izravno kemijsko oStecenje vise stani¢nih komponenti
reaktivnim Cesticama plazme, joS uvijek nema dovoljno podataka o odnosima i povezanosti

izmedu razli¢itih u€inaka plazme na mikroorganizme.
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5. ZAKLJUCAK



Na osnovu rezultata istrazivanja provedenih u ovom radu, mogu se izvesti sljedeci zaklju€ci:

e iz rezultata fizikalno-kemijske analize pulpe moze se zakljuciti da je Sipak bogat izvor
bioaktivnih tvari kao $to su polifenoli (1242 mg GAE 100g™") i askorbinska kiselina (500,74
mg 100g™")

e polifenoli i askorbinska kiselina pokazali su stabilnost pri razli€itim procesnim uvjetima
obrade plazmom (frekvencijama praznjenja od 50 i 100 Hz, tijekom 10, 15 i 20 minuta
obrade);

¢ najvedi stupanj degradacije askorbinske kiseline (gubitak od 55%) i fenolnih tvari (50%),
kao i najve¢a ukupna promjena boje (10,47) zabiljeZena je u pasteriziranom soku;

e obrada plazmom nije znaCajnije utjecala na pad pH vrijednosti i porast elektricne
vodljivosti sokova;

e mikrobioloSke analize provedene pomocu referentnih metoda za svaki mikrobiolo$ki
kriterij, i to neposredno nakon pripreme soka - nulti dan (,0%), te 6. i 12. dan skladistenja
uzoraka pri 4 °C pokazuju da:

» je broj aerobnih mezofilnih bakterija i bakterija porodice Enterobacteriaceae u ispitivanim
uzorcima soka bio sukladan s vazeéim mikrobioloSkim kriterijima

» niti u jednom uzorku soka tijekom 12 dana skladiStenja nije zabiljezena prisutnost
patogenih bakterija Salmonella spp. i Listeria monocytogenes

» svi uzorci zadovoljavaju preporucene kriterije u pogledu bakterije vrste Escherichia coli
(m=10% CFU/mL)

» su najbolju mikrobioloSku stabilnost (< 10 CFU/mL) u pogledu broja kvasaca i plijesni
pokazali pasterizirani sok (NPA) i sok NBP 2, pripravljen od kaSe blanSirane nakon
pasiranja, koji je nakon pripreme obraden plazmom

» rezultati drugih uzoraka nisu sukladni s preporu¢enim kriterijima Vodi¢a za mikrobioloSke
kriterije za hranu, jer je broj kvasaca i plijesni iznad preporucene grani¢ne vrijednosti za

nepasterizirane vo¢ne sokove (m=10? CFU/mL soka).
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