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1. UVOD

Riba je uvijek imala vaZzan status u prehrani ljudi. Pozeljna je ne samo zbog svojih
gastronomskih svojstava, ve¢ i zbog toga Sto je to hrana visoke nutritivne vrijednosti. Meso
ribe ima visoko probavljive proteine i odgovaraju¢i omjer aminokiselina sa pozeljnim
udjelom esencijalnih masnih kiselina. Kemijski sastav ribe moze znacajno varirati ovisno od
vrste ribe, prehrane, dobi, spolu, migraciji, okoliSnim uvjetima i godiSnjem dobu. Osim
proteina i visokog udjela nezasi¢enih masnih kiselina, i do 60-84% od ukupnih masti, riba je
bogata mineralnim tvarima i vitaminima A, D, E i B-kompleksa. Kvaliteta riba je, prije svega
ekonomska kategorija. Vrste su kategorizirane po kvaliteti kroz senzorska svojstva, odnosno
mirisu i izgledu ociju, Skrga, koze, sluzi, konzistenciji i boji mesa, te nafinu obrade
(evisceracija, itd). Nakon smrti ribe, metabolizam prelazi iz aerobnog u anaerobni, te se
smanjuju zalihe i zaustavlja se proizvodnja energije. Promjene koje se javljaju tijekom
autolize su vrlo razli¢ite, ali najvaznije se odnose na rezerve energije, proteina, lipida i
nukleotida. Slozeni kemijski i biokemijski procesi procesi javljaju se nakon smrti ribe i utjecu
na njene karakteristike. Kod razvoja novog proizvoda koji ima jedinstvene karakteristike
subjekti u poslovanju s hranom moraju osigurati da je proizvod siguran za konzumaciju. U
tom smislu, potrebno je napraviti ispitivanja radi definiranja roka trajnosti za moguce
patogene i nametnike koji bi se mogli razviti u uvjetima povisene temperature, aw vrijednosti,
te skladiStenja takvog proizvoda. Osim mikrobioloSke sigurnosti hrane potrebno je utvrditi
neke kemijske parametre poput koncentracije amonijaka, etanola, biogenih amina,
trimetilamina (TMA-N), dimetilamin (DMA), ukupni hlapivi dusik (TVB-N) i vrijednosti
tiobarbiturne kiseline (TBA), ovisno o vrsti ribe i rizika kojeg predstavlja. Takoder tekstura,
miris 1 boja proizvoda su veoma vazni potroSacu, a 1 izravni su pokazatelji svjezine te donekle
i zdravstvene ispravnosti ribe. Zato je kod prerade ribe od iznimne vaznosti zadrzati
vrijednosti tih parametara slicnim ulaznima. Kod uporabe nove tehnologije potrebno je
mnogo ispitivanja kako bi se doslo do zadovoljavajuéih rezultata. Cesto se treba prilagodavati
viSe ulaznih parametara paralelno 1 koristiti statisticka analiza podataka kako bi se omogucila
optimizacija processa obrade. U ovom radu ¢e se opisati uporaba netoplinske tehnologije, ne
toplinske plazme u atmosferi argona, kojom ¢e se vrsiti obrada ribe Sparus aurata. Takoder ¢e
se opisati utjecaj takve metode na redukciju mikroorganizama te utjecaj na sposobnost
vezanja vode, oksidaciju masti, teksturu i boju, uz optimizaciju ulaznih parametara poput

protoka plina i vremena tretiranja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ORADA (Sparus aurata)

Sistematizacija riba Cesto se razlikuje zbog velikog broja 1 medusobne sli¢nosti no ipak se u
glavnim crtama sve podudaraju i ribe uglavnom uvijek ostaju unutar uobicajenih 400-tinjak
porodica. Osnovna podjela riba je na hrskavi¢njace 1 koStunjace. Prave koStunjace obuhvacaju
viSe od 90% danasnjih vrsta riba u koje spada i orada (Vidacek, 2013). Orada prikazana na
slici 1. pripada redu Grgecki u porodicu ljuskavki (Sparidae). Osim pod tim imenom, nije
jedini hrvatski naziv za ribu Sparus aurata, moze se naéi pod tridesetak drugih imena u
razli¢itim krajevima hrvatskog priobalja od kojih su ceS¢e upotrebljavana: orada, komarca,
podlanica, dinigla, lovrata, ovrata, zlatulja, zlatva, sekulica, Strigavica, a engleski naziv joj je
sea bream ili gilthead. Od drugih zemalja u Mediteranu gdje se uzgaja najznacajnije je u

Italiji, Francuskoj, Maroku, Turskoj, Gr¢koj, Izraelu.

Slika 1. Orada (Sparus aurata)

Odrasla orada ima prosje¢nu duzinu od 35 cm i tezi oko 10 kg. Nakon 2 godine i duzine vece
od 30 cm iz funkcionalne muske prelazi u Zensku jedinku (Arabaci i sur., 2010). Istice se
velikom glavom s razvijenim celjustima, gornja vilica je malo isturena nad donjom.
Karakterizira ju Cvrsta grada, tijelo vretenastog oblika. Gornji dio tijela je
modrozelenkastosive, a postrance je sivosrebrnaste boje, s uzduznim smedim ili

smedezelenkastim prugama. Donji dio tijela je bijele do srebrnastobijele boje. Na gornjem
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dijelu Skrznog otvora nalazi se zlatna do narancasta mrlja, a gornji kut Skrznih otvora
obuhvacen je ljubi¢astocrnom mrljom. U gastronomiji je veoma cijenjena visoko kvalitetna,
delikatna i skupa riba zbog ukusnog mesa, medu najboljim od bijelih riba. Intenzivnije
uzgajanje u akvakulturi zapocelo je 1980-ih primarno u Mediteranu. Produkcija Orada je
dosegla 140 000 tona po izvjescu iz 2010. godine (FAO, 2016). U Hrvatskoj, orada se uzgaja
u Cromarisu, prije u Cenmaru, koji je 2015. godine postao jedan od 10 najvecih svjetskih
proizvoda¢a orade (Rak-Sajn, 2015). Uzgoj riba, kako u svijetu, tako i u Hrvatskoj,
predstavlja segment koji moze omoguciti redovitu, kontroliranu i odrzivu opskrbu trzista
proizvodima ribarstva. U Republici Hrvatskoj potrosnja proizvoda ribarstva u prehrani ljudi je
niska i iznosi oko 8-10 kg/stanovniku godi$nje dok druge mediteranske zemlje imaju puno
veéu potrosnju ribe, Italija i Gréka oko 25, a Spanjolska ¢ak oko 40 kg/stanovniku godisnje
(Christensen, 2011) tako da se vecina uzgojene ribe i izvozi. Uz brancina (Dicentrarchus
labrax) spada u dvije ekonomski najvaznije kultivirane ribe uzgajane na podru¢ju Mediterana
(Smart, 2001). Poznato je da tokom skladiStenja kvaliteta opada neovisno od metode
konzerviranja, kod riba brze ako u probavnom sustavu sadrzi razlicite bakterije i probavne
enzime koji uzrokuju brzo autoliticko kvarenje post-mortem. Evisceracija znaci uklanjanje
Skrga 1 organa abdomena Sto izlaze ribu zraku i moguéim oksidacijskim reakcijama. Ovisno o
tipu ribe, koliko masnog tkiva ima, odlucuje se je li bolje skladistiti ju cijelu ili evisceriranu.
Duzina trajnosti ribe oko 15 dana postiZe se poledivanjem pri 0 do 4°C najvise zbog redukcije
mikroorganizama kvarenja (Cakli, 2007), dok bi se jo§ veéa trajnost mogla posti¢i kod

pothladivanja tj. ¢uvanja na temperaturi -4 do -1°C.

2.2. PARAMETRI KVALITETE RIBE

Senzorska analiza je znanstvena disciplina koja se koristi kako bi se evaluirale, izmijerile,
analizirale 1 interpretirale karakteristicne reakcije namirnica percipirane kroz osjetila vida,
njuha, mirisa, okusa, dodira i sluha (FAO, 1991). Od organolepti¢kih metoda za ocjenu
kvalitete ribe najviSe se koristi EU shema sa kategorijama: E za ribu ekstra koja nije za
ljudsku uporabu i N-nedopusteno. Druga novija metoda QIM (Metoda indeksa kvalitete)
prikazana je u tablici 1. koju je razvio istrazivacki tim sa Tasmanije (Bremner, 1985). Razvija
se za svaku vrstu posebno u sirovom i za neke u smrznutom stanju. QIM se bazira na
signifikantnosti parametara kvalitete svjezine ribe za viSe parametara sa bodovnim sustavom
od 0 do 4 demerit bodova (Jonsdottir, 1992). Bodovi se zbrajaju u kona¢nu senzorsku ocjenu

tzv. indeks kvalitete, porastom bodova opada svjezina tj. kvaliteta ribe. Osim prethodno
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opisanih senzorskih i organoleptickih testova za ocjenu svjezine ribe, provode se i kemijski i
mikrobioloski testovi. Od kemijskih testova kvalitete ispituje se koncentracija amonijaka,
(TMA-N), (DMA), (TVB-N), TBA (udio malonilaldehida), nukeotidnih katabolita, etanola,
aktiviteta vode (a,) te na biotoksine histamin (post-mortem) i ciguateru (pre-mortem) te
parazite. Od fizikalnih metoda upotrebljava se test elektri¢nih svojstva (impedancija), pH, Eh
(Eh - redukcijski potencijal), analiza boje i teksture. Od mikrobioloskih testova provodi se
brojanje ukupnog broja m.o., bakterije kvarenja te test na patogene bakterije.

Tablica 1. Shema ocijene indeksa kvalitete (demerit bodovi) i nedostataka (prema Larsen i
sur. 1992)

Parametri kvalitete Parametri Bodovi (led/morska voda)
Opce karakteristike |Povrsinski izgled(koza) 0 Svijetla, iridescentna

1 Svijetla

2 Mutna

Krv na skrznom poklopcu |0 Nema
1 Malo, 10-30%
2 Srednje, 30-50%
3 Mnogo, 50-100%

Ukocenost tijela 0 Ukoceno, u rigor mortis
1 Elasti¢no
2 Kruto
3 Mekano

Abdomen 0 Krut
1 Mekan
2 Ostecen, rastrgan

Miris 0 Svjez, po morskoj travi/metalan
1 Neutralan
2 Pomalo uZegao/kiselkast
3 Kiseo/uzegao/po amonijaku

Oc¢i Prozirnost (roZnica) 0 Prozirno/Ciste
1 Mutne

Oblik 0 Normalne
1 Ravne
2 Konkavne/utonule

Skrge Boja 0 Karakteristi¢na, crvena
1 Blijeda, bezbojna

Miris 0 Svjez, po morskoj travi/metalan
1 Neutralan
2 Slatkast/pomalo uzegao
3 Kiselkast smrad/ustajao, uzegao

Zbroj bodova (minimum 0 i maksimum 20)



2.2.1. Mikrobioloski testovi

Najvazniji od svih parametara kvalitete je zdravstvena ispravnost ribe. Uz porast konzumacije
morskih proizvoda povecava se i broj infekcija i1 intoksikacija te je vazno pratiti uvjete obrade
od ulova pa do pripreme namirnice. Od znacajne je vaznosti provjera prisutnosti patogena i
drugih organizama opasnih po ljudsko zdravlje. Ispituje se sljedivost hladnog lanca, higijenski
uvjeti postrojenja tokom prihvata, prerade i isporuke. S druge strane mikrobioloski test nece
dati pouzdanu informaciju o svjezini ribe 1 nutritivnoj vrijednosti, ali moze donekle o roku
trajnosti. MiSi¢je ribe je prije smrti sterilno (Vidacek, 2014), ali nakon smrti dolazi do rasta
bakterija, a 1 moguca je kontaminacija tijekom ciS¢enja, evisceracije i filetiranja od strane
radnika ili opreme. Za produljenje trajnosti proizvoda mogu se koristiti toplinske metode
obrade, snizenje a, (dostupnost vode), regulacija koncentracije kisika i pH te dodatkom
konzervansa poput nitrita ili hladno dimljenje. Parametar ukupnog broja mikroorganizama ne
ukljucuje patogene i istoznacan je sa ukupnim brojem aeroba TAC (total aerobic count) i
standardnim brojem na plo¢i SPC (standard plate count). PCA (Common plate count agar) se
naj¢esce upotrebljava,a predstavlja ukupan broj bakterija koje su sposobne formirati vidljive
kolonije na hranjivoj podlozi pri odredenoj temperaturi. Taj podatak cesto nije najbolji
indikator senzorske kvalitete i trajnosti namirnice (Huss i sur., 1974). Ovisno o tome prati li
se rast psihrofilnih, psihrotrofnih ili mezofilnih bakterija hranjive se podloge inkubiraju pri
redom do 15, 25-30 ili 37°C. Iako postoji viSe razli¢itih podloga svima je nedostatak dugo
vrijeme inkubacije i provedbe eksperimenta. Jedna od brzih metoda evaluacije broja bakterija
u namirnici je mikroskopsko promatranje pomoc¢u kontrasta faza gdje je preciznost unutar 1
log. Jedna stanica koja se zamijeti u vidnom polju je aproksimativno 5 -10° CFU (Colony
Forming Units)/ml pri 1000 X povecanju. Epifluororescentna tehnika filtriranja (DEFT) je
Siroko prihvacdena metoda bojenja bakterija sa akridin narancastom bojom i detekcije sa
fluorescentnim mikroskopom. Najve¢a mana metode mikroskopiranja je njena niska
osjetljivost (FAO, 1991). Bakterije kvarenja su specifi¢ne bakterije poput Schewanella
putrefaciens, Pseudomonas spp., vibrio spp., Photobacterium phosphoreum, Alteromonas,
Enterobacteriaceae i zakonom su propisane maksimalne dopustene vrijednosti razlicitih
bakterija kvarenja pri kojima se proizvod i1 dalje moZe stavljati na trziSte. Broj bakterija
kvarenja ovisi u kakvom je okoliSu obitavala riba. Najvisi udio ima na kozi ribe te ¢e post-
mortem (temperatura, prisustvo kisika, pH) do¢i do promijene mikroflore i ovisno o uvjetima
skladistenja do rasta jednih i inhibicije drugih vrsta. U aerobnim uvjetima broj psihrofila

Schewanella putrefaciens, Pseudomonas spp. je puno veca nego u anaerobnim uvjetima
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skladiStenja. Photobacterium phosphoreum moze rasti u MAP pakiranjima. Specifi¢ni
mikroorganizmi kvarenja (SMK) proizvode razli¢ite metabolite poput trimetilamina, hlapljive
sumporne spojeve, aldehide, ketone, estere, amonijak i dr. koje detektiramo kao pokvarenost.
Razli¢ite peptonske otopine sa Zeljezo citratom su koriStene u dokazivanju H,S koje stvaraju
specifi¢ne bakterije poput Schewanelle putrefaciens i bakterije vibrio spp. Nema specificnog
hranjivog medija za dokazivanje Pseudomonas spp ili Photobacterium phosphoreum. Za
Enterobacteriaceae se koristi Violet red bile glucose agar (VRBG). Za Salmonella spp. koristi
se Xylose lysine deoxycholate agar (XLD). Prisutnost patogenih bakterija, a i nekih bakterija
kvarenja, najces¢e se ispituyju pomocu imuno tehnika ili molekularne biologije. Od
najznacajnijih patogenih bakterija isti¢e se Clostridium botulinum zbog najjaceg prirodnog
toksina i Listeria monocytogenes koja tvori problemati¢ne biofilmove u industriji. Uz
eksperimente moze se koristiti 1 prediktivna mikrobiologija. Ona koristi matematicke modele
(uz podatke iz laboratorijskih ispitivanja) i1 raCunalni softver za graficku interpretaciju i opis
odgovora mikroorganizama na unutarnje i vanjske ¢imbenike (Beaufort, 2014). Takvi testovi
dobar su pocetak u procjeni sigurnosti, stabilnosti i roka trajanja namirnice te za reevaluaciju

postojeceg proizvoda kod promijene procesnih parametara ili nove formulacije proizvoda
(FSAI, 2014).

2.2.2. Oksidacijske promjene i metode

Visoko nezasi¢ene masne kiseline brZe oksidiraju od zasi¢enih, a ribe imaju visoki udio
nezasi¢enih masnih kiselina od kojih omega 3 (Eikozapentaenska m.k. i dokosaheksaenska
m.k.) te omega 6 (a-linolenska m.k.) masne kiseline koje su veoma podlozne oksidaciji.
Autooksidacija je lancana reakcija kemijskog kvarenja ulja koja zapocinje oksidacijom
nezasic¢ene masne kiseline te nastali slobodni radikali kataliticki pospjeSuju daljnju oksidaciju
masnih kiselina. U pocetku je autooksidacija spora, ali u fazi propagacije ide sve brze i brze
sve do kad ne dostigne zavrSnu oksidaciju gdje daljnji produkti oksidacije nisu reaktivni.
Primarni produkti oksidacije, nastali zbog dugog skladistenja ili poviSene temperature, su
hidroperoksidi koji se ne mogu detektirati kao uZeglost nego kemijskom analizom, pr.
spektrofotometrijska analiza peroksidnog broja (PB) gdje se dobije vrijednost u
miliekvivalentima peroksida po kg ekstrahirane masti iz ribe. Jodometrijsku metodu
odredivanja peroksidnog broja opisala je Lea (1952), a spektrofotometrijsku metodu Stine i
sur. (1954). Metode odredivanja peroksidnog broja su empirijske i usporedba peroksidnog

broja razlicitih uzoraka moguce je samo ako se koristi identi¢éna metoda poSto koristeci jednu
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metodu moze dati potpuno drugaciji rezultat. Peroksidni broj odreduje hidroperokside i oni se
mirisno i okusno ne mogu detektirati te se ne moze usporediti sa senzorskom kvalitetom
analiziranog uzorka. Druga losa strana je da lipidni peroksidi degradiraju kroz vrijeme i
prelaze u sekundarne produkte oksidacije te moze biti da je proizvod na pocetku
autooksidacije ili u odmakloj fazi oksidacije suSene ribe (Kanner and Rosenthal, 1992).U
kasnijim fazama oksidacije sekundarni produkti oksidacije (aldehidi, ketoni, kratkolancane
masne kiseline su pokazatelji zavrSene autooksidacije od kojih su mnogi neugodnog mirisa i
izravni pokazatelji oksidacijskog kvarenja. Proizvod poprima karakteristicnu notu uzeglosti i

kiselkastosti po ribi.

Za odredivanje sekundarnih produkata oksidacije najrasprostranjenija i prihvacena je TBA
metoda koja ima viSe varijacija izrazenih kao standard dialdehida ili malonaldehida opisanih
od Ke i Woyewoda (1979) za lipide ribe i od Vyncke (1975) za ribu. Rezultati TBA testa se
najcescée izrazavaju u mikromolima i miligramima (u odnosu na koli¢inu analiziranog tkiva)
malonaldehida po 1 gramu masti (umol/g). Kontradiktorni su pokusaji korelacije senzorskih
analiza i TBA evaluacije. Kako ne bi doslo do uzeglog okusa TBA vrijednost bi trebala biti
ispod 1-2 umol MDA-ekvivalenta po g masti (Connell, 1975) ili manje od 10 umol MDA-
ekvivalenta po 1 kg ribe (Ke i sur., 1976).

Osim prije spomenutih metoda koristi se i "headspace™ analiza hlapivih spojeva na plinskom
kromatografu (GC) koja bolje korelira sa senzorskom analizom, ali za opéu uporabu
preferiraju se metode PB i TBA test. Headspace ima bolju rezoluciju i osjetljivost te se mogu
ispitivati specificni produkti oksidacije i direktan udio malonaldehida.

Od ostalih analitickih kemijskih metoda postoje Kreiov test (ispitivanje epoksialdehida i
acetala), Anisidinski broj-Abr (odredivanje svih hlapivih karbonilnih spojeva 2-enali, 2,4-
dieni), karbonilni broj (svi spojevi s karbonilnom skupinom), kemijska luminiscencija
(odredivanje primarnih i sekundarnih produkata oksidacije), oksidacijska vrijednost-OV
(Ov=2*PB+Abr), a od fizikalnih metoda postoje UV spektrofotometrija (ispitivanje
konjugiranih diena i triena), IR spektrofotometrija (odredivanje primarnih i sekundarnih
produkata oksidacije), NMR (hidroperoksidi i alkoholi), fluorescencija (malonaldehid), indeks
refrakcije 1 dielektricna konstanta (1. 1 2. produkti oksidacije), kulonometrija i polarografija

(hidroperoksidi) (Begi¢, 2014).



2.2.3. Sposobnost vezanja vode (SVV)

Sposobnost vezanja vode je vazan parametar iz razloga S§to utjeCe na ekonomic¢nost i na
senzorska svojstva proizvoda. Sto je sposobnost proteina da zadrzi vodu veca to ¢e biti manji
kalo (gubitak na masi proizvoda) i bolja teksturalna svojstva proizvoda. Neki od faktora koji
mogu utjecati na sposobnost vezanja vode su temperatura, pH, rigor mortis, udio proteina
lipida i soli. Voda je u mesu ribe prisutna kao slobodna voda u ekstracelularnom prostoru
(lako se otpusta), mobilizirana voda koja je zadrzana zbog sterickih faktora proteinskih
molekula (najpodloznija je promjenama i najvaznija u o¢uvanju kvalitete) i vezana voda koja
je ¢vrsto vezana za proteine misSi¢a (mali udio koji se ne mijenja i nije podloZzna smrzavanju).
U fazi pre-rigor sposobnost vezanja vode proteina je visoka, ali paralelno s razvojem
mrtvacke ukocenosti ona opada, s minimumom kod krajnje pH vrijednosti (kod riba 6.2). Sa
snizenjem pH, nastupa denaturacija proteina, §to rezultira smanjenom sposobno$¢u vezanja
vode (Vidacek, 2006). Snizenje pH vrijednosti, najvise zbog nakupljanja laktata post-mortem,
posljedi¢no dovodi do smanjenja naboja miofilamenata koji se medusobno privlace i pritom
istiskuju vodu. Takvo sniZenje u ukupnom negativnom naboju rezultira smanjenjem odbijanja
izmedu miofibrila i kontrakcijom miofibrilarne strukture. To dovodi do otpustanja tekucine iz
miofibrila i zbijanja stanica te u slucaju da riba ima vise udjele glikogena u trenutku izlova,
postize se nizi pH koji direktno utjeCe na teksturu ribe. Trodimenzionalna struktura
miofibrilarnih filamenata u miSi¢u vazna je za ocCuvanje sposobnosti vezanja vode. U
trodimenzionalnoj strukturi su miozin i aktin zajedno povezani i formiraju heksagonalni
sustav u kojem je miozinski filament okruzen sa Sest filamenata aktina, dok je svaki aktinski
filament okruzen sa tri miozinska filamenta. Kod kvalitete fileta ribe je vazno da period
mrtvacke ukocenosti ne nastupi pri visokoj temperaturi zbog mogucih oStecenja i pucanja
tkiva. Filetiranjem se kida osnovna struktura misSica te lakSe dolazi do gubitka tekucine. Ako
se proizvod podvrgava zamrzavanju, naknadno dolazi do veceg gubitka tekucine i
organoleptickih promjena miofibrilarnih proteina (kod nemasnih, bijelih riba). SVV se
uglavnom izrazava kao zadrZana voda u tkivu od ukupne vode u tkivu $to znaci da se ukupna
koli¢ina vode mora ustanoviti zasebno. SVV se uglavnom mjeri po jednoj od slijedec¢ih dviju
metoda. Prva metoda je mjerenje tezine (filter papira prije i nakon apsorpcije vode) istisnute
vode iz mesa stavljenog izmedu filter papire s primjenom utega odredene tezine kroz zadano
vrijeme (uzorak moze biti komad fileta ili samljeveni komadi¢i fileta). Druga metoda se
bazira na centrifugiranju uzorka kroz odredeno vrijeme i pri odredenoj brzini. Otpustena

tekucina prolazi kroz sinterirani disk kako se ne bi ponovo resorbirala u tkivo.



2.2.4. Boja

Boja je veoma vazan parametar u senzorskoj procjeni kvalitete hrane posto je prva procjena
nekog proizvoda uglavnom osjetom vida. Svjezi proizvod uglavnom ima najprivlacniji izgled
Sto se ti¢e boje, teksture i oblika te se sve viSe tezi pronalasku procesne tehnike koja ce
ocCuvati takav izgled i ne narusiti ostale parametre kvalitete. Bez svjetla ili iluminacije boja ne
postoji. Boja se moze definirati kao senzorski osjet pobude receptora u mreznici oka
elektromagnetskim valovima razli¢ite valne duljine (380 nm do 740 nm) koji se prenosi kao
impuls u centar za vid gdje se konstruira u boju ili sliku. Postoje tri osnovne boje: crvena
(740nm-625nm), zuta (590nm-565nm) i plava (500nm-440nm); tri sekundarne boje:
naranCasta (625nm-590nm), zelena (565nm-500nm) i Ijubicasta (440nm-380nm); i 6
tercijarnih boja (mijeSanjem primarne 1 sekundarne boje) koje zajedno ¢ine Ostwaldov krug
prikazan na slici 2. Nasuprotne boje su komplementarne $to znaci da prva boja nema niti

jedan dio druge boje.

Slika 2. Ostwaldov krug komplementarnih boja (wikimedia)

Optika je grana fizike koja se bavi prouc¢avanjem svjetlosti i njene interakcije sa materijom.
Kada na neki objekt pada svjetlost, ono se moze reflektirati, apsorbirati ili pro¢i kroz njega Sto
je prikazano na slici 3. S obzirom na propusnost svjetlosti, materijal se moze smatrati
transparentan, mat i semitransparentan. Gotovo sva hrana je neprozirna iako neka moze biti
propusna za svjetlo odredene valne duljine. Kolorimetrijske metode su konsenzusom gotovo
svih drzava svijeta prihva¢ene kao uniforman standard prema The Commision de

International de I’Eclairage (CIE). Osi m tristimulusnog sustava koji koristi reprezentaciju tri



osnovne boje u X, y i z dijagramu-tristimulusna vrijednost gdje je za percepciju bilo koje boje
potreban udio tri osnovne boje osmisljene su razliCite metode kako bi pojednostavile i
linearizirale sustav boje kroz prostor. Kao vode¢a metoda koristi se teorija protuboja sa L, a i
b. Koristi se trodimenzionalni prikaz prostora gdje je L svjetlina (od O skroz crna do 100
bijela), a je omjer crvena-zelena (crvena je prema pozitivnim vrijednostima, zelena je kod
negativnih vrijednosti a 0 je neutralna) i b omjer plava-zuta (zuta je prema pozitivnim
vrijednostima, plava je kod negativnih, a O je neutralna). Koriste se dvije varijacije metode,
jedna je CIE-ina (L*, a*, b*) i druga od Hunter (L, a, b).

Upadna zraka Reflektirana zraka

0] ()R

\

Rasprsenje i apsorpcija
Or /AZ svjetla

/\\

Difuzna transmisija

Difuzna refleksija
Medij 1, n1

Medij 2, n2

Regularna transmisija

Slika 3. Shematski prikaz interakcije svjetla i materije, 0,=kut upada zrake Og=Kkut refleksije

Br=kut transmisije ny, n, refraktivni faktor medija 1 i 2. (Jha, 2010)

Nije jednostavno kvantificirati mjerenje difuzne reflekcije jer efektu pridonose i transmisija
uzorka, rasprenje, apsorpcija i refleksija. U klasicnoj optici se za difuznu refleksiju mislilo da
je odgovorna za boju. U hrani, koja je u vecini slucajeva nehomogena, se pojavljuje refleksija
tijela i samo 4-5% upadne zrake je reflektirano dok se ostalo apsorbira i reflektira rasprseno
na povrsinu (Jha, 2010). Boja ima tri karakteristike: nijansa, saturacija i svjetlina boje.
Svjetlina boje je subjektivan dozivljaj promatraca koja opisuje intenzitet kromati¢nosti boje.
Saturacija se definira kao koli¢ina bijelog svjetla umijeSanog sa dominantnom bojom, a
nijansa je valna duljina dominantne boje koju percipira promatra¢. Kromati¢nost je zajednicka
veli¢ina faktora nijanse i saturacije boje. Spektroskopske analize se baziraju uglavnom na
emisiji ili apsorpciji zracenja u podruéju UV-a i VIS-a (emisija, apsorpcija i fluorescencija,

vanjski elektroni), IR-a i NIR-a (apsorpcija, vibracione sile) radio frekvencija sa NMR-om i
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mikrovalova (orijentacija nukleusa; nesparenog elektrona), x i gama zraka (emisija,

apsorpcija, fluorescencija i difrakcija) i gama zraka (emisija).

2.2.5. Tekstura

Tekstura je takoder veoma vazan ¢imbenik u procjeni kvalitete ribe i ostale hrane, opcéenito
ovisi 0 stanju i udjelu miofibrilarnih proteina i vezivnog tkiva. MiSi¢na vlakna su bitna kod
transverzalnih parametara teksture. Udjel masti u procesiranju riba igra znacajnu ulogu na
teksturalne promjene. Kod riba s niskim udjelima masti dolazi do promjena na proteinima
tijekom zamrzavanja. Produkti oksidacije masnih kiselina se mogu vezati na protein i izazvati
vecu tvrdo¢u misi¢ja. Uz to oSteéenja stanicne membrane kod bijelih riba moze izazvati tvrdu
teksturu. Tekstura ribe moze biti suha (zbog denaturacije proteina), tvrda (zbog gubitka
strukture miSic¢a te zbog reakcija formaldehida sa proteinima) i mekana (zbog enzimske ili
bakterioloske proteolize). Teksturalno-reoloski parametri kvalitete ribe su tvrdoca,
kohezivnost, Zvakavost, elasti¢nost, otpor pri zvakanju. Razne metode su razvijene za analizu
teksturalnih promjena, ali mali broj njih dobro korelira sa senzorskim testovima zbog
kompliciranih reoloskih svojstva miSi¢nog tkiva. Kod reoloSkog ispitivanja koriste se sile
tlacenja, smicanja i ekstruzije gdje svojstva najvise ovise od omjera miofibrilarnih proteina i
vezivnog tkiva. Reklo bi se da senzorska svojstva, ukljucujuéi teksturu, najbolje i dalje
procjenjuju ljudi, organoleptickim testovima, istrenirani panelisti. No s druge strane
tehnologija napreduje i izraduju se razliciti uredaji koji oponasaju organolepticke testove i sve
bolje im koreliraju. Instrumenti sposobni za mjerenje senzorskih parametara su reometri
razli¢itth proizvodaca, pr. Bohlin i Instron, mikroskopiranje i1 analiza slike u procjeni
strukturnih promjena na namirnici. Gill i sur. (1979) su razvili metodu, koriste¢i Instron
Model TM sa Kramerovim noZem sa 4 oStrice za smicanje stanica, za procjenu nastalog
formaldehida kod otvrdivanja zamrznutog mis$i¢ja riba. Metoda je bila u dobroj korelaciji sa
analizom panelista. Druga metoda od Johnson i sur. (1980) je za ispitivanje tvrdo¢e/mekoce
mesa riba, uz kompresiju, za mjerenje reverzibilne deformacije (sa klipom), iako
interpretacija moze varirati. Razvijena je i brza i ne destruktivna metoda za ispitivanje
teksture sa prenosivim penetromentrom za mjerenje ¢vrstoce i otpora kod prodiranja, gdje
neke Kkoreliraju i subjektivnim senzorskim ocjenama teksturalne analize. Usporedbu
senzorskih testova (Cvrstoce 1 tvrdoce) 1 instrumentalne analize testirali su mnogi autori gdje
su nekima rezultati dobro korelirali za Ksc i test penetracije (sa Allo-Kramer aparaturom) za

kuhane i mljevene (bolje nego za filete) uzorke. Ksc metoda, za razliku od Whbc sa jednom
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oStricom (i s lo$ijom korelacijom rezultata), ima visSe oStrica i zarezuje na razli¢itim mjestima
uzorak. Kod usporedbe senzorskog testa tvrdoce i kemijske analize vezivnog tkiva nije se
doslo do znacajne korelacije. Autori (Tsuchiya i Takahashi, 1950 te drugi autori za meso
Pfeiffer, Elsden i Bailey) su medu tim dosli do zakljucka da je veca korelacija kod fileta ribe
nego kod mljevene ribe, jer ne dolazi do promjene kod vezivnog tkiva za razliku od mljevene
ribe gdje se potpuno unisti struktura. Takoder smatraju da je bitnija vrsta medupovezanosti

unutar, nego koli¢ina vezivnog tkiva (Borderias i sur., 1983).

2.3. VRSTE PLAZME

2.3.1. Opcenito o plazmi

Najjednostavnije receno, plazma je Cetvrto stanje materije sa Cesticama u ioniziranom stanju

(elektroni, ioni i neutralne Cestice u pobudenom ili ne pobudenom stanju) prikazano na slici 4.

e PP ) 0’'e °
- ¢ ¢ AR L
Yo © 0.9 ¢
N 0a PP Pu ¢ [ 0
W & L ¢ @ “ @ o °

KRUTINA ~ =esssssiipe-  TEKUCINA —_— PLIN — PLAZMA

» ENERGDIA (W) MOLEKULA ' EKSCITIRANA MOLEKULA . CESTICA o SLOBODNI ELEKTRON @ = IONI
Slika 4. Prikaz agregatnih stanja i porast potrebne energije te tipova Cestica u plazmi (AcXys
Technologies)

Plazme je moguce opisati pomocu tri osnovna parametra: temperature Cestica (mjeri se u
eV=11066K), gustoce &estica (br. Sestica po m°) i jatine stacionarnog magnetskog polja (u
jedinici Tesla). Obiluje fenomenima koji su prisutni i u drugim oblicima materije. U plazmi se
susre¢emo sa nelinearnim fenomenima, nestabilnostima i1 turbulencijama koje izmjenjuju
stanje reda 1 kaosa. Istrazivaci stalno dolaze do novih saznanja o plazmi u temeljnim i
primijenjenim istraZivanjima. Veliki potencijal u tehnoloskoj primjeni plazme je glavni
pokreta¢ takvih istrazivanja. Plazmu je prvi opisao Sir William Crooks 1879 nazvavsi ju
Cestica koja zraCi. Plazmu je moguce vidjeti u prirodi (munje, aurora borealis, zvijezde,

ionosfera, vatra sv. Ilije) ili ju umjetno stvoriti pomocu visoke temperature ili pomocu struje
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AC/DC (plazma monitori, fluorescentne lampe, generator ozona, plazma-baklja, induktivno
spregnuta plazmena spektrometrija, Teslina zavojnica, zavarivanje). Sve je veca potraznja
ready-to-eat minimalno procesiranih proizvoda i s viSom nutritivnom vrijedno$éu §to potice
osmisljavanje novih metoda i tehnika procesiranja ukljucujuci koristenje plazme kako bi se
dobio proizvod $to privlacniji kupcu. Temeljna istrazivanja o plazmi su na podrucju ultra
hladne plazme, aktivne jednokomponentne plazme, prasinaste plazme, laserski proizvedene i
plazme visoke gustoce energije, mikroplazme, turbulencije i turbulentni transport u plazmi,

magnetska polja u plazmama, plazmeni valovi-strukture i tokovi prikazano na slici 5.

Magnetosfera pulsara
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Magnetosfera
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Temperatura (° C)
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Gustoca elektrona (m3)
Slika 5. Vrste plazmi s obzirom na temperaturu i gustocu elektrona (Milosevié¢, 2008)

Kada kruto tijelo stavimo u dovoljno vruéu okolinu, struktura se razara, pr. led se pretvara u
tekucinu, tekucina se pretvara u paru, a molekule plina u pari disociraju na atome i ione.
Pritom takve nabijene Cestice gibajuci se stvaraju elektricka i magnetska polja koja povratno
djeluju na sve te Cestice. Plazma nastaje uz pomo¢ elektricne energije gdje se energija
elektrona prenosi na neutralne ¢estice u plinu putem sudara. Sudari mogu biti elasti¢ni (nema
promjene u kinetickoj energiji) 1 ne elasticni (energija se prenosi na Cesticu). Kod dovoljno
velike energije elektrona u sudaru s neutralnom cesticom dolazi do promjene elektronske
strukture Cestica te do izboja elektrona i pozitivno nabijenih &estica. Sto je energija sudara
veca to je veca vjerojatnost pobude atoma ili molekule u viSe energetsko stanje, disocijacije
atoma molekule, ili ionizacije atoma izbojem elektrona. Ukupni naboj plazme je nula tj.
plazma je elektricki neutralna (ima jednak broj pozitivno i negativno nabijenih Cestica) te se

brzo i lako vraca u normalno stanje. Takve Cestice su nestabilne ili metastabilne i uglavnom
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kratkog trajanja do nekoliko nanosekundi nakon ¢ega pobudeni atomi (vise energetsko stanje)
otpustaju fotone i vracaju se u pocetno neionizirano stanje (nize energetsko stanje). Da bi se
plazma odrzala u plinu je stalno potrebno dovoditi energiju. Ovisno o nacinu i kolicini
dovedene energije mijenjaju se svojstva plazme izrazena kao gustoca elektrona 1 temperature
Cestica. Tri su osnovna procesa u atomu: stimulirana apsorpcija, stimulirana emisija i
spontana emisija. Stimulirana apsorpcija se odvija ako atom obasjamo svjetlos¢u fotonima
koji energetski odgovaraju nekom od mogucih prijelaza elektrona iz jedne orbitale u drugu.
Apsorbirati ¢e se foton, a elektron prelazi u pobudeno stanje, u orbitalu viSe energije.
Spontana emisija se dogada kod pobudenog atoma, kad elektron iz pobudene orbitale prijede
u nizu energetsku orbitalu uz emisiju fotona. Za plazmu se ve¢ nasla tehnoloska primjena u
medicini kod sterilizacije i kirurgije, pr. Sameer i sur. (2007) su demonstrirali specifi¢no
djelovanje DBD (Dielektri¢no praznjenje barijere) plazme na agregaciju fibrinogena, bez
utjecaja na albumin, koje poti¢e prirodni mehanizam koagulacije i zarastanja. Takoder se
koristi kod zavarivanju i prociS¢avanje vode i zraka, kod spaljivanja otpada, u ispitivanju

nastanka fuzije.

2.3.2. Jet plazma

Atmosferska jet plazma pod tlakom (APPJ-Atmospheric Pressure Plasma Jet) je ne termalna
induktivno spregnuta plazma koja radi pri radio frekvenciji (Rf) 13,56 MHz ili 27,12 MHz.
Sastoji se od dvije elektrode u razli¢itim izvedbama sa medusobnom udaljenosti od par mm 1
par cm od uzorka. Ovisno o tipu plina i razmaku elektroda uglavnom se koristi paljenje od
100 V do 1 kV $to rezultira snagom od S00W. Tipi¢no se koriste plemeniti plinovi helij (He) 1
argon (Ar), iako se moze koristi i dusik, zrak i smjese plinova, protoka plina do 1Lg/min. Pod
atmosferskim tlakom uz plemeniti plin uzorak se moze tretirati i vakuumskim ultraljubicastim
(VUV) zracenjem pri 256nm (Ehlbeck i sur., 2011). Velika prednost APPJ je u maloj
dimenziji plazme u kombinaciji sa moguc¢no$¢u penetracije u uske pukotine. Jo§ jedna
prednost APPJ je u mikrobioloskoj inaktivaciji kod jetkanja polimera i metale i metalnih
oksida. S druge strane mana APPJ je u visokoj potro$nji plina, ne ekonomic¢noj uporabi
protoka viseg od 10 L/min i neprakti¢nosti obrade trodimenzionalnih objekata. Produzenjem
vremena tretiranja povecava se povrSina dekontaminirane sredine. Na slici 6. prikazana je jet

plazma koja nastaje u kapilari na zavrSetku metalne Zice.
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Slika 6. Jet plazma koristena u medicinske svrhe za dekontaminaciju (Technische Universiteit
Eindhoven)

2.4. DIZAJIN EKSPERIMENTA

Kada se zeli proizvesti neki novi proizvod ili napraviti scale up potrebna su mnoga
viSestupanjska istrazivanja i eksperimentiranja uslijed kojih se tro§i mnogo vremena i resursa.
Zbog kompleksnosti kod izrade novih proizvoda, specifi¢nih potraznji kupaca, riskantnog i
skupog provodenja ispitivanja, razvijeni su 1 razvijaju se razliiti modeli planiranja
eksperimenata. Bitni parametri su kvaliteta proizvoda, koli¢ina upotrijebljene sirovine,
formulacija i u konacnici sama cijena proizvoda. Pritom se koriste razlicite statisticke analize
metodologija odzivne povrsine (RSM-response surface methodology), Centralni kompozitni
dizajn (CCD) prikazan na slici 7. 1 algoritmi poput viSekriterijskog adaptivnog oblikovanja
planova pokusa (VAOPP). Postavljaju se ulazne varijable (pr. protok, vrijeme tretiranja,
temperatura) i izlazni parametri kvalitete (poput boja, CFU/mL, ocjena organoleptickog
ispitivanja, tekstura, arome, udio vitamina i dr.). Mnogi istrazivaci grijeSe optimiziraju¢i samo
jedan po jedan parametar dok su ostali konstanti ¢ime se tro$i vrijeme i ne uzima se u obzir
interakcija izmedu parametara. Cesto se dobivaju razli¢iti i krivi podaci koji ne koreliraju s

drugim metodama (Rezek Jambrak, 2011).
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Slika 7. Graficki prikaz CCD-Central composite design gdje je centar izlazni podatak o

Parametar 3

optimalnim parametrima (Plasun, 1999)

Dva su osnovna tipa pristupa mjerenju i analizi pojava, prvi je nekontrolirani (prati se proces)
sa nastankom regresijskog modela, a drugi je kontrolirani poznat po pojmu planiranje pokusa
(Montgomery, 1997). Kako bi se donijela prava odluka i lakSe doSlo do relevantnih
zaklju€aka o nekoj pretpostavci potrebno je prethodno provesti planiranje eksperimenta.
Planiranjem pokusa mogu se optimizirati i laboratorijski pokusi i proizvodni procesi u
postrojenjima te scale up koji je veliki izazov zbog nelinearnosti dvaju modela. Najbitnije u
samom eksperimentiranju je odabir modela sa varijablama kontinuiranog obiljeZja po kojem
bi se eksperiment trebao provesti, a uz to je takoder bitno biti $to vremenski efikasniji i pritom
utroSiti manje sredstava. Bitna je 1 preciznost procjene koja je izrazena pomocu standardne
devijacije koja se temelji na broju ponavljanja i procijenjenoj varijanci. Prednosti uporabe
optimalnih planova (Cajneru 2011) pokusa ocituju se kroz tri osnovne stavke a to su:

1) Modeli se mogu optimirati kada je prostor pokusa ogranicen.

2) Moguca je uporaba razlicitih tipova faktora.

3) Usteda na troskovima eksperimentiranja moze se ostvariti uporabom manjeg broja

provedenih pokusa.

Koristenjem razvijenih algoritama u pocetnoj fazi izbjegava se nedostatak podataka i postizu
se ustede na vremenu i troSkovima provedbe eksperimenata. U dana$nje vrijeme uz paznju na
ekonomicnost metode sve je veca ekoloSka osvijeStenost te se paznja posvecuje optimiranju

procesa 1 izradi prihvatljivih modela sa $to manje trac¢enja sredstava.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. PRIPREMA | PROVEDBA EKSPERIMENTA

Preliminarnim ispitivanjem, pokazalo se da sa udaljeno$¢u manjom od 2 cm ili protokom
plina pri 2,5 L/min dolazi do tockastog spaljivanja uzorka. U ovom radu praceno je pet
parametara kvalitete, nakon i prije tretmana ne-toplinskom plazmom, uzoraka ribe.
Kemikalije koriStene u ovom radu su analiticke Cistoce. Dvadeset i Cetiri sata prije provedbe
tretmana i analize uzorka ribe, za svaki eksperiment po jedna riba, prebacena je u hladnjak
radi odmrzavanja. Pomocu preliminarnih mjerenja odabrani su parametri koji ¢e se koristiti za
daljnje eksperimente. Utvrdene su gornje i donje granice protoka plina od 1 L/min do 2 L/min
i vrijeme tretiranja od 5 minuta pa do 15 minuta. Prethodno spomenute vrijednosti uvrstene su
u program za dizajn eksperimenta, Statgraphics, te je program odredio kombinaciju ulaznih

parametara za ispitivanja 10 uzoraka prikazanih u tablici 2.
3.2. PLANIRANJE | OPTIMIRANJE EKSPERIMENTA

Koncept planiranja pokusa je baziran na moguc¢nosti kontrole utjecajnih faktora u
istrazivanom procesu, te oblikovanje modela po stohastickom nacelu, a radi eliminacije
utjecaja nekontroliranih faktora u procesu. Putem RSM metode traZzena je odgovarajuca
aproksimacijska veza y 1 nezavisnih varijabli. U slu¢aju da postoji nelinearnost i da linearna

funkcija nije odgovarajuca, za aproksimaciju odziva koriSten je polinom viseg stupnja:

2
Y=ﬁO+Z=<:1ﬂixi+Zik:1ﬂiixi +Zi<jzj:2ﬂijxixj +e 1/

U cilju da se utvrdi statisticki utjecaj vremena tretiranja plazmom i protoka plina na izlazne
parametre kvalitete ribe za planiranje, dizajn 1 obranu podataka koriSten je racunalni program
STATGRAPHICS Centurion (StatPoint tehnologija, Inc). Konaéni cilj RSM-a je odredivanje
optimalnih uvjeta procesa i sustava, ili utvrdivanje podrucja faktora u kojem su radne
specifikacije ili ograni¢enja zadovoljena.

U planiranju eksperimenta koristen je 2 faktorijalni plan (vrijeme tretiranja 1 protok plina),

tzv. centralno kompozitni plan (central composite design) koji se sastoji od tri dijela: (a)
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potpunog faktorijalnog plana pokusa na dvije razine (+1 i -1); (b) centralne tocke gdje razina
svakog ¢imbenika ima srednju vrijednost (0,0,...,0) i (c) osnog dijela koji se sastoji od osnih
toCaka smjestene na k jednako razmaknute osi na udaljenosti od centralne tocke. Ukupni broj
pokusa u takvom kompozitnom planu iznosi , u naSem slucaju je N= 22 + 2*2+2, pri ¢emu je
2 broj ponavljanja srednje tocke. Izbor vrijednosti odreduje karakteristiku plana, odnosno
njegovu ortogonalnost i okretljivost, $to ovisi o broju ¢imbenika i broju ponavljanja istovrsnih
uvjeta. U naSem slucaju koriSten je face centered plan. Ne ulaze¢i u objaSnjavanje tih
pojmova moze se re¢i da se ispunjavanjem tih uvjeta postize nezavisnost informacija koje se
mogu izvuéi iz provedenog plana, a time i pouzdanije zakljucivanje (Salopek, 2004). Rezultati
su statisticki obradeni te prikazani putem Metoda odzivne povrSine - RSM (engl. Response
Surface Methodology). RSM obuhvaca skup statistiCkih i matematickih metoda koje se
primjenjuju za razvoj, poboljSanje i optimiranje procesa. Mjerljiva veli¢ina kvalitete
proizvoda ili procesa naziva se odziv (Rujni¢-Sokele, 2008). Osnovna ideja metode odzivne
povrsine jest dobiti odnos utjecajnih (nezavisnih) faktora na zavisnu varijablu (odziv) kroz
odzivnu funkciju (Cajner, 2011). Kao uvjet za uporabu RSM-a trebaju postojati barem dvije

nezavisne varijable (X1, X,) | jedna zavisna varijabla (y).

Tablica 2. Ulazni parametri, vrijeme tretiranja i protok plina argona, obrade komada fileta ribe

UZORAK VRIJEME TRETIRANJA PROTOK PLINA
R1 10min 1,5 L/min
R2 5min 1 L/min
R3 10min 1 L/min
R4 15min 1,5 L/min
R5 5min 2 L/min
R6 15min 2 L/min
R7 10min 2 L/min
R8 15min 1 L/min
R9 10min 1,5 L/min
R10 5min 1,5 L/min
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Tretman uzorka proveden je pomocu jet-plazme. Kao izvor plazme koristi se atmosferski
mlaz sa jednom elektrodom, End-field mlazni tip (Law i sur., 2012). Kao operativni plin
koristi se argon. Sastavljen je od teflonskog kucista na koji je pri¢vrs¢ena staklena kapilarna
cjev€ica duzine 7,5 cm, unutarnjeg promjera 0,1 cm, vanjskog promjera 0,15 cm. KoriSten je
uredaj sa 3 takve cjevcice postavljenih na najblizu mogucu razdaljinu jedne od druge koliko je
dopustala fizika elektricnog polja stvaranja plazme. Unutar cjevéice je smjeStena bakrena
cjevéica promjera 100 pum koja je pri¢vrs¢ena na izvor visokog napona preko vakuum Cvrste
spojnice. lzvor od 6 W daje 2.5 kV pri frekvenciji od 25 kHz-a. Realna struja iznosi 3 mA, a
realna snaga plazme iznosi 4 W. Na cjevCicu je takoder spojen izvor argona ¢iji se protok
regulira rotametrom. Od ulaznih parametara reguliran je protok argona (1 L/min, 1,5 L/min i 2
L/min) i vrijeme samog tretmana (5 min, 10 min i 15 min). Udaljenost izvora plazme od
uzorka ribe konstantan je i iznosi ~ 2 cm.

Kao uzorak koriStena je riba brancin (Sparus aurata) iz akvakulture tvrtke Cromaris. Ribe su
nakon ulova zajedno zamrznute u blok i po dolasku na fakultet, pojedinacne ribe prepakirane
su u zasebnu ambalazu i nastavljeno je njihovo skladistenje pri -18°C. Kod pripreme uzoraka
ribe, riba se Cistila od ljusaka, kostiju 1 uklonila se glava s kraljeZznicom. Od mesnatog dijela
oCiS¢ene ribe uklonio se potrbusni dio 1 ostavljen je samo dorzalni filet. Kako bi filet stao u
aparaturu za tretiranje plazmom, morao se narezati na 3 dijela, otprilike podjednake mase od
20 g, koji su kod svakog tretmana, ispitivanja boje i teksture bili postavljeni na satno staklo na
jednolik nacin prikazan na slici 8. Jedna strana ribe je koriStena za tretman 1 ispitivanje dok

drugi nije bio tretiran i koriSten je za usporedbu.

Slika 8. Uzorak ribe podvrgnut plazmi u zatvorenoj posudi pod atmosferom argona
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3.3. MATERIJALI | METODE ZA PROVEDBU MIKROBIOLOSKIH TESTOVA

Kod mikrobioloskih testova koristene kemikalije su Biolife®™ proizvoda¢a: VRBG agar, XLD
agar, nutrient agar, tehnicki agar, peptonski ekstrakt i destilirana voda. Od materijala i pribora
koristena je tehni¢ka vaga (Axis® BTA 2100D), mikrovalna pe&nica (Vivax® MWO-8200
SS), autoklav (Sutjeska® Fabrika medicinskih uredaja i instrumenata), laminar
(Klimaoprema® Cleanroom technology), inkubatori (Termo® modeli EBT medicinski aparati
Badalec&Havoi¢ i BTES-frigomat), broja¢ kolonija (Labormed® LKB 2002), jednokratne
PVC petrijeve zdjelice, sterilni $tapi¢i za briseve sa futrolom (Copan® Sterile R®), pinceta,
Spatulica, $tapi¢ po Drigalskom, pipetman od 100-1000 mL (Hirschmann®), 10-100 mL i
1000-5000 mL (Labware LLG®) sa jednokratnim autoklaviranim nastavcima, autoklavirane
staklene epruvete i staklene boce za podloge.

Nakon ¢iS¢enja 1 rezanja ribe, sa uzorka za tretiranje je, pomocu sterilnih Stapica, uzet bris. Sa
istog uzorka nakon tretiranja plazmom u atmosferi argona uzet je drugi bris. Brisevi su uzeti
trljanjem Stapica preko cijele povrsine tri komada ribe te su stavljeni u peptonsku otopinu radi
revitalizacije mikroorganizama. Nakon otprilike 30 minuta-sat vremena otopine su spremne
za razrijedivanje. Pripremljene, i opisane u daljnjem tekstu, podloge su koriStene za evaluaciju
mikrobioloske kontaminacije. Kod nacijepljivanja razrijedenja za ukupni broj
mikroorganizama uzet je po jedan mL uzorka i uz mijesanje preliven sa 15-20 mL hranjivom
podlogom pri 45-55°C. Kod ispitivanja prisutnosti Salmonelle i enterobakterija podloge su
ve¢ bile napravljene te se 100 uL svakog razrijedenja premazalo preko zasebne podloge.
Podloge sa uzorcima su zatim ostavljene na kratko suSenje u laminaru te su prebacene u
inkubator kako za ukupni broj tako i za Salmonellu i enterobakteije. Inkubacija je za ukupni
broj mikroorganizama trajala tri dana pri 30°C, a za Salmonellu i enterobakterije jedan dan pri
37°C. Nakon datog perioda provedeno je brojanje kolonija u nekim slucajevima sa, a u
nekima bez brojaca kolonija, ovisno od gustoce kolonija. Kod izracuna broja jedinki koje

formiraju kolonije koriStena je slijede¢a formula:

broj poraslih kolonija , v . ,
CFU = J PP 1 X reciprocna vrijednost decimalnog razr. 12/
upotrebljeni volumen uzorka

Nutrient agar
Za izradu nutrient agara potreban je uz njega jos i tehnicki agar. Koristeno je 150 mL otopine,

Sto je otprilike idealno za 8 petrijevih zdjelica, da ne dode do izlijevanja zbog vrenja u
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mikrovalnoj i kako se ne bi trebalo prebacivati iz jedne u drugu reagens bocu. Za pripremu
150 mL nutrient agara u Cistu reagens staklenku od 250 mL izvaze se 1,2 g nutrient agara i 3,0
g tehni¢kog agara. Proces je puno brzi ako se postepeno dodaje 150 mL hladne destilirane
vode uz mijeSanje na ultrazvucnoj kupelji. Potom se stavi u autoklav na 15 minuta nakon ¢ega
se hladi na sobnoj temperaturi i stavlja na ¢uvanje u hladnjaku do same uporabe. Prilikom
uporabe najlaksSe ga je otopiti u mikrovalnoj peénici kroz nekih minutu i po ili dvije te je
priblizno odmah i na zeljenoj temperaturi.

Peptonska otopina

Kod izrade peptonske otopine koristi se 20 g peptonskog bujona na 1000 mL hladne
destilirane vode. Mijesa se dok vecéina praha nije otopljena u vodi te se stavlja u autoklav na
15 minuta. Nakon autoklaviranja otopina se hladi do sobne temperature i skladisti u frizideru
do uporabe. Prilikom uzimanja otopine iz reagens boce koriSteni su sterilni autoklavirani
nastavci za pipetmane zbog mogucih kontaminacija, a otopina se koristi kroz duzi period.
VRBG agar je selektivni medij za brojanje enterobakterija izoliranih iz namirnica.
Pripremljen je na nacin opisan na samoj ambalazi za 500 mL otopine. Ne autoklavira se.
Otopi se 20,75 g u 500 mL hladne destilirane vode. Grije se do vrenja uz stalno mijesanje dok
se potpuno ne otopi. Hladi se do 45-50°C te se rasporedi jednakomjerno da pokrije povrinu
petrijevih zdjelica. Nakon kratkog suSenja i aklimatizacije na sobnu temperaturu, kako bi se
izbjegla kondenzacija, pohranjuje se u frizider do daljnje uporabe.

XLD agar je selektivni medij za izolaciju Salmonelle i Shigelle. Priprema se na isti nacin kao
VRBG agar takoder bez autoklaviranja isto za 500 mL otopine. Otopi se 27,5 g u 500 mL
hladne destilirane vode. Zagrijava se do vrenja sa ¢estim mijeSanjem kako bi se sve otopilo.
Potom se hladi na 45-50°C. Jednakomjerno se rasporedi, otprilike 10-15 mL po jednoj, u
sterilne petrijeve zdjelice te se susSe i aklimatiziraju te pospremaju u frizider do daljnje

uporabe.

3.4. ANALIZA BOJE

Analiza boje je provedena za svojstvo "refleksija" na Konica Minolta specrophotometer CM-
3500d sa plo¢om promjera otvora 8§ mm prikazanom na slici 9. Uzorci (3 komada fileta sa
kozom na gornjoj strani) se stave na otvor i poklope sa duguljastim tuljcem te se pokrene
snimanje prilikom ¢ega se ispod ploce aperture 8 mm otvori podnozje 1 uzorak se nakratko

osvijetli te se ocita refleksija.
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Slika 9. Konica Minolta spektrofotometar CM-3500d sa plo¢om promjera otvora 8§ mm

Parametri boje L* (svjetlina i tama), a* (zelenilo ili crvenilo), b* (plavilo ili Zutilo) odredivani
su uz pomo¢ Konica Minolta CM 3500-d kolorimetra. Rezultati su prikazani vrijednostima L,

aib, dCih. Ton boje (C*) i razlika u tonu boje izracunati su na osnovu slijede¢ih formula:

C*:1/a2+b2 13/
AC* = Cyzorak - Cstandard 14l

Zasicenost boje (AH) odredivana je na osnovu nize navedene formule:

AH =VAE?2 — AL? + AC? /5/

AE = VAL? + Aa? + Ab? 16/

Ukupna promjena boje izracunata je na osnovu izmjerenih parametara:

Znacenje dobivenih vrijednosti ukupne promjene boje:
+AL - uzorka je svjetliji od standarda

-AL - uzorak je tamniji od standarda

+Aa - uzorak je crveniji od standarda

-Aa - uzorak je zeleniji od standarda

+ADb - uzorak je zutiji od standarda

-Ab - uzorak je plaviji od standarda
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3.5. ANALIZA TEKSTURE

Analiza teksture je provedena na Stable Micro Systems TA-HD plus texture Analyser sa
nastavkom od 30 kg i promjerom sonde od 6 mm. Uredaj je prikazan na slici 10. Uzorak,
uvijek u istom slijedu sa kozom na donjoj strani, se postavi na otvor ispod sonde teksturalnog
analizatora. Rezultati veoma variraju i od malih promjena uzorkovanja. Sonda se spusta do
uzorka nakon ¢ega zapocinje penetraciju brzinom penetracije 2 mm/s do 2 cm dubine nakon

cega se vraca na pocetnu udaljenost pritom mjereci tvrdocu, elasti¢nost i rad.

Slika 10. Stable Micro Systems TA-HD plus texture Analyser, nastavak 30 kg i promjer sonde |

6 mm
3.6. ODREDIVANJE OKSIDACIJE MASTI

Kod odredivanja oksidacije masti od kemikalija su koriStene: Trikloroctena kiselina (Carlo
Erba), tiobarbiturna kiselina (Acros Organics), propil galat (SIGMA Life Science), 2,2',2",2"-
(etan-1,2-diildinitrilo) tetraoctena kiselina - EDTA (GRAM-MOL d.0.0.); od materijala i
uredaja: §tapni mikser sa posudom, homogenizator (IKA® Ultra-Turax T18 basic), falkon
epruvete, pinceta, Spatulica, filter papir, lijevak, ¢ase od 100 mL, pipete od 5 mL, staklene
reagens bocice, kuhalo, analititka vaga (KERN & Sohn GmbH® ABS 220-4),
spektrofotometar (Unicam® Helios B) pri valnoj duljini 538 nm. Koristena je metoda prema
Lemon (1975) za odredivanja oksidacije masti. Uzorak se usitni prvo u mikseru, a zatim se 10

g uzorka, sa tocnoS¢u na 4 decimale, stavi u falkon epruvetu (50 mL) i doda 20 mL 7,5%
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TCA (0,59 EDTA, 0,5 g propil galata i 75 g soli trikloroctene kiseline na 1000 mL destilirane
vode). EDTA i propil galat sluze kako bi zaustavili daljnju oksidaciju masti. Uzorak sa
otopinom TCA se dodatno usitnjava sa homogenizatorom kojih 2 minute sve dok viSe nema
sitnih mrvica. Pusti se 30 minuta da se staloZe proteini i odvoje od masne frakcije. Nakon 30
minuta se profiltrira preko filter papira. Potom se uzme 5 mL filtrata i stavi u malu reagens
bocu otpornu na temperaturu vrenja pod povisenim tlakom. Doda se jo§ 5 mL 0,02 molarne
otopine TBA (3,75 g TBA soli u 200 mL destilirane vode). Kao slijepa proba sluzi 5 mL
destilirane vode i 5 mL otopine TBA. Bocice se zatvore i stave u lonac sa kipu¢om vodom
razine da prelazi nivo u bocicama i s toliko vode da ne ispari kroz 40 minuta kuhanja.
Povisenje temperature poti¢e reakciju izmedu tiobarbiturne kiseline i malonilaldehida
prikazano na slici 11.

HS N OH CHO N HO. N SH

2 ! | - . L < 2H0
. Ny, A=—CH—C(H=—CH—5__ 1
OH OH OH
TBA MDA TB A-MDA produit

Slika 11. Reakcija tiobarbiturne kiseline sa malondialdehidom (Matijasevi¢-Ostri¢ i Turkulov,
1980).

Nakon tocno 40 minuta bocice se prebace u posudu sa istom razinom hladne destilirane vode
kako bi se zaustavila daljnja reakcija (reakcija ovisna o temperaturi). Bo€ice su prikazane na
slici 12. na samom pocetku reakcije i nakon razvitka boje poslije 40 minuta kuhanja. Potom se
bocice ostave neko vrijeme da im temperatura padne na sobnu temperaturu te se pomocu

spektrofotometra mjeri apsorbancija pri 538 nm. Pritom se koriste staklene kivete.
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e S
Slika 12. Staklene bocice s uzorkom i otopinom TBA, uz slijepu probu (crveni ¢ep), u kuhalu

i nakon 40 minuta kuhanja i razvitka boje

3.7. SPOSOBNOST VEZANJA VODE (SVV)

Kod odredivanja sposobnosti zadrzavanja vode koriSteni su slijede¢i uredaji i materijali:
Stapni mikser sa posudom, staklene petrijeve zdjelice, falkon epruvete, pinceta, Spatulica,
filter papir, utezi od 200 g, aluminijska posudica sa kvarcnim pijeskom, susnica, analiticka
vaga. Metoda odredivanja vode je prema AOAC 950.46 iz 1984. godine te je veoma
jednostavna i takoder dobro korelira sa kompleksnijim metodama te se i standardno koristi u
laboratoriju Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta za odredivanje vode u ribi i mesu. Uzorak
se prvo usitni u mikseru te se odvoji od koze (jednostavnije ako su oStrice tupe). Izvaze se
otprilike 2 g na 4 decimale sa analitickom vagom te se stavi na, jednaki nacin prethodno
izvagani, filter papir. Filter papir se presavije i stavi izmedu ravnih ploha petrijeve zdjelice i
optereti sa utegom od 200 g Sto je prikazano na slici 13. Nakon 15 minuta se ukloni
opterecenje i u §to kra¢em vremenu i ostatak ribe te se filter papir izvaze pomocu analiticke
vage. Razlika izmedu suhog 1 filter papira sa apsorbiranom vodom Kkoristi se za izracun
sposobnosti vezanja vode. Uz taj podatak potreban je i podatak sastava ribe tj. udio vode.
Udio vode se prethodno izracuna iz razlike prije i nakon susenja usitnjenog uzorka lh pri

105°C prema formuli 10 (masa vode) ili 11 (postotak ispustene vode):

(mg-ml)/mz 17/

m; - masa posudice sa uzorkom nakon suSenja

m, - masa uzorka
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M3 - masa posudice sa uzorkom prije suSenja

Tu se koristi otprilike 3 g usitnjenog uzorka izvaganog na 4 decimale, aluminijska posudica sa

kvarcnim pijeskom i staklenim Stapi¢em.

w (H20) = (m3-my) / (m3-mg) x 100 18/

mo - masa Al-posude sa kvarcnim pijeskom i poklopcem (g)
m; — masa Al-posude sa pijeskom i neosusenim uzorkom i poklopcem (g)

m, — masa Al-posude sa osusenim uzorkom i poklopcem (g)

Slika 13. Metoda odredivanja sposobnosti vezanja vode kod usitnjenog uzorka ribe pod

opterecenjem
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Rezultati za statisticku obradu podataka dani su u tablicama 3-6. Rezultati analize varijance za
izlazne parametre obrade ribe ne toplinskom plazmom (ukupni broj mikroorganizama, log
CFU, enterobakterije, L, a, b, dC, h, sposobnost vezanja vode, TBA vrijednost, tvrdoca,
clasti¢nost, rad) prikazani su u tablicama 7-19. U tablici 20. prikazani su statisticki parametri
regresije i analize. U tablici 21. prikazani su polinomi optimizacije (drugog reda) kojima su
opisana provedena tretiranja ribe ne toplinskom plazmom te optimalni faktori tretmana
plazmom i optimalne vrijednosti analiziranih parametara. 3D grafovi odzivne povrSine u
prostoru, nakon obrade plazmom, zajedno s konturnim dijagramima izlaznih parametara

prema dobivenim polinomima drugog reda prikazani su u tablicama 22-28.
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Tablica 3. Rezultati mikrobioloskih ispitivanja netretiranog i tretiranog uzorka ribe (R1-NT —
R10-NT i R1-R10)

Vrijeme Protok | Ukupni broj
Uzorak | tretiranj i bakterija

Salmonella | Enterobakterije
2 () : (CFU/mL) (CFU/mL) (CFU/mL)

A N I A S

R2 NT

_-____

R4-NT

_-____

R6-NT

_-____

R8-NT

______

R10-NT

0,30103

0,40749

0,36949

[ ] ______
| R0 | 0,96614
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Tablica 4. Rezultati analize boje netretiranog i tretiranog uzorka ribe (R1-NT — R10-NT i R1-
R10)

Vrijeme Protok
Uzorak | tretiran plina L dC h
JEX(ully) (L/min)

[ RNT | [ N N A

4241667  -1,74333 3,51000 5,77333 143,62333

[ RNT | | [ N N 2L L

46,97000  -3,36333 1,48667 4,39333 161,09000

[ ReNT | | N [ i A N e

51,34000 -3,66667 1,07667 3,86667 163,27333

[ RNT |  [rc  CA J  E

51,02333  -3,81000 2,89333 5,31667 149,44333

| O Eevesser) eeosoTy 20ceTi Ei2se0y) ITSECsesly

45,78000  -2,52000 2,66000 4,49000 139,31000

38,89333  -1,56000 3,22667 4,95000 139,43333

45,19667  -3,14333 1,07333 4,70333 170,92333

49,52667  -2,32333 4,16333 5,80333 133,84667

48,20000  -2,74333 3,54667 6,10667 149,38667

45,45667  -2,03333 3,05333 4,44667 129,88000
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Tablica 5. Rezultati odredivanja sposobnosti vezanja vode i oksidacije masti netretiranog i
tretiranog uzorka ribe (R1-NT — R10-NT i R1-R10)

TBA
vrijednost
(umol MDA)

[ T
17,64 0,0057
[ R T
17,16 0,0075
N Y e e
R6-NT 13,39 0,0056
[ e T
17,04 0,0106
I R ez o=
15,48 0,0069

———_
= 14,98 0,0033
[ ] ———_
-

Vrijeme Protok plina Sposobnost vezanja

Uzorak | 4 etiranja (min) (L/min) vode (% vode)

15,53 0,0087

“ 14,01 0,0098
[ ] ———_
“ 16,92 0,0106

“———_
_ 13,87 0,0098
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Tablica 6. Rezultati analize teksture netretiranog i tretiranog uzorka ribe (R1-NT — R10-NT i
R1-R10)

Vrijeme Protok plina Tvrdoéa | Elasti¢nost

oot ] ] ] |

R2-NT 17,65867 16,5880 7896,45967

e 43 - { | | |

24,86867 15,71033 5644,07033

| ReNT I e s
28,05367 18,69967 7657,91367
| RONT [ [ e O (A A ST

18,61133 16,24333 5638,2660

vt 0 | | | |

11,07867 18,24033 5059,56633

14,99933 16,69467 6771,50467

28,93933 16,41333 7889,31467

21,05333 17,85333 6551,07567

8,310 17,6510 4415,83233

_ 11,48933 18,86767 5967,32200
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Tablica 7. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost ukupni broj mikroorganizama (CFU/mL)

- 23593 1 23593 0,05 0,8397
_ 554557 1 554557 1,09 0,3544
. AA | 763811 1 763811 1,51 0,2868
AR 24025 1 24025 0,05 0,8382
BB 553719 1 553719 1,09 0,3548
DR o306 4 sosess

Tablica 8. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost log CFU

- 0,05535 1 0,05535 0,23 0,6591
_ 0,367051 1 0,367051 15 0,2878
AR 1,08706 1 1,08706 4,44 0,1027
PBE  0,05819 1 0,05819 0,24 0,6512
I UZORAK = 0,365057 1 0,365057 1,49 0,2889
_ 0,978271 4 0,244568

Tablica 9. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost enterobakterije (CFU/mL)

KVADRATA SLOBODE | ODSTUPMIE Yol | Pt
1 0 0 1

- 0

_ 0,107142 1 0,107142 0,67 0,4601
. AA 0107143 1 0,107143 0,67 0,4601
IR o 1 0 0 1
BB 0107143 1 0,107143 0,67 0,4601
DR osssr 4 ocom
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Tablica 10. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu

vrijednost L

5,897

0,104636

11,663
6,08444
0,103835

53,4155

101,458

1
1
1
1
1
4

9

5,897

0,104636

11,663
6,08444
0,103835

13,3539

0,44

0,01
0,87
0,46
0,01

0,5427

0,9337
0,4029
0,5367
0,9340

Tablica 11. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu

vrijednost a

0,0170526

1,04398

0,000648148
0,0144
1,03704
1,20992

6,23563

0,0170526

1,04398

0,000648148
0,0144
1,03704
0,30248

3,45

0,00
0,05
3,43

0,8240

0,1367

0,9653
0,8380
0,1377

Tablica 12. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu

vrijednost b

0,04655

1,82769

0,146947
0,0476694
1,82458

5,91075

8,48825

1

N N =

©

0,04655

1,82769

0,146947
0,0476694
1,82458

1,47769

0,03

1,24

0,10
0,03
1,23

0,8678

0,3284

0,7683
0,8662
0,3288
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Tablica 13. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost dC

0,0595832

0,588636

0,181691
0,0625
0,588902

3,11357
4,79907

1

1
1
1
1
4
9

0,0595832

0,588636

0,181691
0,0625
0,588902

0,778392

0,08

0,76
0,23
0,08
0,76

0,7957

0,4336

0,6543
0,7910
0,4335

Tablica 14. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost h

1,10587

186,054

16,7054
1,48434
184,794

406,834
1469,29

1

© N P RPE R

1,10587

186,054

16,7054
1,48434
184,794

101,708

0,01

1,83
0,16
0,01
1,82

0,9220

0,2476

0,7060
0,9097
0,2490

Tablica 15. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost SVV (% vode)

11,9588

4,95455

2,18252
11,9025
4,95914

5,71963
25,3792

© N PR PEP R

11,9588

4,95455

2,18252
11,9025
4,95914

1,42991

8,36

3,46
1,53
8,32
3,47

0,0445

0,1362

0,2843
0,0448
0,1360
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Tablica 16. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost TBA (umol MDA)

0,0000170989

5,14256E-7

0,00000848679
0,0000172225
4,87619E-7

0,0000288049

0,000110344

1

1
1
1
1
4
9

0,0000170989

5,14256E-7

0,00000848679
0,0000172225
4,87619E-7

0,00000720122

2,37

0,07
1,18
2,39
0,07

0,1982

0,8025

0,3387
0,1969
0,8075

Tablica 17. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost tvrdoca (N)

47,9037

12,1341

6,58149
47,2061
12,2681

157,333

331,589

1

© N P RPE R

47,9037

12,1341

6,58149
47,2061
12,2681

39,3333

1,22

0,31
0,17
1,20
0,31

0,3317

0,6082

0,7035
0,3348
0,6063

Tablica 18. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost elasticnost (mm)

1,00525

3,46366

0,407086
0,997002
3,46237

18,2546
23,1953

© N PR PEP R

1,00525

3,46366

0,407086
0,997002
3,46237

4,56365

0,22

0,76
0,09
0,22
0,76

0,6633

0,4328

0,7801
0,6645
0,4329
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Tablica 19. Analiza varijance tretiranih uzoraka (R1-R10) (protok plina i vrijeme tretiranja

plazmom) za izlaznu vrijednost rad (mJ)

1,38643E6 1,38643E6 1,1 0,3516
_ --_--
_ 1,99972E6 1,99972E6 1,6 0,2746

4,99878E6 1,2497E6
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Tablica 20. Statisticki parametri regresije i analize za tretirane uzorke (R1-R10)

UZORAK
PARAMETRI R? R* (prilagodeno za Standardna greska Apsolutna srednja
stupnjeve slobode) procjene vrijednost greske
Ukupni broj bakterija 45,4392 0 711,680 368,857
log CFU 74,6364 42,9319 0,495 0,25561
Salmonella
Enterobakterije 28,5714 0 0,401 0,18571
L 47,3522 0 3,654 2,01933
a 80,5967 56,3425 0,550 0,307222
b 30,3655 0 1,216 0,64554
dC 35,1214 0 0,882 0,389381
h 72,3108 37,6994 10,085 5,44197
TBA 73,8954 41,2646 0,003 0,00143
SVV 77,4633 49,2924 1,196 0,58638
Tvrdoca 52,5517 0 6,272 3,431
Elasti¢nost 21,3002 0 2,136 1,17194
Rad 60,3284 10,7389 1117,9 647,957




Tablica 21. Polinomi, optimalne vrijednosti i optimalni faktori za tretirane uzorake ribe (R1-R10) netoplinskom plazmom

OPTIMIRANE VRIJEDNOSTI PARAMETARA

OPTIMALNI :
PARAMETRI POLINOM N
SRS MINIMUM MAKSIMUM  FAKTOR (vrijeme Optimalna

tretiranja i protok plina) RRLEEE
. . -6032,62 + 520,548*vrijeme tretiranja + .
Sl 9] 5082,38*protok plina - 22,8857*Vrijeme B = Sl
bakterija irania™2 - 31 0*vrii L K -141,548
CEU/ML. tretiranja™2 - 31,0*vrijeme tretiranja*proto 1 9 5 Lmin
plina - 1948,57*protok plina™2
-4,19784 + 0,688077*vrijeme tretiranja + .
4,72366*protok plina - 0,0273023*vrijeme > 15 sl
log CFU S s 2,85054
tretiranja™2 - 0,048245*vrijeme 1 9 131849
tretiranja*protok plina - 1,58217*protok plina™2 '
-2,42857 + 0,171429*vrijeme tretiranja + 5 15 5 min
Enterobakterije 2,57143*protok plina - 0,00857143*vrijeme
S . N -0,0714286
CFU/mL tretiranja”2 + 0,0*vrijeme tretiranja*protok 1 2 1 Lmin

plina - 0,857143*protok plina*2
28,0119 + 2,9759*vrijeme tretiranja +
2,7819*protok plina - 0,0894286*vrijeme
tretiranja”2 - 0,493333*vrijeme
tretiranja*protok plina + 0,84381*protok
plina”2
2,80222 - 0,101222*vrijeme tretiranja -
6,71667*protok plina + 0,000666667*vrijeme
tretiranja”2 - 0,024*vrijeme tretiranja*protok
plina + 2,66667*protok plina"2

11,6247 - 0,296373*vrijeme tretiranja -
10,6937*protok plina + 0,0100381*vrijeme
tretiranja2 + 0,0436667*vrijeme
tretiranja*protok plina + 3,53714*protok
plina™2
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8,85476 - 0,0792381*vrijeme tretiranja -
5,58079*protok plina + 0,0111619*vrijeme
tretiranja”2 - 0,05*vrijeme tretiranja*protok

plina + 2,00952*protok plina"2

73,6287 + 0,175373*vrijeme tretiranja +

95,0359*protok plina + 0,107029*vrijeme
tretiranja”2 - 0,243667*vrijeme
tretiranja*protok plina - 35,5971 *protok plina™2
-0,00446905 - 0,000107381*vrijeme tretiranja +
0,00858095*protok plina +
0,0000762857*vrijeme tretiranja™2 -
0,00083*vrijeme tretiranja*protok plina +
0,00182857*protok plina"2
15,789 + 1,71238*vrijeme tretiranja -
10,9076*protok plina - 0,0386857*vrijeme
tretiranja”2 - 0,69*vrijeme tretiranja*protok
plina + 5,83143*protok plina"2

-1,81284 - 0,123863*vrijeme tretiranja +

19,6452*protok plina - 0,067179*vrijeme

tretiranja”2 + 1,37413*vrijeme tretiranja*protok
plina - 9,1719*protok plina”2

10,8384 - 0,585191*vrijeme tretiranja +

Elasti¢nost 12,5122*protok plina + 0,0167076*vrijeme
(mm) tretiranja”2 + 0,1997*vrijeme tretiranja*protok
plina - 4,87257*protok plina™2

-121,307 + 213,574*vrijeme tretiranja +

7651,02*protok plina - 31,8256*vrijeme

tretiranja”2 + 282,823*vrijeme tretiranja*protok
plina - 3093,59*protok plina™2

TBA (nmol

SVV (% vode)

Tvrdoéa (N)

Rad (mJ)

15

15

15

15

15

5 min
2 L/min
5 min
2 L/min
5,00168 min
1,52275 L/min
15 min
1,59139 L/min

11,1047 min

1,74421 L/min

0,0130774

17,9943

15

18,1586

7737,24
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Tablica 22. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama (CFU/mL) i log CFU

Ukupni broj
bakterija

3D dijagram odzivne povrSine

Konturni dijagram odzivne povrSine

Estmated Response Surface

(X 1,E8)

ukupni beoj bakterija

1 12 15 protok plina (L/min)
vrijeme tretiranja (min)

Contours of Estimsted Response Surface

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

7 9 n 13
vrijeme treteanja (min)

ukupni broj baktery
— 1,387
— -1,18E7
— -1,08E7

1 — sus
— 826

— -7E8

] — 586
q — Asees

-3,488
— 2268
— -1E8
— 200000,

Log CFU

Estmated Response Surface

log CFU

Contours of Estimated Response Surface

7 B 1 13
vrijeme treteanja (min)

1og CFU
— -9900,0
— 9100,0
— -8300,0

4 — 75000
— 87000

— -5500,0

] — -51000

— -4200,0

-3500,0
— 27000
— -15000
— -1100,0
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Tablica 23. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za enterobakterije (CFU/mL) i za vrijednost L

Entero
bakterije

3D dijagram odzivne povrsine

Konturni dijagram odzivne povrSine

Estmated Response Surface

-300
-1300
-2300
-3300

E rtercbakterije
|4

-4300 2
5300 ] %
S 7

9 M 48 a5 protok plina (L/min)

wrijeme treticanja (min)

Contours of Estimated Response Surface

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

P

Aededddads

oy

L 7 9 n 13 15
vrijeme treteanja (min)

Enterobakderie
— -5200,0
— -4800,0
— -4300,0

1 — 38000
— 33000

— -2800,0
— -2300,0
— -1800,0
-1300,0
— 8000
— -3000
— 200,0

Estmated Response Surface

(X 1000,0)

L
© - MWD

Contours of Estimated Response Surface

- - T T T ™

5 7 $ n 13 15
vrijeme tretranja (min)

1 —o0
1 — 8000

— 1200,0

1 18000

— 24000
—— 3000,0
— 38000
— 42000

48000
— Sa000

1 — 80000

— 68800,0
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Tablica 24. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za opticke vrijednosti a i b

a 3D dijagram odzivne povrSine Konturni dijagram odzivne povrSine
Estimated Response Surface Contours of Estimated Response Surface
; e
s ] —op0
(X 1000,0) _ ; 1 — 18000
18 g - 1 — 38000
15 - ] — sa000
2 L 1 — 72000
'z i 15 F 1 — 9000,
v: = . 1 — 108000
g - 1 — 126000
3 2 _ ] 14400,0
0 ! r 1 — 162000
7 9 1 43 1 protok plina (Limin) T E : ; ; ; o — 180000
wrijeme tretiranja (min) 5 7 9 1 13 35— 198000
vrijeme tretranja (min)
b
Estmated Response Surface Contours of Estimated Response Surface
2 F 3 b
L 1 —op0
X 1000,0) _ 1 1 — 24000
24 g - 4 — <000
20 =] r 1= 72000
16 L 4 — 9800,0
= i‘-f' C 7 — 120000
= s 1 — 144000
. % 3 1 — 188000
4 2 C ] 15200,0
ok ! " 1 — 218000
T8 g3 1 protok plina (L/min) LI ’ < y ’ ] — 240000
wiijeme tretiranja (min) 5 7 s It 13 35— 24000
vrijeme tretranja (min)
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Tablica 25. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za opticke vrijednosti dC i h

dC 3D dijagram odzivne povrSine Konturni dijagram odzivne povrSine
Estimated Response Surface Contours of Estimated Response Surface
2 B T epeeeryep——— - dc
L ] —o0
(X 1000,0) _ ] — 15000
5 g - 4 — 3000,
12 ) r o 45000
[ 1 — 80000
o i 15 F 1 — 7s000
8 6 % C 1 — %0000
] ] — 105000
3 2 - 73 12000,0
0 ! : 1 — 135000
5 7 9 4 1 protok piina (L/min) 1 1 — 150000
: L 13 15 L 'e i n n " 185000
wrijeme tretiranja (min) 5 7 $ " 13 15 '
vrijeme treteanja (min)
h
Estimated Response Surface Contours of Estimated Response Surface
2 F = h
s 1 — -230000,
(X 10000.0) _ 1 — -212000,
- g - 4 — -15¢000,
3 - 1 — -178000,
11 a L ] — -158000,
P i 15 : " — -:40000.
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Tablica 26. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za vrijednosti spsosobnost vezanja vode (% vode) i oksidaciju masti izrazenu

kroz TBA (umol MDA)
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Tablica 27. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za teksturalne vrijednosti tvrdoca (N) i elasti¢nost (mm)

Tvrdoca 3D dijagram odzivne povrSine Konturni dijagram odzivne povrSine
Estmated Response Surface Contours of Estimated Response Surface
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Tablica 28. 3 D i konturni dijagrami analiziranih uzoraka (R1-R10) za teksturalnu vrijednost rad (mJ)

Rad
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Iz tablice 3. vidljiva je redukcija broja mikroorganizama nakon tretmana ne toplinskom
plazmom najvise kod tretmana 5 minuta i protoka plina od 1,5 L/min R10 (log CFU 0,966).
Kod uzorka R2 i R3 pri protoku plina 1 L/min i redom 5 i 10 minuta tretmana nije doslo do
redukcije broja mikroorganizama, a kod R1 je doslo do povecanja broja Sto je posljedica
kontaminacije. Niti jedan uzorak nije bio zarazen sa Salmonellom, a takoder nije bilo ni
enterobakterija prisutnih, osim kod netretiranog uzorka R8-NT (4) i kod R1 (1).

Iz tablice 4. vidljive su promjene na boji za parametar L gdje je zamije¢eno najvece poviSenje
vrijednosti izmedu netretiranog R3-NT i tretiranog uzorka R3 (3,60667) pri tretmanu 10
minuta i 1 L/min, a najmanje promjene izmedu R5-NT i R5 (-0,11). Pozitivna promjena L
vrijednosti ukazuje da je tretirani uzorak R3 svjetliji od standarda R3-NT. Za parametar a je
najvece povisenje zamijeceno izmedu R7-NT i R7 (1,39334) pri tretmanu 10 minuta i protoku
2 L/min, a najmanje odstupanje izmedu R4-NT i R4 (0,22). Uzorak R7 je imao pozitivho
povecéanje parametra a U odnosu na standard R7-NT Sto ukazuje da je crveniji. Kod parametra
b najvece odstupanje je zamijec¢eno izmedu R6-NT i R6 (3,08666) pri 15 minuta i 2 L/min, a
najmanje (-0,28333) izmedu R2-NT i R2. Pozitivno odstupanje od standarda R6-NT, za
parametar b, ukazuje da je uzorak R6 Zutiji od standarda. Parametar dC se odnosi na ton boje
a izraCunat je pomocu formule 3. te je izraCunato i odstupanje uzorka od standarda (formula
4.). Za parametar dC najvece odstupanje (2,14333) zamijeceno je izmedu R5-NT i R5, a
najmanje (-0,18) izmedu R1-NT i R1. Parametar h prikazuje zasi¢enje boje tj. saturaciju i §to
je vrijednost niZa to je boja svjetlija, a kod vec¢ih vrijednosti je zasi¢enija i tamnija boja. Za
parametar h najveée odstupanje je zamijeceno izmedu R1-NT i R1 (-35,82334) pri 10 minuta
i 1,5 L/min, a najmanje (-0,05666) izmedu R8-NT i R8.

Kod analize oksidacije masti, kao §to je i predvideno, doSlo je do povecanja TBA vrijednosti
Sto se moze vidjeti u tablici 5. Najvece poviSenje TBA vrijednosti (66%) u odnosu na
netretirani uzorak je bilo pri, 5 minuta i 2 L/min, R5 (0,0043). Kod tretmana 5 minuta i
protoka 1 L/min, uzorka R8 nije doslo do oksidacije masti. Kako kod broja mikroorganizama
tako 1 kod TBA testa rezultati nisu bili od statistiCkog znacaja §to se moze vidjeti iz tablice 7-
9. i tablice 16. Jim Van Durme i sur. (2014) pokazali su u svojem ispitivanju oksidacije masti,
sa ¢istom Ar plazmom, da se moZe zanemariti utjecaj fotooksidacija, te da i nakon 20 minuta
ne dolazi do stvaranja ROS, u dovoljnoj koli¢ini kako bi se inicirala lipidna oksidacija. U
drugom radu iste grupe, Jeroen Vandamme i sur. (2015) dolaze do zakljucka da i nakon 60
minuta tretmana ne dolazi do znatnog povecanja ROS te oksidaciju pripisuju Os, O, singletu i

atomarnom Kkisiku.
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Attri i sur. su primjetili da tokom tretmana otopine proteina da se pH mijenja i prelazi u kiselo
podrugje, jer peroksinitril radikal prelazi u kiselinu koji je jak oksidans te regira sa razli¢itim
sustavima i sudjeluje u karbonilaciji proteina.

Najveci pad sposobnosti vezanja vode od 16% zabiljezen u odnosu na netretirani uzorak R1-
NT je bio kod tretmana R1, pri 10 minuta i protoku plina od 1,5 L/min. Najmanje odstupanje
u odnosu na netretirani uzorak je bilo (0,18) povisenje kod uzorka R9 pri tretmanu 10 minuta
i protoku plina od 1,5 L/min. Attri i sur. (2014) pokazali su u svom istrazivanju da Ar plazma
uveliko utjece na oksidaciju proteina, te da oksidacija igra veliku ulogu u degradaciji hema i
mioglobina. Nakon tretiranja proteina Hb i Mb sa Ar plazmom zabiljezili su takoder veéi pad
temperature ravnoteze prijelaza izmedu nativnog i denaturiranog proteina (Tm) u odnosu na
netretirani uzorak sa 66,37°C na 61,75°C. Opisali su uz druge autore (Xiao, Chesne, Bee, Ye i
Coelho), kako pritom dolazi do povecanja veli¢ine Cestica, tj. agregacije proteina,
karbonilacijom. Takve promjene mogu osim na teksturu i boju, utjecati i na sposobnost
vezanja vode zbog stvaranja netopivih agregata proteina i smanjenog prostora izmedu
molekula proteina.

Najvece promjene u teksturi su zabiljezene kod uzorka R3, pri tretmanu 10 minuta i protoku
plina 1 L/min (Tablica 6.). U odnosu na netretirani uzorak R3-NT doslo je do smanjenja
tvrdoce u iznosu od 46% (-14,119 N). Doslo je do promjene elasti¢nosti za 13% u odnosu na
netretirani uzorak (2,21434 mm). Takoder je doSlo do smanjenja rada za 31% u odnosu na
netretirani uzorak (2597,498 mlJ). Najmanja promjena u tvrdo¢i zamijeéena je kod R10
(0,41066 N) u odnosu na netretirani uzorak R10-NT. Najmanja promjena kod elasti¢nosti je
bila kod R2 (0,10667 mm) u odnosu na netretirani uzorak R2-NT. Najmanje odstupanje za rad
je bila (-804,47966 mJ) izmedu netretiranog uzorka R9-NT i tretiranog R9.

Tokom studija na Zivim stanicama zamjeceno je da kod djelovanja plazme, jedan od glavnih
razloga stani¢ne smrti je oSteCenje DNA, ali da moZe do¢i i do rekuperacije stanice, ako nisu
uniSteni mehanizmi popravka. Takoder Attri 1 sur. (2014) pripisuju zaustavljanje replikacije,
modifikacije DNA, proteina 1 lipida reaktivnim kisikovim ¢esticama (ROS) koje ultimativnho
vode do stani¢ne smrti. Nadalje, Keider grupa (2013) opisuju kako parametri poput napona,
protoka i sastava plina ima razli¢ite u¢inke na vijabilnost stanica zbog promjene i razine ROS
1 reaktivne duSikove cestice (RNS). U ovom radu nisu praceni parametri poput napona,
sastava plina te temperatura okoline i samog uzorka, ali od ulaznih parametara se pokazalo da
protok plina ima veci utjecaj na vijabilnost stanica.

Nakon provedene statisticke analize rezultata ispitivanja za ve¢inu parametara, ni protok plina

ni vrijeme tretiranja, nije bilo od statistiCke znacajnosti, osim u slucaju sposobnosti vezanja
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vode. Iz tablice 15. se moze vidjeti da je p-vrijednost za protok plina ispod 0.05 $to ukazuje
da se razlikuje od O (utjecaja) pri 95% intervalu pouzdanosti tj. ima znacajan utjecaj na
tretirane uzorke ribe (R1-R10). Iz iste tablice se takoder moze vidjeti da znacajan utjecaj na
tretirane uzorke (R1-R10) ima parametar AB tj. interakcija protoka plina i vremena tretiranja.
Kod provjere koeficijenta determinacije - R? (Tablica 20.) pratila se mjera odstupanja
podataka od regresijske linije. Zamijecena je statisticka znacajnost kod slijede¢ih parametara:
log CFU, a, h, SVV, TBA vrijednost i rada sto govori da za te parametre postoji dobra
korelacijia medu podacima tretiranih uzoraka ribe (R1-R10).

Kod opisivanja eksperimentalnih vrijednosti, da li se podudaraju ili ne kroz 10 to¢aka (R1-
R10), koristen je polinom viseg stupnja (tablica 21.) za prikaz aproksimacije odziva u slu¢aju
nelinearnosti funkcija. Vrijednosti varijabli su izrazene u njihovim pocetnim jedinicama.
Nadalje, kod statistickog optimiranja ulaznih i aproksimacije optimalne vrijednosti odredenih
parametara iskljuceni su podaci za analizu boje. Opticki parametri su subjektivni element i ne
moze se uniformno zakljuciti optimalna vrijednost za L, a, b, dC i h ve¢ samo odstupaju li
vrijednosti tretiranih od netretiranih uzoraka ribe.

U tablicama 22-28 prikazani su 3D i konturni grafovi za pojedine uzorke (R1-R10) gdje su
opisani utjecaji protoka plina i vrijeme tretiranja na izlazne vrijednosti. Grafovi prikazuju
podru¢je najveéeg uspona ili najveéeg pada odziva. Odziv je centralno podrucje
eksperimentalnih podataka uz prikaz aproksimacija za malene promjene eksperimentalnih
faktora. Ukazuje na dobre polazi$ne to¢ke za daljnja istrazivanja u slucaju zelimo li povecati
ili smanjiti vrijednost odredenog izlaznog parametra. Za mikrobioloSka ispitivanja (ukupni
broj mikroorganizama, log CFU 1 broj enterobakterija) iz tablica se moze vidjeti pad
vrijednosti uslijed povecanja protoka plina dok duljina tretiranja ne izaziva promjene. Kod
parametara boje, poveéanjem protoka dolazi do povecanja vrijednosti L, a, b, dC i smanjenja
za vrijednost h. Na vrijednost L u manjoj mjeri utjee i vrijeme tretiranja, te dolazi do
smanjenja L vrijednosti s produljenjem vremena tretmana. Kod sposobnosti vezanja vode i
oksidacije masnih kiselina dolazi do povecéanja odziva uslijed povecanja protoka plina. Za
teksturalne parametre povecanjem protoka plina dolazi do pada odziva svih parametra

(tvrdoca, elasti¢nost i rad).
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. ZAKLJUCCI

Netoplinska plazma ima sposobnost dekontaminacije uzoraka i pokazalo se da protok
plina puno znacajnije na to utjece od samog vremena tretiranja.

Preveliki protok plina, uz blizinu uzorka od izvora jet plazme, uzrokuje spaljivanje
uzorka u toj to¢ki $to posljedi¢no, negativno utjece na sve parametre kvalitete.

Do neznatnih promjena u broju decimalne redukcije dolazi i iz razloga S$to je tretirani
uzorak bio gotovo sterilan te je teze posti¢i veéi log redukcije nego, pr. kod
koncentracije 10’ CFU/mL gdje su mikroorganizmi izloZeniji djelovanju plazme bez
mogucnosti zastite unutar strukture tkiva.

Do nekonzistencije rezultata i statisticke neznacajnosti je moglo do¢i, uz pogreske pri
mjerenju i zbog variranja ribe do ribe te visine narezivanja uzorka ¢ime je udaljenost
od izvora plazme izmjenjena uz moguc¢nost utjecaja na u¢inkovitost dekontaminacije.
Koristenje plazma jeta za obradu uzoraka je poprilicno blaga metoda iako ima
svojstvo oksidacije masti kod uzoraka i povecanja broja sekundarnih produkata
oksidacije, to nije bilo od znacajne signifikantnosti te bi se uz optimizaciju tretmana

moglo i smanjiti.
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7. PRILOZI

POPIS 1 OBJASNJENJE KORISTENTH KRATICA U RADU:
Abr — Anisidinski broj

AC/DC — Izmjeni¢na struja/Istosmjerna struja

AOAC - Association of Official Agricultural Chemists

APPJ - Atmosferska jet plazma pod tlakom (Atmospheric Pressure Plasma Jet)
aw— Aktivitet vode

CCD - Centralni kompozitni dizajn

CFU - Colony Forming Units

CIE - Internacionalna komisija o osvjetljenju (The Commision de International de
I’Eclairage)

DBD - Dielektri¢no praznjenje barijere

DEFT - Epifluororescentna tehnika filtriranja

dF — Stupnjevi slobode (Degrees of freedom)

DMA - Dimetilamin

EDTA - 2,2',2",2"-(etan-1,2-diildinitrilo) tetraoctena kiselina
Eh — Redukcijski potencijal

FAO - Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija (Food Administration
Agency)

FSAI - The Food Safety Authority of Ireland

GC - Plinska kromatografija (Gas chromatography)

IR — Infracrveno

MAP — Modified atmosphere packaging

MDA — Malonilaldehid

NIR — Blisko infracrveno svjetlo (Near infrared)

NMR — Nuklearna magnetska rezonanca

OV — Oksidacijska vrijednost

PB — Peroksidni broj

PCA - Common plate count agar

QIM — Metoda indeksa kvalitete (Quality Index Method)

R? — Koeficijent determinacije

Rf — Radio frekvencija



RNS — Reaktivne duSikove Cestice (Reactive Nitrogen Species)

ROS — Reaktivne kisikove Cestice (Reactive Oxygen species)

RSM - Metodologija odzivne povrsine (Response Surface Methodology)
SMK - Specifi¢ni mikroorganizmi kvarenja

SPC - Standard plate count

SVV — Sposobnost vezanja vode

TAC - Total aerobic count

TBA — Tiobarbiturna kiselina

TCA — Trikloroctena kiselina

Tm — Temperature prijelaza izmedu nativnog i denaturiranog proteina (Melting Temperarture)
TMA-N - Trimetilamin

TVB-N - Ukupni hlapivi dusik

UV — Ultraljubicasto

VAOPP - Visekriterijskog adaptivnog oblikovanja planova pokusa

VIS — Vidljiv spektar svjetlosti (Visible Light)

VRBG - Violet red bile glucose agar

VUV — Vakuum ultraljubicasto

XLD - Xylose lysine deoxycholate agar



