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1. Uvod

Sipak (lat. Punica granatum) je jedna od ekonomski znacajnijih vrsta iz carstva biljaka.
Osim u prehrambenoj industriji gdje se preraduje u sok ili dzem, plod Sipka koristi se i u
farmaceutske i medicinske svrhe (Da Silva i sur., 2013.). Takoder, sok od Sipka kao jedan
od prehrambenih proizvoda, poznat je po svojim antioksidativnim svojstvima, koja su

istrazivanjima pokazana kao bolja od raznih drugih voénih sokova (Gil i sur., 2000.).

Buduci da je sok od Sipka podloZzan mikrobioloSkom kvarenju, koriste se razne tehnike
koje pomazu ocuvanju njegove trajnosti te sprjeCavanju kontaminacije. Uobicajene
tehnike prerade koje se koriste u ocuvanju trajnosti i inaktivaciji mikroorganizama su
toplinske tehnike, naj¢esce pasterizacija. Nedostatak toplinskih tehnika obrade namirnica
je primjena visokih temperatura pri kojima dolazi do degradacije termolabilnih spojeva,
¢ime se smanjuje nutritivna vrijednost soka te se mijenja i boja soka. Zato se u novije
vrijeme pristupilo istrazivanju mogucée primjene netoplinskih tehnika kao Sto su ultrazvuk,
plazma, primjena visokog tlaka, pulsiraju¢eg elektricnog polja i drugih u obradi
prehrambenih sirovina i proizvoda (Herceg i sur., 2009.). Prednost takvih metoda je
usteda energije i tretiranje namirnica pri sobnoj temperaturi ¢ime se smanjuje mogucnost

gubitka vrijednih spojeva koji daju soku nutritivnu vrijednost.

Cilj ovog rada je ispitati utjecaj tretmana netoplinskim tehnikama, ultrazvukom i
hladnom plazmom - pojedinacno i u kombinaciji, na mikrobiolosku kvalitetu svijeze

iscijedenog Sipkovog soka te soka nakon 7. i 14. dana skladiStenja pri + 4 °C.



2. Teorijski dio
2.1. Sipak i proizvodnja Sipkovog soka
2.1.1. Sipak (Punica granatum)

Sipak, morganj ili nar (lat. Punica granatum) je biljka iz reda Myrtales, porodice
Lythraceae te roda Punica. U rod Punica, osim vrste Punica granatum spada i Punica
protopunica. Naziv ove biljke izveden je iz latinskih rijeci pomum Sto znaci jabuka te granatus
Sto znaci sjemenkast. Smatra se da Sipak potjeCe iz centralne Azije, posebice iz nekih
dijelova Irana, odakle se kasnije proSirio na ostale dijelove svijeta. Danas se uzgaja na
Citavom Sredozemlju, Sjevernoj Americi, u suptropskom i tropskom podrucju. Grmolika je
biljka, visine 5 do 10 metara, tamnosive kore te trnovite stabljike. Cvjetovi su zvonolikog
oblika te crvenkaste boje. Plod Sipka je okruglast, promjera 10 do 12 cm, smedo - Zute do
crvene boje u punoj zrelosti (Slika 1). Plod ima koZastu koru ispod koje je unutrasnjost
podijeljena na nekoliko nepravilno rasporedenih pretinaca, a u svakom je jestivi dio Sipka,

sitna zrna kojih u prosjeku ima 600 u jednom plodu (Da Silva i sur., 2013).

Slika 1. Sipak (Punica granatum L.): (A) grm Sipka; (B) cvijet Sipka; (C) plod u razvoju; (D)
zreli plod Sipka; (E) unutrasnjost ploda; (F) arile (Da Silva i sur., 2013)

Sipak je ekonomski vrlo vrijedna biljka i koristi se od samih pocetaka ljudske vrste. Smatra se
da je nar jedna od prvih kultiviranih voéaka zajedno sa maslinom, grozdem, smokvom i
datuljom (4000 do 3000 g pr.K.). Tijekom stoljeca predstavljao je simbol zdravlja, plodnosti i
ponovnog rodenja, imao je mistina iscjeliteljska svojstva, ali i prakticnu primjenu kao boja ili
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ukras. Svoje mjesto nasao je i u brojnim mitovima i umijetnickim djelima, od Rafaela do
Cézannea, od Homera do Shakespearea. Danas se najcesce koristi u prehrambene svrhe, ali i
u medicinske te farmaceutske. Sto se ti¢e uporabe u prehrani, osim konzumiranja svijezeg
ploda Sipka, iz Sipka se takoder proizvodi sok te dZzem. Plod Sipka obiluje vitaminima,
polifenolima te je poznat po svom antioksidativnom ucinku, na ¢emu se temelji njegova
primjena u medicini. Kroz povijest se koristio kao prirodni lijek za razne bolesti kao Sto su
tumor, dijareja, bronhitis, poremecaji krvnog tlaka i slicno. Uz to Sipak je nasao svoje mjesto
i u kozmetickoj industriji, buduéi da razne frakcije te ekstrakti Sipka pomazu pri oporavku
koze (Da Silva i sur., 2013).

Sipak je Cesta tema znanstvenih radova, iji broj raste iz godine u godinu. IstraZuju se
utjecaji raznih tehnika u obradi proizvoda dobivenih od ploda Sipka s ciljem ocuvanja
senzorskih i nutritivnih svojstava te produzenja njihove trajnosti. Sok od Sipka poznat je po
svojim antioksidativnim svojstvima kao i antiateraskleroznim ucincima (Karasu i sur., 2012.;
Shema-Didi i sur., 2012.). Takoder, istrazivanja su pokazala da sok od Sipka sadrzi vecu
koli¢inu antioksidansa nego vecina drugih voénih sokova te da konzumiranje Sipkovog soka
smanjuje rizik od nekih kroni¢nih bolesti, ukljuCujuci bolesti kardiovaskularnog sustava te

neke oblike karcinoma (Gil i sur., 2000).

2.1.2. Kemijski sastav ploda Sipka

Kemijski sastav Sipka ovisi 0 raznim faktorima kao Sto su geografski polozaj, klima, nacin
uzgoja, sorta Sipka te stupnju zrelosti Sipka. Jestivi dio Sipka, plod, sastoji se od sjemenki i
arila. Arile su jestivi dio ploda koji sadrzi 80% soka i 20% sjemenki. Sok se sastoji od 85%
vode i 10% ukupnih Seéera (glukoza, fruktoza, saharoza). Uz to sadrzi i 1,5% pektina,
organskih kiselina (limunska, jabucna, askorbinska), masnih kiselina (konjugirana linolna,
linolenska), aminokiselina (valin, metionin, prolin) te raznih drugih bioaktivnih spojeva
(Akpinar-Bayizit, 2012). Sjemenke ploda su izvor rijetke konjugirane masne Kkiseline,
punici¢ne kiseline (w-5 dugolancana polinezasi¢ena masna kiselina), koja moze biti prisutna
u sastavu sjemenke ¢ak do 20%. Punici¢na kiselina ima protuupalna te antitumorska
djelovanja jer smanjuje stvaranje upalnih prostagladnina (Grossmann i sur., 2010. ). Udio
mineralnih tvari u soku ovisi o sorti Sipka, ali i 0 agro-klimatskim uvjetima, Sto je dokazano u
istrazivanju Al-Maiman i Ahmad (2002). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako su u
soku, ali i u sjemenkama Sipka, najzastupljeniji minerali kalcij, kalij, natrij. Slijede ih

magnezij, fosfor i Zeljezo.



2.1.3. Proizvodnja Sipkovog soka

Prema zakonskoj regulativi Republike Hrvatske vocni sok je proizvod koji se dobiva iz
jestivog dijela voca koje je zdravo, svjeze ili konzervirano (hladenjem ili zamrzavanjem), a
ima boju, okus i aromu karakteristichnu za voce od kojeg potjeCe (Pravilnik NN, 48/13).
Podaci iz 2013. godine pokazuju da je svjetska proizvodnja soka od Sipka oko 1,5 milijuna
tona godidnje, a u proizvodnji prednjace Indija, Iran, Spanjolska i SAD (Da Silva i sur.,
2013). Sok od Sipka moguce je proizvesti na dva nacina (Slika 2). Prvi je da se cijeli plod
Sipka presa, a drugi da se arile odvoje od kore prije ekstrakcije pomocu posebnih uredaja.
Zatim slijedi ekstrakcija kojom se dobiva mutni sok. Ekstrakcija se moZe provoditi pomocu
mehanickih ili hidraulickih presa. Sok od Sipka Cesto sadrzi koloidne tvari kao i proteine te bi
takav mogao izazvati zamucenja tijekom skladiStenja pa se Cesto filtrira te bistri (Vardin,
2003). Zatim slijedi pasterizacija i punjenje u ambalazu pri asepti¢nim uvjetima (Dhinesh i
Ramasamy, 2016).
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Slika 2. Shematski prikaz proizvodnje Sipkovog soka (Dhinesh i Ramasamy, 2016)



2.2. Metode prerade u prehrambenoj industriji

Kako znanost napreduje, tako se osim klasi¢nih toplinskih metoda prerade (sterilizacija,
pasterizacija) pocinju koristiti i netoplinske tehnike prerade namirnica, koje ce odrzati
kakvocu tih namirnica, a omoguditi ustedu energije, krace trajanje procesa i slicno (Herceg i
sur., 2009).

2.2.1. Netoplinske metode prerade

U netoplinske metode prerade ubrajaju se primjena visokog tlaka, ultrazvuka,
pulsirajuceg elektricnog polja, hladne plazme, elektromagnetskog zracenja i dr. Kao Sto je
veC receno svrha ovih postupaka je dobiti kvalitetne namirnice, jednake kakvoce i dobre
nutritivne vrijednosti, a istovremeno posti¢i krade trajanje procesa te ustedu energije. Ono
Sto je zajednicko svim tim procesima je to da se materijali, odnosno namirnice tretiraju na
sobnoj temperaturi (bez znacajnog porasta temperature) i da sam proces tretiranja kratko
traje (od 1 do 10 minuta) (Herceg i sur., 2009.).

2.2.1.1. Ultrazvuk kao netoplinska metoda prerade

Ultrazvuk su zvucni valovi Cija je frekvencija u intervalu od 16 000 do 18 000 Hz, Sto je
viSe od granice koju moze cCuti ljudsko uho (16 do 16 000 Hz). U prehrambenoj industriji
koriste se dva tipa ultrazvuka, a to su dijagnosticki ultrazvuk i ultrazvuk visoke snage.
Dijagnosticki ultrazvuk ili ultrazvuk niskog intenziteta ima frekvenciju 1 do 10 MHz te malu
snagu (manje od 1 W cm™ ). MoZe se koristiti u analiticke svrhe (odredivanje sastava,
viskoznosti ili strukture hrane) te za stimulaciju aktivnosti Zivih stanica, kristalizaciju,
emulgaciju, povrsinsko CciS¢enje hrane i drugo. Drugi tip ultrazvuka, ultrazvuk visokog
intenziteta, ima frekvenciju 20 do 100 kHz i visoku snagu (10 do 1000 W cm™ ). Taj tip
ultrazvuka uzrokuje fizicka osStecenja tkiva te odredene kemijske reakcije, Sto ga Cini
djelotvornim pri inaktivaciji mikroorganizama. Djelovanje ultrazvuka na mikroorganizme
uvelike ovisi o otpornosti mikroorganizama ( veci mikroorganizmi osjetljiviji na djelovanje

ultrazvuka kao i gram-pozitivne bakterije te aerobne vrste) (Herceg i sur., 2009).

2.2.1.2. Hladna plazma kao netoplinska metoda prerade

Plazma se smatra jednim od Cetiri agregatnih stanja uz plinovito, tekuée te cvrsto
agregatno stanje. Sastoji se od pozitivno i negativno nabijenih Cestica te neutralnih Cestica.
Kad dode do zagrijavanja krute tvari, dolazi do povedanja njene kineticke energije te kruta
tvar prelazi iz ¢vrstog u tekuce agregatno stanje. Daljnjim zagrijavanjem, opet se povecava
kineticka energija Cestica te tvar prelazi iz tekuceg u plinovito stanje. U tom stanju molekule

unutar plina disociraju na atome uz primjenu jako visoke energije ( npr. elektricno



praznjenje) te tako nastane plazma (Chu i Lu, 2014). Plazma se moze podijeliti prema vise
kriterija, a neki od njih su prema termodinamickoj ravnotezi, stupnju ionizacije, temperaturi i
dr. S obzirom na temperaturu, plazma se moze podijeliti na vruéu i hladnu. Vruéa plazma je
plazma koja je u stanju termodinamicke ravnoteze, Sto znacdi da su sve Cestice u plazmi
jednake temperature. Kod hladne plazme situacija je drugacija, temperatura
elektrona,odnosno negativno nabijenih Cestica veca je u odnosu na temperaturu drugih iona
i neutralnih Cestica. Zbog toga se hladna plazma joS moze nazvati i neravnotezna plazma.
Temperatura elektrona moze doseci vrijednost do nekoliko desetaka tisuca kelvina dok
temperatura ostalih iona i Cestica ostaje pri sobnoj temperaturi Sto omogucuje zadrzavanje

plina na sobnoj temperaturi (Ercegovi¢ i Cunko, 2009).

2.2.2. Toplinske metode prerade

Toplinske metode prerade su najceSce koriStene metode prerade namirnica. Pod
toplinske metode prerade ubrajaju se metode kao Sto su sterilizacija, pasterizacija, susenje,
kuhanje, blanSiranje i dr. Pomoclu ovih metoda moguéa je inaktivacija raznih
mikroorganizama koji uzrokuju kontaminacije te postizanje dobrih senzorskih svojstava
namirnica i proizvoda. Tijekom toplinske obrade dogadaju se razne promjene koje ovise o
temperaturi i vremenu provodenja procesa, samom nacinu provodenja procesa te
usitnjenosti sirovine koja se Zeli obraditi. Te promjene mogu biti pozeljne (promjene boje,
teksture, promjena okusa, promjena pH), ali i nepozeljne (gubitak hranjivih tvari, pojava
nepozeljne boje izazvane oksidacijom ili hidrolizom pigmenata, nepozeljna promjena okusa i

mirisa) (Herceg i sur., 2009).

2.2.2.1. Pasterizacija kao toplinska metoda prerade

Pasterizacija je zagrijavanje namirnice u pravilu pri temperaturi viSoj od 70 °C, ali
manjoj od 100 9C. Ta je temperatura dovoljna da se u odredenom vremenu nepovratno
inaktiviraju enzimi i mikroorganizmi u kiselim namirnicama. MoZe se primjeniti i za slabo
kisele namirnice, ali se tako uniStavaju samo patogeni mikroorganizmi. Buduéi da
temperatura pasterizacije (u uobi¢ajenom trajanju procesa) nije dovoljna za unistenje spora,
moZze doc¢i do razmnozavanja mikroorganizama i shodno tome do kontaminacije te kvarenja.
Zato se u takvim situacijama, kada se zele unistiti i spore mikroorganizama, ne koristi
pasterizacija ve¢ se koriste tehnike sterilizacije. U takvim se tehnikama primjenjuju

temperature vise od 100 °C (Herceg i sur., 2009).



2.3. Mikroorganizmi koji uzrokuju kvarenje hrane

Hranu koju svakodnevno konzumiramo, osim ljudi i Zivotinja, koriste i mikroorganizmi kao
supstrat za rast. Takav rast koji nije kontroliran dovodi do kvarenja hrane te Stete u
prehrambenoj industriji. Samo kvarenje namirnice moZe izazvati trovanje osobe koja takvu
kontaminiranu, odnosno pokvarenu hranu konzumira. U velikom broju namirnica nalazi se
velik broj bakterija te spora koje ne uzrokuju infekcije, ali ipak neke vrste znaju stvarati
brojne teskole. Postoji velik broj cimbenika koji utjeCu na kvarenje i kontaminaciju
namirnica, a neki od njih su osobine mikrobne populacije i njihova enzimska aktivnost,
priroda namirnice, okoliSni uvjeti, temperatura skladiStenja i dr. Neki od najpoznatijih
toksikogenih bakterija u namirnicama su Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus

aureus, Clostridium botulinum (Durakovic i sur., 1991).

Kvasci i plijesni su mikroorganizmi koji spadaju u carstvo gljiva. Plijesni su nakupine hifa
(vlaknastih,razgranatih cjevastih stanica) koje tvore micelij, odnosno tijelo plijesni. Plijesni
koje najceS¢e uzrokuju kontaminaciju namirnica, odnosno toksikotvorne plijesni su
Aspergillus, Penicillium i Fusarium. Kvasci su jednostanicni, nemicelijski organizmi od kojih
neki proizvode pseudomicelij u anaerobnim uvjetima. Rodovi kvasaca koje su uglavnom
odgovorne za kontaminaciju hrane su Candida, Saccharomyces te Rhodotorula (Durakovic i
sur., 1991).

Aerobne mezofilne bakterije kao Sto im i naziv kaze, za rast trebaju kisik te im je rast
optimalan u temperaturnom rasponu od 20 do 45 °C, sto ukljuCuje i Covjekovu tjelesnu
temperaturu. Mezofilni mikroorganizmi mogu uzrokovati razne bolesti te je iz tog razloga
potrebno u prehrambenim proizvodima pratiti njihov broj. Kao potencijalni patogen poznata
je Listeria monocytogenes koja moze uzrokovati zaraznu bolest listeriozu (Durakovic i sur.,
1991).

Stafilokoki (Staphylococcus sp.) su okrugle bakterije u grozdastim nakupinama. Bakterije
tog roda Cesto mogu biti dio normalne koZne mikroflore Covjeka kao i vazni agensi u
bolestima ljudi (npr. toksicki Sok sindromi). Kok/ opcenito su kuglaste bakterije, ciji je
prosje¢an promjer 0,4-2,0 um. Cesto se pojavljuju u raznim nakupinama u kojima stanice
nisu potpuno podjeljene u tijeku razmnozavanja, kao Sto je slucaj sa stafilokokima.
(Durakovi¢ i sur., 1991).

Enterobakterije (Enterobacteriaceae) su mikroorganizmi koji se nalaze u probavnhom
sustavu sisavaca. Prije pojave antibiotika bili su istrazivani kao uzrocnici bolesti urinarnog i
probavnog sustava. Najveci broj vrsta raste tvoreéi mutne, suhe ili sluzave te sive kolonije.
(Durakovi¢ i sur., 1991).



Sulfito-reducirajuce klostridije su karakteristicne po stvaranju spora u nepovoljnim
uvjetima (visoka/niska temperatura, kemijska obrada) te rastu u uvjetima bez kisika.
Infekcijska doza ovih bakterija je vrlo niska, a otrovanja mogu imati teze posljedice.
Najpoznatiji primjer je Clostridium botulium koja uzrokuje botulizam, bolest uzrokovanu

nepravilno konzerviranom hranom (Durakovi€ i sur., 1991).

Samonella je rod gram-negativnih bakterija koji pripada porodici Enterobacteriacae.
Salmonella sp. su nesporogene bakterije, kemotrofi koji energiju dobivaju oksidacijsko-
redukcijskim reakcijama organskih spojeva te su fakultativni anaerobi. Trovanje bakterijom iz
ovog roda razlikuje se od drugih trovanja po tome da se nakon trovanja javljaju infekcije pa
je izrazito bitno da u hrani za konzumiranje nema bakterija ovog roda (Durakovi¢ i sur.,
1996).



3. Ekspermentalni dio

U ovom radu ispitivan je utjecaj netoplinskih tehnika, ultrazvuka i hladne plazme na
mikrobioloSku kvalitetu Sipkovog soka te je takoder radi usporedbe netoplinskih i toplinskih
metoda paralelno provedena pasterizacija soka u termostatiranoj kupelji pri 90 °C u vremenu

od 1 minute.
3.1. Materijali

3.1.1. Sok od Sipka

Za pripravu Sipkovog soka koji je koriSten u istrazivanju koristen je sokovnik Vervita PRO
(Kuvings, Koreja). Sok je pripravljen neposredno prije netoplinskog i toplinskog tretmana, a
plodovi Sipka koji su se koristili su nabavljeni u trgovackoj mrezi. Vrijednost suhe tvari soka

mjerena digitalnim refraktometrom iznosila je 15,50 %, a pH soka 3,44.

3.1.2. Hranjive podloge

Za uzgoj i izolaciju mikroorganizama koriStene su sljede¢e hranjive podloge koje su

pripremljene prema uputama proizvodaca :

e Hranjiivi agar (Biolife, Italija):

Sastav: | oLt |
‘Govedi ekstrakt H 3,0 ‘
Pepton | 50 |
Agar | 150 |
pH7,0£0,2 [ |

e Sladni agar (Biolife, Italija)

|Sastav: | gLt |
Maltoza | 125 |
Dekstrin [ 2,5 |
Glicerol [ 1,0 |
Pepto-kompleks | 26 |
[Agar | 170 |
pH4,6+0,2 [ |




Baird-Parker agar

Sastav: | gLt |
Kazein | 100 |
‘Govedi ekstrakt H 5,0 ‘
‘Kvaééev ekstrakt H 1,0 ‘
INatrijev piruvat | 100 |
Glicin | 120 |
Litijev klorid | 50 |
Agar | 150 |
pH7,2+0,2 [ |
Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG)
Sastav: I gLt |
Glukoza | 100 |
Hidrolizat Zelatine | 70 |
Natrijev klorid [ 50 |
[Kvaicev ekstrakt | 30 |
Zuéne soli H 1,5 ‘
Prirodna crvena boja | 003 |
Kristal violet | 20 |
Agar | 150 |
pH7,4+0,2 [ |
Sulfitni agar
Sastav: | gLt |
[Kazein pepton | 155 |
[Kvaicev ekstrakt | 100 |
[Ferijev citrat | o5 |
INatrijev sulfat [ 0,5 |
|Sulfadiazin [ 0,12 |
Polimiksin B sulfat | 001 |
[Agar | 130 |
pH 7,0+ 0,2 [ |
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e Rappaport-Vassiliadis bujon (RVS)

Sastav: | oLt |
|Sojin pepton | 45 |
Natrijev klorid I 72 ]
Kalij dihidrogen fosfat | 126 |
IDi-kalijev hidrogen fosfat [ 0,18 |
Magnezijev klorid (bezvodni) | 1358 |
Malahitno zeleno | 003 |
pH5.2 H |

3.1.3. Koristeni uredaji

e Digitalni refraktometar (ATAGO, PAL)

e pH metar (Mettler Toledo Seven easy )

e Ultrazvucni procesor SONICATOR S-4000 (Misonix Sonicators, Newtown, Connecticut,
SAD )

e Termoclanak (model: HI 9063, Hanna Instruments Ltd., Leighton Buzzard LU7 4AD,
UK)

e Pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK )

e Iglicna visokonaponska elektroda ( igla od nehrdajuceg celika Microlance TM 3,81 cm)

« Rotavapor (Biichi B-490, Svicarska )

3.2. Metode

3.2.1. Tretiranje soka od Sipka ultrazvukom i hladnom plazmom

Za tretiranje soka ultrazvukom visoke snage koristen je ultrazvucni procesor SONICATOR
S-4000, cije su karakteristike sljedece: 600 W maksimalne izlazne snage, frekvencija 20 Hz,
50-60 Hz frekvencija strujne mreze, 100-240 V strujnog napona. Pripremljeni sok od Sipka
tretiran je ultrazvukom visoke snage pri amplitudama od 90-120 um (75% i 100 %) u
vremenu od 2 i 2,5 min. Uzorci su tretirani pojedinacno (UZ1-UZ4) i kombinirano (1-16) na
nacin prikazan u Tablici 1. Promjer ultrazvucne sonde koja je koristena iznosi 12,7 mm, a
uronjena je u dubinu dva promjera iste od dna casice (2,5 cm). Na uredaj je spojen
termoclanak kojim se mijeri porast temperature te je tijekom cijelog procesa uronjen u
staklenu ¢asu s uzorkom prilikom tretiranja. Temperatura tijekom tretiranja uzoraka nije
prelazila 51 °C. Uredaj se nakon svakih 30 minuta rada mora hladiti 10 minuta, a nakon

svakih sat vremena potrebno je promijeniti sondu.
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Za tretiranje soka hladnom plazmom koristena je tekuéinska plazma s mjehuri¢ima. Uzorci
su kao i kod ultrazvuka tretirani pojedinacno (P1-P4) i kombinirano (1-16) na nacin prikazan
u Tablici 1. Kako bi se generirala plazma, koristen je pulsni visokonaponski generator. Strujni
krug sastoji se od kondenzatora kapaciteta 0,75 nF, otpornika koji su spojeni serijski (ukupno
9,5 MQ), visokonaponskog napajanja, rotirajuce sklopke tzv. ,spark-gap" komore koja je
spojena na elektromotor s regulatorom frekvencije te kontrolne jedinice napajanja. Volumen
reaktora iznosi 300 mL, a reaktor je zatvoren gumenim cepom s otvorom za elektrodu
uzemljenja. Konfiguracija elektrode u reaktoru postavljena je s iglicnom visokonaponskom
elektrodom i elektodom uzemljenja od nehrdajuceg Celika (oblik tocka-tocka). Kroz iglicnu
elektrodu upuhivan je argon (4 L min?) koji je omoguéio mijeSanje te praznjenje u

mjehuri¢ima.

12



Tablica 1. Oznake uzoraka Sipkovog soka s pripadajuc¢im parametrima tretmana Sipkovog

soka
ULTRAZVUK PLAZMA
Opis uzorka OZNAKA
UZORKA Amplituda | t(min) Frekvencija t (min)
Svjezi sok SS / / / /
Pasterizirani sok PS / / / /
Kombinirani 1 75 2,5 60 2,5
Tretmani 2 75 2,5 60 5
3 75 2,5 90 2,5
4 75 2,5 90 5
5 75 5 60 2,5
6 75 5 60 5
7 75 5 90 2,5
8 75 5 90 5
9 100 2,5 60 2,5
10 100 2,5 60 5
11 100 2,5 90 2,5
12 100 2,5 90 5
13 100 5 60 2,5
14 100 5 60 5
15 100 5 90 2,5
16 100 5 90 5
Ultrazvuk uz-1 75 2,5 / /
uz-2 75 5 / /
uz-3 100 2,5 / /
uz-4 100 5 / /
Plazma P-1 / / 60 2,5
P-2 / / 60 5
P-3 / / 90 2,5
P-4 / / 90 5
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3.2.2. Mikrobioloska kontrola

Prema postoje¢em/vazeéem Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu u vocénim
sokovima (Pravilnik NN, 74/08) obavezno se provjerava prisutnost i broj kvasaca i plijesni,
aerobnih mezofilnih bakterija, stafilokoka, enterobakterija, sulfito-reducirajucih bakterija te

Salmoneélla vrsta.

3.2.2.1. Odredivanje broja kvasaca i plijesni

Za odredivanje broja kvasaca i plijesni koristen je sladni agar (Malt extract agar). Sladni
agar osigurava ugljik, proteine i hranjive sastojke koji su potrebni za rast mikroorganizama, u
ovom slucaju kvasaca i plijesni. Kiseli medij, odnosno pH podloge ~ 5,5 inhibira rast
bakterija. Uzorci soka Sipka (10 pL) prije i nakon tretmana nacijepljeni su u tri paralele. Ploce

su ostavljene u inkubatoru pri 37 °C te su nakon dva dana brojane porasle kolonije.

3.2.2.2. Odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija

Za odredivanje broja aerobnih mezofilnih bakterija koristi se hranjivi agar (Nutrient agar).
Hranjivi agar je medij koji potpomaze rastu velikog broja mikroorganizama. Sadrzi pepton
koji osiurava organski dusik, govedi i kvas¢ev ekstrakt koji osiguravaju vitamine,
ugljikohidrate, dusik i potrebne soli te sadrzi natrijev klorid koji daje smjesi svojstva sli¢na
citoplazmi. Na podloge se nacijepi uzorak soka Sipka po tri paralele od 10 pL. Uzorci se

ostave u inkubatoru pri 37 9C te se nakon dva dana broje porasle kolonije.

3.2.2.3. Odredivanje broja stafilokoka (Staphylcoccus aureus)

Za odredivanje prisutnosti i broja stafilokoka koristi se Baird-Parker agar (BP agar). BP
agar koristi se za izolaciju Gram-pozitivnih bakterija. Sadrzi litijev klorid i telurit. Ako su
prisutni u uzorku, stafilokoki ¢e narasti kao crne kolonije. Crna boja kolonija rezultat je
redukcije telurita u mediju. Na BP podlogu nacijepi se po 50 pL uzorka soka Sipka, ostavi se

u inkubatoru pri 37 °C te se nakon dva dana gleda ima li poraslih crnih kolonija.

3.2.2.4. Odredivanje broja enterobakterija

Za odredivanje prisutnosti i broja enterobakterija koristi se Violet Red Bile Glucose Agar
(VRBG). VRBG agar sadrzi Zelatinu kao izvor ugljika, duSika, vitamina i minerala. Kvascev
ekstrakt izvor je B vitamina koji simuliraju rast bakterija. Soli i ljubicasti kristali inhibiraju rast
Gram-pozitivnih bakterija, a natrijev klorid osigurava osmotsku ravnotezu. Na VRBG podlogu
nacjepljuju se uzorci i to tako da se nacijepi 100 pL svakog uzorka, osim za pasterizirani sok
gdje se nacijepi po 1,10 i 100 pL. Nacijepljene podloge se ostave u inkubatoru pri 37 °C dva

dana nakon ¢ega se broje porasle kolonije. Ako su enetrobakterije prisutne u uzorku, one ¢e
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fermentirati glukozu iz podloge, proizvodit ¢e kisele produkte te formirati crvene ili

tamnoljubicaste kolonije.

3.2.2.5. Odredivanije broja sulfito-reducirajudih klostridija

Za odredivanje prisutnosti i broja sulfito-reducirajucih klostridija koristi se sulfitni agar.
Sadrzi kazein pepton koji je izvor dusika, vitamina, minerala, aminokiselina bitnih za rast.
Ferijev citrat i natrijev sulfit su indikatori za sumporovodik. Uzorak nacijepljen na sulfitni
agar, inkubira se pri 37 °C dva dana. Nakon dva dana gleda se jesu li nastale crne kolonije
Cija je boja posljedica djelovanja klostridija. Naime, klostridije reduciraju sulfite do sulfida koji

reagiraju sa Zeljezom i formiraju crni talog Zeljezova sulfida.

3.2.2.6. Odredivanje broja Salmonella vrsta

Za odredivanje prisutnosti vrsta Salmonella sp. u uzorku koristi se Rappaport-Vassiliadis
bujon (RVS bujon). RVS bujon sadrzi magnezijev klorid koji povisuje osmotski tlak u mediju.
Malahitno zelena boja inhibira sve mikroorganizme osim Salmonella sp. U RVS bujon
otpipetira se 1 mL uzorka te se inkubira pri 37 °C dva dana. U prisutnosti Sa/monella vrsta

bujon mijenja boju iz plave u mlijec¢no bijelu.
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4. Rezultati i rasprava

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj netoplinskih tehnika, ultrazvuka i hladne plazme -
pojedinacno i u kombinaciji, na mikrobiolosku kvalitetu svjeze iscijedenog Sipkovog soka te

soka nakon 7. i 14. dana skladiStenja pri + 4 °C.

Radi usporedbe netoplinskih i toplinskih tehnika pripremljen je i pasterizirani sok od Sipka,
a pasterizacija je provedena u termostatiranoj kupeliji pri 90 °C tijekom 1 min. Prema Vodicu
za mikrobioloske kriterije za hranu (Benussi-Skukan i sur., 2011.) potrebno je ispitati
prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija, Sa/monella spp., Enterobacteriaceae te kvasaca i

plijesni. Ti kriteriji prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Mikrobioloski kriteriji za nepasterizirane vocne sokove i sokove iz povréa ( Vodic za
mikrobioloske kriterije za hranu, Web stranica MPRRR , 2011.)

Hrana Preporuceni Plan uzorkovanja Kriteriji
parametri n o
10.2. | Nepasterizirani Aerobne mezofilne | 5 2 m=10% CFU/mL
vocéni sokovi i bakterije M=10* CFU/mL
sokovi od povrca Salmonella spp. 5 0 M=0 CFU/25mL
(svjeZi i sokovi iz Enterobacteriaceae | 5 1 m=10 CFU/mL
aparata) M=10% CFU/mL
Kvasci i plijesni 5 2 m=10% CFU/mL
M=103% CFU/mL

U sljedec¢im tablicama prikazani su rezultati provedenih eksperimenata, odnosno odreden
je broj navedenih mikroorganizama prethodno navedenim metodama. Nakon tablica,

priloZzene su slike gdje je vidljiv porast mikroorganizama na hranjivim podlogama.
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Tablica 3. Rast aerobnih mezofilnih bakterija (CFU mL™) u soku Sipka tijekom skladistenja na

+4°C

Uzorci

Broj kolonija(0.dan)

Broj kolonija(7.dan)

Broj kolonija(14.dan)

ss 1,95x10%586,9 5,43x10°4139379,6 NO
PS 0* 0* 0*
1 2,65x10*3323,4 3,97x10*+3467,88 NO
2 10* 3,597x10%+1494,28 NO
3 3,33x10?2 7,97x10*+57007,36 NO
4 102 2,77x10*+861,78 NO
5 5,5x10%+636,39 1,083x10*921,50 1,1x10*46363,96
6 102 5,75x10%+493,29 102
7 5,5x10%+636,39 6,5x10%+408,25 102
8 102 1,67x10%+115,47 103
9 10? 5,86x10%+29485,77 NO
10 5,5x10%+636,39 7,53x10*+59539,44 NO
11 5,5x10%+636,39 3,03x10*+29483 NO
12 5,5x10%+636,39 7,83x10%4711,10 2X10?2
13 5,835x10%+473,76 4,56x10+34375,54 NO
14 5,835x1024473,76  4,27x10°:194285,01 NO
15 6x1024565,69 1,89x10°+1044230,18 NO
16 1,33x10? 4,03x10%42547,68 NO
uz-1 7,65x10%+332,34 1,17x10°+558489,03 NO
uz-2 5,665x102£613,06 4,28x10°+3364,45 NO
uz-3 4,67x102 3,06x10*+18479,66 NO
uz-4 6x1024565,69 8,74x105£527598,33 NO
P-1 3,6x10?2 2,16x105+1573456,12 NO
P-2 2,3x10? 7,39x105+343698,67 NO
P-3 5,067x10°+6977,02 1,02x10°+7116,27 NO
P-4 2x102 2,45x10*+1423,73 NO

0*-nije zabiljezeno, NO-nije odredeno
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Tablica 4. Rast kvasaca i plijesni (CFU mL™) u soku Sipka tijekom skladistenja na +4°C

ss 1,1x103+1272,79 7,32x10°+369075,42 NO
PS 0* 0* 0*
1 10 1,12x10%+687,75 NO
2 0* 4,12x10%+687,75 NO
3 5,5x10%+636,39 4,12x10%+4588,34 NO
4 0* 1,72x10%+328,63 NO
5 0* 3,3x10%457,74 103
6 0* 102 102
7 0* 0* 1,1X10%+636,4
8 102 102 1,43X103+400,72
9 102 7,83x10%+3694,48 NO
10 102 8,68x10°+67056,67 NO
11 102 7,83x10%+1767,92 NO
12 0* 5,84x10%+419,32 1,3X10%+494,97
13 3x102 7,89x10%+59416,21 NO
14 0* 7,1x10°+500000 NO
15 6,165x102+542,35 8,29x10%+72570,27 NO
16 102 2,8x103+1408,55 NO
uz-1 1,33x102 1,057x10°£790358,57 NO
uz-2 0* 2,03x10%+1178,13 NO
uz-3 2,33x102 4,51x10+3405,88 NO
uz-4 6,5x10%+494,97 1,82x10%+11870,83 NO
P-1 1,67x102 2,86x10°+208166,6 NO
P-2 5,5x103 9x10%+3000 NO
P-3 1,1x10%1272,79 6,93x10%+3712,08 NO
P-4 5,5x10%+6363,9 3,05x10%+1189,54 NO

0*-nije zabiljezeno, NO-nije odredeno
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Tablica 5. Rast stafilokoka (CFU mL*) u soku Sipka tijekom skladiStenja na + 4 °C

Uzorci Broj kolonija(0.dan) Broj kolonija(7.dan) Broj kolonija(14.dan)
PS 0* 0* 0*
1 10 10 0*
2 10 0* 0*
3 0* 10 0*
4 0* 0* 0*
5 0* 10° 0*
6 0* 0* 0*
7 0* 0* 0*
8 0* 0* 0*
9 10 110 0*
10 0* 300 0*
11 0* 0* 0*
12 0* 0* 0*
13 0* 350 0*
14 30 0* 0*
15 0* 240 0*
16 0* 0* 0*

uz-1 20 90 0*
uz-2 30 70 0*
uz-3 10 80 0*
uz-4 0* 220 0*
P-1 30 120 0*
P-2 0* 10 0*
P-3 0* 0* 0*
P-4 0* 0* 0*

0*-nije zabiljezeno
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Tablica 6. Rast enterobakterija (CFU mL) u soku Sipka tijekom skladistenja na + 4 °C

Uzorci Broj kolonija(0.dan) Broj kolonija(7.dan) Broj kolonija(14.dan)
SS 0* 4(1mL),1(100 pL) 0*
PS 0* 0* 0*
1 0* 0* 0*
2 0* 0* 0*
3 0* 0* 0*
4 0* 0* 0*
5 0* 0* 0*
6 0* 0* 0*
7 0* 0* 0*
8 0* 0* 0*
9 0* 0* 0*
10 0* 0* 0*
11 0* 0* 0*
12 0* 0* 0*
13 0* 0* 0*
14 0* 0* 0*
15 0* 0* 0*
16 0* 0* 0*

uz-1 0* 0* 0*
uz-2 0* 0* 0*
uz-3 0* 0* 0*
uz-4 0* 0* 0*
P-1 0* 0* 0*
P-2 0* 0* 0*
P-3 0* 0* 0*
P-4 0* 0* 0*

0*-nije zabiljezeno
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Tablica 7. Rast Sa/lmonella sp. (CFU mL!) u soku Sipka tijekom skladistenja na + 4 °C

PS 0* 0* 0*
1 0* 0* 0*
2 0* 0* 0*
3 0* 0* 0*
4 0* 0* 0*
5 0* 0* 0*
6 0* 0* 0*
7 0* 0* 0*
8 0* 0* 0*
9 0* 0* 0*
10 0* 0* 0*
11 0* 0* 0*
12 0* 0* 0*
13 0* 0* 0*
14 0* 0* 0*
15 0* 0* 0*
16 0* 0* 0*
uz-1 0* 0* 0*
uz-2 0* 0* 0*
uz-3 0* 0* 0*
uz-4 0* 0* 0*
P-1 0* 0* 0*
P-2 0* 0* 0*
P-3 0* 0* 0*
P-4 0* 0* 0*

0*-nije zabiljezeno
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Tablica 8. Rast sulfito-reducirajuci idij ; Si ij
rablie ucirajucih klostridija(CFU mL) u soku Sipka tijekom skladistenja na

PS 0* 0* 0*
1 0* 0* 0*
2 0* 0* 0*
3 0* 0* 0*
4 0* 0* 0*
5 0* 0* 0*
6 0* 0* 0*
7 0* 0* 0*
8 0* 0* 0*
9 0* 0* 0*
10 0* 0* 0*
11 0* 0 * 0*
12 0* 0* 0*
13 0* 0* 0*
14 0* 0* 0*
15 0* 0 * 0*
16 0* 0* 0*
uz-1 0* 0* 0*
uz-2 0* 0* 0*
uz-3 0* 0* 0*
uz-4 0* 0* 0*
P-1 0* 0* 0*
P-2 0* 0* 0*
P-3 0* 0* 0*
P-4 0* 0* o*

0*-nije zabiljeZzeno
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Na slikama (Slika 3, Slika 4 i Slika 5) vidljive su izrasle kolonije porasle na plo¢ama nakon

nacjepljivanja uzoraka tretiranog soka skladistenog 7. i 14. dana.

Slika 3. Porasle kolonije aerobnih mezofilnih bakterija, kvasaca te plijesni (uzorak P-1)

Slika 4. Porasle kolonije stafilokoka (uzorak 14=7)
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Slika 5. Porasle kolonije enterobakterija (uzorak 3=7)

Slika 6. Sulfitni agar koji se koristi za odredivanje prisutnosti sulfito-reducirajucih klostridija
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Slika 7. RVS bujon koji se koristi za odredivanje prisutnosti Salmonella sp.

Na prikazanim slikama moze se vidjeti rast mikroorganizama u tretiranim uzorcima. Na
slikama 6 i 7 vidljivo je da nema rasta mikroorganizama jer nije doslo do promjene boje RVS
bujona u Zuto te kod sulftinog agara nema prisutnih sulfito-reduciraju¢ih bakterija koje bi

formirale crne nakupine.

Prema Vodicu za mikrobioloske kriterije za hranu (Benussi-Skukan i sur., 2011.), sok od
Sipka testiran je na prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija, kvasce i plijesni, enterobakterije
te neke vrste salmonele. Iako nije naznaceno u zakonu, takoder je testirana prisutnost
sulfito-reducirajucih klostridija te stafilokoka. Sto se ti¢e aerobnih mezofilnih bakterija,
sljededi tretirani uzorci sokova sadrze prevelik broj mikroorganizama (>10* CFU mL1) te nisu
zdravstveno ispravni: 3, 9, 10, 11, 13, 14, 15, UzZ-1, UZ-3, UZ-4, P-1, P-2, P-3 (nakon
7.dana) te vedina uzoraka nakon 14. dana skladistenja. Uzorci koji su bili ispravni nakon 14.
dana skladistenja su uzorci 6, 7, 8 i 12. Ti uzorci su tretirani objema metodama, Sto pokazuje
da se vise aerobnih mezofilnih bakterija inaktivira kombiniranim metodama nego zasebnim
metodama ultrazvuka ili hladne plazme. Od navedenih uzoraka, najmanju koncentraciju
mikroorganizama imao je uzorak 6, koji je tretiran ultrazvukom amplitude cija je vrijednost
75 um ! u trajanju od 2,5 minute te hladnom plazmom frekvencije 60 Hz u trajanju od 5
minuta. Kao najmanje efikasna metoda za inaktivaciju aerobnih mezofilnih bakterija pokazala
se metoda tretiranja hladnom plazmom frekvencije 60 Hz u trajanju od 2,5 minute. Nakon 7.

dana skladistenja koncentracija aerobnih mezofilnih bakterija u tretiranom uzorku (P-1)
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iznosila je 2,16x10°® CFUmL! Sto je znatno vise od dozvoljene koncentracije. Kod
mikrobioloSke kontrole broja kvasaca i plijesni, uzorci koji nisu zdravstveno ispravni zbog
prekomjernog broja kontroliranih mikroorganizama (>103 CFUmL !) su: P-2, P-3, P-4 (0.dan),
1,2,3,4,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, UZ-1, UZ-2, UZ-3, UZ-4, P-1,P-2, P-3, P-4 (nakon 7.dana
skladistenja) te vedina uzoraka nakon 14. dana skladistenja. Uzorci koji su bili mikrobioloski
ispravni nakon 14. dana skladistenja su uzorci 5 i 6, tretirani kombiniranim tehnikama. Kao i
kod aerobnih mezofilnih bakterija, kombinacija tretmana kojom je tretiran uzorak 6 pokazala
se najboljom u inaktivaciji mikroorganizama. Takoder kao i kod aerobnih mezofilnih
bakterija, najloSijom se pokazala metoda tretiranja hladnom plazmom kojom je tretiran
uzorak P-1. Koncentracija kvasaca i plijesni je nakon 7. dana skladistenja iznosila 2,86x10°
CFUmL! Sto je duplo vise od dozvoljene koncentracije. Porast tih vrsta mikroorganizama je
vidljiv na Slici 3. Sto se ti¢e ostalih mikroorganizama, sok od Sipka odgovara kriterijima i
zdravstveno je ispravan (Sa/monella sp. =0 CFU mL!, enterobakterije<102 CFU mL'). Porast
stafilokoka nakon 14 dana vidljiv je na Slici 4., a porast enterobakterija na Slici 5. Takoder iz
prilozenih rezultata mozemo vidjeti da su za inaktivaciju mikroorganizama bolje kombinirane
tehnike u kojima se uzorci tretiraju i ultrazvukom i hladnom plazmom, od onih kod kojih se
uzorci tretiraju samo jednom od ove dvije netermalne tehnike. Osobito uspjeSnom se
pokazala kombinirana metoda tretiranja kojom je tretiran uzorak 6. Uzorak je tretiran
ultrazvukom vrijednosti amplitude 75 pm !, a vrijeme tretiranja uzorka iznosilo je 2,5 minute,
u kombinaciji s tretmanom pomoc¢u hladne plazme, cija je frekvencija 60 Hz, a vrijeme

tretiranja 5 minuta.

Razne druge netermalne tehnike su koriStene za inaktivaciju mikroorganizama i
produljenje trajnosti soka od Sipka. Tako su Varela-Santos i sur. (2012) istraZivali utjecaj
visokog tlaka na fizikalno-kemijska svojstva, bioaktivne sastojke i mikroorganizme u soku od
Sipka. Uzorke soka od Sipka tretirali su razlicitim vrijednostima visokog tlaka (350, 450 i 550
MPa) te su nakon tretmana uzorke Cuvali 35 dana na temperaturi od 4 °C. Dobiveni rezultati
su pokazali da je tretman sa 350 MPa dovoljan da se uspjesno smanji broj mikroorganizama
koji uzrokuju kontaminaciju te da se ti mikroorganizmi ne pojave tijekom 35 dana

skladistenja.

Jos jedna netermalna tehnika koriStena je za inaktivaciju broja mikroorganizama u soku
od Sipka, a to je gama zracenje. Alighourchi i sur. (2008) istrazivali su utjecaj gama zracenja
na stabilnost antocijanina i prisutnost mikroorganizama u soku Sipka. Uzorci su bili tretirani
raznim intenzitetima gama zraka te su rezultati pokazali da pri vrijednosti od 2,0 kGy broj
bakterija i plijesni znatno opada, ali pri vrijednostima veéim od navedene znatno se smanjila

koncentracija antocijana pa se ne preporucuje koriStenje veéeg intenziteta gama zraka.
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Takoder, primjena netermalnih tehnika za inaktivaciju mikroorganizama koristi se u raznim
drugim vocnim sokovima. Tako su Shi i sur. (2011.) ispitivali utjecaj hladne plazme na
inaktivaciju mikroorganizama te kvalitetu svjeze cijedenog soka od narance. Uzorke su
tretirali hladnom plazmom u razli¢itim vremenskim intervalima. Dobiveni rezultati pokazali su
da se produZenjem vremena tretiranja soka od narance, broj prisutnih mikroorganizama

smanjuje.

Utjecaj ultrazvuka na mikrobnu populaciju u soku od narance istrazivali su Valero i sur.
(2007.). Tretirali su uzorke soka od narance razliCitim frekvencijama te su pokazali da vise
frekvencije ultrazvuka znacajnije djeluju na aerobne mezofilne bakterije, dok se za
inaktivaciju kvasaca i plijesni ultrazvuk treba kombinirati sa drugim tehnikama jer inace ne

dolazi do znacajnijeg smanjenja njihovog broja.

Takoder, moze se napraviti usporedba ovog eksperimenta te eksperimenta opisanih u
istrazivanju Vergara i sur. (2013.) gdje je ispitan utjecaj pasterizacije na boju soka od Sipka
te prisutnost mikroorganizama u samom soku. U istrazivanju su koriStena dva tipa
pasterizacije, pasterizacija pomocu niske temperature te pasterizacija pomocu visoke
temperature. Rezultati koje su dobili pokazali su da oba procesa sprecavaju pojavu
mikroorganizama do 120 dana skladistenja. U ovom eksperimentalnom radu, pasterizirani

sok je takoder bio mikrobioloski ispravan nakon 14. dana skladistenja.

Mena i sur. (2013.) ispitivali su promjene u mikrobiologiji, boji, bioaktivnim sastojcima i
antioksidativni ucinak pasteriziranog soka od Sipka. Pasterizacija se provodila pri niskim,
srednjim i visokim temperaturama. Za razliku od ovog eksperimentalnog rada, u njihovom
soku je unatoC pasterizaciji bio prisutan odredeni broj kvasaca i plijesni te mezofilnih
aerobnih bakterija.

Iz navedenih istrazivanja i provedenog eksperimentalnog rada, vidljivo je da su
netoplinske tehnike obrade hrane postale sve ucestalije pored klasic¢nih toplinskih tehnika te
da su primjenom optimalnog rezima tretiranja uspjesne pri inaktivaciji mikroorganizama i

povecanju trajnosti namirnica.
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5. Zakljucak

Na temelju proucene literature, provedenog eksperimentalnog rada, dobivenih rezultata i

provedene rasprave, mogu se izvesti sljedeéi zakljucci:

1. Uzorci soka Sipka koji zadovoljavaju sve mikrobioloske kriterije nakon 7. dana
skladistenja soka pri + 4 °C su: 5, 6, 7, 8, 12. Svi navedeni uzorci tretirani su s obje
ispitivane tehnike : ultrazvukom amplitude 75 pm™ u vremenu trajanja tretiranja od
5 minuta te hladnom plazmom frekvencije 60 Hz s vremenom tretiranja 5 minuta
(uzorak 6) ili frekvencije 90 Hz s vremenom trajanja od 2,5 ili 5 minuta (uzorci 7 i 8).
Takoder kombinirana metoda tretmana se pokazala dobrom u slucaju uzorka 12, koji
je tretiran ultrazvukom amplitude 100 pm ! kroz 2,5 minute, a hladnom plazmom
uzorak je tretiran pri frekvenciji od 90 Hz u vremenu tretiranja od 5 minuta. Ostali
uzorci sadrze vedi broj mikroorganizama od dopustenog prema Zakonu o higijeni
hrane i mikrobioloskim kriterijima za hranu te Vodicu za mikrobioloSke kriterije

hrane.

2. Kao najmanje efikasna netoplinska tehnika pokazala se tehnika tretiranja hladnom
plazmom frekvencije 60 Hz u vremenu trajanja tretiranja uzorka 2,5 minute. Uzorak
tretiran tom tehnikom (uzorak P-1) saddrzavao je puno vece koncentracije

mikroorganizama od dozvoljene.

3. Svi netoplinski tretirani uzorci soka Sipka nakon 14 dana skladiStenja pri +4 °C nisu

mikrobioloski ispravni.
4. Pasterizirani sok od Sipka i nakon 14 dana skladistenja pri +4 °C mikrobioloski je

ispravan te se na temelju toga potvrduje veca ucinkovitost ove toplinske tehnike u

inaktivaciji mikroorganizama u odnosu na netoplinske tehnike.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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