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1. UVOD

Konzerviranje namirnica zajednicki je naziv za razli¢ite procese kojima je svrha da se
u Sto vecoj mjeri i tijekom Sto duljeg vremenskog razdoblja oCuva izvorna kvaliteta neke
namirnice, odnosno da se sprije¢i njezino kvarenje i degradacija. Danasnji potroSaci od
prehrambene industrije zahtjevaju zdravstveno ispravnu, nutritivno vrijednu, te minimalno
procesiranu hranu. Minimalno procesirana hrana je ona u kojoj su u najve¢oj moguc¢oj mjeri
saCuvane izvorne organolepti¢ke i nutritivne znacajke sirovine. Prehrambena industrija danas
pokazuje veliki interes za razvoj postupaka koji omogucuju minimalno procesiranje hrane, a
mogli bi zamijeniti standardne metode konzerviranja poput pasterizacije, sterilizacije,
zamrzavanja, suSenja, fermentacije i dr. Novi postupci procesiranja hrane mogu u potpunosti
zamijeniti pojedine standardne operacije, a pri tome se dobivaju proizvodi bolje kakvoce,
postize se usteda energije, te skracuje trajanje tehnoloskog procesa (Herceg, 2009). U
alternativne postupke konzerviranja spadaju: procesiranje hrane ultrazvukom, pulsiraju¢im
elektriécnim poljem, ohmskim zagrijavanjem, svjetlom jakog intenziteta, visokim tlakom,
magnetskim poljem, visokonaponskim elektri¢énim praznjenjem i drugi postupci.

Plazma je tvz. Cetvrto stanje materije koje nastaje ionizacijom plina i sastoji se od
nabijenih Cestica (elektrona, iona), radikala, fotona i neutralnih Cestica (atoma, molekula).
Visokonaponsko elektricno praznjenje (,,hladna plazma*) kao novi postupak procesiranja
hrane ima brojne pogodnosti, lako se prilagodava i primjenjuje u pogonima za proizvodnju
hrane, zahtijeva malo energije, te kratko vrijeme tretiranja. Provedena su brojna istraZivanja
kojim se potvrdilo da ima veliki potencijal za konzerviranje prehrambenih proizvoda.

Antimikrobno djelovanje visokonapinskog elektri¢nog praznjenja na sok od jabuke je
znanstveno dokazano, a cilj ovog rada je utvrditi utjece 1i na senzorska i fizikalno-kemijska
svojstva soka od jabuke. Nastojati ¢e se utvrditi utjecaj visokonaponskog elektri¢nog
praznjenja na pH, konduktivnost i boju soka jabuke kao i na antioksidacijski kapacitet,

aromatski profil te senzorska svojstva istog.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Plazma

2.1.1. Definicija plazme

Rije¢ plazma dolazi od grcke rijeci plasma, $to u slobodnom prijevodu znaci
samooblikovanje materijala. Prvi je na znanstveni na¢in plazmu opisao sir William Crookes
1879. godine, nazvavsi je "materijom koja zra¢i", dok je izraz plazma prvi upotrijebio Irving
Langmuir 1926. godine kako bi opisao pojavu elektri¢nog praznjenja. Kasnije, definicija se
Siri 1 opisuje Cetvrto agregatno stanje materije. Plazma je ionizirani ili djelomi¢no ionizirani
plin koji se sastoji od nabijenih Cestica (elektrona, iona), radikala, fotona i neutralnih Cestica
(atoma, molekula) (Hamerli, 2004; Ercegovi¢ Razié¢ i Cunko, 2009; Kutlu i Cireli, 2016).
Koncentracija pozitivno nabijenih iona i negativno nabijenih Cestica u plazmi je jednaka, $to
opisuju njenu kvazineutralnost (Fridman, 2008). Materijali se sastoje od atoma i molekula te s
poveéanjem temperature prelaze iz krutog u tekuce i potom u plinovito stanje (slika 1). S
povecanjem temperature krutih materijala, dolazi do sve intenzivnijeg gibanja atoma tako da u
jednom trenutku pocinju napustati svoje mjesto odredeno potencijalnom energijom i dolazi do
prijelaza u tekuce stanje. Daljnjim zagrijavanjem tekucine, kineticka energija molekula
postaje veca od njihove potencijalne energije Sto uzrokuje ubrzano gibanje, medusobno
sudaranje 1 prijelaz u plinovito stanje. S povec¢anjem temperature na vise od nekoliko tisuca
stupnjeva dolazi do ionizacije. Sudari atoma postaju toliko intenzivni da dolazi do
oslobadanja elektrona pri ¢emu nastaju negativno nabijeni elektroni i pozitivno nabijeni ioni.
Elektricki nabijene Cestice u gibanju stvaraju elektricna 1 magnetska polja ¢ime se dobiva
energija potrebna za daljnju ionizaciju, odnosno nastajanje gotovo potpuno ionizirane tvari —

plazme (Hamerli, 2004; Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009).
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Slika 1. Shematski prikaz prijelaza stanja materije (vlastita shema)

Za znanstvene, kao 1 prakti¢ne primjene plazma je vrlo interesantna zbog dvaju vaznih
karakteristika. Prvo, postizu se velike temperature i energije $to je izvanredno zanimljivo i za
znanost 1 za primjenu. Kao drugo, upravo zbog stvaranja visoko energetskih pobudenih atoma
u plazmi dolazi do kemijskih reakcija koje nisu moguée u normalnim uvjetima, tako da u
plazmama nastaju egzoti¢ne molekule koje ne mogu nastati u normalnim uvjetima (aluminijev
hidrid, mangan monohidrat (Labazan i sur., 2006), titan monohidrat, cink monohidrat ili
magnezij monohidrat (Krstulovi¢ i sur., 2006).

2.1.2.Vrste i podjela plazmi
Oblici i vrste plazmi su brojni zbog ¢ega se plazme mogu klasificirati prema vise

kriterija:

e energiji 1 gustoci nabijenih Cestica

temperaturi

tlaku plina pri kojem nastaje plazma

obliku supstrata

Medutim, osnova klasifikacija plazmi je prema temperaturi pri kojoj se provode
obrade te se prema tom Kriteriju plazme svrstavaju u termalne ili vrué¢e (engl. hot plasma,
thermal plasma) i hladne (engl. cold plasma, non-thermal plasma). Termalna plazma je

primjer ravnotezne plazme (engl. equilibrium plasma) u kojoj je temperatura elektrona i



tezinskih ionskih Cestica jednaka i u pravilu visoka. Dakle, stupanj ionizacije je vrlo visok i
razvija se visoka temperatura. NajceS¢a primjena termalne plazme je u postupcima
zavarivanja, toplinskog rasprsivanja te kao metoda za utvrdivanje metala pri analizi vode itd.
(Bogaerts i sur., 2006).

S druge strane, elektroni u hladnoj plazmi imaju viSu temperaturu od tezinskih ionskih Cestica
u plazmi zbog ¢ega se ova plazma jo$ naziva i neravnotezna plazma (engl. non-equilibrium
plasma). Moguce je ostvariti uvjete u kojima je temperatura plazme jednaka sobnoj
temperaturi, dok je temperatura elektrona znatno visa zbog Cega je ovaj tip plazme prikladan
za obradu termicki osjetljivih materijala (Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009; Kutlu i Cireli,
2016). S obzirom na tlak neutralnog plina u kojem se kre¢u ionizirane Cestice u odnosu na
atmosferski tlak plazme se dijele na niskotlacne, atmosferske, subatmosferske i visokotlacne

plazme (Boulos i sur., 1994).

2.1.3.Nastajanje plazme

Za nastanak plazme potrebna je ionizacija. Opcenito, kako bi doSlo do stvaranja
plazme, potrebno je atomima i molekulama u plinu osigurati dovod energije iz vanjskog
izvora. Termalne plazme dobivaju se primjenom visoke temperature, a hladne plazme
elektriénim praZznjenjem koje nastaje izmedu dviju elektrodi priklju¢enih na vanjski izvor
energije. Elektri¢ni potencijal i odgovarajuce elektricno polje uzrokuju privlacenje elektrona
prema anodi, dok jezgru atoma privlaci katoda. Kako napon raste povecava se naprezanje u
atomima, sve do dielektri¢ne granice, kada se pojavljuje iskra i plin postaje ioniziran. Tada
dolazi do lavine ionizacije, sudar elektrona i neutralnog atoma stvara nove elektrone i
pozitivno nabijene ione (Fridman, 2008). Uz ionizaciju, dolazi i do reakcija disocijacije,
ekscitacije, rekombinacije i dr. Neke od reakcija elektrona i iona u plazma fazi dvoatomnog
plina (npr. O2) prikazane su u tablici 1 (Braithwaite, 2000). Nastanak plazme ocituje se
vidljivim sjajem, a boja plazme karakteristiCna je za primijenjeni plin (Hamerli, 2004).
Naime, boja nastaje kao rezultat relaksacije elektrona koji prelaze iz pobudenog u osnovno
stanje, pri ¢emu emitiraju energiju u obliku vidljive svijetlosti (Cunko i Ercegovi¢ Razi¢,
2010/2011).



Tablica 1. Primjeri mogucih reakcija u plazma fazi dvoatomnog plina (Braithwaite, 2000)

Reakcije elektrona:

e +X—X 3 X—X"+2e
lonizacija:

e” 4+ X 3 Xt 4 2e”

Disocijacija: e”+X—-X—=2X+e”

e” +XT =X
Rekombinacija:

e L X —X"=2X¥—X

e +X—-X-=X-X"
Pridruzivanje:

et L+ X 5 X”

Reakcije iona:

XtT4+X—X—=sX—-X+X

Prijenos naboja:
¥X—X X" +X¥-X—-Xx+x7

X +X¥X=X-X+e
Odcjepljenje:

X +X-X->X+X-—-X+e

X~ +X" X -—X
lon-ion rekombinacija:

X 414X Xt sX¥—-X4%Xx

Atmosferska plazma se dobiva pri standardnom atmosferskom tlaku, a klasificira se
prema nacinu dobivanja, odnosno nacinu induciranja ionizacije plinova. Razlikujemo
praznjenje koronom (engl. corona), dielektri¢no barijerno praznjenje (engl. dielectric barrier
discharge, silent discharge) i praznjenje tinjanjem (engl. glow discharge).

Do praznjenja koronom dolazi pri atmosferskom tlaku djelovanjem elektri¢nog polja
niske frekvencije ili visokog impulsnog napona izmedu para elektrodi. Uzorak je smjeSten
izmedu elektrodi, koje su najceSce razlic¢itog oblika, i izloZzen direktnom djelovanju plazme.
Obrada koronom je jedna od najstarijih i najceS¢e primjenjivanih tehnika obrade plazmom uz
okolni zrak kao radni plin.

Dielektri¢no barijerno praznjenje formira se primjenom visokog impulsnog napona i
izmjeni¢ne struje izmedu para elektrodi od kojih je barem jedna prekrivena izoliraju¢im
(dielektricnim) materijalom (Cui i Brown, 2002; Kogelschatz, 2003; Shishoo, 2007). | ovim
postupkom nastaje nehomogena plazma koja moze uzrokovati nejednolicnu obradu

materijala.




Praznjenje tinjanjem moze se formirati pri niskom ili atmosferskom tlaku primjenom
para ili serija elektroda. Rezultat je jednoli¢na i stabilna plazma. Niskotla¢ni plazma sustav
sastoji se od pet osnovnih elemenata: vakuumske komore, pumpe, sustava za uvodenje plina,
niskofrekventnog, visokofrekventnog ili mikrovalnog generatora i raunalnog sustava.
Pomoc¢u vakuumske pumpe postize se niski tlak, a u trenutku postizanja Zeljenog tlaka u
sustav, izmedu dviju (jedne) elektroda, uvodi se plin koji se pomocu generatora potrebne
frekvencije pobuduje i prevodi u stanje plazme.

U ovom radu plazma je dobivana dielektri¢nim barijernim praznjenjem.
2.2. Jabuka

2.2.1.0snovna svojstva

Jabuka je biljna wvrsta roda Malus iz porodice ruza (Rosaceae) carstva
Plantae. Jabuka kakva se danas uzgaja potjece iz SrediSnje Azije, to¢nije Kazahstana, odakle
je preko Perzije prenesena u Europu. Jabuke imaju vjerski i mitoloski znacaj u brojnim
kulturama, ukljucujuéi nordijske, grcke i europske krSc¢anske tradicije. Listopadno je drvo
koje dostize visinu od 1.8-4.6 m u uzgoju, a do 12 m u divljini. Ovalni tamnozeleni listovi s
nazubljenim rubovima i dlakavom donjom povrSinom naizmjeni¢no su rasporedeni po
granama. Poznato je viSe od 7500 sorti jabuka (Mrati¢, 2013). Najrasirenije i
najkonzumiranije sorte u Hrvatskoj su Golden Delicious, Grenny Smith, Idared, Jona gold,
Elstar, Gala, Ananas reneta, Baumanova reneta, Bjeli¢nik. Jabuke se konzumiraju u velikim
koli¢inama u cijelom svijetu zbog vrlo dobrih tehnoloskih svojstava, ali upravo i zbog
jedinstvenih senzorskih karakteristika. Razliite sorte uzgajaju se zbog raznolikosti okusa i
primjene, ukljucujuéi sorte za kuhanje, preradu, proizvodnju jabukovace i one koje se
konzumiraju sirove. Sok od jabuke jedna je od najrasprostranjenijih preradevina jabuka.
Jabuke namijenjene preradi u sok najéesc¢e se beru u rujnu i sredinom studenog na Sjevernoj
zemljinoj polutci te u veljaéi do sredine travnja na juznoj polutci. Cesto koristena sorta za
proizvodnju soka od jabuke je McIntosh. Nakon §to su ubrane, jabuke su oprane i
transportirane na preradu. Pozeljno je jabuke Sto prije preraditi u sok kako bi se izbjeglo
kvarenje. GnjeCenjem i cijedenjem iz jabuka se dobiva sok koji je zatim filtriran i najcesce

konzerviran postupkom pasterizacije.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Rosaceae
https://hr.wikipedia.org/wiki/Biljke
https://hr.wikipedia.org/wiki/Biljke

2.2.2.Vocni sok od koncentriranog vo¢nog soka od jabuke

Vocéni sokovi i njima srodni proizvodi jedna su od najznacajnijih skupina voénih
preradevina s prehrambenoga i gospodarskoga gledista. To su polidisperzni sustavi koji se
medusobno razlikuju po veli¢ini Cestica vo¢nog tkiva i njihovoj topljivosti u vodi. Prema
Pravilniku o vo¢nim sokovima i njima sliénim proizvodima namijenjenim za konzumaciju
(NN 48/2013) vo¢ni sok od koncentriranog voénog soka proizvodi se rekonstituiranjem
koncentriranog vo¢nog soka s vodom za pi¢e koja udovoljava kriterijima propisanima
Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti vode za pi¢e (NN 47/2008.). Sadrzaj topljive tvari
finalnog proizvoda mora udovoljavati najmanjoj vrijednosti stupnjeva Brix-a za
rekonstituirane sokove. Aroma, pulpa i Cestice vo¢nog tkiva koji su dobiveni odgovaraju¢im
fizikalnim postupcima iz iste vrste vo¢a mogu biti vra¢eni u voéni sok od koncentriranog
voénog soka. Voéni sok od koncentriranog voénog soka proizvodi se primjenom
odgovaraju¢ih procesa kojima se zadrzavaju esencijalne fizikalne, kemijske, senzorske i
prehrambene karakteristike prosjecne vrste soka od vocéa od kojega potjece. U proizvodnji
voénog soka od koncentriranog voénog soka dopusteno je mijeSanje voénog soka i/ili
koncentriranog vo¢nog soka i voéne kase i/ili koncentrirane voéne kase. Koncentrirani voéni
sok proizvodi se od voénog soka jedne ili viSe vrsta voc¢a fizikalnim uklanjanjem odredene
koli¢ine vode. Ako je proizvod namijenjen krajnjem potroSacu, koli¢ina uklonjene vode treba
iznositi najmanje 50%. Najmanja vrijednost stupnjeva Brix-a za rekonstruirani voéni sok od

koncentriranog vo¢nog soka od jabuke (Malus domestica Borkh) je 11,2.

2.2.3. Kemijski sastav jabuke i soka od jabuke

Hranjiva vrijednost jabuke je poznata i ona predstavlja varijablu kemijskog sastava
jabuke. Kemijski sastav jabuke varira ovisno o kultivaru, a ¢ine ga Seceri, proteini, voda,
vitamin C i mineralne tvari: N, P, K, Ca, Mg, Fe. Udio Secera u jabuci varira izmedu 9.53 i
12.34 %, vitamin C varira izmedu 25.75 1 77 mg/100 g svjeze jabuke, a vrijednost ukupne
kiselosti se krece izmedu 0.13 1 0.35 %. Udio ukupnog dusika se kre¢e izmedu 0.67 i 0.11%,
fosfora izmedu 0.15 i 0.24 %, natrija izmedu 0.40 i 0.75 %. Vrijednosti za Ca variraju izmedu
2.5 1 7.8 mg/100g svjeze jabuke, a vrijednosti za zeljezo variraju izmedu 0.2 i 0.28 mg/100g
svjeze jabuke (Campeanu, 2009). Brojni faktori poput kultivara, regije uzgoja, klime,

poljoprivredne prakse, berbe, uvjeta skladistenja i dr. utje¢u na kemijski sastav soka od



jabuke. U tablici 2 prikazan je kemijski sastav soka od jabuke pripremljenog od 174 varijeteta

jabuke iz 12 razli¢itih zemalja.

Tablica 2. Kemijski sastav soka od jabuka (Eisele i Drake, 2005)

Brix ° 11.36

pH 3.71

Ukupna kiselost (% od jabuc¢ne kiseline) 0.87

Pepeo (% wiw) 0.25

Saharoza 2.16 g/100mL
Glukoza 2.01 g/100mL
Fruktoza 5.69 g/100mL
Sorbitol 0.45 g/100mL
Omijer Glu/Fru 3.05 ¢g/100mL
Kininska kiselina 41.80 mg/100mL
Jabu¢na kiselina 847.70 mg/100mL
Izolimunska kiselina 3.80 mg/100mL
Limunska Kiselina 11.90 mg/100mL
Fumarna kiselina 0.14 mg/100mL
Natrij 11.80 ppm

Kalij 1511.00 ppm
Magnezij 64.90 ppm

Kalcij 41.90 ppm
Zeljezo 0.10 ppm

Kloridi 1.40 ppm

Fosfati 252.10 ppm




2.2.4. Antioksidacijska svojstva soka od jabuke

Glavna karakteristika antioksidanta je njihova moguénost hvatanja slobodnih radikala
koji mogu uzrokovati oksidaciju nukleinskih kiselina, proteina, lipida ili DNA molekula
(Kaur i Kapoor, 2001). Antioksidanti neutraliziraju slobodne radikale doniraju¢i im svoj
elektron i na taj naCin prekidaju lanCane reakcije s drugim molekulama, a doniranjem
elektrona ne postaju nestabilni. U biljnom i Zivotinjskom svijetu nalazimo ¢itav niz razli¢itih
vrsta antioksidanata. Najznacajniji antioksidanti su vitamin C, vitamin E i fenolni spojevi.

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti, prisutni u povréu, vocu i zitaricama, koji
imaju veliku antioksidacijsku aktivnost. Do danas je poznato vise od 8000 razli¢itih struktura
fenolnih spojeva (Harborne i1 Baxter, 1999). Osnovnu strukturu fenolnih spojeva cini
aromatski prsten na koji moze biti vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina, a zbog svoje
kompleksne kemijske grade dijele se na skupine flavonoida (flavoni, izoflavoni i
antocijanidini) i fenolnih kiselina (hidroksicimetne kiseline, hidroksibenzojeve kiseline)
(Kyselova, 2011). Fenolni spojevi $tite biljku od UV zracenja i StetoCina, vizualno (bojom)
privlace insekte radi opraSivanja te djeluju antioksidativno, antimikrobno 1 kao fotoreceptori
(Pietta, 2000). Za zastitnu ulogu flavonoida odgovorna je njihova sposobnost sparivanja
elektrona slobodnih radikala, kelatnog vezanja iona prijelaznih kovina (Ferrali i sur., 1997),
aktiviranja antioksidacijskih enzima (Elliott i sur., 1992) te inhibiranja oksidaza (Cos i sur.,
1998). Voce je bogat izvor polifenolnih spojeva koji nisu esencijalni za ljudsko zdravlje, ali
imaju biolosko djelovanje u ljudskom organizmu (Kaur i Kapoor, 2001). Polifenolni profil
jabuke ¢ine derivati hidroksicimetne kiseline, monomeri i oligomeri flavan-3-ola, flavonoli i
dihidroksikalkoni. Glavni predstavnik derivata hidroksicimetne kiseline je 5'-kafeoil kininska
kiselina (klorogenska kiselina). Monomerni oblici flavan-3-ola su (-)-epikatehini, dok se
oligomerni i polimerni oblici jednom rije¢ju nazivaju procijanidini. Procijanidin B2, koji je
izgraden iz dvije jedinice epikatehina, je glavni predstavnik flavan-3-ola u jabuci. Flavonoli i
dihidroksikalkoni prisutni su mnogo razli¢itih oblika u jabuci, ali u nesto nizim koncentracija
nego Sto su prisutni derivati hidroksicimetne kiseline i monomeri i oligomeri flavan-3-ola
(Guyot i sur, 1998). U tablici 3. prikazan je sastav polifenola u komercijalnom soku od

jabuke, soku pripremljenom od kultivara Jonagold i Elsta (Malus sylvestris).



Tablica 3. Sastav polifenola (mg/L) u uzorcima soka od jabuke (Schieber i sur., 2001)

Spoj Komercijalni sok Sok kultivara Sok kultivara
Jonagold Elsta
Procijanidin B1 2.3 - -
Katehin 3.5 - 2.8
p-kumarin glukoza 1.7 - -
Klorogena kiselina 130.0 32.0 10.0
p-kumarin Kininska
ciseling 23.0 3.8 5.0
Procijanidin B2 9.1 0.6 3.2
Kafeinska kiselina 5.1 - -
Epikatehin 12.0 5.4 15.0
p-kumarinska Kiselina 0.6 - -
Kvercetin-3-galaktozid 1.5 0.7 1.0
Kvercetin-3-glukozid 1.5 0.7 1.0
Kvercetin-3-ksilozid 1.0 0.3 0.6
Kvercetin-3-ramnozoid 0.9 0.4 0.1
Floretin-2'-ksiloglukozid 11.0 1.4 1.6
Kvercetin 1.2 - -
Floretin 24.0 4.9 5.9
*.* spoj nije identificiran
2.2.5. Aromatski profil soka od jabuke
Aroma je smjesa spojeva, koji isparavaju s vodom, vodenom parom ili inertnim

plinom, koja daje nezamjenjivu osjetilnu karakteristiku odredene biljne vrste ili sorte. U

kemijskom smislu to su smjese razlicitih terpena, alkohola, aldehida, ketona, estera, fenola,

karboksilnih kiselina, smola, voskova i njima sli¢nih tvari. Spojevi odgovori za jedinstven

aromatski profil jabuka su hlapljivi aromatski spojevi, od kojih su u najvisoj koncentraciji

prisutni esteri (78-92% od ukupnih hlapljivih tvari), alkoholi (6-16 % od ukupnih hlapljivih

tvari), aldehidi, ketoni i eteri (Braga i sur., 2013). Danas je aroma prehrambenih proizvoda

postala vazan parametar kvalitete proizvoda. Aromatski profil soka od jabuke ovisi 0 sorti

jabuke, tehnoloskom procesu proizvodnje 1 uvjetima skladiStenja. Najzastupljeniji spojevi
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arome u soku od jabuke su n-butanol, n-butilacetat, n-heksanol, n-heksil acetat, 3-

metilbutanol i 2-metilbutil acetat, a puni aromatski sastav je prikazan u tablici 4.

Tablica 4. Aromatski profil soka od jabuke (Young i sur., 1996)

Spoj Koncentracija ( pg/g)
etanol 151
propil acetat 0.32
2-metilpropil acetat 0.07
propanol 2.72
n-butilacetat 13.06
2-metil propanol 0.59
2-metilbutil acetat 2.59
n-butil propanoat 0.04
n-butanol 38.79
n-pentil acetat 0.25
2-metilbut-3-enil acetat 0.01
3-metilbutanol 2.96
3-methilbut-3-enil acetat 0.01
3-methilbut-3-enol 0.01
3-methilbut-2-enil acetat 0.01
n-pentanol 0.23
n-heksil acetat 4.98
E-heks-3-enil acetat 0.01
Z-heks-3-enil acetat 0.01
heks-4-enil acetat 0.29
E-heks-2-enil acetat 1.06
n-heksanol 5.82
Z-heks-3-enol 0.71
E-heks-2-enol 0.01
n-heksil-2-methilbutanoat 0.01
n-heptanol 0.03
kamfor 0.02
n-oktanol 0.11
n-okt-2-enol 0.02
1 -methoksi-4-(2-propenil)-benzen 0.44
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2.3. Primjena tretmana hladnom plazmom na sok od jabuke

Brojnim istrazivanjima dokazano je da je visokonaponsko elektricno praznjenje
pogodna za inaktivaciju mikroorganizama na povrSinama hrane, raznim ambalaznim
materijalima 1 prehrambeno-procesnoj opremi, medutim znatno je manje paznje posveceno
inaktivaciji mikroorganizama u teku¢im prehrambenim proizvodima. Schliter i sur. (2013) u
preglednom radu navode tretman hladnom plazmom kao alternativu konvencionalnim
tretmanima, posebice za prehrambene proizvode poput svjezeg voca i povréa, mesa i jaja koji
su osjetljivi na termalne postupke. Kao glavnu prednost tretmana hladnom plazmom Schliiter
1 sur. navode visoku efikasnost pri niskim temperaturama. Ucinkovitost tretmana ovisi o
specifi¢nim svojstvima proizvoda. Dovod energije, zagrijavanje proizvoda i distribucija
energije jednako su vazni ¢imbenici koji utjeCu na uéinkovitost tretmana hladnom plazmom
kao i svojstva proizvoda, sastav, geometrija te je li proizvod tretiran u cjelovitom obliku,
komadima, u obliku praha ili teku¢ine. Neka istrazivanja pokazuju da je netermalnim plazma
tretmanom moguce posti¢i mikrobnu redukciju od 8 log jedinica. U tablici 5 prikazan je

ucinak tretmana hladnom plazmom na redukciju mikrobne populacije u pojedinoj hrani.

Tablica 5.. U¢inak hladne plazme na redukciju mikrobne populacije u pojedinoj hrani
(Schluter i sur., 2013)

Vrsta proizvoda Redukcija mikrobne populacije
(log jedinice)

Spinat 5.8

Jagoda 4.0

Jabuka 2.9-3.7
Limun 1-2.5.0
Slatka paprika 0.8-2.0
Bademi 1.8-5.0
Procesirana Sunka 0.2-1.7
Jaja 4.5

Pileca prsa 0.5-3.0
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Hladno dimljeni losos

1.0-5.0

Slanina 1.0-4.6

Sok od narance 5.0

Sok od jabuke 7.0

Schilling i sur. (2008) usporedili su utjecaj konvencionalne pasterizacije

alternativnog tretmana hladnom plazmom na kvalitetu soka od jabuke i inaktivaciju enzima.

Istrazivanje je provedeno u laboratorijskim uvjetima 1 u simulaciji uvjeta industrijskih

razmjera. Enzimska aktivnost pracena je s aktivnoS¢u peroksidaza i polifenol oksidaza, a

kvaliteta soka je kontrolirana prac¢enjem ukupnih topljivih tvari, pH vrijednosti, gustoce i

ukupne kiselosti koja je kasnije preracunata u limunsku kiselinu. 1z dobivenih rezultata

prikazanih u tablici 6 vidljivo je da metoda konzerviranja ne utjeCe na glavni sastav soka od

jabuke.

Tablica 6. Utjecaj pasterizacije i hladne plazme na glavni sastav i svojstva soka od jabuke
(Schilling i sur., 2008)

] PT: PT, PTs;
Kontrolni o
Uzorak - (tretirani (tretirani (tretirani Pasterizirani
(svjezi sok)
SVOj stvo plazmom) plazmom) plazmom)
pH 3.55 3.54 3.53 3.54 3.50
Gustoca (g/cm®) 1.05 1.05 1.05 1.05 1.05
Ukupna kiselost (g/L) 4.85 4.85 4.87 4.88 4.96
Ukupna topljiva tvar( ‘Brix) 12.66 12.69 12.63 12.38 12.76
Saharoza (g/L) 38.95 39.29 41.41 39.29 39.90
Glukoza (g/L) 13.94 14.11 13.92 14.11 15.65
Fruktoza (g/L) 53.60 54.05 53.00 53.68 56.07
L-jabucna kiselina (g/L) 6.11 6.44 6.25 6.40 6.38
D-sorbitol (g/L) 6.43 6.20 6.72 6.42 6.67
Na (mg/L) 400+0.70x | 3.20£0.00x | 18.30+0.70a | 4.10+0.00 X 2.7+0.0 x
621.60+0.40 | 620.60+0.50
K (mg/L) 625.80+3.80 X | 618.1+3.40x 616.30+4.30 x
a X
Mg (mg/L) 20.40+0.10 x | 20.30£0.10x | 21.10+0.00a | 20.40+0.10x 20.400.10x
16.50+0.10a

Ca (mg/L) 18.40+0.20 xy | 19.00+0.30 x i 18.8+0.10xy 17.90+0.10y
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Fe (mg/L) 0.17£0.00 z 0.17£0.00z | 0.20£0.01a | 0.20+0.00y 0.25+0.00x
o 97.00£12.60
Aspartanska kiselina(mg/L) | 77.90+1.33x | 77.5£2.13x 78.10+2.37x |  80.30+0.89x
a
Asparagin (mg/L) 4820+0.63x | 51.2+0.61x | 9350+0.44a | 51.40+3.21x |  68.60+1.21y
. L 83.00£12.30
Glutaminska kiselina(mg/L) | 66.00+3.84y | 69.0£0.07xy 86.40+3.31x |  59.80+4.59y
a
Serin (mg/L) 11.80+0.39x | 11.94039x | 15.90+0.16a | 11.70£0.44x |  13.10+0.16x
Treonin (mg/L) 4.60+0.06x 4.740.14x | 5.20£0.04a | 4.50+0.02x 4.90+0.05x
Prolin (mg/L) 5.00+0.01x 48+0.01x | 5.40+0.15a | 4.70+0.01x 5.30:£0.28x
Valin (mg/L) 2.30:£0.09x 2.240.12x | 2.60+0.06a | 2.20+0.14x 2.30+0.01x
Glicin (mg/L) 0.90:0.08x 1.040.02x | 1.20+0.10a | 0.90+0.00x 1.000.05x
Izoleucin (mg/L) 2.50£0.03x 2.6+0.01x | 2.60+0.030a | 2.40+0.14x 2.50+0.04x

*Vrijednosti s istim slovom a-b i x-y nisu zna¢ajno razlicite (p <0,05).

Gachovska i sur. (2008) proveli su istrazivanje u kojem su ispitali potencijal hladne
plazme i ultraljubicastog zracenja za inaktivaciju bakterije Escherichia coli (E. coli ) u soku
od jabuka. Uzorci soka od jabuke tretirani su ultraljubiastim zrac¢enjem, hladnom plazmom,
te kombinacijom ultraljubicastog zraenja i hladne plazme. 1z rezultata provedenih
eksperimenata moze se zakljuciti da se povecanjem doze UV zracenja, koja je u fukciji
vremena trajanja tretmana, povecava i inaktivacija E. coli. Takoder, povecanjem energije
tretmana hladnom plazmom, odnosno elektri¢nog polja, povecava se inaktivacija E. coli.
Maksimalna redukcija od 3,46 log jedinica zabiljeZena je za UV tretman uz korisStenje kvarcne

cijevi duljine 50 c¢cm i protok 8 mL/min. Znacajna redukcija populacije E. coli od 4,87 log

jedinica zabiljezena je nakon tretmana hladnom plazmom.

Surowsky i sur. (2014) istrazili su mogucnost hladne plazme da inaktivira Citrobacter
freundii u soku od jabuka. Princip tretmana baziran je na visokofrekventivnoj pobudi
elektrona Koristeni plinovi su bili argon ( Cistoc¢e > 99.999%) i mjeSavina argona s 0.025—
0.1% kisika s protokom od 5 sIm (standard litre per minute, 8.44375 (Pa*m?3)/s). Sok je bio
izloZen djelovanju hladne plazme u vremenskom rasponu od O do 480 s. Rezultati istrazivanja
pokazali su da je tretiranjem soka od jabuke s hladnom plazmom, u trajanju od 480 s uz
koriStenje argona i 0,1 % kisika te skladiStenjem 24h moguce posti¢i redukciju Citrobacter
freundii od 5 log jedinica. Takoder, zabiljezeno je da dulje vrijeme trajanja tretmana, vise

koncentracije kisika i dulje vrijeme skladiStenja soka nakon tretmana dovode do boljih

rezultata inaktivacije.
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2.4. Opéi i specificni ciljevi rada

Cilj ovog rada je utvrditi utjecaj hladne plazme na senzorska i fizikalno-kemijska

svojstva soka od jabuke.
Specifi¢ni ciljevi ovog rada su:

e utvrditi utjecaj hladne plazme na pH, temperaturu, konduktivnost i boju soka od
koncentriranog soka od jabuke

e utvrditi utjecaj hladne plazme na antioksidacijski kapacitet soka od koncentriranog
soka od jabuke

e utvrditi utjecaj hladne plazme na aromatski profil soka od koncentriranog soka od
jabuke

e utvrditi utjecaj hladne plazme na senzorska svojstva soka od koncentriranog soka od

jabuke.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Sirovine za pripremu soka od koncentriranog soka od jabuke

Za pripremu soka od koncentriranog soka od jabuke koristene su slijedece sirovine:

1.Koncentrirani voéni sok od jabuke

Koristen je koncentrirani sok od jabuke - 70 + 0,5 °Bx (Dona trgovina d.o.o0., Matije Gupca
10, G. Stubica, Hrvatska). Fizikalno-kemijski 1 mikrobioloski parametri koriStenog
koncentriranog voénog soka su u skladu sa Pravilnikom o voénim sokovima i njima
srodnim proizvodima namijenjenim za konzumaciju (NN 48/2013) kao i Vodi¢em za
mikrobioloSke kriterije za hranu (3. izmijenjeno izdanje, ozujak 2011.). Suha tvar
pripremljenog soka iznosi 11 =+ 1° Brix-a. Topljiva suha tvar odreduje se pomocéu

refraktometra MoM Gyem (Budapest, N2.61674)

2.Voda
U svrhu pripreme soka koristena je voda ¢iji su parametri kvalitete u skladu sa zahtjevima

Pravilnika o zdravstvenoj ispravnosti vode za pi¢e NN 47/08.

3.1.2.Oznacavanje uzoraka

Oznake uzorka oznacavaju kojom vrstom hladne plazme je uzorak tretiran. Svi uzorci

oznacavani su slijede¢com metodologijom:

Tablica 7. Metodologija oznacavanja uzoraka

OSNOVNA OZNAKA UZORKA VRSTA TRETMANA
N netretirani
PAS pasterizirani
P plinska hladna plazma
™ tekucinska hladna plazma s mjehuri¢ima
PM plinska hladna plazma s mjehuri¢ima
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Uzorcima je uz osnovnu oznaku pridodana i oznaka kojom je obiljezen polaritet hladne

plazme, oznaka '+' oznacava pozitivan, a '-' negativan polaritet.

3.2 Metode rada

3.2.1.Provedba eksperimenta

Iz pripremljenog soka jabuke, uzeti su volumeni od 200 ml za svaki od navedenih
tretmana hladnom plazmom. Uzorak netretiranog soka (N) spremi se u hladnjak na
skladiStenje pri 4°C. Za pripremu uzorka pasteriziranog soka (PAS), u menzuru se ulije 200
mL soka te prenese u laboratorijsku ¢asu. U vodenoj kupelji, vrsi se pasterizacija na nacin da
se, nakon S$to temperatura dosegne 80°C, termicka obrada vrs$i 2 minute. Nakon pasterizacije
sok se prelije u plasti¢nu posudicu i spremi se u hladnjak na skladistenje pri 4°C. Provedeni
su tretmani pri oba polariteta plazme (pozitivan i negativan) pocevsi s plinskom plazmom,
zatim tekuc¢inskom plazmom s mjehuri¢ima, te kombinacijom plinske palzme i upuhivanih
mjehuri¢a. Svim uzorcima su izmjereni pH, temperatura i konduktivnost prije i poslije
tretmana. Tretiranim uzorcima odredivan je aromatski profil, antioksidacijski kapacitet, boja 1
prisutnost metala.

Za generiranje plazme koristen je pulsni visokonaponski generator (Spellman, UK).
Tijekom eksperimenta frekvencija je bila konstantna, 90Hz, dok je izlazni napon varirao
ovisno o vrsti tretmana. Napon je mjeren naponskom sondom Tektronix P6015A spojenim na
osciloskop Hantek DS05202BM. Reaktori su bili volumena 500 ml, s gumenim ¢epom s
prilagodenim otvorima za elektorde ovisno o vrsti tretmana. Konfiguracija elektroda u
reaktoru bila je postavljena u obliku tocka-ploca, odnosno s iglicnom visokonaponskom
elektrodom, te ploc¢astom elektrodom uzemljenja od nehrdajuceg celika promjera 4,5 cm.

Tijekom tretmana plinskom plazmom elektroda uzemljenja nalazila se na donjoj
strani reaktora, a iglicna elektroda (titan) s gornje strane reaktora, iznad uzorka soka (slika 2).

Prilikom tretmana plinskom hladnom plazmom uz upuhivanje mjehurica zraka igli¢na
visokonaponska elektroda (igla od nehrdajuceg celika Microlance TM 3,81 cm) se nalazila s
donje strane reaktora. Kroz visokonaposnku elektrodu je upuhivan zrak (protok = 0,6 L/min),
koji je ujedno omoguc¢avao i mjeSanje uzorka, dok je s gornje strane reaktora uvedena

elektorda za uzemljenje bez plocice (slika 3). Ovaj tip reaktora omogucuje pojavu praznjenja
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na vrhu elektrode u tekucini, te po povrsini, gdje se izboji Sire po mjehuri¢ima upuhivanog
plina na povrsini soka.

U slucaju tretmana tekuc¢inskom hladnom plazmom uz upuhivanje mjehurica zraka
elektroda uzemljenja nalazila se na gornjoj strani reaktora, a iglicna eclektroda (igla od
nehrdajuceg Celika Microlance TM 3, 81 cm) s donje strane reaktora te je kroz nju upuhivan
zrak (slika 4). U sve tri konfiguracije udaljenost izmedu visokonaponske elektrode i elektrode

uzemljenja je bila 1,5 cm. Vrijeme tretiranja je bilo 10 min.

VISOKONAPONSKA ELEKTRODA

RAZMAK A
IZMEDU
ELEKTRODA

(1,5 cm) \4 /

M ELEKTRODA UZEMLIENJA

SOK

Slika 2. Shematski prikaz polozaja elektrodi u reaktoru za tretman
plinskom plazmom (vlastita shema)

\ ELEKTORDA UZEMLIENJA

RAZMAK ﬂ‘

IZMEPU L PN SOK
ELEKTRODA o) /
(1,5cm) v 00 1

o VISOKONAPONSKA
» ELEKTRODA

l PUMPA l ZRAK

Slika 3. Shematski prikaz polozaja elektrodi u reaktoru za tretman

plinskom plazmom s mjehuri¢ima (vlastita shema)
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ELEKTRODA UZEMLIJENJA

RAZMAK £ N ——
IZMEDU (o]
ELEKTRODA [}
(1,5cm) v
VISOKONAPONSKA
ELEKTRODA
PUMPA ZRAK

Slika 4. Shematski prikaz polozaja elektrodi u reaktoru za tretman

teku¢inskom plazmom s mjehuri¢ima (vlastita shema)

3.2.2.Odredivanje pH-vrijednosti

Mjerenje pH-vrijednost netretiranog uzorka, kao i svih tretiranih uzoraka vrsi se na
digitalnom pH-metru (pH 340i/SET, WTW, Weilheim, Germany). Mjerenje se provodi

uranjanjem elektrode u uzorak i nakon stabilizacije, pH-vrijednost se ocita na ekranu uredaja.

3.2.3.Odredivanje konduktivnosti

Mjerenje konduktivnosti netretiranog uzorka, kao 1 svih tretiranih uzoraka vrsi se na
digitalnom konduktometru (A 3401/SET, WTW, Weilheim, Germany). Mjerenje se provodi
uranjanjem kombinirane elektrode u uzorak i nakon stabilizacije, konduktivnost se o€ita na

ekranu uredaja.
3.2.4.Odredivanje temperature
Mjerenje temperature netretiranog uzorka, kao i svih tretiranih uzoraka vrSi se
digitalnim infracrvenim termometrom (InfraRed Tehrmometer, PCE-777, PCE Instruments).

Mjerenje se provodi direktnim pozicioniranjem termometra iznad uzorka, te ocitanjem

temperature s ekrana uredaja.
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3.2.5.Odredivanje parametara boje po CIELAB sustavu

Objektivno mjerenje boje temelji se na parametrima trodimenzionalnog spektra boja
(L*, a*, b*), koristenjem uredaja koji rade na principu mjerenja stupnja reflektirane svjetlosti
od mjerne povrsine. Parametar L* je mjera svjetlosti iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 =
crno; 100 = bijelo). Vrijednost a* je iskazana vrijednostima od -60 do 60, a iskazuje spektar
od crvene (pozitivne vrijednosti) do zelene (negativne vrijednosti) boje, pri ¢emu veca
pozitivna vrijednost a* parametra karakterizira crveniju boju. Vrijednost b* parametra
ukazuje na spektar nijansi izmedu zute i plave boje, a njegova veéa vrijednost oznacava
izrazenost zutog dijela spektra (McGuire, 1992). Kombinacijom a* i b* vrijednosti dobiva se
boja uzorka, pri cemu L* predstavlja svjetlinu te boje. Tako se iz vrijednosti a* i b* mogu
izraCunati vrijednosti za ton boje (H®) 1 zasi¢enost boje (C). Vrijednost H® predstavlja vizualni
dozivljaj boje (0° — 90° je crveno—narancasta boja, 90° — 180° je zuto—zelena, 180° — 270°
plavo—zelena, a od 270° do 360° plavo—ljubicasta boja), a C vrijednost predstavlja intenzitet
ili zasi¢enost boje (Sto su vrijednosti nize, zasi¢enost boje je slabija). Netretiranom i tretiranim
uzorcima su izmjerene L*, a*, b* vrijednosti CIELAB metodom (CIE, 1976). KoriSten je
kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta, Japan). Prije mjerenja kolorimetar je bazdaren

bijelom i crnom plo¢icom isporu¢enima s instrumentom.

3.2.6. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u netretiranom 1 tretiranim uzorcima
proveden je postupak ekstrakcije fenolnih spojeva. 2 mL soka pomijesa se sa 7 mL 1%-tne
mravlje kiseline u 80%-tnom metanolu te se ekstrahira u ultrazvuc¢noj kupelji (Bandelin
Electronic GmbH&CO. KG, Njemacka) pri 50 °C/15 minuta. Nakon provedene ultrazvu¢ne
ekstrakcije, ekstrakt se profiltrira kroz filtar papir Whatman br. 40 (Whatman International
Ltd., Velika Britanija) u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni 30%-tnim etanolom do

oznake. Ekstrakt svakog uzorka pripreman je u dvije paralele.
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3.2.7.Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip odredivanija:

Protokolom je definirana metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH
metodom. Ova metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva u hrani
uporabom stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal zbog nesparenog
elektrona postize apsorpcijski maksimum u vidljivom dijelu spektra (517 nm) i ljubicaste je
boje. Promjena ljubicaste boje u Zutu posljedica je sparivanja nesparenog elektrona DPPH
radikala s vodikom antioksidanta, stvaraju¢i reducirani oblik DPPH-H. Promjena boje je u
stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001).
Priprema reagensa:

1) 0,5 mM otopina DPPH 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH) se odvaze u

plasti¢noj ladici za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te
nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL.

Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira redom 2 mL ekstrakta prethodno razrijedenog metanolom u
omjeru 1:10 (postupak ekstrakcije opisan u poglavlju 3.2.7.), 2 mL metanolai 1 mL 0,5 mM
otopine DPPH. U drugu epruvetu otpipetira se 4 mL metanola i 1 mL 0,5 mM otopine DPPH,
Sto predstavlja kontrolni uzorak. Sadrzaj se promijeSa i ostavi stajati 20 minuta u mraku na

sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija na 517 nm uz metanol kao slijepu probu.

Racun:

Antioksidacijski kapacitet uzoraka racuna se prema formuli
ﬂl’

5(%) = 100 — (=< = 100)
Ay

gdje je

S-antioksidacijski kapacitet

Ax-izmjerena apsorbancija uzorka

Ao-izmjerena apsorbancija kontrolnog uzorka.
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3.2.8.Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip odredivanija:

Protokolom je definirana metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta ABTS
metodom. Ova metoda temelji se na gaSenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2°,-
azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiseline) (ABTS * radikal-kationa), koji se formira
bilo kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a, ¢iji je karakteristiCan
absorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 734 nm. U prisutnosti antioksidanta ABTS "
kation se reducira u ABTS, a reakcija se ocituje obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio
uklonjenih ABTS radikala koje ,,gase® razli¢iti antioksidanti mjeri se praenjem smanjenja
apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje
dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska
kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur., 1993; Re i sur., 1999).

Priprema reagensa:
1. dan:
o 140 mM otopina kalijeva persulfata, K2S208 (0,1892 g K2S208 izvaZe se u

tikvicu od 5 mL i otopi u destiliranoj vodi).

o 7mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u tikvici od 5 Ml te
se nadopuni destiliranom vodom do oznake).

o stabilna ABTS'* otopina (88 uL K2S208 otopine prenese se u tikvicu od 5
mL u kojoj se nalazi ABTS otopina. Dobro se promijesa, zatvori i ¢uva na
sobnoj temperaturi  u mraku 12-16 sati, zamotano u Al-foliju. Konacna

koncentracija K25208 pri tome je 2,45 mmol/L).

2.dan:
Na dan provodenja analiza, priprema se 1 %-tna otopina ABTS* (I mL ABTS "
otopine otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni etanolom do oznake).

Koncentracija pripremljenog ABTS " radikala podeSava se tako da apsorbancija na 734 nm

1znosi 0,70 £0,02 .

Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira redom 160 pL ekstrakta (postupak ekstrakcije opisan u
poglavlju 3.2.7.) i 1 mL 1 %-tne otopine ABTS " . SadrZaj se promijesa te se nakon 1 min

mjeri apsorbancija na 734 nm uz etanol kao slijepu probu.
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Racun:

Antioksidacijski kapacitet uzoraka ra¢una se prema formuli:

y=-0.00219x+0.678662
gdje je
y-izmjerena apsorbancija uzorka

x-koncentracija Trolox-a u mM.

3.2.9.Odredivanje aromati¢nih spojeva primjenom plinske kromatografije s

masenom spektrometrijom (GC-MS)

U uzorcima netretiranog, pasteriziranog i tretiranog hladnom plazmom soka od
koncentriranog soka jabuke odredeni su aromati¢ni spojevi primjenom plinske kromatografije
s masenom spektrometrijom (GC-MS). Ekstrakcija aromati¢nih spojeva provedena je
mikroekstrakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi (Headspace Solid-Phase Microextraction; HS-
SPME). Vrijeme i temperatura za HS-SPME odredeni su na temelju prethodnih ispitivanja
razli¢itih temperatura i vremena ekstrakcije. Nakon provedene HS-SPME, identifikacija i
kvantifikacija izdvojenih aromati¢nih spojeva provedena je primjenom plinskog kromatografa

s masenom spektrometrijom.

3.2.9.1. Priprema uzorka

U staklenu bocicu (vial) od 20 mL odpipetira se 1,5 ml uzorka soka i 1 g natrijeva
klorida. Doda se magnet za mijeSanje te zatvori PTEF septumom. Pripremljen uzorak postavi

se u vodenu kupelj temperature 40 °C.

3.2.9.2. HS-SPME ekstrakcija

Za HS-SPME koriSteno je SPME vlakno obloZeno polidimetilsiloksan (PDMS)
punilom debljine 100 um (Supelco, SAD). Prije prve upotrebe vlakno je predkondicionirano 1
sat/250 °C, a prije ekstrakcija vlakno je ociS¢eno 15 min/250 °C. Iglom za SPME probusi se
PTEF ¢ep na vialu s uzorkom te se iz igle istisne vlakno u prostor iznad uzorka (headspace).
Za vrijeme ekstrakcije vrs$i se adsorpcija aromaticnih spojeva iz uzorka na stacionarnu
polimernu fazu vlakna. Ekstrakcija se provodi na 40 °C/45 min uz neprestano mijeSanje na
magnetskoj mijesalici. Nakon ekstrakcije, vlakno se odmah prebaci u injektor plinskog

kromatografa s masenim spektrometrom.
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3.2.9.3. Plinska kromatografija s masenom spektrometrijom (GC-MS)

Identifikacija 1 odredivanje kvantitativnog udjela aromati¢nih spojeva u uzorcima
netretiranog, pasteriziranog i tretiranog hladnom plazmom soka od koncentriranog soka
jabuke provedeno je primjenom plinske kromatografije s masenom spektrometrijom na
plinskom kromatografu (GC) 6890N s 5975i masenim spektrometrom (MS) (Agilent
Technologies, SAD). Odredivanje pojedinacnih aromati¢nih spojeva u uzorcima provedeno je
metodom koju su opisali Marusic i sur. (2011) uz odredene modifikacije. Odmah po zavrsetku
ekstrakcije, vlakno se prebaci u injektor, gdje se adsorbirani analiti pod utjecajem visoke
temperature desorbiraju s vlakna. Odredivanje je provedeno prema sljede¢im
kromatografskim uvjetima:

Kromatografski uvjeti:
Kolona: ZB-5MS, 30 mx0.25 mm ID x 0.25 pm (Phenomenex, SAD)
Plin nosioc: helij
Protok: 1.7 mL/min
Temperatura injektora: 250 °C
Radno podrucdje (mode): splitless
Vrijeme desorpcije: 2 min
Temperatura detektora: 250 °C
Temperatura prijelazne linije (transfer line): 280 °C
Temperaturni program: 50 °C, bez zadrzavanja
50 — 190 °C, 3 °C/min
190 — 240 °C, 25 °C/min
240 °C, 2 min
Energija elektrona za ionizaciju molekula uzoraka bila je 70 eV. Parametri masenog
spektrometra postavljeni su na brzinu o€itanja 1 ocitanje/s (scan/s), a opseg razdvajanja mase
i naboja (m/z) u rasponu 50 — 450. Kako bi se izraunao retencijski indeks izdvojenih
aromati¢nih spojeva pripremljena je standardna smjesa C8 — C20 alkana (Sigma-Aldrich Co.,

SAD) i analizirana pod istim kromatografskim uvjetima kao i uzorci.
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Slika 5. Agilent Technologies plinski kromatograf 6890N s 59751 masenim spektrometrom
(vlastita fotografija)

3.2.9.4. Identifikacija i kvantifikacija aromati¢nih spojeva

Identifikacija aromati¢nih spojeva provedena je usporedbom masenih spektara
izdvojenih aromati¢nih spojeva s onima u bazi podataka NIST 2005, ver. 2.0 (NIST,
Gaithersburg, MD, SAD).Kvantitativni udio izdvojenih aromati¢nih spojeva izrazen je kao

udio povrsine u ukupnoj aromi uzorka izra¢unat pomocu internog standarda 3-dekanola.

3.2.10. Odredivanje prisutnosti metala

Prisutnost metala odredivana je metodom atomske apsorpcijske spektrometrije na
Nastavnom Zavodu za javno zdravstvo Primorsko-goranske zupanije. Za odredivanje Zeljeza i
cinka koriStena je metoda plamene atomske apsorpcijske spektrometrije (HRN 1SO

8288:1998), a za odredivanje mangana je koriStena metoda grafitne atomske apsorpcijske

spektrometrije (HRN ISO 15586:2008).

3.2.11. Senzorsko ocjenjivanje kvantitativnom deskriptivhom analizom (QDA)

Za odredivanje pojedinih senzorskih svojstava tretiranih sokova od koncentriranog

soka od jabuke provedena je kvantitativna deskriptivna analiza (QDA). Senzorske analize
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provedene su u specijaliziranom i odgovarajuc¢e opremljenom, temperiranom i osvijetljenom
senzorskom Laboratoriju. Senzorsko ispitivanje provela je panel grupa od 10 senzorskih
analitiara. Ocjenjivanje se provodilo upitnikom koji je ukljucivao opise senzorskih svojstava
soka od koncentriranog soka od jabuke, a prije ocjenjivanja korigiran je prema dogovoru svih
panelista u svrhu definiranja njegove razumljivosti 1 primjenjivosti u ovom istraZivanju.
Ispitivano je 14 senzorskih svojstava za svaki uzorak tretiranog soka (tablica 8). Intenzitet
svakog svojstva izrazen je pomocu skale intenziteta od 0 (odsutnost percepcije) do 10 (vrlo
intenzivna percepcija). Prije ocjenjivanja uzorci su temperirani na sobnoj temperaturi te

ponudeni u kodiranim plasticnim ¢asicama.

Tablica 8. Ispitivana senzorska svojstva tretiranih sokova od koncentriranog soka od jabuke

Svojstvo Opis
_ intenzitet
Boja .
bistroc¢a

strani primiris (po kuhanom, oksidirani)
Miris miris po jabuci (karakteristi¢an)

miris- ukupni dojam

karakteristi¢na aroma za jabuku
Aroma neugodna aroma ( na metalno)

ukupni dojam arome

kiseo
sladak
metalan
Okus N
po kemikalijama
neugodan naknadni okus

ukupni dojam okusa
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4. REZULTATI

4.1.

Izmjerene vrijednosti pH, konduktivnosti i temperature prije i poslije

tretmana

U tablici 9 prikazane su izmjerene vrijednosti pH, konduktivnosti i temperature, soka od

koncentriranog soka od jabuke, prije i poslije tretmana.

Tablica 9. Izmjerene vrijednosti pH, konduktivnosti i temperature soka prije i poslije

tretmana
Uzorak PHoprije | PHpostije | oprije (uS/cm) | 6posiije (US/eM) | Tprije (°C) | Tposlije (°C)

N 3,63 - 1649,00 - 18,50 -

PAS 3,63 - 1649,00 - 18.50 -
P(-) 3,62 3,57 1640,00 1632,00 17,20 24,90
TM(-) 3,62 3,62 1662,00 1612,00 17,50 25,40
PM(-) 3,62 3,55 1654,00 1605,00 17,10 22,10
P(+) 3,59 3,58 1652,00 1690,00 18,60 29,50
TM(+) 3,63 3,57 1646,00 1665,00 18,50 26,40
PM(+) 3,61 3,57 1649,00 1703,00 18,00 25,90

4.2. Boja

U tablici 10 prikazani su parametri boje. Parametri L, a*, b*, C, AL, Aa, Ab i H izmjereni su

uredajem, a ostali parametri su izraCunati.

Tablica 10. Parametri boje za netretirani i tretirani sok od koncentriranog soka od jabuke

Parametar N PAS P(-) TM(-) PM(-) P(+) TM(+) PM(+)
L*(D65) 98,61 98,41 95,46 98,34 98,33 96,51 97,38 98,40
a*(D65) -0,86 -0,82 -1,19 -1,05 -0,86 -1,27 -0,85 -1,45
b*(D65) 7,05 7,58 14,42 7,89 7,46 12,59 7,55 11.21

a? 0,74 0,67 1,42 1,10 0,74 1,61 0,72 2,10
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b? 49,70 57,46 207,94 62,25 55,65 158,51 57,00 125,66
C 7,11 7,63 14,47 7,96 7,51 12,65 7,60 11,31
AL - -0,20 -3,15 -0,27 -0,28 -2,10 -0,210 -1,23
Aa - 0,04 -0,33 -0,19 0 -0,41 0,01 -0,59

Ab - 0,53 7,37 0,83 0,41 5,54 0,5 4,16
AL? - 0,04 9,92 0,07 0,08 4,41 0,04 1,51

Aa? - 0,00 0,11 0,04 0,00 0,17 0,00 0,35

Ab? - 0,28 54,32 0,69 0,17 30,69 0,25 17,31
AC - 0,52 7,36 0,85 0,4 5,54 0,49 4,20
AC? - 0,27 54,17 0,72 0,16 30,69 0,24 17,64
AE - 0,57 8,02 0,89 0,49 5,94 0,54 4,38
AE? - 0,32 64,35 0,79 0,25 35,27 0,29 19,17
H 96,95 6,19 94,71 97,59 96,54 95,75 96,4 97,37
AH - 0,11 0,51 0,05 0,09 0,41 0,10 0,12
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Na slici 6 prikazan je graficki odnos parametara boje, a*, b* i L* tretiranog i netretiranog

soka od koncentriranog soka od jabuke, a na slici 7 je graficki prikaz parametara AL, AH i AE
tretiranog i netretiranog soka od koncentriranog soka od jabuke.

100

m a*(D65)
= b*(D65)

= L*(D65)

Slika 6. Graficki prikaz parametara a*, b* i L* netretiranog i tretiranog soka od

koncentriranog soka od jabuke

Slika 7. Graficki prikaz parametara AL, AH i AE netretiranog i tretiranog soka od

koncentriranog soka od jabuke
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4.3. Antioksidacijski kapacitet

4.3.1. Antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom

Izmjerene vrijednosti apsorbancije za pojedine uzorke tretiranog i netretiranog soka od

koncentriranog soka od jabuke preracunate su formulom 5(2%4) = 100 — ( j—x* 100). U tablici

11 i na slici 8 prikazan je antioksidacijski kapacitet pojedinih uzoraka, izracunat kao srednja

vrijednost dviju izmjerenih i formulom preracunatih vrijednosti, izrazen u obliku %.

Tablica 11. Izracunate vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta (%) odredenog DPPH

metodom
Uzorak Antioksidacijski kapacitet (%)
N 2,564
PAS 3,735
P(-) 2,749
T™(-) 1,833
PM(-) 2,749
P(+) 5,240
TM(+) 9,142
PM(+) 7,302
Antioksidacijski kapacitet (%)

10

9

8

7

6

5

4

3

2 -

3 I

0 -

TM(] PM() P(+) TM(+) PM(+

Slika 8. Graficki prikaz antioksidacijskog kapaciteta (%) netretiranog i tretiranih uzoraka

soka od koncentriranog soka od jabuke odredenog DPPH metodom
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4.3.2. Antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom

Izmjerene vrijednosti apsorbancije za pojedine uzorke tretiranog i netretiranog soka od

koncentriranog soka od jabuke preracunate su formulom

x = JETEEER0TY Y tablici 12 i na slici 9 prikazan je antioksidacijski kapacitet pojedinih
000219107

uzoraka, izraCunat kao srednja vrijednost dviju izmjerenih i formulom preracunatih

vrijednosti, izrazen kao mM Trolox-a.

Tablica 12. Izracunate vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta izrazene kao mM Trolox-a

odredenog ABTS metodom
Uzorak Antioksidacijski kapacitet (mM Trolox)
N 102,0789
PAS 110,0659
P() 64,4261
T™M() 79,7154
PM() 99,3405
P(+) 72,6412
T™M(+) 94,7765
PM(+) 87,4742
Antioksidacijski kapacitet (mM
Trolox)
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0
TM() PM(-)  P(+) TM(+) PM(+)

Slika 9. Grafi¢ki prikaz antioksidacijskog kapaciteta (mM Trolox) netretiranog i tretiranih

uzoraka soka od koncentriranog soka od jabuke odredenog ABTS metodom
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4.4, Arome

U tablici 13 navedeni su identificirani spojevi arome i pripadajuca retencijska vremena.

Tablica 13. Identificirani spojevi arome s pripradajuc¢im retencijskim vremenima

Retencijsko vrijeme (min) Ime spoja
2.115 1-heksanol
4.889 1-heksil acetat
10.049 propil izocianid
11.049 n-heksil butirat
18.240 1-(2,6,6-trimetil-1,3-cikloheksadien)-2-buten-1-on
21.438 2,6-bis(1,1-dimetil)-2,5-cikloheksadien-1,4-dion
21.600 2,6-di(t-butil)-4-hidroksi-4-metil-2,4-cikloheksad
22.654 2-metil-5-(4'-metilfenil)sulfonil-4-nitroimidazol
23.600 2,4-bis-(1,1-dimetil) fenol
26.120 dodekanska kiselina
26543 2-metil-, 1- (1,1-dimetiletil) -2-metil-1,3-propandiil ester
propanske kiseline
30.931 2,2-dietil-3-okso-, etil ester maslaéne kiseline
35.986 bis(2-metilpropil)-1,2-benzen dikarboksilna kiselina
36.532 3,4-dimetil-2,5-difenil-1,3,2-oksazaboralidin
39.022 1,2-benzendikarboksilne kiseline, butil-2-metilpropil ester

*u tablici su navedena retencijska vremena identificiranih spojeva u netretretiranom uzorku, u tretiranim uzorcima ta vremena mogu malo

varirati

**u tablici su navedeni spojevi koji su odredeni sa znac¢ajnim kvantitativnim udjelom

U tablici 14 prikazana je povrsina ispod pika izrazena kao % od povrSine internog standarda,

3-dekanola za svaki identificirani spoj u netretiranom i tretiranim uzorcima.
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Tablica 14. Povrsina ispod pika za svaki identificirani spoj u netretiranom i tretiranim uzorcima

Ime spoja Povrsina ispod pika (%0)

N PAS [ P(+) | P() [PM®) [ PM(E) [ TM(#) | TM()
1-heksanol 0,9527 | 0,3701 | 0,9649 - 0,9179 | 0,4942 | 0,1697 | 0,7973
1-heksil acetat 0,7627 | 0,4598 | 0,8987 | 0,5861 | 0,4569 | 0,5545 | 0,5081 | 0,5012
propil izocianid 1,4344 |1 0,7909 | 1,5556 | 1,2532 | 1,1734 | 1,4429 | 1,0914 | 1,2186
n-heksil butirat 0,3690 | 0,2261 | 0,5657 | 0,3186 | 0,1999 | 0,2236 | 0,1360 | 0,1528
1-(2,6,6-trimetil-1,3-cikloheksadien)-2-buten-1-on 1,1091 | 0,8107 | 0,5380 | 0,3781 | 0,7241 | 1,1343 | 0,8939 | 1,0441
2,6-bis(1,1-dimetil)-2,5-cikloheksadien-1,4-dion 0,4340 | 0,7502 | 0,4225 | 1,9809 | 1,7194 | 0,3695 | 0,5013 | 0,3239
2,6-di(t-butil)-4-hidroksi-4-metil-2,4-cikloheksad 1,1847 | 1,9329 - 1,4778 | 1,4701 | 1,6603 | 2,6529 | 1,8848
2-metil-5-(4"-metilfenil)sulfonil-4-nitroimidazol 0,2541 | 0,8155 | 0,2014 | 0,7556 | 0,7024 | 1,0981 | 0,7146 | 0,6586
2,4-bis-(1,1-dimetil) fenol 0,2245 | 1,6422 - - - 0,0627 | 0,1842 | 0,0537
dodekanska kiselina 0,1789 | 0,3840 - 0,2492 | 0,2548 | 0,1467 | 0,4549 | 0,6895
2-metil-, 1- (1,1-dimetiletil) -2-metil-1,3-propandiil ester propanske 0,1249 | 0,5762 - 0,1628 | 0,3833 | 0,3802 | 0,8512 | 0,9322
kiseline
2,2-dietil-3-0kso-, etil ester masla¢ne kiseline 0,2598 | 0,4982 - 0,6151 | 0,4289 | 0,1323 | 0,8022 | 0,5684
bis(2-metilpropil)-1,2-benzen dikarboksilna kiselina 3,0181 | 6,2422 | 1,3985 | 2,1877 | 3,1038 | 3,0825 | 5,8921 | 5,6191
3,4-dimetil-2,5-difenil-1,3,2-oksazaboralidin 1,0976 | 1,0481 - 0,9237 | 1,7444 | 0,4819 | 1,4492 | 0,9323
1,2-benzendikarboksilne kiseline, butil-2-metilpropil ester 3,5948 | 4,9043 | 2,5246 | 3,4694 | 3,3001 | 3,0376 | 4,4218 | 4,4662

33




31



45, Metali

U tablici 15 prikazani su rezultati analize prisutnosti metala za pojedine uzorke
tretiranog 1 netretiranog soka od koncentriranog soka od jabuke dobiveni plamenom i
grafitnom tehnikom atomske apsorpcijske spektrometrije.

Tablica 15. Rezultati analize prisutnosti metala u uzorcima tretiranog i netretiranog soka od
koncentriranog soka od jabuke dobiveni plamenom i grafithom tehnikom atomske
apsorpcijske spektrometrije

Uzorak Fe (mg/L) Zn (mg/L) Mn (mg/L)
N 1.995 1.612 0.468
PAS 1.099 0.247 0.383
P(-) 3.358 2.085 0.325
TM(-) 1.053 1.238 0.343
PM(-) 0.848 1.131 0.334
P(+) 2.600 0.761 0.369
TM(+) 0.878 0.331 0.333
PM(+) 0.954 0.218 0.333
4.6. Senzorska analiza

Senzorsko ocjenjivanje provedeno je u pasteriziranom soku i sokovima tretiranim
hladnom plazmom. Tijekom senzorskog ocjenjivanja netretirani sok je predstavljao kontrolni
uzorak. Pomocu srednje vrijednosti pojedinog svojstva za svaki uzorak 1 faktora znaCajnosti
za svako svojstvo izracunati je kvalitetni broj svakog uzorka ( tablica 16). Faktor zna¢ajnosti
za boju iznosi 0.6, miris 0.8, okus 2.0 te za aromu 1.5. Rezultati senzorskog ocjenjivanja
prikazani su u obliku paukove mreze. Na slici 10 prikazani su rezultati svih tretiranih uzoraka

u odnosu na kontrolni, odnosno netretirani uzorak.
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Tablica 16. Kvalitetni broj svakog uzorka

Uzorak Boja Miris Aroma Okus
N 4,11 3,76 6,90 5,13
P+ 4,92 2,80 6,15 6,00
PM+ 4,62 3,04 6,60 5,73
TM+ 4,23 3,01 6,35 5,60

P- 5,25 2,93 4,89 6,43
PM- 4,17 3,12 6,25 5,90
TM- 4,35 3,01 6,50 6,37
PAS 4,50 3,17 6,00 6,03

Boja

o~

—P+
——PM+

—TM+
Miris

e PM-
T™-
PAS

Aroma

Slika 10. Rezultati svih tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolni, netretirani uzorak
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5. RASPRAVA

5.1. Utjecaj hladne plazme na pH, konduktivnost i temperaturu soka od

koncentriranog soka od jabuke

Utjecaj hladne plazme na fizikalna svojstva soka od jabuke ispitan je mjerenjem pH i
vodljivosti prije i nakon tretmana hladnom plazmom. S obzirom da hladna plazma ulazi u
kategoriju netermalnih metoda procesiranja hrane pracena je promjena temperature tijekom
obrade soka jabuke hladnom plazmom. Iz rezultata prikazanih u tablici 9 vidljive su neznatne
promjene tijekom tretmana hladnom plazmom. Najvec¢a promjena pH od 0,07 pH jedinica
dogodila se tijekom tretmana plinskom plazmom s mjehuri¢ima i negativnim polaritetom, dok
tijekom tretmana teku¢inskom plazmom s mjehuri¢ima i negativhim polaritetom nije doslo do
nikakve promjene pH. Najvece promjene konduktivnosti javile su se tijekom tretmana
tekuc¢inskom plazmom s mjehuri¢éima i negativhim polaritetom pri ¢emu je doSlo do
smanjenja konduktivnosti za 50 pS/cm i tijekom tretmana plinskom plazmom S mjehuri¢ima i
pozitivnim polaritetom pri ¢emu je doslo do povecanja konduktivnosti za 54 uS/cm.
Najmanja promjena konduktivnosti, 8 pS/cm dogodila se tijekom tretmana plinskom
plazmom s negativnim polaritetom. Prilikom prac¢enja promjena temperature tijekom tretmana
soka hladnom plazmom potrebno je imati na umu vrijeme trajanja tretmana koje je u ovom
istrazivanju bilo 20 min. Obzirom na vrijeme trajanja tretmana promjene temperature nisu bile
znacajne. NajveCa promjena temperature zabiljeZzena je za tretman plinskom plazmom s
pozitivnim polaritetom pri ¢emu je doslo do porasta temperature od 10,9 °C, a najmanja
promjena temperature od samo 5 °C zabiljezena je za tretman plinskom plazmom s
mjehuri¢ima i negativnim polaritetom. Tretman hladnom plazmom ne utjeCe znacajno na
navedene fizikalno-kemijska svojstva soka. Dobiveni rezultati potvrduju rezultate dobivene
tretiranjem soka od rajCice, narance i jabuke hladnom plazmom pri ¢emu takoder nije doslo
do znacdajnih promjena fizikalno-kemijskih svojstava soka (Yeom i sur., 2000; Min i sur.,
2003).

5.2. Utjecaj hladne plazme na boju soka od koncentriranog soka od jabuke

Utjecaj tretmana hladnom plazmom na boju soka od koncentriranog soka od jabuke
odredivan je mjerenjem boje netretiranog soka i tretiranih sokova te usporedbom rezultata.
Boja netretiranog uzorka 1 tretiranih uzoraka odredivana je CIELAB metodom. Ova metoda,

ustanovljena od strane Commission Internationale de L'Eclairage, najceS¢e se koristi za
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instrumentalno odredivanje boje (Lancaster i sur., 1997), prema kojoj se boja mjeri u
trodimenzionalnom sustavu (L*, a*, b*). Znacenje pojedinih parametara opisano je pod 3.2.6.
Rezultati analize prikazani su u tablici 10 i na slikama 6 i 7. Iz rezultata je vidljivo da tretman
hladnom plazmom ne utjeée znaCajno na parametre boje soka od koncentriranog soka od
jabuke. Najveée promjene parametara boje zabiljezene su usporedbom rezultata analize
netretiranog soka i soka nakon tretmana plinskom plazmom s pozitivnim polaritetom i soka
nakon tretmana plinskom plazmom s negativnim polaritetom. Promjena parametara boje soka
tretiranog plinskom plazmom s pozitivnim i negativnim polaritetom najizrazenija je analizom
parametara L* i b*, odnosno sok tretiran plinskom plazmom s pozitivnim i negativnim
polaritetom je tamniji i ima izrazeniji zuti dio spektra u odnosu na netretirani sok. Sanchez-
Moreno i sur. (2005) su u svom istrazivanju usporedili utjecaj visokog tlaka, plazme i
pasterizacije na boju soka od narance. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da pojedini
tretmani ne utjeCu znacajno na svjetlinu soka, odnosno na parametar L*, dok se parametar b*
u njihovom slucaju smanjio nakon tretmana visokim tlakom i plazmom, S§to ukazuje na

smanjenje izrazenosti zute boje.

5.3. Utjecaj hladne plazme na antioksidacijski kapacitet soka od
koncentriranog soka od jabuke

Nekoliko je metoda koje se koriste za odredivanje antioksidacijskog profila hrane i
rezultati mogu znacajno varirati ovisno o eksperimentu. U ovom radu antioksidacijski
kapacitet odredivan je dvjema metodama, DPPH i ABTS metodom. DPPH metoda se navodi
kao jednostavna i precizna za odredivanje antioksidacijskog profila uzoraka sokova (Gil 1
sur., 2000). Uz to DPPH metoda nije specificna za odredeni antioksidant, pa se stoga
primjenjuje za odredivanje cjelokupnog antioksidacijskog kapaciteta uzorka. Obzirom da
plazma nastaje ionizacijom pri ¢emu nizom reakcija nastaju slobodni radikali za ocekivati je
smanjenje antioksidacijskog kapaciteta jer antioksidanti neutraliziraju slobodne radikale
donirajuci im svoj elektron. Rezultati ovog istrazivanja prikazani su u tablicama 11 i 12. Zbog
jednostavnijeg pregleda i usporedbe rezultati su prikazani i graficki na slikama 8 i 9.

Iz rezultata u tablicama 11 i 12 te grafickih prikaza vidljivo je da se antioksidacijski kapacitet
soka od koncentriranog soka od jabuke razli¢ito mijenja ovisno o vrsti tretmana. Medutim,
tretman hladnom plazmom ne utjece drasticno na antioksidacijski kapacitet soka od
koncentriranog soka od jabuke sto je u skladu sa zaklju¢kom istrazivanja Odriozola-Serrano i

sur. (2008) da hladna plazma ne utje¢e na sadrzaj fenola i antioksidacijski kapacitet soka od
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raj¢ice. Elez-Martinez i Martin-Belloso (2007) proveli su istrazivanje o utjecaju hladne
plazme na sadrzaj vitamin C i antioksidacijski kapacitet soka od narance i gazpacho-a, hladne
juhe od povréa. Zakljuak njihova istrazivanja je takoder da procesiranje sokova hladnom
plazmom ne utjeCe na antioksidacijski kapacitet, te je sadrzaj vitamin C bolje ofuvan u

sokovima tretiranim hladnom plazmom nego u toplinski obradenim sokovima.

5.4. Utjecaj hladne plazme na aromatski profil soka od koncentriranog soka

od jabuke

Aromatski profil je kompleksno svojstvo soka. Spojevi arome su osjetljivi spojevi
podloZni raznim vanjskim i unutarnjim faktorima poput kisika, svijetla, topline i dr.. Spojevi
identificirani u uzorcima odgovaraju aromatskom profilu soka od jabuke (Young i sur., 1996;
Abrodo i sur., 2010). Rezultati utjecaja hladne plazme na aromatski profil soka od
koncentriranog soka od jabuke nalaze se u tablicama 13 i 14. Iz rezultata je vidljivo da i
pasterizacija, kao konvencionalni na¢in konzerviranja sokova, ima utjecaj na aromatski profil
soka. Do odredene promjene aromatskog profila doslo je u svim tretiranim uzorcima. Najvece
promjene zabiljezene su u uzorku tretiranom plinskom plazmom s pozitivnim polaritetom, 6
spojeva nije identificirano ( 2,6-di(t-butil)-4-hidroksi-4-metil-2,4-cikloheksad; 2,4-bis-(1,1-
dimetil) fenol; dodekanska kiselina; 2-metil-, 1- (1,1-dimetiletil) -2-metil-1,3-propandiil ester
propanske kiseline; 2,2-dietil-3-0kso-, etil ester masla¢ne kiseline; 3,4-dimetil-2,5-difenil-
1,3,2-oksazaboralidin). Nesto manje, ali takoder znacajne promjene zabiljeZene su u uzorku
tretiranom plinskom plazmom s negativnim polaritetom, u kojemu 2 spoja nisu identificirana
(1-heksanol; 2,4-bis-(1,1-dimetil) fenol) i u uzorku tretiranom plinskom plazmom s
mjehuri¢ima i pozitivnim polaritetom, u kojem nije identificiran 1 spoj (2,4-bis-(1,1-dimetil)
fenol). Najmanji utjecaj na aromatski profil soka od koncentriranog soka od jabuke je imao
tretman plinskom plazmom s mjehuri¢ima i negativnim polaritetom. Tretman plinskom
plazmom s mjehuri¢ima i negativnim polaritetom ima manji utjecaj na aromatski profil soka i
od tretmana pasterizacijom. Prilikom pregleda rezultata utjecaja tretmana hladnom plazmom
na aromatski profil soka potrebno je imati na umu osjetljivost spojeva arome koji su podlozni

pomjenama neovisno o kojem se procesu obrade radi.
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5.5. Utjecaj hladne plazme na prisutnost metala u uzorcima soka od
koncentriranog soka od jabuke

Tijekom tretmana hladnom plazmom elektroda uzemljenja je u izravnom kontaktu s
uzorkom soka tijekom cijelog tretmana, a visokonaponska elektroda varira ovisno o tretmanu.
U meduprostoru izmedu elektrode i soka, kako bi se ofuvao naboj, dolazi do raznih
elektrokemijskih reakcija pri ¢emu moze doc¢i do otpuStanja metala u sok uslijed korozije
elektrode (Roodenburg i sur., 2005). Iz rezultata ovog rada moze se zaklju€iti da tijekom
izlozenosti elektroda soku od jabuke u trajanju od 20 min nije doslo do erozije. Pravilnik o
toksinima, metalima, metaloidima te drugim Stetnim tvarima koje se mogu nalaziti u hrani
(NN 16/2005) regulirana je najvisa dopustena koli¢ina zeljeza i cinka u soku od voéa i povréa,
koncentriranom soku, voénom sirupu izrazena kao mg metala po kg ili L soka. Najvisa
dopustena koli¢ina zeljeza je 15 mg/L, a cinka 5 mg/L. U ovom radu prisutnost metala
odredivana je metodom atomske apsorpcijske spektrometrije. Za odredivanje Zeljeza i cinka
koriStena je metoda plamene atomske apsorpcijske spektrometrije (HRN I1SO 8288:1998), a
za odredivanje mangana je koriStena metoda grafitne atomske apsorpcijske spektrometrije
(HRN ISO 15586:2008). Rezultati analize navedeni su u tablici 15. Iz rezultata se vidi da je
koli¢ina zeljeza i cinka u uzorcima tretiranih sokova znatno niza od najvisih dopustenih
koli¢ina. Rezultati analize tretiranih sokova usporedeni su s rezultatima analize netretiranog
soka. Koli¢ina Zeljeza u tretiranim uzorcima sokova je vi$a od koli¢ine Zeljeza u netretiranom
uzorku soka jedino u uzorcima tretiranim plinskom plazmom (iako je i ta koli¢ina znatno niza
od pravilnikom dopustene, 3,4 mg/L i 2,6 mg/L), dok je u ostalim tretiranim uzorcima
koli¢ina Zeljeza manja nego u netretiranom uzorku, ali 1 u pasteriziranom uzorku.
Koncentracija cinka u netretiranom i tretiranim uzorcima je takoder znatno niza od
pravilnikom najviSe dopustene koncentracije. Uzorak soka tretiran plinskom plazmom s
negativnim polaritetom sadrzi nesto visu koncentraciju cinka od netretiranog uzorka (2,085
mg/L), a svi ostali uzorci sadrze nize koncentracije cinka od netretiranog uzorka.
Koncentracija mangana u netretiranom 1 tretiranim uzorcima ne razlikuje se znac¢ajno, niza je

u tretiranim uzorcima.

39



5.6. Utjecaj hladne plazme na senzorska svojstva soka od
koncentriranog soka od jabuke

Netretirani i tretirani sokovi od koncentriranog soka od jabuke senzorski su ocijenjeni
metodom kvantitativne deskriptivne analize, a rezultati senzorske analize su prikazani graficki
»paukovom mrezom* (slika 10). Uzorke sokova ocjenjivao je panel od 10 treniranih
ocjenjivaca, a ocjenjivano je 14 pojedinacnih senzorskih svojstava (boja (intenzitet, bistroca),
miris (strani primiris (po kuhanom, oksidirani), miris po jabuci, miris-ukupni dojam), aroma
(karakteristi¢na, neugodna (na metalno), ukupni dojam), okus (kiseo, sladak, ,,metalan®, ,,po
kemikalijama“, neugodan naknadni, ukupni dojam). Uzorci su ocjenjivani skalom od 0 do 10,
gdje je 0 predstavljala ocjenu za najslabije izrazeno svojstvo, a 10 ocjenu za najvise izrazeno
svojstvo. Rezultati su tretiranih uzoraka sokova prikazani su u odnosu na rezultate
netretiranog uzorka te je iz grafickog prikaza vidljivo da nema signifikatnih odstupanja. Boja
svih tretiranih uzoraka ocijenjena je viSom ocjenom od netretiranog uzorka ( >6,85), odnosno
tretirani uzorci su tamnije boje od netretiranog. Uzorak tretiran plinskom plazmom s
mjehuri¢ima i1 negativnim polaritetom najsli¢nije je boje netretiranom uzorku (6,95). Ocjena
mirisa netretiranog uzorka je 4,7. Miris svih tretiranih uzoroka ocijenjen je nizom ocjenom.
Pasterizirani uzorak i uzorak tretiran tekuc¢inskom plazmom s mjehuri¢ima i negativnim
polaritetom imaju ocjenu mirisa najblizu ocjeni netretiranog uzorka ( 3,77 1 3,97). Niza ocjena
mirisa tretiranih uzoraka ukazuje na smanjen intezitet mirisa soka. Aroma netretiranog soka
plinskom plazmom s mjehuri¢ima i pozitivnim polaritetom (4,4). Sok tretiran plinskom
plazmom s negativnim polaritetom ocijenjen je znafajno niZom ocjenom za aromu od
netretiranog uzorka (3,27). Okus tretiranith uzoraka ocijenjen je viSim ocjenama od
netretiranog uzorka §to ukazuje na poveCanje intenziteta okusa uslijed tretmana hladnom
plazmom. Iz grafickog prikaza na slici 10 moze se primjetiti da tretman hladnom plazmom ne

utjeCe znacajno na senzorska svojstva soka od koncentriranog soka od jabuke.
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6. ZAKLJUCAK

Tretman hladnom plazmom ranije je dokazan kao uspjeSan postupak
konzerviranja hrane, a ovim radom je istrazen njegov utjecaj na antioksidacijski
kapacitet, aromatski profil, fizikalno-kemijska i senzorska svojstva soka od jabuke. Iz
rezultata ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

e Tretman hladnom plazmom ne utjeCe znaCajno na fizikalno-kemijska svojstva
soka od koncentriranog soka od jabuke, odnosno tijekom tretmana ne dolazi do
znacajne promjene pH, konduktivnosti i temperature.

e Tretman hladnom plazmom ne utjeCe znacajno na boju i antioksidacijski kapacitet
soka od koncentriranog soka od jabuke.

e Takoder, moze se zakljuéiti da tretman hladnom plazmom nema negativan utjecaj
na aromatski profil soka od koncentriranog soka od jabuke. Tretman plinskom
plazmom s mjehuri¢ima i negativnim polaritetom manje utjee na aromatski profil
soka od tretmana pasterizacije.

e Koncentracije metala (Fe, Zn, Mn) u sokovima tretiranim hladnom plazmom
znacajno su nize od zakonom propisane maksimalno dozvoljene koncentracije
navedenih metala te se moze zakljuciti da ne postoji opasnost od prisutnosti
metala u soku tretiranom hladnom plazmom.

e Tretman hladnom plazmom ne utjeCe znacajno na senzorska svojstva soka od
koncentriranog soka od jabuke. Svi tretirani uzorci su prihvatljivi za
konzumanciju.

e Usporedbom rezultata uzoraka tretiranih plinskom plazmom, plinskom plazmom s
mjehuri¢ima i teku¢inskom plazmom s mjehuri¢ima moze se zakljuditi da je
plinska plazma najmanje pogodna za tretiranje soka od koncentriranog soka od
jabuke obzirom da najznaCajnije utjeCe na fizikalno-kemijska svojstva,

antioksidacijski kapacitet, aromatski profil i senzorska svojstva soka.
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8. SAZETAK

Lucija Markovi¢: Utjecaj hladne plazme na senzorska i fizikalno-kemijska svojstva soka od
jabuke

Danasnji potroSaci traze minimalno procesiranu hranu zbog fega novi postupci
procesiranja hrane dobivaju na znacaju. Novi postupci procesiranja hrane mogu u potpunosti
zamijeniti pojedine standardne operacije, a pri tome se dobivaju proizvodi bolje kakvoce,
postize se usSteda energije, skracuje trajanje tehnoloskog procesa. U nove postupke
procesiranja hrane ubraja se i hladna atmosferska plazma. Plazma je ionizirani ili djelomi¢no
ionizirani plin koji se sastoji od nabijenih Cestica (elektrona, iona), radikala, fotona i
neutralnih Cestica (atoma, molekula), a nastaje ionizacijom. Dokazano je da hladna plazma
ima antimikrobno djelovanje §to je ¢ini dobrim konzerviraju¢im procesom. Voéni sokovi i
njima srodni proizvodi jedna su od najznacajnijih skupina voénih preradevina s
prehrambenoga i gospodarskoga gledista. Cilj ovog rada je odrediti utjecaj tretmana hladnom
plazmom na antioksidacijski kapacitet, aromatski profil, fizikalno-kemijska i senzorska
svojstva soka od koncentriranog soka od jabuke. Uzorci su tretirani plinskom plazmom
(pozitivan i negativan polaritet), plinskom plazmom s mjehuri¢ima (pozitivan i negativan
polaritet) i teku¢inskom plazmom s mjehuri¢ima (pozitivan i negativan polaritet). Uzorcima
su izmjereni pH, konduktivnost i temperatura prije i poslije tretmana. Boja netretiranog i
tretiranih uzoraka odredivana je CIELAB metodom. Antioksidacijski kapacitet je odredivan
ABTS i DPPH metodama, a aromatski profil plinskom kromatografijom s masenom
spektrometrijom (GC-MS). Senzorska svojstva soka odredena su kvantitativnom
dekriptivnom analizom (QDA). Rezultati analize tretiranih uzoraka usporedivani su s
rezultatima netretiranom i pasteriziranog uzorka soka od koncenentriranog soka od jabuke.
Usporedbom rezultata uzoraka tretiranih hladnom plazmom s netretiranim uzorkom zakljuéilo
se da tretman hladnom plazmom ne utjeCe znacajno na antioksidacijski kapacitet, aromatski

profil, fizikalno-kemijska i senzorska svojstva soka od koncentriranog soka od jabuke.

Kljuéne rijeci: hladna plazma, antioksidacijski kapacitet, aromatski profil, fizikalno kemijska

svojstva, senzorska svojstva, sok od jabuke
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9. SUMMARY

Lucija Markovi¢: The impact of non-thermal plasma on sensory and physico-chemical

properties of apple juice

Nowadays consumers are demanding minimally processed foods and that's the main
reason why new food processing methods are gaining importance. New food processing
methods can completely replace certain standard operations, and thereby obtain higher quality
products, saving, energy, shortens the duration of the technological process. One of the new
food processing methods is non-thermal plasma treatment. Plasma is ionized or partially
ionized gas that consists of charged particles (electrons, ions), radicals, photons and neutral
particles (atoms, molecules), and is formed by ionization. It has been shown that non-thermal
plasma has an antimicrobial effect which makes it good conservative process. Fruit juices and
related products are one of the most important groups of fruit products. The aim of this work
is to determine the impact of non-thermal plasma on antioxidant capacity, aromatic profile,
physico-chemical and sensory characteristics of the juice from concentrated apple juice. The
samples were treated with gas plasma (positive and negative polarity), gas plasma with
bubbles (positive and negative polarity) and liquid plasma with bubbles (positive and negative
polarity). Physical parameters like: pH value, conductivity and temperature of samples were
measured before and after treatment. The color of untreated and treated samples was
determined by CIELAB method. Antioxidant capacity was determined by DPPH and ABTS
methods. Aroma analysis was carried out by headspace-solid phase microextraction (HS-
SPME) and gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) and for the sensory evaluation
quantitative descriptive analysis (QDA) was applied. Results of the analysis of the treated
samples were compared with the results of the untreated sample and pasteurized sample. By
comparing the results of samples treated with non-thermal plasma to untreated sample
concluded that the non-thermal plasma treatment does not significantly affect the antioxidant
capacity, aromatic profile, physico-chemical and sensory properties of the juice from

concentrated apple juice.

Key words: non-thermal plasma, antioxidant capacity, aromatic profile, physico-chemical

properties, sensory properties, apple juice
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