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1. UVOD

Sipak (Punica granatum L.) je listopadna biljka koja botanicki pripada obitelji Punicaceae,
a danas je poznato oko 1000 vrsta kultiviranog ipka. Sipak je jedna od najstarijih poznatih
jestivih vocaka koja potjece iz Centralne Azije i podru¢ja nekadasnje Perzije (danasnji Iran).
Plod Sipka je bobicast, a njegov okus i veli¢ina ovise o tome je li rije¢ o divljem ili pitomom
Sipku. Sipak se uzgaja zbog brojnih biolodkih svojstava i terapeutskih ucinaka izrazito
povoljnih za ljudsko zdravlje (antimikrobna, protuupalna, antioksidacijska, antikancerogena i
imunosupresivna aktivhost, regulira metabolizam glukoze i lipida, preventivho djeluje na
kronicne i autoimune bolesti te aterosklerozu, koristi se u dijabetoloskoj dijetoterapiji,
protektivno na krvoZzilni sustav, ima terapeutske ucinke na kosu i kozu, koristi se pri

mrSavljenju i djeluje preventivno na dentalne bolesti).

Sipak se anatomski moZe podijeliti u nekoliko dijelova; sjemenka, sok, perikarp, list,
cvijet, kora i korijen, a svaki od tih dijelova ima zanimljivu farmakolosku aktivnost i kemijski
sastav. Na kemijski odnosno nutritivni sastav i kvalitetu Sipka utjecu vrsta (kultivar), okolisni
¢imbenici, sazrijevanje, tretiranje nakon berbe te skladistenje. Sok Sipka je vrijedan izvor
bioloski aktivnih spojeva. Pokazano je da ukupnom antioksidacijskom kapacitetu Sipka vise
doprinose hidrofilni (85%) u usporedbi sa lipofilnim bioaktivhim spojevima (15%). Od
hidrofilnih antioksidanasa najzastupljeniji su fenolni spojevi i vitamin C, a od hidrofobnih
karotenoidi. Fenolne spojeve u Sipku Cine: fenolne kiseline poput kafeinske, p-kumarinske i
ferulinske kiseline, flavonoidi katehin, epikatehin i kvercetin, tanini podlozni hidrolizi;
galotanini (derivati galne kiseline), elagitanini (derivati elaginske kiseline), punikalagin i
punikalin. Zajedno s fenolnim spojevima i ostalim antioksidacijskim sastojcima Sipka, vitamin
C pridonosi ukupnom antioksidacijskom kapacitetu Sipka. Sok Sipka veoma je popularan
medu potrosacima, a ujedno predstavlja vrijedan izvor razliitih bioloski aktivnih spojeva.
Svjezi sok Sipka podlozan je kvarenju, a daljnjom preradom pozeljno je produliiti rok trajanja
te istovremeno zadrzati svu biolosku vrijednost. Cilj prerade sokova visoke nutritivne i
bioloske vrijednosti usmjeren je na ocuvanju nutritivne i bioloske vrijednosti tijekom

tretmana pa se zbog toga u novije vrijeme razmatraju nove netoplinske tehnike procesiranja.

Stoga je svrha ovog istraZivanja bila ispitati stabilnost vitamina C u sokovima sipka
tretiranim netoplinskim tehnikama (ultrazvuk i hladna plazma zasebno te u kombinaciji tih

aviju tehnika) u usporedbi s pasterizacijom i svjezim sokom sipka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. §ipak (Punica granatum L.)

éipak (Punica granatum L.) je listopadna biljka koja botanicki pripada obitelji Punicaceae,
a danas je poznato oko 1000 vrsta kultiviranog Sipka (Levin, 1994). Latinski naziv Sipka
potjece od dvije rijeci ,Pomuni granatum" Sto u prijevodu znadi zrnata (granatum) jabuka
(pomum) (Teixeira da Silva i sur., 2013). Drugi nazivi koji se koriste za Sipak jesu: nar,

pitomi Sipak, mogranj, kalinka, granat, granat-jabuka, zrnata jabuka, ulicar.

Slika 1. Sipak (Punica granatum L ) (Anonymus 1, 2017)

Sipak je jedna od najstarijih poznatih jestivih vocaka koja potjece iz Centralne Azije i
podrucja nekadasnje Perzije (danasnji Iran). Kultivacija divljeg Sipka zapocinje oko 3000. i
4000. godine prije Krista u sjevernom Iranu i Turskoj (Lye, 2008) od kuda se Siri u druge
regije. Kultivacija se kasnije prosirila na anti¢ki Egipat, Indiju, Mali Aziju, Sjevernu Afriku i
obalu Mediterana. Spanjolski kolonizatori su u 16. i 17. stoljeéu uzgajanje Sipka prosirili na
Srednju Ameriku, Meksiko i Juznu Ameriku (LaRue, 1980). Na nasim podrucjima Sipak raste u
Dalmaciji i zapadnoj Hercegovini. Zanimljiva je Cinjenica da je u bron¢anom dobu narod na
podruéju danasnje Albanije kultivirao Sipak neovisno o drugim narodima, a jedan od dokaza
je stara rijeC Shegé koja se danas u Albaniji koristi za naziv Sipka, a ne postoji niti u jednom
drugom jeziku (Xhuveli, 2012).

Prema podacima iz 2013. godine, ukupna godiSnja proizvodnja Sipka priblizno iznosi
1,5 milijuna tona. U proizvodnji prednjace Iran i Indija te Spanjolska i SAD (Teixeira da Silva
i sur., 2013). Povijest koristenja Sipka u ljekovite svrhe seze joS u davnine, a spominje se u
Starom zavjetu Biblije, Kuranu i babilonskom Talmudu gdje se opisuje kao sveto voée koje
donosi plodnost, oblije i dobar izgled (Cravatto i sur., 2010). U ajurvedskoj medicini se

koristio kao antiparazitski agens, tonik za krv, protiv dijareje i Cireva te afti (Julie, 2008).



Plod Sipka je bobicast, a njegov okus i veli¢ina ovise o tome je li rije¢ o divljem ili
pitomom Sipku. Plod pitomog Sipka je vedi i tezi od ploda divljeg Sipka,a takoder ima i vece
svjetlocrvene sjemenke visekutnog oblika veliine 8-12 mm. Kora je crvenkaste boje, a moze
biti pomijeSana sa svjetlozutim i zelenkastim tonovima. Arilna ovojnica sjemenke je boje
rubina (Xhuveli, 2012). Razli¢iti dijelovi Sipka prikazani su na Slici 2. Dijelovi unutrasnjosti

nara prikazani su na Slici 3.

Slika 2. Razliciti dijelovi sipka. (a) Grm sipka. Vanjski (b) i unutarnji (c) dio cvijeta. (d)
Potpuno zreo plod. (e) Berba sipka. (f) Unutrasnjost sipka. (g) Sjemenke obavijene arilnom
ovojnicom (Maclean i sur., 2014)

Kora

Slika 3. Unutrasnjost ploda nara (Kalaycioglu i Erim, 2016)



Sipak se uzgaja zbog brojnih bioloskih svojstava i terapeutskih udinaka izrazito
povoljnih za ljudsko zdravlje (Julie, 2008). Medu ostalim ima antimikrobnu, protuupalnu,
antioksidacijsku, antikancerogenu i imunosupresivhu aktivnost. Na jetru djeluje protektivno
regulirajuéi metabolizam glukoze i lipida (Bagri i sur., 2009) pa tako preventivno djeluje na
kroni¢ne i autoimune bolesti te se koristi u dijabetoloskoj dijetoterapiji (Julie, 2008). Takoder
ima preventivne ucinke na pojavu ateroskleroze, a time djeluje protektivno na krvoZilni
sustav (Karasu i sur., 2012, Shema-Didi i sur., 2012). Ima terapeutske ucinke na kosu i kozu,

koristi se pri mrsavljenju i djeluje preventivno na dentalne bolesti (Miguel i sur., 2010).

Sjemenke unutar crvene arilne ovojnice Sipka se mogu konzumirati svijeze, a takoder
se koriste kao sastojci salata i ostalih jela te se od njih radi ulje. Osim toga, od Sipka rade se
sokovi, sirupi, vino, ocat, dzemovi, Caj, proizvodi za njegu tijela, koristi se kao sastojak
energetskih plocica i dodataka prehrani. Kora se stoljec¢ima koristila, primjerice u Albaniji, kao
tekstilni pigment (Mitrushi, 1955).

2.2. Kemijski sastav Sipka

Sipak se anatomski moze podijeliti u nekoliko dijelova; sjemenka, sok, perikarp, list,
cvijet, kora i korijen, a svaki od tih dijelova ima zanimljivu farmakolosku aktivnost i kemijski
sastav. Na kemijski odnosno nutritivni sastav i kvalitetu Sipka utjecu vrsta (kultivar), okolisni
¢imbenici, sazrijevanje, tretiranje nakon berbe te skladistenje (Schwartz i sur., 2009).0Osnovni

kemijski sastav nara izrazen na 100g jestivog dijela prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav jestivog dijela ploda nara (USDA National Nutrient Database for
Standard Reference, 2011)

NUTRIJENT UDIO U JESTIVOM DIJELU PLODA

Voda (g) 77,93
Energija (kcal) 83,00
Proteini (g) 1,67
Masti (g) 1,17
Ugljikohidrati (g) 18,70
Ukupni Seceri (g) 13,67
Viakna (g) 4,00
Pepeo (g) 0,53
Vitamin C (mg) 10,20




Folati (ug) 38,00

Pantotenska kiselina (mg) 0,38
Niacin (mg) 0,30
Vitamin E (mg) 0,60
Vitamin K (pg) 16,40
Kolin (mg) 7,60
Zeljezo (mg) 0,30
Kalcij (mg) 10,00
Magnezij (mg) 12,00
Kalij (mg) 236,00
Natrij (mg) 3,00
Fosfor (mg) 36,00
Cink (mg) 0,35
Selen (pg) 0,50

Jestivi dijelovi Sipka od kojih se dobiva sok u svom sastavu imaju vodu (85 %),
organske kiseline (limunska, jabucna, galna, askorbinska), jednostavne Secere ciji je udio 10
% (glukoza, fruktoza i saharoza), 1,5 % pektina, vitamine, polisaharide, polifenole, minerale
te razne bioloski aktivne komponenete (terpeni, alkaloidi, fitosteroli). Za sok od nara
pronadeno je da sadrZzi organske kiseline poput limunske (1 g/L) i askorbinske u
koncentraciji 7mg/L (EI-Nemr i sur.,1990). Osim navedenih kiselina, u vecoj koncentraciji se
nalazi i jabucna kiselina dok su oksalna, jantrarna i fumarna kiselina prisutne u manjoj
koli¢ini (Mirdehghan i sur., 2007). Kemijski sastav razliCitih dijelova Sipka utjeCe na dobrobiti

koje donosi ljudskom zdravlju.

U perikarpu, liS¢u i cvijetu Sipka nalaze se fenoli (flavonoidi i tanini) jedinstveni za
Sipak. Osim fenola, u perikarpu se takoder nalaze i kompleksni polisaharidi. Perikarp ploda
divljeg Sipka bogatiji je flavonoidima i taninima od perikarpa pitomog Sipka (Ozcal i Dinc,
1993). Perikarp takoder sadrzi kompleksne polisaharide (Jahfar i sur., 2003). Kora nara je
vazan izvor bioaktivnih spojeva, poput fenola, flavonoida, elagitanina i proantocijanidina,

minerala i kompleksnih polisaharida (Jahfar i sur., 2003).

Sjemenke Sipka sadrze triacilglicerole (oleinska, linolna, palmitinska i stearinska
kiselina) koji tvore ulje, a u ulju je takoder prisutan visok udio puncicne kiseline (C18:3-9cis,
11trans, 13cis) dugolancana polinezasicena masna kiselina. Ulje sjemenki Sipka sadrzi




fitosterole, a u jako malim koli¢inama steroide i cerebrozide, a takoder se nalaze i lignini koji
doprinose antioksidacijskoj aktivnosti (Lansky i Newman, 2007). U sastav sjemenki takoder

ulaze i alfa- i gama- tokoferoli te fosfolipidi (Pande i Akoh, 2009).
2.3. Bioloski aktivni spojevi Sipka

Sipak ima brojne zdravstvene dobrobiti zahvaljujuéi svom kemijskom sastavu, pri
¢emu je pokazano da su razliciti dijelovi ploda poput lista, kore, soka i sjemenki bogat izvor
razliCitih fitonutrijenata. Pokazano je da ukupnom antioksidacijskom kapacitetu Sipka vise
doprinose hidrofilni (85%) u usporedbi sa lipofilnim bioaktivnim spojevima (15%). Od
hidrofilnih antioksidanasa najzastupljeniji su fenolni spojevi i vitamin C, a od hidrofobnih
karotenoidi. Vrijedan su izvor fitoestrogena 17B-estradiola, koji je strukturno slican
estrogenu, a pokazano je da smanjuje hormonski utjecaj endogenih estrogena (Sreekumar i
sur., 2010). Ukupni udio polifenola izrazen ekvivalentima galne kiseline (GAE) na 100g u
sjemenkama iznosi 89,2 mg, u pulpi taj udio iznosi 164,4 mg, u kori je 311,3 mg, a u liS¢u
359,6 mg (Pande and Akoh, 2009). Polifenolni spojevi u Sipku od najve¢eg su znacaja, a
zasluzni su za boju, okus, teksturu, antioksidacijsku (Hernandez i sur., 1999) i antibakterijsku

aktivnost (Negi i Jayaprakasha, 2003).
2.3.1. Fenolni spojevi u Sipku

Fenolni spojevi su skupina organskih aromatskih spojeva koje Cine jedna ili viSe
hidroksilnih grupa vezana na aromatski prsten, a ovisno o broju aromatskih prstenova od
kojih se sastoje i skupinama vezanim na prstenove dijele se na flavonoide i fenolne kiseline
(Shahidi i Naczk, 2004). Flavonoidi su velika grupa fenolnih spojeva koji se sastoje od dva
aromatska prstena koji mogu biti hidroksilirani, metoksilirani i glikozilirani. Dijele se u Sest
skupina: flavoni, flavanoli, izoflavoni, flavonoli, flavan-3-oli, antocijanidini i antocijani. Ukupni
udio flavonoida u Sipku krece se izmedu 8,23 i 23,99 mg ekvivalenata kvercetina/100mg.
Fenolne kiseline, u ovisnosti o strukturi, se dijele na hidroksibenzenske i hidroksicimetne
(Stalikas, 2007).

Fenolne spojeve u Sipku Cine: fenolne kiseline poput kafeinske, p-kumarinske i ferulinske
kiseline, flavonoidi katehin, epikatehin i kvercetin, tanini podlozni hidrolizi; galotanini (derivati
galne kiseline), elagitanini (derivati elaginske kiseline), punikalagin i punikalin. Strukture
znacajnijin  fenolnih spojeva prikazani su na Slici 4. Ukupni udio polifenola izrazen
ekvivalentima galne kiseline (GAE) na 100g u sjemenkama iznosi 89,2 mg, u pulpi taj udio



iznosi 164,4 mg, u kori je 311,3 mg, dok je u liS¢u odredeno 359,6 mg (Pande and Akoh,
2009).

Kora sadrzi najvedi udio tanina podloznih hidrolizi, a taj udio iznosi 4792.3 - 6894.8
mg/100g (Pande and Akoh, 2009). Tanini podlozni hidrolizi, elagitanini i galotanini, ¢ine
glavninu sastava kore i perikarpa nara dok je najznacajniji tanin punikalagin (Fischer i sur.,
2011, Mena i sur., 2011, Qu i sur., 2012, Gil i sur., 2000). U istrazivanju Di Nunzio i sur.
(2013) ispitivan je ukupni sastav polifenola i antioksidacijska aktivnost razli¢itih kultivara
Sipka. Odabrani su sokovi tri kultivara Sipka iz épanjolske, Izraela i Turske. Udio elaginske
kiseline odreden je u koncentracijama: 253, 244 i 168 mg/L dok je udio tanina podloznih
hidrolizi bio 609, 564 i 434 mg/L. Punikalagin A i B u Sipku iz épanjolske odredeni su u
koncentracijama: 14,3 i 31,5 mg/L. U drugom istrazivanju pokazano je da udio punikalagina
varira izmedu 149,85 i 1042,93 mg/L u sokovima Sipka iz Cetiri regije u Kini (Li i sur., 2015).
Sastav punikalagina u sokovima od Sipka nije samo pod utjecajem metode ekstrakcije,

StoviSe, na sastav punikalagina u Sipku utjece kultivar (Akhavan i sur., 2015).

Ljudski organizam ne apsorbira tanine, ve¢ se oni hidroliziraju do elaginske kiseline
koja se takoder slabo apsorbira, ali elaginska kiselina se metabolizira crijevnim bakterijama
te tako doprinosi zdravstvenim benefitima na ljudsko zdravlje koje imaju metaboliti fenolnih

spojeva (Cerda i sur., 2005, Seeram i sur., 2005).

Neka istrazivanja potvrduju da je sok od Sipka jedan od vaznijih izvora antocijana
odgovornih za karakteristicnu intenzivnu crvenu boju soka (Fischer i sur., 2011, Gil i sur.,
2000, Alighourchi i sur., 2008). U istrazivanju Mousavinejad i sur. (2009) odredivao se
ukupni fenolni sastav i antioksidacijska aktivnost osam kultivara Sipka iz Irana.
Antioksidacijska aktivnost soka od Sipka direktno je povezana s ukupnim udjelom polifenolnih
spojeva. Ispitivan je udio glavnih antocijana odgovornih za boju soka nara i udio elaginske
kiseline. Delfinidin-3,5-diglikozid je odreden u najvecoj koncentraciji (372-5301 mg/L), zatim
je slijedio cijanidin-3,5-diglikozid (242—-2361 mg/L) te delfinidin-3-glikozid (49-1042 mg/L) i
pelargonidin-3,5-diklikozid (7-90mg/L). Ukupna koncentracija svih kvantificiranih antocijana
iznosila je izmedu 815 i 654830 mg/L. Znacajne razlike bile su prisutne u udjelu elaginske
kiseline u razli¢itim kultivarima. Taj udio je iznosio izmedu 7 i 160 mg/L. Koncentracija
ukupnih tanina odredena je u rasponu od 150 do 320 mg/L. U istrazivanju Mena i sur. (2011)
ispitivan je, medu ostalim, ukupni sastav polifenolnih spojeva, antioksidacijska aktivnost,

udio punikalagina, ukupni udio antocijana i elaginske kiseline u 15 kultivara nara iz



Spanjolske. Ukupni udio elaginske kiseline odreden je izmedu 3,6 i 153 mg/L dok je ukupni
udio punikalagina bio izmedu 1,4 i 44 mg/L. Udio antocijana bio je izmedu 34 i 1075 mg/L.
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Slika 4. Fenoini spojevi u sipku od znacajne fizioloske vaznosti (Sharma i sur., 2017)

Taj udio antocijana i elaginske kiseline je relativno nizi od udjela odredenom u
kultivarima Sipka iz Irana u prethodno navedenom istrazivanju Mousavinejad i sur. (2009).

Ova razlika u rezultatima moguca je zbog razlika u agroekoloskim ¢imbenicima uzgoja Sipka.

Sastav fenolnih spojeva u soku od Sipka uvjetovan je vrstom (kultivarom),
agronomskim i klimatskim uvjetima, vremenom sazrijevanja i metodama za ekstrakciju soka
(Gundogdu i sur., 2012, Viuda-Martos i sur., 2010, Rajasekar i sur., 2012, Legua i sur., 2012,



Fischer i sur., 2013, Borochov-Neori i sur., 2011) dok aktivnost fenolnih spojeva ovisi

ponajvise o njihovoj kemijskoj strukturi (Gil i sur., 2000).
2.3.2. Vitamin C u Sipku

Askorbinska kiselina, kao reducirani oblik vitamina C, lako predaje dva atoma vodika
s elektronima i pritom postaje dehidroaskorbinska kiselina (oksidirani oblik) koja nema
antioksidacijsko svojstvo vitamina. Zbog antioksidacijskih svojstava, proizvodaci hrane ju
Cesto dodaju kao konzervans jer spreCava posmedivanje i doprinosi udjelu vitamina C u
namirnici. Vitamin C se moze dodavati kao antioksidans u obliku limunovog soka kao
prirodna zamjena za sintetski oblik (E300) (Marti i sur., 2001).

H
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Slika 5. Kemijska struktura askorbinske kiseline (Anonymus 2, 2017)

Dodatak soka od limuna u sok Sipka moZe djelovati preventivnho na reakcije
posmedivanja i degradaciju pigmenata odgovornih za crvenu boju soka Sipka (Ozkan, 2002).
Medutim, askorbinska kiselina nepovoljno utjee na stabilnost antocijana. Ukupni udio
antocijana u soku Sipka, pomijeSanog sa sokom limuna u odredenim omjerima, nakon kraceg
vremena skladiStenja, smanjuje se u usporedbi s pocCetnim udjelom (Pérez-Vicente i sur.,
2004). Sto je udio dodanog soka limuna vedi, veca je i degradacija antocijana u soku Sipka
(Ozkan, 2002). Smanjenje pocetnog udjela vitamina C usko je povezano sa smanjenjem
udjela antocijana. Najznacajniji proces degradacije vitamina C u soku Sipka dogada se
tijekom prvih sedam dana skladistenja kada udio vitamina C padne za oko 50% od pocetne
vrijednosti, ali u daljnjim periodima skladistenja prisutna je retencija vitamina C (Gonzlez-
Molina i sur., 2009). Uzrok tim promjenama moze se pripisati kondenzaciji antocijana s
askorbinskom kiselinom (Poei-Langston i Wrolstad, 1981), ali uzrok mogu biti i degradacijski
produkti askorbinske kiseline (dehidroaskorbinska kiselina, furfurali i vodikov preoksid) koji
nastaju nakon kraceg vremena skladistenja (Ozkan, 2002). Dodatak askorbinske kiseline u
sok Sipka ne doprinosi znacajnijim benefitima jer ona degradira ve¢ unutar 96 sati, a time
uzrokuje i degradaciju antocijana koji su sami po sebi izvrsni antioksidansi te nema potrebe



dodavati askorbinsku kiselinu kao dodatni antioksidans. Askorbinska kiselina se nije pokazala
znacajnom prilikom ocuvanja crvene boje soka, Stovise nakon tri mjeseca skladiStenja soka
Sipka s dodanom askorbinskom kiselinom i soka Sipka bez dodane askorbinske kiseline pri 5
°C boja oba soka bila je ista (Marti i sur., 2001).

Zajedno s fenolnim spojevima i ostalim antioksidacijskim sastojcima Sipka, vitamin C
pridonosi ukupnom antioksidacijskom kapacitetu Sipka. Pripada skupini vitamina topljivih u
vodi te lako degradira ovisno o tipu prerade, vremenu skladiStenja, temperaturi, svjetlosti,
prisutnosti kisika, metala i drugih tvari. U hrani se najéeSce odreduje oksidometrijskom
titracijom s 2,6-diklorfenolindofenolom i HPLC metodom, a takoder se moze odredivati

kolorimetrijskim i fluorometrijskim metodama (Rodriguez-Bernaldo i sur., 2006).

Rezultati istraZivanja Dumlu i Gurkan (2007) potvrdili su visok udio vitamina C u
razliCitim vrstama Sipka, a taj udio varira izmedu 312 mg i 1050 mg na 100g jestivog dijela.
Zanimljivo je da je osim pulpe, vitamin C pronaden i u kori Sipka, a taj udio varira ovisno o
vrsti i podrucju iz kojeg potjecCe. Primjerice, rezultati nekih istrazivanja pokazuju da Sipak iz
Indije ima signifikantno veéi udio vitamina C u usporedbi s onim iz Omana i Egipta (Opara i
sur.,2009). Ipak, rezultati nekih istrazivanja potvrduju da neovisno o vrsti i regiji u kojoj se
Sipak uzgaja, kora sadrzi veéi udio vitamina C nego pulpa. Ta razlika moze biti ¢ak do
49,23% (vrsta Sipka pod nazivom ,Ruby") i 41,89% (bijeli nar iz Indije), a razlike u udjelima
mogu biti i manje (19.64% i 22.08%) Sto je svojstvenije za ostale vrste Sipka (vrste Sipka
pod nazivom Wonderful, Spanish Sweet, Mollar, Ak-anar). S obzirom na veéi udio vitamina C
u kori, kora ima vecu antioksidacijsku aktivnost od pulpe Sipka (Li i sur., 2006, Guo i sur.,
2003, Singh i sur., 2002).

Takoder, rezultati nekih studija pokazuju da na udio vitamina C utjeCe, primjerice i
nacin suSenja. Kora Sipka moze se susiti na suncu ili u susionicama. Veéa retencija vitamina
C pokazala se u slucaju susenja kore na suncu najvjerojatnije zbog sporijeg i postepenog
gubitka vlage, nize temperature i duzeg vremena suSenja za razliku od suSenja u
susSionicama pri visokoj temperaturi u kratkom vremenu (Vega-Galvez i sur., 2008). Osim
toga, brzo susenje kore pri visokoj temperaturi uzrokuje i degradaciju vitamina C (Timoumi i
sur., 2007).

2.4. Proizvodnja soka Sipka
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Prema Pravilniku o voé¢nim sokovima i njima slicnim proizvodima namijenjenim za
konzumaciju (NN 48/2013), vocni sok je proizvod dobiven od jestivog dijela voca, a

karakterizira ga boja, aroma i okus karakteristi¢an za voce od kojega potjece.

Sok Sipka veoma je popularan medu potrosadima, a ujedno predstavlja vrijedan izvor
razlicitih bioloski aktivnih spojeva pa jedna ¢asa ovog soka sadrzi ¢ak 40% RDA vrijednosti za
dnevni unos vitamina C stoga se sok od Sipka se moze uzeti u obzir kao funkcionalna hrana
(Du i sur., 1975).

Svjezi sok Sipka je podlozan kvarenju, a daljnjom preradom pozeljno je produliiti rok
trajanja te istovremeno zadrzati svu biolosku vrijednost. Danas se u preradi najcesce koriste
procesi koji ukljuuju visoku temperaturu, medutim reakcije poput degradacije pigmenata
(karoteonoida i antocijana) i reakcije posmedivanja (Maillardove reakcije, enzimsko
posmedivanje i oksidacija askorbinske kiseline) nepozeljne su za gotovi sok Sipka, obzirom da

utje€u na nutritivna i senzorska obiljezja soka (Ibarz i sur., 2003).

Kako bi se prevaziSle ove prepreke u preradi, pronalaze se nova rjeSenja vezana za
toplinski tretman pa se sokovi Cesto, poradi korekcije boje i okusa, mijesaju sa razlicitim
sokovima poput soka od limuna kako bi se posmedivanje svelo na najmanju mjeru (Mena i
sur., 2013). Uzevsi sve u obzir, osim osiguranja mikrobioloske stabilnosti, cilj prerade sokova
visoke nutritivne i bioloske vrijednosti usmjeren je prema ocuvanju nutritivne i bioloske
vrijednosti tijekom tretmana pa se zbog toga u novije vrijeme razmatraju nove netoplinske

tehnike procesiranja (Barba i sur., 2015).
2.5. Primjena novih netermalnih tehnika u preradi soka Sipka

Neka od novijih rjeSenja tj. potencijalno alternativne metode najceSce koriStenoj
pasterizaciji ukljuuju primjenu visokog hidrostatskog tlaka, ultrazvuka, mikrovalova, omskog
zagrijavanja te hladne plazme, a sve sa ciliem da mogu udovoljiti zahtjevima kupaca za

prirodnom, svjezom i sigurnom hranom (Barbosa-Canovas i sur., 1998, Tiwari i sur. 2009).

Uporaba ultrazvuka je danas naveliko prisutna u farmaceutskoj, kozmetickoj i
kemijskoj industriji. Ultrazvuk je mehanicki val koji se prenosi putem elasticnog medija, a od
zvucénog vala razlikuje se svojom frekvencijom, koja ukljucuje raspon od 20kHz do 10MHz.
Glavni fizicki parametri koji karakteriziraju ultrazvucni val su snaga (W), frekvencija (Hz) i
valna duljina (cm) (Mason i sur., 2005). Upravo zbog Sirokog raspona frekvencija i snage,
ultrazvuk ima razliCite efekte Sto mu osigurava Siroku primjenu. Mehanizam ultrazvuka u

teku¢em mediju poput soka uglavnom je vezan uz mehanicki efekt prouzro¢en impolzijama
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kavitacijskih mijehuriéa (McClements, 1995)., a takoder je znacajan i toplinski indeks
ultrazvuka koji se definira kao omjer akusticke snage proizvedene u ultrazvu¢nom
pretvorniku i snage potrebne za zagrijavanje materijala koji se obraduje za 1 °C (Rezek
Jambrak, 2008).

Utjecaj ultrazvuka na fizikalno-kemijski i fenolni sastav soka od Sipka ispitivali su u
svom istrazivanju Alighourchi i sur. (2013). Ispitivane su amplitude 50, 75 i 100% i vremena
0, 3, 6 i 9 min. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se koncentracija antocijana u soku
uslijed tretmana ultrazvukom smanjila za 0.38-9.75%, dok se sadrzaj ukupnih fenola uveéao
za prosjecno 5.40 - 42.52%. U novijem istrazivanju ultrazvuk se pokazao kao dobra tehnika
za izolaciju bioaktivnih spojeva pomocu ultrazvuka pri ¢emu su dobiveni ekstrakti osuseni

rasprSivanjem te na koncu enkapsulirani (Kaderides i sur., 2015 ).

Hladna (netoplinska) plazma se sve viSe primjenjuje u prehrambenoj industriji
ukljucujuéi i suhu dezinfekciju povrSine hrane (mesa, piletine i puretine, ribe i svjezih
povrtnih proizvoda), granula i Cestica hrane (susenog mlijeka, biljaka i zaCina) te proklijalih
sjemenki. Ne-termalne ravnotezne plazme, Cija primjenjena snaga potjeCe od elektrona,
stvaraju se korona praznjenjem, svjetle¢im praznjenjem, praznjenjem u obliku svjetlosnog
luka, kapacitetno spojenim praznjenjem, induktivnho spojenim praznjenjem, valovima
zagrijane plazme itd. Metoda hladne plazme ima inaktivacijske ucinke na mikrobe poput L.
monocytogenes i Salmonelle (Song i sur., 2009, Fernandez i Thompson, 2012). Ova
tehnologija je takoder uspjesSno primijenjena za povrSinsku sterilizaciju ambalaznih
materijala, ali i za njihovu funkcionalnu modifikaciju kako bi imala Zeljena svojstva. Yun i sur.
(2010) su u svom radu pokazali da je atmosferska plinska plazma efikasna u inaktivaciji L.
monocytogenes i primjenjiva na jednokratnim spremnicima za hranu. Kroz zadnjih nekoliko
godina skupio se niz podataka o utjecaju ne-termalne plazme na inaktivaciju
mikroorganizama na povrSinama abiotskih materijala kao Sto su sintetske membrane i staklo.
Neke od vaznijih primjena su u: tretmanu sirovih i susenih proizvoda, kontroli biofilmova i
dekontaminaciji procesiranih povrsSina, povrSinskoj dekontaminaciji jaja, sterilizaciji

ambalaZznog materijala, tretmanu otpadne vode (Misra i sur., 2011).

U novije vrileme sve veCu paznju istrazivaa privlaéi tehnika tretiranja hladnom
plazmom za koju su veC rezultati nekih istraZivanja pokazali da pozitivno djeluje na
parametre boje i stabilnost polifenolnih spojeva u sokovima Sipka, aronije i viSnje maraske
(Garofuli¢ Elez i sur., 2015, Misra i sur., 2011, Bursa¢-Kovacevi¢ i sur., 2016, Herceg i sur.,
2016).
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U istrazivanju Bursac¢-Kovacevic i sur. (2016) ispitivan je utjecaj tretmana hladnom
plazmom na udio antocijana i promjenu boje u mutnom soku Sipka. Promatrani su sljedeci
parametri: vrijeme tretiranja soka hladnom plazmom (3,5, 7 min), volumen tretiranog soka
(3, 4, 5 cm®) i protok plazme 0.75, 1, 1.25 dm?/min). Najveca stabilnost antocijana utvrdena
je pri vremenu tretiranja 3 minute u volumenu soka 5 cm® i protoku plazme u iznosu 0,75
dm?®. Zanimljivo je da je sadrZaj antocijana uslijed tretmana hladnom plazmom bio veéi za
prosjecno 30%. Razlog uvecanju moze biti pucanje stani¢nih membrana uslijed generiranja
rekatinih Cestica pri ¢emu se iz vakuola oslobadaju antocijani i prelaze u ekstracelularni
prostor (Kobzev i sur., 2013). Drugi moguci razlog povecanja udjela antocijana je njihova
stabilnost koja proizlazi iz njihove kemijske strukture. Glikolizirani spojevi, poput
diglikoliziranih antocijana delfinidina i cijanidina, manje su podlozni degradaciji prilikom
tretmana hladnom plazmom od njihovih neglikoliziranih oblika (Grzegorzewski i sur., 2011).
Osim udjela antocijana, praena je i promjena boje tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolni
netretirani uzorak. Rezultati su pokazali da na promjenu boje ne utjeCu vrijeme tretiranja i
volumen uzorka, ali intezitet boje opada s poveéanjem protoka plazme. Vizulanih razlika u
boji izmedu tretiranih uzoraka i kontrolnog netretiranog uzorka gotovo i nije bilo. Ukupno
gledajudi, ovo istrazivanje pokazalo je da tretiranje mutnog soka od nara hladnom plazmom

ima pozitvne ucinke na stabilnost antocijana i promjenu boje.

Rezultati joS jednog istrazivanja (Herceg i sur., 2016) potvrduju pozitivan utjecaj hladne
plazme na stabilnost neobojenih fenolnih spojeva u soku Sipka. Ispitivao se utjecaj tretmana
hladnom plazmom na polifenolni sastav soka Sipka. U ovom istraZivanju usporeden je
utjecaj hladne plazme sa pasterizacijom na stabilnost fenolnih spojeva u soku Sipka. Nakon
pasterizacije udio polifenolnih spojeva porastao je za 29,55% dok je nakon tretiranja
hladnom plazmom taj udio u prosjeku porastao za 33,03%. Uvjeti u kojima je tretman
hladnom plazmom priblizno jednak ucinku pasterizacije s obzirom na stabilnost polifenolnih
spojeva su: vrijeme tretiranja hladnom plazmom od 5 min u volumenu 4cm? i pri protoku

plazme 0,75 dm?/min.

3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali

U ovom radu koristen je mutni sok Sipka dobiven hladnim preSanjem na sokovniku
Vervita PRO (Kuvings, Korea). Plodovi Sipka nabavljeni su u trgovackoj mrezi, a sok je

pripremljen od arila neposredno prije tretmana.
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3.2. Metode rada

U ovom radu ispitan je utjecaj ultrazvuka i hladne plazme, pojedinacno i kombinirano,
na stabilnost vitamina C u mutnom soku Sipka tijekom nultog i sedmog dana skladiStenja pri
4°C prema planu pokusa prikazanom u Tablici 2. Plan eksperimenta napravljen je u
racunalnom programu STATGRAPHICS Centurion (StatPoint tehnologija, Inc). Takoder, radi
usporedbe netoplinskih vs. toplinskih tehnika pripremljen je i pasterizirani sok Sipka, a
pasterizacija je provedena u termostatiranoj kupelji rotavapora (Buchi B-490, §vicarska) pri

rezimu 90 °C tijekom 1 min.

Tablica 2. Plan pokusa tretiranja soka sijpka

ULTRAZVUK PLAZMA
Uzorci Oznaka | Amplituda | Vrijeme | Frekvencija | Vrijeme

uzorka (%) (min) (Hz) (min)
SvieZi 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 Q0 5

=] 75 5 60 2,5
6 75 5 60 5

7 75 5 a0 2,5
8 /5 5 a0 5

9 100 2,5 ol 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 / /
UzZ-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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3.2.1. Tretiranje soka Sipka ultrazvukom visoke snage

Za tretiranje soka Sipka ultrazvukom koristen je ultrazvucéni procesor SONICATOR S-
4000 (Misonix Sonicators, Newtown, Connecticut, SAD). Karakteristike ovog procesora su:
maksimalna izlazna snaga 600 W, frekvencija 20 kHz, strujni napon 100-240 V te frekvencija
strujne mreze 50-60 Hz. Sok Sipka (200 mL) tretiran je ultrazvukom visokog intenziteta pri
amplitudama: 90 i 120 pm (75% i 100%), raspona shage od 10-600 W, koja je direktno
kontrolirana amplitudom te frekvencije od 20 kHz prema planu pokusa (Tablica 2.). Na
uredaju je podeseno: (i) pulse on time = 1 min te (i) pulse off time = 15 sec. Koristena je
ultrazvucna sonda promjera 12,7 mm koja je uronjena u casu s uzorkom do dubine dva
promjera iste od dna caSice (2,5 cm). Na ultrazvu¢nom procesoru prikljucen je termoclanak
(model: HI 9063, Hanna Instruments Ltd., Leighton Buzzard LU7 4AD, UK) kojim se mijeri
porast temperature uzorka tijekom tretmana i isti je uvijek bio uronjen u staklenu c¢asu sa

uzorkom prilikom tretiranja. Temperatura tijekom ultrazvu¢nog tretmana nije prelazila 51 °C.
3.2.2. Tretiranje soka Sipka hladnom plazmom

Za tretiranje soka Sipka hladnom plazmom koristena je tekucinska plazma s
mjehuri¢ima. Za generiranje plazme koristen je pulsni visokonaponski generator (Spellman,
UK). Strujni krug se sastoji od visokonaponskog napajanja, kondenzatora kapaciteta 0,75 nF,
serijski spojenih otpornika od ukupno 9,5 MQ, rotirajuce sklopke tzv. ,spark — gap" komore
spojene na elektromotor s regulatorom frekvencije te kontrolne jedinice napajanja. Koristen
je reaktor volumena 300 mL, zatvoren s gumenim cepom s prilagodenim otvorom za
elektrodu uzemljenja. Konfiguracija elektroda u reaktoru bila je postavljena u obliku tocka-
tocka, odnosno s iglicnom visokonaponskom elektrodom (igla od nehrdajuceg Ccelika
Microlance TM 3,81 cm) te elektrodom uzemljenja od nehrdajuceg celika. Kroz igli¢nu
elektrodu je upuhivan argon (4 L/min) koji je omogucio mijeSanje uzorka te samo praznjenje

u mjehuri¢ima.
3.2.3. Odredivanje vitamina C u soku Sipka
Princip:

Vitamin C se u soku Sipka odreduje visokodjelotvornom tekucinskom kromatografijom (HPLC)
prema metodi iz literature (Lee i Coates, 1999). Da bi se osigurala dobra efikasnost HPLC
analize, potrebno je odabrati adekvatan nacin ekstrakcije vitamina C s obzirom da je
podloZan oksidaciji. Istrazivanja su pokazala da metafosforna kiselina omogucava efikasniju

ekstrakciju askorbinske kiseline time Sto sprecava njenu oksidaciju na nacin da inaktivira
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prisutnu oksidazu u stanicama (Del Caro i sur., 2004, Franke i sur., 2004) u odnosu na druge
kiseline za ekstrakciju (Hernandez i sur., 2006). Vitamin C u soku Sipka potrebno je najprije

je ekstrahirati, a zatim slijedi odredivanje, identifikacija te izraCunavanje udjela.

Materijali i metode:

Aparatura i pribor.

1. Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

2. Spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS B)
3. Centrifuga (HETTICH, ROTOFIX 32)

4. pH metar Mettler Toledo Seven easy

5. HPLC Varian ProStar System opremljen sa: ProStar Solvent Delivery Modulom 230,
injektorom Rheodyne 7125, detektorom Prostar 330 UV/VIS — Photodiode Array Detector
(PDA)

6. Filtri za pokretnu fazu, Nylon 66 Membranes; 0,45 pum, 47 mm Diameter, Supelco, Supelco
Park, Bellefonte, USA

7. Kolona, Nucleosil C-18, 5 pm, 250 x 4,6 mm I.D., Supelco, Supelco Park, Bellefonte, USA

8. Predkolona Nucleosil C-18, 5 ym, 10 x 4,6 mm 1.D., Supelco, Supelco Park, Bellefonte,
USA

9. Odmjerne tikvice, volumena 10, 50 i 100 mL
10. Pipete volumena 10 mL

11. Mikropipete volumena 100 pL i 1000 pL
12. Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:

1. Metafosforna kiselina, kristali¢i kiseline

2. Metafosforna kiselina, 2,5 %-tna

Priprema: 2,5 g kristalica metafosforne kiseline otopi se u destiliranoj vodi i nadopuni do

oznake u odmjernoj tikvici volumena 100 mL. Pripremljena otopina Cuva se u hladnjaku.
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3. Fosforna kiselina, 85 %-tna
4. Kalij dihidrogenfosfat (KH2PO4), 25 mM, pH 3,0

Priprema: 3,4 g kalijevog dihidrogenfosfata otopi se u redestiliranoj vodi te nadopuni do
oznake redestiliranom vodom u odmjernoj tikvici volumena 1 L. Pripremljenu otopinu

potrebno je podesiti na pH 3,0 dodatkom par kapi fosforne kiseline (85%-tne).
4. Standard askorbinske kiseline, C=100 mg/L

Priprema: Odvaze se 5 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te pomocu
redestilirane vode kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu volumena 50 mL, a potom se do

oznake nadopuni redestiliranom vodom.

Ekstrakcija askorbinske kiseline

Ekstrakcija je provedena neposredno po provedenom tretmanu, na nacin da je u plasti¢nu
kivetu volumena 50 mL otpipetirano 2 mL soka i 7 mL 2,5 %-tne metafosforne kiseline.
Uzorci se potom centrifugiraju pri 5000 rpm/10 min i supernatant se dekantira u odmjerne
tikvice volumena 10 mL te nadopuni se s 2,5 %-tnom metafosfornom kiselinom do oznake.
Dobiveni ekstrakt sluzi za kromatografsko odredivanje, a prije kromatografske analize

profiltira se kroz 0,45 pm filtar (Whatman International Ltd., Kent, UK).

Analiza askorbinske kiseline primjenom HPLC uz UV/Vis PDA detekciju

Odredivanje askorbinske kiseline u pripremljenim ekstraktima provodi se visokodjelotvornom
tekucinskom kromatografijom (HPLC) uz UV/Vis PDA detekciju.

Princip odredivanja askorbinske kiseline primjenom HPLC-a temelji se na izokratskoj eluciji. U
tu svrhu koristi se jedna mobilna faza kalij dihidrogenfosfat (25 mmol/L) podeSen na pH 3,0.

Prije koriStenja potrebno je mobilnu fazu odzraciti na ultrazvucnoj kupelji (10 min).

Uvjeti kromatografskog odredivanja askorbinske kiseline:

Kolona: Nucleosil 100-5C18, 5um (250 x 4,6 mm I1.D.)
Pokretna faza: Kalij dihidrogenfosfat (25 mmol/L), pH 3,0
Protok: 1 mL/min

Detektor: UV/VIS/PDA

Temperatura: 22 °C

Vrijeme trajanja: 15 min
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Injektirani volumen: 20 uL

Vrijeme uravnoteZenja kolone: 2 min

Identifikacija askorbinske kiseline

Identifikacija askorbinske kiseline provodi se usporedbom vremena zadrZavanja razdvojenih
spojeva (tr) s vremenom zadrZavanja standarda te usporedbom karakteristicnih UV/VIS
spektara. Askorbinska kiselina se identificira i kvantificira pri 245 nm. Kvantitativha vrijednost

askorbinske kiseline izracuna su iz jednadzbe bazdarnog pravca standarda.

Kvantifikaciia askorbinske kiseline

Izrada baZdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se otopina standarda askorbinske kiseline u
koncentraciji od 100 mg/L. Od te otopine askorbinske kiseline rade se razrijedenja u
odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom 1, 2.5, 5 i 7.5 mL alikvota
standardne otopine askorbinske kiseline u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake
redestiliranom vodom. Koncentracije askorbinske kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50 i
75 mg/L. Sva priredena razrijedenja kromatografski se analiziraju. Iz povrsSine pikova i
masenih koncentracija spojeva u Excellu se nacrta bazdarni pravac i izracuna pripadajuca
jednadzba pravaca. Koncentracija askorbinske kiseline izracuna se prema dobivenoj
jednadzbi pravca: Y = 641418 x X , R* = 0,9999 (Y — povrsina pika pri 245 nm, X —
koncentracija askorbinske kiseline (mg/L)).

c (w) _ (mg) y V ekstrakta (mL)
mlL L V uzorka (mL)

Verstrakta = konacni volumen ekstrakta (10 mL)

Vuzorka = Volumen soka uzetog za ekstrakciju (2 mL)

Koncentracije vitamina C izrazene su kao mg askorbinske kiseline po litri soka (mg mL™).

3.3. Statisticka analiza

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni statistickim programom SPSS (ver. 17).
Kategorijske varijable analizirane su multifaktorskom analizom varijance, a marginalni

prosjeci (npr. usporedbe izmedu razliitih parametara ekstrakcije) su usporedeni s Tukey
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HSD testom. Izvori varijacija su amplituda i vrijeme (za ultrazvuk), frekvencija i vrijeme (za
hladnu plazmu) te svi ovi parametri za kombinirane tretmane kao i vrijeme skladistenja (nulti
i sedmi dan ). Svi dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dvaju paralelnih

odredivanja.

4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu ispitana je stabilnost vitamina C u sokovima Sipka tretiranih ultrazvukom i
hladnom plazmom, zasebno i kombinirano neposredno po provedenom tretmanu te tijekom 7
dana skladistenja pri 4 °C. Radi usporedbe netoplinskih i toplinskih tehnika pripremljen je i
pasterizirani sok od Sipka, a pasterizacija je provedena u termostatiranoj kupelji rotavapora
pri rezimu 90 °C tijekom 1 min te su svi uzorci usporedeni sa kontrolnim (netretiranim)

uzorkom.

Rezultati rangiranja dobivenih rezultata svih primjenjenih tretmana u odnosu na
netretirani uzorak (svjezi sok) obzirom na sadrzaj askorbinske kiseline (Slika 1) pokazuju da
medu tretmanima, bilo toplinskim (pasterizacija) ili netoplinskim (ultrazvuk i plazma,
ponaosob te kombinirano), znacajnije razlike na sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima
Sipka nije bilo. Stoga, napravljena je multifaktorska analiza varijance kako bi se izvori
varijacija sagledali pojedinacno i u danim kombinacijama te tako razmotrila stabilnost

vitamina C u tretiranim sokovima Sipka.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

REZULTAT RANGIRANJA

Askorbinska kiselina
™ Pasterizacija ™ Kontrola Ultrazvuk & Hladna plazma ™ Hladna plazma ™ Ultrazvuk

*a — prosjeci sa istim slovom medusobno se signifikantno ne razlikuju (p<0.05)

Slika 6. Rangiranje primijenjenih tretmana u odnosu na netretirani uzorak obzirom na

sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima sipka (mg/mLsos)
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4.1. Utjecaj ultrazvuka i hladne plazme zasebno na stabilnost vitamina C u

soku Sipka

U Tablici 3. prikazani su rezultati utjecaj parametara ultrazvuka na sadrzaj
askorbinske kiseline u sokovima Sipka (mg/mLsya). Pojedinacni izvori varijacija su amplituda
(75% vs. 100%), vrijeme tretiranja (2.5 vs. 5min) i dani skladiStenja (nulti i 7. dan).
Prosjecna koncentracija vitamina C u sokovima Sipka tretranih ultrazvukom iznosila je 0,55

mg/ mI—soka-

Dobiveni rezultati pokazuju da poveéanje amplitude ultrazvuka znacajno doprinosi
stabilnosti vitamina C u sokovima Sipka. Prilikom tretiranja sokova ultrazvukom vece
amplitude (100%) pokazalo se sokovi Sipka sadrZavaju znacajno vecu koncentraciju vitamina
C (0,55 mg/mLgya) U odnosu na tretman nizom amplitudom (75%). Sli¢ni rezultati dobiveni
su i u istrazivanju Abid i sur. (2014) gdje je pokazano da primjena vecih amplituda (90% i
60%) daje vece iskorisStenje askorbinske kiseline od primjene nize amplitude (30%) prilikom
tretiranja soka od jabuke. Uzrok tome je veci ucinak kavitacije koja proporcionalno ovisi o
primjenjenoj amplitudi te se njome uklanja viSe kisika otopljenog u soku. Time je oksidacija
askorbinske kiseline prisutna u manjoj mjeri te je prisutan veci udio vitamina C (Cheng i sur.,
2007).

Tablica 3. Utjecaj parametara ultrazvuka na sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima sipka

(mg/mLsoka)

Ispitivani parametri n Askorbinska kiselina
Amplituda p<0.01"
75 % 8 0.54+0.00°
100 % 8 0.55+0.00°
Vrijeme tretiranja p=1.00"
2.5 min 8 0.55+0.00°
5 min 8 0.55+0.00°
Skladistenje p<0.01"
0 dana 8 0.05+0.00°
7 dana 8 1.05+0.00°
Prosjecna vrijednost 16 0.55+0.07

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p <0,01

Tiwari i sur. (2008) ipak navode suprotne rezultate. U njihovom istrazivanju pokazalo
se da primjena vec¢e amplitude (100%) daje manje iskoriStenje od primjene nize amplitude
(40%) prilikom tretiranja soka od jagode. Autori navode da je mogu¢ uzrok tome termoliza ili
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oksidacija askorbinske kiseline koja je izrazena u vecoj mijeri prilikom tretiranja soka

vecomamplitudom (Hart i Henglein, 1985, Riesz i sur., 1985, von Sonntag i sur., 1999).

Vrijeme tretiranja soka Sipka (2,5 vs. 5 minuta) nije znacajno utjecalo udio vitamina C
u sokovima Sipka te je prosje¢na koncentracija vitamina C iznosila 0,55 mg/mLsa. Medutim,
u istrazivanju Abid i sur. (2013) dulje vrijeme tretiranja soka od jabuke (60 i 90 minuta) dalo
je bolje iskoriStenje od kraceg vremena tretiranja (30 minuta) pri konstantnoj amplitudi
(70%). Autori navode da je ultrazvuk netoplinska metoda koja ne dovodi do termolize
askorbinske kiseline te nastala kavitacija uklanja otopljeni kisik te tako nece doéi do
oksidacije askorbinske kiseline pa je zbog toga njezin udio veci (Cheng i sur., 2007). Za
razliku od toga, Tiwari i sur. (2008) navode kako dulji tretman ipak daje slabije iskoriStenje
jer prilikom duljeg tretmana (10 minuta) moZe doéi do znacajnije termolize i oskidacije
askorbinske kiseline u odnosu na kraéi tretman (5 minuta) (Hart i Henglein, 1985, Riesz i

sur., 1985, von Sonntag i sur., 1999).

SkladiStenje soka Sipka signifikantno utjeCe na udio vitamina C. Koncentracija
vitamina C bila je niZza na pocetku (0,05 mg/mLsys) 0d koncentracije nakon sedmog dana
skladistenja (1,05 mg/mLgya) Na 4°C. Mogu¢ uzrok tome je razgradnja kompleksnih struktura
askorbata tijekom skladistenja. Druga istrazivanja (Tiwari i sur., 2009, Abid i sur., 2014)
navode kako dulje skladistenje daje manje iskoriStenje vitamina C te da brzina degradacije
vitamina C ovisi u uvjetima skladistenja (temperatura), pakiranju i metodama prerade soka
(Kabasakalis i sur., 2009, Kennedy i sur., 1992).

U Tablici 4. prikazani su rezultati utjecaja parametara hladne plazme na koncentraciju
askorbinske kiseline u sokovima Sipka (mg/mlLs.). Pojedinacni izvori varijacija su:
frekvencija plazme (60 vs. 90 Hz), vrijeme tretiranja (2.5 vs. 5 min) i dani skladistenja (nulti i
7. dan). Prosjecna koncentracija vitamina C u sokovima Sipka tretranih hladnom plazmom
iznosila je 0,64 mg/mLs. Sto je za 14.06% viSe odnosu na koncentracije vitamina C u

sokovima Sipka tretiranih ultrazvukom.

Nadalje, frekvencija plazme znacajno utjeCe na udio vitamina C u soku Sipka.
Tretiranje soka Sipka vecom frekvencijom plazme (90 Hz) rezultiralo je ve¢om stabilnoséu
vitamina C (0,7 mg/mLss) U odnosu na sokove Sipka tretirane nizom frekvencijom (60 Hz)
(0,57 mg/mLsoka)-

Promotri li se utjecaj vremena tretiranja, dobiveni rezultati pokazuju da je veca

koncentracija vitamina C (0,67 mg/mLsy,) odredena pri duzem tretiranju soka plazmom (5
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minuta), nego kod kraceg tretiranja (2,5 minuta) gdje je koncentracija prosjec¢no iznosila 0,6

mg/ mI—soka-

Tablica 4. Utjecaj parametara hladne plazme na sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima

5‘{/pka ( mg/ mLsoka)

Ispitivani parametri n Askorbinska kiselina
Frekvencija plazme p<0.01'
60 Hz 8 0.57+0.00°
90 Hz 8 0.70+0.00°
Vrijeme tretiranja p<0.01"
2.5 min 8 0.60+0.00?
5 min 8 0.67+0.00°
Skladistenje p<0.01"
0 dana 8 0.05+0.00°
7 dana 8 1.22+0.00°
Prosjecna vrijednost 16 0.64+0.00

*Srednje vrijednosti oznacCene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p <0,01

Vrijeme skladistenja, kao i kod sokova tretiranih ultrazvukom, znacajno je utjecalo na
koncentraciju vitamina C u sokovima Sipka tretiranih hladnom plazmom. Rezultati pokazuju
da je u sokovima 7. dan skladistenja koncentracija vitamina C iznosila 1,22 mg/mLgo,, dok je

koncentracija na pocetku iznosila 0,05 mg/mLsoa.

4.2. Utjecaj ultrazvuka i hladne plazme u kombinaciji na stabilnost

vitamina C u soku Sipka

U Tablici 5A. prikazani su rezultati utjecaja kombiniranih tretmana ultrazvuka i hladne
plazme na sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima Sipka (mg/mLs.). Pojedinacni izvori
varijacija su dani skladistenja (nulti i 7.), vrijeme tretiranja ultrazvukom (2.5 i 5 min),

amplituda ultrazvuka (75 i 100 %) te frekvencija hladne plazme (60 i 90 Hz).

Dobiveni rezultati pokazuju da frekvencija hladne plazme znacajno utjeCe na
koncentraciju vitamina C u tretiranim sokovima Sipka. Prilikom tretiranja soka u nultom danu,
pokazalo se da niza frekvencija plazme (60 Hz) neovisno o amplitudi ultrazvuka i vremenu
tretiranja ultrazvukom utjeCen na znacajno vece koncentracije vitamina C u sokovima Sipka.
Nakon sedmog dana skladiStenja rezultati pokazuju da uz frekvenciju plazme i amplituda
ultrazvuka znacajno doprinosi stabilnosti vitamina C te su pri nizoj amplitudi (75%), neovisno

o vremenu tretiranja i pri nizoj frekvenciiji (60 Hz), koncentracije vitamina C u sokovima Sipka
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bile znacajno vece u usporedbi sa sokovima tretiranim pri viSoj amplitudi ultrazvuka (100%) i

pri viSoj frekvenciji plazme (90 Hz).

Tablica 5A. Utjecaj kombiniranih tretmana ultrazvuka i frekvencije hladne plazme na

sadrzaj askorbinske kiseline u sokovima Sipka (mg/mL o)

Ultrazvuk :II:::‘:
D?vni . Amplituda Vrijeme Ask_o rbinska
skladistenja (%) tretiranja Frekvencija kiselina
. (Hz)
(min)

2.5 60 0.07+0.00°
e 90 0.06+0.00°
c 60 0.06+0.00°
0 90 0.05+0.00°
55 60 0.07+0.00°
100 ' 90 0.06+0.00°
c 60 0.05+0.00°
90 0.04+0.00°
55 60 1.48+0.01°
75 ' 90 0.99+0.01°
c 60 1.00+0.00°
5 90 0.99+0.00°
55 60 0.9740.01°
100 ' 90 1.21+0.01°
c 60 0.91+0.00°
90 1.13+0.00°

*Srednje vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p <0,01

U Tablici 5B. prikazan je utjecaj kombiniranih tretmana ultrazvuka i hladne plazme na
koncentraciju askorbinske kiseline u sokovima Sipka (mg/mL.,). Pojedinacni izvori varijacija
su dani skladistenja (nulti i 7. dan), vrijeme tretiranja ultrazvukom (2.5 i 5 min), amplituda

ultrazvuka (75 i 100 %) te vrijeme tretiranja soka hladnom plazmom (2.5 i 5 min).

U nultom danu, dobiveni rezultati pokazuju da neovisno o amplitudi ultrazvuka i
vremenu tretiranja soka ultrazvukom, dulje vrijeme tretiranje soka Sipka hladnom plazmom
(5 min) rezultira ve¢im koncentracijama vitamina C u usporedbi sa sokovima krace tretiranim

hladnom plazmom (2,5 min).

Nakon sedmog dana skladistenja pokazalo se da pri nizoj amplitudi ultrazvuka (75%)
i pri kraéem vremenu tretiranja soka Sipka hladnom plazmom (2,5 min) dolazi do vece

stabilnosti vitamina C u sokovima Sipka. Obrnuto, tretiranjem sokova Sipka viSom
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amplitudom ultrazvuka (100%) uz duze vrijeme tretiranje hladnom plazmom ostvarena je

znacajno veca stabilnost vitamina C u ispitivanim sokovima Sipka

Tablica 5B. Utjecaj kombiniranih tretmana ultrazvuka i vremena tretiranja hladnom

plazmom na sadrZaj askorbinske kiseline u sokovima sipka (mg/mLsos)

Ultrazvuk :II:::‘:
Dani - - = Askorbinska
e Amplituda Vrijeme Vrijeme .
LIS (p%) tret%ranja tret%ranja Sl
(min) (min)
2.5 2.5 0.06+0.00°
5 0.07£0.00°
75 S
5 2.5 0.05%+0.00
0 5 0.07+0.00°
25 2.5 0.06i0.00:
100 5 0.07+0.00
5 2.5 0.04+0.00°
5 0.05+0.00°
25 2.5 1.25+0.01°
75 ' 5 1.22+0.01°
5 2.5 1.00+0.00°?
2 5 0.99+0.00°
25 2.5 1.0310.012
100 5 1.16+0.01
5 2.5 0.89+0.00°
5 1.3240.01°

*Srednje vrijednosti oznacCene razlic¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p <0,01

Dobiveni rezultati pokazuju da kombinacija netoplinskih tehnika ultrazvuka i hladne

plazme doprinosi dobroj stabilnosti vitamina C u sokovima Sipka tijekom skladiStenja.

Detaljnim pregledom literature utvrdeno je da istraZivanja kombiniranih netoplinskih
tehnika ultrazvuka i hladne plazme na voc¢nim sokovima do sad nisu objavljena, stoga
dobivene rezultate nije mogucée usporediti sa literaturnim referencama. Ipak, rezultati
istrazivanja Gonzalez-Molina i sur. (2009) su pokazali da sok Sipka sadrzi vrlo niske
koncentracije vitamina C (<6 mg/100 mL) te da uslijed skladiStenja od 7 dana dolazi do
gubitka od 50%.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja i provedene rasprave moze se zakljuditi

slijedece:

L.

II.

III.

Rezultati rangiranja dobivenih rezultata svih primijenjenih tretmana u odnosu na
netretirani uzorak (svjeZi sok) obzirom na sadrzaj askorbinske kiseline pokazuju da
medu tretmanima, bilo toplinskim (pasterizacija) ili netoplinskim (ultrazvuk i hladna
plazma, zasebno te kombinirano), nije bilo signifikantne razlike na sadrzaj
askorbinske kiseline u sokovima Sipka

Sto se ti¢e zasebnih tretmana ultrazvukom i hladnom plazmom, dobiveni rezultati
pokazuju da tretman hladnom plazmom pridonosi vecoj stabilnosti vitamina C u
sokovima Sipka (¢ = 0,64 mg/mLsx) U odnosu na tretman ultrazvukom (¢ = 0,55
mMg/MLsoka)

Kombinacija netoplinskih tehnika ultrazvuka i hladne plazme doprinosi dobroj

stabilnosti vitamina C u sokovima Sipka tijekom skladistenja
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