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1. UVOD

Funkcionalnom hranom smatraju se namirnice koje uz osnovnu nutritivnu vrijednost
imaju 1 pozitivan utjecaj na opce zdravlje ljudi ili sudjeluju u smanjenju rizika razvoja
pojedinih bolesti. Prehrana koja ukljucuje redovitu konzumaciju soka od Sipka povezuje se sa
smanjenjem rizika kroni¢nih 1 degenerativnih bolesti poput odredenih vrsta raka,
kardiovaskularnih bolesti te Alzheimerove bolesti i dr. Takoder sok od Sipka predstavlja
znacajan izvor vitamina C (jedna CaSa soka od Sipka zadovoljava 40 % preporucene dnevne
doze) te fenolnih spojeva koji imaju izrazita antioksidativna svojstva. lzuzetni sastav soka od
Sipka, Koji je bogat polifenolnim spojevima, najve¢im dijelom antocijanima i hidroliziranim
taninima, ¢ini ga voénim sokom sa najveCom antioksidacijskom aktivnosti. Brojni su
znanstveni radovi dokazali da sok Sipka ima znacajno vecu antioksidacijsku aktivnost u
usporedbi s drugim voénim sokovima, a i veci antioksidacijski kapacitet od zelenog ¢aja i
crnog vina. Zbog svega navedenog Sipak se svrstava u kategoriju super voca, a sok Sipka u
kategoriju funkcionalne hrane. Sok od Sipka Cesto se dodaje u druge vrste vo¢nih sokova u
svrhu povecanja nutritivne i bioloske vrijednosti.Buduci da je sezona berbe Sipka kratka, a sok
je podlozan brzom kvarenju, nuzna je termicka obrada soka kako bi mu se produljila trajnost.
Ovaj nain oCuvanja trajnosti uobiCajena je metoda tretiranja voénih sokova, iako visoke
temperature uzrokuju promjenu boje soka, degradaciju antocijana, askorbinske kiseline i
drugih vrijednih spojeva, sto dovodi do zna¢ajnog smanjenja nutritivne i bioloske vrijednosti
proizvoda te narusavanja senzorskih karakteristika. U novije vrijeme, u prehrambenoj
industriji postoji veliki interes za razvijanjem novih netermickih metoda tretiranja vo¢nih
sokova koji ¢e o€uvati §to vecu bioloSku vrijednost soka te istovremeno osigurati pozeljna
senzorska svojstva. Posljednjih desetak godina, kao dobra alternativa za konvencionalne
postupke obrade voénih sokova, pokazale su se netermicke metode poput ultrazvuka, hladne
plazme, visokog hidrostatskog tlaka, pulsiraju¢eg elektriénog polja i drugih. Novim
postupcima, od kojih se neki ve¢ komercijalno primjenjuju dok su drugi jos u fazi ispitivanja,
zajednicko je da se tretiranje provodi na znatno niZim temperaturama, dobivaju se proizvodi
bolje kakvoce, trajanje postupaka je krace te se postize usteda energije.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj ultrazvuka i hladne plazme na stabilnost
bioloski aktivnih spojeva u soku Sipka pri éemu su odredivani slijedeci parametri: (i)

ukupni fenoli i (if) monomerni antocijani.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Sipak (Punica granatum L.)

Sipak (Punica granatum L.), nar ili morganj naziv je za biljku iz reda Myrtales,
porodice Lythraceae te roda Punica. Naziv je izveden od latinskih rije¢i "pomum" $to znaci
jabuka i rije¢i "granatus" kao sjemenast. Smatra se da potice iz centralnog dijela Azije, to¢nije
sa podruc¢ja danasnjeg Irana, odakle se prosirio ostatkom svijeta. Svrstava se medu najstarije
jestivo voce, a spominje se ¢ak i u Bibliji i Kuranu. Danas se sadi diljem svijeta, prvenstveno
u tropskim i subtropskim klimatskim uvjetima (Da Silva i sur., 2013).

Najveci proizvodaci Sipka su Mediteranske zemlje, a prate ih Azijske zemlje. Takoder,
uzgaja se u Australiji, Juznoj Americi, juznoj Africi te u SAD-u. GodiSnje se u svijetu
proizvede oko dva milijuna tona Sipka (Kalaycioglu i Erim, 2016). U naSim krajevima se
uzgaja na podrucju juzne Dalmacije te u pograni¢nim dijelovima s Hercegovinom, iako je
proizvodnja mala.

Sipak je skromnih zahtjeva u uzgoju i daje visoke prinose. Raste u obliku grma visine
5 do 10 metara ili manjeg drva visine 1 do 2 metra. Ima zvonolike cvjetove crveno-
Sipkancaste boje, a plod je okruglog oblika, oblozen korom zute, Sipkancaste do crvene boje.
Unutar ploda nalazi se jestivi dio voca koji ¢ine zrna, a plod ih prosjecno sadrzi oko 600

(Slika 1.) (Da Silva i sur., 2013).

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


https://hr.wikipedia.org/wiki/Myrtales
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Lythraceae&action=edit&redlink=1

Plod $ipka konzumira se u svjezem stanju, a u prehrambenoj industriji koristi se kao
sirovina za proizvodnju sokova, dzemova, vina i octa. Do danas je poznato 500 razlicitih,
globalno rasprostranjenih sorti Sipka, a tek oko 50 se komercijalno uzgaja (Da Silva i sur.,
2013). Kemijski sastav 1 bioloska vrijednost Sipka ovise o varijetetu, geografskom polozaju i

klimi uzgoja te o stupnju zrelosti ploda (Kalaycioglu i Erim, 2016).

Proizvodna vrijednost Sipka je velika radi toga Sto su svi dijelovi ploda (kora, arile,
sjemenke), ali i pojedini dijelovi stabla, bogati bioloski aktivnim spojevima, $to ih osim za
proizvodnju prehrambenih proizvoda ¢ini upotrebljivima i u druge svrhe. Svi dijelovi stabla
(lisce, cvjetovi, korijen) stolje¢ima se koriste u medicini. U Ayurvedskoj medicini koristi se
kao antiparazitsko sredstvo, sredstvo za sprjeavanje dijareje i ublazavanje simptoma ¢ira na
zelucu. U doba antike, Sipak se koristio za bojanje tekstila, dok se boja iz lis¢a koristila kao
tinta za pisanje. Njegova vrijednost prepoznata je u kozmetickoj industriji gdje pojedini
dijelovi biljke, te ekstrakti razli¢itih dijelova Sipka, ¢ine sastav mnogih krema za lice (Da

Silva i sur., 2013).

Ovo voce je prihvaceno kao jedinstveno zbog visokog sadrzaja vitamina, polifenola i
dijetalnih vlakana, te izuzetno visokog antioksidacijskog kapaciteta. Visokoj antioksidacijskoj
aktivnosti pridonosi znacajna koli¢ina polifenola, od kojih su u Sipku i njegovu soku
najzastupljeniji antocijani, elaginska kiselina, hidrolizirani tanini te mnogi drugi. Na temelju
dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti da je Sipak voce ¢iji bioloski aktivni spojevi mogu
znacajno doprinijeti prevenciji razli¢itih bolesti. Za navedene antioksidanse iz Sipka i njegova
soka u brojnim se istrazivanjima dokazalo kako imaju antibakterijsko, antivirusno,

antikancerogeno i druga pozitivna djelovanja na zdravlje (Kalaycioglu i Erim, 2016).

Broj znanstvenih istrazivanja o Sipku, proizvodnji sokova, dzemova i ostalih proizvoda
dobivenih od sipka, tijekom godina se konstantno povecava. Ispituju se raznovrsne metode
prerade i obrade ploda te svih njegovih dijelova u proizvode s ciljem da se najvecoj mjeri
oc¢uvaju senzorska, a osobito nutritivna i bioloska vrijednost te produlji trajnost proizvoda (Da
Silvai sur., 2013).



2.2. Kemijski sastav Sipka

Kemijski sastav Sipka uglavnhom varira te ovisi o faktorima poput sorte Sipka,
geografskom polozaju, klimi, stupnju zrelosti ploda te o na¢inu uzgoja, $to je prikazano u
Tablici 1. Plod se sastoji od kore, arila i sjemenki, od kojih se svaki dio moze koristiti u
prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj i drugim industrijama zbog svog bogatog
nutritivnog i bioloskog sastava.

Arile predstavljaju jestivi dio ploda Sipka, a sadrze prosjeéno 80 % soka i 20 %
sjemenki. Sok se pak sastoji od 85 % vode i 10 % ukupnih Secera (glukoze, fruktoze, sukroze)
te 1,5 % pektina, organskih kiselina (askorbinska, limunska, jabu¢na), masnih kiselina
(konjugirana linolna, linolenska), aminokiselina (prolin, valin, metionin) i drugih bioaktivnih
spojeva (Akpinar-Bayizit, 2012). Sjemenke Sipka vrijedan su izvor vrlo rijetke konjugirane
masne kiseline, punicic¢ne kiseline (w-5 dugolancana polinezasi¢ena masna kiselina) koje u
sastavu sjemenke ima do 20 %, a kojoj su pripisana protuupalna i antitumorska djelovanja, jer
smanjuje stvaranje proupalnih prostagladnina (Grossmann i sur., 2010).

U istrazivanju Al-Maiman i Ahmad (2002) dokazano je da udjel mineralnih tvari u
soku takoder ovisi o sorti Sipka te 0 agro-klimatskim uvjetima. Prema rezultatima ovog
istrazivanja, u soku, ali i sjemenkama Sipka, najzastupljeniji su minerali kalij, kalcij, natrij, a

prema udjelima ih prate magnezij, fosfor i Zeljezo.

Tablica 1. Kemijski sastav jestivog dijela ploda sipka (Akpinar-Bayizit, 2012)

Sastojak Kolic¢ina /100 g ploda
Voda 72,6-86,4 %
Proteini 0,05-1,6 %
Masti 0,01-0,9 %
Vlakna 3,4-5,0 %
Ugljikohidrati 15,4-19,6 %
Kalcij 3,0-12,0 mg
Fosfor 8,0-37,0 mg
Zeljezo 0,3-1,2 mg
Magnezij 9,0 mg
Vitamin C 4,0-14,0 mg



2.3. Fenolni spojevi Sipka

Zahvaljujuc¢i osebujnom bioloskom sastavu i visokom antioksidacijskom kapacitetu
Sipka 1 njegovih proizvoda rezultati brojnih znanstvenih istrazivanja potvrdili su njihove
pozitivne zdravstvene ucinke, stoga je i interes potroSaca za konzumacijom ovog voca i
njegovih proizvoda znacajno uvecan (Kalaycioglu i Erim, 2016). Markh i Lysoger (1973)

objavili su da Sipak U svom sastavu sadrzi prosjecno 0,22-1,05 % polifenola.

2.3.1. Kemijska struktura i svojstva fenolnih spojeva

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u svim biljnim
tkivima. Nalazimo ih u sjemenkama, pokozici voc¢a i povréa, zitaricama, kori drveca, liS¢u i
cvijeéu, te U gotovo svim vrstama zacinskog i aromatskog bilja. Njihova je uloga u biljnom
tkivu raznolika, poput fizioloske uloge zastite od UV zraenja, pigmentacije, obrambenog
mehanizma spram patogena, privlacenje oprasivaca i drugo. Takoder, vaznu ulogu imaju U
nutritivnoj i senzorskoj kvaliteti, a u plodovima Sipka, kao i soku od Sipka, doprinose
intenzivnhom crvenom obojenju. Poznat je pozitivan utjecaj fenolnih spojeva na zdravlje zbog
njihove antioksidacijske aktivnosti te sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala
(Corrandini i Nicoletti, 2013).

Identificirano je vise od 8000 razli¢itih struktura fenolnih spojeva u biljnom tkivu. U
soku Sipka Mena i sur. (2012) identificirali su preko 70 razli¢itih spojeva, od Cega su
primjenom UHPLC-MS" tehnike po prvi puta opisali strukture za 21 polifenolni spoj u Sipku.
Osnovnu kemijsku strukturu fenolnih spojeva ¢ine 2 aromatska prstena (A i B) povezana
pomocu 3 atoma ugljika, tako tvoreci tre¢i prsten C, na koje moZe biti vezana jedna ili viSe
hidroksilnih skupina (Ignat i sur., 2011). Osim vezanih hidroksilnih skupina, fenoli mogu biti
metoksilirani i glikozidirani s monosaharidima, oligosaharidima, esterificirani i acilirani s
kiselinama (Kazazi¢, 2004).

Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva povezuje se upravo s njihovom
aromatskom strukturom koja omogucava delokalizaciju elektrona 1 postojanje vise
rezonantnih oblika, dok hidroksilne skupine imaju sposobnost doniranja vodikovih atoma ili
elektrona $to dovodi do inaktivacije slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004). Ovisno o kemijskoj
strukturi, fenolni spojevi dijele se na flavonoide i fenolne kiseline. Prema rezultatima
istrazivanja Gomez-Caravaca (2013) u sadrzaju ukupnih fenola Sipka, flavonoidi su
zastupljeni u udjelu od 1,6-23,6 %, a fenolne kiseline i elagitanini s udjelima 16,4 do 65,8 %.
Sadrzaj fenolnih spojeva u plodovima i sokovima od Sipka dobro je istraZen te se u Tablici 2.
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nalaze podaci o sadrzaju ukupnih fenola u sokovima od Sipka preuzeti iz znanstvenih radova
objavljenih od 2010. do 2016. godine. Unato¢ tome §to sadrzaj fenola u sokovima Sipka
znacajno varira ovisno o sorti, uvjetima uzgoja i nacinu prerade, moze se zakljuciti da je sok
od sipka visokovrijedan funkcionalan proizvod (Kalaycioglu i Erim, 2016), koji u usporedbi

sa nekim vo¢énim sokovima, ima i do 20 % ve¢i antioksidacijski kapacitet (Seeram i sur.,

2008).

Tablica 2. Sadrzaj ukupnih fenola u sokovima Sipka prema rezultatima iz znanstvenih
publikacija (2010.-2016.)

Broj ispitanih  Zemlja podrijetla Ukupni fenoli Referenca
sorti (mg GAE/L soka)
12 Iran 2960-9850 Tehranifar i sur. (2010)
76 Turska 10809449 Caliskan i
Bayazit (2012)
10 Maroko 410,1-834,3 Leguai sur. (2012)
18 Izrael, Spanjolska, 580-2551,3 Gomez-Caravaca i sur. (2013)
Turska, Iran, Tunis,
Italija
18 Maroko 1385-9476 Hmid i sur. (2013)
6 Indija 876,2-1536,2 Kaur i sur. (2014)
6 gpanjolska 88,5-173,2 Melgarejo-Sanchez i sur.
(2015)
19 Spanjolska 90-145 Legua i sur. (2016)

2.3.2. Flavonoidi u Sipku

Flavonoidi su podskupina fenolnih spojeva, a do danas je identificirano vise od 6400
razli¢itih struktura. Osnovnu strukturu flavonoida ¢ine dva hidroksibenzenska prstena (A i B)
koje spaja piranski prsten (C) koji sadrzi kisik (Slika 2.). Flavonoidi se medusobno razlikuju
prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena (Macheix i sur., 1990; Harborne,
1988). Prema topljivosti dijele se na lipofilne i hidrofilne (Harborne i Baxter, 1999), a
najéesce su prisutni u obliku O- 1 C- glikozida (Harborne, 1994). Oko 90 % flavonoida iz
biljaka nalazi se u obliku glikozida. Glikozidacija kod flavonoida dogada se najce$¢e u
poloZaju 3-, a rjede u polozaju 7-. Seéer koji je najéesée glikozidno vezan jest glukoza, no

mogu biti prisutni i galaktoza, ramnoza i ksiloza (Kazazi¢, 2004).



Slika 2. Osnovna struktura flavonoida (Kazazi¢, 2004)

Flavonoidi se ovisno o broju i poloZaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasi¢enosti i

stupnju oksidacije centralnog C-prstena dijele u brojne podskupine (Harborne i Baxter, 1999):

o Flavonoli o Flavani

o Flavoni o Flavanoni

o Antocijanidini o Procijanidini
o lzoflavoni o Dihidrohalkoni
o Flavanoli

Dosadasnja istrazivanja pokazuju kako svi dijelovi ploda Sipka, jestivi (arile) i
nejestivi (kora), obiluju fenolnim spojevima. Najznac¢ajniju skupinu fenolnih spojeva u Sipku
¢ine antocijani, hidrolizirani tanini, flavoni, flavonoli i flavan-3-oli te fenolne kiseline kiseline
kao §to je primjerice elaginska kiselina i njeni derivati (Sengul i sur., 2014). Kod ploda Sipka
26 do 30 % ukupne mase ¢ini kora, koja je takoder izuzetno bogata fenolnim spojevima poput
flavonoida (antocijani, katehini i drugi) i hidroliziranih tanina (punikalagin, elaginska kiselina
1 drugi). Ovi spojevi ve¢inom su koncentrirani u kori ploda, ali nalazimo ih 1 u soku Sipka te
kao takvi doprinose s 92 % ukupnoj antioksidacijskoj aktivnosti Sipka (Ismail i sur., 2012).

Zanimljivo je da je ruski travar G. I. Glubokov 1996. godine patentirao lijek od
osusene kore Sipka kojim se uspjesno lijeCe stanja poput dijareje, salmoneloze, ¢ira na zelucu,
disbakterioze crijeva te kolitis. U procesu lijeCenja koristi se uvarak od suhih kora Sipka u
omjeru 1:20 te se isti ispija svaki drugi dan tijekom 7 dana (Anonymus 1, 2014).

Antocijani (Slika 4. (A)) predstavljaju od 20 do 82 % ukupnog fenolnog sastava u
sokovima od Sipka (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2016), a ujedno su odgovorni za njihovu
intezivnu crvenu boju (Alighourchi i sur., 2008). To su vrlo osjetljivi i nestabilni spojevi te
njihovu stabilnost narusavaju brojni ¢cimbenici poput uvjeta prerade, pH, temperature, svjetla,

prisutnosti razli¢itih i drugih fenolnih spojeva, iona metala, Secera, askorbinske kiseline,



kisika i dr. (Turfan i sur, 2011). U biljkama, pa tako i u sipku, nalazimo ih u glikoziliranom
obliku kojeg ¢ini antocijanidin (aglikon) i Secer. Najceséi Secer koji se pojavljuje je glukoza, a
ona povecava topljivost i kemijsku stabilnost antocijana (Jackson, 2008). Od antocijanidina, u
soku Sipka uglavnom su zastupljeni cijanidini i delfinidini, a za njihovu nestabilnost
odgovorna je njihova nukleofilna kemijska struktura (Bursa¢ Kovacevié i sur., 2016). Prema
istrazivanju Alighourchi i Barzegar (2009) vecéu stabilnost pokazuju antocijani u obliku
diglukozida u odnosu na monoglukozide. U istrazivanju Vegara i sur. (2014) u soku Sipka
najveéi udio imao je cijanidin-3-glukozid (60,43 mg/L), a najmanji udio pelargonidin-3,5-
diglukozid (2,19 mg/L). Casano i suradnici (2011) odredili su u soku Sipka najveéi udio
cijanidin-3,5-diglukozida (46,95 mg/100 mL), a najmanji udio pelargonidin-3,5-diglukozida
(5,0 mg/100 mL). U radu Cam i sur. (2009) odredeno je u sokovima, dobivenim iz osam sorti
Sipka, da sadrzaj antocijana varira u Sirokom rasponu izmedu 8,1 i 36,9 mg/100 mL ukupnih
antocijana. Da sadrzaj antocijana u sokovima Sipka izravno ovisi o tipu sorte potvrdili su i
Mousavinejad i sur. (2009). Rezultati ovog istrazivanja navode da su u sokovima Sipka
najzastupljeniji antocijani delfinidin-3,5-diglukozid (372-5301 mg/mL) i cijanidin-3,5-
diglukozid (242-2361 mg/mL), a potom delfinidin-3-glukozid (49-1042 mg/mL) i
pelargonidin-3,5-diglukozid (7-90 mg/mL). Pregled sadrzaja ukupnih antocijana prema
rezultatima iz znanstvenih publikacija od 2009. do 2016. dat je u Tablici 3.

Tablica 3. Sadrzaj ukupnih antocijana u sokovima Sipka prema rezultatima iz znanstvenih
publikacija (2009.-2016.)

Broj ispitanih Zemlja Ukupni antocijani  Referenca
sorti podrijetla (mg/L soka)
8 Iran 2380-9300 Mousavinejad i sur. (2009)
7 Turska 81-369 Cam i sur. (2009)
8 Cile 168-1328 Sepulveda i sur. (2010)
9 Tunis 11-178 El Kar i sur. (2011)
15 Spanjolska 34-1075 Mena i sur. (2011)
1 Hrvatska 152.26 £ 11.34 Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2016)

Osim antocijana, plod Sipka i sok Sipka sadrze i druge spojeve iz skupine flavonoida
kao sto su flavan-3-oli (katehin, epikatehin, epigalokatehin i njihove derivate) koji su prisutni
samo u aglikonskom obliku, te flavone i flavonole (Wang i sur., 2010). U istrazivanju

Cuccioloni i sur. (2009) utvrdeno je da su katehin (Slika 4.(B)), epikatehin i elaginska kiselina
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najzastupljeniji flavonoidi u endokarpu i mezokarpu Sipka, u udjelima od 2,8-6,28 i 8,54-
15,36 ¢/100 g suhog ekstrakta. Katehin i epikatehin nisu pronadeni u arilama $ipka, dok je
elaginska kiselina pronadena u svim dijelovima Sipka, no u nizim koncentracijama u Soku

(Cuccioloni i sur., 2009).

2.3.3. Fenolne kiseline u Sipku

Obzirom na razliku u kemijskoj strukturi, fenolne Kkiseline dijele se na
hidroksibenzojeve Ce¢-C1 i hidroksicimetne kiseline (Cs-C3) te njihove derivate. Razlika u
strukturi posljedica je stupnja hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (Slika 3.)
(Macheix i sur., 1990).

R, R
R 7/ \ E\ coon R 74 \! COOH
_ \%/
R, R Ra

Slika 3. Kemijske strukture hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina (Macheix i
sur., 1990)

Hmid i sur. (2013) potvrdili su prisustvo nekoliko fenolnih kiselina u soku Sipka,
poput hidroksibenzojevih, elaginske i galne te hidroksicimetnih, kafeinske i ferulinske. Uz
navedene, Herceg i sur. (2016) u soku Sipka identificirali su jo$ i protokatehinsku,
klorogensku te p-kumarinsku kiselinu.

Elaginska kiselina (Slika 4.(D)) je dimerni derivat galne (hidroksibenzojeve) kiseline
koja se nalazi u biljnim vakuolama u tri oblika: 1) u slobodnoj formi kao elaginska kiselina;
2) u obliku derivata elaginske kiseline; 3) vezana kao vodotopljivi elagitanin (Amakura i sur.,
2000). Elaginska kiselina ima jako antioksidacijsko djelovanje zbog prisutnosti vise
hidroksilnih skupina i svoje kemijske grade te moze donirati elektron s vodikovog atoma i
neutralizirati slobodne radikale (Nicoli i sur., 1999). Osim antioksidacijskog, dokazano je i
antikancerogeno djelovanje, odnosno sprjecavanje rasta tumorskih stanica na nacin da
inducira apoptozu te inhibira proliferaciju tumorskih stanica (Ismail i sur., 2012).

Elaginska  kiselina je  jedan od  najvaznijih spojeva  u  kori
Sipka (Tehranifar, 2011), zastupljena je u svim dijelovima ploda Sipka, a u soku arila nalazi se

U nesto nizim koncentracijama (Cuccioloni i sur., 2009). Herceg i sur. (2016) navode da
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claginske kiseline u svjezem soku Sipka ima prosjetno 20,81 mg/L soka, dok je galna
zastupljena u nesto visoj koncentraciji te iznosi 22,87 mg/L.

U ve¢ ranije spomenutom radu, Hmid i sur. (2013) su odredili u soku dobivenom iz
arila, prisutstvo elaginske kiseline s prosje¢nim vrijednostima izmedu 70,4 mg/L i 95 mg/L
soka. Sli¢ne rezultate u svom istrazivanju potvrdili su Mousavinejad i sur. (2009), koji navode
da u svjezem soku od arila, koncentracija elaginske kiseline iznosi prosje¢no od 7 do 160
mg/L soka. U sjemenkama Sipka odredeni su i derivati elaginske kiseline poput: 3,3'-di-O-
metilelaginske kiseline i 4,4'-di-O-metilelaginske kiseline (Gil i sur., 2000).

Punikalagini (Slika 4.(E)) su kompleksni derivati elaginske kiseline i pripadaju skupini
hidroliziranih tanina tako da se nazivaju i elagitaninima (Landete, 2011). Elagitanini su velika
skupina polifenolnih spojeva i spadaju u skupinu hidroliziranih tanina. Osim u Sipku,
elagitanini su nasiroko prisutni i u drugom vocu, orasastim plodovima, sjemenkama (Xie i
sur, 2013). Od svih poznatih postojecih elagitanina, u Sipku je najzastupljeniji punikalagin te
punikalin (Slika 4.(C)) (Zhang i sur., 2009).

Kora Sipka obilan je izvor punikalagina i punikalina, a u arilama ih nema ili su
prisutan u vrlo niskim koncentracijama. Komercijalno prisutni sokovi Sipka uglavnom sadrze
srednje do visoke koncentracije punikalagina Sto je rezultat razlike u preradi soka i promjena
tijekom skladistenja (Vegara i sur., 2014), odnosno vjerojatno vodotopljivi punikalagini
tijekom mehani¢kog presanja ploda, prelaze iz kore u sok. Herceg i sur. (2016) u svom su
istrazivanju u svjezem soku Sipka odredili prosjeéne koncentracije dvaju derivata
punikalagina, punikalagin 1 i 2 u vrijednosti od 8,66 mg/L. Mena i sur. (2011) su odredili da u
soku Sipka sadrzaj ukupnih punikalagina varira izmedu 1,4 do 44 mg/L soka, a sadrzaj
elaginske kiseline i derivata od 3,6 do 153 mg/L soka, dok su Vegara i sur. (2014) u soku
dobivenom iz tri razlicite sorte Sipka odredili sadrzaj punikalagina u vrijednostima od 503,70
do 762,85 mg/L soka te elaginsku kiselinu u koncentracijama od 268,67 do 389,64 mg/L

soka.
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Slika 4. Kemijske strukture najvaznijih fenolnih spojeva u Sipku (A) antocijani; (B) katehini;
(C) punikalin; (D) elaginska kiselina; (E) punikalagin (Ismail i sur., 2012)

Galna kiselina, elaginska kiselina i punikalagin posjeduju antibakterijska svojstva, a
posebno utjeCu na enterogene bakterije kao $to su Escherichia coli, Salmonella spp. Shigella
spp., ali i Vibrio cholerae (Ismail i sur.,, 2012). Osim antibakterijskog, poznat je
antikancerogeni, antiviralni i anti-alergijski uc¢inak te protektivno djelovanje na probavni i
imuno sustav (da Silva i sur., 2013). Zbog gore navedenih karakteristika Sipka i njegova soka,
te sve vece osvjeStenosti o vaznosti uravnotezene i raznolike prehrane, proteklih godina

interes za kupnjom i konzumacijom soka Sipka se povecava.
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2.4. Sok od Sipka

2.4.1. Proizvodnja soka od Sipka

Proizvodnja voénih sokova predstavlja perspektivnu granu prehrambene industrije sa
trendom stalnog porasta, a voéni sokovi mogu se opisati kao polidisperzni sustavi koji se
medusobno razlikuju po veli¢ini cestica voénog tkiva i njihovoj topljivosti u vodi sa
prosjeénim sadrzajem topljive suhe tvari od oko 11 % (Ashurst i Hargitt, 2009).

Prema vaze¢oj zakonskoj regulativi u Republici Hrvatskoj vo¢ni sok proizvodi se od
jestivog dijela voca koje je zdravo, svjeze ili konzervirano hladenjem ili smrzavanjem i to od
jedne ili viSe vrsta pomijesanih zajedno, a pri tom ima boju, aromu i okus karakteristi¢an za
sok od voca od kojega potjece (Pravilnik NN 48/13).

Shematski prikaz proizvodnje soka od Sipka prikazan je na Slici 5. Sok od $ipka moze
se proizvesti preSanjem cijelog ploda Sipka ili na nacin da se prije ekstrakcije, arile separiraju
od Kkore u posebnim uredajima. Slijedeé¢i korak je ekstrakcija soka pomocu mehanickih ili
hidrauli¢kih, odnosno naj¢es¢e membranskih presa te se tada dobiva mutni sok. Sok od Sipka
sadrzi u manjoj koli¢ini i koloidne pektinske tvari, kao i proteine, stoga se najéesc¢e podvrgava
bistrenju i filtraciji jer bi tijekom skladiStenja moglo do¢i do zamucenja. Postupak bistrenja
takoder doprinosi i boljim senzorskim obiljezjima soka, obzirom na visok sadrzaj tanina, koji
se uslijed bistrenja smanjuje (Vardin i sur., 2003). Iz soka koji je proSao bistrenje moguce je
jos§ proizvesti i1 ocat, vino, dZzem, koncentrirani sok ili nektar od Sipka, a jo§ jedan novi
popularni ‘ready-to-eat' proizvod su arile, o¢is¢ene od kore, pakirane u modificiranoj
atmosferi. Po zavrSetku bistrenja i filtracije sok se termicki obraduje pasterizacijom te se
asepti¢ki puni u odgovarajuéu ambalazu (Slika 5.) (Dhinesh i Ramasamy, 2016). U svrhu
uklanjanja suspendiranih i1 koloidno dispergiranih Cestica za sok od Sipka najcesce se koriste
membranski procesi mikrofiltracije (MF), dok se za separaciju koloida i makromolekula
relativne molekularne mase vece od 500 koriste procesi ultrafiltracije (UF) (Girard i sur.,
2000). Voéni sokovi konzerviraju se iskljucivo fizickim postupcima primjenom visokih
temperatura tj. pasterizacijom. Pasterizacijom s temperaturama od 75 do 100 °C u kratkom
vremenskom intervalu unistavaju se vegetativni oblici mikroorganizama i inaktiviraju enzimi,

a sastav, okus i prehrambena vrijednost namirnice ostaju nepromijenjeni.
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2.4.2. Utjecaj proizvodnje sokova na stabilnost bioloskih spojeva u Sipku

Alper i sur. (2005) ispitivali su utjecaj pasterizacije na kvalitetu razli¢itih sokova od
Sipka, pa se tako pasterizacijom udio ukupnih antocijana umanjio za 13,1 % u mutnom te za
19,8 % u filtiranom soku od Sipka. U radu Turfan i sur. (2011) ispitivan je utjecaj procesa
bistrenja i pasterizacije na boju soka od $ipka i sadrzaj antocijana. Bistrenje je uzrokovalo
gubitak od 4 %, dok je pasterizacijom gubitak antocijana iznosio od 8 do 14 %. Ipak, bistrenje
soka doprinijelo je povecanju parametara boje (L, a, b, C), a pasterizacija ih je ocekivano

znatno umanjila.
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Slika 5. Shematski prikaz proizvodnje soka od Sipka (Dhinesh i Ramasamy, 2016)

Vegara i sur. (2013a) ispitivali su utjecaj bistrenja i pasterizacije na stabilnost
antocijana u soku od Sipka. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su da se bistrenjem
sadrzaj monomernih antocijana smanjuje, ali da istovremeno raste antioksidacijski kapacitet
soka. Pasterizacija pri 65 °C/30 s i 90 °C/5 s znacajno smanjuje udio polimernih, ali poveéava
udio monomernih antocijana. Autori su potvrdili da je ipak temperatura skladistenja
najznacajniji faktor koji utjeCe na stabilnost antocijana u soku od Sipka (Vergara i sur.,
2013b). Sokovi sipka skladisteni 7 dana na 25 °C znacajno su brze promijenili boju tijekom
skladiStenja u usporedbi sa sokovima skladiStenim pri 5 °C. Opcenito, uz hladni rezim

skladiStenja (do 5 °C), sokovi tretirani pri nizim temperaturama (65 °C/30 s i 90 °C/5 s)
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pokazuju dobru mikrobiolosku stabilnost tijekom 120 dana skladiStenja Sto potvrduje da se
,konzerviranjem preprekama“ (toplinski tretman uz hladni lanac ¢uvanja) moze produziti
trajnost proizvoda.

Mena i sur. (2013) ispitivali su utjecaj razli¢itih toplinskih tretmana (65, 80 i 90 °C
tijekom 30 i 60 s) soka od Sipka na stabilnost boje, bioloski aktivnih spojeva te
mikrobiologiju. Rezultati ovog istrazivanja pokazju da pasterizacija znacajno ne utjeCe na
sadrzaj ukupnih fenola, punikalagina i elaginske kiseline u soku od Sipka, dok se sadrzaj
antocijana kao i antioksidacijski kapacitet znaja¢no smanjio u odnosu na netretirane sokove.
Sukladno tome, u tretiranim sokovima izmjerene su viSe a* te nize b* vrijednosti parametara
boje. Nadalje, toplinski tretman (65 °C/30 s) soka od Sipka uz skladiStenje pri niskim
temperaturama pokazao se ucinkovit u inaktivaciji mikroorganizama te bi se kao takav mogao
koristiti u svrhu konzerviranja preprekama.

Vegara i sur. (2014) istrazivali su stabilnost antocijana tijekom prerade i skladistenja
komercijalnih sokova od $ipka te su utvrdili da je sadrzaj antocijana u svjezem nepreradenom
soku iznosio 159,05 + 71,07 mg/L, dok se preradom i skladiStenjem znacajan dio antocijana
gubi te u kona¢nici udio iznosi svega 58,50 + 17,13 mg/L. Industrijski faktori koji utjeu na
stabilnost antocijana ukljucuju razli¢ite tehnoloske operacije u preradi soka te temperaturu
skladiStenja, kemijsku strukturu antocijana, pH, koli¢inu askorbinske kiseline, Secera, svjetla i
metala (Cavalcanti i sur., 2011).

Sok Sipka bogat je antocijanima, derivatima elaginske kiseline kao i hidroliziranim
taninima, a rezultati istraZivanja potvrduju da je antioksidacijski kapacitet soka od Sipka veci
ukoliko je sok proizveden od cjelovitog ploda, a ne samo od zrna. Ispitivanjem korejskog
trziSta utvrdeno je da od ispitivana 62 razli¢ita voéna soka, najéeS¢e konzumirana od strane
potrosaca, sok od Sipka pokazuje najvec¢i antioksidacijski kapacitet (Kim i sur., 2014).
Nadalje, sok od sipka pronasao je svoju primjenu i kao sredstvo za poboljsanje boje raznih
prehrambenih proizvoda (Al-Maiman i Ahmad, 2002). U novije vrijeme ispituje se i primjena
suvremenih metoda suSenja soka od Sipka poput susenja rasprSivanjem gdje se upotrebom
razli¢itih nosaca (npr. arapske gume i Capsula™=1:1) dobiju stabilni i nutritivno
visokovrijedni prahovi ovog soka koji se kao takvi dalje mogu upotrebljavati u proizvodnji
funkcionalne hrane (de Araujo Santiago i sur., 2016).

U prehrambenoj industriji, kod proizvodnje soka od Sipka, kora c¢ini najveci dio
otpada. Ekstrakti dobiveni iz kore mogu se koristiti za dobivanje funkcionalnih proizvoda.
Tako se u znanstvenom radu Salgado i sur. (2012) pokazalo da dodatak od 0,5 % ekstrakta

kore, poboljSava antioksidacijski kapacitet drugih sokova, kao $to su sok od raj¢ice i sok od
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Sipka. Primjer joS jednog takvog proizvoda je sladoled u koji su dodani mikroinkapsulirani
fenolni spojevi izolirani iz kore Sipka (elaginska kiselina, punikalagin) (Cam i sur., 2014).
Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da dodatak 0,5 do 1 % fenolnih spojeva u sladoled je u
odnosu na kontrolni uzorak imao znacajno vecu antioksidativnhu aktivnost, a senzorska

svojstva takvog funkcionalnog proizvoda su ostala nepromijenjena (Cam i sur., 2014).

2.5. Netoplinske metode prerade

U posljednje vrijeme mnoga se istraZivanja usmjeravaju na razvoj novih postupaka
obrade hrane koji omogu¢uju minimalnu obradu hrane sa ciljem dobivanja proizvoda visoke
nutritivne 1 bioloSke vrijednosti. Istovremeno, nove sklonosti potroSaca, okrenutih prema
organskoj i prirodnoj te minimalno preradenoj hrani nameéu nove izazove i znanstvenicima i
prehrambenoj industriji te tako otvaraju put razvoju i implementaciji najnovijih tehnologija,
kao $to su netoplinske metode prerade, tehnologija konzerviranja preprekama (engl. hurdles
technology), mikroenkapsuliranje, bioprocesne tehnologije itd. U netoplinske metode prerade
ubraja se primjena visokog tlaka, pulsirajuéeg elektricnog polja 1 svjetlosti visokog
intenziteta, promjenljivog magnetskog polja, ultrazvuka, hladne plazme, ionizirajuceg
zragenja, i1 dr. Cilj navedenih postupaka je dobivanje proizvoda vece nutritivne vrijednosti i
produZene trajnosti, a trajanje tehnoloskih postupaka je krace te se postize usteda energije u
usporedbi sa dosada$njim konvencionalnim metodama. Ipak, zajedni¢ko svim navedenim
postupcima je da se tretiranje proizvoda provodi na sobnoj temperaturi, odnosno dolazi do

neznatnog povisenja temperature, te sam proces traje kratko vrijeme (Herceg i sur., 2009).
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2.5.1. Ultrazvuk kao netoplinska metoda prerade

Za preradu hrane ultrazvukom postoji veliko zanimanje jer je prijenos akusti¢ne
energije do prehrambenog proizvoda trenutacan i prostire se kroz cijeli volumen proizvoda.
Navedena ¢injenica znaci skracenje vremena tretiranja proizvoda i manja potros$nja energije.
Ultrazvuk se Cesto koristi u laboratorijskim uvjetima, a u industrijskim se primjenjuje pri
emulgiranju, inaktivaciji mikroorganizama i enzima, ubrzavanju kemijskih reakcija,
pospjesivanju procesa ekstrakcije i sl. (Herceg i sur., 2009).

Pod ultrazvukom podrazumijevamo zvucéni val sa frekvencijama viSima od praga
osjetljivosti ljudskog uha (16-18 kHz) (Slika 6.). Ultrazvuk u prehrambenoj industriji
opcenito se moze podijeliti prema upotrijebljenim rasponima zvuka na: (i) dijagnosticki
ultrazvuk — ultrazvuéni valovi niskog intenziteta (frekvencije 1 do 10 MHz), odnosno visoke
frekvencije i niske energije i (ii) ultrazvuk visoke snage — ultrazvu¢ni valovi visokog
intenziteta (frekvencije 20 do 100 kHz), odnosno niske frekvencije i visoke snage.
Ultrazvuéni valovi niskog intenziteta ne uzrokuju fizikalna i kemijska ostecenja materijala
kroz koji prolaze, a primjenjuje se u analiticke svrhe odredivanja sastava, strukture i
viskoznosti hrane. Takoder, moze se rabiti 1 za povrSinsko ¢iS¢enje hrane, emulgiranje,
pospjesSivanje ekstrakcije, filtraciju itd. Ultrazvuéni valovi visokog intenziteta, zbog velike
snage kojom djeluju na materijal, uzrokuju fizicka oStecenja materijala, ubrzavanje reakcija, a
moze se koristiti i za uni$tenje enzima i mikroorganizama (Herceg i sur., 2009).

Vazna pojava, tijekom tretiranja tekuceg materijala ultrazvukom je Kavitacija.
Kavitacija znaci nastajanje mjehuri¢a pare unutar tekucine u podru¢ju u kojemu je tlak
teku¢ine manji od tlaka njene pare. Djelovanjem ultrazvuka niskog inteziteta nastaje tzv.
stabilna kavitacija, odnosno mjehuri¢i vibriraju unutar stabilne kavitacije uzrokuju¢i jaka
mikrostrujanja u teku¢em mediju. Zbog prolaska ultrazvuka visokog intenziteta kroz tekuci
medij, nastaje tzv kratkotrajna ili prijelazna kavitacija. Kod ove pojave veli¢ina mjehurica

snazno oscilira i povecava se, sve dok ne dode do implozije mjehuri¢a (Herceg i sur., 2009).
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Slika 6. Podru¢ja podjele zvuka prema frekvencijama (Herceg i sur., 2009)

Osim kavitacije, tijekom prolaska ultrazvuka kroz kranu moguéi su i drugi ucinci
poput zagrijavanja. Zagrijavanje nastaje kao rezultat snaznog sudaranja molekula oko
mjehuri¢a (implozije) te nastaju "mikropodrucja" sa ekstremno visokom temperaturom i
tlakom. No zbog malog volumena zagrijane tekuéine u odnosu na ukupni volumen, navedene
tocke brzo nestaju. Jo§ neki od mogucih pojava tijekom tretiranja uzroka sa ultrazvukom su:
kompresija i Sirenje, turbulencija i strukturne promjene (Herceg i sur., 2009).
frekvencijama. Mikroorganizmi i enzimska inaktivacija zvuénim valovima u kombinaciji s
temperaturom, tlakom 1 drugim ¢imbenicima ocuvanja hrane pokazali su pozitivne ucinke.
Dodatna prednost proizvoda preradenih ultrazvukom su pozitivne promjene u teksturi, prinosu
1 oCuvanje boje. Primjena ultrazvuka pruza mogucnost koriStenja za pasterizaciju proizvoda

poput mlijeka, voénih sokova i drugih tekuéih namirnica (Feng i sur., 2011).

2.5.1.1.Primjena ultrazvuka u preradi proizvoda od sipka

Dosada$nja istraZivanja primjene ultrazvuka u proizvodnji voénih sokova pokazuju
minimalan utjecaj na senzorska svojstva sokova i na bioaktivne komponente poput vitamina
C, fenola, antocijana i drugih (Abdullah i Ling Chin, 2014). Istrazivanja su dokazala da
upotreba ultrazvuka u proizvodnji voénih sokova: (i) povecava prinos soka (Lieu i Le,
2010); (ii) ne utjece na smanjivanje sadrzaja askorbinske kiseline (Abid i sur., 2014); (iii) ne
utjeCe na promjenu boje soka (Dubrovi¢ i sur., 2011) i (iv) inaktivira enzime koji utjecu
negativno na promjenu boje soka (Wu i sur., 2008). U istrazivanju Dubrovi¢ i sur. (2011) sok

od jagode tretiran je ultrazvukom pri zadanim uvjetima (20 kHz, 40 °C/3 min, 12 mm
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promjera sonde) te rezultati pokazuju da ultrazvuk nije imao utjecaja na boju soka, a 98 %
sadrzaja ukupnih antocijana se zadrzalo u soku nakon tretmana.

Alighourchi 1 sur. (2013) ispitali su utjecaj ultrazvuka na sadrzaj ukupnih antocijana,
ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet u soku od sipka te su utvrdili da se sadrzaj
antocijana povecao za 0,44 do 7,32 %, a ukupni fenoli za 5,4 do 42,52 % pri amplitudi 100
%, vremenu tretiranja 9 min i promjeru sonde 19 mm.

Porast ukupnih fenola u soku od grozda tretiranim ultrazvukom (28 kHz, 20 °C, 30 -
90 min), dokazali su Aadil i sur. (2013) te se pretpostavlja da je moguci razlog toga pucanje
stani¢nih stijenki uslijed kavitacije. Tiwari i sur. (2009) pokazali su da tretiranje soka od
kupina ultrazvukom rezultira zadrzavanjem 95 % ukupnih antocijana u soku. Uvjeti tretiranja
soka od kupina bili su sljede¢i: frekvencija 20 kHz, vrijeme 10 min, amplituda 100 % te 19
mm promjer sonde (Tiwari i sur., 2009). Istrazivanje Pala i sur. (2015) takoder ukazuje na
zadrzavanje 89 do 92 % ukupnog sadrZzaja monomernih antocijana nakon tretmana
ultrazvukom u soku od Sipka pri amplitudi 50 % i vremenu tretiranja do 30 min i amplitudama
75 1 100 % do 18 min te promjeru sonde 19 mm. Nakon tretiranja duzim od 18 min pri
navedenim uvjetima utvrden je znacajan gubitak antocijana (Pala i sur., 2015), a pretpostavlja
se da do toga dolazi uslijed kavitacije i nastanka slobodnih radikala (Tiwari i sur., 2009). U
istom istrazivanju i pri jednakim uvjetima tretiranje soka od Sipka ultrazvukom nije imalo
znacajan utjecaj na koncentraciju ukupnih fenola (Pala i sur., 2015).

Prednosti primjene ekstrakcije potpomognute ultrazvukom su prepoznate jer skrac¢uju
trajanje postupka, smanjuje se potrosnja energije i kemikalija u odnosu na konvencionalnu
ekstrakciju te su dobiveni veci prinosi punikalagina i elaginske kiseline iz ekstrakta kore Sipka
(Kazemi i sur., 2016). Kaderides i sur. (2015) dokazali su da ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom povecava prinos ukupnih fenola iz ekstrakta kore Sipka, no jos vaznije da
trajanje postupka je krace i vise od 20 puta u odnosu na konvencionalnu ekstrakciju. Pan i
sur. (2012) u svom istrazivanju usporedili su primjenu konvencionalne ekstrakcije i
ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im i kontinuiranim ultrazvukom na ekstrakt dobiven od
suhe kore Sipka te rezultati pokazuju da primjena ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im
ultrazvukom (5 s tretiranje, 5 s pauza) je povecala antioksidacijski kapacitet za 22 %, dok se
trajanje postupka smanjilo za 87 %. Ektrakcija potpomgnuta kontinuiranim ultrazvukom
takoder je dala vec¢i antioksidacijski kapacitet u usporedbi sa konvencionalnom ekstrakcijom,
no pulsiraju¢im ultrazvukom je potro$nja energije bila 50 % manja (Pan i sur., 2012). Sli¢ne
rezultate u svom radu dobili su Lantzouraki i sur. (2015) te dokazali kako ekstrakcija

potpomognuta ultrazvukom je rezultirala ve¢im antioksidacijskim kapacitetom u odnosu na

18



primjenu konvencionalne ekstrakcije na soku od Sipka, dok se koncentracija ukupnih fenola u

istim uvjetima nije bitno promijenila.
2.5.2. Hladna plazma kao netoplinska metoda prerade

Plazma se smatra jednim od cCetiri osnovna stanja tvari, pri ¢emu su ostala tri ¢vrsto,
tekuce i plinovito. Jednako kao i plin, nema definirani oblik ili volumen, osim ako nije
zatoCena u odredenom spremniku (Chu i Lu, 2014), a sastoji se od slobodnih
elektrona, pozitivnih iona i neutralnih Cestica (Schliiter, 2013). Dovodenjem topline krutoj
tvari, povecava joj se kineti¢ka energija, dolazi do razaranja temeljne strukture krute tvari, te
pri temperaturi taliSta, prelazi u tekuéinu. Daljnjim zagrijavanjem takvog sustava, tekucina
prelazi u plin pri temperaturi vrelista, a molekule u plinu se razdvajaju na atome (disociraju)
primjenom jako visoke energije poput elektricnog praznjenja, te tada nastaje plazma. Plazma
se, dakle, moze stvoriti zagrijavanjem plina, a djelovanjem topline na materiju odvija se
prijelaz stanja vidljiv na Slici 7. (Chu i Lu, 2014).
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Tekuce

Plinovito
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Slika 7. Prikaz prijelaza stanja materije primjenom topline (Chu i Lu, 2014)

Budu¢i da se plazma sastoji od elektrona, pozitivnih iona i neutralnih Cestica, moguée ju
je opisati prema vise kriterija, i to prema temperaturi, stupnju ionizacije, termodinamickoj
ravnotezi i drugim faktorima (Chu i Lu, 2014). Prema temperaturi pri kojoj se primjenjuju,
plazme se dijele na hladne i vruée. Za vrucu plazmu se kaze da se nalazi u stanju
termodinamicke ravnoteze, a to znaci da je temperatura svih Cestica (iona, elektrona i
neutralnih Cestica) u plazmi jednaka. Koristi se jo§ izraz lokalna termodinamicka ravnoteza
(eng. LTE — local thermodynamic equilibrium). Suprotno vru¢oj plazmi, kod hladne plazme

temperatura elektrona mnogo je visa od temperature iona 1 neutralnih Cestica pa se jos$ i naziva
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netermalna, odnosno neravnotezna plazma (eng. non-local thermodynamic equilibrium
plasma). Temperatura elektrona moze iznositi i nekoliko desetaka tisu¢a Kelvina, no teze
Cestice ostaju na sobnoj temperaturi. Stoga je temperatura ovih plazmi nerijetko samo malo
visa od sobne temperature (Ercegovi¢ Razi¢ i Cunko, 2009). S obzirom na tlak neutralnog
plina u kojem se krec¢u ionizirane Cestice u odnosu na atmosferski tlak, plazmu moZemo
podijeliti u skupine: (1) niskotla¢nih, (2) visokotla¢nih i (3) plazme atmosferskog tlaka
(Rahman i sur., 2014). U niskotla¢noj plazmi, zbog male gustoce, srednji slobodni put Cestica
je kratak i sukladno tome je frekvencija sudara izuzetno niska, gotovo zanemariva. Koriste se
u proizvodnji poluvodi¢a (Chu i Lu, 2014).

U prehrambenoj industriji se ova tehnika sve vise primjenjuje, a 0 njenim moguc¢nostima
primjene provode se mnoga istrazivanja. Do sada je prepoznata njena visoka uéinkovitost u
inhibiciji ili inaktivaciji mikroorganizama, pogotovo suha dezinfekcija povrSine hrane poput
svjezeg voca i povréa ili mesa, gdje su toplinske metode neprimjenjive. Ova tehnologija je
takoder uspje$no primijenjena za povrsSinsku sterilizaciju ambalaznih materijala (Schliiter,

2013).

2.5.2.1. Primjena hladne plazme u preradi proizvoda od $inka

U proizvodnji voénih sokova, dobro je poznata Cinjenica da pasterizacija naruSava
senzorska i nutritivna svojstva konacnih proizvoda dok bi nize temperature (nize od 70 °C)
tretiranja hladnom plazmom mogle doprinijeti o¢uvanju bioloski aktivnih spojeva, a u isto
vrijeme osigurati mikrobiolosku sigurnost. Primjena hladne plazme u proizvodnji voénih
sokova predstavlja tehniku koja sluzi za osiguranje mikrobioloSke sigurnosti, no i Smanjenje
degradacije polifenola. Kao takva, prepoznata kao potencijalna netermalna tehnologija za
unaprjedenje kvalitete vo¢nih sokova (Elez Garofuli¢ i sur., 2015).

U istrazivanju Herceg i sur. (2016), usporedivao se udio fenolnih spojeva u soku od Sipka
koji je bio tretiran klasi¢cnom pasterizacijom (80 °C/2 min) i hladnom plazmom. Rezultati su
pokazali da je na udio fenolnih spojeva u soku od Sipka pozivitno utjecala i pasterizacija kao i
tretman hladnom plazmom. U usporedbi s netretiranim sokom, uslijed pasterizacije, udio
fenolnih spojeva porastao je za 29,55 %, dok je uslijed tretmana hladnom plazmom taj porast
iznosio od 14,95 do 48,99 %. Porast sadrzaja fenola uslijed porasta temperature vec je ranije
zabiljezen (Gerard i Roberts, 2004; Odriozola-Serrano i sur., 2008). Za moguce pojasnjenje

autori navode da se porastom temperature pospjesuje ekstrakcija fenolnih spojeva iz biljnog
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materijala, obzirom je vec¢ina fenolnih spojeva preko Secera povezana sa stani¢nom stijenkom,
a uz porast temperature, dolazi do dezintegracije veza polifenola i stani¢nih stijenki
(Khoddami i sur., 2013).

Nadalje, porast koncentracije elaginske kiseline u plazma tretiranom soku od Sipka u
odnosu na netretirani pojasnjava se ¢injenicom da se tijekom tretiranja hladnom plazmom
generira velik broj kemijski reaktivnih Cestica za koje se pretpostavlja da imaju dovoljnu
energiju za razaranje kovalentnih veza te tako poti¢u brojne lancane rekacije koje mogu
utjecati na dezintegraciju stani¢ne stijenke te depolimerizaciju i hidrolizu elagitanina (Herceg
i sur., 2016). U radu Bursa¢ Kovacevi¢ i sur. (2016) pokazano je da tretiranje hladnom
atmosferskom plazmom pozitivno utjece i na stabilnost antocijana kao i boju soka od Sipka. U
odnosu na netretitrani uzorak, uzorak tretiran hladnom plazmom imao je 21 do 35 % veci
sadrzaj ukupnih antocijana. Razlog povecanju sadrzaja antocijana jest pucanje stani¢nih
stijenki, ¢ime se povecao prinos ekstrakcije, a drugi moguéi razlog je sama kemijska struktura
antocijana. Naime, u soku od sipka dominiraju diglukozidi cijanidina i delfinidina, a poznato
je da su diglukozidi stabilniji od monoglikozida, kao i aglikonskih oblika (Grzegorzewski i
sur., 2010).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

U ovom istrazivanju koriSten je mutni sok od Sipka dobiven hladnim preSanjem na
sokovniku Vervita PRO (Kuvings, Korea). Posebnost ovog sokovnika ocituje se u tehnologiji
sporog preSanja sa najviSom brzinom preSanja do 60 rpm. Plodovi Sipka nabavljeni su u
trgovackoj mrezi, a sok je pripremljen neposredno prije tretmana. Suha tvar soka, mjerena
digitalnim refraktometrom (ATAGO, PAL) iznosila je 15,50 %, dok je pH vrijednost soka

mjerena na pH-metru iznosila 3,44 (Mettler Toledo Seven easy).

3.2. Metode rada

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj netoplinskih tehnika poput ultrazvuka i hladne
plazme, zasebno i kombinirano, na stabilnost fenolnih spojeva i monomernih antocijana u
mutnom soku od Sipka tijekom nultog i sedmog dana skladistenja pri 4 °C prema planu
pokusa prikazanom u Tablici 4. Plan eksperimenta napravljen je u racunalnom programu
STATGRAPHICS Centurion (StatPoint tehnologija, Inc). Takoder, radi usporedbe
netoplinskih vs. toplinskih tehnika pripremljen je i pasterizirani sok od Sipka, a pasterizacija je
provedena u termostatiranoj kupelji rotavapora (Biichi B-490, Svicarska) pri rezimu 90 °C

tijekom 1 min.
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Tablica 4. Plan pokusa tretiranja soka od Sipka

ULTRAZVUK PLAZMA
Uzorci OZNAKA
UZORKA | Amplituda | t(min) | Frekvencija t (min)
Svjezi sok SS / / / /
Pasterizirani sok PS / / / /
Kombinirani 1 75 2,5 60 2,5
tretmani 2 75 25 60 5
3 75 2,5 90 2,5
4 75 2,5 90 5
5 75 5 60 2,5
6 75 5 60 5
7 75 5 90 2,5
8 75 5 90 5
9 100 2,5 60 2,5
10 100 2,5 60 5
11 100 2,5 90 2,5
12 100 2,5 90 5
13 100 5 60 2,5
14 100 5 60 5
15 100 5 90 2,5
16 100 5 90 5
Ultrazvuk uz-1 75 2,5 / /
uz-2 75 5 / /
uz-3 100 2,5 / /
Uz-4 100 5 / /
Plazma P-1 / / 60 2,5
P-2 / / 60 5
P-3 / / 90 2,5
P-4 / / 90 5

3.2.1. Tretiranje soka od Sipka ultrazvukom visoke snage

U svrhu tretiranja soka od Sipka ultrazvukom visoke snage upotrijebljen je ultrazvucni
procesor SONICATOR S-4000 (Misonix Sonicators, Newtown, Connecticut, SAD). Znacajke
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procesora su sljedece: 600 W maksimalne izlazne snage, frekvencije 20 kHz, 100-240 V
strujnog napona, 50-60 Hz frekvencija strujne mreze. Pripremljeni sok od Sipka (200 mL)
tretiran je ultrazvukom visokog intenziteta pri amplitudama: 90 i 120 um (75 % i 100 %),
raspona snage od 10-600 W, koja je direktno kontrolirana amplitudom te frekvencije od 20




kHz, u vremenu od 2 i 2,5 minuta. Na uredaju je podeseno: (i) pulse on time = 1 min te (ii)
pulse off time = 15 sec.

Uzoreci su tretirani pojedinac¢no (UZ1-UZ4) te kombinirano (1-16) prema planu pokusa
u Tablici 4. Koristena je ultrazvu¢na sonda promjera 12,7 mm koja je uronjena u ¢asu s
uzorkom do dubine dva promjera iste od dna caSice (2,5 cm). Za svakih 30 minuta rada,
potrebno je 10 min hladenja uredaja, dok je za svakih 6 sati rada potrebno promijeniti
nastavak na sondi. Na ultrazvu¢nom procesoru prikljucen je termoclanak (model: HI 9063,
Hanna Instruments Ltd., Leighton Buzzard LU7 4AD, UK) kojim se mjeri porast temperature
uzorka tijekom tretmana i isti je uvijek bio uronjen u staklenu ¢asu sa uzorkom prilikom

tretiranja. Temperatura tijekom ultrazvuc¢nog tretmana nije prelazila 51 °C.

3.2.2. Tretiranje soka od Sipka hladnom plazmom

Za tretiranje soka od Sipka hladnom plazmom koristena je tekucinska plazma s
mjehuri¢ima. Uzorci su tretirani pojedinacno (P1-P4) te kombinirano (1-16) prema planu
pokusa u Tablici 4. Za generiranje plazme koristen je pulsni visokonaponski generator
(Spellman, UK). Strujni krug se sastoji se od visokonaponskog napajanja, kondenzatora
kapaciteta 0,75 nF, serijski spojenih otpornika od ukupno 9,5 MQ, rotiraju¢e sklopke
tzv.,,spark — gap* komore spojene na elektromotor s regulatorom frekvencije, te kontrolne
jedinice napajanja. Koristen je reaktor volumena 300 mL, zatvoren s gumenim ¢epom s
prilagodenim otvorom za elektrodu uzemljenja. Konfiguracija elektroda u reaktoru bila je
postavljena u obliku tocka-tocka, odnosno s iglinom visokonaponskom elektrodom (igla od
nehrdajuc¢eg celika 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. Postupak ekstrakcije

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 1 % mravlje kiseline u 80
%-tnom metanolu (v/v) te se smjesa ekstrahira u ultrazvucnoj kupelji frekvencije 40 kHz

(Bandelin Sonorex, Njemacka) pri 50 °C tijekom 10 min. Po zavrSetku ekstrakcije smjesa se
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pomocu staklenog lijevka prelije u odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni
ekstrakcijskim otapalom do oznake. Ovaj ekstrakt skladisti se pri +4 °C do provedbe analiza,

pri ¢emu se prethodno profiltrira (Whatman International Ltd., Kent, UK).

3.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip _metode: Odredivanje ukupnih fenola provodi se u alkoholnom ekstraktu uzorka

primjenom spektrofotometrijske metode koja temelji se na kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 765 nm (Pinelo i sur.,
2005).

Aparatura i pribor:
1. Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
Staklene kivete

Tehnicka vaga Mettler (to¢nosti +£0,01g)
Analiti¢ka vaga Kern ABT 220-4M
Pipete, volumenal mLi 2 mL
Menzura, volumena 100 mL i 1 L
Staklene epruvete, stalak za epruvete

Plasti¢na ladica za vaganje

© 0o N o g bk~ w DN

Mikropipete Eppendorf volumena 100 mL i 1000 mL
10. Kupelj od rotavapora (BUCHI Heating Bath B-490, Svicarska)

Reagensi:
1. Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens)

2. Otopina natrijeva karbonata (7,5 %-tna otopina)
Priprema: Odvaze se 7,5 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj ¢asici te se pomocu
destilirane vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL te destiliranom vodom
nadopuni do oznake.

3. Standard galne kiseline
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 10
mL 96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u

datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
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Priprema uzorka:

Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u potpoglavlju 3.5.3. Za potrebe
odredivanja ukupnih fenola ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti ekstrakcijskim

otapalom (1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu) u omjeru 1:5.

Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 500 pL ekstrakta (koji je prethodno razrijeden
5X), 2,5 mL F.C. reagensa (koji je prethodno 10x razrijeden) te nakon nekoliko minuta 2 mL
7,5 %-tnog natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 15
minuta pri T=45 °C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj
duljini 765 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima

otapalo za ekstrakciju (1 %-tna mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu).

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline. Odvaga se otopi u 10
mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni destiliranom vodom do
oznake. Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
tikvicu 1 potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 500 uL
otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje redom 2,5 mL F.C. reagensa (koji je
10x razrijeden) te nakon nekoliko minuta 2 mL 7,5 %-tnog natrijeva karbonata. Na isti nacin
se pripremi slijepa proba ali se umijesto otopine standarda uzima destilirana voda. Uzorci se
potom termostatiraju 15 minuta pri T=45 °C (u kupelji od rotavapora). Nakon toga mjeri se
apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm. Na isti nacin se pripremi i
slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na

ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm. Koncentracija ukupnih fenola izra¢una

se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 8. Bazdarni pravac za galnu kiselinu

Racun:
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y = 0,0101X+0,1583
R?=0,9942
gdje je:

Y = apsorbancija pri 765 nm
X = koncentracija galne kiseline (mg/L)
R? = koeficijent determinacije

C (@) _x (mg) V ekstrakta (mlL)

X FD
L L V uzorka (mL)

Vekstrakta = konacni volumen ekstrakta (10 mL)
Vuzorka = Volumen soka uzetog za ekstrakciju (2 mL)
FD = faktor razrijedenja (eng. dilution factor) (5)

Koncentracije ukupnih fenola (C) izrazene su kao mg ekvivalenti galne kiseline po litri soka
(mg GAE/L).

27



3.2.5. Odredivanje monomernih antocijana

Princip metode:

Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu antocijana da pri
promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju strukturu, pri ¢emu dolazi do promjene
apsorpcijskog spektra. Snizenje pH otopine izaziva povecanje apsorpcije i obrnuto, a
koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u otopinama kod dva razli¢ita

pH pri valnoj duzini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane (AOAC 2005.02).

Aparatura i pribor:
1. Spektrofotometar (VWR UV-PC Spectrophotometer)

Staklene kivete

Analiti¢ka vaga Mettler (to¢nosti +£0,01g)
pH metar Mettler Toledo Seven easy
Staklena ¢asa, volumena 1 L 1 100 mL
Staklene epruvete, stalak za epruvete
Mikropipeta, volumena 1000 pL

Menzura, volumena 1 L

© 0o N o g B~ w DN

Plasti¢na ladica za vaganje

Reagensi:
1. Kalij kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)

Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 1,86 g kalijeva klorida (KCl) koji
se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere
destiliranom vodom, te se doda 980 mL destilirane vode i odvaga se otopi. Pripremljenoj
otopini izmjeri se pH, 1 podesi na vrijednost 1,0 (£0,05) s klorovodi¢nom kiselinom (37 %
HCI), ¢iji utrosak priblizno iznosi 6,3 mL. Kad je otopina podesena na pH 1,0 prebaci se u
odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro ispere destiliranom vodom, te do

oznake nadopuni destiliranom vodom.

2. Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0,4 M)
Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 100 mL odvaze se 54,43 g natrijeva acetata
trihidrata (CH3CO2Na*3H20) koji se kvantitativno prenese u staklenu ¢asu volumena 1 L,

koja se prije upotrebe dobro ispere destiliranom vodom, te se doda 960 mL destilirane vode i
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odvaga se otopi. Pripremljenoj otopini izmjeri se pH, i podesi na vrijednost 4,5 (+0,05) s
klorovodi¢nom kiselinom (37 % HCI), ¢iji utrosak priblizno iznosi 20 mL. Kad je otopina
podesena na pH 4,5 prebaci se u odmjernu tikvicu volumena 1 L, koja se prije upotrebe dobro

ispere destiliranom vodom, te do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Priprema uzorka:

Obzirom su sokovi od Sipka bili mutni, odredivanje je provedeno iz ekstrakata koji su
pripremljeni kao S$to je opisano u potpoglavlju 3.5.3. Za potrebe odredivanja monomernih
antocijana ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti ektrakcijskim otapalom (1 %-tna

mravlja kiselina u 80 %-tnom metanolu) u omjeru 1:5.

Postupak odredivanja:

Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama na naéin da se za mjerenje jednog
uzorka pripreme i oznace po dvije staklene epruvete. U svaku se epruvetu otpipetira po 1 mL
ekstrakta, a potom se u jednu epruvetu otpipetira 4 mL pufera pH 1.0 te u drugu 4 mL pufera
pH 4.5. Nakon 15 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama, mjeri se apsorbancija pri

520 nm i 700 nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

Racun:

Koncentracija monomernih antocijana u ekstraktu soka od Sipka (X) izraCunava se kao

ekvivalent cijanidin-3-glukozida (mg/L) prema formuli:

X(@)— A X MW x DF x 103
L exl

gdje je:

A = (As20nm — A700nm)pH=1,0 = (As20nm — A700nm)pH=4,5

MW = molekulska masa (za cijanidin-3-glukozid 449,2 g/mol)

DF = faktor razrijedenja

103 = faktor za preraunavanje g u mg

€ = molarni apsorpcijski ekstinkcijski koeficijent (za cijanidin-3-glukozid 26900 L/mol cm)
| = debljina kivete (1 cm).
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X FD

(mg) V ekstrakta (mlL)
L V uzorka (mlL)

gdje je:

Vekstrakta = konacni volumen ekstrakta (10 mL)
Vuzorka = VOlumen soka uzetog za ekstrakciju (2 mL)
FD = faktor razrijedenja (eng. dilution factor) (5)

Koncentracije monomernih antocijana (C) izrazene su kao mg ekvivalenti cijanidin-3-
glukozida po litri soka (mg GAE/L).

3.2.6. 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 razli¢itih parametara tretmana) su usporedeni s Tukey HSD
testom. lzvori varijacija su amplituda i vrijeme (za ultrazvuk), frekvencija i vrijeme (za
hladnu plazmu), te svi ovi parametri za kombinirane tretmane, kao i vrijeme skladiSetnja
(nulti i sedmi dan). Svi dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dvaju paralelnih
odredivanja = STDEV.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj ultrazvuka i hladne plazme, zasebno i kombinirano, na
stabilnost ukupnih fenola i monomernih antocijana u mutnom soku Sipka neposredno po
provedenom tretmanu te tijekom skladistenja. Radi usporedbe netoplinskih i toplinskih
tehnika pripremljen je i pasterizirani sok od S$ipka, a pasterizacija je provedena u

termostatiranoj kupelji rotavapora pri rezimu 90 °C tijekom 1 min.

Ovo poglavlje podijeljeno je u tri podpoglavlja, a u svakome od njih je prikazan utjecaj
ultrazvuka i plazme, kao i vremena skladistenja na stabilnost ukupnih fenola i monomernih

antocijana.
Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni te su na temelju dobivenih rezultata odredeni

statisticki signifikantni utjecaji ispitivanih parametara na sadrzaj ukupnih fenola i

monomernih antocijana u sokovima Sipka (Tablica 5, 6, 7 i 8).
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4.1. Utjecaj ultrazvuka na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

Tablica 5. Utjecaj parametara ultrazvuka na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

u sokovima $ipka (Mg/Lsoka)

Ispitivani parametri n Ukupni fenoli  Monomerni antocijani
Amplituda p<0,017 p<0,017
75 % 8 127,31+0,39? 22.,07+0,10?
100 % 8  156,54+0,39° 23.,43+0,10°
Vrijeme tretiranja p<0,017 p<0,017
2,5 min 8 128,83+0,39? 22,26+0,10°
5 min 8  155,10+0,39° 23,24+0,10°
Skladistenje p<0,017 p<0,017

0 dana 8 162,42+0,392 24,47+0,102
7 dana 8  121,50+0,39° 21,03+0,10°
Prosjecna vrijednost 16 141,91+0,28 22,75+0,01

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

Prosje¢na vrijednost ukupnih fenola u sokovima Sipka tretiranih ultrazvukom iznosi
141,91+0,28 mg/Lsoka, dok prosjena vrijednost monomernih antocijana iznosi 22,754+0,01
mg/Lsoka (Tablica 5.). Prijasnje studije pokazale su da sadrzaj ukupnih fenola u soku od Sipka
znaajno varira ovisno o lokaciji uzgoja, sortimentu te klimatskim prilikama, stoga se u
literaturi pronalazi $irok raspon koncentracija od 88,5 do 9850 mg/L (Tehranifar i sur., 2010;
Melgarejo-Sanchez i sur., 2015), Sto je u skladu i sa dobivenim vrijednostima u ovom
istrazivanju. Takoder, i antocijani znaajno variraju u ovisnosti gore navedenih parametara
tako da se u literaturi mogu naci vrijednosti za sadrzaj ukupnih antocijana od 11 do 9300
mg/L (El Kar i sur., 2011; Mousavinejad i sur., 2009). Prosje¢na vrijednost sokova Sipka
tretiranih ultrazvukom u skladu je s literaturnim navodima El Kar i sur. (2011) koji su u

sokovima devet sorti Sipka odredili sadrzaj ukupnih antocijana od 11 do 178 mg/Lsoka.

Ako se razmotri utjecaj amplitude (75 % i 100 %) dobiveni rezultati pokazuju da je i
sadrzaj ukupnih fenola, kao i monomernih antocijana znafajno bio ve¢i uz primjenu
amplitude od 100 %. Ovi rezultati se mogu usporediti sa rezultatima istrazivanjem Tiwarija i
sur. (2009) koji su sok od kupine tretirali ultrazvukom amplitudama od 40 do 100 %, u
trajanju do 10 min te je najveéi prinos ukupnih antocijana dobiven pri najvecoj amplitudi 100
% i vremenu od 10 min, a gdje je zadrzavanje ukupnih antocijana u soku nakon tretiranja

iznosila 95 %.
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Ako se gleda utjecaj vremena tretiranja dobiveni su znacajno veci sadrzaji ukupnih
fenola i monomernih antocijana nakon tretiranja sokova kroz 5 min. Ipak, u literaturi se mogu
pronadi i rezultati koji ne pokazuju znacajan utjecaj ultrazvu¢nog tretiranja na sadrzaj ukupnih
fenola pa su tako Pala i sur. (2015) u svom istrazivanju tretirali su ultrazvukom sok od Sipka
amplitudama 50, 75 i 100 % u trajanju od 6 do 30 min, a dobiveni rezultati pokazuju kako
razli¢ite amplitude i vrijeme tretiranja nisu imali znacajnog utjecaja na povecéanje
koncentracije ukupnih fenola. Medutim, istrazivanje Zafra-Rojas i sur. (2013) na soku od
kruske tretiranim ultrazvukom pri amplitudi 80 % i vremenima od 3, 5 i 8 min rezultiralo je
znacajnim poveéanjem sadrzaja ukupnih fenola u soku u odnosu na kontrolni uzorak uslijed
porasta vremena tretiranja. Rezultati Alighourchi i sur. (2013) takoder su u skladu s ovim
rezultatima. Autori su sok od Sipka ultrazvu¢no tretirali amplitudama 50, 75 i 100 % u
vremenima 3, 6 i 9 min te biljeze porast ukupnih fenola (5,40-42,52 %) i ukupnih antocijana
pri amplitudama 100 % i vremenu od 9 min (0,38-9,75 %) (Alighourchi i sur., 2013). Autori
predlazu kao objasnjenje da je do povecanja koncentracije ukupnih fenola doslo zbog pucanja
stani¢nih stijenki uslijed kavitacije te da se poveéanje dogada kod mutnih, ali ne i kod bistrih
sokova (Zafra-Rojas i sur, 2013). Ipak, Chitgar i sur. (2016) utvrdili su pad antocijana za 3,36
% u soku od zutike uslijed tretmana ultrazvukom pri amplitudi 100 % tijekom 15 minuta.
Sadilova i sur. (2007) pad koncentracije antocijana pojasnjavaju stvaranjem hidroksilnih
radikala uslijed kavitacije te vezanje istih na centralni prsten strukture antocijana ¢ime se

stvaraju nestabilne strukture halkona.

Poznato je da su bioloski aktivni spojevi nestabilni tijekom skladiStenja uslijed cega
dolazi do njihove degradacije ¢ime se moze znafajno narusiti bioloska vrijednost gotovog
proizvoda. SkladiStenje sokova kroz 7 dana znacajno je utjecalo na smanjenje ukupnih fenola
te monomernih antocijana. Jednake rezultate dobili su i Vegara i sur. (2014) koji su istrazivali
stabilnost antocijana tijekom prerade i skladistenja komercijalnih sokova od Sipka te utvrdili
da se sadrzaj antocijana nakon 7 dana skladiStenja smanjio gotovo za tri puta U odnosu na
svjezi sok. Ipak, isti autori naglasavaju kako najvazniji ¢imbenik koji utjeCe na stabilnost

fenola i antocijana u soku Sipka je temperatura skladistenja (Vegara i sur., 2013Db).
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4.2. Utjecaj hladne plazne na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

Tablica 6. Utjecaj parametara hladne plazme na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih

antocijana u sokovima Sipka (mg/Lsoka)

Ispitivani parametri n  Ukupni fenoli Monomerni antocijani
Frekvencija plazme p<0,017 p<0,017
60 Hz 8 141,15+0,512 23,30+0,22°
90 Hz 8 210,72+0,51° 26,86+0,22P
Vrijeme tretiranja p=0,04" p=0,43*
2.5 min 8 185,22+0,512 24,95+0,222
5 min 8 166,74+0,51° 25,21£0,22°
Skladistenje p<0,017 p<0,01"

0 dana 8 199.04+0,512 25,86+0,222
7 dana 8 152,96+0,51° 24,30+0,22°
Prosjecna vrijednost 16 175,95+0,36 25,08+0,16

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

Prosje¢ne vrijednosti ukupnih fenola u sokovima S$ipka tretiranih hladnom plazmom
iznose 17,59+0,36 mg/Lsoka, odnosno 25,08+0,16 mg/Lsoka U slu¢aju monomernih antocijana.
Usporede li se ovi rezultati sa rezultatima ultrazvukom tretiranih sokova od Sipka, sadrzaj
ukupnih fenola u sokovima tretiranim hladnom plaznom bio je za 19,35 %, a sadrzaj
monomernih antocijana za 9,29 % visi u odnosu na ultrazvuk.

Ukoliko se razmotri utjecaj frekvencije na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih
antocijana, moze se vidjeti da je veci sadrzaj istih dobiven pri frekveciji 90 Hz (210,72+0,51
mMQ/Lsoka 1 26,86+0,22 mg/Lsoka) Nego pri 60 Hz. Nadalje, vece koncetracije ukupnih fenola
dobivene su tretiranjem u trajanju 2,5 min (185,22+0,51 mg/Lsoka), dOK vrijeme tretiranja nije
imalo znacajan utjecaj na koncentraciju monomernih antocijana u sokovima Sipka.

Sli¢no kao i1 za sokove tretirane ultrazvukom, i u sokovima tretiranim hladnom plazmom
tijekom skladiStenja doslo je do znacajnog gubitka ukupnih fenola i monomernih antocijana.
Do danas je objavljen mali broj znanstvenih radova i saznanja o nutritivnim svojstvima hrane
tretirane hladnom plazmom, iako postoje radovi o utjecaju hladne plazme na svjeze voéne
plodove. Jedan od takvih je rad Ramazzina i sur. (2015) koji su ispitivali utjecaj fizikalno-
kemijskih svojstava hladne plazme na biolosku vrijednost Kivija. SvjeZze rezano voce kivija
tretirali su hladnom plazmom 10 i 20 min te analizirali koncentracije ukupnih fenola, klorofila

I karotenoida odmah nakon tretiranja te nakon 4 dana skladistenja u kontroliranim uvjetima
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(10 °C 1 95 % relativna vlaznost). Rezultati su ukazali na pad koncentracije ukupnih fenola za
30 % nakon 4 dana skladistenja.

U istrazivanju Hercega i sur. (2016) usporedivana je pasterizacija sa tretmanom soka
od Sipka sa hladnom plazmom te su odredene koncentracije ukupnih fenolnih spojeva te
koncentracije fenolnih spojeva pojedina¢no (elaginska, ferulinska, klorogenska kiselina,
punikalagin, katehin). Koncentracija ukupnih fenola pasteriziranog soka iznosila je 127,02
mg/Lsoka, @ SOKa tretiranog hladnom plazmom pri razli¢itim vremenima od 112,70 do 139,81
mMQ/Lsoka, Cime se moze zakljuciti da obje tehnike pozitivno utje¢u na udio fenolnih spojeva u
soku Sipka. Autori navode da variranje vremena tretiranja sokova i volumena uzoraka nije

znacajno utjecalo na koncentracije ukupnih fenola u usporedbi sa pasteriziranim sokovima.
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4.3. Utjecaj kombiniranih tretmana na sadrZaj ukupnih fenola i monomernih
antocijana

4.3.1. Utjecaj amplitude i vremena tretiranja ultrazvukom te frekvencije plazme na
sadriaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

Prema detaljnom pregledu literature do sada nisu pronadena znanstvena istrazivanja s
tematikom utjecaja kombiniranih netermalnih tehnologija poput ultrazvuka i hladne plazme
na stabilnost bioloski aktivnih spojeva u soku Sipka, no usporedbom rezultata prikazanih u
Tablicama 5. 1 6. sa rezultatima prikazanim u Tablici 7. moZe se generalno zakljuciti da
kombinirani netermalni tretmani povoljno utjeCu na stabilnost istrazivanih spojeva u soku
Sipka pa je tako sadrzaj ukupnih fenola iznosio presjecno od 114,31 do 323,03 mg/L, a sadrzaj
monomenrih antocijana od 18,16 do 35,85 mg/L. Bhat i sur. (2011) u svom istrazivanju o
utjecaju ultrazvucnog tretmana na kvalitetu soka od limete navode da se uslijed ultrazvucnog
tretmana, osim povecanja sadrzaja bioloSki aktivnih spojeva zbog pucanja stani¢nih
membrana i u¢inkovitije ekstrakcije, takoder i generira veci broj hidroksilnih radikala (OH¢),
koji se mogu vezati na -0 i -p pozicije nekondenziranog benzenskog prstena te tako doprinjeti
1 vecoj antioksidacijskoj aktivnosti ultrazvucno tretiranog soka.

Sagleda li se istovremeno utjecaj parametara ultrazvuka (amplituda, vrijeme tretiranja)
te frekvencija hladne plazme (60 i 90 Hz) dobiveni rezultati pokazuju da je pri nultom danu
skladiStenja, neovisno o amplitudi i vremenu tretiranja, sadrzaj ukupnih fenola bio znacajno
veci uz frekvenciju 90 Hz, a jednak trend uocen je i kod monomernih antocijana (Tablica 7).

Obrnut utjecaj frekvencije hladne plazme zabiljezen je nakon 7 dana skladiStenja i to
pri amplitudi 75 % gdje je visi sadrzaj ukupnih fenola kao i monomernih antocijana, neovisno
o vremenu tretiranja, odreden u sokovima tretiranim pri frekvenciji 60 Hz. Zanimljivo je da
nakon 7 dana skladiStenja uz amplitudu 100 % niti jedan od ovih parametara nije znacajno
utjecao na sadrzaj ukupnih fenola, dok je neovisno o vremenu tretiranja, bas kao i za nulti
dan, sadrzaj monomernih antocijana bio ve¢i pri tretiranju frekvencijom 90 Hz. Chitgar i sur.
(2016) navode da tijekom hladnog skladistenja (4 °C) soka od zutike, bilo da je tretiran
ultrazvukom ili termicki pasteriziran, degradacija antocijana slijedi kinetiku prvog reda te da
se uslijed tretmana ultrazvukom smanjuje koncentracija otopljenog kisika u sokvima, $to je
kljucni parametar stabilnosti ovih sokova tijekom skladiStenja. Autori navode da su nakon 40
dana hladnog skladistenja gubici antocijana za ultrazvuc¢ne tretmane 70 %/15 min, 100 %/10
min te 100 %/15 min iznosili redom 14,67, 17,82 i 18,25 %.
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U istrazivanju Tiwari 1 sur. (2009) ispitivan je utjecaj ultrazvuka na sadrzaj antocijana
u soku od grozda pri razli¢itim amplitudama (24,4-61,0 um) i vremenu do 10 min te
konstantnoj frekvenciji (20 kHz). Rezultati pokazuju da se sa povecanjem amplitude i
vremena tretiranja soka od grozda, smanjivao sadrzaj monomernih antocijana. Slicno ovome
istrazivanju, Dubrovi¢ 1 sur. (2011) su u sokovima od jagode pri najmanjoj amplitudi od
ispitivanih (60, 90 i 120 um) i najkratem vremenu tretiranja (3, 6 i 9 min) dobili najvece
koncentracije antocijana.

Stoga, rezultati dobiveni ovim istrazivanjem potvrduju da se pravilnim odabirom
parametara ultrazvuka, kao i1 hladne plazme, mozZe osigurati zadovoljovajuéa stabilnost

bioloski aktivnih Sspojeva.
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Tablica 7. Utjecaj kombiniranih tretmana ultrazvuka i frekvencije hladne plazme na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana u sokovima

Sipka (mg/Lsoka)
Dani Jltrazvuls Hladna plazma Ukupni Monomerni
skladiStenja Amplituda (%) Vrijeme tretiranja (min) Frekvencija (Hz) e antocijant
25 60 230,51+0,852 35,85+0,192
25 90 323,03+0,85° 26,53+0,19°
5 60 283,84+2,922 24,12+0,08?
) 90 214,01+2,922 27,29+0,08°
25 60 233,330,582 26,33+0,122
100 ’ 90 243,85+0,582 32,1240,12°
5 60 204,360,222 25,224+0,172
90 246,10+0,22° 27,58+0,17°
25 60 212,620,352 29,524+0,132
25 ’ 90 180,94-£0,35° 19,81+0,13°
5 60 193,81+0,79? 20,040,042
, 90 190,17+0,79? 19,83+0,04°
25 60 175,22+0,502 19,42+0,10?
100 ’ 90 156,340,507 24,19+0,10°
. 60 114,31+0,75° 18,16+0,09°
90 140,18+0,75? 22,65+0,09°

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,01
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4.3.2. Utjecaj amplitude i vremena tretiranja ultrazvukom te vremena tretiranja
plazme na sadriaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

Sagleda li se kombinirani utjecaj parametara ultrazvuka i vremena tretiranja hladnom
plazmom dobiveni rezultati pokazuju da je u ispitivanim sokovima Sipka prosje¢an sadrzaj
ukupnih fenola iznosio od 100,44 do 303,82 mg/L, dok je sadrzaj monomernih antocijana
odreden u rasponu od 17,81 do 32,06 mg/L (Tablica 8.) sto je priblizno sli¢no udjelima
odredenim pri razli¢itim parametrima ultrazvuka uz razli¢ite frekvencije plazme.

Uslijed kombiniranog tretmana, utjecaj vremena tretiranja hladnom plazmom znac¢ajno
je vise utjecao na sadrzaj monomernih antocijana, no ukupnih fenola. Razvidno je da je u
nultom danu analiza i amplitudi 75 % vrijeme tretiranja hladnom plazmom od 2,5 min
rezultiralo viS§im udjelima monomernih antocijana u usporedbi s 5 min, dok je obrnut trend
zabiljezen pri amplitudi 100 % gdje su znacajno visi udjeli monomernih antocijana odredeni U
sokovima Sipka tretiranim 5 min. Nakon 7 dana skladistenja, neovisno o amplitudi ultrazvuka,
svi sokovi tretirani hladnom plazmom u trajanju 5 min sadrzavali su znacajno vise udjele
monomernih antocijana u usporedbi sa sokovima tretiranim 2,5 min. Pankaj i sur. (2017)
trerirali su hladnom plazmom sok od grozda (Vitis vinifera cv. Thompson) te su utvrdili da
porastom vremena tretiranja dolazi do znacajnih gubitaka ukupnih fenola i flavonoida. Autori
pojasnjavaju da se uslijed tretmana hladnom plazmom, uz cijeli niz reaktivnih Cestica, takoder
generira 1 ozon koji se veZe na aromatsku strukturu fenolnih spojeva te na taj nain uzrokuje
degradaciju. Ipak, autori su zakljucili da uslijed tretmana hladnom plazmom, neovisno o
vremenu tretiranja, dolazi do porasta koncentracije flavonola u soku od grozda. Ovaj fenomen
autori pojasnjavaju ugradnjom novonastalih hidroksilnih ¢estica u aromatsku strukturu fenola
¢ime se pojacava njihova stabilnost (Aadil i sur., 2013).

Promotri 1li se sadrzaj ukupnih fenola uslijed ove kombinacije tretmana dobiveni
rezultati pokazuju da je vrijeme tretiranja hladnom plazmom imalo znacajan utjecaj na sadrzaj
ukupnih fenola pri slijede¢im ultrazvuénim tretmanima: (i) amplituda 75 % tijekom 2,5 min
te (i1) amplituda 100 % tijekom 5 min, neovisno o danu skladistenja (Tablica 8). Drugim
rije¢ima, uz amplitudu 75 % stabilnost ukupnih fenola je veca ukoliko su u kombiniranim
tretmanima i ultrazvuk i hladna plazma koristeni po 2,5 min dok su uz amplitudu 100 % veéu
stabilnost pokazali sokovi Sipka tretirani svakom ponasob tehnikom u trajanju od 5 min.
Stoga, prema rezultatima iz Tablice 8. vidljivo je da su najvece koncentracije ukupnih fenola

u sokovima Sipka odredene pri amplitudi 75 %, vremenu tretiranja ultrazvukom 2,5 min i
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vremenu tretiranja hladnom plazmom 2,5 min (303,82+0,85 mg/Lsoka), @ pri jednakim
uvjetima odredena je i najveca koncentracija monomernih antocijana (32,06+0,19 mg/Lsoka).
Opcenito gledajuci, skladistenje sokova Sipka tijekom 7 dana pri 4 °C, neovisno o
kombinaciji parametara ultrazvuka ili hladne plazme rezultiralo je padom koncentracije
antocijana i ukupnih fenola. Smanjenje koncentracije antocijana nakon skladiStenja tijekom 7
dana je ocekivano s obzirom da je poznato kako razliCiti tehnoloSki procesi i skladiStenje
utjeCu na stabilnost antocijana (Cavalcanti i sur., 2011). Razlog je nestabilnost antocijana, $to
rezultira prvenstveno degradacijom i polimerizacijom monomernih antocijana (Somers i
Evans, 1986). Sli¢no pokazuju i rezultati istrazivanja Vegara i sur. (2014) koji su ispitivali
utjecaj prerade i skladiStenja na stabilnost antocijana u sokovima Sipka te su ustanovili da je
temperatura znacajniji ¢imbenik od vremena skladistenja sa znac¢ajnim doprinosom stabilnosti

bioloski aktivnih spojeva.
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Tablica 8. Utjecaj kombiniranih tretmana ultrazvuka i vremena tretiranja hladnom plazmom na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana

u sokovima Sipka (mg/Lsoka)

Ultrazvuk

Dani Hladna plazma Ukupni Monomerni
skladiStenja Amplituda (%) Vrijeme tretiranja (min)  Vrijeme tretiranja (min) e antocijani

2,5 2,5 303,82+0,85% 32,060,192

25 5 249,69-+0,85" 30,33+0,19°

5 2,5 264,70+2,922 26,10+0,08?

0 5 233,01+2,922 25,31+0,08°

’5 2,5 230,550,582 27,41+0,122

100 ’ 5 246,48+0,58? 31,04+0,12°

5 2,5 210,54+0,222 25,29+0,172

5 240,02+0,22° 27,51£0,17°

25 2,5 192,65+0,352 24,96+0,132

25 ’ 5 201,04+0,35" 24,38+0,13°

5 2,5 196,840,792 20,07+0,042

- 5 187,11+0,79? 19,8+0,040P
25 2,5 169,350,502 20,50+0,102

100 ’ 5 162,23+0,502 23,10+0,10°

. 2,5 100,440,752 17,81+0,092

5 154,10+0,75° 22,99+0,09°

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,01
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Slika 9. Rangiranje primjenjenih tretmana u odnosu na netretirani uzorak obziorm na sadrzaj

ukupnih fenola i monomenrih antocijana (mg/Lsoka) u sokovima Sipka

Prema rezultatima rangiranja primjenjenih tretmana u odnosu na netretirani uzorak
(svjezi sok) obzirom na sadrzaj ukupnih fenola i monomernih antocijana (Slika 9.) vidljivo je
da pasterizacija nije imala znacajan utjecaj na sadrzaj ukupnih fenola u usporedbi sa
kontrolnim uzorkom. Znacajno nizi sadrzaj ukupnih fenola dobiven je uslijed kombiniranog
tretmana te tretmana hladnom plazmom, dok je najnizi udio ukupnih fenola odreden u
sokovima Sipka tretiranih ultrazvukom. Ipak, rezultati istraZivanja Santhirasegaram i sur.
(2013) pokazuju da je pasterizacija u usporedbi sa ultrazvu¢nim tretmanom rezultirala ve¢im
gubicima polifenola 1 karotenoida u sokovima manga. Autori rezultate tumace uspjeSnom
ultrazvuénom inaktivacijom razli¢itih enzima u soku koji bi destabilizirali bioloski aktivne
spojeve.

Rangiranje primjenjenih tretmana na sadrzaj monomernih antocijana pokazuje da svi
primjenjeni tretmani znacajno umanjuju sadrzaj antocijana u sokovima Sipka te je stoga svjezi
sok sadrzavao najve¢i udio ovih spojeva. Usporedi li se toplinski tretman s netoplinskim
tretmanima, dobiveni rezultati pokazuju da je u pasteriziranom soku zadrzan najveéi udio

antocijana. Nadalje, sve primjenjene netermalne tehnike, pojedinac¢no ili kombinirano,
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rezultirale su znaCajno nizim sadrzajem antocijana u usporedbi sa pasteriziranim ili
kontrolnim uzorkom. Zaklju¢no, znacajne razlike u sadrzaju monomernih antocijana obzirom
na primjenjenu netermalnu tehniku nisu zabiljezene. Turfan i sur. (2011) su ispitivali
promjenu boje i stabilnost antocijana tijekom proizvodnje soka od Sipka te rezultati njihovog
istrazivanja upucuju da su gubici antocijana nakon pasterizacije iznosili 8-14 % za mutni te
13-19 % za bistre sokove od Sipka S$to ukazuje da su mutni sokovi od Sipka, obzirom na
toplinsku obradu, stabilniji od bistrih. U istrazivanju Alper i sur. (2005) ispitan je utjecaj
pasterizacije na kvalitetu mutnih sokova od Sipka te rezultati pokazuju da je pasterizacija
utjecala na gubitak ukupnih antocijana 13,1 %. Saikia i sur. (2015) usporedili su utjecaj
pasterizacije i ultrazvuka na sadrzaj ukupnih fenola i ukupnih flavonoida u 5 razli¢itih vrsta
vo¢nih sokova (od ananasa, lubenice, crne Sljive, karambole i li¢ija (azijske treSnje)).
Rezultati pokazuju da je kod svih vrsta sokova ultrazvuk imao utjecaja na porast sadrzaja
ukupnih flavonoida u usporedbi sa pasterizacijom, dok je na ukupne fenole ultrazvuk razli¢ito
utjecao na odredene vrste tretiranih sokova. Obzirom na dobivene rezultate, ovi autori
zakljuuju kako je tretman odredenih vrsta sokova ultrazvukom dobra zamjena za

pasterizaciju (Saikia i sur., 2015).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, dobivenih rezultata i provedene rasprave mogu se

donijeti slijede¢i zakljuccei:

1. Pasterizacija, kao termalni tretman, nije znacajno utjecala na sadrzaj ukupnih fenola, dok je
sadrzaj monomernih antocijana u pasteriziranim sokovima Sipka bio znacajno nizi u
usporedbi sa netretiranim sokovima, no istovremeno znacajno viSi u usporedbi sa

sokovima tretiranim netermalnim tehnikama (ponaosob ili u kombinaciji).

2. Sokovi od Sipka, tretirani samo ultrazvukom, sadrzavali su znacajno nizi udio ukupnih
fenola u usporedbi sa kontrolnim i pasteriziranim te sokovima tretiranim hladnom

plazmom ili kombinacijom ultrazvuka i hladne plazme.

3. Sadrzaj monomernih antocijana u sokovima S$ipka tretiranih netermalnim tehnikama,
ponaosob ili u kombinirano, nije se znacajno razlikovao, no bio je znacajno niZi u

usporedbi sa pasteriziranim ili kontrolnim uzorkom.
4. Neovisno o primjenjenoj tehnici, toplinskoj ili netoplinskoj, sadrzaj ukupnih fenola kao i

monomernih antocijana u sokovima Sipka znacajno se smanjio tijekom 7 dana skladiStenja

na4 °C.
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