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1. UVOD

Uljana repica (Brasica napus) jedna od pet najvaznijih uljarica pripada porodici kupusnjaca.
Po proizvodnji nalazi se na tre¢em mjestu odmah iza palminog i sojinog ulja (Koki¢ i Palic,
2012). Svjetska proizvodnja u 2012. godini iznosila je 64,8 milijuna tona (Yu i sur., 2016). Ova
kultura se prvenstveno uzgaja radi sjemena koje sadrzi 35- 45 % ulja. Ulje uljane repice koristi se
za ljudsku prehranu, prehranu zivotinja te u tehnicke svrhe (biodizel, proizvodnja sapuna itd.).
Upotreba je bila ograni¢ena zbog $tetnih tvari koje se nalaze u sjemenu: glukozinolati, eruka
masna kiselina, fitati i tanini. Medutim, danas su stvorene sorte koje sadrze ispod 30 umol/g
glukozinolata i manje od 2 % eruka kiseline nazvane kanola sortama (Canadian Oil Low Acid)
(Brlek Savi¢ i sur., 2009).

Nakon dobivanja ulja kao nusproizvod ostaje pogaca/sa¢ma koja se smatra visokovrijednim
krmivom koji sadrzi 33-48 % bjelancevina, vise od 20 % ugljikohidrata, 8 % ulja, vitamine,
minerale i druge korisne sastojke. Danas se uglavnom Koristi kao sto¢na hrana zbog sadrzaja
glukozinolata i eruka masne kiseline koji narusavaju senzorske karakteristike i zdravlje (Gadzo i
sur., 2011).

Antioksidanse moZemo definirati kao bilo koju tvar koja odgada ili sprjeava oksidaciju tvari
podloznih oksidaciji. Njihova je zadaca neutralizirati slobodne radikale 1 tako sprijeciti razna
oSteCenja organizma. PogacCa i saéma uljane repice smatraju se vrlo dobrim izvorima
antioksidansa kao §to su fenolne kiseline i njihovi derivati, a glavni uzrok tome je visoki sadrzaj

polifenola koji ostaje u njima nakon dobivanja ulja.

Prehrambena industrija danas pokazuje veliko zanimanje za primjenu novih tehnika obrade
hrane gdje se ubrajaju kriogeno mljevenje te obrada ultrazvukom visokog intenziteta. Kriogeno
mljevenje naslo je primjenu u brojnim industrijama, odvija se pri niskim temperaturama te se
dobije fini prah ¢ije Cestice imaju veéu aktivnu povrsSinu, a samim time ne utjece se na bioaktivni
profil materijala koji se melje. Ultrazvuk se zadnjih nekoliko desetlje¢a koristi za poja¢avanje
ekstrakcije razlicitih prirodnih proizvoda kao §to su antioksidansi, eteri¢na ulja i boje. Svojim
djelovanjem poboljSava bioraspolozivost mikronutrijenata pri ¢emu se zadrZavaju njihova izvorna
svojstva (Yu i sur., 2016). Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj kriomljevenja i ultrazvuka kao
novih tehnologija na sastav masnih kiselina, oslobadanje fenolnih spojeva te antioksidacijsku

aktivnost pogace uljane repice.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ULJANA REPICA

Uljana repica pripada porodici krstasica (Brassicaceae), rodu Brassica. Kao dvije
najznacajnije vrste za proizvodnju ulja izdvajaju se kupusna uljana repica (Brassica napus ssp.
oleifera) nastala ukrStavanjem kelja i ogrstice te ogrstica (Brassica campestris ssp. oleifera)
nastala od divlje ogrstice. Ozime forme se uglavnom uzgajaju u umjerenom klimatskom pojasu,
dok se jare sorte uzgajaju u hladnijim podru¢jima. Vegetacija ozimih formi traje oko 9 - 10
mjeseci, a jarih 3 - 4 mjeseca. Uljana repica je zeljasta biljka ¢iji je plod komuska duga 5—10 cm
unutar koje se nalazi 35 — 40 sjemenki pri¢vrséenih za sredi$nju lamelu. Sjeme je okruglasto, kod
kupusne uljane repice nesto krupnije, tamne boje sa plavosmedom nijansom, dok je sjeme

ogrstice sitnije i crvenkaste boje (Gadzo i sur., 2011).

Sadrzaj ulja u suhom sjemenu uljane repice iznosi 40 — 47 %, a sadrzaj proteina 19 — 29 %.
Osim korisnih tvari, uljana repica sadrzi i one Stetne kao $to su glukozinolati, eruka masna
kiselina, tanini i fitati. Stare sorte su imale oko 50 % eruka masne kiseline u ulju, a u sacmi oko
400 umola/g glukozinolata. Upravo zbog tih Stetnih tvari za koje je dokazano da narusavaju
zdravlje, upotreba tradicionalnih vrsta uljane repice bila je dosta ograni¢ena i to uglavnom u
tehnic¢ke svrhe (Koki¢ i Pali¢, 2012).

Tradicionalne sorte nastojale su se zamijeniti novima koje bi sadrzavale puno manje koli¢ine
Stetnih tvari. Tako je zero ,,0% sorta, prvi put proizvedena u Kanadi 1968. godine, sadrzavala
snizeni udio eruka masne kiseline do 5 % (Shahidi, 1990). lako je udio glukozinolata u zero ,,0*
sorti bio 150 umola/g i dalje je upotreba u ishrani domacih Zivotinja bila ograni¢ena. Ve¢ 1974.
godine u Kanadi je stvorena prva sorta tipa ,,00“ koja se zvala Tower, a sadrzavala je nizi udio
eruka masne kiseline i glukozinolata (do 30 pmol/g). Sorte koje sadrze do 2 % eruka masne
kiseline i 30 umol/g glukozinolata nazvane su Canola sortama, no kasnije su u Europi i Kanadi
postrozeni uvjeti te se sadrzaj glukozinolata ogranicio na 20 umol/g (Koki¢ i Pali¢, 2012). 1976.
godine razvijena je i ,,000* sorta koju karakterizira nizak udio eruka kiseline, glukozinolata i
vlakana (Abrehdari i sur., 2015).

Uljana repica se nalazi na 3. mjestu u svjetskoj proizvodnji ulja, odmah iza palme i soje. Uzgaja
se prvenstveno radi sjemena koje sadrzi 40 - 47 % ulja, a koristi se u ljudskoj prehrani, u tehnicke
svrhe, u proizvodnji sapuna, u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, u proizvodnji boja i
tekstila, plastiénih masa, a danas ve¢inom za proizvodnju biodizela. U Antickoj Grckoj i

Rimskom carstvu ulje se koristilo za osvjetljenje. Uljana repica je medonosna biljka koja se



koristi i kao siderat, dok se nusproizvodi proizvodnje ulja koriste kao sto¢na hrana (GadZo i sur.,
2011).

Uljana repica smatra se starom kulturom koja se u Kini spominje od prije 4000, u Italiji
prije vise od 3000 godina, dok je u Europi proizvodnja zapocela u Belgiji. Najveci proizvodaci
uljane repice u 2008. godini bile su: Kanada (12 642 900 t), Kina (12 102 010 t), Indija (5 834
000 t), Njemacka (5 154 700 t) i Francuska (4 719 053 t). U navedenim drZzavama je proizvedeno
oko 50 % od ukupne svjetske proizvodnje. Ukupnu proizvodnju po kontinentima vidimo u Tablici
1. (Gadzo i sur., 2011).

Tablica 1. Ukupna proizvodnja uljane repice po kontinentima (%) u 2008. godini (Gadzo i
sur., 2011)

Kontinent Tona % od svjetske proizvodnje
Europa 23 351 566 40,2
Azija 19114 983 32,9
Amerika 13 637 365 23,5
Australija 1846 157 3,2
Afrika 111 021 0,2
Svijet 58 061 092 100

U Hrvatskoj se godisnje proizvede 75 — 80 tisu¢a tona ulja i 200 000 tona sa¢mi §to ne

zadovoljava potrebe za uljima (Pospisil i Mustapi¢, 1995).

2.2. PROIZVODNJA | SASTAV ULJA

Kako bi se sirovina, u ovom slucaju sjemenke uljane repice, pravilno skladistila potrebno ju je
prethodno ocistiti 1 osuSiti. Neposredno prije pocetka prerade sjemenke se ljuste kako bi se
uklonila tvrda ljuska i olaksalo dobivanje ulja iz jezgre. Sirovo repicino ulje, odnosno kanola ulje
proizvodi se kombinacijom pretpresanja i ekstrakcije. Bez obzira koji tehnoloski proces
provodimo prethodi mu mljevenje. Mljevenjem se razaraju se stanice biljnog tkiva, povecava
aktivna povrsina i samim time olaksava istjecanje ulja. Za pretpreSanje meljava moze biti gruba

jer se ponovo melje prije drugog presanja ili ekstrakcije (Rac, 1964).

Nakon mljevenja slijedi kondicioniranje koje se provodi u kondicioneru gdje uz dodatak vode
vr$imo zagrijavanje sjemena na temperaturu od minimalno 80 °C (Zacchi i Eggers, 2008).

Zagrijavanjem se narusava gel struktura eleoplazme, smanjuje se viskoznost ulja, pucaju stanicne
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stjenke te dolazi do bubrenja i koagulacije proteina $to vodi do boljeg iskoristenja preSanja (Rac,
1964). Kondicioniranje ima dobar ucinak na bioaktivne komponente ulja, dolazi do povecanja
udjela fenolnih spojeva te su kolic¢ine polifenola kanolola bile za 55 puta vece nego kod ulja

dobivenog hladnim presanjem (Kralji¢ i sur., 2013).

Pretpresanjem iz prese izlazi pogaca s 12 -20 % ulja (Rac, 1964). Pogaca dalje ide na
ekstrakciju heksanom gdje dolazi do iskoriStenja procesa proizvodnje do 95 % (Mag, 1990).
Nakon ekstrakcije iz ulja i saéme se uklanja otapalo koje se rekuperira, a takvo dobiveno ulje ide

dalje na rafinaciju kako bismo dobili jestivo ulje (Unger, 1990).

Rafinacija se sastoji od dvije faze, predrafinacije, odnosno degumiranja i rafinacije. Rafinacija
podrazumijeva neutralizaciju kojom se dobije ulje s niskim sadrzajem masnih kiselina, zatim
bijeljenje kojim se uklanjaju fosfolipidi, pigmenti, teSki metali, sapuni i druge nepozeljne
komponente te deodorizaciju pod vakuumom kojom se uklanjaju hlapljive tvari, glavni uzro¢nici

neugodnih mirisa i okusa (Unger, 1990; Rac, 1964).

Ulje uljane repice sadrzi jako malo zasi¢enih masnih kiselina, 44 — 75 % mononezasi¢enih
masnih kiselina, 22 — 35 % polinezasi¢enih masnih kiselina i to 18 — 22 % linolne te 9 — 13 %

linolenske masne kiseline (Szydtowska-Czerniak, 2011).

2.3. POGACA 1 SACMA ULJANE REPICE

Nakon procesa proizvodnje ulja kao nusproizvodi ostaju pogaca i saéma. Pogaca je
nusprodukt koji nastaje preSanjem sjemenja, a sacma ekstrakcijom sjemenja ili pogace. Da bi se
pravilno skladistile udio vlage u pogaci odnosno sa¢mi ne smije prelaziti 8 — 12 %, stoga se, zbog
povecanog udjela vode nakon izlaska iz preSe ili ekstraktora, podvrgavaju suSenju u susarama.
Kako u svom sastavu sadrze nutritivno vrijedne komponente koriste se, ovisno o vrsti uljarice,
kao stocna hrana, u ljudskoj prehrani ili u industriji. Pogaca uljane repice sadrzi oko 30 - 34 %
proteina, 6 - 11 % masti, 27 - 30 nedusicne ekstraktivne tvari (NET), 10 - 13 % celuloze, a udio
vlage joj je 10 - 13 % (Rac, 1949; Rac, 1964).

Kako je u svijetu sve veca potraznja za uljem uljane repice, raste i koli¢ina nusproizvoda
odnosno pogace 1 sacme. Sukladno tome, vrSe se istraZivanja na njihovim proteinima s ciljem
uvodenja pogace u ljudsku prehranu i povecanja trzisne vrijednosti. Pogaca uljane repice sadrzi
sirove bjelan¢evine povoljnog aminokiselinskog sastava te minerale poput kalcija i fosfora pa je
pogodna za koriStenje kao izvor proteina u ishrani domacih zivotinja (Tan 1 sur., 2011;

Szydtoeska- Czerniak i sur., 2011). Medutim, sadrzi i nepoZeljne komponente kao $to su
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glukozinolati, sirova vlakna, fenolne kiseline, tanini i fitati koji joj ograni¢avaju upotrebu,

narusavaju senzorska svojstva i utje¢u na probavljivost (Tan i sur., 2011).

2.3.1. Nutritivne i antinutritivne komponente pogace uljane repice

2.3.1.1. Polifenoli

Fenolni spojevi su aromatski sekundarni biljni metaboliti. Sadrze aromatski prsten na kojem
se nalazi jedna ili viSe hidroksilnih skupina. Smatraju se dobrim antioksidansima jer zbog svoje
grade stabiliziraju slobodne radikale. U fenole ubrajamo razlicite spojeve S 0bzirom na to da osim
hidroksilnih grupa na osnovnoj aromatskoj strukturi mogu biti vezane i druge funkcionalne
skupine, moze ih biti 1 viSe na istom prstenu, a slozZeniji oblici fenola sadrze i veéi broj
aromatskih prstena. Fenoli su Siroko rasprostranjeni, nalaze se u vocéu i povrcu, zitaricama,

leguminozama, ¢okoladi i picu (Bravo, 1998).

Sjeme uljane repice sadrzi najvecu koli¢inu polifenola u odnosu na sjeme drugih uljarica
(Naczk i sur., 1998). Koncentracija fenolnih spojeva poveéava se sazrijevanjem sjemena te
uzrokuju tamnu boju, gorak okus i trpkost pogace. Oksidirani fenolni produkti tvore komplekse s
esencijalnim aminokiselinama, enzimima i drugim tvarima umanjuju¢i nutritivnu vrijednost
(Kozlowska i sur., 1990). Medutim, fenolni spojevi kao antioksidansi Stite stanice od
oksidacijskog stresa te smanjuju rizik od nastanka raznih bolesti povezanih s njim. Istrazivanja su
pokazala da imaju vaznu ulogu u sprje¢avanju nastajanja kardiovaskularnih i neurodegenerativnih

bolesti, tumora i osteoporoze (D’Archivio i sur., 2007).

Najzastupljeniji fenolni spojevi kod uljarica su kumarini, flavonoidi, lignini te derivati
hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina. U uljanoj repici dominiraju esterificirane, vezane i
slobodne fenolne kiseline. Kao najzastupljenija slobodna fenolna kiselina javlja se sinapinska, a

zatim p- kumarinska i trans- ferulinska kiselina (Kozlowska i sur., 1990).

Od ukupnih fenolnih kiselina najvec¢i dio zauzimaju esterificirane fenolne kiseline gdje dominira
sinapin, kolin ester sinapinske kiseline prikazan na slici 1. Njegova koncentracija ovisi o nac¢inu
prerade, uvjetima uzgoja, parametrima ekstrakcije i zemlji podrijetla. Sinapin doprinosi gorkom
okusu 1 nizoj probavljivosti, dok u nekim slu¢ajevima formirajuc¢i trimetilamin uzrokuje miris po
ribi. Novija su istrazivanja pokazala da sinapin u kombinaciji s lijekom doksorubicinom djeluje

sinergisti¢ki protiv tumora debelog crijeva (Kozlowska i sur., 1990; Yates i sur., 2018).



Slika 1. Kemijska struktura sinapinske kiseline i sinapina (Thiyam i sur., 2004)

2.3.1.2. Proteini

Sjeme uljane repice sadrzi 17 — 26 % proteina dok pogaca kao nusproizvod nakon
proizvodnje ulja sadrzi do 50 %. Proteine uljane repice dijelimo na albumine topljive u vodi,
globuline topljive u otopinama soli, prolamine topljive u etanolu te gluteline koji nisu topljivi niti

u jednom od navedenih otapala. Skladisni proteini zauzimaju 80 % od ukupnih proteina.

Glavni skladis$ni proteini su kruciferin i napin dok se u manjim koncentracijama javlja i
strukturni protein oleosin. Napin je 2 S albumin, a kruciferin je 12 S globulin. Napin je protein
male molekulske mase, posjeduje svojstvo pjenjenja te alkalni karakter. Kruciferin je, s druge
strane, neutralni protein visoke molekulske mase sa svojstvom geliranja (Aider i Barbana, 2011).

Oleosin je protein male molekulske mase i zauzima 2 — 8 % od ukupnih proteina (Huang, 1992).

Danas se pogaca uljane repice zbog visokog udjela proteina uglavnom koristi kao kvalitetna
hrana za Zivotinje. lako predstavlja ekonomican i odrZiv izvor proteina s visokom biodostupnosti
i probavljivosti jo$ uvijek nema komercijalno dostupnih proizvoda za ljudsku prehranu (Campbell
i sur., 2016).

2.3.1.3.Glukozinolati

Glukozinolati (Slika 2) su sekundarni biljni metaboliti ¢iji sadrzaj i sastav variraju kod
razli¢itih biljnih vrsta zbog uvjeta uzgoja. Pogaca uljane repice koja se uzgaja u tropskim
podruc¢jima sadrzi vecu koli¢inu glukozinolata. Danas je identificirano viSe od 120 razlicitih
glukozinolata koji imaju zajednicku strukturu sastavljenu od (-D-tioglukoze, N-

hidroksiaminsulfata i varijabilnog bo¢nog lanca (Tripathi i Mishra, 2007).
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Slika 2. Op¢a formula glukozinolata (Fahey i sur., 2001)

Glukozinolati su prisutni u svim dijelovima biljke te obradom i konzumiranjem hrane koja
ih sadrzi dolazi do hidrolize pod utjecajem enzima mirozinaze prirodno prisutnog u biljci i
mirozinaze prisutne u crijevnoj mikroflori. Hidrolizom nastaju antinutritivne komponente koje se
sastoje od ekvimolarne koli¢ine glukoze, KHSO4 te nestabilnog organskog aglukona iz kojeg se
formiraju izotiocijanati, nitrili, tiocijanati, epitionitrili ili oksazolidintioni (Tripathi i Mishra,
2007). Tiocijanati, tiourea i oksazolidintion mogu uzrokovati prekid dostupnosti joda te samim
time utjeCu na funkciju Stitne zlijezde, dok su izotiocijanati odgovorni za gorak okus (Koki¢ i

Pali¢, 2012).

Enzimskom hidrolizom glukozinolata uljane repice nastaju goitrin i tiocijanatni ioni
(Koki¢ i Pali¢, 2012). Pogaca uljane repice sadrzi tri glavna glukozinolata odnosno progoitrin ili
epiprogoitrin te glukonapin i glukobrasikanapin. Progoitrin pod utjecajem toplinske obrade ili
djelovanjem mirozinaze prelazi u izrazito gorak goitrin dok glukonapin ometa rast i razvoj
(Tripathi i Mishra, 2007).

Razlic¢ite vrste zivotinja imaju i razli¢itu sposobnost tolerancije na glukozinolate. Stupanj
Stetnog djelovanja ovisi o sastavu i koncentraciji glukozinolata u hrani. Kod konzumiranja hrane s
visokim udjelom glukozinolata moZe do¢i 1 do smrti narocito kod svinja, Stakora i zecCeva

(Tripathi i Mishra, 2007).

2.4. KRIOGENO MLJEVENJE

Pojam kriogeno dolazi od grcke rijeci ,,kryos* §to znaci hladno. Kriogenija je grana fizike
koja se bavi prou¢avanjem ponaSanja materijala pri temperaturama od -150 °C ili manje (Kalia i
Fu, 2013; Junghare i sur., 2017). Da bi se postigle tako niske temperature koriste se kriogenici
kao tekuci dusik, tekuci helij, tekuéi neon, tekuci vodik, tekuéi kisik te tekuéi argon (Junghare i

sur., 2017). Obrada materijala na ovaj nacin prili¢no je jeftina, a poboljsava fizikalna i mehanicka



svojstva materijala (Kalia i Fu, 2013). Kao sve tehnike tako i ova ima svoje prednosti i mane,

medutim, razumnom primjenom prevladavaju prednosti (Goswami, 2017).

Kriogeno mljevenje je ultra fino mljevenje kojim dobivamo prah malih estica bez utjecaja na
bioaktivni profil materijala koji se usitnjava. Ovakav na¢in mljevenja nasao je primjenu u
farmaceutskoj industriji, proizvodnji i obradi zacina, ljekovitog bilja i zitarica (Benkovi¢ i sur.,
2018). Proces se odvija na temperaturama znatno nizim od 0 °C koje se postizu pomocu kriogena,
najéeSc¢e upotrebom inertnog tekuceg dusika (Junghare i sur., 2017). Uzorak pri tako niskim
sustavom, a automatsko punjenje sprjecava njegov direktan kontakt s uzorkom koji se melje te
omogucuje odrzavanje temperature na— 196 °C (Junghare i sur., 2017). Neke od brojnih prednosti
kriogenog mljevenja su: smanjeno trosenje opreme za mljevenje, povecanje produktivnosti kroz
optimiziranu veli¢inu Cestica i povecanu propusnost, niza potro$nja energije, veca stopa
proizvodnje, veca aktivna povrSina ¢estica uzorka te se postize fina veli¢ina ¢estica od 50 um §to
bi se pri obi¢cnom mljevenju postiglo kroz nekoliko ponavljanja (Junghare i sur., 2017;

Mondragoén i sur., 2013).

2.5. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

Ultrazvuk je zvuk frekvencije iznad 20 kHz koja je previsoka za ljudsko slusno podrucje
(Herceg i sur., 2009). U posljednje vrijeme prehrambena industrija istrazuje blaze tehnike obrade
hrane kojima bi se sacuvali 1 pobolj$ali okus, miris, aroma, izgled, boja te teksturalna i nutritivna
svojstva. Jedna od njih je i ultrazvuk koji prema primjeni dijelimo na ultrazvuk niskog intenziteta
(nize od 1 W/cm?) i visokih frekvencija te ultrazvuk visokog intenziteta (vise od 1 W/ecm?) i

niskih frekvencija (Brn¢i¢ i sur., 2009).

Ultrazvuk niskog intenziteta prostire se u frekvencijama od 2 MHz i vise. S obzirom na to da
ne uzrokuje fizikalne i kemijske promjene tretiranog uzorka, koristi se kao analiticka tehnika za
kontrolu obrade hrane, odredivanje razine kapljevine u tankovima, mjerenje teksture, viskoznosti,
brzine protjecanja, kontrole pakiranja, koncentracije tvari u hrani, stimulaciju aktivnosti zivih
stanica, povrSinsko ¢iS¢enje hrane, utjecaj na enzime, ekstrakciju asistiranu ultrazvukom,
kristalizaciju, emulgiranje, filtraciju te operacije susenja i smrzavanja (Herceg i sur., 2009; Rezek
Jambrak i sur., 2010).

Ultrazvuk visokog intenziteta prostire se u frekvencijama od 20 do 100 kHz uz proSireno

podrucje do 2 MHz. Uzrokuje kavitaciju te ima najucinkovitije djelovanje na frekvencijskom



podrucju od 20 kHz do 40 kHz (Herceg i sur., 2009). Kavitacija, odnosno nastajanje mjehurica,
javlja se kao posljedica izmjene tlakova do koje dolazi kada zvu¢ni val dode do tekuce sredine i
pojave se longitudinalni valovi. Kao §to vidimo na slici 3, ultrazvuk visokog intenziteta koristi se
kod sterilizacije, filtracije, susenja, inaktivacije mikroorganizama, kristalizacije, ekstrakcije,

homogenizacije, stimulacije oksidacije te emulgiranja (Brn¢i¢ i sur., 2009).
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Slika 3. Primjena ultrazvuka visokog intenziteta u prehrambenoj tehnologiji i biotehnologiji
(Brn¢i€ 1 sur., 2009)

Dokazano je da je kombinacija ultrazvuka s toplinom ucinkovita u inaktivaciji enzima
otpornih na toplinu, zatim da skracuje vrijeme izmedu inicijacije Kristalizacije i tvorbe leda te
time smanjuje oStec¢enja stanica te potice ekstrakciju proteina povecavajuci topljivost (Rezek

Jambrak i sur., 2010).

2.6. LIOFILIZACIJA

Liofilizacija (eng. freezedrying) je noviji postupak odstranjivanja vode iz materijala, kojim se
proizvod prvo smrzne, a zatim su$i pod vakuumom ¢ime se onemogucéuje migracija vode te
koncentriranje topljivih sastojaka uzorka (Secer, kiseline, aminokiseline, mineralne soli itd.) na
njegovom povrsinskom sloju. Proces se sastoji od primarnog suSenja iz zamrznutog stanja,

odnosno sublimacije koja uklanja slobodnu vodu i traje dok u uzorku ne ostane 6 — 8 % vode te



sekundarnog susenja iz tekuceg stanja, odnosno desorpcije kojom uklanjamo vezanu vodu.
Liofilizacijom se dobije porozna struktura osusenog materijala uz minimalne promjene. Takoder,
relativno niska temperatura desorpcije omogucéuje maksimalno ocuvanje termolabilnih

komponenti uzorka (Masovi¢ i sur., 2000; Lovri¢, 2003).

Primjena ovakvog procesa suSenja zahtjeva poznavanje fizikalno — kemijskih svojstava
susenog materijala kao $to su toplinska vodljivost, toplinski kapacitet, latentna toplina topljenja i
isparavanja, svojstvo sorpcije i slicno. Takoder, osim na vrstu materijala moramo obratiti paznju i

na njegovu temperaturu i vlaznost (Lovri¢, 2003).

Liofilizacijom se uklanja voda iz osjetljivin materijala koji se nedovoljno ili se ne mogu
nikako susiti uobic¢ajenim postupcima. Proces je vezan uz tekuce i polutekuce uzorke te pruza
vecu trajnost proizvoda, oéuvanje vanjskog izgleda i strukture, minimalne promjene boje, arome i
okusa te minimalni gubitak vitamina (Lovrié, 2003). Proces liofilizacije energetski je skup te su

samim time 1 cijene proizvoda osusenih liofilizacijom veée (Ivancevi¢ i Mitrovi¢ 2012).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Kao sirovina u ovom radu koristena je pogaca uljane repice dobivena u laboratoriju iz 1 kg
sjemena uzgojenog na eksperimentalnom polju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
Kondicioniranjem na 80 °C kroz 30 minuta te dvostrukim pre$anjem na puznoj presi (Komet,
model CA/53, Monforts & Reiners, Rheydt, Njemacka) proizvedeno je nerafinirano repi¢ino ulje
dok je kruti ostatak, odnosno pogaca nakon preSanja samljevena u mlinu s diskovima te

skladiStena na -20 °C.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Proizvodnja ulja presanjem uz prethodno kondicioniranje

Izvaze se 1 kg sjemena uljane repice te grubo samelje u mlinu s diskovima. Stjenka
kondicionera zagrije se na 60 °C, a zatim doda samljevena uljana repica i 70 ml vode.
Zagrijavanje se vr$i uz stalno mijesanje dok temperatura ne dosegne 80 °C te se doda 50 ml vode
1 kondicionira jo§ 30 minuta. Prije dvostrukog preSanja na puznoj presi doda se jo§ 50 ml vode.

Nakon preSanja pogaca se melje u mlinu s diskovima te skladisti na -20 °C.

3.2.2. Odredivanje udjela vode i hlapljivih tvari u pogaci

Aparatura i pribor:

o Metalne posudice

o SuSionik (INKO d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

o Eksikator sa silikagelom i indikatorom zasi¢enosti
o Laboratorijska Zlica

o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

Za odredivanje vode u pogaci uljane repice koristena je standardna metoda (HRN EN 1SO
665:2004). Princip metode temelji se na susenju do konstantne mase u suSioniku pri temperaturi

od 103 £ 2 °C. Analiza pogace provela se prije mljevenja na kriomlinu.

U osusenu i izvaganu posudicu izvaze se 5 g sjemena ili pogace, s to¢noscu 0,0001 g.

Posudica s uzorkom i podignutim poklopcem stavi se u suSionik, prethodno zagrijan na 103 + 2
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°C. Nakon 2 sata, uzorak se hladi u eksikatoru. Kada se ohladi do sobne temperature, izvaze se i
ponovi se postupak susenja uz smanjeno vrijeme od jednog sata, sve dok razlika u masi izmedu
dvauzastopna mjerenja ne bude najvise 0,005 g. Rezultat se prikazuje kao srednja vrijednost dva

paralelna odredivanja.

Udio vode i hlapivih tvari racuna se prema formuli [1]:

mp—m;

x100  [1]
0

udio vode(%) =

gdje je:
mo= masa prazne posudice (g)
M1 = masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

M2 = masa posudice s uzorkom nakon susenja (g)

3.2.3. Odredivanje udjela masti u pogaci

Aparatura i pribor:

o Kupelj za zagrijavanje (INKO d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

o Ekstraktor u kojeg je umetnuta ¢ahura s uzorkom

o Povratno hladilo za kondenzaciju otapala

o Tikvica za sakupljanje otapala s ekstrahiranim komponentama
o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

o Susionik (INKO d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

o Rotacijski otpariva¢ (Heidolph, Schwabach, Njemacka)

Reagensi:

o Petroleter, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
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Za odredivanje udjela masti u uzorcima sjemena i pogace koristena je standardna metoda
(HRN EN 1SO 659:2010). U celuloznu ¢ahuru s vatom na dnu odvaze se 10 g samljevenog
uzorka sjemena ili pogace s to¢nos¢éu od 0,0001 g, Cahura se zatvori vatom i postavi u ekstraktor.
Ekstrakcija se provodi 8 h uz petroleter kao otapalo. Masna frakcija se izdvaja s kondenziranim
otapalom u prethodno izvaganu tikvicu u koju se dodaju 2 — 3 kuglice za vrenje. Nakon zavrSetka,
otapalo se otpari. Uzorak se susi 60 minuta na 103 + 2 °C, ohladi i vaze. Susenje se nastavlja po

30 minuta do postizanja konstantne mase.

Udio ekstrahirane masti raCuna se prema navedenoj formuli, a rezultati su izrazeni kao

aritmeticka sredina dvaju paralelnih odredivanja [2] :

my—my

udio ulja (%) = %X 100 [2]

mp
gdje je:
Mo= masa prazne epruvete (g)

m1= masa pune epruvete (g)

m>= masa uzorka (g)

3.2.4. Mljevenje pogace kriomlinom

Aparatura i pribor:

o Vibracijski kriomlin sa spremnikom za teku¢i dusik (Retsch+Apollo, Han, Njemacka)
o Tehnicka vaga (KERN KB2000-2N, Balingen, Njemacka)

o Metalna Zlica

Pogaca uljane repice samljevena je na vibracijskom kriomlinu (Retsch + Apollo, Han,
Njemacka) sa spremnikom tekuéeg dusika na -196 °C (Slika 4). Uredaj se sastoji od kucista,
cilindra za mljevenje s pripadaju¢im ¢epom za zatvaranje/otvaranje, cilindra za protutezu, posude

za mljevenje, filter reSetke, ventila za dovod dusika i ventila za regulaciju tlaka.
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U posudu za mljevenje izvaze se 8 g uzorka i doda 12 malih metalnih kuglica. Posuda se
zatvori ¢epom, umetne u cilindar 1 dobro stegne odvijacem. Prije pocetka mljevenja otvori se
ventil za dovod tekuéeg dusika i namjeste parametri; prethladenje, vrijeme mljevenja na 12
minuta, broj ciklusa (u ovom slucaju na 1) i frekvencija (30 Hz). Kad mljevenje zavrsi, izvadi se
posuda, a cilindar odmah zatvara kako bi se sprije¢io ulazak vlage. Samljeveno je 150 g uzorka

koji se do daljnjih analiza ¢uvao u plasti¢noj posudi s poklopcem na -20 °C.

Slika 4. Vibracijski kriomlin sa spremnikom tekuceg dusika (Vlastita fotografija)

3.2.5. Odredivanje veli¢ine Cestica

Aparatura i pribor:

o  Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd. Worchestershire, Velika

Britanija)

Mjerenje veli¢ine Cestica u suhoj disperziji provedeno je metodom laserske difrakcije. Za
analizu je koriSten laserski analizator veli¢ine Cestica Malvern 2000 s opremljenom jedinicom za
suhu disperziju Scirocco 2000 (Slika 5), koji su povezani s ra¢unalnom jedinicom, Mastersizer
2000 softwareom v. 5.60. Laserska difrakcija mjeri raspodjelu veli¢ine ¢estica mjerenjem kutne

varijacije o intenzitetu svjetlosti rasute kada laserska zraka prode kroz rasprseni uzorak Cestica.

14



Raspodijela veli¢ina Cestica uzoraka pogace uljane repice i mljevene pogace uljane repice S
hladenjem provedena je u suhoj disperziji pri sobnoj temperaturi. Na Malvern Mastersizer
uredaju moguce je provesti mjerenje veli¢ine Cestica u rasponu od 0.02 do 2000 um. Za svaki od
uzoraka provedena su tri paralelna mjerenja u trajanju od pet sekundi, a kao disperzno sredstvo
koristen je zrak. Nakon odabira odgovarajuce jedinice i prilikom pokretanja procesa, uredaj prvo
provodi kalibraciju. Zasi¢enje laserske zrake potrebno je podesiti na 2-6 %, primijenjena

frekvencija iznosila je 100 %, a tlak 1,5 bara.

Slika 5. Uredaj za mjerenje veli¢ine Cestica (Kuraica, 2019)

Oko 7 g uzorka je stavljeno u kadicu za suhu disperziju. U trenutku kada kadica po¢ne
vibrirati uzorak se po¢ne spustati niz kadicu prema otvoru kroz koji prolazi i upada na Zi¢ano sito.
U situ se nalaze kuglice koje omogucuju nesmetan protok uzorka i pomazu razbiti potencijalne
aglomerate u praskastom uzorku. Prolaskom cestica kroz sito njihovo se strujanje ubrzava
pomocu stlacenog zraka i one se rasprsuju. Potom prolaze kroz zracnu ¢eliju 1 ulaze u opticku
jedinicu u kojoj se provodi mjerenje. Raspodjela veliCine Cestica izraCunata je pomocu

programskog paketa koji se isporucuje s uredajem (Mastersizer 2000 software v. 5.60).
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Rezultati mjerenja se prikazuju kao percentili raspodjele veli¢ine Cestica:

o d(0,1)predstavlja veli¢inu Cestice od koje je manje 10 % Cestica cijelog uzorka (um)

o d(0,5) predstavlja promjer Cestice za koji vrijedi 50 % ukupnog broja Cestica ima
promjer veci od tog promjera i 50 % ukupnog broja Cestica ima promjer manji od tog
promjera (um)

o d(0,9)predstavlja veli¢inu Cestice od koje je manje 90 % Cestica cijelog uzorka (um)

o  D[3,2] predstavlja povrsinski ekvivalentni promjer, tj. Sauterov promjer (pm)

o  Raspon predstavlja Sirinu raspodjele Cestica i rauna se prema formuli [3]:

(0,9)—-d (0,1)

Raspon = 2405 [3]

3.2.6. Tretiranje uzorka ultrazvukom visokog intenziteta- UVI

Aparatura i pribor:

o Ultrazvu¢ni uredaj UP400S (Hielscher, Njemacka)
o Staklena laboratorijska ¢aSa (250 mL)

o Metalna zlica

o Menzura (100 mL)
o Termometar

o Plasti¢ne case (urinarke)

Reagensi:

o Destilirana voda

Obrada je izvrSena pomocu ultrazvu¢nog procesora (Slika 6) oznake UP400s (Hielscher,
Njemacka) ukupne izlazne snage generatora 400 W, konstantne frekvencije 24 kHz, sa sondom

promjera 22 mm.

16



Slika 6. Ultrazvu¢ni uredaj UP400S (Mofardin, 2013)

U staklenu ¢asu od 250 ml izvaze se 10 g uzorka (pogaca uljane repice samljevena u
kriomlinu) i ulije 100 ml destilirane vode. Termometrom se izmjeri temperatura prije tretmana te
se ¢aSa s uzorkom i otapalom postavi na predvideni prostor na postolju u ultrazvu¢nom uredaju.
Sonda se uroni 1 —2 cm u uzorak. Na procesoru je postavljena odredena amplituda (60 %, 80 % i
100 %) te Stopericom mjereno vrijeme tretmana (3, 6 i 9 min). Na kraju tretmana ponovo se mjeri

temperatura uzorka (Tablica 2).

Ukupno je tretirano 13 uzoraka te je svaki nakon tretmana podijeljen u tri plasti¢ne ¢ase
(ukupno 39) u sloju debelom 1 — 2 cm radi $to uspjesnije liofilizacije. Uzorke nakon UVI

tretmana ¢uvali na -80 °C do pocetka liofilizacije.
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Tablica 2. Opis uzoraka s temperaturom prije i nakon tretmana ultrazvukom visokog intenziteta

Uzorak Vrijeme | Amplituda | Pocetna T | Zavr$na T

(min) (%) O ((®)

A 6 80 18 64,5
B 3 60 19 41
C 3 100 19,4 53
D 6 100 20 72
E 3 80 20 48
F 6 80 20 65
G 9 80 20 75
H 6 80 20 65
I 6 80 20 67
J 6 80 20 66
K 6 60 20 58
L 9 100 20,5 79

M 9 60 20,5 68,5

3.2.7. Liofilizacija

Aparatura i pribor:

o Liofilizator (Alpha 1-4 LSC, Christ, Njemacka)

o Metalna Spatula

Postupak liofilizacije prethodno zamrznutih uzoraka tretiranih ultrazvukom proveden je u
uredaju za liofilizaciju Alpha 1-4 LSC (Christ, Njemacka) (Slika 7).

Uredaj se prije stavljanja uzoraka prethodno zagrije u dvije faze. Prva je faza smrzavanja
koja traje 15 minuta, a potom slijedi faza zagrijavanja u trajanju od 20 minuta. Na tri police
unutar liofilizatora postavi se po osam plasti¢nih ¢asa s uzorcima te uredaj ponovo ide na
zagrijavanje, odnosno 3 minute smrzavanja, a zatim 7 minuta zagrijavanja. Unutar komore
temperatura je — 55 °C kako bi se zamrznula para koja ispari iz uzoraka. Proces liofilizacije pod

vakuumom traje 48 sati.

Nakon zavrsetka procesa otpusti se vakuum te izvade uzorci, a uredaj postavi na odmrzavanje

uz otvoren ventil za vodu. Uzorci se homogeniziraju $patulom i cuvaju u zamrzivacu na — 20 °C.
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Slika 7. Liofilizator Alpha 1-4 LSC (Vlastita fotografija)

3.2.8. Ekstrakcija nepolarnih komponenti

Aparatura i pribor:

o Plasti¢ne kivete (50 mL)

o Menzura (50 mL)

o Metalna zlica

o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

o Tresilica (Enviromental Shaker- Incubator ES20/60, Biosan )

o Centrifuga (Rotina 380, Hettich, GmbH & Co0.KG, Tuttlingen, Njemacka)
o Filter papir (Whatman filter papir, veli¢ina pora 125 mm)

o Bicherov lijevak

o Tikvica s okruglim dnom (50 mL)

o Rotacijski otpariva¢ (Heidolph, Schwabach, Njemacka)
Reagensi:

o Heksan, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Ekstrakcija nepolarnih komponenti provedena je prema modificiranoj metodi objavljenoj u
radu Kralji¢ i sur. (2013). Odvaze se 2 g uzorka u plasti¢ne kivete od 50 mL i doda 20 mL
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heksana. Kivete s uzorcima polegnu se u posudu i stave se na vorteksiranje u trajanju od 30 min.
Slijedi centrifugiranje na 10 min i 5000 min (Rotina 380, Hettich, GmbH & Co.KG, Tuttlingen).
Supernatant se profiltrira pomoc¢u Biicherovog lijevka, sakuplja u tikvicu i otpari na vakuumskom
otparivacu (Heidolph, Schwabach, Njemacka) pri 60 °C. Postupak ekstrakcije nepolarnih
komponenti ponavlja se 3 puta. Odmasc¢ena pogaca ide na suSenje u digestor. Dobivene masne
frakcije koristile su se za odredivanje sastava masnih kiselina, a odmaséene pogace za daljnje

analize.

3.2.9. Ekstrakcija slobodnih fenolnih spojeva

Aparatura i pribor:

o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

o Metalna zlica

o Plasti¢ne kivete (15 mL)

o Pipete

o Mikropipete

o Tresilica (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)

o Ultrazvucna kupelj (Sonorex, Belin, Njemacka)

o Centrifuga (Rotina 380, Hettich, GmbH & Co0.KG, Tuttlingen, Njemacka)
o Odmijerne tikvice (10 mL)

o Sprice i PVDF filteri (Kromafil, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)
o Vijalice

Reagensi:

o 80 % etanol (V V1) (Kefo, Sisak, Hrvatska)
o Interni standard (3,5 dikloro-4-hidrokdibenzojeva kiselina; 5 mg mL™), Sigma-
Aldrich (St. Louis, SAD)

Ekstrakcija je radena prema Martini i sur. (2014) s odredenim izmjenama. OdvaZze se oko 0,5
g uzorka odmaséene pogace u plasti¢ne kivete od 15 mL, doda 3 mL 80 % (V V ) etanola i 100
uL otopine internog standarda (3,5 dikloro-4-hidroksibenzojeva kiselina koncentracije 5 mg mL"

1. Uzorak se snazno protrese 15 sekundi na vortexu. Ekstrakcija se provodi 10 min na
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ultrazvuénoj kupelji. Centrifugiranjem pri 5000 min™ na 12 min, izdvoji se supernatant od &vrste
faze. Etanolni ekstrakt se otpipetira u odmjernu tikvicu od 10 mL, a proces ekstrakcije se ponovi
jos 2 puta sa po 3 mL 80 % (v/v) etanola. Nakon 3 ciklusa ekstrakcije, tikvica se nadopuni 80 %
(v/v) etanolom do oznake. Sakupljeni ekstrakti se profiltriraju kroz PVDF filter veli¢ine pora 0,20

um U oznacene vijalice i do daljnjih analiza ¢uvaju se u zamrzivacu na -20 °C.

3.2.10. Ekstrakcija vezanih fenolnih spojeva

Aparatura i pribor:

o Plasti¢ne kivete (15 mL)

o Pipete

o pH metar (3410 pH meter, Yenway, London, England)

o Vijalice

o Centrifuga (Rotina 380, Hettich, GmbH & Co0.KG, Tuttlingen)

o Upariva¢ s dusikom (Reacti-Therm Dry Block + Reacti-Vap Evaporator, Pierce,
SAD)

o Sprice i PVDF filteri (Kromafil, Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka)

Reagensi:

o Interni standard (3,5 dikloro-4-hidroksibenzojeva kiselina; 5 mg mL™?), Sigma-
Aldrich (St. Louis, SAD)

o 0,1 M natrijeva luzina (NaOH)

o Klorovodic¢na kiselina (HCI), Carlo Erba Reactifis- SDS (Francuska)

o Etil acetat, Carlo Erba (Val de Reuil Cedex, Francuska)

Koristena je modificirana metoda prema Martini i sur. (2014). U plasti¢nu kivetu s krutim
ostatkom dobivenim od ekstrakcije slobodnih fenola odpipetira se 100 pL internog standarda (3,5
dikloro-4-hidroksibenzojeva kiselina; 5 mg mL™) i 4 mL natrijeve luzine (0,1 M) koja hidrolizom
tijekom 4 sata oslobada vezane fenole. Nakon procesa hidrolize, pH smjese namjesta se na oko 2
pomocu pH metra (Jenway, London, England) koristeé¢i koncentriranu HCI kako bi se fenoli
oslobodili i bili dostupni kao fenolne kiseline umjesto ionskih formi i kao takvi bili pogodni za

ekstrakciju etil-acetatom.
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Ekstrakcija se provodi 3 puta; 1. put s 4 mL, a preostala 2 puta s 2 mL etil acetata. Nakon
dodavanja otapala, uzorak se promucka 30 puta, centrifugira 10 minuta na 2000 min*, a dobivena
etil acetatna frakcija se odvoji u vijalicu i upari dusikom do suhog. U konacnici, suhi ekstrakt se
otopi u 10 mL metanola i profiltrira kroz PVDF filter veli¢ine pora 0,20 um. Do daljnjih analiza,
uzorci su ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C. Svaka ekstrakcija provedena je u 3 paralelna

odredivanja.

3.2.11. Odredivanje sastava masnih kiselina pomoc¢u GC- a

Aparatura i pribor:

o Plinski kromatograf (Agilent Technologies 6890N Network Gas Chromatograph,
Santa Clara, SAD)

o Tresilica (MS2 Minishaker, IKA, Njemacka)

o Pipete

o Mikropipete

o Metalna Zlica

o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

o Staklene epruvete

o Vijalice

Reagensi:

o lzooktan, Kefo (Sisak, Hrvatska)
o 2 M metanolna otopina KOH, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)
o Zasic¢ena otopina natrijevog klorida (NaCl)

o Bezvodni natrijev hidrogensulfat (NaHSO4), (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Identifikacija masnih kiselina provedena je pomocu plinske kromatografije (GC) prema
standardnoj HRN EN ISO 12966-4:2017 metodi uz prethodno prevodenje masnih kiselina u
metilne estere kao oblik pogodan za analizu prema HRN EN I1SO 12966-2:2017 metodi.

Otopljeno je 0,1 g uzorka nepolarnog suhog ekstrakta pogace u 2 mL izooktana. Nakon
Sto je epruveta protresena, dodano je 0,1 mL 2 M metanolne otopine KOH te je opet protresena

60 sekundi. Nakon bistrenja reakcijske smjese i odvajanja glicerolnog sloja na dnu u epruvetu je
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dodano 2 mL zasi¢ene otopine natrijevog klorida te je sve promijesano. Gornji, izooktanski sloj
izdvojen je u drugu epruvetu te mu je dodano 1 g bezvodnog natrijevog hidrogensulfata.
Dobiveni supernatant prebacen je u vijalicu i analiziran na plinskom kromatografu, 1 uL svakih

25 minuta.

Analiza dobivenih metilnih estera provedena je na plinskom kromatografu Agilent
Technologies 6890N Network uz plameno-ionizacijski detektor (Agilent, Santa Clara, SAD).
KoriStena je kapilarna kolona DB-23 (60 m X 0,25 mm x 0,25 um). Protok helija kao plina
nosioca iznosio je 1,5 mL min-1, uz split 60:1. Temperatura injektora postavljena je na 250 °C, a
temperatura detektora na 280 °C. Temperatura peénice je programirana je da raste 7 °C min™ od

60 °C do 220 °C uz zadrZavanje na maximalnoj temperaturi od 17 minuta.

Kvalitativno odredivanje masnih kiselina provedeno je usporedbom retencijskih vremena
njihovih metilnih estera s retencijskim vremenima komercijalnih, sastavom poznatih standarda.
Metodom normizacije povrSine ispod pikova, racuna se pojedinacni udio masne kiseline i

izrazava kao % od ukupnih masnih kiselina.

Analiza je provedena u 2 paralelna odredivanja, a rezultati su prikazani kao njihova srednja

vrijednost.

3.2.12. Odredivanje koncentracije fenolnih spojeva pomo¢u HPLC- a

Aparatura i pribor:

o Uredaj za plinsku kromatografiju, Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD)
e Maseni detektor tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass
Selective Detector

o Kapilarna kolona Agilent DB-17MS (30 m x 0,32 mm x 0,25
pm)

e Racunalo
Reagensi:

o  Metanol (Kefo, Sisak, Hrvatska)
o  Mravlja kiselina (Kefo, Sisak, Hrvatska)
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Sastav i koncentracija slobodnih i vezanih fenola u samljevenoj pogaci uljane repice odreden
je tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC) Agilent Technologies serije 1200
s binarnom pumpom, autosamplerom i DAD detektorom (Santa Clara, SAD). Spojevi su
razdvojeni na nepolarnoj koloni Phenomenex C18 (Kinetex 150 mm x 4,6 mm, 2,6 um, 100 A), a
uvjeti analize razvijeni su u diplomskom radu Cvitani¢ (2016). Koristene su dvije mobilne faze s
promijenjenim volumnim udjelom tijekom eluiranja (mobilna faza A - 0,1 %-vodena otopina
mravlje kiseline (v/v) i mobilna faza B — 0,1 % otopina mravlje kiseline u metanolu (v v1)).
Protok mobilnih faza iznosio je 0,9 mL min™ kroz cijelo vrijeme trajanja analize, a primjenjeni
gradijent prikazan je u tablici 3. Kolona je termostatirana na 30 °C, a koli¢ina injektiranog uzorka
iznosila je 5 pm. Kromatogrami su snimani na valnim duljinama od 280 i 320 nm, a tijekom

cijelog vremena analize snimani su i spektri u ultraljubi¢astom podru¢ju (200 — 400 nm).

Tablica 3. Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu (Cvitani¢, 2016)

Volumni Volumni
Vrijeme udio udio
(min) otopine A otopine B
(%) (%)
0 90 10
3 90 10
15 50 50
20 40 60
25 0 100
26 0 100
26,1 90 10
28 90 10

Kvantifikacija fenolnih spojeva provedena je pomocu internog standarda (formula [3]), tj.
dikloro-4-hidroksibenzojeve kiseline, a koncentracija fenolnih spojeva u odmasc¢enoj pogaci

prema formuli [4], iz koncentracije (x) dobivene formulom [3]:

AXCig,

3]
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gdje je:

x - koncentracija spoja u ekstraktu (mg mL™)

Cis. — koncentracija razrijedenog internog standarda (mg mL™)
A — povrsina ispod pika spoja

Ais. - povrsina ispod pika internog Standarda

c(spoja) = % x 100 [4]

gdje je:

¢ — koncentracija spoja u odvaganom uzorku (mg 100 g%)
X — koncentracija spoja u ekstraktu (mg mL™)

V — volumen ekstrakta (mL)

m — masa uzorka koriSten za ekstrakciju (g)

3.2.13. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti slobodnih i vezanih polifenola

3.2.13.1. FRAP metoda

Aparatura i pribor:

o Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)

o Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

o Mikropipete, volumena 100 pL i 1000pL

o Staklene ¢aSe, volumena 50 mL

o Magnetna mijesalica s keramickom grijacom plo¢om (C — MAG HS 7, IKA,
Njemacka) i termometar (ETS — D5, IKA, Njemacka)

o Mikrokivete

o Spektrofotometar Specord 50 PLUS UV/VIS (Analytik Jena, Jena, Njemacka)
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Reagensi:

o Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman—2-karboksilna kiselina), (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, SAD)

o 20 mM zeljezovog klorida heksahidrat (FeCI3 x 6H20), (Gram-mol d.o.o0, Zagreb,
Hrvatska) - 0,541 g FeCl3 x 7 H20 otopi se u 100 mL destilirane vode

o 40 mM vodena otopina klorovodiéne kiseline HCI (Carlo Erba, Val de Reuil Cedex,
Francuska) - 343 uL 12 M HCI (konc. HC1 = 37 %), razrijedi se u odmjernoj tikvici
od 100 mL destiliranom vodom te nadopuni do oznake.

o 10 mM otopina TPTZ (2,4,6-tripiridil-S-triazin) u 40 mM HCI-u - 0,312 g TPTZ-a,
(Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe, Njemacka) se otopi u odmjernoj tikvici od
100 mL s 40 mM HCIl-om, te se istom klorovodi¢nom kiselinom nadopuni do oznake.

o 300 mM acetatni pufer, pH 3,6-3,1 g natrijevog acetata trihidrata (lach- Ner,
Neratovice, Ceska) otopi se u 16 mL ledene octene kiseline (Macron, Center Valley,
USA) u odmjernoj tikvici od 500 mL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

o 100 % - tni metanol (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Uz modifikacije, primijenjena je metoda prema Benzie i Strain (1996). Mehanizam se
zasniva na redukciji kompleksa zeljeza s 2,4,6-tripiridil-s-triazinom (Fe(111)(TPTZ).Cl3) u Fe (I1)
pomocu antioksidanasa iz ekstrakta, pri ¢emu dolazi do promjene boje iz zute u plavu.
Apsorbancija se mjeri pri 593 nm. FRAP reagens priprema se mijeSanjem odredenih volumena 20
mM zeljezovog klorida heksahidrata (FeClz x 6H20), 10 mM TPTZ-a (2,4,6-tris(2-piridil)-S-
triazin) i 300 mM acetatnog pufera. Otopina se neposredno prije upotrebe mora zagrijati i

odrzavati na 37 °C.

Za svakiuzorak radene su 2 paralele. 10 pL uzorka i 1 mL FRAP reagensa otpipetira se u
mikrokivete. Slijepu probu ¢ini samo FRAP reagens. Apsorbancija se mjeri nakon 4 minute
reakcije pri 593 nm. Za odredivanje udjela fenola u ekstraktu izraden je bazdarni pravac od svjeze
Trolox otopine u metanolu odredenog raspona koncentracija (Slika 8). Za izracun koncentracija
su koristene formule [5] i [6], a rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenta Troloxa po 100 g

odmascene pogace.
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gdje je:
X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg mL™)
y - apsorbancija uzorka

a — nagib pravca iz bazdarnog dijagrama

c(spoja) = (%) %X 100 [6]
gdje je:
¢ - koncentracija spoja u odvaganom uzorku (mg 100 g)
X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg mL™)
m — masa uzorka koriStenog za ekstrakciju (g)

V — volumen ekstrakta (mL)

03
y = 0,0002x + 0,0578.-®

2 _ LM
0,25 R ‘O;?.?-Gl
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@
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Slika 8. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije (A) o koncentraciji (¢) Trolox otopine
raspona 10-1000 pg mL*
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3.2.14. Statisticka obrada

Za statisti¢ku obradu dobivenih rezultata analize koriSteni su programi Design Expert (Stat-
Ease Inc., Suite, Minneapolis, SAD) i Microsoft Excel 2013. Analiza varijance (ANOVA)
provedena je kako bi se odredio utjecaj nezavisnih varijabla, odnosno nacina i vremena mljevenja
te na¢ina i vremena tretiranja ultrazvukom na sastav masnih kiselina, koncentraciju polifenolnih
spojeva i antioksidacijsku aktivnost. Takoder je odredena korelacija koncentracije polifenolnih
Spojeva s antioksidacijskom aktivnosti ekstrakata koriste¢i Microsoft Excel 2013. Optimalni

uvjeti tretmana — pozeljnost odredeni su pomoc¢u programa Design Expert.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Uljana repica je jedna od najvaznijih uljarica na svijetu koja se prvenstveno uzgaja radi
sjemena bogatog uljem. Ulje uljane repice koristi se u prehrani ali i u tehnicke svrhe kao
biogorivo, u industriji sapuna, proizvodnji maziva, farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji i sli¢no.
Nakon dobivanja ulja, ovisno o nainu proizvodnje, kao nusproizvod ostaje pogaca, odnosno
sa¢ma Cija je upotreba u ljudskoj prehrani ogranicena zbog prisutnosti antinutritivnih komponenti
od koji su najistaknutiji glukozinolati, eruka masna kiselina, tanini i fitati te se stoga se uglavnom
koriste kao sto¢na hrana (Gadzo i sur., 2011). Pogac¢a i saéma uljane repice bogate su proteinima
te sirovim bjelan¢evinama povoljnog aminokiselinskog sastava, dok sjeme sadrzi vise
polifenolnih spojeva od sjemena bilo koje druge uljarice. Zbog svog polarnog karaktera
polifenolni spojevi (fenolne kiseline i derivati od kojih je najdominantniji sinapin) zaostaju u
pogaci i saémi $to ih ¢ini vrlo dobrim izvorima antioksidansa. Danas se vrse istrazivanja, 0dnosno
pogaca i saCma se podvrgavaju raznim tretmanima s ciljem povecéanja ili smanjenja koncentracije

polifenola ¢ime bi se omogucilo njihovo uvodenje u ljudsku prehranu.

Djelovanjem ultrazvuka visokog intenziteta ultrazvuc¢ni valovi prolaze otapalom te nastaje
akusti¢na kavitacija i stvaraju se kavitacijski mjehurié¢i koji se komprimiraju. Uslijed negativnog
tlaka 1 povecanja temperature nastaje kolaps nastalih mjehuri¢a koji uzrokuje ,,Sok-val* koji
prolazi kroz otapalo i pri tome dolazi do mijesanja. Ekstremno visoka temperatura i tlak nastali
kolapsom mjehuri¢a mogu voditi do disocijacije vodene pare u H* i OH* radikale (Herceg i sur.,
2009). Ultrazvuk visokog intenziteta takoder djeluje mehanicki, omogucujuéi veéi prodor otapala
u uzorak, poveéavajuci kontaktnu povrsinu izmedu krute tvari i tekuce faze (Rostagno i sur.,
2003). Ukoliko su u otopini prisutni odgovaraju¢i antioksidansi potencijal sonokemijske
hidroksilacije fenolnih komponenti moze se koristiti kao ucinkovit nacin poboljSavanja

antioksidacijskih svojstava odredenog materijala (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010).

U ovom radu odredeni su parametri kvalitete pogace uljane repice. Primarni cilj bio je utvrditi
utjecaj kriogenog mljevenja, tretiranja ultrazvukom te liofilizacije pogaCe na sastav i
koncentraciju polifenolnih spojeva i masnih kiselina te na antioksidacijski potencijal iste.

Antioksidacijski kapacitet tvari uobi¢ajeno se odreduje iz njihovih ekstrakata.

4.1. KVALITETA POGACE ULJANE REPICE
U laboratoriju za tehnologiju ulja i masti na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu

Sveucilista u Zagrebu iz sjemena uljane repice procesom presanja uz prethodno kondicioniranje
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na 80 °C u trajanju od 30 minuta proizvedeno je nerafinirano ulje te je kao nusproizvod dobivena
pogaca koja se koristila za daljnja istrazivanja. Dobivena pogaca je samljevena na mlinu s

diskovima te je predstavljala kontrolni uzorak.

Pogaci uljane repice odredeni su osnovni parametri kvalitete (udio vode i ulja), a rezultati su

prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Osnovni parametri kvalitete pogace uljane repice

Udio vode Udio ulja
Uzorak
(%) (%)
POGACA 7 14

Usporedujuci s literaturom gdje su Leming i Lember (2005) ustanovili da je prosje¢ni udio
vode u pogaci 4,7 %, dobiveni rezultati su nesto visi. Udio vode u ispitivanoj pogaci iznosi 7 %,
vecem udjelu vlage uzrok je dodatak vode prilikom kondicioniranja kako bi se postigla optimalna
vlaznost te samim time omogucilo bolje iskoristenje procesa proizvodnje ulja. Udio uljaod 14 %
je takoder visi u odnosu na ustanovljeni prosjec¢ni udio od 10 — 12 % (Kaczmarek i sur., 2016)
Razlog tome moze biti nize iskoriStenje procesa zbog nemogucénosti zagrijavanja glave prese
¢ime bi se smanjila viskoznost ulja i olaksalo njegovo izdvajanje (Pryzbylski i sur., 2005). Isto
tako u drugoj literaturi Leming i Lember (2005) navode da u pogaci zaostaje 10 — 15 % ulja §to je

u skladu s rezultatima istrazivanja.

Mozemo zakljuciti da je prilikom proizvodnje ulja iz sjemena uljane repice kao nusprodukt

nastala pogaca zadovoljavajucih parametara kvalitete.

4.2. VELICINA CESTICA

Mjerenje veliCine Cestica u suhoj disperziji provedeno je metodom laserske difrakcije na
uredaju Malvern Mastersizer 2000. Rezultati su prikazani kao percentili raspodjele veli¢ine
Cestica: d (0,1), d (0,5), d (0,9), D [3,2] te je definiran raspon, sto je opisano u diplomskom radu
,Utjecaj kriomljevenja na udio sterola i prehrambenih vlakana pogace uljane repice*, Mamilovi¢

2018.
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Prilikom analize proucavane su razlike u veli¢ini ¢estica kontrolnog uzorka pogace uljane
repice mljevene na mlinu s diskovima i Cestica pogace uljane repice mljevene na kuglicnom
mlinu uz primjenu kriogenog hladenja pomocu tekuceg dusika, pri temperaturi od -196°C u
vremenu od 12 minuta. Provedena su tri paralelna mjerenja te je izraCunata srednja vrijednost

(Tablica 5).

Parametar D [3,2] predstavlja Sauterov promjer. To je povrSinski ekvivalentni promjer.
Parametar d (0,5) je promjer Cestice za koji vrijedi da 50 % ukupnog broja Cestica ima promjer
veéi od d (0,5) 1 50 % cestica ima promjer manji od d (0,5). Span odnosno raspon predstavlja

Sirinu raspodjele ¢estica (Mamilovi¢, 2018).

Tablica 5. Parametri raspodjele veli¢ine Cestica (um) uzorka mljevenog uz primjenu kriogenog

hladenja (H) kroz 12 minuta u odnosu na kontrolni uzorak pogace

Uzorak Parametri raspodjele veli¢ine cestica
d(0,1) d (0,5) d (0,9 D [3,2] Raspon
P (kontrolni) 128,22 393,63 881,57 238,82 1,91
12H 8,09 55,95 143,30 19,42 2,42

Kriogeno mljevenje je inovativni proces koji se sve vise koristi u istrazivanjima kako bi se
povecala raspolozivost bioaktivnih komponenti jer se povecava bioaktivna povrSina za
ekstrakciju. Kriogenim mljevenjem dobiju se veli¢ine ¢estica manje od 50 um $to je mnogo

ucinkovitije u usporedbi s mljevenjem pri sobnoj temperaturi (Hemery i sur., 2011).

Iz ovih podataka u tablici 5 vidimo da su se parametri veli¢ine estica uzorka 12 H, odnosno d
(0,1),d (0,5),d (0,9) i D [3,2] smanjili, a raspon povecao u odnosu na kontrolni uzorak. Dobiveni
rezultati u skladu su s rezultatima istraZivanja Rosa i sur. (2013) koji su mljevenjem pSeni¢nih
posija na kriomlinu pri sobnoj temperaturi i temperaturi od -196°C na istom uredaju zakljucili
kako kriogeno mljevenje pogoduje brzem i lakSem lomljenju Cestica, ali istovremeno utjece na

povecanje raspona.

Dobiveni rezultati u skladu su s o¢ekivanim jer smanjenje temperature pogoduje lomljivosti
Cestica pogace uljane repice pri ¢emu se ona lakse i brze usitnjava primjenom mehanicke energije
u odnosu na uzorke mljevene pri sobnoj temperaturi. Moze se zakljuciti da kriogeno mljevenje pri

temperaturi od -196°C pozitivno utje¢e na smanjenje veli¢ine Cestica pogace uljane repice.
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4.3. SASTAV MASNIH KISELINA

Sastav masnih kiselina karakteristi¢an je za svako ulje, utjece na oksidacijsku stabilnost, a
samim time na nacin i duljinu skladistenja. Sastav masnih kiselina kao i omjer izmedu nezasic¢ene
1 zasi¢ene masne kiseline vazan su parametar za odredivanje nutritivne vrijednosti odredenog

ulja, pa tako i koristene pogace.

Tablica 6 prikazuje sastav masnih kiselina u ekstrahiranim masnim frakcijama pogace
dodatno usitnjene u kriomlinu s hladenjem, zatim tretirane ultrazvukom te osusene u liofilizatoru.
Analiza masnih kiselina provedena je metodom plinske kromatografije, gdje su udjeli pojedinih
masnih kiselina izrazeni kao postotak od ukupnog udjela. Rezultati su izrazeni kao srednja

vrijednost dva paralelna odredivanja za svaki uzorak.

Analizom je utvrdeno da u svim uzorcima pogace uljane repice dominira mononezasic¢ena
oleinska masna kiselina (C18:1). U odnosu na kontrolni uzorak gdje je udio oleinske masne
kiseline 64,4 %, doslo je do povecanja udjela u vecini uzoraka gdje se vrijednosti kre¢u od 64,6
% do 65,7 %. Uzorci A (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta), L (ultrazvuk pri
amplitudi 100 % u vremenu od 9 minuta) i M (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 9
minuta) pokazuju smanjeni udio oleinske masne kiseline u odnosu na kontrolni uzorak (63,2 —
64,2 %). Dobivene vrijednosti su u skladu s vrijednostima u literaturi gdje udio oleinske kiseline

u ulju uljane repice zauzima 55 — 66 % ukupnog udjela masnih kiselina (Bockisch, 1998).

Takoder su detektirane dvije esencijalne masne kiseline, a to su linolna w6 (C18:2) i a-
linolenska ®3 (C18:3). U odnosu na kontrolni uzorak (19,1 %), doslo je do smanjenja udjela
linolne masne kiseline u vecini uzoraka kod Kkojih se vrijednosti kre¢u u rasponu od 17,7 % do
18,8%, osim u uzorcima K (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 6 minuta), L (ultrazvuk
pri amplitudi 100 % u vremenu od 9 minuta) i M (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 9
minuta), gdje je doslo do povecanja udjela u vrijednostima od 19,4 % do 19,7 %. Dobivene
vrijednosti u skladu su s literaturom gdje se udio linolne kiseline krece od 15 % - 30 %
(Bockisch, 1998). Udio a-linolenske masne kiseline u literaturi se navodi u rasponu od 10% do
15% (Bockisch, 1998), s prosjekom od 9,6 % (Przybylski, 2005), dok je u analiziranim uzorcima
udio nesto manji (6,3 % - 9%). U odnosu na kontrolni (6,8 %), kod uzoraka A (ultrazvuk pri
amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) i B (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 3
minuta) doslo je do povecanja udjela a-linolenske kiseline, a vrijednosti se kre¢u u rasponu od 8,1
% do 9 % dok se kod ostalih vrijednosti kre¢u od 6,3 % do 6,6 %. Bitno je napomenuti da omjer
linolne i a- linolenske kiseline od 3:1 zadovoljava preporu¢eni omjer vazan za odrzavanje i

poboljsanje ljudskog zdravlja.
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U kontrolnom uzorku udio palmitinske kiseline (C16:0) iznosi 5,1 %. U odnosu na
kontrolni, u uzorku L (ultrazvuk pri amplitudi 100 % u vremenu od 9 minuta) udio palmitinske
kiseline je 5,2 %, dok je kod ostalih udio ostao isti ili se smanjio i krece se u vrijednostima od 4,4
% do 5,1 %. Dobivene vrijednosti slazu se s literaturom gdje palmitinska kiselina zauzima 4 - 7
% ukupnog udjela masnih kiselina (Bockisch, 1998). U analiziranoj pogaci prisutna je i stearinska
masna kiselina (C18:0) u udjelu od 1,9 %, vazno je uociti da uzorci A (ultrazvuk pri amplitudi 80
% u vremenu od 6 minuta) i K (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 6 minuta) imaju vece
vrijednosti od 1,9 %, odnosno 2,1 % i 2 %. U literaturnim navodima udio stearinske kiseline je od
1 % do 3 % (Bockisch, 1998) s prosjekom od 1,5 % (Przybylski, 2005). Miristinska (C14:0) i
heptadecenska kiselina (C17:1) prisutne su u svim uzorcima osim u B (ultrazvuk pri amplitudi 60
% u vremenu od 3 minuta) uzorku u udjelu od 0,1 %. Detektirana je i palmitoleinska kiselina
(C16:1) koja u kontrolnom i A (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) uzorku ima
udio od 0,4 %, a u svim ostalima 0,5 %. Udio arahinske kiseline (C20:0) u uzorku A se smanjio
na 0,5 %, u uzorku D (ultrazvuk pri amplitudi 100 % u vremenu od 6 minuta) povecao na 0,7 %,
dok se ostali uzorci poklapaju s kontrolnim s udjelom od 0,6 %. Udio gadoleinske masne kiseline
(C20:1) u uzorcima F (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) i J (ultrazvuk pri
amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) poklapa se s udjelom u kontrolnom uzorku od 1,1 %.
Ostali uzorci imaju manje vrijednosti od 0,9 % do 1 %. Od masnih kiselina detektirana je jos i
behenska (C22:0) masna kiselina kod koje se B uzorak poklapa s kontrolnim uzorkom (0,3 %),
ostali imaju manji udio od 0,1 % i 0,2 %. Dobivene vrijednosti gore navedenih masnih kiselina
poklapaju se s prosjecnim vrijednostima navedenima u literaturi 0,1% miristinske, 0,2%
palmitoleinske, 0,6% arahinske, 1,4% gadoleinske, te 0,3% behenske masne kiseline (Przybylski,
2005).
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Tablica 6. Sastav masnih kiselina kontrolnog uzorka pogace te pogace mljevene 12 minuta uz hladenje, a potom tretirane ultrazvukom uz razlicite
amplitude i vrijeme

Masna Kiselina UZORAK Masna Kiselina UZORAK
(% od (% od
dkupnin) P | A | B c | D E F dkupnin) G | H | J K | L | ™
01+ | 01< 01+ 01+ 01x]01x 01+ | 01+ |01« 01« 01x]01x]01<
- ¥ b b * b b b b - ¥ b 9 9 ) b b b
C14:0 00 | 00 | ™M | 60 | 00 | 00 | 00 C14:0 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
16 51+ | 514 |44+ |49+ |49+ | 50+ | 404+ 160 48+ | 49+ | 49+ | 49+ | 50+ |52+ | 5.0+
: o1 | o1 | 05 | 01 | 00 | 01 | o1 ' 01 | 01 | 01 | 00 | 01 | 03 | 02
C16-1% 04+ |04+ |05+ |05+ ]05+]05+] 05+ C16:1% 05+ |05+|05+]05+]05+]05+]| 0,5+
' 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 : 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
01+ 01+ 01+ 01+ |01+ 01 01+ |01+ |0l |0l |01+ 01z
.Y ’ ) * ) ’ y ’ O ) ) ) ) y * y
C17:0 00 | 00 | ™M | 60 | 00 | 00 | 00 C17:0 01 | 00 | 00 | 00 | 00 | ™M | 0o
01+ 01+ 01+ 01+ 01+]01< 01+ | 01+ |01+ 0101|0101z
- H b b * b b b b - H b 9 9 9 9 b b
Cir:l 00 | 00 | " | 00 | 00 | 00 | 00 Clr:1 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
18 10+ | 21+ | 18+ | 19+ |19+ |19+ |19+ 180 10+ | 19+ | 19+ | 19+ | 20+ | 1.0+ |19+
: 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 : 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
C181ms 644 | 632 | 656 | 657 | 657 | 652 | 656 1610 657 | 654 | 657 | 656 | 646 | 641 | 642
: 02 | £02 | 203|201 | 202|401 | £03 : 03 | 401 | 201 | 200 | 201 | £1.0 | £12
_ 191 | 185 | 17.7 | 186 | 185 | 188 | 185 _ 184 | 185 | 185 | 185 | 194 | 19.7 | 19.6
C18:2n6 £00 | +00 | £02 | 200 | 01 | 02 | 02 C18:2n6 201 | 201 | 201 | 201|201 |+1.1]+009
_ 68+ | 9.0+ | 8.1+ | 65+ | 6.6+ | 65+ | 65+ _ 65+ | 65+ | 65+ | 65+ | 63+ | 63+ | 63+
C18:3n3 00 | 00 | 01 | 00 | 00 | 01 | 00 C18:3n3 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 01 | 02
200 06+ | 05+ | 06+ | 064 | 07+ | 06+ 06+ 200 06+ | 0.6+ | 0.6+ | 0.6 | 0.6+ | 0.6+ ] 06+
' 00 | 00 | 00 | 00 | 01 | 00 | 00 ' 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
o0t 11+ |10+ 09+ | 1.0+ 09+ | 1.0 1.1+ o0t 00 |10 09 «| 1.1 £]09 +]1.0 =] 10+
' 00 | 00 | 00 | 00 | 01 | 01 | o1 ' 03 |00 |03 |o1 |oo o1 0.1
o2 03+ | 01+ | 03+ | 01«01+ ]|01<]01< . 00+ | 0.1+ |01+ | 01% |01 02x] 022
' 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 ' 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
oo 01+ |01+ 01«01«01« 01<] 01= oo 01+ |01+ |01+ |01+ |01+ 02«02+
: 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 ' 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00 | 00
- 02+ | 01+ |01+ 01+|01%]01<] 02+ - 03+ | 04+ | 02+ | 01+ |03+ |02+ 032
. 00 | 01 | 01 | 00 | 00 | 01 | 02 . 03 | 04 | 01 | 00 | 00 | 00 | 02
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Opis uzoraka nalazi se u tablici 2.
* nije detektirano
** suma neidentificiranih masnih kiselina

¥ vrijeme tretiranja ultrazvukom ima statisticki zna¢ajan utjecaj na koncentraciju spoja (p <
0,05)

¥ interakcija vremena tretiranja ultrazvukom i amplitude ima statisti¢ki znac¢ajan utjecaj na

koncentraciju spoja (p < 0,05)

Vazno je napomenuti da eruka masna kiselina (C22:1) ni u jednom uzorku ne prelazi 2 % od
ukupnog udjela masnih kiselina sto dokazuje da se radi o kanola sorti uljane repice. Sastav
masnih Kiselina u uzorcima pogace uljane repice u skladu je s propisanim vrijednostima

Pravilnika o jestivim uljima i mastima (Pravilnik, 2019).

Vrijeme tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta pokazalo je statisti¢ki znacajan utjecaj na
povecéanje udjela miristinske i eruka (C22:1) masne kiseline (C14:0), dok je interakcija vremena
tretiranja 1 amplitude imala znacajan utjecaj na povecanje udjela palmitoleinske (C16:1),

heptadekanske (C17:0) i heptadecenske masne kiseline (C17:1).

4.4, KONCENTRACIJA | SASTAV POLIFENOLNIH SPOJEVA

Polifenolni spojevi djeluju kao snazni antioksidansi, odnosno §tite stanice od oksidativnog
stresa neutralizacijom slobodnih radikala. Uljana repica bogata je polifenolima koji, kao Sto je
veé napomenuto, gotovo u potpunosti zaostaju u pogac¢i nakon proizvodnje ulja (D’Archivio i
sur., 2007). Kao antioksidansi mogu naci primjenu u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj
industriji. Nowak i sur. (1992) otkrili su da polifenolni spojevi uljane repice, narocito sinapinska

kiselina sudjeluju u inhibiciji oksidacije emulzija.

4.4.1. Slobodni fenolni spojevi
Sastav slobodnih polifenola u uzorcima pogaca odreden je HPLC metodom. Rezultati su
prikazani u tablici 7, a polifenolni spojevi podijeljeni u tri skupine: slobodne fenolne kiseline,

derivate fenolnih kiselina i ostale spojeve.
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Udio slobodnih fenolnih kiselina iznosi 11 % od ukupnih polifenolnih spojeva, dok prema
navodima u literaturi zauzimaju 15 % (Naczk i Shahidi, 1989). Od slobodnih fenolnih kiselina
prisutne su sinapinska, galna, p-kumarinska, klorogenska i ferulinska. Prema literaturnim
navodima najdominantnija je sinapinska kiselina ¢iji je udio ve¢im dijelom vezan u glukozide i
estere (Clandinin, 1961; Krygier i sur., 1982; Kozlowska i sur., 1983; Koski i sur., 2003). U
slobodnoj formi nalazi se u niskim koncentracijama §to se podudara s istrazivanjem (47,32 mg
100 g) dok se u obliku sinapina i drugih derivata nalazi u puno veéim koncentracijama. U
odnosu na kontrolni uzorak, udio sinapinske kiseline u slobodnoj formi povecao se u svim
uzorcima osim u uzorku A gdje je koncentracija ostala ista. Najveci porast koncentracije od 21 %
vidljiv je u uzorku G mljevenom 12 minuta uz hladenje te tretiranom ultrazvukom pri amplitudi
od 80 % i vremenu od 9 minuta. Udio galne kiseline biljezi pad koncentracije u uzorcima H (8 %)
i K (3 %) tretiranih ultrazvukom pri amplitudama od 80 % i 60 % u vremenu od 6 minuta, a
najveci porast u uzorku M (73 %) koji se tretirao pri amplitudi od 60 % u vremenu od 9 minuta.
Udjeli klorogenske i ferulinske kiseline kod svih uzoraka imaju porast koncentracije. U usporedbi
s kontrolnim, uzorak G (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 9 minuta) kod obje kiseline

ima najveci porast koncentracije i to klorogenske kiseline za 66 %, a ferulinske za 24 %.

Sto se tice p-kumarinske kiseline uzorci A (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6
minuta) i H (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) imaju pad koncentracije, dok
najveci porast od 33 % ima uzorak M (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu od 9 minuta).
Bitno je napomenuti da je vrijeme tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta imalo statisticki

znacajan utjecaj samo na koncentraciju p-kumarinske kiseline.

Dominantan spoj u svim uzorcima pogace uljane repice bio je sinapin, kolin ester sinapinske
kiseline (380,39 mg SAE 100 g!). Najveci porast koncentracije sinapina (36 %) vidi se kod
uzorka G (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 9 minuta), a pad kod uzoraka A (ultrazvuk
pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta) za 1 % i K (ultrazvuk pri amplitudi 60 % u vremenu
od 6 minuta) za 0,4 %. Udio sinapina ovisi o kultivaru uljane repice, uvjetima uzgoja, koristenom

otapalu za ekstrakciju i odabiru metode za identifikaciju (Naczk i sur., 1998; Zago i sur., 2015).

Od ostalih spojeva detektirani su siringaldehid i kanolol. Koncentracija siringaldehida, u
odnosu na kontrolni uzorak (10,88 mg 100 g %), smanjila se u svim uzorcima osim u uzorku G
(ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 9 minuta) gdje se povecala za 4 %. Kanolol kao
jedan od najsnazniji antioksidansa i antimutagena nastaje dekarboksilacijom sinapinske kiseline

prilikom termicke obrade sjemenja. Kod ispitivanih uzoraka pogace nalazi se u neSto nizim
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koncentracijama zbog manje polarnosti u odnosu na sinapin i sinapinsku kiselinu. Kanolol se
veéinom koncentrira u nerafiniranom ulju gdje predstavlja dominantni spoj (Kralji¢ i sur., 2013;
Kuwabhara i sur., 2004; Koski i sur., 2003). Koncentracija kanolola naspram kontrolnog uzorka
povecala se uuzorcima A, E, F, J, KiM, najvise u F (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od
6 minuta) uzorku pogace i to za 20 %. Kod uzoraka B, C, D, G, H, 11 L doslo je do smanjenja
koncentracije najveci pad je kod uzorka I (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od 6 minuta)

gdje je koncentracija u odnosu na kontrolni uzorak smanjena za 83 %.
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Tablica 7. Sastav i koncentracija (mg 100 g™*) slobodnih polifenola i njihovih derivata u pogac¢i mljevenoj s hladenjem i tretiranom ultrazvukom

odreden HPLC metodom
. . Uzorak
Polifenolni
Spoj P A B C D E F G H | J K L M
Slobodne fenolne kiseline (mg 100g™)
galna 7024 | 73,93+ | 71,64+ | 7351+ | 76,07+ | 96,09+ | 104,35 | 81,42+ | 64,96+ | 93,14+ 75,63 + 68,48 + 71,12 + 121,53 +
kiselina +0,84 3,08 0,77 0,24 0,79 8,45 +£4,90 0,65 3,01 0,55 7,41 0,01 0,20 0,85
klorogenska | 16,01 | 17,29+ | 16,40+ | 17,93+ | 20,06+ | 19,57+ | 22,04+ | 26,64+ | 18,72+ | 20,66+ 20,35 + 18,49 + 23,04 + 22,20 +
kiselina +0,24 0,73 0,14 0,29 0,08 1,26 0,52 0,15 1,34 0,28 1,39 0,04 0,14 0,03
ferulinska 6744 | 6832+ | 68,75+ | 72,32+ | 7186+ | 77,67+ | 79,25+ | 83,95+ | 67,62+ | 74,83+ 75,26 + 73,60 + 71,95 + 79,20 +
kiselina +0,72 2,53 0,91 0,38 0,51 6,01 3,17 0,50 2,82 0,18 6,14 0,31 1,87 0,18
sinapinska 4732 | 4728+ | 4856+ | 5122+ | 48,14+ | 5438+ | 5634+ | 5736+ | 48,57+ | 53,74+ 52,63 + 51,87 + 47,78 + 56,34 +
kiselina +0,56 1,70 0,19 0,34 0,08 3,79 2,27 0,46 1,84 0,40 3,65 0,40 0,28 0,00
kumapr-inska 9,24+ | 9,09+ 9,70 + 9,85+ 896+ | 11,20+ | 11,79+ | 947+ | 8,89+ 11,00 + 11,01 + 11,17 + 10,60 + 12,25 +
e 0,98 2,00 0,51 0,09 0,01 0,31 0,39 0,05 0,22 0,08 0,12 0,28 0,36 0,08
kiselina*
Derivati fenolnih kiselina (mg 100g™)
sinapin 380,39 | 376,64+ | 391,51+ | 396,04+ | 402,77+ | 470,72 | 484,73 | 517,99 | 386,95 | 439,19+ | 441,66+ | 378,89+ | 406,76+ | 459,73 +
p +164 | 1865 1,75 6,51 2,82 £4337 | £1939 | +£427 | £2525 1,65 38,10 3,31 2,33 1,57
ostali derivati 4794 | 481,36+ | 42423+ | 488,97+ | 464,81 + | 560,79 | 574,56 | 631,64 | 44557 | 582,16+ | 540,58+ | 515,40+ 48555 561,88 +
£236 | 2115 10,36 6,95 1,88 +£4851 | £20,48 | +£4,01 | 25,08 6,04 50,88 11,33 8,24 4,77
Ostali spojevi (mg 100g™1)
. . 10,88 | 9,00+ 9,43 + 9,60 + 854+ | 982+ | 971+ | 11,28+ | 8,95+ 535+ 9,16 + 8,88 & 9,62 +
siringaldegid | S g5z | 022 0,20 0,08 013 | 087 | 038 | 00l | 034 0,07 0,70 001 | H10=E007T 1 506
kanolol 68,98 | 7026+ | 6743+ | 66,29+ | 58,65+ | 77,91+ | 82,68+ | 22,86+ | 63,19+ | 11,58+ 72,33 & 76,48 + 58,05 + 82,41 +
+1,59 0,77 4,68 2,17 0,79 2,53 3,01 0,32 1,70 0,08 2,67 0,21 0,30 0,02
ni* 705,32 | 706,06 + | 728,94+ | 719,54+ | 704,59+ | 804,25 | 798,67 | 731,87 | 665,72 | 793,75+ | 771,12+ | 769,87 + 626,94 + 851,43 +
A +£287 | 3059 11,24 8,40 7,60 £56,06 | £39.46 | £1032 | £37.27 3,65 52,88 8,25 5,73 4,05
)y 1855,2 | 185924 | 183659 | 190526 | 1864,46 | 2182,40 | 2224,13 | 2174,48 | 1721,14 | 208541 2069,72 1973,14 1810,89 2256,59
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* neidentificirani spojevi

¥vrijeme tretiranja ultrazvukom ima statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na koncentraciju spoja (p <
0,05)

Vecina polifenolnih spojeva, osim kanolola, u istrazivanim uzorcima ima povecanje
koncentracije pri tretmanu ultrazvukom od 9 minuta te amplitudama od 60 % i 80 %. Tretman
ultrazvukom imao je znacajan utjecaj na povecanje ukupne koncentracije fenolnih spojeva u

vecini uzoraka, osim u uzorcima B, H1i L.

Utvrden je statisticki znacajan utjecaj vremena tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta na
povecanje koncentracije p-kumarinske kiseline kod slobodnih fenolnih spojeva (p < 0,05).

4.4.2. Vezani fenolni spojevi
Sastav i koncentracije vezanih fenolnih spojeva odredeni HPLC metodom prikazani su u

tablici 8. Ekstrakcija se provela samo za fenolne spojeve vezane za stani¢nu stjenku.

Ukupan udio vezanih fenolnih spojeva prema Naczk i Shahidi (1989) iznosi 100 mg 100 g2,
Sto je znatno manje u odnosu na rezultate ovog istraZivanja gdje dobivena koncentracija iznosi
1009,4 mg 100 g™*. Osim dominantne sinapinske kiseline (Kozlowska i sur., 1983), prisutne su jo$
p-kumarinska, ferulinska i ruzmarinska kiselina. Koncentracija sinapinske kiseline u kontrolnom
uzorku pogaée iznosi 628,33 mg 100 g-1, a uzorak A (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu od
6 minuta) ima najvece povecanje koncentracije (6,5 %). Koncentracija oslobodene p-kumarinske
kiseline u kontrolnom uzorku znatno je niza i iznosi 5,98 mg 100 g™*. Bitno je napomenuti da u E,
F, I, J, K i M uzorcima nije detektirana, a u ostalim uzorcima uo¢avamo pad koncentracije. U
nizim koncentracijama detektirane su i ferulinska (12,76 mg 100 g!) te ruzmarinska kiselina
(15,01 mg 100 g1). Koncentracija ferulinske kiseline poveéala se u uzorcima B (1,2 %) i C (2 %),
a ruzmarinske u uzorcima C (0,6 %), D (4,4 %) i G (0,7 %).

Koncentracija ukupnih vezanih fenola oscilirala je bez utvrdenog trenda. Utjecaj
kriomljevenja i tretmana ultrazvukom najuo¢ljiviji je kod C uzorka (1102,36 mg 100 g*) gdje
se udio ukupnih vezanih fenola, u odnosu na kontrolni uzorak pogace (1009,4 mg 100 g}),
povecao za 9 %. Nasuprot tome, u uzorku M doslo je do znac¢ajnog pada koncentracije (25

%). Utvrden je statisticki znacajan utjecaj amplitude tijekom tretiranja ultrazvukom visokog
intenziteta na povecanje koncentracije ruzmarinske Kiseline kod vezanih fenolnih spojeva (p <
0,05).
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Tablica 8. Sastav i koncentracija (mg 100 g 1) vezanih polifenola i njihovih derivata u pogaci mljevenoj s hladenjem i tretiranom ultrazvukom odreden
HPLC metodom

Polifenolni Uzorak
Spoj p A B c D E F G H | J K L M
p-kumarinska | 598+ | 551+ | 582+ | 575+ 5,51+ . s | 4,88+ | 517+ ox ox ox 5,52 + *x
kiselina 0,02 0,03 0,10 0,07 003 | M nd 000 | 0,08 nd nd nd 0,06 nd
ferulinska 12,76 £ | 12,05+ | 12,92+ | 13,02+ | 12,60+ | 9,88+ | 8,08+ | 10,84 | 12,18 921+ 8,28 + 8,55+ 12,28 + 8,35+
kiselina 0,06 0,56 0,04 0,01 0,04 001 | 005 | +0,18 | £0,01 0,04 0,01 0,07 0,09 0,03
sinapinska | 628,33 | 629,75 | 637,35 | 669,38 | 628,51+ | 539,75 | 477,12 | 520,88 | 614,83 | 480,55+ | 49589 | 506,99+ | 62421+ | 477,51+
kiselina +0,03 | £2,19 | £011 | +0,01 004 | +106| +034 | £0,12 | 023 | 018 +0,50 0.14 078 0.44
ruzmarinska | 1501+ | 1485+ | 1497+ | 15,10+ | 1567+ | 12,49 | 13,65 | 1512 | 13,89 | 1233= | 1147+ | 10,66+ | 1466+ | 1050=
kiselina* 0,04 0,08 0,03 0,01 001 | £010 | £0,02 | £0,04 | £0,03 | 0,01 0,00 0,06 0,09 0,05
. 347,33 | 351,29 | 408,12 | 399,11 | 4167+ | 308,78 | 299,38 | 385,00 | 337,42 | 308,78 = | 287,67 | 268,86+ | 35503+ | 25877
1. +092 | +478 | £1,15 | 0,73 | 043 | +078 | £0,76 | 0,39 | =081 038 +0,67 031 1.15 1,08
X 10094 | 101345 | 1079.17 | 1102,36 | 1078,99 | 870,90 | 798.23 | 936.71 | 983.49 | 810,87 | 80331 | 79507 | 101171 | 75513

*neidentificirani spojevi

**nije detektirano

¥ amplituda tijekom tretmana ultrazvukom ima statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na koncentraciju spoja (p < 0,05)
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45. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA POLIFENOLNIH
SPOJEVA
Antioksidacijska aktivnost ekstrakata polifenolnih spojeva odredena je pomoc¢i FRAP metode.
Koncentracija ukupnih polifenola odreduje se pomocéu pripadajuc¢eg bazdarnog dijagrama
pripremljenog od svjeze Trolox otopine odredenog raspona koncentracija (Slika 7). Rezultati
FRAP metode prikazani su na slikama 9 i 10 te je antioksidacijska aktivnost izrazena kao mg

Trolox ekvivalenta 100 g uzorka.

Slobodni fenolni spojevi - FRAP

1400
1200

1000

80
60
40
20
0
P A B C€C D E F G H I J K L ™

Uzorak UVI tretmani (amplituda - % i vrijeme - min)

o o o

mg TE/100g uzorka na s.t.

o

Slika 9. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata slobodnih polifenola odredena FRAP metodom
(rezultati su prikazani kao srednja vrijednost mjerenja + standardna devijacija)

Prema rezultatima antioksidacijska aktivnost slobodnih polifenolnih spojeva mijenja se
oscilacijski, medutim u odnosu na kontrolni uzorak (669,3 mg TE 100 g!) uo¢avamo poveéanje
antioksidacijske aktivnosti u svim uzorcima. Tako najvece povecanje antioksidacijske aktivnosti
pokazuije uzorak C (1042,1 mg TE 100 g?) tretiran ultrazvukom 3 minute pri amplitudi od 100 %,
a najmanje poveéanje uzorak A (678,1 mg TE 100 g2) tretiran 6 minuta pri amplitudi od 60 %.
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Vezani fenolni spojevi - FRAP
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Slika 10. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata vezanih polifenola odredena FRAP metodom
(rezultati su prikazani kao srednja vrijednost mjerenja + standardna devijacija)

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata vezanih fenolnih spojeva odredena FRAP metodom
takoder je oscilirala, no za razliku od rezultata za ekstrakte slobodnih polifenola, poveéanje
uodavamo samo u A, D, G i L uzorcima. U odnosu na kontrolni uzorak (599,2 mg TE 100 g}),
najveéu antioksidacijsku aktivnost ima uzorak D (681 mg TE 100 g) tretiran ultrazvukom 6
minuta pri amplitudi od 100 %, a najmanju uzorak F (225,7 mg TE 100 g') éemu uzrok moZe biti

greska pri izvodenju eksperimenta.

1z ovih rezultata vidimo da se antioksidacijska aktivnost slobodnih fenola povecala u svim
uzorcima, dok se ista kod vezanih fenola povecala u 4 uzorka, a u ostalih 9 se smanjila. Do toga
je moglo do¢i zbog povecanja temperature uzorka prilikom tretmana ultrazvukom. lako
povecanje temperature pogoduje procesu ekstrakcije, jer dolazi do poveéanja topljivosti spoja u
otapalu te povecanja koeficijenta difuzije, fenolni spojevi podlozni su hidrolizi i oksidaciji pri
temperaturama visim od 60°C (Spigno i De Faveri, 2007). Kod FRAP metode, rezultati se mogu
znatno razlikovati ovisno o vremenu trajanja analize. Neki polifenoli reagiraju puno sporije pa im

umjesto predvidene 4 minute treba 30 minuta za reakciju aktivnosti (Prior i sur., 2005).

Statisticki znacajan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost kod slobodnih fenola imale su
sinapinska i p-kumarinska kiselina, dok kod vezanih fenola znacajan utjecaj imaju ferulinska i p-
kumarinska kiselina. Iako je bilo za ocekivati jo§ fenolnih kiselina koje bi znacajno utjecale na

42



antioksidacijsku aktivnost, rezultati se slazu s literaturom gdje je dokazano da hidroksicimetne
kiseline pokazuju vecu antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s hidroksibenzojevim kiselinama
¢emu je razlog CH=CH-COOH skupina koja doprinosi vecoj moguénosti doniranja atoma vodika
i time stabilizacije radikala, nego li —COOH skupina kod hidroksibenzojevih kiselina
(Balasundram i sur., 2005).

Rezultati dobiveni FRAP metodom pokazuju da koncentracija sinapinske i p-kumarinske
kiseline ima statisticki znacajnu korelaciju (r > 0,666) s antioksidacijskom aktivnosti slobodnih
fenola, dok kod vezanih fenola statisti¢ki znac¢ajnu korelaciju pokazuje koncentracija ferulinske i

p-kumarinske kiseline (Tablice 9 i 10).
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Tablica 9. Koeficijenti korelacije (r) antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom i koncentracije (mg 100 g) slobodnih polifenola
(podebljane vrijednosti pokazuju znacajnu korelaciju na razini zna¢ajnosti r > 0,666)

p_

Uzorak k?:ellr;ia kI(l)(ri(S)SIei:zlka fi222|?zza Si;;zil?;:a kukr?saerliir:]zka sinapin dZ:itsLiti sirinaldehid | kanolol n.i. % FRAP
P 70,24 16,01 67,44 47,32 9,24 380,39 | 4794 10,88 68,98 | 705,32 | 1855,22 | 669,3
A 73,93 17,29 68,32 47,28 9,09 376,64 | 481,36 9,00 70,26 | 706,06 | 1768,02 | 678,1
B 71,64 16,40 68,75 48,56 9,70 391,51 | 424,23 9,43 67,43 | 728,94 | 1748,55 | 908,0
C 73,51 17,93 72,32 51,22 9,85 396,04 | 488,97 9,60 66,29 | 719,54 | 1813,82 | 1042,1
D 76,07 20,06 71,86 48,14 8,96 402,77 | 464,81 8,54 58,65 | 704,59 | 1768,34 | 761,6
E 96,09 19,57 77,67 54,38 11,20 470,72 | 560,79 9,82 77,91 | 824,44 | 2086,93 | 1008,9
F 104,35 22,04 79,25 56,34 11,79 484,73 | 574,56 9,71 82,68 | 798,67 | 2097,74 | 1010,2
G 81,42 26,64 83,95 57,36 9,47 517,99 | 631,64 11,28 22,86 | 737,68 | 2072,23 | 926,6
H 64,96 18,72 67,62 48,57 8,89 386,95 | 445,57 8,95 63,19 | 665,72 | 1695,44 | 8134
I 93,14 20,66 74,83 53,74 11,00 439,19 | 582,16 5,35 11,58 | 793,75 | 1971,60 | 909,5
J 75,63 20,35 75,26 52,63 11,01 441,66 | 540,58 9,16 72,33 | 771,12 | 1973,75 | 919,1
K 68,48 18,49 73,60 51,87 11,17 378,89 | 515,40 8,88 76,48 | 769,87 | 1886,17 | 938,6
L 71,12 23,04 71,95 47,78 10,60 406,76 | 485,55 9,10 58,05 | 626,94 | 1716,74 | 805,3
M 121,53 22,20 79,20 56,34 12,25 459,73 | 561,88 9,62 82,41 | 851,43 |2112,86 | 1034,4

k?:ellr;ia kI(l)(rigglt:-::zka firil;glr;zza Sililizil?r?:a kum:ri_nska sinapin dgfit\a::aiti sirinaldehid | kanolol n.i. ) FRAP
kiselina

FRAP 0,58 0,35 0,67 0,78 0,71 0,57 0,51 0,01 0,12 0,68 0,63 1,00
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Tablica 10. Koeficijenti korelacije (r) antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom i
koncentracije (mg 100 g?) vezanih polifenola (podebljane vrijednosti pokazuju znacajnu
korelaciju na razini znacajnosti r > 0,666)

v [P | ot St s [ e
P 5,98 12,76 628,33 15,01 347,33 |1 1009,41 | 599,2
A 5,51 12,05 629,75 14,85 351,29 | 1013,45 | 607,2
B 5,82 12,92 637,35 14,97 408,12 | 1079,17 | 561,1
C 5,75 13,02 669,38 15,10 399,11 | 1102,36 | 562,2
D 551 12,60 628,51 15,67 416,70 | 1078,99 | 681,0
E 0,00 9,88 539,75 12,49 308,78 | 870,90 | 488,0
F 0,00 8,08 477,12 13,65 299,38 | 798,23 | 225,7
G 4,88 10,84 520,88 15,12 385,00 | 936,71 | 624,5
H 517 12,18 614,83 13,89 337,42 | 983,49 | 590,9
| 0,00 9,21 480,55 12,33 308,78 | 810,87 | 559,5
J 0,00 8,28 495,89 11,47 287,67 | 803,31 | 528,7
K 0,00 8,55 506,99 10,66 268,86 | 795,07 | 4119
L 5,52 12,28 624,21 14,66 355,03 | 1011,71 | 622,5
M 0,00 8,35 477,51 10,50 258,77 | 755,13 | 461,9

PR | |G | | x|
FRAP 0,71 0,73 0,63 0,53 0,65 0,67 1,00

4.6.REZULTATI OPTIMIRANJA UVI TRETMANA

Za optimizaciju tretmana pogace uljane repice na udjele esencijalnih masnih kiselina i glavnih

fenolnih spojeva, koriStena je metoda pozeljnosti. Numericka funkcija optimizacije upotrijebljena

je za pronalazenje udjela navedenih komponenti koji daje istodobno maksimalnu poZeljnost za 13

parametara: minimalne vrijednosti vremenskog trajanja tretmana i amplitude i maksimalne

vrijednosti za linolnu i a-linolensku masnu kiselinu te slobodne fenolne spojeve — ferulinsku, i

sinapinsku kiselinu, sinapin i njegove derivate, ukupne neidentificirane i ukupne fenole i vezane

fenolne spojeve — sinapinsku kiselinu i ukupne neidentificirane i ukupne fenole. Svi odabrani
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parametri obiljezeni su faktorom vaznosti 3. Rezultati optimizacije su dali rjeSenje od 8 min

trajanja tretmana uz amplitudu od 96% uz poZeljnost 0.515.

Factor Coding: Actual

Desirability
@ Design Points

0,000 [ 1.000

X1 = A: Vrijeme
X2 = B: Amplituda

B: Amplituda (%)

Desirability
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Slika 11. Pozeljnost optimiranog tretmana UVI

Desirability 0,515
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5. ZAKLJUCAK
Na temelju provedenog istrazivanja utjecaja kriomljevenja uz primjenu kriogenog hladenjau
vremenskom intervalu od 12 minuta te tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta na

antioksidacijsku aktivnost pogace uljane repice moze se zakljuditi sljedece:

1. Mljevenje pogace uljane repice na Kriomlinu uz hladenje uzrokuje vece i brze
smanjenje veli¢ine Cestica te uniformiraniju raspodjelu Cestica.

2. Vrijeme tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta pokazalo je statisticki znacajan
utjecaj na povecéanje udjela miristinske (C14:0) i eruka (C22:1) masne Kiseline, dok je
interakcija vremena tretiranja i amplitude imala znacajan utjecaj na povecanje udjela
palmitoleinske (C16:1), heptadekanske (C17:0) i heptadecenske (C17:1) masnhe
Kiseline (p < 0,05).

3. Utvrden je statisticki znaCajan utjecaj vremena tretiranja ultrazvukom visokog
intenziteta na povecéanje koncentracije p-kumarinske kiseline kod slobodnih fenolnih
spojeva i utjecaj amplitude na povecanje koncentracije ruzmarinske kiseline kod
vezanih fenolnih spojeva (p < 0,05).

4. Koncentracija sinapinske i p-kumarinske kiseline ima statisti¢ki zna¢ajnu korelaciju s
antioksidacijskom aktivnosti slobodnih fenola, dok kod vezanih fenola statisticki
znacajnu korelaciju pokazuje koncentracija ferulinske i p-kumarinske kiseline (r >
0,666).

5. Vrijeme tretiranja ultrazvukom visokog intenziteta od 8 minuta i amplituda od 96 %
pokazali su se optimalnima za povecanje udjela ferulinske kiseline, sinapinske
kiseline, sinapina, ostalih derivata, neidentificiranih spojeva te ukupnih fenola kod
slobodnih polifenolnih spojeva te sinapinske kiseline, neidentificianih spojeva i
ukupnih fenola kod vezanih polifenolnih spojeva uz povecanje antioksidacijske

aktivnosti (pozeljnost 0.515).
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