Utjecaj pulsirajuceg elektricnog polja (PEF) i hladnog
presanja na iskoristenje i kemijski sastav ulja
sjemenki grozda

Sobotincié, Lucija

Master's thesis / Diplomski rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/ur:nbn:hr:159:613467

Rights / Prava: Attribution-NoDerivatives 4.0 International/lmenovanje-Bez prerada 4.0
medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-06-30

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:613467
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nd/4.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:4861
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:4861
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:4861

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2023. Lucija Sobotinci¢



UTJECAJ PULSIRAJUCEG
ELEKTRICNOG POLJA (PEF) |
HLADNOG PRESANJA NA
ISKORISTENJE I KEMIJSKI
SASTAV ULJA SJEMENKI
GROZDPA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju i analitiku vina na Zavodu za prehrambeno-
tehnoloSko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu pod
mentorstvom izv. prof. dr. sc. Natke Curko te uz pomo¢ doc. dr. sc. Marine Tomagevi¢ i

dr. sc. Katarine Luki¢.



Ovo istrazivanje provedeno je u sklopu projekta ,,Odrzivo gospodarenje otpadom od
proizvodnje vina““ (KK.01.1.1.07.0007) sufinanciranom od strane Europske Unije iz Europskog
fonda za regionalni razvoj Konkurentnost i kohezija 2014. — 2020., Jacanje kapaciteta za

istrazivanje, razvoj i1 inovacije.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju i analitiku vina

Znanstveno podrucje: Biotehni¢ke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Diplomski sveu¢ili$ni studij: Nutricionizam

UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) I HLADNOG PRESANJA NA
ISKORISTENIJE I KEMIJSKI SASTAV ULJA SJEMENKI GROZDA

Lucija Sobotinci¢, univ. bacc. nutr., 0058212348

Sazetak: Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj tretiranja sjemenki komine grozda pulsiraju¢im elektri¢nim
poljem (PEF) prije hladnog presanja na iskoriStenje, kemijski sastav te antioksidacijski kapacitet ulja
sjemenki grozda sorte Grasevina. Primijenjeni su razli¢iti parametri PEF predtretmana jakosti
elektri¢nog polja 12,5 15,6 kV/cm, tijekom 15 i 30 min (uz duljinu trajanja pulsa od 1 us i frekvenciju
od 100 Hz). Provedeno je spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva. Sastav
pojedina¢nih polifenolnih spojeva odreden je primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC-DAD/MS). Sastav masnih kiselina odreden je primjenom plinske kromatografije
(GC-FID). Antioksidacijski kapacitet ulja odreden je u hidrofilnoj i lipofilnoj frakciji ulja ORAC
metodom (H-ORAC i L-ORAC). Primjena PEF predtretmana utjecala je na povecéanje iskoristenja
ekstrakcije, povecanje koncentracije ukupnih i pojedina¢nih polifenola, kao i poveéanje H-ORAC i L-
ORAC vrijednosti, posebice kod primjene elektri¢nog polja viSe jakosti te pri duljem vremenu tretiranja.
Suprotno, navedeni PEF predtretmani nisu pokazali znacajniji utjecaj na sastav masnih kiselina.

Kljuéne rijeci: Grasevina, sjemenke komine grozda, ulje sjemenki grozda, hladno presanje, pulsirajuce
elektri¢no polje (PEF)

Rad sadrzi: 45 stranica, 9 slika, 8 tablica, 60 literaturnih navoda, 0 priloga
Jezik izvornika: hrvatski
Rad je u tiskanom i elektronickom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb
Mentor: izv. prof. dr. sc. Natka Curko
Pomo¢ pri izradi: doc. dr. sc. Marina Tomasevic i dr. sc. Katarina Luki¢
Struc¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. prof. dr. sc. Karin Kovacéevi¢ Gani¢ (predsjednik)
izv. prof. dr. sc. Natka Curko (mentor)
izv. prof. dr. sc. Tomislava Vukusi¢ Pavié¢i¢ (¢lan)
prof. dr. sc. Sandra Balbino (zamjenski ¢lan)

oo

Datum obrane: 27. rujna 2023.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Engineering
Laboratory for Technology and Analysis of Wine

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

Graduate university study programme: Nutrition

THE EFFECT OF PULSED ELECTRIC FIELDS (PEF) AND COLD PRESSING ON
EXTRACTION YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF GRAPE SEED OIL

Lucija Sobotinci¢, univ. bacc. nutr., 0058212348

Abstract: The aim of this study was to examine the effect of pulsed electric field (PEF) treatments prior
to cold pressing on extraction yield, chemical composition and antioxidant capacity of Grasevina grape
seed oil. Different PEF pretreatments were applied: electric fields strength of 12.5 and 15.6 kV/cm,
during 15 and 30 min (with pulse duration of 1 ps and pulse frequency of 100 Hz). Concentrations of
total and individual polyphenols were determined by spectrophotometry and high performance liquid
chromatography (HPLC-DAD/MS), respectively. Fatty acid composition was determined by gas
chromatography (GC-FID). Antioxidant capacity was determined in hydrophilic and lipophilic fraction
of oil by ORAC method (H-ORAC and L-ORAC). PEF pretreatments increased extraction yield,
concentrations of total and individual phenolic compounds, as well as H-ORAC and L-ORAC values;
particularly when higher electric fields strength and longer pretreatment time were applied. Contrary,
composition of fatty acids was not affected by these pretreatments.

Keywords: Grasevina, grape seed pomace, grape seed oil, cold pressing, pulsed electric fields (PEF)

Thesis contains: 45 pages, 9 figures, 8 tables, 60 references, 0 supplements
Original in: Croatian
Graduate Thesis in printed and electronic (pdf format) form is deposited in: The Library of the
Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb.
Mentor: Natka Curko, PhD, Associate professor
Technical support and assistance: Marina Tomasevi¢, PhD, Assistant professor and Katarina
Luki¢, PhD
Reviewers:
1. Karin Kovacevi¢ Gani¢, PhD, Full professor (president)
2. Natka Curko, PhD, Associate professor (mentor)
3. Tomislava Vukusi¢ Pavi¢i¢, PhD, Associate professor (member)
4. Sandra Balbino, PhD, Full professor (substitute)

Thesis defended: September 27, 2023



Sadrzaj

Lo UVOD . e 1
2. TEORIISKI DIO ..o 2
2.1. KEMIJSKI SASTAV ULJA SJEMENKI GROZDA..........ccccooovuererereerisresreeesenieenan, 2
2.2.  METODE EKSTRAKCIJA ULJA SJEMENKI GROZDA .......cccceovreererirrererireinns, 5
2.2.1.  Konvencionalne metode eKStrakCije..........ccooereriiiiiniiiiiccc e 5
2.2.2.  Suvremene Metode eKSIraKCIJe.........cuiiiiiieiiie e 7
2.3.  PRIMJENA PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) U
PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI ..o 10
2.3.1. Mehanizam djelovanja i primjena pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF)........... 10
2.3.2.  Ekstrakcija ulja potpomognuta primjenom pulsirajuceg elektri¢nog polja........ 12
3. EKSPERIMENTALNIDIO ..o 14
3L MATERIJAL ..o 14
3.1.1.  Sjemenke komine groZda ...........cccoviiiiiiiiiiiicii s 14
312, KeMIKAIJE ..o 14
313, APAratura i PriDOC ..c..oeceeec e 15
3.2 METODE......oi e 17
3.2.1.  Primjena pulsirajuéeg elektri¢nog polja (PEF) kao predtretmana hladnom
J OS] L TP USSP PSP PR PP PRI 17
3.2.2.  Ekstrakcija ulja hladnim preSanjem .........c.ccocveiiriinieeiieiiiie s 18
3.2.3.  Odredivanje iskoriStenja ekstrakcije ulja hladnim preSanjem.............ccccevvennnn 18
3.2.4.  Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva ..........cccooeiiiiiiiiiiiiii 19
3.2.5.  Odredivanje sastava pojedinacnih polifenolnih spojeva..........cccccveiiiiiiininnns 20
3.2.6.  Odredivanje sastava masnih Kiselina..........cccocceviiiiiiiiiiiiiiciccn 22

3.2.7.  Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u hidrofilnoj i lipofilnoj frakciji ulja23
3.2.8.  ODrada podataka...........cccoreiiiiiiiiiieee e 24
4. REZULTATI I RASPRAVA ..ot 25

4.1. UTJECAJ PREDTRETMANA PULSIRAJUCIM ELEKTRICNIM POLJEM (PEF)
NA ISKORISTENJE EKSTRAKCIJE ULJA SJEMENKI GROZDA HLADNIM
PRESANTEM ..ottt et e ee et et e e et et et ees e e et e et e et e e et e es e e e e et e es e e e e es e s eeereerae s 26

4.2. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF)  HLADNOG
PRESANJA NA SASTAV UKUPNIH POLIFENOLA U ULJU SJEMENKI GROZPA .. 28

4.3. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) I HLADNOG
PRESANJA NA SASTAV POLIFENOLNIH SPOJEVA U ULJU SJEMENKI
GROZDA ..o e ettt et e e et et et et e et et e e e s et et e e ee e e et et e e e s 30



4.4. UTIECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF)  HLADNOG

PRESANJA NA SASTAV MASNIH KISELINA ULJA SJEMENKI GROZDA .............. 33

45. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF)  HLADNOG

PRESANJA NA ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ULJA SJEMENKI GROZDPA ......35
B, ZAKLIUCKC ..o e ee e e e r et e, 38

6. LITERATURA bbbt 39



1. UVOD

Vinska industrija kao gospodarski vazan sektor na godi$njoj razini generira oko 30 milijuna
tona otpada od proizvodnje vina. Prema podacima Medunarodne organizacije za vinovu lozu i
vino (O1V, 2022) proizvodnja grozda 2021. godine iznosila je 69,5 milijuna tona, od kojih je
48,8 % iskoristeno za proizvodnju vina. Nastojanja za smanjenjem ukupne koli¢ine otpada od
proizvodnje vina dodatno su podrzana u €injenici da navedeni otpad predstavlja visokovrijedni
nusproizvod. Naime, glavninu otpada od proizvodnje vina ¢ini komina dobivena nakon
presanja, koja zbog visoke koncentracije bioloski aktivnih spojeva posjeduje potencijal za
razvoj novih, inovativnih proizvoda visoke nutritivne vrijednosti i povoljnog ucinka na
zdravlje. Jedan od navedenih proizvoda svakako je ulje sjemenki grozda, ¢ija proizvodnja ne
doprinosi samo boljem upravljanju otpadom, ve¢ predstavlja i proizvod s dodanom vrijednoscu

dobiven iz sjemenki komine kao glavnog nusprodukta proizvodnje vina.

Ekstrakcija ulja iz sjemenki komine grozda naj¢esce se provodi metodom hladnog presanja,
koja u usporedbi s ekstrakcijom organskim otapalima predstavlja ,,zelenu metode ekstrakcije®.
Takoder, navedena metoda ekstrakcije rezultira uljem pozeljne kvalitete i senzorskih
karakteristika s visokom koncentracijom bioloski aktivnih spojeva (u prvom redu antioksidansa
i fitokemikalija), medutim i znacajno nizim prinosima U odnosu na ekstrakciju organskim
otapalima. Osim navedenih konvencionalnih metoda, danas sve §iru primjenu imaju i
suvremene metode ekstrakcije, medu kojima i pulsirajuce elektri¢no polje (PEF). PEF kao
netoplinska metoda obrade namirnice ukljucuje upotrebu vanjskog elektricnog polja u obliku
impulsa, niskog do umjerenog intenziteta 1 kratkog trajanja (mikrosekunde), S$to izaziva
formiranje pora u staniénim membranama tretiranog materijala te povecava stani¢nu
propusnost. Ranija istrazivanja pokazala su kako je primjenom adekvatnih parametara PEF
predtretmana moguce povecati iskoriStenje ekstrakcije ulja hladnim preSanjem, medutim

utjecaj navedenih metoda ekstrakcije na prinos i kvalitetu ulja sjemenki grozda je neistrazen.

Cilj ovoga diplomskog rada bio je istraziti utjecaj predtretmana pulsiraju¢im elektri¢énim
poljem (primjenom intenziteta elektriénog polja od 12,5 i 15,6 kV/cm te duljine tretiranja
predtretmana od 15 i 30 min) na prinos, sastav (koncentraciju ukupnih i pojedina¢nih
polifenolnih spojeva, sastav masnih kiselina) te antioksidacijski kapacitet (lipofilni i hidrofilni

ORAC) hladno preSanog ulja sjemenki grozda Grasevina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEMIJSKI SASTAV ULJA SJEMENKI GROZPA

Prema literaturnim podacima udio ulja u sjemenci grozda moze varirati od 7 do 20 %
(Carmona-Jimenez i sur., 2022; Shinagawa 1 sur., 2017; Garavaglia i sur., 2016). Ulje
karakterizira visok udio hidrofobnih te nizak udio hidrofilnih spojeva (Garavaglia i sur., 2016).
Glavne hidrofobne, odnosno lipofilne komponente ¢ine masne kiseline. U sastavu ovog ulja
prevladavaju nezasi¢ene masne kiseline (85-90 %) (Bellili i sur., 2018), od kojih otprilike dvije
tre¢ine C¢ine polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA), dok se preostala tre¢ina odnosi na
mononezasicene Kiseline (MUFA) (Nikolova i sur., 2021). Najzastupljenija masna kiselina u
ulju sjemenki grozda je linolna kiselina (58-78 %), polinezasi¢ena masna kiselina koja U Sv0joj
kemijskoj strukturi sadrzi dvije dvostruke veze, a slijede je oleinska kiselina (12-28 %),
palmitinska kiselina (5,5-11 %) (Bellili i sur., 2018; Lutterodt i sur., 2011) te stearinska kiselina
(2-4 %) (Nikolova i sur., 2021; Lutterodt i sur., 2011). S druge strane, ovo ulje karakterizira
niski udio a-linolenske (0,2-0,91 %) i arahidonske kiseline (0,03-0,18 %). Zastupljenost
pojedinih masnih Kiselina ovisi o utjecaju razli¢itih faktora, kao S$to su sorta, geografsko
podrijetlo, zrelost grozda, ali i metoda ekstrakcije ulja (Bellili i sur., 2018). Po sastavu masnih
kiselina ulje sjemenki grozda je najsli¢nije suncokretovom ulju, koje takoder sadrzi visi udio

linolne i oleinske kiseline, a vrlo male koli¢ine a-linolenske kiseline (Matthaus, 2008).

Vrlo vazna lipofilna komponenta ulja sjemenki grozda je vitamin E, odnosno tokoferoli (a-
, B-, v- 1 6- tokoferol) i tokotrienoli (a-, B-, y-, 1 8-tokotrienol). Medu tokoferolima, najaktivnijim
se smatra a-tokoferol (Carmona-Jimenez i sur., 2022), koji je ujedno i najzastupljeniji tokoferol
u ovome ulju, dok najjace antioksidacijsko djelovanje pokazuje y-tokoferol. Ulje sjemenki
grozda u svom sastavu ima i zna¢ajnu koncentraciju tokotrienola i to posebno y- i a-tokotrienola
(Garavaglia i sur., 2016). Pojedini autori navode kako je udio vitamina E u ulju izmedu 1 i
53 mg/100 g ulja (Garavaglia i sur., 2016), drugi pak navode ukupnu koli¢inu tokoferola i
tokotrienola u ulju, koja odgovara rasponu od 63-1208 mg/kg ulja, odnosno 6,3-120,8 mg/100 g
ulja (Matthdus, 2008). Udjeli vitamina E, odnosno tokoferola i tokotrienola takoder mogu
varirati s obzirom na odredene ¢imbenike, primjerice okolisne uvjete kultivacije (Garavaglia i
sur., 2016), metodu ekstrakcije (ulja dobivena ekstrakcijom superkriticnim CO, pokazuju vise
udjele tokoferola i tokotrienola u odnosu na ulja dobivena ekstrakcijom heksanom), sortu i
geografsko podrijetlo (Bellili i sur., 2018). Relativno visoka koncentracija vitamina E u ulju

sjemenki grozda navodi se kao jedna od njegovih najveé¢ih prednosti, ¢ije koncentracije mogu



biti i visSe od onih u suncokretovom ili maslinovom ulju (Garavaglia i sur., 2016) ili pak

komparabilne s koncentracijama utvrdenim u repi¢inom ili sojinom ulju (Matthéus, 2008).

Fitosteroli ¢ine 0,2-1,1 % ulja sjemenki grozda (Nikolova i sur., 2021), ¢ija koncentracija
najcesce varira izmedu 87 1 100 mg/kg (Gitea i sur., 2023). Najzatupljeniji fitosterol je B-
sitosterol, koji ¢ini od 65 do 80,6 % ukupnog udjela sterola, a slijedi ga stigmasterol s oko 10 %
(Gitea i sur., 2023; Nikolova i sur., 2021), dok su kampesterol, sitostanol, klerosterol i
brasikasterol prisutni u neSto nizim udjelima. Ranija istraZivanja pokazala su kako
koncentracija fitosterola u najvecoj mjeri ovisi 0 samom sastavu grozda te primijenjenoj metodi
ekstrakcije (Gitea i sur., 2023).

Glavne hidrofilne komponente u ulju sjemenki grozda su polifenolni spojevi, a
najzastupljeniji medu njima su katehini, epikatehini, trans-resveratrol i proantocijanidin B1
(Garavaglia i1 sur., 2016). Naime, iako sjemenka grozda sama po sebi sadrzi Vvisoke
koncentracije polifenolnih spojeva (Bail i sur., 2008), prilikom presanja, odnosno ekstrakcije
ulja, samo maleni udio fenolnih spojeva prelazi u ulje zbog njihove visoke hidrofilnosti. Uslijed
navedenog, koncentracije polifenolnih spojeva u ulju sjemenki grozda su relativno niske
(posebice u odnosu na maslinovo, ali i suncokretovo ulje) te iznose oko 0,01 mg/g ulja (Bellili
i sur., 2018; Matthaus, 2008). Nadalje, sastav i koncentracija polifenolnih spojeva u ulju
sjemenki grozda takoder ovise o brojim faktorima kao $to su sorta, geografsko podrijetlo,
stupanj zrelosti grozda, tretman grozda nakon berbe, metoda ekstrakcije ulja, ali i sami uvjeti

tijekom skladistenja (Bellili i sur., 2018).

Nadalje, jedna od vaznih stavki koja utjece na preferenciju konzumenta kod ovog ulja je
njegova aroma, odnosno interakcija okusa i mirisa, pri kojoj klju¢nu ulogu imaju hlapljivi
spojevi (Sevindik i sur., 2022). Njih ¢ine alkoholi poput 2,3-butandiola, 3-metil butanola, 2-
metil butanola ili heksanola, aldehidi poput pentanala i heksanala, ketoni, esteri, kao i razli¢ite
organske kiseline (Bellili i sur., 2018). Tako primjerice heksanol i izoamilni alkoholi ulju daju
zacinske, biljne i voéne note, dok su aldehidi (pentanal, heksanal i furfural) i esteri (etil
heksanoat i etil oktanoat) nosioci vo¢nih i cvjetnih aroma (Shinagawa i sur., 2017).
Koncentracija pojedinih hlapljivih spojeva se moze razlikovati s obzirom na sortu, pa tako ulja
sjemenki grozda crnih sorti sadrze nesto vise koncentracije 2-metil- i 3-metil butanola, dok ulja
dobivena iz bijelog grozda, primjerice sorti Welschriesling ili Chardonnay sadrze vise
koncentracije heksil acetata, izoamil acetata, 2-heptanona, benzaldehida, ali i etil acetata te
octene kiseline (Bail i sur., 2008). Naime, kao posljedica mikrobne degradacije, oksidacijskih

procesa te degradacije triglicerida moze do¢i do formiranja nepozeljnih spojeva arome kao §to
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su etil acetat i octena Kiselina, pri ¢emu je posebnu pozornost potrebno posvetiti pri proizvodnji

ulja sjemenki bijelog grozda (Shinagawa i sur., 2017; Matthdus, 2008).

Kemijski sastav ovog ulja uvjetuje i odredene nutritivne prednosti. Naime, visok udio
nezasi¢enih masnih kiselina u prehrani moze utjecati na smanjenje rizika oboljenja od
kardiovaskularnih bolesti (Sabir i sur., 2012). S druge strane, ulja s visokim udjelom
nezasi¢enih masnih kiselina podloznija su oksidaciji zbog veceg broja dvostrukih veza pa su
time i nestabilnija. Takoder, smatra se kako su masne kiseline ulja sjemenki grozda odgovorne
i za njegova antibakterijska i antifungalna svojstva. lako sam mehanizam nije u potpunosti
razjasnjen, znanstvenici pretpostavljaju kako se hidrofobni ugljikovodi¢ni lanci masnih kiselina
mogu inkorporirati u fosfolipidni dvosloj membrana bakterija i tako povecéati njezinu
propusnost. Antibakterijsko djelovanje je uoceno posebno na Gram-pozitivnim bakterijama,
vjerojatno kao posljedica slabije zastite membrane u odnosu na Gram-negativne bakterije, pri
¢emu je utvrdena pozitivna korelacija izmedu antibakterijskog uc€inka te koncentracija linolne
kiseline i polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) (Dabetic i sur., 2020). Takoder, zdravstvene
prednosti ovog ulja vezuju se i za sastav vitamina E uslijed njegovog antioksidacijskog,
neuroprotektivnog i antitumorskog djelovanja (Carmona-Jimenez i sur., 2022; Garavaglia i sur.,
2016), kao i sastava fitosterola. Vaznost fitosterola za zdravlje uvjetovana je njihovom
kemijskom strukturom, koja je vrlo sli¢na strukturi kolesterola, uslijed ¢ega se s njim natjecu
za apsorpciju u crijevima, pritom smanjuju¢i njegovu apsorpciju (Shinagawa i sur., 2017).
Takoder, fitosteroli mogu sprijeciti oslobadanje molekula koji sudjeluju u oksidaciji LDL-a

(Garavaglia i sur., 2016).



2.2. METODE EKSTRAKCIJA ULJA SJEMENKI GROZPA

Ulje sjemenki grozda se najceS¢e ekstrahira uz pomo¢ organskih otapala ili hladnim
presanjem (Mali¢anin i sur., 2014), koje predstavljaju konvencionalne metode ekstrakcije.
Metodom hladnog presanja najcesce se proizvode ulja namijenjena ljudskoj konzumaciji, sa
svrhom ocuvanja visoke nutritivne vrijednosti i kvalitete ulja, dok se ekstrakcija organskim
otapalima provodi s ciljem ostvarenja $to veceg prinosa ulja te je uslijed toga i zastupljenija u
proizvodnji ulja za kozmetic¢ke svrhe (Sevindik i sur., 2022). S druge strane, u novije vrijeme
sve §iru primjenu imaju 1 suvremene metode ekstrakcije poput ekstrakcije superkriticnim
fluidom (superkriti¢ni ugljikov dioksid), ali i primjena suvremenih predtretmana poput
predtretmana ultrazvukom, mikrovalovima ili pulsiraju¢eg elektricnog polja prije ekstrakcije
ulja (Curko i sur., 2023; Bellili i sur., 2018). Sve tehnike ekstrakcije dijele odredene temeljne
principe i ciljeve, a to su maksimalno o¢uvanje kvalitete ulja uz postizanje maksimalnih prinosa
(te posljedi¢no smanjenje udjela ulja zaostalog u pogaci) u okviru koristene metode ekstrakcije

(Cakaloglu i sur., 2018).
2.2.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Ekstrakcija uz pomo¢ organskih otapala pripada, uz enzimski potpomognutu ekstrakciju, u
skupinu kemijskih metoda ekstrakcije. Temelji se na otapanju ulja u otapalu i njegovu
uklanjanju iz okoline, odnosno sjemenke (Cakaloglu i sur., 2018). Prilikom ekstrakcije po
Soxhletu kao otapalo se najéescée koristi n-heksan te petroleter (Gitea i sur., 2023). Nakon §to
se ulje ekstrahira uz pomo¢ organskog otapala, obavezno slijedi postupak rafinacije, koji
najéesce podrazumijeva nekoliko koraka, kao $to su degumiranje, neutralizacija, bijeljenje,
vinterizacija i deodorizacija (Argon i sur., 2020). Mnogi znanstvenici upravo rafinaciju
smatraju jednim od najvecih nedostataka ulja dobivenih ovakvom metodom ekstrakcije, jer
takva ulja imaju slabije izraZzenu boju, miris i aromu (Gitea i sur., 2023). Takoder, ova metoda
zahtijeva primjenu velikih koli¢ina organskih otapala, koja imaju nepozeljno djelovanje na
okoli§ (Bellili i sur., 2018). Medutim, velika prednost ekstrakcije organskim otapalima je
znacajno veéi prinos ulja, prosje¢no ¢ak i do 11,5 %, u odnosu na hladno presanje. Brojni su
¢imbenici koji utjeCu na uspjesnost ove tehnike ekstrakcije, kao $to su kontakt ulja s otapalom
(predtretman sjemenke je vrlo vazan kako bi se povecala dodirna povrsSina izmedu otapala 1
ulja), kemijska struktura otapala, koli¢ina otapala koja se koristi, temperatura (povisena

temperatura olakSava ekstrakciju ulja) (Cakaloglu i sur., 2018).



Hladno preSanje je konvencionalna metoda ekstrakcije, koja za razliku od ekstrakcije
organskim otapalima, predstavlja tzv. zelenu metodu ekstrakcije (Ramadan i sur., 2020).
Pravilnik o jestivim uljima i mastima (2019) definira hladno presana ulja kao proizvode koji se
dobivaju iz odgovarajucih sirovina samo mehani¢kim postupcima, primjerice preSanjem, bez
primjene topline, a naknadno se moze provesti i postupak ¢iS¢enja odnosno bistrenja pranjem
vodom, dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem. S obzirom na relativno nizak udio ulja
u sjemenkama grozda, ekstrakcija organskim otapalima se smatra najucinkovitijom metodom,
no danas se na trziStu biljezi porast potraznje kupaca za hladno preSanim uljem sjemenki
grozda, koje predstavlja visokokvalitetan proizvod (Bjelica i sur., 2019). Izbjegavanje upotrebe
kemikalija i visokih temperatura rezultira uljem sacuvane kvalitete, vrlo visoke nutritivne
vrijednosti, senzorskih karakteristika i visoke koncentracije bioaktivnih spojeva, poput
antioksidansa i fitokemikalija (Gitea i sur., 2023; Argon i sur., 2020). Spomenute prednosti
nadopunjuju opée karakteristike mehani¢kih metoda ekstrakcije, poput jednostavnosti
koriStenja, relativno kratkog trajanja procesa, potrebe za malim koli¢inama sirovog materijala.
Najveéi nedostatak ovakve metode ekstrakcije je svakako nizak prinos, visok udio ulja u pogaci,
ali i otezano postizanje uniformnosti i standardizacije proizvoda (Cakaloglu i sur., 2018). Manji
prinosi su posljedica tvrde, vlaknaste i drvenaste strukture sjemenke koja prilikom presanja
pruza otpor. Povecanju iskoriStenja moze doprinijeti predtretman sjemenke, primjerice
poveéanjem temperature, no tada treba imati na umu da ovaj postupak nije dozvoljen kod
hladnog presanja, ali i potencijalni pad kvalitete ulja zbog moguce degradacije pojedinih
termonestabilnih komponenti (Bellili i sur., 2018). Na sjemenke se prije samog presanja, s
ciljem povecanja prinosa, moze djelovati i upotrebom enzima, tretmanom mikrovalovima,
parenjem ili kondicioniranjem (Ramadan i sur., 2020). Prilikom odabira predtretmana iznimno
je vazno obratiti paznju na bioaktivne komponente sjemenke i ciljane rezultate presanja, kako
ne bi doslo do degradacije sastojaka u ulju, ali i gubitka kvalitete. Dodatno, manja brzina
rotacije puza prese te manji promjer matrice na dijelu za praznjenje takoder rezultiraju ve¢im
prinosom ulja (Argon i sur., 2020). Hladno preSana ulja su u vecini slu¢ajeva spremna za
konzumaciju odmah nakon presanja i ne zahtijevaju proces rafinacije, Uz najéeScu primjenu
dekantiranja, filtriranja ili centrifugiranja kao postupka bistrenja ulja dobivenog nakon presanja
(Cakaloglu i sur., 2018).

Usporedbom sastava ulja sjemenki grozda dobivenih hladnim preSanjem i ekstrakcijom
organskim otapalima, uoc¢en je veci udio nezasi¢enih masnih kiselina u hladno presanom ulju,

bez obzira na sortu. Takoder, hladno presana ulja pokazuju veci udio a- i y-tokotrienola, ali i



tokoferola, gdje su utvrdene koncentracije izmedu 40,53 1 90,45 mg/100 g ulja, dok su u uljima
ekstrahiranim organskim otapalima utvrdene koncentracije od 29,99 do 82,36 mg/100 g ulja.
Suprotno ocekivanjima, pojedina istrazivanja pokazala su kako ulja dobivena ekstrakcijom po
Soxhletu mogu sadrzavati visoke udjele polifenolnih spojeva (Juhaimi i Ozcan, 2017). Takoder,
zanimljivo je spomenuti i kako su u ulju dobivenim metodom ekstrakcije otapalima utvrdene
znacajno vise koncentracije heksanala, spoja za koji se pretpostavlja da nastaje degradacijom
linolne kiseline (Bail i sur., 2008).

2.2.2. Suvremene metode ekstrakcije

Iako su hladno preSanje i1 ekstrakcija organskim otapalima glavne metode ekstrakcije ulja
sjemenki grozda, novija znanstvena istrazivanja usmjerena su i na metode ekstrakcije
superkritiénim fluidima, u prvom redu ekstrakcija superkriticnim ugljikovim dioksidom (SC
CO2) (Bellili i sur., 2018). SC CO, ekstrakcija, kao i hladno preSanje, predstavlja zelenu
metodu ekstrakcije, a karakterizira je upotreba CO, u ulozi otapala, odnosno sredstva koje
provodi ekstrakciju. Navedenom metodom moguce je ekstrahirati ulja iz razlicitih uljarica,
sjemenki ili orasastih plodova (npr. uljane repice, suncokreta, soje, sjemenki marelice, sjemenki
grozda, oraha). Uvjeti SC COg, kao $to su tlak CO,, temperatura ili brzina protoka otapala,
ovisit ¢e o sastavu supstrata te bioaktivnim komponentama ulja koje se zeli ekstrahirati.
Prednosti ove metode, u odnosu na konvencionalne metode ekstrakcije organskim otapalima,
su veci stupanj selektivnosti, krace trajanje te izostanak negativnog djelovanja na okolis.
Naime, CO: nije zapaljivo otapalo, a ujedno se moze i reciklirati. Takoder, CO, ne ostavlja
nikakve nusprodukte niti ostatke u proizvodu pa se postize vrlo visoka Cisto¢a dobivenog
ekstrakta (Lavenburg i sur., 2021). Dodatna prednost metode je mogucnost razdvajanja
termonestabilnih spojeva jer se moze provoditi i pri niskim temperaturama (Gitea i sur., 2023).
Najznacajniji nedostatci su nepolarnost CO3, koja ograni€ava ekstrakciju polarnih komponenti
poput polifenolnih spojeva i visoka cijena. Upravo spomenuti manjak ekonomicnosti metode,
odnosno njezina visoka cijena provodenja je faktor koji ograni¢ava Sirenje upotrebe ovakvog

nacina ekstrakcije u prehrambenoj industriji (Lavenburg i sur., 2021).

Nadalje, suvremene metode ekstrakcije podrazumijevaju i primjenu konvencionalnih
metoda ekstrakcije (poput hladnog preSanja) potpomognutih razli¢itim suvremenim
predtretmanima kako bi se povecalo iskoristenje ekstrakcije. Navedeni predtretmani ukljucuju
primjenu razli¢itih metoda/tehnika, bilo kemijskih (poput ekstrakcije potpomognute

enzimima), toplinskih (poput ekstrakcije mikrovalovima) ili netoplinskih (poput ekstrakcije



potpomognute ultrazvukom i primjenom pulsiraju¢eg elektri¢nog polja). Utjecaj navedenih

predtretmana na sastav i kvalitetu ulja sjemenki grozda jo$ je neistrazen.

Tijekom ekstrakcije potpomognute enzimima dolazi do enzimskog razaranja stani¢nih
stijenki sjemenke i ekstrakcije ulja, a medij koji se koristi za separaciju je voda (Cakaloglu i
sur., 2018). Metoda funkcionira po principu vezanja stani¢ne stijenke stanice za aktivno mjesto
enzima, a njihovo vezanje zatim uzrokuje promjenu konformacije enzima $to pak dovodi do
prekidanja odredenih veza u stanicnoj stijenci i lakSeg izlaska unutarstanicnog sadrzaja. U
sjemenkama se kapljice ulja uglavnom nalaze okruzene proteinima pa se enzimskom
hidrolizom proteina laksSe dolazi do samoga ulja (Nadar i sur., 2018). Takoder, ulje je vrlo tesko
izvuéi iz kotiledona kojeg okruzuju stijenke gradene iz celuloze, hemiceluloze, lignina i
pektina, pa vrlo vaznu ulogu imaju i enzimi koji hidroliziraju ugljikohidrate (Lavenburg i sur.,
2021). Metoda je razvijena s ciljem smanjenja upotrebe otrovnih i §tetnih otapala, a upotreba
enzima se pokusava svesti na minimalne razine (Cakaloglu i1 sur., 2018). Enzimski
potpomognuta ekstrakcija nema negativan utjecaj na okoli§, za provodenje metode nisu
potrebne iznimno visoke temperature i ne zaostaju tragovi otapala (Lavenburg i sur., 2021).
Enzimi koji se najcesce upotrebljavaju su hemicelulaza, alkalaza, pektinaza (Cakaloglu i sur.,
2018), a prilikom ekstrakcije ulja iz sjemenki grozda se Cesto koristi celulaza (Nadar i sur.,
2018).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je takoder jedna od suvremenih metoda
ekstrakcije. Mikrovalovi su elektromagnetski oblik energije frekvencija izmedu 300 MHz 1
300 GHz. Energija se ovom metodom prenosi u obliku valova kroz biomaterijal i reagira pritom
s polarnim molekulama, primarno vodom, §to rezultira pove¢anjem temperature (Kumar i sur.,
2018). Prilikom tretiranja suhog biljnog materijala mikrovalovima dolazi do zagrijavanja vrlo
sitnih kapljica vode koje su jo$ zaostale u uzorku i njihovog isparavanja. Isparavanje zatim
stvara tlak na unutra$njoj strani stani¢ne stijenke i posljedicno stijenka puca Sto omogucuje
puno lakSu ekstrakciju koja slijedi (Bitwell 1 sur., 2023). Metoda je vrlo ucinkovita pri
ekstrakciji raznih spojeva, kao §to su eteri¢na ulja, pigmenti, antioksidansi (Cardoso-Ugarte i
sur., 2013). Prednosti su brojne, primjerice manja potrebna koli¢ina otapala i smanjeno vrijeme
ekstrakcije koja slijedi, relativno niska cijena metode, kratko vrijeme izlaganja mikrovalovima

Sto sprjecava degradaciju vecine komponenti (Kumar i sur., 2018; Cardoso-Ugarte i sur., 2013).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji se na razaranju stani¢nih stijenki u
sjemenci uz pomo¢ ultrazvuka, nakon ¢ega obi¢no slijedi ekstrakcija otapalom (Gitea i sur.,
2023). Koriste se ultrazvuéni valovi frekvencija 10 Hz — 20 kHz, a njihova energija izaziva
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cikluse kompresije 1 ekspanzije, na nacin da se formiraju vrlo mali mjehuri¢i koji, tijekom
prijenosa vibracija, rastu i zatim kolabiraju. Prednosti metode su jednostavnost i relativno niska
cijena, visoka u¢inkovitost, smanjuje se potrebno vrijeme i temperatura ekstrakcije koja slijedi,
ali 1 potrebna koli¢ina otapala (Masoodi i sur., 2022), a takoder ¢uva termolabilne komponente,
odnosno ne naruSava njihovu strukturu. Isto tako, pokazala se kao odli¢an predtretman prilikom

ekstrakcije polifenolnih spojeva (Bitwell i sur., 2023).

Ekstrakcija potpomognuta primjenom pulsirajuceg elektricnog polja takoder pripada
kategoriji modernih, suvremenih metoda ekstrakcije (Dimi¢ i sur., 2022). PEF je netoplinska
tehnologija obrade materijala koja ukljucuje upotrebu vanjskog elektricnog polja, pomocu
kojeg dolazi do oSteCenja staniéne membrane i strukturalnih promjena u njoj, ¢ime se
posljedi¢no postize njezina veca propusnost (Leone 1 sur., 2022). NajceSc¢e se materijal izlaze
elektri¢énim poljima u obliku impulsa, niskog do umjerenog intenziteta (do 10 kV/cm) 1 kratkog
trajanja (mikrosekunde), Sto izaziva formiranje pora u stanicnim membranama stanica
tretiranog materijala (Puertolas i Martinez de Marafion, 2015). Detaljan mehanizam djelovanja
pulsirajuceg elektricnog polja te njegova primjena u prehrambenoj industriji s naglaskom na

ekstrakciju ulja potpomognutu ovim tretmanom biti ¢e objasnjeni u nastavku.



2.3. PRIMJENA  PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) U
PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

2.3.1. Mehanizam djelovanja i primjena pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF)

Glavni mehanizam djelovanja PEF tehnologije ukljucuje proces elektroporacije prilikom
kojeg se, djelovanjem vanjskih elektricnih sila, povecava propusnost membrane.
Elektroporacija moze biti reverzibilna ili ireverzibilna. Do reverzibilne elektroporacije
uglavnom dolazi provodenjem PEF-a srednjeg intenziteta, pri cemu se pore nastale tretiranjem
vremenom ponovno zatvore, dok kod ireverzibilne elektroporacije, do koje dolazi provodenjem
PEF-a intenziteta veceg od 10 kV/cm, to nije slucaj. Takoder, pokazalo se kako ireverzibilna
elektroporacija znacajno poboljsava naknadnu ekstrakciju materijala. Jacina elektri¢nog polja
je proporcionalno povezana s ja¢inom oSte¢enja koje izaziva na stani¢noj membrani tretiranih
stanica. Tako ¢e polja intenziteta 0,1-10 kV/cm biti dovoljna za osjetljivija biljna tkiva, kao §to
su perikarp 1 mezokarp kod nekih vrsta voca, dok ¢e za tretiranje otpornijeg biljnog materijala,
poput sjemenki, biti potrebna polja intenziteta 10-20 kV/cm. Uspjesnost i ja¢ina postignute
elektroporacije ovisit ¢e stoga o nizu parametara, kao Sto su jakost elektri¢nog polja, oblik i
broj impulsa, trajanje tretmana i karakteristike biljnog materijala na kojemu se tretman provodi
(Ranjha i sur., 2021).

PEF je u prehrambenoj industriji poznat ve¢ neko vrijeme, ali se i dalje smatra
tehnologijom u razvoju i rastu. Danas se najceSée koristi prilikom pasterizacije namirnica,
posebno tekuéih, zbog letalnog udinka na vegetativne oblike bakterija, plijesni i kvasaca
(Nowosad i sur., 2021). Kantala i sur. (2022) su pokazali kako tretiranje soka od narance
pulsiraju¢im elektriénim poljem djeluje antimikrobno, a najja¢i u¢inak je uocen pri naponu
elektri¢nog polja od 30 kV. Vazno je napomenuti kako prilikom navedenog tretiranja nije doslo
do narusavanja nutritivne kvalitete soka, niti snizavanja koncentracije vitamina C. Isto tako,
tretiranje mlijeka kombinacijom PEF-a i mikrofiltracije u svrhu pasterizacije se pokazala
uc¢inkovitijom metodom u odnosu na tradicionalnu, toplinsku pasterizaciju. Prilikom blagog
poveéanja temperature provodenja kombinacije PEF metode i mikrofiltracije (50-65 °C)
produljuje se vrijeme roka trajanja tretiranog mlijeka, a time i samo antimikrobno djelovanje, a
najjace djelovanje je uoceno kod aerobnih bakterija, posebno entero- i psihotrofnih bakterija,

plijesni i kvasaca (Walking-Ribeiro i sur., 2011).

Ekstrakcija primjenom PEF-a moze utjecati na povecanje iskoristenja, kao i smanjenje

vremena ekstrakcije te u konacnici poboljsanje kvalitete ekstrakta, smanjenje rizika degradacije
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termonestabilnih spojeva uz izostanak negativnog djelovanja na okoli§ (Leone i sur., 2022;
Ranjha i sur., 2021). Primjena PEF tretmana se pokazala kao vrlo dobra metoda ekstrakcije
karotenoida i polifenolnih spojeva iz algi, a najjaca ekstrakcija pigmenata je uocena kod alge
Phaeodactylum tricornutum uz primjenu PEF tretmana i ekstrakciju otapalima (Kokkali i sur.,
2020). Nadalje, u vinskoj industriji ovaj tretman moze se primijeniti s ciljem povecanja
antioksidacijskog kapaciteta, skra¢ivanja vremena maceracije, ubrzavanja starenja vina,
inaktivacije oksidativnih enzima te povecanja ekstrakcije polifenolnih spojeva iz nusprodukata
vinske industrije (Saykova i sur., 2022). Naime, primjena PEF tretmana tijekom maceracije
crnog grozda pri energiji elektricnog polja izmedu 10 1 20 kJ/kg rezultirala je poviSenim
koncentracijama antocijana, tanina i polimeriziranih pigmenata nakon jedne godine starenja
vina. S druge strane, u uzorku tretiranom pri energiji od 2 kJ/kg nije utvrden porast
koncentracija navedenih spojeva. Ovi rezultati upucuju na zakljuéak kako vise energije
elektriénog polja stvaraju vece pore u membrani tretiranog uzorka, a time se omogucuje
kompleksnim polifenolnim molekulama laks$i izlazak iz stanice (Comuzzo i sur., 2020).
Takoder, istrazivanje provedeno na tretiranom grozdu sorte Merlot pokazalo je kako PEF moze

pozitivno utjecati na promjene u sastavu arome vina (Arcena i sur., 2021).

Ekstrakcija potpomognuta PEF-om, osim samostalne primjene PEF tretmana, moze
ukljucivati i primjenu PEF-a kao predtretmana prije tradicionalne ili suvremene metode
ekstrakcije (Ranjha i sur., 2021). PEF predtretman najces¢e se provodi s ciljem poveéanja
ekstraktibilnosti pojedinih bioaktivnih spojeva ili ukupnog iskoristenja ekstrakcije ulja.
Primjerice, znacajno povecanje koncentracije polifenolnih spojeva, posebice visoko-polarnih,
uoceno je u ulju maslina ekstrahiranom iz paste tretirane PEF-om (Leone i sur., 2022), a takoder
je utvrdeno kako ekstrakcija polifenolnih spojeva ne ovisi samo o parametrima PEF
predtretmana, ve¢ takoder i o samoj sorti (Navarro i sur., 2022). Naime, ulje maslina sorte
Manzanilla pokazalo je znacajan porast u koncentraciji polifenolnih spojeva nakon PEF
tretmana, dok navedeni tretman nije utjecao na polifenolni sastav ulja sorte Hojiblanca.

U industriji procesiranja krumpira se pokazalo kako tretman PEF metodom utjee na
strukturu tkiva biljke, Sto je rezultiralo kontroliranijim otpustanjem unutarstani¢nog sadrzaja,
odnosno komponenti poput Secera i proteina koji sudjeluju u Maillardovim reakcijama. Time
se postiZze veca nutritivna kvaliteta proizvoda jer, prilikom przenja tretiranih krumpira, nastaje
manja koli¢ina akrilamida. Takoder, tretirani krumpiri su prilikom pecenja upili znacajno manje

koli¢ine ulja u odnosu na netretirane (Nowosad 1 sur., 2021).
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Takoder, istrazivanje Liu i sur. (2018) pokazalo je kako PEF tretman svjezeg lis¢a Caja
prije ekstrakcije moZze uspjesno zamijeniti konvencionalno termalno susenje i pozitivno utjecati
na iskoriStenje ekstrakcije, smanjujuéi duljinu ekstrakcije i utrosak energije, pritom ne utjecuci
na polifenolni profil ¢aja. Naime, poboljSanje ekstraktibilnosti u navedenoj studiji vjerojatno je
rezultat formiranja velikog broja pora na povrsini tkiva li§¢a, ¢ime je poboljSana permeabilnost

te olakSana ekstrakcija polifenolnih spojeva.

Provodenje PEF-a moze takoder doprinijeti i formiranju organskih kompleksa u kojima se
mineralni ioni inkorporiraju u stanicu, odnosno vakuolu stanica kvasaca ili bakterija, uz pomo¢
raznih membranskih nosaca. Tada takve kvasceve ili bakterijske stanice sluze kao nosaci
mineralnih iona i mogu koristiti za obogacivanje namirnica i prehrane mineralima poput cinka,

magnezija, kalcija ili selena (Nowosad i sur., 2021).

Prilikom tretiranja namirnice PEF-om potrebno je voditi ra¢una o ujednacenosti tretiranja,
kako ne bi doslo do nejednake raspodjele elektricnog polja unutar komore uslijed prisustva
mjehuri¢a zraka, necistoca, ili pak zbog termofizikalnih karakteristika namirnice (posebice
prilikom tretiranja tekuc¢ih namirnica). Posljedica ovakvog tretmana moze biti preslabo
tretiranje odredenih dijelova tekucine, najées¢e u sredini, ali i intenzivno tretiranje rubnih
dijelova, o ¢emu je posebno potrebno voditi rauna tijekom pasterizacije namirnice (Nowosad
i sur., 2021).

2.3.2. Ekstrakcija ulja potpomognuta primjenom pulsirajuceg elektricnog polja

Ekstrakcija ulja potpomognuta PEF-om najéesée ukljucuje primjenu PEF-a kao
predtretmana prije ekstrakcije ulja (konvencionalne ili suvremene), s ciljem povecanja
iskori$tenja ekstrakcije i ubrzavanja procesa (Saykova i sur., 2022). Navedeni predtretman
naj¢esce se kombinira s hladnim preSanjem, s obzirom na ¢injenicu da je glavni nedostatak
hladnog presanja nizak prinos ekstrakcijskog procesa (ulje zaostaje zarobljeno u stanici ili
emulgirano s vodom, uslijed ¢ega se otezano ekstrahira) (Cakaloglu i sur., 2018; Puertolas i
Martinez de Marafion, 2015). Istodobno, primjenom PEF-a ne dolazi do naruSavanja nutritivne

vrijednosti tretiranog uzorka, jer se radi o netoplinskoj metodi obrade (Navarro i sur., 2022).

Literaturni podaci, iako malobrojni, pokazali su pozitivan utjecaj PEF predtretmana na
sastav ulja sjemenki uljane repice, crnog kima, sojinog ulja, ulja kukuruznih klica, pekan oraha
te maslinovog ulja (Bakhshabadi i sur., 2017; Guderjan i sur., 2007; Guderjan i sur., 2005).
Takoder, pri tome je vazno naglasiti kako iskoristenje pojedinog procesa ne ovisi samo 0

primijenjenim parametrima PEF predtretmana, nego i o karakteristikama samog tretiranog
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supstrata (Rabago-Panduro i sur., 2021; Sarkis i sur., 2015; Guderjan i sur., 2007; Guderjan i
sur., 2005). Naime, istrazivanje Guderjan i sur. (2005) pokazalo je kako odabir adekvatnih
parametara PEF predtretmana (0,6 kV/cm) i ekstrakcije moze utjecati na znacajno povecanje
iskoristenja ekstrakcije ulja kukuruznih klica (do 88,4 %) te znacajno povecanje koncentracije
fitosterola (do 32,4 %). S druge strane, povecanje iskoristenja od 7,4 % dobiveno je uz primjenu
snage 1,3 kV/cm i 100 pulseva. Takoder, studija provedena na uljanoj repici pokazuje
povecéanje iskoristenja od 9 % kod primjene PEF predtretmana od 84 kJ/kg u odnosu na
netretirane uzorke (Guderjan i sur., 2007), dok je u istrazivanju provedenom na sjemenkama
sezama povecanje iskoriStenja ekstrakcije ulja od 10,2 % ostvareno kod primjene PEF
predtretmana od 40 kJ/kg (Sarkis i sur., 2015). Nadalje, istrazivanje provedeno na pekan
orasima pokazalo je kako udio vlage, ali i ulja, te mikrostruktura uzorka igraju presudnu ulogu

u efikasnosti PEF tretmana (Rabago-Panduro i sur., 2021).

Primjena PEF predtretmana snage elektricnog polja od 3,25 kV/cm i 30 pulseva, Sirine
20 ps na sjemenkama crnog kima rezultirala je povecanjem iskoristenja hladnog presanja u
odnosu na kontrolni uzorak, kao i povecanjem oksidacijske stabilnosti i indeksa boje, no bez
znacajnih promjena indeksa refrakcije ulja (Bakhshabadi i sur., 2017). Dobiveni rezultati
vjerojatno su rezultat povecanja ukupnog udjela tokoferola i/ili drugih antioksidacijskih

komponenti u ulju.

Istrazivanje provedeno na maslinama sorte Picholine pokazalo je kako primjena PEF
tretmana od 2,4 kV/cm i 4 kV/cm, uz $irinu pulsa 6 us na pasti maslina znacajno utjece na
ekstraktibilnost i koncentraciju ukupnih polifenola, posebice derivata oleuropeina.
Istovremeno, navedeni PEF tretman nije utjecao na sastav slobodnih masnih kiselina i
peroksidni broj, kao ni na sastav tokoferola, hlapljivih spojeva ni senzorske karakteristike
tretiranog ulja (Leone i sur., 2022). Dobiveni rezultati pokazuju kako PEF tretman znacajno
doprinosi efikasnosti procesa proizvodnje te vrlo uspje$no moze biti primijenjen u proizvodniji
maslinovog ulja. Takoder, pozitivan utjecaj PEF tretmana ranije je utvrden i na sorti Arbequina

kod primjene tretmana od 2 kV/cm (Abenoza i sur., 2013).

Mogucnost primjene ekstrakcije potpomognute PEF-om na iskoristenje i1 sastav ulja
sjemenki grozda jo$ je neistrazena. Prethodna studija provedena na komini grozda sorte
Grasevina pokazala je kako PEF predtretman komine sjemenki grozda intenziteta 4,79 kJ/kg te
24,00 kJ/kg uz ekstrakciju superkriticnim CO. pridonose znacajno veéem iskoristenju u
usporedbi s hladnim preSanjem, a utvrdena je i selektivnost navedene metode prema ekstrakciji

sterola, fenolnih kiselina i trans-resveratrola (Curko i sur., 2023).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Sjemenke komine grozda

Istrazivanje je provedeno na sjemenkama grozda sorte Grasevina (vinarija Kutjevo d.d.,
Kutjevo, Hrvatska), godina berbe 2022. Grozde je ubrano u fazi tehnoloSke zrelosti u rujnu
2022., a odmah nakon prenasanja sjemenke su odvojene od ostatka komine, ru¢no ocis¢ene te

transportirane u laboratorij radi ekstrakcije ulja te daljnjih analiza.
3.1.2. Kemikalije
Prilikom provodenja eksperimentalnog dijela rada upotrijebljene su sljedec¢e kemikalije:

e metanol (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska)

e n-heksan (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska)

e aceton (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e izooktan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e mravlja kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e natrijev karbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e natrijev dihidrogen fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e natrijev hidrogensulfat monohidrat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e dinatrijev hidrogen fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e kalijev hidroksid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e Folin-Ciocalteu reagens (Reagecon, Shannon, Irska)

e fluorescein (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamid) -dihidroklorid, 98 %) (Acros, Gell, Belgija)

e Trolox standard (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e metilirani B-ciklodekstrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e galna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

¢ hidroksibenzojeva kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

o ferulinska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

e trans-resveratrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
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3.1.3.

(+)-katehin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

(-)-epikatehin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

procijanidin B1 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

kvercetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

miricetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

metilni esteri standardne smjese masnih kiselina (FAME C8-C20) (Supelco, Bellefonte,
PA, SAD)

Aparatura i pribor

HVG60/1 PEF uredaj (Impel d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

laboratorijska puzna preSa Komet (model CA/53, Montforts & Reiners, Rheydt,
Njemacka)

susionik s ventilacijom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD)
analiticka vaga (Mettler Toledo, Columbus, OH, SAD)

vorteks uredaj (IKA VORTEX 4 basic, IKA, Staufen im Breisgau, Njemacka)
laboratorijska centrifuga (Hettich Zentrifugen, ROTOFIX 32, Tuttlingen, Njemacka)
vodena kupelj (Camlab Limited, tip SUB 14, Cambridge, UK)

spektrofotometar (Specord 50 Plus, AnalytikJena, Jena, Njemacka)

fluorimetar (Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer, Varian, Palo Alto,
CA, SAD)

plinski kromatograf (Agilent Technologies, 6890N Network GC System, Santa Clara,
CA, SAD)

HPLC uredaj (Agilent Technologies 1290 Infinity II LC System, Agilent, Santa Clara,
CA, SAD) opremljen s DAD ((G7117A) i MS detektorima (G6125B)

kapilarna DB-23 kolona za plinski kromatograf (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent,
Santa Clara, CA, SAD)

kolona za HPLC Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA,
SAD)

mikropipete volumena 100 1 1000 pL (Eppendorf, Hauppauge, NY, SAD)

eksikator

plasti¢ne ladice za vaganje

plasti¢na Zli¢ica

laboratorijske c¢ase volumena 100, 150 1 200 mL
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odmjerne tikvice volumena 25, 50 i 2000 mL
pipete volumena 20 mL

stalak za epruvete

staklene epruvete

cepovi za epruvete

staklene kivete

plasti¢ne kivete

staklene vijale
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3.2. METODE
3.2.1. Primjena pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) kao predtretmana hladnom presanju

PEF predtretmani provedeni su na HVG60/1 PEF uredaju (Impel d.o.o., Zagreb,
Hrvatska) prethodno detaljno opisanom (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022). Promjer reaktora

koriStenog PEF uredaja iznosi 22,5 cm, a udaljenost izmedu elektroda 3,2 cm.

Neposredno prije predtretmana uzorci sjemenke komine grozda namoceni su U
destiliranoj vodi, u omjeru 1:1,5 (1 kg sjemenki namocen je u 1,5 L vode) kroz period od 4 sata.
Koli¢ina od 1 kg namocenih sjemenki stavljena je u PEF komoru kapaciteta 1,3 L. Primijenjeni
su razli¢iti parametri PEF predtretmana obuhvacajuci napone od 40 i 50 kV, tijekom 15 1 30
min, uz duljinu trajanja pulsa od 1 ps i frekvenciju od 100 Hz (tablica 1). Svaki PEF predtretman
proveden je u duplikatu. Kontrolni uzorak bio je uzorak sjemenke komine koji nije bio

predtretiran.

Nakon PEF predtretmana sjemenke su dalje osuSene u susioniku s ventilacijom (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD) pri 35 °C tijekom 24 h kako bi se postigao
odgovarajuci udio vlage od 8 % optimalan za hladno presanje. Prije i nakon tretiranja svakog
uzorka je izmjerena njihova temperatura. UoCeni porast temperature nakon tretmana se kretao

izmedu 1,95 °C za PEF1 151 3,7 °C za PEF2_30.

Tablica 1. Parametri PEF predtretmana (napon, frekvencija, duljina pulsa, intenzitet

elektricnog polja i duljina tretiranja) i popis tretiranih uzoraka

Naziv Duljina Jakost Vrijeme
Napon Frekvencija

uzorka trajanja pulsa elektri¢nog polja  tretiranja
PEF1_15 40 kv 100 Hz 1 us 12,5 kV/cm 15 min
PEF1 30 40 kV 100 Hz 1 us 12,5 kV/cm 30 min
PEF2_15 50 kv 100 Hz 1 us 15,6 kV/cm 15 min
PEF2_30 50 kv 100 Hz 1 us 15,6 kV/cm 30 min
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3.2.2. Ekstrakcija ulja hladnim preSanjem

Hladno preSano ulje sjemenki grozda ekstrahirano je pomocu laboratorijske prese
prikazane na slikama 1 i 2 (Monforts & Reiners, Rheydt, Njemacka). Presanje PEF
predtretiranih sjemenki i sjemenki kontrolnog uzorka (HP) provedeno je bez prethodnog
mljevenja ili kondicioniranja (Cecchi i sur., 2019.).

U svakom ciklusu ekstrakcije presano je 800 g sjemenki, a ekstrakcija je provedena u
triplikatu. Dobivena ulja su centrifugirana pri 5 000 rpm tijekom 10 min. Ekstrahirano ulje
sjemenki grozda skladiSteno je u tamnim staklenim bocicama u struji dusika, pri sobnoj

temperaturi do daljnjih analiza.
3.2.3. Odredivanje iskoristenja ekstrakcije ulja hladnim presanjem

Iskoristenje ekstrakcije hladnog presanja ulja za PEF predtretirane uzorke (tablica 1) kao i

kontrolni uzorak (HP), izra¢unati su uz pomoc¢ sljedece jednadzbe (Mohseni i sur., 2020b):

EY (%) _ masa ekstrahiranog ulja (g) 100 [1]

masa komine sjemenke grozda (g)

e \

g

| 4

Slika 1. Laboratorijska puzna presa (vlastita fotografija)
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Izlaz za pogacu

Izlaz za ulje

Slika 2. Postupak presanja (vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje ukupnih polifenolnih spojeva

Ekstrakcija polifenolnih spojeva provedena je prema postupku Bail i sur. (2008).

Ukupni fenoli odredeni su Folin-Ciocalteu metodom (Singleton i Rossi, 1965).
Priprema polifenolnih ekstrakata:

U epruveti otopiti 6 g ulja u 10 mL n-heksana. Zatim ekstrakciju provesti tri puta s
10 mL metanol:voda (80:20 v/v), a faze odvojiti centrifugiranjem pri 5000 o/min tijekom 5 min.
Tri dobivene vodeno alkoholne faze sakupiti te potom isprati tri puta s 10 mL n-heksana (faze
takoder odvojiti centrifugiranjem pri 5000 o/min tijekom 5 min). Tako dobiveni polifenolni
ekstrakt upariti do suhog pod snizenim tlakom i pri temperaturi od 35 °C, a zatim rekonstruirati

s 700 uL metanola.
Postupak analize ukupnih polifenola:

U tikvicu od 5 ml otpipetirati 50 uL pripremljenog polifenolnog ekstrakta te dodati 3 mL
vode i 250 pL Folin-Ciocalteau reagensa (razrijedenog 1:2 s destiliranom vodom). Sve dobro
promijesati i nakon 30 s dodati 750 uL 20 %-tne otopine natrijevog karbonata. Nadopuniti do
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oznake s destiliranom vodom te ostaviti 2 h na sobnoj temperaturi. Potom izmjeriti apsorbanciju
pri valnoj duljini od 765 nm nasuprot slijepoj probi (koju je potrebno pripremiti na istovjetan
nacin s destiliranom vodom). Koncentracije ukupnih polifenola odrediti temeljem bazdarnog
dijagrama galne kiseline kao standarda. Rezultate izraziti u mg ekvivalenta galne kiseline/kg
uzorka ulja (mg GAE/kQ).

3.2.5. Odredivanje sastava pojedinacnih polifenolnih spojeva

Analiza neflavonoida (galna kiselina, hidroksibenzojeva kiselina, p-kumarinska kiselina,
ferulinska kiselina, trans-resveratrol) i flavonoida [(+)-katehin, (-)-epikatehin, procijanidin
dimer B1, kvercetin i miricetin] provedena je na Agilent Technologies 1290 Infinity Il LC
uredaju (Santa Clara, CA, SAD) opremljenim s DAD (G7117A) i MS detektorom (G6125B)
(slika 3).

Razdvajanje je provedeno na Phenomenex Gemini C18 koloni (250 mm X 4,6 mm, 5 pm)
(Phenomenex, Torrance, CA, SAD), pri ¢emu je koristena 3 % mravlja kiselina kao mobilna
faza A te 100 % metanol kao mobilna faza B, prema ranije opisanoj metodi (Luki¢ i sur., 2020).
Uvjeti HPLC analize te gradijent mobilnih faza koristen za razdvajanje polifenolnih spojeva
prikazani su redom u tablicama 2 i 3. Koncentracije gore navedenih polifenolnih spojeva
(neflavonoida i flavonoida) u polifenolnim ekstraktima ulja odredene su pomocu kalibracijskih

krivulja metodom vanjskog standarda. Rezultati su izrazeni u pg/kg uzorka ulja.

Tablica 2. HPLC uvjeti za odredivanje sastava pojedina¢nih polifenola

C18 Phenomenex Gemini

Kolona
(250 mm x 4,6 mm, 5 pm)
Detektor DAD detektor
Temperatura detektora 25°C
Volumen injektiranja 20 ulL
Protok 1 mL/min
Vrijeme trajanja 70 min
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Tablica 3. Gradijent mobilnih faza koristen za razdvajanje polifenolnih spojeva

Vrijeme Mobilna faza A Mobilna faza B Protok
t (min) (%) (%) (mL/min)
0 98 2 1
15 75 25 1
25 70 30 1
33 68 32 1
40 60 40 1
50 50 50 1
65 50 50 1
68 98 2 1
70 98 2 1

Slika 3. HPLC uredaj koristen za analizu polifenolnih spojeva (vlastita fotografija)



3.2.6. Odredivanje sastava masnih kiselina

Kako bi se odredio sastav masnih kiselina u ulju sjemenki grozda, masne kiseline je
prvo potrebno prevesti u njihove metilne estere, Sto je provedeno prema standardnoj metodi

(1SO 12966-2, 2017).
Priprema metilnih estera masnih kiselina:

U epruvetu volumena 10 mL odvagati 60 mg uzorka ulja i zatim ga otopiti u 4 mL
izooktana. Potom u epruvetu dodati 200 pL pripremljene metanolne otopine KOH, molarne
koncentracije 2 mol/L. Epruvetu zatim vorteksirati 30 sekundi i ostaviti na sobnoj temperaturi
par minuta kako bi doslo do reakcije. Nakon $to se reakcijska smjesa izbistri i glicerolni sloj se
odvoji, dodati 1 g natrijeva hidrogensulfata monohidrata u svrhu neutralizacije smjese.
Naposlijetku, bistru otopinu prebaciti u vijalu i analizirati plinskom kromatografijom.

Analiza sastava masnih kiselina u uljima sjemenki grozda provedena je na plinskom
kromatografu Agilent Technologies 6890N Network GC System (Santa Clara, SAD)
opremljenim sa plameno-ionizacijskim detektorom (Flame lonization Detector). Metilni esteri
masnih kiselina razdvojeni su na kapilarnoj DB-23 koloni (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent,
Santa Clara, CA, SAD) prema standardnoj metodi (1ISO 12966-4, 2015). Kromatografski uvjeti

analize su prikazani u tablici 4.

Tablica 4. Uvijeti plinskog kromatografa za analizu metilnih estera masnih kiselina

Kapilarna DB-23 kolona

Kolona (60 m x 0,25 mm x 0,25 um)
Plin nosioc Helij
Protok plina nosioca 1,5 mL/min
Temperatura injektora 250 °C
Split 1:30
Temperatura detektora 280 °C
Koli¢ina injektiranog uzorka 1 uL

60 °C do 220 °C; 7 °C/min

Temperaturni program - _
220 °C tijekom 17 min

Identifikacija pojedinih masnih kiselina provedena je usporedbom vremena zadrZzavanja
ispitivanih metilnih estera masnih kiselina s vriemenom zadrzavanja metilnih estera standardne
smjese masnih kiselina poznatog sastava (FAME C8-C20). Sastav pojedinih masnih kiselina

izrazen je kao % ukupnih masnih kiselina u uzorku.

22



3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u hidrofilnoj i lipofilnoj frakciji ulja

Antioksidacijski kapacitet odreden je ORAC metodom (Oxygen Radical Apsorbance
Capacity) (Ou i sur., 2001), koja je provedena u hidrofilnoj (H-ORAC) i lipofilnoj (L-ORAC)
frakciji ulja prema ranije opisanom postupku (Shinagawa i sur., 2017; Ou i sur., 2013). Rezultati
H-ORAC i L-ORAC vrijednosti izrazeni su u pumol TE/g uzorka ulja.

Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u hidrofilnoj frakciji ulja (H-ORAC):

U epruvetu dodati 2,25 mL 0,04 umol/L otopine fluoresceina ranije pripremljenog u
0,0075 mol/L Na-K fosfatnom puferu (pH= 7,0) i 0,375 mL hidrofilnog uzorka (polifenolni
ekstrakt ulja). Epruvetu termostatirati u vodenoj kupelji na 37 °C tijekom 30 minuta, a potom
dodati 0,375 mL 152 mmol/L otopine AAPH pripremljene u fosfatnom puferu (0,0075 mol/L;
pH= 7,0). Reakcijsku smjesu prebaciti u kivetu i provesti mjerenje uz pomo¢ fluorescentnog
spektrofotometra (37 °C kroz 30 minuta) pri valnoj duljina emisije od 520 nm te ekscitacije od
485 nm. Slijepu probu pripremiti na jednaki nacin, ali dodati 0,375 mL fosfatnog pufera
(c=0,075 mol/L) umjesto 0,375 mL hidrofilnog uzorka. ORAC vrijednosti standarda, tj. otopine
Troloxa, odrediti dodatkom 0,375 mL otopine Troloxa (0,0025-0,05 mmol/L) ranije
pripremljene u fosfatnom puferu (0,0075 mol/L; pH= 7,0). Relativne ORAC vrijednosti
izracunati prema sljedecoj jednadzbi:

AUCy,~AUCsp

Relativna ORAC vrijednost (umolTE/g) = (AUC AUC
trx— sp

)xkxcxxh [2]

gdje je:

AUC =0,5+ (R2/R1) + (Rs/Ry) + ........ + (Rn/Ry) [3]
AUC vrijednosti uzoraka koristene za izraun ORAC vrijednosti se dobivaju kada se suma
relativnih vrijednosti apsorbancija zbroji s 0,5., pri ¢emu je R izmjerena vrijednost apsorbancije
u odredenoj minuti mjerenja.
AUC uz — antioksidacijski kapacitet uzorka
AUC sp — antioksidacijski kapacitet slijepe probe
AUC trx — antioksidacijski kapacitet Troloxa
k — faktor razrjedenja
a - molarna koncentracija Troloxa

h — volumen ekstrakta/masa uzorka
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Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta u lipofilnoj frakciji ulja (L-ORAC):

Koli¢inu od 15 mg ulja otopiti u 1 mL acetona, a potom razrijediti sa 7 % otopinom
nasumi¢no metiliranog B-ciklodekstrina (RMCD) pripremljenog u 50 % acetonu, s ciljem
povecanja topljivosti (Shinagawa i sur., 2017). Uzorke prije upotrebe promijesati na tresilici
(400 rpm tijekom 30 min). U epruvetu dodati 2,25 mL 0,04 pmol/L otopine fluoresceina ranije
pripremljenog u 0,0075 mol/L Na-K fosfatnom puferu (pH= 7,0) i 0,375 mL pripremljenog
lipofilnog uzorka. Epruvetu termostatirati u vodenoj kupelji na 37 °C tijekom 30 minuta, a
potom dodati 0,375 mL 152 mmol/L otopine AAPH pripremljene u fosfatnom puferu (0,0075
mol/L; pH= 7,0). Reakcijsku smjesu prebaciti u kivetu i provesti mjerenje uz pomoc
fluorescentnog spektrofotometra (37 °C kroz 30 minuta) pri valnoj duljini emisije od 520 nm
te ekscitacije od 485 nm. Slijepu probu pripremiti na jednaki nacin, ali dodati 0,375 mL 7 %
otopine RMCD umijesto 0,375 mL lipofilnog uzorka. ORAC vrijednosti standarda, tj. otopine
Troloxa, odrediti dodatkom 0,375 mL otopine Troloxa (0,0025-0,05 mmol/L) ranije
pripremljene u 7 % otopini RMCD. Relativne ORAC vrijednosti izracunati prema gore

navedenoj jednadzbi 2.
3.2.8. Obrada podataka

Statisticka analiza analitickih podataka provedena je analizom varijance (ANOVA)
koristenjem softvera Statistica v.10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Analiza varijance
(ANOVA) provedena je na svim nezavisnim varijablama. Tukey HSD test koriSten je kao

usporedni test kada su uzorci bili znacajno razli¢iti nakon ANOVA (p < 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovoga diplomskog rada bio je utvrditi utjecaj pulsirajuceg elektri¢nog polja (PEF) kao
predtretmana hladnom presanju kod ekstrakcije ulja sjemenki grozda. Ispitan je utjecaj PEF
predtretmana i hladnog preSanja na (i) iskoriStenje preSanja, (ii) koncentraciju ukupnih i
pojedinacnih polifenolnih spojeva, (iii) sastav masnih kiselina te (iv) antioksidacijski kapacitet
hidrofilne 1 lipofilne frakcije ulja (H-ORAC i L-ORAC). Istrazivanje je provedeno na
sjemenkama komine grozda sorte GraSevina (vinarija Kutjevo d.d., Kutjevo, Hrvatska), godina
berbe 2022. Sjemenke komine grozda prije hladnog preSanja tretirane su PEF-om pri ¢emu je
primijenjen napon od 40 i 50 kV, odnosno jakost elektri¢nog polja od 12,51 15,6 kV/cm tijekom

15 1 30 min, uz duljinu trajanja pulsa od 1 ps i frekvenciju od 100 Hz.

IskoriStenje ekstrakcije ulja sjemenki grozda je nakon PEF predtretmana izracunato
pomocu jednadzbe [1], a dobiveni rezultati prikazani su na slici 4. Koncentracija ukupnih
polifenola je odredena spektrofotometrijskom analizom, a dobiveni rezultati prikazani su na
slici 5. Analiza utjecaja pulsirajuteg elektricnog polja na koncentracije pojedinacnih
polifenolnih spojeva je provedena pomocu tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti
(HPLC-DAD/MS), ¢ije rezultate poblize prikazuje tablica 7, kao i slike 6 i 7. Sastav masnih
kiselina odreden je primjenom plinske kromatografije (GC-FID), a dobiveni rezultati analize
su sumirani u tablici 8. Naposlijetku, H-ORAC i L-ORAC vrijednosti analizirane su primjenom

fluorescentnog spektrofotometra, a prikazane su na slikama 8 i 9.
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4.1. UTJECAJ PREDTRETMANA PULSIRAJUCIM ELEKTRICNIM POLJEM (PEF)
NA ISKORISTENJE EKSTRAKCIJE ULJA SJEMENKI GROZDA HLADNIM
PRESANJEM

Utjecaj predtretmana PEF-om na iskoriStenje ekstrakcije ulja sjemenki grozda prikazan je
na slici 4, a izraCunat uz pomoc¢ ranije navedene jednadzbe [1]. Iz dobivenih rezultata uocljivo
je kako je uzorak tretiran elektricnim poljem jakosti 12,5 kV/cm tijekom 30 min (PEF1_30) te
kako su uzorci tretirani elektri¢nim poljem jakosti 15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min (PEF2_15 i
PEF2_30) pokazali znacajno vece iskoristenje ekstrakcije u odnosu na kontrolni HP uzorak
(uzorak netretiran PEF-om) (p < 0,05). S druge strane, izmedu kontrolnog uzorka te uzorka
tretiranog elektricnim poljem jakosti 12,5 kV/cm tijekom 15 min (PEF1_15) nisu utvrdene

znacajne razlike (p < 0,05).

EY (%)

N w I o1 (o)}
o
H

[

HP PEF1_15 PEF1_30 PEF2_15 PEF2_30

Slika 4. Utjecaj PEF predtretmana na iskoristenje ekstrakcije ulja sjemenki grozda hladnim

preSanjem

Primjena ekstrakcije potpomognute pulsiraju¢im elektriénim poljem se, kako je i ranije
istaknuto, pokazala kao suvremena metoda izrazitog potencijala, uslijed brze ekstrakcije i viSeg
prinosa prilikom hladnog presanja (Saykova i sur., 2022; Bakhshabadi i sur., 2017; Guderjan i

sur., 2007; Guderjan i sur., 2005). Primjerice, Sarkis i sur. (2015) su, tretiraju¢i sjemenke
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sezama intenzitetom elektricnog polja od 20 kV/cm, odnosno naponom od 40 kV, kao
predkorak hladnom presanju, uocili 4,9 % veéi prinos ulja nakon predtretmana. Takoder,
tretiranje sjemenki crnog kima PEF-om prije hladnog presanja primjenom jakosti polja od
3,25 kV/cm 1 $irini impulsa od 20 ps dala je povecanje prinosa ulja za ¢ak 35 % (Bakhshabadi
i sur., 2017).

Nadalje, dobiveni rezultati (slika 4) upucuju kako je znacajan utjecaj jakosti elektri¢nog
polja kojim se sjemenke komine tretiraju na prinos ulja kod hladnog presanja, s obzirom na
¢injenicu da su najviSa iskoriStenja ostvarena upravo pri najvisoj jakosti elektricnog polja
(15,6 kV/cm), odnosno u uzorcima PEF2_15 te PEF2_30 (p < 0,05). Dobiveni rezultati u skladu
su s ranijim istrazivanjem Ghazanfari i sur. (2023), u kojem je prilikom primjene PEF
predtretmana jakosti elektri¢énog polja od 0,25; 1 i 1,75 kV/cm na sjemenke korijandera prije

hladnog presanja, takoder uocen porast prinosa ulja s porastom jakosti elektri¢énog polja.

S druge strane, vrijeme tretiranja se pokazalo puno znacajnijim pri jakosti elektri¢nog polja
od 12,5 kV/cm, gdje uzorak tretiran 30 minuta (PEF1_30) pokazuje povecanje iskoriStenja
ekstrakcije za ¢ak 0,6 % u odnosu na uzorak tretiran 15 min (PEF1_15). Naime, kod primjene
jakosti elektriénog polja od 15,6 kV/cm duljina PEF predtretmana doima se kao manje vazan
faktor, pa se tako poveéanje iskoristenja ekstrakcije ulja sjemenki tretiranih 15 i 30 minuta
razlikuje za samo 0,035 %, odnosno izmedu dva navedena uzorka (PEF2_15 i PEF2_30) nije

uocCena statisticki znacajna razlika (p < 0,05).
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4.2. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) 1 HLADNOG
PRESANJA NA SASTAV UKUPNIH POLIFENOLA U ULJU SJEMENKI
GROZDA

Utjecaj predtretmana PEF-om na koncentraciju ukupnih polifenola u ulju sjemenki grozda
nakon hladnog presanja prikazan je na slici 5. Koncentracije ukupnih polifenola u uzorcima

ulja bile su u skladu s ranijim literaturnim podacima (Curko i sur., 2023; Matthius, 2008).

Rezultati prikazani na slici 5 pokazuju kako odabir parametara PEF predtretmana ima
znacajnu ulogu u ekstrakciji ukupnih polifenolnih spojeva tijekom hladnog presanja. Naime,
primjena elektri¢nog polja jakosti od 12,5 kV/cm, u trajanju od 15 i 30 minuta nije utjecala na
povecanje koncentracije ukupnih polifenolnih spojeva, s obzirom na ¢injenicu da izmedu
kontrolnog uzorka (HP) te uzoraka PEF1_15 i PEF1 30 nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike (p < 0,05). Suprotni trend u odnosu na kontrolni uzorak uocen je u uzorcima PEF2_15
i PEF2_30, gdje je primjena elektricnog polja jakosti od 15,6 kV/cm, u trajanju od 15 i 30

minuta znaéajno povecala koncentracije ukupnih polifenola (p < 0,05).
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Slika 5. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog presanja na sastav ukupnih polifenola u ulju

sjemenki groZzda
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Najvise koncentracije ukupnih polifenola uocene su uzorku PEF2_30, tretiranim s
elektricnim poljem najvise jakosti (15,6 kV/cm) i kroz najdulji vremenski period (30 min)
(p <0,05). Guderjan i sur. (2007) su tretirajuci sjemenke uljane repice uocili sli¢an trend porasta
koncentracije polifenola sa porastom jakosti elektriénog polja, posebno kod zajednicke
primjene PEF tretmana i hladnog presanja u odnosu na ekstrakciju organskim otapalima.
Takoder, vrlo slican trend utvrden je u istrazivanju provedenom na sjemenkama uljane repice,
prilikom primjene predtretmana mikrovalovima i PEF-om te potom hladnog presanja (Mohseni
i sur., 2020a). Ipak, vazno je naglasiti kako u¢inak PEF-a ne ovisi samo o primijenjenim
parametrima ovog predtretmana, ve¢ takoder i o karakteristikama samog tretiranog supstrata
(Rabago-Panduro i sur., 2021; Sarkis i sur., 2015; Guderjan i sur., 2007; Guderjan i sur., 2005).
Struktura sjemenke komine grozda vjerojatno je razlog zasto kod primjene elektri¢énog polja

niZe jakosti nije doslo do povecanja ekstrakcije ukupnih polifenolnih spojeva.
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4.3. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) 1 HLADNOG
PRESANJA NA SASTAV POLIFENOLNIH SPOJEVA U ULJU SJEMENKI
GROZDA

Koncentracije pojedinacnih polifenolnih spojeva u hladno presanom ulju sjemenki grozda
te uljima ekstrahiranim primjenom PEF predtretmana i hladnog presanja su prikazane u tablici
7. U skladu s ranijim istrazivanjima, najzastupljeniji polifenolni spojevi u ulju sjemenki grozda
bili su flavan-3-oli i to procijanidin B1 te (+)-katehin (Curko i sur., 2023; Garavaglia i sur.,
2016).

Rezultati prikazani u tablici 7 pokazuju kako utjecaj PEF predtretmana kod hladnog
presanja ne ovisi sSamo 0 odabiru jakosti elektri¢nog polja, ve¢ i 0 duljini samog tretmana.
Naime, primjena najnize jakosti elektricnog polja od 12,5 kV/cm tijekom 15 min rezultirala je
znacajno visom koncentracijom p-kumarinske Kiseline, trans-resveratrola, (-)-epikatehina,
procijanidina B1, kvercetina i miricetina u tretiranom ulju (PEF1_15) (p < 0,05), $to ukazuje
na Cinjenicu da su upravo navedeni spojevi pokazali najveéu osjetljivost kod ekstrakcije
potpomognute PEF-om. Dobiveni rezultati samo dijelom se slazu s ranijim istrazivanjem
provedenim na sjemenkama komine grozda, $to je i ocekivano jer je navedeno istraZivanje
ukljuc¢ivalo primjenu PEF predtretmana u kombinaciji s ekstrakcijom superkriti¢énim CO2 (SC
COy) (Curko i sur., 2023). Naime, u navedenom istrazivanju PEF predtretmani pridonijeli su
znacajno visim koncentracijama svih fenolnih kiselina, trans-resveratrola i kvercetina neovisno
0 primijenjenim parametrima tlaka i temperature SC CO3; dok je hladno presanje obzirom na
SC COz ekstrahirano ulje pridonijelo zna¢ajno visim koncentracijama p-hidroksibenzojeve

kiseline, (+)-katehina, (-)-epikatehina, procijanidina B1 i miricetina.

Nadalje, znacajno vise koncentracije svih analiziranih flavonoida i neflavonoida u odnosu
na kontrolni uzorak (HP) dobivene su u uzorcima tretiranim jakosti elektri¢nog polja od
15,6 kV/cm (PEF2_15 i PEF2_30) (p < 0,05). Ipak, najvise koncentracije ekstrahirane su
primjenom najvise jakosti elektricnog polja i duljine tretiranja (PEF2_30). Povecanje duljine
tretiranja s 15 na 30 min pri 15,6 kV/cm, osim ranije spomenutih polifenolnih spojeva [p-
kumarinske kiseline, trans-resveratrola, (-)-epikatehina, procijanidina Bl i kvercetina],

pridonijelo je i znacajno visoj koncentraciji ferulinske kiseline i (+)-katehina.

Posebno su zanimljivi rezultati uoceni u sastavu miricetina, gdje je primjena elektriénog
polja najnize jakosti i duljine tretiranja (12,5 kV/cm, 15 min) utjecala na znacajno povecanje
koncentracije ovog spoja u tretiranom ulju, dok daljnje povecanje jakosti polja i duljine
tretiranja nije imalo znacajan utjecaj (p < 0,05).
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Tablica 7. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog presanja na sastav polifenolnih spojeva u ulju

sjemenki grozda

Polifenolni UZORCI

spojevi (ng/kg) HP PEF1_15 PEF1_30 PEF2_15 PEF2_30
Neflavonoidi

Galna kiselina 147,3+5,4°  151,51,7°  250,2+4,3°  2787+1,7°8  285,4+0,82
Hidroksibenzojeva

o 322,5+3.6° 328,0+1,6° 377,9423°  387.6+4,4%  387,1+0,42
kiselina

p-kumarinska

o 170,040,9¢  191,4+0,5¢  220,5+1,1°  323,5+1,1°  346,2+0.06
kiselina

Ferulinska

o 111,340.9¢  111,5£0,99  121,9+1,06  139,4+0,7°  159,2+2,0°
kiselina

trans-resveratrol 91,8+1,8°  106,2+2.4¢ 120,7+3,5°¢ 131,4+1,6" 172,3+3,62
Flavonoidi

(+)-katehin 637,343,3°  640,842,7°  639,442,0°  959.440.44°  1000,0+2,32
(-)-epikatehin 200,244,19  213,049,4°  333,4+5,0°  421,0£1,4%  428,5+3 .42
Procijanidin dimer

a1 1388,1£2,7°  1470,9+2,79 1570,0+11,7° 2435,5+15,8° 2540,1+10,92
Kvercetin 62,742,06  104,5+3,5¢  127,1+1,2° 112,442.6° 140,8+1,9
Miricetin 66,2+1,3°  1552+0,7%°  156,8+0,72 152,8+5,12 164,3+2,02

ANOVA za usporedbu rezultata; razliita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu uzoraka (Tukey’s test,

p < 0.05).

Utjecaj PEF predtretmana prije hladnog preSanja na sumu ukupnih analiziranih
neflavonoida i flavonoida prikazan je redom na slikama 6 i 7. Sumirani podaci jasno pokazuju
utjecaj jakosti elektri¢nog polja te duljine tretiranja, s obzirom na ¢injenicu da Su znacajno vise
koncentracije navedenih spojeva utvrdene u svim PEF tretiranim uzorcima. Takoder, utvrden
je porast koncentracije neflavonoida i flavonoida u nizu PEF1_15, PEF1 30, PEF2_15 i
PEF2_30 (p < 0,05). Povecanje koncentracije polifenolnih spojeva uslijed primjene PEF
predtretmana u skladu je s ranije provedenim istrazivanjima (Mohseni i sur., 2020a; Guderjan
1 sur., 2007), a takoder istrazivanje provedeno na sjemenkama crnog kima pokazuje kako
primjena ovog tretmana moze istodobno utjecati i na promjenu profila polifenola (Bakhshabadi

i sur., 2017).
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Slika 6. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog preSanja na sastav ukupnih neflavonoida u ulju

sjemenki grozda

4500

a
b

4000
= 3500

= C

g e ~ =
2000
'S 1500
500
0

HP PEF1_15 PEF1_30 PEF2_15 PEF2_30

kupni flavonoidi (ug/k
N w
a1 o
o o
o o
o

U
H
o
S
S

Slika 7. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog presanja na sastav ukupnih flavonoida u ulju

sjemenki grozda
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4.4. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) 1 HLADNOG
PRESANJA NA SASTAV MASNIH KISELINA ULJA SJEMENKI GROZDA

Utjecaj razli¢itih PEF predtretmana i hladnog preSanja na sastav masnih kiselina ulja
sjemenki grozda prikazan je u tablici 8. Udio nezasi¢enih masnih kiselina u analiziranim uljima
iznosio je oko 88 %, a najzastupljenija masna kiselina bila je linolna kiselina s udjelom oko
67 %. Dobivene vrijednosti u skladu su s ranije navedenim literaturnim podacima prema kojima
ova nezasi¢ena masna kiselina ¢ini 58-78 % ukupnog udjela masnih kiselina (Bellili i sur.,
2018). Sastav ostalih masnih kiselina takoder je bio u skladu s publiciranim podacima (Bellili i
sur., 2018; Sabir i sur., 2012; Lutterodt i sur., 2011).

Suprotno trendovima ranije uo¢enim kod iskoriStenja ekstrakcije te u sastavu ukupnih i
pojedinacnih polifenolnih spojeva, utjecaj PEF predtretmana na sastav masnih Kkiselina bio je
relativno mali. Naime, promjene u sastavu svih pojedinih masnih kiselina uvjetovane PEF
predtretmanima od 12,5 i 15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min bile su manje od 0,2 %. Sli¢ni
trendovi uoceni su i kod PEF predtretmana paste od maslina primjenom elektriénog polja
jakosti 1 i 2 kV/cm (Abenoza i sur., 2013), kao i sjemenki suncokreta tretiranih elektri¢nim
poljem jakosti 0,8 i 1,1 kV/cm prije ekstrakcije otapalom (Moradi i Rahimi, 2018).

Ipak, PEF predtretmani jakosti elektricnog polja od 12,5 i 15,6 kV/cm tijekom 30 min
utjecali su na povecanje udjela stearinske kiseline (C18:0), jer su u uzorcima PEF1 30 i
PEF2 30 utvrdeni znafajno vec¢i udjeli ove masne kiseline, nego u hladno preSanom,
netretiranom ulju (HP) (p <0,05). Medutim, obzirom na znacajno veéi udio palmitinske Kiseline
(C16:0) kao najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline u HP uzorku, svi PEF tretirani uzorci
pokazali su znacajno nizi udio zasi¢enih masnih kiselina (p < 0,05). S druge strane, Mohseni i
sur. (2020Db) su utvrdili kako tretiranje niger sjemenki kombinacijom mikrovalova i PEF-a prije

presanja moze rezultirati povecanjem koncentracija zasi¢enih masnih kiselina.

Nadalje, uo€eno je smanjenje udjela zasi¢enih masnih kiselina na racun porasta udjela
polinezasi¢enih masti, posebice linolne kiseline. Znac¢ajno visi udio linolne kiseline utvrden je
u uzorcima tretiranim PEF-om jakosti 15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min (PEF2_15 i PEF2_30),

nego u kontrolnom uzorku (HP).
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Tablica 8. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog presanja na sastav masnih Kiselina u ulju

sjemenki grozda

Masne kiseline UZORCI
(%) HP PEF1_15 PEF1 30 PEF2 15 PEF2 30
C14:0 0,06£0,002  0,06£0,00®  0,06£0,00®  0,06+0,008  0,06+0,00°
C16:0 7,25+0,012  7,10£0,02°  7,08+£0,04°  7,09+0,01°  7,09+0,05"
C16:1 0,20+0,00® 0,200,012  0,20+£0,00®  0,20+0,01*  0,20+0,01?
C18:0 4,50+0,02°  4,54+0,01%  4,55+0,01°  4,53+0,01®®  4,55+0,01°
C18:1 20,30+£0,04% 20,43+£0,07% 20,39+0,01% 20,34+0,01* 20,31+0,09?
C18:2 67,09+0,02°  67,11+0,05° 67,18+0,01® 67,21+0,022 67,22+0,012
C18:3 0,43+£0,00* 0,410,012  0,41+£0,00®  0,41+0,01*  0,41+0,02?
C20:0 0,16£0,00®  0,16£0,00° 0,160,012  0,16+0,00®  0,16+0,00°
SFA 11,97+0,01%  11,85+0,02° 11,85+0,04° 11,84+0,02° 11,86+0,06"
MUFA 20,510,032 20,62+0,07%  20,59+0,012 20,55+0,022 20,52+0,08?
PUFA 67,5240,02%  67,524+0,06®° 67,59+0,01% 67,62+0,02% 67,64+0,022

ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznacavaju statistiC¢ku razliku izmedu uzoraka (Tukey’s test,

p <0,05). SFA, zasi¢ene masne kiseline; MUFA, mononezasi¢ene masne kiseline; PUFA, polinezasi¢ene masne

kiseline.
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45. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA (PEF) 1 HLADNOG
PRESANJA NA ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ULJA STEMENKI GROZPA

Primjena PEF predtretmana prije hladnog preSanja generalno je utjecala na povecanje H-
ORAC i L-ORAC vrijednosti ulja (slika 8 1 9). Guderjan i sur. (2007) su uocili porast
antioksidacijskog kapaciteta ekstrahiranog ulja kod sjemenki uljane repice tretiranih PEF-om
prije ekstrakcije otapalom, a sli¢an trend u odnosu na kontrolni uzorak uocen je kod sjemenki

grozda tretiranih elektri¢nim poljem jakosti 0,8 kV/cm (Saykova i sur., 2022).

Utjecaj PEF predtretmana na antioksidacijski kapacitet ovisio je o jakosti primijenjenog
elektri¢nog polja, ali i 0 duljini samog tretiranja (slika 8 i 9). Uzorak tretiran elektri¢nim poljem
jakosti 12,5 kV/cm tijekom 30 min (PEF1_30) te uzorci tretirani elektri¢nim poljem jakosti
15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min (PEF2_15 i PEF2_30) su pokazali znac¢ajno ve¢ce H-ORAC
vrijednosti u odnosu na kontrolni HP uzorak (uzorak netretiran PEF-om) (p < 0,05). S druge
strane, izmedu kontrolnog uzorka te uzorka tretiranog elektricnim poljem jakosti 12,5 kV/cm
tijekom 15 min (PEF1_15) nisu utvrdene znacajne razlike (p <0,05). Takoder, najvise H-ORAC
vrijednosti dobivene su u uzorcima tretiranim elektricnim poljem najvise jakosti (15,6 kV/cm),
Sto je i oCekivano s obzirom na ¢injenicu da su u navedenim uzorcima ekstrahirane i najvise
koncentracije ukupnih i1 pojedinac¢nih polifenola. Naime, ranija istraZzivanja pokazala su
pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije polifenolnih spojeva i H-ORAC vrijednosti ulja
(Bie 1 sur., 2023; Zhao i sur., 2017). Takoder, suprotno trendu uo¢enom pri 12,5 kV/cm, pri
15,6 kV/cm produljenje vremena tretiranja s 15 na 30 min nije rezultiralo pove¢anjem H-ORAC
vrijednosti, obzirom da izmedu uzoraka PEF2 15 1 PEF2 30 nisu utvrdene znacajne razlike

(p < 0,05).
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Slika 8. Utjecaj PEF predtretmana i hladnog presanja na H-ORAC vrijednosti ulja sjemenki

grozda
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grozda
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Podaci prikazani naslici 9 jasno ukazuju na porast L-ORAC s porastom jakosti elektri¢nog
polja i vremena tretmana. Tako uzorak PEF1 15, tretiran najblazim uvjetima (najniza jakost
elektricnog polja i kra¢e vrijeme tretmana), pokazuje gotovo zanemariv porast L-ORAC u
odnosu na netretirani, hladno presani uzorak (p < 0,05). S druge strane, u uzorcima tretiranim
najviSom jakosc¢u elektricnog polja (15,6 kV/cm) izmjerene su znacajno veée L-ORAC
vrijednosti od onih u kontrolnom uzorku (HP). Takoder, suprotno ranije utvrdenom trendu kod
H-ORAC, povecanje duljine tretiranja s 15 na 30 min, utjecalo je znacajno na povecanje L-
ORAC vrijednosti kod obje jakosti elektriénog polja. Smatra se kako je upravo koncentracija
vitamina E u sjemenkama groZda najznacajnija lipofilna komponenta odgovorna za njegov
antioksidacijski kapacitet (Carmona-Jimenez i sur., 2022). lako predmet ovog istrazivanja nije
bio utjecaj PEF predtretmana na promjene u sastavu vitamina E u ekstrahiranom ulju, brojni
literaturni navodi ukazuju kako bi upravo povecanje koncentracije ovog vitamina moglo biti
odgovorno za poveéanje L-ORAC vrijednosti (Mohseni i sur., 2020a; Moradi i Rahimi, 2018;
Abenoza i sur., 2013).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih tretiranjem sjemenki komine grozda pulsirajuc¢im

elektri¢nim poljem te ekstrakcijom ulja hladnim presanjem, moZemo zakljuciti sljedece:

1.

Primjena PEF predtretmana jakosti elektri¢nog polja 12,5 kV/cm tijekom 30 min te
15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min utjecala je na znacajno povecanje iskoriStenja
ekstrakcije ulja sjemenki grozda hladnim preSanjem.

Znacajno povecanje koncentracije ukupnih polifenola utvrdeno je samo kod primjene
visih vrijednosti jakosti elektri¢nog polja (15,6 kV/cm), posebice pri duljem vremenu
tretiranja (30 min).

PEF predtretman prije hladnog preSanja utjecao je na povecanje p-kumarinske kiseline,
trans-resveratrola, (-)-epikatehina, procijanidina B1, kvercetina i miricetina te ukupnih
neflavonoida i flavonoida u svim uzorcima.

Znacajno vece koncentracije svih pojedina¢nih polifenolnih spojeva utvrdene su kod
primjene PEF predtretmana jakosti elektri¢nog polja 12,5 kV/cm tijekom 30 min te
15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min.

PEF predtretman prije hladnog preSanja nije znacajnije utjecao na sastav masnih
kiselina.

Primjene PEF predtretmana jakosti elektricnog polja 12,5 kV/cm tijekom 30 min te
15,6 kV/cm tijekom 15 i 30 min utjecala je na znacajno povecanje antioksidacijskih
kapaciteta ulja (H-ORAC i L-ORAC).
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