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1. UvOD

Komina grozda nusproizvod je u proizvodnji vina, a interes za njezino iskoristenje
znacajno je porastao posljednjih godina. Razlog leZi u €injenicama da vinska industrija svake
godine generira velike koli¢ine ovoga ,otpada“ koji je bogat bioaktivhim spojevima. Naime,
prema statistiCkim podacima Medunarodne organizacije za vinovu lozu i vino (OIV, engl.
International Organisation of Vine and Wine) za 2023. godinu vinova loza bila je zasadena na
ukupno 7,2 milijuna hektara, dok je proizvodnja vina u svijetu dosegnula 237 milijuna
hektolitara. Procjenjuje se kako navedena industrija na godiSnjoj razini generira oko 5 milijuna
tona otpada (komine). Proizvodnja vina jedna je od vaznih gospodarskih grana u Republici
Hrvatskoj, a prema podatcima Vinogradarskog registra za vinsku godinu 2022. (01.08.2022. —
31.07.2023.) na 17 278 hektara od 87 162 978 trsova proizvedeno je 560 789 hektolitara vina.
Najzastupljeniji autohtoni kultivar vinove loze bila je GraSevina s 4 313 zasadenih hektara.

Valorizacija komine predstavlja ekonomski i ekoloski prihvatljivo rjeSenje zbrinjavanja
otpada nastalog tijekom proizvodnje vina. Primjerice, komina kao nusproizvod posebice je
bogata polifenolnim spojevima buduéi da se tijekom vinifikacije tek 40 — 60 % ovih spojeva
ekstrahira u samo vino, dok prestali dio zaostaje u pokoZici i sjemenki komine. Stoga, komina
kao sirovina ima Siroku primjenu u prehrambenoj, kozmeti¢koj, farmaceutskoj, ali i drugim
industrijama. U novije vrijeme, komina se sve viSe koristi i kao sirovina za proizvodnju ulja
sjemenki grozda. Navedeno ulje bogato je hidrofilnim i lipofilnim antioksidansima s
karakteristiCnim senzorskim karakteristikama, odnosno vinskom i voénom aromom u Kkojoj
dominiraju note groZdica.

Tema novijih istrazivanja usmjerena je ka istrazivanju inovativnih metoda proizvodnje
ulja kod uljarica, kao i razli¢itih predtretmana kojima se nastoji povecati iskoriStenje sirovine,
poboljsati nutritivni sastav te oksidacijska stabilnost kao i senzorske karakteristike dobivenoga
ulja. Uz navedene Cimbenike teznja je posti¢i bolju odrzivost te smanijiti troSkove proizvodnje.
Ultrazvuk visokih snaga od ranije je poznat po svojoj sposobnosti poboljSanja uCinkovitosti
ekstrakcije uz povecanje koncentracija razliCitih bioaktivnih spojeva. Medutim, mogucénosti
primjene ultrazvuka kao predtretmana u proizvodnji hladno preSanog ulja sjemenki grozda
ranije nisu bile istraZene.

Stoga, cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj predtretmana ultrazvukom razlicitih
frekvencija (37 i 80 kHz) i vremena tretiranja (30 i 90 min) na polifenolni sastav hladno

preSanog ulja sjiemenki grozda sorte Grasevina.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEMIJSKI SASTAV KOMINE GROZPA | MOGUCNOSTI NJENOG
ISKORISTENJA

Komina grozda glavni je kruti organski otpad od proizvodnje vina koji &ine
pokozica (50 %) i sjemenke (25 %), a u nekim slu€ajevima i peteljka grozda (25 %) (Nanni i
sur., 2021). U kvalitativnom smislu sjemenka grozda predstavlja najvrjedniji dio komine (Dimi¢
i sur., 2020; Shinagawa i sur., 2017; Bail i sur., 2008; Matthaus, 2008). U sastavu sjemenke
dominiraju prehrambena vlakna (40 — 60 %) od kojih se zna€ajem istiCu polisaharidi, celuloza,
hemiceluloza, pektin i lignin. Nadalje, sjemenke sadrze 7 — 15 % proteina te, ovisno o uvjetima
preSanja, 10 — 20 % ulja. Voda Cini 28 — 40 % sjemenki grozda, hlapljive tvari 0,5 -2 % te
mineralne tvari 2 — 4 % (Shinagawa i sur., 2017; Matthaus, 2008). Takoder, sjemenke sadrze
20 — 30 % izdvoijivih bioaktivnih spojeva od kojih se vaznoScu istiCu polifenolni spojevi, vitamin
E i fitosteroli. Glavni polifenolni spojevi u siemenkama grozda uklju¢uju flavan-3-ol monomere
i oligomere te manjim dijelom flavonole, stilbene i fenolne kiseline. Ekstrakti siemenke grozda
posebno su bogati monomerima poput katehina, epikatehina, epikatehin galata te flavan-3-ol
dimerima poput procijanidina B1, B2, B3 i B4 koji posjeduju snazno antioksidacijsko djelovanje
(Ma i Zhang, 2017). S druge strane, u pokozici komine dominiraju antocijani gdje je malvidin-
3-glukozid glavni predstavnik antocijana, a dominiraju i flavan-3-ol polimeri te hidroksicimetne
kiseline (Bordiga i sur., 2019). Uslijed navedenog komina predstavlja vazan supstrat za

farmaceutsku, kozmeti¢ku i prehrambenu industriju (Shinagawa i sur., 2017).

Kominu dobivamo nakon fermentacije i preSanja masulja u proizvodnji crnih vina ili
direktno nakon preSanja u proizvodnji bijelih vina, a €ini oko 20 — 25 % ukupne mase
preradenog grozda (Christ i Burrit, 2013; Abarghuei i sur., 2010). Koli€ina koja nastaje ovisi o
sorti grozda, procesu preSanja i koracima fermentacije, a njezino adekvatno i prihvatljivo
zbrinjavanje aktualna je tema u vinskoj i srodnim industrijama. Vinska se komina od davnina
koristila za proizvodnju jakih alkoholnih pi¢a. Zbog prevelike ponude takve vrste pi¢a na
svjetskom trzistu doslo je do znatnog pada cijene $to je posljedi¢no proizvodace dovelo do
smanjenja prihoda od prerade komine, a povecéanja troSkova njenog skladistenja (Voéa, 2008).
Raniji nacini zbrinjavanja komine naj¢es8¢e su ukljucivali spaljivanje ili zaoravanje u tlo (Licul i
Premuzi¢, 1993), no zamijeCen je nepogodan utjecaj na okoli§. Primjerice, problem su
polifenolni antioksidansi (kojima je komina bogata, a koji su otporni na bioloSku razgradnju),
zatim otezana razgradnja celuloze iz peteljke kao i niska pH vrijednosti (3,5 — 5,4) (Vo¢a, 2008;
Bustamante i sur., 2007). Odlaganjem sadrzaja u okoli§ posljedicno dolazi do sve vece
otpornosti na biodegradaciju (Bordiga i sur., 2019; Kalli i sur., 2018) &to kroz dulji vremenski

odmak uzrokuje promjene u ekosustavu. Nadalje, oneciS¢enje povrsinskih i podzemnih voda



predstavlja jo$ jednu negativnu posljedicu (Bordiga i sur., 2019). Uz to, na mjestima u prirodi
gdje se komina odlaze dolazi i do privladenja muha i drugih nametnika te se povecava $ansa
za Sirenjem neugodnih mirisa, ali i raznih oboljenja u ljudi i zivotinja (Dwyer i sur., 2014). Vinska
komina sadrzi priblizno 0,5 — 3,3 % duSika, 0,2 — 0,7 % fosforne kiseline te 0,5 — 1 % kalija
(Voca, 2008). Prema istrazivanju iz 2006. (Arvanitoyannis i sur., 2006) visoki udio kalija, fenola
i lignina uz slabu probavljivost te malu nutritivhu vrijednost ¢ine kominu loSim izborom za
prehranu prezivaca. Prema navodima iz istrazivanja (Abarghuei i sur., 2010) obroci koji su
sadrzavali veée koli€ine svjeze komine grozda rezultirali su negativhim utjecajem na
probavljivost u buragu iiskoristenje dusika u ovaca. Zbog sve strozih regulativa Europske unije
postalo je zabranjeno Koristiti organski otpad koji ima vise od 5 % organskog ugljika kao
gnojivo (Pravilnik, 2019). U komini se nalazi vie od 20 mg L' organskog ugljika pa je prema
propisima Europske unije takav otpad potrebno odloziti na za to predvidena odlagalista Sto €ini
cijeli proces neekonomi¢nim (Voca, 2008). Obzirom na navedeno u posljednje vrijeme azurno
se istraZzuje iskoriStenje komine te pokuSava pronaéi njezina Sto praktiCnija industrijska

primjena.

Nadalje, komina predstavlja znacajan izvor organske tvari, kalija, duSika i fosfora te se
moze koristiti za proizvodnju biogoriva, ali i toplinske energije (Arvanitoyannis i sur., 2006).
Postoji nekoliko metoda koje omoguéuju njeno iskoriStavanje kao odrzivog izvora energije.
Jedan od najzastupljenijin procesa je anaerobna digestija pri kojoj se komina razgraduje u
bioreaktorima bez prisustva kisika. Ovim procesom nastaje bioplin, prvenstveno metan, koji
se moze Koristiti za proizvodnju topline i elektricne energije. Preostali otpad nakon ovog
procesa Cesto se koristi kao visokokvalitetno gnojivo (Song i sur., 2021). Piroliza je druga
metoda gdje se organska tvar, a u ovom slu¢aju vinska komina, izlaze visokim temperaturama
bez prisustva kisika §to rezultira proizvodnjom plinovitih, tekucih i krutih goriva. Proizvedeni
plin koristi se za generiranje energije, dok se tekuci proizvodi poput bio ulja mogu primijeniti u
razli¢ite industrijske svrhe (Laird i sur., 2009). Izravno sagorijevanje je jednostavniji postupak
poznat od davnina za dobivanje toplinske energije u kojem se osuSena komina spaljuje kao
¢vrsto gorivo u kotlovima za proizvodnju topline ili elektri¢ne energije. Ova metoda omoguéuje
brzo i u€inkovito iskoristavanje komine kao izvora energije. Prema istrazivanju iz 2008. (Vo¢a,
2008) izgaranjem peletirane komine oslobadaju se zanemarive koli€ine Stetnih tvari koje ne
zagaduju prirodu te se to gorivo moze smatrati ekoloski Cistim, a doprinosi i energetskoj
uCinkovitosti proizvodaca vina kao i opCem razvitku ruralnih krajeva. Fermentacija je metoda
koja omogucuje pretvorbu SecCera iz komine u bioetanol koji je popularno biogorivo za vozila.
Ova metoda koristi proces fermentacije kako bi se proizveo etanol iz preostalih Se¢era uz

mogucénost povecanja prinosa dodatnim enzimskim ili kiselinskim postupcima (lvancié Santek



i sur., 2016). Ipak, zbog visokog udjela nezasi¢enih masnih kiselina, vinska komina je

nepogodna za dobivanje biodizela (Ramos i sur., 2009).

Takoder, kako je ranije spomenuto, industrija proizvodnje alkoholnih pi¢a kroz dodatne
procese fermentacije i destilacije uspjeSno koristi kominu (Teixeira i sur., 2014) te dobivene
proizvode Cini Siroko prepoznatljivima. Primjerice, u ltaliji se proizvodi rakija pod nazivom
Grappa, a rije€ je o popularnom destiliranom alkoholnom proizvodu od znacajne kulturoloske,
komercijalne i povijesne vaznosti u toj drzavi. Grappa se dobije tako Sto se komina ili trop
grozda preraduju nakon alkoholne fermentacije te nastaje rakija s udjelom alkohola 35 — 60 %
(Bordiga i sur., 2019). Brojni su primjeri sli¢nih proizvoda pa se tako kod nas proizvode loza i
komovica. Rakija loza nastaje destilacijom fermentiranog groZdanog masulja, dok se komovica
proizvodi iskljucivo iz fermentirane groZzdane komine i destilira neposredno s vodenom parom

ili nakon dodavanja vode grozdanoj komini (Pravilnik, 2019).

Osim prethodno navedenog, komina sadrzi vriiedne komponente, odnosno spojeve
kojima je moguce obogatiti razne pripravke. Ekstrakti komine groZzda mogu se Koristiti u
prehrambenoj, kozmetic¢koj i farmaceutskoj industriji u obliku tekuéih ekstrakata, praha ili
koncentrata. Osim toga, mogu zamijeniti sinteticke antioksidanse te posluziti kao prirodna
alternativa konzervansima u mesnoj industriji (Yu i Ahmedna, 2012). Carpenter i sur. (2006)
istrazivali su antioksidativne i genoprotektivne ucinke niza fitokemikalija i biljnih ekstrakata
(ekstrakt sjemenki grozda, medvjetke i lista masline) u uvjetima oksidativnog stresa izazvanog
vodikovim peroksidom i tert-butilhidroperoksidom u humanoj monocitnoj stani¢noj liniji.
Ekstrakt sjemenki grozda i medvjetke pokazali su najjata antioksidativha svojstva. Zbog
snaznih antioksidacijskih svojstava, ekstrakt sjemenki grozda bogat proantocijanidinima
najCesce se komercijalno koristi kao dodatak prehrani s prirodnim antioksidansima. Njegova
primjena ukljuCuje produzenje roka trajanja proizvoda i poboljSanje zdravstvenih ucinaka

hrane (Carpenter i sur., 2007).

Sjemenka komine takoder je i osnovna sirovina za proizvodnju ulja sjemenki grozda,
koje se osim u prehrani Kkoristi i kao sastojak mnogih kozmetickih proizvoda buduc¢i da pomaze
u obnavljanju oStecenih tkiva i njezi koze (Nerantzis i Tataridis, 2006). Zbog svojih hidratantnih
svojstava Cest je sastojak u kremama i losionima namijenjenim za njegu koze, posebno u
proizvodima za tretiranje stanja kao $to su suha koza i ekcemi, zatim u proizvodima za
zatezanje ili omek3avanje koze, smanjenje oteklina te proizvodima s hipoalergenim
djelovanjem (Martin i sur., 2020; Bordiga i sur., 2019; Kalli i sur., 2018). Proantocijanidini u ulju
sjemenki grozda pomazu u neutraliziranju slobodnih radikala smanjujuéi oksidativni stres i
upalne procese te pokazuju antioksidacijsku aktivnost koja je 20 puta veca od vitamina E i 50

puta veca od aktivnosti vitamina C (Yu i Ahmedna, 2012). IstraZivanja su pokazala kako



antioksidativni ucinci ulja sjemenki groZzda mogu pomoéi u prevenciji i lijeCenju bolesti
povezanih s oksidativnim stresom, uklju€ujuéi kardiovaskularne bolesti i neurodegenerativne
poremecaje (Zhou i sur., 2022). Nadalje, ekstrakt sjemenki grozda zbog inhibicijske enzimske
aktivnosti glukozil transferaze ima antibakterijski uCinak koji osobit u€inak ima na gram
pozitivhe bakterije. Glukozil transferaza je enzim neophodan u sintezi glukana koji je sadrzan
u biofilmu bakterija te djeluje bakteriostatski (Provenza i Villalba, 2010). Dakle, aktivhe
komponente ulja mogu inhibirati rast odredenih patogenih mikroorganizama kao $to su sojevi
Staphylococcus aureus i Escherichia coli (Dabeti¢ i sur., 2020; Kalli i sur., 2018) $to moze biti
korisno u razvoju antisepti¢kih i antibakterijskih lijekova. Zbog specificnog sastava masnih
kiselina i visokog udjela vrijednih polifenola implementacija komponenti ovoga ulja smanjuje

incidenciju ateroskleroze i koronarnih bolesti (Bail i sur., 2008).



2.2. KEMIJSKI SASTAV | ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST ULJA SJEMENKI
GROZDbA

Prema Pravilniku Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske iz 2019. godine ulje
sjemenki grozda je ulje dobiveno iz sjemenki Vitis vinifera L. grozda, gustoce 0,920 — 0,926,
jodnog broja 128 — 150 te broja osapunjenja 188 — 194 mg KOH kg™ ulja. Autenti¢nost ulja
sjemenki grozda utvrduje se obzirom na sastav masnih kiselina te sastav i udio sterola
definiranih istim Pravilnikom. Ono predstavlja alternativu tradicionalno koriStenim jestivim
bilinim uljima obzirom da proizvodnjom ovog ulja dolazi do iskoriStenja komine, smanjenja

koli¢ine otpada te stvaranja novog proizvoda i dodane vrijednosti.

Koncentracija i sastav hlapivih spojeva ulja sjemenki groZzda u izravnoj su ovisnosti o
karakteristikama sorte, prethodnim vinogradarskim postupcima, stupnju zrelosti, klimatskim
uvjetima i postupku ekstrakcije ulja (Martin i sur., 2020; Bombai i sur., 2017; Matthaus, 2008).
Ulje karakterizira vinska i voéna aroma s notama grozdica i orasastim notama te specifi¢nost
okusa (Matthaus, 2008) zbog ¢ega se namece kao zanimljiva alternativa konvencionalnim
uljima. Ranija istraZivanja takoder upucuju i na razlike u senzorskim karakteristikama izmedu
ulja proizvedenih od bijelih i crnih sorti grozda, pri ¢emu je boja ulja sjemenki crnog grozda
sliéna boji djevicanskog maslinovog ulja (tamnija i izrazito zelena), dok je boja ulja sjemenki
bijelog grozda znatno svjetlije i Zuckasto-zelene boje (Bjelica i sur., 2019). Takoder, ulja
proizvedena iz grozda crnih sorti imaju izraZeniju vinsku notu te intenzivniji vinsko-oraSasti
okus od ulja proizvedenih od bijelih sorti grozda koja karakterizira blaZi okus i izrazenija vo¢na
aroma. Nadalje, osim sorte grozda i tehnologija proizvodnje predstavlja vazan ¢imbenik u
definiraju senzorskih karakteristika ulja pa tako hladno pre$ano ulje karakterizira intenzivna
boja, miris i okus, dok je rafinirano ulje neutralnog mirisa i okusa te zamjetno svjetlije boje
(Bjelica, 2019). Takoder, metoda mikrobioloSke stabilizacije/susenja sjemenki nakon presanja
masulja definira klju¢nu ulogu za oCuvanje kvalitete ulja, a posebice njegove arome (Bail i sur.,
2008). Zanimljivo je kako ovo ulje ima neobi¢no visoku to¢ku dimljenja (oko 190 — 230 °C) Sto

ga Cini prikladnim za przenje na visokim temperaturama (Bail i sur., 2008).

Triacilgliceroli i masne kiseline Cine oko 98 % ulja, dok ostatak Cini negliceridni dio
(£2 %) (Mali¢anin, 2014). Ulje sjemenki grozda spada u biljna ulja sa visokim udjelom
nezasi¢enih masnih kiselina pa se tako sastoji u prosjeku od 90 % polinezasicenih i
mononezasicenih masnih kiselina, a preostalih 10 % otpada na zasi¢ene kiseline (Bail i sur.,
2008). Najzastupljenija masna kiselina je linolna kiselina (C18:2) s udjelom 58 — 78 % (Bail i
sur., 2008). Ulje sjemenki grozda karakterizira zna€ajno veéi udio ove masne kiseline nego
ulje suncokreta koje sadrzi 40 — 74 % linolne kiseline (Monfreda i sur., 2012), ulje repice s 4,24
—6,00 % (Beyziisur., 2019) ili masline s 11,5 - 15 % (Sakar i Gharby, 2022). Mononezasi¢ena

oleinska ili omega-9 masna kiselina (C18:1) s udjelom 3 — 15 % druga je masna kiselina po
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zastupljenosti (Bail i sur., 2008). U literaturi su zabiljezena znagajna odstupanja u udjelu
identificiranih spomenutih masnih kiselina pri ¢emu sorta, nacin uzgoja, vrijeme berbe ili
metoda ekstrakcije ulja imaju vaznu ulogu (Martin i sur., 2020; Bombai i sur., 2017; Matthaus,
2008).

Fitosteroli ili biljni steroli lipofilni su biloski vazni spojevi s klju€énom ulogom u
metabolizmu kolesterola (Shinagawa i sur., 2017). Prema njihovom sastavu definiranim
Pravilnikom iz 2019. godine primjenom tehnika poput plinske kromatografije moguce je odrediti
autenti€nost svih jestivih ulja pa tako i ovoga. Prema tamo dostupnim podacima ulje sjemenki
grozda sadrzi najvide B-sitosterola s rasponom udjela 64,0 — 70,0 %, a slijede ga kampesterol

s udjelom 7,5 — 14 % i sigmasterol €iji je detektirani raspon 7,5 — 12,0 %. Isti izvor navodi kako

ulje sjemenki grozda smije sadrzavati 2000 — 7000 mg kg™ ukupnih sterola.

Tokokromanoli su skupni naziv za tokoferole i tokotrienole, a navedeni spojevi uz
fitosterole cCine lipofilnu frakciju ulja (Wu i sur.,, 2004). Tokokromanoli obuhvacéaju Cetiri
tokoferola (a-, R-, y-, &-tokoferol) i Cetiri tokotrienola (a-, -, y-, d-tokotrienol) te su svi sastavne
komponente bioloSki znaCajnog vitamina E (Matthaus, 2008). Tokoferoli se medusobno
razlikuju po polozaju metilnih skupina. Tokotrienole od tokofenola razlikuje zasi¢enost boénoga
lanca, odnosno tri nezasi¢ene veze u lancu (Kamal-Eldin i Appelqvist, 1996). Obje skupine
spojeva mogu se pronaéi u gotovo svim biljnim uljima te imaju snazno antioksidacijsko
djelovanje kojim $tite stanicu od o$teéenja uzrokovanih slobodnim radikalima (Curko i sur.,
2023; Bail i sur., 2008) pri cemu tokotrienoli imaju nesto snazniji u€inak (Shahidi i Zhong,
2005). a-tokoferol najaktivniji je spoj u borbi protiv oksidativhog stresa u stanicama, medutim
njegovo antioksidacijsko djelovanje kojim S§titi ulje od oksidacijskog kvarenja je slabo
(Matthaus, 2008). Literaturni podaci pokazuju kako koncentracije tokokromanola u uljima
sjemenki grozda mogu znacajno varirati. Primjerice, prema istraZivanju Fernandes i sur. (2013)
koncentracija a-tokoferola varirala je izmedu 85,5 i 244 mg kg', dok se prema drugom
istrazivanju (Bjelica i sur., 2019) ovaj raspon kretao od 22,1 do 76,6 mg kg™'. Neovisno o
razli¢itim koncentracijama, a-tokoferol je bio najzastupljeniji tokoferol, dok je y-tokotrienol bio
najzastupljeniji tokotrienol u ulju sjemenki grozda (Fernandes i sur., 2013; Matthaus, 2008).

Nadalje, ukupna se koncentracija tokokromanola smanjuje rafinacijom (Bjelica i sur., 2019).

Polifenolni spojevi sekundarni su biljni metaboliti koji predstavljaju hidrofilnu
komponentu u ulju sjemenki grozda te inhibiraju oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina (Al
Juhaimi i Ozcan, 2017). Koncentracija polifenolnih spojeva u ulju sjemenki groZzda moze se
usporediti s koncentracijama u ulju repice ili lana, ali je ipak niza od koncentracija
karakteristiCcnih za maslinovo ulje (Matthdus, 2008). Navedeni spojevi doprinose

antioksidacijskoj aktivnosti te imaju povoljan ucinak na zdravlje (Hassan i sur., 2019; Manach



i sur., 2005). Ova skupina spojeva prema svojoj strukturi dijeli se na dvije podskupine:
flavonoide (antocijani, flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, proantocijanidini i tanini) i
neflavonoide [fenolne kiseline (hidroksicimetna i hidroksibenzojeva), stilbeni]. U komini grozda
identificirano je mnogo fenolnih spojeva, pri c¢emu su od flavonoida najzastupljeniji antocijani,
flavan-3-oli, flavonoli, dok su predstavnici neflavonoida hidroksibenzojeva i hidroksicimetna
kiselina te stilbeni (Soto i sur.,, 2015). U samoj sjemenici komine i u ulju sjemenki grozda
dominiraju flavan-3-oli (Curko i sur., 2024; Curko i sur. 2023; Jackson, 2008).

U skladu sa svime prethodno navedenim, moguce je zakljuCiti kako ulje sjemenki
grozda sadrzi nekoliko bioaktivnih antioksidativnih spojeva, ukljucujuéi fitosterole, tokoferole i
fenolne spojeve, koiji stite od osteéenja slobodnih radikala (Bail i sur., 2008). Oksidacija ulja
sloZen je proces koji uklju€uje niz reakcija i rezultira stvaranjem razlicitih produkata razgradnje
u razli¢itim fazama. Buduéi da primarni oksidacijski procesi u ulju uglavnom stvaraju
hidroperokside, naj¢eséi nacin procjene stupnja oksidacije ulja je odredivanje tzv. peroksidnog
broja, no dobivene vrijednosti mogu biti pogreSno protumacene jer peroksidni broj opada
pojavom sekundarnih oksidacijskih produkata. U uporabi su i druge metode, primjerice,
anisidinski broj primjenu pronalazi pri odredivanju opsega sekundarne faze, dok Totox

vrijednost prikazuje ukupan opseg oksidacije (Midhun i sur., 2023).

Antioksidacijska aktivnost moze se definirati kao sposobnost antioksidansa da sprijeci
lan¢ane reakcije slobodnih radikala. Odredivanje antioksidativhog kapaciteta ulja predstavlja
analiticki izazov jer je vecéina metoda razvijena za hidrofilne antioksidativhe spojeve u
vodenom, odnosno hidrofilnom mediju (Ninfani i sur., 2001). Kemijski sastavi hidrofilnih
razlikuju se od lipofilnih frakcija ulja. Na antioksidativni kapacitet moze utjecati povezanost
antioksidativnih komponenti, ali i njihov afinitet sa povrSinama zrak — ulje, zrak — voda i/ili ulje
—voda (Frankel i sur., 1994). Razvijen je Sirok spektar metoda za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta koje se temelje na razli¢itim mehanizmima djelovanja antioksidansa poput
uklanjanja ili inhibicije slobodnih radikala. Ove metode dijele se na direktne kao $to su ORAC
(engl. Oxygen Radical Apsorbance Capacity) metoda i odredivanja antioksidacijskog
kapaciteta s B-karotenom te indirektne metode kao Sto su DPPH (2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil) i

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power).

Otpornost na oksidaciju (ili oksidativha stabilnost) posebno je vazna karakteristika
svakog biljnog ulja jer oksidacija ulja umanjuje nutritivnu vrijednost, doprinosi razvoju
neugodnih senzorskih svojstava (okusa i mirisa), nosi zdravstvene rizike te loSe djeluje na
opcu kvalitetu svakoga ulja. Definira se kao vrijeme potrebno da se postigne tocka u kojoj se
jedan oksidacijski indeks, kao Sto je peroksidni ili karbonilni broj, naglo poveca i uzrokuje

nepozeljan okus i aromu u ulju (Bakhshabadi i sur., 2017). Prisustvo prirodnih antioksidansa



kao Sto su polifenolni spojevi i tokoferoli, a ponekad i masnih kiselina &titi biljna ulja od
autooksidacije, uzeglosti i promjena pri visokim temperaturama (Mali¢anin i sur., 2014). Kako
bi se procijenila oksidativha stabilnost, ulje se obi¢no izlaze visokim temperaturama u

prisutnosti velikih koli€ina zraka ili kisika (Mali¢anin i sur., 2014).

2.3. TEHNOLOGIJA PROIZVODNJE ULJA
2.3.1. Konvencionalne metode proizvodnje ulja

Ekstrakcija je metoda odvajanja spojeva iz otopine, suspenzije ili krutine pomoc¢u nekog
tlaka, protoka otapala, veli€ine Cestica i vremena ekstrakcije igraju klju¢nu ulogu u ouvanju
visokokvalitetnog ulja (Sevindik i sur., 2022; Bleki¢ i sur., 2011; Lovri¢, 2003).

Ekstrakcijske metode koje se mogu primjenjivati u proizvodniji biljnih ulja su ekstrakcija
otapalom, ekstrakcija na Cvrstoj fazi, ekstrakcija tekuée - tekuée, ekstrakcija po Soxhletu,
ubrzana ekstrakcija otapalom, ekstrakcija fluidom pri superkritiénim uvjetima, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima i ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom. NajCeS¢e se ulje
sjemenki groZzda ekstrahira konvencionalnim metodama - hladnim preSanjem ili organskim
otapalima (Duba i Fiori, 2015). Odabir metode ekstrakcije ovisi da li je cilj kvantiteta ili kvaliteta

ekstrahiranog ulja.

Ulije sjemenki groZzda koje se koristi u prehrambene svrhe naj¢eS¢e se ekstrahira
hladnim preSanjem (bez otapala) kako bi se o€uvala njegova visoka nutritivna kvaliteta i
jestivost (Dimi¢ i sur., 2020; Kornsteiner i sur., 2006). Poznato je kako hladno presanje rezultira
nizim prinosima (Crews i sur.,, 2006), ali hladno preSana/djeviCanska ulja, za razliku od
ekstrahiranih/rafiniranih ulja visokog prinosa, imaju veéi sadrzaj antioksidansa i aromatsku
kompleksnost s viSim koncentracijama estera i alkohola (Sevindik i Selli., 2017; Bail i sur.,
2008). Posljedniji trziSni trendovi ukazuju na povec¢anja potrosSnje hladno preSanih biljnih ulja
zbog njihovih boljih nutritivnih svojstava koja proizvodadi, ali i potroSaci sve viSe cijene (Dimi¢
i sur., 2020). Takoder, hladno preSanje ima nekoliko prednosti naspram visoke cijene dobivenih
proizvoda kao $to su okolidna prihvatljivost i manja potreba za koriStenjem energije (Al Juhaimi
i Ozcan, 2017).

S druge strane, industrija (primjerice kozmetic¢ka) je zainteresirana za vecée prinose
ekstrakcije zbog ekonomske profitabilnosti. U konvencionalnim postupcima ekstrakcije
najCesce se koriste otapala poput petroletera, heksana, kloroforma i acetona (Beres i sur.,
2017) od kojih je naj¢eSCe koristen n-heksan. Ekstrakcija po Soxhletu predstavlja
najtradicionalniju tehniku ekstrakcije pomocu otapala uz iskoristenje od 95 % (Kalli i sur., 2018;
Beres i sur., 2017).
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2.3.2. Inovativne metode proizvodnje ulja

U novije vrijeme, kako bi se povecalo iskoristenje ekstrakcije ulja te njegova kvaliteta,
sve veCa pozornost usmjerena je ka inovativnim metodama ekstrakcije. Ekstrakcija
superkriticnim tekuc¢inama, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ultrazvukom i
enzimskim predtretmanom neke su od novijih metoda ekstrakcije koje se mogu primijeniti u
proizvodnji ulja sjemenki groZzda (Sevindik i Selli, 2017). Naime, ograni¢enja konvencionalnih
metoda kao Sto su niski prinos, duljina vremena provodenja, velike koli€ine utroSenog otapala
te ostatci koji su toksiéni mogu se uspjeSno prevladati primjenom inovativnih metoda
ekstrakcije pri sobnim ili niskim temperaturama (Dimi¢ i sur., 2022; Martin i sur., 2020), a
navedene metode mogu u potpunosti zamijeniti konvencionalne metode (poput ekstrakcije
superkritiénim tekuc¢inama) ili mogu biti primijenjene kao predtretmani konvencionalnim

postupcima.

Ekstrakcija fluidom  pri  superkriticnim  uvjetima  omogucéuje  proizvodnju
visokokvalitetnoga ulja. Naime, pri tlaku i temperaturi iznad svojih kriti€nih vrijednosti
superkriticni fluid ima gustocu tekucine i viskoznost plina te pokazuje odlicna ekstrakcijska
svojstva. Superkriti¢ni fluidi svojim svojstvima zamjenjuju organska otapala kao sto su n-
heksan, diklormetan i kloroform. Prednost ove tehnike je postizanje selektivhe ekstrakcije
analita podeSavanjem temperature, tlaka i polarnosti. Naju€estaliji izbor je ugljikov dioksid
(CO-) zbog svoje nezapaljivosti, kemijske stabilnosti te niske toksiCnosti Cije je superkriticne
uvjete lako postiéi (Tc = 31 °C, pc = 7,4 Pa) (Joki¢ i sur; 2011).

Ekstrakcija uz pomo¢ mikrovalova je proces u kojem se mjeSavina krutog uzorka i
otapala zagrijava mikrovalnom energijom, a zatim se iz otapala izdvaja Zeljeni spoj. Postoje
dvije vrste komercijalno dostupnih sustava za mikrovalno potpomognutu ekstrakciju, a to su
ekstrakcija u zatvorenim sustavima pri kontroliranom tlaku i temperaturi te u otvorenim
sustavima pri atmosferskom tlaku. Mikrovalno zagrijavanje koristi neionizirajuce
elektromagnetske valove (Sirohi i sur., 2020). Elektromagnetski valovi prodiru u materijal i
pretvaraju se u toplinsku energiju koja, kada je dovoljno snazna, oStecuje stani¢ne stijenke
biljaka omogucujuci ispustanje ciljanih spojeva u otapalo. Smanjenje veli€ine ¢estica komine
grozda povecCava povrsinski kontakt izmedu krutih tvari komine i otapala Cime se dodatno
poboljSava uclinkovitost ekstrakcije (Kalli i sur., 2018). Metoda se pokazala korisnom pri
ekstrakciji termolabilnih spojeva poput eteri¢nih ulja, bioloski aktivnih tvari s antioksidacijskim
djelovanjem, pigmenata, pesticida, metala i nekih polimera (Cardoso-Ugarte i sur., 2013;
Bleki¢ i sur., 2011). Istrazivanje Sanchez i sur. (2019) pokazalo je kako ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima utjeCe na povecanje prinosa ulja uljane repice kao i smanjenje
vremena ekstrakcije za €ak 75 % u odnosu na ekstrakciju po Soxhletu heksanom te je

dobiveno ulje s viSim udjelom tokoferola i kanolola.
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Ekstrakcija ulja potpomognuta enzimima (EAE, engl. enzyme-assisted extraction)
koristi se za olak$avanje procesa izdvajanja ulja iz biljnih stanica pri ¢emu enzimi hidroliziraju
stani¢ne strukture oslobadajuci bioaktivne spojeve. Ova metoda funkcionira razgradnjom
stani¢nih stijenki biljaka te omogucéuje oslobadanje fenolnih spojeva, bilo da su vezani za
stani¢ne komponente ili da se nalaze u vakuolama odakle se oslobadaju difuzijom (Cascaes
Teles i sur., 2020). Prema provedenim istrazivanjima zakljueno je kako enzimski predtretman
sjemenki grozda moze unaprijediti u€inkovitost mehani¢kog preSanja jer se uslijed enzimske
hidrolize stijenke sjemenki oslobadaju vezani spojevi te se povecava prinos ulja (Beres i sur.,
2017). EAE je moguce koristiti u kombinaciji s ultrazvukom, mikrovalovima ili superkriti¢nim
fluidom, a te tehnike mogu se primijeniti za vrijeme, prije ili nakon EAE. Takva kombinacija
tehnika smanjuje trajanje ekstrakcije, omoguc¢ava uporabu sigurnih, netoksi¢nih i nezapaljivih
otapala koja su Cesto pogodna za recikliranje te pojednostavljuje postupak i prilagodbu

procesnih parametara (Gligor i sur., 2019).
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2.3.3. Primjena ultrazvuka u prehrambenoj industriji te proizvodnji ulja

Ultrazvu€na energija oblik je energije dobiven iz zvu¢nih valova frekvencija koje su
previsoke da bi se detektirale ljudskim uhom (Jayasooriya i sur., 2004), a to su frekvencije
jednake ili viSe od 20 kHz. Prolaskom ultrazvuénih valova kroz medij dolazi do naglog opadanja
i porasta tlaka u izravnoj ovisnosti o frekvenciji ultrazvuka. Formiraju se ekspanzijski vrtlozi u
kojima dolazi do nastanka i rasta mikroskopski sitnih mjehuri¢a. Nakon $to mjehuri¢i postignu
kriti€énu veli€inu dolazi do njihove implozije $to je poznato kao pojava kavitacije (Mason, 2003).
Tijekom raspada tako nastalog velikog broja kavitacijskih mjehuri¢a lokalno se oslobadaju
visoke temperature i tlakovi. Ukoliko se raspad dogodi unutar ili oko stanice mikroba stvoriti ¢e
se gradijent tlaka koji ¢e mehanicki ostetiti stanicu. Ultrazvukom se zbog agitacije otapala
povecava kontaktna povrsina izmedu C&vrste tvari i otapala $to omogucava bolje prodiranje
otapala u materijal. To ujedno ¢ini i bithu primjenu ultrazvuka prilikom ekstrakcije organskih
spojeva iz biljaka i sjemenki jer mehanicki efekti ultrazvuka osiguravaju jacu penetraciju
otapala u stani¢ne materijale te time poboljSavaju prijenos mase. Najvazniji procesni parametri
koji se u industrijskim ili laboratorijskim istrazivanjima optimiziraju kod obrade ultrazvukom su
frekvencija (f, Hz), amplituda (A, 0 — 100 %), snaga (P, W) ili intenzitet, (I, Wm2 ), promjer
ultrazvuéne sonde (d, mm), vrijeme tretiranja (t, s), distribucija ultrazvuénih valova, tlak (p, Pa),

temperatura (T, °C) kao i odabir prigodnog otapala (Astrain-Redin i sur., 2019).

Postoje ultrazvuk niske i ultrazvuk visoke energije, odnosno intenziteta, a razlikuju se
prema gustoci energije zvuka (W sm), snazi (W) te intenzitetu zvucnih valova (Wm-2) (Ercan
i Soysal, 2013). Ultrazvuk niskog intenziteta podrazumijeva frekvencije vise od 100 kHz i
intenzitete ispod 1 Wm2. Ultrazvuk visokog intenziteta podrazumijeva raspon frekvencija
20 — 100 kHz te intenzitet zvuénih valova vi§i od 1 Wm2 (McClements, 1995). Ultrazvuk niskog
intenziteta koristi se u analiticke svrhe (primjerice u prehrambenoj industriji za ispitivanja
fizikalno - kemijskih svojstava hrane poput sastava, strukture, teksture i sl.) jer ne utjeCe na
fizikalna i kemijska svojstva materijala (Jayasooriya i sur., 2004). Pri ultrazvuku niskoga
intenziteta broj nastalih kavitacijskin mjehuri¢a je mali, ali je energija povezana s njima veca.
Nasuprot tomu, primjenom ultrazvuka visokog intenziteta broj kavitacijskin mjehuri¢a je veci,
ali je njihova energija manja pa je i oslobodena energija manja. Primjenom ovakve vrste
ultrazvuka dolazi do fizikalnih i kemijskih promjena, a prevladavajuci ucinci su uglavnom
kemijski (Astrain-Redin i sur., 2019).

Ultrazvucni reaktori mogu biti dizajnirani kao sonde koje se sastoje od generatora koji
pretvara elektricnu energiju u visoku frekvenciju izmjeni¢ne struje i pretvornika koji visoku
frekvenciju izmjeni¢ne struje pretvara u mehanicke vibracije koje stvaraju kavitaciju (Brn¢ic i
sur., 2009). Zbog svoje dostupnosti i prihvatljive cijene u laboratorijskim uvjetima ¢esc¢e se

primjenjuju ultrazvucne kupelji kod kojih su elementi pretvornika smjesteni na dno spremnika.
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lako se u praksi nesto riede koriste one pri radu na visim frekvencijama, vecina ih radi
u rasponu frekvencija 20 — 40 kHz (Brnci¢ i sur., 2009). Standardne ultrazvuéne kupelji obi¢no
rade pri nizim intenzitetima kako bi se sprijeCilo oStecenije stijenki spremnika koje moze nastati
zbog kavitacije. Takoder, koriste se nize akustiCke snage jer se u spremnicima naj¢eSc¢e
tretiraju veéi volumeni tekucina (Brn&i¢ i sur., 2009). Ultrazvuk ima Siroku primjenu u
prehrambenoj industriji pa se tako koristi pri procesima ekstrakcije, susenja, homogenizacije,

sterilizacije, inaktivacije enzima, filtracije i emulgiranja (Midhun i sur., 2023).

Primjena ultrazvuka visokoga intenziteta u tehnologiji vina do sad je pokazala velike
pomake u ekstrakciji bioaktivnih fenolnih i hlapivih spojeva, ubrzavanju procesa starenja vina
te pobolj$avanju fermentacije i sanacije badvi (Luki¢ i sur., 2020; Curko i sur., 2017; Garcia
Martin i sur., 2013; Rastogi, 2011). Takoder, doprinosi inaktivaciji mikroorganizama i enzima
jer jako brze lokalizirane promjene u tlaku i temperaturi uzrokuju promjene sila smicanja,
kavitaciju, stanjivanje stani€nih membrana, lokalizirano zagrijavanje te produkciju slobodnih

radikala $to ima letalan u€inak na mikroorganizme (Rastogi, 2011).

Primjena razlicitih predtretmana, pa tako i ultrazvuka, u proizvodniji hladno pres$anih ulja
moze utjecati na povecanje prinosa ulja i koncentraciju bioaktivnih spojeva, formiranje novih
hlapivih spojeva (koji posliedicno mogu utjecati na aromu hladno preSanoga ulja) kao i
povecanje oksidacijske stabilnosti (McDowel i sur., 2017). Primjerice, prema istrazivanju
Mali¢anin i sur. (2014) prinos ulja dobivenog predtretmanom ultrazvukom (UZV) sli¢an je
onome postignutome Soxhlet ekstrakcijom koju karakterizira visoko iskoriStenje. Nadalje, u
istraZivanju na sjemenkama moringe, ultrazvuéni predtretman intenziteta 50 W i trajanja 1 h
povecao je prinos ulja za 1,24 % u usporedbi s kontrolnim uzorcima koji nisu bili tretirani
ultrazvukom (Kayanan i Sagum, 2021). Takoder, prema istome istrazivanju predtretman
ultrazvukom rezultiralo je brzom ekstrakcijom u odnosu na kontrolni uzorak. Nadalje, ranija
istraZivanja pokazala su kako snaga ultrazvuka ima izravan i bitan utjecaj na prinos pri ¢emu
je zakljueno kako povecanje ultrazvu€ne snage izravno rezultira vecim prinosom ulja
(Mali¢anin i sur., 2014). Naime, ultrazvuk moze utjecati na promjenu strukture sjemena pa je
zadrzavanje ulja smanjeno te se ono lakSe ekstrahira. Na vaznost odabira adekvatnih
parametara ultrazvuka u svom istraZivanju ukazali su i McDowel i sur. (2017). Naime, navedeni
autori proveli su istrazivanje u kojem su ultrazvu¢nom sondom tretirali sjemenke uljane repice
pri amplitudama 20 i 100 % uredajem snage 1 kW tijekom 10 min. Dobiveni rezultati pokazali
su kako pri navedenim uvjetima nije doSlo do promjene u sastavu fenolnih spojeva u ulju,
ukazujuéi na potrebu za daljnjom modifikacijom vremena tretiranja ili snage s ciljem povecanja

u€inkovitosti navedenog predtretmana kod sjemenki uljane repice.
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Nadalje, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom utjeCe na povecéanje ekstrakcije
razli¢itih bioaktivnih tvari pri ¢emu je osigurana zdravstvena, odnosno mikrobioloska
ispravnost gotovih proizvoda uz produzen rok trajanja (Midhun i sur., 2023). Primjerice,
Kayanan i Sagum (2021) pokazali su da je ultrazvuéni predtretman doveo do povecéanja udjela
fitosterola u ulju sjemenki moringe §to je rezultiralo i poboljSanom oksidativnom stabilno$¢u
ekstrahiranog ulja. Jiménez i sur. (2007) naveli su da primjena ultrazvuka moze povecati
sadrzaj tokoferola, klorofila i karotenoida u ekstrahiranom maslinovom ulju, dok su Corrales i
sur. (2008) zaklju€ili kako je primjenom ultrazvuka snage 35 kHz kroz 1 h kao predtretmana
toplinskoj obradi nusproizvoda grozda povecao udio ukupnih fenola za 50 % u odnosu na
kontrolni uzorak. Istim je istraZivanjem zakljueno kako je provedeni predtretman uzrokovao
dva puta vecu antioksidacijsku aktivhost u odnosu na kontrolni uzorak. U drugoj studiji,
predtretman sjemenki konoplje ultrazvukom (20 kHz, 200 W) znac€ajno je smanijio
antioksidacijski kapacitet ulja za 57, 25 i 26 % nakon prethodne obrade sjemenki ultrazvuénim
valovima u trajanju od 10, 20 i 40 min (Da Porto i sur., 2015). Zdanowska i sur. (2019) dosli su
do zakljuCka kako je energetska ucinkovitost predanja nakon provedenog ultrazvuénog
predtretmana i namakanja sjemenki uljane repice bila za 26 % veca u odnosu na kontrolni
uzorak Sto je omogudilo nizu potroSnju energije. Utjecaj ovoga predtiretmana takoder je
zabiljezen i na indeks boje ulja crnoga kima $to je objasnjeno njegovim utjecajem na sastav
klorofila i fosfolipida tijekom predtretmana (Moghimi i sur., 2018). Autori su naveli kako
povecanje snage ultrazvuka s 30 na 90 W i vremena tretiranja s 30 na 60 min znacajno
povecava indeks boje ulja za 7, odnosno 19 % iz Cega slijedi kako je promjena vremena

ultrazvuénog tretmana imala veci utjecaj na indeks boje ulja nego promjena snage ultrazvuka.

Uslijed svega navedenog, jasno je kako ultrazvuk ima vrlo Siroku moguénosti primjene.
Ipak, utjecaj ultrazvuka kao predtretmana hladnom preSanju u proizvodnji ulja sjemenki grozda

ranije nije bilo istrazen.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
3.1.1. Komina sjemenke grozda

Istrazivanje je provedeno na komini sjemenke bijelog grozda Vitis vinifera cv. Grasevina
iz 2023. godine berbe. Grozde je uzgojeno u Kravarskom (Hrvatska) te potom ubrano u fazi
tehnolosSke zrelosti. Komina sjemenke grozda, dobivena nakon primarne prerade grozda u
vino i preSanja, ru¢no je odvojena od pokozice i pulpe i direktno transportirana u laboratorij

gdje je skladiStena na - 18 °C do kasnije uporabe.

3.1.2. Kemikalije

Za analizu odredivanja sastava polifenola koristeni su standardi i reagensi HPLC Cistoce.

e Acetonitril (100 %), HPLC Cistoce, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
e (-)-epikatehin, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

o Etanol (96 %), Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska

e Ferulinska kiselina, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Galna kiselina, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

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

¢ Klorovodi¢na kiselina (37 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
o Kvercetin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e Metanol, HPLC distoée J. T. Baker, Deventer, Nizozemska

e Miricetin, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

¢ Mravlja kiselina (98 - 100 %), Carlo Erba, Val del Reuil, Francuska
e n-heksan, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska

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

e Procijanidin B1, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD

e 2-propanol, J. T. Baker, Deventer, Nizozemska
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3.1.3. Aparatura i laboratorijski pribor

Ultrazvu€na kupelj, ElImasonic P 300 H, EIma Schmidbauer GmbH & Co. KG, Singen,
Njemacka

Laboratorijska puzna preSa Komet, model PR-F100, Oilpressparts GmbH & Co. KG,
Niederkrtichten, Njemacka

UPLC uredaj (Agilent Technologies 1290 Infinity Il LC System, Agilent, Santa Clara,
CA, SAD) opremlijen s DAD detektorom (model G7117A, Serial No. DEAEJ02807),
modulom pumpe (model G7104A, Serial No. DEBAX04463), autosemplerom (model
G7129B, Serial No. DEBA906617), modulom za kontrolu temperature (model G7116B,
Serial No. DEBAZ(07584)

Kolona za UPLC/HPLC Gemini C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), Phenomenex,
Torrance, CA, SAD

Analiticka vaga, Metler Toledo (+ 0,0001 g), Columbus, OH, SAD

Laboratorijske vaga, Sartorius GP 4102, Zapre$i¢, Hrvatska

Centrifuga, Hettich EBA 20 centrifuge, Njemacka

Hladnjak, Gorenje, Slovenija

Susionik, Instrumentaria Zagreb, Hrvatska

Vortex, Benchmark Scientific, BenchMixer V2, Taiwan

Mikropipete volumena 100 i 1000 pl, Eppendorf, Hauppauge, NY, SAD

Laboratorijski termometar, Inkolab, Zagreb, Hrvatska

Aluminijska folija

Metalno sito

HPLC bocice

Laboratorijske boce Strcaljke

Laboratorijske ¢ase volumena 250 i 400 mL

Epruvete

Lijevci

Nastavci za pipete i mikropipete

Pipete volumena 10, 20, 25 mL
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3.2. METODE
3.2.1. Ultrazvuéni predtretman sjemenki komine grozda

Odvagano je 1200 g sjemenki komine grozda sorte GraSevina koje su neposredno prije
ultrazvuénog predtretmana tretirane suhim ledom u omjeru 2:1. Nadalje, po 50 g ovako
tretiranih sjemenki odvagano je u svaku od osam ¢asu, koje su potom smjestene u ultrazvuénu
kupelj (UZV) (slika 1). U svaku ¢asu potom je dodano 300 mL destilirane vode nakon ¢ega su
sjemenke komine grozda tretirane razli€itim frekvencijama (80 i 37 kHz) kroz razli¢ito vrieme
(30 i 90 min) (tablica 1). Nakon provedenih predtretmana sjemenke su osuSene te je
provedeno hladno presanje. Kontrolni uzorak bio je uzorak prethodno netretiran ultrazvukom
(HP).

Slika 1. Predtretman sjemenki u ultrazvuénoj kupelji EiImasonic P, (viastita fotografija, 2024)
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Tablica 1. Popis tretiranih uzoraka i parametri pretretmana ultrazvukom (UZV) (frekvencija i
vrijeme tretiranja)

Naziv uzorka Frekvencija (kHz) Vrijeme tretiranja (min)
uzv1_30 80 30
uzv1_90 80 90
uzv2_30 37 30
uzv2_90 37 90

3.2.2. Hladno predanje sjemenki grozda

Sjemenke su prvo osudene u susioniku s ventilacijom (35 °C, 24 h) kako bi se postigao
optimalni udio vlage od 8 %, nakon ¢ega su preSane bez mljevenja ili kondicioniranja (Cecchi
i sur., 2019). Hladno preSano ulje sjemenki groZda proizvedeno je pomocu laboratorijske prese
Komet PR-F100 (Oilpressparts GmbH & Co. KG, Niederkrichten, Njemacka) (slika 2).

1

Slika 2. PreSanje sjemenki komine grozda pomocu laboratorijske puzne prese (viastita
fotografija, 2024)
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U svakom ciklusu ekstrakcije preSano je 1 kg sjemenki, a ekstrakcija je provedena u tri
ponavljanja. Dobiveni uzorci nakon presanja centrifugirani su pri 5000 rpm tijekom 10 min,
nakon ¢ega je ulje pohranjeno u tamnim staklenim bocama pod dusikom na - 18 °C do daljnje

analize.

3.2.3. Ekstrakcija polifenolnih spojeva ulja sjemenki grozda

Ekstrakcije hidrofilne polifenolne frakcije ulja provedena je prema metodi Bail i sur.
(2008). U epruvetu je odvagano 6 g ulja koje je potom otoplieno u 10 mL n-heksana.
Ekstrakcija je dalje provedena s 12 mL otopine metanol:voda (80:20 v/v) uz primjenu vorteks
mijeSanja tijekom 4 min. Navedeni postupak proveden je u 3 navrata na nacin da je hidrofilna
polifenolna frakcija (donja frakcija) nakon ekstrakcije odvojena centrifugiranjem pri
5000 o min™ tijekom 5 min nakon ¢ega je u nju dodano ekstrakcijsko otapalo. Tri dobivene
hidrofilne polifenolne frakcije objedinjene su te dalje uparene do suhog pod sniZzenim tlakom i
temperaturi od 35 ‘C. Upareni polifenolni ekstrakt rekonstruiran je u 700 yL metanola i dalje

analiziran primjenom tekuéinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti.

3.2.4. Odredivanje sastava pojedinacnih polifenolnih spojeva (neflavonoida i flavonoida) u ulju

sjemenki grozda primjenom tekuéinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Analiza polifenolnog sastava u hidrofilnom ekstraktu ulja sjemenki grozda provedena
je primjenom tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UPLC) na Agilent
Technologies 1290 Infinity [l LC uredaju (Santa Clara, CA, SAD) opremljenim s DAD
detektorom (model G7117A). Provedena je analiza neflavonoida (galna kiselina,
hidroksibenzojeva kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina) i flavonoida [(+)-katehin,
(-)-epikatehin, procijanidin dimer B1, kvercetin i miricetin]. Injektirani volumen uzoraka bio je
20 uL, a 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 pri protoku 1 mL min™', prema metodi
opisanoj u radu (Luki¢ i sur., 2020). Uvjeti HPLC analize te gradijent mobilnih faza koriSten za

razdvajanje polifenolnih spojeva prikazani su redom u tablicama 2 i 3.
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Tablica 2. Parametri UPLC - DAD metode za odredivanje sastava neflavonoida i flavonoida u
hidrofilnom ekstraktu ulja sjemenki grozda

Kolona C18 Phenomenex Gemini
(250 mm x 4,6 mm, 5 um)

Detektor DAD detektor

Temperatura detektora 25°C

Volumen injektiranja 20 yL

Protok 1 mL min*?

Vrijeme trajanja 70 min

Tablica 3. Gradijent mobilnih faza koriSten za razdvajanje neflavonoida i flavonoida u
hidrofilnom ekstraktu ulja sjemenki grozda primjenom UPLC-DAD metode

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

Detekcija i identifikacija polifenolnih spojeva provedena je na sljede¢im valnim
duljinama: 280 nm [galna kiselina, hidroksibenzojeva kiselina, (+)-katehin, (-)-epikatehin,
procijanidin dimer B1], 320 nm (p-kumarinska kiselina i ferulinska kiselina) i 360 nm (kvercetin
i miricetin). Identifikacija polifenolnih spojeva provedena je usporedbom vremena zadrzavanja
razdvojenih spojeva s vremenima zadrzavanja gore navedenih standarda. Koncentracije
polifenolnih spojeva (neflavonoida i flavonoida) u polifenolnim ekstraktima ulja odredene su

pomocu kalibracijskih krivulja metodom vanjskog standarda pri valnim duljinama maksimalne
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apsorbancije (280, 320 i 360 nm). Analiza svakog uzorka provedena je u triplikatu. Rezultati

su izrazeni u ug kg™ uzorka ulja.

3.2.5. Obrada podataka

StatistiCka analiza analitickih podataka u ovome je radu provedena analizom varijance
(ANOVA) koristenjem softvera Statistica v.10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, SAD). ANOVA je
provedena na svim nezavisnim varijablama (rezultatima koncentracije neflavonoida i
flavonoida). Tukey HSD test koriten je kao usporedni test kada su uzorci bili zna¢ajno razliiti
nakon ANOVA (p < 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u€inke ultrazvuénog predtretmana sjemenki komine
bijeloga grozda sorte Grasevina (Vitis vinifera L.) na polifenolni sastav hladno preSanog ulja
navedene sorte. Kako bi su utvrdio utjecaj frekvencija i trajanja ultrazvucnog tretmana,
ultrazvucni predtretmani obuhvatili su primjenu frekvencije 80 kHz te 37 kHz tijekom 30 i 90
min. Analiza sastava i koncentracije neflavonoida i flavonoida u tretiranim uzorcima, kao i
kontrolnom (netretiranom) uzorku, provedena je primjenom tekucinske kromatografije ultra

visoke djelotvornosti (UPLC-DAD), a dobiveni rezultati prikazani su na slikama 3 - 13.

4.1. UTJECAJ PREDTRETMANA ULTRAZVUKA | HLADNOG PRESANJA NA
KONCENTRACIJU NEFLAVONOIDA U ULJU SJEMENKI GROZDPA

Analiza neflavonoida u ovom istrazivanju obuhvatila je analizu sastava
hidroksibenzojevih kiselina (galne kiseline i hidroksibenzojeve kiseline), hidroksicimetnih

kiselina (p-kumarinske kiseline i ferulinske kiseline) te ukupnih neflavonoida.

Utjecaj ultrazvuénog predtretmana na koncentraciju galne kiseline u hladno preSanom
ulju sorte GraSevina prikazan je na slici 3. Dobiveni rezultati bili su u skladu s ranije provedenim
istrazivanjima na navedenoj sorti prema kojima je koncentracija galne kiseline u hladno
preSanom ulju varirala od 147,3 do 285,4 mg kg* (Curko i sur. 2024; Curko i sur. 2023), kao i
u istrazivanjima provedenim na ulju sjemenki grozda drugih sorti (Bjelica i sur., 2019; Cecchi i
sur. 2019).

Iz trendova prikazanih na slici 3 vidljivo je kako su i frekvencija tretiranja i duljina
tretiranja komine sjemenke groZzda imale zna€ajnu ulogu na ekstrakciju galne kiseline. Naime,
svi uzorci tretirani frekvencijom 37 kHz (UZV2_30 te UZV2_90) pokazali su znacajno vece
koncentracije od kontrolnog uzorka (HP). Identian trend uoCen je i za uzorak tretiran
frekvencijom od 80 kHz tijekom 90 min (UZV1_90). S druge strane, primjena vise frekvencije
(80 kHz) i krateg vremena tretiranje (30 min) nije rezultirala znaajno ve¢om koncentracijom
u odnosu na kontrolni HP uzorak (netretiran ultrazvukom). Takoder, izmedu uzorka UZV1_90,
UzZv2_30 te UZV2_90 nisu utvrdene znacajne razlike, pokazujuci kako je, u slucCaju galne
kiseline predtretman ultrazvukom od 80 kHz tijjekom 90 min imao identiCan utjecaj kao i

predtretmani od 37 kHz tijekom 30 i 90 min.
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Slika 3. Utjecaj ultrazvuénog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju galne
kiseline u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razliCita slova ozna¢avaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).

Ranije istrazivanje Novak i sur. (2008) pokazalo je kako je produljenje vremena
tretiranja ultrazvukom utjecalo na povecéanje ekstrakcije polifenolnih spojeva, dok je najveci
prinos ekstrakcije dobiven kod duljine ultrazvuénog tretmana u rasponu 45 — 90 min, sto je u
skladu s prikazanim rezultatima. Takoder, odabir adekvatnih parametara sonifikacije klju¢an

je kako bi se oCuvala kvaliteta tretiranog proizvoda.

Rezultati utjecaja ultrazvu€nog predtretmana sjemenki komine grozda na koncentraciju
hidroksibenzojeve kiseline prikazani su na slici 4. U skladu s ranijim istrazivanjima,
hidroksibenzojeva kiselina bila je i najzastupljenija fenolna kiselina u analiziranim uzorcima
ulja (Curko i sur., 2023), a navedeni spoj pokazao je izuzetnu osjetljivost na djelovanje
ultrazvuka. Naime, u svim uzorcima predtretiranim ultrazvukom (UzZV1_30, UZV1_90,
UzZVv2_30 te UZV2_90) utvrdene su znacajno vece koncentracije hidroksibenzojeve kiseline
upucujuci na vaznost kako frekvencije, tako i duljine ultrazvuénog predtretmana. U uzorku
UZV1_90 utvrdene su znacajno vece koncentracije od onih u uzorku UZV1_30, a identi¢an
trend moZe se uoditi i izmedu uzoraka UZV2_90iUZV2_30. Drugim rije€ima, povecanje duljine
tretiranja s 30 na 90 min i kod frekvencije od 80 kHz te 37 kHz znacajno je utjecalo na
povecanje koncentracije hidroksibenzojeve kiseline. Takoder, znacajno viSe koncentracije ove

fenolne kiseline ekstrahirane su u uzorcima predtretiranim ultrazvukom nize frekvencije (37
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Slika 4. Utjecaj ultrazvu€nog predtretmana i hladnog presanja na koncentraciju
hidroksibenzojeve kiseline u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razlidita slova oznaCavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).

kHz) od onih viSe frekvencije (80 kHz), pri Eemu su najviSe koncentracije utvrdene u uzorku
predtretiranom 90 min (UZV2_90).

Nadalje, u skladu s ranijim istrazivanjima (Curko i sur., 2024) p-kumarinska kiselina bila
je druga najzastupljenija fenolna kiselina u analiziranim uzorcima hladno preSanog ulja sorte
GrasSevina (slika 5). Svi uzorci predtretirani ultrazvukom (UzZV1_30, UzZV1_90, UzZV2_30 te
UZV2_90) pokazali su znacajno vece koncentracije p-kumarinske kiseline u odnosu na
kontrolni uzorak (HP). Medutim, sli¢no kako je ranije zamije¢eno kod galne kiseline, izmedu
uzoraka UZV1_90, UZV2_30 te UZV2_90 nisu utvrdene znacajne razlike pokazujuci kako je,
u slu€aju galne kiseline, predtretman ultrazvukom od 80 kHz tijekom 90 min imao identi¢an
utjecaj kao i predtretmani od 37 kHz tijekom 30 i 90 min. S druge strane, za razliku od galne
kiseline, predtretman ultrazvukom od 80 kHz tijekom 30 min rezultirao je znaCajno vecéim

koncentracijama p-kumarinske kiseline u odnosu na kontrolni uzorak.

Utjecaj ultrazvuénog predtretmana na koncentraciju ferulinske kiseline u hladno
preSanom ulju sorte GraSevina prikazan je na slici 6. Dobiveni rezultati u skladu su s ranijim
istrazivanjima provedenim na navedenoj sorti, prema kojima je koncentracija navedene
fenolne kiseline u hladno pre$anom ulju varirala od 84,7 do 159,2 mg kg* (Curko i sur. 2024;

Curko i sur. 2023). Parametri ultrazvuénog predtretmana znadajno su utjecali i na
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Slika 5. Utjecaj ultrazvuénog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju p-
kumarinske kiseline u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razliCita slova ozna€avaju statisti¢ku razliku izmedu svih analiziranih

uzoraka ulja (p < 0,05).
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Slika 6. Utjecaj ultrazvu¢nog predtretmana i hladnog preSanja na koncentraciju ferulinske

kiseline u ulju sjemenki grozda

ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznacavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih

uzoraka ulja (p < 0,05).
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koncentraciju ferulinske kiseline. Znac¢ajno vec¢e koncentracije ove fenolne kiseline analizirane
se u uzorku UZV1 90 nego uzorku UZV1 30 te u uzorku UZV2_90 nego uzorku UzZV2_30.
Dobiveni trendovi mogu se usporediti s onima ranije uo¢enim u koncentraciji hidroksibenzojeve
kiseline, obzirom da je povecanje duljine tretiranja s 30 na 90 min i kod frekvencije od 80 kHz
te 37 kHz znacajno utjecalo na poveéanje koncentracije ferulinske kiseline. Medutim, za razliku
od hidroksibenzojeve kiseline gdje je ultrazvuéni predtretman frekvencijom od 37 kHz
rezultirao znacajno vec¢im koncentracijama od predtretmana od 80 kHz, kod ferulinske kiseline
koncentracije ekstrahirane nakon primjene 80 kHz tijekom 90 min bile su znacajno vece od
onih ekstrahiranih nakon primjene 37 kHz tijekom 30 min. Dobiveni rezultati u slucaju
ferulinske kiseline upucuju na vaznost duljine tretiranja i pri primjeni visih frekvencija. Ipak,
najviSse koncentracije ferulinske kiseline, kao i u slu€aju hidroksibenzojeve kiseline,
ekstrahirane su primjenom ultrazvuénog predtretmana nize frekvencije (37 kHz) i duljeg

vremena tretiranja (90 min) (uzorak UzZV2_90).

Na slici 7 prikazan je utjecaj ultrazvucnog predtretmana na koncentraciju neflavonoida
u hladno preSanom ulju sorte GraSevina. Dobiveni rezultati upucuju na vaznost kako

frekvencije, tako i duljine ultrazvuénog predtretmana.
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Slika 7. Utjecaj ultrazvucnog predtretmana i hladnog preSanja na koncentraciju ukupnih
neflavanoida u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznacavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Naime, svi uzorci predtretirani ultrazvukom pokazali su znacajno vide koncentracije
neflavonoida od kontrolnog (netretiranog) uzorka. Takoder, trendovi uoceni izmedu pojedinih
uzoraka bili su identi¢ni onima ranije uo€enim u sastavu najzastupljenije fenolne kiseline -
hidroksibenzojeve kiseline. Dakle, koncentracije neflavonoida ekstrahirane nakon primjene
ultrazvuka frekvencije 37 kHz bile su veée od onih dobivenih primjenom 80 kHz, dok su dulji
tretmani takoder rezultirali znaCajno veéom koncentracijom ekstrahiranih  ukupnih
neflavonoida. Nadalje, najvise koncentracije ukupnih neflavonoida analizirane su u uzorku
UzZV2_ 90, odnosno nakon primjene nize frekvencije (37 kHz) i duljeg vremena tretiranja
(90 min).

Gonzaélez-Centeno i sur. (2013) te Da Porto i sur. (2013) proveli su analizu polifenolnog
sastava ekstrakata dobivenih iz sjemenki groZzda primjenom konvencionalne i ultrazvuéno
potpomognute ekstrakcije (UAE). Njihovi rezultati isti¢u UAE kao iznimno ucéinkovitu metodu
za izdvajanje fenolnih spojeva, s obzirom na to da su zabiljezili zna¢ajno veci udio ukupnih
fenola u usporedbi s konvencionalnim/tradicionalnim tehnikama ekstrakcije, no nisu
primije¢ene i znacajne razlike u koncentracijama znacaijnijih masnih kiselina (Da Porto i sur.,
2013). IdentiCan trend utjecaja ultrazvuénog predtretmana na sastav masnih kiselina
zabiljezen je i u istrazivanju Mali¢anin i sur. (2004), a navedeno istrazivanje pokazalo je i

znacajan utjecaj ultrazvuénog predtretmana na povecéanje koncentracije a-tokoferola.
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4.2. UTJECAJ PREDTRETMANA ULTRAZVUKA | HLADNOG PRESANJA NA
KONCENTRACIJU FLAVONOIDA U ULJU SJEMENKI GROZDA

Analiza flavonoida u ovom istrazivanju obuhvatila je analizu sastava flavan-3-ola [(+)-
katehin, (-)-epikatehin, procijanidin dimer B1], flavonola (kvercetin i miricetin) te ukupnih

flavonoida.

Utjecaj ultrazvu€nog predtretmana na koncentraciju flavan-3-ol monomera (+)-katehina
i (-)-epikatehina u hladno preSanom ulju sorte Grasevina prikazan je redom na slikama 8 i 9.
Ranija istrazivanja provedena na hladno preSanom ulju navedene sorte pokazala su
zastupljenost (+)-katehina u koncentraciji 637,3 — 1000,0 mg kg?, a (-)-epikatehina 200,2 —
428,5 mg kg (Curko i sur., 2024; Curko i sur., 2023), $to je u suglasnosti s dobivenim
rezultatima (slike 8 i 9). Takoder, sli¢an profil flavan-3-ol monomera utvrden je i u uljima
sjemenki razliCitih sorti grozda, pri ¢emu su najviSe koncentracije navedenih spojeva

analizirane upravo u hladno preSanim uljima (Cecchi i sur., 2019; Garavaglia i sur., 2016).

Rezultati prikazani na slici 8 pokazuju kako primjena ultrazvuka frekvencije 80 kHz
tijekom 30 min nije utjecala na povecanje koncentracije (+)-katehina. S druge strane,
povecanije duljine tretiranja (s 30 na 90 min) pri istoj frekvenciji (80 kHz) te primjena frekvencije
od 37 kHz rezultirala je znafajno veéom koncentracijom navedenog flavan-3-ola u ulju
sjemenki grozda. Ipak, izmedu uzoraka UZV1_90, UzZV2_30 te UZV2_90 nisu utvrdene
znacajne razlike, pokazujuci kako je predtretman ultrazvukom od 80 kHz tijekom 90 min imao
identiCan utjecaj kao i predtretmani od 37 kHz tijekom 30 i 90 min. Identi¢ni trendovi izmedu

uzoraka ranije su zamijeceni u sastavu galne kiseline.

Nadalje, svi primijenjeni ultrazvuéni predtretmani rezultirali su povecanjem
koncentracije (-)-epikatehina. Produljenje vremena tretiranja s 30 na 90 min pri frekvenciji od
80 kHz pridonijelo je znacajnom povecéanju koncentracije (-)-epikatehina, dok navedeni trend
nije zamijec¢en pri frekvenciji od 37 kHz. Ipak, primjena nize frekvencije (37 kHz) rezultirala je

viS§im vrijednostima ovog flavan-3-ola.

Prikazani rezultati u skladu su s ranijem istrazivanjima koja su takoder pokazala kako
primjena ultrazvuka ili drugih inovativnih tehnika kao predtretmana u proizvodnji razli€itih biljnih
ulja moze utjecati na poboljSanje proizvodnog procesa te povecanje ekstrakcije razliCitih
bioaktivnih komponenti (Curko i sur., 2023; Bakhshabadi i sur., 2017; Da Porto i sur., 2013).
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Slika 8. Utjecaj ultrazvuénog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju (+)-
katehina u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznacavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Slika 9. Utjecaj ultrazvu€nog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju
(-)-epikatehina u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Kvantitativno najzastupljeniji polifenolni spoj u hladno preSanom ulju sjemenki grozda
sorte GraSevina bio je procijanidin B1 (slika 10), a prema literaturnim podacima koncentracija
ovog spoja najées$ce varira od 1388,1 do 2540,1 mg kg (Curko i sur. 2024; Curko i sur. 2023).
Parametri ultrazvuénog predtretmana znacajno su utjecali i na koncentraciju procijanidina B1.
Znacajno vece koncentracije ovog flavan-3-ola analizirane se u uzorku UZV1 90 nego uzorku
UzZV1 30 te u uzorku UZV2_90 nego uzorku UZV2_30. Dobiveni trendovi mogu se usporediti
s onima ranije uo¢enim u koncentraciji ferulinske kiseline, gdje je takoder produljenje vremena
tretiranja kod obje frekvencije rezultiralo pove¢anjem koncentracije procijanidina B1 u ulju
sjemenki grozda. Takoder, identi¢no kao i kod ferulinske kiseline, koncentracije ekstrahirane
nakon primjene 80 kHz tijekom 90 min bile su znacajno vece od onih ekstrahiranih nakon
primjene 37 kHz tijekom 30 min, dok su najviSe koncentracije ekstrahirane uz primjenu
ultrazvu€nog predtretmana nize frekvencije (37 kHz) i duljeg vremena tretiranja (90 min)
(uzorak UzZV2_90).

Primjena ultrazvu€nog predtretmana na sjemenkama komine grozda sorte GraSevina
rezultirala je identiénim trendovima u sastavu dvaju analiziranih flavonola, kvercetina i

miricietina (slike 11 i 12), komparabilnim s prethodno uoenim u sastavu procijanidina B1.
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Slika 10. Utjecaj ultrazvuénog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju
procijanidina B1 u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova ozna€avaju statisti¢ku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Slika 11. Utjecaj ultrazvuénog predtretmana i hladnog preS$anja na koncentraciju

kvercetina u ulju sjiemenki grozda

ANOVA za usporedbu rezultata; razliCita slova oznadavaju statisti¢ku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Slika 12. Utjecaj ultrazvu€nog predtretmana i hladnog pre$anja na koncentraciju

miricetina u ulju sjemenki grozda

ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznacavaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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Naime, svi primijenjeni ultrazvuéni predtretmani rezultirali su zna€ajnim povec¢anjem
koncentracije kvercetina i miricetina. Takoder, poveéanje duljine tretiranja pokazalo se vaznim
parametrom tretiranja pri frekvenciji od 80 kHz, kao i pri frekvenciji od 37 kHz, obzirom da su
u uzorcima UZV1 90 te UZV2_90 tretiranim 90 min utvrdene znacajno vece koncentracije
analiziranih flavonola u odnosu na njihove parove tretirane 30 min (UZV1_30 te UZV2_30).
Drugim rije€ima, produljenje vremena tretiranja rezultira intenzivnijim promjenama strani¢ne
strukture (membrane) materijala koji se tretira, $to u konacnici povecava ekstraktibilnost
razli¢itih polifenolnih spojeva (Moghimi i sur., 2018). Ipak, kako je ranije primije¢eno i u sastavu
procijanidina B1, vece koncentracije oba flavonola (kvercetina i miricetina) ekstrahirane su
nakon primjene nize frekvencije tijekom duljeg perioda tretiranja (37 kHz, 90 min), nego vise
frekvencije i kraceg perioda tretiranje (80 kHz, 30 min). Kao i u sastavu najzastupljenijeg
polifenola (procijanidina B1), najviSe koncentracije kvercetina i miricetina analizirane su u

uzorku tretiranom frekvencijom od 37 kHz tijekom 90 min.

Utjecaj ultrazvucnog predtiretmana na koncentraciju ukupnih flavonoida u hladno

preSanom ulju sorte Grasevina prikazan je na slici 13, a dobiveni rezultati, kako je i ranije
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Slika 13. Utjecaj ultrazvucnog predtretmana i hladnog presanja na koncentraciju ukupnih
flavonoida u ulju sjemenki grozda
ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova ozna€avaju statistiCku razliku izmedu svih analiziranih
uzoraka ulja (p < 0,05).
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istaknuto, upucéuju na vaznost kako frekvencije, tako i duljine ultrazvuénog predtretmana.
Naime, svi uzorci predtretirani ultrazvukom pokazali su zna¢ajno vise koncentracije flavonoida
od kontrolnog (netretiranog) uzorka, dok su trendovi uoceni izmedu pojedinih uzoraka bili
identi¢ni onima ranije uoCenim u sastavu najzastupljenijeg flavonoida - procijanidina Bl te
kvercetina i miricetina. Zakljuéno, najnize koncentracije ukupnih flavonoida dobivene su u
uzrocima tretiranim frekvencijom od 80 kHz tijekom 30 min, dok su najviSe koncentracije

ekstrahirane primjenom predtretmana frekvencije 37 kHz u trajanju od 90 min.

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima ranijih istraZivanja gdje je takoder utvrdeno
kako predtretman ultrazvukom moze znacajno utjecati na poveéanje koncentracije
polifenolnih/bioaktivnih spojeva razli€itih uljarica (Boger i sur., 2018; Rosello-Soto i sur., 2014;
Mali¢anin i sur., 2014). Nadalje, Rosell6-Soto i sur. (2014) pokazali su kako vodeni ekstrakti
nusproizvoda maslinovih kostica pri unosu ultrazvu¢ne energije od 18, odnosno 55 kJ kg*
imaju visu razinu karotenoida, klorofila (a i b) kao i antioksidacijski kapacitet u usporedbi s
netretiranim uzorcima. Takoder, ranija istrazivanja pokazala su i uspjeSnu primjenu ultrazvuka
u kombinaciji s drugim inovativnim tehnikama za ekstrakciju bioaktivnih spojeva uljarica.
Primjerice, Teh i sur. (2015) upotrijebili su predtretman pulsiraju¢im elektricnim poljem u
kombinaciji s ultrazvukom za ekstrakciju polifenola iz odmascene pogade sjemena uljane
repice $to je rezultiralo zna¢ajno ve¢om koncentracijom ukupnih fenola kao i koncentracijom
flavonoida u usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije. Gore razmotreni primjeri
pokazuju kako ultrazvuk moze biti u€inkovita tehnika u valorizaciji brojnih agroindustrijskih

nusproizvoda i ekstrakciji razli¢itih bioaktivnih spojeva.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata o utjecaju ultrazvuénih predtretmana sjemenki komine

grozda pri frekvenciji od 37 kHz i 80 kHz tijekom 30 i 90 min i hladnog preSanja na

koncentracije polifenolnih spojeva [galna kiselina, hidroksibenzojeva kiselina, p-kumarinska

kiselina, ferulinska kiselina, (+)-katehin, (-)-epikatehin, procijanidin B1, kvercetin, miricetin,

ukupni neflavonoidi i ukupni flavonoidi] u ulju sjemenki grozda GraSevine mozemo zakljuciti

sliedece:

1.

Primjena ultrazvuénog predtretmana frekvencije 37 i 80 kHz i tijegkom 30 i 90 min
znacajno je utjecala na povecéanje koncentracije ukupnih neflavonoida, ukupnih

flavonoida te analiziranih pojedinacnih polifenolnih spojeva.

Produljenje vremena tretiranja (s 30 na 90 min) pri frekvenciji od 80 kHz znacajno je
utjecalo na povecanje ukupnih flavonoida i neflavonoida te svih analiziranih

pojedinacnih polifenolnih spojeva.

Produljenje vremena tretiranja (s 30 na 90 min) pri frekvenciji od 37 kHz znacajno je
utjecalo na povecanje ukupnih flavonoida i neflavonoida te hidroksibenzojeve kiseline,

ferulinske kiseline, procijanidina B1, kvercetina i miricetina.

Najmanje ucinkovitim pokazao se predtretman frekvencije 80 kHz i 30 min, a

najucinkovitijim predtretman frekvencije 37 kHz i 90 min tretiranja.
Primjena frekvencije od 37 kHz pokazala se ucinkovitijom od frekvencije od 80 kHz.

Ultrazvuéni predtretman od 37 kHz i 90 min utjecao je na znacajno vece koncentracije
ukupnih neflavonoida i flavonoida te hidroksibenzojeve kiseline, ferulinske kiseline,
(-)-epikatehina, procijanidina B1, kvercetina i miricetina od predtretmana frekvencije
80 kHz i 90 min.
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