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1. UVOD

Tijekom proizvodnje vina nastaju velike koli¢ine komine kao nusproizvoda koju ju je
potrebno zbrinuti na adekvatan nacin, §to dodatno povecéava cijenu finalnog proizvoda. Zbog
toga se u novije vrijeme sve vise istrazuju mogucnosti valorizacije ovog nusproizvoda, s ciljem
pronalaska ekoloski i ekonomski prihvatljivog rjeSenja.

Opcenito, komina grozda predstavlja izrazito vrijednu frakciju koja nastaje tijekom
proizvodnje vina, a ¢ine ju peteljke, pokozica te sjemenke. Sama frakcija sjemenki grozda
predstavlja visokovrijedan nusproizvod, ne samo kao izvor polifenolnih spojeva, prvenstveno
monomernih i oligomernih procijanidina, ve¢ i ulja sjemenki grozda te proteina. Ulje sjemenki
grozda bogat je izvor esencijalnih nezasi¢enih masnih kiselina (oko 90 %), posebice linolne
kiseline, kao i drugih bioaktivnih spojeva s jakim antioksidativnim djelovanjem: aktivnih
spojeva vitamina E (tokoferoli i tokotrienoli), fitosterola i polifenolnih spojeva. Osim toga, ulje
sjemenki grozda predstavlja vrlo zanimljivo biljno ulje, ne samo s nutritivnog, ve¢ i senzorskog
aspekta zbog svoje ,,vinske* i vo¢ne arome, U kojoj dominiraju note grozdica.

Najcesc¢i nacini ekstrakcije ulja sjemenki grozda su hladno presanje i ekstrakcija otapalima,
a s obzirom da se u zadnje vrijeme stavlja naglasak na zastitu prirode dolazi do razmatranja
novijih tehnika ekstrakcije koje uklju¢uju primjenu netoksi¢nih kemikalija. Pritom se posebno
istice ugljikov dioksid (CO.) kao superkriticno otapalo, koji se smatra ekoloski prihvatljivim i
sigurnim za primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji.

Stoga je cilj ovog istrazivanja bio odrediti utjecaj ekstrakcije superkriti¢cnim CO. kao
zelenim otapalom na sastav masnih kiselina u ulju sjemenki grozda, u usporedbi s hladnim
preSanjem. Pritom je istrazen utjecaj razlicitih parametara ekstrakcije: (i) tlaka (300 1 500 bara),
(ii) temperature (35, 45 i 55 °C) i (iii) protoka CO2 (15, 30 i 45 g CO2/min). Nadalje, ovim
istrazivanjem je pracena i stabilnosti ulja, odnosno linolne Kiseline tijekom skladistenja pri

sobnoj (25 °C) 1 snizenoj temperaturi (4 °C).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMINA GROZDA

Komina grozda ¢ini do 60 % krutog nusproizvoda u proizvodnji vina i 20-25 % preradenog
grozda te predstavlja glavnu frakciju medu nusproizvodima tijekom proizvodnje vina. Sastoji se
od sjemenki (25 %), pokozice (50 %) i u nekim slucajevima peteljke (25 %) (Nanni i sur., 2017).
U tablici 1 su prikazani postotci pojedinih dijelova komine ovisno o sortama grozda. Op¢enito,
komina moze nastati tijekom prerade crnog ili bijelog grozda, odnosno tijekom razliitih
tehnoloskih procesa proizvodnje bijelog ili crnog vina. U slucaju proizvodnje crnog vina,
komina predstavlja fermentirani otpad u kojem se nalazi malo Secera i polifenolih spojeva dok
je komina grozda nastala tijekom proizvodnje bijelog vina neprevrela i bogatija SeCerima i
polifenolnim spojevima (Nanni i sur., 2017). Opéenito, komina grozda sadrzava 55-75 % vode,
Sto znaci da je vrlo podlozna razvoju mikroorganizama. Sadrzi i prehrambena viakna (43-75 %),
od kojih su najznacajniji polisaharidi stani¢ne stijenke, odnosno celuloza, hemiceluloza, pektin
i lignin. Op¢enito, komina crnog grozda je bogatija vlaknima od komine bijelog grozda. Nadalje,
udio proteina u rasponu je od 6 do 15 % (suha tvar) ovisno o sorti grozda. Aminokiselinski profil
komine sli¢an je zitaricama jer ima visok udio glutamina i asparaginske kiseline, a manje
minerali prisutni u komini grozda, a osim minerala prisutne su i kalijeve soli te tartarati (4 i 14
% s. tv.), ovisno o uzgoju grozda i fazama zrenja. Komina grozda takoder je bogata i
polifenolnim spojevima. Pokozica je bogata hidroksicimetnim kiselinama, a sjemenke galnom i
protokatehinskom kiselinom. Od flavonoida najzastupljeniji su antocijani u komini crnog
grozda, dok su u komini bijelog grozda najzastupljeniji flavanoli (ve¢inom u sjemenkama). Uz
polifenolnu frakciju koja se lako ekstrahira, komina grozda sadrzi i polifenole koji se ne mogu
ekstrahirat (neekstrabilni proantocijanidi) koji su najces¢e vezani na vlakna. S obzirom da ta
frakcija ima nisku topljivost ne ekstrahira se tijekom proizvodnje vina i zaostaje u komini grozda
(Garcia-Lomilo i Gonzalez-SanJose, 2017).

Obzirom na sve navedeno, komina grozda ima veliki potencijal kao sastojak funkcionalne
hrane. Ekstrakti komine grozda mogu se primijeniti u prehrambenoj, kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji u obliku tekucih ekstrakata, praha ili koncentrata. Takoder, moZe se
koristiti i kao zamjena za sinteticke antioksidanse te kao zamjena za konzervanse u mesnoj
industriji (Yu i Ahmedna, 2012).



Tablica 1. Sastav komine dobivene od 5 razli¢itih sorata grozda (Dwyer i sur., 2014)

Sorta grozda PokozZica (%) Sjemenka (%) Peteljke (%) USTK* (%)

Muller Thargau 90,67 7,84 1,49 72,4
Morio muskat 85,99 12,77 1,25 83,9
Merlot 83,18 14,98 1,84 22,2
Cab. Sauvignon 77,41 20,91 1,68 28,2
Pinot Noir 73,55 12,34 0,54 27,7

* ukupno otopljene krute tvari

2.1.1. Sjemenka grozda

Sjemenke grozda sadrze oko 28-40 % vode, 0,8-1,2 % dusi¢nih spojeva, 4-6 % tanina, te
2-4 % minerala (Mironeasa i sur., 2010). Sadrze jos i oko 11 % proteina te 35 % vlakana. Sadrzaj
lipida u rasponu je od 7-20 %. Glavni polifenolni spojevi su antocijani, flavan-3-oli, flavonoli,
stilbeni i fenolne kiseline. Najzastupljenije hidroskicimetne kiseline su klorogenska, kaftarinska
i kafeinska kiselina. Od flavonola najvazniji su derivati kvercetina i kamferola, a cijanidin-3-
glukozid je glavni predstavnik antocijana. Ekstrakti sjemenke grozda sadrze najviSe
proantocijanida (procijanidin B1, procijanidin B2, procijanidin B3 i procijanidin B4) koji imaju
snazno antioksidacijsko djelovanje te uz njega jo$ i Katehin, epikatehin, epikatehin galat i
protokatehinsku kiselinu. Pokazalo se da ekstrakti sjemenke grozda imaju i antitrombocitno
djelovanje te su dobar izvor polifenola (Ma i Zhang, 2017).

Sjemenke grozda mogu se koristiti kao sirovina za razvoj novih proizvoda s dodanom
prehrambenom vrijedno$¢u i potencijalnim zdravstvenim dobrobitima. Jedan od primjera su
kapsule s ekstraktom sjemenki grozda kao prehrambeni dodatak prehrani za zastitu ljudi od
oksidativnog ostecenja i za odrzavanje zdravlja (Zhou i sur., 2022). Ekstrakti sjemenke grozda,
primjenom modela stani¢nih linija, su pokazali zna¢ajno antitumorsko djelovanje na tumore
plu¢a, debelog crijeva, dojke, mokra¢nog mjehura, leukemije i1 prostate kroz nekoliko
mehanizama (Kalli i sur., 2018). Uz ekstrakte sjemenki grozda, vazan proizvod je i brasno
sjemenki grozda zbog visokog udjela polifenola, odnosno proantocijanidina. Osim visokog
sadrzaja antioksidansa brasno sadrzi i visok udio dijetalnih vlakana te moze biti alternativni

materijal za upotrebu u raznim prehrambenim proizvodima (Ozvural i Vural, 2011).



2.1.2. Ulje sjemenki grozda

Prema Pravilniku Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske o jestivim uljima i mastima
(NN 11/2019) ulja biljnog podrijetla oznacavaju proizvode dobivene iz sjemenki ili plodova
biljaka, a sastoje se od triglicerida masnih Kkiselina te mogu sadrzavati i neznatne koli¢ine drugih
lipida kao $to su fosfolipidi, voskovi, neosapunjive tvari, mono— i di-gliceridi i slobodne masne
kiseline. Ulje sjemenki grozda je ulje koje je dobiveno iz sjemenki grozda (Vitis vinifera L.) s
gustoc¢om 0,920-0,926; jodnim brojem 128-150; brojem osapunjenja (mg KOH/g ulja) 188-194
te neosapunjivim dijelom manjim od 2,0 %. Najzastupljenije masne kiseline u ovim uljima su
linolna (58,0-78,0 %), oleinska (12,0-28,0 %) i palmitinska (5,5-11,0 %). Sjemenke grozda
mogu sadrzavati 10-15 % ulja. Udio polinezasi¢enih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty
acids - PUFA) u uljima sjemenki grozda je u rasponu 85-90 %, pri ¢emu je linolna kiselina
(C18:2) najzastupljenija. Nadalje, ulje sjemenki grozda je bogat izvor spojeva S
antioksidacijskim djelovanjem poput karotenoida, tokoferola, tokotrienola, flavonoida i fenolnih
kiselina. Sadrzi i fitosterole od kojih je najzastupljeniji B-sitosterol, kampesterol i stigmasterol
(Shinagawa i sur., 2015). Ulje sjemenki grozda ima ugodan, neutralan okus i sadrzi visoku razinu
vitamina E ¢ime je osigurana oksidacijska stabilnost (Beveridge i sur., 2005). Sadrzi i veliku
koli¢inu tanina, tj. oligomernih proantocijanidina u koncentracijama 1000 puta ve¢im nego kod
drugih sjemenskih ulja sto ga ¢ini otpornijim na peroksidaciju.

Smatra se da ovo ulje se da ima veliki potencijal za iskoriStenje u farmaceutskoj industriji te
pomaze pri sprjeGavanja oksidacije lipoproteina niske gustoce, prevencije tromboze, prevencije
Sirenja krvnih Zila i sli¢no. Takoder, Koristi se i kao prehrambeno ulje za dojencad i starije osobe.
Moze se Koristiti i za proizvodnju konjugirane linolne kiseline koja je u¢inkovito sredstvo u
inhibiranju karcinogeneze dojke, debelog crijeva, Zeluca i koze. Konjugirana linolna Kiselina se
moze koristiti kao dodatak prehrani u kombinaciji s drugim antioksidansima iz hrane (Cao i Ito,
2003). Prilikom istraZivanja ulja sjemenki grozda utvrdena je i antimikrobna aktivnost jer djeluje
na odredene patogene poput Staphylococcus aureusa i Escherichie coli, a pritom klju¢nu ulogu
imaju polifenolni spojevi (resveratrol) jer sudjeluje u procesu oksidativnog osteCenja plazme
membrane bakterija (Martin i sur., 2020). Nadalje, ovo ulje se upotrebljava u proizvodnji sapuna
i kao jestivo ulje ili zamjena za ulje lanenih sjemenki. Ima visoku to¢ku dimljenja pa se koristi i
za duboko przenje (Vanhanen i Savagen, 2000). Koristi se i kao sastojak proizvoda za hidrataciju

koze, zatezanje koze, zacjeljivanje oziljaka, androgenu alopeciju i sl. (Martin i sur., 2020).



2.2. PARAMETRI KVALITETE ULJA SJEMENKE GROZDA

2.2.1. Masne kiseline

Masne kiseline gradene su od ugljikovog lanca s terminalnom metilnom (-CH3") grupom na
jednom i karboksilnom (-COOH) grupom na drugom kraju lanca. Zasi¢ene masne kiseline (engl.
saturated fatty acids - SFA) imaju sve atome ugljika povezane jednostrukim vezama,
mononezasi¢ene (engl. monounsaturated fatty acids - MUFA) masne kiseline sadrze jednu
dvostruku ugljikovu vezu, dok polinezasi¢ene (engl. polyunsaturated fatty acids - PUFA) u
ugljikovom lancu sadrZe viSe od jedne dvostruke veze (Karolyi, 2007). U tablici 2 je prikazan
udio tri najzastupljenije masne kiseline u uljima crnih (Alphonse Lavallee, Eksi kara, Pinot noir)
I bijelih sorti grozda (Razaki, Perle de Csaba, Narince), pri cemu je udio linolne najveéi, zatim

slijedi oleinska te palmitinska kiselina.

Tablica 2. Udio (%) tri najzastupljenije masne kiseline u razli¢itim sortama crnog i bijelog

grozda
MASNA
KISELINA  Tangolar i sur., 2009 Sabir i sur., 2012 Baydar i Akkurt. 2001
(%)
Alphonse _ Perle de _ _ _
sorta grozda Razaki Eksi kara Pinot noir  Narince
Lavallee Csaba
Linolna
67,34+0,70  66,4+0,49  68,4+0,22 69,4+0,23 64.9+4.36 8,4+0,30
C18:2
Oleinska
19,72+0,07 19,06+0,18 18,3+0,03 16,2+0,03 22,6+1,06 18,7+1,35
C18:1
Palmitinska
C16:0 8,71+0,35 9,53+0,38  10,2+0,07  9,0+0,07 9,0£0,28  68,8+6,15

U tablici 3 prikazana je usporedba udjela linolne, oleinske i palmitinske kiseline u ulju
sjemenke grozda sa drugim biljnim uljima (suncokretovo ulje, ulje safranike, kokosovo,
maslinovo, laneno i repi¢inom ulje). Ulje sjemenki grozda po sastavu masnih kiselina je

najslicnije ulju Safranike i suncokretovom ulju.



Tablica 3. Udio linolne, oleinske i palmitinske masne kiseline u razli¢itim vrstama ulja (%)

Linolna kiselina Oleinska kiselina Palmitinska
(C18:2) (C18:1) kiselina (C16:0)
Ulje sjemenki grozda 72,5-83,1 6,2-15,5 5,4-13,2
(Goronas i sur., 2018)
Suncokretovo ulje 40-74 15-40 5-8
(Monfreda i sur., 2012)
Ulje safranike 54,2-81,54 9,98-36,63 5,62-6,87
(Cosge isur., 2007)
Kokosovo ulje 2,63-3,86 11,7-15,44 14,3-16,2
(Samman i sur., 2008)
Maslinovo ulje 11,5-15 43,0-49,1 29,3-36,0
(Sakar i Gharby, 2022)
Laneno ulje 12,3-16,0 18,5-27,9 5,8-9,2
(Gambus i sur., 2003)
Repicino ulje 4,24-6,00 53,95-60,98 20,42-25,02

(Beyazi i sur., 2019)

2.2.1.1. Linolna kiselina

Najzastupljenija kiselina u ulju sjemenki grozda je linolna kiselina (omega-6 masna
kiselina). To je viSestruko nezasiCena masna kiselina molekulske formule
CH3(CH.)sCH=CHCH,CH=CH(CH)7COOH (PubChem, 2023). Rije¢ je 0 esencijalnoj masnoj
kiselini koja sadrzi dvije dvostruke veze na devetom i dvanaestom ugljikovom atomu. Ne moze
se sintetizirati u tijelu, odnosno potrebno ju unositi u organizam putem raznih prehrambenih
izvora. Glavni izvori linolne kiseline su biljna ulja, orasasti plodovi, sjemenke, meso i jaja.
Linolna kiselina nakon unosa u tijelo ima visestruke aktivnosti: (i) moze se koristiti kao izvor
energije; (ii) moze se esterificirati u neutralne i polarne lipide kao $to su fosfolipidi,
triacilgliceroli i esteri kolesterola; (iii) djeluje kao strukturna komponenta za odrzavanje
odredene razine membranske fluidnosti transdermalne vodene barijere epidermisa, a (iv) kada
se otpusti iz membranskih fosfolipida, moze se enzimatski oksidirati u razne derivate bitne za

stani¢nu signalizaciju (Whelan i Fritsche, 2013).



2.2.1.2. Oleinska kiselina

Oleinska kiselina je mononezasicena omega-9 masna Kkiselina molekulske formule
CH3(CH2)7CH=CH(CH)7COOH, koja se nalazi u raznim zivotinjskim i biljnim izvorima
(najvise u maslinovom ulju). Koristi kao pomoc¢na tvar u lijekovima i kao emulgator i
solubilizator u aerosolnim proizvodima. MozZe sprijeciti napredovanje adrenoleukodistrofije,
smrtonosne bolesti koja zahva¢a mozak i nadbubrezne zlijezde, a moze pomo¢i u jacanju
pamcenja (Choulis, 2011). Oleinska kiselina povecava razinu lipoproteina visoke gusto¢e (HDL)
i apoproteina A1 i smanjuje razinu lipoproteina niske gusto¢e (LDL) i apoproteina B pa se smatra
da ova kiselina moZe sprije¢iti razne kardiovaskularne bolesti (Sarolié¢ i sur., 2014). Sastavni je
dio tkiva i membrana te je glavna komponenta fosfolipida mijelinske ovojnice u mozgu, koji se
uglavnom stvara tijekom prve dvije godine zivota djeteta. Oleinska kiselina se brzo trosi tijekom

mijelinizacije pa je njen unos iznimno vazan u postnatalnom razdoblju (Arsi¢ i sur., 2019).

2.2.1.3. Palmitinska kiselina

Palmitinska kiselina je zasi¢ena masna kiselina dugog lanca koji se sastoji od 16 ugljikovih
atoma molekulske formule CH3(CH2)14COOH. Jedna je od naj¢es¢ih masnih kiselina
pronadenih u zivotinjama, biljkama, mastima i voskovima. Osim u ulju sjemenki grozda,
palmitinska kiselina se prirodno nalazi u palminom ulju i ulju palminih kostica, kao i u maslacu,
siru, mlijeku i mesu. Vazna je komponenta membranskih, sekretornih i transportnih lipida, s

klju¢nom ulogom u palmitoilaciji proteina i signalnih molekula (PubChem, 2023).

2.2.2. Steroli

Steroli su derivati izoprenoida te su strukturne komponente biolo§kih membrana. Prekursori
su skupine biljnih hormona (brasinosteroida) koji reguliraju rast i razvoj biljaka. Sudjeluju u
transmembranskom prijenosu signala stvaranjem lipidnih mikrodomena (Valitova i sur., 2016).
Prema Pravilniku Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske o jestivim uljima i mastima
(NN 11/2019) najzastupljeniji steroli u ulju sjemenki grozda su: kampesterol (7,5-14 %),
stigmasterol (7,5-12 %) i B-sitosterol (64,0-70,0). B-sitosterol je ucinkovit antidijabetik,
neuroprotektivno i kemoprotektivno sredstvo (Saeidnia i sur., 2014). Kampesterol ima
sposobnost smanjenja kolesterola i pomaze u prevenciji bolesti povezanih s angiogenezom
(Bjelica, 2019). Stigmasterol je ukljucen je u sintezu mnogih hormona (progesterona, androgena,

estrogena, kortikoida) (Kaur isur., 2011).



2.2.3. Tokoferoli

Tokoferoli i tokotrienoli se nalaze gotovo u svim biljnim uljima, a glavna razlika izmedu
njih je zasi¢enost bo¢nog lanca. S obzirom da pripadaju skupini antioksidansa fenolnog tipa
utjecu na usporavanje procesa oksidacije ulja (Mali¢anin, 2014). Upravo zbog toga imaju vaznu
ulogu u proizvodnji i komercijalizaciji hrane koja sadrze lipide, doprinose produljenju stabilnosti
i roka trajanja tih proizvoda. Vitamin E je glavni lipofilni antioksidans te hvata¢ alkoksilnih i
peroksilnih radikala. Ima ulogu zastite membrane od fotoinhibicije i drugih fotooksidativnih
stresova u biljakama (Gliszczynska-Swiglo i sur., 2007). Takoder, vitamin E ima visoku
antioksidativnu aktivnosti te neuroprotektivna i antitumorska svojstva. Osim vitamina E, ulje
sjemenki grozda sadrzi jos$ i a-, B-, y- i 6-tokoferole. Ulje je bogatije tokotrienolima (nezasi¢eni
oblik vitamina E) nego tokoferolima medu kojima je y-tokotrienol najzastupljeniji, a nakon
njega slijedi a-tokotrienol (Garavaglia i sur., 2016). Glavna funkcija a-tokoferola je razbijanje
lanaca radikala u lipoproteinima i membranama, a smatra se da smanjuje rizik od
kardiovaskularnih bolesti i odredenih vrsta raka upravo zbog svog antioksidativnog potencijala

te razli¢itih funkcija na molekularnoj razini (Schwartz i sur., 2008).

2.2.4. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi su velika skupina sekundarnih metabolita koji se dijele na flavonoide
(antocijani, flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, flavonoli) i neflavonoide [(fenolne kiseline
(hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), stilbeni, lignani)] (Riedel i sur., 2012). Polifenolni
spojevi su prisutni u ulju sjemenke grozda su katehin, epikatehin, galna kiselina, procijanidini i
proantocijanidini. Veci sadrzaj polifenolnih spojeva nalazi se u sjemenki grozda nego u samom
ulju (Martin i sur., 2020). Usporedno s lanenim ili repi¢inim uljem, ulje sjemenki grozda ima
neznatno vise polifenolnih spojeva. Ovi spojevi djeluju kao hvataci slobodnih radikala te imaju

ulogu u smanjenju oksidativnog stresa (Matthaus, 2008).



2.3. METODE EKSTRAKCIJE ULJA 1Z SJEMENKI GROZPA

Ekstrakcija je jedan od glavnih separacijskih procesa u prehrambenoj industriji, a definira se
kao proces izdvajanja tvari iz ¢vrste ili tekué¢e smjese odgovaraju¢im otapalom u kojem je ta tvar
topljiva ili ima bolju topljivost od preostalih sastojaka smjese (Lovri¢, 2003).

Najcesca podjela postupaka ekstrakcije ulja je na fizikalne i kemijske (slika 1). Fizikalni
postupci uklju¢uju proizvodnju ulja pomo¢u mehani¢ke energije, a naj¢es¢e koristeni su
kontinuirano presanje pomoc¢u puzne prese te diskontinuirano presanje pomocu hidrauli¢ne
klipne prese. Kemijski procesi se uglavnom temelje na ekstrakciji s otapalima, pomoc¢u enzima

ili pomocu superkriti¢nih fluida (Aladi¢, 2015).
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Slika 1. Osnovne metode ekstrakcije ulja (Cakaloglu i sur., 2018)

2.3.1. Hladno preSanje

Ekstrakcija hladnim presanjem je metoda mehanicke ekstrakcije, a zahtjeva manje energije
od drugih tehnika ekstrakcije ulja. Metoda je ekoloski prihvatljiva, provodi se bez upotrebe
otapala ¢ime se mogu dobiti visokokvalitetna ulja s obzirom da ova metoda ne ukljucuje ni
toplinsku ni kemijsku ekstrakciju (Cakaloglu i sur., 2018). Ukljucuje dvije faze, a to su priprema

sirovine za izdvajanje ulja i samo izdvajanje ulja. Priprema sirovine u pravilu podrazumijeva



uklanjanje potencijalnih necistoca te suSenje sjemenki na odgovarajucu razinu vlaznosti (idealno
8-10 %). Kad se ulje proizvodi metodom hladnog preSanja vazno je obratiti paznju da
temperatura sirovog ulja na izlazu iz prese ne prelazi 50 °C (Aladi¢, 2015). Hladno presanje se
moze provesti hidrauli¢nom ili puznom presom sa ili bez sustava za hladenje (Chin Chew, 2020).
Hidrauli¢ne prese mogu biti otvorene i zatvorene, ovisno o na¢inu punjenja materijala. Kod
otvorenih presa materijal se puni u tekstilne vrece, one se slazu jedna na drugu i izmedu njih se
stavlja ¢eli¢na ploca. Kod zatvorenih hidrauli¢nih presa izmedu dvije glave se nalazi cilindar u
koji se puni materijal koji se ravnomjerno rasporeduje na situ. Zatim se stavlja ¢eli¢na ploca,
ponovno materijal pa opet ploca i tako naizmjenic¢no. Hidrauli¢ne preSe mogu ostvariti tlak od
300-360 bara, a ukoliko se radi o preSama manjih kapaciteta i do 600 bara. Rad je diskontinuiran
i zahtjeva dodatnu opremu, a potrebno je i dosta ru¢nog rada (Mali¢anin, 2014). Upotreba
hidrauli¢nih preSa danas je rijetka i iskljuc¢ivo se koriste u proizvodnji bu¢inog i maslinovog ulja
(Aladi¢, 2015). Puzne prese se puno ¢esce koriste za izdvajanje ulja. Rade na principu da dolazi
do guranja materijala iz ve¢eg prostora u manji pomoc¢u puza i na taj na¢in dolazi do sabijanja
materijala i stvaranja tlaka (Mali¢anin, 2014). Ovim naéinom se dobije proizvod visoke
kvalitete, niska je cijena opreme, ali iskoriStenje nije potpuno jer dio ulja zaostaje u pogaci
prilikom presanja (Aladi¢, 2015).

Dobiveno hladno presano ulje se dalje procis¢ava filtracijom, centrifugiranjem ili
sedimentacijom (Chin Chew, 2020). Na samu efikasnost presanja utjeCe vrsta i karakteristike
sirovine, na¢in pripreme materijala za preSanje, konstrukcija i snaga prese, temperatura, duzina
trajanja presanja i sl. (Bjelica, 2019). Prinos ovisi o brzini punjenja, temperaturi (topla ili
hladna), brzini hladne rotacije, predobradi sirovine. Takoder, veliku ulogu na ekstrakciju
komponenti ulja (posebno polifenole) ima sorta grozda (Cakaloglu i sur., 2018). Prednosti
primjene hladnog presanja su dobivanje ¢is¢eg proizvoda, ulje sadrzZi izvorna senzorska svojstva,
zadrzava karakteristicnu hranjivu vrijednost. Neki od nedostataka su mali prinos ulja, skuplji
proizvod, a prilikom presanja moze do¢i do razvijanja topline §to dovodi do smanjenja kvalitete

ulja (Bjelica, 2019).

2.3.2. Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima
Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima oznacava tehniku prijenosa tvari temeljenu na ¢injenici
da pojedini plinovi postaju jako dobra otapala za odredene vrste kemijskih spojeva u blizini

svoje kriti€ne tocke, ili u superkriticnom podrucju (Aladi¢, 2015). Ekstrakcija superkriticnim
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fluidima primjenjiva je na tekucine i krutine. Otapalo koje se Koristi je plin u uvjetima
temperature i tlaka prilikom kojih ne dolazi do kondenzacije (Lovri¢, 2003). Postupkom
zagrijavanja ili komprimiranja iznad kriticne tocke plinovi se dovode u superkriticno stanje
(slika 2) u kojemu nisu niti u agregatnom stanju tekucine niti u stanju plina, ali posjeduju
svojstva tekucine i plina (Aladi¢, 2015). Fluidi koji su u superkriti¢cnom stanju imaju veéu
topljivost i stupanj selektivnosti procesa je ve¢i u odnosu na primjenu klasi¢nih otapala
(Mali¢anin, 2014). Plinovi koji se mogu Koristiti za ekstrakciju u superkriticnim uvjetima su

ugljikov dioksid, dusikov oksid, etan, propan, butan i neki halogeni ugljikovodici (Lovri¢, 2003).
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tocka (TT) Plinovito

T Temperatura >

Slika 2. Fazni dijagram (Brunner, 2005)

Proces ekstrakcije superkriti¢cnim fluidima provodi se kontinuiranim kontaktom supstrata sa
superkritiénim otapalom. Cvrsta podloga u veéini sluajeva tvori fiksnu podlogu (Brunner,
2005). Fluid se u ekstraktor odvodi preko pumpi s visokim pritiskom te se provodi prvo kroz
hladnjak da bi se osiguralo njegovo tekuce stanje, a nakon toga se kroz pumpu odvodi do
izmjenjivaca topline. Na taj nacin se, zbog povisenog tlaka i temperature, fluid dovodi u
superkriti€no stanje i transportira do ekstraktora. Fluid izvlaci komponente iz supstrata i vrsi se
regulacija tlaka da bi se smanjio pritisak, a fluid se s ekstrahiranim komponentama odvodi u
separator. U separatoru se prevodi u plin zbog pada temperature i tlaka te se izdvaja ekstrakt.

Plin se moze otpustiti u atmosferu ili se moze odvoditi u kondenzator zbog recirkulacije s ciljem
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ponovne upotrebe. Ukoliko je supstrat tekuci, ekstraktor se modificira u kolonu gdje se materijal
i fluid ispustaju istovremeno (Maliéanin, 2014). Cimbenici koji utje¢u na proces ekstrakcije
mogu biti temperatura, tlak, protok otapala te vrijeme ekstrakcije. Na u¢inkovitost procesa moze
utjecati i viskoznost, gustoca te difuznost otapala i materijala koji se ekstrahira, dodatak ko-
otapala, poroznost sloja i dr. Glavna prednost superkriticne ekstrakcije u odnosu na druge vrste
ekstrakcija je Sto se provodi na umjerenim temperaturama i moze se primijeniti za separaciju
slabo hlapivih i temperaturno osjetljivin komponenti. U odnosu na ekstrakciju s organskim
otapalima, superkriti¢ni fluidi imaju nizu viskoznost, bolju difuziju i manju povrsinsku napetost,
a razdvajanje ekstrakta od otapala je vrlo brzo i lako. Dodavanjem ko-otapala (etanol, voda i dr.)
u CO2 poboljsava se topljivost polarnih supstanci i tako se postize veca selektivnost tijekom
separacije, a koristena otapala su sigurna za okoli$ te ih je mogucée reciklirati. Uz to, ekstrakcija
je primjenjiva na sustave razli¢itih kapaciteta te se primjenom ove tehnike mogu ekstrahirati i
termolabilne komponente (Joki¢, 2011). Nedostaci metode su veliki investicijski troskovi te rad

na visokim tlakovima (Mali¢anin, 2014).

2.3.2.1. Ugljikov dioksid (COy)

Ugljikov dioksid je plin koji se koristi za ekstrakciju prirodnih tvari u tehnologiji
prehrambenih proizvoda s izrazito niskom temperaturom od 31,3 °C pri kriti¢cnom tlaku od 72,9
bara (Lovri¢, 2003). Smatra se zelenim otapalom jer je jeftin, lako dostupan, nije toksican,
nezapaljiv je, bez okusa i mirisa te je ekoloSki prihvatljiv i deklariran je kao GRAS (engl.
Generally Recognized as Safe- generalno prihvaceno kao sigurno) otapalo. Ekstrakcija
superkritiénim CO; smatra se ,,Cistom tehnologijom® zato §to se ne stvaraju sekundarni produkti
koji mogu biti $tetni za okolinu (Aladi¢, 2015). Pogodan je za ekstrakciju nepolarnih ili slabo
polarnih spojeva nize molekulske mase buduci da je i on sam nepolarno otapalo, a spojevi vece
molekularne mase slabo su topljivi u superkriticnim fluidima. PoboljSanje topljivost polarnih
spojeva postize se dodatkom malih koli¢ina ko-otapala (Joki¢, 2011). Nepolarni spojevi se ¢esto
ekstrahiraju organskim otapalima poput benzena, toluena itd. te je na taj nac¢in CO2 odli¢na

zelena zamjena za organska otapala (Cvetanovi¢, 2019).
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2.4. STABILNOST ULJA SJEMENKI GROZPA TIJEKOM SKLADISTENJA

Oksidacijska stabilnost ili odrzivost biljnih ulja oznacava vrijeme tijekom kojeg se ulja mogu
sacuvati od procesa autooksidacije. Oksidacijsko kvarenje je najceséi tip kvarenja ulja, a to je
proces u kojem dolazi do oksidacije nezasi¢enog lanca masne kiseline. Poznavanje stabilnosti je
vazno da bi se moglo odrediti vrijeme u kojem se mogu sacuvati biljna ulja od jace oksidacije
bez da dode do promjena kvalitete te da se moze odrediti rok upotrebe odredenog ulja. Hoce i
autooksidacija nastupiti brze ili sporije ovisi o uvjetima skladiStenja, sastavu ulja i prisutnosti
sastojaka (kloforili i karotenoidi) koji mogu usporiti ili ubrzati sam proces oksidacije (Moslavac
i sur., 2010, Koski i sur., 2002).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJAL
3.1.1. Sjemenka grozda

U ovom radu za istrazivanje koriStena je komina grozda sorte Grasevina dobivena presanjem
grozda tijekom berbe 2021. godine (Kutjevo d.d., podregija Slavonija, Hrvatska). Komina je isti

dan dopremljena u laboratorij gdje je sjemenka ru¢no odvojena i smrznuta pri-20 °C (slika 3).

Slika 3. Odvojene sjemenke (vlastita fotografija)

3.1.2. Kemikalije

Za provedbu ovog istrazivanja su koristene sljedece kemikalije:
Natrijev hidrogensulfat monohidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Izooktan (Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo)
Kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Metanol (J. T. Baker, Deventer, Nizozemska)

3.1.3. Instrumenti i pribor
U ovom radu su koriSteni sljede¢i instrumenti i pribor:
Analiticka vaga (Metler Toledo, Columbus, Ohio, SAD)
Laboratorijska puzna presa Komet CA/53 (Monforts & Reiners, Rheydt, Njemacka)
Uredaj za ekstrakciju superkriticnim CO2 (Extratex, Neuves-Maisons, Francuska)

Centrifuga Rotina (Hettich, Tuttlingen, Njemacka)
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Elektri¢ni mlin (Bithler GmbH, Njemacka)

Vortex (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka)

Plinski kromatograf (Agilent 6890 Network GC System) s plameno-ionizacijskim detektorom
(engl. FID, flame-ionization detector) i automatskim injektorom (7683B Series Injector)
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Mikropipeta, 10-100 uL (Eppendrof, Hauppauge, NY, SAD)

3.2. METODE
3.2.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju ulja

Prije ekstrakcije sjemenke su bile adekvatno pripremljene, ovisno o koriStenoj tehnici
ekstrakcije: (i) za hladno presanje sjemenke su osusene pri 48 °C do 6-9 % vlage, dok su za (ii)
superkriticnu CO2 ekstrakciju osusene do suha pri 48 °C tijekom 48 h. Suho sjeme usitnjeno je
(slika 4) pomocu elektricnog mlina (Biithler GmbH, Njemacka), nakon ¢ega je provedena

granulometrijska analiza na standardnoj seriji od sedam sita razli¢itih dimenzija (2,25; 1,12;

0,67; 0,45; 0,369; 0,282 i 0,18 mm). Prosjecni promjer Cestica (dp) izra¢unat je na 0,5446 +
0,0045 mm.

Slika 4. Uzorak usitnjenih sjemenki grozda (vlastita fotografija)
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3.2.1. Hladno presanje (HP)

Ulje iz djelomi¢no prosusenih sjemenki (vlaznost 6-9 %) ekstrahirano je laboratorijskom

puznom presom Komet CA/53, bez zagrijavanja. Nakon presanja, provedeno je centrifugiranje

ulja (7800 rpm, 10 min) s ciljem uklanjanja necisto¢a. Proc¢is¢eno ulje je do laboratorijskih

analiza ¢uvano u hermeticki zatvorenoj boci na -20 °C.

3.2.2. Superkriti¢na ekstrakcija CO2 (SC CO,)

U ekstrakcijsku kolonu uredaja za SC CO> odvagano je 50 g prethodno usitnjenih sjemenki

grozda nakon Cega je provedena ekstrakcija pri razli¢itim uvjetima tlaka, temperature i protoka

plina CO2, prema planu eksperimenta prikazanom u tablici 4. Postupak ekstrakcije pojedinog

SC CO2 tretmana trajao je 90 min. Ekstrahirano ulje (slika 6) je do laboratorijskih analiza ¢uvano

u hermeticki zatvorenoj boci na -20 °C. Uredaj za ekstrakciju SC CO; prikazan je na slici 5.

Tablica 4. Procesni parametri SC CO>

Broj Procesni parametri

pokusa ;';)'Z‘r() Temperatura (°C) | Protok plina (g/min CO,)
SC1 300 35 30

SC2 500 35 30

SC3 300 55 30

SC4 500 55 30

SCh5 300 45 15

SC6 500 45 15

SC7 300 45 45

SC8 500 45 45
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Slika 5. Uredaj za ekstrakciju superkriticnim CO2 (vlastita fotografija)

3.2.4. Odredivanje sastava masnih kiselina

Odredivanje sastava masnih kiselina ulja sjemenki grozda dobivenog hladnim presanjem i
ekstrakcijom superkriticnim CO> provedeno je primjenom plinske kromatografije s plameno-
ionizacijskim detektorom (GC-FID). Prije same kromatografske analize nuzno je masne kiseline
prevesti u njihove metilne estere. Metilni esteri pripremljeni su metodom po Bannonu (ISO
5509, 2000).

Priprema metilnih estera masnih kiselina:

U staklenu epruvetu odvagati masu od 60 mg ulja sjemenki grozda i otopiti u 4 mL izooktana
i 200 uL. metanolne otopine kalijevog hidroksida (2 mol/L). Nakon toga smjesu snazno protresti
uz pomocu vortexa (0ko 30 sekundi) i ostaviti reakciju na sobnoj temperaturi pri ¢emu se Smjesa
izbistri, te odvoji gliceridni sloj. Nakon §to se gliceridni sloj odvoji na dnu epruvete, dodati 1 g
natrij hidrogesulfat monohidrata kako bi se smjesa neutralizirala, te potom bistru otopinu

prebaciti u vialu. Pripremljene metilne estere injektirati (1 uL) u GC-FID sustav.

Kromatografski uvijeti:

Metilni esteri masnih kiselina odvojeni su na kapilarnoj koloni DB-23 (60 mx0,25 mmx0,25
m; Agilent Technologies, Santa Clara, California, SAD) (Kralji¢ i sur., 2018). Kao plin nosioc
koristen je helij protoka 1,5 mL/min. Temperatura injektora bila je 250 °C, a uzorci su injektirani
'split' na¢inom rada injektora (omjer 50:1). Temperatura FID detektora iznosila je 250 °C, a

protoci plinova na detektoru su bili sljedec¢i: vodik 50 mL/min, sintetski zrak 450 mL/min te
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dusik 45 mL/min. Metilni esteri masnih kiselina su razdvojeni primjenom sljedeceg
temperaturnog programa: pocetna temperatura od 60 °C se brzinom 7 °C/min povecava do 220

°C na kojoj se zadrzava 17 minuta.

Identifikacija i kvantifikacija:

Metilni esteri masnih kiselina identificirani su usporedbom njihovih retencijskih vremena s
onima komercijalnih standarda, primjenom programa Enhanced ChemStation (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD). Sadrzaj svake masne kiseline izraZzen je kao postotak

ukupnih masnih kiselina, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost tri paralelna odredivanja
(1SO 5509, 2000).

Slika 6. Ulje sjemenki grozda nakon ekstrakcije superkritiénim CO> (vlastita fotografija)

3.2.5. Pradenje stabilnosti ulja tijekom skladiStenja

Hladno presanom ulju i ulju ekstrahiranom superkriticnim COz (slika 6) pracena je stabilnost
odredivanjem linolne kiseline (C18:2n6) tijekom 6 mjeseci skladiStenja ulja u razlicitim
uvjetima: (i) 4 °C i (ii) sobna temperatura (25 °C). Odredivanje udjela linolne kiseline provedeno
je u trenutku stavljanja na starenje (vrijeme 0) te nakon 3 1 6 mjeseci skladiStenja pri prethodno

navedenim uvjetima.

3.2.6. Obrada podataka
Statisticka analiza analitiCkih podataka provedena je analizom varijance (ANOVA)

koriStenjem softvera Statistica v.10.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, SAD). Analiza varijance
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(ANOVA) provedena je na svim neovisnim varijablama masnih kiselina. Tukey HSD test
koristen je kao usporedni test kada su uzorci bili zna¢ajno razli¢iti nakon ANOVA (p < 0,05).

Analiza glavnih komponenti (PCA, engl. Principal Component Analysis) provedena je s ciljem
utvrdivanja moguceg grupiranja uzoraka ovisno o primijenjenim postupcima ekstrakcije ulja.
Provedena je PCA analiza na korelacijskom matriksu obzirom na udio masnih kiselina.
Opcéenito, PCA je multivarijatna tehnika koja pojednostavljuje i objaSnjava odnose izmedu
brojnih zavisnih varijabli (u ovom sluc¢aju masne kiseline) i predmeta (uzorci ulja sjemenke
grozda). Primjenom PCA, originalne zavisne varijable se transformiraju u nove, nekorelirane
dimenzije koje se nazivaju glavne komponente (engl. principal components), S§to
pojednostavljuje strukturu podataka i pomaZe pri njihovoj interpretaciji. Opc¢enito, omogucuje
jednostavnu, ne-parametarsku metodu izluc¢ivanja bitnih informacija i znaéajki iz skupova

podataka.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi sastav masnih kiselina u ulju sjemenke grozde sorte
Grasevina te ispitati utjecaj dvije tehnike ekstrakcije ulja na njihov udio. Pritom je istraZzen
utjecaj: (i) hladnog presanja te (ii) superkriti¢ne ekstrakcije pomoc¢u CO>. Osim toga, cilj je bio
ispitati i utjecaj razlicitih procesnih parametara SC CO> ekstrakcije (tlak, temperatura, protok
plina) na sastav masnih Kkiselina u navedenom ulju. U konac¢nici, ovim istrazivanjem se pratila i
stabilnost linolne masne kiseline tijekom 6 mjeseci skladiStenja ulja pri dvije razliCite
temperature (4 °C i 25 °C). Udjeli pojedinih masnih kiselina u isptivanim uzorcima ulja sjemenki
grozda prikazani su kroz slike 7-15 ovisno o tehnici ekstrakcije (HP i SC CO.). Na slikama 16 i
17 prikazane su projekcije varijabli u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) masnih
kiselina u ulju sjemenke grozda, a na slikama 18 i 19 vidljiv je prikaz stabilnosti linone kiseline
na 4 °i na 25 °C. Tablica 5 prikazuje sumarne vrijednosti pojedinih skupina (zasicene,
mononezasi¢ene i polinezasic¢ene kiseline) (hladno presanje i SC CO2 ekstrakcija), dok tablica
6 prikazuje sumu F- i p- vrijednosti utjecaja tlaka, temperature i protoka plina na udio masnih

kiselina u ulju sjemenki grozda.

4.1. UTJECAJ TEHNIKE EKSTRAKCIJE ULJA NA SASTAV MASNIH KISELINA
Na slikama 7-15 prikazani su udjeli masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ulja sjemenki
grozda sorte GraSevina. Pritom su ulja ekstrahirana razli¢itim procesnim parametrima
superkritiénog CO; usporedena s hladno preSanim uljem (HP). Masne kiseline, identificirane u
ulju sjemenke grozda su linolna, oleinska, palmitinska, stearinska, arahidska, gadoleinska,

linolenska, palmitoleinska i miristinska.

Na slici 7 je prikazan udio (%) linolne kiseline u hladno presanom te SC CO, ekstrahiranim
uljima sjemenke grozda sorte Grasevina. Opcenito, linolna kiselina je kvantitativno
najznacajnija masna kiselina u ulju sjemenki grozda, a ovisno o sorti grozda od koje je ulje
proizvedeno utvrdena je u rasponu 58-78 % (Mali¢anin, 2014). Navedeni trend je potvrden i u
sluc¢aju ulja sjemenki sorte Grasevina pri ¢emu je linolna kiselina utvrdena u rasponu 64,67-
66,00 %. Pritom je jasno vidljiv i utjecaj tehnike ekstrakcije (slika 7), gdje je postupak hladnog
presanja rezultirao znacajno viSim udjelom ove kiseline (66,00 %), u usporedbi sa uljima

ekstrahiranim SC CO, (64,67-64,92 %). Nadalje, razliciti trendovi se mogu vidjeti i obzirom na
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primijenjene procesne parametre SC CO,: najvisim postotkom linolne kiseline (64,92 %)
rezultirao je postupak sa primjenom tlaka od 300 bara, temperature 55 °C i protoka 30 g/min;
dok je najnizi postotak linolne kiseline (64,67 %) dobiven primjenom tlakova od 300 i 500 bara,
temperature 45 °C i protoka 45 g/min. Botelho i sur. (2014) u istrazivanju utjecaja SC COz na
ulje crnog sezama utvrdili su suprotan trend gdje povecanjem tlaka pri istoj temperaturi udio
linolne kiseline raste. U istrazivanju Joki¢ i sur. (2015) objasnjavaju djelovanje tlaka na prinos
ulja te zaklju¢uju da se povecanjem tlaka pri konstantnoj temperaturi povecava i gustoca
superkriticnog CO2 zbog Cega dolazi do povecanja njegove moci topljivosti i do boljeg prinosa
procesa. Usporedivanjem temperature od 35 °C 155 °C pri tlaku od 300 bara uoceno je da dolazi
do povecanja udjela linolne kiseline s pove¢anjem temperature. Isti trend opisali su i Botelho i
sur. (2014) gdje je povecanjem temperature s 40 na 60 °C pri tlaku od 300 bara doslo i do
povecanja udjela linolne kiseline u ulju sjemenki crnog sezama. Medutim, pri tlaku od 500 bara
udio linolne kiseline bio je manji pri visoj temperaturi, a prema Duba i Fiori (2015) to moze biti
posljedica smanjenja gustoc¢e CO, zbog povecanja temperature uslijed ¢ega dolazi do smanjenja
topljivosti tvari. Takoder, moZze do¢i do ponovnog povecanja topljivosti tvari zbog povecanog
tlaka pare otopljene tvari, a rezultat ovisi o tome koji ¢e ucinak prevladati. Usporedbom protoka
pri konstantnom tlaku od 300 i 500 bara i temperaturi od 45 °C uoceno je da je pri nizem protoku
od 15 g/min udio linolne kiseline ve¢i. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjem Senyay-Oncel i
sur. (2011), gdje je ispitivan utjecaj procesnih parametara SC CO, na ulje bobica Pistacia
terebinthus L. i gdje je utvrden veéi udio linolne kiseline pri nizem protoku CO,. Nasuprot tome,
Duba i Fiori (2015) u svom istrazivanju opisuju utjecaj protoka gdje zakljucuju da je pri ve¢im
protocima, veca 1 brzina ekstrakcije kao i topljivost zbog povecanja vanjskih i unutarnjih

prijenosa mase, a samim time je i bolji prinos procesa.

21



66.50

66.00
65.50
g
5 65.00 be od b . cd od
_g I - - = = e e
=5 -
64.50
64.00
63.50
Q o o o o © © O ©
< A2 o o0 o0 o A "\ "\
> g Y \Y > e > >
A & < & A & AN &
N/ N\ 7 %/ ™/ </ (Y4 A/ V4
0 K¢ K¢ K¢ K K¢ & Ko

Slika 7. Udio linolne kiseline (%) u hladno presanom i SC CO; ekstrahiranim uljima sjemenke
grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu

svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Druga najzastupljenija masna kiselina u ulju sjemenki grozda je oleinska i njen udio prikazan
je na slici 8. Raspon u kojem je ona prisutna u ulju sjemenki grozda (ovisno o sorti grozda)
iznosi 13,35 - 26,30 % (Juhaimi i Ozcan, 2017), dok u analiziranim uljima sjemenki grozda sorte
GraSevina taj raspon iznosi 21,13 — 21,39 %. Kao $to se moze vidjeti na slici, tehnika ekstrakcije
znacajno je utjecala na udio ove masne kiseline u dobivenim uljima. Pritom su sva ulja
ekstrahirana SC CO; karakterizirana zna¢ajno visim udjelima oleinske kiseline, u usporedbi s

hladno presanim uljem.
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Slika 8. Udio oleinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO; ekstrahiranim uljima sjemenke
grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razlicita slova oznacavaju statisticku razliku izmedu

svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Osim tehnike ekstrakcije, vidljiv je i znacajan utjecaj procesnih parametara SC CO:
ekstrakcije, gdje primjena tlakova od 300 i 500 bara, temperature 45 °C i protoka 45 g/min
rezultirao najve¢im udjelom oleinske kiseline (21,39 i 21,40 %) dok je u ulju ekstrahiranom pri
tlaku od 300 bara, temperaturi 55 °C i protoku 30 g/min utvrden najmanji udio ove kiseline
(21,23 %). Gustinelli i sur. (2018) su u svom radu istrazivali utjecaj tlaka primijenjenog tijekom
SC CO: ekstrakcije na ulje sjemenki borovnice te su zakljucili kako promjenom tlaka s 200 na
500 bar se povecava i udio oleinske kiseline ¢ime se potvrduje rezultat ovog istrazivanja, uz
iznimku promjene tlaka s 300 na 500 bara uz konstantnu temperaturu od 35 °C i protok 30 g/min
gdje dolazi do smanjenja udjela oleinske kiseline. Pri uvjetima konstantnog tlaka (300 i 500
bara) i protoka (30 g/min) promjena temperature s 35 na 55 °C rezultirala je smanjenjem udjela
oleinske kiseline, a Perez 1 sur. (2015) primjecuju isti trend smanjenja povec¢anjem temperature
s 40 na 60 °C u ulju sjemenki grozda, kao i Cao i Ito (2003) povecanjem temperature s 35 na 45
°C. Usporedujuci protok pri konstantom tlaku (300 1 500 bara) i temperaturi (45 °C) opazeno je

da je pri ve¢em protoku od 45 g/min udio oleinske kiseline visi. Ovaj trend u skladu je s
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rezultatima Senyay-Oncel i sur. (2011) koji su vec¢i udio oleinske kiseline odredili u ulju bobice
Pistacia terebinthus L. dobivenom pri ve¢im protocima.

Palmitinska kiselina kao tre¢a najzastupljenija kiselina u ulju sjemenke grozda Grasevine
prikazana je naslici 9. Kao $to se moze vidjeti, u ulju sjemenki Grasevine ova masna kiselina je
odredena u rasponu od 7,4 — 8,38 %, Sto odgovara literaturnim podacima Koji isti¢u da je udio

oleinske kiseline u ulju sjemenki grozda 6,9 — 12,9 % (Sabiru i sur., 2012).
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Slika 9. Udio palmitinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO2 ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Hladno presanje rezultiralo je znacajno nizim udjelom palmitinske kiseline (7,4 %) u
odnosnu na SC CO; ekstrakciju. Kao $to se moze vidjeti, izmedu procesnih parametara SC CO2
ekstrakcije nema statistiCki znaajne razlike (p>0,05), ali su primijenjene varijante ipak
rezultirale blagim razlikama u udjelu ove Kiseline. Pritom je najveéi udio palmitinske kiseline
utvrden u ulju dobivenom ekstrakcijom pri tlaku od 500 bara, temperaturi 55 °C i protoku 30
g/min (8,38 %), a najmanji pri tlaku od 300 bara, temperaturi 35 °C i protoku od 30 g/min (8,24
%). Promatranjem utjecaja tlaka na udio palmitinske kiseline primije¢eno je da pove¢anjem tlaka
s 300 na 500 bara (izotermi uvjeti, konstantan protok) dolazi i do blagog povecanja njenog

udjela, osim u slucaju tlaka 500 bara, temperature 45 °C i protoka 45 g/min gdje dolazi do
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neznatnog smanjenja udjela ove kiseline u odnosu na tlak od 300 bara. Suprotan trend primijetili
su Piras i sur. (2009) prilikom istrazivanja utjecaja ekstrakcije SC CO2 na ulje pSenic¢ne klice te
je vidljivo u rezultatima da povecanjem tlaka s 200 na 300 bara dolazi do smanjenja udjela
palmitinske kiseline. Usporedivanjem primijenjenih temperatura (35 °C i 55 °C) pri tlakovima
od 300 i 500 bara te konstantnom protoku opazeno je da se povecanjem temperature blago
povecava iudio palmitinske kiseline. Botelho i sur. (2014) opazili su sli¢an trend u ulju sjemenki
crnog sezama gdje povecanjem temperature pri konstantnom tlaku od 250 bara s 40 na 60 °C

dolazi do povecanja udjela palmitinske kiseline.

Slika 10 prikazuje udio stearinske Kkiseline u ulju sjemenke grozda sorte Grasevina Ciji je
udio u rasponu od 4,21 — 4,35 %, $to je u skladu s prethodnim istrazivanjem Lampi i Hainonen
(2009) gdje je prikazan udio stearinske kiseline ovisno o sorti grozda u rasponu do 3,6 — 5,4 %.
Utjecaj tehnike ekstrakcije vidljiv je kod hladno preSanog ulja gdje je udio stearinske kiseline
iznosio 4,35 % Sto je znacajno visi udio od onoga u uljima ekstrahiranim SC CO; (4,21-4,28 %).
Osim izmedu hladno preSanog i1 ekstrahiranog ulja, statistiCki znacajna razlika utvrdena je i
izmedu uzoraka SC CO», ovisno o primijenjenim procesnim varijantama. Tako je znaCajno
najvisi udio (4,27 %) stearinske Kiseline odreden u uzorcima dobivenim primjenom tlaka od 500
bara, temperature 35 °C i protoke 30 g/min te tlakovima od 300 i 500 bara, temperaturi 45 °C i
protoku 45 g/min; dok je znacajno najnizi udio (4,21 %) utvrden u uzorcima dobivenim pri tlaku
od 500 bara, 55 °C i protoku 30 g/min. Pregledom literature utvrden je nedostatak znanstvenih
istrazivanja koja obuhvacaju usporedbu hladno presanog i SC CO; ulja, jedino su dostupni
radovi koji opisuju pojedinacne utjecaje ovih tehnika na udio stearinske kiseline. Tako su Bjelica
i sur. (2019) u hladno preSanom ulju Talijanskog rizlinga odredili udio stearinske kiseline u
iznosu od 2,15 %, dok su Dimic¢ i sur. (2020) udio ove kiseline u vrijednosti 4,29 % odredili u
ulju sjemenke grozda (kombinacija razli¢itih sorti) ekstrahiranom SC CO2. Navedena
istrazivanja impliciraju kako je tretman SC CO; pogodniji za ekstrakciju viSeg udjela stearinske
kiseline u usporedbi s hladnim preSanjem, a §to je suprotno trendu utvrdenom u ovom
istrazivanju. Medutim, navedeni zaklju€ak se ne moze donijeti obzirom da se radi o dva neovisna
istrazivanja koja su koristila razli¢ite sirovine (Talijanski rizling, Chardonnay, Sauvignon blanc)

1 koja su provedena tijekom razli¢itih godina (2019. 1 2020.), kao i u razli¢itim laboratorijima.
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Slika 10. Udio stearinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO- ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ilja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Promatranjem utjecaja tlaka na ekstrakciju SC CO, u ovom istrazivanju, povecanje tlaka s
300 na 500 bara uz konstantni protok i temperaturu rezultiralo je pove¢anjem udjela stearinske
kiseline. Isti trend uocili su Zaidul i sur. (2007) za ulje palminih kostica gdje takoder povecanjem
tlaka dolazi do povecanja udjela starinske kiseline. Promjena temperature s 35 na 55 °C pri
konstantnom tlaku od 300 i 500 bara i protoku od 30 g/min utjeCe na smanjenje stearinske
kiseline Sto je takoder potvrdeno istrazivanjem Zaidul i sur. (2007), koji su utvrdili nizi udio
stearinske kiseline u palminom ulju ekstrahiranom pri konstantnom tlaku, a uz povecanje
temperature od 40,05 do 80,5 ° C. Povecanjem protoka s 15 na 45 g/min doslo je i do povecanja
udjela stearinske Kiseline, sto je vjerojatno posljedica povecanja topljivosti zbog povecanja

vanjskih i unutarnjih prijenosa mase (Duba i Fiori, 2015).

Udio linolenske kiseline u ulju sjemenke grozda sorte Grasevina prikazan je na slici 11. Njen
udio opéenito iznosi 0,3-1,8 % (Lampi i Hainonen, 2009) $to odgovara vrijednostima dobivenim
u ovom istrazivanju (0,47-0,54 %). Vidljiv je i utjecaj ekstrakcije (slika 11) gdje udio linolenske
kiseline u hladno presanom ulju iznosi 0,47 % Sto je znacajno manje nego u ulju ekstrahiranim
SC CO:z. Znacajno razliciti trendovi o€ituju se i kroz procesne parametre: najvecéi udio linolenske

kiseline u ulju ekstrahiranim SC CO: je odreden u ulju dobivenom ekstrakcijom pri tlaku od 300
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bara, temperaturi 45 °C i protoku 45 g/min i iznosi 0,54 %, dok je najmanji udio utvrden u ulju
dobivenom pri tlakovima od 300 i 500 bara, temperaturi 35 °C i protoku od 30 g/min. Sli¢an
trend utvrdili su Bjelica i sur. (2019) u hladno presanom ulju sjemenke grozda gdje je udio
linolenske kiseline iznosio 0,19 %, a Dimi¢ i sur. (2020) u ulju ekstrahiranim SC CO> iznose
udio linolenske kiseline 0,23 %. Usporedbom utjecaja tlaka pri 300 i 500 bara uz konstantan
protok od 30 g/min i temperaturu 35 1 55 °C dolazi do povecanja udjela linolenske kiseline $to
je potvrdeno u radu Piras i sur. (2009), koji su istrazivali utjecaj ekstrakcije SC CO2 na ulje
pSeni¢ne klice. Pritom su utvrdili kako povecanjem tlaka s 200 na 300 bara pri temperaturi od

40 °C dolazi do povecanja udjela linolenske kiseline.
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Slika 11. Udio linolenske Kiseline (%) u hladno preSsanom i SC CO- ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razlicita slova oznaavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Nadalje, na slici 11 je vidljivo kako promjenom temperature s 35 na 55 °C u uvjetima
konstantnog tlaka od 300 i 500 bara i protoka od 30 g/min takoder dolazi do poveéanja udjela
linolenske kiseline. Suprotan trend primijetili su Coelho i sur. (2017) na ulju sjemenke grozda
gdje je povecanjem temperature 39,85 na 59,85 °C pri tlakovima od 300 i 400 bara doslo do
neznatnog smanjenja udjela linolenske kiseline $to znaci da pri je nizoj temperaturi udio kiseline
ve¢i, a Acevedo-Correa i1 sur. (2018) to objaSnjavaju kao povecanje moci otapanja zbog

povecane gusto¢e COz2 pri nizim temperaturama. Isti trend utvrdili su Santos i sur. (2020) gdje
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se pri ekstrakciji ulja iz sjemenki Cnidoscolus quercifolius pove¢anjem temperature s 40 na 60
°C povecao i udio linolenske kiseline. Utjecaj protoka plina na udio ove masne kiseline nije
uniforman. Tako je pri tlaku od 500 bara i temperaturi od 45 °C veéi udio linolenske kiseline
rezultirao primjenom protoka od 15 g/min nego kod protoka od 45 g/min. S druge strane, kod
ekstrakcije pri tlaku 300 bara i temperaturi 45 °C veéi udio linolenske kiseline utvrden je pri
protoku CO2 od 45 g/min. Machmuhad i sur. (2007) istrazili su utjecaj protoka na ulje sjemenki
Sipka dobivenog SC CO; ekstrakcijom pri protocima od 2, 3 i 4 mL/min, a pri tlaku od 450 bara
1 temperaturi od 80 °C te su zakljucili da se povecanjem protoka povecava i1 udio linolenske

kiseline.

Slika 12 prikazuje udio (%) palmitoleinske kiseline u hladnom presanom te SC CO,
ekstrahiranim uljima sjemenke grozda sorte GraSevina. Opcenito, prema Kapcsandi i sur. (2012)
udio ove kiseline u ulju sjemenke grozda iznosi od 0,10-0,22 %, a prema Juhaimi i Ozcan (2017)
od 0,11-47 %, dok u ovom istraZivanju nalazi se u rasponu od 0,28-0,38 %. Utjecaj procesa
ekstrakcije je vidljiv na samom grafu, pri ¢emu je hladno presano ulje karakterizirano nizim
udjelom palmitoleinske kiseline (0,28 %) dok je u uljima ekstrahiranim SC CO. ova kiselina
odredena u rasponu 0,37-0,38%. Juhaimi i Ozcan (2017) u svom istraZivanju navode da je udio
palmitoleinske kiseline u hladno preSanom ulju (ovisno o sortama grozda) od 0,11-0,47 %, dok
je u ulju ekstrahiranom SC CO: (uz razli¢ite procesne parametre) taj udio iznosio 0,21-0,29 %
(Pérez i sur., 2015). Razlika medu udjelima, iako minimalna, znacajna je i kod SC CO;
ekstrakcije gdje je najmanji udio od 0,37 % odreden u uzorcima dobivenim pri tlakovima od 300
i 500 bara, temperaturi 35 °C i protoku 30 g/min, dok je najvec¢i udio od 0,38 % utvrden u uzorku
ekstrahiranom pri tlaku od 500 bara, temperaturi 55 °C i protoku 30 g/min. Takoder, razli¢iti
trendovi mogu se primijetiti i kod utjecaja tlaka na udio palmitoleinske Kiseline. Pri konstantnoj
temperaturi (35 155 °C) i protoku (30 g/min), dolazi do povecanja udjela palmitoleinske kiseline
promjenom tlaka s 300 na 500 bara. Suprotan trend su utvrdili Coelho i sur. (2017) u svom
istrazivanju, gdje se povecanjem tlaka s 200 bara na 400 bara smanjio udjel palmitoleinske
kiseline u ulju sjemenke grozda pri konstantnim uvjetima temperature (35 i 55 °C) i protoka (30
g/min). Nadalje, promatraju¢i utjecaj temperature moze se primijetiti da povecanjem
temperature [uz konstantan protok (30 g/min) i tlak (300 i 500 bara)] s 35 na 55 °C takoder
dolazi do povecanja udjela palmitoleinske kiseline. Isti trend primijetili su Botelho i sur. (2014)
u ulju sjemenki crnog sezama gdje promjenom temperature s 40 na 60 °C pri konstantnom tlaku

od 200 bara i protoku 3,54x10° g/min utvrdili poveéanje udjela palmitoleinske kiseline.
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Usporeduju¢i utjecaj protoka na udio ove Kiseline u ulju sjemenke grozda sorte GraSevina
trendovi nisu uniformni i ne moze se donijeti generalni zakljucak. Pri tlaku od 500 bar i
temperaturi 45 °C povecanje protoka s 15 na 45 g/min je rezultiralo poveéanjem udjela
palmitoleinske Kiseline, dok povecanje protoka s 15 na 45 g/min pri tlaku od 300 bara i

temperaturi od 45 °C je rezultiralo smanjenjem udjela ove kiseline.
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Slika 12. Udio palmitoleinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO; ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Udio arahidske Kiseline u ulju sjemenki grozda sorte Grasevina prikazan je na slici 13.
Ovisno o sorti grozda od koje je proizvedeno ulje, udio arahidske kiseline utvrden je u rasponu
0,1-1,7 % (Crews i sur., 2006). Prethodno navedene vrijednosti su potvrdene i ovim
istrazivanjem gdje je udio arahidske kiseline u ulju sjemenki grozda sorte Grasevina utvrden u
rasponu 0,16-0,18 %. Jasno je vidljiv u utjecaj tehnike ekstrakcije pri ¢emu je hladno presanje
rezultiralo znac¢ajno nizim udjelom ove kiseline (0,16 %) nego postupak SC CO- ekstrakcije
(0,18 %). Razliciti trendovi se mogu vidjeti i obzirom na primijenjene procesne parametre SC
CO:.: najvisim postotkom arahidske kiseline (0,16 %) rezultirali su eksperimenti primjenom tlaka

0d 500 bara, temperature 35 °C i protoka 30 g/min. dok je najnizi postotak ove kiseline (0,18 %)
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odreden u uzorku ekstrahiranom primjenom tlaka od 500 bara, temperature 55 °C i protoka 30
g/min. Usporedbom udjela arahidske masne kiseline pri tlakovima od 300 i 500 bara, pri
konstantnoj temperaturi od 35 °C i protoku 30 g/min dolazi do povecanja njenog udjela.
Medutim, promjenom tlaka s 300 na 500 pri konstantnoj temperaturi od 55 °C i protoku 30 g/min
dolazi do neznatnog smanjenja udjela arahidske kiseline. Sli¢an trend opazili su i Coelho i sur.
(2017) usporedbom tlakova od 200 i 300 bara uz konstantan protok od 1,8 x10% g/min i
temperaturu od 39,85 °C gdje je doslo do povecanja udjela arahidske kiseline u ulju sjemenke

grozda.
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Slika 13. Udio arahidske kiseline (%) u hladno preSanom i SC CO: ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Uzimajuéi u obzir porast temperature s 35 na 55 °C vidljivo je kako pri tlaku od 500 i 300
bara i stalnom protoku od 30 g/min dolazi do povecanja udjela arahidske kiseline. Isti trend
primijetili su i Joki¢ i sur. (2013) na sojinom ulju ekstrahiranom SC CO2 gdje je porastom
temperature s 39,85 na 59,85 °C pri konstantnom tlaku i protoku doslo i do porasta udjela ove
kiseline. Osim navedenih procesnih parametara, vidljiv je i utjecaj protoka na udio arahidske
masne kiseline. Promjenom protoka s 15 na 30 g/min pri konstantnom tlaku od 300 i 500 bara i

temperaturi 45 °C dolazi do povecanja udjela arahidske masne kiseline. Pregledom literature
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utvrdeno je kako ne postoje istrazivanja koja su ispitivala utjecaj protoka SC CO2 na udio
arahidske kiseline u ekstrahiranom ulju.

Slika 14 prikazuje udio gadoleinske kiseline u ulju sjemenke grozda sorte GraSevina te je
utvrdena u rasponu od 0,17-0,18 %. Navedeni trend odgovara istrazivanju Crews i sur. (2016) u

kojem je raspon gadoleinske kiseline 0,2-0,4 %, ovisno o sorti grozda.
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Slika 14. Udio gadoleinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO; ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova oznaCavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Kao §to se moze vidjeti na prikazanim rezultatima, izmedu hladno presanog ulja te ulja
dobivenog procesom SC CO; nema statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05). Za razliku od trenda
dobivenog u ovom radu, dosadasnja istrazivanja isti¢u kako je promjena odredenih procesnih
varijanti SC CO- tretmana rezultirala i promjenom u udjelu ove kiseline. Tako su npr. Coelho i
sur. (2017) utvrdili da promjenom tlaka s 300 na 400 bara pri temperaturi od 39,85 °C i protoku
1,8 x10% g/min dolazi do povec¢anja udjela gadoleinske kiseline. Nadalje, utvrdili su i da
povecanjem temperature s 39,85 na 59,85 °C pri konstantnim tlakovima od 300 i 400 bara te
protoku 1,8 x10% g/min dolazi do smanjenja udjela ove kiseline.

Na slici 15 prikazan je udio miristinske kiseline u ulju sjemenke grozda sorte GraSevina.

Njen udio u analiziranim uzorcima je 0,06-0,08 % Sto je potvrdeno istrazivanjem Crews i sur.
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(2017) koji su utvrdili udio ove masne kiseline u iznosu od 0,1 %, ovisno o sorti grozda koja je
koriStena za proizvodnju ulja. S obzirom na nacin ekstrakcije ulja, na slici je vidljivo kako je
znacajno nizi udio ove kiseline odreden u hladno presanom ulju (0,06 %), u usporedbi s SC CO-
ekstrahiranim uzorcima (0,08 %). Nadalje, vidljivo je i kako su primijenjeni procesni parametri
SC CO2 postupka takoder rezultirali znac¢ajnim razlikama u udjelu ove kiseline. Tako je u uzorku
ekstrahiranom upotrebom tlaka od 500 bara, temperature 55 °C i protoka 30 g/min utvrden
najvisi udio miristinske kiseline (0,084 %), a pri tlaku od 300 bara, temperaturi 35 °C i protoku

30 g/min najmanji udio (0,079 %).
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Slika 15. Udio miristinske kiseline (%) u hladno presanom i SC CO: ekstrahiranim uljima
sjemenke grozda. ANOVA za usporedbu rezultata; razlicita slova oznaavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Povecanje tlaka sa 300 do 500 bara pri konstantnoj temperaturi (35 °C) i protoku (30 g/min)
rezultiralo je i povecanjem udjela miristinske kiseline, sto je u skladu s istrazivanjem Coelho i
sur. (2017) koji su takoder utvrdili povecanje udjela ove kiseline pri promjeni tlaka od 300 na
400 bara, a uz uvjete konstantne temperature od 59,85 °C i protoka 1,8 x10° g/min. S druge
strane, isti autori su utvrdili i suprotan trend, odnosno smanjenje udjela ove Kiseline pri
povecanju tlaka s 200 na 300 bara (konstantna temperatura od 39,85 °C i protok 1,8 x10% g/min).

Nadalje, utjecaj temperature takoder je vidljiv promjenom temperature s 35 na 55 °C pri
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tlakovima od 300 i 500 bara i protoku 30 g/min gdje dolazi do poveéanja udjela miristinske
kiseline. Istri trend povecanja miristinske kiseline utvrdili su Coelho i sur. (2017) promjenom
temperature s 39,85 na 59,85 °C pri tlaku od 400 bara i protoku 1,8 x10% g/min, medutim ovi
autori utvrdili su da promjenom temperature s 39,85 na 59,85 °C pri tlaku od 300 bara i protoku
1,8 x10% g/min nije doslo do promjene udjela ove Kiseline. Usporedujuéi utjecaj protoka na udio
miristinske kiseline u ulju sjemenki grozda sorte Grasevina uocavaju se razli¢iti trendovi. Pri
tlaku od 500 bara, temperaturi 45 °C povecanje protoka s 15 na 45 g/min rezultiralo je
poveéanjem udjela miristinske Kkiseline dok je povecanje protoka s 15 na 45 g/min pri tlaku od
300 bara i temperaturi od 45 °C rezultiralo smanjenjem udjela ove kiseline. Kao i u slu¢aju
arahidske kiseline, pregledom literature je utvrdeno kako ne postoje istrazivanja koja su

ispitivala utjecaj protoka SC CO2 na udio miristinske kiseline u ekstrahiranom ulju.

Ulje sjemenki grozda ima ve¢i udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na
mononezasic¢ene i zasi¢ene masne kiseline i kao takvo preporucuje se za konzumaciju s obzirom
da posjeduje povoljniji profil masnih kiselina u odnosu na druga ulja (Fernandes i sur., 2013).
Konzumacijom ulja koja imaju visok udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) moze do¢i do
povecanja razine ukupnog i LDL kolesterola (LDL kolesterol se smatra "loSim kolesterolom"
odgovornim za razvoj masnih naslaga u lumenu arterija, $to dovodi do njihovog suzavanja), dok
polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) mogu sniziti razinu LDL Kolesterola u krvi, ali
istovremeno sniziti i HDL kolesterol (HDL kolesterol se naziva "dobar kolesterol" i moze
sprijeciti razvoj opasnih masnih naslaga). Mononezasi¢ene masne kiseline (MUFA) su najbolje
vrste masnih kiselina jer snizavaju LDL kolesterol, a povec¢avaju HDL kolesterol. Za idealan
omjer LDL/HDL u krvi potreban je odgovarajuc¢i unos i PUFA i SFA, jer ove obje kategorije
pridonose regulatornoj ravnotezi u metabolizmu lipoproteina (Mishra i Manchanda, 2012).
Tablica 5 prikazuje sumarne vrijednosti pojedinih skupina masnih kiselina: zasi¢ene,
mononezasicene i polinezasi¢ene kiseline u uljima proizvedenim hladnim presanjem te SC CO2
postupkom. Utjecaj ekstrakcije je vidljiv pri razli¢itim udjelima zasi¢enih, mononezasicenih i
polinezasicenih kiselina gdje je udio zasi¢enih i mononezasi¢enih ve¢i kod SC CO: ekstrakcije,
a udio polinezasi¢enih kod hladnog presanja. Najvec¢i udio zasi¢enih masnih kiselina prisutan je
u uzorku ekstrahiranom pri tlaku od 500 bara, temperaturi 45 °C i protoku 45 g/min, a najmanji
u onom dobivenom SC CO: ekstrakcijom pri tlaku od 300 bara, temperaturi 35 °C i protoku 30
g/min. Najveci udio mononezasi¢enih masnih kiselina utvrden je u uzorku ulja ekstrahiranom

pri tlaku od pri tlaku od 500 bara, temperaturi 45 °C i protoku 45 g/min, a najmanji u onom
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dobivenom primjenom tlaka od 300 bara, temperature 55 °C i protoku 30 g/min. Najveci udio
polinezasi¢enih masnih kiselina u ulju dobivenom SC CO: ekstrakcijom je u onom uzorku
dobivenom primjenom tlaka od 300 bara, temperature 55 °C i protoka 30 g/min, a najmanji

primjenom tlaka od 500 bara, temperature 45 °C i protoka 45 g/min.

Tablica 5. Sumarne vrijednosti pojedinih skupina (zasi¢ene, mononezasic¢ene i polinezasi¢ene

kiseline) (hladno presanje i SC CO; ekstrakcija)

SumSFA sumMUFA sumPUFA
HP 2,9909 ¢ 7,1908 d 33,2320 a
SC1 3,1873 b 7,2895 b 32,6910 bc
SC2 3,2002 ab 7,2787 b 32,6815 b
SC3 3,1965 ab 7,2579 ¢ 32,7202 c
SC4 3,2106 ab 7,2760 bc 32,6649 ¢
SC5 3,1971 ab 7,2755 bc 32,6926 bc
SC6 3,1891 b 7,2892 b 32,6880 bc
SC7 3,2079 ab 7,3117 a 32,6168 d
SC8 3,2148 a 7,3134 a 32,6004 d

SumSFA- suma zasi¢enih masnih kiselina; sumMUFA- suma mononezasi¢enih masnih kiselina; sumPUFA- suma
polinezasi¢enih masnih kiselina. ANOVA za usporedbu rezultata; razlicita slova oznacavaju statisticku razliku

izmedu svih analiziranih ulja u istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05).

U tablici 6 su prikazane F- i p- vrijednosti (ANOVA) utjecaja tlaka, temperature i protoka
na sastav masnih kiselina. Kao $to se moze vidjeti u tablici, tlak je imao najmanji utjecaj na udio
masnih kiselina u ulju sjemenki grozda. Jedino je znacajno utjecao na udio linolne i arahidske
kiseline te sumPUFA. Nadalje, od primijenjenih procesnih parametara temperatura je imala
najznacajniji utjecaj na ve¢inu masnih kiselina. U tablici je vidljivo kako utjecaj temperature
nije signifikantan jedino u slu¢aju linolne te gadoleinske kiseline, a od sumarnih vrijednosti ovaj
parametar ne utjece na sumSFA te na sumPUFA. Nadalje, promjena protoka CO2 znacajno je
utjecala na sve sumarne vrijednosti (sumSFA, sumMUFA i sumPUFA), a od pojedinac¢nih

masnih kiselina znacajno je utjecao na udio stearinske, oleinske, linolne te arahidske kiseline.
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Tablica 6: Suma F- i p- vrijednosti utjecaja tlaka, temperature i protoka plina na udio masnih

kiselina u ulju sjemenki grozda

Tlak (bar) T (°C) Protok CO: (g/min)
F- p- F- p- F- p-
vrijednost | vrijednost | vrijednost | vrijednost | vrijednost | vrijednost

C14:.0 1,20291 0,294264 | 15,03808 | 0,002196 | 0,02771 0,870569
C16:0 0,15915 0,696948 11,23387 | 0,005762 | 0,69962 0,419255
C16:1 0,08448 0,776274 23,56003 | 0,000396 | 0,09857 0,758941
C18:0 4,39950 0,057801 | 35,77710 | 0,000064 |21,10037 | 0,000618
Ci18:1c 2,24598 0,159801 | 16,17025 | 0,001696 |27,96167 | 0,000192
C18:2c 9,02362 0,010986 | 0,02385 0,897826 | 67,12616 | 0,000003
C18:3n3 0,02898 0,867659 | 19,04755 | 0,000921 | 0,31802 0,583188
C20:0 4,83090 0,048316 | 20,90697 | 0,000641 | 5,16939 0,042161
C20:1 0,013004 | 0,911096 0,479073 | 0,502016 | 0,941706 0,350993
SUMSFA 3,16726 0,100443 3,57910 0,082884 12,50086 0,004103
sumMUFA | 2,17096 0,166380 9,97061 0,008257 | 30,75083 0,000127
sumPUFA | 9,95713 0,008290 | 0,42741 0,525593 | 72,08661 0,000002

SumSFA- suma zasi¢enih masnih kiselina; sumMUFA- suma mononezasi¢enih masnih kiselina; sumPUFA- suma
polinezasi¢enih masnih kiselina. Dva tlaka (300 i 500 bar), tri temperature (35, 45 i 55 °C) te tri protoka CO; (15,
30 45 g/min).

Nadalje, sva tri procesna parametra su imala znacajan utjecaj jedino na udio arahidske
kiseline, a istovremeno jedino na udio gadoleinske kiseline nisu znacajno utjecali. Iako su
temperatura i protok imali znac¢ajniji utjecaj na udio masnih kiselina, primjena odredenih tlakova
je takoder iznimno bitan procesni parametar jer znacajno utjeCe na udio linolne kiseline,

kvantitativno najvaznije masne kiseline u ulju sjemenki grozda.

S ciljem moguceg grupiranja uzoraka ovisno o primijenjenoj tehnici ekstrakcije, provedena
je PCA (engl Principal Component Analysis, analiza glavnih komponenti) masnih kiselina u
analiziranim uzorcima ulja. Na slici 16 prikazana je projekcija varijabli u prostoru osnovnih
komponenti, pri ¢emu je vidljivo da prve dvije komponente objasnjavaju 90,01 % ukupne

varijance. Na slici je vidljivo kako prva komponenta (PC1) snazno pozitivno korelira sa
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linolnom kiselinom (0,9987), sumPUFA (0,9980) te stearinskom kiselinom (0,7070). Nadalje,
ista komponenta snazno negativno korelira sa sumSFA (-0,9929), palmitinskom kiselinom (-
0,9809), palmitoleinskom kiselinom (-0,9803), miristinskom kiselinom (-0,9759), linolenskom
kiselinom (-0,9682), sumMUFA (-0,9341) te oleinskom (-0,8458) i arahidskom kiselinom
(-0,8062).
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Slika 16. Projekcija varijabli u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) masnih kiselina u

ulju sjemenke grozda

Slika 17 prikazuje projekciju uzoraka ulja proizvedenih hladnim preSanjem i SC COz
ekstrakcijom u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) masnih kiselina u ulju sjemenke
grozda. Jasno je vidljivo razdvajanje uzoraka s obzirom na primijenjeni postupak proizvodnje,
odnosno ekstrakcije ulja. Vidljivo je kako je hladno presano ulje odvojeno od SC CO:
ekstrahiranih. Hladno presano ulje je smjesteno u prvom kvadrantu, iznad druge komponente,
Sto znaci da je u tom uzorku utvrdena visi udio onih masnih kiselina koje pozitivno koreliraju s
osi PC1, odnosno linolne i stearinske kiseline te sumPUFA. S druge strane, sva ulja dobivena
SC CO:: ekstrakcijom su smjestena s lijeve strane PC1, odnosno te uzorke karakteriziraju visi
udjeli onih masnih kiselina koje negativno koreliraju s tom osi, odnosno visi udjeli palmitinske,

palmitoleinske, miristinske, linolenske, oleinske i arahidske kiseline te SUmSFA i sumMUFA.
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Nadalje, osim jasnog razdvajanja hladno presanog od SC CO2 ekstrahiranih uzoraka, na
grafu je vidljivo kako je doslo i do grupiranja SC CO2 uzoraka obzirom na primijenjene procesne
parametre. Pritom je vidljivo kako su utjecaj temperature i protoka klju¢ni za grupiranje uzoraka,
dok primijenjeni tlakovi nisu imali utjecaj. Uzorci ulja dobiveni ekstrakcijom pri temperaturi 45
°C iprotoku plina 45 g/min smjesteni su u drugom kvadrantu, $to znaci da te uzorke karakterizira
visi udio masnih kiseline koje negativno koreliraju s osi PCA 1, a pozitivno s osi PCA 2. Drugim

rije¢ima, ti uzorci su karakterizirani viSim udjelima oleinske i arahidske kiseline te sumMUFA.
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Slika 17. Projekcija varijabli u prostoru osnovnih komponenata (PC1 i PC2) masnih kiselina u

ulju sjemenke grozda

Osim navedenog, vidljivo je grupiranje uzoraka ekstrahiranim pri temperaturi 35 °C i
protoku CO2 30 g/min, kao i onih dobivenih pri temperaturi 45 °C i protoku 15 g/min ovi uzorci
su smjeSteni relativno blizu jedni drugima. I u konacnici, tre¢a skupina uzoraka, dobivena
ekstrakcijom SC CO:z pri uvjetima temperature 55 °C i protoka 30 g/min je takoder je smjestena
u treCem kvadrantu, ispod prethodno spomenute dvije grupe uzoraka. Sve ove tri skupine
uzoraka su smjeStene relativno blizu osi PCA 1, §to znaci da te uzorke karakteriziraju nizi udjeli
masnih Kiselina koje pozitivno ili negativno vrlo dobro koreliraju s osi PCA 1. U prvom redu se
tu radi o onim masnim Kiselinama koje karakteriziraju prvu skupinu uzoraka (temperatura 45°C,
protok 45 g/min), odnosno o palmitinskoj, palmitoleinskoj, miristinskoj, linolenskoj, oleinskoj i
arahidskoj kiselini te sumSFA i sumMUFA.
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4.2. PRACENJE STABILNOSTI ULJA TIJEKOM SKLADISTENJA

U ovom radu pracena je stabilnost linolne kiseline kroz 6 mjeseci skladistenja pri dvije
razli¢ite temperature (4 i 25 °C). Oksidacijska stabilnost predstavlja vrijeme u kojem se biljna
ulja mogu sacuvati od procesa autooksidacije, a ovisi o vrsti ulja odnosno sastavu masnih
kiselina, kao i o udjelu prirodnih antioksidanasa u ulju (Moslavac i Vukovié, 2013). Kako se
koncentracija nezasi¢enih dvostrukih veza povecava tako ulje postaje osjetljivije na oksidaciju

(Kochhar, 2009).

Slika 18 prikazuje udio linolne kiseline skladiStene na 4 °C kroz 6 mjeseci. Najveci udio
linolne kiseline je u hladno presanom ulju te nije doslo do velikog smanjenja udjela tijekom 6
mjeseci. Promatraju¢i ulje ekstrahirano SC CO; najveci pad dogodio se pri tlaku od 500 bara,
temperaturi 55 °C 1 protoku 30 g/min. Takoder, znacajan pad dogodio se i pri tlaku od 300 bara,
temperaturi 55 °C i protoku 30 g/min kao i pri tlaku od 300 bara, temperaturi 45 °C i protoku 45

g/min.
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Slika 18. Udio linolne kiseline tijekom skladistenja ulja sjemenki grozda na snizenoj temperaturi
(4°C)

Nadalje, slika 19 prikazuje udio linolne Kiseline skladistene na 25 °C kroz 6 mjeseci te
hladno presano ulje ne pokazuje zna¢ajan pad udjela linolne kiseline. Najvec¢i pad udjela linolne

kiseline dogodio se u uzorku ekstrahiranom pri tlaku od pri tlaku od 300 bara, temperaturi 55 °C
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i protoku 30 g/min, zatim u onom dobivenom pri tlaku od 300 bara, temperaturi 55 °C i protoku
30 g/min i tlaku od 300 bara, temperaturi 45 °C i protoku 30 g/min.
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Slika 19. Udio linolne kiseline tijekom skladiStenja ulja sjemenki grozda pri sobnoj (25 °C)
temperaturi

Usporedujuc¢i udio linolne kiseline pri temperaturi od 4 i 25 °C ne dolazi do znacajne
promjene. Opcenito, Kazaz i sur., 2009 u svom radu o utjecaju temperature i trajanja skladistenja
na sastav eteri¢nog ulja ruze (terpeni) navode da se sastav ulja nije promijenio ovisno o
temperaturama skladistenja (0 i 3 °C). Suprotan trend uocili su Mehdizadeh i sur. (2017) u
etericnom ulju kima gdje je doslo do boljeg ocuvanja kvalitete ulja (terpeni) pri 4 °C nego pri
25 °C u periodu skladistenja od 6 mjeseci, kao i Clodoveo i sur. (2007) koji navode da je nakon
30 danja ¢uvanja maslinovog ulja pri sobnoj temperaturi u odnosu na 4 °C doslo do smanjenja

kvalitete ulja (slobodne masne kiseline izrazene kao % oleinske kiseline).
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi dobivenih rezultata nakon provedene ekstrakcije ulja sjemenki grozda hladnim

presanjem i primjenom superkriticnog CO2, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

1. U ulju sjemenki grozda sorte Grasevina identificirane su sljede¢e masne kiseline: linolna,
oleinska, palmitinska, stearinska, arahidska, gadoleinska, linolenska, palmitoleinska i
miristinska.

2. Hladno presanje je rezultiralo visSim udjelima linolne, stearinske i gadoleinske masne
kiseline, dok je ekstrakcija SC CO: rezultirala vi$im udjelima oleinske, palmitinske,
linolenske, palmitoleinske i miristinske kiseline.

3. Ulje sjemenki grozda ekstrahirano SC CO: bogatije je zasiCenim (SFA) i
mononezasi¢enim masnim kiselinama (MUFA), dok je hladno presano ulje bogatije
polinezasi¢enim masnim kiselinama (PUFA).

4. Promjena parametara SC CO- ekstrakcije (tlaka, temperature i protoka CO>) rezultirala i
je irazli¢itim udjelima masnih kiselina, pri ¢emu je promjena temperature i protoka CO>
imala znacajniji utjecaj na njihov udio nego promjena tlaka.

5. Uvjeti SC CO: koji su rezultirali najvisim udjelom linolne kiseline u ulju sjemenki
grozda su tlak od 300 bara, temperatura od 55 °C te protok od 30 g/min.

6. Skoro sva ulja, obzirom na udio masnih kiselina, pogodna su za skladiStenje i duze od 6
mjeseci s obzirom da nije doSlo do znacajnog smanjenja linolne kiseline, odnosno
procesa oksidacije masnih Kkiselina.

7. Za donoSenje opcenitih zaklju¢aka potrebno je provesti sveobuhvatno istrazivanje koje

¢e ukljuciti duzi period skladiStenja ulja kao i pracenje ostalih parametara kvalitete ulja.
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IZJAVA O IZVORNOST]

Ja Melita Petri¢ izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu naveden;.
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