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1. UuvOoD

U danasnje vrijeme, potro$aci sve vise cijene prirodne i minimalno obradene prehrambene i
kozmeticke proizvode, posebice one koji dolaze iz odrzivih izvora i imaju pozitivan utjecaj na
njihovo zdravlje. Jedan od takvih proizvoda su i hladno preSana ulja, koja zadrzavaju visok
udio bioaktivnih spojeva poput polifenola, vitamina i nezasi¢enih masnih kiselina. Hladno
preSana ulja proizvode se bez primjene topline i kemikalija, ¢ime se oCuvaju njihova nutritivha
i organolepti¢ka svojstva. Medutim, kako bi se pobolj$alo iskoristenje ulja tijekom ekstrakcije i
njegov sastav, razvijaju se razli¢ite metode predtretmana, poput primjene ultrazvuka visokog
intenziteta.

Ultrazvuéna obrada, prvenstveno ultrazvuk visokih snaga, sve viSe priviaéi paznju
znanstvenika i industrije zbog svoje sposobnosti da poboljSa u€inkovitost ekstrakcije ulja. Ovaj
proces koristi ultrazvu€ne valove koji poti€u efekt kavitacije, 8to rezultira pucanjem stani¢nih
stijenki sjemenki i olakSava oslobadanje ulja. U usporedbi s tradicionalnim metodama,
ultrazvuk visokih snaga moze znacajno povecati iskoridtenje ulja uz oCuvanje njegove
kvalitete. Osim toga, predtretman ultrazvukom moze povecati udio pozZeljnih spojeva, poput
polinezasi¢enih masnih kiselina, tokoferola i polifenolnih spojeva Sto ulja Cini nutritivno
bogatijima.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj procesnih parametara ultrazvuka visokog intenziteta, kao
predtretmana hladnom preSanju, na iskoriStenje ekstrakcije ulja te na sastav masnih kiselina
u ulju sjemenki grozda sorte GraSevina. Pritom je ispitan utjecaj frekvencije (37 i 80 kHz) te
vremena trajanja samog tretmana (30 i 90 min), uz hladno presanje netretiranih sjemenki kao
kontrolni postupak. Rezultati ovog istrazivanja doprinijet ¢e razumijevanju navedene

netoplinske tehnike kao potencijalne metode za poboljSanje ekstrakcije hladno preSanih ulja.



2. TEORIJSKIDIO

2.1. KOMINA GROZPA

Uzgoj vinove loze jedna od najrasirenijih agroekonomskih aktivnosti sa godiSnjom svjetskom
proizvodnjom u 2022. godini preko 80 milijuna tona grozda te preko 258 milijuna hektolitara
vina (OIV, 2024; Beres i sur., 2017). Upravo tijekom proizvodnje vina se generira znac¢ajna
kolic¢ina organskog otpada koji u najvecoj mjeri obuhvaéa kominu i peteljku grozda. Navedeni
nusproizvod obuhvaca ¢ak 20-30 % ukupne koli¢ine preradenog grozda (Antoni¢ i sur., 2020),
Sto godisnje na svjetskoj razini predstavlja ¢ak 5-7 milijuna tona generiranog otpada koji zbog
opasnosti za okoli§ poput zagadenja tla, podzemnih voda i neugodnih mirisa zahtijeva
odgovarajuée upravljanje otpadom i sigurno zbrinjavanje. Upravo zbog toga je posljednjih
godina veliki naglasak stavljen na valorizaciju otpada od proizvodnje vina, s posebnim
naglaskom na kominu grozda. Opéenito, komina €ini do 60 % krutog nusproizvoda proizvodnje
vina i 20-25 % preradenog grozda, a mjeSavina je pokoZice, sjemenki te ponekad i peteljki
(Nanni i sur., 2021). Uglavnom se sastoji od dva dijela: komine bez sjemenki (sadrzi pokozicu,
ostatke pulpe i petelike) i sjemenki grozda. Prehrambena vlakna glavna su komponenta
komine bez sjemenki, dok je ulje glavnha komponenta sjemenki grozda, a obje su frakcije
bogate bioaktivnim spojevima, poput flavonoida (Bordiga i sur., 2019). Ovisno o vrsti vina koje
se proizvodi, komina moze biti fermentirana i nefermentirana. Fermentirana komina dobiva se
tijekom proizvodnje crnog vina i sadrzi manji udio Sec¢era i fenolnih spojeva, zbog procesa
alkoholne fermentacije, dok se nefermentirana komina dobiva tijekom proizvodnje bijelog vina,
odnosno direktnim preSanjem grozda s ciljem proizvodnje mosta (Nanni i sur., 2021).

U tablici 1 prikazan je prosje€an kemijski sastav komine grozda. Opcenito, najvazniji spojevi
komine grozda su prehrambena vlakna, polifenolni spojevi, pigmenti i minerali, s time da su
polifenolni spojevi najodgovorniji za antioksidativni potencijal komine. Hidrofobna, odnosno
uljna frakcija komine, bogata je nezasi¢enim masnim kiselinama. Prehrambena vlakna, u
rasponu od 19-38 %, pronadena su uglavnhom u komini crnog grozda, dok je u komini bijelog
njihov udio nizi. To su polisaharidi poput pektina, lignina, celuloze i hemiceluloze, a
poboljSavaju probavu te mogu stvarati komplekse s polifenolnim spojevima €ime se stvaraju
prehrambena vlakna antioksidativnog djelovanja, koja su nutritivno vrjednija od samih
prehrambenih vlakana, kao na primjer od onih pronadenih u zitaricama. Glavni predstavnici
polifenolnih spojeva, koji se zbog pozitivnog u€inka na zdravlje smatraju vrlo vrijednima, su
antocijani, katehini, flavanoli, flavonoli i fenolne kiseline. Antocijani su svojstveni za kominu
crnog grozda, daju joj boju, a koncentrirani su u pokozici grozda. U bijelom grozdu

najzastupljeniji su flavanoli, a njihov najveci udio se nalazi u sjemenkama, iako ih ima i u



pokozici. Od fenolnih kiselina najzastupljenije su galna i protokatehinska u sjemenkama te
hidroksicimetna kiselina u pokozici (Antoni¢ i sur., 2020; Garcia-Lomilo i Gonzalez-SanJose,
2017). Udio proteina u komini grozda moze se kretati od 6 do 15 % u suhoj tvari, a njihov udio
ovisi o sorti grozda te uvjetima uzgoja. Usporedujuci pokozicu i sjemenke udio proteina je
podjednak, a aminokiselinski profil grozda sli¢an je onom kod Zzitarica, s visokim udjelima
glutaminske i asparaginske kiseline te niskim udjelima triptofana i aminokiselina koje sadrze
sumpor. Mineralni sastav komine je vrlo promjenljiv, a ovisi o klimatskim uvjetima i uvjetima
uzgoja te vinogradarskoj praksi. Minerali poput kalija, fosfora, sumpora i magnezija najceS¢e
su prisutni u komini, a zbog visoke pokretljivosti kroz floem skloni su lokaliziranju u pokozici
bobica tijekom zrenja. Takoder, komina je bogata kalijevim solima, naj¢eS¢e u obliku tartarata,
uglavnom kalijev bitartarata. Udio tartarata je znac¢ajan, s udjelom izmedu 4 % i 14 % u suhoj
tvari (Bordiga i sur., 2019).

Tablica 1. Prosje¢na vrijednost kemijskog sastava komine groZda (Bordiga i sur., 2019)

SASTOJAK VRIJEDNOST U KOMINI (g/kg)
suha tvar Sv.t. 329-490
pepeo Sv.t. 18-24
organski spojevi s.t. 827-959
ukupno Seceri Sv.t. 150-330
ukupno prehrambena vliakna Sv.t. 190-380
ukupno dusik s.t. 10-17
lipidi Sv.t. 4-10
kondenzirani tanini s.t.
slobodni 16-38
vezani na vlakna 19-34
vezani na proteine 56-131
ukupno 91-203

sv.t. - u svjezoj tvari, s.t. - u suhoj tvari

Upravo zbog prethodno opisanog bogatog kemijskog sastava sve je veci broj istrazivanja koja
prouCavaju kapacitet komine grozda kao sirovine za prehrambenu, farmaceutsku i kemijsku
industriju. Njena valorizacija predstavlja veliki potencijal u proizvodnji i razvoju raznih
funkcionalnih i farmaceutskih sastojaka, pigmenata, enzima, aroma, biomaterijala i biogoriva
(Bordiga i sur., 2019).



2.1.1. Sjemenke grozda

Udio sjemenki u grozdu ovisi o sorti, i varira izmedu 2 i 6 % teZine bobica te 1i 4 % tezine
grozda (Mironeasa i sur., 2010). Sjemenka se vec¢inom sastoji od prehrambenih vlakana (oko
40 %), lipida (10-20 %) i proteina (oko 10 %). Ostatak se sastoji od Secera, polifenolnih
spojeva, minerala i vode (Antoni¢ i sur., 2020).

Sjemenke grozda predstavljaju znacajan izvor bioaktivnih spojeva, posebno polifenolnih, koji
im daju raznolike bioloSke aktivnosti poput protuupalnih, antioksidativnih, kardioprotektivnih, i
mnogih drugih. U prosjeku, ukupni sadrzaj polifenolnih spojeva u sjemenkama je 130 puta
veci od onog u pulpi grozda. Nadalje, sastav polifenolnih spojeva, kao i njihove koncentracije,
u sjemenkama je promjenijiv te ovisi o sorti, okolisnim i vinogradarskim uvjetima, ali opéenito,
glavni polifenolni spojevi sjemenki grozda su flavanoli (flavan-3-oli), flavonoli, antocijani,
fenolne kiseline i stilbeni (Zhou i sur., 2022; Ma i Zhang, 2017).

2.1.2. Ulje sjemenki grozda

Ulje sjemenki grozda (engl. grape seed oil, GSO) smatra se najvaznijim sastojkom sjemenki,
a njegov udio varira ovisno o sorti grozda. U pravilu, u sjemenkama bijelih sorti udio ulja je
veci, u usporedbi s crnim sortama, i moze doseci do 20 % (Martin i sur., 2020). Ulja biljnog
podrijetla definirana su Pravilnikom Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske o jestivim
uljima i mastima (NN 11/2019) kao ,proizvodi koji se dobivaju iz sjemenki ili plodova biljaka,
sastoje se od triglicerida masnih kiselina, a mogu sadrzavati i neznatne koli¢ine drugih lipida
kao Sto su fosfolipidi, voskovi, neosapunjive tvari, mono- i digliceride te slobodne masne
kiseline”. Zahtjevi kvalitete za ulja sjemenki grozda definirani navedenim Pravilnikom (2019)

su prikazani u tablici 2.



Tablica 2. Zahtjevi kvalitete za ulja sjemenki grozda (Pravilnik, 2019)

KEMIJSKO SVOJSTVO VRIJEDNOST
Gustoca (g/L) 0,920-0,926
Indeks refrakacije 1,467-1,477
Jodni broj 128-150
Broj osapunjenja (mg KOH/g ulja) 188-194
Neosapunjivo (%) <20

Sastav masnih kiselina (%)

C14:0 nd-0,3
C16:0 5,5-11,0
C18:0 3,0-6,5
C18:1 12,0-28,0
C18:2 58,0-78,0
Ukupni steroli (mg/kg) 2000-7000

nd - nije detektirano

Kemijski sastav ulja karakteriziran je znacajnim udjelom polinezasi¢enih (engl.
polyunsaturated fatty acids, PUFA) i mononezasi¢enih masnih kiselina (engl.
monounsaturated fatty acid, MUFA) i niskom koli¢inom zasi¢enih (engl. saturated fatty acids,
SFA). Osim toga, ulje sjemenki grozda vazan je izvor spojeva koji djeluju kao antioksidansi, a
medu njima su fitosteroli, tokoferoli, tokotrienoli, flavonoidi, fenolne kiseline i karotenoidi. (-
sitosterol predstavlja glavni fitosterol, a znacajni su joS i kampesterol te stigmasterol. Tokoferoli
i tokotrienoli su izomeri vitamina E i predstavljaju vaznu skupinu fenolnih antioksidanata koji
djeluju na odrzavanje kvalitete ulja zaustavljanjem slobodnih radikala. a-tokoferol je glavni
tokoferol, a postoje jos tri homologne forme tokoferola, 3-, y- i 8- tokoferol (Shinagawa i sur.,
2015).

Ulje sjemenki grozda ima Siroku primjenu, a moze se Koristiti u kozmeti¢ke, farmaceutske,
medicinske i kulinarske svrhe. Zbog svog kvantitativnog omjera izmedu linolne i oleinske
kiseline, koji iznosi 3,52-5,61, ovo ulje je stabilno tijekom skladiStenja. Takva dobra otpornost
na oksidaciju odreduje njegovu primjenu kao stabilizatora u lako oksidiraju¢im smjesama, kao
i primjenu u kozmetici, gdje se Koristi za lije€enje suhe koZe i zastitu od starenja (Mironeasa i
sur., 2010). Nadalje, kao bogat izvor nezasic¢enih masnih kiselina, pogotovo polinezasicene
linolne kiseline, ulje sjemenki grozda povezuje se s kardioprotektivnim uc€inkom jer linolna
kiselina smanjuje proizvodnju lipoproteina niske gustoCe i poboljSava njegovo CiS¢enje
(Dabetic i sur., 2020). Takoder, visok udio nezasi¢enih masnih kiselina smatra se korisnim u

prevenciji tromboze i proSirenih krvnih zZila (Mironeasa i sur., 2010). Visoka razina fitosterola



takoder djeluje pozitivno na kardiovaskularni sustav te se antiateroskleroticka aktivnost ulja
pripisuje upravo njima, dok se antioksidativna najvise pripisuje koncentraciji vitamina E u ulju.
Nadalje, dokazano je da ulje sjemenki grozda moze imati i antimikrobno djelovanje, inhibirajugi
rast odredenih patogenih sojeva kao $to su Staphylococcus aureus i Escherichia coli (Dabetic
i sur., 2020).

2.2. PARAMETRI KVALITETE ULJA SJEMENKI GROZDA

2.2.1. Masne kiseline

Masne kiseline su karboksilne kiseline, lan¢ani ugljikovodici, s metilnom skupinom (CH3-) na
jednom kraju molekule (najée$¢e oznacen grékim slovom ,w"), i karboksilnom skupinom (-
COOH) na drugom. Masne kiseline se mogu podijeliti u dvije velike skupine, zasi¢ene i
nezasi¢ene masne kiseline, a nezasicene se dijele na jos dvije podskupine, mononezasi¢ene
i polinezasi¢éene masne kiseline. Zasi¢ene masne kiseline imaju sve ugljikove atome
povezane jednostrukim kovalentnim vezama, odnosno zasicene su atomima vodika. Vecina
su ravni ugljikovodi¢ni lanci s parnim brojem ugljikovih atoma. Mononezasi¢ene masne
kiseline imaju jednu dvostruku kovalentnu vezu izmedu atoma ugljika, koja se moze pojaviti
na razliitim pozicijama, ovisno o odredenoj kiselini. Ukoliko masna kiselina sadrzi vise od
jedne dvostruke kovalentne veze naziva se polinezasi¢éenom (Rustan i Drevon, 2005). Glavne
masne kiseline ulja sjemenki grozda su polinezasi¢ena linolna kiselina (C18:2),
mononezasicena oleinska kiselina (C18:1) te zasicena palmitinska kiselina (C16:0) (Bordiga i
sur., 2019). U tablici 3 prikazane su Cetiri najzastupljenijih masne kiseline u ulju sjemenki
grozda u bijelim (talijanski Riesling i Sauvignon blanc) i crnim (Pinot noir i Merlot) sortama te
drugim biljnim uljima (suncokretovom, ulju Safranike te maslinovom). Iz prikazanih podataka
je vidljivo kako je sastav ulja sjemenki grozda najsli¢niji onom ulju $afranike i suncokretovom
ulju. Nadalje, prema prikazanim podacima suncokretovo ulje moze imati najveci udio linolne
kiseline, ali taj udio puno vise varira u usporedbi s uljem sjemenki grozda, ili uljem Safranike,
gdje je on puno postojaniji izmedu sorti.

Linolna kiselina sadrzi dvije dvostruke kovalentne veze, na 9. i 12. ugljikovom atomu od
karboksilne skupine, to je w-6 masna kiselina. Buduci da ljudi mogu ugraditi dvostruku
kovalentnu vezu samo do 9. atoma ugljika masne kiseline, i tako su u nemogucnosti
sintetizirati linolnu kiselinu, ona je esencijalna za ljude i potrebno ju je unositi u organizam
putem prehrane. Glavni prehrambeni izvori ove kiseline su biljna ulja, sjemenke, meso, jaja i
oraSasti plodovi. Njezina uloga u ljudskom organizmu je viSestruka te moze koristiti kao izvor

energije, ali i esterificirati kako bi se formirali neutralni i polarni lipidi (na primjer fosfolipidi).



Kao dio fosfolipida, djeluje kao strukturna komponenta za odrzavanje odredene razine
fluidnosti membrane transdermalne vodene barijere epiderme, a kada se oslobodi iz
membranskih fosfolipida, moze enzimatski oksidirati u razliCite derivate uklju¢ene u

signalizaciju stanica (Whelan i Fritsche, 2013).

Tablica 3. Udio Cetiri najzastupljenijih masne kiseline u ulju sjemenki grozda u bijelim i crnim

sortama te drugim biljnim uljima (suncokretovom, ulju Safranike te maslinovom)

MASNA KISELINA (%)

ULJE
C16:0 C18:0 C18:1 C18:2
v TALIJANSKI RIESLING 7,69-7,93 4,29-459 19,63-20,21 66,50-67,20
Z
UEJE SAUVIGNON BLANC 7,70-8,00 4,07-4,51 18,61-18,97 67,85-68,39
E % PINOT NOIR 9,49-957 4,42-480 17,27-17,77 66,94-67,60
—
5| MERLOT 8,42-8,64  3,27-3,57 14,34-14,64 72,14-72,80
SUNCOKRETOVO ULJE? 5,0-8,0 2,5-7,0 15,0-40,0 40,0-74,0
ULJE SAFRANIKE? 5,61-8,50 1,92-440 13,05-18,99 64,52-75,76
MASLINOVO ULJE* 11,5-15,0 4,3-7,2 43,0-49,1 29,3-36,0

1 - Kapcsandii sur., 2021; 2 - Monfreda i sur., 2012; 3 - Sabzalian i sur., 2008; 4 - Sakar i Gharby, 2022

Oleinska kiselina je w-9 mononezasi¢ena neesencijalna masna kiselina. Njezin najvedi
prehrambeni izvor je maslinovo ulje te predstavlja glavni sastojak mediteranske prehrane. Ova
kiselina regulator je imunoloske funkcije i zdravlja te moze biti korisna u lije€enju i prevenciji
razli€itih bolesti, poput autoimunih ili kardiovaskularnih, odredenih ozljeda koze, a takoder ima
Palmitinska kiselina najceS¢a je zasi¢ena masna kiselina koja se nalazi u ljudskom tijelu, a
osigurava se prehranom ili se endogeno sintetizira iz drugih masnih kiselina, ugljikohidrata i
aminokiselina. Ona predstavlja 20 do 30 % ukupnih masnih kiselina u membranskim
fosfolipidima i adipoznim triacilglicerolima, a vrsi viSestruke temeljne bioloSke funkcije na
stani¢noj i tkivnoj razini. Unos palmitinske kiseline preko prehrane, uz optimalan unos ostalih
masnih Kiselina, je bitan za odrzavanje optimalnog PUFA/SFA omjera u tkivima, koji jamci

pogodna fizikalna svojstva membrana (Carta i sur., 2017).



2.2.2. Tokoferoli

Tokoferoli su vitaminski kompleksi topivi u mastima (Sabir i sur., 2012), kljuéni za odrzavanje
kvalitete ulja tijekom obrade i skladistenja. SprjeCavaju oksidaciju lipida koja dovodi do
uzeglosti i razvoja nepoZeljnih okusa (Kaseke i sur., 2021). Svaka vrsta ulja ima karakteristi¢an
sadrzZaj tokoferola, a u sjemenim uljima se nalaze kao a-, -, y- i &-tokoferol, pri ¢emu je y-
tokoferol jedan od najznacajnijih antioksidanata, $to ga Cini vaznom komponentom zdrave
prehrane ljudi. Nadalje, a-tokoferol (trivijalno ime vitamin E) zbog svoje visoke antioksidativhe
aktivnosti, ima neuroprotektivno i antitumorsko djelovanje, a takoder usporava proces starenja

te sprjeCava nastanak nekih kroni¢nih bolesti (Garavaglia i sur., 2016).

2.2.3. Fitosteroli

Fitosteroli su podskupina steroida, vazne skupine bioorganskih molekula Siroko
rasprostranjenih u biljkama, zivotinjama i gljivama koji imaju kljuénu ulogu u njihovoj fiziologiji.
Biljna ulja i proizvodi od njih, kao i orasasti plodovi, Zitarice, povrce i vo¢e, najbogatiji su izvori
fitosterola, a tri najéesc¢a su: B-sitosterol, kampesterol i stigmasterol (Saeidnia i sur., 2014).
Fitosteroli i njihovi derivati imaju nekoliko bioloskih aktivnosti kojima promicu zdravlje ljudi, kao
Sto je, na primjer, smanjenje ukupnog plazmatskog i LDL-kolesterola, $to smanjuje rizik od
kardiovaskularnih bolesti. Takoder, djeluju protuupalno te sudjeluju u prevenciji raka debelog

crijeva, dojke i prostate (Ogbe i sur., 2015).

2.2.4. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi su skupina sekundarnih metabolita biljnog podrijetla koja se dijeli na dvije
podskupine: flavonoide (antocijani, flavoni, izoflavoni, flavonoli, flavanoni, flavonoli) i
neflavonoide [fenolne kiseline (hidroksicimetne i hidroksibenzojeve), stilbeni, lignani].
Najznacajniji polifenolni spojevi u ulju sjemenke grozda su katehin, epikatehin, galna kiselina,
procijanidini i proantocijanidini, a utvrdeno je kako sjemenka grozda sadrzi veéu koncentraciju

polifenolnih spojeva u usporedbi sa samim uljem (Martin i sur., 2020).



2.3.  METODE EKSTRAKCIJE ULJA IZ SIEMENKI GROZDA

Lovri¢ (2003) u knjizi ,Procesi u prehrambenoj industriji s osnovama prehrambenog
inzenjerstva” definira ekstrakciju kao separacijski proces te ju opisuje kao postupak uklanjanja
tvari iz Cvrste ili tekuce smjese pomocu odgovarajuceg otapala, u kojem se ta tvar bolje otapa
nego ostali sastojci smjese. Ulie se moze ekstrahirati fizikalnim ili kemijskim metodama;
fizikalna ekstrakcija koristi mehani¢ku energiju za dobivanije ulja, dok se kemijska temelji na

primjeni otapala, enzima ili superkriti¢nog fluida (Aladi¢, 2015).

2.3.1. Hladno preSanje

Prema Pravilniku (2019), ovisno o tehnoloSkom postupku koji se primjenjuje u proizvodniji, ulja
bilinog podrijetla se razvrstavaju u tri kategorije, rafinirana ulja, hladno presana ulja i
djevi¢anska ulja. Nadalje, hladno preSana ulja se definiraju kao proizvodi koji se dobivaju iz
odgovarajuéih sirovina, samo mehani¢kim postupcima, primjerice preSanjem, i bez primjene
topline. U proizvodnji takvih ulja se moze provesti i postupak Cis¢enja, odnosno bistrenja,

pranjem vodom, dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem.

Hladno presanje ulja je mehanicki proces kojim se, bez primjene topline ili kemijskih otapala,
ekstrahira ulje iz sjemenki ili ora8astih plodova. Ovom metodom se zadrzavaju prirodne
nutritivne i organolepticke karakteristike ulja, tako 3to se oCuvaju termolabilni spojevi i
izbjegavaju kemijski kontaminanti koji mogu nastati kod drugih metoda ekstrakcije. Takva
metoda rezultira proizvodom visoke kvalitete (Cakaloglu i sur., 2018; Aladi¢, 2015). Razlog
tome je 8to proces minimalizira oksidaciju i Cuva osjetljive spojeve poput polifenolnih spojeva
i drugih antioksidansa. Medutim, konaCna kvaliteta ulja uvelike ovisi 0 uvjetima preSanja i
kvaliteti sirovine. Cimbenici poput sadrzaja vlage u sjemenkama i gisto¢e okolida u kojem se
preSanje odvija igraju kljuCne uloge u odredivanju roka trajanja i senzorskih svojstava ulja
(Chin Chew, 2020; Cakaloglu i sur., 2018). Takoder, na kvalitetu dobivenog ulja utjeCu i brojni
Cimbenici samog procesa preSanja, poput brzine preSanja, temperature preSe i promjera
mlaznice (Aladi¢, 2015).

Proces hladnog preSanja dijeli se na dvije faze: (i) pripremu sirovine za izdvajanje ulja i (ii)
izdvajanje ulja. Priprema sirovine podrazumijeva uklanjanje necisto¢a i suSenje sjemenki na
odgovarajucu razinu vlaznosti, 8-10 % (Curko i sur., 2023). Proces se moze provoditi pomocu
hidrauliénih ili puznih preSa, a prilikom pre8anja, u oba slu€aja, temperatura sirovog ulja na

izlazu iz preSe ne smije prelaziti 50 °C. Hidrauli¢ne preSe pruzaju nizu izlaznu temperaturu i



obi¢no se koriste u manjim proizvodnim pogonima, dok su puzne preSe ucinkovitije za
kontinuiranu proizvodnju (Aladi¢, 2015). Hladno preSana ulja koriste se u raznim industrijama,
ponajvise u prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji. U prehrambenoj industriji
ova ulja su cijenjena zbog bogatog okusa i nutritivnih prednosti, osobito zbog visokog sadrzaja
esencijalnih masnih kiselina, vitamina i antioksidansa. U kozmeti¢koj industriji koriste se zbog
hidratantnih i protuupalnih svojstava koja su korisna za zdravlje koze i kose. Osim toga, hladno
preSana ulja koriste se u dodacima prehrani zbog visokih razina bioaktivnih spojeva koiji
pridonose zdravlju srca i imunoloskoj funkciji (Chin Chew, 2020). Opéenito se smatra da
hladno preSanje rezultira proizvodnjom visokokvalitetnih, nutritivno bogatih ulja, s minimalnim
utjecajem na okolis. Osim navedenog, taj proces je vrlo jednostavan, ekonomski isplativ i ne

zahtijeva koriStenje kemikalija, $to ga &ini odrzivijom opcijom (Cakaloglu i sur., 2018).

Jedan od glavnih izazova kod hladnog preSanja je nize iskoriStenje procesa u usporedbi s
drugim metodama ekstrakcije kao $to su toplo preSanje ili ekstrakcija otapalima. Drugim
rijeima, rezultat hladnog pres$anja je kola¢ (ostatak preSanja) sa vec¢im udjelom zaostalog
ulja. Na iskoristenje samog procesa utje¢u razni Cimbenici kao $to su udio vlage, temperatura
te specifiCni parametri preSe, poput brzine rotacije i promjera mlaznice. Kako bi se povecalo
iskoridtenje hladnog preSanja bez kompromitiranja kvalitete, neki proizvodaci primjenjuju
predtretmane poput pe€enja, mikrovalnog zagrijavanja ili tretmana ultrazvukom. Ove metode
mogu poboljsati ekstrakciju ulja razgradnjom staniénih stijenki, ¢ime se omogucuje
oslobadanje vece koli€ine ulja tijekom preSanja. Medutim, ovi tretmani moraju se pazljivo

kontrolirati kako bi se izbjeglo naruSavanje nutritivnih svojstava ulja (Chin Chew, 2020).

2.3.2. Ultrazvuk visokog intenziteta kao predtretman hladnom presanju

Ultrazvuéno zra€enje je oblik mehanicke valne energije koja nalazi sve vecu primjenu u raznim
industrijama, ukljuCuju¢i preradu hrane i ekstrakciju ulja. Tehnologija ultrazvuka stvara
visokofrekventne zvu&ne valove koji stvaraju kavitacijske mjehuri¢e u teku¢éem mediju, a kada
se ti mjehuriéi uruSe oslobada se velika koli¢ina energije. To dovodi do razgradnje stani¢nih
stijenki i olakSava oslobadanje intracelularnog sadrzaja stanica, ukljuCujuci i ulja. UCinkovitost
procesa koji su potpomognuti ultrazvukom ovisi o viSe &imbenika, poput frekvencije,
viskoznosti medija, temperature i trajanja ultrazvuka. Istrazivanja su pokazala kako primjena
ultrazvuka, prvenstveno ultrazvuka visokih snaga, rezultira vecim iskoriStenjem procesa
ekstrakcije, smanjenjem vremena obrade te nizom potroSnjom energije. Osim toga, kao

netoplinska tehnologija idealan je za ekstrakciju termolabilnih spojeva, kojima se tako Cuva
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integritet, kao i kvaliteta i nutritivni sadrzaj ekstrahiranog proizvoda (Kaseke i sur., 2021).

Ultrazvuk visokog intenziteta se koristi za poboljSavanje oslobadanja ulja iz sjemenki tako $to
povecava dostupnost ulja za ekstrakciju razbijanjem stani¢nih stijenki. Istrazivanja su
pokazala da ultrazvuk moze znac€ajno poboljSati iskoristenje procesa ekstrakcije kada se
koristi kao metoda predtretmana. Na primjer, u ekstrakciji ulja iz siemenki moringe, ultrazvucni
predtretman povecao je iskoridtenje ekstrakcije za 1,24 %, u usporedbi s kontrolnim uzorcima
koji su ekstrahirani bez predtretmana (Kayanan i Sagum, 2021). Istrazivanje provedeno na
sjemenkama lubenice je takoder pokazalo da predtretman ultrazvukom visokog intenziteta
moze znacajno povecati iskoriStenje u usporedbi s netretiranim uzorcima, istiCuci kako su
optimalni uvjeti ultrazvuka klju€ni za povecanije iskoristenja, bez kompromitiranja kvalitete ulja
(Kaseke i sur., 2021). To potvrduje i rad u kojem McDowell i sur. (2017) navode kako njihovo
istraZivanje primjene predtretmana ultrazvuka na hladno preSano ulje repice nije pokazalo
znacajno vece iskoristenje ekstrakcije. McDowell i sur. (2017) smatraju da su razlog varijacija
rezultata, usporedujuci s istrazivanjem Turkay i Glrbuz (2013) na ulju repice, parametri
procesa ultrazvuka, pritom isti€¢uci vaznost njihove optimizacije. Kao potencijalno obrazloZenje
dobivenih rezultata isticu medij u kojem se ultrazvuk primjenjivao, sugerirajuci kako isti ima
kljuénu ulogu za ucinkovitost ove metode. U ovom slu€aju, uporaba vode kao medija je
vjerojatno smanijila u€inkovitost ultrazvuka, dok su u svom istraZivanju Turkay i Glrbuz (2013)
kao medij koristili etanol koji ima povoljnija svojstva za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom
(McDowell i sur., 2017).

Osim iskoristenja, ultrazvuk visokih snaga takoder moze utjecati na kvalitetu ekstrahiranog
ulja. Utvrdeno je da ultrazvuéni predtretman moze utjecati na fizikalno-kemijska svojstva ulja,
kao Sto su, na primjer, sadrZaj bioaktivnih spojeva, oksidativha stabilnost i sastav masnih
kiselina. Kayanan i Sagum (2021) navode kako je ultrazvucni predtretman povecao udio
fitosterola u ulju sjemenki moringe te rezultirao povecanjem oksidativne stabilnosti
ektrahiranog ulja. S druge strane, Kaseke i sur. (2021) navode kako, ukoliko se ne Koristi
pravilno, ultrazvuk moze imati i negativne uCinke na kvalitetu ulja. Prekomjerna snaga
ultrazvuka ili preduga izlozenost mogu dovesti do razgradnje osjetljivih spojeva, sto moze
smanijiti nutritivnu vrijednost ulja. Na primjer, preduga izlozenost mozZe uzrokovati stvaranje
slobodnih radikala, 5to posljediéno moze dovesti do oksidacije masnih kiselina i stvaranja

nepozeljnih spojeva.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1

MATERIJALI

3.1.1. Sirovina

U ovom istrazivanju je koridtena komina groZda sorte GraSevina, dobivena preSanjem grozda

tijekom berbe 2023, regija Bregovita Hrvatska. Komina je odmah nakon preSanja izuzeta i

dopremljena u laboratorij nakon ¢ega je provedeno ruéno odvajanje sjemenki od pokoZice i

pulpe, a koje su do provedbe eksperimenta skladiStene u zamrzivacu pri -18 °C.

3.1.2. Kemikalije

U istraZivanju su koriStene sljedeée kemikalije:

suhi led, 2 99.9% (3.0); UTP d.o.o0., Pula, Hrvatska

izooktan, HPLC grade; Fisher Scientific UK, Loughborough, Ujedinjeno Kraljevstvo
metanol, HPLC grade; J. T. Baker, Deventer, Nizozemska

kalijev hidroksid, p. a.; Kemika, Zagreb, Hrvatska

natrijev hidrogensulfat monohidrat, p. a.; Kemika, Zagreb, Hrvatska

3.1.3. Laboratorijski pribor i oprema

Za provedbu istrazivanja koristen je sljedeci pribor i oprema:

automatska pipeta 10-100 uL; Eppendrof, Hauppauge, NY, SAD

automatska pipeta 1-5 mL; IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka
ultrazvuéna kupelj, Elmasonic P 300 H; Elma-Hans Schmidbauer GmbH & Co.,
Singen, Njemacka

susionik; HeraTherm, Langenselbold, Njemacka

puzna presa, PR-F-100; Oilpressparts GmbH & Co. KG, Niederkrichten, Njemacka
analiticka vaga; Kern & Sohn GmbH, Balingen, Njemacka

vortex; IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka

plinski kromatograf, 6890N Network GC System; Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, SAD
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3.2. METODE

3.2.1. Ultrazvuk visokih snaga kao predtretman hladnom preSanju

S ciliem osiguravanja najboljih uvjeta tretmana ultrazvukom visokih snaga, sjemenke (1200 g)
su prije samog tretmana potopljene u duplo vecu koli€inu destilirane vode (omjer 1:2) kroz
period od 3 h, nakon ¢ega su ocijedene te tretirane suhim ledom u omjeru 2:1.

Predtretman ultrazvukom visokih snaga proveden je primjenom ultrazvuéne kupelji EImasoni
P 300 H sa sljede¢im karakteristikama: frekvencija 37/80 kHz, volumen spremnika 28 L te
ultrazvucna snaga 380 W. U osam laboratorijskih ¢asa odvagano je po 50 g sjemenki grozda,
pripremljenih prema gore navedenom opisu, te je potom pomijeSano sa 300 mL destilirane
vode. Cade sa uzorcima su potom uronjene u ultrazvuénu kupelj (slika 1) te je proveden
postupak tretiranja pri razli¢itim uvjetima frekvencije (37 i 80 kHz) i trajanja samog tretmana
(301 90 min) (tablica 4), uz amplitudu 100 % te kontrolu temperature (< 40 °C).

Tablica 4. Odabrani procesni parametri predtretmana ultrazvukom visokih snaga

TRETMAN FREKVENCIJA (kHz) TRAJANJE (min)
1 37 30
2 37 90
3 80 30
4 80 90
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Slika 1. Ultrazvucna kupelj s uronjenim laboratorijskim ¢asama s uzorkom sjemenki grozda

(vlastita fotografija)

3.2.2. Ekstrakcija ulja sjemenki grozda primjenom hladnog preSanja

Nakon predtretmana ultrazvukom visokih snaga sjemenke su ocijedene te stavljene u
laboratorijski susionik na susenje pri 35 °C kroz 36 h, s ciliem postizanja optimalne vlaznosti
za hladno pre$anje u iznosu od 8 % (Curko i sur., 2023).

Postupak ekstrakcije ulja proveden je hladnim preSanjem djelomi¢no prosusenih sjemenki
pomocu laboratorijske puzne preSe Oilpressparts GmbH & Co. KG, bez prethodnog
kondicioniranja ili zagrijavanja (slika 2). Nakon preSanja (slika 3) je provedeno centrifugiranje
ulja (5000 rpm, 10 min) s ciliem uklanjanja necisto¢a. Dobiveno prociséeno ulje je do

laboratorijskih analiza uvano u tamnoj, hermeticki zatvorenoj boci pri -18 °C.
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Slika 2. Laboratorijska puzna presa Oilpressparts GmbH & Co. KG, model PR-F-100

(vlastita fotografija)

Slika 3. Ekstrakcija ulja iz sjemenki grozda (vlastita fotografija)
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3.2.3. Odredivanije iskoriStenja procesa ekstrakcije ulja

Iskoristenje, odnosno ucinkovitost ekstrakcije ulja, odredivano je usporedbom mase
ekstrahiranog ulja hladnim preSanjem s masom ulja dobivenom metodom po Soxhletu
(referentna metoda) (Curko i sur., 2024). Ukupan udio ulja u sjemenkama grozda odreden
metodom po Soxhletu bio je 13,9 £ 0,03 %. IskoriStenje ekstrakcije hladnim preSanjem se

radunalo prema prilozenoj jednadzbi (Curko i sur., 2024):

iskoristenje (%) masa ulja ekstrahiranog hladnim preSanjem 100
= *
iskoristenye L5 masa ulja koje je moguce ekstrahirati

Takoder se ispitivao i utjecaj procesnih parametara (tablica 4) predtretmana ultrazvukom,
frekvencije i trajanja, na iskoristenje hladnim preSanjem. Uz uzorke podvrgnute predtretmanu,
procesu hladnog preSanja podvrgnuta su i dva kontrolna uzorka. Pomoc¢u kontrolnih uzoraka
se moglo vidjeti utjeCe li predtretman ultrazvukom, i u kojoj mjeri, na iskoristenje, kao i koji

njegovi parametri na to utjecu.

3.2.4. Odredivanje sastava masnih kiselina

Odredivanje sastava masnih kiselina u uzorcima ulja sjemenki grozda provedeno je plinskom
kromatografijiom s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID). Za primjenu plinske
kromatografije prethodno je potrebno prevesti masne kiseline u njihove metilne estere, a oni

su pripremljeni metodom po Bannonu, ISO 5509:2000.

Priprema metilnih estera masnih kiselina:

U epruvetu odvagati 60 mg uzorka ulja sjemenki grozda i otopiti u 4 mL izooktana, a zatim
dodati 200 yL metanolne otopine kalijeva hidroksida (c = 2 mol/L). Reakcijsku smjesu snazno
protresti pomocu vortexa, u trajanju oko 30 s, te ostaviti reakciju na sobnoj temperaturi. Nakon
Sto se reakcijska smjesa izbistri i glicerolni sloj odvoji na dnu epruvete, dodati 1 g natrijeva
hidrogensulfata monohidrata u svrhu neutralizacije smjese. Bistru otopinu iznad soli prebaciti

u vialu. Tako pripremljene metilne estere injektirati u GC-FID sustav.

Kromatografski uvjeti analize:

Kromatografske analize provedene su primjenom plinskog kromatografa Agilent 6890 Network

GC System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) uz detekciju masenim
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spektrometrom Agilent 5793 Inert Mass Selective Detector (Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, SAD). U tablici 5 prikazani su kromatografski uvjeti analize.

Tablica 5. Kromatografski uvjeti analize

Kolona DB-23 (Agilent Technologies), 60 m x 0,25 mm, 0,25 ym
Mobilna faza Helij 5,0
Protok ( mL min™) 1,5
Nacin injektiranja Split 1:50
Volumen injektiranog uzorka (ML) 1
Temperatura injektora (°C) 250
Temperatura detektora (°C) 280
Elektronska ionizacija (eV) 70
Dinamika Temperatura Zadrzavanje
(°C/min) (°C) (min)
Temperaturni program
60 0
7 220 17

Identifikacija i kvantifikacija masnih kiselina:

Metilni esteri masnih kiselina identificirani su usporedujuéi njihovo vrijeme zadrzavanja s
vremenom zadrzavanja metilnog estera standardne smjese masnih kiselina (F.A.M.E. C4 —
C24, Supelco). Udio svake masne kiseline izrazen je kao postotak ukupnih masnih kiselina, a
rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dva paralelna odredivanja. Identifikacija i
kvantifikacija metilnih estera provedena je primjenom programa Enhanced ChemStation
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).

3.2.5. Obrada podataka

Statisticka obrada dobivenih podataka provedena je analizom varijance (engl. Analysis Of
Variance, ANOVA) koriStenjem programskog sustava Statistica v.10.0 (Statsoft Inc., Tulsa,
OK, SAD). Analiza varijance (ANOVA) provedena je na svim neovisnim varijablama masnih
kiselina. Tukey HSD test koriSten je kao usporedni test kada su uzorci bili zna¢ajno razliciti
nakon ANOVA (p < 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj procesnih parametara ultrazvuka visokog intenziteta
kao predtretmana hladnom preSanju na iskoriStenje procesa hladnog preSanja te sastav
masnih kiselina u ulju sjemenke grozda. Pritom je ispitan utjecaj frekvencije (37 i 80 kHz) te
vremena trajanja tretmana (30 i 90 min).

U tablici 6 je prikazano iskoristenje ekstrakcije ulja hladnim preSanjem iz sjemenki grozda,
ovisno o predtretmanu UZV, dok su udjeli pojedinih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ulja
prikazani na slikama 4-11. Tablica 7 prikazuje sumarne vrijednosti pojedinih skupina masnih

kiselina (zasi¢ene, mononezasicene i polinezasicene), ovisno o predtretmanu UZV.

4.1. ISKORISTENJE EKSTRAKCIJE ULJA

Ekstrakcija ulja potpomognuta tretmanom ultrazvuka visokog intenziteta sve viSe privladi
pozornost kao zamjena trenutnim konvencionalnim metodama ekstrakcije, zbog svojih
mnogobrojnih prednosti (Thilakarathna i sur., 2023). Posto su glavni ciljevi predtretmana
sjemenki povecati iskoriStenje procesa ekstrakcije ulja i korisnih hranjivih tvari, bez
ugrozavanja drugih parametara, posebice organolepti¢kih svojstava, ova metoda je predmet
sve veceg broja istrazivanja (McDowell i sur., 2017). Efekt kavitacije koji stvara ultrazvuéno
zraCenje olakSava oslobadanje ulja iz stanichog matriksa, Sto povec¢ava prinos ulja dok u isto
vrijeme Cuva njegovu kvalitetu, zbog blagih uvjeta obrade. Tome doprinosi i zamjena Stetnih
organskih otapala, koja se koriste u drugim metodama ekstrakcije, s ekoloSki prihvatljivim
otapalima koriStenim u ovoj metodi (Thilakarathna i sur., 2023). Tablica 6 prikazuje u€inkovitost

ekstrakcije ulja iz sjemenki grozda s i bez predtretmana UZV.

Tablica 6. IskoriStenje ekstrakcije ulja iz sjemenki grozda sorte GraSevina (hladno preSanje i
predtretman UZV)

UZORAK Hz min ISKORISTENJE (%)
HP - - 65,2 + 1,1
UzVv37/30 37 30 69,2+ 1,0
UzVv37/90 37 90 73,5+ 0,6
UzVv80/30 80 30 67,4+0,8
UZV80/90 80 90 72,8+ 0,1

NAPOMENA: udio ulja odreden po Soxhletu - 13,9+0,03 %
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Vidljivo je kako predtretman UZV znatno utjeCe na koli€inu ekstrahiranog ulja te da je najmanje
iskoriStenje ekstrakcije (65,2 + 1,1 %) upravo kod uzorka sjemenki koje nisu, prethodno
hladnom presanju, bile podvrgnute tretmanu UZV. Nadalje, vidljiv je i utjecaj primijenjenih
procesnih parametara na ucinkovitost ekstrakcije te je ona bila najucinkovitija (73,5 £ 0,6 %)
kod uzorka sjemenki koje su bile podvrgnute predtretmanu na frekvenciji od 37 kHz, u trajanju
od 90 min. Opcenito, primjenjivanje nize frekvencije i duze trajanje tretmana UZV dokazalo se
pogodnijim za vece iskoriStenje ekstrakcije. Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem
Moghimi i sur. (2018) koji su takoder utvrdili da se uc€inkovitost ekstrakcije ulja crnog kima
povecéava proporcionalno duljini trajanja tretmana. U svom istrazivanju navode kako je
maksimalna ucinkovitost ekstrakcije postignuta kada je vrijeme tretmana bilo na maksimalnoj
vrijednosti. Nadalje, predtretman UZV je takoder pokazao povecanje iskoridtenja hladno
preSanog ulja repice u istrazivanju Turkay i Gurblz (2013), koji su utvrdili povecanje
iskoridtenja s 44 %, u kontrolnim uzorcima, na 73 % u uzorcima podvrgnutim predtretmanu.
Takoder su istraZivanja Sharma i Gupta (2006) na uljima sjemenki marelice i badema, i Da
Porto i sur. (2015) na ulju sjemenki konoplje utvrdila da predtretman UZV povecava
iskoridtenje ulja tijekom daljnjih ekstrakcija, ali i da to iskoriStenje ovisi o primijenjenim

parametrima koje je potrebno optimirati.

4.2. UTJECAJ PREDTRETMANA ULTRAZVUKA VISOKOG INTENZITETA NA
SASTAV MASNIH KISELINA

Masne kiseline identificirane u ulju sjemenki groZzda sorte GraSevina su linolna, oleinska,
palmitinska, stearinska, linolenska, palmitoleinska, arahidska i miristinska. Na slikama 4-11
prikazani su udjeli navedenih masnih kiselina u ispitivanim uzorcima ulja. Pritom su prikazani
uzorci dobiveni razli€itim predtretmanima ultrazvukom visokih snaga u usporedbi s kontrolnim
uzorkom, hladno preSanim uljem, koje nije podvrgnuto procesu predtretmana UZV.

Na slici 4 je prikazan udio (%) linolne kiseline u hladno preSanom ulju sjemenki grozda sorte
GraSevina, s i bez predtretmana UZV. Linolna kiselina je kvantitativno najznacajnija masna
kiselina u ulju sjemenki grozda, a njezin udio u ulju ovisi o sorti grozda iz koje se ulje ekstrahira,
i u rasponu je 58-78 % (Mali¢anin, 2014). To je potvrdeno i u sluaju ulja sjemenki sorte
GraSevina, gdje je linolna kiselina utvrdena u rasponu 72,06-72,16 %. Vidljiv je i utjecaj
primijenjenih procesnih parametara UZV (slika 4) na udio ove kiseline. U sluajevima kada su
sjemenke podvrgnute predtretmanu UZV udio kiseline je veCi u usporedbi s kontrolnim
uzorkom. Nadalje, najve¢im udjelom linolne kiseline (72,16 %) rezultirao je postupak

predtretmana UZV pri frekvenciji od 37 kHz i trajanju od 90 min, dok je najmanjim udjelom
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linolne kiseline (72,06 %) rezultirao postupak predtretmana UZV pri frekvenciji od 80 kHz i
trajanju od 30 min. Postupak s takvim rezimom predtretmana ima tek neznatno veci udio
linolne kiseline od kontrolnog uzorka. 1z prikazanih rezultata se moze vidjeti da udio linolne
kiseline opada povecanjem frekvencije UZV, a raste produljenjem trajanja tretmana. Rezultati
istrazivanja koje su proveli Kayanan i Sagum (2021) pokazuju tek blago povecanje udjela
linolne kiseline u ulju sjemenki moringe nakon tretmana UZV, u usporedbi s kontrolnim
uzorkom. S druge strane, Phan i sur. (2018) u svom istrazivanju utjecaja predtretmana UZV i
predtretmana kuhanjem na ekstrakciju i kvalitetu hladno preSanog ulja rizinih mekinja su
utvrdili suprotan trend obzirom na udio linolne kiseline s i bez predtretmana UZV. Naime,
utvrdili su kako najveéi udio linolne kiseline ima ulje proizvedeno hladnim preSanjem bez
predtretmana, dok udio opada povecanjem intenziteta i trajanja UZV tretmana. Isti¢u kako je
opadanje udjela kiseline poveéanjem intenziteta i trajanja UZV karakteristicno za sve
nezasicene masne kiseline. Mogué¢ razlog tomu je, kako navode Kaseke i sur. (2021),
oksidacija i izomerizacija polinezasi¢enih masnih kiselina poput linolne i a-linolenske kiseline

u konjugirane diene tijekom izlaganja sjemenki ultrazvuku visokog intenziteta.

Linolna kiselina (C18:2c)
72,25

72,2

72,15
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Slika 4. Udio linolne kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki znac¢ajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Druga najzastupljenija masna kiselina u ulju sjemenki grozda je oleinska kiselina, s udjelom u

rasponu 12,81-26,17 %, ovisno o sorti groZda iz kojeg je ulje proizvedeno (Al Juhaimi i Ozcan,

20



2017). Na slici 5 se moze vidjeti kako je, u analiziranom ulju sjemenki grozda sorte GraSevina,
taj raspon 16,51-16,61 %, Sto je u skladu s literaturnim podacima. Utjecaj predtretmana UZV,
kao i primijenjenih procesnih parametara, na udio oleinske kiseline u ulju je takoder vidljiv.
Najvecim udjelom oleinske kiseline (16,61 %) rezultirao je UZV predtretman pri frekvenciji od
80 kHz i trajanju od 30 min. Uzorak koji je rezultirao najmanjim udjelom oleinske kiseline
(16,51 %) takoder je tretiran UZV, pri frekvencija 37 kHz i trajanju 90 min. Iz slike je vidljivo
kako je udio oleinske kiseline proporcionalan povecéanju frekvencije UZV i obrnuto
proporcionalan duljini trajanja tretmana. Kayanan i Sagum (2021) takoder isti€u poveéanje
udjela oleinske kiseline u ulju sjemenki moringe nakon predtretmana UZV (40 kHZ/ 90 min).
U istrazivanju Phan i sur. (2018) na ulju rizinih mekinja takoder je utvrden trend smanjenja
udjela oleinske kiseline produljenjem trajanja predtretmana UZV. Isti autori su zaklju€ili da
veca primijenjena frekvencija rezultira manjim udjelom oleinske kiseline, 3to je suprotno

rezultatima dobivenim u ovom istraZivanju.

Oleinska kiselina (C18:1c)
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Slika 5. Udio oleinske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki zna¢ajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Medutim, ti rezultati (Phan i sur., 2018) su u skladu sa Stanisavljevi¢ i sur. (2009), koji u svom
istrazivanju na ulju sjemenki duhana navode kako UZV ima snazan utjecaj na nezasicene
masne kiseline, a to pripisuju ultrazvukom izazvanoj kavitaciji koja mijenja strukturne i
funkcionalne komponente nezasi¢enih masnih kiselina. Potencijalno objasnjenje navedenih

razlika u trendovima vjerojatno je posljedica znacajnih razlika u istrazivanim sirovinama (rizine
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mekinje, sjemenke duhana).

Udio (%) palmitinske kiseline u ulju sjemenki groZzda sorte GraSevina prikazan je na slici 6, s
vrijednostima u rasponu 6,65-6,74 %. To je treCa najzastupljenija masna kiselina u ulju grozda,
s postotkom u rasponu 6,9-12,9 % (Sabir i sur., 2012). Na slici 6 je vidljivo kako je predtretman
UZV tek neznatno pozitivho djelovao na udio palmitinske kiseline u ulju, i to samo u
slu€ajevima kada su uzorci bili podvrgnuti duljem tretmanu (90 min). U slu€ajevima kraceg
tretmana (30 min) UZV je rezultirao padom udjela kiseline, u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Sto se ti¢e drugog varijabilnog procesnog parametra, frekvencije zragenja, iz slike se moze
vidjeti kako nije imala znacajan utjecaj na udio palmitinske kiseline u uzorcima ulja. Uzorak s
najvec¢im udjelom palmitinske kiseline (6,74 %) dobiven je iz sjemenki koje su bile podvrgnute
predtretmanu UZV na frekvenciji od 80 kHz, u trajanju od 90 min, dok su sjemenke uzorka s

najmanjim udjelom (6,65 %) bile podvrgnute 30 min frekvenciji od 37 kHz.

Palmitinska kiselina (C16:0)
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Slika 6. Udio palmitinske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki zna€ajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Dobiveni rezultati u skladu su s istrazivanjem Kayanan i Sagum (2021) na ulju sjemenki
moringe, u kojem su one podvrgnute predtretmanu UZV (40 kHz, 60 min). Ulje sjemenki koje
su bile podvrgnute predtretmanu UZV imalo je tek neznatno veéi udio (5,54 £ 0,01 %)
palmitinske kiseline u usporedbi s uzorkom koji nije podvrgnut (5,49 + 0,02 %) predtretmanu.

Takvi rezultati su opre€ni onima dobivenim u istrazivanju Phan i sur. (2018) na ulju
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ekstrahiranom iz rizinih mekinja, gdje se udio palmitinske kiseline u uzorcima ulja
proporcionalno poveéavao sa povecanjem frekvencije te vremena trajanja UZV tretmana.
Takoder, navedeni autori u istom istrazivanju tvrde kako UZV utjece viSe na udio nezasi¢enih
masnih kiselina u ulju nego na udio zasic¢enih.

Stearinska kiselina Cetvrta je masna kiselina po zastuplienosti u ulju sjemenki grozda, s
udjelom u rasponu 1,44-4,69 %, ovisno o sorti grozda iz kojeg je ulje ekstrahirano (Sabir i sur.,
2012). Na slici 7, koja prikazuje udio stearinske kiseline u ulju sjemenki grozda sorte
GraSevina, vrijednosti udjela su u rasponu 3,91-3,94 %, $to odgovara literaturnim podacima.
Uzorak koji je rezultirao najve¢im udjelom stearinske kiseline bio je onaj €ije su sjemenke
podvrgnute predtretmanu UZV na frekvenciji od 37 kHz, u trajanju od 30 min. Taj uzorak ima
tek neznatno veci udio kiseline od onog ekstrahiranog iz sjemenki tretiranin UZV pri frekvenciji
od 80 kHz, u jednakom trajanju. Kao $to je iz slike vidljivo, izmedu uzoraka nije utvrdena
statisticki znac€ajna razlika (p>0,05), ali su ipak primijenjeni razliiti procesni parametri
rezultirali malim razlikama u udjelu ove kiseline. Tako je vidljivo kako trajanje predtretmana
ima utjecaj na udio stearinske kiseline u uzorcima pri E¢emu dulji predtreman (90 min) rezultira
manjim udjelom ove kiseline. Najmanjim udjelom (3,91 %) ove kiseline u ulju rezultirao je

predtretman UZV na frekvenciji od 37 kHZ, u trajanju od 90 min.

Stearinska kiselina (C18:0)
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Slika 7. Udio stearinske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki zna€ajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)
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U svom istrazivanju na ulju sjemenki duhana, Stanisavljevic i sur. (2009) navode kako se udio
stearinske kiseline u ulju povec¢ao primjenom predtretmana UZV. To je sukladno rezultatima
koje u svom radu navode i Phan i sur. (2018), gdje je udio stearinske kiseline uvijek bio veci u
uzorcima koji su bili podvrgnuti predtretmanu UZV, u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Predtretmani UZV su pritom su trajali 10, 25 ili 40 min, a dulje trajanje tretmana je rezultiralo i
ve¢im udjelom stearinske kiseline u uzorku ulja, $to je takoder suprotno od dobivenih rezultata
u ovom istrazivanju.

Al Juhaimi i Ozcan (2017) u svom istraZivanju navode kako se udio (%) linolenske kiseline u
ulju sjemenki grozda krece u rasponu 0,09-0,71 %, ovisno o sorti grozda. Vrijednosti udjela
linolenske kiseline u ulju sjemenki grozda sorte GraSevina (slika 8) u ovom istrazivanju
odgovaraju tom podatku te iznose od 0,35-0,37 %. Iz slike je vidljivo da predtretman UZV tek
neznatno utje€e na udio linolenske kiseline u uzorku ulja, u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Nadalje, vidljivo je da, iako blago, procesni parametri predtretmana UZV takoder utjeCu na
udio ekstrahirane linolenske kiseline. Najve¢im udjelom linolenske kiseline (0,37 %) rezultirao
je uzorak podvrgnut predtretmanu UZV na frekvenciji od 80 kHZ, u trajanju od 30 min, dok je
najmaniji udio (0,35 %) odreden u uzorku tretiranom UZV pri frekvenciji 37 kHz kroz 90 min.
Opéenito, oba uzorka koja su prosla duzi predtretman UZV rezultirala su manjim udjelom
linolenske kiseline u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Sto se ti¢e frekvencije, uzorci podvrgnuti
viSoj frekvenciji rezultirali su ve¢im udjelom ove kiseline, u usporedbi s uzorcima koji su
podvrgnuti jednakom trajanju UZV predtretmana, ali pri nizoj frekvenciji. Razlog tome moze
biti, kako navode Kaseke i sur. (2021), razgradnja spojeva koja se moze dogoditi prilikom
prekomjerne izlozenosti uzoraka ultrazvuénom zracenju. Suprotno dobivenim rezultatima
ovog istrazivanja, Thilakarathna i sur. (2023) u svom radu navode kako je predtretman UZV
rezultirao znacajnim porastom udjela linolenske kiseline u ulju dobivenom iz sjemenki
suncokreta i sjemenki kivija. U svom istrazivanju, na ulju sjemenki duhana, Stanisavljevi¢ i sur.
(2009) navode kako je udio linolenske kiseline veci u uzorcima podvrgnutim predtretmanu
UZV, od uzorka hladno preSanog ulja. Udio ove kiseline je uveliko ovisio o procesnim
parametrima predtretmana te su tretmani veée snage rezultirali manjim udjelom linolenske
kiseline u uzorku ulja. Udio kiseline je bio obrnutno proporcionalan snazi, $to je rezultiralo tek
neznatno veéem udijelu (0,71 %) linolenske kiseline u uzorku podvrgnutom predtretmanu UZV
od 50 W, pri 25 °C, u usporedbi s uzorkom hladno pre$anog ulja, Ciji je udio ove kiseline bio
0,70 %. U navedenom istrazivanju najveci udio (1,12 %) imao je uzorak podvrgnut

predtretmanu UZV od 2 W, pri temperaturi vrenja.
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Linolenska kiselina (C18:3n3)
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Slika 8. Udio linolenske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Na slici 9 prikazan je udio (%) palmitoleinske kiseline u hladno preSanom ulju sjemenki grozda
sorte GraSevina, koji se krece u rasponu 0,16-0,18 %. Takav udio palmitoleinske kiseline
odgovara literaturnim podacima, Al Juhaimi i Ozcan (2017) navode kako je udio ove kiseline
u ulju sjemenki grozda u rasponu 0,13-0,24 %, ovisno o sorti. Na slici je vidljivo kako je uzorak
netretiran UZV rezultirao najve¢im udjelom (0,18 %) kiseline, ali je i vidljiv utjecaj primijenjenih
procesnih parametara. Najmanjim udjelom palmitoleinske kiseline (0,16 %) rezultirao je
postupak predtretmana UZV primjenom frekvencije od 37 kHz, u trajanju od 90 min. Opéenito,
primjena viSe frekvencije (80 kHz) rezultirala je ve¢im udjelom ove kiseline u uzorcima ulja, a
s obzirom na trajanje, kraci predtretman UZV (30 min) se dokazao pogodnijim. Ovakvi rezultati
u skladu su s istrazivanjem na ulju sjemenki moringe u kojem Kayanan i Sagum (2021) navode
nizi udio palmitoleinske kiseline u uzorku ulja podvrgnutom predtretmanu UZV (40 kHz, 60
min), od onog u kontrolnom uzorku. Postotak (%) navedene kiseline u ulju moringe koje nije
podvrgnuto predtretmanu iznosio je 1,07 + 0,00, dok je u ulju podvrgnutom predtretmanu
iznosio 0,98 + 0,01. Nadalje, ovakav trend negativnog utjecaja predtretmana UZV na udio
palmitoleinske kiseline u uzorcima ulja prikazan je i u istrazivanju kojeg su Arabani i sur. (2015)
proveli na ulju dobivenom iz otpada rajcice.
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Palmitoleinska kiselina (C16:1)
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Slika 9. Udio palmitoleinske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Navedeni autori istiCu kako se koncentracija palmitoleinske kiseline zna¢ajno smanijila
produljenjem trajanja predtretmana, na frekvenciji od 37 kHz. U navedenom istrazivanju
predtretman u trajanju od 30 min rezultirao je udjelom palmitoleinske kiseline od 0,49 + 0,016
%, a onaj u trajanju od 60 min udjelom od 0,46 £ 0,017 %, dok je predtretman UZV u trajanju
od 90 min rezultirao udjelom od 0,10 + 0,000 %. Navode kako ovakav ishod moze biti
uzrokovan destruktivnim u€inkom dugotrajnog djelovanja kavitacije.

Na slici 10 prikazan je udio arahidske kiseline u ulju sjemenki groZzda sorte Gra3evina. Ovisno
o sorti grozda iz koje je ulje ekstrahirano, udio arahidske kiseline se kre¢e u rasponu 0,1-1,7
% (Crews i sur., 2006). 1z slike se moZe vidjeti kako je udio arahidske kiseline u ulju sjemenki
grozda sorte GraSevina utvrden u rasponu 0,12-0,14 %, &to je u skladu s podacima iz
literature. Nadalje, iz slike je vidljivo kako sam predtretman UZV, kao i primijenjeni parametri
procesa, imaju tek neznatan utjecaj na udio ove kiseline u uzorcima ulja. Najve¢im udjelom
arahidske kiseline (0,14 %) rezultirao je postupak predtretmana UZV frekvencije 80 kHz i
trajanja 30 min, dok je najmanjim udjelom arahidske kiseline (0,12 %) rezultirao postupak
predtretmana primjenom frekvencije 37 kHz kroz 90 min. MozZe se uoditi kako viSa frekvencija
i krace trajanje predtretmana UZV pogoduju udjelu navedene kiseline.
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Arahidska kiselina (C20:0)

uzv37/30 Uzv37/90 uzv8o0/30 uzv80o/90

0,16
0,14
0,12

0,1

(%)

o 0,08

Udi

0,06
0,04
0,02

0

Slika 10. Udio arahidske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli€ita slova
unutar stupaca ukazuju na statisticki znacajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

U istrazivanju na ulju sjemenki moringe predtretman UZV, primjenom frekvencije od 40 kHz
60 min, rezultirao je smanjenjem udjela arahidske kiseline (2,67 + 0,01 %), s obzirom na
kontrolni uzorak ulja (2,72 + 0,03 %) (Kayanan i Sagum, 2021). Suprotan trend su utvrdili
Arabani i sur. (2015) u svom istrazivanju, gdje se primjenom predtremana UZV povecao udio
arahidske kiseline u ulju dobivenom iz otpada raj€ice, te se nije znatno mijenjao promjenom
duljine trajanja predtretmana UZV.

Miristinska kiselina zastupljena je u ulju sjemenki grozda s udjelom u rasponu 0,04-0,08 %,
ovisno o sorti (Al Juhaimi i Ozcan, 2017). Na slici 11, koja prikazuje udio miristinske kiseline u
ulju sjemenki grozda sorte GraSevina, vrijednosti udjela su u rasponu 0,056-0,058 %, Sto
odgovara literaturnim podacima. S obzirom na predtretman UZV, na slici je vidljivo kako je
uzorak netretiran UZV rezultirao najve¢im udjelom (0,058 %) ove kiseline, dok je najmanjim
(0,056 %) rezultirao postupak predtretmana primjenom frekvencije od 37 kHz, u trajanju od
30 min. Nadalje, vidljivo je kako su i razli€iti procesni parametri rezultirali blagim razlikama u
udjelu miristinske kiseline u uzorcima. Op¢enito, primjena viSe frekvencije (80 kHz) i dulje
trajanje (90 min) predtretmana, uzorak s udjelom od 0,057 %, pokazalo se pogodnijim od
primjene nize frekvencije (37 kHz) i kraéeg trajanja (30 min).
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Miristinska kiselina (C14:0)
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Slika 11. Udio miristinske kiseline (%) u hladno preSanim uljima sjemenki grozda, s i bez
predtretmana ultrazvukom visokog intenziteta. ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova
unutar stupaca ukazuju na statistiCki znacCajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u

istom vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)

Povecanje frekvencije i trajanja rezultiralo je i poveéanjem udjela miristinske kiseline, $to je u
skladu s istrazivanjem Phan i sur. (2018), koji su takoder utvrdili povec¢anije udjela ove kiseline,
u ulju mekinja rize, povecanjem ova dva parametra. Ipak, oprecno dobivenim rezultatima u
ovom istrazivanju, Phan i sur. (2018) navode kako je svaki uzorak podvrgnut predtretmanu
UZV rezultira ve¢im udjelom miristinske kiseline od kontrolnog. Trend povecéanja udjela
miristinske kiseline proporcionalno produljenju trajanja tretmana UZV navode i Arabani i sur.
(2015) u svom istrazivanju na ulju otpada rajcice. Takoder, oni u svom istraZivanju navode
kako je kontrolni uzorak rezultirao ve¢im udjelom ove kiseline od uzoraka €iji su tretmani UZV
trajali 30 i 60 min, a manjim udjelom od uzorka podvrgnutog tretmanu UZV u trajanju od 90
min. Takvi rezultati, s obzirom na trajanje tretmana UZV, ne odgovaraju rezultatima dobivenim
u ovom istrazivanju, kao ni istraZzivanju Phan i sur. (2018).

Ulje sjemenki grozda sadrzi veci udio viSestruko nezasicenih masnih kiselina u odnosu na
mononezasicene i zasi¢ene masne kiseline. Tablica 7 prikazuje sumarne vrijednosti pojedinih
skupina masnih kiselina: zasi¢ene, mononezasi¢ene i polinezasicene kiseline u uljima
ekstrahiranim hladnim preSanjem sjemenki grozda, s i bez (kontrolni uzorak) predtretmana
UZV. Suma zasi¢enih masnih kiselina (sumSFA) je, u pravilu, odredena u ve¢em udjelu u
kontrolnom uzorku koji nije podvrgnut predtretmanu UZV (10,846 %). Jedina iznimka je
predtretman UZV s frekvencijom od 80 kHZ, u trajanju od 90 min, koji je rezultirao udjelom
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sumSFA od 10,848 %. Najmanji udio ovih kiselina (10,776 %) imao je uzorak podvrgnut
predtretmanu UZV s frekvencijom od 37 kHz, u trajanju od 30 min. Takoder, vidljiv je i utjecaj
primijenjenih procesnih parametara na udio sumSFA, s trendom poveéanja udjela
proporcionalno povecanju frekvencije i duljine trajanja tretmana. Iz tablice je vidljivo da, od ta
dva parametra, primijenjena frekvencija viSe utjeCe na udio sumSFA.

Skupina mononezasi¢enih masnih kiselina (sumMUFA) se u najvec¢em udjelu nalazi u uzorku
u Cijem je predtretmanu UZV primijenjena frekvencija od 80 kHz, u trajanju od 30 min (16,78
%). Najmanjim udjelom sumMUFA rezultirao je predtretman UZV s frekvencijom od 37 kHz, u
trajanju od 90 min (16,67 %). 1z ovih rezultata je vidljivo kako povecanje frekvencije utjeCe
pozitivno, a produljenje trajanja tretmana negativho na sumMUFA.

Skupina polinezasic¢enih masnih kiselina (sumPUFA) se u ve¢em udjelu nalazi u uzorcima Koji
su podvrgnuti predtretmanu UZV, s tim da je najve¢im udjelom (72,51 %) rezultirao tretman
pri frekvenciji od 37 kHz kroz 90 min. Najmaniji udio sumPUFA (72,42 %) ima kontrolni uzorak.
Iz podataka u tablici vidljiv je utjecaj procesnih parametara na udio sumPUFA, odnosno da
niza frekvencija i duze trajanje tretmana pogoduju ve¢em udjelu ovih kiselina u uzorku.
Dobiveni rezultati odgovaraju rezultatima istraZivanja Kayanan i Sagum (2021) provedenom
na ulju sjemenki moringe. Oni u svom istraZivanju navode kako je udio sumSFA veci u
kontrolnom uzorku nego u uzorku podvrgnutom predtretmanu UZV (40 kHz, 60 min), dok su
udjeli sumMUFA i sumPUFA manji u kontrolnom uzorku nego u uzorku podvrgnutom

predtretmanu.

Tablica 7. Sumarne vrijednosti pojedinih skupina (zasi¢ene, mononezasi¢ene i

polinezasic¢ene kiseline) (hladno presSanje i predtretman UZV)

SUMSFA sumMUFA sumPUFA
(%) (%) (%)

HP 10,85 a 16,74 ab 72,42 a
Uzv37/30 10,76 a 16,74 ab 72,48 a
Uzv37/90 10,82 a 16,67 c 72,51 a
Uzvs0/30 10,79 a 16,78 a 72,43 a
Uzv80/90 10,85 a 16,72 bc 72,44 a

sumSFA- suma zasi¢enih masnih kiselina; sumMUFA- suma mononezasi¢enih masnih kiselina; sumPUFA- suma polinezasi¢enih masnih kiselina.
ANOVA za usporedbu rezultata; razli¢ita slova unutar stupaca ukazuju na statisticki zna¢ajne razlike medu uzorcima svih analiziranih ulja u istom

vremenu analize (Tukey's HSD test, p<0,05)
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovi provedenog istrazivanja mogu se izvesti sliedeci zakljucci:

1.

Primjena predtretmana UZV znafajno povecava iskoristenje ulja tijekom hladnog
preSanja sjemenki grozda. Najveée iskoriStenje ekstrakcije postignuto je kod
predtretmana pri frekvenciji od 37 kHz u trajanju od 90 minuta, $to je rezultiralo
povecanjem prinosa ulja sa 65,2 % na 73,5 %.

U ulju sjemenki grozda sorte GraSevina identificirane su sljedeée masne kiseline:
linolna, oleinska, palmitinska, stearinska, linolenska, palmitoleinska, arahidska i
miristinska.

Predtretman UZV rezultirao je veéim udjelom palmitinske, stearinske, oleinske,
linolne, linolenske i arahidske kiseline, dok je ekstrakcija metodom hladnog preSanja
bez predtretmana UZV rezultirala ve¢im udjelom miristinske i palmitoleinske kiseline.
Ulje sjemenki grozda podvrgnuto predtretmanu UZV bogatije je polinezasi¢enim
masnim kiselinama (PUFA) i mononezasi¢enim masnim kiselinama (sumMUFA).

Za dono3enje opcenitih zakljuCaka potrebno je provesti sveobuhvatno istraZivanje
koje bi ukljuCivalo veci broj uzoraka i procesnih parametara te analizu svih parametara

kvalitete ulja.
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izjava o izvornosti

Ja Anamarija Rimac izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoi izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koii su u niemu navedeni.
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