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1. UVOD

Lan (lat. Linum usitatissimum L.) je biljka iz porodice Linaceae. Stolje¢ima se uzgajala kao
sirovina za izradu tkanine te kasnije za proizvodnju boja, lakova i linoleuma. Zbog brojnih
bioloski aktivnih komponenti i visoke koncentracije a-linolenske masne kiseline, u posljednja
dva desetljeca, lanene sjemenke i ulje zainteresirali su prehrambenu i farmaceutsku industriju.
Laneno ulje, vlakna i lignani pokazuju velik potencijal u prevenciji kardiovaskularnih bolesti,
dijabetesa, ateroskleroze, razliCitih vrsta karcinoma, artritisa, osteoporoze te autoimunih i
neuroloskih poremecaja. Zbog navedenih svojstava, lanene sjemenke smatraju se i

funkcionalnom hranom.

Mnoga istrazivanja usmjerena su na razvoj novih, blazih tehnika obrade hrane za koje se
pretpostavlja da mogu zamijeniti neke tradicionalne, toplinski temeljene, procese u
prehrambenoj industriji. Sacuvana i unaprijedena aroma, okus, miris, boja, vizualni izgled i
nutritivna svojstva samo su neke od znacajka tako obradene hrane. U novije tehnike obrade
hrane ubrajaju se izmedu ostaloga i kriogeno mljevenije i ultrazvuk visokog intenziteta koji ce

biti koristeni i opisani u ovom radu.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj kriogenog mljevenja i ultrazvuka, kao novih tehnologija
obrade hrane, na povecanje udjela ekstrahiranih fenolnih spojeva te povecanje

antioksidacijske aktivnosti ekstrakta lanene pogace.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. LAN

Lan (lat. Linum usitatissimum L.) je jednogodiSnja biljka iz porodice lanovki (lat. Linaceae).
Danas je poznato 10 rodova i vise od 150 razlicitih vrsta lana. Zbog dobre prilagodljivosti na
razli¢itu klimu, uzgaja se vec stolje¢ima u razli¢itim dijelovima svijeta radi proizvodnje ulja,
lakova, boja i tkanine. Najvedi usjevi lana nalaze se u Indiji, Sjedinjenim Americkim Drzavama,
Kanadi te Ujedinjenom Kraljevstvu. Usjevi mogu biti usmjereni na proizvodnju viakana ili
sjemenki. Ukoliko su usmjereni na proizvodnju vlakana, biljka ima duzu stabljiku visine 80-120
cm s nekoliko grancica i s malim brojem tobolca koji sadrze sitne sjemenke. Kod usjeva
usmjerenih na proizvodnju ulja, stabljika je kraca, visine 60-80 c¢cm, s kraéim granama i
mnogobrojnim tobolcima koji sadrze velik broj sjemenki (Przybylski, 2005). Sjemenke lana
sadrze priblizno 20 % proteina, 28 % dijetalnih viakana i oko 40 % ulja (od ¢ega priblizno 73
% polinezasi¢enih masnih kiselina). Jedan su od najbogatijih izvora a-linolenske kiseline. Osim
toga, bogate su bioloski aktivnim tvarima poput lignana, fenolne kiseline, pigmenta antocijana,
flavonola, flavona, fitinske kiseline, vitamina (A i E) i minerala (P, Mg, K, Na, Fe, Cu, Mn i Zn)
(Sharav i sur., 2014).

PlL.506. Lin uswel. Linum usitatissimum [

Slika 1. Lan (lat. Linum usitatissimum L.) (Anonymous 1, 2020)



2.2. LANENO ULJE

2.2.1. Proizvodnja

Lanene sjemenke sadrze veliku koli¢inu ulja, a dobivanje ulja iz sjemenki vrlo Cesto
zahtjeva dvostruko presanje. Prije preSanja, potrebno je ocistiti sjemenke i optimirati udio
vlaznosti, koja obi¢no iznosi od 9.5 % do 10 %. Regulacijom vlaznosti sjemena minimizira se
stvaranje grudica nakon mljevenja i povecava iskoristivost procesa. Nakon ovih pripremnih
koraka provodi se hladno presanje (Przybylski, 2005). Prema definiciji Pravilnika (2019) hladno
preSana ulja su proizvodi koji se dobivaju iz odgovarajucih sirovina, samo mehanickim
postupcima, primjerice presanjem, bez primjene topline. Posljednji koraci su filtracija i
pakiranje u struji dusika ili drugih inertnih plinova u boce koje stite od svjetlosti. Nakon toga
ulje je spremno za distribuciju. Ukoliko se ulje proizvodi za ne-prehrambenu upotrebu,
sjemenke se temperiraju i drobe prolaskom kroz glatke valjke, a nakon toga odlaze u uredaj
gdje se griju na temperaturu od 80 do 100 °C kako bi se inaktivirali enzimi i olakSala ekstrakcija
ulja tijekom presanja. Tako zagrijane sjemenke odlaze u presu gdje se dobiva ulje koje potom
odlazi na filtraciju. Pogaca koja se dobila nakon presanja, mijeSa se s heksanom kako bi se
provela dodatna ekstrakcija ulja. Nakon toga potrebno je ukloniti heksan u isparivacu pri
temperaturi od 100 °C. Pogaca dobivena ovim postupom dalje se koristi kao hrana za Zivotinje,

a dobiveno ulje je potrebno degumirati i rafinirati (Przybylski, 2005).

2.2.2. Kemijski sastav

Laneno ulje karakterizira specifican sastav masnih kiselina, odnosno sadrzi visok udio a-
linolenske kiseline (ALA), obicno vise od 50 %. Omega-3 masne kiseline djeluju povoljno na
ljudski organizam pa se zbog toga laneno ulje smatra visokovrijednim uljem. S druge strane,
ALA je vrlo podlozna oksidaciji, oksidira 20-40 puta brze nego oleinska kiselina i 2-4 puta brze
nego linolna kiselina. Navedeno svojstvo pogodno je ako se laneno ulje koristi u proizvodnji
plasticnog materijala, lakova i boja jer omogucava brzo susenje. S druge strane, ukoliko se
koristi u prehrambene svrhe predstavlja veliki problem. Laneno ulje sadrzi puno nize
koncentracije tokoferola od ostalih biljnih ulja i zbog toga ono jos lakse podlijeze oksidaciji.
Najzastupljeniji tokoferol, s 80 %-tnim udjelom, je gama-tokoferol. Najznacajniji antioksidans
lanenog ulja je plastokromanol-8, derivat gama tokoferola s dvostruko duzim nezasi¢enim



lancem. Udio fitosterola u lanenom ulju mnogo je manji nego u drugim biljnim uljima Sto je i

vidljivo u tablici 1. (Przybylski, 2005).

Tablica 1. Kemijski sastav ulja lana, lana s povecanim udjelom linolne masne kiseline (Linola)

i ostalih glavnih uljarica (Przybylski, 2005)

tvar LAN LINOLA ULJANA SOJA SUNCOKRET
REPICA
masne kiseline (%)
C 16:0 5.3 6.1 3.8 11.2 6.0
C 18:0 3.3 3.8 1.7 4.1 4.0
C18:1 17.9 15.5 58.2 24.3 16.5
C 18:2 14.7 71.3 20.1 54.6 72.4
C 18:3 58.7 2.0 9.6 8.3 0.5
zasicene masne kiseline 9.0 10.0 6.2 15.6 11.2
mononezasicene masne 18.1 17.1 64.2 23.4 16.7
kiseline
polinezasi¢ene masne 72.9 72.9 29.6 61.0 72.1
kiseline
tokoferoli (mg/kg)
alfa 20 15 272 116 613
gama 200 200 423 737 19
delta 7 5 - 275 -
plastokromanol-8 120 110 75 - -
ukupno 347 330 770 1128 632
fitosteroli (%)
brasikasterol 1 1 14 - -
kampesterol 27 23 28 18 7
stigmasterol 8 4 1 15 7
B-sitosterol 50 54 52 54 58
AS- avenasterol 10 18 5 2 4
ukupni steroli (g/kg) 2,3 2,2 6,9 2,6 3,1

2.3. LANENA POGACA

Pogaca predstavlja kruti ostatak nakon preSanja. Kod hidraulickih preSa ona moze biti

okrugla ili u obliku kvadra, dok je kod kontinuiranih presa najcesce u obliku nepravilnih krupnih

komada. Pogaca nakon istovara iz preSa moze imati veci udio vode Sto dovodi do ubrzanog

kvarenja. Kako bi se izbjeglo kvarenje, vazno je udio vode smanijiti na 8 do 12 % te ih prije

skladistenja ohladiti. Lanena pogaca u prosjeku sadrzi 11-14 % vode, 30-34 % proteina, 6-9
% masti, 31-35 % ekstrahiranih tvari bez dusika i 9-10 % celuloze (ékevin, 2019). Do nedavno,

lanena pogaca koristila se iskljucivo u ishrani Zivotinja. Zbog ogranicenosti bioloskih resursa,
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porasta svjetske populacije, produzenja zivotnog vijeka, zadovoljavanja sve viSih zahtjeva
potroSaca i spre¢avanja zagadenja Zivotne sredine koje donose nusproizvodi prehrambene
industrije, procesi valorizacije obnovljivih biomaterijala postaju sve vazniji. Uljne pogace mogu
se koristiti u proizvodniji: hrane za Zivotinje, umjetnih gnojiva, enzima, antibiotika, biopesticida,
biosorbenta, vlakana, proteina, polifenola i biodegradabilne ambalaze (Krimer MaleSevic,
2017).

2.3.1. Proteini

Lanena pogaca predstavlja bogat izvor aminokiselina, osobito glutamina, arginina, valina,
leucina, tirozina i fenilalanina. S druge strane, koncentracije lizina, metionina i cisteina su u
deficitu. Dodatkom proteina izoliranih iz lanene pogace u proizvod povecava se viskoznost,
¢vrstoca, trajnost proizvoda i omogucuje se bolje vezanje vode (Oomah i Mazza, 1993). Ukupni
udio dusika u lanenim sjemenkama iznosi 3,25 g/100 g sjemenki (Goyal i sur., 2014). Udenigwe
i Aluko (2010) dokazali su da proteini lanene pogace sadrze specificne bioaktivne peptide koji

smanjuju rizik od kardiovaskularnih bolesti.

2.3.2. Polisaharidi

Lanena pogaca sadrzi topljiva i netopljiva dijetalna vlakna. Udio topljivih prema
netopljivima varira izmedu 20:80 i 40:60. U posljednjih nekoliko godina, vlakna topljiva u vodi
zainteresirala su farmaceutsku industriju, a raznovrsni drugi polisaharidi prehrambenu
industriju gdje se koriste kao aditivi za zgusnjavanje i emulzije (Goyal i sur., 2014). Netopljiva
vlakna olaksavaju probavu i sprjecavaju opstipaciju jer smanjuju vrijeme prolaska hrane kroz
crijeva. S druge strane, vlakna topljiva u vodi pomazu u odrzavanju normalne razine glukoze

u krvi i snizavanju razine kolesterola u krvi (Greenwald i sur., 2001).

2.3.3. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi u prirodi prisutni su u gotovo svim biljkama (voce, povrce, Zitarice,
uljarice...) i namirnicama biljnog podrijetla (¢aj, kava, pivo, vino, Cokolada...) te predstavljaju
najvecu skupinu sekundarnih metabolita. Premda se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva



(preko 8000 spojeva), gledano s kemijskog stajaliSta, osnovno obiljezje svih polifenola je
prisutnost jednog ili viSe hidroksiliranog benzenskog prstena. Biljni polifenoli ukljucuju fenolne
kiseline, flavonoide, tanine i lignane. Od ukupne koli¢ine hranom unesenih fenolnih spojeva u
organizam, jedna trecina su fenolne kiseline, a dvije trec¢ine su flavonoidi (Dai i Mumper, 2010).
Fenolni spojevi u biljkama mogu djelovati kao signalne molekule, sudjeluju u hormonskoj
regulaciji rasta, Stite ih od infekcija mikroorganizama (antibiotsko djelovanje) i UV zracenja,
privlaCe oprasivace, pridonose pigmentaciji biljaka, dok u namirnicama pridonose gorcini, boji,
okusu, mirisu i oksidacijskoj stabilnosti. Brojna istrazivanja dokazala su protuupalna,
protualergijska i protukancerogena svojstva fenolnih spojeva (Berend i Grabari¢, 2008). Krimer
MalesSevi¢ (2017) navodi kako polifenoli nisu ravnomjerno rasprostranjeni u biljnim tkivima.
Mjesto njihovog nalazenja nije znak da se biosinteza odigrala samo u tom dijelu biljke, ve¢ se

oni mogu transportirati unutar biljke na druga mjesta.

2.3.4. Lignani

Lanene sjemenke smatraju se jednim od najbogatijih biljnih izvora lignana. Gledano s
kemijske perspektive, lignani su izgradeni od dimera cimetne kiseline s dibenzilbutanskim
kosturom (Essam i sur., 2012). Oni predstavljaju jednu od najvaznijih grupa fitoestrogena, a
mogu se pronadi u uljaricama, orasastim plodovima, sojinim proizvodima i u zitaricama. Kod
Zitarica koncentrirani su u povrsinskom sloju dok kod uljarica u ljusci. Prosje¢na koncentracija
lignana u proizvodima biljnog podrijetla kre¢e se do 2 mg lignana po 100 g uzorka, a kod
lanenih sjemenki ona moze iznositi oko 300 mg lignana po 100 g uzorka. Makromolekula
lignana izolirana iz lana sastoji se od sekoizolarikirezinol diglukozida (SDG), 3-hidroksi-3-metil-
glutarne kiseline (HMGA), glukozida p-kumarinske kiseline, glukozida ferulinske kiseline i
flavonoid herbacetin diglukozida. Najvazniji, ujedno i najzastupljeniji dio molekule lignana,
sekoizolarikirezinol diglukozid (SDG), u probavnom traktu pretvara se u prihvatljivije oblike
lignana za ljude - enterodiol i enterolakton. Ovi oblici lignana u ljudskom organizmu posjeduju
antioksidacijsku i slabu estrogensku ulogu koja stiti organizam od kardiovaskularnih bolesti i
odredenih vrsta karcinoma. Zbog povoljnog utjecaja lignana na ljudski organizam,
prehrambena industrija se usmjerava na istrazivanje novih metoda za njihovu ekstrakciju i
analizu (Nemes i Orsat, 2012). Prema Goyalu i suradnicima (2014) udio sekoizolarikirezinol
diglukozida u lanenim sjemenkama iznosi 294-700 mg/100 g, matairezinola 0,55 mg/100 g,
larikirezinola 3,04/100 g i pinorezinola 3,32/100 g. Udio lignana u lanu razlikuje se ovisno o

vrsti sorte, mjestu uzgoja i klimatskim uvjetima (Johnsson, 2004).
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Slika 2. Struktura makromolekule lignana u lanenim sjemenkama (Peterson i sur., 2010)

2.4. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidansi su tvari koje sprjecavaju oksidaciju spojeva podloznih oksidaciji kao Sto su
lipidi, proteini, deoksiribonukleinska kiselina (DNK) ili ugljikohidrati, a u bioloskim sustavima
onemogucuju djelovanje slobodnih radikala kada su oni u Stetnom suvisku. U okviru sigurnosti
hrane, antioksidansi se definiraju kao supstance koje produzuju rok trajanja namirnica stiteci
ih tako od kvarenja uzrokovanog procesima oksidacije koji u konacnici dovode do uzeglosti
masti, promjene boje ili gubitaka nutritivne vrijednosti. Antioksidansi se mogu podijeliti na vise
nacina: na egzogene i endogene, na prirodne i sintetske, na enzimske i neenzimske i na
antioksidanse topljive u vodi ili u mastima. Mogu nastati u stanici ili se u organizam unose
hranom, u obliku vitaminskih ili sli¢nih suplemenata. Djeluju na nacin da stabiliziraju ravnotezu
nesparenih elektrona i neutraliziraju potencijalno Stetno djelovanje slobodnih radikala, a da pri
tome sami ne postanu nestabilni. Takoder posjeduju moguénost popravljanja ostecenja u

stanici nastalih djelovanjem radikala (Krimer MaleSevi¢, 2017).

Istrazivanja su dokazala da antioksidansi iz prehrambenih izvora imaju sposobnost
uklanjanja slobodnih radikala, a medu njima se najvise isticu fenolni spojevi (Fang i sur., 2002).
Lanene sjemenke obiluju fenolnim spojevima, osobito lignanima. Posto su oni hidrofilni spojevi
i slabo se otapaju u ulju, zaostaju u lanenoj pogaci. Upravo zbog tog razloga istrazivanja
prehrambene i farmaceutske industrije usmjerena su na njihovu ekstrakciju iz pogace. Krimer
Malesevic¢ (2017) istice kako se p-hidroksibenzojeva kiselina i njeni derivati izolirani iz lanene
pogace mogu Kkoristiti kao dijetalni antioksidansi, prirodne arome i konzervansi, a da kavska
kiselina moze selektivno blokirati biosintezu leukotriena koji sudjeluje u autoimunim bolestima

poput astme i alergijskih reakcija. Zbog toga je, ekstrakcija bioaktivnih komponenti prvi korak
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u proizvodnji dodataka prehrani, farmaceutskih i kozmetickih proizvoda. Fenolni spojevi mogu
biti ekstrahirani iz svjezih, zamrznutih ili osusenih biljnih preparata. Najcesce je prije ekstrakcije
potrebno zdrobiti, samljeti i homogenizirati biljni uzorak koji se prethodno osusio na zraku ili
se podvrgnuo susenju zamrzavanjem. Opcenito, uzorci koji su suseni zamrzavanjem sadrze
vece koli¢ine fenolnih spojeva od onih koji su suseni prirodnim strujanjem zraka (Dai i Mumper,
2010).

2.5. KRIOGENO MLIEVENJE

Kriogeno mljevenje je postupak mljevenja u kojem se tretirani materijal smrzava u
tekuéem dusiku na temperaturu do — 196 °C. Kriogeno mljevenje relativho je nova i
nedovoljno istrazena tehnologija u prehrambenoj industriji. Mljevenje uz primjenu kriogenog
hladenja uglavhom se primjenjivalo za usitnjavanje sjemenki razlicitih zacina s ciljem
poboljSanja njihove kvalitete (Singh i Goswami, 1999). Ova metoda mljevenja sve vecu
primjenu pronalazi u farmaceutskoj industriji te u proizvodnji zacina i proizvoda od Zitarica
zbog mogucnosti proizvodnje prahova iznimno malih Cestica pri ¢emu je ocuvan njihov izvorni

bioaktivni sastav (Benkovic i sur., 2018).

Proces zapocinje tako da se materijal koji se melje Salje iz spremnika u dozator, a odatle
u puzni prijenosnik. U puznom prijenosniku osnovni materijal prska se tekué¢im dusikom kroz
specijalno izradene dizne, materijal se hladi i dozira u mlin, unoseci nisku temperaturu u proces
mljevenja. Temperaturna sonda, kontrolni i sigurnosni ventil za tekuci dusik trenutno prate i
reguliraju koli¢inu tekuceg dusika koja je neophodna za odrzavanje zadanog radnog rezima.
Pri dovoljno niskim temperaturama Cestice postaju lako lomljive te se smanjuje mehanicka

energija potrebna za njihovo usitnjavanje (Kosti¢, 2017).

Ovim postupkom mljevenja olakSava se fragmentacija Cestica i pruza mogucnost oCuvanja
termolabilnih spojeva. Takvim smanjenjem veliine Cestica u probavnom sustavu dolazi do
povecanja bioraspoloZivosti kao i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta bioaktivnih spojeva.
Smanjenje veli¢ine Cestica moze poboljSati interakciju spoj-otapalo Sto dovodi do bolje
ekstrakcije (Habus, 2018). Prednost kriogenog mljevenja je u tome sto je drobljeni proizvod

iste kvalitete kao i originalni, no nedostatak je visoka cijena takvog proizvoda (Kosti¢, 2017).



2.6. ULTRAZVUK VISOKOG INTENZITETA

Procesiranje hrane ultrazvukom relativno je novo podrudje, koje je naglo uznapredovalo
u posljednjih nekoliko godina u razlicitim oblicima tehnologije i istrazivanja. Ultrazvuk
predstavlja frekvenciju zvuka koja se nalazi izmedu 18 i 100 kHz. Ultrazvuk se, s obzirom na
pojavu kavitacije, moze provoditi ispod i iznad praga kavitacije. Za primjenu u prehrambenoj i
kemijskoj tehnologiji naroCito su vazni procesi koji se zasnivaju na pojavi kavitacije (Rezek
Jambrak i sur., 2010).

Kada se neka tekucina podvrgne dovoljno snaznim vibracijama, odnosno kada su
amplitude nastalog tlaka vece od hidrostatskog, tekuéina se razbija i dolazi do kavitacije. To
se oCituje u svojevrsnom vrenju s ekstremno malim mjehuri¢ima, koje je joS poznato pod
pojmom hladnog vrenja. Rad proizveden kavitacijom posljedica je Soka valova do kojeg dolazi
pri kolapsu mjehuri¢a. Intenzitet tog Soka valova ovisi o znaCajkama tekucine, poc¢etnom
polumjeru mijehuri¢a i primijenjenoj frekvenciji (manje frekvencije proizvode valove veleg
intenziteta) (Lovri¢, 2003).

Ultrazvuk se u prehrambenoj industriji ucinkovito koristi u procesima zamrzavanja,
rezanja, susenja, temperiranja, sterilizacije, pasterizacije, homogenizacije te emulgiranja. Osim
u preradi hrane, rabi se kao ne destruktivna i brza analiticka metoda kojom se dobivaju podaci
o fizikalno-kemijskim svojstvima hrane (kemijski sastav, struktura, fizikalno stanje,
molekularna svojstva, fazne promjene, temperatura, otkrivanje prisustva stranih materijala,
mjerenje brzine protoka, mjerenje debljine materijala, odredivanje profila sedimentacije i
emulgiranja, mjerenje veli¢ine Cestica, difuzija, zbijanje i razrjedivanje, kavitacije). Kao
analiticki instrument ultrazvuk takoder moze posluziti za kontinuirano pracenje navedenih
svojstava hrane on-line tijekom procesa. Osim toga, Cesto se primjenjuje za ekstrakciju
razliCitih spojeva iz hrane (enzimi, proteini, metali, elementi u tragovima, minerali, bioaktivni
spojevi) i u reaktorskom inZenjerstvu za ubrzavanje kemijskih reakcija i modifikaciju enzimske
aktivnosti (Rezek Jambrak i sur., 2010).

Primjenom ultrazvuka znatno se skracuje trajanje procesa obrade proizvoda (na nekoliko
sekundi ili minuta s visokom ucinkovitos¢u) uz reduciranje troskova i pojednostavljenje
upravljanja procesa dajuci vecu cistocu konacnog proizvoda uz smanjenje otpadnih tvari
(Chemat i sur., 2010).



2.7. LIOFILIZACIJA

Liofilizacija je relativho novi postupak dehidratacije namirnica. Tijekom II. svjetskog rata
znacajnije se prosirila u SAD-u i Velikoj Britaniji, gdje su se proizvodile vrijedne namirnice za
potrebe vojske. Dugo se smatralo da je ovaj postupak prihvatljiv samo za dehidrataciju
bioloSkog materijala poput krvi, plazme i nekih antibiotika.

U prehrambenoj industriji, liofilizacija predstavlja jedinstven postupak susenja namirnice
u zamrznutom stanju. Sastoji se od nekoliko znacajnijih koraka koji obuhvacéaju operacije
zamrzavanja, dehidratacije (sublimacijom i desorpcijom) te kondicioniranja. Princip na kojemu
se zasniva liofilizacija definira se na sljedeéi nacin: iz prethodno zamrznutog proizvoda voda
se uklanja sublimacijom leda, tj. neposrednim prijelazom iz ¢vrstog u plinovito stanje. To se
realizira podvrgavanjem zamrznutog proizvoda djelovanju topline pod odgovarajué¢im
podtlakom (vakuumom). Bududi da se uklanjanje vode vrsi sublimacijom leda, taj postupak je
okarakteriziran i time Sto je isklju¢ena migracija topljivih sastojaka (Secera, kiselina, mineralnih
soli, aminokiselina...) prema povrsini proizvoda. Na taj nacin je iskljuCeno stvaranje krute
povrsinske kore koja usporava dehidrataciju i koja redovito predstavlja mjesto najintenzivnijih
degradacijskih pojava. Osim toga, kako se molekule vode izdvajaju iz krute strukture koja se
postupno pretvara u fino-poroznu, onemoguéeno je aglomeriranje molekula proteina, a
primjenom niskih temperatura znatno su usporene kemijske reakcije. Prednosti liofilizacije su:
velika trajnost, odrzanje strukture i vanjskog oblika, dobra topljivost proizvoda u prahu, dobra
rekonstrukcija kod ponovnog primanja vode, porozna struktura pogodna za bubrenje, male
promjene boje, arome i okusa te minimalan gubitak vode. Osim navedenih prednosti,

smanjenjem tezine smanjuju se i troskovi transporta i skladiStenja (Lovri¢, 2003).

2.8. FRAP METODA

FRAP metoda (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) temelji se na moguénosti
antioksidansa da doniranjem elektrona u kiselom mediju reducira zuti kompleks Fe3*-TPTZ
(Fe3*-2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazin) u plavo obojeni kompleks Fe?*-TPTZ. Intenzitet nastale
plave boje mjeri se spektrofotometrijski pri 593 nm te je intenzitet obojenja proporcionalan
redukcijskoj sposobnosti antioksidansa. Prednosti FRAP metode su brzina i jednostavnost

analize, robusnost i pristupacnost. Samo provodenje testa nije skupo i ne zahtjeva nikakvu
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specijalnu opremu, osim spektrofotometra. Nedostatak FRAP metode je da ¢e svaka
komponenta, neovisno o tome ima li antioksidativnu sposobnost ili ne, a posjeduje nizi
standardni potencijal od redoks-para (Fe3*-TPTZ)/(Fe?*-TPTZ), dovesti do redukcije
kompleksa i tako povecati FRAP vrijednost uzorka (Mandi¢, 2017).

2.9. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti ili skraceno HPLC (engl. High performance
liguid chromatography) jedna je od osnovnih instrumentalnih tehnika koja je danas
nezaobilazni dio svakog analitickog laboratorija. Razvila se sredinom 70-ih godina proslog
stolje¢a, a vrlo Cesto se koristi za identifikaciju, kvantifikaciju i prociS¢avanje smjese spojeva.
HPLC metoda ima Siroku primjenu pa se tako koristi u: analizi hrane (pesticidi, toksini,
antibiotici, boje, zasladivaci, hormoni, vitamini...), farmaceutici (odredivanje koncentracije
aktivnih komponenti u lijekovima, vrijeme poluraspada, kontrola kvalitete...), medicini
(odredivanje metabolita u bioloskim tekucinama), analizi tvari u okoliSu (pesticidi, eksplozivi,
fenoli, policiklicki aromatski ugljikovodici...), forenzici (droga, steroidi, psihoterapeutski
lijekovi...) i organskoj kemiji (Radojci¢ Redovnikovi¢, 2016). Osnovni dijelovi uredaja za HPLC
su: spremnik mobilne faze, visokotlacna crpka, sustav za unosenje uzorka, pretkolona, kolona,

detektor i uredaj za snimanje i integriranje (Djakovi¢, 2018).

U osnovi, kromatografija podrazumijeva razdvajanje sloZzenih smjesa na pojedinacne
komponente, odnosno spojeve. Kod tekucinske kromatografije eluiranje se vrsi mobilnom
fazom (otapalom), a stacionarnu fazu Cini ¢vrsta tvar ili tanki tekuéi film vezan na Cvrsti inertni
nosac. Razdvajanje pojedinacnih spojeva temelji se na Cinjenici da analit iz otopine zapocinje
interakciju s stacionarnom i mobilnom fazom zbog razlika u adsorpciji, raspodjeli medu fazama
ili veli¢ini tvari koja se razdvaja, Sto utjece na njegovo vrijeme zadrzavanja na kromatografskoj
koloni (Radojci¢ Redovnikovi¢, 2016).

Prednosti HPLC-a su mnogobrojne, a neke od njih su: brza i precizna kvantitativna analiza,
visoka osjetljivost, automatizirana analiza, moZe se koristiti razli¢ita koli¢ina uzorka i

prilagodljivost metode ovisno o vrsti uzorka (Djakovi¢, 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Pogaca lana proizvedena je laboratorijskim dvostrukim hladnim presanjem (veée
iskoriStenje ulja iz pogace) na puznoj presi (Komet, model CA/53, Monforts & Reiners, Rheydt,
Njemacka) na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu iz sjemena lana
kuplienog na trziStu. Nakon preSanja pogaca je mljevena 12 minuta na kriomlinu
(Retsch+Apollo, Han, Njemacka) koji je bio spojen s spremnikom za tekuci dusik i potom

skladistena pri temperaturi od — 18 do — 20 °C do analiza.

3.2. METODE RADA

3.2.1. Mljevenje kriomlinom

Aparatura I pribor:

e vibracijski kriomlin sa spremnikom za teku¢i dusik (Retsch+Apollo, Haan, Njemacka)
e tehnicka vaga (KERN KB2000-2N Balingen, Njemacka)

¢ metalna Zlica

Opis postupka.

Uzorak pogace lana prebaci se u posudu za mljevenje uz dodatak 12 malih metalnih
kuglica promjera 10 mm. Posuda se umetne u cilindar, zatvori cepom i dobro stegne odvijaCem
kako ne bi dosSlo do curenja uzorka prilikom analize. Vrijeme mljevenja bilo je 12 min.
Optimiranje postupka mljevenja uzoraka lanene pogace napravljeno je u diplomskom radu
Kuraica (2019). Uzorci pogace nakon usitnjavanja skladisteni su u zamrzivacu na — 20 °C do

daljnjih analiza.

Prije poCetka mljevenja uz hladenje, otvori se ventil za dovod dusika i namjeste se Zeljeni
parametri: predhladenje, vrijeme mljevenja, broj kriociklusa (u ovom istrazivanju 1) i
frekvencija (30 Hz). Tlak dusika na izlazu iz spremnika tijekom cijelog procesa odrzavan je na
1,3 bara zbog optimizacije. Nakon provedenog mljevenja, uzorak se vadi iz posude, a cilindar

je potrebno odmah zatvoriti kako bi se sprijecio ulazak vlage.
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3.2.2. Tretiranje uzorka ultrazvukom visokog intenziteta

Aparatura i pribor:

e ultrazvucni uredaj (LAUDA MC 250, LAUDA-Brinkmann, Njemacka)
¢ tehnicka vaga

o staklena laboratorijska ¢asa od 250 mL

e metalna Zlicica

e menzura

e termometar

e pH-metar

e plasti¢ne caSe s poklopcem
Reagensi:

e destilirana voda
Opis postupka.

Izvaze se 10 g uzorka (lanena pogaca prethodno samljevena na kriomlinu) na tehnickoj
vagi u laboratorijsku ¢asu od 250 mL. U ¢asu se doda 80 mL destilirane vode, uzorak se mijesa
sa staklenim Stapi¢em tako dugo dok se ne razbiju grudice, a nakon toga se Stapic jos ispere
s 20 mL destilirane vode. Izmjeri se pH i temperatura uzorka prije tretiranja ultrazvukom.
Ultrazvucna sonda uroni se 1-2 cm u uzorak, namjesti se amplituda (60 %, 80 % ili 100 %) i
snaga (za sve uzorke iznosi 400 W ) i prema propisanom vremenu (3, 6 ili 9 min) provodi se
tretiranje ultrazvukom. Izmjeri se pH i temperatura uzorka nakon tretiranja ultrazvukom.
Ukupno se tretira 13 uzoraka. Prema planu izvodenja eksperimenta ekstrakcije fenolnih
spojeva iz pogaCe lana (tablica 2.) koristen je racunalni program Design Expert i
eksperimentalni dizajn Box Benhken s varijacijom amplitude i vremena. Uzorci su opisani s
temperaturom i pH vrijednoscu prije i nakon tretmana ultrazvukom. Svaki uzorak se prelije na
priblizno tri jednaka dijela u 3 plasti¢ne posude s poklopcem. Uzorci se ¢uvaju u zamrzivacu
na — 80 °C do pocetka liofilizacije. Opis uzoraka s temperaturom i pH vrijednoS¢u prije i nakon

tretmana ultrazvukom prikazan je u tablici 2.
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Tablica 2. Plan eksperimenta ekstrakcije fenolnih spojeva iz pogace lana

Br. Naziv | Vrijeme | Amplituda Pocetna Zavréna | pHyurije | PHnakon
uzorka | uzorka (min) (%) temperatura | tempera
(°O) tura (°C)
1 A 6 80 22,5 67,0 6,83 6,19
2 B 3 60 23 48,4 6,56 6,35
3 C 3 100 23,8 58,3 6,56 6,25
4 D 6 100 23,7 77,5 6,42 6,02
5 E 3 80 23,6 59,5 6,41 6,3
6 F 6 80 23,4 70,0 6,34 6,14
7 G 9 80 23,4 82,6 6,41 5,9
8 H 6 80 23,9 65,0 6,3 6,10
9 I 6 80 23,5 81,1 6,41 6,25
10 J 6 80 23,8 73,1 6,41 6,10
11 K 6 60 23,1 65,1 6,47 6,07
12 L 9 100 23,6 86,1 6,37 5,92
13 M 9 60 23,1 75,3 6,51 6,05

3.2.3. Liofilizacija uzoraka

Aparatura I pribor:

o liofilizator (Alpha 1-4 LSC Plus, Martin Christ, Njemacka)

e metalna Spatula

Opis postupka.

Liofilizator se prije stavljanja uzoraka pokrene u dvije faze - prva faza je smrzavanje, a

druga zagrijavanje. Na tri police unutar liofilizatora postavi se po osam otvorenih plastic¢nih

¢asa s uzorcima te uredaj ponovo pocinje raditi u dvije faze - prva faza jedno minutnog

smrzavanja i druga faza tri minutnog zagrijavanja. Proces liofilizacije traje 46 sati. Nakon

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

uz otvoreni ventil za vodu. Uzorci se homogeniziraju pomocu metalne Spatule, a nakon toga

se pohrane u zamrziva¢ na — 80 °C.
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3.2.4. Mikrovalna ekstrakcija bioaktivnih spojeva

Aparatura i pribor:

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

e centrifuga (Rotina 380, Hettich, Njemacka)

e epruvete

e metalna Zli¢ica

e mikropipeta

e mikrovalno-ultrazvuéni ekstraktor (MW-ER-01, Lab-Kits, Kina)
e odmijerna tikvica od 100 mL

e pipeta i propipeta

¢ plasticne kivete

e stakleni lijevak

e Sprice i PVDF filter (Kromafil, Macherey-Nagel, Dliren, Njemacka)
o tresilica (Vortex 4 Basic, Hettich, Njemacka)

Reagensi:

e otapalo MetOH: 0,1 M NaOH
e 100 % - tni metanol, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Opis postupka.

0,5 g svakog liofiliziranog uzorka odvaze se pomocu analiticke vage u plasti¢nu kivetu.
Uzorci se iz kiveta prebace u epruvetu, a zatim se doda 10 mL otapala MetOH: 0,1 M NaOH.
Uzorak se stavi na vortex 10-15 sekundi, a potom se stavi u mikrovalno-ultrazvucni ekstraktor
i tretira 360 sekundi pri uvjetima: snaga 300 W, maksimalna temperatura 120 °C, isklju¢en
ultrazvuk. Nakon toga se tretirani uzorak prelije natrag u kivetu, a epruveta se ispere s
metanolom. Kivete se stave u centrifugu na 15 min i 5000 okretaja. Pomocu lijevka tekuci dio
uzorka prelije se u odmjernu tikvicu i nadopuni se do crte otapalom MetOH: 0,1 M NaOH.
Alikvot se pomocu Sprice iz odmjerne tikvice profiltrira u vijalicu kroz PVDF filter veli¢ine pora
0,2 ym. Pripremljeni ekstrakti sluze za odredivanje fenolnih spojeva na HPLC sustavu te se do

analize ¢uvaju u zamrzivacu na — 20 °C.
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3.2.5. Odredivanje koncentracije fenolnih spojeva pomocu HPLC-a

Sastav i koncentracija fenolnih spojeva u uzorcima lanene pogace odredeni su

tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. HPLC) pomocu Agilent Technologies

HPLC serije 1200 s binarnom pumpom, autosamplerom i DAD detektorom (Santa Clara, SAD).

Razdvajanje fenolnih spojeva ekstrahiranih iz lanene pogace provedeno je pri 30 °C na

Phenomenex C18 nepolarnoj koloni (Kinetex 150 mm x 4,6 mm, 2,6 uym, 100 A). Uvjeti

koristene metode optimirani su u diplomskom rada Cvitani¢ (2016). Koli¢ina injektiranog

uzorka iznosi 5 WL, a kao mobilne faze koriStene su (mobilna faza A) i 0,1 % otopina mravlje

kiseline u metanolu (mobilna faza B). Protok mobilnih faza tijekom trajanja analize iznosio je

0,9 mL/ min, a primijenjeni gradijent prikazan je u tablici 3. Kromatogrami fenolnih spojeva

snimljeni su DAD detektorom na 280 i 330 nm. Tokom trajanja analize snimani su spektri u

ultraljubi¢astom podrucju, od 200 do 400 nm.

Aparatura i pribor:

e HPLC uredaj (Agilent Technologies HPLC serija 1200, Santa Clara, SAD)

e Vvijalice

Reagensi:

¢ 0,1 % otopina mravlje kiseline u vodi

¢ 0,1 % otopina mravlje kiseline u metanolu

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

Vrijeme (min) | Volumni udio otopine | Volumni udio otopine B (%)
A (%)
0 90 10
3 90 10
15 50 50
20 40 60
25 0 100
26 0 100
26.1 90 10
28 90 10
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Fenolni spojevi pogace lana identificirani su usporedbom spektra i retencijskih vremena
detektiranih spojeva i standarda. Kvantifikacija fenolnih spojeva u ekstraktu provedena je
pomocu internog standarda (formula [1]), tj. 3,5 dikloro-4-hidroksibenzojeve kiseline. Iz

koncentracije (x) izracunata je koncentracija fenolnih spojeva u odvaganim uzorcima pogace
prema formuli [2]:

AXCig,
X = Ajs, [1]
X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg/mL)
Gis. - koncentracija razrijedenog internog standarda (mg/mL)
A - povrsina ispod pika spoja

Ais. - povrsina ispod pika internog standarda

x XV

c (spoja) = — %100 [2]

¢ - koncentracija spoja u odvaganom uzorku (mg/100 g)
X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg/mL)
V - volumen ekstrakta (mL)

m - masa uzorka koristena za ekstrakciju (g)
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3.2.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti fenolnih spojeva pomocu
FRAP metode

Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva odredena je FRAP metodom. U ispitivanim
uzorcima antioksidacijska aktivnost odredena je pomocu metode prema Benzie i Strain (1996),
uz modifikacije. Mehanizam se zasniva na redukciji Zutog kompleksa Fe3*-TPTZ u plavo
obojeni kompleks Fe?*-TPTZ pomocu antioksidanasa iz ekstrakta. Apsorbancija se mjerila pri
593 nm, a rezultati su izrazeni kao mg Trolox ekvivalenta (TE)/100 g uzorka. Kvantifikacija se
provela na temelju jednadzbe bazdarnog dijagrama preuzetog iz diplomskog rada Kuraica
(2019), a napravljenog na racunalu u programu Microsoft Office Excel na osnovi vrijednosti
dobivenih mjerenjem apsorbancije poznatih koncentracija razrijedenih otopina u vodi topljivog

analoga vitamina E, Trolox-a (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina).

Aparatura i pribor:

¢ analiticka vaga Mettler (tocnost + 0,01 g)

e magnetna mijesalica s keramickom grijacom plocom (C — MAG HS 7, IKA, Njemacka)
o mikrokivete

e mikropipeta volumena 100 pL i 1000 pL

e odmijerne tikvice volumena 10 mL i 100 mL

e spektrofotometar (UV UNICAM HELIOS B)

e staklene ¢aSe volumena 50 mL

e termometar (ETS — D5, IKA, Njemacka)

e vodena kupelj

Reagensi:
e Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman—2-karboksilna kiselina), (Sigma Aldrich
Co., St. Louis, SAD)
e 20 mM Zeljezovog klorida heksahidrat (FeCl3 x 6H20), (Gram-mol d.0.0, Zagreb,
Hrvatska) - 0,541 g FeCI3 x 7 H20 otopi se u 100 mL destilirane vode
e 40 mM vodena otopina klorovodicne kiseline HCl (Carlo Erba, Val de Reuil Cedex,
Francuska) - 343 pL 12 M HCI (konc. HCI = 37 %), razrijedi se u odmjernoj tikvici od

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

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

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

Opis postupka:

Pripremi se smjesa reagensa za FRAP metodu koja sadrzi: 2,5 mL (20 mM FeCl;x6H,0) +
2,5 mL (10 mM TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazin)u 40 mM HCI) + 25 mL 300 mM acetatnog
pufera. Smjesa se zagrije na 37 °C neposredno pred upotrebu i odrzava se na toj temperaturi
pomocu magnetne mijesalice s keramickom grijacom plo¢om u koju je uronjeni termometar.
Potom se pripremi slijepa proba na nacin da se u mikrokivetu odpipetira 10 pL otapala MetOH
: 0,1 mL NaOH i 1 mL FRAP smjese reagensa. U drugu mikrokivetu odpipetira se 10 uL uzorka
i 1 mL FRAP smjese reagensa. Pomocu stoperice ukljuci se odbrojavanje od 4 minute, a uzorak
se stavi u mrak. Zadnjih 15 sekundi mikrokivete sa slijepom probom i uzorkom stave se u
UV/Vis spektrofotometar i izmjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm. Za svaki uzorak
provedena su dva paralelna mjerenja. Za odredivanje udjela fenola u ekstraktu izraden je
bazdarni dijagram od svjeze otopine Trolox-a u metanolu odredenog raspona koncentracija
(Slika 3). Za izracun koncentracija fenolnih spojeva u ekstraktu i odvaganom uzorku koristene

su formule [3] i [4], a rezultati su izrazeni kao mg Trolox ekvivalenta (TE)/100 g uzorka.
x= L2 [3]

X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg/mL)
y - apsorbancija uzorka
a - nagib pravca iz bazdarnog dijagrama

c (spoja) = (%) x 100 [4]

¢ - koncentracija spoja u odvaganom uzorku (mg/100 g)
X - koncentracija spoja u ekstraktu (mg/mL)
V - volumen ekstrakta (mL)

m — masa uzorka koristenog za ekstrakciju (g)
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Slika 3. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije (A) o koncentraciji (c) Trolox otopine

raspona 10-1000 pg/mL

3.2.7. Statisticka obrada

Za statisticku obradu dobivenih rezultata analize koriSten je Microsoft Excel 2013 (Microsoft,
2013). Faktorska analiza varijance (ANOVA) provedena je kako bi se odredio utjecaj dvije

nezavisne varijable (amplituda i vremena tretmana UZV) na udio polifenola.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Zbog vrlo visokog udjela lignana i fenolnih kiselina, pogaca lana izabrana je kao materijal
istrazivanja ovog eksperimentalnog rada. Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj kriogenog
mljevenja i ultrazvuka, kao novih tehnologija obrade hrane, na povecanje udjela ekstrahiranih

fenolnih spojeva te povecanje antioksidacijske aktivnosti lanene pogace.

U ovom poglavlju rada prikazani su rezultati HPLC analize, tj. sastav i koncentracija
fenolnih spojeva te njihova antioksidacijska aktivnost koja je odredena FRAP metodom.

4.1. KONCENTRACIJA I SASTAV FENOLNIH SPOJEVA

U ljusci lanenih sjemenki nalazi se makromolekularni kompleks koji se sastoji od lignana
(sekoizolarikirezinol diglukozid, SDG), flavonola (herbacetin diglukozid, HDG) i
hidroksicinaminskih kiselina (p-kumarinska, kafeinska i glukozid ferulinske kiseline). Ovaj
makromolekularni kompleks znacajan je zbog antioksidacijskih i kemopreventivnih svojstava
(Corbin i sur., 2015).

Sastav fenolnih spojeva u uzorcima pogace lana tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta
nakon ekstrakcije mikrovalovima odreden je HPLC metodom, a rezultati su prikazani u tablici
broj 4. Od fenolnih spojeva identificirani su sekoizolarikirezinol diglukozid, glukozid ferulinske

kiseline i glukozid p-kumarinske kiseline.

Prema literaturnim navodima, najdominantniji fenolni spoj u pogaci lana je lignan
sekoizolarikirezinol diglukozid (Al-Jumaily i sur., 2012; Kraushofer i Sontag, 2002). SDG cini
oko 62 % makromolekule, glukozid ferulinske kiseline oko 9 %, a glukozid p-kumarinske
kiseline 12 % (Struijs i sur., 2009). U ovom eksperimentalnom radu takoder najveci udio
fenolnih spojeva cini sekoizolarikirezinol diglukozid. Najvisa koncentracija SDG-a zabiljezena je
kod uzorka L (ultrazvuk pri amplitudi 100 % u vremenu od 9 minuta) gdje je iznosila 256,3
mg/100 g, a najmanja koncentracija kod uzorka G (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u vremenu
od 9 minuta) u iznosu od 209,8 mg/100 g. U odnosu na kontrolni uzorak P, porast koncentracije
SDG-a zabiljezen je jedino kod uzorka L (0,2 %) dok je kod svih ostalih uzoraka zabiljezen pad
koncentracija (najveci pad kod uzorka G od 17,98 %). U istrazivackom radu Beejmohuna i
suradnika (2007) koriste¢i se ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom i mikrovalovima
dobivena je koncentracija SDG-a u iznosu od 1560 mg/100 g.
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Lanene sjemenke predstavljaju jedan od najbogatijih biljnih izvora SDG-a. U istrazivackom
radu Nemes i Orsat (2012) provedena je usporedba koncentracija SDG-a izoliranih iz razlicitih
sjemenki — lanene sjemenke sadrzavale su 1460 - 1890 mg SDG/100 g sjemenki, sjemenke
sezama 18 - 189 mg SDG/100 g sjemenki, chia sjemenke 99 — 129 mg SDG/100 g sjemenki,
suncokretove sjemenke 4,6 mg SDG/100 g sjemenki i badem 2,9 mg SDG/100 g sjemenki.

Sto se tice glukozida ferulinske kiseline, najveci porast koncentracije u odnosu na kontrolni
uzorak P zabiljeZen je kod uzorka D (ultrazvuk pri amplitudi 100 % u vremenu od 6 min) u
iznosu od 32,6 mg/100 g, odnosno porast koncentracije za 49,54 %. U ostalim analiziranim
uzorcima takoder je doslo do rasta koncentracije iste kiseline. Najveéi porast koncentracije
spoja glukozid p-kumarinske kiseline imao je takoder uzorak D (ultrazvuk pri amplitudi 100 %
u vremenu od 6 min) i to za 39,69 % u odnosu na kontrolni uzorak P. Kao i kod glukozida
ferulinske kiseline, svi ostali uzorci imali su rast koncentracije ovog spoja. U istrazivackom radu
Beejmohuna i suradnika (2007) koriste¢i se ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom i
mikrovalovima dobivena je koncentracija ferulinske kiseline u iznosu 370 mg/100 g dok je
koncentracija p-kumarinske kiseline iznosila 280 mg/100 g. Kraushofer i Sontag (2002) u svom
radu su kao metodu ekstrakcije koristili alkalnu i enzimsku hidrolizu te su kao rezultat dobili

oko 150 mg/100 g p-kumarinske kiseline i oko 100 mg/100 g ferulinske kiseline.

Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u ovom radu iznosi 498,4 — 594,6 mg/100 g. Udio
ukupnih fenola pogace lana tretirane samo kriogenim mljevenjem u diplomskom radu Kuraica
(2019) iznosi 497,6 — 564,9 mg/100 g. U diplomskom radu Alilovi¢ (2019) obradena je sli¢na
tematika, odnosno ispitan je utjecaj ultrazvuka visokog intenziteta i kriogenog mljevenja na
antioksidacijska svojstva pogace uljane repice pri ¢emu je koncentracija ukupnih fenola iznosila
1721,14 - 2256,59 mg/100 g. Cvitani¢ (2016) je u svom radu ispitala utjecaj mikrovalno-
ultrazvucne ekstrakcije na koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva komine masline te je kao
rezultat dobila 132,89 — 1363,39 mg/100 g.

Zbirno gledajuci, koncentracija ukupnih fenolnih spojeva naspram kontrolnog uzorka P
povecala se u uzorcima C, F, H, I, J, L i M, najviSe u uzorku L (ultrazvuk pri amplitudi 100 %
u vremenu od 9 minuta) i to za 3,44 %. Kod uzoraka A, B, D, E, G i K doslo je do smanjenja
koncentracije pri ¢emu se najveéi pad dogodio kod uzorka G (ultrazvuk pri amplitudi 80 % u
vremenu od 9 minuta) u iznosu od 13,29 %. Tijekom provodenja eksperimentalnog dijela, radi
ljudske pogreske, doslo je do gubitka male koli¢ine uzorka G (nakon centrifugiranja, u fazi
prelijevanja uzorka iz kivete u odmjernu tikvicu) samim time vjerojatno i odredene koli¢ine
fenolnih spojeva. Nadalje, povecanje temperature tijekom ultrazvuka pogoduje procesu
ekstrakcije, ali moze dovesti i do hidrolize i oksidacije fenolnih spojeva (Prior i sur., 2005). Ova
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konstatacija potvrdena je i u ovom radu. Temperatura uzorka G nakon tretmana ultrazvukom
bila je medu najviSima (82,6 °C) zbog ¢ega je vijerojatno doslo do hidrolize i oksidacije fenolnih
spojeva i tako uzrokovalo najveéi pad u konacnim rezultatima. S druge strane, uzorku L
izmjerena je najviSa temperatura nakon provedenog ultrazvuka (86,1 °C ) pri ¢emu je u ovom
slu¢aju temperatura pogodovala samoj ekstrakciji te je tako posljedi¢no dobiven najvedi porast
ukupnih fenolnih spojeva.

Povezanost izmedu vremena trajanja tretmana ultrazvuka i koncentracije ukupnih fenolna
nije utvrdena u ovom radu. U istrazivanju Carrea i sur. (2012) takoder je utvrdeno da vrijeme
trajanja ekstrakcije potpomognute ultrazvukom na ekstraktima grozda znacajno ne utjece na
prinos fenolnih spojeva. Ponekad krace vrijeme tretmana ultrazvuka nije dovoljno da bi se
razorile stijenke stanica i tako oslobodili fenoli iz stani¢nih dijelova. S druge strane,
produljenjem vremena tretiranja moze doci do degradacije fenolnih spojeva. Stoga je potrebno

optimirati uvjete ekstrakcije potpomognute ultrazvukom visokog intenziteta.

Udio fenolnih spojeva vazan je pokazatelj nutritivne vrijednosti i oksidacijskih promjena.
Sastav i koncentracija fenolnih spojeva u lanenim sjemenkama ovise o sorti, podruc¢ju uzgoja,
klimi, kolicini padalina i nacinu dobivanja ulja, odnosno tehnoloskim uvjetima (Alu‘datt i sur.,
2013). Kraushofer i Sontag (2002) takoder navode kako nacin ekstrakcije predstavlja bitan

faktor u dobivanju konacne koli¢ine fenolnih spojeva.

23



Tablica 4. Sastav i koncentracija (mg/100 g) fenolnih spojeva u pogaci lana mljevenoj s hladenjem i tretiranoj ultrazvukom

UZORAK

FENOLNI SPOJ P A B C D E F G H I ] K L M
[mg/100 g]

SDG 255,8 | 248,8 | 246,1 | 249,9 | 237,7 | 212,8 | 247,3 | 209,8 | 253,1 | 2453 | 248,6 | 223,6 | 256,3 | 249,1

+04 | £02 | £25| +0,6 | 05 | £0,1 | £0,4 | +0,5 | £0,7 | £0,2 | £0,8 | +03 | £0,8 | £0,3

glukozid-ferulinske | 21,8 + | 27,6 £ | 27,7 | 282 + | 32,6 + | 29,0+ | 29,8 | 283 + | 27,9+ | 30,0 = | 31,7 + | 31,0 | 29,8 + | 31,8 *
Kiseline 02 | 02 |+03| o5 | 02 | 02 | 04 | 02 | 03 | 02 | 03 | 03 | 02 | 02

glukozid-p- 257+ | 302+ | 30,6 | 308+ 359+ 325+ |333+|31,7+ |31,0%|335+ 356+ |349+ 33,7+ 357+
kumarinske kiseline | , 04 |+01| 04 | o1 | o1 | 02 | 03 | 04 | 02 | 04 | 03 | o1 | 03

neidentificirani | 271,5 | 248,2 | 257,1 | 271,2 | 252,9 | 234,1 | 268,8 | 228,6 | 275,0 | 266,8 | 268,0 | 246,8 | 274,8 | 2643

spojevi +15 | £02 | £27| £0,7 | £05 | 02 | 05 | +0,6 | +0,8 | £0,2 | £0,8 | £0,3 | 20,3 | 2,1

UKUPNO 574,8 | 554,7 | 561,5 | 580,1 | 559,1 | 508,4 | 579,2 | 498,4 | 587,0 | 575,7 | 583,9 | 536,2 | 594,6 | 581,0

+24 | 02 | 54 | 04 | £08 | £0,0 | £1,4 | +1,6 | £2,1 | £0,9 | 24 | £1,2 | £1,1 | £2,9
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4.2. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST FENOLNIH SPOJEVA

Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva odredena je pomocu FRAP metode.
Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva odreduje se pomoéu bazdarnog dijagrama
pripremljenog od svjeze Trolox otopine odredenog raspona koncentracija. Rezultati FRAP
metode prikazani su na slici 4, a antioksidacijska aktivnost izrazena je kao mg Trolox/100 g

uzorka.

Povecanje antioksidacijske aktivnosti uoceno je samo u A i L uzorcima. U odnosu na
kontrolni uzorak P, najve¢u antioksidacijsku aktivnost ima uzorak A (ultrazvuk pri amplitudi 80
% u vremenu od 6 minuta) koja iznosi 78,05 mg Trolox/100 g uzorka, odnosno predstavlja
povecanje za 16,82 %. Ostali uzorci biljeZze pad antioksidacijske aktivnosti pri ¢emu je najvedi
pad opazen pri C uzorku koji je bio tretiran ultrazvukom pri amplitudi od 100 % u vremenu od

3 minute (pad od 24,64 % u odnosu na kontrolni uzorak P).

Zanimljivo je uociti kako uzorak L koji ima najveci udio ukupnih fenolnih spojeva te najvedi
udio SDG-a ima i jednu od najvedih antioksidacijskih aktivnosti. Rezultati dobiveni FRAP
metodom nisu u skladu s literaturnim navodima koji ukazuju na postojanje statisticki znacajne
korelacije izmedu porasta koncentracije ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktu pogace lana i
porasta antioksidacijske aktivnosti (Pag i sur., 2014; Zanwar i sur., 2010). Najveci doprinos
antioksidacijskoj aktivnosti daje SDG, a u manjoj koli¢ini i fenolne kiseline, posebice p-
kumarinska i ferulinska kiselina te flavonoidi (Yuan i sur., 2008). U svim uzorcima udio
neidentificiranih spojeva manji je od udjela zbroja tri glavna fenolna spoja (SDG, glukozida p-
kumarinske i glukozida ferulinske kiseline), no unato¢ tome nije zabiljezen porast
antioksidacijske aktivnosti u svim uzorcima. S obzirom da je porast antioksidacijske aktivnosti
zabiljezen samo kod dva uzorka, nije moguce utvrditi trend po kojem se povecava vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta. Kriogeno mljevenje trebalo bi utjecati na smanjenje veliine
Cestica pogace, odnosno povecanje ukupne aktivne povrSine, Sto bi za posljedicu imalo
povecanje koncentracije sterola, fenolnih spojeva te antioksidacijske aktivnosti.

Rezultati FRAP-a mogu varirati ovisno o vremenu trajanja analize. Najniza antioksidacijska
aktivnost odredena je pri vremenu trajanja tretmana ultrazvuka od 3 minute. S druge strane,
najviSa aktivnost zabiljezena je pri vr.emenu od 6 i 9 minuta. Brzo reagirajuéi fenoli koji vezu
zeljezo ili se razgraduju na spojeve s manjom reaktivnosc¢u, najbolje se analiziraju u kratkim
retencijskim vremenima, a fenolni spojevi koji reagiraju sporije zahtijevaju duze retencijsko

vrijeme (Prior i sur., 2005). Kuraica (2019) navodi kako antioksidacijska aktivnost lanene
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pogace raste porastom vremena mljevenja te je veca za uzorke koji su bili kriogeno mljeveni

u odnosu na uzorke mljevene pri sobnoj temperaturi.

Fenolni spojevi - FRAP metoda

P A B C D E F G H | J K L M

Uzorak UVI tretman (amplituda - % i vrijeme - min)
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Slika 4. Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva odredena FRAP metodom
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5. ZAKLJUCAK

Ultrazvuk visokog intenziteta je djelovao na porast koncentracije glukozida ferulinske
kiseline i glukozida p-kumarinske, dok znacajniji ucinak ekstrakcije sekoizolarikirezinol

diglukozida (SDG) nije ostvaren.

Ultrazvuk visokog intenziteta pri amplitudi 100 % u vremenu od 6 min pokazao se kao
najefikasniji tretman za ekstrakciju glukozida ferulinske kiseline i glukozida p-
kumarinske kiseline, a za sekoizolarikirezinol diglukozid pri amplitudi 100 % u vremenu

od 9 minuta.

Uzorak s najveéim udjelom ukupnih fenolnih spojeva te najvecim udjelom SDG-a ima i

jednu od najvedih antioksidacijskih aktivnosti.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoyj izradi

nisam Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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