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1. UvOD

Smanjenje koli¢ine otpada nastalog tijekom procesa prerade hrane te iskoristenje
dobivenih nusproizvoda uz koristenje ekoloski prihvatljivih i odrzivih metoda jedan je od
temeljnih izazova prehrambene industrije, pa tako i industrije vina. Naime, poznato je kako
proizvodnja vina, kao jedna od vodecih svjetskih industrijskih grana, na globalnoj razini
godisnje generira od 7-10 milijuna tona otpada. Nadalje, dodatno opterecenje industrije vina
predstavlja i ¢injenica da se velike koli¢ine ovog otpada generiraju u relativnom kratkom
periodu berbe. Takoder, dobiveni je otpad, uslijed njegovog utjecaja na okoli$, potrebno
propisno zbrinuti. Budu¢i da adekvatno zbrinjavanje otpada dobivenog od proizvodnje vina
istodobno povecava i troSkove proizvodnje, U novije vrijeme se sve viSe razmatraju
mogucnosti valorizacije ovog otpada, koje ekoloski i ekonomski predstavljaju prihvatljivije
rjesSenje.

lako razlikujemo razliCite frakcije otpada od proizvodnje vina, kvantitativno, ali i
kvalitativno, komina grozda, koju dobivamo nakon presanja mosta ili masulja, najvrjednija je
frakcija. Kominu grozda Cine sjemenke, pokozica te peteljke, a upravo iz sjemenki komine
grozda moguce je proizvesti visokokvalitetno ulje koje se dalje koristi u prehrambenoj,
kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji. Naime, ulje sjemenki grozda bogat je izvor
nezasi¢enih masnih kiselina, prvenstveno linolne kiseline, kao i brojnih bioaktivnih
komponenti sa snaznim antioksidacijskim djelovanjem poput tokoferola i tokotrienola,

fitosterola i polifenolnih spojeva.

Ulje sjemenki grozda najces¢e se ekstrahira hladnim presanjem ili ekstrakcijom
otapalima, medutim, u novije vrijeme se sve viSe razmatraju i inovativne netoplinske tehnike
poput ekstrakcije primjenom superkriti¢cnog CO, (SC CO,), ¢ije prednosti ukljucuju primjenu
ekoloski prihvatljivog CO,, dobru selektivnost i visoko iskoristenje ekstrakcije, kao i

mogucénost ekstrakcije termolabilnih spojeva.

Cilj ovog rada je provesti valorizaciju sjemenki komine grozda primjenom superkriti¢nog
CO,. Istrazit ¢e se utjecaj razli¢itih parametara ekstrakcije: (i) tlaka (300 i 500 bara),
(i) temperature (35, 45 i 55 °C) i (iii) protoka CO, (15, 30 i 45 g CO, min™) na iskoristenje
ekstrakcije kao i antioksidacijski kapacitet (ORAC) ulja sjemenki grozda. Temeljem

dobivenih rezultata definirat ¢e se optimalni uvjeti ekstrakcije SC CO..



2. TEORIJSKI DIO
2.1. SASTAV KOMINE GROZPA

Vinova loza (Vitis vinifera L.) predstavlja jednu od vodecih i najviSe uzgajanih vo¢nih
kultura u svijetu. Od 50 milijuna tona proizvodnje grozda u svijetu, u europskim zemljama
proizvodi se koli¢ina od 27 milijuna tona (Scoma 1 sur., 2016). Pritom se oko 75 % grozda
koristi u proizvodnji vina, koja na globalnoj razini iznosi oko 27 milijardi litara (Amienyo i
sur., 2014). Prilikom prerade grozda u proizvodnji vina (nakon mehanickog presanja ili
fermentacije) dobiva se nusproizvod koji ¢ini oko 25 % ukupno preradene mase grozda. Taj
nusproizvod naziva se komina. Najznacajniji ostatak u komini grozda ¢ini pokozica grozda
(75 % krutog otpada), a potom sjemenka (28 % krutog otpada), rezidualna pulpa i peteljke
¢ine manje znacajan dio komine. Komina grozda prije se ve¢inom smatrala agroindustrijskim
otpadom C¢ija je koli¢ina predstavljala ekoloski i ekonomski izazov. U mediteranskim
zemljama godiS$nja proizvodnja komine grozda moze dosegnuti ¢ak 1200 tona (Kalli i sur.,
2018). Zbrinjavanje komine stvara ekoloSke probleme kao $to su oneciS¢enje podzemnih i
povrsinskih voda, privla¢enje vektora koji Sire bolesti i potrosnja Kisika u tlu i podzemnim
vodama §to moze imati utjecaj na divlje Zivotinje (Dwyer i sur., 2014), potom ostecenje
biljaka, porast kiselosti tla, proizvodnja metana. Vrlo mala koli¢ina proizvedene komine

grozda koristi se za sto¢nu hranu. Komina se moze koristiti kao i kompost baziran na otpadu.

U novije vrijeme, spoznaja 0 komini kao vrijednom nusproizvodu zamjetno je porasla.
Naime, tijekom proizvodnje vina samo 40-60 % polifenolnih spojeva grozda ekstrahira se u
vino (60-70 % iz sjemenki, 30-35 % iz pokozice i gotovo 10 % ili manje iz pulpe), dok veéi
dio zaostaje u samoj komini (Sirohi i sur., 2020). Uslijed toga, komina je izrazito bogata
polifenolnim spojevima koji pokazuju velik raspon bioloskih svojstava tj. antialergijsko,
protuupalno,  antikancerogeno,  antimikrobno,  antioksidativno,  antitromboticko,
inzulinotropno, antilipotropno, kardioprotektivno i vazodilatatorno djelovanje (Haminiuk i
sur., 2012). Polifenolni sastav komine ovisi o sorti grozda, udjelu sjemenke i pokozice u
grozdu, zrelosti, godini berbe, raznim agrotehnickim uvjetima kao i primijenjenoj tehnologiji
proizvodnje vina. U sastav polifenola pokozice komine grozda ulaze antocijani, flavanoli,
flavonoli, hidroksicimetne kiseline i stilbeni, dok sjemenka primarno sadrzi flavonole, ali i
nefenolne antioksidanse, tokoferole, B-karoten te fitosterole (Beres i sur., 2017). Nadalje,
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sjemenka komine grozda uz navedene polifenolne spojeve sadrzi 10-20 % lipida (Beres i sur.,
2017). Takoder, komina grozda sadrzi i 11-13 % proteina, ali ne isti¢e se kao bitan izvor

proteina.

Uslijed navedenog, komina grozda danas se sve vise koristi kao izvor bioaktivnih spojeva
u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji. Ekstrakti polifenolnih spojeva
najces¢e su dio funkcionalnih i dijetetskih suplemenata, nutraceutika ili funkcionalnih
dodataka razliCitth prehrambenih proizvoda s ciljem poboljSanja bilo nutritivnih
karakteristika ili ukupne stabilnosti prehrambenog proizvoda (Sirohi i sur., 2020). Primjerice,
istrazivanja su pokazala potencijal primjene polifenolnih spojeva komine grozda kao
antioksidansa, stabilizatora boje i konzervansa te za sprjecavanje oksidacije lipida i suzbijanje
rasta nekih bakterijskih sojeva kao §to su Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans i
Escherichia coli te za oCuvanje mikrobioloske stabilnosti, ali i cjelokupne prihvatljivosti
razli¢itih prehrambenih proizvoda (Kalli i sur., 2018; Yu i Ahmedna, 2013; Ozvural i Vural,
2011). S druge strane, ulje sjemenki grozda najznacajniju primjenu naslo je u kozmetickoj
industriji (Beres i sur., 2017), a u posljednje vrijeme i prehrambenoj industriji kao
alternativno kulinarsko ulje, ¢ija popularnost raste zbog specifi¢nih organoleptickih svojstava
(Martin i sur., 2020).

2.2.  SASTAV ULJA SJEMENKI GROZDA

Sjemenka grozda sadrzi oko 7-20 % ulja s visokim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina,
od kojih je najzastupljenija linolna te spojeva od bioloske vaznosti poput sterola, vitamina E,

polifenolnih spojeva i drugih spojeva s antioksidativnim u¢inkom.

Sastav masnih kiselina ulja sjemenki grozda ovisi prvenstveno o zrelosti i sorti grozda, a
takoder i o primijenjenoj tehnologiji ekstrakcije ulja. Glavne masne kiseline u sastavu ulja
sjemenki grozda su linolna kiselina (66,8-73,6 %), potom oleinska kiselina (17,8-26,5 %),
palmitinska kiselina (6,4-7,9 %) i stearinska kiselina (3,6-5,3 %) (Beveridge i sur., 2005;
Rubio i sur., 2009), dok su u zna¢ajno manjem udjelu prisutne linolenska (0,2-0,9 %) i
arahinska kiselina (0,1-0,2 %) (Sabir i sur., 2012). Nezasi¢ene masne kiseline, oleinska i
linolna kiselina zajedno predstavljaju oko 90 % ukupnog sastava ulja sjemenki grozda.

Sastavom masnih kiselina, ovo ulje najblize je sastavu suncokretovog ulja (Matthédus, 2008).

Ukupni sadrzaj fitosterola u sjemenkama grozda iznosi 257,6-1125,1 mg 100 g* ulja gdje
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je PB-sitosterol najzastupljeniji (69,8-61,5 %), a slijede ga stigmasterol (11,9-16,0 %),
kampesterol (10,79-9,28 %) i stigmastanol (3,5-4,0 %) (Rubio i sur., 2009). Bioloska
vaznost fitosterola je u njihovom antioksidativnom djelovanju, kao i njihovoj ulozi u

metabolizmu Kkolesterola (Martin i sur., 2020).

Takoder, ulje sjemenki grozda odlican je izvor vitamina E, a osim tokoferola od kojih je
najzastupljeniji a-tokoferol (135,1 do 260,5 mg kg™), ovo ulje sadri i tokotrienole i to o-
tokotrienol (253,5-352 mg kg™) i y-tokotrienol (487,4-785,2 mg kg™) (Matthius, 2008; Sabir
i sur., 2012). Sadrzaj tokoferola u ulju sjemenki grozda ovisi o sorti i uvjetima uzgoja grozda,

kao i postupku ekstrakcije ulja.

Nadalje, medu polifenolnim spojevima u ulju sjemenki grozda prisutni su galna kiselina,
katehin, epikatehin i procijanidini (Martin i sur., 2020). Ipak, potrebno je naglasiti da je udio
polifenolnih spojeva u ulju znacajno nizi od udjela u samoj komini, buduc¢i da se prilikom
proizvodnje ulja iz sjemenki grozda ekstrahira vrlo maleni udio ovih ina¢e polarnih spojeva,

zbog ¢ega veci dio polifenola zaostaje u pogaci.

Ulje sjemenki grozda dobro je poznato i ve¢ je Siroko komercijalizirano u nekim
zemljama, a najsiru primjenu naslo je u kozmetickoj industriji, kao dio razli¢itih formulacija
(Beres i sur., 2017). Naime, visoka regenerativna kvaliteta ovog ulja, tj. sposobnost
umanjivanja oziljaka i zacjeljivanja koznog tkiva upravo se pripisuje sastavu fitosterola kao i
ostalih antioksidansa prisutnih u ovom ulju. U kozmetic¢koj industriji ulje sjemenki grozda
najces$ée se Kkoristi kao sastojak u proizvodima za hidrataciju koze, omekSavanje teksture,
zatezanje koze, smanjenje oteklina te u drugim proizvodima s hipoalergenim djelovanjem
(Martin i sur., 2020).

Takoder, osim u kozmeti¢koj industriji, ovo ,alternativno® ulje uslijed nutritivnih 1
senzorskih karakteristika nailazi na sve Siru primjenu u prehrambenoj industriji. Brojne
studije su dokazale povoljan u¢inak ulja sjemenki grozda na zdravlje uslijed sastava kako
masnih kiselina, tako i lipofilnih te hidrofilnih antioksidansa (Decean i sur., 2018; Gurger i
sur., 2019; Hao i sur., 2018; Ismail i sur., 2015, 2016). Naime, linolna kiselina je esencijalna
masna Kkiselina i nedostatak ove masne Kiseline u prehrani negativno utjeCe na zdravlje.
Takoder, pokazalo se kako linolna kiselina, u komparaciji sa zasi¢enim masnim kiselinama,
smanjuje udio LDL-kolesterola u krvnom serumu (Dhvamani i sur., 2014; Siguel, 1996).

Nadalje, visok udio tokoferola, tokotrienola i polifenola povezan je s hipokolesterolemijskim,
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antitumorskim, neuroprotektivnim i antioksidacijskim djelovanjem (Sabir i sur., 2012). Kako
je ranije istaknuto, ulje sjemenki grozda ima primjenu i kao kulinarsko ulje zbog svojih
organolepti¢kih svojstava. lako se moze koristiti za przenje hrane, najéesce se koristi kao
preljev ili umak ili dio dresinga za salate (Martin i sur., 2020). Dok je rafinirano ulje
sjemenki grozda neutralnog okusa i mirisa, visokokvalitetno djevicansko ulje sjemenki
grozda odlikuje se ugodnim vinskim i voénim mirisom te okusom koji podsjeca na grozdice.
U sastavu arome ulja sjemenki grozda dominiraju alkoholi i esteri, a utvrdeno je kako
najznacajniji doprinos imaju etil oktanoat, nonanal i 1-okten-3-ol. Takoder, crne sorte grozda
najces¢e karakterizira visi udio estera, dok su u uljima bijelih sorti grozda utvrdene vise
koncentracije terpena; gdje su vece koncentracije navedenih spojeva arome utvrdene u hladno
preSanim uljima sjemenke grozda (Bail i sur., 2008). Ipak, potrebno je voditi raéuna da se ova
ugodna aroma moze tijekom skladiStenja promijeniti u oksidiranu, uz pratnju trpkoce i
gorcine, kao rezultat metabolizma mikroorganizama ili oksidacijskih procesa kojima je ovo
ulje podlozno zbog visokog udjela nezasicenih masnih kiselina (Matthaus, 2008). Nadalje,
ovo ulje moguce je dodati i kao funkcionalni sastojak razli¢itim prehrambenim proizvodima,
gdje se posebno uspjeSnom pokazala primjena u razli¢itim pekarskim 1 mesnim proizvodima

(Shinagawa i sur., 2015).

2.3. KONVENCIONALNE I INOVATIVNE METODE EKSTRAKCIJE ULJA
SJEMENKI GROZDA

Tradicionalno, ulje sjemenki grozda najces¢e se proizvodi postupkom presanja ili
procesima koji koriste organska otapala (Bligh i Dyer ili Soxhlet) (De Souza i sur., 2020).
Obzirom da sjemenka grozda sadrzi mali udio ulja (7-20 %) u komparaciji s drugim
uljaricama, ekstrakcija ulja iz komine primjenom otapala predstavlja ekonomski najisplativiji
postupak te ujedno i najraSireniji postupak na razini industrije. Klasi¢ne tehnike ekstrakcije
zasnivaju se na ekstrakcijskoj ucinkovitosti razli¢itih otapala. NajceS¢e koriStena otapala u
konvencionalnim postupcima ekstrakcije ukljucuju petroleter, heksan, kloroform, aceton
(Beres i sur., 2017). Pritom, najée$¢e koriSteno otapalo je n-heksan, a najtradicionalnija
tehnika je ekstrakcija po Soxhletu (Kalli i sur., 2018). Ovu tehniku karakterizira visoko
iskoriStenje (iznad 95 %) (Beres i sur., 2017), medutim dobiveno ulje potrebno je rafinirati
(postupak ukljucuje degumiranje/neutralizaciju, uklanjanje voskova, izbjeljivanje i
deodorizaciju) ¢ime se iz ulja uklanjaju sve nepozeljne komponente kako bi se odrzala
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stabilnost ulja te da bi se u konacnici dobio neutralan do lagano ,,oraSast” miris i okus.
Opcenito, glavni nedostaci ekstrakcija organskim otapalima su dugo trajanje ekstrakcije,
cijena otapala, niska selektivnost ekstrakcije, isparavanje i toksi¢nost otapala, Stetnost za

okolis te razgradnja termolabilnih spojeva.

Sljedeca konvencionalna metoda ekstrakcije ulja je mehanicko hladno presanje.
Ekstrakcija ulja puznom preSom s naknadnim procisc¢avanjem talozenjem ili filtracijom
postaje sve popularnija tehnika proizvodnje ulja sjemenki grozda. Kvaliteta dobivenog ulja je
veca od ulja dobivenog ekstrakcijom organskim otapalom, no prinos ulja je znatno maniji, a
proizvodnja je teza jer proizvoda¢ mora voditi racuna o kvaliteti sirovine (Matthéus, 2008).
Takoder, komina koja sadrzi visoki udio vlage sklona je mikrobioloSkom kvarenju te
prilikom djelovanja mikroorganizama i razli¢itih enzima moze do¢i do razvoja nepozeljnih
aroma kao $to su etil acetat, octena kiselina ili etanol, koje kasnije tijekom presanja prelaze u
ulje. Proces mikrobioloSkog kvarenja i stvaranja nepozeljnih aroma se obi¢no odvija brzo i
zbog tog razloga proces susenja komine mora uslijediti neposredno nakon presanja grozda ili
masulja kako bi proizvodnja visokokvalitetnog djevi¢anskog ulja sjemenki grozda bila
moguca. Nadalje, sjemenka tijekom suSenja ne smije biti izloZena visokim temperaturama jer
upotreba visokih temperatura kod suSenja i pripreme sjemena moze rezultirati formiranjem
sigmastadiena (Matthéus, 2008). Ipak, ekstrakcija hladnim presanjem temeljna je metoda za
dobivanje visokokvalitetnog ulja u kojoj ekoloSki prihvatljiv aspekt nastoji prevladati
ograniCenja uporabe kemikalija i temperature tijekom procesa ekstrakcije (Martin 1 sur.,
2020). Takoder, u usporedbi s ekstrakcijom po Soxhletu, ekstrakcija hladnim presanjem ima
potencijal za ve¢i prinos masnih kiselina i tokoferola i to bez toplinske i kemijske obrade
(Dimi¢ 1 sur., 2020), dok dobivena ulja imaju izraZeniju aromatsku kompleksnost s

naglaSenim voénim i vinskim notama (Matthéus, 2008).

U posljednje vrijeme, sve vecu primjenu imaju i nekonvencionalne, ,,zelenije* metode
ekstrakcije koje za prednost imaju smanjenje ili eliminaciju organskog otapala, smanjenje
vremena ekstrakcije te povecanje iskoriStenja i postizanje adekvatne kvalitete ulja. Ove
tehnike primjenjuju se umjesto konvencionalnih postupaka ili kao predtretmani
konvencionalnim postupcima. Konvencionalni procesi ekstrakcije najées¢e su potpomognuti
enzimima, visokonaponskim elektri¢nim praznjenjem, ultrazvukom i mikrovalovima (Kalli i
sur, 2018).

Jedna od tehnika ekstrakcije koja se primjenjuje kao predtretman je ekstrakcija uz pomo¢
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enzima, a temelji se na sposobnosti enzima da kataliziraju reakcije u blagim uvjetima obrade
u vodenoj otopini. Enzimi kao S§to su celulaza, S-glukozidaza, ksilanaza, g-glukonaza i
pektinaza depolimeriziraju polisaharide prisutne u stani¢noj stijenci i tako oslobadaju vezane
spojeve (Sirohi i sur., 2020). Enzimski predtretman sjemenki grozda moze poboljsati
mehanicki proces presanja jer enzimi hidroliziraju stani¢ne stijenke sjemenki, oslobadajuci

vezane spojeve i tako poboljsavaju prinos ulja (Beres i sur., 2017).

Visokonaponsko elektricno praznjenje (HVED) je takoder ekoloski prihvatljiva i nova
tehnika za ekstrakciju bioaktivnih spojeva, a kod ekstrakcije ulja sjemenki grozda najcesce se
primjenjuje kao predtretman hladnom presanju. Temelji se na primjeni visokog napona koja
rezultira fragmentacijom Cestica i oSteCenjem strukture stanice, §to ubrzava ekstrakciju

intracelularnih spojeva (Kalli i sur., 2018).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE) sastoji se od ultrazvu¢nih valova koji
prolaskom kroz tekuc¢i medij stvaraju kompresiju i ekspanziju. To stvara kavitaciju zbog
nestabilnog stvaranja mjehuri¢a blizu povrSine materijala koji se skupi tijekom ciklusa
kompresije, dok kolaps mjehurica rezultira formiranjem topline s temperaturama koje dosezu
5000 K sto je dovoljno za ciljanje stani¢nih spojeva (Sirohi i sur., 2020). Veca ekspanzija
uzrokuje bolje prodiranje otapala u stanice, $to rezultira oSteéenjem stani¢nih stijenki te
otpustanjem stani¢nog sadrzaja. Povecanje amplitude takoder utjeCe na povecavanje broja
ciklusa kompresije i ekspanzije ultrazvucnih valova, Sto dovodi do povecanja iskoriStenja
ekstrakcije (Kalli i sur., 2018). Kavitacija UAE uglavnom ovisi o Cetiri parametra, odnosno
frekvenciji, temperaturi, tlaku i snazi valova (Sirohi i sur., 2020). Utvrdeno je kako povecanje
snage ultrazvuénih valova povoljno djeluje na povecanje iskoriStenja ekstrakcije, uz
smanjenje vremena ekstrakcije, kao i nizu potro$nju otapala (Da Porto i sur., 2013).
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE) poznata je po dobivanju spojeva visoke
vrijednosti, uc¢inkovitoj ekstrakciji 1 obi¢no radi na umjereno niskim temperaturama koje su
korisne za spojeve osjetljive na toplinu (Sirohi i sur., 2020). Navedena tehnika najcesce se
primjenjuje kao predtretman konvencionalnim postupcima ekstrakcije ulja sjemenki grozda, a
ovaj predtretman pokazao je znacajan utjecaj na povecanje iskoriStenja ekstrakcije ulja po
Soxhletu te kod Bligh Dyer ekstrakcije i ekstrakcije superkritiénim CO,, kao i na povecanje

udjela polifenola i a-tokoferola u tretiranim uzorcima (De Souza i sur., 2020).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE) je proces zagrijavanja mjeSavine

krutog uzorka i otapala mikrovalnom energijom i naknadnog odjeljivanja ciljanog spoja od
;



otapala. Mikrovalno grijanje temelji se na neioniziraju¢im elektromagnetskim valovima
(Sirohi i sur., 2020). Elektromagnetski valovi prodiru u materijal i pretvaraju se u toplinsku
energiju, gdje pri stvaranju dovoljne koliCine toplinske energije, grijanje oSte¢uje biljnu
stani¢nu stijenku i rezultira istjecanjem ciljanih spojeva u otapalo. Redukcija veliine Cestica
komine grozda potice povecanje povrSinskog kontakta izmedu krutih tvari komine grozda i
otapala 1 takoder povecava ucinkovitost ekstrakcije (Kalli i sur., 2018). Od konvencionalnih
tehnika ekstrakcije, za kombinaciju sa MAE, preporuca se ekstrakcija organskim otapalom.

Takva kombinacija rezultira poboljsanjem selektivnosti i iskoristenja.

Ubrzana ekstrakcija otapalom (ASE) poznata je kao ekstrakcija tekuéine pod tlakom
(PLE) te koristi konvencionalna otapala na temperaturama od 100-180 °C i pri visokom tlaku
(1500-2000 psi) (Fontana i sur. 2013). Subkriticna voda (SW) je voda temperature izmedu
100 do 374 °C 1 pod tlakom ispod kriti¢nog tlaka od 22 MPa. Struktura vodikove veze u
subkriticnim uvjetima polako se pocinje otapati, Sto rezultira smanjenjem polariteta,
viskoznosti 1 povrSinske napetosti te povecanjem brzine difuzije i dielektri¢ne konstante
(Beres 1 sur., 2017). Ekstrakcija pomocu tekucine pod tlakom kao S§to je subkriticna voda
omogucava brzu ekstrakciju 1 smanjenu potroSnju otapala, a smanjenje gustoce 1 povecanje
dielektricne konstante rezultiraju ve¢om topljivosti nepolarnih spojeva u vodi te zbog ovih
razloga predstavlja pozeljnu tehniku ekstrakcije. Sto se ti¢e primjene u industriji, koristenje
vode niskog polariteta pod pritiskom pruza niz prednosti u odnosu na tradicionalne tehnike
ekstrakcije poput visoko kvalitetnih ekstrakta, kraceg vremena ekstrakcije, nizih troskova
agensa za ekstrakciju i ekoloske kompatibilnosti (Kalli i sur., 2018). lako je ulje sjemenki
grozda uspjeSno ekstrahirano koriStenjem ove metode, naredna istrazivanja trebaju pronaci

odgovarajuce parametre koji bi ovaj proces ucinili $ire aplikativnim (Beres i sur., 2017).

Jedna od alternativnih metoda obzirom na konvencionalne metode ekstrakcije je i
ekstrakcija superkriticnom tekué¢inom (SFE), gdje se superkriti¢ni ugljikov dioksid najéesce
koristi kao ekoloski prihvatljivo otapalo koje zamjenjuje za okolis Stetna organska otapala.
Postupak ekstrakcije ukljucuje pripremu sjemenki suSenjem, ¢iS¢enjem i1 mljevenjem do
odredene veli¢ine i sam proces ckstrakcije koji obi¢no traje do 90 min. KoriStenjem
ekstrakcije superkriticnom teku¢inom (SFE) postize se slican prinos ulja u odnosu na
ekstrakciju organskim otapalom te bolja kvaliteta ulja, gotovo identi¢na kao kod mehanic¢kog
presanja. Ekstrakcija superkriticnom tekuc¢inom (SFE) kao novija tehnika, polako postaje

obecavaju¢a opcija posebno u prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmetickoj industriji zbog
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izrazene kvalitete dobivenih proizvoda (De Souza i sur., 2020). Ranija istrazivanja pokazala
su visoku ucinkovitost ove metode ekstrakcije. Primjerice usporedba uzoraka ulja
ekstrahiranih uz pomo¢ ultrazvuka (UAE), mikrovalova (MAE) i superkriticnog CO, (SC
CO,) te ekstrakcijom po Soxhletu, pokazala je kako su najveci prinosi ostvareni sa SC CO,
metodom pri optimalnim uvjetima: 350 bara, 60 °C, 0,4 kg h™* CO, (Dimi¢ i sur., 2020).

2.4.  EKSTRAKCIJA ULJA SJEMENKI GROZPA SUPERKRITICNIM CO;

Ekstrakcija superkritiécnim CO, (SC CO;,) ekoloska je alternativa konvencionalnim
metodama ekstrakcije. Ova ekstrakcija temelji se na prelasku spojeva iz poc¢etnog materijala
u superkriticni fluid, a izdvajanje zeljenih spojeva iz superkriti¢nog fluida postize se
snizavanjem tlaka i/ili temperature radnog fluida. Odnosno, variranjem temperature i tlaka,
superkriticni CO, omogucava selektivnost u ekstrakciji odredenih ciljanih spojeva (Khaw i
sur., 2017). Dakle, pri temperaturi vec¢oj od 31,2 °C i pri tlaku iznad 73,8 bara, pri kojima je
CO; u superkriticnom stanju, njegova sposobnost otapanja varira u Sirokim granicama s
promjenama tlaka i temperature. Takoder, zbog umjerene kriticne temperature, CO, je
idealan za ekstrakciju termolabilnih spojeva (Kalli i sur., 2018). Ugljikov dioksid posjeduje
jedinstvena 1 pozeljna svojstva od kojih se isticu gustoa i mo¢ otapanja nalik tekucini,
sposobnost transporta i viskoznost sli¢na plinu, zanemariva povrSinska napetost te selektivna
odsutnost toksi¢nih ostataka u ekstraktima. Ugljikov dioksid posebno je prihvacen kao zeleno
otapalo zbog netoksi¢nosti, nezapaljivosti, povoljne cijene, moguénosti recikliranja, potpune
rasprSenosti iz ekstrakata pri atmosferskom tlaku i lako dostupnih kriti¢nih uvjeta (Passos i
sur., 2009). Nadalje, lako je dostupan u velikim koli¢inama, ne posjeduje okus ni miris, a
karakterizira ga i visoka Cisto¢a te posjeduje oznaku GRAS (opcenito prepoznat kao siguran)
otapala. Kod ekstrakcije ulja sjemenki grozda moze se izostaviti korak faze destilacije jer je
CO;, potpuno uklonjen iz ekstrakta Sto smanjuje troskove ekstrakcije. Nakon koristenja
superkriticnog ugljikovog dioksida kao otapala u procesu ekstrakcije, dobiva se
visokokvalitetno ulje. lako pruza mnogo prednosti, superkriti¢ni ugljikov dioksid ima i svojih
nedostataka. Nedostaci ugljikovog dioksida ukljucuju poteskoée u izdvajanju polarnih
spojeva i rad na visokim tlakovima. Njegovi nedostaci obi¢no se prevladavaju pristupima
poboljsanja visoke ucinkovitosti ekstrakcije (Kalli i sur., 2018). Ko-otapala i modifikatori
(npr. etanol, metanol, aceton) mogu se dodati kako bi se poboljSala topljivost polarnih

fitokemikalija ugradenih u stani¢nu stijenku (Khaw i sur., 2017).



Ekstrakcija SC CO, sastoji se od dvije faze ekstrakcije, prva faza ukljucuje brzu
ekstrakciju ulja, a druga faza spori do vrlo spori dodatni prinos ulja (Passos i sur., 2009).
Proces ekstrakcije SC CO; iz ¢vrstih supstrata izvodi se u polu-kontinuiranom naéinu rada
gdje je supstrat, u obliku sloja Cestica, nepomican, odnosno sadrzan u jednom ili nizu posuda
za ekstrakciju, dok CO, tece kroz njega do iscrpljenja krutine (Fiori, 2010). Prilikom
provodenja ekstrakcije, u obzir se trebaju uzeti vrijednosti procesnih varijabli (tlak,
temperatura, brzina protoka CO;), zatim veli¢ina Cestica, stupanj zbijenosti sloja Cestica te
omjer promjera i duljine ekstraktora (D/L). Ekstrakcija se postize pod visokim pritiskom i
niskom temperaturom. Vrijednosti tlaka i temperature otapala (CO,) tijekom ekstrakcije

odrZavaju se iznad kriti¢nih.

Kako je ranije spomenuto, neke od najvaznijih prednosti ekstrakcije SC CO, su
izbjegavanje koristenja velike koli¢ine organskih otapala, brza ekstrakcija, automatiziran
sustav, odsutnost svjetlosti i zraka tijekom ekstrakcije (smanjeni procesi oksidacije i
razgradnje koji se mogu pojaviti tijekom ekstrakcije organskim otapalom). Takoder, prednost
ove zelene tehnologije je da se odmasceni kola¢ koji ostaje nakon ekstrakcije SC CO,, za
razliku od ekstrakcije organskim otapalima gdje su prisutni tragovi zaostalog otapala u
kona¢nom proizvodu, moze dalje koristiti u drugim procesima, npr. u razvoju novih
funkcionalnih i obogacenih proizvoda zbog velikih zaostalih koli¢ina fenolnih spojeva u
kolacu (Joki¢ 1 sur., 2016). Moguca je i modulacija snage ugljikovog dioksida kako bi se
provela selektivna ekstrakcija (Sirohi i sur., 2020). Primjenom ove zelene ekstrakcije ulje iz
sjemenki grozda moze se u potpunosti ekstrahirati (Joki¢ i sur., 2016). Takoder, kod
ekstrakcije SC CO,, korak procesa destilacije za obnavljanje otapala moze biti isklju¢en
(Sirohi i sur., 2020). S druge strane, nedostaci ovog postupka su visoki energetski troskovi te

visoki investicijski troskovi u procesnoj opremi.

Na kvalitetu ulja sjemenki grozda dobivenog ekstrakcijom SC CO, utje¢u mnogi faktori,
a medu najvaznijima su tlak i temperatura. Istrazeni su ucinci razli¢itih parametara procesa
ekstrakcije na prinos ulja i njegov antioksidacijski kapacitet pri ¢emu se tlak ekstrakcije
pokazao najznacajnijim ¢imbenikom, a utvrdena je i1 pozitivna korelacija izmedu navedenih
ulaznih i izlaznih varijabli (Dimi¢ i sur., 2020; Joki¢ i sur., 2016). Naime, povecéanje tlaka u
izotermnim uvjetima uzrokuje povecanje gustoce superkriticnog CO,, Sto rezultira
poboljsanjem njegove solvatirajuée moci i brzine otapanja, ¢ime Se poboljsava cjelokupna
ucinkovitost ekstrakcije (Dimi¢ 1 sur., 2020). Tlak i1 temperatura dva su ¢imbenika koja
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najvise utjecu na prinos ulja ekstrakcije jer odreduju gustocu otapala (superkriticnog CO»)
koja utjeCe na mo¢ ekstrakcije, tako da veca gustoca otapala uzrokuje ve¢i prinos ulja (Joki¢ i
sur., 2016). Takoder, povecana brzina ekstrakcije dobivena je pri uvjetima visokog tlaka i
snizene temperature (Dimi¢ i sur., 2020). Naime, povecanje temperature uzrokuje smanjenje
gusto¢e CO; §to negativno utjece na brzinu ekstrakcije (Sovilj, 2010), no istovremeno, tlak
pare otopljene tvari povecava topljivost 1 pozitivno utjece na prinose ekstrakcije (Dimi¢ 1 sur.,
2020). Pri porastu temperature, brzina ekstrakcije lagano se povecavala, a isto tako i
topljivost (Duba i Fiori, 2015). Nadalje, utvrdeno je kako poveéanje temperature moze
utjecati na povecanje koncentracije tokoferola (Dimi¢ i sur., 2020), kao i da su hlapljivi

2016).

Osim navedenih, vazni parametri koji takoder utje¢u na ekstrakciju SC CO, ukljucuju
veli¢inu Cestica, poroznost sloja, protok CO,, omjer promjera i duljine ekstraktora (D/L) i

predtretman drugim tehnikama.

Veli¢ina Cestica mljevenih sjemenki grozda moZe utjecati na prinos ulja na nacin da je
ukupan prinos ekstrakcije ve¢i za manje Cestice §to je uzrokovano povecanjem koli¢ine ulja
izvan Cestice, uslijed povecanja povrSine (Joki¢ i sur., 2016). Naime, fine Cestice je lakse
izdvojiti jer imaju veliku povrSinu po jedinici volumena te sadrZe visok postotak “nevezanog
ulja” i zahtijevaju manju udaljenost da bi “vezano ulje” doseglo povrSinu, §to smanjuje

unutarnji otpor prijenosu mase (Duba i Fiori, 2015).

Nadalje, istrazen je ucinak poroznosti sloja na kinetiku ekstrakcije, pri ¢emu je utvrdeno
kako smanjenje poroznosti sloja ima negativan ucinak na brzinu ekstrakcije zbog visokog
stupnja zbijenosti (Duba i Fiori, 2015). Mljevenje uzoraka omogucéilo je veée oslobadanje

ulja iz sjemenskih stanica 1 krac¢u difuziju u ¢vrstom matriksu (Sovilj, 2010).

Takoder, ranija istrazivanja su pokazala kako se brzina ekstrakcije povecava s
povecanjem tlaka, temperature i brzine protoka otapala, ¢ime raste i specificna potros$nja
CO,, a povecanje brzine ekstrakcije rezultiralo je pove¢anjem topljivosti ulja (Duba 1 Fiori,
2015). Potvrdeno je da se pri najve¢em primijenjenom protoku postize najveci prinos (Dimic
i sur., 2020). Naime, veéi protok uzrokuje vecu brzinu ekstrakcije, a posljedi¢no i smanjeno

vrijeme ekstrakcije (Duba i Fiori, 2015).

Nadalje, pokazalo se kako smanjenje omjera promjera i duljine ekstraktora (D/L)
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povecava brzinu ekstrakcije tj. Sto je bila duza ekstrakcijska posuda, to je bila niza specificna

potrosnja otapala (CO,) (Duba i Fiori, 2015).

Ulje sjemenki grozda dobiveno ekstrakcijom superkritiénim CO, karakterizira blago
zeleno-zuta boja i specifican okus (Jokic i sur., 2016), a komparacijom s ostalim inovativnim

tehnikama ekstrakcije, ovom metodom ostvareni su najvisi prinosi (Dimi¢ i sur., 2020).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Istrazivanje je provedeno na komini sjemenke grozda sorte Grasevina, godina berbe 2021.
(vinarija Kutjevo d.d, Kutjevo, Hrvatska). Komina sjemenke grozda, dobivena nakon
primarne prerade grozda u vino i presanja, ru¢no je odvojena od pokozice i pulpe te je potom

skladiStena na -20 °C do kasnije uporabe.

3.2. METODE

3.2.1. Priprema uzoraka za ekstrakciju superkritiénim CO;

Sjemenke komine su osuSene u laboratorijskom suSioniku pri temperaturi od 45 °C
tijekom 48 h, a potom su usitnjene uporabom elektricnog mlina. Nakon §to su sjemenke
usitnjene, izvrSena je granulometrijska analiza na standardnoj seriji od 8 sita (veli¢ine 2,25;
1,12; 0,67; 0,45; 0,37; 0.,82 i 0,18 mm) te je definirana prosje¢na veliina Cestica uzorka,
koja je iznosila 0,545 £+ 0.004 mm.

3.2.2. Ekstrakcija ulja iz sjemenki grozda superkritiénim CO;

Postupak ekstrakcije ulja iz sjemenki komine grozda izvrSen je na uredaju za ekstrakciju
superkriti¢cnim CO, prikazanom na slici 1 (Extratex, Neuves-Maisons, Francuska). U
ekstrakcijsku kolonu stavljeno je 50 g prethodno usitnjenih sjemenki, nakon c¢ega je
provedena ekstrakcija tijekom 90 min pri razli¢itim uvjetima tlaka (300 i 500 bara),
temperature (35, 45 i 55 °C) i protoka CO, (15, 30 i 45 g min™) prema planu eksperimenta

prikazanom u tablici 1.
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Slika 1. Uredaj za ekstrakciju superkriticnim CO;

Kako bi se utvrdila dinamika ekstrakcije za razli¢ite procesne parametre, koli¢ine
ekstrahiranog ulja izuzete nakon separacije ulja i CO, izmjerene su svakih 10 min (ukupno 9
to¢aka mjerenja). lzuzetim uzorcima ulja odredena je masa pomocu vage

preciznosti + 0,0001 g.

Tablical. Plan eksperimenata za ekstrakciju ulja iz sjemenki komine grozda

superkriticnim CO,

Procesni parametri

Broj
pokusa  Tlak (bar) Temperatura (°C)  Protok plina (g CO, min™)
1 300 45 15
2 500 45 15
3 300 35 30
4 500 35 30
5 300 55 30
6 500 55 30
7 300 45 45
8 500 45 45
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Temeljem ukupne dobivene mase ekstrahiranog ulja, izracunato je iskoristenje ekstrakcije

superkriti¢nim CO, prema formuli [1]:
Iskoristenje ekstrakcije (%) = % 100 [1]
2

gdje je:
m; — ukupna masa ekstrahiranog ulja (g)

m,— masa uzorka komine sjemenke grozda (g)

Uzorci ekstrahiranih ulja skladisteni su na— 20 °C do daljnjih analiza.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ulja sjemenke grozda ORAC metodom

ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) metoda mjerenja antioksidacijske
aktivnosti pripada skupini HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) metoda kojom se mjeri
inhibicija AAPH radikala (2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)-dihidroklorid) koji se raspada
stalnom brzinom pri temperaturi od 37° C stvarajuci peroksil radikale. Za standardnu otopinu
u metodi uzima se Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna Kiselina).
Peroksil radikal oksidira fluorescein i pritom dolazi do pada intenziteta fluorescencije ili
njenog potpunog nestanka. Antioksidacijska aktivnost se odreduje sposobnosc¢u antioksidansa
da inhibira provedbu lancanih reakcija radikala. Ako je u uzorku prisutan antioksidans poput
polifenola, dolazi do inhibicije radikala i oksidacije fluoresceina, §to rezultira sporijim padom

fluorescencije (Cao i sur., 1993).

Hidrofilni ekstrakt ulja za odredivanje antioksidacijske vrijednosti pripremljen je prema
metodi Rincon-Cervera i sur. (2020) te Zhao i sur. (2017). Ulje sjemenke grozda dobiveno
SC CO; ekstrakcijom (1,5 g) prvo je otopljeno u 2,5 mL n-heksana. Potom je u smjesu
dodano 2,5 mL otopine metanol/voda (80:20, v/v) s ciljem ekstrakcije hidrofilne frakcije ulja
u navedenoj otopini. Dobivena smjesa je prvo vorteksirana (2 min), a potom centrifugirana (5
min, 5000 rpm). Nakon centrifugiranja, gornja heksanska faza je odvojena te je iz navedene
heksanske faze ponovljena ekstrakcija hidrofilnih spojeva dodatakom 2,5 mL otopine
metanol/voda (80:20, v/v) u jo§ dva navrata. Tri dobivene hidrofilne frakcije ulja su
objedinjene te je dodano 2,5 mL n-heksana. Dobivena smjesa je prvo vorteksirana (2 min), a

potom centrifugirana (5 min, 5000 rpm), a ispiranje hidrofilnih frakcija s 2,5 mL n-heksana
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ponovljeno je u jos dva navrata. Nakon ispiranja hidrofilnih frakcija n-heksanom, ove frakcije
su uparene koriStenjem vakuum uparivacéa, a dobiveni ekstrakt je kvantitativno rekonstruiran

u 1,5 mL metanola.

U kivetu za analizu dodano je 2,250 mL otopine fluoresceina i 0,375 mL uzorka. Kivete s
pripremljenim uzorcima prvo su termostatirane na 37 °C tijekom 30 minuta., nakon ¢ega je
dodano 0,375 mL otopine AAPH te je provedeno mjerenje. Mjerenje se provodi pomocéu
fluorescentnog spektrofotometra pri 37 °C tijekom 30 minuta. Valna duljina ekscitacije (Aeks)
je 485 nm, a valna duljina emisije (Aem) 520 Nm. Za pripremu slijepe probe, umjesto 0,375
mL uzorka, dodano je 0,375 mL 0,075 M fosfatnog pufera, a istim postupkom odredena je i
ORAC vrijednost standarda (500 uM Trolox) (Pani¢ i sur., 2021).

ORAC vrijednost je izra¢unata prema sljedecoj formuli:

AUCuz—-AUCsp

ORAC vrijednost = (m

) k x ax h [umol Trolox ekvivalenta g™* ulja] [2]

gdje je:
AUC,; — antioksidacijski kapacitet ulja
AUC;,, — antioksidacijski kapacitet slijepe probe
AUC — antioksidacijski kapacitet Troloxa
k — faktor razrjedenja

a — molarna koncentracija Troloxa

h— Vmetanola g_lulja (I— g_l ulja)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon susenja i mljevenja, sjemenka komine grozda podvrgnuta je ekstrakciji ulja
superkriticnim CO», Ekstrakcija ulja iz sjemenki komine grozda provedena je kroz osam
eksperimenata pri kojima su za svaki uzorak koriSteni razli¢iti procesni uvjeti tlaka,
temperature te protoka plina CO,, pri konstantnim uvjetima vremena ekstrakcije (90 minuta).
Dinamika ekstrakcije ulja sjemenki grozda pracena je mjerenjem koli¢ine ekstrahiranog ulja
(% iskoristenje ekstrakcije) svakih 10 min ekstrakcije, tijekom 90 min za svaki pojedini
eksperiment (slike 2-9), te su rezultati ukupnog iskoristenja ekstrakcije (%) razli¢itih
eksperimenata medusobno usporedeni (slika 10). Takoder, iz ulja dobivenih pri razli¢itim
uvjetima ekstrakcije, pripremljeni su hidrofilni ekstrakti ulja koji su podvrgnuti odredivanju
antioksidacijske aktivnosti koristenjem ORAC metode. Slijedom toga, promatran je utjecaj
razli¢itih procesnih parametara ekstrakcije na antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata
ulja (slika 11).

4.1. UTJECAJ RAZLICITIH PROCESNIH PARAMETARA EKSTRAKCIJE
SUPERKRITICNIM CO; NA PRINOS ULJA

4.1.1. Utjecaj tlaka na iskoriStenje ekstrakcije superkriticnim CO,

Primijenjeni tlak imao je znacajan utjecaj na iskoriStenje ekstrakcije. Za provodenje
ekstrakcije koriSteni su tlakovi od 300 i 500 bara. Usporedbom ukupnih iskoristenja
ekstrakcija koja su dobivena pri tlaku od 500 bara s onima dobivenima pri tlaku od 300 bara,
uoceno je da je tlak od 500 bara rezultirao veéim iskoriStenjima ekstrakcije u svim
slu¢ajevima, s iznimkom ekstrakcije pri uvjetima temperature od 55 °C i protoku od
309 CO; min™ gdje je tlak od 300 bara rezultirao veéim iskoristenjem (slike 2-10).
Promatranjem povecanja tlaka pri izotermnim uvjetima, tlak od 500 bara rezultirao je ve¢im
iskoriStenjem od tlaka od 300 bara, uz ve¢ spomenutu iznimku (slike 6 i 7). Postignuti
rezultati su u skladu sa ve¢ provedenim istrazivanjima gdje je povecanje tlaka uzrokovalo
povecanje prinosa procesa ekstrakcije. Joki¢ i sur. (2016) te Dimic¢ i sur. (2020) objaSnjavaju
utjecaj povecanog tlaka na bolji prinos ulja u svojim istraZivanjima na nacin da povecanje
tlaka (pri konstantnoj temperaturi) povecava gustoc¢u superkriticnog CO;, $to potom
povecava solvatiraju¢u moc¢ 1 brzinu otapanja superkriticnog CO; 1 omogucuje povecanje

prinosa procesa.
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Slika 2. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 300 bara, 45 °C, 15 g CO, min™
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Slika 3. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature 1 protoka: 500 bara, 45 °C, 15 g CO> min™
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Slika 4. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 300 bara, 35 °C, 30 g CO, min™
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Slika 5. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 500 bara, 35 °C, 30 g CO, min™
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Slika 6. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 300 bara, 55 °C, 30 g CO, min™
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Slika 7. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 500 bara, 55 °C, 30 g CO, min™
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Slika 8. Dijagram ovisnosti iskoriStenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature i protoka: 300 bara, 45 °C, 45 g CO, min™
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Slika 9. Dijagram ovisnosti iskoristenja ekstrakcije (%) o vremenu ekstrakcije (min) za

procesne parametre tlaka, temperature 1 protoka: 500 bara, 45 °C, 45 g CO, min
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Slika 10. Dijagram ovisnosti iskoristenja ekstrakcije (%) o razli¢itim parametrima ekstrakcije
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Parametri ekstrakcije superkriti¢cnim CO,

superkriticnim CO,

Isti trend, uz iznimku pri tlaku od 400 bara, opazili su Duba i Fiori (2015) u svojem
istrazivanju, gdje su temperatura od 45 °C i protok CO, od 8,46 £ 0,12 g CO» min™ odrzavani
konstantnim, a tlak je varirao u rasponu od 200-500 bara. Acevedo-Correa i sur. (2018)
istrazili su utjecaj tlaka na ekstrakciju ulja iz sjemenki grozda superkriticnim CO;, pri
tlakovima od 20 MPa i 30 MPa pri ¢emu su temperatura i protok CO, odrzavani

konstantnima na 313 K i 5 g CO, min™, uogeno je da je prinos ekstrakcije poveéan s tlakom
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(6,6 % i 105 % pri 20 MPa i 30 MPa). Santos i sur. (2020) opazili su smanjenje
ekstrahiranog prinosa ulja pod najnizim uvjetima tlaka (20 MPa) $to su objasnili smanjenjem
solvatiraju¢e moc¢i otapala (superkriticnog CO;) smanjenjem gusto¢e od 0,840 do
0,724 gcm™. Nadalje, promatranjem dobivenih dijagrama opazena je najmanja razlika

iskoristenja izmedu tlakova od 300 i 500 bara pri uvjetima temperature od 45 °C i protoka od

45 g CO, min™ (slike 8 i 9).

4.1.2. Utjecaj temperature na iskoriStenje ekstrakcije superkriticnim CO,

Usporedivanjem temperature od 55 °C i temperature od 35 °C, uoceno je da je pri tlaku
od 300 bara (slika 2) iskoristenje bilo veée kod 55 °C gdje se s poveéanjem temperature
brzina ekstrakcije lagano povecavala, a isto tako i topljivost (Duba i Fiori, 2015). Suprotno
tome, pri tlaku od 500 bara iskoriStenje je bilo vece kod temperature od 35 °C (slika 3).
Slican trend primjetili su i Coelho i sur. (2018) u svom istrazivanju gdje je s povecanjem
tlaka (30 odnosno 40 MPa) utjecaj temperature na prinos ulja bio gotovo zanemariv. Takoder
su primijetili da se veéi prinosi mogu postici i kod nizih tlakova (20 MPa) i temperatura (313
K) s$to potvrduju i rezultati ovog rada gdje su iskoriStenja ekstrakcija provedenih pri uvjetima
tlaka od 300 bara te temperatura od 35 i 45 °C veca od iskoristenja ekstrakcije provedene pri
uvjetima tlaka od 500 bara i 55 °C (slika 10). Temperatura od 45 °C uzrokovala je vece
iskoriStenje od temperature od 35 °C i to s manjim protokom (slike 2 i 4), ali suprotno je
primije¢eno pri veCem tlaku i protoku kod 35 °C (slike 2 i 5) $to je opet u skladu s
opazanjima Coelho i sur. (2018). Nadalje, pri temperaturama od 45 °C dobiveno je vece
iskoristenje u usporedbi s uvjetima ekstrakcije pri temperaturi od 55 °C, tlaku od 500 bara i
protoku 30 g CO, min™ (slika 10). Takav rezultat moZe biti posljedica visoke temperature od
55 °C pri kojoj se gustoca superkriticnog CO; smanjuje, a to rezultira u¢inkom smanjene
mo¢i otapanja, $to su objasnili Duba 1 Fiori (2015). Medutim, vazno je istaknuti kako se
topljivost otopljene tvari moze ponovo povecati kao rezultat u¢inka povecanog tlaka pare
otopljene tvari, a iskoristenje ovisi samo o tome koji ¢e u¢inak prevladati. Isti trend uo€ili su
Dimi¢ i sur. (2020) pri konstantnom tlaku i1 brzini protoka CO; za razli¢ite vrijednosti
temperature (40, 50 i 60 °C) te Yin i sur. (2005), gdje se pri ekstrakciji ulja sjemenki
Hippophae rhamnoides L. koristenjem superkriticnog CO,, prinos ulja najprije povecavao s
porastom temperature i dostigao maksimalnu vrijednost na temperaturi od 40 °C, a zatim se
smanyjio sa daljnjim povecanjem temperature.
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4.1.3. Utjecaj protoka CO; na iskoriStenje ekstrakcije superkritiénim CO,

Promatranjem utjecaja protoka CO; na iskoriStenja ekstrakcija, uo¢eno je da najveci
protok od 45 g CO, min™ nije rezultirao najveéim iskoristenjima ekstrakcija 3to je vidljivo
usporedbom protoka od 45 g CO, min™ i protoka od 30 g CO, min™ (slika 10) gdje su protoci
od 30 g CO, min™ dali najveca iskoristenja (slike 5 i 6). Suprotno tome, Duba i Fiori (2015)
zakljucili su da povecane brzine protoka superkriticnog CO, pozitivno utjeCu na prinose
ekstrakcije te $to je bio veci protok, veca je bila i brzina ekstrakcije te topljivost, u skladu s
povecanjem vanjskih i unutarnjih parametara prijenosa mase. Usporedbom protoka od
15 g CO, min™ i 45 g CO, min™, opaZeno je da pri istom tlaku od 300 bara i temperaturi od
45 °C (slike 2 i 8), kao i pri istom tlaku od 500 bara i temperaturi od 45 °C (slike 3 i 9), manji
protok od 15 g CO, min™ daje veée iskoristenje. Ovi rezultati nisu u skladu sa rezultatima
koje su dobili Dimi¢ i sur. (2020). Oni su proucavali utjecaj brzina protoka CO; na ukupni
prinos SFE pri konstantnom tlaku (350 bara) i temperaturi (60 °C) i ustanovili da je najveci
prinos (12,23 %) postignut pri najve¢em primijenjenom protoku. Uoceno je da nizi protok
CO, (15 g CO, min™) pridonosi znatno manjem iskoristenju ekstrakcije, pogotovo prvih 10
minuta provodenja ekstrakcije (slike 2 i 3). Ovo opazanje je u skladu s rezultatima koje su
dobili Acevedo-Correa i sur. (2018) gdje je vidljivo da $to je bio veéi protok, veéi je bio i
prinos ekstrakcije ulja (9,8 % i 10,5 % pri 1 g CO, min™ odnosno 5 g CO, min™). Sli¢ne
rezultate dobili su Yin i sur. (2005) ekstrakcijom ulja sjemenki Hippophae rhamnoides L.
koriStenjem superkritiénog CO, gdje je veca brzina protoka CO, pokazala pozitivan utjecaj

na prinos ulja $to je posljedica smanjenja otpora prijenosu mase.

Nadalje, usporedbom utjecaja svih parametara (tlaka, temperature i protoka CO;) na
ukupna iskoristenja ekstrakcija (slika 10) opazeni su sljedeci trendovi. Najvecée iskoriStenje
ekstrakcije nakon vremena provodenja od 90 minuta postignuto je kod uvjeta najveceg tlaka
od 500 bara, najmanje temperature od 35 °C te protoka od 30 g CO, min™ (7,63 %), a blizu je
1 iskoriStenje postignuto pri tlaku od 300 bara, temperaturi od 55 °C i protoku od
30 g CO, min™ (7,62 %). Acevedo-Correa i sur. (2018) su takoder najveéi prinos ekstrakta
opazili pri najmanjoj temperaturi (10,5 % pri temperaturi od 313 K, u odnosu na 8,7 % pri
temperaturi od 333 K), Sto je vjerojatno posljedica vece solvatirajuée moci superkriticnog
CO; zbog njegove vece gustoce na nizoj temperaturi, ali 1 pri viSem tlaku. Dimic¢ 1 sur. (2020)
su najveci prinos ulja ostvarili pri uvjetima tlaka od 350 bara, temperature od 60 °C i brzine
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protoka CO, od 0,4 kg h™* 3to je blize drugom najveéem iskoristenju postignutom u ovom
radu. Pérez 1 sur. (2015) ostvarili su sli¢ne rezultate onima ostvarenim u ovom radu tako Sto
su najveci prinos postigli pri manjoj temperaturi od 40 °C 1 ve¢em tlaku od 300 bara, a drugi
najvedi prinos pri ve¢oj temperaturi od 60 °C i manjem tlaku od 250 bara. Joki¢ i sur. (2016)
ustanovili su da su za postizanje najveceg prinosa ulja optimalni uvjeti ostvareni pri tlaku
ekstrakcije od 400 bara i temperaturi od 41 °C, u tim uvjetima, predvideni prinos
ekstrahiranog ulja bio je 14,49 %. Najmanje iskoriStenje postignuto je kod tlaka od 500 bara,
temperature od 55 °C i protoka od 30 g CO; min™ (7,15 %), §to je zanimljivo jer je pri ovim
uvjetima koriSten najve¢i tlak i najveca temperatura, uz iznimku protoka koji nije bio najve¢i.
Ovakav rezultat moze biti posljedica visoke temperature od 55 °C koja rezultira smanjenom
gustoom superkritiénog CO,, a posljedica toga je smanjena mo¢ otapanja. Za usporedbu,
Pérez 1 sur. (2015) uocili su najmanji prinos ulja pri najmanjoj temperaturi od 40 °C 1
najmanjem tlaku od 200 bara. Manje iskoristenje je uoceno i kod tlaka od 300 bara,
temperature od 45 °C i protoka od 45 g CO, min™ (7,22 %) §to moze biti posljedica smanjene
topljivosti zbog smanjene gustoce CO; na viSim temperaturama pri niskim razinama tlaka.

Ostali uvjeti tlaka, temperature i protoka CO, dali su sli¢ne rezultate iskoriStenja.

4.2. UTJECAJ RAZLICITIH PROCESNIH PARAMETARA EKSTRAKCIJE
SUPERKRITICNIM CO; NA ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ULJA

Promatraju¢i utjecaj razli¢itih procesnih parametara ekstrakcije na antioksidacijski
kapacitet dobivenih ekstrakata ulja (slika 11), uoéeno je da najveéi antioksidacijski kapacitet
(429,62 uM Trolox ekvivalenta 100 g ulja) ima ulje ekstrahirano pri uvjetima tlaka od 500
bara, temperature od 45 °C i protoka od 45 g CO, min™, 3to ukljuduje najveéi koristeni tlak te
protok CO;, Takoder, sljedeci najveci antioksidacijski kapacitet
(403,09 uM Trolox ekvivalenta 100 g™ ulja) uoden je kod tlaka od 500 bara, temperature od
45 °C i protoka od 15 g CO, min™. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima koje su dobili Jokié
1 sur. (2016) prema kojima je ulje sjemenki grozda ekstrahirano na ve¢em tlaku imalo veéu
antioksidativnu aktivnost. Passos i sur. (2010) uocili su da se antioksidativni kapacitet ulja
sjemenki grozda povecava s povecanjem tlaka i temperature. Takva opaZanja mogu se
objasniti utjecajem tlaka i temperature na gusto¢u CO,, a posljedi¢no i na topljivost, odnosno
1 na ucinak tlaka pare otopljenih tvari. Povecanje tlaka povecava gustofu otapala, Sto
uzrokuje povecanje topljivosti, kako je i ranije spomenuto. Dimi¢ i sur. (2020) zakljuéili su
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da su najve¢i antioksidativni kapaciteti ulja sjemenki grozda ostvareni pri najmanjem tlaku od
250 bara, najvecoj temperaturi od 60 °C te najveéem protoku od 0,4 kg CO, h™. Kod
temperature od 45 °C uoceni su najveci antioksidacijski kapaciteti ulja, a kod protoka od

30 g CO, min™ najmanji antioksidacijski kapaciteti ulja.
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Slika 11. Dijagram ovisnosti antioksidacijske aktivnosti ulja sjemenki grozda (ORAC) o

razli¢itim parametrima ekstrakcije superkriticnim CO
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Najmanji antioksidacijski kapacitet ulja (281,87 uM Trolox ekvivalenta 100 g™ ulja)
uocen je pri najmanjem tlaku od 300 bara, najvecoj temperaturi od 55 °C te protoku od 30 g
CO, min™. Suprotno tome, Santos i sur. (2020) opazili su da je najveéu antioksidativnu
aktivnost imalo ulje ekstrahirano na najvecoj temperaturi od 60 °C i najmanjem tlaku od 20
MPa. Navedeni autori istrazivali su antioksidacijski kapacitet ulja sjemenki favele
(Cnidoscolus quercifolius) dobivenog ekstrakcijom superkriticnim CO,, te je ekstrakcija ulja
provedena pri uvjetima temperature od 40, 50 1 60 °C te tlakova od 20, 25 1 30 Mpa tijekom
120 min pri 5 g CO, min™. Muangrat i Jirarattanarangsri (2020) istraZivali su antioksidativnu
aktivnost ulja ekstrahiranog iz sjemenki Assam caja (Camellia sinensis var. Assamica)
ekstrakcijom superkriticnim CO, te je najmanja antioksidativna aktivnost opaZena pri
najvecoj temperaturi ekstrakcije (60 °C), a najveca antioksidativna aktivnost pri najmanjem
tlaku ekstrakcije (175 bara). Nadalje, niske vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta imalo je i
ulje dobiveno pri uvjetima od 300 bara, 35 °C te 30gCO, mint (285,41
uM Trolox ekvivalenta 100 g ulja), kao i ulje dobiveno pri uvjetima od 500 bara, 55 °C, 30
g CO, min® (286,38 uM Trolox ekvivalenta 100 g™ ulja). Ovakvi rezultati dobivenih
najmanjih antioksidacijskih kapaciteta ulja opet se mogu objasniti kao posljedica smanjene

topljivosti zbog smanjene gustoce CO; na visSim temperaturama pri nizim uvjetima tlaka.
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5. ZAKLJUCCI

Temeljem dobivenih rezultata provedene ekstrakcije ulja sjemenki komine grozda

primjenom superkriticnog CO,, moze se zakljuciti sljedece:

1. Metoda ekstrakcije primjenom superkriticnog CO, pokazala se pouzdanom i
efikasnom metodom za ekstrakciju ulja sjemenki komine grozda, kao i za oCuvanje

antioksidacijske aktivnosti ekstrahiranog ulja.

2. Na ukupno iskoriStenje ekstrakcije, kao i na antioksidacijski kapacitet ekstrahiranog
ulja, moguce je utjecati podeSavanjem parametara ekstrakcije: tlaka, temperature i

protoka superkriti¢nog COs,.

3. Primjena visih tlakova utjecala je na povecanje iskoriStenja ekstrakcije ulja

superkriticnim CO, a takoder i na antioksidacijski kapacitet ekstrahiranog ulja.

4. Utjecaj temperature na iskoriStenje 1 antioksidacijski kapacitet ekstrahiranog ulja

superkriticnim CO, gotovo je zanemariv s povecanjem tlaka.

5. Nizi protok CO, (15 g CO, min™) pridonio je znatno manjem iskoristenju ekstrakcije,

pogotovo na pocetku provodenja ekstrakcije ulja superkriticnim CO,,

6. Optimalni uvjeti za dobivanje najveceg iskoriStenja ekstrakcije ulja sjemenki komine
grozda primjenom superkriticnog CO; (7,63 %) ukljucuju tlak od 500 bara,
temperaturu od 35 °C te protok od 30 g CO, min™.

7. Najveéi antioksidacijski kapacitet (429,62 uM Trolox ekvivalenta 100 g™ ulja) opaZen

je kod ulja ekstrahiranog pri uvjetima tlaka od 500 bara, temperature od 45 °C i

protoka od 45 g CO, min™, sto ukljucuje najveéi koristeni tlak te protok CO,.
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Izjava o izvornosti

Ja, Mihaela Smic, izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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