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1. Uvod

Koli¢ina grozda koja proizvedena na svjetskoj razini iznosi oko 60 miliona tona od kojih
se vecéina konzumira u svjezem obliku ili preraduje u vino, sok od grozda ili druge proizvode.
Nakon prerade grozda u vino zastaje velika koli¢ina komine koja se pretezito koristi kao gnojivo
ili se baca. Komina sadrzZi od 20 do 26 % sjemenki koje u sebi sadrZe odredenu koli¢inu ulja
koja se moze ekstrahirati. Sjemenke grozda su bogate proteinima, vlaknima, ugljikohidratima,

mastima te polifenolima (Argon i sur., 2020).

Zbog sve vece potrebe za o¢uvanjem okolisa te maksimalnog iskoriStenja hrane, ljudska
populacija je u potrazi za postupcima prerade otpada koji nastaju nakon procesiranja hrane.
Kao jedan od postupaka kod kojih se otpad koristi kao sirovina je hladno presanje sjemenki
grozda pri ¢emu se dobiva ulje visoke nutritivne vrijednosti te pogaca koja se dodatno moze

samljeti i koristiti kao brasno.

Ovisno o sorti grozda, klimatskim uvjetima i karakteristikama zemlje, sjemenke grozda
mogu sadrzavati od 7 do 20 % ulja. Ulje sjemenki grozda bogato je tokoferolima, fenolima,
polifenolima, fitosterolima te resveratrolom koji konzumacijom imaju pozitivan utjecaj na
ljudsko zdravlje. Ulje sjemenki groZda se osim za prehranu moZe koristiti i u drugim

industrijama poput kozmeticke i aviondustije.

Cilj ovog diplomskog rada je opisati postupak proizvodnje ulja iz sjemenki grozda
hladnim presanjem, analizirati utjecaj razli¢itih promjera sapnica na koli¢inu ispresanog ulja,
ispitati osnovne parametre kvalitete, odrediti oksidacijsku stabilnost ulja, te pomocu
visokotla¢ne djelotvorne tekucinske kromatografije odrediti koli¢inu resveratrola zaostalu u

pogadi.
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2. Teorijski dio

2.1. Sjemenke grozda

Grozde kao plodovi biljke Vitis vinifera se u ljudskoj prehrani koriste u svjezem,
osusenom ili preradenom obliku. Grozd se sastoji od peteljkovine i bobice, dok se bobica
sastoji od kozZice, sjemenke i mesa. KoZica se sastoji od razliitih kiselina, polifenola, minerala
i aromaticnih tvari. KoZica je zasluzna za aromu, boju i okus samog vina. Najveci udio sjemenki
¢ine voda (25-50 %) i ugljikohidrati (30-35%), te manjim dijelom ulje (7-20%). Meso bobice se
sastoji od 2/3 vode dok preostalo meso Cine kiseline, mineralne tvari, celuloza te Seceri na koje

otpada do 1/3 samog mesa.

Najpoznatiji i najzastupljeniji preradeni oblik groZda je vino koje je dobiveno

alkoholnom fermentacijom (Andabaka, 2017).

Godisnje se na svjetskoj razini proizvede preko 60 milijuna tona grozda od kojih 10 —
15% zaostaje kao komina. U komini se nalazi oko 20% sjemenki koje su bogate uljem. Ulje
sjemenki grozda sadrzi razne komponente poput polifenola koje imaju pozitivan ucinak na
ljudsko zdravlje (Matthaus, 2008). Koristenjem komine dobivene nakon proizvodnje vina za
proizvodnju ulja, se smanjuje koli¢ina otpada dobivena iz vinske industrije pri ¢emu se

smanjuje i utjecaj na okolis (Bail i sur., 2008).
2.1.1. Kvaliteta i kemijski sastav sjemenki

Prije proizvodnja ulja, sjemenke je potrebno osusiti. Osusene sjemenke sadrze do 20%
ulja, 35% vlakana, 11% proteina, 3% minerala, 7% vode te 24% razli¢itih komponenata koje se
pomocu otapala mogu ekstrahirati iz sjemenke. NajceSée koriSteno otapalo je hexan
(Matthaus, 2008). Ulje dobiveno iz sjemenki grozda pronalazi primjenu u kozmetickoj,

farmaceutskoj i najveéim djelom u prehrambenoj industriji (Bail i sur., 2008).

Matthaus (2008) u svom radu navodi da ulje sjemenki grozda sadrzi razliCite
komponente poput tokoferola, fenola, polifenola, fitosterola, resveratrola koji konzumacijom

imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje.
2.1.2. Ulje sjemenki grozda

Ulje koje je dobiveno ekstrakcijom pomocu otapala ima neutralan miris i okus, dok ulje
dobiveno hladnim preSanjem prati aroma vina i voéa. Pri proizvodnji ulja vrlo je bitno

sjemenke susiti nekoliko sati nakon proizvodnje vina ili soka zbog toga Sto unutar odredenog
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vremena moze do¢i do mikrobioloske degradacije sjemenke $to dovodi do neugodnog mirisa

koje prelazi na ulje (Matthaus, 2008).

Bail i sur. (2008) u svom radu navode da se ¢ak do 90% ulja sastoji od polinezasié¢enih
i mononezasi¢enih masnih kiselina dok ostalih 10% Ccine zasi¢ene masne kiseline. Kod
nezasi¢enih masnih kiselina prevladava linolna (58-78%) i oleinska kiselina (3-15%). Zbog
nemogucénosti metabolizma da sintetizira polinezasi¢ene masne kiseline, ulje sjemenki grozda
je vrlo pozeljno za konzumaciju zbog visoke kolic¢ine linolne kiseline u ulju (Akkurt i sur., 2001).
Ulje takoder sadrZi i razli¢ite tvari koje imaju antioksidativno djelovanje kao $to su fitosteroli,
tokoferoli, tokotrienoli, fenolne kiseline i karotenoidi. Zbog visoke temperature dimljenja
(190-230 °C) je vrlo pogodno za koriStenje pri pripremi jela na visokim temperaturama (Bail i

sur., 2008).
2.2. Proizvodnja ulja iz sjemenki grozda

Ulje sjemenki grozda se moZe dobiti razli¢itim postupcima ekstrakcije kao Sto su
mehanicko presanje, ekstrakcija pomocu superkriticnog CO, te ekstrakcija ulja organskim

otapalima.
2.2.1. Hladno presSanje

Zbog vrlo male koli¢ine koje sadrzi sjemenka grozda, ulje bi najekonomicnije bilo
ekstrahirati organskim otapalima. Medutim, prilikom ekstrakcije ulja organskim otapalima
dolazi do gubitaka arome i okusa samog ulja te se stoga pribjegava koristenju mehanickih
metoda dobivanja ulja. Ulja koja su dobivana mehani¢kim putem odnosno presanjem pomocu
hidrauli¢kih ili puznih presa, imaju bolja senzorska i nutritivna svojstva te zbog toga su sve vise
traZenija. Za razliku od ulja dobivenog ekstrakcijom organskim otapalima, u hladno preSanom
ulju zaostaju i bioaktivhe komponente koje imaju odredena pozitivna svojstva na ljudsko

zdravlje (Bijelica i sur., 2019).

Presanje je mehanicki postupak kod kojeg se tekuéa faza odvaja od ¢évrste te ovisno o
temperaturi koja se koristi kod presanja, definiramo da li je presanje hladnoili toplo (Cakaloglu

i sur., 2018).

Uredaj za hladno presanje se sastoji od jednog ulaza gdje ulazi sirovina te dva izlaza

kod kojeg na jednom izlazi ulje dok na drugom izlazu pogaca. Koli¢ina ulja ovisi o pripremi
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same sirovine (vrsta sirovine, uklanjanje necisto¢a, suSenje) te kontroliranju odredenih
procesnih parametara prilikom hladnog presanja. Parametri koji najvise utjecu na koli¢inu ulja
su temperatura, brzina doziranja, promjer sapnice te brzina okretanja puznice ako se radi o

puznoj presi (Cakaloglu i sur., 2018).

Cakaloglu i sur. (2018) navode da su ulja dobivena procesom hladnog presanja, zbog

svoje visoke kvalitete, spremna za konzumaciju odmah po zavrSetku presanja.
2.2.2. Odvajanje netopljivih necistoca

Prilikom presanja razliCite necisto¢e mogu iz sjemenke prijeéi u samo ulje koje zatim
negativno utjece na kvalitetu samog ulja. Necisto¢e mogu biti u krutom ili tekuéem obliku te

se zatim uklanjaju odredenim postupcima kao $to su talozenje, centrifugiranje i filtracija.

Kako bi se odvojile Cestice iz tekuéine na temelji razlike u gustoci, koristi se metoda
taloZenja. TaloZenje se temelji na sili gravitacije ili centrifugalnoj sili. TaloZzenje temeljeno na
sili gravitacije je dosta sporo te se zbog toga Cesto pribjegava metodi centrifugiranja (Kusevic,

2022).
2.3. Resveratrol

Resveratrol je polifenol koji pripada skupini stilbena. Sastavljen je od dva fenolna
prstena medusobno povezanih etilenskim mostom te ga se moze pronaci u dva izomerska
oblika cis- i trans-resveratrol. Trans- oblik resveratrola je stabilniji te posjeduje visoka
bioaktivna svojstva. Resveratrol se sintetizira kao odgovor biljke na ozljede ili infekcije te ga se
zbog toga moze pronadi u razlic¢itim biljka medutim u najvecoj koli¢ini se pronalazi u grozdu
(Salehi i sur. 2018). Najvedi udio resveratrola u samom grozdu se nalazi u kozZici grozda (oko
100 pg/g), dok u ostalim dijelovima grozda se pronalazi u manjim koli¢inama (Risuelo, 2016).
Za industrijske se potrebe resveratrol dobiva kemijskom ili biokemijskom sintezom kvasca

Saccharomyces cerevisiae (Salehi i sur., 2018).

Salehiisur. (2018) navode da resveratrol posjeduje razli¢ita bioloSka svojstva te je zbog
toga predmet razli¢itih studija. Neke bioloske aktivnosti koje pokazuje resveratrol su
antioksidativno djelovanje, protuupalno djelovanje, antikancerogeno djelovanje te kardio i
neuroprotektivno djelovanje. Zbog svojih pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje, resveratrol se

na trZistu moZze pronaci u obliku dodataka prehrani (Salehi i sur., 2018).
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2.4. Ekstrakcija

Ekstrakcija je tehnoloSka operacija koja se temelji na odvajanju komponenata iz
ishodiSnog materijala na osnovu topljivosti pojedinih komponenata u razli¢itim otapalima. Do
izdvajanja komponenata iz ishodiSnog materijala dolazi zbog otapanja komponenata u
otapalu, odnosno veca topljivost u otapalu nego u ishodiSnom materijalu. S obzirom na
agregatno stanje dviju faza, ekstrakciju dijelimo na ekstrakciju ¢vrsto-tekuce, tekuce-tekuce i
plinovito tekuée (Cogelja, 2022).

Postoji niz tehnika ekstrakcija Ciji izbor ovisi o ciljanoj komponenti koja se Zeli izolirati,
te se dijele na konvencionalne i suvremene tehnike ekstrakcije (Cogelja, 2022). U ovom radu
su koristene klasicna maceracija koja spada u metodu konvencionalnih tehnika i ekstrakcija

potpomognuta ultrazvukom (UAE) koja spada u suvremene tehnike.
2.4.1. Klasi¢na maceracija

S obzirom na agregatno stanje dviju faza, maceracija spada u postupke ¢vrsto-tekuée
ekstrakcije. Klasiéna maceracija se primjenjuje za biljne materijale koji sadrze termolabilne
komponente. Maceracija je postupak kod kojeg se usitnjeni biljni materijal prelije otapalom u
odredenom omjeru, te se nakon toga u dobro zatvorenoj posudi i zastiéen od sunceve
svjetlosti macerira nekoliko dana do nekoliko tjedana uz muékanje i mijeSanje. Kako bi postigli
maksimalni ekstrakcijski kapacitet vaino je osigurati optimalne uvjete ekstrakcije (Cogelja,

2022).
2.4.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Ultrazvucni valovi frekvencije iznad 20 kHz stvaraju mehanicke vibracije u krutom ili
tekuéem mediju. Djelovanjem tih valova dolazi do promjene tlaka te nastanka kavitacije. Kao
posljedica kavitacije, dolazi do bubrenja stanice te probijanja stani¢nih stijenki sto dovodi do
povecanja difuzije sastojak. Kako bi se postigla optimalna ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom, osim o otapalu, temperaturi i tlaku, potrebno je voditi racuna i o frekvenciji,

vremenu tretiranja, snage ultrazvuka te distribucije ultrazvu¢nih valova (Cogelja, 2022).

Ultrazvuk se dijeli na ultrazvuk niskog intenziteta Ciji je frekvencijski raspon iznad 2MHz

i ultrazvuk visokog intenziteta Ciji je raspon frekvencija od 20 do 100 kHz. Ultrazvukom niskog

intenziteta ne dolazi do fizikalnih i kemijskih svojstva materijala te se stoga koristi u analiticke
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svrhe, dok kod ultrazvuka visokog intenziteta dolazi do fizikalnih i kemijskih promjena (Cogelja,

2022).
2.5. Visokotlacna tekucinska kromatografija (HPLC)

Kromatografija je fizikalna metoda separacije koja se bazira na raspodjeli sastojaka
izmedu mobilne i stacionarne faze. Raspodjela sastojaka odvija se na nacin da se odredeni
sastojci selektivno zadrZavaju na stacionarnoj fazi, dok ostatak eluira mobilnom fazom.
Stacionarna faza mozZe biti ¢vrsta, tekuca ili gel dok je mobilna faza fluid koji prolazi kroz ili

uzduz stacionarne faze (Vinko, 2012).

Visokotlac¢na tekucinska kromatografija (HPLC) je tehnika kromatografije kod koje
mobilna faza pod odredenim tlakom prolazi kroz kromatografsku kolonu pri ¢emu dolazi do
brieg razdvajanja sastojaka i vece ucinkovitosti nego kod konvencionalne kromatografije.
Visokotla¢nu tekucéinsku kromatografiju odlikuju visoka osjetljivost, prilagodljivost na uvjete
kvantitativnog odredivanja te podobnost za primjenu pri odvajanju termolabinih i nehlapivih

spojeva (Vinko, 2012).

Pomocu kromatografskih metoda moZemo odjeljivati, identificirati i kvantitativno

odredivati kemijske sastojke u slozenim smjesama (Vinko, 2012).
2.5.1. HPLC uredaj

HPLC uredaj se sastoji od:

e spremnika mobilne faze,
e crpke,

e injektora,

e pretkolone,

e kolone,

e detektora,

e pisaca.
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Slika 1. Shematski prikaz HPLC uredaja (Vinko, 2012)

Iz jednog ili viSe spremnika mobilne faze koji su inertne konstrukcije, crpka pod visokim
tlakom upumpava mobilnu fazu u pretkolonu te zatim u kolonu. Crpka mora osiguravati visok
tlak te dobar protok. Izmedu crpke i pretkolone se injektira uzorak koji mora biti pravilno
injektiran kako bi se dobio Sto vedi stupanj razdjeljivanja cestica. Prolaskom kroz pretkolonu
se uklanjaju cestice i kontaminanti koje bi se vezale na stacionarnu fazu te tako utjecale na
sam postupak kromatografije. Nakon prolaska kroz pretkolonu, mobilna faza sa uzorkom ulazi
u kolonu koja je izradena od nehrdajuceg Celika na ¢ijim se krajevima nalaze filteri. Kolone su
punjene punilima koja su otporna na visoke tlakove i temperature, stabilna u organskim
otapalima i Sirokom pH podrucju. Kao najéesce punilo za kolone koristi se silikagel. Stacionarna
faza je vezana za punilo. Nakon prolaska kroz kolonu, mobilna faza u kojoj se nalaze odijeljeni

sastojci prolazi kroz detektor (Vinko, 2012).
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3.1. Zadatak

Zadatak ovog rada bio je proizvesti ulje iz sjemenki groZda sorte Frankovka i Grasevina
metodom hladnog presanja. Ispitivan je utjecaj razli¢itih promjera sapnice za izlaz pogace na
iskoristenje ulja. Dodatno se ispitivala kvaliteta dobivenog ulja te odredivanje oksidacijske
stabilnosti ulja s dodatkom antioksidansa pomocu Schaal Oven testa. Takoder, zadatak ovog
rada bio je identificirati i kvantificirati resveratrol u pogaci koja je dobivena hladnim

preSanjem primjenom metode visokotla¢ne tekucinske kromatografije (HPLC).

Analize parametara kvalitete dobivenog hladnog presanog ulja ukljucivale su:
peroksidni broj, udio vlage, udio slobodnih masnih kiselina, netopljive necisto¢e dok su se na
sjiemenkama odredivali udio vode i udio ulja. Ispitivanje oksidacijske stabilnosti ulja Schaal
Oven testom ukljucivalo je dodavanje atioksidansa ekstrakta ruzmarina (oxy less clear) (0,2 %),
ekstrakta kadulje (0,2 %), ekstrakta jabuke (0,2 %), ekstrakta zelenog ¢aja (0,2 %) te pratila

promjena peroksidnog broja ulja tijekom odredenog vremena trajanja testa.

3.2. Materijali i metode

3.2.1. Materijali

Kao sirovina za proizvodnju hladno presanog ulja sjemenke grozda koristile su se
sjemenke sorte Frankovka i GraSevina koje su prethodno ocis¢ene i osusene. Ociséene i

osusene sjemenke su prethodno bile skladiste na period od godinu dana.
Antioksidansi
Ekstrakt ruZmarina tip OxyLess Clear

OxyLess Clear je ekstrakt dobiven od listova ruzmarina (Romarinus officinalis L.) proizveden u

Francuskoj, tvrtka Naturex. Upotrijebljen u udjelu 0,2 % racunato na masu ulja.

Ekstrakt kadulje

Proizveden u Francuskoj (tvrtka Naturex), upotrijebljen u udjelu 0,2 % raunato na masu ulja.
Ekstrakt tropa jabuke

Ekstrakt tropa jabuke dobiven je maceracijom tropa jabuke u tamnom prostoru pri 25 °C

tijekom 24 h
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Ekstrakt zelenog caja

Ekstrakt zelenog ¢aja proizvela je tvrtka Podravka, upotrijebljen je u udjelu 0,2 % na racunatu

masu ulja.
3.2.2. Kemikalije i reagensi

Tijekom eksperimentalnog dijela ovoga rada koriStene su sljedeée kemikalije :
petroleter, ledena octena kiselina, kloroform, kalijev jodid, natrijev tiosulfat, otopina Skroba,

vodena otopina kalij hidroksida, smjesa etiletera i etanola, fenolftalein.
3.2.3. Uredaji

e labaratorijska puzna presa (KOMET, screw oil expeller Ca 59 G, Njemacka),

e mlin (Retsch GM200, Njemacka),

e mlin (Albrigi Luigi S.R.L, molino trita piante, Italija),

e suSionik (Advantage-lab, AL 01-04, Njemacka),

e uredaj za visokotlacnu tekudinsku kromatografiju (Agilent, 1260 Infinity I, SAD),

e ultrazvucna kupelj (ELMA, Elmasonic P 120 H, Njemacka).
3.2.4. Hladno presanje

Slika 2 prikazuje laboratorijsku kontinuiranu puZnu preSu na kojoj se provodio
postupak hladnog presanja sjemenki grozda. Presa se sastoji od dozirnog lijevka, kosa za
presanje, puznice, nastavaka za regulaciju debljine pogace, grijaca glave prese (sa moguc¢noséu
regulacije temperature) te elektromotora (sa moguénoSéu regulacije broja okretaja).
Dodavanje sjemenki u lijevak se na poéetku presanja provodilo postupno kako ne bi doslo do
zaCepljenja. Kod presSanja su se koristili razli¢ite dimenzije nastavaka za regulaciju debljine
pogace ( 6, 8i 10 mm). Nakon presSanja se sirovo ulje pakiralo u boce te ostavilo na tamnom i

hladnom mjestu kako bi se necistoce istaloZile tijekom sedam dana.

12
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Slika 2. Laboratorijska kontinuirana puzna presa (Kusevi¢, 2022)

Slika 3. prikazuje sirovo presano ulje sorte Frankovka dok Slika 4. prikazuje sirovo
preSano ulje sorte GrasSevine dobiveno sa razliitim promjerima nastavaka za regulaciju

debljine pogace.

13
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Slika 3. Sirovo presano ulje sjemenki grozda sorte Frankovka (lzvor: autor)
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Slika 4. Sirovo presano ulje sjemenki grozda sorte Grasevina (lzvor: autor)
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Mljevenje pogace

Za potrebe odredivanja udjela vlage i udjela ulja zaostalog u pogaci se prethodno
koristio mlin ¢eki¢ar prikazan na Slici 5 za mljevenje pogace dobivene tijekom hladnog

preSanja. Mlin nije imao mogucnost regulacije okretaja.

Slika 5. Mlin (Albrig Luigi S.R.L, molino trita piante) (Izvor: autor)

Za mljevenje pogace (nusproizvoda presanja hladno presanog ulja potrebne za
identifikaciju i kvantifikaciju resveratrola iz pogace koristio se mlin prikazan na Slici 6. Postupak

mljevenja se odvijao na 4000 okretaja u minuti u periodu od 30 sekundi.

Slika 6. Mlin (Retsch GM 200) (Izvor: autor)
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3.2.5. Odredivanje udjela ulja u sjemenkama i pogaci

Kako bi se odredio udio ulja u sjemenkama i pogaci dobivene nakon hladnog presanja
sjemenki grozda, koristila se metoda ekstrakcije ulja po Soxhletu. Aparatura za ekstrakciju ulja
po Soxhletu sastoji se od hladila, ekstraktora i tikvice. Na osusenu i izvaganu tikvicu se stavlja
ekstraktor sa tuljkom u kojem se nalazi uzorak. Dodano je otapalo, pri¢vrs¢eno hladilo te se
ekstrakcija provodila do iscrpljenja uzorka. Otapalo koje se koristilo za ekstrakciju ulja je

petrol-eter. Otapalo se na kraju postupka predestilira, dok zaostalo ulje u tikvici se susi i vaze.

100
Udio ulja % = (a — b) XT

a-masa tikvice sa uljem (g),
b-masa prazne tikvice (g),
c- masa uzorka koji se ispituje (g).
3.2.6. Odredivanje udjela vode u sjemenkama i pogaci

Kako bi se odredila koli¢ina vode u sjemenu i pogaci (nusproizvoda presanja) koristila
se standardna metoda ISO 665:1991 gdje se odredivanje provodi u suSioniku pri 103 °C u
trajanju od 2 sata pri ¢emu dolazi do isparavanja vode i hlapljivih tvari. Zbog velicine i tvrdoée
sjemenki grozda, prethodno je bilo potrebno samljeti siemenke u mlinu na veli¢inu do 2 mm.
Susenje se provodni do konstantne mase, odnosno dok razlika izmedu dva uzastopna mjerenja
ne bude najvise 0.005 g. Aparatura koristena za odredivanje vode u sjemenkama i pogaci je

aluminijska posudica sa poklopcem, elektriéni susionik, eksikator i analiticka vaga.

m;—m,
% vode = mx 100
1~ 0

Mo-masa prazne posudice (g),
ms-masa posudice s uzorkom prije susenja (g),

m,-masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).
3.2.7. Odredivanje slobodnih masnih kiselina u ulju sjemenki grozda

Pored vezanih masnih kiselina, masti i ulja sadrze i dio slobodnih masnih kiselina.
Slobodne masne kiseline su vazan parametar kvalitete masti i ulja tj. povecani udio slobodnih
masnih kiselina u ulju i mastima govori o nepravilnom skladistenju. Udio slobodnih masnih
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kiselina u mastima i ulju se moze izraziti kao: kiselinski broj, kiselinski stupanj ili postotak

oleinske kiseline.

5 g ulja je odvagano u Erlenmayerovu tikvicu od 300 mL. Uzorak u tikvici je preliven sa
50 mL neutralne smjese etera i etanola. Nakon dodavanja otopine etera i etanola, smjesa se
promuckala te se u nju dodalo nekoliko kapi fenolftaleina te titrirano sa 0,1 M otopinom NaOH
do promjene boje. Kako bi se izbjeglo stvaranje sapuna, prilikom titriranja sa 0,1 M vodenom
otopinom NaOH, potrebno je da koli¢ina etanola u smjesi sa eterom bude 1/5 veca od koli¢ine

upotrjebljene otopine NaOH.

Kiselinski stupanj (KS) oznac¢ava mg NaOH (KOH) potrebne za neutralizaciju slobodnih
masnih kiselina u 1 g masti ili ulja, dok % SMK oznacava maseni udio slobodnih masnih kiselina
izrazen kao % oleinske kiseline.

_bx100 10+b

KS =
ax10 a

10 x
% SMK =

b
0,282 (% oleinska kiselina)

a- masa uzorka (g),

b- mL 0,1 M NaOH (KOH).
3.2.8. Odredivanje peroksidnog broja u ulju sjemenki grozda

Peroksidni broj predstavlja indikator svjeZzine odnosno uzeglosti neke masti ili ulja.
Cuvanjem ulja pod utjecajem prooksidanasa kao $to su kisik iz zraka, svjetlost, toplina i dr.,
dolazi do vezanja kisika na dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina te nastaju peroksidi,
odnosno hidroperoksidi. Peroksidni broj se definira kao mL 0,002 M otopine natrijevog

tiosulfata potrebnog za redukciju one koli¢ine joda koju oslobodi 1g ulja iz kalij jodida (KI).

U Erlenmayerovu tikvicu volumena 100 mL odvagano je oko 1 g ulja te je zatim dodano
10 mL smjese ledene octene kiseline i kloroforma (u omjeru 3:2) te se zatim promijesa. Nakon
toga se dodalo 0,2 mL otopine Kl iz birete, zatim se ru¢no promijesalo to¢no 1 minutu. Nakon
mijeSanja se prvo dodalo 20 mL destilirane vode koja je prethodno prokuhana i ohladena te
zatim se dodalo joS 0,5 mL otopine Skroba. Nakon dodavanja otopine Skroba otopina se
odmah titrirala sa 0,01 M otopinom Na;S;0s. Slijepa proba je obavljena na identi¢an nacin, ali

bez dodatka ulja.
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Reagensi koristeni prilikom provodenja postupka su:
¢ smjesa ledene octene kiseline i kloroforma (u omjeru 3:2),

¢ hladno zasi¢ena otopina KI, svjeze pripremljena — 14 g Kl otopljeno u 10 mL svjeze

prokuhane i ohladene vode,
¢ 0,01 M otopina natrij tiosulfata,

¢ 1 %-tna otopina sSkroba.

_(a—=b) =5
=—

Pbr

a= mL 0,01 M Na,S,0s3 utroSeno za uzorak ulja,
b=mL 0,01 M Na,S,03 utroseno za slijepu probu,
c= masa uzorka (g).

3.2.9. Odredivanje vlage u ulju sjemenki grozda

Vlaga i isparljive komponente koje se nalaze u ulju su vrlo vaZan pokazatelj kakvoée
samog ulja. Zbog prisustva vlage u ulju mozZe doéi do razlicitih kemijskih reakcija koje za
rezultat imaju degradaciju kvalitete ulja, odnosno dolazi do reakcije pri kojima se povecéava
udio slobodnih masnih kiselina. Kod veéih koli¢ina vlage u ulju dolazi do zamucenja ulja pri

¢emu se smanjuje estetska vrijednost ulja.

Metoda kojom se odreduje vlaga i isparljive komponente u ulju temelji se na
isparavanju vode i hlapljivih tvari iz ulja zagrijavanjem u susSioniku pri to¢no definiranim
uvjetima. Dolazi do gubitka mase (izrazen u %), pri zagrijavanju na 10312 °C do konstantne
mase. Gubitak mase utvrduje se mjerenjem. Aparatura i pribor koristeni prilikom postupka su

staklena posudica sa poklopcem, elektri¢ni susionik, eksikator, analiticka vaga.

1

m m,
——* 100

% vlage =
mi —Mmp

Mo - masa prazne posudice (g),
m1 - masa posudice s uzorkom prije susenja (g),

m; - masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).
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3.2.10. Odredivanje netopljivih necistoca u ulju sjemenki grozda

SadrzZaj netopljivih necistoca odreduje se prema I1SO 663:1992. Netopljive necistoée u
ulju predstavljaju uglavhom mehanicke necistoce koje mogu biti mineralne tvari ili organski
sastojci (dijelovi biljke uljarice). Takoder, mogu se naci u uljima i mastima razni ugljikohidrati,
tvari s dusikom, smole, Ca-sapuni, oksidirane masne kiseline, laktoni masnih kiselina, hidroksi
masne kiseline i njihovi gliceridi. Za ove spojeve karakteristicCno je da se ne otapaju u

organskim otapalima, kao S$to se otapaju trigliceridi (ulja i masti).

Netopljive nelistoée su karakteristiéne za sirova biljna ulja i njihova koli¢ina je
limitirana odgovarajuéim standardima za odredenu vrstu ulja. Udio netopljivih necisto¢a u ulju
dobre kvalitete je Cesto nizi od 0,05 %. Koli¢ina netopljivih nedistoca, kao uvjet kvalitete ulja,
limitirana je kod jestivih rafiniranih, djevi¢anskih i hladno presanih ulja odredenim Pravilnikom

o jestivim uljima i mastima (NN 11/2019).

Postupak rada ukljucuje stakleni lijevak sa sinteriranim dnom za filtriranje kojeg je
potrebno osusiti u susSioniku na 103 °C u 30 minuta, ohladiti u eksikatoru i izvagati. U
Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL sa brusenim grlom i ¢epom dodano je 20 g sirovog ulja i 100
mL otapala (petrol-eter). Zacepljeno je i dobro promuékano te ostavljeno da stoji na 20 °C, u
trajanju 20 do 30 minuta. Nadalje, sastavljena je aparatura za vakuum filtraciju i filtriran je
sadrzaj Erlenmeyerove tikvice, uz ispiranje viSe puta s manjom koli¢inom otapala, tako da
ukupan utroSak otapalaiznosi 200 mL. Isto tako, stakleni je filter-lijevak neko vrijeme ostavljen
na zraku (da ishlapi otapalo), zatim osuSen u susioniku na 103 °C tijekom jednog sata, ohladen

u eksikatoru te izvagan i ponovo susen 30 minuta. Postupak je ponavljan do konstantne mase.

.. .. , m; —my
% netopljive necCistote = — * 100
0

mo-masa uzorka (g),
my-masa osusenog filter-lijevka (g),
m,-masa filter-lijevka s necisto¢ama nakon susenja (g).

3.2.11. Schaal Oven test

Kako bi odredili oksidacijsku stabilnost ulja koristen je Schaal Oven test. Poznavanje

oksidacijske stabilnosti ulja bitno je zbog poznavanja vremena skladistenja ulja prije
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intenzivnijeg oksidacijskog kvarenja ulja koje ¢e u ve¢oj mjeri dovesti do promijene kvalitete

samog ulja.

Priprema uzorka ukljuc¢uje vaganje odredene koli¢ine antioksidansa u c¢asicu te se u
¢asice dodaje odredena koli¢ina ulja. Caice se zatim zagrijavaju na 70 °C i uz mije$anje se
odrzava ta temperatura 30 min. Temperatura ne smije prekoraciti 80 °C. Nakon perioda od 30
min se tako pripremljeni uzorci stavljaju u susionik na temperaturi od 63 °C. Uzorci se uzorkuju

svaka 24 sata te se odreduje peroksidni broj. Vrijeme provodenja testa je 4 dana.

Antioksidanski koristeni prilikom testa su :

ekstrakt ruzmarina tip Oxy'less clear — 0,2 %,

J ekstrakt zelenog ¢aja — 0,2 %,
o ekstrakt jabuke — 0,2 %,
J ekstrakt kadulje — 0.2 %.

3.2.12. Priprema uzorka za ekstrakciju

Prije provodenja klasicne maceracije i ekstrakcije potpomognute ultrazvukom (UAE),
pogace zaostale nakon hladnog presanja su bile podvrgnute usitnjavanju u labaratorijskom
mlinu Retsch GM 200 pri 4000 okr/min u vremenu trajanja od 30 sekundi. U mlin je stavljen
uzorak koji se nakon usitnjavanja prebacio u kivetu. Odvaga uzorka iznosila je priblizno 5
grama. Tako usitnjeni uzorci koji su prebaceni u kivete su preliveni sa 25 mL 50 %-tnog EtOH

(omjer 1:5).
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Tablica 1. Odvaga uzoraka pogace za potrebe ekstrakcije

Uzorci 1 grupe Uzorci 2 grupe
Klasi€na maceracija (Ekstrakcija potpomognuta UAE)
Uzorak Masa uzorka Koli¢ina otapala Masa uzorka Kolic¢ina otapala
(8) EtOH (mL) (g) EtOH (mL)

6 mm Grasevina 5,00 25 5,01 25
8 mm Grasevina 5,03 25 4,98 25
10 mm 5,03 25 5,02 25
Grasevina

6 mm Frankovka 4,99 25 5,00 25
8 mm Frankovka 5,00 25 4,99 25
10 mm 4,99 25 5,00 25
Frankovka

3.2.13. Klasi¢na maceracija

Nakon $to su kivete sa uzorkom pogace prelivene otapalom (EtOH u omjeru 1:5), prvih
6 uzoraka se podvrgavaju klasi¢noj maceraciji. Odnosno, kivete se ostavljaju tjedan dana na
tamnom i hladnom mjestu kako bi iz uzoraka topljive komponente presle u otapalo. Nakon tog
vremena se pomocu Sprice iz kiveta uzima manja koli¢ina uzorka koja se zatim propusta kroz

najlon-filter 0,45 um te odlazi na HPLC analizu.
3.2.14. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE)

Nakon usitnjavanja pogace, preostalih 6 uzoraka se prelije sa 25 mL 50 %-tnog EtOH
te se dobro promijeSaju. Nakon toga se stavljaju u ultrazvu¢nu kupelj. Ultrazvuc¢na kupelj se
postavlja na frekvenciju od 37 kHz u periodu od 30 min bez zagrijavanja. Prilikom ekstrakcije
bilo je potrebno promijesati kivete kako bi se poboljSala ekstrakcija. Nakon zavrSene
ekstrakcije, manja koli¢ina ekstrakta se pomocu Sprice uzima iz kivete te se filtrira kroz najlon-

filter 0,45 um. Tako profiltriran ekstrakt odlazi na HPLC.
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Slika 7. Ekstrakcija resveratrola potpomognuta ultrazvukom (lzvor, autor)

3.2.15. Visokotla¢na tekuéinska kromatografija (HPLC)

Identifikacija i kvantifikacija resveratrola u etanolnim ekstraktima dobivenih klasi€nom
maceracijom i potpomognuta ultrazvukom odredena je metodom visokotlacne tekucinske
kromatografije (HPLC), odnosno pomocu uredaja Agilent 1260 Infinity Il (Agilent Technologies,
Santa Clara, Kalifornija, SAD) prikazanog na Slici 9.

Slika 8. HPLC sustav Agilent 1260 Infinity Il (Izvor, autor)

Automatskim injektorom se u sustav injektiralo 20 pL pripremljenog uzorka. Uzorci

prije HPLC analize su bili profiltrirani kroz najlon-filter 0,45 um uz pomo¢ odgovarajuce Sprice.

Koristene su dvije mobilne faze:
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3. Eksperimentalni dio

1. Afaza: 0,1 % HCOOH u H,0,
2. Bfaza: 0,1 % HCOOH u CH3OH

Ovaj dvokomponentni sustav mobilnih faza koristio se prema gradijentu:

1. Omin,90 % A, 10 % B,

2. 2,00 min, 70 % A, 30 % B,
3. 6,00 min, 20% A, 80 % B,
4, 9min,5%A, 95 % B.

Vrijeme trajanja analize iznosi 9 minuta s “posttime” od 5 minuta pri temperaturi
kolone u iznosu od 35 °C. Detekcija resveratrola u uzorku provedena je pomocu detektora pri
slijede¢im valnim duljinama: 210, 280, 306, 320 nm. Identifikacija resveratrola u ekstraktima
provedena je usporedbom retencijskog vremena u uzorku s retencijskim vremenom
injektiranog standarda poznate koncentracije odredene komponente. Dok se kvantifikacija
resveratrola provodila integriranjem povrsine ispod dobivenih pikova na temelju kalibracijske

krivulje prethodno izradene za analiziranu komponentu.

23



4. REZULTATI
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Tablica 2. Udio ulja u siemenkama grozda

Sorta Udio ulja (%)
Tinto cdo** 12,06
Tinta Carvalha** 8,49
Periquita** 7,24
Touriga Francesa 12,40
Pinot noir*** 17,8
Alicante Bouschet*** 16,2
Riesling™** 16,0
Grasevina* 8,18
Frankovka* 7,12
*sjemenke koriStene u ovom istraZivanju
**istraZivanja drugih autora(Fernandes i sur., 2012)
***istrazivanja drugih autora(Akkurt i sur., 2001)

Tablica 3. Koli¢ina ispresanog ulja

Uzorak Masa uzorka (g) Masa pogace (g) Masa sirovog ulja
(8)
6 mm Grasevina 700,48 605,84 94,64
8 mm Grasevina 700,18 600,10 100,08
10 mm Grasevina 700,89 600,35 100,54
6 mm Frankovka 690,10 588,11 101,99
8 mm Frankovka 670,05 567,50 102,55
10 mm Frankovka 690,00 582,13 107,87

Tablica 4. Osnovni parametri kvalitete hladno presanog ulja sjemenki groZda sorti Grasevina i
Frankovka

Ispitivani parametri
Ulje iz sorte Udio vlage Pbr SMK Netopljive
grozda (%) (mmol 02/kg) (% oleinske necistoce
kiseline) (%)
Grasevina 0,086 5,86 1,23 0,62
Frankovka 0,16 8,22 2,29 0,67

Pbr- peroksidni broj; SMK- slobodne masne kiseline
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Tablica 5. Analiza oksidacijske stabilnosti hladno presanog ulja sjemenke grozida sorte

Grasevina

Uzorak

Pbr (mmol O/kg ulja)

Dan 0.

Dan 1. Dan 2.

Dan 3. Dan 4.

Ulje bez 5,86
dodatka
antioksidansa

11,22 18,13

28,19 35,71

Ulje sa 5,86
dodatkom
ekstrakta
ruzmarina

(oxyless clear)

0,2%

9,00 14,65

22,00 28,35

Ulje sa 5,86
dodatkom
ekstrakta

kadulje 0,2 %

10,50 15,15

21,63 28,84

Ulje sa 5,86
dodatkom
ekstrakta

jabuke 0,2 %

9,05 15,50

22,50 28,00

Ulje sa 5,86
dodatkom
ekstrakta

zelenog caja

0,2%

8,41 13,64

17,86 24,74

Tablica 6. Analiza koncentracije resveratrola iz pogace dobivene presanjem sjemenke grozda
sorte Grasevina i Frankovka odredene metodom HPLC

Uzorak pogace Koncentracija resveratrola Koncentracija resveratrola
(mg/L) (mg/kg)

6 mm Grasevina 42,4 +0,03 33,6 £ 0,03

6 mm UZV Grasevina 43,8 +0,31 34,7 £0,30
8 mm Grasevina 47,5+ 0,03 37,6 £0,03

8 mm UZV Grasevina 59,3+0,35 47,0+ 0,30
10 mm GrasSevina 50,3 +£0,02 39,9+0,02
10 mm UZV Grasevina 59,0+ 0,03 46,8 + 0,03
6 mm Frankovka 52,6 +0,11 41,7 £ 0,08

6 mm UZV Frankovka 54,9 + 0,06 43,5+ 0,05
8 mm Frankovka 58,3 £ 0,07 46,2 £ 0,07

8 mm UZV Frankovka 67,9+0,47 53,8+0,38
10 mm Frankovka 69,5+ 0,52 55,1+0,41
10 mm UZV Frankovka 73,0+ 0,53 57,8+0,42
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Prisutna koli¢ina ulja u sjemenkama grozda je odredena pomoéu metode po Soxhletu koja
je standardna metoda prilikom odredivanja slobodnih masti i ulja u uzorcima. Udio ulja u
sjiemenkama kod sorte GrasSevina iznosi 8,18 % te kod sorte Frankovka 7,12 %. Udio ulja u
sjemenkama varira izmedu 7 % do 20 % ovisno o vrsti i sorti grozda. Fernandes i sur. (2012)
te Akkurt i sur. (2001) u svom istraZzivanju su naveli kako razli¢ita vrsta i sorta grozda te starost
grozdova utjeCu na udio ulja u sjemenkama. Tablica 2 prikazuje usporedbu Grasevine i
Frankovke sa rezultatima drugih sorti dobivenih u istrazivanju Fernandes i sur. (2012) i Akkurt
i sur. (2001). Usporedbom rezultata dobivenih na sortama GrasSevina i Frankovka s ostalim
literaturnim izvorima, vidljivo je da su sorte GrasSevina i Frankovka medu sortama koje sadrze
najmanji udio ulja u sjemenci. Iz rezultata je vidljivo da najmanju koli¢inu ulja sadrzi sorta

Frankovka.

Koli¢ine sirovog ulja dobivene nakon hladnog presanja sjemenki grozda sorti Grasevina
i Frankovka pri razli¢itim promjerima sapnice za izlaz pogace su prikazane u Tablici 3. Iz Tablice

3 je vidljivo da se povecanjem promjera sapnice dobiva veca koli¢ina ispresanog ulja.

U Tablici 4 su prikazani osnovni parametri kvalitete hladno presanog ulja sjemenke
grozda sorte GraSevina i Frankovka. Prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN
11/2019), udio vlage u ulju sorte Grasevina i Frankovka iznosi 0,086 % odnosno 0,16 % te
udovoljava zahtjevima Pravilnika koji propisuje maksimalnu dozvoljenu koli¢inu vode u ulju do
0,4 %. Maksimalna vrijednost peroksidnog broja po pravilniku iznosi 7 mmola O2/kg ulja, te
stoga ulje dobiveno od sjemenke sorte Frankovka (8,22 mmol Oy/kg ulja) ne udovoljava
zahtjevima Pravilnika dok ulje sjemenke sorte Grasevina (5,86 mmol O2/kg ulja) je u skladu sa
Pravilnikom. Takoder, ulje sorte Frankovka ne udovoljava Pravilniku po vrijednosti % SMK (%
oleinske kiseline), gdje je maksimalna dozvoljena vrijednost 2 % SMK (% oleinske kiseline) a
ulje sorte Frankovka sadrzi 2,29 % SMK. Sa vrijednoséu od 1,23 % SMK (% oleinske kiseline),
ulje sorte Grasevina udovoljava vrijednostima Pravilnika. Po koli¢ini netopljivih necistoéa u

ulju, oba ulja udovoljavaju Pravilniku.

Tablica 5 prikazuje rezultate ispitivanja oksidacijske stabilnosti svjeze proizvedenog
hladno presanog ulja sjemenke groZda sorte GrasSevina sa i bez dodanog prirodnog
antioksidansa. Odredivanje se provodilo Schaal Oven testom na temperaturi od 63 °C u

periodu od 4 dana. Zbog visoke vrijednosti peroksidnog broja nakon hladnog presanja, na ulju
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sorte Frankovka nije se provodio Oven test ve¢ samo na ulju sorte GraSevina. Iz rezultata je
vidljivo da ulje bez dodataka antioksidansa nema veliku otpornost prema oksidaciji, dok se uz
dodatak prirodnih antioksidanasa ta otpornost povedéava. Kao najznacajniju efikasnost
prilikom zastite ulja sjemenki groZzda postigao je uzorak sa dodatkom ekstrakta zelenog ¢aja.
Moslavac i sur. (2019) su u svom istrazivanju oksidacijske stabilnosti hladnog presanog ulja
takoder dobili rezultate da hladno presano ulje sa dodatkom ekstrakta zelenog ¢aja pokazuje
najbolje antioksidacijsko svojstvo $to se podudara sa rezultatima ovog istrazivanja. Od
preostala tri ispitivana antioksidansa, ekstrakt jabuke ima bolje antioksidativno djelovanje od
ekstrakta ruzmarina (tip Oxyless clear) i ekstrakta kadulje. Medutim, njihova medusobna
razlika je vrlo mala te u usporedbi sa ekstraktom zelenog ¢aja pokazuju slabije antioksidativno

djelovanje.

Tablica 6 prikazuje rezultate koncentracije resveratrola u pogaci sjemenki grozda
dobivenih pri razli¢itim promjerima sapnica te rezultate dobivene prethodno potpomognutom
ekstrakcijom pomocu ultrazvuka kvantificiranih  pomocéu visokotlacne tekudinske
kromatografije. Iz rezultata je vidljivo da ekstrakcije potpomognute ultrazvukom kod svih
promjera sapnica daju bolje rezultate od ekstrakcije klasichom maceracijom. Povecanjem
promjera sapnice prilikom hladnog presanja sjemenki grozda povecdava se i koli¢ina
resveratrola koja zaostaje na pogaci koja se kasnije izdvaja ekstrakcijom. Najveca koli¢ina
resveratrola izmjerena je kod sorte Frankovka pri otvoru sapnice promjera 10 mm, dok
najmanja koli¢ina resveratrola izmjerena je kod sorte GraSevina pri promjeru sapnice od 6
mm. Hao i sur. (2009) u svom istrazivanju su kao rezultat dobili da sjemenke razli¢itih sorti
grozda sadrze od 1,06 do 17,03 mg/kg sto je u usporedbi sa koli¢inom resveratrola dobivenom
klasichom maceracijom i maceracijom potpomognutom ultrazvukom minimalno dvostruko
manja. Hao i sur. (2009) takoder navode u svojim rezultatima koli¢inu resveratrola dobivenu
iz pokozice grozda koja iznosi do 145,11 mg/kg koja igra ulogu u razlici izmedu kolicine
resveratrola u siemenkama crnog i bijelog grozda. Zbog procesa proizvodnje crnog vina kod
kojeg se fermentacija vina provodi zajedno sa kominom u kojoj se nalazi pokozica, koli¢ina
resveratrola je vec¢a u siemenkama crnog vina nego kod sjemenki grozda bijelog vina kod kojeg

se komina odvaja prije fermentacije.
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5. Zakljucci

Na osnovu ispitivanja kvalitete hlano presanog ulja sjemenke grozda sorte Frankovka i

GraSevina, odredivanja utjecaja promjera sapnice na koli¢inu dobivenog ulja i resveratrola

zaostalog u pogaci, doneseni su sljededi zakljucci:

Udio ulja u sjemenkama groZzda sorte Frankovka i GraSevina iznosi 7,12 % i 8,18 % Sto
je u skladu sa udjelom ulja u sjemenkama grozda dobivenih iz dostupnih literatura.
Povecanjem promjera sapnice kroz koju prolazi pogaca tijekom presanja, poveéava se
koli¢ina dobivenog ulja procesom hladnog presanja.

Ulje sjemenki grozda sorte GraSevina dobiveno hladnim preSanjem udovoljava
zahtjevima Pravilnika o jestivim uljima i mastima (NN 11/2019) kada se ispituju sljededi
parametri: peroksidni broj, SMK (% oleinske kiseline) i udio vlage u ulju, dok kod
ispitivanog parametra netopljive necisto¢e ne udovoljava Pravilniku.

Ulje sjemenki grozda sorte Frankovka dobiveno hladnim preSanjem ne udovoljava
zahtjevima Pravilnika o jestivim uljima i mastima (NN 11/2019) kad se ispituju sljedeci
parametri: peroksidni broj, SMK (% oleinske kiseline) i netopljive necistoce, dok kod
ispitivanog parametra udjela vlage u ulju udovoljava Pravilniku.

Ispitivanjem oksidacijske stabilnosti hladno preSanog ulja dodatkom razlicitih
antioksidansa utvrdeno je da najbolje antioksidativno djelovanje ima ekstrakt zelenog
¢aja dok najmanje antioksidativno djelovanje pokazuje ekstrakt kadulje.
Visokotlaénom tekucinskom kromatografijom (HPLC) utvrdeno je da najveca koli¢ina
resveratrola u pogaci uz prethodnu maceraciju ultrazvukom zaostaje kod sorte
Frankovka koja iznosi 73 mg/L (57,8 mg/kg) gdje se proces hladnog presanja odvijao uz
promjer sapnice od 10 mm. Najmanja koli¢ina resveratrola zaostaje pri promjeru
sapnice od 6 mm kod sorte Grasevina koja iznosi 42,4 mg/L (33,6 mg/kg) koja je
prethodno ekstrahirana klasichom maceracijom.

Pogaca sorte crnog grozda sadrzi vecu koli¢inu resveratrola od pogace bijelog grozda

zbog razli¢itog procesa proizvodnje vina kod crnog i bijelog grozda.
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