SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, srpanj 2019. Martina Herceg
942/PI



UTJECAJ KRIOMLJEVENJA NA
UDIO PREHRAMBENIH
VLAKANA, MASNIH KISELINA |
CIKLOLINOPEPTIDA POGACE
LANA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju ulja i masti Zavoda za prehrambeno-tehnolosko
inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, pod mentorstvom
doc.dr.sc. Marka Obranovic¢a. Diplomski rad je izraden u sklopu znanstveno-istrazivackog
projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Od nusproizvoda u preradi Zitarica i uljarica do

funkcionalne hrane primjenom inovativnih procesa* (IP-2016-06-3789).



Zahvaljujem mentoru doc.dr.sc. Marku Obranovi¢u na pomoci i savjetima prilikom izvodenja

eksperimentalnog dijela te na uputama tijekom pisanja diplomskog rada.

Zahvaljujem se i ostalim djelatnicima Laboratorija za tehnologiju ulja i masti na opustenoj

radnoj atmosferi i savjetima.

Posebno se zahvaljujem svojim roditeljima, sestrama, bratu i prijateljima Sto su mi uvijek

davali snazan vjetar u leda | pruzali bezuvjetnu podrsku | razumijevanje tijekom skolovanja.






TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
Sveuciliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju ulja i masti

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

UTJECAJ KRIOMLJEVENJA NA UDIO PREHRAMBENIH VLAKANA, MASNIH
KISELINA I CIKLOLINOPEPTIDA POGACE LANA
Martina Herceg, 942/PI

Sazetak: Pogaca lana je privukla veliku pozornost prehrambene industrije zbog specificnog sadrzaja
masnih kiselina, proteina, vlakana te ciklolinopeptida. Iako sadrzi veliki udio antinutritivnih komponenti
te se zbog toga koristi isklju¢ivo kao sto¢na hrana, navedene nutritivne komponente predstavljaju jedan
od vaznijih razloga zasto se u posljednjih nekoliko desetljeca sve vise spominje mogucée iskoristenje iste
i implementiranje u prehranu ljudi. Cilj ovog rada je bio istraziti te ispitati djeluje li kriogeno mljevenje
(bez i s hladenjem uz pomo¢ tekuceg dusika) na povecanje nutritivne vrijednosti lanene pogace.
Rezultati mljevenja su pokazali statisticki znacajan u¢inak kriogenog mljevenja na udio ciklolinopeptida
CL_A, CL_B, CL_E i CL_OKSID. Kriogeno mljevenje imalo je statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na udio
zasi¢enih masnih kiselina: miristinske (C14:0), stearinske (C18:0), behenske (C22:0) i lignocerinske
(C24:0). Nasuprot tome, provedena metoda uz pomo¢ kriogenog mljevenja nije pokazala statisticki
znacajan utjecaj na udio vlakana, proteina i mineralnih tvari.

Kljuéne rijedi: pogaca lana, kriogeno mljevenje, vlakna, ciklolinopeptidi, masne kiseline

Rad sadrzi: 55 stranica, 11 slika, 10 tablica, 59 literaturna navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je tiskan i u elektroni¢nom (pdf format) obliku pohranjen u: Knjiznica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta, Kaciceva 23, Zagreb

Mentor: doc.dr.sc. Marko Obranovié

Struc¢no povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. izv. prof. dr. sc. Dubravka Novotni

2. doc. dr. sc. Marko Obranovié¢

3. prof. dr. sc. Dubravka Skevin

4. izv. prof. dr. sc. Sandra Balbino (zamjena)

Datum obrane: 15. srpnja, 2019.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Graduate thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Engineering
Laboratory for Oil and Fat Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

IMPACT OF CRYOMILLING ON FIBERS, FATTY ACIDS AND CYCLOLINOPEPTIDES
CONTENT OF FLAXSEED CAKE

Martina Herceg, 942/PI

Abstract: Flaxseed meal has attracted great deal of attention of the food industry due to the specific
content of fatty acids, proteins, fibers and cyclolinopeptides. Although it contains a large amount of
antinutritive components and therefore is only used as feed, these nutritional components represent one
of the most important reasons why it has been mentioned frequently over the past few decades for
possible utilization and implementation in the diet of humans. The aim of this thesis was to determine
whether or not cryogenic milling (without and with cryocooling) affects the increase in nutritional value
of flaxseed cake. The milling results showed a significant effect of cryogenic grinding on
cyclolinopeptides CL_A, CL_B, CL_E and CL_OXID. Cryogenic milling also affected saturated fatty
acids: myristic (C14:0), stearic (C18:0), behenic (C22:0) and lignoceric (C24:0). In spite of that, the
cryogenic grinding method did not show any major changes in the proportion of fibers, proteins and
minerals.

Keywords: flaxseed meal, cryomill, fibers, cyclolinopeptides, proteins, fatty acids

Thesis contains: 55 pages, 11 figures, 10 tables, 59 references

Original in: Croatian

Graduate thesis in printed and electronic (pdf format) version is deposited in: Library of the Faculty
of Food Technology and Biotechnology, Kaci¢eva 23, Zagreb

Mentor: PhD Marko Obranovi¢, Assistant professor

Reviewers:

1. PhD. Dubravka Novotni, Associate professor

2. PhD Marko Obranovi¢, Assistant professor

3. PhD. Dubravka Skevin, Full professor

4. PhD. Sandra Balbino, Associate professor (substitute)

Thesis defended: 15" of July, 2019.



Sadrzaj:

Lo UVOD bbbt bbbttt 1
2. TEORIISKIDIO ...ttt bbbt 2
2.1, SIEME LANA s 2
2.1.1. BioloSka kvalifikacija 1 SASAV .......ciuiiiiiiiiiiiie it 2
2.1.2. Proizvodnja i Upotreba lana.........cc.coeiieiiie i 3

2.2. PROIZVODNJIA I SASTAV ULJA ..o 3
2.3, LANENA POGACA ....oooiiiiiiiiiniieseieeseise st 4
2.3.1. Kemijski sastav i upotreba lanene pogace..........cooereririreiieieiieniene s 4
2.3.2. Nutritivne komponente pogace 1ana...........ccovveriiiiiiieiiiiinie e 5

2.4, KRIOGENO MLIEVENUJE .......ooiiiiiiiiiiieeee et 15
3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt 16
3L MATERIJALLI .o 16
3.1.1. Reagensi i StANAArdi ..........ccccuviiieiiiiicic e 16

R B N T L (U - PR UPRUPRUPS 17

3.2. METODE RADA ...t 18
3.2.1. Odredivanje udjela vode 1 hlapljivih tvari u sjemenu 1 pogaci.......ccceevveerivveeriunnnns 18
3.2.2. Odredivanje udjela ulja u Sjemenu 1 POZACT .....ovevvevrrieiiiiiiereeeeesee e 19
3.2.3. Odredivanje udjela proteina u 1anenoj POZaCi........cccvervrririereiriieniinee e 20
3.2.4. Mljevenje pogace Kriomlinom ...........cccocviiiiiiioniiiieiee e 21
3.2.6. Odredivanje sastava masnih kiselina pomocu GC-a.........ccocvvviiiiiiiciiiiciiiicnn, 22
3.2.7. Odredivanje udjela mineralnih tvari u lanenoj pogaci .........cccocervvrviriiiiiniiiiennn, 23
3.2.8. Odredivanje udjela netopivih i topivih vlakana ............c.ccceiiniiniiiniiie, 24
3.2.9. Odredivanje udjela ciklolinopeptida ...........ccocvviiiiiiiiiiiii e 28
3.2.10. StatistiCka ODrada.........c.oiieiiiiiiiieii e 29

4. REZULTATI FRASPRAVA ..ottt bbb 30
4.1. KVALITETA SJEMENA I POGACE LANA .......c.oooiieteeeeeieeeeeeieee s, 30
4.1.1. VEICING COSLICA ..vvviiiiiiiiiieiiiiie et e sttt ettt ettt e et e it e e bb e s e e e nbeeeanneas 31

4.2. SASTAV MASNIH KISELINA ..ot 33
4.3. UDIO TOPIVIH I NETOPIVIH VLAKANA .. ..ottt 37
4.4. UDIO PROTEINA I MINERALNIH TVARI ..ot 40
4.5. UDIO CIKLOLINOPEPTIDA (CL) 1.ttittiiiiieieieiieitesie et 42
5. ZAKLIUCAK ..ottt 50

6. LITERATURA ... s 51






1. UVOD

Lan (Linum usitatissimum L.) je jednogodiSnja ili dvogodiSnja zeljasta biljka iz obitelji
Linaceae koja ukljucuje deset rodova i vise od 150 vrsta. Laneno sjeme je bogat izvor o-
linolenske kiseline, topivih i netopivih dijetalnih vlakana, proteina i fitokemikalija kao $to su
lignani. Ove komponente su od velikog znacaja za prehrambenu i farmaceutsku industriju. Kao

takvo se smatra funkcionalnom hranom jer pozitivno utjece na ljudsko zdravlje.

Pogaca lana je kruti ostatak koji se dobije presanjem lanenog sjemena te se ve¢inom koristi kao
stocna hrana. Lanena pogaca je dobar izvor prehrambenih vlakana, proteina i bioaktivnih
komponenti i kao takva predstavlja izazov za inkorporaciju u $iri asortiman proizvoda. Koristi

se u industrijske svrhe, kao sto¢na hrana, a istice se zbog kemijskog sastava.

Kako bi se istrazio nutritivni potencijal lanene pogace, koristena je nova metoda mljevenja uz
primjenu kriogenog hladenja. Na pogaci uljane repice prethodno je provedeno istraZivanje s
ciljem da se vidi kako bi ovakav nacin mljevenja utjecao na oslobadanje bioaktivnih spojeva

(Mandura, 2018).

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj tretmana mljevenja bez primjene i uz primjenu kriogenog
hladenja na nutritivne spojeve pogace lana, sirovine koja bi zbog svojeg kvalitetnog nutritivhog

sastava mogla obogatiti prehranu ljudi i iskoristiti kao sirovina u prehrambenoj industriji.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SJEME LANA

2.1.1. Bioloska kvalifikacija i sastav

Lan (Linum usitatissimum L.) je jednogodisnja biljka (rasprostranjena u podrucju plodnog
polumjeseca) iz obitelji Linaceae koja ukljucuje deset rodova i vise od 150 vrsta (Slika 1). Zrelo
laneno sjeme je duguljasto 1 spljosteno, a obuhvaca zametak s dva kotiledona okruZzena tankim
endospermom i glatkom, sjajnom Zutom do tamno smedom sjenicom (trup) (Shim i sur., 2014).
Najcesce se koristi smedi lan. Boja sjemena odredena je koli¢inom taninskih pigmenata, kojih
u zutom sjemenu lana nema, a komercijalno se uzgaja i prodaje u Kanadi (Marambe i
Wanasundara, 2017). Smeda sorta lana raste do visine od 0,3 do 1 metra te se uzgaja za
proizvodnju tekstilnih vlakana i ulja. Sorte lana koje se koriste za proizvodnju tekstilnih vlakana
obi¢no imaju duzu stabljiku, 80-120 cm visoku i manje sjeme. Sorte koje se koriste za dobivanje
ulja imaju krace 1 jako razgranate stabljike, 60-80 cm visoke 1 ve¢i broj sjemenki. Istrazivanja
su pokazala da je za rast i razvoj lana najpogodnije plodno tlo fine teksture 1 ilovacka tla

(pijesak, mulj i glina).

Osim §to je jedan od najbogatijih izvora a-linolenske kiseline i lignana (antikancerogen), laneno
sjeme je osnovni izvor visoko kvalitetnih proteina i topivih vlakana te fenolnih spojeva (DelLuca
i sur., 2018). Sadrzaj proteina lanenog sjemena varira od 20 do 30 % (globulin i glutelin, ali ne

1 albumin), dok je sadrzaj ulja u sjemenu 32 % do 43 %.

Slika 1. Lan (Linum usitatissimum L.) (Anonymous 1, 2019)

2



2.1.2. Proizvodnja i upotreba lana

Prije vise od 60 godina, prosjecna svjetska proizvodnja lana je bila oko 3,4 mil. tona, Sto je bilo
viSe od suncokreta (2,5 mil. tona) i ne$to manje od uljane repice (3,8 mil. tona). Od tada,
svjetska proizvodnja lana varira izmedu 2 i 3 mil. tona dok je proizvodnja ostalih uljarica znatno

porasla (Bosanac, 2017).

U svijetu se lan koristi u obliku lanenog sjemena i lanenih vlakana. Vlaknasti lan se uglavnom
uzgaja u Europi i koristi se prvenstveno u poljoprivredi i za izradu tkanina i niti koje se koriste
U tapeciranju, ribarskim mrezama i konopcima. Laneno sjeme jedno je od vaznijih usjeva
(kultiviran na 2,6 milijuna hektara) uljarica koje se koristi u industrijske svrhe, prehrani te kao
sto¢na hrana (pogaca lana). Ulje se moze konzumirati i koristiti za proizvodnju boja, lakova,

linoleuma, platnenih tkanina, tiskarskih boja i sapuna.

Zemlje u kojima se lan najviSe proizvodi su Indija, Kanada (najve¢i svjetski proizvodac lana),
Kina, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave, Etiopija. Daje ulje bogato omega-3 masnim kiselinama

(protuupalno svojstvo), probavljivim proteinima i lignanima (DelLuca i sur., 2018).

2.2. PROIZVODNJA | SASTAV ULJA

Laneno ulje sadrzi nizak udio zasi¢enih masti (9 % ukupnih masnih kiselina), a bogato je
polinezasi¢enim masnim tvarima (73 %). Hladno presano laneno ulje dobiveno bez ekstrakcije
otapalom prikladno je za ljudsku potroSnju, ali nije preporucljivo za kuhanje i koristi se kao

prehrambeni dodatak zbog omega-3 masnih kiselina.

Omega-3 masne kiseline su osjetljive na toplinu, Kisik i svjetlost, stoga se za proizvodnju ulja
najviSe koristi proces hladnog preSanja. Treba izbjegavati bilo koji oblik prekomjernog
zagrijavanja jer visoka temperatura moze dovesti do oksidacije ulja. Stoga je poZeljna niska

razina vlage Sto rezultira boljim prinosom ulja (Bozan i Temelli, 2008).
a) Hladno presanje

Presanjem lanenog sjemena moze se proizvesti hladno presano ili djevi¢ansko ulje. Laneno ulje
koje se koristi za ljudsku prehranu je hladno presano te nikakvi dodaci u njemu nisu dozvoljeni.
Prema industrijskim standardima, hladno presanje se provodi kada temperatura proizvodnog
procesa ne prelazi 50 °C. PreSanje se uglavnom provodi na puznim preSama, a zbog velike

koli¢ine ulja 1 radi postizanja boljeg iskoriStenja ponekad je potrebno dvostruko presanje



pogace. Tijekom preSanja se mogu koristiti puzne prese sa hladenjem jer zbog trenja dolazi do

zagrijavanja preSe i materijala.

Tehnologija proizvodnje ulja zapoc€inje s pripremom sjemena a ukljucuje uklanjanje necistoc¢a
ispod 1 % i podesavanje udjela vode na 9,5-10 %. Optimalni udio vode minimalizira stvaranje
finih Cestica nakon mljevenja i pomaze postizanju maksimalnog iskoriStenja. Sjemenke s
optimalnom vlaznosti zatim se melju pomocu rotiraju¢ih valjaka kako bi se razorile stanice
biljnog tkiva i time postiglo lakSe izdvajanje ulja. Potrebno je mljeti do optimalne veli¢ine
(presitno samljevena sirovina otezava cijedenje ulja) i mljeti jednoliko kako bi se odrzao
konstantan rezim daljnje prerade. Nakon preSanja ulje se filtrira i pakira u boce od tamnog
stakla u struji dusika ili nekog drugog inertnog plina zbog toga $to je laneno ulje jako osjetljivo

na oksidaciju (Mikolaj, 2017).

Oksidativna stabilnost vazan je parametar u procjeni kakvoce ulja i masti, a na oksidativnu
stabilnost sjemenskih ulja znacajno utjece sastav masnih kiselina i negliceridne komponente
kao Sto su tokoferol i tokotrienol. Oksidacijski proces uglavnom ukljucuje degradaciju
polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) 1 stvaranje slobodnih radikala, Sto uzrokuje gubitak

funkcionalnih svojstava i nutritivne vrijednosti (Moslavac i sur., 2009).

2.3. LANENA POGACA

2.3.1. Kemijski sastav i upotreba lanene pogace

Lan je komercionalno dostupan u obliku sjemena, brasna i lanene pogace. Lanena pogaca je
kruti ostatak koji se dobije nakon presanja lanenih sjemenki prilikom proizvodnje lanenog ulja.
Ona visoke kvalitete ne smije sadrzavati manje od 30 % proteina. Na trziStu postoje dvije vrste
lanene pogace s obzirom na udio proteina, od 30-32 % i 40 % proteina (Mikolaj, 2017)
Proteinska frakcija sadrzi povoljan odnos aminokiselina, od kojih se najvise isticu lizin, treonin
1 tirozin, a od sumpornih aminokiselina sadrZi metionin 1 cistin. Prema kemijskom sastavu
lanena pogaca sadrzi 11-14 % vode, 30-34% proteina, 6-9 % masti, 31-35 % ekstrahiranih tvari
bez dusika i 9-10 % celuloze (Tablica 1). Od bioloski vaznih aminokiselina sadrzi 22,5%
arginina, 8,7 % lizina, 3,1 % cistina i 5,4 % triptofana od ukupnog aminokiselinskog udjela u

pogaci (Goyal i sur., 2014).

Lanena pogaca se koristi kao sto¢na hrana, sadrzi oko 10 % sluzi koja pozitivno utjece na rad

probavnog trakta te apsorpciju vode. Esencijalni aminokiselinski indeks lanene pogace je 69 u



odnosu na onu od soje (79) i uljane repice (75), dok prema FAO, razina proteina za lanenu
pogacu iznosi 82, a soju 67. Neto iskoriStenje 1 uc¢inkovitost bjelancevina iz lanene pogace je
neznatno niza u odnosu na sojinu pogacu, dok je udio proteina veci u lanenoj u odnosu na sojinu

pogacu (Marambe i Wanasundara, 2017).

Provedeno je istrazivanje u kojemu se htjelo uvidjeti kako ¢e prehrana obogaéena lanenom
pogacom utjecati na rast, razvoj peradi tj. pili¢a te utjecaj na kvalitetu mesa. Isti su hranjeni sa
100 g lanene pogace/kg. Rezultati su pokazali negativan ucinak na rast pilica, ali pozitivne
uCinke vezane uz smanjenje razine kolesterola, masti i sposobnosti vezanja vode,
antioksidativni potencijal. Doslo je i do povecanja pH svjezeg mesa i lipidne peroksidacije istog
(Mir i sur., 2018).

Tablica 1. Kemijski sastav pogace lana (Gutiérrez i sur., 2019)

Voda (%) 11-14
Proteini (%) 30-34
Masti (%) 6-9
Celuloza (%) 9-10
Nedusicne ekstrahirane tvari (%) 31-35

2.3.2. Nutritivne komponente pogace lana

2.3.2.1. Proteini

Varijabilnost sadrzaja proteina u lanu se moZe pripisati genetickim 1 okoliSnim ¢imbenicima.
Pri hladnijim uvjetima, sadrzaj proteina je nizi u odnosu na udio ulja. Udio proteina se
uglavnom krec¢e u rasponu od 20,9 do 48,1 %, sa srednjom vrijednosti od 34,5 %. Postoje
geneti¢ki materijali koji ukazuju na mogu¢ uzgoj lana sa visokim udjelom proteina bez utjecaja
na sadrzaj ulja. Podjela proteina u lanu prikazana je u Slici 2. Udio proteina u lanenoj pogaci je

39 %, a u pogaci soje 48 %.



Proteini lana

| |

globulin albumin drugi (prolamin, glutelin,
58-66 % 20-42 % oleozin, hirudin)
Skladis$ni protein Skladisni protein Strukturni proteini

Slika 2. Proteini u lanu (Rabetafika i sur., 2011)

Funkcionalne osobine proteina:

Topivost: ¢imbenici koji utjeCu na topivost proteina su pH, interakcija iona (1,5 M NaCl) i
pjenjenje. Na topivost proteina ne utjeCu pH 6-10 i omjer otapala-uzorka. Ukoliko dode do
povecane interakcije izmedu iona i smanjenja omjera otapalo-uzorak, topivost se poveca. Vise
od 80 % proteina iz lanenog sjemena je topivo ukoliko je omjer otapalo-uzorak 16 a pH 6,8.
Proteini visoke topivosti se primjenjuju prilikom emulgiranja, pjenjenja ili formiranja filmova.
Proteini niske topivosti se primjenjuju u protein-protein interakcijama te ako se emulgiranje
Zeli smanyjiti.

Viskoznost: fizikalno-kemijski parametar pri kojem dolazi do stvaranja emulzije. Vodena
suspenzija lanene pogace ima svojstva tiksotropne tekucéine (postaje manje viskozna ako se
podvrgava silama smicanja tj. mijeSanja). PonaSanje sile smicanja ovisi o koncentraciji
bjelancevina lanene pogace, tj. proporcionalno se povecava s povecanjem koncentracije

proteina.

Stvaranje pjene: formiranje pjene s proteinima vazno je kako u kozmetickoj tako i

prehrambenoj industriji. Kapacitet stvaranja pjene i njezina stabilnost ovise o koncentraciji
proteina. U lanenoj pogaci, navedeni parametri se linearno povecavaju s povecanjem

koncentracije proteina, a za to je zasluZzan povecan broj topivih proteina. Prilikom nedostatka



neproteinskih komponenti, laneno ulje djeluje kao sredstvo protiv pjenjenja ili aktivni

biorazgradivi surfaktant (smanjuje povrsinsku napetost).

Velicina Cestica: veliCina Cestica i tretmani tijekom obrade lana utjeCu na sadrzaj proteina
unutar lanene pogace. Cestice lanene pogace od 850 pm (mikrona/mikrometara) imaju niZi udio
proteina od onih ¢ija je veli¢ina 420 pm. Moguce je smanjenje veliina Cestice sa 358 na 300

um pomocu ekstrakcije otapalom (teku¢i metanol- amonijak petroleter).

Boja: lanena pogaca je zlatnozute boje. Prilikom ekstrakcije otapalom, dolazi do promjene boje
u nesto svjetliju Sto je rezultat indikacije/reverzibilnog vezanja atoma vodika sa neproteinskim

konstituentom, fenolom.

IskoriStenje proteina iz lana: proteini ekstrahirani iz sjemena lana mogu se Koristiti pri

proizvodnji konzervirane ribe, sladoleda, mesa, a sve to zahvaljujuci prisustvu jako topivih i
slabije topivih polisaharida. Interakcija izmedu proteina i polisaharida bitna je i kod proizvodnje

niskokalori¢nih i nemasnih pekarskih proizvoda.

2.3.2.2. Ciklolinopeptidi

Istrazivanja pokazuju da peptidi posjeduju Sirok spektar bioloskih aktivnosti i mogu djelovati
kao antikancerogeni i antimikrobni agensi. Neki peptidi proizvedeni u zZivim stanicama djeluju
kao antioksidansi. Dobro poznati primjeri takvih antioksidanata uklju¢uju hormone (melatonin,

oksitocin 1 enkefalin) 1 peptide skeletnih miSi¢a (karnosin 1 anzerin).

Neki autori smatraju da peptidi koji sadrze aromatske ostatke (tirozin, histidin, triptofan i
fenilalanin) mogu stabilizirati reaktivne vrste kisika putem prijenosa elektrona. Peptidi su
takoder dobro poznati kelatori metala 1 ovo svojstvo mozZe doprinijeti antioksidativnim
svojstvima. Struktura aminokiselina takoder utjece na antioksidacijsku aktivnost (Sharav i sur.,

2013).

Biljni ciklopeptidi (Slika 3) su ciklicki spojevi formirani od 2-37 proteina povezanih peptidnim
vezama ili od neproteinskih aminokiselina. Vec¢ina ciklopeptida je pronadena u viSim biljkama
tijekom posljednjih pola stoljeca. Pripadaju 26 obitelji, 65 rodova i 120 vrsta. Primjerice, biljke

Caryophyllaceae i Rhamnaceae sadrze ciklopeptide.
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Slika 3. Podjela biljnih ciklopeptida prema Tan i Zhou (2006)

Laneno ulje sadrzi prirodne hidrofobne cikli¢ke peptide (ciklolinopeptidi/CL) koji sadrze osam
ili devet aminokiselinskih ostataka (Jadhav i sur., 2013). Kaufmann i Tobschirbel su 1959.
godine izolirali ciklolinopeptid A (CLA, tip VI) iz Linum usitatissimum. Deset godina kasnije,
Prox i Weygand su odredili primarnu strukturu CLA [ciklo (-Pro-Pro-Phe-Phe-Leu-Ile-1le-Leu-
Val)] (Picur i sur., 2006).

U sjemenkama lana identificirano je oko 20 orbitida s razli¢itim strukturama i imenovani su
prema nomenklaturi koju su predlozili Shim i suradnici (2014). Istrazivanja su pokazala da
orbitidi pokazuju znacajnu imunosupresivnu aktivnost, te imaju potencijalnu antitumorsku
aktivnost induciranjem stani¢ne apoptoze. Ciklolinopeptidi se mogu vezati s humanim
serumskim albuminom i tvoriti komplekse s metalom terbijem (Tb) te tvori kristalne molekule
s alkoholima. Te se bioloSke aktivnosti odnose ne samo na njihove karakteristike, ve¢ i na

njihov sadrzaj, koji ovise o botanici, okolisu, uzgoju ili vremenu zetve (Zou i sur., 2017).

Postoje razlicite tehnike za detekciju i identifikaciju ciklolinopeptida, kao §to je masena
spektrometrija, spektroskopija kruznog dikroizma (CD), infracrvena (IR) spektroskopijai NMR
(nuklearna magnetna rezonanca). NMR i CD mogu pruziti detaljne informacije o

konformacijskim strukturama ciklolinopeptida (Zou i sur., 2017).

Drugi sli¢an cikli¢ki peptid nazvan CLB izoliran je u Weygandovom laboratoriju. Razlikuje se
od CLA zbog Met ostatka i ima sljedeci slijed: ciklo (-1le-Pro-Pro-Phe-Phe-Val-lle-Met-Leu).



CLB je ponovno prou¢avan od strane Morita i suradnika (1999). U istoj istrazivackoj skupini

opisani su i drugi cikli¢ki peptidi iz Linuma (Mso - metionin sulfoksid) (Picur i sur., 2006).

CLC ciklo (-Pro-Pro-Phe-Phe-Val-lle-Mso-Leu-lle-);
CLD ciklo (-Pro-Phe-Phe-Trp-lle-Mso-Leu-Leu-);
CLE ciklo (-Pro-Leu-Phe-lle-Mso-Leu-Val-Phe-);
CLF ciklo (-Pro-Phe-Phe-Trp-Val-Mso-Leu-Mso-);
CLG ciklo (-Pro-Phe-Phe-Trp-lle-Mso-Leu-Mso-);
CLH ciklo (-Pro-Phe-Phe-Trp-lle-Mso-Leu-Met-);

CLI ciklo (-Pro-Phe-Phe-Trp-Val-Met-Leu-Mso-).

Morita i suradnici (1999) su identificirali strukturu CL_B koriste¢i NMR i IR metode. Reaney
i suradnici (2013) potvrdili su strukture 9 tipova CL pomoéu NMR metode. No, masena
spektrometrija ima prednosti zbog jednostavne pripreme uzoraka, visoke osjetljivosti i Sirokog
dinami¢kog raspona. Stefanowicz (2004) je identificirao gotovo potpun skup CL iz svjeze
mljevenog lana uporabom MS i MS/MS analize. Gui i suradnici (2012) identificirali su i

kvantificirali 6 tipova CL-a pomo¢u HPLC analize (Zou i sur., 2017).

U nedavnim istrazivanjima su otkrivena jo§ dva imunosupresiva, CL_J i CL_K, koji su prilikom
istrazivanja pokazala bolju termicku 1 kemijsku stabilnost pri povisenim temperaturama u
Cistim ili suhim organskim otopinama, a da nije doslo do njihovog otapanja. Medutim, 6 1 4
(roditeljski peptidi) od kojih su izolirani 11 i 12, su rastavljeni na derivate olefina. To pokazuje
da je sulfon bo¢ni lanac i cikli€na struktura ciklolinopeptida 11 1 12 zasluZna za stabilnost istih
pri povisenim temperaturama. Osim toga, termicki stabilni peptidi imaju Siroku primjenu u

biomedicini i nanotehnologiji (Jadhav i sur., 2013).



2.3.2.3.Vitamini i minerali

Najzastupljeniji vitamini u sjemenu lana su tokoferoli (a-, -, i y-oblik) i niacin (Bernacchia i
sur., 2014).

Lan sadrzi manje koli¢ine vitamina topivih u vodi i masti. Vitamin E (vitamin topiv u mastima)
je u lanu prisutan kao gama-tokoferol. Na sadrzaj tokoferola u lanu utjece sorta, zrelost sjemena,
regija uzgoja, uvjeti uzgoja i nacin ekstrakcije. Sadrzaj gama-tokoferola moze biti u rasponu od
8,5 do 39,5 mg/100 g sjemena. Lan takoder sadrzi i malu koli¢inu vitamina K (filokinon) bitnu

za formiranje proteina, zasluznih za zgruSavanje krvi i izgradnju kostiju (Morris, 2007).

Sirok spektar minerala poput fosfora, kalija, kalcija, magnezija, sumpora mala koli¢ina Zeljeza

i cinka prisutna je u sjemenkama lana (Tablica 2) (Koztowski i sur., 2014).

Tablica 2. Sadrzaj mineralnih tvari u lanu (Koztowski i sur., 2014)

Minerali (mg g1) Minerali (ng g1)

Natrij 0.6 Cink 123.2
Kalij 12.1 Zeljezo 207.6
Kalcij 4.5 Bakar 20
Magnezij 6.1 Mangan 58.5
Fosfor 9.9

Sumpor 4.0
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2.3.2.4. Prehrambena vlakna

Prehrambena vlakna (Slika 4) opisuju razlicite vrste biljnih tvari koje enzimi, odgovorni za

probavu kod ¢ovjeka ne mogu lako razgraditi (Soni i sur., 2016).

Postoje dvije glavne vrste vlakana, a to su: dijetalna i funkcionalna vlakna. Dijetalna vlakna se
sastoje od neprobavljivih biljnih ugljikohidrata i drugih materijala koji su netaknuti u biljkama.
Sjemenke cijelog lana i mljeveni lan su izvori prehrambenih vlakana. Funkcionalna vlakna se
sastoje od neprobavljivih ugljikohidrata koji su ekstrahirani iz biljaka, proc¢is¢eni i dodani u
hranu. Ukupna vlakna ¢ine oko 28 % teZine sjemenki lana. Glavne frakcije vlakana u lancu
sadrze celulozu (glavni strukturni materijal stijenki biljnih stanica), gumu (vrsta polisaharida
koji u dodiru s vodom ili drugom tekuc¢inom postaje viskozna) te lignin (visoko razgranato
vlakno koje se nalazi unutar stani¢nih stijenki drvenastog bilja). Lignini doprinose snazi i

krutosti stijenke stanica (Morris, 2007).

Lan je prepoznatljiv zbog zdravstvenih prednosti svojih ulja i fitokemikalija kao Sto su lignani
te topivih i netopivih vlakana. Lanena vlakna su poznata kao prirodna, biorazgradiva vlakna sa
dobrim mehanickim svojstvima. Osim toga su mekana, sjajna i fleksibilna te su ¢vrS¢a od
vlakana pamuka. Mekana lanena vlakna se koriste u izradi Cipke, dok se grublja koriste za
proizvodnju uzadi. SluZe kao sirovina u proizvodnji novc€anica, cigareta, jacanje plasticnih
materijala. Zbog ekoloSkih razloga 1 dobrih mehanickih svojstava se sve viSe koriste kao

zamjena za staklo (Singh i sur., 2011).
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Slika 4. Klasifikacija prehrambenih vlakana (Leovac, 2014)

Udio topivih i netopivih vlakana varira izmedu 20:80 i 40:60. Glavna netopljiva frakcija
vlakana sastoji se od celuloze i lignina, a topljive frakcije vlakana imaju svojstva gume (Muir i
Westcott, 2003).

Unos prehrambenih vlakana pruza mnoge zdravstvene prednosti. Pojedinci s visokim unosom
dijetalnih vlakana imaju znacajno nizi rizik za razvoj koronarne bolesti srca, mozdanog udara,
hipertenzije, dijabetesa, pretilosti i nekih gastrointestinalnih bolesti. Netopiva vlakna
povecéavaju volumen crijeva te zbog toga imaju laksativan ucinak i sprjeavaju konstipaciju. S
druge strane, topiva vlakna odrZavaju razinu glukoze u krvi 1 utjecu na sniZenje razine LDL-

kolesterola u krvi (Goyal i sur., 2014).

Povecani unos vlakana pogoduje brojnim gastrointestinalnim poremecajima. Prebioticka
vlakna pojacavaju imunolosku funkciju. Unos prehrambenih vlakana pruza djeci slicne
pogodnosti kao i za odrasle. Preporuke za unos prehrambenih vlakana su 38 g za muskarce dobi
do 50 godina, a 25 g za zene dobi do 50 godina. Muskarci stariji od 50 godina trebali bi zbog

Smanjenog unosa energije u ovoj zivotnoj dobi unositi 30 g, a Zene 21 g (Vranesic i sur., 2008).
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2.3.2.5. Masne kiseline

Masne kiseline su karboksilne kiseline, ¢esto s dugim nerazgranatim lancem, a mogu biti
zasicene ili nezasi¢ene. Zasi¢ene masne kiseline ne sadrze dvostruke (kovalentne) veze ili druge
funkcionalne skupine u molekularnom lancu. Nezasi¢ene masne kiseline su kiseline oblika
slicnog zasi¢enim, osim §to kod njih postoji jedna ili viSe alkenskih funkcijskih skupina unutar

lanca.

Lan je povijesno cijenjen zbog obilja masnoce, §to osigurava jedinstvenu mjeSavinu masnih
kiselina. Masne kiseline su organski spojevi koji se nalaze u gotovo svim namirnicama. Postoje
dvije skupine omega masti: omega-3 i omega-6 masne Kkiseline. Linolenska Kkiselina,
eikosapentaenska kiselina (EPA) i dokosaheksanska kiselina (DHA) su tri vrste omega-3
masnih kiselina i nutritivno su vazne. Pokazalo se da sve tri masne kiseline smanjuju rizik od
kardiovaskularnih bolesti (Soni i sur., 2016). Lan je bogat polinezasi¢enim masnim kiselinama,
posebno ALA, (esencijalna omega-3 masna Kiselina) i linolnom kiselinom (LA). Ove dvije
polinezasi¢ene masne kiseline su neophodne za ljude. Laneno sjeme sadrzi 35 do 45 % ulja, od
Cega je 45 do 52 % ALA (Soni i sur., 2016), dok linolna kiselina ¢ini 16 % ukupnih masnih
kiselina (Morris, 2007).

Udio linolenske kiseline u lanenom ulju varira zbog raznih ¢imbenika, pa tako lan uzgojen u
Kanadi sadrzi 5 % palmitinske kiseline (16:0), 3 % stearinske kiseline (18:0), 17 % oleinske
kiseline (18:1), 15 % linolne (omega-6) kiseline (18:2) i 59 % linolenske kiseline (18:3) dok
sliéna sorta lana uzgojena u Sjevernoj Dakoti sadrzi 5-6 % palmitinske kiseline (16:0), 3-6 %
stearinske Kiseline (18:0), 19-29 % oleinske kiseline (18:1), 14-16 % linolne kiseline (18:2) te
45-52 % linolenske kiseline (18:3). Nize temperature tijekom 10-25 dana nakon cvatnje su

glavni uzrok viseg udjela linolenske kiseline u lanenom sjemenu (Capin, 2016).

Laneno i repicino ulje imaju najnize razine nutritivno nepozeljnih zasi¢enih masnih Kkiselina.
Razina pozeljnih mononezasic¢enih tvari u lanenom ulju je skromna. Udio ALA u pojedinim

biljnim uljima je prikazan u Tablici 3.

13



Tablica 3. Sadrzaj ALA u biljnim uljima (postotak od ukupnih masnih kiselina) (Morris, 2007)

Tradicionalna ulja (%)

Laneno ulje 57
Repicino ulje 11
Sojino ulje 8

U usporedbi s ostalima, laneno ulje sadrzi neSto manju koncentraciju tokoferola (upola manju
nego u suncokretovom i repi¢inom ulju i za tre¢inu manje nego u sojinom ulju). Dominantni
tokoferol u lanenom ulju je y-tokoferol (oko 80 %), a kao jedinstveni antioksidans se pokazao
plastokromanol-8, derivat y-tokoferola sa dvostruko duzim bo¢nim lancem. Steroli su prisutni
u lanenom ulju, ali u mnogo manjim koncentracijama nego u ostalim biljnim uljima. Tako npr.
u lanenom ulju ukupna koncentracija sterola iznosi 2,3 mg g* dok u biljnim uljima (suncokret,
soja, repica) koncentracija je 4,1-6,9 mg g1. Sastav sterola je sli¢an kao i kod drugih ulja $to

znaci da je B-sitosterol najzastupljeniji a zatim kampesterol i A5-avenasterol (Przybylski, 2005).
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2.4. KRIOGENO MLJEVENJE

Kriogeno mljevenje je grana inzenjerstva u kojoj se primjenjuju niske temperature, od apsolutne
nule (-273,15 °C) do -150 °C. Kao i svaka metoda, kriogeno mljevenje ima prednosti i
nedostatke. Specificna potroSnja energije, smanjenje veliCine Cestica (povecanje raspolozive
povrsine tvari), zadrzavanje boje 1 okusa uzoraka, kontrola atmosfere i temperature samo su

neke od prednosti kriogenog mljevenja u odnosu na konvencionalne metode.

Jedno od glavnih ograni¢enja uobicajnog procesa mljevenja je toplinsko oStecenje koje se moze
prevenirati kontroliranim temperaturnim uvjetima. Promjene u kvaliteti materijala tijekom
mljevenja vrlo su sloZzene za materijale koji sadrze velike koli¢ine hlapivih ulja i masti koje se

lako oksidiraju.

Upotreba kriogena, kao §to je tekuci dusik (LN2) ima dvostruku ulogu. Ograni¢ava prirodno
poviSenje temperature prehrambenih proizvoda tijekom procesa, Sto moze dovesti do stvaranja
grudica u materijalu iz drobilice, a rezultat su nejednake granule i razvoj oksidacijskih reakcija

koje mogu biti uklonjene stvaranjem inertne atmosfere uvodenjem dusika (Goswami, 2019).

Zahvaljujuéi svojoj vrlo niskoj temperaturi (-196 °C pri prirodnom tlaku), teku¢i dusik se koristi
za mljevenje prehrambenih proizvoda kao §to su ulje, kava, zacini, bilje, kakao, sjemenke 1
orasasti plodovi, zatim hrane koja bi mogla pro¢i kroz promjene okusa i izgubiti dio Svoje arome
tijekom tradicionalnog mljevenja. Prednosti uporabe teku¢eg dusika u primjeni ove tehnologije
odnosi se na visoku dostupnost, inertnost, dobro provodenje topline i jednostavno rukovanje.

Dok su nedostaci visoka potrosnja energije i troskovi rada postrojenja (Wilczek i sur., 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Materijal koji je korisSten tijekom ovog rada je pogaca lana, proizvedena laboratorijskim
dvostrukim hladnim presanjem (vece iskoriStenje ulja iz pogace) na puznoj presi (Komet, model
CA/53, Monforts & Reiners, Rheydt, Njemacka) na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu
Sveucilista U Zagrebu iz sjemena lana (OPG Jankovi¢). Lanena pogaca, dobivena kao
nusproizvod prilikom proizvodnje lanenog ulja je samljevena (8 grama uzorka) na kriomlinu

(Retsch + Apollo Haan, Njemacka) i potom skladistena pri temperaturi od -18 do -20 °C.

3.1.1. Reagensi i standardi

e Sumporna kiselina 96 %, Carlo Erba reagenis S.A.S (Francuska)
e Borna kiselina 4 % sa metilnim crvenilom i brom-krezol zeleno, Kemika d.d. (Zagreb,
Hrvatska)
e Klorovodi¢na kiselina, Carlo Erba Reactifis- SDS (Francuska)
e Octena kiselina, 2 M, Macron Fine Chemicals ™ (Pennsylvania, SAD)
e Etanol 95 %, Kefo (Sisak, Hrvatska)
e Etanol 78 %, Kefo (Sisak, Hrvatska); priprema: odmjernu tikvicu od 1 | stavi 180 mL
destilirane vode te se tikvica do oznake napuni 96 %-tnim etanolom
e Aceton, Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska)
e Enzimski set K-INTDF, Megazyme International Ireland (Wicklow, Irska); ¢uvaju se
na temperaturi 0 - 5 °C:
o termostabilna a-amilaza (E-BLAAM); 3000 Ceralpha Units mL™
o proteaza (E-BSPRT); 50 mg mL*; 350 Tyrosine Units mL™
o amiloglukozidaza (E-AMGDF); 200 pNP B-maltoside Units mL™? (ili 3,300
Units mL™ on soluble starch)
e D-sorbitol, Megazyme set
e Celite, Sigma-Aldrich
e Smola Amberlite FPA53, ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow
e Smola Amberlite 200CNa, ROHM AND HAAS FRANCE S.A.S., Dow (aktivacija

natapanjem 30 minuta u dvostruko ve¢em volumenu 7 % HCI, potom ispiranje)
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3.1.2

0,561 M otopina HCI; priprema: 9,63 mL 37 %-tne otopine HCI-a se otpipetira u
odmjernu tikvicu od 200 mL u koju je prethodno stavljeno oko 100 mL vode te se
nadopuni do oznake destiliranom vodom

Otopina NaOH 5 %; priprema: u odmjernu tikvicu od 100 mL se stavi 5 g NaoH te se
otopi u 95 mL destilirane vode

Otopina HCI 5 %,; priprema: 12,24 mL 37 %-tne HCI se stavi u odmjernu tikvicu od
100 mL u koju je prethodno stavljeno oko 50 mL destilirane vode te se nadopuni do
oznake destiliranom vodom

Otopina za pranje filter lon¢i¢a, Labex, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Otopina NaOH 6 M; priprema: 24 g NaOH se stavi u odmjernu tikvicu od 100 mL te se
tikvica nadopuni do oznake destiliranom vodom

Metanol, Kefo (Sisak, Hrvatska)

Trisma ® Base , Sigma cat. no. T-1503 (SAD)

Maleatni pufer; priprema: doda se 170 mL melatnog pufera u Duran bocu, nakon toga
0,0586 g pankreasne o —amilaze i 0,176 mL amiloglukozidaze

. Aparatura

Analiticka vaga, ALS220-4N, Kern & Sohn (Njemacka)

Tehnicka vaga

Uparivac s duSikom

Laboratorijska puzna presa (Komet, model CA/53, Monforts & Reiners, Rheydt,
Njemacka)

Kriomlin (Retsch + Apollo Haan, Njemacka)

Kjeltec 2100 uredaj (Foss A/S, Hillered, Danska)

Centrifuga (Rotina 35, Hettich, GmbH & Co.KG, Tuttlingen)

Vortex uredaj (IKA MS 3 basic, IKA-Works, Staufen im Breisgau, Njemacka)
Vakumski otpariva¢ (Heidolph, Schwabach, Njemacka)

Vodena kupelj s tresilicom (Bibby Scientific™ Stuart™ SBS40 Waterbath, UK)
Eksikator

Magnetska mjeSalica KA® RTS (Staufen im Breisgau, Njemacka)

Mufolna pe¢, KR170,W. C. HERAEUS HANAU (Njemacka)
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e Termometar, Quartz

e pH metar 3510, Jenway 3510 (UK)

e Vakuum pumpe KIF LAB (Njemacka)
e HPLC uredaj (Shimadzu, Japan)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Odredivanje udjela vode i hlapljivih tvari u sjemenu 1 pogaci

Za odredivanje udjela vode u lanenom sjemenu i pogaci koriStena je standardna metoda (HR
EN ISO 665:2004) suSenja do konstantne mase u susioniku pri temperaturi od 103 +2 °C. Zatim
se na analitickoj vagi u osusenu i izvaganu aluminijsku posudicu bez poklopca izvaze 5 g
uzorka (sjemena), s to¢nos¢u 0,001 g. Posudica se stavi u suSionik, prethodno zagrijan na
temperaturu od 103 = 2 °C. Uzorak se susi sve dok ne postigne konstantnu masu, tj. do trenutka
kada razlika u masi izmedu dva uzastopna mjerenja ne bude najvise 0,005 g. Za svaki uzorak

se naprave dva paralelna mjerenja, a razlika medu njima ne smije biti ve¢a od 0,5 %.

Kao rezultat uzima se srednja vrijednost dva paralelna odredivanja. Udio vode i u sjemenu i u

pogaci izraZava se u postocima, prema jednadzbi [1]:

» udio vode (%) = % x 100 [1]

mo
gdje je :
Mo = masa prazne posudice ()
M1 = masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

M2 = masa posudice s uzorkom nakon susenja (g)
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3.2.2. Odredivanje udjela ulja u sjemenu i pogaci

Za odredivanje udjela ulja u sjemenu lana koristena je standardna 1SO metoda ekstrakcije po
Soxhletu (HRN EN ISO 659:2010). U ¢ahurama za ekstrakciju na analiti¢koj vagi je izvagano
po 10 g samljevenog lana i samljevene lanene pogace (odredivane su po dvije paralele za svaki
uzorak). Mljevenje uzorka je provedeno u elektricnom mlinu za kavu. Izvagani uzorak u ¢ahuri
se zatvori vatom i stavi u ekstraktor. Nakon toga se doda petroleter (otapalo), a ekstrakt se
skuplja u tikvicu u koju se doda 2-3 kuglice za vrenje. Navedena ekstrakcija traje 8 sati. Kada
je proces ekstrakcije zavrSen, otapalo se otpari, a ostatak stavi na susenje u susionik pri 103 £

2 °C sve dok ne postigne konstantnu masu.

Rezultati se izrazavaju kao srednja vrijednost dva paralelna odredivanja s tim da razlika ne

prelazi 0,5 %.
Maseni udio ulja izracuna se prema jednadzbi [2]:

> udio ulja (%)= 22 x 100 [2]

my
gdje je:
Mo = masa prazne epruvete (g)
M1 = masa pune epruvete (g)

m2 = masa uzorka (Q)
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3.2.3. Odredivanje udjela proteina u lanenoj pogaci

Koristena je standardna metoda (HRN EN ISO 20483:2014) za odredivanje proteinskog i
neproteinskog dusika, koja se temelji na oslobadanju reduciraju¢eg dusika uz pomo¢ sumporne

kiseline u obliku amonijevog sulfata.

Odvaze se 0,5 g uzorka (samljevenog sjemena, tj. lanene pogace) s to¢nosc¢u 0,001 g. Uzorak
se prebaci u staklenu kivetu, a potom se stave po dvije Kjeldahl tablete za spaljivanje (Merck,
Darmstadt, Njemacka). Nakon toga se u kivetu doda 15 mL 96 % sumporne kiseline. Uzorci se
spaljuju u bloku za spaljivanje uz povecanje temperature svakih 10-15 minuta. Postupak traje
3-4 sata dok otopina ne bude bistra. Plavo-zelena bistra tekuc¢ina i kiveta bez crnih mrlja,
pokazuje potpunu digestiju uzorka, pri ¢emu rezultira dobivanjem amonijevog sulfata. Nakon
Sto se otopina ohladi pri sobnoj temperaturi, u uzorak se doda 70 mL destilirane vode te se
kiveta stavi u destilacijsku jedinicu Kjeltec 2100 uredaja (Foss A/S, Hillerad, Danska), a na
izlaznu kondenzacijsku jedinicu se postavi erlenmayerova tikvica sa 25 mL 4 %-tne otopine
borne kiseline s metilnim crvenilom i brom-krezol zeleno (sluze kao indikatori). Uredaj
automatski dodaje 5 x 10 mL natrijeve luzine (40 % otopine NaOH) i destiliranu vodenu paru
(4 minute) pri ¢emu se kondenzira u bornu kiselinu. Koli¢ina prisutnog dusika u uzorku se
odreduje titracijom pomocu klorovodi¢ne kiseline (¢ =0,1 M) do promjene boje iz plavo-zelene

u crvenu. Navedeni postupak vrijedi i za slijepu probu.

Udio proteina izraunava se prema formuli [3] iz udjela prisutnog dusika koji se racuna prema

formuli [4]. Rezultati su izrazeni kao artimetic¢ka sredina dvaju paralelnih odredivanja:

V1) x C (HCI) x 14,008
m

> 9% dugika = 2=

x 100 [3]

gdje je:

V2 = volumen utros$ene klorovodicne kiseline za titraciju uzorka (mL)

V1 = volumen utroSene klorovodicne kiseline za titraciju slijepe probe (mL)
¢ (HCI) = koncentracija klorovodi¢ne kiseline (mol L)

m = masa uzorka (mg)

% proteina = % dusika x f [4]

f = faktor konverzije za uljarice je 6,25
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3.2.4. Mljevenje pogace kriomlinom

Pogaca uljane repice samljevena je na vibracijskom kriomlinu (Retsch + Apollo, Haan,
Njemacka) (Slika 5) sa spremnikom tekuceg duSika na -196 °C. Uredaj se sastoji od kucista,
cilindra za mljevenje s pripadaju¢im ¢epom za zatvaranje/otvaranje, cilindra za protutezu,

posude za mljevenje, filter reSetke, ventila za dovod dusika i ventila za regulaciju tlaka.

Osam grama uzorka se izvaze i prebaci u posudu za mljevenje, zajedno s 12 malih metalnih
kuglica. Posuda se umetne u cilindar, zatvori ¢epom i dobro stegne odvijacem. Prije pocetka
mljevenja uz hladenje, otvori se ventil za dovod duSika i namjeste se zeljeni parametri;
predhladenje, vrijeme mljevenja, broj kriociklusa (ovisno o vrsti uzorka; u ovom istrazivanju
bio je 1) i frekvencija (30 Hz). Tlak dusSika na izlazu iz spremnika odrzavan je na 1,3 bara radi
optimizacije procesa. Bez primjene hladenja, potrebno je podesiti samo vrijeme mljevenja i
frekvenciju. Nakon vadenja posude s uzorkom, cilindar se odmah zatvara radi sprjecavanja

ulaska vlage.

Vrijeme i nacini mljevenja uzorka pogace koji su provedeni prikazani su u diplomskom radu
Ivone Kuraice (2019), a za potrebe ovog istrazivanja koriStena su dva razli¢ita vremena
mljevenja pogace (8 i 16 minuta) te dva nacina mljevenja (sa i bez hladenja). Uz kontrolni
uzorak pogace lana, koji nije bio dodatno usitnjen, to je ¢inilo ukupno 5 uzoraka pogace koja

je nakon usitnjavanja skladistena u zamrzivacu na -20 °C do daljnjih analiza.

Slika 5. Kriomlin (CryoMuill, Retsch, Haan, Njemacka; 2017)
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3.2.5. Ekstrakcija nepolarnih komponenti

Ekstrakcija nepolarnih komponenti provedena je prema modificiranoj metodi objavljenoj u
radu Kralji¢ 1 suradnika (2013). Odvaze se 2 g uzorka u plasti¢ne kivete od 50 mL i doda 20
mL heksana. Kivete s uzorcima polegnu se u posudu i stave se na vorteksiranje (IKA MS 3
basic, IKA-Works, Staufen im Breisgau, Njemacka) u trajanju od 30 min. Slijedi centrifugiranje
na 10 min i 5000 min* (Rotina 35, Hettich, GmbH & Co.KG, Tuttlingen). Supernatant se
profiltrira pomoc¢u Biicherovog lijevka, sakuplja u tikvicu 1 otpari na vakuumskom otparivacu
(Heidolph, Schwabach, Njemacka) pri 60 °C. Postupak ekstrakcije nepolarnih komponenti
ponavlja se 3 puta. Dobivene masne frakcije koristile su se za odredivanje sastava masnih

kiselina, a odmascene pogace za daljnje analize.

3.2.6. Odredivanje sastava masnih kiselina pomo¢u GC-a

Identifikacija masnih kiselina provedena je pomocu plinske kromatografije (GC) prema
standardnoj HRN EN ISO 12966-4:2017 metodi uz prethodno prevodenje masnih kiselina u
metilne estere kao oblik pogodan za analizu prema HRN EN ISO 12966-2:2017 metodi.

Otopljeno je 0,1 g uzorka nepolarnog suhog ekstrakta pogace u 2 mL izooktana. Nakon §to je
epruveta protresena, dodano je 0,1 mL 2 M metanolne otopine KOH te je opet protresena 60
sekundi. Nakon bistrenja reakcijske smjese i odvajanja glicerolnog sloja na dnu u epruvetu je
dodano 2 mL zasi¢ene otopine natrijevog klorida te je sve promijesano. Gornji, izooktanski sloj
izdvojen je u drugu epruvetu te mu je dodano 1 g bezvodnog natrijevog hidrogensulfata
(Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska) Dobiveni supernatant prebacen je u vijalicu i1 analiziran na

plinskom kromatografu.

Analiza dobivenih metilnih estera provedena je na plinskom kromatografu Agilent
Technologies 6890N Network uz plameno-ionizacijski detektor (Agilent, Santa Clara, SAD).
Koristena je kapilarna kolona DB-23 (60 m % 0,25 mm x 0,25 pum). Protok helija kao plina
nosioca iznosio je 1,5 mL min™t , uz split 60:1. Temperatura injektora postavljena je na 250 °C,
a temperatura detektora na 280 °C. Temperatura pec¢nice je programirana je da raste 7 °C min-

1 od 60 °C do 220 °C uz zadrZavanje na maximalnoj temperaturi od 17 minuta.

Kvalitativno odredivanje masnih kiselina provedeno je usporedbom retencijskih vremena

njihovih metilnih estera s retencijskim vremenima komercijalnih, sastavom poznatih standarda.

22



Metodom normizacije povrsine ispod pikova, racuna se pojedinacni udio masne kiseline i

izrazava kao % od ukupnih masnih kiselina.

Analiza je provedena u 2 paralelna odredivanja, a rezultati su prikazani kao njihova srednja

vrijednost.

3.2.7. Odredivanje udjela mineralnih tvari u lanenoj pogaci

Prvi korak pri odredivanju udjela mineralnih tvari je vaganje uzorka od 5 g. Potom se u svaku
posudicu s uzorkom doda 1,5 mL etanola i stavi na grijac sat vremena. Uzorak se zagrijava do
prestanka dimljenja. Osusen i djelomi¢no spaljen uzorak se stavlja u mufolnu pe¢ na 800 °C, 4
sata. Uzorak se mora ohladiti u eksikatoru, a dobiveni pepeo se vaze na analitickoj vagi. Za

svaki uzorak odradena su 3 paralelna mjerenja.

Udio mineralnih tvari izraCunava se prema formuli [5]:

. . . 100 100
> % mineralnih tvari = myx—x [5]
mgo  100—v

gdje je:
mo = masa uzorka (g)
m1 = masa ostatka (g)

V = koli¢ina vode (srednja vrijednost) u ispitivanom uzorku (%)
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3.2.8. Odredivanje udjela netopivih i topivih vlakana

Za odredivanje udjela vlakana koristena je standardna metoda AOAC 2011.25 (Megazyme,
2017).

Uzorak se prije analize mora odmastiti ukoliko je sadrzaj masti veci od 10 %. Uzorak se prije
analize ekstrahira petroleterom u aparatu po Soxhletu 1 sat. Uzorak se potom stavi u ¢ahure
napravljene od filterpapira. Nakon ekstrakcije, petroleter se otpari, a tikvica s ostatkom osusi
na tepemeraturi od 100 °C, 1 sat, hladi u eksikatoru i vaze. Na uzorcima koji se analiziraju se
paralelno odredi i vlaga. Analiziraju se dvije paralele lanene pogace i dvije paralele slijepe

probe.

Odvaze se 0,1 g mljevenog uzorka, + 0,005 g u Duran boce od 250 mL. Uzorak se navlazi sa 1
mL etanola (95 %), doda se 40 mL maleatnog pufera (pH 6) koji sadrzi pankreasnu a- amilazu
i amiloglukozidazu. Uzorci se inkubiraju u vodenoj kupelji s tresilicom (brzina tre$nje je 150
rpm) na 37 °C, to¢no 16 sati. Potom se u uzorak doda 3 mL 0,75 M trizma bazi¢ne otopine (pH~
8.2) koja je zasluzna za inaktivaciju enzima 1 isti se lagano promijeSa. Duran boce s malo
olabavljenim ¢epom se stave u drugu kupelj na temperaturu od 95-100 °C/20 minuta uz
povremeno mijesanje boce. Nakon §to se uzorci ohlade na temperaturu od 60 °C, doda se 100
uL otopine proteaze , promijeSa te inkubira na 60 °C/30 minuta. Boce se izvade iz kupelji 1
odmah se doda 4 mL 2 m octene kiseline (pH~4.3) i 1 mL internog standarda tj. D-sorbitola (c=
100 mg mL™Y).

3.2.8.1. Netopiva vlakna

Za netopiva vlakna, prethodno osusen i izvagan lon¢i¢ s celitom se namoci sa priblizno 15 mL
etanola (78 %) sa bocom $trcaljkom, poravna sa staklenim Stapi¢em i posus$i pod vakuumom.

Ispiranje i poravnavanje celita se uvijek radi na odsisnoj boci za otpad.

Zatim se otopina uzorka i enzima profiltrira u drugu odsisnu bocu predvidenu za uzorak i ispire
sa 7 x 5 mL destilirane vode (prethodno zagrijane na 60 °C). Bitno je dobro isprati Duran bocu
kako bi §to vise iskoristili isti uzorak. Sakupljeni filtrat se podesi na volumen 85 mL u menzuru

te se sacuva za odredivanje topivih vlakana u Duran boce od 1000 mL.
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Tre¢i korak je stavljanje lonci¢a na odsisnu bocu za otpad, koji se ispere sa po dvije porcije 15
mL etanola (78 %-tni), 15 mL 95 %-tnog etanola i 15 mL acetona. Filtrat od ispiranja se baci,
a loncic¢i se preko no¢i osuse na 105 °C, prekriveni sa aluminijskom folijom te se nakon hladenja

vazu na analiti¢koj vagi. Potom se izracuna udio netopivih vlakana velike molekulske mase

(IDF).

3.2.8.2. Topiva vlakna velike molekulske mase

Za odredivanje topivih vlakana velike molekulske mase (SDFP) potrebno je zagrijati filtrat ¢85
mL) na 60 °C te dodati 340 mL (volumen izmjeren na sobnoj temperaturi) 95 %-tnog etanola

zagrijanog na 60 °C, a potom dobro promijesati.

Otopina se talozi minimalno 60 minuta pri sobnoj temperaturi te se ponovi postupak filtriranja
kao za netopiva vlakna, s tim da se sadrzaj boce, odnosno uzorak ispire sa 7 x 5 mL 78 %-tnog
etanola. Zatim se lonci¢i prebacena odsisnu bocu za otpad i isperu sa po dvije porcije 15 mL

etanola (78 %-tni), 15 mL 95 %-tnog etanola i 15 mL acetona.

Filtrat se sacuva za odredivanje topivih vlakana male molekulske mase (SDFS), a ostatak na

lon¢icu se osusi 1 korigira za proteine 1 pepeo.

3.2.8.3. Odredivanje topivih viakana male molekulske mase (SDFS) na HPLC-u

Jedan filtrat od dvaju paralelnih odredivanja se sauva za slucaj potrebe (prolijevanja), a drugi
se otpari i deionizira. Polovina drugog filtrata prenese se u tikvicu za otparavanje od 500 ili
1000 mL te se na rotavaporu pod vakuumom na 60 °C otpari do suha. Tikvica se ispire sa 5 mL
deionizirane vode i okre¢e oko 2 minute na rotavaporu, dok se sve ne otopi. Zatim se otopina
prebaci u polipropilenske bocice od 15 mL (falkonice) i ¢uva u zamrzivacu za daljnju analizu
do iduceg dana. Uzorak se deionizira tako da se 4 mL otopine prenese na kolonu za deionizaciju
sa dobro izmijesanim kationskim i anionskim (Amberlite i Ambersep) smolama. Na koloni se
eluira brzinom 1 mL min ¢1 kap/ 3 sekunde), a protok se prilagodi zakretanjem ventila kolone
uz povremeno provjeravanje istog, jer moze do¢i do promjene protoka tijekom eluacije. Eluat
se skuplja u Falcon epruvetu od 50 mL koja je smjeStena u kadici manifolda. Kada uzorak ude
medu smole, doda se 2 mL deionizirane vode na vrh kolone. Nakon §to taj volumen deionizirane
vode prode kroz kolonu, doda se jo§ ~20 mL do vrha kolone i eluira se istom brzinom. Eluat se
prebaci u okruglu tikvicu od 250 mL i upari do suha na rotavaporu na 60 °C. U tikvicu se doda

1 mL deionizirane vode i 2 minute vrti na rotavaporu kako bi se otopili Seceri. Otopina se
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pipetom prebaci u polipropilensku posudu te se preko Sprice filtrira preko 0,45 pum filtera. Tako
pripremljeni uzorak se injektira u HPLC s RI detektorom. Mobilnu fazu ¢ini otopina NaxCa-
EDTA u vodi (50 mg L) s pritokom 0,5 mL mint. Kolona se grije na temperaturu od 90 °C, a

vrijeme propustanja uzorka je 30 minuta.

Za kvantifikaciju je potrebno kroz HPLC propustiti i otopine glukoze tri puta (c=5, 10 i 20 mg
mL1). Propusti se i interni standard, D-sorbitol (c= 0,1 mg mL™? x 3) i standardi za utvrdivanje
retencijskog vremena sadrzanih u enzimskom setu (maltoza i maltodekstrin x 2). Odredi se
vrijeme razgrani¢enja izmedu maltoze (DP2) 1 oligosaharida (DP3) te se odredi povrSina svih
pikova sa stupnjem polimerizacije ve¢im od tocke razgranicenja za DP2 i DP3. Ukupan zbroj

predstavlja SDFS.

Ocita se povrsina pikova za otopinu glukoze i internog standarda s 3 kromatograma. "Faktor
odgovora" (Rf) je recipro¢na vrijednost nagiba pravca dobivenog usporedbom omjera povrsina
za D-glukozu/D-sorbitol (y-0s) u odnosu na omjer mase d-glukoze/D-sorbitol (x-0s). Zatim se

izraCuna srednja vrijednost faktora odgovora (0,97 za D-sorbitol):
» Faktor odgovora (Rf) = (PA/IS) / (PA-Glu) x (Wt-Glu/Wt-IS)
gdje je:
PA-IS = povrsina pika internog standarda (D-sorbitol)
PA-Glu = povrsina pika D-glukoze
W1t-Glu = masa D-glukoze u standardu

W1-1S = masa D-sorbitola u standardu

> Slijepa proba (B) = (BR1 + BR2) / 2 — PB —PA (mg)
gdje je:
BR1 | BR2 = masa ostatka dvaju paralelnih odredivanja slijepe probe (mg)

PB i PA = masa proteina i pepela odredena u ostatku slijepe probe (mg)
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Ry+R,—PB—PA-B
(m3+my)
2

» Vlakna HMWDF, IDF ili SDFP =

x 100 (mg/100g)

gdje je:

R1= masa ostatka 1 uzorka mase my (mg)
R2 = masa ostatka 2 uzorka mase mz (mg)
m1 = masa uzorka 1 za analizu (Q)

m> = masa uzorka 2 za analizu (g)

PA = masa pepela iz ostatka Ry (mg)

PB = masa proteina iz ostatka R2 (mg)

HMWDF (mg /100 g)
1000

HMWDEF (%) =

IDF (mg / 100g)
1000

IDF (%) =

SDFP (mg / 100 g)

SDFP (%) = 1000

Topiva vlakna male molekulske mase (SDFS):

100

» SDFS (mg/100 g) = Rf x (m-IS, mg) x (PA-SDFS) / (PA-1S) x —
gdje je:
Rf = faktor odgovora

m-IS = masa (u mg) internog standardna sadrZana u 1 mL otopine internog standarda, pipetirane

u uzorak ( 100 mg)
PA-SDFS = povrsina pikova za SDFS
PA-IS = povrsina pika internog standarda (D-sorbitol)

m = masa uzorka (mq ili mz) uzorka, ¢iji je filtrat koncentriran i analiziran na LC-u (Q)
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3.2.9. Odredivanje udjela ciklolinopeptida

Ekstrakcija ciklolinopeptida (CL) je radena prema modificiranoj metodi od Aladedunye i

suradnika (2013).

kromatografijom je koriStena modificirana metoda iz diplomskog rada Radoni¢ (2018).

Modificirani su parametari rada: brzina protoka otapala, temperature kolone, volumen

U ovom radu u svrhu detekcije ciklolinopeptida tekuéinskom

injektiranog uzorka i gradijent protoka otapala u ovisnosti o vremenu (Tablica 4).

3.2.9.1. Priprema uzoraka za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HLPC)

U epruvetu se izvaze 0,1 g mljevenog uzorka, + 0,005 g i doda se 10 mL metanola. Uzorak se
zatim vorteksira 1 minutu i stavi u ultrazvu¢nu kupelj na temperaturu od 50 ‘C+1 ‘Cna 1 h.
Nakon toga uzorci se centrifugiraju 30 minuta na 4000 o min™. Alikvot supernatanta se propusti
kroz 0,45-um poliviniliden-difluorid (PVDF) filter (Whatman, Buckinghamshire, Velika

Britanija) i analizira pomo¢u HLPC-a.

Tablica 4. Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

Vrijeme Volumni udio otopine A Volumni udio otopine B
(min) Acetonitril (%) H20 (%)
0 40.0 60.0
20.00 65.0 35.0
25.00 75.0 25.0
27.00 100 0
50.00 100 0
51.00 40.0 60.0
65.00 45.0 55.0

Ciklolinopeptidi su odredeni tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)

pomocu Agilent Technologies HPLC serije 1200 s DAD detektorom. Razdvajanje izoliranih
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fenolnih spojeva iz pogacCe lana provedeno je na nepolarnoj koloni Phenomenex (Kinetex
150mm x 4.6mm, 2.6 um, 100 A). Volumen uzorka od 5 pL injektiran je u uredaj. Acetonitril
je koristen kao mobilna faza A, dok je voda koriStena kao mobilna faza B. Protok otapala bio
je 0.4 mL mint. DAD detektorom snimljeni su kromatogrami pri valnoj duljini od 214 nm.
CL_OKSID je identificiran usporedbom vremena zadrzavanja s vremenima zadrzavanja Cistog
standarda. Kvantifikacija pojedinacnih ciklolinopeptida provedena je koriStenjem bazdarne
krivulje pripremljene iz odgovarajue otopine standarada. Identifikacija ostalih
ciklolinopeptida provedena je pomocu smjese komercijalno dostupnih standarda i

kvantificirano preko bazdarne krivulje za CL_OKSID.

3.2.10. Statisticka obrada

Za statisticku obradu dobivenih rezultata analize koriSteni su programi Statistica 8 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, SAD) i Microsoft Excel 2013 (Microsoft, 2013). Faktorska analiza varijance
(ANOVA) provedena je kako bi se odredio utjecaj dvije nezavisne varijable (nacina i vremena
mljevenja) na udio proteina, masnih kiselina, udio topivih i netopivih vlakana kao i udio
ciklolinopeptida.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Lan je u posljednjem desetlje¢u postao izrazito cijenjena uljarica i neizostavan dio u prehrani
ljudi zbog svojih brojnih nutritivnih prednosti. U 2009./2010. godini zabiljeZena je ukupna
proizvodnja lanenog sjemena od 2,3 milijuna tona, dok je prema FAO iz 2014. godine
zabiljezena proizvodnja od 1,173 milijuna tona (Bekhit i sur., 2018). Laneno sjeme se
tradicionalno koristi za proizvodnju ulja, no velika pozornost je usmjerena na nusproizvod od
lana, lanenu pogacu, koja se uglavnom koristi za ishranu stoke zbog visokog sadrzaja proteina,
ugljikohidrata i minerala. Nedostatak znanja o upotrebi te prisutnost cijanogenih spojeva su
neki od ¢imbenika zbog kojih lanena pogaca nije dovoljno iskoristena. Uklanjanje ulja iz lanene
pogace dovodi do povecanja udjela proteina, vlakana i lignana. Pravilno iskoriStenje lanene
pogace bi dovelo do smanjenja troSkova prilikom proizvodnje i bolje zbrinjavanje
nusproizvoda. Primjena lanene pogace u prehrambenim proizvodima poput kruha i Zitarica
moze biti dobra polazna tocka, buduc¢i da su potrosaci sve vise informirani o prednostima koje

donosi ta uljarica.

U ovom radu provedene su analize na sjemenu lana uzgojenom 2018. godine u okolici Dvora
na Uni, OPG-u Jankovi¢. Parametri kao $to su udio vode i hlapljivih tvari te udio ulja i
mineralnih tvari su odredeni, a primarni cilj ovog rada je bio utvrditi utjecaj Kriogenog
mljevenja pogace na udio topivih i netopivih vlakana, proteina te udio i sastav masnih kiselina,

kao i prisutnost ciklolinopeptida (CL).

4.1. KVALITETA SJEMENA I POGACE LANA

Nakon provedenih preliminarnih istrazivanja provedenih, odredeni su osnovni parametri
kvalitete sjemena i pogace lana (udio vode, udio ulja i udio mineralnih tvari) koji su prikazani
u Tablici 5. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvaju paralelnih odredivanja za svaki

uzorak.

Prema Morrisu (2007), udio vode u sjemenu smedeg lana uzgojenog na podru¢ju Kanade je 7,7
%, zute sorte 7,0 % dok prema Bozan i Temelli (2008) iznosi 6,4 % i u skladu je s rezultatima
prikazanim u Tablici 4. Nizak udio vode (5,28 %—6,43 %) znaci i vecu otpornost ispitivanog
uzorka jer bi u suprotnom veéi sadrzaj vode mogao uzrokovati razgradnju masnih kiselina

mikrobnim djelovanjem.
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Udio ulja u zutoj sorti lana je 43,6 %. Udio ulja u sjemenu je odreden metodom po Soxhletu u
dva paralelna mjerenja i uzeta je srednja vrijednost koja je niza (33,50 %) u odnosu na udio ulja
u spomenutim istrazivanjima. Manja variranja u kemijskom sastavu nisu neocekivana S

obzirom na zemljopisni polozaj u kojem se uzgaja, raznolikost i tlo.

Tablica 5. Osnovni parametri kvalitete sjemena i pogace lana

Udio vode Udio ulja Udio mineralnih tvari
UZORAK (%) (%) (%)
Sjeme 7,70 33,50 -
Pogaca ‘ 10,61 9,23 6,07

U laboratoriju za tehnologiju ulja i masti na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu Sveucilista
u Zagrebu, postupkom dvostrukog preSanja na puznoj presi iz sjemena lana je proizvedeno
laneno ulje, a lanena pogaca koja je nastala kao nusproizvod se koristila za daljnja istrazivanja
kojima je glavni cilj bio odrediti osnovne parametre kvalitete. Udio vode u pogaci lana iznosi
10,61 % cemu je uzrok dodatak vode prije samog preSanja kako bi se postigla optimalna
vlaznost od 9,50 -11 % i postiglo §to bolje iskoriStenje presanja. Dobiveni udio mineralnih tvari
u pogaci je 6,07 % i u skladu je s navedenim istrazivanjem (7 %). Udio mineralnih tvari u

sjemenu je visi te iznosi 2,4 %, u odnosu na rezultate prikazane u Tablici 5.

Mozemo zakljuéiti da iskoriStenje procesa proizvodnje ulja i kvaliteta ispitivanog uzorka u

ovom radu zadovoljava kriterije kvalitetnog lanenog sjemena.

4.1.1. Veli¢ina Cestica

Raspodjela velicine Cestica odredena je metodom laserske difrakcije na uredaju Malvern
Mastersizer 2000, a prikazana je vrijednostima parametara raspodjele veli¢ine Cestica: d (0,1),
d (0,5),d (0,9), D [3,2] te je definiran raspon (span) i specifi¢na povrsina. Analiza je provedena
na kontrolnom uzorku pogace lana koji mljevenog na mlinu s diskovima, te na uzorcima koji
su mljeveni s krio mlinom pri sobnoj temperaturi (bez uporabe tekuceg dusika) i uzorcima

mljevenim krio mlinom uz uporabu tekuceg dusika pri temperaturi od -196 °C.

Parametri raspodjele veli¢ine Cestica (um) uzoraka mljevenih bez (BH) i uz primjenu kriogenog
hladenja (H), 2, 4, 6, 8, 10, 12 i 16 minuta u odnosu na kontrolni uzorak pogace provedeni i

prikazani su u diplomskom radu Ivone Kuraice (2019) u kojem je na istim uzorcima pogace
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ispitivan utjecaj kriogenog mljevenja sa/bez hladenja teku¢im dusikom na koncentraciju fenola,
sterola i antioksidacijsku aktivnost. Za daljnja istrazivanja uz kontrolni uzorak, koristeni su oni
uzorci tretirani u vremenskom intervalu od 8 i 16 minuta, sa i bez kriogenog hladenja (Tablica
6).

Tablica 6. Parametri raspodjele veli¢ine ¢estica (um) te specifiéna povrsina (m? g1) uzoraka
mljevenih bez (BH) i uz primjenu kriogenog hladenja (H), 8 i 16 minuta u odnosu na kontrolni

(P) uzorak pogace (Kuraica, 2019)

UZORAK | d(©1) | d@©5 | d(09 | D[32 | Raspon S}f:f;g;‘;a
P 7200 | 24124 | 43420 | 127,02 150 0,019
8 BH 3500 | 167,07 | 38336 | 7862 2,09 0,031
16 BH 2572 | 12966 | 35405 | 6173 253 0,040
8 H 2148 | 11526 | 287,08 | 52,79 230 0,046
16 H 11,14 5041 | 151,02 | 2910 235 0,084
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4.2. SASTAV MASNIH KISELINA

Budu¢i da su masne kiseline neizostavna komponenta u uljima, analiza istih nije zanemarena
ni kod lanenog ulja, odnosno lanene pogace. Analiza masnih kiselina provedena je metodom
plinske kromatografije, a vrijednosti masnih kiselina detektiranih u uzorku lanene pogace

izrazene su kao postotak od njihovog ukupnog udjela.

U Tablici 7 je prikazan sastav masnih kiselina u ekstrahiranim masnim frakcijama obi¢ne
pogace i pogace koja je dodatno usitnjena na vibracionom kriomlinu (uzorci H i BH) sa i bez
hladenja mlina. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost dva paralelna odredivanja za svaki

uzorak.

Esencijalne, polinezasi¢ene masne kiseline kao $to su omega-3 i omega-6 su nuzne za ovjeka
jer ih organizam ne moze Sintetizirati sam, stoga se unose hranom. Zbog svoje nezasi¢enosti
pomazu u odrzavanju fleksibilnosti stani¢cne membrane. Bitan je omjer omega-3 i omega-6
masnih kiselina jer viSak jedne mozZe utjecati na bioloske u¢inke druge masne kiseline (Morris,
2007). Vazan je za uravnotezenu sintezu eikozanoida (derivati arahidonske kiseline) u tijelu.
Velika potrosnja biljnih ulja (bogatih omega- 6) u odnosu na morsku hranu (bogatu omega-3)

utjeCe na povecanje tog omjera.

Prema istrazivanjima, idealan omjer bi bio 2:1 do 4:1 omega-3 i omega-6 (Abedi i Sahari,
2014). Udio ALA u lanenom sjemenu ovisi o na¢inu proizvodnje, klimatskim promjenama, tlu,
vremenu zetve i sorti (Obranovi¢, 2015). Tako biosintezi ALA u lanenom sjemenu odgovaraju
hladniji uvjeti, dok uvjeti pri kojima se izvodi mljevenje, u ovom slu¢aju hladenje, ne utjecu na
udio masnih kiselina. Duzi vremenski period mljevenja moze negativno utjecati na ALA, jer

dolazi do oksidacije prilikom oStec¢enja sjemena a time i1 do uzeglosti (Roozegar i sur., 2014).

Analizom je utvrdeno da u lanenoj pogaci dominira omega-3, tj. esencijalna a-linolenska masna
kiselina (56 %), $to odgovara rasponu prema CODEX ALIMENTARIUS (Codex, 2019), a on
iznosi 43,8-70 % od ukupnog udjela masnih Kiselina.

Udio esencijalne omega-3 masne kiseline je najveci pri mljevenju u vremenskom intervalu 8
minuta s hladenjem (57,5 %), $to je 0,8 % viSe od kontrolnog uzorka, a 2 % vise od uzorka
mljevenog pri 8 minuta bez hladenja. U istrazivanju kojeg su proveli Danish i Nizami (2019)
udio ALA je nesto nizi (52 %) u odnosu na istrazivanje od strane Abedi i Sahari (2014) gdje je
udio ALA 58,7 %. Prema Morrisu (2007), sorta smedeg lana sadrzi 58,2 % ALA, a zutog lana

50,9 %. Udio omega-6 (linolna) masne kiseline (11,1 %) tretirane pri 8 minuta sa hladenje, 0,2
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% vise u odnosu na kontrolni uzorak. Detektirana je i oleinska masna kiselina u kontrolnom
uzorku te iznosi 18,0 %, dok je prema literaturi udio oleinske masne kiseline 9,8-36,0 %, a za
linolnu masnu kiselinu on iznosi 8,3-30,0 % od ukupnog udjela masnih kiselina i u skladu je s

dobivenim rezltatima.

Udio palmitinske kiseline (C16:0) je priblizno isti (6,5 %) kod svih ispitanih uzoraka, 1,5 %
vi$i u odnosu na istrazivanje kojeg su proveli Bernacchia i suradnici (2014) (5 %).
Mononezasi¢ena heptadekanska (margarinska) kiselina (C17:1) nije detektirana u uzorcima bez

1 sa hladenjem teku¢im dusikom, osim u kontrolnom uzorku pogace sa 0,1 %.

Sadrzaj masnih kiselina kao 1 omjer izmedu nezasicene 1 zasi¢ene masne kiseline vazan su
parametar za odredivanje nutritivne vrijednosti odredenog ulja. Stoga je najnoviji trend u
prehrambenoj industriji odrediti sastav jestivih ulja i drugih prehrambenih proizvoda za sadrzaj
svake pojedine masne kiseline. Rezultati su pokazali da suncokretovo ulje, ulje Safranike i
laneno ulje sadrze najveci postotak dugolancanih mono i polinezasi¢enih masnih kiselina u
usporedbi sa sadrzajem ukupnih zasi¢enih masnih Kkiselina u lanenom ulju (9,6 %),
suncokretovom ulju (8,8 %) i ulju Safranike (7,2 %) (Kostik i su., 2013).

Guimaraes i suradnici (2013) su analizirali razliku izmedu ulja sezama i lana. Zbroj zasicenih 1
mononezasi¢enih masnih kiselina je bio ve¢i u odnosu na laneno ulje. Zbroj zasi¢enih masnih

kiselina u ulju lana iznosi 10,8 %, a kod sezama 36,4 %.

No, zbroj MUFA i PUFA kod lanenog ulja je bio ve¢i nego kod ulja sezama. To pokazuje da je
laneno ulje dobar izvor masnih kiselina s kardioprotektivnim svojstvima (Guimardes i sur.,
2013). Morris (2007) navodi razliku u udjelu masnih kiselina izmedu sorte smedeg i zutog lana.
Udio zasi¢enih masnih kiselina kod smedeg lana je iznosio 8,7 % a kod zutog 9,0 %. Tako je
18,0 %, odnosno 23,5 % MUFA zabiljezeno kod smedeg, tj. zutog lana, §to odgovara
rezultatima navedenim u Tablici 7. Ako se usporedi ukupan zbroj mononezasic¢enih i
polinezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na suncokretovo ulje (31,5 %), laneno i ulje Safranike
imaju manji udio MUFA (18,3 % i 16,6 %). No, vec¢i udio PUFA (69,6 %) ima laneno u odnosu
na suncokretovo ulje i to za 10,1 %, gdje je za suncokretovo prema Kostiku i suradnicima
(2013) zabiljezen postotak od 59,5.

Pravilno skladiStenje lanenog ulja je bitno kako ne bi doslo do procesa oksidacije kojem su
polinezasi¢ene masne kiseline najviSe podlozne, jer dolazi do stvaranja slobodnih radikala, a

time i do narusavanja nutritivne vrijednosti 1 gubitka funkcionalnih svojstava lanenog ulja.
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Udio trans masne kiseline C18:2t (moguce nastale pod utjecajem poviSene temperature
prilikom presanja) je 0,8 % od ukupnih masnih kiselina i ne mijenja se tijekom mljevenja sa i
bez hladenja. Nizak udio istih je poZeljan jer negativno utjecu na ljudski organizam i ubrzavaju

degeneraciju stanica.

Tablica 7. Sastav masnih kiselina kontrolnog uzorka pogace (p < 0,05) te pogac¢a mljevenih sa

i bez hladenja (8 i1 16 minuta)

Masna Kiselina (% UZORAK

od ukupnih) P 8minBH 16 min BH 8 min H 16 min H
Cl4:0* ND* 01+£00  01+£00  01+£00  01+0,
C16:0 6,4+0,1 6,5+ 0,2 6,5+ 0,1 6,5+ 0,0 6,7+ 0,1
Cle:l 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
C17:0 0,1+ 0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
Clr1 0,1£0,0 ND* ND* ND* ND*
C18:0* 3,6 0,0 3,5+0,0 3,7+0,0 3,7+0,0 3,5+0,0
C18:1n9 18,0+02  176+0,2 182+02  183+0,0 18,0+02
Ci8:2t 0,8+ 0,0 0,8+ 0,0 0,8+ 0,0 0,8+0,0 0,8 + 0,0
C18:2c 109+0,1 10,7+0,2 11,0+0,1  11,1+0,0 10,9+02
C18:3n6 0,3+0,0 0,4+0,1 0,3+0,1 0,2+0,0 0,3+0,1
C18:3n3 56,7+0,6 555+0,5 572+05 575+0,1 56,2+0,7
C20:0 0,1£0,0 0,1+0,0 0,2+0,0 0,2+0,0 0,1+0,0
C20:1 0,1£0,0 0,1£0,0 0,1+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
C22:0¥ 0,3+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0 0,1+ 0,0
C24:0% 01+00  01+£00  01+00  01£00 0100
2. zasicene 10,5 10,3 10,8 10,8 10,7

2. mononezasicene 18,3 17,8 18,4 18,5 18,2

2. polinezasicene 68,7 67,4 69,3 69,6 68,2
06/®3 0,2+ 0,0 0,2+ 0,0 0,2+ 0,0 0,2+ 0,0 0,2+ 0,0
n.i. ** 25+1,1 45+1,1 1,7+09 1,1+0,0 28+1,1

ND- nije detektirano; *definirano kao < 0,05 % ; **neidentificirane masne kiseline

¥ Nacin mljevenja ima statisticki znacajan utjecaj na udio masnih kiselina (p < 0,05)
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Statistickom obradom, nacin mljevenja je pokazao znacajan utjecaj (p < 0,05) na udio
miristinske (C14:0), stearinske (C18:0), behenijske (C22:0) i lignocerinske masne kiseline
(C24:0). U kontrolnom uzorku pogace, zasi¢ena miristinska kiselina (C14:0) nije detektirana,
no u ostalim uzorcima tretiranim bez i1 sa hladenjem teku¢im dusSikom, ona iznosi 0,1 %, za

polovicu vise nego u istrazivanju kojeg su proveli (Zambiazi i sur., 2007) (0,05 %).

Neke studije su izvijestile o razli¢itim u¢incima zasi¢enih masnih kiselina na ljudsko zdravlje.
Zakljuceno je da laurinska kiselina (C12:0) kao i miristinska Kiselina (C14:0) povecavaju
koncentraciju ukupnog kolesterola u plazmi, prva zbog povecanja LDL kolesterola, druga zbog
porasta koncentracije LDL i HDL kolesterola (Orsavova i sur., 2015). Stearinska masna kiselina
je unajvecem udjelu identificirana kod uzorka pogace tretirane 16 minuta bez hladenja (3,7 %),
a prema literaturi iznosi 3,03 %. Udio behenske masne kiseline se s vremenom i na¢inom
mljevenja u odnosu na kontrolni uzorak pogace lana smanjio za 0,2 %, dok u prethodno
navedenom istrazivanju nije detektirana. Kao statisticki znacajna se pokazala i lignocerinska
masna kiselina (C24:0). Temperatura i razli¢ito vrijeme mljevenja u kriomlinu nije utjecalo na
promjenu u udjelu iste, a on iznosi 0,1 %. U znanstvenom radu (Dubois i sur., 2007)

lignocerinska kiselina nije identificirana.

U uzorcima je prikazan omjer omega-6 i omega-3 od 0,2:1 i nije se mijenjao tijekom povecanja
vremenskog intervala ili promjene temperaturnih uvjeta. Udio je bio neSto niZi usporedno s

literaturom koja navodi prosjek od 0,3 od ukupnog udjela (Dubois i sur., 2007).

Zbog kroni¢nog deficita omega-3 masne kiseline u prehrani ljudi, dodatak lanenog ulja moze
znatno utjecati na povecanje ravnoteze ka preporu¢enom unosu te samim time utjecati na
poboljsanje zdravlja. Takoder moze biti alternativno rjeSenje za one populacije koje su
koncentrirane u regijama diljem svijeta gdje nema velikog pristupa morskoj hrani, koja je

najbolji izvor omega-3 masne kiseline.

36



4.3. UDIO TOPIVIH | NETOPIVIH VLAKANA

Vlakna (vrijednosti za lan) su definirana kao mje$avina polimernih ne-8krobnih polisaharida
kao §to su celuloza (71,2 %), hemiceluloza (18,6 %), pektin (2,0 %) i lignin (2,2 %). Prirodna
vlakna su biljnog, zivotinjskog ili mineralnog podrijetla. Biljna vlakna, kao §to i sam naziv
implicira su klasificirana prema izvoru u biljkama: ona koja se nazale u stabljici, li§¢u i sjemenu
biljke. Dijetalna vlakna (DF) takoder se mogu podijeliti prema topivosti u vodi kao topiva
dijetalna vlakna (SDF) i netopiva dijetalna vlakna (IDF). Lignin, celuloza i neke hemiceluloze
obi¢no ¢ine glavninu IDF-a, dok pektin, inulin, B-glukani, galaktomanani, gume i drugi ne-
Skrobni polisaharidi ¢ine SDF.

Razlic¢iti uvjeti ekstrakcije utjeCu na karakteristike dobivenih vlakana. Mljevenjem lanenog
sjemena se povecava dostupnost hranjivih tvari (Roozegar i sur., 2014). No, mehanic¢ka
primjena kao $to je mljevenje utje¢e na vlaknastu mrezu, izlazuéi hidroksilne skupine, ¢ime se
povecava kapacitet zadrzavanja vode vlakana i povecava povrsina, a time se povecava prinos
vlakana nakon ekstrakcije. Medutim, prekomjerno mljevenje dovodi do smanjene sposobnosti
zadrzavanja vode. Mehanicka primjena takoder utjece na veli¢inu Cestica dobivenih vlakana.

Sto je veligina Cestica manja, to je veéi kapacitet vezanja masti (Maphosa i Jideani, 2015).

Prema Shim i suradnicima (2014), topiva vlakna (velike i male molekulske mase), takoder
poznata kao sluz, se lako ekstrahiraju s vru¢om i teze s hladnom vodom. S druge strane, pomazu

u odrzavanju razine glukoze u krvi i snizavanju razine kolesterola u krvi.

Udio vlakana ovisi 1 o sorti lana. U istraZivanju na lanenoj pogaci kojeg su proveli Bell 1 Keith
(1993) dokazano je da je udio vlakana veci kod smede (29 %) u odnosu na zutu sortu lana (24
%). Proucavajuci razliku nutritivnih komponenti kod soje i zelenog graska, otkriveno je da

sjeme soje sadrzi 15,6 %, a zeleni grasak 6,3 % prehrambenih vlakana.

Cilj ovog rada bio je istraziti da li mljevenje uz hladenje teku¢im dusSikom i razli¢iti vremenski
intervali mljevenja provedeni na lanenoj pogaci imaju utjecaj na promjenu u udjelu i sastavu

prehrambenih vlakana.
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Tablica 8. Udio topivih i netopivih vlakana u pogaci lana *

IDF SDFP SDFS TDF
UZORAK (g100¢g (0100¢g (g 100 g (0100 ¢
uzorkaw?) uzorkaw?) uzorka) uzorka)
P 29,47 + 2,26 5,73+4,08 1,25+0,87 36,46 +£ 6,01
31,48 +1,70 551+ 2,58 2,55+1,86 39,55+ 1,40
8 BH
26,93 £ 0,26 7,60 +£0,35 0,10+0,01 35,53 £0,08
16 BH
. 22,01 +£4,10 535+1,28 1,91+0,90 29,28 + 4,27
16 H 21,75+ 14,09 1,88+ 1,26 1,21 +£0,63 24,76 + 1,97

¥ Utjecaj mljevenja nema statisticki zna¢ajan u¢inak na udio topivih i netopivih vlakana (p >

0,05)

IDF- netopiva dijetalna vlakna

SDFP- topiva dijetalna vlakna velike molekulske mase

SDFP- topiva dijetalna vlakna male molekulske mase

TDF- ukupna dijetalna vlakna
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Utjecaj kriomljevenja, vrijeme trajanja procesa kao 1 njihova medusobna interakcija nisu imali
statistiCki znacajni ucinak (p < 0,05) na ukupnu koli¢inu (TDF) vlakana pogace (Tablica 8). U
istrazivanju provedenom na sjemenu lana, Tarpila i suradnici (2005) navode kako je udio
netopivih vlakana iznosio 33,2 %, a udio topivih 11,0 %. Iz dobivenih rezultata mozemo
zakljuciti da je smanjenje udjela i1 topivih i netopivih vlakana u odnosu na spomenuto
istrazivanje manje zbog djelovanja mehanicke sile (duzeg vremenskog perioda mljevenja) i
oStecenja strukture vlakana. Udio topivih vlakana velike molekulske mase (SDFP) u uzorku
tretiranom pri 16 minuta sa hladenjem je nizi u odnosu na kontrolni za 3,78 %, a to se takoder
moze pripisati degradaciji strukture vlakana. Mljevenjem uzoraka do 16 minuta bez hladenja,
udio topivih vlakana velike molekulske mase u odnosu na kontrolni se povecao. Rezultati su u
skladu sa istrazivanjima koje su proveli Bernacchia i suradnici (2014), gdje je udio topivih
vlakana bio u rasponu 4,3-8,6 %, a netopivih 12,8-17,1 %. Zbog svoje otpornosti na vla¢na

opterecenja, topiva vlakna ostaju stabilna unutar frakcije i zbog toga se mogu detektirati.

SDFS (topiva vlakna male molekulske mase) su detektirana na HPLC-u u manjoj koli¢ini u
odnosu na ona velike molekulske mase. Ako usporedimo sve uzorke sa i bez hladenja u odnosu
na kontrolni uzorak, moZemo primjetiti kako se udio topivih vlakana male molekulske mase
tretiranog pri 8 minuta bez 1 8 minuta sa hladenjem povecao za 1,3 % odnosno 0,6 %. No, udio
SDFS u uzorcima mljevenim u duZem vremenskom periodu od 16 minuta bez 1 16 minuta sa
hladenjem u odnosu na kontrolni je manji za 1,15 %1 0,04 %. Povecanje udjela se moZe pripisati
pucanju stani¢ne stijenke i oslobadanju vlakana, dok se duzim mljevenjem molekula vlakana

degradirala.

Nekoliko autora je u svojim znanstvenim radovima objavilo da kriogeno mljevenje prednjaci
pri_konvencionalnom mljevenju u smislu zadrzavanja hlapljivih sastojaka i aroma, boje i

raspodjele veli¢ine Cestica kona¢nog pudera (Karam i sur., 2016).

Iako su rezultati istrazivanja u ovom radu pokazali odredene promjene tijekom kriogenog
mljevenja pri razliitim vremenskim intervalima, §to se moze vidjeti iz Tablice 8, statistickom
obradom je utvrdeno da ovakav na¢in mljevenja pogace lana nije pokazao znacajan uéinak na
udio topivih i netopivih vlakana. Premda dovoljno neistrazena, pogaca lana koja sadrzi
nutritivne komponente i kao takva predstavlja visoko kvalitetan nusproizvod lanenog ulja,
postaje sve ¢eS¢om temom znanstvenih radova usmjerenih na utjecaj prehrambenih vlakana na

zdravlje ¢ovjeka, ponajprije na konstipaciju, snizavanje razine kolesterola 1 dr.
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4.4. UDIO PROTEINA | MINERALNIH TVARI

Zbog svojih funkcionalnih osobina i zdravstvenih prednosti, proteini predstavljaju bitnu
komponentu u sjemenu lana. Moguce sinergisticko djelovanje sa drugim bioaktivnim
komponentama lana poput vlakana i lignana, mogu povecati vrijednost lanene pogace kao

nusproizvoda (Rabetafika i sur., 2011).

Obradom lanenog sjemena se udio proteina povecava, a udio ulja smanjuje. Morris (2007)
navodi kako je udio proteina u mljevenom sjemenu 26 %, a pepela 3,4 %. Smanjenje veli¢ine

Cestica tijekom kriogenog mljevenja uzoraka je znatno utjecalo na udio proteina.

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 9 udio detektiranih proteina u kontrolnom uzorku
pogace iznosi 11,85 %. Hladenjem uzorka pri 16 minuta, taj se udio povecao za 6,76 %. Prema
Rabetafika i suradnicima (2011), udio proteina u pogaci lana je u rasponu od 20-25 % i u skladu
je s uzorkom tretiranim pri sobnoj temperaturi na 8 minuta (20,15 %). Mozemo zakljuditi kako
usitnjavanje uzorka tj. smanjenje veliCine Cestica rezultira povecanjem broja proteina.
Mikroniziranje ¢estica moze utjecati i na povecanje broja mineralnih tvari. To se vidi u razlici
izmedu kontrolnog uzorka, uzorka 8 BH, 16 BH i 16 H te je zabiljeZeno poveéanje za 1,5 %,
10,02 % i 9,88 %. Prilikom kriogenog hladenja uzorka na 8 minuta, udio mineralnih tvari je
ispod razine detekcije, a to moZe biti rezultat greske prilikom mjerenja, odnosno razlicite

preciznosti uredaja ili uvjeta mjerenja.

Prema Mazza (2002) udio proteina u odmasc¢enoj lanenoj pogaci je bio 42,2 %, a udio
mineralnih tvari je 7,42 %, manji za 3,15 % u odnosu na vrijednost kontrolnog uzorka. Razlog
smanjenja udjela u odnosu na navedena istrazivanja moze biti i mogu¢ zaostatak ulja u pogaci

lana kao i temperatura pri procesu kriogenog mljevenja.

Treba uzeti u obzir i geneticke i okolisne ¢imbenike koji imaju znacajan u¢inak na varijabilnost
proteina. Iako se proteini iz lanene pogace koriste isklju¢ivo kao izvor energije u zivotinjskoj
prehrani, zbog velike dostupnosti bi se mogli uvrstiti i u prehranu ljudi jer su istrazivanja

pokazala brojne zdravstvene pogodnosti vezane za proteine izolirane iz lanenog sjemena.

Unato¢ tome $to rezultati iz ovog rada ne prikazuju statisticki znacajan utjecaj nacina krio
mljevenja sa i bez hladenja teku¢im duSikom, Mazza (2002) u svom znanstvenom radu
naglasava nekoliko prednosti sinergistickog djelovanja proteina i vlakana iz lanenog sjemena.
lako je poznato da lanena sluz smanjuje razinu glukoze u krvi, malo je vjerojatno da samo ona

ima takav ucinak. Pretpostavlja se da bjelanc¢evine lana mogu utjecati na razinu glukoze u krvi
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na dva nacina. Prvo, protein u sjemenu lana stimulira izlu¢ivanje inzulina, $to moze dovesti do
smanjenog glikemijskog odgovora. Nadalje, proteini mogu biti vazni u odredivanju
glikemijskog odgovora hrane zbog njegove interakcije s polisaharidima. Lignani su takoder
poznati po tome Sto imaju jaka svojstva vezanja proteina, Sto moze ukazivati na djelomicni
kemopreventivni u¢inak proteina lanenog sjemena u kombinaciji s ligninima. Takoder se mogu
uvrstiti u neke prehrambene proizvode koji se koriste za snizavanje tjelesne mase ili pak u hranu

za novorodencad.

Tablica 9. Udio proteina i mineralnih tvari u pogaci lana

UZORAK Udio proteina (%)" Udio mineralnih tvari (%)”
p* 11,85+ 7,36 10,57 + 14,17
8BHY¥ 20,15+ 7,40 12,07 £ 12,20
16 BH ¥ 11,35 + 8,03 20,59 + 14,56
8H¥ 17,30 + 10,86 ND
16H* 18,61 + 6,27 20,45 + 27,93

ND- nije detektirano

*Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija dvaju paralelnih

odredivanja za svaki uzorak

¥Nacin mljevenja nema statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na udio proteina i mineralnih tvari (p > 0,05)
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4.5. UDIO CIKLOLINOPEPTIDA (CL)

Provedenom referentnom metodom uz pomoc¢ ultrazvucne kupelji, iz pogace lana (tretirane bez
1 sa hladenjem teku¢im duSikom) su detektirani ciklolinopeptidi prikazani u Tablici 10.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija dva paralelna odredivanja
za svaki uzorak. Statistickom obradom je utvrdeno da je vrijeme mljevenja svih uzoraka te
interakcija mljevenja i hladenja sa i bez primjene tekuceg dusSika imalo znacajan utjecaj na udio

ciklolinopeptida navedenih u Tablici 10.

CL se mogu podijeliti u 3 grupe ovisno o njihovim svojstvima i promjenama u koli€ini tijekom

skladistenja:

1. Grupa l. (CL_B, CL_J, CL_L, CL_M i CL_K) ¢ija se koli¢ina obi¢no smanjuje u ulju

tijekom vremena;

2. Grupa Il. (CL_C, CL_D, CL_E, CL_F i CL_G) i njihova koli¢ina se obi¢no povecava

tijekom vremena;

3. Grupa IlI. (CL_A, CL_H, CL_I i CL_N) ¢ija koli¢ina ostaje nepromijenjena tijekom
skladistenja (Aladedunye i sur., 2012).

Tablica 10. Udio ciklolinopeptida u pogaci lana

UZORAK CL_A(ugg') CLB(uggl) CL.E(uggl) CL_OKSID (ugg?)

p¥ 2076,25+5,24 788,80+291 737,76 £5,24 362,39 + 0,58

8BH* | 1989,82+14,55 744,76+582 565,71+ 9,90 ND

16BH* | 1793,08+291 67190+0,58 494,51+1,16 ND

8H*¥ 2067,20+9,90 753,81 +18,63 597,41+ 27,94 331,93+1,75

16H¥ | 2089,01+1,16 770,69+0,58 607,29 + 15,13 366,92 + 2,33

ND- nije detektirano

¥ na¢in mljevenja ima statisticki zna¢ajan utjecaj na udio svih ciklolinopeptida (p < 0,05)
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Metode ekstrakcije ciklolinopeptida se i dalje usavrSavaju kao i njihova detekcija putem,
pretezno, tekuéinske kromatografije. Njihov udio u lanu (kao i u pogaci i ulju) vazan je

pokazatelj nutritivnih vrijednosti kao i oksidacijskih promjena.

Takoder, treba uzeti u obzir da nacini prerade i uvjeti skladi$tenja lanenog sjemena i ulja utjecu
na njegova fizikalno-kemijska svojstva. Svojstva ulja u sjemenu lana koje nije mehanicki
tretirano su stabilna i do godinu dana, neovisno o tome da li se koristi kao hrana za stoku
(pogaca) ili u ljudskoj prehrani. Rok trajanja lanenog ulja dobivenog postupkom hladnog
presanja je 3-6 mjeseci u zatvorenim bocama, a ve¢ nakon 1 dana skladiStenja, ulje poprima
gorak okus. Razlog tome je stvaranje ciklickog oktapeptida (CL_OKSID) koji sadrzi

aminokiselinu metionin (oksidirana) (Briihl i sur., 2008).

Oksidacijska stabilnost ciklolinopeptida procijenjena je i tijekom skladistenja ulja od lanenog
sjemena i pogace. Opazeni su CL_E, CL_C i CL_M. Cikolinopeptidi s dvije metioninske
jedinice, CL_L i CL_M su pokazali najve¢e smanjenje, praceno CL J i CL B, bioloski
aktivnim ciklolinopeptidom. Na kraju perioda skladistenja, koli¢ina oksidiranog CL_E se
povecala Cetverostruko u ulju, dok su imunosupresivni ciklolinopeptidi A ostali nepromijenjeni
(Aladedunye i sur., 2012). Gui i suradnici (2012) u svom istrazivanju navode kako je
koncentracija ciklolinopeptida bila ve¢a u lanenom ulju netom nakon presanja nego u lanenoj
pogaci. No, srednja vrijednost ukupnih CL u istrazivanju koje su proveli Zou i suradnici (2017)
bila je veca od vrijednosti koju su pronasli. Gui i suradnici (2012). Oni navode promjenu u
udjelu ciklolinopeptida koji se proucavao na 13 razlic¢itih kineskih kultivara lanenog ulja.
Postojale su znacajne razlike (p < 0,05) u sadrZaju pojedina¢nih 1 ukupnih ciklolinopeptida u
ispitivanim uljima. Ukupni sadrzaj CL medu tim uzorcima varirao je od 273 do 434 pg/g?, a
CL BiCL_AiCL _E predstavljali sunajve¢i dio ukupnih CL u svim lanenim uljima, u rasponu

od 55,6 do 84,3% ukupnih ciklolinopeptida.

StatistiCkom analizom je utvrden znac¢ajan utjecaj naina tretmana (bez i s primjenom hladenja)
uz pomo¢ kriomlina na udio CL_A (p < 0,05). Iz dobivenih rezultata mozemo primjetiti kako
se udio CL_A tretiranog pri sobnoj temperaturi 16 minuta smanjio za 283,17 pg g™t u odnosu
na kontrolni uzorak. Suprotno tome, u uzorku tretiranom pri 16 minuta s hladenjem je
zabiljeZena najveca koli¢ina CL_A (2089,01 pg g). To potvrduje ¢injenicu kako mljevenje
uzoraka na nizim temperaturama u interakciji s duzim mehanic¢kim tretmanom ne utjece na
narusavanje ranije spomenute stabilnosti ciklolinopeptida A. To je i dokazala provedena
faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_A o vrsti tretmana — bez (BH) i s primjenom
hladenja (H) (Slika 6).
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Slika 6. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_A o vrsti tretmana — bez (BH) i s
primjenom hladenja (H) (p < 0,05)

Benedetti 1 Pedone (2005) zakljucili su da fleksibilnost peptidne strukture igra vaznu ulogu u
bioloskoj funkciji ciklolinopeptida A. Kasnije je konformacija CL_A u otopini proucavana i uz
pomo¢ CD 1 NMR spektroskopije. Spomenuta istrazivanja su ukazala na strukturnu sli¢nost
CLA 1 antamanida, ciklickog dekapeptida, te je zakljueno da je CL._A mnogo fleksibilnija i
stabilnija u otopini za razliku od antamanida (Picur i sur., 2006).
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Slika 7. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_B o vremenu mljevenja (p < 0,05)

Rezultati u ovom radu pokazuju prisutnost ciklolinopeptida B u uzorcima, dok u istrazivanju
provedenom od strane Gui i suradnika (2012), ciklolinopeptid B nije detektiran u nijednom
uzorku. Osjetljivost ciklolinopeptida na oksidacijsku degradaciju se povezuje s prisutno$c¢u i
brojem metioninskih ostataka u ciklopeptidnoj strukturi, te mozemo zakljuéiti da je razlog
oksidacija metionina u metionin sulfoksid. Faktorska analiza varijance takoder je pokazala
statisticki znacajnu ovisnost udjela ukupnih CL_B o vremenu mljevenja (Slika 7). Vidljivo je
kako koncentracija ukupnih CL_B znacajno smanjuje s produljenjem mehanickog djelovanja
te najmanju vrijednost dostize nakon 16 minuta mljevenja (BH) u odnosu na kontrolni uzorak
(smanjenje za 116,9 pg g*). Sposobnost ekstrakcije ciklolinopeptida u ve¢im koli¢inama
omogucila bi bolje iskoriStavanje tith molekula te prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji

osigurala proizvode s dodanom vrijednos¢u (Gui i sur., 2012).
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Slika 8. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_E o vremenu mljevenja (p < 0,05)

Najveci udio CL_E (Pro-Leu-Phe-lle-MeSO-Leu-Val-Phe) je detektiran u kontrolnom uzorku
pogace (737,76 ug g*). Ako usporedimo kontrolni uzorak pogace lana sa uzorkom koji je
mljeven 8 i 16 minuta pri sobnoj temperaturi, vidimo da dolazi do smanjenja udjela za 172,05
i 24325 ng gt . U skladu s navedenim, faktorska analiza varijance takoder je pokazala
statisticki znac¢ajnu ovisnost udjela CL_E o vremenu mljevenja (Slika 8). Vidljivo je kako udio
CL_E znacajno pada s produljenjem mehanic¢kog djelovanja te najmanju vrijednost dostiZe

nakon 16 minuta mljevenja.
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Slika 9. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_E o vrsti tretmana — bez (BH) i s

primjenom hladenja (H) (p < 0,05)

Ako uzmemo u obzir nacin tretmana (bez i sa hladenjem teku¢im duSikom) mljevenja uzorka,
mozemo primjetiti znatan porast u udjelu CL_E. Interakcija vremena i temperature kojoj su
uzorci bili podvrgnuti uvelike utje¢e na povecanje istog. To se vidi ukoliko usporedimo uzorak
tretiran 16 minuta pri sobnoj temperaturi i onaj tretiran 16 minuta uz primjenu tekuceg dusika.
ZabiljeZen je porast za 112,78 ug g*. Budu¢i da je CL_E zasluZan za gorak okus lanenog ulja,
(podlozan procesu oksidacije), mozemo zakljuciti da je pod utjecajem niskih temperatura,
odnosno primjenom hladenja sa teku¢im dusikom, doslo do usporavanja oksidacijskog procesa.
U skladu s navedenim, faktorska analiza varijance pokazala je statisticki znaCajnu ovisnost

udjela CL_E o nacinu mljevenja (Slika 9).

No, potrebna su daljnja istrazivanja za potvrdu spomenutog utjecaja sorte i vanjskih ¢imbenika
na gorcinu hladno presanog lanenog ulja. Takoder je bilo naznaka da gorak okus lanenog ulja
ne ovisi samo o udjelu CL_E. Neke sorte pokazale su stabilan sadrzaj CL_E s poveéanjem
gor¢ine. U tom slucaju potrebno je dodatno ispitivanje gorkih spojeva i identifikacija dodatnih

tvari s gorkim okusom (Briihl i sur., 2008).

S obzirom da je CL_E nestabilan i relativno brzo prelazi u oksidirane oblike (CL_OKSID),
prema rezultatima prikazanim u Tablici 10, u odnosu na kontrolni uzorak i vrijeme koriStenog

tretmana, CL_OKSID (8 min H) se smanjio za 30,46 ug g*. Usporedbe radi, razlika izmedu
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CL_E (kontrolni uzorak) i CL_OKSID ( kontrolni uzorak) je 375,37 ug g*. To moZemo
pripisati mikroniziranju Cestica uzoraka duzim trajanjem mljevenja i utjecaju mehanickih sila.
Navedeni rezultati su dokazani faktorskom analizom varijance ovisnosti udjela CL_OKSID o

vremenu mljevenja (8 i 16 min) (Slika 10).
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Slika 10. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_OKSID o vremenu mljevenja (p <
0,05)

Ukoliko obratimo paznju na oscilacije kolicine CL_OKSID s obzirom na promjene u
temperaturnom rasponu, zakljuéujemo da u odnosu na kontrolni uzorak (362,39 pg g?)
primjenom niZih temperatura dolazi do rasta CL_OKSID (16 H) za 36,33 pug g*. S druge strane,
uzorci tretirani pri sobnoj temperaturi (8§ BH 1 16 BH) nisu identificirani, a to se moze pripisati
zagrijavanju istih. 1z svega navedenog, faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_OKSID
0 vrsti tretmana —bez (BH) i s primjenom hladenja (H) dokazuje kako se uz kriogeno mljevenje,
bez obzira na njihovu nestabilnost, pri sniZenim temperaturama mogu detektirati 1 oksidirani

ciklolinopeptidi jer hladniji uvjeti usporavaju proces oksidacije (Slika 11).
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Slika 11. Faktorska analiza varijance ovisnosti udjela CL_OKSID o vrsti tretmana — bez (BH)

i s primjenom hladenja (H) (p < 0,05)

U ovom diplomskom radu je prikazano da krio mljevenje sa/bez upotrebe tekuc¢eg dusika nema
znacajan utjecaj na udio topivih i netopivih vlakana kao i na razliku u sastavu masnih kiselina.
Dokazan je povecan udio ALA masne kiseline 1 utvrdena pretpostavka kako se laneno ulje treba
implementirati u prehranu ljudi radi pozitivnog u¢inka na zdravlje. Na osnovu rezultata
prikazanih u ovom radu, mljevenje krio mlinom je pokazalo veliki u¢inak na udio
ciklolinopeptida i njihovo smanjivanje prilikom povecanja vremena i promjene pri sobnoj
temperaturi u odnosu na hladenje tijekom mljevenja. To ukazuje na Ccinjenicu da su
ciklolinopeptidi indikatori oksidacije i kao takve ih je teSko detektirati 1 kvantificirati u pogaci
lana. S obzirom da je ovo prvo istrazivanje koje se osvrée na prisutnost i ponasanje
ciklolinopeptida prilikom ovakvog na¢ina mljevenja, a prehrambena i farmaceutska industrija
pokazuju veliki interes za iste, to daje dovoljno prostora za daljnja istrazivanja i mogucu

primjenu lanene pogace kao nusproizvoda u svrhu povecanja nutritivne vrijednosti proizvoda.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja te dobivenih rezultata i rasprave, dosli smo do sljedecih

zakljucaka:

1.

Utvrdeno je da na¢in mljevenja ima statisti¢ki zna¢ajan utjecaj na udio stearinske masne
kiseline (povecan udio pri 16 minuta bez hladenja) te manje zastupljene zasi¢ene masne
kiseline — miristinske (0,1 % vise u odnosu na kontrolni uzorak), behenske (smanjenje
udjela s vremenom i na¢inom mljevenja u odnosu na kontrolni) i lignocerinske (male
varijacije u udjelima izmedu uzoraka).

Istrazivanjem je utvrdeno da u lanenoj pogaci dominira ALA (esencijalna omega-3
masna kiselina), u uzorku tretiranom pri 8 minuta s hladnjem teku¢im dusikom.
Mljevenje nije imalo statisti¢ki znacajni u¢inak (p > 0,05) na ukupnu koli¢inu topivih i
netopivih vlakana pogace, kao ni na udio proteina i mineralnih tvari.

U pogaci lana su detektirani ciklolinopeptidi: CL_ A, CL_B, CL_E i CL_OKSID. Nacin
mljevenja je pokazao statisti¢ki zna€ajan uc¢inak na udio svih ciklolinopeptida.
Produzeno mljevenje rezultiralo je smanjenjem udjela CL B i1 CL_E.

Mljevenje uz hladenje dovelo je do povecanja koncentracije CL A, CL E i

CL_OKSID.
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