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1.UvOD



Vinarije svake godine proizvode milijune tona tropa grozda koji predstavlja proizvodni ostatak,
a ne zbrinjava se planski, nego se veé¢inom odlazZe u polja i vinograde. Trop se uglavnom sastoji
od zaostale kozZice grozda, pulpe i siemenki te ponekad peteljki, a iz literature je poznato da je
bogat bioaktivnim komponentama gdje se posebno isti¢u fenolni spojevi (Fontana i sur.,
2013). Od fenolnih spojeva, u tropu grozda su zastupljene fenolne kiseline, flavanoli,
antocijani, proantocijanidini, flavonoli i stilbeni. Mnoga istrazivanja pokazala su da, upravo
fenolni spojevi, imaju iznimno veliki utjecaj na ljudsko zdravlje, a antioksidativni, protuupalni,
antikancerogeni, antimikrobni utjecaj samo su neki od njih (Mohamed Ahmed i sur., 2020;
Beres i sur., 2017). Upravo iz ovih razloga fenolni spojevi se sve vise koriste u prehrambenoj,
kozmetickoj i farmaceutskoj industriji u svrhu proizvodnje visoko vrijednih proizvoda, od
dodataka prehrani do lijekova koji se mogu upotrebljavati u razne svrhe poput lijecenja te
prevencije raznih koznih bolesti, karcinoma i kardiovaskularnih bolesti (Drosou i sur., 2015;
Dordoniisur., 2021; Manca i sur., 2019). Ekstrakcija fenolnih spojeva je vrlo bitan korak kojim
se izoliraju bioaktivne komponente, a znacajno ovisi o mnogim procesnim parametrima poput
temperature, vremena trajanja ekstrakcije i omjera kruto-tekuce. Optimiranjem navedenih
parametara moZe se poboljsati izolacija bioaktivnih komponenti uz manje ekonomsko-
energetske troskove te omoguditi njihovo daljnje koristenje. S obzirom na to da je trop
grozda bogat bioloski aktivnim fenolnim spojevima koji su vrlo osjetljivi i skloni razgradniji
prilikom izlaganja kisiku, svjetlu i visokoj temperaturi, jedan od nacina za ofuvanje njihove
stabilnosti je enkapsulacija. Prilikom enkapsulacije bioaktivni spojevi se ,pakiraju” u mikro- ili
nanokapsule u odabrani omotac. Nacin enkapsulacije kao i omotac koji se koristi nemoze biti
primjenjiv za sve aktivne komponente (Ray i sur., 2016). Kao i prilikom ekstrakcije, na
ucinkovitost enkapsulacije utjeCu razli¢iti procesni faktori stoga kako bi proces bio
najucinkovitiji potrebno je odabrati pogodan nacin enkapsulacije i omotac.

U ovom radu ispitan je utjecaj primjene razli¢itih omotaca na ucinkovitost enkapsulacije
ekstrakata tropa grozda koja je provedena metodom ionskog geliranja. Prethodno su odredeni
optimalni uvjeti ekstrakcije (otapalo i omjer-kruto-tekuce), na osnovi postizanja najboljeg
prinosa fenolnih tvari, pri kojima su pripremani ekstrakti za enkapsulaciju ekstrakata tropa

grozda.



2.TEORUSKI DIO



2.1. FENOLNE TVARI

Fenolne tvari su spojevi koji u svojoj strukturi sadrze jedan ili viSe aromatskih prstenova na
koje su vezane hidroksilne grupe (Dai i Mumper, 2010). Predstavljaju najrasirenije sekundarne
metabolite koji nastaju u biljkama tijekom njihovog rasta i razvoja ili kao odgovor na stres
kojem su izlozene (mikrobne infekcije, ozljede ili UV zracenje). Ovisno o vrsti biljke, uvjetima
uzgoja, dozrijevanju, ali i uvjetima procesiranja i skladistenja njihov sadrzaj u biljkama moze
varirati (Grgic¢ i sur., 2020). Dokazano je da fenolne tvari pozitivno utje¢u kako na ljudski
organizam pa tako i na samu biljku. Naime, zbog antioksidativne prirode fenolne tvari mogu
djelovati antikancerogeno, protuupalno i antimutageno (Nawaz i sur., 2006). Nadalje, fenolne
tvari utjecu na organolepticka svojstva hrane - odgovorni su za boju, gorcinu i trpkost voca i
vocénih sokova. Takoder, vrlo su bitni i u proizvodniji vina jer reagiraju s kisikom i utje¢u na okus
i boju vina (Dai i Mumper, 2010).

Fenolne tvari moZzemo podijeliti u Cetiri skupine: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane
(Slika 1). Flavonoidi koji sadrze 2 aromatska prstena spojena sa 3 ugljikova prstena se mogu
podijeliti na: flavonole, flavone, izoflavone, flavanone, antocijanidine i flavanole (Manach i

sur., 2004).

[ STILBENI J \ / [ LIGNANI ]

FENOLNE TVARI

/ .

[ FLAVONOIDI J [ FENOLNE KISELINE ]

Slika 1 Podjela fenolnih tvari



Vazan korak u izolaciji fenolnih tvari je ekstrakcija, no zbog njihove strukturne raznolikosti ne
postoji univerzalna metoda ekstrakcije ve¢ je potrebno za svaki ekstrakcijski sustav materijal-

otapalo odrediti optimalne uvjete ekstrakcije.

2.2. EKSTRAKCUA

Ekstrakcija je tehnoloska operacija kojom se odjeljuju pojedine komponente iz smjese tvari s

obzirom na razli¢itu topivosti u nekom otapalu.
S obzirom na agregatno stanje dviju faza razlikujemo:

e ekstrakciju kruto-tekuce

e ekstrakciju tekuée-tekuce.

Ekstrakcija kruto-tekuée je najcesSée koriStena metoda izolacije fenolnih tvari iz biljnog

materijala.

2.2.1. Kruto-tekuca ekstrakcija

Kruto-tekuca ekstrakcija ili ekstrakcija otapalom je operacija prijenosa mase gdje se jedna ili
vise komponenti izdvaja iz ¢vrstog materijala (najcesée biljnog podrijetla) pomoc¢u pogodnog
otapala. Proces ekstrakcije sastoji se od nekoliko koraka: ulazak otapala u krutu tvar, otapanje
komponenti, transport otapala s otopljenom tvari na povrsinu krute tvari, transport otopine s
povrsine krute tvari u glavnu masu otopine, razdvajanje ekstrakta i krutog ostatka uzorka

(Buci¢-Koji¢, 2008).

Kruto-tekuca ekstrakcija se moze provoditi pri sobnoj temperaturi (maceracija, perkolacija) ili

pri povisenoj temperaturi (Soxhlet ekstrakcija).
Efikasnost ekstrakcije ovisi o nekoliko faktora:

e vrsti otapala — izbor otapala ovisi o vrsti tvari koja se ekstrahira odnosno o njezinoj
polarnosti te vrijedi pravilo ,sliéno se otapa u slicnom*;
e temperaturi ekstrakcije — uslijed povecanja temperature, smanjuje se viskoznost

otapala te se povecava brzina prijenosa tvari odnosno brzina ekstrakcije, ali postoje



ograni¢enja u pogledu poviSenja temperature buduéi da su fenolni spojevi cesto
termolabilni;

e mijesanju — povecéava se brzina ekstrakcije uslijed povecanja turbulencije i prijenosa
tvari; dodatno, mijeSanjem se ostvaruje homogenost suspenzije materijala i otapala;

e vremenu ekstrakcije — kod kruto-tekuce ekstrakcije uglavnom je brzina ekstrakcije veca
na pocetku procesa, a kasnije se uspostavlja ravnotezno stanje i brzina ekstrakcije
opada, no ukoliko je masa tvari iz koje se provodi ekstrakcija veca, potrebno je
produljiti vrijeme trajanja ekstrakcije;

e omjeru masa uzoraka : volumen otapalo — potrebno je odabrati odgovarajuéi omjer
kruto-tekuée kako bi se ostvario maksimalan prijenos tvari iz materijala Sto nije
moguce ako je otapalo zasi¢eno s tvari koja se ekstrahira;

e kemijskim i fizickim svojstvima uzorka iz kojeg se ekstrahira Zeljena komponenta ili vise

njih (Dai i Mumper, 2010; Drmic¢ i Jambrak, 2010).

Jedan od najvaznijih koraka ekstrakcije je odabir odgovarajuéeg otapala. Bilo da se radi o

ekstrakciji iz krute ili tekuce faze, otapalo koje se koristi treba zadovoljiti sljedece kriterije:

e otapalo ne smije kemijski djelovati na aktivne supstance niti korozivno na uredaj,

e otapalo treba biti selektivno,

e tvar koju ekstrahiramo mora imati $to bolju topljivost u otapalu,

e otapalo treba imati nisko vreliste radi lakSeg uklanjanja nakon ekstrakcije,

e otapalo treba imati nisku viskoznost,

e otapalo bitrebalo biti nezapaljivo, netoksi¢no, jeftino i dostupno na trzistu (Bucié-Koji¢,

2008).

Otapala koja se najcesée primjenjuju u procesu ekstrakcije su heksan, metanol, etanol, aceton
i etil acetat. Mogu se koristiti u koncentriranom obliku, ali i u obliku vodenih otopina razli¢itih
koncentracija (Dai i Mumper, 2010). Glavni nedostatak ovih otapala je njihov Stetan utjecaj na
ljludsko zdravlje i moguénost njihovog zadrzavanja u krajnjem proizvodu. Nadalje, za
ekstrakciju vrlo polarnih tvari, poput fenolnih kiselina, preporuéa se upotreba smjese alkohola
i vode ili acetona i vode jer koristenjem Cistih organskih otapala nije moguée u potpunosti
ekstrahirati Zeljenu tvar. Kod ekstrakcije nepolarnih spojeva, kao Sto su voskovi, ulja, steroli i

klorofil, koriste se manje polarna otapala kao npr. kloroform, heksan, benzen, diklormetan



(Mojzer i sur., 2016). Nakon zavrsene ekstrakcije otapalo je potrebno separirati primjerice

ukloniti destilacijom ili uparavanjem.

2.2.2. Prijenos mase u jedini¢noj operaciji kruto-tekuca ekstrakcija

Prijenos mase nastaje zbog razlike koncentracije izmedu dvije faze koje su u kontaktu i odvija
se u smjeru uspostavljanja ravnoteze. Granicni sloj, odnosno sloj zasi¢ene otopine na povrsini
krute tvari, nastaje kada je kruta tvar u kontaktu s otapalom. Koncentracija otopine u tom
sloju ima ravnoteznu vrijednost cs, a kako ne bi doslo do prestanka otapanja potrebno je
otopljenu tvar ukloniti iz grani¢nog sloja. Otopljena tvar se moze ukloniti na dva nacina:
molekularnom difuzijom i konvekcijom. Difuzija je prijenos tvari u molekularnom razmjeru, a
konvekcija je prijenos tvari u molarnom razmjeru gdje se skupine molekula gibaju s mjesta
viSe na mjesto nize koncentracije.

Brzina prijenosa tvari, tj. koli¢ina tvari koja u jedinici vremena prolazi kroz granicni sloj iz krute
tvari u otapalo, proporcionalna je veliCini dodirne povrsine izmedu krute tvari i otapala (A),
razlici koncentracija u granicnom sloju otopine (cs) i u glavnoj masi otopine (c), te se izrazava

formulom (1):

w=K-A-€ —c) w

dt s
gdje je:
e w/t—brzina prijenosa mase u otapalo [kg/s],
e A-dodirna povrsina izmedu krute tvari i otapala [m?],
e ¢s—masena koncentracija zasi¢ene otopine u graniénom sloju [kg/m?3],
e ¢—masena koncentracija otopine u glavnoj masi otopine [kg/m3],

e K- koeficijent prijenosa mase [m/s] (Tomas i sur., 2013).



2.3. ENKAPSULACIJA

Enkapsulacija je proces u kojem se aktivna tvar oblaze omota¢em radi zastite i povecanja
stabilnosti. Tvar koja se enkapsulira naziva se joS i jezgra, punjenje, aktivna tvar ili unutarnja
faza dok se omotac s kojom se enkapsulira naziva membrana, ljuska, matriks, nosac ili kapsula
te se uglavnom koriste prirodni ili modificirani polisaharidi, gume, proteini, lipidi ili sinteticki
polimeri (Saifullah isur., 2019).

S obzirom na veli¢inu kapsula enkapsulaciju mozemo podijeliti na: makroenkapsulaciju kojom
se proizvode kapsule velicine 1 mm — 1 cm, zatim mikroenkapsulaciju gdje je veli¢ina kapsula
1 um — 1 mm i nanoenkapsulaciju s kapsulama manjima od 1 um (Cardenas-Ramirez i sur.,
2020).

Tehnike enkapsulacije bioaktivnih tvari mogu se podijeliti na fizikalne (susenje rasprsivanjem,
suSenje smrzavanjem, ekstruzija), kemijske (ionsko geliranje, molekularna inkluzija) i
fizikalno-kemijske (emulgiranje, koacervacija) (Slika 2). Izbor odgovaraju¢e metode
enkapsulacije ovisi o vrsti i svojstvima aktivne tvari i omotaca, Zeljenoj brzini otpustanja
aktivne tvari, veli¢ini kapsule i njezinoj daljnjoj primjeni (Grgi¢ i sur., 2020; Saifullah i sur.,

2019).

[ ENKAPSULACIA ]

N

[ FIZIKALNE METODE ] [ KEMIJSKE METODE ] FIZIKALNO -
KEMIJSKE METODE

- Sugenje raspréivanjem - lonsko geliranje - Emulgiranje
- Sudenje smrzavanjem - Molekularnainkluzija - Koacervacija
- Ekstruzija

Slika 2 Osnovna podjela metoda enkapsulacije

2.3.1. lonsko geliranje

lonsko geliranje je jedna od najjednostavnijih tehnika enkapsulacije gdje se tekuéa otopina
koja sadrzi bioaktivnu tvar i enkapsuliraju¢i materijal odnosno omotac (polimerni materijal)
istiskuje kroz mlaznicu pri éemu se stvara kapljica koja u dodiru s gelirajuéom otopinom prelazi

u kapsulu (Slika 3). Kao materijali za enkapsulaciju uglavnom se koriste natrij alginat, hitin,
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kitozan i pektin, a kao tvar za umrezavanje kalcijev klorid (Kurozawa i Hubinger, 2017). Veli¢ina
kapljice, a time i veli¢ina i oblik kapsule ovisi o vrsti polimera, njegovoj koncentraciji,
procesnim parametrima (promjer mlaznice, vibracijska frekvencija, protok, radni tlak,

temperatura) i slicno. Ovom metodom se uglavnom enkapsuliraju hidrofilne komponente.

lonsko geliranje:
Kapsule
Na-alginat
+ aktivna
_— twar
| mlaznica
= 1
~ o o 1—CaCl,
C_*.-“!.:' = ‘ L & 'c . - - .
I " e
. aral f - '.'"4. »
5, 5" _» BES A
VLY - £ i
rrArF ; - - \.m A
Ca? ._' :'- o~ \:; -
L] - & Ca‘ L
umrefavanje

Slika 3 Prikaz ionskog geliranja (Vemmer i Patel, 2013)

2.3.2. Omotaci za enkapsulaciju

Na efikasnost enkapsulacije znafajno utjeCe odabir odgovarajuéeg omotaca. Kriteriji na
osnovu kojih se odabire vrsta omotaca za enkapsulaciju su: koncentracija i vrsta aktivne tvari
koja se Zeli enkapsulirati, nacin otpustanja aktivne tvari, vrsta enkapsulacije i troskovi. Osim
$to je pozeljno da omotadi budu prirodnog porijekla, oni trebaju zastititi enkapsuliranu aktivnu
tvar od utjecaja okoline i ne smiju s njom reagirati te tijekom skladistenja enkapsulirana tvar
ne smije izgubiti svoju aktivnost. Najcesée koristeni omotacdi za enkapsulaciju su polisaharidi

razli¢itog podrijetla (Nedovi¢ isur., 2011).



2.3.3. Alginati

Alginati su hidrofilni polisaharidi izolirani iz morske smede alge koja pripada Phaeophyta
porodici (Azevedo i sur., 2014). To su linearni polimeri gradeni od /-D-manuronske kiseline i

a- L-guluronske kiseline povezane 1->4 vezom (Slika 4).

COOH COOH

Slika 4 Struktura alginata (De Vos i sur., 2010)

Omijer ovih kiselina u polimeru se moZze mijenjati Sto utje¢e na mehanicku stabilnost kapsule.
Alginat se mozZe primjenjivati u gotovo svim metodama enkapsulacije, ali najvise se koristi za
suSenje rasprSivanjem i ionsko geliranje. Topljivost alginata u vodi ovisi o prisutnim
dvovalentnim ili trovalentnim kationima, npr. natrij alginat ima dobru topljivost u vodi dok
otopina s prisutnim kalcijevim ionima uzrokuje stvaranje gel strukture jer se kalcijevi ioni vezu
za karboksilnu skupinu alginata (Azevedo i sur., 2014; De Vos i sur., 2010). Osim kalcijevih
kationa, za stvaranje gelova mogu se koristiti i vodene otopine drugih kationa poput Mg?*, Sr?*
i AI**. Geliranje se moZe opisati tzv. ,,egg box“ modelom gdje se dva antiparalelna lanca

poliuronata veZu Ca* ionima (Slika 5).

Alginat gel

LX)

Slika 5 ,,Egg box“ model (Bennacef i sur., 2021)



Faktori koji utje¢u na geliranje i formiranje kapsula:

molekulska masa alginata — alginate velike molekulske mase karakteriziraju dugacki
polimerni lanci koji omoguéavaju veliki broj mjesta za vezanje kalcija, a samim time i
jate umrezavanje u gelu Sto rezultira nastankom gela visoke viskoznosti. Takoder,
povecanjem molekulske mase alginata dolazi do brzeg formiranja gela;

omjer manuronske i guluronske kiseline — gelovi koji sadrze vise manuronske kiseline
su mekani i elasti¢ni za razliku od gelova s ve¢im sadrzajem guluronske kiseline koji su
kompaktniji i kruti. Najvece i najévrsée kapsule za enkapsulaciju probiotika se dobiju
upotrebom alginata male molekulske mase s veéim sadrzajem guluronske kiseline;
koncentracija alginata — veée koncentracije alginata 1% - 4% (w/v) induciraju vecu
viskoznost, elasti¢nost i ¢vrstoéu gela. Vece koncentracije povecavaju broj interakcija
s kalcijevim ionima i jaCaju strukturu gela. Medutim, prevelike koncentracije alginata
dovode do slabijeg povezivanja zbog smanjene difuzije kalcijevih iona kroz matriks;
koncentracija kalcijevih iona — veéa koncentracija kalcijevih iona dovodi do jaceg
umreZavanja. Zbog brze difuzije kalcijevih iona povecéava se viskoznost, stabilnost i
elasticnost gela;

temperatura — visoka temperatura poboljSava i olakSava prodiranje kalcijevih iona kroz
alginatnu mrezu, dok niska temperatura usporava difuziju i sam proces geliranja;

pH — kod visokog pH (pH < 10,5) glikozidne veze alginat gela slabe i pucaju te dolazi do
narusavanja strukture. Medutim, gel koji je dobiven pri pH = 3,8 ima guséu strukturu
zbog jacih interakcija unutar lanca Sto uzrokuje skupljanje gela i smanjuje pojavu

sinereze (Bennacef isur., 2021).

Alginati se mogu primjenjivati samostalno ili u kombinaciji s drugim polimerima kao npr.

kitozanom (De Vos i sur., 2010).

2.3.4. Kitozan

Hitin je drugi najrasireniji polisaharid u prirodi nakon celuloze te izgraduje skeleton mnogih

beskraljeSnjaka. On predstavlja izvornu supstancu za dobivanje kitozana. Kitozan (poli [B-(

1->4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranoza]) je naziv za deacetilirane oblike hitina koji se

medusobno razlikuju s obzirom na stupanj deacetilacije te molarnu masu (Slika 6). Na



funkcionalna svojstava kitozana utjece duljina polimernog lanca, gustoéa i raspodjela naboja.
Kitozan s niskim stupnjem deacetilacije (40%) dobro je topljiv u kiselom, neutralnom i
alkalnom mediju za razliku od kitozana sa visokim stupnjem deacetilacije (oko 85%) koji je

topljiv samo u kiselom mediju (pH < 6,5) (Martinac i Filipovié-Grci¢, 2002).

o CH
H HiC OH OH, 3)-:0 OH

HO H o NH

%, o 0

0. 0.4 0. 0. o
NH e H ' "
0= o={ NH; OH NH;
Hi . Hy n n
Hitin (a) Kitazzan; th)

Slika 6 Kemijska struktura hitina i kitozana (Kumar i sur., 2020)

Viskoznost kitozan gela raste povec¢anjem pH. Uslijed ionizacije amino skupina kitozana pri
niskom pH, on postaje topiv u vodi i pozitivno nabijen $to omoguduje reakcije kitozana s
drugim negativno nabijenim makromolekulama (guma arabika, karboksimetil celuloza, alginat

i heparin) pri ¢emu nastaju sloZzene nanocestice (Rajabi i sur., 2019).

2.3.5. Guma arabika

Guma arabika je prirodni eksudat kojeg luci drvo bagrema narocito vrsta Acacia senegal (Slika

7). Ova vrsta drveta je rasprostranjena u Africi, Australiji, Indiji i Americi.

Slika 7 Arabic guma (Musa i sur., 2018)

Na kemijski sastav ove gume utjece vrsta i starost drveta, klima, godi$nja doba, koli¢ina kise i
drugi faktori. Uglavnom se sastoji od galaktoze, arabinoze, ramnoze, glukuronske kiseline i

male koli¢ine kovalentno vezanog proteina koji joj daje odredena funkcionalna svojstva

(Tablica 1) (Williams i Phillips, 2009).
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Tablica 1 Kemijski sastav Acacia senegal i Acacia seyal gume

Acacia senegal Acacia seyal
% galaktoza 44 38
% arabinoza 27 46
% ramnoza 13 4
% glukuronska kiselina 14,5 6,5
4-0-metil glukuronska kiselina 1,5 5,5
% dusik 0,36 0,15
Prosjecna molekularna masa 380 850

Gumu arabiku karakterizira visok stupanj topljivosti u vodi i niska viskoznost u odnosu na druge
gume. Ne mijenja boju, okus i miris sustava kojem se dodaje. Takoder, stvara zastitni sloj oko
aktivne tvari i djeluje kao emulgator za kapljice ulja jer dolazi do adsorpcije komponenti, koje
su bogate proteinima, na povrsinu kapljice. Zahvaljujuéi odli¢cnim emulgirajué¢im svojstvima,
guma arabika se najvise koristi kod enkapsulacije okusa i bojila. Nadalje, prilikom enkapsulacije
praha sprije¢ava karamelizaciju zaostalog Secera prisutnog u ekstraktu (Muhamad isur., 2018;
Williams i Phillips, 2009).

Guma arabika se koristi u mnogim industrijama (tekstilna, prehrambena, kozmeticka) kao
stabilizator, zgusnjivac, flokulant i emulgator (Musa i sur., 2018). Medutim, glavni nedostatak

je njezina visoka cijena i slaba zastita od oksidacije.

2.3.6. Maltodekstrin

Maltodekstrin se dobiva djelomi¢nom hidrolizom Skroba djelovanjem kiselina ili enzima pri
¢emu je dekstrozni ekvivalent (DE) maltodekstrina manji od 20. DE ukazuje na stupanj hidrolize
Skroba i znacajno utjece na svojstva i zastitu produkta. Maltodekstrin sa visokom vrijednoscu
DE ima manju molekularnu masu i bolju topljivost, ali konacan produkt sadrzi vecu koli¢inu
vlage zbog povecanog broja hidrofilnih grupa. Maltodekstrin karakterizira nizak stupanj
viskoznosti i dobra topljivost, nema okusa ni mirisa, vrlo lako se probavlja te je dostupan i
jeftin. Zbog toplinske stabilnosti cesto se koristi kao omotac za tvari koje se enkapsuliraju
suSenjem rasprSivanjem i ekstruzijom. Takoder, povecava stabilnost enkapsulirane tvari i
pruza dobru zastitu od oksidacije zbog cega se koristi za enkapsulaciju ulja (Grgi¢ i sur., 2020;
Mohammed i sur., 2020; Muhamad i sur., 2018). Prilikom enkapsulacije bioaktivnih spojeva,

maltodekstrin se moze kombinirati sa drugim materijalima (guma, pektin, alginat) kako bi se
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smanjila propusnost kisika, poboljsala emulgirajuc¢a svojstva te bolje kontroliralo otpustanje

enkapsulirane tvari (Shishir i sur., 2018)
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. ZADATAK

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj razlic¢itih omotaca (natrij alginat, kitozan, guma arabika,
maltodekstrin) na ucinkovitost enkapsulacije ukupnih fenolnih spojeva iz ekstrakta tropa
grozda sorte cabernet sauvignon. Enkapsulacija je provedena ionskim geliranjem. Ekstrakt za
potrebe enkapsulacije pripreman je pri utvrdenim optimalnim uvjetima kruto-tekuce
ekstrakcije odredenim na osnovi najveéeg prinosa fenolnih spojeva (ukupnih i individualnih).
Optimalni uvjeti ekstrakcije odredeni su na osnovi ispitivanja utjecaja otapala (voda i 50%-tna
vodena otopina etanola) i razli¢itih omjera kruto-tekuée (6-40 mL/g) na ekstraktibilnost

fenolnih spojeva iz tropa grozda.

3.2. MATERUALI | METODE

IstraZivanje je provedeno na tropu grozda sorte cabernet sauvignon porijeklom iz vinarije
Erdut, godina berbe 2018. Uzorci su osusSeni na zraku i tako skladiSteni do upotrebe. Prije
ekstrakcije uzorci su samljeveni na ultracentrifugalnom mlinu (Retsch ZM 200) na velicinu

Cesticaod <1 mm.

3.2.1. Kemikalije

Tijekom provedbe eksperimentalnog dijela rada koriStene su sljedec¢e kemikalije: apsolutni
etanol (Gram-Mol d.o.o., Zagreb, Hrvatska); acetonitril HPLC Cistoce (Fisher Chemical,
Loughborough, UK); metanol visoke Cistoée (J.T. Baker, Arnhem, Nizozemska); ledena octena
kiselina (Macron Fine Chemicals, Gliwice, Poljska); DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl);
katehin; epikatehin; gallokatehin galat; epikatehin galat; galna kiselina; elaginska kiselina;
siringinska  kiselina;  p-kumarinska kiselina;  3,4-dihidroksibenzojeva  kiselina; p-
hidroksibenzojeva kiselina, (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) i vanilinska kiselina (Acros
Organics, Geel, Belgija); Folin and Ciocaleu’s phenol reagens (CPA chem); natrij karbonat,
bezvodni p.a. (Kemika); natrij nitrit p.a. (Gram Mol); aluminij klorid hekstahidrat, purum p.a.
kristaliziran, 299,0% (Fluka Analytical); natrij hidroksid p.a. (Gram Mol); Zeljezo (Il) sulfat
heptahidrat p.a. (Kemika); vodikov klorid ~ 37% (Fischer); 1-butanol, za analizu (Carlo Erba);

ABTS (Sigma Aldrich); Trolox 97% (Acros Organics); natrij acetat, bezvodni p.a. (Gram Mol);
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natrijev alginat iz smedih algi, niske viskoznosti (Sigma Aldrich); kitozan, srednje molekulske
mase (Sigma Aldrich); guma arabika (Sigma Aldrich); kalcij klorid, bezvodni u prahu p.a. (Gram

Mol).

3.2.2. Priprema ekstrakata

U prvom dijelu eksperimentalnog rada provedeno je preliminarno istrazivanje s ciljem izbora
ekstrakcijskog otapala i optimalnog omjera kruto-tekuée odnosno omjera mase uzorka-
volumena otapala. Uzorak tropa grozda ekstrahiran je kruto-teku¢om ekstrakcijom u vodenoj
kupelji s tresnjom (Julabo SW-23, Njemacka) (Slika 8) primjenom dva razli¢ita otapala — 50%-
tnom vodenom otopinom etanola i destiliranom vodom. U staklene bocice odvagane su
razlicite mase uzorka tropa grozda (1,5 g; 3 g, 5g; 6 g; 7,5g; 10 g) i dodano je 60 ml
ekstrakcijskog otapala te je ekstrakcija provedena u vodenoj kupelji s treSnjom (200 rpm) pri

temperaturi 80 °C tijekom 120 minuta.

Slika 8 Vodena kupelj s treSnjom (Julabo SW-23, Njemacka)

Nakon ekstrakcije, suspenzija uzorka i otapala s ekstrahiranom tvari je centrifugirana na
centrifugi (Hermle Z 326 K, Njemacka) (Slika 9) pri 11 000 x g 10 minuta. Nakon centrifugiranja
supernatant (tekudi ekstrakt) je odvojen od taloga. U dobivenom teku¢em ekstraktu odredene
su ukupne fenolne tvari, ukupni ekstraktibilni proantocijanidini, ukupni flavonoidi, te

antioksidacijska aktivnost.
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Slika 9 Centrifuga (Hermle Z 326 K, Njemacka)

Nakon $to su odredeni optimalni uvjeti ekstrakcije (50%-tni etanol, omjer kruto-tekuée 0,025
g/mL, temperatura 80 °C, vrijeme 120 min) pri kojima je ostvaren maksimalni prinos fenolnih
tvari, dalje su se svi tekuci ekstrakti pripremali pri navedenim uvjetima. Za potrebe
enkapsulacije tekuci ekstrakti su koncentrirani do suhog praha na rotavaporu (Blchi R-210,

Svicarska) (Slika 10) pri temperaturi 50 °C i tlaku 48 mbara.

Slika 10 Rotavapor (Biichi R-210, Svicarska)
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3.2.3. Enkapsulacija

U Erlenmayerovu ¢asu odvagano je 0,52 g suhog ekstrakta tropa grozda i dodano 10,4 mL
30%-tne vodene otopine etanola, a potom i 39,6 ml destilirane vode te je koncentracija
ekstrakta iznosila 10,4 mg/mL. Ekstrakt se mijeSao 1 sat na magnetnoj mijesalici nakon ¢ega
je centrifugiran pri 11 000 x g 5 minuta. Supernatant je koriSten za pripremu 3%-tne otopine
natrij alginata (Slika 11). Otopina natrij alginata prije enkapsulacije mijeSana je na magnetnoj

mijesalici 24 sata kako bi se dobila homogena otopina.

Slika 11 Natrij alginat iz smedih algi niske viskoznosti

Prilikom enkapsulacije sa gumom Arabicom (1,6%) i maltodekstrinom (1,2%), ovi omotaci
mijeSali su se sa natrij alginatom. Enkapsulacija se provodila na enkapsulatoru Biichi B-390
(Slika 12) pri frekvenciji 140 Hz, naponu elektrode 750 V, promjeru mlaznice 300 um i tlaku
206 mbar. Kao tvar za umreZavanje koristena je 0,25 M otopina CaCl,. Nakon enkapsulacije

kapsule su filtrirane, a potom dvaput isprane s destiliranom vodom.

Slika 12 Enkapsulator (Biichi B-390, Svicarska)
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Prilikom enkapsulacije sa kitozanom, kao omotac koristio se samo 3%-tni natrij alginat, a u
otopinu kalcij klorida dodan je kitozan u tri koncentracije (0,5%; 1%; 1,5%). Najprije je otopljen
kalcij klorid u 1%-tnoj octenoj kiselini te je zatim dodan kitozan u odredenoj koncentraciji i
ostavljen da se mijeSa na magnetnoj mijeSalici 30 minuta do sat vremena. Takoder je
napravljen zaseban eksperiment enkapsulacije gdje su alginatne kapsule uranjane u kitozan.
Enkapsulacija je napravljena prema prethodno opisanom postupku sa natrij alginatom i kalcij
kloridom, a zatim su kapsule profiltrirane i uronjene u 0,5%-tni kitozan i mijeSane 10 minuta

te profiltrirane i isprane destiliranom vodom dva puta.

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje ukupnih fenolnih tvari

Ukupne fenolne tvari u tekuéem ekstraktu tropa grozda odredene su Folin-Ciocalteuovom
metodom (Waterhouse, 2001) koja pripada skupini kolorimetrijskih metoda. Fenolne tvari
prisutne u ekstraktu reagiraju sa Folin-Ciocalteuovim reagensom pri ¢emu nastaje plavo
obojeni kompleks koji se moze kvantificirati spektrofotometrom pri vidljivom svjetlosnom
zraCenju. Metoda se temelji na oksidaciji fenolnih spojeva i redukciji Folin-Ciocalteuova
reagensa (smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline) u volfram i molibden oksid u

alkalnoj sredini (Pavel i sur., 2006) .

Izrada kalibracijske krivulje

Galna kiselina koristena je kao standard za izradu kalibracijske krivulje. Pripremljene su dvije
kalibracijske krivulje, jedna za galnu kiselinu otopljenu u 50%-tnoj vodenoj otopini etanola
(Tablica 2, Slika 14), a druga za galnu kiselinu otopljenu u destiliranoj vodi (Tablica 3, Slika 15).
Otopine galne kiseline pripremljene su u rasponu koncentracija 0,05-1 mg/mL te su koristene
kao uzorci u protokolu za odredivanje ukupnih fenolnih tvari. Apsorbancije su izmjerene na
spektrofotometru (Shimadzu UV-1280, Japan) (Slika 13) pri valnoj duljini 765 nm za
pripadajuce koncentracije iz kojih su izradene krivulje ovisnosti vrijednosti apsorbancija o

koncentraciji galne kiseline (kalibracijska krivulja).

17



Slika 13 Spektrofotometar (Shimadzu UV-1280, Japan)

Tablica 2 Vrijednosti apsorbancija za pripadajuce koncentracije galne kiseline (GAE) otopljene

u 50%-tnom etanolu

Ceae[mg/mL] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5 0,75 1
A7650m 0,057 0,116 0,152 0,231 0,268 0,530 0,805 1,023
Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba (2):
y =0,9705x — 0,011 (2)
odnosno:
¢ (ukupne fenolne tvari) = 0,9705-4 — 0,011 (3)

koja je koriStena za izra¢unavanje masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima

[mg/mL].
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Slika 14 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koriste¢i 50%-tni etanol
kao otapalo

Tablica 3 Vrijednosti apsorbancija za pripadajuce koncentracije galne kiseline (GAE) otopljene

u vodi
Ceae[mg/mL] 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5 0,75 1
A7650m 0,054 0,124 0,170 0,220 0,280 0,519 0,783 1,065
Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba (4):
y = 0,9575x — 0,0098 (4)
odnosno:
¢ (ukupne fenolne tvari) = 09575+ A — 0,0098 (5)

koja je koriStena za izra¢unavanje masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari u ekstraktima

[mg/mL].
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Slika 15 Kalibracijska krivulja za odredivanje ukupnih fenolnih tvari koristeéi vodu kao
otapalo

Postupak

U epruvetu je otpipetirano 40 uL ekstrakta tropa grozda, 3160 plL destilirane vode i 200 pL
Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon stajanja izmedu 30 sekundi i 8 minuta dodano je 600 uL 20
%-tne vodene otpine Na,CO:s. Slijepa proba je pripremljena na isti nacin, ali umjesto ekstrakta
dodano je 40 uL ekstrakcijskog otapala. Uzorci su pomijeSani na vorteksu i ostavljeni u vodenoj
kupelji 30 min na 40 °C kako bi se razvilo plavo obojenje. Apsorbancija je mjerena na UV/VIS

spektrofotometru na 765 nm, a sva mjerenja su provedena u tri ponavljanja.

3.3.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su spektrofotometrijskom metodom uz pomo¢ aluminijevog

klorida prema Marinova i sur. (2005).

Izrada kalibracijske krivulje

(+)-katehin je koristen kao standard za izradu kalibracijske krivulje. Otopine (+)-katehina
pripremljene su u rasponu koncentracija 0,02 - 0,2 mg/mL (Tablica 4) te su koristene kao
uzorci u protokolu za odredivanje ukupnih flavonoida. Apsorbancije su izmjerene na

spektrofotometru pri valnoj duljini 510 nm za pripadajuée koncentracije iz kojih su izradene
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krivulje ovisnosti vrijednosti apsorbancija o koncentraciji katehina (kalibracijska krivulja) (Slika

16).

Tablica 4 Vrijednosti apsobancija za odgovarajuée koncentracije (+)-katehina

cce [mg/mL] 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,2

As10nm 0,048 0,107 0,168 0,223 0,285 0,598

Metodom linearne regresije dobivena je jednadzba (6):

y =0,3267x + 0,0056 (6)
odnosno:

¢ (flavonoidi) = 0,3267 - A+ 0,0056 (7)

koja je dalje koriStena za izraCunavanje masene koncentracije ukupnih flavonoida u

ekstraktima [mg/mL].

cee [mg/ml]

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
A,510nm

Slika 16 Kalibracijska krivulja za odredivanje flavonoida

Postupak
U 2 mL destilirane vode dodano je 0,5 mL tekuéeg ekstrakta tropa grozda, a zatim 0,15 mL
5%-tnog natrijevog nitrita. Nakon 5 minuta dodano 0,15 mL 10%-tne vodene otopine aluminij

(1) klorida heksahidrata, a nakon 5-8 minuta dodan je 1 mL 1 M natrijevog hidroksida. U
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reakcijsku smjesu je zatim dodano 1,2 mL destilirane vode kako bi ukupni volumen bio 5 mL.
Slijepa proba je pripremljena na isti nacin, ali umjesto ekstrakta dodan je jednak volumen
destilirane vode. Svi uzorci su promijeSani na vorteksu i izmjerena je apsorbancija ekstrakata

na valnoj duljini 510 nm. Analize su provedene u tri ponavljanja.

3.3.3. Odredivanje ukupnih proantocijanidina

Ova metoda se temelji na depolimeriziranju proantocijanidina u butanolu i kiselom mediju

(Buci¢-Kojic, 2008).

Postupak

U 500 pL ekstrakta tropa grozda dodano je 5 mL otopine Zeljezo (l1)-sulfata heptahidrata te su
uzorci inkubirani na 95 °C 15 minuta. Slijepa proba pripremljena je na isti nacin, ali je umjesto
uzorka dodana destilirana voda. Apsorbancija je izmjerena na valnoj duljini od 540 nm i
masena koncentracija ukupnih proantocijanidina (UPA) izracunata je prema formuli (8):

A-M-IF

cupalg/L] = ———

(8)
gdje je:

e A-—apsorbancija [nm],

e M- molarna masa cijanidina, 287 g/mol,

e DF — faktor razrjedenja, odnosno omjer ukupnog volumena reakcijske smjese za
odredivanje UPA (5,5 mL) i volumena ekstrakta (2 mL); DF = 11,

e & -koeficijent molarne ekstinkcije cijanidina, 34700 L/mol cm,

e /—duljina optic¢kog puta, 1 cm.

3.3.4. Odredivanje pojedinacnih fenolnih spojeva

Nakon provodenja ekstrakcije, tekuéi ekstrakti su pripremljeni za analiziranje pojedinacénih
fenolnih spojeva na UHPLC-u (Nexera XR, Shimadzu, Japan) (Slika 17) uz koristenje PDA
detektora pri valnim duljinama od 190 do 350 nm i reverzno-fazne kolone Kinetex®C18 (100 x
4,6 mm, 2,6 um; Phenomenex) za razdvajanje fenolnih spojeva. Ekstrakti su profiltrirani na

mikrofilteru veli¢ine pora 45 um u vijalice iz kojih je zatim tekuci ekstrakt uzorkovan prilikom
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analize na UHPLC-u prema prethodno objavljenoj metodi (Buci¢-Koji¢ i sur., 2017). Kao
mobilne faze koriStene su acetonitril:metanol (1:1) i 1%-tna vodena otopina ledene octene
kiseline. Na osnovi usporedbe retencijskih vremena fenolnih spojeva u uzorcima i retencijskih
vremena pojedinih standarda identificirani su pojedinac¢ni fenolni spojevi, a njihove masene
koncentracije odredene su pomodu kalibracijskih krivulja za pojedine spojeve te su krajnji
rezultati izraZzeni u mg/gs.+. prema formuli 9. Prikupljeni podaci su analizirani u programu Lab-

Solutions (verzija 5.71 SP2).

Slika 17 UHPLC Nexera XR, Shimadzu, Japan

3.3.5. Izracun masenog udjela fenolnih tvari

Prema jednadZbama 3, 5, 7 i 8 izraCunate su masene koncentracije ukupnih fenolnih tvari
[mgeae/mL], ukupnih flavonoida [mgce/mL], te ukupnih proantocijanidina [mg/mL]. Maseni
udjeli navedenih fenolnih spojeva te pojedinacnih fenolnih spojeva preracunati su na suhu

tvar uzorka prema formuli (9):

cV
C [mg/gsw] = m,, W (9)
s.tv.

gdje je:
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e C-maseniudio fenolnih tvari [mg/gs+. |

® ¢—masena koncentracija uzorka [mg/mL]

e V-volumen otapala [mL]

e my;— masa uzorka koriStenog za ekstrakeciju [g]

e w;t— udiosuhe tvari [%].

3.3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

DPPH metoda temelji se na redukciji 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala koji je otopljen u
alkoholnoj otopini. U reakcijskoj smjesi, antioksidans iz ekstrakta (fenolne tvari) donira atom
vodika i veze se na DPPH radikal te prilikom redukcije ovog radikala otopina mijenja boju iz

ljubicaste u Zutu zbog smanjenja koncentracije zaostalog slobodnog DPPH radikala.

Postupak

Najprije je pripremljena alkoholna (etanolna) otopina DPPH u koncentraciji 0,026 mg/mL kojoj
je izmjerena apsorbancija na 515 nm. Zatim je u 100 plL uzorka dodano 3,9 mL otopine DPPH
te je reakcijska smjesa ostavljena na tamnom mjestu. Nakon 30 minuta ocitana je

apsorbancija. Kao slijepa proba koristen je etanol.

Inhibicija (%) DPPH izraCunata je prema jednadzbi (10) :

% inhibicije DPPH = [%1 x 100 (10)

gdje je:

e Apppy— apsorbancija pripremljene otopine DPPH
e Ayz— apsorbancija reakcijske smjese uzorka i otopine DPPH

Zbog bolje usporedivosti rezultata postotak inhibiranog DPPH- radikala preracunat je na
ekvivalente troloxa koji je snazan antioksidans (gtrolox/L ) prema jednadzbi 11 i zatim izrazen

u ekvivalentima troloxa po masi suhe tvari tropa groZzda (mgrroLoxa/gstv.) prema jednadzbi (9).

c [gtrolox/L] = 0,0036X + 0,0032 (11)
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Za svaki ekstrakt antioksidacijska aktivnost je odredena u tri paralelna ponavljanja, a rezultati

su izrazeni kao srednje vrijednosti odredivanja.

3.3.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom

ABTS temelji se na sposobnosti antioksidansa da reduciraju ABTS radikalski kation Sto se

ocituje u obezbojenju zelene boje kationa (Re i sur., 1999).

Postupak

ABTS radikalski kation pripremljen je mijeSanjem jednakog volumena amonij persulfata i
ABTS-a te je smjesa ostavljena u tamnom minimalno 16 sati, a zatim je na dan analize
pripremljena svjeza razrijedena otopina na nacin da je 1 mL radikalskog kationa pomijesan sa
40 mL etanola. Nakon toga izmjerena je apsorbancija na 734 nm koja treba iznositi oko 0,706.
Zatim je u 50 pL uzorka dodano 950 pl razrijedenog ABTS radikala. Apsorbancija je izmjerena
nakon 10 minuta inkubacije na tamnom mjestu. Kontrolni uzorak pripremljen je na isti nacin,
ali je umjesto uzorka koristen etanol. Kao slijepa proba koristen je etanol. Sva mjerenja

napravljena su u tri paralele.
Inhibicija (%) ABTS-a racunala se prema jednadzbi (12):

A — A
LSl

% inhibicije ABTS = i
K

X 1000 (12)

gdje je:

e Ag—apsorbancija kontrolnog uzorka
e Ayz— apsorbancija uzorka

Zbog reprezentativnijeg usporedivanja rezultata postotak inhibiranog ABTS-a preracunat je u
ekvivalente troloxa (gtroLox/L) prema jednadzbi 13 i zatim izraZzen u ekvivalentima troloxa po

masi suhe tvari tropa grozda (mgrroLoxa/gs.tv.) prema jednadzbi (9).

¢ [gerotox/L] = 0,003x — 0,0037 (13)

25



3.3.8. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

FRAP metoda temelji se na redukciji iona Zeljeza u prisustvu antioksidansa te se formira

tamnoplavi kompleks cija se apsorbancija mjeri na 592 nm (Joli¢, 2017).

Postupak

FRAP reagens je pripremljen mijeSanjem 25 mL 300 mM acetatnog pufera zagrijanog na 37 °C
sa 2,5 mL 10 mM otopine TPTZ-a (2,4,6-tripiridil-s-triazin) i 2,7 mL Zeljezova klorida
heksahidrata. U 150 pL uzorka dodano je 270 pL destilirane vode i 2,7 mL svjeZe pripremljenog
FRAP reagensa. Za pripremu slijepe probe umjesto uzorka dodana je destilirana voda.
Apsorbancija je izmjerena nakon 40 minuta inkubacije na 37 °C. Mjerenja su napravljena u tri

paralele.

Antioksidacijska aktivnost prema FRAP metodi racunala se prema regresijskoj jednadzbi 14 za

uzorke ekstrahirane u 50 %-tnom etanolu, a prema jednadzbi 15 za uzorke ekstrahirane u vodi.

y =967,18x — 0,731  [umol resoaxrnao0 /L] (14)

y = 973,45x — 39,725 [Hmol resoax7h20 /L] (15)

Kako bi se rezultati triju koristenih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti mogli
usporediti potrebno je rezultate preracunati u grroox/L prema jednadzbi 16 za uzorke
ekstrahirane u 50%-tnom etanolu i jednadzbi 17 za one ekstrahirane u vodi. Potom su
dobiveni rezultati izrazen u ekvivalentima troloxa po masi suhe tvari tropa groida

(mgTROLOXA/gS,tV,) (jednadiba 9).

¢ [gtrotox/L] = 0,142x — 0,0002 (16)
¢ [gtrotox/L] = 0,243x — 0,0099 (17)
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3.4. UCINKOVITOST ENKAPSULACIJE

Ucinkovitost enkapsulacije (EE) odredena je na temelju masenog udjela slobodnih i vezanih
fenolnih spojeva u kapsulama. Pod slobodnim fenolnim spojevima podrazumijevaju se fenolni
spojevi koji su zaostali u otopini CaCl; nakon stvrdnjavanja kapsula te oni koji su se isprali sa

povrsine kapsula tijekom ispiranja s destiliranom vodom.

Ucinkovitost enkapsulacije izracunata je prema jednadzbi (18):

EE % = mrpc (ekstrakt)—mrpc (CaCly) .100 (18)
’ mrpc (ekstrakt)

gdje je:
e mrpc(ekstrakt) — masena koncentracija ukupnih fenolnih tvari u ekstraktu koji je
enkapsuliran [mg/gs+]
® mrpc (CaCly) — masena koncentracija ukupnih fenolnih tvari u kalcij kloridu

nakon enkapsulacije [mg/gs..]
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Svi dobiveni rezultati prikazani su u tablicama i dijagramima. Eksperimentalni dio rada
proveden je u dva dijela.

U prvom dijelu eksperimentalnog rada provedena su istrazivanja u cilju utvrdivanja
optimalnog omjera kruto-tekuée (masa tropa grozda i volumen otapala) za postizanje
maksimalnog prinosa fenolnih tvari. KoriSten je uvijek isti volumen otapala (60 mL), a
mijenjana je masa tropa grozda (1,5g;3g;5g;6g; 7,5gi 10 g). Provedena su dva seta
eksperimenata, jedan s vodom i drugi s 50%-tnim etanolom pri uvjetima ekstrakcije
(temperatura 80 °C, broj okretaja tresilice 200 rpm i vrijeme ekstrakcije 120 minuta) koji su
optimirani u ranijim istraZzivanjima. Na osnovu dobivenih podataka, najveci prinos ukupnih
fenolnih spojeva, flavonoida i proantocijanidina dobiven je koristeéi 1,5 g uzorka za oba
koriStena otapala. Najveci prinos ukupnih fenolnih spojeva (46,49 mgcae/gsv.) Ostvaren je u
slucaju primjene 50%-tnog etanola dok je uz primjenu vode kao otapala ostvaren 4 puta manji

prinos ukupnih polifenola (11,26 mgeae/gsv.) (Slika 18).

Ukupni fenolni spojevi
H20
60
50% EtOH

50
40 N + I
30

20

€ 1oc [MEeae/8 siv]

10 T

1.50 3.00 5.00 6.00 7.50 10.00

M 1rop Grozon [8]
Slika 18 Ovisnost masenog udjela ukupnih fenolnih spojeva (Crpc) 0 masi tropa grozda (m) u

volumenu otapala 60 mL

Isti trend slijede i flavonoidi (Slika 19) gdje je koristenjem 50%-tnog etanola najvisi maseni
udio ukupnih flavonoida iznosio 40,71 mgce/gs+w. (pri masi uzorka 1,5 g), a 9,46 mgce/gs.wv. za

istu masu uzorka ekstrahiranog s vodom.
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Slika 19 Ovisnost masenog udjela ukupnih flavonoida (Cre) 0 masi tropa grozda (m) u

16

14

12

10

CupalMmg/g .1

1.50

volumenu otapala 60 mL

Ukupni proantocijanidini

3.00 5.00 6.00

m trop grozda [g]

7.50

H20
50% EtOH

10.00

Slika 20 Ovisnost masenog udjela ukupnih proantocijanidina (Cura) 0 masi tropa grozda (m) u

volumenu otapala 60 mL

Slika 20 pokazuje ovisnost masenog udjela ukupnih proantocijanidina o masi uzorka i

koristenom otapalu. Vidljivo je da maseni udjeli proantocijanidina u uzorcima ekstrahiranim
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sa vodom slijede isti trend kao i kod ukupnih fenolnih tvari i flavonoida, dok kod uzoraka
ekstrahiranim etanolom to nije slu¢aj. Naime, kod uzoraka ekstrahiranim sa etanolom postoje
oscilacije u rastu i padu masenog udjela proantocijanidina, iako je najveéi prinos (13,09
mgura/gs.tv.) Ostvaren kada je koristena masa tropa grozda 1,5 g i 50%-tni etanol kao otapalo
kao i kod ukupnih flavonoida te ukupnih fenolnih spojeva.

Nakon odredivanja ekstraktibilnosti ukupnih fenolnih spojeva, proantocijanidina i flavonoida
izmjerena je i antioksidacijska aktivnost prema tri spektrofotometrijske metode DPPH, ABTS i
FRAP koja je zbog bolje usporedivosti rezultata izradena u ekvivalentima troloxa na masu suhe
tvari (grrolox/gstv.). U ekstraktima dobivenim ekstrakcijom pomodéu vode, antioksidacijska
aktivnost ekstrakta odredena pomocéu sve tri metode slijedi isti trend, odnosno
antioksidacijska aktivnost opada povecanjem mase uzorka dok kod ekstrakata dobivenih
pomocu 50 %-tne vodene otopine etanola to nije bio slucaj (Slika 21, 22, 23).

Slika 21 pokazuje da je najvisa antioksidacijska aktivnost (107,64 grroLox/gs+v) odredena DPPH

metodom postignuta pri omjeru 6 g uzorka : 60 mL 50%-tnog etanola.

DPPH metoda

120
100
80 x - ® H20
4 50% EtOH
60

40

C [BrroLon/E sitv]

20 ¢ i

o L ] =

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

M 1rop grozoa [8]

Slika 21 Ovisnost antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom o masi koristenog
tropa grozda pri ekstrakciji fenolnih spojeva pomocdu vode i 50%-tnog etanola

Zatim na Slici 22 je vidljivo da najvecu antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS metodom
ima uzorak za ciju se ekstrakciju koristila masa tropa 3 g (317,84 grrolox/gs+v.), @ na Slici 23
primjenom FRAP metode masa uzorka od 5 g (133,05 grroLox/8stv.). 1z priloZenih slika moze se

uocCiti da se vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti razlikuju izmedu ove tri
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spektrofotometrijske metode, ali u svim slué¢ajevima je dokazana veca antioksidacijska

aktivnost kod ekstrakata dobivenih pomoéu 50%-tne otopine etanola.

ABTS metoda
350
300 ! .
250 { I :

200 I ® H20

150 » A 50 % EtOH

C [grroLon/Bs.1v]

100

52 !}{ .

0,00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00

M 1rop grozoa [8]

Slika 22 Ovisnost antioksidacijske aktivnosti odredene ABTS metodom o masi koriStenog
tropa grozda pri ekstrakciji fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola

FRAP metoda
160
140
120 I I
100 i x
80

® H20
60 ¢

C [8rroLon/Bs.1v]

= A 50% EtOH

40 » } { I

20

0
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

M 1rop grozoa [8]

Slika 23 Ovisnost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom o masi koriStenog
tropa grozda pri ekstrakciji fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola
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Nakon spektrofotometrijskih metoda provedeno je kvalitativno i kvantitativho odredivanje
pojedinacnih polifenolnih spojeva u ekstraktima UHPLC metodom. Usporedbom retencijskih
vremena sa standardima spojevi su odredeni kvalitativno, dok je kvantitativha analiza
provedena odredivanjem povrsine ispod dobivenih pikova pomocu LabSolution softvera.
Odredene su koncentracije fenolnih kiselina i to derivata hidroksibenzoi¢ne kiseline (3,4-
dihidroksibenzoic¢na, siringi¢na, vanilinska, elaginska, galna i p-hidroksibenzi¢na kiselina) i
hidroksicinamicne kiseline (kafeinska, feruli¢na, o- i p-kumarna), potom koncentracije flavan-
3-ola (katehina, epikatehina, epikatehin galata i galokatehin galata, procijanidina B1 i B2),
flavonola (kvercetina, kampferola, rutina) i koncentracija stilbena resveratrola.

Slika 24 prikazuje ovisnost masenog udjela derivata hidroksibenzoi¢ne kiseline o masi tropa
grozda koja je koriStena u procesu ekstrakcije. Maseni udio derivata hidroksibenzoi¢ne kiseline
bio je veéi u vodenim ekstraktima kod siringicne (95,6-163,1 pgsa/gsw.), 3,4-
dihidroksibenzoi¢ne (79,5-120,3 ugoHea/8stv.), Vanilinske (17,5-25,5 pgva/gsw.) i p-
hidroksibenzi¢ne (5,1-6,6 Hugp-nea/gstv.) kiseline, dok je maseni udio galne (382,9-428,4
Ugcae/8stv.) i elaginske (130,0 — 170,8 pgea/gstv.) kiseline bio vedi u etanolnim ekstraktima
(Slika 24). Usporedujuci ekstrakcijska otapala moze se uociti da kod elaginske kiseline postoji
znacajna razlika, odnosno u 50%-tnom etanolu ekstrahirana je u 7 puta veéim koncentracijama
u nego sto je bila u vodi koristeéi omjer 1,5 g/60 mL.

Hidroksicinami¢ne kiseline dokazane su u veéim koncentracijama u etanolnim ekstraktima
osim kafeinske kiseline kod koje je veci prinos ostvaren u vodenim ekstraktima (Slika 25).

U obje grupe fenolnih kiselina vidljiv je isti trend, odnosno maseni udio fenolnih kiselina opada
s povedanjem mase uzorka, uz par iznimki. Unato¢ odredenim razlikama, iz dobivenih
podataka moze se zakljuditi da je masa uzorka od 1,5 g i 60 mL otapala najpogodnija za
ekstrakciju pojedinacnih polifenola $to je u skladu s rezultatima dobivenim mjerenjem ukupnih
fenolnih tvari.

Ukoliko se usporeduju ove dvije grupe fenolnih kiselina odredenih UHPLC metodom nakon
ekstrakcije 1,5 g tropa grozda sa 60 mL 50%-tnog etanola, vidljivo je da su hidroksibenzoi¢ne
kiseline (8264,8 ug/gst.) prisutne u veéim koncentraciama u odnosu na derivate

hidroksicinamicne kiseline (226,1 pg/gs.v.).
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Slika 24 Ovisnost masenog udjela hidroksibenzoic¢nih kiselina o masi koristenog tropa grozda
pri ekstrakciji fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola
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Slika 25 Ovisnost masenog udjela hidroksicinamicnih kiselina o masi koriStenog tropa grozda
pri ekstrakciji fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola

Prilikom ekstrakcije s etanolom najveéi prinos ostvaren je kod galne (derivat
hidroksibenzoicne kiseline) i p-kumarne kiseline (derivat hidroksicinamicne kiseline), dok je
upotrebom vode kao ekstrakcijskog otapala, najvedi prinos ostvaren kod siringi¢ne i kafeinske
kiseline.

Od sest kvantificiranih flavanola, dokazano je da se katehin (3123 pg/gs+.), epikatehin (1299
ug/gs.+.) i epikatehin galat (93 pug/gstv.,) u najve¢im koncentracijama ekstrahiraju pomocu 50
%-tnog etanola, dok se galokatehin galat (681 pg/gstw.) i procijanidini B1 (967 pg/gst.) i B2
(1149 pg/gs+) bolje ekstrahiraju koristeéi vodu kao otapalo (Slika 26). Isto tako za postizanje
maksimalnog prinosa flavanola, omjer uzorka i otapala 1,5 g i 60 mL otapala pokazao se kao
optimalan.

Kod ekstrakcije s etanolom najvisi prinos je postignut kod katehina, dok je upotrebom vode

najvedi prinos uocen kod ekstrakcije procijanidina B2.
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Slika 26 Ovisnost masenog udjela flavanola o masi koriStenog tropa grozda pri ekstrakciji
fenolnih spojeva pomodu vode i 50%-tnog etanola

Flavonoli—kvercetin, kampferol i rutin bolje su se ekstrahirali u 50%-tnom etanolu nego u vodi

(Slika 27), gdje je kvercetin ekstrahiran u najveéoj koncentraciji od 54,47 pg/gs.v..
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Slika 27 Ovisnost masenog udjela flavonola o masi koriStenog tropa grozda pri ekstrakciji
fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola

Resveratrol je flavonoid koji pripada grupi stilbena. Prilikom ekstrakcije 1,5 g tropa grozda sa
60 mL otapala, resveratrol je ekstrahiran u 4,5 puta veéim koncentracijama u 50%-tnom

etanolu nego u vodi i to u koncentraciji 36,49 pg/gs.. (Slika 28).
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Slika 28 Ovisnost masenog udjela resveratrola o masi koriStenog tropa grozda pri ekstrakciji
fenolnih spojeva pomocu vode i 50%-tnog etanola
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Nakon obrade rezultata, zaklju¢eno je da se ukupni i pojedinacni polifenolni spojevi u ve¢im
koncentracija ekstrahiraju koristenjem 50%-tnog etanola te je najveéi prinos ekstrakcije

fenolnih spojeva ostvaren pri koristenju omjera kruto-tekuée = 1,5 g /60 mL (0,025 g/mL).

U drugom dijelu eksperimentalnog rada provedena je enkapsulacija ekstrakta koji su dobiveni
ekstrakcijom pomocu 50%-tnog etanola uz omjer kruto-tekuce 0,025 g/mL. Tekudi ekstrakti su
upareni do suhog te je pripremana poznata koncentracija ekstrakta pomoc¢u 30%-tnog etanola
koji su podvrgnuti enkapsulaciji. Zadatak ovog dijela bio je ispitati utjecaj dodatka razliitih
omotaca (guma arabika, natrij alginat, kitozan i maltodekstrin) na ucinkovitost enkapsulacije

koja se racunala prema jednadzbi 18.
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|
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Slika 29 Usporedba razli¢itih omotaca na ucinkovitost enkapsulacije (EE, %) (SA-natrij alginat,
MD-maltodekstrin, GA-guma arabika, CS-kitozan)

Slika 29 pokazuje usporedbu ucinkovitosti enkapsulacije fenolnih spojeva ostvarene uz
primjenu razli¢itih omotaca iz koje je vidljivo da se najmanja ucinkovitost enkapsulacije
postigla upotrebom samog natrij alginata (50,09%), dok je dodatak drugih omotaca u natrij
alginat uzrokovao povedanje ucinkovitosti enkapsulacije ekstrakata tropa grozda. Najveca
ucinkovitost postignuta sa 1,5%-tnim kitozanom, koji nije mijeSan s natrij alginatom ve¢ je
dodan u kalcijev klorid, i iznosila je 71,4 %. Usporedba ucinkovitosti enkapsulacije kada su u

kalcijevom kloridu bile dodane razli¢ite koncentracije kitozana (1,5%; 1%; 0,5%) prikazana je
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na Slici 30. Vidljivo je da je najbolja ucinkovitost (75,47%) ostvarena kada je koristena

koncentracija kitozana 0,5%.
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Slika 30 Utjecaj dodatka razlicitih koncentracija kitozana (CS) u kalcijev klorid
na ucinkovitost enkapsulacije

Zatim je ispitan utjecaj nacina dodatka kitozana na ucinkovitost enkapsulacije. Na Slikama 29
i 30 prikazani su rezultati kada je kitozan mijesan s kalcijevim kloridom dok je na Slici 31
prikazana usporedba tako koriStenog kitozana u koncentraciji 0,5% i kitozana u istoj
koncentraciji u koji su se kapsule zasebno uranjale nakon geliranja u CaCl,. Prema rezultatima
je vidljivo da je nacin dodatka kitozana uvelike utjecao na ucinkovitost enkapsulacije s obzirom
da je ucinkovitost enkapsulacije bila manja (52,98%) kada su se kapsule naknadno dodavale u

Cisti kitozan (Slika 31).
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Slika 31 Utjecaj nacina dodatka 0,5% kitozana (CS) na ucinkovitost enkapsulacije
(EE,%) (viseslojno = 0,5% CS pomijesan s CaCly, uranjanje = 0,5 %CS koristen je
samostalno nakon Sto su kapsule stvrdnute u CacCls)
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5. ZAKLJUCCI



Na osnovi provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

v" Uvjeti ekstrakcije zna¢ajno utje¢u na prinos ekstrakcije fenolnih spojeva iz tropa grozda.

v" Vodena otopina etanola pokazuje bolju u¢inkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva iz tropa
grozda u odnosu na Cistu destiliranu vodu.

v" Najveéi prinos ukupnih i pojedinaénih polifenolnih spojeva dobiven je, u vecini
eksperimentalnih mjerenja, koristenjem 1,5 g tropa grozda i 60 mL 50%-tne vodene
otopine etanola kao ekstrakcijskog otapala te se navedeni uvjeti smatraju optimalnim u
okviru eksperimentalnih uvjeta.

v' Flavan-3-oli, katehin (3113,83 pg/gsw.) i epikatehin (1299,12 ug/gs+) dokazani su u
najveéim masenim koncentracijama u predmetnom tropu grozda sorte cabernet
sauvignon pri utvrdenim optimalnim uvjetima ekstrakcije.

v" Primjena razli¢itih omotaca znadajno utjele na uéinkovitost enkapsulacije

v"Izmedu ispitanih omotada najveéa ucinkovitost enkapsulacije ostvarena je uz primjenu
natrijevog alginata u kombinaciji s kitozanom.

v" Nadin dodatka i koncentracija kitozana imaju znadajan utjecaj na udinkovitost
enkapsulacije

v" 0d ispitivanih koncentracija kitozana (0,5-1-1,5%) najbolja ucinkovitost enkapsulacije
(75,47%) je ostvarena pri koncentraciji kitozana 0,5% kada se kitozan dodaje u otopinu za

stvrdnjavanje odnosno kalcij klorid.
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